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ABSTRAKT

Diplomova préca sa zaoberd optimalizdciou biotransformécie kyseliny ferulovej na senzoricky
aktivne latky a produkciou P3HB pomocou baktérie Schlegelella thermodepolymerans. Boli
prevedené kultivacné experimenty, v ktorych bola pouzitd kyselina ferulova o roznej
koncentrécii a boli vyuzité Styri kmene baktérie Schlegelella thermodepolymerans. Pozornost
sa venovala modelovému kmeniu DSM 15344 pri ktorom bola vykonand aj bioinformaticka
analyza génov kodujice enzymy, ktoré katalyzovali biotransformacné reakcie kyseliny
ferulovej. Pomocou HPLC boli sledované metabolity kyseliny ferulovej, konkrétne senzoricky
aktivne latky ako vanilylalkohol, kyselina vanilovd, vanilin a 4-vinylguaiacol.
S. thermodepolymerans DSM 15344 preukazala vel'mi rychlu utiliz4ciu kyseliny ferulovej uz
v priebehu 8 hodin kultivicie. NajvysSie vytazky metabolitov kyseliny ferulovej boli
detegované v Case 8 az 24 hodin v zavislosti na pociato¢nej koncentracii kyseliny ferulove;j.
Hlavnymi metabolitmi kyseliny ferulovej bola kyselina vanilova a vanillylalkohol. NajvysSia
koncentracia kyseliny vanilovej bola detegovana v 16. hodine za vyuzitia kyseliny ferulove;j
o pociatocnej koncentracii 0,5 g/l. K najvysSiemu vytazku vanilylalkoholu doslo v ¢ase 8 hodin
pri kyseline ferulovej o pociatocnej koncentracii 0,75 g/l. Okrem biotransformdcie kyseliny
ferulovej bolo zaznamené aj vyprodukované mnozstvo P3HB pomocou GC-FID. Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 vyprodukovala najvyssie mnozstvo P3HB v ¢ase 72 hodin
pri najnizsej pociatocnej koncentracii kyseliny ferulovej (0,25 g/l). V ramci bioinformatickej
analyzy bola pomocou dostupnych databdz a nastroju BLAST potrvdena pritomnost’ jedného
génu fcs, to vSak nestacilo na zostrojenie kompletnej metabolickej drahy kyseliny ferulove;j
baktériou S.thermodepolymerans DSM 15344,

KLUCOVE SLOVA

kyselina  ferulovd, kyselina vanilovd, vanilylalkohol, vanilin, 4-vinylguaiacol,
biotransformacia, Schlegelella thermodepolymerans, P3HB



ABSTRACT

The diploma thesis deals with the optimization of the biotransformation of ferulic acid into
sensory active substances and production of P3HB by bacterium Schlegelella
thermodepolymerans. Cultivation experiments were performed in a medium with various
concentrations of ferulic acid. Four bacterial strains were used for these experiments. Attention
was paid to the model strain DSM 15344, in which a bioinformatic analysis of genes encoding
enzymes, that catalyzed the biotransformation reactions of ferulic acid was also performed.
Ferulic acid metabolites, specifically sensory active substances such as vanillyl alcohol, vanillic
acid, vanillin and 4-vinylguaiacol, were measured by HPLC. S. thermodepolymerans DSM
15344 exhibited a very fast utilization of ferulic acid already within 8 hours of cultivation. The
highest yields of ferulic acid metabolites were detected between 8 and 24 hours depending on
the initial concentration of ferulic acid. The main metabolites of ferulic acid were vanillic acid
and vanillyl alcohol. Vanillic acid reached the highest concentration in 16 hours in the presence
of ferulic acid at initial concentration of 0.5 g/l. The highest yield of vanillyl alcohol occurred
in 8 hours with ferulic acid at initial concentration of 0.75 g/I. In addition to biotransformation
to ferulic acid, the amount of produced P3HB was also measured by GC-FID. Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 produced the highest amount of P3HB at
72 h at the lowest initial concentration of ferulic acid (0.25 g/l). Within the bioinformatic
analysis, the presence of one fcs gene was confirmed using the available databases and the
BLAST tool, but this was not enough to construct the complete metabolic pathway of ferulic
acid by the bacterium S. thermodepolymerans DSM 15344.

KEYWORDS

ferulic acid, vanillic acid, vanillyl alcohol, vanillin, 4-vinylguaiacol, biotransformation,
Schlegelella thermodepolymerans, P3HB
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1 UVOD

Potravinarsky a pol'nohospodarsky priemysel sa vzhl'adom na rasticu populaciu neustale
technologicky vyvija. Polnohospodarsky a potravinarsky sektor musi kvoli zvySujucemu
dopytu po potravinach smerovat k industrializicii a nad’alej zlepSovat’ technologie spojené
s vyrobou. Zavedenie industrializicie ale spdsobuje vyslednud tvorbu odpadu, ktory predstavuje
vyznamnu environmentalnu vyzvu. Viac§ina odpadov produkovanych agropotravinarskym
priemyslom ma vysoky obsah zivin a pokial odpady nie su dostatocne spracované tak mozu
tvorit’ zivni podu pre Skodlivé mikroby, ktoré maju negativny vplyv na rodnost’ pody. Odpady
z potravinarskeho priemyslu obsahuju ale aj rozne latky, ktoré je mozné valorizovat’, napriklad
na produkciu d’alSich latok s pridanou hodnotou pomocou mikroorganizmov.

V sucasnosti sa zdoraziuju koncepty ,,biohospodarstva“ a ,biorafinérie”, priCom odpady z
jedného odvetvia moézu sluzit' ako surovina pre iné odvetvie. Komercna vyroba niektorych
cennych latok je spojena okrem negativneho dopadu na zivotné prostredie aj s vysokymi
finan¢nymi narokmi a preto ,,zelena” vyroba tychto latok vyuzitim odpadovych surovin sa stava
Coraz atraktivnejSou moznostou.

Mnohé odpady vznikajice v agropriemysle maji lignocelulézovy charakter, ktoré vo
vSeobecnosti obsahuji lignin a maji vysoky obsah polysacharidov, ako je celuléza
a hemicelul6za. Okrem toho, obsahuju aj d’alSie ziviny, ako st proteiny, lipidy, pektin a
polyfenoly. Jednym spdsobom vyuzitia lignocelulézového odpadu na biosyntézu produktov
s pridanou hodnotou je proces biotransformacie. Biotransfomacia je proces, ktory vyuziva
enzymy na uskuto¢nenie jedno alebo viac stupfiovych premien jednej latky na druhti. Vhodnou
zliceninou na biotransformaciu moze byt kyselina ferulova, ktora je fenolovou kyselinu
spomedzi  fenolovych zluCenin nachadzajucich sa v lignocelulézovom odpade.
Biotransforméaciou kyseliny feulovej je mozné ziskat rozne latky s pridanou hodnotou vritane
senzoricky aktivnych latok ako vanilylalkohol, kyselina vanilovd, vanilin a 4-vinylguaiacol,
ktoré su velmi cennymi zluCeninami v potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom
priemysle.

STubnymi kandidatmi na premenu kyseliny ferulovej su napriklad termofilné baktérie, ktoré
pomocou svojich enzymov st schopné metabolizovat’ kyselinu ferulovi na iné latky s pridanou
hodnotou. Touto mikrobialnou transformaciou by bolo mozné vyprodukovat senzoricky
a biologicky aktivne latky efektivnejsim sposobom vyuzitim kyseliny ferulovej ako fenolovej
zliceniny lignocelulozového odpadu a predist tak enviromentalnym a ekonomickym
problémom. Okrem biotransformécie kyseliny ferulovej si viaceré termofilné baktérie aj
schopné produkovat biodegradabilny materal poly-3-hydroxybutyrat, ktory by mohol byt
ndhradou konvecnych plastov. Zamerom tejto diplomovej prace je preto optimalizovat
podmienky produkcie senzoricky aktivnych latok premenou kyseliny ferulovej a produkcie
P3HB pomocou termofilnej baktérie Schlegellela thermodepolymerans.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Termofilné baktérie

Termofilné baktérie su schopné rastu pri teplotach vysSich ako 40 °C s optimalnymi
podmienkami na rast pri teplotich najmenej 50-55 °C. Vyskytuji sa v termalnych pramenoch
(Obrazok 1), sopecnych néleziskach a taktiez v komposte. Vyskyt termofilnych organizmov
v zmienenych lokalitdich je zavisly na roéznych faktoroch, ako je teplota, pH a hladina
rozpusteného sirovodika. Termofily sa d’alej delia na extrémne termofily s optimalnou teplotou
rastu 60-80 °C a hypertermofily s optimdlnou teplotou rastu 80—110 °C. Dalej sa delia na gram-
pozitivne a gram-negativne termofily, kde hlavnym rozdielom medzi G+ aG-
mikroorganizmami je to, ze gram-pozitivnym baktéridm chyba vonkajSia membrana, ale su
obklopené vrstvami peptidoglykdnu, ktoré si mnohondsobne hrubsie ako u gram-negativnych
baktérii. Typickym zdstupcom gram-negativnych termofilov je rod Thermus au gram-
pozitivnych to je napriklad rod Caldicellulosiruptor. A nakoniec sa delia na baktérie schopné
rastu za anaerObnych alebo aerébnych podmienok a niektoré moézu tvorit spory.
K sporotvornym termofilnym baktériam patri rod Bacillus, Clostridium, a Moorella [1, 2, 3, 4].

Sucast'ou termofilnych baktérii su ich vyznamné enzymy vd'aka ktorym je mozné katalyzovat
reakcie v priemysle pri zvySenych teplotach (napriklad pri vyrobe paliv a inych chemikalii).
Reakcie pri zvySenej teplote prinaSaju mnoho vyhod ako nizka pravdepodobnost’ kontaminacie,
vacsia rozpustnost’ substratov, co je spojené s niz§imi nakladmi na vyrobu [1, 2].

Na druhu stranu existuju aj termofilné baktérie, ktoré su neziaduce vo vyrobe v potravinarskom
priemysle; su to napriklad baktérie rodu Streptococcus, Lactobacillus a Enterococcus, ktoré su
odolné nie len voci vysokej teplote ale aj voci silnym kyselinam. Vdaka ich odolnosti preziju
pasterizaciu a mozu rast’ v okyslenom prostredi spojenom s vyrobou mlie¢nych vyrobkov, kde
pri teplote nad 40 °C mdzu spdsobovat’ kontaminaciu [5, 6].

Obrdzok 1: Termdlny pramen ako ndlezisko termofilnych baktérii [7]

2.1.1 Schlegelella thermodepolymerans

Rod Schlegelella patri fylogeneticky do S-podtriedy Proteobaktérii, pricom typovym druhom
je Schlegelella thermodepolymerans. Baktérie rodu Schlegelella boli pomenované na pocest
priekopnika vyzkumu polyhydroxyalkonodtov (PHA) H. G. Schlegela. Jednd sa o gram-
negativne aerébne termofilné baktérie v tvare tyCinky bez schopnosti tvorit spory. Teplotny
rozsah pre rast je 40—60 °C, s optimom okolo 50 °C [8].
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2.1.1.1 Charakteristika baktérie Schlegelella thermodepolymerans

Rod Schlegelella nebol doposial’ cely rozsiahlo preStudovany a preto ¢ast’ charakteristiky druhu
thermodepolymerans je zalozena napriklad aj na udajoch ziskanych pre kmene K14T a DhA-
71 zo studie Elbanna a spol.: Bunky su 1,0-2,8 mm dlhé, 0,5-0,6 mm §iroké a si pohyblivé
pomocou polarnych monotrichnalnych bi¢ikov. Kmene dobre rastii na komplexnych médiach
pri 45-50 °C. Kolonie su biele a hladké, s konvexnym vyvySenim, celymi okrajmi a maslovou
textarou, bud’ nepriehl'adnou alebo priesvitnou. Rozsah pH pre rast je 6—9 s optimom pri pH 7.
Kmene st schopné utilizovat’ kyselinu dehydroabietovu, glukonat, laktat, 3-hydroxybutyrét,
valerdt a poly(3-HB) [8].

2.1.1.2 Schlegelella thermodepolymerans ako producent polyhydroxyalkonoatov

Vyzkum S. thermodepolymerans je zamerany aj na jej produkciu polyhydydroxyalkanodtov.
PHA je biodegradabilny polymér, ktory patri k najsl'ubnejsim kandidatom na riesenie
ekologického problému sposobeného velkym mnozstvom konvenénych syntetickych plastov.
PHA su produkované mikroorganizmami pri nadbytku uhliku a obmedzeného mnozstva
esencialnych zivin (dusik, fosfor, hor¢ik alebo sira), ktoré potrebuji na ukladanie energie. PHA
su produkované v cytoplazme vo forme vo vode nerozpustnych grandl (Obrazok 2). PHA
pomaha mikroorganizmom prezit v podmienkach environmentalneho stresu a je kIi¢ovym
mechanizmom ich prezitia. Pocas hladovania pritomnost PHA chrani bunkové zlozky ako RNA
a taktiez ma potencialne ochranné mechanizmy pre bakteriadlne bunky, ked’ si vystavené mrazu
a rozmrazovaniu, osmotickym Sokom, oxidacnému tlaku, vysychaniu, prisunu H2O>, tazkym

kovom a UV ziareniu [9].
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Obrdzok 2: Snimok PHA granuli v baktérii Cupriavidus necator z TEM [10]

2.1.1.3 Geném baktérie Schlegelella thermodepolymerans

Schlegelella thermodeplymerans bola povodne skimana pre svoju schopnost degradovat
extracelulirne PHA materidly ako napriklad kopolyméry 3-hydroxybutyrdtu a 3-
merkaptopropiondtu. Vyskum je v su€asnosti uz zamerany skor na schopnost’ tejto termofilne;j
baktérie produkovat PHA s optimalnou teplotou rastu 55 °C, ktora znizuje riziko kontamindcii
pocas PHA syntézy. Z vysledkov prace Ing. Kourilovej a kol. bol prekvapivo najvyssi vytazok
ziskany na xyloze ako zdroji uhliku, ¢o bol prekvapivy objav, pretoze obvykle byvaju vyssie
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vytazky na Sestuhlikatych sacharidoch. Vysledky naznacuju, ze S. thermodepolymerans ma
jedine¢ny metabolizmus xylozy, pretoze xyloza sa vyuziva prednostne s najvysSou mierou
spotreby v porovnani s inymi cukrami. V genéme S. thermodepolymerans DSM 15344, sa
nachddzal unikatny domnely xyl operdn pozostavajuci z génov zodpovednych za vyuzitie
xylozy a tiez bol identifikovany jej transportér, co je unikatna vlastnost medzi producentami
PHA. Baktéria je schopnd biosyntézy kopolymérov obsahujicich 3-hydroxybutyratové a tiez
3-hydroxyvalerdtové podjednotky. Teda S. thermodepolymerans sa zda byt slubnym
kandiddtom z termofilnych baktérii na produkciu PHA zo substratov bohatych na xylézu [11,
12, 13].

V d’alSom vyznamnom ¢lanku Ing. Musilovej a kol. bola predstavend prva kvalitnd kompletna
sekvencia gendému baktérie Schlegelella thermodepolymerans, ktora je v sucasnosti
referen¢nou sekvenciou pre druhy S. thermodepolymerans v GenBank databaze. Bol anotovany
genom, bola predpovedana §truktira operonu a bola hl'adana profagova DNA a CRISPR polia.
Dizka genému je 3 858 501 bp a obsahuje celkovo 3 650 génov rozdelenych na 1 729 operénov.
Vicsina génov su protein kodujuce sekvencie (CDS). Obsah GC (podiel guanino-cytosinového
komplementarneho paru) dosiahol hodnotu 70,28 %, €o je viac ako priemer pre gramnegativne
baktérie. Splnila vSak ocakévania, nakolko zodpovedala hodnota 70,3 % predtym
publikovanych navrhov genomov. Vysoky obsah GC mdze suvisiet s adaptaciou baktérie do
prostredia s vysokou teplotou. Aj ked’ len single kopie génov rRNA boli detegované v navrhoch
gendmov S. thermodepolymerans DSM 15344, iplny geném sekvencie obsahuje 5S, 16S a 23S
rRNA gény v duplikdtoch. Okrem toho sa képie génov 16S a 23S rRNA liSia v troch a jednej
pozicii, ¢o znamena, ze informacie su uzitocné pre buducu identifikaciu S. thermodepolymerans
v Studii metagenomike a kvantifikacii jeho mnozstva v mikrobiologickej §tudii zalozenej na
sekvenovani amplikénov [12].

