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ABSTRAKT

PredloZena bakalarska praca sa zaobera Stadiom produkcie polyhydroxyalkanoatov pomocou
termofilnych bakterialnych kmenov Schlegelella thermodepolymerans, Schlegelella aquatica a
Thermomonas hydrothermalis. Cielom prace bolo optimalizovat podmienky produkcie
polymeéru. U bakterialnych kmenov rodu Schlegelella bola potvrdena pritomnost’ phaC génu na
arovni genotypu. U bakterialneho kmena Thermomonas hydrothermalis sa preukéazala
schopnost’ produkcie polyhydroxyalkanoatov na tirovni fenotypu. Experimentélne sa sledovala
schopnost’ utilizacie vybranych zdrojov uhliku. Optimalizacia podmienok rastu zahtiiala vyber
substratu a stanovenie teploty kultivécie, pri ktorych bola dosiahnuta najvysSia produkcia
polyméru. Dalej bola sledovana schopnost produkcie kopolymérov P(3HB-co-4HB) a
P(3HB-co-3HV) za vyuZitia prekurzorov. NajvhodnejSim substratom pre produkciu P(3HB)
bakterialnym kmenom Schlegelella aquatica bol glycerol, pricom kmen bol metabolicky
najaktivnejsi pri teplote 45 °C. Kmen Thermomonas hydrothermalis utilizaciou 1,4-butandiolu
produkoval kopolymér P(3HB-co-4HB) s extrémne vysokou frakciou 4HB. Optiméalna teplota
kultivacie bola 55 °C. Bakterialny kmen Schlegelella thermodepolymerans syntetizoval
najvyssie koncentracie P(3HB) spomedzi vybranych baktérii a to s vyuzitim xylozy pri teplote
55 °C. Pre tento kmen bol sledovany vplyv aeracie na rast a produkciu PHA. Zaroven v shahe
znizit’ vyrobné naklady bol kultivovany na modelovych hydrolyzatoch surovin bohatych na
lignocelulozu. V zavere bol kmen kultivovany vo va¢som produkénom objeme v laboratornom
bioreaktore.

KIUCOVE SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty, polyhydroxybutyrat, termofilné baktérie, Schlegelella aquatica,
Schlegelella thermodepolymerans, Thermomonas hydrothermalis



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of the production of polyhydroxyalkanoates using
thermophilic bacterial strains Schlegelella thermodepolymerans, Schlegelella aquatica
and Thermomonas hydrothermalis. The aim of the thesis is to optimize the conditions
of polymer production. In bacterial strains of the genus Schlegelella, phaC gene at the genotype
level was confirmed. The ability to produce polyhydroxyalkanoates in the bacterial strain
Thermomonas hydrothermalis at the phenotype level was demonstrated. The utilization
of selected carbon sources was studied experimentaly. The production of PHA was optimized
by selecting the appropriate substrate and cultivation temperature. The effect of precursors
on the production of copolymers P(3HB-co-4HB) and P(3HB-co-3HV) was observed.
The most promising carbon substrate for bacterial strain Schlegelella aquatica was glycerol
while the best metabolic activity was at 45 °C. Strain Thermomonas hydrothermalis
was able to produce the copolymer P(3HB-co-4HB) with extreme high molar fraction of 4HB.
Optimal cultivation temperature was 55 °C. The highest yield of P(3HB) among selected
bacteria, synthesized Schlegelella thermodepolymerans cultivated on xylose at 55 °C. For this
strain, the effect of aeration on biomass growth and PHA production was observed.
In an effort to reduce production costs, Schlegelella thermodepolymerans was cultivated
on model hydrolysates of lignocellulose-rich materials. Finally, batch cultivation in a larger
production volume in laboratory fermentor was performed.

KEY WORDS

Polyhydroxyalkanoates, polyhydroxybutyrate, termophilic bacteria, Schlegelella aquatica,
Schlegelella thermodepolymerans, Thermomonas hydrothermalis
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1 UVvOD

Medzi popredné spolocenské témy stcasnosti patri ochrana zivotného prostredia. Jednou
z viacerych pricin, ktorou ¢lovek prispieva k zhorSovaniu podmienok Zivota na Zemi je
nadmerna spotreba plastov. Viésina z bezne pouzivanych plastov je vyrobena petrochemickou
cestou, ktord ponuka nizke vyrobné ndklady. Vd’aka ich mimoriadnym vlastnostiam, stabilite
a nizkej cene nahradzaju Coraz viac materialy ako drevo, papier a kovy. Z tohto dévodu sa
neustéle zvysuje ich spotreba. Nevyhodou petrochemickych produktov je ich neschopnost’
biologicky sa odburavat, ¢o sposobuje akumuldciu plastového odpadu na skladkach
a v oceanoch [1].

Povedomie o0 enviromentalnej zatazi vedie k celosvetovej snahe vyvijat materialy
s podobnymi vlastnostami, ktoré by boli biologicky rozlozitelné. Vdaka svojej
biodegradabilite a vlastnostiam putaju velkt pozornost’ aj polyhydroxyalkanoaty radiace sa
do triedy linearnych polyesterov. SO syntetizované mikroorganizmami ako intracelularne
ukladanie uhlika a energie. Prekazkou komerénej vyroby s vysoké vyrobné naklady a nizke
vynosy. Vysledna cena produktu zavisi najméd od vyberu vhodného mikrobidlneho kmena,
substratu a podmienok kultivacie. Ked’Ze takmer polovicu nakladov na fermentaciu PHA tvori
zdroj uhliku, boli zamerané §tudie na vyuzitie lacnych obnovitelnych surovin [2, 3].

Pri vyrobe PHA vykazuje vel'ké riziko mikrobidlna kontaminacia, ktora by mohla ohrozit
proces vyroby. Z tohto dévodu je pri vyrobe kladeny doéraz na sterilitu, ktora taktieZ zvysuje
naklady. Biotechnologicky zaujem preto pritahujii extrémofilné baktérie, ktoré rasth
a prezivaju v extremnych podmienkach. Termofilné baktérie prosperuju pri vysSich teplotach
ako mezofilné baktérie, ¢o znizuje riziko kontaminacie a tak aj ndklady spojené so sterilizaciou.
V suCasnosti je preto zamerany vyskum na hladanie novych termofilnych bakterialnych

kmenov s vysokou produkénou schopnost’ou polyhydroxyalkanoatov [4].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyestery

Polyestery sa radia do skupiny polymérov, obsahujtcich esterovu funként skupinu. Na zaklade
usporiadania uhlikov v hlavnom retazci si delené na linearne termoplasty teda nasytené
polyestery a na reaktoplasty s rozvetvenou Struktirou pricom v kone¢nom $tadiu spracovania
st zosietované. Ich réznorodé fyzikalne a chemické vlastnosti vedu k ich Sirokému vyuZitiu
v kazdodennom Zivote. Vd’aka tomu sa na trhu umiestiiuju tretie spomedzi vSetkych plastov
hned’ po polyethyléne a polypropyléne [5].

Esterové skupiny v polyesterovom ret’azci s polarne, pretoze atom karbonylového kyslika ma
parcidlny zaporny naboj a karbonylovy uhlik méa naopak parcialny kladny ndboj. Pocas procesu
zvlaknovania dochddza vdaka polarite k zarovnavaniu esterovych skupin, ¢o spdsobuje
pevnost’, pruznost’ a hizevnatost’ polyesterovych vlakien. Prave, preto su polyesterové viakna
s obl'ubou vyuzivané v textilnom priemysle. VyuZivaju sa ale aj v inych odvetviach, ato
napriklad na vyrobu flia§, folii, izolatnych pasiek alebo na povrchovi upravu vyrobkov
z dreva [5].

Viacsina syntetickych polymérov vratane polyesterov, pouzivanych ako suroviny
v kazdodennom Zivote, su obvykle jednorazové a pri navrate do Zivotného prostredia sa
rozkladaju stovky rokov. Spalovanim plastového odpadu sa vytvaraju uréité environmentalne
zat'aze, vratane vysokych drovni emisii oxidu uhli¢itého, ¢i uvoliiovania toxickych zlac¢enin
do ovzdusia. Neustale vac¢sim problémom su plasty, hromadiace sa v ocednoch a spdsobujuce
smrt’ mnohych morskych Zivo¢ichov, ktoré si ich zamienaju s potravou [2, 5].

RieSenim by mohli byt biodegradovatelné polyestery, ktoré vd’aka svojim vlastnostiam
pritahuju  velki pozornost. Pod pojmom biodegradacia mozno rozumiet rozklad
makromolekularnych retazcov pdsobenim mikroorganizmov. Zvycajne ide o dvojkrokovy
proces, ktory zahifia fragmentaciu na oligoméry ¢i monoméry a naslednd mineralizaciu na oxid
uhli¢ity, metan, vodu, biomasu a anorganické zluceniny. Produkty biodegradacie sa liSia
od dostupnosti  kyslika v prostredi. Medzi biologicky odburatelné polyestery patria aj
polyhydroxyalkanoaty [2, 6, 7].

2.1.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su prirodzene sa vyskytujuce alifatické polyestery pozostavajlce
z uhlika, vodika akyslika. Tieto biopolyméry sU syntetizované grampozitivnymi
a gramnegativnymi baktériami ako intracelularne ukladanie uhlika a energie [8, 9].

PHA sa akumuluju v baktériach pocas nevyvazenych rastovych podmienok v dosledku
obmedzeného prisunu nevyhnutnych zivin, ako je dusik, fosfor alebo horcik, a nadbytku
vhodného zdroja uhliku. Ukladaju sa v cytoplazme buniek vo forme granul, lipidickych
inkluzii, ¢o predstavuje vyhodu uskladnenia prebyto¢ného uhlika (obrazok 1). SU nerozpustné
vo vode, vd’aka comu neovplyviuju fyziologickl kondiciu mikroorganizmov. Povrch granal je
obklopeny membranou zloZenou z fosfolipidov a proteinov. Membranu tvoria katabolické
proteiny, medzi ktoré patri PHA syntdza aintracelulirna PHA depolymeraza, ale aj



nekatabolické proteiny, ktoré si ozna¢ované ako phasiny. Proteiny ovplyviiuju ako pocet, tak
aj vel'’kost’ PHA granul, ktora je zvycajne v priemere 0,2-0,5 um [2, 8, 10].

Vniitro granule obsahujice PHA

Phasiny
Phasiny

Syntazy

Hep

Iné protein;% Depolymerazy

Obrazok 1: Schéma Struktiry PHA granule [11]

2.1.1.1 Struktura a klasifikacia polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty su linearne polyestery tvorené monomérmi R-hydroxyalkanovej
kyseliny, ktoré su spojené esterovou vézbou (obrazok 2). Esterova vazba je tvorend medzi
karboxylovou skupinou jedného monoméru a hydroxylovou skupinou susedného
monoméru [10, 12].

TR
—0O-CH-(CHy);C -
100-3000
n=1 R=H Poly(3-hydroxypropionat) P(3HP)
R=CHs Poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB)
R =CoHs Poly(3-hydroxyvaleréat) P(3HV)
R = CsHy Poly(3-hydroxyhexanoét) P(3HX)
n=2 R=H Poly(4-hydroxybutyrat) P(4HB)
n=3 R=H Poly(5-hydroxyvalerat) P(5HV)

Obrazok 2:VSeobecna Struktira monomérnej jednotky PHA a priklady Struktarnych derivatov [13]
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V zavislosti od typov bakterii, ich PHA syntaz a syntetickych procesov sa PHA mdzu
syntetizovat’ s roznymi monomérmi. Zavisi zaroven aj na type monomérnych jednotiek, kedy
rozoznavame bud’ homopolymeéry, alebo heteropolyméry. Postranny retazec R urCuje typ
monomérne] jednotky PHA. Mdze byt rozvetveny, nerozvetveny, nasyteny ¢i nenasyteny
a moze obsahovat’ rozne funkéné skupiny ako napriklad epoxidy alebo halogény . Doteraz bolo
opisanych viac ako 150 monomérov réznych Struktur [9, 10].

Zarad’uju sa medzi opticky aktivne polyestery. Kyseliny 3-hydroxyalkanové su vsetky
v R-konfiguracii  kvoli  stereoSpecifickosti  polymerizatného enzymu, PHA syntazy.
Len v jednom zriedkavom pripade bola zistend mala ¢ast’ S monomérov. Najznamejsi ¢len
PHA je poly(3-hydroxybutyrat), obsahujuci opakujice sa jednotky (R)-3HB. Monoméry su
polymerizované za vzniku polymérov s vysokou molekulovou hmotnost'ou v rozmedzi 200 000
az 3 000 000 Da. Zvy¢ajne sa monomér opakuje 100krat az 30 000krat. Dizka polymérneho
ret'azca a hodnota molekulovej hmotnosti zavisi od mikroorganizmu a podmienok rastu. Podl'a
po¢tu atomov uhlika v monoméroch st PHA Kklasifikované do troch skupin (tabulka 1)
[9, 10, 14].

