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ABSTRAKT

Cilem piedlozené diplomové prace je studium biotechnologické produkce kopolymeru
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat). V prvni ¢asti prace byl proveden vybér
vhodného bakteridlniho kmenu z péti vybranych mikroorganismu s riznymi prekurzory 4HB.
Nasledné probéhla selekce vhodného substratu a jeho optimalni koncentrace. Mikroorganismy
vyuzivané v experimentalni ¢asti byly Cupriavidus malaysiensis DSM 19416, DSM 19379
a DSM 25816, Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 a  Aneurinibacillus
thermoaerophilus HL CCM 8960. Vybér vhodného kandidata byl proveden pomoci izolace
kopolymeru a jeho nasledné charakterizace prostiednictvim plynové chromatografie
S plamenovym ionizaénim detektorem (GC-FID) a SEC-MALS analyzy (vylucovaci
chromatografie s detektorem méficim staticky rozptyl svétla ve vice uhlech). Vybér idedlniho
kandidata byl posouzen gravimetricky a spektrofotometricky. V ramci experimentalni prace
bylo dulezité zvolit optimalni substrat a koncentraci pro akumulaci kopolymeru. Z provedenych
experimenttt vyplyva, Ze nejvhodnéj$§im kandidatem pro biotechnologickou produkci
kopolymeru je bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 V zavéru
experimentdlni prace byla prozkoumana biotechnologickd produkce kopolymeru
Vv laboratornim fermentoru.

KLICOVA SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty (PHA), P(3HB-co-4HB), Cupriavidus malaysiensis, DSM 19379, v-
butyrolakton



ABSTRACT

The proposed diploma thesis aims to study the biotechnological production of poly(3-
hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) copolymer. The subject of the experimental part was
first to select a suitable bacterial strain from five selected microorganisms with different carbon
precursors applied at various concentrations. The five selected microorganisms used in the
experimental part include bacterial strains Cupriavidus malaysiensis DSM 19416, DSM 19379,
and DSM 25816. Furthermore, the strain Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 and
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 CCM 8960. The experiment shows that the most
suitable candidate for biotechnological production is the bacterial microorganism Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379. Finally, the biotechnological production of the copolymer was
investigated utilizing a batch cultivation technique in a laboratory bioreactor.

KEY WORDS
Polyhydroxyalkanoates (PHA), P(3HB-co-4HB), Cupriavidus malaysiensis DSM 19379, y-
butyrolactone
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1 UVOD

I ptesto, Ze jsou bakterie fazeny mezi jednoduché prokaryotické mikroorganismy dosahujici
velikosti jednotek um, jsou velice diilezitou soucasti naSeho svéta. Bakterie tvoti bezpochybné
nepostradatelnou soucast naSeho ekosystému, i kdyz ne vSechny jsou prospésné. Jejich
metabolismus lze vyuzit pro mnohé ucely, naptiklad v biotechnologické produkci 1ze provadét
mikrobialni syntézu mikrobialnich bioplastti — polyhydroxyalkanoati (PHA) prostiednictvim
mikrobialniho metabolismu. Pravé tato technologie v sobé schovava obrovsky potencial
pro to, aby mohly byt PHA zapojeny nejen do bézného provozu v riznych primyslovych
odvétvich, ale i pro medicinské ucely.

Ptitomnost plastovych hmot, rtiznych obalt a folii patfi v dneSni dobé mezi jedno
z nejdiskutovanéjsich témat globalnich problémi. Nicméné at’ uz chceme nebo ne, tak budou
ziejmé jesté¢ dlouhou dobu soucésti naseho svéta, a to vzhledem k faktu, ze se bez ropnych
produktti neobejde velka fada odvétvi primyslu, ale i velka ¢ast populace. Pro vétSinu populace
je nepredstavitelné nemit moznost vyuzivat bézny spotfebni material, ktery je vyrabén z ropy.
Kvili neptiznivému dopadu ropnych produktl na ekosystém jsou opravdu dilezité a potfebné
studie zabyvajici se produkci alternativnich bioplastl, napiiklad PHA.

Jak jiz bylo zminéno vyse, pravé prokaryotni organismy jsou schopné produkovat mnohé
metabolity, mimo jiné i PHA. V dne$ni dob¢ je produkce PHA natolik prozkoumana, ze jsou
vybrané bakteridlni kmeny schopny syntetizovat az 90 % hmotnosti suché hmoty buiky
ve formé intracelularnich granuli. Takto vysoké bakterialni produkce PHA je dosahnuto diky
kultiva¢nim podminkam, konkrétné€ limitaci Zivin. Bakterie syntetizuji PHA jako sekundarni
metabolity a slouzi jako zasobni zdroj pfi nadbytku substratu uhlikaté povahy a nedostatku
potiebnych zivin.

PHA by mély v budoucnosti nahradit produkty z plastu pochézejici z petrochemického
prumyslu, jenz jsou povazovany za takika nerozlozitelné. PHA taktéz disponuji obrovskym
potencidlem v medicinském a farmaceutickém primyslu. Déle lze tyto piirodni polyestery
sloZzené z hydroxykyselin rizné¢ modifikovat, coZz zajiStuje vétsi variabilitu mechanickych
vlastnosti, kterd v kombinaci s netoxicitou otevira Sirokou skalu aplika¢nich vyuziti. Dale bylo
zjisténo, ze PHA produkuji stovky bakteridlnich kment a je diky nim mozné syntetizovat vice
nez 150 druhtt PHA.

Dal$i moZnosti, jak vylepSit vlastnosti PHA, je tvorba riznych kopolymeri. Diky nimz Ize
dosahnout Zadanych vlastnosti pro danou aplikaci. Tato prace se zabyva produkci kopolymeru
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), ktery jsou schopny bakterialni organismy
akumulovat pii zajiSténi vhodného ptisunu prekurzoru uhliku. Vyhody kopolymeru jsou
napiiklad vysok4 biokompatibilita, vysokd mira biodegradability nebo zajimavé mechanické
vlastnosti (vysoka elasticita). Z tohoto diivodu se S timto kopolymerem setkdvame ve studiich
zabyvajicich se tkanovym inzenyrstvim, a proto byl tento kopolymer v centru pozornosti
predlozené diplomové prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty, (PHA), jsou pfirodni linearni polyestery mastnych hydroxykyselin.
Tyto materialy jsou netoxické, biologicky odbouratelné a Ize je syntetizovat z bézn¢ dostupnych
obnovitelnych zdroju, coz je velka vyhoda v porovnani se synteticky vyrabénymi polyestery,
které jsou ziskavany z petrochemického pramyslu. PHA jsou biokompatibilni a Ize je délit dle
fyzikaln¢ chemickych vlastnosti v zavislosti na slozeni polyesteru [1; 2; 3; 4].

PHA jsou povazovany za vhodnou a ekologicky piijatelnou alternativu pro synteticky
vyrabéné plasty. Tvofi je bakterie schopné produkovat polyestery ve své bunééné struktuie
ve form¢ tzv. inkluzi (granuli) slouzicich jako zasoba uhliku a energie. Nicméné vyroba
biopolyestert je zatim finan¢né velmi nakladna a vzhledem k tomuto faktu stale neni mozné
zcela nahradit za bézné dostupné plastové produkty. PHA jsou diky svym unikatnim
vlastnostem pfedmétem mnoha studii. [1; 2; 3; 4].

2.1.1 Struktura a vlastnosti

Zakladni jednotkou polymernich hydroxyalkanoatt je 3-hydroxyalkanoat, jak miizeme vidét
na Obr. 1. Hydroxylova skupina se vyskytuje v poloze 3, 4, 5 nebo 6 a to vyhradné
do syntézy PHA. V zavislosti na po¢tu atomt uhlikl v pfislusnych monomernich jednotkach
se piirodni polyestery ¢leni do tii skupin [3].

r O
L A
O—CH—(CH,)nr— C——

\ / 100-30.000
Obrazek 1: P(3-hydroxyalkanodty) [5]

Prvni skupina je tzv. short-chain-lenght (scl-PHA) obsahujici 3-5 atomi uhliku. BéZné jsou
tyto polymery popisovany jako vysoce krystalické s nizkou pevnosti v tahu. Ukazkovym
ptikladem scl-PHA polymeru je poly(3-hydroxybutyrat) dale jen P(3HB). Druhou skupinou je
medium-chain-lenght (mcl-PHA) slozeny ze 6-14 atoma uhliku. Oproti scl-PHA je tato
skupina amorfni a vysoce elasticka. Tteti a posledni skupinou PHA je tzv. skupina Icl-PHA,
jenz tvoii dlouhé fetézce z 15 a vice atomu uhliku [6].

Dale je mozné piirodni PHA délit podle typu monomerni jednotky, ktera je obsazena
ve struktute polymeru na homopolymery a kopolymery. Vsechny vyse zminéné délky fetézctu
spole¢né s molekulovou hmotnosti a pfipojenymi postrannimi fetézci obsahujicimi rizné
funk¢ni skupiny (napt. hydroxylové, karboxylové, halogenové, fenoxylové a epoxylové) jsou
odpovédné za vysledné vlastnosti PHA [6].

Kazda vyse zminéna skupina PHA ma odlisnou Krystalickou povahu v zavislosti na délce
fetézce. S Krystalinitou je tizce spjata hodnota skelného pifechodu amorfni faze a teplota tani
krystalické faze. Na zakladé provedenych experimentl bylo prokazano, ze teplota skelného
ptechodu se imérné snizuje s nardstajici délkou postranniho fetézce, ze kterého je dany polymer



slozen. Konkrétn¢ se jedna o feté¢zce S monomernimi jednotkami s poctem atomi uhliku
vrozmezi 1-7. Skupina mcl-PHA je charakteristicka nizkou teplotou tani tj. 42-65 °C.
Vzhledem Kk nizké teploté tani je skupina PHA se stiedné dlouhymi fetézci pfifazovana do tiidy
elastomera [3; 6; 7].

Dale jsou polymery spadajici do skupiny mcl-PHA charakteristické svymi mechanickymi
vlastnosti, tj. elasticita a nizka pevnost v tahu. V porovnani s polymery scl-PHA nejsou tuhé
a kiehké, jak jiz bylo feceno vyse, Kombinaci S riznymi monomernimi jednotkami jsou scl-
PHA schopny dosahnout vétsi pruznosti. PHA jsou hydrofobni (nerozpustné ve vode¢), ale jsou
rozpustné v organickych rozpoustédlech, které maji ve své struktuie navazany chlor (naptiklad
slouceniny jako chloroform a dichlormethan) [6].

Zanejcastéji se vyskytujici monomerni jednotky, které jsou obsazeny ve struktuie PHA, jsou
povazovany 3-hydroxybutyrat (3HB), 3-hydroxyvalerat (3HV) a 4-hydroxybutyrat (4HB).
Pti mikrobidlni syntéze biopolymera jsou ¢asto spojovany za vzniku kopolymert S vyrazné
lepsimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [3; 8; 9; 10].

Homopolymer P(3HB) je nejznaméjsim polymerem ve skupiné scl-PHA. Polymer je vysoce
krystalicky a nerozpustny ve vodé. Dale bylo zjisténo, Ze je polymer takika rezistentni vici
hydrolytické degradaci. Nicméné i homopolymer je popisovan jako dobry termoplasticky
material avSak s limitujicimi mechanickymi vlastnostmi. Mimo jiné je P(3HB) charakteristicky
kiehkosti a zaroven tuhosti [11].

Homopolymer P(4HB) je oproti vyse popsanému P(3HB) vice tvarové flexibilni a tim padem
je 1 vice elasticky. Elasticita homopolymeru P(4HB) je dle provedenych experimentt
srovnatelna s polyethylenem [11].

Jak jiz bylo popsano vyse, unikatnost PHA je zejména v po¢tu moznosti, kterymi Ize ovlivnit
mechanické vlastnosti PHA. Stejné je tomu tak i v pfipadé kopolymeru zvaném poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) dale jen P(3HB-co-4HB). Lze tedy fict, ze vysledné
vlastnosti kopolymeru mizeme ovlivnit prostfednictvim poméru 4HB a 3HB monomernich
jednotek. Kopolymer P(3HB-c0-4HB) znazornény na Obr. 2 je taktéZz charakteristicky svou
biokompatibilitou a biodegradabilitou. Dalsim typickym znakem je nizsi teplota tani, ktera
klesa se zvySujicim se zastoupenim 4HB. S tim je spjata i niz§i krystalinita. Kopolymer
obsahujici ve své struktufe vysoky podil 4HB je popsan ve studiich jako vysoce elasticky

termopolyester s vysokou mechanickou odolnosti v tahu [3; 12].
P CH, 0 -~ 0 ~

———+— 0—CH— CH,—C O— CH,—CH,

CH, —C———

3HB 411B
Obrazek 2: Kopolymer P(3HB-co-4HB) [13]
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Dalsim ptikladem kopolymeru je poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) ozna¢ovan
jako P(3HB-c0-3HV). Je charakteristicky niz8i krystalinitou, niz$i teplotou tani, a naopak ma
Vv porovnani s P(3HB) celkové vyssi pruznost a je tvrdsi. O vyslednych atributech kopolymeru
rozhoduje procentualni zastoupeni monomerni jednotky 3HV [ [11].

2.1.2 Slozeni PHA granule

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1, PHA jsou akumulovany Vv piipadé¢, ze je bakterialni
mikroorganismus limitovan néjakou dulezitou rastovou komponentou (zdrojem N, P, S atd.).
Mikroorganismus na zminény stres odpovida tvorbou intracelularnich inkluzi (PHA granule).
PHA granule je mimo jiné oznacovana taktéz jako karbonosom, coz je multifunkéni komplex
sestaveny z jadra amorfniho polymeru PHB, které je ohrani¢eno povrchovou proteinovou
vrstvou. Ta je slozena z funk¢nich a strukturnich proteint (viz Obrazek 3) [14].

/><§, PHB polymer

O PHB depolymeraza

. PHB syntaza

() PGAP s neznamou funkci

@ PhaPl
@  dalsi PhaP

Obrazek 3: Slozeni PHA granule [15]

Prvnim z proteinti je PHB syntéza, ktera sehrava klicovou roli pti syntéze PHA viz v kapitole
2.1.3. Dale je ve struktufe granule obsazen protein zvany Phasin (PhaPs), jenz tvoii vétsi ¢ast
povrchu PHB granule a zabraiiuje splynuti granuli. Nemén¢ dulezitd je i PHB depolymeraza
(PhaZs), kterd je vyznamnd pro mobilizaci polymeru v ptipad¢€, Zze dana buitka nedisponuje
dostatkem Zzivin. Proteiny PhaRs reguluji expresi vybranych phasinovych genti a PhaM
predstavuje vzor proteinu asociovaného s PHB granulemi [14].

