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ABSTRAKT

Cilem této prace je studium polyhydroxyalkanoatt jako zasobnich bakteridlnich zdrojt
uhliku a energie produkovanych intracelularné. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na vlastnosti
PHA, jejich biotechnologickou produkci a degradaci. Experimentalni ¢ast bakalaiské prace se
zabyva produkci polyhydroxyalkanoati pomoci halofilni bakterie Halomonas organivorans
vyuzitim riznych uhlikatych substratti. V iivodu byl uspesné amplifikovan a detekovan gen
phaC kodujici PHA-syntazu. Potvrzena byla také extracelularni lipolyticka aktivita
zkoumaného kmene. NejvhodnéjSimi substraty pro rast a produkci PHB byly shledany
sacharidy, konkrétn¢ nejlepsi vysledky prokézala galaktoza a mandza. Z toho divodu je velice
vhodné vyuziti kavové sedliny pro biotechnologickou produkci PHB, jako odpadu bohatého
na galaktomanany. Na druhé strané byl zaznamenan velmi omezeny nebo zadny rust na laktoze
axyloze, a ztoho divodu jsou odpadni syrovatka a lignoceluldzové materialy bohaté
na pentdzy nevhodnymi substraty pro pozadovany ticel. Naopak se objevuje potencialni vyuziti
odpadni melasy kvili dobrym vysledkiim kultivace na sachar6ze. Pomaly riist a snizena
produkce byly zjiStény pfi kultivaci bakterii na kuchyiiském odpadu a odpadnim glycerolu.
Koncentrace soli vhodna pro rast H. organivorans a produkci PHB byla optimalizovana
na hodnotu 60 g/1. Ptidavek vybranych prekurzora 3-hydroxyvaleratu po 24 hodinach kultivace
nepomohl k tvorbé kopolymeru P(3HB-co-3HV). Sice tento piidavek zpomalil rust, ale zvysil
procentudlni tvorbu PHB v buiikkach. Obecné byly vytéZzky biotechnologické produkce PHB
vysoké, témét ve vSech uspésnych pripadech byl procentudlni obsah PHB v bunkach vétsi
nez 50 %. S ohledem na vysledky Ize konstatovat, ze k Giplnému zhodnoceni H. organivorans
jako potencialniho biotechnologického producenta jsou zddouci dal$i experimenty.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, Halomonas organivorans, produkce polyhydroxyalkanoatu,
vyuZiti odpadnich materidll, fyzikalni vlastnosti PHA



ABSTRACT

The objective of this work is a study of polyhydroxyalkanoates as bacterial carbon
and energy storage forms, which are produced intracellularly. The theoretical part of the study
is focused on physical properties of PHA, their biotechnological production and degradation.
The experimental part deals with production of polyhydroxyalkanoates by halophile bacterium
Halomonas organivorans using several different carbon substrates. Firstly, the gene encoding
for PHA-synthase, phaC, was successfully amplified and detected. Extracellular lipolytical
activity was also proved. Secondly, the most appropriate substrate for bacterial growth
and PHA production were found to be hydrocarbons, especially galactose and mannose.
Due to these results, it is highly desirable to use coffee grounds for the biotechnological
production of PHB, as galactomannan-rich waste. On the other hand, lactose and xylose have
shown to be unsuitable carbon sources. For that reason, waste whey and lignocellulosic
materials rich for pentoses are inconvenient substrates for the intended purpose. There is
a potential use of waste molasses because of good results of sucrose at contrast.
By the cultivation on kitchen waste and waste glycerol were the growth slow and the production
of PHA reduced significantly. The optimal salt concentration for bacterial growth and PHA
production were discovered as 60 grams per litre. Addition of several precursors
of 3-hydroxyvalerate after 24 hours of cultivation have not induced the copolymer
P(3HB-co-3HV) formation. Even though these precursors have inhibited the bacterial growth,
the significant increase of the PHB percent contend was observed. In general, the yield
of the production has been considerable, it should be noted than almost in each successful
cultivation the PHA content in bacterial cells exceeded 50 weight %. With a respect to results,
more experiments for full evaluation of H. organivorans as a potential biotechnological PHA
producing bacteria are regarded.

KEY WORDS

Polyhydroxyalkanoates, physical properties of PHA, production
of polyhydroxyalkanoates, Halomonas organivorans, use of waste materials
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1 UVOD

Plasty jsou dnes neoddélitelnou soudasti Zivota lidi na celé planeté. Sikovnym
a kompatibilnim polymerim se podafilo nahradit spektra materialti uzivanych v Siroké Skale
obort. Dan, kterou si vSak tyto materidly vybiraji na zivotném prostfedi, je relevantni
a Vv soucasnosti hodné diskutovana téma. V souCasné dob¢ je proto vyzkumnym zajmem
substituce polymerd fosilniho piivodu za neomezené¢ dostupné a predevsim ekologicky
privétivéjsi  formy  plastd. Jednim  z pfednich adepti pro tuto roli  jsou
polyhydroxyalkanoaty [1].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) nepifedstavuji v chemii zadnou exotiku. Tyto polymery
jsou pfedmétem studie z riznych aspektii mnoho let. Jako nezndmé a obdobné lipidiim inkluse
pusobily v povédomi védclt zacatkem dvacatého stoleti. V tomto zavoji byly pozorovany
v bunikach Azotobactera chroococcum. O prvni konkrétni zminky se postaral francouzsky
mikrobiolog Maurice Lemoigne ve dvacatych letech, ktery objevil polyester kyseliny
3-hydroxybutanové produkovany ve formé intracelularnich granul gram-pozitivni bakterie
Bacillus megateruim. Dilezitym objevem padesatych let pro studium polyhydroxyalkanoatt
byla pfi¢ina jejich kumulace v bunikach. Zjistilo se, ze tvoifi zasobni formu energie
pro bakteridlni buiiky stejné jako polysacharidy pro rostliny a zivoc¢ichy. Tento poznatek byl
hodné¢ dilezitym milnikem pro studii PHA, protoze bylo ziejmé, Ze tyto polymery jsou
biologicky odbouratelné. V tom c¢ase byl uvazovan pouze zminény polyhydroxybutyrat.
Azvroce 1974 védeci Wallen a Rohwedder identifikovali dalS$i monomerni jednotky
extrahované chloroformem ze splaskového kalu, atokyselinu valerovou a hexanovou.
Ptiblizné deset let poté se podatfilo definovat 11 monomernich komponent PHA analyzou
moiské sedliny pomoci kapilarni plynové chromatografie. Biotechnologicky zajimavy
experiment provedl Witholt a jeho kolektiv v roce 1983, kdy kultivoval rod Pseudomonas
oleovorans na médiu obsahujici oktan jako zdroj uhliku. Vysledek byl ohromujici — bakterie
dokézali syntetizovat polyhydroxyoktanodty s malym mnoZstvim monomernich jednotek
Sesti-uhlikatych. A tak se spustila prakticky nekone¢na série experimentti dokazujici a inovujici
tyto biotechnologie [1, 2].



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Struktura a klasifikace PHA

Jak jiz bylo zminéno, polyhydroxyalkanoaty jsou polyestery obsahujici rtzné
hydroxylované kyseliny jako monomerni jednotky. Kyseliny vyuzit¢ pro stavbu PHA
biologickymi systémy jsou vétSinou hydroxylované na tietim uhliku. Ve struktufe monomeru
se vyskytuje chirdlni uhlik v R-konfiguraci, a to z davodu stereospecifity enzymi
zodpovédnych za syntézu polymeru. Obecnd struktura polymeru je uvedena na Obrazku 1.
Primérny pocet monomernich jednotek v polymeru je 1000 — 30 000 jednotek, je mozné
vSak nalézt 1 vétsi polymery. Molekulovd hmotnost PHA produkovanych mikroorganizmy se
pohybuje v rozmezi 2-:10° az 3-10° Da [3].

Polyhydroxyalkanoaty se klasifikuji dle poctu uhlikd v molekule monomeru:

e SCL PHA (short-chain-lenght) — PHA s kratkymi fetézci monomert
e MCL PHA (medium-chain-lenght) — PHA se stfedn¢ dlouhymi monomernimi fetézci

H

J——

2\
_ /C/H . E:ﬁ

H R

—

y

Obrazek 1 — obecna struktura polyhydroxyalkanoatii [4]

Polymery s kratkymi monomernimi fetézci obsahuji monomery o délce 3 az 5 uhlika.
NejrozsifengjSim  polymerem v této  kategorii  produkovanym  biosynteticky je
polyhydroxybutyrat (PHB), jehoZ monomerem je kyselina 3-hydroxybutanova. Jiz oligomery
3-hydroxybutyratu plni v pfirodnich systémech dulezité role — piikladem jsou iontové kanaly
tvoreny kalcium-polyfosfatovym komplexem v biologickych membranach. Retézce obsahujici
do 200 monomernich jednotek Ize nalézt témétr ve vSech druzich organizmt — od mikrobt
az po lidské bunky. Polyhydroxybutyrat produkuji rizné bakteridlni buiiky vyuZzitim Siroké
Skaly substratl. Lze vyuzit odpadni materidly obsahujici mastné kyseliny — odpani oleje
a podobné. PHA se stfedn¢ dlouhymi fetézci monomert se skladaji z monomernich jednotek
delsich nez 5 uhlikt, obecné v rozmezi 6-14 uhlikovych atomu [3].
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V biosyntetickych dé&jich vesmés nejsou produkované PHA s monomery delSimi
nez 14 uhlik, proto nebyly klasifikované. Retézec miZe byt homopolymerni
nebo heteropolymerni v zavislosti na substratu, ktery mikroorganizmus vyuziva jako zdroj
uhliku [5].

2.2 Vlastnosti polyhydroxyalkanoatu

2.2.1 Chemické vlastnosti esterii karboxylovych kyselin

Polyestery vznikaji polykondenza¢nim mechanizmem, pti kterém dochazi k odstépeni
malych molekul (obvykle se jednd o vodu). Dilezitym pozadavkem je tzv. bifunk¢nost
monomerl, coZ znamend, ze monomery musi obsahovat minimaln¢ dvé funkéni skupiny.
Hydroxylované karboxylové kyseliny vyhovuji témto pozadavkiim. DalSim ptikladem
polykondenzace je vznik amidt z aminokyselin, v zivych systémech k tomu dochazi pti tvorbé
peptidové vazby [6].

