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ABSTRAKT

Predlozena disertatni prace se zabyva tematikou evolu¢niho a genového inzenyrstvi
bakterialnich producenti polyhydroxyalkanoati (PHA). Vyjma tato témata pfimo souvisejici
s nazvem prace je rozvinuta o problematiku biotechnologické produkce PHA na modelovych
hydrolyzatech lignocelulosové biomasy s vyuzitim extrémofilnich mikroorganismu a dale o
vyvoj alternativniho zptsobu izolace PHA. Rozvijejici témata pfitom volné navazovala na
predchozi experimenty a reflektovala aktualné feSené projekty na pracovisti. Disertacni prace
je vypracovana formou komentované diskuse publikovanych praci, které jsou jeji soucasti ve
formé pfiloh. Evolu¢ni inzenyrstvi bylo aplikovano predevsim na modelovy PHA produkujici
bakterialni kmen Cupriavidus necator H16. Adaptaci na kyselinu levulovou byly ziskany
izolaty produkujici kopolymer P(3HB-co-3HV) s vyss§im zastoupenim frakce 3HV, coz vede
ke zlepSeni vlastnosti polymeru pro dal§i zpracovani. Stejné€ tak i rdst kultur a mnozstvi
celkovych PHA v biomase bylo vyssi. Dlouhodobou adaptaci téhoz kmene na osmoticky stres
a pritomnost méd’natych iontl byly ziskany izolaty charakterizované v ramci druhé publikace.
Ze ziskanych dat bylo mozné pozorovat rozdily v adaptaénim procesu, kdy adaptace na
osmoticky stres byla postupna, zatimco u médi byl pozorovan vyrazny skok nardstu biomasy
a PHA signalizujici rychlou adaptaci. Na zéklad€ analyz byla diskutovana vyznamna uloha
PHA pfi adaptaci kmene C. necator H16 na testované stresory, ktera nespocivala pouze
v nardstu mnozstvi polymeru v biomase, nicméné v posileni celého cyklu, coz vede také ke
zvySeni poolu monomernich jednotek vykazujicich protektivni uc¢inky. Adaptaci na e-
kaptolakton, unikatni prekurzor 4HB, byl ziskan kopolymer P(3HB-co-4HB). Jeho vlastnosti
jsou opét vyhodnéj§i nez u homopolymeru P(3HB), a to uz pfi nizkém zastoupeni 4HB,
kterého jsme dosahli také v laboratornim bioreaktoru. Dalsiho navySeni frakce 4HB by mohlo
byt dosazeno s vyuzitim deleCnich mutanti s absenci relevantnich gent, jez byly vice
diskutovany. Produkce PHA na modelech hydrolyzati lignocelulosové biomasy pochazejici
napfiklad z potravinafstvi byla testovana v kombinaci s vyuzitim extrémofilnich producentq,
kdy byla diskutovana preference obsazenych monosacharidi (hexos, pentos) pro jednotlivé
producenty. Pro pfiblizeni se realnym hydrolyzatim byla testovana také odolnost kment vici
relevantnim potencialnim mikrobialnim inhibitordm. Nachylnosti halofilnich a termofilnich
producenti PHA k osmotickému namahani bylo vyuzito pii vyvoji alternativniho izola¢niho
pfistupu, ktery by snizil ekonomickou 1 ekologickou zatéz celého procesu oproti standardni
extrakci vyuzivajici chlorovana rozpoustédla. Aplikaci detergentu SDS v nizkych
koncentracich pfi souasném temperaci pii vysSich teplotach vedla k zisku polymeru vysoké
Cistoty soucasné bez ztraty vytézku. Dale se nabizi moznost recyklace vyuzitého SDS.

KLICOVA SLOVA

Evoluéni inzenyrstvi; genové inzenyrstvi; polyhydroxyalkanoaty (PHA); extrémofilni
mikroorganismy; izolace PHA; SDS
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1 UvVOD

Mikroorganismy jsou neustale vystaveny pusobeni stresu, a to jak pfi biotechnologickych
procesech, tak i v jejich pfirozeném prostfedi. Stres, de facto predstavujici posun jakéhokoliv
relevantniho parametru mimo optimum, slouzi jako hnaci krok evoluce. Bez pulsobeni
vnéjsiho tlaku by totiz organismy nemély potiebu se v ramci adaptacniho procesu vyvijet.
U mikroorganismu je stres doprovazeny adaptaci téméf neustavajici zalezitosti, coz vede ke
zvySeni jejich variability oproti slozit€j§im organismum, které adaptuji podstatné pomaleji.
V ptipadé, Ze je organismus neschopny se na ¢asto se ménici podminky adaptovat, dochazi po
n¢jakém case k jeho thynu. Pro biotechnologické procesy jsou zapotiebi dostatecné odolné
mikrobialni kmeny s dobrymi produkénimi vlastnostmi, které je mozné ziskat pomoci fady
technik.

Jeden z moznych pfistupt, evolucni inzenyrstvi, je zalozen na fizené aplikaci stresu
v laboratornim ¢i primyslovém méfitku. Pro pfipravu kment se nevyuziva vSech pfirozené se
vyskytujicich ~ stresi, nybrz pouze stresovych podminek, které mohou realné
v biotechnologickych procesech nastat. Pfi kultivacich by mély byt kontaminujici
mikroorganismy aplikaci stresu eliminovany, zatimco adaptované kmeny by mély byt odolné.
Aplikaci strest raznych intenzit mohou byt pfipravovany kmeny s vys§i robustnosti nebo
mohou byt vyvijeny kmeny se zcela novymi charakteristikami na Grovni fenotypu, a to napt.
navySenim schopnosti utilizace zdroje uhliku. Pfestoze je ale efektivita evolucniho inzenyrstvi
pomérné vysoka, provedeni experimentd je ¢asoveé narocné.

Dals§i moznosti konstrukce kmen snovymi vlastnostmi predstavuje aplikace technik
genového inzenyrstvi. Oproti evoluénimu inzenyrstvi je provedeni ¢asové méné€ narocné, ale
zmény v genotypu se ne vzdy projevi na urovni fenotypu. Aplikaci riznych technik lze
pripravit kmeny s vylepSenymi charakteristikami podobné jako u evolu¢niho inzenyrstvi.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) piedstavuji jednu z moznosti, jak se mikroorganismy mohou
docasné chranit vlivim stresu. PHA slouzi fadé bakterii jako rezervni zdroj uhliku a energie
pro pfipad, Ze se nachazi ve stavu nedostatku zivin nebo jsou vystaveny stresu prostredi.
Jedna se o obnovitelné biomaterialy, které disponuji biokompatibilitou a biodegradabilitou.
Svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi se podobaji syntetickym polymerim vyrabénym
z ropy, coz je pii jejich soucasné biologické odbouratelnosti ¢ini vhodnymi materiadly pro
vyuziti nejen v prumyslu, ale také napfiklad v oblasti péfe o zdravi nebo kosmetice.
Vlastnosti polymert zavisi na zastoupeni monomerti v molekulach polyestert, ¢ehoz lze
vyuzit pii designu materialii pro nejriznéjsi cilové aplikace.

Cilem prace je pojednat o obou zminénych technikach, tedy o evolucnim i o genovém
inzenyrstvi. Dale budou diskutovany moznosti aplikace obou pfistupti na PHA produkujici
bakterie slouzici ke zvySeni vytézku produkce a také kcilené produkci materialt
s pozadovanymi vlastnostmi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Postaveni mikrobialni buniky v biotechnologiich

Mikrobialni  biotechnologie obecné zahrnuji komplexni procesy, pifi nichz jsou
prostifednictvim mikroorganismti produkovany latky a materialy pro rizné ucely, jedna se
pfitom o metabolity izolované v ruznych fazich ristu producenti. Mezi vyuzivané
mikroorganismy patii predev§im bakterie a kvasinky, tedy =zastupci prokaryotické
i eukaryotické fiSe. Vzhledem ke komplexni povaze pramyslovych fermentacnich procesu je
zapotiebi vyuzivat mikroorganismy, které jsou dostatecné robustni, kdy robustnost spociva
v odolnosti kment vici vlivim prostiedi, ve kterém se nachazi [1-4].

2.1.1 Stresova odpovéd’ mikroorganismu

Mikrobialni stres muZze byt obecné bran jako posun libovolného pro buriku relevantniho
parametru mimo jeji optimum. Mikroorganismy jakozto nejcastéji jednobunécné organismy
maji v pfitomnosti stresu dv€ moznosti, a to bud’ se na stres adaptovat, nebo na nasledky
poskozeni vlivem expozice zahynout, a to ihned nebo postupné, kdy néasledkem stresu nejsou
schopny dé€leni. Adaptace spociva ve zménach v buiice (zmény ve slozeni) nebo buriky jako
takové (zmeény ve fyziologii), a to kvuli limitaci fyzického pohybu. Lze ji tedy vysvétlit jako
(evolucni) proces, pfi kterém se organismus piizpusobi vnéj§im podminkam, v nichz se
vyskytuje [1-5].

Samotnymi projevy adaptace mohou byt morfologické zmény, inhibice syntézy DNA, RNA
a neesencialnich proteint, zvySena rychlost obratu proteint (proteolyzy), indukce exprese
proteint nezbytnych pro adaptaci na dany stres a také indukci exprese proteint zapojenych do
vSeobecnych regulacnich siti, ¢imz si burka zajisti ochranu i vaci jinym stresovym
podminkam [1, 2, 5, 6].

2.1.2  ZlepSeni charakteristik mikrobialnich producentu

Jak jiz bylo zminéno, u mikrobialnich producenti je pii biotechnologickych procesech
nezbytna dostatecna odolnost vuci prostredi, v némz se nachazi, a rovnéz schopnost produkce
dostatecného mnozstvi pozadovanych metaboliti. Nejen za timto ucelem muze byt ke
zlepSeni charakteristik mikrobialnich producentli vyuzita fada pristupl, mezi které patfi
predev§im evoluc¢ni a genové inzenyrstvi, které mohou byt aplikovany jednak separatné,
jednak kombinované [7]. O téchto strategiich pojednaji dalsi kapitoly této disertacni prace.

2.2 Evoluéni inzenyrstvi

Evoluéni inzenyrstvi nebo také adaptivni laboratorni evoluce, bunécna fizena evoluce ¢i in
vitro evoluce predstavuje moznost piipravy latek, produkti metabolismu, s pozadovanou
funkci nebo vlastnostmi pro cilovou aplikaci, a to s vyuzitim principl ptirozeného evolucniho
procesu. Muze se jednat o rizné biopolymery, nukleové kyseliny ¢i proteiny se specifickymi
funkcemi, které nejsme schopni synteticky cilené racionalné pfipravit s vyuzitim klasickych
inzenyrskych postupt. Jedna z vyhod evolu¢niho inZenyrstvi spociva v tom, ze neni zapotiebi
znat genetické determinanty podmirujici charakteristiky na trovni fenotypu, jelikoz mnohé
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z nich nejsou doposud popsany. Tento inverzni piistup umoziiuje pouze fenotypové zmény,
které lze pozorovat ve spojitosti s rastem. Vesmés nahodnymi postupy ziskané fenotypy
mohou byt nasledné prostfednictvim metod genetiky, transkriptomiky, metabolomiky,
ptipadné i jejich kombinaci, charakterizovany a analyzovany za ucelem identifikace vzniklych
mutaci a jejich pficiny [8—11].

2.2.1  Princip metodiky evolu¢niho inzenyrstvi

Provedeni evolucnich experimentil spociva ve mnozeni mikrobialnich populaci pfi soucasném
pusobeni selekéniho tlaku (Obr. 1). Selekéni tlak, predstavujici limitaci ristu, jsou pfitom
razné stresové faktory jako teplota, pH, osmolarita, pfitomnost toxickych latek apod.
Vyhodami jsou pfedev§im jednoduchost a ucCinnost, které ¢ini evolucni inzenyrstvi predni
technikou pro zlepSovani vlastnosti primyslovych producenti. Oproti pfirozenému procesu
evoluce, ktery metodika evolu¢niho inzenyrstvi napodobuje, probiha adaptani proces
racionalné, efektivné a podstatné rychleji. Pfi kultivaci v kontrolovanych podminkach 1ze
sledovat zmény na urovni fenotypu a zpétné i genotypu s volitelnym ¢asovym odstupem
s ohledem na pocet generaci, kterym muzou byt desitky, stovky az tisice [9, 10, 12].

— _— -
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banky s rostoucim selek¢énim tlakem
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s rostoucim selekénim
tlakem

Obr. 1: Princip evoluénich experimentt [13]

ZlepSeni vlastnosti na urovni fenotypu, provazejici proces adaptace, souvisi s aktivacemi
dfive latentnich metabolickych drah a adaptované kmeny s evolu¢ni vyhodou nasledné
roz§ifuji populaci. Na arovni genomu se béhem evolu¢niho procesu ucastni fada zakladnich
procest, jako jsou rizné typy mutaci, rekombinace, geneticky drift a také prirozeny vybér [9,
10, 14].

Jednou z nejcastéjSich aplikaci evolu¢niho inzenyrstvi je predev§im vyuziti §ir§i Skaly
substratl, zvySeni tolerance mikrobialnich producenti va¢i stresorum spojenych
s prumyslovymi fermentacemi nebo zvySovani rychlosti rastu [9—11].