2.1.3 Biosyntéza PHA

Tzv. ,zelené polymery*“ jsou intenzivné zkoumany vzhledem k Sirokému uplatnéni
a vyhodam. Bylo zjisténo, ze PHA lze syntetizovat prostfednictvim mnoha mikrobialnich
kmenii. Nicméné¢ ani rostlinné buiiky nezlistdvaji pozadu a taktéz spadaji do skupiny producenti
akumulujici PHA. AvSak rostlinni producenti nedosahuji takovych vysledkt jako bakteridlni
zastupci. Navic bylo zjisténo, ze produkce PHA mnohdy rostlinam $kodi v jejich rustu a vyvoji.
Vzhledem k tomu, ze je Vv pramyslu prioritou dosazeni piedev§im efektivni syntézy
biopolyestert, jsou upiednostiiovany produkce pomoci bakterii [3; 6].
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Pro bakterialni organismus je akumulace PHA dilezita a prospé$na v pfipad¢, Ze ma dana
bakterie ptfebyte¢ny zdroj uhliku, a naopak nedostatek potiebnych zivin. Tim se rozumi
napiiklad kritickd hladina nebo Uplné vycerpani dusiku, fosforu, kysliku. Jak jiz bylo feceno
v kapitole 2.1.1 PHA jsou nerozpustné ve vodé¢, diky ¢emuz jsou biopolymery shromazd’ovany
V intracelularnim prostedi buniky ve formé granuli. Jsou obaleny proteinovou vrstvou, kterd
tvoii rozhrani bunky mezi hydrofilnim prostiedi cytoplazmy a hydrofobnim jadrem PHA
granuli [3].

K tomu, abychom mohli syntetizovat biologicky rozlozitelny kopolyester P(3HB-co-4HB),
je zapotiebi vybér vhodného producenta. Biotechnologicky vyznamné mikroorganismy, které
jsou schopny vysoké akumulace biopolymeru, budou zminény v kapitole 2.2 [3].

Slouceniny 4HB (prekurzory zajistujici produkci kopolymert), jako jsou y-butyrolakton,
1,4-butandiol, 4-hydroxymaselna kyselina aj., napomahaji bakteriim k produkci elastického
termoplastu. V piipadé¢ 3HB monomerni jednotky je akumulace polymeru zajisténa
prostfednictvim strukturné nezévislého uhlikatého zdroje napft. z glukdzy, fruktdzy, sacharozy,
ale i pomoci kyselin, jako je tfeba kyselina maselna nebo octova. U 4HB jednotky je produkce
zajisténa vhodnymi prekurzory, které jsou jiz zminény vyse [9].

Syntéza PHA vychazi z centrdlni metabolické drahy (B-oxidace mastnych kyselin,
biosyntéza mastnych kyselin a cyklus kyseliny trikarboxylové). Syntéza P(3HB) je obecné
popisovana ve 3 stézejnich chemickych reakcich. Dalsi neméné dulezitou soucasti biosyntézy
PHA je ptitomnost kodujicich gent K pfislusnym enzymim, které jsou dale uvedeny
v zavorkach a znazornény na Obrazek 4. Jsou to napi. PhaA (B-ketothiolaza), PhaB
(Acetoacetyl-CoA reduktaza), PhaC (PHA syntaza) [16; 17].

*I[H phaC H phaA H phaB h

Promotor

A A A

B-ketothiolaza || Acetoacetyl-CoA reduktiza || PHA syntdza

l Acetoacetyl l (R)-3-hydroxybutyryl l
—

-CoA =i -CoA

Acetyl-CoA P(3HB)

Obrdzek 4:Biosyntéza P(3HB) [18]

Prvnim ze tfech hlavnich enzymut podilejicich se na syntéze P(3HB) je enzym B-
ketothiolaza. Timto enzymem je vybavena vétSina zivych bunék vSech organismu (eukaryoty,
kvasinky, prokaryoty). Existuji dva typy popisovaného enzymu — degradativni typ I
a biosyntetické Thioldzy typu II. Thioladzy typu I jsou soucésti katabolismu mastnych kyselin
a Thiolazy typu II se podileji na biosyntéze P(3HB), ketolatek, steroidd, izoprenoidi
apod. Bakterialni kmen Cupriavidus necator je v odborné literatufe Casto zminovan jako
modelovy kmen, ktery vyuziva svij metabolismus pro produkci PHA a je vybaven geny
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kodujicimi dvé B-ketoacyl-CoA thiolazy. Enzymy jsou od sebe rozliSovany jako A a B. B-
ketoacyl-CoA thiolaza A se vyznaCuje substratovou specifitou vi¢i molekulam acetoacetyl-
CoA a 3-ketopentanoyl-CoA. B-ketoacyl-CoA thiolaza B nachazi svou substratovou specifitu
u acetoacetyl-CoA a 3-ketoalkanoyl-CoA Cs—Cg, C10[16; 17].

Druhym enzymem, ktery je nezbytny pro syntézu P(3HB), je acetoacetyl-CoA reduktaza.
Enzym katalyzuje stereoselektivni redukci acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA. Ttetim,
katalyzuje polymeraci thioestert 3-(R)-hydroxyalkyl CoA na PHA. Enzym je rozdélen do ¢tyf
kategorii v zavislosti na sekvenci pfitomnych aminokyselin, substratové specifity a konstituce
podjednotky [16; 17].

PHA syntaza patiici do kategorie | je tvofena z jediného typu podjednotky o molekulové
thioesteru CoA ruznych (R)-3-hydroxy-mastnych kyselin, které jsou sloZzeny z 3-5 atomu
uhliku. Produktem syntézy jsou PHA s kratkymi fetézci [16; 17].

Do kategorie II nalezi enzym, ktery je slozen taktéz z jediného typu podjednotky. Nicméné
dany enzym katalyzuje polymeraci (R)-3-hydroxy-mastnych kyselin sestavené z 6-14 atomu
uhliku. V tomto ptipadé dochazi k syntéze mcl-PHA [16; 17].

Do kategorie 11l patii PHA syntaza, ktera je charakteristickd dvéma jednotkami. Prvni je
katalytickd podjednotka phaC s molekulovou hmotnosti a s rozsahem 40-53 kDa a druha
podjednotka je phakE s molekulovou hmotnostni v rozmezi 20-40 kDa [16; 17].

Posledni a zarovent Ctvrtou kategorii je PHA syntdza, ktera je slozena taktéz ze dvou
podjednotek, prvni Kkatalyticka podjednotka ma molekulovou hmotnost 41,5 kDa a druha
podjednotka s molekulovou hmotnosti 22 kDa, znac¢enou phaR [16; 17].

Jak jiz bylo na uvodu kapitoly zminéno, biosyntéza PHA mitiZze probihat prostfednictvim
tii metabolickych drah. V piipadé prvni popisované metabolické drahy je predevSim
pro syntézu Scl-PHA vyuZzivany zdroj uhliku z cukru, ze kterého je ziskavan acetyl-CoA.
V prvni fazi metabolické drahy tedy probiha tzv. Claisenova kondenzace, kde je zapojen phaA.
Do reakce tedy vstupuji dvé molekuly acetyl-CoA spolecné s enzymem B-ketothiolazou.
¢imz vznikne (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. V posledni fazi syntézy PHA je zapotiebi
polymerace produktu ziskaného v ptedchozim kroku. Do reakce je zapojena PHA syntaza
kédovana genem phaC, ta je zodpovédna za tvorbu esterové vazby a syntézu biopolymeru
P(3HB). Biosynteticka draha byla popsana u modelového kmenu Cupriavidus necator [16; 17].

Druhou metabolickou drahou, ktera je vyuzivana pro syntézu PHA, je tzv. B-oxidace. Jedna
se 0 metabolickou drahu, ze které vychazi predevsim polymery spadajici do skupiny mcl-PHA.
Draha zpracovava metabolity ziskané z B-oxidaci mastnych kyselin. Nejdiive je nutné prevést
mastnou kyselinu na enoyl-CoA a za ptitomnosti (R)-3-hydroxyacyl-CoA hydratazy vznika
z enoyl-CoA (R)-3-hydroxyacyl-CoA. Poslednim krokem je polymerace vzniklého produktu
Vv ptedchozim kroku pomoci mcl-PHA syntazy [16; 17].

Tteti a zaroven posledni znamou metabolickou drahou, na jejimz zaklad¢é jsou schopny
mikroorganismy syntetizovat PHA, je cyklus biosyntézy mastnych kyselin. Meziprodukt(R)-3-
hydroxyacyl-ACP je za katalyzy enzymem 3-hydroxyacyl nosnym protein-CoA transferazou
(PhaG) se pfeméni na 3-hydroxyacyl-ACP a 3-hydroxyacyl-CoA [6].
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Bylo zjisténo, ze bakterialni kmeny, které disponuji pritomnosti scl-PHA syntazy jsou
schopny inkorporace 4HB monomerni jednotky do struktury kopolymeru. Burika absorbuje
do své struktury vybrany prekurzor napt. 4-hydroxymaselnou kyselinu, ktera se dale prevadi
za ptitomnosti genu CoA transferdzy na 4HB-Co0A. Bakterie schopné vyse popsané ¢innosti
obsahuji také 3HB jednotku, kterou je mozné zaclenit do struktury a dochazi ke vzniku
kopolymeru P(3HB-co-4HB) [19].

2.1.4 Biodegradace PHA

Jak uz bylo zminéno vySe, PHA patii mezi biodegradabilni materialy, a tudiZ maji velky
potencial jako nahrada v konceptu udrzitelného rozvoje tradicnich plasti. Vyhodou PHA je
stabilita na vzduchu a odolnost vuci vihkosti [7; 20; 21].

PHA jsou mikrobialn¢ odbourany v pfirodé mnohymi mikroorganismy produkujici enzymy,
které jsou schopny degradovat PHA. Jako ptiklad bakteridlniho mikroorganismu degradujici
PHA lze uvést termofilni aktinomycety, které se vyznacuji schopnosti odbouravat polymer pfi
vysokych teplotach. Dalsim piikladem je anaerobni mikroorganismus Ilyobacter
delafieldiithas, jenz je schopny $tépit PHA na estery s kratkymi fetézci (acetat, propionat,
butyrat). Pfi biodegradaci jsou uvadény mikroorganismy rodu Pseudonocardiaceae,
Micromonosporaceae, Thermomonosporaceae, Streptosporangiaceae. Mikrobialni rody
degraduji PHA pomoci pfisluSnych enzymu a tim zptsobuji proces solubilizace pfitomnych
polymertu, nasledkem ¢ehoz dochazi ke vzniku rozpustnych komponentt, které mikrobi
absorbuji do svych bunéénych stén [7; 20; 21].

Samotna degradace PHA se odviji od enzymatické vybavy mikrobidlniho organismu,
konkrétné jakymi depolymerdzami (intracelularni a extracelularni) disponuje a v jakém stavu
se PHA nachazi (krystalické nebo amorfni). Intracelularni depolymeraza odbourava striktné
amorfni PHA, které jsou akumulovany uvnitf mikroorganismu. Pfi tomto dé&ji dochazi
K hydrolyze PHA, a to vede k degradaci a k tvorbé novych produktt a zisku energie. Pfi¢emz
k intracelularni degradaci PHA dochazi simultanné se syntézou PHA [7; 20; 21].

Druha mozna degradace je prostfednictvim extracelularni depolymerazy PHA, ktera
degraduje ptedevsim krystalické PHA v extracelularnim prostfedi. Jde o proces zpracovani
exogennich PHA, které jsou uvolnény po bunééné smrti a jsou tudiz degradovany pomoci vyse
zminéného enzymu — extracelularni PHA depolymeraza (karboxyesteraza). Enzym Stépi
polymer PHA na oligomery ¢i monomery [7; 20; 21].

Lze fict, Ze degradace PHA je obecné popséana ve dvou stézejnich krocich. V prvni fadé jsou
za aerobnich podminek polymery odbouravany na jednotlivé ¢asti vzdy v zavislosti na obsahu
monomernich jednotek (monomery, dimery nebo oligomery) a na typu ptitomné depolymerazy.
Nasledné jsou rozfragmentované monomerni jednotky metabolizovany v mikrobidlnich
bunkach, kde jsou za anaerobnich podminek zcela zpracovany na oxid uhli¢ity a vodu.
V piipad¢ aerobnich podminek na methan a oxid uhli¢ity [7; 20; 21].

Vysledkem biodegradace je tedy rozklad PHA na pfislusné hydroxykyseliny v biologickém
prostiedi. Napiiklad kopolymer P(3HB-co-4HB) je degradovan na 3-hydroxybutyrovou
kyselinu a dale na kyselinu 4-hydroxybutyrovou. Ob¢ zminéné kyseliny jsou pfirozenou
soucasti krve, konkrétné 3-hydroxymaselna kyselina je obsazena v krevni plazmé [7; 9].
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Mimo vySe zminéné depolymerazy by dale mohly byt vyuzity i dalsi enzymy konkrétné
lipaza. Na degradaci kopolyesteru P(3HB-co-4HB) ptesnéji polymeru P(3HB-co-4HB) s 8,4%
zastoupenim 4HB s molekulovou hmotnosti 400 kDa byl proveden experiment pomoci dvou
triacylglycerovych lipaz. Studie poukazuje na fakt, ze degradace katalyzovana enzymem lipaza
vedla ke snizeni molekulové hmotnosti kopolymeru [22].

Na samotny proces biodegradace ma vliv vnéjsi prostiedi napi. pH, teplota, vlhkost. S tim
je tzce spjata i aktivita zminénych enzymu, ktera je podstatna pro biodegradaci. Dalsimi
faktory, které maji vliv na proces degradace, jsou i dany mikroorganismus a povaha polymeru
(krystalinita, povrchova struktura, pevnost apod.). Naptiklad v piipadé, Zze se polymer
ptitomnosti krystalickych struktur, které urcuji i vyssi teplotu tani PHA. Napiiklad v pfipadé
polymeru patiicich do scl-PHA P(3HB) skupiny bude biodegradace pomalejsi, nez u skupiny
mcl-PHA. P(4HB), které jsou charakteristické elastickou povahou a nizkou teplotou tani.
Kopolymer P(3HB-co-4HB) ma lepsi degrada¢ni vlastnosti pravé diky tomu, Ze netvofi
krystalickou mfizku vzhledem k riznému obsahu monomernich jednotek [7; 20; 21]

2.1.5 Vyuziti PHA

PHA nasly diky svym rtiznorodym vlastnostem Siroké uplatnéni v mnoha odvétvi primyslu.
Jak jiz bylo zminéno v predchazejicich kapitolach (1 a 2.1.1), kombinaci monomernich
jednotek lze dosahnout zadanych vlastnosti pro cilené aplikace [23].

Sviyj potencidl PHA uplatiiuji v soucasné dobé predev§im v medicinskych aplikacich,
atodiky schopnosti interagovat s biologickym systémem Vvzhledem k jejich vysoké
imunotoleranci a netoxicité. S tim je spojena neméné dulezita biokompatibilita uréujici, jak
bude tkan na zvoleny material reagovat. Obecné jsou PHA ptedmétem obrovského zajmu nejen
v medicing, ale i ve farmaceutickém primyslu a tkanovém inzenyrstvi [23; 24].