2.1.2 Schlegelella aqautica

Dalsim skamanym druhom rodu Schlegelella bola baktéria Schlegelella agautica, ktord bola
izolovand z termalneho pramena v oblasti Tainan, v juznom Taiwane pod vedenim Choua
akol. Kmen wcflT rastol dobre v aerébnych podmienkach v komplexnych médiidch so
znizenou koncentraciou zivin. Pri poskytnuti vys§sich koncentracii zivin bol rast pomerne slaby.
Kmen weflT vytvoril viditeI'né, krémové alebo biele kruhovo a konvexne tvarované kolonie s
celymi okrajmi. Vel'kost kolonie bola priblizne 1,0-1,5 mm v priemere na 10% LB agarovych
platniach po inkubacii pocas 48 hodin pri 55 °C. Kmeni wcflT réstol dobre pri teplote v
rozmedzi od 30 °C do 60 °C a od pH 6 do 8. Optimalny rast nastal pri 50 °C a pH 7. Kmen
wcflT po 120 hodinéch inkubécie pri 50 °C pri anaerébnych podmienkach uz nad’alej nerastol
[14].

Bunky kmena wcflT boli identifikované ako gramnegativne ty€inky, pohyblivé polarnymi
bicikmi, netvoriace spory, s velkostou 0,4-0,5 mm v priemere a 0,8—2,0 mm na dlzku. Poly-4-
hydroxybutyratové granule boli pozorované po farbeni ¢iernym Sudanom [14].

V préci Choua a kol. bola ziskana takmer uplna sekvencia génu 16S rRNA (1419 nt) pre kmen
wcflT. Porovnanie poradia so zastupcami rodov zaradenych do Betaproteobaktérii ukazali, ze
organizmus spadol do evolu¢ného rozdelenia obsadené rodom Schlegelella (obr. 3). Podl'a
vypoctov podobnosti sekvencii organizmus bol najviac podobny spominanému kmeriu
S. thermodepolymerans K14T (97-98% podobnost’), kmeiiu DhA-71 (97-98% podobnost’) a
inymi. Urovef podobnosti kmetiu wcflT s inymi bakteridlnymi druhmi s platne publikovanymi
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menami v rdmci Betaproteobaktérii bolo menej ako 95 %. V experimentoch bola pre cely
genOm pouzitd metdda hybridizacie DNA-DNA, ktora je zalozena na denaturacii a renaturdcii
DNA. Kmen wcflT vykazoval relativne nizku DNA-DNA hodnotu pribuznosti (45%) s
S. thermodepolymerans K14T, €o jasne naznauje, ze kmen wcflT predstavuje novy druh
baktérie rodu Schlegelella [14].

Cupriavidus taiwanensis LMG 19424’ (AF300324)
Chitinimonas taiwanensis cf ' (AY323827)

[ Comamonas testosteroni ATCC 11996" (M11224)
100 Delftia acidovorans ACM 489" (AF078774)

Tepidimonas aquatica CLN-1" (AY324139)
100 t Tepidimonas taiwanensis 11-17 (AY845054)
63 Tepidimonas ignava SPS-1037" (AF177943)

Caldimonas taiwanensis Onl” (AY845052)
100 '— Caldimonas manganoxidans JCM 10698" (AB008801)

Schlegelella aquatica wefl' (DQ417336)
68 - Schlegelella thermodepolymerans K14 (AY152824)
99 Schlegeiella thermodepolymerans SA8 (AY538708)
100 || Schlegelella thermodepolymerans SA1 (AYS538707)
s3 |y Schlegelella thermodepolymerans DhA-71 (AF125876)
56-Schlegelella thermodepolymerans N2-680 (AJ512945)
- Aquabacterium parvum B6' (AF035052)
64 : .-lquuhm'lv(ium ('ilruliphilulil BJT (AF035050)
97 Aquabacterium commune B8 (AF035054)
I ldeonella dechloratans CCUG 308987 (X72724)

r Azohydromonas lata |AM 125997 (D8R007)
75— Rubrivivax gelatinosus ATCC 170117 (D16213)

- Leptothrix mobilis Feox-1" (X97071)
Leptothrix cholodnii CCM 1827 (X97070)
————————— Roseateles depolymerans 61 A’ (AB003623)

Leptothrix discophora ATCC 43182" (L33975)
Sphaerotilus natans 565 (Z18534)

o8

99

66

Obrdzok 3: Fylogenetickd analyza zaloZend na génovych sekvencidch 16S rRNA dostupnych
od GenBank/EMBL/DDBJ (pristupové cisla su uvedené v zdtvorkdch) skonstruované po
viacndasobnom zarovnani iidajov ukazujucich polohu kmesia wef1T v rode Schlegelella [14]

2.1.2 Vyuzitie termofilnych baktérii v biotechnoldgiach

Okrem vyuzitia termofilnych baktérii na syntézu biodegradovatel'nych polymérov PHA maju
termofily potencidl aj na iné aplikdcie v biotechnolégiach a inych odvetvi. Prikladom moze byt
DNA polymerdza baktérie Thermus aquaticus alebo zlepSenie antioxidaCnej aktivity
fenolovych latok pomocou Streptococcus thermophilus, ¢im sa budi zaoberat nasledujuce
podkapitoly [15, 16, 17, 18].

2.1.2.1 Taq DNA polymeraza

Jednym z prikladov vyuzitia termofilnych baktérii v biotechnoldgiach je geneticky upravena
DNA polymerdza baktérie Thermus aquaticus, takzvand Taq DNA polymerdza. Vyzkum Taq
DNA polymerazy znacne zjednodusuje postup PCR (polymerazova retazova reakcia), pretoze
uZ nie je potrebné dopliiat’ enzymy po kazdom cykle PCR. Pouzitie Taq DNA polymerazy pri
vysokych teplotach zihania a predlZovania zvysuje $pecifickost, vytazok a dizku produktov,
ktoré mozu amplifikovat, a tak zvySuje citlivost PCR pre detekciu vzacnych ciel'ovych
sekvencii. V §tadiit M. A. Innisa a kol. bolo dokazané, ze Taq DNA polymeraza je rychla a
vel'mi efektivna. V tejto Studii Slo o predlzovanie priméra hybridizovaného v jednovldknovej
DNA s ekvimolarnym mnozstvom Taq DNA polymerazy. Do 2 minut pri 70 °C bol replikovany
cely 7,25-kilobazovy templat; to zodpoveda rychlosti predlzovania presahujucej 60 nukleotidov
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za sekundu. Taq DNA polymeraza si zachovala vyznamnu aktivitu pri nizSej teplote s
vypocitanymi rychlostami predlzovania 24—1,5-0,25 nukleotidov za sekundu pri 55 °C, 37 °C
a 22 °C. Pri 70 °C a podstatnom prebytku substrdtu (0,1: 1 moldrny pomer polymerdzy k
priméru) vigsina iniciovanych primerov bola tplne predizena pred opitovnou iniciaciou na
novom substrate primeru. Tieto vysledky dokazali, ze Taq DNA polymeraza je vysoko vykonna
a efektivna na sekvenovanie DNA [15, 16, 17].

2.1.2.2 ZlepSenie antioxidaénej aktivity fenolovych liatok termofilnymi baktériami

V studii Linga a kol. sa pokusili o zlepSenie antioxidacnej aktivity jujubového pyré (cicimek
¢insky) pomocou termifilnej baktérie. Na vyskum vplyvu fermentacie baktérii mliecneho
kvasenia na bioaktivitu plodu jujuby (konkrétne jujubového pyré) bola pouzitd baktéria
Streptococcus thermophilus. Analyzoval sa pocet zivotaschopnych bakterialnych buniek,
fyzikalne-chemické vlastnosti, fenolovy profil a antioxidacnd kapacita a skamala sa ich
koreldcia. Streptococcus thermophilus vykazoval vysoku rastovd kapacitu v jujubovom pyré a
vyznamne zvySsil celkovy obsah fenolov a aktivitu zachytavania 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
(DPPH) po 48 hodinich fermenticie. Vo fermentovanom jujubovom pyré bolo
identifikovanych 12 rozdielne metabolizovanych polyfenolov. Fenolové litky vykazovali
pozitivnu korelaciu so schopnostou zachytavat’ radikaly DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl).
Tato praca dokazala, ze fermentacia baktériou Streptococcus thermophilus moze byt G¢innou
metodou s velkym praktickym aplikaénym potencidlom na zlepSenie antioxidacnej aktivity v
jujubovom pyré modifikaciou mnozstva a kvality fenolového zlozenia [18].

2.2 Fenolové zluceniny

Fenolové zluCeniny vratane jednoduchych fenolov, fenolovych kyselin, derivatov kyseliny
hydroxyskoricovej a flavonoidov su bioaktivne latky vyskytujuce sa vo velkej miere v rdznych
typoch rastlin. Fenolové zluCeniny su najhojnejSim sekundarnym metabolitom rastlin
a zohravaju doélezitu ulohu pri raste a adaptdcii rastliny v ekosystéme. Fenolové zluCeniny
taktiez uzko suvisia so senzorickou a nutricnou kvalitou Cerstvej a spracovanej rastlinnej stravy
[19, 20, 21].

2.2.1 Vlastnosti fenolovych zlu¢enin

Fenolové zluceniny st spojené s priaznivymi u€inkami a to sa najmé jedna o ich antioxidacnu
aktivitu. Balasundram a kol., zhodnotili antioxida¢nu aktivitu, vyskyt a latentné pouzitie
fenolovych zlucenin v rastlinach a vedl'ajSich agropriemyselnych produktoch. Podrla tychto
sprav su hlavnymi zdrojmi fenolovych zlucenin v l'udskej strave ovocie a zelenina. Rastlinné
polyfenoly ako antioxidanty v potrave moézu chranit Tudské zdravie pred oxidaCnym
poskodenim a tym zohravaju dolezitu ulohu pri brzdeni roznych l'udskych choréb [20].

Mnohé §tadie uvadzaji vyhody fenolovych zlucenin, ako je ochrana pred starnutim pokozky,
protizapalové, antioxidatné a antiproliferativne vlastnosti. Okrem toho podporuja
metabolizmus sacharidov a lipidov, zmierfiuji hyperglykémiu, dyslipidémiu a inzulinova
rezistenciu, zlepSuju funkciu B-buniek, stimuluji sekréciu inzulinu, zmierfiuja oxidacny stres,
signdlne drahy citlivé na stres a zdpalové procesy [21].
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2.2.1.1 Antioxidac¢né vlastnosti fenolickych zliucenin

V mnohych studiach sa potvrdilo ze vyskyt rakoviny a kardiovaskularnych ochoreni je uzko
spojeny s nedostatkom prijmu ovocia a zeleniny, ktoré obsahuji fenolové latky nestce
antioxidacné vlastnosti. Existuju presvedCivé dokazy, ze rozvoj tychto chordb je spojeny
s poskodzujucimi u€¢inkami reaktivnych foriem kyslika, ako je superoxidovy vol'ny radikéalovy
anion, peroxid vodika, hydroxylovy radikal a singletovy kyslik. Tieto neziadice ucinky mdzu
byt potlacené doplnkom fenolovych zlacenin v strave [22].

NajaktivnejSia zluCenina plniaca rolu antioxidantu je t4, ktord ma viac ako jednu aktivnu
skupinu (napr. NH> alebo OH) v orto polohe. Aktivnou antioxidacnou fenolickou zluceninou
je napriklad katechol, ktory méa dve hydroxylové skupiny v orto polohe. Prvy retazec nesuci
peroxylovy radikdl bol zachyteny prenosom H-atomu z labilného fenolického O-H a druhy
reakciou s vyslednym fenoxylovym radikalom. Katecholy su schopné zachytit' dva peroxylové
radikdly nasledovne podl'a obrazka 4 [22, 23].

+ ROOH

+ ROO _____ o

H

+ ROOH

[ IDH O:O
OH 0O
o} 0
OH o

Obrdzok 4: Reakcny mechanizmus katecholu ako antioxidanta [23]

Vysoka antioxida¢na aktivita tejto zluCeniny je sposobena pritomnostou skupiny OH v polohe
1,2 v ich molekulove; S§truktare. Tato Struktirna vlastnost ma schopnost vytvarat
intramolekuldrne vodikové vizby (iHB). Atém H, ktory nie je zapojeny do tejto vizby, bude
potom vyvodeny vol'nymi radikalmi, o vedie k stabilnému fenoxy radikélu [23].

2.2.2 Biosyntéza fenolovych zlicenin

Pri syntéze fenolovych zlicenin je prvym krokom zapojenie glukdzy do pentozofosfatovej
drdhy a ireverzibilnd transformdcia glukéza-6-fosfitu na ribuldza-5-fosfiat. Prvy vykonany
postup pri premene na ribuléza-5-fostat sa uskutoCiiuje pomocou  gluk6zo-6-
fosfatdehydrogendzy. Na jednej strane konverzia na ribuldza-5-fosfat produkuje redukujice
ekvivalenty nikotinamidadenindinukleotidfosfitu (NADPH) pre bunkové anabolické reakcie.
Na druhej strane, pentozofosfatova draha tiez produkuje erytrozu-4-fosfit spolu s
fosfoenolpyruvitom z glykolyzy. Fosfoenolpyruvat sa potom d’alej pouziva prostrednictvom
fenylpropanoidovej drdhy na generovanie fenolovych zli€enin po nasmerovani na drahu
kyseliny Sikimovej na vyrobu fenylalaninu a tyrozinu (Obrazok 5) [24, 25, 26].

V Sikimatovej drahe reaguje fosfoenolpyruvat s erytroza-4-fosfitom za vzniku kyseliny
chorizmovej, ktord je prekurzorom tyrozinu a fenylalaninu. Fenylalanin a tyrozin su
prekurzormi syntézy fenolovych kyselin Sikimatovou drahou kde adicia hydroxylovych skupin
do fenylového kruhu je kIticovym krokom v biosyntéze fenolovych kyselin. Spociatku sa
fenylalanin premiefia na kyselinu Skoricovi. Nasledne sa tyrozin premiefia na kyselinu p-
kumarovd, ktord je prekurzorom kyseliny kdvovej a ferulovej z ktorej moze d’alej vznikat
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vanilin aten sa mdze oxidovat na kyselinu vanilova. Kyselina benzoovd sa prevazne
syntetizuje z kyseliny chorizmovej prostrednictvom oxida¢nych a neoxida¢nych ciest, zatial' ¢o
kyselina izochorizmova sluzi ako prekurzor kyseliny protokatechovej [25, 26].

Fosfoenolpyruvat + erytroza-4-fosfat

Kyselina sikimova

CoA zavisla B-oxidacia 0
Kyselina chorizmova CoA zavisla neoxidaéna ceita OH
l l Neoxidacna cesta |
. . > Benzoova kyselina
Fenylalanin Tyrozin ky
T
@vkm{ Q/\)‘\OH
HO Izo-chorizmova kyselina J
Kyselina §koricovd™® p-kumarova kyselina l l l l
‘ o Kyselina , Kyselina galova Kyselina veratrova
Kyselina kavova protokatechova

M
l p-hydroxy ) Kyselina syringova
Vanilin €= Kyselina ferulova benzoova kyselina

! !

Kyselina vanilova Kyselina sinapova
Obrdzok 5: Biosyntéza fenolovych zhicenin Sikimdtovou drdahou [25]

2.2.3 Ziskavanie fenolovych zlic¢enin z prirodnych materialov

V sucasnosti sa fenolové zluceniny prevazne ziskavaji chemickou syntézou alebo extrakciou.
Fenolové zluCeniny sa z prirodnych zdrojov izoluji najméd chemickou extrakciou pouzitim
zasad alebo kyselin pri zvySenej teplote, alebo enzymatickou extrakciou pomocou dostupnych
komerénych enzymov. Na ziskanie tychto zluCenin sa pouzivaju aj iné techniky, vritane
pouzitia superkritickych tekutin, vysokotlakych procesov a extrakcie mikrovlnami alebo
ultrazvukom. Ako priklad, komerc¢na kyselina ellagova sa ziskava chemickou extrakciou rastlin
bohatych na ellagitanin pouzitim okysleného metanolu. Nevyhody takéhoto procesu su ale
vysoké ndklady, vysokd kontaminacia produktu a celkovo nizky vytazok [27, 28].

