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ABSTRAKT

Predlozena disertacni prace se zabyva tematikou evolu¢niho a genového inzenyrstvi
bakterialnich producentli polyhydroxyalkanoati (PHA). Vyjma tato témata piimo souvisejici
S nazvem prace je rozvinuta o problematiku biotechnologické produkce PHA na modelovych
hydrolyzatech lignocelulosové biomasy s vyuzitim extrémofilnich mikroorganismti a dale o
vyvoj alternativniho zptsobu izolace PHA. Rozvijejici témata pfitom volné navazovala na
predchozi experimenty a reflektovala aktudln€ feSené projekty na pracovisti. Disertacni prace
je vypracovana formou komentované diskuse publikovanych praci, které¢ jsou jeji soucasti ve
formé¢ ptiloh. Evolucni inzenyrstvi bylo aplikovano piedev§im na modelovy PHA produkujici
bakterialni kmen Cupriavidus necator H16. Adaptaci na kyselinu levulovou byly ziskany
izolaty produkujici kopolymer P(3HB-c0-3HV) s vys$sim zastoupenim frakce 3HV, coz vede
ke zlepSeni vlastnosti polymeru pro dalsi zpracovani. Stejné tak i rist kultur a mnozstvi
celkovych PHA v biomase bylo vyssi. Dlouhodobou adaptaci téhoz kmene na osmoticky stres
a ptitomnost méd’natych iontd byly ziskany izolaty charakterizované v ramci druhé publikace.
Ze ziskanych dat bylo mozné pozorovat rozdily v adaptaénim procesu, kdy adaptace na
osmoticky stres byla postupnd, zatimco u médi byl pozorovéan vyrazny skok nariistu biomasy
a PHA signalizujici rychlou adaptaci. Na zaklad¢ analyz byla diskutovana vyznamna uloha
PHA pii adaptaci kmene C. necator H16 na testované stresory, kterd nespocivala pouze
V naristu mnozstvi polymeru v biomase, nicméné v posileni celého cyklu, coz vede také ke
zvySeni poolu monomernich jednotek vykazujicich protektivni U¢inky. Adaptaci na e-
kaptolakton, unikatni prekurzor 4HB, byl ziskan kopolymer P(3HB-co-4HB). Jeho vlastnosti
jsou opét vyhodné&jsi nez u homopolymeru P(3HB), a to uz pii nizkém zastoupeni 4HB,
kterého jsme dosahli také v laboratornim bioreaktoru. Dalsiho navyseni frakce 4HB by mohlo
byt dosazeno s vyuzitim deleCnich mutantd s absenci relevantnich gent, jez byly vice
diskutovany. Produkce PHA na modelech hydrolyzath lignocelulosové biomasy pochézejici
napiiklad z potravinafstvi byla testovana v kombinaci s vyuzitim extrémofilnich producentd,
kdy byla diskutovana preference obsaZenych monosacharidi (hexos, pentos) pro jednotlivé
producenty. Pro pfibliZeni se redlnym hydrolyzatim byla testovana také odolnost kment vici
relevantnim potencialnim mikrobialnim inhibitordm. Nachylnosti halofilnich a termofilnich
producent PHA k osmotickému namahani bylo vyuzito pfi vyvoji alternativniho izola¢niho
piistupu, ktery by snizil ekonomickou i ekologickou zatéz celého procesu oproti standardni
extrakci vyuZzivajici chlorovand rozpoustédla. Aplikaci detergentu SDS v nizkych
koncentracich pii sou¢asném temperaci pii vysSich teplotach vedla k zisku polymeru vysoké
Cistoty soucasné bez ztraty vytézku. Dale se nabizi moZnost recyklace vyuzitého SDS.

KLICOVA SLOVA

Evoluéni inZenyrstvi; genové inzenyrstvi; polyhydroxyalkanoaty (PHA); extrémofilni
mikroorganismy; izolace PHA; SDS



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 e-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



NOVACKOVA, Ivana. Evoluéni a genové inZenyrstvi bakterialnich producenti
polyhydroxyalkanoati. Brno, 2023. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/152653. Dizerta¢ni prace. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka,
Ustav chemie potravin a biotechnologii. Vedouci prace Stanislav Obru¢a.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem disertacni praci vypracovala samostatné a Ze vSechny literarni zdroje jsem
spravné a uplné citovala. Disertacni prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické
VUT v Brné a miize byt vyuzita ke komerénim tceliim jen se souhlasem skolitele disertacni
prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Na tomto misté bych chtéla pod€kovat pfedev§im panu prof. Ing. Stanislavu Obrucovi, Ph.D.
za odborné vedeni disertacni prace, a také za jeho ochotu, pomoc, odborné konzultace
a podporu pii vypracovani prace i po celou dobu studia. D&kuji také svému Skoliteli
specialistovi pani prof. Ing. Adridné Kovalcik, Ph.D.. Velky dik patfi rovnéz v§em kolegynim
a kolegiim z pracovniho tymu za spolupraci v laboratoii a vzdy pohodovou a pratelskou
atmosféru. V neposledni fad¢ bych pak za podporu a divéru také rada podékovala své roding,
priteli a blizkym.



1 TUVOD .t bbb bbbttt bbbt 8
2 TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 Postaveni mikrobidlni buiiky v biotechnologiich............cccooeniiiiiiiiiiii 9

2.1.1  Stresova odpoved miKroorganiSmil .........ccceeeveeriueeniiieenieeesnieessieeesieeennns 9

2.1.2  Mechanismy stresové odpovédi mikroorganismul.............ceceerveivireennnn. 10

2.1.3  Zlepseni charakteristik mikrobidlnich producentii..........c.cccccvvviiviiinnnnne 11

2.2 EVvOIUCHT INZENYISIVI..ecuviiiiiiiiiiiiiieie e 12

2.2.1  Vyvoj metodiky evolucniho iNZenyrstvi .......ccceviveniiieniiie e 12

2.2.2  Princip metodiky evolucniho inZenyrstvi.........cooevvriiiiininiiniciiien 13

2.2.3  Metody analyzy adaptovanych kment..........cccccevveeiiiiiiiiiienieeee e 18

2.2.4  Aplikace evolucniho INZENYIStVI.....ccoccvviiiiiiiiiiieiise e 19

2.3 GENOVE INZENYISEVI..viiiiiiiiiiii i 20

2.3.1  Vyvoj technik genoveho inZenyrstvi........cccvvvereeiiiiieiieiineseee e 20

2.3.2  Princip a provedeni experimentll genoveého inZenyrstvi ........cccocvereennee. 21

2.3.3  Aplikovatelnost technik genoveého inZenyrstvi .........cccocvevvvieiivencnincnnnn, 24

2.4 PolyhydroxXyalKanoaty .........ccocveieiiiieiiiiiie e 25

2.4.1  Vyskyt, vlastnosti a slozeni PHA ... 25

2.4.2  Moznosti analyzy PHA ..o 27

2.4.3  Biosyntéza PHA ... 29

2.4.4  Degradace PHA ... e 31

2.4.5  Scale-up biotechnologické produkce PHA ........ccocoiiiiiiiiniiniice, 31

246  Vyuziti GMO pro produkci PHA ........ccoooiiii 33

3 CILE PRACE ....cooiiiiiiiiiieii st 36
4 VYSLEDKY A DISKUZE ....oooiviierreeeieeeeieeeeseesesesses s sesses s assasssssesses s sessanasnens 37
4.1 Evolu¢ni inZzenyrstvi producentl PHA ..ot 38

4.1.1  Adaptace C. necator H16 na kyselinu levulovou...........c.ccccccevvevinennane. 38

4.1.2 Dlouhodoba adaptace kmene C. necator H16 na biotechnologicky

TlEVANINT STTESOTY ..vvevviiiiiiiieii e 47

4.1.3  Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci C. necator H16............ 63

4.2 Vyuziti extrémofild pro biotechnologickou produkci PHA ...........c.coooviiiiiinn, 74

4.3 Ekologicka izolace PHA z extrémofilnich producenti .............cocevvrviniciiniennnn, 82

5 ZAVER oottt 92



© 00 N O

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..ocvoveeeeeeeee oo e oo eee e e e e aeesaeesereeen s 95

LITERATURA ..ottt sttt an e 97
A N YL@ X 6) & 1O 117
PUBLIKACNI CINNOST AUTORKY ....ooviiiriiieeteeieeeeiseesses s essessenesses s 118
SEZNAM PRILOH A PODIL AUTORKY NA PUBLIKACICH ........cccoovevvrrerrenne, 124
10 21 (0] & 'SP 126
(R 51 131V (OO 126
(A 51 13V | OO 137
(T 51131V 1 (OO 151
A 51 131V LY/ 157
(RS 51 131V AU 163
O ST i1 1) s - LY/ (R 189



1 UvVoD

Mikroorganismy jsou neustale vystaveny pusobeni stresu, a to jak pii biotechnologickych
procesech, tak i v jejich pfirozeném prostiedi. Stres, de facto piedstavujici posun jakéhokoliv
relevantniho parametru mimo optimum, slouzi jako hnaci krok evoluce. Bez pusobeni
vnéjSiho tlaku by totiz organismy nemély potfebu se v ramci adaptacniho procesu vyvijet.
U mikroorganismi je stres doprovazeny adaptaci témeét neustavajici zalezitosti, coz vede ke
zvyseni jejich variability oproti slozit€jSim organismtm, které adaptuji podstatné pomaleji.
V ptipadé, Ze je organismus neschopny se na ¢asto se ménici podminky adaptovat, dochézi po
néjakém case k jeho thynu. Pro biotechnologické procesy jsou zapotiebi dostate¢né¢ odolné
mikrobialni kmeny s dobrymi produkénimi vlastnostmi, které je mozné ziskat pomoci fady
technik.

Jeden z moznych pfistupti, evoluéni inzenyrstvi, je zalozen na fizené aplikaci stresu
Vv laboratornim ¢i primyslovém métitku. Pro ptipravu kment se nevyuzivéa vSech pfirozen¢ se
vyskytujicich ~ stresii, nybrz pouze stresovych podminek, které mohou redlné
v biotechnologickych procesech nastat. Pfi kultivacich by mély byt kontaminujici
mikroorganismy aplikaci stresu eliminovany, zatimco adaptované kmeny by mély byt odolné.
Aplikaci strest riznych intenzit mohou byt pfipravovany kmeny s vyssi robustnosti nebo
mohou byt vyvijeny kmeny se zcela novymi charakteristikami na urovni fenotypu, a to napf.
navys$enim schopnosti utilizace zdroje uhliku. Piestoze je ale efektivita evolu¢niho inzenyrstvi

pomérné vysokd, provedeni experimentl je casoveé narocné.

Dal$i moznosti konstrukce kmenid s novymi vlastnostmi predstavuje aplikace technik
genového inzenyrstvi. Oproti evoluénimu inZenyrstvi je provedeni ¢asové méné narocné, ale
zmény v genotypu se ne vzdy projevi na urovni fenotypu. Aplikaci riznych technik lze
pfipravit kmeny s vylepSenymi charakteristikami podobné jako u evolu¢niho inZenyrstvi.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) predstavuji jednu z moznosti, jak se mikroorganismy mohou
docasné chranit vliviim stresu. PHA slouzi fad€ bakterii jako rezervni zdroj uhliku a energie
pro ptipad, ze se nachazi ve stavu nedostatku Zivin nebo jsou vystaveny stresu prostiedi.
Jedna se 0 obnovitelné biomaterialy, které disponuji biokompatibilitou a biodegradabilitou.
Svymi fyzikélné-chemickymi vlastnostmi se podobaji syntetickym polymerim vyrabénym
Z ropy, coz je pii jejich soucasné biologické odbouratelnosti ¢ini vhodnymi materidly pro
vyuzZiti nejen v primyslu, ale také naptiklad v oblasti pée o zdravi nebo kosmetice.
Vlastnosti polymeri zavisi na zastoupeni monomert v molekuldch polyestert, ¢ehoz lze
vyuzit pti designu materiald pro nejriznéjsi cilové aplikace.

Cilem prace je pojednat o obou zminénych technikdch, tedy o evolu¢nim i o genovém
inzenyrstvi. Dale budou diskutovany moznosti aplikace obou ptistupti na PHA produkujici
bakterie slouzici ke zvySeni vytéZzku produkce a také kcilené produkci materiala
S pozadovanymi vlastnostmi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Postaveni mikrobidlni buiiky v biotechnologiich

Mikrobidlni  biotechnologie obecné zahrnuji komplexni procesy, pii nichz jsou
prostiednictvim mikroorganismi produkovany latky a materialy pro ruzné ucely, jedna se
pfitom o metabolity izolované v riiznych fazich rtstu producenti. Aplikacni potencial takto
vyprodukovanych latek je velmi Siroky, zahrnuje biopaliva, latky pro chemicky ¢i spotiebni
primysl, enzymové preparaty pro prumysl, ale napiiklad i vysoce Cisté proteiny pro
farmaceutické ucely. Mezi vyuzivané mikroorganismy patii predevsim bakterie a kvasinky,
tedy zastupci prokaryotické i eukaryotické ftiSe. Vzhledem ke komplexni povaze
primyslovych fermentacnich procest je zapotfebi vyuzivat mikroorganismy, které¢ jsou
dostateCn¢ robustni, kdy robustnost spo¢ivd v odolnosti kment vac¢i vlivim prostiedi, ve
kterém se nachéazi. Mezi nejCastéji se vyskytujici stresové faktory patii vykyvy teploty mimo
optimum daného producenta, kolisani hodnot pH, osmoticky stres ¢i ptitomnost toxickych
latek, a to jednak v kultivaénim mediu, jednak se muze jednat o néktery z hlavnich ¢i
vedlejSich produkti metabolismu. Expozice stresu vede ke zméndm rustové kinetiky
producentl, coz se miiZze negativné projevit pii samotné fermentaci s ohledem na mnozstvi
produktu, komplikaci pii down-streamovych procesech apod. Za ucelem zvySovani
robustnosti mikrobialnich producentti vzhledem k odolnosti vii¢i stresovym faktorim se proto
vyuziva fada metodickych postupi, kterymi lze ptivodni kmeny modifikovat s ohledem na
zachovani ¢i zvySeni jejich charakteristickych produk¢nich schopnosti [1-4].

2.1.1  Stresova odpovéd’ mikroorganismii

Mikrobidlni stres mlze byt obecné bran jako posun libovolného pro buiiku relevantniho
parametru mimo jeji optimum. Mikroorganismy jakoZto nejcastéji jednobun&cné organismy
maji v pfitomnosti stresu dvé moZnosti, a to bud’ se na stres adaptovat, nebo na nasledky
poskozeni vlivem expozice zahynout, a to thned nebo postupné, kdy nasledkem stresu nejsou
schopny d¢leni. Adaptace spociva ve zmenach v buiice (zmény ve sloZeni) nebo buiiky jako
takové (zmény ve fyziologii), a to kvuli limitaci fyzického pohybu. Lze ji tedy vysvétlit jako
(evolu¢ni) proces, pifi kterém se organismus piizpusobi vné&$im podminkdm, v nichZ se

vyskytuje [1-5].

Vlivem pfirozeného vybéru mutace jednak vznikaji a jednak jsou ucCelné fixovany
V populacich, pficemZz z ndhodnych mutaci se pfirozené fixuji pouze ty prospéS$né, ¢imz
organismus ziska tzv. adaptivni vlastnosti. Schopnost mutace neboli adaptabilita mize byt
bud pasivni, jez je ziskavana na zakladé evolu¢ni vyhodnosti; aktivni, ktera spociva
Vv zamérném piizplsobeni se napiiklad za Gicelem vyuziti nového zdroje Zivin; a kreativni, ta
se projevuje zamérnym pietvarenim prostiedi ve prospéch organismu. Z ¢asového hlediska
muze byt rozliSena adaptace okamzitd (kratkodoba) nebo dlouhodobd, ktera je typicka pro
extrémofilni nebo extrémotolerantni organismy. Stresovd odpoveéd’ buitkky muize tedy spocivat
v samovolné modifikaci na urovni genomu za vzniku mutaci nebo na urovni adaptace
fenotypu, a to bud’ fyziologickd, genetickd nebo epigenetickd, vSechny tyto vedou pfedevsim
ke zméné v genové expresi. Fyziologick4 adaptace, zpravidla reverzibilni a nepfenésejici se
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na dalsi generace, je spojend pouze s piechodnym zvySenim odolnosti vici letdlnim strestim,
a to vice nez vici stresim stfedné silnym Muze byt pfitom zajiSt€éna homolognim nebo
heterolognim (zprostfedkovand ochrana v ramci druhti) zptisobem. Zato geneticka adaptace,
ireverzibilni a dédi¢nd, vznika v dasledku nahodné mutace, ale mize vzniknout i1 jako
nasledek rekombinace molekul DNA, které nesou dédi¢né informace. Jelikoz u bakterii neni
definovana sexualita, tak podminka sexudlni mezidruhové bariéry jako takové postrada smysl,
proto zde hraje hlavni roli soudrznost druhu limitovana tlakem prostfedi, v némz se dany
organismus nachazi. Posledni zuvedenych, epigeneticka adaptace, jenz je reverzibilni
a prenasejici se na dalsi generace, spociva v modifikaci fenotypu, ktery je ve zménéné podobe
pfenasen na dal$i generace i bez pfitomnosti stresoru, tedy za jinych podminek, nez které ji
daly za vznik. Dusledkem genetické adaptace na stres dochdzi ke zvySovani genetické
diverzity druht diky zméné exprese Siroké skaly genil zapojenych do stresové odpovédi a také
aktivaci alternativnich metabolickych drah. Stres tedy rovnéz slouzi jako hnaci krok evoluce,
Vv jeho nepfitomnosti by nebylo zapotiebi se dale vyvijet a vlivem cetnosti stresovych udalosti
se u mikroorganismu projevuje podstatné vyssi variabilita nez u vy$sich organismu [1-6].

Samotnymi projevy adaptace mohou byt morfologické zmény, inhibice syntézy DNA, RNA
a neesencialnich proteinli, zvySena rychlost obratu proteinti (proteolyzy), indukce exprese
proteinti nezbytnych pro adaptaci na dany stres a také indukci exprese proteinti zapojenych do
vSeobecnych regulacnich siti, ¢imz si builka zajisti ochranu i vic¢i jinym stresovym
podminkam [1, 2, 5, 6].

2.1.2  Mechanismy stresové odpovédi mikroorganismi

Prokaryotické buiiky disponuji dvéma mechanismy regulace odpovédi na stres. Prevladajicim
mechanismem je pro né regulace operonovych transkripénich jednotek prostiednictvim sigma
(o) faktort. Tyto podjednotky RNA polymerasy, jejichz hlavni funkce spociva v zahajeni
transkripce nasednutim na sekvenci promotoru, reflektuji signdly z prostiedi a nasledné
zahajuji transkripci ptislusnych mnozin genti ¢i operonti v ramci nadfazené regulacni oblasti
(tzv. regulonu). o faktory mohou mit rovnéz vazebné partnery v podobé anti-o faktord, které
pii navazani zabranuji aktivaci transkripce. Teprve po deaktivaci anti- o faktorti fosforylaci
nebo cilenou proteolyzou miiZze o-faktor plnit svoji funkci. Pocet a typy o-faktort se odviji od
jednotlivych druhti mikroorganismu, napf. u bakterie Escherichia coli jich byla popsana fada
s riznymi funkcemi ozna¢ené podle molekulové hmotnosti, a to ¢'°(RpoD) slouzici jako
hlavni faktor pfi ristu buiiky, o' (Fecl) regulujici transport Zeleza ve formé citratu,
0** (RpOE) reagujici na expozici extrémnim teplotam, o?® (RpoF) reflektujici mechanicky
stres (indukuje expresi bi¢iku), 63 (RpoH) slouzici jako hlavni o-faktor pfi teplotnim stresu,
kdy zajistuje expresi proteini teplotniho Soku HSP, proteas a enzymut opravujicich DNA,
dile napt. o% (RpoS)reagujici na hladovéni a piechod do stacionarni faze
a 6°* (RpoN) reflektujici limitace dusikem [1, 2, 7, 8].

Druhy mechanismus je zalozen na dvouslozkovych regulacnich systémech vyuzivajicich

fosforylaéné zavislé kinasy nachazejici se v bunééné sténé¢ (membrang) (Obr. 1). Po pfijeti
signalu z vnéjSiho prostiedi dochdzi k remodelaci proteint, pfenosu signalu fosforylacni
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kaskddou, atim k tvorb& signdlu pro vnitini prostfedi. Jako regulatory odpovédi slouzi
nejCasteji alternativni transkripcni aktivatory spoustéjici po predchozi aktivaci proces
transkripce vazbou na piislusné promotory [1, 2, 9].

phiem signaly
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\' vt
L oplasma
Y @)
/ i
are pienos P
Vv
WA VAT AYa Ve W W
» - -
- v -

::’,c.’l'lt wWa k'\"l\"\k‘
Obr. 1: Schéma transdukce signalu prostiednictvi dvouslozkovych regulatorovych systému [10]

2.1.3  ZlepSeni charakteristik mikrobialnich producenti

Jak jiz bylo zminéno, u mikrobidlnich producenti je pfi biotechnologickych procesech
nezbytna dostate¢na odolnost vici prostiedi, v némz se nachazi, a rovnéz schopnost produkce
dostate¢ného mnozstvi pozadovanych metabolitl. Ve spojitosti se stresovou odpovédi se fada
vyzkumnych skupin vénovala sigma faktorum (Tab. 1), které s odpovédi organismu souvisi.
Nejen za timto u¢elem muize byt ke zlepSeni charakteristik mikrobidlnich producentd vyuzita
fada pfistupl, mezi které patii pfedev§im evolu¢ni a genové inZenyrstvi, které mohou byt
aplikovany jednak separatné, jednak kombinované [11]. O téchto strategiich pojednaji dalsi
kapitoly této diserta¢ni prace.

Tab. 1: InZenyrské postupy aplikované na urovni sigma faktord [11]

sigma faktor pristup fenotyp organismus zdroj
housekeeping " globalni inzenyrstvi na Grovni  tolerance viéi ethanolu, E. coli [12-
faktor tranfsriptomu (gTME) kyseliné mlééné a akrylamidu 14]
L. plantarum
R. ruber TH
oHirdB nahodn4 mutace, posun produkce kyseliny E. coli [15]
genomu, bodova mutace hyaluronové
produkce teikoplaninu A. teichomyceticus [16]
L-27
o faktor c° knockout genu produkce 1-propanolu a E. coli [17,
navozujici putrescinu 18]
stacionarni nahodna mutageneze produkce isobotanolu E. coli [19]
fazi nadexprese SRNA aktivace ¢° a zvysend tolerance E. coli [20-
vudi kyselinam 22]
nadexprese 5 konce mRNA produkce PHB E. coli [23]
pro rpoS nepodléhajiciho
translaci
SigE nadexprese genu produkce vodiku a PHB Synechocystis sp. [24,
25]
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alternativnic ~ Sig6 knockout genu produkce avermektinu S. avermitilis [26]
faktory

c% mutace anti-sigma faktoru produkce alginatu P. aeruginosa, P. [27,
fluorescens 28]
Oorf21 nadexprese genu produkce klavulanové kyseliny S. clavuligerus [29]
NRRL3585
o adaptivni evoluce, nadexprese  produkce a zvySena tolerance ~ Thermoanaerobacter [30,
genu ethanolu sp. X514 31]
oN nadexprese genu produkce oxytetracyklinu E. coli [32]
syntetické 6 ¢° konstrukce SRNA pozménéna translace rpoS E. coli [33,
faktory ribonukleovych piepinact 34]
ECF o chimerické o faktory E. coli [35]
faktory
Orthogo- rozdé&lena T7 polymerasa T7 fag [36]
nalni ¢
faktory
2.2 Evoluéni inZenyrstvi

Evolu¢ni inzenyrstvi nebo také adaptivni laboratorni evoluce, bunéna tizena evoluce ¢i in
vitro evoluce predstavuje moznost ptipravy latek, produkti metabolismu, s pozadovanou
funkci nebo vlastnostmi pro cilovou aplikaci, a to s vyuzitim principti pfirozeného evolu¢niho
procesu. Muize se jednat o rizné biopolymery, nukleové kyseliny ¢i proteiny se specifickymi
funkcemi, které nejsme schopni synteticky cilené racionalné pfipravit s vyuzitim klasickych
inZenyrskych postuptl. Jedna z vyhod evolu¢niho inZenyrstvi spocivé v tom, Ze neni zapotiebi
znat genetické determinanty podminujici charakteristiky na urovni fenotypu, jelikoZ mnohé
z nich nejsou doposud popsany. Tento inverzni pfistup umoziiuje pouze fenotypové zmény,
které lze pozorovat ve spojitosti s rustem. Vesmés ndhodnymi postupy ziskané fenotypy
mohou byt nasledné prostfednictvim metod genetiky, transkriptomiky, metabolomiky,
pfipadné 1 jejich kombinaci, charakterizovany a analyzovany za ucelem identifikace vzniklych
mutaci a jejich pticiny [37-40].

Pti pifirozeném vyvoji je zajistén vybér nejlepsiho z potomkli v dané generaci. Evolu¢ni
inZenyrstvi stavi na stejném principu napodobovanim piirozeného selekéniho procesu.
Mizeme jej rozdélit na dva samostatné kroky, které na sebe navazuji, a to zavedeni
nahodnych mutaci do cilového genu pro vytvofeni variace a vybér mutovanych genti, které
exprimuji produkty S pozadovanou vlastnosti za plsobeni selekéniho tlaku. Miizeme tak
ziskat mikrobialni kmeny s pozadovanymi vlastnostmi [37-43].

2.2.1  Vyvoj metodiky evolu¢niho inZenyrstvi

Evolu¢ni inzenyrstvi ma svoje kofeny jiz v pracech védct jako byly Antoine van
Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch a pfedev§im Charles Darwin. ZaslouzZili se o fadu
objevl, jako je pfedevSim objev mikroorganismi, definovani a pfijeti teorie pfirozené¢ho
vybéru v evolu¢ni biologie a dalSich nezbytnych zakladi. Pocatek prvnich experimentt
zapocal praci Williama Dallingera pfiblizn€ pted sto lety. Od té doby Ize na zakladé publikaci
sledovat rozmach v horizontu posledniho ¢tvrtstoleti. Mezi  nejCetn€ji  vyuzivané
mikroorganismy Vv ramci zvetfejnénych studii patii bakterie Escherichia coli, zastupce
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prokaryotické fise, a kvasinka Saccharomyces cerevisiae, zastupce eukaryot, které slouzi jako
modelové organismy [37, 44, 45].

Pted zavedenim evolu¢niho inzenyrstvi se pro charakterizaci evolu¢niho vyvoje vyuzivala
srovnavaci genomika, kterd je zalozena na porovnavani sekvenci genti riznych genomt téhoz
kmene 1 riznych organismti. Pro evolu¢ni vyvoj je ale dilezita vazba na prostfedi, v némz se
mikroorganismus vyskytuje, jelikoz to z velké ¢asti rozhoduje o podobé fenotypu. Az jeho

pomoci byly proto experimentalné ovéfeny principy evoluéni biologie Charlese Darwina [37,
45].

Uz od nastupu metodiky se diky jednoduchosti evolu¢ni inzenyrstvi vyuzivalo zejména ke
zlepSeni charakteristik primyslovych kment, a to pfedevSim ve vztahu k vyuZzivanému
uhlikatému zdroji, zvySeni robustnosti vuc¢i nepfiznivym podminkdm a odolnosti vici
mikrobialnim inhibitorim. Krom¢ jednoduchosti hrala hlavni roli i G¢innost. V soucasné dob¢
dochazi pii téméf beze zmén zachovaném postupu pro laboratorni evoluci k rozvoji a
zjednoduSeni metod analyzujicich adaptované kmeny, vyvoji novych metod pro zvySeni
genetické rozmanitosti a také k urychleni tempa evolu¢nich procesi [38, 40].

2.2.2  Princip metodiky evolu¢niho inZenyrstvi

Provedeni evolu¢nich experimentl spo¢iva ve mnozeni mikrobialnich populaci pfi sou¢asném
pusobeni selek¢éniho tlaku (Obr. 2). Selek¢ni tlak, predstavujici limitaci rustu, jsou pfitom
rizné stresové faktory jako teplota, pH, osmolarita, piitomnost toxickych latek apod.
Vyhodami jsou pfedev§im jednoduchost a Gcinnost, které ¢ini evolu¢ni inzenyrstvi predni
technikou pro zlepSovani vlastnosti primyslovych producent. Oproti pfirozenému procesu
evoluce, ktery metodika evolu¢niho inzenyrstvi napodobuje, probihd adaptacni proces
racionalné, efektivné a podstatné rychleji. Pfi kultivaci v kontrolovanych podminkach lze
sledovat zmény na Urovni fenotypu a zpétn€ i genotypu s volitelnym ¢asovym odstupem
s ohledem na pocet generaci, kterym muzou byt desitky, stovky az tisice [38, 39, 42, 46].
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Obr. 2: Princip evolu¢nich experimentd [47]

ZlepSeni vlastnosti na urovni fenotypu, provazejici proces adaptace, souvisi s aktivacemi
diive latentnich metabolickych drah a adaptované kmeny s evolu¢ni vyhodou nasledné
rozsifuji populaci. Na trovni genomu se béhem evoluéniho procesu ucastni fada zakladnich
procest, jako jsou rizné typy mutaci, rekombinace, geneticky drift a také pfirozeny vybér.
Popisu zmén a jejich monitorovani v Case se prostiednictvi matematickych modelli zabyva
evoluéni genetika. VyuZzivané modely slouzi pouze k obecné informaci rezimt evoluce
a dynamiky zmén na urovni genotypu, jelikoz pribéh u jednotlivych systémil se odviji na
jejich genomu a na povaze konkrétnich geni, tedy jestli se jedna o enzymy s danou funkci
v ramci metabolismu nebo o proteiny s jinou nez katalytickou funkci (napf. strukturni nebo
transportni). Evolu¢ni genetika vyhodnocuje miru evoluce, relativni vyznam procest
adaptivnich a neadaptivnich a také prevladajici tempo, s jakym mutace vznikaji [38, 39, 46,
48].

Jednou z nejcastéjsich aplikaci evoluéniho inzenyrstvi je predevSim vyuziti Sir$i Skaly
substrati, zvySeni tolerance mikrobidlnich producenti vic¢i stresorim spojenych
s pramyslovymi fermentacemi nebo zvySovani rychlosti rastu [38—40].

2.2.2.1 MoZnosti reZimit evolucnich experimentii

Pro vétSinu evolucnich experimentli slouzi jako vychozi materidl charakterizovany sbirkovy
geneticky homogenni kmen a pfestoze se metodika da aplikovat obecné, jsou postupy
zamétené primarn€ na jednobunéfné mikroorganismy, které maji mj. mnohem Ccetnéjsi
populace. Kultiva¢éni ¢ast evoluCnich experimentli je pomérné jednoduchd a pii rozvoji
metodiky se pfili§ neméni. V principu existuji tfi hlavni postupy, kterymi lze experimenty
provadét (Obr. 3). Jedna se o kultivaci na pevnych mediich (agarovych plotnach), kultivaci
Vv banikdch se sériovym pifenosem a kontinudlni kultivaci v bioreaktorech, pficemz klicové
jsou posledni dva z nich, kde dochézi ke konkurenci adaptovanych bunck v ramci populaci,
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a tedy k uplatnovani ptfirozeného vybéru. Kromé samotného provedeni se lisi také geneticka
dynamika uplatiiujici se pfi Sifeni populaci [37, 40, 46, 49].

Kultivace na agarovych plotnéch je jedinou z variant evolu¢nich experimentl zalozenych na
akumulaci vzniklych mutaci. Kvuli bariéte, kterou rast na tuhém mediu pro kolonie
ptredstavuje, nedochazi ke vzajemnému ovlivitovani jednotlivych kolonii. Dochazi tak k fixaci
vSech mutaci bez ohledu na jejich silu, ¢imz se odstrafiuje rozmanitost na urovni genomt.
Tim, ze se do dalSich pasdzi Casto prenasi jen vybrané kolonie z ptivodni kultury, mtuze dojit
ke ztraté vyhodnéjsich mutaci na ukor mén¢ vyhodnych. Fyzicka bariéra predevsim zabrainuje
uplatnéni ptirodniho vybéru, coz mize byt vtadé experimenti zamér. Model lze vyuzit
napiiklad ke stanovovani miry mutaci, a to porovnavanim celogenomovych sekvenaci
u dlouhodobych experimenti. Mimoto se metodika vyuzivd pro stanovovani vlivu
chemickych mutagenti na rist a na ¢etnost mutaci [46].

Sériovy ptenos je na rozdil od pfedchozi varianty experimentl proces zaloZeny na adaptivnim
vyvoji. Jednd se o submerzni kultivaci v baiikach, pifi niz dochézi v pravidelnych intervalech
k pfeo¢kovani alikvotnich podilti do ¢erstvych medii. Jako prvni nastava regenerace v novém
prostfedi, nasledné buiiky rostou a dé€li se, a to bud’ az do vyc€erpani Zivin, nebo do dal§iho
preockovani, vtom piipadé se zajisti trvalejsi rst populace. Na rozdil od kultivace na
miskach je zde udrzovana genetickd diverzita pti kazdém ptenosu, dochazi tedy k adaptivni
evoluci. Vyhoda provedeni spociva v jednoduchosti, kdy je mozné kultivovat paralelné velké
mnozstvi kultur, a to za nizkych provoznich ndkladt. Kultivace v bailkkdch je céastecné
limitovana, jelikoz neni mozné ovlivnit vSechny parametry kultivaéniho procesu jako pH
a okysliceni kultur. Zajistit 1ze ale konstantni kultivacni teplotu a také homogenitu systému
pomoci michani, i kdyZ ne vzdy je stejné hustota populaci bunék a nestejnomérné zasobovani
bunck zivinami. Pfesto pro fadu systému jsou tyto faktory zanedbatelné a metoda sériového
pienosu je Siroce vyuzivana [37, 40, 46, 50].

Stejné jako u sériového prenosu nastava 1 pii kontinualni kultivaci v bioreaktorech adaptivni
vyvoj populaci v kultuie. Rozdil spociva v nastaveni kultivacniho procesu, je zajiStén piivod
zivin tak, aby bylo jejich mnoZstvi konstantni, a je také udrZzovdna konstantni velikost
populace. Spolu s pfitokem Zivin tak dochazi i k odvodu odpadu a nahodnych jedinct
z populaci do chemostatu. Staly pfivod Zivin se projevuje 1 konstantni rychlosti ristu bunck
a jejich kontakt vede ke genetické diverzité. Oproti kultivaci v bafikach nabizi kultivace
V bioreaktoru uchovani konstantnich podminek pfi kultivaci véetné pH a okysliceni, naopak
cenova a technicka naro¢nost procesu je vyssi [37, 40, 46, 50].
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Obr. 3: Moznosti uspoiadani evoluénich experimentt [49, upraveno]

2.2.2.2 Adaptivni laboratorni evoluce (ALE)

Adaptivni laboratorni evoluce (ALE) zahrnuje metody sériového pfenosu a kontinudlni
kultivaci, které spojuje vznik adaptivnich udélosti, zachovani genetické diverzity
a preferencni akumulace vyhodnych mutaci v populaci. Rozdil mezi kulturami lze pozorovat
napt. pii porovnani ristovych rychlosti, kdy pfi sériovém pienosu dochéazi k preockovani
kultur v exponencialni fazi s vysokou rychlosti ristu pted vycerpanim zivin, v kontinualnich
kulturach s omezenym mnozstvim Zzivin je rdst pod maximem a pii dostatku je naopak
maximalni [37, 46].

Pii vyvoji novych fenotypti mohou nastat tfi situace, bud muze dochézet k postupné
optimalizaci, diskontinudlni inovaci nebo ke kombinaci obou moznosti. Inovaci lze také
definovat jako ménici se schopnosti populaci, z nichZ nékteré mohou byt podminény pouze
jednou vyhodnou mutaci. Mutace manifestuje do podoby spusténi exprese diive
nevyuzivanych proteini nebo ke zméné substratové specifity stavajicich. Jako ptiklad
diskontinudlni inovace mize byt naptiklad osvojeni schopnosti utilizovat novy uhlikaty zdroj,
postupnou optimalizaci mize ptedstavovat zdokonalovani schopnosti utilizace uhlikatého
zdroje, ob¢ tyto zmény mohou pak dohromady tvofit i kombinovanou formu adaptace [40,
46].

Mikroorganismy vyznacujici se asexudlnim typem rozmnozovani a z principu vylucujici
konkuren¢ni linie jsou charakteristické ptitomnosti vzdy pouze jedné pozitivni mutace, coz je
disledek nizké Cetnosti nové vznikajicich mutaci a velikosti populace. I prospé$né mutace
mohou byt vylouceny genetickym driftem. Jestli se v populaci udrzi, uplatni se piirozeny
vybér (selekce), zvySuje se Cetnost mutace, kterd se takto zafixuje, a v populaci nahradi
predka. Uplatiiuje se i vliv klondlni interference, kdy si mezi sebou konkuruji alternativni
prospésné mutace. Konkuren¢ni boj zpomaluje miru Sifeni prospéSnych mutaci, jelikoz se
muze uplatnit vZdy jen jedna, a navic se mize objevit i komplikace v podobé neutralnich
a Skodlivych mutaci, které se rovnéz piirozené objevuji. Vyslednd genetickd dynamika
a celkovy projev mutaci na urovni fenotypu je pak dan souhrou vSech faktorii, na nichz se
projevi i velikost populace [465].
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2.2.2.3 Optimalizace miry stresu a zvySeni genetické diverzity

Kromé rezimu evoluéniho experimentu muize experimentator za uCelem zlepSeni
fenotypovych charakteristik upravovat silu selekéniho tlaku piedstavujici vliv prosttedi pro
rust. Intenzita stresu se projevi na genetické diverzité populace; stres o vysoké intenzité
povede ke zna¢né selekci a ve vysledku bude adaptovano velmi malé mnozstvi bunék
povede Kk vy$$i rozmanitosti v populaci a k optimalizaci populace prostiednictvim vice
moznych alternativnich mutaci, které lze charakterizovat. Pro vyvoj fenotypt s vysokou
schopnosti tolerance a zaroven s pozadavkem na moznost analyzovat zmény na urovni
genotypu je nejvhodnéjsi alternativou aplikace gradientu stresu. Prostfednictvim postupné
vznikajicich prospéSnych mutaci se optimalizuji zmény na urovni genomu, metabolické
zmény a také zmény rastovych charakteristik, coz vede dohromady ke zvySovani zdatnosti
daného kmene. Nastane-li vice prospéSnych mutaci zaroven, vlivem epistase nedochazi
K jejich plnému manifestu na Grovni fenotypu, vzajemné se utlumi a vysledny efekt je nizsi,
nez kdyby dil¢i mutace nastaly postupné. Z hlediska vyznamnosti zmén fenotypu muzeme
zmény v genotypu rozdélit na mutace nejvétsiho Ucinku a tzv. mikroevoluéni zmény, které
jsou specificky vazany na prostiedi, ve kterém vznikly [37, 38, 46].

Kromé samovolné vznikajicich mutaci se vyuziva za ucelem zvyseni genetické diverzity fada
technik, které navysuji Cetnost mutaci (Obr. 4). Vyuzivaji se proto fyzikalni mutageny (UV,
RTG a y zéreni), chemické mutageny (nejcastéji nitrosoguanidin, methyl methansulfonat ¢i
ethyl methansulfonat) a predev§im metody genovych manipulaci jako PCR s nachylnosti
K chybam, uziti transposoni nebo metodu posunu genomu (genome shuffling), ktera
umoziuje vyvoj za pomoci rekurzivni rekombinace na urovni genomu vybraného
mikroorganismu [39, 51]. Jednu z nov¢jSich metod fyzikalni mutace piedstavuje technika
ARTP (atmospheric and room temperature plasma), ktera je =zalozend na aplikaci
vysokofrekven¢niho plazma o atmosférické a pokojové teploté. Paprsek plazmatu,
generovany tryskou, je schopen vyznamnych zmén v sekvenci DNA, a to efektivnéji nez
piedchozi metody [52].

Genetickd rozmanitost mize byt aplikovana na riznych Grovnich od jednotlivych gend pies
urovné jednotlivych drah az po cely genom. PfestoZe na Urovni celého genomu je vznik
mutace pravdépodobnéjsi, znacné narlstd sloZitost jeji detekce a identifikace vSech rGznych
mutantl na Grovni genomu je tedy téméf nemozna. I to je divod k zavadéni mutaci semi-
racionalnim zplsobem, jez kombinuje racionalni design mutace a metody fizené evoluce.
Takto ziskané mutanty je jiz mozné zallenit do knihoven a charakterizovat. K ptipravé
definovanych knihoven se vyuziva fada dalsich metod [39, 51].
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Obr. 4: Vybrané zpisoby zvysujici mutagenezi [51]

2.2.3  Metody analyzy adaptovanych kment

Doposud byla vénovana pozornost kultivacni ¢asti evolu¢nich experimentd, ktera jednoduse
aucinné generuje ftadu adaptovanych kment srizné pozménénymi fenotypovymi
charakteristikami. Nezbytnou a také nejnarocnéjsi ¢ast metodiky vsSak tvoii screening nove
ziskanych kment a nasledujici selekce nejslibnéjsich fenotypli. Kmeny ziskané z jednotlivych
krokt kultivaci mohou byt porovnavany vzajemné mezi Sebou nebo s piivodnim kmenem
za Gcelem charakterizace rozdili. K tomuto ucelu se vyuZzivaji riizné metody genomiky,
transkriptomiky, metabolomiky a jejich kombinace, které srovnavaji kmeny na piisluSnych
urovnich, tedy na trovni DNA, RNA, proteind a celé skaly metabolita [38, 39, 53-55].

Nejjednodussi techniky jsou zalozeny na vyuziti charakteristik fenotypt, které jsou znacné
rozdilné, a to napt. rychly rist ¢i barva. K analyze a separaci takovych fenotypti mohou byt
pouzity spektrofotometrické a kolorimetrické metody, mikrofluidni techniky nebo pritokova
cytometrie se sortaci na zakladé fluorescen¢niho signalu (FACS). Kromé rozdilné ristové
kinetiky a barvy lze jednoznacné rozliSit fenotypy na zéklad¢ tolerance vic¢i vybranym
latkdm. Dal$i moZnost screeningu pfedstavuj vyuZziti biosenzord, které mohou byt aplikovany
za Ucelem vyvolani exprese proteinli anebo produkce jinych metaboliti odliSujicich cilovy
fenotyp od okoli, vyvolani rezistence vii¢i antibiotiku nebo provadéni screeningu metabolit
[39, 54].

Nejobecnéj$Sim pristupem k analyze korelaci mezi genotypem a fenotypem pomoci metod
molekularni biologie predstavuje zpétnd analyza vzniklych mutaci. U kazdé objevené mutace
se provadi jeji rekonstrukce u pivodniho kmene za ucelem posouzeni vlivu na celkovy proces
adaptace. Zatimco kultivacni ¢ast evolucnich experimentt je jiz po dlouhou dobu identicka,
metody molekularni biologie zaznamenavaji v poslednich letech dramaticky vyvoj vedouci ke
zjednodusSeni a zefektivnéni analyzy a objasnéni mechanismi na molekularni Grovni. Za timto
ucelem se Casto vyuziva sekvenovani nové generace (NGS), celogenomové sekvenovani
(WGS) nebo transkripéni profilovani, které jsou sice efektivni, ale k rekonstrukci genomu
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mutantniho kmene a porovnani s divokym kmenem vyzaduje znacné mnozstvi casu a dalSich
zdroju. Pro zjednodusSeni analyz mutaci byla proto vyvinuta fada alternativnich technik jako
napf. vyuziti definovanych delecnich kmenii ze sbirek, které je ale omezeno pouze pro
modelové mikroorganismy, ¢i metoda rekurzivni genomové rekombinace a sekvenovani
(REGRES), jenz je pouzitelna obecné [37, 38, 56, 57].

Informace o struktufe vyvijejici se populace mize poskytnout metoda zaloZena na vizualizaci
evolu¢niho vyvoje v realném case (VERT), kterd byla vyvinuta primarné pro eukaryotické
mikroorganismy s komplikovanéj$i evolu¢ni dynamikou. Technika vyuziva fluorescenéni
markery Vv podob¢ fluorescenénich proteint, které vizualné odlisuji klony v prub&hu
dlouhodobé nejcasteji kontinudlni kultivace pii aplikaci selekéniho tlaku. Adaptace c¢asti
puvodni smésné kultury se projevi na zvySeném zastoupeni barevné subpopulace, coz lze
vyuzit jednak pfi monitorovani evolu¢ni dynamiky, a pfi kombinaci s prutokovou cytometrii
i k sortovani bun¢k [40, 53, 58-60].

2.2.4  Aplikace evolué¢niho inZenyrstvi

Evoluéni inzenyrstvi se aplikuje predev§im na mikroorganismy, které se oproti jinym
organismiim vyznacuji fadou vyhodnych charakteristik, jako jsou: 1) nenarocné podminky na
ziviny; 1ii) snadnd kultivace v laboratofi a iii) vysokd rychlost rozmnoZzovani a mozZnost
stabilni kultivace v horizontu nékolika set az tisic generaci béhem dlouhodobych
experimentl. Dlouhodoby ¢asovy horizont (volitelné dny, tydny aZ roky) umoziiuje v pribéhu
procesu vyselektovat adaptované kmeny s nejlepSimi charakteristikami na trovni fenotypu
[37].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, v biotechnologickych procesech se evoluéni inzenyrstvi vyuziva
primarn¢ za ucelem zvySovani robustnosti ve smyslu vyssi odolnosti viiéi stresu zptisobenému
jednak fyzikalnimi faktory (napf. teplota, pH, osmolarita), jednak vici slozkam kultivaéniho
media nebo produktim metabolismu pilisobicich toxickym efektem a také ke zvySovani
vytézku vybranych metabolitli. Komplikace mohou nastat ve spojitosti se scale-up procesu
Z laboratorniho do primyslového méfitka, a to pti produkci metaboliti spojenych s rastem.
Béhem pifevodu do vétSiho objemu jsou mikrobialni producenti vystaveni stresu vlivem
zmény kultivaéniho media, kdy se v laboratofich a poloprovozech zalind zpravidla
komplexnimi medii bohatymi na ziviny, nésledné jsou pti velkoobjemové produkci kultury
prevedeny do nutri¢né chudsich medii a béhem toho jsou 1 jinak namahany, coZ se negativné
podepiSe na riistu a také na vytézku pozadovanych produktd. Pfi vybéru kmeni a jejich vyvoji
pro velkoobjemové pramyslové fermentace je tedy zapotiebi zohlednit i odolnost vici
zménam podminek spojenych s vyrobou a taktéz volit vhodné pocatecni podminky zamezujici
zpomaleni ristu [37, 46].

Na Urovni vyzkumu v oblasti mediciny naslo evolu¢ni inzenyrstvi taky uplatnéni, a to skrze
porovnani evolu¢nich procest s ohledem na jejich dynamiku pfi rstu in vitro v laboratofi
nebo pro né pfirozeném prostiedi a v lidském organismu. Porovnani genoma ma sviij vyznam
pii identifikaci a stanovovani zmén genli zodpovédnych za resistenci mikroorganisml vici
antibiotikim, genti kédujicich proteiny zpisobujici imunitni reakci hostitele a rovnéz také
gend doposud neznamych [37, 46].
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2.3 Genové inZenyrstvi

Genové (genomove) inZzenyrstvi predstavuje techniku zalozenou na zméné genetického kodu
organismu, kterd vznikla jako odnoz molekularni biologie. Genom vSech organismu sestava
z nukleotidi kédujicich proteiny, pro jejichz spravnou funkci musi byt nukleotidy ve
spravném potadi, kdy zmény v sekvencich mohou mit pozitivni i negativni dopad na
organismus. V poslednich letech byla vyvinuta celd fada metod a nastrojui pro cilenou editaci
genomu organismi, a to vcetné¢ pramyslové vyznamnych mikroorganismi. Genové
inZzenyrstvi zahrnuje celou fadu tuprav, a to delece nukleotidi vedouci k vyfazeni genil,
inkorporace nukleotidii vedouci k inserci novych geni a Gpravy sekvenci nukleotidii vedouci
ke vzniku mutaci, ¢imz se méni stavajici nebo konstruuji nové genotypy. Vyjma toho se
zabyva umélou syntézou ¢i izolaci vybranych genti z genotypli organismi se specifickymi
charakteristikami na rovni fenotypu, naslednym fizenym pienosem do genomu nepiibuznych
organismul a zajisténim exprese vloZenych gentl. Upravy genu mohou byt implementovany na
urovni DNA, RNA nebo na urovni epigenetické [61-63]. Z hlediska pozice integrované DNA
v genomu hostitele se vice uplatituje ndhodnd integrace do genomu, nezli zaélenéni na
zakladé homologni rekombinace, coz mé i1 pres pomérné vysokou efektivitu fadu nevyhod
[64].

2.3.1  Vyvoj technik genového inZenyrstvi

Vyvoj v oblasti genovych technologii zaznamenal béhem poslednich ptiblizné 60 let velky
pokrok, a to od objevu struktury DNA v roce 1953 pies objev techniky polymerazové
retézové reakce (PCR) v roce 1983 az po zavedeni vysoce sofistikované technologie CRISPR
Vv poslednich letech. Jednotlivé techniky pro editaci genomu organismu, které se b&hem
desetileti vyviji, vesmeés kompenzuji uskali technik pfedchozich tak, aby byla aplikace
genového inzenyrstvi co nejpiesnéjsi a jednoduse proveditelné. Prvnim milnikem pii vyvoji
technik molekularni biologie byl objev restrikénich enzymi umoziujicich cilené intervence
do genomu, déle bylo objeveno sekvenovani DNA nasledované jejim klonovanim, kombinaci
jednotlivych tkont spolu s dal§imi mohou byt vneseny zmény do chromosomalni DNA. Jak
bylo uvedeno, nad homologni rekombinaci pfevazuje pifevazné ndhodné zaclenéni cizorodé
DNA, nicméné pomoci vybranych pfistupt Ize cilit na konkrétni mista v genomu hostitele.
K tomu Ize s vyhodou vyuzit mistné specifické nukleasy, které se postupné vyvijely, coz dalo
vzniknout nukleasam zalozenym na motivu zinkovych prstd (ZFN), meganukleasam,
efektorovym nukleasam podobnym transkripénim aktivatorim (TALEN) a CRISPR/Cas9
[64].

Genové manipulace mohou mit kromé teoretického piinosu spojeného se zikladnimi
otazkami Zivota na Urovni molekul ptedev§im piinos pro studium 1écby dédi¢nych
onemocnéni, Upravé zemedélskych plodin s ohledem na jejich rezistenci vic¢i nepfiznivym
vliviim prostiedi a ke zlepSovani jejich charakteristik, cilené produkei latek vyuZzivanych jako
farmaceutik, k zavedeni novych technik do vyrob apod. [61-63]. Od roku 2006 probiha
celosvetovy projekt zaméfeny na knock-out jednotlivych genli v genomu mysi, a to za ucelem
tvorby knihovny embryonalnich kmenovych bunék pro jednotlivé mutace a také fenotypu
mysi. Ziskané informace poskytuji kliCové nastroje pro pochopeni funkce jednotlivych genti
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ataké genetickych pficin lidskych onemocnéni. Do roku 2016 bylo takto ziskano celkem
5 000 knock-out mysi a jejich genomu v knihovnach [65-67].

2.3.2  Princip a provedeni experimentii genového inZenyrstvi

Manipulace s nukleovymi kyselinami, ktera byla dfive téméf nemyslitelna, je v souc¢asné dobé
béznou technikou. Pfenos nukleovych kyselin je standardni pro kazdé v ramci jednoho
organismu prestavujici klasickou dédi¢nost vertikalnim pienosem na potomky. Oproti tomu
genové inzenyrstvi pracuje s horizontdlnim pfenosem DNA, a to nejen vramci jedné
generace, ale i mezi jednotlivymi kmeny, ¢imz se odklani od vétsiny pfirozenych procest [60,
63]. Jak jiz bylo zminéno, v podstaté existuji téi hlavni upravy genomu vybraného organismu,
a to delece (knock-out), inserce (knock-in) ¢i vymény existujicich DNA sekvenci za exogenni
[64]. Delece kratkych usekd mohou byt vyuzity Kk odstranéni regulacnich prvkia vypinajicich
expresi danych gentl, aktivaci exprese gent deleci represort, ¢i zmény struktury nebo funkce
proteini zménou kodujici sekvence [64, 68]. Inserce mohou piinést do genomu fadu
elementl, funguji jako vykonny nastroj pro modifikaci gent, zmény jejich funkce, ale mohou
1 geny blokovat stejné jako delece, v tomto pifipadé se Casto vyuziva inserce fluorescencnich
reportérovych genl (napf. zeleny fluorescencni protein — GFP). Inserce téchto genl byva
Casto provadéna i bez vypnuti geni jinych [64, 69]. Posledni z uprav, vyména sekvenci DNA,
muze byt vyuzita ke dvéma ukontim zaroven, a to k zablokovani jednoho genu a soucasné
aktivaci nového. Malé vymény jednotlivych nukleotidi slouzi jako nastroj ke studiu
bodovych mutaci, napft. téch zpusobujicich lidska onemocnéni [64, 70].

2.3.2.1 Enzymy vyuZivané pro genové manipulace

K manipulaci s DNA od jeji izolace, ptes umélou syntézu, inkorporaci do vektord a dalsi
upravy se nejCastéji vyuzivaji specidlni enzymy, jejichz objev a charakterizace umoznila
rozvoj rady technik [61, 62, 71].

vvvvvv

fosfodiesterové vazby dvouvldknové DNA v urCitych mistech na zdkladé specifickych
sekvenci. VétSinou se jedna o palindromni sekvence, které se vyznacuji stejnym potfadim
nukleotidii ve sméru od 5” konce na obou DNA vlaknech, a to v rozsahu 4—7 part nukleotidu.
V genovém inZenyrstvi se vyuZivaji restrikéni endonukleasy II. tfidy, které ke své funkci
vyZzaduji pouze hofeCnaté ionty. Restriktasy byly objeveny u bakterii, kterym slouZi jako
ochrana vic¢i cizorodé DNA predevSim bakteriofagli, a souCasné bakterie, které tyto
specifické enzymy produkuji, si chrani useky s cilovymi sekvencemi ve svoji DNA rtiznymi
modifikacemi, napt. methylaci. Pfi §t€épeni mohou nastat dvé situace vzhledem k mistim
rozdé€leni jednotlivych vlaken, a to vznik koheznich nebo tupych konct. Pfi vzniku koheznich
koncti probiha Stépeni na jednotlivych vldknech na mistech, kterd nejsou ptimo naproti sob¢,
kdy rozstépené konce nasledné nejsou stejné dlouhé, naproti tomu u tupych konct dochazi ke
Stépeni na stejném misté¢ na obou vldknech. Pro jednotlivé bakterie jsou charakteristické
restrikéni endonukleasy s rozdilnymi specifickymi sekvencemi pro Stépeni, coz je velmi
vyznamny fakt s ohledem na jejich in vitro aplikaci. Velké mnozstvi restriktas izolovanych
z riznych bakterii umoznuje tvorbu restrikénich map, které zohlediiuji sekvence Sté€peni pro
jednotlivé enzymy a tim umoziuji vybér vhodnych kandidati pro izolaci tseklt DNA ¢i za
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ucelem Stépeni vektort slouzicich k transportu insertu do bunék hostitele. Pro vystépovani je
rovnéz dulezité zohlednit vznikajici typ konct, ktery bude mit vliv na zaclenéni insertu do
vektorové molekuly DNA [61, 62, 71]. Schéma znazoriujici vybrané moznosti interakci
koncti jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 5).

ZFN TALEN CRISPR/CasY

To P 0 ¢
homologni nehomologni mikrohomologi
rekombinace spojovani konci zprostredkované
spojovani konci

Obr. 5: Schéma znazoriujici vybrané moznosti naruseni fetézcit DNA a nasledné integrace
do genomu [72]

Dal$im z dilezitych enzymi s uplatnénim v molekuldrni biologii pro genové inZenyrstvi je
DNA ligasa, jez byla objevena v roce 1976. Katalyzuje spojovani fragmenti DNA po jejich
syntéze nebo Stépeni restriktasami, ¢imz dava za vznik del§im Gsekim DNA nebo kruhovym
molekulam napt. v podobé vektora s inserty pro transformaci hostitelskych bunék. Na rozdil
od DNA polymerasy syntetizujici vzdy jen jedno vlakno na zdklad¢ matrice je DNA ligasa
schopnd pouze polymerace soucasti dvouvldknové molekuly DNA bez rozpleteni
dvousroubovice [61, 62].

Kromeé restriktas pro $t€peni DNA a DNA ligasy pro spojovani Usekll jsou pro experimenty
Vramci genovych manipulaci potiebné 1 dal$i enzymy, a to predevS§im DNA i RNA
polymerasa, exonukleasy, alkalickd fosfatasa, Klenowtliv fragment a dal§i. Pro praci
s eukaryotickymi geny je navic zapotfebi reverzni transkriptdza izolovana z retrovirli, ktera
prevadi mRNA na tzv. komplementarni cDNA. Na rozdil od prokaryot totiz obsahuje genom
eukaryot oblasti nekodujici strukturu proteind, tzv. introny, které jsou po transkripci spole¢né
S kddujicimi exony pfitomny v pre-mRNA lokalizované v bunééném jadie. Po sestfihu do
podoby mMRNA s pouze kodujicimi oblastmi mize byt RNA matrice vyizolovana z cytosolu,
nasledn¢ ptevedena do podoby cDNA a posléze vyuzita pro genové manipulace [61, 62].

2.3.2.2 Vektory a metody pienosu insertu do bunék hostitele

Po izolaci vybraného genu/vybranych genii a namnoZeni pomoci PCR je zapotiebi upravit
DNA do podoby vhodné pro pienos do hostitelskych buné€k, zajisténi inkorporace do jejich
genetického kodu a zajisténi piipadné nasledné exprese, delece aj. Vybér vhodného vektoru
pro pfenos insertu souvisi s jeho velikosti a dalSich podminkach experimentl. Pfenos do
hostitele se na zaklad¢ cilového organismu nazyva transformace pro bakteridlni buiky,
transfekce pro eukaryota a transdukce pro viry [61, 62].
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Nejjednodussim a nejcastéji vyuzivanym vektorem je plasmid, kruhova doplikova molekula
DNA o molekulové hmotnosti 10°-10® Da, kterd se pfirozené vyskytuje u fady
mikroorganismli a nese sekunddrni znaky mikroorganismu jako napt. selekéni markery
Vv podobé rezistence k antibiotikiim (ATB). Velikost insertu, pro niz lze plasmid vyuzit,
nabyva 10 000-15 000 para bazi. Pfirozen¢ mohou byt piedavany mezi buitkami a maji
schopnost replikace nezavisle na chromozomalni DNA. Mohou byt rozdéleny na zaklad¢
ucelu na klonovaci, jenz slouzi k vlozeni genu do bunék, expresni se silnymi promotory
zajiStujici transkripci a produkci proteinti a podvojné, které jsou vyuzitelné pro prokaryotické
i eukaryotické buiikky. Pro vyuzivané klonovaci plasmidy existuji restrikéni mapy, které
limituji vyuzitelnost restrikas. Pro transformaci lze vyuzit elektroporaci nebo pienos do
chemokompetentnich bunék po expozici chladu v pfitomnosti vapenatych ionti (CaCly).
Aplikacni potenciadl plasmidl je Siroky a zplsob je pomérné efektivni, pficemZ nejvetsi
limitace spociva ve stabilnim udrZeni plasmidu v buiice a pienosu do dalSich generaci [61, 62,
73, 74].

Zatimco ptenos plasmidu do hostitele je zapotiebi provést aplikaci zminénych technik, pfi
pouziti virti tento krok odpada, jelikoz napt. bakteriofag infikuje bakterie svoji DNA
ptirozené. Do genomu faga je mozné zanést vétsi inserty, a to o délce 40-50 kbp, kdy stejné
jako u plasmidu existuje omezené mnozstvi restriktas, které lze vyuzit. VétSina DNA faga
zlstava zachovana kromé genti kodujicich proteiny zplsobujici zanik buiiky hostitele.
V prubéhu zivotniho cyklu faga dochézi v buiice pii lytické fazi k namnozeni DNA faga, a to
vcetné insertu. Nejznaméj$im vyuzivanym fagem pro bakterie je modifikovany bakteriofag A
s linearni dvouvldknovou molekulou DNA obsahujici ptiblizn€¢ 50 gend. Kromé bakterii se
viry jako vektory s vyhodou vyuzivaji i u eukaryotnich bun¢k, které plasmidy nedisponuji
[61, 62, 73].

Benefity plasmidu a fdga kombinuji kosmidy. Kosmid vznika zacyklenim ptvodné linedrni
DNA bakteriofaga A, ktera je pro ti€ely generace kosmidu upravena, a to po vpraveni cestou
charakteristickou pro fagy. Kromé& podobnosti s kruhovou formou je spoleénym znakem
s plasmidy pritomnost genti kodujicich selektivnich markert (napf. rezistence k antibiotikiim)
a schopnost mnozeni vektoru spolecné s insertem. Kapacita kosmidu je vyssi jako u fagt, a to
az 45 kbp [61, 62, 73].

Inserty vétsi nez piiblizné 47 kbp mohou byt klonovany prostfednictvim uméle pfipravenych
bakterialnich ¢i kvasinkovych chromozomd [73].

2.3.2.3 Selekce klonii nesoucich vektor

Klonovaci vektory ¢asto nesou selekéni markery, na jejichz zaklad€ je mozné odlisit bunky
s plasmidem, u nichz byl pfenos Uspé$ny, od bun€k bez plasmidu. Pii vybéru plasmidu
s danym selekénim markerem musi byt respektovan cilovy organismus tak, aby byl selekéni
marker efektivni. Rezistence k antibiotikiim se projevuje narGstem kolonii rekombinant na
agarovych plotnach s obsahem pfislusné latky, a to v disledku exprese genti na plasmidu
kodujicich proteiny, které latku degraduji. K selekci transformantl lze vyuzit i specificté)si
techniky vyzadujici enzymové aparaty specidlnich hostitelskych bunék, klonovaci vektory
a také tuha media [61, 73].
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Porovnani efektivity transformace miize byt provedeno pfimo na Grovni genomu, coz je
zaroven nejpiesnéjSim diikazem pro ovéeteni nositeld insertu. V praxi lze vyuzit tii zplsobu:
polymerazové fetézové reakce, restrikéniho §tépeni a sekvenace. Casto se pfitom pouzivaji
vSechny tfi, a to postupné po sobé [73, 74].

Sekvenace genomu je zalozena na stanoveni pofadi nukleotida v fetézci DNA, popi. i RNA
u transkriptomové analyzy. Kromé tradi¢nich metod zahrnujicich Sangerovo ¢i piipadné
Maxam-Gilbertovo sekvenovani, se vyuzivaji predev§im techniky tzv. sekvenovani nové
generace (next generation sequencing) vyvijené od 90. let 20. stoleti, které oproti tradi¢nim
disponuji vyssi rychlosti a niz$i cenou pii soucasné generaci velkého mnozstvi dat [75].
Sekvenac¢ni metody se d€li na sekvenovani druhé a tieti generace. Druhd generace je zalozena
na stanoveni nukleotidové sekvence ve fragmentech genomu o délce nékolika stovek bazi,
které je nutné pro celogenomové sekvence v genomu lokalizovat porovnanim s referencnimi
genomy Vv databézich nebo pro tento ucel vyuzit bioinformatické metody. Kromé fragmentace
je zapotiebi provést PCR pro namnozeni analyzovanych usektit DNA, coz vede ke generovani
velkého mnozstvi dat, jez musi byt nasledné zkomprimovana a dale zpracovana [75-77].
Z jednotlivych technik se nejcastéji vyuziva technologie Illumina a Iont Torrent. Sekvenovani
tieti generace, jenZ se v soucasnosti vyviji, nevyzaduje amplifikaci DNA, naopak se zamétuje
na sekvenaci i jediné molekuly idedlné v realném case, a to pro vyrazné delsi useky DNA.
Pomoci vybranych technik lze stanovovat sekvence napt. celych chromozomd, pro dlouhé
useky se jedna primarné o technologii nanopore [61, 75].

2.3.3  Aplikovatelnost technik genového inZenyrstvi

Pro biotechnologické aplikace jsou zapotiebi robustni mikroorganismy s dobrymi
produkénimi vlastnostmi, které lze ziskat mj. pravé technikami genového inzenyrstvi. Po
zasahu do genomu zpravidla nésleduje testovani mutanta z hlediska manifestace zmén na
urovni fenotypu, pristup je tedy reverzni oproti evolu¢nimu inZzenyrstvi [37].