Esterifikace je reakce hydroxylové skupiny s karboxylovou skupinou, pfi¢emz dochézi
Kk odstépeni jedné molekuly vody. Jedna se o nukleofilni reakci probihajici adiéné-elimina¢nim
mechanizmem. Nukleofilni ¢astice se aduje na uhlik karboxylové skupiny, k tomu dochazi
v dtsledku odhaleni uhlikového jadra elektronegativnéjsimi kysliky. Dochézi tak k posunu
n-elektront vazby uhlik-kyslik. Dal§im pfesunem elektronti se karbonylova vazba obnovuje
auvoliluje se nejsndze odstupujici skupina, tedy hydroxyl. Nejcastéjsi je Fischerova
esterifikace, ktera je katalyzovana mineralni nebo Lewisovou kyselinou [7, 8].

Estery karboxylovych kyselin jsou nachylné na hydrolyzu jak bazickou, tak kyselou.
Bazicka katalyza je obecné znama jako zmydelfiovani. Pfidavkem nizsiho alkoholu k esteru
v kyselém prostfedi je mozné plvodni alkohol vyménit za niZsi, tato reakce se nazyva
transesterifikace a vyuziva se pti analyze PHA ziskanych z biomasy [7].

2.2.2 Fyzikalni vlastnosti

Z témet vSech dostupnych studii plyne, ze vlastnosti polyhydroxyalkanoati zéavisi
predevsim na jejich sloZeni, tedy monomerech, a také na molekulové hmotnosti polymeru.

2.2.2.1 Krystalickda morfologie

Podstatna ¢ast polyhydroxyalkanoati ziskanych z bakteridlnich bun€k mize dosahovat
vysoké stupné krystality, ktera tvori fadu jejich mechanickych vlastnosti. Obecné plati,
ze SCL PHA jsou krystalické, pevné v tahu, ale kiehké. Naproti tomu MCL PHA jsou vice
flexibilni a elastické a ale maji nizsi teploty tani [9 — 11].

2.2.2.2 Vlastnosti SCL PHA

PHA s mensimi monomery jsou po extrakci z bun¢k obecné znacné krystalické.
Relativni krystality SCL PHA se pohybuji v rozmezi 55-80 %. Nejrozsitenéjsi homopolymer,
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poly(3-hydroxybutyrat) je svymi mechanickymi vlastnostmi podobny polypropylenu, avsak
relativni prodlouzeni polypropylenu je vyrazné vétsi. Teplota skelného prechodu P3HB je
pfiblizné 5 °C. Vyhodou P3HB je jeho odolnost proti vlhkosti, opticka Cistota a dobré jsou také
jeho piezoelektrické vlastnosti. Naopak, obrovské nevyhody tohoto polymeru spocivaji
predevsim v jeho nizké termické stabilité — teplota rozkladu je ptiblizné 200 °C, tedy velmi
blizkd bodu tani. Dalsi velkou nevyhodou je kiehnuti pii skladovani za béznych okolnich
podminek. Na zéklad¢ téchto vlastnosti jsou na P3HB kladeny vysoké pozadavky modifikace,
ktera by zvyhodnila jeho materialové vyuziti. Modifikace spociva v inkorporaci komonomera
tak, aby byla zachovana biodegradabilita a biokompatibilita polymeru. Vybrané mechanické
vlastnosti P3HB a né¢kolika rtiznych heteropolymert jsou uvedeny v Tabulce 1. Pro srovnani
jsou v tabulce uvedeny i vlastnosti polypropylenu [12].

Tabulka 1 — fyzikalni a mechanické viastnosti zvolenych PHA a polypropylenu (PP), kde T; je
teplota tani; E je Youngitv modul pruznosti; TS je pevnost v tahu; ¢ je relativni prodlouzeni a IS je
vrubova (razova) houzevnatost. V tabulce Ize pozorovat modifikace P3HB pomoci 3-hydroxyvaleratu
(3HV) a 4-hydroxybutyratu (4HB). S rostoucim obsahem 3HV se zvysuje virubovd houzevnatost, co lze
obecné chapat jako snizeni kirehkosti polymeru. ZvySovanim obsahu 4HB roste zase relativni
prodlouzeni, které je uvedeno v procentech natazeni polymeru az do jeho pretrzeni. Srovnanim téchto
modifikaci s danymi vlastnostmi polypropylenu lze pozorovat radové prekonani tohoto komercniho
polymeru. Modifikace P3HB vsak prinasi i negativni dopad na dalsi viastnosti, jako je teplota tani,
V nékterych pripadech i pruznost (Youngiiv modul) ¢i pevnost v tahu. To vyrazné predurcuje modifikace
pro specialni aplikace [12].

Polymer Te[°C] E[GPa] TS[MPa] | £[%] IS [Jm7]
P(3HB) 179 3,5 40 5 50
P(3HB-c0-3 mol% 3HV) 170 2,9 38 - 60
P(3HB-c0-9 mol% 3HV) 162 1,9 37 - 95
P(3HB-c0-25 mol% 3HV) 137 0,7 30 - 400
P(3HB-co-3 mol% 4HB) 166 - 28 45 -
P(3HB-c0-10 mol% 4HB) 159 - 24 242 -
P(3HB-c0-90 mol% 4HB) 50 100 65 1080 -
P(4HB) 53 149 104 1000 -
PP 170 1,7 34,5 400 45

2.2.2.3 Vlastnosti MCL PHA

Obecné vlastnosti MCL PHA plynou z jejich nizké krystality. V porovnani s SCL PHA
se tyto polyestery vyznacuji vysokou flexibilitou a elasticitou (velké hodnoty prodlouzeni),
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atedy nizkou pevnosti vtahu,a také nizkym bodem skelného prechodu. Nejznaméjsi
monomery komponujici MCL PHA jsou 3-hydroxyhexanoat (3HH) a 3-hydroxyoktanoat
(3HO). Polyestery téchto kyselin obvykle tvoii smési s SCL PHA o0 riznych slozenich, které
jsou predmétem vyzkumu. Cim vétsi je zastoupeni MCL v smésném polymeru, tim vys§i je
Krystaliza¢ni teplota polymeru, teplota skelného piechodu se vSak snizuje. Tyto a dalsi termalni
vlastnosti a nékteré mechanické vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 2 [13].

Tabulka 2 — vybrané viastnosti heteropolymeriit MCL PHA s PHB, kde Ty je teplota skelného
prechodu; T je teplota krystalizace; T je teplota tani; E je Youngiiv modul pruznosti; TS je pevnost
v tahu a ¢ je relativni prodlouzeni. V porovnani s SCL PHA jsou tyto polymery relevantné méné pruzné

a pevné v tahu, avsak s rostoucim mnozstvim MCL monomerii se vyrazné zvysuje relativni prodlouzeni
[14].

T, Te E TS

Pol Te[° %
olymer ec) | recp | PN Gpay mpay | E
P(3HB-c0-6,4 mol% 3HO) = -1,42 65,1 158 0,170 10,5 53
P(3HB-co0-14,7 mol%
3HO) 2,23 77,6 156 0,032 3,2 110
-CO- [0)
P(3HB-c0-31,3 mol% 6,24 i i 0,012 17 230

3HO)

2.2.3 Termicka stabilita PHA

DalSim obecnym pravidlem je relativné nizka termicka stabilita. Pisobenim teplot
blizkych teplotam jejich tani se rozkladaji a to vede k samovolnému rozpadu esterové vazby
za vzniku alkenovych kyselin — karboxylovych kyselin s jednou dvojnou vazbou. Tato pomérné
nevyhodnd vlastnost vyznamné omezuje komercni vyuziti pfirodnich polyesteri. Schéma
tepelné degradace je uvedena na Obrazku 2 [9].

Modifikaci PHB monomery jinych hydroxykyselin se tepelnd stabilita polymeru
vyznamn¢ neméni. Toho Ize dosahnout modifikaci polymernimi aditivy, naptiklad
karboxylovanym butadien-akrylonitrilem nebo biokompatibilnim polyvinylpyrrolidonem.
Ptidavek malych mnozstvi zminénych komponent l1ze dosahnout vyrazné zlepSeni tepelné
stability polymeru, zrychleni krystalizace a obecné zménu kinetiky degradace. To v§ak muze
mit neptiznivy vliv na biodegradabilitu [15].
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Obrazek 2 — tepelnd degradace polyhydroxyalkanodtii [9]

R

2.3 Biosyntéza polyhydroxyalkanoati

2.3.1 Molekularni biologie syntézy PHA

Za syntézu a metabolizmus polyhydroxyalkanoatii ve vétSin€ bakterialnich producentt
PHA jsou zodpovédné tii geny tvofici operon phaCAB. Tento operon pfitomen v bakterialnim
genomu koduje tii enzymy katalyzujici syntézu PHA — gen phaC koduje PHA-syntazu, phaA
koduje P-ketothiolazu agen phaB koduje acetoacetyl-CoA  reduktazu, ktery je
NADP-dependentni. DalS§imi geny pro enzymy podilejicimi se na metabolizmu PHA jsou tfeba
phaG (3-hydroxyacyl-acylovy nosi¢ protein-CoA transferaza) nebo phaJ (enoyl-CoA
hydrataza) a podobné. Geny kodujici PHA depolymerazy jsou oznaovany phaZ, phaY, phax
atd [5].

Substratova specifita PHA syntaz spociva v jejich primarni struktufe — sekvenci
aminokyselin. S ohledem na tuto strukturu a specifitu je mozné PHA syntazy délit do Ctyf
kategorii, a to na PHA syntazy typu I az IV. Syntazy typu I k syntéze PHA pfednostné vyuzivaji
thioestery koenzymu A s 3HAscL zatimco enzymy typu II pro syntézu spotiebovavaji
thioestery tvoifené 3HAmcL a koenzymem A. Oba typy syntdz se vSak skladaji z podobného
typu podjednotky (PhaC) s molekulovou hmotnosti 61 az 68 kDa. Substratova specifita tietiho
typu syntaz (typ III) je zaméfena na 3HAscL. Tyto enzymy jsou vSak dimerni, tedy se skladaji
ze dvou rozdilnych podjednotek: PhaC a PhaE, obé s molekulovou hmotnosti okolo 40 kDa.
Podjednotka PhaC vykazuje 21 az 28 % podobnost v aminokyselinové sekvenci s typem | a Il,
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kdezto PhaE je odlisné od ostatnich podjednotek. Syntazy posledniho typu se skladaji ze dvou
podjednotek, a to PhaC a PhaR s molekulovou hmotnosti asi 20 kDa. Tyto syntazy obecné
preferuji tvorbu SCL PHA z monomerd 3HB a 3HV [5, 16].

