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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na polyhydroxyalkanoaty (PHA) a jejich produkei pomoci
nesirnych purpurovych bakterii, konkrétné Rhodospirillum rubrum. Probéhla optimalizace
kultivacnich podminek pomoci a pfedevSim stanoveni vhodné koncentrace NaCl
pro nasledujici evoluéni experimenty. U téchto vzorkt byl zkouman rust a produkce PHA
pomoci plynové chromatografie s FID detektorem. Poté byl tento mikroorganismus
dlouhodobé¢ pasazovan o vysoké koncentraci NaCl (40 g/L). Kultivace probihala v systému
pasazi s 48 h intervalem mezi pfeoCkovanim za aerobnich podminek ve tmé. U takto
kultivovanych vzorkd byla stanovena produkce biomasy a PHA pomoci plynové
chromatografie s FID detektorem. Jako posledni experiment byla provedena PCR analyza pro
test genit 16S rRNA a phaC. Zavérem prace je provedeni Gspé$né adaptace R. rubrum na
koncentraci 40 g/l NaCl. Dale byl prokazan pozitivni vliv stresového podnétu na zvySenou

produkci PHA u bakterie Rhodospirillum rubrum.

Klicova slova
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ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on polyhydroxyalkanoates (PHA) and their production using
non-sulfur purple bacteria, specifically Rhodospirillum rubrum. The cultivation conditions
were optimized especially with respect to the determination of NaCl concentrations for the
following evolution experiments. Then this microorganism was repeatedly cultured at a high
concentration of NaCl (40 g/L). Passage system was used in this cultivation with 48 h
between inoculations under aerobic conditions in the dark. In the samples cultivated in this
way, the growth rate was investigated using optical density and the amount of biomass and
PHA using gas chromatography with an FID detector. As the last experiment PCR analysis
was performed to test the 16S rRNA and phaC genes. The conclusion of the work is the
successful adaptation of R. rubrum to a concentration of 40 g/l NaCl. Furthermore, the

positive effect of stress stimulus on the increased PHA production was proven.
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Non-sulfur purple bacteria, Rhodospirillum rubrum, polyhydroxyalkanoates, evolutionary

engineering, osmotic stress, gas chromatography, PCR
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1 UVOD

Plasty jsou dilezZitou soucasti dne$ni spole¢nosti, a proto stejnou mirou dnes$ni spole¢nost
ovlivituje 1 jimi zapfi¢inéné znecCisSténi zivotniho prostfedi. V dnesni dob¢ jsou klasické
konven¢ni plasty z velké ¢asti vyrabény petrochemickym zptisobem z ropy a nejsou v ptirodé
degradovatelné. Pouze eroduji na mikroplasty, které se nasledné nachazeji v pfirod¢,
rostlindch a ZzivociSich. Z toho divodu jsou momentalné jednim znejvétSich polutanth

zivotniho prosttedi na svéte, s produkci 353 miliont tun odpadu kazdy rok.

Jednim z moznych feSeni pro tuto krizi je vyuziti biodegradabilnich plast, které jsou
mikroorganismy daného prostiedi rozkladany na latky ptirodé neskodlivé. V dnesni dobé se
JiZ vyuzivaji varianty bioplastl napiiklad polymer kyseliny mlécné PLA, z kterého se vyrabi
jednorazové nadobi, lékatfské potieby, zemédelské folie atd. DalSim moznym kandidatem
z této Kkategorie biologicky rozlozitelnych plasti jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Polyhydroxyalkanoaty jsou momentalné zkoumana skupina polymert, kdy dle dosavadniho
vyzkumu vykazuji skvélé vlastnosti poukazujici na jejich potencialni vyuziti v mnoha
prumyslovych odvétvich. Nejvétsi problém PHA je jejich vyrobni cena. Z duvodu jejich
biotechnologické produkce, coz obnési rizika ve formé cenové naro¢nych substratii, ndrokt
na sterilaci a nasledné i Sance nizSich vytézka jsou naklady na prumyslovou produkci PHA
vysoké. Z toho diivodu se hledaji zplsoby, jak zlevnit tento proces a jednim z téchto zpisobl
je zkoumani moznych novych mikrobialnich producenti a jejich schopnost pieziti a produkce

za urcitych podminek.

Pravé jednou skupinou producentii jsou nesirné purpurové bakterie, do které patii i bakterie
Rhodospirillum rubrum, ktera je zajimava schopnosti produkce riznych polymert a svym
univerzalnim metabolickym aparatem umoziujici rtizné kultivaéni podminky. Pravé tato
prace je zaméfena na zkoumani schopnost R. rubrum rist a produkovat PHA v podminkach
mimo jeji optimum. Extrémni podminky by mohly byt cesta ke snizeni narokt a nakladt na

sterilitu prostiedi a tim padem 1 celého kultivacniho procesu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) se fadi mezi polyestery, které jsou v ptirodé produkovany fadou
mikroorganismi. Zatim bylo potvrzeno okolo 300 druhti mikroorganismui, které jsou schopné
produkce a akumulace PHA v cytoplazmé ve form¢ granuli PHA a maji pro mikroorganismy
primarné funkci jako zasobarny uhliku a energie. Syntéza PHA je katalyzovana hlavné
v piipadé nadbytku uhliku a nedostatku ostatnich Zivin, jako napf. dusiku nebo fosforu.
U mnohych producentt byla také prokdzana protektivni funkce PHA vici vystaveni stresoriim
vnéjsiho prostiedi (napt. osmotickému tlaku nebo nepiiznivym teplotam), z toho duvodu lze

vystavenim témto Sstresorim zvysit produkci PHA.

PHA zacalo byt zkoumano z divodu jejich mechanickych vlastnosti, které jsou v mnoha
ptipadech obdobné petrochemickym plastim. Hlavnim rozdilem je jejich biodegradabilita
Vv ptirodé na oxid uhli¢ity s vodou a biokompatibilita, diky které je mozné PHA vyuzit
napf. i v medicing ¢i kosmetice. Doba rozkladu PHA se pohybuje v rozmezi 3 az 18 mésicu
Vv zavislosti na podminkach prostiedi, ve kterém dochazi k rozkladu a typu monomeru, ze

kterého je dané PHA slozeno [1, 2].

2.1.2 Struktura PHA

PHA jsou linearni polymery hydroxyalkanovych kyselin spojenych esterovou vazbou.
Existuje vice nez 150 moznych monomert S linearni, vétvenou, nasycenou, nenasycenou nebo
aromatickou strukturou, kde rozdilné struktury a monomery poskytuji rozdilné mechanické

vlastnosti vyslednému polymeru.

R 0
I

|
CH C
0/ \C/
H, n

Obrazek 1 — Obecny vzorek PHA, prevzato a upraveno [3]
PHA délime do 3 skupin podle délky bocniho fetézce, ktery je na obrazku 1 znacen
pismenem R. Délime je na PHA s kratkym fetézcem (tzv. ,,short-chain lenght PHA®, scl-

PHA), do kterych muzeme zafadit napf. poly-3-hydroxybutyrat P(3HB), poly-3-



hydroxyvalerat P(3HV), které maji v fetézci méné nez 6 atomi uhliku. Dale jsou PHA se
stitedné dlouhym fetézcem (tzv. ,,medium-chain lenght PHA*, mcl-PHA), které disponuji 6-14
atomy uhliku v fetézci a jako posledni jsou PHA s dlouhym fetézcem (tzv. ,,Jong-chain lenght
PHA®, Icl-PHA) s vice nez 14 atomy uhliku v fetézci. Scl-PHA jsou krystalické, tuhé a
kiehké s nizkou mechanickou pevnosti a vysokou teplotou tani, coz je limituje v mozné
aplikaci pro pramyslové vyuziti. S mcl-PHA mazeme najit vétsi diversitu vlastnosti a vyuziti,
kvili elastickym vlastnostem, nizké teploté tani a méné krystalické struktute. Pii produkci
kopolymerti s riiznymi monomernimi jednotkami zalezi na typu mikroorganismu, prostredi,

metabolické draze, kterou je PHA syntetizovano, uhlikovém zdroji a dalSich faktorech [4, 5].

Mezi nejvice prozkoumané PHA patii polyhydroxybutyrat P(3HB) z divodu jeho objeveni
jakozto prvniho PHA v bakterii, kdyz je objevil francouzsky védec Lemoigne v roce 1926
béhem studie bakterie Bacillus megaterium [6]. P(3HB) je avsak velmi tuhy a kiehky
material, Z toho diivodu se zkoumaji nejriznéj$i moznosti jak tyto vlastnosti optimalizovat.
Jako druhy vhodny kandidat K primyslovému vyuziti je zkouman kopolymer z P(3HB) a
polyhydroxyvyleratu (P(3HB-co-3HV)), nebo kopolymer z P(3HB) a 4-hydroxybutyratu
(P(3HB-c0-4HB)), které jsou vice elastické nez samotny P(3HB). Kombinace scl-PHA s mcl-
PHA déava vzniklym polymerim vice elastické vlastnosti, které zvySuji moznosti jejich

pramyslové vyuziti [2].

2.1.3 Biosyntéza PHA

PHA jsou syntetizovany V ptipadé dostate¢ného mnozstvi uhlikatého substratu, a nedostatku
primarné dusiku, nebo fosforu, kdy nasledné slouzi jako zdroj uhliku a energie pro své
producenty. Granule PHA s velikosti 0,2-0,5 um jsou skladovany uvnitf mikroorganismu.
Granule jsou tvofeny z vice vrstev, kdy kazda z nich ma rozdilné vlastnosti. Vnitini vrstva se
sklada z hydrofobniho jadra polyesteru PHA. Pavodni predstava o struktufe byla tvofena
pievazné pomoci fosfolipida, které tvotily vnéjsi hydrofilni vrstvu. Pozdéji bylo zjisténo,
ze obal se sklada z amfifilniho proteinu, ktery tvoii ochrannou vrstvu pted hydrofilnim

prostiedim cytoplasmy a zarucuje granulim lep$i kompatibilizaci [7].

Metabolicka draha biosyntézy scl-PHA se sklada ze tii enzymaticky katalyzovanych reakci.
Mezi dané enzymatické katalyzatory patii 3-ketothiolaza, acetyl-CoA reduktaza a jako
posledni P(3HB) syntaza [7]. Acetyl-CoA bakterie ziskavaji zpracovanim substratu, kde zalezi

na jeho druhu (tzn. sacharidy, lipidy, aj.) pro naslednou volbu metabolické drahy. B-oxidace
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mastnych kyselin je prvnim z moZznych metabolickych drah, kde po navazani CoA do fetézce
ziska po odstépeni acetyl-CoA. Dalsim zpusobem mize byt oxidativni dekarboxylace
pyruvatu z glykolyzy v dychacim fetézci v mitochondrialnim matrixu [8]. Jako prvni reakce
Vv syntéze je kondenzace dvou acetyl-COA za pomoci 3-ketothiolazy a vyslednym produktem
této reakce je acetoacetyl-CoA. Tento produkt je v dalsi reakci redukovan diky acetyl-CoA
reduktazou na R-3-hydroxybutyryl-CoA. V posledni fazi je R-3-hydroxybutyryl-CoA
polymerizovan pomoci P(3HB) syntazy za vzniku P(3HB) a jako vedlejsi produkt vznikne
koenzym A, ktery je béhem toho procesu odstépen od R-3-hydroxybutyryl-CoA. V buiice
vSak neprobiha pouze biosyntéza PHA, ale zaroven probiha také jejich biodegradace pomoci
P(3HB) depolymerdz, jakozto soucast takzvaného ,PHA cyklu“ béhem kterého jsou

V neustalém procesu polymerovany a obnovovany PHA monomery [7].

