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ABSTRAKT

Predlozena bakalaiskd prace je zaméfena na experimentalni studium produkce kyseliny
octové jakozto vedlejsiho produktu metabolismu bakterii produkujici PHA. Prakticka Cast této
bakalarské prace se zabyva vlivem piidaného substratu do média na narGst biomasy,
na produkci PHA a na tvorbu organickych kyselin u kment, které potencialné nachazeji své
uplatnéni pfi pramyslové produkci PHA — Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari,
Burkholderia cepacia. NejvysSich vytézka organickych kyselin bylo dosazeno u bakterie
Burkholderia sacchari pii kultivaci na minerdlnim meédiu s glukoézou jako substratem.
Nasledujici Cast prace je zaméfena na stanoveni viability mikroorganismti pomoci pratokové
cytometrie, kde bakterie Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari, Burkholderia
cepacia byly vystaveny vybranym stresovym faktorim.

ABSTRACT

The Bachelor’s thesis deals with experimental study production of acetic acid as a side
product of metabolism of PHA producing bacteria. Experimental part of work deals with
the impact of used substrate on the biomass growth, PHA production and the formation
of organic acids in strains that can potentially find their application in industrial production
of PHA — Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari, Burkholderia cepacia.
The highest yields of organic acid have been reached on Burkholderia sacchari when
cultivated on mineral medium with glucose. The last part of the thesis is focused on
determining the viability of micro-organisms using flow cytometry where bacteria
Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari, Burkholderia cepacia were exposed to
selected stress factors.

KLiCOVA SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty (PHA), acetat, prepnuti metabolismu acetatu, Cupriavidus necator
H16, Burkholderia sacchari, Burkholderia cepacia.

KEYWORDS
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1 UVOD

Kyselina octova je jedna z mnoha moznych vedlejSich produktd PHA produkujicich bakterii.
Bakterie produkuji kyselinu octovou za u€elem pieziti. Pokud buriky ze svého okoli vycerpaji
primarni zdroj uhliku, dochazi k tzv. pfepnuti acetatu. Z faze rychlého rastu se bunka prepne
do faze pomalejsSiho rustu, kde dochazi k importu a utilizaci kyseliny octové jakozto
sekundarniho zdroje energie.

V 19. stoleti byla snaha o identifikaci aktivni formy acetatu. Na misto toho byly objeveny
a charakterizovany jednotlivé slozky a meziprodukty metabolismu acetatu. Za nasledujicich
30 let byla objevena aktivni forma acetatu, kterd je oznaCovana jako acetylkoenzym A
(acetyl-CoA). Acetylkoenzym A je centralnim metabolitem. Tento centralni metabolit
je vyuzivan predevsim v syntéze hlavniho produktu P(3HB), ale také urcita Cast mize byt
pfeménéna na kyselinu octovou, ktera se tvoii jako zasoba energie v asimilaéni fazi
pro pfipad, kdyby doslo k vy€erpani primarniho zdroje uhliku. V disimilacni fazi tuto
kyselinu vyuzivé jako sekundarni zdroj uhliku.

Polyhydroxyalkanoaty jsou organické biopolymery produkované fadou bakterii jako
zasobni latky. Degradace téchto zasobnich latek umoziuje bakteriim prezit a zvySuje jejich
odolnost vic¢i meénicim se podminkam. Tyto biopolymery jsou do budoucna dobrou
alternativou za syntetické plasty.

Oproti organickym biopolymerim jsou syntetické plasty v dne$ni dob&€ velmi dobte
cenove dostupné. Diky vynikajicim fyzikalné-chemickym vlastnostem maji Sirokou moznost
vyuziti v praxi. Vyuzivaji se pfi nahradé nékterych materiald, jako je naptiklad dievo, kov
nebo sklo. Velkou nevyhodou je doba rozkladu, ktera se u téchto syntetickych plastd
pohybuje okolo nékolika desitek az stovek let. Tento fakt bohuzel predstavuje zavazny
problém pro zivotni prostiedi. Likvidace konvek¢nich plasti se provadi spalovanim, coz vede
k uvoliovani mnoha toxickych latek do ovzdusi.

Z davodu velké poptavky po syntetickych plastech se stalo dilezitym tématem vyzkumu
hledani novych materialti s podobnymi vlastnostmi syntetickym plastim, ale s tim rozdilem,
ze by mély byt jednoduse rozlozitelné a diky tomu moc nezatézovaly zivotni prostiedi.

Z biotechnologického hlediska je zadouci, aby co nejvétsi ¢ast vzniklého acetyl-CoA
vstupovala do PHA biosyntetické drahy a nebyla neucelné vyloucena ve formé acetatu. Proto
bylo cilem této prace prozkoumat vztah mezi metabolismem kyseliny octové a PHA
biosyntetickou drahou u vybranych mikrobialnich producenti PHA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Metabolické cesty kyseliny octové u bakterii

Studium metabolismu acetatu ma za sebou bohatou minulost. V pribéhu snahy identifikovat
aktivovany acetat, kterd se mimochodem odehravala v 40. a 50. letech 20. stoleti, byly
objeveny a charakterizovany jednotlivé slozky a meziprodukty metabolismu acetatu. Nyni
uz vime, ze aktivni forma acetatu je oznaCovana jako acetylkoenzym A (acetyl-CoA).
Je to meziprodukt, ktery je hlavni soucasti mnoha metabolickych cest, jak je znazornéno
naobr.¢. 11, 2, 3].

Mastné
kyseliny
Aminokyseliny Acetaldehyd
\ / Ethanol
Acetyl-CoA
Glykolyza/ \ Citratovy cyklus
Glyoxylatovy cyklus

Glukoneogeneze Acetat

Obr. & 1: Acetyl-CoA ,,sedi" na kriZzovatce centralniho metabolismu [6].

Béhem nasledujicich tficeti let ustoupilo studium metabolismu z popiedi a produkce
acetatu byla analyzovana pouze védci zabyvajicimi se prevazné fermentaci. Prilezitostné
se obecny zajem o piepnuti metabolismu acetatu znovu objevil, ov§em vyrazné€jsi pozornosti
se dockal az v roce 1990. Tento obnoveny zajem byl zptsoben predevs§im tvrzenim, Ze acetyl
fosfat (acetyl~P) jakozto meziprodukt muze fungovat jako globalni signalni molekula [4].

Pozornost také vzbudil z divodu asimilace acetyl aktivujiciho enzymu (AMP-ACS).
Acetyl-CoA syntetaza (AMP-ACS) je prototypem enzymu, ktery je zapojeny do syntézy
mastnych kyselin, antibiotik nebo protinadorovych 1é¢iv [5].

2.1.1 Prepnuti metabolismu acetitu

Bakterialni buriky, které maji snahu pfezit pfechod mezi ristovou a stacionarni fazi, se musi
prepnout z fyziologického programu, ktery jim umoznuje rychly rist v pfitomnosti zivin,
do takového programu, ktery zvySuje jejich preziti v nepfitomnosti zminovanych zivin.
Prepnuti nastane prave tehdy, kdyz bakterialni bunky prechazi z programu rychlého rastu, kdy
produkuji a vylucuji acetat (tzv. disimilace), do programu pomalej§iho rastu umoziujiciho
import a utilizaci (tzv. asimilace) uvolnéného a vylouceného acetatu. Pfepnuti metabolismu
acetatu lze tedy definovat jako okamzik, kdy disimilace acetatu je rovna jeho asimilaci [6].



Toto prepnuti metabolismu acetatu nastane v piipade, kdyz bunky vyCerpaji ze svého
okoli zdroj uhliku na produkci acetatu, napiiklad D-glukézu nebo L-serin, a zacnou
se spoléhat na jednu ze svych schopnosti, tedy vyuzivat diive vyprodukovany acetat. Tato
fyziologicka udalost nemlze nastat, pokud jiz doSlo k pfepnuti metabolismu, tim padem
nemuze dochazet k asimilaci acetatu [6].

Aerobni rust bakterii rodu Proteobacteria je uskutecnén prechodem od disimilace
k asimilaci dvéma aktivaénimi acetatovymi drahami. Zatimco disimila¢ni funkce je
zprostiedkovana pomoci PTA-ACKA drahy (viz kapitola 2.1.1.2), asimilacni funkce je
realizovana predev§im prostfednictvim AMP-ACS drahy (viz kapitola 2.1.1.3) [6, 16].

Vzhledem k tomu, ze acetit voln€ prostupuje v nedisociované formeé membranou,
lze usuzovat, ze u asimilace neni nutny zadny transportni systém. OvSem za urcitych
podminek je prokazana znacna absorpce acetatu, coz naznacuje, ze takovy systém existuje [6].

V posledni dobé védci objevili existenci enzymu acetat permeazy (ActP) a poskytli
dikazy o existenci druhého acetatového metabolického prenaseCe. Prevlada nazor, ze tyto
metabolické systémy hraji klicovou roli pfi vychytavani mikromolarnich koncentraci kyseliny
octoveé [7].

2.1.1.1 Vznik acetylkoenzymu A

Pro vznik pyruvatu je potieba pfitomnost D-glukézy nebo L-serinu. Bakterialni buiiky nejprve
musi oxida¢né¢ dekarboxylovat pyruvat na acetylkoenzym A. Konverze pyruvatu
na acetylkoenzym A muze probihat za aerobnich podminek i anaerobnich podminek [6].

Pii anaerobnich podminkach z divodu nedostatku kysliku nemtize dochazet k oxidacni
dekarboxylaci pyruvatu, nebot by doslo k hromadéni redukovanych koenzymt oxidoreduktaz
(NADH, FADH;) v dychacim fetézci. Jinym druhem anaerobniho odbouravani
je tzv. ethanolové kvaseni, kterym disponuji naptiklad kvasinky. Pyruvat je poté anaerobné
odbouravan na ethanol [8].

2.1.1.1.1 Aerobni prfeména pyruvatu

Za aerobnich podminek je pfitomen kyslik. Pyruvat pfechazi z cytoplasmy do mitochondrii
a oxiduje se na acetylkoenzym A. Tato ¢ast drahy je zndzornéna zelenou barvou na obr. €. 3.
D¢j je popsan rovnici:

Pyruvit+ CoA + NAD" —2£  acetyl- CoA +CO, + NADH. (1)

Jde o takzvanou oxidacni dekarboxylaci pyruvatu. Tato reakce je nevratna [8]. Oxidacni
dekarboxylace je reakce katalyzovana pyruvatdehydrogenazou (PDHC). Reakci vznikaji
z jedné molekuly gluko6zy dvé molekuly NADH [6].

Vysledny acetyl-CoA muze nasledné vstupovat do fady metabolickych drah, z nichz
nekteré vedou ke vzniku acetatu (viz kapitoly 2.1.1.2 a 2.1.1.3) [9].