Biotransformacia bioaktivnych zlicenin je zaujimavou alternativou, ktora si zasluzi pozornost
hlavne kvoli potencidlnej premene lacnych agro-priemyselnych vedlajSich produktov
(rastlinnych zbytkov) na velké mnozstvo cennych zlacenin. Biotransformaciu mozno definovat
ako chemické premeny, ktoré su katalyzované biologickymi systémami prostrednictvom ich
ucinnej enzymovej aktivity alebo mikroorganizmami prostrednictvom fermentacie v tuhom
stave [27, 28].
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2.2.4 Zastupcovia fenolovych zlicenin

Zastupcami fenolovych zlicenin su napriklad fenolové kyseliny ako kyselina ferulova
a kyselina vanilovd. Fenolové kyseliny sd aromatické prirodné fytochemikdlie, ktoré
pozostavaju z fenolového kruhu a karboxylovej funkénej skupiny. Fenolové kyseliny su Siroko
klasifikované na dva typy, t.]. deriviaty kyseliny hydroxybenzoovej a deriviaty kyseliny
hydroxyskoricovej. Kazda fenolova kyselina sa chemicky 1isi v zavislosti na pocte a polohe
hydroxylovej skupiny na aromatickom kruhu [29].

Dalsimi zastupcami vzacnych fenolovych zlugenin vyuzivanych v priemysle vratane kyseliny
vanilovej st vanilylalkohol, vanilin a 4-vinylguaiacol, ktoré boli sledované v experimentdlnej
Casti tejto diplomovej prace [29].

2.2.4.1 Kyselina ferulova

Kyselina ferulovd (kyselina 4-hydroxy-3-metoxyskoricovd) je fenolova latka so silnou
antioxida¢nou aktivitou a je najbeznej§im derivatom kyseliny hydroxyskoricovej. Vysoky
obsah kyseliny ferulovej sa nachddza v lignocelul6zovych materidloch ako napriklad pSeni¢né
otruby a preto by mohla byt vhodnym kandidatom na biotechnologickil vyrobu inych latok
s pridanou hodnotou, ¢im by sa efektivne vyuzil lignocelulozovy odpad [29, 30].

Jej Struktara sa odvyja od aminokyselin fenylalaninu a tyrozinu, ktoré su jej prekurzorom
v biosyntéze Sikimatovou drahou. Podobne ako chemicka Struktura fenylalaninu a tyrozinu,
kyselina ferulova pozostava z devat uhlikovych skeletov (C¢C3) s dvojnou vézbou s
postrannym retazcom (v rastlinach prevazne s trans konfigurdciou), ktoré predstavuji
fenylpropanoidnu §truktaru (Obrazok 6). V struktare kyseliny ferulovej su dolezitymi miestami
pre reakcie s reaktivnymi druhmi kyslika (ROS) hydroxylové funkéné skupiny na benzénovom
kruhu a nenasytend vézba jeho etylénového postranného retazca. Spdsob substitucie
aromatickej skupiny je teda hlavnym vplyvom na bioaktivitu kyseliny ferulovej [29, 31].

HO\\¢O

CH

Obrdzok 6: Struktiirny vzorec kyseliny ferulovej [32]

2.2.4.2 Vanilylalkohol

Vanilylalkohol (4-hydroxy-3-metoxybenzylalkohol) je derivdt vanilinu substituovany
hydroxymetylovou skupinou v polohe 4 (Obrdzok 7). Vanillylalkohol je Siroko pouzivany
aromaticky pripravok a v prirode sa vyskytuje hlavne v rastlinich Gastrodia elata a Vanilla
planifolia. Vanilylalkohol ako jedna z u¢innych latok rastliny Gastrodia elata sa po starocia
tradi¢ne pouziva ako l'udovy liek v orientalnych krajinach. Etanolovy extrakt pripraveny z tejto
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rastliny md protizdpalové a antiangiogénne ucinky. Vanillylalkohol nesie aj d’alSie rdzne
biologické aktivity ako napriklad antioxida¢né a antiastmatické aktivity. Okrem toho ma
vanilylalkohol antikonvulzivnu aktivitu a vychytava volné radikaly. Hlavny pristup k vyrobe
vanilylalkoholu je priamou extrakciou z rastlin Gastrodia elata a Vanilla planifolia alebo
enzymatickou vyrobou redukciou vanilinu. Tieto pristupy su vSak obmedzené prisunom
surovin, nepriaznivymi reakénymi podmienkami a nizkymi vynosmi. Alternativnou cestou je
mikrobidlna biosyntéza, ktora moze poskytnut vyhodnejsi pristup k vyrobe vanilylalkoholu
[29, 33, 34].

HO

OH

Obrdzok 7: Struktiirny vzorec vanilylalkoholu [35]
2.2.4.3 Kyselina vanilova

Kyselina vanilovd je deriviat kyseliny benzoovej aje oxidovanou molekulou vanilinu
(Obrazok 8). Pouziva sa ako ochucovadlo, konzervacna latka a aditivam v potravindrskom
priemysle vd’aka svojej prijemnej vone. Kyselina vanilovd sa prirodzene nachadza v
niekol'kych diuretickych bylinach, ako su druhy Clematis, Aspalathus linearis, Plantago major
a v roznych lieCivych rastlindch, medzi ktoré patri jeho vysSie mnozstvo ziskané z korenov
Angelica sinensis. Extrakcia kyseliny vanilovej z prirodnych zdrojov je najviac rozsirena ale
ponuka nizky vytazok. Tento nizky vynos nemoze splnit’ zvySeny dopyt po kyseline vanilove;j
ako dochucovadle/aditive v potravinach. Da sa vSak splnit’ biosyntetickymi pristupmi, pretoze
tieto pristupy mozu poskytnut rozsiahlu vyroba kyseliny vanilovej. Prikladom moéze byt
oxiddcia vanilinu pomocou bakterie Serratia marcescens alebo biotransformicia kyseliny
ferulovej pomocou huby Streptomyces sannanensis [29, 36, 37, 38].

Kyselina vanilova nesie rozne farmakologické vlastnosti ako napriklad antioxidacné,
protizapalové, imunostimula¢né, neuroprotektivne, hepatoprotektivne, kardioprotektivne
a antiapoptotické. Kyselina vanilova bolo tiez identifikovana v réznych castiach l'udského
mozgu (kora, striatum, thal-amus, cerebellum, mozgovy kmen a hypotalamus) a neskor sa
dokazalo ze je sl'ubné neuroprotektivne Cinidlo pri liecbe vaskularnej demencie. Kyselina
vanilové sa teda vd’aka svojim priaznivym vlastnostiam moze pouzit ako zlozka funkénych
potravin a taktiez ako doplnok vyzivy na liecbu alebo prevenciu zapalov a neurologickych
chor6b [29, 36, 38].
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Obrdzok 8: Struktiirny vzorec kyseliny vanilovej [39]
2.2.4.4 Vanilin

Vanilin je hlavnou organoleptickou zlucCeninou prirodnej vanilky aje najziadanejSou
potravinarskou prisadou pouzivanou v potravinach, napojoch, parfumoch a lie¢ivach. Vanilin
sa prirodzene ziskava z plodu orchidey Vanilla planifolia . Tento vyrobny proces je ale prili§
narocny kvoli vysokym nakladom a tym padom nie je mozné splnit’ dopyt po vaniline pre cely
svet len izoldciou vanilinu z plodu vanilky. Rocne sa ziskava len 1 % z celkového mnozstva
vyrobeného vanilinu z plodu V. planifolia, zatial ¢o véac¢Sina vanilinu je ziskand chemickou
syntézou, hlavne z guaiakolu. Vanilin ziskany chemickou syntézou je na zdklade eurépskych
predpisov povazovany za ,,umely“. Preto sa vyvijaju nové stratégie a metody na ziskanie
,prirodného* vanilinu prostrednictvom biosyntézy pomocou mikroorganizmov. Vzhl'adom na
zvySeny zaujem o prirodné produkty, vyroba arom prostrednictvom biotransformacnych
procesov pontika vhodnu alternativu k prirodnym a chemickym zdrojom [29, 40, 41].

Biosyntéza vanilinu a jeho derivdtov mikroorganizmami, najmi baktériami, boli dobre
Studované. Vanilin je pre baktérie toxicky kvoli svojej reaktivnej aldehydovej skupine, preto sa
premienia na kyselinu vanilova pri¢om je tato reakcia katalyzovand vanilindehydrogenazou,
nasledovand dekarboxyldciou na guaiakol dekarboxyldzou kyseliny vanilovej. Okrem
oxida¢nych ciest moze byt kyselina vanilova tiez dimetylovana na kyselinu protokatechovu
vanildt-o-dimetyldzou oxidoreduktizou alebo hydroxylovand na metoxyhydrochindn
vanilathydroxylazou. Zda sa ale ze druhy pripad nie je pre baktérie bezny. Premena smerom k
metoxyhydrochinonu sa zda byt bezna skor v hubdch oproti baktériam [41].
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Obrdzok 9: Struktiirny vzorec vanilinu [42]
2.2.4.5 4-vinylguaiacol

Zlucenina 4-vinylguaiacol (4-VGQ) je obzvlast cennym produktom v potravinarskom priemysle,
ktora ma Stipl'ava voriu podobnu klinceku. Vzniké napriklad pri metabolickej aktivite pivnych
kvasieniek z kyseliny ferulovej alebo vznika aj pri tepelnom spracovani pri vyrobe piva. Dalsim
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zdrojom 4-VG mdze byt napriklad japonské saké, tradi¢ny alkoholicky napoj, ktory sa vyraba
z lestenej ryze, koji ryze a vody. Kyselina ferulova sa pri tejto vyrobe uvoltiuje zo zfn ryze
pocas fermentacného procesu a méze sa premenit’ na kyselinu vanilovu, ktorti je mozné d’alej
transformovat na 4-VG druhmi Staphylococcus alebo Bacillus. Pouziva sa aj ako vychodiskovy
materidl na vyrobu chemickych komodit ako je vanilin a v oftalmickej oblasti na pripravu
roztokov obsahujicich aromatické latky. 4-VG je navySe kluCovym vychodiskovym
materialom pre biokatalytickii vyrobu d’al§ich délezitych chemikalii, ako je acetovanilon a
etylguaiakol, ako aj predchodca chemickej syntézy biologicky odburatel'nych vysoko pevnych
okyslicenych polystyrénov [29, 43, 44, 45].

Komer¢ny 4-VG sa v sucasnosti ziskava chemickou dekarboxyldciou kyseliny ferulovej
pomocou kovovych katalyzatorov za vysokych hodnot pH, ¢o vyvolava obavy o bezpecnost’
produktu a nebezpecné odpady. Pouzitie mikroorganizmov ako biokatalyzatorov za miernych
podmienok preto poskytuje slubni metédu na vyrobu 4-VG. NajbeznejSimi
mikroorganizmami, ktoré boli pouzité na biotransformaciu, su baktérie Strepromyces setonii,
Cupriavidus sp., Enterobacter sp., Bacillus sp. a Lactobacillus farciminis [46].
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Obrdzok 10: Struktiirny vzorec 4-vinylguaiacolu [47]

2.3 Mikrobidlna transfomacia fenolovych zlucenin

Fenol ako antimikrobialne ¢inidlo je pre mnohé mikréby toxickd zliCenina. Existuji vsak
niektoré mikroby, ktoré su odolné voci fenolu a maju schopnost’ ho degradovat’. Nie je to vSak
jednoduchy proces na Standardizaciu a prevedenie do praxe, pretoze proces degradacie je
komplikovany pritomnostou derivatov fenolu. Niektoré funkéné skupiny na fenole, ako je
nitroskupina, metylova skupina a aminoskupina, stazuja degradaciu, zatial ¢o iné skupiny, ako
je karboxylova skupina a hydroxylova skupina, ju ulahcuju. Mikrobidlna degradacia fenolu
nezavisi len od substratu, ktory ma byt degradovany, ale aj od stavu mikroorganizmu, ako aj
od faktorov prostredia. Fenol méze byt degradovany mikrébmi aerébnymi aj anaerébnymi
cestami [48].

2.3.1 Mikrobialna transfomacia kyseliny ferulovej

Jednou z vhodnych zltcenin na biotransforméciu je napriklad kyselina ferulovd, z ktorej moze
vzniknut kyselina vanilova, wvanillylakohol, wvanilin, 4-vinylguaiacol atie moézu dalej
degradovat’ za vzniku dalSich zlucenin. Biokonverziu kyseliny vanilovej na vanilin je mozné
dosiahnut’ napriklad pomocou fermentacie s vyuzitim huby Phanerochaete chrysosporium.
Rejani a kol. uviedli, ze tato vlaknita huba katalyzuje aerébnu biokonverziu kyseliny ferulovej
na vanilin. V tejto reakcii, dochadza k prvym dekarboxylacnym reakciam, kde sa kyselina
ferulova premeni na 4-vinylguaiakol ako medziprodukt a potom je tento medziprodukt priamo
premeneny na kyselinu vanilovd, ktorej redukcia vedie k produkcii vanilinu (Obrdzok 11). Max
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a kol. opisali d’alSiu biokonverzni drahu pre Streptomyces setonii, kde sa ferulova kyselina

premenila na 4-vinylguaiakol dekarboxyldciou a potom oxidativhou dvojuhlikovou
fragmentaciou bocného retazca doslo k vytazku vanilinu [48, 49, 50, 51].

Dalej existuje mnozstvo ciest, ktoré degraduji kyselinu vanilovl za vzniku vanilinu. Uvadza
sa, ze vanilova kyselina sa moze premenit’ na kyselinu protokatechuovi dimetylaciou metoxy-
p-hydrochinénu a néaslednou oxidacnou dekarboxylaciou a redukciou na vanilin

a vanilylalkohol (Obrdzok 11). Je mozné vyuzit aj mikrobialny metabolizmus na premenu

vanilinu na kyselinu vanilovi oxidaciou. Tato transforméacia bola tiez vysvetlena

dekarboxylaciou kyseliny ferulovej na 4-vinylguaiakol posobenim dekarboxyldzy kyseliny

ferulovej, zatial' ¢o hydratacia 4-vinylguaiakolu, po ktorom nasleduje oxidacia jeho bo¢ného
retazca, viedla k acetovanilonu [48, 49, 50].
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Obrdzok 11: Biokonverzia kyseliny ferulovej a dalSich fenolovych zlicenin [50]
2.3.1.1 Neoxida¢na dekarboxylacia

Neoxida¢na dekarboxylacia aromatickych kyselin sa vyskytuje v rade mikroorganizmov a je
zaujimava pre biologické spracovanie a metabolické inzinierstvo. V mikroorganizmoch
vykonava neoxida¢ni dekarboxylaciu aromatickych zlacenin enzym dekarboxylaza, ktory
nevyzaduje ziadne kofaktory na dekarboxylaciu kyseliny ferulovej a neobsahuje ziadne
prostetické skupiny. Tieto vlastnosti robia dekarboxyldzu atraktivnym enzymom pre jeho
pouzitie ako biokatalyzatora v roznych aplikaciach. Aj ked” dekarboxyldzy kyseliny ferulovej
poskytuji uzitocné nastroje pre priemyselné aplikacie, molekularne zaklady fungovania tychto
enzymov sa len zacinaju skumat. Vzhl'adom na zaujem o pouzitie dekarboxylaz z aromatickych
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kyselin v rdznych aplikacidch bola vo vyskume Mohammad Wadud Bhuiya a spol. §tudovana
Struktura dekarboxylazy kyseliny ferulovej (FDC1) a jej Struktura bola podobnda doméne
proteinu  UbiD, zktorej vznika elektronovy prenasac¢ ubichinon. Krystalizacia z
dekarboxylovaného reak¢ného produktu identifikovala vel'ku nepolarnu dutinu ako aktivne
miesto enzymu a naznaCovalo katalyticky mechanizmus pre neoxida¢nii dekarboxyla¢nu
reakciu aromatickych substratov [44, 52].