2.2.2  Metody analyzy adaptovanych kmenu

Kmeny ziskané z jednotlivych kroka kultivaci mohou byt porovnavany vzajemné mezi sebou
nebo s puvodnim kmenem za uCelem charakterizace rozdili. K tomuto ucelu se vyuZzivaji
razné metody genomiky, transkriptomiky, metabolomiky a jejich kombinace, které srovnavaji
kmeny na pfislusnych trovnich, tedy na tirovni DNA, RNA, proteint a celé skaly metabolitt
[9, 10, 15].

Nejjednodussi techniky jsou zaloZeny na vyuziti charakteristik fenotypt, které jsou znaéné
rozdilné, a to napf. rychly rast ¢i barva. Kromé rozdilné rustové kinetiky a barvy lze
jednoznacné rozliSit fenotypy na zakladé tolerance vici vybranym latkam. Dalsi moznost
screeningu predstavuje vyuziti biosenzord, které mohou byt aplikovany za Gcelem vyvolani
exprese proteini anebo produkce jinych metaboliti odliSujicich cilovy fenotyp od okoli,
vyvolani rezistence vuci antibiotiku nebo provadéni screeningu metabolita [10, 15].
Nejobecnéjsim pristupem k analyze korelaci mezi genotypem a fenotypem pomoci metod
molekularni biologie pak predstavuje zpétna analyza vzniklych mutaci. Zatimco kultivacni
Cast evolucnich experimentt je jiz po dlouhou dobu identicka, metody molekularni biologie
zaznamenavaji v poslednich letech dramaticky vyvoj vedouci ke zjednoduseni a zefektivnéni
analyzy a objasnéni mechanismt na molekularni arovni [8, 9, 16].

2.2.3  Aplikace evoluc¢niho inzenyrstvi

Evolu¢ni inzenyrstvi se aplikuje pfedev§im na mikroorganismy, které se oproti jinym
organismum vyznacuji fadou vyhodnych charakteristik, jako jsou: i) nenaro¢né podminky na
ziviny; i) snadna kultivace v laboratofi a iii) vysokd rychlost rozmnozovani a moznost
stabilni kultivace v horizontu nékolika set az tisic generaci béhem dlouhodobych
experimentt. Dlouhodoby Casovy horizont (volitelné dny, tydny az roky) umoznuje v prabéhu
procesu vyselektovat adaptované kmeny s nejlepSimi charakteristikami na arovni fenotypu

[8].

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, v biotechnologickych procesech se evolu¢ni inzenyrstvi vyuziva
primarn¢ za u¢elem zvySovani robustnosti ve smyslu vyssi odolnosti vici stresu zptisobenému
jednak fyzikalnimi faktory (napf. teplota, pH, osmolarita), jednak vici slozkam kultivacniho
media nebo produktim metabolismu pusobicich toxickym efektem a také ke zvySovani
vytézku vybranych metaboliti. Komplikace mohou nastat ve spojitosti se scale-up procesu
z laboratorniho do primyslového meéfitka, a to pii produkci metabolitd spojenych s ristem.
Béhem prevodu do vét§iho objemu jsou mikrobidlni producenti vystaveni stresu vlivem
zmény kultivatniho media, kdy se v laboratofich a poloprovozech zacind zpravidla
komplexnimi medii bohatymi na ziviny, nasledné jsou pii velkoobjemové produkci kultury
prevedeny do nutri¢né chudSich medii a béhem toho jsou 1 jinak namahany, coz se negativné
podepise na rustu a také na vytézku pozadovanych produkti [8].

2.3 Genové inZenyrstvi

Genové (genomové) inzenyrstvi piedstavuje techniku zalozenou na zméné genetického kodu
organismu, ktera vznikla jako odnoz molekularni biologie. Genom vsech organismil sestava
z nukleotidi  kodujicich proteiny, pro jejichz spravnou funkci musi byt nukleotidy ve
spravném potadi, kdy zmény v sekvencich mohou mit pozitivni 1 negativni dopad na
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organismus. V poslednich letech byla vyvinuta cela fada metod a nastroju pro cilenou editaci
genomu organismd, a to vcetné pramyslové vyznamnych mikroorganismu. Genové
inzenyrstvi zahrnuje celou fadu uprav, a to delece nukleotidi vedouci k vyfazeni gend,
inkorporace nukleotidi vedouci k inserci novych gena a upravy sekvenci nukleotidi vedouci
ke vzniku mutaci, ¢imz se méni stavajici nebo konstruuji nové genotypy. Vyjma toho se
zabyva umeélou syntézou ¢i izolaci vybranych gent z genotypt organismu se specifickymi
charakteristikami na urovni fenotypu, naslednym fizenym pfenosem do genomu nepiibuznych
organismu a zajisténim exprese vlozenych genu [17, 18].

2.3.1 Princip a provedeni experimentu genového inzenyrstvi

Manipulace s nukleovymi kyselinami, ktera byla diive téméf nemyslitelna, je v soucasné dobé
béznou technikou. Pfenos nukleovych kyselin je standardni pro kazdé v ramci jednoho
organismu prestavujici klasickou dédi¢nost vertikadlnim pfenosem na potomky. Oproti tomu
genové inzenyrstvi pracuje s horizontdlnim prenosem DNA, a to nejen vramci jedné
generace, ale 1 mezi jednotlivymi kmeny, ¢imz se odklani od vétSiny pfirozenych procest
[18]. V podstaté existuji tfi hlavni pravy genomu vybraného organismu, a to delece (knock-
out), inserce (knock-in) ¢i vymeény existujicich DNA sekvenci za exogenni [19].

2.3.2  Aplikovatelnost technik genového inzenyrstvi

Pro biotechnologické aplikace jsou zapotfebi robustni mikroorganismy s dobrymi
produkénimi vlastnostmi, které 1ze ziskat mj. pravé technikami genového inzenyrstvi. Po
zasahu do genomu zpravidla nasleduje testovani mutanta z hlediska manifestace zmén na
urovni fenotypu, pfistup je tedy reverzni oproti evoluénimu inzenyrstvi [8].

Dlouhou dobu byly za G¢elem indukce mutaci vyuzivany razné chemické latky nebo zafeni,
jak jiz bylo uvedeno vyse. Prestoze takto vznikla fada mutantnich kmenti umoziiujici zkoumat
funkce geni a podstatu mutaci, byla tato mutageneze nespecificka, coz limitovalo zmény
konkrétnich genti nebo jejich sekvenci. Vyuziva se v mediciné pii designovani 1€Civ, pfi
terapii, pro in vitro €1 in vivo modely nemoci a diagnostice, v zemedélstvi a biotechnologiich
generovanim geneticky modifikovanych organismu s vyhodnymi vlastnostmi a dalSich
odvétvich, stejné jako pro ucely vyzkumu [17, 18].

24 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patfi do skupiny biopolymerti pfedevsim mikrobialniho
puvodu. Z chemického hlediska se jedna o linearni polyestery nejcastéji 3-, ale i 4-, 5- nebo
6-hydroxyalkanovych kyselin [20], které jsou ukladany v bunikach mikroorganisma ve formé
intracelularnich granuli. Vlastnosti PHA mohou byt v zavislosti na slozeni zna¢né variabilni,
a proto maji potencial nahradit klasické syntetické plasty vyrabéné z ropy, kterym jsou ze
vSech bioplastd nejpodobngjsi. Oproti nim disponuji fadou vyhodnych vlastnosti, a to
predevs§im moznosti produkce z obnovitelnych zdroji, biokompatibilitou a biodegradabilitou,
ktera eliminuje problém s akumulaci pouzitych material v Zivotnim prostredi [21, 22].



2.4.1  Vyskyt, vlastnosti a slozeni PHA

Vice nez 300 druht bakterii syntetizuje PHA ve formé intracelularnich granuli, které byly
objeveny a popsany uz v roce 1926 francouzskym védcem Mauricem Lemoignem [23, 24].
Slouzi jim jako zasobni latky pro pifipad neptiznivych podminek, kdy predstavuji zdroj
uhliku, energie a také redukeni sily, coz jim ve stresovych situacich umozni preziti, dokud
nedojde k jejich vycCerpani. Obsah PHA v biomase se odviji od konkrétnich producentt, ale
zavisi 1 na fadé dalSich faktora, které lze pii biotechnologické vyrobé zohlednit, coz muze
vést az k 90 % vytézku [24, 25]. Granule nabyvaji pfiblizné kulovitého tvaru o velikosti
v pruiméru 0,2-0,5 um s vn&jsi vrstvou tvofenou proteiny a vnitinim polyesterovym jadrem.
Z proteinu jsou zastoupeny predev§im PHA polymerasa, intracelularni PHA depolymerasa,
které diky asociaci sftetézcem polymeru zajistuji efektivni proces jeho biosyntézy
a degradace, phasiny zabrarujici vzajemné koalescenci granuli a plnici dalsi funkce, z nichz
nekteré jsou 1 neobjasnéné [25-27].

Doposud bylo objeveno a popsano piiblizné 150 druht riznych monomernich jednotek, které
se lisi jednak pozici hydroxylové skupiny, jednak postrannimi fetézci [28]. Na zakladé
zastoupenych monomerti mizeme rozdélit PHA na homopolymery s pouze jednim typem
monomerni jednotky, a heteropolymery s rozdilnymi monomery. Nejcastéji se vyskytuji
kopolymery, sestavajici ze dvou rozdilnych monomert, ale i terpolymery. Molekulova
hmotnost polymeru lezi v rozmezi 200-3 000 kDa a stejné jako dal§i vlastnosti odviji se
pfitom od producenta, podminek kultiva¢niho procesu a zptisobu fermentace [29-31].

Dalsi moznosti je déleni na zakladé poctu uhliki v monomernich jednotkach, které se
projevuje mj. zmeénou fyzikalné-chemickych vlastnosti materidlu. Na zaklad€ tohoto kritéria
se deli do tii skupin na PHA s kratkym fetézcem scl-PHA, se stfedné dlouhym fetézcem mcl-
PHA a s dlouhym fetézcem Icl-PHA. Vlastnosti heteropolymert se odviji od zastoupeni
jednotlivych monomernich jednotek, proto lze jejich kombinacemi pfipravovat materialy
pozadovanych vlastnosti pro cilové aplikace (Tab. 1). Od zastoupeni monomernich jednotek
se odviji krystalinita a hydrofobni povaha polymeru, stejné jako jeho teplota tani a teplota
skelného ptrechodu [20, 29, 31].

Tab. 1: Vlastnosti homopolymeru 3HB a jeho vybranych kopolymerti, porovnani s PP [32]

.o Younguv Pevnost v tahu ProdlouzZeni pri
Polymer Teplota tani [°C] modul [gGPa] [MPa] pretrzeni [‘VE]
P(3HB) 175—-180 3,54 40 3-8
P(3HB-co-3HV)
3 mol. % 3HV 170 2,9 38 _
20 mol. % 3HV 145 1,2 32 50-100
P(3HB-co-4HV)
3 mol. % 4HV 166 - 28 45
10 mol. % 4HV 159 - 24 242
PP (polypropylen) 170-176 1,0-1,7 29,3-38,6 500-900
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2.4.2  Biosyntéza PHA

Biosyntetické drahy vedouci k produkci PHA se odviji od uhlikatého zdroje. Byly popsany tfi
hlavni drahy napfi¢ metabolismy znamych produkujicich kmeni, kdy rozdil v nich se spociva
v upravé zdroje uhliku do podoby substratu pro PHA syntasu (Obr. 2) [33].

Drihal
zdroj uhliku
(sachanidy)
zdroj uhliku
(mastné kyseliny)
citritovy e
c,yklus‘ -——— Acctyl-CoA l Driha II
b i degradace mastnych kyselin
Acyl-CoA id
Acetoacetyl-CoA (-oxidace)
PhaB
3-Ketoacyl-Co. Enoyl-CoA
(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA ( \
PhaC
FabG (?) (8)-3-Hydroxyacyl-CoA jﬂ]
granule (R)-3-Hydroxybutyryl-CoA
PHA PhaC
PhaG
FabD (?)
(R)-3-Hydroxyacyl-ACP
PhaC
4-, 5-, 6-Hydroxyalkanoyl-CoAs 3-Ketoacyl-ACP Enoyl-ACP
44N Draha III
: v_: o - - biosyntéza
dalsi drahy Acyl-ACP mastnych kyselin

? Malonyl-ACP

i

dali zdroje Malonyl-CoA
uhliku
Agcetyl-CoA
zdroj uhliku
(sacharidy)

Obr. 2: Biosyntetické drahy PHA [30]

2.4.2.1 Vyuiiti odpadnich substrati

Na zékladé moznosti biosyntézy lze fici, ze pro produkci PHA lze vyuzit sacharidické
substraty, stejné jako substraty sobsahem mastnych kyselin. Pfi identifikaci novych
obnovitelnych zdroji uhliku za ucelem produkce PHA je tedy zapotiebi povahu substratu
zohlednit. Vyuziti odpadnich substrati vede ke snizeni nakladi na produkci PHA, a tim je
¢ini konkurenceschopné pii porovnani s tradiCnimi petrochemickymi plasty. Jako zdroje
uhliku a zivin se Casto vyuzivaji odpadni produkty z riznych segmenti primyslu nebo
zemedélstvi, a to predevsim lignocelulosova biomasa, odpadni oleje, syrovatka, melasa anebo
odpadni glycerol [34].
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Prestoze je lignocelulosovd biomasa nejrozsifenéj§im, a tedy i1 nejlevnéjSim odpadnim
produktem fady vyrob, musi byt pro vyuziti jako substrat nejvice upraven. Po hydrolyze
vedouci az ke vzniku fermentovatelnych sacharida, predev§im glukosy, jsou v hydrolyzatech
pfitomny vlivem rozkladu ligninu i latky pusobici jako mikrobialni inhibitory, proto je
vhodné hydrolyzaty detoxifikovat. Pfitomnost organickych kyselin, naptiklad kyseliny octové
a levulové, mize pusobit jednak jako inhibitor, ale s vyuZzitim adaptovanych kmenti mohou
byt tyto kyseliny naopak vyuzity pro syntézu spolecné se sacharidy, ¢imz se zvysuje ucinnost
celého procesu [35].