2.1.1.1.2 Anaerobni preména pyruvatu

Za anaerobnich podminek nedochazi k oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu. Muaze dojit
k pfeméné pyruvatu na laktat za katalyzy laktat dehydrogenazou (LDH). Dalsi pfeména
pyruvatu je katalyzovana enzymem pyruvat-formiat lyazou (PFL). Pomoci tohoto enzymu se
pyruvat pfemeéni na acetyl-CoA a na formiat [10].



Vysledny acetyl-CoA ma dvé moznosti piemény. Prvni alternativou je premena
z acetyl-CoA na acetat. Tento dé&j je detailné popsan v kapitolach 2.1.1.2 a 2.1.1.3. Obr. €. 2
aobr. ¢. 3 tuto Cast zvyraziiuje modie. Obr. ¢. 2 vyznacuje hnédou barvou preménu
acetyl-CoA na ethanol. Tato reakce je katalyzovana enzymem alkoholdehydrogenaza (ADH)
a je druhou moznosti konverze [6].

Osud formiatu vytvoreného enzymem PFL je zavisly na pH prostfedi. Formiat
je vylucCovan pfi neutralnim pH. Podle dostupnosti kysliku a pfi nizsi hodnoté pH se formiat
rozklada na oxid uhli¢ity dvéma zplisoby. Bud’ pomoci aerobni formiat-dehydrogenazy
(FDO), nebo na oxid uhli¢ity a vodik pomoci formiat-vodiku lyazy (FHL) [11, 12]. Obr. €. 2
znazoriuje celou preménu formiatu na oxid uhlicity zlute.

Pyruvat

| PFL

Acetyl-CoA Formiat
P, NADH+H' NAD
FHL

PTA ADH FDO "

CoA NAD+CoA NADH+H' *
Acetyl~P Acetaldehyd CO,

ADP NADH+H’

ACKA ADH
ATP NAD

Acetat Ethanol

Obr. & 2: Preména pyruvdtu pomoct enzymu PFL. Cernd - preména pyruvatu na acetyl-CoA
a na formiat, modra - preména acetyl-CoA na acetdt, hnédda - preména acetyl-CoA na ethanol,
Zluta - preména formiatu na oxid uhlicity [6].

2.1.1.2 PTA-ACKA draha
U bakterii je PTA-ACKA draha katalyzovana enzymy fosfat acetyltransferazou (PTA) [13]
a acetat fosfotransferazou (ACKA). Enzym PTA reverzibilné pievadi acetylkoenzym A
a anorganicky fosfat (Pi) na koenzym A (CoA) a dojde ke vzniku acetyl~P. Zatimco enzym
ACKA reverzibilné prevadi acetyl~P a adenosindifosfat (ADP) na adenosintrifosfat (ATP)
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a vznika acetat. Tuto metabolickou drahu znazorfiuje obr. ¢. 2 modfe. Acetat volné difunduje
ptes bunécnou membranu do okolniho prostiedi [6].

Hlavni ulohou acetyl~P je, Ze funguje jako zdroj fosfatu. V molekule acetyl~P je ulozeno
vice energie nez v molekule ATP nebo v jinych fosforylovanych slouceninach, jedinou
vyjimkou je fosfoenolpyruvat (PEP). Proto acetyl~P hraje kli¢ovou roli pfi fosforylaci
molekuly ATP u reakce, ktera je katalyzovana enzymem ACKA [14].

Reverzibilni PTA-ACKA draha ma nizkou afinitu, hodnoty Ky, jsou v rozsahu 7 — 10 mM
pro substraty. Proto anabolicky dé& funguje jen pro velké mnozstvi kyseliny octové [15].

2.1.1.3 AMP-ACS draha

Draha AMP-ACS navazuje na drahu PTA-ACKA. Na obr. ¢. 3 je tato asimilace acetatu
zvyraznéna cCervené. Metabolicka preména vyzaduje vysoce afinitni enzym acetyl-CoA
syntetazu (ACS). Tato cesta je u bakterii katalyzovana acetyl aktivujicim enzymem
(AMP-ACS) [15].

Pyrofosfataza (PPaza) degraduje pyrofosfore¢nan (PPi) na anorganicky fosfat (P1), ktery
zajisti, aby reakci vznikl acetyl-CoA. Pro vznik acetyl-CoA syntetazy (“°ACS) je tieba vyuzit
acetyl-CoA jako darce acetylu. Vznikly enzym je neaktivni. K jeho aktivaci dochazi
v ptipadé, kdyz dojde k vycerpani glykolytickych zdrojii uhliku. Pomoci NAD' dojde
k aktivaci acetyl-CoA syntetazy (ACS). Aktivni acetyl-CoA syntetaza (ACS) produkuje
acetyl-CoA a ten nasledné vstupuje do citratového cyklu. Krebstuv cyklus poskytuje elektrony
do dychaciho fetézce ve formé NADH, jehoz primarnim produktem je molekula
adenosintrifosfatu (ATP). Obr. €. 3 zobrazuje tuto ¢ast metabolické drahy fialovou barvou [6].

I kdyz in vitro je reakce reverzibilni, in vivo je reakce nevratna z divodu pfitomnosti
intracelularni pyrofosfatazy. Tato cesta je vysoce afinitni, hodnoty K, jsou asi okolo 200 uM
pro substraty, a proto funguje anabolicky dé€j pouze pro malé mnozstvi kyseliny octové [17].

2.1.1.4 Enzym pyruvat oxidaza (POXB)

Pisobenim enzymu pyruvat oxidazy (POXB) muze také byt vyluCovan acetat. Az do nedavna
POXB nebyl objasnén. Tento enzym katalyzuje oxidacni dekarboxylaci pyruvatu na acetat
ptimou cestou. Reakci vznika oxid uhli¢ity a redukuje se flavinadenindinukleotid (FAD)
na FADH; [18, 19]. Zatimco PDHC a PFL jsou povazovany za dilezité enzymy, tak POXB
obecné byl povazovan za nadbyteCny. Dikazy vsak naznacuji, ze POXB poskytuje energii
a acetylové zbytky (jako napfiiklad acetyl-CoA) za mikroaerofilnich podminek. Obr. ¢. 3
vyznacuje tuto ¢ast oranzovou barvou [20].
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Obr. ¢. 3: Prepnuti metabolismu acetdtu. Zelend - aerobni preména pyruvatu na acetyl-CoA,
modrd - PTA-ACKA drdha, oranzova - preména pyruvatu pomoci enzymu POXB na acetdt,
Cervena - AMP-ACS drdha, fialova - cyklus trikarboxylovych kyselin (citratovy cyklus) a dychaci
retezec [6].

2.1.2 Duvody vylucovani kyseliny octové buiikou

Pyruvat se pfeméni pres acetyl-CoA rovnou az na acetat (viz kapitola 2.1.1.3 a 2.1.1.4).
Naobr. ¢. 2 a obr. ¢. 3 je tato Cast zvyraznéna modfe. VyluCovani kyseliny octové
do prostiedi vyplyva z nutnosti regenerace NAD™ spotiebované glykolyzou. Déle je tieba
recyklovat koenzym A (CoA) potiebny pro konverzi pyruvatu na acetyl-CoA. Vzhledem
k tomu, ze v Krebsové cyklu dochdzi k oxidaci acetyl-CoA na oxid uhliCity, nastane
vylucovani kyseliny octové vzdy, kdyz Krebstav cyklus nefunguje spravné nebo kdyz je vyssi
ptivod uhliku do bunék nez je kapacita ostatnich ustfednich metabolickych drah. K tvorbé
acetatu dochazi pii anaerobni fermentaci [6, 12, 21, 22, 23].

Acetat vznika rovnéz i aerobné pii prebytku glukozy, ve fazi rustu inhibuje dychani. Tento
proces se nazyva bakterialni Crabtree efekt [21, 24]. Diky Crabtree efektu az 15 % glukozy
muze byt vylouceno v podobé kyseliny octové. Ta byla dlouho povazovana za pouhy vedlejsi
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produkt metabolismu [21]. Nedavny vyzkum naznacuje, ze vznikly acetat z acetylu-CoA
umoznuje rychlejsi rast, protoze se uvolni koenzym A, ktery je potom vyuzivan enzymem
2-ketoglutaratdehydrogenazou (KGDH) v Krebsové cyklu (TCA) [25].

2.1.3 Utilizace kyseliny octové

Acetat, jako kyselina octova, stejné jako jiné slabé kyseliny, je toxicky [26]. Ve své
nedisociované nebo kyselé podobé, se jedna o lipofilni slabou kyselinu, ktera snadno pronika
membranou, proti koncentratnimu gradientu. Jakmile projde pfes membranu, rozdéli
se na proton a aniont. Proton okyseluje cytoplazmu. Anion zvySuje vnitini osmoticky tlak
a zasahuje do biosyntézy methioninu. Nicméng, acetat je také potenciadlnim zdrojem uhliku
i energie. Proto je bakterie schopna provést pfepnuti metabolismu acetatu, ktery umoziuje
narocné odstranéni tohoto potencialniho toxinu z jejiho prostiedi. Utilizace kyseliny octové
nastane v pripadé, ze bakterialni buniky vycCerpaji ze svého okoli zdroj uhliku na produkci
acetatu, napiiklad D-glukézu nebo L-serin. Nasledn€ po vycerpani téchto uhlikatych zdroja
zaCne burika opét vyuzivat vyprodukovany acetat, ktery diive sama vyrobila. Tato
fyziologicka udalost nenastane, pokud uz k pfepnuti metabolismu doslo, nemuze dojit
k asimilaci acetatu [6].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)
2.2.1 Historie

Na pocatku minulého stoleti byly v bakteridlnich burikdch Azorobacter chroococcum
objeveny intracelularni granule, které jsou rozpustné v chloroformu [29].

Francouzsky mikrobiolog Maurice Lemoigne ucinil prvni objev PHA v roce 1926.
Identifikoval slozeni granuli izolovanych z bunék bakterie Bacillus megaterium a pozdéji
jej oznacil jako poly(R-3-hydroxybutyrat) (P(3HB)), tedy ptirodni polymer patfici do skupiny
polyhydroxyalkanoatd (PHA) [29,30]. P(3HB) byl dale nalezen v grampozitivnich
i gramnegativnich bakteriich a archebakteriich [29].

Koncem 50. let 20. stoleti bylo zjiSténo, ze bakterie ukladaji intercelularni rezervy
v podobé P(3HB), pokud médium obsahuje nadbytek uhliku a nedostatek dusiku [31]. Macrae
a Wilkinson z toho také vydedukovali, ze bakterie produkuji P(3HB) jako intracelularni
zasobni latku [30].

V roce 1976 se spoleCnost Imperial Chemical Industry (ICI Ltd.,, UK) rozhodla
prumyslové vyrabét P(3HB) jakoZzto jeden z alternativnich zdroji pro vyrobu tradi¢nich
plasti. Kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (P(3HB-co-3HV)), ktery
spoleCnost vynalezla, je na trhu zndm pod nazvem Biopol™. Zna¢nou nevyhodou je cena
tohoto kopolymeru, ktera je vysSi nez u tradi¢nich plastd [32]. S vyvojem genového
inzenyrstvi jsou provadény genové manipulace i pii produkci PHA. Cilem pfipravy novych
geneticky modifikovanych kmend bakterii je snaha snizit celkové naklady na produkci
bioplastu [33].