Dlouhou dobu byly za u¢elem indukce mutaci vyuzivany rizné chemické latky nebo zafeni,
jak jiz bylo uvedeno vyse. Pfestoze takto vznikla fada mutantnich kmenti umoziujici zkoumat
funkce genli a podstatu mutaci, byla tato mutageneze nespecifickd, coz limitovalo zmény
konkrétnich genli nebo jejich sekvenci. Nejpokrocilejsi specifickou technikou pro upravu
genomu predstavuje jiz zminénd CRISPR/Cas9, s jejimz vyuzitim lze provadét mutace ¢i
delece genti a také je lze editovat, tzn. nahrazovat nebo upravovat genom, a to pro jednotlivé
buniky nebo celé organismy. Technika vyuZiva systému zajiSt'ujiciho pfirozenou schopnost
bakterii chranit se viici infekci zpiisobené bakteriofagy. Cas9 je endonuleasou schopnou §tépit
genomovou DNA fady bunék riznych organismi tim, Ze je zacilena na specifickou sekvenci
DNA pomoci RNA, kterd je kni komplementarni. CRISPR je zkratkou pro clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, tedy segmenty nahromadénych pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickych repetic, které po transkripci do podoby RNA cili
endonuleasu do pfislusnych komplementarnich oblasti DNA. Provedeni modifikaci genomu
aplikaci systému CRISPR/Cas9 je pomérné Casové nendrocné, efektivni a finanéné dostupné.
Vyuziva se v medicin€ pti designovani 1éCiv, pfi terapii, pro in vitro ¢i in vivo modely nemoci
a diagnostice, v zemédelstvi a biotechnologiich generovanim geneticky modifikovanych
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organismi s vyhodnymi vlastnostmi a dalSich odvétvich, stejné jako pro tcely vyzkumu [61,
63].

chemikilie

biomaterialy

biopaliva

komplexm
proteiny

synteticka
konsorcia

genoveé reguladni sité

Obr. 6: Mozné aplikace genového inzenyrstvi [78]
2.4 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patii do skupiny biopolymerid pifedev§im mikrobidlniho
puvodu. Z chemického hlediska se jedna o linearni polyestery nejcastéji 3-, ale i 4-, 5- nebo
6-hydroxyalkanovych kyselin (Obr. 7) [79], které jsou ukladany v buiikach mikroorganismt
ve formé intracelularnich granuli. Vlastnosti PHA mohou byt v zavislosti na slozeni zna¢né
variabilni, a proto maji potencial nahradit klasické syntetické plasty vyrabéné z ropy, kterym
jsou ze vSech bioplasti nejpodobnéjsi. Oproti syntetickym plastim disponuji fadou
vyhodnych vlastnosti, a to pfredevSim moznosti produkce z obnovitelnych zdroja,
biokompatibilitou a biodegradabilitou, kterd eliminuje problém s akumulaci pouzitych
materialt v Zivotnim prostiedi [80—83].

241  Vyskyt, vlastnosti a sloZeni PHA

Vice nez 300 druhii bakterii syntetizuje PHA ve formé¢ intracelularnich granuli, které byly
objeveny a popsany uz v roce 1926 francouzskym védcem Mauricem Lemoignem [84-86].
Slouzi jim jako zasobni latky pro piipad nepfiznivych podminek, kdy ptedstavuji zdroj
uhliku, energie a také redukéni sily, coz jim ve stresovych situacich umozni pteziti, dokud
nedojde K jejich vyCerpani. Obsah PHA v biomase se odviji od konkrétnich producentd, ale
zavisi 1 na fadé dalSich faktorti, které Ize pii biotechnologické vyrob& zohlednit, coZz mize
vést az k 90 % vytézku. Zatimco nékteré kmeny produkuji PHA bez ohledu na prostiedi,
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v némz se nachdzi, fada kment si tvofi zdsoby pouze pfi limitaci nékterymi z esencialnich
prvka jako kyslik, dusik, sira, fosfor nebo pii vykyvu pH [86-90]. Granule nabyvaji ptiblizné
kulovitého tvaru o velikosti v priméru 0,2-0,5 pum S vnéj$i vrstvou tvofenou proteiny a
vnitinim polyesterovym jadrem. Z proteinii jsou zastoupeny piedevsim PHA polymerasa,
intracelularni PHA depolymerasa, které diky asociaci s fetézcem polymeru zajistuji efektivni
proces jeho biosyntézy a degradace, phasiny zabranujici vzédjemné koalescenci granuli a plnici
dalsi funkce, z nichz n¢které jsou i neobjasnéné. Polymer lokalizovany v jadfe ma vétSinou
polymeraéni stupeti 10°-10% [91-95].

Doposud bylo objeveno a popsano piiblizn¢ 150 druhti riznych monomernich jednotek, které
se lisi jednak pozici hydroxylové skupiny, jednak postrannimi fetézci [96]. VSechny
monomerni jednotky popsané ve struktufe polymerti maji na chiralnim uhliku R konfiguraci,
ato vlivem stereospicifity PHA syntasy. Na zdkladé zastoupenych monomerti mizeme
rozdélit PHA na homopolymery obsahujici pouze jeden typ monomerni jednotky,
a heteropolymery s rozdilnymi monomery. Nejcastéji se vyskytuji kopolymery, které sestavaji
ze dvou rozdilnych monomert, ale i terpolymery se tfemi rozdilnymi monomernimi
jednotkami. Molekulova hmotnost polymeru lezi v rozmezi 200-3 000 kDa a stejné jako dalsi
fyzikalné-chemické vlastnosti odviji se pfitom od producenta, podminek kultivaéniho procesu
a zpasobu fermentace [97-103].

nel R = hydrogen poly(3-hydroxypropionit) P(3HP)
R = methyl polyv(3-hydroxybutyrit) X3HB)
R = ethyl polv(3-hydroxyvalerit) P3HV)

A o | R = propyl poly(3-hydroxyhexanoat) P 3HHx)
‘ R = butv] poly(3-hydroxyheptanoat) P(3HH)
O-CH-(CHz:C - | R = pentyl poly(3-hvdroxyoktancdt) K3HO)
R R = hexyl poly(3-hydroxynonanoit) P(3HN)
polymer R = heptyl poly(3-hydroxydekanodt) P(3HD)

R = oktyl poly(3-hydroxyundekanoit) P3IHUD)

R = nonyl polv(3-hydroxydodekanoit) P3HDD)
n=2 R = hydrogen poly(3-hydroxybutyrit) P4HB)
n=3 R = hydrogen poly(S-hydroxyvalerit) PSHV)

Obr. 7: Struktura PHA [104, upraveno]

Dal8i moznosti je déleni na zakladé poctu uhliki v monomernich jednotkach, které se
projevuje mj. zménou fyzikalné-chemickych vlastnosti materidlu. Na zakladé tohoto kritéria
se déli do tii skupin na PHA s kratkym fetézcem (short-chain-lenght) scl-PHA, se stfedné
dlouhym fetézcem (medium-chain-lenght) mcl-PHA a s dlouhym fetézcem (long-chain-
lenght) Icl-PHA. Scl-PHA obsahuji v monomeru 3-5 atomi uhliku, patii mezi né napf.
nejznamé&jsi  zastupce PHA poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), ktery vykazuje vysokou
krystalinitu a dal§i charakteristiky podobné konven¢nim termoplastim. Mcl-PHA maji
v monomerech 6-14 atomt uhliku, svymi vlastnosti vykazuji charakteristiky elastomerd.
Lcl-PHA maji vice nez 15 atomt uhliku v jednom monomeru, na rozdil od dvou piedchozich
skupin nejsou produkovany mikroorganismy, ale byly jiz syntetizovany uméle. Vlastnosti
heteropolymert se odviji od zastoupeni jednotlivych monomernich jednotek, proto 1ze jejich
kombinacemi pfipravovat materialy pozadovanych vlastnosti pro cilové aplikace (Tab. 2). Od
zastoupeni monomernich jednotek se odviji krystalinita a hydrofobni povaha polymeru, stejné
jako jeho teplota tani a teplota skelného ptechodu [79, 87, 97, 102, 106-109].
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Tab. 2: Vlastnosti homopolymeru 3HB a jeho vybranych kopolymerd, porovnani s PP [110]

o Younguv Pevnost v tahu Prodlouzeni pii
Polymer Teplota tani [*C] [gGPa] [MPa] pietrZent [O/f]
P(3HB) 175-180 3,54 40 3-8
P(3HB-c0-3HV)
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 Moznosti analyzy PHA

Pro posouzeni efektivity kultivacnich procesti a vlastnosti polymeru je zapotiebi jejich
identifikace zahrnujici kvalitativni a kvantitativni analyzu a materidlova charakterizace.
Vzhledem k riiznému obsahu PHA v buiikach a jejich riznorodosti jsou kladeny pozadavky
na spolehlivé a dostatecné citlivé metody, které by mély byt zaroven rychlé a jednoduché.
Kromé¢ analyze samotného materidlu jsou vyuzivany i techniky provadéjici screening PHA
spektrofotometrické stanoveni, infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci
(FT-IR), fluorimetrii, prutokovou cytometrii, vysokotlakou kapalinovou chromatografii
(HPLC), plynovou chromatografii (GC), nukledrni magnetickou rezonanci (NMR), techniky
pro stanoveni molekulové hmotnosti a techniky termické analyzy [111, 112].

2.4.2.1 Metody zaloZené na vizualizaci PHA

Jiz od jejich objeveni byly PHA popisovany jako sudanofilni inkluze, a to diky lipidické
povaze. Pro specifické barveni granuli se tedy vyuzivaji lipofilni barviva, ktera se v nich
kumuluji a umoziuji tim jednoduchou vizualizaci pfi kombinaci s dal$imi technikami. I ptes
to, Ze se pii aplikaci barviv mohou kromé polymeru obarvit 1 jiné komponenty bunky, jedna
se o pomérné¢ jednoduchou a vyuzivanou techniku pro screening PHA produkujicich
mikroorganismi [84, 85, 112].

Oznaceni sudanofilni je odvozeno od sudanové Cerni B, kterd byla pro barveni PHA granuli
vyuZzivéana jiz od jejich objevu, a ¢astecné se vyuziva dodnes napt. pro detekci pozitivnich
kolonii. Dal§i moznosti je vyuZiti nilské modfi A, kterd po fixaci ve vzorku vykazuje po
excitaci v pfitomnosti PHB granuli jasné oranzovou fluorescenci, a na rozdil od pfedchozi je
vice selektivni, nedochazi k obarveni dalSich télisek jako glykogenu ¢i polyfosfatu.
Upravenim podminek lze analyzu provést 1 nedestruktivné, a tim zajistit naslednou selekci
pozitivnich kolonii. Pro screening kolonii a naslednou nedestruktivni selekci 1ze vyuzit napft. 1
nilskou Cerven. Pfi vyuZiti mikroskopie s fizovym kontrastem lze pozorovat granule diky
jejich vysokému refrak¢énimu indexu i bez nutnosti barveni [84, 85, 88, 98, 112-116].

2.4.2.2 Metody kvalitativni a kvantitativni analyzy
Spektrofotometrické metody slouzi oproti piedchozimu barveni piedev§im ke kvantifikaci,
ato 1 malého mnozstvi polymeru. Byla vyvinuta metoda specificka pro stanoveni
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homopolymeru PHB zaloZena na pfevedeni monomeru na kyselinu krotonovou zahtivanim
v koncentrované kyseling sirové, a to po digesci bun¢k pomoci chlornanu sodného. Mnozstvi
polyesteru se stanovuje na zakladé absorpce v UV oblasti pii 235 nm [112, 117, 118].

Pro stanoveni prostiednictvim vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), konkrétné
iontové, je zapotiebi stejné opét provést prevedeni PHB na kyselinu krotonovou, ktera je po
chromatografické separaci kvantifikovana opét spektrofotometricky. Separacni krok
zabrafuje pfipadnym interferencim pii absorbci a zvysuje tak i celkovou citlivost [119].

Plynova chromatografie neni schopna analyzovat polymer jako celek, nybrz vyzaduje
ptedchozi upravy do podoby tékavych slozek reprezentujicich zastoupeni jednotlivych
monomernich jednotek. Priprava vzorku spociva v izolaci polymeru zbiomasy bud
diges¢nimi, nebo extrakénimi metodami, néasledné ¢i soucasné hydrolyze polymeru na
jednotlivé monomerni jednotky a posléze k esterifikaci za vzniku nejcastéji methylestert
hydroxyalkanovych kyselin. Pfi optimalizacich byly vyuzivany rtizné kyseliny pro hydrolyzu
a soucasné¢ pro katalyzu esterifikace, konkrétné kyselina sirova ¢i chlorovodikova, ale
i rozdilné alkoholy ucastnici se esterifikace, coz muze dat za vznik methyl-, ethyl, ale
i propylestert hydroxyalkanovych kyselin. Druhou moznost pfipravy vzorku piedstavuje
vyuziti pyrolyznich technik a nasledné piimé analyzy té€kavych produkti. Po
chromatografické separaci nasleduje detekce jednotlivych analytdi, kdy nejcastéji vyuzivané
jsou sestavy s plamenové ionizaénim detektorem nebo tandemové spojeni s hmotnostni
spektrometrii, ktera zvysSuje celkovou citlivost analyzy [112, 120-123].

Vyhoda NMR pii analyze PHA spocivd ptfedev§im v moZznosti analyzy vyizolovaného
polymeru bez nutnosti hydrolyzy a dalsi derivatizace. Jako rozpoustédlo pfi *H NMR se
nejcastéji vyuziva deuteriovany chloroform [112].

2.4.2.3 Metody charakterizujici fyzikdalné-chemické vlastnosti PHA

Metodu infraCervené spektroskopie lze vyuzit pro kvalitativni 1 semikvantitativni stanoveni
PHA jednak pfimo v bunkach jednak pro posouzeni napt. krystalinity u vyizolovanych folii ¢i
praski, a to nejcastéji metodou KBr tablet nebo ATR krystalu. Ke zpracovani dat z analyzy se
pouziva metoda Fourierovy transformace za vzniku FT-IR spekter. Pro PHA je ve spektru
nejvice charakteristicky pik pfi 1728 cm™ odpovidajici karbonylu a dalsi piky, které mohou
byt specifické pro rizné délky postranniho fetézce, ¢imz se od sebe daji odlisit scl-
a mcl-PHA a také 1ze posuzovat krystalinitu analyzovaného polymeru [112, 124, 125].

Pro stanoveni molekulové hmotnosti PHA se vyuZivaji nejcastéji metody statického rozptylu
svétla nebo osmometrie. Mimoto byly za timto ucelem provadény i experimenty zaloZené na
gelové permeacni chromatografii nebo viskozimetrické stanoveni [112].

Prostfednictvim metod termické analyzy, piedevSim pomoci diferenéni skenovaci
kalorimetrie (DSC), lze stanovit zédkladné charakteristiky polymeru reflektujici mechanické
a tepelné vlastnosti, a to teplotu skelného pfechodu nebo teplotu tani. Tepelna stabilita mtze
byt studovana pomoci termogravimetrické analyzy [112, 126].
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243  Biosyntéza PHA

Biosyntetické drahy vedouci k produkci PHA se odviji od uhlikatého zdroje. Byly popsany tfi
hlavni drdhy napfi¢ metabolismy zndmych produkujicich kmenti, kdy rozdil v nich se spoc¢iva
v upravé zdroje uhliku do podoby substratu pro PHA syntasu (Obr. 8). VSechny tii drahy jsou
popsany pro biosyntézu PHA z 3-hydroxyalkanovych kyselin, pro 4-, 5- a 6-hydroxyalkanové
kyseliny je navrZzena draha Ctvrta, ktera neni na rozdil od pfedchozich v tomto textu popsana
detailné [103, 127].

Prvni draha je specifickd pro produkci scl-PHA, popsana byla pro produkci PHB u kmene
Cupriavidus necator. Vychazi z cukernych substrati pievedenych na acetyl-CoA, substrat
B-ketoacylthiolasy (PhaA), ktera katalyzuje Claisenovu kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA
za vzniku acetoacetyl-CoA a odstoupeni volného koenzymu A. Pomoci NADPH-dependentni
acetoacetyl-CoA reduktasy (PhaB) je substrat pfeménén na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, ktery
mize byt nasledné polymerizovan stereospecifickou PHB syntasou (PhaC) na
poly(3-hydroxybutyrat) za odstoupeni volného koenzymu A. Geny phaA, phaB a phaC tvofi
operon phaCAB pouze u kmenu C. necator, Pseudomonas acidophila a Alcaligenes latus,
ufady dalSich producentli jsou lokalizovdny na jinych mistech genomu. Stejné tak
u nékterych producentii mize byt reduktasa namisto NADPH NADH-dependentni [80, 103,
105, 128, 129].

Draha vychazejici z meziprodukti degradace mastnych kyselin muze vést k produkci
scl-PHA z odstupujiciho acetyl-CoOA nebo mcl-PHA z riznych acyl-CoA. Pti B-oxidaci
vznikaji (S)-3-hydroxyacyl-CoA, které nemohou byt vyuzity jako substrat pro PHA syntasu,
proto musi polymeraci predchdzet izomerace katalyzovana (R)-specifickou enoyl-CoA
hydratasou (Phal). Vzniklé (R)-3-hydroxyacyl-CoA mohou byt inkorporovany do struktury
polymerii prostfednictvim PHA syntas s pfislusnou substratovou specifitou. Z této drahy
mize vznikat kromé mcl-PHA i kopolymer P(3HB-co-3HV) patiici mezi scl-PHA.
Nejtypictéjsi je draha pro rod Pseudomonas, a to pii vyuziti fady alkanti a mastnych kyselin
jakozto zdroju uhliku [80, 103, 127-129].

Posledni popsana drdha vedouci k biosyntéze mcl-PHA muZe stejné jako prvni draha
vychazet ze sacharidu, ale i z dal$ich jednoduchych zdroji uhliku. Vznikajici acetyl-CoA ale
na rozdil od drahy prvni pokracuje do biosyntetické drahy mastnych kyselin, kde se generuji
razné (R)-3-hydroxyacyl-ACP. Prostiednictvim reakce katalyzované 3-hydroxyacyl-ACP-
CoA transferasou (PhaG) jsou ptevedeny na jejich (R)-3-hydroxyacyl-CoA formy, které jsou
vyuzitelné jako substrat pro PHA syntasy [80, 103, 127-129].
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Obr. 8: Biosyntetické drahy PHA [98]

2.4.3.1 VyuZiti odpadnich substrdtii

Na zékladé moznosti biosyntézy lze fici, Ze pro produkci PHA lze vyuzit sacharidické
substraty, stejné jako substraty s obsahem mastnych kyselin. Pifi identifikaci novych
obnovitelnych zdroji uhliku za ucelem produkce PHA je tedy zapotiebi povahu substratu
zohlednit. Vyuziti odpadnich substrati vede ke snizeni nakladi na produkci PHA, a tim je
¢ini konkurenceschopné pii porovndni s tradi¢nimi petrochemickymi plasty. Jako zdroje
uhliku a zivin se Casto vyuzivaji odpadni produkty z riznych segmenti primyslu nebo
zemédelstvi, a to predevsim lignocelulosova biomasa, odpadni oleje, syrovatka, melasa anebo
odpadni glycerol [130].

v rw %

Prestoze je lignocelulosova biomasa nejrozsifencjSim, a tedy i1 nejlevnéjSim odpadnim
produktem fady vyrob, musi byt pro vyuziti jako substrat nejvice upraven. Po hydrolyze
vedouci az ke vzniku fermentovatelnych sacharidd, pfedevSim glukosy, jsou v hydrolyzatech
pfitomny vlivem rozkladu ligninu 1 latky plsobici jako mikrobidlni inhibitory, proto je
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vhodné hydrolyzaty detoxifikovat. Pfitomnost organickych kyselin, naptiklad kyseliny octové
a levulové, mize pusobit jednak jako inhibitor, ale s vyuzitim adaptovanych kmenti mohou
byt tyto kyseliny naopak vyuzity pro syntézu spole¢né se sacharidy, ¢imz se zvySuje ti¢innost
celého procesu [131].

Prestoze efektivita kultivace na odpadnich substratech miize byt vlivem slozitosti téchto
matric niz8i, tak v kombinaci s vybérem vhodnych producentli, které mohou byt navic
vhodnymi technikami upraveny, ¢ini procesy konkurenceschopnymi s ohledem na vyslednou
cenu vyprodukovaného polymeru [132].

2.4.4  Degradace PHA

Degradaci PHA miZe byt rozdélena na intracelularni a extracelularni, a to na zakladé povahy
polymeru. Rozklad je katalyzovan depolymerasami, které hydrolyticky $tépi esterovou vazbu
V polymeru za uvolnovani oligomernich a monomernich jednotek. Pfi intraceluldrni degradaci
dochazi k utilizaci amorfniho PHA naakumulovaného v granulich pii vy€erpani ptivodnich

zdrojt uhliku a energie a extracelularni degradace pfimo souvisi s biodegradabilitou materialu
[98].

Intracelularni PHA depolymerasa, kterd obklopuje polyesterové jadro, §té€pi amorfni polymer
rychlosti zavislou na aktudlnim stavu bunky. Hydrolyza nastdva i v piipad¢ dostate¢ného
prisunu zdroje uhliku a energie, ale oproti biosyntéze je asi desetkrat pomalejsi, coz poté
neplati v ptipad¢, kdy bunka napt. hladovi. Obecné plati, ze ve vodé nerozpustny polymer je
pii degradaci pieveden na ve vod¢ rozpustné oligomery a monomery, které mohou byt dale
metabolizovany, ¢ehoz je vyuzivano i pii extracelularni degradaci [98, 133, 134].
Extracelularni PHA depolymerasa, ktera je buitkou uvoliiovana do prostiedi, ¢aste¢né Stépi
¢asto vysokomolekularni polymer s riiznym stupném krystalinity na monomery ¢i oligomery,
které mohou prochazet do bunky a tam byt dile metabolizovany za ucelem zisku uhliku a
energie. Rychlost degradace nezdlezi na fyziologickém stavu bunky, ale spiSe na
charakteristikach polymeru s ohledem na jeho sloZeni, molekulovou hmotnost, dostupny
povrch, krystalinitu, pfitomnost aditiv, apod. a také na podminkach prostiedi jako teplota,
vlhkost, pH a pfitomnosti dalSich nutrientd pro mikroorganismy. Doba degradace materialu
muze mj. Vzavislosti na prostfedi piedstavovat horizont tydnt az let, kdy pii aerobni
degradaci PHA vznika az oxid uhli¢ity a voda, anaerobné vznika methan [98, 135-139].

245  Scale-up biotechnologické produkce PHA

Pro tuspé&$nou velkoobjemovou biotechnologickou produkci polyhydroxyalkanoati jsou
down-streamovy izolacni proces. Biokonverze odpadnich substrati na PHA ve vétSiné
pfipadd vSechny tfi naroky spliuje, pficemz vytézek se mize pro rizné substraty lisit, stejné
jako produktivita s vyuzitim riznych producentti. Volbou vhodnych substrati ¢i jejich
kombinaci 1ze cilen¢ produkovat relativné velka mnozstvi homopolymert a kopolymerti PHA
s volitelnou molekulovou hmotnosti, kdy kombinace rliznych substrati mize kompenzovat
jejich nedostatky s ohledem na zastoupeni zivin [140, 141].
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V prumyslovém méfitku byva po optimalizaci procesu vyroba PHA zapojena do konceptu
biorafinerie. Proces implementace odpadnich surovin do biotechnologické produkce sestava
ze tii hlavnich krokd (Obr. 9); a to upravy pavodni suroviny do podoby vhodné pro
fermentaci, samotném procesu produkce a nasledné izolaci a purifikaci polymeru [141].

odpadat rdroj ubliku
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PHA
pledaprava produkce extrakee
purifikace ‘
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v
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Obr. 9: Zjednodusené schéma velkoobjemové produkce PHA s vyuzitim odpadnich substrata [141]

Kromé produkce miize byt rozdélen na jednotlivé faze, konkrétné na predupravu, rast kultury
a posledni fazi je zvySena biosyntéza a akumulace PHA v biomase. Vlivem povahy odpadnich
substratli je velmi dilezitd i druha ¢ast produkéniho procesu zaméfend na narust kultury tak,
aby byl dostatec¢ny, jelikoz substraty po Upravé mohou obsahovat fadu latek, které mohou
pusobit inhibi¢né€. Pro kultivaci je Zadouci vysokd efektivita procesu, coz l1ze kromé ptipadné
detoxifikace substratu ovlivnit i volbou vhodného produkéniho kmene. Kromé €istych kultur
mohou byt vyuzivany i smésné kultury, pficemz cisté kmeny byvaji nejrozsifenéj$i pii
laboratornich experimentech, kdy u nich béhem let vyzkumt dochazelo piedevsim
k optimalizaci produkce PHA volbou riznych substrati. Nejvice pozornosti zaznamenaly rod
Bacillus, kmen Cupriavidus necator a halofilni rody Halomonas a Haloferax diky snizeni
narokti na sterilitu procesu. Pro genové manipulace se vyuziva primarné kmen E. coli.
Vyhoda smésnych kultur spo¢iva ve snizeni ndkladl na celkovy proces oproti vyuZiti €istych
kultur, a to vzhledem Kk niz§im naroktim na sterilitu a celkové provedeni. U smésnych kultur
podobé pro produkci PHA pfili§ nehodi, proto se musi riiznymi postupy obohacovat o kmeny
schopné produkce vyznamného mnozstvi PHA v biomase. Za timto ucelem se Casto vyuziva
princip zaloZeny na stfidavém piivodu Zivin a fazi hladovéni, kdy si pfi nadbytku uhlikatého
zdroje ve vhodném mediu PHA produkujici mikroorganismy tvoii polymer, ktery pii fazi
hladovéni vyuZivaji jako rezervni zdroj uhliku a energie, zatimco PHA neprodukujici
mikroorganismy pii fazi hladovéni postupné odumiraji. Mikrobidlni kultura se tak béhem
jednotlivych cyklli obohacuje o PHA produkujici mikroorganismy, coz se ptiznivé projevi na
vytézku produktu pii kultivaci [141].

Pti pfevedeni kultivace z laboratorniho méfitka do velkych objemt zpravidla dochazi ke
snizeni vytézku PHA v biomase, proto i zde probihd optimalizace ptidavky rtznych lehce
utilizovatelnych zdroja uhliku jako napft. glycerol. Oproti laboratornim experimentiim se totiz
pro produkeci zpravidla nevyuzivaji syntetické zdroje uhliku, které jsou jednoduse ptistupné. Z
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hlediska kultivacnich mo6di byla provedena fada experimentl s vyuzitim vsadkovych,
ptikrmovych i kontinualnich kultivaci v bioreaktorech, a to jedno- ¢i vicestupiiovych, z nichz
ma kazdy své charakteristiky. Volba modu poté zavisi na konkrétni situaci s ohledem na
vyuzivany mikroorganismus, substrat, potfebu nartstu kultury, pozadavkii na monitorovani
procesu apod. Po kultivaci nasleduje sklizeni biomasy, izolace polymeru a v zavislosti na
pozadavktim na Cistotu také jeho purifikace [140, 141].

24.6  Vyuziti GMO pro produkci PHA

Techniky molekularni biologie lze ve spojitosti s produkci PHA vyuzit primarné ve dvou
pfipadech, a to pfi analyze marker podminujicich produkci na Urovni genomu, a pro
konstrukei rekombinantnich kment produkujicich PHA s pfipadnymi vylepSenimi na tGrovni
fenotypu. Pro konstrukci novych producentli se do genomu c¢asto implementuje operon
phaCAB koédujici enzymy zajist'ujici produkci PHB, ale i dalsi geny, které mohou mit za
nasledek zlepseni produkénich vlastnosti. Stejné tak mohou byt modifikace zalozeny na deleci
genll. Metoda integrace operonu byla v minulosti vyuzita pro ptipravu PHB produkujiciho
rekombinantniho kmene E. coli, kdy kmen jako takovy disponuje krat$i generac¢ni dobou,
vys§i rustovou teplotou, vhodnymi vlastnostmi pro extrakci a predevsim neni schopen
degradace PHB. Vyjma mikroorganismi jsou provadény experimenty zaméfené na produkci
PHA v zeméd¢lskych plodinach, které oproti mikroorganismiim rostou vyrazné pomaleji a
mnozstvi PHA je mnohem nizsi, ale maji podstatné vyssi vytézky biomasy a navic maji i dalsi
potencial pro vyuziti. Krom¢ implementace operonu phaCAB mohou byt rostliny upraveny i
jinak, a to napf. zvySenim odolnosti vii€i nepiiznivym podminkam prostredi, viici Skiidcim
apod. Jako nejvhodnéjsi producent pro produkci se jevi napf. proso prutnaté (Panicum
vigatum), které byva nejéastéji geneticky modifikovano prostiednictvim Agrobacterium
tumefaciens [142-144].

Jednim z hlavnich cild upravy genomu je zavedeni produkce nebo jeji navySeni u slibnych
mikrobidlnich producentii. Genovd manipulace byla provedena i u moiskych cyanobakterii,
kdy Miyasaka a kolektiv (1998) implementovali operon pro biosyntézu PHA z Cupriavidus
necator do genomu cyanobakterie. Na rozdil od heterotrofnich mikroorganismu jsou sinice
schopny vyuZivat jako zdroj uhliku oxid uhli¢ity, ktery konvertuji na organickou hmotu.
Expresi cizorodych genti prostfednictvim vektorového promotorového systému
Vv cyanobakteriich dochazelo k produkci a akumulaci PHB az do 17 % hmotnosti biomasy
[145].

Dulezitym aspektem pro genové Upravy je schopnost kmend vyuzivat netradi¢ni zdroje
uhliku, které vedou ke snizeni produkénich nékladd, a to i sohledem na produkci
kopolymert. Li a kolektiv (2010) se zamé&fili na ptipravu rekombinantni E. coli schopné
produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB), a to vnesenim operonu phaCAB z modelového
producenta PHA Cupriavidus necator zajistujici produkci PHB a genu orfZ z drahy
degradace sukcinatu u Clostridium klyuveri, ktery zajistuje biosyntézu 4HB-CoA. Kromé
koexprese vlozenych genti byla u E. coli provedena delece genti sad a gabD kodujicich
sukcinat semialdehyd dehydrogenasu, ktera odklani meziprodukt skrze sukcinat do Krebsova
cyklu, kde je degradovan namisto inkorporace do kopolymeru. Optimalizaci procesu pfi ristu
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na glukose byl ziskdn vytézek biomasy 9,4 g/L. obsahujicich 65,5 % kopolymeru P(3HB-co-
4HB) s 11,1 mol. % obsahem 4HB. Krom¢ glukosy byly testovany i dalsi uhlikaté zdroje,
s nimiz bylo ziskano vys$si mnozstvi biomasy se zachovanim mnozstvi polymeru [146].

Pomoci metod genovych manipulaci mohou byt upravovany i kmeny, které PHA produkuji
prirozené, kdy jsou cilen¢€ upravovany jejich charakteristiky za ucelem produkce kopolymert.
Chen a kolektiv (2017) se ve své praci vénovali pfipravé rekombinantniho halofilniho kmene
Halomonas bluephagenesis TDO1 a dalsim formam za ucelem produkce kopolymeru
P(3HB-co-4HB). Bez ftprav je kmen schopny produkce vyznamného mnoZzstvi
homopolymeru PHB a kopolymeru P(3HB-co-3HV). Pro pfipravu transformantl vyuzili
znalosti z metabolismu prekurzord 4-hydroxybutyratu, konkrétné y-butyrolaktonu, kment
schopnych jeho produkce a na tomto zaklad¢ provedli Upravy kmene. Konkrétné¢ provedli
inserci genu orfZ kodujiciho 4HB-CoA transferasu pochazejici z Clostridium kluyveri, ktera
ptevadi 4HB na 4HB-CoA, jez muze byt nasledné vyuzit pro inkorporaci do kopolymeru.
Navic byl za téelem navyseni podilu 4HB v kopolymeru zaveden efektivni a stabilni expresni
systém s vyuzitim tac promotoru. Rekombinantni kmen byl piipraven konjugaci s kmenem E.
coli S17-1, do n¢hoz byl elektroporaci vpraven plasmid pro naslednou homologni
rekombinaci do genomu halofila, a to jednak do chromozomu, jednak do plasmidu, ¢imz byli
ziskani pfislusni transformanti. Pfi optimalizaci procesu byla krom¢ mnozstvi prekurzoru
optimalizovana i mira exprese heterologniho genu prostiednictvim induktoru IPTG [147].

Ye a kolektiv (2018) také pracovali s kmenem Halomonas bluephagenesis TDO1, ze kterého
ptipravili rekombinantni kmeny pomoci kombinace Gprav. Provedli také inserci genu orfZ,
ale kromé¢ ni provedli navic deleci genu gabD kodujiciho sukcinat semialdehyd
dehydrogenasu, aby nebyly meziprodukty produkce 4HB-CoA odvadény do Krebsova cyklu
a degradovany. Jako prekurzor byl vyuzit y-butyrolakton, jehoZ mnoZstvi a davkovani byla
optimalizovana 60-70% konverze substratu na 4HB pii fed-batch kultivaci. Jako substraty
byly vyuzity glukosa a odpadni glukonat. Kombinaci substratu a prekurzoru doséhli vytézku
biomasy 90 g/L pti 74% obsahu kopolymeru s 13—15 mol. % frakci 4HB [148].

Hofer a kolektiv (2010) vyuzili methylotrofni kmen Methylobacterium extorquens schopny
produkce PHA z biomethanolu, ktery neni na rozdil od klasickych kultivaci vyuzivajicich
sacharidy konkuren¢ni k potravinaiské vyrobé ¢i krmivaistvi. Kromé methanolu byl kmen
ATCC 55366 kultivovan i1 na nenasycenych vySSich mastnych kyselinach, které rovnéZz patti
mezi odpadni produkty, a diky schopnosti utilizace Siroké Skaly substrati bylo mozné
pfipravovat polyestery PHA s poZadovanymi vlastnostmi pro cilové aplikace.
Funkcializované PHA neni schopen produkovat pivodni sbirkovy kmen, nybrz az
rekombinantni kmeny po inkorporaci genti phaC1l nebo phaC2 ze Pseudomonas fluorescens
GK13, a to svyuzitim indukovatelného redukovatelného expresniho systému. Piestoze
rekombinantni kmeny s odliSnymi geny preferen¢né produkovaly vybrané typy monomeri na
zaklad¢ utilizace rozdilnych mastnych kyselin, produkovény byly pifedev§im polymerni
blendy vzniklé nasledky kombinaci kmeni pfirozenych a ziskanych PHA syntas. Jako
nejslibnéjsi kandidat pro syntézu PHA s poZadovanymi vlastnostmi se jevil kmen M.
extorquens-phaC2 [149].
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Gao a kolektiv (2012) se vénovali ptipravé rekombinantniho kmene E. coli schopného
produkce scl- i mcl-PHA. Do kmene byl naklonovan gen kdédujici PHA syntasu PhaC2Ps
z kmene Pseudomonas stutzeri 1317, coz vedlo k expresi obou typi PHA, ale s malym
vytézkem produktu vlivem nizké a nestabilni exprese implementovaného genu. Za ucelem
zvyseni vytézku byly provedeny optimalizace zajistujici efektivnéjsi expresi genu, coz mélo
za nasledek az 16ndsobné navySeni produkce PHB ¢i 4nasobné navyseni produkce
polymernich blendd PHB s mcl-PHA v zavislosti na pouZitelném substratu. V ramci aprav
byla provedena optimalizace kodonu a zavedena vlasenkova struktura do mRNA, coz oboji
manifestovalo vyssi efektivitou exprese a tim vyssi vytéznosti [150].

Xiong a kolektiv (2018) aplikovali CRISPR/Cas9 techniku na PHA produkujici bakterialni
kmen Cupriavidus necator. Efektivita transformace je u kmene velmi nizka pfi vyuziti
elektroporace a prakticky neproveditelny je tepelny Sok, nejvhodnéjsim ptistupem k ptenosu
plasmidu je proto vyuziti procesu konjugace. Za timto uc¢elem byl pouzit kmen Escherichia
coli S17-1. Po transformaci pomoci konjugace provedli v genomu C. necator deleci dvou
genl kodujicich restrikéni endonukleasy, které zabranuji efektivni elektroporaci, coz bylo
nasledné experimentdlné prokdzano. Mimoto bylo zjiSténo, Ze exprese proteinu Cas9
lokalizovaného v plasmidu byla negativné ovliviiovana mnozstvim pfitomné fruktosy, ktera
ovliviiovala inducibilni pBAD promotor standardné reagujici na piitomnost arabinosy.
U mutantnich kmenii se podafilo zvysit efektivitu transformace pomoci elektroporace,
coz muze byt dale vyuzito k Gpravé kmene s ohledem na produkci PHA a navyseni utilizace
oxidu uhli¢itého u pouzitého fakultativné chemolithoautotrofniho mikroorganismu [151].
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace je aplikace technik evolu¢niho a genového inzenyrstvi na
bakterialni kmeny schopné produkovat polyhydroxyalkanodty s ohledem na kvantitativni
i kvalitativni charakteristiky produkovaného polymeru. Mimoto byla prace zaméfena na
biotechnologickou produkci PHA s vyuzitim odpadt z potravinaiského prumyslu a taktéz
vyvoj alternativniho zptisobu izolace téchto biopolymert.

Dil¢i cile prace:

1. evolucni inZenyrstvi vybranych PHA producentl ve smyslu jejich adaptace na vybrané
mikrobialni stresory, metabolickd charakterizace ziskanych adaptovanych kment
a ovéfeni biotechnologického potencialu pro produkci PHA u nejslibnéjsich z nich;

2. genové inZenyrstvi vybranych producenti PHA ve smyslu zavedeni a optimalizace
postupli umoznujicich stanovit genovou expresi vybranych genti, vybér vhodnych cilt
pro genové manipulace, zavedeni technik pro vybrané kmeny;

3. vyuziti ziskanych kmeni pii biotechnologickych produkcich, kultivace adaptovanych
kment ziskanych béhem evolu¢niho inzenyrstvi v laboratornim bioreaktoru, vyuziti
odpadnich  substrati  z potravindiského primyslu (odpadni olej, hydrolyzaty
lignocelulosové biomasy) jako substrati pro kultivace, podrobna materidlova
charakterizace piipravenych materiald,

4. vyvoj alternativniho zpusobu izolace PHA se zaméfenim na snizeni ekologickych
a ekonomickych aspektii standardniho extrakéniho pfistupu, vyuziti vyhodnych vlastnosti
extrémofilnich mikroorganismi.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci kapitoly vénované vysledkim a diskuzi jsou obsazena data publikovand v ramci
¢lankt v impaktovanych casopisech, a to s popisem vysledkll. Publikované ¢lanky tvori
soucast této disertacni prace, jejich seznam je uveden véetné informaci o podilu na autorstvi
v kapitole 10, vramci dalsi kapitoly (kapitola 11) jsou jednotlivé vystupy piilozeny.
Pouzivané metody a postupy jsou podrobn€¢ popsadny Vramci jednotlivych vystupli
Vv ptilohach.

Disertacni prace je zaméfena predevsim na evolucni inzenyrstvi bakterialnich producentt
polyhydroxyalkanoati. Aplikaci technik v rdmci jednotlivych metodik ptedstavuje hlavni usili
uprava produkénich charakteristik mikroorganismti s ohledem na kvantitu vyprodukovanych
PHA, ale i kvalitativni zastoupeni riznych monomert v kopolymerech, a to P(3HB-co-3HV)
a P(3HB-c0-4HB) pfi rastu na chemicky ¢istych substratech, ale i odpadnich materialech,
pochazejicich Casto z potravindiského primyslu, majicich potencidl i pro velkokapacitni
vyrobu. Produkci kopolymeru 3HB s 3HV byla vénovana piedev§im ¢ast prace zaméiena na
adaptaci kmene Cupriavidus necator H16 CCM 3726 na kyselinu levulovou (podkapitola
11.1), ktera se piirozené nachazi v hydrolyzatech lignocelulosovych materiali a vystupuje
jako inhibitor mikrobidlniho rastu. Zisk kmenti schopnych rust pfi vyssi koncentraci kyseliny
levulové je Zadouci nejen s ohledem na celkovou vytéznost procesu, ale také pro zisk
kopolymeru s vyssi podilem 3HV, jelikoz bakterie je schopna kyselinu utilizovat za vzniku
propionyl-CoA a ten nasledné¢ vyuzit jako prekurzor pro pétiuhlikaty monomer
3-hydroxyvalerat, ktery ndsledn€ zacleni do kopolymeru.

Dlouhodobému adapta¢nimu procesu byly V dalSich experimentech vystaveny kmeny
Halomonas halophila a opét i Cupriavidus necator H16, kdy byly vyuzity stresové podminky
relevantni pro realné biotechnologické procesy, a to pfitomnosti organickych kyselin (octova
a levulovd) pro H. halophila CCM 36627 a vy$§imu osmotickému stresu respektive
pritomnosti vyssi koncentrace méd’natych iontd piedstavujicich antropogenni polutant pro C.
necator H16 (podkapitola 11.2). Pfestoze se opét jednalo o experiment v ramci evolu¢niho
inzenyrstvi, strategie experimentu a ¢asovy horizont byly odlisné. Z hlediska produkce PHA
byla v pribéhu evolu¢nich experimentti sledovana kvantitativni charakteristika polymeru,
jelikoz kmen H. halophila neni schopen utilizace kyseliny levulové, coz bylo potvrzeno mj. i
stanovenim jeji residualni koncentrace v supernatantech po kultivaci.

Dalsi cast prace (podkapitola 11.4) pojednava o vyuziti extrémofilt k produkci PHA na
modelovych hydrolyzatech lignocelulosové biomasy. Jako mikroorganismy byly vyuZity
sttedné halofilni kmen H. halophila jiz vyuZzivana pro evolu¢ni experimenty, ktera disponuje
schopnosti vyuzivat Sirokou S$kalu uhlikatych substratd, termofilni kmen Schlegelella
thermodepolymerans disponujici unikatni schopnosti utilizace xylosy, ktera byva
Vv hydrolyzatech hojné zastoupena, a mesofilni Burkholderia sacchari, ktera podobn¢ jako H.
halophila dokaze metabolizovat §irokou $kalu uhlikatych substrati. Pravé vysoka katabolicka
flexibilita je vyhodna vzhledem k vyuziti odpadnich substrati, které casto obsahuji pestrou
paletu rGznych sacharidi. Obecné plati, ze extrémofilni producenti PHA jsou
z biotechnologického hlediska velice atraktivni a plné zapadaji do moderniho konceptu
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primyslovych biotechnologii nové generace (NGIB). Extrémni podminky (napf. vysoka
salinita nebo kultiva¢ni teplota), pii kterych extrémofily pfirozené rostou, zamezuji
kontaminaci, ¢imz se snizuji naroky na sterilitu procesu a zatizeni. To ve svém duasledku vede
ke snizeni energetickych, ekonomickych a také technologickych narokt a nakladd. Krome
samotné produkce PHA pomoci extrémofild byla vyvinuta a optimalizovana ekologicky
Setrna metoda izolace polymeru z mokré biomasy, kde bylo opét vyuzito unikatnich
charakteristik vybranych extrémofilnich mikroorganismi (podkapitoly 11.5 a 11.6).

4.1 Evoluéni inZenyrstvi producentii PHA

Obecné lze vylepseni rastovych ¢i produkénich charakteristik mikrobialnich producenti nebo
1 biotechnologickych procesti dosdhnout vice pfistupy. Jeden z nich predstavuji cilené metody
genového inZenyrstvi, alternativni pfistup spociva v aplikaci evolu¢niho inzenyrstvi, kdy
vznikaji adaptované fenotypy bez piedchozi typizace na irovni genomu. V ramci piedlozené
disertacni prace byly experimenty zaméfené na evolucni inzenyrstvi aplikovany na
mikroorganismy produkujici PHA, a to jednak za ucelem celkového navySeni produkce
polymeru v pfitomnosti stresort, ale i za ucelem produkce kopolymert s vy$§im zastoupenim
3-hydroxyvaleratu (3HV) v prvnim evolu¢nim experimentu, piipadné 4-hydroxybutyratu
(4HB) v ptipad¢é dlouhodobého adapta¢niho experimentu. V neposledni fadé bylo smyslem
adaptacnich experimentli také posoudit vyznam PHA v kontextu adaptace konkrétniho
bakteridlniho kmene na vybrany stresor.

4.1.1 Adaptace C. necator H16 na kyselinu levulovou

Myslenka vedouci k adaptaci na kyselinu levulovou pramenila ze dvou hlavnich ideji. Prvni
z nich spocivala ve skutecnosti, ze se jedna o latku pfirozené se vyskytujici v hydrolyzatech
lignocelulosovych materiali, které predstavuji znacnou ¢ast odpadnich substratu vyuZzitelnych
po hydrolytickém S§tépeni pro biotechnologické produkce mj. pravé PHA. Pti hydrolyze vSak
Z hemicelulosy vznikaji kromé utilizovatelnych sacharidi také jejich degradacni produkty,
latky pusobici jako inhibitory mikrobialniho rdstu, a to 5-hydroxymethyl furfural, furfural
a dale organické kyseliny jako kyselina octova, mraven¢i nebo pravé kyselina levulova.
Namisto nutnosti nasledné detoxifikace je proto vhodné mit mikrobialni producenty, které
bud’ dokazi tyto latky pifimo vyuzit, nebo jsou vii¢i nim alespon ¢aste¢né rezistentni. Druha
idea vychazela ze skuteCnosti, Ze pro biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-3HV) je mozZné
vyuzit kyselinu levulovou jako prekurzor pro 3-hydroxyvalerat v kombinaci s vhodnym
mikrobialnim producentem, ktery je schopen jeji utilizace a konverze na 3-hydroxyvaleryl-
CoA. Jelikoz ji 1ze produkovat cilen¢ z lignocelulosové biomasy, pfedstavuje pomérné levnou
alternativu  k dalsim moznym prekurzorim (napi. kyselina valerova) [152]. Jako
mikroorganismus pro adaptaci na kyselinu levulovou byl vybran modelovy kmen pro
produkci PHA C. necator H16 CCM 3726, ktery disponuje schopnosti ji utilizovat. Cilem
prace tedy bylo prostfednictvim metody evolu¢niho inzenyrstvi ziskat kmen adaptovany na
kyselinu levulovou, coz by vedlo ke sniZeni inhibi¢niho vlivu vlivem tohoto stresoru, tedy
lep$imu ristu v jeho pfitomnosti, a zaroven ke zvySeni zastoupeni 3HV v kopolymeru P(3HB-
c0-3HV). Zjednoduseny metabolismus kyseliny levulové u kmene C. necator H16 je
znazornén na nasledujicim schématu (Obr. 10).
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Homopolymer poly(3-hydroxybutyrat) je nejvice charakterizovanym materidlem patiicim
mezi PHA, byl nejdfive identifikovan a taktéz predstavuje nejcastéji produkovany mikrobidlni
biopolyester. Prestoze vykazuje vyhodné vlastnosti vlastni celé skupiné PHA, tedy
biodegradabilitu a biokompatibilitu, z hlediska materidlovych charakteristik se nejedna o
piili§ vhodny material pro nékteré aplikace. Uskali piedstavuje predevsim vysoké krystalinita
spojena s kiehkosti, vysoka tuhost a teplota tani blizka teploté rozkladu, coz vlivem problémi
se zpracovanim také limituje nasledné vyuziti materidlu. S ohledem na aplikac¢ni potencial
PHA se prokazala jako podstatna charakteristika polymeru zastoupeni monomerti v molekule,
kdy inkorporace dal§ich monomernich jednotek k 3HB nebo kombinace jinych monomert
vede k podstatnému zlepSeni mechanickych vlastnosti. Jelikoz byla popsana Siroka Skala
monomernich jednotek, které miizou mikroorganismy syntetizovat a nasledn¢é do kopolymerta
¢i terpolymert zainkorporovat, mohou byt de facto pfipraveny materialy s vlastnostmi pro
cilené aplikace. Povaha monomernich jednotek se odviji nejen od produkujiciho
mikroorganismu, kdy napiiklad nékteré tvoii pouze scl-PHA, jiné pouze mcl-PHA, ale také

od dostupnych substratl, které vice ¢i méné piedstavuji prekurzory pro vybrané monomery
[79, 97, 109].

V biotechnologickych produkcich se pro ucely produkce kopolymert casto vyuziva
kombinace vice substrati. Nejvice charakterizovany kopolymer, ktery patii do skupiny
scl-PHA, predstavuje P(3HB-c0-3HV). Z hlediska materidlovych charakteristik byly popsany
materialy s riznym zastoupenim frakce 3HV [153], kdy nartistajici mnozstvi vedlo ke snizeni
negativnich aspektii homopolymeru P(3HB) jako je sniZeni teploty tani, sniZzeni krystalinity
vlivem mensi rigidity fetézcl, zvySeni elasticity aj., nicméné po piekroceni zastoupeni
ptiblizné 50 mol. % se vlastnosti opét zhorSuji [154, 155]. Jak jiz bylo zminéno,
mikroorganismy produkuji polymer vyuzitim metabolickych aparatt, kterymi disponuji. Jako
prekurzor 3-(R)-hydroxyvaleryl-CoA, substratu pro PHA syntasu, se Vv biotechnologickych
procesech vyuziva propionat, n-propanol nebo valerat [156], které zvySuji cenu celé
produkce. Pouze nékteré mikroorganismy piedev§im z domény Archaea jsou schopny
syntetizovat kopolymer bez prekurzoru [157]. Levné&jsi alternativu uvedenych chemikalii
slouzicich jako prekurzory ptedstavuje kyselina levulova, kterd byla jiz v fad€ studii jako
prekurzor 3HV vyuzita v kombinaci s hlavnimi zdroji uhliku, a to s glycerolem [158, 159],
xylosou [160] nebo syrovatkou [161]. Dalsi moznosti je pak vyuZiti rekombinantnich
mikroorganismii, kdy pro produkci kopolymerti u Pseudomonas putida, schopné produkce i
mcl-PHA, byla vyuzita kombinace kyseliny oktanové a levulové [162].

Kyselina levulova (4-oxopentanova) piedstavuje jeden z moznych produktd kyselé hydrolyzy
lignocelulosové biomasy. Jelikoz se jednd o strategickou chemikalii s Sirokym spektrem
vyuziti zahrnujici odvétvi paliv, aditiv do paliv, barviv, rozpoustédel, monomerd,
plastifikatorti, agrochemikalii a farmaceutik [163], bylo vyzkumu jeji produkce vénovano
zna¢né Usili, aby byla co nejefektivnéj$i. Vyrobni ndklady na kilogram cisté kyseliny lezi
v rozmezi 0,09-0,20 $ [152, 164, 165]. Mimo cilenou produkci ale vznika v mensim méfitku
béhem upravy lignocelulosovych odpadu s ucelem produkce utilizovatelnych monosacharidii
pro biotechnologické produkce, poté pusobi jako mikrobidlni inhibitor. Podobné jako ostatni
slabé organické kyseliny inhibuje syntézu tetrapyrrolt, mezi které patéi hem, vitamin B12 ¢i
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cytochrom a také muze snizovat pH v cytoplazmé bunék a tim ¢astecné inhibovat ¢i brzdit
celkové bunécny metabolismus [160, 166, 167]. Negativni vliv na bunéfny metabolismus
manifestuje poté snizenim efektivity biotechnologickych procest.

Ve vztahu k evolu¢nimu inZenyrstvi nam poskytla kyselina levulova vyzvu s cilem ziskat
adaptovany kmen, ktery je schopen ji nejen tolerovat, ale i ve zvySené miie utilizovat smérem
k pozadovanému produktu. V kombinaci s funkénim metabolickym aparatem pro produkci
PHA ji totiz lze, jak jiz bylo zminéno, vyuzit jako prekurzor pii biosyntéze kopolymeru
P(3HB-co-3HV). Kmen Cupriavidus necator H16 je kyselinu levulovou schopen
metabolizovat a vyuzit k tvorbé kopolymeru v kombinaci s dal§im zdrojem uhliku (napf.
fruktosa), ale v pomérn¢ malém mnozstvi a zaroven na n¢j stale pasobi inhibi¢né. Kromé
fruktosy, ktera byla vyuzita v rdmci na$i prace, byla prokdzana tvorba kopolymeru pfi
kombinaci propionatu s kyselinou levulovou, kdy frakce 3HV dosahovala az 80 mol. %,
celkovy vytézek biomasy a polymeru vSak nedosahoval moc vysokych hodnot [168, 169]. Pti
kombinaci glukosy (20 g/L) s kyselinou levulovou (5 g/L) byl ziskan kopolymer s 21 mol. %
3HV, mnozstvi biomasy ¢inilo pouze 4 g/L, projevil se tedy inhibi¢ni efekt kyseliny [170].
Nicméné je kmen nejvice prozkoumanym producentem PHA s vysokym potencidlem pro
pramyslovou produkci polymeru. Sérii evoluc¢nich experimentd zalozenych na adaptaci na
postupné se navySujiciho mnozstvi inhibitoru a také experimentd s vyuzitim mutagenniho
¢inidla byly pfipraveny kmeny, které byly nasledné porovnavany skrze rastové
charakteristiky, kvalitativni a kvantitativni analyzu PHA, metabolickou charakterizaci a také
detailngj$i analyzu vyizolovanych polymeri. Vysledky provedenych experimenti byly
publikovany v Casopise Biochemical Engineering Journal v ¢lanku v rdmci Prilohy I této
prace.

Nejdiive jsme se zaméfili na ziskani adaptovanych kmend, a to dvéma technikami kultivace,
jednak submerzni kultivaci a jednak kultivaci na pevném médiu. Vybrané koncentrace
kyseliny levulové byly nejdiive testovany s ohledem na nértst kultury pfi expozici stresoru,
na zakladé ¢ehoz byly vybrany optimalni davky pro adaptaci. Experimenty byly provadény
separatné pfi ristu na pevném médiu a pfi submerzni kultivaci, jelikoz bylo zjisténo, ze efekt
stresoru se odviji od zpusobu kultivace pravdépodobné vzhledem k aeraci, dostupnosti zivin
aj. Nejvyssi koncentrace, pii které byl prokazan dostateény rist pii submerzni kultivaci, byla
5 g/L, pfi rGstu na pevném médiu se jednalo o 7,5 g/L kyseliny levulové, a to pii zisku jak
prvni, tak 1 druhé generace adaptovanych kmenid. Kromé standardniho kultiva¢niho procesu
byl vyuzit chemicky mutagen methyl methansulfonat v koncentracich 0,1 a 0,5 g/L, u kterého
se predpoklada zvyseni genetické diverzity bunék, které jsou mutagenu vystaveny. Ani
vV tomto piipad¢ ale nebyly pii ristu na pevnych médiich tolerovany vyssi koncentrace
kyseliny levulové, nejvyssi koncentrace vedouci k zisku adaptovanych kolonii byla 5 g/L.
V ramci prvni generace byly ziskany izolaty tfi adaptovanych kment, dva z druhé generace a
tii kmeny po aplikaci MMS. Naslednou selekci izolatl pii submerzni kultivaci v médiu
s 3,5 g/L kyseliny levulové, kdy byly posuzovany rlstové a PHA produkéni charakteristiky,
bylo vybrano pét kmend, a to tfi z prvni generace, jeden z generace druhé a jeden kmen
ziskany po aplikaci mutagenu. U izolatu ALA04 z druhé generace bylo detekovano 20,6 +
0,9 mol. % 3HV v kopolymeru P(3HB-co-3HV), coz byl nejvyssi pozorovany obsah 3HV
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frakce v kopolymeru mezi vSemi testovanymi kmeny, divoky kmen dosahoval zastoupeni
3HV v mnozstvi 15,6 + 0,9 mol. %.

Podstatnou casti prace byla metabolicka charakterizace ziskanych adaptovanych kment
a soucasné porovnani s divokym kmenem skrze stanoveni specifickych enzymovych aktivit,
ato za ucelem objasnéni adaptacni strategie pii expozici kyselin€ levulové. Jak uz bylo
uvedeno vyse, jedna se 0 slabou organickou kyselinu, reakci na ni, jakozto na stresor, se muize
projevovat obecnou stresovou odpovédi [166]. Pro tento ucel byly stanovovany aktivity
enzymu zapojené do centralnich metabolickych drah, aby bylo mozné zhodnotit celkovy
fyziologicky stav bunck, drah generujicich redukovany kofaktor NADPH, ptedstavujici
hlavni donor elektronti v§ech organismdi, a biosyntetické drahy PHA. Mimoto ale vzhledem
ke schopnosti utilizace kyseliny levulové vybranym bakterialnim kmenem byla pozorovana
metabolicka cesta vedouci K syntéze levulinyl-CoA [171]. Kromé prostého srovnani byly
naméfené hodnoty podrobeny statistické analyze prostfednictvim stanoveni Pearsonova
korelacniho koeficientu a analyze hlavnich komponent (PCA) za ti¢elem odhaleni podobnosti
a diferenci mezi jednotlivymi izolaty viici sobé a vii¢i divokému kmeni.

Na zékladé ziskanych dat a nasledné statistické analyzy byly objeveny nékteré spolecné prvky
adaptace, a to predevSim v ramci obecné odpovédi na oxidativni stres, coz se projevilo
navySenim aktivit enzymu generujicich redukovany kofaktor NADPH, ktery je podstatny pro
regeneraci molekul glutathionu a thioredoxinu zapojenych do ochranu bun¢k vuéi Skodlivym
radikalim, jenz jsou vlivem oxidativniho stresu generovany [172, 173]. Muze se jednat o
alternativni drdhy v rdmci Krebsova cyklu, a to u NADP-dependentni varianty enzymu
isocitrat dehydrogenasy, alternativni drahu zpracovani malatu na pyruvat pomoci jable¢ného
enzymu ¢i drdhy pentosofosfatového cyklu vychdzejici z glukosa-6-fosfatu za katalyzy
glukosa-6-fosfat dehydrogenasou. Do generace redukovaného kofaktoru jsou ovSem v ramci
metabolismu zapojeny i dal$i enzymy, které nebyly stanovovany [172]. Kromé regenerace
molekul zapojenych do antioxidacniho procesu vytvaii vysSi mnozZstvi NADPH pfiznivé
prostiedi pro biosyntetické procesy, a to mj. biosyntézu PHA, kdy enzym acetoacetyl-CoA
reduktasa je NADPH dependentnim enzymem redukujicim keto- formu na hydroxyskupinu
monomerni jednotky PHA. Prestoze prostfednictvim korelacni analyzy nebyla nalezena
korelace mezi Zadnym stanovovanym enzymem generujicim NADPH a acetoacetyl-CoA
reduktasou, pro sumu specifickych aktivit v§ech téchto stanovovanych enzymi by pozitivni
korelace mohla byt potvrzena. NavySeni aktivity biosyntetické drahy PHA by mélo v ramci
metabolomu manifestovat jako vyssi vytézek polymeru v biomase, coz bylo vyjma izolatu
ALAO6 u ostatnich izolatd v kombinaci s vy$$im mnozstvim biomasy v dusledku adaptace
prokazano. Pozitivni nasledky mirného oxidac¢niho stresu navySujici biosyntézu PHA byly
potvrzeny fadou experimentt, a to pii expozici peroxidu vodiku a ethanolu v ramci vyzkumu
na nasem pracovisti [174-176], ale také dalSimi vyzkumnymi skupinami, které k indukci
stresu vyuzivali rovnéz peroxid vodiku [177, 178].

Vyjma obecného vlivu kyseliny levulové jakoZzto stresoru byl pozorovan vyrazny vliv
adaptace na posileni jejiho metabolismu, coz se projevilo skrze posileni aktivity klicového
enzymu 2-methylcitratového cyklu a také 3-ketothiolasy 2, ktera generuje 3-oxovaleryl-CoA.
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Nedoslo primarné k navySeni aktivity acyl-CoA syntetasy podilejici se na prvnim kroku
metabolizace kyseliny levulové [171], vzhledem ke schopnosti bakterialniho kmene C.
necator H16 utilizovat mastné kyseliny ztukdi lze pfedpokladat enzymovou aktivitu
dostate¢né vysokou i bez adaptace. U divokého kmene C. necator H16 bylo detekovano
celkem 31 gend kodujicich rizné acyl-CoA syntetasy [179]. Navyseni se podstatné vice
(dvojnasobné az pétinasobn¢) projevilo u 2-methylcitrat syntasy, ktera vystupuje v cyklu
predstavujicim souéast centralniho metabolismu. Pievadi propionyl-COA generovany
z levulinyl-CoA pres pyruvat az na acetyl-CoA [180, 181], ktery mize navySovat celkovy
energeticky metabolismus vedouci rovnéz K navySeni mnozstvi biomasy. Zaroven jej ale
odc¢erpava, ¢imz snizuje podil 3HV v kopolymeru [182], jenz pak u vybranych adaptovanych
izolatd byl nizsi nez u kmene divokého bez predchozi adaptace. Metabolismus je komplexni
proces a posileni drah vyuzivajicich propionyl-CoA se v rdmci adaptovanych kment projevilo
predevSim navySenim vytéZku biomasy a celkové produkce PHA, u vétSiny soucasné
snizenim 3HV frakce v kopolymeru. U nékterych kmenid ale 1 pfes navySeni enzymové
aktivity 2-methylcitrat syntasy doslo k navyseni 3HV v P(3HB-co-3HV) kopolymeru, coz
pouze potvrzuje komplexnost celého metabolismu a i adaptaéniho procesu. Kromé propionyl-
CoA vznika po $tépeni levulinyl-CoA i acetyl-CoA, ktery piedstavuje v ramci metabolismu
vychozi produkt ¢i meziprodukt fady reakci, a to jednak katabolickych vedoucich k zisku
energie prostfednictvim navyseni aktivity Krebsova cyklu, tak i anabolickych, z nichz v ramci
této praci stoji za zminku predevs§im biosyntéza PHA.

Vyjma uvedenych spole¢nych znakl adaptovanych kment jsme jiz na zaklad¢ stanovenych
hodnot specifickych enzymovych aktivit navrhli vice adaptac¢nich strategii v ramci
jevil kmen ALAO02. Vykazoval stejné jako ostatni adaptované kmeny vysokou aktivitu
2-methylcitrat syntasy, ale mimoto také vysokou aktivitu malat syntasy spadajiciho do
glyoxalatového cyklu. Vznikajici malat neni spotfebovavan primarné v Krebsové cyklu, ten
byl v kroku katalyzovaném malat dehydrogenasou oproti ostatnim adaptovanym kmenim
utlumen, ale je pfevadén na pyruvat za katalyzy jableénym enzymem, jehoZ aktivita byla
dvakrat az tfikrat vysSSi oproti ostatnim izolatim. Naopak podobné strategie adaptace byly
pozorovany u kmenlit ALAO3, ALA04 a ALAO06, kdy pfi porovnani s divokym kmenem byla
znaéné navySena aktivita Krebsova cyklu prostfednictvim NAD* dependentni isocitrat
dehydrogenasy bez navyseni malat syntasy a tedy ani glyoxalatového cyklu a ani jable¢ného
enzymu, ktery malat z citratového cyklu odCerpava. Znazornéni analyzovanych enzymd,
jejich zapojeni do metabolismu a trendy specifickych enzymovych aktivit jsou obsahem
nasledujiciho schématu (Obr. 11).
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kmeni

Abychom ziskali nad experimentalnimi daty vétsi nadhled nez pouhé srovnani namétenych
hodnot, aplikovali jsme metody statistické analyzy. Na zaklad¢ korela¢ni analyzy vyuzivajici
Pearsontiv korela¢ni koeficient jako hodnotici parametr bylo odhaleno 6 pozitivnich a jedna
negativni korelace, kdy jako relevantni byla brana absolutni hodnota koeficientu vys$si nebo
rovna 0,85. Nejvyssi korelace byla stanovena mezi acyl-CoA syntetasou §tépici
levulinyl-CoA na acetyl-CoA a propionyl-CoA [171], a malat syntasou generujici malat
z glyoxalatu a acetyl-CoA vramci glyoxaldtového cyklu. Pifima ndvaznost skrze
metabolismus byla potvrzena korelaci mezi aktivitou malat syntasy a jableéného enzymu, kdy
prvni reakce predstavuje anaplerotickou reakci pro Krebstv cyklus, jelikoz jableény enzym
generovany malat od¢erpava béhem alternativni konverze na pyruvat za soucasné¢ho vzniku
NADPH. Tim muze byt také vyuzit k zisku energie v Krebsové cyklu po pfeméné na acetyl-
CoA nebo oxalacetat, ptipadné k zisku energie z propionyl-CoA za vyuziti metabolického
aparatu 2-methylcitratového cyklu. Méné ziejma korelace mezi enzymovymi aktivitami malat
dehydrogenasy a PHA syntasy muze byt pfipisovana celkové dobrému fyziologickému stavu
bunécné kultury, kdy béhem exponencialni faze riistu dochazi k intenzivni respiraci a nariistu
biomasy, a nasledné pak béhem stacionarni faze ke zvysené produkci PHA. Pozitivni korelace
mezi aktivitou acyl-CoA syntetasy a 3-ketothiolasy 2 nam naznaCuje tok produktii
katabolismu kyseliny levulové a moZnost nasledného zapojeni do kopolymeru P(3HB-co-
3HV), jedna se tedy o dalS§i dikaz propojeni téchto metabolickych drah. Efektivni
katabolismus kyseliny levulové tak muze vést jednak k vyssi produkci 3-oxovaleryl-CoA,
jednak malatu prostfednictvim glyoxalatového cyklu. Nésledny nadbytek malatu pak pfti
transformaci na pyruvat generuje redukovany kofaktor NADPH, ktery podporuje celkovou
biosyntézu PHA. Relativné silnd negativni korelace mezi aktivitou acyl-CoA syntetasy a
NADP* dependentni isocitrat dehydrogenasy muize byt vysvétlena metabolickymi protipoly,
kdy katabolicka reakce kyseliny levulové predstavujici prvni krok utilizace mastnych kyselin
je opakem alternativni reakce vramci Krebsova cyklu, kdy dochazi ke generovani
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redukovaného kofaktoru NADPH vytvarejiciho vhodné prostiedi pro biosyntézy. Byla-li tedy
posilend metabolizace kyseliny levulové, transformace isocitratu na 2-oxoglutarat probihala
za katalyzy NAD" dependentni alternativy enzymu.