Tabulka 1: Klasifikacia PHA s prikladmi zastupcov polymérov [2, 9, 15]

Typ monomérov | Polet uhlikov | Trieda PHA Priklad polyméru

s kratkym 3435 scl-PHA poly(3-hydroxybutyrat)

retazcom short-chain lenght | poly(4-hydroxybutyrat)
mcl-PHA

so strednou dlzkou
ret'azca

poly(3-hydroxyhexanoat)

6az 14 medium-chain poly(3-hydroxyoktanoét)

lenght
Icl-PHA
long-chain lenght

s dlhym retazcom | viac ako 15 poly(3-hydroxyhexadekanoét)

2.1.1.2 Vlastnosti PHA

Fyziké&lno-chemické vlastnosti PHA st podobné konvenénym plastom. Velkou vyhodou PHA
je ich biologicka odburatel'nost’ @ moznost’ vyroby z obnovitel'nych zdrojov. PHA st netoxické
a biokompatibilné, preto maji vynikajuci potencial v domacej, pol'nohospodarskej,
priemyselnej a lekéarskej oblasti. Polyhydroxyalkanodty su charakteristické tym, Ze maju
vysoky stupen polymerizacie, su vysoko krystalické, opticky aktivne, izotaktické a nerozpustné
vo vode. Polyhydroxyalkanoaty s kratkou astrednou dizkou retazca, sG niektorymi
vlastnostami podobné polypropylénu (tabulka 2), preto by v pripade zniZzenia nakladov
na vyrobu PHA mohli konkurovat’ tomuto plastu petrochemickej vyroby [2, 16, 17].
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Tabulka 2: Porovnanie fyzikalnych vlastnosti scl-PHA, mcl-PHA a polypropylénu [18]

Vlastnosti scl-PHA mcl-PHA polypropylén
krystalinita [%] 40-80 20-40 70

teplota topenia [°C] 53-80 30-80 176

hustota [g.cm™] 1,25 1,05 0,91

pevnost’ tahu [MPa] 43 20 34

teplota skleného prechodu [°C] | —148-4 —40-150 —-10
maximalne predlZenie [%] 6-1000 300-450 400

odolnost’ vo¢i UV Ziareniu dobra dobra slaba
odolnost’ voci rozpustadlam slaba slaba dobra
biodegradabilita dobra dobra Ziadna

Vlastnosti polyhydroxyalkanoatov sa liSia v zavislosti od dizky retazca a zloZenia
monomérnych jednotiek. P(3HB) a P(3HB-co-3HV) su krystalické polyméry radiace sa
do skupiny polyhydroxyalkanoatov s kratkym retazcom. Sa tuhé akrehké. Vyznacuji sa
vysokymi teplotami topenia a nizkymi bodmi skleného prechodu. P(4HB) patri tiez do skupiny
scl-PHA, napriek tomu sa liSi od zmienenych polymérov. P(4HB) je poddajny termoplasticky
polyester. Mcl-PHA maju v porovnani s scl-PHA nizSie teploty topenia a teploty skelného
prechodu. Mcl-PHA sa radia medzi termoplastické elastoméry snizkou krystalinitou
a pevnostou v t'ahu [8, 18].

2.1.1.3 Syntéza PHA

V roku 1959 boli Roger Yate Stanierom a spolupracovnikmi prvykréat identifikované reakcie
zapojené do metabolickej drdhy zodpovednej za biosyntézu PHB z Kkyseliny octovej.
R. Y. Stanier Studoval tvorbu PHB v Rhodospirillum rubrum. V tomto obdobi vSak neboli
identifikované Specifické enzymy, ktoré katalyzovali reakcie na syntézu kyseliny
3-hydroxybutyrovej, teda monoméru pre vznik PHB. Ich objav nastal az v roku 1973, kedy
nezavisle od seba Hans Giinter Schlegel z Univerzity v Gottingene v Nemecku a Edwin Alfred
Dawes z Univerzity v Hulle v Anglicku tieto enzymy izolovali a nasledne ich charakterizovali.
H. G. Schlegel skimal metabolicky cyklus vyroby PHB v Cupriavidus necator, zatial' ¢o
E. A. Dawes Studoval cyklus vyroby PHB v Azotobacter beijerinckii. Od objavov
R. Y. Staniera, H. G. Schlegel aE. A. Dawesa sa uskuto¢nilo mnoho vyskumov a bolo
zistenych mnoZstvo poznatkov v tejto oblasti [19].

PHA su syntetizované mnohymi Zivymi organizmami. Hlavnymi producentami su baktérie.
PHA sa v bakteridlnych bunkach akumuluju az v 90 % suchej bunkovej hmoty. Hlavnymi
krokmi biosyntezy PHA je prisun substratového monoméru a polymerizacia tychto
monomérov. Polymerizaciou rozpustnych medziproduktov na nerozpustné molekuly bunka
nepodlieha zmenam svojho intracelularneho osmotického stavu [10, 20, 21].

Pri biosyntéze hraju kl'a¢ovu rolu enzymy s vysokou substratovou Specifitou, nazyvané ako
PHA syntazy. Tieto enzymy a iné proteiny suvisiace s metabolizmom PHA su kodované
Vv génoch, ktor¢ su Casto zhlukované v bakterialnych genémoch do operénov. Na obrazku 3 su
znazornené gény operonu phb CAB, ktory koduje tri enzymy pésobiace v biosyntetickej drahe
poly(3-hydroxybutyratu). Gén kodujldci PHA syntazu je oznacovany ako phaC. B-ketotiolaza
je kodovana génom phaA a acetoacetyl-CoA reduktaza génom phaB. Gén phaG kdduje
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3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferd&zy agén phal, je znamy ako gen kd&dujdci
enoyl-CoA hydratazu [10, 22].

{DI'—T phb( H phbA @ H phbl h

Promdtor

b3 A e

f-ketotioliea || Acetoacetyl CoA reduktiza I! PHB polymeriza

v
Acetyl CoA——p» Acetoacetyl g Poly 3-OH butyryl g Poly 3-OH butyrit
CoA CoA

Obrazok 3: Biosynteticka draha poly(3-hydroxybutyratu) [17]

Pouzitie uhlikového zdroja urCuje typ monoméru syntetizovaného mikrobmi. V zavislosti
od zdroja uhliku existuju tri dobre zname biosyntetické drahy PHA (obrazok 4) [21].

Prva biosyntetickd draha P(3HB) je zloZena z troch enzymatickych reakcii katalyzovanych
tromi r6znymi enzymami. V prvom kroku kondenzuji dve molekuly acetyl-CoA za tcasti
B-ketotiolazy (PhaA) zavzniku acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB)
umoziuje redukciu acetoacetyl-CoA pomocou NADH na 3-hydroxybutyryl-CoA. Nakoniec
PHB syntdza (PhaC) polymerizuje 3-hydroxybutyryl-CoA na PHB, pricom sa uvolni
koenzym A. Polymeriza¢ny enzym akceptuje iba (R)-izomery. Poc¢as normalneho rastu, teda
pri dostato¢nom prisune nevyhnutnych Zivin, je pB-ketotiolaza inhibovana volnym
koenzymom A, ktory je produktom Krebsovho cyklu. Avsak pocas stresovych podmienok
s obmedzenym mnoZzstvom Zivin, kedy je vstup acetyl-CoA do Krebsovho cyklu obmedzeny,
sa prebytok acetyl-CoA nasmeruje do biosyntézy PHB [17, 20].

Druhym mechanizmom je metabolizmus mastnych kyselin, v ktorom vznikaju rbzne
hydroxyalkanoatové monoméry. B-oxidaciou mastnych kyselin sa vytvaraja substraty, ktoré
moézu byt polymerizované PHA syntazami za vzniku polyhydroxyalkanoatov so strednou
dizkou retazca. V B-oxida¢nom mechanizme Aeromonas caviae je medziprodukt,
trans-2-enoyl-CoA, prevedeny pomocou (R)-Specifickej enoyl-CoA hydratazy na
(R)-hydroxyacyl-CoA [21].

Vyznamny je aj treti mechanizmus, pretoZe sa v fiom vytvaraju monoméry pre syntézu PHA
zo Struktdrne nepribuznych a jednoduchych lacnych zdrojov uhlika, ako je glukdza, sacharoza
a fruktoza. Biosyntetickou drdhou mastnych kyselin vznikaju (R)-3-hydroxyacyloveé
medziprodukty, ktoré majd formu acylového nosi¢ového proteinu (ACP). Pomocou enzymu
acyl-ACP-CoA transacylazy su konvertované na formu CoA [21].
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Obréazok 4: Biosyntetické drahy PHA [21]

2.1.1.4 Substraty vyuZivané pre mikrobialnu produkciu PHA

Na vyrobu PHA sa pouziva §irokd Skala uhlikatych substratov, pricom hra velkt ulohu najma
cena, ale dolezita je aj povaha substratu. Pre produkciu PHA je ddlezité poznat’ metabolizmus
produk¢ného mikroorganizmu, aby mohol byt do produk¢ného média pridavany vhodny
prekurzor. Priblizne 40-48 % celkovych vyrobnych nékladov PHA suvisi so zdrojom uhlika
urenym na fermentaciu. Vyrobné néklady biologicky odburatelnych plastov v porovnani
s cenou plastov vyrobenych z nerastnych surovin su vysSie. Preto sa v poslednych rokoch
vyskum zameriava na vyvoj vyrobnych procesov PHA, zaloZenych na priemyselnych
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odpadovych produktoch, ako napriklad tukov a olejov z potravinarskeho priemyslu, syrovej
srvatky, melasy, lignocelulozovych surovin, pol'nohospodarskych odpadovych materialov,
vyuzitel'nych zloziek komunélneho odpadu, glycerolu, sacharidov, odpadovej vody, mocoviny
a sirokej Skaly d’alsich substratov [8, 23].

2.1.1.5 Biologicka odburatel’'nost’ PHA

Pre spolo¢nost’ sa Coraz zlozitejSim problémom stava likvidacia odpadu. V roku 2018 bola
celosvetova produkcia plastov okolo 359 milidonov ton pricom v roku 2015 bolo recyklovanych
len 19,5 % plastového odpadu. Z tohto dévodu bola skiimana biologicka odburatel'nost’ PHA
v rdznych prirodnych prostrediach [24, 25].

PHA depolymeraza je vylu¢ovana PHA degradujucimi mikroorganizmami. V stcasnosti bolo
identifikovanych viac ako 700 kmeniov mikroorganizmov, ktoré extracelularne hydrolyzuju
PHA na hydroxykyseliny rozpustné vo vode a nasledne vyuzivaja produkty hydrolyzy ako
zdroje uhlika a energie pre rast [24].

Polyhydroxyalkanoaty sa degraduju po vystaveni p6de, kompostu alebo morskému
sedimentu. Biodegradacia zavisi od mnohych faktorov, ako je mikrobialna aktivita Zivotného
prostredia, exponovana povrchova plocha, vlhkost, teplota, pH a molekulova hmotnost.
V pripade PHA ma vyznam aj zloZenie polyméru a krystalinita. Teplota ma velky vplyv
pri rychlosti degradacie. ZvySovanim teploty s organické zluceniny biologicky dostupnejSie
a maju lepSiu rozpustnost’. Pri vysSich teplotich sa P(3HB) povazuje za amorfny a lepSie
dostupny degradujucim enzymom. Ztoho dbévodu dochadza k jeho rychlejSej degradacii.
Degradaciu za vysSej teploty umoziiuju termofilné baktérie. Je ale potrebné, aby si
pri optimalnej reakénej teplote zachovali svoju aktivitu. Biodegradacia PHA moze prebiehat’
za aerébnych a anaerébnych podmienok. Za aerdébnych podmienok vedie k vzniku oxidu
uhli¢itého a vode, zatial’ ¢o v anaerébnych podmienkach st produktmi degradacie oxid uhli¢ity
a metan [17, 24].

2.1.1.6 VyutZitie polyhydroxyalkanoatov

PHA maju vdaka svojim vlastnostiam Siroku Skalu aplikacii. VyuZivajl sa najma
v potravinérstve, lekérstve a na pol'nohospodarske ucely. V potravinarskom priemysle mézu
nahradzat’ jednorazové obaly na potraviny, folie, pribory, pohare a nddoby na jedno pouZitie.
V pol'nohospodarstve sa vyuZivaju v hnojivach s riadenym uvolfiovanim. Pelety vyrobené
z PHA sa v pbdde postupne degraduju a obsah sa uvolfiuje po dlh§iu dobu, znizuji sa tak
naklady na pracu. Okrem iného mézu byt vyuzivané v kazdodennom Zivote ako obaly na
sprchove gély a rozne kozmetické produkty, blistre na lieky, kvetinace a flase. PHA sa mozu
pouzivat’ aj ako tavné lepidla a netkané textilie. PHA latex sa vyuZiva na pokrytie papiera alebo
kartonu, ¢im vznikaji vode odolné materialy [17, 18, 26, 38].

Od roku 1960, kedy bolo schvalené pouzitie prvého biopolyméru v medicine, sa upriamuje
pozornost’ vedcov vyuzit' PHA v lekdrskom a farmaceutickom priemysle. Je to predovsetkym
kvoli ich biologickej odburatel'nosti a biokompatibilite. V ortopedickej a fixa¢nej aplikacii sa
vyuzivaju pri uzatvarani ran ako absorbovatel'né materialy na Sitie, pri oSetreni ran aplikaciou
PHA ako umelej ndhradnej koZe a pri tkanivovej fixécii ako dlahy, kostné skrutky, chrupavky.
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Ich velkou vyhodou oproti sti¢asne vyuzivanym kovovym nahradam je, Ze pacient nemusi
podstupovat’ reoperaciu, pretoze nie je treba ich z tela vyoperovat. Implantat navySe moze
obsahovat’ antibiotikum, ktoré zabrani rozvoju bakterialnej infekcie [17, 26].

V tkanivovom inZinierstve sa bunky pestuju in vitro na biologicky odburatel'nych polyméroch,
aby sa vytvorilo ,,tkanivo* na u¢ely implantacie. PHA ma v lekarskej oblasti vyrazni vyhodu
oproti silikonu, tradi€ne pouzivanému polyméru, o ktorom sa predpoklada, Ze ma zhubné
ucinky a prispieva k rastu rakovinovych buniek. VyuZitie nachadzaju tiez ako osteosyntetické
materialy pri stimul&cii rastu kosti a to vd’aka svojim piezoelektrickym vlastnostiam. Zna¢ny
prinos maju aj v kardiovaskularnej chirurgii pri vyrobe ndhrad krvnych ciev [17, 26, 27].

Vyskumy ukéazali, Ze PHA nano-rozmerov prenikaju hlboko do cielovych tkaniv tela a maju
dobra absorp¢nt u¢innost’ v bunkach. Preto maji vhodnu perspektivu byt stcast’ou systému
riadeného uvol'fiovania lieciv [27].