243 Degradace PHA

Degradaci PHA muze byt rozdélena na intracelularni a extracelularni, a to na zakladé povahy
polymeru. Rozklad je katalyzovan depolymerasami, které hydrolyticky §té€pi esterovou vazbu
v polymeru za uvoliiovani oligomernich a monomernich jednotek. Pfi intracelularni degradaci
dochazi k utilizaci amorfniho PHA naakumulovaného v granulich pfi vyCerpani ptvodnich
zdrojt uhliku a energie a extracelularni degradace pfimo souvisi s biodegradabilitou materialu
[30].

2.44  Scale-up biotechnologické produkce PHA

Pro uspésnou velkoobjemovou biotechnologickou produkci polyhydroxyalkanoatd jsou
klicové predevsim tfi faktory, a to co nejnizsi naklady na substrat, na vyvoj procesu a také na
down-streamovy izolacni proces. Volbou vhodnych substratd ¢i jejich kombinaci 1ze cilené
produkovat relativné velka mnozstvi homopolymerd a kopolymerd PHA s volitelnou
molekulovou hmotnosti, kdy kombinace riznych substrati muze kompenzovat jejich
nedostatky s ohledem na zastoupeni zivin [36, 37].

Pii prevedeni kultivace z laboratorniho méfitka do velkych objemua zpravidla dochazi ke
snizeni vytézku PHA v biomase, proto i zde probiha optimalizace pfidavky rtuznych lehce
utilizovatelnych zdroja uhliku jako napf. glycerol. Oproti laboratornim experimentiim se totiz
pro produkci zpravidla nevyuzivaji syntetické zdroje uhliku, které jsou jednoduse piistupné.
Volba moédu kultivace zavisi na konkrétni situaci s ohledem na vyuzivany mikroorganismus,
substrat, potfebu naristu kultury, pozadavki na monitorovani procesu apod. Po kultivaci
nasleduje sklizeni biomasy, izolace polymeru a v zavislosti na pozadavkiim na Cistotu také
jeho purifikace [36, 37].
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem disertani prace je aplikace technik evolu¢niho a genového inzenyrstvi na
bakterialni kmeny schopné produkovat polyhydroxyalkanoaty s ohledem na kvantitativni
i kvalitativni charakteristiky produkovaného polymeru. Mimoto byla prace zaméfena na
biotechnologickou produkci PHA s vyuzitim odpadd z potravinarského prumyslu a taktéz
vyvoj alternativniho zptsobu izolace téchto biopolymera.

Dil¢i cile prace:

1. evolucni inzenyrstvi vybranych PHA producentt ve smyslu jejich adaptace na vybrané
mikrobialni stresory, metabolicka charakterizace =ziskanych adaptovanych kment
a ovéteni biotechnologického potencialu pro produkci PHA u nejslibnéjSich z nich;

2. genové inzenyrstvi vybranych producentt PHA ve smyslu zavedeni a optimalizace
postupti umoziujicich stanovit genovou expresi vybranych gent, vybér vhodnych cilt
pro genové manipulace, zavedeni technik pro vybrané kmeny;

3. vyuziti ziskanych kmenu pii biotechnologickych produkcich, kultivace adaptovanych
kment ziskanych béhem evolu¢niho inzenyrstvi v laboratornim bioreaktoru, vyuZiti
odpadnich  substrati  z potravinaiského prumyslu (odpadni olej, hydrolyzaty
lignocelulosové biomasy) jako substrati pro kultivace, podrobna materialova
charakterizace pfipravenych materiali;

4. wvyvoj alternativniho zpusobu izolace PHA se zaméfenim na snizeni ekologickych
a ekonomickych aspektti standardniho extrakéniho pfistupu, vyuziti vyhodnych vlastnosti
extrémofilnich mikroorganismu.
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4

4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci kapitoly vénované vysledkim a diskuzi jsou obsazena data publikovana v ramci
¢lankt v impaktovanych Casopisech, a to s popisem vysledka.

Disertacni prace je zaméfena predevS§im na evoluCni inzenyrstvi bakterialnich producentt
polyhydroxyalkanoatt. Aplikaci technik v ramci jednotlivych metodik predstavuje hlavni usili
uprava produk¢nich charakteristik mikroorganismua s ohledem na kvantitu vyprodukovanych
PHA, ale i kvalitativni zastoupeni riznych monomert v kopolymerech, a to P(3HB-co-3HV)
a P(BHB-co-4HB) pii rastu na chemicky Cistych substratech, ale i odpadnich materialech,
pochazejicich Casto z potravinafského primyslu, majicich potencial i pro velkokapacitni
vyrobu. Produkci kopolymeru 3HB s 3HV byla vénovana piedevsim Cast prace zaméfena na
adaptaci kmene Cupriavidus necator HI6 CCM 3726 na kyselinu levulovou, ktera se
pfirozené nachazi v hydrolyzatech lignocelulosovych materialti a vystupuje jako inhibitor
mikrobialniho rastu (viz podkapitola 4.1.1). Zisk kmena schopnych rast pii vyssi koncentraci
kyseliny levulové je zddouci nejen s ohledem na celkovou vytéznost procesu, ale také pro zisk
kopolymeru s vy$si podilem 3HV, jelikoz bakterie je schopna kyselinu utilizovat za vzniku
propionyl-CoA a ten nasledné vyuzit jako prekurzor pro pétiuhlikaty monomer
3-hydroxyvalerat, ktery nasledné zacleni do kopolymeru.

Dlouhodobému adaptacnimu procesu byly v dal§ich experimentech vystaveny kmeny
Halomonas halophila a opét 1 Cupriavidus necator H16, kdy byly vyuzity stresové podminky
relevantni pro realné biotechnologické procesy, a to pfitomnosti organickych kyselin (octova
a levulova) pro H. halophila CCM 36627 a vy$§imu osmotickému stresu respektive
pfitomnosti vys$si koncentrace méd’'natych ionti predstavujicich antropogenni polutant pro C.
necator H16 (viz podkapitola 4.1.2). Prestoze se opét jednalo o experiment v ramci
evoluéniho inzenyrstvi, strategie experimentu a Casovy horizont byly odlisné. Z hlediska
produkce PHA byla vprabéhu evolucnich experiemnti sledovana kvantitativni
charakteristika polymeru, jelikoz kmen H. halophila neni schopen utilizace kyseliny levulové,
coz bylo potvrzeno mj. 1 stanovenim jeji residualni koncentrace v supernatantech po kultivaci.

Dalsi cast prace pojednava o vyuziti extrémofili k produkci PHA na modelovych
hydrolyzatech lignocelulosové biomasy (viz podkapitola 4.2). Jako mikroorganismy byly
vyuzity stfedné halofilni kmen H. halophila jiz vyuzivana pro evolucni experimenty, ktera
disponuje schopnosti vyuzivat S§irokou sSkalu uhlikatych substratd, termofilni kmen
Schlegelella thermodepolymerans disponujici unikatni schopnosti utilizace xylosy, ktera byva
v hydrolyzatech hojné zastoupena, a mesofilni Burkholderia sacchari, kterd podobné jako H.
halophila dokaze metabolizovat Sirokou Skalu uhlikatych substrat. Pravé vysoka katabolicka
flexibilita je vyhodna vzhledem k vyuziti odpadnich substratd, které Casto obsahuji pestrou
paletu raznych sacharidid. Obecné plati, ze extrémofilni producenti PHA jsou
z biotechnologického hlediska velice atraktivni a plné zapadaji do moderniho konceptu
prumyslovych biotechnologii nové generace (NGIB). Extrémni podminky (napf. vysoka
salinita nebo kultivacni teplota), pfi kterych extrémofily pfirozené rostou, zamezuji
kontaminaci, ¢imz se snizuji naroky na sterilitu procesu a zafizeni. To ve svém dusledku vede
ke snizeni energetickych, ekonomickych a také technologickych naroki a nakladd. Kromeé
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samotné produkce PHA pomoci extrémofilti byla vyvinuta a optimalizovana ekologicky
Setrna metoda izolace polymeru z mokré biomasy, kde bylo opét vyuzito unikatnich
charakteristik vybranych extrémofilnich mikroorganismu (viz podkapitola 4.3).

4.1 Evoluéni inzenyrstvi producenti PHA

Obecné lze vylepseni rastovych ¢i produkénich charakteristik mikrobialnich producenti nebo
i biotechnologickych procest dosahnout vice piistupy. Jeden z nich predstavuji cilené metody
genového inzenyrstvi, alternativni pristup spociva v aplikaci evoluc¢niho inzenyrstvi, kdy
vznikaji adaptované fenotypy bez predchozi typizace na Grovni genomu. V ramci predlozené
disertacni prace byly experimenty zaméfené na evoluCni inzenyrstvi aplikovany na
mikroorganismy produkujici PHA, a to jednak za ucelem celkového navySeni produkce
polymeru v pfitomnosti stresort, ale i za ti¢elem produkce kopolymert s vy$§im zastoupenim
3-hydroxyvaleratu (3HV) v prvnim evolu¢nim experimentu, piipadné 4-hydroxybutyratu
(4HB) v ptipad¢ dlouhodobého adaptacniho experimentu. V neposledni fadé bylo smyslem
adaptaCnich experimenti také posoudit vyznam PHA v kontextu adaptace konkrétniho
bakterialniho kmene na vybrany stresor.

4.1.1 Adaptace C. necator H16 na kyselinu levulovou

Myslenka vedouci k adaptaci na kyselinu levulovou pramenila ze dvou hlavnich ideji. Prvni
z nich spocivala ve skutecnosti, ze se jedna o latku pfirozené se vyskytujici v hydrolyzatech
lignocelulosovych materiala, které predstavuji znacnou ¢ast odpadnich substratu vyuzitelnych
po hydrolytickém Stépeni pro biotechnologické produkce mj. pravé PHA. Pti hydrolyze vSak
z hemicelulosy vznikaji kromé utilizovatelnych sacharida také jejich degradacni produkty,
latky pusobici jako inhibitory mikrobialniho ristu, a to 5-hydroxymethyl furfural, furfural
a dale organické kyseliny jako kyselina octovd, mravenci nebo pravé kyselina levulova.
Namisto nutnosti nasledné detoxifikace je proto vhodné mit mikrobialni producenty, které
bud’ dokazi tyto latky pfimo vyuzit, nebo jsou vici nim alespori Castecné rezistentni. Druha
idea vychazela ze skuteCnosti, ze pro biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-3HV) je mozné
vyuzit kyselinu levulovou jako prekurzor pro 3-hydroxyvalerat v kombinaci s vhodnym
mikrobialnim producentem, ktery je schopen jeji utilizace a konverze na 3-hydroxyvaleryl-
CoA. Jako mikroorganismus pro adaptaci na kyselinu levulovou byl vybran modelovy kmen
pro produkci PHA C. necator H16 CCM 3726, ktery disponuje schopnosti ji utilizovat. Cilem
prace tedy bylo prostfednictvim metody evolu¢niho inzenyrstvi ziskat kmen adaptovany na
kyselinu levulovou, coz by vedlo ke snizeni inhibi¢niho vlivu vlivem tohoto stresoru, tedy
lepSimu rustu v jeho pfitomnosti, a zaroveni ke zvySeni zastoupeni 3HV v kopolymeru P(3HB-
co-3HV).

Vybrany kmen je nejvice prozkoumanym producentem PHA s vysokym potencidlem pro
prumyslovou produkci polymeru. Sérii evolucnich experimenti zalozenych na adaptaci na
postupné se navySujiciho mnozstvi inhibitoru a také experimenti s vyuzitim mutagenniho
¢inidla methyl methansulfonatu byly pfipraveny kmeny, které byly nasledné porovnavany
skrze rastové charakteristiky, kvalitativni a kvantitativni analyzu PHA, metabolickou
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charakterizaci a také detailn€jSi analyzu vyizolovanych polymert. Vysledky provedenych
experiment(i byly publikovany v nasi praci Novackova a kol. 2019'.