2.3.2 Formovani polymeru v prokaryotické buiice

Polyhydroxyalkanoaty se v buitkach akumuluji ve formé granul, tzv. karbozomt. Tyto
granule mizou nabirat relativné velkych rozmérti, mize se jich v buiikach vyskytovat vic
a bézné tvoti 70-80 % hmotnosti suchych bunck. Pro identifikaci obalu granul byly pouzity
ruzné techniky, které prokazali, ze obal je fosfolipidového charakteru se znacnym obsahem
proteinli. Pozd&ji bylo zjisténo, ze obal je konzistentnéjsi a castecné je tvofen povlakem
bilkovinného charakteru. Proteiny v granulovém obalu l1ze rozdélit do Ctyi kategorii:

PHA syntazy (napt. PhaA/B/C)
PHA depolymerazy (PhaX, PhaY apod.)
Regulacni proteiny (PhaR)

Mo e

PhaP (z angli¢tiny phasiny)

v

Nejhojnéjsi skupinou proteinti zabudovanych v obalu granul jsou phasiny, pficemz tvofi
14 az 54% jejich povrchu. Funkce phasinti spociva v kontrole mnozstvi, velikosti a poctech
granul, a také v prevenci pted krystalizaci PHA. MiiZou dokonce ptisobit jako inhibitory syntaz
za podminek nevhodnych pro akumulaci polyesterti. PhaP maji amfifilni charakter s hydrofobni
casti smeérujici ke granuli a hydrofilni doménou smétujici do cytoplazmy. Tvoii se pouze
pii akumulaci PHA, nejsou vsak pro tento déj nezbytné [17 — 19].

Pro popséni tvorby granul obsahujicich pfedev§im PHB byly vytvofeny tfi modely.
Prvni model se nazyvd micelarni model a spociva v tvorbé micel soubéZné s rlstem
polymerniho fetézce. Protoze je PHB hydrofobni a malo rozpustny ve vodnim prostfedi,
dochézi ke kovalentnimu navazani ¢aste¢né hydrofilniho dimeru PhaC na rostouci polymerni
fetézec PHB. Nasledné se ptidavaji také phasiny. Dusledkem téchto krokli se mize iniciace
tvorby polymeru uskutecnit prakticky kdekoliv v cytoplazmé, a tak muzou byt granule
lokalizovany ndhodné po celé buiice. Druhym modelem je tzv. puc¢ici model. V tomto ptipadé
se syntazy soustfedi na vnitfni strané cytoplazmatické membrany a hydrofobni polymer se
syntetizuje uvnitf fosfolipidové dvojvrstvy. Zde se nachazeji nepolarni konce dvojvrstvy, takze
nedochazi k odpuzovani polymeru od prostfedi. Syntéza karbozomu probihd smeérem
do vnitiniho prostoru bunky a pro syntézu fosfolipidové obalové vrstvy je vyuzito casti
cytoplazmatické membrany. Granule puci do cytosolu ze sttedu membrany do ur€ité velikosti
PHB uvnitt, pak se odd€luje a nasledné se ptipojuji PhaP. Tteti model navrhuje piitomnost
molekuladrniho leSeni uvnitt buiiky, na které se pfipojuji syntdzy a tvoii polymer. V tomto
pfipad¢ je lokalizace karbozomu v buifice zavisld na vlastnostech a umisténi leSeni.
mechanizmus tvorby granul tfeti uvedeny model. Zjednodusené schéma granule je ilustrovano
na Obrazku 3 [19, 20].
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Obrdzek 3 — Struktura PHA granule [21]

2.4 Funkce polyhydroxyalkanoatii v buiikach

Jak jiZ bylo zminéno, pfirodni polyestery jsou v bakteridlnich bunikach akumulovany
z ditvodu uskladnovani energie. Dal§im vyznamem tvorby PHA je odpovéd’ bunck na stres.
Ten miize byt vyvolan naptiklad zménou teploty, zménou pH, osmotického tlaku, redoxniho
potencidlu, pfitomnosti toxind nebo inhibujicich latek, piipadné radiaci a podobné.
Mechanisml pro odoldni stresu je cela fada a jsou specifické pro rizné stresové podminky.
Typickym piikladem je tepelnd odezva — za zvysené teploty, ktera vede k denaturaci enzymtl,
se zvySuje aktivita chaperontl, proteinii zodpovédnych za sbalovani enzymu do jejich nativni
konformace. Piikladem protektivnich vlastnosti PHA je odpovéd’ buniky na oxidativni stres
zpusobeny snizenou teplotou [22, 23].

2.4.1 PHA jako zasobni forma uhliku a energie

Tvorba PHA v buiice je podminéna ptebytkem dostupného zdroje uhliku a zaroven
nedostatkem jiného prvku esencialniho pro riist mikroorganizmu jako je naptiklad dusik, fosfor,
sira nebo mikroelementy (Zelezo, draslik a podobn¢). Podstatna soucast mechanizmu je
enzymatickd regulace syntézy. Béhem vyvazeného ristu je acetyl-CoA oxidovén v citratovém
cyklu na oxid uhlicity, pfi¢emz se redukuje koenzym NAD na NADH a je regenerovan
Vv dychacim fetézci za souc¢asného zisku energie. Limitaci ristu nedostatkem biogenniho prvku
dochdzi ke zvySené generaci NADH, ¢imz jsou enzymy TCA cyklu (citrat-syntaza
a isocitrat-dehydrogenaza) inhibovany. Acetyl-CoA ziskany oxidaci uhlikatého zdroje
tak vstupuje do PHB-syntetické drahy, nikoliv do TCA cyklu. Vznikly PHB pfedstavuje zasobu
uhliku a energie a za nepfiznivych podminek miZze byt degradovan intracelularnimi
depolymerazami [3].
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2.4.2 Protektivni vlastnosti PHA

Ayub a kolektiv studoval protektivni vlastnosti polyhydroxyalkanoat na antarktickém
bakterialnim kmenu Pseudomonas sp. 14-3 a na jeho mutantu ptisobenim mrazu. Mutantni
buniky nebyly schopné genové exprese PHB syntdzy a ukazalo se, ze ztratili schopnost riistu
pii teplot¢ 10 °C. Nachylnost mutantl k chladu byla pozorovatelné¢ vétsi nez nachylnost
nezmutovanych bunék. Pfidavkem cysteinu a glutationu byl vliv oxidativniho stresu
na mutantni bunky zmirnén. Vliv oxidace byl kvantifikovan poklesem poméru mnozstvi
redukovaného koenzymu NADH k jeho oxidované form¢é¢ NAD po zachlazeni mutantni
| ptirozené formy mikroorganismu. V piipad¢ piirozené podoby kultury byl pokles
NADH/NAD patrny, ale mirny, na rozdil od mutantni formy, u které byl pokles mnohem
vyznamnéj$i. Experimenty, které provedli Sardesai a Babu na kmenu Rhizobium DDSS69,
upravili tuto teorii. Bylo zjisténo, ze snizenim teploty byla syntéza PHB inhibovana,
takze pokles hladiny PHB pfi plsobeni oxidativniho stresu nesouvisi se stresovou odezvou.
Dalsi studie provedl Zhao s kolektiv a ukéazalo se, Ze bakterie produkujici PHA jsou vici fadé
stresovych podminek odolngjsi nez jejich mutanti neschopny produkce polymeru [23 — 25].

2.5 Ekologie

Biologicka odbouratelnost ptirodnich polyesteri zavisi na dostupnosti mikroorganizmu
schopnych dekompozice PHA v piirozeném prostiedi. Rada mikroorganizmi Zijicich v paidé je
schopna produkovat extracelularni depolymerazy, které §t€pi PHA na soli organickych kyselin.

Ty jsou pak transportovany do bun¢k a vstupuji do zakladnich metabolickych drah bunék [26].

PtestoZze jsou vSechny polyestery Stépeny mikroorganismy pomoci depolymeréz,
vyzaduje extracelularni Stépeni uplné jinou sadu $tépicich enzymi, nez je pouzito pro Stépeni
intracelularni. Izolaci PHA depolymeraz z celé¢ fady baktérii a analyzou strukturnich geni
kodujicich extracelularni depolymerazy se ukazalo, ze vétSina téchto enzymu se sklada ze tii
zékladnich strukturnich domén — katalytickd doména, ozna¢ovaci a doména vazajici substrat.
Posledni ze jmenovanych musi byt spravné sorbovana na hydrofobni polymer, tudiZ musi také
vykazovat hydrofobni vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou u enzyml zajimavé, jelikoz
zprostiedkovavaji reakce ve vodnim prostfedi. To vede k schopnosti téchto depolymeraz
rozkladat i jiné polyestery. Za tcelem energetického zisku tak lze rozlozit stejnou sadou
enzymu tyto polyestery: P3HB, P4HB, poly(3-hydroxypropionat), poly(ethylensukcinat)
a poly(ethylenadipat); tedy jak polyestery hydroxylovanych kyselin, tak polyestery
dikarboxylovych kyselin a diolti. Depolymerazy jsou i tak relativné uzce stereospecificke,
protoze vyse uvedené polyestery jsou si strukturné velmi podobné [27].

2.5.1 Stereoselektivita a substratova specifita depolymeraz

Charakter substratu vyznamné ovliviiuje prib¢h enzymatické dekompozice.
Exemplarnim ptfipadem pro popis tohoto dé€je byl zvolen P3HB. Zkraceni polymerniho fetézce
na oligomerni fragmenty miiZe znaén€ urychlit rozklad polymeru. Studii Bachmanna
a Seebacha (viz [28, 29]) bylo zjisténo, ze rychlost dekompozice tetrameru je vSak vyrazné
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vy$$i nez rychlost rozkladu trimeru. To bylo vysvétleno tak, ze aktivni misto PHB
depolymerazy se sklada ze étyi vazebnych podjednotek. Stépeni tetrameru pravdépodobné
muze probihat ve vice mistech tohoto oligomeru, naproti tomu trimer nedokaze aktivni misto
plné obsadit, proto musi byt $tépen postupné [28, 29].

Rychlost enzymatické dekompozice P3HB je ovlivnéna taky konfiguraci. Biosynteticky
polyhydroxybutyrat a jeho krat$i oligomerni formy jsou lehce Stépitelné extracelularnimi
depolymerazy produkovanymi a vylu¢ovanymi mikroorganizmy. Divodem je stereospecifita
téchto enzymi na R-konfiguraci P3HB. Synteticky P3HB vSak mtze obsahovat i monomery
v S-konfiguraci. Takto pfipravené polyestery predstavuji problém biologické degradace.
Dalsim ptedpokladem uspésného rozkladu oligomeru je tedy jeho sloZzeni z monomera
vyhradné v R-konfiguraci. Oligomery mazou byt Stépeny pouze v misté, kde sousedi dva
monomery pozadované konfigurace. V ptipadé trimeru je zde pozadavek jasné uren. Pfevaha
R-konfigurace je pro Gispé$nou degradaci nezbytna [28, 29].

