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Abstrakt

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni zasobni polyestery, které mohou piedstavovat
obnovitelnou a ekologicky Setrnou alternativu k petrochemickym plastim. Jejich vyroba
a vyuziti jsou do velké miry znevyhodnény vysokou produkéni cenou. Jednou z moznosti, jak
snizit cenu produkce PHA, je vyuziti extrémofilnich PHA producentti, které¢ s sebou piinasi
predevsim vyhody vyplyvajici z vysoké robustnosti procesu viaci mikrobidlni kontaminaci.
V piredlozené praci byla pozornost zaméfena na studium produkce PHA pomoci vybranych
halofilnich a termofilnich mikroorganismi. Z halofilnich mikroorganismii byly testovani
predevsim vybrani sbirkovi zastupci rodu Halomonas, a to vzhledem kK jejich moznému vyuziti
k produkci PHA z levného odpadniho fritovaciho oleje. Byli identifikovani dva slibni PHA
producenti, a to konkrétné¢ Halomonas hydrothermalis a Halomonas neptunia. Oba kmeny
dosahovaly v ramci baikovych experimentd solidnich vytézkt PHA a pfi ptidavku vhodnych
strukturnich prekurzort byly také schopny produkce kopolymert se zajimavymi materidlovymi
vlastnostmi. Hlavni diiraz byl vSak v praci kladen na studium produkce PHA pomoci
termofilnich mikroorganismii. V rdmci prace byla provedena izolace termofilnich PHA
producentil z riiznych termofilnich konsorcii (aktivni kal, kompost atd.). V pribéhu izola¢nich
experimentl byl navrzen originalni izolacni postup vyuzivajici zmény osmotického tlaku tzv.
osmoselekce. Touto origindlni cestou bylo ziskano nékolik desitek slibnych termofilnich
producentt PHA, ktefi byli taxonomicky zafazeni pomoci sekvenace genu 16S rRNA a byl
Unich testovan PHA produkéni potencial. Nejslibngjsim PHA producentem byl izolat
klasifikovany jako Aneurinibacillus sp. H1. K produkci PHA pomoci Aneurinibacillus sp. H1
lze vyuzit fadu substrati véetné odpadniho glycerolu. Jest€ vyznamnéjs$i je schopnost
syntetizovat kopolymery s vysokym obsahem 4-hydroxybutyratu. Monomerni slozeni PHA
kopolymeru, a tim i materidlové vlastnosti pfipravené¢ho kopolymeru, je mozné kontrolovat
vhodnym nastavenim kultiva¢nich podminek. Ptipraveny kopolymer P(3HB-co-4HB) ma
unikatni vlastnosti a velky aplikacni potencial v fadé high-end aplikaci naptiklad v oblasti péce
o zdravi, potravinafstvi nebo kosmetice.
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are microbial storage polyesters that represent a renewable
and environmentally friendly alternative to petrochemical plastics. However, their production
and use are severely disadvantaged by the high production cost. The use of extremophilic PHA
producers is one of the ways to reduce the cost of PHA production. Extremophiles bring
numerous advantages resulting from the high robustness of the process against microbial
contamination. In this doctoral thesis, attention was focused on the study of PHA production
using selected halophilic and thermophilic microorganisms. Representatives of the genus
Halomonas were mainly from public collections of microorganisms. Two promising PHA
producers on waste frying oil were identified, namely Halomonas hydrothermalis
and Halomonas neptunia. Both strains achieved good PHA Yyields in flask experiments. With
the addition of suitable structural precursors, they were also able to produce copolymers with
interesting material properties. However, in the proposed thesis, the main emphasis was placed
on the study of PHA production using thermophilic microorganisms. As a part of the work,
the isolation of thermophilic PHA producers from various thermophilic consortia (active
sludge, compost, etc.) was performed. During isolations experiments, an original isolation
procedure was designed using changes in osmotic pressure, the so-called osmoselection.
Dozens of promising thermophilic PHA producers were obtained thanks to this original
approach. They were taxonomically classified using 16S rRNA and tested for production
potential. The most promising PHA producer was the isolate which was classified as
Aneurinibacillus sp. H1. This bacterium is able to utilize a variety of substrates, including waste
glycerol, to produce PHA. Even more important is the capability of synthesizing copolymers
with a high content of 4-hydroxybutyrate. The monomer composition of the PHA copolymer
and thus the material properties of the prepared copolymer can be controlled by suitable
adjustment of the cultivation conditions. The prepared copolymer P(3HB-co-4HB) has unique
properties and the great application potential in numerous high-end applications, for example
in the field of health care, food industry or cosmetics.

Keywords

Polyhydroxyalkanoates, extremophilic microorganism, thermophilic bacteria, isolation of
bacteria
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1. UVOD

Znecisténi zivotniho prostiedi plasty je jednim z nejnaléhavéjsich problémt této doby. Nejenze,
celosvétové stoupd vyroba plastli, ale stoupd také procento odpadu, které konéi prave
Vv zivotnim prostfedi, kde dochazi k jeho akumulaci. Ro¢né se do mote z pevniny uvolni okolo
8 milionti tun plastového odpadu. Tento odpad poté putuje napii¢ celym svétem a hromadi se
jednak v mofi samotném, ale i na pfilehlych pobtezich. Vlivem podminek prostiedi také
dochazi k rozpadu odpadu na tzv. mikroplasty, které se akumuluji v Zivocisich, pitné vodé
a zac¢inaji se pomalu akumulovat i v lidském t¢le.

Znacnou ¢ast tohoto odpadu tvoii plasty a vyrobky na jedno pouziti. Jejich aktivni pouziti
trva vétsinou nékolik minut, nicméné v zivotnim prostiedi setrvavaji az stovky let. Pfitom lze
toto znehodnocovani ptirody omezit, ne-li zastavit upln€¢, pomoci snizeni vyroby a pouziti
rezistentnich syntetickych plastii a/nebo nahrazenim téchto materiali ekologicky SetrnéjSimi
alternativami. Vhodnych materialt je hned nékolik. Napftiklad klasicka plastova brcka lze
nahradit br¢ky z nerezové oceli, bambusové, ryzové Ci obilné slamy. Také plastové vatové
tyCinky, kterych se roné vyrobi v fadu stovek miliard kousk a které Casto kon¢i v oceanech,
1ze nahradit ekologictéjsi variantou bambusovych ¢i papirovych ty€inek nebo ty¢inkami na vice
pouziti vyrobenych ze silikonu. Témét kazdy plastovy vyrobek na jedno pouziti ma svoji
ekologictéjsi variantu.

Ovsem plasty lze nahradit 1 jinymi polymery, které maji podobné mechanické ¢i fyzikalni
vlastnosti, ale jsou v pfirodé rozlozitelné a kompostovatelné. Jedna se o pfirodni polymery.
Mezi tyto alternativy k petrochemicky vyrabénym polymertim patii také polyhydroxyalkanoaty
(PHA). Jedna se o mikrobidlni polyestery, které jsou plné biodegradabilni. Jsou produkovéany
Sirokym spektrem bakterii, kterym PHA slouzi jako zasobni zdroj uhliku a energie. Nicméné
diky svym vlastnostem mohou byt biotechnologicky vyrobené PHA slibnou alternativu
k syntetickym polymerim, ktera ma Siroké uplatnéni v fadé odvétvi. Své uplatnéni nachazi
jednak jako obalovy materidl, ktery je vhodny 1 pro potravinaitské ucely, ale predevsim
v medicing, farmacii ¢i kosmetickém primyslu.

Nicméné produkce PHA je omezena konkurenceschopnosti vyrobniho procesu. Cenu
produktu ovliviiuje mnoho parametrii. Mezi hlavni z nich patfi naroCnost na sterilitu
biotechnologického procesu, cena zdroje uhliku ¢i produktivita daného pouZzitého bakterialniho
kmene. Jednou ze strategii, jak snizit cenu procesu, je pouZziti levnych uhlikatych substrati.
VétSinou se jedna o odpadni substraty z nékterého z agropotravindiského komplexu. Moznosti
je opravdu mnoho a sta¢i jen nalézt vhodnou variantu pro dany proces. Jako substraty lze
naptiklad vyuzit odpadni rostlinné oleje, odpadni glycerol, syrovatku, melasu, ale i odpadni
slamu ¢i stébla kukufice, otruby nebo kdvovou sedlinu. Dal§im dtleZitym parametrem je také
pouzity mikroorganismu, jeho produktivita, kultivaéni podminky a metabolické naroky.

ey een

Mikroorganismy se k produkci pouzivaji jiz cela tisicileti, at’ uz se jedna o vyrobu ethanolu,
chleba ¢i o produkci dilezitych enzymii a dalSich metabolickych latek. AvSak kromé b&zné
»dostupnych® kultur, které se Casto pouzivaji pro biotechnologické procesy, se v posledni dob&
dostaly do stfedu zajmu také extrémofilni mikroorganismy. Diky svym unikétnim schopnostem
jsou schopny nejen prezit, ale také rist a prosperovat v extrémnich podminkach. Diky tomu
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mikroskopicky zivot najdeme po celé planeté, v moiskych termalnich pridusich, ve slanych
jezerech, permafrostu, na pousti ¢i v kyselych sopecnych jezirkach. Jejich unikétni strategie
preziti v téchto podminkéch 1ze biotechnologicky vyuzit. Jejich enzymy snaseji vyssi teploty,
eventuelné nizké ¢i vysoké hodnoty pH, coz umoznuje jejich $ir$i aplika¢ni vyuziti. Také
poskytuji mnoho novych a neprozkoumanych moznosti.

Z hlediska biotechnologického procesu ovSem ptinaseji jesté jednu nespornou vyhodu, a tim
je snizeni ndklada na sterilitu procesu. Diky tomu, ze prosperuji v extrémnich podminkach,
nejsou procesy zalozené na extrémofilech ohrozeny béznou kontaminaci, ktera v téchto
podminkach nema Sanci piezit. Proto je mozné vést biotechnologické procesy v semi-sterilnich
nebo dokonce v nesterilnich podminkéch.

Presto vSak nejsou extrémofily, pfedevSim v kontextu produkce PHA, dostate¢né
prozkoumany. Proto se tato prace zaméfuje na studium produkce PHA pomoci vybranych
sbirkovych halofilnich mikroorganismt, ale také na izolaci termofilnich producenti PHA
Z ptirodnich konsorcii.

Spojeni extrémofilnich mikroorganismti a PHA pfiinasi fadu vyhod, které by mohly ¢asem
vést k niz§imu znec€isténi nasi planety.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biodegradabilni a biokompatibilni polymery, které jsou
syntetizovany ve forme¢ intracelularnich granuli Sirokym spektrem bakterii a nékterymi zastupci
archea [1; 2]. Mikroorganismtim granule PHA slouZi jako zasobni zdroj uhliku a energie a také
navysSuji robustnost bakterialnich bunék vuci fadé stresovych faktora [3]. PHA nezatézuji
Zivotni prostiedi, navic je lze povazovat za alternativu k nékterym plastim vyrabénych z ropy,
protoze maji vhodné chemické i fyzikalni vlastnosti. Dalsi vyhodou PHA je vyroba
z obnovitelnych, ptipadné i odpadnich surovin nebo vedlejsich produkti. PHA lIze vyuzit
na vyrobu nadob, lahvi a jinych oball [4]. Diky jejich biologické rozlozitelnosti je 1ze pouzit
také v medicin¢ jako vstfebatelné chirurgické nité ¢i ve farmaceutickém priamyslu jako nosice
aktivnich latek nebo hormont v 1é¢ivech [5]. Pravé biodegradabilita je jejich nejvétsi vyhodou,
ktera by mohla snizit znecisténi a akumulaci odpadti vyrobenych z nerozlozitelnych plasta [6].

Dnes zndme asi 150 riiznych typti monomert, které mohou byt inkorporovany do struktury
PHA [7]. Z chemického hlediska se jedna o linearni polyestery hydroxykyselin (Obrazek 1).
PHA mtiZeme rozdélit podle poc¢tu uhliku v monomerni jednotce. Prvni skupinou jsou takzvané
scl-PHA (short chain length) neboli PHA s kratkym fetézcem, které maji v monomeru 3 az
5 uhlikii a jednim ze zastupcu je naptiklad poly(3-hydroxybutyrat), ktery je nejvice rozsifenym
a nejznaméj$im zastupcem z PHA polymert. Druha skupina PHA obsahuje v monomerni
jednotce 6 az 14 uhlikd v monomeru a nazyva se mcl-PHA (medium chain length) neboli PHA
se stfedn¢ dlouhym fetézcem, mezi zastupce této skupiny patii napiiklad homopolymery
poly(3-hydroxyhexanoat), poly(3-hydroxyoktanoat) a heteropolymer poly(3-hydroxyhexanoat-
co-3-hydroxyoktanoat) [8]. Ob¢ skupiny se 1isi svymi vlastnostmi. Scl-PHA maji obecné
vysoky stupen krystalinity, a tudiz jsou tuhé a kiehké, zatimco mcl-PHA maji nizky stupen
krystali¢nosti a jedna se o elastické materialy. Lisi se také teplotou tani, ktera je obecné u mcl-
PHA vyrazné niz$i nez u scl-PHA. Obecn¢ je vysoka teplota tani vétSiny scl-PHA povazovana
za technologickou nevyhodu, protoZe teplotni okno pro taveni materidlu bez jeho degradace je
velice uzké. Naptiklad homopolymer 3-hydroxybutyratu ma teplotu tani okolo 170 °C a jeho
degradace zacina okolo 200 °C [9; 10]. Dalsi skupinou jsou takzvané Icl-PHA, tedy
polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem. Monomer ma vice nez 14 uhliki, avsak tento typ
je neobvykly a malo prostudovany [11].
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methyl poly(3-hydroxybutyrat)
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pentyl poly(3-hydroxyoktanoat)
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n=2 R=vodik poly(4-hydroxybutyrat)

n=3 R=vodik poly(5-hydroxyvalerat)

Obrazek 1: Chemicka struktura zakladnich polyhydroxyalkanoati, upraveno z [10]

Polyhydroxyalkanoaty jsou opticky aktivni polyestery a vSechny 3-hydroxyalkanové
kyseliny jsou v konformaci R v dusledku stereospecifity polymera¢niho enzymu (PHA
syntazy). Molekulova hmotnost polymeru se pohybuje v rozmezi 200 000 az 3 000 000 Da
v zavislosti na mikroorganismu, ktery PHA akumuluje a také na podminkach jeho rustu [12].

PHA se vyskytuji v bakteriich ve form¢ intracelularnich granuli (Obrazek 2), které maji
obvykle 0,2 az 0,5 pm v pruméru a nachazeji se v cytoplazmé [11]. Nativni granule PHA maji
lipidovou povahu, a proto je lze barvit lipofilnimi barvivy jako je Sudanska ¢erni B ¢i Nilska
¢erven [10; 13]. Je zajimavé, Ze nativni PHA granule v bakterialnich bunikach obsahuji polymer
v amorfni formé, ktera vykazuji vysokou flexibilitu, a svymi vlastnostmi pfipomina
podchlazenou kapalinu. Poté co je ochranna vrstva nativnich granuli poskozena (naptiklad
pti izolaci polymeru z bakterialnich bunék) dochazi k rychlé krystalizaci polymeru [14].
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Obrazek 2: Snimek bakterie Cupriavidus necator H16 CCM 3726 obsahujici granule PHA
Z transmisniho elektronového mikroskopu

2.1.1. Syntéza PHA

Bakterie, které syntetizuji PHA, Ize rozdé¢lit do dvou skupin na zdklad€ podminek pro syntézu.
Prvni skupina vyZaduje omezeni Zivin, napiiklad fosforu, dusiku, hoi¢iku nebo kysliku
a nadbytek uhliku. Bakterie patfici do této skupiny PHA hromadi az ve staciondrni fazi ristu.
Druhou skupinu bakterii tvoti druhy, které jsou schopny produkce PHA i béhem rtstové faze
a nevyzaduji zadnou limitaci zivinami [2].

Struktura PHA, které se hromadi v bakterialnich buiikach, zavisi také na zdrojich uhlikd,
které dana bakterie vyuziva. Zdroje uhliku mohou byt rizné. Naptiklad mastné kyseliny jsou
strukturné podobné hydroxyalkanovym Kyselinam a jsou nazyvany piibuznymi substraty. Je
mozné vyuzit i substraty, které nemaji podobnou strukturu jako PHA. Jednim z nich je
napiiklad hojné vyuzivana glukéza. Pro syntézu PHA byly popsany tii hlavni mechanismy
(Obrazek 3). Existuje v§ak az 12 riiznych metabolickych cest pro jejich syntézu [15; 16].
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Obrazek 3: T¥i hlavni mechanismy biosyntézy PHA, upraveno z [16]

Prvni cesta vede od acetyl-CoA k poly(3-hydroxybutyratu), zkracené¢ P(3HB), a jedna se
o0 klasicky ptipad syntézy scl-PHA. Dva acetyl-CoA generované ze sacharid, mastnych
kyselin ¢i aminokyselin jsou pomoci beta-ketothiolazy (PhaA) kondenzovany za vzniku
acetoacetylu-CoA. Enzym acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB) redukuje acetoacetyl-CoA
na (R)3-hydroxybutyryl-CoA. Nakonec dochazi k polymeraci PHA syntazou (PhaC) za vzniku
P(3HB) [16]. Tato cesta je charakteristicka pro bakterie druhu Cupriavidus necator
[13; 16; 17]. Tyto bakterie mizou hromadit P(3HB) az do 80 % hmotnosti vztazené na suchou
hmotnost bunék, pti nadbytku C zdroje a limitaci dusiku ¢i fosforu [13; 18].

Pfidanim vhodného prekurzoru do kultivaéniho média mize vést syntéza PHA ke tvorbé
kopolymerd. Pti pouziti kyseliny propionové nebo valerové jako prekurzoru mize dochazet
k produkci kopolymeru slozeného z 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu (3HV). Pfidani 4-
hydroxybutyratu nebo y-butyrolaktonu do kultiva¢niho média vede k syntéze odpovidajicich
thioesterti-CoA a jejich zaclenéni do PHA pomoci PHA syntazy [13].

Druha cesta biosyntézy PHA vyuziva meziprodukty B-oxidac¢niho cyklu a vede k syntéze
mcl-PHA. Jako zdroj uhliku jsou vyuzivany mastné kyseliny. V B-oxida¢nim cyklu jsou mastné
kyseliny pfevedeny na enoyl-CoA. Poté se enoyl-CoA transformuje pomoci enoyl-CoA
hydratazou (Phal) na (R)3-hydroxyacyl-CoA, ten je dale polymerizovan mcl-PHA syntazou
na mcl-PHA. Tato biosynteticka draha je charakteristicka pro bakterie rodu Pseudomonas
(P. putida, P.oleovorans, P. aeruginosa) nebo pii tvorbé scl-PHA pii rastu bakterii
na lipidovém zdroji uhliku [16; 17; 19].

Tteti cesta zahrnuje cyklus syntézy mastnych kyselin in situ. Klicovym enzymem je zde 3-
hydroxyacyl-ACP-CoA transferaza (PhaG), ktera pfeménuje 3-hydroxyacyl-ACP na 3-
hydroxyacyl-CoA, ktery je zakladem pro polymeraci pomoci mcl-PHA syntazy. Syntéza
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mastnych Kyselin in situ a B-oxida¢ni cyklus mohou byt nezavisle regulovany a ob¢& poskytuji
prekurzory pro syntézu PHA [16; 20; 21].

2.1.2. Piehled enzymi a genu vztahujicich se k metabolismu PHA

Do metabolismu PHA se zapojuje velké mnozstvi enzymi. Enzymy podilejici se v metabolismu
PHA jsou oznaCovany zkratkou PHA. Geny kodujici enzymy zapojené do syntézy jsou
pojmenovany v abecednim pofadi (phaA, phaB, ...). Zato enzymy podilejici se na degradaci
PHA jsou pojmenovavany od konce abecedy (phaZ) [22]. Ptehled zakladnich enzymu
a patfiénych gent ucastnicich se biosyntézy nebo degradace PHA je zobrazen v tabulce 1.

Tabulka 1: Pfrehled nékterych vybranych geni [23; 24]

Nazev genu Kodovany enzym Funkce enzymu
. kondenzace acetyl-CoA za vzniku
h -ketothiola
phaA p-ketothioliza acetoacetyl-CoA
redukce acetoacetyl-CoA na (R)3-
haB [-CoA kta
pha acetoacetyl-CoA reduktaza hydroxybutyryl-CoA
, polymerizace hydroxykyselin
phaC PHA syntaza Ja vzniku PHA
(R)3-hydroxyacyl-ACP-CoA transformace  3-hydroxyacyl-ACP
phaG )
transferaza na 3-hydroxyacyl-CoA
transformace enoyl-CoA na (R)3-
h nyol-CoA h i
phad enyol-CoA hydrataza hydroxyacyl-CoA
aktivator a urychlova¢ = aktivator a urychlova¢ katalytické
phaM o e .
katalytické aktivity aktivity
hasin : "
phaP phasiny, - protelny  sestavujict proteiny sestavujici granule
granule
phaz PHA depolymeraza depolymeracni enzym

Kromé zakladnich enzymu podilejicich se na biosyntéze PHA (PhaA, PhaB, PhaC) jsou
dalsimi dulezitymi proteiny phasiny PhaP, které se zapojuji do morfologie intercelularnich
granuli PHA v cytosolu, diky svym amfifilnim vlastnostem se sorbuji na povrch PHA granuli
a predstavuji mezifazi mezi hydrofobnim polymerem a vodou obsazenou v cytoplazmé
[25; 26]. Protein PhaF se nejspise podili na regulaci exprese gend souvisejici s tvorbou mcl-
PHA [27]. Jako pfirodni aktivator P(3HB) syntazy funguje také protein PhaM napiiklad
v bakterii Cupriavidus necator [28]. Protein PhaD neni jesté pIn¢ prozkoumany, ale ucastni se
produkce mcl-PHA v bakteriich [29].

V bakterii Cupriavidus necator jsou geny pro syntézu PHA organizovany v phbCAB
operonu (Obrazek 4). Syntézy scl-PHA se ucastni tii enzymy kodované geny phaA, phaB
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a phaC [22; 30; 31] . Toto uspofadani se vSak nachazi i u jinych bakterii se stejnou strategii
akumulace PHA [17]. Druha tfida PHA syntazy obsahuje dva geny phaC (phaCl a phaC2),
které jsou odd€leny phaZ genem kodujici PHA depolymerazu. Také se zde nachazeji geny
kodujici proteiny zodpoveédné za regulaci PHA metabolismu (napt. phaD) [32].

- |—| PhbC |—| phbA H hbB I_

Promotor -~

A A TN

B-ketothioldza Acetoacetyl-CoA reduktaza PHB polymeraza

Acetyl-CoA —— Acetoacetyl-CoA —» Poly(3-hydroxybutyryl-CoA) —» Poly(3-hydroxybutyrat)
Obrazek 4: Schéma CAB operonu a biosyntetické drahy scl-PHA, upraveno z [31]

2.1.2.1 PHA syntazy

PHA syntazy (PhaC) jsou klicové enzymy pii syntéze polyhydroxyalkanoatu.
Zprosttedkovavaji polykondenzaci hydroxyalkanovych monomeri do polymeru. PHA syntazy
se mohou délit na zéklad¢ jejich podjednotkové kompozice, substratové specifity, primarni
struktury a na zaklad¢ kinetiky a mechanismu katalyzy do ¢tyf tfid [24].

PHA syntazy prvni tfidy jsou reprezentovany charakteristickou PHA syntazou modeloveé
bakterie Cupriavidus necator (diive znama také jako Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha
a Alcaligenes eutrophus). Tato tfida enzyma ma pouze jednu podjednotku, avsak je katalyticky
aktivngjsi ve formé dimeru. Jedna podjednotka ma molekulovou hmotnost od 60 do 73 kDa a je
specificka pro biosyntézu scl-PHA. Z toho dtivodu jsou jeho cilovym monomerem 3-5 uhliku
dlouhé 3-, 4- nebo 5-hydroxyalkanoaty. Nicméné i nékteré PHA syntazy tfidy I mohou
katalyzovat inkorporaci 3-hydroxyhexanoatu do struktury polymeru (napf. Rhodospirullum
rubrum ¢i Aeromonas caviae) [13; 32].

PHA syntazy tiidy II také obsahuji jednu podjednotku o velikosti 60-65 kDa (kodovana
geny phaC1, phaC2), ktera polymeruje monomery za vzniku mcl-PHA. Tento typ PHA syntazy
je charakteristicky pro bakterie rodu Pseudomonas (napf. Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas oleovorans) [13; 22; 30; 33].

Enzymy tiidy III jsou tvofeny dvéma podjednotkami (podjednotka C = PhaC a podjednotka
E =PhaFE) o molekulové hmotnosti pfiblizné 40 kDa. Podjednotka PhaC mé podobné
aminokyselinové slozeni jako PHA syntdzy tfidy | a Il. PhaE nevykazuje Zadnou sekvencni
podobnost s ostatnimi  PHA  syntazami. Touto tfidou enzymi jsou tvofeny
polyhydroxyalkanoaty o velikosti 3 az 5 uhlikii (scl-PHA). Tteti tfida byla objevena u halofilni
bakterie Allochromatium vinosum, vyskytuje se vSak také u sinic ¢i halofilnich archei jako jsou
napiiklad archea rodu Haloferax ¢i Haloarcula [23; 30; 32].
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PHA syntazy ttidy IV jsou charakteristické pro kmeny Bacillus sp. a tvofi je dvé rtizné
podjednotky PhaC a PhaR. Lisi se i molekularnimi hmotnostmi, kdy PhaC podjednotka ma
40 kDa, zatim co PhaR je polovi¢ni (20 kDa). PHA syntazy ¢tvrté tfidy jsou velmi rozmanité
alze je rozdelit do nékolika podskupin. Nejcastéji dochazi k syntéze PHA s kratkym
fetézcem [16; 23; 32; 34].

Vsechny PHA syntazy maji konzervovany cystein, ktery slouzi jako katalyticky aktivni
misto, kde je kovalentné pfipojen rostouci fet¢zec PHA. Katalytickou triddu kromé cysteinu
tvotfi také histidin a kyselina asparagovd. Tato tridda je podobna tridddm esteraz.
Aminokyselinové sekvence PHA syntazy v porovnani se sekvencemi esteraz ukazuji, ze PHA
syntazy maji podobné slozeni jako o/f hydrolazy [26]. Klastr PHA syntaz pro jednotlivé tfidy
je zobrazen na obrazku 5 pomoci znamych piedstavitelti dané tiidy.

PhaC
Tiida I: Cupriavidus necator (6073 kDa)

—| phaC (1767 bp) H phad (1179 bp) ——— phaB (738 bp) >—

PhaC
Tiida II: Pseudomonas aeruginosa (60—65 kDa)

—]  phac1(1677 bp) >—| phaZ (349 bp) >—| phaC2 (1680 bp) >_| PhaD (615 bp) >—

PhaE
(40 kDa)

PhaC

Tiida III: Allochromativm vinosum (40 kDa)

— phac@ossop) J—< phaE(07abp) | phad(11ss bp) >_|0RF4(462 bp>_| phaP (363 bp)>—| phﬂB(74]bp)>—‘ ORF7>_

PhaR

Tiida IV: Bacillus megaterium PhaC
(20 kDa)

(40 kDa)

—< phap (513 bp) |—<phaQ(441bp)|—| phaR (609 bp) >—| phaB (744 bp) >—| phaC (1089 bp) >—

Obrazek 5: Organizace genii zapojenych do pfimé syntézy PHA a rozdéleni PHA syntazy napric
jednotlivymi tfidami, upraveno z [32]

2.2. Zpiusoby identifikace PHA u bakterii

Pfi hledani novych producentt PHA, coz byla jedna z kli¢ovych aktivit této disertacni prace, je
dalezitd identifikace PHA pozitivnich bunék nebo kolonii, pfevdzné pak ve smésnych
bakterialnich kulturdch a konsorciich. Dtlezitym faktorem je potom rychla a snadnd
identifikace dané kolonie, ktera produkuje PHA. Existuje n¢kolik zpisobu identifikace PHA
ptimo v bunce bakterie bez nutnosti extrakce polymeru z bakterialni biomasy [24].
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2.2.1. Lipofilni barviva

Polyhydroxyalkanoaty maji lipofilni charakter, proto jsou vhodné pro barveni lipofilnimi
barvivy. Mezi nejpouzivanéjsi barviva pro selektivni barveni PHA granuli patii Nilska ¢erven,
Nilska modi A a Sudanska ¢erit B [35].

Nilska modf A je bazické oxazinové barvivo rozpustné ve vod¢ a ethanolu. Jeho oxazonova
forma (Nilska rizova — Nile pink) se tvofi spontanni oxidaci ve vodném prostiedi
nebo refluxovanim ve zfedéné kyseling sirové. Vznikla Nilska rizova je rozpustna v tekutych
neutralnich tucich pfi teploté barveni [36]. Pro barveni bun¢k se pouziva 1% roztok Nilské
modfi A a tepelné fixovany preparat. K excitaci poté dochazi pii vinové délce 460 nm [35; 36].

Sudanska cerni B je lipofilni barvivo, které je rozpustné v organickych rozpoustédlech, jako
je napiiklad ethanol [8]. Pro barveni PHA inkluzi se pouZziva tepelné fixovany preparat, ktery
je nasledné obarven a pozorovan pod mikroskopem [35; 37; 38].

U smésnych bakteridlnich kultur 1ze za pomoci barveni intracelularnich lipidickych inkluzi
pomoci Nilské modii A ¢i Sudanské cerni B sledovat distribuci PHA ve vzorcich. Pomoci
kvantitativni analyzy obrazl specialné vyvinuté pro identifikaci a izolaci bakterii produkujicich
PHA pomoci svételné ¢i fluorescencni mikroskopie lze rychle a snadno rozlisit PHA
produkujici bakterie od neprodukujicich [35].

Velmi ¢asto vyuzivanym lipofilnim barvivem je také Nilska ¢erven (Nile red). Je rozpustna
v organickych rozpoustédlech, nejcastéji se pouziva ethanol nebo dimetylsulfoxid (DMSO).
Jedna se o oxazonovou formu se silnou oranzovou fluorescenci pii buzeni max. 543 nm
pii vazbé na PHA v buikach [37]. P#i barveni Nilskou Cerveni lze barvu pfidavat rovnou
do agarem ztuzeného kultivacniho média (Obrazek 6) a to v koncentraci 0,5 pg barviva na ml
média. Tento zplsob identifikace PHA produkujicich bakterii je snadny a rychly. Miska
s narostlou kulturou se osviti UV lampou a lze vybrat kolonie, které jsou pozitivni na PHA
a tim je oddg¢lit od neprodukujicich bakterii ve smésnych kulturach [37; 38].
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Obrizek 6: Cernobily snimek Kultury obarvené nilskou Eerveni, na kterém je pozorovatelné
srovnani identifikace kultury obsahujici PHA. Al — Cupriavidus necator H16 produkujici PHA,;
A2 — Cupriavidus necator PHB™* neprodukujici PHA [37]

2.2.2. Infracervena spektrometrie

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) je rychld metoda slouZici
k identifikaci a ptipadné také kvantifikaci PHA nejen ve smésnych kulturach. Oproti
klasickému stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie se jedna o rychlou metodu. Mezi
jeji dalsi vyhody patii malé mnozstvi vzorku ¢i absence jakychkoli rozpoustédel [39]. Avsak
jeji nevyhodou je citlivost metody k vod¢, ktera vykazuje Siroky absorpéni pas. Proto
ve spektrech interferuje s fadou latek véetné PHA. Z toho dtivodu je nutné vzorek pied analyzou
vysusit a tim dojde i k usmrceni bakterii.

FTIR se zabyva studiem molekularni struktury a jedna se o méfeni infrac¢erveného (IR)
zateni absorbované vzorkem. Pokud je IR zéfeni absorbovéano vzorkem, dojde k pfechodu mezi
vibra¢nimi energetickymi stavy chemickych vazeb v molekule. Tyto vibra¢ni energie jsou
specifické pro chemické vazby, vysledna spektra poskytuji informace o funkénich skupinach
a chemické struktufe sloucenin ve vzorku [40].

Pfi analyze PHA dochézi k intenzivnimu vstiebavani v pasech okolo 1724 cm™, kde dochézi
k absorpci C=0O skupinami, které jsou pro PHA charakteristické. Doprovodné pasy jsou
umistény v blizkosti 1280 a 1165 cm™, kde se jedna o esterové vazby [41]. Porovnani spekter
bakterialni biomasy, ve které je nebo neni piitomen polyester P(3HB), je zobrazeno
na obrazku 7. Cerné $ipky ukazuji na charakteristické pasy pro identifikaci PHA v bakterialni
biomase.
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Obrazek 7: Porovnani spekter bakterialni biomasy namérené pomoci FTIR. Zelena linka ukazuje
spektrum bakterialni biomasy obsahujici P(3HB), ¢ervena pak spektrum pro bakterialni biomasu bez
P(3HB). Cerné Sipky ukazuji na charakteristické pasy pro stanoveni PHA v bakterilni biomase.

2.2.3. Ramanova spektrometrie

Také Ramanova spektrometrie slouzi ke studii molekularnich struktur a poskytuje informace
0 funk¢nich skupinach v molekule vzorku. Tato technika je zaloZena na nepruzném rozptylu
dopadajiciho zafeni prostfednictvim interakce s vibra¢nimi molekulami. Vzorek je osvétlen
monochromatickym laserovym paprskem, ten interaguje s molekulami vzorku. Ramanovské
spektrum je potom vyjadfeno jako zména intenzity v zavislosti na vlnové délce, nejcastéji
Vv rozmezi 4000-10 cm™ [42].

Stejné¢ jako FTIR je tato metoda rychld, neinvazivni a Ize ji pouzit ke sledovani
Vv bioreaktorech online. Ramanova spektrometrie nevyZaduje dlouhou pfipravu a na rozdil
od FTIR neni potieba zbavovat se vody, protoze nedochazi k jeji interferenci. Proto Ize PHA
stanovovat pfimo V koloniich na Petriho miskach, kdy charakteristicky pas pro P(3HB) je okolo
1736 cm™. Z Ramanova spektra lze také vy¢ist informace o krystalinité daného polymeru a je
mozné ji také vyuzit jako rychly nastroj pro stanoveni obsahu PHA v bakterialni biomase [43].
S vyuzitim Ramanovské pinzety je mozné provést analyzu na urovni jedné bunky, a dokonce
s jednotlivymi buiikami manipulovat a dale je sortovat. Principidlné se tak jednd o velice
zajimavy pristup k soucasné identifikaci a izolaci PHA produkujicich bunék ze smésnych
mikrobialnich kultur [44].
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2.2.4. Molekularni techniky

Pomoci molekularnich technik Ize zjistit na urovni genotypu, zda dany mikroorganismus ma
potencial produkovat PHA. Neberou vSak v potaz, zda je dany gen aktivni ¢i nikoli
nebo v jakém mnozstvi a za jakych kultiva¢nich podminek bude PHA syntetizovano.
Pomoci molekularnich technik se nejcastéji stanovuji ¢i hledaji geny koédujici klicové enzymy
biosyntézy PHA, predevsim pak PHA syntazy. Kvantifikace exprese genti zapojenych
do biosyntézy PHA Ize realizovat pomoci polymerazové ietézové reakce s reverzni
transkripci (RT-gPCR) [45].

2.2.4.1 Southernuv pienos

Southerntv pfenos je jedna z prvnich molekularnich technik, ktera byla pouzita pro identifikaci
PHA gend, kdy jeji princip spoc¢iva v detekci specifickych molekul DNA ze smési DNA [46].
Cely experimentalni protokol zahrnuje pouziti restrikénich enzymi, nasledné gelové
elektroforézy, pienos fragmentii na blotovaci membranu (Southerniv pienos — anglicky
blotting) a naslednou hybridizaci pomoci sond, diky kterym dochazi k detekci hledanych
fragmentim DNA [47].

Timm a kolektiv uz v roce 1994 navrhli specifickou obecnou sondu pha genti na zakladé
bakterii Cupriavidus necator a Pseudomonas oleovorans a metodu Southernova pienosu
vyuzili pro hledani stejnych sekvenci u riznych mikroorganismii. AvSak prokazali, Ze je
vhodna pouze pro producenty s PHA syntazou tiidy I a II, ale neni schopna detekce pha gent
syntaz tiid 1T a IV [48].

2242 FISH

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je molekularni technika pouzivana pro detekci
genového uspotradani, oblasti delece a amplifikace chromozomt ¢i numerickych
chromozomalnich abnormalit. Tato metoda vyuzivd fluorescencné znaené¢ DNA sondy
a naslednou fluorescen¢ni mikroskopii [49].

Kromé& toho, Ze touto metodou lze identifikovat taxonomické skupiny ve smiSenych
kulturach, 1ze ji také pouzit pro identifikaci pha geni. Jedna se 0 metodu vyuzivajici kombinaci
metody FISH a dvojitého barveni PHA a polyfosfatu pomoci methylenové modfi ¢i barvivem
DAPI-polyfosfat. Ke dvojitému barveni lze navic pouzit jest¢ sekvencni barveni PHA granuli
Sudanskou ¢erni [45].

2.24.3 PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je jednoduchd metoda, kterd umoznuje amplifikaci
a naslednou detekci specifického fragmentu DNA [50]. Proto je tato metoda hojné vyuzivana
pfi identifikaci PHA produkujicich bakterii. Pouziva se k prvotnimu screeningu a také je vhodna
v piipadech, kdy je detekce jinymi technikami obtizna, naptiklad kvuli akumulaci PHA
vV malém mnozstvi ¢i dany mikroorganismus nema vhodné podminky pro produkci PHA [51].