V piipad€ medicinskych aplikaci vyhoda PHA aplikovaného do lidského organismu spociva
ve vstiebatelnosti materialu, tzn. ze jej neni potieba z organismu po aplikaci vyjmout. PHA jsou
vyuzitelné napt. ve formée stehti, naplasti, implantatti, nervovych vodici a tzv. scaffoldi kostni
diené. PHA je mozné aplikovat i v oblasti kardiovaskularniho systému, kde by mohly pfispét
Kk vyrob¢ krevnich cév, srde¢nich chlopni a kardiovaskularnich stenta [6; 9].

Kopolymer P(3HB-co-4HB) je jednim z pifedméti zajmu tkanového inZenyrstvi
a medicinskych aplikaci vzhledem ke srovnatelnym mechanickym vlastnostem lidské ktize
a hemokompatibilité (nevyvolavaji nezddouci vedlejsi ucinky, jako je trombdza, antigenni
reakce nebo destrukce krevnich slozek). Z toho vyplyva, ze P(3HB-co-4HB) je vhodny
biomaterial na vyrobu krevnich cév [6; 9; 25; 26; 27].

Vyhodou kopolymeru P(3HB-c0o-4HB) v mediciné je flexibilni doba degradace, ktera je
zavisla na obsahu jednotky 4HB. Zde plati pravidlo, ze ¢im vys§i je zastoupeni jednotky 4HB,
tim rychleji probiha proces biodegradace. P(3HB-co-4HB) je uréen i na dlouhodobgjsi
implantaci do lidského organismu. Nastavena rychlost degradace se vyuziva napiiklad
u implantatt s antibiotiky, které jsou vhodné pro 1é¢bu osteomyelitidy (chronicky zanét kostni
dieng). P(3HB-c0-4HB) je dale vhodny i pro fizenou regeneraci kosti ve form¢ nanovlakenné
membrany, kterd podporuje bunéény rist. Déle pfi vyrobé nanocastic, které obsahuji 1é¢ivo
(docetaxel) s protirakovinotvornym ucinkem [6; 9].
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Jak uz bylo zminéno vyse, vybrané kopolyestery jsou experimentalné posuzovany jak
s ohledem na typ monomernich jednotek, tak i na molarni podily monomernich jednotek.
Naptiklad jsou tyto vlastnosti vhodné v piipadé tvorby zminénych nanocastic, které jsou
tvofeny z kopolymeru P(3HB-co-4HB) obsahujici 1é¢ivo proti rakoving prsu, plic, prostaty a;.
Kopolymery byly vyzkouSeny v riznych pomérech monomerni jednotky 4HB
a to, 16% PHB16, 30% PHB30 a 70% PHB70. Z experimentu vyplyva, ze nanoc¢astice PHB70,
ptesnéji P(3HB-c0-70%4HB), spliiuje vSechny naroky, ¢imz je myslena optimalni distribu¢ni
velikost a schopnost uvolnit 1é¢ivo ze své struktury v pozadovany okamzik do cileného
prostiedi v lidském organismu [25].

Dale byl kladn¢ hodnocen kopolymer s procentualnim podilem P(3HB-c0-82%4HB)
v souvislosti s vyrobou obvazl ur¢enych na kryti ran. Dle vyzkumu dokazal ptipraveny obvaz
z kopolymeru zcela zahojit kozni ranu za 16 dni [28].

Dalsi moznou aplikaci je vyroba naplasti, které se stdvaji diky elektrostatickému
zvlaknovani kopolymeru a Zelatiny velice uziteénym medicinskym materialem. Ve zvefejnéné
studii z roku 2019 (Mat Juhon Azuraini & spol.) byly provedeny pokusy s odlisSnym
procentualnim zastoupenim 4HB jednotky (27, 50, 82 mol.%.). Pficemz dané vysledky koreluji
s predeslymi studiemi, kdy koncentrace 4HB jednotky vysoce ovliviiuji distribuci a elasticitu
vlaken, jak bylo mozné piedpokladat vzhledem k charakteristickym vlastnostem monomerni
jednotky. Ziskana data z experimentu uvadi, ze kopolymer P(3HB-c0-82%4HB) vykazuje
pozadované vlastnosti a je tak vhodny pro piipravu biologicky odbouratelnych
a biokompatibilnich naplasti. Naplasti jsou schopné podporovat rist a déleni koznich bun¢k
[29]. Mimo medicinské aplikace je mozné PHA vyuzivat v aplikacich, u nichz je vyhodné
fizené uvoltiovani pesticidii nebo Zivin, potahy semen a ochranu rostlin [6; 9; 30].

2.2 Mikroorganismy produkujici kopolymer obsahujici monomerni jednotku
4HB

Bakterialni produkci PHA objevil francouzsky mikrobiolog Maurice Lemoigne ve 20. letech
20.stoleti. Mikroorganismy akumuluji PHA v ramci intracelularniho prostfedi ve formé granuli
za urCitych podminek (nadbytek uhliku a limitace esencidlnimi prvky). Dnes je zndmo jiz
nékolik stovek druhli mikrobialnich producenti PHA. Unikatnost vSech mikroorganisml
produkujicich PHA se tedy projevuje za nepfiznivych podminek, kdy je bakterie schopna
adaptovat sviij metabolismus na zminéné nepiiznivé podminky a dochazi k akumulaci PHA.
Produkci linearniho polyesteru si mikroorganismus tvoii zasobni zdroj latek, energie a uhliku.
Potiebné Ziviny jsou dodavany prisunem jednoduchych cukri nebo rostlinnych oleji [9; 31].

Kopolymer P(3HB-co-4HB) byl poprvé izolovan v roce 1988 z bakterialniho kmene
Cupriavidus necator [31].

2.2.1 Cupriavidus malaysiensis

Bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis viz Obrazek 5 nalezi do skupiny
gramnegativnich, nesporulujicich B-proteobakterii, jez jsou schopné akumulace PHA. Bakterie
je pohybliva, ty¢inkovita a nepatogenni. Aerobni organismus byl izolovan ze vzorku ziskanych
Z oblasti Malajsie, pfesnéji z jezera Kulim nebo feky Pinang [32].
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Obrazek 5: Cupriavidus malaysiensis (Transmisni elektronovy mikrograf Cupriavidus malaysiensis
USMAA1020, 2017) [33].

Tato bakterie je schopna akumulovat kopolymer P(3HB-co-4HB) s vysokym podilem
monomeru 4HB [34]. Prizkum poukazuje na to, ze pro vysokou produkci kopolymeru je
dalezity ptisun optimalniho poméru uhliku a dusiku. Dle provedené studie bylo zjisténo,
ze vhodnymi substraty pro cilenou produkci kopolymeru jsou naptiklad y-butyrolakton, 1,4-
butandiol, kyselina 4-hydroxybutyrova. Pfidavek zminénych substrati vede K navysSeni
koncentrace PHA az na 30,7 g/l. Konstantni dopliiovani uhliku a dusiku dokaze navysit
produkci na 92 hm.% celkové biomasy s koncentraci 46 g/l PHA [23; 35].

V ramci produkce kopolymeru P(3HB-c0-4HB) jsou v nynéjsi dobé pouzivany a zkoumany
tii bakterialni kmeny rodu Cupriavidus malaysiensis. Prvnim z nich je bakterialni kmen
oznacovan ve sbirkach jako DSM 19416 (USMAA1020). Tento mikroorganismus vytvari
na agarovych plotnach kolonie, které jsou seskupené do kruhu a jsou zbarvené do krémové
barvy. Na zéklad¢ provedenych experimenttl bylo zjisténo, Ze bakterie roste i pfi teploté 37 °C
(optimum 30 °C), avSak pii 42 °C uz bakterie nejevi znamky ristu. Za predpokladu, Ze je
pti kultivaci vyuzivan uhlikovy substrat y-butyrolakton nebo 1,4-butandiol, dokazi tyto bakterie
syntetizovat kopolymer se zastoupenim monomerni jednotky 4HB od 32 do 51 mol% [32; 36].

Dalsi mikroorganismus schopny syntetizovat kopolymer je oznacovan jako Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379 (USMAAZ2-4). Tento mezofilni mikroorganismus produkuje P(3HB-
c0-4HB) za pfitomnosti prekurzort jako jsou napf. y-butyrolakton, 1,4-butandiol, e-kaprolakton
nebo 1,4-hexandiol. Posledni kmen klasifikovany jako Cupriavidus malaysiensis DSM 25816
(USMAHM13) je schopny syntézy termopolymeru za piitomnosti 1,4-butandiolu a 1,6-
hexandiolu. Navic kolonie tohoto kmene vykazuji antimikrobialni i¢inky diky zluté pigmentaci
[32; 34; 37].

2.2.2 Thermomonas hydrothermalis

Bakterie Thermomonas hydrothermalis byla poprvé ziskana z horkého pramene na tizemi
Portugalska. Je zastupcem y-proteobakterii a patii mezi striktné¢ aerobni a organotrofni
termofilni organismus [38]. Gramnegativni bakterie Zije diky své termofilni povaze v prostiedi
okolo 50 °C, coz odpovida optimalni ristové teploté [39]. Bakterie je schopna zit v geotermalni
oblasti predev§im diky struktuie bakterialni bunééné stény, ktera je slozena z proteind,
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glykolipidi a lipopolysachridii (pfednost gramnegativni buiiky). Nésledné bylo zjiSténo,
7e termofilni organismy jsou bohaté na enzymy, jeZ jsou vhodné pro biotechnologickou
produkci, jsou to napiiklad amylazy, celulazy, chitinazy, DNA polymerazy, lipazy apod. | tato
bakterie produkuje diky vhodné zvolenym substratim kopolymer P(3HB-co-4HB) [42].

2.2.3 Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

Dalsim kandidatem pro biotechnologickou produkci PHA je mikroorganismus Aneurinibacillus
sp. H1. Bakterialni kmen CCM 8960 je termofilni organismus vyzadujici optimalni teplotu
pro rast okolo 45 °C. Diive byla sporulujici bakterie zafazovana k rodu Bacillus avsak
s ohledem na jeji genotypové a fenotypové rysy byla taxonomicky pitehodnocena a piefazena
k rodu Aneurinibacillus. T pfestoze neni bakterialni kmen zcela prozkouman, byla u kmene
prokazana produkce PHA. Grampozitivni bakterie dosahuje dle provedenych studii az 91 mol%
produkce 4HB monomerni jednotky v kopolymeru za pfedpokladu, Ze byl vyuzit 1,4-butandiol
a glycerol na produkci 3HB monomerni jednotky. S ohledem na sloZeni bakteridlni membrany
je schopny mikroorganismus sniZzovat rizika u medicinskych aplikaci, kde jsou zahrnuty
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membrané, jenZ mohou mit negativni imunologicky dopad [40; 41; 42].

2.2.4 Cupriavidus necator H16

Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 star§im nazvem Rastolnia eutropha H16 patii
do skupiny gramnegativnich lithoautotrofnich B-proteobakterii produkujici PHA. Vyskytuje
se v pudach a ve sladkovodnim prostiedi. Nepatogenni bakterie je povazovana za metabolicky
univerzalni mikroorganismus. Za béznych podminek ziskava energii a zdroj uhliku
prostfednictvim oxidace anorganickych latek (CO2) a organickych latek (H2). Cupriavidus
necator vyuziva dusik jako alternativu anaerobniho metabolismu (denitrifikace elektront
dusi¢nani) pfi nedostatku kysliku [42;_441. -

WD= 4mm Detector = STEM 1ym 70000x-u2538.tif
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Obrazek 6:Cupriavidus necator H16 [45]

Cupriavidus necator H16 (viz Obrazek 6) je casto vyuzivany predevsim
pro biotechnologickou produkci PHA vzhledem k jeho vysoké produkci, ktera dosahuje
az 90 % PHA v susin¢. Cupriavidus necator H16 akumuluje P(3HB-c0-4HB) s riznym
zastoupenim monomeru 4HB. Fakultativni anaerobni mikroorganismus je schopny akumulace
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PHA z levné dostupnych zdrojt uhliku (napf. melasa). I diky tomu se stava bakteridlni kmen
vhodnym pro velkokapacitni produkci PHA [23; 46; 47].

2.2.5 Delftia acidovorans

Dalsi ty¢inkovitou bakterii, ktera je idealnim producentem PHA, je Delftia acidovornas.
V minulosti byla tato B-proteobakterie oznacovana pod nazvem Comamonas acidovorans
nebo také Pseudomonas acidovorans. Bakterie patii mezi gramnegativni. Je aerobni,
nefermentujici a nepatogenni. Tento bakteridlni kmen je mimo jiné zndm kvili rezistenci
na aminoglykosidy a polymyxiny. Bakterie byla izolovana z aktivniho kalu. Mikroorganismus
je vyznamny pro biotechnologickou produkci kopolymeru piedev§im diky schopnosti
akumulovat vysoky podil monomerni jednotky 4HB. Produkce kopolymeru je provadéna
za ptitomnosti smési glukozy a 1,4-butandiolu, pficemz dosahuje vytéznosti 4HB frakce
az 96 mol.% za predpokladu dvoustupnové kultivace. Na zakladé sekvenace bylo zji§téno,
ze vybrany mikroorganismus je vybaven unikitnim enzymem PHA syntdzou, ktery je slozen
ze 40 aminokyselin. Podobné sloZeni enzymu PHA syntazy v takovémto pocetném zastoupeni
aminokyselin nebylo zjisténo v zadném dal$im piipadé. Enzym je slozen pfedevsim z prolinu,
alaninu a bazickych aminokyselin [48; 49; 50; 51; 52]
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2.3 Biotechnologicka produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB)

V nasledujicich kapitolach je piiblizena problematika biotechnologické produkce. Hlavnim
predmétem kapitoly bude biotechnologicka syntéza kopolymeru P(3HB-co-4HB), jenz ma
obrovsky potencial v Siroké Skale aplikaci (bliZze popsano v kapitole 2.1.5). V neposledni fadé
jsou zminény vyhody a nevyhody biotechnologické produkce biopolymeru ziskaného
z mikrobiadlnich producentd. V zavéru kapitoly je popsan souCasny stav biotechnologické
produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB).

2.3.1 Obecna charakteristika

Biotechnologie je zalozena na principu vyuzivani zZivych organismti, piesnéji feceno jejich
metabolismu, k tvorbé produktii s pfidanou hodnotou. Biotechnologie je multidisciplinarni obor
zahrnujici obory jako jsou mikrobiologie, molekulova genetika, enzymologie, bioinZenyrstvi,
biochemie, fyzikalni a analyticka chemie [53; 54].

Dobrd znalost metabolickych drah neni ani zdaleka jedinou podminkou pro uspéSnou
produkei cileného produktu, jelikoz biotechnologicka produkce je zavisla na vicero faktorech.
Prvnim a nejvice dulezitym faktorem je spravny vybér producenta, od né¢hoz se odviji zvolené
suroviny pro kultivaci a také zajisténi podminek pro optimalni rist. Neméné dulezitou soucasti
biotechnologické produkce je i konstrukce vyrobniho zafizeni [53; 54].