Kyselina ferulova sa pri neoxidacnej dekarboxylacii katalyzovanej enzymom dekarboxyldzy
kyseliny ferulovej konvertuje cez chinoidovy medziprodukt na 4-vinylguaiakol (4-VG) a
vanilin (Obrazok 12). Tento typ drahy bol pozorovany v mnohych hubdch a kvasinkach a tiez
v niektorych baktériach [53, 54].
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Obrdzok 12: Konverzia kyseliny ferulovej na vanilin neoxidacnou dekarboxylacnou cestou
[54]

2.3.1.2 Redukcia postranného ret’azca

Dal§im navrhovanym mechanizmom je redukcia boéného retazca kyseliny ferulovej za vzniku
kyseliny vanilovej, ktora sa moze konvertovat’ na vanilin. Téato reakcia, typicka pre anaerébnu
degraddciu, prebieha cez chinoidovy medziprodukt, ktory sa po hydridovom ttoku meni na
dihydroferulovi kyselinu (DHFK) (Obrazok 13) [54].

Bolo dokézané, ze pri niektorych hubach, ako napriklad Trametes sp., Sporotrichum
pulverulentum a Pycnoporus cinnabarinus bol odliSny redukény mechanizmus, v ktorom
vznikd po hydridovom ttoku na kyseline ferulovej ako prvy koniferylalkohol, ktory je ndsledne
prevedeny na kyselinu vanilinova a d’alSie derivaty. Tato reduktivna draha je vSak u viacerych
mikroorganizmoch potlac¢ena pritomnost'ou akceptorov vodika, ako je dusi¢nan, fumarat alebo
kyslik [54].
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Obrdzok 13: Konverzia kyseliny ferulovej na vanilin cestou redukcie bocného retazca [54]
2.3.1.3 B-oxidacia Kkyseliny ferulovej

NajdetailnejSou cestou premeny kyseliny ferulove; na kyselinu vanilovu alebo vanilin v
mikroorganizmoch je pravdepodobne proces B-oxidacie, ktory je analogicky s B-oxidaciou
mastnych kyselin. Kyselina ferulové je prevedend pomocou CoA thioesteru a feruloyl-CoA
syntetdzy (kédovanej génmi fcs) na feruloyl-CoA, ktory je ndsledne hydratovany na nestabilny
produkt  4-hydroxy-3-metoxyfenyl-B-hydroxypropionyl-CoA  pomocou  feruloyl-CoA
hydratdzy-lyazy (aldoldzy) (k6dovanej génmi ech). V prvej ceste dochddza k thioklastickému
Stiepeniu 4-hydroxy-3-metoxyfenyl-B-ketopropionyl-CoA na acetyl-CoA a vanillyl-CoA, ktoré
je katalyzované B-ketotioldzou (k6dovanou aat génmi) a hydrolyzou thiesterovej vizby vznika
kyselina vanilova (Obrdazok 14, cesta a)). Druhou cestou B-oxidacie kyseliny ferulovej v
mikroorganizmoch je mechanizmus, v ktorom dochddza k hydratécii a Stiepeni 4-hydroxy-3-
metoxyfenyl-B-hydroxypropionyl-CoA na vanilin a acetyl-CoA (Obrazok 14, cesta b)). Enzym
enoyl-CoA hydratédza / aldoldza je teda zodpovedny za katalyzu oboch reakcii [55, 56, 57].
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Sipky oznacuju p-oxidacnu drdhua tucné Sipky oznacuju p-neoxidacnii degraddciu [55].

Dalsia degradacia vanilinu a kyseliny vanilovej, ktoré vznikli p-oxidaciou kyseliny ferulovej,
prebieha nasledujicimi krokmi (Obrazok 15). Vanilin je oxidovany na kyselinu vanilovi
vanilin dehydrogendzou, kédovana génom vdh a d’alej vanilat-O-demetylaza, kédovand génmi
vanA a vanB, katalyzuje premenu kyseliny vanilovej na kyselinu protokatechovu, ktora sa d’alej
metabolizuje Stiepenim v polohe orto [57].
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Obrdzok 15: Degraddcia vanilinu a kyseliny vanilovej [57]

2.3.2 Faktory ovplyviiujuce biotransfomaciu fenolickych zli¢enin

Osud fenolovych zliCenin pritomnych behom mikrobialnych fermentaciach zavisi
predovSetkym od druhu mikroorganizmu. Avsak, biotransformaciu ovplyviiuju aj parametre
fermentacného procesu konverzie fenolickych zlucenin. Kinetika substratu mikroorganizmami
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vacsinou zavisi od fermentacnych podmienok, ako je aktivita vody, pH, teplota a dostupnost’
kysliku. NavySe vlastnosti substratu ako napriklad vel'kost Castic, biologickd odburatelnost,
absorpcia vody a zlozenie chemickych latok tiez ovplyviluju vytazok fenolickych zlucenin
[50].

2.3.2.1 Teplota a pH

Teplota je najddlezitej§im faktorom, ktory treba zvazit na kontrolu mikrobialneho rastu. Obsah
fenolickych zlucenin méze klesat’ pri vysokej teplote a po dlhom Case fermentacii, pretoze
degradacia fenolickych zlicenin mdze nastat’ pri vysokej teplote a hodnote pH odchyl'ujticej sa
od optimalnej hodnoty. Optimalne pH hra kIi¢ovu tlohu pri zvySovani obsahu fenolickych
zlucenin, ked'Ze uzko suvisi s rastom mikrobov, enzymovou sekréciou, aktivitou enzymov a
Strukturalnych zmien fenolickych zlucenin. Hodnota pH fermentaéného média jasne zavisi od
teploty fermentécie, Casu a druhu mikroorganizmu. Katina a kol. uvadzajui, ze silne kyslé
podmienky (pH 3,9 — 4,1) znizili obsah volnej kyseliny ferulovej v raznych otrubach
fermentovanymi baktériami mlie¢neho kvasenia, kvoli inhibicii esterazy kyseliny Skoricovej,
ktora uvolnuje kyselinu ferulova zo Struktury hemicelul6z. Najvyssi obsah kyseliny ferulove;j
z raznych otrub bol dosiahnuty pri pH hodnote 6 — 6,5, o je blizko k optimalnemu pH esterdzy
kyseliny Skoricovej [50].

2.3.2.2 Obsah kyslika

Mikrobialny rast je ovplyvneny mnozstvom prenosené¢ho kyslika, ktora moéze ovplyvnit
degradaciu fenolov. Moze dojst’ k degradacii fenolickych zlu€enin aerobnymi a anaerébnymi
cestami. Aerdbne reakcie st opisané adiciou OH skupiny pdsobenim monooxygenizy za
vzniku dihydroxy produktu. Pri anaerobnom metabolizme fenolickych zlucenin hra dolezita
ulohu reduk¢né odstranenie aromatickych OH skupin [50].

2.3.2.3 Koncentracia substratu

Pociatocna koncentracia substratu a akumulacia konecnych produktov v kultivaénom médiu
moze inhibovat vytazok biokonverzie. Zheng a kol. ukazali, ze ked’ pociato¢na koncentracia
kyseliny ferulovej sa zvysila zo 4 g/l na 6 g/l pri fermentéacii zvyskov oleja z ryzovych otrab
pomocou A. niger a Pycnoporus cinnabarinus, vytazok kyseliny vanilovej sa znizil z 57,7 %
hm. na 42 % hm. Dalgie zvy3enie po&iatoénej koncentracie kyseliny ferulovej v kultivadnom
médiu sposobila inhibiciu substratu. Schopnost tolerovat’ a metabolizovat fenolické zluceniny
zavisi od kmena alebo druhu mikroorganizmu. Napriklad baktérie mlie¢neho kvasenia mozu
metabolizovat’ fenolické kyseliny prostrednictvom kmeniovo Specifickej dekarboxylazy alebo
reduktaz [50].

2.4 Sucasny vyskum v oblasti biotransforméacie fenolovych latok pomocou
termifilnych mikroorganizmov

Termofilna baktéria Schlegelella thermodepolymerans doposial’ nebola detailne prestudovana.
V predoslych kapitolach bola zmienena S$tudia, ktora sa zaoberala charakterizdciou
a klasifikaciou Schlegelella aquaitica. Této studia by mohla byt vhodnym zdrojom pre buduici
vyskum vlastnosti S. thermodepolymerans. Dalej bol spomenuty vyskum v ktorom bola
skimand S. thermodepolymerans ako vhodny kandidat na syntézu PHA s vyuzitim xylozy ako
zdroja uhliku a poslednym zmienenym clankom bol uspeSne sekvenovany genom baktérie
S. thermodepolymerans, o mdze prispiet k d’alSiemu pokrocilejsSiemu vyskumu tejto
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termofilnej baktérie a to napriklad aj v rieSenej problematike biotransformacie fenolovych
zluCenin [11, 12, 13, 14].

Vyskumom vyuzitia termofilnych mikroorganizmov na biotransformaciu fenolovych zlucenin
sa zaoberal napriklad Topakas a kol. Tento ¢lanok popisuje biotransformaciu kyseliny ferulovej
na kyselinu vanilovi pomocou termofilnej huby Sporotrichum thermophile. Metabolizmus
kyseliny ferulovej termofilom S. thermophile prebiehal prostrednictvom degradicie
propénového retazca za vzniku 4-vinylguaiakolu, ktory sa pravdepodobne d’alej metabolizoval
na kyselinu vanilovd. Okrem vysSie uvedenych medziproduktov bol detegovany aj guaiakol,
zvycCajne ako vysledok neoxidacnej dekarboxylacie kyseliny vanilovej. Biokonverzia kyseliny
ferulovej na kyselinu vanilova bola ovplyvnena mnozstvom spracovanej kyseliny ferulovej a
zdrojom uhlika, na ktorom bola biomasa pestovand. Pri optimdlnych podmienkach boli
termofilnou hubou S. thermophile ziskané vysoké vytazky kyseliny vanilovej konverziou
kyseliny ferulovej [58].

V sucasnom vyzkume vyuzitia termofilnych baktérii na biotransformaciu fenolovych zlucenin
je zaujimava aj napriklad praca od Mpofu a kol., ktori vyuzili Bacillus licheniformis. Bacillus
licheniformis kment TAB7 je termofil, ktory bol izolovany z kompostovanych exkrementov
hospodarskych zvierat v Japonsku. Ukézalo sa, ze ma schopnost’ deodorizovat’ mastné kyseliny
s kratkym retazcom, ako je kyselina valérova, maslova, propionova a pribuzné kyseliny
zodpovedné za neprijemny zdpach v hnoji. Bol tu vyvinuty proces kompostovania vyuzivajuci
kmeri TAB7 ako kompost-dezodoracné ¢inidlo. Bola hodnotena schopnost kmena TAB7
biotransformovat fenolové zlu€eniny, ako st monocyklické hydroxyskoricové kyseliny (napr.
kyselina ferulovd a kdvovd) a hydroxybenzoové kyseliny (napr. kyselina vanilova,
protokatechovd a vanilin). Tieto fenolové zluCeniny su totizto doblezité environmentdlne
znecistujuce latky, ktoré sa hojne vyskytuju v kompostovacom materiali. Kmen TAB7 dokazal
transformovat’ kyselinu ferulovt, kumarovu (do 6 hodin) a kdvovi (do 24 hodin). Produktom
biotransformécie kyseliny ferulovej bol 4-vinylguaiacol, ktory je prekurzorom d’al§ich zluc¢enin
ako vanilin alebo kyselina vanilovd. 4-vinylguaiacol bol taktiez produktom transformacie
kyseliny kumarovej a u kyseliny kavove;j doslo dokonca k vzniku
4-ethylkatecholu [59].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

V ramci experimentalnej Casti tejto diplomovej priace sa pracovalo s baktériami rodu
Schlegelella. Konkrétne Shlegelella thermodepolymerans M 15344, DSM 15344, DSM 15264
a LMG 21645. K produkénym médiam bola pridand kyselina ferulova a pri odberoch bola
zmerand optickd hustota (OD) a pH. Po odberoch supernatantu bol pozorovany transformacny
potencidl tychto baktérii na HPLC. Po odberoch susiny bolo gravimetricky zistené mnozstvo
biomasy a prebehla analyza na GC-FID, kde sa vyhodnotilo vyprodukované mnozstvo P3HB.
Experimentalna cast bola ukoncena bioinformatickou analyzou transformacie kyseliny
ferulovej baktériou S. thermodepolymerans DSM 15344, ktord sa zaoberala génmi kodujicich
enzymy zodpovednymi za priebeh biotransformacnych reakcii FA.

3.1 Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje
3.1.1 Pouzité baktérie

V experimentalnej Casti prace boli pouzité baktérie Shlegelella thermodepolymerans M 15344,
DSM 15344, DSM 15264 a LMG 21645. Kmeii M 15344 je pdvodny kment DSM 15344, ktory
bol lyofilizovany v Ceskej zbierke mikroorganizmov. Modelovy kmeit DSM 15344 a
kment DSM 15264 pochddzaji z nemeckej zbierky a LMG 21645 pochddza z belgickej zbierky
mikroorganizmov.

3.1.2 Pouzité chemikalie

e 4-vinyguaiacol, Sigma-Aldrich (DE)

e Bromid sodny, NaBr, Lachema (CR)

e Citrat amonno-Zelezity Fe"""NH4 citrate, Fluka (CHE)

e Chlorid amonny NH4Cl, Lach-Ner (CR)

e Chlorid vdpenaty dihydrit, CaCl,- 2H2O, Lachema (CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4

e HydrogenuhliGitan sodny, NaHCO3;, Lach-Ner (CR)

e Hydrogenfosforetnan disodny dodekahydrat Na,HPO,- 12H,0, Lach-Ner (CR)
e Kyselina ferulova (trans), Sigma-Aldrich (DE)

e Kyselina vanilova, Sigma-Aldrich (DE)

e LB medium, SERVA (DE)

e Nutrient Broth w/1% peptone, HiMedia (IND)

e Siran hofe¢naty heptahydrat, MgSO4-7H,0 , Lach-Ner (CR)
e Rostok stopovych prvkov TES III

e Tryptone ES, HiMedia (IND)

e Vanilin, Sigma-Aldrich (DE)

e Vanilylalkohol, Sigma-Aldrich (DE)

e Xyloza

3.1.3 Pouzité vybavenie a pristroje

e Analytické vdhy PA224C, Pioneer (CH)
e Blokovy termostat Stuart SBH 130 — Bibby Scientific
e Blokovy termostat Stuart SBH 200D — Bibby Scientific
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e Centrifuga U-32R, Boeco (DE)

e Kvapalinovy chromatograf Shimadzu (JP)

e Mikrostriekacka Hamilton 250 ul

e Lamindrny box Aura mini, Bio air instruments

e LUT Syringe Filters PES (30mm, 0,45um, pk/100)

e Magneticka mieSacka Magnetic stirrer, BIOSAN

e Nanofotometer P 300, Implen

e pH meter, pHTestr 30, Thermo Scientific (Nizozemi)
e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300
e Temperovana trepacka, LABWIT ZWYR-D2401

e Vortex BENCHMIXER, Benchmark Scientific Inc.

e Bezné laboratorne sklo a vybavenie

3.2 Postup kultiva¢nych experimentov s kyselinou ferulovou

Boli prevedené kultivacné experimenty so 4 kmenimi baktérie Shlegelella thermodepolymerans:

e M 15344

e DSM 15344
e DSM 15264
e LMG 21645

Bolo pouzité mineralne médium do ktorého bola pridand kyselina ferulova. Pocas kultivécie
a po kultivacii doslo k odberom vzoriek — supernatant na pH a vysokoucinnu kvapalinovi
chromatografiu (HPLC), kultira na zmeranie optickej hustoty a vysuSeny pelet biomasy na
plynovu chromatografiu s plamefiovo ionizacnym detektorom (GC-FID).

3.2.1 Kultivacia v zivnom médiu

Na zivné médium bolo v experimentoch pouzit¢ LB médium o koncentracii 20 g/l v
destilovanej vode alebo Nutrient broth (NB) o koncentricii 25 g/1 v destilovanej vode. Objem
média v 100 ml Erlenmeyerovej banke bol 50 ml a ockovanie prebehlo v dvoch
Erlenmeyerovych bankdch z kryokonzervy obsahujicej vybrané mikroorganizmy v 10%
glycerole, ktory sluzil ako kryoprotektant. Kultivicia prebiehala 24 hodin, pri 50 °C a
konStantnom trepani 180 rpm (orbit 20 mm).