2.2  Extrémofilné baktérie

Termin ,,extrémofilny” opisuje akykol'vek organizmus schopny zit' a rast v extrémnych
podmienkach, najmd podmienkach neprijatelnych pre ¢loveka. Prostredia, v ktorych sa
nachadzaju, mozu mat’ extrémne vysoké alebo nizke pH, vysoké alebo nizke teploty, vysoku
koncentraciu soli, vysoky tlak a d’alsie iné vlastnosti. Extrémofilné baktérie su klasifikované
podl'a podmienok, v ktorych prosperuju (tabul’ka 3). Tieto mikroorganizmy su ¢asto schopné
Zivota nie len v prostredi s jednym extrémom, ale aj v takych oblastiach, kde je viac extréemnych
faktorov. Preto sU nazyvané ako ,,polyextrémofilné* [28, 29].

Tabulka 3: Klasifikacia extrémofilov a priklady bakterialnych rodov [30, 60, 61]

oznacenie optimalne
faktor extrémofilov podmienky rod
hypertermofily >85°C Thermophilum
, . o Bacillus, Clostridium,
teplota extrémne termofily  65-85 °C Geobacillus, Thermotoga
mierne termofily 45-65 °C Pseudor_nonas, Bacillus,
Geobacillus
psychrofily <15°C Psychrobacter, Alteromonas
4 acidofily pH <3 Alkalibacterium
P alkalofily pH>9 Bacillus, Pseudoalteromonas
salinita halofily 5 M NaCl Halomonas
tlak piezofily > 130 MPa Shewanella
radiacia radiofily 40-400 nm Deinococcus
i tolerancia vysokych .
kovy metalofily koncentracii kovov Ralstonia
kyslik mikroaerofily <21% 0 Campylobacter
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Medzi extrémofilné mikroorganizmy sa radia nie len pravé extrémofily, ktoré vyZaduju jednu
alebo viac extrémnych podmienok pre Zivot, ale aj fakultativne extrémofily. Optimalny rast
fakultativnych extrémofilov je za fyziologickych podmienok, ale zaroven maji schopnost’
tolerovat’ aj extrémne podmienky [29].

Extrémofily sa vyvinuli a prispdsobili svojmu prostrediu vyvojom jedine¢nych mechanizmov,
ktoré udrziavaju ich bunkové komponenty, ako s proteiny, nukleové kyseliny a lipidy stabilné
a aktivne. Schopnost’ zivota je zaruCend aj vdaka produkcii extrémofilnych enzymov
(extremozymov) a ochrannych organickych biomolekul (extremolytov). Adaptacia enzymov
zodpoveda zmenam v aminokyselinovej sekvencii, ktoré sa prenaSaju do variacii v Strukture,
flexibilite, naboji a hydrofébnosti enzymov. Extremofilné proteiny vykazuji zna¢nt variabilitu
pri adaptacii na podobné extrémne fyzikalne alebo chemické podmienky. Mechanizmy, ktoré
umoznuju prezitie v extrémnych podmienkach su pomerne zloZité. Napriklad na zvladnutie
vysokych koncentracii soli produkujd extrémofily zvySené mnozstva kompatibilnych
rozpustenych latok vo vnutri buniek alebo pouZivaju iénové pumpy na udrzanie osmotickej
rovnovahy. V prostredi s nizkym pH pouZzivaju protonové pumpy na udrZzanie primeraného pH
vo vnutri bunky. V nizkych alebo vysokych teplotdch mézu modifikovat zlozenie svojej
cytoplazmatickej membrany. Naopak piezofily produkuji polynenasytené mastné kyseliny
a kompatibilné rozpustné latky a vytvaraju proteiny, ktoré im umoznuju prezit’ pri vysokych
hydrostatickych tlakoch [31, 32, 33].

Prirodné prostredia, v ktorych sa extrémofily nachadzaju su pre iné pozemské formy Zivota
netnosné dokonca smrtel'né. Prikladom je Zivot v horucich alkalickych jazerach, v horucich
a kyslych pramenoch, v sol'nych jazerach, v hlbokomorskych hydrotermalnych prieduchoch,
v gejziroch, v 'adovcoch a polarnych oblastiach. S pritomné aj v oblastiach kontaminovanych
jadrovym odpadom a tazkymi kovmi. Z biotopov bolo v sucasnosti izolovanych mnoho
roznych extrémofilov a s d’alsim rozvojom sa predpoklada ich narast. [10, 31, 34, 35].

2.2.1 Termofilné baktérie

Termofily st definované ako organizmy, ktoré nielen prezivaju, ale aj prosperuja pri vysokych
teplotach. Prvykréat boli objavené v roku 1888 Miguelom, ktory charakterizoval termofily, ktore
tvorili aerébne spory a boli schopné rast’ pri 70 °C. Od tohto momentu bolo preskiumanych
a charakterizovanych vel'a kmenov termofilnych baktérii. Najvacsi zaujem pritahovali hlavne
baktérie patriace do rodov Bacillus a Clostridium. Predpokladé sa, Ze termofilné baktérie patria
medzi jedny z prvych organizmov Zijucich na Zemi [32, 36].

Okrem prirodnych prostredi akymi sU napriklad gejziry, horice pramene a hydroterméalne
prieduchy, kde teploty I'ahko presahujti 100 °C, sa nachadzaju aj na miestach vytvorenych
¢lovekom. Medzi tieto prostredia patria Cisticky odpadovych vdd, priemyselné odpadové toky,
komposty alebo aktivovaneé kaly [29, 32, 37].

Podl'a optimalne;j teploty rastu ich mozno rozdelit’ na:

e Mierne termofily - optimalny rast od 45 do 65 °C
e Extrémne termofily - optimalny rast od 65 do 85 °C
e Hypertermofily - optimalny rast od 85 °C [30].
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Medzi vSetkymi termofilmi je ovela vyssi poéet anaerobov ako aerdbov. To je pravdepodobne
sposobené skutocnost'ou, ze kyslik je pri vyssich teplotach ovel’a menej rozpustny, a preto nie
je k dispozicii organizmu v metabolickych procesoch. Viag¢sina termofilnych anaerobnych
eubaktérii je chemoorganoheterotrofna a vyuziva organické zluceniny ako zdroje energie
a uhlika. V skupine termofilnych anaerébnych baktérii sa vSak pozoruje mnozstvo d’alsich
termofilov, ktoré ziskavaju energiu chemolitotrofne, fotoorganotrofne a fotoautotrofne [39].

Zivotna aktivita termofilnych baktérii je stale preskimana len &iastoéne. Na vyvoj gendomov
termofilov mohli mat’ vel’ky vplyv enviromentalne zmeny a teplotné posuny, ktoré spdsobili
toleranciu a schopnost’ prezit’ pri vysokych teplotach. Vyvojové zmeny mohli byt’ vysledkom
horizontalnych prenosov génov, génovymi mutaciami alebo stratou génov. Predpoklada sa,
Ze pre zachovanie genomickej stability je opravny systéem DNA striktnejsi, pretoZe pri vyssich
teplotach je DNA menej stabilna [28, 40].

Mikroorganizmy maju priblizne polovicu génov usporiadanych do operénov. Je to z dévodu
rychlejSej adaptacie na zmeny prostredia. U termofilov boli zaznamenané stabilnejSie
operonové Struktdry ako u mezofilov. Bola tiez dokazana takzvana spolu-regulacia operénov
pri génovej expresii prostrednictvom globalnych regulatorov. Tento sposob regulacie umoziuje
ucinny sposob, ako organizmy reaguju na zmeny prostredia. Genomy prokaryot v porovnani
s eukaryotmi obsahuji mélo intrénov, teda Usekov, ktoré sa neprekladaju do proteinov.
Vysledkom je rychla reprodukcia aznizena spotreba energie na syntézu nukleotidov.
Zaujimavostou je, Ze velkost’ genomov termofilov je vo vSeobecnosti menSia ako velkost’
mezofilov. Bakterie Zijuce pri teplotdch nad 60 °C maju gendmov menSie ako 4 Mbp, zatial’ ¢o
baktéri zijuce pri teplotach nizsich ako 45 °C maju gendmi vacsie ako 6 Mbp [40, 41, 42].

Genomicka Struktara termofilov sa povaZzuje za stabilnejSiu v porovnani s mezofilmi aj vd’aka
vysSiemu obsahu guaninu (G) a cytozinu (C) v gendme, ktory je ukazovatel'om stability DNA.
Vysoky obsah GC zabezpeCuje aj stabilnejSiu Struktiru tRNA arRNA. Translacny
mechanizmus je tak stabilny a u¢inny, a funk¢éné proteiny sa moézu syntetizovat’ v dostatocnom
mnozstve [43, 44].

Proteiny zohravaju velka rolu pri termoadaptacii. ZloZenic a poradie aminokyselin
v proteinoch termofilov je odlisSné ako u mezofilov. Termofilné proteiny maju va¢si obsah
nabitych aminokyselin, ako je glutamat, lyzin a arginin. KI'a¢ovymi prvkami pre existenciu
termofilov su proteiny suvisiace s glykolyzou. Termofilom poskytuju okamzitd energiu
na zvladnutie tepelného stresu. Predpoklada sa, Ze stabilita proteinov je u termofilnych bakterii
spOsobend vyssim poctom disulfidovych vizieb, i6novych a hydrofébnych interakcii,
vodikovych vézieb a so'nych mostikov. Tieto vizby podporuju tvorbu kompaktnych Struktar
proteinov [45, 46, 47].

Prijem a vyluCovanie nizkomolekularnych latok reguluje bunkova membrana. Priepustnost’
membrany je zavisla na teplote prostredia. Pri zmene rastovej teploty dochadza k rychlej
regulécii zloZzenia membranovych lipidov [48].

V désledku rastu pri vysokej teplote a ich unikatnych makromolekulovych vlastnosti méze byt
metabolickd rychlost’ tychto baktérii vysoka. ZvySenou rychlostou rastu mdéze bunky
termofilov dorastat’ do menSich velkosti ako bunky mezofilnych baktérii. Napriek tomu su
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vytazky biomasy vyssie. Stadie ukazuju, Ze termofilné procesy mozu byt stabilnejsie,
rychlejSie a lacnejSie. Termofilné baktérie demonstruji mnoho vyhod pre pouZitie
Vv priemyselnom odvetvi. Velkou vyhodou ich vyuzitia v priemysle su ich vysoké rychlosti
rastu, ktoré moézu dvakrat az trikrat urychlit fermentacné procesy oproti technologiam
pouZivajucich mezofilné baktérie. Pouzitim vysokoteplotného spracovania sa zniZuje riziko
neziadicej mikrobialnej kontaminéacie, zniZuje sa Sanca fagovej infekcie, zvySuje sa
rozpustnost’ substratov a zaroven sa znizuje ich viskozita. Vdaka tymto vyhodam naSli
uplatnenie pri vyrobe chemickych surovin a paliv, v enzymovej technoldgii a pri biokonverzii
odpadov [29, 49, 50].

Enzymy produkované termofilnymi mikroorganizmami teda termozymy su technologicky
zaujimavé, pretoze umoznuju uskutoénit’ reakcie, ktoré by pri pouziti mezofilnych enzymov
z termodynamického hladiska neboli mozné. UdrZiavaja si nie len tepelnt stabilitu, ale Casto
zachovavaju svoju aktivitu aj v pritomnosti organickych rozpustadiel a v prostredi s vysokou
salinitou. St odolné voci proteolyze a chemickej denaturécii. V priemyselnych procesoch sa
vyuzivaju ako biokatalyzatory a mdzu nahradzat mezofilné enzymy. Termostabilitu si
zachovavaju aj pri klonovani a exprimovani v mezofilnych hostitel'och. Tieto enzymy majd
Siroké uplatnenie v r6znych odvetviach. Za zmienku ur€ite stoji uplatnenie v oblasti génoveho
inzinierstva, ktoré vyuziva termofilné DNA polymerazy pri polymerazovej retazovej reakcii
na amplifikaciu DNA. Ddlezitd ulohu v potravinarskom, papierenskom, farmaceutickom
a chemickom priemysle hrajd termostabilné enzymy degradujuce polyméry. Patria sem
a-amylazy s teplotnym optimom 70 °C, hydrolyzujuce Skrob, xylandzy vyuzivané na bielenie
papiera, lipazy s uplatnenim v kozmetickom priemysle alebo termolyzin pouzivany pri syntéze
dipeptidov. Medzi d’alSie patria alkoholdehydrogenazy, ktoré st pouzivané na syntézu opticky
aktivnych alkoholov alebo kofaktorov ako si NAD a NADP. V organickej syntéze su uzitocné
aldolazy, transketolazy, hydroxynitrilové lyazy, ktoré sa podiel’aju na tvorbe véizby uhlik-uhlik
a transformacii nitrilov [29, 31, 51, 52].

2.2.1.1 Schlegelella thermodepolymerans

Schlegelella thermodepolymerans je termofilna baktéria, ktora sa zaraduje do kmena
Proteobaktérii. Baktéria bola prvykrat izolovana z aktivovaneho kalu z Fayoum v Egypte
za termofilnych aerobnych podmienok. Bunky tejto baktérie st gramnegativne, tyCinkovitého
tvaru a nevytvaraju spory. Ich pohyb je uskuto¢iiovany pomocou polarneho monotrichdézneho
bi¢ika. Rastie pri teplotach 37-60 °C. Optimalne pH pre rast je 7, ale preZiva v rozmedzi pH 6-9.
Dizka buniek je 1-2 um a ich $irka je 0,5-0,6 um. Bakterialne bunky dobre rasta v komplexnych
médiach. Kolonie na tuhom Zivnom médiu su sfarbené do biela, st nepriehl’adné, ich povrch je
hladky a st vyvysené. Baktérie neprodukuju pigmenty. Obsah G + C v DNA je 70 % [53].