Pro PCR analyzu jsou klicové pouzité primery, kratké specifické oligonukleotidy.
V literatufe je mozné nalézt celou fadu sad primert vhodnych k identifikaci phaC genu,
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nicméné celou skute¢nost komplikuje heterogenita phaC genti. V tabulce 2 je uveden piehled
primerd umoznujicich detekci gentt kodujicich PHA syntdzy u riznych mikroorganismiu. Je
vSak nutno poznamenat, ze pouziti PCR mize vést k faleSné negativnim vysledkim (bakterie
disponuje genetickym potenciadlem pro syntézu PHA, ale pouzita sada primerut jej neni schopna
identifikovat), ale také k falesn¢ pozitivnim vysledkium (je detekovan piislusny gen, avSak dany
mikroorganismus neni schopen produkce PHA) [45].
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Tabulka 2: Piehled vybranych primera pro detekci PHA syntaz

Na . Velikost .
Trida | Gen azev Sekvence primeru . Piiklad pouziti Zdroj
primeru amplikonu
GLR 5'"GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(GC) potvrzeni schopnosti produkovat PHA na trovni
i ATCAACAAGT3’ genotypu po piedchozim fenotypovém (barvenim
Sudanskou cerni) stanoveni u ftady bakterii
haC 551b .. . 52
P 5’ GTTCCAG(AT)ACAG(GO)A(G P (napf.  Azospirillum brasilense ATCC 29710, [52]
G-D T)(AG)TCGAA3’ Azotobacter chroococcum IBUN 88,
1+11 Pseudomonas fluorescens IBUN 91...)
CF1 5'ATCAACAA(AG)T(AT)CTAC(
AG)TC(CT)T(CG)GACCT3' identifikace PHA syntaz z metagenomu moiskych
phaC 500 bp bakterii izolovanych z motské houby Aaptos [53]
CRA 5’ AGGTAGTTGT(CT)GAC(CG)( aaptos
AC)(AC)(AG)TAG(GT)TCCA3’
5'GT(CCC/GG)TTC(GGG/AA)T(
haCEp | GGG/CC)(AAAIGG)T(CCIG)(TT/
P A)(CCC/IGG)CTGGCGCAACCC3 . .
. pro screening PHA producentli izolovanych
0" ohaC 496 bp z pfi’rodnivch vzorkl, u potYr%enYCh producentf} [54]
na zaklad¢ genotypu byla jejich produkce také
S'AGGTAGTTGT(TT/C)GAC(CC podrobena fenotypovym testim
phaCR4  C/GG)(AAA/CC)(AAA/CC)(GGG/

A)TAG (TTT/G)TCCA3’
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Na : Velikost )
Trida | Gen azev Sekvence primeru . Priklad pouziti Zdroj
primeru amplikonu
ELD 5"GGAGCGTCGTAGATGAGTA potvrzeni schopnosti produkovat PHA na trovni
) ACAAGAA3’ genotypu po piedchozim fenotypovém (barvenim
Sudanskou cerni) stanoveni u ftady bakterii
haC1l 1965 b . . 52
P ) P (napt. Azospirillum brasilense ATCC 29710, [52]
E1R > AGGTTGG(éiCA(;F}ATGCCGTT Azotobacter chroococcum IBUN 88,
Pseudomonas fluorescens IBUN 91...)
I
11791 5'ACAGATCAACAAGTTCTAC pro rychlou genetickou charakterizaci PHA
haCl ATCTTCGAC3’ syntaz, pro obecny screening mikroorganismd,
o - 540bp  pro identifikaci mcl-PHA producentdi, napiklad  [51]
5" GGTGTTGTCGTTGTTCCAGT Pseudomonas  pseudoalcaligenes  HBQOS,
I-179R A GAGGATGTC3’ Pseudomonas nitroreducens 0802
S'GTTTTAATCGATTACGCNYT
Haphapcrl NGTNAAYMGNCCNTAYATG3’
pro rychlou genetickou charakterizaci PHA
syntaz, pro obecny screening mikroorganismil,
" haC 500600 bp P identifikaci PHA producentii tfidy III, kam [51]
P P patii naptiklad sinice ¢i siran redukujici bakterie,
5" CGGGACTATRAADATCCAY Allochromatium vinosum, Thiocystis violacea
Haphapcr2 a Synechocystis sp.

TTYTCCATNCKTAGAAAGTT3’
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Na . Velikost .
Trida | Gen azev Sekvence primeru . Piiklad pouziti Zdroj
primeru amplikonu
codehonCE 5'ACCGACGTCGTCTACAAGG
P ARAAYAARYT3’
phaC S GOTCGCGGACGACGTCNAC 280 bp pro studium halofilnich archei schopnych
codehopCR RCARTTS' produkovat PHA, porovnani genii PHA syntaz
v Halobacteriaceae, potvrzeni gend phaC a phak
5'CGACCGAGTTCCGCGAYAT ve vybranych archei napiiklad Haloarcula
codehopEF , : . [55]
HTGGYT3 amylolytica 26-3, Halorubrum xinjiangense 25-
haE 230 b 13, Halostagnicola larsenii 24-25 a Halorubrum
pha p i -
codenopgr S GCOTGCTGGCGGCKYTCNA litoreum 12-2
P VYTC3'
i
PhaE3A-F 5 GAGTTCCGYC,;ATATCTGG ’ o |
YT3 rychla a efektivni metoda screenigu PHA
produkujicich haloarchei, kultivacné nezavisla
detekce phaE genu, napfiklad u archae
phaE 224 bp Haloguadratum walsbyi DSM 16854  [56]
) s pozitivnim vysledkem, u bakterii Bacillus
PhaE3A-R > TGCTGACGAQGCTCGASYTC megaterium DSM 319 a Cupriavidus necator

3

DSM 428 s negativnim vysledkem
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A . Velik i
Trida | Gen pljizrlj::u Sekvence primeru ami)lliki)sr:u Priklad pouziti Zdroj
ohaC (3.1)-  5'GGGATGTCTATTTGATTGAY detekce phaC genu u cyanobakterii, porovnani
= ' TGG3’ PCR analyzy s ur¢enim producentii na zakladé
fenotypovych testi, napiiklad Plectonema sp.
i haC 360 b o . 57
P P UTEX 1541, Spirulina platensis UTEX LB2340, L°']
phaC (3.1) - 5"GGTCGGGACTATCAAAAAT Synechococcus  leopoliensis UTEX 2434,
R CCA3 Synechocystis sp. PCC 6803
B1E 5’AACTCCTGGGCTTGAAGAC
A3’ pro rychlou genetickou charakterizaci PHA
S TCGCAATATGATCACGGCTA 590 bp syntdz, pro obecny screening mikroorganismi,
phaC B1R 3 pro identifikaci PHA producentu tiidy IV, detekce =~ [51]
gend bakterii rodu Bacillus, napt. Bacillus
BOR 5’ACGGTCCACCAACGTTACAT 380 bp megaterium
v 3
BmphaC0l 5'CGTGCAAGAGTGGGAAAAA
5F T3" snaha vyvinout rychlou detekci gentit PHA syntéz
phaC 900 bp tiidy IV, primery navrzené pro Bacillus [34]
megaterium
BmphaC93 5 TCGCAATATGATCACGGCTA g
1R 3
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Trida | Gen N_azev Sekvence primeru Ve“_kOSt Priklad pouziti Zdroj
primeru amplikonu
' molekularni potvrzeni PHA syntaz ve vybranych
PhaC-F > CTTGGTTA:AT(?SATGGGNGG izo%étecl.l. z termiti  stfevni mikr_oﬂ(')ry,
ohaC 500 bp po identifikaci tseku 16S rRNA se jednalo [56]
napiiklad o bakterie  Bacillus  aryabhattai
phac.p | SACTTGRYRKGGCANDGCRA (KX951938), Bacillus anthracis (KX951940),
v TRTGAT3’ Bacillus cereus (KX951943)
phaCF 5’ CACCATGACTACATTCGCAA ’ . o )
CAGAATG3’ analyza genu podilejicich se na produkci PHA
phaC 1000 bp  ana celulolytické aktivit¢é u bakterie Bacillus [59]
phaCR 5’ATTAGAACGCTCTTCAAGCC cereus tsul

AA3’
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2.2.5. Dalsi techniky pro stanoveni PHA

Existuje mnoho dal$ich technik, kterymi Ize PHA detekovat piipadné i kvantifikovat. Jednou
Z nejvice pouzivanych technik pro kvantifikaci PHA je plynova chromatografie. Avsak tato
metoda vyzaduje dlouhou pfipravu vzorku a také neni vhodna k identifikaci PHA produkujicich
bakterii ve smésnych kulturach. Kromé plynové chromatografie 1ze na stanoveni PHA pouzit
také kapalinovou chromatografii [60].

Dal§imi technikami jsou mikroskopické metody, napiiklad fluorescenéni mikroskopie
s fluorescenénimi sondami jako jsou naptiklad Nilska cerven ¢i boron-dipyrromethen
(BODIPY) 493/503, kter¢ spis slouzi ke kvalitativnimu vyhodnoceni. PHA v bunkéach lze také
pozorovat pomoci elektronové mikroskopie, a to pfedevSim pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) [45]. Komplementarni technikou k fluorescenéni mikroskopii je pak
pritokova cytometrie, kterd Casto vyuziva stejné fluorescencni sondy jako mikroskopie,
nicmén¢ umoznuje soucasnou analyzu rozsdhlych bunéénych populaci pii zachovani single-
cell urovné analyzy. Také prutokovou cytometrii je mozné vyuzit jako zajimavy nastroj
pro sledovani biotechnologického procesu. Napiiklad Garcia-Torreiro a kol. nedavno popsali
vyuziti pritokové cytometrie a barviva BODIPY 493/503 k monitoringu produkce PHA
pomoci halofilni bakterie Halomonas boliviensis, pii¢emz prutokova cytometrie byla ozna¢ena
za vhodnéj$i a piimocarejsi analytickou techniku pro stanoveni intracelularniho obsahu PHA
nez rutinni plynova chromatografie [61]. K obdobnému zavéru dosli Alves a kol., ktefi
vyvinuly pritokoveé cytometrickou techniku umoznujici kvantifikaci intraceluldrniho obsahu
PHA v buikach do 5 minut od odbéru vzorku [62].

2.2.6. Porovnani metod pro identifikaci akumulace PHA

Casova naroénost jednotlivych metod pro stanoveni PHA (Obrazek 8) se lisi. Ramanova
spektrometrie patii mezi nejrychlejs$i metody stanoveni, protoze nevyzaduje zadnou slozitou
ptipravu vzorku, sta¢i pouze narostla kultura na misce [43]. FTIR je také velmi rychla metoda,
avSak je nutné vzorek vysusit, coz jednak zvySuje Casovou naro¢nost metody, ale také dochazi
k inaktivaci bun¢k [41]. Lipofilni barveni patii mezi rychlé a snadné metody, ale mize dochéazet
k faleSn¢ pozitivnim vysledkiim naptiklad obarvenim jinych intraceluldrnich lipofilnich
¢asti [35]. PCR jako jedina z metod uvedenych na obrazku 8 stanovuje schopnost akumulovat
naurovni genotypu. Nicméné tato metoda je nachylna k chybam. Muze dochazet
k nespecifickym amplifikacim nebo mtze dochazet k falesné negativnim vysledkiim pouzitim
nevhodnych primert. Také mize nastat falesné pozitivni vysledek, kdy je detekovan gen, ale
dana bakterie presto nedokaze PHA syntetizovat, napfiklad mutantni kmen Cupriavidus
necator PHB* neni v diisledku bodové mutace schopen akumulovat PHA, nicméné dava
pozitivni vysledek na pritomnost phaC genu. Proto by byla vhodna kombinace n€kolika metod,
idealné metody stanovujici akumulaci PHA na trovni fenotypu a genotypu [45; 51]. Plynova
chromatografie se nejcastéji pouziva ke kvantifikaci PHA a analyze monomerniho slozeni
polymeru. Tato metoda vSak vyzaduje del$i pfipravu vzorku [60], proto neni vhodna pro prvotni
detekci pii hledani nového producenta PHA.
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Obrizek 8: Casova naroé¢nost uréitych metod pro detekci PHA, RS — Ramanova spektrometrie,
FTIR — InfraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci, barveni — barveni PHA pomoci
lipofilnich barviv, PCR — polymerazova feté¢zova reakce, GC — plynova chromatografie

2.3. Extrémofilni mikroorganismy

ey

Extrémofilni mikroorganismy jsou organismy, které ziji v extrémnich podminkach prostiedi.
Jedné se o horké prameny, sopecné povrchy, podmotské priduchy, zasolena jezera ¢i pidy
a podobné. Nékteré mikroorganismy jsou dokonce schopny snaset vice téchto extrémi, potom
0 nich hovoiime jako o polyextrémofilnich mikroorganismech. Extrémni podminky mohou mit
ruzny charakter, mize jednat o fyzikalni, chemické ¢i naptiklad biologické extrémy. Mezi
fyzikélni extrémy fadime vysokou ¢i nizkou teplotu, tlak, ktery je jiny nez atmosféricky
(pramér atmosférického tlaku 101,3 kPa), nebo pfitomnost zafeni. Nizké ¢i vysoké pH, rizna
Skala salinity ¢i mala aktivita vody se fadi mezi chemické extrémy. Jako biologické extrémy
jsou oznacovany vyzivové extrémni podminky. Podle jednotlivého extrému, ve kterém dany
mikroorganismus zije, mizeme extrémofilni mikroorganismy rozdé¢lit do skupin [63-65].
Rozdé€leni extrémofilnich mikroorganismt zobrazuje tabulka 3.

Tabulka 3: Rozdéleni extrémofilnich mikroorganismii [63-65]

Extrelrnnl Oznaceni Optimum Piiklad
podminky
. Pyrolobus fumarii
h filni >80°
ypertermofilni 80 °C (113 °C)
. 4 s -
Teplota termofilni S/55/60 a7 Synechococcus lividis
80 °C
psychrofilni <15°C rod Micrococcus
Salinita halofilni 2-5 M NaCl rod Halomonas
alkalifilni >9 rod Spirulina
pH
acidofilni <2-3 Cyanidium caldarium
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Extrémni .
X r'emnl Oznaceni Optimum Piiklad
podminky
Tlak piezofilni/ barofilni > 0,1 MPa Shewanella benthica
VysuSeni xerofilni bezvodé Artemia salina
kapnofilni cisty CO2 Cyanidium caldarium
Chemické
extrémy metalofilni (Zn, Co, Cd, Hg, rody Rgls’Fonla,
Pb) Cupriavidus
Radiace radiorezistentni Deinococcus radiodurans

Extrémofilni mikroorganismy maji Siroké vyuziti. NejCastéji se pouzivaji k produkci
enzymu — extrémozymu, které maji pozadované vlastnosti a stabilitu i pfi vysoké teploté ¢i
velmi nizkém pH apod. Naptiklad pouziti termostabilni DNA polymerazy z bakterie Thermus
aquaticus umoznilo rozvoj polymerazové fetézové reakce a molekularnich technologii [63].
Dalsi biotechnologické vyuziti extrémofilti znazornuje tabulka 4.

Pouziti extrémofiltt ma také vyhody s ohledem na samotny biotechnologicky proces. Diky
extrémnim podminkam kultivace se snizuje riziko kontaminace mezofilnimi kmeny a naroky
na sterilizaci systému, coz ma pozitivni dopad na snizeni nakladd vyroby. Vzhledem
ke snizenému riziku kontaminace je mozné vyuzit vyhodné kontinualni nebo semi-kontinualni
kultiva¢ni strategie [63—65]. Pti biotechnologickém vyuziti termofilti se navic snizuji naklady
na chlazeni a jejich vyssi teplota kultivace pozitivné ovliviiuje rozpustnost produktii a substratu.
Pii pouziti termofild naptiklad k vyrobé ethanolu, se snizuji naklady na ziskavani produktu,
protoze jiz pti kultivaci okolo 70 °C dochazi k tékani produktu, ktery je nasledné mozné
kontinualné jimat v kondenzatorech. Vyrazné se tak snizuje toxicky efekt produktu béhem
fermentace [66; 67]. Mezi extrémofilnimi organismy se také objevuji producenti PHA. Nejvétsi
potencial produkce PHA extrémofilnimi mikroorganismy maji halofilni bakterie ¢i archea nebo
termofilni bakterie [68; 69].

Primyslové biotechnologie ptisti generace (NGIB z anglického Next Generation Industrial
Biotechnology) je zaloZzena na bioprodukci s niz§imi naklady a tim 1 vySsi
konkurenceschopnosti. SniZeni ndkladii umoznuje prave pouZiti extrémofild, protoZe mimo jiné
1ze produkce provadét v otevienych nesterilnich podminkach. NGIB také zahrnuje sniZeni
spotieby pitné vody ¢i energie, upfednostiiuje kontinudlni vyrobni procesy a vyuziva levné
odpadni zdroje uhliku [15; 70].
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Tabulka 4: Prehled biotechnologickych produktii extrémofild [67; 68]

Extrémofilni

Priklady komerc¢niho

mikroorganismy Enzymy Pouziti pouZziti
Vv cukrovarnictvi Lipolasa 110 L —
amylaz
vy pro zpracovani Thermgmyces
proteazy lignocelulézovych lanuginosus
celulazy materiall
Termofilni , e _
hemicelulazy v pracich a Cisticich Protex 14 L — Bacillus
detergentech i
Chitindsy g thermoproteolyticus,
o V potravinafstvi
glykolytické enzymy
Vv klinické diagnostice _ i
DNA enzymy g Novamyl Geobapﬂlus
v molekularni biologii stearothermophilus
protedzy v syrarst:zl a mlééném Lipaza — Candida
., pramyslu .
lipazy antartica
, ro praci a Cistici
L, dehydrogenazy P y Novozym Kannase —
Psychrofilni mastnych kyselin prostredky Bacillus clausii
celulazy : degrad’ace , Celluzyme — Humicola
lignocelul6zovych .
. ; s insolens
hemicelulazy materialt
ectoiny produkované
Halomonas elongatou
-karoten . i
p v potravinafstvi a Marinococcem M52
lofilni kompatibilni latky ; N v kosmetologii —
Halofilni (ectoiny) Ve larmacii RonaCareECtoineTM,
MedaEctoineSyxyl™
pB-karoten — Dunaliella
salina
enzymy na vyrobu
cyklodextrinti —
Alkalofilni lipazy pro produkci Puradax HA — Bacillus
celulazy cyklodextrinu Spp.
INFIAGE™ Neutra —
Streptomyces spp.
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Extrémofilni veor Priklady
. . Enzymy Pouziti _ verr
mikroorganismy komer¢niho pouziti

SPEZYME, Phytase
5000, Fructozym P 6-L
— Aspergillus kawachi

enzymy pro hydrolyzu
Skrobu —
Thermoplasma
acidophilum

pro biolouzeni
Acidofilni oxidazy siry k odsifeni uhli
Vv té¢zebnim primyslu
biolouzeni —
Leptospirillum
ferriphilum,
Sulfobacillus
thermosulfidoxidans

RNA polymerase 6>

o moZné pouZiti pro — Shewanella violacea
Piezofilni lipazy snizeni viskozity ropy
geny ORF1,2, cydD

pfi vysokém tlaku )
— Shewanella benthica

2.3.1. Halofilni producenti PHA

Halofilni mikroorganismy potfebuji pro svij rast hypersalinni prostiedi. Typickym
predstavitelem extrémné halofilnich archei je rod Haloferax ptedevsim Haloferax mediterranei
[71]. Tato archea utilizuji fadu odpadnich substrati (syrovatka, hydrolyzovana slama) [69] a ma
PHA syntazu tiidy III. H. mediterranei tvoii kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) i bez prekurzorovych slou¢enin strukturné podobnych hydroxyvaleratu. Avsak
i jiné haloarchea akumuluji PHA (napf. Halogeometricum) [69; 72]. Pii biotechnologickém
vyuziti extrémnich halofild se kromé vySe uvedenych vyhod jako je predevsim rezistence vici
mikrobidlni kontaminaci procesu ¢asto uvadi dalsi vyhodny aspekt, a to je vyuziti jednoduché
a cenove nenaro¢né hypotonické lyze bunék k izolaci polymeru z bakterialni biomasy [73].

Halofilni bakterie jsou také schopny akumulace PHA. Mezi takové bakterie patii naptiklad
zastupci rodu Halomonas. Naptiklad Halomonas halophila akumuluje P(3HB) az do 82 %
hmotnosti suché biomasy. Tato bakterie ma PHA syntazu prvni téidy a syntéza P(3HB) probiha
stejnou metabolickou drahou jako u bakterie Cupriavidus necator. H. halophila utilizuje fadu
odpadnich substrati (melasa, syrovatka, lignocelul6zové materialy), jejichz vyuziti tedy mtize
vyznamné vylepsit ekonomickou stranku PHA [74]. Adaptace tady halofilnich bakterii
na prostiedi s vysokou osmotickou silou je vétsinou spojena s akumulaci kompatibilnich solutd
Vv bakteridlnich buiikach, které kompenzuji rozdil v osmotické aktivité extra a intracelularnim
prostiedi. Mezi kompatibilni soluty patii napiiklad ectoin nebo hydroxyectoin, které vykazuji
zajimavou biologickou aktivitu a nachazi uplatnéni napiiklad v oblasti kosmetiky nebo péce
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0 zdravi. Guzman a kolektiv proto studovali koprodukci PHA a ectointi pomoci bakterie
Halomonas boliviensis, pficemz koprodukce obou metabolitii v ramci jednoho procesu by méla
samoziejm¢ vyrazné pozitivni vliv na ekonomiku procesu [75].

Pichled dalSich halofilnich producentit PHA znazorfiuje tabulka 5 i s jejich vytézkem PHA,
zdrojem uhliku ¢i pouzitym mnozstvim soli [69].

Tabulka 5: Pfehled nékterych halofilnich producentii PHA

. . K .
Mikroorganismus Zdroj uhliku oncszrllitrace Mnoizstvi PHA = Zdroj
P(3HB) -
Halomonas glukéza + 4,5 az 15 % 68,5 %, (75)
boliviensis glutamat NaCl koprodukce
ectointi
glukoza + o
Halomonas TDO1 kvasnién 6 % NaCl P(3HB-co [76]
3HV) -82 %
extrakt
Bac'"uslznfgate”“m glukéza 5%NaCl  P(3HB)-39%  [77]
P(3HB) —
2,6 g/l; P(3HB-
. fruktoza + co-4HB) -
0,
Yangia sp. ND 199 orekurzory 3 % NaCl 1,36 g/l [78]
P(3HB-co-
3HV) - 1,44 g/l
. . P(3HB-co-
g 0,
Natrinema pallidum skrob 25 % NaCl 3HV) — 755 % [79]
hydrolyzovan}? P(3 HB-co-
Ha_loferax _ syrovatlfovy 20 % NaCl 3HV-co-4HB) [80]
mediterranei permeat +
y-butyrolakton —1474l

2.3.2. Termofilni producenti PHA

Obecné jsou termofilni mikroorganismy definovany tak, ze vykazuji nejvyssi metabolickou
aktivitu pfi teplotach vyssich nez 45 °C. Vyuziti termofilnich bakterii v biotechnologickych
procesech je energeticky vyhodné, protoze jsou vyrazné potlaceny naklady na energeticky
naro¢né chlazeni kompenzujici uvolnéné metabolické teplo. Dale vyuziti termofilii vyrazné
snizuje naroky na sterilitu procesu, ktery je tak mozno vést v energeticky usporném semi-
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sterilnim nebo dokonce zcela nesterilnim procesu. Diky vysoké robustnosti viici mikrobialni
kontaminaci je navic pfi vyuziti termofili mozné uvazovat o dlouhodobém kontinudlnim
biotechnologickém procesu. | mezi termofily existuje fada producenti PHA (Tabulka 6).
Schopnost akumulace PHA, podobn¢ jako u halofili, miize poskytovat vyhodu pii adaptaci
na extrémni prostiedi. Je zndmo, ze se monomery PHA podileji na ochrané enzymt proti
vysoké teploté jako chemické chaperony [66; 69].

Mezi termofilni producenty PHA patéi naptiklad termofilni cyanobakterie
Synechococcus sp. Jedna se o autotrofniho producenta P(3HB) [81]. Také u zastupcti rodu
Thermus, respektive Thermus thermophilus byla popsana schopnost produkce PHA. Tyto
bakterie jsou schopny produkce az pii 75 °C az do 40 % hmotnosti suché biomasy. Pokud je do
kultivaéniho média ptidavan oktanoat sodny dochazi k akumulaci kopolyesteru, ktery obsahuje
scl- a mcl-PHA. Mezi dalsi termofilni producenty patii napiiklad Chelatococcus daeguensis ¢i
termofilni druhy rodu Bacillus [69].

Tabulka 6: Piehled vybranych termofilnich producenti PHA

Mikroorganismus Zdroj uhliku Teplota Mnozstvi PHA  Zdroj
. glukonat + o scl-co-mcl PHA
Thermus thermophilus oktanodt 75 °C A0 % [82]
S 3
Chelato.coccus gluko6za 50 °C P(3HB) [83]
daeguensis TAD1 glycerol 80 %
Chelatococcus sp. , o P(3HB) —
strain MW10 glukoza 55°C 16,8 g/l [84]
Bacillus shackletonii , o P(3HB) —
K5 glukoza 45 °C 72.6 % [85]
Cupriavidus sp. S-6 glukonat 50 °C P(3HB) - [86]
49 %
acetat +
Pseudomonas sp. . mcl-PHA —
+ o
SGA4502 oktanoat , 55 °C 406 % [87]
dodekanoat

2.4. Obohaceni smésnych bakterialnich kultur o bakterie produkujici PHA

Existuje mnoho rodu bakterii, které jsou schopny syntetizovat PHA a které jsou uchovany jako
Cisté izolaty. Tyto Cisté kultury se pouzivaji pro primyslovou vyrobu PHA. Kromé¢ ¢istych
kultur se pro vyrobu také pouzivaji rekombinantni bakterie, které poskytuji urcité¢ vyhody jako
je vysokéd hustota bunék, rychly rtst ¢i nadprodukce PHA. Jako rekombinantni bakterie
pro vyrobu PHA se pouzivaji napiiklad Escherichia coli nebo Cupriavidus necator [88-90].
Avsak 1 genetické vylepSeni bakteridlniho kmene, nese s sebou jisté nevyhody. Vyhodnéjsi
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potieby na krmeni ¢i snizeni ekonomickych nakladii snizenim sterilizace zafizeni poskytuje
pouziti smiSené bakterialni kultury [89].

V poslednich letech roste zajem o pouziti smésnych kultur pro vyrobu PHA. Jako vhodné
smésné kultury jsou oznacovany smésna mikrobidlni konsorcia, ktera jsou schopna vyznamné
akumulace PHA, pficemz se vyuzivaji specialni kultiva¢ni postupy, které favorizuji rist PHA
produkujicich bakterii a akumulaci PHA. Pro vyuziti smésnych kultur pro vyrobu PHA se
nejdiive provadi jejich obohaceni o bakterie produkujici PHA [90].

2.4.1. Anaerobni/aerobni obohaceni

Prvni produkce PHA pomoci smésnych bakteridlnich kultur byla pozorovana pfi biologickém
odstrafiovani fosfati aktivovanym kalem v Cistirnach odpadnich vod, kde dochdzi ke stfidani
anaerobni a aerobni fize. Proto prvni pokusy o obohaceni smésnych kultur vyuzivaly stiidani
téchto dvou fazi. AvSak pfi tomto obohacovani ptrevladaji bakterie akumulujici polyfostaty
a glykogen, u kterych se PHA hromadi béhem anaerobni faze, kde dochazi k limitaci akceptorii
elektrond. V aerobni fazi pak bakterie vyuziva ulozené PHA s dostupnym kyslikem, coz vede
k vy$s§i vytéZznosti adenosintrifosfati (ATP) ve srovnani se =ziskem energie ziskané
z anaerobniho metabolismu substratu [90; 91].

2.4.2. Aerobni dynamické krmeni

Dal8i ze strategii obohaceni smésné kultury PHA produkujicimi bakteriemi je aerobni
dynamické krmeni (ADK) neboli "feast and famine" (¢ili ,,blahobyt a hlad®). Jedna se
0 cyklické stfidani piebytku a limitace vnéj$im substratem, které vede k nartstu bakterii se
silnymi schopnostmi skladovani uhliku [92; 93].

2.4.2.1 Zaikladni princip

Existuje mnoho variaci aerobniho dynamického krmeni, ale princip vSech je stejny.
V ptritomnosti externiho zdroje uhliku dochazi k tvorbé PHA, v obdobi limitace
(,,hladu/famine*), kdy chybi externi zdroj uhliku, je PHA metabolizovano [92; 93]. V praxi se
jedné o opakujici se cyklus vedouci k zakoncentrovani bakterii schopnych akumulace PHA.
Jeden cyklus vétsinou trva 12 hodin a zahrnuje faze ,,blahobyt* (feast), ,,hlad* (famine), limitaci
kyslikem a vyménu média. V prvni ¢asti cyklu maji mikroorganismy dostatek externiho zdroje
uhliku, ktery je vyuzit k pokryti energetickych narokidl kultury a k ristu (faze blahobytu).
Po vycCerpani zdroju uhliku postupné cyklus ptechazi ve fazi ,,hladu®, ktera trva 3 az 5 hodin,
tudiz dochazi k limitaci externim substratem a pfipadnym zdrojem uhliku a energie se stava
PHA. Po celou dobu dochazi k aeraci, proto je tato ¢ast cyklu také oznacovana jako aerobi6za.
Ke konci cyklu dochazi ke kratkodobé limitaci kyslikem. Poté se vyméni médium za Cerstve,
které obsahuje novy zdroj uhliku a cyklus se znovu opakuje [94].

Pro celkovy vynos obecné plati, ze substraty jako je acetat, butyrat ¢i valerat jsou témer
kvantitativné vyuzity pro bunécny rust a syntézu PHA granuli. Nékteré literarni zdroje uvadéji,
ze soucet mnozstvi PHA v builce, respirace a vytézky rastu neodpovidaji mnozstvi
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spotiebovaného uhlikatého substratu [92]. Proto se predpoklada, ze cast substratu, je
nahromadén wuvnitf bunék jako nizkomolekularni produkty nebo je transformovan
do exopolymernich latek [92; 95].

2.4.2.2 Piiklady pouZiti aerobniho dynamického krmeni

Pouzitim aerobniho dynamického krmeni se zaobira fada vyzkumnych tymu. L. Huang a kol.
se zabyvali zvySenim produkce PHA pomoci smiSené mikrobidlni kultury pomoci ADK.
Zdlouhavy proces s vyuzitim smiSenych kultur byl urychlen prodlouzenim kultiva¢ni ¢asti pro
nartist biomasy a zdroveil zachovanim akumulacni kapacity PHA. Coz vedlo k navyseni
vytézku PHA. Vypousténi kalu mélo téZ pozitivni vliv na akumulaci polymeru. Tento
kultiva¢ni proces lze zapracovat do konvenc¢niho tiistupniového procesu [96].

Tym F. Valentina se zabyval vyuzitim uhliku z odpadnich vod pies biokonverzi
na biologicky odbouratelné polymery. Pomoci smiSenych mikrobidlnich kultur z odpadnich
vod a odpadnich vod z primyslovych procesii za pomoci "feast and famine" dochazelo
k obohaceni kultur a k propojeni vyroby PHA s biologickym C¢isténim odpadnich vod
s pfinosem obnovitelnych zdroju a také mineralizaci kalu [97].

Smésné kultury obohacené pomoci "feast and famine" byly také vyuzity pro akumulaci PHA
z odpadnich vod palmového oleje jako jediného zdroje uhliku. Dochéazelo az ke 100%
odstranéni kyseliny propionové a maselné za tvorby kopolymeru PHA. Bylo dosazeno vytézku
0,6833 mg PHA na g biomasy. Vzniklé PHA bylo identifikovano jako poly(3-hydroxybutyrat-
c0-3-hydroxyvalerat) zkracené P(3HB-co-3HV) [98].

2.5. Vyuziti odpadnich substrati k produkci PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou vhodnou alternativou k petrochemicky vyrabénym plastim. Mezi
jejich hlavni nevyhodu patii vyssi ceny biotechnologického procesu. Cenu lze vSak snizit
vyuzitim naptiklad extrémofilnich mikroorganismu, které jsou povazovany za novou generaci
priamyslové technologie [70], ale také vyuzitim odpadnich surovin jako vstupni zdroj uhliku,
protoze cena substratu mize predstavovat az 40 % ceny produktu [99]. Jako nejslibnéjsi zdroje
uhliku, které jsou zaroven i levné, se nabizeji odpadni produkty z potravinaiského primyslu,
jako jsou napiiklad odpadni rostlinné oleje, melasa z cukrovarského prumyslu, lisovana ovocna
vlaknina (matoliny) a lignocelul6zové materialy, odpady z vyroby bionafty (odpadni glycerol)
¢i odpadni zivocisné oleje ze zpracovani masa [100; 101].

Jednou ze slibnych surovin se jevi odpadni olej [102], at’ uz se jedna o palmovy [103],
fepkovy [104], slunecnicovy [105] nebo sdjovy [106] ¢i pouzity kuchynsky olej [107].
Nejcasteji se k produkci PHA na oleji vyuziva bakterie Cupriavidus necator, ktera jednak
disponuje vysokou schopnosti akumulovat PHA, tak i vysokou lipazovou aktivitou a efektivitou
utilizace lipida. Pfi vyuziti odpadniho fepkového oleje v bioreaktoru dosahovala produkce pies
100 g/l P(3HB) [108]. Také k produkci mcl-PHA je mozné vyuzit odpadni olej. Dva kmeny
Pseudomonas G101 a G106 byly pouzity pro produkci mcl-PHA na odpadnim oleji [109].
Kromé rostlinnych olejii 1ze pouzit pro vyrobu PHA také odpadni zivocisné tuky a oleje[105;
110; 111]. Jednim z odpadnich zivocisnych tukd je odpadni rybi olej, ktery je ve smési
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s glycerolem utilizovan pomoci mirn¢ halofilni bakterie Salinivibrio sp. produkujici P(3HB).
Tako bakterie je schopna naristu do koncentraci okolo 69 g/l s51% obsahem P(3HB)
na suchou biomasu [110]. Bakterie Cupriavidus necator H16 lze pouzit na produkci PHA
z zivo¢isnych tukt. Napftiklad za pouziti zivocisného loje bylo dosazeno az 24 g/l P(3HB)
[111]. Nicmén¢ problematika produkce PHA na zivocisnych tucich a olejich neni tak
prozkoumana jako na rostlinnych olejich [105].

Kufeci maso je jednou z nejvyznamnéjSich surovin v oblasti masného primyslu, pii jeho
zpracovani vSak vznikaji stamiliony tun odpadniho peti ro¢n€. Toto odpadni pefi nema mnohé
daldi vyuziti. Céast se pouziva na zkrmeni, aviak valnd vétSina kon¢i na skladkach &i
ve spalovnach a dochazi k zatézovani zivotniho prostiedi [112; 113]. Pefi je bohaté
na keratinovy protein, proto je tento material vhodnym a potencidlnim zdrojem pro ziskavani
keratinu, ktery miize mit vyuziti napiiklad v kosmetickém nebo textilnim primyslu nebo také
v mediciné [112]. Pfimé mikrobialni zpracovani surového pefi je narocné a musi byt vyuzit
kmen s keratinolytickou schopnosti [113] nebo musi dochazet k hydrolyze keratinu chemickou
cestou. Peti podrobené alkalické hydrolyze bylo vyuZito jako zdroj dusiku pro produkci PHA
na odpadnim fritovacim oleji s vyuzitim bakterie C. necator, pouziti hydrolyzatu pefi vyrazné
navysilo vytézek procesu a pii produkci kopolymeru 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
mél hydrolyzat peti i vyrazné pozitivni vliv na vysledné monomerni slozeni polymeru [114].

PHA lze také vyrabét z odpadni syrovatky, ktera vznika jako vedlejsi odpadni produkt pti
vyrob¢ syra [115]. Kazdy rok se vyprodukuje ptiblizné¢ 120 miliont tun syrovatky. Pouze
zhruba polovina tohoto ,,odpadu ma dalsi vyuZiti Vv potravinaiském nebo krmivaiském
prumyslu [116; 117]. Syrovatka je bohatym zdrojem sacharidd (laktozy), vitamint, bilkovin ¢i
tukd [118]. Mikroorganismy, které jsou schopné rist na syrovatce, byly schopné ve fermentoru
produkce PHA az 5,5 g/l [119]. Existuje mnoho producentl, kteti jsou schopni rist
a produkovat bud’ pfimo na surové nebo upravené syrovatce. Mezi n¢ patii napiiklad halofilni
archea Haloferax mediterranei DSM 1411 [115], rekombinantni Escherichia coli [120],
Thermus thermophilus HB8 [121] nebo rekombinantni Cupriavidus necator mRePT [122].
Kromé Ccistych kultur lze syrovatku vyuzit také pro produkci PHA pomoci smésnych
mikrobialnich kultur [123].

Rada odpadnich surovin obsahuje také vyznamné mnozstvi §krobu. Aviak ne viechny
bakterie jsou schopny utilizovat Skrob bez piedchozi hydrolyzy, kterd opét zvySuje cenu
biotechnologické produkce. Nicméné bakterie Azotobacter croococcum je schopna utilizovat
Skrob ptimo bez predchozi upravy a zaroven je schopna produkce okolo 50 % P(3HB), kdy
produkce ¢inila okolo 23 g/l [124]. Termofilni bakterie Caldimonas taiwanensis disponuje
enzymy, které jsou schopny degradovat Skrob. Pti vyuziti Skrobu jako jediného zdroje uhliku
dochazelo k produkci P(3HB), zato pii vyuziti smési Skrobu a kyseliny valerova byl
produkovan kopolymer P(3HB-co-3HV) [125].

DalS§im zajimavym odpadnim zdrojem je kdvové sedlina. Kava je hojné¢ konzumovéna
po celém svété. Celosvetova spotieba kavy se pohybuje okolo 10 milionti tun za rok. AvSak
pfi zpracovani kdvy na napoj a také pifi vyrobé instantni kdvy vznikaji miliony tun pevného
odpadu, ktery se nazyva kavova sedlina. Tu je také mozné biotechnologicky vyuzit. Lze z ni
vyrabét bioethanol ¢i bionaftu [126]. Kavova sedlina je vSak bohata i na kavovy olej, ktery lze
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vyuzit jako vstupni surovinu pro vyrobu polyhydroxyalkanoati. Extrahovany olej u kédvové
sedliny byl pouzit jako jediny zdroj uhliku pro bakterii Cupriavidus necator H16. Produkce
PHA dosahovala okolo 90 % hmotnosti suché biomasy, coze vedlo k vytézku okolo 27 g/l
P(3HB) [127]. Také polysacharidovou frakci kavové sedliny je mozné po chemicko-
enzymatické hydrolyze vyuzit jako surovinu pro produkci PHA [128].

Hlavni frakce odpadnich substratii pochazejicich ze zeméd€lstvi a potravinaistvi jsou
lignocelulozové materialy. Tyto odpady muzeme rozdélit do tfi skupin na zakladé jejich
puvodu. Jedna se o zbytky lesniho hospodaistvi, zbytky zemédelskych vyrob ¢i komunalni tuhy
odpad. Ze zemédélstvi jsou nejvice zastoupeny odpady ze zpracovani ryze, kukufice, pSenice
a cukrové titiny. Z lesniho hospodafstvi se pak jedna o odpady, jako jsou piliny a dfevni §tépky.
Slozeni lignocelulozového materialu zavisi na druhu rostliny, ze kterého pochazi. Obecné se
sklada predevsim z celuldzy, hemiceluldzy a ligninu (Obrazek 9). Lignocelulézovy material
muze byt vyuzit jako velice zajimava surovina pii vyrobé PHA za tcelem snizeni ceny
produkce. AvSak vzdy musi dochédzet kjeho piedipravé a hydrolyze polysacharida
na fermentovatelné cukry [129]. K produkci PHA na upravenych lignocelul6zovych
materialech byla napfiklad pouzita bakterie Bacillus firmus NII 0830, kdy jako vstupni
lignocelulozovy material byla pouzita ryzova slama [130]. Hydrolyzované pSeni¢né otruby byly
pouzity pro produkci P(3HB) pomoci halofilni bakterie Halomonas boliviensis LC1 [131]. Také
pSeni¢nou slamu lze vyuzit pro produkci PHA. Naptiklad pomoci bakterie Bulkholderia
sacchari DSM 17165 bylo dosazeno produkce PHA az 72 % hmotnosti suché biomasy [132].

