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ABSTRAKT 

Předložená disertační práce se zabývá tematikou evolučního a genového inženýrství 

bakteriálních producentů polyhydroxyalkanoátů (PHA). Vyjma tato témata přímo související 

s názvem práce je rozvinuta o problematiku biotechnologické produkce PHA na modelových 

hydrolyzátech lignocelulosové biomasy s využitím extrémofilních mikroorganismů a dále o 

vývoj alternativního způsobu izolace PHA. Rozvíjející témata přitom volně navazovala na 

předchozí experimenty a reflektovala aktuálně řešené projekty na pracovišti. Disertační práce 

je vypracovaná formou komentované diskuse publikovaných prací, které jsou její součástí ve 

formě příloh. Evoluční inženýrství bylo aplikováno především na modelový PHA produkující 

bakteriální kmen Cupriavidus necator H16. Adaptací na kyselinu levulovou byly získány 

izoláty produkující kopolymer P(3HB-co-3HV) s vyšším zastoupením frakce 3HV, což vede 

ke zlepšení vlastností polymeru pro další zpracování. Stejně tak i růst kultur a množství 

celkových PHA v biomase bylo vyšší. Dlouhodobou adaptací téhož kmene na osmotický stres 

a přítomnost měďnatých iontů byly získány izoláty charakterizované v rámci druhé publikace. 

Ze získaných dat bylo možné pozorovat rozdíly v adaptačním procesu, kdy adaptace na 

osmotický stres byla postupná, zatímco u mědi byl pozorován výrazný skok nárůstu biomasy 

a PHA signalizující rychlou adaptaci. Na základě analýz byla diskutována významná úloha 

PHA při adaptaci kmene C. necator H16 na testované stresory, která nespočívala pouze 

v nárůstu množství polymeru v biomase, nicméně v posílení celého cyklu, což vede také ke 

zvýšení poolu monomerních jednotek vykazujících protektivní účinky. Adaptací na ε-

kaptolakton, unikátní prekurzor 4HB, byl získán kopolymer P(3HB-co-4HB). Jeho vlastnosti 

jsou opět výhodnější než u homopolymeru P(3HB), a to už při nízkém zastoupení 4HB, 

kterého jsme dosáhli také v laboratorním bioreaktoru. Dalšího navýšení frakce 4HB by mohlo 

být dosaženo s využitím delečních mutantů s absencí relevantních genů, jež byly více 

diskutovány. Produkce PHA na modelech hydrolyzátů lignocelulosové biomasy pocházející 

například z potravinářství byla testována v kombinaci s využitím extrémofilních producentů, 

kdy byla diskutována preference obsažených monosacharidů (hexos, pentos) pro jednotlivé 

producenty. Pro přiblížení se reálným hydrolyzátům byla testována také odolnost kmenů vůči 

relevantním potenciálním mikrobiálním inhibitorům. Náchylnosti halofilních a termofilních 

producentů PHA k osmotickému namáhání bylo využito při vývoji alternativního izolačního 

přístupu, který by snížil ekonomickou i ekologickou zátěž celého procesu oproti standardní 

extrakci využívající chlorovaná rozpouštědla. Aplikací detergentu SDS v nízkých 

koncentracích při současném temperaci při vyšších teplotách vedla k zisku polymeru vysoké 

čistoty současně bez ztráty výtěžku. Dále se nabízí možnost recyklace využitého SDS. 

 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Evoluční inženýrství; genové inženýrství; polyhydroxyalkanoáty (PHA); extrémofilní 

mikroorganismy; izolace PHA; SDS 
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ABSTRACT 

This doctoral thesis deals with the topic of evolutionary and genetic engineering of 

polyhydroxyalkanoates (PHA) producing bacteria. Apart from these topics, the issue of 

biotechnological production of PHA on model hydrolysates of lignocellulosic biomass with 

the use of extremophilic microorganisms is also studied, as well as the development of an 

alternative method of PHA isolation. The themes were freely linked to previous experiments 

and reflected the currently solved projects in a working group. Doctoral thesis is prepared in 

the form of a commented discussion of published works, which are part of it in the form of 

appendices. Evolutionary engineering was mainly applied to the model PHA producing 

bacterial strain Cupriavidus necator H16. By adaptation to levulinic acid, isolates producing 

copolymer P(3HB-co-3HV) with a higher content of the 3HV fraction were obtained, which 

leads to improved properties of the polymer for further processing. As well as culture growth 

also the amount of total PHA in the biomass was higher. By long-term adaptation of the same 

strain to osmotic stress and the presence of copper ions, the isolates which are characterized 

in the second publication, were obtained. Based on obtained data, it was possible to observe 

differences in the adaptation process, where the adaptation to osmotic stress was gradual, 

while a significant step in the increase of biomass and PHA signaling faster adaptation was 

observed for copper. Based on the analyses, the significant role of PHA in the adaptation of 

the C. necator H16 strain to the tested stressors was discussed, it did not consist only in the 

increase in the amount of polymer in the biomass, but also in enhancement of whole PHA 

cycle, which also leads to an increase of the pool of monomeric units showing protective 

functions. By adaptation to ε-captolactone, a unique precursor of 4HB, the copolymer P(3HB-

co-4HB) was obtained. The properties of this copolymer are again more favorable than of the 

homopolymer P(3HB), even with a low content of 4HB, which we also achieved in a 

laboratory bioreactor. A further increase in the 4HB fraction could be achieved using deletion 

mutants with the absence of relevant genes, which is discussed more in the text. The 

production of PHA on models of lignocellulosic biomass hydrolysates originating from, for 

example, the food industry was tested in combination with the use of extremophile producers, 

when the preference of the contained monosaccharides (hexoses, pentoses) for individual 

producers was discussed. For the purpose to get closer to real hydrolysates, the resistance of 

the strains to relevant potential microbial inhibitors was also tested. The susceptibility of 

halophilic and thermophilic PHA producers to osmotic stress was used in the development of 

an alternative isolation approach that would reduce the economic and ecological burden of the 

process compared to standard extraction using chlorinated solvents. Application of SDS 

detergent at low concentrations while simultaneously exposing the cells to higher 

temperatures led to the gain of high purity polymer without loss of yield. The recycling 

process of used SDS is also a possibility. 

 

KEY WORDS 

Evolutionary engineering; genetic engineering; polyhydroxyalkanoates (PHA); extremophilic 

microorganisms; isolation of PHA; SDS 
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1 ÚVOD 

Mikroorganismy jsou neustále vystaveny působení stresu, a to jak při biotechnologických 

procesech, tak i v jejich přirozeném prostředí. Stres, de facto představující posun jakéhokoliv 

relevantního parametru mimo optimum, slouží jako hnací krok evoluce. Bez působení 

vnějšího tlaku by totiž organismy neměly potřebu se v rámci adaptačního procesu vyvíjet. 

U mikroorganismů je stres doprovázený adaptací téměř neustávající záležitostí, což vede ke 

zvýšení jejich variability oproti složitějším organismům, které adaptují podstatně pomaleji. 

V případě, že je organismus neschopný se na často se měnící podmínky adaptovat, dochází po 

nějakém čase k jeho úhynu. Pro biotechnologické procesy jsou zapotřebí dostatečně odolné 

mikrobiální kmeny s dobrými produkčními vlastnostmi, které je možné získat pomocí řady 

technik. 

Jeden z možných přístupů, evoluční inženýrství, je založen na řízené aplikaci stresu 

v laboratorním či průmyslovém měřítku. Pro přípravu kmenů se nevyužívá všech přirozeně se 

vyskytujících stresů, nýbrž pouze stresových podmínek, které mohou reálně 

v biotechnologických procesech nastat. Při kultivacích by měly být kontaminující 

mikroorganismy aplikací stresu eliminovány, zatímco adaptované kmeny by měly být odolné. 

Aplikací stresů různých intenzit mohou být připravovány kmeny s vyšší robustností nebo 

mohou být vyvíjeny kmeny se zcela novými charakteristikami na úrovni fenotypu, a to např. 

navýšením schopnosti utilizace zdroje uhlíku. Přestože je ale efektivita evolučního inženýrství 

poměrně vysoká, provedení experimentů je časově náročné. 

Další možností konstrukce kmenů s novými vlastnostmi představuje aplikace technik 

genového inženýrství. Oproti evolučnímu inženýrství je provedení časově méně náročné, ale 

změny v genotypu se ne vždy projeví na úrovni fenotypu. Aplikací různých technik lze 

připravit kmeny s vylepšenými charakteristikami podobně jako u evolučního inženýrství. 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) představují jednu z možností, jak se mikroorganismy mohou 

dočasně chránit vlivům stresu. PHA slouží řadě bakterií jako rezervní zdroj uhlíku a energie 

pro případ, že se nachází ve stavu nedostatku živin nebo jsou vystaveny stresu prostředí. 

Jedná se o obnovitelné biomateriály, které disponují biokompatibilitou a biodegradabilitou. 

Svými fyzikálně-chemickými vlastnostmi se podobají syntetickým polymerům vyráběným 

z ropy, což je při jejich současné biologické odbouratelnosti činí vhodnými materiály pro 

využití nejen v průmyslu, ale také například v oblasti péče o zdraví nebo kosmetice. 

Vlastnosti polymerů závisí na zastoupení monomerů v molekulách polyesterů, čehož lze 

využít při designu materiálů pro nejrůznější cílové aplikace. 

Cílem práce je pojednat o obou zmíněných technikách, tedy o evolučním i o genovém 

inženýrství. Dále budou diskutovány možnosti aplikace obou přístupů na PHA produkující 

bakterie sloužící ke zvýšení výtěžku produkce a také k cílené produkci materiálů 

s požadovanými vlastnostmi. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Postavení mikrobiální buňky v biotechnologiích 

Mikrobiální biotechnologie obecně zahrnují komplexní procesy, při nichž jsou 

prostřednictvím mikroorganismů produkovány látky a materiály pro různé účely, jedná se 

přitom o metabolity izolované v různých fázích růstu producentů. Aplikační potenciál takto 

vyprodukovaných látek je velmi široký, zahrnuje biopaliva, látky pro chemický či spotřební 

průmysl, enzymové preparáty pro průmysl, ale například i vysoce čisté proteiny pro 

farmaceutické účely. Mezi využívané mikroorganismy patří především bakterie a kvasinky, 

tedy zástupci prokaryotické i eukaryotické říše. Vzhledem ke komplexní povaze 

průmyslových fermentačních procesů je zapotřebí využívat mikroorganismy, které jsou 

dostatečně robustní, kdy robustnost spočívá v odolnosti kmenů vůči vlivům prostředí, ve 

kterém se nachází. Mezi nejčastěji se vyskytující stresové faktory patří výkyvy teploty mimo 

optimum daného producenta, kolísání hodnot pH, osmotický stres či přítomnost toxických 

látek, a to jednak v kultivačním mediu, jednak se může jednat o některý z hlavních či 

vedlejších produktů metabolismu. Expozice stresu vede ke změnám růstové kinetiky 

producentů, což se může negativně projevit při samotné fermentaci s ohledem na množství 

produktu, komplikaci při down-streamových procesech apod. Za účelem zvyšování 

robustnosti mikrobiálních producentů vzhledem k odolnosti vůči stresovým faktorům se proto 

využívá řada metodických postupů, kterými lze původní kmeny modifikovat s ohledem na 

zachování či zvýšení jejich charakteristických produkčních schopností [1–4]. 

2.1.1 Stresová odpověď mikroorganismů 

Mikrobiální stres může být obecně brán jako posun libovolného pro buňku relevantního 

parametru mimo její optimum. Mikroorganismy jakožto nejčastěji jednobuněčné organismy 

mají v přítomnosti stresu dvě možnosti, a to buď se na stres adaptovat, nebo na následky 

poškození vlivem expozice zahynout, a to ihned nebo postupně, kdy následkem stresu nejsou 

schopny dělení. Adaptace spočívá ve změnách v buňce (změny ve složení) nebo buňky jako 

takové (změny ve fyziologii), a to kvůli limitaci fyzického pohybu. Lze ji tedy vysvětlit jako 

(evoluční) proces, při kterém se organismus přizpůsobí vnějším podmínkám, v nichž se 

vyskytuje [1–5]. 

Vlivem přirozeného výběru mutace jednak vznikají a jednak jsou účelně fixovány 

v populacích, přičemž z náhodných mutací se přirozeně fixují pouze ty prospěšné, čímž 

organismus získá tzv. adaptivní vlastnosti. Schopnost mutace neboli adaptabilita může být 

bud pasivní, jež je získávána na základě evoluční výhodnosti; aktivní, která spočívá 

v záměrném přizpůsobení se například za účelem využití nového zdroje živin; a kreativní, ta 

se projevuje záměrným přetvářením prostředí ve prospěch organismu. Z časového hlediska 

může být rozlišena adaptace okamžitá (krátkodobá) nebo dlouhodobá, která je typická pro 

extrémofilní nebo extrémotolerantní organismy. Stresová odpověď buňky může tedy spočívat 

v samovolné modifikaci na úrovni genomu za vzniku mutací nebo na úrovni adaptace 

fenotypu, a to buď fyziologická, genetická nebo epigenetická, všechny tyto vedou především 

ke změně v genové expresi. Fyziologická adaptace, zpravidla reverzibilní a nepřenášející se 
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na další generace, je spojená pouze s přechodným zvýšením odolnosti vůči letálním stresům, 

a to více než vůči stresům středně silným Může být přitom zajištěna homologním nebo 

heterologním (zprostředkovaná ochrana v rámci druhů) způsobem. Zato genetická adaptace, 

ireverzibilní a dědičná, vzniká v důsledku náhodné mutace, ale může vzniknout i jako 

následek rekombinace molekul DNA, které nesou dědičné informace. Jelikož u bakterií není 

definována sexualita, tak podmínka sexuální mezidruhové bariéry jako takové postrádá smysl, 

proto zde hraje hlavní roli soudržnost druhu limitována tlakem prostředí, v němž se daný 

organismus nachází. Poslední z uvedených, epigenetická adaptace, jenž je reverzibilní 

a přenášející se na další generace, spočívá v modifikaci fenotypu, který je ve změněné podobě 

přenášen na další generace i bez přítomnosti stresoru, tedy za jiných podmínek, než které jí 

daly za vznik. Důsledkem genetické adaptace na stres dochází ke zvyšování genetické 

diverzity druhů díky změně exprese široké škály genů zapojených do stresové odpovědi a také 

aktivaci alternativních metabolických drah. Stres tedy rovněž slouží jako hnací krok evoluce, 

v jeho nepřítomnosti by nebylo zapotřebí se dále vyvíjet a vlivem četnosti stresových událostí 

se u mikroorganismů projevuje podstatně vyšší variabilita než u vyšších organismů [1–6]. 

Samotnými projevy adaptace mohou být morfologické změny, inhibice syntézy DNA, RNA 

a neesenciálních proteinů, zvýšená rychlost obratu proteinů (proteolýzy), indukce exprese 

proteinů nezbytných pro adaptaci na daný stres a také indukci exprese proteinů zapojených do 

všeobecných regulačních sítí, čímž si buňka zajistí ochranu i vůči jiným stresovým 

podmínkám [1, 2, 5, 6]. 

2.1.2 Mechanismy stresové odpovědi mikroorganismů 

Prokaryotické buňky disponují dvěma mechanismy regulace odpovědi na stres. Převládajícím 

mechanismem je pro ně regulace operonových transkripčních jednotek prostřednictvím sigma 

(σ) faktorů. Tyto podjednotky RNA polymerasy, jejichž hlavní funkce spočívá v zahájení 

transkripce nasednutím na sekvenci promotoru, reflektují signály z prostředí a následně 

zahajují transkripci příslušných množin genů či operonů v rámci nadřazené regulační oblasti 

(tzv. regulonu). σ faktory mohou mít rovněž vazebné partnery v podobě anti-σ faktorů, které 

při navázání zabraňují aktivaci transkripce. Teprve po deaktivaci anti- σ faktorů fosforylací 

nebo cílenou proteolýzou může σ-faktor plnit svoji funkci. Počet a typy σ-faktorů se odvíjí od 

jednotlivých druhů mikroorganismů, např. u bakterie Escherichia coli jich byla popsána řada 

s různými funkcemi označené podle molekulové hmotností, a to σ70(RpoD) sloužící jako 

hlavní faktor při růstu buňky, σ19 (FecI) regulující transport železa ve formě citrátu, 

σ24 (RpoE) reagující na expozici extrémním teplotám, σ28 (RpoF) reflektující mechanický 

stres (indukuje expresi bičíku), σ32 (RpoH) sloužící jako hlavní σ-faktor při teplotním stresu, 

kdy zajišťuje expresi proteinů teplotního šoku HSP, proteas a enzymů opravujících DNA, 

dále např. σ38 (RpoS) reagující na hladovění a přechod do stacionární fáze 

a σ54 (RpoN) reflektující limitace dusíkem [1, 2, 7, 8]. 

Druhý mechanismus je založen na dvousložkových regulačních systémech využívajících 

fosforylačně závislé kinasy nacházející se v buněčné stěně (membráně) (Obr. 1). Po přijetí 

signálu z vnějšího prostředí dochází k remodelaci proteinů, přenosu signálu fosforylační 
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kaskádou, a tím k tvorbě signálu pro vnitřní prostředí. Jako regulátory odpovědi slouží 

nejčastěji alternativní transkripční aktivátory spouštějící po předchozí aktivaci proces 

transkripce vazbou na příslušné promotory [1, 2, 9]. 

 

Obr. 1: Schéma transdukce signálu prostřednictví dvousložkových regulátorových systémů [10] 

2.1.3 Zlepšení charakteristik mikrobiálních producentů 

Jak již bylo zmíněno, u mikrobiálních producentů je při biotechnologických procesech 

nezbytná dostatečná odolnost vůči prostředí, v němž se nachází, a rovněž schopnost produkce 

dostatečného množství požadovaných metabolitů. Ve spojitosti se stresovou odpovědí se řada 

výzkumných skupin věnovala sigma faktorům (Tab. 1), které s odpovědí organismu souvisí. 

Nejen za tímto účelem může být ke zlepšení charakteristik mikrobiálních producentů využita 

řada přístupů, mezi které patří především evoluční a genové inženýrství, které mohou být 

aplikovány jednak separátně, jednak kombinovaně [11]. O těchto strategiích pojednají další 

kapitoly této disertační práce. 

 

Tab. 1: Inženýrské postupy aplikované na úrovni sigma faktorů [11] 

sigma faktor   přístup fenotyp organismus zdroj 

housekeeping 

faktor 

σ70 globální inženýrství na úrovni 

tranfsriptomu (gTME) 

tolerance vůči ethanolu, 

kyselině mléčné a akrylamidu 

E. coli [12-

14] 
L. plantarum 

R. ruber TH 

σHrdB náhodná mutace, posun 

genomu, bodová mutace 

produkce kyseliny 

hyaluronové 

E. coli [15] 

produkce teikoplaninu A. teichomyceticus 

L-27 

[16] 

σ faktor 

navozující 

stacionární 

fázi 

σS knockout genu produkce 1-propanolu a 

putrescinu 

E. coli [17, 

18] 

náhodná mutageneze produkce isobotanolu E. coli [19] 

nadexprese sRNA aktivace σS a zvýšená tolerance 

vůči kyselinám 

E. coli [20- 

22] 

nadexprese 5´ konce mRNA 

pro rpoS nepodléhajícího 

translaci 

produkce PHB E. coli [23] 

SigE nadexprese genu produkce vodíku a PHB Synechocystis sp. [24, 

25] 
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alternativní σ 

faktory 

Sig6 knockout genu produkce avermektinu S. avermitilis [26] 

σ22 mutace anti-sigma faktoru produkce alginátu P. aeruginosa, P. 

fluorescens 

[27, 

28] 

Orf21 nadexprese genu produkce klavulanové kyseliny S. clavuligerus 

NRRL3585 

[29] 

σE adaptivní evoluce, nadexprese 

genu 

produkce a zvýšená tolerance 

ethanolu 

Thermoanaerobacter 

sp. X514 

[30, 

31] 

σN nadexprese genu produkce oxytetracyklinu E. coli [32] 

syntetické σ 

faktory 

σS konstrukce sRNA 

ribonukleových přepínačů 

pozměněná translace rpoS E. coli [33, 

34] 

 ECF σ 

faktory 

chimerické σ faktory  E. coli [35] 

  Orthogo-

nální σ 

faktory 

rozdělená T7 polymerasa   T7 fág [36] 

 

 

2.2 Evoluční inženýrství 

Evoluční inženýrství nebo také adaptivní laboratorní evoluce, buněčná řízená evoluce či in 

vitro evoluce představuje možnost přípravy látek, produktů metabolismu, s požadovanou 

funkcí nebo vlastnostmi pro cílovou aplikaci, a to s využitím principů přirozeného evolučního 

procesu. Může se jednat o různé biopolymery, nukleové kyseliny či proteiny se specifickými 

funkcemi, které nejsme schopni synteticky cíleně racionálně připravit s využitím klasických 

inženýrských postupů. Jedna z výhod evolučního inženýrství spočívá v tom, že není zapotřebí 

znát genetické determinanty podmiňující charakteristiky na úrovni fenotypu, jelikož mnohé 

z nich nejsou doposud popsány. Tento inverzní přístup umožňuje pouze fenotypové změny, 

které lze pozorovat ve spojitosti s růstem. Vesměs náhodnými postupy získané fenotypy 

mohou být následně prostřednictvím metod genetiky, transkriptomiky, metabolomiky, 

případně i jejich kombinací, charakterizovány a analyzovány za účelem identifikace vzniklých 

mutací a jejich příčiny [37–40]. 

Při přirozeném vývoji je zajištěn výběr nejlepšího z potomků v dané generaci. Evoluční 

inženýrství staví na stejném principu napodobováním přirozeného selekčního procesu. 

Můžeme jej rozdělit na dva samostatné kroky, které na sebe navazují, a to zavedení 

náhodných mutací do cílového genu pro vytvoření variace a výběr mutovaných genů, které 

exprimují produkty s požadovanou vlastností za působení selekčního tlaku. Můžeme tak 

získat mikrobiální kmeny s požadovanými vlastnostmi [37–43]. 

2.2.1 Vývoj metodiky evolučního inženýrství 

Evoluční inženýrství má svoje kořeny již v pracech vědců jako byly Antoine van 

Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch a především Charles Darwin. Zasloužili se o řadu 

objevů, jako je především objev mikroorganismů, definování a přijetí teorie přirozeného 

výběru v evoluční biologie a dalších nezbytných základů. Počátek prvních experimentů 

započal prací Williama Dallingera přibližně před sto lety. Od té doby lze na základě publikací 

sledovat rozmach v horizontu posledního čtvrtstoletí. Mezi nejčetněji využívané 

mikroorganismy v rámci zveřejněných studií patří bakterie Escherichia coli, zástupce 
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prokaryotické říše, a kvasinka Saccharomyces cerevisiae, zástupce eukaryot, které slouží jako 

modelové organismy [37, 44, 45]. 

Před zavedením evolučního inženýrství se pro charakterizaci evolučního vývoje využívala 

srovnávací genomika, která je založena na porovnávání sekvencí genů různých genomů téhož 

kmene i různých organismů. Pro evoluční vývoj je ale důležitá vazba na prostředí, v němž se 

mikroorganismus vyskytuje, jelikož to z velké části rozhoduje o podobě fenotypu. Až jeho 

pomocí byly proto experimentálně ověřeny principy evoluční biologie Charlese Darwina [37, 

45]. 

Už od nástupu metodiky se díky jednoduchosti evoluční inženýrství využívalo zejména ke 

zlepšení charakteristik průmyslových kmenů, a to především ve vztahu k využívanému 

uhlíkatému zdroji, zvýšení robustnosti vůči nepříznivým podmínkám a odolnosti vůči 

mikrobiálním inhibitorům. Kromě jednoduchosti hrála hlavní roli i účinnost. V současné době 

dochází při téměř beze změn zachovaném postupu pro laboratorní evoluci k rozvoji a 

zjednodušení metod analyzujících adaptované kmeny, vývoji nových metod pro zvýšení 

genetické rozmanitosti a také k urychlení tempa evolučních procesů [38, 40]. 

2.2.2 Princip metodiky evolučního inženýrství 

Provedení evolučních experimentů spočívá ve množení mikrobiálních populací při současném 

působení selekčního tlaku (Obr. 2). Selekční tlak, představující limitaci růstu, jsou přitom 

různé stresové faktory jako teplota, pH, osmolarita, přítomnost toxických látek apod. 

Výhodami jsou především jednoduchost a účinnost, které činí evoluční inženýrství přední 

technikou pro zlepšování vlastností průmyslových producentů. Oproti přirozenému procesu 

evoluce, který metodika evolučního inženýrství napodobuje, probíhá adaptační proces 

racionálně, efektivně a podstatně rychleji. Při kultivaci v kontrolovaných podmínkách lze 

sledovat změny na úrovni fenotypu a zpětně i genotypu s volitelným časovým odstupem 

s ohledem na počet generací, kterým můžou být desítky, stovky až tisíce [38, 39, 42, 46]. 
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Obr. 2: Princip evolučních experimentů [47] 

Zlepšení vlastností na úrovni fenotypu, provázející proces adaptace, souvisí s aktivacemi 

dříve latentních metabolických drah a adaptované kmeny s evoluční výhodou následně 

rozšiřují populaci. Na úrovni genomu se během evolučního procesu účastní řada základních 

procesů, jako jsou různé typy mutací, rekombinace, genetický drift a také přirozený výběr. 

Popisu změn a jejich monitorování v čase se prostřednictví matematických modelů zabývá 

evoluční genetika. Využívané modely slouží pouze k obecné informaci režimů evoluce 

a dynamiky změn na úrovni genotypu, jelikož průběh u jednotlivých systémů se odvíjí na 

jejich genomu a na povaze konkrétních genů, tedy jestli se jedná o enzymy s danou funkcí 

v rámci metabolismu nebo o proteiny s jinou než katalytickou funkcí (např. strukturní nebo 

transportní). Evoluční genetika vyhodnocuje míru evoluce, relativní význam procesů 

adaptivních a neadaptivních a také převládající tempo, s jakým mutace vznikají [38, 39, 46, 

48]. 

Jednou z nejčastějších aplikací evolučního inženýrství je především využití širší škály 

substrátů, zvýšení tolerance mikrobiálních producentů vůči stresorům spojených 

s průmyslovými fermentacemi nebo zvyšování rychlosti růstu [38–40]. 

2.2.2.1 Možnosti režimů evolučních experimentů 

Pro většinu evolučních experimentů slouží jako výchozí materiál charakterizovaný sbírkový 

geneticky homogenní kmen a přestože se metodika dá aplikovat obecně, jsou postupy 

zaměřené primárně na jednobuněčné mikroorganismy, které mají mj. mnohem četnější 

populace. Kultivační část evolučních experimentů je poměrně jednoduchá a při rozvoji 

metodiky se příliš nemění. V principu existují tři hlavní postupy, kterými lze experimenty 

provádět (Obr. 3). Jedná se o kultivaci na pevných mediích (agarových plotnách), kultivaci 

v baňkách se sériovým přenosem a kontinuální kultivaci v bioreaktorech, přičemž klíčové 

jsou poslední dva z nich, kde dochází ke konkurenci adaptovaných buněk v rámci populací, 
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a tedy k uplatňování přirozeného výběru. Kromě samotného provedení se liší také genetická 

dynamika uplatňující se při šíření populací [37, 40, 46, 49]. 

Kultivace na agarových plotnách je jedinou z variant evolučních experimentů založených na 

akumulaci vzniklých mutací. Kvůli bariéře, kterou růst na tuhém mediu pro kolonie 

představuje, nedochází ke vzájemnému ovlivňování jednotlivých kolonií. Dochází tak k fixaci 

všech mutací bez ohledu na jejich sílu, čímž se odstraňuje rozmanitost na úrovni genomů. 

Tím, že se do dalších pasáží často přenáší jen vybrané kolonie z původní kultury, může dojít 

ke ztrátě výhodnějších mutací na úkor méně výhodných. Fyzická bariéra především zabraňuje 

uplatnění přírodního výběru, což může být v řadě experimentů záměr. Model lze využít 

například ke stanovování míry mutací, a to porovnáváním celogenomových sekvenací 

u dlouhodobých experimentů. Mimoto se metodika využívá pro stanovování vlivu 

chemických mutagenů na růst a na četnost mutací [46]. 

Sériový přenos je na rozdíl od předchozí varianty experimentů proces založený na adaptivním 

vývoji. Jedná se o submerzní kultivaci v baňkách, při níž dochází v pravidelných intervalech 

k přeočkování alikvotních podílů do čerstvých medií. Jako první nastává regenerace v novém 

prostředí, následně buňky rostou a dělí se, a to buď až do vyčerpání živin, nebo do dalšího 

přeočkování, v tom případě se zajistí trvalejší růst populace. Na rozdíl od kultivace na 

miskách je zde udržována genetická diverzita při každém přenosu, dochází tedy k adaptivní 

evoluci. Výhoda provedení spočívá v jednoduchosti, kdy je možné kultivovat paralelně velké 

množství kultur, a to za nízkých provozních nákladů. Kultivace v baňkách je částečně 

limitována, jelikož není možné ovlivnit všechny parametry kultivačního procesu jako pH 

a okysličení kultur. Zajistit lze ale konstantní kultivační teplotu a také homogenitu systému 

pomocí míchání, i když ne vždy je stejná hustota populací buněk a nestejnoměrné zásobování 

buněk živinami. Přesto pro řadu systému jsou tyto faktory zanedbatelné a metoda sériového 

přenosu je široce využívaná [37, 40, 46, 50]. 

Stejně jako u sériového přenosu nastává i při kontinuální kultivaci v bioreaktorech adaptivní 

vývoj populací v kultuře. Rozdíl spočívá v nastavení kultivačního procesu, je zajištěn přívod 

živin tak, aby bylo jejich množství konstantní, a je také udržována konstantní velikost 

populace. Spolu s přítokem živin tak dochází i k odvodu odpadu a náhodných jedinců 

z populací do chemostatu. Stálý přívod živin se projevuje i konstantní rychlostí růstu buněk 

a jejich kontakt vede ke genetické diverzitě. Oproti kultivaci v baňkách nabízí kultivace 

v bioreaktoru uchování konstantních podmínek při kultivaci včetně pH a okysličení, naopak 

cenová a technická náročnost procesu je vyšší [37, 40, 46, 50]. 
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Obr. 3: Možnosti uspořádání evolučních experimentů [49, upraveno] 

2.2.2.2 Adaptivní laboratorní evoluce (ALE) 

Adaptivní laboratorní evoluce (ALE) zahrnuje metody sériového přenosu a kontinuální 

kultivaci, které spojuje vznik adaptivních událostí, zachování genetické diverzity 

a preferenční akumulace výhodných mutací v populaci. Rozdíl mezi kulturami lze pozorovat 

např. při porovnání růstových rychlostí, kdy při sériovém přenosu dochází k přeočkování 

kultur v exponenciální fázi s vysokou rychlostí růstu před vyčerpáním živin, v kontinuálních 

kulturách s omezeným množstvím živin je růst pod maximem a při dostatku je naopak 

maximální [37, 46]. 

Při vývoji nových fenotypů mohou nastat tři situace, buď může docházet k postupné 

optimalizaci, diskontinuální inovaci nebo ke kombinaci obou možností. Inovaci lze také 

definovat jako měnící se schopnosti populací, z nichž některé mohou být podmíněny pouze 

jednou výhodnou mutací. Mutace manifestuje do podoby spuštění exprese dříve 

nevyužívaných proteinů nebo ke změně substrátové specifity stávajících. Jako příklad 

diskontinuální inovace může být například osvojení schopnosti utilizovat nový uhlíkatý zdroj, 

postupnou optimalizaci může představovat zdokonalování schopnosti utilizace uhlíkatého 

zdroje, obě tyto změny mohou pak dohromady tvořit i kombinovanou formu adaptace [40, 

46].  

Mikroorganismy vyznačující se asexuálním typem rozmnožování a z principu vylučující 

konkurenční linie jsou charakteristické přítomností vždy pouze jedné pozitivní mutace, což je 

důsledek nízké četnosti nově vznikajících mutací a velikostí populace. I prospěšné mutace 

mohou být vyloučeny genetickým driftem. Jestli se v populaci udrží, uplatní se přirozený 

výběr (selekce), zvyšuje se četnost mutace, která se takto zafixuje, a v populaci nahradí 

předka. Uplatňuje se i vliv klonální interference, kdy si mezi sebou konkurují alternativní 

prospěšné mutace. Konkurenční boj zpomaluje míru šíření prospěšných mutací, jelikož se 

může uplatnit vždy jen jedna, a navíc se může objevit i komplikace v podobě neutrálních 

a škodlivých mutací, které se rovněž přirozeně objevují. Výsledná genetická dynamika 

a celkový projev mutací na úrovni fenotypu je pak dán souhrou všech faktorů, na nichž se 

projeví i velikost populace [465]. 
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2.2.2.3 Optimalizace míry stresu a zvýšení genetické diverzity 

Kromě režimu evolučního experimentu může experimentátor za účelem zlepšení 

fenotypových charakteristik upravovat sílu selekčního tlaku představující vliv prostředí pro 

růst. Intenzita stresu se projeví na genetické diverzitě populace; stres o vysoké intenzitě 

povede ke značné selekci a ve výsledku bude adaptováno velmi malé množství buněk 

vykazujících toleranci charakteristickou pro extrémofilní mikroorganismy. Nižší intenzita 

povede k vyšší rozmanitosti v populaci a k optimalizaci populace prostřednictvím více 

možných alternativních mutací, které lze charakterizovat. Pro vývoj fenotypů s vysokou 

schopností tolerance a zároveň s požadavkem na možnost analyzovat změny na úrovni 

genotypu je nejvhodnější alternativou aplikace gradientu stresu. Prostřednictvím postupně 

vznikajících prospěšných mutací se optimalizují změny na úrovni genomu, metabolické 

změny a také změny růstových charakteristik, což vede dohromady ke zvyšování zdatnosti 

daného kmene. Nastane-li více prospěšných mutací zároveň, vlivem epistase nedochází 

k jejich plnému manifestu na úrovni fenotypu, vzájemně se utlumí a výsledný efekt je nižší, 

než kdyby dílčí mutace nastaly postupně. Z hlediska významnosti změn fenotypu můžeme 

změny v genotypu rozdělit na mutace největšího účinku a tzv. mikroevoluční změny, které 

jsou specificky vázány na prostředí, ve kterém vznikly [37, 38, 46]. 

Kromě samovolně vznikajících mutací se využívá za účelem zvýšení genetické diverzity řada 

technik, které navyšují četnost mutací (Obr. 4). Využívají se proto fyzikální mutageny (UV, 

RTG a γ záření), chemické mutageny (nejčastěji nitrosoguanidin, methyl methansulfonát či 

ethyl methansulfonát) a především metody genových manipulací jako PCR s náchylností 

k chybám, užití transposonů nebo metodu posunu genomu (genome shuffling), která 

umožňuje vývoj za pomoci rekurzivní rekombinace na úrovni genomu vybraného 

mikroorganismu [39, 51]. Jednu z novějších metod fyzikální mutace představuje technika 

ARTP (atmospheric and room temperature plasma), která je založená na aplikaci 

vysokofrekvenčního plazma o atmosférické a pokojové teplotě. Paprsek plazmatu, 

generovaný tryskou, je schopen významných změn v sekvenci DNA, a to efektivněji než 

předchozí metody [52]. 

Genetická rozmanitost může být aplikována na různých úrovních od jednotlivých genů přes 

úrovně jednotlivých drah až po celý genom. Přestože na úrovni celého genomu je vznik 

mutace pravděpodobnější, značně narůstá složitost její detekce a identifikace všech různých 

mutantů na úrovni genomu je tedy téměř nemožná. I to je důvod k zavádění mutaci semi-

racionálním způsobem, jež kombinuje racionální design mutace a metody řízené evoluce. 

Takto získané mutanty je již možné začlenit do knihoven a charakterizovat. K přípravě 

definovaných knihoven se využívá řada dalších metod [39, 51]. 
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Obr. 4: Vybrané způsoby zvyšující mutagenezi [51] 

2.2.3 Metody analýzy adaptovaných kmenů 

Doposud byla věnována pozornost kultivační části evolučních experimentů, která jednoduše 

a účinně generuje řadu adaptovaných kmenů s různě pozměněnými fenotypovými 

charakteristikami. Nezbytnou a také nejnáročnější část metodiky však tvoří screening nově 

získaných kmenů a následující selekce nejslibnějších fenotypů. Kmeny získané z jednotlivých 

kroků kultivací mohou být porovnávány vzájemně mezi sebou nebo s původním kmenem 

za účelem charakterizace rozdílů. K tomuto účelu se využívají různé metody genomiky, 

transkriptomiky, metabolomiky a jejich kombinace, které srovnávají kmeny na příslušných 

úrovních, tedy na úrovni DNA, RNA, proteinů a celé škály metabolitů [38, 39, 53–55].  

Nejjednodušší techniky jsou založeny na využití charakteristik fenotypů, které jsou značně 

rozdílné, a to např. rychlý růst či barva. K analýze a separaci takových fenotypů mohou být 

použity spektrofotometrické a kolorimetrické metody, mikrofluidní techniky nebo průtoková 

cytometrie se sortací na základě fluorescenčního signálu (FACS). Kromě rozdílné růstové 

kinetiky a barvy lze jednoznačně rozlišit fenotypy na základě tolerance vůči vybraným 

látkám. Další možnost screeningu představuj využití biosenzorů, které mohou být aplikovány 

za účelem vyvolání exprese proteinů anebo produkce jiných metabolitů odlišujících cílový 

fenotyp od okolí, vyvolání rezistence vůči antibiotiku nebo provádění screeningu metabolitů 

[39, 54]. 

Nejobecnějším přístupem k analýze korelací mezi genotypem a fenotypem pomocí metod 

molekulární biologie představuje zpětná analýza vzniklých mutací. U každé objevené mutace 

se provádí její rekonstrukce u původního kmene za účelem posouzení vlivu na celkový proces 

adaptace. Zatímco kultivační část evolučních experimentů je již po dlouhou dobu identická, 

metody molekulární biologie zaznamenávají v posledních letech dramatický vývoj vedoucí ke 

zjednodušení a zefektivnění analýzy a objasnění mechanismů na molekulární úrovni. Za tímto 

účelem se často využívá sekvenování nové generace (NGS), celogenomové sekvenování 

(WGS) nebo transkripční profilování, které jsou sice efektivní, ale k rekonstrukci genomu 
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mutantního kmene a porovnání s divokým kmenem vyžaduje značné množství času a dalších 

zdrojů. Pro zjednodušení analýz mutací byla proto vyvinuta řada alternativních technik jako 

např. využití definovaných delečních kmenů ze sbírek, které je ale omezeno pouze pro 

modelové mikroorganismy, či metoda rekurzivní genomové rekombinace a sekvenování 

(REGRES), jenž je použitelná obecně [37, 38, 56, 57]. 

Informace o struktuře vyvíjející se populace může poskytnout metoda založená na vizualizaci 

evolučního vývoje v reálném čase (VERT), která byla vyvinuta primárně pro eukaryotické 

mikroorganismy s komplikovanější evoluční dynamikou. Technika využívá fluorescenční 

markery v podobě fluorescenčních proteinů, které vizuálně odlišují klony v průběhu 

dlouhodobé nejčastěji kontinuální kultivace při aplikaci selekčního tlaku. Adaptace části 

původní směsné kultury se projeví na zvýšeném zastoupení barevné subpopulace, což lze 

využít jednak při monitorování evoluční dynamiky, a při kombinaci s průtokovou cytometrií 

i k sortování buněk [40, 53, 58–60]. 

2.2.4 Aplikace evolučního inženýrství 

Evoluční inženýrství se aplikuje především na mikroorganismy, které se oproti jiným 

organismům vyznačují řadou výhodných charakteristik, jako jsou: i) nenáročné podmínky na 

živiny; ii) snadná kultivace v laboratoři a iii) vysoká rychlost rozmnožování a možnost 

stabilní kultivace v horizontu několika set až tisíc generací během dlouhodobých 

experimentů. Dlouhodobý časový horizont (volitelně dny, týdny až roky) umožňuje v průběhu 

procesu vyselektovat adaptované kmeny s nejlepšími charakteristikami na úrovni fenotypu 

[37]. 