V roce 1996 americkd firma Monsanto zakoupila prava na vyrobu Biopolu™, ktera
vyuzivala k vyrobé P(3HB) geneticky modifikované rostliny a tim snizila cenu kone¢ného
produktu [32].
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2.2.2 Predstaveni PHA

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupinou polyestert, jejichz molekulova hmotnost
se pohybuje v rozmezi 10° — 10° Da [32]. Karboxylova skupina jednoho monomeru tvofi
esterovou vazbu s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru [34]. PHA jsou
produkovany pomoci bakterialni fermentace z cukri nebo lipida [27]. V burnkach je PHA
ulozeno ve formé& cytoplazmatickych inkluzi o velikosti 0,2 — 0,5 um. Velikost a pocet granuli
zavisi na druhu bakterie. Granule jsou slozeny z PHA, lipidd a proteind. Fosfolipidy
a proteiny tvoii povrch granule. Uprostied granule se nachazi polymer (viz obr. €. 4) [29].

Proteiny

jednovrstevna
membrina

Obr. ¢ 4: Struktura PHA granule in vivo [28].

Kultivovat bakterie 1ze na rliznych médiich obsahujicich substrat, napfiklad sacharidy,
organické kyseliny nebo oleje. Existuje také moznost inkorporovat vice nez 150 druha
monomernich jednotek do struktury PHA. Nejenze monomerni jednotky lze inkorporovat
do struktury PHA, ale dokonce je 1ze mezi sebou i rizné kombinovat. Vyrazné se tak zlepsi
vlastnosti vzniklého polymeru. Nejvyznamnéj§i vlastnosti takto vzniklych biopolymert
jejejich rozlozitelnost. Tyto poznatky byly vyuzity k pfiblizeni vyroby rozlozitelnych
bioplastu [27, 28].

2.2.3 Typy PHA

Podle toho, jaky zdroj uhliku je pouzit pii kultivaci, jsou mikroorganismy schopny riznymi

biochemickymi cestami syntetizovat rizné typy PHA [32]. PHA délime podle poctu uhlikd,

které monomer obsahuje, do 3 skupin:

— PHA obsahuyjici tii az pét atoma uhliku v monomeru PHA (PHA s kratkym fetézcem)
nazyvame SCL (short-chain-lenght),

— polymery majici Sest az ¢trnact uhliki v monomerni jednotce PHA (PHA se stiedné
dlouhym fetézcem) se nazyvaji MCL (medium-chain-lenght) [32],

— posledni skupina LCL (long-chain-leght) PHA (PHA s dlouhym fetézcem), které maji
v molekule vice jak ¢trnact atomt uhliku [38].

Obr. ¢. 5 uvadi obecny vzorec struktury PHA s riznymi jednotkami.
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n=1 R =hydrogen Poly(3-hydroxypropionat)

R = methyl Poly(3-hydroxybutyrat)
_ R =ethyl Poly(3-hydroxyvalerat)
& R (CHy)N R R = propyl Poly(3-hydroxyhexanoat)
p |~ R = pentyl Poly(3-hydroxyoktanoat)
R \ \ R =nonyl Poly(3-hydroxydodekanoat)
H 0] n=2 R =hydrogen Poly(4-hydroxybutyrat)
B 100 - 30 000 R = methyl Poly(4-hydroxyvalerat)
n=3 R =hydrogen Poly(5-hydroxyvalerat)
R = methyl Poly(5-hydroxyhexanoat)
n=4 R =hexyl Poly(6-hydroxydodekanoat)

Obr. ¢ 5: Obecnad struktura PHA [41].

2.2.3.1 SCL (short-chain-lenght) PHA
SCL (Short-chain-length) PHA je tvofena monomernimi jednotkami, které jsou slozené
z (R)-3-hydroxy kyselin se tfemi az péti atomy uhliku v molekule. Jejich nejvyznamnéj§im
zastupcem je poly(3-hydroxybutyrat), ktery je produkovany fadou bakterii, naptiklad
Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha) [36]. Bakterie je vyobrazena na obr. €. 8.
Poly-3-hydroxyvalerat P3HV) je dal§im zastupcem skupiny SCL PHA, ktery tvoii péti
uhlikatou kostru monomernich jednotek. Pokud je bakterie kultivovana na smésném médiu,
jako je napftiklad smés glukozy a valeratu, tak vznikaji kopolymery s nahodilym uspotfadanim
jednotlivych monomernich jednotek [36]. Koncentrace jednotlivych substrati v zivném médiu
udava procentualni zastoupeni jednotlivych monomernich jednotek [39].
P(3HB) — poly(3-hydroxybutyrat) patfi mezi nejznaméjsi SCL PHA, ktery obsahuje Ctyfi
uhliky [43]. Obr. €. 6 znazortiuje obecné schéma P(3HB).

o)
- 2 1 X = 120 — 200; mal4 molekulova hmotnost P(3HB)
O/CH\ CH/C R X = 1000 — 20 000; velka molekulova hmotnost P(3HB)
& ] X =100 000; ultra velka molekulova hmotnost P(3HB)
X
R3HB

Obr. & 6: Obecné schéma P(3HB) [43].

P(3HB) se vyskytuje v oligomerni formé s nizkou molekulovou hmotnosti od 120 do 200
monomernich jednotek (12 000 Da). Tato forma se nachazi v mikroorganismech, rostlinach
a dokonce i v zivocisné fisi véetné Cloveéka. V membranach se vyskytuje PHA ve formé
PHB-Na-polyfostatového komplexu, kde plni funkci membranového iontového prenasece
v membrané buné€k [32].

U prokaryotickych bunek byl pfedevS§im nalezen vysokomolekularni P(3HB) (200 000
az 3 000 000 Da), ktery funguje jako zasobni zdroj energie a uhliku. V buiikach je linearni
vysokomolekularni polyester P(3HB) ulozen jako nerozpustna inkluze [43]. Bod tani tohoto
polymeru je okolo 180 °C a krystali¢nost je v rozmezi 55 - 80 % [44].
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Fyzikélni vlastnosti P(3HB) jsou velmi blizké polypropylenu (PP). P(3HB) je vsSak
mnohem tvrdsi a kieh¢i material, ktery je v porovnani s PP velmi termicky nestabilni [44].
Ktehkost P(3HB) je zpuisobena vyskytem velkého mnozstvi krystalickych center v molekule.
[45].

2.2.3.2 MCL (medium-chain-lenght) PHA

MCL (medium-chain-length) PHA jsou polymery, jejichz hlavni monomerni jednotku tvofii
3-hydroxykyseliny s Sesti az cCtrnacti atomy uhliku, které jsou zastoupené piedevSim
hydroxyoktanoatovou monomerni jednotkou [28, 36]. V roce 1983 byl objeven polyester,
ktery obsahoval pfedevsim hydroxyoktanoatovou jednotku. Tento polyester se stal tak prvnim
polymerem z nové skupiny sloucenin nazyvané MCL PHA, které mohou obsahovat Siroké
spektrum riznych monomera [40]. V nékterych polymerech bylo dokonce nalezeno vice
nez 90 monomeru tvorenych 3-hydroxykyselinami s nenasycenymi, nasycenymi, pfimymi
nebo veétvenymi postrannimi fetézci, ale také monomery s rozdilnymi funkénimi skupinami
na postrannim fetézci, jako jsou halogenatomy, epoxy, hydroxy, kyano, karbonyl
a esterifikované karbonylové skupiny [32].

Pokud jsou v zZivném médiu piitomné rizné uhlikové zdroje, jako napftiklad alifatické
alkany, alkanoaty a alkoholy nebo alifatické mastné kyseliny, jsou tyto polymery
syntetizovany piedevsim bakteriemi rodu Pseudomonas. Bakterie jsou schopné syntetizovat
MCL PHA i z gluk6zy a mnoha dalSich strukturné podobnych uhlikovych zdroji [39].

2.2.4 Fyzikilné-chemické vlastnosti PHA

Z davodu unikatnich fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou PHA zkoumany a vyuzivany
k praktickym ucelim. MizZeme je zaradit mezi termoplasty nebo elastomery. Termoplastické
vlastnosti umoznuji lisovani ¢i vyrabéni filma a vlaken [29].

P(3HB) nevykazuje toxicitu a je biokompatibilni s epitelovymi burikami a chondrocyty.
Ve vodé je P(3HB) nerozpustny, ale naopak v chloroformu se velmi dobie rozpousti.
Prfidavkem methanolu nebo ethanolu lze tento polymer z roztoku vysrazet. Vysoké
molekulové hmotnosti jsou zpusobeny tim, ze polymer dosahuje vysokého stupné
polymerizace [39, 60]. P(3HB) je velmi ktehky, lamavy a tuhy. Vysoka teplota tani, ktera
dosahuje hodnoty 175 °C, znesnadiiuje pramyslové zpracovani, a je velmi blizka teploté
degradace polymeru na kyselinu krotonovou [62]. PHA jsou biodegradabilni jak za aerobnich
podminek, kdy dochézi k rozkladu materialu az na oxid uhlicity a vodu, tak za anaerobnich
podminek, kdy dochazi k rozkladu na methan a oxid uhliity [60].

SCL PHA vykazuji spiSe termoplastické vlastnosti diky relativné vysokému podilu
krystalickych struktur. MCL PHA maji vysokou roztaznost. Jsou to termoplastické elastomery
s minimem krystalickych struktur a pevnosti v tahu [42]. SCL PHA maji nizsi teploty tani
avyssi teploty skelného prechodu nez MCL PHA [60]. Jejich vlastnosti jsou uvedeny
v tab. €. 1.

16



Tab. ¢ 1: Fyzikalni a chemické viastnosti P(3HB) a polypropylenu (PP) [63].

Vlastnost SCL PHA MCL PHA PP
Teplota tani [°C] 175 30 az 80 176
Teplota skelného prechodu [°C] 15 =36 =10
Hustota [g/cm’] 1,25 1,05 0,91
Krystalizace [%] 40 az 80 20 az 40 70
Pevnost v tahu [MPa] 40 9 34
Roztaznost [%] 6 az 1000 300 az 400 400
Rezistence vici rozpoustédlim nizka nizka dobra
Odolnost vuci UV dobra dobra nizka
Biodegradabilita dobra dobra zadna

Pritomnost riznych monomernich jednotek v jednotlivych polymerech umoziuje mnohem
lepsi fyzikalni a chemické vlastnosti, které jsou pozorovany u riznych kopolymert. Zalezi
vSak na tom, v jakém podilu jsou zastoupeny dal§i monomerni jednotky v polymeru [61].
Vlastnosti vybranych kopolymert jsou uvedeny v tab. ¢. 2.