Cukry, mastné kyseliny apod.

l
Katabolické l
metabolické drahy I
generujici ATP Acetyl-CoA + Acetyl-CoA
a/nebo syntézy l tothioléza (Phad)
ostatnich metabolitd

Acetoacetyl-CoA

PHA CYKLUS

B-oxidace
—> R-3- b «— «— <«
y 3 Vhydroxyacyl Colt mastnych kyselin

PHA monomery
= - ‘: “rl‘ \ i \

L)

De novo syntéza mastnych

o Potentni chemické chaperony kyselin
o Substraty pro syntézu ostatnich ochrannych
metabolitt
O Indukce ppGpp syntézy
O Aktivace alternativnich sigma faktord napfr RPoS

Obrazek 2 - Metabolicka draha biosyntézy PHA s naznakem PHA cyklu, prevzato a upraveno [7]

2.1.4 Biodegradace PHA

PHA jsou molekuly, které jsou degradovany svymi producenty, piipadné ostatnimi
mikroorganismy, které disponuji enzymatickym aparatem pro jejich rozklad. Tato vlastnost je
jednim z divodd, pro¢ se o PHA uvazuje jako o nahradé petrochemickych plastid. Schopnost

degradace PHA se nevyskytuje pouze u mikroorganismi, které jsou schopny PHA
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produkovat. Degradaci PHA vyuzivaji houby, bakterie a mnoho dalSich mikroorganismi
napii¢ mnoha misty a ekosystémy. PHA degradujici mikroorganismy byly nalezeny v pudg¢,

kompostu, v kalu z ¢isti¢ek, ve sladké i slané vodé [9].

Mikroorganismy mohou PHA degradovat za intracelularnich i extracelularnich podminek,
taktéz za podminek aerobnich i anaerobnich pomoci depolymeraz. Za anaerobnich podminek
se rozklad4 na methan a vodu, zatimco za aerobnich podminek se rozklada na oxid uhlicity a
vodu. Tyto depolymerazy enzymaticky hydrolyticky rozkladaji esterovou vazbu polymeru na
monomery a oligomery. Pomoci depolymeraz lze hydrolyzovat pouze esterové vazby v (R)-

konfiguraci [9, 10].

Degradace PHA probihd také jako soucast PHA cyklu, ktery lze vidét na obrazku 2.
V prvotnim kroku je PHA hydrolyzovano pomoci PHA depolymerdzy. Touto reakci vznika R-
3-hydroxybutyrat, ktery je R-3-hydroxybutyrdt dehydrogendzou pfeménén na acetoacetat
[7, 9]. Acetoacetat je dale rozkladan B-ketothiolazou na acetyl-CoA. Za piitomnosti kysliku je
v citratovém cyklu dale rozkladan az na COz a H20 [11]. Za anaerobnich podminek je drahou

B-oxidace rozkladan na CH4, CO2 a H20 [12].

2.1.5 Praktické vyuziti

PHA je diky svym vlastnostem, které jsou podobné petrochemickym plastim, jedna
Zmoznosti na nahrazeni klasickych plasti. MoZna uprava jejich fyzikaln&-chemickych
vlastnosti v zavislosti na slozeni jednotlivych monomerti v polymeru z PHA tvoii extrémné
variabilni alternativu. Timto jsou vyuzitelné ve vétSiné primyslovych odvétvi. VyuZiti by
mohly mit napf. jako obalové materialy, v kosmetice, zdroj biopaliva, nanovlakna nebo ve
tkanovém inzenyrstvi. Hlavni nevyhodou ohledné vyuziti PHA je jejich cena, ktera je

podstatné vyssi oproti petrochemickym plastim a jim podobnym vyrobktim [13].

Diky svym netoxickym vlastnostem jsou PHA zkoumény jako mozné nahrady a vyztuz
v medicinskych aplikacich. Za vlastnost biokompatibility vdééi PHA kyseliné f-
hydroxymaselné, také nazyvané 3-hydroxybutyrat, ktera se pfirozené vyskytuje v lidské krvi
v koncentracich 0,3-1,3 mM [14]. Mcl-PHA s vys$si mékkosti, jako napiiklad kopolymer
P(3HB-c0-3HV), jsou vyuzivany jako scaffoldy pro regeneraci pokozky. Kopolymer P(3HB-
c0-4HB) je mozné vyuzit pifi operacich cév a srde¢nich komor diky jeho amorfnim

a elastickym vlastnostem [12]. Dalsi mozné vyuziti je pii regeneraci bun€k kostni diené
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a kostni tkané. V tomto vyuziti byl pfi testovani nejvice kompatibilni kopolymer P(3HB) a 3-
hydroxyhexanoatu P(3HB-co-HHX). Pak diky hydrofobnim vlastnostem je mozno vyuzit jako
pfenaseCe 1éCiv na misto potieby v té€le [15]. Nejvic pozornosti vSak budi schopnost PHA
nachazet rakovinné bunky pomoci specifickych proteinti. Z tohoto hlediska je tedy mozné

vyuziti pro detekci rakoviny [12].

Moznost biodegradability pomoci mikroorganismu je nejvétsi rozdil oproti petrochemickym
plastim, které by mohli byt bioplasty, jako je PHA, nahrazeny. P(3HB), P(3HB-co-3HV)
asmési PHA/P(3HB) s kyselinou polymléénou (PLA), termoplastickym Skrobem maji
vysokou odolnosti vii¢i vodé, viditelnému svétlu, UV zafeni a oxidativnim procestim, kterym
jsou obalové materialy ve velké mife vystavované. Diky lamelarni sktruktute P(3HB) jsou
také dostate¢né odolné viici plyntim s paropermeabilitou okolo 560 g/m?/den. Diky tomu byly
PHA vyuzity jako obalové materialy pro suroviny s krat$i dobou skladovatelnosti. Nejvétsi
nevyhoda vyuziti jako obalové materidly je opét cena vyroby [14, 15]. Dal$i mozZnost
zakomponovani potravinaiského priamyslu do produkce PHA je vyuziti potravinafskych
odpadu, jejichz kazdoro¢né vznika obrovské mnozstvi, naptiklad slupky, odpadni rostlinny
olej apod. Mikroorganismy produkujici PHA vyuzivaji takové latky jako substrat nebo zdroj
energie. Timto zplisobem je mozné snizeni mnozstvi potravinaiského odpadu a zlevnit

vyrobni cenu PHA jakoZto obalovych materiala [15].

2.2 Rhodospirillum rubrum

2.2.1 Struktura a vlastnosti

Rhodospirillum rubrum je mezofilni G™ nesirna bakterie s teplotnim optimem mezi 25-30 °C.
Bakterie Rhodospirillum rubrum je fakultativné anaerobni bakterie spirochetniho tvaru
S mnohovrstvymi  vnéjSimi obaly. Je schopna rlst fotoautotrofné, fotoheterotrofné
i fotomixotrofné. Uvniti bunék lze pozorovat piitomnost chromatoford, coz jsou zplostélé
disky obsahujici barviva jako napf. bakteriochlorofyl umoznujici fotosyntézu absorpci
svételného zafeni a karotenoidy [16, 17, 18]. V chromatoforech se také vyskytuje elektron
transportni fetézec pro tvorbu ATP [19]. V aerobnim prostiedi je Rhodospirillum rubrum
bezbarvd, diky inhibici fotosyntézy kyslikem. V anaerobnim prostiedi ziskdva diky
probihajici fotosyntéze Cervenou barvu zpusobenou produkci a akumulaci karotenoidu,

bakteriochlorofylu a a ostatnich barviv v chromatoforech [20].
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Rhodospirillum rubrum je fakultativné anaerobni mikroorganismus, coz znamena, ze je
schopna zmény metabolickych drah v zavislosti pristupu ke kysliku. V aerobnich podminkach
vyuziva fetézec bunééného dychani k obnové kofaktoru NAD*/NADH pienosem elektront
[21]. Pti anaerobni respiraci jsou alternativnimi akceptory elektronti dimethylsulfoxid, nebo
trimethylaminoxid. Tato zména eclektronovych akceptori umozni vyuziti malatu, acetatu
a sukcinatu jako rtstovych substrati a zdroji uhliku. Z hlediska piemény energie vykazovaly

dimethylsulfoxid a trimethylaminoxid pouze 33-41% uc¢innost oproti kysliku [22].

Obrazek 3 - Rhodospirillum rubrum [23]

Purpurové bakterie se déli na sirné a nesirné, kde je jejich hlavni rozdil v schopnosti
metabolizovat siru. Rhodospirillum rubrum patfi mezi nesirné bakterie, Vtom piipadé
nevyuziva siru a sirné slouceniny jako donory elektrond pro jejich oxidaci pfi fotosyntéze.
Purpurové nesirné bakterie jsou schopné do urcité miry siru vyuZzivat, ale vzdy pouze z okoli a
neuchovavaji si sirné slouceniny uvnitt bunky. Misto sirnych sloucenin vyuZivaji organické

slouceniny jako malat nebo sukcinat [24].

2.2.2 Metabolismus

2.2.2.1 Anoxygenni fotosyntéza
Anoxygenni fotosyntéza je druh fotosyntézy, pii které neni vyuzivan kyslik jako finélni
akceptor elektront, tzn. probiha bez ptitomnosti kysliku. U Rhodospirillum rubrum byvaji

timto akceptorem organické slouceniny [25].
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Organismy schopné fotosyntézy bez ptitomnosti kysliku vyuzivaji jinych redukénich Cinidel
namisto vody, ktera je vyuzivana u fotosyntézy s ptistupem kysliku, naptiklad vodik, siru,
organické slouCeniny nebo jiné donory elektront. Tato zmeéna je zpusobena odliSnym
fotopigmentem, kde misto chlorofylu vyuZivaji bakteriochlorofyl. Rozdilnost miize zpusobit

piitomnost rtiznych typt karotenoida pro kazdy organismus [26].