Aplikaci evolu¢niho inzenyrstvi pfi adaptaci na kyselinu levulovou jsme celkové ziskali 5
adaptovanych kmena schopnych uspésné rast a reprodukovatelné produkovat kopolymer, 3
kmeny pochazely z prvni generace, jeden z druhé generace a jeden byl ziskan aplikaci
chemického mutagenu MMS. U izolatu ALAO4 z druhé generace bylo detekovano 20,6 +
0,9 mol. % 3HV v kopolymeru P(3HB-co-3HV), coz byl nejvys§i pozorovany obsah 3HV
frakce v kopolymeru mezi vSemi testovanymi kmeny, divoky kmen dosahoval zastoupeni
3HV v mnozstvi 15,6 = 0,9 mol. %.

Podstatnou Casti prace byla metabolicka charakterizace ziskanych adaptovanych kment
a soucasné porovnani s divokym kmenem skrze stanoveni specifickych enzymovych aktivit,
ato za ucelem objasnéni adaptacni strategie pii expozici kyseliné levulové. Jak uz bylo
uvedeno vySe, jedna se o slabou organickou kyselinu, reakci na ni, jakozto na stresor, se muze
projevovat obecnou stresovou odpoveédi [38]. Pro tento ucel byly stanovovany aktivity
enzymu zapojené do centralnich metabolickych drah, aby bylo mozné zhodnotit celkovy
fyziologicky stav bunek, drah generujicich redukovany kofaktor NADPH, ptedstavujici
hlavni donor elektronti vSech organismi, a biosyntetické drahy PHA. Mimoto ale vzhledem
ke schopnosti utilizace kyseliny levulové vybranym bakterialnim kmenem byla pozorovana
metabolickd cesta vedouci k syntéze levulinyl-CoA [39]. Kromé& prostého srovnani byly
namefené hodnoty podrobeny statistické analyze prostfednictvim stanoveni Pearsonova
korelacniho koeficientu a analyze hlavnich komponent (PCA) za ucelem odhaleni podobnosti
a diferenci mezi jednotlivymi izolaty viuci sobé a vuci divokému kmeni.

Na zéakladé ziskanych dat a nasledné statistické analyzy byly objeveny nékteré spolecné prvky
adaptace, a to predev§im v ramci obecné odpovédi na oxidativni stres, coz se projevilo
navySenim aktivit enzyma generujicich redukovany kofaktor NADPH, ktery je podstatny pro
regeneraci molekul glutathionu a thioredoxinu zapojenych do ochranu bunék vici skodlivym
radikalim, jenz jsou vlivem oxidativniho stresu generovany [40, 41]. Mize se jednat o
alternativni drahy v ramci Krebsova cyklu, a to u NADP-dependentni varianty enzymu
isocitrat dehydrogenasy, alternativni drahu zpracovani malatu na pyruvat pomoci jable¢ného
enzymu ¢ drahy pentosofosfatového cyklu vychazejici z glukosa-6-fosfatu za katalyzy
glukosa-6-fosfat dehydrogenasou. Do generace redukovaného kofaktoru jsou ov§em v ramci
metabolismu zapojeny i dalSi enzymy, které nebyly stanovovany [40]. Kromé& regenerace
molekul zapojenych do antioxidacniho procesu vytvafi vys$§i mnozstvi NADPH pfiznivé
prostfedi pro biosyntetické procesy, a to mj. biosyntézu PHA, kdy enzym acetoacetyl-CoA
reduktasa je NADPH dependentnim enzymem redukujicim keto- formu na hydroxyskupinu
monomerni jednotky PHA. Prestoze prostfednictvim korela¢ni analyzy nebyla nalezena
korelace mezi zadnym stanovovanym enzymem generujicim NADPH a acetoacetyl-CoA
reduktasou, pro sumu specifickych aktivit vSech téchto stanovovanych enzymi by pozitivni

! NOVACKOVA, 1. KUCERA, D.; PORIZKA, J.; PERNICOVA, 1. SEDLACEK, P.; KOLLER, M.;
KOVALCIK, A OBRUCA, S. Adaptation of Cupriavidus necator to levulinic acid for enhanced production of
P(3HB-co-3HV) copolyesters. BIOCHEMICAL ENGINEERING JOURNAL, 2019, ro¢. 151, ¢ 11,s. 1-
10. ISSN: 1369-703X.
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korelace mohla byt potvrzena. NavySeni aktivity biosyntetické drahy PHA by mélo v ramci
metabolomu manifestovat jako vyssi vytézek polymeru v biomase, coz bylo vyjma izolatu
ALAO6 u ostatnich izolatd v kombinaci s vy$§im mnozstvim biomasy v dasledku adaptace
prokazano. Pozitivni nasledky mirného oxida¢niho stresu navySujici biosyntézu PHA byly
potvrzeny fadou experimentu, a to pfi expozici peroxidu vodiku a ethanolu v ramci vyzkumu
na naSem pracovisti [42—44], ale také dal§imi vyzkumnymi skupinami, které k indukci stresu
vyuzivali rovnéz peroxid vodiku [45].

Vyjma obecného vlivu kyseliny levulové jakozto stresoru byl pozorovan vyrazny vliv
adaptace na posileni jejiho metabolismu, coz se projevilo skrze posileni aktivity klicového
enzymu 2-methylcitratového cyklu a také 3-ketothiolasy 2, ktera generuje 3-oxovaleryl-CoA.
Navyseni se podstatné vice (dvojnasobné az petinasobné) projevilo u 2-methylcitrat syntasy,
ktera vystupuje v cyklu predstavujicim soucast centralniho metabolismu. Prevadi
propionyl-CoA generovany z levulinyl-CoA pfes pyruvat az na acetyl-CoA [46, 47], ktery
muze navySovat celkovy energeticky metabolismus vedouci rovnéz k navySeni mnozstvi
biomasy. Zarover jej ale odCerpava, ¢imz snizuje podil 3HV v kopolymeru [48], jenz pak u
vybranych adaptovanych izolath byl nizsi nez u kmene divokého bez predchozi adaptace.
Metabolismus je komplexni proces a posileni drah vyuzivajicich propionyl-CoA se v ramci
adaptovanych kmenu projevilo pifedev§sim navysSenim vytézku biomasy a celkové produkce
PHA, u vétSiny soucasné snizenim 3HV frakce v kopolymeru. U nékterych kment ale i pres
navySeni enzymové aktivity 2-methylcitrat syntasy doslo k navyseni 3HV v P(3HB-co-3HV)
kopolymeru, coz pouze potvrzuje komplexnost celého metabolismu a i adaptacniho procesu.
Kromé propionyl-CoA vznikd po Sté€peni levulinyl-CoA i acetyl-CoA, ktery predstavuje
v ramci metabolismu vychozi produkt ¢i meziprodukt fady reakci, a to jednak katabolickych
vedoucich kzisku energie prostfednictvim navySeni aktivity Krebsova cyklu, tak
i anabolickych, z nichz v ramci této praci stoji za zminku pfedevsim biosyntéza PHA.

Vyjma uvedenych spole¢nych znaki adaptovanych kment jsme jiz na zaklad€ stanovenych
hodnot specifickych enzymovych aktivit navrhli vice adaptacnich strategii v ramci
jednotlivych kmend. Jako nejodlisn€jsi se nam v ramci pozorovanych metabolickych drah
jevil kmen ALAO2. Naopak podobné strategie adaptace byly pozorovany u kmeni ALAO3,
ALAO4 a ALAO06. Znazornéni analyzovanych enzymu, jejich zapojeni do metabolismu
a trendy specifickych enzymovych aktivit jsou obsahem nésledujiciho schématu (Obr. 3).
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Obr. 3: Prchled stanovovanych enzymu a trendy hodnot aktivit adaptovanych kmena vici divokému
kmeni

Jako dal§i zmetod statistické analyzy aplikované na ziskana data byla vyuzita analyza
hlavnich komponent (PCA). Na zakladeé lokalizace jednotlivych adaptovanych kmena
aizolatu v odpovidajici 2D projekci lze diskutovat metabolické podobnosti mezi nimi.
Nejvyraznéjsi oddéleni zon na zakladeé rozdilt v enzymovych aktivitach jsme pozorovali mezi
divokym kmenem a kmeny adaptovanymi, coz vede k potvrzeni myslenky zmén
v metabolismu jako diasledku adaptace. V ramci adaptovanych kmend se nejvice odliSuje
izolat ALAO2, ktery uz byl vzhledem ke své odliSnosti diskutovan vySe vzhledem
k pravdépodobné odlisné adaptacni strategii. Nejblizsi vztah mezi sebou maji kmeny ALAOI,
ALAO3 a ALAO6. Z hlediska podobnosti s divokym kmenem je nejblizsi vztah k ALAOI,
ktery kromé obecné adaptaCni strategie (zvySena aktivita respirace, posilené drahy utilizace
propionyl-CoA, zvysené generace NADPH a také biosyntetické drahy PHA) vykazuje
nejvyssi metabolickou podobnost.

Na zakladé obou provedenych materidlovych charakteristik lze potvrdit trend popsany
v literatute, kdy s nartstajicim mnozstvim 3HV v P(3HB-co-3HV) kopolymeru dochazi ke
snizovani teploty tani, coz je vyhodné pro zpracovani, a také krystalinity, coz je vyhodné
s ohledem na aplikacni potencial. Jedinou vyjimku pfedstavuje polymer vyizolovany z kmene
ALAO6 piipraveného s vyuzitim mutagenu MMS. Vzhledem k pfedpokladu souvislosti téchto
charakteristik s rozdilnym umisténim jednotlivych monomerii vramci kopolymeru
a skuteCnosti, ze bakterie standardné produkuji nahodné kopolymery, pfedpokladame, ze
kmen AL AO6 je schopen produkovat ¢astecné organizovany kopolymer s ¢astmi bohat§imi na
frakci 3HV, tedy celkové ma poté polymer z¢asti blokovy charakter, coz nasledné ovlivni
vlastnosti materialu [49].
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4.1.2 Dlouhodoba adaptace kmene C. necator H16 na biotechnologicky relevantni
stresory

Nasledujici prace byla zaméfena na dlouhodoby adaptacni experiment pii zachovani
konstantniho selek¢éniho tlaku. Jako mikroorganismy byly vyuzity bakteridlni kmeny C.
necator H16 stejné€ jako v predchozim experimentu a stfedné halofilni kmen H. halophila s 66
g/L chloridu sodného v médiu jako optimem. Modelovy kmen metabolismu PHA C. necator
H16 byl exponovan pusobeni zvySeného osmotického tlaku a zvySené koncentraci médnatych
iontt, halofilni kmen byl exponovan dvéma slabym organickym kyselinam, octové
alevulové. Vsechny aplikované stresy predstavuji biotechnologicky relevantni situace,
kterym mohou byt mikroorganismy béhem realnych procesa vystaveny.

Evolu¢nimu experimentu predchazelo nalezeni optimalni davky stresoru, ktera jsme volili tak,
aby byly kultury stale schopny rdstu a mnozeni, zaroveni aby se projevil inhibi¢ni efekt.
Optimalni davky stresord pro C. necator H16 byly nastaveny na 30 mg/L. méd’natych iontd
Cu** v podob& modré skalice a 20 g/ NaCl, pro H. halophila byly jako nejvhodngjsi
koncentrace stresori zvoleny 3 g/L kyseliny octové respektive 1 g/l kyseliny levulové.
Jelikoz 1 vzamyslenych redlnych biotechnologickych procesech pii kultivaci na
hydrolyzatech dochézi k tpravé hodnot pH na pfiblizn€ 7, bylo 1 v médiich pro H. halophila
pH vzdy upravovano, ¢imz se neprojevil primarné vliv kyselého prostiedi, ale samotnych
kyselin.

Dlouhodoby adaptacni experiment jsme provadéli v baikéach, kdy po 48 hodinach kultivace
jsme 10 obj. % kultury prenesli do Cerstvého média se stresorem. Kazda pasaz byla
charakterizovana s ohledem na nartst biomasy skrze méfeni optické hustoty a gravimetrické
stanoveni a také na kvalitativni a kvantitativni stanoveni PHA v biomase pomoci plynové
chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem. V supernatantech po kultivaci H.
halophila byla pomoci iontové chromatografie stanovovano residualni mnozstvi kyselin.
Z vysledkt pro H. halophila bylo zjisténo, Ze na rozdil od kmene C. necator vyuzivaného
v ramci predchozi prace. Tento kmen tedy rovnéz neni schopen kyselinu levulovou vyuzit k
produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV), jelikoz veSkery polymer v biomase byl povahy
homopolymeru P(3HB). Jelikoz bylo zajimavéjSich vysledkt v ramci adaptace docileno pro
kmen C. necator a zaroveii za ucelem redukce velkého mnozstvi dat, byla v praci Novackova
a kol. 20227 interpretovana data z experimentd pouze pro tento kmen.