Jak již bylo uvedeno výše, v biotechnologických procesech se evoluční inženýrství využívá 

primárně za účelem zvyšování robustnosti ve smyslu vyšší odolnosti vůči stresu způsobenému 

jednak fyzikálními faktory (např. teplota, pH, osmolarita), jednak vůči složkám kultivačního 

media nebo produktům metabolismu působících toxickým efektem a také ke zvyšování 

výtěžku vybraných metabolitů. Komplikace mohou nastat ve spojitosti se scale-up procesu 

z laboratorního do průmyslového měřítka, a to při produkci metabolitů spojených s růstem. 

Během převodu do většího objemu jsou mikrobiální producenti vystaveni stresu vlivem 

změny kultivačního media, kdy se v laboratořích a poloprovozech začíná zpravidla 

komplexními medii bohatými na živiny, následně jsou při velkoobjemové produkci kultury 

převedeny do nutričně chudších medií a během toho jsou i jinak namáhány, což se negativně 

podepíše na růstu a také na výtěžku požadovaných produktů. Při výběru kmenů a jejich vývoji 

pro velkoobjemové průmyslové fermentace je tedy zapotřebí zohlednit i odolnost vůči 

změnám podmínek spojených s výrobou a taktéž volit vhodné počáteční podmínky zamezující 

zpomalení růstu [37, 46]. 

Na úrovni výzkumu v oblasti medicíny našlo evoluční inženýrství taky uplatnění, a to skrze 

porovnání evolučních procesů s ohledem na jejich dynamiku při růstu in vitro v laboratoři 

nebo pro ně přirozeném prostředí a v lidském organismu. Porovnání genomů má svůj význam 

při identifikaci a stanovování změn genů zodpovědných za resistenci mikroorganismů vůči 

antibiotikům, genů kódujících proteiny způsobující imunitní reakci hostitele a rovněž také 

genů doposud neznámých [37, 46]. 
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2.3 Genové inženýrství 

Genové (genomové) inženýrství představuje techniku založenou na změně genetického kódu 

organismu, která vznikla jako odnož molekulární biologie. Genom všech organismů sestává 

z nukleotidů kódujících proteiny, pro jejichž správnou funkci musí být nukleotidy ve 

správném pořadí, kdy změny v sekvencích mohou mít pozitivní i negativní dopad na 

organismus. V posledních letech byla vyvinuta celá řada metod a nástrojů pro cílenou editaci 

genomu organismů, a to včetně průmyslově významných mikroorganismů. Genové 

inženýrství zahrnuje celou řadu úprav, a to delece nukleotidů vedoucí k vyřazení genů, 

inkorporace nukleotidů vedoucí k inserci nových genů a úpravy sekvencí nukleotidů vedoucí 

ke vzniku mutací, čímž se mění stávající nebo konstruují nové genotypy. Vyjma toho se 

zabývá umělou syntézou či izolací vybraných genů z genotypů organismů se specifickými 

charakteristikami na úrovni fenotypu, následným řízeným přenosem do genomu nepříbuzných 

organismů a zajištěním exprese vložených genů. Úpravy genu mohou být implementovány na 

úrovni DNA, RNA nebo na úrovni epigenetické [61–63]. Z hlediska pozice integrované DNA 

v genomu hostitele se více uplatňuje náhodná integrace do genomu, nežli začlenění na 

základě homologní rekombinace, což má i přes poměrně vysokou efektivitu řadu nevýhod 

[64]. 

2.3.1 Vývoj technik genového inženýrství 

Vývoj v oblasti genových technologií zaznamenal během posledních přibližně 60 let velký 

pokrok, a to od objevu struktury DNA v roce 1953 přes objev techniky polymerázové 

řetězové reakce (PCR) v roce 1983 až po zavedení vysoce sofistikované technologie CRISPR 

v posledních letech. Jednotlivé techniky pro editaci genomu organismu, které se během 

desetiletí vyvíjí, vesměs kompenzují úskalí technik předchozích tak, aby byla aplikace 

genového inženýrství co nejpřesnější a jednoduše proveditelné. Prvním milníkem při vývoji 

technik molekulární biologie byl objev restrikčních enzymů umožňujících cílené intervence 

do genomu, dále bylo objeveno sekvenování DNA následované jejím klonováním, kombinací 

jednotlivých úkonů spolu s dalšími mohou být vneseny změny do chromosomální DNA. Jak 

bylo uvedeno, nad homologní rekombinací převažuje převážně náhodné začlenění cizorodé 

DNA, nicméně pomocí vybraných přístupů lze cílit na konkrétní místa v genomu hostitele. 

K tomu lze s výhodou využít místně specifické nukleasy, které se postupně vyvíjely, což dalo 

vzniknout nukleasam založeným na motivu zinkových prstů (ZFN), meganukleasam, 

efektorovým nukleasam podobným transkripčním aktivátorům (TALEN) a CRISPR/Cas9 

[64]. 

Genové manipulace mohou mít kromě teoretického přínosu spojeného se základními 

otázkami života na úrovni molekul především přínos pro studium léčby dědičných 

onemocnění, úpravě zemědělských plodin s ohledem na jejich rezistenci vůči nepříznivým 

vlivům prostředí a ke zlepšování jejich charakteristik, cílené produkci látek využívaných jako 

farmaceutik, k zavedení nových technik do výrob apod. [61–63]. Od roku 2006 probíhá 

celosvětový projekt zaměřený na knock-out jednotlivých genů v genomu myši, a to za účelem 

tvorby knihovny embryonálních kmenových buněk pro jednotlivé mutace a také fenotypů 

myší. Získané informace poskytují klíčové nástroje pro pochopení funkce jednotlivých genů 
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a také genetických příčin lidských onemocnění. Do roku 2016 bylo takto získáno celkem 

5 000 knock-out myší a jejich genomů v knihovnách [65–67]. 

2.3.2 Princip a provedení experimentů genového inženýrství 

Manipulace s nukleovými kyselinami, která byla dříve téměř nemyslitelná, je v současné době 

běžnou technikou. Přenos nukleových kyselin je standardní pro každé v rámci jednoho 

organismu přestavující klasickou dědičnost vertikálním přenosem na potomky. Oproti tomu 

genové inženýrství pracuje s horizontálním přenosem DNA, a to nejen v rámci jedné 

generace, ale i mezi jednotlivými kmeny, čímž se odklání od většiny přirozených procesů [60, 

63]. Jak již bylo zmíněno, v podstatě existují tři hlavní úpravy genomu vybraného organismu, 

a to delece (knock-out), inserce (knock-in) či výměny existujících DNA sekvencí za exogenní 

[64]. Delece krátkých úseků mohou být využity k odstranění regulačních prvků vypínajících 

expresi daných genů, aktivaci exprese genů delecí represorů, či změny struktury nebo funkce 

proteinů změnou kódující sekvence [64, 68]. Inserce mohou přinést do genomu řadu 

elementů, fungují jako výkonný nástroj pro modifikaci genů, změny jejich funkce, ale mohou 

i geny blokovat stejně jako delece, v tomto případě se často využívá inserce fluorescenčních 

reportérových genů (např. zelený fluorescenční protein – GFP). Inserce těchto genů bývá 

často prováděna i bez vypnutí genů jiných [64, 69]. Poslední z úprav, výměna sekvencí DNA, 

může být využita ke dvěma úkonům zároveň, a to k zablokování jednoho genu a současně 

aktivaci nového. Malé výměny jednotlivých nukleotidů slouží jako nástroj ke studiu 

bodových mutací, např. těch způsobujících lidská onemocnění [64, 70]. 

2.3.2.1 Enzymy využívané pro genové manipulace 

K manipulaci s DNA od její izolace, přes umělou syntézu, inkorporaci do vektorů a další 

úpravy se nejčastěji využívají speciální enzymy, jejichž objev a charakterizace umožnila 

rozvoj řady technik [61, 62, 71]. 

Prvním z nejdůležitějších enzymů jsou restrikční endonukleasy, neboli restriktasy, které štěpí 

fosfodiesterové vazby dvouvláknové DNA v určitých místech na základě specifických 

sekvencí. Většinou se jedná o palindromní sekvence, které se vyznačují stejným pořadím 

nukleotidů ve směru od 5´ konce na obou DNA vláknech, a to v rozsahu 4–7 párů nukleotidů. 

V genovém inženýrství se využívají restrikční endonukleasy II. třídy, které ke své funkci 

vyžadují pouze hořečnaté ionty. Restriktasy byly objeveny u bakterií, kterým slouží jako 

ochrana vůči cizorodé DNA především bakteriofágů, a současně bakterie, které tyto 

specifické enzymy produkují, si chrání úseky s cílovými sekvencemi ve svojí DNA různými 

modifikacemi, např. methylací. Při štěpení mohou nastat dvě situace vzhledem k místům 

rozdělení jednotlivých vláken, a to vznik kohezních nebo tupých konců. Při vzniku kohezních 

konců probíhá štěpení na jednotlivých vláknech na místech, která nejsou přímo naproti sobě, 

kdy rozštěpené konce následně nejsou stejně dlouhé, naproti tomu u tupých konců dochází ke 

štěpení na stejném místě na obou vláknech. Pro jednotlivé bakterie jsou charakteristické 

restrikční endonukleasy s rozdílnými specifickými sekvencemi pro štěpení, což je velmi 

významný fakt s ohledem na jejich in vitro aplikaci. Velké množství restriktas izolovaných 

z různých bakterií umožňuje tvorbu restrikčních map, které zohledňují sekvence štěpení pro 

jednotlivé enzymy a tím umožňují výběr vhodných kandidátů pro izolaci úseků DNA či za 
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účelem štěpení vektorů sloužících k transportu insertu do buněk hostitele. Pro vyštěpování je 

rovněž důležité zohlednit vznikající typ konců, který bude mít vliv na začlenění insertu do 

vektorové molekuly DNA [61, 62, 71]. Schéma znázorňující vybrané možnosti interakcí 

konců jsou znázorněny na následujícím obrázku (Obr. 5). 

 

Obr. 5: Schéma znázorňující vybrané možnosti narušení řetězců DNA a následné integrace 

do genomu [72] 

Dalším z důležitých enzymů s uplatněním v molekulární biologii pro genové inženýrství je 

DNA ligasa, jež byla objevena v roce 1976. Katalyzuje spojování fragmentů DNA po jejich 

syntéze nebo štěpení restriktasami, čímž dává za vznik delším úsekům DNA nebo kruhovým 

molekulám např. v podobě vektorů s inserty pro transformaci hostitelských buněk. Na rozdíl 

od DNA polymerasy syntetizující vždy jen jedno vlákno na základě matrice je DNA ligasa 

schopná pouze polymerace součástí dvouvláknové molekuly DNA bez rozpletení 

dvoušroubovice [61, 62]. 

Kromě restriktas pro štěpení DNA a DNA ligasy pro spojování úseků jsou pro experimenty 

v rámci genových manipulací potřebné i další enzymy, a to především DNA i RNA 

polymerasa, exonukleasy, alkalická fosfatasa, Klenowův fragment a další. Pro práci 

s eukaryotickými geny je navíc zapotřebí reverzní transkriptáza izolovaná z retrovirů, která 

převádí mRNA na tzv. komplementární cDNA. Na rozdíl od prokaryot totiž obsahuje genom 

eukaryot oblasti nekódující strukturu proteinů, tzv. introny, které jsou po transkripci společně 

s kódujícími exony přítomny v pre-mRNA lokalizované v buněčném jádře. Po sestřihu do 

podoby mRNA s pouze kódujícími oblastmi může být RNA matrice vyizolována z cytosolu, 

následně převedena do podoby cDNA a posléze využita pro genové manipulace [61, 62]. 

2.3.2.2 Vektory a metody přenosu insertu do buněk hostitele 

Po izolaci vybraného genu/vybraných genů a namnožení pomocí PCR je zapotřebí upravit 

DNA do podoby vhodné pro přenos do hostitelských buněk, zajištění inkorporace do jejich 

genetického kódu a zajištění případné následné exprese, delece aj. Výběr vhodného vektoru 

pro přenos insertu souvisí s jeho velikostí a dalších podmínkách experimentů. Přenos do 

hostitele se na základě cílového organismu nazývá transformace pro bakteriální buňky, 

transfekce pro eukaryota a transdukce pro viry [61, 62]. 
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Nejjednodušším a nejčastěji využívaným vektorem je plasmid, kruhová doplňková molekula 

DNA o molekulové hmotnosti 106–108 Da, která se přirozeně vyskytuje u řady 

mikroorganismů a nese sekundární znaky mikroorganismu jako např. selekční markery 

v podobě rezistence k antibiotikům (ATB). Velikost insertu, pro niž lze plasmid využít, 

nabývá 10 000–15 000 párů bází. Přirozeně mohou být předávány mezi buňkami a mají 

schopnost replikace nezávisle na chromozomální DNA. Mohou být rozděleny na základě 

účelu na klonovací, jenž slouží k vložení genu do buněk, expresní se silnými promotory 

zajišťující transkripci a produkci proteinů a podvojné, které jsou využitelné pro prokaryotické 

i eukaryotické buňky.  Pro využívané klonovací plasmidy existují restrikční mapy, které 

limitují využitelnost restrikas. Pro transformaci lze využít elektroporaci nebo přenos do 

chemokompetentních buněk po expozici chladu v přítomnosti vápenatých iontů (CaCl2). 

Aplikační potenciál plasmidů je široký a způsob je poměrně efektivní, přičemž největší 

limitace spočívá ve stabilním udržení plasmidu v buňce a přenosu do dalších generací [61, 62, 

73, 74].  

Zatímco přenos plasmidu do hostitele je zapotřebí provést aplikací zmíněných technik, při 

použití virů tento krok odpadá, jelikož např. bakteriofág infikuje bakterie svojí DNA 

přirozeně. Do genomu fága je možné zanést větší inserty, a to o délce 40–50 kbp, kdy stejně 

jako u plasmidu existuje omezené množství restriktas, které lze využít. Většina DNA fága 

zůstává zachována kromě genů kódujících proteiny způsobující zánik buňky hostitele. 

V průběhu životního cyklu fága dochází v buňce při lytické fázi k namnožení DNA fága, a to 

včetně insertu. Nejznámějším využívaným fágem pro bakterie je modifikovaný bakteriofág λ 

s lineární dvouvláknovou molekulou DNA obsahující přibližně 50 genů. Kromě bakterií se 

viry jako vektory s výhodou využívají i u eukaryotních buněk, které plasmidy nedisponují 

[61, 62, 73].  

Benefity plasmidu a fága kombinují kosmidy. Kosmid vzniká zacyklením původně lineární 

DNA bakteriofága λ, která je pro účely generace kosmidu upravena, a to po vpravení cestou 

charakteristickou pro fágy. Kromě podobnosti s kruhovou formou je společným znakem 

s plasmidy přítomnost genů kódujících selektivních markerů (např. rezistence k antibiotikům) 

a schopnost množení vektoru společně s insertem. Kapacita kosmidů je vyšší jako u fágů, a to 

až 45 kbp [61, 62, 73]. 

Inserty větší než přibližně 47 kbp mohou být klonovány prostřednictvím uměle připravených 

bakteriálních či kvasinkových chromozomů [73]. 

2.3.2.3 Selekce klonů nesoucích vektor 

Klonovací vektory často nesou selekční markery, na jejichž základě je možné odlišit buňky 

s plasmidem, u nichž byl přenos úspěšný, od buněk bez plasmidu. Při výběru plasmidu 

s daným selekčním markerem musí být respektován cílový organismus tak, aby byl selekční 

marker efektivní. Rezistence k antibiotikům se projevuje nárůstem kolonií rekombinantů na 

agarových plotnách s obsahem příslušné látky, a to v důsledku exprese genů na plasmidu 

kódujících proteiny, které látku degradují. K selekci transformantů lze využít i specifičtější 

techniky vyžadující enzymové aparáty speciálních hostitelských buněk, klonovací vektory 

a také tuhá media [61, 73]. 
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Porovnání efektivity transformace může být provedeno přímo na úrovni genomu, což je 

zároveň nejpřesnějším důkazem pro ověření nositelů insertu. V praxi lze využít tří způsobů: 

polymerázové řetězové reakce, restrikčního štěpení a sekvenace. Často se přitom používají 

všechny tři, a to postupně po sobě [73, 74]. 

Sekvenace genomu je založena na stanovení pořadí nukleotidů v řetězci DNA, popř. i RNA 

u transkriptomové analýzy. Kromě tradičních metod zahrnujících Sangerovo či případně 

Maxam-Gilbertovo sekvenování, se využívají především techniky tzv. sekvenování nové 

generace (next generation sequencing) vyvíjené od 90. let 20. století, které oproti tradičním 

disponují vyšší rychlostí a nižší cenou při současné generaci velkého množství dat [75]. 

Sekvenační metody se dělí na sekvenování druhé a třetí generace. Druhá generace je založena 

na stanovení nukleotidové sekvence ve fragmentech genomu o délce několika stovek bází, 

které je nutné pro celogenomové sekvence v genomu lokalizovat porovnáním s referenčními 

genomy v databázích nebo pro tento účel využít bioinformatické metody. Kromě fragmentace 

je zapotřebí provést PCR pro namnožení analyzovaných úseků DNA, což vede ke generování 

velkého množství dat, jež musí být následně zkomprimována a dále zpracována [75–77]. 

Z jednotlivých technik se nejčastěji využívá technologie Illumina a Iont Torrent. Sekvenování 

třetí generace, jenž se v současnosti vyvíjí, nevyžaduje amplifikaci DNA, naopak se zaměřuje 

na sekvenaci i jediné molekuly ideálně v reálném čase, a to pro výrazně delší úseky DNA. 

Pomocí vybraných technik lze stanovovat sekvence např. celých chromozomů, pro dlouhé 

úseky se jedná primárně o technologii nanopore [61, 75]. 

2.3.3 Aplikovatelnost technik genového inženýrství 

Pro biotechnologické aplikace jsou zapotřebí robustní mikroorganismy s dobrými 

produkčními vlastnostmi, které lze získat mj. právě technikami genového inženýrství. Po 

zásahu do genomu zpravidla následuje testování mutanta z hlediska manifestace změn na 

úrovni fenotypu, přístup je tedy reverzní oproti evolučnímu inženýrství [37]. 

Dlouhou dobu byly za účelem indukce mutací využívány různé chemické látky nebo záření, 

jak již bylo uvedeno výše. Přestože takto vznikla řada mutantních kmenů umožňující zkoumat 

funkce genů a podstatu mutací, byla tato mutageneze nespecifická, což limitovalo změny 

konkrétních genů nebo jejich sekvencí. Nejpokročilejší specifickou technikou pro úpravu 

genomu představuje již zmíněná CRISPR/Cas9, s jejímž využitím lze provádět mutace či 

delece genů a také je lze editovat, tzn. nahrazovat nebo upravovat genom, a to pro jednotlivé 

buňky nebo celé organismy. Technika využívá systému zajišťujícího přirozenou schopnost 

bakterií chránit se vůči infekci způsobené bakteriofágy. Cas9 je endonuleasou schopnou štěpit 

genomovou DNA řady buněk různých organismů tím, že je zacílena na specifickou sekvenci 

DNA pomocí RNA, která je k ní komplementární. CRISPR je zkratkou pro clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats, tedy segmenty nahromaděných pravidelně 

rozmístěných krátkých palindromických repetic, které po transkripci do podoby RNA cílí 

endonuleasu do příslušných komplementárních oblastí DNA. Provedení modifikací genomu 

aplikací systému CRISPR/Cas9 je poměrně časově nenáročné, efektivní a finančně dostupné. 

Využívá se v medicíně při designování léčiv, při terapii, pro in vitro či in vivo modely nemocí 

a diagnostice, v zemědělství a biotechnologiích generováním geneticky modifikovaných 
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organismů s výhodnými vlastnostmi a dalších odvětvích, stejně jako pro účely výzkumu [61, 

63]. 

 

Obr. 6: Možné aplikace genového inženýrství [78] 

2.4 Polyhydroxyalkanoáty 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) patří do skupiny biopolymerů především mikrobiálního 

původu. Z chemického hlediska se jedná o lineární polyestery nejčastěji 3-, ale i 4-, 5- nebo 

6-hydroxyalkanových kyselin (Obr. 7) [79], které jsou ukládány v buňkách mikroorganismů 

ve formě intracelulárních granulí. Vlastnosti PHA mohou být v závislosti na složení značně 

variabilní, a proto mají potenciál nahradit klasické syntetické plasty vyráběné z ropy, kterým 

jsou ze všech bioplastů nejpodobnější. Oproti syntetickým plastům disponují řadou 

výhodných vlastností, a to především možností produkce z obnovitelných zdrojů, 

biokompatibilitou a biodegradabilitou, která eliminuje problém s akumulací použitých 

materiálů v životním prostředí [80–83]. 

2.4.1 Výskyt, vlastnosti a složení PHA 

Více než 300 druhů bakterií syntetizuje PHA ve formě intracelulárních granulí, které byly 

objeveny a popsány už v roce 1926 francouzským vědcem Mauricem Lemoignem [84–86]. 

Slouží jim jako zásobní látky pro případ nepříznivých podmínek, kdy představují zdroj 

uhlíku, energie a také redukční síly, což jim ve stresových situacích umožní přežití, dokud 

nedojde k jejich vyčerpání. Obsah PHA v biomase se odvíjí od konkrétních producentů, ale 

závisí i na řadě dalších faktorů, které lze při biotechnologické výrobě zohlednit, což může 

vést až k 90 % výtěžku. Zatímco některé kmeny produkují PHA bez ohledu na prostředí, 
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v němž se nachází, řada kmenů si tvoří zásoby pouze při limitaci některými z esenciálních 

prvků jako kyslík, dusík, síra, fosfor nebo při výkyvu pH [86–90]. Granule nabývají přibližně 

kulovitého tvaru o velikosti v průměru 0,2–0,5 μm s vnější vrstvou tvořenou proteiny a 

vnitřním polyesterovým jádrem. Z proteinů jsou zastoupeny především PHA polymerasa, 

intracelulární PHA depolymerasa, které díky asociaci s řetězcem polymeru zajišťuji efektivní 

proces jeho biosyntézy a degradace, phasiny zabraňující vzájemné koalescenci granulí a plnící 

další funkce, z nichž některé jsou i neobjasněné. Polymer lokalizovaný v jádře má většinou 

polymerační stupeň 103–104 [91–95]. 

Doposud bylo objeveno a popsáno přibližně 150 druhů různých monomerních jednotek, které 

se liší jednak pozicí hydroxylové skupiny, jednak postranními řetězci [96]. Všechny 

monomerní jednotky popsané ve struktuře polymerů mají na chirálním uhlíku R konfiguraci, 

a to vlivem stereospicifity PHA syntasy. Na základě zastoupených monomerů můžeme 

rozdělit PHA na homopolymery obsahující pouze jeden typ monomerní jednotky, 

a heteropolymery s rozdílnými monomery. Nejčastěji se vyskytují kopolymery, které sestávají 

ze dvou rozdílných monomerů, ale i terpolymery se třemi rozdílnými monomerními 

jednotkami. Molekulová hmotnost polymeru leží v rozmezí 200–3 000 kDa a stejně jako další 

fyzikálně-chemické vlastnosti odvíjí se přitom od producenta, podmínek kultivačního procesu 

a způsobu fermentace [97–103]. 

 

Obr. 7: Struktura PHA [104, upraveno] 

Další možností je dělení na základě počtu uhlíků v monomerních jednotkách, které se 

projevuje mj. změnou fyzikálně-chemických vlastností materiálu. Na základě tohoto kritéria 

se dělí do tří skupin na PHA s krátkým řetězcem (short-chain-lenght) scl-PHA, se středně 

dlouhým řetězcem (medium-chain-lenght) mcl-PHA a s dlouhým řetězcem (long-chain-

lenght) lcl-PHA. Scl-PHA obsahují v monomeru 3–5 atomů uhlíku, patří mezi ně např. 

nejznámější zástupce PHA poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), který vykazuje vysokou 

krystalinitu a další charakteristiky podobné konvenčním termoplastům. Mcl-PHA mají 

v monomerech 6–14 atomů uhlíku, svými vlastnosti vykazují charakteristiky elastomerů. 

Lcl-PHA mají více než 15 atomů uhlíku v jednom monomeru, na rozdíl od dvou předchozích 

skupin nejsou produkovány mikroorganismy, ale byly již syntetizovány uměle. Vlastnosti 

heteropolymerů se odvíjí od zastoupení jednotlivých monomerních jednotek, proto lze jejich 

kombinacemi připravovat materiály požadovaných vlastností pro cílové aplikace (Tab. 2). Od 

zastoupení monomerních jednotek se odvíjí krystalinita a hydrofobní povaha polymeru, stejně 

jako jeho teplota tání a teplota skelného přechodu [79, 87, 97, 102, 106–109]. 
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Tab. 2: Vlastnosti homopolymeru 3HB a jeho vybraných kopolymerů, porovnání s PP [110] 

Polymer Teplota tání [°C] 
Youngův 

modul [GPa] 

Pevnost v tahu 

[MPa] 

Prodloužení při 

přetržení [%] 

P(3HB) 175–180 3,5–4 40 3–8 

P(3HB-co-3HV) 
    

3 mol. % 3HV 170 2,9 38 – 

20 mol. % 3HV 145 1,2 32 50–100 

P(3HB-co-4HV) 
    

3 mol. % 4HV 166 – 28 45 

10 mol. % 4HV 159 – 24 242 

PP (polypropylen) 170–176 1,0–1,7 29,3–38,6 500–900 

 

2.4.2 Možnosti analýzy PHA 

Pro posouzení efektivity kultivačních procesů a vlastností polymeru je zapotřebí jejich 

identifikace zahrnující kvalitativní a kvantitativní analýzu a materiálová charakterizace. 

Vzhledem k různému obsahu PHA v buňkách a jejich různorodosti jsou kladeny požadavky 

na spolehlivé a dostatečně citlivé metody, které by měly být zároveň rychlé a jednoduché. 

Kromě analýze samotného materiálu jsou využívány i techniky provádějící screening PHA 

produkujících bakterií již při růstu. Jednotlivé metody zahrnují využití specifických barviv, 

spektrofotometrické stanovení, infračervenou spektroskopii s Fourierovou transformací 

(FT-IR), fluorimetrii, průtokovou cytometrii, vysokotlakou kapalinovou chromatografii 

(HPLC), plynovou chromatografii (GC), nukleární magnetickou rezonanci (NMR), techniky 

pro stanovení molekulové hmotnosti a techniky termické analýzy [111, 112]. 

2.4.2.1 Metody založené na vizualizaci PHA 

Již od jejich objevení byly PHA popisovány jako sudanofilní inkluze, a to díky lipidické 

povaze. Pro specifické barvení granulí se tedy využívají lipofilní barviva, která se v nich 

kumulují a umožňují tím jednoduchou vizualizaci při kombinaci s dalšími technikami. I přes 

to, že se při aplikaci barviv mohou kromě polymeru obarvit i jiné komponenty buňky, jedná 

se o poměrně jednoduchou a využívanou techniku pro screening PHA produkujících 

mikroorganismů [84, 85, 112]. 

Označení sudanofilní je odvozeno od sudanové černi B, která byla pro barvení PHA granulí 

využívána již od jejich objevu, a částečně se využívá dodnes např. pro detekci pozitivních 

kolonií. Další možností je využití nilské modři A, která po fixaci ve vzorku vykazuje po 

excitaci v přítomnosti PHB granulí jasně oranžovou fluorescenci, a na rozdíl od předchozí je 

více selektivní, nedochází k obarvení dalších tělísek jako glykogenu či polyfosfátu. 

Upravením podmínek lze analýzu provést i nedestruktivně, a tím zajistit následnou selekci 

pozitivních kolonií. Pro screening kolonií a následnou nedestruktivní selekci lze využít např. i 

nilskou červeň. Při využití mikroskopie s fázovým kontrastem lze pozorovat granule díky 

jejich vysokému refrakčnímu indexu i bez nutnosti barvení [84, 85, 88, 98, 112–116]. 

2.4.2.2 Metody kvalitativní a kvantitativní analýzy 

Spektrofotometrické metody slouží oproti předchozímu barvení především ke kvantifikaci, 

a to i malého množství polymeru. Byla vyvinuta metoda specifická pro stanovení 
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homopolymeru PHB založená na převedení monomeru na kyselinu krotonovou zahříváním 

v koncentrované kyselině sírové, a to po digesci buněk pomocí chlornanu sodného. Množství 

polyesteru se stanovuje na základě absorpce v UV oblasti při 235 nm [112, 117, 118]. 

Pro stanovení prostřednictvím vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), konkrétně 

iontové, je zapotřebí stejně opět provést převedení PHB na kyselinu krotonovou, která je po 

chromatografické separaci kvantifikována opět spektrofotometricky. Separační krok 

zabraňuje případným interferencím při absorbci a zvyšuje tak i celkovou citlivost [119]. 

Plynová chromatografie není schopna analyzovat polymer jako celek, nýbrž vyžaduje 

předchozí úpravy do podoby těkavých složek reprezentujících zastoupení jednotlivých 

monomerních jednotek. Příprava vzorku spočívá v izolaci polymeru z biomasy buď 

digesčními, nebo extrakčními metodami, následné či současné hydrolýze polymeru na 

jednotlivé monomerní jednotky a posléze k esterifikaci za vzniku nejčastěji methylesterů 

hydroxyalkanových kyselin. Při optimalizacích byly využívány různé kyseliny pro hydrolýzu 

a současně pro katalýzu esterifikace, konkrétně kyselina sírová či chlorovodíková, ale 

i rozdílné alkoholy účastnící se esterifikace, což může dát za vznik methyl-, ethyl, ale 

i propylesterů hydroxyalkanových kyselin. Druhou možnost přípravy vzorku představuje 

využití pyrolýzních technik a následné přímé analýzy těkavých produktů. Po 

chromatografické separaci následuje detekce jednotlivých analytů, kdy nejčastěji využívané 

jsou sestavy s plamenově ionizačním detektorem nebo tandemové spojení s hmotnostní 

spektrometrií, která zvyšuje celkovou citlivost analýzy [112, 120–123]. 

Výhoda NMR při analýze PHA spočívá především v možnosti analýzy vyizolovaného 

polymeru bez nutnosti hydrolýzy a další derivatizace. Jako rozpouštědlo při 1H NMR se 

nejčastěji využívá deuteriovaný chloroform [112]. 

2.4.2.3 Metody charakterizující fyzikálně-chemické vlastnosti PHA 

Metodu infračervené spektroskopie lze využít pro kvalitativní i semikvantitativní stanovení 

PHA jednak přímo v buňkách jednak pro posouzení např. krystalinity u vyizolovaných folií či 

prášků, a to nejčastěji metodou KBr tablet nebo ATR krystalu. Ke zpracování dat z analýzy se 

používá metoda Fourierovy transformace za vzniku FT-IR spekter. Pro PHA je ve spektru 

nejvíce charakteristický pík při 1728 cm-1 odpovídající karbonylu a další píky, které mohou 

být specifické pro různé délky postranního řetězce, čímž se od sebe dají odlišit scl- 

a mcl-PHA a také lze posuzovat krystalinitu analyzovaného polymeru [112, 124, 125]. 

Pro stanovení molekulové hmotnosti PHA se využívají nejčastěji metody statického rozptylu 

světla nebo osmometrie. Mimoto byly za tímto účelem prováděny i experimenty založené na 

gelové permeační chromatografii nebo viskozimetrické stanovení [112]. 

Prostřednictvím metod termické analýzy, především pomocí diferenční skenovací 

kalorimetrie (DSC), lze stanovit základné charakteristiky polymeru reflektující mechanické 

a tepelné vlastnosti, a to teplotu skelného přechodu nebo teplotu tání. Tepelná stabilita může 

být studována pomocí termogravimetrické analýzy [112, 126]. 
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2.4.3 Biosyntéza PHA 

Biosyntetické dráhy vedoucí k produkci PHA se odvíjí od uhlíkatého zdroje. Byly popsány tři 

hlavní dráhy napříč metabolismy známých produkujících kmenů, kdy rozdíl v nich se spočívá 

v úpravě zdroje uhlíku do podoby substrátu pro PHA syntasu (Obr. 8). Všechny tři dráhy jsou 

popsány pro biosyntézu PHA z 3-hydroxyalkanových kyselin, pro 4-, 5- a 6-hydroxyalkanové 

kyseliny je navržena dráha čtvrtá, která není na rozdíl od předchozích v tomto textu popsána 

detailně [103, 127]. 

První dráha je specifická pro produkci scl-PHA, popsána byla pro produkci PHB u kmene 

Cupriavidus necator. Vychází z cukerných substrátů převedených na acetyl-CoA, substrát 

β-ketoacylthiolasy (PhaA), která katalyzuje Claisenovu kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA 

za vzniku acetoacetyl-CoA a odstoupení volného koenzymu A. Pomocí NADPH-dependentní 

acetoacetyl-CoA reduktasy (PhaB) je substrát přeměněn na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, který 

může být následně polymerizován stereospecifickou PHB syntasou (PhaC) na 

poly(3-hydroxybutyrát) za odstoupení volného koenzymu A. Geny phaA, phaB a phaC tvoří 

operon phaCAB pouze u kmenů C. necator, Pseudomonas acidophila a Alcaligenes latus, 

u řady dalších producentů jsou lokalizovány na jiných místech genomu. Stejně tak 

u některých producentů může být reduktasa namísto NADPH NADH-dependentní [80, 103, 

105, 128, 129]. 

Dráha vycházející z meziproduktů degradace mastných kyselin může vést k produkci 

scl-PHA z odstupujícího acetyl-CoA nebo mcl-PHA z různých acyl-CoA. Při β-oxidaci 

vznikají (S)-3-hydroxyacyl-CoA, které nemohou být využity jako substrát pro PHA syntasu, 

proto musí polymeraci předcházet izomerace katalyzovaná (R)-specifickou enoyl-CoA 

hydratasou (PhaJ). Vzniklé (R)-3-hydroxyacyl-CoA mohou být inkorporovány do struktury 

polymerů prostřednictvím PHA syntas s příslušnou substrátovou specifitou. Z této dráhy 

může vznikat kromě mcl-PHA i kopolymer P(3HB-co-3HV) patřící mezi scl-PHA. 

Nejtypičtější je dráha pro rod Pseudomonas, a to při využití řady alkanů a mastných kyselin 

jakožto zdrojů uhlíku [80, 103, 127–129]. 

Poslední popsaná dráha vedoucí k biosyntéze mcl-PHA může stejně jako první dráha 

vycházet ze sacharidů, ale i z dalších jednoduchých zdrojů uhlíku. Vznikající acetyl-CoA ale 

na rozdíl od dráhy první pokračuje do biosyntetické dráhy mastných kyselin, kde se generují 

různé (R)-3-hydroxyacyl-ACP. Prostřednictvím reakce katalyzované 3-hydroxyacyl-ACP-

CoA transferasou (PhaG) jsou převedeny na jejich (R)-3-hydroxyacyl-CoA formy, které jsou 

využitelné jako substrát pro PHA syntasy [80, 103, 127–129]. 
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Obr. 8: Biosyntetické dráhy PHA [98] 

2.4.3.1 Využití odpadních substrátů 

Na základě možností biosyntézy lze říci, že pro produkci PHA lze využít sacharidické 

substráty, stejně jako substráty s obsahem mastných kyselin. Při identifikaci nových 

obnovitelných zdrojů uhlíku za účelem produkce PHA je tedy zapotřebí povahu substrátu 

zohlednit. Využití odpadních substrátů vede ke snížení nákladů na produkci PHA, a tím je 

činí konkurenceschopné při porovnání s tradičními petrochemickými plasty. Jako zdroje 

uhlíku a živin se často využívají odpadní produkty z různých segmentů průmyslu nebo 

zemědělství, a to především lignocelulosová biomasa, odpadní oleje, syrovátka, melasa anebo 

odpadní glycerol [130]. 

Přestože je lignocelulosová biomasa nejrozšířenějším, a tedy i nejlevnějším odpadním 

produktem řady výrob, musí být pro využití jako substrát nejvíce upraven. Po hydrolýze 

vedoucí až ke vzniku fermentovatelných sacharidů, především glukosy, jsou v hydrolyzátech 

přítomny vlivem rozkladu ligninu i látky působící jako mikrobiální inhibitory, proto je 
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vhodné hydrolyzáty detoxifikovat. Přítomnost organických kyselin, například kyseliny octové 

a levulové, může působit jednak jako inhibitor, ale s využitím adaptovaných kmenů mohou 

být tyto kyseliny naopak využity pro syntézu společně se sacharidy, čímž se zvyšuje účinnost 

celého procesu [131]. 

Přestože efektivita kultivace na odpadních substrátech může být vlivem složitosti těchto 

matric nižší, tak v kombinaci s výběrem vhodných producentů, které mohou být navíc 

vhodnými technikami upraveny, činí procesy konkurenceschopnými s ohledem na výslednou 

cenu vyprodukovaného polymeru [132].  

2.4.4 Degradace PHA 

Degradaci PHA může být rozdělena na intracelulární a extracelulární, a to na základě povahy 

polymeru. Rozklad je katalyzován depolymerasami, které hydrolyticky štěpí esterovou vazbu 

v polymeru za uvolňování oligomerních a monomerních jednotek. Při intracelulární degradaci 

dochází k utilizaci amorfního PHA naakumulovaného v granulích při vyčerpání původních 

zdrojů uhlíku a energie a extracelulární degradace přímo souvisí s biodegradabilitou materiálu 

[98]. 

Intracelulární PHA depolymerasa, která obklopuje polyesterové jádro, štěpí amorfní polymer 

rychlostí závislou na aktuálním stavu buňky. Hydrolýza nastává i v případě dostatečného 

přísunu zdroje uhlíku a energie, ale oproti biosyntéze je asi desetkrát pomalejší, což poté 

neplatí v případě, kdy buňka např. hladoví. Obecně platí, že ve vodě nerozpustný polymer je 

při degradaci převeden na ve vodě rozpustné oligomery a monomery, které mohou být dále 

metabolizovány, čehož je využíváno i při extracelulární degradaci [98, 133, 134]. 

Extracelulární PHA depolymerasa, která je buňkou uvolňována do prostředí, částečně štěpí 

často vysokomolekulární polymer s různým stupněm krystalinity na monomery či oligomery, 

které mohou procházet do buňky a tam být dále metabolizovány za účelem zisku uhlíku a 

energie. Rychlost degradace nezáleží na fyziologickém stavu buňky, ale spíše na 

charakteristikách polymeru s ohledem na jeho složení, molekulovou hmotnost, dostupný 

povrch, krystalinitu, přítomnost aditiv, apod. a také na podmínkách prostředí jako teplota, 

vlhkost, pH a přítomnosti dalších nutrientů pro mikroorganismy. Doba degradace materiálu 

může  mj. v závislosti na prostředí představovat horizont týdnů až let, kdy při aerobní 

degradaci PHA vzniká až oxid uhličitý a voda, anaerobně vzniká methan [98, 135–139]. 

2.4.5 Scale-up biotechnologické produkce PHA 

Pro úspěšnou velkoobjemovou biotechnologickou produkci polyhydroxyalkanoátů jsou 

klíčové především tři faktory, a to co nejnižší náklady na substrát, na vývoj procesu a také na 

down-streamový izolační proces. Biokonverze odpadních substrátů na PHA ve většině 

případů všechny tři nároky splňuje, přičemž výtěžek se může pro různé substráty lišit, stejně 

jako produktivita s využitím různých producentů. Volbou vhodných substrátů či jejich 

kombinací lze cíleně produkovat relativně velká množství homopolymerů a kopolymerů PHA 

s volitelnou molekulovou hmotností, kdy kombinace různých substrátů může kompenzovat 

jejich nedostatky s ohledem na zastoupení živin [140, 141]. 
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V průmyslovém měřítku bývá po optimalizaci procesu výroba PHA zapojena do konceptu 

biorafinerie. Proces implementace odpadních surovin do biotechnologické produkce sestává 

ze tří hlavních kroků (Obr. 9); a to úpravy původní suroviny do podoby vhodné pro 

fermentaci, samotném procesu produkce a následné izolaci a purifikaci polymeru [141]. 

 

Obr. 9: Zjednodušené schéma velkoobjemové produkce PHA s využitím odpadních substrátů [141] 

Kromě produkce může být rozdělen na jednotlivé fáze, konkrétně na předúpravu, růst kultury 

a poslední fází je zvýšená biosyntéza a akumulace PHA v biomase. Vlivem povahy odpadních 

substrátů je velmi důležitá i druhá část produkčního procesu zaměřená na nárůst kultury tak, 

aby byl dostatečný, jelikož substráty po úpravě mohou obsahovat řadu látek, které mohou 

působit inhibičně. Pro kultivaci je žádoucí vysoká efektivita procesu, což lze kromě případné 

detoxifikace substrátu ovlivnit i volbou vhodného produkčního kmene. Kromě čistých kultur 

mohou být využívány i směsné kultury, přičemž čisté kmeny bývají nejrozšířenější při 

laboratorních experimentech, kdy u nich během let výzkumů docházelo především 

k optimalizaci produkce PHA volbou různých substrátů. Nejvíce pozornosti zaznamenaly rod 

Bacillus, kmen Cupriavidus necator a halofilní rody Halomonas a Haloferax díky snížení 

nároků na sterilitu procesu. Pro genové manipulace se využívá primárně kmen E. coli. 