2.5.2 Intraceluliarni depolymerazy

Béhem studie degradacni aktivity bakterie C. necator bylo nalezeno mnozstvi
depolymeraz rozkladajicich rtizné formy biopolymeru. Analyzou sekvenci genomu této
bakterie bylo nalezeno celkem devét PHB depolymeraz, které byly znamé: PhaZa (PhaZal
az PhaZa5), Phazb, PhaZc a dva typy PhaZd (PhaZd1 resp. 2) [30].

25.2.1 Depolymerdazy PhaZa

Schopnost depolymeraz typu PhaZa spociva v degradaci amorfnich granul, pficemz se
uvolnuji pfedevSim oligomery 3HB, ale také monomerni jednotky. Degradace krystalické
podoby PHB vSak enzym nedokaZe. Gen pro PhaZa je tvofen celkem 1260 bp, které koduji
celkem 419 aminokyselin. Zajimavé je, Ze sekvence aminokyselin celkem postrada klasicky
lipazovy box Gly-X-Ser-X-Gly. Doména zodpovédna za vazbu k polymeru nebyla
identifikovana [31].

2.5.2.2 Depolymerazy PhaZb

Tento typ depolymerdzy vykazuje obdobnou rychlost degradace PHB jako PhaZa.
Ani PhaZb nedokaze S§tépit krystalicky polymer. Odlisnost téchto depolymeraz ukazal
experiment, ktery provedl Kobayashi a kolektiv (viz [32]), dokazal, Ze depolymeraza PhaZb
Stépi také cyklicky polymer a je tedy endo-lytickd. Na zaklad¢ dalsi studie, kterou provedl York
a kolektiv (viz [33]), bylo zjisténo, Ze PhaZb je tvofena pouze pii degradaci PHB na rozdil
od PhaZa, ktera je v buiice pfitomna neustile. Vyskytuje se jak v cytoplasmé, tak
v karbozomech [32, 33].

2.5.2.3 Depolymerdazy PhaZc

PhaZc rozklada rGzné oligomery s vysokou specifitou, s nizsi specifitou také amorfni
PHB. Nedokaze vSak degradovat krystalicky PHB ani pfirozené granule. Tyto enzymy se
vyskytuji pfedevs§im v cytosolu, malé mnozstvi bylo pozorovano také v inkluzich [34].
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2.5.2.4 Depolymerdazy PhaZd

Katalytickd doména této depolymerdazy je velmi podobnéd extracelularni PHB
depolymeraze produkované rodem R. pickettii, av§ak chybi zde rozeznavaci a vazebné domény.
Aktivita PhaZd pfi rozkladu amorfnich PHB granul je vyrazné vyssi nez aktivity depolymeraz
PhaZa, PhaZb a PhaZc. Mnozstvi PhaZd je ptiblizné stejné v inkluzich a cytoplazmé [35].

2.5.3 Extracelularni depolymerazy

Utilizace polymerniho substratu je v pfirodé¢ umoznéna produkci extracelularnich
enzymu Stépicich bio-makromolekuly na oligomerni, pfipadné monomerni jednotky. Tento
mechanizmus je vyuzivan 1 pro Stépeni polyhydroxyalkanoati. Extracelularni PHA
depolymerazy (e-PHA depolymerazy) degraduji hydrofobni PHA na oligomery
(resp. monomery) ve vodé rozpustné. K uvolnéni ptirodnich polymerd do prostiedi dochazi
po smrti a lyzi bunék schopnych tvorby tohoto polymeru. Degradace mimobunécného
polymeru je zéavisld kromé vlastnosti prostfedi také na charakteru polymeru — e-PHA
depolymerazy se vyznacuji vysokou substratovou specifitou viici amorfnim PHA, krystalickym
PHA, ¢aste¢né krystalickym PHA (dPHA) nebo umélym PHA (aPHA). Déle jsou tyto enzymy
schopné rozeznat délku monomeru, a tim se specifikuji na PHAscL depolymerazy a PHAmcL
depolymerazy [36, 37].

2.6 Prehled soucasné literatury v oblasti aplikace PHA

Problematika biopolymeri je v soucasné dob€ zna¢nym trendem. Jako dikaz lze uvézt
snad pouze né€kolik studii posledni dekady zabyvajicich se polyhydroxyalkanoaty, jejich
aplikacemi v riznych smérech a vyrobky z téchto polymeri bakterialniho ptvodu.

2.6.1 PHA v medicinskych aplikacich

V oblasti mediciny je V poslednich letech hodné diskutovana cilend distribuce 1éciv.
Polymery zde plni svou roli jiz od zacatku — ptikladem jsou filmem obalené tablety. V roce
2010 sestavil Chan Zhang a spol. (viz [38]) novy systém cileni 1é¢iv skladajici se z kopolymeru
P(HB-co-HO) jakozto nosice, kyseliny listové jako zaméfovaciho ligandu a doxorubicinu
jako modelového 1éku proti rakoviné. Systém byl testovan na rakovinnych buiikach Hel a.
Aplikaci nanocastic in vitro byla pozorovana znacna cytotoxicita v disledku velké afinity
kyseliny listové a pfisluSného receptoru. Nanocastice byly také aplikovany na mysi
s nadorovymi bunky in vivo a vysledkem byla vyrazna inhibice rustu tumoru [38].

Aktudln€¢ zkoumanymi nanocasticemi jsou vladkna pfipravena roubovanim P3HB
na kyselinu hyaluronovou (viz [39]). Vysoce hydrofobni P3HB je hlavnim diivodem posilnéni
a zlepSeni vlastnosti nanovldken. Jejich nizkd cytotoxicita pfedstavuje znacny potencial
pro medicinské aplikace. Navic se jedna o vlakna ¢isté bakterialniho pivodu, coz piedstavuje
vyhlidky i pro biotechnologie [39].
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Progres v nasledujicich letech by mohl byt zaznamenan také v oblasti béznych 1éciv,
na které je fada lidi dennodenné odkazana. Chaturvedi a spol. (viz [40]) zkoumal nano¢astice
tvofen kopolymerem P3HB s polyethylenglykolem a obsahem kyseliny deoxycholové. Tyto
castice tvorili kapsule obalujici inzulin. Kolektiv autort tak objevilo moznost oralniho podavani
inzulinu, jakozto peptidu davkovaného doposud injekéné. Oralni davkovani by vyznamné
zjednodusilo distribuci 1éCiva, které by tak ptekonalo agresivni prostiedi zaludku bez vyrazné;si
degradace (denaturace) [40].

2.6.2 Technologie baleni potravin

V potravinafskych technologiich je obzvlast dulezité zamezit rastu kontaminujici
mikroflory. Jelikoz jsou PHA biopolymery, jejich aplikace v téchto sférach je zatim podminéna
modifikaci vlaken jinymi prvky nebo latkami, anebo je jejich vyuziti limitovano. Posileni
antimikrobialnich vlastnosti P(3HB-co-3HV) ¢asticemi ZnO zkoumali vroce 2014
Ana M. Diez-Pascual a Angel L. Diez-Vicente (viz [41]). Vysledkem bylo zvySeni
antimikrobidlni aktivity a také zlepSeni nckterych fyzikalnich vlastnosti polymeru. Autofi
studie popsali objevenou technologii jako velice vhodnou pro Siroké spektrum vyuziti
V potravinarstvi a obalovych technologiich [41].

Dalsi vhodné vyuziti PHA zkoumala Castro-Mayorga a spol. v roce 2017 (viz [42]).
Predmétem jejich vyzkumu byly nanokompozity PHA obsahujici stiibro. Tyto ¢astice byly
ptipraveny kultivaci bakterie Cupriavidus necator na médiu s obsahem stfibrnych soli.
Zajimavych bylo hned né€kolik vysledkti. K produkci ¢astic polymeru se stfibrem nebylo
potieba ptidat redukéni ¢inidlo do kultivacniho média. Navic pfipravené ¢astice nevykazovali
zménu termalnich vlastnosti ve srovnani s polymerem samotnym, byl pozorovan pouze mensi
pokles krystalinity P3HB. Pfipravené nanocastice vykazovali velkou antimikrobidlni aktivitu
vaci potravinaiskym patogenum Salmonella enterica a Listeria monocytogenes. V neposledni
fadé¢ bylo také zjisténo, ze nebyla snizena biodegradabilita polymeru [42].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pFistroje

3.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Pro charakterizaci PHA produkujiciho extremofilniho mikroorganizmu byl vybran
bakterialni kmen Halomonas organivorans CCM 7142, ktery byl zakoupen v Ceské sbirce
mikroorganizmii Masarykovy univerzity v Brné.

3.1.2 Chemikalie

e NaCl (Lachner)

e MgSO;s - 7 H20O (Lachner)

e MgCl: - 6 H20 (Lachner)

e CaCl - 2 H0 (Lachner)

e KCI (Lachner)

e NaHCOs (Lachner)

e NaBr (Lachner)

e (NH.)2S04 (Lachner)

e KH2PO4 (Lachner)

e NaxHPO;4 - 12 H>0 (Lachner)
e FeCls- 6 H20 (Lachner)

e CuSOs -5 H20 (Lachner)

e CoClz - 6 H20 (Lachner)

e NiCl; - 6 H20 (Lachner)

e ZnSO;4 - 7 H20 (Lachner)

e MQgClI2 (Lachner)

e HCI (Sigma-Aldrich)

e NaOH (Lachner)

e Glukéza monohydrat (Lachner)
e Fruktéza (Lachner)

e Sachardza (Sigma-Aldrich)

e Xyloza (Sigma-Aldrich)

e Galaktoza (Sigma-Aldrich)

e Manoza (Sigma-Aldrich)

e Laktoza dihydrat (Lachner)

e Arabinodza (Sigma-Aldrich)

e Nafta

e Kuchynsky odpad

e (Odpadni glycerol

e Propionat sodny (Sigma-Aldrich)
e Kyselina valerova (Sigma-Aldrich)
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Kyselina levulova (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)
H3BOs (Lachner)

EDTA (Sigma-Aldrich)

Bromfenolova modi (HiMedia)

Glycerol (Lachner)

Chloroform (Lachner)

Kyselina benzoova (Lachner)

Methanol (Lachner)

3.1.3 Chemikalie pouzité pro kultivaci

Nutrient Broth (HiMedia)
Peptone (HiMedia)