Mimo vyse zminénd fakta je nutné védét, jaké kroky by samotna produkce PHA méla
obsahovat a jak jich lze dosahnout. Biotechnologicka produkce je tedy sestavena ze dvou zcela
zdkladnich fazi. Jedna se o fazi tzv. up-stream, kdy se odehrava proces kultivace
mikroorganismu. Po up-streamu nasleduje druha faze tzv. down-stream [53; 54].

V prvnim a zcela zdsadnim kroku produkce PHA (up-stream) je, jak jiZ bylo feceno, dilezity
vybér vhodného mikroorganismu. Podminky, které vybrany mikroorganismus musi spliiovat,
jsou popsany V kapitole 2.3.3. S prvotni fazi biotechnologické produkce je tizce spjata i metoda
fermentace, ¢cimz je myslen mimo jiné i zptsob dopliiovani zivin a substrati. Zpusoby, jak 1ze
provadét fermentaci, jSou zminény v kapitole 2.3.2 [53; 54].

Druhou fazi biotechnologické produkce je proces zvany down-stream, ktery obsahuje vicero
krokti a bohuzel i moznych komplikaci, které je potieba pii produkci PHA brat v potaz. Jednim
z procest, které zahrnuje biotechnologicka ¢ast down-streamu, je izolace samotného PHA. D¢,
kdy je odd€lena biomasa od kultiva¢niho media, je slozity a ndkladny. Kazdy typ PHA vyzaduje
svij postup sestaveny na miru. Naptiklad u biopolymeru P(3HB) Ize pti procesu izolace vyuzit
chlorovana rozpoustédla. Naopak v pfipadé poly(3-hexanoatu) a jeho piislusnych kopolymert
je nutné provést izolaci za pfitomnosti ketonti s kratkymi fetézci. Pti izolaci P(3HB-co-4HB)
se rovnéz jako u homopolymeru P(3HB) nejcastéji vyuziva chloroform. Organicka
rozpoustédla jsou nejéastéji pouzivana v izolaénim postupu, protoze jsou v nich PHA rozpustné
a jedna se o tzv. extrakci PHA z biomasy [53; 54; 55].

V ramci této metody vznika za pomoci chlorovanych rozpoustédel viskozni suspenze, ktera
obsahuje mimo PHA i bunécné komponenty (organely, stény bun¢k). Zbytky bunék je potteba
odstranit. Mimo bunééné ¢asti nékteré mikroorganismy produkuji i nezadouci latky, jenz pak
vysledny produkt PHA, ktery je urcen pro medicinské aplikace, nesmi obsahovat. Extrak¢ni
metodou je vSak lze odstranit a tim je zaruCena i vysoka findlni ¢istota produktu. Nevyhodou
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vyuziti extrakce je vysoka toxicita vzhledem k pouzitym organickym rozpoustédliim a potieba
velkého mnozstvi chemikalii, coz je spojeno i S vysokymi energetickymi naklady [55].

Dalsi technikou je diges¢ni izolace, ktera odpovida opaku extrakce. Tim je mysleno,
ze v piipadé extrakce je nutné prevést PHA do kapalné faze, zatimco u digesce je potieba
polymer ponechat v pevné podobé. Diges¢nimi chemikdliemi jsou naptiklad chlornan sodny
nebo chlornan draselny, diky kterym jsou rozpoustény bunécné komponenty, jenz je nutno
odstranit z biomasy. Vyhodou digeséni metody je schopnost dosahnout vysoké ¢istoty produktu
pomérné jednoduchym procesem za vyuziti mensiho mnozstvi chemikalii. Nicméné nevyhodou
této metody je velké mnozstvi odpadu a ¢asteéna depolymerace [55].

Tteti vyuzivanou metodou je mechanickd izolace, kterd ddva moznost ziskdni PHA
bez pfitomnosti jakékoli chemikalie. Jedna se o proces, ktery vyzaduje napiiklad vysokotlakou
homogenizaci ziskaného produktu. Kultivaéni médium je vhanéno za pomoci trysek a vysokého
tlaku do prostoru s niz§im tlakem, ¢imz dochazi k lyzi bunék. Vysokotlakou homogenizaci je
vSak nutné opakovat, dokud produkt nedosdhne pozadované cCistoty. Bylo zjiSténo, Ze se pii
procesu homogenizace uvoliiuje DNA, coz vede ke ztizeni piecisténi. DalSimi moznymi
vyuzitelnymi metodami mechanické izolace jsou mleti, ultrasonifikace anebo drceni na lisech.
Vyhodou mechanické izolace je nizka spotfeba chemikalii a takika zadna depolymerace [55].

Posledni izola¢ni metodou je superkriticka extrakce. Pii této metodé se vyuziva oxid
uhli¢ity, jenz je povaZzovany za ekonomicky piijatelny a zaroven je bezpe¢ny. Extrakce je
zaloZena na rozpustnosti PHA ve vybraném rozpoustédle v tzv. superkritickém stavu, coz je
stav, kdy se latka nachdzi na rozhrani vSech skupenstvi. Metoda je U¢inna za vhodné
nastavenych kultiva¢nich podminek (ptidavek toluenu nebo hydroxidu sodného) spole¢né
s optimalni dobou kultivace. Vyhodou superkritické izolace je nizka toxicita a zaroven vysoka
Cistota [55; 56].

Mimo izolacni procesy je do faze down-streamu v biotechnologické produkci zahrnuto
I zakoncentrovani produktu ziskaného z ptedeslé faze kultivace, a to pied procesem izolace.
Jednoduse feceno se jednd o zahusténi kultivacniho média, které Ize provést rtizné, avSak
nejcastéji je produkt odstfedén nebo filtrovan, ¢imz mimo jiné dochdzi 1 k lyzi bunék. V tomto
kroku je nutné zajistit, aby vSe probihalo za béZznych podminek. Je potieba dale inaktivovat
piisluSné enzymy, které zapticiniuji degradaci produktu. Pro zamezeni ¢innosti depolymeraz je
veétSinou vyuzivan proces zahiati na 85°C. Jako posledni krok down-streamu
Vv biotechnologické produkci je uvadéna purifikace ziskaného produktu PHA, kterd byva
provadéna za pomoci peroxidu vodiku anebo je ziskany produkt purifikovan izola¢nimi
technikami [55].

2.3.2 Klasifikace fermentorua

Jak jiz bylo zminéno v Kkapitole 2.3.1, pro biotechnologickou produkci je velice dilezité
zajistit optimalni podminky, které jsou pro kazdy mikroorganismus jiné. Zabezpeceni
vhodnych podminek (tj. teplota, pH, koncentrace slozek) je potieba pro efektivni a ekonomicky
ptijatelnou produkci. Zde je cilem dosdhnout pozadovaného vytézku, kdy je mimo jiné velmi
dilezity 1 vybér vhodného bioreaktoru [53; 54].

Bioreaktor je zafizeni, v némz probihaji biochemické reakce ve velkych objemech.
Vyuzivaji se v priamyslové vyrobé pro biotechnologickou produkci ve velkokapacitnim
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meéftitku. Ve vétSin€ pripadl jsou bioreaktory valcovitého tvaru. Kazdy fermentor je opatien
vstupnim zatizenim, jenz zprostiedkovava ptisun potiebnych surovin, zivin a je-1i potieba, tak
1 kysliku. Déle fermentor obsahuje i vystupni jednotku, ktera odvadi odpadni anebo nezadouci
latky. Vyuzitelna objemova kapacita bioreaktoru dosahuje az 3 000 m? [53; 54].

Zékladni rozd€leni fermentora zavisi na typu mikroorganismu a jeho pozadavki na kyslik.
Fermentory jsou tedy déleny na aerobni a anaerobni. Dal§i moznosti, jak 1ze d¢lit bioreaktory,
je podle typu kultivacni nadoby. Zde mohou byt zafazeny naptiklad chemostaty (pro urceni
idealniho pocétu bunék), které slouzi predevS§im pro velkoobjemovou kultivaci bunék
rostlinného a zivocisSného plvodi. Déle jsou to bioreaktory enzymového charakteru.
Bioreaktory lze také delit z hlediska poctu fazi, které jsou obsazeny Vv kultivaénim médiu.
Mohou byt tedy jednofazové az Ctyifazové [53; 54].

Bioreaktory jsou také déleny v zavislosti na dopliovani zivin — vsadkové, semikontinualni
a kontinualni. Princip vsadkové kultivaéni techniky tzv. batch metody je zaloZzen pouze
na jednom naplnéni veskerych potfebnych komponent. Je to metoda, kterd je povazovana
za jednu z nejjednodussich zpusobt produkce PHA. Jedna se o uzavieny systém, do né¢hoz
se v procesu fermentace nezasahuje. Vzniklé produkty jsou izolovany a ¢istény az po ukonceni
celého procesu. Vsadkova fermentace je vyuzivand napiiklad v ptipad¢ bakteridlniho kmene
Bacillus shackletoni, ktery je schopny dosahnout az 72,6% produkce PHA v susSiné. Vyse
popisovanou kultivaéni metodou Ize vyprodukovat nejen P(3HB), ale i biopolymer P(3HB-co-
4HB) [6; 57].

Kultiva¢ni technika batch ma i nevyhody, mezi které lze zatadit nizkou produkci PHA,
fermentacni procedury. Samotna fermentace je samoziejmé limitovana fyziologickym typem
vybran¢ho mikroorganismu, jenz je schopny akumulace PHA. Z pravidla jsou zde vybirany
substraty jako je glukdza, sachardza a glycerol. S ohledem na dosazeni teoretického vytézku,
ktery se pohybuje okolo 0,48 g PHA na gram biomasy, lze fict, ze tato metoda nebude
ekonomicky vyhodna [57].

V souvislosti se zplsobem fermentace PHA je mimo vsadkovou metodu uvadén
i semikontinualni neboli fed-batch kultivaéni systém. Metoda je v prvnim kroku zaloZena
na stejném principu, jako batch kultivace. To znamena., ze kultivani médium obsahuje
vSechny potiebné slozky. AvSak v procesu, kdy je zaznamendvam mikrobialni rlst, je systém
dokrmovéan potfebnymi Zivinami, ¢imz je zajiStén neptetrzity rist a akumulace produktu
Vv bakteridlnich bunikach. Sklizeni biomasy je stejné, jako pfi batch fermentaci, tedy az dosahne
systém pozadovaného objemu s ohledem i na délku kultivace, je proces ukoncen a biomasa
oCiSténa a zpracovana. Mikroorganismus, ktery vyuziva fed-batch fermentace, je napriklad
Bacillus megaterium. Bylo zji§téno, ze v piipadé navyseni C/N poméru a doplnéni substratu
(melasa), je bakterie schopna dosahnout produkce biomasy v fadu 90,7 g/l [6; 57]. Syntéza PHA
provadéna fed-batch metodou je tedy zpravidla nastavena na pulzni ptivod vicero prekurzort
uhliku, napt. Cupriavidus necator rostouci na soji a oleji [57].

Tieti a zaroven posledni moznosti fermentace je kontinudlni metoda. Zaklada
si na pribézném dopliovani potfebnych zivin. Znamena to, ze do systému je nepretrzité
piivadén nadbytek substratu a ptipadné zivin dle potieby. Kontinualni fermentace by mohla byt
potencialnim kandidatem pro syntézu PHA ve velkém mefitku vzhledem k tomu, ze lze
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fermentaci snadno a kontrolované fidit. Avsak problémem kontinualni fermentace je mozna
kontaminace v prub¢hu kultivace, kterd by mohla byt zaptiCinéna praveé neustalym piivodem
potiebnych latek. Mimo jiné byla provedena studie, ktera se zaméfila na moznost vyuziti
t€ékavych mastnych kyseliny jako substratu (kyselina maselnd, propionova, valeratova).
Fermentace je proveditelna za pfedpokladu vyuziti tiistupnové fermentace vyuzivajici
kontinualni systém prostfednictvim vhodné zvolenych mikroorganismi (Plasticicumulans
acidivorans, Zoogloea sp.) Bylo dosazeno produkce az 70,4 % PHA v burice [6; 53; 57; 58].

2.3.3 Produkce kopolymeru v soucasnosti

Mikrobialni kultury disponuji jedinecnou schopnosti bezprostfedné reagovat na zasadni
zmény ve svém okoli diky svym metabolickym drdhdam, na coz je poklddan obrovsky diraz
Vv biotechnologické produkci PHA. Jak jiz bylo popsano vySe — nevyhovujicim podminkam
se rozumi nutri¢ni nerovnovaha zptisobena vlivem nizké hladiny fosforu, dusiku, drasliku,
kysliku, hot¢iku a souc¢asné nadbytek uhliku [10; 59; 60].

Nicméné se v praxi ukéazalo, ze syntéza PHA je vysoce ndkladna. Vyroba unikéatniho
polyesteru, ktery je alternativou pro petrochemicky vyrabéné materidly je ekonomicky
nevyhodna. Tato skutecnost pifiméla vyzkumné skupiny hledat zplsob, jak zajistit efektivni
a nizkondkladovou produkci biopolyesterti. Coz je tUzce spjato s vybérem vhodného
mikroorganismu a finanéné nendrocného zdroje uhliku. Dle studii az 50 % nakladt
biotechnologické produkce €ini zdroj uhliku, ktery je nutny pro akumulaci PHA bakteridlni
¢innosti. Proto byly zkoumdany rGzné alternativy, které zajiStuji zdroj uhlikového substratu
z obnovitelnych odpadnich produkti napiiklad z potravinarského pramyslu (napt. melasa,
rostlinné oleje) nebo z odpadnich vod [10; 59; 60].

Dalsi alternativou, jak cenové zpfistupnit velkokapacitni biotechnologickou produkci PHA
Vv souvislosti se zdrojem substratu, je napiiklad pomoci vyuziti mikroorganismu, jenz je
schopny zpracovat snadno dostupné slouceniny uhliku. Naptiklad organotrofni bakterialni
kmen Cupriavidus necator je schopny syntetizovat PHA z uhlikatého zdroje ziskaného z COx.
Nebo bakterialni kmen Rhodospirillum rubrum S1, ktery zvladne syntetizovat PHA s kratkym
fetézcem ze smési plynu CO a CO2 [10; 59; 60].

Vybér mikroorganismu zavisi nejen na cenové dostupnych zdrojich uhliku, ale i na mnoha
dalSich stézejnich faktorech. Mezi klicové parametry pii rozhodovani, ktery producent je
vhodny pro biotechnologickou produkci, patii pfedev§sim vytéZznost PHA v biomase. Déle je
nutné volit takovy mikroorganismus, ktery je nepatogenni. Vyhodnymi producenty PHA jsou
extremofilni mikroorganismy, které jsou rezistentni vii¢i kontaminaci diky vyS$si optimalni
teploté rustu ¢i navySeni ostatnich parametrt (vyssi koncentrace soli, pH apod.) [10; 30].