Bakterialne bunky Schlegelella thermodepolymerans kmeia DSM 15344 su na obrazku 5
pozorované pod transmisnym elektronovym mikroskopom. V cytoplazme buniek je vidiet
PHA inkluzie. Bunky st schopné degradovat poly(3-hydroxybutyrat), ako aj kopolymér
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-merkaptopropionat) obsahujuci 3-merkaptopropionat.

Zo Schlegelella thermodepolymerans bola izolovana termostabilnd PHA depolymeraza
SO substratovou Specifitou na oxoesterové vizby PHA. Tento typ enzymu nemodze Stiepit

thioesterove vazby [53, 54].
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Obrézok 5: Akumulované PHA inklGzii v Schlegelella thermodepolymerans pozorovana
pod transmisnym elektronovym mikroskopom (mierka 500 nm)

o

.

2.2.1.2 Schlegelella aquatica

Schlegelella aquatica je mierne termofilna baktéria. Bola izolovana v oblasti Tainan na juznom
Taiwane z horucich pramenov Guanzingling. Teplota vody z tohto horiceho pramena sa
pri odbere vzorky v roku 2005 pohybovala medzi 60-65 °C a pH bolo priblizne 8. Schlegelella
aquatica je gramnegativna baktéria, ty¢inkovitého tvaru. Bakterialne bunky netvoria spory.
Dizka buniek je v rozmedzi 0,8-2,0 um a jej priemer 0,4 az 0,5 um. Bunky baktérie Schlegelella
aquatica sa vyskytuju jednotlivo aich pohyb zaruCuje polarny bi¢ik. Rastie pri teplotach
v rozmedzi 30-60 °C. Baktérie dokazu prezit’ v prostredi s pH 6,0-8,0 optimélne je vSak pH 7,0.
Farba kolonii na tuhom Zivnhom médiu je biela alebo krémova pricom sua kruhoveho
a konvexného tvaru s celymi okrajmi. Bunky neprodukuju pigmenty. Obsah G + C v DNA je
69,2 % [55].

Baktéria ma schopnost’ tvorit’ granule PHA, ktoré mozno pozorovat’ na obrazku 6. Na obrazku
mozno pozorovat’ morfologiu bakterialnej bunky Schlegelella aquatica kmenia LMG 23380.
Podl'a vypoctov sekvencnej podobnosti sa Schlegelella aquatica najviac zhoduje s rodovo
pribuznym kmeniom Schlegelella termodepolymerans [55].
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Obrazok 6: Akumulované PHA inkluzii v Schlegelella aquatica pozorovana pod transmisnym
elektronovym mikroskopom (mierka 500 nm)

2.2.1.3 Thermomonas hydrothermalis

Kmeni Thermomonas hydrothermalis bol vyizolovany z termalneho pramena v Sdo Gemil
v strednom Portugalsku. Zarad’'uje sa medzi gramnegativne baktérie s ty¢inkovitym tvarom
bunky. Tento mikroorganizmus je prisne aerobny a organotrofny [56].

Dizka buniek sa pohybuje v rozmedzi 2,0 az 4,0 um a ich $irka od 0,6 az 0,9 um. Bunky s
nepohyblivé. Tento druh vytvara koldnie sfarbené do svetlo hnedej s priemerom 0,5 az 2,0 mm.
Pri starSich kultdrach mozZno pozorovat’ vytvorenie hnedého pigmentu. Teplotné rozmedzie
rastu je od 30 do 60 °C. Pri hrani¢nych teplotach je rast vel'mi slaby. Idealne pH pre Zivot tejto
baktérie je od 6,5 az 8,5. Obsah G + C v DNA je 64,7 % [56].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

3.1.1 PouZité mikroorganizmy

V praktickej Casti bakalarskej prace boli na experimenty pouzivané mikroorganizmy zakupené
z nemeckej zbierky Leibnitz Institut DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell
Cultures ato bakteridlne kmene Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 a Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344 az belgickej zbierky BCCM-Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms a to kmen Schlegelella aquatica LMG 23380.

3.1.2 Pouzité chemikalie

3.1.2.1 Poutzité chemikalie na kultivaciu mikroorganizmov

- Agar powder, Bacteriological (HiMedia, India)

- Citrét Zelezito-amoénny (Fluka, Ceska republika)

- Dihydrét chloridu vapenatého (Lachema, Ceska republika)

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, Nemecko)
- Heptahydrét siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- Chlorid aménny (LachNer, Ceska republika)

- Nutrient Broth w/1% peptone (HiMedia, India)

- Yeast Extract Powder (HiMedia, India)

3.1.2.2 PoutZité komponenty na izolaciu DNA, PCR a elektroforézu

- Agaroza (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- DNA Standard — FastGenne 100 bp DNA Ladder (New Egland BioLabs, UK)
- Etyléndiamintetraacetat sodny (LachNer, Ceska republika)

- EDTA (LachNer, Ceska republika)

- Glycerol (LachNer, Ceska republika)

- Chlorid hore¢naty (Thermo Scientific, USA)

- Kyselina borita (Penta, Ceska republika)

- Master mix One Taq Hot Start (2x koncentrovany) (New Egland BioLabs, UK)
- Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Nemecko)

- PCR loading buff, Yellow load (Top-Bio, UK)

- Primery (Generi Biotech, Ceska republika)

- Sterilna voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical, Nemecko)
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- Tris (hydroxymetyl) aminometan (LachNer, Ceska republika)

3.1.2.3 Chemikalie pre screening uhlikatych zdrojov
- Arabindza (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- 1,4-butandiol (Fluka, Svaj¢iarsko)

- y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- D-fruktéza (LachNer, Ceska republika)

- D-galaktéza (LachNer, Ceska republika)

- D-gluk6za monohydrat (LachNer, Ceské republika)
- Glycerol bezvody (LachNer, Ceska republika)

- Kyselina valérova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- Lakt6za monohydrat (LachNer, Ceska republika)

- Manoza (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- Propionat sodny (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- Sacharéza (LachNer, Ceska republika)

- Skrob rozpustny (Penta, Ceska republika)

- D-(+)-xyléza (HiMedia, India)

3.1.2.4 Ostatné chemikalie

- Hydroxid sodny (LachNer, Ceska republika)

- Chloroform (VWR Chemicals, USA)

- Kyselina benzoova (VWR Chemicals, USA)

- Kyselina 3,5-dinitrosalicylova (Sigma-Aldrich, Nemecko)
- Metanol (VWR CHEMICALS PROLABO, USA)

- Vinan sodno-draselny (Lachema, Ceska republika)

3.1.3 Pouzité pristroje

- Analytické vahy PA224C, Pioneer

- BeZne laboratorne sklo a vybavenie

- Blokovy termostat Stuart SBH 200D, Bibby Scientific

- Duélny vizualiza¢ny systém Ultra Viewer, Ultra Lum

- ELISA reader, BioTek, ELx808

- Laboratorny bioreaktor Biostat B-plus, Sartorius Biotech

- Laminarny box Aura mini, Bio air instruments — Euroclone
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- Magneticka mieSacka bez ohrevu technoKartell, TKO

- Mikrocentrifuga Sigma 1-14

- Nanofotometer, Implen, P300

- Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300;
Koldéna: DB-WAX 30 m by 0,25 mm

- Temperovana trepacka, Heidolph, Incubator 1000

- Thermo-cycler MyCyclerTM, BIO-RAD

- Transiluminator TVR 3121, Spectroline

- Véha Kern EW 620-3NM

- Vodny kapel’ TW2, Julabo

- Vortex, Suspendor Bench Mixer, BENCHMARK

- Zdroj napatia MP 300 V, Major Science

3.2 Uchovavanie mikroorganizmov

Zbierkové baktérie boli dodané v lyofilyzovanej podobe a ozivené podl'a navodu dodavatela.
OzZivené bakterialne bunky boli kultivované v inokulatnom médiu. Mikroorganizmy boli
uchovavané vo forme kryokonzerv v celkovom objeme 1,5 ml, kde ako kryoprotektant bol
pouZity 10% roztok glycerolu. Takto pripravené kryokonzervy boli skladované
v hlbokomraziacom boxe pri teplote —80 °C.

3.3 Kultivacia mikroorganizmov

3.3.1 Priprava inokulaéného média

Komplexné média boli pripravované do 100 ml Erlenmeyerovych baniek v objeme 50 ml.
Presné zloZenie inokulaéného média je uvedené v tabulke 4. Do vysterilizovanych médii boli
zaoCkovane bakterialne kultdry. Inokula sa kultivovali 24 hodin na trepackach pri teplote 50 °C
pri 180 rpm.

Tabulka 4: ZloZenie komplexného média Nutrient Broth

latka koncentracia [g/1]
beef extract 10

pepton 10

NaCl 5

3.3.2 Priprava mineralneho média a kultivacia baktérii

Do 250 ml Erlenmeyerovych baniek bolo pripravenych 100 ml mineralneho média podla
zloZzenia uvedeného vtabulke 5. Na Kultivaciu bakterialneho kmenia Thermomonas
hydrothermalis DSM 14834 bolo pouzité médium s koncentraciou yeast extraktu 3 g/l. Zvysné
dve baktérie boli kultivované pri koncentracii 0,5 g/l yeast extraktu. VV lamindrnom boxe bol
do sterilnych produkénych médii vytemperovanych na 50 °C pridany uhlikovy zdroj
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s koncentraciou 20 g/l (s vynimkou prekurzorov) a roztok stopovych prvkov TES I, ktorého
zloZenie je uvedené v tabulke 6. Do takto pripravenych médii boli zaoCkované bakterialne
inokuld v pomere 1:10. Termofilné mikroorganizmy boli kultivované na temperovanych

trepackach 72 hodin pri 180 rpm.

Tabul’ka 5: Zlozenie mineralneho média

latka koncentracia [g/1]
Na;HPO4 - 12 H>O 9

KH2PO4 15

NH4CI 1

MgSO4 - 7 H20 0,2

CaCl; - 2 H20 0,02
NHaFe'"'citrat 0,0012

yeast extrakt 0,5/3,0

TES II 1mi/

Tabulka 6: ZloZenie roztoku stopovych prvkov TES |1

latka koncentracia [g/1]
EDTA 50

FeCls 8,3

ZnCl; 0,84

CuCly - 2 H,0O 0,13

CoCl; - 6 H20 0,1

MnClI; - 6 H.O 0,016

H3BO3 0,1

3.3.3 Screening utilizacie vybranych uhlikatych zdrojov

Vybrané bakteridlne kmene boli testované na schopnost’ utilizacie 8 sacharidov a jedného
nesacharidového zdroja uhliku (tabul’ka 7). Podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 boli
pripravené mineralne media s roztokom stopovych prvkov. Do jamiek sterilnej mikrotitracnej
dosti¢ky bolo napipetovanych 75 pl mineralneho média. Dalej bolo pridanych 75 pl prisluiného
substratu s koncentraciou 20 g/l. Nakoniec bolo do médii so substratmi zaockovanych 20 pl
inokula daného bakterialneho kmena. Kazda vzorka bola pripravena v 3 paralelnych

stanoveniach. Kultivacia prebiehala 72 hodin pri

teplote 50 °C. Pomocou pristroja

ELISA reader boli premerané hodnoty absorbancie pri 630 nm na zaciatku a po ukonceni

kultivacie.
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Tabulka 7: Zoznam pouZitych zdrojov uhliku

Zdroj uhliku
glycerol
glukdza
fruktoza
galakt6za
manoza
xyléza
sachardza
lakt6za

Skrob

OO|INO| OB WIN|F-

3.3.4 Produkcia PHA s pridavkom prekurzorov

Ciel'om kultivacie s vyuzitim prekurzorov bolo sledovat’ schopnost’ produkcie kopolymérov
P(3HB-co-3HV) a P(3HB-co-4HB). Ako prekurzory sa pouZzili: propionat sodny, kyselina
valérovd, 1,4-butandiol a y-butyrolakton. Ich presna koncentrécia je uvedena v tabul’ke 8. Do
mineralnych médii s pridavkom propionatu sodného a kyseliny valérovej bolo pridanych 20 g/l
uhlikového zdroju, ktory bol pre kazdy bakteridlny kmeni experimentalne stanoveny ako
najvhodnejsi zo skimanych substratov. Do médii bolo zaockované inokulum v pomere 1:10.
Kultivacia prebiehala 72 hodin pri teplote 50 °C. Po ukonceni kultivacie bola ziskana biomasa,
ktora bola d’alej analyzovana pomocou plynovej chromatografie s FID detektorom.

Tabulka 8: Zoznam pouZitych prekurzorov a ich koncentracia

prekurzor koncentracia [g/1]
propionat sodny 2
kyselina valérova 2
1,4-butandiol 8
v-butyrolaktén 8

3.3.5 Kaultivacia kmena S. thermodepolymerans v prostredi modelovych hydrolyzatov

Modelové hydrolyzaty mékkého a tvrdého dreva, ryZovej slamy, bagasy z cukrovej trstiny,
pSeniénej slamy a otrubov sl0zili ako substraty na kultivaciu baktérii. Na pripravu modelovych
hydrolyzatov boli pouZité sacharidy: glukoza, xyldza, arabindza, mandza a galaktoza, ktorych
presnd koncentracia je uvedena v tabulke 9. Kultivacia prebiehala v mineralnom médiu
s objemom 100 ml (tabul’ka 5) a celkova koncentracia sacharidov v médiu ¢inila 20 g/l. Postup
pripravy produkéného média a spésob kultivécie sa zhodoval s postupom uvedenom v kapitole
3.3.2. Teplota kultivacie bola 55 °C.
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Tabulka 9: ZloZenie modelovych substratov

koncentracia [g/1]
glukéza xyléza arabin6za mandza galakt6za

mékké drevo 16,6 1,0 0,1 2,0 0,3
tvrdé drevo 3,2 12,4 1,0 1,8 1,6
ryzova slama 4,2 13,4 2,4 - -
bagasa z cukrovej trstiny 2,8 15,0 2,2 - -
pSeni¢na slama 11,2 7,2 0,9 - 0,7
pSenicné otruby 0,8 12,4 6,8 - -

3.3.6 Kultivacia kmena S. thermodepolymerans v laboratornom bioreaktore

Na kultivaciu v bioreaktore sa pripravilo 3,51 minerdlneho média s koncentraciou yeast
extraktu 0,5 g/l. Médium spolu s kultivatnou nadobou bolo pred zacatim Kultivacie
vysterilizované. Ako substrat bola pouzita xyl6za s koncentraciou 20 g/l. Do média bolo
naoCkované inokulum vpomere 1:10. Kultivacia prebiehala v mechanicky mieSanom
sklenenom laboratérnom bioreaktore Biostat B-plus po dobu 24 hodin, pri teplote 55 °C a pH 7.
Hodnota pH sa regulovala automaticky za pouZitia kyseliny a zadsady. Obsah rozpusteného
kyslika bol regulovany na 20 %. Pocas kultivacie boli pravidelne odoberané vzdy 2 paralelné
vzorky biomasy s objemom 10 ml. Vzorky boli spracované podl'a postupu stanovenia obsahu
biomasy gravimetrickou metodou a koncentracia P(3HB) v biomase bola stanovena pomocou
plynovej chromatografie s FID detekciou.