Výhoda směsných kultur spočívá ve snížení nákladů na celkový proces oproti využití čistých 

kultur, a to vzhledem k nižším nárokům na sterilitu a celkové provedení. U směsných kultur 

zaznamenává nejširší využití aktivovaný kal z čistíren odpadních vod, který se ve své původní 

podobě pro produkci PHA příliš nehodí, proto se musí různými postupy obohacovat o kmeny 

schopné produkce významného množství PHA v biomase. Za tímto účelem se často využívá 

princip založený na střídavém přívodu živin a fázi hladovění, kdy si při nadbytku uhlíkatého 

zdroje ve vhodném mediu PHA produkující mikroorganismy tvoří polymer, který při fázi 

hladovění využívají jako rezervní zdroj uhlíku a energie, zatímco PHA neprodukující 

mikroorganismy při fázi hladovění postupně odumírají. Mikrobiální kultura se tak během 

jednotlivých cyklů obohacuje o PHA produkující mikroorganismy, což se příznivě projeví na 

výtěžku produktu při kultivaci [141]. 

Při převedení kultivace z laboratorního měřítka do velkých objemů zpravidla dochází ke 

snížení výtěžku PHA v biomase, proto i zde probíhá optimalizace přídavky různých lehce 

utilizovatelných zdrojů uhlíku jako např. glycerol. Oproti laboratorním experimentům se totiž 

pro produkci zpravidla nevyužívají syntetické zdroje uhlíku, které jsou jednoduše přístupné. Z 
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hlediska kultivačních módů byla provedena řada experimentů s využitím vsádkových, 

příkrmových i kontinuálních kultivací v bioreaktorech, a to jedno- či vícestupňových, z nichž 

má každý své charakteristiky. Volba módu poté závisí na konkrétní situaci s ohledem na 

využívaný mikroorganismus, substrát, potřebu nárůstu kultury, požadavků na monitorování 

procesu apod. Po kultivaci následuje sklízení biomasy, izolace polymeru a v závislosti na 

požadavkům na čistotu také jeho purifikace [140, 141]. 

2.4.6 Využití GMO pro produkci PHA 

Techniky molekulární biologie lze ve spojitosti s produkcí PHA využít primárně ve dvou 

případech, a to při analýze markerů podmiňujících produkci na úrovni genomu, a pro 

konstrukci rekombinantních kmenů produkujících PHA s případnými vylepšeními na úrovni 

fenotypu. Pro konstrukci nových producentů se do genomu často implementuje operon 

phaCAB kódující enzymy zajišťující produkci PHB, ale i další geny, které mohou mít za 

následek zlepšení produkčních vlastností. Stejně tak mohou být modifikace založeny na deleci 

genů. Metoda integrace operonu byla v minulosti využita pro přípravu PHB produkujícího 

rekombinantního kmene E. coli, kdy kmen jako takový disponuje kratší generační dobou, 

vyšší růstovou teplotou, vhodnými vlastnostmi pro extrakci a především není schopen 

degradace PHB. Vyjma mikroorganismů jsou prováděny experimenty zaměřené na produkci 

PHA v zemědělských plodinách, které oproti mikroorganismům rostou výrazně pomaleji a 

množství PHA je mnohem nižší, ale mají podstatně vyšší výtěžky biomasy a navíc mají i další 

potenciál pro využití. Kromě implementace operonu phaCAB mohou být rostliny upraveny i 

jinak, a to např. zvýšením odolnosti vůči nepříznivým podmínkám prostředí, vůči škůdcům 

apod. Jako nejvhodnější producent pro produkci se jeví např. proso prutnaté (Panicum 

vigatum), které bývá nejčastěji geneticky modifikováno prostřednictvím Agrobacterium 

tumefaciens [142–144]. 

Jedním z hlavních cílů úpravy genomu je zavedení produkce nebo její navýšení u slibných 

mikrobiálních producentů. Genová manipulace byla provedena i u mořských cyanobakterií, 

kdy Miyasaka a kolektiv (1998) implementovali operon pro biosyntézu PHA z Cupriavidus 

necator do genomu cyanobakterie. Na rozdíl od heterotrofních mikroorganismů jsou sinice 

schopny využívat jako zdroj uhlíku oxid uhličitý, který konvertují na organickou hmotu. 

Expresí cizorodých genů prostřednictvím vektorového promotorového systému 

v cyanobakteriích docházelo k produkci a akumulaci PHB až do 17 % hmotnosti biomasy 

[145]. 

Důležitým aspektem pro genové úpravy je schopnost kmenů využívat netradiční zdroje 

uhlíku, které vedou ke snížení produkčních nákladů, a to i s ohledem na produkci 

kopolymerů. Li a kolektiv (2010) se zaměřili na přípravu rekombinantní E. coli schopné 

produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB), a to vnesením operonu phaCAB z modelového 

producenta PHA Cupriavidus necator zajišťující produkci PHB a genu orfZ z dráhy 

degradace sukcinátu u Clostridium klyuveri, který zajišťuje biosyntézu 4HB-CoA. Kromě 

koexprese vložených genů byla u E. coli provedena delece genů sad a gabD kódujících 

sukcinát semialdehyd dehydrogenasu, která odklání meziprodukt skrze sukcinát do Krebsova 

cyklu, kde je degradován namísto inkorporace do kopolymeru. Optimalizací procesu při růstu 
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na glukose byl získán výtěžek biomasy 9,4 g/L obsahujících 65,5 % kopolymeru P(3HB-co-

4HB) s 11,1 mol. % obsahem 4HB. Kromě glukosy byly testovány i další uhlíkaté zdroje, 

s nimiž bylo získáno vyšší množství biomasy se zachováním množství polymeru [146]. 

Pomocí metod genových manipulací mohou být upravovány i kmeny, které PHA produkují 

přirozeně, kdy jsou cíleně upravovány jejich charakteristiky za účelem produkce kopolymerů. 

Chen a kolektiv (2017) se ve své práci věnovali přípravě rekombinantního halofilního kmene 

Halomonas bluephagenesis TD01 a dalším formám za účelem produkce kopolymeru 

P(3HB-co-4HB). Bez úprav je kmen schopný produkce významného množství 

homopolymeru PHB a kopolymeru P(3HB-co-3HV). Pro přípravu transformantů využili 

znalosti z metabolismu prekurzorů 4-hydroxybutyrátu, konkrétně γ-butyrolaktonu, kmenů 

schopných jeho produkce a na tomto základě provedli úpravy kmene. Konkrétně provedli 

inserci genu orfZ kódujícího 4HB-CoA transferasu pocházející z Clostridium kluyveri, která 

převádí 4HB na 4HB-CoA, jež může být následně využit pro inkorporaci do kopolymeru. 

Navíc byl za účelem navýšení podílu 4HB v kopolymeru zaveden efektivní a stabilní expresní 

systém s využitím tac promotoru. Rekombinantní kmen byl připraven konjugací s kmenem E. 

coli S17-1, do něhož byl elektroporací vpraven plasmid pro následnou homologní 

rekombinaci do genomu halofila, a to jednak do chromozomu, jednak do plasmidu, čímž byli 

získáni příslušní transformanti. Při optimalizaci procesu byla kromě množství prekurzoru 

optimalizována i míra exprese heterologního genu prostřednictvím induktoru IPTG [147]. 

Ye a kolektiv (2018) také pracovali s kmenem Halomonas bluephagenesis TD01, ze kterého 

připravili rekombinantní kmeny pomocí kombinace úprav. Provedli také inserci genu orfZ, 

ale kromě ní provedli navíc deleci genu gabD kódujícího sukcinát semialdehyd 

dehydrogenasu, aby nebyly meziprodukty produkce 4HB-CoA odváděny do Krebsova cyklu 

a degradovány. Jako prekurzor byl využit γ-butyrolakton, jehož množství a dávkování byla 

optimalizována 60–70% konverze substrátu na 4HB při fed-batch kultivaci. Jako substráty 

byly využity glukosa a odpadní glukonát. Kombinací substrátu a prekurzoru dosáhli výtěžku 

biomasy 90 g/L při 74% obsahu kopolymeru s 13–15 mol. % frakcí 4HB [148]. 

Höfer a kolektiv (2010) využili methylotrofní kmen Methylobacterium extorquens schopný 

produkce PHA z biomethanolu, který není na rozdíl od klasických kultivací využívajících 

sacharidy konkurenční k potravinářské výrobě či krmivářství. Kromě methanolu byl kmen 

ATCC 55366 kultivován i na nenasycených vyšších mastných kyselinách, které rovněž patří 

mezi odpadní produkty, a díky schopnosti utilizace široké škály substrátů bylo možné 

připravovat polyestery PHA s požadovanými vlastnostmi pro cílové aplikace. 

Funkcializované PHA není schopen produkovat původní sbírkový kmen, nýbrž až 

rekombinantní kmeny po inkorporaci genů phaC1 nebo phaC2 ze Pseudomonas fluorescens 

GK13, a to s využitím indukovatelného redukovatelného expresního systému. Přestože 

rekombinantní kmeny s odlišnými geny preferenčně produkovaly vybrané typy monomerů na 

základě utilizace rozdílných mastných kyselin, produkovány byly především polymerní 

blendy vzniklé následky kombinací kmeni přirozených a získaných PHA syntas. Jako 

nejslibnější kandidát pro syntézu PHA s požadovanými vlastnostmi se jevil kmen M. 

extorquens-phaC2 [149]. 
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Gao a kolektiv (2012) se věnovali přípravě rekombinantního kmene E. coli schopného 

produkce scl- i mcl-PHA. Do kmene byl naklonován gen kódující PHA syntasu PhaC2Ps 

z kmene Pseudomonas stutzeri 1317, což vedlo k expresi obou typů PHA, ale s malým 

výtěžkem produktu vlivem nízké a nestabilní exprese implementovaného genu. Za účelem 

zvýšení výtěžku byly provedeny optimalizace zajišťující efektivnější expresi genu, což mělo 

za následek až 16násobné navýšení produkce PHB či 4násobné navýšení produkce 

polymerních blendů PHB s mcl-PHA v závislosti na použitelném substrátu. V rámci úprav 

byla provedena optimalizace kodonu a zavedena vlásenková struktura do mRNA, což obojí 

manifestovalo vyšší efektivitou exprese a tím vyšší výtěžností [150]. 

Xiong a kolektiv (2018) aplikovali CRISPR/Cas9 techniku na PHA produkující bakteriální 

kmen Cupriavidus necator. Efektivita transformace je u kmene velmi nízká při využití 

elektroporace a prakticky neproveditelný je tepelný šok, nejvhodnějším přístupem k přenosu 

plasmidu je proto využití procesu konjugace. Za tímto účelem byl použit kmen Escherichia 

coli S17-1. Po transformaci pomocí konjugace provedli v genomu C. necator deleci dvou 

genů kódujících restrikční endonukleasy, které zabraňují efektivní elektroporaci, což bylo 

následně experimentálně prokázáno. Mimoto bylo zjištěno, že exprese proteinu Cas9 

lokalizovaného v plasmidu byla negativně ovlivňována množstvím přítomné fruktosy, která 

ovlivňovala inducibilní pBAD promotor standardně reagující na přítomnost arabinosy. 

U mutantních kmenů se podařilo zvýšit efektivitu transformace pomocí elektroporace, 

což může být dále využito k úpravě kmene s ohledem na produkci PHA a navýšení utilizace 

oxidu uhličitého u použitého fakultativně chemolithoautotrofního mikroorganismu [151]. 
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3 CÍLE PRÁCE 

Hlavním cílem disertační práce je aplikace technik evolučního a genového inženýrství na 

bakteriální kmeny schopné produkovat polyhydroxyalkanoáty s ohledem na kvantitativní 

i kvalitativní charakteristiky produkovaného polymeru. Mimoto byla práce zaměřena na 

biotechnologickou produkci PHA s využitím odpadů z potravinářského průmyslu a taktéž 

vývoj alternativního způsobu izolace těchto biopolymerů. 

Dílčí cíle práce:  

1. evoluční inženýrství vybraných PHA producentů ve smyslu jejich adaptace na vybrané 

mikrobiální stresory, metabolická charakterizace získaných adaptovaných kmenů 

a ověření biotechnologického potenciálu pro produkci PHA u nejslibnějších z nich; 

2. genové inženýrství vybraných producentů PHA ve smyslu zavedení a optimalizace 

postupů umožňujících stanovit genovou expresi vybraných genů, výběr vhodných cílů 

pro genové manipulace, zavedení technik pro vybrané kmeny; 

3. využití získaných kmenů při biotechnologických produkcích, kultivace adaptovaných 

kmenů získaných během evolučního inženýrství v laboratorním bioreaktoru, využití 

odpadních substrátů z potravinářského průmyslu (odpadní olej, hydrolyzáty 

lignocelulosové biomasy) jako substrátů pro kultivace, podrobná materiálová 

charakterizace připravených materiálů; 

4. vývoj alternativního způsobu izolace PHA se zaměřením na snížení ekologických 

a ekonomických aspektů standardního extrakčního přístupu, využití výhodných vlastností 

extrémofilních mikroorganismů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V rámci kapitoly věnované výsledkům a diskuzi jsou obsažena data publikovaná v rámci 

článků v impaktovaných časopisech, a to s popisem výsledků. Publikované články tvoří 

součást této disertační práce, jejich seznam je uveden včetně informací o podílu na autorství 

v kapitole 10, v rámci další kapitoly (kapitola 11) jsou jednotlivé výstupy přiloženy. 

Používané metody a postupy jsou podrobně popsány v rámci jednotlivých výstupů 

v přílohách. 

Disertační práce je zaměřena především na evoluční inženýrství bakteriálních producentů 

polyhydroxyalkanoátů. Aplikací technik v rámci jednotlivých metodik představuje hlavní úsilí 

úprava produkčních charakteristik mikroorganismů s ohledem na kvantitu vyprodukovaných 

PHA, ale i kvalitativní zastoupení různých monomerů v kopolymerech, a to P(3HB-co-3HV) 

a P(3HB-co-4HB) při růstu na chemicky čistých substrátech, ale i odpadních materiálech, 

pocházejících často z potravinářského průmyslu, majících potenciál i pro velkokapacitní 

výrobu. Produkci kopolymeru 3HB s 3HV byla věnována především část práce zaměřená na 

adaptaci kmene Cupriavidus necator H16 CCM 3726 na kyselinu levulovou (podkapitola 

11.1), která se přirozeně nachází v hydrolyzátech lignocelulosových materiálů a vystupuje 

jako inhibitor mikrobiálního růstu. Zisk kmenů schopných růst při vyšší koncentraci kyseliny 

levulové je žádoucí nejen s ohledem na celkovou výtěžnost procesu, ale také pro zisk 

kopolymeru s vyšší podílem 3HV, jelikož bakterie je schopna kyselinu utilizovat za vzniku 

propionyl-CoA a ten následně využít jako prekurzor pro pětiuhlíkatý monomer 

3-hydroxyvalerát, který následně začlení do kopolymeru. 

Dlouhodobému adaptačnímu procesu byly v dalších experimentech vystaveny kmeny 

Halomonas halophila a opět i Cupriavidus necator H16, kdy byly využity stresové podmínky 

relevantní pro reálné biotechnologické procesy, a to přítomnosti organických kyselin (octová 

a levulová) pro H. halophila CCM 3662T a vyššímu osmotickému stresu respektive 

přítomnosti vyšší koncentrace měďnatých iontů představujících antropogenní polutant pro C. 

necator H16 (podkapitola 11.2). Přestože se opět jednalo o experiment v rámci evolučního 

inženýrství, strategie experimentu a časový horizont byly odlišné. Z hlediska produkce PHA 

byla v průběhu evolučních experimentů sledována kvantitativní charakteristika polymeru, 

jelikož kmen H. halophila není schopen utilizace kyseliny levulové, což bylo potvrzeno mj. i 

stanovením její residuální koncentrace v supernatantech po kultivaci. 

Další část práce (podkapitola 11.4) pojednává o využití extrémofilů k produkci PHA na 

modelových hydrolyzátech lignocelulosové biomasy. Jako mikroorganismy byly využity 

středně halofilní kmen H. halophila již využívaná pro evoluční experimenty, která disponuje 

schopností využívat širokou škálu uhlíkatých substrátů, termofilní kmen Schlegelella 

thermodepolymerans disponující unikátní schopností utilizace xylosy, která bývá 

v hydrolyzátech hojně zastoupena, a mesofilní Burkholderia sacchari, která podobně jako H. 

halophila dokáže metabolizovat širokou škálu uhlíkatých substrátů. Právě vysoká katabolická 

flexibilita je výhodná vzhledem k využití odpadních substrátů, které často obsahují pestrou 

paletu různých sacharidů. Obecně platí, že extrémofilní producenti PHA jsou 

z biotechnologického hlediska velice atraktivní a plně zapadají do moderního konceptu 
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průmyslových biotechnologií nové generace (NGIB). Extrémní podmínky (např. vysoká 

salinita nebo kultivační teplota), při kterých extrémofily přirozeně rostou, zamezují 

kontaminaci, čímž se snižují nároky na sterilitu procesu a zařízení. To ve svém důsledku vede 

ke snížení energetických, ekonomických a také technologických nároků a nákladů. Kromě 

samotné produkce PHA pomocí extrémofilů byla vyvinuta a optimalizována ekologicky 

šetrná metoda izolace polymeru z mokré biomasy, kde bylo opět využito unikátních 

charakteristik vybraných extrémofilních mikroorganismů (podkapitoly 11.5 a 11.6). 

4.1 Evoluční inženýrství producentů PHA 

Obecně lze vylepšení růstových či produkčních charakteristik mikrobiálních producentů nebo 

i biotechnologických procesů dosáhnout více přístupy. Jeden z nich představují cílené metody 

genového inženýrství, alternativní přístup spočívá v aplikaci evolučního inženýrství, kdy 

vznikají adaptované fenotypy bez předchozí typizace na úrovni genomu. V rámci předložené 

disertační práce byly experimenty zaměřené na evoluční inženýrství aplikovány na 

mikroorganismy produkující PHA, a to jednak za účelem celkového navýšení produkce 

polymeru v přítomnosti stresorů, ale i za účelem produkce kopolymerů s vyšším zastoupením 

3-hydroxyvalerátu (3HV) v prvním evolučním experimentu, případně 4-hydroxybutyrátu 

(4HB) v případě dlouhodobého adaptačního experimentu. V neposlední řadě bylo smyslem 

adaptačních experimentů také posoudit význam PHA v kontextu adaptace konkrétního 

bakteriálního kmene na vybraný stresor. 

4.1.1 Adaptace C. necator H16 na kyselinu levulovou 

Myšlenka vedoucí k adaptaci na kyselinu levulovou pramenila ze dvou hlavních idejí. První 

z nich spočívala ve skutečnosti, že se jedná o látku přirozeně se vyskytující v hydrolyzátech 

lignocelulosových materiálů, které představují značnou část odpadních substrátu využitelných 

po hydrolytickém štěpení pro biotechnologické produkce mj. právě PHA. Při hydrolýze však 

z hemicelulosy vznikají kromě utilizovatelných sacharidů také jejich degradační produkty, 

látky působící jako inhibitory mikrobiálního růstu, a to 5-hydroxymethyl furfural, furfural 

a dále organické kyseliny jako kyselina octová, mravenčí nebo právě kyselina levulová. 

Namísto nutnosti následné detoxifikace je proto vhodné mít mikrobiální producenty, které 

buď dokáží tyto látky přímo využít, nebo jsou vůči nim alespoň částečně rezistentní. Druhá 

idea vycházela ze skutečnosti, že pro biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-3HV) je možné 

využít kyselinu levulovou jako prekurzor pro 3-hydroxyvalerát v kombinaci s vhodným 

mikrobiálním producentem, který je schopen její utilizace a konverze na 3-hydroxyvaleryl-

CoA. Jelikož ji lze produkovat cíleně z lignocelulosové biomasy, představuje poměrně levnou 

alternativu k dalším možným prekurzorům (např. kyselina valerová) [152]. Jako 

mikroorganismus pro adaptaci na kyselinu levulovou byl vybrán modelový kmen pro 

produkci PHA C. necator H16 CCM 3726, který disponuje schopností ji utilizovat. Cílem 

práce tedy bylo prostřednictvím metody evolučního inženýrství získat kmen adaptovaný na 

kyselinu levulovou, což by vedlo ke snížení inhibičního vlivu vlivem tohoto stresoru, tedy 

lepšímu růstu v jeho přítomnosti, a zároveň ke zvýšení zastoupení 3HV v kopolymeru P(3HB-

co-3HV). Zjednodušený metabolismus kyseliny levulové u kmene C. necator H16 je 

znázorněn na následujícím schématu (Obr. 10). 
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Homopolymer poly(3-hydroxybutyrát) je nejvíce charakterizovaným materiálem patřícím 

mezi PHA, byl nejdříve identifikován a taktéž představuje nejčastěji produkovaný mikrobiální 

biopolyester. Přestože vykazuje výhodné vlastnosti vlastní celé skupině PHA, tedy 

biodegradabilitu a biokompatibilitu, z hlediska materiálových charakteristik se nejedná o 

příliš vhodný materiál pro některé aplikace. Úskalí představuje především vysoká krystalinita 

spojená s křehkostí, vysoká tuhost a teplota tání blízká teplotě rozkladu, což vlivem problémů 

se zpracováním také limituje následné využití materiálu. S ohledem na aplikační potenciál 

PHA se prokázala jako podstatná charakteristika polymeru zastoupení monomerů v molekule, 

kdy inkorporace dalších monomerních jednotek k 3HB nebo kombinace jiných monomerů 

vede k podstatnému zlepšení mechanických vlastností. Jelikož byla popsána široká škála 

monomerních jednotek, které můžou mikroorganismy syntetizovat a následně do kopolymerů 

či terpolymerů zainkorporovat, mohou být de facto připraveny materiály s vlastnostmi pro 

cílené aplikace. Povaha monomerních jednotek se odvíjí nejen od produkujícího 

mikroorganismu, kdy například některé tvoří pouze scl-PHA, jiné pouze mcl-PHA, ale také 

od dostupných substrátů, které více či méně představují prekurzory pro vybrané monomery 

[79, 97, 109]. 

V biotechnologických produkcích se pro účely produkce kopolymerů často využívá 

kombinace více substrátů. Nejvíce charakterizovaný kopolymer, který patří do skupiny 

scl-PHA, představuje P(3HB-co-3HV). Z hlediska materiálových charakteristik byly popsány 

materiály s různým zastoupením frakce 3HV [153], kdy narůstající množství vedlo ke snížení 

negativních aspektů homopolymeru P(3HB) jako je snížení teploty tání, snížení krystalinity 

vlivem menší rigidity řetězců, zvýšení elasticity aj., nicméně po překročení zastoupení 

přibližně 50 mol. % se vlastnosti opět zhoršují [154, 155]. Jak již bylo zmíněno, 

mikroorganismy produkují polymer využitím metabolických aparátů, kterými disponují. Jako 

prekurzor 3-(R)-hydroxyvaleryl-CoA, substrátu pro PHA syntasu, se v biotechnologických 

procesech využívá propionát, n-propanol nebo valerát [156], které zvyšují cenu celé 

produkce. Pouze některé mikroorganismy především z domény Archaea jsou schopny 

syntetizovat kopolymer bez prekurzoru [157]. Levnější alternativu uvedených chemikálií 

sloužících jako prekurzory představuje kyselina levulová, která byla již v řadě studií jako 

prekurzor 3HV využita v kombinaci s hlavními zdroji uhlíku, a to s glycerolem [158, 159], 

xylosou [160] nebo syrovátkou [161]. Další možností je pak využití rekombinantních 

mikroorganismů, kdy pro produkci kopolymerů u Pseudomonas putida, schopné produkce i 

mcl-PHA, byla využita kombinace kyseliny oktanové a levulové [162]. 

Kyselina levulová (4-oxopentanová) představuje jeden z možných produktů kyselé hydrolýzy 

lignocelulosové biomasy. Jelikož se jedná o strategickou chemikálii s širokým spektrem 

využití zahrnující odvětví paliv, aditiv do paliv, barviv, rozpouštědel, monomerů, 

plastifikátorů, agrochemikálií a farmaceutik [163], bylo výzkumu její produkce věnováno 

značné úsilí, aby byla co nejefektivnější. Výrobní náklady na kilogram čisté kyseliny leží 

v rozmezí 0,09–0,20 $ [152, 164, 165]. Mimo cílenou produkci ale vzniká v menším měřítku 

během úpravy lignocelulosových odpadů s účelem produkce utilizovatelných monosacharidů 

pro biotechnologické produkce, poté působí jako mikrobiální inhibitor. Podobně jako ostatní 

slabé organické kyseliny inhibuje syntézu tetrapyrrolů, mezi které patří hem, vitamin B12 či 
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cytochrom a také může snižovat pH v cytoplazmě buněk a tím částečně inhibovat či brzdit 

celkové buněčný metabolismus [160, 166, 167]. Negativní vliv na buněčný metabolismus 

manifestuje poté snížením efektivity biotechnologických procesů. 

Ve vztahu k evolučnímu inženýrství nám poskytla kyselina levulová výzvu s cílem získat 

adaptovaný kmen, který je schopen ji nejen tolerovat, ale i ve zvýšené míře utilizovat směrem 

k požadovanému produktu. V kombinaci s funkčním metabolickým aparátem pro produkci 

PHA ji totiž lze, jak již bylo zmíněno, využít jako prekurzor při biosyntéze kopolymeru 

P(3HB-co-3HV). Kmen Cupriavidus necator H16 je kyselinu levulovou schopen 

metabolizovat a využít k tvorbě kopolymeru v kombinaci s dalším zdrojem uhlíku (např. 

fruktosa), ale v poměrně malém množství a zároveň na něj stále působí inhibičně. Kromě 

fruktosy, která byla využita v rámci naší práce, byla prokázána tvorba kopolymeru při 

kombinaci propionátu s kyselinou levulovou, kdy frakce 3HV dosahovala až 80 mol. %, 

celkový výtěžek biomasy a polymeru však nedosahoval moc vysokých hodnot [168, 169]. Při 

kombinaci glukosy (20 g/L) s kyselinou levulovou (5 g/L) byl získán kopolymer s 21 mol. % 

3HV, množství biomasy činilo pouze 4 g/L, projevil se tedy inhibiční efekt kyseliny [170]. 

Nicméně je kmen nejvíce prozkoumaným producentem PHA s vysokým potenciálem pro 

průmyslovou produkci polymeru. Sérií evolučních experimentů založených na adaptaci na 

postupně se navyšujícího množství inhibitoru a také experimentů s využitím mutagenního 

činidla byly připraveny kmeny, které byly následně porovnávány skrze růstové 

charakteristiky, kvalitativní a kvantitativní analýzu PHA, metabolickou charakterizaci a také 

detailnější analýzu vyizolovaných polymerů. Výsledky provedených experimentů byly 

publikovány v časopise Biochemical Engineering Journal v článku v rámci Přílohy I této 

práce. 

Nejdříve jsme se zaměřili na získání adaptovaných kmenů, a to dvěma technikami kultivace, 

jednak submerzní kultivací a jednak kultivací na pevném médiu. Vybrané koncentrace 

kyseliny levulové byly nejdříve testovány s ohledem na nárůst kultury při expozici stresoru, 

na základě čehož byly vybrány optimální dávky pro adaptaci. Experimenty byly prováděny 

separátně při růstu na pevném médiu a při submerzní kultivaci, jelikož bylo zjištěno, že efekt 

stresoru se odvíjí od způsobu kultivace pravděpodobně vzhledem k aeraci, dostupnosti živin 

aj. Nejvyšší koncentrace, při které byl prokázán dostatečný růst při submerzní kultivaci, byla 

5 g/L, při růstu na pevném médiu se jednalo o 7,5 g/L kyseliny levulové, a to při zisku jak 

první, tak i druhé generace adaptovaných kmenů. Kromě standardního kultivačního procesu 

byl využit chemický mutagen methyl methansulfonát v koncentracích 0,1 a 0,5 g/L, u kterého 

se předpokládá zvýšení genetické diverzity buněk, které jsou mutagenu vystaveny. Ani 

v tomto případě ale nebyly při růstu na pevných médiích tolerovány vyšší koncentrace 

kyseliny levulové, nejvyšší koncentrace vedoucí k zisku adaptovaných kolonií byla 5 g/L. 

V rámci první generace byly získány izoláty tří adaptovaných kmenů, dva z druhé generace a 

tři kmeny po aplikaci MMS. Následnou selekcí izolátů při submerzní kultivaci v médiu 

s 3,5 g/L kyseliny levulové, kdy byly posuzovány růstové a PHA produkční charakteristiky, 

bylo vybráno pět kmenů, a to tři z první generace, jeden z generace druhé a jeden kmen 

získaný po aplikaci mutagenu. U izolátu ALA04 z druhé generace bylo detekováno 20,6 ± 

0,9 mol. % 3HV v kopolymeru P(3HB-co-3HV), což byl nejvyšší pozorovaný obsah 3HV 
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frakce v kopolymeru mezi všemi testovanými kmeny, divoký kmen dosahoval zastoupení 

3HV v množství 15,6 ± 0,9 mol. %. 

Podstatnou částí práce byla metabolická charakterizace získaných adaptovaných kmenů 

a současné porovnání s divokým kmenem skrze stanovení specifických enzymových aktivit, 

a to za účelem objasnění adaptační strategie při expozici kyselině levulové. Jak už bylo 

uvedeno výše, jedná se o slabou organickou kyselinu, reakci na ni, jakožto na stresor, se může 

projevovat obecnou stresovou odpovědí [166]. Pro tento účel byly stanovovány aktivity 

enzymů zapojené do centrálních metabolických drah, aby bylo možné zhodnotit celkový 

fyziologický stav buněk, drah generujících redukovaný kofaktor NADPH, představující 

hlavní donor elektronů všech organismů, a biosyntetické dráhy PHA. Mimoto ale vzhledem 

ke schopnosti utilizace kyseliny levulové vybraným bakteriálním kmenem byla pozorována 

metabolická cesta vedoucí k syntéze levulinyl-CoA [171]. Kromě prostého srovnání byly 

naměřené hodnoty podrobeny statistické analýze prostřednictvím stanovení Pearsonova 

korelačního koeficientu a analýze hlavních komponent (PCA) za účelem odhalení podobností 

a diferencí mezi jednotlivými izoláty vůči sobě a vůči divokému kmeni. 

Na základě získaných dat a následné statistické analýzy byly objeveny některé společné prvky 

adaptace, a to především v rámci obecné odpovědi na oxidativní stres, což se projevilo 

navýšením aktivit enzymů generujících redukovaný kofaktor NADPH, který je podstatný pro 

regeneraci molekul glutathionu a thioredoxinu zapojených do ochranu buněk vůči škodlivým 

radikálům, jenž jsou vlivem oxidativního stresu generovány [172, 173]. Může se jednat o 

alternativní dráhy v rámci Krebsova cyklu, a to u NADP-dependentní varianty enzymu 

isocitrát dehydrogenasy, alternativní dráhu zpracování malátu na pyruvát pomocí jablečného 

enzymu či dráhy pentosofosfátového cyklu vycházející z glukosa-6-fosfátu za katalýzy 

glukosa-6-fosfát dehydrogenasou. Do generace redukovaného kofaktoru jsou ovšem v rámci 

metabolismu zapojeny i další enzymy, které nebyly stanovovány [172]. Kromě regenerace 

molekul zapojených do antioxidačního procesu vytváří vyšší množství NADPH příznivé 

prostředí pro biosyntetické procesy, a to mj. biosyntézu PHA, kdy enzym acetoacetyl-CoA 

reduktasa je NADPH dependentním enzymem redukujícím keto- formu na hydroxyskupinu 

monomerní jednotky PHA. Přestože prostřednictvím korelační analýzy nebyla nalezena 

korelace mezi žádným stanovovaným enzymem generujícím NADPH a acetoacetyl-CoA 

reduktasou, pro sumu specifických aktivit všech těchto stanovovaných enzymů by pozitivní 

korelace mohla být potvrzena. Navýšení aktivity biosyntetické dráhy PHA by mělo v rámci 

metabolomu manifestovat jako vyšší výtěžek polymeru v biomase, což bylo vyjma izolátu 

ALA06 u ostatních izolátů v kombinaci s vyšším množstvím biomasy v důsledku adaptace 

prokázáno. Pozitivní následky mírného oxidačního stresu navyšující biosyntézu PHA byly 

potvrzeny řadou experimentů, a to při expozici peroxidu vodíku a ethanolu v rámci výzkumu 

na našem pracovišti [174–176], ale také dalšími výzkumnými skupinami, které k indukci 

stresu využívali rovněž peroxid vodíku [177, 178]. 

Vyjma obecného vlivu kyseliny levulové jakožto stresoru byl pozorován výrazný vliv 

adaptace na posílení jejího metabolismu, což se projevilo skrze posílení aktivity klíčového 

enzymu 2-methylcitrátového cyklu a také 3-ketothiolasy 2, která generuje 3-oxovaleryl-CoA. 
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Nedošlo primárně k navýšení aktivity acyl-CoA syntetasy podílející se na prvním kroku 

metabolizace kyseliny levulové [171], vzhledem ke schopnosti bakteriálního kmene C. 

necator H16 utilizovat mastné kyseliny z tuků lze předpokládat enzymovou aktivitu 

dostatečně vysokou i bez adaptace. U divokého kmene C. necator H16 bylo detekováno 

celkem 31 genů kódujících různé acyl-CoA syntetasy [179]. Navýšení se podstatně více 

(dvojnásobně až pětinásobně) projevilo u 2-methylcitrát syntasy, která vystupuje v cyklu 

představujícím součást centrálního metabolismu. Převádí propionyl-CoA generovaný 

z levulinyl-CoA přes pyruvát až na acetyl-CoA [180, 181], který může navyšovat celkový 

energetický metabolismus vedoucí rovněž k navýšení množství biomasy. Zároveň jej ale 

odčerpává, čímž snižuje podíl 3HV v kopolymeru [182], jenž pak u vybraných adaptovaných 

izolátů byl nižší než u kmene divokého bez předchozí adaptace. Metabolismus je komplexní 

proces a posílení drah využívajících propionyl-CoA se v rámci adaptovaných kmenů projevilo 

především navýšením výtěžku biomasy a celkové produkce PHA, u většiny současně 

snížením 3HV frakce v kopolymeru. U některých kmenů ale i přes navýšení enzymové 

aktivity 2-methylcitrát syntasy došlo k navýšení 3HV v P(3HB-co-3HV) kopolymeru, což 

pouze potvrzuje komplexnost celého metabolismu a i adaptačního procesu. Kromě propionyl-

CoA vzniká po štěpení levulinyl-CoA i acetyl-CoA, který představuje v rámci metabolismu 

výchozí produkt či meziprodukt řady reakcí, a to jednak katabolických vedoucích k zisku 

energie prostřednictvím navýšení aktivity Krebsova cyklu, tak i anabolických, z nichž v rámci 

této práci stojí za zmínku především biosyntéza PHA. 

Vyjma uvedených společných znaků adaptovaných kmenů jsme již na základě stanovených 

hodnot specifických enzymových aktivit navrhli více adaptačních strategií v rámci 

jednotlivých kmenů. Jako nejodlišnější se nám v rámci pozorovaných metabolických drah 

jevil kmen ALA02. Vykazoval stejně jako ostatní adaptované kmeny vysokou aktivitu 

2-methylcitrát syntasy, ale mimoto také vysokou aktivitu malát syntasy spadajícího do 

glyoxalátového cyklu. Vznikající malát není spotřebováván primárně v Krebsově cyklu, ten 

byl v kroku katalyzovaném malát dehydrogenasou oproti ostatním adaptovaným kmenům 

utlumen, ale je převáděn na pyruvát za katalýzy jablečným enzymem, jehož aktivita byla 

dvakrát až třikrát vyšší oproti ostatním izolátům. Naopak podobné strategie adaptace byly 

pozorovány u kmenů ALA03, ALA04 a ALA06, kdy při porovnání s divokým kmenem byla 

značně navýšena aktivita Krebsova cyklu prostřednictvím NAD+ dependentní isocitrát 

dehydrogenasy bez navýšení malát syntasy a tedy ani glyoxalátového cyklu a ani jablečného 

enzymu, který malát z citrátového cyklu odčerpává. Znázornění analyzovaných enzymů, 

jejich zapojení do metabolismu a trendy specifických enzymových aktivit jsou obsahem 

následujícího schématu (Obr. 11). 
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Obr. 11: Přehled stanovovaných enzymů a trendy hodnot aktivit adaptovaných kmenů vůči divokému 

kmeni 

Abychom získali nad experimentálními daty větší nadhled než pouhé srovnání naměřených 

hodnot, aplikovali jsme metody statistické analýzy. Na základě korelační analýzy využívající 

Pearsonův korelační koeficient jako hodnotící parametr bylo odhaleno 6 pozitivních a jedna 

negativní korelace, kdy jako relevantní byla brána absolutní hodnota koeficientu vyšší nebo 

rovna 0,85. Nejvyšší korelace byla stanovena mezi acyl-CoA syntetasou štěpící 

levulinyl-CoA na acetyl-CoA a propionyl-CoA [171], a malát syntasou generující malát 

z glyoxalátu a acetyl-CoA v rámci glyoxalátového cyklu. Přímá návaznost skrze 

metabolismus byla potvrzena korelací mezi aktivitou malát syntasy a jablečného enzymu, kdy 

první reakce představuje anaplerotickou reakci pro Krebsův cyklus, jelikož jablečný enzym 

generovaný malát odčerpává během alternativní konverze na pyruvát za současného vzniku 

NADPH. Tím může být také využit k zisku energie v Krebsově cyklu po přeměně na acetyl-

CoA nebo oxalacetát, případně k zisku energie z propionyl-CoA za využití metabolického 

aparátu 2-methylcitrátového cyklu. Méně zřejmá korelace mezi enzymovými aktivitami malát 

dehydrogenasy a PHA syntasy může být připisována celkově dobrému fyziologickému stavu 

buněčné kultury, kdy během exponenciální fáze růstu dochází k intenzivní respiraci a nárůstu 

biomasy, a následně pak během stacionární fáze ke zvýšené produkci PHA. Pozitivní korelace 

mezi aktivitou acyl-CoA syntetasy a 3-ketothiolasy 2 nám naznačuje tok produktů 

katabolismu kyseliny levulové a možnost následného zapojení do kopolymeru P(3HB-co-

3HV), jedná se tedy o další důkaz propojení těchto metabolických drah. Efektivní 

katabolismus kyseliny levulové tak může vést jednak k vyšší produkci 3-oxovaleryl-CoA, 

jednak malátu prostřednictvím glyoxalátového cyklu. Následný nadbytek malátu pak při 

transformaci na pyruvát generuje redukovaný kofaktor NADPH, který podporuje celkovou 

biosyntézu PHA. Relativně silná negativní korelace mezi aktivitou acyl-CoA syntetasy a 

NADP+ dependentní isocitrát dehydrogenasy může být vysvětlena metabolickými protipóly, 

kdy katabolická reakce kyseliny levulové představující první krok utilizace mastných kyselin 

je opakem alternativní reakce v rámci Krebsova cyklu, kdy dochází ke generování 
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redukovaného kofaktoru NADPH vytvářejícího vhodné prostředí pro biosyntézy. Byla-li tedy 

posílená metabolizace kyseliny levulové, transformace isocitrátu na 2-oxoglutarát probíhala 

za katalýzy NAD+ dependentní alternativy enzymu. 

Jako další z metod statistické analýzy aplikované na získaná data byla využita analýza 

hlavních komponent (PCA). Na základě lokalizace jednotlivých adaptovaných kmenů 

a izolátu v odpovídající 2D projekci lze diskutovat metabolické podobnosti mezi nimi. 

Nejvýraznější oddělení zón na základě rozdílů v enzymových aktivitách jsme pozorovali mezi 

divokým kmenem a kmeny adaptovanými, což vede k potvrzení myšlenky změn 

v metabolismu jako důsledku adaptace. V rámci adaptovaných kmenů se nejvíce odlišuje 

izolát ALA02, který už byl vzhledem ke své odlišnosti diskutován výše vzhledem 

k pravděpodobné odlišné adaptační strategii. Nejbližší vztah mezi sebou mají kmeny ALA01, 

ALA03 a ALA06. Z hlediska podobnosti s divokým kmenem je nejbližší vztah k ALA01, 

který kromě obecné adaptační strategie (zvýšená aktivita respirace, posílené dráhy utilizace 

propionyl-CoA, zvýšené generace NADPH a také biosyntetické dráhy PHA) vykazuje 

nejvyšší metabolickou podobnost. 