Bakterie s timto typem fotosyntézy disponuji dvéma reakénimi centry. Prvni typ reakéniho
centra absorbujici svétlo o vinové délce 840 nm vyuziva zelené sirné bakterie a druhy typ
reak¢éniho centra vyuziva purpurové bakterie, mezi které se fadi i Rhodospirillum rubrum.
V kazdém centru je svétlo absorbovano o jiné vinové délce. Reakéni centrum Il absorbuje
svétlo o délce 870 nm, kdezto reakéni centrum | absorbuje svétlo o vlnové délce 840 nm.
DalSim rozdilem je vyuziti odliSnych primarnich akceptort elektronli. Zelené sirné bakterie
vyuzivaji chlorofyl a fylochinon s navaznosti na fadu Fe-S proteinti k pfenase¢im elektront

ferrodoxinem a ferrodoxin-NADP™" reduktizou na finalni NAD [26, 27]

Pro purpurové bakterie véetné Rhodospirillum rubrum je absorbovano svétlo o vinové délce
870 nm, které je absorbovano pomoci svétlosbérnych komplexi. Poté je pfeneseno do dimeru
molekul bakteriochlorofylu 870 (BChlz). Jakmile dosahne dimer excita¢niho stavu, jsou
elektrony pieneseny na bakteriochlorofyl (BChl), ktery slouzi jako primarni akceptor
elektront. Elektron je dale zachycen na bakteriofytin (BPhe) a nasledné pfedan na primarni
ubichinonovy akceptor (Qa). Z n¢hoz jde elektron na sekundarni ubichinonovy akceptor (Qg),
ktery ptfijme dva takovéto elektrony a protony z cytoplasmy a presune se do ubichinonového
poolu (Q-cyklu). Sekundarni akceptor Qg je poté reoxidovan komplexem cytochromu (bcy),
z kterého se elektron presune do cytochromového komplexu (C2) na obrazku 5, ktery jako
finalni krok tohoto cyklu reoxiduje diive vyuzity dimer bakteriochlorofylu 870. Po absorbci
dvou fotond reakénim centrem jsou presunuty Ctyfi protony do extracelularniho prostoru,
které jsou nasledné vyuzity pro syntézu ATP. ATP je tvofeno pomoci protonového gradientu,
ktery vznika v periplazmé diky danému cyklu a pfesunu C&tyf protont H™ do
periplazmatického prostoru. Tento gradient néasledné spousti protonovou hybnou silu do
cytoplasmy, ktera zptsobi konforma¢ni zménu ATPazy a otevieni kanalu zpét do cytoplasmy.
Proud proton nasledné rozto¢i hlavu ATPazy adiky tomu dochazi k fosforylaci

adenosindifosfatu (ADP) na adenosintrifosfat (ATP) [27].
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Obrazek 4 - Reakcni centra pro anoxygenni fotosyntézu, prevzato a upraveno [27]
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Obrazek 5- Schéma anoxygenni fotosyntézy a jejiho sprazeni v tvorbou ATP, prevzato a upraveno [28]
2.2.2.2 Calvin-Benson-Basshamiiv cyklus (CBB)
Z divodu schopnosti fotoautotrofniho 1 fotoheterotrofniho zplsobu rastu vyuziva

Rhodospirillum rubrum Calvin-Benson-Basshamuv cyklus k fixaci CO2 béhem rastu [29].

Cely cyklus se sklada ze 13 reakci celkové katalyzovanych pomoci 11 enzyml a mize byt
rozdélen na 3 katalytické faze: karboxylaci, redukci a regeneraci. Cely cyklus zacina
pfijmutim 3 molekul CO2 na ribul6ézu-1,5-bisfostat (RuBP) pomoci enzymu Rubisco a ATP.
Dochazi ke vzniku 6 molekul 3-fosfoglyceratu (3PGA), ktery je nasledné fosforylovan na 1,3-
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bisfosfatgylcerat (1,3-BPGA). Tato molekula redukovana na glyceraldehyd-3-fosfat (GA-3P)
za soub&zné oxidace NADPH na NADP+H". V tento moment se 1 z 6 molekul oddéli z cyklu
a zbylych 5 pokracuje v regeneraci na piuvodni RuBP. Z GA-3P se pomoci tridézafosfat
izomerazy da izomerovat dihydroxyaceton-fosfat (DHAP). Tento krok je reverzibilni
Z ditvodu zavislosti na dalSim vyuziti v daném cyklu. Z tohoto bodu se da pokracovat pomoci
fruktoza-1,6-bisfosfat aldolazy na Sestiuhlikatou fruktozu-1,6-bisfosfat (Fru-1,6-BP) nebo
na sedmiuhlikovou sedoheptul6zu-1,7-bisfosfat (Sed-1,7-BP). Fru-1,6-BP je pomoci fruktoza-
1,6-bisfosfatazy pfeménéna na fruktozy-6-fostat (Fru-6P), kterda se redukuje na xylulozu-5-
fosfat (Xyl-5P). V dalsim kroku je pomoci fosforibulokinazy pfeménéna na ribul6zu-5-fosfat
(Ru-5P). Sed-1,7-BP je v prabéhu cyklu pomoci sledu reakci pfeménéna na ribulozu-5-fosfat
(Ru-5P). Spotiebovanim jedné molekuly ATP je Ru-5P fosforylovana na pivodni ribuldzu-
1,5-bisfosfat [29].
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Obrazek 6 - Schéma CBB cyklu [29] RuBP — ribuléza-1,5- bisfosfat; 3PGA — 3-fosfoglycerat, 1,3-
BPGA — 1,3-bisfosfoglycerat; GA-3P — glyceraldehyd-3-fosfat; DHAP — dihydroxyacetonfosfat; Sed-
1,7-BP — sedoheptuloza-1,7-bisfosfat,; Sed-TP — sedoheptuloza-T-fosfat; R-5P — riboza-5-fosfat; E-4P

— erytroza-4.fosfat; Fru-1,6-BP — fiuktoza-1,6-bisfosfat, Fru-6P — fruktoza-6-fosfat; Xyl-5P —
xyluléza-5-fosfat; RU-5P — ribuléza-5-fosfat; PGK — fosfoglycerat kindza;, GAPDH — glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogendza, TPI — tridézafosfat izomerdza,; Ald — fruktoza-1,6-bisfosfat aldéza; FB —
fruktoza-1,6-bisfosfataza; TK — transketoldza; SB — sedoheptuloza-1,7-bisfosfatdza; PRK —
fosforibulokinaza
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2.2.2.3 Fixace dusiku

Rhodospirillum rubrum je svym metabolismem velmi vSestranna bakterie, diky ¢emuz je
schopna i fixovace vzduSného dusiku. Tento proces je katalyzovany enzymatickym
komplexem nitrogenazou, ktera redukuje dusik ve formé N2 na dusik ve form¢ amoniaku
NHs. Tento proces je energeticky naro¢ny a vyzaduje vysokou spotiebu ATP. Zaroven zde
dochazi k tvorb¢ vodiku, ukterého se spekuluje jeho vyuziti jako novodobé palivo
Z obnovitelného zdroje. U purpurovych nesirnych bakterii se mohou vyskytovat tii druhy
nitrogenazy, Mo-nitrogenaza, Fe-nitrogenaza a V-nitrogendaza. Rhodospirillum rubrum

disponuje pouze prvnimi dvéma druhy nitrogenaz [30, 31].

Na regulaci fixace dusiku se podili mnoho faktor napt. obsah molybdenu, zeleza, amoniaku.
Dale se na regulaci podili takzvany Ntr systém. V tomto systému se nachazi velka fada geni
ovlivitujici tento proces napi. nifA (transkripéni aktivator), gInK (signaliza¢ni protein
pro transdukci Py) a amtB (kodujici domnély transportér amoniaku). Dale se zde nachazi
mnoho proteinti napiiklad GInD, NtrB, NtrC a Pj;. NtrB je histidinovd kinaza, ktera
fosforyluje NtrC v limitnich podminkach dusiku a jako fosfatdza defosforyluje NtrC pfi
dostatku dusiku. Pti nedostatku dusiku se proteiny Py urydiluji, coz zamezi jejich interakci
s NtrB, kterd nasledné prevlada v kindzové aktivité. Fosforylovand forma NtrC funguje jako
aktivator pro transkripci nifA a dalSich gent, které nasledné reguluji aktivity Mo-nitrogendzy

a Fe-nitrogenazy [32].

2.2.3 Polyhydroxyalkanoaty a odpovéd’ na stresové podnéty
2.2.3.1 Osmoticky stres

Osmoticky tlak je na buiku vyvijen v riznych prostiedich, ¢imz se fadi mezi nejcastéjsi
vngj$i stresové podnéty pro bunku. Zména osmolarity miiZze nastat velmi rychle v riznych
prostfedich, z toho ditvodu je pro bunky Zivotné dilezita schopnost dostatecné rychlé reakce
na tuto zménu. V hypotonickém prostfedi dochazi k transportu vody do buniky ve snaze
vyrovnani iontové koncentrace obou prostfedi, vné i mimo bunku, kde v kritickém ptipadé
dochazi k prasknuti buniky z naporu mnozstvi vody. Opacény piipad je hypertonické prostiedi,
kdy je voda exportovana z bunky. V extrémnich pifipadech mize dojit k uplné dehydrataci

vnitini cytoplazmy [33].
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Princip ochrany spociva ve vlastnostech PHA granuli. Jejich téméf bezvoda struktura
umoznuje jejich funkci jakozto hydrofobniho leSeni pro oporu buriky pfi zmenSeni objemu
cytoplasmy v disledku dehydratace, ptipadné plazmolyzy V piipadé vystaveni burky
hypertonickému prostfedi. U hypotonického prostiedi vykazuji buniky s obsahem PHA vyssi
odolnost nejspise diky mnohem mensim poSkozenim membrany a moznému udrzeni funkce

membranovych pump a kanalkd pro udrzovani stability prostfedi bunky [34].

Tato vlastnost byla zkoumana u mikroorganismu Cupriavidus necator H16 vystavenému
hypotonickému prosttedi. Porovnavany byly divoky kmen schopny akumulace PHA a
mutantni kmen zbaveny této schopnosti. Nejvyssi procento umrtnosti bylo pozorovano u
kultury mutantniho kmene C. necator PHB-4, kde pouze 2 % puvodniho mnozstvi dokazalo
prezit vystaveni osmotickému Soku zvySenim a nasledném snizenim koncentrace NaCl.
Zatimco u kmenu C. necator H16, kultivovaného v médiu s limitujicim faktorem dusiku, byla
kone¢na koncentrace PHA v buiice 74 % suché bunécné hmoty a byla pozorovana umrtnost
pouze 30 %. Avsak v tomto pripadé nebyl pozorovan ubytek bunék nasledkem poskozenim

bunék vystavenim osmotickému tlaku [34].

V ptipadé Cupriavidus necator H16 vystavovanému hypertonickému prostedi byl pozorovan
ochranny uc¢inek PHA diky stabilizaci bunééné membrany poSkozené plazmolyzou. V tomto
ptipadé byly PHA granule vyuZivany k zaplnéni prasklin bunééné stény a minimalizaci Unik
cytoplazmy. Tento efekt byl mozny diky jejich amorfnimu charakteru a struktufe PHA granuli,
které v tomto piipadé vykazovaly piekvapivé tekutindm podobné vlastnosti. Tento efekt byl
sledovan pfi porovndvani divokého a mutantniho kmenu. Pii kultivaci ve 4 rGznych
koncentracich NaCl. Ve vSech pfipadech byla pozorovdna vys$i schopnost preziti
osmotického tlaku u divokého kmene, kde v nejvyssi koncentraci 200 g/l soli piezilo okolo

60 % bunék oproti 35 % mutantniho kmene bez PHA [33].

Dalsi vyzkum na podlozeni protektivnich vlastnosti PHA vici osmotickému tlaku byl
provadén u modifikované E. coli schopné produkce P(3HB) a divokého kmene. Tyto dva
kmeny byly vystaveny prostiedi s 25 % glukézy. Pii téchto podminkach byl pozorovan
radikalni pokles procent zivych bun¢k u divokého kmene, kde po 40 minutach ziistala pouze
2% plvodniho mnoZstvi bun€k. K porovnani u modifikovaného organismu piezilo 40

minutové vystaveni okolo 10 % pivodniho mnozstvi. Tento rozdil byl znat i u krat$iho
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intervalu 20 minut, kde u divokého kmene piezilo okolo 12 % a u PHA produkujiciho kmene

piezilo okolo 35 % ptvodnich bunék [35].