Yeast Extract (HiMedia)
Casein Hydrolyzate (HiMedia)
Agar Powder (HiMendia)
Spirit Blue Agar (HiMedia)

3.1.4 Chemikalie pro PCR

Jako lyzaéni pufr byl pouzity Tris-HCI pufr (5 mM, pH 8,5) o nasledujicim slozeni:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
HCI
Destilovana voda

Komponenty pro multiplex PCR (jeden vzorek):

Master mix One Taq Hot Start DNA polymerazy
MgCl;

Primery (16SrRNA — 16S-F, 16S-R; phaC — G-D, G1R)

Vzorek DNA
PCR voda

Desetkrat koncentrovany TBE puft:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
H3BO3

EDTA

Destilovana voda

0,605 g
uprava pH na 8,5
1000 mi

12,5 pl
2,6 ul
4x1ul
2 ul
3,9 ul

108 g
55¢
9,3¢g
1000 mi
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Komponenty pro pfipravu agarézového gelu pouzitého pfi elektroforéze:

e Agardza 29
e Jedenkrat koncentrovany TBE pufr 100 mi
e Midori Green Advanced (DNA barvivo) 6 ul

Komponenty pro pfipravu nanaseciho pufru:

e Bromfenolova modf 20 ug
e Glycerol 3ml
e Destilovana voda 7ml

3.1.5 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (Boeco)

e Laminarni box Aura mini (Bio Air Instruments)

e Temperovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010 (Labicom s.r.0.)

e Centrifuga U-32R (Boeco)

e Centrifuga Sigma (Sartorius)

e Vortex TK3S (techno Kartell)

e Spektrofotometr Helios 6 (Unicam)

e Termostat (LS-35)

e Termo-cycler MyCycler™ (BIO-RAD)

e Zdroj napéti MP 300 V (Major science)

e UV-transluminator (Major Science)

e Plynovy chromatograf GC-FID, Series 11 5890 (Hewlett Packard)
Kolona: 30 m by 0,25 mm (DB-WAX)

e Bé&Zné laboratorni pomucky a sklo

3.2 Kaultivace mikroorganizmu

Kultury byly zakoupeny v lyofilizovaném stavu, jejich oziveni bylo provedeno
na pevném médiu B 82 pii optimalni teploté¢ 37 °C. Kultury byly uchovany pro kultivaci
pfi teploté 5 — 8 °C na agarovych plotnach a také ve formé kryozkumavek v 10 % glycerolu.
Pteockovani kultur na nové pevné médium probéhlo pouze jedenkrat.

K pokusiim byly kultury nejdiive ockovany do dvou inokul o objemu 50 ml
a kultivovany pii optimalni teplot¢ po dobu pfiblizné 24 hodin. Néasledné¢ byly kultury
pfesazeny do mineralnich médii s riznymi zdroji uhliku. Inokulaéni pomér byl vzdy 10 %.
Zpravidla byla koncentrace uhlikatého zdroje v minerdlnim médiu 20 g/I, vyjimkou byla pouze
nafta, které obsah v médiu byl pouze 10 g/l.
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Pro oziveni a uchovani kultury bylo pouzito médium B 82 o nasledujicim sloZeni:

Kvasni¢ny extrakt 109
Pepton 59
Glukoza 19
NaCl 8lg
MgSOs - 7 H20 9640
MgCl; - 6 H.0 790
CaClz - 2 H.0 0,36 g

e KCI 29

e NaHCOs 0,06 g

e NaBr 0,026 ¢

e Agar 209

e Destilovana voda 1000 ml

Jako inokulum bylo pfipraveno nésledujici Zivné médium:

e Pepton 159

e Kvasni¢ni extrakt 39

e NaCl 80¢g

e Glukdza 1g

e Destilovana voda 1000 ml

Pro kultivaci a produkci PHA bylo pouzito nasledujici mineralni médium:

e (NH4)2S04 39

e KH2PO4 1,02 g

e NaHPO4- 12 H.0 11,19

e MgSOs -7 H0 0,29

e NaCl 80¢g

e Glukdza 209

e Roztok stopovych prvki (MES) 1ml

e Destilovana voda 1000 mi

Slozeni roztoku stopovych prvka pouzitého v mineradlnim médiu:

FeCls - 6 H20 9,79
CaCl; - 2 H:0 780
CuSO4 - 5 H0 0,156 ¢
CoCl2 - 6 H20 0,119¢
NiCl; - 6 H.0 0,118 ¢
ZnSQOq4 - 7 H20 01g
0,1 M HCI 1000 ml
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K ovéfeni exocelularni lipolytické aktivity byl vyuzit Spirit Blue Agar pfipraven
rozpusténim praskového agaru o nasledujicim slozeni:

e Kaseinovy hydrolyzat 109

e Kvasni¢ni extrakt 59

e Spirit Blue 0,159

e Agar 179

e Destilovana voda 1000 mi

3.3 Postup prace

Schopnost tvorby PHA byla ovéfena pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
a k detekci PCR produktii slouzila agar6zova elektroforéza. Dale byla také ovéfena produkce
extracelularnich lipaz. Nasledné byly provedeny kultivace na riznych uhlikatych substratech
za ucCelem wurCeni toho nejvhodnéjsiho pro biotechnologickou produkei polymeru.
Pro optimalizaci podminek produkce byly také provedeny kultivace na médiich s riiznou
osmotickou silou. Z kazdé kultivace byly odebrany vzorky biomasy a také byl zméten zakal
média pomoci spektrofotometru. Pro analyzu obsahu polyhydroxyalkanoati v biomase byla
pouzita plynova chromatografie. Pfesné postupy konkrétnich experimenti jsou rozebrany nize.

PCR, gelova Dtikaz
elaktroforéza a extracelularni Optimalizace Analyza
sekvenovani lipolytické zdroje uhliku vzorki
genu phaC aktivity
Optimalizace Analyza K\%!E%/i?ﬁi S Analyza
osmoticke sily vzorkl prekurzort 3HV vzorkl

Schéma 1 — experimentalni postup prdace (Cerveny ram zahrnuje kultivacni experimenty).
Analyza vzorkit byla provedena spektrofotometrickym mérenim zdkalu, vdazenim biomasy a analyzou
na plynovém chromatografu

331 PCR

Pro ziskani bakterialni DNA bylo vyuzito tepelné lyze bunék. Z narostlé kultury
na plotn¢ bylo odebrano plné oc¢ko bun¢k a prevedeno do zkumavky typu Ependorf se 100 pl
pufru tris-HCI o koncentraci 5 mM a pH 8,5. Zkumavka byla nasledné zahtivana na 90 °C,
ptfi¢emz doslo k tepelné lyzi bun¢k. Hruby lyzat byl odstfedén pii 10 000 otakach za minutu
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po dobu 10 minut. Z ¢irého roztoku (supernatantu) byl odebran objem 60 pl do druhé
zkumavky, ktera byla piipravena pro PCR. Cistota vzorku DNA byla ovéfena
spektrofotometricky pomérem Azeo Kk Azgo proti pufru.

Bakteridlni DNA z lyzatu byla amplifikovana metodou multiplex PCR za pouziti
primeru pro gen phaC (G-D, G1R) a pro gen 16SrRNA (16S-F, 16S-R). Do cisté zkumavky
Ependorf byly pfidiny komponenty pro PCR o konkrétnich objemech uvedenych vyse.
Paraleln¢ se vzorkem byl stejnym zplisobem pfipraven vzorek DNA bakteridlniho rodu
Cupriavidus necator H16 jako pozitivni kontrola a jako negativni kontrola byla misto DNA
pouzita sterilni destilovana voda. PCR bylo provedeno pomoci termocycleru znacky BIO-RAD.

Tabulka 3 — program termocycleru

Cislo kroku t [°C] 7 [s] Pocet cykli
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 30 60 1
4 60

3.3.2 Gelova elektroforéza

Gel pro elektroforézu byl pfipraven smichanim piiblizn€ 2 g agarézy a 100 ml
1 x koncentrovaného TBE pufru. Nasledné byl roztok Sestkrat povaten v mikrovinné troubé tak,
aby nedoslo k vypénéni kapaliny z bariky, ale aby doslo k jeji uplnému rozvateni. Po ochlazeni
bylo pfidano 6 pl DNA barviva Midori Green. Roztok gelu byl nalit do formy s hiebinkem
a ponechan ke ztuhnuti. Po odebrani hiebinku vznikly malé otvory, do kterych byl nanesen
vzorek smichany s nanaSecim pufrem v poméru 1:1. Elektroforéza byla provadéna po dobu
piiblizné€ 45 minut pfi napéti 90 mV mezi elektrodami.

3.3.3 Sekvenovani genu phaC

Bakteridlni DNA z lyzatu byla amplifikovana metodou PCR za pouziti primeru phaC
gen (G-D,G1R), amplikon byl nasledné ptecistén pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
kitu a odeslan k sekvenaci.
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3.3.4 Dukaz extracelularni lipolytické aktivity

Pro ovéteni lipolytické aktivity byla vyuzita kratka kultivace bakterie na plotné
obsahujici Spirit Blue Agar. Barvivo Spirit Blue vytvari komplex s lipidy a po degradaci
komplexu (lipidi) dochazi k odbarveni agaru. Sledovany jev byl tedy odbarveni ¢asti plotny.

3.3.5 Optimalizace zdroje uhliku s ohledem na riist bakterii a produkci PHA

Bakteridlni kultury byly po dobu 24 hodin kultivovany na inokulu s gluk6zou
jako zdrojem uhliku, nasledné byly kultury pfesazeny na produkéni (mineralni) médium
vyuzitim ruznych uhlikatych substrati. Tento experiment byl proveden v nékolika blocich.
V kazdém bloku bylo srovnano nékolik substratl, piicemz kazdy blok obsahoval experiment
na médiu s glukézou jakozto referencni vzorek. Prvni blok slouzil jako srovnani sacharidu
a lipidu jako zdroje uhliku, proto byly provedeny kultivace pouze na glukéze a kuchyiiském
odpadu bohatém na lipidy. Dalsi blok byl zamétfen vyhradné na sacharidy, a pro kultivaci byla
pouzita glukoza, fruktéza, sachardza, xyléza, galaktéza, mandza, laktdéza a arabinoza.
Do posledniho experimentalniho bloku byly pro porovnani s vybranymi odpadnimi produkty
svoleny dva nejvhodnéjsi sacharidy s ohledem na rtist biomasy a produkci PHA, dale byla také
pouzita nafta. Inokula¢ni pomér byl 10 % a doba kultivace na produkénim médiu byla 72 hodin.