Vyjma metabolické charakterizace jsme zaměřili pozornost taktéž na charakteristiku 

vyizolovaného kopolymeru P(3HB-co-3HV) prostřednictvím pokročilejších instrumentálních 

technik za účelem stanovení molekulové hmotnosti, zastoupení monomerů, krystalinity a také 

termických charakteristik. Technikou SEC-MALS prováděnou za účelem stanovení 

molekulové hmotnosti a polydisperzity polymeru bylo zjištěno, že u kmenů získaných z první 

generace došlo k poklesu molekulové hmotnosti o třetinu. Polymer vyizolovaný z ALA04 

patřící do druhé generace adaptovaných kmenů vykazoval molekulovou hmotnost 

srovnatelnou s divokým kmenem, zároveň však byl opakovaně detekován nejvyšší obsah 

3HV, a to 20,6 mol. %. Vyšší molekulovou hmotností polymeru disponoval kmen ALA06 

získaný aplikací chemického mutagenu MMS, který ale opakovaně vykazoval nejnižší 

zastoupení 3HV v kopolymeru i vzhledem k divokému kmeni, a to 11,1 mol. %. Stupeň 

polydisperzity systému zůstal zachován v rámci všech analyzovaných kopolymerů, kdy byla 

navíc pro mikrobiálně vyprodukovaný polymer úzká distribuce, což je vhodné z hlediska 

zpracování. To, že má zastoupení 3HV významný dopad na materiálové charakteristiky 

polymeru skrze teploty tání, krystalinitu a mechanické vlastnosti obecně bylo detailně 

studováno a charakterizováno více výzkumnými týmy [183, 184]. Z hlediska krystalinity byly 

popsány rozdílné struktury P(3HB) a P(3HV) prostřednictvím krystalové mřížky. S ohledem 

na změny na úrovni mechanických vlastností bylo odhaleno, že při relativním obsahu 3HV 

40 mol. % dochází k přechodu řetězce polymeru z  krystalické podoby P(3HB) do podoby 

typické pro P(3HV). Rovněž snížení celkové krystalinity a teploty tání kopolymeru s ohledem 

na nárůst frakce 3HV se projevuje do obsahu 37 mol. % v kopolymeru, při dalším navýšení 

frakce 3HV dochází k opětovnému nárůstu krystalinity i teploty tání, přestože nárůst není tak 

markantní [154, 183, 185]. 

Za účelem stanovení krystalinity a teploty tání vyizolovaných  polymerů divokého kmene 

a adaptovaných kmenů jsme využili techniku DSC. Kopolymer z adaptovaných kmenů 

získaných v rámci první generace adaptačních experimentů měl na základě analýzy 
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srovnatelnou teplotu tání s divokým kmenem, a to kolem 167,5 °C, což je méně než teplota 

tání homopolymeru P(3HB) uváděná v rozmezí 175–180 °C [110]. Polymery vyprodukované 

kmenem z druhé generace ALA04 a také ALA06 z kmene získaného aplikací mutagenu 

vykazovaly výrazné snížení, a to v průměru na 164,8 °C. Zatímco polymer vyizolovaný 

z kmene ALA04 obsahoval nejvyšší množství 3HV v kopolymeru, což potvrzuje trend snížení 

teploty tání v závislosti na relativním zastoupení 3HV, kmen ALA06 produkoval polymer 

s nejnižším zastoupení 3HV, a to i vzhledem k divokému kmeni. I proto byly materiály dále 

charakterizovány. Z termogramů byla vyhodnocena entalpie fúzí, kde byly u všech 

kopolymerů patrné dvoupíky tání, které dokládají přítomnost dvou typů krystalické struktury. 

Dekonvolucí byly získány dva jednotlivé píky, první s nižší tepelnou stabilitou a druhý 

s vyšší, přičemž vzhledem k teplotě jejich maxim je zřejmé, že obě frakce obsahovaly kromě 

3HB i 3HV. 

Krystalinitu kopolymerů jsme kromě provázanosti s tepelnými vlastnostmi sledovali 

prostřednictvím FT-IR. Samotné spektrum jednotlivých materiálů bylo značně podobné, a to 

i vzhledem ke spektru homopolymeru P(3HB), nejvyšší signály poskytovaly charakteristické 

píky [186]. Proto byla využita schopnost této spektroskopické techniky podávat informace o 

fyzikální struktuře PHA, pro posouzení krystalinity byly využity charakteristické vibrační 

pásy specifické pro amorfní a krystalickou formu, tedy 1 228 cm–1 a 1 180 cm–1 [187]. 

Vzhledem k posouzení vlivu frakce 3HV na celkovou krystalinity byl využit poměr intenzit 

jednotlivých vlnočtů, kdy při porovnání materiálů s divokým kmenem byly výrazně nižší 

hodnoty opět stanoveny pro kmeny ALA04 a ALA06. 

Na základě obou provedených materiálových charakteristik lze potvrdit trend popsaný 

v literatuře, kdy s narůstajícím množstvím 3HV v P(3HB-co-3HV) kopolymeru dochází ke 

snižování teploty tání, což je výhodné pro zpracování, a také krystalinity, což je výhodné 

s ohledem na aplikační potenciál. Jedinou výjimku představuje polymer vyizolovaný z kmene 

ALA06 připraveného s využitím mutagenu MMS. Vzhledem k předpokladu souvislosti těchto 

charakteristik s rozdílným umístěním jednotlivých monomerů v rámci kopolymeru 

a skutečnosti, že bakterie standardně produkují náhodné kopolymery, předpokládáme, že 

kmen ALA06 je schopen produkovat částečně organizovaný kopolymer s částmi bohatšími na 

frakci 3HV, tedy celkově má poté polymer zčásti blokový charakter, což následně ovlivní 

vlastnosti materiálu [188]. 

Aplikací evolučního inženýrství při adaptaci na kyselinu levulovou jsme celkově získali 5 

adaptovaných kmenů schopných úspěšně růst a reprodukovatelně produkovat kopolymer, 3 

kmeny pocházely z první generace, jeden z druhé generace a jeden byl získán aplikací 

chemického mutagenu MMS. Na základě metabolické charakterizace jsme navrhli adaptační 

strategie jednotlivých kmenů a provedli jsme porovnání s divokým kmenem bez adaptace, 

kdy se obecně projevil vliv kyseliny levulové projevující se jako oxidační stres, ale přesto 

byly objeveny i některé kmeny s unikátními změnami na úrovni metabolomu.  Po 

charakterizaci vyizolovaných kopolymerů byla potvrzena souvislost s obsahem 3HV a 

zlepšením vlastností polymeru oproti homopolymeru P(3HB), u kmene ALA06 je 

předpokládána schopnost tvořit částečně blokové kopolymery, což se projevilo zlepšením 
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vlastností materiálu i přes nejnižší obsah 3HV frakce. Na základě PCA analýzy porovnávající 

materiálové charakteristiky s enzymovými aktivitami nebyla identifikována obecná 

metabolická strategie vedoucí k zisku kopolymeru s výhodnějšími vlastnostmi. 

4.1.2 Dlouhodobá adaptace kmene C. necator H16 na biotechnologicky relevantní 

stresory 

V rámci předchozí práce byly publikovány výsledky relativně krátkého adaptačního procesu, 

kde byly jednak kombinovány kultivační techniky, jednak byly testovány různé intenzity 

selekčního tlaku. Následující práce byla zaměřena na dlouhodobý adaptační experiment při 

zachování konstantního selekčního tlaku. Jako mikroorganismy byly využity bakteriální 

kmeny C. necator H16 stejně jako v předchozím experimentu a středně halofilní kmen H. 

halophila s 66 g/L chloridu sodného v médiu jako optimem. Modelový kmen metabolismu 

PHA C. necator H16 byl exponován působení zvýšeného osmotického tlaku a zvýšené 

koncentraci měďnatých iontů, halofilní kmen byl exponován dvěma slabým organickým 

kyselinám, octové a levulové, které se obě přirozeně nachází v hydrolyzátech lignocelulosové 

biomasy. Všechny aplikované stresy představují biotechnologicky relevantní situace, kterým 

mohou být mikroorganismy během reálných procesů vystaveny. 

Evolučnímu experimentu předcházelo nalezení optimální dávky stresoru, která jsme volili tak, 

aby byly kultury stále schopny růstu a množení, zároveň aby se projevil inhibiční efekt. 

Screening růstu byl proveden na základě měření optické hustoty během 72 hodin růstu a jako 

optimální koncentrace byla zvolena ta, kdy byla optická hustota kultur zredukována přibližně 

na polovinu. Optimální dávky stresorů pro C. necator H16 byly nastaveny na 30 mg/L 

měďnatých iontů Cu2+ v podobě modré skalice a 20 g/L NaCl, pro H. halophila byly jako 

nejvhodnější koncentrace stresorů zvoleny 3 g/L kyseliny octové respektive 1 g/L kyseliny 

levulové. Jelikož i v zamýšlených reálných biotechnologických procesech při kultivaci na 

hydrolyzátech dochází k úpravě hodnot pH na přibližně 7, bylo i v médiích pro H. halophila 

pH vždy upravováno, čímž se neprojevil primárně vliv kyselého prostředí, ale samotných 

kyselin, jejichž inhibiční efekt byl diskutován výše. 

Dlouhodobý adaptační experiment jsme prováděli v baňkách, kdy po 48 hodinách kultivace 

jsme 10 obj. % kultury přenesli do čerstvého média se stresorem. Každá pasáž byla 

charakterizována s ohledem na nárůst biomasy skrze měření optické hustoty a gravimetrické 

stanovení a také na kvalitativní a kvantitativní stanovení PHA v biomase pomocí plynové 

chromatografie s plamenově-ionizačním detektorem. V supernatantech po kultivaci H. 

halophila byla pomocí iontové chromatografie stanovováno residuální množství kyselin. 

Z výsledků pro H. halophila bylo zjištěno, že na rozdíl od kmene C. necator využívaného 

v rámci předchozí práce, není kmen schopen utilizovat kyselinu levulovou, jelikož residuální 

množství této kyseliny v supernatantu po kultivaci bylo téměř totožné vzhledem 

k dávkovanému množství. Tento kmen tedy rovněž není schopen kyselinu levulovou využít k 

produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV), jelikož veškerý polymer v biomase byl povahy 

homopolymeru P(3HB). Stejně tak množství polymeru nebylo vyšší v přítomnosti kyseliny 

octové, která řadě mikroorganismů slouží jako přímý prekurzor acetyl-CoA využitelný 

v metabolismu mj. pro tvorbu PHA [189], pomocí iontové chromatografie bylo stanoveno, že 



48 

 

residuální množství kyseliny octové bylo zhruba poloviční oproti dávkovanému množství. 

Jelikož bylo zajímavějších výsledků v rámci adaptace docíleno pro kmen C. necator a 

zároveň za účelem redukce velkého množství dat, byly v článku do časopisu International 

Journal of Biological Macromolecules přiloženého jako Přílohu II této práce interpretována 

data z experimentů pouze pro tento kmen. 

4.1.2.1 Komentovaná publikace 

Jak již bylo uvedeno, zkoumaný modelový mikroorganismus byl exponován osmotickému 

stresu a stresu vyvolanému působením těžkých kovů. Osmotický stres představuje jeden 

z nejčastějších stresových faktorů, kterému mohou být mikroorganismy žijící především ve 

vodě nebo v půdě vystaveny, proto si vyvinuly účinné ochranné mechanismy, jak se 

s následky stresu vyrovnávat [190]. Jedním z těchto mechanismů může být akumulace PHA 

v biomase, kdy dochází ke kompenzaci následků fluktuací vlivem osmotického stresu [191]. 

Schopnost produkce PHA byla popsána rovněž u extrémně halofilních Archaea vyskytujících 

se v prostředích s vysokými koncentracemi solí, proto je akumulace těchto polymerů obecně 

brána jako jedna ze strategií prokaryot, jak se vyrovnat s prostředími o vysoké salinitě [157, 

192]. Mimoto existují práce, které potvrzují, že aplikace mírného osmotického stresu na PHA 

produkující bakterie vedla k navýšení akumulace polymeru v biomase, a to např. právě 

u modelového kmene C. necator [176, 193], grampozitivního kmene Bacillus megaterium 

uyuni S29 [194], u cyanobakterie Spirulina subsalsa [195] nebo může sloužit k obohacení 

směsného mikrobiálního konsorcia o PHA produkující kmeny [196]. 

Druhý aplikovaný stres, expozice těžkým kovům, také představuje často přirozeně se 

vyskytující nepříznivou podmínku pro mikrobiální růst, a to téměř ve všech prostředích jejich 

existence [197, 198]. Příčinou výskytu těžkých kovů v životním prostředí je především 

antropogenní činnost, a to např. zpracování kovů, doprava a další odvětví [199]. Toxicita 

těžkých kovů je komplexní fenomén, který se projevuje v různých úrovních mikrobiálního 

metabolismu, kdy může docházet k nahrazení esenciálních iontů jinými za tvorby biologicky 

neaktivních komplexů. Hlavní charakteristikou podmiňující výhodnou, ale i toxickou funkci 

jsou nezaplněné d-orbitaly, které umožňují vhodné prostředí pro elektron-transportní reakce, 

kdy při přeměnách substrátů dochází k přenosu elektronů a protonů napříč metabolismem. 

Typicky proto vystupují jako kofaktory oxidoreduktas, kdy volba příslušného kovu závisí na 

vhodné hodnotě elektrochemického potenciálu [200]. Měď jako jeden z těžkých kovů hraje 

jednak esenciální roli v řadě metabolických reakcí, ale zároveň může škodit, a to například 

tvorbou peroxidových radikálů a jejich následné reakci s buněčnou membránou [201, 202]. 

Ionty mědi vystupují především při metabolických přeměnách, v němž vystupuje superoxid 

dismutasa společně se zinkem, v cytochrom c oxidase a příbuzných enzymech, kdy stojí na 

konci respiračního řetězce řady organismů skrze reakce oxidas při aerobním metabolismu 

[200, 203]. Kmen C. necator patří, jak napovídá název, ke kmenům rezistentním vůči mědi, 

řada prací vedla k závěru, že expozice mědi, ale i dalším těžkým kovům, vedla k navýšení 

produkce PHA [204]. To může indikovat, že produkce PHA hraje roli při adaptaci bakterií na 

stres vyvolaný těžkými kovy [176, 204]. 

Pozorováním hodnot množství biomasy u obou stresorů v rámci dlouhodobého experimentu 

jsme odhalili dva odlišné adaptační mechanismy, jež byly popsány již dříve. U adaptace na 
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měď došlo k adaptačnímu kroku v průběhu třetí pasáže, kdy byl pozorován výrazný nárůst 

bakteriálních buněk v kultuře více než desetinásobek oproti druhé pasáži, u adaptace na vyšší 

koncentraci soli v médiu docházelo k postupnému nárůstu biomasy, kdy k dosažení maxima 

došlo při páté pasáži. Prvních 5–6 pasáží bylo tedy na základě naměřených dat 

nejvýznamnějších z hlediska adaptace na stresové podmínky, poté docházelo v rámci 

dlouhodobého časového horizontu pouze k méně významným nárůstům, ale i k menším 

poklesům či k oscilaci kolem maximálních dosažených hodnot koncentrace biomasy. Průběh 

jednotlivých adaptačních experimentů je znázorněn na následujícím obrázku (Obr. 12). 

 

 
Obr. 12: Základní screening během evolučních procesů – a) expozice iontům Cu2+, b) expozice NaCl 

Na základě teoretických poznatků se obecně rozlišuje více přístupů, jak získat adaptované 

mikrobiální kmeny, a to na základě intenzity aplikovaného stresu. Nižší koncentrace v tomto 

případě vede k postupné optimalizaci fenotypu, zatímco vysoká koncentrace vede k podstatné 

změně prakticky téměř okamžitě po expozici stresu, jelikož buňky mají při vystavení stresu 

v podstatě dvě možnosti, a to adaptovat se na nové podmínky nebo zahynout [46]. V našem 

případě jsme aplikovali dávky stresoru, které vedly ke snížení nárůstu kultur přibližně na 

polovinu oproti kultuře bez stresoru, přesto jsme pozorovali lehce odlišná chování v rámci 

prvních pasáží. Množství homopolymeru P(3HB) přibližně korelovalo s trendem biomasy pro 
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jednotlivé stresy, zpočátku bylo téměř nedetekovatelné u kultury exponované mědi, u kultury 

exponované osmotickému stresu bylo zastoupení v biomase patrné i u prvních pasáží. 

Objasnění nárůstu biomasy při expozici mědi lze pravděpodobně připisovat skutečnosti, že 

taxonomický název rodu Cupriavidus můžeme volně přeložit jako „mající rád měď“, což se 

v našem experimentu neprojevilo hned, ale pravděpodobně až po aktivaci protektivních 

mechanismů, kterými mikroorganismus disponuje. Bylo také popsáno, že přídavek nejen 

mědi, ale i dalších podobných kovů [176, 204], vede u kmene C. necator k navýšení produkce 

PHA v biomase. Akumulace PHA může tedy sloužit jako protektivní strategie při expozici 

buněk „těžkým“ kovům, které bakteriím způsobují oxidační stres. U kmene Azospirillum 

brasilense bylo pozorováno, že přítomnost některých těžkých kovů včetně mědi (jako 

v našem případě ve formě iontů Cu2+) vedla k navýšení produkce PHA v biomase, a to i za 

podmínek, kdy kmen standardně polymer ve větší míře neprodukuje (nadbytek uhlíkatého 

zdroje, limitace esenciálními prvky jako dusík apod.). Z toho důvodu bylo usuzováno, že 

produkce PHA může být spojena s ochranou vůči vlivu těžkých kovů [205]. Co se týče vlivu 

obsahu soli na množství polymeru, v rámci práce autorského týmu Passanha a kol. (2014) 

bylo zjištěno, že má pozitivní vliv na produkci, nejvyšší obsah PHA u kmene C. necator byl 

pozorován při přídavku 9 g/L NaCl do média, a to 5,33 g/L PHA. Rovněž bylo zjištěno, že 

produkce PHA v buňkách začíná vlivem stresu dříve než za standardní kultivace bez expozice 

stresoru. Jako inhibiční se v jejich případě projevila již koncentrace 12 g/L NaCl [206], 

v našem případě docházelo k inhibičnímu efektu na poloviční množství buněk oproti kontrole 

při koncentraci 20 g/L, zároveň ale nebylo pozorováno významné navýšení PHB v buňkách. 

Vzhledem k uvedenému je tedy možné, že kultura v rámci našeho evolučního experimentu 

začala produkovat PHA taktéž již v brzké fázi růstu, což jí mj. umožnilo růst a dělit se i při 

expozici relativně vysoké síle osmotického stresu. 

U dlouhodobých experimentů tohoto charakteru lze očekávat, že se při adaptaci na stres 

s ohledem na evoluci uplatní přirozený výběr a v populaci budou následně převládat klony 

buněk, které projevily evoluční výhodu oproti mateřské buňce. Rovněž není jisté, 

že k pozitivní mutaci dojde, vesměs se jedná o souhru více náhod, jak bylo popsáno ve 

výzkumu Lenski a kol. (1994), kdy pouze jedna kultura E. coli z 12 paralelních provedení 

byla po pasážování trvajícím 25 let (celkem přes 2 000 pasáží) schopna utilizovat citrát jako 

zdroj uhlíku, zatímco ostatní ne. Jednalo se o kultury limitované glukosou, kde byly 

uvažovány čtyři možné strategie v rámci evolučního vývoje, které se více či méně projevily, 

což manifestovalo především zvětšením bakteriálních buněk a rovněž jejich rychlejším 

růstem. Nicméně porovnáním jednotlivých kultur bylo zjištěno, že adaptace u nich probíhala 

různou rychlostí. U zmíněné kultury jako jediné došlo ještě k výrazně vyššímu nárůstu 

množství buněk s evoluční výhodou související s utilizací nového substrátu, což bylo 

v následku mutací ve dvou genech ve vzájemně nezávislých drahách [56]. 

Jak bylo zmíněno, základní charakterizace jsme prováděli pro každou pasáž, ale jako jedna 

z hlavních součástí práce byla i komparace původního divokého kmene a posledních pasáží 

mikrobiálních buněk adaptovaných na dané stresy, tedy 78. pasáže z adaptace na měď a 68. 

pasáže adaptované na osmotický stres. Jako první charakteristiku jsme vyzkoušeli stanovit 

růstovou kinetiku divokého kmene a adaptovaných kmenů, a to vždy bez přítomnosti 
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selekčního tlaku a také v přítomnosti relevantních stresorů, průběh růstu znázorňuje 

následující obrázek (Obr. 13). Očekávali jsme přitom, že adaptované kmeny by měly 

vykazovat vyšší robustnost minimálně v přítomnosti stresu, ale i ve standardním médiu. Při 

kultivaci bez působení stresorů bylo nicméně stanoveno, že lepší růst vykazoval divoký kmen 

s růstovou kinetikou podobnou kmeni adaptovanému na měď, kmen adaptovaný na vyšší 

osmotický stres vykazoval podobnou kinetiku během počátečních hodin růstu, ale při 

exponenciální a stacionární fázi byly hodnoty optické hustoty kultury přibližně třetinové. 

Předpokládaný trend se projevil při porovnání divokého a adaptovaného kmene při kultivaci 

v přítomnosti mědi, kdy adaptovaný kmen již zpočátku vykazoval výrazně vyšší hodnoty 

intenzity zákalu, ke konci kutlivace byly stanovené hodnoty pro adaptovaný kmen přibližně 

dvakrát větší. To nám koreluje s daty ze screeningu jednotlivých pasáží, kdy zpočátku byl růst 

v přítomnosti stresoru velmi nízký a obsah polymeru nemohl být ani stanoven. I přes to však 

hodnoty optické hustoty odpovídaly dvěma třetinám hodnoty růstu bez selekčního tlaku, 

adaptace na stres tedy stále, i když v nižší míře, růst kultury limituje. Podobného maxima 

intenzity zákalu jako u mědi dosáhla kultura divokého kmene při aplikaci osmotického stresu. 

Průběh růstu divokého i adaptovaného kmene za těchto podmínek byl srovnatelný, ke konci 

stacionární fáze ale u adaptovaného kmene začalo docházet k odumírání kultury. Celkově 

tedy lze říci, že obecně vyšší robustnost u adaptovaných kmenů prokázána nebyla, evoluční 

výhoda se ale projevila u kmene adaptovaného na měď oproti divokému kmeni v přítomnosti 

stresoru, kultura adaptovaná na osmotický stres byla oproti tomu pravděpodobně ve špatné 

kondici. 
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c) 

 
Obr. 13: Růst divokého kmene a posledních pasáží adaptovaných kmenů během 72 h za různých 

kultivačních podmínek – a) média bez stresorů, b) stres mědí (30 mg/L Cu2+), c) osmotický stres 

(20 g/L NaCl) 

I v případě dlouhodobé adaptace jsme se zaměřili na metabolickou charakterizaci 

prostřednictvím stanovení specifických enzymových aktivit vybraných drah centrálního 

metabolismu a dalších relevantních enzymů za účelem odhalení adaptačních strategií 

v závislosti na jednotlivých stresorech. Z centrálního metabolismu byly vyselektovány 

klíčové enzymy Krebsova cyklu, glyoxalátového cyklu, jímž kmen C. necator disponuje, dále 

pak vybrané enzymy generující NADPH a enzymy zapojené do biosyntetické dráhy PHA. Pro 

tyto účely byly porovnány divoký kmen kultivovaný v médiu bez stresu a za stresových 

podmínek, adaptované kmeny byly kultivovány v médiu se stresorem, aby nedošlo k potlačení 

adaptivních metabolických charakteristik. Nejvýznamnějším rysem adaptace na měď je na 

základě naměřených dat navýšení aktivity NADPH generujících enzymů, konkrétně 

především NADP-dependentní isocitrát dehydrogenasy a jablečného enzymu. Navýšení 

produkce NADPH souvisí s obecnou stresovou odpovědí na oxidativní stres, který měďnaté 

ionty způsobují [207]. Stejně jako další těžké kovy a další činidla jako např. peroxid vodíku 

přispívá měď k tvorbě reaktivních forem kyslíku [208], vůči kterým se buňky chrání produkcí 

redukovaných kofaktorů především v podobě NADPH, které následně tvoří vhodné prostředí 

pro regeneraci molekul zapojených do detoxifikačních procesů (např. glutathion), a to jako 

jejich redukční ekvivalenty [173]. Navýšení aktivit NADPH produkujících enzymů bylo 

sledováno při expozici mědi u divokého i adaptovaného kmene. Mimoto nadbytek NADPH 

v buňce představuje vhodné prostředí pro anabolické reakce jako je právě například 

biosyntéza PHA. Navýšení produkce redukovaného kofaktoru může být také spojeno se 

zvýšenou intenzitou respirace buněk, která byla pozorována prostřednictvím vybraných 

enzymů Krebsova cyklu v přítomnosti mědi u obou kmenů. Přestože byly oba hlavní rysy při 

expozici měďnatým iontům popsány u divokého i adaptovaného kmene, strategie okamžité a 

dlouhodobé adaptace byly odlišné, u adaptovaného kmene byla ke generaci NADPH využita 

dráha centrálního metabolismu, a to cesta do pentosafosfátového cyklu katalyzovaná glukosa-

6-fosfát dehydrogenasou. Expozice hypertonickému prostředí vedla u divokého i 

adaptovaného kmene pravděpodobně k navýšení intenzity respirace, což usuzujeme na 

základě aktivit enzymů s respirací přímo spjatých. U divokého kmene byla navýšena aktivita 

citrát syntasy utilizující acetyl-CoA, což nás vedlo k myšlence snížení aktivity 3-ketothiolasy 

1, která využívá stejný substrát, což ale nebylo pozorováno. U adaptovaného kmene byla 
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významně navýšena aktivita malát dehydrogenasy, tento jev nebyl u divokého kmene 

pozorován, a to i přes skutečnost, že u něj byla navýšena aktivita malát syntasy v rámci 

glyoxalátového cyklu více než čtyřikrát. Stejně jako při expozici mědi, i zde se vlivem 

zvýšení intenzity respirace projevilo navýšení produkce redukovaného kofaktoru NADPH, ale 

pouze u adaptovaného kmene. 

Z hlediska biosyntézy PHA spojuje oba adaptované kmeny trend posílení biosyntetické dráhy, 

a to především navýšením aktivity PHB syntasy, což nasvědčuje tomu, že role PHA má při 

adaptaci na aplikované stresové podmínky význam. Nicméně u adaptovaných kmenů nebyl 

detekován vyšší obsah polymeru v biomase a rovněž molekulová hmotnost PHA byla menší 

než pro polymer izolovaný z divokého kmene. Tento poznatek nás vedl hypotéze, že adaptace 

je spojena nejen se zvýšenou biosyntézou, ale také současně posílenou intracelulární 

degradací PHA. Z hlediska adaptace mohl být tedy podstatný ne samotný obsah polymeru, ale 

celkově navýšený cyklus PHA zahrnující současnou syntézu a degradaci polymerních řetězců 

vedoucí mj. k navýšení poolu monomerní jednotky 3-hydroxybutyrátu [209]. Jelikož bylo 

popsáno, že monomer slouží jako potenciální chemický chaperon chránící biomolekuly před 

denaturací vlivem oxidačního stresu, má navýšení cyklu přeměny velký vliv v rámci adaptace 

na měď [210]. Z hlediska ochrany vůči vlivu osmotického stresu pak může 3HB sloužit jako 

osmoticky aktivní látka [211]. Na základě našich výsledků jsme tedy došli k závěru, že ne 

pouze vyšší obsah PHA v biomase má pozitivní vliv na odolnost vůči stresu, jako adaptační 

strategie může být využíván právě celkově posílený cyklus PHA. 

Kromě posouzení adaptačních strategií na základě jednotlivých hodnot specifických 

enzymových aktivit, jsme se stejně jako v předchozí práci zaměřili na aplikaci metod 

statistické analýzy, a to opět korelační analýze s využitím Pearsonova korelačního koeficientu 

a PCA. Celkem bylo detekováno pět pozitivních korelací, negativní korelace s dostatečnou 

signifikancí objevena nebyla. Nejsilnější korelace byla objevena mezi oběma variantami 

isocitrát dehydrogenasy a jablečným enzymem, to může být přímo způsobeno zapojením do 

sledu reakcí v rámci katabolismu a anabolismu malátu. Dva z enzymů generujících NADPH 

jsou také zahrnuty do adaptace na oxidativní stres a zároveň vytváří vhodné prostředí pro 

biosyntézy. Korelace mezi citrát syntasou a malát syntasou utilizujících acetyl-CoA 

nasvědčuje převážně katabolickým reakcím převádějící malát na oxalacetát namísto přeměny 

na pyruvát za uvolnění NADPH. Pozitivní korelace mezi malát dehydrogenasou a glukosa-6-

fosfát dehydrogenasou nemá z hlediska základních metabolických konsekvencí přímou 

spojitost, může se jednat o vliv celkově lepší fyziologický stav kultury vynikající zvýšenou 

aktivitou metabolismu a zároveň vyšší intenzitou dělení buněk s ohledem na dráhu vedoucí k 

produkci pentos. Poslední zmíněný trend byl pozorován především u kmene adaptovaného na 

měď při porovnání s divokým kmenem exponovaným mědi, lze to tedy brát jako vliv 

adaptace. Tato skutečnost byla dobře pozorovatelná i prostřednictvím PCA, kdy se 

ve dvourozměrné projekci oddělily kmeny podrobené akutnímu a dlouhodobému vlivu mědi. 

Vlivem adaptace tedy muselo dojít ke změnám v metabolismu, což manifestuje odlišným 

chováním minimálně na úrovni regulace aktivit relevantních enzymů. Nicméně došlo 

k oddělení téměř všech kmenů, které jsou tak zastoupeny ve všech kvadrantech, skrze 

specifické aktivity sledovaných enzymů jsou si nejblíže divoký kmen kultivovaný v médiu 
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bez expozice stresu a kmen adaptovaný na osmotický stres. Jak bylo uvedeno výše, vzhledem 

k předpokládanému navýšení cyklu PHA by se rozdíly mezi těmito dvěma kmeny mohly 

projevit u jiných enzymů, a to např. u intracelulární PHA depolymerasy. Naopak na základě 

vzdálenosti jsou si metabolicky nejvíce vzdálené divoký kmen bez expozice stresu a tentýž 

kmen exponovaný oxidativnímu stresu vyvolanému přítomností mědi. Kromě celkového 

rozdělení kmenů odvíjejícího se od korelací s hlavními komponentami F1 a F2 můžeme 

pozorovat i korelaci s jednotlivými enzymovými aktivitami, kdy lze vidět, v čem spočívá 

převážně hlavní rys adaptace (Obr. 14). 

 

Obr. 14: Projekce testovaných kmenů a stanovovaných enzymů na základě PCA 

Další úhel pohledu na hledání rozdílů mezi divokým kmenem a adaptovanými kmeny 

spočíval v porovnání jejich spekter biomasy získaných pomocí Ramanovy spektroskopie 

a infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací. V rámci spekter se projeví 

molekulární složení bakteriálních buněk skrze charakteristické skupiny reprezentující 

proteiny, nukleové kyseliny, glykosidové vazby sacharidů či esterové vazby mj. v molekulách 

PHA. Detekce PHA v bakteriální biomase byla popsána již dříve v řadě publikací [196, 212]. 

Prostřednictvím těchto technik nás tedy zajímalo, jak adaptační proces či expozice akutnímu 

stresu změní chemické složení buněk. Pro tento účel jsme využili opět metody statistické 

analýzy, konkrétně PCA, a to zvlášť pro Ramanovu a infračervenou spektroskopii, kdy jako 

vstupní hodnoty byla využita naměřená spektra. Na rozdíl od enzymových aktvit, kde byly 

vůči sobě korelovány všechny hodnoty, byla zde srovnávána spektra separátně pro jednotlivé 

stresy, a to vždy divoký kmen bez stresu, divoký kmen exponovaný konkrétnímu stresoru 

a adaptovaný kmen. Ohraničenou zónu zcela oddělenou od ostatních dvou porovnávaných 

kmenů vykazoval na základě obou spekter kmen adaptovaný na osmotický stres. Na základě 

výše zmíněných výpovědních charakteristik obou spektroskopických technik by získaná data 
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mohla vypovídat o rozdílném chemickém složení biomasy kmene adaptovaného na vyšší 

salinitu. Tato myšlenka byla nicméně vyvrácena na základě konkrétních rozdílů 

pozorovatelných již ze spekter samotných, nejvýznamnější rozdíl intenzit píků byl v pásech 

odpovídajících PHB, což korelovalo se zastoupením polymeru v biomase. Z hlediska detekce 

PHB jsou uvažovány píky odpovídající karbonylové skupině, esterovým vazbám C–O a C–

O–C a vazbě C–H charakteristické pro boční methylovou skupinu PHB. Množství polymeru 

bylo u kmene adaptovaného na osmotický stres nižší než u ostatních, což bylo stanovováno 

již v rámci základního screeningu pro jednotlivé pasáže pomocí plynové chromatografie, 

proto nebylo pozorování překvapující a tento fakt byl brán v potaz. Vzhledem k vysokým 

signálům PHA ve spektrech nebylo de facto možné detekovat rozdíly mezi kmeny z intenzit 

píků proteinů, nukleových kyselin apod. Kvantitativní charakteristika PHA již byla 

komentována, korelace mezi intenzitou relevantních píků a informací získanou z porovnávací 

metody GC-FID se ve spektrech projevila [187, 196, 212]. Mimoto nám ale spektrum 

s ohledem na polyester v biomase dokáže určit fyzikální strukturu, konkrétně stupeň 

krystalinity/amorficity polymeru, a to na základě intenzity a tvaru vibračních pásů 

detekovatelných ve FT-IR spektrech i spektrech Ramanovy spektroskopie. V souvislosti se 

stresovou odpovědí mikroorganismů akumulujících PHA bylo popsáno, že schopnost udržet 

polymer v amorfní formě přispívá k vyšší odolností těchto mikroorganismů vůči stresu [187, 

213]. Dále jsme se tedy zaměřili na krystalinitu polymeru v bakteriální biomase divokého 

kmene bez a po expozici stresorům a adaptovaných kmenů, přičemž jsme brali v úvahu 

částečnou krystalizaci způsobenou přípravou vzorku sušením při 70 °C, expozice vysoké 

teplotě totiž krystalizaci indukuje. Jako marker krystalinity byl uvažován pás odpovídající 

karbonylové vazbě C=O s ohledem na intenzitu a tvar píku, kdy symetrický pás s maximem 

při 1 735 cm–1 odpovídá amorfnímu PHB, naopak krystalický polyester ve spektru 

manifestuje vysoce asymetrickým píkem s červeným posunem maxima intenzity. Výrazně 

nejméně krystalickou a tedy nejvíce amorfní povahu vykazoval polymer akumulovaný 

v buňkách kmene adaptovaného na osmotický stres, což bylo potvrzeno oběma 

spektroskopickými technikami. Může to tedy částečně indikovat vyšší odolnost tohoto kmene 

vůči stresu, jež byla diskutována výše. Ani v tomto případě však není souvislost stoprocentní, 

jelikož musíme brát v potaz další parametry, které mají vliv na krystalizaci granulí PHA 

v buňkách. Kmen adaptovaný na osmotický stres totiž vykazoval oproti ostatním nižší 

množství PHA, což je v tomto případě nezanedbatelné. Jedním z parametrů, které přispívají 

ke krystalizaci PHA v buňkách, je těsná blízkost granulí, která podporuje jejich agregaci 

předcházející krystalizaci [213]. Středně významná korelace mezi krystalinitou a množstvím 

polymeru v biomase byly pozorovatelné na základě celého datasetu, ne pouze u kmene 

adaptovaného na osmotický stres. I proto je zapotřebí větší odolnost PHA vůči krystalizaci 

u adaptovaného kmene dále prověřit. 

K posouzení tvarů a vnitřní struktury buněk divokého kmene bez aplikace stresu v průběhu 

kultivace a adaptovaných kmenů exponovaným stresorům jsme využili techniky elektronové 

mikroskopie. Aplikovány byly konkrétně techniky kryo-skenovací elektronová mikroskopie 

a transmisní elektronová mikroskopie (Obr. 15). Oběma technikami byly v buňkách kultury 

adaptované na měď patrné precipitáty uvnitř v cytoplazmě. Z toho usuzujeme, že bakteriální 

buňky v rámci adaptace vytvořily útvary s měďnatými ionty, které chrání důležité části buňky 
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před škodlivým efektem těžkého kovu, jenž je navázáním do precipitátů odstíněn. Tvorba 

precipitátů již byla popsána při expozici uranu, a to u bakterie Cupriavidus metallidurans 

NA4, která z toxického kovu formovala dusičnan uranylu. Studie rovněž prokázala tvorbu 

komplexů s granulemi PHA, což přímo podporuje myšlenku protektivního účinku PHA vůči 

působení těžkých kovů [214]. Na základě našich mikroskopických snímků nicméně 

nemůžeme potvrdit stejný fenomén, jelikož rozmístění precipitátů u adaptovaného kmene C. 

necator při expozici mědi bylo vesměs nahodilé a jejich povaha nebyla doposud dále 

charakterizována. Pomocí kryo-SEM byly v buňkách pozorovány díry, které nasvědčují 

houbovitému charakteru bakteriální cytoplazmy, oproti tomu divoký kmen vykazoval 

převážně homogenní cytoplazmu s obsahem PHA granulí, ale bez depozit způsobených 

expozicí měďnatým iontům. Pro posouzení vlivu dlouhodobé adaptace by bylo ještě zajímavé 

skenovat strukturu cytoplazmy po akutní expozici tomuto stresoru. Nicméně můžeme na 

základě výše popsaných a komentovaných dat tvrdit, že námi využívaný bakteriální kmen je 

schopen přežívat i prospívat v přítomnosti vyšších koncentrací mědi, která je jednak 

esenciálním prvkem, ale při vyšších koncentracích také prvkem s významným inhibičním 

efektem pro většinu bakterií [215]. Buňky kultury adaptované na osmotický stres vykazují 

podobné charakteristiky jako buňky divokého kmene, jen byly oproti nim menší a namísto 

tyčinkovitého tvaru byly srpkovité. I na základě těchto technik bylo skrze množství granulí 

PHA pozorovatelné, že zastoupení polymeru je nižší než u ostatních kmenů. Cytoplazma 

buněk adaptovaných na osmotický stres se jeví lehce koncentrovanější oproti ostatním, to 

může být spojeno s menším množstvím intracelulární vody v důsledku vystavení 

osmotickému stresu. 

 

Obr. 15: Snímky divokého kmene a adaptovaných kmenů získané pomocí elektronové mikroskopie – 

a) TEM (šipky znázorňují výše diskutované precipitáty), b) kryo-SEM 

Na základě získaných výsledků z jednotlivých základních i pokročilejších analýz v rámci 

diskutované publikace lze shrnout, že v rámci adaptace bakteriálního kmene Cupriavidus 
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necator H16 na vybrané stresové faktory, tedy přítomnost měďnatých iontů a zvýšený 

osmotický stres, hrály PHA důležitou roli. Ne však pouze prostřednictvím vyššího množství 

polymeru v biomase, ale především pravděpodobně skrze navýšený cyklus přeměny PHA 

v buňkách, což vedlo k navýšení poolu monomerních jednotek, které vykazují funkci jednak 

chaperonů, jednak osmoprotektantů. 

4.1.2.2 Nepublikovaná data vztahující se ke komentované publikaci 

V rámci publikace nebyla vzhledem ke kapacitě článku publikována všechna získaná data. 