Jako dalSi zmetod statistické analyzy aplikované na ziskana data byla vyuzita analyza
hlavnich komponent (PCA). Na zakladé lokalizace jednotlivych adaptovanych kment
aizolatu v odpovidajici 2D projekci lze diskutovat metabolické podobnosti mezi nimi.
Nejvyraznéjsi oddéleni zon na zakladé rozdilt v enzymovych aktivitach jsme pozorovali mezi
divokym kmenem a kmeny adaptovanymi, coz vede k potvrzeni mySlenky zmén
v metabolismu jako disledku adaptace. V ramci adaptovanych kmend se nejvice odliSuje
izoldt ALAO2, ktery uz byl vzhledem ke své odliSnosti diskutovan vysSe vzhledem
k pravdépodobné odlisné adaptacni strategii. Nejblizsi vztah mezi sebou maji kmeny ALAOL,
ALAO3 a ALAOQ6. Z hlediska podobnosti s divokym kmenem je nejblizsi vztah k ALAOL,
ktery kromé obecné adaptacni strategie (zvySend aktivita respirace, posilené drahy utilizace
propionyl-CoA, zvySené generace NADPH a také biosyntetické drahy PHA) vykazuje
nejvyssi metabolickou podobnost.

Vyjma metabolické charakterizace jsme zamcéfili pozornost taktéz na charakteristiku
vyizolovaného kopolymeru P(3HB-c0-3HV) prostiednictvim pokrocilejSich instrumentalnich
technik za ucelem stanoveni molekulové hmotnosti, zastoupeni monomert, krystalinity a také
termickych charakteristik. Technikou SEC-MALS provadénou za ucelem stanoveni
molekulové hmotnosti a polydisperzity polymeru bylo zjisténo, ze u kment ziskanych z prvni
generace doslo k poklesu molekulové hmotnosti o tfetinu. Polymer vyizolovany z ALA04
patfici do druhé generace adaptovanych kmend vykazoval molekulovou hmotnost
srovnatelnou s divokym kmenem, zaroven vSak byl opakované detekovan nejvyssi obsah
3HV, a to 20,6 mol. %. Vyssi molekulovou hmotnosti polymeru disponoval kmen ALA06
zastoupeni 3HV v kopolymeru i vzhledem k divokému kmeni, a to 11,1 mol. %. Stupen
polydisperzity systému zlstal zachovan v ramci vSech analyzovanych kopolymerd, kdy byla
navic pro mikrobialn¢ vyprodukovany polymer uzka distribuce, coz je vhodné z hlediska
zpracovani. To, ze ma zastoupeni 3HV vyznamny dopad na materialové charakteristiky
polymeru skrze teploty tani, krystalinitu a mechanické vlastnosti obecné bylo detailné
studovano a charakterizovano vice vyzkumnymi tymy [183, 184]. Z hlediska krystalinity byly
popsany rozdilné struktury P(3HB) a P(3HV) prostfednictvim krystalové miizky. S ohledem
na zmény na Urovni mechanickych vlastnosti bylo odhaleno, Ze pfi relativnim obsahu 3HV
40 mol. % dochazi k ptechodu fetézce polymeru z krystalické podoby P(3HB) do podoby
typické pro P(3HV). Rovnéz sniZeni celkové krystalinity a teploty tani kopolymeru s ohledem
na narist frakce 3HV se projevuje do obsahu 37 mol. % v kopolymeru, pti dal§im navySeni
frakce 3HV dochazi k opétovnému narastu krystalinity i teploty tani, pfestoZe nariist neni tak
markantni [154, 183, 185].

Za ucelem stanoveni krystalinity a teploty tani vyizolovanych polymer divokého kmene
a adaptovanych kment jsme vyuzili techniku DSC. Kopolymer z adaptovanych kment
ziskanych v ramciprvni generace adaptaCnich experimenti mél na zékladé¢ analyzy
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srovnatelnou teplotu tani s divokym kmenem, a to kolem 167,5 °C, coz je méné nez teplota
tani homopolymeru P(3HB) uvadéna v rozmezi 175-180 °C [110]. Polymery vyprodukované
kmenem z druhé generace ALAO04 a také ALAO6 z kmene ziskaného aplikaci mutagenu
vykazovaly vyrazné snizeni, a to v priméru na 164,8 °C. Zatimco polymer vyizolovany
Z kmene ALA04 obsahoval nejvyssi mnozstvi 3HV v kopolymeru, coz potvrzuje trend sniZzeni
teploty tani v zavislosti na relativnim zastoupeni 3HV, kmen ALAO6 produkoval polymer
S nejnizsim zastoupeni 3HV, a to 1 vzhledem k divokému kmeni. I proto byly materialy dale
charakterizovany. Z termogramti byla vyhodnocena entalpie fuzi, kde byly u vSech
kopolymert patrné dvoupiky tani, které dokladaji pfitomnost dvou typii krystalické struktury.
Dekonvoluci byly ziskany dva jednotlivé piky, prvni s niz$i tepelnou stabilitou a druhy
S vyssi, pfiCemz vzhledem k teploté jejich maxim je zfejmé, ze obé frakce obsahovaly kromé
3HB i 3HV.

Krystalinitu kopolymerd jsme kromé provazanosti stepelnymi vlastnostmi sledovali
prostfednictvim FT-IR. Samotné spektrum jednotlivych materiali bylo znacn€ podobné, a to
i vzhledem ke spektru homopolymeru P(3HB), nejvyssi signaly poskytovaly charakteristické
piky [186]. Proto byla vyuzita schopnost této spektroskopické techniky podavat informace o
fyzikélni struktufe PHA, pro posouzeni krystalinity byly vyuzity charakteristické vibracni
pasy specifické pro amorfni a krystalickou formu, tedy 1228 cm™ a 1180 cm™ [187].
Vzhledem k posouzeni vlivu frakce 3HV na celkovou krystalinity byl vyuzit pomér intenzit
jednotlivych vinoc¢tdi, kdy pfi porovnani materialli s divokym kmenem byly vyrazné nizsi
hodnoty opét stanoveny pro kmeny ALA04 a ALAO6.

Na zédkladé¢ obou provedenych materidlovych charakteristik lze potvrdit trend popsany
Vv literatute, kdy s narustajicim mnozstvim 3HV v P(3HB-co-3HV) kopolymeru dochazi ke
sniZovani teploty tani, coz je vyhodné pro zpracovani, a také krystalinity, coz je vyhodné
s ohledem na aplikacni potencial. Jedinou vyjimku piedstavuje polymer vyizolovany z kmene
ALAO06 pripraveného s vyuzitim mutagenu MMS. Vzhledem k piedpokladu souvislosti téchto
charakteristik s rozdilnym umisténim jednotlivych monomerd v ramci kopolymeru
a skuteCnosti, Ze bakterie standardné produkuji ndhodné kopolymery, ptredpokladame, zZe
kmen ALAO6 je schopen produkovat ¢aste€né organizovany kopolymer s ¢astmi bohat§imi na
frakci 3HV, tedy celkové ma poté polymer z¢asti blokovy charakter, coz nasledné ovlivni
vlastnosti materialu [188].

Aplikaci evolu¢niho inZenyrstvi pfi adaptaci na kyselinu levulovou jsme celkové ziskali 5
adaptovanych kment schopnych Gspésné rist a reprodukovatelné produkovat kopolymer, 3
kmeny pochazely z prvni generace, jeden z druhé generace a jeden byl ziskan aplikaci
chemického mutagenu MMS. Na zaklad¢ metabolické charakterizace jsme navrhli adaptaéni
strategie jednotlivych kment a provedli jsme porovnani s divokym kmenem bez adaptace,
kdy se obecné projevil vliv kyseliny levulové projevujici se jako oxidacni stres, ale piesto
byly objeveny i nékteré kmeny Sunikdtnimi zménami na Urovni metabolomu. Po
charakterizaci vyizolovanych kopolymeri byla potvrzena souvislost s obsahem 3HV a
zlepSenim vlastnosti polymeru oproti homopolymeru P(3HB), u kmene ALAO06 je
predpokladdna schopnost tvofit ¢aste¢né blokové kopolymery, coZz se projevilo zlepSenim
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materidlové charakteristiky senzymovymi aktivitami nebyla identifikovana obecna
metabolicka strategie vedouci k zisku kopolymeru s vyhodnéjsimi vlastnostmi.

4.1.2 Dlouhodoba adaptace kmene C. necator H16 na biotechnologicky relevantni
stresory

V ramci ptredchozi prace byly publikovany vysledky relativné kratkého adaptacniho procesu,
kde byly jednak kombinovany kultivacni techniky, jednak byly testovany rGzné intenzity
selekéniho tlaku. Nasledujici prace byla zaméfena na dlouhodoby adaptacni experiment pfi
zachovani konstantniho selek¢niho tlaku. Jako mikroorganismy byly vyuzity bakterialni
kmeny C. necator H16 stejn¢ jako v pfedchozim experimentu a stfedné halofilni kmen H.
halophila s 66 g/L chloridu sodného v médiu jako optimem. Modelovy kmen metabolismu
PHA C. necator H16 byl exponovan pusobeni zvySeného osmotického tlaku a zvysené
koncentraci méd’natych iontl, halofilni kmen byl exponovan dvéma slabym organickym
kyselindm, octové a levulové, které se ob¢ ptirozené nachazi v hydrolyzatech lignocelulosové
biomasy. VSechny aplikované stresy predstavuji biotechnologicky relevantni situace, kterym
mohou byt mikroorganismy béhem realnych procesu vystaveny.

Evoluénimu experimentu piedchazelo nalezeni optimalni davky stresoru, ktera jsme volili tak,
aby byly kultury stale schopny rdstu a mnozeni, zarovenn aby se projevil inhibi¢ni efekt.
Screening ristu byl proveden na zdkladé méfeni optické hustoty béhem 72 hodin ristu a jako
optimalni koncentrace byla zvolena ta, kdy byla opticka hustota kultur zredukovana ptiblizné
na polovinu. Optimalni davky stresori pro C. necator H16 byly nastaveny na 30 mg/L
médnatych ionti Cu?* v podob& modré skalice a 20 g/L NaCl, pro H. halophila byly jako
nejvhodnéjsi koncentrace stresorti zvoleny 3 g/L kyseliny octové respektive 1 g/L kyseliny
levulové. Jelikoz 1 v zamySlenych redlnych biotechnologickych procesech pii kultivaci na
hydrolyzatech dochazi k tipravé hodnot pH na pfiblizné 7, bylo i v médiich pro H. halophila
pH vZzdy upravovano, ¢imZ se neprojevil primarné vliv kyselého prostiedi, ale samotnych
kyselin, jejichz inhibi¢ni efekt byl diskutovan vyse.

Dlouhodoby adaptac¢ni experiment jsme provadéli v bankach, kdy po 48 hodindch kultivace
jsme 10 obj. % kultury pienesli do Cerstvého média se stresorem. Kazda pasaz byla
charakterizovana s ohledem na nartst biomasy skrze méfeni optické hustoty a gravimetrické
stanoveni a také na kvalitativni a kvantitativni stanoveni PHA v biomase pomoci plynové
chromatografie s plamenové-ionizaénim detektorem. V supernatantech po kultivaci H.
halophila byla pomoci iontové chromatografie stanovovano residualni mnozstvi kyselin.
Z vysledkd pro H. halophila bylo zjisténo, ze na rozdil od kmene C. necator vyuzivaného
v ramci pfedchozi prace, neni kmen schopen utilizovat kyselinu levulovou, jelikoz residudlni
mnozstvi této Kkyseliny V supernatantu po kultivaci bylo téméf totozné vzhledem
k davkovanému mnozstvi. Tento kmen tedy rovnéz neni schopen kyselinu levulovou vyuzit k
produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV), jelikoz veskery polymer v biomase byl povahy
homopolymeru P(3HB). Stejné¢ tak mnozstvi polymeru nebylo vyssi v pfitomnosti kyseliny
octoveé, kterd fadé¢ mikroorganismi slouzi jako pfimy prekurzor acetyl-CoA vyuZitelny
v metabolismu mj. pro tvorbu PHA [189], pomoci iontové chromatografie bylo stanoveno, ze
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residualni mnozstvi kyseliny octové bylo zhruba polovi¢ni oproti davkovanému mnoZstvi.
Jelikoz bylo zajimavéjSich vysledkti v rdmci adaptace docileno pro kmen C. necator a
zaroven za ucelem redukce velkého mnozstvi dat, byly v ¢lanku do Casopisu International
Journal of Biological Macromolecules piilozeného jako Prilohu II této prace interpretovana
data z experimenti pouze pro tento kmen.

4.1.2.1 Komentovanda publikace

Jak jiz bylo uvedeno, zkoumany modelovy mikroorganismus byl exponovan osmotickému
stresu a stresu vyvolanému pusobenim tézkych kovii. Osmoticky stres piedstavuje jeden
Z nejCastéjsich stresovych faktort, kterému mohou byt mikroorganismy zijici piedevSim ve
vodé nebo vpuadeé vystaveny, proto si vyvinuly u¢inné ochranné mechanismy, jak se
s nasledky stresu vyrovnavat [190]. Jednim z t€chto mechanismti mize byt akumulace PHA
Vv biomase, kdy dochazi ke kompenzaci nasledki fluktuaci vlivem osmotického stresu [191].
Schopnost produkce PHA byla popsana rovnéz u extrémné halofilnich Archaea vyskytujicich
se v prostredich s vysokymi koncentracemi soli, proto je akumulace téchto polymerti obecné
brana jako jedna ze strategii prokaryot, jak se vyrovnat s prostiedimi o vysoké salinité [157,
192]. Mimoto existuji prace, které potvrzuji, ze aplikace mirného osmotického stresu na PHA
produkujici bakterie vedla k navySeni akumulace polymeru Vv biomase, a to napf. pravé
u modelového kmene C. necator [176, 193], grampozitivniho kmene Bacillus megaterium
uyuni S29 [194], u cyanobakterie Spirulina subsalsa [195] nebo muze slouzit k obohaceni

smésného mikrobialniho konsorcia o PHA produkujici kmeny [196].

Druhy aplikovany stres, expozice tézkym kovim, také predstavuje casto pfirozené se
vyskytujici neptiznivou podminku pro mikrobidlni rist, a to témét ve vsech prostredich jejich
existence [197, 198]. Pfi¢inou vyskytu tézkych kovd v zivotnim prostiedi je predev§im
antropogenni ¢innost, a to napf. zpracovani kovl, doprava a dalsi odvétvi [199]. Toxicita
tézkych kovl je komplexni fenomén, ktery se projevuje v riznych urovnich mikrobialniho
metabolismu, kdy mize dochazet k nahrazeni esencialnich iontl jinymi za tvorby biologicky
neaktivnich komplext. Hlavni charakteristikou podmifiujici vyhodnou, ale i toxickou funkci
jsou nezaplnéné d-orbitaly, které umoziiuji vhodné prostfedi pro elektron-transportni reakce,
kdy pfi preménach substratli dochdzi k ptenosu elektront a protond napfi¢ metabolismem.
Typicky proto vystupuji jako kofaktory oxidoreduktas, kdy volba ptislusného kovu zavisi na
vhodné hodnoté elektrochemického potencialu [200]. Méd’ jako jeden z tézkych kovu hraje
jednak esencialni roli v fadé metabolickych reakci, ale zaroven muze $kodit, a to napiiklad
tvorbou peroxidovych radikalti a jejich nasledné reakci S bunéénou membranou [201, 202].
Ionty médi vystupuji predev§im pii metabolickych pfeménach, v némz vystupuje superoxid
dismutasa spole¢né se zinkem, v cytochrom c oxidase a pfibuznych enzymech, kdy stoji na
konci respiracniho fetézce fady organisml skrze reakce oxidas pifi aerobnim metabolismu
[200, 203]. Kmen C. necator patii, jak napovida nazev, ke kmenim rezistentnim vuci médi,
fada praci vedla k zavéru, Ze expozice médi, ale i1 dal§im téZkym koviim, vedla k navySeni
produkce PHA [204]. To muze indikovat, Ze produkce PHA hraje roli pii adaptaci bakterii na
stres vyvolany tézkymi kovy [176, 204].

Pozorovanim hodnot mnozstvi biomasy u obou stresort V ramci dlouhodobého experimentu
jsme odhalili dva odlisné adapta¢ni mechanismy, jez byly popsany jiz diive. U adaptace na
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méd’ doslo k adaptaénimu kroku v prubéhu tieti pasaze, kdy byl pozorovan vyrazny nardst
bakterialnich bunék v kultute vice nez desetinasobek oproti druhé pasazi, u adaptace na vyssi
koncentraci soli v médiu dochazelo k postupnému nartstu biomasy, kdy k dosazeni maxima
doSlo pfipaté pasazi. Prvnich 5-6 pasédzi bylo tedy na zdkladé namétfenych dat
nejvyznamnéjSich z hlediska adaptace na stresové podminky, poté dochidzelo v ramci
dlouhodobého casového horizontu pouze k méné vyznamnym narGstim, ale i k menSim
poklesiim ¢i k oscilaci kolem maximalnich dosazenych hodnot koncentrace biomasy. Pribch
jednotlivych adaptacnich experimentt je znazornén na nasledujicim obrazku (Obr. 12).

a)
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Obr. 12: Zéakladni screening béhem evoluénich procest — a) expozice iontim Cu?®*, b) expozice NaCl

Na zaklad¢ teoretickych poznatkli se obecné rozliSuje vice pfistuptl, jak ziskat adaptované
mikrobialni kmeny, a to na zaklad¢ intenzity aplikovaného stresu. Niz§i koncentrace v tomto
ptipadé vede k postupné optimalizaci fenotypu, zatimco vysoka koncentrace vede k podstatné
zméné prakticky téméf okamzité po expozici stresu, jelikoz buniky maji pii vystaveni stresu
V podstaté dvé moznosti, a to adaptovat se na nové podminky nebo zahynout [46]. V nasem
ptipad¢ jsme aplikovali davky stresoru, které vedly ke snizeni nartstu kultur pifiblizné€ na
polovinu oproti kultufe bez stresoru, pfesto jsme pozorovali lehce odliSnd chovani v ramci
prvnich pasazi. Mnozstvi homopolymeru P(3HB) pfiblizn¢ korelovalo s trendem biomasy pro
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jednotlivé stresy, zpocatku bylo témét nedetekovatelné u kultury exponované médi, u kultury
exponované osmotickému stresu bylo zastoupeni v biomase patrné i u prvnich pasazi.
Objasnéni nardstu biomasy pii expozici medi lze pravdépodobné pfipisovat skutecnosti, ze
taxonomicky nazev rodu Cupriavidus mtzeme volné pielozit jako ,,majici rad méd™, coz se
Vv naSem experimentu neprojevilo hned, ale pravdépodobné aZz po aktivaci protektivnich
mechanismu, kterymi mikroorganismus disponuje. Bylo také popsano, ze piidavek nejen
médi, ale i dal$ich podobnych kovu [176, 204], vede u kmene C. necator k navyseni produkce
PHA v biomase. Akumulace PHA muze tedy slouzit jako protektivni Strategie pfi expozici
bungk ,tézkym* kovim, které bakteriim zpusobuji oxidacni stres. U kmene Azospirillum
brasilense bylo pozorovano, ze pfitomnost nékterych tézkych kovi véetné médi (jako
Vv nasem piipadé ve formé iont Cu?*) vedla k navyseni produkce PHA v biomase, a to i za
podminek, kdy kmen standardné polymer ve vét§i mife neprodukuje (nadbytek uhlikatého
zdroje, limitace esencidlnimi prvky jako dusik apod.). Z toho divodu bylo usuzovano, Ze
produkce PHA mize byt spojena s ochranou vici vlivu tézkych kovu [205]. Co se tyce vlivu
obsahu soli na mnozstvi polymeru, v ramci prace autorského tymu Passanha a kol. (2014)
bylo zjisténo, Ze ma pozitivni vliv na produkci, nejvyssi obsah PHA u kmene C. necator byl
pozorovan pfi ptidavku 9 g/L NaCl do média, a to 5,33 g/L PHA. Rovnéz bylo zjisténo, zZe
produkce PHA v bunkach zacina vlivem stresu diive nez za standardni kultivace bez expozice
stresoru. Jako inhibi¢ni se v jejich ptipadé projevila jiz koncentrace 12 g/L NaCl [206],
v nasem piipad¢ dochdzelo k inhibi¢nimu efektu na poloviéni mnozstvi bunék oproti kontrole
pti koncentraci 20 g/L, zaroven ale nebylo pozorovano vyznamné navySeni PHB v bunikéch.
Vzhledem k uvedenému je tedy mozné, ze kultura v ramci naseho evoluéniho experimentu
zacala produkovat PHA taktéz jiz v brzké fazi rlstu, coz ji mj. umoznilo rast a délit se 1 pii
expozici relativné vysoké sile osmotického stresu.

U dlouhodobych experimentl tohoto charakteru lze ofekavat, Ze se pii adaptaci na stres
s ohledem na evoluci uplatni pfirozeny vybér a v populaci budou nasledné pievladat klony
bunck, které projevily evoluéni vyhodu oproti matetské bunice. RovnéZ neni jisté,
7e K pozitivni mutaci dojde, vesmés se jedna o souhru vice nahod, jak bylo popsano ve
vyzkumu Lenski a kol. (1994), kdy pouze jedna kultura E. coli z 12 paralelnich provedeni
byla po pasdzovani trvajicim 25 let (celkem pies 2 000 pasazi) schopna utilizovat citrat jako
zdroj uhliku, zatimco ostatni ne. Jednalo se o kultury limitované glukosou, kde byly
uvazovany Ctyii mozné strategie v ramci evoluéniho vyvoje, které se vice ¢i mén¢ projevily,
coz manifestovalo pfedev§im zvétSenim bakteridlnich bun¢k a rovnéz jejich rychlej$im
rustem. Nicméné€ porovnanim jednotlivych kultur bylo zjisténo, Ze adaptace u nich probihala
riznou rychlosti. U zminéné kultury jako jediné¢ doSlo jeSté k vyrazné vy$Simu nartstu
mnozstvi bun€k sevolucni vyhodou souvisejici s utilizaci nového substratu, coz bylo
Vv nasledku mutaci ve dvou genech ve vzajemné nezavislych drahach [56].

Jak bylo zminéno, zdkladni charakterizace jsme provadéli pro kazdou pasaz, ale jako jedna
z hlavnich soucasti prace byla i komparace ptivodniho divokého kmene a poslednich pasazi
mikrobialnich bun€k adaptovanych na dané stresy, tedy 78. pasaZze z adaptace na méd’ a 68.
pasaze adaptované na osmoticky stres. Jako prvni charakteristiku jsme vyzkouSeli stanovit
rustovou kinetiku divokého kmene a adaptovanych kmenl, a to vzdy bez pfitomnosti
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selekéniho tlaku a také v pritomnosti relevantnich stresorii, pribéh ristu znazoriuje
nasledujici obrazek (Obr. 13). Ocekavali jsme pfitom, ze adaptované kmeny by mély
vykazovat vys$$i robustnost minimalné v pfitomnosti stresu, ale i ve standardnim médiu. Pfi
kultivaci bez piisobeni stresort bylo nicméné stanoveno, ze lepsi rust vykazoval divoky kmen
s rustovou kinetikou podobnou kmeni adaptovanému na méd’, kmen adaptovany na vyssi
osmoticky stres vykazoval podobnou kinetiku béhem pocate¢nich hodin ristu, ale pfi
exponencialni a staciondrni fazi byly hodnoty optické hustoty kultury ptiblizné tietinové.
Predpokladany trend se projevil pfi porovnani divokého a adaptovaného kmene pii kultivaci
Vv pfitomnosti médi, kdy adaptovany kmen jiz zpocatku vykazoval vyrazné vyssi hodnoty
intenzity zékalu, ke konci kutlivace byly stanovené hodnoty pro adaptovany kmen ptiblizné
dvakrat vétsi. To nam koreluje s daty ze screeningu jednotlivych pasazi, kdy zpocatku byl rlst
V pfitomnosti stresoru velmi nizky a obsah polymeru nemohl byt ani stanoven. I pfes to vSak
hodnoty optické hustoty odpovidaly dvéma tietinam hodnoty rhstu bez selek¢niho tlaku,
adaptace na stres tedy stale, i kdyz v niz§i mifte, rast kultury limituje. Podobného maxima
intenzity zakalu jako u médi dosahla kultura divokého kmene pfi aplikaci osmotického stresu.
Prabéh ristu divokého i adaptovaného kmene za téchto podminek byl srovnatelny, ke konci
stacionarni faze ale u adaptovaného kmene zacalo dochdzet k odumirani kultury. Celkoveé
tedy lze fici, Ze obecné vyssi robustnost u adaptovanych kmenii prokdzana nebyla, evolu¢ni
vyhoda se ale projevila u kmene adaptovaného na méd’ oproti divokému kmeni v pfitomnosti
stresoru, kultura adaptovand na osmoticky stres byla oproti tomu pravdépodobné ve Spatné
kondici.
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Obr. 13: Rust divokého kmene a poslednich pasazi adaptovanych kmenti béhem 72 h za riznych
kultiva¢nich podminek — a) média bez stresorii, b) stres médi (30 mg/L Cu?*), ¢) osmoticky stres

(20 g/L NaCl)

| vpiipad¢ dlouhodobé adaptace jsme se zaméfili na metabolickou charakterizaci
prostfednictvim stanoveni specifickych enzymovych aktivit vybranych drah centrélniho
metabolismu a dalSich relevantnich enzyml za ucelem odhaleni adaptacnich strategii
v zavislosti na jednotlivych stresorech. Z centralniho metabolismu byly vyselektovany
klicové enzymy Krebsova cyklu, glyoxalatového cyklu, jimz kmen C. necator disponuje, dale
pak vybrané enzymy generujici NADPH a enzymy zapojené do biosyntetické drahy PHA. Pro
tyto ucely byly porovnany divoky kmen kultivovany v médiu bez stresu a za stresovych
podminek, adaptované kmeny byly kultivovany v médiu se stresorem, aby nedoslo k potlaceni
adaptivnich metabolickych charakteristik. Nejvyznamnéjs$im rysem adaptace na méd’ je na
zdkladé¢ namétfenych dat navySeni aktivity NADPH generujicich enzymi, konkrétné
pfedev§im NADP-dependentni isocitrat dehydrogenasy a jable¢ného enzymu. NavySeni
produkce NADPH souvisi s obecnou stresovou odpovédi na oxidativni stres, ktery méd’naté
ionty zpusobuji [207]. Stejné jako dalsi tézké kovy a dalsi ¢inidla jako napf. peroxid vodiku
piispiva méd’ k tvorbé reaktivnich forem kysliku [208], viic¢i kterym se bunky chrani produkci
redukovanych kofaktorti pfedev§im v podobé NADPH, které néasledné tvoti vhodné prostiedi
pro regeneraci molekul zapojenych do detoxifikacnich procesii (napt. glutathion), a to jako
jejich redukéni ekvivalenty [173]. NavySeni aktivit NADPH produkujicich enzyma bylo
sledovéano pii expozici médi u divokého i adaptovaného kmene. Mimoto nadbytek NADPH
V buiice predstavuje vhodné prostiedi pro anabolické reakce jako je pravé napiiklad
biosyntéza PHA. NavySeni produkce redukovaného kofaktoru mize byt také spojeno se
zvySenou intenzitou respirace bunck, kterd byla pozorovana prostfednictvim vybranych
enzymu Krebsova cyklu v pfitomnosti médi u obou kment. Piestoze byly oba hlavni rysy pfi
expozici médnatym iontim popsany u divokého i adaptovaného kmene, strategie okamzité a
dlouhodobé¢ adaptace byly odlisné, u adaptovaného kmene byla ke generaci NADPH vyuzita
draha centralniho metabolismu, a to cesta do pentosafosfatového cyklu katalyzovana glukosa-
6-fosfat dehydrogenasou. Expozice hypertonickému prostfedi vedla u divokého i
adaptované¢ho kmene pravdépodobné Kk navyseni intenzity respirace, coz usuzujeme na
zaklad¢ aktivit enzymu s respiraci ptimo spjatych. U divokého kmene byla navySena aktivita
citrat syntasy utilizujici acetyl-CoA, coz nas vedlo k myslence sniZeni aktivity 3-ketothiolasy
1, ktera vyuziva stejny substrat, coz ale nebylo pozorovano. U adaptovaného kmene byla
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vyznamné navySena aktivita malat dehydrogenasy, tento jev nebyl u divokého kmene
pozorovan, a to ipies skuteCnost, Ze u né¢j byla navySena aktivita malat syntasy Vv ramci
glyoxalatového cyklu vice nez Ctyfikrat. Stejné jako pii expozici médi, i zde se vlivem
zvyseni intenzity respirace projevilo navyseni produkce redukovaného kofaktoru NADPH, ale
pouze u adaptovaného kmene.

Z hlediska biosyntézy PHA spojuje oba adaptované kmeny trend posileni biosyntetické drahy,
a to predevsim navySenim aktivity PHB syntasy, coz nasvéd¢uje tomu, ze role PHA ma pfi
adaptaci na aplikované stresové podminky vyznam. Nicméné u adaptovanych kment nebyl
detekovan vyssi obsah polymeru v biomase a rovnéz molekulovd hmotnost PHA byla mensi
nez pro polymer izolovany z divokého kmene. Tento poznatek nas vedl hypotéze, Ze adaptace
je spojena nejen se zvysSenou biosyntézou, ale také souCasné posilenou intracelularni
degradaci PHA. Z hlediska adaptace mohl byt tedy podstatny ne samotny obsah polymeru, ale
celkové navyseny cyklus PHA zahrnujici soucasnou syntézu a degradaci polymernich fetézci
vedouci mj. k navySeni poolu monomerni jednotky 3-hydroxybutyratu [209]. Jelikoz bylo
popséano, ze monomer slouzi jako potencidlni chemicky chaperon chrdnici biomolekuly pied
denaturaci vlivem oxidac¢niho stresu, ma navyseni cyklu pfemény velky vliv v ramci adaptace
na méd’ [210]. Z hlediska ochrany vi¢i vlivu osmotického stresu pak mize 3HB slouzit jako
osmoticky aktivni latka [211]. Na zaklad¢ naSich vysledkd jsme tedy dosli k zavéru, ze ne
pouze vyssi obsah PHA v biomase ma pozitivni vliv na odolnost vici stresu, jako adaptacni
strategie muze byt vyuzivan pravé celkové posileny cyklus PHA.

Krom¢ posouzeni adaptacnich strategii na zakladé jednotlivych hodnot specifickych
enzymovych aktivit, jsme se stejné jako v pfedchozi praci zaméfili na aplikaci metod
statistické analyzy, a to opét korelacni analyze s vyuzitim Pearsonova korela¢niho koeficientu
a PCA. Celkem bylo detekovano pét pozitivnich korelaci, negativni korelace s dostate¢nou
signifikanci objevena nebyla. Nejsilngj$i korelace byla objevena mezi obéma variantami
isocitrat dehydrogenasy a jableCnym enzymem, to mize byt pfimo zplsobeno zapojenim do
sledu reakci v ramci katabolismu a anabolismu malatu. Dva z enzyma generujicich NADPH
jsou také zahrnuty do adaptace na oxidativni stres a zaroven vytvaii vhodné prostfedi pro
biosyntézy. Korelace mezi citrdt syntasou a maldt syntasou utilizujicich acetyl-CoA
nasv&dcuje prevazné katabolickym reakcim prevadéjici malat na oxalacetat namisto pfemény
na pyruvat za uvolnéni NADPH. Pozitivni korelace mezi malat dehydrogenasou a glukosa-6-
fosfat dehydrogenasou nema z hlediska zakladnich metabolickych konsekvenci ptimou
spojitost, mlize se jednat o vliv celkové lepsi fyziologicky stav kultury vynikajici zvySenou
aktivitou metabolismu a zaroven vyssi intenzitou déleni bunék s ohledem na drdhu vedouci k
produkci pentos. Posledni zminény trend byl pozorovan predevsim u kmene adaptované¢ho na
méd’ pii porovnani s divokym kmenem exponovanym médi, Ize to tedy brat jako vliv
adaptace. Tato skuteCnost byla dobfe pozorovatelna i prostifednictvim PCA, kdy se
ve dvourozmérné projekci oddélily kmeny podrobené akutnimu a dlouhodobému vlivu médi.
Vlivem adaptace tedy muselo dojit ke zméndm V metabolismu, coz manifestuje odlisSnym
chovdnim minimalné na urovni regulace aktivit relevantnich enzymi. Nicméné doslo
K oddéleni témeéf vsech kment, které jsou tak zastoupeny ve vSech kvadrantech, skrze
specifické aktivity sledovanych enzymil jsou si nejblize divoky kmen kultivovany v médiu
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bez expozice stresu a kmen adaptovany na osmoticky stres. Jak bylo uvedeno vyse, vzhledem
k pfedpokladanému navyseni cyklu PHA by se rozdily mezi témito dvéma kmeny mohly
projevit u jinych enzymi, a to napi. u intracelularni PHA depolymerasy. Naopak na zakladé
vzdalenosti jsou si metabolicky nejvice vzdalené divoky kmen bez expozice stresu a tentyz
kmen exponovany oxidativnimu stresu vyvolanému pfitomnosti médi. Kromé celkového
rozdéleni kmenti odvijejiciho se od korelaci S hlavnimi komponentami F1 a F2 muzeme
pozorovat i korelaci s jednotlivymi enzymovymi aktivitami, kdy lze vidét, v ¢em spociva
prevazné hlavni rys adaptace (Obr. 14).
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Obr. 14: Projekce testovanych kment a stanovovanych enzymu na zakladé PCA

Dalsi thel pohledu na hledani rozdili mezi divokym kmenem a adaptovanymi kmeny
spoc¢ival v porovnani jejich spekter biomasy ziskanych pomoci Ramanovy spektroskopie
a infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci. V ramci spekter se projevi
molekularni slozeni bakteridlnich bun€k skrze charakteristické skupiny reprezentujici
proteiny, nukleové kyseliny, glykosidové vazby sacharidi ¢i esterové vazby mj. v molekulach
PHA. Detekce PHA v bakterialni biomase byla popsana jiz dfive v fadé publikaci [196, 212].
Prostfednictvim té€chto technik nés tedy zajimalo, jak adaptacni proces ¢i expozice akutnimu
stresu zmeéni chemické slozeni buné€k. Pro tento ucel jsme vyuzili opét metody statistické
analyzy, konkrétn¢ PCA, a to zvlast pro Ramanovu a infra¢ervenou spektroskopii, kdy jako
vstupni hodnoty byla vyuzita naméfena spektra. Na rozdil od enzymovych aktvit, kde byly
vuci sobé korelovany vSechny hodnoty, byla zde srovnavana spektra separatné pro jednotlivé
stresy, a to vzdy divoky kmen bez stresu, divoky kmen exponovany konkrétnimu stresoru
a adaptovany kmen. Ohrani¢enou z6nu zcela oddélenou od ostatnich dvou porovnavanych
kment vykazoval na zaklad¢ obou spekter kmen adaptovany na osmoticky stres. Na zakladé
vySe zminénych vypovédnich charakteristik obou spektroskopickych technik by ziskana data
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mohla vypovidat o rozdilném chemickém slozeni biomasy kmene adaptovaného na vyssi
salinitu. Tato myslenka byla nicméné vyvracena na zdkladé konkrétnich rozdilt
pozorovatelnych jiz ze spekter samotnych, nejvyznamnéjsi rozdil intenzit pikd byl v pasech
odpovidajicich PHB, coz korelovalo se zastoupenim polymeru v biomase. Z hlediska detekce
PHB jsou uvazovany piky odpovidajici karbonylové skuping€, esterovym vazbam C-O a C-—
O—C a vazbé C—H charakteristické pro bo¢ni methylovou skupinu PHB. Mnozstvi polymeru
bylo u kmene adaptovaného na osmoticky stres nizsi nez u ostatnich, coz bylo stanovovéano
jiz v ramci zdkladniho screeningu pro jednotlivé pasaze pomoci plynové chromatografie,
proto nebylo pozorovani piekvapujici a tento fakt byl bran v potaz. Vzhledem Kk vysokym
signalim PHA ve spektrech nebylo de facto mozné detekovat rozdily mezi kmeny z intenzit
pikti protein, nukleovych kyselin apod. Kvantitativni charakteristika PHA jiz byla
komentovana, korelace mezi intenzitou relevantnich pikid a informaci ziskanou z porovnavaci
metody GC-FID se ve spektrech projevila [187, 196, 212]. Mimoto nam ale spektrum
sohledem na polyester vbiomase dokaze urc¢it fyzikalni strukturu, konkrétné stupeni
krystalinity/amorficity polymeru, a to na =zaklad¢ intenzity a tvaru vibracnich past
detekovatelnych ve FT-IR spektrech i spektrech Ramanovy spektroskopie. V souvislosti se
stresovou odpoveédi mikroorganismi akumulujicich PHA bylo popséano, Ze schopnost udrzet
polymer v amorfni form¢ ptispiva k vyssi odolnosti t€chto mikroorganismt vuci stresu [187,
213]. Dale jsme se tedy zamétili na krystalinitu polymeru v bakterialni biomase divokého
kmene bez a po expozici stresorim a adaptovanych kmend, pfi¢emz jsme brali v uvahu
¢asteCnou krystalizaci zpisobenou piipravou vzorku suSenim pii 70 °C, expozice vysoké
teploté totiz krystalizaci indukuje. Jako marker krystalinity byl uvaZzovan pas odpovidajici
karbonylové vazbé C=0 s ohledem na intenzitu a tvar piku, kdy symetricky pas s maximem
pii 1735 cm? odpovidda amorfnimu PHB, naopak krystalicky polyester ve spektru
manifestuje vysoce asymetrickym pikem s ¢ervenym posunem maxima intenzity. Vyrazné
nejméné krystalickou a tedy nejvice amorfni povahu vykazoval polymer akumulovany
v buiikdch kmene adaptovaného na osmoticky stres, coz bylo potvrzeno obé&ma
spektroskopickymi technikami. Muze to tedy ¢aste¢né indikovat vyssi odolnost tohoto kmene
vuci stresu, jez byla diskutovana vyse. Ani V tomto pfipadé vSak neni souvislost stoprocentni,
jelikoZ musime brat v potaz dal§i parametry, které maji vliv na krystalizaci granuli PHA
v buitkdch. Kmen adaptovany na osmoticky stres totiz vykazoval oproti ostatnim nizsi
mnozstvi PHA, coZ je v tomto pfipadé nezanedbatelné. Jednim z parametrii, které pfispivaji
ke krystalizaci PHA v bunkach, je tésna blizkost granuli, ktera podporuje jejich agregaci
piedchazejici krystalizaci [213]. Stfedné vyznamna korelace mezi krystalinitou a mnoZzstvim
polymeru v biomase byly pozorovatelné na zakladé celého datasetu, ne pouze u kmene
adaptovaného na osmoticky stres. I proto je zapotiebi vétsi odolnost PHA vuci krystalizaci
u adaptovaného kmene dale provéfit.

K posouzeni tvarl a vnitini struktury bun¢k divokého kmene bez aplikace stresu v pribéhu
kultivace a adaptovanych kmenti exponovanym stresorim jsme vyuzili techniky elektronové
mikroskopie. Aplikovany byly konkrétné techniky kryo-skenovaci elektronova mikroskopie
a transmisni elektronova mikroskopie (Obr. 15). Obéma technikami byly v bunkach kultury
adaptované na méd’ patrné precipitaty uvniti v cytoplazmé. Z toho usuzujeme, ze bakterialni
buniky v ramci adaptace vytvorily Gtvary s méd’natymi ionty, které chrani dilezité ¢asti bunky
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pred Skodlivym efektem tézkého kovu, jenz je navdzanim do precipitati odstinén. Tvorba
precipitatd jiz byla popsana pii expozici uranu, a to u bakterie Cupriavidus metallidurans
NAA4, ktera z toxického kovu formovala dusi¢nan uranylu. Studie rovnéz prokazala tvorbu
komplexti s granulemi PHA, coz pfimo podporuje myslenku protektivniho ¢inku PHA viici
pusobeni tézkych kovi [214]. Na =zakladé nasich mikroskopickych snimkd nicméné
nemiizeme potvrdit stejny fenomén, jelikoz rozmisténi precipitatii u adaptovaného kmene C.
necator pii expozici mé&di bylo vesmés nahodilé a jejich povaha nebyla doposud dale
charakterizovana. Pomoci kryo-SEM byly v buiikdch pozorovany diry, které nasvédcuji
houbovitému charakteru bakterialni cytoplazmy, oproti tomu divoky kmen vykazoval
pfevazné homogenni cytoplazmu s obsahem PHA granuli, ale bez depozit zptsobenych
expozici méd’'natym iontim. Pro posouzeni vlivu dlouhodobé adaptace by bylo jesté zajimavé
skenovat strukturu cytoplazmy po akutni expozici tomuto stresoru. Nicméné muzeme na
zakladé vyse popsanych a komentovanych dat tvrdit, Ze ndmi vyuzivany bakteridlni kmen je
schopen piezivat i prospivat v pfitomnosti vySSich koncentraci médi, ktera je jednak
esencialnim prvkem, ale pii vysSSich koncentracich také prvkem s vyznamnym inhibi¢nim
efektem pro vétSinu bakterii [215]. Buniky kultury adaptované na osmoticky stres vykazuji
podobné charakteristiky jako buiiky divokého kmene, jen byly oproti nim mens$i a namisto
tyCinkovitého tvaru byly srpkovité. I na zaklad¢ téchto technik bylo skrze mnozstvi granuli
PHA pozorovatelné, ze zastoupeni polymeru je nizsi nez u ostatnich kment. Cytoplazma
bun¢k adaptovanych na osmoticky stres se jevi lehce koncentrovanéjsi oproti ostatnim, to
muze byt spojeno s menSim mnozstvim intracelularni vody v dasledku vystaveni
osmotickému stresu.

w.T

Obr. 15: Snimky divokého kmene a adaptovanych kment ziskané pomoci elektronové mikroskopie —
a) TEM (Sipky znazornuji vyse diskutované precipitaty), b) kryo-SEM

Na zéklad¢ ziskanych vysledkl z jednotlivych zakladnich i pokrocilejsSich analyz v ramci
diskutované publikace lze shrnout, Ze v ramci adaptace bakterialniho kmene Cupriavidus
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necator H16 na vybrané stresové faktory, tedy pfitomnost médnatych iontd a zvySeny
osmoticky stres, hraly PHA dilezitou roli. Ne vSak pouze prostiednictvim vys§iho mnozstvi
polymeru v biomase, ale predev§im pravdépodobné skrze navyseny cyklus premény PHA
Vv bunkach, coz vedlo k navySeni poolu monomernich jednotek, které vykazuji funkci jednak
chaperonti, jednak osmoprotektant.

4.1.2.2 Nepublikovana data vztahujici se ke komentované publikaci

V ramci publikace nebyla vzhledem ke kapacité ¢lanku publikovana vSechna ziskana data.
Piedevsim nebyly publikovany vysledky tykajici se bakterialniho kmene H. halophila, ktery
byl, jak bylo uvedeno vyse, adaptovan na pritomnost 1 g/L kyseliny levulové a 3 g/L kyseliny
octové v médiu pii soucasné regulaci pH. U tohoto kmene byl pfi porovnani rastovych
charakteristik prokdzan pozitivni vliv adaptace pfi kultivaci vV minerdlnim médiu. Kmen
adaptovany na pfitomnost kyseliny levulové, stejné jako kyseliny octové, vykazoval
V porovnani s divokym kmenem reprodukovatelné 1,5krat vysSsi nartist bunc¢k v kulturach
Vv pfitomnosti kyselin, ale i vét§i nartst v médiu bez téchto stresorti. Nicméné v ramci
adaptace nedochazelo k vyraznéj$imu navySeni produkce PHA v biomase a na rozdil od C.
necator H16 neni kmen H. halophila ptirozené schopen utilizovat kyselinu levulovou, coz
bylo prokazano analyzou residualniho mnozstvi kyseliny v supernatantu po kultivaci. Ani po
pomérné dlouhé adaptaci na tento potencialni prekurzor 3-hydroxyvaleratu nebyla v biomase
detekovana piitomnost kopolymeru P(3HB-c0-3HV), kyselina levulova na kmen H. halophila
tedy puisobila pouze inhibi¢né.

Dalsi nepublikovanou soucasti, ktera se vztahuje k vySe zminéné publikaci, predstavuje
proteomicka analyza, jez byla provedena pro tetraplikaty kultur divokého kmene C. necator
H16 v mineralnim médiu bez stresu, dale tohoto divokého kmene v médiu se stresy, na néz
byl ptivodni kmen adaptovan, tedy 30 mg/L méd’natych iontl respektive 20 g/L NaCl, a dale
adaptovanych kmenii v médiu s odpovidajicimi stresory. Pro ucely analyzy byly vyuZity
vzorky bakterialni biomasy po 48 h kultivace. Samotna proteomicka analyza byla realizovana
ve spolupraci s Proteomic Core Facility CEITEC Brno. Schéma experimentu je znazornéna na
nasledujicim schématu (Obr. 16).
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Analyzou jednotlivych proteinli obsazenych v analyzovanych bunikach byla detekovédna
pfitomnost celkem 4 604 proteinovych skupin v rdmci celého datasetu na zakladé anotace
s UniProt databazi. Nicmén¢ se nejednalo vyhradné o rizné proteiny, jelikoz fada shodnych
proteini byla pravdépodobné vzhledem k drobnym odliSnostem rozd€lena. Ze zminéného
poctu bylo 489 proteini na zdkladé komparace s databazi definovanych jako blize
necharakterizovanych.

Pro ucely detekce up-regulovanych a down-regulovanych proteinti jednotlivych testovanych
kmeni vici sobé byly nastaveny threshold hodnoty na 5 pro parametr miry velikosti u¢inku
(FC — fold change); 0,01 pro parametr signifikance P a 0,05 pro upraveny P parametr podle
Benjaminiho a Hochberga. Hodnoty P parametru a upraveného P parametru byly ziskany na
zakladé LIMMA testu (Linear models for microarray data analysis). Jednotlivd vyhodnoceni
byla ziskana na zdklad¢é porovnani hodnot s definovanymi threshold hodnotami. Bylo mozné
ziskat informace, zda-li jsou pomé&ry dat vyssi nez specifikované hodnoty threshold (U), nizsi
nez reciprokd hodnota threshold (D) pfipadné lezi mezi t€émito dvéma hodnotami (N).
V ptipadé, Ze podil hodnoty P a upravené hodnoty P byl niz$i nez specifikované threshold
hodnota, byly obé P hodnoty kategorizovany jako Y, Vv ptipadé, Ze byl pomér rovny nebo
vys$$i, byly oznaceny jako N. Aby bylo mozné uvazovat up-regulaci nebo down-regulaci
jednotlivych proteini mezi kmeny, byly filtrovany pro jednotlivé porovnavané kmeny
detekované proteiny na zéklad¢ prekroceni hodnot parametru FC.

Vici sobé byl zprvu porovnan divoky kmen C. necator H16 exponovany danému stresu
s divokym kmenem (W-T) bez expozice stresorim, pocty up-regulovanych a down-
regulovanych proteint jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Vliv akutni expozice iontiim Cu?* a osmotickému stresu na C. necator H16 (W-T)

porovnavané kmeny down-regulace up-regulace
W-T exponovany Cu?** / W-T 188 202
W-T exponovany NaCl/ W-T 521 153

Bylo zjiSténo, Ze pfi expozici stresu indukovaného piitomnosti méd'natych iontl bylo oproti
divokému kmeni down-regulovano a up-regulovano podobné mnozstvi proteint, a to 188
respektive 202. Pti dikladnéj$im screeningu téchto proteini byla detekovana up-regulace
sedmi proteinli souvisejicich s odpoveédi na méd’ (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 navic posledni
z uvedenych byl detekovan pouze u kmene exponovaného médi. Pfitomnost tohoto stresoru
vmédiu tedy 1ipfi okamzité kratkodobé expozici vedla k navySeni exprese zminénych
proteind, coz poukazuje na signifikantni vliv méd’natych iontl jakoZto stresoru.

Pii porovnani divokého kmene exponovaného osmotickému stresu a divokého kmene bez
expozice stresu byla pozorovana down-regulace 521 proteint, pficemz up-regulovano bylo
153 proteind, coz je tietinové mnozstvi. Vzhledem k povaze stresoru neni jednoduché ptimo
vyhledat proteiny zapojené do stresové odpovédi, nicméné byly detekovany proteiny zapojené
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do syntézy trehalosy, ktera slouzi jako osmoprotektant, pficemz mnozstvi nebyla navySena
ani snizena u zadnych srovnavanych kment. S ohledem na obecnou stresovou odpovéd
buiky byla detekovéna ptitomnost vice typti proteinti zapojenych do odpovédi (napf.
universal stress protein; universal stress protein, UspA family a metalloregulation DNA-
binding stress protein), nicmén¢ nebyla objevena zadna up-regulace pro stresované kmeny pfi
kratkodobé expozici ani po adaptaci, naopak byly u obou kratkodob¢ stresovanych kment
down-regulovany rozdilné dva univerzalni stresové proteiny. I pii akutni expozici lze
predpokladat expresi proteinti, které jsou indukovany konkrétnimi stresory a jsou tim pro
dané stresy specifictéjsi, jak tomu bylo u kmene exponovaného meédi.

Dalsi porovnavané dvojice kmenti byly kmeny adaptované na dané stresory, tedy kmen C.
necator H16/Cu78 adaptovany na pfitomnost médnatych iontd (30 mg/L Cu?*) a kmen C.
necator H16/NaCl68 adaptovany na osmoticky stres (20 g/L NaCl) s divokym kmenem bez
expozice stresu. Pocty down-regulovanych a up-regulovanych proteinti adaptovanych kmenti
(Cu78, NaCl68) oproti kmeni divokému jsou shrnuty v Tab. 4.

Tab. 4: Vliv dlouhodobé adaptace na ionty Cu?* a osmoticky stres pii porovnani s C. necator H16
(W-T)

porovnavané kmeny down-regulace up-regulace

Cu78/W-T 256 156

NaCl68 / W-T 674 134

Vlivem dlouhodobé adaptace na pfitomnost méd’natych iontd bylo u kmene oproti divokému
kmeni down-regulovano 256 proteinti, coz je vice nez v ptipad¢ aplikace stresu na akutni
stres. Up-regulovano bylo celkem 156 proteind, coz je vtomto piipadé méné nez
Vv piedchozim porovnéni. Rozdilny byl i trend, kdy vlivem adaptace bylo pii této komparaci
vétsi mnoZstvi down-regulovanych proteinit a celkové i1 opa¢na mnozstvi vice a méné
exprimovanych proteini. Kmen adaptovany na méd’ vykazoval up-regulaci osmi proteint
zapojenych do odpovédi na stres zpisobeny pritomnosti médi v médiu. Oproti akutni expozici
divokého kmene vlivu médi byl u adaptovaného kmene up-regulovan navic jeden protein
(response regulator of copper response, OmpR-family), coz mize celkové vést k vice
specifické stresové odpovédi. Stejné jako v pfedchozim porovnani vlivu expozice médi byla
detekovéana transmembranova komponenta proteinu odpovédného za resistenci vi¢i médi D
pouze u adaptovaného kmene, nikoli u divokého. Nebylo nalezeno zadné navySeni ¢i sniZeni
exprese proteini odpovédnych za obecnou stresovou odpovéd. Porovname-li kmen
adaptovany na osmoticky stres s divokym kmenem, bylo nalezeno celkem 674 down-
regulovanych proteintl, coz je nejvétsi detekovana hodnota ze vSech porovnavanych kmeni.
Zaroven ale lze konstatovat, Ze v pfitomnosti chloridu sodného byla u divokého
i adaptovaného kmene vzdy vys$si down- i up-regulace ve srovnani s divokym kmenem, ale
i s alternativou v piitomnosti médi. Dale byla detekovana down-regulace ¢tyt z nalezenych
proteintt zapojenych do obecné stresové odpovédi, produkce trehalosy regulujici nasledky
osmotického stresu nebyla u adaptovaného kmene navySena ani snizena stejné jako v ptipadé
kratkodobé jednordzové expozice. V ramci vySe komentované publikace zabyvajici se
komparaci adaptovanych kment s divokymi byl pfedpokladén zvySeny obrat PHA v buiice za
ucelem navySeni intraceluldrniho poolu jednotky 3HB, ktera byla potvrzena jako
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osmoprotektant. Nicméné byly nalezeny c¢tyfi formy intracelularni P(3HB) depolymerasy,
Z nichz jedna byla u kmene adaptovaného na osmoticky stres down-regulovana stejné jako u
divokého kmene exponovaného tomuto stresu, u médi trend up- ¢i down-regulace
depolymeras pozorovan nebyl.

Jako dopliikkové porovnani se nabizi vliv adaptace na konkrétni stresor s akutni odpovédi
divokého kmene na jejich ptitomnost v médiu. Pro tento ucel byly srovnany kmen C. necator
H16/Cu78 s W-T kmenem exponovanym 30 mg/L Cu?* a kmen C. necator H16/NaCl68
s W-T exponovanym 20 g/L NaCl, poc¢ty up- a down-regulovanych proteinti jsou uvedeny
v Tab. 5.

Tab. 5: Porovnani vlivu dlouhodobé adaptace a akutni expozice Cu?* iontiim a osmotickému stresu

porovnavané kmeny down-regulace up-regulace
Cu78/W-T exponovany Cu® 295 151
NaCl68/W-T exponovany NaCl 411 309

Dlouhodoba adaptace na méd’ oproti kratkodobé expozici vedla k down-regulaci 295 proteint
a up-regulaci 151 proteinti. Pocet down-regulaci byl v tomto ptipad¢ vyssi nez pii porovnani
s divokym kmenem po expozici médi vuci divokému kmeni, up-regulace byla v tomto piipadé
niz8i. Pfi porovnani adaptovaného kmene s divokym byla mnozstvi regulaci téméf identicka.
Down-regulovdano bylo celkem 43 proteinit s blize necharakterizovanou funkci, coz bylo
nejvys$i mnozstvi v ramei jednotlivych komparaci, 26 téchto proteinli bylo up-regulovéano.
Navysena byla exprese jednoho z proteinli odpovédného za univerzalni stresovou odpoveéd’,
navic byla pozorovana nadprodukce P(3HB) depolymerasy. Pocet down-regulaci u kmene
adaptovaného na osmoticky stres byl detekovan na 411 proteinii, up-regulovanych proteint
bylo méng, a to 309. Opét se ukazalo, ze vliv osmotického stresu je z hlediska poctu zmén
V expresi vyrazng€j$i, nez tomu bylo u stresu zpiisobenému médi. V ramci down-regulaci byl
detekovan phasin protein pokryvajici povrch PHA granuli, coz pti dlouhodobé adaptaci
mohlo souviset se snizenim poctu granuli PHA a zéarovein 1 s celkovym obsahem polymeru
V biomase, coZ bylo u adaptované¢ho kmene pozorovano pii porovnani s divokym kmenem.
Mimoto byla snizena exprese jednoho z proteinli odpovédného za obecnou stresovou
odpovéd’. Pfi tomto srovnani byla oproti ptedchozi s médi jako stresorem detekovana up-
regulace 43 blize necharakterizovanych proteinii a jeden protein odpovédny za obecnou
stresovou odpovéd'.

Kromé porovnani kmenti vii¢i sobé byly blize pozorovany enzymy, u nichz byla stanovovana
specificka enzymova aktivita v ramci publikace. Zde se projevil trend spojeny s detekci vice
proteinii se stejnym zafazenim na zakladé oznaceni a zaroven funkce. Citrat syntasa byla
detekovéana pétkrat, up-regulovana byla pro jednu variantu pouze u kmene adaptovaného na
méd’, a to vici divokému kmeni bez stresu i po expozici stresu. NAD* dependentni isocitrat
dehydrogenasa byla detekovana pouze v jedné formé, nicméné bez regulace na urovni
porovnani exprese. Stejné tak nebyla nalezena up- ani down-regulace pro malat
dehydrogenasu. Malat syntasa, ktera vystupuje v ramci glyoxalatového cyklu, také nebyla
pozménéna z hlediska miry exprese mezi srovnavanymi kmeny. Nasledné byly zkoumany
enzymy generujici redukovany kofaktor NADPH. Glukosa-6-fosfat dehydrogenasa byla
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detekovana celkem pétkrat, jedna zforem byla down-regulovana u divokého kmene
exponované¢ho osmotickému stresu oproti divokému kmeni bez stresu a up-regulovana
U kmene adaptovaného na osmoticky stres vic¢i divokému kmeni v pfitomnosti stresoru. To
tedy poukazovalo na vyrazné snizeni exprese jedné z forem proteinu u divokého kmene pii
expozici osmotickému stresu, nicméné u dalSich detekovanych forem jev pozorovan nebyl.
NADP* dependentni isocitrat dehydrogenasa byla detekovdna dvakrat, taktéz beze zmén
v regulaci exprese vV ramci srovnani. Jable¢ny enzym generujici NADPH, byl nalezen pouze
jedenkrat, a to beze zmén mezi srovnavanymi kmeny. Mimoto byla objevena i NAD™
dependentni varianta se stejnou funkci, kterd ale nebyla z hlediska enzymovych aktivit feSena.
Jako posledni byly analyzovany vysledky pro enzymy zapojené do biosyntézy PHA. Prvni
z enzymi, 3-ketothiolasa, byla detekovana pouze v jedné form¢, nebyla vSak nalezena zadna
up- ani down-regulace. Acetoacetyl-CoA reduktasa byla detekovana celkem ve Ctyfech
formach, z nichz jedna byla ve dvou ptipadech down-regulovana, a to u kmene adaptovaného
ne méd’ v porovnani s divokym kmenem i s divokym kmenem exponovanym médi. Nicméné
jako uz vySe to nebylo potvrzeno u vice detekovanych forem. Ani v jedné z detekovanych
forem PHA syntasy (PHA polymerasy) nebyla pozorovana down- ¢i up-regulace. Kromé
syntézy byla reflektovana i intracelularni degradace, u niz byly rozdéleny proteiny do dvou
skupin, zékladni enzym byla intracelularni PHA depolymerasa ve ctyfech formach a dale
hydrolasa 3HB oligomerii ve dvou formach. Byla detekovana jedna up-regulace PHA
depolymerasy u kmene adaptovaného na méd’ oproti divokému kmeni po expozici médi
a down-regulace byla detekovana pii expozici osmotickému stresu u divokého kmene
i Ukmene adaptovaného, opét ale pouze u jedné z forem. Jedna z analyzovanych hydrolas
byla down-regulovana u kmene adaptované¢ho na osmoticky stres v porovnani s divokym
kmenem a také v porovnani s kmenem adaptovanym na piitomnost médnatych iontd.
V souvislosti s PHA ve form¢ intracelularnich granuli byla uvazovana i regulace produkce
phasin proteind, které se nachézi na povrchu granuli. Nebylo pozorovano zadné navysSeni
produkce phasinli, nicméné pro kmen adaptovany na osmoticky stres byla pii porovnani
s divokym kmenem jednak bez expozice soli a jednak po expozici osmotickému stresu
nalezena down-regulace u dvou ze ¢ty detekovanych forem. Poznatek koreluje s daty jednak
z plynové chromatografie, jednak z elektronové mikroskopie, kdy vlivem niz§iho granuli 1
mnozstvi celkového polymeru v buiikach Ize ocekévat mensi mnozstvi proteini obklopujicich
polyesterova jadra. Musime vSak brat v ivahu, Ze kvantifikace proteinti navazanych na
granule muze byt zatizena chybou.

Prostfednictvim stanoveni specifickych enzymovych aktivit bylo nalezeno vice rozdilii mezi
jednotlivymi adaptovanymi kmeny a divokym kmenem bez stresorl 1 v jejich pfitomnosti nez
na zakladé¢ down- ¢i up-regulaci stanovenych proteomickou analyzou. Up-regulace byla
detekovana pro glukosa-6-fosfat dehydrogenasu pro kmen adaptovany na osmoticky stres pii
porovnani s divokym kmenem exponovanym osmotickému stresu, pro tuto dvojici bylo
pozorovano témet devitindsobné navySeni specifické enzymové aktivity. Pro acetoacetyl-CoA
reduktasu byla na zéklad¢ proteomiky pozorovana down-regulace u kmene adaptovaného na
méd’ v porovnani s divokym kmenem bez expozice stresu a také exponovaného médnatym
tontim, nicméné¢ na zaklad¢ specifickych enzymovych aktivit byla pozorovana pro stejné
dvojice spiSe navySeni specifickych aktivit enzymu. Na zakladé¢ zminéného tedy Ize
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vydedukovat, Ze mnoZstvi enzymu pfitomného v buiice nemusi mit ptimy dopad na hodnotu
specifické enzymové aktivity. VIiv stresu se mohl projevit bud navySenim aktivit
relevantnich enzymi nebo nevySenim jejich exprese, a to bez nutnosti vzajemné souvislosti.
Zaroven ale musime brat v ivahu, Ze v ramci metabolismu nedochazi k regulaci enzymové
aktivity pouze na urovni exprese, zadsadni jsou také posttranslacni modifikace a také regulace
skrze dalsi strategie jako allosterie, zpétna vazba, inhibice produktem atd. Tyto skutecnosti by
také mohly vést k ziskanym vysledkiim. S pomoci odhalit vétsi provazanost namérenych dat
V ramci metabolismu by nam mohly pomoci bioinformatické nastroje vyuzivané kolegy
z FEKT VUT, se kterymi planujeme spolupraci.

4.1.3  Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci C. necator H16

Kopolymer P(3HB-co-4HB) je zduvodid jeho mechanickych, termickych, ale také
biologickych vlastnosti velice zajimavym polymerem, ktery je nékterymi odborniky
povazovan za PHA polymer tieti generace. Pro ucel inkorporace 4-hydroxybutyratu (4HB) do
struktury kopolymeru P(3HB-co-4HB) byly vyuzity prekurzory aplikované, nejen v ramci
naseho pracovisté, na jiné bakterialni kmeny, a to 1,4-butandiol (1,4-BD), y-butyrolakton (y-
BL), 1,6-hexandiol (1,6-HD) a e-kaprolakton (g-KL), které vykazovaly v zavislosti na kmeni
riznou Uspesnost konverze na 4-hydroxybutyryl-CoA, substrat PHA syntasy [216-219].
Zatimco prvni zminény substrat predstavuje strukturni analog 4-hydroxybutyrové kyseliny,
druhd a ctvrta molekula predstavuji  laktonické formy dvou hydroxykyselin
S hydroxyskupinou na terminalnim uhliku, tedy kyseliny vy-hydroxymaselné a
e-hydroxykapronové, a 1,6-HD je Sestiuhlikatdi molekula pfibuzné kyseliné
e-hydroxykapronové, kdy namisto karboxylové skupiny na prvnim uhliku obsahuje druhou
hydroxylovou skupinu. U kmene Cupriavidus necator H16 schopného utilizovat mimo
cukernych substrati také odpadni olej ocekdvame mj. efektivni drahu metabolizujici mastné
kyseliny (B-oxidace). Z molekuly y-hydroxymaselné kyseliny mize dojit k odstépeni
produktu katabolismu mastnych kyselin, acetyl-CoA, ktery mlzZe byt dale metabolizovan,
nebo muze dojit k aktivaci za vzniku 4-hydroxybutyryl-CoA, jenz je vyuzitelny pro
biosyntézu kopolymeru P(3HB-c0-4HB). Kyselina e-hydroxykapronové je de facto analogem
piedchozi kyseliny delsi o dva uhliky, proto vzniku 4-hydroxybutyryl-CoA piedchazi
zkraceni fetézce kyseliny o dva uhliky, coz odpovida jedné otocce Lynenovy spiraly.
Konverze 1,4-BD na 4-hydroxybutyryl-CoA pravdépodobné nastava pii dvojnasobné oxidaci
jedné z hydroxyskupin a aktivaci karboxylové skupiny. Posledni testovany prekurzor 1,6-HD
je pravdépodobné stejné jako 1,4-BD na jedné z hydroxyskupin karboxylovdn, a poté
zpracovan stejné jako kyseliny e-hydroxykapronova. Strategie jednotlivych experimenti
vedoucich k zisku kmene C. necator schopného produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB)
s vysokym podilem frakce 4HB je uvedeno nize v ramci Prilohy III.