2.2.3.2 UV Ziieni

UV zéfeni je jeden z nejCastéjSich stresovych podnéti pro zivé organismy z divodu jeho
pritomnosti ve slune¢nim svétle. UV zafeni se déli na 3 typy v zavislosti na vinové délce a
kazdy typ ma trochu jiné vlastnosti. UVA zafeni je ve vinové délce od 315 nm do 400 nm.
Zhruba 99 % UV zafeni dopadajiciho na povrch zemé je pravé UVA. Druhy typ je UVB
ve vinovych délkach od 280 nm do 315 nm. Toto zafeni je znac¢né Skodlivé pro organismy
z divodu mozného poskozeni struktur sloucenin v organismu. UVB zafeni je pievazné
pohlcovano ozoénovou vrstvou v atmosfére zemé. Treti typ je UVC, do kterého patii zafeni
schopnosti priniku do organismi. Dopadem UVC je atmosféricky kyslik O $tépen a nasledné
vznikéa 0zon Os. Nebezpeci UV zatfeni spociva pievazné v moznosti navozeni zmény struktury
DNA, RNA, lipidu a proteind, coz jsou vSechno esencialni molekuly pro zivot organismt. UV
zateni pii absorpcCi organismy zaéne tvofit reaktivni formy kysliku (ROS), které svou
reaktivitou zapficinuji jiz zminéné strukturni zmény. Mnoho organismid si jako obranny
mechanismus vaci UV zafeni produkuje rGzné pigmenty napf. melanin, Scytonemin,
sphaerophorin. PHA granule vykazuji schopnost c¢asteéné odrazet UV zafeni, a tim

minimalizovat celkovou absorpci do organismu a naslednou tvorbu ROS [36].

PHA granule, které jsou v bunce obsazeny, hraji také u nékterych mikroorganismt svou roli
Vv ochrané proti UV zafeni a jeho nasledkim na organismus. VIiv v ochrané byl pozorovan
u Azospirillum brasilense, kde se porovnavaly dva typy bun¢k. Typ s vy$§im obsahem PHA,
okolo 40 % suché hmotnosti biomasy, vykazoval mnohem vys$si odolnost a Zivotaschopnost
oproti typu s nizkym obsahem PHA, okolo 5 % suché hmotnosti biomasy. V dalsim piipadé
byla tato schopnost PHA potvrzena u geneticky modifikované Escherichia coli s geny na
produkci a hydrolyzu PHA v porovnani snormdalnim typem bez téchto genll. U
mikroorganismu C. necator H16 a jeho mutantniho kmene PHB-4, ktery je neschopny
produkce PHA, doslo pfi vystaveni UV zafeni po dobu 45 s k poklesu u divokého kmene na
zhruba 60 % a u mutantniho kmene k poklesu az na zhruba 20 % ptvodniho mnozstvi zivych
bunék [36].

20



Dalsi dukaz vykazujici PHA protektivni vlastnosti u A. brasilense vykazoval, Ze pii vyuZiti
divokého kmene schopného PHA produkce a mutantniho kmene této schopnosti zbavené byl
divoky kmen vyrazné odolné&jsi. Pii vystaveni UV zafeni po dobu az 60 s Slo pozorovat
vyrazny pokles Zivych bunék mutantniho kmene az na 2 % plivodniho mnozstvi. U divokého

kmene bylo po stejnou dobu vystaveni zivych stale 19,7 % pivodnich bunék [37].

2.2.3.3 Teplota

Pfi odezvé na teplotni vykyvy ma produkce a akumulace PHA také svou tlohu. U teplotnich
rozdild se oddélen¢ zkouma vliv PHA na teplotni extrém v hodnotach nad, ¢i pod teplotnim
optimem. V prvnim piipadé byl pozorovan vliv pii kultivaci v teplotach pod hranici teplotniho
optima. Nizké teploty inhibuji rist mikroorganismii zpomalenim syntézy proteind, tuhnutim
cytoplazmatické membrany, denaturaci proteinti chladem, tvorba ledovych krystali.
V provadéné studii na bakteriich rodu Pseudomonas pti kultivaci pii 10 °C byl pozorovan
zasadni rozdil v rastu. U mutantniho typu této bakterie, ktery nebyl schopen produkovat PHA,
nedoslo béhem 3 dnt kultivace k zddnému nartistu mnozstvi bunék. Divoky typ Pseudomonas
vykazoval rist a do stacionarni faze rastu se dostal po dobé dvou dnt. Dalsi potvrzeni
hypotézy bylo provedeno experimentem, pii kterém byly oba kmeny kultivovany pfii
optimalnich 28 °C a nasledné preo¢kovany do média o teploté 10 °C. Zde opét divoky kmen
vykazoval slaby pocetni Ubytek buné¢k, kdezto u mutantniho kmene byl pokles bunéck
drasticky [38, 39].

Pro teploty pod bodem mrznuti vody byly také pozorovany kryoprotektivni G¢inky. U bakterie
typu Sphingopyxis chilensis S37 pii nedostatku uhlikového substratu a kryogennich
podminkach byla snaha prostudovat kryoprotektivni ucinky PHA. Tato bakterie byla
kultivovana spole¢né s Sphingopyxis alaskensis pro porovnavani zivotaschopnosti téchto dvou
typt. Pii kultivaci v R,A médiu po dobu 48 h byly bakterie nasledné suspendovany
v mineralnich solnych roztocich bez zdroje uhliku. Tato suspenze byla inkubovéna v rozmezi
48-120 h pti 30 °C a nasledné zmrazena pii teploté -20 °C po dobu 48 h. U obou bakterii byla
po 48 h pozorovana zivotaschopnost, kde u Sphingopyxis chilensis doslo k ubytku na 10 %
zivych bunék. Jako kontrolni organismus byla pouzita E. coli K-12, ktera byla zmrazenim
usmrcena. U obou dvou kmeni byla pozorovana akumulace PHA naznacujici ochranné
ucinky vici extrémné nizkym teplotam [40]. Dale tyto Ginky potvrzuje test kryogennich

ucinkd 3-hydroxybutyratu (3HB) v bunkach. Byl testovan tento efekt pii cyklu zmrazeni a
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rozmrazovani zvoleného typu enzymatické lipazy Rhizopus oryzea. Pti ptidani 3HB
v koncentraci 100 mM bylo pozorovano nulové poSkozeni enzymu pii 5 mrazicich cyklech,
kde pro porovndni u enzymu bez 3HB byl pozorovan pokles aktivity na 59 % pivodni

hodnoty [41]

Poslednim razantnim rizikem, co se tyCe teplotnich vykyvu prostiedi organismi, je vysoka
teplota. Vysoké teploty piedstavuji riziko ohledné denaturace proteinti a jejich naslednou
ztratu vlastnosti esencidlnich pro metabolismus buiiky. Pro potvrzeni ochrannych efektd PHA
pii dlouhodobém vystaveni vysokych teplot byl teplotné namahan typ bakterie Bacillus
thuringiensis YBT-1520. Kultivace probihala pfi dvou teplotach, a to 30 a 42 °C. Pti 30 °C
probihala kultivace kontrolni kultury a pfi 42 °C, coz je u tohoto typu maximalni testovana
hodnota vykazujici mozny rust. Z téchto kultur byly odebrany vzorky po 8, 12 a 16 h
kultivace. V prubéhu celé kultivace §lo pozorovat produkci PHA v obou kulturach. Mnozstvi
bylo porovnavano, kde pii 8 h bylo pozorovano vétsi mnozstvi u kultury pii 30 °C. Po 12 h
bylo mnozstvi PHA srovnatelné u obou kultur a od 16 h probihala produkce PHA ve vétsim
mnozstvim v kultufe pii 42 °C. Maximum obou kultur nastalo po 48 h, kde u teplotné
stresované kultury doslo k produkei 17krat vétSimu mnozstvi PHA nez u kontrolni kultury.
Tato metabolicka zména potvrzuje ochranné vlastnosti PHA na dlouhodobé vystaveni
vysokym teplotam [42]. Pfi vystaveni teplotnimu Soku lze pozorovat stejné vlastnosti PHA. U
divokého kmenu a mutantu, neschopného produkce PHA, bakterie Pseudomonos aeruginosa
PAO1 a FRD1 byl po vystaveni teploté 50 °C pozorovan pokles zivych bunék. Po vystaveni
teplotnimu Soku po dobu 5 minut byl pozorovan pocet bun¢k na 1 ml. Pro divoké kmeny byly
hodnoty okolo 2300, pro mutantni kmen PAO1 byly hodnoty okolo 1900 a pro mutantni kmen
FRD1 byly hodnoty okolo 1000. Kmen PAOL i jeho mutant vykazovaly vyssi tepelnou
toleranci nez divoky a mutantni kmen FRD1, kde po 10 minutach bylo nalezeno skoro nulové

mnozstvi zivych bun¢k, zatimco pro PAOL byly stale nalezeny zivé bunky [43].

2.2.3.4 Oxidacni stres

Oxidacni stres je do ur€ité miry vSudyptitomny a to z divodu vyssiho zastoupeni kysliku na
zemi. Oxidaéni stres je ¢asto zpusoben tzv. reaktivnimi formami kysliku (ROS). Mezi rtizné
formy ROS patii napt. peroxid vodiku H202. Dtsledkem vystaveni ROS miize byt zména
struktury DNA, RNA, proteind, lipidd i voln¢ se vyskytujicich aminokyselin. Celkovou

koncentraci ROS v buiice mohou ovlivnit i vn&jsi vlivy jako tteba UV zateni [44].
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Proti oxida¢nim stresu pomahaji mezi produkty pii tvorbé a celého metabolismu PHA. Mezi
tyto slouCeniny patii prevazn¢ methylesterifikované dimery a trimery 3-hydroxybutyratu
(ME-3HB). Tyto slou¢eniny maji vysokou schopnost vychytavani hydroxylovych radikalu,
které jsou tvofeny napi. St€penim H20,. Vychytavaji tyto radikaly 3krat vice nez glutathion a
az 11krat vice nez vitamin C nebo kyselina B-hydroxymaselna. Diky této schopnosti posiluji

odolnost organismi vuci oxidaénimu stresu [45, 46].

Protektivni vlastnosti PHA vici oxida¢nimu stresu byli prokazany u E. coli pGEM-
T::phbCAB cn, kde pfi vystaveni TiO2 ve tfech riznych koncentracich byla pozorovana vyssi
schopnost preziti takového stresu U bakterii s PHA granulemi oproti tém bez granuli. Uz po 60
minutach vystaveni byla koncentrace zivych bunék 25krat nizsi u E. coli, které neobsahovaly
PHA. Pfi nasledném vystaveni UV zéfeni byl rozdil odolnosti oxidacnimu stresu vice

znatelny [44].

Dalsi dikaz ochrannych vlastnosti PHA byl zkouman u Herbaspirillum seropedicae. U
tohoto typu mikroorganismu byla zkoumana genova exprese a aktivita genu Fnr, gen, ktery
funguje jako regulator pro zménu metabolismu z aerobniho na anaerobni. Byly posuzovany
divoky kmen schopny produkce P(3HB) a phaCl mutant, kterému chybél gen pro PHA
syntazu. Béhem exponencidlni faze ristu bylo u mutantniho kmene pozorovano 0 50 % vétsi
mnozstvi ROS uvnitf buniky a na konci dané rstové faze az o 75 % vétsi mnozstvi. Dale byly
tyto kmeny testovany na jejich schopnost neutralizovat ROS po vystaveni chemickému
antioxidantu Nac. U divokého kmene bylo v exponencialni fazi pozorovano zmirnéni poctu

ROS 0 60% a u mutantniho kmene nebyla pozorovana zadna zména oxidacniho stresu [47].