Pro biotechnologickou produkci ve velkokapacitnim méfitku je tak nejvhodnéjsi vyuzit
takové extrémofilni mikroorganismy, které jsou schopné akumulovat PHA nejlépe v otevieném
prostredi. Idealem by bylo zvolit tedy takovy mikroorganismus, ktery by soucasné kladl jen
minimalni naroky na samotny proces fermentace upiednostiiujici kontinudlni systém tedy
dopliiovéani zivin dle potieby. S ohledem na vySe zminéné skutecnosti jsou vyuzitelné napiiklad
termofilni mikroorganismy. Pfikladem termofilniho mikroorganismu, ktery akumuluje
az 73 % PHA v susing, je Bacillus shackletonii. Dle studie (2020, Yang Zheng & spol.) jsou
pro tyto pozadavky vhodné i halofilni mikroorganismy, napiiklad bakterie rodu Halomonas
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bluephagenesis a Halomonas campaniensis. Bylo prokazano, ze bakterie zminénych rodi jsou
schopné akumulovat PHA ve vétSim méfitku. Zaroven by mél vybrany bakterialni kmen
produkovat co nejméné vedlejSich produktii, které¢ je nutné v dalSich krocich separovat
od biomasy. Dal$im neméné duilezitym pozadavkem biotechnologické produkce PHA je
schopnost regulace bakteridlniho metabolismu, diky které se zabrani metabolizaci Zadouciho
produktu [10; 30].

Na zéaklad¢é experimentalniho vyzkumu s bakterialnim kmenem Halomonas bluephagenesis
lze provadét syntézu kopolymeru P(3HB-co-4HB) za nesterilnich podminek. Kopolyester
se ve studii syntetizoval kontinualni fermentaci za pfitomnosti glukdzy. Bylo dosazeno 26,3 g/l
suchého bunécného vytézku, pii¢emz v ném bylo obsazeno 60,5 % kopolymeru P(3HB-co-
4HB) a jeho monomerni jednotka 4HB byla zastoupena ze 17,04 % [61].

Dalsi moznosti, jak docilit snizeni ndkladl, je zaclenéni gent kodujici napiiklad
aquaglyceroporin a glycerolkinazu z bakterialniho kmene E. coli do chromozomu bakterie
Cupriavidus necator H16. Rekombinantni kmen by za pomoci integrovanych genti dosahl vyssi
produkce PHA z glycerolu. Bylo experimentalné potvrzeno, ze v ptipad¢ syntézy kopolymeru
P(3HB-co-4HB) bakterialniho rodu Cupriavidus s dalsim vlozenym PhaC genem bylo
dosahnuto téz vyssi produkce kopolymeru [10; 62].

Jedna ze studii z roku 2019 prezentuje dal$i alternativu na snizeni nakladii a Soucasné
zvySeni stability produktu béhem syntézy, a to za pomoci syntetické biologie a aplikace technik
metabolického inzenyrstvi. Nebot' maly bakterialni objem, se kterym je spojena i nizké
hmotnost burky, pfedstavuje znacnou komplikaci pro zpracovani biomasy PHA.
Prostfednictvim vys$e zminénych technik s rekombinantnim bakterialnim kmenem Escherichia
coli by bylo tak mozné navysit objem bakterialni buriky, ktery vede ke zna¢né vyssi vynosnosti
produktu [63].

V soucasné dob¢ se vyuzivaji pro biotechnologickou produkei bakteridlni kmeny jako jsou
napiiklad Cupriavidus malaysiensis a Cupriavidus necator H16 vzhledem k vysoké produkci
PHA. V piipadé Cupriavidus malaysiensis bylo dle studie (Norhafini & spol., 2019) prokazano,
ze kultivace typu fed-batch (viz podkapitola 2.3.2) je vhodnou strategii pro syntézu
kopolyesteru P(3HB-co-4HB). P#i takto zvolené kultivaéni metodé je mozné dosahnout
akumulace PHA az 74-92 hm.%, kde je hojn¢ zastoupena monomerni jednotka 4HB, piesné&ji
z 92-99 mol% [35].

Dalsi studie z roku 2019 poukazuji na integraci molekul do struktury polymeru. Metoda vede
ke snizeni nakladi a dosahuje vy$si akumulace PHA. Pfesnéji feCeno se jedna o zavedeni
funk¢nich skupin, jenz znaéné ovliviiuji vyslednou rozmanitost polymerti. Na pfislusné
monomerni jednotky jsou naptiklad navazany skupiny aminosloucenin, benzenu, epoxidu apod.
s nenasycenymi vazbami. Zminéné funkéni skupiny umoziuji prichod modifikacim. Diky
tomu je mozné napiiklad regulovat hydrofobicitu polymeru a tvofit zesitované struktury
polymert [10].

Dale je popisovana strategie snizovani nakladu prostfednictvim zmény separace a Cisténi
granuli PHA. Separace a cCisténi je nedilnou soucasti biotechnologické produkce, kterd je
energeticky naro¢nd, nakladna a mnohdy v tomto kroku vznikaji ztraty vytézku. Piikladem
strategie je produkce PHA extracelularné nebo pomoci purifikace provadénou zviraty. Avsak
nevyhoda této metody spociva ve ztraté az poloviny vytézku PHA [10].
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Existuje tedy mnoho metod a alternativ, které vedou k dostupnéj$i cenové kategorii
Vv biotechnologické produkci PHA, diky kterym by tak PHA mohly redlné konkurovat
materialim vyrabénym z ropného zdroje.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pFistrojova technika a bakterialni kmeny

3.1.1 Bakterialni kmeny

V experimentalni Casti diplomové prace byly vyuzity nasledujici bakteridlni organismy.
Bakterie Cupriavidus malaysiensis, konkrétn¢ kmeny se sbirkovymi cisly DSM 19416,
DSM 19379 a DSM 25816, jenz byly zakoupeny spole¢né s bakterii Thermomonas
hydrothermalis (DSM 14834) v Némecku, Leibnitz Institut DSMZ-German Collection of
Microorganism and Cell Cultures. Poslednim vyuzivanym mikroorganismem je
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 (CCM 8960) z Ceské sbirky mikroorganismi, jenz byl
izolovany na Fakulté¢ chemické, Vysoké uceni technické v Brné.

3.1.2 Chemikalie

y-butyrolakton, Sigma-Aldrich

1,4-butandiol, Sigma-Aldrich

Citrat zelezito-amonny, Fluka
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich
Dihydrat chloridu vapenatého, Lach-Ner
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Sigma-Aldrich
Dusi¢nan amonny, Lach-Ner

EDTA, Lach-Ner

Glycerol, Lach-Ner

Heptahydrat siranu hofe¢natého, Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny, Lach-Ner

NutrientBroth, Himedia

Chloroform,VWR International

Chlorid amonny, Lach-Ner

Chlorid draselny, Lach-Ner

Chlorid kobaltnaty hexahydrat, Lach-Ner
Chlorid manganaty hexahydrat, Lach-Ner
Chlorid nikelnaty, Lach-Ner

Chlorid sodny, Lach-Ner

Chlorid véapenaty dihydrat, Lachema

Chlorid zine¢naty, Lach-Ner

Chlorid Zelezity. Lach-Ner

Kyselina boritd, Penta

Kyselina chlorovodikova

Siran amonny, Sigma-Aldrich

Siran méd’naty pentahydrat, Lachema

Trypron, Sigma-Aldrich

Yeast ExtractPowder, Himedia
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3.1.3 Pristrojova technika

Analytické vahy, Boeco

Autoklav

Centrifuga vysokorychlostni chlazena, HERMLE, Z 36 HK

Centrifuga,Hettich EBA 20

Fermentor RALF-Bioengineering

Inkubator, LTE Scientific, IP60

Laboratorni vahy, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Magnetickd michacka bez ohtevu, Kartell, TKO

Plynovy chromatograf Trace 1300 GC Ultra FID detector, Finnigan;kolona Agilent J&W
SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 um, 300 by 7,5 mm, Agilent Technologies;
detektory: MALS -DAWN HELEOS 11, diferenéni refraktometr OPTILAB T-REX, Wyatt
Soxtherm, Gerhardt

Temperovana tiepacka (inkubator), Biosan ES-20

Temperovana tiepacka, Heidolph, Incubator 1000

Termoblok, Stuart, SBH130D

Termostat, LS-35

Vortex, Heidolph Reax Top

Bézné laboratorni sklo a jiné pomiicky.

3.2 Kultivace vybranych mikroorganismi

3.2.1 Priprava kryozkumavek

Bakterialni kmeny jsou uchovavany v podobé kryokultur v tzv. kryozkumavkach.
Do kryozkumavek tedy bylo vzdy napipetovano 0,5 ml 30% pfipraveného roztoku glycerolu.
Nasledné byly zkumavky sterilizovany Vv tlakovém hrnci. Poté do zkumavek bylo napipetovano
ve sterilnim prostiedi 1,0 ml narostlého inokula dané bakterialni kultury. Bakterie jsou tedy
uchovavany v 10% glycerolu. Takto pfipravené kryozkumavky byly uchovany v mrazicim
boxu na —80 °C.

3.2.2 Priprava inokula

V prvnim kroku byla pfipravena inokula v Erlenmeyerovych bankach (100 ml) a to vzdy
ve dvou paralelnich provedeni pro kazdy bakterialni kmen viz kapitola 3.1.1. Objem
komplexniho média pfipraveného z Nutrient Brothu (NB), pro kultivaci bakterialnich kmend,
byl 50 ml. Roztok NB (sloZeni uvedeno v Tabulka 1) byl sterilizovan v tlakovém. Nasledné
byly pfislusné mikroorganismy, uchovavané v kryozkumavkach, zao¢kovany do ptipravené¢ho
inokula ve sterilnim prostfedi, které bylo zajisténo laminarnim boxem Aura mini. Kultivace
probihala na temperované automatické tfepacce nastavené na 180 rpm po dobu 24 hodin
za optimalnich rustové teploty (viz Tabulka 2), jenz kazdy bakterialni kmen vyzaduje.
Nakultivované mikroorganismy byly dale zaockovany do produkéniho mineralniho média.
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Tabulka 1: Slozeni NB média.

SloZeni NB Koncentrace [g/l]
Beef extract 10
NaCl 5
Pepton 10

Tabulka 2: Optimalni ristové teploty pro vybrané bakterie.

Mikroorganismus Optimalni ristova teplota [°C]
Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 30
Cupriavidus malaysiensis DSM 19416 30
Cupriavidus malaysiensis DSM 25816 30
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 50
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 CCM 8960 45

3.2.3 Priprava produkéniho mineralniho média

Dal§im krokem byla ptiprava produkéniho minerdlniho média. Zivné inokulum se lisi
v zavislosti na nutri¢nich potfebach daného mikroorganismu. Pro vybrané bakterialni kmeny
byly ptipraveny vzdy dvé paralelni média o daném slozeni (uvedeno v Tab. 3, Tab. 5a Tab. 7).
V 250 ml Erlenmeyerovych banikach o objemu média 100 ml. Dale pted sterilizaci byl
do roztoku obsahujiciho pfislusné mineraly pfidan i pfedem definovany prekurzor uhliku

o riznych koncentracich. Nasledné¢ bylo do steriln¢ zhotoveného mineralniho média

zaoCkovano 5 obj. % inokula. Kultivace mikroorganismi probihala na temperované tfepacce
nastavené na optimalni rustovou teplotu producenta viz kapitola 3.2.2 a 180 rpm po dobu

72 hodin.
Slozeni produkéniho mineralniho média pro bakterialni kmeny:

Tabulka 3: Cupriavidus malaysiensis (DSM 19379, DSM 19416, DSM 25816).

Slozka Koncentrace [g/1]
KH2PO4 1,02
NaHPO4- 12 H,0 11,1
MgSQOs- 7 H20 0,2
(NH4)2S04 3,0
*MES 1ml

Tabulka 4: Koncentrace substratu uhliku pro Cupriavidus malaysiensis.

Substrat y-butyrolakton 1,4-butandiol

Koncentrace 8 g/l 8 g/l

28



Tabulka 5: Thermomonas hydrothermalis (DSM 14834).

Slozka Koncentrace [g/1]

Na;HPO4- 12 H,0 9,0
KH2PO4 15
MgSOs - 7 H.0 0,2
CaClz- 2 H2,0 0,02

FE""NH4 CITRAT 0,012
NH4CI 1,0

*TES 1l 1ml

Tabulka 6: Koncentrace substratia pro Thermomonas hydrothermalis.
Substrat y-butyrolakton 1,4-butandiol
Koncentrace 8 g/l \ 8 g/l

Tabulka 7: Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 (CCM 8960).

Slozka Koncentrace [g/1]
Na;HPO4- 12 H,O 9,0
KH2POg4 1,5
MgSO4- 7 H20 0,2
CaClz- 2 H2,0 0,02
Fe'"NH; CITRAT 0,0012
NH4CI 1,0
NHsNO3 1,0
Trypton 0,5
**TES I 1ml

Tabulka 8: Koncentrace substratii pro Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

Substrat Koncentrace [g/l]
1,4-butandiol 2 4 6 8 20
Glycerol 2 4 6 8 20
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Tabulka 9: ** TES Il — roztok stopovych prvka slozeni.

Slozka Koncentrace [g/1]
EDTA 50
FeCl; 8,3
ZnCl, 0,84
CuClz- 2 H.O 0,13
CoCl,- 6 H,O 0,1
MnCl;- 6 H.O 0,016
H3BO3 0,1

Tabulka 10: *MES — roztok stopovych prvki slozeni.

Slozka Koncentrace [g/1]
FeCls3- 6 H.O 9,7
CaClLz- 2 H.0 7,8
CuSO4- 5 H0 0,156
CoClz2- 2 H20 0,119
NiClz2- 4 H.0 0,118

0,1 M HCI 1000 ml

3.3 Screening vybranych mikroorganismu

3.3.1 Opticka hustota

Meéteni optické hustoty na spektrofotometrickém zatizeni slouzi jako pomocnd metoda
ke screeningu modelovych producenti PHA. Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o piesnou
metodu tak naméfené hodnoty slouzi pouze jen pro srovnavani. Stanoveni optické hustoty
probihalo pfi vinové délce 630 nm. Jako blank byl pouzit roztok PBS (fosfatovy pufr). Kazdé
narostlé kultivaéni médium bylo prométeno v kiemenné kyveté ve vysledném objemu 1 ml.
Zaroven vzorky byly proméfovany, tak aby vysledna absorbance byla mensi nez 1,0. Naméfené
hodnoty byly zprimérovany a vynasobeny piislusSnym faktorem fedéni.

Tabulka 11: Slozeni roztoku PBS (pH= 7,42).

Slozka Koncentrace [g/l]
NaCl 8
KCI 0,2
NaxHPO4 - 2 H20 1,44
KH2PO4 0,24
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3.3.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

Gravimetrické stanoveni biomasy PHA je dal$i metodou pro screening producentl
kopolymeru. Do centrifugacnich zkumavek bylo odpipetovano 10 ml bunécéné suspenze. Poté
bylo provedeno staceni biomasy Vv centrifuze a to po dobu 15 min pii 6 000 rpm. Jakmile byla
bunécna suspenze stocena v centrifugatnim zafizeni. Nasledovalo sliti supernatantii a promyti
sedimentu 5 ml destilované vody. Suspenze byla znovu stoena a bud byla kvantitativné
pfevedena na Petriho misky, nebo byly dané vzorky ponechany piimo v centrifugacnich
zkumavkach, jez byly umistény do suSarny nastavené na 70 °C do tuplného ususeni biomasy.
Poslednim krokem bylo zvazeni ususené biomasy na analytickych vahach.