U adaptace na meéd’ doslo k adaptacnimu kroku v prabéhu treti pasaze, kdy byl pozorovan
vyrazny narust bakterialnich bunek v kultufe vice nez desetinasobek oproti druhé pasazi, u
adaptace na vyssi koncentraci soli v médiu dochazelo k postupnému narastu biomasy, kdy
k dosazeni maxima doSlo pii paté pasazi. Prvnich 5-6 pasazi bylo tedy na zakladé
nametenych dat nejvyznamnéjSich z hlediska adaptace na stresové podminky, poté dochazelo

2 NOVACKOVA, 1. HRABALOVA, V.; SLANINOVA, E.; SEDLACEK, P.; SAMEK, O.; KOLLER, M.;
KRZYZANEK, V.; HRUBANOVA, K.; NEBESAROVA, J.; OBRUCA, S. The role of polyhydroxyalkanoates
in adaptation of Cupriavidus necator to osmotic pressure and high concentration of copper
ions. INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES, 2022, ro&. 206, &. 5.s. 977-
189. ISSN: 0141-8130.
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vramci dlouhodobého Casového horizontu pouze k méné vyznamnym naristim, ale i
k mensim poklesim ¢i k oscilaci kolem maximalnich dosazenych hodnot koncentrace
biomasy. Prabéh jednotlivych adaptacnich experimenti je znazornén na nasledujicim obrazku
(Obr. 4).
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Obr. 4: Zakladni screening béhem evolucnich procesu — a) expozice iontim Cu?*, b) expozice NaCl

I vpripadé dlouhodobé adaptace jsme se zaméfili na metabolickou charakterizaci
prostfednictvim stanoveni specifickych enzymovych aktivit vybranych drah centralniho
metabolismu a dalSich relevantnich enzymii za ucelem odhaleni adaptacnich strategii
v zavoslosti na jednotlivych stresorech. Z centralntho metabolismu byly vyselektovany
klicové enzymy Krebsova cyklu, glyoxalatového cyklu, jimz kmen C. necator disponuje, dale
pak vybrané enzymy generujici NADPH a enzymy zapojené do biosyntetické drahy PHA.

Nejvyznamnéj§im rysem adaptace na meéd’ je na zakladé namérenych dat navySeni aktivity
NADPH generujicich enzymi, konkrétné predevsim NADP-dependentni isocitrat
dehydrogenasy a jable¢ného enzymu. Expozice hypertonickému prostfedi vedla u divokého 1
adaptovaného kmene pravdépodobné k navySeni intenzity respirace, coz usuzujeme na
zaklade aktivit enzyma s respiraci piimo spjatych. Rovnéz stejné€ jako pii expozici médi, i zde
se vlivem zvySeni intenzity respirace projevilo navySeni produkce redukovaného kofaktoru
NADPH, ale pouze u adaptovaného kmene.
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Z hlediska biosyntézy PHA spojuje oba adaptované kmeny trend posileni biosyntetické drahy,
a to pfedev§im navySenim aktivity PHB syntasy, coz nasvédcuje tomu, ze role PHA ma pri
adaptaci na aplokované stresové podminky vyznam. Nicméné u adaptovanych kment nebyl
detekovan vyssi obsah polymeru v biomase a rovnéz molekulova hmotnost PHA byla mensi
nez pro polymer izolovany z divokého kmene. Tento poznatek nas vedl hypotéze, ze adaptace
je spojena nejen se zvySenou biosyntézou, ale také souCasné posilenou intracelularni
degradaci PHA. Z hlediska adaptace mohl byt tedy podstatny ne samotny obsah polymeru, ale
celkové navysSeny cyklus PHA zahrujici souCasnou syntézu a degradaci polymernich fetézct
vedouci mj. k navySeni poolu monomerni jednotky 3-hydroxybutyratu [50]. Jelikoz bylo
popsano, ze monomer slouzi jako potencialni chemicky chaperon chranici biomolekuly pred
denaturaci vlivem oxidacniho stresu, ma navySeni cyklu pfemény velky vliv v ramci adaptace
na méd’ [51]. Z hlediska ochrany viéi vlivu osmotického stresu pak muze 3HB slouzit jako
osmoticky aktivni latka [52]. Na zakladé naSich vysledkt jsme tedy dosli k zavéru, ze jako
adaptacni strategie mize byt vyuzivan prave celkove posileny cyklus PHA.

K posouzeni tvara a vnitini struktury buné€k divokého kmene bez aplikace stresu v prubéhu
kultivace a adaptovanych kmend exponovanym stresorim jsme vyuzili techniky elektronové
mikroskopie. Aplikovany byly konkrétn€ techniky kryo-skenovaci elektronova mikroskopie
a transmisni elektronovd mikroskopie (Obr. 5). Obéma technikami byly v buiikach kultury
adaptované na meéd’ patrné precipitaty uvniti v cytoplazmé. Z toho usuzujeme, ze bakterialni
bunky v ramci adaptace vytvorily utvary s méd’natymi ionty, které chrani dilezité casti buriky
pred skodlivym efektem tézkého kovu, jenz je navazanim do precipitati odstinén. Tvorba
precipitati jiz byla popsana pii expozici uranu, a to u bakterie Cupriavidus metallidurans
NA4, ktera z toxického kovu formovala dusi¢nan uranylu. Studie rovnéz prokazala tvorbu
komplexu s granulemi PHA, coz pfimo podporuje myslenku protektivniho uc¢inku PHA vici
pusobeni tézkych kovt [53].

Obr. 5: Snimky divokého kmene a adaptovanych kment ziskané pomoci elektronové mikroskopie —
a) TEM (Sipky znazortiuji vyse diskutované precipitaty), b) kryo-SEM
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Jednu z nepublikovanych soucasti, ktera se vztahuje k vySe zminéné publikaci, predstavuje
proteomicka analyza, jez byla provedena pro tetraplikaty kultur divokého kmene C. necator
H16 v mineralnim médiu bez stresu, dale tohoto divokého kmene v médiu se stresy, na néz
byl ptivodni kmen adaptovan, tedy 30 mg/L méd’natych ionta respektive 20 g/L. NaCl, a dale
adaptovanych kmend v médiu s odpovidajicimi stresory. Pro tcely analyzy byly vyuzity
vzorky bakterialni biomasy po 48 h kultivace. Samotna proteomicka analyza byla realizovana
ve spolupraci s Proteomic Core Facility CEITEC Brno.

Analyzou jednotlivych proteini obsazenych v analyzovanych burikach byla detekovana
pfitomnost celkem 4 604 proteinovych skupin v ramci celého datasetu na zakladé anotace
s UniProt databazi. Nicméné se nejednalo vyhradné o rizné proteiny, jelikoz fada shodnych
proteint byla pravdépodobné vzhledem k drobnym odlisnostem rozdélena. Ze zminéného
poctu bylo 489 proteini na zakladé komparace s databazi definovanych jako blize
necharakterizovanych.

Byly vzajemné porovnany vSechny relevantni dvojice divokého kmene a adaptovanych
kment. Prostfednictvim stanoveni specifickych enzymovych aktivit bylo nalezeno vice
rozdilti mezi jednotlivymi adaptovanymi kmeny a divokym kmenem bez stresorti i v jejich
pritomnosti nez na zakladé down- ¢i up-regulaci stanovenych proteomickou analyzou. Vliv
stresu se mohl projevit bud’ navySenim aktivit relevantnich enzyml nebo nevysenim jejich
exprese, a to bez nutnosti vzajemné souvislosti. Zaroven ale musime brat v ivahu, ze v ramci
metabolismu nedochézi k regulaci enzymové aktivity pouze na urovni exprese, zasadni jsou
také posttranslacni modifikace a také regulace skrze dal§i strategie jako allosterie, zpétna
vazba, inhibice produktem atd. Tyto skutecnosti by také mohly vést k ziskanym vysledkam.
S pomoci odhalit vétsi provazanost naméfenych dat v ramci metabolismu by ndm mohly
pomoci bioinformatické nastroje vyuzivané kolegy z FEKT VUT, se kterymi planujeme
spolupraci.

4.1.3  Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci C. necator H16

Kopolymer P(3HB-co-4HB) je zdivodi jeho mechanickych, termickych, ale také
biologickych vlastnosti velice zajimavym polymerem, ktery je nékterymi odborniky
povazovan za PHA polymer tfeti generace. Pro ucel inkorporace 4-hydroxybutyratu (4HB) do
struktury kopolymeru P(3HB-co-4HB) byly vyuzity prekurzory aplikované, nejen v ramci
naSeho pracovisté, na jiné bakterialni kmeny, a to 1,4-butandiol (1,4-BD), y-butyrolakton (y-
BL), 1,6-hexandiol (1,6-HD) a e-kaprolakton (e-KL), které vykazovaly v zavislosti na kmeni
raznou uspesnost konverze na 4-hydroxybutyryl-CoA, substrat PHA syntasy [54-57]. U
kmene Cupriavidus necator H16 schopného utilizovat mimo cukernych substrata také
odpadni olej ocekavame mj. efektivni drahu metabolizujici mastné kyseliny (B-oxidace). Z
molekuly e-hydroxykapronova kyseliny tak muze dojit k odstépeni produktu katabolismu
mastnych kyselin (acetyl-CoA) za vzniku 4-hydroxybutyryl-CoA, jenz je vyuzitelny pro
biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-4HB).

Na zakladé optimalizacnich experimenti byl jako nejvhodnéjsi rekurzor 4HB zvolen e-KL
vystupujici soucasné jako stresovy faktor vzhledem ke svému inhibi¢nimu efektu na kulturu
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C. necator H16. Proto jsme se zaméfili na adaptaci kmene na piitomnost e-KL. Vysledky
gravimetrické analyzy a analyza PHA kumulovanych v biomase jsou uvedeny na Obr. 6.
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Obr. 6: Gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni PHA pfi adaptaci kultury C. necator H16 na
e-KL v ramci evoluéniho inZenyrstvi

Z vysledki stanoveni biomasy muZeme usuzovat, ze adaptace na pfitomnost &-KL ma
postupny charakter podobné jako pii adaptaci na osmoticky stres v publikovaném ¢lanku.
Maximalni mnozstvi biomasy bylo stanoveno kolem 15. pasaze, poté uz nedochazelo
k signifikantnimu zlepSeni ristovych charakteristik v ramci sledovaného ¢asového horizontu
50 pasazi. Mnozstvi celkovych PHA bylo oproti tomu vyssi v inicidlnich pasazich, nejvyssi
vramci 3. a 4. pasaze, poté byl pozorovan pokles a pfipadné nahodny narust, zastoupeni
v biomase vsak tvofilo v priméru pfiblizne 50 hm. %. Z hlediska adaptace je patrné, ze byla
uspésna, jelikoz dochézelo k narGistu mnozstvi celkové biomasy, a stejné tak i mnozstvi PHA
bylo zvysené.

Aplikace evolu¢niho inzenyrstvi nas tedy piivedla ke zlepSeni rustovych a produkénich
charakteristik kmene C. necator za optimalizovanych podminek vzhledem k produkci
kopolymeru P(3HB-co-4HB) sco nejvys§im zastoupenim 4HB. Nicméné, jak bylo
popisovano jiz v teoretické Casti prace, existuji i jiné piistupy, jak charakteristiky kment
vylepsit. Jeden znich reprezentuje genové inzenyrstvi, které je zalozené na cilenych
intervencich do genomu mikroorganismu, coz poté vede ke zménam na urovni fenotypu. Mezi
tyto upravy obecné patii delece Ci inserce gend, piipadné jejich vyména. Abychom byli
schopni efektivné podpofit biosyntézu P(3HB-co-4HB), je zapotiebi mit zmapovany
metabolismus vybraného bakterialniho kmene v souvislosti s relevantnimi substraty (Obr. 7).
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Obr. 7: Predpokladany metabolismus e-kaprolaktonu u C. necator H16 (Castené pievzato z [58])

Na zakladé navrhu metabolismu tedy inkorporaci 4HB do kopolymeru tedy potencialné
konkuruji dvé reakce odvadéjici 4-hydroxybutyryl-CoA jinymi sméry. NaSim
experimentalnim zamérem v ramci genového inzenyrstvi bylo vyzkousSet postupné delece
gentl kodujicich oba vyse diskutované konkurencni proteiny odCerpavajici 4-hydroxybutyryl-
CoA, tedy 4HbD i 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasu, a to za i€elem porovnani vlivu jejich
absence na zastoupeni frakce 4-hydroxybutyratu v kopolymeru P(3HB-co-4HB). Navyseni
zastoupeni 4HB v kopolymeru by vedlo ke zlepSeni vlastnosti produkovaného polymeru.
Préace byla provadéna na Prirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity v tymu Mgr. Pavla
Dvoréaka, Ph.D., ktery ma s oblasti genovych manipulaci dlouholeté zkuSenosti. Prestoze
nebyl cileny zamér v ramci disertace dotazen k deleci gent, byly jiz uspé$né provedeny
transformacni experimenty s kmenem C. necator H16 na zakladé protokolu publikovaného
tymem Tee a kol. (2017) [59], a to s plasmidy pSEVA238 nesoucti resistenci na kanamycin a
pSW1 nesouci resistenci k ampilicinu.