Především nebyly publikovány výsledky týkající se bakteriálního kmene H. halophila, který 

byl, jak bylo uvedeno výše, adaptován na přítomnost 1 g/L kyseliny levulové a 3 g/L kyseliny 

octové v médiu při současné regulaci pH. U tohoto kmene byl při porovnání růstových 

charakteristik prokázán pozitivní vliv adaptace při kultivaci v minerálním médiu. Kmen 

adaptovaný na přítomnost kyseliny levulové, stejně jako kyseliny octové, vykazoval 

v porovnání s divokým kmenem reprodukovatelně 1,5krát vyšší nárůst buněk v kulturách 

v přítomnosti kyselin, ale i větší nárůst v médiu bez těchto stresorů. Nicméně v rámci 

adaptace nedocházelo k výraznějšímu navýšení produkce PHA v biomase a na rozdíl od C. 

necator H16 není kmen H. halophila přirozeně schopen utilizovat kyselinu levulovou, což 

bylo prokázáno analýzou residuálního množství kyseliny v supernatantu po kultivaci. Ani po 

poměrně dlouhé adaptaci na tento potenciální prekurzor 3-hydroxyvalerátu nebyla v biomase 

detekována přítomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), kyselina levulová na kmen H. halophila 

tedy působila pouze inhibičně. 

Další nepublikovanou součástí, která se vztahuje k výše zmíněné publikaci, představuje 

proteomická analýza, jež byla provedena pro tetraplikáty kultur divokého kmene C. necator 

H16 v minerálním médiu bez stresu, dále tohoto divokého kmene v médiu se stresy, na něž 

byl původní kmen adaptován, tedy 30 mg/L měďnatých iontů respektive 20 g/L NaCl, a dále 

adaptovaných kmenů v médiu s odpovídajícími stresory. Pro účely analýzy byly využity 

vzorky bakteriální biomasy po 48 h kultivace. Samotná proteomická analýza byla realizována 

ve spolupráci s Proteomic Core Facility CEITEC Brno. Schéma experimentu je znázorněna na 

následujícím schématu (Obr. 16). 
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Analýzou jednotlivých proteinů obsažených v analyzovaných buňkách byla detekována 

přítomnost celkem 4 604 proteinových skupin v rámci celého datasetu na základě anotace 

s UniProt databází. Nicméně se nejednalo výhradně o různé proteiny, jelikož řada shodných 

proteinů byla pravděpodobně vzhledem k drobným odlišnostem rozdělena. Ze zmíněného 

počtu bylo 489 proteinů na základě komparace s databází definovaných jako blíže 

necharakterizovaných. 

Pro účely detekce up-regulovaných a down-regulovaných proteinů jednotlivých testovaných 

kmenů vůči sobě byly nastaveny threshold hodnoty na 5 pro parametr míry velikosti účinku 

(FC – fold change); 0,01 pro parametr signifikance P a 0,05 pro upravený P parametr podle 

Benjaminiho a Hochberga. Hodnoty P parametru a upraveného P parametru byly získány na 

základě LIMMA testu (Linear models for microarray data analysis). Jednotlivá vyhodnocení 

byla získána na základě porovnání hodnot s definovanými threshold hodnotami. Bylo možné 

získat informace, zda-li jsou poměry dat vyšší než specifikované hodnoty threshold (U), nižší 

než reciproká hodnota threshold (D) případně leží mezi těmito dvěma hodnotami (N). 

V případě, že podíl hodnoty P a upravené hodnoty P byl nižší než specifikované threshold 

hodnota, byly obě P hodnoty kategorizovány jako Y, v případě, že byl poměr rovný nebo 

vyšší, byly označeny jako N. Aby bylo možné uvažovat up-regulaci nebo down-regulaci 

jednotlivých proteinů mezi kmeny, byly filtrovány pro jednotlivé porovnávané kmeny 

detekované proteiny na základě překročení hodnot parametru FC. 

Vůči sobě byl zprvu porovnán divoký kmen C. necator H16 exponovaný danému stresu 

s divokým kmenem (W-T) bez expozice stresorům, počty up-regulovaných a down-

regulovaných proteinů jsou uvedeny v Tab. 3. 

Tab. 3: Vliv akutní expozice iontům Cu2+ a osmotickému stresu na C. necator H16 (W-T) 

porovnávané kmeny down-regulace up-regulace 

W-T exponovaný Cu2+ / W-T 188 202 

W-T exponovaný NaCl / W-T 521 153 

Bylo zjištěno, že při expozici stresu indukovaného přítomností měďnatých iontů bylo oproti 

divokému kmeni down-regulováno a up-regulováno podobné množství proteinů, a to 188 

respektive 202. Při důkladnějším screeningu těchto proteinů byla detekována up-regulace 

sedmi proteinů souvisejících s odpovědí na měď (copper resistance protein A, multi-copper 

oxidase; copper resistence protein B, copper extruder; copper resistance protein C; copper 

chaperone, heavy metal ion binding; putative copper uptake P-type ATPase; copper efflux 

P-type ATPase a copper resistance protein D, transmembrane component), kdy navíc poslední 

z uvedených byl detekován pouze u kmene exponovaného mědi. Přítomnost tohoto stresoru 

v médiu tedy i při okamžité krátkodobé expozici vedla k navýšení exprese zmíněných 

proteinů, což poukazuje na signifikantní vliv měďnatých iontů jakožto stresoru. 

Při porovnání divokého kmene exponovaného osmotickému stresu a divokého kmene bez 

expozice stresu byla pozorována down-regulace 521 proteinů, přičemž up-regulováno bylo 

153 proteinů, což je třetinové množství. Vzhledem k povaze stresoru není jednoduché přímo 

vyhledat proteiny zapojené do stresové odpovědi, nicméně byly detekovány proteiny zapojené 
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do syntézy trehalosy, která slouží jako osmoprotektant, přičemž množství nebyla navýšena 

ani snížena u žádných srovnávaných kmenů. S ohledem na obecnou stresovou odpověď 

buňky byla detekována přítomnost více typů proteinů zapojených do odpovědi (např. 

universal stress protein; universal stress protein, UspA family a metalloregulation DNA-

binding stress protein), nicméně nebyla objevena žádná up-regulace pro stresované kmeny při 

krátkodobé expozici ani po adaptaci, naopak byly u obou krátkodobě stresovaných kmenů 

down-regulovány rozdílné dva univerzální stresové proteiny. I při akutní expozici lze 

předpokládat expresi proteinů, které jsou indukovány konkrétními stresory a jsou tím pro 

dané stresy specifičtější, jak tomu bylo u kmene exponovaného mědi. 

Další porovnávané dvojice kmenů byly kmeny adaptované na dané stresory, tedy kmen C. 

necator H16/Cu78 adaptovaný na přítomnost měďnatých iontů (30 mg/L Cu2+) a kmen C. 

necator H16/NaCl68 adaptovaný na osmotický stres (20 g/L NaCl) s divokým kmenem bez 

expozice stresu. Počty down-regulovaných a up-regulovaných proteinů adaptovaných kmenů 

(Cu78, NaCl68) oproti kmeni divokému jsou shrnuty v Tab. 4. 

Tab. 4: Vliv dlouhodobé adaptace na ionty Cu2+ a osmotický stres při porovnání s C. necator H16 

(W-T) 

porovnávané kmeny down-regulace up-regulace 

Cu78 / W-T 256 156 

NaCl68 / W-T 674 134 

Vlivem dlouhodobé adaptace na přítomnost měďnatých iontů bylo u kmene oproti divokému 

kmeni down-regulováno 256 proteinů, což je více než v případě aplikace stresu na akutní 

stres. Up-regulováno bylo celkem 156 proteinů, což je v tomto případě méně než 

v předchozím porovnání. Rozdílný byl i trend, kdy vlivem adaptace bylo při této komparaci 

větší množství down-regulovaných proteinů a celkově i opačná množství více a méně 

exprimovaných proteinů. Kmen adaptovaný na měď vykazoval up-regulaci osmi proteinů 

zapojených do odpovědi na stres způsobený přítomností mědi v médiu. Oproti akutní expozici 

divokého kmene vlivu mědi byl u adaptovaného kmene up-regulován navíc jeden protein 

(response regulator of copper response, OmpR-family), což může celkově vést k více 

specifické stresové odpovědi. Stejně jako v předchozím porovnání vlivu expozice mědi byla 

detekována transmembránová komponenta proteinu odpovědného za resistenci vůči mědi D 

pouze u adaptovaného kmene, nikoli u divokého. Nebylo nalezeno žádné navýšení či snížení 

exprese proteinů odpovědných za obecnou stresovou odpověď. Porovnáme-li kmen 

adaptovaný na osmotický stres s divokým kmenem, bylo nalezeno celkem 674 down-

regulovaných proteinů, což je největší detekovaná hodnota ze všech porovnávaných kmenů. 

Zároveň ale lze konstatovat, že v přítomnosti chloridu sodného byla u divokého 

i adaptovaného kmene vždy vyšší down- i up-regulace ve srovnání s divokým kmenem, ale 

i s alternativou v přítomnosti mědi. Dále byla detekována down-regulace čtyř z nalezených 

proteinů zapojených do obecné stresové odpovědi, produkce trehalosy regulující následky 

osmotického stresu nebyla u adaptovaného kmene navýšena ani snížena stejně jako v případě 

krátkodobé jednorázové expozice. V rámci výše komentované publikace zabývající se 

komparací adaptovaných kmenů s divokými byl předpokládán zvýšený obrat PHA v buňce za 

účelem navýšení intracelulárního poolu jednotky 3HB, která byla potvrzena jako 
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osmoprotektant. Nicméně byly nalezeny čtyři formy intracelulární P(3HB) depolymerasy, 

z nichž jedna byla u kmene adaptovaného na osmotický stres down-regulována stejně jako u 

divokého kmene exponovaného tomuto stresu, u mědi trend up- či down-regulace 

depolymeras pozorován nebyl. 

Jako doplňkové porovnání se nabízí vliv adaptace na konkrétní stresor s akutní odpovědí 

divokého kmene na jejich přítomnost v médiu. Pro tento účel byly srovnány kmen C. necator 

H16/Cu78 s W-T kmenem exponovaným 30 mg/L Cu2+ a kmen C. necator H16/NaCl68 

s W-T exponovaným 20 g/L NaCl, počty up- a down-regulovaných proteinů jsou uvedeny 

v Tab. 5. 

 

Tab. 5: Porovnání vlivu dlouhodobé adaptace a akutní expozice Cu2+ iontům a osmotickému stresu 

porovnávané kmeny down-regulace up-regulace 

Cu78/W-T exponovaný Cu2+ 295 151 

NaCl68/W-T exponovaný NaCl 411 309 

Dlouhodobá adaptace na měď oproti krátkodobé expozici vedla k down-regulaci 295 proteinů 

a up-regulaci 151 proteinů. Počet down-regulací byl v tomto případě vyšší než při porovnání 

s divokým kmenem po expozici mědi vůči divokému kmeni, up-regulace byla v tomto případě 

nižší. Při porovnání adaptovaného kmene s divokým byla množství regulací téměř identická. 

Down-regulováno bylo celkem 43 proteinů s blíže necharakterizovanou funkcí, což bylo 

nejvyšší množství v rámci jednotlivých komparací, 26 těchto proteinů bylo up-regulováno. 

Navýšena byla exprese jednoho z proteinů odpovědného za univerzální stresovou odpověď, 

navíc byla pozorována nadprodukce P(3HB) depolymerasy. Počet down-regulací u kmene 

adaptovaného na osmotický stres byl detekován na 411 proteinů, up-regulovaných proteinů 

bylo méně, a to 309. Opět se ukázalo, že vliv osmotického stresu je z hlediska počtu změn 

v expresi výraznější, než tomu bylo u stresu způsobenému mědí. V rámci down-regulací byl 

detekován phasin protein pokrývající povrch PHA granulí, což při dlouhodobé adaptaci 

mohlo souviset se snížením počtu granulí PHA a zároveň i s celkovým obsahem polymeru 

v biomase, což bylo u adaptovaného kmene pozorováno při porovnání s divokým kmenem. 

Mimoto byla snížena exprese jednoho z proteinů odpovědného za obecnou stresovou 

odpověď. Při tomto srovnání byla oproti předchozí s mědí jako stresorem detekována up-

regulace 43 blíže necharakterizovaných proteinů a jeden protein odpovědný za obecnou 

stresovou odpověď. 

Kromě porovnání kmenů vůči sobě byly blíže pozorovány enzymy, u nichž byla stanovována 

specifická enzymová aktivita v rámci publikace. Zde se projevil trend spojený s detekcí více 

proteinů se stejným zařazením na základě označení a zároveň funkce. Citrát syntasa byla 

detekována pětkrát, up-regulována byla pro jednu variantu pouze u kmene adaptovaného na 

měď, a to vůči divokému kmeni bez stresu i po expozici stresu. NAD+ dependentní isocitrát 

dehydrogenasa byla detekována pouze v jedné formě, nicméně bez regulace na úrovni 

porovnání exprese. Stejně tak nebyla nalezena up- ani down-regulace pro malát 

dehydrogenasu. Malát syntasa, která vystupuje v rámci glyoxalátového cyklu, také nebyla 

pozměněna z hlediska míry exprese mezi srovnávanými kmeny. Následně byly zkoumány 

enzymy generující redukovaný kofaktor NADPH. Glukosa-6-fosfát dehydrogenasa byla 
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detekována celkem pětkrát, jedna z forem byla down-regulována u divokého kmene 

exponovaného osmotickému stresu oproti divokému kmeni bez stresu a up-regulována 

u kmene adaptovaného na osmotický stres vůči divokému kmeni v přítomnosti stresoru. To 

tedy poukazovalo na výrazné snížení exprese jedné z forem proteinu u divokého kmene při 

expozici osmotickému stresu, nicméně u dalších detekovaných forem jev pozorován nebyl. 

NADP+ dependentní isocitrát dehydrogenasa byla detekována dvakrát, taktéž beze změn 

v regulaci exprese v rámci srovnání. Jablečný enzym generující NADPH, byl nalezen pouze 

jedenkrát, a to beze změn mezi srovnávanými kmeny. Mimoto byla objevena i NAD+ 

dependentní varianta se stejnou funkcí, která ale nebyla z hlediska enzymových aktivit řešena. 

Jako poslední byly analyzovány výsledky pro enzymy zapojené do biosyntézy PHA. První 

z enzymů, 3-ketothiolasa, byla detekována pouze v jedné formě, nebyla však nalezena žádná 

up- ani down-regulace. Acetoacetyl-CoA reduktasa byla detekována celkem ve čtyřech 

formách, z nichž jedna byla ve dvou případech down-regulována, a to u kmene adaptovaného 

ne měď v porovnání s divokým kmenem i s divokým kmenem exponovaným mědi. Nicméně 

jako už výše to nebylo potvrzeno u více detekovaných forem. Ani v jedné z detekovaných 

forem PHA syntasy (PHA polymerasy) nebyla pozorována down- či up-regulace. Kromě 

syntézy byla reflektována i intracelulární degradace, u níž byly rozděleny proteiny do dvou 

skupin, základní enzym byla intracelulární PHA depolymerasa ve čtyřech formách a dále 

hydrolasa 3HB oligomerů ve dvou formách. Byla detekována jedna up-regulace PHA 

depolymerasy u kmene adaptovaného na měď oproti divokému kmeni po expozici mědi 

a down-regulace byla detekována při expozici osmotickému stresu u divokého kmene 

i u kmene adaptovaného, opět ale pouze u jedné z forem. Jedna z analyzovaných hydrolas 

byla down-regulována u kmene adaptovaného na osmotický stres v porovnání s divokým 

kmenem a také v porovnání s kmenem adaptovaným na přítomnost měďnatých iontů. 

V souvislosti s PHA ve formě intracelulárních granulí byla uvažována i regulace produkce 

phasin proteinů, které se nachází na povrchu granulí. Nebylo pozorováno žádné navýšení 

produkce phasinů, nicméně pro kmen adaptovaný na osmotický stres byla při porovnání 

s divokým kmenem jednak bez expozice soli a jednak po expozici osmotickému stresu 

nalezena down-regulace u dvou ze čtyř detekovaných forem. Poznatek koreluje s daty jednak 

z plynové chromatografie, jednak z elektronové mikroskopie, kdy vlivem nižšího granulí i 

množství celkového polymeru v buňkách lze očekávat menší množství proteinů obklopujících 

polyesterová jádra. Musíme však brát v úvahu, že kvantifikace proteinů navázaných na 

granule může být zatížena chybou. 

Prostřednictvím stanovení specifických enzymových aktivit bylo nalezeno více rozdílů mezi 

jednotlivými adaptovanými kmeny a divokým kmenem bez stresorů i v jejich přítomnosti než 

na základě down- či up-regulací stanovených proteomickou analýzou. Up-regulace byla 

detekována pro glukosa-6-fosfát dehydrogenasu pro kmen adaptovaný na osmotický stres při 

porovnání s divokým kmenem exponovaným osmotickému stresu, pro tuto dvojici bylo 

pozorováno téměř devítinásobné navýšení specifické enzymové aktivity. Pro acetoacetyl-CoA 

reduktasu byla na základě proteomiky pozorována down-regulace u kmene adaptovaného na 

měď v porovnání s divokým kmenem bez expozice stresu a také exponovaného měďnatým 

iontům, nicméně na základě specifických enzymových aktivit byla pozorována pro stejné 

dvojice spíše navýšení specifických aktivit enzymu. Na základě zmíněného tedy lze 
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vydedukovat, že množství enzymu přítomného v buňce nemusí mít přímý dopad na hodnotu 

specifické enzymové aktivity. Vliv stresu se mohl projevit buď navýšením aktivit 

relevantních enzymů nebo nevýšením jejich exprese, a to bez nutnosti vzájemné souvislosti. 

Zároveň ale musíme brát v úvahu, že v rámci metabolismu nedochází k regulaci enzymové 

aktivity pouze na úrovni exprese, zásadní jsou také posttranslační modifikace a také regulace 

skrze další strategie jako allosterie, zpětná vazba, inhibice produktem atd. Tyto skutečnosti by 

také mohly vést k získaným výsledkům. S pomocí odhalit větší provázanost naměřených dat 

v rámci metabolismu by nám mohly pomoci bioinformatické nástroje využívané kolegy 

z FEKT VUT, se kterými plánujeme spolupráci. 

4.1.3 Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomocí C. necator H16 

Kopolymer P(3HB-co-4HB) je z důvodů jeho mechanických, termických, ale také 

biologických vlastností velice zajímavým polymerem, který je některými odborníky 

považován za PHA polymer třetí generace. Pro účel inkorporace 4-hydroxybutyrátu (4HB) do 

struktury kopolymeru P(3HB-co-4HB) byly využity prekurzory aplikované, nejen v rámci 

našeho pracoviště, na jiné bakteriální kmeny, a to 1,4-butandiol (1,4-BD), γ-butyrolakton (γ-

BL), 1,6-hexandiol (1,6-HD) a ε-kaprolakton (ε-KL), které vykazovaly v závislosti na kmeni 

různou úspešnost konverze na 4-hydroxybutyryl-CoA, substrát PHA syntasy [216–219]. 

Zatímco první zmíněný substrát představuje strukturní analog 4-hydroxybutyrové kyseliny, 

druhá a čtvrtá molekula představují laktonické formy dvou hydroxykyselin 

s hydroxyskupinou na terminálním uhlíku, tedy kyseliny γ-hydroxymáselné a 

ε-hydroxykapronové, a 1,6-HD je šestiuhlíkatá molekula příbuzné kyselině 

ε-hydroxykapronové, kdy namísto karboxylové skupiny na prvním uhlíku obsahuje druhou 

hydroxylovou skupinu. U kmene Cupriavidus necator H16 schopného utilizovat mimo 

cukerných substrátů také odpadní olej očekáváme mj. efektivní dráhu metabolizující mastné 

kyseliny (β-oxidace). Z molekuly γ-hydroxymáselné kyseliny může dojít k odštěpení 

produktu katabolismu mastných kyselin, acetyl-CoA, který může být dále metabolizován, 

nebo může dojít k aktivaci za vzniku 4-hydroxybutyryl-CoA, jenž je využitelný pro 

biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-4HB). Kyselina ε-hydroxykapronová je de facto analogem 

předchozí kyseliny delší o dva uhlíky, proto vzniku 4-hydroxybutyryl-CoA předchází 

zkrácení řetězce kyseliny o dva uhlíky, což odpovídá jedné otočce Lynenovy spirály. 

Konverze 1,4-BD na 4-hydroxybutyryl-CoA pravděpodobně nastává při dvojnásobné oxidaci 

jedné z hydroxyskupin a aktivaci karboxylové skupiny. Poslední testovaný prekurzor 1,6-HD 

je pravděpodobně stejně jako 1,4-BD na jedné z hydroxyskupin karboxylován, a poté 

zpracován stejně jako kyseliny ε-hydroxykapronová. Strategie jednotlivých experimentů 

vedoucích k zisku kmene C. necator schopného produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) 

s vysokým podílem frakce 4HB je uvedeno níže v rámci Přílohy III. 

4.1.3.1 Výběr nejvhodnějšího substrátu pro produkci kopolymeru 

První experiment byl zaměřený na výběr nejvhodnějšího prekurzoru 4HB pro bakteriální 

kmen C. necator H16. Byly testovány jak samotné prekurzory 1,4-BD, γ-BL, 1,6-HD, 

respektive ε-KL v množství 4 g/L, tak i jejich kombinace s fruktosou a odpadním olejem 

v koncentraci 10 g/L. Výsledky analýzy biomasy a akumulovaných PHA jsou shrnuty v Tab. 

6. 
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Tab. 6: Stanovení biomasy a PHA při produkci na potenciálních prekurzorech 4HB 

substráty 
biomasa 

[g/L] 

PHA     

[hm. %] 
PHA [g/L] 

*4HB        

[mol. %] 

*3HV        

[mol. %] 

1,4-BD 0,65 ± 0,10 19,9 ± 6,9 0,13 ± 0,06 10,91 ± 1,17 1,89 ± 0,41 

fruktosa + 1,4-BD 4,70 ± 0,04 81,0 ± 18,7 3,81 ± 0,92 0,63 ± 0,06 0 

olej + 1,4-BD 6,84 ± 0,26 86,1 ± 17,9 5,86 ± 1,00 0 0,54 ± 0,01 

γ-BL 0,68 ± 0,12 6,8 ± 0,1 0,05 ± 0,01 22,19 ± 1,43 0 

fruktosa + γ-BL 5,07 ± 0,04 68,0 ± 0,4 3,45 ± 0,01 6,05 ± 0,06 0 

olej + γ-BL 2,63 ± 0,06 41,7 ± 0,8 1,10 ± 0,04 6,37 ± 0,21 0,90 ± 0,20 

1,6-HD - - - - - 

fruktosa + 1,6-HD - - - - - 

olej + 1,6-HD 1,08 ± 0,03 32,6 ± 0,5 0,35 ± 0,00 0 1,02 ± 0,01 

ε-KL 1,38 ± 0,08 60,0 ± 16,9 0,83 ± 0,28 40,83 ± 1,03 0 

fruktosa + ε-KL 1,36 ± 0,01 
146,2 10,62 130,29 0 

olej + ε-KL 1,16 ± 0,04 38,9 ± 1,3 0,45 ± 0,03 53,25 ± 0,60 1,10 ± 0,26 

*Zbývající množství polymeru (kopolymeru, terpolymeru) bylo tvořeno jednotkami 3HB. 
1z technických důvodů nebylo možné měření opakovat v dostatečném počtu, proto chybí smodch 

První dva testované prekurzory 1,4-BD a γ-BL ve své struktuře obsahují čtyři atomy uhlíku, 

zatímco druhé dva prekurzory 1,6-HD a ε-KL obsahují v molekule uhlíků šest. Na základě 

stanovených množství biomasy kultura lépe utilizuje čtyřuhlíkaté sloučeniny, většího výtěžku 

biomasy bylo dosaženo pouze, když byl ε-KL využit jako jediný zdroj uhlíku. Jako nejméně 

vhodný prekurzor vyšel na základě dat 1,6-HD, přičemž na samotném prekurzoru stejně jako 

na kombinaci s fruktosou nebyla stanovena žádná biomasa, lze tedy předpokládat, že na 

vybraný mikrobiální kmen působí spíše inhibičně. Namísto produkce kopolymeru s 4HB byla 

detekována přítomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), i když množství 3HV i celý obsah PHA 

byly nízké. Oba čtyřuhlíkaté prekurzory vedly v kombinaci s oběma zdroji uhlíku k vyššímu 

výtěžku biomasy i celkových PHA, ale frakce 4HB byla pro oba prekurzory nižší než pro 

druhý šestiuhlíkatý prekurzor ε-KL. Nejvyšší zastoupení 4HB bylo pro 1,4-BD a γ-BL 

detekováno, když kultura rostla pouze na samotných prekurzorech. V těchto případech bylo 

ale oproti růstu v kombinaci s olejem nebo fruktosou více než třikrát nižší. Na základě 

výzkumu týmu Steinbüchel a kol. (1994) nebyl kmen C. necator H16 schopen utilizovat 

1,4-BD [220]. Ve dvoustupňové kultivaci a při nastavení podmínek limitace dusíkem 

docházelo stejně jako v našem experimentu k produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) [221].  

Dle našich výsledků se jako nejvhodnější prekurzor pro kmen C. necator H16 se jeví ε-KL, u 

nějž byl výtěžek biomasy ve všech třech případech srovnatelný a o něco nižší než u jiných 

prekurzorů, což poukazuje na pravděpodobný mírný inhibiční efekt. Nicméně množství PHA 

představovalo přibližně 50 hm. %, z čehož frakce 4HB se v závislosti na substrátu pohybovala 

v průměru okolo 40 mol. %, největší byla při kombinaci oleje a ε-KL, a to až 53,25 mol. %, 

proto byla tato kombinace využita i v rámci dalšího experimentu. Z dostupných zdrojů je 

patrné, že preference substrátů a prekurzorů jsou specifitou jednotlivých bakteriálních kmenů, 

pro bakteriální kmen Cupriavidus sp. DSM 19379 byly pro jednotlivé substráty stanoveny 

jednak odlišná zastoupení 4HB frakce, přestože rovněž ε-KL vedl v tomhle parametru 

k nejvyššímu výtěžku, nicméně i inhibiční efekt byl rozdílný [218]. Na základě rešerše jsme 
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zjistili, že využití ε-KL jakožto prekurzoru 4HB je poměrně unikátní, jako hlavní prekurzory 

pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) se využívají především kyselina 

4-hydroxybutanová či γ-BL. 

Vzhledem ke stanovenému inhibičnímu efektu ε-KL byl další experiment zaměřený na jeho 

částečnou eliminaci tohoto negativního fenoménu, a to jednak vzhledem k množství 

přidávaného prekurzoru, jednak také v rámci času jeho přídavku. Po 24 h kultivace se kultura 

nachází již v exponenciální fázi růstu, po 48 h poté na rozmezí fáze exponenciální 

a stacionární. V Tab. 7 jsou shrnuty výsledky ze stanovení biomasy a analýzy PHA. 

Tab. 7: Stanovení biomasy a analýza PHA při produkci na odpadním oleji (10 g/L) a  ε-KL 

v závislosti na koncentraci a čase přídavku 

čas 

přídavku 

[h] 

koncentrace 

ε-KL [g/L] 

biomasa 

[g/L] 
PHA [g/L] 

*4HB     

[mol. %] 
Mw [kDa] PDI [-] 

- 0 9,29 ± 0,18  8,19 ± 0,02 - 409,75 ± 11,68 1,23 ± 0,03 

0 

2 9,03 ± 0,06 7,36 ± 0,00 1,53 ± 0,22 320,66 ± 11,71 1,30 ± 0,07 

4 3,61 ± 0,08 2,09 ± 0,02 3,53 ± 0,09 482,56 ± 11,52 1,31 ± 0,08 

6 2,08 ± 0,18 11,09 16,45 368,77 ± 18,05 1,28 ± 0,04 

8 1,67 ± 0,05 0,61 ± 0,11 19,99 ± 0,20 520,80 ± 19,71 1,41 ± 0,11 

24 

2 8,06 ± 0,19 6,30 ± 0,38 2,42 ± 0,11 363,49 ± 15,07 1,36 ± 0,01 

4 4,83 ± 0,03 3,40 ± 0,14 1,05 ± 0,10 294,08 ± 10,06 1,43 ± 0,04 

6 4,78 ± 0,10 3,15 ± 0,08 0,93 ± 0,06 262,06 ± 4,01 1,41 ± 0,04 

8 4,37 ± 0,06 2,49 ± 0,04 0,92 ± 0,02 244,45 ± 5,39 1,45 ± 0,06 

48 

2 10,10 ± 0,21 8,41 ± 0,22 10,36 253,11 ± 4,02 1,39 ± 0,01 

4 9,58 ± 0,07 7,80 ± 0,21 0,48 ± 0,08 241,46 ± 5,50 1,44 ± 0,03 

6 9,47 ± 0,09 7,60 ± 0,27 0,44 ± 0,01 217,22 ± 8,33 1,47 ± 0,05 

8 9,75 ± 0,17 17,55 10,46 205,04 ± 10,11 1,49 ± 0,01 

*Zbývající množství kopolymeru bylo tvořeno jednotkami 3HB. 
1z technických důvodů nebylo možné měření opakovat v dostatečném počtu, proto chybí smodch 

Po přeočkování inokula do minerálního média (v čase 0 h) se kultura zpočátku nachází 

v lag-fázi, buňky jsou v adaptační fázi na nové prostředí a přídavek většího množství 

inhibitoru se může projevit kromě celkově nižšího počtu buněk na konci kultivace také 

prodloužením této fáze. Při porovnání kontrolní kultury bez prekurzoru a s přídavkem hned 

při inokulaci můžeme pozorovat míru inhibice, kdy u 2 g/L ε-KL bylo množství biomasy na 

konci téměř srovnatelné s kontrolou, pro 4 g/L už byl výtěžek přibližně třetinový a s nárůstem 

koncentrace ε-KL výtěžek biomasy dále klesal. Stejně tak klesal i výtěžek celkových PHA 

v biomase, nicméně zastoupení frakce 4HB v kopolymeru se se vzrůstajícím množstvím ε-KL 

zvyšovalo od 1,53 mol. % pro 2 g/L až po téměř 20 mol. % pro 8 g/L. Přídavek ve 24 h 

kultivace, tedy v exponenciálním stavu kultury, vedl k navýšení celkové biomasy vyjma 

kultury s přídavkem 2 g/L, u které byl celkově nižší i výtěžek PHA, přestože zastoupení 4HB 

v kopolymeru bylo vyšší než při přídavku hned na počátku kultivace. Biomasa pro zbývající 

koncentrace ε-KL byla vesměs srovnatelná, pouze s mírně sestupným trendem s nárůstem 

množství prekurzoru. Trend byl pozorován i pro obsah celkových PHA a zastoupení 4HB, 

v tomto případě se oproti přídavku v čase 0 h nezvyšovalo procento 4HB frakce se zvyšujícím 
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se množstvím ε-KL. Posledním testovaným časem bylo 48 h, kdy kultura začíná přecházet 

z exponenciální fáze do stacionární, nedochází již k výraznému nárůstu počtu buněk, u buněk 

ve zvýšené míře nastává syntéza sekundárních metabolitů. Inhibiční efekt ε-KL přidaném 

v tomto čase již nebyl tak významný, rozdíl je možné zaznamenat pouze mezi nejnižším 

přídavkem 2 g/L, u vyšších koncentrací byly výtěžky srovnatelné. Stejný trend se projevil 

i u množství celkových PHA, podíl 4HB v kopolymeru byl pro všechny koncentrace téměř 

totožný, navíc nejnižší ze všech testovaných časů. Zároveň ale množství biomasy bylo 

ve všech kulturách s přídavkem prekurzoru po 48 h vyšší než v kontrolní kultuře. Tento jev 

lze patrně přičítat vyčerpání primárního zdroje uhlíku, v tomto případě oleje, v médiu, což po 

uplynutí tohoto času pravděpodobně nastává, jelikož standardní kultivace, které v rámci 

pracoviště s C. necator H16 provádíme, požadují příslušný zdroj uhlíku v množství 20 g/L 

pro 72hodinovou kultivaci. Proto se při přídavku ε-KL může objevit vyšší nárůst biomasy, 

jelikož prekurzor je využit jako další zdroj uhlíku pro růst. Na základě získaných dat lze 

konstatovat, že pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) s vysokým podílem frakce 4HB je 

nejvhodnější prekurzor přidávat již na začátku kultivace, a to v koncentraci 8 g/L, kdy byla po 

72 h kultivace získáno stále dostatečné množství buněk a zároveň obsah 4HB v kopolymeru 

činil téměř 20 mol. %. Zároveň ale vzhledem k výraznému inhibičnímu efektu se jeví jako 

vhodné připravit kmen s vyšší odolností vůči inhibičnímu vlivu ε-KL, a to právě např. 

metodou evolučního inženýrství. 

Molekulová hmotnost PHA byla stanovena z polymeru vyizolovaného po 72 h kultivace. 

Zatímco kontrolní kultura v buňkách akumulovala homopolymer P(3HB), všechny ostatní 

kultury s přídavkem prekurzoru ε-KL akumulovaly kopolymer P(3HB-co-4HB) s různým 

zastoupením frakce 4HB. Porovnáním všech molekulových hmotností můžeme pozorovat 

trend vyšších hodnot pro kultury, kdy byl prekurzor přidán na počátku kultivace. Nejvyšší 

molekulovou hmotnost vykazoval kopolymer s největším množstvím 4HB (20 mol. %), a to 

přibližně 520 kDa, následovaný kopolymerem s třetí nejvyšší frakcí 4HB, ale zároveň 

s druhým nejvyšší zastoupením PHA v biomase z kultur obsahujících ε-KL již od počátku 

kultivace. Třetí nejvyšší molekulovou hmotnost vykazoval homopolymer P(3HB), který měl 

rovněž nejvyšší množství PHA v biomase. Pro zpracování jsou obecně vhodnější polymery 

s vyšší molekulovou hmotností a co nejužší distribucí délek řetězců definovaných indexem 

polydisperzity (PDI), od nějž se odvíjí něj mechanické vlastnosti polymeru. Polydisperzita 

systému rovna 1 značí monodisperzní sytém se stejně dlouhými řetězci polymeru, což nebývá 

pro mikrobiálně produkované polymery běžné, navíc není v naprosté většině případů možné ji 

při tomto způsobu produkce ovlivnit [222]. Nejvíce uniformní z našich vzorků byl 

vyizolovaný homopolymer s PDI 1,23, nejvyšší stanovená hodnota byla 1,49, což značí stále 

poměrně uniformní sytém. 

4.1.3.2 Adaptace C. necator H16 na ε-KL za účelem zlepšení růstových a produkčních 

charakteristik kmene 

Na základě výsledků plynoucích z předchozích experimentů by jako ideální kombinace 

substrátů byla kombinace odpadního oleje v koncentraci 10 g/L s prekurzorem ε-KL 

vystupujícím jako stresový faktor vzhledem ke svému inhibičnímu efektu na kulturu C. 

necator H16. Nicméně kvůli vyššímu výtěžku biomasy, který byl stanoven při kombinaci 
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s fruktosou, byla jako hlavní zdroj uhlíku vybrána právě fruktosa. Zvolena byla v koncentraci 

8 g/L, aby byla během růstu dříve vyčerpána a kmen byl minimálně z části závislý i na 

druhém zdroji uhlíku, tedy ε-KL, jelikož doba kultivace jednotlivých pasáží byla jako 

v předchozím adaptačním experimentu 48 h. Přestože jsme očekávali významný inhibiční vliv 

ε-KL, jevila se nám tato kombinace jako vhodná pro postupnou adaptaci kultury. Výsledky 

gravimetrické analýzy a analýza PHA kumulovaných v biomase jsou uvedeny na Obr. 17. 

 
Obr. 17: Gravimetrické stanovení biomasy a stanovení PHA při adaptaci kultury C. necator H16 na 

ε-KL v rámci evolučního inženýrství 

Z výsledků stanovení biomasy můžeme usuzovat, že adaptace na přítomnost ε-KL má 

postupný charakter podobně jako při adaptaci na osmotický stres v publikovaném článku. 

Maximální množství biomasy bylo stanoveno kolem 15. pasáže, poté už nedocházelo 

k signifikantnímu zlepšení růstových charakteristik v rámci sledovaného časového horizontu 

50 pasáží. Množství celkových PHA bylo oproti tomu vyšší v iniciálních pasážích, nejvyšší 

v rámci 3. a 4. pasáže, poté byl pozorován pokles a případně náhodný nárůst, zastoupení 

v biomase však tvořilo v průměru přibližně 50 hm. %. 

V rámci pilotních experimentů při růstu na kombinaci fruktosy a ε-KL (10 g/L + 4 g/L) bylo 

zastoupení frakce 4HB v kopolymeru 30 mol. % po 72 h kultivace, při analýze po 48 h 

v rámci charakterizace pasáží činilo zastoupení 4HB maximálně téměř 23 mol. %, a to pro 43. 

pasáž. Přestože množství prekurzoru bylo stejné, koncentrace primárního zdroje uhlíku byla 

nižší, což bylo diskutováno dříve. Hlavním rozdílem je proto právě délka kultivace, jelikož 

biosyntéza PHA probíhá masivněji během stacionární fáze, proto lze očekávat, že po delším 

čase kultivace by mohl nejen celkový polymer, ale i právě množství 4HB v něm obsaženém 

být vyšší. Z hlediska adaptace je patrné, že byla úspěšná, jelikož docházelo k nárůstu 

množství celkové biomasy, a to nad hodnoty, které byly získány v rámci pilotních 

experimentů pro 72hodinové kultury, stejně tak i množství PHA bylo zvýšené. 
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4.1.3.3 Produkce kopolymeru v laboratorním bioreaktoru 

Scale-up produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl proveden v laboratorním bioreaktoru 

s nádobou o objemu 5 L (Sartorius BIOSTAT, B plus) plněnou na pracovní objem 3,5 L. Jako 

mikrobiální producent byla vybrána 30. pasáž kmene C. necator adaptovaná na ε-KL, která 

již po 48 h růstu v minerálním médiu vykazovala prokazatelně vyšší nárůst biomasy 

a zastoupení 4HB v kopolymeru oproti iniciálním pasážím. Kombinace substrátů byla zvolena 

stejně jako pro baňkové experimenty, tedy 8 g/L fruktosy s 4 g/L ε-KL. Inokulum a následný 

seed byly připraveny v Nutrient Broth médiu s přídavkem 1 g/L ε-KL, aby byl po adaptaci 

zachován selekční tlak. V prvních experimentech byl zvolen vsádkový režim (batch), během 

něhož byl pozorován růst kultury prostřednictvím stanovení optické hustoty. Produkce PHA 

byla v literatuře popsána při všech možných režimech kultivace v bioreaktorech, mezi něž 

patří právě batch, dále fed-batch, repeated-batch i kontinuální kultivace, a to i na odpadních 

substrátech [223]. Mezi jedny z hlavních parametrů, které jsme pozorovali, patří hodnota pH 

kultury v průběhu kultivačního procesu, která nám zhruba signalizuje stav kultury, jelikož 

různé fáze růstu jsou spojené s produkcí látek, které parametr pH ovlivňují. Vývoj pH 

v průběhu kultivace společně s daty z turbidimetrické sondy a mícháním jsou znázorněny na 

Obr. 18. 

 

 
Obr. 18: Hodnoty optické hustoty, vývoje pH kultury a míchání při batch kultivaci 

Z obrázku je patrné, že již po hodině růstu se začalo snižovat pH, které ale bylo regulováno 

pomocí 30% NaOH respektive 1M H2SO4, proto výkyvy nejsou tak patrné (rozdíl minima 

a maxima činil rozmezí pH odlišné o přibližně 0,1) a kromě hlavních zlomů zcela nereflektují 

růst kultury. Nicméně ve 4. h můžeme očekávat počátek exponenciální fáze růstu a následně 

po 10. h její konec a přechod do fáze stacionární. Odumírání kultury na základě pH můžeme 

datovat do přibližně 22. h kultivace. Změna pH směrem k nižším hodnotám může být 
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vzhledem k fázi kultury spojena se zvýšenou produkcí kyselých metabolitů či vyšší spotřebou 

amonných iontů (zdroj N), naopak posun k vyšším hodnotách může být spojen s vyčerpáním 

hlavního zdroje uhlíku a případnou metabolizací proteinů a s tím spojenou produkcí 

zásaditých metabolitů. 

 
Obr. 19: Stanovení biomasy a PHA při batch kultivaci 

Z obrázku (Obr. 19) lze vyčíst hodnoty z gravimetrického stanovení biomasy a taktéž 

z kvantitativní a kvalitativní analýzy PHA v biomase. Trend množství biomasy přitom 

přibližně koreluje s trendem optické hustoty kultury stanovené turbidimetrickou sondou 

bioreaktoru v průběhu kultivace až na pokles hodnoty OD630 před 12. h kultivace. Z dat 

optické hustoty je také patrnější přechod kultury do stacionární fáze v 11,5. h, jelikož nemáme 

data z tohoto časového okna stanovena na základě gravimetrické analýzy. Hodnota optické 

hustoty v maximu odpovídá hodnotě přibližně 5, což koreluje s 3,5 g/L biomasy. Přestože 

bylo množství PHA stanovované již z prvních odběrů, byla množství celkového polymeru 

zpočátku nízká, a to přibližně 30 mg/L do 6. h kultivace, nejvyšší množství PHA bylo 

detekováno na konci kultivace, a to 1,96 g/L. Zároveň ale na začátku kultivace bylo podstatně 

vyšší zastoupení frakce 4HB v kopolymeru, a to až 27 mol. % v 6. h kultivace, od 10. h 

docházelo ke snižování obsahu 4HB v kopolymeru až na 4,2 mol. % při ukončení kultivace. 