Tab. ¢ 2: Srovnani fyzikalnich viastnosti riiznych PHA a syntetického PP [28,60)].

Vlastnost P(3HB) P(3HB-co-20% 3HV) PP
Teplota tani [°C] 180 145 176
Teplota skelného prechodu [°C] 4 -1 -10
Roztaznost [%0] 5 50 400
Pevnost v tahu [MPa] 40 20 34,5

2.3 Metabolismus biosyntézy

V poslednich letech je cilem vyzkumu vyrobit PHA vhodnych fyzikalnich vlastnosti
z obnovitelnych zdroji uhliku [37]. Mikroorganismy jsou schopné zpracovavat velké
mnozstvi raznych druht uhlikatych substrati. Rozmanitost stereospecifity PHA syntaz
umoznuje mikroorganismiim zaclenit uhlikaté fetézce, které jsou metabolicky aktivované
thioesterovou vazbou na koenzym A, do polymerni struktury PHA [41]. Z tohoto divodu
je velka ¢ast vyzkumu zaméfena na Cinnost enzymu podilejicich se na tvorbé PHA [46].
U biosyntézy je dilezita pfitomnost klicovych enzyml. Nejvyznamnéj§i kliCovy enzym
je PHA syntaza [41].

Metabolické drahy biosyntézy PHA a jejich regulace jsou taktéz studovany stejné jako
genové technologie. Genové technologie v poslednich letech napomahaji objasnit
mechanismus tvorby PHA pomoci mutantnich kmenti mikroorganismi [46].

2.3.1 Popis metabolismu

V bakterialni fisi se vyskytuje nékolik metabolickych drah biosyntézy PHA. Byly
identifikovany a prozkoumany zatim ctyfi hlavni metabolické drédhy pro biosyntézu
a inkorporaci vétSiny znamych konstituentd bakterialnich PHA [29, 41]. Biosyntéza PHA
u bakterii Cupriavidus necator H16 (s diivéj§imi ndzvy Ralstonia eutropha, Alcaligenes
eutrophus nebo Wautersia eutropha) [62] (viz obr. ¢. 8) na sacharidovém substratu v médiu
je nejvyznamnéjsi a nejprozkoumanéjsi drahou.
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Sacharidovy substrat v médiu je rozlozen zakladnimi katabolickymi drahami
na acetyl-CoA, ktery je prvnim krokem ze tifi stupniové premény acetyl-CoA na P(3HB)
[41,47]. Acetoacetyl-CoA vznikne beéhem biologické Claisenovy kondenzace, ktera
je katalyzovana biosyntetickym enzymem pf-ketothiolazou. Kondenzace je mezi dvéma
jednotkami acetyl-CoA, kdy se vytvori vazba mezi jednim uhlikem jedné a druhym uhlikem
druhé jednotky acetyl-CoA. V druhém kroku biosyntézy probiha selektivni redukce
acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Pribéh toho kroku je katalyzovan
NADPH-dependentni  acetoacetyl-CoA  reduktazou. Posledni krok je katalyzovan
enzymem PHA  syntazou, kterd spojuje nasyntetizované enantiomerni jednotky
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA za vzniku esterové vazby a vytvaii tak rostouci fetézec P(3HB)
[29, 41, 47, 48, 58]. Popsané schéma je znadzornéno na obr. ¢. 7.
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Obr. ¢. 7: Syntéza P(3HB) pomoci enzymii [32].
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Pétistupiova metabolickd drdha je druhym typem biosyntézy PHA u fotosyntetizujicich
bakterii Rhodospirillium rubrum (Rhodopseudomonas rubrum). Odlisnost od vyse zminéné
drahy je az v druhém kroku, kdy acetoacetyl-CoA je nejprve za piitomnosti
NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy redukovan na (S)-3-hydroxybutyryl-CoA,
ktery je nasledné pomoci dvou enoyl-CoA-hydrataz pfeménén na jedinou stereomerni formu
substratu vhodnou pro PHA syntazu, tedy na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA [57].

Treti drdha zacind aktivaci mastnych kyselin thioesterovou vazbou na koenzym A,
aby dana sloucenina mohla vstoupit do f-oxidace mastnych kyselin. Byla objevena u bakterii
patticich k rodu Pseudomonas do rRNA homologické skupiny I. Do MCL PHA struktury jsou
zabudovavany meziprodukty z f-oxidace mastnych kyselin. Zdrojem uhliku pro polymer jsou
tedy mastné kyseliny [41, 47]. V p-oxidaci je aktivovand mastna kyselina pfevedena
na trans-2-enoyl-CoA a (S)-3-hydroxyacyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA. 3-ketoacyl-CoA
je nasledné Stépen p-ketothiolazou na acetyl-CoA a na acyl-CoA [39, 47]. K uplnému
rozkladu mastnych kyselin na acetyl-CoA, pfipadné propionyl-CoA v piipadé mastnych
kyselin s lichym poc¢tem uhlikd, nedochazi. f-oxidace bézi jen do doby, kdy se objevi vhodné
intermediaty pro syntézu PHA, které jsou okamzité prevedeny vhodnym enzymovym
vybavenim mikroorganismu na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. PHA syntetaza zalleni
(R)-3-hydroxyacyl-CoA do nové vznikajiciho polymeru [49, 50].

Biosyntézu PHA c¢tvrtého typu vyuzivaji bakterie z rodu Pseudomonas pattici do rRNA
homologické skupiny II. V anabolické draze mastnych kyselin (de novo syntéza mastnych
kyselin) jsou syntetizovany prekurzory kopolymerai MCL PHA. Prekurzory jsou
syntetizovany z acetyl-CoA [29, 39].

U posledniho typu biosyntézy PHA v bakterialnich bunkach je dulezita pritomnost
metabolické drahy majici jako vystupni produkt 4-hydroxyalkanové kyseliny, které jsou
pfimo pfeménény na odpovidajici thioester koenzymu A za katalyzy CoA transferazou nebo
thiokinazou [52].

2.3.2 Regulace biosyntézy P(3HB) na enzymatické arovni

Regulace syntézy P(3HB) je ovlivnéna intracelularni koncentraci acetyl-CoA a volného
koenzymu A. Pokud ma mikroorganismus pii kultivaci dostatek dusiku, je acetyl-CoA
metabolizovan v citratovém cyklu (TCA) a vznikajici NADH je prabézné odbouravan.
V malo bohatém médiu, tedy v médiu neosahujici dusik, dochazi v prabéhu kultivace
ke zvySovani koncentrace NADH. Tato zvySena koncentrace inhibuje enzymy v citraitovém
cyklu (TCA), tudiz acetyl-CoA nemuze byt odbouravan pomoci TCA a dochazi tak k syntéze
P(3HB) pomoci vySe zminéného metabolismu. Z acetyl-CoA (pochazejiciho z TCA) se uvolni
koenzym A, ktery inhibuje enzym 3-ketothiolazu [59]. Cela tato biosyntéza je vyobrazena
na obr. €. 7.

2.3.3 Zdroje uhliku

Jaky typ PHA mikroorganismus bude produkovat, zavisi na spousté¢ okolnosti. Predevs§im
na biochemické draze mikroorganismu, na zdroji uhliku a na substratové specificité PHA
syntazy [56].

Pii primyslové vyrobe je velmi dulezita cena zdroje uhliku. Cukry, rostlinné oleje a Skrob
se nejCast€ji pouzivaji jako obnovitelné zdroje rostlinného pivodu pro mikrobialni produkci
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PHA. Ruzné druhy odpadnich materiali mohou byt pouzity jako zdroj uhliku. Také oxid
uhlicity ze vzduchu je nepfimo vyuzivan rostlinami jako zdroj uhliku [53, 54, 55]. Pti pouziti
jednoduchého cukru jako zdroje uhliku je na vyrobu 1 kg PHA spotieba 2,5 kg glukozy [56].

2.4 Vybrani bakterialni producenti PHA
2.4.1 Cupriavidus necator H16

Cupriavidus necator H16 (Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus neboli Wautersia
eutropha) je nejlépe prostudovanou bakterii pro produkci PHA v jednoduchém mineralnim
médiu. Optimalni teplota pro rust je 30 °C [66].

Jedna se o gramnegativni, tyCinkovité, pudni, nesporulujici bakterie s fakultativné
anaerobnim metabolismem. Ma schopnost vyuzivat H, jako donor elektrond. V nepfitomnosti
kysliku se organismus fadi mezi denitrifikaéni bakterie, které za anaerobnich podminek
mohou jako kone¢ny akceptor elektronti vyuzivat dusi¢nany. Jako zdroj energie slouzi cela
fada organickych latek. Pokud je kultivovana na ziviny bohatém médiu, prevlada aerobni
metabolismus [66, 67].

Obr. ¢ 8: Bakterie Cupriavidus necator H16 (Ralstonia eutropha) [64].

2.4.2 Burkholderia cepacia

Jedna se o gramnegativni bakterii. Bulkholderia cepacia CCM 2656 je schopna vyuzivat
velké mnozstvi uhlikovych zdroju a také umi produkovat predevs§im P(3HB) a P(3HV).
Pti specifickych kultiva¢nich podminkach dokaze produkovat i kopolymer hydroxybutyratu
a 3-hydroxyvaleratu P(3HB-co-3HV) [65].

2.4.3 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari DSM 17165 je také gramnegativni bakterie. V pfipad€, ze zdrojem
uhliku je sachar6za, dokaze shromazdit PHB az do 68 % bunécné susSiny. Tato bakterie je také
schopna v¢lenit 3HV do PHA [68].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité bakterie, chemikalie, material a pristroje
3.1.1 Pouzité bakteriidlni kmeny

V experimentalni Casti prace byly pouzity bakterialni kultury Burkholderia cepacia
CCM 2656, Burkholderia sacchari DSM 17165 a Cupriavidus necator H16 CCM 3726, které
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganism Masarykovy univerzity v Brng.

3.1.2 Pristrojové vybaveni

— plynovy chromatograf Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA);
kolona DB-WAX 30 m by 0,25 mm;

— 1ontovy chromatograf Metrohm 850 Professional IC;
kolona Metrosep Organic Acids 250/7.8;

— pratokovy cytometr Apogee AS50, Apogee Flow Systems (GB);

— vahy Kern EW 620-3NM (DE);

— analytické vahy Boeco (DE);

— laminarni box Aura mini, BioAir Instruments (USA);

— vortex TK3S, Kartell spa (USA);

— termostat LS-35 (CR);

— centrifuga Hettich Zentrifugen (DE);

— mikrocentrifuga Sigma 1-14 (DE);

— temperovana tiepatka Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0. (CR);

— nanofotometr P-Class P 300 - Implen (UK);

— bézné laboratorni sklo a vybaveni.

3.1.3 Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganismu

Burkholderia cepacia: Nutrient Broth, Himedia (India);
Cupriavidus necator H16:  Nutrient Broth, Himedia (India);
Burkholderia sacchari: Yeast Extract;

Proteose Peptone;

Casamino Acids;

Glucose;

Soluble Starch;

Na-pyruvate;

K>;HPO4,.