4.1.3.1 Vybér nejvhodnéjsiho substratu pro produkci kopolymeru

Prvni experiment byl zaméfeny na vybér nejvhodnéjSiho prekurzoru 4HB pro bakteridlni
kmen C. necator H16. Byly testovany jak samotné prekurzory 1,4-BD, y-BL, 1,6-HD,
respektive e-KL v mnozstvi 4 g/L, tak i jejich kombinace s fruktosou a odpadnim olejem
v koncentraci 10 g/L. Vysledky analyzy biomasy a akumulovanych PHA jsou shrnuty v Tab.
6.
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Tab. 6: Stanoveni biomasy a PHA pfi produkci na potencialnich prekurzorech 4HB

. biomasa PHA *4HB *3HV

substrty il [hmog  TPAIL o o [mol. %]
14-BD 0,65+0,10 199+69 0,13+£0,06 1091+1,17 1,89+ 0,41
fruktosa + 1,4-BD 4,70 +0,04 81,0187 381+0,92 0,63+ 0,06 0
olej + 1,4-BD 6,84+026 86,1179 586+1,00 0 054+0,01
y-BL 0,68 + 0,12 6,8+£0,1 0,05+0,01 22,19+1,43 0
fruktosa + y-BL 507+0,04 68,0+04 345+0,01 6,05 + 0,06 0
olej + y-BL 2,63+0,06 41,7+0,8 1,10+0,04 6,37 £ 0,21 0,90 £ 0,20
1,6-HD - ) ) ) i
fruktosa + 1,6-HD - - - R )
olej + 1,6-HD 1,08£0,03 32,6+05 0,35+0,00 0  102+0,0l
oKL 1,38+0,08 60,0+169 0,83+0,28 40,83+1,03 0
fruktosa + e-KL 1,36 +0,01 46,2 10,62 130,29 0
olej + &KL 1,16+0,04 389+13 045+0,03 5325+0,60 1,10 + 0,26

*Zbyvajici mnozstvi polymeru (kopolymeru, terpolymeru) bylo tvofeno jednotkami 3HB.
17 technickych diivodii nebylo mozné méfeni opakovat v dostate¢ném poctu, proto chybi smodch

Prvni dva testované prekurzory 1,4-BD a y-BL ve své struktufe obsahuji ¢tyfi atomy uhliku,
zatimco druhé dva prekurzory 1,6-HD a e-KL obsahuji v molekule uhlikti Sest. Na zakladé
stanovenych mnozstvi biomasy kultura 1épe utilizuje ¢tyfuhlikaté slouceniny, vétsiho vytézku
biomasy bylo dosazeno pouze, kdyz byl e-KL vyuzit jako jediny zdroj uhliku. Jako nejméné
vhodny prekurzor vysel na zaklad¢ dat 1,6-HD, pficemz na samotném prekurzoru stejné jako
na kombinaci s fruktosou nebyla stanovena zadna biomasa, lze tedy pifedpokladat, ze na
vybrany mikrobidlni kmen pusobi spisSe inhibi¢né. Namisto produkce kopolymeru s 4HB byla
detekovana piitomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), i kdyZz mnozstvi 3HV i cely obsah PHA
byly nizké. Oba ¢étyfuhlikaté prekurzory vedly v kombinaci s obéma zdroji uhliku k vy$simu
vytézku biomasy i celkovych PHA, ale frakce 4HB byla pro oba prekurzory niz§i nez pro
druhy Sestiuhlikaty prekurzor e-KL. NejvysSi zastoupeni 4HB bylo pro 1,4-BD avy-BL
detekovano, kdyZ kultura rostla pouze na samotnych prekurzorech. V téchto ptipadech bylo
ale oproti ristu v kombinaci s olejem nebo fruktosou vice nez tfikrat niz§i. Na zakladé
vyzkumu tymu Steinbiichel a kol. (1994) nebyl kmen C. necator H16 schopen utilizovat
1,4-BD [220]. Ve dvoustupiiové kultivaci a pii nastaveni podminek limitace dusikem
dochazelo stejné jako v nasem experimentu k produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) [221].

Dle nasich vysledki se jako nejvhodnéjsi prekurzor pro kmen C. necator H16 se jevi e-KL, u
néjZ byl vytézek biomasy ve vSech tfech piipadech srovnatelny a o néco niz8i nez u jinych
prekurzord, coz poukazuje na pravdépodobny mirny inhibi¢ni efekt. Nicméné mnozstvi PHA
ptedstavovalo pfiblizné 50 hm. %, z ¢ehoz frakce 4HB se v zavislosti na substratu pohybovala
v priméru okolo 40 mol. %, nejvétsi byla pii kombinaci oleje a e-KL, a to az 53,25 mol. %,
proto byla tato kombinace vyuzita i v ramci dal§iho experimentu. Z dostupnych zdroji je
patrné, Ze preference substrati a prekurzort jsou specifitou jednotlivych bakteridlnich kment,
pro bakterialni kmen Cupriavidus sp. DSM 19379 byly pro jednotlivé substraty stanoveny
jednak odlisnd zastoupeni 4HB frakce, piestoze rovnéz e-KL vedl vtomhle parametru
K nejvyssimu vytézku, nicméné i inhibicni efekt byl rozdilny [218]. Na zaklad¢ reserSe jsme
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zjistili, ze vyuziti e-KL jakoZzto prekurzoru 4HB je pomérné unikatni, jako hlavni prekurzory
pro produkci  kopolymeru P(3HB-co-4HB) se
4-hydroxybutanova ¢i y-BL.

vyuzivaji  predevSim  kyselina

Vzhledem ke stanovenému inhibi¢nimu efektu e-KL byl dalsi experiment zaméfeny na jeho
¢astecnou eliminaci tohoto negativniho fenoménu, a to jednak vzhledem k mnozZstvi
ptidavaného prekurzoru, jednak také v ramci ¢asu jeho pridavku. Po 24 h kultivace se kultura
nachazi jiz v exponencidlni fazi rGstu, po 48 h poté na rozmezi faze exponencialni
a stacionarni. V Tab. 7 jsou shrnuty vysledky ze stanoveni biomasy a analyzy PHA.

Tab. 7: Stanoveni biomasy a analyza PHA pfi produkci na odpadnim oleji (10 g/L) a &-KL
Vv zavislosti na koncentraci a ¢ase piidavku
cas : *
F:]idavku kaorlfﬁr‘[g/i‘ie b'[ogr/"lf‘]sa PHA [g/L] [mﬁﬁci, || Mwkoal  PDIE]
- 0 9,29+0,18 8,19+0,02 -| 409,75+ 11,68 1,23+0,03
2 9,03+0,06 7,36+0,00 153+0,22| 320,66+11,71 1,30+0,07
0 4 3,61+0,08 2,09+0,02 353+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
8 167+0,05 061+0,11 19,99+0,20| 520,80+ 19,71 1,41+0,11
2 8,06+0,19 6,30+0,38 2,42+0,11| 363,49+15,07 1,36+0,01
24 4 483+0,03 3,40+0,14 1,05+0,10| 294,08 +10,06 1,43+0,04
6 478+0,10 3,15+0,08 0,93+0,06| 262,06+4,01 1,41+0,04
8 437+0,06 2,49+0,04 092+0,02| 244,45+539 1,45+0,06
2 10,10+ 0,21 8,41 +0,22 10,36 253,11+4,02 1,39+0,01
48 4 958+0,07 780+0,21 0,48=+0,08| 241,46+550 1,44+0,03
6 9,47+0,09 7,60+027 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

*7Zbyvajici mnozstvi kopolymeru bylo tvofeno jednotkami 3HB.
17 technickych diivodii nebylo mozné méfeni opakovat v dostateéném poctu, proto chybi smodch

Po ptfeockovani inokula do minerdlniho média (v Case 0 h) se kultura zpocatku nachazi
v lag-fazi, buiiky jsou v adaptacni fazi na nové prostiedi a ptidavek vétsiho mnozstvi
inhibitoru se muze projevit kromé& celkové nizs§iho poctu bunék na konci kultivace také
prodlouzenim této faze. Pti porovnani kontrolni kultury bez prekurzoru a s pfidavkem hned
pii inokulaci miizeme pozorovat miru inhibice, kdy u 2 g/L. e-KL bylo mnozZstvi biomasy na
konci téméf srovnatelné s kontrolou, pro 4 g/L uz byl vytézek ptiblizné€ tietinovy a s nartistem
koncentrace e-KL vytézek biomasy dale klesal. Stejné tak klesal 1 vytézek celkovych PHA
V biomase, nicméné zastoupeni frakce 4HB v kopolymeru se se vzriistajicim mnoZstvim e-KL
zvySovalo od 1,53 mol. % pro 2 g/L az po téméf 20 mol. % pro 8 g/L. Piidavek ve 24 h
kultivace, tedy v exponencidlnim stavu kultury, vedl Kk navySeni celkové biomasy vyjma
Vv kopolymeru bylo vyssi nez pii pfidavku hned na pocatku kultivace. Biomasa pro zbyvajici
koncentrace e-KL byla vesmeés srovnatelnd, pouze s mirné sestupnym trendem s nartistem
mnozstvi prekurzoru. Trend byl pozorovan i pro obsah celkovych PHA a zastoupeni 4HB,
V tomto ptipadé€ se oproti piidavku v ¢ase 0 h nezvySovalo procento 4HB frakce se zvySujicim
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se mnozstvim &-KL. Poslednim testovanym ¢asem bylo 48 h, kdy kultura zacind ptfechézet
z exponencialni faze do stacionarni, nedochazi jiz k vyraznému naristu poctu bunék, u bunck
ve zvysené mife nastavd syntéza sekundarnich metabolitd. Inhibi¢ni efekt e-KL ptfidaném
piidavkem 2 g/L, u vyssich koncentraci byly vytézky srovnatelné. Stejny trend se projevil
i Umnozstvi celkovych PHA, podil 4HB v kopolymeru byl pro vSechny koncentrace téméf
ve vSech kulturach s ptidavkem prekurzoru po 48 h vyssi nez v kontrolni kultufe. Tento jev
Ize patrné pricitat vyCerpani primarniho zdroje uhliku, v tomto ptipad¢ oleje, v médiu, coz po
uplynuti tohoto casu pravdépodobné nastavd, jelikoz standardni kultivace, které v ramci
pracovisté s C. necator H16 provadime, pozaduji ptislusny zdroj uhliku v mnozstvi 20 g/L
pro 72hodinovou kultivaci. Proto se pii pfidavku e-KL mize objevit vyssi narist biomasy,
jelikoz prekurzor je vyuzit jako dal$i zdroj uhliku pro rist. Na zaklad¢ ziskanych dat lze
konstatovat, ze pro produkci kopolymeru P(3HB-c0-4HB) s vysokym podilem frakce 4HB je
nejvhodnéjsi prekurzor ptidavat jiz na zacatku kultivace, a to v koncentraci 8 g/L, kdy byla po
72 h kultivace ziskano stale dostate¢né mnozstvi bun¢€k a zaroven obsah 4HB v kopolymeru
¢inil témét 20 mol. %. Zaroven ale vzhledem k vyraznému inhibi¢nimu efektu se jevi jako
vhodné pfipravit kmen s vyssi odolnosti vici inhibi¢nimu vlivu &-KL, a to pravé napf.
metodou evolu¢niho inzenyrstvi.

Molekulova hmotnost PHA byla stanovena z polymeru vyizolovaného po 72 h kultivace.
Zatimco kontrolni kultura v buitkdch akumulovala homopolymer P(3HB), vSechny ostatni
kultury s pfidavkem prekurzoru e-KL akumulovaly kopolymer P(3HB-co-4HB) s riiznym
zastoupenim frakce 4HB. Porovnanim vSech molekulovych hmotnosti mizeme pozorovat
trend vysSich hodnot pro kultury, kdy byl prekurzor ptidan na pocatku kultivace. Nejvyssi
molekulovou hmotnost vykazoval kopolymer s nejvétsim mnozstvim 4HB (20 mol. %), a to
piiblizné 520 kDa, nasledovany kopolymerem s tfeti nejvySsi frakci 4HB, ale zaroven
s druhym nejvyssi zastoupenim PHA v biomase z kultur obsahujicich &-KL jiz od poc¢atku
kultivace. Treti nejvyssi molekulovou hmotnost vykazoval homopolymer P(3HB), ktery mél
rovnéz nejvyssi mnozstvi PHA v biomase. Pro zpracovani jsou obecné vhodnéjsi polymery
s vy$$i molekulovou hmotnosti a co nejuzsi distribuci délek fetézcl definovanych indexem
polydisperzity (PDI), od né&jz se odviji néj mechanické vlastnosti polymeru. Polydisperzita
systému rovna 1 zna¢i monodisperzni sytém se stejn¢ dlouhymi fetézci polymeru, coz nebyva
pro mikrobidlné produkované polymery béZzné, navic neni v naprosté vétsiné piipadii mozné ji
pii tomto zpisobu produkce ovlivnit [222]. Nejvice uniformni znaSich vzorkd byl
vyizolovany homopolymer s PDI 1,23, nejvyssi stanovena hodnota byla 1,49, coz znaci stale
pomérné uniformni sytém.

4.1.3.2 Adaptace C. necator H16 na &-KL za ucelem zlepSeni ristovych a produkénich
charakteristik kmene

Na zaklad¢ vysledkii plynoucich z ptfedchozich experimentli by jako idealni kombinace

substrati byla kombinace odpadniho oleje v koncentraci 10 g¢/L s prekurzorem g-KL

vystupujicim jako stresovy faktor vzhledem ke svému inhibi¢nimu efektu na kulturu C.

necator H16. Nicméné kvuli vy$§imu vytézku biomasy, ktery byl stanoven pii kombinaci
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s fruktosou, byla jako hlavni zdroj uhliku vybrana pravé fruktosa. Zvolena byla v koncentraci
8 g/L, aby byla béhem rustu diive vyCerpana a kmen byl minimaln¢ z Casti zavisly i na
druhém zdroji uhliku, tedy &-KL, jelikoz doba kultivace jednotlivych pasazi byla jako
Vv pfedchozim adapta¢nim experimentu 48 h. Piestoze jsme ocekavali vyznamny inhibi¢ni vliv
e-KL, jevila se nam tato kombinace jako vhodna pro postupnou adaptaci kultury. Vysledky
gravimetrické analyzy a analyza PHA kumulovanych v biomase jsou uvedeny na Obr. 17.
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Obr. 17: Gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni PHA pfi adaptaci kultury C. necator H16 na
e-KL v ramci evolu¢niho inzenyrstvi

Z vysledkll stanoveni biomasy muizeme usuzovat, ze adaptace na piitomnost &-KL ma
postupny charakter podobn¢ jako pii adaptaci na osmoticky stres v publikovaném clanku.
Maximalni mnozZstvi biomasy bylo stanoveno kolem 15. pasaze, poté uz nedochazelo
k signifikantnimu zlepSeni ristovych charakteristik v ramci sledovaného ¢asového horizontu
50 pasazi. Mnozstvi celkovych PHA bylo oproti tomu vyssi v inicialnich pasazich, nejvyssi
vramci 3. a 4. pasaZze, poté byl pozorovan pokles a ptipadné ndhodny nariist, zastoupeni
v biomase vsak tvofilo v priméru ptiblizné 50 hm. %.

V ramci pilotnich experimentt pii ristu na kombinaci fruktosy a e-KL (10 g/L + 4 g/L) bylo
zastoupeni frakce 4HB v kopolymeru 30 mol. % po 72 h kultivace, pii analyze po 48 h
v ramci charakterizace pasazi €inilo zastoupeni 4HB maximalné témét 23 mol. %, a to pro 43.
pasaz. Piestoze mnozstvi prekurzoru bylo stejné, koncentrace primarniho zdroje uhliku byla
niz8i, coz bylo diskutovano diive. Hlavnim rozdilem je proto pravé délka kultivace, jelikoz
biosyntéza PHA probihd masivnéji béhem stacionarni faze, proto lze oc¢ekavat, Ze po delSim
case kultivace by mohl nejen celkovy polymer, ale 1 pravé mnozstvi 4HB v ném obsazeném
byt vyssi. Z hlediska adaptace je patrné, Ze byla Uspés$nd, jelikoZz dochdzelo k nartstu
mnozstvi celkové biomasy, a to nad hodnoty, které byly ziskdny v ramci pilotnich
experimentl pro 72hodinové kultury, stejné tak 1 mnozstvi PHA bylo zvySené.
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4.1.3.3 Produkce kopolymeru v laboratornim bioreaktoru

Scale-up produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl proveden v laboratornim bioreaktoru
s nadobou o objemu 5 L (Sartorius BIOSTAT, B plus) plnénou na pracovni objem 3,5 L. Jako
mikrobidlni producent byla vybrana 30. pasaz kmene C. necator adaptovana na e-KL, ktera
jiz po 48 h rustu v mineralnim médiu vykazovala prokazatelné¢ vysS$i nartist biomasy
a zastoupeni 4HB v kopolymeru oproti inicialnim pasazim. Kombinace substratii byla zvolena
stejné jako pro bankové experimenty, tedy 8 g/L fruktosy s 4 g/L e-KL. Inokulum a nasledny
seed byly pfipraveny v Nutrient Broth médiu s ptidavkem 1 g/L e-KL, aby byl po adaptaci
zachovan selekéni tlak. V prvnich experimentech byl zvolen vsadkovy rezim (batch), béhem
n¢hoz byl pozorovan rust kultury prostfednictvim stanoveni optické hustoty. Produkce PHA
byla v literatuie popsana pii vSech moznych rezimech kultivace v bioreaktorech, mezi néz
patii pravé batch, dale fed-batch, repeated-batch i kontinualni kultivace, a to i na odpadnich
substratech [223]. Mezi jedny z hlavnich parametrt, které jsme pozorovali, patii hodnota pH
kultury v pribéhu kultivaéniho procesu, kterda nam zhruba signalizuje stav kultury, jelikoz
ruzné faze rlstu jsou spojené s produkci latek, které parametr pH ovliviuji. Vyvoj pH
v prubéhu kultivace spole¢né s daty z turbidimetrické sondy a michanim jsou znazornény na
Obr. 18.
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Obr. 18: Hodnoty optické hustoty, vyvoje pH kultury a michani pti batch kultivaci

Z obrazku je patrné, ze jiz po hodin¢ ristu se zacalo snizovat pH, které ale bylo regulovano
pomoci 30% NaOH respektive 1M H2SOs, proto vykyvy nejsou tak patrné (rozdil minima
a maxima ¢inil rozmezi pH odli$né o pfiblizn€ 0,1) a krom¢ hlavnich zlomi zcela nereflektuji
rust kultury. Nicméné ve 4. h mizeme oCekavat pocatek exponencialni faze riistu a nasledné
po 10. h jeji konec a ptechod do faze stacionarni. Odumirani kultury na zakladé pH muzeme
datovat do pfiblizné¢ 22. h kultivace. Zména pH smérem k niZz8im hodnotdm mulzZe byt

68



vzhledem k fazi kultury spojena se zvysenou produkci kyselych metabolitl ¢i vyssi spotiebou
amonnych iontd (zdroj N), naopak posun k vys$s§im hodnotach mize byt spojen s vyCerpanim
hlavniho zdroje uhliku a pfipadnou metabolizaci proteinli a stim spojenou produkci
zéasaditych metaboliti.
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Obr. 19: Stanoveni biomasy a PHA pfi batch kultivaci

Z obrazku (Obr. 19) lze vyc€ist hodnoty z gravimetrického stanoveni biomasy a taktéz
z kvantitativni a kvalitativni analyzy PHA v biomase. Trend mnozstvi biomasy pfitom
ptiblizné koreluje strendem optické hustoty kultury stanovené turbidimetrickou sondou
bioreaktoru v pribéhu kultivace az na pokles hodnoty ODe3o pted 12. h kultivace. Z dat
data z tohoto Casového okna stanovena na zakladé gravimetrické analyzy. Hodnota optické
hustoty v maximu odpovida hodnoté piiblizné 5, coz koreluje s 3,5 g/ biomasy. Piestoze
bylo mnoZstvi PHA stanovované jiz z prvnich odbérii, byla mnoZstvi celkového polymeru
zpocatku nizka, a to pfiblizné 30 mg/L do 6. h kultivace, nejvys§i mnozstvi PHA bylo
detekovano na konci kultivace, a to 1,96 g/L. Zaroven ale na zacatku kultivace bylo podstatné
vyssi zastoupeni frakce 4HB v kopolymeru, a to az 27 mol. % v 6. h kultivace, od 10. h
dochazelo ke snizovani obsahu 4HB v kopolymeru az na 4,2 mol. % pii ukonceni kultivace.
Na zékladé vysledki se tedy mizeme domnivat, ze kultura utilizuje prekurzor brzy po
zahdajeni kultivace, v ¢ase 0 h se jednalo pouze o homopolymer P(3HB), nicméné nasledné se
zastoupeni 4HB zvySovalo pfi tvorbé kopolymeru P(3HB-co-4HB). Piiblizn¢ od 10. h je
mozné pozorovat znany pokles, jelikoz se zacala vyrazné vice kumulovat frakce 3HB, a to az
do podilu 95 mol. %. Na zaklad¢ dat z gravimetrie (ale i optické hustoty) je mozné
konstatovat, ze piiblizné od 24. h kultivace dochazelo k postupnému odumirani kultury, proto
1ze ptedpokladat i vyCerpani substrati.

Jako dals$i varianta kultivace v bioreaktoru vedouci k navySeni produkce vytézku slouzi méd
fed-batch, ktery mj. snizuje i naklady na vyrobu pravé PHA, kdy nedochazi k limitaci
zdrojem uhliku, pfi¢emz v tomto ohledu je dilezité naCasovani piidavku substratu [224].
Tento mod byl pouzit taktéz pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) u kmene Cupriavidus
sp. USMAA1020 pfi rastu na y-BL, a to s vysokym obsahem 4HB frakce az do 67 mol. %
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[225]. V nasem piipadé jsme pro 30. pasaz adaptovanou na e-KL stejn¢ jako u predchozi
kultivace vyuzili fruktosu v kombinaci s prekurzorem v mnozstvi 8 + 4 g/L, a to jednak na
pocatku kultivace, jednak pii obou piikrmech, a to v 10,5. h a 22,3. h. Mnozstvi jednotlivych
substratti ptepoctenych na objem bioreaktoru byla i pii ptikrmech zachovéna.
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Obr. 20: Hodnoty optické hustoty, vyvoje pH kultury a michani pti fed-batch kultivaci

Na zakladé obrazku (Obr. 20) lze vy¢ist, ze kultura se velmi zahy dostala do exponencialni
faze rustu, kterd trvala piiblizné do 11. h kultivace, a poté nasledoval piechod do faze
stacionarni, v niz se nachazela téméf do konce monitorovaného Casového useku. Vlivem
zmény kultivanich podminek spocivajicich v pfidavku uhlikatych substrati nesledujeme
vyrazngj$i zmény u hodnot pH, v ramci exponencialni faze vidime pouze mirny pokles a
S nastupem stacionarni faze mirny nartst pH, které se posléze udrzovala vzhledem k regulaci
vesmeés konstantni.
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Obr. 21: Stanoveni biomasy a PHA pfi fed-batch kultivaci
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Uprava biotechnologického procesu spoéivajici ve vyuziti modu fed-batch oproti piedchozi
kultivaci v batch modu vedla k fadé zmén. Primarné bylo dosaZeno prodlouzeni doby
kultiva¢niho procesu, jelikoz na zéklad¢ pilotni scale-up kultivace byl prvni ptidavek
substratu uskutecnén jiz v 10. h kultivace, coz vedlo k prodlouzeni exponencialni faze ristu
(Obr. 21). Nasledn¢ byl davkovan druhy piidavek zdroji uhliku v 22,33. h, ¢imz doslo jesté k
dalSimu nartistu biomasy, pfestoze pii davkovani se kultura nachazela jiz na pocatku
stacionarni faze. Maxima biomasy bylo dosazeno v 48,15. h kultivace, poté doslo
K postupnému odumirani kultury, kultivaéni proces byl ukoncen kratce pied 51. h. Piestoze
maximalni hodnota biomasy dosahovala hodnoty pfiblizn€ stejné jako u vsadkové kultivace,
lze pozorovat navyseni obsahu celkovych PHA v biomase, jelikoz dopliiovanim substratu
nedochazelo k limitaci uhlikem a tim k utilizaci intracelularn€¢ akumulovanych granuli
polymeru [226]. NavySeni mnozstvi biomasy by se dalo pravdépodobné dosahnout navysenim
mnozstvi dusiku (3 g/L namisto 1 g/L (NH4)2SOs). Odlisnosti v kultivatnim moédu se
projevily také na slozeni kopolymeru s ohledem na podil 4HB. Uz od pocatku byl obsah 4HB
detekovén, a to jako 11,4 mol. %, nasledn¢ dochazelo k nértstu podilu v celkovém polymeru
s maximem v 8. h az 16,2 mol. %, coz bylo stale niz§i nez u vsadkové kultivace. V 10. h se
ale projevil stejny trend vedouci K poklesu podilu, a to na piiblizné 6 mol. %, coz bylo pro
oba mody srovnatelné, lze tedy piedpokladat navySenou inkorporaci jednotek 3HB
do kopolymeru. Nicméné vlivem pfidani obou substrati pii fed-batch modu, a to predev§im
po druhém piikrmu, doslo jesté k navySeni obsahu 4HB taktéz s maximem v 48,15. h, a to na
7,7 mol. %. Ve svém maximu piitom ¢inil podil PHA v biomase 82 hm. %.

Porovname-li vytézky biomasy, celkovych PHA v biomase a zastoupeni 4HB v kopolymeru,
Ize fici, ze fed-batch kultivace v laboratornim bioreaktoru s vyuzitim kmene adaptovaného na
e-KL byla pfi uvaZeni vSech kritérii uspéSnd. Vzhledem k adaptaci bylo ziskano vyssi
mnoZzstvi biomasy neZ pii pilotnim experimentu navic s vy$§im mnozZstvi fruktosy. Oproti
experimentu optimalizujicimu mnozZstvi a c¢as piidavku &KL bylo pfi experimentu
V laboratornim bioreaktoru ziskano vyS$$i mnozstvi celkovych PHA a zastoupeni 4HB bylo
vice nez dvojnasobné. Vysokych podild 4HB v kopolymeru, a to nad 20 mol. %, bylo
zpravidla dosahovano zpocatku fermentace, kdy byl zarovenl nizky vytézek biomasy, coz
korelovalo s prvnim experimentem testujicim rizné prekurzory a kombinace se substraty.
| pfes niz8i frakci 4HB v kopolymeru vyprodukovaného ve fermentoru oproti kopolymeru
ziskaného z baiikovych testli uvazujeme, Ze uz zastoupeni kolem 5 mol. % 4HB vyrazné
zlepSuje mechanické vlastnosti polymeru, proto i tyto experimenty lze povazovat za GspéSné.

4.1.3.4 Alternativni p¥istup ke zlepSeni charakteristik kmene C. necator HI16 vzhledem
k produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB)

Aplikace evolu¢niho inzenyrstvi néas tedy privedla ke zlepSeni ristovych a produkénich
charakteristik kmene C. necator za optimalizovanych podminek vzhledem k produkci
kopolymeru P(3HB-c0-4HB) sco nejvy$s§im zastoupenim 4HB. Nicméné, jak bylo
popisovano jiz V teoretické Casti prace, existuji i jiné piistupy, jak charakteristiky kment
vyleps$it. Jeden znich reprezentuje genové inZenyrstvi, které je zaloZzené na cilenych
intervencich do genomu mikroorganismd, coz poté vede ke zménam na urovni fenotypu. Mezi
tyto upravy obecné patii delece ¢i inserce genil, piipadné jejich vyména.
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Abychom byli schopni efektivné podpoftit biosyntézu P(3HB-co-4HB), je zapotiebi mit
zmapovany metabolismus vybraného bakterialniho kmene v souvislosti s relevantnimi
substraty. Pro nasi praci se jako nejoptimalnéjsi kombinace substratii jevila fruktosa
s prekurzorem &-KL, zapojeni do metabolismu shrnuje nasledujici schéma (Obr. 22).
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Obr. 22: Predpokladany metabolismus e-kaprolaktonu u C. necator H16 (Easteéné pievzato z [227])

Po otevieni laktonového kruhu e-KL a odbourani jedné molekuly acetyl-CoA skrze [3-oxidaci
vznika 4-hydroxybutyryl-CoA, ktery muze pfimo slouzit jako substrat PHA syntasy, ¢imz
muze byt bez dal§ich pfemén pfimo zainkorporovan do fetézce polymeru. Nicméné vyjma
této cesty bakterie disponuje metabolickym aparatem pro dal§i cesty metabolizace e-KL.
Jedna z konkuren¢nich metabolickych cest spociva v pfevodu 4-hydroxybutanové kyseliny na
sukcinat-semialdehyd za katalyzy 4-hydroxybutyrat dehydrogenasou (4HbD) za spolutcasti
oxidovaného kofaktoru NAD™. V dal§im kroku mize byt pomoci NAD(P)" dependentni
sukcinat-semialdehyd dehydrogenasy (SSADH) konvertovan na sukcinat, jez miiZze byt
nasledn¢ zaclenén do Krebsova cyklu. Tieti cesta utilizace 4-hydroxybutyryl-CoA
pravdépodobné spociva v jeho dehydrataci za vzniku molekuly vinylacetyl-CoA katalyzou
enzymem 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasou, za spolutcasti kofaktoru FAD. Vinylacetyl-
CoA nasledn¢ izomeruje na krotonyl-CoA, jez mize byt metabolizovan dale, mj. pfeveden na
3-hydroxybutyryl-CoA [227]. Inkorporaci 4HB do kopolymeru tedy potencialné konkuruji
dvé reakce odvadgjici 4-hydroxybutyryl-CoA jinymi sméry. Bylo popsano, ze kmen C.
necator H16 neni schopen vyuzit 4-hydroxybutyrat jako jediny zdroj uhliku pro rist, nebylo
vSak objasnéno pro¢. Nicmén¢ kmen C. necator SK4040 vykazoval v ptitomnosti tohoto
substratu vyrazné vyssSi aktivitu 4HbD, coz poukazuje na schopnost utilizace substratu.
Zaroven bylo potvrzeno, Ze aktivace 4-hydroxybutyratu na 4-hydroxybutyryl-CoA neni
inicidlnim krokem degradace, k ni dochazi primarné¢ skrze postupny pievod na sukcinat
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zapojujici se do citratového cyklu. Pfi testovani enzymové aktivity 4HbD v pfitomnosti
4-hydroxybutyryl-CoA nebylo pozorovano jeji navySeni, coz poukazuje na fakt, ze
aktivovana forma 4-hydroxybutanové kyseliny neslouzi jako substrat tohoto enzymu a nelze
ani oCekavat posunuti rovnovahy pii vzajemné pieméné obou forem. Nicméné bylo
pozorovano, ze pii vyuziti 4-hydroxybutanové kyseliny jako substratu dochazelo k produkci
kopolymeru, nikoli pouze homopolymeru P(4HB), k cemuz mohlo dojit pouze skrze aktivaci
substratu do formy 4HB-CoA a dale prevedenim pies vinylacetyl-CoA az na 3HB-CoA.
Pomoci 3C-NMR bylo totiz prokazano, ze k tvorbé kopolymeru dochézi skrze popsanou
drahu, nikoli skrze intermediaty citratového cyklu, k nimz vede cesta zpocatku katalyzovana
4HbD [221].

Na zaklad¢ dostupnych diskutovanych informaci jsme v rdmci optimalizacnich experimentt
zkouseli pridat sukcinat v koncentracich 0,5; 1 a2 g/l do kultivaéniho média za Gcelem
potlaceni konkuren¢ni drdhy vlivem nadbytkem produktu pfi ristu na hlavnim zdroji uhliku
v kombinaci s e-KL. Pozorovali jsme navySeni mnozstvi biomasy oproti kontrole bez
ptidavku sukcinatu, a to az o 20 % pro koncentraci 2 g/L. Spole¢né s mnozstvim biomasy byl
pozorovan narist mnozstvi celkovych PHA v biomase o 5 hm. % oproti kontrole se 70 hm. %
PHA. Nicméné se neprojevil pozitivni vliv na navyseni obsahu 4HB v kopolymeru, zde byl
trend opacény, s narustajicim mnozstvim piidaného sukcinatu klesalo zastoupeni z 3,4 mol. %
u kontroly na 2,5 mol. % pfi koncentraci sukcinatu 2 g/L. K pozadovanému navyseni frakce
4HB v kopolymeru P(3HB-co-4HB) nedoslo, piestoze na cestu produkce 4-hydroxybutyratu
ze sukcinatu je zaméfena fada praci vyuzivajicich pfistupti genového inzenyrstvi inserci a
kmen C. necator H16 enzymy pfirozené disponuje, prestoze tato cesta je pomérné unikatni.
Takto byl ptipraven napiiklad rekombinantni kmen E. coli JM109, ktery po inserci geni
kodujiciho sukcinat semialdehyd dehydrogenasu (sucD), 4hbD a koenzym A transferasu
(orfZ) z Clostridium Kluyveri DSM555, ktery je nasledné schopen konvertovat na 4HB-CoA
glukosu [228].

Vyzkumny tym Saito a kol. (1996) vyuzil za uc¢elem navyseni frakce 4HB v kopolymeru pro
kmen C. necator H16 kombinaci 4-hydroxybutanové kyseliny s pfidavkem citratu draselného
a siranu amonného. Ve tfech z testovanych poméri koncentraci jednotlivych substrati byl
ziskan polymer se zastoupenim 4HB 100 mol. %, nicméné nejvysS§i mnoZstvi celkové
biomasy a celkovych PHA nejvyssi nebylo, to bylo ziskano pfi ristu na 4-hydroxybutanové
kyselin¢ bez ptidavku obou zminénych sloucenin (5,8 g/L biomasy s 16 hm. % PHA po 48 h
kultivace). Pti kombinaci 25 g/L kyseliny 4-hydroxybutanové, 15 g/L citratu a 2 g/L siranu
amonné¢ho bylo ziskano 5,2 g/L biomasy s obsahem ¢istého P(4HB), nicméné obsah polymeru
¢inil pouze 2 hm. % [229].

Abychom vychézeli z co nejvice autentickych dat pro nami vyuzivany kmen, byla v ramci
bakalafské prace Bc. Radmily Centnerové pomoci RT-qPCR stanovovana exprese geni
kodujicich oba konkurencni proteiny, tedy 4HbD a 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasu
u kmene C. necator H16. Pro tento ucel byla bakterie kultivovana na dvou uhlikatych
substratech, které na zéklad€ predchozich experimentl utilizuje, a to na fruktose a y-BL, jiz
diive diskutovanému prekurzoru 4-hydroxybutyratu. Zatimco pfi kultivaci na fruktose, kdy
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nebyla detekovéana pfitomnost kopolymeru P(3HB-co-4HB), byl vice exprimovan druhy
zminény enzym, 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasa, pii kultivaci na y-BL byly pozorovany
zmény v expresi 4HbD [230]. Na zakladé¢ dat vychazejicich z bakalafské prace by tedy
k navySeni frakce 4HB v kopolymeru P(3HB-co-4HB) by tedy mohlo dojit v pfipadé delece
genu gbd koédujiciho enzym 4HbD. Nicméné bylo zaroven na zaklad¢ jiného vyzkumu
provadéného s totoznym bakterialnim kmenem zjisténo, ze 4HB-CoA, ktery vznikd z e-KL
nebo i y-BL jako mezikrok jejich metabolizace [227], nenavySuje aktivitu enzymu 4HbD,
jehoz substratem je 4-hydroxybutanova kyselina [221]. Z tohoto divodu by bylo zapotiebi
kromé toho jesté déale prozkoumat, jak v bakteridlnich bunkach C. necator H16 konkrétné
V tomto piipadé funguje vzijemny pirevod mezi formou s navazanym koenzymem A a bez
ngj.

Nasim experimentdlnim zdmérem v ramci genového inzenyrstvi bylo vyzkouSet postupné
delece genii kodujicich oba vySe diskutované konkurenéni proteiny odcerpévajici
4-hydroxybutyryl-CoA, tedy 4HbD i 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasu, a to za 0Ucelem
porovnani vlivu jejich absence na zastoupeni frakce 4-hydroxybutyratu v kopolymeru P(3HB-
co-4HB). NavysSeni zastoupeni 4HB v kopolymeru by vedlo ke =zlepSeni vlastnosti
produkovaného polymeru. Prace byla provadéna na Pfirodovédecké fakult¢ Masarykovy
univerzity vtymu Mgr. Pavla Dvotaka, Ph.D., ktery ma s oblasti genovych manipulaci
dlouholeté zkuSenosti. Pfestoze nebyl cileny zamér v ramci disertace dotazen k deleci gend,
byly jiz usp&$né provedeny transformacni experimenty s kmenem C. necator H16 na zakladé
protokolu publikovaného tymem Tee a kol. (2017) [231], a to s plasmidy pSEVA238 nesouci
resistenci na kanamycin a pSW1 nesouci resistenci k ampilicinu.

Ptestoze kmen C. necator H16 piedstavuje pomérné slibného kandidata pro produkci
P(3HB-co-4HB), vV literatufe muzeme objevit fadu jinych mikroorganismi S pfirozenou
schopnosti produkce tohoto kopolymeru bez dodatenych uprav. Bakterialni kmen
Alcaligenes latus je schopen pii rustu na sacharose v kombinaci sy-BL az 60% konverze
prekurzoru na 4HB, kdy nejvyssi dosazené zastoupeni jednotky v kopolymeru bylo 45 mol. %
[232], C. necator H16 na kombinaci fruktosa a y-BL na 4HB konvertoval za stejnych
podminek pouze 3 % [233]. V ramci naSeho tymu byl charakterizovan termofilni izolat
Aneurinibacillus sp. H, ktery je pti ristu na 1,4-BD schopen produkovat kopolymer s vice nez
80 mol. % 4HB [216].

4.2 Vyuziti extrémofila pro biotechnologickou produkci PHA

Druhou oddélenou casti disertacni prace, na niz byla naméfena a opublikovana data, se
zaméfuje na biotechnologickou produkci PHA s vyuzitim extrémofilnich mikroorganismi pfi
kultivaci na odpadnich substratech. Produkce petrochemickych plasti se odhaduje na
ptiblizn¢ 400 megatun rocné navic se stale rostoucim vyuzitim, a to pievazné v rozvojovych
zemich, které se priliS nezaméfuji na ekologickou stranku produkce [234]. | proto je
jsou jiz vicekrat zminéné PHA. Produkce téchto materialii se odhaduje na 25 kilotun ro¢né,
coz je oproti ropnym alternativim zanedbatelné mnozstvi. Nicméné se odhaduje navySeni
celosvétové produkce na tiinasobek v nasledujicich péti letech [235]. Navyseni produkce vSak
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vyzaduje snizeni nakladti na cely biotechnologicky proces vyroby a také izolace. Z hlediska
vyrobniho procesu je dilezité, aby byl zalozen na Siroce rozsitenych zdrojich, které umoznuji
udrzitelnou produkci PHA za snizeni celkovych nakladi. Vychozich surovin spliujicich tyto
pozadavky je vice, nicmén¢ jako jeden z nejvhodnéjSich kandidati jsou odpadni materialy na
bazi lignocelulosy, které predstavuji Sirokou skupinu odpadu pochézejiciho z odvétvi
zemedelstvi, potravinarského a dievozpracujiciho primyslu. Lignocelulosové materialy
zaroven piedstavuji nejzastoupenéjSi skupinu biomasy na svété. Stejné¢ jako pro vsSechny
zdroje je i v tomto pripad¢ nezbytné brat v uvahu charakteristiky materialu, at’ uz se jedna o
dostupnost, skladovatelnost a cenu, coz se mj. odviji od fady parametrd, jako jsou mj.
konkurenéni moznosti vyuziti. Rada lignocelulosovych materialt se déle vyuziva jako krmivo
¢i stelivo pro zvitata, vyplnové Ci tepelné izolacni materialy, ptipadné€ i jako nosiCe energie
[236]. Zde potom hraje roli vysoky ro¢ni vynos v fadech stovek megatun, ktery umoznuje ¢ast
materialu uvolnit ve prospéch bilych biotechnologii, mezi néZ patii pravé i produkce PHA.

Vétsina mikroorganismi neni schopna piimé utilizace lignocelulosové biomasy, nicméné tyto
suroviny je nutné ptedem hydrolyzovat za vzniku oligo- ¢i monosacharidii hexos a pentos.
Komplexni smési sacharid jsou zcela pouze ziidka vyuzitelné mikroorganismy nejen pro
produkci PHA, mnohem castéjsi je pro mikroorganismy preference pouze frakce
zastoupenych sacharidii, coz ale neptedstavuje nejefektivnéjs$i zptisob vyuziti hydrolyzati.
Soucasné se sacharidy se béhem hydrolyzy lignocelulosy kapalny podil obohacuje o latky,
které vystupuji jako mikrobialni inhibitory, a to ptredev§im fenolické latky, furfuraly ¢i
organické kyseliny. Z hlediska vybéru vhodnych mikroorganismiim pro produkci PHA na
hydrolyzatech lignocelulosy je tedy zapotiebi se vénovat obéma kritériim, jednak schopnosti
vybranych mikroorganismu utilizovat rtizné sacharidy, jednak odolnosti mikroorganismii viici
pfitomnym inhibitorim, a to oboji navic v kombinaci s vysokou schopnosti produkce
polymeru.

vvvvvv

lignocelulosovych hydrolyzatti se soucasnou schopnosti produkce PHA mezi mesofilnimi
mikroorganismy jevi kmen Burkholderia sacchari [237]. Dalsi moznosti je vyuziti
extrémofilnich PHA producentii jakozto slibnych alternativ obvykle pouzivanych mesofilu.
Celkové se jejich vyuziti v biotechnologiich zavadi vramci konceptu primyslovych
biotechnologii nové generace (NGIB), jelikoz vyuziti extrémofilnich mikroorganismil ¢asto
zvySuje robustnost celého procesu vzhledem ke sniZeni rizika kontaminace béZznymi kmeny.
Biotechnologickda produkce nejen PHA tak muize byt provddéna za semi-sterilnich ¢i
nesterilnich podminek, a to v semi-kontinualnim ¢i kontinualnim rezimu [238]. S ohledem na
vyuziti konkrétnich extrémofili se jevi jako zajimava skupina halofilni mikroorganismy, u
nichZ se Siroce vyskytuje schopnost produkce PHA, coZ u nich pravdépodobné piedstavuje
jeden z moznych adaptacnich mechanisma viéi vysokému osmotickému tlaku vyskytujicimu
se Vv jejich prirozeném prostiedi [213]. Druhou skupinou extrémofilti, u nichz byla ve vyssi
mife popsana produkce PHA, jsou termofilni mikroorganismy [239]. Na zaklad¢ zminénych
skuteCnosti byly pro experimentalni praci v ramci publikace vybrany tii bakteridlni kmeny.
Prvni zvoleny kmen, mesofilni Burkholderia sacchari DSM 17165, byl vyuzit vzhledem
k potencialu diskutovanému vyse. Druhym kmenem byl stfedné halofilni kmen Halomonas
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halophila s vysokou metabolickou flexibilitou sohledem na zdroje uhliku, tim padem
s vysokym potencialem pro vyuziti ligkocelulosovych hydrolyzati [240], ktery byl mj. vyuzit
i diive v ramci evoluc¢nich experimentd. Jako posledni kmen byl vyuzit termofil Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344, jez na zaklad¢ literatury preferuje xylosu oproti ostatnim
sacharidim [241], pfestozZe je také ¢astetné metabolicky flexibilni. Vybrané mikroorganismy
byly kultivovany na modelovych hydrolyzatech lignocelulosové biomasy za ucelem
posouzeni rastovych a produkénich charakteristik. Vzhledem K pifitomnosti mikrobialnich
inhibitort byla rovnéz posouzena odolnost mikroorganismi vi¢i vybranym relevantnim
latkdm inhibujicim rGst. Na zakladé ziskanych dat bylo posléze provedeno porovnani
extrémofilnich PHA producenti s kmenem B. sacchari. Vysledky provedenych experimentd
byly publikovany v ¢asopise Bioresource Technology v ¢lanku v ramci PFilohy IV této prace.

V ramci pilotniho experimentu jsme posuzovali potencial kmend pii ristu na modelovych
hydrolyzatech, a to jednak vzhledem k nartstu biomasy, jednak s ohledem na produkci PHA
v biomase. Jako dopliikova analyza reflektujici schopnost utilizace davkovanych sacharidi
bylo vyuzito stanoveni zbytkovych sacharidi v supernatantu po kultivaci. Pro celkové
porovnani byly kmeny kultivovany rovnéZz na preferovanych zdrojich uhliku, tedy glukose pro
B. sacchari a H. halophila, respektive xylose pro S. thermodepolymerans. Jako modelové
hydrolyzaty odpadnich lignocelulosovych produkti byly vybrany nasledujici; hydrolyzat
mekkého dieva, tvrdého dieva, ryzové slamy, bagasy z cukrové titiny, pSenicné slamy
a pseni¢nych otrub, které se 1iSi zastoupenim jednotlivych monosacharidi. Na zaklade
literatury byly pfipraveny modelové hydrolyzaty obsahujici v rizném zastoupeni smes hexos
a pentos, konkrétné¢ glukosu, xylosu, arabinosu, mannosu a galaktosu, kdy ne vSechny
monosacharidy byly zastoupeny u vSech smési (Tab. 8).

Tab. 8: Slozeni jednotlivych modelovych hydrolyzati

sacharid (g/L)

glukosa xylosa  arabinosa mannosa galaktosa reference

material
mékké direvo 16,6 1 0,1 2 0,3 [242]
tvrdé dievo 3,2 12,4 1 1,8 1,6 [243]
ryZova slama 4,2 13,4 2,4 - - [244]
bagasa z cukrové titiny 2,8 15 2,2 - - [244]
pSeni¢na slama 11,2 7,2 0,9 - 0,7 [245]
pSeni¢né otruby 0,8 12,4 6,8 - - [246]

Celkova koncentrace sacharidi v pfipravenych médiich byla 20 g/L, a to jak v piipadé
modelovych hydrolyzata, tak 1 u kontrolnich kultivaci s preferovanym substratem. Jednim
z cild experimentl bylo tedy najit nejvhodnéjsi hydrolyzat pro jednotlivé bakterie. Kromé
schopnosti ristu na hydrolyzatech byla klicova i schopnost tvorby PHA v biomase (vysledky
jsou uvedeny nize v Tab. 9). Experimenty zamétené na vytézek byly provadény na idealnich
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modelovych hydrolyzatech sestdvajicich z monosacharidl, realné vzorky lignocelulosovych
hydrolyzati by obsahovaly i fadu dfive diskutovanych chemickych latek vystupujicich jako
mikrobialni inhibitory, a to kyselinu ferulovou, gallovou, furfural, 5-hydroxymethylfurfural
a jiz zminované kyseliny octovou a levulovou.

Tab. 9: Porovnani ristu a produkce PHA u vybranych bakterialnich kmenti na modelovych
hydrolyzatech

residualni

“ 1 * *K
mikroorganismus hmyo(ﬁe;fy?; . b'[og r/nLa]sa [hFr)]:l E/O] Sac[g;':llr]idy \[(]P’ s [Y_]X’S

kontrola (glukosa) 3,45+0,10 53,86+ 1,30 489+031 0,14 0,25

mékké drevo 3,16+£0,03 49,75+1,40 8,41+0,29 0,11 0,29

tvrdé dfevo 3,11+£0,05 53,50+1,73 10,59 +0,33 0,20 0,35

B. sacchari ryzova slama 2,71 £0,06 49,79 +1,02 14,14+ 0,13 0,14 0,25
bagasa z cukrové titiny 3,02 +£0,10 49,64 + 1,56 14,83 £0,74 0,13 0,25

pSeni¢na slama 3,22+0,04 49,30 +0,81 7,01+£0,14 0,23 0,43

pSeni¢né otruby 3,31+0,03 54,18+0,14 10,81 £0,14 0,15 0,28

kontrola (glukosa) 6,35+0,05 72,35+0,96 3,16+0,02 0,27 0,38

mekké drevo 6,47+0,08 73,48+1,15 298+0,32 0,28 0,38

tvrdé dievo 381+£0,09 51,30+1,14 9,68+0,23 0,19 0,37

H. halophila ryzova slama 3,52+0,08 51,43+1,23 9,70+0,52 0,18 0,34
bagasa z cukrové titiny 3,14 +0,13 56,14+ 0,89 8,52+0,78 0,15 0,27

pSeni¢na slama 5,32+0,01 74,74+1,73 5,77+0,44 0,28 0,37

pSeni¢né otruby 2,56+0,13 44,47 +1,30 10,69 £0,78 0,12 0,28

kontrola (xylosa) 5,92+0,08 72,03+0,41 2,77+021 0,25 0,34

mékké dievo 0,86+ 0,16 14,74 £ 7,42 18,29 £0,31 0,08 0,50

tvrdé dievo 491+048 65,71 +241 496+0,08 021 0,33

ermo desc-)lymerans ry7ové slama 5244013 75324200  433+029 025 0,33
bagasa z cukrové titiny 4,62 +0,06 70,45+ 0,23 6,12+0,00 0,23 0,33

pSeni¢na slama 441+0,69 70,92 +1,37 5,79+0,47 0,22 0,31

pSeni¢né otruby 3,64+0,39 64,48 +4,02 6,93+0,31 0,18 0,28

*yytéznostni koeficient Ypis — pomér vytézku produktu k mnozstvi utilizovanych sacharidi
**yytéznostni koeficient Yx/s — pomér mnozstvi biomasy k mnozstvi utilizovanych sacharidii

Mesofilni bakterie B. sacchari vykazovala nejvyssi nariist biomasy v kontrolni kultufe, tedy
pfi rlstu na Cisté glukose. Bylo zji§téno, Ze se jedna o robustni bakterii, kterd byla schopna
ristu na vSech pfipravenych smésich sacharidd, a to za vydatné biosyntézy PHA. MnoZstvi
biomasy na jednotlivych substratech nebylo vyrazné odlisné, pouze pfi riistu na hydrolyzatu
ryzoveé slamy byl zisk biomasy signifikantné niZsi, a to 2,71 g/L, coZ je ale pouze ptiblizné
28 % pokles oproti kontrole. Na zakladé mnozstvi zbytkovych sacharidii v médiu po kultivaci
stanoveny pro kontrolu nasledovanou hydrolyzatem mékkého dieva a pSenicné slamy.
Piestoze nejvyssi zastoupeni bylo opét v biomase pii kontrolni kultivaci (53,86 hm. %, tj.
1,86 g/L), uzadné kultury nebyl obsah PHA v biomase nizs$i nez 49,3 hm. %. Nejvyssi
zastoupeni polymeru v biomase bylo detekovano pii kultivaci na hydrolyzatu pseni¢nych
otrub, a to 54,18 hm. %, coz predstavovalo celkovy vytézek 1,8 g/L PHA. Vzhledem
k ziskanym datim lze potvrdit publikované studie, ze bakterialni kmen B. sacchari je
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vhodnym kandidatem pro produkci PHA pfi kultivaci na riznych hydrolyzatech s ohledem na
flexibilitu vuci preferovanym sacharidim [237, 247].

Na prvni pohled je patrné, Ze hodnoty ziskané biomasy stejn¢ jako v ni obsazenych PHA byla
u halofilni H. halophila vys$si nez u testovaného mesofilniho kmene. Jako nejvhodnéjsi se
jevila imitace hydrolyzatu mékkého dieva, a to z hlediska nejvyssiho obsahu biomasy (6,47
g/L) iobsazenych PHA s vytézkem 4,75 g/L. Hodnota biomasy byla oproti B. sacchari
dvojnasobnd, mnozstvi akumulovaného PHA bylo trojnasobné. Nicméné kmeny maji
spole¢ny rys, a to preferenci hexos, jelikoz i kmen H. halophila vykazoval lepsi rust
a produkci na hydrolyzatech me¢kkého dieva, kdy byly stanoveny nejvyssi vytézky soucasné
naakumulovano nejvyssi zastoupeni PHA v biomase, a to 74,74 hm. %. Naopak jako nejhorsi
substrat se jevil hydrolyzat pSeni¢nych otrub bohaty na pentosy, a to ve vSech zkoumanych
parametrech. Porovname-li jesté jednou B. sacchari a H. halophila, tak kromé vyrazné
vysSich vytézkli biomasy a PHA pro druhy zminény kmen, je podstatné taky rozdil
v kultivaénich podminkdch. Halofilni kmen vyZaduje pro svlij rast stfedné vysokou
koncentraci soli v médiu (optimalné 66 g/L NaCl), coz ve vysledku pii kultivaci nabizi
vyhodu oproti mesofilnimu nehalofilnimu kmenu, a to sniZzeni narokl na sterilitu celého
procesu, jelikoz pomérné vysoka koncentrace soli v médiu brani kontaminaci [238]. Mimoto
je tento rys H. halophila vyhodny i pro kultivaci na realnych hydrolyzatech lignocelulosové
biomasy, jelikoz se po Casto vyuzivané hydrolyze silnymi anorganickymi kyselinami nebo
zasadami a nasledné neutralizaci v hydrolyzatech vyskytuje pomérné vysoké mnozstvi soli
[131], ktera tim padem nemusi byt ani v podobé¢ ¢istého NaCl piidavana. Vyuziti halofild se
proto jevi jako vhodna strategie produkce PHA na lignocelulosovych hydrolyzatech [248].
V ptipad€ nutnosti pfidavku dal§iho mnoZzstvi soli se také nabizi vyuziti motské vody, coz
vede k dalsimu snizeni nakladi na produkci PHA [249]. Kromé polymeru produkuji halofilni
kmeny za ufelem vyrovnani se s vysokym osmotickym tlakem kompatibilni soluty, jako jsou
ektoiny ¢i trehalosa, které mohou piedstavovat dal$i zajimavé produkty vhodné k izolaci
[250]. Nicméné témto latkam jsme se v ramci této prace nevénovali, pozornost byla upfena
na biotechnologicky potencial H. halophila s ohledem na produkci PHA.

Posledni testovany bakterialni kmen S. thermodepolymerans se lisil od dvou piedchozich
sohledem na vyuzivanim substratl, jelikoZz upfednostiioval pentosy pied hexosami.
Nejvyssich vytézki biomasy tedy bylo dosaZzeno na modelovych hydrolyzatech s vySSim
zastoupenim xylosy a arabinosy, coZ se projevilo nasledné i na produkci PHA v biomase.
Nejvyssi vytézek polymeru byl ziskan pii kultivaci na hydrolyzatu ryzové slamy (3,94 g/L)
nasledovaném bagasou z cukrové titiny (3,25 g/L) a hydrolyzatem tvrdého dieva (3,22 g/L).
Na téchto substratech byly vytézky podstatné vyssi nez u kmenu B. sacchari a H. halophila
preferujicich modelové hydrolyzaty bohaté na hexosy glukosu a mannosu (piipadné
galaktosu), tedy hydrolyzatu mékkého dfeva a pSeni¢né slamy. Pfi kultivaci na modelovém
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residudlnich sacharidii z pivodnich 20 g/L, a to 18,29 g/L. Extrémofilni mikroorganismy
muzou byt tedy s vyhodou vyuzity pro ucely produkce PHA na modelovych hydrolyzatech
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lignocelulosy, a to H. halophila pro substraty bohaté na hexosy a S. thermodepolymerans pro
substraty bohaté na pentosy, v obou piipadech budou zajistény vyssi vytézky nez pii vyuziti
mesofilniho kmene B. sacchari s vysokou flexibilitou vici substratu.

Piestoze se v obou piipadech extrémofilti dostavame K vyssim vytézkam biomasy i PHA, je
Z hlediska realného biotechnologického procesti nutné reflektovat charakteristiky jednotlivych
skupin téchto bakterii. Spolecny rys spocivd v eliminaci kontaminace béznou mikrobialni
mikroflorou, a to bud’ zvySenou koncentraci soli v médiu ¢i vyssi kultivacni teplotou.
Dlouhodoby experiment tymu Ibrahim a Steinbilichel (2010) zaméfeny na produkci PHA
provadény s kmenem Chelatoccocus sp. v semisterilnim prostiedi pii 50 °C potvrdil hypotézu
NGIB konceptu, jelikoz béhem celého procesu nedoslo ke kontaminaci kultury [251]. Jako
mozna limitace potencidlu termofilti pro produkci na redlnych hydrolyzatech se mize zdat
pfitomnost vétstho mnozstvi soli, nicméné bylo dokdzano, ze ftada termofilnich
mikroorganismu patii rovnéz mezi halotolerantni, jelikoZ podobné jako halofilové produkuji
kompatibilni soluty, které je primarn¢ chrani vici zvySené teploté, ale mohou pravé zastat i
funkci osmoprotektantti v pfipadé expozice hyperosmotickému prostiedi [252]. Porovname-li
kultivaéni naroky halofilnich a termofilnich PHA producentii, prvni zminénd skupina vyzaduj
vysokou koncentraci soli, coz muze zpusobovat vazny problém spojeny s korodovanim
pouzivaného zatizeni [238]. Termofilni producenti naproti tomu vyzaduji pouze zvysenou
teplotu, Casto vrozmezi 50-55°C, coz pro kultivacni zafizeni nepfedstavuje nebezpeci
z hlediska poskozeni Vv porovnani s vysokymi koncentracemi soli. Pfestoze se muze zdat, ze
naroky na vyssi teplotu predstavuji komplikace s ohledem na vyS$si energetickou nérocnost
celého procesu, ve skutecnosti rychle rostouci kultury produkuji metabolické teplo, které
soucasn¢ s teplem vznikajicim pfi michani mlze pfedstavovat znanou cast energie, ktera
pokryje naroky kultury. Tim patii termofilni kultury k de facto c¢astecné samozahiivanym
systémim [251]. Je na misté poznamenat, ze velkou Cast energetickych nakladt pii kultivaci
mesofili predstavuje chlazeni rychle rostouci a metabolizujici mikrobialni kultury. Tento
naklad u termofila prakticky odpada.

Abychom se piiblizili redlnym hydrolyzatim a posoudili i druhy aspekt vhodnosti vybranych
mikroorganismi pro Ucely vyuziti pro produkci PHA, byly kmeny vystaveny inhibitorim,
které se mohou v redlnych hydrolyzatech vyskytovat. VIliv mikrobidlnich inhibitord je
nezanedbatelny, vyrazn€ ovliviiuje rlst i celkovy metabolismus, a to pravé i vzhledem
Kk produkci PHA. Pro co nejvyssi vytézky PHA je tak nutné, aby byly pouzity kmeny co
nejvice robustni vic¢i negativnim vlivil téchto latek. Mezi nejcetnéji se vyskytujici potencialni
inhibitory po hydrolyze lignocelulosové biomasy byly pro tento ucel vybrany organickeé
kyseliny ferulova, gallova, octova a levulovda a dale furfural ¢i jeho derivat
5-hydroxymethylfurfural (5SHMF). Prvni dvé kyseliny patii mezi fenolické latky pochazejici
z degradace ligninu, obé vykazuji vyrazny antimikrobialni u¢inek prostiednictvim poSkozeni
bunéénych membran bakterii a taktéz indukuji precipitaci ¢i denaturaci proteini [253].
Furfural a SHMF vznikaji pfi hydrolyze lignocelulosy chemickym rozkladem sacharidd,
jejich inhibi¢ni ucinek spocivd ve vazném narusSeni tokd metabolitd napfi¢ mikrobialnim
metabolismem a stim souvisejicim nedostatecnym energetickym metabolismem [254].
Rozkladem sacharidii vznikaji hojné také posledni testované kyseliny, octova i levulova, které
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v disociované formé& zUstavaji v extracelularnim prostfedi, nicméné nedisociované formy
mohou prochazet do bun¢k prostfednictvim pasivni difize. V bunice nasledné¢ mtze dochazet
k disociaci, coz vyusti ve zménu intracelularniho pH, jez musi byt buiikou regulovano v ramci
odpovédi na osmoticky stres, a to na ukor energetického metabolismu [166]. Koncentrace
inhibitori byly vybrany na zaklad¢ predchozich zkuSenosti s inhibicnimi efekty ptisobici na
kmeny, a to 1 g/L pro kyselinu ferulovou, gallovou a levulovou, 3 g/L pro kyselinu octovou
byly kmeny B. sacchari, H. halophila a S. thermodepolymerans kultivovany na preferovanych
sacharidech jednak v kombinaci s testovanymi inhibitory, jednak i bez jejich pfitomnosti.
Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 10).

Tab. 10: Vliv inhibitorti na rust a produkci PHA u vybranych bakterialnich kment

. . mikrobialni biomasa *PHA reSiduélni . ***
mikroorganismus inhibitor [o/L] [hm. %] sacharidy inhibice

[o/L] [%0]

kontrola (glukosa) 2,82+001 5549+1,95 8,59 + 0,47 0

kyselina ferulova 1,92 +0,05 37,26 £1,12 13,50 £ 0,27 54

kyselina gallova 3,03+ 0,09 55,85 +£2,05 11,45 +0,08 -8

B. sacchari 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 octova 291+000 54,86+0,18 13,16 £ 0,13 -2

kyselina levulova 2,68+0,00 748,17+2,28 10,45 +£0,03 8

kontrola (glukosa) 5,99+0,07 85,12+2,38 2,37 +0,01 0
kyselina ferulova 0,10+ 0,02 26,26 1,21 18,79 £ 0,04 100

kyselina gallova 3,99+0,01  73,89+3,48 7,42 +0,12 42

H. halophila furfural 397+0,12 71,61+216 7,48 £0,03 44
5-HMF 544+0,15  79,45+2,65 4,22 +0,10 15

kyselina octova 5,11+0,16 75,68 £2,23 6,97 £ 0,13 24

kyselina levulova 1,99 £ 0,04 59,05+ 1,49 11,69 + 0,26 77

kontrola (xylosa) 6,31 +0,12 73,00 +1,90 4,89 £ 0,01 0

kyselina ferulova 1,68 +£0,01 52,20+1,80 13,00+ 0,00 81

kyselina gallova 3,68 £ 0,57 56,90 + 1,60 14,35+ 0,01 55

tSHermodeponmerans furfural 4,57+0,10 63,00+ 1,00 6,78 + 0,05 24
5-HMF 6,19+021 6830+1,70 3,74+ 0,03 20

kyselina octova 5,22 +£0,10 69,80 +2,50 7,32+0,18 14

kyselina levulova 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

***zhodnoceni vlivu potencidlniho inhibitoru na rist; vypocéteno jako pomér biomasy v pfitomnosti
daného stresoru a bez néj, zaporné hodnoty znaci pozitivni vliv na rist bun¢k

Na zéklad¢ vysledki experimentu zaméfeného na posouzeni nartistu biomasy a produkce
PHA na modelovych hydrolyzatech lignocelulosovych substrati byl mesofilni kmen B.
sacchari vyhodnocen jako nejméné vhodny. Naopak na zakladé testovani robustnosti kmend
byl shleddn jako nejvhodnéjsi producent, jelikoz negativni efekt testovanych inhibitord pii
porovnani s Kontrolou byl nejniz§i. Nejvétsi inhibi¢ni efekt byl pozorovan v pfitomnosti
kyseliny ferulové, kdy pokles vytézku PHA oproti kontrolni kultufe bez inhibitorti ¢inil
ptiblizn¢ 54 %. Zéaroven byl vjeji pritomnosti detekovan nejvys$i obsah residualnich
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sacharidi po kultivaci (13,50 g/L), coz nasvédCuje i celkové Spatnému nartstu kultury.
Extrémofilni kmeny H. halophila a S. thermodepolymerans v ptitomnosti kyseliny ferulové
taktéz vykazovaly pro n¢ nejvysSsi inhibi¢ni efekt, kdy pro halofilni kmen ptedstavoval
vytézek témér 100% ucinek, pro termofilni kmen byl vytézek PHA zredukovan oproti
kontrole o 81 %, tedy pokles ze 4,60 g/ na pouhych 0,87 g/L, coz korelovalo rovnéz
s trendem poklesu mnozstvi biomasy a nejvySSimi mnozstvimi residualnich sacharidi.
Podobny efekt se projevil i u kyseliny gallové, ktera kmen B. sacchari neinhibovala, naopak
byl pozorovan mirny nariist biomasy i PHA oproti kontrole. U extrémofild byl opét
pozorovan vyrazny pokles vytézku PHA oproti kontroldam, nicméné nizs$i nez u kyseliny
ferulové. Naopak nejméné robustnim kmenem se na zéklad¢ vysledka jevi byt halofilni kmen
H. halophila, jenz vykazoval vysokou senzitivitu vii¢i vlivim vSech testovanych inhibitoram.
Nejmensi vliv na rast a produkci PHA pro kmen ptedstavoval SHMF s 15% inhibi¢nim
efektem, ktery byl ale u v§ech kment pfiblizné srovnatelny. Zajimavy poznatek byl ziskan na
zaklad¢ dat inhibi¢niho vlivu kyseliny levulové. Vyrazna inhibice ristu a produkce PHA byla
pozorovana pouze u kmene H. halophila, a to 77 %, nejvice po kyselin¢ ferulové.
U zbyvajicich dvou kmenii k inhibici vesmés nedosSlo, naopak byly schopné kyselinu
levulovou utilizovat, coz se projevilo akumulaci kopolymeru P(3HB-co-3HV), coz bylo pro
kmen B. sacchari jiz diive popsano [160]. Metabolizace kyseliny levulové spociva v pirevodu
na levulinyl-CoA anasledném S$tépeni na propionyl-CoA a acetyl-CoA, které mohou byt
nasledné vyuzity vramci metabolismu bud’ za ucelem zisku energie nebo pro tucely
biosyntézy PHA, mj. pravé i kopolymeru P(3HB-co-3HV) za ptedpokladu, Ze kmeny
disponuji potfebnym metabolickym aparatem [171, 255]. Produkce kopolymeru v pifitomnosti
kyseliny levulové byla popsédna i pro kmen C. necator H16, a to v ramci pfilohy I této préce.
Materidlové charakteristiky kopolymeru jsou pro zpracovani a vyuziti lepS§i nez pro
homopolymer P(3HB), proto je utilizace kyseliny levulové, jakozto prekurzoru 3HV,
vyhodnym rysem mikrobidlnich producenti PHA. Navic kyselina levulova vzhledem ke
svému puvodu patii mezi pomérné levné chemikalie pochazejici z obnovitelnych zdroju, kdy
naopak fada jinych prekurzorii byva na finan¢n¢ ndrocnd, coz nasledné zvySuje vyrobni
naklady na kopolymery.

Pravé vysledky ziskané pro kmen H. halophila nas vedly k experimentu zaméfenému na
adaptaci kmene na kyseliny octovou a levulovou v ramci metodiky evolu¢niho inZenyrstvi,
ato za ucelem sniZeni inhibi¢niho vlivu kyselin se zachovanim vysoké produkce PHA. Na
zaklad¢ ziskanych vysledkd doslo vlivem adaptace k postupnému nardstu vytézku biomasy
a Vv ni obsazeném PHA az na 3,98 g/L biomasy a pftiblizné 2,5 g/L PHA, nicméné ani po 84
pasazich nedoslo ani k ¢astecné utilizaci kyseliny levulové jakozto prekurzoru 3HV. Kyselina
octova byla utilizovana pftiblizné z poloviny, coz bylo detekovano pomoci residualniho
mnozstvi jednotlivych kyselin v supernatantech po kultivaci.