3.3.3 Priprava vzorki a kalibra¢ni kiivky pro GC-FID analyzu

Na pfesné stanoveni obsahu monomernich jednotek 3HB a 4HB v ziskané biomase byla
vyuzila plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Vzorky
se ptipravuji nésledovné: nejprve dochédzi ke kysele katalyzované hydrolyze polyesteru
a nasledné¢ esterifikaci ptislusnych monomernich jednotek obsazenych v biomase. Esterifikaci
vznikaji t€kavé methylestery, jeZ je mozné stanovit metodou plynové chromatografie.

Nejprve byla vysusena biomasa navazena v rozsahu 8-11 mg, a to vzdy ve dvou paralelnich
pokusech a umistény do tzv. krimpovacich vialek. Nasledné bylo k takto ptipravenym vzorkim
ptidano vzdy 1,0 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifikaéni smési. Zminéna smés (interni
standard) byla sloZena z kyseliny benzoové o koncentraci 5 mg/ml v 15% kyseling sirové
v methanolu. Nasledné¢ byly krimpovaci vialky uzavieny a umistény do termobloku
nastaveného na 94 °C po dobu 3 hodin. Po esterifikaci byla provedena neutralizace a extrakce
vzorku pomoci 50 mmol/l NaOH a to tak, Ze byl vzorek pieveden do vialek (4 ml) s 0,5 ml
hydroxidu sodného. Vialky byly peclivé uzavieny a vzorek byl patii¢né protiepan. Po chvili
byly jednotlivé faze roztoku ve vialce viditeln€ rozd¢€leny, a bylo tak mozné odebrat ze spodni
faze 50 pl organické faze obsahujici methylestery do Cistych Sroubovacich vialek s 900 ul
isopropylalkoholu (IPA). Soucasné byly se vzorky pfipraveny i standardy, avSak biomasu
nahradil ¢isty kopolymer v koncentracich 2—-10 mg/ml.

3.4 Charakterizace kopolymeru analytickymi metodami

Pro charakterizaci kopolymeru byla vyuzita vyluCovaci chromatografie s detektorem
meéficim staticky rozptyl svétla ve vice uhlech. Je to analytickda metoda znama pod zkratkou
SEC-MALS. Metoda poskytuje udaje o sttedni molekulové hmotnosti a 0 stupni polydisperzity
vybraného polymeru. Pro charakterizaci kopolymeru pomoci SEC-MALS analyzy musely byt
nejprve pripraveny filmy kopolymeru P(3HB-c0-4HB) ziskaného prostfednictvim vybranych
producentt viz v podkapitole 3.4.1. Déle byly vzorky filma proméfeny pomoci GC-FID.

3.4.1 Priprava filmi

Z vysu$ené biomasy, jejiz ptiprava je popsana v kapitole 3.3.2, bylo odebrano a navazeno
vzdy 200 mg vzorku. Navazena biomasa byla pievedena do pyrexovych zkumavek
se Sroubovacim vickem. Nasledné bylo do zkumavek napipetovano po 10 ml chloroformu. Dale
byla provedena extrakce v termobloku nastaveném na 70 °C po dobu 12 hodin. Po ochlazeni
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na laboratorni teplotu byl dany roztok ptefiltrovan pies filtracni papir na Petriho misku. Film
kopolymeru byl dal charakterizovan po vytékani veskerého chloroformu v digestofi.

Takto byly ptipraveny biofilmy z biomasy producenti Thermomonas hydrothermalis
DSM 14834 a Cupriavidus malaysiensis DSM 19379, DSM 19416, DSM 25816.

Dalsi metoda, diky niz se =ziskaly foélie z biomasy producenta Aneurinibacillus
thermoaerophilus H1, byla extrakce pomoci pfistroje Soxtherm. Ptiprava vzorkl pro tuto
metodu byla nasledujici, bylo navazeno 5 vzorkt biomasy (o riznych koncentraci 2, 4 ,6 ,8,
20 g/), ato vzdy po 1 g. Tyto vzorky byly dany do patrony, kde byly piekryty souvislou vrstvou
vaty. Patrona se vzorkem a vatou byla vlozena do sklenéné nadoby pfistroje Soxtherm. Poté
se do sklenéné nadoby nalilo cca 140 ml organického rozpoustédla (chloroform). Po dokonceni
extrakce byly jednotlivé extrakty ptevedeny na Petriho misky, kde byly zbytky rozpoustédla
odpareny a doslo ke vzniku filmu.

3.4.2 Priprava vzorki na SEC-MALS analyzu

Piipravené filmy (viz kapitola 3.4.1) byly rozpustény v chloroformu na vyslednou
koncentraci 2 mg/ml. Vzorky byly pfipraveny do vialek o objemu 1,5 ml. Vialky byly peclivé
uzavieny a umistény do termobloku po dobu 10 min nebo do doby, kdy byly filmy rozpustény.
Nasledné byly roztoky ochlazeny na laboratorni teplotu. Poté byly vzorky piefiltrovany
do cistych vialek pies nylonovy filtr s pfesné definovanou porozitou tj. 0,45 um.

3.5 Optimalizace substratu a koncentrace vybraného kmene

Pro naslednou kultivaci a produkci PHA v bioreaktoru byl vybran vhodny bakterialni kmen
(Cupriavidus malaysiensis DSM 19379). Dale bylo potieba zvolit optimalni prekurzor uhliku
spole¢né s koncentraci. V experimentu byly testovany dva substraty (1,4-butandiol a vy-
butyrolakton) v nasledujici koncentrac¢ni fadé 4, 8, 12 g/l. Pro vybér optimalniho substratu
a koncentrace bylo nejprve pfipraveno inokulum viz postup uvedeny v kapitole 3.2.2.
Po 24 hodinach bylo inokulum pfeockovano do ptedem ptipravené¢ho mineralniho produkéniho
média dle postupu v Kkapitole 3.2.3 pro vybrany bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis
DSM 19379. Po 72 hodinach kultivace byla zmétena optickd hustota podle kapitoly 3.3.1
anasledné bylo odebrano 10 ml kultury do centrifugac¢nich zkumavek pro gravimetrické
stanoveni biomasy viz kapitola 3.3.2. Nasledné z vysusené a odebrané biomasy byly navazeny
vzorky na plynovou chromatografii dle postupu v kapitole 3.3.3. Vzorky byly zanalyzovany
az vysledkli plynové chromatografie byla vybrdna koncentrace pro optimalni produkci
kopolymeru.

3.6 Kultivace a produkce PHA ve fermentoru

Kultivace probihala v bioreaktoru znacky RALF-Bioengineering vsadkovou metodou
kultivace. Celkové byla provedena 2 méfeni za stejnych podminek pro nasledné srovnani
a znazornéni opakovatelnosti.

Pro cilenou produkci PHA bylo potieba nejprve prichystat inokulum, jez bylo pfipraveno
dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2. Inokulum bylo po 24 hodinach zaofkovano
do produkéniho mineralniho média 0 objemu 0,5 | pfipravené¢ho dle postupu v kapitole 3.2.3
pro Cupriavidus malaysiensis DSM 19379. Pouzita koncentrace u y-butyrolaktonu byla 12 g/I.
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Pred zaCatkem meéfeni byla fermentacni nadoba vysterilizovana v autokldvu spolecné
se vSemi potiebnymi komponenty, a to v¢etné piredem namichaného produkcniho mineralniho
média o objemu 4,5 1. Po sterilizaci byly kalibrovany elektrody pro méteni pH. Daéle byla
ptipojena i teplotni sonda a pfivod chladi¢e spolecné s prisunem kysliku. Byly nastaveny
veskeré kultivaéni podminky. Do fermenta¢ni nadoby bylo sterilné pieockovano 0,45 1 pfedem
ptipraveného narostlého média a dale roztok stopovych prvkda MES o objemu 4,5 ml.

Kultivace tedy probihala po dobu 24 hodin, a to pfi 30 °C a pH 7. Pfivod kysliku byl
300 cm®/min, pfi¢emz obsah rozpusténého kysliku ¢inil 20 % a michadlo zajist'ujici aeraci bylo
zpocatku nastaveno na 450 rpm.

V dobé¢, kdy probihala fermentace, byly provadény odbéry v pfedem urcenych ¢asovych
intervalech tj. 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 22, 24 hodin pro prvni experiment a pro druhy v intervalech
0,2,4,6,8,11, 21, 23, 24 hodin.

V procesu kultivace byly odebirany vzdy 2 paralelni vzorky o objemu 10 ml pro stanoveni
biomasy gravimetrickou metodou. Dale se postupovalo stejné jako v kapitole 3.3.2. Z odebrané
a vysusené biomasy byly pfipraveny vzorky na plynovou chromatografii (postup je shodny
s kapitolou 3.3.3).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Screening vybranych mikroorganismi

4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni optické hustoty

Mg¢feni optické hustoty jednotlivych narostlych mineralni produkénich médii bylo méfeno
pti vinové délce 630 nm. Jako blank byla pouzita destilovana voda. Kazdy vzorek byl vhodné
ziedén na objem 1 ml v kyveté. Vzorky u bakterialnich kment Thermomonas hydrothermalis
a Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 byly fedény 50krat a u Cupriavidus malaysiensis
DSM 19416, DSM 19379, DSM 25816 20krat. Optickd hustota, ktera byla proméiena
u kazdého vzorku 3krat, byla zprimérovana a nasledn¢ vynasobena odpovidajicim fedénim.
Vysledky méfeni jsou shrnuty v Tab. 12.

Tabulka 12: Naméfené hodnoty optické hustoty vynasobené faktorem fedéni.

Bakterialni .o c [a/1] :
Kkmen Zdroj uhliku substritu 0D630 [-]
Glycerol +1,4-butandiol 2+4 11,47 £ 0,06
Glycerol +1,4-butandiol 4+4 6,32 + 0,04
CCM 8960 Glycerol +1,4-butandiol 6+4 11,50 £ 0,02
Glycerol +1,4-butandiol 8+4 10,50 + 0,04
Glycerol +1,4-butandiol 20+4 10,60 £ 0,13
1,4-butandiol 8 0,21 +0,05
DSM 14834
v-butyrolakton 8 6,60 + 0,05
1,4-butandiol 8 46,20 + 0,02
DSM 19379
y-butyrolakton 8 45,63 + 0,01
1,4-butandiol 8 35,37+ 0,01
DSM 19416
y-butyrolakton 8 46,65 + 0,01
1,4-butandiol 8 26,65 + 0,04
DSM 25816
y-butyrolakton 8 46,82 + 0,01

Z vysledki vyplyva, Ze nejmensi narust vykazoval bakterialni kmen Thermomonas
hydrothermalis DSM 14834 s obsahem substratu 1,4-butandiolu (8 g/l). Bakterialni kmen byl
kultivovan i s ptidavkem y-butyrolaktonu (8 g/l), kde byla namétena hodnota optické hustoty
6,60 = 0,05, nicméné i tak byl nartist biomasy nizky v porovnani s dal$imi producenty.

V ptipadé bakterialniho kmene Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 CCM 8960 byl
nejmensi narust kultury zaznamenan v pfipadé prekurzoru uhliku glycerolu (4 g/l)
a 1,4-butandiolu (4 g/l), naméfena hodnota byla 6,32 + 0,04. Nejvyssi narast u tohoto kmene
byl pii koncentraci glycerolu 6 g/l a 1,4-butandiolu (4 g/l), tj. 11,50 + 0,02.

Z vysledku dale vyplyva, ze bakterie rodu Cupriavidus malaysiensis dosahla nejvétsiho
narustu kultury (46,82 +0,01), ktery byl detekovan u kmene DSM 25816 s piidavkem -
butyrolaktonu (8 g/l). Naopak v ptipad¢ pouziti substratu 1,4-butandiolu u stejného kmene byl
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narust nejmensi (26,65 + 0,04). Dalsi dva kmeny (DSM 19416 a DSM 19379) se oproti
DSM 25816 nijak vyrazné od sebe nelisily v piipadé piidavku y-butyrolaktonu.

4.1.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

Vysu$ena biomasa z odebranych vzorku kultur o objemu 10 ml byla zvaZzena a to ve 3
paralelnich pokusech (viz v podkapitole 3.3.2). Vysledna biomasa byla piepocitana
na piislusnou hodnotu v g/1. Vysledné hodnoty biomasy jsou znazornény v Tab. 13.

Tabulka 13: Naméfené hodnoty pro stanoveni biomasy pomoci gravimetrie.

Bakterialni .o c [a/l] Biomasa
kmen Zdroj uhliku substratu | [g/l]

Glycerol +1,4-butandiol 2+4 2,17 £ 0,02
Glycerol +1,4-butandiol 4+4 1,37+ 0,01
CCM 8960 | Glycerol +1,4-butandiol 6+4 2,19+ 0,02
Glycerol +1,4-butandiol 8+4 2,07 +£0,02
Glycerol +1,4-butandiol 20 +4 1,62 + 0,02

1,4- i +
DSM 14834 ,4-butandiol 8 1,70+ 0,01
y-butyrolakton 8 0,21 £ 0,05

- i +
DSM 19379 1,4-butandiol 8 2,49 + 0,02
v-butyrolakton 8 5,71+ 0,06
DSM 19416 1,4-butandiol 8 7,01 +0,07
y-butyrolakton 8 4,15+ 0,07

1,4- i +
DSM 25816 ,/4-butandiol 8 5,85+ 0,04
y-butyrolakton 8 1,32+ 0,01

Z naméfenych hodnot ziskanych pomoci gravimetrického stanoveni bylo zjiSténo,
Ze bakterialni kmen Thermomonas hydrothermalis (DSM 14834), ktery pfi kultivaci obsahoval
prekurzor 4HB y-butyrolakton, vykazoval témé&F nulovou produkci celkové biomasy
(0,21 £ 0,05). Tato bakterie celkové dosahuje nizkych hodnot i s 1,4-butandiolem jako zdrojem
uhliku, coz se shoduje s vysledky ze spektrofotometrického stanoveni biomasy Vv ptedeslé
kapitole.

Bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 25816 s prekurzorem y-butyrolaktonem
(8 g/l) dosahoval z vybranych producentt taktéz nizké produkce biomasy (1,32 + 0,01 g/l).
Oproti tomu Cupriavidus malaysiensis DSM 19416 s obsahem 1,4-butandiolu dosahoval
nejvyssi vytéznosti biomasy a to 7,01 + 0,07 g/l. Dale bylo zjisténo, Zze za vhodné kandidaty
pro zamysleny proces lze povazovat Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 s y-butyrolaktonem
(5,71+ 0,06 g/l) a DSM 25816 pii kultivaci na 1,4-butandiolu (5,85 + 0,04 g/l). Posledni
bakterie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 CCM 8960 dosahovala celkové nizké produkce
biomasy, tj. v rozmezi od 1,37 = 0,01 g/l do 2,19 + 0,02 g/I.
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4.1.3 Stanoveni PHA pomoci GC-FID

Vzorky ziskané z vysusené biomasy kazdého kmene byly charakterizovany pomoci plynové
chromatografie. Diky GC-FID analyze bylo zjisténo zastoupeni 3HB a 4HB monomerni
jednotky v g/l a celkova koncentrace PHA (g/l). Vysledky jsou shrnuty v Tab. 14.