4.2 Vyuziti extrémofila pro biotechnologickou produkci PHA

Druhou oddélenou c¢asti disertacni prace, na niz byla naméfena a opublikovana data, se
zaméfuje na biotechnologickou produkci PHA s vyuzitim extrémofilnich mikroorganismu pfi
kultivaci na odpadnich substratech. Produkce petrochemickych plasti se odhaduje na
priblizné 400 megatun rocné navic se stale rostoucim vyuzitim, a to pfevazné v rozvojovych
zemich, které se pfili§ nezaméfuji na ekologickou stranku produkce [60]. I proto je zapotiebi,
aby v tomto pfipadé byla alespon Cast nahrazena ekologiCtéjsi alternativou, jako jsou jiz
vicekrat zminéné PHA. Produkce téchto materialt se odhaduje na 25 kilotun ro¢né, coz je
oproti ropnym alternativam zanedbatelné mnozstvi. Nicméné se odhaduje navySeni
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celosvétové produkce na tfinasobek v nasledujicich péti letech [61]. NavySeni produkce vSak
vyzaduje snizeni nakladi na cely biotechnologicky proces vyroby a také izolace. Z hlediska
vyrobniho procesu je dilezité, aby byl zalozen na Siroce rozsifenych zdrojich, které umoziuji
udrzitelnou produkci PHA za snizeni celkovych nakladi. Vychozich surovin spliujicich tyto
pozadavky je vice, nicmén€ jako jeden z nejvhodnéjsich kandidat jsou odpadni materialy na
bazi lignocelulosy, které piedstavuji Sirokou skupinu odpadu pochazejiciho z odvétvi
zemédelstvi, potravinaiského a dfevozpracujiciho prumyslu. Lignocelulosové materialy
zaroven predstavuji nejzastoupenéjsi skupinu biomasy na svété. Stejné jako pro vSechny
zdroje je i v tomto pfipadé nezbytné brat v ivahu charakteristiky materialu, at' uz se jedna o
dostupnost, skladovatelnost a cenu, coz se mj. odviji od fady parametrt, jako jsou mij.
konkurenéni moznosti vyuziti. Rada lignocelulosovych materiald se dale vyuziva jako krmivo
¢i stelivo pro zvifata, vypliové €i tepeln€ izolacni materialy, pfipadné i jako nosice energie
[62]. Zde potom hraje roli vysoky ro¢ni vynos v fadech stovek megatun, ktery umoziuje cCast
materialu uvolnit ve prospéch bilych biotechnologii, mezi néz patii praveé 1 produkce PHA.
V ramci nasi prace Kourilova a kol. 2022 3jsou shrnuta data posuzujici potencial vybranych
kment pro produkci PHA na modelovych hydrolyzatech lignocelulosoé biomasy.

V ramci pilotniho experimentu jsme posuzovali potencial kment pfi ristu na modelovych
hydrolyzatech, a to jednak vzhledem k naristu biomasy, jednak s ohledem na produkci PHA
v biomase. Jako dopliikova analyza reflektujici schopnost utilizace davkovanych sacharida
bylo vyuzito stanoveni zbytkovych sacharidd v supernatantu po kultivaci. Pro celkové
porovnani byly kmeny kultivovany rovnéz na preferovanych zdrojich uhliku, tedy glukose pro
B. sacchari a H. halophila, respektive xylose pro S. thermodepolymerans. Jako modelové
hydrolyzaty odpadnich lignocelulosovych produkti byly vybrany nasledujici; hydrolyzat
mekkého dfeva, tvrdého dieva, ryzové slamy, bagasy z cukrové titiny, pSeni¢né slamy
a pSeniénych otrub, které se lisi zastoupenim jednotlivych monosacharidd. Na zakladé
literatury byly pfipraveny modelové hydrolyzaty obsahujici v rizném zastoupeni smes hexos
a pentos, konkrétné glukosu, xylosu, arabinosu, mannosu a galaktosu, kdy ne vSechny
monosacharidy byly zastoupeny u vSech smési (Tab. 2).

Tab. 2: Slozeni jednotlivych modelovych hydrolyzatu

sacharid (g/L)
glukosa xylosa  arabinosa mannosa galaktosa reference
material
mékké direvo 16,6 1 0,1 2 0,3 [63]
tvrdé dievo 3,2 12,4 1 1,8 1,6  [64]
ryzova slama 4,2 13,4 2.4 - - [65]
bagasa z cukrové ti‘tiny 2,8 15 2,2 - - [65]
pSeni¢na slama 11,2 7,2 0,9 - 0,7 [66]
pSeni¢né otruby 0,8 12,4 6,8 - - [67]

3 KOURILOVA, X.; NOVACKOVA, I.; KOLLER, M.; OBRUCA, S. Evaluation of mesophilic Burkholderia
sacchari, thermophilic Schlegelella thermodepolymerans and halophilic Halomonas halophila for
polyhydroxyalkanoates production on model media mimicking lignocellulose hydrolysates. BIORESOURCE
TECHNOLOGY, 2021, ro¢. 325, €. 4, s. 1-5. ISSN: 0960-8524.
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Celkova koncentrace sacharidi v pfipravenych médiich byla 20 g/L, a to jak v pfipadé
modelovych hydrolyzati, tak i u kontrolnich kultivaci s preferovanym substratem. Jednim
zcili experimentd bylo tedy najit nejvhodn€jsi hydrolyzat pro jednotlivé bakterie.
Experimenty zaméfené na vytézek byly provadény na idealnich modelovych hydrolyzatech
sestavajicich z monosacharidt, realné vzorky lignocelulosovych hydrolyzati by obsahovaly
i fadu dfive diskutovanych chemickych latek vystupujicich jako mikrobialni inhibitory, a to
kyselinu ferulovou, gallovou, furfural, 5-hydroxymethylfurfural ajiz zmifované kyseliny
octovou a levulovou.

Tab. 3: Porovnani rustu a produkce PHA u vybranych bakterialnich kment na modelovych

hydrolyzatech
mikroorganismus modelovyr biomasa PHB ls.gill(li;r?gl; *Yes Y
hydrolyzat [g/L] [hm. %] [e/L] [-] [-1
kontrola (glukosa) 345+£0,10 53,86+130 489+031 0,14 0,25
mékké dfevo 3,16 £0,03 49,75+1,40 8,41+029 0,11 0,29
tvrdé dievo 3,11+£0,05 53,50+1,73 10,59+033 0,20 0,35
B. sacchari ryzova slama 2,71+0,06 49,79+1,02 14,14+0,13 0,14 0,25
bagasa z cukrové titiny  3,02+0,10 49,64 +1,56 1483+0,74 0,13 0,25
pSenicna slama 3,22+0,04  4930+0,81 7,01+0,14 0,23 0,43
pSenicné otruby 331+0,03 5418+0,14 10,81+0,14 0,15 0,28
kontrola (glukosa) 6,35+0,05 72,35+£0,96 3,16+0,02 0,27 0,38
mékké dfevo 647+008 73,48+1,15 298+032 0,28 0,38
tvrdé dievo 3,81+£0,09 5130+1,14 9,68 £0,23 0,19 0,37
H. halophila ryzova slama 3,52+£0,08 5143+1.23 9,70+£0,52 0,18 0,34
bagasa z cukrové titiny  3,14+0,13 56,14 + 0,89 8,52+0,78 0,15 0,27
pSenicna slama 532+0,01 74,74+1,73 577044 0,28 0,37
pSenicné otruby 256+0,13 4447+130 10,69+0,78 0,12 0,28
kontrola (xylosa) 592+0,08 72,030,441 2,77+£0,21 0,25 0,34
mékké dfevo 0,86+0,16 14,74+742 1829+0,31 0,08 0,50
tvrdé dievo 491+£048 6571 +241 496+0,08 0,21 0,33
S. ry7ova slama 5244013 7532+200  433£029 025 033
thermodepolymerans Lo
bagasa z cukrové titiny  4,62+0,06 70,45+ 0,23 6,12+0,00 0,23 0,33
pSenicna slama 441+0,69 70,92 +1,37 5,799+047 0722 0,31
pSenicné otruby 3,64 £039 6448+4,02 693+031 0,18 0,28

*vytéznostni koeficient Ypis — pomér vytézku produktu k mnozstvi utilizovanych sacharida
**yytéznostni koeficient Yx/s — pomér mnozstvi biomasy k mnozstvi utilizovanych sacharidu

Prestoze se v obou piipadech extrémofilt dostavame k vys$s$im vytézkim biomasy i PHA, je
z hlediska realného biotechnologického procest nutné reflektovat charakteristiky jednotlivych
skupin téchto bakterii (vysledky viz Tab. 3). Spole¢ny rys spociva v eliminaci kontaminace
béznou mikrobidlni mikroflorou, a to bud’ zvySenou koncentraci soli v médiu ¢ vyssi
kultivacni teplotou. Jako mozna limitace potencialu termofild pro produkci na realnych
hydrolyzatech se mize zdat ptitomnost vétsiho mnozstvi soli, nicméné bylo dokazano, ze fada
termofilnich mikroorganismi patii rovnéz mezi halotolerantni, jelikoz podobné jako
halofilové produkuji kompatibilni soluty, které je primarné chrani vici zvysené teplote, ale
mohou prave zastat i funkci osmoprotektantt v piipadé expozice hyperosmotickému prostiedi
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[68]. Porovname-li kultivacni naroky halofilnich a termofilnich PHA producentli, prvni
zminéna skupina vyzaduj vysokou koncentraci soli, coz mize zplsobovat vazny problém
spojeny s korodovanim pouzivaného zafizeni [69]. Termofilni producenti naproti tomu
vyzaduji pouze zvySenou teplotu, Casto v rozmezi 50-55 °C, coz pro kultivacni zafizeni
nepiedstavuje nebezpeci z hlediska poskozeni v porovnani s vysokymi koncentracemi soli.
Prestoze se muze zdat, Ze naroky na vyssi teplotu predstavuji komplikace s ohledem na vyssi
energetickou narocnost celého procesu, ve skuteCnosti rychle rostouci kultury produkuji
metabolické teplo, které souCasné steplem vznikajicim pfi michani muze predstavovat
znacnou Cast energie, ktera pokryje naroky kultury. Tim patii termofilni kultury k de facto
Casttné samozahfivanym systémim [70]. Je na misté poznamenat, ze velkou Ccast
energetickych nakladd pfi kultivaci mesofili predstavuje chlazeni rychle rostouci a
metabolizujici mikrobialni kultury. Tento naklad u termofilt prakticky odpada.

Abychom se priblizili realnym hydrolyzatim a posoudili i druhy aspekt vhodnosti vybranych
mikroorganismi pro uUcely vyuziti pro produkci PHA, byly kmeny vystaveny inhibitorim,
které se mohou v realnych hydrolyzatech vyskytovat. Vliv mikrobialnich inhibitort je
nezanedbatelny, vyrazné€ ovliviiyje rust i celkovy metabolismus, a to pravé i vzhledem
k produkci PHA. Pro co nejvyssi vytézky PHA je tak nutné, aby byly pouzity kmeny co
nejvice robustni vici negativnim vlivl téchto latek. Mezi nejCetnéji se vyskytujici potencialni
inhibitory po hydrolyze lignocelulosové biomasy byly pro tento ucel vybrany organické
kyseliny ferulova, gallova, octova a levulovd a dale furfural ¢ jeho derivat
5-hydroxymethylfurfural (SHMF).

Porovnanim charakteristik ristu a produkce v pfitomnosti vySe zminénych inhibitord jsme
zjistili, ze oba extrémofilni kmeny vykazuji vétsi nachylnost jejich negativnimu vlivu oproti
mesofilnimu kmeni B. sacchari. Nejvyrazng€ji se projevil inhibi¢ni efekt kyseliny ferulové,
coz je pro ucely produkce PHA na hydrolyzatech lignocelulosy v ramci konceptu NGIB
vhodné reflektovat. Vesmés tak muze byt provedeno vice zpusoby, kdy prvni spociva
v upravé hydrolyzath pii procesu detoxifikace [71]. I pfes zminény vysSi inhibi¢ni vliv
testovanych latek stale testovani extrémofilové H. halophila a S. thermodepolymerans
predstavuji velmi uspé$né kandidaty pro produkci PHA na hydrolyzatech lignocelulosové
biomasy pochazejici napf. z potravinaistvi. Pomineme-li vysoky inhibi¢ni vliv kyseliny
ferulové na oba kmeny a kyseliny levulové na H. halophila, vytézky PHA ziskané z biomasy
extrémofilnich kment byly podstatné vyssi nez pro mesofilni kmen B. sacchari kultivovany
za stejnych podminek, a to dvakrat az tfikrat vyssi. V pfipadé modelovych hydrolyzata byly
ziskany pro nejvhodnéjsi hydrolyzaty vytézky PHA jesté vyssi. Pfi vybéru nejvhodnéjSich
realnych hyrolyzati je dulezité reflektovat zastoupeni sacharidi po hydrolyze, jelikoz
jednotlivi producenti mohou riizné naroky na povahu uhlikatych zdroji (pentosy, hexosy),
a taktéz pritomnost mikrobialnich inhibitord. Na zakladé naSich dat je mozné dale rozvinout
robustni a efektivni vyrobni proces produkce PHA na hydrolyzatech lignocelulosovych
odpadt v ramci NGIB, a to za snizeni celkovych nakladi na produkci. Kromé homopolymeru
P(BHB) mize byt produkovan také kopolymer P(3HB-co-3HV) s vyhodnéjsimi
mechanickymi a technologickymi vlastnostmi.
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4.3 Ekologicka izolace PHA z extrémofilnich producenti

Vysoké naklady na cely proces velkoobjemové produkce PHA limituji jeji vyraznéjsi
zavedeni do primyslu. Pro ucely snizeni celkové ceny existuje fada strategii, které byly jiz
diskutovany dfive v ramci prace. Jedna se predevS§im o vyuziti odpadnich substrati pro
kultivaci ¢i vyuziti extrémofilnich mikroorganismi. Pfedchozi Cast prace se zaobirala
vyuzitim extrémofilnich mikroorganismt pfii biotechnologické produkci PHA. Bylo zjisténo,
ze tato skupina producenti kromé vysokého potencialu tvorby polymeru nabizi v ramci
konceptu NGIB moznost snizeni cen biotechnologického procesu diky snizeni nakladi na
sterilizaci médii a kultivacniho zafizeni, coz nasledné snizi naklady jesté vice nez samotné
vyuziti odpadnich substratd. Nicméné vybranych vlastnosti extrémofilnich producenti PHA
muze byt s vyhodou vyuzito i pfi procesu izolace polymeru z bunék. Pfi navrhu izola¢niho
procesu je pfitom nutné zohlednit charakteristiky vybranych extrémofild, jelikoz prestoze
nekteré rysy mohou byt spolecné, jiné se naopak mohou odli§ovat vzhledem k prostredi, ve
kterém se dané skupiny téchto mikroorganismu piirozen€ vyskytuji.