Blok 1
Srovnani gluko6zy a kuchyiiského odpadu

N\

Blok 2
Kultivace a produkce na sacharidech

N7

Blok 3
Srovnani vybranych sacharidt s odpadnimi produkty

Schéma 2 — pracovni postup optimalizace zdroje uhliku s ohledem na riist a produkci PHA

3.3.6 Optimalizace osmotické sily produkéniho média

S ohledem na rist biomasy a produkci bakterialnich PHA byly uskute¢nény kultivace
na mineralnich médiich s koncentracemi chloridu sodného 20, 40, 60, 80 a 100 g/1. Jako zdroj
uhliku v médiich byla pro jednoduché srovnani zvolena gluko6za. Nejvhodnéjsi koncentrace soli
byla nésledné vyuzita pti nasledujicim experimentu.
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3.3.7 Kaultivace bakterii a produkce PHA po pridavku prekurzori 3HV

Schopnost produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) byla zkoumana ptidavkem
prekurzort 3-hydroxyvaleratu po 24 hodinach kultivace na produkénich médiich s glukézou.
Prekurzory byly ptidany tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 2 g/l. Do prvni baiiky byl
pfidan propionat, do dal§i valerat a do posledni byla piidana kyselina levulova. Ctvrta baiika
slouzila jako srovnavaci vzorek.

3.3.8 Analyza suché biomasy vyuZzitim plynové chromatografie

Z kultury po 72 hodinéach bylo odebrano 10 ml do centrifuga¢ni zkumavky. Vzorek byl
odstfedén pii 6 000 otdckach za minutu po dobu 10 minut, nasledn¢ byl odlit roztok
nad sedlinou a bylo pfidano 5 ml destilované vody. Kultura byla rozmyta vyuzitim vortexu
a znovu odstiedéna za stejnych podminek. Po odliti supernatantu byla biomasa kvantitativné
pfevedena do zkumavky Ependorf pomoci 1,5 ml destilované vody, odstfedéna pii 8 000
otackach za minutu po 5 minut a nasledné¢ susena v susarn¢ temperované na 60 °C do uplného
vysuSeni. Suchd biomasa byla zvaZena na analytickych vahach a jeji ¢ast byla navdZena
pro transesterifikaci. K této ¢asti biomasy byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifika¢ni
smési (15 % kyselina sirova v methanolu s 5 mg/ml kyseliny benzoové jakozto internim
standardem). Po zakrimpovani vialky probé¢hla transesterifikace za teploty 94 °C po dobu
3 hodin. Nasledné byly vzorky extrahované 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH, 50 pul organické faze
bylo odebrano a dvacetkrat ziedéno chloroformem ve Sroubovaci vialce. Takto pfipraveny
vzorek byl analyzovan na plynovém chromatografu s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID).

3.3.9 Spektrofotometrické méreni zakalu

V kyveté s délkou optické drahy 1 cm byla méfena absorbance pii vinové délce 630 nm
proti destilované vodé. Vzorek mineralniho média s kulturou byl nejdiive vhodné natedén tak,
aby byla absorbance v intervalu 0,100 < A < 0,900.
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4 VYSLEDKY MERENI A DISKUZE

Na zékladé naméfenych vysledkt je mozné posoudit, jak vhodny je rod H. organivorans
k produkci bakteridlnich polyesterti. Zkoumané bylo nejen mnozstvi PHB v litru substratu
pouzitého pro biotechnologickou produkei, ale také zastoupeni komonomeru P3HV, ktery
pozitivné ovliviluje vlastnosti polymeru. Schopnosti produkce polyhydroxyalkanoati jsou
piirozené zavislé na schopnosti kultury rst v daném prostiedi (a dalSich aspektech), z toho
divodu byla experimentalni ¢ast zamétena na optimalizaci podminek ristu 1 produkce.

4.1 PCR, gelova elektroforéza a sekvenace genu phaC

Cilem PCR a gelové elektroforézy bylo vyhledani genu phaC, jeho namnoZeni
a detekce. Jelikoz detekovana latka byla DNA, byl stanoven pomér absorbanci A2e0/A2g0
bunécného lyzatu. Na zakladé tohoto poméru bylo zjisSténo, Ze DNA izolovana z bakterialnich
bunék byla ¢ista. Vysledna hodnota 1,877 se nachazela v intervalu 1,8 < Azso/Azg0 < 2.

Obrazek 4 — vysledek gelové elektroforézy. 1 — negativni kontrola (bez DNA), 2 — pozitivni kontrola
(DNA C. necator H16), 3 — vzorek (DNA H. organivorans), Z — DNA Zebricek se stupnici v parech

bazi (bp)

Z vysledki gelové elektroforézy na Obrazku 4 plyne, ze kmen H. organivorans je
vhodny pro studium metabolizmu polyhydroxyalkanoatd, protoze jeho genom obsahuje gen
kodujici PHA-syntazu (phaC). Gen 16SrRNA (asi 1500 bp) je amplifikovan pti multiplex PCR
soubézné s genem phaC (ptiblizné 500 bp) a slouzi k potvrzeni bakterialni DNA. V piipadé
vzorku vSak tento gen detekovan nebyl. P#i multiplex PCR casto dochazi k selektivni
amplifikaci pouze krat$iho z gent, coz je v tomto piipadé gen phaC (viz béh 2). Nicméné phaC
také potvrzuje bakteridlni DNA, jelikoz metabolizmus polyhydroxyalkanoati je spojovan
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predevsim s bakteriemi. Vysledek sekvenovani amplikonu odpovidajiciho genu phaC je uveden
Vv ptiloze.

4.2 Dikaz extracelularni lipolytické aktivity

V dasledku zmény pH pfti degradaci lipida se nékolik hodin po nasazeni kultur na agar
Spirit Blue zméni zbarveni tohoto agaru, a to indikuje produkci extracelularnich lipaz. Kultivaci
kultury na agaru Spirit blue byla potvrzena schopnost tohoto kmene utilizovat lipidy z prostiedi.
Vysledek tohoto experimentu je mozné pozorovat na Obrazku 5.

—

Obrazek 5 —rod H. organivorans je schopen tvorby extracelularnich lipaz, ditkazem je odbarveni
agaru Spirit Blue

4.3 Analyza pripravenych vzorki

V této kapitole jsou zahrnuty vysledky analyzy suché biomasy vyuZitim plynové
chromatografie a spektrofotometrické meéteni zékalu. Vysledky jednotlivych experimentt 1ze
mezi sebou srovnavat, protoze vSechny kultivace byly provedeny stejnym postupem. Vsechny
hodnoty zakalu byly spoteny vynasobenim primérné hodnoty absorbance daného vzorku
faktorem fedéni.

4.3.1 Optimalizace zdroje uhliku s ohledem na rist bakterii a produkci PHA
4.3.1.1 Prvni blok — srovndni glukozy a kuchyriského odpadu

Charakter zivin pfedstavuje v pfirodé jeden z dominantnich faktord urcujicich
mikrobiologické slozeni daného prostiedi. Vysledky tohoto experimentu ilustruji odliSnost
rastu H. organivorans na odpadnim materialu lipidického slozeni od b&ézné glukozy. Druhy
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z uvedenych sice neni odpadni materidl, avSak glukoza je v pfirod¢ rozsifenym a relativné
snadno dostupnym zdrojem uhliku. Naproti tomu kuchynsky odpad ptedstavuje rozsSiteny
produkt primyslové a komeréni vyroby. Jeho cena a vyuzitelnost jsou hodn¢ nizké, a tedy
vhodné pro studium mozného biotechnologického vyuziti.

Tabulka 4 — vysledky prvniho experimentdlniho bloku — srovnani glukozy a kuchynského odpadu
S ohledem na rist kultur a produkci PHB

Substrat ODs3o [-] Biomasa [g/l] PHB [%] PHB [g/l]

glukoza 32,57+1,14 6,68 £ 0,18 81,27 +£2,47 543 +0,31

kuchyiisky odpad | 2543+0,54 = 0,63+ 0,01 15,09+ 0,92 = 0,09 + 0,00

Mira zakaleni média prorostlého bakteriemi souvisi s koncentraci biomasy. V ptipadé
média s kuchyniskym odpadem je hodnota ODeszo piilis vysoka vzhledem k tak malému
mnozstvi biomasy (viz Tabulka 4). Substrat pravdépodobné ptispiva k finalnimu zakalu, proto
je spektrofotometrické méteni zakalu pouze orientacni metoda pii analyze vzorku médii
s bakteriemi.

I

II
BN | B

glukoza kuchynsky odpad

[o2]

[¢;]

Biomasa, PHB [g/l]
w B~

N

-

m Biomasa = PHB

Graf 1 — srovndni glukdzy a kuchyiiského odpadu jako substratii pro riist kultur a tvorbu PHB

Vysledky prvni kultivace ukazaly, ze glukoza je pro H. organivorans mnohem lepsi
zdroj energie a uhliku neZ odpadni material lipidického charakteru. Dlivodem tak malého riistu
kultur na odpadu miize byt vyznamny obsah inhibitorti ristu vznikajicich pfi béznych
kuchyniskych operacich, jako naptiklad akrolein nebo akrylamid vznikly pfi smaZeni. Zna¢né
zavisi také na dostupnosti mastnych kyselin, triacylglycerolli a jinych lipidd pro oxidaci.
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Nepolarni latky tvoii fadzové rozhrani ve vodném prostiedi. Vzniklé mezifdzové napéti tvori
vyraznou bariéru pro latkovou vyménu mezi fazemi. VSechny tyto aspekty se odviji od ptivodu
odpadniho materidlu.

4.3.1.2 Druhy blok — kultivace a produkce PHA na sacharidech

Nejvyznamnéj§im zdrojem rychlé energie pro vSechny zivé organizmy v piirod¢ jsou
bezpochyby sacharidy. Jelikoz jejich katabolicka draha — glykolyza, je primarni metabolickou
drahou, ze které lze bezprostiedné ziskat energii ve formé¢ ATP, je obtizné dosahnout tak
rychlého rstu mikroorganizmil vyuzitim jiného zdroje energie. Proto bylo n¢kolik vybranych
cukrii bézné dostupnych v piirodé zkoumano s ohledem na vysledné mnozstvi biomasy. Tyto
latky vSak predstavuji také podstatné velky zdroj uhliku pro vystavbu bunécnych struktur.
Z toho divodu byl o¢ekavan také vysoky obsah zasobniho PHB. Vysledky tohoto experimentu
by mohli pomoct pti vybéru vhodnych odpadnich materiald bohatych na tyto cukry k produkci
bakteridlnich polymert.