2.2.3.5 Tézké kovy

Kontaminace pfirodniho prostiedi tézkymi kovy je celosvétovy problém z divodu jejich
toxické povahy. Mezi hlavnich pét kontaminanti se fadi arsen (As), kadmium (Cd), chrom
(Cr), rtut’ (Hg) a olovo (Pb), dale pak do této skupiny patii kovy jako méd’ (Cu), nikl (Ni),
stiibro (Ag) a zinek (Zn). Tyto kovy se v prirodé vyskytuji vlivem lidské aktivity ve stale
vétSim mnozstvi a v mnoha piipadech je jejich koncentrace vy$$i nez uddvand kriticka
hodnota v prostiedi. Na mikrobialni tirovni jsou t€zké kovy nebezpecné prevazné kvili jejich
podobnosti bunécné dilezitych elementim. Zplsobuji inhibici biologickych funkei, zvySuji

mnozstvi ROS, destabilizuji strukturu molekul DNA, RNA a proteint [48, 49].
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Mnoho mikroorganismt je schopno vlastni ochrany vici t€Zkym koviim. Mohou se chrénit
pied efekty t€zkych kovl anebo aktivné snizovat vliv a pfitomnost toxickych kovl v prostiedi

pomoci detoxikaci, precipitaci nebo odstranénim [48].

U mikroorganismu A. brasilense byly porovnavany kmeny Sp7 a Sp245 pod vlivem tézkych
kovi. Presngji v koncentraci 0,2 mM Cu?* a Zn?*. V tomto experimentu byla pozorovana
zvySend produkce PHA jako odezva vystaveni prostiedi s tézkymi kovy oproti kontrolnimu

vzorku v malatovém médiu [49].

Dalsi vyzkum poukazuje na zvySeni akumulace PHA pfi vystaveni prostiedi s tézkymi kovy.
Pii zkoumani mikroorganismu C. necator H16 byla kultura vystavena koncentraci
0,02 mmol/lI CoClz a NiCl.. V obou piipadech byla pozorovana zvysena produkce PHA az o
6 %, oproti kontrole v dusik limitujicim médiu. Pfi zvySeni koncentraci sloucenin kovu

dochazelo ke snizeni produkce biomasy a tim i poklesu produkce PHA [50].

2.3 Evolucni inZenyrstvi a adaptace

Evolu¢ni inZenyrstvi patii k jednomu z pfistupti, které mohou byt vyuzity ke zvySeni
produkce metabolitii. V dnes$ni dobé patii k ¢asto vyuzivané metodé v biologickém vyzkumu
k vylepseni vlastnosti danych mikroorganismi. Nejcastéji se jedna o zvySeni odolnosti vici
riznym stresovym podnétim nebo ke zvySeni produkce pozadované latky. Jedna se o metodu,
ve které je snaha 0 podnécovani ur¢itého fenotypu nebo fyziologickych charakteristik urcitého
kmene, béhem které nebudou ovlivnény piirozené dobré vlastnosti bunky. Zahrnuje
nepretrzity vyvoj mikrobialni populace pod selektivné zvolenym stresem. Mezi nejcasté;si
zpusoby evolu¢niho inZenyrstvi patii techniky mutageneze, evoluce genomu a adaptivni
laboratorni evoluce. Z hlediska fenotypové evoluce genli mulze byt vyuzito inverzni

metabolické inzenyrstvi [51].

2.3.1 Mutageneze

Z hlediska mutageneze se prevazné vyuzivaji chemické a fyzikalni mutageny. Mezi chemické
mutageny se fadi analogy bazi nukleovych kyselin, modifikatory nukleovych bazi v jejich
struktufe a mutagen posunu Vv ramci nukleotidi. Mezi fyzikdlni fadime UV zéfeni, a, B a vy
radioaktivni zafeni. Tyto mutageny mohou zvySit Sanci mutace a jejich cetnost vice nez

tisickrat. Konvenéni metody mutageneze mohou zvysit Cetnost mutaci po urcitou mez.
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Frekvence prospésnych mutaci je velmi nizkd a smér mutaci a vlastnosti ziskanych

mutantnich kmenu je slozité kontrolovat [51].

Zpusob, kterym se muze cilené mutageneze dosahnout, je aplikace plazmy. Wysokou
pozornost ma metoda vyuziti plazmatu o pokojové teploté a atmosférickém tlaku, coz zvysuje
Cetnost mutaci. Pouziti vykazuje vysokou odliSnost v mutacich a zadné znecisténi

prostredi [51, 52].

Metodou vystaveni plazmatu byl ziskan mutant mikroorganismu Enterobacter cloacae. Tento
novy mutantni kmen vykazoval toleranci na NaCl, kdy dosahoval standardniho rustu i
vmédiu s7,5% NaCl. Pfi porovnavani sdivokym kmenem stejného mikroorganismu
vykazoval mnohondsobné zvySenou koncentraci draselnych iontd K* uvnitf buiiky.
Ptedpoklada se, Zze pravé tento mechanismus zvySuje schopnost mutantniho kmene prezit

vyssi osmoticky tlak zptisobeny vysokou koncentraci soli v médiu [52].

2.3.2 Genova evoluce

U genomové evoluce se vyuziva techniky zvané michani genomd, pii které dojde K piesunu
vice DNA gentl a k jejich nasledné rekombinaci pro zZadany vysledek. Muze se timto tvofit
kombinace riznych fenotypi od riznych rodicovskych kmeni z riznych druhti, naptiklad
spojeni vysoké odolnosti v daném prostiedi s vysokou vytéznosti produktu. Tento zplsob se
prokazal byt rychlou a efektivni strategii a byl proveden na prokaryotnich i1 eukaryotnich

buiikach [51].

Michani genomd

©

Ziskani mutantnich
kmenu

ololo

Spojeni mutantnich

kmeni

¢ Kombinovany mutant
kmenii

Obrazek T — Schéma michani genomii, prevzato a upraveno, [51]
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Globalni transkripéni inzenyrstvi (gTME) se soustiedi na hlavni faktory ovliviiujici expresy
gentl, jako jsou napiiklad transkripcni faktory. Miize se pak regulovat exprese genli pro
dosazeni idealniho a pozadovaného fenotypu. DalSim zptsobem, jak ovlivnit expresy gent, je
ovlivnéni ribozomélni RNA, a zmeénit tak proces translace. Tato metoda se nazyva
ribozomalni inZenyrstvi, avSak vedlejsi efekt pouziti této metody je moznost inhibice ristu

bunky [51].

2.3.3 Adaptivni laboratorni evoluce
V ptipad¢ adaptivni laboratorni evoluce (ALE) se vyuziva prodlouzené kultivace pro
akumulaci postupnych mutaci. Vyuziva se dlouhodobého vystaveni mikroorganismu médiu

s ur¢itymi podminkami, které by mé&ly zapiiéinit zadanou adaptaci [51].

ALE se dé provozovat vicero zpiisoby. Jeden z téchto zplisobtl je sériova kultivace v bankach.
Vzdy se po stejném casovém intervalu, ktery je zvolen v zavislosti na rychlosti ristu
mikroorganismu, se kultura mikroorganismu piesune do nové sady banék s ¢erstvym médiem
obsahujicim zvoleny stresor pro udrzeni kultury v exponencidlni fazi ristu a zajiSténi
dostate¢ného mnozstvi zivin a substratu. Doba této kultivace muze byt velice dlouha od tydnd
az po roky Sptesné¢ definovanymi podminkami, které podpoii vznik chténého fenotypu.
Hlavni vyhodou tohoto postupu je moznost vysokého mnozstvi paralelnich kultur kvili nizké
narocnosti na prostor a naklady. Lehce se daji kontrolovat urcité podminky, jako okolni
teplota a homogenita kultury, pomoci konstantniho michani. Tento zptisob ma i své nevyhody
v dlouhé potiebné dobé kultivovani, nemoznosti ovliviiovat podminky v médiu jako pH,
mnozstvi rozpusténého kysliku, aj. Také je u této metody variace v mnozstvi hustoty kultury a

meénici se rychlost rastu. Tuto metodu popisuje obrazek 8A [51, 53].

Druhy zptsob kultivace je kontinualni. Pfi této kultivaci se do reaktoru vpousti nové médium
ataké se stale od¢erpava médium s metabolity. Vyhodou oproti piedchozimu zptsobu je
konstantni rychlost ristu a hustota kultury. Tohoto je dosazenou kontrolou podminek uvnitt
reaktoru nejcastéji napiiklad pH, rozpuSténého kysliku nebo koncentrace substratu
¢i metabolitu. V zavislosti na podminkach je nasledné automatizovan pfitok nového média
S zivinami a substratem, pravé pro dosazeni idedlnich podminek po celou dobu kultivace.
Stejnym systémem se reguluje odtok stavajici kultury a média z reaktoru pro udrzeni stéale

konstantniho objemu a podminek. Hlavni nevyhodou této metody jsou naklady na udrzbu
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z ditvodu vysoké spotieby média. V poslednich letech se zlepSily moznosti mikro bioreaktor

a nasledného snizeni nakladt. Tuto metodu popisuje obrazek 8B [51, 53, 54].

A) sériova kultivace B) kontinualni kultivace

veduchowy filtr

" - -
~ N N
il eh
vzduchovd pumpa
‘ . . motor michadla
§ e pumpa média
- T b [v odtok média
filer
B ﬂ ﬂ lq
,"‘\.,-\’,-\ oS P
N, " o

Obrazek 8 — Schéma ALE kultivaci, prevzato a upraveno [51]

zdsoba média

zésobnik kultury
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Mikroorganismy, chemikalie, pFistroje

3.11

Mikroorganismy

V této praci byla pouzita bakterie Rhodospirillum rubrum ze sbirky Leibnizova institutu, ¢islo

sbirky DSM 467.

3.1.2

Pouzité chemikalie

LB Broth (Sigma-Aldrich)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Chlorid amonny (Lach-Ner)

Biotin (Sigma-Aldrich)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
Dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner)
D-fruktoza (Lach-Ner)

Octan sodny (Penta)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner)
MOPS (Sigma-Aldrich)

Dihydrat chloridu vapenatého (Lach-Ner)
Chlorid nikelnaty (Lach-Ner)

Kyselina trihydrogenborita (Penta)

Siran zelezity (Lach-Ner)

Sodna sil kyseliny etylendiamintetraoctové (Lach-Ner)
Molybdenan sodny (Lach-Ner)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Lach-Ner)
Hydroxid sodny (Lach-Ner)

Chloroform (Sigma-Aldrich)

Kyselina sirova (Sigma-Aldrich)

Methanol (Sigma-Aldrich)
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e Isopropylalkohol (Lach-Ner)

e Kyselina benzoova (Sigma-Aldrich)

e PCR loading Yellow load (Top-Bio)

e Master Mix Hot Start (New England BioLabs)

e Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe)

e PCR agaro6za (Top-Bio)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-Ner)

3.1.2.1 Média a roztoky

V tomto experimentu bylo R. rubrum kultivovano v komplexnim médiu LB Broth a nasledné

V produkénim médiu SYN FAY.