Jako pristup, ktery vede k naruSeni celistvosti mikrobialnich bunék bez nutnosti ptidavku
dalSich chemickych latek, se nabizi vyuziti hypotonické lyze. Provedeni je pomérné
jednoduché, tkvi v expozici bunék prostiedi o vyrazné niz§i osmotické sile nez prostredi,
v némz byly buriky kultivovany. Pfi ndhlé expozici bunék takovému prostiedi dochazi vlivem
rozdilti osmotickych tlakt k penetraci vody do bunék, coz vede k naruseni jejich integrity,
praskani bun€k a naslednému uvolnéni intracelularniho obsahu. Prestoze lze pfistup
teoreticky aplikovat na témeéf vSechny mikroorganismy, zejména haofily, byl popsan
predev§im pro extrémné halofilni archaea Hfx. mediterranei uvedeny jiz diive, ktery je
vzhledem k pozadavku na vysoké mnozstvi soli (pfes 200 g/L) na expozici hypotonickému
prostfeni extrémné senzitivni. Reakce pfi expozici destilované vodé se projevi témer
okamzit€, buriky ztrati svoji integritu a dochazi k uvolnéni granuli PHA do roztoku. Nicméné
lyze v pouhé destilované vody nevede v tomto ptipadé k zisku plymeru o vysoké Cistoté, pelet
ziskany po centrifugaci je smési vrstvy bunécné debris, granuli PHA a vrstvy proteint [72].
Na celkovy pelet je tedy nutné aplikovat purifika¢ni kroky vedouci k odstanéni residui
bunécnych komponent [73], a to napf. chlornanem sodnym, peroxidem vodiku ¢i dalSimi
latkami uvedenymi vyse.

V ramci problematiky shrnuté v nasi praci Novackova a kol. 2022 %sme se vénovali vyvoji
metodiky nejen ekonomicky, ale iekologicky méné naroné izolace PHA =z bunék
extrémfofilnich mikroorganisma H. halophila a S. thermodepolymerans schopnych produkce
polymeru vyssi nez 70 hm. % se soucasnym potencialem pro aplikovatelnost piistupu NGIB.
Na zvolené kmeny jsme aplikovali podminky vedouci k nastoleni hypotonické lyze bunék,
jelikoz jsme vzhledem k potvrzenému obsahu kompatibilnich soluti v burikach slouzicich
k adaptaci v jejich pfirozenych podminkach ocekavali jejich vyssi nachylnost k osmotickému
namahani. Abychom ziskali dostatecné Cisty produkt, kdyz vezmeme do tvahy vysledky

*NOVACKOVA, L. KOURILOVA, X.: MRAZOVA, K.; SEDLACEK, P.; KALINA, M.; KRZYZANEK, V..
KOLLER, M.; OBRUCA, S. Combination of Hypotonic Lysis and Application of Detergent for Isolation of
Polyhydroxyalkanoates from Extremophiles. Polymers, 2022, ro€. 14, €. 9, s. 1-16. ISSN: 2073-4360.
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prace s Hfx. mediterranei, a zaroven abychom napomohli u¢inng€jsi disrupci bunék, vyuzili
jsme detergent SDS v koncentraénim rozmezi 1-10 g/L, aby byly i pfes jeho pfitomnost
nadale nastoleny hypoosmotické podminky vedouci k lyzi. Residualni SDS po extrakci bylo
odstranéno pievedenim na nerozpustny produkt vysrazenim sKCIl, coz eliminovalo
potencialni negativni ekologicky dopad slouceniny v piipadé, ze by zistala v puvodni formé v
odpadni vodé. Nerozpustny produkt dodecylsiran draselny (KDS) byl z odpadni vody
jednoduss$e odstranén a v ramci dalsiho procesu muze byt potencialné preveden zpét na SDS
pro dalsi vyuziti. Shrnuti celého experimentu je zndzornéno na nésledujicim schématu (Obr.
8).
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Obr. 8: Schéma izola¢niho procesu PHB s vyuzitim SDS z halofilnich ¢i termofilnich bakterialnich
bun¢k

Na zakladé literarni reSerSe jsme se zpocatku vénovali optimalizaci parametri izolace.
Vychazeli jsme z pfedpokladu nastaveni hypoosmotického prosttedi pro izolaci, a to
aplikaci roztoku SDS do maximalni koncentrace 10 g/L.. Kromé& pfitomnost detergentu byl
izolacni proces doplnén tepelnym oSetfenim za ucelem zvySeni ucinnosti. Jako optimalizacni
parametry byly tedy testovany rtizné koncentrace detergentu SDS, teplota a doba inkubace
v hypoosmotickém prostfedi, a dale také robustnost procesu testovanim vys§iho mnozstvi
biomasy v roztoku SDS optimalni koncentrace pii optimalni inkubaci. Béhem experimentd
jsme vzdy charakterizovali vyizolovany materidl a jeho mnozstvi, aby bylo mozné
kvantitativné porovnat efektivitu jednotlivych pfistupli. Material ziskany optimalizovanym
izolacnim procesem byl dale podrobnéji charakterizovan prostfednictvim pokrocilejSich
instrumentalnich technik.
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Tab. 4: Vliv koncentrace SDS na izolaci polymeru

] ) ¢istota PHB vy
mikroorganismus  SDS [g/L] [hm. % vytézek [-]
1 88,0+ 04 0,99
_ 2.5 91,4+27 0,99
H. halophila 5 97,1 +£3.7 1,11
10 89.6+14 1,09
1 65,7+0,8 0,95
2.5 87,7+3.,6 0,97
S. thermodepolymerans 5 86.4 + 1.4 1,00
10 85.5+0,4 0,92

U obou kmenil jsme exponovali nakultivované bakterialni buriky po 72 h kultivace danym
prostfedim po dobu 2 h, liSily se pfitom teploty inkubace, které byly v ramci tohoto
experimentu na zaklade kultivacnich teplot nastaveny na 70 °C pro H. halophila a 90 °C pro
S. thermodepolymerans, vysledky viz Tab. 4. Pro halofilni kmen s optimalni koncentraci soli
vmédiu 66 g/l jsme ocekavali mirné vys$Si nachylnost k ptisobeni hypoosmotického
prostfedi, jako nejuspésnéjsi se jevilo mozstvi 5 g/L. Lze tedy pozorovat vyrazny efekt
hypotonické lyze buné€k soucasné se znacnym purifikacnim vlivem. Odlisnych vysledkd bylo
dosazeno pro termofilni kmen S. thermodepolymerans, kde se jevila jako nejefektivnéjsi
koncentrace SDS 2,5 g/L, tedy polovicni oproti H. halophila. Rozdil mezi kmeny muze byt
mj. zpusoben niz§im zastoupenim kompatibilnich soluti v burikach termofilniho kmene, coz
vede k oc¢ekavani o menSi nachylnosti bun€k k hypotonické lyzi v porovnani s halofily.
Jelikoz jsme z vysledk(l uvazovali kromé konecné Cistoty polymeru i celkovou vytéznost
aplikovaného izola¢niho postupu, jako nejvhodnéjsi koncentrace SDS bylo zvoleno stejné
jako u H. halophila 5 g/L, a to mj. i vzhledem k odchylce u 2,5 g/L.

Tab. 5: Vliv inkubacniho procesu na izolaci polymeru

¢istota PHB

mikroorganismus inkubace [hm. %] vytézek [-]
50 °C (120 min) 975+1.2 0,92

. 70 °C (120 min 96,7+ 0.3 0,97

H. halophila 90 °C Elzo min; 99.7+ 0.1 0.90
4 °C (120 min) + 70 °C (120 min) 943+ 15 0,92

30 °C (120 min) 67,6+ 0.8 0,73

50 °C (120 min) 814+43 0,78

S. thermodepolymerans 70 °C (120 min) 96,7+24 0,79
90 °C (120 min) 99,8 +2.8 0,91

4 °C (120 min) + 90 °C (120 min) 86,2 +2.1 0,87

Dal§im parametrem pro optimalizaci byla teplota, pfi niz byl kmen v pfitomnosti SDS
inkubovan (Tab. 5). Pro kmen H. halophila se jako nejvhodnéjsi inkubacni teplota na zaklade
Cistoty PHA jevila expozice 90 °C. Nicméné vytézek PHA byl ve vSech piipadech vcetné
kombinace chlazeni anasledného ohfevu nizsi nez pfi expozici 70 °C po dobu 2h, navic
pokles Cistoty oproti 90 °C nebyl pfili§ vysoky, proto byla jako optimalni teplota inkubace
zvolena hodnota 70 °C. Nase domnénka néachylnosti membrany termofilniho kmene ke
snizené teploté nebyla potvrzena, naopak jako nejefektivnéjs§i na zakladé vytézku i Cistoty se
jevila inkubace pfi teploté 90 °C. Expozice termofilti nizké teploté vedla ke zcela opacnému
efektu, nez jsme primarné ocekavali, jelikoz bylo jiz dfive popsano, ze tyto podminky naopak
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namisto naruseni kompaktnosti buriky vedou k oslabeni vlivu nasledného tepelného
namahani. Bylo popsano, ze zvysena odolnost viuci vyssi teploté souvisela se zménami ve
slozeni mastnych kyselin v membrané bunek [74]. Prestoze byl jev popsan u mesofilnich
kment E. coli [75] a C. necator [76] po expozici nizkym teplotam (0-5 °C), nikoli konkrétne
u termofill, lze predpokladat, ze princip pii expozici nizké teploté se u termofili projevi
taktéz a mozna jest¢ vyrazngji. Taktéz lze ocekavat zmeény v membranovych lipidech, coz
cekove posili celistvost buriky a ta je nasledné méné€ nachylna vici vlivim hypotonické lyzi a
dalSimu teplotnimu namahéani. Tuto domnénku ndm potvrdila data ziskana pro kombinaci
chlazeni pti 4 °C a nasledné expozice 90 °C, kdy cistota polymeru vykazovala podstatné nizsi
hodnotu nez pti samotné expozici teploté 90 °C, jez byla nejuspésnéjsi.

Pro dal$i zpracovani polymeru je vhodné znat vyjma cCistoty 1 dal$i charakteristiky, které
ovlivilyji  fyzikalné-chemické vlastnosti. Z tohoto pohledu jsou dilezité parametry
molekulova hmotnost a polydisperzita systému. Vzhledem k aplikovanym podminkdm bylo
naSim dal§im cilem stanovit, jaky vliv ma aplikovany izola¢ni postup na tyto parametry. U
kmene S. thermodepolymerans jsme pozorovali mirny pokles hodnot vzhledem ke kontrole,
coz muze byt zpusobeno zvySenou teplotou 90 °C aplikovanou po dobu 2 h pii izolaci
s pusobenim SDS, kdy mohlo dochazet k Castecné degradaci polymeru. Jiny trend byl
pozorovan u kmene H. halophila, ktera standartné produkuje polymer vys§i molekulové
hmotnosti v porovnani s ostatnimi PHA producenty vcetné S. thermodepolymerans [77].
Porovnanim molekulové hmotnosti polymeru ziskaného z vysuSené biomasy a polymeru
izolovaného z bun€k po kultivaci aplikaci optimalizovaného postupu s pouzitim SDS bylo
zjisténo, ze aplikaci nami navrzeného posutpu byl ziskan polymer az 1,5krat vySsi
molekulovou hmotnosti. Nartst molekulové hmostnosti fetézcli polymeru po oSetfeni
detergentem SDS pficitame zvySené rozpustnosti dlouhych fetézci PHA v chloroformu po
odstranéni ostatnich bunéénych komponent.