Tabulka 5 — vysledky druhého experimentdlniho bloku optimalizace zdroje uhliku

Substrat ODes3o [-] Biomasa [g/l] PHB [%] PHB [g/l]
glukdza 33,07 +£0,29 4,43+0,19 70,78 +6,13 3,13+0,14
fruktoza 38,33 +0,35 4,63+ 0,00 55,44 + 0,00 2,57 +£0,00
sacharoza 25,43+ 0,25 431+0,04 68,32 + 14,83 2,94 + 0,66
xyloza 9,18 £ 0,03 1,90 + 0,06 40,62 + 9,88 0,77 £0,21
galaktoza 33,17+1,14 5,61+0,01 90,55 + 4,08 5,08 +£ 0,22
manoza 27,60+1,21 4,64 + 0,00 83,41+1,83 3,87 +£0,08
laktoza - neroste neprodukuje neprodukuje
arabinéza - neroste neprodukuje neprodukuje

Stejné jako v predeSlém bloku, absorbance jednotlivych substratt (cukrl) pii stejné
vlnové délce se muze lisit, proto tyto vysledky nemusi analogicky kopirovat vysledné
koncentrace biomasy. Relativné vysokou absorbanci po kultivaci H. organivorans vykazovalo
médium s fruktézou. Mize to byt disledek metabolitli, které vznikly kultivaci na tomto
monosacharidu. Srovnéani vysledkii pro glukozu a galaktézu ptiblizné odpovidd dosavadnim
vysledkim.
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Graf 2 — srovnani sacharidi jako substratit k produkci bakterialniho PHB

Z hlediska obsahu biomasy a PHB pfinesl druhy blok hned nékolik zajimavych
vysledkd, které je mozné pozorovat v Grafu 2. V prvni fad¢ 1ze pozorovat mirné lepsi rist
kultury na fruktéze nez na glukdze. Tento jev lze vysvétlit tak, ze fruktéza vstupujici
do glykolyzy pteskakuje jeden krok této oxida¢ni drahy, atak bude snadnéji oxidovana.
Proto je mozné, ze fruktdza bude pro rist kultury lep$im zdrojem uhliku a energie nez glukéza.
Prekvapivy vysledek je vsak obsah PHB v buiikach. Glukéza vykazuje mnohem lepsi produkci
polymeru. Pfi¢inou miZou byt regulacni schopnosti glukézy. Tato molekula v pfirodé
neptedstavuje pouze zdroj energie, je schopna regulovat metabolizmus na molekularni arovni.
Fruktéza nevykazuje tyto vlastnosti. Dal§im cukrem vhodnym k produkci PHB je manodza,
na které dokézaly kultury vyprodukovat vice polymeru, neZ na vétSin€ ostatnich testovanych
substratti. Nejptiznivéjsi vysledky vykazuje kultivace na galaktoze. Tato informace je velice
zajimava, protoze fada hemicelul6z je bohatych na mandzu a galaktézu. Napiiklad kavova
sedlina obsahuje az 30 hmotnostnich % galaktomananti (viz [43]). Podle naSich vysledkd se
tedy H. organivorans zda byt velice perspektivnim kmenem pro biotechnologickou konverzi
kavové sedliny na polyhydroxyalkanoaty. Jako dalsi velice vhodny substrat se pak jevi
sachardza, coz naznacuje, ze by H. organivorans mohl byt vyuzit k produkci PHA z odpadni
melasy [43].

Absolutné nevhodnymi substraty pro kultivaci H. organivorans jsou arabindza
a laktoza. Vzhledem k tomu, Ze se laktoza sklada z jednotky glukdzy a galaktozy, byl s ohledem
na vysledky téchto dvou monosacharidii o¢ekavan podobny vysledek, jako v ptfipad¢€ trojice
sachardzy, glukézy a fruktdzy (sachar6za mezivysledkem fruktdzy a glukdzy). Pouzité kultury
maji s nejvetsi pravdépodobnosti degenerovany laktézovy operon nebo jim zcela chybi, a tedy
nejsou schopny rozstépit laktézu. Neuspokojivé vysledky poskytuje také xyloza. MnozZstvi
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biomasy i polymeru jsou relativné malé. Z téchto diivodt nejsou pro kultivaci H. organivorans
a produkci bakterialniho PHB vhodné odpadni lignocelul6zové materialy bohaté na pentdzy,
pektiny obsahujici vysoky podil arabindzy nebo také odpadni syrovatka.

4.3.1.3 Tieti blok — srovnani vybranych sacharidu s odpadnimi produkty

Pro biotechnologické ucely jsou vhodné odpadni produkty nejen potravinaiského

primyslu, ale také jinych oblasti vyrobnich procesti. Exemplarnim ptikladem hojné rozsireného
odpadu z primyslové vyroby bionafty a méné také kosmetiky je glycerol, ktery byl soucasti

tohoto experimentu téz.

Tabulka 6 — vysledky tretiho bloku — srovndni odpadnich materialii a nafty s glukézou

a galaktézou
Substrat ODes3o [-] Biomasa [g/l] PHB [%] PHB [g/l]
glukoza 32,20+ 2,13 5,51+0,09 83,57 +11,78 4,61+0,73

galaktoza 31,27 +1,03 550+0,11 95,56 + 3,27 5,25+ 0,28
kuchytisky odpad 27,22 + 1,58 1,37 +0,00 61,37 + 18,66 0,84+ 0,26
odpadni glycerol = 3,59 + 0,14 0,67+0,05 | 43,36+ 4,02 0,29 + 0,01

nafta - neroste neprodukuje neprodukuje

Rod H. organivorans tvofil pii vysSich koncentracich biomasy zna¢né mnozstvi

biofilmu. Kultivaci kultury na odpadnim glycerolu vSak nevzniklo velké mnozstvi biomasy

a mnoZzstvi biofilmu bylo téméf zanedbatelné. Tento aspekt mohl mit vliv na absorbanci.
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Graf 3 — srovnani glukozy, galaktézy, kuchynského odpadu a odpadniho glycerolu s ohledem
na rist kultury a biotechnologickou produkci PHB

Glycerol tvoii pro buniky agresivni prostedi. Odpadni glycerol je navic zne€istén jinymi
organickymi latkami, které mizou plsobit inhibi¢né vici ristu bunék. Kuchyiisky odpad je
odpad potravinového plvodu, proto bude ve srovnani s odpadnim glycerolem vhodnéjSim
substratem pro rist mikroorganizmii, a tedy i vhodnéjSim substraitem pro tvorbu PHB.
S ohledem na obsah PHB v gramech na litr jsou vSak tyto vysledky zna¢né€ neuspokojivé. Nafta
je bohata na nepolarni uhlovodiky a latky plsobici nepfiznivé na buniky, vysledek kultivace
baktérii na nafté proto neni prekvapujici.

Vysledky kultivace tfetiho bloku dokazuji, ze jednoduché monosacharidy jsou
vzhledem ke kultivaci a produkci PHB mnohem lepSim substratem neZ produkty rGzného
chemického primyslu. Zaroven je mozné pozorovat vy$si mnozstvi vyprodukovaného PHB
na stejné mnozstvi biomasy v pfipad€ glukozy a galaktdozy. Metabolizmus galaktézy bude
ziejmé vyzadovat vét§i mnozstvi minerdlnich latek, coz bude vézt k rychlejsi spotiebé téchto
latek z média, a tim i k intenzivnéj§i produkci pseudosekundarnich metabolitd. Tento jev je
mozné pozorovat v Grafu 4, ktery zobrazuje praimérné koncentrace biomasy a PHB ze vSech
provedenych kultivaci.
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Graf 4 — srovnani primeérnych hodnot koncentraci biomasy, resp. PHB u vybranych substratii

Galaktoza vykazuje nejen nejvyssi produkei PHB, ale také jsou jeji vysledky nejvice
reprodukovatelné (viz Graf 4). Vysledky kultivaci, resp. produkci na galaktéze jsou tedy
nejspolehlivéjsi. Na druhé stran¢ vysledky kultivaci na odpadnim kuchyiiském substratu jsou
evidentné nespolehlivé a neopakovatelné. Tento substrat je nevhodny pro dal$i pouziti.
Pro dalsi experimenty byla pouzivana glukéza, a to z divodu lepsi srovnatelnosti vysledki

(byla pouzita ve vSech dosavadnich experimentech jako referen¢ni vzorek).

4.3.2 Optimalizace osmotické sily produk¢éniho média
Osmotickd sila je dulezitym faktorem ovliviiyjicim rist mikroorganizmi. Vysoka

koncentrace chloridi je pro optimalni rozvoj halofilnich mikroorganizmi kli¢ovd a rod
Halomonas organivorans je typickym zastupcem této skupiny mikroorganizmd.
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Tabulka 7 — vysledky kultivaci a produkci PHB na médiich s riiznymi koncentracemi soli

NaCl [g/l] ODs3o [-] Biomasa [g/l] PHB [%0] PHB [g/1]
20 - neroste neprodukuje neprodukuje
40 26,47 + 0,44 4,30 + 0,06 77,13 +5,27 3,32+0,18
60 33,52 + 1,06 557+0,13 83,41 £ 0,10 4,65+0,11
80 31,37 £ 0,56 5,24 +£0,01 82,98 £ 2,03 4,34+0,11
100 29,78 + 0,18 4,62 + 0,08 88,17 + 0,97 4,07+0,12

V Tabulce 7 je mozné pozorovat vliv zvySujiciho se osmotického tlaku na halofilni
bakterie H. organivorans. Vysledky méfeni zakalu jsou analogické vysledkim analyzy pomoci
plynové chromatografie. Optimalni rist a produkce biopolymeru lze pozorovat v piipadé
koncentrace soli 60 g/1, proto byla tato koncentrace pouzita v nasledujicim experimentu.
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Graf 5 — grafické zndazornéni vysledkii optimalizace osmotické sily

Médium s obsahem chloridi 20 g/I pfedstavuje absolutné nevhodné prostiedi pro rozvoj
zkoumanych halofilti. Dvojnasobny obsah soli (40 g/l) je potad nevyhovujici k produkci
biopolymeru. Na druhé strané koncentrace NaCl 100 g/l v produk¢énim médiu zptisobuje mirny
pokles ve srovnani s koncentraci 80 g/l. Vyssi osmoticky tlak jiz plisobi na buniky inhibi¢né.
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4.3.3 Kaultivace bakterii a produkce PHA po pridavku prekurzora 3HV

Jiz malé mnozstvi komonomeru 3-hydroxyvaleratu v bakterialnim polymeru vyznamné
zlepSuje jeho fyzikdlni vlastnosti, které v souCasnosti predstavuji nejvétsi bariéru v jeho
komerénim vyuziti. Kopolymer P(3HB-c0-3HV) v§ak rodem H. organivorans neni produkovan
kultivaci na béznych substratech. Pridavek prekurzorit 3HV by teoreticky mohl pomoci
produkci kopolymeru.