3.2.2 Kultivacia v produkénom médiu

K produkci P3HB azisku latok s pridanou hodnotou pomocou biotransformacnich
experimentov bolo pouzité mineralne médium, pracovne nazyvané ako chelatoccocové. Objem
média v 250 ml Erlenmeyerovej banke bol 100 ml, kultivicia probiehala po dobu 72 hodin, pri
50 °C, 180 rpm (orbit 22 mm). Zlozenie média bolo nasledujuce:

e NaHPO4 - 12 H,O 9,0 g/l

¢ KH,PO, 1,5 g/l

e NH4Cl 1,0 g/1

e MgSOs4- 7H20 0,2 g/1

e CaClk-2H0 0,02 g/1

o Fe"NHycitrate 0,0012 g/1
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e trypton 0,5 g/l

Roztok stopovych prvkov (TES II) o ¢ = 1 ml/l bol pridany po sterilizacii média, zlozenie:

e EDTA 50,0 g/l
e FeCls - 6 H2O 13,8 g/l
e 7nCh 0,84 g/l
e CuClL- 2 Hx0O 0,13 g/l
e CoClr- 6 H20 0,1 g/

e MnClL - 6 H2O 0,016 g/1
e H3BOs; 0,1 g/l

Dalej boli separatne pripravené a vysterilizované uhlikaté substraty. Bola pouzitd vysledna
koncentricia xylozy 20 g/1.

Produkéné médium bolo zaockované 10 obj. % inokula v pripade vSetkych kmenov okrem
kmeria DSM 15344, kde bolo produkéné médium zaockované 5 obj. % inokula.

K minerdlnym médiam bola pridana kyselina ferulova este pred sterilizaciou a v pripade
posledného experminetu bola kyselina ferulova pridana az po sterilizacii. Kazdy experiment
mal tri alebo dve repeticie.

3.2.3 Odbery vzoriek spojené so stanovenim pH a hodnotenim rastu kultary

Odbery vzoriek boli v zavislosti od naplne experimentu prevedené po 0 (hned” po zaockovani
produkcéného média), 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 a 168 hodinach.

Pri jednotlivych odberoch bolo zmerané pH na pH metri a optickd hustota na spektrofotometri.
Rast biomasy bol stanovovany spektrofotometricky pri 600 nm v plastovych kyvetach. Ako
blank bola pouzitd destilovana voda. Podla potreby bola vzorka vhodne nariedena
s destilovanou vodou tak, aby hodnota absorbancie nepresahovala 1,000.

3.2.4 Stanovenie suSiny — biomasa a P3HB

Susina bola stanovena gravimetricky. Bolo odobratych 2 x 10 ml kultury do centrifugacnych
skimaviek s gulatym dnom a centrifugovalo sa (6 000 x g) 5 min. Supernatant bol uchovany
pre d’alSie analyzy (HPLC-UV-Vis). Usadeny pelet bol premyty v destilovanej vode a opét
prebehla centrifugacia za rovnakych podmienok. Pelet sa nechal susit’ do konstantnej hmotnosti
pri 70 °C. Nasledne bol pelet zvazeny na analytickych vahach a vyuzil sa na dalsiu analyzu
(stanovenie obsahu P3HB v biomase pomocou GC-FID).

Stanovenie obsahu P3HB bolo nasledujuce. Do krimpovacich vialiek bolo navazenych 8—11
mg suchej biomasy. Nasledne bolo do kazdej vialky pridanych 1 ml chloroformu a 0,8 ml
esterifikaéni smési (15% kyselina sirovd v methanolu s vnutornym S§tandardom kyseliny
benzoovej o koncentracii 5 mg/ml). Krimpovacie vialky boli hermeticky uzatvorené a nasledne
prebiehala esterifikacia pri 94 °C po dobu 3 hodin. Takto vznikli prchavé methylestery, ktorych
obsah bolo mozné pomocou plynovej chromatografie stanovit’.

Po ukonceni esterifikacie boli krimpovacie vialky kratko ochladené a ich obsah bol prevedeny
do vacsich skrutkovacich vialiek, ktoré obsahovali 0,5 ml 50 mM hydroxidu sodného.
Skrutkovacie vialky boli uzatvorené a ich obsah pretrepany. V tomto kroku doslo k neutralizacii
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a extrakcii vzorky. V momente kedy doslo k viditelnému oddeleniu dvoch fazi, bolo
odpipetovanych 50 ul ze spodnej (chloroformovej) fize do malych skrutkovacich vialiek, ktoré
obsahovali 900 ul izopropylalkoholu. Malé skrutkovacie vialky boli uzatvorené a ndsledne ich
obsah bol podrobeny analyze pomocou plynovej chromatografie s plamefiovo ionizaénym
detektorom (GC-FID).

3.2.5 Stanovenie supernatantu na HPLC

Zo supernatantu boli stanovené vznikajice fenolové =zluCeniny s pridanou hodnotou.
Supernatant bolo nutné pred analyzou na HPLC s UV-Vis detektorem prefiltrovat cez nylonové
filtre s 0,45 pum pérmi. Vzorky boli nésledne ru¢ne injektované do injekéného ventilu HPLC
pomocou 250 ul Hamilton striekacky. Podmienky separacie su uvedené v tabulke 1.

Tabulka 1: Pouzité parametre metody HPLC

Koléna Kinetex® 2,6 um EVO C18 100 A (LC Column 100 x 3,0 mm)
Mobilna faza Acetonitril: 0,1% kyselina octova (15:85)
Prietok mobilnej faze 0,3 ml/min
Teplota 35°C
Tlak 250 bar
Doba analyzy 27 minut
Typ elicie Izokraticka eldcia
230-450 nm
Detekcia Vanllylal‘kohol, A—Vlflylgug{acol —230 nm
Kyselina vanilové, vanilin — 280 nm
Kyselina ferulovd — 330 nm
Detektor UV/Vis

Pred analyzou bola prevedena kalibracia so Standardami vanilylalkoholu, kyseliny vanilovej,
kyseliny ferulovej, vanilinu a 4-vinylguaiacolu v methanole o koncentricii 100 mg/1, 250 mg/1,
400 mg/l a 500 mg/l. Dalej bola zostrojena kalibraéna krivka, ktora sluZila na vypoéitanie
koncentrécie z integrovanych hodnot plochy z HPLC analyzy (kalibracné krivky a ukazkové
chomatogramy sa nachddzaji v prilohdch tejto prace — str. 67). Z nameranych koncentracii bola
pre lepSie vyjadrenie biotransformacnej premeny vypocitana latkova konverzia kyseliny
ferulovej na jej metabolity. Vypocty konverzie vychadzali z koncentricie kyseliny ferulovej
zmeranej v ¢ase 0 hodin.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Kultiva¢né experimenty bakterialnych kmenov M 15344, DSM 15264
a LMG 21645 s kyselinou ferulovou

Prvym experimentom bola kultivacia 3 kmeriov baktérie Shlegelella thermodepolymerans:
M 15344, DSM 15264 a LMG 21645 s kyselinou ferulovou o koncentrécii 300 mg/l. Kazdy
bakterialny kmer mal tri repeticie a meranie na HPLC prebehlo pre kazdua vzorku dvakrat.

Na kultivaciu bolo pouzité zivné médium LB o koncentracii 20 g/l v destilovanej vode
a minerdlne médium. Odbery supernatantu a biomasy prebehli v ¢ase 0, 24, 48, 72 a 168 hodin
pri¢om bolo zmerané pH a optickd hustota. Hodnoty pH vzoriek vramci vSetkych vykonanych
experimentov sa pohybovali v rozmedzi 67, kde niz§ie hodnoty pH boli namerané vo vzorkach
s vysSou koncentraciou kyseliny ferulovej a vo vzorkéach s neskor§im ¢asom odberu.

Po kultivaciach bol supernatant analyzovany na HPLC-UV-Vis a vysuSeny pelet biomasy na
GC-FID.

4.1.1 Priebeh biotransformacie FA bakterialnymi kmenmi M 15344, DSM 15264
a LMG 21645

Nasledujuce grafy zobrazuju ¢asovy vyvoj ubytku kyseliny ferulovej a tvorbu jednotlivych
metabolitov  pri  kyseline ferulovej o koncentrdacii 300 mg/l troma kmetimi
S. thermodepolymerans.
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Obrdzok 16: Koncentrdcia kyseliny ferulovej a jej metabolitov po biotransformdcii pre
bakteridlny kmen M 15344
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Obrdzok 17: Koncentrdcia kyseliny ferulovej a jej metabolitov po biotransformdcii pre

bakteridlny kmenn DSM 15264
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Obrdzok 18: Koncentrdcia kyseliny ferulovej a jej metabolitov po biotransformdcii pre

bakteridlny kmen LMG 21645

Tabulka 2: Priemernd biokonverzia fenolovych ldtok pre 3 kmene S. thermodepolymerans

Kmen Priemerna biokonverzia VA
M 15344 25 %
DSM 15264 28 %
LMG 21645 58 %
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Kyselina ferulovd bola kompletne metabolizovand do 24 hodin u vsetkych bakteridlnych
kmerniov. Bakteridlne kmene M 15344, DSM 15264 a LMG 21645 teda preukdzali rychle
spracovanie kyseliny ferulovej za vzniku inych fenolovych metabolitov.

V case 0 hodin bol zaznameny 4-vinylguaiacol, ktory ndsledne zdegradoval do 72. hodiny.
4-vinylguaiacol ale s velkou pravdepodobnostou nie je produktom biotransformacie FA,
pretoze bol detegovany vo vel'mi nizkych mnozstvach a po ¢ase 0 hodin vo vac¢§ine vykonanych
experimentov degradoval.

Hlavnym produktom biotransformécie FA bola kyselina vanilova. Od 24. hodiny bola kyselina
vanilova zaznamenand u vSetkych kmenoch. Koncentracia kyseliny vanilovej sa v zavislosti na
Case vyznamne nemenila u kmefioch M 15344 a DSM 15264. U kmena LMG 21645 doslo
k poklesu koncentricie kyseliny vanilovej o cca 40 mg/l po 48. hodine. Najvyssia koncentracia
kyseliny vanilovej bola detegovand u kmefia LMG 21645 v 48. hodine (168 + 7 mg/l).
Priemernd biokonverzia kyseliny ferulovej na kyselinu vanilovd dosiahla hodnotu 58 %.
Bakterialny kmen LMG 21645 utilizoval FA najefektivnejSie vzhl'adom na to, ze koncentracia
FA v ¢ase 0 hodin bola z troch kmefiov najnizsia (242 + 27 mg/l) a konverzia na VA bola
u tohto kmena najvyssia.

4.1.2 Rastové krivky bakterialnych kmenov M 15344, DSM 15264 a LMG 21645
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Obrdzok 19: Rastové krivky bakterialnych kmerov M 15344, DSM 15264 a LMG 21645 v
pritomnosti kyseliny ferulovej o koncentrdcii 300 mg/l

Po zmerani optickej hustoty vzoriek bola zostrojena rastova krivka kmeriov
M 15344, DSM 15264 a LMG 21645.

Schlegelella thermodepolymerans M 15344 v priebehu 24 hodin preukdzala zrychleny rast
a nasledne od 24. hodiny do 48. hodiny bola v exponencialnej faze rastu. Dalej nasledovala
kratka staciondrna fiza v okoli 48. hodiny a kone¢néa faza odumierania do 168 hodin, kedy
doslo k uplnému uhynu kultury vzhl'adom na OD namerané v ¢ase 0 hodin.
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Bakterialny kmefi DSM 15264 mal podobnu rastovu krivku s kmefiom M 15344 s tym, ze ku
kratkej stacionarnej faze doSlo priblizne az v 60. hodine. Dalej nasledovala faza odumierania
do 168 hodin.

Bakterialny kment LMG 21645 mal na rozdiel od kmetiov M 15344 a DSM 15264 odlisny
priebeh rastovej krivky. V intervale 0 az 24 hodin pretrvavala lag faza a nasledne medzi 24. az
72. hodinou doslo k zrychlenému rastu. Od 72. hodiny potom prebiehala exponiencidlna fiza
az do 168 hodin. Schlegelella thermodepolymerans LMG 21645 teda preukazala predovsetkym
neobvykle dlhd lag fazu a celkovo dlhy rast.

4.1.3 Vyprodukovana biomasa a P3HB bakterialnymi kmenmi M 15344, DSM
15264 a LMG 21645 v pritomnosti FA

Nasledujuce grafy zobrazuju Casovy vyvoj produkcie biomasy a P3HB troma kmeiimi
S. thermodepolymerans pri kyseline ferulovej o koncentrécii 0,3 g/l.
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Obrdzok 20: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom M 15344 pri kyseline
ferulovej o koncentrdcii 0,3 g/l

33



50 -

4.02

4.0

Koncentracia [g/1]

72 168

Cas [h]

Obrdzok 21: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom DSM 15264 pri kyseline
ferulovej o koncentrdcii 0,3 g/l
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Obrdzok 22: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom LMG 21645 pri kyseline
ferulovej o koncentrdcii 0,3 g/l

Okrem biotransformicie FA bola v produkénych médiach obsahujuice FA pozorovana
produkcia biomasy a P3HB. Koncentricia biomasy a P3HB bola zaznamend od 24. hodiny
a maximum koncentracie biomasy a P3HB pre vSetky bakterdlne kmene okrem LMG 21645
(maximum P3HB bolo v 168. hodine) bolo dosiahnuté v 72. hodine. Najvyssia koncentracia
biomasy a P3HB bola u kmenia DSM 15264: biomasa o koncentrécii 4,52 + 0,4 g/l a P3HB
o koncentrécii 2,23 + 0,2 g/l. Mnozstvo biomasy a P3HB sa zhoduje aj s rastovymi krivkami
kmenov M 15344 a DSM 15264 kedy stacionarna faza bola doviSena v 48. resp. 72. hodine.
Rastova krivka kmenia LMG 21645 sa uz uplne nezhoduje s vyvojom koncentracie biomasy
pretoze exponencialna faza pretrvavala az do 168 hodiny pri¢om biomasa uz v tejto hodine
klesla. Pri merani OD kmetia LMG 21645 mohlo dojst’ k chybe. Dosiahnutymi vysledkami teda
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bolo potvrdené, ze vybrané bakterialne kmene st pri vyuziti nizSej koncentracie FA schopné
nie len biotransformdcie na VA ale aj produkcie P3HB.

4.2 Kultivacné experimenty baktérie Schlegelella thermodepolymerans
M15344 s roznymi koncentraciami kyseliny ferulovej

Druhym experimentom bola kultivacia kmena baktérie Shlegelella thermodepolymerans
M 15344 s r6znymi pociatocnymi koncentrdciami kyseliny ferulovej, t.j.: 100 mg/1, 300 mg/1,
500 mg/1 a 700 mg/l. Kazda koncentracia kyseliny ferulove; mala dve repeticie a meranie na
HPLC prebehlo pre kazdu vzorku dvakrat.

Na kultivaciu bolo pouzité zivné médium z LB o koncentracii 20 g/l v destilovanej vode a
minerdlne médium. Odbery supernatantu a biomasy prebehli v Case 0, 24, 48 a 72 hodin pricom
bolo zmerané pH a opticka hustota. Po kultivaciach bol supernatant pouzity na analyzu na
HPLC a vysuSeny pelet biomasy na GC-FID.