Pied samotnym méfenim bylo potfeba proméfit kalibra¢ni fadu (viz Obrazek 7) pro dalsi
vypocty na piesné stanoveni obsahu monomernich jednotek. Kalibra¢ni fada byla zméfena
v koncentra¢nim rozmezi 2—10 g/l z komeréniho vzorku P(3HB).
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Obrazek 7: Kalibracni kiivka pro stanoveni PHA pomoci GC-FID.

Z namétenych hodnot plynové chromatografie znazornénych v Tab. 14 vyplyva, Ze nejlepsi
produkce PHA (3,08 + 1,23 g/l) dosahovala bakterie Cupriavidus malaysiensis, DSM 19379.
Bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19416 se substratem 1,4-butandiol sice
dosahoval nejvyssi produkce celkové biomasy podle gravimetrického stanoveni, nicméné
akumulace PHA byla oproti DSM 19379 nizka (1,34 = 0,11 g/l). Vzorky bakterialniho kmene
Thermomonas hydrothermalis (DSM 14834) s prekurzorem y-butyrolaktonem nemohly byt
proméfeny kvili nedostatenému mnozstvi izolované biomasy. Stejna bakterie s obsahem
substratu 1,4-butandiolu dosahovala nejnizsi produkce PHA (0,40 = 0,11 g/l).

Bakterie Thermomonas hydrothermalis s prekurzorem 1,4-butandiol je dle naméfenych
hodnot nejlep$im producentem monomerni jednotky 4HB v kopolymeru P(3HB-co-4HB),
nicméné celkova vytéZznost PHA je velice nizkd, coZ bohuzel zastifiuje vyhodné sloZeni
kopolymeru.
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Tabulka 14: GC-FID analyza biomasy.

Bal;teriﬂ“i Zdroj uhliku K::lf:trgtice Blomasa | piiA [g/] 4HB 1 pHA [hm.%)
men [9/l] [a/1] [mol.%0]
Glycerol +1,4-butandiol 2+4 2,17+0,02 | 0,84+0,04 | 64,66 4,55 | 38,71+ 1,96
Glycerol +1,4-butandiol 4+4 1,37+0,01 | 0,47 +0,05| 6,66+ 1,03 | 34,58+ 3,63
CCM 8960 | Glycerol +1,4-butandiol 6+4 2,19+0,02/0,83+0,14| 7,81+£8,94 | 38,04 +6,52
Glycerol +1,4-butandiol 8+4 2,07+0,02(0,98+0,04| 0,79+0,12 | 47,20+ 1,80
Glycerol +1,4-butandiol 20+4 1,62+0,02|0,65+0,09| 0,78+0,11 | 40,04 +5,24
1,4-butandiol 8 1,70+0,01 | 0,40+0,11 | 81,14 +5,36 | 23,73+ 6,54
DSM 14834
y-butyrolakton 8 0,21 +0,05 - - -
DSM 19379 1,4-butandiol 8 2,49+0,02 0,77 +0,04 | 18,22 +2,02 | 30,81+1,51
y-butyrolakton 8 571+0,06|3,08+1,23| 9,38+0,07 | 53,95+ 21,54
DSM 19416 1,4-butandiol 8 7,01+0,07(1,34+0,11 | 15,73+ 1,27 | 19,17+ 1,55
y-butyrolakton 8 4,15+0,07|1,70+0,12 | 9,68 +1,67 | 40,95+291
DSM 25816 1,4-butandiol 8 585+0,04099+0,01| 7,65+0,18 | 16,88 +0,10
y-butyrolakton 8 1,32+0,01/0,41+0,06 | 9,59+0,16 | 30,63 + 4,26
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4.1.4 Stanoveni molekulové hmotnosti polymeru

Pomoci SEC-MALS analyzy byly uréeny hmotnostni stfedni a Ciselné stiedni molekulové
hmotnosti pfipravenych PHA materiald. Byla zjisténa polydisperzita pomoci podilu
molekulovych hmotnosti pfisluSnych polymert, ktera definuje velikost makromolekul v daném
vzorku ziskanych z ptisluSnych kultur (*Mw/M).

Vzorky byly proméfeny ve dvou paralelnich provedenich a z vyslednych dat byly vypocteny
prumérné hodnoty, které jsou piehledné shrnuty v Tab. 15.

Z naméfenych hodnot lze vy¢ist, ze nejlepsi vysledek molekulové hmotnosti (Mw) celkové
vykazuje folie bakterie Cupriavidus malaysiensis v pfipad¢ obou substratd. Piesnéji feceno
kmen DSM 19416 s obsahem substratu y-butyrolaktonu (8 g/l), ato 676,60 + 14,07 kDa. Oproti
tomu nejniz§iho vysledku molekulové hmotnosti doséhl kmen CCM 8960 s piidavkem
glycerolu a 1,4-butandiolu o koncentraci 20 g/l (36,65 = 0,57 kDa). Vzorky ziskané z bakterie
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 (mimo vzorek s pfidavkem glycerolu (c=4 g/1)) vykazuji
optimalni polydisperzitu spole¢né s Thermomonas hydrothermalis. Zaroven vysledky ziskané
pomoci bakterie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 naznacuji, ze se zvySujici
se koncentraci glycerolu se snizuje hodnota Mw, coz potvrzuje pozorovani popsané v praci
Pernicova & kol. 2020 [42]. Hodnota 222,43 + 2,05 kDa je nejspiSe ovlivnéna S$patnymi
mikrobialnich PHA lze povazovat za idealni pro dalsi zpracovani do hodnoty 1,5. To znamena,
ze u vzork bakterie Cupriavidus malaysiensis je tato hodnota vysoka a material je tak zna¢né
nehomogenni.

Tabulka 15: SEC-MALS analyza vzorkd.

Bakterialni Koncentrace
K Zdroj uhliku substratu Mw[kDa] PDI [-]
men
[9/1]
Glycerol +1,4-butandiol 2+4 171,43+0,32 | 1,38+0,01
Glycerol +1,4-butandiol 4+4 22243+2,05| 3,15+0,14
CCM 8960 Glycerol +1,4-butandiol 6+4 47,45 + 2,69 1,15+ 0,02
Glycerol +1,4-butandiol 8+4 48,60 £ 1,20 1,25+ 0,07
Glycerol +1,4-butandiol 20+4 36,65 + 0,57 1,25+ 0,04
- i )
DSM 14834 1,4-butandiol 112,98+0,88 | 1,44+0,03
y-butyrolakton 8 - -
1,4-butandiol 8 566,30+ 4,95 | 3,49+0,51
DSM 19379 . : : : :
v-butyrolakton 8 572,36 1,66 | 3,86+ 0,55
1,4-butandiol 8 43425+191 | 2,61+047
DSM 19416 . ; : ’ :
v-butyrolakton 8 676,60 = 14,07| 3,22+ 020
1,4-butandiol 8 338,10+ 12,98| 6,23+0,19
DSM 25816 . : ’ : :
v-butyrolakton 8 49450+8,06 | 3,34+0,18




4.2 Optimalizace substratu vybraného kmene

Na zakladé screeningu vybranych mikroorganismt (viz Kkapitola 4.1) bylo zjisténo,
ze nejvhodnéjsim producentem kopolymeru P(3HB-co-4HB) je bakterialni kmen Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379. Kmen je vhodnym kandidatem kvili vysoké vytéznosti celkového
PHA za soucasné vysokého nartistu biomasy, jak jiz bylo popsano v kapitole 4.1.3.

Stejné jako u screeningu producenti PHA, bylo potieba i v pfipadé optimalizace substratu
a jeho koncentrace provést gravimetrické stanoveni biomasy a spektrofotometrické stanoveni
optické hustoty kultury vybraného mikroorganismu. V experimentu proto byly testovany dva
prekurzory - 1,4-butandiol a y-butyrolakton o koncentracich 4, 8, 12 g/l. Stejné jako v kapitole
4.1.1 byla nejprve po 72 hodinach zméfena opticka hustota kultury a poté bylo odebrano 10 ml
kultury do centrifugaénich zkumavek pro gravimetrické stanoveni biomasy. Z vysusené
biomasy byly navazeny vzorky a zanalyzovany pomoci plynové chromatografie.

V Tab. 16 jsou shrnuty naméfené hodnoty optické hustoty kultury, ktera byla méfena
pii 630 nm. Jak je patrné z provedeného experimentu, tak nejvétsi nartst (24,35 + 0,01) byl
detekovan pravé pii substratu y-butyrolaktonu o koncentraci 12 g/1. V ptipad¢ tohoto substratu
lze vidét (viz Tab. 16), ze nartst kultur produkéniho mineralniho média roste se zvysujici
se koncentraci uhlikatého substratu. Nejvyssi nariist byl naméfen v ptipad€ substratu 1,4-
butandiolu pfi koncentraci 8 g/l, a to konkrétn¢ 16,60 + 0,02.

Z vysledkt plynové chromatografie (znazornénych v Tab. 17) vyplyva, Ze vybrany
bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 produkuje nejvice PHA v pfipadé
vyuziti zdroje uhliku y-butyrolaktonu s koncentraci 12 g/, celkové PHA je 6,06 = 0,71 g/1, coz
je téméf dvojnasobek oproti prekurzoru 1,4-butandiolu. Porovname-li opét naméfené hodnoty
z plynové chromatografie u screeningu mikroorganismi (viz podkapitola 4.1.3 v Tab 14)
zjistime, Ze v pfipad¢ prekurzoru 4HB 1,4 y-butyrolakton (8 g/l) se naméfené hodnoty biomasy
a PHA od sebe lisi cca o 1 g/l v obou pfipadech, da se tedy fict, ze ziskané hodnoty koreluji.
U 1,4-butandiolu o stejné koncentraci se vysledky biomasy od sebe lisi asi o 2 g/l a u PHA
zhruba o 1 g/l.

Prekurzor 4HB 1,4-butandiol (12 g/I) vede sice k vys$si produkci monomerni jednotky 4HB
(14,67 £ 0,32 mol.%), nicméné vysledna produkce PHA je pouze 1,74+0,03 g/,
coZ ptedstavuje nizkou produkei celkového vytéZzku PHA. Z tohoto diivodu nebyl zvolen 1,4-
butandiol jako substrat za Gcelem kultivace polymeru ve fermentoru, ale y-butyrolakton, ktery
nevykazoval tak vysokou inhibici ristu kultury.

Dle vysledkli plynové chromatografie byl tedy vybran bakterialni kmen Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379 pro cilenou produkci kopolymeru za predpokladu vyuziti uhlikatého
zdroje y-butyrolaktonu o koncentraci 12 g/I.
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Tabulka 16: Gravimetrické stanoveni biomasy a optické méfeni hustoty pro optimalizaci koncentrace substratu vzorku Cupriavidus malaysiensis DSM 19379.

Bakterialni Koncentrace
Zdroj uhlik Bi I D -
Kkmen droj uhliku substratu [/ iomasa [g/l] 0OD630 [-]
4 2,06 £ 0,00 9,62 +0,01
1,4-butandiol 8 4,95 + 0,00 16,60 + 0,02
12 4,52 + 0,02 15,47 £ 0,07
DSM 1937
S 9379 4 2,66 + 0,00 8,13+ 0,01
v-butyrolakton 8 4,00 + 0,00 15,82 +0,02
12 4,61+ 0,00 24,35+ 0,01
Tabulka 17: GC-FID analyza pro optimalizaci koncentrace substratu vzorku Cupriavidus malaysiensis DSM 19379.
cir . Koncentrace Celkové PHA PHA
Bakt 1 i i i 0
akrf]l(;lr? ni | Zdroj uhliku substratu[g/l] Biomasa [g/1] [9/1] 4HB [mol.%] [hm.%]
4 2,06 + 0,00 0,80+0,12 11,77+0,33 | 38,75+ 5,99
1,4-butandiol 4,95 + 0,00 1,69+0,22 | 13,68+005 | 34,05+4,46
DSM 19379 12 4,52+ 0,02 1,74 +0,03 14,67 +0,32 | 38,50 0,77
4 2,66 + 0,00 0,68 +0,14 8,24+0,03 | 25,72+5,10
butyrolakton 400000 | 121+073 | 7,66+059 |30,38+18,33
12 4,61+ 0,00 2,99+ 0,33 5,85+ 0,04 64,79 £ 7,15




4.3 Kultivace a produkce PHA ve fermentoru

Kultivace vybraného bakterialniho kmene Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 pomoci
fermentoru RALF-Bioengineering byla provedena celkem dvakrat kvili ovéfeni
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vysledkt. Kultiva¢ni podminky jsou popsany v kapitole
3.6. Objem zaockovaného produkéniho mineralniho média byl 4,5 | a jako substrat byl zvolen
y-butyrolakton o koncentraci 12 g/l vzhledem k vysledkim v ptfedchozi ¢asti experimentu
(viz kapitola 4.1). Naméfena data (v Tab. 17) ukazala, Ze vybrany mikroorganismus je schopny
nejvyssi produkce celkovych PHA pii této koncentraci a prekurzoru uhliku.

Obrazek 8: Kultivace bakteridalniho kmene Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 po 24 hodindch.

4.3.1 Spektrofotometrického stanoveni optické hustoty

Jak jiz bylo zminéno v Kkapitole 3.6, byly provadény odbéry kultivacniho média béhem
experimentu ve stanovenych casovych intervalech. U kazdého takto odebraného vzorku
se mé&fila optickd hustota pf¥i 630 nm. Z grafu na Obr. 9 lze vycist, Ze bakteridlni kmen
Cupriavidus malaysiensis se nachazi do 3. hodiny kultiva¢ni doby v lag-fazi. V dobé lag-faze
se bakterie adaptuje na dané kultivacni prostiedi a podminky a nedochazi tak k cilené akumulaci
PHA. Od 10. hodiny kultiva¢ni doby nastava doba exponencialni rustové faze a dochazi tak
k nejefektivnéjsi produkci PHA v dobé cca 15.—16. hodiny kultivace. Od 22. hodiny dochazi
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ke stacionarni fazi rastové kiivky. Rustova kiivka nema klasicky znamy esovity tvar, coz je
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Obrdzek 9: Riistova kifivka v zavislosti na ¢ase Cupriavidus malaysiensis DSM 19379.