Slozeni LB Broth:

e Trypton
e Kvasni¢ny extrakt
e NaCl

e Destilovana voda

109
5¢
59
1000 ml

Pti kultivaci na Petriho miskéch bylo ptidano 1,5-2% agaru

Slozeni SYN FAY:

e SYN salts (5%)
K2HPO4/KH2PO4

e Biotin 2 mg/mi

e 1,5M roztok fruktdzy

e 1M roztok acetatu

e Kwvasni¢ni extrakt 50 g/l

e Destilovana voda

Slozeni SYN salts (5x):

e MgSO,- 7H,0
e MOPS

e NH.CI

e CaCl; - 2H0

200 ml
0,5 ml
0,1 ml
10 ml
10 ml
20 ml
1000 ml

1,25
10549
59

0,66 g
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Slozeni FeMo chelatovaného roztoku:

20 mM NiCl,
Roztok FeMo chelated

Destilovana voda

H3BOs
Na:EDTA
FeSO4
Na2MoO4

Destilovana voda

Slozeni fosfatového pufru PBS:

NaCl

KCI

Na,HPO, - 12H,0
KH2PO4

Destilovana voda

Slozeni TBE 10x:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

H3BOs
EDTA

Destilovana voda

3.1.2.2 Priprava médii

5ml
50 ml
1000 ml

0,28 g
29
0,49
01g
1000 ml

89
0,2¢g
13,86 g
0,24 g
1000 ml

108 g
559
9349
1000 ml

Pti pfipravé komplexniho média LB Broth byly vySe uvedené slozky po navaZeni rozpusténé

Vv pozadovaném mnoZstvi destilované vody na magnetické michacce. Dale bylo médium

rozlito do 500ml Erlenmeyerovych ban€k po 100ml a nasledné sterilovano za zvysSené teploty

okolo 121 °C a zvyseného tlaku po dobu 35 minut.

Pii piipravé kultivacniho média SYN FAY byl nejprve piipraven roztok SYN salts (5x), kde

byly navazené slozky rozpustény v odmérné bance obsahujici pozadované roztoky a doplnény

na dany objem destilovanou vodou. Nésledné bylo pH SYN salts roztoku upraveno na 7,1

pomoci NaOH. Poté bylo pfipraveno médium SYN FAY ptidanim vSech roztoki zminénych

vySe do odmérné bailkky a doplnéno destilovanou vodou na dany objem. V pozdéjsi fazi
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experimentu bylo v destilované vodé rozpusténo dané mnozstvi NaCl pro pozadovanou
vyslednou koncentraci v médiu o hodnotach 10, 20, 30, 40 a 60 g/I. Sterilni roztok biotinu byl

do média piidan ve sterilnim boxu pied zaockovanim kultury.

3.1.3 Pouzité pristroje

e Analytické vahy ew620-3NM, KERN

e Centrifuga Hettich EVA20, MANEKO

e Centrifuga Sartorius Weender Landestrasse, Sigma Santorius

e Magnetickd michacka technoKartell, MERCI s.r.o

e \ortex BENCHMIXER, Benchmark Scientific Inc.

e Termocyklér My Cycler™, BIO-RAD

e Plynovy chromatograf s plamenoioniza¢nim detektorem FID, Thermo Scientific,
Trace 1300 (kolona DB-WAX 30m by 0,25mm)

e pH metr pH 50+ DHS, XS Instruments

e Termoblok Block heater SBH130D, Stuart

e Temperovana tiepacka, Heidoplh, lcubator 1000

e UV-VIS Spektrofotometr Hitachi U-3900H s integra¢nim nastavcem 60mmDIA

e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace R. rubrum

R. rubrum bylo pivodné kultivovano na Petriho miskach na LB Broth médiu. Petriho misky
byly zaockovany z kryozkumavek. Z misek byly zaockovany 2-3 klicky do inokula¢niho LB
média. Dané kultury byly kultivovany v temperované tiepacce pti 160 rpm a 28 °C po dobu
2-3 dnd. Poté byly kultury zaockovany do 500 ml Erlenemyerovych ban¢k s 100 ml SYN
FAY média. Byl zaockovan piesny objem inokula, aby poc¢atecni optické hustota média byla

0,1 méfeno na vlnové délce 660 nm.

3.2.1 Optimalizace kultivace

Pro optimalizaci kultivace bylo pfipraveno 10 Erlenmeyerovych ban€k s 100 ml SYN FAY
média s koncentracemi NaCl o hodnotach 0, 10, 20, 30, 40 g/l. Do médii byl zaockovan
objem inokula tak, aby poc¢atecni opticka hustota byla 0,1 méfeno na vinové délce 660 nm.
Pfeockovani probihalo v sterilnim boxu. Kultivace probihala v temperované tiepacce

pii 160 rpm a 28 °C po dobu 3 dni. Byly odebrany vzorky biomasy po 48 ha po 72 h.
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3.2.2 Evolucni inZenyrstvi

Pii pasazovani R. rubrum byly vzdy piipraveny 2 Erlenmeyerovy banky s 100 ml SYN FAY
média s koncentraci 40 g/l NaCl. Do téchto ban¢k bylo zaockovano inokulum, Vv pribéhu
experimentu bylo inokulum nahrazeno ptedchozi pasazi, v daném objemu, aby pocatecni
hodnota optické hustoty byla 0,1 méfeno pii vinové délce 660 nm. PreoCkovani probihalo
Vv sterilnim boxu. Kultivace probihala na temperované tiepacce pii 160 rpm a 28 °C. Doba
kultivace jedné pasaze byla 48 h. Po této dob¢ byla kultura pfeo¢kovana do nového média a

odebrany vzorky biomasy pro nasledné analyzy.

K uchovani vybranych pasazi (kazda treti) byly pouzity kryozkumavky obsahujici 0,5 ml
roztoku s 30 obj. % glycerolu. Do téchto kryozkumavek bylo v sterilnim boxu ptidano 0,5 ml
kultury dané pasaZze. Vysledna koncentrace glycerolu v kryozkumavkach byla 15 obj. %.

Takto zakonzervované pasaze byly nasledné skladovany pii -80 °C.

3.2.3 Finalni kultivace

Pfi finalni kultivaci R. rubrum byly z kryozkumavek na Petriho misky zaockovany vzorky do
LB média. Z misek byly nasledné ockovany 2-3 klicky do 100 ml inokula¢niho LB média
v 500 ml Erlenmeyerovych baikach. Byly kultivovany vzorky divokého kmene R. rubrum a
tiinacté pasaze z predchoziho experimentu. Baiiky byly kultivovany na tfepacce pii 160 rpm
pti 28 °C po dobu 2-3 dnt. Nasledné¢ byly zinokula¢nich médii s divokym kmenem
zaoCkovany dvé 500 ml Erlenmeyerovy bainky s 100 ml SYN FAY média s koncentraci NaCl
0 g/l. Zinokula s tfinactou pasazi bylo zaofkovano Sest Erlenmeyerovych banék s 100 ml
SYN FAY média s koncentracemi NaCl o hodnotach 0, 40 a 60 g/l. O¢kovany objem byl
naméfen tak, aby pocate¢ni opticka hustota V produkénim médiu byla 0,1 méfeno na
spektrofotometru na vinovou délku 660 nm. Kultury v produkénich médiich byly kultivovany
na tiepacéce pii 160 rpm pii 28 °C po dobu 2 dnti. Po této dobé byly odebrany vzorky biomasy

na nasledné analyzy.

3.3 Stanoveni biomasy

3.3.1 Spektrofotometrické stanoveni biomasy
Opticka hustota kultury byla méfena spektrofotometricky pii vinové délce 660 nm . Jako
blank byl vyuzit PBS pufr/LB Broth médium. Do plastové kyvety byl odebran 1 ml kultury a

nasledné byla zméfena opticka hustota.
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3.3.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

Z Erlenmeyerovych banék bylo odebrano 10 ml kultury do centrifugacnich zkumavek. Dané
zkumavky byly centrifugované pti 6000 rpm po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl slit
supernatant a nasledné¢ byly vzorky promyty 5ml PBS. Obsah byl zhomogenizovan
na vortexu a nasledn¢ znovu stocen pfi stejnych podminkach. Po druhé centrifugaci byl opét
slit supernatant a vzorky byly umistény do susarny pro vysusSeni do konstantni hmotnosti.

Po vysuseni byly vzorky zvazeny.

3.4 Stanoveni obsahu PHA pomoci plynové chromatografie s FID detektorem
Mnozstvi PHA bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie s plamenoionizacnim
detektorem (FID). Stanovovaly se methylestery ziskané kyselou hydrolyzou a naslednou

esterifikaci vzniklého monomeru.

3.4.1 Priprava vzorki

Do krimpovacich vialek bylo navazeno 10-15 mg usuSené biomasy. Do kazdé vialky byl
nasledné napipetovan 1 ml chloroformu a 0,8 ml kyseliny sirové v methanolu s vnitinim
standardem kyselinou benzoovou o koncentraci 5 mg/ml. Vzorky byly nasledné
esterifikovany v termobloku po dobu 3 hodin pii 94 °C. Po esterifikaci byly vzorky
prevrhnuty do 5 ml vialek obsahujicich 0,5 ml 50 mM roztoku NaOH, nasledné byly vialky
diikladné protifepany. Po oddéleni fazi, vrchni vodné faze a spodni organické faze, bylo
z organické faze odpipetovano 50 pl vzorku do 2 ml Sroubovaci vialky obsahujici 0,9 ml
isopropylalkoholu. Vialky byly uzavieny a nasledné analyzovany na plynovém chromatografu

s FID.

3.5 PCR

3.5.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA byly odebrany vzorky kultur divokého kmene R. rubrum a t¥inacté pasaze
z finalni kultivace. Bylo sterilné odebrano 800 ul do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek, které
byly nasledné centrifugovany po dobu 3 minut na 4000 rpm. Po zcentrifugovani vzorkt byl
odpipetovan supernatant a piidano 100 ul lyzaéniho pufru. Zkumavky byly nasledné
zhomogenizovany na vortexu a vlozeny do termobloku na 10 min p#i 90 °C. Nasledné byly
vzorky stoeny na centrifuze na 10 minut pii 10 000 rpm a nasledné byl steriln€ odpipetovan

supernatant pro PCR.
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3.5.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

V ptipad¢ tohoto experimentu byla provadéna multiplex PCR, piesnéji duplex PCR s dvéma
druhy primert pro dva geny. Byly pouzity primery 16S-f a 16S-R pro detekci genti 16S rRNA,
pro potvrzeni bakterialniho ptivodu dané kultury. Druha sada primerd G-D a G-1R byla

pouzita pro detekci genti pro phaC. Tento gen je dulezity pro tvorbu PHA syntazy prvni tidy.

Bylo ptipraveno 6 vzorkt 0 objemu 25 pl do 100 ul Eppendorfovych zkumavek. Dva vzorky
s DNA divokého kmene R. rubrum, dva vzorky s DNA z tfinacté pasaze R. rubrum, jeden
vzorek jako pozitivni kontrolu s DNA Cupravidus necator a jeden vzorek jako negativni
kontrolu bez DNA. Takto ptipravené vzorky byly nésledn¢ vlozeny do termocykléru na

program v tabulce 1.