3.3.7 Kultivacia kmena S. thermodepolymerans s limitaciou kyslika

Kultivécia prebiehala v 250 ml Erlenmeyerovych bankach pricom objem mineralneho média
bol 50; 75; 100; 125; 150; 175 ml. Médium bolo pripravené podla postupu uvedeného
v kapitole 3.3.2 s koncentraciou xylozy 20 g/l. Inokulum bolo do médii zaoCkované
v pomere 1:20. Kultivacia prebiehala 72 hodin, pri teplote 55 °C a 180 rpm.

3.4 Pouzité metddy
3.4.1 lzolacia bakterialnej DNA

3.4.1.1 Priprava lyzacného pufiu

Ako lyza¢ny pufor bol pouzity 5 mM tris(hydroxymetyl)aminometan. Na jeho pripravu bolo
v 100 ml destilovanej vody rozpustenych 0,0605 g tris(hydroxymetyl)aminometanu. PouZitim
HCI bolo pH upravené na hodnotu 8,5. Pripraveny roztok sa vysterilizoval a uchoval
Vv mraznicke.

3.4.1.2 lzolacia bakterialnej DNA

Na izolaciu bakteridlnej DNA bola pomocou sterilnej jednorazovej bakteriologickej kl'ucky
odobrana kultira z Petriho misky, ktora bola rozsuspendovana v 100 pl lyza¢ného pufru
(5 mM Tris-HCI, pH 8,5).
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Na rozruSenie bunkovych stien amembran sa pouZila tepelnd lyza, ktora prebiehala
v termobloku pri 98 °C po dobu 10 mindt. Po termolyze bola suspenzia v Eppendorfovej
skiumavke 10 minat centrifugovana pri 10 000 rpm. Do ¢istej Eppendorfovej skimavky bolo
napipetovanych 60 ul supernatantu s uvol'nenou DNA. Vzorka bola uchovana v mraznicke.

3.4.1.3 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie izolovanej DNA

Pomocou spektrofotometra NanoPhotometerTM Implen (lid 10) bola stanovena koncentracia
a ¢istota vyizolovanej DNA. Ako blank bol pouzity lyza¢ny pufor o objeme 1 pl. Boli zmerané
vzorky s izolatmi DNA o objeme 1 pl a od¢itané boli hodnoty koncentrécie v ng/pl. Ked'ze
nukleové Kyseliny absorbuji UV Ziarenie s maximom absorbancie v oblasti vinovej dizky
okolo 260 nm a proteiny, ktoré znecist'uju vzorku, pri absorpénom maxime okolo 280 nm, bol
stupen Cistoty stanoveny z pomeru absorbancie 260 a 280 nm (A260/A280).

3.4.2 Polymerazova retazova reakcia

Po tuspesnej izolacii chromozomalnej DNA boli prostrednictvom polymerazovej retazovej
reakcie amplifikované jej fragmenty. Pripravila sa PCR zmes, ktorej zloZenie je uvedené
v tabulke 10. Amplifikacii boli podrobené useky kodujuce gény 16SrRNA aphaC.
Na amplifikaciu 16S rRNA génu boli pouZité primery 16S-F a 16S-R. Sekvencie primerov su
zobrazené v tabul’ke 11. Zaroven bol amplifikovany phaC gén s velkost'ou 551 bp pomocou
primerov G-D a G1-R. Aby sa overilo, Ze nedoslo ku kontaminacii bola uskuto¢nena negativna
kontrola, v ktorej sa DNA nahradila PCR vodou. Pozitivna kontrola obsahovala DNA
izolovanu z kmena Cupriavidus necator produkujiceho PHA.

Tabulka 10: ZloZenie PCR zmesi amplifikujucej 16S rRNA a phaC gény

PCR zloZka Objem [ul]
MasterMix 12,5

Mg? 2,6

16S-F 1

16S-R 1

phaC G-D 1

phaC G1-R 1

DNA 2

PCR voda 3,9
celkovy objem 25

Tabulka 11: Zoznam pouZitych primerov, ich sekvencie a gény, ktoré amplifikuju

A,mpllflkovany Vel'kost Primery Sekvencia primeru

gén [or]
165-F 5 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3
165 rRNA 1500 16sR 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3
haC 51  GD 5 GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(GC)ATCAACAAGT 3

G1-R 5 GTTCCAG(AT)ACAG(GC)A(GT)(AG)TCGAA 3'

Pripravené vzorky boli umiestnené do termocykleru. Tabulka 12 uvadza casovo-teplotny
program polymerdzovej retazovej reakcie.

28



Tabulka 12: Casovo-teplotny program termocykleru pre amplifikaciu génov 16S rRNA a phaC

krok teplota [°C] ¢as [s] pocet cyklov
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
3 68 300 1
4 60

3.4.3 Analyza produktov PCR pomocou agarézovej gélovej elektroforézy

Na separaciu a identifikaciu DNA fragmentov sa pouZila agar6zova gelova elektroforéza. Ako
prvé bol pripraveny 10x koncentovany TBE pufor (tabulka 13), ktory sliZil pri elektroforéze
ako elektrolyt.

Tabulka 13: ZloZenie 10x koncentrovaného TBE pufru

latka mnozstvo
tris(hydroxymetyl)aminometan 108 g
H3BO3 55¢
EDTA 9,39
destilovana voda 1000 ml

Na zéaklade ocakavanej vel'kosti amplikénov bol pripraveny gél obsahujuci 2 % hm. agardzy,
TBE pufor a 6 ul interkala¢ného farbiva Midori Green . Do nanaSajucich jamiek v géle bolo
napipetovanych 10 pl zmesi, ktora sa pripravila zmieSanim 10 ul PCR produktu a3l
nanésajuceho pufru. ZloZenie nanésajuceho pufru je uvedené v tabulke 14. Zaroven do jednej
z jamiek bolo napipetovanych 5 pl Standardu s presne definovanou vel'kostou fragmentov. Gél
bol vloZeny do elektroforetickej vane a prekryl sa vrstvou TBE pufru. Elektroforéza prebiehala
40 minat pri napéti 80 V. Po skonéeni bol gél pozorovany pod UV translumintorom.

Tabulka 14: ZloZenie nanéSajuceho pufru

latka mnozstvo
brémfenolovd modra 20 mg
glycerol 3ml
destilovana voda 7ml

3.4.4 Stanovenie obsahu biomasy spektrofotometricky

Spektrofotometricky bola stanovena intenzita zakalu po 72 hodinovej kultivacii. Absorbancia
bola merana pri 630 nm a ako slepa vzorka sa pouZila destilovana voda. Kazda vzorka bola
premerana trikrat. Ked’Ze sa nejednd o presnid metodu, ziskané vysledky boli pouZzité len
na porovnavanie a overenie vysledkov z gravimetrického stanovenia.

3.4.5 Stanovenie obsahu biomasy gravimetricky

Po 72 hodinovej kultivacii bolo do centrifugacnych sktimaviek odobratych 10 ml vzorky
zo suspenzie buniek. Nasledne boli centrifugované pri 6000 rpm po dobu 5 mindt. Bunky sa
premyli a opit’ zcentrifugovali za rovnakych podmienok. Supernatanty boli zliate a ziskana
biomasa bola suSena do konstantnej hmotnosti. Bunkova hmota bola zvazena na analytickych
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vahach. Prostrednictvom ziskanej hmotnosti sa stanovila koncentracia vyprodukovanej
biomasy v g/I.

3.4.6 Priprava vzoriek na GC-FID analyzu PHA

Prostrednictvom plynovej chromatografie s plamefiovo ionizaénym detektorom — GC-FID sa
kvalitativne a kvantitativne stanovili polyhydroxyalkanoaty v biomase. Do vialiek bola
navazena ususena biomasa v rozmedzi 8-11 mg. Biomasa bola rozpustena v 1 ml chloroformu
anasledne bola pridana transesterifikaéna zmes (15% roztok kyseliny sirovej v methanole
s vnatornym Standardom kyselinou benzoovou 5 mg/ml) v objeme 0,8 ml. Uzavreté vialky boli
umiestnené v termostate pri teplote 95 °C po dobu 3 hodiny. V termostate dochadzalo ku kyslo
katalyzovanej hydrolyze polyhydroxyalkanoatov a nasledne k transesterifikacii monomérnych
jednotiek za vzniku methylesterov. Po ochladeni na laboratérnu teplotu sa do vzoriek pridalo
0,5 m1 0,05 M hydroxidu sodného. Vialky boli pretrepané a po ustaleni fa&zového rozhrania bolo
do ¢istych vialiek s pripravenym chloroformom o objeme 900 ul odobranych, 50 ul organickej
fazy. Takto pripravené vzorky boli analyzované plynovym chromatografom s FID detekciou.

3.4.7 Analyza buniek transmisnym elektronovym mikroskopom

Bunky bakterialnych kmenov Schlegelella thermodepolymerans a Schlegelella aquatica boli
pozorované transmisnym elektronovym mikroskopom. Analyza bola uskutocnend
v Biologickom centre Akademie véd Ceské republiky v Ceskych Bud&jovicich. Sledované
bunky boli kultivované 48 hodin na najlepSom uhlikatom zdroji za optiméalnej teploty.
Na analyzu boli dodané v podobe bunkovej suspenzie.

3.4.8 Stanovenie koncentracie redukujucich sacharidov pomocou kyseliny
3,5-dinitrosalicylovej

3.4.8.1 Priprava roztoku cinidla kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej

Pre pripravu roztoku cinidla boli 2 g kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej rozpustené v 100 ml
destilovanej vody. Zmes sa zahrievala az do Uplného rozpustenia kyseliny. Do vzniknutého
roztoku bolo pridanych 40 ml 2 M NaOH. Za staleho mieSania bol do roztoku pridany vinan
sodno-draselny s hmotnostou 60 g. Ziskané ¢inidlo kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej (DNS) sa
kvantitativne previedlo do odmernej banky a doplnilo destilovanou vodou na celkovy objem
200 ml.

3.4.8.2 Stanovenie kalibracnej priamky

Pre stanovenie kalibra¢nej krivky bol pripraveny roztok xylozy s koncentraciou 3 g/l.
Do skimaviek bolo napipetovanych 3,0; 2,4; 1,8; 1,2; 0,6; 0,1 ml tohto roztoku. Obsah
skamaviek bol doplneny destilovanou vodou na celkovy objem 3 ml. Do ¢istych skimaviek
bolo odpipetovanych 0,5 ml zriedenych roztokov a k nim pridanych 0,5 ml ¢inidla DNS.
Skumavky sa zahrievali 10 minat vo vodnom kupeli pri teplote 70 °C. Po vynati boli ponechané
v tme aZ do schladnutia a doplnené destilovanou vodou na objem 10 ml. Spektrofotometricky
bola zmerana absorbancia, pri vinovej dizke 540 nm.
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3.4.8.3 Stanovenie zbytkovych redukujucich sacharidov v kultivaénych médidach

Koncentracia zbytkovych sacharidov bola stanovend zo supernatantov ziskanych
centrifugaciou biomasy. Do skimavky bolo napipetovanych 0,5ml vhodne zriedengj
vzorky (5x-20x) a 0,5 ml DNS ¢inidla. Vzorky boli zahrievané vo vodnom kupeli pri teplote
70 °C podobu 10 minut. Po zahrievani boli ponechané v tme. Vychladnuté vzorky boli
doplnené na objem 10 ml a dékladne premieSané. Nasledne bola premerana absorbancia pri
540 nm. Sucasne sa za rovnakych podmienok pripravila slepa vzorka.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Preukazanie schopnosti produkcie PHA bakterialnych kmefiov pomocou
molekularno-biologickych metod

Na overenie schopnosti produkcie PHA na Grovni genotypu boli pouZité
molekularno-biologické metody. Primarne bola bakteridlna DNA vyizolovana a stanovila sa jej
koncentracia a Cistota. KedZe nukleové kyseliny absorbuju UV Zziarenie s maximom
absorbancie v oblasti vinovej dizky okolo 260 nm aproteiny, ktoré zneéistujii vzorku,
absorbuju pri absorpénom maxime okolo 280 nm, bol stupenn Cistoty stanoveny z pomeru
absorbancie pri 260 a280nm (A260/A280). U bakterialneho kmena Schlegelella
thermodepolymerans sa ziskana koncentracia vyizolovanej DNA rovnala hodnote 453 ng/ul,
pricom pomer absorbancii bol 1,469. Koncentracia izolovanej DNA z kmen Schlegelella
aquatica bola 237 ng/pl a &istota bola uréena hodnotou 1,598. Cista DNA by mala mat’ pomer
absorbancii 260/280 pohybujuci sa okolo 1,8. Ked’Zze namerané hodnoty st niz§ie mozno
konStatovat’, Ze izolovana DNA bola znecistena bielkovinami. DNA kmena Thermomonas
hydrothermalis sa nepodarilo vyizolovat, schopnost’ produkcie PHA preto nebola touto
metodou overena.