4.3.2 Gravimetrické stanoveni PHA v zavislosti na ¢ase

Podobné jako v piipadé vybéru vhodného substratu (viz kapitola 3.5), se i u vzorkd,
ziskanych z bioreaktoru béhem kultivace v pfesné daném Case stanovovala biomasa pomoci
gravimetrické metody. Vzorky byly proméfeny vzdy ve 2 paralelnich provedenich. Jak 1ze vidét
v grafu na Obr. 10, tak v pfipad¢é prvniho experimentu provedeného v bioreaktoru dochazi
od 10. hodiny méfeni k vyssi produkci celkové biomasy, a to pfi obou provedenych
experimentech.
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Obrdazek 10: Gravimetrické stanoveni biomasy ziskané z bioreaktoru v zavislosti na case.
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Jak mzeme vidét na Obr. 10, v ptipadé prvniho bioreaktoru doslo okolo 24. hodiny méteni
K nejvyssi produkci PHA. V druhém experimentu je vSak nejvyssi hodnota produkce biomasy
zaznamenana ve 23. hodin¢ kultivace, jak lze rovnéz vidét na Obr. 10. Hodnota je 0 néco nizsi,

v

wrwe

pokles naristu ke konci méteni vzhledem k tomu, ze médium na konci méfeni zacalo mit
nestandardni nazelenalou barvu, viz Obrazek 11.

Obrazek 11: Mineralni produkcni médium po kultivaci 2. experimentu.

4.3.3 GC-FID analyza vzorki kultivovanych v bioreaktoru

Pro stanoveni obsahu PHA a monomernich jednotek kopolymeru P(3HB-co-4HB) byla
provedena GC-FID analyza vysuSené biomasy vyprodukované studovanym kmenem
v bioreaktoru. Z Tab. 18, kde jsou shrnuty vysledky prvniho fermentoru, je patrné,
ze nejvyssiho vytézku celkového PHA dosdhl kmen ve 24. hodiné kultivaéni doby
(tj. 9,06 + 0,02 g/l), nicméné v tu dobu byla prokazana i nizka produkce monomerni jednotky
4HB 2,41 + 0,23 mol.%. V piipadé, Ze je zadouci kopolymer s vy$§im obsahem zminéného
monomeru, tak v 8. hodiné kultiva¢ni doby je dosazeno nejvyssi produkce 4HB monomerni
jednotky (19,8 + 2,94 mol.%) nicméné vytézek celkového PHA je v tomto kultivacnim Case
nizky (1,04 + 0,04 g/l).

Stejné jako z vysledkii u gravimetrického stanoveni je v pfipadé namétenych dat pomoci
plynové chromatografie vidét, Ze se produkce PHA zvySuje az od 20. hodiny méfeni, do té doby
se namé&fené hodnoty od sebe vyrazné nelisi.
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Z druhého experimentu vyplyva, ze bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19379
Vv prvnich 2 hodinach dosahl téméF nulové vytéznosti polymeru v biomase. Daéle tato metoda
potvrdila, ze nejvyssi vytéznost PHA byla zaznamenana po 20. hodiné kultivace, konkrétné
v 21. hodin¢ kultivace, a to 4,47 + 0,00 g/1, jak lze vidét v Tab. 19. Avsak obsah monomerni
jednotky 4HB byl nizky 3,22 + 0,03 mol.%. Nejvyssiho procentualniho zastoupeni 4HB
monomerni jednotky je dosazeno v 11. hodin¢ kultivace (11,32 + 7,83 mol.%). Na Obr. 12 Ize
prehledné vidét nariist mnozstvi PHA v kultivacnim ¢ase obou fermentort.
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Obrazek 12: Zavislost produkce PHA na case.
Tabulka 18: GC-FID analyza vzorki z prvniho fermentoru.
Baxteriant | 7droj uhliku |t [h] B"[)g?ﬁsa PHA [g/1] [nf(')*l_'f/o] [hfnk_'lﬁ/o |
0 |051+0,01 0,48 4,67 95,33
2 |0,31+0,00 0,28 8,59 91,41
4 10,29+0,00 0,14 51,04 48,96
6 |051+0,00 0,47 7,56 92,44
DSM 19379 butyroiakton 8 [1,30+0,00 {1,04+0,04| 19,8+2,94 | 80,2+2,94
10 | 1,93+0,00 | 1,66 £0,06 |13,94 + 3,12 | 86,06 + 3,12
20 | 7,97+0,01 |3,37+0,01| 2,56+0,32 | 42,28 +6,32
22 |9,28+0,01 |7,80+0,00| 2,12+0,04 | 84,78 + 0,04
24 110,74 +0,02|9,06 +0,02 | 2,41+0,23 | 84,35+0,23

V piipadé¢ namétenych hodnot GC-FID analyzou prvniho fermentoru vyplyva, ze Kultura

narQsta pfimo umérné s dobou kultivace. Kolem 3. hodiny kultivace byl pfidan rostlinny olej
kvali pénéni média. Dalsi piidavek zminéného oleje byl ve 21. hoding.
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Tabulka 19: GC-FID analyza vzorki z druhého fermentoru.

Bateriaint| 7.droj uhiiku | ] B"[’;‘I‘i"sa PHA [g/1] [nf(')*l_'f/o] [hPr:'OA/\o |

0 | 0,23+0,00 i i :
2 [ 015+ 000 i i :
4 | 048+000 | 045 | 572000 | 94.2820,00
6 | 0444000 | 040 |9.62:0,00 | 90.37£0.00

5983% o tyrg;akton 8 | 1,02+ 0,00 |0,91+ 00010032049 89.97+0.49
11 | 1,64+ 001 |145+013|11.3247.83| 88.68+7.83
21 | 462001 |447+000)| 3.22£0.03 | 96,79+0.04
23 | 888+ 001 |4,38+001| 3,08:0.25 | 49.32+0.25
24 | 424002 | 4.1220,02 | 2.88£0.39 | 97.12+0.39

Dale miZzeme fict, Ze podle Tab. 19 se opét potvrzuje zvySujici Se nartist biomasy s dobou
kultivace stejné jako u prvniho fermentoru. Drobné vychyleni tohoto trendu ve 2. a 4. hodiné
dané kultury. Lze tedy fict, Ze doby piidavki rostlinného oleje se opét shoduji s pridavky
v ramci prvniho experimentu. V ptipadé poklesu hodnoty PHA naméteného ve 24. hodiné
experimentu mohlo dojit ke zménam podminek ve fermentoru, jak jiz bylo zminéno v kapitole
4.3.2. Ve 23. hodin¢ kultivace u produkéniho média bylo zaznamenano pouze jemné pénéni,
z toho duvodu olej nebyl pfidan. Naméfené hodnoty PHA pomoci plynové chromatografie
v prvnim fermentoru koreluji s hodnotami ziskanymi z druhého fermentoru az na posledni
2 odbérové Casy.

Nameétené hodnoty z GC-FID analyzy biomasy ziskané pomoci bioreaktoru naznacuji,
Ze V porovnani s vysledky plynové chromatografie v rdmci optimalizace substratu a jeho
koncentrace (viz kapitola 4.2) je biotechnologicka produkce PHA ve fermentoru vyhodna.
A 10 z toho diivodu, Ze v ptipadé kultivace provedené v mensich objemech klasickou kultivaci
(72 hodin) bylo ziskano 2,99+0,33 g/l PHA a 4,61+0,00 g/l (viz Tab. 17) biomasy bakterialniho
kmene Cupriavidus malaysiensis DSM 19379. Kdezto u vzorkll biomasy ziskanych
z fermentoru se stejnym piidavkem prekurzoru 4HB je nejvyssi zaznamenana hodnota PHA
9,06+£0,02 g/l a hodnota celkové biomasy 10,74 £ 0,02 g/l (viz Tab. 18) v ramci 24 hodin
kultivace.
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4.3.4 Zavislost pritomnosti kysliku, pH a michani na kultiva¢ni dobé

Na Obr. 13 a Obr. 14 je mozné vidét naméfena data poskytnuta softwarem bioreaktoru.
Vysledné hodnoty byly zaznamenavany po celou dobu méteni a 1ze tak pfesnéji stanovit ristové
faze v zavislosti na Case.
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Obrdazek 13: Kiivka zavislosti michani a kysliku na dobé kultivace z prvniho fermentoru.
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Obrazek 14: Kfivka zavislosti pH na kultivacni dobé ve fermentoru 1.
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Jak 1ze vidét na Obr. 13, tak nejintenzivngj$i produkce PHA byla zaznamenana od 8. hodiny
do 18. hodiny kultivace. Produkce biomasy a rust mikroorganismu zapficinili navyseni otacek
michadla v bioreaktoru, ktery takto kompenzoval pokles parcialniho tlaku kysliku. Dale lze
z grafu vy¢ist, Ze pokles kysliku nastal taktéz okolo 8. hodiny kultivace, opét se tedy potvrzuje
fakt, Ze v tuto dobu byl dany mikroorganismus v exponencialni fazi rustu a fazi déleni,
a tim byla zvysena i produkce PHA.

Na Obr. 14 je zavislost pH na dob¢ kultivace. Ktivka v grafu znazornuje neustalé davkovani
kyseliny a zasady v podstaté béhem celého méteni, coz miize byt zapticinéno i typem pouzitého
fermentoru (RALF-Bioengineering), tedy nastavenim podminek kultivace. Z grafu mimo
to mtizeme vycist, ze do 3. hodiny kultiva¢ni doby se bakterie pouze adaptovala na dané
prostfedi a od 22. hodiny doslo ke stacionarni fazi. Pfidavek kyseliny a zasady se realizuje
z toho duvodu, ze béhem kultivace jsou produkovany rizné metabolity, které pH systému
ovliviuji. Naptiklad pti ptidavku baze do systému znaci, ze dochazi k ristu mikroorganismu
amimo jiné je tak potvrzena exponencialni faze. Zaroven v této dobé dochazi i k tvorbé
vedlej$ich metabolitt kyselého charakteru, a proto je potfeba dodavat do systému zasadu
(NaOH), pro zajisténi neutralniho pH. Jakmile se mikroorganismus nachazi dle ristové kiivky
ve stacionarni fazi jsou produkovany sekundarni metabolity bazické povahy, které jsou také
uvolnovany do média, proto je potieba do média zajistit piivod kyseliny (HCI).
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace byl pfedevsim screening vvbranych mikrobialnich producentt, jez
jsou schopny akumulovat kopolymer P(3HB-c0-4HB). Zvolenymi producenty byly
Cupriavidus malaysiensis se sbirkovymi ¢isly DSM 19379, DSM 19416, DSM 25816,
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 (CCM 8960) a Thermomonas hydrothermalis
(DSM 14834). Kultivace byly provadény za podminek, které vySe zminéni producenti vyzaduji
(viz kapitola 3.2), a poté byl P(3HB-co-4HB) izolovan a nasledné charakterizovan. Po vybéru
vhodného bakterialniho kmene bylo potieba optimalizovat kultiva¢ni podminky, tzn. zvolit
vhodny zdroj uhliku a zaroven prekurzor 4HB, ze kterého je schopny dany mikroorganismus
akumulovat cileny kopolymer P(3HB-co-4HB). S vybérem vhodného substratu je spjata
I optimalni koncentrace, pii které je akumulace PHA nejvyssi. Poslednim cilem prace bylo
provést preneseni kultivace z ban¢k do laboratorniho bioreaktoru a otestovat produkei kyzené¢ho
kopolymeru v zakladnim batch kultiva¢nim modu.

Z naméfenych dat vyplyva, ze pro cilenou biotechnologickou produkci ve fermentoru je
nejvhodnéjsim  producentem  kopolymeru Cupriavidus malaysinesis DSM 19379
a to za predpokladu, Ze je jako substrat vyuzit y-butyrolakton. Se zminénym bakteridlnim
kmenem bylo dosazeno nejvyssiho vytézku celkového PHA (3,08 £1,23 g/l). Dale
Vv této experimentalni Casti prace bylo odhaleno, Ze bakterialni kmen Thermomonas
hydrothermalis je vhodnym producentem kopolymeru P(3HB-c0-4HB) s vysokym obsahem
monomerni jednotky 4HB (81,14 + 5,36 mol.%), avSak bakterie dosahuje nizké celkové
vytéznosti PHA. Izolované kopolymery z jednotlivych producentii byly proméfeny pomoci
SEC-MALS metody, ktera nam poskytla informace o molekulové hmotnosti Mw a indexu
polydisperzity (PDI). Z naméfenych hodnot Ize Fict, Ze nejlepsi vysledek My celkové vykazuje
folie bakterie Cupriavidus malaysiensis DSM 19416 na substratu y-butyrolaktonu,
at0 676,60 + 14,07 kDa.

V ramci optimalizace koncentrace substratu byl pro porovnani posouzen y-butyrolakton
| substrat 1,4-butandiol v koncentra¢ni fad¢ 4, 8, 12 (stejné jako u y-butyrolaktonu). Data
naznacuji, ze nejvhodn&jsim zdrojem uhliku je vy-butyrolakton o koncentraci 12 g/l
(2,99 £0,33 g/l PHA). Vysledky se Vv pfipad¢ jinych producenti a koncentraci zvolenych
substratii pohybovaly v rozmezi od 0,68 do 1,74 g/l PHA.

Pro biotechnologickou produkci byl tedy vybran bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis
se sbirkovym ¢islem DSM 19379, vzhledem k tomu, Ze bakterie dosahovala optimalnich
vysledki v kazdém dil¢im kroku experimentu. Testovany kmen Vv bioreaktoru dosahl
za aerobnich podminek vsadkovou metodou a za vhodné nastavenych podminek kultivace
vytézku celkové biomasy 10,74 + 0,71 g/l za 24 hodin kultivace. Z naméfenych dat ziskanych
z plynové chromatografie zaznamenala nejvyssi celkové PHA 9,06 + 0,02 g/l ve 24. hodiné
kultivace.

Z provedeného experimentu v ramci scale-up biotechnologické produkce vyplyva,
ze V laboratornim bioreaktoru lze za kratsi casovy usek vyprodukovat vyssi mnozstvi PHA
I celkové biomasy, nez je tomu pii kultivaci v Erlenmeyerovych bankach. Dale diky fermentoru
schopny zkratit tzv. lag-fazi. V této fazi se totiz mikroorganismus pftizpusobuje danym
podminkam a nedochazi k akumulaci PHA a k d¢leni bakterialnich bun¢k. D4 se fict,
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Ze V tuto dobu bakterie jen spotfebovava ziviny, coz je ekonomicky nevyhodné pro primysl.
Bylo zjisténo, Ze bakterialni kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 je vhodnym
producentem PHA za piedpokladu kultivace pii optimalnich podminek v bioreaktoru. Bylo
prokézano, ze produkce pii fizenych podminkach navysuje celkovou vytéznost PHA a biomasy
pfiblizné 2krat.
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7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

PHA polyhydroxyalkanoat

3HB 3-hydroxybutyrat

4HB 4-hydroxybutyrat

P(3HB) poly(3-hydroxybutyrat)

P(4HB) poly(4-hydroxybutyrat)

P(3HB-c0-4HB) poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

scl-PHA short-chain-lenght PHA

mcl-PHA medium-chain-lenght PHA

Icl-PHA long-chain-lenght PHA

P(3HB-c0-3HV) poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

GC-FID Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
SEC-MALS Vyluéovaci chromatografie s detektorem meéficim staticky rozptyl

svétla ve vice uhlech
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