Lignocelul6zovy material

I I I I I
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Obrazek 9: Schéma zpracovani a upravy lignocelulozovych odpadnich materiali pro vyrobu
PHA, upraveno z [129]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité pristroje

Pro experimentalni ¢ast byly pouzity pfistroje uvedené v tabulce 7 a zakladni laboratorni

vybaveni.

Tabulka 7: Seznam nejdiileZitéjsich pristroju

Pouzité pristroje

analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C
ATR-FTIR, Thermo Scientific, Waltham iS50
centrifuga, Boeco U-32R

centrifuga, Hermle Z36HK

centrifuga, Hettich EBA 200

centrifuga, Sartorius Sigma 1-15

duélni vizualiza¢ni systém, Ultra Lum Ultra Viewer
ELISA reader, BioTek, ELx808
hlubokomrazici box, Artico

laminarni box, Euroclone BioAir Auro mini
magneticka michacka, Biosan MMS-3000
magnetickd michacka, TKO Kartell
nanofotometr, Implen P300

pH metr, Thermo Scientific pHTestr 30

1300

plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace

soustava HPLC s RID, SHIMADZU 10A
SEC-MALS-dRI, Wyat Technology
temperovana tiepacka, Heidolph Incubator 100
temperovana tepacka, IKA KS4000i control
temperovana tiepacka, LABWIT ZWYR-D2401
termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 130
termaoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 200D
termostat, LTE IP100U

termostat, LTE I1P60

termocycler, BIO-RAD My CyclerTM
transluminator, Spektroline TVR 3121

vahy, Kern EW 620-3NM

vizualizacni systém, Azure Biosystem c200
vortex, Benchmark BenchMixer

zdroj pro ELFO, Labnet Enduro Power Supplies
300V

3.2. Pouzité chemikalie

Seznam pouzitych chemikalii zobrazuje tabulka 8. Chemikalie, které byly pouzité
pro molekularni technologie zobrazuje tabulka 9.
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Tabulka 8: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie (Spolecnost, zkratka statu)

1,4-butandiol (Sigma-Aldrich, DEU)
1,6-hexandiol (Sigma-Aldrich, DEU)
acetat amonny (Sigma-Aldrich, DEU)
acetylaceton (Sigma-Aldrich, DEU)
agar (HiMedia, IND)

betain (Sigma-Aldrich, DEU)

bromid sodny (Lach-Ner, CZE)
citronan amonno-zelezity (Fluka, CHE)
D-frukt6za (Lach-Ner, CZE)
D-glukéza (Lach-Ner, CZE)

D-mandza (Sigma-Aldrich, DEU
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CZE)
dusi¢nan amonny (Lach-Ner, CZE)
dusi¢nan sodny (Lach-Ner, CZE)
ection (Sigma-Aldrich, DEU)

ethanol 99,8% (Lach-ner, CR)
galaktoza (Lach-Ner, CZE)

glycerol (Lach-Ner, CZE)

hovézi extrakt (HiMedia, IND)

hydrogenfosfore¢nan amonno-sodny tetrahydrat (Lach-
Ner, CZE)

hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, CZE)

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner,
CZE)

hydrogenuhli¢itan sodny (Lach-Ner, CZE)
hydroxid sodny (Lach-Ner, CZE)
hydroxyectoin (Sigma-Aldrich, DEU)

chlorid amonny (Lach-Ner, CZE)

chlorid kobaltnaty hexahydrat (Lach-Ner, CZE)
chlorid draselny (Lach-Ner, CZE)

chlorid hote¢naty hexahydrat (Lach-Ner, CZE)
chlorid manganaty tetrahydrat (Lach-Ner, CZE)
chlorid nikelnaty hexahydrat (Lach-Ner, CZE)
chlorid sodny (Lach-Ner, CZE)

chlorid vapenaty dihydrat (Lachema, CZE)
chlorid zelezity hexahydrat (Lach-Ner, CZE)
chloroform p.a. (Lach-Ner, CZE)

isopropanol p.a. (Lach-Ner, CZE)

jodid draselny (Lach-Ner, CZE)

jodistan sodny (Lach-Ner, CZE)

kvasni¢ni extrakt (HiMedia, IND)

kyselina benzoova (Lach-Ner, CZE)

kyselina borita (Lachema, CZE)

kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lach-Ner,
CZE)

kyselina levulova (Sigma-Aldrich, DEU)

kyselina octova 99% p.a. (Lach-Ner, CZE)
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Nazev chemikalie (Spolecnost, zkratka statu)

kyselina oktanova (VWR Chemicals, USA)
kyselina sirova (Lach-Ner, CZE)

kyselina valerova (Sigma-Aldrich, DEU)
lakt6za monohydrat (Lach-Ner, CZE)
methanol (Lach-Ner, CZE)

mocovina (Sigma-Aldrich, DEU)
molybdenan sodny dihydrat (Lach-Ner, CZE)
nutrient broth (HiMedia, IND)

pepton (HiMedia, IND)

propan-1-ol (Sigma-Aldrich, DEU)

propionat sodny (Sigma-Aldrich, DEU)

sachar6za (Lach-Ner, CZE)

siran amonny (Lach-Ner, CZE)

siran hofeénaty heptahydrat (Lach-Ner, CZE)
siran manganaty monohydrat (Lach-Ner, CZE)
siran méd’naty pentahydrat (Lach-Ner, CZE)
siran zine¢naty heptahydrat (Lach-Ner, CZE)
sojovy pepton (HiMedia, IND)

Spirit blue agar (HiMedia, IND)

thiomocovina (Sigma-Aldrich, DEU)
trehaloza (Sigma-Aldrich, DEU)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-Ner,
CZE)

trypton (HiMedia, IND)

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, DEU)

Tabulka 9: Seznam chemikalii pro molekularni technologie

Nazev chemikalie (Spolecnost, zkratka statu)

agardza (Sigma-Aldrich, DEU)

DNA ladder 1 kb Plus (Nippon Genetics Europe,
DEU)

DNA ladder 100 bp (Nippon Genetics Europe,DEU)

ethylendiamintetraacetat sodny (Lach-Ner, CZE)

chlorid hofe¢naty 25mM (Thermo Scientific, USA)

Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se
standardnim pufrem (New England BioLabs, GBR)

Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe,
DEU)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel, DEU)

PCR vkladaci pufr Yellow load (Top-Bio, CZE)
primery (Generi Biotech, CZE)

sterilni voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical,
DEUV)
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3.3. Pouzité mikroorganismy

V praci byly pouzity mikroorganismy ze sbirek mikroorganismii (Ceska sbirka
mikroorganismi — CCM; Némecka sbirka mikroorganismi a bunécnych kultur — DSM),
seznam téchto mikroorganismu zobrazuje tabulka 10. Kromé sbirkovych mikroorganismi byly
také v praci pouzity izolované bakterie z pfirodnich vzorkd, a to ze vzorkti kompostu (Centralni
kompostarna Brno, Kompostarna Blansko) a z &istiren odpadnich vod (COV Brno-Modfice,

COV Bystiice pod Hostynem).

Tabulka 10: Seznam sbirkovych mikroorganismi

Mikroorganismus

Sbirkové ¢islo

Cupriavidus necator H16
Bacillus cereus
Bacillus coagulans
Bacillus megaterium
Pseudomonas putida KT 2440
Halomonas halophila
Halomonas organivorans
Halomonas salina
Halomonas elongata
Halomonas ilicicola
Halomonas neptunia
Halomonas halmophila
Halomonas hydrothermalis
Halomonas meridiana

Halomonas axialensis

CCM 3726

CCM 20107

CCM 2658

CCM 2037

DSM 6125

CCM3662

CCM71427

CCM 4361

CCM 3756

CCM 7522

CCM 7107

CCM 2833

CCM 7104

CCM 7105

CCM 7103

3.4. Seznam kultiva¢nich médii

Mikroorganismy byly kultivovany na komplexnich médiich. Seznam pouzitych komplexnich
médii je zobrazen v tabulce 11. Produkce polyhydroxyalkanoati pak probihala v mineralnich

médiich, ktera jsou zobrazena v tabulce 12.
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Tabulka 11: Seznam komplexnich médii

Oznacdeni Y s rae Oznacdeni e . .
média SloZeni média [g/1] média SloZeni média [g/1]
hovézi extrakt 10 pepton 15
NB pepton 10 kvasni¢ni extrakt 3
K2
NaCl 5 NaCl 66
kvasni¢ni extrakt 10 glukoza 1
pepton 5 nutrient broth (NB) 1000 ml
gluko6za 1 NaCl 30
K4 (B54)
NaCl 81 MgCl: - 6 H.O 5
MgSO: - 7 H,0 9,6 pH 7,2
K3 (B82) | MgCl, -6 H,0O 7 kvasni¢ni extrakt 3
CaCl; - 2 H:0 0,36 pepton 5
K5 (B142)
KCI 2 NaCl 150
NaHCO:3 0,06 pH 7,0
NaBr 0,026 pepton 5
pH 7,2 hovézi extrakt 3
K6 (B10)
MnSO; - H,0 0,01
pH 7,0
Tabulka 12: Seznam mineralnich médii
Oznaceni Oznateni SloZeni roztoku sto
¢ Slozeni média [g/1] roztoku stop. - P-
média . prvki [g/1]
prvku
(NH4)ZSO4 1 FEC|3 -6 H,O 9,7
Na;HPO, - 12 H.0O 111 CaCl; - 2 H.0O 7,8
KH2PO4 1,05 CuSO;4 - 5 H,O 0,156
CN MgSO,- 7 H.0 0,2 MES CoClz - 6 H20 0,119
po sterilizaci NiCl; - 6 H,O 0,118
uhlikaty zdroj ZnSQO4 - 7 H,0 0,1
MES Imi/ 0,1 M HCI 1000 ml
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Oznaceni

Oﬁl’fi‘:‘i Slozeni média [g/1] roztoku stop. Slﬁe;i:ﬁ;“{’g'j:‘} stop.
prvki
MgSO4- 7 H,0 0,6 FeCls - 6 H,0 15
NH.CI 0,16 H3:BOs 0,15
EDTA 0,1 CoCl, - 6 H,O 0,15
K2HPO4 0,092 MnCl; - 4 H.0 0,12
KH2PO4 0,045 ZnS0O4 - 7 H0 0,12
A CaCl, - 2 H,0 0,07 i E?gMOO“ 2 0,06
thiomocovina 0,01 CuSO4 - 5 H20 0,03
po sterilizaci Kl 0,03
mnozstvi uhliku 0,7
TES | 2 ml/l
Na;HPO, - 12 H,O 9 EDTA 50
KH2PO, 15 FeCls 8,3
NH.CI 1 ZnCl; 0,84
MgSO. - 7 H,0O 0,2 CuCl, - 2 H,O 0,13
Chelatococ. CaCl; - 2 H.0O 0,02 CoCl, - 6 H,O 0,1
(M1) . TES 11
NHiFe"citrat 0,0012 MnCl; - 6 H,O 0,016
kvasni¢ni extrakt 0,5 H3BO3 0,1
po sterilizaci
uhlikaty zdroj
TES II 1ml/l
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Oznaceni Oznaceni SloZeni roztoku sto
¢ Slozeni média [g/1] roztoku stop. ctoku stop-
média . prvki [g/1]
prvki
Na;HPO; - 12 H,0O 9 EDTA 50
KH2PO,4 1,5 FeCls 8,3
NHsNO3 1 ZnCl; 0,84
MgSQO,- 7 H20 0,2 CuCl, - 2 H,O 0,13
Chelatococ. CaCl, - 2 H,O 0,02 CoCl; - 6 H:0 0,1
M2 TES I
(M2) NH.Felllitrat 0,0012 MnCl- 6 H,0 0,016
trypton 0,5 H3;BO3 0,1
po sterilizaci
uhlikaty zdroj
TES I Imi/

3.5. Otziveni a uchova mikrobidlnich kmenu

Sbirkové kmeny mikroorganismi byly oziveny z lyofilizovaného stavu podle névodu
poskytnutého piislusnou sbirkou, rozetfeny kiizovym roztérem na agarové plotny a také
zaockovany do 50 ml tekutého média, vzdy s pfislusSnym médiem pro dany mikroorganismus
definovanym sbirkou. Kultivace byla provedena za optimdlnich podminek pro dany
mikroorganismus 24 az 48 hodin. Poté byly pfipraveny kryozkumavky, ve kterych byly kultury
uchovavany v 10% glycerolu pii teploté¢ —80°C. Plvodni izolaty byly uchovavany stejnym
zpusobem. VSechna média, kryozkumavky i laboratorni vybaveni pro praci s mikroorganismy
byly sterilni a prace probihala v laminarnim boxu.

3.6. Fenotypova identifikace vybranych izolatu

Vybrané izolaty byly poslany na agarovych plotnach s komplexim médiem do Ceské sbirky
mikroorganismu v Brnég, kde probéhla fenotypova identifikace. V ramci komercni identifikace
byl proveden morfologicky popis kolonii a identifikacni testy. Také byla v rdmci identifikace
pouzita metoda Biolog, diky niZ byl mikroorganismu na zékladé¢ podminek ristu zatazen
do taxonomického rodu ¢i druhu.
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3.7. Izolace PHA termofilnich producenti ze vzorki aktivovaného kalu nebo kompostu

Izolace termofilnich producenti PHA probihala ze vzorkti aktivovaného kalu z Cistiren
odpadnich vod, a to z Cistirny odpadnich vod Brno-Modfice a Cistirny odpadnich vod Bystiice
pod Hostynem, nebo z kompostarny Brno a z kompostarny Blansko. Odbéry byly realizovany
na podzim v roce 2017 (pouze kal z COV Bystfice pod Hostynem), na podzim roku 2018 byl
odbér proveden z kompostarny Brno a Blansko a z COV Brno-Modfice. V roce 2019 (podzim)
byly odbéry d€lany ze vsech Ctyi odbérovych mist. Odbér probihal do sterilnich pfipravenych
nadob. Po pievozu do laboratofe byl vzorek ihned pouzit k zaoCkovani média. Aktivovany kal
byl uchovan v 10% glycerolu pii —80 °C, vzorek kompostu byl uchovan pti —30 °C.

3.7.1. Aerobni dynamické krmeni

Pro aerobni dynamické krmeni I (ADK) bylo pouzito 100 ml média s oznaCenim ADK-M
uvedené v tabulce 12 ve 250 ml Erlenmayerové batice. Jako zdroj uhliku byl pouzit acetat
sodny, xyloza, laktdéza a kyselina palmitova o koncentraci 0,7 g/l propocitané na mnoZzstvi
uhliku ve sloucening. Pfipravené médium bylo zaockovano 2 ml aktivovaného kalu. Samotny
proces se skladal ze tiech kroki, které byly cyklicky opakovany (Obrazek 10). Prvnim krokem
byla faze aerobidzy, ktera trvala 10,5 hodiny pti 60 °C a 210 rpm. Poté nasledovala 1 hodina
sedimentace, tato faze probihala pii 60 °C. V nasledujicich 30 minutach byl obsah baiiky sto¢en
pti 4 000 rpm, 5 minut; slit supernatant a sediment byl rozsuspendovan v ¢erstvém médiu se
zdrojem uhliku a TES I. Poté opét nasledoval novy 12hodinovy cyklus. Béhem cyklu byly
odebirany vzorky na gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni PHA. Biomasa byla také
uchovavana ve formé kryozkumavek pti —80 °C.

1. Aerobioza
12 hodin 2. Secdimentace

Obrazek 10: Schéma aerobniho dynamického krmeni

Aerobni dynamické krmeni II probihalo za stejnych podminek jako prvni aerobni dynamické
krmeni, avSak jako zdroj uhliku byl pouzit pouze acetat sodny. Inokulace byla provedena 2 ml
aktivovaného kalu uchovaného v 10% glycerolu — oznaceni ADK-KAL. Jako inokulum také
slouzila kultura ze 7. cyklu z ADK I na acetatu sodném, uchovana ve formé kryozkumavky.
Tato linie byla oznacena jako ADK-ADK.
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3.7.2. Izolace ndhodnym vybérem kolonii

Izolace nahodnym vybérem probihala na pevnych agarovych plotnach. Vzdy z piislusného
média byly pfipraveny pevné agarové plotny. Desitkovym fedénim byla kultura vyseta
na misky, a to v koncentracich 1072, 1074, 107, Misky byly vysety v paralelnim ¢&i triplexnim
opakovani. Kultivace probihala po dobu 24 az 48 h pti 60 °C. Vybér producenta PHA probihal
nahodnym vybérem kolonie, kterd byla piesazena na novou agarovou plotnu kiizovym
roztérem.

3.7.3. Izolace pomoci Nilské ¢ervené

Izolace PHA producentii pomoci Nilské ¢ervené probihala na pevnych agarovych plotnach
s ptidavkem lipofilniho barviva Nilska cerven. Jako médium bylo pouzito M1 médium nebo
ADK-M (Tabulka 12) s pfislusnym zdrojem uhliku. Pfed nalitim misek byla do média ptidana
Nilska Cerven, a to v koncentraci 0,5 mg na 1 ml DMSO, do média byla ptidana koncentrace
1 pl na Iml média. Po ztuhnuti byly misky zaockovéany ploSnym natérem pomoci desitkového
fedéni jako u izolace nahodnym vybérem. Kultivace probihala pii 50 °C nebo 60 °C, 24 az 48 h
Vv temnu. Poté byly plotny ozateny UV zafenim a detekovany oranZové€ fluoreskujici kolonie,
které byly nésledné pfesazeny na nové plotny, avsak jiz bez ptidané Nilské cervené.

3.7.4. lzola¢ni protokol vyuZivajici osmoticky stres

Do sterilni zkumavky bylo odebrano 10 ml kultury a stoceno pii 6 000 rpm po dobu 5 minut.
Nasledné byl supernatant odlit a sediment byl rozsuspendovan ve sterilnim roztoku 100 g/l
NaCl a inkubovan 10 minut pti 50 °C. Poté byl obsah opét stoen pii 6 000 rpm, 5 minut.
Po odliti supernatantu byl sediment rozsuspendovan v 10 ml sterilni destilované vody a znovu
inkubovan 10 min pii 50 °C. Po inkubaci byl obsah ziedén desitkovym fedénim a vyset
na misky s mineralnim médiem M1 s pfislusnym zdrojem uhliku. Kultivace agarovych ploten
probihala 48 hodin pifi dané kultivaéni teploté (50, 60 nebo 70 °C). Narostlé¢ kolonie byly
testovany na pfitomnost PHA pomoci ATR-FTIR. Cast vybrané kolonie byla nanesena
na povrch krystalu ATR. Po odpafeni vody (cca 2 minuty) bylo zaznamenéno spektrum jako
priimér 32 skenil ve frekvenénim rozsahu 4 000—400 cm™' se spektralnim rozlisenim 1 cm™.
Pokud byla kolonie pozitivni na PHA, byl zbytek kolonie pfesazen na novou plotnu a poté také
do submerzniho média. Dany izolat byl uchovavan ve formé kryozkumavek v 10% glycerolu
pti—80 °C.

3.7.5. Izolace PHA produkujicich bakterii pomoci osmoselekce

Izolace PHA produkujicich bakterii vychazejici z kultivace na médiu M1. Do mineralniho
média byly pfidany 2 g kompostu nebo 2 ml aktivovaného kalu (odbér z roku 2018). Jako zdroj
uhliku byly pouzity: glukéza 20 g/1, glycerol 20 g/1, y-butyrolakton 8 g/l nebo kyselina levulova
5 g/l. Kultivace probihala 48 hodin pii 50 °C a 190 rpm. Poté byla kultura ptesazena do nového
média a kultivace probihala dalsich 48 hodin za stejnych podminek. Poté probihala selekce
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PHA produkujicich bakterii pomoci osmotického stresu. PHA pozitivni kolonie byly pfesazeny
do tekutého média a kultivovany 24 hodin pifi dané teploté a 190 rpm. Poté byly kultury
uchovany v podobé kryozkumavek v 10% glycerolu pii —80 °C.

3.7.6. Selekce PHA produkujicich bakterii p¥i riznych teplotach

Vzorky kompostu z kompostarny z Blanska a z Brna o hmotnosti 1 g byly smichany se 100 ml
minerdlniho média M1. Aktivovany kal (2 ml) z disticek odpadnich vod Brno-Modfice
a Bystiice pod Hostynem byl pfidan do 100 ml média M1. Jako zdroj uhliku byla pouzita
glukoza 20 g/1, glycerol 20 g/1, y-butyrolakton 8 g/l a 20 g/l glycerolu s 40 g/l NaCl. Kultivace
probihala 48 h pfi teplotach 50, 60 a 70 °C pti 190 rpm. Selekce PHA produkujicich bakterii
probihala pomoci aplikace osmotického stresu. Schéma je zobrazeno na obrazku 11.
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Obrazek 11: Schéma selekce PHA produkujicich bakterii pii riiznych teplotach kultivace

3.8. Kultivace mikroorganismi v baiikach za icelem studia produkce PHA

Typickd kultivace v bankdch za Ucelem studia produkce PHA pomoci studovanych
mikroorganismil probihala obdobnym zpiisobem béhem celé experimentalni prace. Nejdiive
bylo pfipraveno inokulum (50 ml komplexniho média charakteristického pro dany
mikroorganismus), které bylo zaockovano kulturou z kryozkumavek. Inokulum bylo
kultivovano 24 h, 180 rpm pii dané optimalni teploté. Samotna produkce PHA probihala
Vv Erlenmayerovych baiikach o objemu 250 ml, pouZito bylo minerdlnim médiu charakteristické
pro dany mikroorganismus (Tabulka 12) s pfidavkem roztoku stopovych prvkt a konkrétniho
uhlikatého substratu obvykle o koncentraci 20 g/l (neni-li v textu uvedeno jinak) o objemu
100 ml mineralniho média. Sterilni roztok stopovych prvkd a zdroj uhliku byly ptidany az
po sterilizaci. Samotna kultivace byla zahdjena inokulaci, zvoleny inokulaéni objem byl 10 %
(v/v), standardni kultivace probihala po dobu 72 h, béhem nebo az po skonceni kultivace byly
odebirany vzorky na stanoveni PHA v biomase a pfipadné dalsi analyzy.
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3.8.1. Produkce mcl-PHA

Kultivace bakterii rodu Pseudomonas probihala podle postupti popsanych vyse (kapitola 3.8).
Pro urceni schopnosti utilizovat olej byl pouzit komercni Spirit Blue Agar. Agar byl pfipraven
podle navodu poskytnutého vyrobcem, po sterilizaci byl pfidan sterilni olej a smés byla vylita
na Petriho misky. Po ztuhnuti byla miska zaockovana danou kulturou a kultivovana 24 h
pii 30 °C. V submerzni kultivaci na oleji byl jako zdroj uhliku pouzit olej a po 24 hodinach
kultivace bylo ptidano uré¢ité mnozstvi kyseliny oktanové (vysledna koncentrace 1; 1,5; 2; 2,5;
3;3,5a5qg/).

Surové pefi pouzité na degradaci bylo nejprve promyto vodou a poté suseno do konstantni
hmotnosti. Do minerdlniho média byla pfidana koncentrace 20 g/l a médium bylo
vysterilizovano. Pro stanoveni hmotnostniho ubytku peti byl cely obsah barky ptefiltrovan pod
tlakem. Nasledné& byl filtracni kola¢ suSen do konstantni hmotnosti.

Dvojstupiiova produkce probihala nésledujicim postupem. Nejprve bylo zaockovano
komplexni médium kulturou z kryozkumavky. Po 24 hodinach kultivace pii 30 °C bylo
zaoCkovano produkéni médium s 20 g/l pefi. Kultivace probihala 7 dni, avSak ¢tvrty den byla
narostla kultura pouzita jako inokulum do produkce druhého stupné. Minerdlni médium
obsahovalo 20 g/1 oleje. Po 24hodinové kultivaci byly piidany 2 g/l kyseliny oktanové.

Analyza stanoveni naakumulovaného PHA byla provedena podle postupli uvedenych
v kapitole 3.9.

3.8.2. Produkce PHA pomoci halofilnich mikroorganismii

Kultivace halofilnich mikroorganismii probihala podle vSeobecného postupu popsaného
v kapitole 3.8. Komplexni médium a obsah NaCl pro kazdou testovanou halofilni bakterii je
uveden Vv nasledujici tabulce 13. Jako zdroj uhliku byl pfi kultivaci na oleji pouzit odpadni
fritovaci olej 0 koncentraci 20 g/l. Pfi Gpravé produkénich podminek byly zménény pouze
uvedené parametry.
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Tabulka 13: Pi‘ehled halofilnich bakterii rodu Halomonas a jejich pouZitych koncentraci soli
a komplexnich medii

K?nce,ntr,ace S(’)|I. Halofilni bakterie KOIflp.lexnl
V mineralnim médiu médium
30 g/l H. elongata CCM 3756 B54
H. halophila CCM 3662 K2
60 g/l
H. halmophila CCM 2833 B54
H. salina CCM 4361 B82
H. organivorans CCM 7142 B82
H. neptunia CCM 7107 B82
81 g/l
H. hydrothermalis CCM 7104 B82
H. meridiana CCM 7105 B82
H. axialensis CCM 7103 B82

Pro optimalizaci salinity byly pouzity koncentrace 40, 60, 80 a 100 g/l NaCl.

Optimalizace teploty zahrnovala kultivaci v rozmezi teplot 30, 35, 40 a 45 °C. Podminky
kultivace byly stejné jako ve vSeobecné kultivaci halofilnich bakterii (produkce 72 h, 20 g/l
oleje, H. hydrothermalis 40 g/l NaCl, H. neptunia 60 g/l). Optimalizace koncentrace dusikatého
zdroje zahrnovala koncentrace siranu amonného 1 a 3 g/l. Pro optimalizaci pH byly pouzity
standardni podminky, kde v mineralnim médiu bylo upraveno pH koncentrovanym hydroxidem
sodnym, a to v rozmezi pH 7, 8, 9 a 10.

Optimalizace zdroje dusiku probihala podle vSeobecného postupu. Koncentrace zdroje
uhliku byla pfepocitana na pocet atomt dusiku ve zdroji, kdy jako zakladni koncentrace byl
bran siran amonny o koncentraci celé latky 1 g/l. Jako zdroje dusiku byly pouZity siran amonny
(1 g/l), chlorid amonny (0,81 g/I), mocovina (0,46 g/1), dusi¢énan amonny (0,61 g/1),
hydrogenfosforecnan amonno-sodny tetrahydrat (3,16 g/l) a dusi¢nan sodny (1,28 g/l).
Podminky kultivace pro H. hydrothermalis byly 40 g/l NaCl, pH 8 a 37 °C; pro bakterii
H. neptunia byly podminky 60 g/l NaCl, pH 10 a 30 °C. Ob¢ bakterie vyuzivaly jako zdroj
uhliku 20 g/l oleje.

Pti produkéni kultivaci s prekurzory byl obsah NaCl pro H. hydrothermalis 40 g/l a pro
H. neptunia 60 g/1. Po 24 hodinach kultivace v mineralnim médiu byly do média pfidany 2 g/
piislusného prekurzoru. Kultivacni teplota byla 30 °C.

Kultivace s recyklaci supernatantu zahrnovala dvé nasledné kultivace. Prvni kultivace
probihala podle standardnich podminek kultivace halofilnich bakterii (inokulum: 24 h, 30 °C,
180 rpm; produkce: 72 h, 20 g/l oleje, H. hydrothermalis 40 g/l NaCl, H. neptunia 60 g/I, 1 g/l
siranu amonného). Na konci prvni kultivace byla odebrana biomasa na stanoveni obsahu PHA.
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Zbyld biomasa byla centrifugovana (5 000 rpm, 5 min), supernatant byl steriln¢ odebran
a ke zbylé biomase bylo pfidano 50 ml sterilni destilované vody, bunky byly rozsuspendovany
a ponechany 15 minut pti 30 °C. Poté byly znovu centrifugovany a supernatant byl smichan
s 50 ml dvakrat koncentrovaného sterilniho mineralniho média. Poté bylo pfidano 20 g/l oleje.
Takto pfipravené mineralni médium bylo zaockovéano 10 % (v/v) kultury z nového inokula
a probihala druhé kultivace za klasickych podminek (72 h, 30 °C, 180 rpm).

Produkce sosmolyty probihala pouze v 50 ml produkéniho média za standardnich
podminek, kdy do kazdé Erlenmayerovy banky s produkci bylo po sterilizaci pfidan 1 mg/ml
ptislusné latky (ectoin, hydroxyectoin, trehaldza, betain). Také byla provedena kontrola, ktera
neobsahovala zadnou z ptedchozich ptidanych latek.

3.8.3. Testovani produkce PHA u vybranych izolati ziskanych pomoci osmoselekce

Testovani produkce PHA u vybranych izolati bylo provedeno v nékolika experimentech, kdy
produkce probihala dle popisu v kapitole 3.8. Jako komplexni médium byl pouzit Nutrient
Broth. Teplota zavisela na provadéném experimentu. Jako minerdlni médium bylo pouzito
médium oznacené jako M1 (Tabulka 12). Podminky kultivace a zdroj uhliku zobrazuje
tabulka 14. Jako zdroje uhliku byly zvoleny pivodni zdroje pouzité pii izolaci, mezi které
patiily glukdza 20 g/1, glycerol 20 g/1 a y-butyrolakton 8 g/l. Seznam izolata a jejich ptvodni
zdroj pii izolaci zobrazuje tabulka 15. Kultivace na ptivodnich zdrojich pii 50 a 60 °C byla
provedena u vSech izolatt uvedenych v tabulce 15. Dalsi experimenty byly provedeny pouze
s izolaty zroku 2019. Pro kultivaci na oleji byl pouzit rostlinny olej o koncentraci 20 g/l.
Glycerol byl pouzit o koncentraci 20 g/l a pro kultivace na 1,4-butandiolu byly pouzity 4 g/
1,4-butandiolu.
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Tabulka 14: Pi‘ehled podminek kultivace pro testovani produkce PHA u vybranych izolata

Kultivaéni teplota

Nazev °C Délka
. Zdroj uhliku °Cl kultivace
experimentu ]
inokula | produkce
kultivace na
uhlikovy zdroj Zity pfi
pivodnim zdroji | - OvY #ErOI PouZILy pht 50 50 48/72*
. izolaci dané bakterie
izolace
kultivacena = vy zdroj pouzity pri
Izolity | pivodnim zdroji Olzz. danjé f)akter?ep 50 60 72
izolované | izolace pii 60 °C zotacl
pri
teploté 50 | kultivace na oleji olej 50 50 72
a 60 °C
kultivace na
glycerol 50 50 72
glycerolu
kultivace na 1,4- 1,4-butandiol 50 50 48
butandiolu
kultivace na
hlikovs e
piivodnim zdroji ~ UIKOVY 2droj pouZity pri 70 70 72
. izolaci dané bakterie
izolace
Izolaty ku!tlvzce’ hlikov¥ zdroi e e
izolované na.PI.JVO nim 3 u .1 ovy-z I'O_! pou21t3./ pi1 70 60 79
pti zdroji izolace pii izolaci dané bakterie
teploté 60°C
70 °C .
kultivace
glycerol 70 70 72
na glycerolu
kultivace na 1,4- 1,4-butandiol 70 70 72

butandiolu

* Izolaty izolované z roku 2018 byly kultivovany 72 h, izolaty z roku 2019 byly kultivovany 48 h

52




Tabulka 15: Seznam vybranych izolati a jejich ptivodni uhlik izolace ¢i teplota

Rok . Nazev Pouzity Teplota Nazev Substrat Teplota
. Pivod vzorku . . ; . ., i .
izolace izolatu substrat izolace izolatu izolace izolace
4 glukoza 50 31 glycerol 50
25 glukoza 50 32 glycerol 50
aktivovany kal, ,
2018 Brno-Modiice 28 glukoza 50 34 glycerol 50
29 glycerol 50 35 glycerol 50
30 glycerol 50
kompost, Blansko Bz glycerol 50
Al glycerol 50 A21 glukoza 60
A2 glycerol 50 A22 glukoza 60
aktivovany kal, .
2019 Bystfice pod A3 y-butyrolakton 50 A23 gluk6za 60
Hostynem
A3a y-butyrolakton 50 A25 glukéza 60
A4 glukoza 50 A26 glukoza 60
Ada glukéza 50 A27 glukéza 60
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Rok . Nazev Substrat Teplota Nazev Substrat Teplota
. Puvod vzorku . u. . . ., . .
izolace izolatu izolace izolace izolatu izolace izolace
A5 glukoza 50 A28 glukéza 60
Aba glukoza 50 AFnl glukéza 60
A6 glukoza 50 AFn2 glukoza 60
aktivovany kal,
Bystrice pod A7 glukoza 50 AH10 glycerol 70
Hostynem
A8 glukoza 50 AH11 glycerol 70
A9 glukoza 50 AH24 glukéza 60
2019
Al2 glukéza 70 AH30 glukoza 60
F101 glukoza 70 F106 glukéza 50
F102 glukoza 70 F107 glukéza 50
kompost, Brno F103 glukoza 50 F108 glukéza 50
F104 glukoza 50 F109 glukéza 50
F105 glukoza 50 F110 glukéza 50
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Rok . Nazev Substrat Teplota Nazev Substrat Teplota
. Puvod vzorku ., . . ., . .
izolace izolatu izolace izolace izolatu izolace izolace
M1 glukoza 50 M5 glycerol 50
2019 aktivovany Kal, M2 glukoza 50 M6 y-butyrolakton 50
Brno-Modrice M3 glukéza 50 M7  y-butyrolakton 50
M4 glycerol 50
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3.8.4. Testovani produkce a optimalizace produkce PHA u izolati H1, H2 a K2

Screening produkce PHA u vybranych izolatd byl proveden za standardnich podminek
uvedenych v kapitole 3.8. Prvotni testy probihaly pii 50 °C za vyuziti 20 g/l glycerolu jako
zdroje uhliku. Pro optimalizaci produkce PHA byly upravovany podminky kultivace a také
slozeni mineralniho média. Kultivace, pokud neni uvedeno jinak, probihala standardné podle
postupu popsaného v kapitole 3.8. Po kultivaci byla stanovena biomasa gravimetricky (kapitola
3.9.1) a nasledné byla v biomase stanovena pritomnost PHA pomoci GC-FID (kapitola 3.9.2).

Jednim z testovanych parametrtt bylo mnozstvi komplexniho a dusikatého zdroje. Bylo
pouzito mineralni médium M1 uvedené v tabulce 12, s riznymi poméry kvasni¢ného extraktu
a chloridu amonného zobrazené v tabulce 16.

Tabulka 16: Pomér kvasniéného extraktu a chloridu amonného v mineralnim médiu

Kvasni¢ni extrakt [g/1] Chlorid amonny [g/1]
0 3
3 1
3 0
0,5 3

Optimalizace zdroje dusiku probihala v mineralnim médiu s oznacenim M1, s 20 g/l
glycerolu jako zdrojem uhliku. Chlorid amonny (1 g/l) byl nahrazen 1 g/1 siranu amonného,
dusi¢nanu amonného a mocoviny. Kontrola obsahovala 1 g/l chloridu amonného.

Vybér vhodného zdroje komplexni vyzivy byl proveden v mineralnim médiu M1 s 1 g/l
chloridu amonného. Mezi testované komplexni zdroje byl pouZit kvasnini extrakt,
bakteriologicky pepton, sojovy pepton, trypton a hovézi extrakt v koncentraci 0,5 g/l.

Optimalni kultivaéni teplota byla testovana na mineralnim médiu M1 s 20 g/l glycerolu.
U izolath H1, H2 a K2 byla testovana kultiva¢ni teplota 45, 50, 55, 60 a 65 °C. U izolati H1
byly testovany také teploty 40 a 35 °C.

Schopnost produkovat kopolymery P(3HB-co-3HV) byla testovana za piidavku prekurzort.
K minerdlnimu médiu s oznacenim M1 s 20 g/l glycerolu byly piidany 2 g/l ptislusného
prekurzoru. Jako prekurzor byla pouzita kyselina levulova, propionat sodny, propan-1-ol
a kyselina valerova. Také byla provedena kontrola, kterd obsahovala pouze 20 g/l glycerolu.
Kultivace poté probihala 72 hodin pti 50 °C a 180 rpm.

Vsechny tfi izolaty byly testovany na produkci kopolymeru P(3HB-c0-4HB) za vyuziti 8 g/l
prekurzoru jako jediného zdroje uhliku. Testované prekurzory tvofily 1,6-hexandiol,
y-butyrolakton a 1,4-butandiol.
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3.8.4.1 Optimalizace produkce PHA u izoldatu s oznacenim H1

U izolatu H1 byla provedena podrobnéjsi optimalizace produkce. Kultivace probihala
za standardnich podminek popsanych v kapitole 3.8. Jako mineralni médium bylo pouzito
médium s oznac¢enim M1 nebo M2 a kultivace probihala 72 h pii 50 °C. Prvnim testovanym
parametrem optimalizace produkce byl zdroj uhliku. Testovanymi zdroji uhliku o koncentraci
20 g/l byly glycerol, sachar6za, mandza, galaktdza, glukoza, fruktoza a laktoza. Optimalizace
koncentrace nejvhodnéjsiho zdroje uhliku (glycerol) byla provedena V mineralnim médiu
s ozna¢enim M2 pfti 45 °C. Testovan byl Cisty glycerol a odpadni glycerol v koncentracich 10,
20 a 30 g/l.

V ramci optimalizace tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB) byly testovany dvé mineralni
média a to M1 (1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/1 kvasni¢ného extraktu) a M2 (1 g/l dusi¢nanu
amonného a 0,5 g/ tryptonu), kdy byl jako zdroj uhliku pouzit 1,4-butandiol o koncentraci 8 g/I.
Zaroven byly testovany kultivacni teploty 45, 50 a 55 °C. Nasledné byla testovana vhodna
koncentrace 1,4-butandiolu nejprve na dvou médiich, M1 a M2 (Tabulka 12), kdy koncentrace
1,4-butandiolu byla 4, 8, 12 a 16 g/1. Kultivace probihala po dobu 72 hodin pfi teploté 50 °C.
Po zlzeni rozsahu koncentrace 1,4-butandiolu byly testovany jesté koncentrace 3, 4, 5, 6, 7
a 8 g/l 1,4-butandiolu. Pti kultivaci bylo pouzito médium M2 a kultiva¢ni teplota byla 45 °C.
Za Gcelem zvySeni mnozstvi biomasy byla také testovana smés glycerolu a 1,4-butandiolu.
Vybér vhodné koncentrace glycerolu probihal v minerdlnim médiu M2 a kultivacni teploté
45 °C. Jako zdroj uhliku byly pouzity 4 g/l 1,4-butandiolu a 2, 4, 6, 8 a 20 g/l glycerolu.