3.1.4 Ostatni chemikalie
— Propidium jodid (eBioscience);
VSechny ostatni chemikalie byly Cistoty p.a. a vySsi.
3.2 Kaultivace bakterii
3.2.1 Priprava inokula

Pro kultivaci inokula Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacie a Burkholderia
sacchari bylo pfipraveno tekuté zivné médium. Inokulum bylo pfipraveno do 100 ml
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Erlenmeyerovych ban¢k v objemu 50 ml tekutého zivného média. Pfipravena média byla
sterilovana v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem po dobu 60 minut.

Po vysterilovani a ochlazeni na pokojovou teplotu byla ve sterilnim laminarnim boxu

do Erlenmayerovych ban¢k z disku ockovéna bakterie Cupriavidus necator H16 a z agarové
plotny byla pomoci bakteriologické klicky o¢kovana Burkholderia cepacia a Burkholderia

sacchari. Ptipravena inokula byla kultivovana 24 hodin pfi 30 °C na tfepacce pii 170 rpm.

3.2.2 Zivné média

Pro pfipravu inokula bakterie Burkholderia cepacia a Cupriavidus necator H16 bylo pouzito

komercné dostupné tekuté zivné médium Nutrient Broth o slozeni:

Latka Mnozstvi
Beef extrakct 10 g
Pepton 10 ¢
NaCl 5¢g
Agar 2¢g
Destilovana voda 1 000 ml

Pro pfipravu inokula bakterie Burkholderia sacchari bylo pouzito tekuté zivné médium

o slozeni:

Latka MnozZstvi
Yeast Extract 05¢g
Proteose Peptone 05¢g
Casamino Acids 05¢g
Glukoéza 10g
Skrob 05¢g
Pyruvat sodny 03¢g
KzHPO4 0,3 g
MgSO, - 7 H,O 0,05 ¢
Destilovana voda 1 000 ml

3.2.3 Zaockovani bakterii za icelem produkce PHA

Za ucelem produkce polyhydroxyalkanoata (PHA) bylo pfipravené inokula pieo¢kovano
do pfipravenych mineralnich medii. Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 250 ml bylo

pfipraveno 100 ml daného media.

Slozeni produkéniho mineralniho media pro Cupriavidus necator H16:

Latka Mnozstvi
(NH4)2SO4 3g
KH2PO4 1,02 g
Na,HPO, - 12 H,O I1,1¢g
MgSO4 -7 HzO 0,2 g
Roztok stopovych prvku 1 ml
Substrat 20g
Destilovana voda 1 000 ml
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Byly ptedem priipraveny roztoky substrati glukozy, fruktozy a glycerolu o koncentraci
20 g/l. Pripravené substraty byly sterilovany v tlakovych hrncich po dobu 60 minut. Sterilace
probihala v tlakovém hrnci s otevienym kohoutem. Po vysterilovani a vychlazeni vSech
roztokli a médii bylo v laminarnim boxu napipetovano do mineralniho média 5 ml substratu,
100 pl roztoku MES a 5 ml inokula Cupriavidus necator H16. Pripravené kultury byly
po dobu 48 hodin kultivovany na tfepacce pii 30 °C.

Slozeni produkéniho mineralniho média pro Burkholderia cepacie a Burkholderia
sacchari:

Latka Mnozstvi
(NH4)2804 0,75 g
KH2PO4 1,5 g
NazHPO4 - 12 HzO 9,082 g
MgSO4 -7 HzO 0,2 g
CaClz -2 HzO 0,1 g
NHy-Fe(III) citrat 0,06 g
Roztok stopovych prvku 1 ml
Destilovana voda 1 000 ml

Byly pfipraveny roztoky jednotlivych substrati o koncentraci 20 g/l. Jako substrat byly
pouzity roztoky glukézy, galaktozy, manozy a xylézy. Pripravené substraty byly sterilovany
v tlakovych hrncich po dobu 60 minut. Sterilace probihala v tlakovém hrnci s otevienym
kohoutem.

Po wvysterilovani a vychlazeni vSech roztoki a médii bylo v laminarnim boxu
napipetovano do mineralniho média 5 ml substratu, 100 pl roztoku TES a 5 ml inokula
Burkholderia cepacie. Stejny postup byl pouzit u bakterie Burkholderia sacchari. Ptipravené
kultury byly po dobu 48 hodin kultivovany na tfepacce pii 30 °C.

3.3 Stanoveni biomasy

Obsah biomasy byl stanoven spektrofotometrickou metodou, kterd je zalozena na principu
meéfeni zakalu. Kultura ve zkumavce byla Sedesatkrat nafedéna pridanim 2 950 ul destilované
vody a 50 ul vzorku. Nasledné¢ byla zmeéfena absorbance pii vinové délce 630 nm.
Destilovana voda byla pouzita jako blank.

Dosazenim absorbance do regresni pfimky z pfedem stanovené kalibracni kiivky byl
vypocten obsah biomasy v g/1.

3.4 Stanoveni obsahu PHA v biomase

SouCasné¢ se stanovovanim biomasy byl stanovovan obsah polyhydroxyalkanoat.
Pro stanoveni bylo pouzito 10ml suspenze bunék. Suspenze byla centrifugovana
pii 8 000 rpm po dobu 5 min, supernatant byl slit a uschovan pro dalsi analyzu v mrazaku
(viz kapitola 3.6). Biomasa byla rozsuspendovana v 10 ml destilované vody a nésledné byla
stoCena pii 8 000 rpm po dobu 5 minut Supernatant byl opét slit a biomasa byla
rozsuspendovana a prevedena do zkumavek typu Eppendorf, ve kterych byla opét stoCena
(10 000 rpm po dobu 5 minut). Supernatant byl slit a biomasa byla vysuSena do konstantni
hmotnosti v termostatu.
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Pro stanoveni PHA bylo nutné je pfevést na methylestery pomoci kysele katalyzované
esterifikace. Do vialek bylo s presnosti na 0,1 mg navazeno 10 mg vysuSené biomasy.
K navézce byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Vialky
byly posléze zazatkovany a ponechany v termostatu po dobu 3 hod pfi teploté 94 °C. Jakmile
probéhla esterifikace, byly smési extrahovany v 1ml 0,05 mol/dm’ roztoku NaOH
a pro analyzu bylo odebrano 50 ul chloroformové faze. Ke kazdému vzorku bylo pifidano
950 pl chloroformu.

Pro analyzu pfipravenych vzorkil a promeéteni kalibracnich roztoki byl pouzit plynovy
chromatograf s FID (plamenovym ioniza¢nim) detektorem.

3.4.1 Stanoveni kalibracni primky

Standardy pro kalibracni pfimku byly zhotoveny ze zasobniho roztoku, ktery obsahoval
48,9 mg PHB a 4 ml chloroformu. Takto pfipravené roztoky byly po dobu 20 minut pti 70 °C
v termostatu. Standardy byly v koncentracich 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mg/ml pipetovany
do vialek a doplnény na 1 ml chloroformem. K roztokiim bylo pfidano 0,8 ml 15% kyseliny
sirové v methanolu a uzaviené vialky byly umistény do termostatu po dobu 3 hod pfi teploté
94°C. Po esterifikaci byly smési extrahovany v 1ml 0,05 mol/dm® roztoku NaOH.
Pro analyzu bylo odebrano 50 pl chloroformové faze do nové vialky a 950 ul chloroformu.
Jednotlivé standardy byly analyzovany na plynovém chromatografu s FID detektorem.

3.5 Stanoveni koncentrace organickych kyselin

V ziskanych supernatantech byla stanovena koncentrace organickych kyselin. Supernatanty
byly ve zkumavce dvakrat zfedény pfidanim 5 ml destilované vody k 5 ml vzorku. Vzorky
byly analyzovany pomoci iontové chromatografie s vodivostnim detektorem.
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Graf¢. 1: Chromatogram IC standardu organickych kyselin.
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Graf ¢. 2: Typovy chromatogram IC vzorku organickych kyselin.

3.6 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidia

V ziskanych supernatantech byly stanovené koncentrace jednotlivych sacharida. Jako cCinidlo
byla pouzita kyselina 3,5-dinitrosalicylova. Do zkumavky bylo pipetovano 0,1 ml vzorku
supernatantu, poté bylo pfidano 0,4 ml destilované vody a 0,5 ml ¢inidla (1 g kyseliny
3,5-dinitrosalicylové, 20 ml hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol/dm’, 50 ml vody, 30 g
vinanu sodnodraselného). Zkumavky byly nasledné umistény po dobu 10 minut do vodni
lazné, ktera byla temperovana na teplotu 70 °C. Po vychlazeni bylo ke vzorkim pfidano
10 ml destilované vody. Poté byla pomoci spektrofotometru zmétena absorbance pii vinové
délce 540 nm. Jako blank byla pouzita smés destilované vody s Cinidlem v poméru 1:1.
Jednotlivé koncentrace substrati byly vypocteny pomoci kalibra¢nich kiivek.

3.7 Porovnani produkce PHA a organickych kyselin u riznych druhu bakterii

V tomto experimentu byli porovnavani tfi rizni producenti PHA a kyseliny
octové - Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari.
Bakterialni druhy byly porovnavany po 48 hod rastu na produkénim médiu. Porovnavan byl
obsah biomasy, obsah PHA v biomase (viz kapitola 3.4), koncentrace kyseliny octové
a kyseliny mlé¢né (viz kapitola 3.5).

3.8 Stanoveni viability po pusobeni stresovych faktoru

Ke stanoveni viability bunék na pratokovém cytometru bylo pouzito fluorescen¢ni barvivo
a propidium jodid. Zivé buiiky s neporusenou membranou jsou schopné vylougit barvivo,
které snadno pronikéd do bunék s porusenou membranou, tedy do mrtvych bunek. V mrtvych
bunkach se propidium jodid interkaluje do DNA.

Pro posouzeni vlivu schopnosti hromadit PHA na odolnost vici stresovym faktorim byly
porovnavany kmeny Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari.

Procentualni hodnoty wviability byly odecitany z histograma. Ukazkovy histogram
znazornuje graf ¢. 3.
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Graf ¢. 3: Typovy histogram vzorku stanovovany pomoci metody priitokovd cytometrie.

3.8.1 Stresovy faktor — kyselina octova a kyselina mlécna

Z kultur Cupriavidus necator HI16, Bulkholderia cepacia a Burkholderia sacchari
v mineralnim médiu bylo odpipetovano do zkumavek typu Eppendorf vzdy 1 ml vzorku.
Roztoky byly centrifugovany 5 minut pfi 10 000 rpm. Supernatant byl slit a buriky v prvni
zkumavce byly rozsuspendovany v 1 ml PBS pufru, v druhé zkumavce byly rozsuspendovany
v 1 ml kyseliny octové o koncentraci 0,1 g/, ve tfeti zkumavky byla rozsuspendace provedena
v 1 ml kyseliny octové o koncentraci 1 g/l pfidano a v posledni zkumavce byly burky
rozsuspendovany v 1 ml kyseliny octové o koncentraci 10 g/l. Nasledné byly buiky v tomto
prostfedi ponechany 1 hodinu pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby expozice byly buriky
centrifugovany pii 10 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatanty byly slity a k jednotlivym
vzorkiim bylo pfidano 1 ml PBS pufru.