4.2.1 Priebeh biotransformacie FA kmenom M 15344 pri réznych pociato¢nych
koncentraciach FA

Nasledujuce grafy zobrazuju ¢asovy vyvoj ubytku kyseliny ferulovej a tvorbu jednotlivych
metabolitov pri roznych pociatocnych koncentraciach kyseliny ferulovej pre bakterialny kmen
M 15344.
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Obrdzok 23: Zaznamend koncentrdcia fenolovych ldtok po biotransformdcii kyseliny ferulovej
o koncentrdcii 100 mg/l kmeiiom M 15344
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Obrdzok 24: Zaznamend koncentrdcia fenolovych ldtok po biotransformdcii kyseliny ferulovej
o koncentrdcii 300 mg/l kmeiiom M 15344

-=X=--FA
400 ~ - == 4-VG
350 >§\ VA
— LY
T 300 4 %, ==X==VanOH
) \
5 2507 \
& \
%, 200 \
\
% 150 ~ \\
M 100 ~ A
& "
e
P e — - _‘-it‘:‘_‘;_—_-_-_-_-’_j'rf: oL L L TR LTS i,
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Cas [h]

Obrdzok 25: Zaznamend koncentrdcia fenolovych ldtok po biotransformdcii kyseliny ferulovej
o koncentrdcii 500 mg/l kmeiiom M 15344
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Obrdzok 26: Zaznamend koncentrdcia fenolovych ldtok po biotransformdcii kyseliny ferulovej
o koncentrdcii 700 mg/l kmeiiom M 15344

Tabulka 3: Priemernd biokonverzia fenolovych ldtok roznych koncentrdcii kyseliny ferulovej

Koncentracia Priemerna biokonverzia VA Priemerna biokonverzia VanOH
100 mg/1 4 % N.D.
300 mg/1 13 % N.D.
500 mg/1 N.D. 17 %
700 mg/1 3% 56 %

Z povodnych navazenych koncentricii kyseliny ferulovej 500 mg/l a 700 mg/l bolo v Case
0 hodin zaznamenych len 350 + 10 mg/l a 391 + 12 mg/l. Dovodov vyrazne nizsej koncentracie
FA v ¢ase 0 hodin moze byt viacero. Prvym dovodom moéze byt oneskoreny prvy odber po
zaoCkovani produkéného média o priblizne 20 minit, vzhladom na to, Zze baktéria
S. thermodepolymerans vel'mi rychlo utilizuje FA. K poklesu koncentracie FA d’alej mohlo
dgjst’ dekarboxylaciou FA na 4-VG pri sterilizacii, o bolo potrvdené vo viacerych odbornych
pracach [60, 61]. DalSou pri¢inou znizenia koncentracie FA v Case 0 hodin mdze byt to, ze sa
neuvazovalo o pridavku stopovych prvkov, xylézy a inokola. Tieto komponenty navysili objem
produkéného média a mohli sposobit’ odchylku v nameranej koncentrdcii FA. Poslednou
pri¢inou nizkej koncentracie FA v ¢ase O hodin by mohlo byt eSte nepresné navazenie FA na
analytickych vdhach a predvazkach (FA bola zvazena CastejSie na predvazkach) a s tym spojené
nekvantitativne prevedenie FA z navazky do Erlenmeyerovej banky. V pripade FA o povodnej
koncentracii 700 mg/l, ktord bola vcase O hodin zaznamend na Kkoncentricii
391 + 12 mg/l, vSak tieto dovody nepokryji vel'ka odchylku, ktord tu presuhuje az 40 %. Tato
chybu sa uz nepodarilo d’alej odovodnit. K vyraznej odchylke dochddzalo v kazdom
experimente najmi v pripade koncentracie 500 mg/1 a viac.

Kyselina ferulovd bola kompletne metabolizovana do 24 hodin pri vSetkych koncentraciach.
Vyssie koncentracie FA (500 mg/l a 700 mg/1) nesposobili predlzenie kompletnej degradacie
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FA. Baktéria S. thermodepolymerans M 15344 teda spotrebovala celkovi FA do 24 hodin aj
v pripade vyssich koncentracii ako 500 mg/l a 700 mg/L

4-vinylguaiacol bol detegovany vo vSetkych vzorkach v nizkych koncentraciach, ktory
postupne degradoval. Dévodom jeho vzniku boli pravdepodobne spominané dekarboxyla¢né
reakcie pri sterilizacii produkéného média s FA. Najvyssia koncentracia 4-VG bola detegovana
pri FA o pociato¢nej koncentracii 700 mg/l. 4-VG pri FA o vysSej koncentracii nedegradoval
tak vyrazne ako v pripade niz§ich koncentracii FA.

Kyselina vanilova bola detegovand v stopovych mnozstvach vo vSetkych vzorkach okrem
vzorky s kyselinou ferulovou o koncentracii 500 mg/l. Najvyssia hodnota (36 + 2 mg/) bola
dosiahnutd vo vzorke s kyselinou ferulovou o koncentrécii 300 mg/1 v 24. hodine s priemernou
hodnotou biokonverzie 13 %. Bakterialny kmefi M 15344 teda vyprodukoval optimalne
mnozstvo VA pri FA o pociato¢nej koncentracii 300 mg/I.

Vanilylalkohol bol detegenovany od vzorky s kyselinou ferulovou o koncentracii 500 mg/1
s maximom (234 + 22 mg/l) pri koncentricii 700 mg/l v 24. hodine a priemernou hodnotou
biokonverzie 56 %. Na produkciu vanilylalkoholu kmetfiom M 15344 boli teda vhodnejsie
vyssie koncentracie FA.

Na zaklade tychto vysledkov by teda bolo mozné sa biotechnologicky zamerat' na cielend
biotransformaciu FA na kyselinu vanilova pri pouziti FA o nizsich koncentraciach (100 mg/1
a 300 mg/l). Na cielenu produkciu vanilylalkoholu by sa na druhu stranu aplikovali vyssie
koncentracie FA (500 mg/l a 700 mg/1), kedy konverzia na VA je uz potlacovana.

4.2.2 Vyprodukovana biomasa a P3HB kmenom M 15344 pri roznych
pociatocnych koncentraciach FA

Nasledujuce grafy zobrazuju ¢asovy vyvoj produkcie biomasy a P3HB bakterialnym kmetiom
M 15344 pri kyseline ferulovej o r6znych pociatocnych koncentraciach.
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Obrdzok 27: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom M 15344 s kyselinou
ferulovou o koncentrdcii 0,1 g/l
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Obrdzok 28: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom M 15344 s kyselinou
ferulovou o koncentrdcii 0,3 g/l

Koncentracia [g/1]

24 48 72

Cas [h]

Obrdzok 29: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom M 15344 s kyselinou
ferulovou o koncentrdcii 0,5 g/l
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Obrdzok 30: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmefiom M 15344 s kyselinou
ferulovou o koncentrdcii 0,7 g/l

Maximum koncentracie biomasy a P3HB pre vSetky koncentricie kyseliny ferulovej bolo
dosiahnuté v 72. hodine. Najvys§ia koncentricia biomasy (5,16 + 0,2 g/l) aP3HB
(2,10 £ 0,1 g/l) bola vo vzorke, ktord obsahovala kyselinu ferulovd o koncentricii 0,3 g/l.
Kyselina ferulova o koncentracii 0,3 g/l sa javila ako najvhodnejsia koncentracia na produkciu
P3HB a biomasy pretoze pri vysSich koncentraciach uz bol pravdepodobne inhibovany rast
a produk¢né schopnosti kultdry.

Kyselina ferulova o koncentrécii 0,3 g/ je teda optimélna nie len pre konverziu na VA ale aj na
produkciu P3HB v pripade bakteridlneho kmeria M 15344.

4.3 Kultivacné experimenty baktérie Schlegelella thermodepolymerans DSM
15344 s kyselinou ferulovou

Vzhl'adom na to, ze bakteridlny kmenn M 15344 (lyofilizovany v Ceskej zbierke) spdsoboval
netypické fialové sfarbenie produkénych médii viacerych Studentov v laboratériu (jednalo sa
pravdepodobne o kontamindciu), tak boli zvy$né experimenty vykonané s modelovym kmenom
DSM 15344, Nestandardné chovanie bakterialneho kmenia M 15344 mohlo byt spdsobené
opatovnou lyofilizaciou pévodného kmenia DSM 15344 z nemeckej zbierky mikroorganizmov.
Nasledujici experiment bol vykonany s bakteridlnym kmeriom DSM 15344 s kyselinou
ferulovou o koncentrécii 300 mg/l. Meranie prebiehalo s dvoma repeticiami.

Na zivné médium bol pouzity Nutrient broth o koncentracii 25 g/l v destilovanej vode a
minerdlne médium. Odbery supernatantu a biomasy prebehli v Case 0, 24, 48 a 72 hodin pricom
bolo zmerané pH a opticka hustota. Po kultivaciach bol supernatant pouzity na analyzu na
HPLC a vysusSeny pelet biomasy na GC-FID.
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4.3.1 Priebeh biotransformacie kyseliny ferulovej kmenom DSM 15344

Nasledujici graf zobrazuje Casovy vyvoj ubytku kyseliny ferulovej a tvorbu jednotlivych
metabolitov pri kyseline ferulovej o pociatocnej koncentracii 300 mg/l pre bakterialny kmen
M 15344,
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Obrdzok 31: Zaznamend koncentrdcia fenolovych ldtok po biotransformdcii kyseliny ferulovej
o koncentrdcii 300 mg/l kmefia DSM 15344

Bakterialny kmen DSM 15344, taktiez ako predoslé kmene S. thermodepolymerans, rychlo
spotreboval kompletnd kyselinu ferulovi o pociatocnej koncentracii 300 mg/l do 24 hodin.
Doslo ku 66% konverzii na kyselinu vanilovd v 24. hodine, ktord do 48 hodin zdegradovala.
Biotransformaciou kyseliny ferulovej o nizSej koncentracii kmeiom DSM 15344 teda
dochadza vyhradene ku konverzii na kyselinu vanilovd. V tomto experimente s kmeiiom DSM
15344 nebol detegovany ziaden 4-VG.

V porovnani s bakteridlnym kmefiom M 15344 (lyofilizovany v ¢eskej zbierke) vykazuje kmeni
DSM 15344 (nemeckd zbierka) lepSiu schopnost’ biokonverzie FA na VA. Kmeii M 15344
dosiahol 25% priemerna konverziu pri¢om kmefi DSM 15344 dosiahol az 66% konverziu FA
na VA. Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 sa teda zda byt vhodnejsim kandidatom
na produkciu VA pri nizsich pociatocnych koncentraciach FA ako bakterialny kmeni M 15344,
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4.3.2 Vyprodukovana biomasa a P3HB kmenom DSM 15344 v pritomnosti FA

Nasledujuci graf zobrazuje ¢asovy vyvoj produkcie biomasy a P3HB bakterialnym kmetniom
DSM 15344 pri kyseline ferulovej o pociato¢nej koncentracii 0,3 g/l.
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Obrdzok 32: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom DSM 15344 pri FA
o koncentrdcii 0,3 g/l

Okrem vznikajicich latok s pridanou hodnotou procesom biotransformacie doslo kmeniom
DSM 15344 aj k produkcii biomasy a P3HB. NajvacSie mnozstvo biomasy a P3HB bolo
dosiahnuté v 48. hodine: 3,01 + 0,2 g/l biomasy a 2,11 £ 0,1 g/l P3HB. Modelovy kmenn DSM
15344 teda preukazuje ako optimalny ¢as na produkciu P3HB a biomasy 48 hodin v porovnan{
s predoSlymi bakterialnymi kmerimi M 15344, DSM 15264 a LMG 21645, ktoré dosiahli
maximum biomasy a P3HB v ¢ase 72 hodin.

Kyselina ferulové o koncentrécii 0,3 g/l je teda vhodnd pre konverziu na VA a na produkciu
P3HB aj v pripade bakterialneho kmetia DSM 15344,

4.4 Kultivacné experimenty baktérie Schlegelella thermodepolymerans DSM
15344 s kyselinou ferulovou a abioticka kontrola kyseliny ferulovej

Dal§im experimentom bola kultivacia kmefia Shlegelella thermodepolymerans DSM 15344
s kyselinou ferulovou o koncentrdcii 500 mg/l a abiotickd kontrola kyseliny ferulove;.
Abioticka kontrola sluzila na overenie toho, ze kyselina ferulova tepelne nedegraduje
v nepritomnosti baktérii posobenim vyssej kultivacnej teploty. Meranie prebiehalo s dvoma
repeticiami.

Na zivné médium bol pouzity Nutrient broth o koncentracii 25 g/l v destilovanej vode a
minerdlne médium. Odbery tentokrdt prebehli v Case O, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48 a 72 hodin
pric¢om bolo zmerané pH a opticka hustota. Stvorhodinové odbery do 24 hodin prebehli
z dovodu zistenia doby za ktoru bola kyselina ferulova metabolizovana vzhl'adom na vysledky
z predoslych experimentov, kde kyselina ferulovad uz nebola v 24. hodine detegovand. Po
kultivaciach bol supernatant pouzity na analyzu na HPLC a vysuSeny pelet na GC-FID.
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4.4.1 Priebeh biotransformacie kyseliny ferulovej kmeinom DSM 15344

Nasledujuci graf zobrazuje Casovy vyvoj ubytku kyseliny ferulovej a tvorbu jednotlivych

metabolitov v uzsich ¢asovych intervaloch pri kyseline ferulovej o pociatocnej koncentracii
500 mg/l kmeriom DSM 15344.
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Obrdzok 33: Zaznamend koncentrdcia produktov u kmesiu DSM 15344 po biotransformdcii
kyseliny ferulovej o koncentrdcii 500 mg/I

Navazena koncentracia kyseliny ferulovej bola 540 + 38 mg/l avsak koncentracia v ¢ase 0 hodin
bola zaznamend na 350 + 18 mg/l. Toto mohlo byt znova sposobené spominanymi moznymi
pri¢inami v kapitole 4.2.1: neskorsi ¢as odberu, dekarboxyldcia FA na 4-VG pri sterilizicii,
pridavok komponent do produkéného média, nepresné navazenie a prevedenie FA do banky.
Kyselina ferulovd bola kompletne metabolizovand do 8 hodin od kultivicie. Tymto

experimentom bola upresnend doba za ktoru bola FA kompletne spotrebovana kmeniom DSM
15344,

4-VG uz pri FA o koncentracii 500 mg/l a kmeni DSM 15344 bol detegovany v nizkych
mnozstvach na rozdiel od predoslého experimentu s FA o koncentracii 300 mg/1. 4-VG tu znova

pravdepodobne vznikol pri sterilizacii produkéného média s FA, nie je teda produktom
biotransformécie FA.

Kyselina vanilova bola detegovana od 8. hodiny pri¢om najvyssia koncentracia (328 + 27 mg/1)
bola dosiahnutd v 20. hodine, jednalo sa az o 108% konverziu. Vysokd miera konverzie je

spOsobena tym, ze bol zasadny rozdiel v povodnej navazenej koncentracii FA a nameranej
koncentracii FA v ¢ase 0 hodin (540 + 38 mg/l = 350 + 18 mg/l).

Vanilylalkohol bol detegovany od 4. hodiny a najvyssia koncentracia (258 + 15 mg/l) bola

v 8. hodine, jednalo sa o 93% konverziu. Vysokd miera konverzia bola taktiez sposobena
vel'kou odchylkou v navazenej koncentracii FA a koncentracii FA v ¢ase 0 hodin.

43



Tymto experimentom sa dokézalo, ze S. thermodepolymerans DSM 15344 vel'mi rychlo
utilizuje kyselinu ferulovi s kompletnou spotrebou FA o koncentricii 500 mg/l do 8 hodin a
produkuje vysoké vytazky najma kyseliny vanilovej. Z Obrazku 33 je zrejmé, Ze vanilylalkohol
sa hromadil do 8. hodiny a ndsledne bola metabolickd drdha presmerovand vyhradne na
kyselinu vanilovu, ktorej koncentracia sa nad’alej zvySovala az do 24. hodiny. Jednou
moznost'ou metabolickej cesty by mohla byt aj premena VanOH na VA, kedy koncentracia
VanOH sa od 8. hodiny znizovala, zatial €o koncentracia VA sa vtomto Case nadalej
zvySovala.

4.4.2 Abioticka kontrola Kkyseliny ferulovej

Nasledujuci graf zobrazuje Casovy vyvoj koncentracie kyseliny ferulovej v uzsich casovych
intervaloch pri kyseline ferulovej o pociatocnej koncentracii 500 mg/1 v nepritomnosti baktérii.
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Obrdzok 34: Abiotickd kontrola kyseliny ferulovej o pociatocnej koncentracii 500 mg/l

Abiotickou kontrolou bolo dokazané, ze kyselina ferulova nebola tepelne degradovana pocas
50 °C temperacie na trepackach. Bola ale zaznamenand koncentracia 4-vinylguaiacolu, ¢o
mohlo byt zapri¢inené degraciou kyseliny ferulovej pocas sterilizacie mineralneho média.