Porovnanim charakteristik ristu a produkce v pfitomnosti inhibitorti jsme zjistili, Ze oba
extrémofilni kmeny vykazuji vét$i nachylnost jejich negativnimu vlivu oproti mesofilnimu
kmeni B. sacchari. Nejvyrazngji se projevil inhibi¢ni efekt kyseliny ferulové, coz je pro ucely
produkce PHA na hydrolyzatech lignocelulosy v ramci konceptu NGIB vhodné reflektovat.
Vesmes tak mlze byt provedeno vice zpiisoby, kdy prvni spo¢iva v Gpraveé hydrolyzata pii
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procesu detoxifikace [253]. Bez upravy substrati druhy pfistup spociva v upravé odolnosti
produkujicich mikroorganismti vii¢i vlivu inhibitord. Pro tento ucel se nabizi pfistup
evolu¢niho inzenyrstvi, jak je diskutovano v pfiloze 1 vramci této prace, pfistupy
metabolického inZenyrstvi [256], genového inzenyrstvi apod. I pfes zminény vyssi inhibi¢ni
vliv testovanych latek stale testovani extrémofilové H. halophila a S. thermodepolymerans
predstavuji velmi uspésné kandidaty pro produkci PHA na hydrolyzatech lignocelulosové
biomasy pochézejici napi. z potravinaistvi. Pomineme-li vysoky inhibi¢ni vliv kyseliny
ferulové na oba kmeny a kyseliny levulové na H. halophila, vytézky PHA ziskané z biomasy
extrémofilnich kmeni byly podstatné vyssi nez pro mesofilni kmen B. sacchari kultivovany
za stejnych podminek, a to dvakrat az tiikrat vyssi. V piipadé modelovych hydrolyzata byly
ziskany pro nejvhodnéjsi hydrolyzaty vytézky PHA jest¢ vySsi. Pfi vybéru nejvhodnéjsich
realnych hydrolyzati je dulezité reflektovat zastoupeni sacharid po hydrolyze, jelikoz
jednotlivi producenti mohou rtizné naroky na povahu uhlikatych zdroji (pentosy, hexosy),
a taktéz ptitomnost mikrobidlnich inhibitorti. Na zaklad¢ naSich dat je mozné déle rozvinout
robustni a efektivni vyrobni proces produkce PHA na hydrolyzatech lignocelulosovych
odpadl v ramci NGIB, a to za sniZeni celkovych nékladi na produkci. Kromé homopolymeru
P(BHB) mize byt produkovan také kopolymer P(3HB-c0-3HV) s vyhodné&jSimi
mechanickymi a technologickymi vlastnostmi.

4.3 Ekologicka izolace PHA z extrémofilnich producenti

Vysoké nédklady na cely proces velkoobjemové produkce PHA limituji jeji vyraznéjsi
zavedeni do pramyslu. Pro Ucely sniZzeni celkové ceny existuje fada strategii, které byly jiz
diskutovany diive v ramci prace. Jednd se pfedevSim o vyuziti odpadnich substrati pro
kultivaci ¢i vyuziti extrémofilnich mikroorganismli. Pfedchozi ¢ast prace se zaobirala
vyuzitim extrémofilnich mikroorganismi pii biotechnologické produkci PHA. Bylo zjisténo,
ze tato skupina producentd kromé vysokého potencidlu tvorby polymeru nabizi Vv ramci
konceptu NGIB moZnost snizeni cen biotechnologického procesu diky snizeni nédkladii na
sterilizaci médii a kultivacniho zafizeni, coz nasledné snizi naklady jesté vice nez samotné
vyuZiti odpadnich substrati. Nicméné vybranych vlastnosti extrémofilnich producentii PHA
muze byt S vyhodou vyuZito 1 pfi procesu izolace polymeru z bun€k. Pii navrhu izola¢niho
procesu je pfitom nutné zohlednit charakteristiky vybranych extrémofild, jelikoZ prestoZe
nékteré rysy mohou byt spolecné, jiné se naopak mohou odliSovat vzhledem k prostiedi, ve
kterém se dané skupiny téchto mikroorganismi pfirozené vyskytuji.

V ramci prace jsme se zaméfili na zastupce halofild H. halophila a zastupce termofila S.
thermodepolymerans, které byly jiz testovany jakozto potencialni producenti PHA na
modelovych hydrolyzatech lignocelulosové biomasy. Jednak pii ristu na preferovanych
sacharidech, jednak i na modelovych hydrolyzatech prokéazaly velky potencial pro produkci
PHA se soucasnou moznosti snizeni nakladii na vyrobu. Mnozstvi polymeru v biomase
halofilniho kmene pfi ristu na glukose dosahovalo v priméru pies 80 hm. %, obsah PHA
u termofila pfi ristu na xylose byl v priméru 70 hm. %. Vytézky biomasy i polymeru jsou
tedy zna¢né vysoké, coz je ¢ini vhodnymi kandidaty pro velkoobjemovou produkci. Nicméné
ve vybranych skupinach extrémofilnich mikroorganismi se nachazi vice slibnych kandidatd
pro velkoobjemovou produkci PHA, jez byli popsani, u rodu Halomonas se kromé H.
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halophila [240] jedna o fadu dalsich kmenu jako H. boliviensis [257], H. hydrotermalis a H.
neptunia [222] ¢i H. bluephagenesis [258]. Mimoto slibnym PHA producentem patii i
extrémn¢ halofilni archaea Haloferax mediterranei [259], ktera vyzaduje pro rist vice nez 200
o/L NaCl v médiu. Produkce PHA u halofild mize byt uvazovana pii pfirozené adaptaci
zastupcl na expozici prostredi o vysoké osmotické sile, kdy pfedevSim monomerni jednotky
slouzi jako kompatibilni soluty (osmolyty) napomahajici kompenzovat osmotickou silu
vnéjSiho prostiedi. Nicméné tato strategie byva uvazovana predevsim pro stfedné halofilni
PHA producenty, u extrémnich halofilti, mezi néz patii predevsim zastupci haloarchaea pro
tento Ucel intracelularn¢ akumuluji dalsi organické latky (osmolyty) nebo anorganické latky
jako draselné ionty [260].

Druhy testovany kmen patii do skupiny termofilnich mikroorganismt. Jak jiz bylo uvedeno,
tato skupina se piirozen¢ vyskytuje v prostiedich o vysSich teplotach, na néz jsou tim padem
adaptovany [261]. Na rozdil od halofili bylo u termofilti testovano podstatné méné rodu,
které jsou schopné vyssi produkce PHA a jsou tedy vhodnymi kandidaty pro vyuziti
Vv biotechnologiich. Jednotlivé slibné kmeny patii do roda Caldimonas [262], Tepidimonas
[263], z konkrétnich zastupct pak kmeny Aneurinibacillus sp. H1 [216] ¢i jiz zminény kmen
S. thermodepolymerans [241]. U termofilii nicméné neni role PHA v ramci adaptace tak
pfimocara, byla popsana pouze souvislost mezi odolnosti mesofilnich kment akumulujicich
PHA vici teplotnimu Soku [264]. Adaptace termofilti na vyssi teploty spociva primarné ve
zméndch struktury proteind, navyseni aktivit chaperont chranicich proteiny pfed denaturaci,
produkci proteini teplotniho Soku (heat-shock proteinti), akumulaci organickych
kompatibilnich molekul podobné jako u halofilii ¢i ve zménach struktury bunécné stény
u extrémnich termofilt a archaea [265].

Uvedené kmeny lze kromé kultivace na odpadnich substratech vyuzit v ramci NGIB, coz vede
ke snizeni narokid na sterilitu zafizeni, a tim tedy ke snizeni nakladt na celkovy proces a
taktéZ 1 cenu vysledného produktu. Jako dalsi, posledni, strategie sniZujici ndklady na cely
proces se nabizi vyuziti ekonomicky méné narocné izolace nez je standardni izolace extrakci
pomoci organickych rozpoustédel. Volbu extrakéniho €inidla limituje omezena rozpustnost
PHA ve standardnich rozpoustédlech pouZivanych pro analogické aplikace, prakticky se tak
jako nejvhodnéjsi vyuzivaji chlorovand rozpoustédla, jako jsou napiiklad chloroform ¢i
dichlormethan, kterd kromé vysoké pofizovaci ceny a celkové technologické naro¢nosti
predstavuji ekologickou zatéz izolaéniho procesu [266]. Za upravenych podminek
zahrnujicich zvySenou teplotu a tlak (120 °C, 7 bar) se pro ucely extrakce mohou vyuZit tzv.
PHA anti-solventy, mezi néz patfi predev§im aceton [267]. Alternativné lze namisto
klasickych rozpoustédel jakozto extrakénich CcCinidel vyuzit extrakéni vlastnosti
Nicméné rozpustnost PHA samotnym superkritickym CO2 neni piili§ vysokd, pro
zefektivnéni procesi je zapotiebi pfidavat aditiva zvySujici rozpustnost PHA, napf. methanol,
coz nasledné snizuje efektivitu celého procesu [268, 269].

I ptes rozdily v provedeni se zminéné pfistupy shodovaly ve strategii procest spocivajicich
Vv rozpusténi polymeru v daném rozpoustédle a oddéleni nerozpusténé frakce. Opacny ptistup
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spociva v rozpusténi ostatnich komponent bun¢k a oddéleni nerozpustné frakce PHA pomoci
filtrace ¢i centrifugace. Vzhledem k faktu, ze polymer muze z hlediska obsahu ptekrocit
90 hm. % biomasy, jevi se jako logictéjsi pristup oddglit zbyvajici frakci nepolymerniho
charakteru, coz plati i v pifipadé nami vyuzitych kmena se 70-80 hm. % PHA v biomase. Pro
tyto ucely byla vyvinuta fada strategii vyuzivajicich odlisSnych chemickych latek zaméiené na
odd€leni zbytkii bunék nepiedstavujicich PHA. Jako slibny pfistup se jevi vyuziti
hydrolytickych enzymii narusujicich bunécné struktury, kterd jsou tim solubilizovatelné ve
vodnych roztocich. Nejcastéji popsané postupy vyuzivaji komeréné dostupné proteasy jako
Proteasa 1330, Esparasa, Alkalasa, Neutrasa, Allproteasa a dal$i [270], nicméné i pfies
pomérné vysokou ucinnost je vyuziti limitovano vysokou pofizovaci cenou enzymd.
Podobnou funkci mohou zastat i rozlicné chemické latky s riiznou chemickou podstatou,
Z nejcastéji vyuzivanych se jedna o hydroxid sodny [271], chlornan sodny [272, 273], EDTA
a dale skupina detergentt, z nichZ byly testovany napi. dodecylsiran sodny (SDS) [273] nebo
laurat amonny [274]. Kromé separatniho vyuziti mizou byt vybrané piistupy kombinovany
tak, aby byl vytézek PHA co nejvyssi 1 s ohledem na &istotu vyizolovaného materialu, jako
vyhodny se jevil pfistup kombinujici vyuZiti enzymi spolecné s SDS a EDTA, kdy ziskany
polymer m¢l ¢istotu srovnatelnou s PHA izolovanym pomoci extrakéni metodou [275].

Jako dalsi pfristup, ktery vede k naruseni celistvosti mikrobialnich bunék bez nutnosti
pridavku dalSich chemickych latek, se nabizi vyuziti hypotonické lyze. Provedeni je pomérné
jednoduché, tkvi v expozici bunék prostiedi o vyrazné nizs$i osmotické sile nez prostiedi,
v némz byly buiiky kultivovany. Pfi nahlé expozici bunék takovému prostiedi dochdzi vlivem
rozdilt osmotickych tlakti k penetraci vody do bunék, coz vede k naruseni jejich integrity,
praskani bun¢k a naslednému uvolnéni intracelularniho obsahu. Piestoze Ize piistup
teoreticky aplikovat na témé&f vSechny mikroorganismy, zejména halofily, byl popsan
piedev§sim pro extrémné halofilni archaea Hfx. mediterranei uvedeny jiz dtive, ktery je
vzhledem k pozadavku na vysoké mnozstvi soli (pfes 200 g/L) na expozici hypotonickému
prostieni extrémné senzitivni. Reakce pifi expozici destilované vodé se projevi témér
okamzité, bunky ztrati svoji integritu a dochazi k uvolnéni granuli PHA do roztoku. Nicméné
lyze v pouhé destilované vody nevede v tomto piipadé k zisku polymeru o vysoké Cistote,
pelet ziskany po centrifugaci je smési vrstvy bunééné debris, granuli PHA a vrstvy proteini
[276]. Na celkovy pelet je tedy nutné aplikovat purifikaéni kroky vedouci k odstranéni residui
buné&énych komponent [277], a to napf. chlornanem sodnym, peroxidem vodiku ¢i dal§imi
latkami uvedenymi vyse.

V ramci problematiky shrnuté v ¢lanku jsme se vénovali vyvoji metodiky nejen ekonomicky,
ale iekologicky méné naro¢né izolace PHA zbunék extrémofilnich mikroorganisma H.
halophila a S. thermodepolymerans schopnych produkce polymeru vyssi nez 70 hm. % se
soucasnym potencidlem pro aplikovatelnost ptfistupu NGIB. Na zvolené¢ kmeny jsme
aplikovali podminky vedouci k nastoleni hypotonické lyze bunék, jelikoz jsme vzhledem
K potvrzenému obsahu kompatibilnich soluti v bunkach slouzicich k adaptaci Vv jejich
pfirozenych podminkach ocekéavali jejich vys§i nachylnost k osmotickému namahani.
Abychom ziskali dostatecné Cisty produkt, kdyz vezmeme do tivahy vysledky prace s Hfx.
mediterranei, a zaroven abychom napomohli G¢inng&jsi disrupci bunék, vyuzili jsme detergent
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SDS v koncentracnim rozmezi 1-10 g/L, aby byly i pies jeho pfitomnost nadale nastoleny
hypoosmotické podminky vedouci k lyzi. Residudlni SDS po extrakci bylo odstranéno
pfevedenim na nerozpustny produkt vysrazenim s KCl, coz eliminovalo potencidlni negativni
ekologicky dopad slouceniny v ptipad¢, Ze by zlstala v puvodni form¢ v odpadni vodé.
Nerozpustny produkt dodecylsiran draselny (KDS) byl z odpadni vody jednoduse odstranén a
v ramci dal$iho procesu muze byt potencialné preveden zpét na SDS pro dalsi vyuziti. Shrnuti
celého experimentu je znazornéno na nasledujicim schématu (Obr. 23). Jelikoz nami vyvinuty
postup je pomérné unikatni, podali jsme na zaklad¢ ziskanych dat patentovou zadost, ktera je
k praci pfilozena jako Priloha V. Nasledné byly vysledky provedenych experimentt
publikovany v ¢asopise Polymers v ¢lanku v ramci Prilohy V1 této prace.
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Obr. 23: Schéma izola¢niho procesu PHB s vyuzitim SDS z halofilnich ¢i termofilnich bakterialnich
bunck

Na zaklad¢ literarni reSerSe jsme se zpocatku vénovali optimalizaci parametri izolace.
Vychazeli jsme z ptfedpokladu nastaveni hypoosmotického prostiedi pro izolaci, a to
aplikaci roztoku SDS do maximalni koncentrace 10 g/L. Kromé& pfitomnost detergentu byl
1zolaéni proces doplnén tepelnym oSetfenim za ucelem zvySeni Gcinnosti. Jako optimalizacni
parametry byly tedy testovany rtizné koncentrace detergentu SDS, teplota a doba inkubace
V hypoosmotickém prostiedi, a dale také robustnost procesu testovanim vy$§iho mnoZstvi
biomasy V roztoku SDS optimalni koncentrace pii optimalni inkubaci. Béhem experimentl
jsme vzdy charakterizovali vyizolovany materidl a jeho mnoZstvi, aby bylo mozné
kvantitativné porovnat efektivitu jednotlivych pfistupi. Material ziskany optimalizovanym
izolatnim procesem byl déale podrobné&ji charakterizovan prostfednictvim pokrocilejSich
instrumentalnich technik.
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Tab. 11: Vliv koncentrace SDS na izolaci polymeru
Cistota PHB

mikroorganismus  SDS [g/L] vytézek [-]

[hm. %]

1 88,004 0,99

. 2,5 91,4 +27 0,99

H. halophila 5 97.1+3.7 111
10 89,6 + 1,4 1,09

1 65,7+0,8 0,95

S. thermodepolymerans 2,5 87,736 0,97
5 86,4+ 1,4 1,00

10 85,5+0,4 0,92

Prvnim optimalizovanym parametrem bylo mnozstvi SDS v roztoku, testovali jsme &tyfi
koncentrace, a to 1; 2,5; 5 a 10 g/L pro oba bakterialni kmeny (Tab. 11). Efekt jednotlivych
roztokt byl vyhodnocen pro kazdy kmen zvlast, jelikoz vzhledem k rozdilnym povaham obou
extrémofild jsme ocekavali mozny rozdilny vliv zvolené izolace. U obou kmenl jsme
exponovali nakultivované bakteridlni buiiky po 72 h kultivace danym prostiedim po dobu 2 h,
lisily se pfitom teploty inkubace, které byly vramci tohoto experimentu na zakladé
kultiva¢nich teplot nastaveny na 70 °C pro H. halophila a 90 °C pro S. thermodepolymerans.
Pro halofilni kmen s optimalni koncentraci soli v médiu 66 g/L jsme ocekavali mirn¢ vyssi
g/L, kdy byla Cistota vyssi nez 97 hm. %, zaroven byl i nejvyssi vytézek PHA ze vsech
testovanych koncentraci. Lze tedy pozorovat vyrazny efekt hypotonické lyze bun€k soucasné
se zna¢nym purifika¢nim vlivem. OdliSnych vysledkt bylo dosazeno pro termofilni kmen S.
thermodepolymerans, kde se vzhledem K ¢istot¢ materialu téméf 88 hm. % jevila jako
nejefektivnéjsi koncentrace SDS 2,5 g/L, tedy polovi¢ni oproti H. halophila. Rozdil mezi
kmeny muize byt mj. zplisoben niz$im zastoupenim kompatibilnich solut v bunkach
termofilniho kmene, coz vede k o¢ekavani o mensi nachylnosti buné¢k k hypotonické lyzi
v porovnani s halofily. Cistoty vyizolovanych PHA z termofila jsou také podstatnd nizsi,
prestoze oproti surové biomase se 64 hm. % polymeru v biomase doslo o navySeni o vice nez
20 hm. %, zatimco u halofila byl narist Cistoty PHA vyssi ptiblizné o 13 hm. %. JelikoZ jsme
z vysledkil uvazovali kromé& kone¢né cCistoty polymeru i celkovou vytéZnost aplikovaného
izola¢niho postupu, jako nejvhodnéjsi koncentrace SDS bylo zvoleno stejné¢ jako u H.
halophila 5 g/L, a to mj. i vzhledem k odchylce u 2,5 g/L. Pro porovnani aplikovaného
mnozstvi SDS pro izolaci byl zajimavy vyzkum tymu Arikawa a kol. (2017), ktefti izolovali
polymer z biomasy mesofilniho kmene C. necator s optimalnim mnozstvim detergentu 33 g/L
a soucasn¢ho pouziti sonikace namisto inkubace pii zvySené teploté, ¢imZz dosahli Cistoty
minimalné¢ 96 hm. % [278]. V porovnani s témito vysledky je zfejmy pozitivni vliv
nachylnosti extrémofilti K hypotonické lyzi u nami vybranych producentii akumulujicich
intracelularné kompatibilni soluty, jelikoz optimalni mnozstvi SDS pro H. halofila bylo vice
nez Sestkrat nizsi pii Cistoté polymeru vyssi nez 97 hm. %, coz vede ke snizeni nakladu a
ekologické zatéze spojené s produkei biopolymert. Pii pirevedeni procesu do vetsiho métitka
se také jevi jako jednodussi ndmi navrhovany postup zalozeny na inkubaci pfi zvySené teploté

wevr
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Tab. 12: Vliv inkuba¢niho procesu na izolaci polymeru

¢istota PHB

mikroorganismus inkubace Thm. %] vytézek [-]
50 °C (120 min) 97,5+1,2 0,92

H. halophila 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

30 °C (120 min) 67,6 0,8 0,73

50 °C (120 min) 81,4+4,3 0,78

S. thermodepolymerans 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

v

Nastaveni nejvhodnéjsi inkubaéni teploty pro oba kmeny jsme provedli v ramci druhého
kroku optimalizace, a to jiz s vyuzitim nejefektivnéjsi koncentrace SDS v roztoku (Tab. 12).
Pro kmen H. halophila byly testovany vyssi teploty nez je teplota kultivacni, a to 50 °C,
70 °C a 90 °C, mimoto byla jesté¢ testovana metoda ochlazeni pii 4 °C nasledovana jiz diive
testovanou teplotou 70 °C. Doba inkubace pii vybranych teplotach byla ve vSech ptipadech
pro oba kmeny totozna, a to 2 h. Jelikoz kultivaéni teplota S. thermodepolymerans je
podstatné vyssi, testovali jsme také vliv niZsi teploty 30 °C, dale 50 °C, ale také 70 °C a 90 °C
jako u halofila. Jelikoz kultivaéni teplota termofilniho PHA producenta byla 50 °C, o¢ekavali
jsme, ze niz§i teplota by mohla vést k poSkozeni bunééné stény a membrany termofila stejné
jako je tomu pii navySeni teploty. Stejné tak byl testovan vliv chlazeni pti 4 °C nasledovany
temperaci na jiz diive testovanou teplotu 90 °C. Piestoze vytézky izolace a Cistoty polymeru
byly pomérné vysoké uz pfi testovani optima mnozstvi SDS, testovani dalSich teplot by
mohlo vést bud’ k jest¢ vétsSimu mnozstvi PHA vyssi kvality pfi vyssi/nizsi teploté nebo
pfipadné ke sniZeni nakladi na temperaci pfi niz$i teploté. Pro kmen H. halophila se jako
nejvhodngjsi inkubaéni teplota na zakladé Cistoty PHA jevila expozice 90 °C, kdy byla Cistota
PHA vyssi nez 99,5 hm. %. Nicméné vytézek PHA byl ve vSech ptipadech véetné kombinace
chlazeni a nésledného ohfevu nizsi nez pii expozici 70 °C po dobu 2h, navic pokles Cistoty
oproti 90 °C nebyl pfili§ vysoky, proto byla jako optimalni teplota inkubace zvolena hodnota
70 °C. Nase domnénka nachylnosti membrany termofilniho kmene ke snizené teploté¢ nebyla
potvrzena, coz se projevilo u teploty 30 °C, pii kultivaéni teploté 50 °C i pii kombinaci
polymeru (0,73) o nejnizsi Cistoté (pfiblizné¢ 67,6 hm. %), naopak jako nejefektivnéjsi na
zakladé vytézku 1 Cistoty se jevila inkubace pfi teploté 90 °C. Expozice termofild nizké
teploté vedla ke zcela opacnému efektu, neZ jsme primarné oc¢ekavali, jelikoZz bylo jiz diive
popsano, Ze tyto podminky naopak namisto naruSeni kompaktnosti buiikky vedou k oslabeni
vlivu nasledného tepelného namahani. Bylo popséno, ze zvySend odolnost viici vyssi teploté
souvisela se zménami ve slozeni mastnych kyselin v membrané bunék [279]. Ptestoze byl jev
popsan u mesofilnich kment E. coli [280] a C. necator [281] po expozici nizkym teplotam
(0-5 °C), nikoli konkrétn¢ u termofild, 1ze pfedpokladat, ze princip pii expozici nizké teploté
se Uutermofili projevi taktéz a moznad jeSte vyraznéji. Taktéz lze ocekdvat zmény v
membranovych lipidech, coz celkové posili celistvost buiiky a ta je nasledné¢ méné nachylna
vuci vliviim hypotonické lyzi a dal§imu teplotnimu namahéani. Tuto domnénku ndm potvrdila
data ziskana pro kombinaci chlazeni pii 4 °C a nésledné expozice 90 °C, kdy ¢istota polymeru
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vykazovala podstatné niz§i hodnotu nez pii samotné expozici teplot¢ 90 °C, jez byla

vvvvvv

Tab. 13: Vliv pocateéni koncentrace biomasy na izolaci polymeru

pocatecni koncentrace ¢istota PHB

mikroorganismus vytézek [-]

biomasy [g/L] [hm. %]
1,83 96,2+ 1,9 0,86
4,21 (kontrola) 96,6 +0,3 0,99
H. halophila 8,40 959+7,1 1,04
' 11,86 91,5 0,96
17,72 194,9 1,03
22,65 95,9+ 1,0 1,06
1,91 96,3 +1,3 0,89
3,76 (kontrola) 101,1 £ 4,7 0,92
S. thermodepolymerans 8,88 934403 0,77
' 11,72 184,1 0,80
16,01 933+2,4 1,01
20,99 194,1 0,94

17 technickych diivodii nebylo mozné méfeni opakovat v dostate¢ném poctu, proto chybi smodch

Oba optimalizované parametry pro jednotlivé kmeny jsme nasledné testovali s ohledem na
robustnost izola¢niho procesu vzhledem k mnozstvi biomasy rozsuspendované v konstantnim
mnozstvi roztoku SDS, a to s ohledem na vytézek polymeru a jeho Cistotu (Tab. 13). Na
zaklad¢é naSich zkuSenosti jsme usoudili, Zze se jedna o dilezity parametr izola¢niho postupu,
jelikoz produkce PHA c¢asto probiha ve vysoce denznich bakterialnich kulturach [282]. Mensi
mnozstvi potfebného SDS na vys§i mnoZstvi biomasy také snizuje cenu izolacniho procesu a
taktéZ je vyrazné snizena ekologicka zatéz zpiisobena pfitomnosti detergentu v odpadni vode.
Porovnanim dat pro jednotlivé poméry biomasy a roztoku SDS jsme zjistili, Zze s ohledem na
mnozstvi biomasy se jedna o velmi robustni proces, jelikoZ Cistota vyizolovaného PHA se
S nartistem mnozstvi biomasy ve vétSiné pripadi lisila pouze malo. Lze tedy fici, Ze nami
optimalizovany izola¢ni proces muze byt aplikovan na biomasu z vysoce denznich kultur
ziskanych napf. z fed-batch kultivaci v laboratornich bioreaktorech.

Pro dalsi zpracovani polymeru je vhodné znat vyjma Cistoty i dalSi charakteristiky, které
ovlivituji ~ fyzikalné-chemické vlastnosti. Z tohoto pohledu jsou dilezit¢é parametry
molekulova hmotnost a polydisperzita systému. Vzhledem k aplikovanym podminkam bylo
na$im dal$im cilem stanovit, jaky vliv ma aplikovany izola¢ni postup na tyto parametry. Za
ucelem komparace jsme provedli extrakci PHA z vysuSené biomasy v chloroformu pii 70 °C
béhem 12 h, kterou povazujeme za standardni, stejny postup jsme aplikovali také na jiz
vyizolovany materidl, abychom eliminovali pfipadny vliv extrakéniho postupu. Pro jednotlivé
kmeny byly pozorovdny rozdilné trendy v molekulové hmotnosti vzhledem ke kontrole
vyextrahované z vysusené biomasy. U kmene S. thermodepolymerans jsme pozorovali mirny
pokles hodnot vzhledem ke kontrole, coz muze byt zplisobeno zvySenou teplotou 90 °C
aplikovanou po dobu 2 h pfi izolaci s pisobenim SDS, kdy mohlo dochazet k ¢astecné
degradaci polymeru. Jiny trend byl pozorovan u kmene H. halophila, ktera standardné
produkuje polymer vyssi molekulové hmotnosti v porovnani s ostatnimi PHA producenty
véetné S. thermodepolymerans [240]. Porovnanim molekulové hmotnosti polymeru ziskaného
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Z vysusen¢é biomasy a polymeru izolovaného z bunék po kultivaci aplikaci optimalizovaného
postupu s pouzitim SDS bylo zjisténo, ze aplikaci ndmi navrzené¢ho postupu byl ziskan
polymer az 1,5krat vys$Si molekulovou hmotnosti. Nartist molekulové hmotnosti fetézct
polymeru po oSetieni detergentem SDS pficitame zvySené rozpustnosti dlouhych fetézcti PHA
V chloroformu po odstranéni ostatnich bunéénych komponent. Standardni proces izolace
z vysusenych buné¢k pii 70 °C po dobu 2 h pravdépodobné efektivnéjsi pro fetézce s nizsi
molekulovou hmotnosti. Polydisperzity jednotlivych testovanych PHA byly na mikrobialné
produkovany polymer pomérné nizké, jednalo se tedy o pomérné uniformni materialy, které
jsou obecné¢ jako takové vhodnéjsi pro dalsi zpracovani. Vysledky jsou shrnuty v rdmci Tab.
14.

Tab. 14: Vlastnosti vyizolovanych polymert

mikroorganismus inkubace Mw [kDa] PDI [-]
H. halophila PHB ze suché biomasy 1050,4+1,8 1,20+0,04
' 70°C (120 min) 1581,9+53 1,46+0,19
PHB ze suché biomasy 7115+1,6 1,17+0,01

S. thermodepolymerans 90°C (120 min) 6864+ 161 123003

Kromé zakladni charakteristiky pomoci GC-FID lze ¢istotu vyizolovanych materialti porovnat
prostiednictvim infracervené spektroskopie. Pro ucely srovnani jsme analyzovali vzorky
vysuSené biomasy ptfed extrakci, material ziskany optimalizovanym protokolem s vyuzitim
SDS a také komeréné dostupny homopolymer P(3HB) od firmy Biomer. Jako hlavni polutant
detekujici ptritomnost biomasy byla uvazovana ptitomnost proteind, jez je charakterizovana
pfitomnosti amidovych past ve spektru, my jsme se konkrétn€ zaméfili na vlnocty kolem
3300 cm?t, 1640cm™ a 1540 cm. Zjednotlivych spekter lze vy¢ist, Ze v komerénim
P(3HB) nebyla detekovdna zadna residua proteinl, zatimco v biomase byla detekovéana
vysokd intenzita pikd ve zminénych pasech vInoctd. Ve vzorcich PHA izolovanych
z jednotlivych mikrobialnich producentti byl detekovan vyrazny pokles signalu indikujicich
pritomnost proteinti, z ¢ehoz lze usuzovat vysokou efektivitu purifikace eliminujici tyto
kontaminanty. Data ve spektrech nam navic korelovala s daty ziskanymi pomoci plynové
chromatografie, kdy pro Cistéjsi polymer izolovany z H. halophila (ptes 91 hm. %) byly
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(ptes 86 hm. %).

Jako posledni metodiku na charakterizaci vyizolovanych materialll jsme aplikovali zobrazeni
pomoci elektronové mikroskopie, a to jednak kryo-SEM (Obr. 24), jednak TEM (Obr. 25).
Pro porovnani uspé$nosti izolace jsme vyuZili vzorky biomasy pifed izolaci a nasledné
vyizolovaného materialu. Na zaklad¢ snimkid z kryo-SEM ziskané zlomenim zamrazenych
vzorkd bylo mozné pozorovat jehlovité utvary dosvédCujici elastické skupenstvi granuli
Vv bunkach obou kmenti i pii teploté tekutého dusiku [187]. V druhych ¢astech zlomu se poté
nachdzely konkévni deformace zplisobené absenci granuli. Nicméné jsme pozorovali rozdily
mezi morfologii granuli u kment, kdy zatimco u H. halophila bylo pozorovano vétsi
mnozstvi mensich granuli, v bunkach kmene S. thermodepolymerans bylo mensi mnozstvi
vyrazn¢ vétSich granuli, konkrétn¢ 1-3 na zakladé¢ naseho pozorovani. Vlivem izolace u
kmene H. halophila doslo ke slouceni granuli do nepravidelnych utvarG se soucasnym
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zachovanim elasticity, vétSi ovalné granule S. thermodepolymerans zistaly rozdélené i po
izolaci. Obecné je pro izolaci vzhledem k separaci lepsi mensi mnozstvi vétSich granuli [283],
coz poukazuje na slibny potencial termofilniho kmene pro velkoobjemovou produkci PHA v
pramyslu. Prostfednictvim TEM bylo moZné pozorovat polutanty polymeru sestavajici
pfevazné ze zbytkd poruSenych bunéénych komponent a také malé mnoZstvi neporuSenych
bunék, coz potvrzuje nase data ziskana jednak z GC-FID, jednak pomoci FT-IR.

buniky pfed extraked vyextrahované granule

H. halophila

S. thermodepolymerans

Obr. 24: Snimky bungk a vyizolovaného materialu z kryo-SEM; Sipky oznacuji jehlovité deformace,
krouzky oznacuji deformace na plasmatické membrané

bunky pfed extrakel vyextrahované granule

Obr. 25: Snimky bun¢k a vyizolovaného materialu z TEM; Sipky oznacuji granule polymeru,
u vyextrahovanych granuli znézornuje intaktni buiku
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Kromé optimalizace izola¢niho postupu vedouciho k zisku Cistého polymeru a podrobné;jsi
charakterizace materialu jsme se zaméfili také na moznost recyklace vyuzitého SDS v ramci
procesu, jelikoz v odpadni vod¢ by vykazoval skodlivy efekt a komplikoval by proces ¢isténi
odpadnich vod. Po izolaci a nasledné centrifugaci vedouci k zisku peletu reprezentujiciho
predevsim PHA jsme tak dale zpracovavali i supernatant obsahujici SDS. Jako nejefektivnéjsi
cesta se nam jevilo kvantitativni vysrazeni ve vod¢ rozpustného SDS v prostiedi 2 M KCl do
podoby nerozpustného KDS, ktery miize byt poté jednoduse odstranén dekantaci nebo opét
centrifugaci. Jedna se o vysoce efektivni, rychly a zaroven levny zpisob eliminace SDS
Z odpadni vody, po vysrazeni nebyla v roztocich detekovana zddné residua detergentu. Dale
uvazujeme moznou recyklaci SDS ultradialyzou KDS ve vhodném rozpoustédle v pfitomnosti
nadbytku sodnych iontli, coz by vedlo k regeneraci SDS a moznosti opétovného vyuziti
Vv dal$im izola¢nim experimentu, jez by jesté vice prohloubilo ekonomickou vyhodnost nami
navrhovaného izola¢niho procesu. Nicméné proces regenerace nebyl vramci piedlozené
disertacni prace experimentalné ovéien.

Vyvinuty izola¢ni postup pro PHA je uréeny pro extrémofilni producenty, ktefi jsou nachylni
K hypotonické lyzi vzhledem k produkci a akumulaci kompatibilnich solutd, jez jim slouZzi
jako soucast adaptacni strategii na prostfedi, v némz se ptirozen¢ vyskytuji. Hypotonicka lyze
byla nastolena expozici bun¢k prostiedni o nizsi osmotické sile. Jako nejoptimalnéjsi se pro
tyto Gcely jevil roztok SDS v koncentraci 5g/L se sou¢asnym navySenim teploty. Zjistili jsme,
ze expozice témto podminkam vedla u obou testovanych kmend k disrupci bunék
asoucasnému uvolnéni nerozpustnych granuli PHA. Mimoto detergent SDS pomaha
rozpoustét hydrofobni komponenty bunék, které taktéz predstavuji potencialni kontaminanty
granuli polymeru. Nami navrzeny izolaéni proces je pomérn¢ jednoduchy, robustni,
opakovatelny a aplikovatelny i za velkoobjemovych podminek v primyslovych procesech.
Pro tyto ucely byla provedena standardni kultivace H. halophila v laboratornim bioreaktoru
nasledovana stejné jako u bankovych experimentti oddélenim biomasy od kultivaéniho média
a resuspendaci v roztoku SDS o koncentraci 5 g/L. Béhem 2 h temperace pii 70 °C byla
suspenze soucasné¢ michana pii otaCkach 100 rpm. Analyzou vyizolovaného materialu bylo
zjiSténo, Ze se podafilo ziskat polymer s €istotou vice nez 95 hm. % a celkovym vytéZkem
kolem 0,95. Za tucelem dal§iho navySeni Cistoty je mozné po izolaci provést promyti
vhodnymi organickymi rozpoustédly ¢i jinymi reagenty. Abychom eliminovali neZadouci
efekt SDS v odpadni vod¢ a tim udrzeli i pozitivni ekologicky aspekt postupu, zaméfili jsme
se na odstranéni detergentu z odpadni vody. Jednoduchym vysraZenim v prostiedi KClI byla
ziskana odpadni voda prostéa residui SDS. Ve vodé nerozpustny produkt KDS, jez mize byt
jednoduSe odstranén dekantaci nebo centrifugaci, je uvaZovan pro regeneraci SDS
pouzitelného pii dalsi izolaci. Uvedeny postup tedy vyrazné¢ navySuje ekologickou i
ekonomickou ptivétivost oproti nejéastéji vyuzivané extrakci chlorovanymi rozpoustédly.
Vyvinutad strategie izolace PHA je pln¢ kompatibilni s konceptem primyslovych
biotechnologii nové generace, je levna, jednoduchd, robustni a soucasné vede k zisku
biopolymeru PHA o0 vysoké Cistoté pii zachovani vysokych vytézka a taktéz privetivosti
k Zivotnimu prostiedi.
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5 ZAVER

Predlozena disertacni prace se tematicky zamétuje na aplikaci technik pfedevsim evoluéniho,
ale vmensi mife i genového inZenyrstvi na bakteridlni kmeny schopné produkce
polyhydroxyalkanoati. Hlavnim cilem bylo ziskat ze sbirkovych bakterialnich kmenti kmeny
se zlepSenymi produkénimi schopnostmi, a to jednak z kvantitativniho hlediska tvorby PHA,
jednak z hlediska kvalitativniho, kdy byla zaméfena snaha na zlepSeni syntézy kopolymeri
P(3HB-c0-3HV) a P(3HB-co-4HB). Pro vybrané kopolymery je charakteristické, ze se
zvysSujicim se obsahem druhé monomerni frakce vici frakci 3HB se do ur€ité miry zlepSuji
celkové vlastnosti polymeru. Nasim cilem bylo mj. pro tvorbu téchto kopolymert vyuzit
spocivajici ve snizeni ndkladi na produkci PHA, byla naplni dalsi ¢asti prace, kdy byly
vyuzity jako substraty modelové hydrolyzaty lignocelulosové biomasy pochézejici naptiklad
Z potravinafského primyslu. Pro tyto Gcely byl vybran jednak mesofilni bakteridlni kmen,
jednak vybrané kmeny extrémofilni, konkrétné zahrnujici zastupce halofili a termofila, které
maji specifické pozadavky na kultivaci, které mohou v kone¢ném dusledku snizit také naroky
na proces produkce polymeru. Specifik termofilnich a halofilnich mikroorganismti bylo
vyuzito posléze v posledni tematické Casti disertacni praci, pfi niz byla upfena pozornost na
vyvoj alternativniho zptisobu izolace PHA z bakterialni biomasy.

Z experimentu zaméteného na kratkodobou adaptaci kmene C. necator H16 na mikrobidlni
inhibitor kyselinu levulovou bylo ziskano pét kmenut s potencialem pro lepsi rist a produkci
kopolymeru P(3HB-co-3HV) v pfitomnosti kyseliny levulové oproti divokému kmeni. Jeden
zkmenid byl =ziskdn po aplikaci chemického mutagenu methyl methansulfonatu.
Reprodukovatelné ziskany kopolymer s nejvysSim zastoupenim 3HV obsahoval pfiblizné
21 mol. % této frakce v kopolymeru. Kmeny byly podrobeny metabolické charakterizaci
aporovnany s divokym kmenem za ucelem objasnéni adaptacni strategie na kyselinu
levulovou. Statistickou analyzou ziskanych dat specifickych enzymovych aktivit byly
objasnény nékteré spolec¢né prvky adaptace spocivajici predev§im v obecné odpovédi na
oxidativni stres vedouci piedev§sim Kk navySeni produkce NADPH. Vyjma izolatu ALA06
ziskaného aplikaci MMS bylo v rdmci adaptace pozorovano navyseni vytéZzku biomasy stejné
jako v ni obsazeného polymeru. Na zékladé PCA byla pozorovana rozdilnost divokého kmene
od adaptovanych Kkultur. Charakterizovany polymer vykazoval trend klesajici krystalinity a
teploty tani spole¢né s nartistajicim zastoupenim frakce 3HV. Trendu se vymykal kopolymer
vyizolovany z kmene ALAO06, u nc¢hoz piedpokladame schopnost syntetizovat castecné

v

frakce.

Dlouhodoby adaptacni experiment byl aplikovan opét na kmen C. necator H16, jako stresové
faktory byly vybrany osmoticky tlak a pfitomnost iontl tézkych kovil, konkrétné médnaté
jonty. Ztrendi ristu biomasy u obou stresor jsme odhalili dva odlisné adaptacni
mechanismy, skokovy nariist pii adaptaci na méd’ a postupny nartist pii adaptaci na osmoticky
stres, u obou paralelnich experimentii doSlo po ¢ase k ustaleni a Zadné dalsi trendy v rastu pfi
dal§im pasézovani nebyly pozorovany. Jako robustnéjsi byl na zéklad¢ experimentd shledan
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kmen adaptovany na méd’, ktery vykazoval lepSi charakteristiky rustu i produkce oproti
divokému kmeni. Stejn¢ jako u pfedchozi priace zaméfené na adaptaci, byly kmeny
metabolicky charakterizovany a data byla nésledné podrobena statistické analyze. Oba
adaptované kmeny spojovala navySena draha biosyntézy PHA, proto 1ze na zéklad¢ ziskanych
vysledkt z jednotlivych zakladnich a nasledné i pokrocilejSich analyz (FT-IR, Ramanova
spektroskopie) v ramci diskutované publikace usuzovat, ze pii adaptace C. necator H16 na
pritomnost méd'natych iontli a zvySeny osmoticky stres hraly PHA dulezitou roli. Ne vSak
pouze prostiednictvim vys§iho mnozstvi polymeru v biomase, ten nebyl pokazdé piimo
prokazan, ale predevsim pravdépodobné skrze navyseny cyklus pfemény PHA v bunikach, coz
vedlo knavySeni poolu monomernich jednotek, které vykazuji funkci jednak chaperont,
jednak osmoprotektanta.

Data z proteomické analyzy aplikované na adaptované kmeny a divoky kmen bez a za
pfitomnosti stresori nam pomoci jednoduchého srovndni ukazala fadu up-regulovanych ¢i
down-regulovanych proteint pti porovnani jednotlivych dvojic kment. Vliv aplikovaného
stresu se mohl projevit navySenim aktivit enzymi, navySenim jejich exprese, ale také na
dalsich trovnich metabolismu, coz by se mohlo dale projevit ve vysledcich pfi podrobnéjsim
porovnani kmeni. Za ucelem odhalit vétsi provazanost namétenych dat v rdmci metabolismu
uvazujeme aplikaci bioinformatickych nastroji v ramci dalsi spoluprace.

Jako nevhodnéjsi prekurzor jednotky 4HB pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci
kmene C. necator H16 se na zakladé experimentt jevil e-KL, jehoZ vyuziti pro tento ucel je
pomérné unikétni, nicméné zaroven vystupoval jako mikrobidlni inhibitor. Dlouhodobym
adaptacnim experimentem bakteridlniho kmene na e-KL jsme ziskali izolat vykazujici
vyrazn€ lepsi rast v pfitomnosti prekurzoru zaroven s jeho efektivnéj$im vyuzitim pro tvorbu
kopolymeru v kombinaci s dalsim zdrojem uhliku. Dalsi zlepSeni kmene za ¢elem navyseni
frakce 4HB v kopolymeru nabizi delece gen zapojenych do utilizace meziproduktu
4-hydroxyburyryl-CoA pomoci metod genového inzenyrstvi. Dva mozné zapojené proteiny,
respektive je kddujici geny, byly popsany a také byly provedeny transformacni experimenty,
jez jsou soucasti dele¢niho protokolu, nicméné delecni mutanty v rdmci této prace piipraveny
nebyly. I ptes to vSak adaptovany izolat ziskany na zakladé metodiky evolu¢niho inZenyrstvi
byl schopen i pfi kultivaci v laboratornim bioreaktoru produkovat zna¢né mnozstvi polymeru
s nezanedbatelnou frakci 4HB, kterd ma pozitivni vliv na vysledné vlastnosti materialu.

Dale jsme se vénovali biotechnologické produkci PHA pomoci mesofilniho kmene B.
sacchari a dale dvou extrémofilnich kmeni, halofilniho kmene H. halophila a termofilniho
kmene S. thermodepolymerans, a to na modelovych hydrolyzatech lignocelulosové biomasy,
jez pochdzi Casto z odvétvi potravinarstvi. Jednotlivé modelové smési sestavaly z rozdilného
zastoupeni hexos a pentos. VyuZiti extrémofilnich producenti PHA muZe spolecné s vyuzitim
odpadnich substratli vést k dalSimu zredukovani nakladi na produkci sniZzenim ndrokl na
sterilitu procesu v ramci konceptu NGIB. Z vysledkt bylo zjisténo, ze extrémofilni kmeny
maji velky potencidl pro vyuziti pii kultivaci na smésich sacharidi. Zatimco kmen H.
halophila preferoval smési bohaté na hexosy, kmen S. thermodepolymerans preferoval smeési
bohaté na pentosy, coz je podstatnd informace pro piipadné dal§i experimenty napf. na
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realnych hydrolyzatech. Déle jsme testovali robustnost vii¢i potencidlnim inhibitorim casto
pfitomnym v redlnych lignocelulosovych hydrolyzatech, kdy vliv na jednotlivé producenty
byl proménny. Vyhodna byla nicméné schopnost mesofilniho a termofilniho kmene utilizovat
kyselinu levulovou za soucasné produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV).

V navaznosti na ptfedchozi problematiku produkce PHA pomoci halofilniho a termofilniho
producenta, ktefi jsou schopni produkovat vysoké mnozstvi polymeru v biomase, jsme se dale
zam¢iili na vyvoj alternativniho zplisobu izolace z téchto bakteridlnich bunék. Hlavni
myslenkou pfitom bylo snizit ekonomickou i ekologickou zatéz procesu a vyuzit skute¢nosti,
Ze oba zvolené typy extrémofili spojuje zvySend nachylnost k osmotickému namahani. Pro
ucely izolace jsme vyuzili detergent SDS, jehoz optimalni koncentrace pro izolaci byla
experimentalné stanovena na 5 g/L. Jednotlivé kmeny byly namdhany také pti inkubaci pfi
zvysené teploté, kdy termofilni kmen vyzadoval teplotu 90 °C, pro halofilni kmen byla
dostatecna teplota 70 °C. Ziskané polymery vykazovaly Cistoty vy$si nez 99 hm. %, vytézky
se blizily hodnoté¢ 1,0. Porovnanim molekulovych hmotnosti takto izolovanych polymerQ
oproti standardni extrakci chloroformem bylo zjiS§téno, Ze na polymer izolovany z H.
halophila byl efekt pozitivni, jelikoZ molekulova hmotnost byla v tomto piipadé vyssi, izolace
pii vyssi teploté pro S. thermodepolymerans ma na tento parametr polymeru negativni dopad.
Zatimco SDS miize pii 70 °C zvySovat rozpustnost dlouhych fetézci, pii 90 °C mize jiz
dochazet k ¢astecné degradaci. Vyvinuty postup byl na zaklad¢ experimentli vyhodnocen jako
robustni. Dal$i moznosti, kterd by jesté vice snizila ekologickou a ekonomickou zatéz celého
procesu, spociva v potencidlni recyklaci SDS po izolaci, kterd byla v patentové Zzadosti
| publikaci nastinéna a vyzaduje dalsi experimenty.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1,4-BD
1,6-HD
3HB
3HV
4HB
4HbD
5-HMF
ALE
ARTP
ATB
ATR
cDNA
CRISPR
DNA
DSC
FACS

FID

FT-IR

GC

GFP

GMO

HPLC

HSP

IPTG

kbp

KDS

kryo-SEM
Icl-PHA
mcl-PHA

MMS

MRNA
NAD*/NADH
NADP*/NADPH
NGIB

NGS

NMR
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
PCA

PCR

PHA

PHB

1,4-butandiol
1,6-hexandiol
3-hydroxybutyrat
3-hydroxyvalerat
4-hydroxybutyrat
4-hydroxybutyrat dehydrogenasa
5-hydroxymethylfurfural
adaptivni laboratorni evoluce
plazma o atmosférické a pokojové teplote
antibiotika
technika zeslabené totalni reflektance
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice
deoxyribonukleova kyselina
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
metoda pritokové cytometrie umoziujici sortaci bunék na zaklade
fluorescencniho signalu
plamenové-ionizacni detektor
infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie
zeleny fluorescenéni protein
geneticky modifikovany organismus
vysokoucinna kapalinovéd chromatografie
protein teplotniho Soku
isopropyl -D-1-thiogalaktopyranosid
kilopar bazi
dodecylsiran draselny
kryogenni skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie
polyhydroxyalkanoaty s dlouhym bo¢nim fetézcem
polyhydroxyalkanoaty se sttedné dlouhym bo¢nim fetézcem
methyl methansulfonat
mediatorova ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid (oxidované/redukovana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana/ redukovana forma)
pramyslové biotechnologie nové generace
sekvenovani nové generace
nukledrni magnetické rezonance
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu
analyza hlavnich komponent
polymerazova fetézova reakce
polyhydroxyalkanoaty
poly(3-hydroxybutyrat)
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ribonukleova kyselina

rentgenove zareni

polyhydroxyalkanoaty s kratkym bo¢nim fetézcem
dodecylsiran sodny

sukcinat-semialdehyd dehydrogenasa

efektorové nukleasy podobné transkripénim aktivatorim
transmisni elektronova mikroskopie

ultrafialové zafeni

celogenomové sekvenovani

nukleasa zalozend na motivu zinkovych prstt
y-butyrolakton

e-kaprolakton
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HIGHLIGHTS

® Evolved strains & d better growth in the p of LA
® Adaptation of C. secator HI6 to LA led 10 higher content of 3HV in P(3HB-co-3HV)
© Higher SHV content was connected with lower crystallinity sad lower T,

* Slightly differont adaptation strategies of evolved strains were observed.

® PCA has been used for multiparametric analysis of data.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyworde Evob y engin ng is an approach, which allows preparing microorganisms with desired phenotype

palyhvarayaliaccates without the need for knowledge of genetic characteristics connected with changes at phenotype level This

Jevulinic scid approach is based on cell multiplication under stress conditions and & can be performed in various designs. In

Shgtasion connection with PHA-producing bacleria. evolubonany engitveering can be tsed 1o gain microorganisms poo-

WIII- ducing PHAs with reguired material properties. Using levulinic acid (LA) as a stress factor and Qugwiavides
necator H16 as 2 moded FHA producing barterial strain, five evolved strains have been obtained in the present
study Compared with the parental sram. all of these showed begter growth in the p of LA, strains ALADI
and ALADY showed higher PHA content in bicmass and strains ALAGS and ALAO4 showed higher 3-hydro-
xyvalerste (JHV) content in copolymer P(3HB-0o-3HV). By DSC and FTIR analysis of polymers, connections
mwmmummmmmmm
pr about possible adap wdmm-ﬂemu-ﬂhﬁdn
tiszical byses ik -ﬂtﬁ,—‘ b idual strains were & d G d
MMMMnuﬁimhmdmw-ﬁ
finetuning the properties of pr d holites (PHA copoly

1. Introduction their robustness against various other stress factors [1] such as UV ir-

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polyesters of hydroxyalkanoic
acids, which are accumulated by numerous prokaryotic microarganisens
in form of intracellulsr granules. The primary biological function of
PHA is intracellular storage of carbon, cnergy and reducing power;
however, apart from their role for survival of cells under starvation
conditions, presence of PHA granules in bacterial oclls also enhances

* Corresponding author.
F-mofl addreax Stans O sernam cx (S, Obroc).
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dot oeg 10, 10163 bed 01 % 107350

radiation [2], repeated freczingthawing cycles [7), oxidative stress
[4,5) or osmotic imbalance [6].

Furthermoce, doe to their blodegradable and biocompatible nsture
and renewahle origin, PHAs have been attracting considerable attention
as promising “green” altematives to petrochemical polymers [7].
Nevertheless, commercial production of PHA is scarce as a consequence
of the bigh production cost and also due to their non-optimal
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I Nevaclows, 1 of BecSomicel Engtacering Jesrndd 151 (2019 NT356
Nomenclature 3KT1  3-ketothiolase 1
3KT2  3kctothiolase 2
D polydispersity index AACOAR acetoacetyl-CoA reductase
Mo weight-sverage moleculsr weight ACoAS  acyl-Cod synthetase
Mn aumber-average molecular weight CoA cocnzyme A
Te melting temperature GSPD  giucaose 6-phosphate dehydrogenase
AH, enthaloy of fesion LA levulinic acid
AH_, total melting enthalpy MDH  malate dehydrogenase
A absorbance MMS methyl methansulpbonate
MS malate synthase
Abbreviation NAD-IDH NAD-dependent isocitrate dehydrogenase
NADF-IDH NADP-depeadent isocitrate dehydrogenase
2MCS  2-methylcitrate synthase PCA principal component analysis
3HB 3-hydroxybutyrate PHA
3=V 3-hydroxyvalerate

mechanical and technological properties. The most commeon PHA, poly
{3-bydmoxybutyrate) (PHB), the homopolymer of 3-hydroxybutyrate
{3HB), is a highly aystalline and brittle material with melting tem-
perature (T,) close to its degradation temperature. However, proces.

when other monomer units are incorporated into polymeric chaing. For
instance, the most widely studied PHA copolymer consisting of 3HE and
3-hydroxyvalerate (3HV), namecly poly(3-hydroxybuytyrate-co-3-hy-
droxyvalerate) (P{3HB<o 3HV)), demonstrates reduced orystallinity,

domain, are able to synthesize P(3HB-co-3HV) copolyesters without the
need for SHV precursors (reviewed by [12]). However, these precursors

previous studies for P(3HB-co-3HV) production from glycerol [13,14],
xylose [15], or whey [14] as main substrates. Morcover, amﬁt

Pseudomonas putida stratn was developed using a medium with octanoic
and LA as carbon sources [17]. LA can be efficiently produced in high
yickis by the dehydrative treatment of biomass or carbohydrates with
acid and, therefore, it is considered being a crucial bio-based piatform
chemical Cost of LA in large scale production is estimated at US-S 0.09
- US-$ 0.20 kg~ ' [18]. Nevertheless, LA reveals substantial microbial
inhibitory activity since it inhibits bicsynthesis of tetrapyrroles such as
heme or vitamin B12 and, similarly to other weak orgamic acids LA can
acidify the cysoplasm of bacterial and yeast cells and, hereby, inhibit or
compictely hamper the entire metabolism [19]. Due to its toxicity, use
of LA 23 a precurser of 3HV can be problematic since it can substantially
decrease productivity of the biotechnological process. It should be
mentioned that levulinic acid is also formed as an undesired side pro-
doct when the carbohydrate fraction of lignocellulose materials is
thermally hydrolyzed in assistance of mineral acids Therefore, LA
along with acetic acid, phenolics and furfurals is considered being one
of the undesired microbial mhibitors, which are preseat in lig-
nocelinlose-based cultivation media [20].

Taking into account all the possible relatioaships of LA to bio-
technological production of PHA, we have decided to utilize approaches
of evolutionary enginecring and subsequent metabolic characterization
of evolved strains 10 investigate mechanisms of adaptation of

2. Material and methods

21. Microorpanism, its cultivation and adapeation o LA

Cupriavidus necator H16 OCM 3726 was purchased from the Crech
Collection of Microorganisms. The nutrient broth (NB) medism (103
L7 peptone, 10 g L beef extract, 5 g L™" NaCl) was used for the
inoculum preparation and the culture preservation (agar plates). The
mineral salt (MS) medium was used in all the experiments: 3 g L™*
(NH.).S0,, 1.02 g L' KH.PO,, 11.01 g L~ NaHPO, 12 H:0,02 3
L~ MgS0,7 H;0, 1 mlL microslement solution and 1 L distilled water.
The microelement solution was composed of 9.7 gL' FeCl,, 7.8 gL ™"

CaCl: 2 H:0, 0.156 g L' CuS0,5 H.0, 0119 L' CoOl, 0118 g
L' NiQly, 0062 g 17! GOy and 0.1 mol L™ HCL. Fructose at a
concentration of 20 ¢ L™ was used as a carbon source in all the cal-

tivations. Fructose stock solution, salt solations, stock solution of LA
(Sigma Aldrich) and microciement solutions were sutociaved sepa-
rately (121°C 25 min) and then aseptically recomstituted at room
tempersture prioe 10 the inoculation. The pH-value was adjusted to 7.0
using 1 mol L™ ' NaOH. The cultivations were performed in Erffenmeyer
flasks (volume 250 ml.) containing 100 mlL of MS medium. The tem-
perature was set 1o 30°C, the flasks were agitated ar 180 rpen.

The adaptation of the bacterial culture to LA was performed by a
series of cultivations with gradual increase of conoentration of LA in
cultivation media, followed by selection and identification of the best
adspted cells as fastest-growing colonles on agar dishes containing MS
medium with high concestration of LA In the first step, overnight in-
oculum grown in NB medium was transferred into MS media with 0.5
and 5 g L™ of LA, respectively, and also into MS media without LA;
these cultures were cultivated for 48 hours. After that, 100 pl of esch
bacterial culture was transferred onto agar plates containing agar so-
lidified MS media with 1,3, 5 and 10 g L% of LA. It should be poted
that no growth occurred in presence of 10 g L' of LA in this step.
Subsequently, the colomies capable of growth st the highest con-
centration of LA {5 g L™") were transferred by streaking patierns onto
new agar plates containing agar solidified MS medizm with S5and 75 g
L7 of LA, respectively. Finally, the colonies capabie of growth st the
highest concentration of LA were selected as adapted cultures for fur-
ther characterization.
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In parallel, the model organism C necator H16 was subjected to
adaptation to LA (1 g L") in the presence 0.1 and 05 g L' of the
chemical mutagen methyl methansulphonstz (MMS) for 48 bours
(cultivated at 30°C, 180 rpm). After that, 100 yl of each bacterial
culture was transferred onto agar plates containing agar-solidified MS
media with 5, 7.5, 10 and 125 g L™ of LA, respectively. Similarly 10
the cultures described above, the colomics capable of growth at the
highest concentration of LA were selected as adapted cultures for fur.
ther characterization. All the evolved strains were transferred into NB
medium with 1 g L™ of LA, cultivated for 24 b (30'C, 180 rpm) and
stored in presence of 10 vol % glycerol at —80°C.

An illustration summarnzing the adaptation process with and
without the mutagen can be scen in Supplementary materials.

22 Temng of PHA production capabilinies of evolved sorains

PHA production capability of evolved strains was compared to the
wild-type strain in an cxperiment performed in Erfenmeyer flasks The
inocula were prepared in NB medium and cultivated for 24 b (30°C, 180
rpm). After that, microbis! cultures were transferred into flasks (volume
250 ml) containing 100 ml. of MS medium with 35 g L ™" of LA. The
cultivations were performed for 72 & after that, the microbial cells
were harvested by centrifugation (8000 x g, 5 min) and analyzed for
PHA content as described in section 2 3. Furthermore, after 48 h of
cultivation, samples were taken for determination of intraceliutar ac-
tivities (described in 2.4) of selected enzymes. All the cultivations were
performed in triplicate.

2.3 Analysis of PHA

To determine biomass concentration expressed as cefl dry mass
(CDOM) and PHA content in cells, samples {10 ml.) were centrifuged and
the cells were re-suspended and washed with 5% (v/v) Triton X (10
mi), centrifuged again and fimally resuspended and washed with
trically and PHA content in cells and mooomer composition of PHA
were analyzed as methyl esters of individeal 3-hydroxyacids (SHB and
3HV) by gas chromatography as reported previously [22]. Copolymer P
(3HBc0-3HV) with a 3HV content of 12% (Sigma Aldrich, Germany)
was used as 3 standard, benole acid (LachNer, Coech Republic) was
used a5 an intermal standard.

To determine the molecular weight of PHA samples, the polyesters
were extracted from the dried celis by chloroform (spprox. 20 mg
biomass, 5 mL chloroform, 70°C, 24 h under continuous strming), re-
sidual bacterial biomass was sepacated by filtration, and, finally, the
solvent was removed by evaporation at 70°C for 24 h. After that, Smg
of the polymer was solubilized in 1 ml of HPLC-grade chloroform.
Obtained samples were passed through syringe Gliess (nyloa mem.
brape, pore size 045 pm) and analyzed by g Se Exclusion
Chromatography (Agilent, Infinity 1260 sywem containing Plgel
MIXED-C column) coupled with Multiangle Light Scattering (Wyatt
Technology, Dawn Heleos II) (SEC-MALS) and Differential Refractive
ndex (Wyatt Technology, Optilab T-rEX) detection. For the analysis,
100 gL of individual samples were injected into the chromatographic
system containing HPLC-grade chioroform (pre-filtered through 0.02
pm membrane filter) a5 mobile phase. The used fiow rate was 0.6 ml.
min ", The weight-average molecular weight (Mw) and polydispersity
index (D, ratio of weight-sversge and number-average molecular
Technology, version 6.1) based on Zimm's equations [217]. The wsed
value of refractive index increment (dn/dc) for PHB was 0.0336 ml
g7", a5 determined from the differential refractometer response as-
suming & 100% sample masy recovery from the column.

Melting behavior of the isolated PHA polymers was analyzed by
meams of 2 differential scanning calorimeter (DSC) Q2000 (TA
Instruments) equipped with aa RCS90 Cooling accessory and evaluated

Bechesscal Exgreeorwyg w131 {2019 KOUS0

by TA Universal Analysis 2000 software. Phase transitions of mercury
and indium were used for the calibration in the applied temperature
range Samples of a certain mass {ca. 5 mg) were placed in bermetically
scaled Tzero aluminem pans, and the meassrement was carmied out
under a dynamic nitrogen atmosphere. To ensure the same thermal
history of all samples prior to the evaluation of their melting behavior,
cach sample was first beated at 10°C min ' to 190°C and subsequentiy
cooled down to -30°C af the same cocling rate. Then the sample was
heated again (10 'C min "~ * 10 200 "C) and the thermogram_ recorded in
this sccond heating step, was further cvaluated From each of the
measured thermogranss, T, was determined 25 the peak temperature
valoe in the melting endotherm. Further, total meiting enthalpy (AH,..)
was determined by integration of the melting endotherm as its total
arex.

The infrared spectra of isolated polymers were recorded with a
Nicolet i5S0 FTIR spectrometer (Thermo Scientific). All measurements
were taken 3 smblent tempersture (25°C) on the built-in single-re-
flection diamond attenuated total reflectance (ATR) crystal Each
spectrum was collected as an average of 128 scans with resolution | cm
' Recorded spectra are provided without further corrections.

2 4. Desermination of ensyme activities

The cells for determination of activities of selecied enzymes were
sampled after 48 & of cultivation 2s described in section 22, harvested
by centrifugation (5000 x g 5 min, 4°C), sespended in 50 mmol L™*
phosphate buffer (pH 7.49) and disrupted by sonication (Sonopuls HD
3200, Bandeline, Germany) at 4°C. The cytosol was separated from the
cefl debris by centrifugation (10,000 x g, 10 min, 4°C), aliquoted and
stored at —80'C

Spectrophotometric determination of enzyme activities was de
scribed in desails previously by Obrucs et al [24). Activity of NAD-
dependent isocitrate dehiydrogenase (NAD-IDH) and NADPH-dependent
bocitsste dehydrogensie (NADP-IDH) were determined spectro-

(340 nm) in reaction mixture consisting of 50 mmol
L' phosphate buffer (pH 7.4), 1 mmol L' NAD ™ or NADP ™, 50 mmol
L~ isocitrate. 10 mmol L~ " MgSO, and 100 mmol L~* KCL Similarly,
activities of malate dehydrogenase (MDH) and malic enzyme (ME) were
determined in phosphate buffer (pH 7.4), 1 mmol L™ ' NAD™ in case of
MDH or 1 mmol L™ ' NADP® in case of ME, 50 mmol L™ malate, 10
mmol L™ MgSO, and 100 mmol L™' KOl The activity of ghucose 6
phoesphate dehydrogenase (G6PD) was measured in following reaction
mixture: phosphate buffer pH 7.4, 1 mmol L™" NADP*, 5 mmol L™°
giucose-6-phosphate and 30 mmol L™ MgCl.. Activity of malate syn-
mmmmummmdmm
during the enrymatic reaction {at 30°C) esing 1 mmol L' &S-‘-
mmm»-m-hw—u' phos-
phate buffer (pH 7.4) coataining 0.2 mmol L' acetyl-CoA and 5 mmol
L~" giyoxylic acid.

Similarly, activity of 3-ketothiolases (3-KT) was assayed by fol-
lowing relexse of free CoA using DTNB. The reaction mixture for de-
termination of activity of 3-KT1 (cstalyzing the condessstion of two
acetyl-CoA molecules) contained phosphate buffer (50 mmol L', pH
' acetyl-CoA 2nd 1 mmol L' DINB In onder 1o
estimate activity of 3-KT2 capable of incorporation of propionyl-CoA
into 3-hydroxyvaleryl-CoA (condensation of acety)-CoA and propionyl-
Cod), the reaction mixture contained 0.2 mmol L~" acetyl-CoA, 0.2
mmol L ™" propionyl-CoA and 1 mmol L™ ' DTNB, and the activity of 3-
KT1 was subtracted from the results of this assay. Acetoacetyl-CoA re-
ductase (AACOR) activity was determined in a mixture containing 1
mmol L™ acetoacetyi-CoA. 0.4 mmol L' NADPH and phosphate
buffer (50 mmol L7, pH 7.4), NADP " formation was measured spec-
trophotometrically 2s a decrease of absorbance a1 340 om  PHA syn-
thase activity was determined * (405 nm) in 2
mixture containing phosphate buffer (50 mmol L™, pii 7.4), 0.2 mmol
L"" 3hydroxybutyryl-CoA and 1 mmol L°' DINB. Activity of 2-
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methylcitrate synthase (ZMCS) was determined in mixture consisting of
50 mmol L™' phosphate bufier pH 7.4, 2 mmol L™" oxaloacetate, 1
mmol L7 propionyl-CoA and 2 mmel L~" DTNB by measuring the
absorbance a1 405 nm  Activity of levulinic acid specific scyl-CoA
synthetase (AC0AS) was determined in mixture containing 50 mmol
L™ phosphate buffer (pH 7.4), 2 mmol L™ DTNB, 0.07 mmol L' CoA
and 0.15 mmol L~ ATP. Separately, the activitics of intracellular en-
zymes from cell extracts and membrane-binding enzymes from cell
debris were measured. Activity of ACoAS was measured a5 a decrease of
absorbance at 405 nm caused by Joss of substrate, namely free CoA.