Na základě výsledků se tedy můžeme domnívat, že kultura utilizuje prekurzor brzy po 

zahájení kultivace, v čase 0 h se jednalo pouze o homopolymer P(3HB), nicméně následně se 

zastoupení 4HB zvyšovalo při tvorbě kopolymeru P(3HB-co-4HB). Přibližně od 10. h je 

možné pozorovat značný pokles, jelikož se začala výrazně více kumulovat frakce 3HB, a to až 

do podílu 95 mol. %. Na základě dat z gravimetrie (ale i optické hustoty) je možné 

konstatovat, že přibližně od 24. h kultivace docházelo k postupnému odumírání kultury, proto 

lze předpokládat i vyčerpání substrátů. 

Jako další varianta kultivace v bioreaktoru vedoucí k navýšení produkce výtěžku slouží mód 

fed-batch, který mj. snižuje i náklady na výrobu právě PHA, kdy nedochází k limitaci 

zdrojem uhlíku, přičemž v tomto ohledu je důležité načasování přídavku substrátu [224]. 

Tento mód byl použit taktéž pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) u kmene Cupriavidus 

sp. USMAA1020 při růstu na γ-BL, a to s vysokým obsahem 4HB frakce až do 67 mol. % 
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[225]. V našem případě jsme pro 30. pasáž adaptovanou na ε-KL stejně jako u předchozí 

kultivace využili fruktosu v kombinaci s prekurzorem v množství 8 + 4 g/L, a to jednak na 

počátku kultivace, jednak při obou příkrmech, a to v 10,5. h a 22,3. h. Množství jednotlivých 

substrátů přepočtených na objem bioreaktoru byla i při příkrmech zachována. 

 
Obr. 20: Hodnoty optické hustoty, vývoje pH kultury a míchání při fed-batch kultivaci 

Na základě obrázku (Obr. 20) lze vyčíst, že kultura se velmi záhy dostala do exponenciální 

fáze růstu, která trvala přibližně do 11. h kultivace, a poté následoval přechod do fáze 

stacionární, v níž se nacházela téměř do konce monitorovaného časového úseku. Vlivem 

změny kultivačních podmínek spočívajících v přídavku uhlíkatých substrátů nesledujeme 

výraznější změny u hodnot pH, v rámci exponenciální fáze vidíme pouze mírný pokles a 

s nástupem stacionární fáze mírný nárůst pH, které se posléze udržovala vzhledem k regulaci 

vesměs konstantní. 

 
Obr. 21: Stanovení biomasy a PHA při fed-batch kultivaci 
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Úprava biotechnologického procesu spočívající ve využití módu fed-batch oproti předchozí 

kultivaci v batch módu vedla k řadě změn. Primárně bylo dosaženo prodloužení doby 

kultivačního procesu, jelikož na základě pilotní scale-up kultivace byl první přídavek 

substrátu uskutečněn již v 10. h kultivace, což vedlo k prodloužení exponenciální fáze růstu 

(Obr. 21). Následně byl dávkován druhý přídavek zdrojů uhlíku v 22,33. h, čímž došlo ještě k 

dalšímu nárůstu biomasy, přestože při dávkování se kultura nacházela již na počátku 

stacionární fáze. Maxima biomasy bylo dosaženo v 48,15. h kultivace, poté došlo 

k postupnému odumírání kultury, kultivační proces byl ukončen krátce před 51. h. Přestože 

maximální hodnota biomasy dosahovala hodnoty přibližně stejné jako u vsádkové kultivace, 

lze pozorovat navýšení obsahu celkových PHA v biomase, jelikož doplňováním substrátu 

nedocházelo k limitaci uhlíkem a tím k utilizaci intracelulárně akumulovaných granulí 

polymeru [226]. Navýšení množství biomasy by se dalo pravděpodobně dosáhnout navýšením 

množství dusíku (3 g/L namísto 1 g/L (NH4)2SO4). Odlišnosti v kultivačním módu se 

projevily také na složení kopolymeru s ohledem na podíl 4HB. Už od počátku byl obsah 4HB 

detekován, a to jako 11,4 mol. %, následně docházelo k nárůstu podílu v celkovém polymeru 

s maximem v 8. h až 16,2 mol. %, což bylo stále nižší než u vsádkové kultivace. V 10. h se 

ale projevil stejný trend vedoucí k poklesu podílu, a to na přibližně 6 mol. %, což bylo pro 

oba módy srovnatelné, lze tedy předpokládat navýšenou inkorporaci jednotek 3HB 

do kopolymeru. Nicméně vlivem přidání obou substrátů při fed-batch módu, a to především 

po druhém příkrmu, došlo ještě k navýšení obsahu 4HB taktéž s maximem v 48,15. h, a to na 

7,7 mol. %. Ve svém maximu přitom činil podíl PHA v biomase 82 hm. %. 

Porovnáme-li výtěžky biomasy, celkových PHA v biomase a zastoupení 4HB v kopolymeru, 

lze říci, že fed-batch kultivace v laboratorním bioreaktoru s využitím kmene adaptovaného na 

ε-KL byla při uvážení všech kritérií úspěšná. Vzhledem k adaptaci bylo získáno vyšší 

množství biomasy než při pilotním experimentu navíc s vyšším množství fruktosy. Oproti 

experimentu optimalizujícímu množství a čas přídavku ε-KL bylo při experimentu 

v laboratorním bioreaktoru získáno vyšší množství celkových PHA a zastoupení 4HB bylo 

více než dvojnásobné. Vysokých podílů 4HB v kopolymeru, a to nad 20 mol. %, bylo 

zpravidla dosahováno zpočátku fermentace, kdy byl zároveň nízký výtěžek biomasy, což 

korelovalo s prvním experimentem testujícím různé prekurzory a kombinace se substráty. 

I přes nižší frakci 4HB v kopolymeru vyprodukovaného ve fermentoru oproti kopolymeru 

získaného z baňkových testů uvažujeme, že už zastoupení kolem 5 mol. % 4HB výrazně 

zlepšuje mechanické vlastnosti polymeru, proto i tyto experimenty lze považovat za úspěšné. 

4.1.3.4 Alternativní přístup ke zlepšení charakteristik kmene C. necator H16 vzhledem 

k produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) 

Aplikace evolučního inženýrství nás tedy přivedla ke zlepšení růstových a produkčních 

charakteristik kmene C. necator za optimalizovaných podmínek vzhledem k produkci 

kopolymeru P(3HB-co-4HB) s co nejvyšším zastoupením 4HB. Nicméně, jak bylo 

popisováno již v teoretické části práce, existují i jiné přístupy, jak charakteristiky kmenů 

vylepšit. Jeden z nich reprezentuje genové inženýrství, které je založené na cílených 

intervencích do genomu mikroorganismů, což poté vede ke změnám na úrovni fenotypu. Mezi 

tyto úpravy obecně patří delece či inserce genů, případně jejich výměna. 
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Abychom byli schopni efektivně podpořit biosyntézu P(3HB-co-4HB), je zapotřebí mít 

zmapovaný metabolismus vybraného bakteriálního kmene v souvislosti s relevantními 

substráty. Pro naši práci se jako nejoptimálnější kombinace substrátů jevila fruktosa 

s prekurzorem ε-KL, zapojení do metabolismu shrnuje následující schéma (Obr. 22). 

 

Obr. 22: Předpokládaný metabolismus ε-kaprolaktonu u C. necator H16 (částečně převzato z [227]) 

Po otevření laktonového kruhu ε-KL a odbourání jedné molekuly acetyl-CoA skrze β-oxidaci 

vzniká 4-hydroxybutyryl-CoA, který může přímo sloužit jako substrát PHA syntasy, čímž 

může být bez dalších přeměn přímo zainkorporován do řetězce polymeru. Nicméně vyjma 

této cesty bakterie disponuje metabolickým aparátem pro další cesty metabolizace ε-KL. 

Jedna z konkurenčních metabolických cest spočívá v převodu 4-hydroxybutanové kyseliny na 

sukcinát-semialdehyd za katalýzy 4-hydroxybutyrát dehydrogenasou (4HbD) za spoluúčasti 

oxidovaného kofaktoru NAD+. V dalším kroku může být pomocí NAD(P)+ dependentní 

sukcinát-semialdehyd dehydrogenasy (SSADH) konvertován na sukcinát, jež může být 

následně začleněn do Krebsova cyklu. Třetí cesta utilizace 4-hydroxybutyryl-CoA 

pravděpodobně spočívá v jeho dehydrataci za vzniku molekuly vinylacetyl-CoA katalýzou 

enzymem 4-hydroxyfenylacetát-3-hydroxylasou, za spoluúčasti kofaktoru FAD. Vinylacetyl-

CoA následně izomeruje na krotonyl-CoA, jež může být metabolizován dále, mj. převeden na 

3-hydroxybutyryl-CoA [227]. Inkorporaci 4HB do kopolymeru tedy potenciálně konkurují 

dvě reakce odvádějící 4-hydroxybutyryl-CoA jinými směry. Bylo popsáno, že kmen C. 

necator H16 není schopen využít 4-hydroxybutyrát jako jediný zdroj uhlíku pro růst, nebylo 

však objasněno proč. Nicméně kmen C. necator SK4040 vykazoval v přítomnosti tohoto 

substrátu výrazně vyšší aktivitu 4HbD, což poukazuje na schopnost utilizace substrátu. 

Zároveň bylo potvrzeno, že aktivace 4-hydroxybutyrátu na 4-hydroxybutyryl-CoA není 

iniciálním krokem degradace, k ní dochází primárně skrze postupný převod na sukcinát 
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zapojující se do citrátového cyklu. Při testování enzymové aktivity 4HbD v přítomnosti 

4-hydroxybutyryl-CoA nebylo pozorováno její navýšení, což poukazuje na fakt, že 

aktivovaná forma 4-hydroxybutanové kyseliny neslouží jako substrát tohoto enzymu a nelze 

ani očekávat posunutí rovnováhy při vzájemné přeměně obou forem. Nicméně bylo 

pozorováno, že při využití 4-hydroxybutanové kyseliny jako substrátu docházelo k produkci 

kopolymeru, nikoli pouze homopolymeru P(4HB), k čemuž mohlo dojít pouze skrze aktivaci 

substrátu do formy 4HB-CoA a dále převedením přes vinylacetyl-CoA až na 3HB-CoA. 

Pomocí 13C-NMR bylo totiž prokázáno, že k tvorbě kopolymeru dochází skrze popsanou 

dráhu, nikoli skrze intermediáty citrátového cyklu, k nimž vede cesta zpočátku katalyzovaná 

4HbD [221]. 

Na základě dostupných diskutovaných informací jsme v rámci optimalizačních experimentů 

zkoušeli přidat sukcinát v koncentracích 0,5; 1 a 2 g/L do kultivačního média za účelem 

potlačení konkurenční dráhy vlivem nadbytkem produktu při růstu na hlavním zdroji uhlíku 

v kombinaci s ε-KL. Pozorovali jsme navýšení množství biomasy oproti kontrole bez 

přídavku sukcinátu, a to až o 20 % pro koncentraci 2 g/L. Společně s množstvím biomasy byl 

pozorován nárůst množství celkových PHA v biomase o 5 hm. % oproti kontrole se 70 hm. % 

PHA. Nicméně se neprojevil pozitivní vliv na navýšení obsahu 4HB v kopolymeru, zde byl 

trend opačný, s narůstajícím množstvím přidaného sukcinátu klesalo zastoupení z 3,4 mol. % 

u kontroly na 2,5 mol. % při koncentraci sukcinátu 2 g/L. K požadovanému navýšení frakce 

4HB v kopolymeru P(3HB-co-4HB) nedošlo, přestože na cestu produkce 4-hydroxybutyrátu 

ze sukcinátu je zaměřena řada prací využívajících přístupů genového inženýrství insercí a 

kmen C. necator H16 enzymy přirozeně disponuje, přestože tato cesta je poměrně unikátní. 

Takto byl připraven například rekombinantní kmen E. coli JM109, který po inserci genů 

kódujícího sukcinát semialdehyd dehydrogenasu (sucD), 4hbD a koenzym A transferasu 

(orfZ) z Clostridium kluyveri DSM555, který je následně schopen konvertovat na 4HB-CoA 

glukosu [228].  

Výzkumný tým Saito a kol. (1996) využil za účelem navýšení frakce 4HB v kopolymeru pro 

kmen C. necator H16 kombinaci 4-hydroxybutanové kyseliny s přídavkem citrátu draselného 

a síranu amonného. Ve třech z testovaných poměrů koncentrací jednotlivých substrátů byl 

získán polymer se zastoupením 4HB 100 mol. %, nicméně nejvyšší množství celkové 

biomasy a celkových PHA nejvyšší nebylo, to bylo získáno při růstu na 4-hydroxybutanové 

kyselině bez přídavku obou zmíněných sloučenin (5,8 g/L biomasy s 16 hm. % PHA po 48 h 

kultivace). Při kombinaci 25 g/L kyseliny 4-hydroxybutanové, 15 g/L citrátu a 2 g/L síranu 

amonného bylo získáno 5,2 g/L biomasy s obsahem čistého P(4HB), nicméně obsah polymeru 

činil pouze 2 hm. % [229]. 

Abychom vycházeli z co nejvíce autentických dat pro námi využívaný kmen, byla v rámci 

bakalářské práce Bc. Radmily Centnerové pomocí RT-qPCR stanovována exprese genů 

kódujících oba konkurenční proteiny, tedy 4HbD a 4-hydroxyfenylacetát-3-hydroxylasu 

u kmene C. necator H16. Pro tento účel byla bakterie kultivována na dvou uhlíkatých 

substrátech, které na základě předchozích experimentů utilizuje, a to na fruktose a γ-BL, již 

dříve diskutovanému prekurzoru 4-hydroxybutyrátu. Zatímco při kultivaci na fruktose, kdy 
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nebyla detekována přítomnost kopolymeru P(3HB-co-4HB), byl více exprimován druhý 

zmíněný enzym, 4-hydroxyfenylacetát-3-hydroxylasa, při kultivaci na γ-BL byly pozorovány 

změny v expresi 4HbD [230]. Na základě dat vycházejících z bakalářské práce by tedy 

k navýšení frakce 4HB v kopolymeru P(3HB-co-4HB) by tedy mohlo dojít v případě delece 

genu gbd kódujícího enzym 4HbD. Nicméně bylo zároveň na základě jiného výzkumu 

prováděného s totožným bakteriálním kmenem zjištěno, že 4HB-CoA, který vzniká z ε-KL 

nebo i γ-BL jako mezikrok jejich metabolizace [227], nenavyšuje aktivitu enzymu 4HbD, 

jehož substrátem je 4-hydroxybutanová kyselina [221]. Z tohoto důvodu by bylo zapotřebí 

kromě toho ještě dále prozkoumat, jak v bakteriálních buňkách C. necator H16 konkrétně 

v tomto případě funguje vzájemný převod mezi formou s navázaným koenzymem A a bez 

něj. 

Naším experimentálním záměrem v rámci genového inženýrství bylo vyzkoušet postupně 

delece genů kódujících oba výše diskutované konkurenční proteiny odčerpávající 

4-hydroxybutyryl-CoA, tedy 4HbD i 4-hydroxyfenylacetát-3-hydroxylasu, a to za účelem 

porovnání vlivu jejich absence na zastoupení frakce 4-hydroxybutyrátu v kopolymeru P(3HB-

co-4HB). Navýšení zastoupení 4HB v kopolymeru by vedlo ke zlepšení vlastností 

produkovaného polymeru. Práce byla prováděna na Přírodovědecké fakultě Masarykovy 

univerzity v týmu Mgr. Pavla Dvořáka, Ph.D., který má s oblastí genových manipulací 

dlouholeté zkušenosti. Přestože nebyl cílený záměr v rámci disertace dotažen k deleci genů, 

byly již úspěšně provedeny transformační experimenty s kmenem C. necator H16 na základě 

protokolu publikovaného týmem Tee a kol. (2017) [231], a to s plasmidy pSEVA238 nesoucí 

resistenci na kanamycin a pSW1 nesoucí resistenci k ampilicinu. 

Přestože kmen C. necator H16 představuje poměrně slibného kandidáta pro produkci 

P(3HB-co-4HB), v literatuře můžeme objevit řadu jiných mikroorganismů s přirozenou 

schopností produkce tohoto kopolymeru bez dodatečných úprav. Bakteriální kmen 

Alcaligenes latus je schopen při růstu na sacharose v kombinaci s γ-BL až 60% konverze 

prekurzoru na 4HB, kdy nejvyšší dosažené zastoupení jednotky v kopolymeru bylo 45 mol. % 

[232], C. necator H16 na kombinaci fruktosa a γ-BL na 4HB konvertoval za stejných 

podmínek pouze 3 % [233]. V rámci našeho týmu byl charakterizován termofilní izolát 

Aneurinibacillus sp. H, který je pří růstu na 1,4-BD schopen produkovat kopolymer s více než 

80 mol. % 4HB [216]. 

4.2 Využití extrémofilů pro biotechnologickou produkci PHA 

Druhou oddělenou částí disertační práce, na niž byla naměřena a opublikována data, se 

zaměřuje na biotechnologickou produkci PHA s využitím extrémofilních mikroorganismů při 

kultivaci na odpadních substrátech. Produkce petrochemických plastů se odhaduje na 

přibližně 400 megatun ročně navíc se stále rostoucím využitím, a to převážně v rozvojových 

zemích, které se příliš nezaměřují na ekologickou stránku produkce [234]. I proto je 

zapotřebí, aby v tomto případě byla alespoň část nahrazena ekologičtější alternativou, jako 

jsou již vícekrát zmíněné PHA. Produkce těchto materiálů se odhaduje na 25 kilotun ročně, 

což je oproti ropným alternativám zanedbatelné množství. Nicméně se odhaduje navýšení 

celosvětové produkce na třínásobek v následujících pěti letech [235]. Navýšení produkce však 
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vyžaduje snížení nákladů na celý biotechnologický proces výroby a také izolace. Z hlediska 

výrobního procesu je důležité, aby byl založen na široce rozšířených zdrojích, které umožňují 

udržitelnou produkci PHA za snížení celkových nákladů. Výchozích surovin splňujících tyto 

požadavky je více, nicméně jako jeden z nejvhodnějších kandidátů jsou odpadní materiály na 

bázi lignocelulosy, které představují širokou skupinu odpadu pocházejícího z odvětví 

zemědělství, potravinářského a dřevozpracujícího průmyslu. Lignocelulosové materiály 

zároveň představují nejzastoupenější skupinu biomasy na světě. Stejně jako pro všechny 

zdroje je i v tomto případě nezbytné brát v úvahu charakteristiky materiálu, ať už se jedná o 

dostupnost, skladovatelnost a cenu, což se mj. odvíjí od řady parametrů, jako jsou mj. 

konkurenční možnosti využití. Řada lignocelulosových materiálů se dále využívá jako krmivo 

či stelivo pro zvířata, výplňové či tepelně izolační materiály, případně i jako nosiče energie 

[236]. Zde potom hraje roli vysoký roční výnos v řádech stovek megatun, který umožňuje část 

materiálu uvolnit ve prospěch bílých biotechnologií, mezi něž patří právě i produkce PHA. 

Většina mikroorganismů není schopna přímé utilizace lignocelulosové biomasy, nicméně tyto 

suroviny je nutné předem hydrolyzovat za vzniku oligo- či monosacharidů hexos a pentos. 

Komplexní směsi sacharidů jsou zcela pouze zřídka využitelné mikroorganismy nejen pro 

produkci PHA, mnohem častější je pro mikroorganismy preference pouze frakce 

zastoupených sacharidů, což ale nepředstavuje nejefektivnější způsob využití hydrolyzátů. 

Současně se sacharidy se během hydrolýzy lignocelulosy kapalný podíl obohacuje o látky, 

které vystupují jako mikrobiální inhibitory, a to především fenolické látky, furfuraly či 

organické kyseliny. Z hlediska výběru vhodných mikroorganismům pro produkci PHA na 

hydrolyzátech lignocelulosy je tedy zapotřebí se věnovat oběma kritériím, jednak schopnosti 

vybraných mikroorganismů utilizovat různé sacharidy, jednak odolnosti mikroorganismů vůči 

přítomným inhibitorům, a to obojí navíc v kombinaci s vysokou schopností produkce 

polymeru. 

Na základě literárních zdrojů se jako jeden z nejúspěšnějších kandidátů utilizace 

lignocelulosových hydrolyzátů se současnou schopností produkce PHA mezi mesofilními 

mikroorganismy jeví kmen Burkholderia sacchari [237]. Další možností je využití 

extrémofilních PHA producentů jakožto slibných alternativ obvykle používaných mesofilů. 

Celkově se jejich využití v biotechnologiích zavádí v rámci konceptu průmyslových 

biotechnologií nové generace (NGIB), jelikož využití extrémofilních mikroorganismů často 

zvyšuje robustnost celého procesu vzhledem ke snížení rizika kontaminace běžnými kmeny. 

Biotechnologická produkce nejen PHA tak může být prováděna za semi-sterilních či 

nesterilních podmínek, a to v semi-kontinuálním či kontinuálním režimu [238]. S ohledem na 

využití konkrétních extrémofilů se jeví jako zajímavá skupina halofilní mikroorganismy, u 

nichž se široce vyskytuje schopnost produkce PHA, což u nich pravděpodobně představuje 

jeden z možných adaptačních mechanismů vůči vysokému osmotickému tlaku vyskytujícímu 

se v jejich přirozeném prostředí [213]. Druhou skupinou extrémofilů, u nichž byla ve vyšší 

míře popsána produkce PHA, jsou termofilní mikroorganismy [239]. Na základě zmíněných 

skutečností byly pro experimentální práci v rámci publikace vybrány tři bakteriální kmeny. 

První zvolený kmen, mesofilní Burkholderia sacchari DSM 17165, byl využit vzhledem 

k potenciálu diskutovanému výše. Druhým kmenem byl středně halofilní kmen Halomonas 
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halophila s vysokou metabolickou flexibilitou s ohledem na zdroje uhlíku, tím pádem 

s vysokým potenciálem pro využití ligkocelulosových hydrolyzátů [240], který byl mj. využit 

i dříve v rámci evolučních experimentů. Jako poslední kmen byl využit termofil Schlegelella 

thermodepolymerans DSM 15344, jež na základě literatury preferuje xylosu oproti ostatním 

sacharidům [241], přestože je také částečně metabolicky flexibilní. Vybrané mikroorganismy 

byly kultivovány na modelových hydrolyzátech lignocelulosové biomasy za účelem 

posouzení růstových a produkčních charakteristik. Vzhledem k přítomnosti mikrobiálních 

inhibitorů byla rovněž posouzena odolnost mikroorganismů vůči vybraným relevantním 

látkám inhibujícím růst. Na základě získaných dat bylo posléze provedeno porovnání 

extrémofilních PHA producentů s kmenem B. sacchari. Výsledky provedených experimentů 

byly publikovány v časopise Bioresource Technology v článku v rámci Přílohy IV této práce. 

V rámci pilotního experimentu jsme posuzovali potenciál kmenů při růstu na modelových 

hydrolyzátech, a to jednak vzhledem k nárůstu biomasy, jednak s ohledem na produkci PHA 

v biomase. Jako doplňková analýza reflektující schopnost utilizace dávkovaných sacharidů 

bylo využito stanovení zbytkových sacharidů v supernatantu po kultivaci. Pro celkové 

porovnání byly kmeny kultivovány rovněž na preferovaných zdrojích uhlíku, tedy glukose pro 

B. sacchari a H. halophila, respektive xylose pro S. thermodepolymerans.  Jako modelové 

hydrolyzáty odpadních lignocelulosových produktů byly vybrány následující; hydrolyzát 

měkkého dřeva, tvrdého dřeva, rýžové slámy, bagasy z cukrové třtiny, pšeničné slámy 

a pšeničných otrub, které se liší zastoupením jednotlivých monosacharidů. Na základě 

literatury byly připraveny modelové hydrolyzáty obsahující v různém zastoupení směs hexos 

a pentos, konkrétně glukosu, xylosu, arabinosu, mannosu a galaktosu, kdy ne všechny 

monosacharidy byly zastoupeny u všech směsí (Tab. 8). 

 

Tab. 8: Složení jednotlivých modelových hydrolyzátů 

sacharid (g/L) 
glukosa xylosa arabinosa mannosa galaktosa reference 

materiál 

měkké dřevo 16,6 1 0,1 2 0,3 [242]  

tvrdé dřevo 3,2 12,4 1 1,8 1,6 [243] 

rýžová sláma 4,2 13,4 2,4 - - [244] 

bagasa z cukrové třtiny 2,8 15 2,2 - - [244] 

pšeničná sláma 11,2 7,2 0,9 - 0,7 [245] 

pšeničné otruby 0,8 12,4 6,8 - - [246] 

Celková koncentrace sacharidů v připravených médiích byla 20 g/L, a to jak v případě 

modelových hydrolyzátů, tak i u kontrolních kultivací s preferovaným substrátem. Jedním 

z cílů experimentů bylo tedy najít nejvhodnější hydrolyzát pro jednotlivé bakterie. Kromě 

schopnosti růstu na hydrolyzátech byla klíčová i schopnost tvorby PHA v biomase (výsledky 

jsou uvedeny níže v Tab. 9). Experimenty zaměřené na výtěžek byly prováděny na ideálních 
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modelových hydrolyzátech sestávajících z monosacharidů, reálné vzorky lignocelulosových 

hydrolyzátů by obsahovaly i řadu dříve diskutovaných chemických látek vystupujících jako 

mikrobiální inhibitory, a to kyselinu ferulovou, gallovou, furfural, 5-hydroxymethylfurfural 

a již zmiňované kyseliny octovou a levulovou. 

Tab. 9: Porovnání růstu a produkce PHA u vybraných bakteriálních kmenů na modelových 

hydrolyzátech 

mikroorganismus 
modelový 

hydrolyzát 

biomasa 

[g/L] 

PHB 

[hm. %] 

residuální 

sacharidy 

[g/L] 

*YP/S 

[-] 

**YX/S 

[-] 

B. sacchari 

kontrola (glukosa) 3,45 ± 0,10 53,86 ± 1,30 4,89 ± 0,31 0,14 0,25 

měkké dřevo 3,16 ± 0,03 49,75 ± 1,40 8,41 ± 0,29 0,11 0,29 

tvrdé dřevo 3,11 ± 0,05 53,50 ± 1,73 10,59 ± 0,33 0,20 0,35 

rýžová sláma 2,71 ± 0,06 49,79 ± 1,02 14,14 ± 0,13 0,14 0,25 

bagasa z cukrové třtiny 3,02 ± 0,10 49,64 ± 1,56 14,83 ± 0,74 0,13 0,25 

pšeničná sláma 3,22 ± 0,04 49,30 ± 0,81 7,01 ± 0,14 0,23 0,43 

pšeničné otruby 3,31 ± 0,03 54,18 ± 0,14 10,81 ± 0,14 0,15 0,28 

H. halophila 

kontrola (glukosa) 6,35 ± 0,05 72,35 ± 0,96 3,16 ± 0,02 0,27 0,38 

měkké dřevo 6,47 ± 0,08 73,48 ± 1,15 2,98 ± 0,32 0,28 0,38 

tvrdé dřevo 3,81 ± 0,09 51,30 ± 1,14 9,68 ± 0,23 0,19 0,37 

rýžová sláma 3,52 ± 0,08 51,43 ± 1,23 9,70 ± 0,52 0,18 0,34 

bagasa z cukrové třtiny 3,14 ± 0,13 56,14 ± 0,89 8,52 ± 0,78 0,15 0,27 

pšeničná sláma 5,32 ± 0,01 74,74 ± 1,73 5,77 ± 0,44 0,28 0,37 

pšeničné otruby 2,56 ± 0,13 44,47 ± 1,30 10,69 ± 0,78 0,12 0,28 

S. 

thermodepolymerans 

kontrola (xylosa) 5,92 ± 0,08 72,03 ± 0,41 2,77 ± 0,21 0,25 0,34 

měkké dřevo 0,86 ± 0,16 14,74 ± 7,42 18,29 ± 0,31 0,08 0,50 

tvrdé dřevo 4,91 ± 0,48 65,71 ± 2,41 4,96 ± 0,08 0,21 0,33 

rýžová sláma 5,24 ± 0,13 75,32 ± 2,00 4,33 ± 0,29 0,25 0,33 

bagasa z cukrové třtiny 4,62 ± 0,06 70,45 ± 0,23 6,12 ± 0,00 0,23 0,33 

pšeničná sláma 4,41 ± 0,69 70,92 ± 1,37 5,79 ± 0,47 0,22 0,31 

pšeničné otruby 3,64 ± 0,39 64,48 ± 4,02 6,93 ± 0,31 0,18 0,28 

*výtěžnostní koeficient YP/S – poměr výtěžku produktu k množství utilizovaných sacharidů 

**výtěžnostní koeficient YX/S – poměr množství biomasy k množství utilizovaných sacharidů 

Mesofilní bakterie B. sacchari vykazovala nejvyšší nárůst biomasy v kontrolní kultuře, tedy 

při růstu na čisté glukose. Bylo zjištěno, že se jedná o robustní bakterii, která byla schopna 

růstu na všech připravených směsích sacharidů, a to za vydatné biosyntézy PHA. Množství 

biomasy na jednotlivých substrátech nebylo výrazně odlišné, pouze při růstu na hydrolyzátu 

rýžové slámy byl zisk biomasy signifikantně nižší, a to 2,71 g/L, což je ale pouze přibližně 

28 % pokles oproti kontrole. Na základě množství zbytkových sacharidů v médiu po kultivaci 

lze konstatovat, že bakterie preferuje hexosy před pentosami, jelikož nejnižší hodnoty byly 

stanoveny pro kontrolu následovanou hydrolyzátem měkkého dřeva a pšeničné slámy. 

Přestože nejvyšší zastoupení bylo opět v biomase při kontrolní kultivaci (53,86 hm. %, tj. 

1,86 g/L), u žádné kultury nebyl obsah PHA v biomase nižší než 49,3 hm. %. Nejvyšší 

zastoupení polymeru v biomase bylo detekováno při kultivaci na hydrolyzátu pšeničných 

otrub, a to 54,18 hm. %, což představovalo celkový výtěžek 1,8 g/L PHA. Vzhledem 

k získaným datům lze potvrdit publikované studie, že bakteriální kmen B. sacchari je 
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vhodným kandidátem pro produkci PHA při kultivaci na různých hydrolyzátech s ohledem na 

flexibilitu vůči preferovaným sacharidům [237, 247]. 

Na první pohled je patrné, že hodnoty získané biomasy stejně jako v ní obsažených PHA byla 

u halofilní H. halophila vyšší než u testovaného mesofilního kmene. Jako nejvhodnější se 

jevila imitace hydrolyzátu měkkého dřeva, a to z hlediska nejvyššího obsahu biomasy (6,47 

g/L) i obsažených PHA s výtěžkem 4,75 g/L. Hodnota biomasy byla oproti B. sacchari 

dvojnásobná, množství akumulovaného PHA bylo trojnásobné. Nicméně kmeny mají 

společný rys, a to preferenci hexos, jelikož i kmen H. halophila vykazoval lepší růst 

a produkci na hydrolyzátech měkkého dřeva, kdy byly stanoveny nejvyšší výtěžky současně 

s nejnižším množstvím residuálních sacharidů, a také pšeničné slámy, na níž bylo 

naakumulováno nejvyšší zastoupení PHA v biomase, a to 74,74 hm. %. Naopak jako nejhorší 

substrát se jevil hydrolyzát pšeničných otrub bohatý na pentosy, a to ve všech zkoumaných 

parametrech. Porovnáme-li ještě jednou B. sacchari a H. halophila, tak kromě výrazně 

vyšších výtěžků biomasy a PHA pro druhý zmíněný kmen, je podstatné taky rozdíl 

v kultivačních podmínkách. Halofilní kmen vyžaduje pro svůj růst středně vysokou 

koncentraci soli v médiu (optimálně 66 g/L NaCl), což ve výsledku při kultivaci nabízí 

výhodu oproti mesofilnímu nehalofilnímu kmenu, a to snížení nároků na sterilitu celého 

procesu, jelikož poměrně vysoká koncentrace soli v médiu brání kontaminaci [238]. Mimoto 

je tento rys H. halophila výhodný i pro kultivaci na reálných hydrolyzátech lignocelulosové 

biomasy, jelikož se po často využívané hydrolýze silnými anorganickými kyselinami nebo 

zásadami a následné neutralizaci v hydrolyzátech vyskytuje poměrně vysoké množství soli 

[131], která tím pádem nemusí být ani v podobě čistého NaCl přidávána. Využití halofilů se 

proto jeví jako vhodná strategie produkce PHA na lignocelulosových hydrolyzátech [248]. 

V případě nutnosti přídavku dalšího množství soli se také nabízí využití mořské vody, což 

vede k dalšímu snížení nákladů na produkci PHA [249]. Kromě polymeru produkují halofilní 

kmeny za účelem vyrovnání se s vysokým osmotickým tlakem kompatibilní soluty, jako jsou 

ektoiny či trehalosa, které mohou představovat další zajímavé produkty vhodné k izolaci 

[250]. Nicméně těmto látkám jsme se v rámci této práce nevěnovali, pozornost byla upřena 

na biotechnologický potenciál H. halophila s ohledem na produkci PHA. 

Poslední testovaný bakteriální kmen S. thermodepolymerans se lišil od dvou předchozích 

s ohledem na využívaním substrátů, jelikož upřednostňoval pentosy před hexosami. 

Nejvyšších výtěžků biomasy tedy bylo dosaženo na modelových hydrolyzátech s vyšším 

zastoupením xylosy a arabinosy, což se projevilo následně i na produkci PHA v biomase. 

Nejvyšší výtěžek polymeru byl získán při kultivaci na hydrolyzátu rýžové slámy (3,94 g/L) 

následovaném bagasou z cukrové třtiny (3,25 g/L) a hydrolyzátem tvrdého dřeva (3,22 g/L). 

Na těchto substrátech byly výtěžky podstatně vyšší než u kmenů B. sacchari a H. halophila 

preferujících modelové hydrolyzáty bohaté na hexosy glukosu a mannosu (případně 

galaktosu), tedy hydrolyzátu měkkého dřeva a pšeničné slámy. Při kultivaci na modelovém 

hydrolyzátu pšeničné slámy byl pozorován jednak celkově nejnižší nárůst biomasy (0,86 g/L) 

a nejnižší zastoupení PHA v biomase (14,74 hm. %), jednak současně nejvyšší množství 

residuálních sacharidů z původních 20 g/L, a to 18,29 g/L. Extrémofilní mikroorganismy 

můžou být tedy s výhodou využity pro účely produkce PHA na modelových hydrolyzátech 
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lignocelulosy, a to H. halophila pro substráty bohaté na hexosy a S. thermodepolymerans pro 

substráty bohaté na pentosy, v obou případech budou zajištěny vyšší výtěžky než při využití 

mesofilního kmene B. sacchari s vysokou flexibilitou vůči substrátu. 

Přestože se v obou případech extrémofilů dostáváme k vyšším výtěžkům biomasy i PHA, je 

z hlediska reálného biotechnologického procesů nutné reflektovat charakteristiky jednotlivých 

skupin těchto bakterií. Společný rys spočívá v eliminaci kontaminace běžnou mikrobiální 

mikroflórou, a to buď zvýšenou koncentrací soli v médiu či vyšší kultivační teplotou. 

Dlouhodobý experiment týmu Ibrahim a Steinbűchel (2010) zaměřený na produkci PHA 

prováděný s kmenem Chelatoccocus sp. v semisterilním prostředí při 50 °C potvrdil hypotézu 

NGIB konceptu, jelikož během celého procesu nedošlo ke kontaminaci kultury [251]. Jako 

možná limitace potenciálu termofilů pro produkci na reálných hydrolyzátech se může zdát 

přítomnost většího množství soli, nicméně bylo dokázáno, že řada termofilních 

mikroorganismů patří rovněž mezi halotolerantní, jelikož podobně jako halofilové produkují 

kompatibilní soluty, které je primárně chrání vůči zvýšené teplotě, ale mohou právě zastat i 

funkci osmoprotektantů v případě expozice hyperosmotickému prostředí [252]. Porovnáme-li 

kultivační nároky halofilních a termofilních PHA producentů, první zmíněná skupina vyžaduj 

vysokou koncentraci solí, což může způsobovat vážný problém spojený s korodováním 

používaného zařízení [238]. Termofilní producenti naproti tomu vyžadují pouze zvýšenou 

teplotu, často v rozmezí 50–55 °C, což pro kultivační zařízení nepředstavuje nebezpečí 

z hlediska poškození v porovnání s vysokými koncentracemi soli. Přestože se může zdát, že 

nároky na vyšší teplotu představují komplikace s ohledem na vyšší energetickou náročnost 

celého procesu, ve skutečnosti rychle rostoucí kultury produkují metabolické teplo, které 

současně s teplem vznikajícím při míchání může představovat značnou část energie, která 

pokryje nároky kultury. Tím patří termofilní kultury k de facto částečně samozahřívaným 

systémům [251]. Je na místě poznamenat, že velkou část energetických nákladů při kultivaci 

mesofilů představuje chlazení rychle rostoucí a metabolizující mikrobiální kultury. Tento 

náklad u termofilů prakticky odpadá. 

Abychom se přiblížili reálným hydrolyzátům a posoudili i druhý aspekt vhodnosti vybraných 

mikroorganismů pro účely využití pro produkci PHA, byly kmeny vystaveny inhibitorům, 

které se mohou v reálných hydrolyzátech vyskytovat. Vliv mikrobiálních inhibitorů je 

nezanedbatelný, výrazně ovlivňuje růst i celkový metabolismus, a to právě i vzhledem 

k produkci PHA. Pro co nejvyšší výtěžky PHA je tak nutné, aby byly použity kmeny co 

nejvíce robustní vůči negativním vlivů těchto látek. Mezi nejčetněji se vyskytující potenciální 

inhibitory po hydrolýze lignocelulosové biomasy byly pro tento účel vybrány organické 

kyseliny ferulová, gallová, octová a levulová a dále furfural či jeho derivát 

5-hydroxymethylfurfural (5HMF). První dvě kyseliny patří mezi fenolické látky pocházející 

z degradace ligninu, obě vykazují výrazný antimikrobiální účinek prostřednictvím poškození 

buněčných membrán bakterií a taktéž indukují precipitaci či denaturaci proteinů [253]. 

Furfural a 5HMF vznikají při hydrolýze lignocelulosy chemickým rozkladem sacharidů, 

jejich inhibiční účinek spočívá ve vážném narušení toků metabolitů napříč mikrobiálním 

metabolismem a s tím souvisejícím nedostatečným energetickým metabolismem [254]. 

Rozkladem sacharidů vznikají hojně také poslední testované kyseliny, octová i levulová, které 
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v disociované formě zůstávají v extracelulárním prostředí, nicméně nedisociované formy 

mohou procházet do buněk prostřednictvím pasivní difúze. V buňce následně může docházet 

k disociaci, což vyústí ve změnu intracelulárního pH, jež musí být buňkou regulováno v rámci 

odpovědi na osmotický stres, a to na úkor energetického metabolismu [166]. Koncentrace 

inhibitorů byly vybrány na základě předchozích zkušeností s inhibičními efekty působící na 

kmeny, a to 1 g/L pro kyselinu ferulovou, gallovou a levulovou, 3 g/L pro kyselinu octovou 

a nejnižší koncentraci 0,25 g/L pro furfural a 5HMF. Pro účel porovnání inhibičního účinku 

byly kmeny B. sacchari, H. halophila a S. thermodepolymerans kultivovány na preferovaných 

sacharidech jednak v kombinaci s testovanými inhibitory, jednak i bez jejich přítomnosti. 

Výsledky jsou shrnuty v následující tabulce (Tab. 10). 