DalSim testovanym parametrem bylo zvySeni osmotického tlaku, kdy do mineralniho média
M2 byl ptidan chlorid sodny o koncentracich 10, 20 a 30 g/l a zaroven byla provedena kultivace
bez chloridu sodného. Jako zdroj uhliku byla pouzita smés 1,4-butandiolu s glycerolem
0 koncentraci 4+4 g/l.

Tvorba terpolymeru probihala v mineralnim médium M2 pii 45 °C. Jako zdroj uhliku byl
pouzit 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l a smés 1,4-butandiolu s glycerolem o koncentraci
4+4 g/l. Prekurzor ve formé kyseliny valerové o koncentraci 2 g/l byl pfidan pied kultivaci
a po 24 hodinach kultivace, jak znazornuje tabulka 17.

Tabulka 17: Tvorba terpolymeru za vyuZiti 1,4-butandiolu, glycerolu a kyseliny valerové

Pridavek 2 g/l kyseliny valerové v ¢ase
kultivace
1,4-butandiol 4 g/l Oh 24 h
1,4-butandiol 4 g/l + glycerol 4 g/l Oh 24 h

3.8.4.2 Batch, fed-batch a repeated batch u izolatu H1

U izolatu Aneurinibacillus sp. H1 byla provedena kultivace ve vsadkovém modu (batch), kde
probihalo métfeni biomasy, PHA, optického zékalu a pH po 4 hodinach. Opticky zakal byl
méien jako absorbance pfi vinové délce 630 nm. Kultivace probihala pti 50 °C na mineralnim
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médiu M2 (Tabulka 12) a jako zdroj uhliku byla pouzita smés 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l
glycerolu.

Krom¢ batch kultivace byla také provedena fed-batch kultivace, které probihala p#i 50 °C
V minerdlnim médiu M2. Bylo provedeno pét rtiznych variant pivodniho zdroje uhliku
a piikrmu, piehled zobrazuje tabulka 18. Kazdych 24 hodin byl odebran vzorek na stanoveni
biomasy, optické hustoty, PHA a soubézné¢ bylo méteno pH. Kultivace trvala 96 hodin
a kazdych 24 hodin byl realizovan piidavek piikrmu.

Tabulka 18: Piehled pocate¢nich zdroju uhliku a prikrmi ve fed-batch kultivaci bakterie
Aneurinibacillus sp. H1

Pocatecni zdroj uhliku Piikrm

4 g/l 1,4-butandiol

Kontrola + 2 g/l glycerol

bez ptikrmu

L kultivaéni | 4 g/l La-butandiol ) 0 ) ool + 2 gl glycerol

strategie + 2 g/l glycerolu
2. kultivacni 4 g/l 1,4-butandiol 4 g/l 1,4-butandiol + 2 g/l glycerol
strategie + 2 g/l glycerol + 0,5 g/l trypton

3. kultivacni 4 g/l 1,4-butandiol

strategie +2 g/l glycerol 4 g/l 1,4-butandiol

4. kultivaéni

strategie 10 g/l glycerol 4 g/1 1,4-butandiol

Repeated-batch kultivace byla provedena v mineralnim médium M2 (Tabulka 12) s 4 g/l
1,4-butandiolu a 2 g/1 glycerolu jako zdrojem uhliku. Kultivace trvala 44 hodin. Pfi testovani
mnozstvi inokula bylo pfi prvni vsddce zaockovano 10 % (v/v) inokula. Pfi ptfechodu na dalsi
vsadku bylo z banky od¢erpdno ur¢ené mnozstvi profermentovaného média a nasledné ptidano
stejné mnozstvi erstvého média. Druhy batch byl zaockovan mnozstvim 10, 20 a 30 % (v/v)
inokula. Kultivace druhé vsadky probihala opét 44 hodin a v prib¢hu byly odebirany vzorky
na meéteni optické hustoty, koncentrace biomasy a PHA a také bylo méteno pH.

Nasledny repeated-batch byl proveden za stejnych podminek jako pii vybéru vhodného
inokula¢niho poméru. Prvni batch byl zaockovan 10 % (v/v) inokula, vSechny nasledujici
vsadky byly zaockovany 30 % (v/v) inokula. Kultivace jedné¢ vsadky trvala 44 hodin
a v pruabéhu kultivace byla métena optickd hustota, pH a koncentrace biomasy a PHA.
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3.9. Kvantifikace a charakterizace PHA

3.9.1. Gravimetrické stanoveni suSiny

Vzdy bylo odebrano dvakrat 10 ml kultury do centrifuga¢nich zkumavek. Kultura byla
centrifugovéna pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Poté byl odlit supernatant (pii nckterych
kultivacich uchovan pro dal$i stanoveni), biomasa byla rozsuspendovéana v destilované vodé
a kultura byla opét centrifugovana. Po odliti promyvaci vody byla biomasa suSena
do konstantni hmotnosti.

3.9.2. Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie

Suché biomasa byla zvazena na analytickych vahach a bylo odvéazeno 8 az 11 mg biomasy
do krimpovacich vialek pro stanoveni PHA. Do vialek byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml
esterifikacni smési s vnitinim standardem (15% kyselina sirova v methanolu s5 mg/ml
kyseliny benzoové). Vialky byly hermeticky uzavieny, nasledna esterifikace probihala
pti 94 °C tii hodiny. Poté byl obsah vialek smichan s 0,5 ml 0,05 M NaOH, kde doslo
k neutralizaci kyseliny a odd¢leni fazi. Ze spodni chloroformové faze bylo odpipetovano 50 ul
do 900 pl chloroformu v ¢isté vialce. Takto piipravené vzorky byly analyzovany pomoci
plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem. Byla pouzita kolona TG-
WAXMS (Thermo Scientific, délka 30 m, I.D. 0,32 mm, Sitka filmu 0,5 pm), jako nosny plyn
byl pouzit dusik s konstantnim priitokem 2 ml/min. Stejnym postupem byla také ptfipravena
kalibra¢ni kiivka z Cistého polymeru, ktera byla nové pfipravovana pro kazdé méteni.

3.9.3. Extrakce PHA ze suché biomasy a charakterizace materialu

Pro extrakci PHA ze suché biomasy byla celkova biomasa z produkce usuSena do konstantni
hmotnosti. Poté bylo ptiblizné 0,2 g biomasy pievedeno do zkumavek, do kterych bylo ptfidano
10 ml chloroformu. Zkumavky byly hermeticky uzavieny a inkubovany v termobloku
pii teplot€¢ 70 °C 8 hodin. Po ochlazeni byla suspenze piefiltrovana, aby doSlo k odstranéni
piebytecné biomasy. Filtrat byl pfeveden na Petriho misku, kde doSlo k odpateni rozpoustédla
a k tvorbé PHA folie. Takto piipravené folie byly uchovavany v temnu a suchu.

3.9.3.1 Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci SEC-MALS

Cisté folie PHA byly rozpustény v chloroformu pii 70 °C, koncentrace se pohybovala okolo
5 mg polymeru na 1 ml rozpoustédla. Po rozpusténi folie byl roztok prefiltrovan a uzavien
do vialky. Analyza molekulové hmotnosti probihala na pfistroji SEC-MALS-dRI s pratokem
0,6 ml/min chloroformu na PL gel mixed-C kolong.

3.9.3.2 FTIR analyza cistych polymeri

Analyza spekter PHA folii probihala pomoci ATR-FTIR, technikou zeslabené¢ho Uplného
odrazu infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci. Spektra byla potizena
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spektrometrem iS50 FTIR z povrchu vzorku pfi laboratorni teploté na zabudovaném krystalu.
Absorpéni spektra byla ziskana jako primér $estnacti skentl s rozliSenim 1 cm™,

3.9.3.3 Termicka analyza

Termické analyza PHA f6lii byla provedena pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC
Q2000). Méteni probihalo pod dynamickou dusikovou atmosférou v hermeticky uzavienych
hlinikovych celach. Vzorky o hmotnosti ptiblizné 5 pg byly nejprve stabilizovany pii teploté
200 °C. Nasledné byly vzorky ochlazovany s rychlosti 2 °C/min. Pii —80 °C doSlo op¢t
ke stabilizaci ptiblizn¢ 10 minut a poté byl stejnou rychlosti vzorek zahfivan. Pro stanoveni
ubytku hmotnosti byl pouzit termogravimetricky analyzator TGA Q5000 v teplotnim intervalu
25 az 600 °C s rychlosti zahtivani 10 °C za minutu v dynamické atmosféfe suchého vzduchu.

3.9.3.4 Mikroskopické stanoveni PHA

Pro detekci PHA pod fluorescenénim mikroskopem byl 1 ml kultury stocen pii 4 000 rpm
podobu 5minut a poté byl sediment rozsuspendovan ve vytemperovaném PBS pufru.
Po opétovném stoceni byl znovu pfidan 1 ml vytemperovaného PBS pufru a bylo pfidano
0,5 ul/ml fluorescenéni sondy BODIPY o koncentraci 1 mg/ml DMSO. Po inkubaci byl vzorek
pozorovan na fluorescenénim mikroskopu MicroTime 200 (Picoquant GmbH, DE).

V nékterych ptipadech byly vzorky zaslany externim spolupracujicim pracovistim k analyze
pomoci cryo-rastrovaci elektronové mikroskopie (Ustav piistrojové techniky AV CR, v.v.i.)
piipadné transmisni elektronové mikroskopie (Biologické centrum AV CR, v.v.i.).

3.10. DalSi pouzité analytické metody

3.10.1. Spektrofotometrické stanoveni zbytkového glycerolu

Zbytkovy glycerol byl stanoven ze supernatantu. Stanoveni probihalo kombinaci reakci
Malaprade a Hantzsch [133]. Pro stanoveni bylo nutné pfipravit roztok cinidla I, ktery
obsahoval 18 mg/ml jodistanu sodného a 77 mg/ml acetatu amonného v 10% kyseliné octové.
Roztok ¢inidla IT se skladal z 1% acetylacetonu v isopropylalkoholu. Na mikrotitra¢ni desku
bylo napipetovano 40 pl vzorku supernatantu. Poté bylo pfidano 40 pl roztoku cinidla |.
Po 10 minutach inkubace bylo pfidano 125 pl roztoku cinidla II. Deska byla promichana.
Absorbance byla méfena pii 410 nm po 25 minutach. Zbytkovy glycerol byl vypocitan podle
nasledujici rovnice (1):

ZbytkOVy glycerol [%:I — Aszorek(ZS minut—1Sminut)_AAblank(ZSminut—15minut) ) (1)

wr s 1
primka linedrni regrese [mg]

Vzorky byly vzdy vhodné nafedény a byly méfeny ve dvou opakovanich. Misto vzorku byla
do blanku pouzita voda. Kalibra¢ni fada byla ptipravena pomoci ¢istého glycerolu, stejnym
zpuisobem jako vzorky.
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3.10.2. Stanoveni zbytkového glycerolu a 1,4-butandiolu pomoci HPLC

Zbytkovy glycerol a 1,4-butandiol byl stanoven pomoci HPLC s refraktometrickou detekci
(soustava SHIMADZU). Pro kalibra¢ni fadu byla pfipravena smés o koncentraci 5 g/l glycerolu
a 5 g/l 1,4-butandiolu. Po vhodném nafedéni byly vzorky ¢i kalibra¢ni roztok nastfiknuty
na kolonu (Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid). Mobilni fazi tvoril roztok kyseliny sirové
0 koncentraci 0,005 M. Prutok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min. Teplota na kolon¢ byla
50 °C a teplota na detektoru 40 °C.

3.11. Molekularni metody

3.11.1. lzolace DNA

Izolace DNA byla provadéna bud’ z tekutych kultur, nebo z kultur na agarovych plotnach.
Proizolaci DNA z kultur narostlych na agarovych plotnach byla odebrana jedna kolonie
kultury, ktera byla rozsuspendovana ve 100 pl sterilniho lyza¢niho pufru (5 mM TrisHCI puft,
pH 8,5). Nasledné¢ byla mikrozkumavka inkubovana po dobu 10 minut. Pro mezofilni
mikroorganismy byla inkubacni teplota pro izolaci DNA 90 °C. Pro termofilni mikroorganismy
musela byt teplota lyze nejprve optimalizovana. Jako nejvhodnéjsi teplota byla vybrana teplota
98 °C, ktera poskytovala nejvyssi vytézky a Ccistotu DNA. Po inkubaci byl obsah
mikrozkumavek centrifugovan pii 7 378 * g po dobu 10 minut. Poté byl supernatant obsahujici
DNA piepipetovan do cisté sterilni mikrozkumavky a uchovan pii —30 °C pro dalsi pouZiti.
Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena spektrometricky.

Pro izolaci DNA z tekutého média byl postup obdobny. Do sterilni mikrozkumavky byla
odebrana kultura ztekutého média. MnoZstvi odebrané kultury zaviselo na koncentraci
biomasy. Mikrozkumavka s kulturou byla centrifugovana 6 000 rpm, 5 minut. Supernatant byl
steriln¢ odebran a kultura byla promyta v PBS pufru. Po centrifugaci a odebrani supernatantu
bylo pfidano 100 pl sterilniho lyza¢niho pufru a sediment byl rozsuspendovan. Nasledny postup
byl stejny jako u izolace DNA z kultur na agarovych plotnach.

3.11.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) byly amplifikovany vybrané tseky DNA.
Multiplex PCR slouzila k detekci genli 16S rRNA, slouzici k potvrzeni bakterialni DNA
a po sekvenaci k taxonomickému zatazeni izolatd, a genu phaC, ktery kéduje PHA syntazu
prvni tfidy. K blizsi charakterizaci PHA syntdzy bylo pouzivano také nékolik dalSich part
primert, Tyto reakce jiZ ale probihaly samostatné. Pro detekci PHA syntdz bylo nejprve nutné
navrzeni primert (primery pro ¢tvrtou tfidu poddruh Aneurinibacillus) ¢i jejich dohledani
Vv literatufe. Poté byla vypocitana annealingova teplota a provedena gradientova PCR
pro optimalizaci nejvhodnéjSich podminek PCR.

Smés pro multiplex PCR obsahovala 12,5 ul master mixu (One TagTM Hot Start 2x Master
Mix with Standard Buffer); 2,6 pul roztoku 25mM MgCly; 1 pl 20x zfedéného primeru (16S-F,
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16S-R, G-D, G1R); 2 ul DNA; 3,9 ul PCR vody; celkovy objem reakéni smési ¢inil 25 pl.
Kromé testovanych vzorkd byla také pripravena negativni kontrola, kde misto DNA byla
pfidana PCR voda, a pozitivni kontrola, kde jako matrice DNA byla pouzita DNA bakterie
Cupriavidus necator H16 CCM 3726. Teplotni program znazoriuje tabulka 19. Detekce PCR
produktt byla provadéna pomoci gelové elektroforézy za vyuziti 2% agardzového gelu a TBE
pufru.

Tabulka 19: Teplotni program multiplex PCR

TI[°Cl  t[s] pocet cykli

1. 94 30 1

9 30
2. 55* 30 30

68 90

68 300
3. 1

4 60

* Annealingova teplota

PCR smés pro ostatni pary primert obsahovala 12,5 ul master mixu (One TagTM Hot Start
2x Master Mix with Standard Buffer); 2 x 1 pl 20x zfedéného pfislusného primeru; 2 pl DNA;
8,5 ul PCR vody; celkovy objem reakéni smési €inil 25 pl. Také byla provedena negativni
kontrola, které neobsahovala DNA matrici, a pozitivni kontrola, ktera obsahovala DNA matrici
prislusné bakterie. Teplotni program PCR byl stejny jako v pfipadé multiplex PCR
(Tabulka 19), lisil se pouze v annealingovych teplotach. Pichled annealingovych teplot
ptislusnych primert a pozitivnich kontrol znazoriuje tabulka 20.

62



Tabulka 20: Prehled pouZitych primeri

. Velikost ) .
o, Oznaceni . . Annealingova e,
Cilovy gen . Sekvence primeru amplikonu Pozitivni kontrola
primeru [bp] teplota[°C]
16S-F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Cupriavidus
16S rRNA [134] 1500 55 necator H16
16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT CCM 3726
BHA svntiza G-D GTGCCGCCSYRSATCAACAAG T Cupriavidus
i ’Iy o 551 55 necator H16
Fidy 1 [52] GIR GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA CCM 3726
PHA svatiz EID  GGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAA Pseudomonas
g |y| . 1965 62 putida KT 2440
Fidy I1[52] E1R AGGTTGGCGCCGATGCCGTTGAA DSM 6125
BHA coniga | PPEBMF CGTGCAAGAGTGGGAAAAAT Bacillus
tid I}\I/ 34 1000 55 megaterium
Fidy IV [34] | ppagm-r TCGCAATATGATCACGGCTA CCM 2037
PHA syntiza | PMABCF  CTTGGTTAYTGCATGGGNGGAAC o . Bacillus cereus
thidy IV[S8] | ppae-R  ACTTGRYRKGGCANDGCRATRTGAT CCM 2010
PHA syntiza | PMAC_F ACACTGGGTATCATTCCACCGG . . Aneurinibacillus
tidy IV phaC_R GCGGCAATGTTTAGCACGTTTG sp. H1 CCM 8960

63




3.11.3. Sekvenace

Pro sekvenaci vysledného amplikonu (nejcastéji amplikon 16S rRNA) byla pouzita PCR sm¢és
ve dvojnasobném mnozstvi vzdy s pfisluSnym primerem a danym teplotnim programem.
Po amplifikaci byl vysledny amplikon detekovan pomoci agar6zové elektroforézy a néasledné
precistén pomoci komeréniho kitu NucleoSpin Gel a PCR Clean-up kitu a zaslan na sekvenaci
firm¢ SEQme s.r.o. Po sekvenaci a tipravé byla data vyhodnocena pomoci programu BLAST
NCBI (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Produkce mcl-PHA pomoci bakterii rodu Pseudomonas

Schopnost produkovat PHA byla studovana u tfech bakterii rodu Pseudomonas. Jednalo se
0 sbirkovy kmen Pseudomonas putida KT2440 DSM 6125 a dva izolaty z pidy zamotené
ropou, které byly dodany firmou Dekonta, a.s., a po sekvenaci malé ribozomalni podjednotky
klasifikovany jako Pseudomonas gessardii (D2 — oznaceni izolatu) a Pseudomonas fulva (D3
—oznaceni izolatu). Pro bakterie rodu Pseudomonas je typicka produkce polyhydroxyalkanoatt
se stiedné dlouhym fetézcem monomeru neboli mcl-PHA. Také pro mcl-PHA plati, Ze je lze
vyrobit z obnovitelnych zdrojt, jsou biokompatibilni a jsou plné rozlozitelné. Avsak oproti
PHA s kratkym fetézcem maji nizSi krystalinitu, nizsi teplotu skelného prechodu a vyssi
taznost, coz z nich délad elastomerni polymery. Jejich aplikacni potencial je Siroky a tkvi
ve vyuziti jejich elastomernich vlastnosti v medicing ¢i farmaceutickém prumyslu [135; 136].

Nejprve byla schopnost akumulace PHA detekovana na urovni genotypu, kde byla
prokazana piitomnost PHA syntazy u vSech testovanych kmeni (Obrazek 12). V nasledném
testu byla identifikovana jako PHA syntaza druhé tiidy, které ja typicka prave pro bakterie rodu
Pseudomonas.

16SrRNA
(1500 bp)

phaC

(550 bp) phaC

Obriazek 12: Detekce PCR produkti multiplex PCR. Stanoveni genii 16S rRNA a PHA syntazy
prvni a druhé tifidy. PK — pozitivni kontrola (Cupriavidus necator H16), NK — negativni kontrola,
7 — zebiicek, D2 — izolat (Pseudomonas gessardii), D3 — izolat (Pseudomonas fulva), PP —
Pseudomonas putida KT 2440

Po dikazu schopnosti produkovat PHA na urovni genotypu, byla tato schopnost ovéiena
i naurovni fenotypu. Pivodni myslenka produkce mcl-PHA byla zalozena na produkci
polyhydroxyalkanoatli na odpadnim oleji s pfidavkem kyseliny oktanové jako prekurzoru mcl-
PHA. Proto byla nejprve otestovana schopnost izolath D2 a D3 riist na oleji, jako jediném
zdroji uhliku pomoci testu na agarovych plotnach se Spirit Blue agarem. Pfi schopnosti
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utilizace oleje vznika okolo narostlé kolonie odbarvena zéna. Oba izolaty byly schopny olej
utilizovat.

BEBiomasa O3HOc O3HHx W3HB

Biomasa, PHA [g/1]
S L = = b
(=] L (=] L (=]
(=] (=] (=] (=] (=]
- =u

olej
olej

olej + 1 g/l kys. oktanova
olej + 1.5 g/l kys. oktanova
olej + 2 g/l kys. oktanova
olej + 2.5 g/l kys. oktanova
olej + 3 g/l kys. oktanova
olej + 3.5 g/l kys. oktanova
olej + 5 g/l kys. oktanova
olej + 1 g/l kys. oktanova
olej + 2 g/l kys. oktanova
olej + 5 g/l kys. oktanova

D3 D2

Obrazek 13: Testovani produkce mcl-PHA na oleji s kyselinou oktanovou. Graf zavislosti
biomasy a PHA v g/l na jednotlivych koncentracich kyseliny oktanové. Koncentrace oleje byla 20 g/l.
Kyselina oktanova byla do média pfidana po 24 h kultivace v dané koncentraci. Data métena po 72 h
kultivace. D2 — Pseudomonas gessardii; D3 — Pseudomonas fulva; 3HB — 3-hydroxybutyrat; 3HOc —

3-hydroxyoktanoat; 3HHx — 3-hydroxyhexaonat. Vysledna data jsou uvedena jako primeér
nameéfenych hodnot, chybova tisecka zobrazuje smerodatnou odchylku.

Prvni testy ukézaly, ze izolat D3 je schopen uc¢innéj$i akumulace mcl-PHA, proto vybér
vhodné koncentrace piidavku kyseliny oktanové byl v §ir§i mife testovan pravé u izolatu D3
(Obrazek 13). Na samotném oleji byl narist bakterialni biomasy nejvyssi. Pridavek kyseliny
oktanové pusobil piivyssich koncentracich inhibicné. Izolat D2 produkoval mcl-PHA
pii pridavku 1 g/l kyseliny oktanové, a to pouze v malé mife, pouze necelych 5 % hmotnosti
suché biomasy. Na samotném oleji a s pifidavkem 2 g/l kyseliny oktanové produkovala D2
pouze P(3HB), a to pouze do 10 % suché biomasy. I1zolat D3 byl schopen vyssi produkce mcl-
PHA. Nejvyssich vytézka mcl-PHA bylo dosazeno s ptidavkem 2 g/ kyseliny oktanové. PHA
tvorily témét 40 % hmotnosti v suché biomase, se zastoupenim okolo 70 mol % 3HOc (3-
hydroxyoktanoat) a 30 mol % 3HHx (3-hydroxyhexanoat). Pro dalsi experimenty byla vybrana
koncentrace pifidavku kyseliny oktanové 2 g/l k 20 g/l odpadniho oleje po 24 hodiniach
kultivace.

Pro produkci PHA, lze vyuZit také dalsi odpad, ktery nema jiz dal$i uplatnéni, a tim sniZit
vyrobni cenu polymeru. Jednou z takovych surovin je naptiiklad odpadni kufeci pefi.
Celosvétove se vyprodukuje n€kolik milioni tun kuteciho pefi z dribezatskeého primyslu, které
nema jiz dal$i vyuziti. NeoSetiené kufeci pefi neni pfili§ vhodné do krmiv nebo
na kompostovani a vétSinou kon¢i ve spalovnach, coz je neekonomické a také neekologické.
Pfitom pefi je bohaté na bilkoviny a obsahuje az 91 % B-keratinu [137]. Neosettené kufeci pefi
bylo pouzito jako jediny zdroj uhliku v mineralnim médiu pro kultivace bakterii Pseudomonas

66



putida KT 2440 (PP), Pseudomonas gessardii (D2) a Pseudomonas fulva (D3). Kultivace
probihala sedm dni. VSechny tii testované bakterie byly schopny utilizace surového pefi. Peti
pred kultivaci a po kultivaci je zobrazeno na obrazku 14.

|

Obrazek 14: Biodegradace neoseti‘eného odpadniho kuteciho peri. A) Neosettené petfi pred
degradaci; B) Pefi po degradaci v mineralnim médiu po 7 dnech pomoci mikroorganismi (PP —
Pseudomonas putida KT 2440; D2 — Pseudomonas gessardii; D3 — Pseudomonas fulva.

Béhem kultivace doslo ke znaénému sniZeni objemu pefi a vznikla kaSovitd hmota, ktera by
jiz mohla byt 1épe kompostovatelnd. Béhem kultivace také doSlo k hmotnostnimu tubytku pefi,
ktery je zaznamenam v tabulce 21. Pefi je z velké Casti tvofeno proteiny, predevsim alfa-
keratinem, jedna se tedy o surovinu bohatou na dusik. Obecné plati, ze akumulace PHA je
indukovana limitaci dusikem, proto béhem degradace peti nedoslo k zadné detekovatelné
produkci PHA u zadné z testovanych bakterii.

Tabulka 21: Test nartastu biomasy v mineralnim médiu s 20 g/l pei'im jako jedinym zdrojem
uhliku. Celkovy ubytek pefi je vyjadieny v hmotnostnich procentech. D2 — Pseudomonas gessardi,
D3 — Pseudomonas fulva, PP — Pseudomonas putida KT 2440.

Den kultivace D2 D3 PP
4. den 0,88 + 0,03 0,41+ 0,02 0,73+0,02
Biomasa [g/l]
7. den 0,97 +£0,01 0,50+ 0,01 0,67 +£0,01
Celkovy tbytek 4. den 15,18 10,19 19,78
pefi [hm. %] 7. den 21.94 1513 28,03
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Nartst bakterialni biomasy na pefi byl inspiraci K zavedeni dvoustupnové produkce mcl-
PHA, kdy v prvnim stupni (degradacni) je bakterialni rist zprostiedkovan na neoSetfeném
kufecim pefi. Tato kultivace vede k degradaci pefi, nakultivovani bakterialni biomasy
a k produkci keratinaz a dalSich proteinaz, které 1ze eventuelné vyuzit k dalSimu zpracovani.
Druhy stupeni kultivace je poté produkénim krokem vedoucim K syntéze mcl-PHA. Tuto
myslenku dvojstupiiového procesu zobrazuje obrazek 15. Bakterialni kultura z degradacniho
kroku slouzi k zaockovani mineralni produkce s olejem. Ten slouZi jako zdroj uhliku a jde opét
0 vyuziti odpadni suroviny. Po 24 hodinach kultivace je pridan prekurzor (2 g/l kyseliny
oktanové) pro tvorbu mcl-PHA. Na zaklad¢ predchozich dat, byla produkéni faze ockovana
kulturou po ¢étyfech dnech v degradac¢ni fazi. Celkova degradac¢ni faze trvala 7 dni, produkéni
faze 72 hodin.

Biodegradace pefi v mineralnim médiu

./FUHR

Permeat — suspenze bakterialnich bunék Filtrat — castecné zdegradované pefi
/mrifugac\
Supernatant — keratinazy Sediment — metabolicky aktivni buiky

l

Biotechnologicka produkce mcl-PHA

Obrazek 15: Schéma produkce mcl-PHA za soucasného rozkladu peri a vyuZiti odpadniho oleje

MnozZstvi dusiku v produkénim médiu je dileZitym faktorem pro produkci PHA. Proto byla
nasledna produkce otestovana v médiu jak s pfidanym, tak bez ptidaného dusiku. Vyuziti
kultivace bez piidaného dusiku bylo mozné, protoZze vétSina bakteridlni biomasy byla
nakultivovana pti degradaci peti a v produkéni fazi procesu nebyl vyznamny rust bakterii
nutny. Po 24 hodinach kultivace byla pfidana kyselina oktanova. Béhem prvnich 24 hodin doslo
pouze k produkci PHA obsahujicich 3HB (Obrazek 16), a to v malém mnozstvi u sbirkového
kmene Pseudomonas putida v médiu bez pifidaného dusiku a uizolati D2 a D3 v médiu
s pridanym dusikem. Po 48 hodinach kultivace v produkénim médiu jiz byly akumulovany mcl-
PHA. V piipadé bakterie Pseudomonas putida byla produkce mcl-PHA srovnatelna jak v mife
naprodukovaného PHA, tak i ve slozeni kopolymeru, a to ve 48. h kultivace v médiu s ptidanym
dusikem a po 72 hodinach v médiu bez dusiku. Produkce PHA se v obou ptipadech pohybovala
okolo 1,2 g/l, kde obsah 3HOc v polymeru se pohyboval okolo 90 mol. %. Produkce mcl-PHA
u izolati jednozna¢né dosahovala vysSich vytézka v médiu bez piridavku dusiku. U bakterie
Pseudomonas gessardii (D2) byla nejvyssi produkce mcl-PHA po 72 h kultivace v médiu bez
pfidaného dusiku. Mnozstvi kopolymeru P(3-hydroxyhexanoat-co-3-hydroxyoktanoat)
dosahovalo témér 0,7 g/l se zastoupenim 80 mol. % 3HOc. Produkce PHA u D3 (Pseudomonas
fulva) dosahovala jiz v 48. hoding kultivace necelych 0,5 g/l, kde 3HHx byl obsazen ptiblizné
v 30 mol. %. Pti ukonceni produkce ¢inilo mnozstvi kopolymeru P(3-hydroxyhexanoat-co-3-
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hydroxyoktanoat) 65 % hmotnosti suché biomasy. Zastoupeni jednotlivych monomeri bylo
necelych 30 mol. % 3HHx a 70 mol. % 3HOc.

3.0

EBiomasa O3HOc O3HHx H3HB

2.5

2.0

1.5

Biomasa, PHA [g/1]

1.0

0.5

0.0

24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h

NH~*vmédiu bez NHv médiu NH+v meédiu bez NH +v médiu NH~* v meédiu bez NH+v médiu
4 4 1 4 4 4
PP D2 D3

Obrazek 16: Produkce mcl-PHA pomoci dvojstupiiové produkce. Graf zavislosti biomasy a PHA
v g/l pro jednotlivé bakterie v prub&hu ¢asu produkéni faze na rozdilném médiu. Médium s NH4*
obsahovalo 1 g/l siranu amonného, médium bez NH4* neobsahovalo siran amonny. PP — Pseudomonas
putida KT 2440; D2 — Pseudomonas gessardii; D3 — Pseudomonas fulva; 3HB — 3-hydroxybutyrat;
3HOc - 3-hydroxyoktanoat; 3HHx — 3-hydroxyhexanoat. Data jsou dana pramérem namé&fenych
hodnot, chybova usecka znazorituje smeérodatnou odchylku.

Spojeni degradace pefi a nasledné produkce PHA se ukézalo jako ucinné. Tento postup
k produkci polymeru, ktery je vhodnou alternativou k plastim vyrobenych z ropy a je plné
rozlozitelny v piirodé. Pfidavek kyseliny oktanové v koncentraci 2 g/l, se ukazal jako
dostate¢ny pro podporu tvorby mcl-PHA, tak aby nedochézelo k inhibici riistu bakterii, jako
tomu bylo u vyssich davek tohoto prekurzoru. Na produkci mcl-PHA po degradaci pefi ma také
vliv ptidavek dusiku do média. Vyssich vytézki po 72 h kultivace bylo dosazeno v médiich bez
pridaného dusiku. Clanek vénovany propojeni degradace peii a vyroby PHA pomoci bakterie
P. putida je obsahem pftilohy 10.1.

4.2. Produkce PHA na odpadnim fritovacim oleji pomoci vybranych zastupci rodu
Halomonas

Prvnimi extrémofilnimi mikroorganismy, u nichZ byla v ramci této diserta¢ni prace studovana

produkce PHA byly halofilni mikroorganismy. Jedna se o mikroorganismy, které se adaptovaly

na vys$si osmoticky tlak prostfedi. Celkové vyuziti halofilnich bakterii v biotechnologickém

primyslu nese fadu vyhod, mezi které patii predevSim snizeni nakladi biotechnologického

procesu diky moznosti vyuziti motské vody, snizeni rizika kontaminace ¢i koprodukce dalsi

vyuzitelnych metabolit. Nékteré halofilni prokaryotni mikroorganismy jsou schopny produkce
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polyhydroxyalkanoatti [138]. Podle nékterych studii se zd4, ze schopnost produkce PHA je
dokonce jednou ze strategii bun¢k, jak se vyrovnat s osmotickym tlakem prostiedi a je tedy
soucasti adaptacni strategie nékterych halofilt [69; 139]. Vyuziti halofilnich bakterii k produkci
intracelularniho produktu, jako jsou pravé PHA, nese i fadu vyhod spojenych naptiklad s izolaci
findlnich produkti — bakterialni buniky je mozné snadno dezintegrovat s vyuzitim hypotonické
lyze. Mezi halofilnimi mikroorganismy existuje cela fada producentii PHA, jako je naptiklad
Haloferax mediterranei [140-142], Halogeometricum borinquense [143], Yangia sp.
ND199 [78] nebo také halofilni Bacillus megaterium H16 [77]. Mezi dalsi halofilni producenty
PHA patii také bakterie rodu Halomonas [75; 76; 144]. Produkce PHA byla naptiklad popsana
pro Halomonas halophila [74], Halomonas bluephagenesis [145; 146], Halomonas boliviensis
[75; 147], Halomonas campisalis [148] ¢i Halomonas nitroreducens [149]. Ve vétsing piipada
byl jako zdroj uhliku pro produkci vyuZit cukernaty substrat. Zadna prace se systematicky
nevénovala vyuziti halofilnich mikroorganismt k produkci PHA z odpadnich oleji piipadné
jinych lipidickych substratii. Pfitom pravé odpadni fritovaci oleje a dal§i levné/odpadni
lipidické substraty jsou obecné povazovany za velice slibné suroviny pro vyrobu PHA [150].
Odpadni fritovaci olej je vhodnou surovinou k produkci PHA naptiklad pomoci mezofilni
bakterie Cupriavidus necator H16 [151].

Z Ceské sbirky mikroorganismt bylo vybrano 9 druht rodu Halomonas a to H. halophila
CCM 3662, H. hydrothermalis CCM 7104, H. axialensis CCM 7103, H. elongata CCM 3756,
H. neptunia CCM 7107, H. organivorans CCM 7142, H. salina CCM 4361, H. meridiana CCM
7105 a H. halmophila CCM 2833. U bakterie H. halophila CCM 3662 byla jiz produkce PHA
popsana [74], avsak jeji produkce PHA na oleji nebyla dosud studovana. Vybrané druhy rodu
Halomonas byly nejprve v ramci standardni banikové kultivace testovany, zda jsou schopny
utilizovat olej a soucasné produkovat PHA (Obrazek 17).
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Obrazek 17: Screening vybranych druhii rodu Halomonas p¥i kultivaci na oleji. Koncentrace
biomasy a PHA uvedena v g/l v zavislosti na jednotlivém rodu bakterie. Vysledky kultivace jsou brany
po 72 hodinach kultivace v produkénim médiu s 20 g/l oleje, chybové tise¢ky zobrazuji smérodatnou
odchylku paralelnich méten.

Z testovanych druht byly schopny utilizace oleje a nartistu biomasy na oleji jako jediném
zdroji uhliku vSechny testované druhy. AvSak vyznamnéjsi produkce PHA na tomto zdroji
uhliku vykazovaly pouze tfi, a to H. hydrothermalis, H. neptunia a H. organivorans. Obsahu
PHA nad 20 % hmotnosti suché biomasy dosahly pouze H. hydrothermalis (23,8 % PHA)
a H. neptunia (23,4 % PHA). Tyto bakterie se na zaklad¢ prvniho screeningového experimentu
jevily jako vhodni kandidati na produkci PHA na oleji, proto u nich byla produkce PHA
na odpadnim fritovacim oleji dale studovana a optimalizovana.

Nejdiive vzhledem k jejich halofilnimu charakteru byla optimalizovana koncentrace soli
V mineralnim médiu. MnoZstvi soli ovliviluje nejen riist biomasy, ale také mnoZstvi PHA.
Testované koncentrace chloridu sodného byly 40, 60, 80 a 100 g/l, vysledky experimentu jsou
prezentovany na obrazku 18.
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Obrazek 18: Vliv koncentrace soli na rust a produkci H. hydrothermalis a H. neptunia. Graf
zavislosti biomasy a PHA uvedené v g/l na jednotlivych koncentracich chloridu sodného pro testované
bakterie. Vysledky kultivace jsou brany po 72 hodinach kultivace v produkénim médiu s 20 g/l oleje,
chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku paralelnich méteni.

Pti pocateénim screeningu produkéniho potencidlu halofilnich bakterii, byla koncentrace
chloridu sodného pro oba vybrané producenty shodna a to 81 g/l. Tuto koncentraci soli uvadéla
jako optimalni Ceské sbirka mikroorganismii (CCM), ze které byly bakterie potizeny. Vliv
koncentrace soli na narust biomasy a PHA je ziejmy u obou producenti. H. hydrothermalis
dosahuje nejvyssiho vytézku biomasy i PHA u koncentrace soli 40 g/l (Obrazek 18), kdy PHA
dosahovaly téméf 62 % hmotnosti suché biomasy. Bakterie H. neptunia dosahovala podobnych
naristi biomasy a vytézkt PHA pti koncentracich 40, 60 a 80 g/l. Nejvyssiho zastoupeni PHA
vV biomase dosahla pti koncentraci chloridu sodného 60 g/ v minerdlnim médiu a to 55 % PHA
hmotnosti suché biomasy. Pro dal§i experimenty byly pouZivany jiz koncentrace chloridu
sodného 40 g/1 pro H. hydrothermalis a 60 g/l pro H. neptunii.

Koncentrace soli v médiu neovliviiuje pouze mnozstvi PHA, ale také jejich molekulovou
hmotnost [152]. Se snizenim salinity u bakterie H. hydrothermalis roste nejen mira akumulace
PHA, ale také molekulova hmotnost polymeru. Pfi koncentraci 40 g/l chloridu sodného byla
molekulova hmotnost pfiblizn¢ 381 kDa. Vyss§i molekulova hmotnost je Zadouci pfi zpracovani
polymeru. Zato H. neptunia vykazovala vykyvy a nebylo mozno zde najit korelaci mezi
salinitou média a molekulovou hmotnosti polymeru. Nejvyssi molekulové hmotnosti dosahla
H. neptunia pti koncentraci 100 g/l chloridu sodného a to 345,5 kDa. Piehled molekulovych
hmotnosti polymert v prubéhu zmén koncentrace chloridu sodného znazornuje tabulka 22. Vliv
salinity na produkci a molekulovou hmotnost PHA je rozdilny pro kazdy dany druh bakterie
a je pro ni charakteristicky. Bakterie Halomonas halophila naptiklad vykazovala se zvySujici
se salinitou rostouci molekulovou hmotnost polymeru. Nejvyssi miry akumulace PHA bylo
u H. halophila dosaieno pfi pouziti 60 g/l NaCl, kde se molérni hmotnost polymeru pohybovala

cvwvr

molekulova hmotnost polymeru byla nejvyssi, a to 810 kDa [74].