Na replikaciu Specifickych Usekov DNA bola pouZitd multiplex polymerazova retazova
reakcia. Amplifik&cii boli podrobené useky kodujuce gény 16S rRNA a phaC. 16S rRNA tvori
zloZzku mendej ribozomalnej podjednotky 30S, s vel’kost'ou 1500 bp . Ked’Zze gén 16S rRNA sa
nachadza v gendme vsetkych prokaryotickych buniek pouziva sa na overenie pritomnosti
bakterialnej DNA. Sucasne bol amplifikovany phaC gén s vel’kost'ou 551 bp. Gén phaC koduje
PHA syntazy lall triedy. PCR produkty boli analyzované pomocou elektroforézy
v agar6zovom gele.

3000 bp
16S rRNA uu— 165 rRINA - - . 1500 hp

3 []

haC haC !
P PG e w—— e 500 bp

Obrazok 7: Gélova elektroforéza: (1) pozitivha kontrola, (2) negativna kontrola, (3) Schlegelella
thermodepolymerans, (4) Schlegelella aquatica, (5) DNA rebricek

Z vysledkov elektroforézy zobrazenych na obrazoku 7 vyplyva, Ze u skimanych bakterialnych
kmenov rodu Schlegelella bola potvrdenaila pritomnost’ phaC génu. Zaroven sa overila
pritomnost’ 16S [rRNA. Oba kmene tak maju geneticky potencial akumulovat
polyhydroxyalkanoaty v bunkach.
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4.2 Optimalizacia podmienok rastu pre biotechnologicku produkciu

Pomocou molekularno-biologickych metdd bolo potvrdene, Ze skimané kmene
rodu Schlegelella disponuji génom phaC, ktory potencidlne umozniuje bunke syntetizovat’
PHA. U kmena Thermomonas hydrothermalis bolo v nasledujucich experimentoch skaimané ¢i
baktéria dokaZze syntetizovat' dany polymér. Ked'Zze sa jedna o termofilné baktérie je tato
skuto¢nost’ z biotechnologického hladiska mimoriadne zaujimava. Nasledujlice experimenty
boli preto zamerané na optimalizaciu podmienok rastu. Optimalne podmienky produkcie PHA
by pre priemysel znamenali efektivnu, energeticky aj ekonomicky vyhodnt vyrobu. Stadium
optimalizacie bolo zamerané na vyber najvhodnejSieho zdroja uhliku, teploty produkcie
a vplyvu prekurzorov na tvorbu PHA a kopolymerov.

4.2.1 Screening utilizacie vybranych zdrojov uhliku

U bakteridlnych kmenov bola experimentalne sledovana schopnost’ vyuzitia zdrojov uhliku
v produkénom médiu. Medzi rychle zdroje energie pre Zivé organizmy patria predovsetkym
sacharidy. Preto bolo pre screening vybranych 8 sacharidov a sucasne jeden nesacharidovy
zdroj uhliku. Na kazdom bakterialnom kmeni bola pozorovana schopnost’ vyuzit' vybrané
substraty. Spomedzi sacharidov boli testované — glukoza, fruktdza, galaktdza, manoza, xyldza,
sacharoza, lakt6za a Skrob. Ako nesacharidovy zdroj uhliku bol vybrany glycerol. Sledovana
bola zmena absorbancie na zaciatku a po ukonceni 72 hodinovej kultivacie.
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Graf 1: Porovnanie utilizacie vybranych zdrojov uhliku pre bakterialny kmen Schlegelella
thermodepolymerans

Na vyjadrenie narastu biomasy bolo vyuZité meranie optickej hustoty pri 630 nm. V grafe 1 su
zobrazené zdroje uhliku, ktoré baktéria vedela efektivne vyuZit' na rast a zaroven tie, ktoré boli
len ¢iastocne utilizované. Kmen Schlegelella thermodepolymerans podl'a nameranych hodnot
optickej hustoty najlepSie prosperoval v pritomnosti fruktdézy. Vo vSeobecnosti lepSie
prosperoval v pritomnosti monosacharidov teda glukdzy a xyldzy. Vysoka zmena zékalu sa
zaznamenala aj v pritomnosti glycerolu. Naopak zmena optickej hustoty nebola badatelna
v pritomnosti Skrobu. Schlegelella thermodepolymerans pravdepodobne nedokaze efektivne
transformovat’ Skrob na mensie sacharidové jednotky.
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Graf 2: Porovnanie utilizacie vybranych substratov pre bakterialny kmeri Schlegelella aguatica

Kmen Schlegelella aquatica bol schopny intenzivneho rastu v prostredi glycerolu a dvoch
monosacharidov a to xylozy a glukézy (graf 2). Zvy$né sacharidy neboli efektivne vyuzité na
rast biomasy. Zmena zakalu bola vel'mi nizka. Schlegelella aquatica neutilizovala dostato¢ne
ani disacharidy, sacharozu a laktézu. V pritomnosti glycerolu bola zaznamenana najvécsia
zmena absorbancie a to 1,232.

Kmene DSM 15344 a LMG 23380, ktoré sa zarad’uju do rovnakého rodu Schlegelella sa
zhoduju v troch substratoch, v ktorych dobre prosperuju. Dokonca namerané hodnoty optickej
hustoty bunkovych suspenzii st vel'mi podobné. Medzi tieto zdroje uhliku patria glycerol,
glukoza a xyl6za. Vel'mi nizky alebo Ziadny rast bol pre obe kultiry zaznamenany v médiach
s obsahom galaktdzy, sachardzy a Skrobu.
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Graf 3: Porovnanie utilizacie vybranych zdrojov uhliku pre bakterialny kmen Thermomonas
hydrothermalis
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Namerané optické hustoty pre kmenn Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 ukazuju,
Ze bunky dokazu pomerne ucinne vyuzivat’ vSetky pouzité substraty (graf 3). Ako zdroj uhliku
dokdze vyuzivat’ aj Skrob, o potvrdzuje, Ze bakteridlny kmen je schopny produkcie amylaz,
ktoré katalyzuju hydrolyzu Skrobu. Potencialna sa javi aj laktoza, ktora by v biotechnologickom
priemysle mohla byt’ ziskana z odpadnej srvatky. NajvysSie hodnoty zmeny absorbancie boli

4.2.2 Stanovenie optimalneho zdroja uhliku pre produkciu PHA

Na uréenie najvhodnej$icho zdroja uhliku pre produkciu biomasy a polyhydroxybutyratu
(PHB) boli podla screeningu v mikrotitracnej dostiCke vybrané substraty s najlepSou
utilizaciou. Kultivécia prebiehala v Erlenmeyerovych bankach v prostredi mineralneho média.
Po 72 hodinovej kultivacii pri 50 °C bola stanovena koncentracia biomasy a podiel PHB.
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Graf 4: Koncentracie biomasy a PHB po kultivacii kmenia Schlegelella thermodepolymerans na
vybranych substratoch

Kmen Schlegelella thermodepolymerans bol kultivovany v pritomnosti glycerolu a troch
monosacharidov. V grafe 4 je mozno pozorovat, ze utilizciou xyldzy dosiahla Schlegelella
thermodepolymerans najvacsiu produkciu biomasy aj PHB. Produkcia PHA na xyléze bola
dost’ prekvapiva, pretoze podrla literatiry tato baktéria xylézu vobec neutilizuje [53]. Zaroven
obsah PHB v biomase dosahoval az 75,18 %, pricom koncentracia biomasy ¢inila 6,2 g/l a PHB
4,66 g/l. Tieto Cisla hovoria, ze Schlegelella thermodepolymerans by mohla byt velmi
zaujimavou a potencialne vyuzitou v biotechnologickom priemysle. Xyl6za je ¢asto pritomna
v hemiceluldze ako zékladna Struktirna komponenta. Vd’aka tomu je hned’ po gluk6ze druhym
najrozSirenejSim monosacharidom na svete. Ako lacny a ekologicky zdroj xyl6zy by mohli byt
zuzitkované, niektore lignocelul6zove zvysky ako napriklad ryZova slama, bagasa z cukrovej
trstiny, pSeni¢na slama a otruby.

Kultivacia vo vd¢Som produkénom objeme vSak nepotvrdila vysledky utilizécie fruktdzy
v mikrotitranej dosticke. Hoci sa fruktéoza v prvom merani javila ako najvhodnejSi zdroj

v v
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koncentracie boli ziskané pouzitim glycerolu. Koncentracia biomasy dosiahla hodnotu 3,85 g/l
a PHB 2,15 g/l pricom percentudlny obsah PHB v biomase bol 55,79 %. Rast kultary bol
skimany aj na glukoze, kde koncentracia ziskaného PHB tvorila len polovicu PHB ziskaného
kultivaciou v prostredi glycerolu. PHB tvoril 46,44 % ziskanej biomasy.
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Graf 5: Koncentracie biomasy a PHB po kultivacii kmeria Schlegelella aquatica na vybranych
substratoch

Vysledky z grafu 5 ukazuju, Ze produkcie PHB bolo u kmena Schlegelella aquatica dosiahnuté
iba u dvoch zdrojov uhliku. Kmeti nebol schopny v dostato¢nom mnozstve produkovat’ PHB
inklGzie s vyuZitim xylézy ako substratu. Najvy3Sej produkcie PHB sa dosiahlo kultivéaciou
na nesacharidovom zdroji. Obsah PHB v biomase ¢inil 41,28 %. Koncentracia biomasy bola
stanovena na hodnotu 1,45 g/l a PHB 0,60 g/l. Néklady na vyrobu PHA by mohli byt znizené
pouzitim odpadoveho glycerolu. Vznika ako vedlajsi produkt pri vyrobe bionafty, hydrolyze
tukov alebo v kozmetickom priemysle pri vyrobe mydiel. Hoci odpadovy glycerol poskytuje
mnozstvo ekologickych aj ekonomickych vyhod mdéze obsahovat’ nelistoty, ktoré mbézu
spOsobit’ inhibiciu rastu. Preto v takychto pripadoch treba dbat aj na vplyv necistot
na mikroorganizmy [58]. V prostredi sacharidového zdroja glukozy bola ziskana koncentracia
PHB o0 nie¢o nizsia ako pri glycerole. Koncentracia vzniknutého PHB sa rovnala hodnote
0,39 g/l a biomasy 1,25 g/l.

Napriek tomu, Ze pri kultivacii v mikrotitraénej doSticke vykazovali bakteridlne kmene
LMG 23380 a DSM 15344 podobné vysledky efektivne zuzitkovanych substratov, tak pri
kultivacii vo va¢Som objeme tomu tak nebolo. Kmen Schlegelella thermodepolymerans je
schopny produkovat’ vysoké koncentracie PHB s vyuzitim xylozy zatial’ ¢o kmen Schlegelella
aquatica takato schopnost nema. Zaroven koncentracie PHB sU pri pouZiti rovnakych
substratov niekol’ko nasobne nizsie u kmena Schlegelella aquatica oproti Schlegelella
thermodepolymerans.
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Graf 6: Koncentracie biomasy a PHB po kultivacii kmeria Thermomonas hydrothermalis na vybranych
substratoch

Podl'a udajov z grafu 6 mozno konstatovat’, ze bakterialny kmen Thermomonas hydrothermalis
je schopny tvorby PHB a najvysSej produkcie dosahuje pri vyuZiti glukdzy. Ziskané
koncentracie biomasy zo suspenzie bakterialnych buniek dosahuju 1,19 g/l a PHB 0,47 g/l.
Percentualny obsah PHB v biomase je 39,95 %. Na fermenta¢né procesy moze byt’ zuzitkovana
glukoza vyrobena hydrolyzou odpadnych surovin bohatych na Skrob alebo sacharifikaciou
celulozy z lignocelulézovych zvySkov [57]. Rast kultary bol dalej skimany na xyloze
a laktéze. Hoci bola u oboch sacharidov dosiahnuta produkcia biomasy, akumulacia PHA
nebola dostato¢na.

4.2.3 Optimalizacia teploty pre produkciu PHA

Pre kazdy Zivy organizmus na Zemi je Specificka rastova teplota, pri ktorej najlepsie prosperuje.
Rovnako je tomu aj u baktérii, preto bol uskuto¢neny test na optimalizaciu teploty, pri ktorej
dochadza k najvysSej produkcii PHA v bunkéch. Ked'ze vsetky skimané bakterialne kmene
patria medzi termofilné mikroorganizmy, kultivacia prebiehala v rozmedzi teplot od 45 °C
do 60 °C. Baktérie boli kultivované v minerdlnom médiu s najvhodnejSim zdrojom uhliku.
Koncentricia biomasy bola stanovend gravimetricky. Obsah ziskaného PHB v biomase bol
analyzovany prostrednictvom GC-FID.
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Graf 7: Porovnanie kultivacnych teplot pre produkciu biomasy a PHB pomocou kmeria Schlegelella
thermodepolymerans

Produkcia biomasy a PHB sa u kmena Schlegelella thermodepolymerans zvySovala s rasttcou
teplotou kultivacie (graf 7). Vyrazny zlom vSak nastal pri teplote 60 °C, ktora obmedzila rast.
Tato teplota inhibovala metabolické drahy bakteérie.