Tab. 10: Vliv inhibitorů na růst a produkci PHA u vybraných bakteriálních kmenů 

mikroorganismus 
mikrobiální 

inhibitor 

biomasa 

[g/L] 

*PHA 

[hm. %] 

residuální 

sacharidy 

[g/L] 

*** 

inhibice 

[%] 

B. sacchari 

kontrola (glukosa) 2,82 ± 0,01 55,49 ± 1,95 8,59 ± 0,47 0 

kyselina ferulová 1,92 ± 0,05 37,26 ± 1,12 13,50 ± 0,27 54 

kyselina gallová 3,03 ± 0,09 55,85 ± 2,05 11,45 ± 0,08 –8 

furfural 2,75 ± 0,02 53,44 ± 1,98 9,20 ± 0,03 6 

5-HMF 2,57 ± 0,02 51,73 ± 2,14 9,74 ± 0,04 15 

kyselina octová 2,91 ± 0,00 54,86 ± 0,18 13,16 ± 0,13 –2 

kyselina levulová 2,68 ± 0,00 *48,17 ± 2,28 10,45 ± 0,03 8 

H. halophila 

kontrola (glukosa) 5,99 ± 0,07 85,12 ± 2,38 2,37 ± 0,01 0 

kyselina ferulová 0,10 ± 0,02 26,26 ± 1,21 18,79 ± 0,04 100 

kyselina gallová 3,99 ± 0,01 73,89 ± 3,48 7,42 ± 0,12 42 

furfural 3,97 ± 0,12 71,61 ± 2,16 7,48 ± 0,03 44 

5-HMF 5,44 ± 0,15  79,45 ± 2,65 4,22 ± 0,10 15 

kyselina octová 5,11 ± 0,16 75,68 ± 2,23 6,97 ± 0,13 24 

kyselina levulová 1,99 ± 0,04 59,05 ± 1,49 11,69 ± 0,26 77 

S. 

thermodepolymerans 

kontrola (xylosa) 6,31 ± 0,12 73,00 ± 1,90 4,89 ± 0,01 0 

kyselina ferulová 1,68 ± 0,01 52,20 ± 1,80 13,00 ± 0,00 81 

kyselina gallová 3,68 ± 0,57 56,90 ± 1,60 14,35 ± 0,01 55 

furfural 4,57 ± 0,10 63,00 ± 1,00 6,78 ± 0,05 24 

5-HMF 6,19 ± 0,21 68,30 ± 1,70 3,74 ± 0,03 20 

kyselina octová 5,22 ± 0,10 69,80 ± 2,50 7,32 ± 0,18 14 

kyselina levulová 6,89 ± 0,45 **73,30 ± 4,10 3,93 ± 0,08 –7 

* PHA obsahovalo 5,6 mol. % 3HV, **PHA obsahovalo 6,5 mol. % 3HV 

***zhodnocení vlivu potenciálního inhibitoru na růst; vypočteno jako poměr biomasy v přítomnosti 

daného stresoru a bez něj, záporné hodnoty značí pozitivní vliv na růst buněk 

Na základě výsledků experimentu zaměřeného na posouzení nárůstu biomasy a produkce 

PHA na modelových hydrolyzátech lignocelulosových substrátů byl mesofilní kmen B. 

sacchari vyhodnocen jako nejméně vhodný. Naopak na základě testování robustnosti kmenů 

byl shledán jako nejvhodnější producent, jelikož negativní efekt testovaných inhibitorů při 

porovnání s kontrolou byl nejnižší. Největší inhibiční efekt byl pozorován v přítomnosti 

kyseliny ferulové, kdy pokles výtěžku PHA oproti kontrolní kultuře bez inhibitorů činil 

přibližně 54 %. Zároveň byl v její přítomnosti detekován nejvyšší obsah residuálních 
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sacharidů po kultivaci (13,50 g/L), což nasvědčuje i celkově špatnému nárůstu kultury. 

Extrémofilní kmeny H. halophila a S. thermodepolymerans v přítomnosti kyseliny ferulové 

taktéž vykazovaly pro ně nejvyšší inhibiční efekt, kdy pro halofilní kmen představoval 

výtěžek téměř 100% účinek, pro termofilní kmen byl výtěžek PHA zredukován oproti 

kontrole o 81 %, tedy pokles ze 4,60 g/L na pouhých 0,87 g/L, což korelovalo rovněž 

s trendem poklesu množství biomasy a nejvyššími množstvími residuálních sacharidů. 

Podobný efekt se projevil i u kyseliny gallové, která kmen B. sacchari neinhibovala, naopak 

byl pozorován mírný nárůst biomasy i PHA oproti kontrole. U extrémofilů byl opět 

pozorován výrazný pokles výtěžku PHA oproti kontrolám, nicméně nižší než u kyseliny 

ferulové. Naopak nejméně robustním kmenem se na základě výsledků jeví být halofilní kmen 

H. halophila, jenž vykazoval vysokou senzitivitu vůči vlivům všech testovaných inhibitorům. 

Nejmenší vliv na růst a produkci PHA pro kmen představoval 5HMF s 15% inhibičním 

efektem, který byl ale u všech kmenů přibližně srovnatelný. Zajímavý poznatek byl získán na 

základě dat inhibičního vlivu kyseliny levulové. Výrazná inhibice růstu a produkce PHA byla 

pozorována pouze u kmene H. halophila, a to 77 %, nejvíce po kyselině ferulové. 

U zbývajících dvou kmenů k inhibici vesměs nedošlo, naopak byly schopné kyselinu 

levulovou utilizovat, což se projevilo akumulací kopolymeru P(3HB-co-3HV), což bylo pro 

kmen B. sacchari již dříve popsáno [160]. Metabolizace kyseliny levulové spočívá v převodu 

na levulinyl-CoA a následném štěpení na propionyl-CoA a acetyl-CoA, které mohou být 

následně využity v rámci metabolismu buď za účelem zisku energie nebo pro účely 

biosyntézy PHA, mj. právě i kopolymeru P(3HB-co-3HV) za předpokladu, že kmeny 

disponují potřebným metabolickým aparátem [171, 255]. Produkce kopolymeru v přítomnosti 

kyseliny levulové byla popsána i pro kmen C. necator H16, a to v rámci přílohy I této práce. 

Materiálové charakteristiky kopolymeru jsou pro zpracování a využití lepší než pro 

homopolymer P(3HB), proto je utilizace kyseliny levulové, jakožto prekurzoru 3HV, 

výhodným rysem mikrobiálních producentů PHA. Navíc kyselina levulová vzhledem ke 

svému původu patří mezi poměrně levné chemikálie pocházející z obnovitelných zdrojů, kdy 

naopak řada jiných prekurzorů bývá na finančně náročná, což následně zvyšuje výrobní 

náklady na kopolymery.  

Právě výsledky získané pro kmen H. halophila nás vedly k experimentu zaměřenému na 

adaptaci kmene na kyseliny octovou a levulovou v rámci metodiky evolučního inženýrství, 

a to za účelem snížení inhibičního vlivu kyselin se zachováním vysoké produkce PHA. Na 

základě získaných výsledků došlo vlivem adaptace k postupnému nárůstu výtěžku biomasy 

a v ní obsaženém PHA až na 3,98 g/L biomasy a přibližně 2,5 g/L PHA, nicméně ani po 84 

pasážích nedošlo ani k částečné utilizaci kyseliny levulové jakožto prekurzoru 3HV. Kyselina 

octová byla utilizována přibližně z poloviny, což bylo detekováno pomocí residuálního 

množství jednotlivých kyselin v supernatantech po kultivaci. 

Porovnáním charakteristik růstu a produkce v přítomnosti inhibitorů jsme zjistili, že oba 

extrémofilní kmeny vykazují větší náchylnost jejich negativnímu vlivu oproti mesofilnímu 

kmeni B. sacchari. Nejvýrazněji se projevil inhibiční efekt kyseliny ferulové, což je pro účely 

produkce PHA na hydrolyzátech lignocelulosy v rámci konceptu NGIB vhodné reflektovat. 

Vesměs tak může být provedeno více způsoby, kdy první spočívá v úpravě hydrolyzátů při 
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procesu detoxifikace [253]. Bez úpravy substrátů druhý přístup spočívá v úpravě odolnosti 

produkujících mikroorganismů vůči vlivu inhibitorů. Pro tento účel se nabízí přístup 

evolučního inženýrství, jak je diskutováno v příloze I v rámci této práce, přístupy 

metabolického inženýrství [256], genového inženýrství apod. I přes zmíněný vyšší inhibiční 

vliv testovaných látek stále testovaní extrémofilové H. halophila a S. thermodepolymerans 

představují velmi úspěšné kandidáty pro produkci PHA na hydrolyzátech lignocelulosové 

biomasy pocházející např. z potravinářství. Pomineme-li vysoký inhibiční vliv kyseliny 

ferulové na oba kmeny a kyseliny levulové na H. halophila, výtěžky PHA získané z biomasy 

extrémofilních kmenů byly podstatně vyšší než pro mesofilní kmen B. sacchari kultivovaný 

za stejných podmínek, a to dvakrát až třikrát vyšší. V případě modelových hydrolyzátů byly 

získány pro nejvhodnější hydrolyzáty výtěžky PHA ještě vyšší. Při výběru nejvhodnějších 

reálných hydrolyzátů je důležité reflektovat zastoupení sacharidů po hydrolýze, jelikož 

jednotliví producenti mohou různé nároky na povahu uhlíkatých zdrojů (pentosy, hexosy), 

a taktéž přítomnost mikrobiálních inhibitorů. Na základě našich dat je možné dále rozvinout 

robustní a efektivní výrobní proces produkce PHA na hydrolyzátech lignocelulosových 

odpadů v rámci NGIB, a to za snížení celkových nákladů na produkci. Kromě homopolymeru 

P(3HB) může být produkován také kopolymer P(3HB-co-3HV) s výhodnějšími 

mechanickými a technologickými vlastnostmi. 

4.3 Ekologická izolace PHA z extrémofilních producentů 

Vysoké náklady na celý proces velkoobjemové produkce PHA limitují její výraznější 

zavedení do průmyslu. Pro účely snížení celkové ceny existuje řada strategií, které byly již 

diskutovány dříve v rámci práce. Jedná se především o využití odpadních substrátů pro 

kultivaci či využití extrémofilních mikroorganismů. Předchozí část práce se zaobírala 

využitím extrémofilních mikroorganismů při biotechnologické produkci PHA. Bylo zjištěno, 

že tato skupina producentů kromě vysokého potenciálu tvorby polymeru nabízí v rámci 

konceptu NGIB možnost snížení cen biotechnologického procesu díky snížení nákladů na 

sterilizaci médií a kultivačního zařízení, což následně sníží náklady ještě více než samotné 

využití odpadních substrátů. Nicméně vybraných vlastností extrémofilních producentů PHA 

může být s výhodou využito i při procesu izolace polymeru z buněk. Při návrhu izolačního 

procesu je přitom nutné zohlednit charakteristiky vybraných extrémofilů, jelikož přestože 

některé rysy mohou být společné, jiné se naopak mohou odlišovat vzhledem k prostředí, ve 

kterém se dané skupiny těchto mikroorganismů přirozeně vyskytují. 

V rámci práce jsme se zaměřili na zástupce halofilů H. halophila a zástupce termofilů S. 

thermodepolymerans, které byly již testovány jakožto potenciální producenti PHA na 

modelových hydrolyzátech lignocelulosové biomasy. Jednak při růstu na preferovaných 

sacharidech, jednak i na modelových hydrolyzátech prokázaly velký potenciál pro produkci 

PHA se současnou možností snížení nákladů na výrobu. Množství polymeru v biomase 

halofilního kmene při růstu na glukose dosahovalo v průměru přes 80 hm. %, obsah PHA 

u termofila při růstu na xylose byl v průměru 70 hm. %. Výtěžky biomasy i polymeru jsou 

tedy značně vysoké, což je činí vhodnými kandidáty pro velkoobjemovou produkci. Nicméně 

ve vybraných skupinách extrémofilních mikroorganismů se nachází více slibných kandidátů 

pro velkoobjemovou produkci PHA, jež byli popsáni, u rodu Halomonas se kromě H. 
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halophila [240] jedná o řadu dalších kmenů jako H. boliviensis [257], H. hydrotermalis a H. 

neptunia [222] či H. bluephagenesis [258]. Mimoto slibným PHA producentem patří i 

extrémně halofilní archaea Haloferax mediterranei [259], která vyžaduje pro růst více než 200 

g/L NaCl v médiu. Produkce PHA u halofilů může být uvažována při přirozené adaptaci 

zástupců na expozici prostředí o vysoké osmotické síle, kdy především monomerní jednotky 

slouží jako kompatibilní soluty (osmolyty) napomáhající kompenzovat osmotickou sílu 

vnějšího prostředí. Nicméně tato strategie bývá uvažována především pro středně halofilní 

PHA producenty, u extrémních halofilů, mezi něž patří především zástupci haloarchaea pro 

tento účel intracelulárně akumulují další organické látky (osmolyty) nebo anorganické látky 

jako draselné ionty [260]. 

Druhý testovaný kmen patří do skupiny termofilních mikroorganismů. Jak již bylo uvedeno, 

tato skupina se přirozeně vyskytuje v prostředích o vyšších teplotách, na něž jsou tím pádem 

adaptovány [261]. Na rozdíl od halofilů bylo u termofilů testováno podstatně méně rodů, 

které jsou schopné vyšší produkce PHA a jsou tedy vhodnými kandidáty pro využití 

v biotechnologiích. Jednotlivé slibné kmeny patří do rodů Caldimonas [262], Tepidimonas 

[263], z konkrétních zástupců pak kmeny Aneurinibacillus sp. H1 [216] či již zmíněný kmen 

S. thermodepolymerans [241]. U termofilů nicméně není role PHA v rámci adaptace tak 

přímočará, byla popsána pouze souvislost mezi odolností mesofilních kmenů akumulujících 

PHA vůči teplotnímu šoku [264]. Adaptace termofilů na vyšší teploty spočívá primárně ve 

změnách struktury proteinů, navýšení aktivit chaperonů chránících proteiny před denaturací, 

produkci proteinů teplotního šoku (heat-shock proteinů), akumulaci organických 

kompatibilních molekul podobně jako u halofilů či ve změnách struktury buněčné stěny 

u extrémních termofilů a archaea [265].  

Uvedené kmeny lze kromě kultivace na odpadních substrátech využít v rámci NGIB, což vede 

ke snížení nároků na sterilitu zařízení, a tím tedy ke snížení nákladů na celkový proces a 

taktéž i cenu výsledného produktu. Jako další, poslední, strategie snižující náklady na celý 

proces se nabízí využití ekonomicky méně náročné izolace než je standardní izolace extrakcí 

pomocí organických rozpouštědel. Volbu extrakčního činidla limituje omezená rozpustnost 

PHA ve standardních rozpouštědlech používaných pro analogické aplikace, prakticky se tak 

jako nejvhodnější využívají chlorovaná rozpouštědla, jako jsou například chloroform či 

dichlormethan, která kromě vysoké pořizovací ceny a celkové technologické náročnosti 

představují ekologickou zátěž izolačního procesu [266]. Za upravených podmínek 

zahrnujících zvýšenou teplotu a tlak (120 °C, 7 bar) se pro účely extrakce mohou využít tzv. 

PHA anti-solventy, mezi něž patří především aceton [267]. Alternativně lze namísto 

klasických rozpouštědel jakožto extrakčních činidel využít extrakční vlastnosti 

superkritického CO2, který nabízí ekologičtější variantu oproti chlorovaným rozpouštědlům. 

Nicméně rozpustnost PHA samotným superkritickým CO2 není příliš vysoká, pro 

zefektivnění procesů je zapotřebí přidávat aditiva zvyšující rozpustnost PHA, např. methanol, 

což následně snižuje efektivitu celého procesu [268, 269]. 

I přes rozdíly v provedení se zmíněné přístupy shodovaly ve strategii procesů spočívajících 

v rozpuštění polymeru v daném rozpouštědle a oddělení nerozpuštěné frakce. Opačný přístup 
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spočívá v rozpuštění ostatních komponent buněk a oddělení nerozpustné frakce PHA pomocí 

filtrace či centrifugace. Vzhledem k faktu, že polymer může z hlediska obsahu překročit 

90 hm. % biomasy, jeví se jako logičtější přístup oddělit zbývající frakci nepolymerního 

charakteru, což platí i v případě námi využitých kmenů se 70–80 hm. % PHA v biomase. Pro 

tyto účely byla vyvinuta řada strategií využívajících odlišných chemických látek zaměřené na 

oddělení zbytků buněk nepředstavujících PHA. Jako slibný přístup se jeví využití 

hydrolytických enzymů narušujících buněčné struktury, která jsou tím solubilizovatelné ve 

vodných roztocích. Nejčastěji popsané postupy využívají komerčně dostupné proteasy jako 

Proteasa L330, Esparasa, Alkalasa, Neutrasa, Allproteasa a další [270], nicméně i přes 

poměrně vysokou účinnost je využití limitováno vysokou pořizovací cenou enzymů. 

Podobnou funkci mohou zastat i rozličné chemické látky s různou chemickou podstatou, 

z nejčastěji využívaných se jedná o hydroxid sodný [271], chlornan sodný [272, 273], EDTA 

a dále skupina detergentů, z nichž byly testovány např. dodecylsíran sodný (SDS) [273] nebo 

laurát amonný [274]. Kromě separátního využití můžou být vybrané přístupy kombinovány 

tak, aby byl výtěžek PHA co nejvyšší i s ohledem na čistotu vyizolovaného materiálu, jako 

výhodný se jevil přístup kombinující využití enzymů společně s SDS a EDTA, kdy získaný 

polymer měl čistotu srovnatelnou s PHA izolovaným pomocí extrakční metodou [275]. 

Jako další přístup, který vede k narušení celistvosti mikrobiálních buněk bez nutnosti 

přídavku dalších chemických látek, se nabízí využití hypotonické lyze. Provedení je poměrně 

jednoduché, tkví v expozici buněk prostředí o výrazně nižší osmotické síle než prostředí, 

v němž byly buňky kultivovány. Při náhlé expozici buněk takovému prostředí dochází vlivem 

rozdílů osmotických tlaků k penetraci vody do buněk, což vede k narušení jejich integrity, 

praskání buněk a následnému uvolnění intracelulárního obsahu. Přestože lze přístup 

teoreticky aplikovat na téměř všechny mikroorganismy, zejména halofily, byl popsán 

především pro extrémně halofilní archaea Hfx. mediterranei uvedený již dříve, který je 

vzhledem k požadavku na vysoké množství soli (přes 200 g/L) na expozici hypotonickému 

prostření extrémně senzitivní. Reakce při expozici destilované vodě se projeví téměř 

okamžitě, buňky ztratí svoji integritu a dochází k uvolnění granulí PHA do roztoku. Nicméně 

lyze v pouhé destilované vody nevede v tomto případě k zisku polymeru o vysoké čistotě, 

pelet získaný po centrifugaci je směsí vrstvy buněčné debris, granulí PHA a vrstvy proteinů 

[276]. Na celkový pelet je tedy nutné aplikovat purifikační kroky vedoucí k odstranění residuí 

buněčných komponent [277], a to např. chlornanem sodným, peroxidem vodíku či dalšími 

látkami uvedenými výše.  

V rámci problematiky shrnuté v článku jsme se věnovali vývoji metodiky nejen ekonomicky, 

ale i ekologicky méně náročné izolace PHA z buněk extrémofilních mikroorganismů H. 

halophila a S. thermodepolymerans schopných produkce polymeru vyšší než 70 hm. % se 

současným potenciálem pro aplikovatelnost přístupu NGIB. Na zvolené kmeny jsme 

aplikovali podmínky vedoucí k nastolení hypotonické lyze buněk, jelikož jsme vzhledem 

k potvrzenému obsahu kompatibilních solutů v buňkách sloužících k adaptaci v jejich 

přirozených podmínkách očekávali jejich vyšší náchylnost k osmotickému namáhání. 

Abychom získali dostatečně čistý produkt, když vezmeme do úvahy výsledky práce s Hfx. 

mediterranei, a zároveň abychom napomohli účinnější disrupci buněk, využili jsme detergent 



85 

 

SDS v koncentračním rozmezí 1–10 g/L, aby byly i přes jeho přítomnost nadále nastoleny 

hypoosmotické podmínky vedoucí k lyzi. Residuální SDS po extrakci bylo odstraněno 

převedením na nerozpustný produkt vysrážením s KCl, což eliminovalo potenciální negativní 

ekologický dopad sloučeniny v případě, že by zůstala v původní formě v odpadní vodě. 

Nerozpustný produkt dodecylsíran draselný (KDS) byl z odpadní vody jednoduše odstraněn a 

v rámci dalšího procesu může být potenciálně převeden zpět na SDS pro další využití. Shrnutí 

celého experimentu je znázorněno na následujícím schématu (Obr. 23). Jelikož námi vyvinutý 

postup je poměrně unikátní, podali jsme na základě získaných dat patentovou žádost, která je 

k práci přiložena jako Příloha V. Následně byly výsledky provedených experimentů 

publikovány v časopise Polymers v článku v rámci Přílohy VI této práce. 

 

Obr. 23: Schéma izolačního procesu PHB s využitím SDS z halofilních či termofilních bakteriálních 

buněk 

Na základě literární rešerše jsme se zpočátku věnovali optimalizaci parametrů izolace. 

Vycházeli jsme z předpokladu nastavení hypoosmotického prostředí pro izolaci, a to 

aplikací roztoku SDS do maximální koncentrace 10 g/L. Kromě přítomnost detergentu byl 

izolační proces doplněn tepelným ošetřením za účelem zvýšení účinnosti. Jako optimalizační 

parametry byly tedy testovány různé koncentrace detergentu SDS, teplota a doba inkubace 

v hypoosmotickém prostředí, a dále také robustnost procesu testováním vyššího množství 

biomasy v roztoku SDS optimální koncentrace při optimální inkubaci. Během experimentů 

jsme vždy charakterizovali vyizolovaný materiál a jeho množství, aby bylo možné 

kvantitativně porovnat efektivitu jednotlivých přístupů. Materiál získaný optimalizovaným 

izolačním procesem byl dále podrobněji charakterizován prostřednictvím pokročilejších 

instrumentálních technik. 
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Tab. 11: Vliv koncentrace SDS na izolaci polymeru 

mikroorganismus SDS [g/L] 
čistota PHB 

[hm. %] 
výtěžek [–] 

H. halophila 

1 88,0 ± 0,4 0,99 

2,5 91,4 ± 2,7 0,99 

5 97,1 ± 3,7 1,11 

10 89,6 ± 1,4 1,09 

S. thermodepolymerans 

1 65,7 ± 0,8 0,95 

2,5 87,7 ± 3,6 0,97 

5 86,4 ± 1,4 1,00 

10 85,5 ± 0,4 0,92 

Prvním optimalizovaným parametrem bylo množství SDS v roztoku, testovali jsme čtyři 

koncentrace, a to 1; 2,5; 5 a 10 g/L pro oba bakteriální kmeny (Tab. 11). Efekt jednotlivých 

roztoků byl vyhodnocen pro každý kmen zvlášť, jelikož vzhledem k rozdílným povahám obou 

extrémofilů jsme očekávali možný rozdílný vliv zvolené izolace. U obou kmenů jsme 

exponovali nakultivované bakteriální buňky po 72 h kultivace daným prostředím po dobu 2 h, 

lišily se přitom teploty inkubace, které byly v rámci tohoto experimentu na základě 

kultivačních teplot nastaveny na 70 °C pro H. halophila a 90 °C pro S. thermodepolymerans. 

Pro halofilní kmen s optimální koncentrací soli v médiu 66 g/L jsme očekávali mírně vyšší 

náchylnost k působení hypoosmotického prostředí, jako nejúspěšnější se jevilo množství 5 

g/L, kdy byla čistota vyšší než 97 hm. %, zároveň byl i nejvyšší výtěžek PHA ze všech 

testovaných koncentrací. Lze tedy pozorovat výrazný efekt hypotonické lyze buněk současně 

se značným purifikačním vlivem. Odlišných výsledků bylo dosaženo pro termofilní kmen S. 

thermodepolymerans, kde se vzhledem k čistotě materiálu téměř 88 hm. % jevila jako 

nejefektivnější koncentrace SDS 2,5 g/L, tedy poloviční oproti H. halophila. Rozdíl mezi 

kmeny může být mj. způsoben nižším zastoupením kompatibilních solutů v buňkách 

termofilního kmene, což vede k očekávání o menší náchylnosti buněk k hypotonické lyzi 

v porovnání s halofily. Čistoty vyizolovaných PHA z termofila jsou také podstatně nižší, 

přestože oproti surové biomase se 64 hm. % polymeru v biomase došlo o navýšení o více než 

20 hm. %, zatímco u halofila byl nárůst čistoty PHA vyšší přibližně o 13 hm. %. Jelikož jsme 

z výsledků uvažovali kromě konečné čistoty polymeru i celkovou výtěžnost aplikovaného 

izolačního postupu, jako nejvhodnější koncentrace SDS bylo zvoleno stejně jako u H. 

halophila 5 g/L, a to mj. i vzhledem k odchylce u 2,5 g/L. Pro porovnání aplikovaného 

množství SDS pro izolaci byl zajímavý výzkum týmu Arikawa a kol. (2017), kteří izolovali 

polymer z biomasy mesofilního kmene C. necator s optimálním množstvím detergentu 33 g/L 

a současného použití sonikace namísto inkubace při zvýšené teplotě, čímž dosáhli čistoty 

minimálně 96 hm. % [278]. V porovnání s těmito výsledky je zřejmý pozitivní vliv 

náchylnosti extrémofilů k hypotonické lyzi u námi vybraných producentů akumulujících 

intracelulárně kompatibilní soluty, jelikož optimální množství SDS pro H. halofila bylo více 

než šestkrát nižší při čistotě polymeru vyšší než 97 hm. %, což vede ke snížení nákladů a 

ekologické zátěže spojené s produkcí biopolymerů. Při převedení procesu do většího měřítka 

se také jeví jako jednodušší námi navrhovaný postup založený na inkubaci při zvýšené teplotě 

než sonikace, která je ve větším objemech technologicky náročnější než temperace. 
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Tab. 12: Vliv inkubačního procesu na izolaci polymeru 

mikroorganismus inkubace 
čistota PHB 

[hm. %] 
výtěžek [–] 

H. halophila 

50 °C (120 min) 97,5 ± 1,2 0,92 

70 °C (120 min) 96,7 ± 0,3 0,97 

90 °C (120 min) 99,7 ± 0,1 0,90 

4 °C (120 min) + 70 °C (120 min) 94,3 ± 1,5 0,92 

S. thermodepolymerans 

30 °C (120 min) 67,6 ± 0,8 0,73 

50 °C (120 min) 81,4 ± 4,3 0,78 

70 °C (120 min) 96,7 ± 2,4 0,79 

90 °C (120 min) 99,8 ± 2,8 0,91 

4 °C (120 min) + 90 °C (120 min) 86,2 ± 2,1 0,87 

Nastavení nejvhodnější inkubační teploty pro oba kmeny jsme provedli v rámci druhého 

kroku optimalizace, a to již s využitím nejefektivnější koncentrace SDS v roztoku (Tab. 12). 

Pro kmen H. halophila byly testovány vyšší teploty než je teplota kultivační, a to 50 °C, 

70 °C a 90 °C, mimoto byla ještě testována metoda ochlazení při 4 °C následovaná již dříve 

testovanou teplotou 70 °C. Doba inkubace při vybraných teplotách byla ve všech případech 

pro oba kmeny totožná, a to 2 h. Jelikož kultivační teplota S. thermodepolymerans je 

podstatně vyšší, testovali jsme také vliv nižší teploty 30 °C, dále 50 °C, ale také 70 °C a 90 °C 

jako u halofila. Jelikož kultivační teplota termofilního PHA producenta byla 50 °C, očekávali 

jsme, že nižší teplota by mohla vést k poškození buněčné stěny a membrány termofila stejně 

jako je tomu při navýšení teploty. Stejně tak byl testován vliv chlazení při 4 °C následovaný 

temperací na již dříve testovanou teplotu 90 °C. Přestože výtěžky izolace a čistoty polymeru 

byly poměrně vysoké už při testování optima množství SDS, testování dalších teplot by 

mohlo vést buď k ještě většímu množství PHA vyšší kvality při vyšší/nižší teplotě nebo 

případně ke snížení nákladů na temperaci při nižší teplotě. Pro kmen H. halophila se jako 

nejvhodnější inkubační teplota na základě čistoty PHA jevila expozice 90 °C, kdy byla čistota 

PHA vyšší než 99,5 hm. %. Nicméně výtěžek PHA byl ve všech případech včetně kombinace 

chlazení a následného ohřevu nižší než při expozici 70 °C po dobu 2h, navíc pokles čistoty 

oproti 90 °C nebyl příliš vysoký, proto byla jako optimální teplota inkubace zvolena hodnota 

70 °C. Naše domněnka náchylnosti membrány termofilního kmene ke snížené teplotě nebyla 

potvrzena, což se projevilo u teploty 30 °C, při kultivační teplotě 50 °C i při kombinaci 

chlazení a následné expozice teplotě 90 °C. Při teplotě 30 °C byl získán nejnižší výtěžek 

polymeru (0,73) o nejnižší čistotě (přibližně 67,6 hm. %), naopak jako nejefektivnější na 

základě výtěžku i čistoty se jevila inkubace při teplotě 90 °C. Expozice termofilů nízké 

teplotě vedla ke zcela opačnému efektu, než jsme primárně očekávali, jelikož bylo již dříve 

popsáno, že tyto podmínky naopak namísto narušení kompaktnosti buňky vedou k oslabení 

vlivu následného tepelného namáhání. Bylo popsáno, že zvýšená odolnost vůči vyšší teplotě 

souvisela se změnami ve složení mastných kyselin v membráně buněk [279]. Přestože byl jev 

popsán u mesofilních kmenů E. coli [280] a C. necator [281] po expozici nízkým teplotám 

(0–5 °C), nikoli konkrétně u termofilů, lze předpokládat, že princip při expozici nízké teplotě 

se u termofilů projeví taktéž a možná ještě výrazněji. Taktéž lze očekávat změny v 

membránových lipidech, což celkově posílí celistvost buňky a ta je následně méně náchylná 

vůči vlivům hypotonické lyzi a dalšímu teplotnímu namáhání. Tuto domněnku nám potvrdila 

data získaná pro kombinaci chlazení při 4 °C a následné expozice 90 °C, kdy čistota polymeru 
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vykazovala podstatně nižší hodnotu než při samotné expozici teplotě 90 °C, jež byla 

nejúspěšnější. 

Tab. 13: Vliv počáteční koncentrace biomasy na izolaci polymeru 

mikroorganismus 
počáteční koncentrace 

biomasy [g/L] 

čistota PHB 

[hm. %] 
výtěžek [–] 

H. halophila 

1,83 96,2 ± 1,9 0,86 

4,21 (kontrola) 96,6 ± 0,3 0,99 

8,40 95,9 ± 7,1 1,04 

11,86 191,5 0,96 

17,72 194,9 1,03 

22,65 95,9 ± 1,0 1,06 

S. thermodepolymerans 

1,91 96,3 ± 1,3 0,89 

3,76 (kontrola) 101,1 ± 4,7 0,92 

8,88 93,4 ± 0,5 0,77 

11,72 184,1 0,80 

16,01 93,3 ± 2,4 1,01 

20,99 194,1 0,94 
1z technických důvodů nebylo možné měření opakovat v dostatečném počtu, proto chybí smodch 

Oba optimalizované parametry pro jednotlivé kmeny jsme následně testovali s ohledem na 

robustnost izolačního procesu vzhledem k množství biomasy rozsuspendované v konstantním 

množství roztoku SDS, a to s ohledem na výtěžek polymeru a jeho čistotu (Tab. 13). Na 

základě našich zkušeností jsme usoudili, že se jedná o důležitý parametr izolačního postupu, 

jelikož produkce PHA často probíhá ve vysoce denzních bakteriálních kulturách [282]. Menší 

množství potřebného SDS na vyšší množství biomasy také snižuje cenu izolačního procesu a 

taktéž je výrazně snížena ekologická zátěž způsobená přítomností detergentu v odpadní vodě. 

Porovnáním dat pro jednotlivé poměry biomasy a roztoku SDS jsme zjistili, že s ohledem na 

množství biomasy se jedná o velmi robustní proces, jelikož čistota vyizolovaného PHA se 

s nárůstem množství biomasy ve většině případů lišila pouze málo. Lze tedy říci, že námi 

optimalizovaný izolační proces může být aplikován na biomasu z vysoce denzních kultur 

získaných např. z fed-batch kultivací v laboratorních bioreaktorech. 

Pro další zpracování polymeru je vhodné znát vyjma čistoty i další charakteristiky, které 

ovlivňují fyzikálně-chemické vlastnosti. Z tohoto pohledu jsou důležité parametry 

molekulová hmotnost a polydisperzita systému. Vzhledem k aplikovaným podmínkám bylo 

naším dalším cílem stanovit, jaký vliv má aplikovaný izolační postup na tyto parametry. Za 

účelem komparace jsme provedli extrakci PHA z vysušené biomasy v chloroformu při 70 °C 

během 12 h, kterou považujeme za standardní, stejný postup jsme aplikovali také na již 

vyizolovaný materiál, abychom eliminovali případný vliv extrakčního postupu. Pro jednotlivé 

kmeny byly pozorovány rozdílné trendy v molekulové hmotnosti vzhledem ke kontrole 

vyextrahované z vysušené biomasy. U kmene S. thermodepolymerans jsme pozorovali mírný 

pokles hodnot vzhledem ke kontrole, což může být způsobeno zvýšenou teplotou 90 °C 

aplikovanou po dobu 2 h při izolaci s působením SDS, kdy mohlo docházet k částečné 

degradaci polymeru. Jiný trend byl pozorován u kmene H. halophila, která standardně 

produkuje polymer vyšší molekulové hmotnosti v porovnání s ostatními PHA producenty 

včetně S. thermodepolymerans [240]. Porovnáním molekulové hmotnosti polymeru získaného 
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z vysušené biomasy a polymeru izolovaného z buněk po kultivaci aplikací optimalizovaného 

postupu s použitím SDS bylo zjištěno, že aplikací námi navrženého postupu byl získán 

polymer až 1,5krát vyšší molekulovou hmotností. Nárůst molekulové hmotnosti řetězců 

polymeru po ošetření detergentem SDS přičítáme zvýšené rozpustnosti dlouhých řetězců PHA 

v chloroformu po odstranění ostatních buněčných komponent. Standardní proces izolace 

z vysušených buněk při 70 °C po dobu 2 h pravděpodobně efektivnější pro řetězce s nižší 

molekulovou hmotností. Polydisperzity jednotlivých testovaných PHA byly na mikrobiálně 

produkovaný polymer poměrně nízké, jednalo se tedy o poměrně uniformní materiály, které 

jsou obecně jako takové vhodnější pro další zpracování. Výsledky jsou shrnuty v rámci Tab. 

14. 

Tab. 14: Vlastnosti vyizolovaných polymerů 

mikroorganismus inkubace Mw [kDa] PDI [–] 

H. halophila 
PHB ze suché biomasy 1 050,4 ± 1,8 1,20 ± 0,04 

70°C (120 min) 1 581,9 ± 5,3 1,46 ± 0,19 

S. thermodepolymerans 
PHB ze suché biomasy 711,5 ± 1,6 1,17 ± 0,01 

90°C (120 min) 686,4 ± 16,1 1,23 ± 0,03 

Kromě základní charakteristiky pomocí GC-FID lze čistotu vyizolovaných materiálů porovnat 

prostřednictvím infračervené spektroskopie. Pro účely srovnání jsme analyzovali vzorky 

vysušené biomasy před extrakcí, materiál získaný optimalizovaným protokolem s využitím 

SDS a také komerčně dostupný homopolymer P(3HB) od firmy Biomer. Jako hlavní polutant 

detekující přítomnost biomasy byla uvažována přítomnost proteinů, jež je charakterizována 

přítomností amidových pásů ve spektru, my jsme se konkrétně zaměřili na vlnočty kolem 

3 300 cm–1, 1 640 cm–1 a 1 540 cm–1. Z jednotlivých spekter lze vyčíst, že v komerčním 

P(3HB) nebyla detekována žádná residua proteinů, zatímco v biomase byla detekována 

vysoká intenzita píků ve zmíněných pásech vlnočtů. Ve vzorcích PHA izolovaných 

z jednotlivých mikrobiálních producentů byl detekován výrazný pokles signálu indikujících 

přítomnost proteinů, z čehož lze usuzovat vysokou efektivitu purifikace eliminující tyto 

kontaminanty. Data ve spektrech nám navíc korelovala s daty získanými pomocí plynové 

chromatografie, kdy pro čistější polymer izolovaný z H. halophila (přes 91 hm. %) byly 

intenzity píků nižší než pro polymer izolovaný ze S. thermodepolymerans s nižší čistotou 

(přes 86 hm. %). 

Jako poslední metodiku na charakterizaci vyizolovaných materiálů jsme aplikovali zobrazení 

pomocí elektronové mikroskopie, a to jednak kryo-SEM (Obr. 24), jednak TEM (Obr. 25). 

Pro porovnání úspěšnosti izolace jsme využili vzorky biomasy před izolací a následně 

vyizolovaného materiálu. Na základě snímků z kryo-SEM získané zlomením zamrazených 

vzorků bylo možné pozorovat jehlovité útvary dosvědčující elastické skupenství granulí 

v buňkách obou kmenů i při teplotě tekutého dusíku [187]. V druhých částech zlomu se poté 

nacházely konkávní deformace způsobené absencí granulí. Nicméně jsme pozorovali rozdíly 

mezi morfologií granulí u kmenů, kdy zatímco u H. halophila bylo pozorováno větší 

množství menších granulí, v buňkách kmene S. thermodepolymerans bylo menší množství 

výrazně větších granulí, konkrétně 1–3 na základě našeho pozorování. Vlivem izolace u 

kmene H. halophila došlo ke sloučení granulí do nepravidelných útvarů se současným 
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zachováním elasticity, větší oválné granule S. thermodepolymerans zůstaly rozdělené i po 

izolaci. Obecně je pro izolaci vzhledem k separaci lepší menší množství větších granulí [283], 

což poukazuje na slibný potenciál termofilního kmene pro velkoobjemovou produkci PHA v 

průmyslu. Prostřednictvím TEM bylo možné pozorovat polutanty polymeru sestávající 

převážně ze zbytků porušených buněčných komponent a také malé množství neporušených 

buněk, což potvrzuje naše data získaná jednak z GC-FID, jednak pomocí FT-IR. 

 

Obr. 24: Snímky buněk a vyizolovaného materiálu z kryo-SEM; šipky označují jehlovité deformace, 

kroužky označují deformace na plasmatické membráně 

 

Obr. 25: Snímky buněk a vyizolovaného materiálu z TEM; šipky označují granule polymeru, 

u vyextrahovaných granulí znázorňuje intaktní buňku 
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Kromě optimalizace izolačního postupu vedoucího k zisku čistého polymeru a podrobnější 

charakterizace materiálu jsme se zaměřili také na možnost recyklace využitého SDS v rámci 

procesu, jelikož v odpadní vodě by vykazoval škodlivý efekt a komplikoval by proces čištění 

odpadních vod. Po izolaci a následné centrifugaci vedoucí k zisku peletu reprezentujícího 

především PHA jsme tak dále zpracovávali i supernatant obsahující SDS. Jako nejefektivnější 

cesta se nám jevilo kvantitativní vysrážení ve vodě rozpustného SDS v prostředí 2 M KCl do 

podoby nerozpustného KDS, který může být poté jednoduše odstraněn dekantací nebo opět 

centrifugací. Jedná se o vysoce efektivní, rychlý a zároveň levný způsob eliminace SDS 

z odpadní vody, po vysrážení nebyla v roztocích detekována žádná residua detergentu. Dále 

uvažujeme možnou recyklaci SDS ultradialýzou KDS ve vhodném rozpouštědle v přítomnosti 

nadbytku sodných iontů, což by vedlo k regeneraci SDS a možnosti opětovného využití 

v dalším izolačním experimentu, jež by ještě více prohloubilo ekonomickou výhodnost námi 

navrhovaného izolačního procesu. Nicméně proces regenerace nebyl v rámci předložené 

disertační práce experimentálně ověřen. 