Slozeni PBS pufru:
Latka Mnozstvi
NaCl 0,8¢g
KCl 02¢g
NazHPO4 -2 HzO 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
Destilovana voda 1 000 ml

Po rozsuspendovani byly vSechny vzorky 100 krat zifedény do novych zkumavek
a to na celkovy objem 1 ml (10 pl vzorku + 990 ul PBS pufru). Do zfedénych vzorkl bylo
pfidano 5 pl roztoku propidium jodidu (koncentrace 1 mg/ml). Po pfidani propidium jodidu
byly vzorky inkubovany 10 minut v temnu. Viabilita bun¢k v jednotlivych vzorcich byla
po protiepani a uplynuti 10 min, zméfena na prutokovém cytometru.

Stejny experiment byl proveden s kyselinou mlécnou. Byl pouzit a dodrzen stejny postup
jako u stanoveni viability s kyselinou octovou.
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4 VYLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace metod

4.1.1 Spektrofotometrické a gravimetrické stanoveni koncentrace biomasy

Kalibracni pfimka zakalu a mnozstvi suché biomasy byla stanovena pomoci
spektrofotometrického meéreni zakalu suspenze bunek pii vinové délce 630 nm. Kalibracni
fada byla sestavena presnym fedénim kultury o znamé koncentraci biomasy. PocateCni
hmotnost suSiny byla stanovena ve tifech paralelnich méfenich.

Tab. ¢ 3: Gravimetrické stanoveni koncentrace suSiny biomasy u bakterie Burkholderia cepacia
kultivované na riiznych cukernych substrdatech.

Koncentrace suSiny

: H

Substrat motnost [g] biomasy [/1]
Glukoza 0,0269 +£0,0011 2,69 + 0,11
Galaktoza 0,0034 +0,0012 0,34 £ 0,12
Manoéza 0,0050 +0,0022 0,50 £ 0,22
Xyloza 0,0099 +0,0017 0,99 + 0,17

3,00

I

2,50 -

2,00 -
E 1,50 -

1,00 -

0,50 -

I
0,00 . .
Glukdza Galaktdza Manéza Xyléza

Graf ¢. 4: MnozZstvi biomasy v susiné u bakterie Burkholderia cepacia.

Tab. ¢ 4: Zavislost absorbance na koncentraci biomasy u bakterie Burkholderia cepacia.

Koncentrace biomasy [g/1] Agzo [1]
0,224 1,038
0,202 0,969
0,179 0,886
0,157 0,762
0,134 0,654
0,112 0,553
0,070 0,453
0,067 0,334
0,045 0,212
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Graf ¢ 5: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci u bakterie Burkholderia cepacia.
Z grafické zavislosti absorbance na koncentraci biomasy bakterie Burkholderia cepacia

byla sestavena kalibraéni zavislost y = 4,818 4x . Regresni koeficient je R* =0,9954.

Tab. ¢ 5: Gravimetrické stanoveni koncentrace suSiny biomasy u bakterie Burkholderia sacchari
kultivované na riiznych cukernych substratech.

Koncentrace suSiny

: H

Substrat motnost [g] biomasy [¢/1]
Glukoza 0,0278 £ 0,0006 2,78 £ 0,06
Galaktoza 0,0238 +0,0026 2,38 £0,26
Manoza 0,0230 £0,0018 2,30 £0,18
Xyloza 0,0151 £0,0008 1,51 £0,08
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Graf ¢ 6: Mnozstvi biomasy v susiné u bakterie Burkholderia sacchari
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Tab. ¢ 6: Zavislost absorbance na koncentraci biomasy u bakterie Burkholderia sacchari.

Koncentrace biomasy [g/1] Agzo [1]
0,232 1,071
0,209 1,003
0,186 0,886
0,162 0,802
0,139 0,671
0,116 0,575
0,093 0,465
0,070 0,352
0,046 0,241
1,2 -
y = 4,7985x +
1,0 - R? =0,9945
0,8 -
E 0,6 -
<
0,4 -
0,2 -
0,0 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
clgn

Graf¢. 7: Zavislost absorbance na koncentraci u bakterie Burkholderia sacchari.

Z grafické zavislosti absorbance na koncentraci biomasy bakterie Burkholderia sacchari
byla sestavena kalibraéni zavislost y = 4,798 5x . Regresni koeficient je R* =0,994 5.

Tab. ¢ 7: Gravimetrické stanoveni koncentrace susiny biomasy u bakterie Cupriavidus necator H16
kultivované na riiznych cukernych substratech.

Koncentrace suSiny

Substrat Hmotnost [g] biomasy [/1]
Fritovaci olej 0,0244 +0,0011 244 +0,11
Fruktoza 0,0194 + 0,0009 1,93 £ 0,09
Glycerol 0,0122 + 0,0006 1,22 £ 0,06
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Graf¢. 8: Zavislost absorbance na koncentraci u bakterie Cupriavidus necator H16 [69].

Pro grafickou zavislost absorbance na koncentraci biomasy bakterie Cupriavidus necator
H16 byla tato data ziskana z odborné prace, ktera byla taktéz uskutecnéna na Skolicim
pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné. Na zakladé téchto dat byla sestavena kalibracni
zavislost y =4,070 3x. Regresni koeficient je R =0,9969 [69].

4.1.2 Stanoveni PHA plynovou chromatografii s FID detektorem

Kalibrac¢ni pfimky pro stanoveni koncentrace P(3HB) byly sestrojeny fedénim roztoku
standardi o znamé koncentraci a nasledné analyzovany na plynové chromatografii s FID
detektorem.

Tab. ¢ 8: Zavislost plochy piku chromatogramu na koncentraci P(3HB).

Koncentrace P(3HB) [mg/1] P(3HB)/ISTD [1]
0,442 0,023 8
1,769 0,107 1
3,538 0,2137
5,306 0,292 8
7,075 0,478 1
8,844 0,599 7
0,7 -
0,6 - +
y = 0,065x
205 - R? = 0,9833
Z04 -
203 -
on
& 0,2 -
0,1 -
0,0 T T T T |
0 2 4 6 8 10

P(3HB) ¢ [mg/ml]

Graf ¢ 9: Kalibracni zavislost poméru plochy piku na koncentraci P(3HB).
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Ze zavislosti koncentrace P(3HB) na plose piku byla sestrojena rovnice kalibracni pfimky
y = 0,065x. Regresni koeficient je R* =0,9833.

4.1.3 Stanoveni redukujicich sacharidi pomoci DNS metody

Kalibracni tady pro stanoveni jednotlivych sacharidd byly pfipraveny fedénim roztoka
jednotlivych sacharidi o znamé koncentraci. Po reakci s DNS ¢inidlem a po vhodném ziedéni
byla zméfena jejich absorbance pti vinové délce 540 nm.

Tab. ¢ 9: Zavislost absorbance na koncentraci glukozy.

Koncentrace glukozy [g/1] Asq [1]
0,010 0,019
0,015 0,056
0,020 0,090
0,026 0,116
0,031 0,143
0,16 -
0,14 - y = 6,0537x - 0,039
012 | R?=0,9934
0,10 -
é 0,08 -
0,06
0,04 -
0,02 +
0,00 ‘ ‘ ‘ )
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040

¢ [mg/ml]

Graf'¢. 10: Zavislost absorbance na koncentraci glukozy.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci glukozy byla stanovena rovnice kalibracni ptimky
y = 6,053 7x—0,039. Regresni koeficient je R> =0,993 4.

Tab. ¢ 10: Zavislost absorbance na koncentraci galaktozy.

Koncentrace galaktozy [g/1] Asgo [1]
0,010 0,019
0,015 0,056
0,020 0,090
0,026 0,116
0,031 0,143

31



0,14 -
y =5,264x - 0,0319
R?=0,9834

012 -
0,10 -
— 0,08 -
< 0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,00 T T T 1
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040
¢ [mg/ml]

Graf¢. 11: Zavislost absorbance na koncentraci galaktozy.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci galaktdézy byla stanovena rovnice kalibracni
primky y = 5,264x —0,0319. Regresni koeficient je R* =0,9834.

Tab. ¢ 11: Zavislost absorbance na koncentraci manozy.

Koncentrace manozy [g/1] Asq [1]
0,010 0,019
0,015 0,056
0,020 0,090
0,026 0,116
0,031 0,143
0,14 -
0,12 - y =4,9763x - 0,0351 +
0.0 R?=0,9852
— 0,08 -
< 0,06
0,04 -
0,02 -
0,00 . . . )
0 0,01 0,02 0,03 0,04
¢ [mg/ml]

Graf ¢ 12: Zavislost absorbance na koncentraci manozy.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci mandzy byla stanovena rovnice kalibracni primky
y = 4,976 3x —0,0351. Regresni koeficient je R* =0,9852.
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Tab. ¢ 12: Zavislost absorbance na koncentraci xylozy.

Koncentrace xylozy [g/1] Asq [1]
0,010 0,470
0,015 0,717
0,020 0,911
0,025 1,066
0,031 1,274
14 - y =39,106x +0,1054
1,2 - R?=0,9941
1,0 -
— 0,8 -
<06 -
04 -
0,2 -
0,0 . ‘ . )
0 0,01 0,02 0,03 0,04
¢ [mg/ml]

Graf ¢ 13: Zavislost absorbance na koncentraci xylozy.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci xylozy byla stanovena rovnice kalibracni ptimky
y = 39,106x + 0,105 4. Regresni koeficient je R> =0,9941.

Tab. ¢ 13: Zavislost absorbance na koncentraci fruktozy.

Koncentrace fruktozy [g/1] Asyo [1]
0,010 0,033
0,015 0,066
0,020 0,100
0,025 0,122
0,030 0,147
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Graf ¢. 14: Zavislost absorbance na koncentraci fruktozy

Ze zavislosti absorbance na koncentraci fruktéozy byla stanovena rovnice kalibracni
pfimky y = 5,705x —0,020 7 . Regresni koeficient je R*> =0,9913.

4.2 Studium produkce biomasy, podilu P(3HB) a koncentrace organickych
kyselin z vybranych substratu

U bakterii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari bylo sledovano ovlivnéni produkce
biomasy a podil PHA v susiné pii kultivaci na jednotlivych substratech. Pouzitym substratem
byla gluk6za, mandza, galaktoza a xyloza. U Cupriavidus necator H16 byla také sledovana
produkce biomasy a podil PHA v su$ing, ale byly pfidavany jiné substraty, a to konkrétné
glycerol, fritovaci olej a fruktéza. Po 48 hodinach byla kultivace ukoncena a nasledné byla
v jednotlivych vzorcich stanovena biomasa, obsah PHA v biomase, koncentrace organickych
kyselin v médiu a také koncentrace zbytkového substratu. Vysledky téchto experimentt jsou
prezentovany v tabulkach ¢. 14, 15 a 16.