Pri teplote 55 °C boli namerané najvysSie koncentracie biomasy teda 5,99 g/l a PHB 4,15 g/I.
PHB bol obsiahnuty v 69,42 % biomasy. V biotechnologickom vyuziti by mohla byt
potenciélna aj teplota kultivacie 50 °C. Hoci by sa koncentracia vytazku daného polyméru
znizila, zniZili by sa aj energetické naklady na vyrobny proces. Ziskané vysledky sa prakticky
zhoduju s literaturou, ktora uvadza optimalnu teplotu rastu bakteridlneho kmena v rozmedzi
50-55 °C [55]. Ako substrat pri kultivacii bola pouzita xyl6za.
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Graf 8: Porovnanie kultivacnych teplét pre produkciu PHB pomocou kmena Schlegelella aquatica
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K najintenzivnejSej produkcii PHB u kmena Schlegelella aquatica dochadzalo pri teplote 45 °C
(graf 8), kedy vyprodukovany polymer tvoril 32,53 % ziskanej biomasy. Koncentracia PHB
bola 1,12 g/l a bunkovej susiny 3,44 g/l. MnoZstvo PHB tvoreného bakterialnymi bunkami
s vyuzitim glycerolu sa znizovalo s rasticou teplotou. Pri teplotdch 50 °C a 55 °C boli
koncentracie izolovaného PHB vel'mi podobné. Pri teplote 60 °C bol rast veI'mi obmedzeny.
Z toho vyplyva, Ze metabolizmus kmena LMG 23380 je najaktivnejsi pri 45 °C a zaroven
pri tejto teplote si dokaze uskladnit’ najviac uhliku vo forme polyhydroxyalkanoatov.
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Graf 9: Porovnanie kultivacnych teplét pre produkciu PHB pomocou kmenia Thermomonas
hydrothermalis

Bakterialny kmen Thermomonas hydrothermalis izolovany z termalneho pramena v strednom
Portugalsku dosiahol najintenzivnejSieho rastu pri teplote 55 °C (graf 9). Koncentracia biomasy
bola 2,27 g/l aPHB 0,53 g/l. Obsah PHB v susine bol 23,34 %. Produkcia polyméru sa
zvySovala s rastdcou teplotou kultivacie aZz do dosiahnutia teplotného optima. Pri teplote 60 °C
nebolo ziskané dostatocné mnozstvo biomasy, preto nebolo mozné stanovit’ koncentraciu PHB.
Ako zdroj uhliku pri kultivéacii bola pouZzita glukoza.

4.2.4 Vplyv prekurzorov na rast biomasy, podiel a zlozenie PHA

Aby polyhydroxyalkanodty mohli byt vyuzivané v rozlicnych aplikaciach ako idealny
biomaterial, je dolezité vylepsit’ ich mechanické vlastnosti a nachylnost’ k tepelnej degradacii.
Uhlikovy substrat pouzity pri produkcii PHA urcuje $truktaru a vlastnosti ziskaného polyméru.
Kombinaciou viacerych monomérov je mozné ziskat’” kopolymér s jedine¢nymi vlastnost'ami.
Vyznamnym faktorom, ktory ovplyviiuje vlastnosti kopolyméru je aj pomer monomérnych
jednotiek. Produkciu kopolymérov je mozné dosiahnut’ pridavkom prekurzorov
do kultiva¢ného média. V nasledujucom experimente bol skimany vplyv Styroch prekurzorov
na produkciu kopolymérov poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyratu) (P(3HB-co-4HB)) a
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu) (P(3HB-co-3HV)). Ako prekurzory pre tvorbu
P(3HB-co0-4HB) boli pouzité y-butyrolakton a 1,4-butandiol. Kyselina valérova a propionéat
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sodny sldzili ako prekurzory pre tvorbu jednotiek 3-hydroxyvaleratu. Bakterie boli kultivované
pri 50 °C.

Tabulka 15: Vysledky vplyvu prekurzorov na produkciu kopolymérov pouzitim kmena Schlegelella
thermodepolymerans

PHA 4HB 3HV 3HB
[9/1] [96 hm.] | [mol.%] | [mol.%] | [mol.%]

prekurzor biomasa [g/l]

y-butyrolaktén 0,16 £ 0,01

1,4-butandiol 0,11 + 0,04 - - - - -
k.valérova 0,10+0,01 - - - - -
propionat sodny | 5,08+0,25 |3,76+0,00 | 76,78 - 6,63 93,37

Podla vysledkov z tabulky 15 mozno konStatovat, ze bakteridlny kmen Schlegelella
thermodepolymerans bol schopny prosperovat’ iba s vyuzitim propionatu sodného ako
prekurzoru 3HV. Koncentracia ziskaného kopolyméru ¢inila 3,76 g/l teda 76,78 % ziskanej
biomasy, pricom molarna frakcia 3HV bola 6,63 mol.% a3HB 93,37 mol.%. Vyhodou
ziskaného kopolyméru je, Ze obsahuje monomérne jednotky 3HV, ktoré zvySuju pevnost
v tahu, flexibilitu a huzevnatost. 3-hydroxyvalerdt zaroven znizuje teplotu topenie
a krystalinitu kopolyméru [57]. Kyselina valérova, 1,4-butandiol a y-butyrolakton dostatocne
nepodporovali, pripadne dokonca inhibovali bakterialny rast.

Tabulka 16: Vysledky vplyvu prekurzorov na produkciu kopolymérov pouZitim kmena Schlegelella
aguatica

biomasa PHA 4HB 3HV 3HB
[9/1] [9/1] [0 hm.] | [mol.%] | [mol.%] | [mol.%]

y-butyrolaktén | 0,11 +0,01 -

1,4-buténdiol 0,03+0,01 - - - - -

k.valérova 0,09+0,01 - - - - -

propionét sodny | 0,38 £0,02 | 0,12+0,00 | 15,87 - 15,05 84,95

prekurzor

Schlegelella aquatica rovnako ako Schlegelella thermodepolymerans najlepSie utilizovala
propionat sodny (tabulka 16). V porovnani s kultivaciou bez pridavku propionatu sodného
pri 50 °C sa vytazok bunkovej suSiny znizil na hodnotu 0,38 g/l pricom sa zniZila aj
koncentracia akumulovaneho polyméru na hodnotu 0,12 g/l. Kopolymér bol tvoreny
15,05 mol.% 3HV a 84,95 mol.% 3HB. Negativny vplyv na rast buniek kmena Schlegelella
aquatica mala kyselina valérova, 1,4-butandiol a y-butyrolaktén. Obmedzeny rast v prostredi
tychto prekurzorov bol pozorovany aj urodovo pribuzného kmena Schlegelella
thermodepolymerans. Toxickymi pre bakterialne bunky mohli byt vysoké koncentracie
prekurzorov v kultivaénom médiu. D6vodom moze byt’ aj neschopnost’ metabolickej premeny
tychto prekurzorov.
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Tabulka 17: Vysledky vplyvu prekurzorov na produkciu kopolymérov pouzitim kmeiia Thermomonas
hydrothermalis

biomasa PHA 4HB 3HV 3HB
prekurzor [9/1] O | [%hm]| [mol.%] | [mol.%] | [mol.%]
J-butyrolakion | 0,06 % 0,03 : : : : :
14-butandiol | 1,84 0,04 | 1,01 £0,07 | 5505 | 96,91 : 3.0
k.valérova 0,05+ 0,03 - - - - -
oropionat sodny | 0,77 £ 0,51 | 0,16 £0,00 | 14,00 : 1414 | 8586

V tabulke 17 je uvedené, Zze kmen Thermomonas hydrothermalis je schopny produkovat’ nielen
P(3HB-co-4HB), ale aj P(3HB-co-3HV). 1,4-butdndiol a propionat sodny sa podielaju
na produkcii kopolymeérov. U kyseliny valérovej a y-butyrolaktonu bolo mnoZstvo ziskanej
biomasy takmer zanedbatel'né. Vyuzitim 1,4-butandiolu ako substratu bolo pri kultivacii
steplotou 50 °C dosiahnuté zvySenie koncentricie biomasy v porovnani s kultivéciou,
kedy bola utilizovanad glukoza. Bakteria efektivne vyuZila 1,4-butandiol ako zdroj uhliku
pre produkciu kopolyméru P(3HB-co-4HB), ktorého ziskana koncentracia bola 1,01 g/l.
Vyrazne sa zvySil aj hmotnostny podiel PHA v biomase, ktory bol rovny 55,05 %.
V kopolymeére bol 4HB obsiahnuty v 96,91 mol.% a 3HB tvoril iba 3,09 mol.%. Vdaka
vysokému moldrnemu obsahu P(4HB) by kopolymér mohol byt zaujimavy pre pouzitie
v lekérskych aplikaciach. P(4HB) sa okrem biokompatibility a biologickej rozloziteInosti
vyznauje vysokou elasticitou [59]. Aby vSak bola produkcia vyhodna aj z ekonomického
hlradiska, muselo by dojst’ k zvySeniu mnoZstva produkovanej biomasy a teda aj kopolyméru.

Produkcia kopolyméru P(3HB-co-3HV) bola dosiahnuta kombinéciou propionatu sodného
a glukdzy ako zdroja uhliku. Propionat sodny sluZzil ako prekurzor pre tvorbu 3HV jednotiek.
Propionat sodny vSak zaroven obmedzoval rast buniek, pretoZze jeho pridavkom
do kultiva¢ného média bola zniZzena koncentracia vyprodukovaného polyméru na hodnotu
0,16 g/l. Molarna frakcia 3HV bola 14,14 mol.%. a 3HB 85,86 mol.%.

4.2.5 Stanovenie vplyvu kyslika na mnozstvo produkovanej biomasy a PHA u kmeiia
Schlegelella thermodepolymerans

Kmen Schlegelella thermodepolymerans preukdzal v predchadzajucich $tadiach schopnost’
produkovat’ vyrazne vysSie koncentrdcie PHA nez d’alSie dva testované bakteridlne kmene.
Preto v nasledujucich experimentoch bola pozornost zamerana prave na tento kmen
a podmienky kultivacie s cielom zvysit' produkciu biomasy a PHA a zaroven znizit' naklady
na produkciu.

V pripade aerobnych baktérii méze obmedzeny prisun kyslika mat’ vplyv na rast a syntézu
PHA. V kultivacii bol obmedzeny prisun kyslika zaisteny rozdielnym objemom média
v 250 ml Erlenmeyerovych bankach. So zvysujiucim objemom média sa zniZzovalo mnoZstvo
rozpusteného kyslika. Objem media v bankach bol 50; 75; 100; 125; 150; 175 ml. Ako zdroj
uhliku bola pouZitad xyl6za a do média bolo zaotkované inokulum v pomere 1:20. Teplota
kultivécie bola 55 °C.
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Graf 10: Porovnanie vplyvu kyslika na produkciu biomasy a PHB

Z vysledkov v graf 10 mozno sledovat’ narast koncentracie biomasy so zvysujacim prisunom
kyslika. Nemozno to vSak povedat’ o koncentracii PHB, ktora dosiahla najvysSich hodndt
v objeme média 100 ml. Percentualny obsah PHB v suSine bol 52,31 %. Pozitivne vysledky
boli ziskané aj pri kultivacii v 125 ml minerdlneho meédia, kedy bol dosiahnuty najvyssi
percentualny obsah PHB v biomase a to 53,23 %. Koncentracia ziskaného polyméru vSak bola
0 0,51 g/l niZsia.

U kmena Schlegelella thermodepolymerans tak mnoZstvo dostupného kyslika zohrava
vyznamnu rolu pri syntéze PHA . Vysledky z grafu 10 potvrdzuju, Ze pri kultivacii je dolezité
zabezpelit' optimalne mnozstvo kyslika, pretoze jeho nizke hladiny mézu spdsobit’ u baktérii
spomalenie rastu, ¢im sa znizi mnozstvo buniek schopnych akumulovat’ PHA. Na druht stranu
CiastoCna limitacia kyslikom vyrazne posilni syntézu PHA (vid’ skokovy narast PHA medzi
50 a 100 ml média v bankéach).

4.2.6 Produkcia biomasy a PHB na modelovych hydrolyzatoch u kmena Schlegelella
thermodepolymerans

Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 dokéze efektivne vyuZivat xylozu a glukdzu
narast a zaroven tieto zdroje uhliku akumulovat’ v podobe PHA inkldzii. Potencionalnym
zdrojom tychto sacharidov by mohli byt lignocelulézové zvysky. Hlavnymi zlozkami
lignoceluldzy je celuldza, hemicelul6za a nezkvasitel'ny lignin. Hydrolyzou celul6zy vznika
glukéza. Hydrolyzaty hemicelulézy sG bohaté najma naxylézu, mandzu, arabin6zu
a galaktozu, ktorych ¢isté formy su fermentovatelné na PHA [57]. Na kultivaciu boli preto
pripravené modelove hydrolyzaty surovin bohatych na lignoceluldzu, medzi ktoré patri: méakké
atvrdé drevo, ryZova slama, bagasa z cukrovej trstiny, pSeni¢na slama a otruby. Kultivacia
prebiehala za optimalnej teploty 55 °C.
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Graf 11: Porovnanie modelovych hydrolyzatov ako substratov pre produkciu biomasy a PHB

Bakterialny kmen Schlegelella thermodepolymerans najlepsie utilizoval modelovy hydrolyzat
makkého dreva abagasy z cukrovej trstiny (graf 11), kedy koncentracia ziskaného PHB
v oboch pripadoch dosiahla 1,91 g/l, pricom v prvom pripade tvorila 62,40 % biomasy
av druhom 54,70 % ziskanej bunkovej suSiny. Jedna sa taktieZ o hydrolyzaty s najvac¢sim
rozdielom podielu glukdzy a xyldzy. Hydrolyzat mékkého dreva obsahoval 16,6 g/l gluk6zy
a len 1,0 g/l xylozy, zatial’ ¢o hydrolyzat bagasy z cukrovej trstiny obsahoval az 15,0 g/l xylozy
a 2,8 g/l glukézy. Koncentracia ziskaného PHB sa v porovnani s kultivaciou na Cistej xyloze
pri 55 °C znizila a to o viac ako polovicu. Vzhl'adom na vysoky podiel glukézy v hydrolyzéte
mékkého dreva sa v porovnani s kultivaciou na Cistej glukdze pri 50 °C produkcia zvysila,
¢o mohlo byt ovplyvnené jednak kultivaciou pri vyssej teplote a zaroven pridavkom zvySnych
monosacharidov do substratu. O nie¢o niz8ie koncentracie polyméru boli ziskané kultivaciou
na modelovych hydrolyzatoch pSeni¢nej slamy, kedy bola koncentréacia ziskaného produktu
1,87 g/l s percentualnym vytazkom 55,35 % aryZovej slamy s koncentraciou PHB 1,66 g/l
a obsahom PHB v biomase 60,24 %. Nizsi vytazok biomasy aj PHB bol pri kultivacii
v modelovom hydrolyzate pSeniénych otr(b. Percentualny podiel polyméru v biomase bol
48,55 % a koncentracia PHB 1,13 g/l. Produkcia v prostredi modeloveho hydrolyzatu tvrdého

aw v

v v

nevhodnou kombinaciou sacharidov.