All the samples were analyzed in triplicate. In all these cases, final
volume of reaction mixture was 250 jil, the reactions were initiated by
addition of cell extracts (25 pl) and the changes of absorbance were
recorded 51 340 or 405 nm with regards 10 the enzyme analyzed,
temperature was set to 30°C (ELx800, Biotek, Germany). One unit of
ozyme activity was defined as the conversion of one nmol of substrate
per minute. The amount of soluble protein in cell extracts was de-
termined by Hartree Lowry method [25] using bovine serum albumin
as a standard (NanoPhotometer, Implen, Germany).

25, Stotistical anatysis

Results were sorted and processed by various statistical approaches.
Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test were used to evaluate
the differences batween the tested bacterial strains in 1erms of pro-
duction and metsbolic parameters. Principal component analysis
(PCA), based on Pearson correlation, was used for muitivariate char-
acterization of bacterial strains. The main goal of PCA was to find s
milarities and dissimilarities between the strains and to obtain potential
clustering of the observations. Results of PCA were visualized by the
two dimensional projection of the observations onto biplot of principal
companents and original variables. Data analysis was performed by
Microsoft excel (Microsoft, USA) and XL-stat (Addinsoft, France).

3. Results and discussion
3.1. PHA production by LA-adapeed strains

By application of evolutionary engincering approaches to gain C
necator strains adapted to LA, we obtained in total 8 evolved strains
designated as ALAOL ~ ALADE. All these strains were further tested for
their PHA production capabilities via submerged cultivarion in mineral
medium in presence of 3.5 g L™ of LA. The wild-type strain was cul-
tivated in the same medium as a control culture. The results of this
comparative production esperiment are demonstrated in Table 1. Ow
of the eight evalved strains three strains (ALAOS, ALAO7 and ALADS)
revealed very poor growth and no PHA accumulation. Therefore, these
bacterial cultures were climinated from further experiments and me-
tabolic characterization. On the contrary, as expected, adaptation of the
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strains to LA substantially improved growth properties in presence of
LA for most of remaining cultures. In particular, especially strains
ALADI and ALAO2 reached about 25% higher cell concentration than
the wild-type control culture. The fact that application of evolutionary
engineering for adaptation of C. mecator to LA may eliminaste its growth
inhibitory effect can be considered being positive for the overall volu-
cell density is crucial to obtain high product titers [26], This fact is well
demonstrated by our data since PHA titers reached with ALAD] and
ALAD2 (4.7 and 5.0 g L™, respectively) are substantially higher than
those obtained by wild-type strain (3.5 g L) and, at the same time,
intracellular contents of the polymer are comparable. Further, with
exception of ALAOM and ALAOS, evolved strains accumulated polymer
with considerably lower M, than the wild-type strsin Despite lower
M, of polymer is not desired considering its properties, all determined
values were still high enough for processing of the materials. Moreover,
the strain ALADS as well as strain ALAO3 are interesting due to the fact
that they were capable of incorporating higher amounts of 3HV into the
copolymer than observed for the wild type, while the IJHV content in
the copolymers produced by other evalved strains were even lower than
in the wild-type strain. The material properties of polymers prodoced
by particular strains are in details discussed in part 3.3

3.2, Metabolic profiling of evolved strains

Evolved strains and the wild-type strain were characterized by de-
termination of enzyme activities of selected enzymes involved in the
central metabolism, PHA mectabolism and metabolism of LA. The
scheme of metabolic pathways and particular enzymes, which activitics
were examined within this stady, is shown in Fig 1. Activities of se-
lected enzymes of all the evolved strains and of the control strain were
compared to assess possible similarities and dissimilarities, and to
identify potential adaptation strategies of C necator to LA. The results
are provided in Table 2

Generally, when exposed to LA during cultivation, the evolved
strains adapted to LA show metabolic disparities in comparison to the
wild-type strain. The most significant disparity between evolved strains
and the wild-type strain was observed in propionyl-CoA catabolism
through the 2-methylcitrate cycic in which propionyl-CoA i turned into
pyruvate, which may be further decarboxyiated to acetyl-CoA [27,25].
Metabolization of propionyl-CoAvia the 2-methylcitrate cycle provides
energy and/or important constiteents for blomass synthesis. Activity of
2-methyicitrate synthase {2MCS) was considerably enhanced in all the
evolved strains a5 compared to wild-type strain (1.9 - 5.2 foid), it scems
reasonable that adaptation of the bacterium to LA, which is metaboli-
cally dleaved into aceryl-CoA and propionyl-CoA, is associsted with
increasing activity of the 2-methylcitrate pathway. On the other side, it
was reported that due 1o the activity of the propionyl-CoA-<onsuming
2-methyicitrate cycle, only a small portion of propionyl-CoA is

Table 1
Biomass and PHA titers obtained with strains adspted to LA 72 h cultivations with 35z L' LA
o PHA PHA FHV comest in PFHA o,
wr fwe %) st et ) (L)
C aecater Wild-type 73 =02 «os= is=a 138 = Q¢ o480 = 258
C necatar ALAOY 3 =03 9% = 09 47 =02 139 = 03 420 = 542
C necasnr ALADZ S0 =01 a7 =07 50 =21 13s02 4552 = 646
C. mecatar ALADS &1 = 01 s =28 1 =01 Taxal T8 =24
C necatar ALAGS 78 = 0) 554 =15 3v=al H609 6155 = &80
C. necatar ALAOS n4 =01 ad ad nd ad
C mecater ALADS 74z 08 1805 1 =za3 114 =03 TR =X
C necarar ALADY 09 = 02 ad =d ad nd
C. necater ALAOS 05 = 01 ad ad nd ad

COM stands for cedl dry mass, nd - not desected. Results are in form: mean = standard deviation. Highess results for COM, PHA, FHA content, 3HV contest @ PHA,

and Mw are highlighted in grey.
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Fig. 1. Scheme of central metabolism of C. necator with selected enzymes, which were analyzed in terms of thelr specific activities.

Incorporated into P{3HB-co -3HV) in C. mecator [29]. This fact explains
why the 3HV content in most of evolved strains was lower than in the
wild-type strain, which demonstrated lower activity of 2MCS. There-
fore, adaptation of the culture to LA has positive consequences from the
point of view of growth and overall productivity, but it has a slightly
negative impact on efficiency of 3HV Incorporation by lower LA-to-3HV
yields. Metabolism s generally a complex process and ithis could be the
reason why, despite high activity of 2MCS, some evolved strains pro-
duced copolyester with higher 3HV content. Except enhanced meta-
bolic activity via the 2-methyicitrate cycle, also the pathway leading to
copolyester biosynthesis could be enhanced, which could lead to higher
3HV content in PHA.

Other similarities between evolved strains dealt with Increased ac-
tivity of the TCA cycle, enhanced production of the reduced cofactor
NADPH through different metabolic pathways, and also increased ac-
tivity of the PHA biosynthetic pathway. It is likely that higher amount
of availuble acetyl-CoA, as a product of LA catabolism, increased ac.
tivity of TCA cycle, which Is closely related to cell respiration, This
could be the reason why the activities of the enzymes responsible for

NAPDH generation, primarily of NADP-dependent isocitrate dehy-
drogenase (observed in all the evolved strains), much less of malic
enzyme {observed in ALAO2) or glucose-6-phosphate dehydrogenase
(observed in ALAO4) were enhanced, Reduced NADPH generated by
these enzymes is necessary for regeneration of glutathione and thior-
edoxin Involved In detoxification of reactive oxygen species [30];
therefore, the evolved strains revealed indication of adaptation to oxi-
dative stress conditions, which could be a consequence of the expected
increased respiratory activity of the evolved cultures. Consequently,
increased levels of NAPDH directs flux of acetyl-CoA towards PHA
biosynthesis, were it reduces the hvdrogen-acceptors acetoacetyl-CoA
and 3-oxovaleryl-CoA to the respective alcohols (3-hydroxyacyl-Coas;
so called “psendofermentation™ reaction), thus supporting activity of
enzymes involved in PHA accumulation. A positive effect of mild oxi-
dative pressurc on PHA biosynthesis was observed repeatedly in our
previous studies [4,24,731] and also confirmed by other authors {12,33).

Furthermore, despite some general similarities among evolved
strains were observed, the closer look at the metabolic profiles of
evolved struins indicates slightly different sdaptation strategies. In

Table 2
Specific enzyme activities of selected ey btuined with strainy adapted to LA,
Membalic pachwary Lnzy Specific enzyme activiry (U mg ')
Wild-type ALADY ALAOZ ALADI ALADY ALADG
TCAcycle NAD-IDH 5355 = 1% 12447 = 988 196,57 = 353 92622 = 70.04 84794 = 3810 60581 = 94
MDH 40068 = 1136 62003 = 2542 22033 = 1224 30113 = 3283 103443 = 4535 13060 = 528
2-methylcitrate cycle amcs 47371 = 1057 250370 = 31639 144000 = 11117 144022 = §1.68 171968 ¢ 10371 01028 + 3093
Glyoxylate cydie Ms 16355 = 436 19542 = 0.62 49654 + 850 21423 = 999 21897 2 434 15240 = 327
NADP™ dependent enzymes  G&PD S48) = 7592 351016 = 4643 12841 = 168 49145 = 165 77966 = M9 [i6A = 262
NADPIDH 5355 = WM 160552 = 5523 114347 = TO87 150564 = 4570 1937.27 =z 6598 133775 = RS
ME 0346 = 2995 31451 = 1906 589.08 + 1032 23654 £ 1825 17017 = 808 20099 = 704
Levulinic ood metabolism  ACoAS - ICE 16664 = 1758 %316 = 2.22 TLTT = 1156 3910 = 1014 4322 = 887 9059 = 18506
ACoAS -MBE 7959 + 288 7582 = 085 17792 = 254 113 = 165 #6.79 = 783 0516 + 994
X ACoAs 2603 = 2595 15898 = 4.4 25065 = 3923 15040 = 39.02 130.01 = 2667 18575 = 37.01
PHA metabolism 3K 4585 = 1400 918 = 1367 168,507 40 16721 = 1158 14783 = 452 2219 = 245
3KT2 6332 + 338 9532 = 777 13824 = 1004 10848 = 1037 #1152 = 1279 O = 957
AACOAR 61799 = 2737 173252 = 5032 1.856.48 = 9771 217895 = 9210 1895036 £+ 7554 245427 £ 3909
PHE synthase 1500 = 236 21403 = 6.2 7187 = 692 12143 = 238 7029 = 1711 8055 + 263

Results are presented in the form: mean + standard deviation
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particular, the results of enzymatic assays indicate that the strain
ALAO2 evolved most differently in comparison to the other strains. This
strain revealed high activity of 2MCS (similarly as ALAO1, ALAO3 and
ALAO4) and, moreover, in ALAO2, atilization of acetyl-CoA through the
glyoxylate cycle was more pronounced on the expense of activity of
Krebs cycle, which was slowed down due to reduced MDH activity.
Malate generated in TCA or in glyoxylate cycle was predominantly
converted to pyruvate, a reaction catalyzed by ME producing NADPH
for biosynthesis. On the contrary, similar adaptation strategies were
identified in strains ALADS, ALADS and ALADG6. At the simultaneous
activation of Krebs cycle through NADIDH and unchanged MS
(glyoxylate cycle) activity, ME activity was reduced in ALAO3, ALAOM
and ALADS compared to the wild-type strain

The connection between enxyme activities through correlation
analysis using determination of Pearson correlation coefficient was
assessed. We considered correlation when the absolute valve of coef-
ficient was higher than 0.85 We have spotted six positive and one
negative correlation between activities of selected enrymes (see
fable 3). The highest correlstion was observed between enzyme ac-
tivities of MS and ACoAS. According to Jaremko and Yu [34], pro-
pionyl-CoA and also acetyl-CoA are formed during metabolization of
uﬂmmmﬁmmumhmmw

phase. The connection between MS and ME could result in metabolic
continuity, because the product of MS, malate, is the substrate for ME.
The excess of malate in cells could be used to gain energy through
transformation into pyruvate, which enters the Krebs cycle after
transformation into oxaloacetate, or the cells could gain energy from
propionyl-CoA through 2MCS. This pathway is not required for P(3HB-
<0-3HV) production. The other correlation confirmed our resaits about
when we assumed creation of acetyl-CoA and propionyl-CoA from le-
valinyl-CoA catalyzed by ACoAS, whereas 3-KT2 catalyzes condensa-
tion of these two molecules to form 3-hydroxyvalery)-CoA. Based on
previous correlation betwesn MS and 3-KT2, this is a further evidence
for the close connection of PHA biosynthesis with LA metabolism. Ef-
fective metabolism of LA resulted in increased activity of 3.KT2-cata-
lyzed condensation of acetyl-CoA and propionyl-CoA 10 3-oxovaleryl-
CoA_ and also to higher production of malate wa the glyaxylate cycle.
Subsequently, the reaction metabolizing excess of malate 1o pyruvate
generates high quantities of NADPH, which in tum fuels the PHA bio-
synthetic pathway, The threshold value for positive correlation was
identified also for MDH and G6PD. The connection between higher

Table 3
Correlution analysis of enzyme sctiviries

Bochemical Engnerring Jowrnad 15T {2009) 107350

above; the other context could be identified in higher metabolic activity
and subsequent requirement for pentoses because of higher intensity of
cell division. Negative correlation between enzyme activities of NADP-
IDH and ACoAS could indicate metabolic pathways oriented in opposite
directions, whereas NADP-IDH produced the reduced cofactor NADPH
involved in biosynthetic pathways, while ACoAS catalyzed initial step
of degradation of fatty acids, LA in our case. If activity of ACoAS was
higher, transformation of isocitrate into 2-.oxoglutarate was primarily
eatalyzed by NAD-IDH.

The results of metabolic profiling were also subjected to statistical
analysis using the PCA method. Dimension of the 13 input varisbles was
reduced to three principal components with eigenvalue > 1. Selected
principal companents F1 (39.89%), F2 (32.47%) and F3 (19.01%)
composed 90.37% aof the variability of the original data set. Best pos-
sible visual representation of the bacterial strains was obtained by the
dispersion of the observations onto & two dimensional factor plane of
principal components F1 and F2 (¥ig. 2). Clear clustering of individual
bacterial strains can be observed and it is based on differences in bac-
terial metabolism as represented by snzymatic activities. Most sig-
nificant separation can be observed between the wild-type strain and
remaining strains. In the wild-type strain, the observations are pro-
jected in the area with negative scores for F2 component, which is
strongly positively connected with activity of ACoAS - ICE and nega-

the ALAO2 obscrvations, because its enzyme activities differed sig-
nificantly from the other analyzed strains. it could be assumed that
adaptive cvolution of ALAD2 to LA leaded to a different adaptation
strategy than in other evolved strains. The closest relationship could be
observed between strains ALAOL, ALAO3 and ALADG. The strain ALAD2
represented the most separate and remote zone in Fig. 2. As was in-
depth described and discussed above, the strain ALAD2 demonstrated
increased activity of the glvoxylate cycie and decreased activity of TCA
cycle than other evolved strains. The strain ALAD] was most similar to
the wild-type strain, without features common to all evolved strains
(increased respiration activity, enhanced propionyl-CoA utilization
pathway, incressed activity of NADPH generating enzymes and en-
hanced PHA biosynthesis pathway); hence, enzymatically, ALAO1 did
not differ moch from wild-type strain

varistie NAD - IDS1  MDE s IMCS  G&PD NADPIDS ME ACoAS - ICE  ACoAS - TACcAS 34T1 3K AACoAR PHE
Bz synthase

NAD-IDH 1

MDE nss 1

MS -~ ~0208 I

cs 0026 057 oIS 1

G&PD 0,368 086 0635 015 1

NADF-IDH 0431 0437 00% 074 oI )

ME - 0621 ~03%5 0889 0052 W& 029 1

ACoAS - ICE - 0730 ~0262 -0260 ~0557 ~U125 0911 01: 1

ACoAS - MEE - D065 ~-0463 Q9w -0047 -0763 0,006 oxs -0.286 1

I ACoAs —-ans -0.586 047 -0578 —-0086 -0523 07 065 0452 1

KT 0,466 ~0,500 003 -0650 -0408 0085 —-0106  — 0063 0326 0182 1

SET2 - DO09 -0322 03 0379 -0648 0310 0741 -0338 R8s 0175 0034 1

AACOAR o ~0,147 0092 033 0179 W ~0199 - 0502 02485 ~0545 0474 Os8 ]

PHB synthase 0,844 0894 -9128 as60 0712 o788 -0G3& -0 -u314 -n ~0E34 -0092 0308 1
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Fig. 2. Prosection of chancurtaed evolved strains and wild-type asing PCA.

23 Charoctertsanion of material properties of P(ZHB-<o-3HV) produced
by LA odapeed struins

In the next part of the work, hasic material properties of the PHA
polymers produced by the wild-type strain and the evolved strains were
investigated and compared. In particular, molecular weight, monomer
composition and crystallinity of the produced copolyesters were ana-
lyzed. Results of this material assay are summanzed in Tablc <. First of
all, it can be seen that the produced polyesters differed significantly in
their molecular weight. In comparison with the wild type strain, the
first generation of strains evolved in absence of chemical mutagen (Le.,
strain ALADI - ALAO3) produced copolyesters with significantly lower
molecular weight. Contrarily, the strain representing the second gen-
eration evolved without chemical mutsgen (ALAGS) provided polymer
of similar molecular weight as the wild type strain, while an involve-
ment of the chemical mutagen resulted in strain ALADS, which pro-
duced a polymer with even higher molecular weight than the wild type
swrain. For all tested strains, very low values of polydispersity index D

(provided by the molecular weight assay as ratio of weight average
value 1o number average value of molecular weight) represent 3 narrow
distribution of the polymer chain lengths in all prodeced polymer
samples.

Similariy to the differences in M, of the polymer, the two cvolved
strains ALAO4 and ALADG stood out amang the other strains also with
respect o the monomer composition of the copolyester. It can be seen
in Tabie 4 that the strain evolved in the second generation of LA
adaptation (ALAOS) was capable of incorporating the highest amount of
3HV. On the other hand, the chemical mutagen-assited adaptation to
LA resulted in the strain that incorporsted the lowest amount of 3HV
among all studied strains. The relative content of 3HV in the polymer
chain represents a arucial parameter as far as polymer processing and
forming is concerned. It has already been thoroughly described how the
incorporation of 3HV in the copolymer influences its physical proper-
tics such as aystaliization behavior, melting behavior as well as me-
chanical properties [35-37]. In this context, Kunioka et al have re
vealed that depending on the SHV content, P(3HB-co-3HV) copolyesters

Table 4
Basic matecial parsmeters of PHA polymens prodeced by the wild type strain and the evuived strains of C necomr H16
IV consenr{med %] M_[Da) o P ] ] AR AR AR Al A

wT 158 = as 6580 = 58 15 12 a7 oss an ast
ALAGT 139 = 03 4120 = 042 106 193 e nss aon oss
ALACS 135 =02 4552 = 646 106 1582 L% o0& o2 .
ALAOT 79 =01 s = 4 100 1852 s oy o» oM
ALAOS s =09 $I55 = 60 105 157 721 L3 ) om os2
ALAOE 114 = 03 TES = 71 196 1549 s3e a3 oz o

“polydispersity Index D (M_/M,).

*relative area of the 2wo deconvelution components.

IR absorh: o at frog 1228 om ™' and 1180 o™, respectively.
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crystallize in two crystalline forms, in the P(3HB) erystal lattice or the P
(3HV) crystal lattice [35]. A relative content of 40 mol % 3HV was
described as the threshold valoe for the transition from one crystal form
to the other. Furthermore, Kunioka and Doi also proved that the degree
of cryswallinity as well as melting temperature decrease with the in-
creasing concentration of 3HV up to 37 mol.% [36]. Any decrease of the
meiting point is of great technological interest, because the homo-
polyester P(3HB) is in general thermally unstable due to the random
chain scission at ester groups at temperatures close shove its melting
point [36]. An unintentional thermal degradation thus may take place
during the melting processing, leading to & significant reduction of an
average molecular weight and undesired changes in rheological and
mechanical properties [17]. Therefore, any shift of T, to lower tem-
peratures contributes to higher thermal stability during the meit pro-
cessing of copolyester and constitutes a significant material improve-
ment of the PHA polymer in terms of facilitated technological
processing. For that reason, we complemented our material analysis of
produced PHA copolymers also by a characterization of their crystal-
lzation and melting behavior.

DSC analysis of the isolated copolymers was used primarily in order
to determine their melting temperatures (T,,) and enthalpées of fusion
(AH_). Raw thermograms, determined during the second heating scan
of previously molten and cooled materials {see Materials and Methods
for detalls), are shown in Fig. S3. Resulting values of the two para-
meters are shown in [able 4. From the comparison of T,,, it can be seen
that the polymers produced by the first generation of the strains, which
evolved In absence of chemical mutagen (ALAOT, ALAO2 and ALAD3),
were characterized by T, close to that of the wild type strain. On the
other hand, strains ALAOY (second generation of LA adaptation) 2nd
ALA 06 (adaptation with presence of chemical mutagen) provided again
polymers with different material properties — In this case with sig-
nificantly lower T, Total melting enthalpy values vary by far more
among the individual producing strsins. It {s worth remembering that
T,, represents a qualitative characteristic of the crystallites, while AH,,
is influenced ruther by their quantitative content in the polymer. Fur-
ther, it can be seen in the thermograms presented in Fig. $3 that all
copalyesters exhibit double meiting peaks, which indicates presence of
two major types of crystallites in the structure of molten-and-cooled
polymers. It is also evident from the different shapes of the melting
peaks that the relative content of the two crystallite types differs among
the tested polymers. Therefore, we have performed deconvolution of
the melting endotherm peak by fitting the experimental envelope band
by the summation of two calculated Gaussian components using non-
linear fitting tools of the Origin 8.1 software {see Fig. S3b for an ex-
amgple of the graphical representation of the decoavolution results).
Table 4 shows calculated relative areas of the first and the second
melting component, respectively. Apparently, the first melting compo-
pent represents meiting of crystals with lower thermal stability, while
the second melting peak represents melting of crystals with higher
thermal stability. As can be seen from Table 4, significant relative areas
of the second melting peak were found for ALAO2, ALAO3 and ALADG.
Overall, the relative areas of the second melting peak vary from 6%
(ALAO1) 1 52% (ALAD2) of the total area of the melting endotherm.

FTIR analysis was applied as a supplementary structural asssy of the
produced polymers; spectea of the analyzed materials are shown in Fig.
S4. Evidendy, all copolymers show similar spectra that involve all the
spectryl features charactertstic for PHA [34]. This Is expectable as far as
the differences in chemical composition (relative JHV content ranging
from 11.4% to 20.6%) are not large enough to cause any significant
spectral signatures in FTIR. Nevertheless, FTIR spectra can provide in-
formation not only about chemical, but also about physical structure of
PHA. In our previous work, we have summarized the way how the FTIR
spectra can be utilized in evaluation of crystallinity of PHA [19]. It has
been described that FTIR spectra of PHA Involve vibeation bands
characteristic for crystalline and for amorphous PHA, respectively.
Therefore, in this work we provide the ratio of IR absorbance at the
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frequency characteristic for erystalline PHA (1228 em™) to an absor-
bance at frequency sttributed to amorphous PHA (1180 cm™) as a
supplementary spectral indicator of inherent sample crystallinity (see
detail of the spectral region with the two characteristic vibratioa bands
In Fig. S4b). Results of this spectral assay are provided in Table 4. Once
again, lower value of A, /A as compared to the wild-type strain
distinguish the copolymers produced by strains ALAOS and ALAO6 from
those isolated from the other adapted strains.

As was already discussed, there is strong evidence from litersture
that the relative content of 3HV in W(3HB-co-3HV) copolymers influ-
ences their overall crystallinity and melting behavior. Therefore, we
have performed cocrelation analysis to seek for correlations between
particular material parameters that were determined for the individual
copolymers (see Table S1 in supplementary material). This analysis kas
revealed a strong negstive correlation between moleculsr weight of the
copolyesters and both basic parameters determined by DSC ie,
melting temperature T, (Pearson coefficient -0.722) end total heat of
fusion (Pearson coefficient -0.892). It indicates that the chain length is
the primary parameter that affects crystallinity of the Isolated copoly-
mers. Furthermore, strong positive corvelation was found between
melting temperature and the spectral parameter Ay /Ay, which
confirms that the quality of crystallites in the polymer structure man-
Ifests in its FTIR spectrum. However, no strong or even moderate po-
sitive/negative correlation was confirmed for 3HV content and any of
the other material parameters contrarily to the original expectations.
Nevertheless, from the closer look at the relation between 3HV and
other properties of the polymer, it can be seen that the low correlation
coefficients are influenced by & specific position of ALADG, which is
strongly distinguished from other materials. After elimination of the
ALAO6 parameters from the correlation analysis, originally expected
correlation was Indeed confirmed between the 3HV content and
melting temperature T, (strong negative correlation Pearson coefficient
-0.952), and slso between the 3HV content and spectral parameter
Agn /A (strong negative correlation Pearson coefficient -0.859).
Both correlations are presented gruphically In Fig. S5, snd the cormre-
lation table is provided in supplementary material as well (see Table
$2). It is difficult to discuss this unique position of polymer produced by
strain ALAO6 solely on the basis of material parameters presented in
this work. Nevertheless, it is likely that the distinguished material
properties of the polymer come from a different orlentation of the
monomer units in the structure of copolymer chain, Usually, bacteria
produce random copolymers, nevertheless, we hypothesize that strain
ALADG6 s capable, up to some level, to produce partislly organized
copolymer with parts of the chains rich in 3HV, hence, a partally
blocky structure, which subsequently changes the properties of the
produced material [8). However, this hypothesis needs to be tested by
detail crystallography assay of the polymer (including X-ray diffraction)
and polymer sequence distribution and fragmentation studies of the
Individual copolyesters as s viable ool to study thelr microstructure
[40).

Finally, the distinctive position of the evolved strains ALADS
(second generation of LA adaptation) and ALAOG (adaptation in pre-
sence of chemical mutagen) was further supported by results of multl-
variate characterization based on PCA evaluation of materfal proper.
ties, It can be seen in Fig. S6 that these two materials were projected in
the opposite dimensions than the observation, which corresponds to
sumples produced by first generation in the biplot of selected peincipal
components F1 and F2 (eigenvalue > 1), which in sum comprise 87.3%
af the variability of the original dats set.

4. Conclusions

By methods of evolutionary engineering, five strains adapted to LA
originating from C. necator H16 (wild-type) have been obrained. Strains
C necator ALAOT, ALAD2 and ALAD3 have been classified as the first
generation of evolved strains, strain C. recator ALAO4 has represented
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the second gencration of evolved strains and C. necator ALAOG has been
gained by the contribution of the chemical mutagen MMS. All evolved
strains showed better growth in the presence of the inhibitor LA than
observed for the wild-type strain, which was one of main parameters
confirming a successful adaptation process. The analysis of PHAs in
biomass moreover showed higher content of PHA in the biomass and,
for some strains, also higher content of 3HV in P(3HB-co-3HV). The
strain C necator ALADM repestedly reported the highest value of PHA
and also IHV content with more than 20 mol.%. After GC-FID analysis,
copolymers were further characterized by DSC. SEC-MALS and FTIR.
On the basis of results, a connection between higher 3 HV content,
lower melting temperature and lower crystallinity has been observed
for copolyesters isolated from strains C. necator ALAO], ALAO2, ALAO3
and ALADS. Polymer isolated from C. necator ALADS has not confirmed
that trend, therefore a different structural motif conld be considered.
Biochemical characterization of evolved strains through determination
of specific activities of sclected crzymes has provided information
about possible adaptation strategies of strains considering similarities
and differences between evolved strains and the wild-type strain
Similarities among evolved strains with the wild-type strain have been
observed in enhanced metabolism of propionyl-CoA, enhanced PHA
biosynthetic pathways, respiratory activity and also in enhanced ac-
tivities of NADPH producing enzymes. It could be assumed that higher
respiratory activity could be associsted with adapiation to LA meta-
bolized via aerobic f-oxidarion. Higher intensity of respiration could
cause oxidation stress, which was eliminated by higher production of
NADPH. The excess of NADPH could promote biosynthetic pathways
such as production of PHAs. Moreover, metabolic differences between
evolved strains have been evaluated by PCA, and some adaptation
strategies have been saggested. The most siriking one among the
adapted strains was strain C necanor ALAO2 with enhanced intensity of
LA catabolism, higher activity of giyoxylate cycle and reduced MDH
activity, Strains C. mecator ALAO1, ALAO3 and ALAO6 were similar to
each ather. Strain ALAO] was the mast similar to the wild-type strain,
and the adsptation strategy of strain ALAOS was probably a lire dif-
ferent from others. Different results have been observed when material
propertics have been used for PCA. From this prospective, no obvious
link between general metabolic strategies of the strains and the shifts in
quality of the produced polymer was identified,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Polvhydroxyalkanoates (FHA) are abundant microbéal polyesters accumulated in the form of intracellnlar
Adaptates granules by numerous prokaryotes primarnily as storage of carban and energy. Apart from their storage function,
Ceprirvidms Arcomr the g of PHA also enhy the robustness of the microbial cells against various stressors. In this work, we
"""";:‘ wmmdeomm-mmmmuth
Polyhyd 1 tation 10 csmotic pressure and copper joms. In long-term | ¥ evolution exp the bacterial culture
Stress conditiom nMvamdMMdnﬂnMumW(anmh
ot wumhM)Mmmwmmmmqummd
growth and PHA production capacity, cell morphology (i igated by various election mi Py g
activities of selected enrymes involved in PHA metabalism and other crucial metabolic pathways, the chemical
ition of bacterial bi (determined by infrared and R oy} and also considering
mwmmmmmmwmummwm
10 both tested stressors.
1. Introduction several possibilities to reduce the production cost, one of them is rep-

Under unbalanced conditions, numerous bacteria and Archaes are
able 10 synthesize and accomulate polyhydroxyalkanoates (PHASs),
linear polyesters of hydroxyalkanoic acids, in the form of intracellular
granules (1], PHAs serve them as a source of carbon, energy and
reducing power [ 2,71, It has been reported that PHA producing bacterial
strains are often much more robust and resistant against various stress
factors such as temperature out of optimum |4 &), freezing |7 4], ra
distion |9, changes in pH value (10), osmolarity (911 |, ethanol, H,0,
[12.13], presence of xenobiotics | 14] or selected heavy metals [15],
nutrient availability | 14 and others.

Despite numerous favorable material propertics of PHAs (renewable
origin, biodegradability, biocompatibility, etc.), their application po-
tential is limited by a high production price | 17]. Generally, there are

* Corresponding author.
E-mail address: abovcafoh vt o2 (S, Obruca),

Isttpe/ /Aoineg /10107 6/} likomoc. 2022.03.102

resented by using inexpensive carbon originating from waste
substrates |18}, employing overproducing bacterial strains [19.20],
extremophiles [21] or using improved “traditional” PHA production
strain [22.23]. Improvement in production and biotechnological ap-
proaches can be achieved by targeted methods of genetic engineering.
Alternatively, also the non-targeted approach of evolutionary engi-
mm}mmmmdummmmm
term Jab ¥ evolutions can be ad d. Actually, since PHA plays an
wtdehm“mdhaeﬂamvmm
utilization of stress-directed evolutionary engineering experiments to
obtain PHA overprodocing strains seems to be a reasonable strategy. It
was recently reported that PHA overproducing strains of the Gram-
negative soil bacterium Cupriavidus necator (formerly Ralstonic eutro-
pha, Wautersio eutropha, Alcaligenes ewtrophus, or Hydrogenomanas
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utropha), the most studied PHA accumulating strain, adapted to levu-
linic acid, can be obtained employing principles of evolutionary engi-
neocring [14].

Changes in osmolarity belong among the most commeon stress factors
of numerous environments. This is the reason why almost ail pro-
karyotes, especially those located in soil or in water, had to develop
mechanisms 10 deal with the consequences of osmotic stress (25, It has
been recently reported that accumulation of PHAs shiclds bacteria from
adverse effects of osmotic fluctuations [16). Moreover, since PHA syn-
thesis is 3 very commeon feature among halophiles including extremely
halophilic Archaca ("haloarchasa®), it was suggested that PHA accu-
mulation serves a3 a potential strategy associated with adaptation of
prokaryotes o high salinity enviromments {11 261, Further, it was also
observed that the exposition of various microbial cultures to mild os-
motic pressure supports PHA accumulation, For instance, it has been
reported that supplementation of cultivation medium by appropriately
dosed osmotic pressure subcantially enhances PHA accumulation in
C. necator (1227 in cyanobacterium Spinding sdnalse |25, or in the
Gram-positive PHA producer Bocilliss meggaterfion uyuni S29 (291
Furthermore, the application of csmotic challenge can slso be utilized 1o

processing metzls, pollutants from traffic and others | 27, Toxic effects
of metals are complex and involve numercus modes of action, eg.,
displacement of essential minerals; due 10 the formation of biologically
multifunctional complexes. The toxicity of heavy metals is also con-
wmm-&wc«mm@mmmm

and protons across the whole metabolism. That is the reason why
selected metals with proper clectrochemical potential serve as cofactors
of oxidoreductases [ 141, One of these heavy metals is copper which, on
the one hand, plays essential metabolic roles but, on the other hand, may
cause harm by the formation of hydroperoxide radicals 1351 and their
reaction with the cell membrane [76). The most significant role of
copper in metabolism lies in copper/zinc superaxide bismutase, cyto-
chrome ¢ oxidase and related enzymes — participating as the terminal
step of the respiratary chain of many organisms via reaction of oxygen-
dependent oxidases [74.37). For selected microorganisms, copper
resistance i1 quite often encoded on the plasmid level | 34 Capriovidis
necator H16 belongs 1o 2 group of copper-resistant bacteria which is
even reflected in its genus name, since Cupricvidus stands for “copper-
loving™, and a couple of studies dealing with enhanced PHA production
in presence of copper lons have been published. In C. necator exposition
10 heavy metal jons including copper ions substantially enhanced PHA
synthesis |12 357, which might indicate an important role of PHA for
adaptation to heavy-metals-indoced stress. In the gename of Cupriavidis
necaror H16, all the genes relevant for copper resistance are localized on
chromosomes, which differs from some microbial strains with resistance
encoded on plasmid DNA | 39). Copper chaperone PCu(A) C is localized
on chromosome 1, while almost all other involved genes are localized on
chromosome 2. Seven enzyme-encoding genes were classified within
chromosome 2, when more types were dlassified, for instance, copper-
binding protein, copper oxidase transforming Ca(l) to Cu(ll) ions, cop-
per resistance proteins with unspecified function, copper homeostasis
membrane protein, proteins with the regulatory mechanism of tran-
scription and others [40].

in this work, we performed Jong-term evolutionary experiments in
which the microbial culture of C. necator was cxposed to hypertonic
pressure induced by NaCl and Cu®” jons. To explore the importance of
Mbmd&emmnﬂn’dmdmﬂ

capacity. Furthermore, the morphology of the bacterial cells was
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investigated by vanous tochniques of clectron microscopy, activities of
selected key enzymes of crucial metabolic pathways were assayed and
assessed by Infrared and Raman spectroscopy.

2. Material and methods
21. Microorgonisms and cultivations

A freeze-dried bacterial culture of Cuprievidizs necator H16 CCM 3726
was obtained from the Ceech Collection of Microorganissns, Brno, Czech
Republic.

Cultivations for inoculum preparation were performed in 100 mL
Erlenmeyer flasks in the Nutrient Broth medium (peptone 10.0 g/1., bee!
extract 10.0 g/1, NaCl 5.0 g/1) during 24 h a1 30 "C with comstant
shaking at 180 rpm. Mineral medium was wed for evolutionary exper-
iments and also for other cultivations; the composition of this medium
was (NH);50, (3 g/1), KHPO, (1.05 g/1), NaHPO, 12H,0 (11.1 g/1),
MzS0,7H;0 (0.2 g/1) and 1 mi /L of microelement sclution (MES)
which consists of FeQ;6H 0 (97 g/1), CaC;2H0 (78 g,
CuSO,-SH;0 (0.156 g/1), CoCly 6H50 (0.119 3/1) and NiCl; (0.118 g/1)
in 0.1 M HCL The cultivations were performed in 250 ml Erlenmeyer
flasks with 100 ml medium under permanent shaking &1 180 rpm at
30 'C for the reguired time (48 or 72 h); sfter the cultivations were
stopped, cells were harvested and analyzed.

211 Desermination of optimal dose of tested stressors

At first, selected stressors were tested considering the strength and
impact of stress conditions. Cultivations were performed in 250 ml
Erlenmeyer flasks with 100 ml of culture, four concentrations have been
tested for both stressors; 10, 15, 20 and 25 g/L of NaCl and 5, 10, 30 and
50 mg of copper ions Cu”’ /L supplied in the form of CuSO.SH.0.
mmnilmgm&wmmmddn

21.2 Ewohmionary enginecring experiment

Based on the results of the previous experiment, optimal doses of
stressors have been chosen for the adaptation experiment during the
evolutionary engincering process, specifically 20 g/1. of NaCl repre-
senting osmotic stress and 30 mg of Cu® /L (in the form of 118 mg/1L
CuS04 5 H10) representing heavy metal challenge, During the long-term
vated in the presence of the particular stress factor (20 /1 NaCl or 30
mg/L.Cu’ "), the aliquot of culture was transferred into the fresh medium
after each 48 h of the cultivation &t an inoculation ratio of 1:10; 78
passages were performed for copper stress and 68 pascages in case of
NaCl-induced stress.

For further analysis of the evolved strains, cultures were inoculated
from preserved cryocultures into Nutrient Broth medium with ten times
lower dose of stressor (sddition of 2 g/1 NaCl or 3 mg/L of Cu™* ) against
doses applied for cultivation in mineral salts medium {20 g/1 NaCl or 30
mg/L of Cu®*). After 24 h of cultivation st 30 “C and 180 rpm, mineral
media with stressors were inoculated in the same way as in the case of
the evolutionary experiment by 10 (v/v) % of individual inoculum.
While for evolutionary experiments and biochemical characterization
celis were harvested and analyzed after 48 h of cultivation, for other
techniques including electron microscopy, Raman spectroscopy, FT-IR
and SEC-MALS cultivations were analyzed after 72 h.

22 Analytical methods
22]. Basic screening of each pessage

Basic screening of every passage involved the determination of
biomass both spectrophotometrically (Impien, P 300) st & = 630 nm and
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Fig. 1. Basic screening of cultures during evolutionary engineering process - A) copper loos (Co” ), B) NaCl

gravimetrically. Microbial culture (10 ml) was centrifuged (6000 rpm,
S min, Hettich EBA 200), washed with distilled water, and centrifuged
oace more; this determination was done in duplicate for each sample.
Then peliets were dried to constant mass and concentration of biomass
was expressed in g/1 a5 cell dry mass (COM). PHA content and
composition in dry blomass was determined using gas chromatography
(Trace 1300, Thermo Scientific, columm: DE-WAX 30 m by 025 mm)
with flame-ionization detector (GC-FID) as reported previously in
Brandd et al (411

222 Charecterization of evolved strains

Aside from the basic screening, selected passeges were subjected 1o
in-depth analysts using sdvanced techniques sach as Raman spectros-
copy, size-cxclusion chromatography with multi angle light scattering
detection (SEC-MALS), FTIR spectroscopy and also various approaches
of electron microscopy (e.g., cryo-scanning electroa microscopy - cryo-
SEM, and transmission electron microscopy - TEM). At first, biochem-
ical characterization of evolved strains, as well as the original wild-type
strain exposed to the same conditions as evolved strains, was performed
by measwring specific enzyme activities of selected kzy enzymes
involved in the crucial metabolic pathways like citric acid cydle (TCA),
glyoxalate shunt, and poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) quuhsh
(citrate synthase - CS; NAD-dependent isocitrate dehydrogenase - NAD-
IDH; malate dehydrogenase - MDH; malate synthase - MS; glhuwose-6-
phosphate debydrogenase - G6PD; NADPdependent isocitrate dehy-
drogenase - NADP-IDH; malic enzyme - ME; 3-ketothiolase - 3-KT1:
acctoacetyl-CoA roductase - AACoAR:; PHB synthase) using spectro-
photometric methods in multiplates ELISA reader (BioTek, EIxS08).
Assays, which were used for the determination of activities of selected
enzymes, were in detail described previously (241,

223 SECMALS

For SECMALS analysis at first polymer were extracted using chio
roform (spprox. 30 mg/ml) 2s solvent at 70 "C in visls overnight. After
filtration of cooled down mixture, 2 solvent-cast film of the polymer was
obtained by free evaporation of solvent. Then, approximately 4.5 mg of
this PHB foil was dissolved in 1.5 mlL of chloroform 3t 70 "C (final
concentration 3 mg/mL). After dissolving of the whole foil, the sample
was filtered using nylon syringe filters with 0.45 pm porosity into new
vials Prepared samples were analyred using sizeexclusion chroma.
tography (SEC. column Plgel 5 um, 300 by 7.5 mm, Agilent Technolo-
gics) with MALS detection (DAWN HELEOS 1) and different
refractometer (OPTILAB T-REX, Wyatt Technology).

224 Roman spectrascopy

Raman spectroscopy was used for visualization of the “fingerprint™ of
whole cells considering the contents of PHB, proteins, lpids, nucleic
acids, etc. For this purpose, cultures were centrifuged (6000 rpm, S min,
Hestich EBA 200) and cells were deposited onto sapphire gilass in three
parallel spots. Afier drying at 70 "C, samples were analyzed by Renishaw
Inviz system (Renishaw inVis Raman Spectrometer, Renishaw plc.,
Wotton under Edge, UK), using 3 785 nm single-mode diode laser as the
excitation source. Focusation of the laser beam was provided by mi-
croscope objective {50 <, NA 0.5, Leica, Wetzlar, Germany), where the
spot of laser has a diameter of approx. 2 « 10 pm. Spectra were acguired
in the range of 700-1800 cm . Every spot has been measured for 155,
and spectra were generated (42

225. Infrored spectroscopy
Adide from the Raman spectroscopy, Infrared spectroscopy with
Fourier transformation (FTIR) (Nicolet, Nicolet iSS0) was used for
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screening of potential changes in the molecular structure of the cells
induced by the adaptation experiments. FTIR spectra of the dried
biomass (drying to constant mass at 70 "C) were collected with iS50
FTIR spectrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). All mea-
surements were taken at ambicnt temperature with the built-in single-
reflection diamond attenuated total reflectance (ATR) crystal. An indi-
vidual absorption spectrum was collected 23 an average of 16 scans with
a resolution of 4 cm™' (data spacing 0.5 am ') Each culture was
analyzed at 5 (FTIR) or 15 (Raman) spots randomly distributed on 2
sample of dried biomass. For individual cultures, biomass samples were
always prepared in triplicate. In order 1o reveal spectral differences
among the individusl samples (wild type, wild type under stress con-
dition and the adapied ones), the whole-spectra Principal component
analysis (PCA) was performed using a standsrd muiltivariate principle
component program written in-house using MATLAB software (Math-
Works, Natick, MA_ USA) at the Institute of Sclentific Instruments, Crech
Academy of Sciences |43, Prior to PCA, spectra were processed by the
same program using Rolling circle algorithm of background correction
(radius: 300 cm ™, number of passes: 5) and normalized (normalization
froquencies 1640 cm * for FTIR. 1350 am ™! for RamanN).

22.6. Electron mecroscopy

Bacterial cultures were contrifuged for 3 min at 3000 rpm. For aryo-
SEM, concentrated pellet of cclls was pipetted onto 6 mm alluminium
carrics of 4 gl volume without any cryo-protectant. For TEM, samples
were pipetted on 3 mm Cu/Aw of 0.6 pl. volume carriers pre-treated with
1% solution of lecithin in chioroform. Samples were then fixed using a
high-pressure freezer (EM ICE, Leica Microsystems).

6 mm cwriers were transferred under liquid nitrogen into ayo-
vacuum preparation chamber (ACES00, leica microsystems) and
freere-fracturing aod sublimation (7 min, -95 "C) was performed.
Samples were then transferred under vacuum using a shunle (EM
VCT100, Leica Microsystems) into 2 scanning electron microscope
(SEM) eguipped with cryo-stage {(Magellan 400/1, FEI) for observation
at —120 'C using 1-2 keV electron beam without any coating.

3 mm carriers were transferred under liquid nitrogen into 2 freeze
substiturion unit (EM AFS2, Leica Microsystems). The used protocol for
freeze substitution was previoasly described in [441. After freeze sub-
stitution, samples were heated (o room temperature, washed 3 times in
acetone (15 min each) and infiltrated in medium-hardness cpoxy resin
{Epoxy embedding medium kit, Sigma-Aldrich). Mixtures of acetone and
resin in ratios 1:2; 1:1; Z1; 1:0 were changed after 1 h and then left
under vacoum overnight in fresh pure resin. After the final exchange of
pure resin, samples were cured at 62 ‘C for 48 h. Embodded sampies
were cut to ultrathin sections wsing a diamond knife with a cutting angle
of 45" (Diatome) and ultramicrotome UTC Ultracut (Leica Micro-
systems), sections on microscopic grids were stained wsing solutions of
wranyl acetate and lead citrate and observed in the transmission clectron
microscope JEOL 1010 (JEOL) using accelerating voltage 80 kV.

23 Starisrical analysis

Al cultivations were periormed in triplicates. Results of the growth
and biomass analyses provided in Table 2 and Fiz | represent the
average valoe = standard deviation of the triplicates. Results of the
biochemical assays were analyzed by Pearson correlation analysis and
PCA in Microsoft excel (Microsoft, USA) and XL-stat (Addinsoft, France).
Results of these analyses are shown in Tabic 2 and Fip 4. PCA was used
as an wnsupervised method for revealing similaritics and dissimilaritics
between the analyzed strains.

The whole-spectra PCA analysis of FTIR and Raman spectra was
performed wsing a standard multivariate principle component program
written in-house using MATLAB software (MathWorks, Natick, MA,
USA} at Institute of Scientific Instruments, Czech Academy of Sciences
Brmo |41, Origin 2019 (Originlab, Northampton, MA, USA) was wsed
to visualize the resulting PCA bi-plot and component loading plots

Semrnctemal Jeernad of Bdoprel Mocremoiecsies 206 (2X22) 977559
(Figs. 5 and 6).
3. Results and discussion

21 Leboratory evolution of C. mecator

optimization of the phenotype of evolved strain whereas high concen-
tration can Jead to substantial innovation in the phenotype of the strain
451, since exposition to high-stress dose results anly in two possibilities
for the cells - adspt or perish. Considering the intended long-lasting
adaptation experiments, we decided to use concentrations of stressors,
which partially inhibit but do not thwart the growth of the microbial
culture. Therefore, we exposed the microbial caltures to various doses of
Q" fons (5, 10, 30 and 50 mg/L) and NaCl (10, 15, 20 and 25 g/1) and
we have monitored the growth of the culture within 72 h of caltivation
by regular inspection of the optical deasity of the cultures. Based on
obtained growth curves, we selected optimal stressor dosses of 30 mg/L
of Cu”” and 20 g/L of NaCl, which reduced the growth of the culture by
sbout 50% when compared to the control setup (see Fig S1).

Microbial culture of C. necator H16 was repeatedly re-passaged (after
48 h) and cultivated in presence of optimized concentrations of the
stressors. In the course of laboratory adaptation, we analyzed CDM and
PHA content in dacterial biomass in each passage right before it was
inoculated to the subsequent passage. Data arc shown in Fig |; bere, it
can be observed that at the beginning of the adaptation process, cultures
demonstrated low growth and also poor PHA accumulation, which is
most lkely caused by the inhibitory effect of stressors. Nevertheless,
after several passages, the biomass as well 25 PHA concentrations sub-
stantially incressed and remained comparable throughout the experi-
ment. The process of adaptation was comnected with significantly
enhanced blomass growth since 2 higher content of bacterial blomass
suddenly appears in the thind passage for the copper stress (Fiz [AR
afterward the third passage. no more significant shifts appeared during
the whole adaptation process. Along with blomass, also the amount of
PHA In biomass increased, representing up to 70 wi% of CDM. For
selected strains of Asaspiniiion brasilense it was proved that some heavy
metals including copper (in the form of Cu” ") enhance PHA biosynthesis
despite the fact that the cuitivation was performed in 2 nutritionally
balanced medium that does not meet the requirements for enhanced
PHA biosynthesis, namcly the presence of an excess of carbon source and
Himitation by other essential clements such as nitrogen. Therefore, the
authors hypothesized that the accumuiation of PHA is in this case
associated to the protection against beavy metals [46),

The adaptation to osmotic stress (Fig. | B) manifested a much slower
trend than in the case of copper-induced stress (Fip 1A). Morcover, the
culture adapted to copper ions showed quite stable amounts of biomass
(around 5.7 g/1) and PHB (around 3.5 g/1) during the entire process
after the initial adaptation phase; in the case of the culture adapted to
high salinity, the deviations in further stages of the experiment were
much more significant. The culture adapted to Nall demonstrated the
besz growth and the highest PHA production capability immediately
after the initisl adspration phase; Ister on, both monitored parameters
slightly decreased and fluctusted

32 Comparison of growth charecieristics of evolved sorains and wild-
Ope srain with and without cxposure o stress

For comparison of evolved strains from last passages with the wild-
type strain, the strains were cultivated during 72 h in media in the
presence or absence of stress factors, and the growth of the microbial
cultures was scyeened by the OD of the cultures. All cultures were
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Fig. 2. Growth of wild-type and evalyed strain coltures during 72 b under different conditions - A) mesfia without stress. 5) copper stress {30 mg/L Ci® "}, €) osmotic

stress (20 g/L NaCl)

cultivated in wriplicate to obtain relevant data; in Fig 7 average values
were considered. At the start of this experiment, it was assumed that
adapted strains would show more significant growth than the wild-type
strain, at least in stressor-containing media; moreover, we also expected
gencrally enhanced robustness and growth capacity of evolved cultures
475

Based on data shown in Fip. JA it is demonstrated that the assump-
tion of enhanced general robustess of adapted strains in cultivation
media without the stress factors was not correct, especially for the strain

adapted to NaCl, which showed the worst growth performance from
45th bour of the cuitivation till the end of the experiment. The culture
adapted to copper showed similar growth characteristics as the wild-
type strain.

The most significant influence of the adaptation process was recor-
ded in the case of cultivation in the presence of copper (Ci®~ 30 mg/1)
(Fig IB). Whereas the wild-type strain showed a very long lag-phase
{about 44 h) and generslly poor growth, the evolved sirain was char-
acterized by fast growth and two-times higher valoe of optical density,
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Table 1

Comparison of specific growth rates of the wild-type siraln and evolved stralns
during cultivation without stress and under copper and cemotic stness,

Conditomn Cupravwine necmr stzmin Specific growth o
W6 'l
Mefiam withoot stress Wikd-type 0.524
Cu-evolved strain 469
NaClevulved strain a3io
Copper strews (30 sg/L Wild-type 033
af) Cu-evalved sirain 0358
Osmetic stress (20 g1 Wikd. type strain 0.280
NaCl) NaCl evolved smain o2

which indicates substantially faster growth. Despite the positive effect of
the adaptation, copper still caused partial inhibition of the growth even
of adapted culture; the maximal value of OD in medium without stress
was sround 30 for both the copper adspted and the wild-type strain,
whereas in the presence of copper the maximal value for the adapred
strain was sround 20, which represents a reduction of final cell density
by about 30%.

Growth of the wild-type strain together with NaCl-evolved strains
was also compared in the presence of sodium chioride (20 g/1) in media
[Fig. 2C). Generally, the strain adapted to osmotic stress exerted by 20
&/L of NaCl did not manifest any differences in growth characteristics
compared with the wild-type strain in presence of the NaCl. Considering
the comparison of growth in media without stressors, the strain adapted
o NaCl scems to be overall less robust than the wild-type strain. There is
a passibility of adaptation on a different level, not only in growth, which
will be discussed further in the text.

Morcover, we can compare also specific growth rates based on ob-
tmined curves, which describe increase of the number of cells during the
exponential phase (1able 1). From the data, we observed that the best
performances were shown by the wild-type strzin in medium without
stress (0.524 h "), whereas the poorest growth was observable for the
strain adapted to osmotic stress in the presence of stressor NaCl (0.222
h ). The strain adapted to osmotic stress showed worse growth in
mediom withoot stress than both cultures expaosed 1o copper stress that
was connected with the bad condition of the culture.

Impernational Joarnal of Nolapeal Macrumsiecades 206 (1022) 977-989

33 Biochemical characterisation of evolved struins and their comparison
with the wild-type strain

The strains were biochemically characterized via measurement of
activities of selected key enzymes from different branches of the meta-
bolism. Coansidering possible adaptation strategies, we focused pre-
dominantly on enzymes involved in central energetic metabolism
inciuding the Krebs cycle (tricarboxylic acid cycle - TCA) and the
glyoxylate shunt, but we also selected NADPH-generating enzymes and
enzymes active in the pathway catalyzing PHB biosynthesis (Fig. 3).
Apart from the determination of the activities of selected enzymes, we
have also determined biomass yields, PHA titers and PHA content in
biomass as well as the molecular mass of the produced polymers; all the
results are provided in Table L

Based oo data for specific enzyme activities it can be assumed that
exposition 1o copper stress leads to enhanced activity of NADPH
generating enzymes, especially NADP-IDH and ME, which is typical for
response to oxidative stress (46]; it was observed before that heavy
metals such ss Cu™' can contribute to the generation of oxidatively
reactive species, thus causing oxidstive pressure (49, Cofactors in the
reduced forms (especially NADPH) are involved in securing cells against
axidative stress because they create a suitable environment for the
regeneration of molecules (such as glutathione), thus fueling detoxifi-
cation processes with reduction equivalents | 50|, Together with pro-
tection against oxidative stress, NADPH represents a peomising
reductive surrounding suitable for numerous anabolic biosynthetic
processes, such as the PHA biosynthetic pathway, where NADPH gets
converted to NADP® during the “pseudofermentative reaction™ step
(reduction of acetoacetyl-CoA to (R)-3-hydroxybutyryl-CoA). Consid-
ering values of specific enzyme activities of individual strains, both the
wild-type as well as the adapted culture exposed to Cu®™ manifested
higher activities of NADPH producing enzymes as compared to control
(wild-type strain not exposed to the stressor). As has been already
mentioned, since Cu’” ions are known to induce oxidative pressure,
enhanced activitics of NADPH producing enzymes are not surprising.
Morcover, this effect can also be connected with enhanced respiratory
activity, which is indicated by increased activity of some enzymes of the
Krebs cycle. namely NAD-IDH (9910 = 78 U/mg) in case of the wild-
type strain under copper stress or MDH in case of the evolved strain
expased to the same stress conditions (1794 = 25 U/mg). Generally, we
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Fig. 3. The scheme of metabolic pathways investigated in biochemical characterization.
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Table 2
Comparison of wild-type struin with evolved stralns adapted 1o copper or aunotic stress.
Wuﬂ. wuﬂlm w—& Evoived strain/
Strain Wild-type el i
Determanation of metabolic actvity for selected pathways and enzymes
Metaboic pathy Enzy Specific ensyme activity [U/mg]
(<3 8622 221213 1128 12129
Krebs cyde NAD- IO 21324 18145
MDH 1i0:z5 0629
Giyomalatecycle  MS 145412 35521
G&P0 130211 20629
NADF dependent s 0w 7040 1821213
v ME 455:9 1453213 490 £ 20 $40: 20
3KM 13126 25528 8325 210220 362+ 13
PHA metaboiism AACoAR 370¢30 W52 450220 912
PHE synthase 150+ 40 170+ 30 34718 08114
Basic characterisics of strains after 72 hours of cultvation
COM [gh] 830:00Q 455:002 503:008 5082002 457:008
PHE [wt. %] S832:168 4203:011 $5.55 = 1.06 996:045 W34 =0.06
[ ation of polymer [SEC-MALS)
M. [kDa] 435162565 272032061 - MIS12244
PO [ 1342003 1354000 1382002
mdm6~“mw mmmm-*mm—-&mm-
ehydr NADP-IOH — NADP . d dehydroge: ME - malic enzyme; 3-XT1 - 3-ketothiolase 1: AACOAR — acetoacetyt-Cod
m
anmnmm mean $ standard devation.
Green hig! pr the most significantly d specific red haghisgh & more than two tmes lower
acowities.

COM: cell dry mass; M, weight average molecuiar mass; POL: polydispessity index

Acromyms of enzymes: €S - citrate synthase; NAD-IDH — NAD-depend

dehydrogenase; MDH — malate dehydrogenase; MS - malate synchase; GGPD -

ghucose 6 phosphate dehydrogenase; NADP-IDH — NADP-dependent & detrydroger

CoA reductase.
Resalts are presented in the form: mean + standand deviation.

ME - malic enzyme; 3-XT1 - 3-hetothiolase 1; AACOAR - acetoacetyl-

lower activities.

CDM: cell dry mass; M- weight average molecular mass; PDE polydispersity index.

observed different metabolic strategies of the wild-type strain and
evolved strain in a medium containing Cu® . In the wild-type strain,
NADPH gemeration is implemented mainly by activation of NADPH-
dependant enzymes of the Krebs cycle, while the adapted strain satis-
fied its needs for NADPH also via the enhanced activity of G6PD (2040
+ 40 U/mg against 130 + 11 U/mg for wild-type strain).

Also, sudden exposition and/or adaptation to osmotic pressure re-
sults in the modulation of intracellular activities of selected enzymes.
We observed enhanced sctivity of Krebs cycle enzymes, which is con-
nected with cell respiration. in particualsr, the activity of CS was
increased in wild-type strala exposed to the asmotic shock (457 = 25U/
mg). Since CS and 3-KT1 compete for scetyl-CoA as a substrate, this
could lead to the decrease of enzyme activity of 3-KT1; however, this
fact was not observed. For the evolved strain, enzyme activity of MDH
was substantially enhanced (734 + 14 U/mg), whereas for the wild-type
strain exposed to osmotic stress conditions (specific activity 189 = 12U/
mg), the activity of MDH was comparable with control (180 = 6 U/mg),
despite the glyoxylate cycle leading to the formation of malate via MS,
which was increased by more than four times. Enhanced activity of
respiration leading to increased oxidative stress was manifested in
enhancement of enzyme activity of an NADPH producing enzyme,
namely G6PD (1181 = 14 U/mg against 130 = 6 U/mg for wild-type
strain), which was observed oaly for the evolved strain. Differences in
production of NADPH between wild-type strains in the presence or
absence of hypertonic pressere were negligible.

Interestingly, the activities of all enzymes involved in PHB synthesis

{in particular PHB synthase) were enhanced in adapted cultures when
the cultures were exposed to selected stressors (two-times for the culture
adapted to copper and more than three-times for strain adapted to os-
motic stress). This indicates the importance of PHB concerning adap-
tation to particular stressors. Nevertheless, despite enhanced activities
of the enzymes involved in PHB synthesis, both adapted strains accu-
mulated 2 lower amount of PHB than the control culture, and the
polymer produced by the cultures also revealed substantially lower
molecular mass as compared to control. These indications lead us to the
hypothesis that not only PHE synthesis but also in PHA degradation s
enhanced in evolved cultures. It is known that PHE metabolism reveals a
cyclic nature - in cells, the polymer is simultanecusly synthesized and
also degraded, which results in presence of 3-hydroxybutyrate (IHB)
(monaomer of PHB) in cells | 2. Our results indicate that adaptation to
both osmotic pressure and Cu”” might be associated with enhanced
tumover of the PHB cycle. This is not very surprising since it was
described that 3HB acts as a potent chemical chaperone protecting
biomolecules from denaturation by numerous factors including oxida-
tive pressure induced by Cu” " | 51]. Moreover, 3HB is also considered to
act as 2 compatible solute capable of compensating for high extracellular
salt concentration |52]. Therefore, it seems that enhanced turnover of
the PHB cycle may be a reasonable and robust strategy for adaptation to
various stress conditions.

To better understand and interpeet the metabolic consequences of
adaptation of C. necator to NaCl and Cu™*, we utilized tools of statistical
analysis. Data of enzyme activities were subjected to correlation analysis
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Fig. 4. Projection of specific enryme activithes and wild-type strain together
with adapeed stralns based on PCAL

and principal component analysis (PCA).

Suatistical analysis of specific enryme activities based on the deter-
mination of Pearson correlation coefficient revealed five positive cor-
relations (Tuble 5) (note: correlation was sccepted i the valve of
coefficient was higher than 0.85). The highest carrelation close to 1 has
been observed between IDH (both NAD- as well as NADP-dependant)
and ME, which can be coanected with their involvement in subse.
quent enzymatic reactions within the TCA cycle and side reactions via
anabolism and catzbolism of malate. Moreover, NADP-IDH and ME
produce NADPH, which, as mentioned above, is necessary aiso for PHB
biocsynthesis and to cope with oxidative pressure. The second strong
correlation observed was between CS and MS that both require acetyl-
CoA as the substrate. A positive correlation can indicate 2 predomi-
nance of catabolic metabolism, while in the case of the anabolism it can
be assumed that malate originating from the glyoxylate cycle would be
transformed to pyTuvate instead of oxaloacetate continuing in TCA cyde
together with the formation of reduced cofactor NADPH necessary for
bicsynthetic pathways. Statistic analysis identified positive correlation
between MDH and G6PD but we are not aware of any metabolic
be through a total disposition of metabolism when the enhanced activity
of TCA cycle and subsequently also cell respiration represented by high
activity of MDH can be connected with total high metabolic activity and
ratio of cell divisions. This suggested trend was observed for evolved
strain adapted to copper stress, which showed higher biomass content
than wild-type strain in copper stress considering the enhanced activity
of G6PD. Last but not least, we also identified a strong positive corre-
lation between NAD-IDH and NADP-IDH, which might be caused either
by the fact that it is the same enzyme with low specificity to cofactor or
there are different enzymes with different cofactor specificity but witha
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The data of specific enzyme activities for all the tested strains were
also subjected 1o PCA, which reduces the number of variables into in-
dividual factors, mutually independent variables. As input data, values
of ten specific enzyme activities were used and then were redeced o
three main components with elgenvalue >1. Selected principal com-
ponents Fi (49.89%]), F2 (27.91%) and F3 (13.82%) composed 91.61%
of the variability of the original dats set. For clarity, the best visuali-
zation based on the dispersion of variables and observations has been
inferred in two-dimensional factor projection of principal companents
Fl and FL iz < shows the factor score valves of all analyzed strains
(data groups) based on positive or negative correlations of the defaul
variables (specific enzyme activities) with the main compooents F1 and
F2. Based on visualized data connected with different and/or similar
metabolic characteristics, we can observe the distribution of strains into
all four quadrants, when an individual quadrant represents different
metabolic trategies dependent on short-term or long-lasting adaptation
process as can be abso derived from correlations with individual en-
zymes. Whereas almos? all strains scparate into a different part of the
graph, the wild-type strain seems to be metabalically closest to the strain
adapted to osmotic stress. Of course, it s likely that different stress
conditions lead to different metabolic strategies to cope with stress. The
greatest distance can be observed between the wild-type strain not
expased to stress conditions and the wild-type strain exposed to copper.
Whereas the wild-type strain positively connects with specific enzyme
activity of PHB synthase and negatively with ME, NADP-IDH and NAD-
TDH, quite the opposite was observed for the strain exposed to copper. As
the result of acute stress, the wild-type strain in the presence of copper
behaves differently than the adapted strain under the same conditions,
Indicating that the adaptation to particular stress conditions Is assoct-
ated with shift of the metabolism from acute stress response to “normal-
1ike™ metabolism.

34 Molecular spectroscopy characterisation of the bacterial culteres

Aside from the altered metabolissn of the adapted cultures, it was
also considered whether and how the adaptation processes affect the
molecular composition of the bacterial cells. For this purpose, the
combination of FTIR and Raman analysis of the dried biomass samples
was applied. Raw spectra were collected on different spots of culture
triphicates, average spectra for all cultures are provided in Supplemen-
tary material (Fig. S2). These spectra show the spectral features typical
for PHA-producing bacteria as described in detail in previous works
[30.4253]. To reveal potential spectral differences brought about via
the respective stress exposire and/or the adaptation process, the pro-
cessed (ie., background cormected and normalized) spectra were sub-
jected to PCA in the spectral range 1800-800 cm ', Results of this
analysis are provided in 7z 5 (FTIR) and Fig. & (Raman).