Tab. ¢ 14: Stanoveni biomasy, PHA, koncentrace organickych kyselin a koncentrace substrdtu
u Burkholderia cepacia.

Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Koncentrace Koncentrace

Substrat ) PHA kys. octové kys. mlécné zbylého
biomasy [g/ll -~ PHA [g/ll v susine [%] [mg/1] [mg/1] substratu [g/1]
Glukoza 2,69+0,11 1,58 +0,06 58,70 17,46 £ 0,15 1,76 £ 0,16 5,09 £ 0,42
Galaktoza 0,34 £0,12 0 0 0,25+0,26 12,84 +0,40 15,11 +0,89
Manoza 0,50 +£0,22 0 0 4,61 +0,35 5,21 +£0,90 9,80 + 0,87
Xyloza 0,17+0,99 0,07 +0,01 6,71 0,15+0,09 0 1,35+0,22
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Tab. ¢ 15: Stanoveni biomasy, PHA, koncentrace organickych kyselin a koncentrace substrdtu
u Burkholderia sacchari.

Koncentrace  Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Koncentrace Koncentrace

Substrat ) PHA kys. octové kys. mlécné zbylého
biomasy [g/ll  PHA [¢/l] v susine [%] y[mg/l] ’ [mg/1] substZétu [g/1]
Glukoza 2,78 £0,06 1,96 +0,04 70,29 50,11 £0,95 302,58 +5,68 8,48 +0,04
Galaktoza 2,38 +0,226 1,22+0,13 51,42 4,54+0,35 330,22+2,97 9,56+0,09
Manoza 2,30+0,18 1,23£0,10 53,42 2,85+0,25 4847 +2,10 10,77+0,14
Xyloza 1,51+0,99 0,35+0,02 21,67 24,60 + 0,67 0 0,61 £ 0,03

Tab. ¢ 16: Stanoveni biomasy, PHA a koncentrace substratu u Cupriavidus necator HI6.

Substrat Koncentrace Koncentrace ~ Koncentrace PHA  Koncentrace zbylého
u .
biomasy [g/1] PHA [g/1] v suSiné [%] substratu [g/1]
Fritovaci ole; 2,44 +£0,11 2,07 £ 0,09 84,90 -
Fruktoza 1,93 £ 0,09 1,49 + 0,07 51,42 10,88 + 0,15
Glycerol 1,22 + 0,06 0,70 £ 0,03 53,42 -
25 ~
20 -
_ 15 - 1
Ei
(&) 10 | _ I = =5
5 4 I
O 1 T T T - = T 1
Glukéza Galaktoza Mandza Xyléza Fruktéza

B Pocatecni koncentrace substratu = B.cepacia ™ B.Sacchari =~ C. Necator H16

Graf ¢ 15: Zndazornéni pocdatecniho mnozZstvi substratu a vyuzitého mnozstvi substrdatu u bakterie
Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari a Cupriavidus necator H16.

Koncentrace biomasy byly velmi odlisné v zavislosti na pouzitém substratu. Vyraznéjsi
rozdil v koncentracich biomasy byl zaznamenan u Burkholderia cepacia. Glukéza se ukazala
jako nejvyhodnéjsi substrat pro tvorbu biomasy. U ostatnich pouzitych zdroja uhliku byla
produkce biomasy takika nulova. Pro bakterii Cupriavidus necator H16 byl zaznamenan
nejvyssi narust biomasy s pouzitim fruktozy jako substratu. U Burkholderia sacchari bylo
dosazeno nejvyssi produkce biomasy pfi pouziti glukézy jako zdroje uhliku. Trochu niz§iho
obsahu biomasy bylo dosazeno pii pouziti epimert glukozy, konkrétné galaktozy a mandzy.
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Pfi pouziti substratu xyloézy byla produkce biomasy vyrazné niz$i, né€z pii pouziti vySe
zminénych substratu.

Nejvyssi obsah P(3HB) byl pozorovan u bakterie Cupriavidus necator HI16
a to pii kultivaci na odpadnim fritovacim oleji, kdy polymer predstavoval témer 85 % suché
vahy biomasy. Pfi kultivaci na fruktdze 1 glycerolu byl obsah P(3HB) nizsi a to cca 50 %.
Zajimavé je, ze u bakterie Burkholderia cepacia doslo k vyznamné akumulaci polymeru jen
pii kultivaci na glukéze (obsah P(3HB) v biomase byl 58,70 %), pfi kultivaci na ostatnich
cukernych substratech nebylo P(3HB) v biomase detekovano nebo se nachazelo jen ve velice
malém mnozstvi. Naopak velice perspektivnim producentem P(3HB) se zda byt Burkholderia
sacchari, u které bylo pfi kultivaci na glukdéze dosazeno obsahu P(3HB) v biomase témér
70,29 %. Solidnich vytézkt bylo dosazeno i na galaktéze a manodze a také obsah polymeru
v biomase kultivované na xyl6ze nebyl zanedbatelny.

Koncentrace organickych kyselin byla stanovena pomoci iontové chromatografie.
Nejvyssi obsah kyseliny octové a kyseliny mlécné byl zjistén u Burkholderia sacchari
pfi kultivaci na glukéze. Naopak u Cupriavidus necator H16 nebyla zaznamenéna zadna
produkce organickych kyselin. Z toho vyplyva, ze pravdépodobné u této bakterie nedochazi
k exkreci acetatu a vznikly acetyl-CoA vyuzije pfevazné na syntézu P(3HB). Mozna 1 diky
této metabolické skuteCnosti je Cupriavidus necator H16 povazovana za nejproduktivné)si
bakterii pro primyslovou biotechnologickou produkci PHA.

Zajimava je skuteCnost, ze u Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari byl
v kultivaénim médiu detekovan také laktat. Ten primarn€ vznika anaerobné redukci pyruvatu.
Pritomnost laktatu tedy maze indikovat parcialni limitaci bakterialni kultury kyslikem, coz by
pii kultivaci v Erlenmeyerovych barikach nebylo prekvapivé. Alternativné se také muze
jednat o laktat, ktery vznika pii metabolizaci nékterych aminokyselin, naptiklad alaninu.

Celkoveé je nutné konstatovat, ze obsahy organickych kyselin v kultivaénich médiich byly
spiSe nizké. V predchozi praci [70] byly pfi kultivaci na hydrolyzatu kukufi¢éné biomasy
detekovany koncentrace kyseliny octové v g/l. V naSem pfipadé bylo dosazeno nejvyssich
koncentraci acetatu v desitkach miligramid na litr kultivacniho média. Tento rozdil
je pravdépodobné zptsoben odlisSnym kultivaénim médiem. Neni vyloucené, ze v piipadé
kultivace na hydrolyzatu kukuficné biomasy cast acetatu vznikla jiz pii pifipravé hydrolyzatu
deacetylaci hemiceluloz.

4.3 Rustové charakteristiky u bakterie Burkholderia sacchari

Cilem tohoto experimentu bylo stanovit koncentraci kyseliny octové a kyseliny mlé¢né, obsah
biomasy a P(3HB) v jednotlivych fazich ristové kiivky u bakterie Burkholderia sacchari
(ktera byla identifikovana jako slibny producent P(3HB) a zaroveii u ni byla detekovana
schopnost exkrece acetatu a laktatu). Pro experiment byla vybrana jako substrat glukoza, ktera
se ukazala byt nejvhodnéjsim substratem pro tuto bakterii.

Koncentrace kyseliny octové byla zjistovana kvuli nalezeni pfechodu mezi fazi rychlého
rastu (disimilace), kdy bakterie produkuji a vylucuji acetat, az do programu pomalého rastu
(asimilace), kdy dochazi k importu a utilizace kyseliny octové jak je uvedeno v kapitole 2.1.3.
Pii experimentu bylo rovnéz zjist€éno, jak koncentrace kyseliny octové ovliviiuje rast
a produkci P(3HB).
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Tab. ¢ 17: Obsah P(3HB) v biomase, koncentrace substrdtu, koncentrace kyseliny mlécné a kyseliny
octové v riiznych casech kultivace pri pouZiti glukozy jako substratu.

Cas Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[hod] biomasa [g/l] P(3HB) [g/l] P(BHB) [%] kys. octova [mg/l] kys. mlécna [mg/l] glukoza [g/1]
0 0 0 0 0 0 20,00
24 0,11 +£0,07 0,03+£0,02 22,85 3,87 £0,16 1,36 £ 0,23 19,50 £ 0,58
30 0,27+0,14 0,11 £0,06 39,93 29,03 £ 3,13 36,34 £ 0,40 16,75 £ 0,04
48 2,75 +0,03 1,91 £0,02 69,75 52,22 +0,48 319,85 + 10,15 10,02 £ 1,32
54 2,84+0,02 2,03+£0,01 71,49 33,38 £ 8,74 98,48 + 5,96 8,61 £0,37
72 2,90 +£ 0,05 1,89 +£ 0,04 65,39 9,90 + 2,04 8,27 +2,04 6,66 £ 0,32
78 2,97 £0,05 1,74 £0,03 58,47 3,09 £0,55 0 6,00 £0,19
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Graf ¢ 16: Riistové charakteristiky bakterie Burkholderia sacchari kultivované na glukoze.

Z naméfenych hodnot pro koncentraci biomasy v médiu vyplyva, ze probihal jeji rychly

z média.

narust az do 48. hodiny. Poté byl narist biomasy méné dynamicky, pfiCemz bakterie stale
pomalu rostla. Koncentrace glukdzy v médiu postupné klesala, protoze bakterie tento substrat
vyuzivala jako primarni zdroj uhliku. Obsah P(3HB) vzristal az do 54. hodiny. Nasledné
doslo k mirnému poklesu obsahu P(3HB), ktery byl pravdépodobné zpusobeny tim,
ze bakterie je schopna P(3HB) vyuzivat jako zdroj uhliku pfi vyCerpani primarnich zivin

Mnozstvi kyseliny octové velmi rychle nartstalo do 48. hodiny, z ¢ehoz lze usuzovat,

primarnich zivin v médiu.

ze se jedna o fazi disimilacni, kdy bakterie dynamicky roste. Nasledn¢€ od 48. hodiny doslo
k poklesu koncentrace kyseliny octové a tedy jeji utilizaci jako zdroje energie po vycCerpani
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Kyselina mlééna ma mnohem rychlejsi nartist koncentrace oproti kyseliné octové.
Do 48. hodiny se koncentrace kyseliny mlécné vyrazné zvysila, poté doslo k velmi rychlému
snizeni jeji koncentrace. Pribéh kiivek pro koncentraci organickych kyselin je stejny,
domnivam se, ze kyselina mlé¢na je dal§im sekundarnim zdrojem uhliku po vycerpani
primarnich zdroji. V 78. hodiné byla hodnota koncentrace dokonce nulova, pravdépodobné
z divodu toho, ze bakterie ji vyuzila ve svij prospéch jako sekundami zdroj uhliku. Zaroven
je mozné, ze narust laktatu béhem dynamického ristu kultury je spojen s limitaci kyslikem,
kdy rychle rostouci kultura pfi docasném nedostatku kysliku cast svych redukovanych
koenzymu regenerovala prostiednictvim redukce pyruvatu spojeného s exkreci laktatu.