Degradéicia kyseliny ferulovej bola zaznamend napriklad v praci Fiddlera akol., kde k

degradacii doslo pri 245 °C. Dekarboxylaciou vznikol 4-vinylguaiacol a ndslednou oxidaciou
vznikla kyselina vanilova [60].

K degradacii kyseliny ferulovej doSlo aj v praci Arrieta-Baez, kde bola zaznamend 32 %

degradécia po 20 mindtach sterilizacie. Nasledne na HPLC bol zaznameny 4-vinylguaiacol
[61].

V nasom experimente trvala sterilizdcia 30 minut a priemernd degraddcia bola 35 %
(povodnych 540 + 38 mg/l na 350 + 22 mg/l) a taktiez bol zaznamenany 4-vinylguaiacol.
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4.4.3 Rastova krivka kmena DSM 15344
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Obrdzok 35: Rastovd krivka kmesia DSM 15344 s kyselinou ferulovou o koncentrdcii 500 mg/I

Po zmerani optickej hustoty vzoriek bola zostrojend rastovd krivka baktérie
S. thermodepolymerans DSM 15344. Rastova krivka naznacuje, ze lag fdza pretrvavala 16
hodin a ndsledne medzi 16. a 24. hodinovou doslo k zrychlenému rastu kde od 24. hodiny
nasledovala exponencidlna faza do 72. hodiny. Exponencialna faza rastu kmefia DSM 15344
z nemeckej zbierky mikroorganizmov je v porovnani s kmenom M 15344 dlhSia; kmen M
15344 dosiahol stacionarnu fazu uz v 48. hodine.

4.4.4 Vyprodukovana biomasa a P3HB kmenom DSM 15344 v pritomnosti FA

Nasledujuci graf zobrazuje ¢asovy vyvoj produkcie biomasy a P3HB bakterialnym kmetniom
DSM 15344 pri kyseline ferulovej o pociatoc¢nej koncentracii 0,5 g/l.
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Obrdzok 36: Vyprodukované mnozstvo biomasy a P3HB kmeiiom DSM 15344 pri FA
o koncentrdcii 0,5 g/l
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Senzoricky aktivne latky vzniknuté procesom biotransformicie FA znova neboli jedinym
vyznamnym produktom kultivaénych experimentov. K produkcii vyznamnych mnozstiev
biomasy a P3HB dochadzalo od 20. hodiny. Najvyssia koncentracia biomasy bola dosiahnuté
v 72. hodine: 4,35 £ 0,3 g/l. Dosiahnuté vytazky biomasy sa zhoduju aj s s rastovou krivkou
kmena DSM 15344, kde v 72 hodinach nad’alej pretrvavala exponecidlna faza. NajvysSia
koncentracia P3HB pri FA o koncentricii 0,5 g/l bola opat dosiahnutd v 48. hodine:
2,98 +£0,2 g/l

Na =zaklade ziskanych vytazkov fenolovych latok a P3HB by sa dalo trvdit, ze
S. thermodepolymerans DSM 15344 najskor utilizuje FA na produkcie latok s pridanou
hodnotou aod 24. hodiny vyuziva xylézu na produkciu biomasy a P3HB s najvacsimi
vytazkami v ¢ase 48 a 72 hodin.

4.5 Kultivacné experimenty baktérie Schlegelella thermodepolymerans DSM
15344 s roznymi koncentraciami kyseliny ferulovej

Posledny experiment zahrial pridanie kyseliny ferulovej do produkéného média pred a po
sterilizacii, kde cielom experimentu bolo zistenie efektu sterilizacie na kyselinu ferulovu.
Experiment bol prevedeny aj na zaklade toho, Ze bol pozorovany rozdiel v produkcii
fenolovych latok medzi M 15344 a DSM 15344 s rdznymi po€iatoénymi koncentraciami FA.
Bola pouzita kyselina ferulova o koncentracii 250 mg/l, 500 mg/l a 750 mg/l. Kazda
koncentracia kyseliny ferulovej] mala dve repeticie, t.j. dve vzorky pre kazda koncentraciu FA
pred sterilizaciou produkéného média a dve vzorky pre kazdu koncentraciu FA po sterilizacii
produkéného média.

Na zivné médium bol pouzity Nutrient broth o koncentricii 25 g/I v destilovanej vode a ako
produkcéné médium bolo pouzité mineralne médium. Odbery supernatantu a biomasy prebehli
v Case 0, 8, 16, 20, 24, 48 a 72 hodin pricom bolo zmerané pH a optickd hustota. Po kultiviciach
bol supernatant pouzity na analyzu na HPLC a vysuSeny pelet biomasy na GC-FID.

4.5.1 Priebeh biotransformacie kyseliny ferulovej kmeiiom DSM 15344 pri roznych
pociatocnych koncentraciach FA

Pociatocna navazena koncentracia (250 mg/1, 500 mg/1 a 750 mg/1) bola v ¢ase 0 hodin znizena
aj v pripade vzoriek ktoré obsahovali kyselinu ferulova az po sterilizacii produkéného média.
Koncentricie kyseliny ferulovej v oboch pripadoch (pred a po sterilizacii) st takmer rovnaké
s minimalnou odchylkou. V Case 0 hodin bola detegovana FA o priemernych koncentraciach
185 + 21 mg/l, 338 = 35 mg/l, 408 + 40 mg/l (Obrazky 37-42). Tymto meranim teda nebol
dokazany rozdiel v koncentrécii kyseliny ferulovej pred a po sterilizacii produkéného média.

Zasadny rozdiel bol v tom, ze vzorky s kyselinou ferulovou pred steriliziciou médii obsahovali
v ¢ase 0 hodin vysSiu koncentraciu 4-vinylguaiacolu ako v pripade FA po sterilizacii média, ¢o
by naznacovalo nasledok degradacie kyseliny ferulovej sterilizdciou spominanej v predoslej
kapitole.
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Obrdzok 37: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 250 mg/l pred sterilizdciou
média
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Obrdzok 38: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 250 mg/l po sterilizdcii
média
Kyselina ferulovd o pociatocnej koncentracii

250 mg/l bola voboch pripadoch
zmetabolizovand kmeniom DSM 15344 do 8 hodin.
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V pripade vzoriek s obsahom FA pred sterilizdciou média bola zaznamena vyssia koncentracia
4-vinylguaiacolu v priebehu celej kultivicie oproti vzorkdm s FA po sterilizdcii. To je
pravdepodobne sposobené dekarboxylacnymi reakciami pocas sterilizacie.

Vo vzorkéch s FA pred aj po sterilizdcii média bola zaznamend vysoka koncentracia kyseliny
vanilovej a to najmd v rozmedzi 8. az 16. hodiny. Najvyssia koncentricia kyseliny vanilovej
v oboch pripadoch bola dosiahnutd v 8. hodine o konverzii 102 %. Vysok4 miera konverzie
bola z Casti sposobena tym, ze bol vicsi rozdiel v povodnej navazenej koncentracii FA
a nameranej koncentracii FA v ¢ase 0 hodin (254 + 38 mg/l = 185 + 21 mg/l).

Najvyssia konverzia vanilylalkoholu bola detegovana v 20. hodine o hodnote 23 % vo vzorke
s FA pred steriliziciou média a konverzia 19 % v pripade FA po sterilizicii média. Po 20.
hodine uz d’alej dochadzalo k degradécii vanilylalkoholu.

Pri pociatoCnej koncentracii 250 mg/l FA teda vyrazne prevazovala produkcia kyseliny
vanilovej, ¢o naznacuje oxidacnu cestu biotransformacie kyseliny ferulovej. Na Obrazku 37
v pripade vzorky s FA pred steriliziciou média je eSte mozné pozorovat' pokles VA v 16.
hodine spojeny s ndrastom koncentrdcie VanOH v 20. hodine naznacujuci d’alSiu moznost
opacnej konverzie VA na VanOH. Tento jav bol vS§ak pozorovany jedine v tomto pripade s FA
o koncentrécii 250 mg/1 pred sterilizaciou.
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Obrdzok 39: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 500 mg/l pred sterilizdciou
média
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Obrdzok 40: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 500 mg/l po sterilizdcii
média

V pripade vzoriek s kyselinou ferulovou o koncentracii 500 mg/l doSlo taktiez k uplnej
metabolizacii FA kmefiom DSM 15344 do 8 hodin.

V pripade vzoriek s FA pred sterilizdciou média bola znova zaznamena vysSia koncentracia
4-vinylguaiacolu oproti vzorkdm s FA po steriliz4cii, Co je znova pravdepodobne spdsobené
dekarboxylaciou FA pri sterilizacii.

Kyselina vanilova v pritomnosti FA o koncentracii 500 mg/l pred sterilizdciou dosiahla
maximdlnu koncentriciu v ¢ase 16 hodin s konverziou az 132 %. V pripade FA po steriliz4cii
dosiahla VA v case 16 hodin konverziu o hodnote 118 %. Vysoka miera konverzie bola opat
spOsobena tym, ze bol vicsi rozdiel v povodne] navazenej koncentracii FA a nameranej
koncentracii FA v ¢ase 0 hodin (512 + 24 mg/l = 338 + 35 mg/l). Tymto sa znova potrvdilo,
ze pouzitie FA o koncentrdcii 500 mg/l je najvhodnejSou volbou na produkciu kyseliny
vanilovej pomocou bakterialneho kmetia DSM 15344.

Vanilylalkohol pri pouziti FA o koncentrécii 500 mg/1 bol detegovany uz vo vyssej miere oproti
FA o koncentracii 250 mg/l. Koncentracia vanilylalkoholu sa ale uz po 16. resp. 8. hodine
rychlo znizovala na ukor zvySujucej sa koncentracie VA. ZvySovanim koncentracie FA sa teda
pravdepodobne zacina uz viac aktivovat aj redukcna cesta metabolickej drahy kyseliny
ferulovej. Okrem moznej reduk¢nej drahe tu podl'a priebehu biotransformacie (Obrdazok 39
a 40) pravdepodobne dochddza aj k prevedeniu VanOH na VA, kedy koncentracia VanOH po
16. resp. 8. hodine prudko klesa a koncentracia VA sa sibezne zvySuje.
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Obrdzok 41: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 750 mg/l pred sterilizdciou

média
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Obrdzok 42: Vzorky obsahujiice kyselinu ferulovii o koncentrdcii 750 mg/l po sterilizdcii
média

Pri vyS$Sej koncentracii FA o 750 mg/1 bola metabolizécia kyseliny ferulovej kmefiom DSM
15344 predlzend uz na 16 hodin. VysSia koncentracia FA teda jasne sposobila dlh§iu dobu
uplnej spotreby FA kmefiom DSM 15344.

V pripade vzoriek s pridanim FA pred steriliziciou média bola opdt zaznamena vysSia
koncentricia 4-vinylguaiacolu oproti vzorkdm s FA po sterilizicii.
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Kyselina vanilovd pri  FA pred steriliziciou média dosiahla v 20. hodine
103% konverziu. V pripade vzorieck sFA po sterilizicii média bola dosiahnuté
101% konverzia na kyselinu vanilovi v 16. hodine. Vysoké miery konverzie boli opat
spdsobené tym, zZe bol prilis vel'ky rozdiel v pdvodnej navazenej koncentracii FA a nameranej
koncentracii FA v ¢ase 0 hodin (758 £ 26 mg/l = 408 + 40 mg/).

Vo vzorke s obsahom FA pred steriliziciou média bola v ¢ase 8 hodin dosiahnuta 113%
konverzia na vanilylalkohol. Vanilylalkohol ale opat’ rychlo degradoval az ku kompletne;j
degradécii v Case 48 hodin. V pripade FA po sterilizacii média bola v 8. hodine dovrsena 103%
konverzia na vanilylalkohol.

Na Obrédzkoch 41 a 42 je vidno, ze pri FA o pociato¢nej koncentracii 750 mg/l dominuje v Case
8 hodin konverzia na VanOH, a nésledne dochddza k premene na VA v 16. hodine. Tymito
zaznamenymi koncentraciami sa teda este viac da priklonit k teérii o prevedeni VanOH na VA
od 8. hodiny kultivicie.

4.5.2 Vyprodukovana biomasa a P3HB kmenom DSM 15344 pri roznych
pociatocnych koncentraciach FA

Nasledujuce grafy zobrazuju ¢asovy vyvoj produkcie biomasy a P3HB bakterialnym kmetniom
DSM 15344 pri roznych pociato¢nych koncentraciach kyseliny ferulovej pred a po sterilizacii
produkéného média.
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Obrdzok 43: MnoZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentrdcii 0,25 g/l pred
sterilizdciou média
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Obrdzok 44: MnoZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentracii 0,25 g/l po
sterilizdcii média
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Obrdzok 45: MnoZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentracii 0,5 g/l pred
sterilizdciou média
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Obrdzok 46: MnozZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentrdcii 0,5 g/l po
sterilizdcii média
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Obrdzok 47: MnoZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentrdcii 0,75 g/l pred
sterilizdciou média
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Obrdzok 48: MnoZstvo biomasy a P3HB vo vzorkdch s FA o koncentracii 0,75 g/l po
sterilizdcii média
Po 24 hodinach bolo zaznamenané minoritné mnozstvo biomasy a P3HB vo vzorkiach s FA

o koncentrécii 0,25 g/l a 0,5 g/l v oboch pripadoch (pred a po sterilizicii média). Najvacsie
mnozstvo biomasy a P3HB bolo vo vzorke s 0,25 g/l FA pred aj po sterilizacii média.

Po 48 hodinach bol pozorovany uz vyssi narast koncentracie biomasy aj P3HB vo vSetkych
vzorkach. Najvy$Sie mnozstvo biomasy a P3HB bolo obsiahnuté vo vzorkdch s nizSou
koncentraciou pridanej kyseliny ferulovej po sterilizacii.

Celkova najvyssia koncentracia biomasy (5,41 + 0,5 g/l) aP3HB (3,59 + 0,3 g/I) tohto
experimentu bola dosiahnutd po 72. hodindch vo vzorke s FA o koncentricii 0,25 g/l pred
steriliz4ciou.

VysSie koncentracie biomasy a P3HB boli teda zaznamenané vo vzorkdch s FA o nizsej
koncentracii pravdepodobne ztoho dovodu, ze pritomnost kyseliny ferulovej o vysSej
koncentricii inhibovali rast baktérie.

4.6 Bioinformaticka analyza transformacnej drahy Kkyseliny ferulovej
pomocou S. thermodepolymerans DSM 15344

Na zaver experimentalnej Casti bola venovana pozornost biotransformacnému procesu kyseliny
ferulove; pomocou modelového kmena S. thermodepolymerans DSM 15344 v spoluprici
s Ing. Janou Musilovou, ktord sa podielala na anotéacii prvého kompletného gendému
S. thermodepolymerans DSM 15344. Konkrétne boli skimané enzymi a gény kodujice enzymi,
ktoré katalyzovali dekarboxyldciu a -oxidaciu kyseliny ferulovej (viz kapitola 2.3.1).
Jednalo sa o enzymy:

e Dekarboxyldza kyseliny ferulovej, kédovand génmi padC
e Feruloyl-CoA syntetdza, kddovana génmi fcs

e Enoyl-CoA hydratdza/izomerédza, kddovana génmi ech

e [-ketothioldza, kddovana génmi aat

e Vanilin dehydrogendza, kédovand génmi vdh
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Na porovnanie sekvencii enzymov baktérie Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 boli
vyhl'adané proteinové FASTA formaty enzymov referencnych mikroorganizmov a boli vyuzité
na analyzu cez ndstroj BLASTp s celym gendémom baktérie Schlegelella thermodepolymerans
DSM 15344 (GenBank: CP064338.1).

Tabulka 4: Porovnané sekvencie dohladanych enzymov referencnych mikroorganizmov
s genomom Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344

. Pokrytie Kbvalitativna
Enzym (Protein ID) Orgamzmuf Locus tag sekvencie E podobnost’
(Ref. sekvencia) [%] [%]
) Pseudomonas
Feruloyl COSYNCMZ | editerranca | 1548107640 | 94% 0.0 57,33%
Q D (SDU56784.1)
Leucyl/phenylalanyl- Pseudomonas
tRNA-protein transferdza oleovorans 1S481 11130 93% 2.107° 50,42%
(QPC30335.1) (WP_003460425.1)

Vyhl'adané FASTA formaty génov referencnych baktérii boli porovnané s celym genémom
baktérie Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 (GenBank: CP064338.1) pomocou
nastroja BLASTn (tabul'ka 5).