Kromé optimalizace izola¢niho postupu vedouciho k zisku cCistého polymeru a podrobnéjsi
charakterizace materialu jsme se zaméfili také na moznost recyklace vyuzitého SDS v ramci
procesu, jelikoz v odpadni vodé by vykazoval Skodlivy efekt a komplikoval by proces Cisténi
odpadnich vod. Po izolaci a nasledné centrifugaci vedouci k zisku peletu reprezentujiciho
predev§im PHA jsme tak dale zpracovavali i supernatant obsahujici SDS. Jako nejefektvnéjsi
cesta se nam jevilo kvantitativni vysrazeni ve vodé rozpustného SDS v prostiedi 2 M KCl do
podoby nerozpustného KDS, ktery muze byt poté jednoduSe odstanén dekantaci nebo opét
centrifugaci. Jedna se o vysoce efektivni, rychly a zaroven levny zptisob eliminace SDS
z odpadni vody, po vysrazeni nebyla v roztocich detekovana zadna residua detergentu. Dale
uvazujeme moznou recyklaci SDS ultradialyzou KDS ve vhodném rozpoustédle v pfitomnosti
nadbytku sodnych iontl, coz by vedlo k regeneraci SDS a moznosti opétovného vyuziti
v dalSim izola¢nim experimentu, jez by jesté vice prohloubilo ekonomickou vyhodnost nami
navrhovaného izolacniho procesu. Nicméné proces regenerace nebyl v ramci predlozené
disertacni prace experimentalné ovéren.
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5 ZAVER

Predlozena disertacni prace se tematicky zameétuje na aplikaci technik predevs§im evoluc¢niho,
ale vmens$i mife 1 genového inzenyrstvi na bakterialni kmeny schopné produkce
polyhydroxyalkanoati. Hlavnim cilem bylo ziskat ze sbirkovych bakterialnich kment kmeny
se zlepSenymi produkcnimi schopnostmi, a to jednak z kvantitativniho hlediska tvorby PHA,
jednak z hlediska kvalitativniho, kdy byla zamétena snaha na zlepSeni syntézy kopolymert
P(3HB-co-3HV) a P(3HB-co-4HB). Pro vybrané kopolymery je charakteristické, ze se
zvySujicim se obsahem druhé monomerni frakce vuci frakci 3HB se do ur€ité miry zlepsuji
celkové vlastnosti polymeru. Nasim cilem bylo mj. pro tvorbu téchto kopolymert vyuzit
levngjsi ¢i doposud nevyuzivané alternativy prekurzora 3HV ¢i 4HB. Stejna myslenka,
spocivajici ve snizeni nakladi na produkci PHA, byla naplni dalsi casti prace, kdy byly
vyuzity jako substraty modelové hydrolyzaty lignocelulosové biomasy pochazejici naptiklad
z potravinaiského pramyslu. Pro tyto ucely byl vybran jednak mesofilni bakterialni kmen,
jednak vybrané kmeny extrémofilni, konkrétné zahrnujici zastupce halofila a termofild, které
maji specifické pozadavky na kultivaci, které mohou v konecném dusledku snizit také naroky
na proces produkce polymeru. Specifik termofilnich a halofilnich mikroorganismti bylo
vyuzito posléze v posledni tematické ¢asti disertacni praci, pfi niz byla upfena pozornost na
vyvoj alternativniho zptsobu izolace PHA z bakterialni biomasy.

Z experimentu zaméfeného na kratkodobou adaptaci kmene C. necator H16 na mikrobialni
inhibitor kyselinu levulovou bylo ziskano pét kment s potencialem pro lepsi rast a produkci
kopolymeru P(3HB-co-3HV) v piitomnosti kyseliny levulové oproti divokému kmeni. Jeden
zkmenl byl ziskan po aplikaci chemického mutagenu methyl methansulfonatu.
Reprodukovatelné ziskany kopolymer s nejvy$sim zastoupenim 3HV obsahoval pfiiblizné
21 mol. % této frakce v kopolymeru. Kmeny byly podrobeny metabolické charakterizaci
a porovnany s divokym kmenem za ucCelem objasnéni adaptaCni strategie na kyselinu
levulovou. Statistickou analyzou ziskanych dat specifickych enzymovych aktivit byly
objasnény nékteré spolecné prvky adaptace spocivajici predev§im v obecné odpovédi na
oxidativni stres vedouci predev§im k navySeni produkce NADPH. Vyjma izolatu ALAO06
ziskaného aplikaci MMS bylo v ramci adaptace pozorovano navyseni vytézku biomasy stejné
jako v ni obsazeného polymeru. Na zakladé PCA byla pozorovana rozdilnost divokého kmene
od adaptovanych kultur. Charakterizovany polymer vykazoval trend klesajici krystalinity a
teploty tani spolecné s nartistajicim zastoupenim frakce 3HV. Trendu se vymykal kopolymer
vyizolovany zkmene ALAO06, u néhoz predpokladame schopnost syntetizovat castené
blokové kopolymery, coz se projevi zlepSenim vlastnosti materialu i pfes nejnizsi obsah 3HV
frakce.

Dlouhodoby adapta¢ni experiment byl aplikovan opét na kmen C. necator H16, jako stresové
faktory byly vybrany osmoticky tlak a pfitomnost ionti tézkych kovl, konkrétné médnaté
ionty. Ztrendi rdstu biomasy u obou stresord jsme odhalili dva odlisSné adaptacni
mechanismy, skokovy nartst pfi adaptaci na méd’ a postupny narust pii adaptaci na osmoticky
stres, u obou paralelnich experimentti doslo po Case k ustaleni a zadné dalsi trendy v rastu pfi
dalsim pasazovani nebyly pozorovany. Jako robustn€jsi byl na zakladé experimenti shledan
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kmen adaptovany na méd’, ktery vykazoval lepsi charakteristiky rastu i produkce oproti
divokému kmeni. Stejné¢ jako u pifedchozi prace zaméfené na adaptaci, byly kmeny
metabolicky charakterizovany a data byla nasledné¢ podrobena statistické analyze. Oba
adaptované kmeny spojovala navySena draha biosyntézy PHA, proto lze na zaklad¢ ziskanych
vysledkd z jednotlivych zakladnich a nasledné i pokrocilejsich analyz (FT-IR, Ramanova
spektroskopie) v ramci diskutované publikace usuzovat, ze pfi adaptace C. necator H16 na
pfitomnost méd’natych iontl a zvysSeny osmoticky stres hraly PHA dulezitou roli. Ne vSak
pouze prostrednictvim vy§§iho mnozstvi polymeru v biomase, ten nebyl pokazdé piimo
prokazan, ale predev§im pravdépodobné skrze navyseny cyklus pfemény PHA v bunkéch, coz
vedlo k navySeni poolu monomernich jednotek, které vykazuji funkci jednak chaperond,
jednak osmoprotektantu.

Data z proteomické analyzy aplikované na adaptované kmeny a divoky kmen bez a za
pfitomnosti stresord nam pomoci jednoduchého srovnani ukazala fadu up-regulovanych ¢i
down-regulovanych proteini pii porovnani jednotlivych dvojic kmend. Vliv aplikovaného
stresu se mohl projevit navySenim aktivit enzymd, navySenim jejich exprese, ale také na
dalSich urovnich metabolismu, coz by se mohlo dale projevit ve vysledcich pii podrobngjsim
porovnani kmenud. Za tcelem odhalit vétsi provazanost naméfenych dat v ramci metabolismu
uvazujeme aplikaci bioinformatickych nastroju v ramci dalsi spoluprace.

Jako nevhodnéjsi prekurzor jednotky 4HB pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci
kmene C. necator H16 se na zakladé experimenta jevil e-KL, jehoz vyuziti pro tento ucel je
pomérné unikatni, nicméné zaroveri vystupoval jako mikrobialni inhibitor. Dlouhodobym
adaptaCnim experimentem bakteridlniho kmene na e&-KL jsme ziskali izolat vykazujici
vyrazné lepsi rast v pfitomnosti prekurzoru zarover s jeho efektivnéj§im vyuzitim pro tvorbu
kopolymeru v kombinaci s dal§im zdrojem uhliku. Dalsi zlepSeni kmene za ucelem navyseni
frakce 4HB v kopolymeru nabizi delece gend zapojenych do utilizace meziproduktu
4-hydroxyburyryl-CoA pomoci metod genového inzenyrstvi. Dva mozné zapojené proteiny,
respektive je kodujici geny, byly popsany a také byly provedeny transformacni experimenty,
jez jsou soucasti delecniho protokolu, nicméné delecni mutanty v ramci této prace piipraveny
nebyly. I pfes to vSak adaptovany izolat ziskany na zakladé metodiky evolu¢niho inzenyrstvi
byl schopen 1 pfi kultivaci v laboratornim bioreaktoru produkovat znacné mnozstvi polymeru
s nezanedbatelnou frakci 4HB, ktera ma pozitivni vliv na vysledné vlastnosti materialu.

Déle jsme se vénovali biotechnologické produkci PHA pomoci mesofilniho kmene B.
sacchari a dale dvou extrémofilnich kment, halofilniho kmene H. halophila a termofilniho
kmene S. thermodepolymerans, a to na modelovych hydrolyzatech lignocelulosové biomasy,
jez pochazi Casto z odvétvi potravinarstvi. Jednotlivé modelové smési sestavaly z rozdilného
zastoupeni hexos a pentos. Vyuziti extrémofilnich producenti PHA muZze spolecné s vyuzitim
odpadnich substrati vést k dal§imu zredukovani nakladt na produkci snizenim narokli na
sterilitu procesu v ramci konceptu NGIB. Z vysledka bylo zjisténo, ze extrémofilni kmeny
maji velky potencial pro vyuziti pfi kultivaci na smésich sacharidi. Zatimco kmen H.
halophila preferoval smési bohaté na hexosy, kmen S. thermodepolymerans preferoval smeési
bohaté na pentosy, coz je podstatna informace pro pripadné dalSi experimenty napf. na
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realnych hydrolyzatech. Dale jsme testovali robustnost vii¢i potencialnim inhibitorim casto
ptitomnym v realnych lignocelulosovych hydrolyzatech, kdy vliv na jednotlivé producenty
byl proménny. Vyhodna byla nicméné schopnost mesofilniho a termofilniho kmene utilizovat
kyselinu levulovou za soucasné produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV).

V névaznosti na predchozi problematiku produkce PHA pomoci halofilniho a termofilniho
producenta, ktefi jsou schopni produkovat vysoké mnozstvi polymeru v biomase, jsme se dale
zaméfili na vyvoj alternativniho zpusobu izolace ztéchto bakterialnich bunék. Hlavni
mysSlenkou pfitom bylo snizit ekonomickou i1 ekologickou zatéz procesu a vyuzit skute¢nosti,
ze oba zvolené typy extrémofili spojuje zvySena nachylnost k osmotickému namahani. Pro
ucely izolace jsme vyuzili detergent SDS, jehoz optimalni koncentrace pro izolaci byla
experimentalné stanovena na 5 g/L. Jednotlivé kmeny byly namahéany také pii inkubaci pfi
zvySené teploté, kdy termofilni kmen vyzadoval teplotu 90 °C, pro halofilni kmen byla
dostatecna teplota 70 °C. Ziskané polymery vykazovaly Cistoty vyssi nez 99 hm. %, vytézky
se blizily hodnoté 1,0. Porovnanim molekulovych hmotnosti takto izolovanych polymera
oproti standardni extrakci chloroformem bylo zjisténo, ze na polymer izolovany z H.
halophila byl efekt pozitivni, jelikoz molekulova hmotnost byla v tomto pfipadé vyssi, izolace
pii vyssi teploté pro S. thermodepolymerans ma na tento parametr polymeru negativni dopad.
Zatimco SDS muze pii 70 °C zvySovat rozpustnost dlouhych fetézct, pii 90 °C muze jiz
dochazet k Caste¢né degradaci. Vyvinuty postup byl na zakladé experimentti vyhodnocen jako
robustni. Dal§i moznosti, ktera by jesté vice snizila ekologickou a ekonomickou zatéz celého
procesu, spociva v potencialni recyklaci SDS po izolaci, ktera byla v patentové zadosti
i publikaci nastinéna a vyzaduje dalsi experimenty.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1,4-BD

1,6-HD

3HB

3HV

4HB

4HbD

5-HMF

DNA

FT-IR

KDS

kryo-SEM
Icl-PHA
mcl-PHA

MMS
NAD*/NADH
NADP*/NADPH
NGIB
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
PCA

PHA

PHB

RNA

scl-PHA

SDS

SSADH

TEM

v-BL

e-KL

1,4-butandiol

1,6-hexandiol

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

4-hydroxybutyrat

4-hydroxybutyrat dehydrogenasa

5-hydroxymethylfurfural

deoxyribonukleova kyselina

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
dodecylsiran draselny

kryogenni skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie
polyhydroxyalkanoaty s dlouhym bo¢nim fetézcem
polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym bocnim fetézcem
methyl methansulfonat

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana/redukovana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana/ redukovana forma)
prumyslové biotechnologie nové generace

kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu

analyza hlavnich komponent

polyhydroxyalkanoaty

poly(3-hydroxybutyrat)

ribonukleova kyselina

polyhydroxyalkanoaty s kratkym bo¢nim fetézcem
dodecylsiran sodny

sukcinat-semialdehyd dehydrogenasa

transmisni elektronova mikroskopie

y-butyrolakton

e-kaprolakton
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