72



Tabulka 22: Molekulova hmotnost polymeru v zavislosti na salinité. Mw — molekulova hmotnost

polymeru, D — polydisperzita.

NaCl [g/1] Mw [kDa] b
40 381,77 1,17
60 381,29 1,22
H. hydrothermalis
80 262,39 1,19
100 245,15 1,28
40 284,93 1,18
60 293,10 1,26
H. neptunia
80 230,78 1,21
100 345,47 1,16

Dalsim optimalizovanym parametrem, ktery ma vliv na rist biomasy a akumulaci PHA, je
teplota. Testované teploty byly 30 °C, coZ byla i teplota doporucend sbirkou mikroorganismil,
dale teploty 35, 40 a 45 °C, jelikoz se jedna o bakterie plivodné izolované z hydrotermalnich
moiskych priducht [153], a je proto mozné piedpokladat, Ze jsou schopné tolerovat i vyssi
teploty. Vysledky jsou uvedeny na obrazku 19.

4.5

4.0

35 EBiomasa [g/] OPHA [g/1]
? 3.0

q

a2 _
s 2.0
=
A 1.0

0.5

0.0 .—"-

3o eC 35°C 40 °C 45 °C 3o eC 35°C 40 °C 45 °C
H. hvdrothermalis H. neptunia

Obriazek 19: Vliv teploty na rist biomasy a produkci PHA bakterii H. hydrothermalis
a H. neptunia. Kultivace za danych podminek probihala 72 h na 20 g/ oleje jako jediného zdroje
uhliku. Vysledna data jsou dana primérem hodnot, chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku
jednotlivych méfeni.

Bakterie H. hydrothermalis byla schopna rustu pii vSech testovanych teplotach, avsak
nejvyssiho bunééného nartstu dosahovala pfi teplotach 30 a 35 °C. Produkce PHA pfti 30 °C
byla témét 50 % hmotnosti suché biomasy, tedy ptiblizné 1,7 g/l. Pfi 35 °C byl bunécny narlst
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nepatrné mensi, avsak PHA dosahovalo témét 67 % hmotnosti suché biomasy, tedy 2,23 g/l
PHA. Pti vyssich teplotach dochazelo k mensimu narastu biomasy i PHA, pti 45 °C byl nartst
bun¢k vyrazn¢ mensi a nepiekrocil hranici 0,3 g/l biomasy, avSak stale dochazelo k produkci
PHA, byt’ zanedbatelnému. Na druhou stranu bakterie H. neptunia pii této teploté nedokazala
PHA vibec akumulovat, ale také narostla ve vSech testovanych teplotach. Nejvyssi bunécny
narist byl pii teploté 30 °C, kdy mnozstvi PHA ¢inilo pfiblizné€ 36 % suché hmotnosti bunck,
které odpovidalo 0,62 g/l PHA.

Kromé teploty a salinity je dal§im dilezitym fyziologickym parametrem ristu také pH.
Pro zvyseni bunéného naristu bylo optimalizovano také pocatecni pH minerdlniho média.
Samotné mineralni médium se vSemi komponenty a olejem jako zdrojem uhliku ma na pocatku
pH piiblizng 7. Po&ateéni testované hodnoty pH byly 7, 8, 9 a 10. Uprava pH byla provedena
pted sterilizaci média koncentrovanym hydroxidem sodnym a pH bylo také zméteno na konci
vsadkové kultivace. Vyslednd data znazoriuje obrazek 20.
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Obrazek 20: Optimalizace pH na rist bunék a schopnosti akumulace PHA u vybranych druhi
rodu Halomonas. Kultivace probihala 72 h pti 30 °C. Na konci kultivace bylo zmé&feno kone¢né pH.
Vysledna data jsou vyjadiena pruimérem namétenych hodnot, chyba zobrazuje smérodatnou odchylku.

Bakterie H. hydrothermalis byla schopna rtstu v celé skale testovaného poc¢ate¢niho pH, coz
naznacuje jeji mirn¢ alkalofilni charakter, ktery je pro n€které zastupce tohoto rodu typicky
[76]. Nejvyssi narast biomasy byl pti poc¢atecnim pH 8, av§ak vyssi schopnost akumulace PHA
byla pti pH 7. Kone¢né pH se pohybuje okolo neutralniho pH. Pro bakterii H. neptunia mélo
zasadité pH pozitivni GC€inek. Paradoxné pii pocatecnim pH 8 a 9, bylo zaznamenano
zanedbatelné mnoZstvi PHA. Pfi nejvysSim testovaném pH byla akumulace PHA nejvyssi
a dosahovala okolo 20 % suché hmotnosti bunék, tedy ptiblizné 0,5 g/l PHA.

Dal$im dilezitym faktorem nejen pfii ristu bunék, ale hlavné pti produkci PHA je mnoZstvi
dusikatého zdroje. OvSem mnozZstvi PHA také zavisi na typu pouzitého dusikatého zdroje.
Nejdiive bylo testovano mnozstvi dusiku v mineradlnim médiu. Pivodni mineralni médium
obsahovalo 1 g/l siranu amonného. Byla porovnana produkce PHA pfi pouziti 1 g/l a 3 g/l siranu
amonné¢ho. U obou bakterii méla zvySena koncentrace dusikatého zdroje neblahy vliv na rist
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biomasy 1 mnozstvi naakumulovaného PHA. U bakterie H. hydrothermalis klesla vysledna
biomasa téméf o 1 g/l, u H. neptunii dokonce pii vys$$im obsahu dusiku ptesahoval rozdil
V nartistu biomasy 1 g/I. Nasledné testovani zdroju dusiky, proto probihalo v koncentraci 1 g/l
(Obrazek 21). Testovany byly nasledujici anorganické soli — siran amonny, chlorid amonny,
dusi¢nan amonny, hydrogenfosforenan amonno-sodny ¢i dusi¢nan sodny; a z organickych
latek mocovina.
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Obrazek 21: Vliv zdroje dusiku na bunécny narust a produkeci PHA. Kultivacni podminky byly
72 h, 20 g/l oleje; H. hydrothermalis: 40 g/l NaCl, 37 °C, pocate¢ni pH 8; H. neptunia: 60 g/l NaCl,
30 °C, pocatecni pH 10. Vysledna data zobrazuji primérnou hodnotu, chybové usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku.

Vliv dusikatého zdroje byl testovan pii optimalizovanych parametrech kultivace pro ob¢
bakterie. Pouzity zdroj dusiku mél vliv na narist bakterie H. hydrothermalis. Vyssich hodnot
biomasy a PHA bylo dosaZzeno pifi pouziti dusicnanu amonného a hydrogenfosfore¢nanu
amonno-sodného. Biomasa pii pouziti hydrogenfosfore¢nanu ¢inila 3,13 g/l s42 % PHA
Vv suché hmotnosti bungk, tedy 1,31 g/l PHA. Zatim co pfi pouZiti dusi¢nanu amonného byla
celkova biomasa 2,43 g/l s 50 % PHA, coz ¢inilo 1,2 g/l PHA. Pro bakterii H. neptunia bylo
pti pouziti tiech zdroji dusiku dosazeno podobnych hodnot akumulace PHA, a to u siranu
amonného (1,20 g/l PHA), chloridu amonného (1,31 g/l PHA) a hydrogenfosfore¢nan amonno-
sodného (1,27 g/).

Morfologie bunék snaakumulovanym PHA byla nasledné¢ analyzovdna pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu (TEM). Obé¢ kultury obsahuji intracelularni granule
PHA (Obrazek 22). Vzhled usporadani granuli v bunice H. neptunia je typicky pro PHA
produkujici bakterie a je srovnatelny s dalSimi producenty [139]. Buiiky obsahuji mensi
mnozstvi, piiblizné 5 az 10, vétsich granuli PHA. Zato morfologie bun¢k H. hydrothermalis je
zcela odli$na. Bunky obsahuji vysoky pocet mensich granuli.
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Halomonas neptunia

Halomonas hydrothermalis

Obrazek 22: TEM analyza morfologie bunék a PHA granuli pro bakterie H. hydrothermalis
a H. neptunia. Kultivace 72 h na oleji jako jediném zdroji uhliku.

Kromé optimalizace produk¢nich podminek, byla také testovana schopnost produkce
kopolymert obsahujicich kromé& 3HB také dal$i monomerni jednotky. Pfidani vhodnych
strukturnich prekurzorii do minerdlniho média mulze vést k zabudovani alternativnich
monomertt do polymerniho fetézce. Takto pfipravené materialy mohou poskytovat lepsi
technologické ¢i mechanické vlastnosti nez samotny homopolymer. Zarazeni 3-
hydroxyvaleratu (3HV) do struktury polymeru snizuje tuhost, teplotu tani ¢i krystalinitu
samotného P(3HB) [154]. Dalsim zajimavym monomerem, ktery vyznamné méni vlastnosti
polymeru, je 4-hydroxybutyrat (4HB). Pro indukci syntézy kopolymeru poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) byly jako prekurzory 4HB testovany y-butyrolakton
a 1,4-butandiol. Vysledky experimentu jsou pfedmétem obrazku 23.
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Obrazek 23: Posouzeni schopnosti tvorby kopolymeru. Zavislost biomasy a PHA uvedené v g/l
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na ptidanych prekurzorech. Kontrola neobsahovala Zadny prekurzor. VSechny testované vzorky

obsahovaly 20 g/l oleje, kultivace probihala pti pocatecnim pH 7, 30 °C, 72 h. Vysledky jsou dany
primérem hodnot, chybova tsecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

Zadny z pouzitych prekurzort nemél piili§ negativni efekt na riist bakterii. Biomasa bakterie
H. hydrothermalis za vyuziti y-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu byla dokonce vys§i nez
Vv kontrolni kultivaci. Pfi pouZiti y-butyrolaktonu byla zaznamenana i vyS$si produkce PHA.
U bakterie H. neptunia mélo pouziti y-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu podobny vysledek na rist
biomasy i produkci PHA jako v kontrolnim vzorku. Bohuzel pti pouziti y-butyrolaktonu ani pfi
aplikaci 1,4-butandiolu nedoslo k zaclenéni 4-hydroxybutyratu do struktury polymeru. Ani
jedna zbakterii tedy nebyla schopna tvofit kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-4-

hydroxybutyrat).
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Obrazek 24: Jednotlivé slozeni homopolymeru ¢i kopolymeru. Graf zavislosti PHA v g/l
na pouzitém prekurzoru udava pomér zastoupenych jednotek monomeru v g/l. Vysledky jsou dany
pramérem hodnot, chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

AvSak ob¢ bakterie byly schopny tvofit kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat), coZ zobrazuje obrazek 24. H. neptunia byla schopna pouze omezené tvorby
kopolymeru s piidanymi prekurzory (propanol, kyselina valerova a propionat sodny). Nicméné
celkova produkce PHA je velmi mald a nepfesahuje 0,2 g/l PHA, ptfi¢emz monomer 3HV
nepiesahoval 10 % hmotnosti suché biomasy. Zato H. hydrothermalis byla schopna produkce
kopolymeru na kyselin€ valerové v koncentraci 1,6 g/l PHA. Jednotlivé zastoupeni monomert
bylo téméf ekvimolarni. Diky inkorporaci 3-hydroxyvaleratu do polymeru je material
flexibilnéjsi, ma napitiklad SirSi pouZziti v medicinskych aplikacich, ale také jako jednorazové
pfedméty a obalovy material v potravinaistvi [155]. Diky schopnosti produkce kopolymeru
obsahujici vyznamnou frakci 3HV je H. hydrothermalis mozné povaZzovat za velice slibného
halofilniho producenta PHA s vyuZitim odpadniho fritovaciho oleje jako zakladni vstupni
suroviny.

Zakladni strategii adaptace na hypertonické prostredi u sttedné halofilnich mikroorganismti,
mezi které patii i zastupci rodu Halomonas, je akumulace osmolyti. Jedna se o organické
slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti rozpustné ve vodé [156]. Typické osmolyty jsou
trehaldza, betain, nebo ectoiny. Bakterie obvykle akumuluji smés téchto latek, pficemz jejich
intracelularni koncentrace se miize fadove pohybovat az v jednotkdch moll na litr. Akumulace
takto velkého mnozstvi osmolytli je vSak energeticky narocnd, proto jsou bunky schopny
pfijmout a vyuzit i osmolyty nachdzejici se v extracelularnim prostfedi. V ramci dalSiho
experimentu jsme se tedy pokusili vyuzit hypotonické lyze bunék k uvolnéni osmolytl
Z bunécné biomasy a pouzit takto pfipravené osmolyty pfi pfipravé média v nasledné kultivaci.
Takovéto inovativni kultivaéni schéma by bylo mozné vyuzit jak Kizolaci osmolyth
pro navyseni produktivity nasledné kultivace, tak k izolaci PHA. Vysledky pilotniho
experimentu ovefujici nasi hypotézu jsou prezentovany na obrazku 25.
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Obrazek 25: Produkce PHA za vyuziti recyklace supernatantu. Prvni generace produkce probihala
standardnim zptisobem. Médium pro druhou generaci (kultivaci) bylo pfipraveno ze supernatantu
po lyzi bunék z prvni Kultivace. Vysledna data jsou dana primérnou hodnotou, chybova tsecka
znazornuje smerodatnou odchylku.

Osmolyty z prvni kultivace by mély usnadnit produkci PHA a celkové biomasy v druhé,
nasledné kultivaci. Tento pfedpoklad se bohuzel nepotvrdil u bakterie H. hydrothermalis, kde
produkce biomasy i PHA v druhé¢ kultivaci klesla. Celkova koncentrace biomasy byla ve druhé
kultivaci mensi o vice nez 1 g/l, produkce PHA klesla z piivodnich 2 g/l na 1,2 g/l. Supernatant
pouzity pro ptipravu média pro druhou generaci nejspiSe obsahoval nahromadéné metabolity,
které negativné ovlivnily rtst kultury béhem druhé kultivace. Avsak u bakterie H. neptunia se
produkce PHA pfi pouziti recyklace supernatantu zvysila oproti prvni kultivaci, i celkovy narist
biomasy byl vyss§i. U druhé kultivace produkce PHA stoupla z ptivodnich 0,8 g/1 na necelych
1,6 g/l, tedy skoro dvojnasobn¢. Recyklace supernatantu a tim vyuziti jiz nasyntetizovanych
osmolytu se ukazala jako vhodna strategie vedouci ke zvyseni produkce PHA.

Mezi nejcastéjsi osmolyty produkované halofilnimi bakteriemi patii ectoin nebo
hydroxyectoin. Ectoiny patfi mezi dal$i metabolity bakterii rodu Halomonas, které maji vyuziti
Vv biotechnologiich napiiklad jako ochranné latky pro proteiny, DNA ¢i jako celkova ochrana
savCich bungk [157]. Mezi dalsi latky, které maji osmoprotekéni vlastnosti, patii naptiklad
nékteré cukry (sachardza, trehaldza), polyoly (glycerol, arbitol), nékteré aminokyseliny (prolin,
alanin) ¢i kvartérni aminy (betain, cholin) [158]. Pfidani téchto latek do mineralniho média by
mohlo opét vést ke zvySeni produkce PHA ve spojeni s nizSimi energetickymi néklady
na syntézu osmoprotektanti.
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Obrazek 26: VyuZiti osmoprotektanti ke zvySeni produkce PHA. Kontrola neobsahuje Zadny
pridany osmolyt, ostatni osmolyty jsou v koncentraci 1 g/l. Kultivace probihala 72 h, 30 °C, pH 7.
Data jsou uvadéna jako primérnd hodnota méteni, chybové usecky zobrazuji smerodatnou odchylku.

Bakterie H. neptunia vykazovala vys$$i produkci PHA pfi pouZiti recyklace supernatantu,
proto byla u této bakterie také vyzkousena produkce PHA po pfidani jiz komeréné dostupnych
osmolytl, konkrétn¢ ectoinu, hydroxyectoinu, trehal6ézy a betainu (Obrazek 26). Pti pridavku
ectoinu, hydroxyectoinu a betainu byla produkce PHA niz$i neZz v kontrolnim vzorku, ktery
neobsahoval Z4dny ptfidany osmolyt. Nicméné ptidavek trehalézy mél pozitivni vliv jak
na celkovou produkci biomasy, tak ina produkci PHA. Biomasa stoupla téméf 2,5krat.
Produkce PHA vzrostla z ptivodnich 0,2 na 0,8 g/l.

Nicméné celkové se koncepce vyuziti osmolyti ve formé supernatantu po hypotonické lyzi
bun¢k z predchozi kultivace nezdd byt vhodnou strategii. NavySeni produkce PHA neni
dostatecné vysoké na to, aby ospravedlnilo naro¢nost celé operace, kterd pfedevsim predstavuje
navySeni rizika kontaminace. Pfidani cistych komeréné dostupnych osmolyti ma sice
pravdépodobné lepsi potencial pro navySeni produkce PHA, nicméné z praktického hlediska
tato moznost (diky vysoké cené trehalézy a dalSich osmolytll) proces spise ekonomicky
zatézuje, nez aby jej zlepSovala. Proto nebyla koncepce piidavku osmolyti v praci dale
rozvijena.

Bakterie H. hydrothermalis i H. neptunia se jevi jako zajimavi producenti s dobrym
potencidlem pro produkci PHA za vyuziti odpadniho fritovaciho oleje jako zdroje uhliku. Diky
vysoké salinit¢ kultivaéniho média mulze jejich vyuziti vést ke snizeni néakladt
biotechnologické produkce (pfedev§im u nakladi na sterilitu procesu), a tim ke zvySeni
konkurenceschopnosti PHA. Piidavkem vhodného prekurzoru lze také dosahnout tvorby
kopolymeru P(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), ktery ma lepsi mechanické a fyzikalni
vlastnosti nez samotny P(3HB) (ptiloha 10.2). Pfipadna produkce osmolytu a jejich vyuziti by
mohlo vést k dal§imu sniZeni ceny produkce. Zajimava by byla také studie chovani téchto
bakterii ve vétSim kultivanim objemu v bioreaktorech, ktera vSak nebyla pfedmétem této
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prace. Také neobvykla morfologie bun¢k H. hydrothermalis mize byt pfedmétem dalSiho
vyzkumu.

4.3. lIzolace termofilnich producentii polyhydroxyalkanoatii z pfirodnich vzorki

Dalsi slibnou skupinou extrémofili jsou termofilni mikroorganismy. Jedna se o organismy,
které ptezivaji, ziji a prosperuji ve vysSich teplotach. Pfirozenych mist, kde se termofily
vyskytuji, je mnoho. Jedna se piedevS$im o rtzné geotermalni priduchy, horké prameny
a podobné [63]. Tyto organismy skryvaji velky biotechnologicky potencial. Diky Zivotu
Vv extrémnich podminkach jsou napfiklad jejich proteiny a enzymy adaptovany k vysokym
teplotam, proto maji Siroké uplatnéni jako termostabilni latky [159]. Pramyslovou
biotechnologii zaloZzenou na extrémofilnich mikroorganismech, ktera je schopna konkurovat
bézné vyrobe, oznadil profesor Chen a jeho tym za priimyslové biotechnologie nové generace.
Tyto biotechnologické procesy nové generace vyuzivaji napiiklad termofilni bakterie. Diky
extrémnim podminkdm dochézi ke sniZeni rizika kontaminace, a tim miize byt sniZzena cena
biotechnologického procesu a zvysena konkurenceschopnost produktu [70].

Polyhydroxyalkanoaty jsou nadéjnym polymerem, ktery je biokompatibilni a v pfirode
rozlozitelny. Jejich vyroba je navic zaloZena na obnovitelnych zdrojich [160]. Avsak jejich
produkce u termofilnich mikroorganismti neni pfili§ popsana. Produkce PHA u termofilt je
velmi malo prozkoumana a byla potvrzena jen v né€kolika pifipadech, napiiklad u bakterie
Chelatococcus sp. MW10 [161], Caldimonas taiwanensis [162], Thermus thermophilus [82] ¢i
Bacillus shackletonii K5 [85]. Proto jsme se zaméfili na izolaci novych termofilnich producentti
PHA z ptirodnich vzorkd pomoci nékolika izola¢nich technik.

4.3.1. Aerobni dynamické krmeni

Aerobni dynamické krmeni (ADK) je bioinZenyrska strategie fizeni smésnych mikrobidlnich
konsorcii, jehoZ cilem je obohaceni konsorcia o producenty PHA. Aerobni dynamické krmeni
je cyklicky se opakujici kultivace, kde dochazi ke stfidani faze bohaté na ziviny (feast) a faze
limitace zivinami (famine). ADK nachazi ptedev§im uplatnéni pti nesterilni produkci PHA
z ruznych odpadnich surovin pomoci smésnych bakterialnich kultur PHA [94; 97]. Nicméné
Ize principialné tento postup vyuzit také k izolaci PHA producenti.

Z tohoto diivodu bylo ADK v praci pouZito pro izolaci PHA produkujicich termofilnich
bakterii ze vzorkl aktivovaného kalu. Aktivovany kal byl poskytnut COV v Bysttici pod
Hostynem, kter4 je v ramci CR unikatnim provozem vyuZivajicim termofilni biologické &isténi
odpadnich vod. Kal je zde aktivovan pii teplotach 50 az 60 °C, a proto lze predpokladat, ze
obsahuje vysoky podil termofilnich a termotolerantnich mikroorganismu. Jako zdroj uhliku byl
V naSem experimentu pouzit acetat sodny, jedna se o relativné snadno utilizovatelny zdroj
uhliku, ktery vedl pii pouziti v ramci ADK ve smésnych mezofilnich kulturach az k produkci
kyselina palmitova. Motivaci zafazeni téchto substrati bylo vyizolovat PHA produkujici
termofilni bakterie schopné konverze téchto substratii na PHA. Avsak jiz v 9. cyklu se ukazalo,
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cyklu pro laktozu a kyselinu palmitovou pohybovala okolo 0,35 g/l, pro xylézu jen okolo
0,14 g/1. Pti pouziti laktézy byly ve tfetim cyklu naméteny necelé 3 % P(3HB). U xylozy

vvvvvv

vvvvvv

(Obrazek 27). Biomasa jiz ve tietim cyklu stoupla na 0,5 g/l a naméfené mnozstvi PHA bylo
okolo 10 % ze suché hmoty biomasy. Mnozstvi biomasy viceméné rostlo az do ukonceni
pokusu. Mnozstvi PHA bylo proménlivé a bylo ovlivnéno predevsim ¢asem odbéru v cyklu
aerobniho dynamického krmeni. PHA slouzi jako zdroj uhliku a energie a jsou produkovany
pti nadbytku uhliku [163] a limitaci napiiklad fosforu ¢i dusiku. Proto naptiklad v 7. a 19. cyklu,
kdy byl odbér udélan dvakrat béhem jednoho cyklu, a to na zacatku a v ptlce prvni faze v dobé
dostatku Zivin, je mnozstvi PHA odlisné. Ptfi prvnim odbéru, ktery byl proveden po fazi
sedimentace a 12 hodin od piidani zdroje uhliku, bylo detekovano pouze nizké mnozstvi PHA.
Ve druhém odbéru, ktery jiz byl po pfidani zdroje uhliku, coZ v aerobni fazi cyklu vede
k navyseni mnozstvi PHA v bunce, bylo opravdu zaznamenané vyss$i mnozstvi PHA. PHA poté
slouzi jako zdroj uhliku a energie v dob¢ chudé na ziviny, popiipad¢ v sedimentacni fazi chudé
I na kyslik. Pokus byl ukonc¢en po 19. cyklu aerobniho dynamického krmeni, kdy biomasa
dosahovala témét 3 g/l a mnozstvi PHA bylo okolo 12 %. Veskeré detekované PHA byly
tvofeny pouze polymerem slozenym z 3HB.

V literatufe je popsano, ze pii praci v sekvenacnim vsaddkovém reaktoru s mezofilnimi
smésnymi kulturami lze dosahnout stabilni produkce az 53 % P(3HB) za vyuziti acetatu
sodného jako zdroje uhliku pfi aerobnim dynamickém krmeni po dobu 30 dni. Pti prodlouZeni
celkové doby na dva mésice produkce stoupla az na 79 % P(3HB), coz vede k zefektivnéni
pro komer¢ni procesy [164]. Pouziti ADK v sekvenacnich reaktorech po dobu jednoho roku
vedlo také k navySeni mnozstvi P(3HB) u smésnych kultur témét na 74 %. Takto vysoké
mnozstvi polymeru je srovnatelné s produkci pomoci ¢istych bakterialnich kultur [94].
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Obrazek 27: Aerobni dynamické krmeni termofilni smésné kultury — zdroj uhliku acetat sodny.
Graf zéavislosti biomasy v g/l a mnozstvi PHA v % na fazi a poctu cyklu aerobniho dynamického
krment, teplota kultivace 60 °C. Chybové tsecky znazorfiuji smérodatnou odchylku.

ADK je tedy velice efektivnim néstrojem umoznujicim obohaceni smésného mezofilniho
bakteriélniho konsorcia o PHA producenty, nicméné u termoﬁlniho konsorcia je podle nasich
obsah PHA v biomase dosahl svého max1ma) byla rozetfena na agarovou plotnu a vybrané
kolonie byly pomoci sekvenace 16S rRNA pfiblizné¢ taxonomicky zatazeny. VétSina kolonii
byla uréena jako polymikrobialni, i kdyZ na agarové plotné se jevily jako Cisté kolonie. 1zolat
ADK 3 byl urcen jako Tepidiphilus sp. s podobnosti 81,80 %. Tato bakterie se fadi do kmene
Proteobacteria a tiidy Hydrogenophilalia. Johnson a kolektiv pfi sekvenaci izolatu z ADK
v sekvena¢nim  reaktoru zafadily izoldity do stejného kmene, avSak tfidy
Gammaroteobacteria [164] .

Rod Tepidiphilus je gram negativni nesporulujici bakterie. Jedna se o termofilni rod
s optimalni teplotou riistu okolo 50 °C. Je aerobni, avSak je schopen anaerobniho rastu
Vv ptitomnosti dusi¢nant [165; 166]. Produkce PHA u tohoto rodu nebyla doposud piili§
popsana. Bohuzel viabilitu izolatu ADK 3 se nepodatilo udrzet, a proto nebylo mozné podrobné
prostudovat jeho PHA produk¢ni potencial. Na zaklad€ bioinformacnich udaji bylo zjisténo,
7e zastupce tohoto rodu bakterie Tepidiphilus thermophilus DSM 27220 obsahuje PHA syntazu
[167]. Proto byla schopnost produkovat PHA u rodu Tepidiphilus zkouméana pravé pomoci
bakterie Tepidiphilus thermophilus DSM 27220. Celkové je mozné konstatovat, ze schopnost
produkovat PHA byla potvrzena jak na Grovni genotypu, tak fenotypu. Avsak produkce PHA
se nezda byt z biotechnologického hlediska pfili§ atraktivni. Celkové bakterie vykazovala
velice malé vytézky biomasy i PHA (obsah PHA do cca 10 % hmotnosti suché biomasy) a dalsi
slabinou této bakterie je velice omezené spektrum substratii, které dokaze utilizovat. Jedna se
predevsim o kratké organické kyseliny (acetat, propionat atd.), naopak sacharidy ani lipidy
nedokaze tato bakterie prakticky vibec vyuzit ke svému rustu. Proto nebyla této bakterii
vénovana dalsi pozornost.
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V prvnim experimentu s aerobnim dynamickym krmenim bylo dosazeno pozitivnich
vysledkl. Byl vybran vhodny zdroj uhliku a také zmapovan pritbé¢h akumulace PHA. Pro druhy
test s ADK byl pouzit jako zdroj uhliku pouze acetat sodny. Avsak byly porovnany dvé linie.
Jedna byla zao¢kovana opét aktivovanym kalem (ADK-KAL), druha byla zaockovana kulturou
z aerobniho dynamického krmeni I ze 7.cyklu (ADK-ADK). Tyto dvé linie poté byly
porovnany v nartistu biomasy 1 V mnozstvi naakumulovaného PHA. Vysledny prtibé¢h biomasy
znazornuje obrazek 28 A) a mnozstvi PHA obrazek 28 B).

Pribéh koncentrace biomasy byl velmi podobny. V prvnich cyklech byla biomasa vyssi
u linie ADK-ADK, ktera byla zaockovana kulturou jiz z pfedchoziho aerobniho dynamického
krmeni, ale jiz od 10. cyklu byla biomasa porovnatelnd. Odbéry probihaly po 2 ¢i 7 hodinach
aerobidzy nebo na konci sedimentacni faze. V ramci aerobidzni faze vétSinou dochdzelo
k navyseni biomasy v pruméru o 0,22 g/l biomasy pro ADK-ADK a pro ADK-KAL bylo
navysSeni béhem aerobidzy v priméru o 0,29 g/l biomasy. Nejvyssiho nartstu linie ADK-ADK
doséhla jiz ve 12. cyklu, kdy bylo méfeni provedeno na konci sedimentacni faze, kdy se
biomasa pohybovala okolo 1,7 g/l. Podobného vysledku bylo dosazeno jesté¢ po 7. hoding
aerobidzy 15. cyklu. Linie zaoCkovand piimo z kalu takovych hodnot nedosédhla, avsak jeji
maximum bylo také dosazeno po 7. hodiné aerobiozy v 15. cyklu, a to 1,51 g/l biomasy. Pti
ukonceni experimentu byly hodnoty koncentrace biomasy obou linii t¢émé&f totozné. Jiny prubéh
vSak mélo mnozstvi PHA. Do Sest¢ého cyklu bylo pro obé linie zaznamenano pouze
zanedbatelné mnozstvi PHA do 2 % hmotnosti suché biomasy. Mnozstvi PHA do 2 % suché
hmoty biomasy bylo také zaznamenano pii odbérech na konci sedimentaéni faze s vyjimkou
16. cyklu, kdy se PHA pohybovaly mezi 2 az 4 %.
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Obrazek 28: Porovnani biomasy a mnoZstvi PHA v priibéhu ADK II. Linie ADK-KAL byla
zaockovana z kalu, linie ADK-ADK byla zao¢kovana kulturou z ADK | ze 7. cyklu. A) Graf
zavislosti biomasy uvedené v g/l na fazi cyklu a potradi cyklu aerobniho dynamického krmeni. B) Graf
zavislosti PHA v % na fazi cyklu a potadi cyklu béhem aerobniho dynamického krmeni, kultiva¢ni
teplota 60 °C. Chybové usecky zndzoriuji smérodatnou odchylku.

Béhem 17. cyklu ADK II byla provedena také analyza bun¢k pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. PHA granule byly potvrzeny u obou linii. Obrazek 29 znazoriiuje PHA granule
v bunce obarvené fluorescen¢ni sondou BODIPY. Na obrazku je patrné, ze buitka obsahuje
intracelularni granule PHA. Obé linie pod mikroskopem vykazovaly obdobné vysledky
i velikost PHA pozitivnich bakterii. Mezi pozorovanymi bakteriemi se vyskytovaly i buiky,
které obsahovaly pouze minimum PHA nebo jej neobsahovaly vibec. Tyto bakterie byly
schopny piezit podminky ADK i bez schopnosti produkovat PHA.
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Obrazek 29: Zobrazeni PHA granuli v burice pod fluorescenénim mikroskopem pro kulturu
Z aerobniho dynamického krmeni II pro linii ADK-KAL

Aerobni dynamické krmeni II také vedlo k obohaceni smésného konsorcia o PHA
producenty. Ve snaze ziskat Cisty kmen termofilniho producenta PHA, byly kultury z konce
cyklu ADK II rozetifeny na agarové plotny obsahujici Nilskou ¢erven. Nilska Cerven je lipofilni
barvivo, které umoznuje rychlou detekci PHA produkujicich bakterii [37]. Po nartstu kultury
byly misky osviceny UV zafenim a byly detekovany PHA pozitivni kolonie (Obrazek 30), které
vykazuji oranzové-Cervenou fluorescenci. Tyto kolonie byly poté piesazeny na cCisté plotny
pomoci kiizového roztéru. Z osmi izolatl oznacenych NC1 az NC8 byly pomoci sekvenace
16S rRNA taxonomicky zafazeny pouze tii, ostatni vzorky byly bud’ polymikrobialni nebo se
nepodafilo dany tsek DNA vibec amplifikovat. Izolaty z ADK-AKD byly uréeny jako
Anoxybacillus geothermalis s podobnosti 99,69 % (NC1) a Anoxybacillus sp. se shodou
94,27 % (NC3). Pro linii ADK-KAL byla taxonomicky zatazena pouze jedna kolonie a to NC4,
ktera byla vyhodnocena také jako Anoxybacillus geothermalis 99,70 %.

Rod Anoxybacillus je kvalifikovan jako skupina gram pozitivnich, mirné az stfedné
termofilnich bakterii, které se nachazi pfevazné v geotermalnich pramenech, kompostu nebo
Vv zafizenich na zpracovani mléka [168]. Zastupci rodu Anoxybacillus jsou obvykle také
tolerantni vici alkalickému prostiedi, proto jSou zajimavi pro rizné prumyslové aplikace [169—
171]. Také jsou zajimavi skrz produkci termostabilnich enzymd, které jsou schopny snaset
alkalické pH [172]. Produkce PHA vsak u zadného zastupce rodu Anoxybacillus dosud nebyla
popsana. Je nutné poznamenat, Ze ani v naSich experimentech jsme neprokéazali schopnost
produkce PHA na urovni genotypu ani fenotypu. V submerzni kultivaci nebylo detekovano
PHA ani pomoci plynové chromatografie ani pomoci fluorescencni mikroskopie. Pfi roztéru
na agarové plotny s Nilskou ¢erveni vykazovaly vSechny izolaty piiblizné klasifikované jako
zastupci rodu Anoxybacillus pozitivni barveni. Podle nékterych studii je rod Anoxybacillus
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schopen produkce polarnich intracelularnich lipida [173], je tedy mozné Ze tyto lipidické latky
poskytovaly falesné pozitivni vysledek pii barveni pomoci Nilské Cervené.

Obrazek 30: Snimek agarové plotny obsahujici Nilskou ¢erveii s nartistem bakterialni kultury
z ADK 11

Aerobni dynamické krmeni mé vliv nejen na akumulaci PHA, ale také na samotné buiiky
bakterii. Bylo zjisténo, Ze ve fazi s limitaci zivin jsou bakterie vice ,,hydrofobni, coz umoziuje
lepsi agregaci a adhezi. Agregace bunck je jednou ze strategii preziti mikroorganismi V této
limitujici fazi. V cyklickém opakovani limitujici faze se tento jev posiluje a mikrobidlni kultura
se stava kompaktnéjsi a vznika lépe flokulujici kal [174].

Celkové je mozné konstatovat, ze v prubéhu vedeni termofilnich ADK experimentd se
ve smésném bakteridlnim konsorciu nachazeli producenti PHA, coz dokazuje pfitomnost PHA
Vv bakteridlni biomase. Obsah PHA byl v nékterych piipadech relativné vysoky (az 15 %
hmotnosti suché biomasy), coz davé nadé¢ji, ze PHA producenti pfedstavuji vyznamnou slozku
mikrobialniho konsorcia. Nicméné€ nasledna izolace Cistych PHA produkujicich kultur byla
do velké miry netispé$na. Na zakladé experimentu ADK se podafilo identifikovat potencialni
termofilni produkéni organismus Tepidiphilus thermophilus, u kterého byla nasledné schopnost
produkce PHA prokéazéana u zakoupeného typového sbirkového kmene, ale samotny izolat nebyl
dlouhodobé¢ viabilni v axenické kultufe. V ramci ostatnich experimenti nebyl vyizolovan zadny
PHA produkujici kmen, a to ani v ptipadég, Ze jako preselekéni metoda byla vyuZita vizualizace
PHA pozitivnich kolonii pomoci Nilské cervené. Polyhydroxyalkanoaty maji lipofilni
charakter, tudiz jsou dobfe barvitelné lipofilnimi barvivy jako je pravé Nilska Cerven. Aplikaci
Nilské cervené pfimo do média lze rychle na pevnych plotnach detekovat PHA produkujici
kolonie ve smésnych kulturach. Spiekermann a kolektiv pouzili Nilskou ¢erven do agarovych
ploten Kk rychlé detekci PHA kolonii, coz vedlo k detekci PHA pozitivnich bakterii bez jejich
usmrceni. Vyborné vysledky byly pozorovany piedev$im u gram negativnich bakterii, avSak
mén¢ vhodny byl na pouziti gram pozitivnich bakterii [37]. Zda se, Ze barveni Nilskou ¢erveni
neni vhodné nejen pro gram pozitivni bakterie, ale neni optimalni ani pfi analyze termofilnich
kultur. Pouziti Nilské cervené vedlo k faleSné¢ pozitivnim vysledkim. Mnohé kultury
vykazovaly pozitivni odezvu na barveni, avSak pii dal$i charakterizaci se jiz nepotvrdila
schopnost produkce PHA. Zda se tedy, zZe ADK neni vhodnou metodou pro izolaci Cisté
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termofilni bakterialni kultury schopné akumulace PHA. Je také mozné, ze PHA producenti,
kteti byli ve smésné kultute ziskané pomoci ADK pfitomni, nejsou schopni riistu jako axenické
kultury.

4.3.2. Izolace pomoci zmén osmotického tlaku

Lze tedy ptedpokladat, ze aerobni dynamické krmeni neni vhodné jako izola¢ni metoda vedouci
k ziskani termofilnich producenti schopnych produkce PHA. Proto byla zvolena alternativni
originalni strategie pro izolaci termofilnich producenti PHA.

Je znamo, ze piitomnost PHA granuli v bunikdch pomahd zvySovat miru pieziti bakterii
pfi vystaveni osmotickému stresu, at’ uz navyseni osmotického tlaku v hypertonickém prostiedi
[175] ¢i niz8imu tlaku v hypotonickém prostiedi [139]. Na zakladé této osmoprotektivni funkce
PHA byla navrzena nové izola¢ni metoda. Pfirodni vzorek (kompost, kal) byl smichan
s mineralnim médiem a danym zdrojem uhliku a byla provedena kultivace tak, aby doslo
k maximalni mozné akumulaci PHA u pfitomnych producentti. Poté nasledoval selekéni krok
vyuzivajici osmotickou zménu tlaku znazornénou na obrazku 31. Kultura byla nejprve
vystavena hypertonickému prostiedi, které pifedstavoval roztok chloridu sodného o koncentraci
100 g/l. Naslednym promytim v destilované vodé byly buiiky vystaveny hypotonickému
prostiedi. Na zavér byly vysety na agarové plotny. Pro eliminaci nahodného vybéru pozitivnich
kolonii byl zatazen dalsi krok, a to detekce PHA pomoci ATR-FTIR, kdy ¢ast narostl¢ kolonie
byla nanesena na krystal ATR-FTIR a bylo detekovano PHA.