Slozeni vzorku pro PCR
e Master mix 12,5 pul
e Mg® 2,6 ul
e  Primer 4-1upl
e PCRH0O 4,9 ul
e DNA 1ul

Tabulka 1 Teplotni profil pro duplexni PCR (pro 16S rRNA a phaC)

Podminky
Krok
Pocet cykli Teplota [°C] Doba trvani [s]

Inicia¢ni denaturace 1 94 30
Denaturace 94 30
Annealing 30 55 30
Extension 68 90
Elongace 68 300
Chlazeni ' 4 60

3.5.3 Agarozova gelova elektroforéza

Pro elektroforézu na agar6zovém gelu byl nejprve ptipraven gel. Gel byl pfipraven pomoci
PCR agardzy a nasledné zalit TBE pufrem 1x koncentrovanym. V naSem piipade byl pouzit
1,2 % agarozovy gel. Bylo navazeno 1,8 g agardzy a ta byla zalita 150 ml TBE 1x pufru,
ktery byl ziedény destilovanou vodou z TBE 10x pufru v poméru 9:1. Po uschnuti gelu byl

vloZen do vany na elektroforézu a byly do jamek napipetovany vzorky. K 10 pl vzorku DNA
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zPCR byly ptidany 3 ul barevného roztoku a z obarveného vzorku DNA bylo na gel
napipetovano 10 ul. Zeb¥icku byly na gel pipetovany 4 pl. Po napipetovani vzorkid byla vana

naplnéna TBE 1x pufrem. Elektroforéza byla spusténa na 30 minut na 90 V.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek pro kultivaci R. rubrum

Prvotni ¢ast experimentu byla optimalizace podminek pro kultivaci bakterie R. rubrum.
V tomto piipadé se provadéla optimalizace koncentrace NaCl v médiu, aby byla zjisténa
maximalni koncentrace NaCl, u které by byl mozny rust bakterie spolu s produkci PHA..
V tomto experimentu byla pouzita média SYN FAY s koncentracemi NaCl od 0 do 40 g/l.

Vysledné naméfené absorbance I1ze pozorovat na obrazku 9 ve formé rustové kiivky.
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Obrazek 9 — Riistova krivka R. rubrum pri riznych koncentracich NaCl
Na obrazku 9 lze pozorovat téméf linearni kiivku ristu pro médium bez NaCl. U ostatnich
koncentraci je vidét zasadni pokles v rychlosti ristu i mnozstvi narostlé biomasy. Inhibi¢ni
efekt soli je pozorovatelny u koncentrace 10 g/l a pii vyssi koncentraci 20 g/l 1ze vidét vétsi
efekt inhibice, ale rast pfi koncentracich 20 g/l a30 g/l NaCl je takika identicky bez
pozorovatelnych rozdild. U koncentrace 40 g/l je viditeIné nejvétsi snizeni rastu oproti
kontrole (0 g/l), avsak piekvapiveé bylo R. rubrum stale schopno rust i v té nejvyssi testované

koncentraci NaCl.
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Obrazek 10 — Kultury R. rubrum staré 48 h kultivované v rozdilnych koncentracich NaCl

Také 1ze pozorovat trend sniZeni produkce pigmentil se zvySujici koncentraci soli dle obrazku
10. Snizeni mnozstvi pigmentu miize byt zpuisobeno metabolickou odpovédi na osmoticky
stres zplsobeny vyS$§imi koncentracemi soli v médiu. Metabolickou odpovédi by méla byt
vetsi preference metabolické cesty pro tvorbu PHA jakoZto mozného obraného mechanismu
vici osmotickému tlaku oproti fotosyntéze, ke které je potfeba barevnych pigmentt

schopnych pohlcovat slune¢ni zéafeni.

411 Stanoveni mnoZstvi biomasy a PHA

Soucasti optimalizace bylo také stanoveni mnoZzstvi biomasy a PHA u odebranych vzorki
po 48 a 72 h. Mnozstvi byla ur€ovana pomoci plynové chromatografie s FID detektorem
podle postupu uvedeného v kapitole 3.4. Vysledné hodnoty lze pozorovat v grafu na obrazku
11.
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Obrazek 11 — Graf koncentraci biomasy a P(3HB) p7i 48 h a 72 h pri riznych koncentracich NaCl

37



Na obrazku 11 je patrné sniZzeni vytézku se zvySujici se koncentraci NaCl. U nulové
koncentrace NaCl byl pozorovan nejvy$$i narust vV mnozstvi biomasy mezi 48 a 72 h
koncentrace 40 g/l s 0,385 + 0,015 g/l na 0,535 + 0,015 g/I. Produkce PHA m¢la opacny trend,
je totiz viditelny zvySujici se obsah PHA se zvySenim koncentrace NaCl. Procentualni zvySeni
produkce PHA je v koncentracich zasadni. U koncentraci 0 a 10 g/l bylo obsazeno mén¢ nez
1% PHA v biomase. Pii 20 g/l obsahovala biomasa 3,1 % PHA. U koncentrace 30 g/l byl
procentualni obsah PHA na 11,62 %. Nejvyssi procentualni obsah byl u koncentrace 40 g/l
s 16,38 % PHA v biomase. Nejvyssi obsah PHA byl pro danou koncentraci vzdy naméten po
48 h. Z divodu schopnosti bakterie stale rust anejvy$si produkce PHA byla vybrana
koncentrace 40 g/I pro dalsi experiment S kultiva¢ni dobou 48 h. Zvysujici se koncentrace soli
se da predpokladat jako odpoveéd’ bakterie na zvySujici se osmoticky stres. Ochranny t¢inek
PHA vici stresovym podnétim, konkrétné osmotickému Soku, je znamy a vyvolava u bakterie
produkci. Jsou experimenty dokazujici tuto metabolickou odpovéd mikroorganismu jako
napiiklad u Haloferax mediterranei, kde byla pozorovana zvysena produkce PHA jako odezva
na zvySujici se osmoticky tlak [55]. Podobny efekt byl vyuzit i v druhém experimentu, kde
pomoci vystaveni osmotickému tlaku byla vyvolana produkce PHA, podle které pak byli

producenti izolovani z aktivovaného kalu [56].

4.2 Evoluéni inZenyrstvi R. rubrum

V nasledujici ¢asti prace bylo metodami evolu¢niho inzenyrstvi dosazeno adaptace R. rubrum
na zvySenou koncentraci soli (40 g/l). Hlavnim cilem tohoto experimentu byla snaha zvySeni
tolerance této bakterie na koncentrace NaCl v prostfedi a s tim spojend zvySena produkce
PHA. Pasaze byly vzdy pfeockovany po 48 h do nového média s celkovym poctem 13 pasazi
(viz. Kapitola v experimentalni ¢asti). Na obrazku 12 Ize pozorovat adaptaci kultury na
vysokou koncentraci NaCl béhem prvnich tii pasazi diky zvySeni OD660 a nasledné ustaleni

hodnot v rozmezi 1,529 + 0,067 od 4. pasaze.
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Obrazek 12 — Graf hodnot optické hustoty pri 660 nm jednotlivych pasazi
Jako dalsi méftitko Zivota schopnosti kultury bylo méteno pH od ¢tvrté pasaze. Kazda bakterie
ma své optimalni pH pro rast. Hodnota pH muze byt dobrym identifikatorem dostatku Zivin
a substratu a pfipadnym zménam stavu média [57]. Metabolicka aktivita mize byt také
ovlivnéna zménou pH a kvili tomu nasledné produkce metabolit,, v nasem piipad¢ by to
mohlo mit za nasledek zménu v mnozstvi produkce PHA [58]. Na obrazku 13 lIze pozorovat
konstantni hodnoty pH v prub&éhu celého experimentu s hodnotami 7,717 +0,045. Tyto
hodnoty naznacovaly staly stav kultury bez vétSich vykyvi, kterou potvrdily i hodnoty

optické hustoty z grafu na obrazku 12.
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Obrazek 13 — Graf hodnot pH v pasazich
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Dale Ize vgrafech 12 a 13 pozorovat zivotaschopnost bakterie R. rubrum v prostiedi
spomémé vysokou salinitou, vzhledem Kkustaleni trendu rdstu kultury v prabéhu
experimentu. Tyto vysledky poukazuji na moznost vyuziti moiské vody pro kultivace R.
rubrum z divodu primérné salinity moiské vody odpovidajici 35 g/l soli [59]. V tomto
experimentu byla kultivace provadéna v médiu s vyssi salinitou pii koncentraci 40 g/l NaCl.
Tato skute¢nost by mohla mit zdsadni vliv na ekonomické naroky pii ptipadném vyuziti této
bakterie jakozto primyslového producenta PHA. Ekonomické rozdily by mohly byt
zpusobeny vys$si piistupnosti K zdroji moiské vody oproti sladkovodnim zdrojim a niz§im
cenovym zatizenim pii vyuziti motské vody oproti vod¢ sladké. Podobné vyuziti motské vody
a mikroorganismi v ni schopnych pfezit bylo zminéno napiiklad pro vyuZiti v t€Zarském
pramyslu v odlehlejSich oblastech s niz§im pfistupem k sladké vodé, zvlasté pii obdobich
sucha [60]. Avsak co se tyce tohoto vyuziti R. rubrum, by byly potfeba dalsi experimenty, pti
kterych by byla soucasti média motska voda, jelikoz moiska voda neobsahuje pouze NaCl, ale
i fadu dalSich mikroelementi, na rozdil od klasické sladké vody obohacené o uréitou
koncentraci NaCl. Mofska voda ma komplexni slozeni z mnohym mineralnich latek a muze se

lisit v zavislosti na geologické poloze [61].

4.2.1 Stanoveni mnoZstvi biomasy a PHA
V pribéhu evolucnich experimentd byly odebirany vzorky biomasy pro stanoveni mnozstvi

PHA. Hodnoty stanovené biomasy i PHA jsou uvedené v obrazku 14.
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Obrdzek 14 — Graf koncentrace obsahu biomasy a PHA v jednotlivych pasdzich
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Lze pozorovat shodujici se koncentrace biomasy jako pii optimaliza¢nich kultivacich.
Mnozstvi biomasy dosahovalo hodnot 0,346 + 0,036 g/l pro pasaze 3 az 13, u prvnich dvou
pasazi byla koncentrace biomasy 0,160 + 0,02 g/l. V prubéhu pasazovani vSak doslo ke
zvySeni mnozstvi PHA az hodnoty 22,14 +2,83%. ZvysSeni produkce PHA oproti
optimalizaci bylo nejspiSe zptsobeno kontinualnimu vystaveni osmotickému stresu v podobé
NaCl jako jeden z nasledkt vysledné adaptace. Ochranné vlastnosti PHA vuci stresovym
podnétim uz byly popsany v predchozi kapitole 2.2.3. Pii kontinualnim vystaveni stresu je na
bunku natlak vys$si oproti narazovému vystaveni a tento natlak vyvold v bakterii adekvatni
obrannou odezvu, Vv nasem pifipadé zvySeni produkce PHA jakozto ochranného prvku.
Podobnou adaptaci bakterii se zvySenim produkce PHA pii osmotickém stresu byla dokazana

pii experimentu s bakterii C. necator [62].