It can be seen that only the evolved culture adapted to high osmo-
larity shows independent clustering outside the region that correspoods
to the wild-type culture both in FTIR and Raman PCA diagram The
independent chustering in PCA can be considered an evidence of
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significant structural difference between the biomasses of the wild-type
and evolved strains, respectively. Nevertheless, from the closer look into
the loading of principal components that provides this separation, it can
be seen that the variance between the cultures is contributed almost
exclusively from the spectral signature of the PHB content. This can be
illustrated by the contributions of the vibration bands corresponding to
ester bonds such as C=0 stretching (around 1730 cm ™' both in FTIR and
Raman, 1180 em ™" in FTIR) or C—O and C—0—<C stretching (1276,
1227, and 1055 em " in FTIR, 1261, 1220, 1101 and 1058 cm ' in
Raman) and also of C—H bending in side methyl groups of PHB (580
em~" both in FTIR and Raman, 1379 and 1130 em ™" in FTIR, 1457 and
1401 em ' in Raman). Because no significant contribution of the other
molecular components of the cell such as proteins, nucleic acids etc. can
be found in the principal components’ loadings, the independent clus-
tering of the NaCl-evolved culture can be ascribed to Its lower overall
PHB content confirmed also by GC-FID analysis (see Toble 2), No specific
alteration in content ar molecular structure of other cellular components
resulting from the adaptation peocess was revealed by the spectroscopic
assay.

Nevertheless, aside from the guantitative information about the
content of PHB in the cells, it has been demonstrated in previous works
[30.42,57] that vibration spectroscopy can also provide valuable in-
formation ing its physical structure b intensity and shape
of some of the vibration bands of PHB change with the level of its
crystallinity. These bands are marked in bold in g 5 ond 6, 1t has also
been suggested that the ability t maintain intracellular PHA in native
amorphous form represents an important contribution to the stress-
resistance of bacteria [53.54]. Therefore, the interpretation of data
collected in the spectral assay further focused on comparing the

the 95% Interval of canfidence.

crystallinity of PHB in dry biomass of the individual cell cultures. It
should be emphasized that the crystallization of originally amorphous
intracellular PHB in the biomass was induced by the high-temperature
(70 'C) drying of the cultures. As the specific crystallinity marker,
ester C=0 stretching band at about 1730 em ' was selected, which ks
both FTIR and Raman active and is known to change the symmetrical
shape centered at about 1735 em ™' that corresponds to amorphous
polyester to highly ssymmetric redshift- deformed band with maximum
intensity at about 1725-1720 ¢m . Results of the spectroscopic eval-
uation of biomass crystallinity is shown in Fig. S3. It can be seen that the
NaCl-evolved culture shows significantly lower crystallinity of PHB in
dried biomass as compared to the wild-type culture as proved by both
FTIR and Raman analysis (confirmed by ¢-test at confidence level 0.95),
This may represent an interesting confirmation of the increased stress
robustmess of the NaCl-evolved culture. Nevertheless, the lower content
of PHB in the NaCl-evolved culture should also be taken into account,
because the susceptibility to crystallization is higher for the intracellular
PHE granules occurring in close proximity to each other as this enables
their effective aggregation during the crystallization process {547, It can
be seen in supplementary material that there is & moderate correlation
between spectral signal proportional to intracellular content of PHB and
the crystallinity marker in the overall set of measured spectra (see
Fig. S3). Therefore, the enhanced resistance of the NaCl-evolved culture
against stress-induced PHB crystallization needs further experimental
verification.
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stress, and (b) wild type and cultures exposed/adapted to copper, The PCA was performed with all measured spectra. The value In the square budm represents the
relative variance that is composed in the respective principal P

A) wild-type without stressors

Ellipses r

under copper stress

B) evolved strain adapted to copper

the 95% interval of confidence.

C) evolved strain adapted to osmotic
stress under osmotic stress

Fig. 7. TEM images of cells; A) wikl-type strain, B) evolved strain adapted to copper, C) evolved strain adapted to osmotic stress. Note: Arrows in Fig. B (Jower
ustragion) point o the preciptates deseribed in the text,
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Fig. 8. Cryo-SEM images of cells; A) wild-type strain, B) evolved strain adapted 10 copper, C) evolved strain sdapted to osmotic stress.

A5 Hectron micrascopy of cells - features ariginanng from the
edapeation process

Hectron microscopy analysis provided us with information about
cell morphology considering the shape and inner structure of cells. Data
obtained by Transmission Flectron Micrascopy (TEM) are shown in
Fig 7, while iz ¥ demonstrates the shapes as observed by cryo-SEM.
For cells adapted to copper ions, there are compliant cryo-SEM and
TEM images; in both cases, areas of precipitstes are visible. 1t can be
ﬂwdthlcdhmmmnmmxmdmmwbydw

of precipi with copper ions, which eliminate harmiul
cffocts exerted by them. The presence of precipitates in cytoplasm
connected with exposure to the stress caused by heavy metals was
described In Roglers et al. |29 for Cupriovidis metallidurans NA4 in the
presence of uranium in the form of uranyl nitrate (UOs(NOy);). This
study proved the | jon of compl of precipl with PHA
granules which could be connected with the protective function of PHA
against stress caused by the presence of heavy metals | 19]. In our case,
the localization of precipitates was predominantly irregular, and their
character has not been clarified. Dark regions visible it the cryoSEM
images represent “holes”, which mirror the spoagy character of the
structure (cytoplasm). Wild-type strain cells without stress displayed
quite s homogenous cyloplasm with PHB granules without deposits of
heavy metals. Cells of evolved strain adapted to asmotic stress (see
Fig. 5C) show slight similarities with wild-type strain without stress, but
they are smaller, have crescent shape instead of rod-shaped wild-type
cells; moreover, also a lower ber of PHB g Jes is visible, which
corresponds with quantitative data from gas chromatography. More-
over, their cytoplasm looks more concentrated and compact than for
remaining cells (wild-type and adapted 1o copper), which could be
connected to Jower water content of water in the cytoplasm (due to the
exposure 10 osmotic stress): this could have an influence on the subli-
mation during cryo-SEM sample preparation procedure.

On the one hand, copper belongs 10 a group of trace elements
reguired by many microorganisms; on the other hand, it also acts as an

inhibitor of the growth of most bacteria. Selected strains are able 10

resist much higher ¢ jons of rep ting heavy metals
Mmmnnithn\udlﬂmnmhmnnmmm 40,
To sum up, pe study d that PHA play an important

function in the adaptation of C. necator to high osmolarity and copper
ions. Most importantly, accelerated turnover of the PHA cycle provides
Increased levels of PHA monomers with chaperoning and osmopro-
tective functions.
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11.3

Ptiloha III

Pouzité chemikalie a pFistroje

Pouzité chemikalie

1,4-butandiol (Sigma-Aldrich, Némecko)

1,6-hexandiol (Sigma-Aldrich, Némecko)

D-fruktosa (LachNer, Ceska republika)
dihydrogenfosforeénan draselny (LachNer, Ceska republika)
glycerol bezvody (LachNer, Ceska republika)
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (LachNer, Ceska republika)
hydroxid sodny (LachNer, Ceska republika)

chlorid vépenaty dihydrat (Lachema, Ceska republika)
chlorid kobaltnaty (Penta, Ceska republika)

chlorid nikelnaty (Penta, Ceska republika)

chlorid sodny (LachNer, Ceska republika)

chlorid Zelezity hexahydrat (Penta, Ceské republika)
chloroform (LachNer, Ceska republika)

isopropanol (LachNer, Ceské republika)

Kyselina benzoova (Penta, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35% (LachNer, Ceska republika)
Kyselina sirova > 96% (LachNer, Ceska republika)
methanol (LachNer, Ceské republika)

Nutrient Broth (HiMedia, Indie)

odpadni olej Sarze 6 (Nafigate)

siran amonny (LachNer, Ceské republika)

siran hofeénaty heptahydrat (LachNer, Cesk4 republika)
siran méd’naty pentahydrat (Lachema, Ceska republika)
y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

e-kaprolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a vyssi.

Poudité pristroje

analytické vahy Ohaus, Pioneer PA224C (Svycarsko)

bioreaktor BIOSTAT BPlus/ B plus, Sartorius Stedim, pracovni objem 3,5 L (Francie)
centrifuga, Hettich EBA 200 (Némecko)

laminarni box Aura mini, BioAir — Euroclone (Italie)

nanofotometr, Implen, P 300 (Némecko)

plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm (USA)
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e SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 um, 300 by 7,5 mm, Agilent
Technologies (USA); detektory: MALS - DAWN HELEOS 1I, diferenéni
refraktometr OPTILAB T-REX, Wyatt Technology (USA)

e temperovand tiepacka (inkubator), Biosan ES-20 (Lotyssko)

e temperovana tfepacka, Heidolph, Incubator 1000 (Némecko)

e termoblok, Stuart, SBH130D (Velka Britanie)

e vahy, Kern EW 620-3NM (Némecko)

e bézné laboratorni sklo a vybaveni

Proteomicka analyza adaptovanych kmena a porovnani s divokym kmenem bez a za
expozice stresovym podminkam

Kultivace poslednich pasazi adaptovanych kmenit a divokého kmene

Kryokultura C. necator H16 uchovavana v 10% glycerolu byla zaockovana do Nutrient Broth
média (25 g/L), a to do 100 mL Erlenmeyerovych ban¢k s 50 mL média. Stejné tak byla
pripravena inokula poslednich pasazi C. necator adaptovanych na stres méd’'natymi ionty, C.
necator/Cu78, a na osmoticky stres, C. necator/NaCl68, které¢ byly rovnéz uchovavany
Vv podob¢ kryokultur. Za ucelem zachovani selekéniho tlaku byly do média pro C.
necator/Cu78 ptidany 3 mg/L Cu?" v podobé modré skalice (tj. 11,8 mg/L CuSOs - 5 H20),
coz predstavuje desetinu aplikovaného stresu pii evoluénim experimentu, pro kulturu
adaptovanou na osmoticky stres tak byly pfidany do komplexniho média 2 g/L NaCl. Po 24 h
kultivace pti 30 °C a 180 rpm byla inokula pfeockovdna do mineralnich médii sloZenych z
(NH4)2SO4 (3 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), NaaHPO4 - 12 H20 (11,1 g/L), MgSO4 - 7H.0
(0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopovych prvki (MES) sestavajici z FeClz - 6 H20 (9,7 g/L),
CaCl, - 2 H.0 (7,8 g/L), CuSOs4 - 5 H20 (0,156 g/L), CoCl, (0,119 g/L) a NiCl2 (0.118 g/L)
v 0,1 M HCI. M¢dia byla pfipravena v tetraplikatech do Erlenmeyerovych ban€k o objemu
250 mL se 100 mL média, jako zdroj uhliku byla vyuzita fruktosa v koncentraci 20 g/L.
Kultivace probihala pii 30 °C a 180 rpm po dobu 48 h.

Piiprava vzorkii na proteomickou analyzu

Pro ucely proteomické analyzy byly z kazdé kultury odebrany do plastovych zkumavek tfi
paralelni vzorky po 10 mL, které byly sto¢eny pii 6 000 rpm po dobu 5 min, néasledné¢ byly
supernatanty odlity a pelet bun¢k byl promyt 10 mL fyziologického roztoku. Po opétovném
stoeni (6 000 rpm, 5 min) byl supernatant opct odlit a promyté bunécné pelety byly
uchovany pii —80 °C. Pro samotnou analyzu byl vybran vzdy jeden vzorek ze tii paralelnich
odebranych, pro kazdou situaci tedy Ctyfi biologicky odliSné vzorky, kazdy z jedné banky.
Nasledna proteomicka analyza byla realizovana ve spolupraci s Proteomic Core Facility
CEITEC Brno.

Zdkladni analyza kultur — stanoveni riistu, PHA a morfologie bunék

Soubézné s ptipravou vzorkli pro proteomickou analyzu byla provedena zakladni
charakterizace kultur. Oproti destilované vod¢ jako blanku byla proméiena optickd hustota

152



kultur, a to jako absorbance pifi 630 nm. Gravimetrické stanoveni biomasy bylo provedeno
Vv duplikétech pro kazdou banku. Pro tento ucel bylo odebrano 10 mL kultury, vzorek byl
sto¢en v centrifuze pti 6 000 rpm po dobu 5 min, supernatant byl odlit a nahrazen
destilovanou vodou, v niz byl pelet rozsuspendovan za ti¢elem promyti. Poté byla suspenze
opét sto¢ena (6 000 rpm, 5 min), supernatant byl odlit a promyté buiiky byly suSeny pii 70 °C
do konstantni hmotnosti. Posléze bylo zvazenim vysuSeného peletu stanoveno mnozstvi
biomasy v bunétné kultuie v g/L. Analyza obsahu PHA byla provedena pomoci plynové
chromatografie s plamenové-ioniza¢ni detekci (GC-FID). Pro tento tcel bylo na analytickych
vahach do krimpovacich vialek navdaZzeno 9—11 mg vysusené biomasy. K biomase byl pfidan
1 mL chloroformu a 0,8 mL transesterifikaéni smési sestavajici z 5 mg/mL kyseliny benzoové
slouzici jako interni standard v 15% kyseliné sirové v methanolu. Po zakrimpovani vialek
a promichani smési byly vzorky po dobu 3 h inkubovany v termobloku piti 94 °C.
Po esterifikaci a nasledném ochlazeni byly smési extrahovany 0,5 mL 50 mM hydroxidu
sodného ve 4 mL vialkach. Po odseparovani jednotlivych fazi bylo do novych vialek s 0,9 mL
isopropanolu  odebrano 50 pL  spodni organické faze obsahujici methylestery
hydroxyalkanovych kyselin a kyseliny benzoové. Uzaviené vialky byly analyzovany na
plynovém chromatografu.

Kromé zédkladni charakteristiky byly vzorky podrobeny elektronové mikroskopii, jednak
kryo-SEM, a jednak TEM, a to za ucelem porovnani pfipadnych zmén v morfologii bunék.
Elektronova mikroskopie byla provedena na externim pracovisti na Ustavu piistrojové
techniky Akademie véd v Brné.

Adaptace na g-kaprolakton za icelem produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) — protokol
1) Vybér nejvhodnéjsiho prekurzoru pro produkci P(3HB-co-4HB)
Kultivace kmene Cupriavidus necator H16 s piidavkem prekurzorii

Vybrany kmen C. necator H16 (CCM 3726) byl z kryokultury zaockovan do komplexniho
média Nutrient Broth (pepton 10 g/L, hovézi extrakt 10 g/, NaCl 5 g/L), a to do 50 mL
vysterilovaného média ve 100 mL Erlenmeyerové bance. Zaockovand kultura byla
kultivovana pii 30 °C po dobu 24 h za konstantniho tfepani pti 180 rpm. Za ti¢elem posouzeni
nejvhodnéjsi kombinace substrati pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) bohatého
na frakci 4HB byla provedena kultivace kmene v mineralnim médiu s odlisnymi zdroji uhliku,
a to odpadniho fritovaciho oleje (10 g/L) v kombinaci s 4 g/L prekurzoru (1,4-butandiolu,
v-butyrolaktonu, 1,6-hexandiolu nebo e-kaprolaktonu), fruktosy (10 g/L) opét v kombinaci se
4 g/L prekurzoru a pro porovnadni také samotnych prekurzor v mnozstvi 4 g/L. Vyjma
rozdilu ve zdroji uhliku bylo vyuzito standardni mineralni médiu sestavajici z (NH4)2SO4
(3g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), NazHPO4 - 12 H>O (11,1 g/L), MgSO4 - 7H.O (0,2 g/L)
a 1 mL/L roztoku stopovych prvku (MES) slozeného z FeClz - 6 H20 (9,7 g/L), CaCl; -
2 H20 (7,8 g/L), CuSOg4 - 5 H20 (0,156 g/L), CoCl> - 6 H,O (0,119 g/L) a NiCl2 (0,118 g/L)
v 0,1 M HCI. Média byla piipravena do 250 mL Erlenmeyerovych banék se 100 mL média,
ato vzdy ve dvou paralelnich provedenich pro kazdy substrat ¢i kombinaci substrati.
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Do vysterilovanych médii bylo zaokovéano narostlé inokulum v poméru 1:10, nasledné byly
zaoCkované kultury kultivovany pti 30 °C po dobu 72 h za konstantniho tfepani pii 180 rpm.

Stanoveni biomasy a PHA

Po kultivaci byly odebrany vzorky pro gravimetrické stanoveni biomasy, a to z kazdé banky
jeden vzorek, abychom ziskali dva nezavislé vysledky se statistickou signifikanci. Z banky
bylo vzdy odebrano 10 mL kultury, suspenze byly nasledné sto¢eny pii 6 000 rpm po dobu
5 min, supernatanty byly odlity a vznikly pelet byl resuspendovan v 10 mL destilované vody,
¢imz byly buiikky promyty od zbytkd kultivacniho média. Suspenze byla opétovné stocena
v centrifuze (6 000 rpm, 5 min), supernatant byl odlit a pelet byl pii 70 °C susen do konstantni
hmotnosti. Zvazenim vysuseného peletu bylo stanoveno mnozstvi biomasy v bunééné kultuie
v g/L.

Kvalitativni 1 kvantitativni analyza PHA byla provedena pomoci plynové chromatografie
s plamenové-ionizaéni detekci (GC-FID). Postup byl analogicky jako pti ptipravé vzorkt
Z experimentu zaméten¢ho na proteomickou analyzu vybranych bakteridlnich kultur.

2) Stanoveni optimalniho mnoZstvi a ¢asu pridavku g-kaprolaktonu
Kultivace kmene Cupriavidus necator H16 s piidavkem &-kaprolaktonu

Inokulum kmene C. necator H16 (CCM 3726) bylo z kryokultury zao¢kovan do komplexniho
média Nutrient Broth stejné jako v pfedchozim experimentu. Za ucelem posouzeni
nejvhodnéjsi koncentrace e-kaprolaktonu (e-KL) a casu jeho piridavku byly vybrany
nasledujici podminky; ptidavky 2; 4; 6 a 8 g/L v ¢asech kultivace 0 h, 24 h a 48 h. Jako hlavni
substrat byl vybran odpadni olej v mnozstvi 10 g/L, ktery byl pfitomen jiz od zacatku. Pro
kultivaci bylo nasledné vyuzito mineralni médiu sestavajici z (NH4)2SO4 (1 g/L), KH2PO4
(1,05 g/L), NazHPO4 - 12 H.O (11,1 ¢g/L), MgSO4 - 7H.O (0,2 ¢/L) a 1 mL/L roztoku
stopovych prvki (MES) slozené¢ho z FeCls - 6 H20 (9,7 g/L), CaCl> - 2 H20 (7,8 g/L),
CuSO4 - 5 H20 (0,156 g/L), CoCl, - 6 H20 (0,119 g/L) a NiClz (0,118 g/L) v 0,1 M HCI,
oproti pfedchozimu experimentu bylo snizeno mnozstvi siranu amonného za ucelem dosazeni
limitace dusikem (zvySeni C:N poméru). Podminky zaoCkovani a kultivace byly totozné
s pfedchozim experimentem, rozdil byl v pfidavku prekurzoru v uvedenych koncentracich na
zacatku kultivace, po 24 h kultivace ¢i po 48 h kultivace. Za ucelem komparace byla
pfipravena i kontrolni kultura, kde byl jako substrat pouze odpadni olej v mnozstvi 10 g/L.

Stanoveni biomasy a PHA, stanoveni molekulové hmotnosti PHA

Biomasa byla stanovena gravimetricky stejné¢ jako v piedchozim experimentu. Rovnéz
kvalitativni a kvantitativni analyza PHA byla stanovena analogicky s pfedchozim
experimentem.

Za tUcelem stanoveni molekulové hmotnosti byl nejdfive intracelularné naprodukovany
polymer extrahovan chloroformem z vysusené promyté biomasy, a to pii 70 °C v termobloku
po dobu 12 h. Po extrakci a ochlazeni byla smés piefiltrovana pies hladky filtr na Petriho
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misku, ktera byla ponechéna v digestofi za ucelem odpateni rozpoustédla. Do 4 mL vialek
bylo navdzeno pfiblizn¢ 1,5 mg ziskané folie PHA, ke které byl ptfidan 1 mL chloroformu.
Uzaviené vialky byly temperovany na 50 °C az do uplného rozpusténi polymeru. Nésledné
byly ochlazené vzorky piefiltrovany ptes nylonovy filtr s porozitou 0,45 um do vialek pro
analyzu. Vzorky byly nasledn€ analyzovany pomoci vyluCovaci chromatografie s detekci
rozptylu svétla ve vice thlech (SEC-MALS) a refraktometrickym detektorem za ucelem
stanoveni molekulové hmotnosti.

3) Adaptace na &-KL za ucelem vysSiho vytéZku frakce 4HB v kopolymeru
P(3HB-co-4HB)

Jako nejlepsi z prekurzorit byl vybran na zakladé vysledkd e-KL, a to v kombinaci
s fruktézou, kterd podpofi nardst biomasy a zajisti dostate¢nou frakci i 3HB. Jako ptivodni
hodnoty byly nastaveny koncentrace 8 g/L fruktosy a 8 g/L e-KL, oboji v 0. h Kkultivace,
na zakladé¢ hodnot optické hustoty a dalSich parametrti kultur bylo mnozstvi prekurzoru
sniZeno na polovinu, tedy na 4 g/L, jelikoz oproti pfedchozi praci nebyl proveden experiment
na stanoveni ,,safe window*. Jako hlavni zdroj uhliku byla zvolena fruktosa namisto oleje,
aby bylo zajiSténo stale stejné sloZzeni kultivaéniho média vzhledem k nedostatku pouzitého
oleje. Slozeni mineralniho média bylo standardni, a to (NH4)2SOa4 (3 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L),
Na,HPO4 - 12 H.0 (11,1 g/L), MgSO4 - 7H20 (0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopovych prvki
(MES) slozeného z FeCls - 6 H20 (9,7 g/L), CaCl, - 2 H20 (7,8 g/L), CuSO4 - 5 H20 (0,156
g/L), CoCl, - 6 H.O (0,119 g/L) a NiCl, (0,118 g/L) v 0,1 M HCI. Oproti standardnim
kultivacim nebyly kultury pfipravovany ve dvou paralelnich provedenim, kazd4d pasaz
vychazela pouze z jedné bailkky a primérné hodnoty byly stanoveny ze dvou analyz jedné
kultury. RovnéZ jako v publikovaném ¢lanku byla doba kultivace jedné pasaze 48 h, kdy se
kultura nachazi na konci exponencialni faze rastu, namisto standardni kultivace ukoncené
po 72 h ve stacionarni fazi.

Kazda ziskana pasaz byla charakterizovana z hlediska optické hustoty stanovené pii 630 nm
oproti destilované vodé jako blanku, coz slouzi jako prvni znak, zdali kultura roste
aprosperuje. Soucasn¢ bylo provedeno gravimetrické stanoveni biomasy nesouci
relevantnéjsi informaci o mnozstvi bunék a nasledné také analyza PHA v biomase poskytujici
kvalitativni 1 kvantitativni informace o PHA. Pribézné byly vybrané pasdZe uchovany
Vv kryozkumavkéach v 10% glycerolu pii —80 °C pro dal$i praci. Sériovym pienosem vzdy
po 48 h bylo celkem ziskano 50 pasazi.

4) Kultivace kultury adaptované na ¢-KL v laboratornim bioreaktoru

Pro scale-up kultivace kultury adaptované na e-KL byla vybrana 30. pasaz z evolu¢niho
experimentu, ktery v ¢ase kultivace stale probihal. Kultura byla zaockovana z kryozkumavky
do 100 mL Erlenmeyerovych banék s 50 mL Nutrient Broth média s 1 g/L e-KL, aby byl
zachovan selekéni tlak. Po 24 h kultivace pfi 30 °C a 180 rpm bylo narostlé inokulum
pteockovano v poméru 1:10 do 250 mL ban€k se 100 mL Nutrient Broth média opét s 1 g/L
e-KL, nasledné¢ byly takto pfipravené kultury kultivovany za stejnych podminek jako
v pfedchozim kroku. Minerdlni médium bylo pfipraveno tak, aby byla nastolena limitace
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dusikem, slozeni bylo tedy nasledujici: (NH4)2SO4 (1 g/L), KH2PO4 (1,05 g/L), NazHPO4 - 12
H.O (11,1 g/L), MgSOs - 7H>0 (0,2 g/L) a 1 mL/L roztoku stopovych prvka (MES)
slozen¢ho z FeCls - 6 H20 (9,7 g/L), CaClz - 2 H20 (7,8 g/L), CuSO4 - 5 H20 (0,156 g/L),
CoCl2 - 6 H20 (0,119 ¢/L) a NiCl> (0,118 g/L) v 0,1 M HCI. Pro kultivaci byl vyuzit
laboratorni bioreaktor Sartorius o pracovnim objemu 3,5 L. Po sterilaci byly pfidany substraty
fruktosa v mnozstvi 8 g/L a e-KL v mnozstvi 4 g/L, piipraveny bioreaktor byl poté zaockovan
inokulem opét v poméru 1:10. Kultivace byla provedena jednak v rezimu batch, jednak
vrezimu fed-batch pii 30 °C. Pii fed-batch rezimu byly pfidavany piikrmy ve stejnych
koncentracich jako v poc¢atku, a to na zaklad¢ aktudlnich dat o rastu kultury. Béhem dne byly

odebirany vzorky pfiblizné po 2 h, a to pro tcely charakterizace mnozstvi biomasy a analyzy
PHA.
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11.4  Priloha IV
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HIGHLIGHTS

o Tested extremophiles overperformed B sacchar in PHA production from lignocelluloses,
o H. halophila reached high PHA titers on hexoses.rich hydrolysates.
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1. Introduction such well-established currently increases exponentially,
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Composition of model lgnocellulose hydrolysates - synthetic solutions mimicking hydrolysates of various Bgnocellulose materials descrided in the lterature. These
model hydrolysates were ased for the evaluanion of the PHA prodoction capecity of the tested bacserial cultures.
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plastic-like based on renewable resources and of biode- contamination by common microflora. Therefore, PHA production can

properties,

gradable, compostable and biocompatible nature. In this context, poly-
hydroxyalkanoate (PHA) biopolyesters come into play (Noller and
Makherjor, 2020). PHA are microbial storage compounds; they are
accumulated in the cytoplasm of numerous prokaryotes (Obrocs ot al |
2020). Due to their technological and mechanical properties, these
materials are considered to be “green”, renewable and biodegradable
alternatives to petrochemical polymers (Sabapathy e al . 2020)

Currently, the annual production of PHA is estimated at around 25
kilotons (kt), which i almost negligible as compared to the annual
production of synthetic polymers. Nevertheless it is expected that the
production capacities of PHA will at Jesst triple in the next five years
(Europesn Boplastics, 2019). Therefore, it is necessary o find inex-
pensive, abundantly available resources enabling the sustainable and
cost-efficient production of PHA. In this context, lignoceilulose-based
waste products of agriculture, food, and wood processing industry
represent & very promising family of aw materials. Lignocelluloses are
the most abundant organic materials produced by nature. Of course,
ocal availability, shelf life, and price of these resources are depended
upon numerous parameters, and many of them find also numerous ap-
plications such as animal feeding and bedding, energy carriess, or as a
filler and thermal insulation materials. Nevertheless, the fact that these
materials are generated in amounts of hundreds of Mt per year indicates
that part of the annual production of these lignocellulose materials can
easily be dedicated as sustainable resources for “White Biotechnology™
processes, such as for PHA production.

Conversion of lignoceliulose-based materials into PHA is a chal-
lenging task since the hydrolysis of lignoceliuloses yickds a mixture of
sugars, encompassing both hexoses and pentoses. Only a very limited
number of PHA-producing microorganisms is capabie of cfficient utili-
zation of these sugar mixtures. In addition, utilization of lignoceitulose-
based media is complicated by the presence of varioes microbial in-
hibitors such as phenolic compounds, furfurals, or crganic acids, which
are released from lgnocelluiose material during trestment and hydro-
Iysis. Therefore, great demands such as resistance to microblsl in-
hibitors, the capability of various sugars utilization, and high PHA
productivity are put on microbial prodecers of PHA when lignocellulose
materials are used as substrates. To date, the Gram-negative mesophilic
bacterium Burkholderia sacchari is considered to be the most promising
PHA producer from lignoceilulose hydrolysates (Rapose et ol 2017),

Extremophilic bacteria are considered to be auspicious candidates

desired bloproducts. In particulsr, numerous halophiles are prominent
PHA producers, which is most likely associsted with the fact that
accumulation of PHA seems 10 be ooe of the strategies of adaptation to
high salinity environments (Obruca ef al | 2020). PHA production ca-
pacity was also detected in several thermophiles such as Chelatococcus
thermastetlates (Thrahim and Stembochel, 2010) or Amearinibaciliis sp.
HI (Pemicovn et 2l, 2020} The most important advantage of PHA
production by extremophiles s the robustness of the process against
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be operated in a2 continwoes or semi-continuous mode of operation under
reduced or even completely missing sterility procautions {Chen and
Jang, 2018)

Helomonas halophile is a moderately halophilic bacterium with
extraordinary substrate-utilization flexibility; therefore, it was identi-
fied as a promising strain for PHA production from lignocellulose ma-
terials (Rocern ef 2l 2018), Also, Schiegelelia thermodepolymerans, a
moderately thermophilic bacterium, is capable of PHA production from
a wide variety of sugars. Surprisingly, it prefers xylose over other sugars.
Therefore, also S thermodepolymerans can be efficiently employed for
PHA production from lignocellulose materfals (Kouriovs <t ol 2

The present work aimed at evaluating the suitability of these
promising extremophiles for PHA production on model media
mimicking lignoceliulose substrates and at comparing their potential in
terms of sugar utilization and inhibitor sensitivity to the performance of
B. sacchari.

2. Material and methods
21. Microorganisms and cultivations

Burkholderta sacchart DSM 17165 and Schiegeielle dhermodepolymer.
ans DSM 15344 were purchased from Leibnitz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Ger-
many. Halomonas halophile CCM 3662 was obtained from the Czech
Collection of Microorganisms (CCM), Masaryk University, Bmo, Crech
Republic.

Cuitivations were performed in 250 mL Edenmeyer flasks containing
100 ml. of cultivation media. in all the bacterial cultures, the nutrient
broth (peptone 10.0 3/1, beef extract 10.0 g/1., sodium chioride 5.0 g/1)
a3 2 nutrient-rich medium was used for inoculum development. The
inoculum medium (50 mi) was inoculated by 1 ml of cryo-cultures
(stored In 15% glycerol st -80 "C) cultured for 24 h &t 30 'C
(M. holophile and B. socchart) or 55 "C (S thermodepolymerans) with
constant shaking at 180 rpm. For PHA production experiments, defined
mineral media were psed Mineral media for B. sacchari was described
previously by Obruca et al | (20141 H halophila was cultivated in saline
mineral mediz (Kocern e al, 2015) For the cultivation of
S. thermodepolymerans, the mineral medium described im Kouriiovs et al
(2020 was used. In the first experiments, model media mimicking
fignocellulose hydrolysates were used as carbon sources; the sugar
composition of individual mode! hydrolysates, synthetic solutions
mimicking hydrolysates of various lignocellulose materials described in
the litesature is summarized in Tuble || In the second experiment the
cultures were cultivated in an appropeiate mineral medium with 20 g/L
of glocose (B socchart and H holophiln) or  xylose
(S. thermodepolymerans) in the presence of microbial inhibitors;
following concentrations of individual inhibitors were aseptically added
to the cultivation media after heat sterilization (1157, 15 min) before
imoculation: gallic acid, ferulic acid and Jevulinic acids were applied at a
concentration of 1 g/1, imitial concentration of acetic acid was 3 g/L,
furfural and 5-hydroxymethyifurfural were added at a concentration of
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Table 2
Growth and PHA production on moded lignocellulose hydi sugar compasition of the moded hydrolysates is shown in Talie 1
Microoryaniun Model hydentyse oM (g FHE (g1] PR [ of COM| Residual sggars [p/1) Yoo lpg)
A sacchari Contyal (glucose) 3451010 186+ 009 5386 = 130 480 =031 o2
Seft-mood 316 = .03 157 + 0.04 4975 = L& 841 : 029 01«
Hardwood 311+ 006 166 = 007 5350 = 173 1059 £ 033 0.as
Rice straw 271 £ 006 135 £ 004 979 102 1434 £ 013 023
Sagar cane bagese 302 + 030 1321002 4964 = 156 1483 1 074 0
Whent straw 322+ 004 158 1+ 003 4930 = 081 701 2014 012
Whient bean 33 003 150 = 0m 54.18 = Q14 1081 = 014 a0
H_ halophile Concral (glucose) 635 = 006 459 = 0.06 7235 =096 316 = 0.02 o027
Soft wood 647 = 008 A5 =013 7348 =115 29 2032 028
Hardwood 381 £ 009 196 1 0.06 5130 = 114 968 £ 0.0 U L
Rice straw 3521 008 181 : 008 ELERE ] 970 1 052 0l
Sugar cane pe 3141003 174 = 007 56.14 : 089 8521078 05
Whent straw 532 =001 A98 =010 7474 =173 577 £ 0.44 ozs
Wheat baan 256 + 013 Lia=0n% 4447 =130 1069 = 078 oaz
5. thermodepolymerans Contral (xylose) 592 + 008 426 £ 0.03 7103 = 041 27 201 02s
Soft-wood 086 + 016 013 =008 1474 = 742 1820900 008
Hardwood 491 1 048 3224020 6571 + 241 496 1 008 on
Rice straw 524 +013 I 0 75.32 ¢ 2200 €331 029 0xs
Sugur cane bagee 4062 + 0.06 31252005 Joss =03 612 =+ 0.00 0z
Wheat straw 441 2 009 3313 = 055 7082 = 1.37 579 =047 o2
Wheut bran 364 2 099 235 =040 6448 = 402 6493 2 0.3 01

0.25 g/L each. The inoculum ratio was 10%, the cultivations were per-
formed under permanent shaking (180 rpm) at 30 “C (B. sacchari and
H. halophila) or 55 "C (S, thermodepalymerans). After 72 h, the cultiva-
tions were stopped, and cells were harvested and analyzed.

2.2, Analytical methods

The blomass was determined gravimetrically. Duplicate samples of
cultured biomass (10 mL) were centrifuged (6 000 ~ g, 5 min) and
washed with distilled water. The biomass concentration was expressed
as cell dry mass (CDM) in g/1. The PHA content was determined in the
dry biomass thus obtained, The analysis was performed by gas chro-
matography (GC} as reported by frand] et al. (19588). The determination
of residual sugars was performed by the DNS method (Kourilova e ol
2020).

3. Results and discussion

3.1. PHA production on model lignocellulose hydrolysates

At first, PHA production performance of all the three tested bacteria,
mesophilic B. socchari, halophilic H. halophila and thermophilic

hy&dmdﬂulndumpdﬁmdfummblemam
in Table 1. Apart from the model hydrolysates, the bacterial cultures
were also cultivated in media containing solely the most-preferred
sugar. The results of these experiments are presented In Table 2.

The results substantiated that B sacchari is a robust bacterium
capable of the utilization of various sugar mixtures. As expected, the
highest COM (3.45 g/1) and PHB titers (1.86 g/L) were gained in control
cultivation on pure glucose; nevertheless, the valves obtained on model
hydrolysates were similar to the control. Actually, the lowest product
titer was observed for model medium mimicking rice straw hydrolysate
(1.35 g/L): nevertheless, even in this case, it still represents about 72%
of the value obtained in the control culture. The highest sugar con-
sumption was observed in the control culture and when using model
hydrolysates of soft-wood and wheat straw, which indicates the strain’s
preference for hexoses. Nevertheless, data related 1o PHA production
suggest that B sacchar! is & sultable bacterium for the conversion of
various lignocellulose materials into PHA, as reported previously by
numerous authors {Cesario of al, 2014, Raposo €1 al. 2007

CDM values as well 45 PHA titers obtained by H. halophila are
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generally higher than those gained employing B. sacchari. The best PHA
production by H. halophila was recorded for the soft-wood hydrolysate,
amounting to 4.75 g/L, which more than triplicated the PHA titer ob-
tained by B. sacchari on this model hydrolysate. Evidently, H. halophila
also prefers hexoses over pentoses since the highest PHA titers, as well as
the highest contents of PHA in biomass, were obtained in hexoses-rich
model hydrolysates of soft-wood and rice straw, When comparing the
halophilic bacterium H. halophile to the mesophilic non-halophilic
bacterium B. sacchari, it should be mentioned that, aside from better
productivity, halophiles possess numerous additional advantages, which
should be taken into account. H. halophila was cultivated at a NaCl
concentration of 66 g/L, which is a value high enough to prevent
contamination of the process by common microflora (Chen and Jang,
2001 8). Moreover, the high salt concentration is a very typical feature of
maost of the lignocellulose hydrolysates, since the process of lignoceliu-
lose hydrolysis usually involves chemical treatment of the material by
mineral acid or base and subsequent neutralization, which generates
high salt content (Obrucs ot 1l | 2005). Therefore, high salt tolerance or
even halophilicity can be considered being a highly desirable property of
a given PHA production strain when lignocellulose materials are used as
substrates. Morcover, inexpensive scawater can be used for PHA pro-
duction (Yoe ot al . 2014), and compatible solutes such as ectoines or
trehalose accumulated by halophiles to cope with the high osmolarity of
cultivation media can be considered being very interesting marketable
by-products of PHA production (Kamar and Kim, 2018),

Oppositely to B. sacchari and H. helophile, S. thermodepolymerans
prefers pentoses over hexoses, which is a mather scarce feature in
microbiology. Therefore, when employing this bacterium, the highest
PHA titers were obtained on hydrolysates rich in pentoses, especially in
model hydrolysates of rice straw (3.94 g/L), sugar canc bagasse (3.25 g/
1), and hard-wood (3.22 g/1). In these cases, the PHA titers gained by
§. thermodepolymerans are higher than those obtained by H. halophila or
B sacchari. Oppositely, S. thermodepolymerans failed in readily utilizing
the hexasesrich model hydrolysate of soft-wood; in this case, CDM
values (086 g/1), as well as PHA titer (0.13 g/1), are very low, thus
indicating that this bacterium is not capable of efficient utilization of a
mixture of glucose and mannose, Hence, S, thermodepolymerans seems to
be the extremophilic bacterium of choice when pentoses-rich substrates
shall be converted to PHA, while H. halophila can be very efficiently
employed for the conversion of hexoses-rich mixtures. However, apart
from substrates preference, there are additional facts that need to be
taken into account when comparing halophilic and thermophilic bac-
teria from the PHA production point of view. Simikar to high salt
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Table 3
Evaluation of the effect of selected lignocellulose-derived microbial inhibitors on PHA production by the tested bacterial cultures.
COM (g PHA 2L PHA [ of COM) Resishaal sugaes [g/L] You lngl Imhitwtory effect
1% of PHA tisers ke
compared In contnal]
B sacchary Contrul (ghacowe) 252 - 00 156 = 006 5549 £ 1.9 859 L a® oL )
Feruiic acil 192 = 006 071 = 004 W= LI2 1350 = 0.7 on 54
Gallic wcid 305 = 009 L6% 2 001 5585 1 205 1145 2 008 0 -8
Furfural 2752002 147 s 004 5344 1196 920 : 003 bis 6
SHovF 257 « 002 13 =000 5173224 974 00% o 15
Acetic acd 291 + 00O 160 = 001 5456 2018 11162013 o -2
Levadinic acnd 268 + .00 14200 4817 = 228 10.45 = 003 s L
H halephils Camtred (ghacone) 599 007 510 = 008 8512 =238 237 00 o L]
Ferulic scid Qa0 =002 0 = 000 B2% =1L 1879 = 004 oo 100
Gallic sl 399 = 0Of 35 =013 7389 = 348 741:012 s a
Furfaeal A7 =012 I -om 7163 =218 748 = 003 a3 4
SHMF S& =015 432 =003 TG =265 42010 o 15
Acetic acid 511 = D16 187 =001 7568 =223 &a97 013 23 ke
Levulinic acsd 1.9 004 L7 =am 5805 =149 1169 =026 ars ”
S chermodepadymerans Contrel (xylose) 631 =12 4450 = 012 7100 = 1.50 489 = 001 030 0
Ferulic acid 168 = o0 o8 = 00s 22 - L= 13.00 = 000 | 854 51
Gallic acd 168 = 057 209-0313 5690 = 1.80 Mas-om [ % r g 55
Purfural 457 L 0l0 349 = 087 6300 = LOO 678 = 008 020 4
SkemE 619 =0 167 = 064 64830 = L.70 A74 0 0x 0
Acrtic acd s2z2:o10 195 =0 6950 = 130 7R =018 o3 18}
Levulinic acd 6.59 - 045 454 2154 7330 £ 410 3593 £ 008 a3t -7

* PHA contatned 5.6 mal % of 3HV, **PHA contained 6.5 mol. % of JHV.

concentration, also high temperature prevents the process from massive
contamination by common microflora. In this context, hrahim and
Steinbuche! (2010) operated a process of thermophilic (50 “C) produc-
ton of PHA employing Chelatoccocus sp. for long periods in & semi-
aseptic mode of cultivation without noticeable contamination
Furthermore, considering the high salt content of lignocellulose hydro-
iysates, thermophiles are surprisingly not seriously disadvantaged as
compared to halophiles, since the accumulation of compatible solutes is
part of their adaptation strategy towards high temperstures, which helps
them to withstand at the same time also hyperosmotic stress (Esteves
et al. 2014). Therefore, thermophiles are esually also osmotolesant.
Oppositely, the high salt.requirements of halophiles can represent a
serious problem from the perspective of cultivation equipment corrusion
(Chen and Fanyg. 2018). From this point of view, a cultivation temper-
ature of about 50-55 'C represents no danger for standard cultivation
equipment, in contrast to excessive salt loads. Moreover, high cultive-
tion temperstures might seem to be energetically demanding; however,
metabolic heat generated by an active, quickly growing microbial cul-
ture and the energy generated by the stirrer system can dissipate a
substantial amount of energy, thus making thermophilic cultivations
“self-heating systems™ (Thrahim and Steinbichel, 2010).

32 Infiuence of microbial inhibitors on PHA production

Microbial inhibitors present in lignocellulose hydrolysates seriously
MWMMMMt&Md.

hydrolysates. Hence. the sensitivity of all the three tested bactenia to
selected lignocellulose-associated inhibitors was evaluated as well
(fable 3). Bacterial cultures were exposed to selected phenolics, namely
ferulic and gallic acid. These compounds are abundant in lignocellulose
materials, substantially differ in chemical structure (ferulic acid is de-
rivative of the unsaturated compound cinnamic acid, while gallic acid, a
derivate both of pyrogallol and benzoic acid, is a member of the group of
phenols) and reveal strong antimicrobial activity. They damage the
bacterial cell membrane and zlso harm microbial metabolism by
inducing protein deasturation and precipitation (Bhats et ol 2020).
Further, furfural and 5-hydroxymethyl furfural (SHMF) are products of
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chemical decomposition of sugars during lignoceliulose materials hy-
drolysis. These compounds seriously affect metabolic fluxes and the
efficiency of energy metabolism (Horvath et al, 2003). Organic acids
such as levulinic acid or acetic acld are also commonly present in bhy-
drolysates. They can, In undissociated form, enter the cells via passive
diffusion and then dissociate in the cells, which results in a substantial
drop in the intracellular pH, thus harming the microbial cells by energy
cxpenditure needed to cope with this pH-stress (fonsson ot al |, 2013),
Among all the bacteria tested, B. sacchari seems to be the maost
resistant to the negative effect of microbial inhibitors. In this bacterium,
ferulic acid was identified as the most potent inhibitor; its presence
reduced PHA yields by about 54% as compared to the control culture
{not exposed to any inhibitor). However, H. halophile was virtually
completely inhibited by ferulic acid, and in S thermodepolymerans,
ferulic acid decreased PHA titers from 4.6 g/L (control cultivation) to
0.87 g/L (81% reduction). Further, unlike both investigated extrem-
ophiles, B. sacchart was not inhibited by gallic acid. On the contrary, the
maost inhibitor-sensitive strain was H. halophile. In this bacrerium, apart
from SHMF, which revealed only minor inhibition, all the other in-
hibitors severely decreased PHA production as compared to the control
culture. Further, among the tested microorganisms, only H. halophile
was substantially inhibited by levulinic acid, which evidences that this
bacterium lacks a metabolic pathway enabling its utilization. Oppo-
sitely, B. sacchari and S. thermodepolymerans were not seriously inhibited
by levulinic acid, and both cultures were capable of its incorporation
into the structure of PHA: in the presence of levulinic acid, both cultures
produced a copolymer consisting of 3-hydroxybutyrate (3HB) and 3-
hydroxyvalerate (3HV) -  poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydrox-
yvalerate) (P(3HB-co-3HV)). It is likely that in both bacteria levulinic
acid was metabolized as described by fand e al (2017), resulting in the
formation of acetyl-CoA and proplonyl-CoA, the latter can be coupled
with acetyl-CoA yielding 3-hydroxyvaleryl-CoA, which ks subsequently
incorporated into the PHA chain. P(3HB-co-3HV) possesses better ma-
terial properties than poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), the homopolymer
of 3HB. Therefore, the capability of the utilization of levulinic acid as a
structural precursor of 3HV can be considered a very positive feature of
the bacterium.

The fact that both extremophilic bacteria are more prone to micro-
bial inhibitors than B. saccheri is indeed surprising. What is of particular
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interest is the very high sensitivity of both cultures to ferulic acid. This
knowledge should be taken into account when developing an NGIB
process for PHA production from lignocellulose hydrolysates. Some
strategies might reduce the negative effect of inhibitors. At first, mi-
crobial inhibitors can be removed from the hydrolysate in a process
which is termed detoxification (hatla e al | 2020)). Further, microbial
cultures can be adapted to inhibitor compounds by evolutionary engi-
neering (Novackova et al., 2019), or approaches of metabolic engi-
neering (Song @ al, 2017). Nevertheless, even though the tested
extremophiles were more susceptible to microbial inhibitors, both
S. thermodepolymerans and H. halophila are auspicious PHA producers,
performing superior to B. sacchari. With exception of heavily inhibiting
ferulic acid and levulinic acid (Inhibiting only H. helophila), PHA titers
obtained by extremophiles are substantially (even 2-3 fold) higher than
those gained by B. sacchari in the presence of the same microbial
inhibitor,

4. Conclusion

The potential of different microblal strains for PHA production on
model lignocellulose hydrolysates was studied. It was shown that both
extremophiles are auspicious PHA producers, superior to commonly
cmployed mesophilic bacterium B. sacchari. Sclection of most appro-
priate production strain heavily depends on sugar composition of a
given lignocellulose hydrolysate and presence of microbial inhibitors. As
the main take-away message, presented data constitute another step
forwards when it comes to development of robust, inexpensive, and
efficient PHA production processes according to the concept of NGIB.
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Zpusob izolace biopolymeru polyhydroxyalkanoata z halofilnich a termofilnich bakterii

Oblast techniky
Vynalez se tyka zplsobu efektivni izolace polyhydroxyalkanodti z mikrobidlni
biomasy halofilnich nebo termofilnich bakterii.

Dosavadni stav techniky

Extremofilni mikroorganismy v posledni dobé piitahuji pozomost odbomné spolecnosti
z fady divodi. V oblasti biotechnologii je hlavni motivaci nezmémy biosynteticky potencial
extremofilnich mikroorganismu a také schopnost ristu a produkce vybranvch metabolita pii
podminkach (vysoka nebo nizka teplota, vysoka salinita, extrémni hodnoty pH), které do velké
miry eliminuji riziko kontaminace procesu béznou mesofilni mikroflorou. Diky své robustnosti
vuél nezadouci mikrobidalni kontaminaci je mozné procesy vyuzivajici extremofilni
mikroorganismy realizovat za sniZenych naroki na sterilitu pfipadné zcela bez sterilizace
kultivaéniho média nebo zafizeni. To ma ve svém dusledku vyrazné pozitivni dopady na
encrgetickou a ckonomickou bilanci takovychto procesi. Navic vysoka odolnost procesu vadi
kontaminaci umoziuje vyuzit vysoce produktivni kontinualni nebo semi-kontinualni kultivaéni
scénare. Celkove je tedy vyuziti extremofilnich mikroorganismu v biotechnologiich modemim
trendem, ktery je v soucasné dobé oznacovan jako koncept primyslovych biotechnologii nové
generace (Next-Generation Industrial Biotechnology) [1].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni zasobni polyestery, které akumuluje
cela fada prokaryotickych mikroorganismii. Kromé své primami zasobni funkce také vyznamné
navysuji stresovou robustnost mikroorganismi a jejich akumulace je pravdépodobné soucasti
adaptace na nékteré extrémni podminky. jako je napfiklad vysoka salinita prostfedi [2]. PHA
jsou tedy Siroce rozsifené také mezi extremofilnimi prokaryoty. PHA piedstavuji velice
zajimavou ckologickou alternativu k petrochemickym polymerum — PHA jsou kompletné
biodegradabilni a kompostovatelné materialy, které jsou vyribény ze zcela obnovitelnych
pripadné dokonce odpadnich surovin, pficemz jejich vlastnosti a vyuziti je velice podobné jako
maji tradiéni petrochemické polymery jako je napriklad polypropylen |3].

Nicméné hlavni pfekaZkou, kterd brani masovému vyuziti PHA, je vysoka cena jejich
produkce. Pravé vtomto Kontextu je velice slibné vyuziti konceptu prumyslovych
biotechnologii nové generace a extremofilnich mikroorganismi. coZ by ve svém disledku
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mohlo vyznamné snizit cenu PHA. V tomto kontextu je mozné vyuzit té skuteCnosti, ze fada
extremofili je schopna pfirozené produkce PHA. PredevSim predstavitelé halofilnich
mikroorganismi (mikroorganismy adaptované na vysokou salinitu prostiedi) patfi mezi velice
slibné¢ producenty PHA — schopnost produkce PHA byla popsana u fady zastupci rodu
Halomonas jako jsou tieba Halomonas boliviensis |4). Halomonas neptunia a Halomonas
hydrothermalis |5, Halomonas bluephagenesis [6] nebo Halomonas halophila |7], ptipadné
u extrémné halofilnich zastupcu skupiny Archaea jako je napiiklad Haloferax mediterannei [8].
Jak jiz bylo uvedeno vyse, akumulace PHA je souéasti adaptacni strategic halofili vici
hyperosmotickému prostiedi, nicméné hlavni adapta¢ni strategii je obvykle akumulace
organickych latek (tzv. osmolyta), které kompenzuji osmoticky tlak prostredi. U extrémnich
halofild pIni tuto funkci K* iony, u stfedné a mirné halofilnich mikroorganismi jsou to
organické molekuly. jako jsou napfiklad betain, cktoiny nebo trehaloza [9].

Kromé halofili byla produkce PHA pozorovana také u fady termofilnich bakterii
(adaptovanych na vysokou teplotu prostiedi). Mezi PHA produkujici termofily patfi napfiklad
zastupci rodu Caldimonas [10], Tepidimonas [11] nebo velice slibny PHA producent
Schlegelella thermodepolymerans, ktery ma velky potencial pfi produkci PHA s vyuZitim
substrati na bazi lignoceluldéz s vysokym obsahem xylozy [12, 13]. U termofild se PHA
pravdépodobné pfimo nepodileji na adaptaci viéi vysoké teploté, ta je obvykle spojena se
zménou struktury proteinu, navyseni aktivity chaperonu a dalSich heat-shock proteing, a také
akumulaci organickych kompatibilnich latek podobné jako je tomu u halofilnich prokaryot [ 14].

Kromé samotné biotechnologické produkce PHA se na vysoké cené PHA podili také
narotnost 1zolaéniho procesu. Extrakce polymeru z mikrobidlnich bunék je ¢asto realizovana
pomoci organickych rozpoudtédel. nicméné vzhledem kK omezené rozpustnosti polymeru, ktera
je navic limitovana jen na néktera rozpoustédla (predevsim chlorovana rozpoustédla jako je
chloroform nebo dichlormethan), je tento postup technologicky naroény a vyuziti toxickych
rozpoustédel do velké miry eliminuje pozitivni ekologicky dopad materiali [ 15). Rada dalsich
praci popisuje extrakci PHA z bakteridlni biomasy s vyuzitim jinych méné toxickych
rozpoustédel. jako jsou alkoholy [16], aceton [17] nebo estery [ 18], nicméné vzhledem k nizké
rozpustnosti PHA v téchto rozpoudtédlech vyZzaduje extrakéni proces extrémni podminky —
predeviim vysokou teplotu a tlak, ale 1 pfes to vykazuje jen omezenou a€innost. Dalsi moznosti
je vyuziti extrakce superkntickym CO: Tento proces ma velice pozitivni ekologickou konotaci,
nicmeéné vzhledem k omezené rozpustnosti PHA v superkritickéem CO: je proces malo u¢inny

[19. 20]. Kromé extrakénich metod je mozné pfi izolaci PHA z mikrobialni biomasy vyuzit i
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alternativni zpisob, ktery je zaloZzen na odstranéni ostatnich sloZzek biomasy, pfiemz PHA
granule zhstivajl v pevném stavu a jsou ndsledné separoviny pomoci centrifugace ancbo
filtrace. K odstranéni jinych bunéényeh komponent nez PHA mize byt vyuzito celé fady ¢inidel
a strategii. V literatufe je napfiklad popsano vvuziti hydrolytickych enzymi (obvykle proteaz)
[21]. prakticky jsou viak tyto postupy do velké miry limitovany vysokou cenou enzymil.
Alternativnim zpisobem je digesce biomasy pomoci chemickych Zinidel jako je NaOH [22],
chornan sodny [23], EDTA a dalsi chelataéni éinidla pfipadné detergenty jako je napfiklad
dodecylsiran sodny (SDS) [24] nebo lauryl amonny [25]. Samoziejmé mohou byt jednotlive
piistupy kombinoviny, jak ve své price popisuje Kathiraser a kol., ktefi k izolaci PHA vyuzili

enzymy v kombinaci s detergenty a EDTA [26].

Jako nastroj umoZiujici snadnou disrupci bunék byla vyuZita 1 hypotonicka lyze
mikrobidlnich bunék. Tento postup je zaloZen na expozici bunék prostfedi o vyrazné nizii
osmoticke  sile, nez je ta, kterou disponuje kultivaéni médium. PR nahlé expozic
hypotonickému prostfedi zaéne voda wvnikat do bunék a nasledné dojde k narueni jejich
integrity, prasknuti a uvolnéni intracelularniho obsahu bunék. Tento postup byl precizné popsan
pfedeviim u extrémné halofilnich prokaryot jako je naplklad Haloferax meditarrenei, kieré
jsou standardné kultivoviny pii koncentracich soli vySiich nek 200 g/1. PH expozici destilované
vodé dochdzi okamzité k disrupei bunék a uvolnéni PHA granuli do roztoku, po centrifugaci
pak v precipititu vznikaji dvé faze — spodni frakcei predstavuji zbytky bunééné hmoty a svrchni
fazi pak PHA granule [27]. nicméné Cistota takio pfipravenych PHA materiald neni pfilis
vysoka a obvykle je tieba je dale purifikovai napfiklad pomoci chlomanu pripadné daldich
¢inidel [8, 28].
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Piehled vyobrazeni

Obrazek 1: Schématické znidzormnéni zpusobu izolace biopolymerni polyhydroxyalkanoati
z halofilnich a termofilnich bakterii:

A - kultivace halofilni nebo termofilni (bez nutnosti pfidavku NaCl) kultury s vysokym
obsahem PHA a organickych osmolyta; B — separace bunék pomoci centnfugace (altemativné
filtrace): C — odstranéni kultivaéniho média; D — expozice bunék hypotonickému roztoku
obsahujicimu SDS (1-5 g/1) pfi vysoké teploté (60-90°C) — lyze buntk; E — separace PHA
granuli z roztoku pomoci centrifugace: F — sbér PHA a nasledné zpracovani: G — supematant
po separaci PHA granuli; H — precipitace SDS pomoci KCI: I - recyklace SDS.

Obrazek 2: FTIR spektrum puvodni biomasy H. halophila (1) a polymeru izolovaného
optimalizovanym izolaénim postupem (2) a také komeréniho vzorku PHB (Biomer) (3). Sipky
ukazuji na absorpéni pasy odpovidajici slozkam biomasy (3300, 1640 a 1540 cm™' - proteiny).

Obrazek 3: Cryo-SEM snimky biomasy H. halophila pred izolaci (A) a PHA granuli po izolaci
(B).

Obrazek 4: Charakterizace ristu a produkce P(3HB) kultury H. halophila v laboratornim
reaktoru.

Obrizek 5: FTIR spektrum pivodni biomasy S. thermodepolymerans (1) a polymeru
izolovaného optimalizovanym izolatnim postupem (2) a také komertniho vzorku PHB
(Biomer) (3). Sipky ukazuji na absorpéni pasy odpovidajici dominantnim slozkim biomasy
(3300, 1640 a 1540 cm™' — proteiny).

Obriazek 6: Prncip recyklace SDS z precipitatu KDS pomoci ultradialyzy s membrinou o
hodnoté cut-off 1 kDa

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je vyuziti unikatnich vlastnosti extremofilnich bunék, konkrétné
vysoké koncentrace intracelulamich solutl, ktera je typickd pro halofilni i termofilni
mikroorganismy, ke snadné izolaci polyhydroxyalkanoatl o vysokeé ¢istoté. Dle zpisobu podie
vynalezu je extremofilni kultura exponovana hypotonickému roztoku o vysoké teploté (60-
90°C) a nizké koncentraci (1-5 g/1) anionaktivniho detergentu — dodecylsiranu sodného (SDS).
Souéasné vyuziti viech tfi faktori (hypotonického prostiedi, vysoké teploty a SDS) vede
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k velice efektivni bunééné lyzi a solubilizaci bunéénych komponent jako jsou proteiny, lipidy,
komponenty bunééné stény atd.. takize PHA material o vysoké éistoté je ndsledné mozné

separovat jako pevnou frakei pomoci centrifugace nebo filtrace.

Pro zlepieni ekologické i ekonomicke stranky procesu se provede precipitace SDS
v supernatantu {po separaci PHA) pomoci KCLL coZ vyrazné snizi zatéz, kterou by supermnatant
pfedstavoval z pohledu Citéni odpadni vody a ziroved je moZné SDS s wvyuZitim
membrinovych procesi recyklovat a vyuZit opakované ve zpisobu izolace podle vynilezu, co?
ma virazné pozitivni dopad na ekonomiku procesu. Princip celého procesu je obsahem obrazku

¢ 1

Zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z halofilnich a termofilnich kultur bakterii podle
vynilezu zahmuje kroky kultivace produkéni kultury v kultivaénim médiu, separace bunék
produkéni kultury z kultivaéniho média, vystaveni separovanych bunék produkéni kultury
hypotonickému roztoku obsahujicimu dodecylsiran sodny o koncentraci 1-5 g/l pii teploté 60
az 90 °C, oddéleni ziskanych granuli polvhydroxvalkanodth z bunék kultury od supernatantu
hypotonického roztoku, precipitaci supernatantu pfidavkem 4 M KCl v objemovém poméru
supernatant : KCI 1:1, separaci vysrdzeného dodecylsiranu draselného ze supernatantu,
regeneraci ziskaného dodecylsiranu sodného ze supernatantu a jeho opdtovné pouditi

v hypotonickém roztoku pfi izolaci polyhydroxvalkanoath z kulmr bakterii v dalsi 3arzi.

Pii zpusobu izolace polvhydroxyalkanoati z halofilnich kultur bakterii je celkova
koncentrace soli v kultivaénim médiu produkéni kultury vwhodné vice nez 50 gfl. Halofilni

kulturon mide byt napfiklad bakterie Halomeonas halophila,

P zplsobu izolace polyhydroxyalkanodti z termofilnich kultur bakrerii je teplota
kultivaéniho média vvhodné negjméné 50°C. Termofilni kulturou mize byt napfiklad bakterie

Schlegelella thermodepolvmerans.

Ziskané polvhydroxyalkancaty se podle vvhodného provedeni piedisti promytim

ethanolem nebo acetonermn.

Podstata vynilezu je déale vysvétlena podle pfikladi provedeni, které viak Ziddnym

zpisobem neomezyji dalii moina provedeni v rozsahu patentovych naroki.
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Priklady uskutecnéni vynalezu

Priklad 1
Izolace PHA z biomasy halofilni bakteric Halomonas halophila

Halofilni bakterie Halomonas halophila CCM 3662 byla kultivovana v Erlenmeyerovych
bankach acrobné za stalého michani (180 rpm) na termostatované tepatee (30 °C) po dobu

24 h v komplexnim médiu s nasledujicim slozenim:

SloZeni komplexniho meédia:
Yeast Extract 3g
Pepton 15¢g
Glukoza g
NaCl 66 ¢

Destilovana voda 1 000 mi

Kultura narostia v komplexnim médiu byla nasledné vyuZzita jako inokulum pro zaoCkovani
produkénich kultur, které byly kultivovany po dobu 72 h za totoznych podminek v minerdlnim

mediu s nasledujicim slozenim:

SloZeni minerdlniho média:

(NH4)2S04 30¢g
KH:PO; 1.02¢
Na:HPO; - 12 H:0 I.lg
MgSO: - 7 H:0 02¢g
NaCl 66 ¢
Glukoza 20¢g
Roztok stopovych prvki MES* 0.1 ml
Destilovana voda 1 000 mi

*Slozeni roztoku stopovych prvka MES:

FeCls 97¢
CaClz 78¢
CuSO4 0,156 g
CoCl2 0119¢g
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NiCl 0.118 ¢
CrCl: 0,062 g
0.1 MHCI 1 000 ml

Po ukonéeni kultivace byly testovany ruzné zpusoby izolace PHA z biomasy zalozené na
kombinovaném namahani baktenalnich bunék hypotonickym prostiedim, detergentem o nizké
koncentraci a vysokou teplotou. Byla otestovana cela fada eckologicky Setmych a
biodegradabilnich detergentd jako jsou napfiklad cocamidopropyl betaine, coco glukosid,
lauryl glukosid, rhamnolipidy nebo sophorolipidy, nicméné jejich vyuziti nevedio k dostateéné
cistoté 1izolovancho matenalu. Proto byl jako detergent vyuzit dodecylsiran sodny (SDS). Jeho
pouziti k izolaci PHA jiz bylo popsano, nicméné dle dosavadniho stavu techniky nebyl SDS
nikdy vyuzit k izolaci zpiisobem podle vynalezu — tedy v nizké koncentraci za vysoké teploty
k izolaci PHA pomoci hypotonického Soku ze stiedné halofilnich mikrobialnich bunék
vyzadujicich 3-20 hm. % NaCl v ristovém mediu.

V prvnim kroku byla testoviana optimalni koncentrace SDS, experiment byl proveden
nasledovné — v centrifugaéni zkumavce bylo zcentrifugovano (6 000 rpm. 10 min) 10 ml
bunééné kultury s obsahem PHA 75,45 hm. %, supematant byl slit a nahrazen vodnym
roztokem SDS o rizné koncentraci (1: 2.5; 5 a 10 g/1). Sediment byl rozsuspendovan a nasledné
byl vzorek inkubovan pii teplot¢ 70°C po dobu 120 min. Po skondeni inkubace byla opét
provedena centrifugace (6 000 rpm. 5 min), supernatant byl slit a sediment obsahujici pfevazné
izolované PHA granule byl vysuSen do konstantni hmotnosti pii 70°C, Cistota takto ziskaného
matenidlu bylo ovéfena pomoci plynové chromatografie § plamenové ionizaénim detcktorem.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1, nejvyssi ¢istoty bylo dosaZeno pii koncentraci SDS S g/l

Tabulka 1

Vliv koncentrace SDS na ¢istotu PHA ziskaného z bunék kultury H. halophila

SDS (g/) Cistota PHA (hm. %)
1 88.0 = 0.4
25 914+27
5 97.1+3,7
10 89.6+ 1.4

V dalsim kroku byla optimalizovana teplota inkubace smési, koncentrace pouzitého SDS byla
5 g/l, vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. Nejvyssi ¢istoty bylo dosaZeno pii teplowe 90°C, ale
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na zakladé vytézka polymeru a také vzhledem ke sniZeni energetickych naroki byla jako
optimalni zvolena pro izolaci teplota 70°C.

Tabulka 2

Vhiv teploty inkubace na ¢istotu a vytéZek PHA ziskaného z bunek kultury H. halophila

Teplota inkubace Cistota PHA (hm. %) VytéZek (%)
50°C (120 min) 975+ 1.2 919
70°C (120 min) 96,7403 97.2
90°C (120 min) 99,7 £ 0,1 $9.6
4°C (120 min) + 70°C (120 min) 943+ 15 91.7

V nasledujicim kroku byl ovéren viiv pocateéni koncentrace biomasy na Cistotu ziskaného
matenialu a vytézek procesu. Smyslem tohoto experimentu bylo ovéfit robustnost 1zolaéniho
procesu s ohledem pravé na miznou pocatecni koncentraci biomasy — pii vyuziti vétsiho poméru
biomasy k roztoku SDS je moZné vyrazné snizit naklady na izolaéni proces (mnoZstvi SDS na
biomasu) a zaroven je mozné vyrazné snizit ekologickou zatéz, kterou zpusobuje SDS
v odpadni vodé. Rizné navazky biomasy byly ziskiny centrifugaci nizného objemu plvodni
kultury, ve viech piipadech byla izolace provedena pomoci 10 ml roztoku SDS o koncentraci
5 ¢/ pii teploté 70°C. Vysledky jsou presentovany v tabulce 3, celkove je mozné konstatovat,
Ze proces je velice robustni z pohledu mnoZstvi potateéni biomasy a (vytéznosti procesu i
cistoty ziskaného polymeru byly pro vSechny vzorky velice podobné) a pomoci nami
vyvinutého izola¢niho postupu je mozné izolovat PHA i z biomasy ziskané pomoci high-cell-
density cultivation (napfiklad pomoci fed-batch kultivace).