Tabulka 5: Porovnané sekvencie génov kédujiice dané enzymy s gendmom Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344

Pokrytie E Kbvalitativna

Gén Organizmus (Genomic sequence) sekvencie [%] podobnost’ [%]

Pseudomonas mediterranea DSM 16733 s
Jes (NZ_LT629790.1) 90% 1-10 68,10%

Pseudomonas oleovorans CECT 5344 0
at (NZ_HG916826.1) 48% 4-10 63.47%

Jedinymi dohl'adanymi génmi v gendéme baktérie S. thermodepolymerans DSM 15344 boli
gény fcs aaat avSak gén aat v gendme koduje enzym leucyl/phenylalanyl-tRNA-protein
transferazu, ktory nie je suCastou biotransformacnych drah kyseliny ferulove;.

Presny priebeh metabolizicie kyseliny ferulovej baktériou Schlegelella thermodepolymerans
DSM 15344 nie je mozné urcit kedze nedoslo k najdeni dostatocnych génov kddujuce enzymy
uz znamych metabolickych drah kyseliny ferulovej mikroorganizmami. D6vodom nedostatku
analyzovanych génov moze byt to, ze v gendme S. thermodepolymerans DSM 15344 este
viacero génov nemad priradeny analdég a neboli anotované. Na Obrazku 49 je nacrtnuty hruby
odhad metabolickej drahy kyseliny ferulovej vzhl'adom na dosiahnuté vysledky HPLC analyzy
fenolickych latok. 4-vinylguaiacol bol konvertovany z FA v mnohych vedeckych Stidiach
procesom dekarboxylacie avSak gén s enzymom dekarboxyldzy kyseliny ferulovej nebol
pozorovany v gendme S. thermodepolymerans DSM 15344. Iny proces konverzie na 4-VG
zatial nie je znamy. V tejto praci v§ak 4-VG nebol produktom biotransformacie FA ale vznikal
pravdepobne abioticky pOsobenim sterilizicie. Potvrdenym génom bol gén fcs, kdédujici
feruloyl-CoA syntetizu, ktory spolu s CoA thioesterom prevedd FA na feruloyl-CoA. Dal§im
krokom smerujicemu k vzniku kyseliny vanilovej v B-oxidacii FA by mal byt gén ech,
kédujici enoyl-CoA hydratdzu/aldoldzu. Tento gén ale nebol pritomny v gendéme
S. thermodepolymerans DSM 15344 a preto nasledujici medziprodukt je v pripade tejto
baktérie nezndmy. Pravdepodobnymi nasledujicimi procesmi je oxiddcia na kyseliny vanilovd
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alebo redukcia na vanilylalkohol. Redukéné a oxidacné reakcie v mnohych odbornych pracach
vychddzali z vanilinu, avSak v tejto praci vanilin detegovany nebol. Vanilin mohol byt
produkovany baktériou intraceluldrne a vzhladom na to, Ze je pre baktérie toxicky, je mozné,
ze bol vanilin v tejto praci okamzite detoxifikovany na VA a VanOH. Na zdklade dosiahnutych
vysledkov sa d& vSak eSte uvazovat nad cestou prevedenia VanOH na VA, ¢o bolo mozné
pozorovat zmenou koncentracii tychto metabolitov, kedy koncentracia VanOH sa znizovala
zatial’ o VA pribudala. VanOH a VA d’alej mohli podliehat degradacii na d’alSie fenolové latky
(na Obrazku 49 vyznacené bodkovanou Ciarou).

1) Feruloyl-CoA syntetaza (fcs)

2) Redukcia
3) Oxidacia @
Ho.__0 CoAS o Vanilylalkohol
e N 2) T Oy OH
= 3 ? 3) N
| CoA-SH | CH - 7?7 — I >
Hj 0 - o~ 3 - O/CH3
OH OH
Kyselina ferulova Feruloyl-CoA Kyselina vanilova

Obrdzok 49: Pravdepodobna biotransformacnd drdha kyseliny ferulovej pomocou baktérie
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344
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5 ZAVER

Tato diplomov4 préca sa zaoberala biotransformdciou kyseliny ferulovej na senzoricky aktivne
laitky pomocou vybranych bakterialnych kmenov Schlegelella thermodepolymerans. Boli
prevedené viaceré experimenty zamerané na optimalizaciu biotransformac¢ného procesu s
hlavhym zaujmom o produkciu senzoricky aktivnych ldtok ako kyselina vanilovd
a vanilylalkohol, ktoré si cennymi ldtkami v potravindrskom, farmaceutickom a kozmetickom
priemysle. Sucastou praktickej asti bolo aj zameranie sa na pochopenie metabolizmu kyseliny
ferulovej baktériou S. thermodepolymerans. Okrem biotransformacného procesu sa praca
zaoberala aj schopnostou tejto termifilnej baktérie produkovat poly-3-hydroxybutyrat, ktory
svojou biodegrabilitou a biokompatibilitou by mohol nahradit’ konven¢né plasty.

Prvym experimentom bolo otestovanie produkcie P3HB a biotransformacnych schopnosti
3 roznych kmenov baktérie Schlegelella thermodepolymerans ato M 15344, DSM 15264
a LMG 21645. Kyselina ferulova bolo tplne spotrebovand vsetkymi bakterialnymi kmeiimi uz
do 24 hodin kultivicie. K najvacsej biotransformacii doslo u kmetia LMG 21645 a to najméi
v 24 hodine. Bakterialne kmene boli schopné produkovat aj P3HB s najvysSimy vytazkami
v Case 72 hodin.

Dalej nasledoval experiment v ktorom sa skimal vplyv koncentricie kyseliny ferulovej na
biotransformacné procesy a produkciu P3HB pomocou kmenia M 15344. Tu nastal problém
s nameranou koncentraciou FA v ¢ase 0 hodin. Rozdiel v koncentracii FA zmeranej v ase O
hodin a pociatoCnej navazenej koncentracii FA bol vyrazné vysS§i pri pociatocnych
koncentriciach 500 mg/1 a viac vo vSetkych experimentoch. Mohlo to byt spdsobené viacerymi
spominanymi faktormi: neskorsi ¢as odberu, dekarboxylacia FA na 4-VG pri sterilizécii,
pridavok komponent do produkéného média, nepresné navazenie a prevedenie FA do
Erlenmeyerovej banky. HPLC analyzou bolo potrvdené, ze aj v pripade vyssej pociatoCnej
koncentricie FA (700 mg/l) bola FA kompletne spotrebovana kmefiom M 15344 v priebehu 24
hodin. Bolo dokazané, ze pouzitim vysSich pociato¢nych koncentracii FA prevazuje konverzia
FA na VanOH, kym pri niz§ich pociato¢nych koncentracii FA dochddza vyhradene ku
konverzii na VA. Tento parameter by sa dal vyuzit na cielent biotechnologicku produkciu VA
alebo VanOH. K najvyssej produkcii P3HB doslo pri FA o pociato¢nej koncentracii 300 mg/1
v ¢ase 72 hodin. VysSie koncentracie FA uz pravdepodobne inhibovali rast a produkcné
schopnosti kultury.

Vzhl'adom na neStandardné chovanie kmena M 15344 lyofilizovaného v Ceskej zbierke
mikroorganizmov bol v zostavajicich experimentoch pouzity pdvodny modelovy kmeii DSM
15344 z nemeckej zbierky mikroorganizmov. Ked'ze v predoslych experimentoch uz nebola po
24 hodinach detegovana kyselina ferulova, bolo d’alSou ulohou zistit' za aky cas dochadza
k metabolizécii kyseliny ferulovej v Stvorhodinovych intervaloch po dobu 24 hodin. HPLC
analyzou bolo dokazané, ze kyselina ferulovd o koncentracii 500 mg/l bola kompletne
metabolizovand uz do 8 hodin. K vysokej konverzii na vanilylalkohol doslo v 8. hodine
a k vyznamnej biotransformacii dos§lo v 20. hodine, kedy doslo k vzniku kyseliny vanilovej
o vel'mi vysokej koncentracii vzhl'adom na pociato¢nu koncentraciu FA. Zostrojend rastova
krivka baktérie naznacila, ze rastova faza pokracovala do 72 hodin, ¢o potrvdzuje aj najvacsie
mnozstvo biomasy v tomto ¢ase. P3HB vSak dosiahlo maximum v ¢ase 48 hodin.

Dalej bolo abiotickou kontrolou overené, ze kyselina ferulovda v nepritomnosti
mikroorganizmov samovolne nedegraduje pocas temperacie na trepacke, avSak mnozstvo
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kyseliny ferulovej zaznamené v case O hodin sa nadalej nezhodovalo s navazenou
koncentraciou kyseliny ferulovej pred jej pridanim do produkéného média. Okrem kyseliny
ferulovej boli detegované aj nizSie koncentracie 4-vinylguaiacolu, ktory mohol byt
produkovany dekarboxylacnymi reakciami pri sterilizdcii. 4-VG teda urcite nebol produktom
biotransformécie FA.

Poslednym kultivaénym experimentom bola analyza biotransformicie kyseliny ferulovej
a produkcie P3HB v pripade vzoriek, ktoré obsahovali kyselinu ferulova pred sterilizéciou
produkcéného média a v pripade vzoriek, ktoré obsahovali kyselinu ferulova az po sterilizacii
produkéného média scielom porovnania pociatoCnej koncentracie kyseliny ferulovej
s koncentraciou nameranou v ¢ase 0 hodin. Koncentricia kyseliny ferulovej v odbere 0 hodin
bola rovnakd vo vzorkéch s kyselinou ferulovou pred aj po sterilizacii, ¢im bolo dokazané, ze
sterilizacia nespdsobovala znizenie navazenej koncentracie na nizSiu koncentraciu v prvom
odbere (0 hodin). 4-vinylguaiacol bol detegovany vo wvysSej koncentracii vo vzorkach
s obsahom kyseliny ferulovej pred steriliziciou. Vysoka teplota a tlak pri sterilizécii bola
pravdepodobne dovodom vzniku vySSich koncentracii 4-vinylguaiacolu. K najvicsej
biotransformacii kyseliny ferulovej na vanilylalkohol prebiehalo pri vysSich pociatocnych
koncentraciach kyseliny ferulovej a to najmi v ¢asovom intervale 8—16 hodin. K najvyssej
biokonverzii na kyselinu vanilova doslo pri koncentracii 500 mg/1 kyseliny ferulovej v ¢ase 16
hodin. VyssSie koncentracie P3HB a biomasy boli pozorované pri nizSich koncentraciach
kyseliny ferulovej, ktord bola pridand do produkc¢ného média pred sterilizdciou. NajvysSie
mnozstvo P3HB bolo namerané pri 250 mg/1 kyseliny ferulovej po 72 hodinach.

Na zdver praktickej cCasti diplomovej prace bola prevedend bioinformatickd analyza
metabolickych drdh kyseliny ferulovej. Porovnanim referen¢nych nukleotidovych sekvencii
génov a proteinovych sekvencii enzymov bola v génome S. thermodepolymerans DSM 15344
overend jedind pritomnost’ génu fcs, podielajuceho sa na pociatoCnej reakcii smerujice;j
k vzniku  kyseliny  vanilovej a vanillylalkoholu. = Metabolizmus FA  baktériou
S. thermodepolymerans DSM 15344 je teda spojeny s procesom B-oxidicie FA, kde prvym
krokom je FA prevedend na feruloyl-CoA katalyzovany feruloyl-CoA syntetdzou (kédovana
génmi fcs). Nedostatkom potrvdenych génov v genéme baktérie S. thermodepolymerans teda
nebolo mozné sa dopracovat ku kompletnej metabolickej drahe kyseliny ferulovej. Konverzia
na VanOH a VA pravdepodobne prebieha cez vanilin, ktory musel byt okamzite prevedeny na
tieto menej toxické zluceniny. Alternativnou cestou k VA na zdklade dosiahnutych vysledkov
by mohlo byt aj oxidacia VanOH.

Dolezitym zistenim tejto diplomovej prace bolo, ze termofilna baktéria Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 preukazuje vynimocne rychlu utilizaciu kyseliny ferulove;j
spojenu s produkciou inych fenolickych ldtok. Okrem toho bol baktériou vyprodukovany P3HB
s najvyssimi vytazkami v ¢asoch 48 a 72 hodin v pritomnosti kyseliny ferulovej o nizsej
pociatocnej koncentracii. Najvys§imi vytazkami biotransformacie kyseliny ferulovej bola
kyselina vanilovéd a vanilylalkohol. Bolo dokézané, ze k najefektivnejsSej produkcii kyseliny
vanilovej dochddzalo pri FA o pociatocnych koncentraciach 250 mg/1 resp. 300 mg/1 a 500 mg/1
v Case 8-24 hodin. Biokonverzia na vanilylalkohol bola najvysS§ia pri vysSej pociatoCne]
koncentracii FA 750 mg/l a to v ¢ase 8—16 hodin. Hlavnym biotransforma¢nym oknom teda bol
Casovy interval 824 hodin, kde v zdvislosti na pociatocnej koncentricii kyseliny ferulove;j
dochadzalo k produkcii kyseliny vanilovej oxidacnou cestou, k produkcii vanilylalkoholu
reduk¢nou cestou biotransformacie kyseliny ferulovej alebo este prevedenim VanOH na VA.
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S. thermodepolymerans DSM 15344 teda na zdklade dosiahnutych vytazkov fenolovych latok
a P3HB pravdepodobne najskor detoxifikuje FA za vzniku l4tok s pridanou hodnotou a od 24.
hodiny vyuziva xyldzu ako zdroj uhlika na produkciu P3HB s najvys§imi vytazkami v Case 48
az 72 hodin. Vzhl'adom na dosiahnuté vysledky vysokych vytazkov senzoricky aktivnych latok
sa da tvrdit, zZe baktéria Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 ma potencidl na
produkciu tychto latok biotransformdiciou kyseliny ferulovej. Bioinformatickou analyzou bol
potrvdeny len jeden gén fcs podiel'ajuci sa na B-oxidacii FA a preto by bolo d’alej bude nutné
sa dopracovat’ k anotacii d’alSich génov podiel'ajucich sa na biotransformacii kyseliny ferulovej
baktériou S. thermodepolymerans DSM 15344 na upresnenie metabolickej drdhy FA.
Problematikou optimalizacie biotransformacnych procesov kyseliny ferulovej pomocou
baktérie Schlegelella thermodepolymerans by bolo teda vhodné sa nad’alej podrobnejsie
venovat’ so zameranim na kratSie ¢asové useky odberov do 24 hodin pre lepsSie pochopenie
metabolizicie kyseliny ferulove;.
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7 ZOZNAM SKRATIEK

Skratka Vyznam

4-VG 4-vinylguaiacol

FA Kyselina ferulova

GC-FID Plynova chromatografia s plamefiovo ioniza¢nym detektorom
HPLC Vysokoug¢inna kvapalinova chromatografia

P3HB Poly-3-hydroxybutyrit

TEM Transmisny elektronovy mikroskop

VA Kyselina vanilova

VanOH Vanilylalkohol
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Obrdzok 50: Chromatogram pouZitych Standardov o koncentrdcii 500 mg/l
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Obrdzok 51: Chromatogram s detegovanou kyselinou vanilovou u kmeniu DSM 15344 pri FA
o pociatocnej koncentrdcii 0,5 g/l v case 20 hodin
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Obrdzok 52: Detegované metabolity kyseliny ferulovej u kmenu DSM 15344 pri FA
o0 pociatocnej koncentrdcii 0,5 g/l v case 8 hodin
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Obrdzok 53: Kalibracna krivka pre vanilylalkohol
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Obrdzok 54: Kalibracna krivka pre kyselinu vanilovii
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Obrdzok 55: Kalibracna krivka pre vanilin
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Obrdzok 56: Kalibracna krivka pre kyselinu ferulovi
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Obrdzok 57: Kalibracna krivka pre 4-vinylguaiacol
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