1. Preneseni kolonie
na ATR-FTIR
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Obrazek 31: Schéma selekce PHA produkujicich bakterii pomoci zmén osmotického tlaku

Po vysuSeni a zméteni vzorku, které trvalo 2 az 3 minuty, bylo mozné detekovat
charakteristické absorpéni pasy polyestert pii 1 734 cm™ (C=0 vazby) a 1 180 cm™ (C-O-C
vazby) a zvysené absorpce v oblasti 1 050 cm™ (C-C-O) [176]. Pii pozitivni odezvé byla
kolonie nanesena na novou agarovou plotnu a po nardstu byla pifevedena do submerzniho
média a poté uchovana ve formé kryozkumavky v 10% glycerolu pii —80 °C.

Pti testovani této metody byl pocet Zivotaschopnych kolonii pfed osmoselekci u vzorku
aktivované¢ho kalu z Cistirny odpadnich vod Brno-Modfice za vyuziti glycerolu jako zdroje
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uhliku 1,29 - 10'° naml. Po osmoselekci klesl pocet zivotaschopnych kolonii na 6,6 - 10% na ml.
Zato se vSak zvysil pomér PHA pozitivnich kolonii ku negativnim, a to z 1:14 na 8:7. Takze
pravdépodobnost vybéru PHA pozitivni kolonie se znéasobila témét 8krat. Tzv. osmoselekce
tedy slouzila k selekci a obohaceni konsorcia o producenty PHA, pomoci rychlé a snadné
detekce diky ATR-FTIR bylo mozné ur¢it PHA pozitivni kolonie (pfiloha 10.3). Pichled
ucinnosti osmoselek¢éni metody znazoriuje tabulka 23.

Tabulka 23: Porovnani i¢innosti osmoselekéni metody k izolaci PHA produkujicich
termofilnich bakterii

Pred Po
osmoselekei osmoselekci

CFU na mi 1,29 - 10%° 6,6 - 108
PHA pozitivni kolonie : PHA negativni kolonie 1:14 8:7

% pozitivnich kolonii ze vSech testovanych

7
kolonii 53

Navrzeny izolacni protokol byl pouzit na selekci PHA pozitivnich kolonii ze vzorku
aktivovaného kalu z ¢istirny odpadnich vod Brno-Modfice a kompostu z centralni kompostarny
Brno. Prvni selekce bakterii byla provedena na riiznych zdrojich uhliku. Jednalo se o glukézu,
glycerol, kyselinu levulovou a y-butyrolakton. Teplota kultivace i izolace byla 50 °C. Avsak
Vv ptipadé kyseliny levulové a y-butyrolakton nebyly nalezeny Zadné PHA pozitivni kolonie ani
u jednoho ze vzorka kompostu nebo kalu. Celkovy narust biomasy byl pied ,,osmoselekci‘
maly a obsah PHA se pohyboval do 2 % hmotnosti suché biomasy. Zato glukoéza a glycerol
v piipadé¢ aktivovaného kalu se ukazaly jako vhodné zdroje uhliku pro selekci PHA
produkujicich bakterii. Pfed osmoselekci bylo ve vzorku s glukdézou naméteno kolem 8 % PHA
a ve vzorku s glycerolem dokonce 16 % PHA na suchou hmotu biomasy. Jednalo se vyhradné
0 P(3HB). Ze vzorku aktivované¢ho kalu bylo celkové vyizolovano ptiblizné 40 PHA
pozitivnich kolonii, které byly ¢iseln€¢ oznaceny. 1zolaty s oznacenim 1 az 28 byly vyizolovany
za vyuziti glukozy a izolaty ziskané za pouziti glycerolu byly oznaceny 29 az 40. V ptipadé
vzorki z kompostu byly celkové PHA pted osmoselekci, za vyuziti glukdzy jako zdroje uhliku,
velmi nizké, nedosahovaly ani 2 %, zato u vzorka kompostu na glycerolu jako zdroje uhliku
byl obsah PHA pied osmoselekei 17 % hmotnosti suché biomasy. I piesto bylo ze vzorku
kompostu na glycerolu vyizolovano pouze 5 pozitivnich kolonii. Izolaty nesly oznaceni H1,
H2, H3 a K1 aK2. Vsechny izolaty byly pfesazeny na nové misky. Nékteré z izolatd ani
po 48 hodinach kultivace pii 50 °C na mineralnim médiu a danym zdrojem uhliku, na kterém
byly izolovany, nenarostly. Kolonie, které narostly, byly pfeockovany do submerzniho média
a byly uchovany ve formé kryozkumavek. Seznam uchovanych izolatl je zobrazen
v tabulce 24.
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Tabulka 24: Seznam uchovanych izolat ze vzorku aktivovaného kalu a kompostu pomoci
osmoselekce (rok 2018)

Oznaceni Zdroj uhliku pri

Vzorek L, . .
izolatu izolaci

4

9 glukéza
10

25

Aktivovany kal, Brno-

28
Modf¥ice

29
30
31
glycerol
32
34

35

H1
Kompost, Brno H2 glycerol

K2

Selekce PHA produkujicich bakterii pomoci osmoselekce byla vyuZita i pfi izolaci bakterii
z dalsich vzorkti kompostu z kompostarny Brno a kompostarny Blansko, a také z aktivovaného
kalu z ¢istiren odpadnich vod Brno-Modtice a Bysttice pod Hostynem odebiranych na podzim
roku 2019. Jako zdroje uhliku pro selekci byla vybrana glukéza o koncentraci 20 g/1, glycerol
20 g/l a y-butyrolakton 8 g/l. Na zakladé predchozich vysledkt byl glycerol vyhodnocen jako
vhodny zdroj uhliku pro selekci PHA produkujicich bakterii. Proto ve snaze najit
polyextrémniho producenta PHA, ktery by byl halofilni termofil, bylo také pouzito jako zdroj
uhliku 20 g/1 glycerolu s 40 g/l NaCl. Soucasné byly testovany i téi rizné teploty kultivace a to
50, 60 a 70 °C (Obrazek 11). Téchto 48 kombinaci bylo podrobeno osmoselekci a nasledné
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detekci PHA produkujicich bakterii pomoci ATR-FTIR. Po nésledné kultivaci izolath bylo
celkem ziskano a uchovano 44 izolatu jejichz piehled je uveden v tabulce 25.

Tabulka 25: Seznam izolati p¥i vyuZiti osmoselekce za riiznych teplot kultivace (rok 2019)

Vzorek O;Eil:teuni de];zl;?;ili{u pri TepIO[t:lCi]ZOIace

Kompost, Blansko Bz glycerol 50
Al glycerol 50

A2 glycerol 50

A3 y-butyrolakton 50

A3a y-butyrolakton 50

A4 glukoza 50

Ada glukoza 50

A5 glukoza 50

Aba glukoza 50

Aktivovany kal, A6 glukoza 50

Bystrice pod

Hostynem A7 glukoza 50
A8 glukoza 50

A9 glukoza 50

Al2 glukoza 70

A21 glukéza 60

A22 glukoza 60

A23 glukéza 60

A25 glukoza 60

A26 glukoza 60
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Oznaéeni

Zdroj uhliku pfi

Teplota izolace

Vzorek izoldtu izolaci °C|
A27 glukoza 60
A28 glukoza 60
AFnl glukoza 60
Aktivovany Kkal, AFn2 glukdza 60
Bystiice pod
Hostynem AH10 glycerol 70
AH11 glycerol 70
AH24 glukéza 60
AH30 glukoza 60
F101 glukoza 70
F102 glukéza 70
F103 glukoza 50
F104 glukoza 50
F105 glukoza 50
Kompost, Brno
F106 glukéza 50
F107 glukoza 50
F108 glukéza 50
F109 glukoza 50
F110 glukoza 50
M1 glukéza 50
e el I TR
M3 glukéza 50
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Vzorek QZnafenl Zdr0]_ uhlll_<u pri Teplota izolace
izolatu izolaci [°C]
M4 glycerol 50
Aktivovany Kal, M5 glycerol 50
Brno-Modfice M6 y-butyrolakton 50
M7 y-butyrolakton 50

4.3.2.1 Taxonomickd charakterizace izoldti

Jednotlivé izolaty byly taxonomicky zatazeny na zakladé sekvence genu 16S rRNA. Diky
znalosti sekvence malé ribozomalni podjednotky (pro prokaryota 16S rRNA) lze dany
organismus ptiblizné identifikovat a klasifikovat [177]. Sekvence genu se nasledné porovnaji
s databazi mikroorganismu (naptiklad blast.ncbi.nlm.nih.gov) a dany izolat se taxonomicky
zatradi. Se shodou nad 97 % lze dany organismus zatadit na rodové i druhové urovni [178],
v rozmezi pod 95 % do 80 % na tirovni rodu, pokud je shoda nizsi, 1ze dany organismu zatadit
pouze natrovni Celedi ¢i pouze fadu [179; 180]. K uplnému korektnimu taxonomickému
zafazeni je vSak potieba vyuziti vice metod a kombinace genotypickych a fenotypickych
pristupi [181; 182].

Mezi izolovanymi bakteriemi se vyskytovaly jak gram negativni, tak gram pozitivni
bakterie. Z taxonomického hlediska lze dané izolaty rozdélit do dvou kment ¢i oddé€leni, a to
kmen Proteobacteria, ktery je zastoupen pouze minimalné, a Firmicutes, kde vSechny ostatni
izolaty patfi do tfidy Bacilli. Schéma taxonomického zafazeni izolatii zobrazuje obrazek 32.
Proteobacteria jsou gram negativni bakterie, které zahrnuji jak fototrofy, heterotrofy
i chemolitotrofy. Tento kmen také zahrnuje mnoho znamych lidskych, zivociSnych
I rostlinnych patogend [183]. Izolat s oznacenim 34 byl klasifikovan jako Chelatococcus
composti. Produkce polyhydroxyalkanoatli pomoci bakterii Chelatococcus jiz byla popsana
u piibuznych termofilnich bakterii Chelatococcus daeguensis [184] ¢&i Chelatococcus sp.
MW10 [84].
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Bacteria

Protecbacteria Firmicutes

\— Alphaproteobacteria \— Bacilli
\— Rhizobiales \— Bacillales

\_ Chelatococcaceae —— Paenibacillaceae

\— Chelatococcus (1) —— Brevibacillus (1)
—— Paenibacillus (1)
\—— Aneurinibacillus (26)

\—— Bacillaceae

—— Geobacillus (5)
—— Bacillus (17)

Obrazek 32: Schéma taxonomického zaiazeni izolati ziskanych pomoci osmoselekce, v zavorce
je uveden pocet izolatl spadajici do konkrétniho rodu.

Zbylych 50 izolath patii do kmene Firmicutes. Firmicutes zahrnuje tiidy Bacilli, Clostridia
¢i Erysipelotrichia [185] a jedna se o gram pozitivni bakterie, které zahrnuji vice jak 250
bakterialnich rodu [186]. NaSe izolaty patii do tifidy Bacilli a fadu Bacillales, kde jsou
zastoupeny dvé Celedg, a to Bacilaceae a Paenibacillaceae [187]. Do ¢eledi Bacillaceae patii
rod Bacillus a jemu ptibuzné rody jako naptiklad Geobacillus. Do rodu Geobacillus pati
predevsim izolaty ziskané pii kultivaci pti 70 °C. U rodu Bacillus je produkce PHA relativné
dobfe prostudovana a popsana [188]. PHA byly dokonce poprvé pozorovany pravé v bakterii
Bacillus megaterium, kdy vroce 1926 M. Lemoigne pozoroval intracelularni granule
PHA [189]. Nicmén¢ taxonomie jednotlivych rodt v ramci ¢eled¢ se relativné ¢asto méni diky
hlubsimu pochopeni fylogenetické a evolué¢ni piibuznosti jednotlivych rodi [190].

Rod Geobacillus zahrnuje gram pozitivni ty¢inkovité bakterie, které tvofi spory a maji
optimalni teplotu rastu mezi 55 az 65 °C [191]. Diive byly zafazovany do rodu Bacillus.
Bakterie rodu Geobacillus jsou izolovany z mirného i horkého prostiedi, typicky je vyskyt
v okoli horkych pramenti, hlubinnych moiskych sedimentli ¢i ropnych poli, cukrovart,
konzervaren potravin nebo mlékaren. Rod Geobacillus méa zna¢ny vyznam v oblasti
biotechnologii, napiiklad pro vyrobu termostabilnich enzymu, nebo pfi bioremediaci [192].
Vsechny izolaty izolované pomoci osmoselekce pii 70 °C byly pravé zarazeny do rodu
Geobacillus. Jako Geobacillus stearothermophilus byl klasifikovan izolat nesouci oznaceni
Al12. Izolaty AH10, F101 a F102 byly klasifikovany jako Geobacillus thermodenitrificans
aizolat AH11 byl vyhodnocen jako Geobacillus sp. Bakterie Geobacillus thermodenitrificans
T12 izolovana z kompostu je schopna utilizace xylozy a produkce kyseliny mlécné na xylanu,
coz ji ¢inni biotechnologicky zajimavou [193]. Izolaty patiici do rodu Geobacillus mohou
skryvat velky biotechnologicky potencial s niz§imi naroky na sterilitu procesu diky jejich vyssi
kultivaéni teplote.
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Dalsi velmi pocetné zastoupenym rodem izolovanych bakterii je rod Bacillus. Tento rod
zahrnuje pfevazné gram pozitivni sporulujici bakterie, které patii do vice nez 260 druht.
Zastupci rodu Bacillus mohou byt pohyblivi ¢i nepohyblivi, aerobni ¢i fakultativné anaerobni,
ve vyjimecnych ptipadech i striktné anaerobni. Hojné se vyskytuji v pfirodé a zahrnuji i fadu
druht, které by bylo mozné oznacit jako extrémofily napft. halofily, alkalofily, psychrofily
i termofily. Rod Bacillus obsahuje nejen mnoho znamych patogent, ale také biotechnologicky
vyznamné druhy, které se pouzivaji naptiklad pro produkci vitaminu B2 ¢i B12, produkei
antibiotik nebo k produkci enzymi pro detergenty [194; 195]. Mezi izolovanymi bakteriemi
byly po taxonomickém zatrazeni zastupci Bacillus subtilis, jimiz byly izolaty M1 a M2. Izolat
oznaceny jako 25 byl ur¢en jako Bacillus amyloliquefaciens, ktery tizce souvisi s B. subtilis
a drive byl dokonce fazen jako jeho kmen ¢i podruh [196].

Izolaty 31, A2, F103 a F106 byly klasifikovany jako B. licheniformis aizolat 4 jako
B. paralicheniformis. Na zakladé¢ fylogenetické analyzy byla zjisténa blizka pfibuznost mezi
B. licheniformis a B. paralicheniformis, ale existuji i genetické rozdily v genomu, diky kterym
lze tyto druhy od sebe rozliSit. Oba druhy maji biotechnologicky vyznam. Pouzivaji se
naptiklad k vyrobé enzymu ¢i antibiotik [197]. Dal$§im druhem blizce piibuznym
s B. licheniformis je B. hyanesii, tento druh vykazuje wvysokou podobnost s druhem
B. licheniformis, ale na zakladé fenotypovych odlisnosti a fylogenetickych analyz se ukazalo,
ze se jedna o novy druh [198]. Podle sekvenaci genu 16S rRNA byly proto izolaty A4, F104
a F105 urceny jako B. hyanesii, B. licheniformis a B. paralicheniformis se stejnou podobnosti.
Dalsi podobnost s druhem B. licheniformis vykazuje také druh B. piscis, ale na zakladé
fylogenetickych a fenotypovych tdaji byl Bacillus piscis klasifikovan jako novy druh, ktery je
schopen rastu v rozmezi 0 az 10 % ptidavku NacCl ¢i v rozmezi pH 6 az 10 [199]. Prave jako
B. piscis byly klasifikovany izolaty F107 a M4.

Izolat M5 byl urcen jako Bacillus cytotoxicus, tento druh vykazuje podobnost se skupinou
bacili podobnych druhu B. cereus, ale nazakladé odlisnosti byl klasifikovan jako novy
samostatny druh. Jedn4 se o aerobni az fakultativné anaerobni sporotvorné bakterie, které se
Casto vyskytuji na potravinach a které jsou potencialnimi ptivodci potravinové otravy [200].
Izolat s oznacenim M7 byl identifikovan jako Bacillus shackletonii. Tento druh dokaze rust
v Sirokém rozsahu pH ato od 5 az do 9, jedna se o aerobni bakterie schopné rist pii teplotach
od 15 do 55 °C [201]. K rodu Bacillus ptislusi také izolaty s oznacenim A3 a A3a, které byly
klasifikovany jako Bacillus coagulans. Tento druh bakterie vykazuje vlastnosti patiici jak
k Bacillaceae tak k Lactobacillaceae, a tim komplikuje své jednozna¢né taxonomické zatrazeni.
Je schopen produkce kyseliny mlécné, ale také tvoii endospory [202]. Jedna se ovSem
0 probioticky druh, ktery ma Siroky potencial vyuziti, protoze pravé diky sporam je schopen
prezit vysoké teploty, ale zachovat si svou probiotickou funkci [203].

Dalsi Celedi je Paenibacillaceae, ktera je rozdélena do dvou fylogenetickych klastrt, kdy
prvni skupinu tvoii Paenibacillus, Bravibacillus, Cohnella a Thermobacillus a druhou skupinu
tvoii rody Aneurinibacillus, Ammoniphilus a Oxalophagus. 1zolat oznaceny jako Bz byl uréen
jako Paenibacillus sp. Tento rod bakterii je charakterizovan jako aerobni nebo fakultativné
anaerobni sporulujici bakterie vyskytujici se na rtiznych zdrojich od ptd, pfes slané a sladké
vody, kompostii ¢ipotravin, az po klinické vzorky. Nékteré druhy toho rodu vykazuji
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patogenitu [204]. Dalsim izolatem patiicim do stejné skupiny je izolat s oznacenim Al, ktery
byl klasifikovan jako Brevibacillus sp. Neékteré druhy tohoto rodu jako je napiiklad
B. laterosporus jsou spojovany s lidskymi infekcemi, ale celkové ma tento rod znacny
biotechnologicky potenciadl diky produkci enzymt, které jsou schopny biodegradovat
polyethylen, a také jsou vhodné jako laboratorni modely, diky vysoké uc¢innosti elektroporace
[205]. Nejvétsi zastoupeni zafazenych izolatu ma rod Aneurinibacillus patiici do druhého
klastru ¢eledi Paenibacillaceae. Dvacet ¢tyfi izolatd bylo klasifikovano jako Aneurinibacillus
thermoaerophilus a dva jako Aneurinibacillus sp. Jedna se o gram pozitivni tyCinkovité
bakterie, které tvofi elipsoidni spory. VétSina z nich je striktn€ aerobni, ale nékteré druhy
mohou byt i mikroaerofilni. Optimalni rastové teploty se u tohoto rodu pohybuji v rozmezi
20 az 65 °C [206]. Prehled taxonomického zafazeni vSech izolati ziskanych ze vzorki
kompostu a aktivovaného kalu pomoci zmén osmotického tlaku zobrazuje tabulka 26.
Sekvence genu 16S rRNA izolati byla ulozena v GeneBank pod eviden¢nimi éisly, které jsou
rovnéz zobrazeny v tabulce 26.
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Tabulka 26: Piehled taxonomického zarazeni vSech izolati

Rok Pivod Nazev Substrat Teplota . i GeneBank
. ., . . Taxonomické zarazeni .,
izolace vzorku izolatu izolace izolace Cislo

4 glukoza 50 Bacillus paralicheniformis 100 % MT636944
25 glukoza 50 Bacillus amyloliquefaciens 99,79 % MN595610
28 glukéza 50 polymikrobidlni
29 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,75 % MN595898
aktivovany
kal, Brno- 30 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,48 % MN595683
Modfrice
31 glycerol 50 Bacillus licheniformis 99,93 % MN595618
2018
32 glycerol 50 Aneurinibacillus sp. 99,84 % MN595897
34 glycerol 50 Chelatococcus composti 100 % MN596015
35 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 100 % MN596016
H1 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,91 % MT112889
k o :
Oénr ?]OOSt’ H2 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,83 % MT636552
K2 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,91 % MT636552
kompost, - 0 *
2019 Blansko Bz glycerol 50 Paenibacillus sp. 82,87 %
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Rok Pivod Nazev Substrat Teplota . i GeneBank
izolace vzorku izolatu izolace izolace Taxonomicke zafazeni ¢islo
Al glycerol 50 Brevibacillus sp. 94,73 % MT636463
A2 glycerol 50 Bacillus licheniformis 99,63 % MT634704
A3 y-butyrolakton 50 Bacillus coagulans 99,11 % MT634705
A3a y-butyrolakton 50 Bacillus coagulans 99,72 % MT634707
A4 glukdza 50 Bacillus haynesii 99,91 % MT634706
aktilol"ani’ Ada glukoza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,46 % MT634709
2019 Bysa‘:f,ice A5 glukoza 50 polymikrobidlni
pod
Hostynem Aba glukoza 50 polymikrobidlni
A6 glukoza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634710
A7 glukéza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,77 % MT634711
A8 glukoza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,55 % MT634713
A9 glukoza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634712
Al2 glukéza 70 Geobacillus stearothermophilus 99,89 % MT634714
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Rok Pivod Nazev Substrat Teplota . i GeneBank
izolace vzorku izolatu izolace izolace Taxonomicke zafazeni ¢islo
A2l glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634715
A22 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636923
A23 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634718
A25 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634716
A26 glukdza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636926
aktilol"ani’ A27 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634719
2019 Bysatlf,ice A28 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636925
pod
Hostynem AFnl glukoza 60 polymikrobidlni
AFN2 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636942
AH10 glycerol 70 Geobacillus thermodenitrificans 99,75 % MT634721
AH11 glycerol 70 Geobacillus sp. 100 % MT634722
AH24 glukoza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,55 % MT634737
AH30 glukéza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636943
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Rok Pivod Nazev Substrat Teplota . i GeneBank
. ., . . Taxonomické zarazeni .,
izolace vzorku izolatu izolace izolace Cislo
F101 glukoza 70 Geobacillus thermodenitrificans 99,85 % MT634739
F102 glukoza 70 Geobacillus thermodenitrificans 100 % MT634740
F103 glukoza 50 Bacillus licheniformis 99,70 % MT634742
F104 glukoza 50 Bacillus haynesii 99,99 % MT634741
kompost, F105 glukoza 50 Bacillus haynesii 99,99 % MT634743
Brno F106 glukéza 50  Bacillus licheniformis 99,63 % MT634744
2019 F107 glukoza 50 Bacillus piscis 100 % MT634745
F108 glukoza 50 polymikrobidlni
F109 glukoza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634746
F110 glukoza 50 Aeurinibacillus sp. 100 % MT634747
M1 glukoza 50 Bacillus subtilis 99,93 % MT636249
aktivovany
kal, Brno- M2 glukoza 50 Bacillus subtilis 99,93 % MT636934
Modfrice
M3 glukéza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636367
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Rok Pivod Nazev Substrat Teplota . i GeneBank
. ., . . Taxonomické zarazeni .,
izolace vzorku izolatu izolace izolace ¢islo
M4 glycerol 50 Bacillus piscis 99,74 % MT636370
aktivovany M5 glycerol 50 Bacillus cytotoxicus 99,89 % MT636369
2019 kal, Brno-
Modfice M6 y-butyrolakton 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,63 % MT636459
M7 y-butyrolakton 50 Bacillus shackletonii 99,12 % MT636458

* Sekvence genu 16S rRNA izolatu Bz nebylo mozné vloZit do systému GenBank a tim ziskat GenBank &islo, protoZe i pies opakované izolace a sekvenace nebylo dosaZeno kvalitnich
vysledk
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Pomoci sekvenci genu 16S rRNA, které slouzily i k taxonomickému zatazeni jednotlivych
izolatt do bakterialnich rodd, byl vytvofen fylogeneticky strom pomoci programu Geneious
Prime, metodou UPGMA a genetickym distan¢nim modelem Tamura-Nei. Na obrazku 33 Ize
pozorovat fylogeneticky strom jednotlivych izolath ziskanych pomoci osmoselekce
z aktivovaného kalu a kompostu. Jednotlivé rody jsou oddéleny, akorat rod Bacillus je rozdélen
na dvé nesouvisejici vétve. Rody Brevibacillus a Paenibacillus tvofi spole¢nou vétev, protoze
tvori jeden klastr ¢eledi Paenibacillaceae.
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Obrazek 33: Fylogeneticky strom pomoci sekvenci genu 16S rRNA izolati. Fylogeneticky strom
byl vytvoren ze sekvenci genu 16S rRNA pomoci programu Geneious Prime, metodou UPGMA
a genetickym distanénim modelem Tamura-Nei.

4.3.3. Detekce PHA syntazy termofilnich izolati

Kli€¢ovym enzymem pii produkci polyhydroxyalkanoatt je PHA syntdza. Substratem pro tento
enzym jsou (R)-hydroxyalkanové kyseliny koenzymu A. Hydroxyalkanové kyseliny mohou mit
rozdilnou délku uhlikatého fetézce a také rtizné substituenty [207]. Na zaklad€ primarni
struktury, slozeni podjednotek a substratové specifity se PHA syntazy déli do ctyr trid [208].
Prvni tfida je tvofena jednou podjednotkou PhaC se substratovou specifitou K fetézcim
dlouhym pouze 3 az 5 uhlikt, tvofi tedy scl-PHA. Mezi typické zastupce patii Cupriavidus
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necator. Druha tfida je taktéz tvofena podjednotkou PhaC, ale dochazi k tvorbé mcl-PHA a je
typicka pro bakterie rodu Pseudomonas. Syntaza tieti a Ctvrté tfidy je tvofena dvéma
podjednotkami. Tieti tfida s podjednotkami PhaC a PhaE tvoii scl-PHA, ale dokéze
syntetizovat i mcl-PHA. Ctvrta tiida PHA syntaz je typicka pro rod Bacillus a jemu piibuzné
rody se substratovou specifitou k tvorbé scl-PHA [209].

U vybranych izolatl byla snaha detekovat gen PHA syntazy pro vybrané tfidy pomoci PCR
a prislusnych primeri. Pro tfidu I byly vybrany primery se Sirokou specifitou a jako pozitivni
kontrola byla pouzita bakterie Cupriavidus necator HI6 CCM 3726. Pokud byla u izolatu
potvrzena ptitomnost prvni tfidy, byl dany izolat otestovan ptislusSnymi primery i na druhou
tiidu, kde jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z bakterie Pseudomonas putida KT2440
DSM 6125. Po taxonomickém zafazeni izolati bylo zjisténo, Ze pievazna Cast izolatd patii
do tiidy Bacilli, proto byla PHA syntaza izolati detekovana pomoci tii riznych sad primerd
pro ¢tvrtou tiidu. Prvni par primert byl pro skupinu phaC spadajici do skupiny Bacillus cereus.
Druhou skupinu tvofily primery pro detekci phaC genu pro bakterii Bacillus megaterium [210].
Bohuzel se ukazalo, ze gen rodu Aneurinibacillus neni mozné amplifikovat s vyuzitim vyse
popsanych primert. Proto byly navrzeny nové primery pi¥imo pro rod Aneurinibacillus a tyto
primery byly zafazeny jako tfeti stanovena skupina u étvrté ttidy.

Vybrané izolaty z roku 2019 byly podrobeny detekci PHA syntazy (Tabulka 27). Prvni tfida
byla potvrzena u izolata Bz, Al, A2, A3, A4, AHI10, F101, F106, M1, M2 a M4. Coz bylo
piekvapivé, protoze se jedna o bakterie rodu Bacillus nebo jemu piibuzné rody a pro né je
charakteristicka PHA syntaza ttidy IV [210]. Tyty izolaty byly také otestovany na PHA syntazu
druhé tfidy, kterd byla potvrzena u izolati Bz, Al a A3. Druhd tiida je typickd pro rod
Pseudomonas a ve ttidé Bacilli se ¢asto nevyskytuje, avSak jsou znamy pitipady, kdy bakterie
rodu Bacillus byly schopny produkce mcl-PHA [211]. Izolaty, u kterych byla potvrzena PHA
syntaza druhé ttidy, by mély byt také schopny produkce mcl-PHA.
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Tabulka 27: Stanoveni geni PHA syntazy u izolata z roku 2019

Trida I Trida 11 Trida IV
Cupriavidus o
o, P Pseudomonas Aneurinibacillus sp. .
pozitivni kontrola necator utida u1 Bacillus cereus
H16 P
pouzité primery G-D/G1-R E1-D/R phaCAb-F/R phaCBc-F/R
Oznaceni taxonomické zarazeni " i
izoldtu rolatu ptitomnost genu pro PHA syntazu

Bz Paenibacillus sp. +

Al Brevibacillus sp. +

A2 Bacillus licheniformis +

A3 B. coagulans +

A3a B. coagulans

A4 B. haynesii +

Ada Aneurlnlbacn_lus N

thermoaerophilus
A5 polymikrobidlni +
Aba polymikrobialni +
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Oznaceni Taxonomické zarezani . - Trida IV Trida IV
izolatu izolatu Thidal Thdall (Aneurinibacillus) (Bacillus cereus)
A6 A. thermoaerophilus +
AT A. thermoaerophilus +
A8 A. thermoaerophilus +
A9 A. thermoaerophilus +
Al2 G. stearothermophilus
A21 A. thermoaerophilus +
A22 A. thermoaerophilus +
A23 A. thermoaerophilus +
A25 A. thermoaerophilus +
A26 A. thermoaerophilus +
A27 A. thermoaerophilus +
A28 A. thermoaerophilus +
AFnl polymikrobidlni +
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Oznaceni Taxonomické zarezani . . Trida IV Trida IV
izoldtu izoldtu Tridal Trida Il (Aneurinibacillus) (Bacillus cereus)
AFN2 A. thermoaerophilus +
AH10 G. thermodenitrificans +
AH11 Geobacillus sp.

AH24 A. thermoaerophilus +
AH30 A. thermoaerophilus +
F101 G. thermodenitrificans + +
F102 G. thermodenitrificans

F103 B. licheniformis

F104 B. haynesii

F105 B. haynesii

F106 B. licheniformis +

F107 B. piscis

F108 polymikrobidlni +
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Oznadeni Taxonomické zarezani . . Trida IV Trida IV (Bacillus
izolatu izolatu Tridal Trida Il (Aneurinibacillus) cereus)
F109 A. thermoaerophilus +
F110 Aneurinibacillus sp. + +
M1 B. subtilis +
M2 B. subtilis +
M3 A. thermoaerophilus +
M4 B. piscis +
M5 B. cytotoxicus
M6 A. thermoaerophilus +
M7 B. shackletonii +
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PHA syntaza tiidy IV pro skupinu B. megaterium nebyla prokazana u zadného z izolatu.
Skupina PHA syntaz na zaklad¢ B. cereus byla prokazana pouze u jednoho izolatu, atou F110,
ktery byl taxonomicky zafazen jako Aneurinibacillus sp. U tohoto izolatu byla také potvrzena
PHA syntaza specificka pro rod Aneurinibacillus. Syntaza téidy 1V, kde byly primery navrzeny
pravé podle bakterie Aneurinibacillus sp. XH2, jejiz genom je veiejné dostupny [212], byla
potvrzena u vSech izolath taxonomicky zafazenych jako rod Aneurinibacillus. Dokonce
i Uizolatd, které se nepodafilo taxonomicky zafadit, protoze jejich sekvence byly
polymikrobialni, byla potvrzena PHA syntaza tfidy IV spadajici pod rod Aneurinibacillus.
Avsak tato PHA syntaza byla potvrzena i u dalSich bakterialnich rodi, jako byl naptiklad izolat
F101, ktery byl klasifikovan jako Geobacillus thermodenitrificans a byla u n¢ho potvrzena
I prvni tiida PHA syntazy. Je zajimavé, ze u izolatu F102, ktery byl taxonomicky zafazen
ke stejnému rodu i druhu, nebyla potvrzena zadna testovana PHA syntaza. Také u izolatu M7
byla potvrzena PHA syntaza téidy IV charakteristicka pro rod Aneurinibacillus. Avsak tento
izolat byl taxonomicky zatazen jako Bacillus shackletonii.

U nékterych izolath nebyla detekovana pomoci nami dostupnych primertt Zadna PHA
syntaza. To ovSem neznamend, Ze izolaty nemohou byt schopny akumulace PHA. Pro PHA
syntazy spadajici do tfidy IV neexistuje univerzalni sada primerd a navic se ukazuje, Ze tato
tiida PHA syntaz bude velice rozmanita a bude obsahovat vice podskupin.

4.3.4. Testovani produkce PHA u vybranych izolata

Potencial produkce PHA byl testovan u vSech izolatd ziskanych pomoci osmoselekce.
Testovani probihalo ve vice experimentech. Nejprve byla schopnost produkovat PHA ovéfena
na substratech pouzitych pro izolaci jednotlivych kmenid za standardnich podminek, jak je
popsano V kapitole 3.8.3. Teplota kultivace byla 50 a 60 °C, pouze izolaty, které byly izolovany
pii 70 °C, byly kultivovany pii 60 a 70 °C. Izolaty izolované z odbéri v roce 2019 byly
testovany 1 na vice zdrojich uhliku, jako byl napfiiklad glycerol, olej ¢i také byla testovana
schopnost produkce kopolymeru na 1,4-butandiolu.

Vysledky screeningu produkce PHA pomoci termofilnich izolatti zobrazuje tabulka 28.
Izolaty, které byly izolovany v roce 2018, mély obecné vyssi vytézky biomasy, coZ mohlo byt
zpuisobeno tim, Ze produkce probihala 72 h, zatimco izolaty z roku 2019 byly kultivovany pouze
48 h. Avsak pro prvotni screening schopnosti akumulace PHA vliv o néco delsi kultivaéni doby
zanedbatelny. Produkce PHA byla potvrzena u vSech izolatd z roku 2018 pii kultivaéni teploté
50 °C, kromé izolatu oznaceného jako 28. Izolat 28 byl pomoci sekvenace genu 16S rRNA
klasifikovan jako polymikrobialni, takze PHA producenta mohla ,,piertist” mikrobialni kultura,
ktera neni schopna produkce PHA. Izolaty 4, 25 a 31 patii do rodu Bacillus, pro které je
produkce PHA charakteristicka a hojné popsana [213-215], av§ak nebyly schopny produkce
PHA pfi vyssi kultivaéni teploté. | nartist biomasy byl znatelné nizsi. Jejich optimalni teplota
rustu se bude nejspise pohybovat okolo nebo pod 50 °C, a bude se spiSe jednat o termotolerantni
bakterie nezli o pravé termofily. Izolat 34 byl schopen produkce PHA na glycerolu u obou
kultivacnich teplot. Jedna se o izolat uréeny jako Chelatococcus composti. U jeho piibuznych
kment byla produkce PHA jiz diive popsana. Napiiklad bakterie Chelatococcus dauguensis
TAD1 byla schopna produkovat okolo 2 g/l P(3HB) na glycerolu pii 50 °C [184]. Také
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Chelatococcus sp. MW10 byl schopen produkovat P(3HB) [84]. Izolaty 29, 30, 32, 34 a 35
byly schopny produkce PHA také v obou testovanych teplotach. Ve vSech ptripadech se jedna
o izolaty zarazené pod rod Aneurinibacillus, u kterého byla popsana produkce PHA pouze
v ramci publikace Z. Y. Xiao a kolektivu [216].

Tabulka 28: Produkce polyhydroxyalkanoati pomoci termofilnich izolati na uhlikatém zdroji
izolace pri kultivacni teploté 50 a 60 °C

Kultivac¢ni teplota 50 °C Kultivacni teplota 60 °C
Rok Zdroj Oznaceni
izolace uhliku izolatu biomasa biomasa
PHA [g/Il PHA [g/I
4 0,62+0,13 0,08+0,01 0,23+0,03 n.d.
glukdza 25 2,79+018 153+0,15 0,17+0,02 n.d.
28 1,21+ 0,05 n.d. 0,29 + 0,08 n.d.
29 1,44+0,16 065+001 096+0,07 0,24+0,01
2018 30 1,51+0,04 0,70+0,01 090+0,01 0,32+0,01
31 337+0,21 209+0,15 0,19+0,01 n.d.
glycerol
32 1,34+0,09 064+001 094+001 0,21+0,01
34 337+0,01 125+005 147+024 0,50+0,01
35 1,77+0,16 091+0,01 1,01+0,04 0,25+0,02
glycerol Bz 1,00+0,05 0,01+0,00 n.d. n.d.
Al 1,41+0,08 0,04+0,00 n.d. n.d.
glycerol
A2 0,42+0,06 0,01+0,00 n.d. n.d.
v A3 n.d. n.d. 0,07+0,01 n.d.
2019 [ Putyrolakton - ags | 0,34+ 0,02 nd. nd. nd.
A4 n.d. n.d. n.d. n.d.
Ada 1,47+0,08 0,28+0,01 0,41+0,02 n.d.
glukoza
A5 1,79+0,01 0,49+0,03 0,25+0,02 0,03+0,01
Aba 0,84+0,17 0,06+0,01 0,20+0,06 n.d.
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Kultivacni teplota 50 °C

Kultivacni teplota 60 °C

Rok Zdroj Oznaceni
izolace uhliku izolatu bi([)g;ﬁsa PHA [g/l] bic[)gl?sa PHA [g/l]
Ab 157+0,10 0,35+0,02 0,15+0,01 n.d.
A7 1,70+0,21 0,39+0,02 0,13+0,01 n.d.
A8 1,43+0,02 0,29+0,01 0,14+0,04 n.d.
A9 1,71+0,12 0,48+0,02 0,15+0,01 n.d.
A2l 1,28+0,08 0,31+0,01 0,10+0,01 n.d.
A22 161+0,14 0,34+0,02 0,34+0,05 0,02+0,01
A23 143+0,30 0,36+0,02 0,13+0,01 n.d.
glukoza A25 169+0,02 045+0,02 0,73+0,01 0,04=+0,01
A26 163+0,18 0,33+£0,02 0,25+0,06 0,03+0,01
A27 239+0,10 0,78+0,04 0,557+0,03 0,01+0,00
2019 A28 1,09+0,32 0,25+0,01 0,17+0,03 n.d.
AFnl 0,83+0,16 0,14+0,01 0,34+0,03 n.d.
AFn2 2,27+0,09 109+0,05 0,15+0,01 n.d.
AH24  137+001 0,31+0,02 0,34+0,01 n.d.
AH30 229+0,04 0,71+0,03 0,77+0,06 0,02+0,00
F103 0,24 +0,11 n.d. n.d. n.d.
F104 0,37+0,02 0,01+0,00 n.d. n.d.
F105 0,42 + 0,02 n.d. n.d. n.d.
glukdza
F106 n.d. n.d. n.d. n.d.
F107 0,67 +0,01 n.d. 0,73+0,01 0,01+0,00
F108 1,29+0,02 0,42+0,02 0,15+0,01 n.d.
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Kultivacni teplota 50 °C Kultivacni teplota 60 °C
Rok Zdroj Oznaceni
izolace uhliku izolatu biomasa biomasa
PHA [g/l PHA [g/l
[o/] SN ol
F109 0,90+0,02 0,05+0,01 0,11+0,01 n.d.
glukoza
F110 0,77+0,06 0,06+0,01 0,10+0,01 n.d.
M1 0,78 £0,18 n.d. 0,60 + 0,04 n.d.
glukoza M2 0,82 +0,17 n.d. 0,75+ 0,04 n.d.
2019 M3 2,33+0,01 0,81+0,04 0,04+0,01 n.d.
M4 0,61+ 0,04 n.d. 0,25+0,01 0,02+0,00
glycerol
M5 1,22+0,05 0,01+0,00 0,27+0,02 0,04=+0,01
v M6 0,12+0,03 0,01+0,00 n.d. n.d.
butyrolakton M7 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — nedetekovano

Vsechny izolaty z roku 2019, které patii do rodu Aneurinibacillus (Ada, A6, A7, A8, A9,
A21, A22, A23, A25, A26, A27, A28, AFn2, AH24, AH30, F109, F110, M3 a M6), byly
schopny produkce PHA pii 50 °C. NejvysSich hodnot produkce dosahovaly izolaty A27
s produkci 0,78 g/l P(3HB), M3 s produkci P(3HB) 0,81 g/l a izolat AFn2 s produkei 1,09 g/l
P(3HB). Jednalo se o produkci na glukdze jako jediném zdroji uhliku. Izolat Aneurinibacillus
sp. XH1 izolovany z ropného pole byl schopen produkce P(3HB) pouze okolo 0,1 g/l [216].
Oproti izolatiim zatazenych do rodu Aneurinibacillus z roku 2018, byly schopny produkce PHA
pti 60 °C pouze nékteré izolaty, a to izolaty s oznaenim A22, A25, A27 a AH30, kdy vsak
jejich produkce PHA rapidné klesla.