4.3 Kultivace adaptovaného kmene v rozdilnych koncentracich soli

U finalni kultivace byla porovnana kultura posledni 13. pasaze s ptivodnim divokym kmenem
R. rubrum. Tato kultivace byla provadéna pro porovnani schopnosti rustu adaptované kultury
v riznych koncentracich. Kultura divokého kmenu slouzila v tomto ptipadé jako kontrola pii
nulové koncentraci soli. Pfi této kultivaci §lo opét pozorovat stejny trend v tvorbé pigmentt
jako pfi optimalizaci koncentrace NaCl v médiu v kapitole 4.1. U nulovych koncentraci NaCl
Ize na obrazku 15 vidét nartzovelé zbarveni zplsobené tvorbou pigmentl pro fotosyntézu.
Zbarveni neni piili§ vyrazné, pouze lehce nartizovélé z diivodu pfitomnosti kysliku, kterd
inhibuje syntézu pigmentd u R. rubrum. U zvySenych koncentraci 40 g/l a 60 g/l NaCl lze
vidét Cisté zluté zbarveni zplisobené barvou SYN FAY média a zdkalem z riistu kultur, které

produkovaly podstatné¢ méné pigmentt, nez kultury rostouci v médiu bez NaCl.
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Obrazek 15 — Kultury finalni kultivace

Na obrazku 16 lze pozorovat produkci biomasy pii danych koncentracich soli. Nejvyssi
mnozstvi biomasy Ize pozorovat u kontrolniho divokého kmene (WT) s hodnotou
0,770 £ 0,07 g/l. U kultivace adaptované pasaze v nulové koncentraci NaCl 1ze vidét lehce
niz8i koncentraci biomasy s hodnotou 0,647 + 0,085 g/l z davodu adaptace na obsah soli
v médiu a zmény optimalniho sloZeni pro rist, které se 1i$i od optima pro divoky kmen. Stejné
snizena koncentrace biomasy se projevila i v koncentraci 40 g/l. Pti nejvyssi koncentraci
60 g/l lze pozorovat velmi nizkou koncentraci s hodnotou 0,026 g/l, jelikoz kultura
projevovala spiSe znamky vymirani nez rastu. Tento projev znaci polohu horni hranice

koncentrace NaCl, pti které je R. rubrum schopno ptezit, tedy mezi 40 — 60 g/I.

Je zajimavé, ze adaptovany kmen R. rubrum produkoval PHA pouze v médiu s koncentraci
soli 40 g/l. Tato skutecnost spolec¢né s vysledky z optimaliza¢nich kultivaci poukazuje na
teorii, ze R. rubrum potiebuje stresovy podnét pro produkci PHA. Obsah PHA byl v tomto
ptipad¢é 14,64 + 0,33 %. V koncentraci 60 g/l nedoslo k tvorbé PHA z uz zminéného diivodu
neptiznivych podminek pro rust a vymirani kultury. Podobny efekt stresu na produkci PHA
byl pozorovan pii adaptaci C. necator na NaCl a Cu?'. Vtomto experimentu dosli
k podobnym vysledkd, kde aktivita enzymu stojicich za produkci PHA byla u adaptace na
méd’naté ionty dvojnasobnd a pfi adaptaci na NaCl trojndsobnd oproti divokému kmeni.
Vysledné mnozstvi PHA v divokém kmeni bylo ve vysledku vétsi, to ale pfisuzovali i zvySeni

degradace PHA u adaptovanym kment [62].
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Obrdzek 16 — Graf mnozstvi biomasy a PHA pri findlni kultivaci

4.4 Polymerazova retézova reakce

Pii duplexové PCR byly pouzity dva sety primert, které mohly byt vyuzity diky rozdilné
velikosti genl a stejné annealingové teploté. Prvni vyuzity par primert byl 16S-f a 16S-R
pro detekci a multiplikaci gent 16S rRNA. Tento gen o velikosti okolo 1500 bp vypovida
0 bakterialnim ptivodu zkoumaného vzorku [63]. Druhym vyuZitym parem primert byl G-D
a G-1R. Pomoci téchto primert byl pii PCR multiplikovan gen pro phaC o velikosti 551 bp,
ktery koduje PHA syntdzu prvni tfidy. Pfitomnost PHA syntdzy prvni tfidy u bakterie R.

rubrum jiz byla potvrzena [64].

Obrazek 17 — Agarozova elektroforéza duplexové PCR pro geny 16S rRNA a phaC
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Tabulka 2 Vysvetlivky k obrazku 17

1a, 1b Divoky kmen

Vi Zebticek

2a, 2b Ttinacta pasaz

NK Negativni kontrola

PK Pozitivni kontrola (Cupravidus necator)

Na obrazku 17 lze pozorovat kladnou detekci genu 16S rRNA u obou zkoumanych vzorkd.

Pro 16S rRNA gen odpovida prvni viditelny bend a pro gen phaC odpovida druhy viditelny

bend. Pozitivni detekce je pozorovatelna i pro gen phaC a toto nam potvrzuje, ze nedoslo

k Zadnym nezadoucim zménam ve schopnosti produkce PHA v disledku vysoké koncentrace

NaCl.
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5 Zavér

Tato prace byla zaméfena na ovéfeni schopnosti produkce PHA u nesirnych purpurovych
bakterii, konkrétn¢ u bakterie Rhodospirillum rubrum. Nadale byla zkoumana jeji schopnost
prezivat v podminkach mimo jeji optimum za stdl¢ produkce PHA. Hlavnim cilem byla
adaptace na zvysenou koncentraci NaCl v médiu a identifikace zmén vyvolanych danou

adaptaci.

Nejprve byla provedena optimalizace po¢ate¢ni koncentrace NaCl v médiu a doby kultivace.
Pro tento experiment byla vyuzita média o koncentracich 0, 10, 20, 30, 40 g/l NaCl,
ve kterych byla bakterie R. rubrum kultivovana po dobu 48 a 72 h. Vzorky byly odebrany po
48 a 72 h pro uréeni optimalni kultivaéni doby. Ze ziskanych vysledki byla zjisténa schopnost

rastu pii 40 g/l NaCl s nejvyssim procentualnim vytézkem PHA béhem kultivacni doby 48 h.

Nasledné bylo provadéno evoluéni inzenyrstvi pasazovanim kultury R. rubrum ve zvoleném
intervalu 48 h v koncentraci 40 g/l NaCl pti aerobnich podminkach za tmy. V prub&hu celého
procesu byla u kazdé pasaze méfena hodnota pH, opticka hustota a odebran vzorek biomasy
pro nésledné stanoveni mnozstvi biomasy a PHA pomoci plynové chromatografie s FID
detektorem. Z vysledku ziskanych béhem tohoto experimentu byla potvrzena adaptace kultury
na koncentraci NaCl diky ustaleni optické hustoty a mnozstvi biomasy od 3. pasaze na
hodnoté 0,346 + 0,036 g/l. Stabilni hodnoty pH také poukazovaly na uspéSnou adaptaci na
zvolené podminky. Dale bylo béhem tohoto experimentu zji§téno zvySeni produkce PHA,
které se od optimaliza¢nich kultivaci zvysilo z 16,38 % na 22,14 + 2,83 %. Toto zvySeni
poukazuje na reakci zvyseni produkce PHA jako ochranny mechanismus na stresovy podnét,
v tomto pfipadé¢ osmoticky tlak zpisobeny NaCl. Toto pozorovani je v souladu s vysledky
nékolika jinych studii sjinymi mikroorganismy, kde kontinualni vystaveni Stresu taktéz
vyvolalo zvySeni produkce PHA oproti kratkodobému a narazovému vystaveni stresovému

stimulu.

Poté byl provadén experiment kultivace adaptované kultury R. rubrum v tiech rozdilnych
koncentracich NaCl 0, 40 a 60 g/l. Také byl kultivovan divoky kmen jako kontrolni vysledek
pro hodnoty v nulové koncentraci NaCl. Tato kultivace byla provadéna po dobu 48 h za tmy
pii aerobnich podminkach. Z vysledk tohoto experimentu byl poukazan vliv adaptace na

optimalni podminky média pii kultivaci. Pfi porovndvani mnozstvi biomasy v nulovych
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koncentracich NaCl dosahl divoky kmen vysSich hodnot oproti adaptované kultute. Divoky
kmen dosahl hodnoty 0,770 + 0,07 g/l a adaptovana kultura 0,647 + 0,085 g/l. Koncentrace
60 g/l NaCl byla pro bakterii R. rubrum pfili§ vysoka, jelikoz kultivace prokazovala znamky
spiSe vymirani nez rustu. Z tohoto usuzujeme, ze horni hranice koncentrace NaCl, pfi které je
R. rubrum schopno rast, leZzi mezi hodnotami 40 — 60 g/I. Dal§im zajimavym poznatkem
tohoto experimentu byla produkce PHA pouze u adaptované kultury pii koncentraci NaCl
40 g/l. Tento vysledek poukazuje na teorii, ze R. rubrum potiebuje pro vyssi produkci PHA

stresovy podnét.

Jako posledni experiment byla provedena gelova elektroforéza divokého kmene a adaptované
kultury na geny 16S rRNA a phaC. Pro gen 16S rRNA potvrzujici bakterialni pivod byly
pouzity primery 16S-f a 16S-R. Pro gen phaC, ktery stoji za tvorbou PHA syntazy prvni tiidy,
byly pouzity primery G-D a G-1R. V tomto testu byl pozitivné potvrzen vyskyt obou genti
v obou testovanych vzorcich poukazujicich na Zadnou zménu na genové tirovni jako nasledek

adaptace.

Vysledky této prace prokazaly na moznou adaptaci R. rubrum na vyssi koncentrace NaCl
bez ztraty rastu a produkce PHA. Také poukazuji na moznost vyuziti moiské vody pro
budouci kultivace a jeji mozné pozitivni vlivy na ekonomickou stranku kultiva¢niho procesu.
Tuto teorii bude tieba potvrdit dalsimi rozsifujicimi experimenty, pii kterych by byla soucasti
média moiskd voda, jelikoZz motska voda neobsahuje pouze NaCl, ale 1 tfadu dalSich

mikroelementil, na rozdil od klasické sladké vody obohacené o urcitou koncentraci NaCl.
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Pouzité zkratky

PHA — Polyhydroxyalkanoaty

scl-PHA — Polyhydroxyalkanoaty s kratkym postrannim fetézcem

P(3HB) — Poly-3-hydroxybutyrat

P(3HV) — Poly-3-hydroxyvalerat

mcl-PHA — Polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym postrannim fetézcem
Icl-PHA — Polyhydroxyalkanoaty s dlouhym postrannim fetézcem
(P(3HB-c0-3HV)) — Kopolymer poly-3-hydroxybutyratu a poly-3-hydroxyvaleratu
(P(3HB-c0-4HB)) — Kopolymer poly-3-hydroxybutyratu a poly-4-hydroxybutyratu
CoA- koenzym A

P(3HB-co-HHX) — Kopolymer poly-3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu
PLA — Polymer kyseliny mlé¢né

NAD™ — oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADH - redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADP* — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NAD - Nikotinamidadenindinukleotid

BChl — Bakteriochlorofyl

BPhe — Bakteriofytin

Qa — Ubichinonovy akceptor

Qg — Ubichinonovy akceptor

bci — Cytochromovy komplex

2 — Cytochromovy komplex

ATP — Adenosintrifosfat
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ADP — Adenosindifosfat

CO2— Oxid uhlicity

CHs— Methan

H20 — Voda

gTME — globalni transkripéni inZzenyrstvi (Global transcription machinery engineering)
NADPH — Nikotinamidadenindinukleotidfostat
NADPH+H" — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NH3z — Amoniak

NaCl — Chlorid sodny

ROS — Reaktivni forma kysliku

O2 — Kyslik

O3 — 0Ozb6n

H202 — Peroxid vodiku

ALE — Adaptivni laboratorni evoluce

MOPS — kyselina 4-morfolinopropansulfonova

FID — plamenoioniza¢ni detektor

PCR — polymerazova fetézova reakce

WT — ,,wild type®, divoky kmen