Tabulka 3

Vliv pocateéni koncentrace biomasy na &istotu PHA a vytézek polymeru ziskaného z bunék
kultury H. halophila

Poéateéni

Objem vzorku  koncentrace C‘(ﬂh: ;')”‘ Vytézek (%)
biomasy (g/1)

Pavodni biomasa 544 75.48 -
Sml 2.72 96.19 85.8

10 ml (standardni) 5.44 96,63 99,2
20 ml 10.88 95.91 1044
30 ml 16.32 91.53 96.0
40 ml 21.76 94 87 102,7
50 ml 27.20 95.87 1059
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Cistota ziskané¢ho materidlu byla kromé GC-FID ovéfena také pomoci ATR-FTIR, na obrazku
2 jsou presentovana spektra pavodni biomasy pred izolaci (obsah PHA 7548 hm. %) a také
PHA polymeru ziskan¢ho pomoci optimalizovaného izola¢niho postupu (¢istota 99.7 hm. %),
ve spektrech je jasné patmy vyznamny pokles absorpénich past odpovidajicich ostatnim
komponentam bunééné biomasy (pfedeviim proteinil) a FTIR spektrum ziskaného materidlu se
silné podoba spektru ¢istého komeréniho preparatu PHA.

Dalsi technikou, kterd nam umoznila posoudit efektivitu izolaéniho postupu. byla elektronova
mikroskopie (cryo-SEM), kdy byly opét pozorovany bunky pred izolaci a nasledné material
ziskany pomoci optimalizovaného izolaéniho postupu. Vysledky jsou presentovany na obrazku
3. buiiky po izolaci maji ovalny tvara u bunék, u kterych je patmé poskozeni bunéénych obali,
je patrné, z¢ PHA granule zaujimaji vyznamnou ¢&ast jejich intraceluldmiho prostoru.
V mistech, kde byly mechanicky namahany i1 samotné PHA granule. doslo k typické plastické
deformaci PHA granuli (protahlé ty€inkovité utvary). Po izolaci doslo ke ztraté bunéénych
oball a hmota je tvofena agregaty PHA granuli, opét je moZné pozorovat plastické deformace
PHA matenali zpusobené mechanickym namahanim matenialu pifi pfipravé vzorku na
cryo-SEM analyzu. Tyto zabéry z elektronové mikroskopie potvrzuji, Ze izolaéni postup
zasadnim zpisobem narusil integritu baktenalnich bunék a ziskany material je tvofen agregaty
PHA granuli o velikosti fadove odpovidajici 1 um.

V ramci optimalizace izolacniho procesu byly otestovany také dalsi Setrné kroky, které by
mohly navysit ¢istotu ziskaného matenidlu. Konkrétné bylo testovano promyti PHA granuli
vybranymi organickymi rozpouStédly (ethanol. aceton. hexan), kdy cilem bylo predeviim
odstranit nepolami latky (proteiny, lipidy). kieré se ze své podstaty mohou vazat na PHA
granule a pfedstavovat tak majoritni frakei nedistot. Kromé organickych rozpousiédel byla také
testovana moznost izolace PHA granuli optimalizovanym roztokem SDS (5 /1) v kombinaci s
proteolytickvm enzymem (alkalazou — 10 pl/mL, > 2 U/g), ktery mél podle pracovni hypotézy
také solubilizovat proteiny adsorbované na PHA granule. Vysledky expenimentu jsou
presentovany v tabulce 4, jako nejlepsi strategie dodateéné purifikace PHA granuli se jevi jejich
promyti ethanolem. Vzhledem k ckologicky Setmé povaze ethanolu a jeho relativné nizké cené
a snadné moZnosti recyklace (pfedidténi ethanolu je moZné realizovat destilaci) se jisté€ jedna o
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velice zajimavou a jednoduchou moénost, jak dosdhnout velmi vysoké éistoty PHA materiilu

ekologicky Setmym zplsobem.

Tabulka 4

Ovéfeni modmosti dodateéné  purifikace matenidly  promytim  vybranymi  organickymi
rozpoustédly a ofetfeni komerénim proteolytickym enzymem alkaldzou pasobici spoleéné s

SDS v pribéhu izolaéniho procesu

Promyvaci &inidlo Cistota PHA (hm. %)  Vvtéiek (%)

Pivodni biomasa 689+ 1.0
Standardni procedura 91,3+ 1,5 924
SDS (5 g/l) + protedza 90,9+ 0,2 04,1
Aceton 9.2+ 0,5 102.4
Ethanol 97104 105.6
Hexan 93.0+0.2 106.3

Dale jsme ovénl viiv izolaéniho postupu na molekulovou hmotnost polymeru ziskaneho
pomoci ioladniho postupu, molekulova hmotnost polymeru byla stanovena pomoci vvludovaci
chromatografie (SEC-MALS), vysledky jsou obsahem tabulky 5 a potvrdily nasi hypotézu, e
izolaéni postup je z pohledun PHA polymeru velice Setrny a jeho vwuZiti nevede k degradaci

polvmernu,

Tabulka 5

Molekulova hmotnost PHA izolovaného za riznych teplot pomoci optimalizovaného postupu.

Mw (kDa) PDI(-)
Izolace PHA z promyté biomasy 1 050,40 + 1,84 1,20 = 0,04
4°C 1 580,25 £ 14,78 1.14 £ 0,02
50°C 134955+ 11,67 120001
T0°C 1 581,85+ 5,30 1,46 0,19
W 1 628,50 + 8,91 112 =002
Promyti ctOH 1 375,45 = 34 58 1.28 = 0,07
Alkaldza 1 56535+ 2496 1,10 = 0,04
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WV dalsim experimentu byl koncept izolace PHA ovéfen ve vétiim objemu (4.5 1) v laboratornim
reaktoru, kdy bylo v prvnim kroku stejné jako pro submerzni kultivaci v badkach pfipraveno
inokulum v komplexnim médiu (sloFeni viz vide). Pro pre-seed kulturu sloufici k zaockovani
bioreaktoru bylo pouZito hybridni médium, kombinace komplexniho a minerdlniho média,
s glukdzou jakoZto zdrojem whliku v koncentraci 10 g/l. Po 24 h kultivace byl zaolkowvin
termentor, ktery obsahoval mineralni médium, V ramei konceptu NGIB bylo vysterilovano
pouze médium, fermentor véetné nezbyinych komponent sterilovan nebyl. Kultivace probihala
v pribéhu 46 h, bé¢hem 24. hodiny byl pFidan uhlikaty zdroj znovu v konecentraci 20 gfl. Po
ukonéeni kultivace byla vedkera kultura odéerpdna a stofena v centrifuze (6 000 rpm. 5 min),
rozsuspendovana v destilované vodé predehiite na 60 °C, do niz byl pridin SDS v koncentraci
5 gfl. Smés byla prevedena zpét do reaktoru, kde byla po dobu 2 b udrZovina pii teplowd 60 °C
za soutasného michani (200 rpm). Po ukondend izolace byla opét veSkera suspenze odéerpina
a stoéena v centrifuze za stejnych podminek. Pelet predstavujici prevazné granule PHA byl
jesté promyt destilovanou vodou a po zeentrifugovini a odliti supernatantu byl sufen do

konstantni hmotnosti pi 70 °C.

Na ziklad® wysledkl uvedenvch v obrizku 4 je patmé, e obsah PHA (v podobe
polyl 3-hydroxybutyratu)) byl pii kultivaci v bioreaktoru nizsi nez pfi kultivaci v bafkdch, a to
v prioméru o 20 hm. % pfi vetazeni na hmotnost usuiené biomasy. Presto byl proveden scale-up
izolace, visledky Gistoty jsou uvedeny v tabulee 6. Na zdkladé vysledki lze fed, #e 1 pii nikdi
teplotd izolace ne byla standardné vyuZiviana po kultivaci v bafikach (70 °C) po stejny Casovy
usek byla izolace Gspéina, coZ pfisuzujeme zejmeéna kontinualnimu michéni v pribéhu izolace,

které pii izolac ve rkumavkdch neni zajisténo.

Tabulka 6

Cistota PHA izolovaného v ramei scale-up celého procesu

vzorek Cistota PHA (hm. %)
Kontrola — (PHA v biomase) 512+08
60 *C {120 min) ) 974 +0,1
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Priklad 2:

Izolace PHA z biomasy termofilni baktenie Schlegelella thermodepolyvmerans

Krom¢ halofilni bakterie Halomonas halophila byl koncept izolace PHA s vyuZitim kombinace
vysoké teploty, hypotonického prostiedi a nizké koncentrace SDS aplikovin také na
modelového termofilniho producenta PHA - Schelegelella thermodepolymerans DSM 15344,
Také u termofilnich baktenii je adaptace na extrémni podminky spojena s akumulaci
organickych soluti a je tedy predpoklad, Ze nami navrzena strategic by mohla byt vyuzita i
v tomto pfipadé. Nicméné podle nadich znalosti nebyl podobny postup izolace PHA doposud u
Zadne termofilni bakterie popsan.

Termofilni kultura Schiegelella thermodepolymerans byla kultivovana v Erlenmeyerovych
bafikach acrobné za stalého michani (180 rpm) na termostatované tiepadcee pfi kultivaéni teploté
50 *C po dobu 24 h v komplexnim médiu s nasledujicim slozeni:

Slozeni komplexniho média:
Pepton 10g
Hovézi extrakt 10g
Chlorid sodny 5g

Destilovana voda 1000 ml

Kultura narostla v komplexnim médiu byla nasledné vyuzita jako inokulum pro zaockovani
produkénich kultur, které byly kultivovany po dobu 72 h za totoZznych podminek v mineralnim

médiu o nasledujicim slozZeni:

SloZzeni mineridlniho média:

NH:Cl 10¢g
KH:PO; 15¢g
Na;HPO; - 12 H:0 90¢
MgSO: - 7H:0 02¢g
CaCl;- 2H:0 002¢g
Fe'"™"NH; citrat 0.0012¢
Xyvloza 20¢g
Yeast extract 05g
Roztok stopovych prvka TES* 0.1 ml
Destilovana voda 1 000 ml
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*Slozeni roztoku stopovych prvka TES:

EDTA 500¢g
FeCl: - 6 H:0 138¢
ZnCl» 084¢
CuCl:- 2H0 0.13¢
CoCl:-6 H:O 0.lg
MnCl: -6 H:O0 0016 g
H:BO: 0.1g

Destilovana voda 1 000 ml

1zola¢ni experimenty byly provadény stejnym zpiisobem. jako tomu bylo u bakierie Halomonas
halophila, tedy v centrifuga¢ni zkumavce bylo centrifugovano 10 ml buné&&né kultury, nasledné
byl odstranén supemnatant a biomasa byla rozsuspendovana v roztoku SDS, ve kierém byla
inkubovana standardné po dobu 2 h pfi zvySené teploté. Nasledné byla suspenze opét
centrifugovana, supemnatant byl slit a sediment byl Setmé vysusen pfi teploté 70 °C do
konstantni hmotnosti. Poté byla v sedimentu stanovena istota a vytéZzek PHA pomoci GC-FID.
V prvnim kroku optimalizaéniho postupu byly testovany rizné inkubaéni teploty a to 50, 70,
90°C po dobu 120 min. Kromé ohfevu byl u termofilnich bungk testovan také viiv chlazeni na
izolaci, a to jednak pfi teploté 30°C po dobu 120 min, jednak kombinace temperace na 4 °C po
dobu 120 min s naslednym ohfevem na 70 °C po dobu 120 min. Vysledky experimentu jsou
prezentovany v tabulce 7. Vysledky jednoznacné dokazuji, Ze izolacni postup je kromé
halofilnich bunék moZné aplikovat také na termofilni buiiky a také v tomto pfipadé je mozné
ziskat PHA o vysoké cistoté. Nejvyssi Cistoty PHA materialu bylo dosazeno phi inkubaéni
teploté 90°C. Vtomto piipadé sc podafilo ziskat velice Cisty materidl, a proto byla
v nasledujicich experimentech pouzita teplota inkubace pravé 90 °C.

Tabulka 7

Viiv teploty inkubace na distotu a wvviézek PHA polymeru zbunééné hmoty
S. thermodepolvmerans (obsah PHA v biomase pred izolaci byl 68.5 hm. %) ph pouZiti roztoku
SDS o koncentraci 5 g/l
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Inkubace Cistota PHA (hm. %) VitéZek (%)
30 °C (120 min) 67.6+0.8 729
50 °C (120 min) 81443 782
70 °C (120 min) 96,7+2.4 79.1
90 °C (120 min) 99828 9.6
4°C (120 min) + 70 °C (120 min) 86.2+2,1 87,0

Dalsi parametr, ktery byl optimalizovin, je koncentrace pouzitétho SDS. Vysledky
optimaliza¢niho experimentu jsou prezentovany v tabulce 8. Nejvyssi istoty bylo dosazeno ph
pouziti roztoku SDS o koncentraci 2.5 g/l. V porovnani s halofilni kulturou je¢ hodnota
optimdlni koncentrace SDS vyrazné niZSi. coZ je patmé dano nizsi intraceluldmi koncentraci
soluti v termofilni kultufe. K navySeni lytického G¢inku hypotonického 3oku je tedy u
termofilni kultury zapotiebi vyrazné snizit koncentraci detergentu. | pfes zminéne byla pro dalsi
praci vyuzivana koncentrace SDS 5 g/1, pro kterou byla ¢istota PHA jen mimé niZsi, ale vytézek
materialu byl vétsi.

Tabulka 8

Vliv pocateéni koncentrace SDS na ¢istotu a vytézek PHA polymeru pfi izolaci z bunééné
hmoty S. thermodepolymerans (obsah PHA v biomase pred izolaci byl 68.5 hm. %), teplota
inkubace byla 90 °C.

SDS (gM) Cistota PHA (hm. %) Vytézek (%)

1 65.7+08 95.2
25 87.7£36 97.1

5 86414 100.0
10 855+04 91.8

Dalsim studovanym parametrem byl viiv poméru mnoZstvi biomasy na objem pouzitého
roztoku SDS o koncentraci 5 g/, tato studic byla provedena stejnym postupem jako tomu bylo
u kultury H. halophila. Vysledky testu jsou prezentovany v tabulce 9. Také u termofilni kultury
je izolaéni postup robustni vii¢i poateéni navazce biomasy a je mozZné jej vyuzit pfi izolaci
PHA z high-cell-density kultivaci. pfi¢em2 vysoka pocateéni navazka biomasy ma pozitivni
dopad na ekologickou i ekonomickou bilanci procesu.
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Tabulka 9

Vliv po¢atecni koncentrace biomasy na Cistotu PHA a vytézek polymeru ziskaného z bunék
kulwry S. thermodepolymerans.

Poéiteéni koncentrace  Cistota PHA  Vytézek

Oljom vairkn biomasy (/1) (hm. %) (%)
Pavodni biomasa 6,08 68,47 =

5 ml 3.04 96.31 £9.0

10 ml (standardni) 12.16 101,14 920

20 ml 18.24 67.93 76,6

30 ml 24,32 84.00 79.6

s0ml 30,40 102.95 100.7

50 ml 36,48 94,07 93.8

Kromé GC-FID jsme k ovéfeni ¢istoty PHA mateniala: ziskanych pomoci unikatniho 1zolaéniho
postupu vyvuzili také ATR-FTIR. kdy byla srovnana absorpéni spektra plvodni biomasy S.
thermodepolymerans (obsah PHA 68,5 %), PHA matenialu po isolaci (istota 90,46 %) a také
komercniho vzorku PHA (Biomer), vysledky jsou predmétem obrazku 5. Ze spekter je patme,
ze aplikace izolaéniho postupu vede k vyznamnému navy3eni Cistoty PHA matenalu (pokles
pika odpovidajici proteinim). nicméné v materialu 1 po 1zolaci zistavaji jasné patrné zbyiky
proteind piipadné dalSich zbytka biomasy. Celkové neni u PHA izolované z termofilni bakterie
dosazeno tak vysoké dcistoty materidlu jako tomu bylo u halofilni bakterie, coz je
pravdépodobné zpusobeno nizsi intracelulami koncentraci osmolyta (a tedy 1 miZzsi citlivosti
vici hypotonickému Soku) a také vy3$Si rezistenci k ohfevu.

V ramci dalSich experimentu jsme se pokusili optimalizovat a tim navysit Cistotu matenialu
izolovanc¢ho z termofilni kultury promytim organickymi rozpoudtédly a kombinaci roztoku
SDS s proteazou. Vysledky t&chto experimenti jsou prezentovany v tabulce 10. Z vysledki je
patme, ze promyti PHA materidlu ziskané¢ho po izolaci ma pozitivni vliv na ¢istotu matenalu a
je tedy mozné dalSimi operacemi PHA ziskané z biomasy §. thermodepolymerans dale
purifikovat.

Tabulka 10

Ovéfeni moZnosti  dodateéné punfikace materidlu promytim vybranymi  organickymi
rozpoustédly a kombinaci roztoku SDS (5 g/1) a proteolytického enzymu.
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Cistota PHA (hm. %) Vyt&iek (%)

Puvodni biomasa 63,43 -
Standardni procedura 86,44 90,0
SDS (5 g/ly + protedza 89,77 81,5

Aceton 86,62 94.6
Ethanal 9i), 46 93.5
Hexan 90,37 107.2

Diile byl ovéren viiv 1zolace na molekulovou hmotnost ziskaného materidlu pomoci SEC-
MALS. Vysledky jsou shrouty v tabulee 11 a je z nich jasné patrné, #e izoladni postup je vidi
PHA polymeru velice Setrny a nedochazi k Zadné vyznamné redukeci molekuloveé hmotnosti
PHA.

Tabulka 11

Molekulova hmotnost PHA izolovaného z biomasy termofilni bakterie 8. thermodepolvime rans.

Mw (kDa) PDI (-}

PHA v pivodni biomase T1L.50+ 1,56 1,17 £ 0,01
Inkubace pfi 70 °C TE310£ 32,10 1,20 £ 0,04
Inkubace pfi 90 °C GR6.40+ 16,12 1,23 £ 0,03
Promyti etOH 5165672 1,17+0,07
Promyti hexanem 838,85+ 2595 1,23 +£0,00
SDS (3 g/l) + proledza U3R.60+ 337 1,23 £ 0,03

Priklad 3

Precipitace a recyklace SDS

[zolaéni postup vyuzivajici kombinované pasobeni hypotonického Soku, vysoké teploty a SDS
aplikovaného v nizké koncentraci je mozneé vyuzit na izolaci PHA z halofilnich i termofilnich
kultur, Nami navrreny postup vede k izolaci Gistych a2 vysoce Gistvch materiald, PHA je
nasledné moiné purifikovat promytim vhodnym organickym rozpouStédlem, kieré miZe
odstranit stfedné polimi pfipadné i nepolirni nedistoty nasorbované na PHA granule (proteiny
alipidy). Izola¢ni postup je navic z pohledu materidlu velice Setrny a nedochdzi pfi jeho aplikaci
k zadné vyenamné redukel molekulove hmotnosti polymeru. Nieméné hlavni slabinou nami
navrzeného postupu je poufiti SDS — jedna se o aniontovy detergent, ktery pii realizaci
izolaéniho postupu v primyslovém méfitku mike pedstavovat velice zdvainy problém

predeviim z pohledu managementu a Cidténi odpadnich vod, a to i pfes to, Ze 5DS je
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v navrzeném izolaénim protokolu umysiné vyuzito v nizkych koncentracich. Proto jsme se
vénovali moznym zpisobum odstranéni SDS ze supemnatantu po separact PHA matenalu a
vyvinuli jsme postup, ktery je zaloZen na precipitact SDS pomoci KCL Pokud je k supernatantu
piidan 4 M KCl! (objemovy pomér supemnatant : KCl 1:1), vysrazi se SDS ve formé
nerozpustného dodecylsiranu draselného (KDS), ktery je nasledné@ moZné separovat
centrifugaci pfipadné samovolnou dekantaci viz obrazek 6. V tabulce 12 jsou prezentovany
koncentrace SDS v supematantu po aplikaci precipitace detergentu pomoci KCI (stanoveni
zbytkového SDS bylo realizovano spektrofotometricky pomoci kolonimetrického reagentu
Stains-All). Z vysledku je patmé, Ze se obsah SDS ve vodné fazi snizi o vice nez dva fady.
Nami navrzeny zpusob precipitace je tedy velice efektivnim, technologicky 1 ekonomicky
nenaroénym a snadno realizovatelnym postupem, ktery umoZiuje minimalizovat negativni
konsckvence pouziti SDS pii izolaci PHA z baktenalni biomasy.

Tabulka 12

Vliv precipitace SDS pomoci KCI na residuilni koncentraci SDS v supernatantu po izolaci

Poé&iteéni koncentrace SDS (g/) 1 2.5 5 10

Koncentrace SDS (g/l) po precipitaci pomoci KCl 0,002 0 0 0

Krok precipitace SDS ve formé KDS ma jest€ vyrazné vyssi potencial neZ jen eliminovat SDS
z odpadnich vod. Precipitat KDS je mozné vyuzit k regeneraci a recyklaci SDS, coz ma vvrazné
pozitivni dopady na ekologickou i ekonomickou stanku procesu. Proces regenerace SDS je
zalozen na kontinualnim promyvani precipitatu KDS pomoci NaOH (0,1-1 M)
v ultradializaénim zafizeni s vyuzitim ultrafiltratni membrany o hodnoté cut-off 1 kDa. Béhem
t¢to procedury jsou K* v KDS postupné vytlatovany Na™ za vzniku SDS, které ve vodném
prostiedi vytvari micely. které viak nemohou membranou projit a jsou tedy v systému efektivné
zadrzovany. Proces je moZné realizovat tak dlouho, dokud neni veSkery KDS pfeveden zpét na
SDS. ptipadné je mozné KDS precipitat od vznikiého SDS oddélit pomoci sedimentace nebo
centrifugace. Princip regenerace SDS z KDS precipitatu je obsahem obrazku 6.
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Priimvslovi vvuZitelnost

Vynilez se tykd zplhsobu efektivni izolace polyvhydroxyalkanoati z mikrobialni biomasy
halofilnich nebo termofilnich bakterii, ktera je provozné 1 ekonomicky nendroéna s pozitivnim

vlivem na Fivoini prostfedi, realizovatelnd v promyslovém méfitku,
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PATENTOVE NAROKY

Zpiuisob izolace polyhydroxyalkanoatii z halofilnich a termofilnich kultur bakterii,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky kultivace produkéni kultury v kultivaénim médiu,
separace bunék produkéni kultury z kultivaéniho média, vystaveni separovanych bunék
produkéni  kultury hypotonickému roztoku obsahujicimu  dodecylsiran sodny o
koncentraci 1-5 g/l pi teplote¢ 60 az 90 °C, oddéleni ziskanych granuli
polyhydroxyalkanoati z bunék kultury od supematantu hypotonického roztoku,
precipitact supernatantu pridavkem 4 M KCl v objemovém poméru supernatant : KCI
1:1. separaci vysrazen¢ho dodecylsiranu draseln¢ho ze supernatantu. regeneraci
ziskan¢ho dodecylsiranu sodného ze supernatantu a jeho opétovné pouZiti

v hypotonickém roztoku pii izolaci polyhydroxyalkanoatu z kultur bakterii v dalsi sarzi.

Zpuisob izolace polyhydroxyalkanoati z halofilnich kultur bakterii podle naroku I,
vyznadujici se tim, Ze celkova koncentrace soli v kultivaénim mediu produkéni kultury

Jje vice nez 50 g/l

Zpusob izolace polyhydroxyalkanodti z termofilnich kultur bakterii podle naroku 1,

vyznadujici se tim, Ze teplota kultivaéniho média je nejméné S0°C.

Zpusob izolace polyhydroxyalkanoati podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze halofilni

kulturou bakterie je Halomonas halophila.

Zpusob izolace polyhydroxyalkanoata  podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze

termofilni kulturou bakterie je Schlegelella thermodepolymerans.

Zpusob izolace polyhydroxyalkanodtii podle narok( | az 5, vyznaéujici se tim, Ze

ziskané polyhydroxyalkanoaty se preéisti promytim ethanolem nebo acetonem.
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Anotace

MNazev wvwvnalezu:  Zpisob izolace biopolymeni polvhydroxyalkanoati z halofilnich a
termofilnich bakteni

Vynilez se tyka zpusobu efektivmi izolace polyhydroxyalkanoati z mikrobialni biomasy
halofilnich nebo termofilnich bakterii zahmujiciho kroky kultivace produkéni kultury
v kultivaénim meédiu, separace bunék produkéni kultury z kultivaéniho média, vystaveni
separovanych bunék produkéni kultury hypotonickému roztoku obsahujicimu dodecylsiran
spodny o koncentraci 1-5 g/ ph teploté 60 az 90 °C, oddéleni ziskanych granuli
polyhydroxyalkanodti z bunék kultury od supematantu hypotonického roztoku, precipitaci
supematantu, regeneraci ziskaného dodecvlsiranu sodného ze supematantu a jeho opétovné
pouZiti v hypotonickém roztoku pii izolaci polyvhydroxyalkanoatii z kultur bakterii v dalSi sar#i.
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Abstract: Production of polyhydroxyalkanoates (PHA), microbial biopolyesters, employing ex-
tremophilic microorganisms s 2 very promising concept relying on robustness of such organisms
In this work, we took advantage of the natural susceptibility of halophilic and thermophilic PHA
producens to hypotonic lysis and we developed a ssmple and robust approach enabling effective
isolation of PHA matenals from microbial cells. The method is based on the exposition of microbial
cells to hypotonic conditions induced by the diluted solution of sodium dodecyl suifate (SDS) at
elevated temperatures. Such conditions lead to disruption of the cells and release of PHA granules.
Morcover, SDS, apart from its cell-disruptive function, also solubilizes hydrophobic components,
which would otherwise contaminate PHA matenials. The purity of obtained materials, as well as
the vields of recovery, reach high values (values of punty higher than 99 wi%, vields close to 1)
Furthermore, we also focused on the removal of SDS from wastewater. The simple, inexpensive, and
safe technique is based on the predipitation of SDS in the presence of KCL. The precipitate can be
simply removed by decantation or centrifugation. Moreover, there is also the possibility o regenerate
the SDS, which would substantially improve the economic feasibility of the process.

Keywords: polyhydroxyalkanoate (PHA). sodium dodecyl sulfate (SDS): PHA isolation: extremophiles;

1. Introduction

Polyhvdroxyalkanoates (PHAs) are microbial storage polyesters, which are accumu-
lated by various prokaryotic microorganisms. Apart from their primary storage function
for carbon, energy, and reduction equivalents, PHAs also significantly enhance the stress
robustness of microorganisms and accumulation of them is probably a part of adaptation to
some extreme conditions such as high salinity [1]. PHAs are, therefore, widespread metabo-
lites among extremophilic prokaryotes [2]. Moreover, they represent a very promising
ecologically friendly alternative to traditional petrochemical polymers-PHAs are com-
pletely biodegradable and compostable materials, which can be produced from totally
renewable resources including also waste products stemming from food production and
other industries. Their properties and application fields are very similar to petrochemical
plastics such as polypropylene [3L

Pofymers 2022 14, 1761, hitps:/ /doi.org/ 103390/ polym 14091761

hitps: / /wwwendpi.com/journal / polymers
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Nevertheless, the main problem prohibitive for large-scale production of PHAs is their
high production cost. There are several strategies how to overcome this limitation. One of
them is the employment of extremophiles as PHA-producing chassis. The main advantage
of extremophiles is their capability of growth and production of various metabolites includ-
ing but not limited to PHA under conditions, which reduce or even eliminate the risk of
contamination of the process by common mesophilic microflora, e.g., high or low temper-
ature, high salinity, extreme pH-values, etc. Due to their robustness against unfavorable
microbial contamination, which can destroy whole fermentation batches, biotechnological
processes using extremophilic microorganisms can be operated under reduced require-
ments for sterility, or eventually even completely without sterilization of the cultivation
media or equipment. Consequently, it has a significantly positive impact on the energy
and economic balance of these processes. Moreover, high tolerance of the process against
contamination allows running the cultivation process in highly productive continuous or
semi-continuous mode. Therefore, employing extremophilic microorganisms in biotechnol-
ogy is nowadays a modern trend, which is called the concept of industrial biotechnology of
the next-generation (“Next-Generation Industrial Biotechnology”, NGIB) [4].

In this context, the employment of extremophilic microorganisms can significantly
reduce the price of PHA. It can take advantage of the ability of numerous extremophiles to
produce PHA natively. Predominantly many halophilic microorganisms (microorganisms
adapted to the high salinity of environments) belong among promising PHA producers-
PHA production ability was described for several representatives of genus Halomonas such
as Halomonas boliviensis [5], Halomonas neptunia and Halomonas hydrothermalis [6], Halomonas
bluephagenesis |7), Halomonas halophila [8], or extremely halophilic representatives of the
Archaea domain, such as Haloferax mediterranei [9]. As mentioned above, the accumulation
of PHA is a part of the adaptation strategy of halophiles to hyperosmotic environment;
however, the main adaptation strategy is usually the accumulation of either organic (0s-
molytes) or inorganic (K™ ions) substances, which compensate for the osmotic pressure of
the surrounding, as observed especially for extreme haloarchea [10].

Instead of halophiles, the production of PHAs was also observed in a restricted num-
ber of thermophilic bacteria, which are adapted to high temperature condions [2]. The most
studied strains belong to the genera Caldimonas [11], Tepidimonas [12], in addition to the
very promising PHA producer Schlegelella thermodepolymerans, which showed expedient
potential for PHA production using lignocellulose-based substrates with high xylose con-
tent [13]. For thermophiles, PHA most likely does not directly take the role in the adaptation
to high temperature, since the adaptation is usually connected with changes of protein
structure, enhancement of the activity of chaperones and other heat-shock proteins, and
also accumulation of organic compatible molecules similarly to halophilic prokaryotes [14].

Apart from the microbial biosynthesis of PHA, also the expenses associated with the
isolation of PHA, an intracellular product, from microbial biomass contribute to the high
cost of PHA. Extraction of the polymer from the microbial cells is often performed by
organic solvents; however, considering limited polymer solubility, the extraction is limited
to selected, predominantly chlorinated, solvents such as chloroform or dichloromethane.
Alternatively, compounds typically described as “PHA anti-solvents”, such as acetone,
can be employed for PHA extraction under conditions of highly elevated temperature
(120 °C) and pressure (7 bar) [15]. Nevertheless, the approaches based on organic solvents
are technologically difficult, and the use of toxic and hazardous solvents eliminates the
positive ecological impact of final materials [16]. The other possibility is the utilization of
supercritical CO; for PHA extraction. Despite a very positive ecological connotation, due
to the low solubility of PHA in supercritical CO; and the need for additional compounds
acting as solubility mediators (“modifiers”), such as methanol, the process shows low
efficiency [17,15]. Also, an alternative PHA isolation approach based on the removal of
other components of biomass can be used, when PHA granules remain in the intact, solid
state and can be further separated by centrifugation or filtration. Form an economical
viewpoint, this approach makes definitely sense: Considering the fact that the PHA fraction
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in biomass can exceed 90 wit.%, it appears cumbersome to recover these 90 wt.% instead
of simply removing the minor (10%) fraction of biomass. Indeed, many reagents and
strategies can be used to remove other cell components instead of PHA. For instance, in
literature the use of hydrolvtic enzymes (predominantly commercially available

Protease L1330, Esparase, Alcalase, Neutrase, Allprotease, etc.) is described [19], but in
practice, these approaches are limited by the high cost of enzymes. Analternative way is
the digestion of biomass using vanious chemical reagents such as sodium hydronade [20],
sodium hypochlonte [21], EDTA, and detergents such as SDS [22] or ammonium laurate [ 23]
Individual approaches can be combined as was mentioned in Kathiraser et al., who used
enzymes together with detergents and EDTA for PHA isolation [24]

Hypotonic lysis is an additional tool that can be used for the simple disruption of
microbial cells. This approach is based on the exposition of cells to surrounding with
significantly lower osmotic strength than oesmolarity of cultivation medium. During sudden
expasition to a hypotonic environment, water begins to penetrate into cells, which leads to
disruption of their integrity, rupture of cells, and release of the intracellular cell content.
This hypoosmotic cell lysis approach was described predominantly for extreme halophilic
prokaryotes such as Hfx. maditerrenei, whach are cultivated in media with salt contents of
more than 200 g/L and are, therefore, extremely sensitive to hypotonic treatment. During
exposure to distilled water, cells disruption and release of PHA granules into the solution
pinkish phase represents cell mass residues (colorized by carotenoid pigments), while the
upper white phase consists of PHA granules [25]. However, the purity of PHA isolated in
the described way 1s not too high due to the PHA granules being covered by a proteinaceous
membrane; therefore, the following purification using for instance hypochlorite, HyO;, or
other reagents is usually necessary [5,26].

In this work, we decided to investigate the possibility of utilization of hypotonic lysis
to isolate PHA from moderately extremophilic microorganisms—halophilic Halomonas
hslopiila and also thermophilic Schiegelells thermaodepolymerans. We hypothesized that both
microorganisms could be partially sensitive to hypotonic lysis due to the accumulation
of compatible solutes as a strategy of their adaptation to extreme conditions. To further
support the process of cell disruption and increase the purity of the isolated materials, we
have also introduced a low concentration of 10 g/L of sodium dodecyl sulfate (SDS). Since
SDS might reduce the positive environmental impact of the process by serious contamina-
tion of wastewater, we introduced a step in which SDS leftovers after PHA isolation are
precipitated with KCl and can be easily removed from wastewater and potentially even
regenerated for repeated use.

2. Materials and Methods
2.1. Cultivation of Microorganisats

For experimental work, two extremophilic strains were used, the moderately halophilic
strain Halomonas halophila (COM 3662) obtained from Czech Collection of Microorganisms,
Bmo, Czech Republic, and the moderately thermophilic strain thermodepoly-
merans (DSM 15344) purchased from Leibnitz Institute DSMZ—German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany.

The first cultivation step, preparation of inoculum, was performed in 100 mL Eren-
meyer flasks with 50 mL of media. Inoculum culture of H. halophils was prepared in a
medium consisting of yeast extract (3 g/L), peptone (15 g/L), glucose (1 g/L), and sodium
chlonide (66 g/L) during 24 h in 30 “C, permanent shaking 180 rpm. Inoculum of S. ther-
modepolymerans was prepared in 25 g/L Nutrient Broth medium (10 g/L peptone, 10 g/L
beef extract and 5 g/1. NaCl) during 24 h in 50 °C, permanent shaking 180 rpm.

After 24 h lasting cultivation, mineral salts media were inoculated by 10% (¢/0)
of inoculum, cultivations were performed in 250 mL Erenmeyer flasks with 100 mL of
medium. The basic mineral salt medium for H. kalopinls cultivation consisted of (NH3 )50,
(30 g/L), KH;POy (1.02 g/L). Nay HPO,-12H,0 (11.1 g/L), MgSO,-7H,O (02 g/L). NaCl
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(66 g/L), glucose (20 g/L) and 1mL /L of microelements solution (FeCl; (9.7 g/L), CaCly
(7.8 g/L), CuSOy (0.156 g/L),CaCly (0.119 g/L), NiCl; (0.118 g/L) and CrCl, (0.062 g/L)
dissolved in 0.1 M HCI) and 20 g/L of glucose. The mineral salt medium for cultivations of
S. thermodepolymerans consisted of Na;HPOy-12 H20 (9.0 g /L), KHaPOy (1.5 /L), NHyCl
(1.0 g/L), MgSO4-7 H,0 (0.2 g/L), CaCl;-2 H;O (0.02 g/L), Fe{lll)NHcitrate (0.0012 g/L),
yeast extract (0.5 g/L), 20 g/L xylose and 1 mL/L of microelements solution (EDTA
(50.0 g/L), FeCls-6 HyO (13.8 g/ L), ZnCl3 (0.84 g/L), CuCly-2 H20 (0.13 g/ L), CoCly-6 H,O
(0.1 g/L), MnCl;-6 H20 (0.016 g/L), H3BO5 (0.1 g/L), dissolved in distilled water) (all
used chemicals including hydrochloric acid, salts, glucose and xylose were purchased from
LachNer, Neratovice, CZE; yeast extract, peptone and Nutrient Broth were purchased from
HiMedia, Brmo, CZE). Inoculated media were cultivated during 72 h under permanent
shaking at 180 rpm at the optimal growth temperature, 30 °C for H. halophila and 50 °C for
S. thermodepolymerans, respectively.

2.2. Basic Characterization of Cullures

After 72 h, cultivations were finished. For determination of growth of culture, optical
density of cultures was measured using a spectrophotometer (P300, Implen, Munich,
Germany) at 630 nm against distilled water as a blank. Gravimetrical determination of
cell dry matter (CDM) was performed by centrifugation of 10 mL of culture at 3460 = g,
5 min (EBA 200, Hettich, Spenge, Germany). The generated supernatant was discarded
and the pellet was washed with distilled water and centrifuged again. The pellet was
dried to constant weight at 70 “C in drying chamber (IP60, LTE Scientific, Oldham, UK)
and then the amount of biomass (g/L.) was obtained by weighing on an analytical scale
(Pioneer PA224C, Ohaus, Parsippany, NJ, USA). Moreover, the content of PHA in dried
biomass was measured by gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID;
gas chromatograph Trace 1300, Thermo Scientific, column: DB-WAX 30 m by 0.25 mm,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) as reported previously in Brandtl et al, (1988) [27].
All determinations were performed in dublicate.

2.3. Isolation of PHA from Bacterial Biomass

Right after cultivation, the isolation of PHA from wet bacterial biomass is performed.
Predominantly for halophilic strain H. haloplila, but also for S. thermodepolymerans, a very
important strategy is the hypotonic environment, which induces disruption of cells leading
to release of the intracellular cell content including PHA granules. The main idea of iso-
lation is based on the use of hypotonic conditions together with SDS (TCI, Zwijndrecht,
Belgium) applied in low but still sufficient concentration along with the elevated tempera-
ture. These factors should lead to cell disruption and the release of water-insoluble PHA
granules. For both microorganisms, we focused at the beginning on the optimization of
SDS concentration (in range 1 to 10 g/L), temperature treatment (higher and lower than
cultivation temperature), and the ratio of microbial biomass vs. volume of SDS solution.

The first optimized parameter was the most efficient concentration of SDS. The experi-
ment was performed in this way: 10 mL of the culture after cultivation was centrifuged in
a plastic test tube with a screw cap (3460 x g, 10 min), the supernatant was discarded and
replaced by prepared aqueous solution of SDS (1; 2.5; 5 and 10 g/ L), in replicates for each
SDS concentration. Pellets were resuspended and suspensions were incubated in a water
bath at 70 °C for 120 min. After incubation, test tubes with suspensions were centrifuged
again (3460 x g, 5 min), supernatants were discarded and preserved for further use, the
pellets containing predominantly isolated PHA granules were washed with distilled water
and then dried to constant weight at 70 “C, The amount of the product was determined
gravimetrically and the purity of obtained PHA was determined by GC-FID as the same as
described above.

The second, optimized parameter was the temperature of isolation or combination of
different temperatures, i.e,, temperature treatment. For both strains, the same treatments
were tested: 50 °C (120 min), 70 “C (120 min), 90 °C (120 min) and a combination of cooling-

193



Potymers 2022, 14, 1761

S50f 16

down and heating-up; 4 “C (120 min) followed by 70 “C (120 min). SDS was applied at
a concentration of 5 g/L, otherwise, the experiment was performed in the same way as
described above for optimization of SDS concentration.

To reduce the amount of detergent (SDS) using a higher biomass amount, the third
series of optimization experiments was based on a comparison of the effectivity of isolation
with different ratios of initial biomass concentration and 10 mL of aqueous SDS (5 g/L)
solution in the most to verify the purity of obtained material and compare product yield.
Also, the purpose of this experiment was to verify the robustness of the isolation process
concerning different initial biomass concentrations—using a higher ratio of biomass to
SDS solution can significantly reduce the cost of the isolation process (amount of SDS per
biomass) and also significantly reduce environmental burden caused by SDS in wastewater.
In practice, different amounts of biomass were obtained by centrifugation of a larger volume
of cell culture when the volume of SDS solution was still 10 mL. However, the approach
was the same as previous ones, using optimal SDS solution concentration of 5 g/L for
both strains and optimal “heat treatment™: 70 “C for 2 h for H. hwlophila and keeping at
temperature %) °C for 2 h for S. thermodepolymerans, All isolation experiments based on
long-term exposition to elevated temperatures were performed in a water bath (BL 4/150,
WSL, Czestochowa, Poland).

2.4. Characterization of Isolated PHA Polymer

In this work, we produced a homopolymer of 3-hydroxybutyrate-poly(3-hydroxybutyrate)
(PHB), the most common representative of PHA. Quantification of the polymer in bacterial
biomass and determination of purity of the 1solated samples were performed by GC-FID as
described above.

Further, we used Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR, Nicolet iS50, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) with the built-in single-reflection diamond attenuated total
reflectance (ATR) crystal to collect infrared specira of the original biomass, polymer isolates,
and the reference material, commercially available P(3HB) (Biomer, Schwalbach am Taunus,
Germany). Each spectrum was collected in the range of 4000400 cm ! as an average of
16 scans with a resolution of 4 cm ! (data spacing 0.5cm ).

For determination of molecular weight and its distnbution (polydispersity index PDI)
of the polymer, we used size-exclusion chromatography with multi-angle light scattering
detector (SEC-MALS) (SEC chromatography, column PLgel mixed-C 5 um, 300 x 7.5 mm,
Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA; detectors: MALS-DAWN HELEOS 11, dif-
ferential refractometer OPTILAB T-REX, Wyatt Technology, Dembach, Germany). Using
this method, we compared polymers isolated by different approaches, which were the
most promising based on results from GC connected with the highest material purity,
Approximately 200 mg of sample (biomass, isolated material) was weighed into glass pyrex
test tubes, 10 mL of chloroform was added, then test tubes were tightly screwed with
caps and during 12 h incubated at 70 “C in a thermoblock. After 12 h, the mixture was
filtered through a paper filter on Petri dishes, and chloroform was freely evaporated. Then
1.5 mg of foil was weighed to the vial (volume 4 mL) and 1.5 mL of chloroform (LachNer,
Neratovice, CZE) was added. The mixture was incubated at 50 "C in the thermoblock till
all foil was dissolved, then the solution was filtered using nylon filters with 0.45 um pore
size into small vials, and the samples were analyzed.

Selected samples were also analyzed by electron microscopy. Bacterial cultures and
isolated PHA samples were fixed using the high-pressure freezing method (EM ICE, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Samples were centrifuged for 3 min at 4000 rpm and
the generated pellet was pipetted on the (.2 mm side of the 6 mm Al carrier type A and
closed with the flat side of carnier type B (without using any cryo-protectant) for further
processing for observation in the cryogenic scanning electron microscope (cryo-SEM).
For freeze-substitution procedure followed by observation in the transmission electron
microscope (TEM), samples were frozen in 0.2 mm side of the 3 mm Au carrier type A
and closed with the flat side of carrier B. Both of the carriers were pre-treated with 1%
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aqueous solution of lecithin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) in chloroform. For
cryo-SEM, high-pressure-frozen samples were transferred into a cryo vacuum preparation
chamber (ACE 600, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), where they underwent freeze-
fracture followed by sublimation for 7 min at —95 “C. Samples were then transferred into a
scanning electron microscope equipped with a cryo stage (Magellan 400/L, FEI, Hillsboro,
OR, USA) and observed using 1 keV electron beam at —120 °C. For TEM, high-pressure-
frozen samples were transferred into a freeze substitution unit (AFS2, Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) containing a freeze-substitution solution of 1.5% Os0; in acetone.
The freeze-substitution protocol was set as previously described in Kourilova et al [25].
Thus prepared freeze-substitution samples were washed in pure acetone (3 x 15 min)
and gradually infiltrated with epoxy resin (Epoxy Embedding Medium, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany), mixtures with acetone 1:2, 1:1, 2:1 and pure resin for 1 h each.
After the final exchange of pure resin, samples were left overnight under vacuum, then
embedded in fresh resin and cured at 62 “C heat for 48 h. Cured blocks of samples were
cut to ultrathin sections using a diamond knife with cutting angle 457 (Diatome, Nidau,
Switzerland) and ultramicrotome (UTC 7, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), and
stained using solutions of uranyl acetate and lead citrate. Contrasted ultrathin sections were
imaged using a transmission electron microscope (Talos F200C, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) using a 200 keV beam.

2.5. Precipitation of Potassium Dodecy! Sulfate (KDS) and Determination of Residual
SDS Comcentration

SDS is a water-soluble molecule, whereas the salt potassium dodecyl sulfate (KDS) is
water-insoluble. This is the main idea of how to get rid of SDS from wastewater after isola-
tion of PHA from bacterial biomass. A simple addition of KCl to supematant containing
SDS results in the formation of an insoluble precipitate of KDS, which can conveniently be
separated by sedimentation or centrifugation. For this purpose, we prepared 4 M aqueous
KCli solution and after isolation and following centrifugation, we added it in a 1:1 ratio to
the supermnatant to obtain a precipitate.

Residual concentration of SDS after PHA isolation procedure and also the efficiency of
KDS precipitation from SDS solutions with different initial amounts of the detergent were
determined employing a spectroscopic assay based on the use of Stains-All dye (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany) as described by Rupprech et al. [29]. The analysis was
performed using a microplate reader (ELISA reader, ELx808, BioTek, Winooski, VT, USA).

3. Results and Discussion

Every isolation experiment was preceded by the cultivation of microorganisms H.
halopiula and S. thermodepolymerans in mineral media with the most suitable carbon sources
{glucose for H. halophila and xylose for S. thermodepolymerans) to obtain biomass with high
PHA content. Within individual cultivations, we tried to keep the cultures under the same
conditions for gaining results of biomass and PHA content as similar as possible, despite
we measured both charactenistics (biomass content gravimetrically and PHA content by
GD-FID) within each experiment for independent comparison among results of cultivations.
For each experiment, amounts of PHA in biomass are stated under almost all tables for
the comparison with the purity of isolated polymer using different treatments, because
for individual experiments all the yields were related to individual cultivation results.
Based on the data from experiments, for H. halophila average concentration of biomass was
(3.5 £ 0.3) g/L with a PHA fraction in biomass of about (78 = 7) wi%. For S. thermodepoly-
merans average biomass concentration was (6.1 = 0.1) g/L with (70 = 4) wt.% PHA.

3.1. Optimization of SDS Concentration
Within the whole PHA isolation development process, the first step was focused on

the optimal concentration of detergent SDS. The idea was to expose the extremophilic
bacterial cells naturally containing compatible solutes as a part of their adaptation strategy
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to hypotonic conditions with low amounts of SDS to improve cell disruption and enable
solubilization of hydrophobic cell components which would otherwise get attached to
PHA granules reducing the purity of the materials. For both used strains, tested SDS
concentrations were 1; 2.5; 5 and 10 g/L; results for individual strains are listed in Table 1.
For H. halophila the process was carried out in a water bath during a 2 h lasting process at
70 °C; for S. thermodepolymerans, the process lasting the same time was carried out at 90 °C.

Table 1. Effect of different SDS concentrations on PHA purity and yield during 2 b lasting isolation
at 70 °C for H. halophila and 90 °C for S. thermodepolymierans.

Strain SDS (g/L) PHA Purity (wt.%) Yield () !
1 880 = 04 099
. 25 914+27 0.99
Heluilophin 5 971 +37 111
10 296+ 14 1.09
1 657+ 08 0.95
25 87.7+36 097
5. thermodepotymerans 5 86.4 £ 14 1.00
10 855+ 0.4 092

' Yield is defined as PHA (g /L) for individual isolation way divided by PHA (g/1.) obtained from biomass without
previows isolation step. PHA content in the biomass: H. helopiuli (84.02 & (.61) wi.%, S. fhermodepalymerunes
(6443 = 5.96) wt.,

In the case of H. halophila, the most effective SDS concentration for isolation of PHA
was 5 g/L, when the purity of the polymer was more than 97 wt.% together with the
highest product yield considering purity and also amount of the isolated material. For this
moderately halophilic strain with optimal salt concentration for growth 66 g/L, utilization
of 5 g/L of SDS induces effective hypotonic cell lysis and results in high purity of the
isolated material. Therefore, the most suitable concentration of SDS was used for all the
following experiments employing the halophilic strain.

For S. thermodepolymerans, the highest purity was determined for a SDS concentration
of 2.5 g/ L. In comparison with the halophilic culture, the concentration is 2 times less, which
might be caused by the lower content of the compatible solutes in the cells of thermophilic
culture. It can be expected that thermophilic bacteria are less prone to hypotonic lysis
as compared to halophiles. This expectation is also supported by the fact that purities of
PHA materials obtained for thermophilic S. thermodepolymerans are substantially lower than
those obtained in its halophilic counterpart H. lulophila. Further, aside from the purity of
the material, we have also considered the yield of the isolation process which was highest
for 5 g/L of SDS leading to the establishment of the most suitable concentration of SDS of
5 g/L—the same as for H. halophila.

The team of Arikawa etal. (2017) focused on using SDS in combination with sonication
for the isolation of PHA from biomass of the mesophilic bacterium Cupriavidus necator,
when the optimal concentration of detergent was set on 33 g/L [30]. In our case, we used a
more than é-times lower amount of detergent due to the advantageous effect of hypotonic
shock, which is applicable on strains producing compatible solutes (for instance halophiles
and thermophiles). Further, our approach relying on hypotonic shock does not require any
special equipment, on the contrary, sonification of the bacterial cells can be challenging
especially in scales of industrial production of PHA.

3.2, Optimization of “Heat Treatment™

Subsequently, the second step in the isolation process development was to optimize
temperature and time of isolation; together, this process can be called “heat treatment”.
Within the first experiment focused on SDS concentration, “heat treatment” was represented
by the application of a temperature of 70 °C for 2 h, but despite quite high yields, using
different temperature can be more effective, or lowering the temperature could be more
economically suitable, eventually. Based on previous results, time of exposition was set at
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2 h, strain H. halophila was exposed to temperature 50 “C, 70 °C (as control—for comparison
see Table 1), 90 “C and combination of cooling-down at 4 “C and following heating-up at
70 °C. The optimization process for S, thermodepolymerans included a little different strategy,
when, in contrast to the halophilic strain, a lower temperature of 30 “C was also tested
(we hypothesized that even low temperature could damage cell envelope of thermophilic
bacterium). Other tested temperatures were 50 °C, 70 °C, 90 “C (as control—for comparison
see Table 1) and also a combination of cooling-down at 4 °C and following heating-up at
70 “C as same as for H. halophila. The results of the experiments are listed in Table 2.

Table 2. Effect of different “heat treatments™ on 'HA purity and yield during isolation in 5 g/L
SDS solution.

Strain “Heat Treatment” PHA Purity (wt.") Yield (-)
50 °C (120 min) 975+12 092
. 70 °C (120 min) 967 £ 03 097
4 ¥ 90 “C (120 min) 97201 090
4 °C (120 min) + 70 “C (120 min) 943215 0952
30°C (120 min) 67.6 + 0.8 073
50 “C (120 min) 814443 078
S. thermodepolymerans 70 °C (120 min) 967 £ 24 0.79
90 “C (120 min) 998 +28 091
4 °C (120 min) + 90 °C (120 min) 862421 087

PHA content in the biomass: H. halophils (5227 = 0.09) Wi, 5. Thermodepalgmerns (69.57 = 0.79) wi.

Based on the results presented in Table 2, the most successful "heat treatment” for
isolation of PHA from the halophilic strain considering the purity of isolated material was
a temperature of 90 “C for 2 h, when the purity was higher than 99 wt.%. Despite a little
lower purity after isolation at 70 “C, the yield of the material was higher than for the highest
tested temperature 90 °C and also higher than for the combination of cooling-down and
following heating-up. For subsequent isolation experiments, a treatment representing 2 h
of heating at 70 “C was applied for strain Halomonas halophila.

The optimization process for S. thermodepolymerans included a little different strategy;
in contrast to the halophilic strain, we tested a lower temperature (30 °C), but the effectivity
of isolation was not too high (the purity was around 67 wt.% and the yield was 0.73),
Based on these data, the most successful “heat treatment” was keeping the sample at
90 °C for 2 h; here, the purity exceeded 99 wt.%, hence, it was very similar to using a
temperature of 70 “C for H. halophila. The combination of cooling followed by heating
was not too successful for the thermophilic strain, whereas exposition to low temperature
presumably led to the development of enhanced resistance to thermal treatment as was
already reported in the literature [31]. This effect was described for mesophilic bacterial
strains E. colf [32] and C. necator [33] after treatment at low temperature (0-5 “C). It was
proved that enhanced resistance against elevated temperature was caused by the changes
in the fatty acids composition in cell membranes [31]. Despite the fact that the effect was
not described for thermophilic strains in detail, it is very likely that also in this case the
low-temperature treatment resulted in active modulation of cell membrane lipids, which
negatively impacted the susceptibility of the bacterial cells to hypotonic lysis. For our
experiment, lower efficiency of combined “heat treatment” can be observed compared with
keeping the cells at 90 °C for 2 h. To conclude, the most suitable “heat treatment” procedure
for the thermophilic strain S. thermodepolymerans was keeping the isolation mixture at 90 °C
for2h.

3.3. Testing of Different Ratios SDS Solution: Biomass

After optimization of SDS concentration and “heat treatment”, the following step was
focused on the influence of initial biomass amount on the purity of isolated material and
the yield of the process. This is very important since PHA production is usually performed
as a high cell density cultivation [34], therefore the robustness of the isolation process with
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respect to the amount of biomass employed per isolation batch is a very important factor
determining the viability and feasibility of the process. Therefore, we tested different initial
concentrations of biomass, while keeping the volume of SDS solution constant (5 g/L).
Moreover, an increasing portion of biomass per isolation batch can also reduce the cost
of the isolation process (lower SDS amount) and significantly decrease the environmental
burden caused by the presence of SDS in wastewater,

Based on the results listed in Table 3, it is possible to state that the process is very robust
regarding the initial biomass concentration; purities of material isolated from different
biomass amounts were greatly similar. The same goes for almost all yields for both strains.
Therefore, the developed isolation procedure can be advantageously applied on biomass
obtained from high-cell-density cultivation (e.g., fed-batch cultivation).

Table 3. Effect of different biomass content on PHA purity and yield applied during 2 h lasting
isolation in 5 g/L SDS solution at 70 °C for H. halophila and 90 °C for S. thermodepolymierans.

Biomass Amount in SDS
Strain Salution (g/L) PHA Purity (wt.%)  Yield (-)
183 %2419 056
4.21 (standard process) 966 £ 03 0.99
~ 8.40 959 +71 1.04
£ Nakwtls 1186 915 096
17.72 949 103
265 959+ 10 1.06
191 963413 089
3.76 (standard process) 1011 £ 47 0.92
8.88 93405 077
S, thermodepolymerans 172 841 0.80
16.01 933+24 1.01
2099 91 094
PHA in the bi 11 mtlopiealn {755 & 0.1) Wt.on, S, Heernmodepalgmerans (655 & 0.0) wt %,

3.4. Effect of Different Isolation Approaches on the Molecular Weight of the Polymer

The following experiment was focused on the determination of the molecular weight
of obtained PHA materials; the main goal was to evaluate the influence of the isolation
procedure on the molecular weight of the polymer.

Isolation of polymer using SDS solution (5 g/L) did not manifest in the decrease of
molecular weight of PHA as can be seen in Table 4. For comparison, PHA was isolated
from dried biomass using a procedure involving 12 h lasting incubation in chloroform at
70 °C in a thermoblock. To eliminate differences from sample preparation, all analyzed
PHA samples were subjected to the same treatment. Despite the slight differences, values
of molecular weight were in principle very similar at least for polymers isolated from
S. thermodepolymerans. Only a little decrease can be observed which could be caused by
enhanced temperature 90 “C used for isolation with SDS. In the case of H. halophila, isolation
with SDS led to enhancement of molecular weight up to 1.5-times, It should be pointed
out that the M,, of the polymer produced by H. halpphila is very high as compared to other
PHA producers [8] including S. thermodepolymerans. It can be assumed that the higher
molecular weight of polymer after SDS isolation treatment might be caused by enhanced
solubility of longer chains in chloroform after elimination of other cells components. 12 h
lasting isolation at 70 °C in chloroform is possibly more efficient for shorter polymer chains
with lower molecular weight. PDI values were very low for all studied isolation setups,
indicating the high uniformity of generated biopolyesters in terms of molecular mass
distribution, which is a beneficial feature for further polymer processing,
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Table 4. The molecular weight of isolated PHA polymer.

Strain “Treatment” M, (kDa) DI ()
H. halophila PHA isolated from dried biomass 10504 =18 120 = 004
2 70 °C (120 min)—standard process 15819 £ 53 146 + 019

S PHA isolated from dried biomass 7115216 117 =001
L 90 “C (120 min}—standard process 6864 =161 123 =003

* PDI (polydispersity index] is defined as M, /M,. M,,- weight average molecular mass; M, number average
molecular mass.

3.35. Deternunation of Material Purity by Infrared Spectroscopy
mkleduuqmwxapphedmsamplsddnedbmms.mhpolymetsdamdby
process for each strain (2 h lasting treatment at 70 “C for H. halopiula (HH) or
90 °C for S. thermodepolymerans (ST) in solution with 5 g/L SDS), and also for commercial
P{3HB) (Biomer) as a reference material. Result are shown in Figures 1 and 2.
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Figure 1. FTIR spectra of oniginal biomass of H. halopiuls (black), polymer isolated via optimized
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Figure 2. FTIR spectra of original biomass of S. thermodepolymirans (blue), polvmer isolated via
optimized approach (magenta) and commercial P(3HB) sample (Biomer) (green); arows show
absorption bands for components of biomass (3300; 1640 and 1540 cm ™~ '—proteins).
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To evaluate the purity of the polymer isolates from FTIR spectra, characteristic spectral
signatures of proteins can be used. These can be found at about 3300 (referred to as amide
A band), 1640 cm ! (referred to as amide 1 band) and 1540 cm ! (referred to as amide Il
band). All these characteristic bands are marked with arrows in the biomass spectra in
Figures | and 2. As expected, the protein signal is completely absent in spectrum of the
reference P(3HB) material In the FTIR spectra of polymer isolates obtained from both
tested strains, significant decrease of the protein signal, compared to the original biomass,
indicates high effectivity of the polymer purification during the extraction process. As can
be seen from the comparison of Figures | and 2, lower content of the residual biomass
was found for the polymer isolated from H. Halophile. This is in good agreement with the
results of GC-FID. Based on the gravimetric yield of the chromatographic analysis, we de-
termined polymer purnty (86.4 £ 1.4) wt% for S. thermodepolymerans and (913 £+ 1.5) wt%
for H. halopiiila.

3.6. Electron Microscopy Imaging

Selected samples were analyzed using electron microscopy techniques, specifically,
samples of microbial cells of H. halophila and S, thermodepolymerans and isolates of PHA
from both strains.

Cryo-SEM image of H. halopiula (Figure 3A) shows rod-shaped cells containing several
granules of PHA. Most of the cells were fractured during the freeze-fracturing procedure
and revealed the intracellular content of PHA. As previously described [35], PHA remain
elastic even at temperatures of hquid nitrogen and can be observed being pulled out of
the cells, showing “needle type™ deformation {arrowhead in Figure 3) or as holes in cells
(concave deformation) when the granule was pulled out of the cell completely. Cells of S
thermodepolymerans (Figure 3C), containing 1 or 2 granules of PHA also deformed by freeze-
fracturing. In the image, it is possible to observe also fracture of the cell wall revealing
the surface of the plasma membrane, marked with O. The image of isolated granules
from H. halopiila (Figure 3B) shows that the granules merged, but still remained elastic.
PHA isolated from S. thermodepolymerans (Figure 3D), however, stayed separate after the
extraction as individual oval granules, which were also affected by freeze-fracturing and
show needle deformation.

Figure 3. Cryo-SEM image of: (A) H, hulophils biomass before extraction of PHA granules,
(B) PHA granules isolated from H. kalopluls, (C) 5. thermodepolymerans biomass before extraction
of PHA granules, (D) PHA granules isolated from S. thermodepolymenins, needle deformation of
PHA granules marked with arrowhead, cells with fractuned cell wall revealing the surface of plasma
membrane marked with O, scalebar2 um.
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TEM observation confirmed previous findings of cryo-SEM. H. halophila contained
several smaller granules in their cells (Figure 4A), while 5. thermodepolymerans contained
1-3 larger granules. Generally, it is described that larger PHA granules are beneficial
for the recovery process [36], which makes S. thermodepolymerans of even higher interest
for an eventual industrial-scale application. Images of isolated granules also confirm the
shape observed in cryo-SEM: isolates from H. halophile merged into irregularly shaped
granules, while granules from S. thermodepolynierans of regular oval shape stayed separate.
In Figure 4B,D, it is possible to see shades surrounding the granules. Based on the results
of purification, the shades could be caused by contamination originating from disrupted
cellular fragments, or by PHA granule membrane remnants. It is also possible to observe a
few intact cells (Figure 4B marked with arrow), thus confirming the results of the determi-
nation of purity of the isolates—for instance (913 = 1.5) wt.% of PHA for H. haloplila using
standard optimized process.

Figure 4. TEM image of (A) H. halopila biomass before extraction of PHA granules, (B) PHA granules
isolated from H. halophila, (C) S. thermodepalymerans biomass before extraction of PHA granules,
(D) PHA granules solated from S, thermadepolymerans, PHA granules marked with arrowhead, intact
cells after extraction marked with arrow, scale bar 1 um,

3.7, Wastewater Management—Precipitation of KDS from SDS after Isolation

As same as other detergents, also SDS serves as a contaminant of wastewater with
possible harmful effects on wastewater management. Therefore, we focused on the removal
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of the irritant compound SDS from the supernatant after the isolation process. We have
tested several approaches {data not shown), and the most successful procedure was simple
and feasible precipitation of SDS in the form of poorly water-soluble potassium dodecyl-
sulfate (KDS) in the presence of 2 M KCL The efficiency of the SDS removal process was
determined via measurement of SDS concentration using the protocol of Rupprech et al.
(2015) [29]. Data are demonstrated in Table 5.

Table 5. Results of SDS determination before and after KDS precipitation.

Parameter SDS (g/L)
Concentration used for isolation 1 25 5 10
In supernatant after isolation 0.6 15 49 10.7
Residual SDS concentration after KDS precipitation 0.02 nd.? n.d. nd.
KDS yield (mg) 268 649 169.9 3160

¥ nd —no detectable

Based on presented data, it seems that removal of SDS from a wastewater stream
by simple addition of non-toxic and cheap KCl is a very effective process since after this
treatment the residual concentration of SDS in the supemnatant after isolation was not
detectable for almost all the samples. The formation of KDS precipitate is a very quick
and straightforward method to remove SDS used for isolation of PHA granules, since the
formation of the precipitate can be observed immediately after the addition of KCl into
supernatants after isolation as shown in Figure 5.

(A) (B)

Figure 5. KDS precipitate using 2 M KCI after isolation with different SDS concentrations—{rom the
left: blank, 1 g/L, 25g/L, 5g/L, 10 g/L: (A) before centrifugation; (B} after centrifugation.

A different strategy to get rid of the detergent after isolation was used by the team of
Samor et al. (2015), who isolated PHA polymer from bactenal biomass. For this purpose,
they used ammonium laurate (most efficient at a concentration of 200 wt.%), which acts
similarly to SDS in terms of microbial cell disruption and solubilization of hydrophobic
contaminants. After separation of the polymer by centrifugation, the addition of CO;
into supernatant leads to a decrease of the pH-value, and switches the detergent into
poorly water soluble neutral (protonated) lauric acid with the possibility of separation
by centrifugation; resulting water phase containing ammonium hydrogen carbonate can
serve as a nitrogen source for microorganisms [37]. Our approach relies on the application
of the lower amount of inexpensive and abundant detergent SDS, which can be simply
removed from wastewater by precipitation. It should be pointed out that unlike for
ammonium laurate, the removal of the SDS from the supernatant in form of KCl occurs
in a non-destructive way, and it is very likely that SDS could be regenerated for instance
by ultradialysis in excess of Na® ions, Hence, our concept enables not only removal of
detergent from wastewater, but also holds a promise of SDS recovery, which would be very
beneficial with respect to economic aspects of the PHA isolation process. Nevertheless, the
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possibility of SDS recovery from KDS precipitate deserves further investigation, which is
out of the scope of this preliminary work.

4. Conclusions

In this work, we developed a procedure for the isolation of PHA materials from
extremophilic microbial cells. The method is based on the exposition of the bacterial cells
naturally containing high intracellular concentrations of compatible solutes as part of their
adaptation strategy to extreme hypotonic conditions induced by the diluted solution of
SDS (optimal concentration is about 5 g/L of SDS) at elevated temperature. Our results
indicate that such conditions lead to disruption of the cells and release of PHA granules.
Moreover, SDS apart from its cell-disruptive function also solubilizes hydrophaobic cell
components which would otherwise get attached as contaminants to PHA materials. The
procedure seems to be simple, robust, and feasible in industrail condtions. The purity of
obtained materials (usually above 95%), as well as vields of the procedure (usually about
0.9), reach high values, If even higher purity of the material is needed, additional steps
such as the washing of the materials with proper organic solvents or other agents can be
involved. Furthermore, since leftovers of the detergent SDS in process wastewater might
dramatically decrease the positive ecological features of the process, we also focused on
the removal of SDS. We have developed a simple, cheap, and safe technique that is based
on the precipitation of SDS in the presence of KCl. The resulting precipitate can be simply
removed by decantation or centrifugation, hence, SDS does not contaminate the wastewater
of the process. Moreover, there is also the possibility to regenerate SDS which would
substantially improve the economic feasibility and overal sustainability of the process. To
sum up, the developed strategy for PHA isolation is compatible with Next-Generation
Industrial Biotechnology concepts, it is simple, cheap, robust, provides PHA materials in
high purity and at high vields and is also ecologically friendly.
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