Po 72 hodinovej kultivacii bola ur¢ena koncentracia zvySkovych sacharidov. Na stanovenie
boli vyuZité supernatanty z centrifugacie biomasy, ktoré boli podrobené reakcii s ¢inidlom
kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej. Kalibra¢na krivka bola zostrojena z nameranych hodn6t
absorbancii roztokov xyl6zy o presnej koncentracii pri 540 nm (graf 12).
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Graf 12: Kalibracna krivka pre stanovenie redukujucich sacharidov pri 540 nm

Tabulka 18: Koncentracia zvySkovych sacharidov v supernatante

] , Zvyskove Spotrebované
Modelové hydrolyzaty sac);laridy [0/1] se?charidy [o/l] Yeis [
makké drevo 9,13+0,38 10,87 + 0,38 0,176
tvrdé drevo 11,58 £ 0,74 8,42 £ 0,74 0,114
ryzova slama 8,80 £ 0,70 11,2+ 0,70 0,148
bagasa z cukrovej trstiny 9,33+£0,73 10,67 £ 0,73 0,179
pSeni¢na slama 9,89 +0,43 10,11+ 0,43 0,185
pSenicné otruby 11,31+ 0,73 8,69+ 0,73 0,131

Vysoké koncentracie sacharidov v supernatantoch ziskanych z médii s obsahom modelovych
hydrolyzatov tvrdého dreva a pseni¢nych otrUb potvrdzuju nizke vytazky biomasy a PHB.
Zdroj uhliku nebol ani z polovice spotrebovany a metabolicka premena prebyto¢ného uhliku
s hydrolyzatom ryZovej slamy (tabul’ka 18). V pripade modelovych hydrolyzatov mékkeho
dreva a bagasy z cukrovej trstiny sa vysledky zostatkovych sacharidov takmer zhodujd,
rovnako ako to bolo v pripade vytazku PHB. Najvyssia hodnota koeficientu vytaznosti bola
namerana na hydrolyzate pSeni¢nej slamy. Len o0nie¢o nizSie hodnoty boli namerané
na modelovych hydrolyzdtov makkého dreva a bagasy zcukrovej trstiny. Vysledky
zostatkovych sacharidov sa u tychto hydrolyzatov takmer zhoduju, rovnako ako to bolo
Vv pripade vytazku PHB.

4.2.7 Kultivacia kmena Schlegelella thermodepolymerans v laboratornom bioreaktore

Bakterialny kmen Schlegelella thermodepolymerans pri kultivécii v 250 ml Erlenmeyerovych
bankach preukazal schopnost vyuzit' xylozu na rast a syntézu PHA so ziskom pomerne
vysokych koncentracii polyméru. Vzhl'adom na pozitivne vysledky merania bol bakterialny
kmen kultivovany vo vd¢Som produkénom objeme. Cielom kultivacie bolo pozorovat’ rast
amnozstvo vyprodukovaného polyméru v ¢ase. Kultivacia prebichala v laboratdrnom
bioreaktore Biostat B-plus po dobu 24 hodin, pri teplote 55 °C, s 20 % obsahom rozpusteného
kyslika v médiu a pH 7. Pomer inokula v médiu bol 1:10 a koncentracia xylézy 20 g/l. Jednalo
sa 0 vsadzkovu kultivaciu.
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Graf 13: Koncentracia produkovanej biomasy a PHB v zadvislosti na c¢ase kultivacie v bioreaktore

Na krivkach zgrafu 13 mozno pozorovat fazy rastu mikrobialnej kultdry. Priblizne
do 3. hodiny od zaciatku kultivacie sa bunky adaptovali na prostredie teda boli v lag faze.
Po 3 hodindch kultivacie sa zacalo delenie buniek. Dostatkom Zivin v médiu sa zvysila
metabolicka aktivita baktérii, ktord viedla k exponencidlnemu rastu. Dokazom je narastajlca
koncentracia biomasy. Exponencialna faza rastu pravdepodobne trvala priblizne do 19. hodiny
kultivacie. Pocas tejto doby baktérie spotrebovavali Ziviny na rast a tvorbu PHB inkldzii.
V reakcii na obmedzeny prisun nevyhnutnych Zivin, najma dusiku a za nadbytku xylézy, bunky
priblizne od 9. hodiny syntetizovali PHB ako intracelularny zdroj uhlika a energie.
Koncentricia PHB sa zvySovala s rastiicim po¢tom buniek. Medzi 19. a 20. hodinou doslo
k postupnému ustaleniu poc¢tu buniek v médiu a koncentracia polymeéru sa pomerne ustalila.
Koncentracia ziskanej biomasy v 20. hodine bola 1,62 g/I, PHB 1,11 g/l a percentualny obsah
PHB v biomase tvoril 68,87 %.

Tabulka 19: Porovnanie percentualneho obsahu PHB v biomase aich koncentrécii ziskanych
kultivaciou v E. banke a bioreaktore

Biomasa [g/l] PHB[g/l] Obsah PHB [%]
Kultivacia v Erlenmeyerovej banke 599+0,13 4,15+0,14 69,42
Kultivacia v bioreaktore 162+0,02 1,11+0,28 68,87

V tabul’ke 19 je zobrazené porovnanie ziskanych koncentracii biomasy a PHB v bioreaktore
a v mensom produkénom objeme. Kultivaciou v bioreaktore sa koncentracia ziskanej biomasy
vyrazne znizila. V mensom produkénm objeme dosSlo k vd¢Siemu rastu baktérii, a teda na
jednotku objemu bolo pritomnych viac buniek, ktoré akumulovali PHA. Tato skuto¢nost’ sa
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odzrkadl'uje aj na koncentracii ziskaného PHB. Percentudlny obsah daneho polyméru
v biomase bol v oboch pripadoch takmer totozny. Potvrdzuje to tak skuto$nost’, Ze bakterialny
kmen Schlegelella thermodepolymerans disponuje vysokou akumula¢nou schopnostou

polyhydroxyalkanoatov. Bolo by preto potrebné lepSie optimalizovat' niektoré parametre
kultivécie v bioreaktore.
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5 ZAVER

Polyhydroxyalkanodty sa stali zaujimavymi nielen vd’aka schopnosti biologicky sa odbtiravat,
ale aj vd’aka Sirokému spektru aplikacii, v ktorych sa daju vyuzit. Problémom v uplatneni
natrhu je ich vysokd vyrobnd cena. Z biotechnologického hladiska su stale viac a viac
zaujimavejSie termofilné baktérie, ktoré dokazu prezivat’ a prosperovat’ pri teplotach, ktoré st
pre vac¢Sinu organizmov neprijatelné. ZvySenou teplotou fermentacie sa zniZuju naklady
spojené s vyrobou. Z toho dévodu bola bakalarska praca zamerana na termofilné bakterialne
kmene, ktorych schopnost’ akumulacie PHA eSte nebola preskimana. Cielom bolo zaroven
optimalizovat podmienky pre produkciu polyméru a stanovit metabolickil aktivitu
mikroorganizmov.  Predmetom  Stddie  boli  bakterialne  kmene  Schlegelella
thermodepolymerans, Schlegelella aquatica a Thermomonas hydrothermalis.

U kmena Schlegelella thermodepolymerans bola pomocou molekularno-biologickych metod
na urovni genotypu potvrdena pritomnost phaC génu. Primarne bol bakterialny kmen
podrobeny screeningu utilizdcie 1 nesacharidového a 8 sacharidovych zdrojov uhliku
v mikrotitra¢nej dosticke. Najlepsie bola utilizovana fruktoza, glycerol, glukdza a Xyl6za. Tieto
zdroje uhliku boli vybrané na kultivaciu v Erlenmeyerovych bankach. Naopak baktéria
neprosperovala v prostredi Skrobu, sachar6zy a galaktézy. 72 hodinovou kultivaciou
v Erlenmeyerovych bankéach bol sledovany vplyv vybranych substratov na produkciu biomasy
a PHB. Pozitivne vysledky boli ziskané kultivaciou s vyuZitim xyl6zy, kedy koncentracia
ziskaného PHB dosiahla hodnotu 4,66 g/l pricom polymér bol obsiahnuty az v 75,18 %
biomasy. Kultura taktiez dobre prosperovala v prostredi glycerolu a glukozy. Ako
najvhodnejsia teplota pre rast a produkciu PHA bola stanovend teplota 55 °C. Na produkciu
kopolymérov boli vyuZité prekurzory a to kyselina valérova, propionat sodny, y-butyrolaktén a
1,4-butandiol. Bakteridlna kultura utilizovala propionat sodny za tvorby kopolyméru
P(3HB-c0-3HV). Na rast bakterialneho kmenia malo vplyv aj mnozstvo rozpusteného kyslika
v médiu. Kultivacia prebiehala v 250 ml Erlenmeyerovych bankach s rozdielnym objemom
mineralneho média. Najvacsia koncentracia biomasy bola namerana v najmensom kultivacnom
objeme s obsahom média 50 ml. Najvacsie mnozstvo polymeéru vSak bolo nasyntetizované
v produkénom médiu s objemom 100 ml. To potvrdzuje skuto¢nost, Ze parcidlna limitacia
kyslikom vyrazne podporuje akumulaciu PHA. Ked'Ze biotechnologickou snahou je znizit
vyrobné naklady, bol bakteridlny kmen podrobeny kultivacii na modelovych hydrolyzatoch
surovin bohatych na lignocelulozu, ktoré vznikaju ako vedl'ajSie produkty vyroby. NajlepSie
boli zuZitkovaneé modelové hydrolyzaty bagasy z cukrovej trstiny a makkého dreva.
V porovnani s kultivaciou na xyldze sa viak koncentracia ziskaného PHB zniZila o viac ako
polovicu a zaroven sa znizil aj percentudlny obsah polyméru v biomase. Vdaka syntéze
pomerne vysokych koncentracii PHA za utilizacie xylozy avysokému percentualnemu
zastupeniu v biomase, bol kmen kultivovany vo vd¢Som produkénom objeme. Kultivaciou
v bioreaktore bola pozorovana doba trvania lag fazy, exponencialnej a stacionarnej fazy rastu.
Rast buniek vSak nebol dostato¢ny, ¢o malo vplyv aj na mnoZstvo ziskaného produktu.
Percentudlny obsah PHB v biomase sa zhodoval s percentualnym obsahom ziskanym
kultiviciou v menSom produkénom objeme. Kultivicia v bioreaktore vyzaduje dalsiu

v v s

optimalizaciu podmienok pre dosiahnutie vysSich koncentracii produktu.
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Bakterialny kmen Schlegelella aquatica disponuje génom phaC, kodujuci PHA syntazu.
Z vybranych 9 uhlikovych zdrojov boli pri kultivacii v mikrotitracnej dosti¢ke najlepSie
utilizované glycerol, xyléza a glukdza. Zvysné testované sacharidy neboli efektivne vyuZzité
narast. Za najvhodnejsi substrat pre produkciu biomasy a PHB bol na zaklade stanoveni
vybrany glycerol. Bakteridlne bunky mali najvac$iu schopnost’ rastu a produkcie PHA
pri teplote 45 °C. Koncentracia polyméru v biomase pri danej teplote v prostredi glycerolu
dosiahla hodnoty 1,12 g/l s percentualnym obsahom v biomase 32,53 %. Podobne ako
Schlegelella thermodepolymerans tak aj kmen Schlegelella aquatica vyuZival propionat sodny
na produkciu kopolyméru P(3HB-co-3HV). V pripade zvy3nych prekurzorov bolo mnoZstvo
ziskanej biomasy vel'mi nizke.

Poslednou Studovanou baktériou bol termofilny kmeni Thermomonas hydrothermalis. Ked’Ze sa
nepodarilo izolovat' bakterialnu DNA, bola schopnost’ produkcie PHA overend na urovni
fenotypu. Kmen Thermomonas hydrothermalis utilizoval vSetky vybrane zdroje uhliku pouzite
pri screeningu v mikrotitranej dosti¢ke. Najlepsie boli zuzitkované glukédza, xyloza a laktoza.
Ako jediny spomedzi $tudovanych baktérii bol schopny rast’ v prostredi Skrobu. NajvysSia
produkcia PHB bola dosiahnuta utilizaciou glukézy. Bakteridlny kmen vSak nevedel efektivne
vyuzit' xylozu a laktozu na produkciu polyhydroxyalkanoatov. Teplotné optimum pre rast je
55°C. Kaultivaciou v prostredi prekurzorov bola dosiahnutd produkcia kopolyméru
P(3HB-co-4HB), ale aj P(3HB-co-3HV). 1,4-butandiol podporil tvorbu kopolyméru
P(3HB-c0-4HB) a koncentracia PHA v bunkach sa zvysila takmer o polovicu na hodnotu
1,01 g/l, v porovnani s kultivaciou v prostredi glukozy. Zvysil sa aj percentualny obsah PHA
v biomase na 55,05 %. Vzniknuty kopolymér bol unikatny extrémne vysokou molarnou
frakciou 4HB ato aZz 96,91 mol.%. VyuZzitim propionatu sodného baktéria sice dokézala
produkovat’ P(3HB-c0-3HV), no ziskané koncentracie boli vel'mi nizke.

Bakterialne kmene Thermomonas hydrothermalis a Schlegelella aquatica sice za sledovanych
podmienok dok&zu produkovat’ polyhydroxyalkanoaty, no nie v koncentraciach, ktoré by boli
pre priemysel zaujimavé.
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