Vyvinutý izolační postup pro PHA je určený pro extrémofilní producenty, kteří jsou náchylní 

k hypotonické lyzi vzhledem k produkci a akumulaci kompatibilních solutů, jež jim slouží 

jako součást adaptační strategii na prostředí, v němž se přirozeně vyskytují. Hypotonická lyze 

byla nastolena expozicí buněk prostřední o nižší osmotické síle. Jako nejoptimálnější se pro 

tyto účely jevil roztok SDS v koncentraci 5g/L se současným navýšením teploty. Zjistili jsme, 

že expozice těmto podmínkám vedla u obou testovaných kmenů k disrupci buněk 

a současnému uvolnění nerozpustných granulí PHA. Mimoto detergent SDS pomáhá 

rozpouštět hydrofobní komponenty buněk, které taktéž představují potenciální kontaminanty 

granulí polymeru. Námi navržený izolační proces je poměrně jednoduchý, robustní, 

opakovatelný a aplikovatelný i za velkoobjemových podmínek v průmyslových procesech. 

Pro tyto účely byla provedena standardní kultivace H. halophila v laboratorním bioreaktoru 

následovaná stejně jako u baňkových experimentů oddělením biomasy od kultivačního média 

a resuspendací v roztoku SDS o koncentraci 5 g/L. Během 2 h temperace při 70 °C byla 

suspenze současně míchána při otáčkách 100 rpm. Analýzou vyizolovaného materiálu bylo 

zjištěno, že se podařilo získat polymer s čistotou více než 95 hm. % a celkovým výtěžkem 

kolem 0,95. Za účelem dalšího navýšení čistoty je možné po izolaci provést promytí 

vhodnými organickými rozpouštědly či jinými reagenty. Abychom eliminovali nežádoucí 

efekt SDS v odpadní vodě a tím udrželi i pozitivní ekologický aspekt postupu, zaměřili jsme 

se na odstranění detergentu z odpadní vody. Jednoduchým vysrážením v prostředí KCl byla 

získána odpadní voda prostá residuí SDS. Ve vodě nerozpustný produkt KDS, jež může být 

jednoduše odstraněn dekantací nebo centrifugací, je uvažován pro regeneraci SDS 

použitelného při další izolaci. Uvedený postup tedy výrazně navyšuje ekologickou i 

ekonomickou přívětivost oproti nejčastěji využívané extrakci chlorovanými rozpouštědly. 

Vyvinutá strategie izolace PHA je plně kompatibilní s konceptem průmyslových 

biotechnologií nové generace, je levná, jednoduchá, robustní a současně vede k zisku 

biopolymeru PHA o vysoké čistotě při zachování vysokých výtěžků a taktéž přívětivosti 

k životnímu prostředí. 
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5 ZÁVĚR 

Předložená disertační práce se tematicky zaměřuje na aplikaci technik především evolučního, 

ale v menší míře i genového inženýrství na bakteriální kmeny schopné produkce 

polyhydroxyalkanoátů. Hlavním cílem bylo získat ze sbírkových bakteriálních kmenů kmeny 

se zlepšenými produkčními schopnostmi, a to jednak z kvantitativního hlediska tvorby PHA, 

jednak z hlediska kvalitativního, kdy byla zaměřena snaha na zlepšení syntézy kopolymerů 

P(3HB-co-3HV) a P(3HB-co-4HB). Pro vybrané kopolymery je charakteristické, že se 

zvyšujícím se obsahem druhé monomerní frakce vůči frakci 3HB se do určité míry zlepšují 

celkové vlastnosti polymeru. Našim cílem bylo mj. pro tvorbu těchto kopolymerů využít 

levnější či doposud nevyužívané alternativy prekurzorů 3HV či 4HB. Stejná myšlenka, 

spočívající ve snížení nákladů na produkci PHA, byla náplní další části práce, kdy byly 

využity jako substráty modelové hydrolyzáty lignocelulosové biomasy pocházející například 

z potravinářského průmyslu. Pro tyto účely byl vybrán jednak mesofilní bakteriální kmen, 

jednak vybrané kmeny extrémofilní, konkrétně zahrnující zástupce halofilů a termofilů, které 

mají specifické požadavky na kultivaci, které mohou v konečném důsledku snížit také nároky 

na proces produkce polymeru. Specifik termofilních a halofilních mikroorganismů bylo 

využito posléze v poslední tematické části disertační práci, při níž byla upřena pozornost na 

vývoj alternativního způsobu izolace PHA z bakteriální biomasy. 

Z experimentu zaměřeného na krátkodobou adaptaci kmene C. necator H16 na mikrobiální 

inhibitor kyselinu levulovou bylo získáno pět kmenů s potenciálem pro lepší růst a produkci 

kopolymeru P(3HB-co-3HV) v přítomnosti kyseliny levulové oproti divokému kmeni. Jeden 

z kmenů byl získán po aplikaci chemického mutagenu methyl methansulfonátu. 

Reprodukovatelně získaný kopolymer s nejvyšším zastoupením 3HV obsahoval přibližně 

21 mol. % této frakce v kopolymeru. Kmeny byly podrobeny metabolické charakterizaci 

a porovnány s divokým kmenem za účelem objasnění adaptační strategie na kyselinu 

levulovou. Statistickou analýzou získaných dat specifických enzymových aktivit byly 

objasněny některé společné prvky adaptace spočívající především v obecné odpovědi na 

oxidativní stres vedoucí především k navýšení produkce NADPH. Vyjma izolátu ALA06 

získaného aplikací MMS bylo v rámci adaptace pozorováno navýšení výtěžku biomasy stejně 

jako v ní obsaženého polymeru. Na základě PCA byla pozorována rozdílnost divokého kmene 

od adaptovaných kultur. Charakterizovaný polymer vykazoval trend klesající krystalinity a 

teploty tání společně s narůstajícím zastoupením frakce 3HV. Trendu se vymykal kopolymer 

vyizolovaný z kmene ALA06, u něhož předpokládáme schopnost syntetizovat částečně 

blokové kopolymery, což se projeví zlepšením vlastností materiálu i přes nejnižší obsah 3HV 

frakce. 

Dlouhodobý adaptační experiment byl aplikován opět na kmen C. necator H16, jako stresové 

faktory byly vybrány osmotický tlak a přítomnost iontů těžkých kovů, konkrétně měďnaté 

ionty. Z trendů růstu biomasy u obou stresorů jsme odhalili dva odlišné adaptační 

mechanismy, skokový nárůst při adaptaci na měď a postupný nárůst při adaptaci na osmotický 

stres, u obou paralelních experimentů došlo po čase k ustálení a žádné další trendy v růstu při 

dalším pasážování nebyly pozorovány. Jako robustnější byl na základě experimentů shledán 
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kmen adaptovaný na měď, který vykazoval lepší charakteristiky růstu i produkce oproti 

divokému kmeni. Stejně jako u předchozí práce zaměřené na adaptaci, byly kmeny 

metabolicky charakterizovány a data byla následně podrobena statistické analýze. Oba 

adaptované kmeny spojovala navýšená dráha biosyntézy PHA, proto lze na základě získaných 

výsledků z jednotlivých základních a následně i pokročilejších analýz (FT-IR, Ramanova 

spektroskopie) v rámci diskutované publikace usuzovat, že při adaptace C. necator H16 na 

přítomnost měďnatých iontů a zvýšený osmotický stres hrály PHA důležitou roli. Ne však 

pouze prostřednictvím vyššího množství polymeru v biomase, ten nebyl pokaždé přímo 

prokázán, ale především pravděpodobně skrze navýšený cyklus přeměny PHA v buňkách, což 

vedlo k navýšení poolu monomerních jednotek, které vykazují funkci jednak chaperonů, 

jednak osmoprotektantů. 

Data z proteomické analýzy aplikované na adaptované kmeny a divoký kmen bez a za 

přítomnosti stresorů nám pomocí jednoduchého srovnání ukázala řadu up-regulovaných či 

down-regulovaných proteinů při porovnání jednotlivých dvojic kmenů. Vliv aplikovaného 

stresu se mohl projevit navýšením aktivit enzymů, navýšením jejich exprese, ale také na 

dalších úrovních metabolismu, což by se mohlo dále projevit ve výsledcích při podrobnějším 

porovnání kmenů. Za účelem odhalit větší provázanost naměřených dat v rámci metabolismu 

uvažujeme aplikaci bioinformatických nástrojů v rámci další spolupráce. 

Jako nevhodnější prekurzor jednotky 4HB pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomocí 

kmene C. necator H16 se na základě experimentů jevil ε-KL, jehož využití pro tento účel je 

poměrně unikátní, nicméně zároveň vystupoval jako mikrobiální inhibitor. Dlouhodobým 

adaptačním experimentem bakteriálního kmene na ε-KL jsme získali izolát vykazující 

výrazně lepší růst v přítomnosti prekurzoru zároveň s jeho efektivnějším využitím pro tvorbu 

kopolymeru v kombinaci s dalším zdrojem uhlíku. Další zlepšení kmene za účelem navýšení 

frakce 4HB v kopolymeru nabízí delece genů zapojených do utilizace meziproduktu 

4-hydroxyburyryl-CoA pomocí metod genového inženýrství. Dva možné zapojené proteiny, 

respektive je kódující geny, byly popsány a také byly provedeny transformační experimenty, 

jež jsou součástí delečního protokolu, nicméně deleční mutanty v rámci této práce připraveny 

nebyly. I přes to však adaptovaný izolát získaný na základě metodiky evolučního inženýrství 

byl schopen i při kultivaci v laboratorním bioreaktoru produkovat značné množství polymeru 

s nezanedbatelnou frakcí 4HB, která má pozitivní vliv na výsledné vlastnosti materiálu. 

Dále jsme se věnovali biotechnologické produkci PHA pomocí mesofilního kmene B. 

sacchari a dále dvou extrémofilních kmenů, halofilního kmene H. halophila a termofilního 

kmene S. thermodepolymerans, a to na modelových hydrolyzátech lignocelulosové biomasy, 

jež pochází často z odvětví potravinářství. Jednotlivé modelové směsi sestávaly z rozdílného 

zastoupení hexos a pentos. Využití extrémofilních producentů PHA může společně s využitím 

odpadních substrátů vést k dalšímu zredukování nákladů na produkci snížením nároků na 

sterilitu procesu v rámci konceptu NGIB. Z výsledků bylo zjištěno, že extrémofilní kmeny 

mají velký potenciál pro využití při kultivaci na směsích sacharidů. Zatímco kmen H. 

halophila preferoval směsi bohaté na hexosy, kmen S. thermodepolymerans preferoval směsi 

bohaté na pentosy, což je podstatná informace pro případné další experimenty např. na 



94 

 

reálných hydrolyzátech. Dále jsme testovali robustnost vůči potenciálním inhibitorům často 

přítomným v reálných lignocelulosových hydrolyzátech, kdy vliv na jednotlivé producenty 

byl proměnný. Výhodná byla nicméně schopnost mesofilního a termofilního kmene utilizovat 

kyselinu levulovou za současné produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV). 

V návaznosti na předchozí problematiku produkce PHA pomocí halofilního a termofilního 

producenta, kteří jsou schopni produkovat vysoké množství polymeru v biomase, jsme se dále 

zaměřili na vývoj alternativního způsobu izolace z těchto bakteriálních buněk. Hlavní 

myšlenkou přitom bylo snížit ekonomickou i ekologickou zátěž procesu a využít skutečnosti, 

že oba zvolené typy extrémofilů spojuje zvýšená náchylnost k osmotickému namáhání. Pro 

účely izolace jsme využili detergent SDS, jehož optimální koncentrace pro izolaci byla 

experimentálně stanovena na 5 g/L. Jednotlivé kmeny byly namáhány také při inkubaci při 

zvýšené teplotě, kdy termofilní kmen vyžadoval teplotu 90 °C, pro halofilní kmen byla 

dostatečná teplota 70 °C. Získané polymery vykazovaly čistoty vyšší než 99 hm. %, výtěžky 

se blížily hodnotě 1,0. Porovnáním molekulových hmotností takto izolovaných polymerů 

oproti standardní extrakci chloroformem bylo zjištěno, že na polymer izolovaný z H. 

halophila byl efekt pozitivní, jelikož molekulová hmotnost byla v tomto případě vyšší, izolace 

při vyšší teplotě pro S. thermodepolymerans má na tento parametr polymeru negativní dopad. 

Zatímco SDS může při 70 °C zvyšovat rozpustnost dlouhých řetězců, při 90 °C může již 

docházet k částečné degradaci. Vyvinutý postup byl na základě experimentů vyhodnocen jako 

robustní. Další možností, která by ještě více snížila ekologickou a ekonomickou zátěž celého 

procesu, spočívá v potenciální recyklaci SDS po izolaci, která byla v patentové žádosti 

i publikaci nastíněna a vyžaduje další experimenty. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

1,4-BD  1,4-butandiol 

1,6-HD  1,6-hexandiol 

3HB   3-hydroxybutyrát 

3HV   3-hydroxyvalerát 

4HB   4-hydroxybutyrát 

4HbD   4-hydroxybutyrát dehydrogenasa 

5-HMF  5-hydroxymethylfurfural 

ALE   adaptivní laboratorní evoluce 

ARTP   plazma o atmosférické a pokojové teplotě 

ATB   antibiotika 

ATR   technika zeslabené totální reflektance 

cDNA   komplementární deoxyribonukleová kyselina 

CRISPR  nahromaděné pravidelně rozmístěné krátké palindromické repetice 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DSC   diferenční skenovací kalorimetrie 

FACS  metoda průtokové cytometrie umožňující sortaci buněk na základě 

fluorescenčního signálu 

FID   plamenově-ionizační detektor 

FT-IR   infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 

GC   plynová chromatografie 

GFP   zelený fluorescenční protein 

GMO   geneticky modifikovaný organismus 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HSP   protein teplotního šoku 

IPTG   isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid 

kbp   kilopár bazí    

KDS   dodecylsíran draselný 

kryo-SEM  kryogenní skenovací (rastrovací) elektronová mikroskopie 

lcl-PHA  polyhydroxyalkanoáty s dlouhým bočním řetězcem 

mcl-PHA  polyhydroxyalkanoáty se středně dlouhým bočním řetězcem 

MMS   methyl methansulfonát 

mRNA   mediátorová ribonukleová kyselina 

NAD+/NADH  nikotinamidadenindinukleotid (oxidovaná/redukovaná forma) 

NADP+/NADPH        nikotinamidadenindinukleotidfosfát (oxidovaná/ redukovaná forma) 

NGIB   průmyslové biotechnologie nové generace 

NGS   sekvenování nové generace 

NMR   nukleární magnetická rezonance 

P(3HB-co-3HV) kopolymer 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu 

P(3HB-co-4HB) kopolymer 3-hydroxybutyrátu a 4-hydroxybutyrátu 

PCA   analýza hlavních komponent 

PCR   polymerázová řetězová reakce 

PHA   polyhydroxyalkanoáty 

PHB   poly(3-hydroxybutyrát) 
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RNA   ribonukleová kyselina 

RTG   rentgenové záření 

scl-PHA  polyhydroxyalkanoáty s krátkým bočním řetězcem 

SDS   dodecylsíran sodný 

SSADH  sukcinát-semialdehyd dehydrogenasa 

TALEN  efektorové nukleasy podobné transkripčním aktivátorům 

TEM   transmisní elektronová mikroskopie 

UV   ultrafialové záření 

WGS   celogenomové sekvenování 

ZFN   nukleasa založená na motivu zinkových prstů 

γ-BL   γ-butyrolakton 

ε-KL   ε-kaprolakton 
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10 SEZNAM PŘÍLOH A PODÍL AUTORKY NA PUBLIKACÍCH  

Příloha I 

NOVÁČKOVÁ, I.; KUČERA, D.; POŘÍZKA, J.; PERNICOVÁ, I.; SEDLÁČEK, P.; 

KOLLER, M.; KOVALČÍK, A.; OBRUČA, S. Adaptation of Cupriavidus necator to 

levulinic acid for enhanced production of P(3HB-co-3HV) copolyesters. BIOCHEMICAL 

ENGINEERING JOURNAL, 2019, roč. 151, č. 11, s. 1-10. ISSN: 1369-703X. 

Ivana Nováčková prováděla převážnou část experimentální práce – evoluční experimenty 

a následnou charakterizaci získaných adaptovaných kmenů včetně studie enzymových aktivit.  

Byla zodpovědná za vyhodnocení a zpracování dat, následně se podílela na tvorbě prvního 

draftu manuskriptu. Podle systému Apollo jí v autorském kolektivu přísluší autorský podíl 

25 %. 

Příloha II 

NOVÁČKOVÁ, I.; HRABALOVÁ, V.; SLANINOVÁ, E.; SEDLÁČEK, P.; SAMEK, O.; 

KOLLER, M.; KRZYZANEK, V.; HRUBANOVÁ, K.; NEBESÁŘOVÁ, J.; OBRUČA, S. 

The role of polyhydroxyalkanoates in adaptation of Cupriavidus necator to osmotic pressure 

and high concentration of copper ions. INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL 

MACROMOLECULES, 2022, roč. 206, č. 5, s. 977-189. ISSN: 0141-8130. 

Ivana Nováčková byla společně s Vendulou Hrabalovou zodpovědná za zásadní část 

experimentální práce a vyhodnocení dat. Autorka byla následně zodpovědná za tvorbu 

prvního draftu manuskriptu. Podle systému Apollo jí v autorském kolektivu přísluší autorský 

podíl 25 %. 

Příloha III 

Protokoly experimentů, které nebyly publikovány, a to především v souvislosti s produkcí 

kopolymeru P(3HB-co-4HB) se současným využitím přístupu evolučního inženýrství. 

Přiložen byl i protokol experimentu předcházejícího proteomické analýze adaptovaných 

kmenů charakterizovaných v rámci Přílohy II. 

Příloha IV 

KOUŘILOVÁ, X.; NOVÁČKOVÁ, I.; KOLLER, M.; OBRUČA, S. Evaluation of 

mesophilic Burkholderia sacchari, thermophilic Schlegelella thermodepolymerans and 

halophilic Halomonas halophila for polyhydroxyalkanoates production on model media 

mimicking lignocellulose hydrolysates. BIORESOURCE TECHNOLOGY, 2021, roč. 325, č. 

4, s. 1-5. ISSN: 0960-8524. 

Experimentální práce byla rozdělena mezi dvě první autorky, kdy Ivana Nováčková byla 

zodpovědná za experimenty s bakteriálními kmeny B. sacchari a H. halophila, a následně také 

za vyhodnocení a zpracování dat relevantních pro dané kmeny. Podílela se posléze i na 
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tvorbě manuskriptu. Podle systému Apollo jí v autorském kolektivu přísluší autorský podíl 

30 %, rovnocenný s autorkou Xenií Kouřilovou. 

Příloha V 

NOVÁČKOVÁ, I.; KOUŘILOVÁ, X.; OBRUČA, S.; Způsob izolace PHA biopolymerů 

z halofilních a termofilních bakterií. Patentová přihláška, číslo deníku 2022/747. 

Patentová přihláška nebyla prozatím přijata, nicméně Ivana Nováčková byla zodpovědná za 

veškeré kultivační a izolační experimenty prováděné s bakteriálním kmenem H. halophila. 

Stejně tak i za vyhodnocení získaných dat pro tento kmen. Podílela se také na přípravě 

patentové přihlášky. Podle systému Apollo jí v autorském kolektivu přísluší autorský podíl 

34 %. 

Příloha VI 

NOVÁČKOVÁ, I.; KOUŘILOVÁ, X.; MRÁZOVÁ, K.; SEDLÁČEK, P.; KALINA, M.; 

KRZYZANEK, V.; KOLLER, M.; OBRUČA, S. Combination of Hypotonic Lysis and 

Application of Detergent for Isolation of Polyhydroxyalkanoates from 

Extremophiles. Polymers, 2022, roč. 14, č. 9, s. 1-16. ISSN: 2073-4360. 

Jak bylo uvedeno již u patentové přihlášky, Ivana Nováčková byla zodpovědná za veškeré 

kultivační a izolační experimenty prováděné s bakteriálním kmenem H. halophila. Stejně tak i 

za vyhodnocení získaných dat pro tento kmen. Aktivně se podílela na kompletaci manuskriptu. 

Podle systému Apollo jí v autorském kolektivu přísluší autorský podíl 25 %. 
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11 PŘÍLOHY 

11.1 Příloha I 

NOVÁČKOVÁ, I.; KUČERA, D.; POŘÍZKA, J.; PERNICOVÁ, I.; SEDLÁČEK, P.; 

KOLLER, M.; KOVALČÍK, A.; OBRUČA, S. Adaptation of Cupriavidus necator to 

levulinic acid for enhanced production of P(3HB-co-3HV) copolyesters. BIOCHEMICAL 

ENGINEERING JOURNAL, 2019, roč. 151, č. 11, s. 1–10. ISSN: 1369-703X. 
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11.2 Příloha II 

NOVÁČKOVÁ, I.; HRABALOVÁ, V.; SLANINOVÁ, E.; SEDLÁČEK, P.; SAMEK, O.; 

KOLLER, M.; KRZYZANEK, V.; HRUBANOVÁ, K.; NEBESÁŘOVÁ, J.; OBRUČA, S. 

The role of polyhydroxyalkanoates in adaptation of Cupriavidus necator to osmotic pressure 

and high concentration of copper ions. INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL 

MACROMOLECULES, 2022, roč. 206, č. 5, s. 977–189. ISSN: 0141-8130. 
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11.3 Příloha III 

Použité chemikálie a přístroje 

Použité chemikálie 

 1,4-butandiol (Sigma-Aldrich, Německo) 

 1,6-hexandiol (Sigma-Aldrich, Německo) 

 D-fruktosa (LachNer, Česká republika) 

 dihydrogenfosforečnan draselný (LachNer, Česká republika) 

 glycerol bezvodý (LachNer, Česká republika) 

 hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát (LachNer, Česká republika) 

 hydroxid sodný (LachNer, Česká republika) 

 chlorid vápenatý dihydrát (Lachema, Česká republika) 

 chlorid kobaltnatý (Penta, Česká republika) 

 chlorid nikelnatý (Penta, Česká republika) 

 chlorid sodný (LachNer, Česká republika) 

 chlorid železitý hexahydrát (Penta, Česká republika) 

 chloroform (LachNer, Česká republika) 

 isopropanol (LachNer, Česká republika) 

 kyselina benzoová (Penta, Česká republika) 

 kyselina chlorovodíková 35% (LachNer, Česká republika) 

 kyselina sírová ≥ 96% (LachNer, Česká republika) 

 methanol (LachNer, Česká republika) 

 Nutrient Broth (HiMedia, Indie) 

 odpadní olej šarže 6 (Nafigate) 

 síran amonný (LachNer, Česká republika) 

 síran hořečnatý heptahydrát (LachNer, Česká republika) 

 síran měďnatý pentahydrát (Lachema, Česká republika) 

 γ-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Německo) 

 ε-kaprolakton (Sigma-Aldrich, Německo) 

Všechny použité chemikálie byly čistoty p.a. a vyšší. 

Použité přístroje 

 analytické váhy Ohaus, Pioneer PA224C (Švýcarsko) 

 bioreaktor BIOSTAT BPlus/ B plus, Sartorius Stedim, pracovní objem 3,5 L (Francie) 

 centrifuga, Hettich EBA 200 (Německo) 

 laminární box Aura mini, BioAir – Euroclone (Itálie)  

 nanofotometr, Implen, P 300 (Německo) 

 plynový chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m 

by 0,25 mm (USA) 
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 SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 μm, 300 by 7,5 mm, Agilent 

Technologies (USA); detektory: MALS – DAWN HELEOS II, diferenční 

refraktometr OPTILAB T-REX, Wyatt Technology (USA) 

 temperovaná třepačka (inkubátor), Biosan ES-20 (Lotyšsko) 

 temperovaná třepačka, Heidolph, Incubator 1000 (Německo) 

 termoblok, Stuart, SBH130D (Velká Británie) 

 váhy, Kern EW 620-3NM (Německo) 

 běžné laboratorní sklo a vybavení 

Proteomická analýza adaptovaných kmenů a porovnání s divokým kmenem bez a za 

expozice stresovým podmínkám 

Kultivace posledních pasáží adaptovaných kmenů a divokého kmene 

Kryokultura C. necator H16 uchovávaná v 10% glycerolu byla zaočkována do Nutrient Broth 

média (25 g/L), a to do 100 mL Erlenmeyerových baněk s 50 mL média. Stejně tak byla 

připravena inokula posledních pasáží C. necator adaptovaných na stres měďnatými ionty, C. 

necator/Cu78, a na osmotický stres, C. necator/NaCl68, které byly rovněž uchovávány 

v podobě kryokultur. Za účelem zachování selekčního tlaku byly do média pro C. 

necator/Cu78 přidány 3 mg/L Cu2+ v podobě modré skalice (tj. 11,8 mg/L CuSO4 · 5 H2O), 

což představuje desetinu aplikovaného stresu při evolučním experimentu, pro kulturu 

adaptovanou na osmotický stres tak byly přidány do komplexního média 2 g/L NaCl. Po 24 h 

kultivace při 30 °C a 180 rpm byla inokula přeočkována do minerálních médií složených z 

(NH4)2SO4 (3 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), Na2HPO4 · 12 H2O (11,1 g/L), MgSO4 · 7H2O 

(0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopových prvků (MES) sestávající z FeCl3 · 6 H2O (9,7 g/L), 

CaCl2 · 2 H2O (7,8 g/L), CuSO4 · 5 H2O (0,156 g/L), CoCl2 (0,119 g/L) a NiCl2 (0.118 g/L) 

v 0,1 M HCl. Média byla připravena v tetraplikátech do Erlenmeyerových baněk o objemu 

250 mL se 100 mL média, jako zdroj uhlíku byla využita fruktosa v koncentraci 20 g/L. 

Kultivace probíhala při 30 °C a 180 rpm po dobu 48 h. 

Příprava vzorků na proteomickou analýzu 

Pro účely proteomické analýzy byly z každé kultury odebrány do plastových zkumavek tři 

paralelní vzorky po 10 mL, které byly stočeny při 6 000 rpm po dobu 5 min, následně byly 

supernatanty odlity a pelet buněk byl promyt 10 mL fyziologického roztoku. Po opětovném 

stočení (6 000 rpm, 5 min) byl supernatant opět odlit a promyté buněčné pelety byly 

uchovány při –80 °C. Pro samotnou analýzu byl vybrán vždy jeden vzorek ze tří paralelních 

odebraných, pro každou situaci tedy čtyři biologicky odlišné vzorky, každý z jedné baňky. 

Následná proteomická analýza byla realizována ve spolupráci s Proteomic Core Facility 

CEITEC Brno. 

Základní analýza kultur – stanovení růstu, PHA a morfologie buněk 

Souběžně s přípravou vzorků pro proteomickou analýzu byla provedena základní 

charakterizace kultur. Oproti destilované vodě jako blanku byla proměřena optická hustota 
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kultur, a to jako absorbance při 630 nm. Gravimetrické stanovení biomasy bylo provedeno 

v duplikátech pro každou baňku. Pro tento účel bylo odebráno 10 mL kultury, vzorek byl 

stočen v centrifuze při 6 000 rpm po dobu 5 min, supernatant byl odlit a nahrazen 

destilovanou vodou, v níž byl pelet rozsuspendován za účelem promytí. Poté byla suspenze 

opět stočena (6 000 rpm, 5 min), supernatant byl odlit a promyté buňky byly sušeny při 70 °C 

do konstantní hmotnosti. Posléze bylo zvážením vysušeného peletu stanoveno množství 

biomasy v buněčné kultuře v g/L. Analýza obsahu PHA byla provedena pomocí plynové 

chromatografie s plamenově-ionizační detekci (GC-FID). Pro tento účel bylo na analytických 

vahách do krimpovacích vialek naváženo 9–11 mg vysušené biomasy. K biomase byl přidán 

1 mL chloroformu a 0,8 mL transesterifikační směsi sestávající z 5 mg/mL kyseliny benzoové 

sloužící jako interní standard v 15% kyselině sírové v methanolu. Po zakrimpování vialek 

a promíchání směsí byly vzorky po dobu 3 h inkubovány v termobloku při 94 °C. 

Po esterifikaci a následném ochlazení byly směsi extrahovány 0,5 mL 50 mM hydroxidu 

sodného ve 4 mL vialkách. Po odseparování jednotlivých fází bylo do nových vialek s 0,9 mL 

isopropanolu odebráno 50 µL spodní organické fáze obsahující methylestery 

hydroxyalkanových kyselin a kyseliny benzoové. Uzavřené vialky byly analyzovány na 

plynovém chromatografu. 

Kromě základní charakteristiky byly vzorky podrobeny elektronové mikroskopii, jednak 

kryo-SEM, a jednak TEM, a to za účelem porovnání případných změn v morfologii buněk. 

Elektronová mikroskopie byla provedena na externím pracovišti na Ústavu přístrojové 

techniky Akademie věd v Brně. 

Adaptace na ε-kaprolakton za účelem produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) – protokol 

1) Výběr nejvhodnějšího prekurzoru pro produkci P(3HB-co-4HB) 

Kultivace kmene Cupriavidus necator H16 s přídavkem prekurzorů 

Vybraný kmen C. necator H16 (CCM 3726) byl z kryokultury zaočkován do komplexního 

média Nutrient Broth (pepton 10 g/L, hovězí extrakt 10 g/L, NaCl 5 g/L), a to do 50 mL 

vysterilovaného média ve 100 mL Erlenmeyerově baňce. Zaočkovaná kultura byla 

kultivována při 30 °C po dobu 24 h za konstantního třepání při 180 rpm. Za účelem posouzení 

nejvhodnější kombinace substrátů pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) bohatého 

na frakci 4HB byla provedena kultivace kmene v minerálním médiu s odlišnými zdroji uhlíku, 

a to odpadního fritovacího oleje (10 g/L) v kombinaci s 4 g/L prekurzoru (1,4-butandiolu, 

γ-butyrolaktonu, 1,6-hexandiolu nebo ε-kaprolaktonu), fruktosy (10 g/L) opět v kombinaci se 

4 g/L prekurzoru a pro porovnání také samotných prekurzorů v množství 4 g/L. Vyjma 

rozdílu ve zdroji uhlíku bylo využito standardní minerální médiu sestávající z (NH4)2SO4 

(3 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), Na2HPO4 · 12 H2O (11,1 g/L), MgSO4 · 7H2O (0,2 g/L) 

a 1 mL/L roztoku stopových prvků (MES) složeného z  FeCl3 · 6 H2O (9,7 g/L), CaCl2 · 

2 H2O (7,8 g/L), CuSO4 · 5 H2O (0,156 g/L), CoCl2 · 6 H2O (0,119 g/L) a NiCl2 (0,118 g/L) 

v 0,1 M HCl. Média byla připravena do 250 mL Erlenmeyerových baněk se 100 mL média, 

a to vždy ve dvou paralelních provedeních pro každý substrát či kombinaci substrátů. 



154 

 

Do vysterilovaných médií bylo zaočkováno narostlé inokulum v poměru 1:10, následně byly 

zaočkované kultury kultivovány při 30 °C po dobu 72 h za konstantního třepání při 180 rpm. 

Stanovení biomasy a PHA 

Po kultivaci byly odebrány vzorky pro gravimetrické stanovení biomasy, a to z každé baňky 

jeden vzorek, abychom získali dva nezávislé výsledky se statistickou signifikancí. Z baňky 

bylo vždy odebráno 10 mL kultury, suspenze byly následně stočeny při 6 000 rpm po dobu 

5 min, supernatanty byly odlity a vzniklý pelet byl resuspendován v 10 mL destilované vody, 

čímž byly buňky promyty od zbytků kultivačního média. Suspenze byla opětovně stočena 

v centrifuze (6 000 rpm, 5 min), supernatant byl odlit a pelet byl při 70 °C sušen do konstantní 

hmotnosti. Zvážením vysušeného peletu bylo stanoveno množství biomasy v buněčné kultuře 

v g/L. 

Kvalitativní i kvantitativní analýza PHA byla provedena pomocí plynové chromatografie 

s plamenově-ionizační detekci (GC-FID). Postup byl analogický jako při přípravě vzorků 

z experimentu zaměřeného na proteomickou analýzu vybraných bakteriálních kultur. 

2) Stanovení optimálního množství a času přídavku ε-kaprolaktonu 

Kultivace kmene Cupriavidus necator H16 s přídavkem ε-kaprolaktonu 

Inokulum kmene C. necator H16 (CCM 3726) bylo z kryokultury zaočkován do komplexního 

média Nutrient Broth stejně jako v předchozím experimentu. Za účelem posouzení 

nejvhodnější koncentrace ε-kaprolaktonu (ε-KL) a času jeho přídavku byly vybrány 

následující podmínky; přídavky 2; 4; 6 a 8 g/L v časech kultivace 0 h, 24 h a 48 h. Jako hlavní 

substrát byl vybrán odpadní olej v množství 10 g/L, který byl přítomen již od začátku. Pro 

kultivaci bylo následně využito minerální médiu sestávající z (NH4)2SO4 (1 g/L), KH2PO4 

(1,05 g/L), Na2HPO4 · 12 H2O (11,1 g/L), MgSO4 · 7H2O (0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku 

stopových prvků (MES) složeného z  FeCl3 · 6 H2O (9,7 g/L), CaCl2 · 2 H2O (7,8 g/L), 

CuSO4 · 5 H2O (0,156 g/L), CoCl2 · 6 H2O (0,119 g/L) a NiCl2 (0,118 g/L) v 0,1 M HCl, 

oproti předchozímu experimentu bylo sníženo množství síranu amonného za účelem dosažení 

limitace dusíkem (zvýšení C:N poměru). Podmínky zaočkování a kultivace byly totožné 

s předchozím experimentem, rozdíl byl v přídavku prekurzoru v uvedených koncentracích na 

začátku kultivace, po 24 h kultivace či po 48 h kultivace. Za účelem komparace byla 

připravena i kontrolní kultura, kde byl jako substrát pouze odpadní olej v množství 10 g/L. 

Stanovení biomasy a PHA, stanovení molekulové hmotnosti PHA 

Biomasa byla stanovena gravimetricky stejně jako v předchozím experimentu. Rovněž 

kvalitativní a kvantitativní analýza PHA byla stanovena analogicky s předchozím 

experimentem. 

Za účelem stanovení molekulové hmotnosti byl nejdříve intracelulárně naprodukovaný 

polymer extrahován chloroformem z vysušené promyté biomasy, a to při 70 °C v termobloku 

po dobu 12 h. Po extrakci a ochlazení byla směs přefiltrována přes hladký filtr na Petriho 
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misku, která byla ponechána v digestoři za účelem odpaření rozpouštědla. Do 4 mL vialek 

bylo naváženo přibližně 1,5 mg získané folie PHA, ke které byl přidán 1 mL chloroformu. 

Uzavřené vialky byly temperovány na 50 °C až do úplného rozpuštění polymeru. Následně 

byly ochlazené vzorky přefiltrovány přes nylonový filtr s porozitou 0,45 µm do vialek pro 

analýzu. Vzorky byly následně analyzovány pomocí vylučovací chromatografie s detekcí 

rozptylu světla ve více úhlech (SEC-MALS) a refraktometrickým detektorem za účelem 

stanovení molekulové hmotnosti. 

3) Adaptace na ε-KL za účelem vyššího výtěžku frakce 4HB v kopolymeru 

P(3HB-co-4HB) 

Jako nejlepší z prekurzorů byl vybrán na základě výsledků ε-KL, a to v kombinaci 

s fruktózou, která podpoří nárůst biomasy a zajistí dostatečnou frakci i 3HB. Jako původní 

hodnoty byly nastaveny koncentrace 8 g/L fruktosy a 8 g/L ε-KL, obojí v 0. h kultivace, 

na základě hodnot optické hustoty a dalších parametrů kultur bylo množství prekurzoru 

sníženo na polovinu, tedy na 4 g/L, jelikož oproti předchozí práci nebyl proveden experiment 

na stanovení „safe window“. Jako hlavní zdroj uhlíku byla zvolena fruktosa namísto oleje, 

aby bylo zajištěno stále stejné složení kultivačního média vzhledem k nedostatku použitého 

oleje. Složení minerálního média bylo standardní, a to (NH4)2SO4 (3 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), 

Na2HPO4 · 12 H2O (11,1 g/L), MgSO4 · 7H2O (0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopových prvků 

(MES) složeného z  FeCl3 · 6 H2O (9,7 g/L), CaCl2 · 2 H2O (7,8 g/L), CuSO4 · 5 H2O (0,156 

g/L), CoCl2 · 6 H2O (0,119 g/L) a NiCl2 (0,118 g/L) v 0,1 M HCl. Oproti standardním 

kultivacím nebyly kultury připravovány ve dvou paralelních provedením, každá pasáž 

vycházela pouze z jedné baňky a průměrné hodnoty byly stanoveny ze dvou analýz jedné 

kultury. Rovněž jako v publikovaném článku byla doba kultivace jedné pasáže 48 h, kdy se 

kultura nachází na konci exponenciální fáze růstu, namísto standardní kultivace ukončené 

po 72 h ve stacionární fázi. 

Každá získaná pasáž byla charakterizována z hlediska optické hustoty stanovené při 630 nm 

oproti destilované vodě jako blanku, což slouží jako první znak, zdali kultura roste 

a prosperuje. Současně bylo provedeno gravimetrické stanovení biomasy nesoucí 

relevantnější informaci o množství buněk a následně také analýza PHA v biomase poskytující 

kvalitativní i kvantitativní informace o PHA. Průběžně byly vybrané pasáže uchovány 

v kryozkumavkách v 10% glycerolu při –80 °C pro další práci. Sériovým přenosem vždy 

po 48 h bylo celkem získáno 50 pasáží. 

4) Kultivace kultury adaptované na ε-KL v laboratorním bioreaktoru 

Pro scale-up kultivace kultury adaptované na ε-KL byla vybrána 30. pasáž z evolučního 

experimentu, který v čase kultivace stále probíhal. Kultura byla zaočkována z kryozkumavky 

do 100 mL Erlenmeyerových baněk s 50 mL Nutrient Broth média s 1 g/L ε-KL, aby byl 

zachován selekční tlak. Po 24 h kultivace při 30 °C a 180 rpm bylo narostlé inokulum 

přeočkováno v poměru 1:10 do 250 mL baněk se 100 mL Nutrient Broth média opět s 1 g/L 

ε-KL, následně byly takto připravené kultury kultivovány za stejných podmínek jako 

v předchozím kroku. Minerální médium bylo připraveno tak, aby byla nastolena limitace 
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dusíkem, složení bylo tedy následující: (NH4)2SO4 (1 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), Na2HPO4 · 12 

H2O (11,1 g/L), MgSO4 · 7H2O (0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopových prvků (MES) 

složeného z  FeCl3 · 6 H2O (9,7 g/L), CaCl2 · 2 H2O (7,8 g/L), CuSO4 · 5 H2O (0,156 g/L), 

CoCl2 · 6 H2O (0,119 g/L) a NiCl2 (0,118 g/L) v 0,1 M HCl. Pro kultivaci byl využit 

laboratorní bioreaktor Sartorius o pracovním objemu 3,5 L. Po sterilaci byly přidány substráty 

fruktosa v množství 8 g/L a ε-KL v množství 4 g/L, připravený bioreaktor byl poté zaočkován 

inokulem opět v poměru 1:10. Kultivace byla provedena jednak v režimu batch, jednak 

v režimu fed-batch při 30 °C. Při fed-batch režimu byly přidávány příkrmy ve stejných 

koncentracích jako v počátku, a to na základě aktuálních dat o růstu kultury. Během dne byly 

odebírány vzorky přibližně po 2 h, a to pro účely charakterizace množství biomasy a analýzy 

PHA. 
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11.4 Příloha IV 

KOUŘILOVÁ, X.; NOVÁČKOVÁ, I.; KOLLER, M.; OBRUČA, S. Evaluation of 

mesophilic Burkholderia sacchari, thermophilic Schlegelella thermodepolymerans and 

halophilic Halomonas halophila for polyhydroxyalkanoates production on model media 

mimicking lignocellulose hydrolysates. BIORESOURCE TECHNOLOGY, 2021, roč. 325, č. 

4, s. 1–5. ISSN: 0960-8524. 
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11.5 Příloha V 

NOVÁČKOVÁ, I.; KOUŘILOVÁ, X.; OBRUČA, S.; Způsob izolace PHA biopolymerů 

z halofilních a termofilních bakterií. Patentová přihláška, číslo deníku 2022/747 
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11.6 Příloha VI 

NOVÁČKOVÁ, I.; KOUŘILOVÁ, X.; MRÁZOVÁ, K.; SEDLÁČEK, P.; KALINA, M.; 

KRZYZANEK, V.; KOLLER, M.; OBRUČA, S. Combination of Hypotonic Lysis and 

Application of Detergent for Isolation of Polyhydroxyalkanoates from 

Extremophiles. POLYMERS, 2022, roč. 14, č. 9, s. 1–16. ISSN: 2073-4360. 
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