Produkce PHA pfi 60 °C byla také zaznamenana u izolatl oznacenych jako AS, tento vzorek
byl vyhodnocen jako polymikrobialni, ale produkoval P(3HB) v malé mife praveé i za zvysené
teploty. Izolaty F107 a M4 byly taxonomicky zafazeny jako Bacillus piscis, tyto izolaty byly
také schopny produkce P(3HB) pfii obou teplotich. U tohoto druhu jesté nebyla popsana
produkce PHA.

Izolaty oznacené jako M1 a M2, které jsou taxonomicky zatazeny jako Bacillus subtilis,
nebyly schopny témét zadné produkce PHA, pfitom pravé produkce biopolymeru PHA je
u tohoto druhu hojné€ popsana a zkoumana [217].

Izolaty z roku 2019 byly podrobeny detailnéjSimu screeningu biotechnologického potencialu

produkce PHA. Dalsim testovanym zdrojem uhliku byl glycerol, ktery byl pouzit jako jediny
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zdroj uhliku v koncentraci 20 g/l u vSech izolati bez ohledu na to z jakého uhlikatého zdroje
byly ziskdny. Glycerol je hlavnim vedlej$Sim produktem pfi vyrobé bionafty. Tim, jak roste
spotieba bionafty, tim vic vznika odpadniho glycerolu. Cisténi odpadniho glycerolu je vak
velmi drahé, proto se hledaji alternativni zptisoby vyuziti. Jednou z nich je napiiklad ziskavani
mono, di ¢i triacylglycerolti [218]. Dale je mozné vyuzit odpadni glycerol do dfevénych pelet
[219] nebo muze slouzit jako vstupni surovina pro produkci polyhydroxyalkanoatt [220; 221].

Vzhledem Kk pifedchozim vysledkiim screeningu produkce pii ruznych teplotich bylo
rozhodnuto, ze nasledujici experiment bude probihat pouze pii 50 °C. Jako jediny zdroj uhliku
byl pouzit glycerol. Namétena data jsou uvedena na obrazku 34. U vétSiny izolatt 1ze pozorovat
vys$$i narust biomasy na glycerolu nez na glukéze ¢i na y-butyrolaktonu, které byly vyuzity jako
substrat pii izolaci. Je zajimavé, Ze mnozstvi biomasy bakterie Bz (Paenibacillus sp.) se
navysilo téméf ¢tyfnasobné¢, 1 kdyz zdroj uhliku i podminky kultivace ztistaly stejné. I mnozstvi
P(3HB) se zvysilo, téméf nal g/l. Také uizolati, které byly ptvodné izolovany zy-
butyrolaktonu (A3, A3a, M6 a M7), se zvySilo mnozstvi biomasy. Pfesto vSak izolaty A3 a A3a
neprodukovaly téméf zadny P(3HB). Avsak u izolath M6 a M7 byla zaznamenéana produkce
P(3HB) okolo 1 g/l. Izolaty, které byly taxonomicky zatazeny do rodu Bacillus (A2, A4, F103
az F107), produkovaly téméi zanedbatelné mnozstvi P(3HB) nebo nebyly schopny produkce
vibec. Aby doslo ke zvySeni produkce PHA pomoci rodu Bacillus, bylo by nejspise nutné
optimalizovat slozky v mineralnim médiu. U skupiny izolatli taxonomicky patticich k rodu
Aneurinibacillus se produkce PHA na glycerolu oproti glukoze ve vétsiné piipadu spise
navysila. Proto lze fici, Zze izolaty rodu Aneurinibacillus by mohly byt vhodné pro produkci
PHA na odpadnim glycerolu. Spojeni termofilnich bakterii a odpadniho zdroje jako vstupni
surovinu by mohlo vést ke snizeni naklada na biotechnologickou produkci PHA, a tim i zvySeni
konkurenceschopnosti tohoto biodegradabilniho polymeru.
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Obrazek 34: Produkce PHA na 20 g/l glycerolu jako jediném zdroji uhliku u vybranych izolati.
Kultivace probihala 72 h pii 50 °C. Vysledné hodnoty jsou dany primérem paralelniho méfent,
chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

Dalsim testovanym uhlikatym substratem pro produkci PHA byl olej. Vysledky produkce
PHA na oleji pomoci termofilnich izolatli zobrazuje obrazek 35. N¢které izolaty (A3, A4, A6,
A27,F103, F106, M1, M3 a M7) nebyly schopny olej utilizovat. Izolaty s oznacenim A2, F104,
F105 a M5 byly schopny utilizovat olej, avSak nebyly schopné produkce PHA. Ostatni izolaty
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byly schopny jak utilizovat olej, tak i produkovat PHA. Produkce PHA byla vSeobecné nizsi
nez na ostatnich zdrojich uhliku. V nejlepSim piipad¢ dosdhlo mnozstvi PHA pouze okolo 10 %
hmotnosti suché biomasy, a to u izolatu A21. Produkce PHA byla spiSe zaznamenana u izolati
zatazenych do rodu Aneurinibacillus. V ramci téchto izolata byl vSak pozorovatelny znacny
rozdil v nartstu biomasy i v produkci PHA. | kdyz nékteré izolaty byly shodné zatazeny pod
stejny rod i druh, vyskytuji se na zéklad¢ fenotypovych znaka znané rozdily mezi jednotlivymi
izolaty.
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Obrazek 35: Testovani potencialu utilizovat olej a produkovat PHA u vybranych izolati.
Produkce probihala pti 50 °C za vyuziti 20 g/ rostlinného oleje jako jediného zdroje uhliku. Vysledné
hodnoty jsou dany primérem paralelniho méfeni, chybova tsecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

Vyuziti oleje k produkci PHA pomoci termofilnich izolat se neukazalo pftilis vhodné kvuli
malé produkci biomasy i PHA. Ne¢které izolaty byly sice schopny utilizace oleje a produkce
PHA, ale celkova rentabilita procesu je pravdépodobné nulova.

V ramci screeningu produkce PHA u termofilnich izolati byla také ovéfena schopnost
produkovat kopolymer P(3HB-co-4HB) nebo dokonce samotny P(4HB). Jako zdroj uhliku
a zaroven strukturni prekurzor 4HB byl pouzit 1,4-butandiol v koncentraci 4 g/l. Inkorporace
4HB do polymeru vede ke zménam fyzikalnich i mechanickych vlastnosti kopolymeru.
Kopolymery se 4HB jsou vyrazné¢ méné krystalické, maji nizsi teplotu tani a jsou znacné
flexibilng&jsi nez ostatni zastupci scl-PHA. Proto maji vysoky aplikacni potencial v fad¢ oblasti.
Za zminku stoji napiiklad vyuziti v oblasti biomedicinskych aplikaci [8; 222]. 1zolaty oznacené
jako A2, F103 a F104 nebyly schopny utilizace 1,4-butandiolu. Zato izolaty A1, A3, A3a, F106,
F107, M1, M2 a M5 byly schopny tento substrat utilizovat. Jejich bakterialni nardst se
pohyboval do 0,5 g/l, avSak nebyly schopny produkovat Zzadné¢ PHA. 1zolat oznaceny jako Bz
byl schopen vyssiho bakterialniho narustt okolo 1,3 g/1, ale také nebyl schopen produkce PHA.
Tyto izolaty pro piehlednost nejsou uvedeny na obrazku 36, ktery znazoriiuje vysledky
screeningu schopnosti produkovat kopolymer na 1,4-butandiolu jako jediném zdroji uhliku.
Na zakladé naméfenych dat Ize konstatovat, ze rod Aneurinibacillus je dobrym producentem
kopolymeru P(3HB-c0-4HB). Primémé je kopolymer slozeny zvice jak 80 mol.%
z monomeru 4HB. Nejlepsich vysledki dosahl izolat oznaceny jako A26, kdy jeho produkce
kopolymeru bez jakékoliv optimalizace dosahovala témét 2 g/l s 87 mol. % 4HB. Tento izolat
byl klasifikovan jako Aneurinibacillus thermoaerophilus. Izolat F105, klasifikovan jako
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Bacillus haynesii, a izolat M4 (Bacillus piscis) byly schopny produkce kopolymeru se
zastoupenim 4HB vyssich nez 90 mol. %. Dalsim slibnym producentem, u kterého dosahovalo
mnozstvi PHA az 70 % hmotnosti suché biomasy, byl izolat M7 taxonomicky zatazen jako
Bacillus shackletonii. Kopolymer zahrnoval vice nez 80 mol. % monomeru 4HB.
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Obrazek 36: Testovani potencidlu tvorit kopolymer P(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat).
Kultivace probihala 48 h pii 50 °C na 4 g/l 1,4-butandiolu jako jediném zdroji uhliku u vybranych
izolatd. Chybova tisecka zobrazuje smerodatnou odchylku.

Screening potencidlu produkce PHA prob¢ehl také u izolati kultivovanych pfi teploté 70 °C.
Mezi tyto izolaty pattily izolaty s ozna¢enim AH10, AH11, A12, F101 a F102. Jejich schopnost
produkovat PHA byla testovana pti dvou kultivaénich teplotach a to pii 70 a 60 °C. Jako
uhlikaty substrat byl pouzit puvodni zdroj izolace, tedy glukoéza nebo glycerol v koncentraci
20 g/lI. Pro studium syntézy kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl jako jediny zdroj uhliku pouzit
1,4-butandiol, a to v koncentraci 4 g/l. VSechny izolaty byly taxonomicky zafazeny pod rod
Geobacillus. Diive spadaly bakterie rodu Geobacillus taxonomicky pod rod Bacillus [223;
224], proto lze predpokladat, ze by mohly byt bakterie rodu Geobacillus schopné produkce
PHA. Avsak produkce timto rodem je popsana jen V nékolika separatech, pfi¢emz kmeny
popisované v téchto publikacich nejsou dostupné ve vefejnych sbirkach mikroorganismi. Proto
produkci PHA ani spravnou taxonomickou klasifikaci tedy neni mozné ovéfit [225-227].

Vysledky testovani produkce PHA za vyuziti izolatd patiicich k rodu Geobacillus zobrazuje
tabulka 29. Vsechny izolaty byly schopny alesponi malého ristu na vSech zdrojich uhliku
pii 70 °C, av$ak s niz§im mnozstvim biomasy nez pii 60 °C. Vyjimku ptedstavuje izolat
s oznacenim AHI11, ktery vykazoval vys§i vytézky biomasy pii 70 °C na glycerolu nez
pti 60 °C. Nicméné produkce PHA pii 70 °C byla spiSe zanedbatelna. Jako vhodnéjsi kultivaéni
teplota pro produkci PHA se jevila teplota 60 °C. Pti této teploté byly izolaty s oznac¢enim F101
a F102 schopny produkce PHA jak na glukoze, tak na glycerolu, avSak na glukoze byla
produkce az tiikrat vyssi. Tyto izolaty byly také schopny produkovat kopolymer P(3HB-co-
4HB). Produkce PHA u izolatu F101 dosahovala 0,22 g/1 se zastoupenim témé&i 80 mol. % 4HB.
Izolat s ozna¢enim F102, i kdyz byl taxonomicky zafazeny ke stejnému rodu i druhu jako F101,
mél produkei nizsi a to 0,14 g/ se zastoupenim 4HB 59 mol. %. Produkce kopolymeru P(3HB-
c0-4HB) u rodu Geobacillus nebyla dosud popsana.

114



Tabulka 29: Screening produkce PHA u izolati ziskanych p¥i 70 °C. Produkce probihala po dobu

72 h pii 60 a 70 °C za vyuziti riznych zdrojt uhliku.

Teplota = Uhlikaty zdroj O;z:‘:teuni Biomasa [g/1] PHA [g/l] [mBOT. I?) 6] [m4o|;|. I?) %]
glycerol AH10 0,43 +0,03 n.d. n.d. n.d.
glycerol AH11 n.d. n.d. n.d. n.d.
pivodnf 1 joza | A2 0334001 n.d. n.d. nd.
zdroj
glukoza F101 2,57+0,01 1,01 +£0,02 100 n.d.
glukéza F102 2,30 £0,01 0,73 £0,06 100 n.d.
AH10 0,43 +£0,03 n.d. n.d. n.d.
AH11 n.d. n.d. n.d. n.d.
60 °C Glycerol Al2 0,45+ 0,04 n.d. n.d. n.d.
F101 0,88 +0,12 0,31+0,01 100 n.d.
F102 0,89 +£0,01 0,31 £0,00 100 n.d.
AH10 0,20 = 0,03 n.d. 100 n.d.
AH11 0,21 +0,02 n.d. n.d. n.d.
1,4-butandiol Al2 0,39 £0,01 0,13+0,01 11,6 88,4
F101 0,57+0,17 0,22 £0,01 21,3 78,7
F102 0,51 £0,01 0,14 +0,01 41,0 59,0
glycerol AH10 0,26 £ 0,02 n.d. 100 n.d.
glycerol AH11 0,33 £ 0,04 0,01 £0,00 100 n.d.
70 °C pz‘r’;‘“i gukéza | AL2  009+001  001+000 100 nd.
glukoza F101 0,23 +0,01 n.d. 100 n.d.
glukoza F102 0,44 + 0,04 n.d. 100 n.d.
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Teplota  Uhlikaty zdroj Oizl(:?::uni Biomasa [g/1] PHA [g/l] [n?:)_: L;)] [r::)_I' E’/o]

AH10 0,26 £ 0,02 n.d. 100 n.d.

AH11 0,33+ 0,04 0,01 +0,00 100 n.d.

glycerol Al2 0,36 + 0,08 n.d. 100 n.d.

F101 0,01 £0,00 n.d. 100 n.d.

F102 0,31 +0,07 n.d. 100 n.d.

70 °C

AH10 0,24 £ 0,04 n.d. 100 n.d.

AH11 0,27 0,02 n.d. 100 n.d.

1,4-butandiol Al12 0,05 + 0,01 n.d. 100 n.d.

F101 0,19 £0,04 n.d. 100 n.d.

F102 0,61 £0,05 0,01+ 0,00 100 n.d.

n.d. — nedetekovano

U vybranych termofilnich izolath byla testovana produkce PHA pii vice kultivacnich
teplotach a nartiznych zdrojich uhliku, jako byla naptiklad glukdza, glycerol, olej ¢i 1,4-
butandiol. Obecné byla produkce PHA vyssi pii 50 °C, nejvyssi produkce dosahl izolat
s oznac¢enim 31 na glycerolu a to ptes 2 g/l P(3HB). Také byla testovana produkce PHA na oleji,
ukazalo se vSak, ze kvuli nizkym vytézkim nejsou testované termofilni izolaty ptili§ vhodné
k produkci PHA na oleji. Déle byla testovana schopnost produkce kopolymeru se 4HB, ktery
vyrazn€ ovlivitluje mechanické 1 fyzikalni vlastnosti daného polymeru. Jako zdroj uhliku
a zaroven prekurzor kopolymeru P(3HB-c0-4HB) byl pouzit 1,4-butandiol v koncentraci 4 g/l.
Izolaty patiici do rodu Aneurinibacillus se ukazaly jako vyborni producenti tohoto kopolymeru,
kdy naptiklad produkce PHA izolatu s oznacenim A26 dosahovala 2 g/l se zastoupenim
87 mol. % 4HB. Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) byla také zaznamenana u izolatu F101
taxonomicky zafazené¢ho pod rod Geobacillus, u kterého produkce ¢inila 0,2 g/1 s 80 mol. %
4HB. Produkce kopolymeru byla také zaznamenano u nékterych izolati patiicich do rodu
Bacillus. N¢které izolaty se proto jevi jako zajimavi producenti PHA, navic je mozné, Ze maji
dalsi biotechnologicky potencial, naptiklad produkci dal$ich metabolitt jako jsou termostabilni
enzymy ¢i jiné metabolity, kterym nebyla v praci vénovana pozornost. Také je nutno
poznamenat, ze vSechny screeningové produkce byly provadény bez jakékoli optimalizace
produkénich 1 kultivaénich podminek. Proto je pravdépodobné, Ze optimalizaci produkénich
podminek by bylo mozné vytézky vyrazné navysit.
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4.4. Charakteristika a screening produkce PHA izolati s oznacenim H1, H2 a K2

Izolaty s oznacenim H1, H2 a K2, které byly vyizolované z kompostu z kompostarny Brno
(2018) pomoci osmoselekce, byly taxonomicky zafazeny pod rod Aneurinibacillus. Jelikoz se
jednalo o rod, u kterého byla pouze minimaln¢ popsana produkce PHA [216], byly tyto izolaty
detailnéji podrobeny studiu produkce PHA.

Kvuli komplexnéjSimu taxonomickému zafazeni byly izolaty identifikovany také
fenotypové Ceskou sbirkou mikroorganismi v Brné. Izolaty byly taxonomicky zafazeny nejen
diky sekvenci genu 16S rRNA (kapitola 4.3.2.1), ale také na zakladé fenotypové identifikace.
VSechny tfi izolaty byly stanoveny jako sporulujici gram pozitivni ty€inky patfici do rodu
Aneurinibacillus. Izolaty se ptivodné barvily negativné, ale KOH test potvrdil gram pozitivni
bunéénou sténu. Pomoci fenotypické identifikaci (Tabulka 30) a komeréni analyzy metodou
Biolog byly izolaty vyhodnoceny nasledovné: izolat H1 nebylo mozné urcit na Grovni druhu
abyl zafazen pouze jako Aneurinibacillus sp., izolaty H2 a K2 byly zafazeny jako
Aneurinibacillus migulans.

Tabulka 30: Fenotypicka identifikace izolatad H1, H2 a K2

morfologie matné, ploché, bézové, okraj nepravidelny

anaerobni rust, kataldza, uredza, hemolyza,

hydrolyza zelatiny, kaseinu, ONPG a lecitinu,
pozitivni test _

kyselina z glukozy, xylozy a laktozy,

H1 rast v piitomnosti 7 % NaCl, rist pti 60 °C

hydrolyza Skrobu, Tweenu 80, eskulinu, tyrosinu a DNA,
acetoin, redikce nitratu,

negativni test kyselina z manitolu, celobidzy, fruktdzy a inositolu,
rast v pfitomnosti 10 % NacCl, rtst pti 30 a 65 °C,

Simmons citrat, arginin dihydrolaza

morfologie matné, ploché, bézové, okraj nepravidelny

kataldza, ure4dza, hemolyza,

H2 hydrolyza Zelatiny, kaseinu, ONPG, DNA a lecitinu,
pozitivni test ]
kyselina z glukozy, fruktozy a celobidzy,

rast v pritomnosti 7 % NaCl, rist pti 60 °C
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anaerobni rust, hydrolyza Skrobu, Tweenu 80, eskulinu
a tyrosinu,

acetoin, redikce nitratu,

H2 Negativni test kyselina z xylozy, manitolu, laktzy a inositolu,
rust v pfitomnosti 10 % NaCl, rist pti 30 a 65 °C,

Simmons citrat, arginin dihydrolaza

morfologie matné¢ lesklé, ploché, bézové, okraj nepravidelny

anaerobni rust, kataldza, ureaza, hemolyza,

hydrolyza zelatiny, kaseinu, tyrosinu, ONPG a lecitinu,
pozitivni test kyselina z glukozy,

rast v piitomnosti 7 % NaCl, rust pii 60 °C,

K2 arginin dihydrolaza

hydrolyza Skrobu, Tweenu 80, eskulinu a DNA,
acetoin, redikce nitratu,

negativni test kyselina z xylozy, manitolu, laktozy, fruktozy a inositolu,
rust v pritomnosti 10 % NaCl, rist pii 30 a 65 °C,

Simmons citrat

Izolaty byly také testovany na piitomnost PHA syntazy. ProtoZe se jedna o rod
Aneurinibacillus, byly pouzity specialné navrzené primery praveé pro tento rod. Obrazek 37
ukazuje, ze vSechny tfi izolaty maji PHA syntazu tidy IV typickou pro rod Aneurinibacillus.
Byla také provedena PCR reakce pro ostatni skupiny tfidy IV a pro PHA syntazu prvni tfidy.
V téchto ptipadech vSak byly vysledky negativni.
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Obrazek 37: Stanoveni PHA syntazy tiidy IV za pouziti primert navrZenych pro rod
Aneurinibacillus. K2 — izolat Aneurinibacillus migulans K2; H2 — izolat Aneurinibacillus migulans
H2; H1 — izolat Aneurinibacillus sp. H1; Z — Zebiigek.

4.4.1. Optimalizace produkce PHA u izolatu K2, H1 a H2

Prvotni test schopnosti produkovat PHA byl proveden na substratu, ktery byl vyuZit pfi izolaci,
tedy na glycerolu. Vysledky znazorfiuje obrazek 38. Izolaty oznafené H1 a H2 vykazovaly
podobny bakteridlni nartst, okolo 2,2 g/l, 1 kdyZ se podle taxonomické charakterizaci jedna
0 dva rozdilné druhy. Zato K2, pfestoze by se mélo jednat o stejny druh jako H2, méla nizsi
bakteridlni nartist. Izolat K2 byl také schopen mensi produkce PHA oproti zbylym dvéma
izolatim. VSechny tfi izolaty produkovaly P(3HB). Produkce izoldtu H1 dosahovala okolo
1 g/1, zatim jedina publikovana produkce PHA u rodu Aneurinibacillus dosahovala pouze okolo
0,1 g/l [216].
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Obrazek 38: Prvotni test produkce PHA na glycerolu pfi S0 °C. Hodnoty jsou dany primérem
Z paralelniho méfeni a chybova tsecka piedstavuje smerodatnou odchylku méteni.

Izolaty se tedy jevi jako schopni termofilni producenti PHA, proto bylo jejich mineralni
médium upraveno ve snaze ziskat vyS$si produkci PHA a bakteridlni néartst. Jednim z prvnich
upravovanych paramenti byl pomér dusikatého zdroje, kterym byl chlorid amonny,
a komplexniho zdroje, ktery ptedstavoval kvasni¢ni extrakt. Byla také provedena kontrola,
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ktera obsahovala pivodni mnozstvi testovanych latek a to 1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/
kvasni¢ného extraktu (YE). Vysledky prvni optimalizace média zobrazuje obrazek 39. Jednim
z testovanych pomérti bylo zvyseni koncentrace chloridu amonného na 3 g/l a absence
komplexniho zdroje. Tato moznost se ukazala jako nevyhodna. VSechny tii izolaty mély
produkce PHA. Z toho lze usuzovat, ze izolaty potiebuji ke svému ristu komplexni zdroje
dusiku a dalsich prvku. V médiu, kde byla zvysena davka komplexniho zdroje dusiku na 3 g/l,
ale chyb¢l anorganicky zdroj uhliku v podobné chloridu amonného, byl sice vytézek biomasy
vys$si, ale produkce PHA byla velmi nizka. Itato kombinace se ukézala jako nevhodna.
Kombinace poméra chloridu amonného a komplexniho zdroje 1:3 g/l a 3:0,5 g/l sice vedly
ke zvyseni produkce PHA i biomasy, ale v§eobecné lze fici, ze nejvyhodnéjsi variantou je
puvodni pomér a to 1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/l kvasni¢ného extraktu.
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Obrazek 39: Optimalizace poméru dusiku a komplexniho zdroje. Kultivace probihala po dobu
72 h pti 50 °C. YE — kvasni¢ni extrakt. Hodnota je dana primérem paralelniho méfeni. Chybova
usecka zobrazuje smerodatnou odchylku.

Po testovani poméru anorganického dusiku a komplexniho zdroje, bylo zjisténo, Ze pro vyssi
narast biomasy i1 produkci PHA je nutné, aby v mineralnim médiu byly zastoupeny oba zdroje.
Proto dal§im testovanym parametrem byl vybér vhodného dusikatého zdroje o koncentraci
1 g/l. Mezi testované zdroje patfily chlorid amonny jako kontrola, siran amonny, dusi¢nan
amonny a mocovina. Z obrazku 40 je patrné, Ze rozdily mezi izoldty H1 a H2 v porovnéni s K2
jsou zna¢né a ze H1 a H2 budou slibng&jsimi producenti PHA. Jak u izolatu H1, tak u H2 m¢l
pozitivni vliv na riist bunécné biomasy i produkci PHA siran amonny a dusi¢nan amonny.
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Obrazek 40: Vybér vhodného zdroje dusiku. Kultivace probihala 72 hodin p¥i 50 °C
na mineralnim médiu M1. Vysledna hodnota je dana primérem paralelniho méteni. Chybova tusecka
zobrazuje smérodatnou odchylku.

Po zvyseni produkce PHA vybérem vhodného zdroje dusiku, byl také optimalizovan vhodny
komplexni zdroj. Mezi testovanymi komplexnimi zdroji o koncentraci 0,5 g/l byl ptivodni
kvasni¢ny extrakt a dale pepton, sojovy pepton, trypton a hovézi extrakt (Obrazek 41). I u této
zmény parametru lze pozorovat, ze se vytézek biomasy i produkce PHA u izolatu K2 znatelné
181 od zbylych dvou izolatd. Zména komplexniho zdroje u izolatu K2 nevedla ani ke zvySeni
koncentrace biomasy ani ke zvyseni produkce PHA a vSechny ostatni testované zdroje kromé
puvodniho kvasni¢ného extraktu maji podobné vytéZky biomasy i PHA. Ani izolat H2
nereagoval na zménu komplexniho zdroje zvySenim nartistu biomasy ¢i produkce PHA. Zména
ovlivnila rlst pfevazné negativné, kdy u peptonu, sojového peptonu a tryptonu je dokonce nizsi
nez s kvasnicnym extraktem. Pfi pouziti hovéziho extraktu byly vysledky srovnatelné
s kvasni¢nym extraktem. Proto je pro izolaty K2 a H2 vhodnym komplexnim zdrojem kvasni¢ni
extrakt. Zato izolat H1 reagoval pozitivné na zménu komplexniho zdroje. Nejvyssi koncentrace
biomasy dosahl izolat H1 na tryptonu jako komplexnim zdroji. Produkce P(3HB) dosahovala
témer 2 g/l.
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Obrazek 41: Vybér vhodného komplexniho zdroje. Kultivace probihala 72 hodin pii 50 °C
na mineralnim médiu M1. Vysledna hodnota je dana primérem paralelniho méteni. Chybova tusecka

zobrazuje smérodatnou odchylku.

Dals$im dilezitym kultivaénim parametrem je teplota. Izolaty byly izolované pfi teploté
50 °C, ale nemusi se jednat o jejich optimalni teplotu ristu. U izolatu K2 a H2 byla testovana
teplota 45, 50, 55, 60 a 65 °C. U izolatu H1, ktery se v ptechozich testech jevil jako nejlepsi
producent PHA, byla kromé jiz zminénych teplot testovana také teplota 40 a 35 °C. Podle
fenotypové charakterizace provedené v Ceské sbirce mikroorganismi, by izolaty K2, H1 a H2
nemély byt schopny rustu pii 30 °C. Testovani optimalni teploty rtistu zobrazuje obrazek 42.
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Obrazek 42: Optimalizace kultivaéni teploty pro izolaty K2, H1 a H2. Kultivace probihala
po dobu 72 h pfi riznych teplotach na minerdlnim médiu M1 za vyuziti glycerolu jako jediného zdroje
uhliku. Vysledky jsou dany primérem hodnot paralelniho méteni. Chybova usecka potom predstavuje

smérodatnou odchylku.

Jako nejvhodnéjsi kultivaéni teplota u vSech tfech izolati byla teplota 45 °C. Pfi této teploté
izolaty dosahovaly nejvyssi koncentrace biomasy i nejvyssi produkce PHA. Je zajimavé, Ze
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také vSechny tfi izolaty byly schopny rust pfi teploté 65 °C, a izolaty H1 a K2 byly také schopny
pfi této teploté produkovat PHA, piestoze pii fenotypové charakterizaci Ceskou sbirkou
mikroorganismt v Brnég, byla teplota 65 °C urcena jako nevhodna k riistu mikroorganismi.
Izolat H1 vsak potvrdil, ze teplota 35 °C bude ptedstavovat spodni mez pro rist bakterii,
a teplota 30 °C urcena pii fenotypové charakterizaci jako nevhodna pro riist bude spravna. Lze
tedy vSeobecné konstatovat, Ze vSechny tii izolaty patiici k rodu Aneurinibacillus jsou schopny
rastu od 35 °C do 65 °C s optimalni teplotou ristu okolo 45 °C. Bude se jednat nejspiSe
0 termotolerantni organismy nebo o mirné termofily.

4.4.2. Produkce kopolymeri PHA pomoci izolati K2, H1 a H2

Po optimalizaci kultivaénich podminek byla testovana také schopnost produkovat kopolymery
PHA, a to jak kopolymer P(3HB-co-3HV) tak P(3HB-c0-4HB). Pro produkci kopolymeri bylo
nejprve nutné urcit vhodné prekurzory, ale také to, jestli je dany izolét viibec schopen produkce
kopolymeru. Pro testovani schopnosti produkovat kopolymer s 3-hydroxyvalerdtem, byly
pouzity prekurzory kyselina levulova, propionat sodny, propan-1-ol akyselina valerova.
Prekurzory byly ptidany do média na zacatku kultivace o koncentraci 2 g/l. Kromé prekurzoru
byl v médiu také obsazeny uhlikaty zdroj a to 20 g/1 glycerolu. Byla také provedena kontrola,
ktera neobsahovala zadny prekurzor. Vysledky testovani schopnosti produkovat kopolymer
P(3HB-co0-3HV) zobrazuje tabulka 31.

Tabulka 31: Testovani produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) pomoci izolati K2, H1 a H2.
Kultivace probihala v mineralnim médiu M1 s 20 g/l glycerolu a 2 g/l ptisluseného prekurzoru, ktery
byl ptidan hned na poc¢atku kultivace. Vysledné hodnoty jsou dany primérem paralelniho méfeni
a chyba vyjadiuje smérodatnou odchylku méteni.

i Biomasa 3HB 3HV
Izolat | Prekurzor [o/1] PHA [g/1] [mol. %] [mol. %]

Kontrola 0,71+0,05 0,23+0,01 100 n.d.
kyselina 1514001 031+001 100 n.d.
levulova

K2 propionat sodny 0,98 +0,11 0,08 + 0,01 100 n.d.
propan-1-ol 0,86+0,06 0,33+0,01 100 n.d.
kyselina 1,04+001 021+001 52.9 471
valerova
Kontrola 1,09+0,06 0,53+0,02 100 n.d.

H1l .
kyselina 1,08+ 0,06 039001 100 n.d.
levulova
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i Biomasa 3HB 3HV
Izolat Prekurzor [o/1] PHA [g/1] [mol. %] [mol. %]
propionat sodny 1,11 +0,04 0,31+0,01 67,9 32,1
H1 propan-1-ol 1,47+0,04 0,66=+0,01 96,3 3,7
kyselina 1,00+ 0,02 071 0,02 33,4 66,6
valerova
kontrola 1,31+0,03 0,67 +0,03 100 n.d.
kyselina 0,83+£0,07 0,31+ 0,01 100 n.d.
levulova
H2 propionat sodny 1,21 +0,11 0,38 + 0,05 68,0 32,0
propan-1-ol 2,10+0,10 0,95+0,06 100 n.d.
kyselina 2124007 0,74+0,15 34,2 65,8
valerova

n.d. - nedetekovano

I kdyz byl izolat H2 a K2 urcen jako stejny druh, jiz pfedchozi vysledky ukézaly, Ze se tyto
dva izolaty od sebe velmi lisi. Stejné je to 1 v piipadé schopnosti produkovat kopolymer s 3-
hydroxyvaleratem (3HV). Izolat K2 nebyl schopen s Zaddnym testovanym prekurzorem tvofit
kopolymer. Se vS§emi testovanymi prekurzory doSlo pouze ke zvySeni mnozstvi biomasy, ale
pouze s kyselinou levulovou a propan-1-olem byla jeho produkce P(3HB) vyssi oproti kontrole.
Avsak izolaty H1 a H2 byly schopny s nékterymi prekurzory tvotit kopolymer P(3HB-co-
3HV). Izolat H2 byl schopen inkorporovat 3-hydroxyvalerat do polymeru v ptipad¢ vyuziti
propionatu sodného a kyseliny valerové. V piipad¢ pouZiti propionatu sodného klesla produkce
PHA témé&f na polovinu oproti kontrole, pouze na 0,38 g/l ale se zastoupenim 32 mol. % 3HV.
V ptipadé kyseliny valerové stoupla biomasa na 2,12 g/l a produkce PHA byla 0,74 g/l se
zastoupenim okolo 66 mol. % 3HV. Je zajimavé, Ze nejvyssi produkce PHA dosahl izolat H2
za pouziti propan-1-olu, kdy biomasa i PHA byla vyssi nez v kontrolni kultivaci. Koncentrace
PHA pak dosahovala téméft 1 g/1, ale zastoupen byl pouze 3HB.

Také izolat H1 byl schopen inkorporace 3HV, ato za pouziti prekurzorii propionatu
sodného, propan-1-olu a kyseliny valerové. V piipadé pouziti propionatu sodného dosahovala
produkce PHA pouze 0,3 g/l s 32 mol. % 3HV. Za ptitomnosti propan-1-olu v médiu byla
produkce PHA témét dvojnasobnd a to okolo 0,66 g/l, ale zastoupeni 3HV kleslo na necela
4 mol. %. Jako nejvhodnéjsi zdroj pro akumulaci kopolymeru P(3HB-co-3HV) se ukazala
kyselina valerova, kde se nartist biomasy pohyboval okolo 1,9 g/l s 0,7 g/l PHA. Kopolymer
obsahoval i nejvyssi mnozstvi 3HV a to témét 67 mol. %. Izolaty H1 a H2 se ukazaly jako
vhodné pro produkci polymeru s 3HV piedevsim za vyuziti kyseliny valerové. Takeé je zajimavé
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vysoké zastoupeni 3-hydroxyvaleratu v kopolymeru. VétSina bakterii produkuje P(3HB-co-
3HV) spise do 30 az 50 mol. % koncentrace 3HV [228-232]. Vyuziti kopolymeru P(3HB-co-
3HV) je Siroké. Diky zaclenéni 3HV do fetézce dochazi ke zlepSeni mechanickych
a technologickych vlastnosti materialu [233]. Diky jeho biokompatibilit¢ a biologické
rozlozitelnosti je tento material vhodny pro 1ékaiské tcely ajeho vyuziti lze napiiklad
najit v chirurgickych nitich, pii uvoliiovani 1éku, tkanovych naplastech a podobné [234-237].
Svoji roli také hraje mira zastoupeni 3HV v polymeru, protoze s rostoucim obsahem 3HV klesa
krystalinita a také teplota tani [238].

Mezi dal§imi testovanymi schopnostmi izolatd byla schopnost tvofit kopolymer P(3HB-co-
4HB) zaptitomnosti vhodnych strukturnich prekurzort. Pouzité prekurzory byly 1,6-
hexandiol, y-butyrolakton a 1,4-butandiol o koncentraci 8 g/l. Prekurzory byly pfidany
na poc¢atku kultivace a slouzily zaroven jako jediny zdroj uhliku. Z tabulky 32, ktera zobrazuje
vysledky kultivace na prekurzorech 4HB, je viditelné, Ze vSechny tfi izolaty byly schopny
produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) na dvou ztestovanych prekurzori, a to na y-
butyrolaktonu a 1,4-butandiolu. Produkce kopolymeru u izolatu K2 na y-butyrolaktonu se
pohybovala okolo 0,18 g/l s necelymi 64 mol. % 4HB a na 1,4-butandiolu byla jeho produkce
okolo 0,5 g/l s frakci 4HB okolo 80 mol. %. Izolaty H1 a H2 produkovaly polymer s vys$§im
zastoupenim 4HB, a to konkrétné produkce kopolymeru u H1 na y-butyrolaktonu dosahovala
0,459/l s84mol. % 4HB a na 1,4-butandiolu byla produkce kopolymeru PHA 0,77 g/l
s 88 mol.% 4HB. U izolatu H2 byla produkce velmi podobna.

Vsechny tii izolaty jsou schopny produkce kopolymeru P(3HB-c0-4HB). Nejslibnéjsim
producentem se zda byt izolat H1. Je na misté poznamenat, Ze kopolymer P(3HB-c0o-4HB) ma
v ramci skupiny PHA materialti unikatni mechanické vlastnosti (nizk4 krystalinita, vysoka
elasticita, nizka teplota tani) [239] a ma velice Siroky aplikacni potencial [240]. Izolaty K2, H1
a H2 jsou extrémné zajimavymi producenty P(3HB-c0o-4HB), protoZe jsou schopny produkce
kopolymert s opravdu vysokymi obsahy 4HB.

Tabulka 32: Testovani tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB). Kultivace probihala v mineralnim
médiu M1 na 8 g/l prisluseného prekurzoru, ktery byl pfidan hned na pocatku kultivace. Vysledné
hodnoty jsou dany primérem paralelniho méfeni a chyba vyjadiuje smérodatnou odchylku méteni.