U Burkholderia sacchari kultivované na glukéze byl nejoptimalnéjsi €as pro izolaci
P(3HB) z bunék a mnozstvi kyseliny octové a kyseliny mlécné ve 48. hodiné kultivace.
Je zajimavé, ze pfepnuti metabolismu acetatu (disimilace — asimilace) (48. hodina) Casové
do velké miry koreluje s prepnutim metabolismu P(3HB) z modu akumulace do programu
utilizace (54. hodina) a to i pfesto, ze primarni zdroj uhliku byl v médiu stale pfitomen
v relativné vysoké koncentraci.

4.4 Stanoveni viability bunék pratokovou cytometrii

V ramci dal§iho experimentu byla posouzena akutni toxicita acetdtu a laktatu pro nami
testované bakterialni kultury — Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari a Cupriavidus
necator H16. Mikroorganismy byly vystaveny ruznym koncentracim kyseliny octové
a mlééné po dobu 60 minut a nasledné byla stanovena viabilita mikrobialnich kultur pomoci
prutokového cytometru.

4.4.1 Viabilita bunék po pridavku kyseliny octové

Prvnim stresem, kterému byly bakterie vystaveny, byla kyselina octova v raznych
koncentracich. Zména vnéjsiho pH ovliviluje rust bakterie, ale také metabolické procesy,
coz vede ke zmén€ poméru produkt. Kyselina octova byla aplikovana v koncentracich 0,1; 1;
10 nebo 100 g/1 a po 60 minutach byla posouzena viabilita bun€k Burkholderia cepacia,
Burkholderia sacchari, které byly kultivovany 48 hodin v mineralnim médiu s glukozou jako
jedinym zdrojem uhliku. Cupriavidus Necator H16 byla kultivovana 48 hodin v mineralnim
médiu s fruktozou, ktera je zdrojem uhliku.

Tab. ¢ 18: Mnozstvi Zivych bunék po piisobent riiznymi koncentracemi kyseliny octové.

Koncentrace Zivé bunky [%]
kyseliny octové [g/1] B. sacchari B. cepacia C. necator H16
0 97,7 99,0 99,7
0,1 35,8 98,7 98,6
1 5,4 97,5 84,3
10 0,7 75,8 9,0
100 0,1 4.8 3,8
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Graf¢. 17: Zavislost zivych bunék v % na koncentraci kyseliny octoveé.

100

Z prubéhu kiivek vyse uvedeného grafu ¢. 17 je patrné, ze kmeny Cupriavidus necator
H16 a Burkholderia cepacia jsou mnohem odolngjsi vaci kyselin€ octové, protoze u obou
téchto bakterii doslo k vétsi imrtnosti bunék az pii koncentraci 1 g/l. U bakterie Burkholderia

sacchari do§lo k velkému snizeni zivé populace jiz pii koncentraci 0,1 g/1.

4.4.2 Viabilita po pridavku kyseliny mlécné

Dal§im stresem, kterému byly bakterie vystaveny, byla kyselina mlécna v raznych

koncentracich. Kyselina mlécna byla aplikovana v koncentracich 0,1;

I; 10 nebo 100 g/1

a po 60 minutach byla posouzena viabilita bunék Burkholderia cepacia, Burkholderia
sacchari a Cupriavidus Necator H16, které byly kultivovany za stejnych podminek jako
u stresového faktoru v podobé kyseliny octové.

Tab. ¢ 19: Mnozstvi Zivych bunék po piisobent riiznymi koncentracemi kyseliny mlécné.

Koncentrace Zivé bunky [%]
kyseliny octové [g/]] B. sacchari B. cepacia C. necator H16
0 99,4 94,5 99,1
0,1 98,3 93,0 85,6
1 95,1 89,5 22,0
10 17,5 65,0 17,5
100 15,4 11,1 15,2

39



120

100
s 80
Ze
~
g 60
=
=
s§ 40
20
—h— —
0
0 0,1 1 10 100
c[gNl
B.Cepacia B.Sacchari —a—CN H16

Graf ¢ 18: Zavislost zivych bunék v % na koncentraci kyseliny mlécné.

Z vyse uvedeného grafu €. 18 vyplyva, ze Cupriavidus necator H16 se jevi jako nejméné
odolna vuci kyseliné mlécné. Je videét, ze uz pfi koncentraci kyseliny mlécné 0,1 g/l dochazi
k prudkému thynu a viabilita populace se snizi az k 15%. Zato Burkholderia cepacia
a Burkholderia sacchari jsou mnohem odolnéjsi vuci pusobeni kyseliny mlécéné, protoze
u obou téchto bakterii doSlo k ve&tsi umrtnosti bunék az pii koncentraci kyseliny mlécné
nad 1 g/l. Burkholderia sacchari vykazuje daleko vét§i umrtnost v zavislosti na zvySovani
koncentrace kyseliny mlééné nez Burkholderia cepacia.
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5 ZAVER

V ramci této bakalaiské prace byla studovana produkce kyseliny octové
a polyhydroxyalkanoati bakteriemi Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari
a Burkholderia cepacia, které jsou Casto uvazovany jako pramyslovi producenti PHA.
V ramci prace byla provedena jejich kultivace na nékolika substratech a byly porovnany
vytézky PHA, biomasy a také exkrece organickych kyselin — predevS§im acetatu, ale také
laktatu. Taktéz byla u vSech vySe zminénych bakterii zkouména toxicita kyseliny octové
a kyseliny mlé¢né na pritokovém cytometru.

Jako nejvhodnéjsi substrat z hlediska nartstu biomasy se pii kultivaci u bakterii
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari ukazala glukéza. Pfi pouziti glukdzy jako
zdroje uhliku obsahovala biomasa zaroven nejvétsi procentudlni podil P(3HB) v susing,
v ptipad€ Burkholderia sacchari to pak bylo témét 75 % suché hmoty bunék. Celkové byla
nejvyssi produkce biomasy a zaroven nejvyssi podil P(3HB) zji§tén u bakterie Cupriavidus
necator H16, ktera byla kultivovana na fritovacim oleji. Podil P(3HB) v su$iné byl v tomto
pfipadé¢ stanoven na 84,9 % suché hmoty bunék.

Bylo zjisténo, ze u bakterii Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia dochazi
k pteméné acetylkoenzymu A na acetdt, ten je nasledné¢ buiikami transportovan
do kultivaéniho média. Nicméné stanovené koncentrace acetatu jsou spise nizké, nejvyssi
koncentrace kyseliny octové byla stanovena u bakterie Burkholderia sacchari pti kultivaci
na glukoze, konkrétné 50 mg/ml. U kmene Cupriavidus necator H16 nebyla v kultivacnim
médiu detekovana zadna organicka kyselina, z ¢ehoz vypliva, ze u této bakterie produkujici
PHA nedochazi k neucelné preméné acetylkoenzymu A na acetat, coz umoziuje efektivni
produkci P(3HB).

U Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari byl zaroven v kultivatnim médiu
detekovan laktat a to v koncentracich presahujici acetat. Je pravdépodobné, ze laktat vznikl
pfi Castecné limitaci kyslikem, ktera je pro kultivaci v Erlenmeyerovych barikach typicka.

V dalSim experimentu byla proméfena ristova kiivka bakterie Burkholderia sacchari
kultivované na glukoze a také byly stanoveny organické kyseliny v kultivaénim médiu
v prubéhu ristu. Béhem exponencialni rustové faze dochazelo k exkreci acetatu a laktatu,
nasledné doslo k opétovné utilizaci téchto metaboliti. K acetatovému prepnuti tedy dochazi
okolo 48. hodiny kultivace. Zajimavé je, ze pfepnuti metabolismu acetatu se ¢asoveé shoduje
s prepnutim metabolismu P(3HB), protoze po 48. hodin€ piestala kultura akumulovat tento
polymer a naopak zapocala s jeho utilizaci.

Dal§im parcialnim ukolem této bakalarské prace bylo studium akutni toxicity acetatu
a laktatu pro vybrané bakterialni kultury. Jednotlivé bakterialni kmeny byly exponovany
riznymi koncentracemi organickych kyselin (0,1 — 100 g/) po dobu 60 minut a nasledn¢ byla
stanovena viabilita bakterialnich kultur pomoci prutokové cytometrie. Nejodolnéjsi bakterii
vucéi pusobeni stresového faktoru ve formé organickych kyselin je Burkholderia cepacia.
U Cupriavidus necator H16 byla odolnost vuci kyseliné octové vcelku vysoka, nicméné tato
kultura naopak vykazuje vysokou citlivost k laktatu, ktery jiz pfi koncentraci 1 g/l usmrtil
velkou ¢ast bunek.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PHA

PHB
acetyl-CoA
acetyl~P
AMP-ACS
ACS

PTA
ACKA
ActP
PDHC
NADH
FADH,
LDH

PFL

FDO

FHL

ADH

P;

PP;

ADP

ATP

PEP
PPaza
NAD"
POXB
FAD
KGDH
P(3HB)
MCL PHA
SCL PHA
CH,4
NADPH
PP

PHB
P(3HB-co-3HV)
3HV

TCA

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

acetyl-koemzym A

acetyl-fosfat

acetyl aktivujicim enzym

acetyl koenzym A syntetaza

fosfat acetyltransferaza

acetat fosfotransferaza

acetat permeaza

pyruvatdehydrogenaza

redukovana forma nikotinadenindinukleotidu
redukovana forma flavinadenindinukleotidu
laktatdehydrogenaza

pyruvat-formiat lyaza

formiat dehydrogenaza

formiat-vodiku lyaza
alkoholdehydrogenaza

anorganicky fosfor

pyrofosfore¢nan

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

fosfoenolpyruvat

pyrofosfataza

oxidovana forma nikotinadenindinukleotidu
pyruvatoxidaza

oxidovana forma flavinadenindinukleotidu
2-ketoglutarat dehydrogenaza
poly-(3-hydroxybutyrat)
medium-chain-length polyhydroxyalkanoaty
short-chain-length polyhydroxyalkanoaty
methan

redukovana forma nikotinadenindinukleotidfosfatu

polypropylen

polyhydroxybutyrat
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
3-hydroxyvalerat

cyklus trikarboxylovych kyselin (Krebstv cyklus, citratovy cyklus)
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