Jako zakladni zdroj uhliku v médiich byla pouzita glukéza. Piestoze rust kultury
i produkce PHB byly pfiznivéj$i na galaktoze, dostupnost galaktozy v piirodé je nizsi
nez dostupnost gluk6zy. Navic glukdza byla pouzita pii vSech dosavadnich experimentech jako

referencni vzorek. Dale také cena Cisté galaktozy je fadove vyssi.

Tabulka 8 — vysledky kultivace a produkce kopolymeru PHBV vyuZitim prekurzori
3-hydroxyvaleratu

Prekurzor ODs3o [-] Biomasa [g/l] = PHA [%] PHA [g/l] PHV [%]

propionat 18,92 + 0,37 327+0,16 | 89,82+7,24 | 2,94+0,38 0
valerat 9,17 +0,18 1,77+0,01 82,63+0,60 | 1,46 +0,02 0
levulat 9,17+0,18 2,07+0,07 | 81,74+4,06 1,69+0,03 0
Zadny 33,60 + 0,38 533+0,05 | 75,17+5,02 4,00+0,30 0

Z vysledkt kultivace a produkce PHA po ptidavku prekurzorti 3-hydroxyvaleratu je
ziejmé, Ze pridané prekurzory nebyly pro poZzadovany ucel spotfebovany, a tudiz mohli ziistat
vmédiu a ovlivnit absorbanci. Vysledky méfeni absorbance vykazuji stejny trend,
jako vysledky méfeni koncentrace biomasy a PHB.

Produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) rodem H. organivorans pomoci propionatu
sodného, kyseliny valerové ani kyseliny levulové neni mozna. K castecné produkci PHV
nepomohl ani pifidavek téchto prekurzort 3-hydroxyvaleratu. Avsak piidavkem propionatu
doslo k pozoruhodnému zvySeni produkce PHB. Tento d&j je mozné pozorovat v Grafu 6. Zda
se, Zze bakterie H. organivorans disponuje efektivnim metabolizmem umoziujicim konverzi
propionyl-CoA na acetyl-CoA, ktery se nasledné viadi do homopolymeru PHB. V tad¢ bakterii
plni tuto funkci 2-methylcitratovy cyklus. Vzhledem k tomu, Ze aktivita této drdhy brani
produkci kopolymeru, nabizi naSe vysledky namét pro genetické inZenyrstvi bakterie
H. organivorans. Je mozné piedpokladat, Ze uspésna delece 2-methylcitrat syntazy, piipadné
jiného genu kodujici enzymy vyse uvedené metabolické drahy by umoznila efektivni produkci
zadaného kopolymeru P(3HB-co-3HV).
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Graf 6 — vysledky kultivaci v prostredi prekurzorit 3-hydroxyvaleratu

Ptidavek propionatu evidentné inhibuje riist biomasy a i kdyZ je propionat prekurzor
3-hydroxyvaleratu, podporuje tvorbu homopolymeru PHB. Doslo k relativnimu zvySeni
produkce PHB vzhledem k obsahu biomasy. Je tedy zfejmé, Ze propionat indukuje tvorbu
biopolymeru a tim omezuje utilizaci glukozy pro rozvoj kultury.
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5 ZAVER

Tato prace byla zaméiena na tvorbu optimalniho prostiedi pro rtst halofilnich bakterii
Halomonas organivorans a biotechnologickou produkci bakterialnich polyhydroxyalkanoati.
Pro tento ucel byly testovany rizné komerc¢ni substraty nebo vybrané odpadni produkty jakoZzto
zdroj uhliku. Optimalizovana byla také osmoticka sila produkéniho média, ktera je pro halofilni
mikroorganizmy zasadnim faktorem ovlivilujicim jejich rozvoj. Se zamérem zlepSeni
fyzikélnich vlastnosti bakterialniho polymeru byly pfi kultivaci ptidany do média prekurzory
3-hydroxyvaleratu. Obecnou logikou experiment bylo zvySeni vytéznosti produkce, shizeni
jeji nakladu a zlepSeni vlastnosti finalniho produktu.

» Vstupni branou do experimentalni ¢asti bylo vyhledani genu phaC koédujiciho
PHA-syntazu, ktery je zakladnim piedpokladem pro metabolizmus PHA. Gen byl
nejprve amplifikovan metodou multiplex PCR a nasledn¢ detekovan pomoci
agarozové elektroforézy. Zaroven byl amplikon phaC genu osekvenovan a bude
viazen do vznikajici banky sekvenci phaC gent halofilnich bakterii.

» Extracelularni lipolyticka aktivita byla dokazovéana se zamérem provedeni dalSich
experimentt, ve kterych byl pouzit kuchynsky odpad jako jeden ze zdrojt uhliku
a energie. Agar Spirit Blue byl v okoli kultur béhem nékolika hodin odbarven, a to
potvrdilo produkei extracelularnich lipaz.

» Kultivace bakterii na glukoze a kuchynském odpadu ukazala, ze glukdza je
vyrazné lep$im substratem k produkci polyhydroxybutyratu nez odpad bohaty
na lipidy. Z toho divodu bylo piedpokladano, Ze sacharidy piedstavuji lepsi zdroj
uhliku pro tvorbu bakterialnich polyestert.

» Produkce polymeru na sacharidech projevila vysokou vytéznost, v nékterych
pfipadech bylo dosazeno 80 az 90 % obsahu PHB v bunkéch. Bylo dosazeno také
zna¢ného mnoZstvi biomasy, proto byl obsah polymeru na litr média vysoky.
Piekvapujici rist a produkce vykazovala kultura na galaktdze, mandze a sachar6ze
coz naznacuje, ze by testovany bakterialni kmen mohl byt vyuzit k produkci PHA
na odpadni kavové sedliné nebo melase. Zajimava byla neschopnost kultury
Stépeni laktézy na monosacharidové jednotky. Bakterie také nedokézali utilizovat
arabinozu a slaby rast byl pozorovan na xyloze. Tyto vysledky vyluéuji moznost
pouziti odpadni syrovatky nebo lignocelul6zovych materiali bohatych na pentozy.

» Bé&Zné odpadni materialy pfedstavuji problém pro rust H. organivorans, coz se
negativné projevuje také na produkci PHB. Obecné vhodnéjsi substraty
pro biotechnologickou produkci polymeru vyuZzitim tohoto rodu jsou sacharidy.
To predurc¢uje H. oranivorans k produkci biopolymeru spi§ na potravinaiskych
odpadech nez na jinych odpadnich produktech. Pfikladem takového substratu
muze byt vyslazend cukrovéd fepa nebo titina bohatd na sachar6zu. Absolutné
nevhodnym zdrojem uhliku pro pouzitou bakterii je nafta.

» Optimalni koncentrace soli pro halofilni bakterii H. organivorans s ohledem
na rist a produkci PHB byla 60 g /I NaCl. Podobné vysledky obsahu biomasy
a PHB byly dosazZeny také pti koncentraci soli 80 g/1.
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» Pridavek propionatu, kyseliny valerové nebo kyseliny levulové do produkéniho
média jakozto prekurzoru 3-hydroxyvaleratu neumoznil produkci kopolymeru
P(3HB-c0-3HV). Doslo vsak ke zvySeni procentualniho obsahu PHB. Tyto
prekurzory mirn€ zpomaluji rast kultury, ale indukuji tvorbu zasobniho polymeru.

» Zlepseni fyzikalnich vlastnosti bakterialniho PHB modifikaci dal$im typem
monomeru pomoci halofilnich baktérii H. organivorans ma potencialni prostor
pro vyvoj protoZe existuje fada dalSich prekurzort 3-hydroxyvaleratu, které v této
praci nebyly pouzity. Dale také 3-hydroxyvalerat neni jedinym monomerem, jehoz
ptitomnost v fetézci biologickych polyesterti zlepSuje jejich fyzikalni vlastnosti.
Proto jsou pro zatraktivnéni polyhydroxyalkanoati a motivaci riznych odvétvi
prumyslu k jejich komerénimu vyuziti pozadovany dalsi experimenty.
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P(3HB-co-3HV)
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PP

3HH
P(3HB-c0-3HH)
3HO
P(HB-co-HO)
NADP
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NAD

NADH

TCA cyklus

Gly

6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat (obecn¢)

polyhydroxyalkanoaty s kratkymi fetézci monomert
polyhydroxyalkanoaty se stiedné dlouhymi fetézci monomera
3-hydroxyalkanodaty s kratkymi fetézci monomert
3-hydroxyalkanodty se stfedn¢ dlouhymi fetézci monomert
3-hydroxybutyrat

poly-3-hydroxybutyrat

4-hydroxybutyrat

poly-4-hydroxybutyrat
poly-3hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat
3-hydroxyvalerat

poly-3-hydroxyvalerat

polypropylen

3-hydroxyhexanoat
poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat
3-hydroxyoktanoat
polyhydroxybutyrat-co-hydroxyoktanoat
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

koenzym A

nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
citratovy cyklus

glycin
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8 PRILOHY

H. organivorans — sekvence genu phaC

CAACAAGTACTATATTCTCGACCTGCGCCAGGACAACTCGCTGGTGAAGTG
GCTGGTGGACCAGGGGCACACCGTGTTCCTGATTTCCTGGCGCAACCCCGGLCCCC
GAACAGCGTGACCTGACCTGGGCCGACTACATGCAGCTTGGGCCGATCAGCGCC
ATGGAGGCCATCGAGCAGGCCACCGGCGAAAAGTCGGTCAACCTGCTGAGCTAT
TGCGTCGGCGGTACCCTGGCCGGCTCCACGGTGGCCTACCTGACCAGCACCCGGC
GCGGGCGCAAGATCAAGTCGGCGACCTACATGACCAGCCTGTGGGACTTCCGCG
ATCCCGGCGAGATCGGCGTTTTCCTCGGTGAACCGGTTCTCAAGGGCATCGAGGC
CAAGCTCGAGCAGGACGGCTACCTGGACGGCCGGGTCATGGCCTACTCCTTCAAT
CTGCTGCGCGAGAACGACCTCTTCTGGTCCTTCTACATCAACAACTACCTCAAGG
GCGACGTGCCCGCGCCCTTCGA
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