Izolat | Prekurzor Bi([)g:r;l?sa PHA [g/l] [m30T I?) %] [m4o|;|. I?) %]
1,6-hexandiol 0,13 + 0,02 0,02 +0,01 100 n.d.
K2 | y-butyrolakton 0,37 +0,02 0,18 + 0,02 36,6 63,4
1,4-butandiol 0,89 +0,03 0,50+ 0,01 20,1 79,9
1,6-hexandiol 0,37 +0,08 0,03+0,01 100 n.d.
" y-butyrolakton = 0,52 +0,03 0,45+0,01 15,9 84,1
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Izolat | Prekurzor Bi([);r;lf];lsa PHA [g/l] [m30|: EZ %] [m4o|;|. E; %]
H1 1,4-butandiol 1,02 + 0,04 0,77+0,01 11,6 88,4
1,6-hexandiol = 0,32+ 0,01 0,01+0,01 100 n.d.
H2 | y-butyrolakton 0,36 £ 0,21 0,26 + 0,01 17,3 82,7
1,4-butandiol 1,05+ 0,10 0,84+ 0,01 12,2 87,8

n.d.- nedetekovano

4.4.3. Optimalizace produkce a produkéni potencial izolatu H1

Na zaklad¢ ptedchozich vysledkti byl izolat s oznaCenim H1 vybran jako nejslibnéjsi
Z testovanych izolatl pro podrobngéjsi studium produkce PHA. Prvnim z testovanych parametra
byla schopnost utilizace raznych zdroji uhliku. Mezi testovanymi sacharidy byla sachar6za,
manoza, galaktoza, glukoza, fruktoza a laktdza. Testovany izoldt byl schopen riistu na vSech
zminénych uhlikatych zdrojich (Obrazek 43). Nicméné vyznamnéjsiho ristu dosahl pouze
na glukoze, kdy vytézek biomasy byl okolo 2 g/l s 0,5 g/l P(3HB). Pti kultivaci na glycerolu
dosahovala kultura koncentrace biomasy ptes 3,5 g/l a produkce P(3HB) mirné piesahovala
2 g/1. Glycerol se tedy ukazal jako nejlepsi zdroj uhliku pro kultivaci izolatu H1.
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Obrazek 43: Screening produkce PHA na riiznych zdrojich uhliku o koncentraci 20 g/l pomoci
izolatu H1. Kultivace probihala na mineralnim médiu M1 pii 50 °C po dobu 72 h. Vysledné hodnoty
predstavuji primér naméfenych hodnot a chybova tisecka udava smérodatnou odchylku méteni.

Produkce PHA na glycerolu nese jista pozitiva. Se zvySenou spotfebou bionafty vznika
odpadni glycerol, pro ktery se hleda dalsi vyuziti, které nevyzaduje slozitou rafinaci. Jednim
z moznych pouziti odpadniho glycerolu je naptiklad vyroba hluboce eutektickych rozpoustédel
[241]. Bohuzel znecisténi odpadniho glycerolu, ktery obsahuje mimo jiné naptiklad i methanol,
zbytkové katalyzatory, anorganické a organické soli a dalsi kontaminanty [242], neni vhodné

126



pro lékarské, farmaceutické ¢i kosmetické pouziti. I pfes kontaminanty, které mohou ptisobit
inhibi¢né, je mozné vyuziti odpadniho glycerolu jako suroviny Vv biotechnologickém pramyslu.
Jsou popsany procesy vyuzivajici odpadni glycerol jako surovinu pro produkci PHA, naptiklad
pomoci bakterie Cupriavidus eutrophus [243] ¢i termofilni bakterie Caldimonas
manganoxidans [244].

Srovnani produkce na Ccistétm a odpadnim glycerolu pomoci izoldtu H1 zobrazuje
obrazek 44. Byly testovany tfi rizné koncentrace glycerolu a to 10, 20 a 30 g/l. Izolat
Aneurinibacillus sp. H1 byl schopen rustu na odpadnim glycerolu bez jakékoli tpravy
odpadniho glycerolu. Jeho produkce na odpadnim glycerolu je témét srovnatelnd s produkci
na ¢istém glycerolu. Jako nejméné vhodna koncentrace bylo 10 g/l glycerolu, kdy byla kultura
ocividné limitovand zdrojem uhliku. Pouziti 30 g/l glycerolu pisobilo spiSe inhibi¢né.
V odpadnim glycerolu byla hodnota biomasy téméf polovicni ve srovnani S pouzitim pouze
20 g/1. Nejvhodnéjsi koncentrace u obou typi glycerolu byla hodnota 20 g/l. Je tedy mozné
konstatovat, ze izolat Aneurinibacillus sp. H1 je vhodny pro produkci P(3HB) z odpadniho
glycerolu.
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Obrazek 44: Testovani produkce PHA na ¢istém a odpadnim glycerolu pomoci izolatu H1.
Kultivace probihala na mineradlnim médiu M2, 72 hodin pfi teploté 45 °C. Vysledné hodnoty
predstavuji primér naméienych hodnot a chybova tsecka udava smérodatnou odchylku méteni.

Morfologie PHA granuli v bunice rostouci na glycerolu byla zkoumana pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM). Snimek morfologie bunék s vnitinimi endospory a granulemi
PHA zobrazuje obrazek 45. Jednotlivé buniky obsahuji v priméru 3 az 15 granuli PHA, které
jsou rozprostteny po buiice. Mimo granuli PHA jsou v nékterych bunkéch také obsazeny
endospory, které vétSinou nejsou vitany béhem biotechnologického procesu nebo pii akumulaci
PHA. Studie u rodu Bacillus ukazuji, ze sporulace souvisi s metabolismem PHA, kdy vede
ke snizeni PHA v bunikach [245-247]. Avsak v piipadé izolatu H1 je i po 72 hodinach kultivace
pouze malé mnozstvi bakterii ve sporulujicim stavu (pod 10 %). | v buiikach, kde se nachazi
endospora, se stale vyskytuji granule PHA, takZe ani sporulace by neméla byt piekazkou
v zavedeni izolatu Aneurinibacillus sp. H1 do pramyslové vyroby.
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Obrazek 45: TEM snimek izolatu Aneurinibacillus sp. H1 po kultivaci na 20 g/l glycerolu,
72 hodin, 45 °C. Zelené $ipky ukazuji na endospory v bakterialni butice, oranzové pak ukazuji
na ptiklad granule PHA v buiice.

4.4.3.1 Studium produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB)

Kopolymer P(3HB-co-4HB) ma S$iroké potencialni uplatnéni v medicing, farmacii ¢i
kosmetickém primyslu, navic zvySené mnozstvim monomeru 4HB ma lepsi biokompatibilitu
a mechanické vlastnosti [248; 249]. Proto bylo provedeno studium produkce kopolymeru
P(3HB-co-4HB) pomoci izolatu Aneurinibacillus sp. H1. Jako zdroj uhliku a zaroven jako
prekurzor pro tvorbu 4HB byl pouzit 1,4-butandiol.

Prvnim krokem optimalizace produkce kopolymeru bylo porovnani plivodniho média M1
a upravené¢ho média M2 za vyuziti 8 g/l 1,4-butandiolu pfi riznych kultivacnich teplotach
(Obrazek 46). Nejvyssich produkci bylo dosazeno pii teploté 45 °C, jak jiz bylo stanoveno pii
optimalizaci P(3HB). AvSak vys$i produkce bylo dosaZzeno na minerdlnim médium M1, kdy
mnozstvi kopolymeru bylo 1,10 g/l s 92 mol. % 4HB.
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Obrazek 46: Produkce P(3HB-co-4HB) na 1,4-butandiolu v zavislosti na pouzitém médiu
a kultivaéni teploté. Jako zdroj uhliku bylo pouzito 8 g/l 1,4-butandiolu. Vysledky jsou dany
pramérem naméfenych hodnot a chybova tisecka zobrazuje smerodatnou odchylku.

Dal§im testovanym parametrem byla koncentrace uhlikatého zdroje a to konkrétné 1,4-
butandiolu. Testovany byly koncentrace 4, 8, 12 a 16 g/l v obou mineralnich médiich, vysledky
zobrazuje tabulka 33. Vyssich hodnot koncentrace biomasy bylo dosazeno v mineralnim médiu
M2, tedy s dusi¢nanem amonnym a tryptonem. Jako nejvhodnéjsi koncentrace 1,4-butandiolu
se ukazala hodnota 4 g/l. Obecné lez fici, Ze molekulova hmotnost kopolymeru se vzristajici
koncentraci 1,4-butandiolu klesala, a to u obou mineralnich médii, nejvyssi molekulova
hmotnost byla namétfena v ptipadé 4 g/l 1,4-butandiolu v mineralni médium M2 a to téméf
120 kDa a index polydisperzity byl 1,06.

Obecné niz§i molekulova hmotnost polymeru v pfitomnosti 1,4-butandiolu mize byt také
déna unikatnimi vlastnostmi PHA syntézy tfidy IV. Tyto syntazy nejenze katalyzuji polymeraci
PHA, ale dochazi také k alkoholytickému Stépeni fetézcli PHA, pokud je v médiu pfitomen
alkohol. Tato vlastnost mize byt vhodna pro regulaci molekulové hmotnosti PHA, ale také
muze vést K modifikaci karboxylovych koncti PHA [210]. Tato alkoholyticka aktivita mtize byt
pti¢inou, pro¢ s rostouci koncentraci 1,4-butandiolu v médiu tak dramaticky klesa molekulova
hmotnost vysledného polymeru.
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Tabulka 33: Optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu za pouZiti dvou médii (M1 a M2)
pro produkci P(3HB-co-4HB) bakterii ozna¢enou jako H1. Mw — molekulova hmotnost polymeru,
b - polydisperzita.

1,4- Biomasa SHB 4HB
Médium buta,ndiol [o/1] PHA [g/1] [Tol. [mol. Mw [kDa] b
0] %]
4 g/l 0,93+0,03 0,48+0,04 14,6 854 | 99,10+2,65 1,05
8 g/l 0,85+0,11 0,46+0,02 16,1 83,9 8850+239 1,10
" 12 g/l 0,72+0,06 0,36 +0,05 18,4 81,6  41,28+228 1,19
16 g/l 0,56+0,05 0,26+0,01 17,6 824  37,86+353 1,18
4 g/l 1,41+0,02 0,64+0,37 15,4 84,6  119,83+355 1,06
89/l 0,88+0,01 0,38+0,22 16,4 836 3069+046 156
"2 12 g/l 0,79+0,09 0,35+0,20 15,2 84,8 4496+158 1,21
16 g/l 0,68+0,01 0,29+0,17 14,0 86,0  35,78+150 1,28

I pti opakovani experimentu dosahovalo vyssich vytézkiti mineralni médium M2, proto bylo
vybrano jako vhodnéjsi produkéni médium pro akumulaci P(3HB-co-4HB) i pii dalSich
experimentech. Jesté jednou byla zopakovana optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu, kdy
byly pouzité koncentrace nizsi, a to 3, 4, 5, 6, 7 a 8 g/l, vzhledem k ptedchozim vysledkiim.
Nejvyssi produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) bylo dosazeno na koncentracich 4 a 6 g/l 1,4-
butandiolu (Tabulka 34). Molekulova hmotnost polymeru byla také téméf stejna pii téchto dvou
koncentracich substratu a to 128 kDa pro 4 g/l a130 kDa pro 6 g/l. Molarni frakce 4HB
Vv kopolymeru je pro vSechny testované koncentrace 1,4-butandiolu srovnatelna a obecné velice

vysoka — 88 az 92 mol. %. V dalSich experimentech byla po¢atecni koncentrace 1,4-butandiolu
4 gll.
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Tabulka 34: Podrobnéjsi optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu v produkénim médiu pro
tvorbu P(3HB-co0-4HB) pouze v mineralnim médiu M2. Mw — molekulova hmotnost polymeru,
b - polydisperzita.

. 4HB

butzs;jiol B'E’g;'l‘;‘sa PHA [g/1] [mSOT'?) ” [rc;oo]l. Mw [kDa] D
3¢/l 1224011 061+005 94 90,6  11561+758 1,05
4/ 1674002 091+003 9,1 90,9  12897+385 1,12
5 g/l 1244023 057+001 11,7 883  101,13+668 1,16
6 g/l 1604015 089+001 7,2 928  130,69+232 113
79/ 113+001 058+001 120 880 12081+179 1,26
8 g/l 096+001 042+004 131 869  30,69+046 156

Izolat H1 tedy disponuje unikatni schopnosti produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) s velice
vysokym podilem 4HB. Nicmén¢ pii pouziti 1,4-butandiolu jakozto jediného substratu jsou
vytézky biomasy i polymeru obecné nizké. Proto bylo v rdmci dalSich experimentd testovano
vyuziti kombinace 1,4-butandiolu a glycerolu, pti¢emz by glycerol plnil pfedev§im funkci
substratu podporujiciho rtst mikrobialni kultury a 1,4-butandiol piedstavoval piedevsim
strukturni prekurzor 4HB. Koncentrace 1,4-butandiolu byla vybrana na zékladé ptedchozich
experimentt, a to 4 g/1. Koncentrace glycerolu byla testovana v koncentracich 2, 4, 6, 8 a 20 g/l.

Pii pouziti smési 1,4-butandiolu a glycerolu doSlo ke zvySeni koncentrace biomasy, a to
ve vSech piipadech ptes 2 g/l. Také doslo ke zvyseni produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB).
Pomér slozek ve smési zdroji uhliku se odrazil ve slozeni kopolymeru (Tabulka 35). V ptipadé
pouziti pouze 2 g/l glycerolu bylo zastoupeni 3HB pouze okolo 16 mol. % a se zvySujici se
koncentraci glycerolu se zvySuje i zastoupeni 3HB, kdy v ptipadé pouziti 20 g/l glycerolu bylo
zastoupeni 3HB 95 mol. %. Jak jiZ bylo zminéno, mnozstvi 4HB v kopolymeru ovliviiuje jeho
mechanické i technologické vlastnosti, tudiz podle pozadovanych vlastnosti 1ze jednoduse
upravou kultivacnich podminek fidit zastoupeni 4HB v kopolymeru. Nejvyssi produkce pak
bylo dosazeno pti pouziti koncentraci glycerolu 2 a 4 g/1, kdy koncentrace PHA dosahovala
Vv obou piipadech pies 1,8 g/l. Avsak pfi pouziti 2 g/l glycerolu bylo zastoupeni 4HB vyssi
a molekulova hmotnost polymeru dosahla hodnoty 120 kDa. Pokud byla pouzita vyssi
koncentrace glycerolu, molekulova hmotnost klesla na 86 kDa.
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Tabulka 35: Produkce P(3HB-co-4HB) v kombinaci 1,4-butandiolu s glycerolem jako zdrojem
uhliku v mineralnim médiu M2. Mw — molekulova hmotnost polymeru, B — polydisperzita.

1,4- Biomasa 3HB 4HB
butandiol + /1] PHA [g/l] [mol. [mol. Mw [kDa] b
glycerol g %] %]

49/l+29/l | 269+0,15 1,83+0,02 16,4 83,6 120,03 +2,06 1,27

49/l+4g9g/l | 2,79+0,03 1,82+0,10 25,6 74,4 86,01+1,66 1,32
49/l+69g/l | 2,28+0,26 1,15+0,03 57,5 42,5 76,05+1,38 1,78
49/1+8¢g/l | 243+0,01 0,99+0,12 63,6 36,4 66,28+ 1,22 1,59
49/1+209/1 ] 256+0,11 1,14+0,05 95,4 4,6 9,61 +0,59 1,03

PHA pomahaji bakteriim piezivat nepfiznivé podminky, mezi které se naptiklad fadi
i osmoticky stres [250]. Proto byl testovan vliv navy$ené osmotické sily kultivacniho média
(10, 20 a 30 g/l NaCl) na produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB). Rovnéz byla provedena
kontrola, ktera neobsahovala ptidavek chloridu sodného. Ptidavek 10 g/l NaCl mél pozitivni
vedly ke snizeni biomasy i produkce PHA. Je zajimavé, ze pti pouziti 30 g/l se rapidné snizilo
mnozstvi 4HB v kopolymeru, a to pouze na 24 mol.%.

3.0

EBiomasa [g/l] @4HB [g/l] B3HB [g/l]

Biomasa, PHA [g/1]
- b e
L (=] L

—
fe]

0.5

0.0
0 g/l NaCl 10 g/l NaCl 20g/l NaCl 30 g/l NaCl

Obrazek 47: Vliv piidavku chloridu sodného na produkci P(3HB-co-4HB) pomoci izolatu
oznaceného H1. Jako zdroj uhliku byla pouzita smés 4 g/l 1,4-butandiolu a 4 g/ glycerolu. Vysledné
hodnoty jsou dany primérem méfeni a chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

V ramci testovani produkéniho potencialu bakterie Aneurinibacillus sp. H1 byla také
zkoumana moznost produkce terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB). Jednotky 3HV a 4HB
Vv terpolyesteru zlepSuji mechanické a fyzikalni vlastnosti materialu, ktery ma Siroké uplatnéni,
napiiklad v 1ékatskych ¢i farmaceutickych aplikacich [251]. Schopnost produkce terpolymeru
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P(3HB-c0-3HV-c0-4HB) byla jiz diive u nékterych mikroorganismti popsana [252], ale jednalo
se spiSe o mezofilni druhy. Produkce terpolymeru je napiiklad zaznamendna u bakterie
Cupriavidus necator, kdy byla schopna produkce P(3HB-co-3HV-co-4HB) na glukoze,
kyselin¢ propionové a za pouziti prekurzoru 4HB bud’ y-butyrolaktonu nebo kyseliny 4-
hydroxybutanové. Nejvétsi frakci ve vysledném terpolymeru ale stale zaujimal 3HB [253].
Vys§iho obsahu 4HB v terpolymeru bylo dosazeno u bakterie Alcaligenes sp. A-04, avSak
dvojstupniovym procesem [254]. Schopnost tvofit terpolymer byla také zaznamenana u archeae
Haloferax mediterranei avsak opét s minimalnim zastoupenim 4HB [255].

Pfi produkci terpolymeru P(3HB-c0-3HV-co-4HB) byly vyzkouseny dvé varianty aplikace
zdroje uhliku. Prvni variantou byla smés 1,4-butandiolu a glycerolu, oba o koncentraci 4 g/l,
kdy glycerol slouzil pfedevS§im pro podpofeni tvorby biomasy a 1,4-butandiol slouzil jako
prekurzor tvorby 4HB. Druha varianta obsahovala pouze 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l jako
zdroj uhliku a zaroven jako prekurzor 4HB jednotek. V obou piipadech byla pfidana kyselina
valerova o koncentraci 2 g/l jako prekurzor 3HV. Kyselina valerova byla pfidéna ve dvou
¢asech kultivace, do prvni sady vzorkl byla pfidana hned na pocatku kultivace, do druhé sady
byla ptidana po 24 hodinach kultivace. Vysledky experimentu zobrazuje tabulka 36.

Tabulka 36: Tvorba terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB) za vyuziti riznych substrati. Jako
zdroj uhliku byl pouzit samotny 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l a smés 4 g/l 1,4-butandiolu (1,4-BD)
a 4 g/l glycerolu, do obou variant zdroje uhliku byly ptidany 2 g/l kyseliny valerové, a to bud’ v Case
kultivace 0 h nebo 24 h. Kultivace probihala 72 hodin pfi 45 °C. Mw — molekulova hmotnost
polymeru, B — polydisperzita.

Piidavek 3HB 4HB  3HV

Zlﬂfl? kyseliny B'?";I?S&‘ PHA[gN] [mol. [mol. [mol. Mwl[kDa] P
URU L Valerové g %] %] %]

1,4-BD Oh 0,71+£0,35 0,16 +£0,01 52,0 0,0 480 1179142095 214
+
glycerol 24 h 1,41 £0,15 051+0,05 94,6 3,5 1,8 77,86+ 1,19 2,18

Oh 1,44+£0,06 058=+0,03 12,7 54,2 331 117,84+0,72 1,55
1,4-BD
24 h 0,84+0,03 0,30+0,01 293 69,8 09 192,00+£5,19 161

Z tabulky 36 je patrné, Ze izolat Aneurinibacillus sp. H1 je schopen produkce terpolymeru
P(3HB-c0-3HV-c0-4HB). Zastoupeni monomernich jednotek se li§i v zavislosti na pouZzitém
zdroji uhliku a na ¢ase ptidavku kyseliny valerové. V ptipade smési 1,4-butandiolu a glycerolu
nebyl pii piidavku kyseliny valerové v Case 0 tvoten terpolymer, ale pouze kopolymer P(3HB-
c0-3HV), kdy zastoupeni monomeru 3HV bylo 48 mol. % a celkova produkce PHA byla
0,16 g/l. Pokud se kyselina valerova ptidala do smési 1,4-butandiolu a glycerolu az
po 24 hodinach kultivace biomasa vzrostla na 1,41 g/l s obsahem 0,51 g/l terpolymeru P(3HB-
c0-3HV-co-4HB), kdy byl pievazné zastoupen monomer 3HB a to v 94,6 mol.%, 3,5 mol. %
zaujimal monomer 4HB a necelé 2 mol. % tvoftila jednotka 3HV. V ptipad¢ pouziti pouze 1,4-
butandiolu jako zdroje uhliku bylo zastoupeni 4HB vyss§i. Pfi pfidavku kyseliny valerové
po 24 hodinach kultivace byla biomasa nizsi a to 0,84 g/I. Terpolymer pak obsahoval nejvice
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4HB ato témei 70 mol.%, dale byl tvofen ptiblizn¢ z 29 mol. % 3HB anecelé 1 mol. %
zaujimal 3HV. Molekulova hmotnost takto tvofeného terpolyesteru byla 192 kDa, coz byla
nejvyssi namefena molekulova hmotnost PHA ve srovnani s ostatnimi hodnotami. NejlepSich
vysledki bylo dosazeno pii pouziti samotného 1,4-butandiolu jako zdroje uhliku s pfidavkem
kyseliny valerové hned na pocatku kultivace. Biomasa byla 1,44 g/l s 40 % PHA na suchou
biomasu. VSechny monomerni jednotky byly zastoupeny ve vyssich koncentracich. Nejvyssi
podil zastoupeni mél 4HB ato 54,2 mol. %, poté byl nejvice zastoupen 3HV 33,1 mol. %
anejmensi zastoupeni méla jednotka 3HB s 12,7 mol. %. Molekulova hmotnost tohoto
terpolymeru se pohybovala okolo 117 kDa s indexem polydisperzity 1,55. Na zaklad¢ dostupné
literatury neexistuji zminky o termofilnim producentovi terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB)
s vyssim zastoupenim 4HB, proto se izolat Aneurinibacillus sp. H1 jevi jako vhodny kandidat
pro primyslovou tvorbu terpolymeru s vysokym zastoupenim 4HB, protoze pravé monomer
4HB dava materialu vhodné mechanické a technologické vlastnosti. Navic je jeho vyroba
pouze jednostupniova a nevyzaduje drahé prekurzory jako je naptiklad kyselina 4-
hydroxybutanova [222].

Izolat Aneurinibacillus sp. H1 prokazal velky biotechnologicka potencial, co se tyka
produkce PHA. Tato termofilni bakterie je schopna produkce PHA nejen na ¢istém glycerolu,
ale také na odpadnim glycerolu, a navic bez jakékoliv dalsi upravy. Kromé polymeru P(3HB)
je také schopna tvofit kopolymer P(3HB-co-3HV) se zastoupenim az 66 mol. % 3HV. Krom¢
toho je také schopna za piidavku prekurzoru 1,4-butandiolu tvotit kopolymer P(3HB-co-4HB),
ktery ma Siroké uplatnéni v mediciné ¢i farmacii. Obsah monomeru 4HB zalezi na pouzitém
zdroji uhliku, poptipadé poméru glycerolu a 1,4-butandiolu, kde se podil zastoupeni 4HB
jednotky pohybuje od 4 do 95 mol. %. Tato skutecnost pfispiva ke konkurenceschopnosti
biotechnologického potencialu daného izolatu, kdy v ramci Gpravy vstupniho zdroje 1ze upravit
pomer jednotek v polymeru dle pozadované aplikace. Mimo jiz zminénych kopolymert je také
schopna produkce terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB). Na zakladé¢ tpravy kultivacnich
podminek lze opét pfipravit terpolymer o rizném zastoupeni monomernich jednotek. Diky
témto vlastnostem byla bakterie ulozena v Ceské sbirce mikroorganismii v Brné jako patentova
kultura pod ¢islem CCM 8960 (ptiloha 10.4). Vysledky shrnujici optimalizaci produkce
a produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomoci izolatu Aneurinibacillus sp. H1 byly také
publikovany formou ¢lanku v impaktovaném casopise (pfiloha 10.4). Materidlova
charakterizace polymert ptipravenych pomoci bakterie Aneurinibacillus sp. H1 je shrnuta
v ¢lanku Sedlacek a kolektiv [256].

4.4.4. Batch, fed-batch a repeated-batch izolatu H1

Kultivaci mikroorganismi Ize provadeét ve vice kultivaénich médech a kazda z nich nese urcita
pozitiva i negativa. Vzdy je to ovlivnéno danym mikroorganismem, pouzitym substratem ci
podminkami kultivace. Snad nejstar$im bézné€ pouzivanym typem kultivace je klasicka vsadka
(batch) [257]. Pridavanim zivin do klasické batch kultivace vznikla fed-batch kultivace tedy
pritokova vsadka. Béhem procesu jsou dodavany do reaktoru ziviny, ale buinky a produkty
zustavaji v reaktoru. Pokrocilou variantou vsadkové kultivace je repeated-batch Kkultivace,
béhem které dochazi k periodickému odebirani média (v¢etné bunck i produktu), které je
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nahrazovano Cerstvym médiem [258]. Dalsim typem je kontinualni kultivace, kdy b&hem
kultivace dochazi ke kontinualnimu ptitoku i odtoku kultivaéniho média z reaktoru [259].

Také produkei polyhydroxyalkanoatti 1ze provadét ve vSech zminénych modech. Dokonce
spravn¢ zvolenou kultivacni strategii 1ze zvysit produkci PHA a s pouzivanim levnych zdroji
uhliku snizovat cenu biotechnologického procesu a zvySovat konkurence schopnost
polymeru [260].

V ramci testovani produkce PHA pomoci termofilniho izolatu Aneurinibacillus sp. H1 bylo
také vyzkouseno né€kolik kultivacnich strategii. Zakladni myslenku téchto strategii kultivace
zobrazuje obrazek 48. VIliv na tvorbu kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl testovan pomoci
klasické batch kultivace ¢i béhem fed-batch kultivace, pfi které byly testovany ctyfi rizné
piikrmy. Rovnéz byl testovan vliv strategie repeated-batch na produkci PHA.

A) Batch B) Fed-batch

Pridavek uhlikatého zdroje

v

Kultivace Kultivace

C) Repeated-batch

/ Od¢erpani média Cerstvé médium \

K Kultivace Vymeéna média Jn

Obrazek 48: Schéma kultivaci batch, fed-batch a repeated-batch u bakterie Aneurinibacillus sp.
H1. A) Schéma batch kultivace — klasicka vsadka; B) schéma fed-batch — kultivace za¢ina jako
vsadka, ale kazdych 24 hodin byl do baiiky pfidan pfislusny zdroj uhliku; C) schéma repeated-batch —
kultivace probihala jako klasicka vsadka, ale kazdych 48 hodin byla ¢ast média od¢erpéana a bylo
pridano Cerstvé médium, nasledné pokracovala kultivace.

Kultivace bakterie Aneurinibacillus sp. H1 v rezimu batch probihala na smési 4 g/l 1,4-
butandiolu a 2 g/l glycerolu jako zdroje uhliku. Prubé¢h kultivace byl monitorovan. Kazdé ctyfti
hodiny bylo méteno pH, bunécna hustota, koncentrace biomasy, koncentrace PHA a jednotlivé
zastoupeni monomerd v polymeru. Na obrazku 49 je zaznamenan prubéh zmény bunécné
hustoty, ktera je vyjadfend absorbanci méfenou pii 630 nm, a zména pH. Hodnota pH
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na pocatku kultivace se pohybuje okolo 7 a Vv prvnich tficeti hodinach kultivace klesla
na hodnotu 6,2. Od 32. hodiny ma spiSe stoupajici trend. Kultivace byla ukonc¢ena v 72. hoding,
kdy byla hodnota pH 6,5. Zména trendu v hodnoté pH mize byt zapfi¢inéna vycerpanim smeési
zdrojti uhliku. Pribéh zmény bunécné hustoty ma rostouci charakter do 35. hodiny, poté uz
spise dochazi k zastaveni rustu a piechodu kultury do stacionarni faze.

18.0 - - 7.1
16.0 - 1 7.0
14.0 - L 6.9
12.0 - L 6.8
= 10,0 1 L 6,7
S 80 - L 6.6 &
6.0 - L 6.5
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Obrazek 49: K¥ivka ristu bakterie Aneurinibacillus sp. H1 pii kultivaci na smési 4 g/l 1,4-
butandiolu a 2 g/l glycerolu. Graf zobrazuje zavislost absorbance optického zakalu (OD 630)
a zménu pH na Case kultivace.

Na obrazku 50 je zobrazena zéavislost koncentrace biomasy a mnozstvi PHA v pribéhu
kultivace. Kfivka zobrazujici koncentraci biomasy ma podobny pribéh jako prib&h kiivky
zobrazujici bunéénou hustotu, kdy od 36. hodiny zaina stacionarni faze a koncentrace biomasy
se pohybuje okolo 2,5 g/l. Nejvyssi koncentrace bylo dosazeno v 68. hodiné a to 2,81 g/l.
Koncentrace PHA byla stanovovana az od 8. hodiny kultivace. V prvnich dvaceti hodinach
dochazi k akumulaci PHA do koncentrace 0,5 g/l a polymer je slozen pievazné z 3HB. V této
fazi bakterie nejspiSe vyuziva pievazné glycerol, proto vznika témét Cisty homopolymer
P(3HB). Od 24. hodiny je jiZ zaznamendno vysS§i zastoupeni monomeru 4HB, coz znaci, ze
bakterie zac¢ina vyuzivat 1,4-butandiol jako prekurzor pro tvorbu 4HB. Nejvyssich hodnot
koncentrace PHA bylo dosazeno po 40. hodin¢ kultivace, kdyz az na mirny pokles v 52.
a 56. hodiné, byla stabilni az do konce kultivace.
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Obrazek 50: Zavislost koncentrace biomasy a PHA na ¢ase kultivace pro bakterii
Aneurinibacillus sp. H1. Jako zdroj uhliku byla pouzita smés 4 g/1 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu.
Kultivace probihala pii 50 °C po dobu 72 hodin. Vysledné hodnoty jsou dany primérem naméfenych
hodnot, chybové usecky pak zobrazuji smérodatnou odchylku.

Ve vybranych hodinach byla také stanovena molekulova hmotnost polymeru pomoci metody
SEC-MALS, vysledky jsou zobrazeny v tabulce 37. V pribéhu casu kultivace dochézi

72

ke zvySovani molekulové hmotnosti polymeru. Od 56. hodiny kultivace se jiz pfili§ neméni
sloZzeni kopolymeru, avSak molekulova hmotnost se je$t¢ nepatrné zvysila, kdy nejvyssich
hodnot dosahla aZ na konci kultivace a to 126 kDa. Index polydisperzity se v pribéhu celého
experimentu pohybuje okolo 1,5.

Tabulka 37: Koncentrace PHA a jednotlivé zastoupeni monomeru v polymeru, molekulova

hmotnost a index polydisperzity béhem batch kultivace bakterie Aneurinibacillus sp. H1.

Kultivace probihala na smési 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu po dobu 72 hodin.

PHA [g/1] 3HB [mol. %] 4HB [mol. %] Mw [kDa] b
24 h 0,98 +0,21 54,6 45,4 65,08 + 1,42 1,56
36 h 1,33+ 0,05 29,8 70,2 92,96+ 1,14 1,66
40 h 1,53+ 0,08 26,1 73,9 98,76 £ 0,41 1,57
56 h 1,27 £0,11 23,0 77,0 112,86 +1,86 1,59
68 h 1,54 £0,27 21,1 78,9 117,02+0,91 1,50
72h 1,41+ 0,08 21,8 78,2 126,65+0,07 1,63

Pomoci HPLC byly stanoveny zbytkové zdroje uhliku v médiu. Prabéh zbytkové
koncentrace uhlikatych zdroji zobrazuje obrazek 51. Z naméfenych dat vyplyva, ze glycerol
byl vy€erpan béhem prvnich dvaceti hodin kultivace. Zaroven s glycerolem byl také utilizovan
1,4-butandiol. K vycerpani veskerého zdroje uhliku doslo az okolo ¢tyficaté hodiny. Z prub&hu
zbytkové koncentrace uhlikovych zdroji a z koncentraci PHA a jejich monomerniho
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zastoupeni v kopolymeru, je patrné, Ze k produkci 4HB dochazi az po vycerpani veskerého
glycerolu v médiu, i kdyz k utilizaci prekurzoru 4HB, tedy 1,4-butandiolu, dochazi od zac¢atku
kultivace.
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Obrazek 51: Zbytkova koncentrace 1,4-butandiolu (1,4-BD) a glycerolu béhem batch kultivace.
Vysledné hodnoty jsou dany primérem naméfenych hodnot, chybova tisecka zobrazuje smerodatnou
odchylku méteni.

Z monitoringu produkce PHA v kultiva¢nim batch modu je patrné, ze 1ze kultivaci ukoncit
Jiz dfive, protoze jiz v 40. hodiné kultivace dochazi téméf k nejvysSim hodnotam produkce
a také k vycerpani zdroji uhliku. Zkracenim kultivaéni doby opét dochazi ke snizeni nakladt
biotechnologického procesu. Rovnéz lze jako vyhodu povazovat fakt, ze 1 kdyz vrcholu
produkce PHA bylo dosazeno jiz okolo 40 hodiny a rovnéz doslo k vyCerpani uhlikatého zdroje,
nedochazelo k intenzivnimu vyuziti PHA granuli jako zdroj energie.

Dal8im testovanym kultivaénim médem byla fed-batch kultivace, kdy kazdych 24 hodin
byly do média ptidany Ziviny. ProtoZe béhem batch kultivace se musi dbat na to, aby kultura
nebyla limitovand zdrojem uhliku anedochazelo k vyuzivani produktu jako zdroje
uhliku [261], je fed-batch vhodnou alternativou. Pravé fed-batch kultivace se fadi mezi metody
kultivace, které vedou k dosaZeni vysoké koncentraci buné€k a s tim spojeného intracelularniho
produktu [262]. V ramci testovani fed-batch kultivace u izolatu Aneurinibacillus sp. H1 byly
testovany Ctyfi razné piikrmy a také byla provedena kontrola, do které nebyl pfidan piikrm.
Kontrola a dalsi tfi kultivacni strategie vychazely z pocate¢niho zdroje uhliku, kterym byla
smés 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu. U ¢tvrtého experimentalniho uspofadani bylo jako
ptuvodni zdroj uhliku pouzito 10 g/l glycerolu. Kontrola byla bez pfikrmu. Ptehled pfikrmt
pro jednotlivé kultivacni strategie je popsan v tabulce 18. Vysledky fed-batch kultivace, tedy
pribéh koncentrace biomasy a PHA béhem jednotlivych ptikrmovych kultivaci je zobrazen
na obrazku 52.
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Obrazek 52: Pribéh koncentrace biomasy a PHA v ramci fed-batch kultivace bakterie
Aneurinibacillus sp. H1. Kultivace probihala pii 50 °C po dobu 96 hodin. Pocateéni zdroj uhliku je
zobrazen v grafu, ptikrm byl pfidavan vzdy po 24 hodinach a je také zobrazen v grafu. Byla provedena
také kontrola, do které nebyl pfidavan ptikrm. 1,4-BD — 1,4-butandiol; glyc — glycerol. Vysledky jsou
dany primérem paralelniho méfeni a chybova usecka predstavuje smérodatnou odchylku méfeni.

Postupné ptidavani zivin do média nemélo bohuzel pfili$ pozitivni efekt na produkci PHA.
U prvniho experimentalniho uspotadani nedoslo oproti kontrole ke zvySeni biomasy a spise
doslo ke snizeni produkce PHA, u kterého byl navic monomer 4HB zastoupen pouze pod
50 mol. %. Produkce PHA se jiz od 48. hodiny kultivace az do konce pfili§ neménila. U druhého
kultivaéniho usporadani, kde byl kromé zdroje uhliku také pridavan komplexni zdroj bohaty
na dusik, byla produkce biomasy vyssi oproti kontrole. Maxima bylo dosazeno na konci
kultivace a to v 96. hoding, kdy se biomasa pohybovala okolo 2,5 g/l a mnozstvi PHA
piesahovalo 1 g/l s 65 mol. % 4HB. Treti strategie uspofadani ptikrmu vedla opét k poklesu
produkce biomasy i PHA oproti kontrole, kde nedochazelo k zadnému piikrmu. Ctvrta
kultivacni strategie, ktera vychazela pouze z glycerolu a byl pridavan 1,4-butandiol, dosahla
vys$i produkce biomasy nez v kontrolnim vzorku. Jiz po 48 hodinéach kultivace se koncentrace
biomasy pohybovala nad 2 g/l a mnozstvi PHA se pohybovalo okolo 1 g/l. Nicmén¢ vysledny
polymer byl tvofen pouze monomerem 3HB a ani pfidavani prekurzoru nevedlo k tvorbé
kopolymeru P(3HB-co-4HB). Je otazkou, zda by prodlouzeni kultivace vedlo k produkci
kopolymeru, kdy by se po vycerpani veskerého glycerolu zacal utilizovat 1,4-butandiol.

Vhodné tprava biotechnologického procesu miize vést ke zvySeni produkce PHA a tim
ke snizeni nakladd na vyrobu. Fed-batch kultivace je hojné pouzivana za cilem co nejvice zvysit
produkci PHA a zaroven zabranit limitaci zdrojem uhliku. Dulezité je vsak sledovani vyvoje
kultivace a vhodné nacasovani ptidavku Zivin [263]. Po monitoringu rdstu a po nastaveni
vhodného déavkovani glycerolu do kultivaéniho média vzrostla vytéZznost PHA u bakterie
Zobellela denitrificans MW1 téméfi Sestinasobné, koncentrace P(3HB) na konci fed-batch
kultivace dosahovala az 54,2 g/l [264]. Také spravna koncentrace a naCasovani pridavku
uhlikatého zdroje obsahujici prekurzory muze vést k tvorbé kopolymerd, jak tomu bylo
naptiklad za pouziti bakterie Burkholderia sacchari DSM 17165. U této bakterie bylo vyuzito
glukozy jako ptavodniho zdroje a piidavku y-butyrolaktonu pro tvorbu P(3HB-co-4HB). Bylo
dosazeno celkové produkce PHA 42 g/l se 7 mol. % 4HB [265]. Také vhodné zvolenym
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ptidavkem uhlikatého substratu a dusiku byla zvySena produkce PHA u bakterie Cupriavidus
malaysiensis USMAA1020, kdy diky pridavku smési 1,4-butandiolu a 1,6-hexandiolu doslo
také k akumulaci P(3HB-c0-4HB) s vysokym zastoupeném 4HB v monomeru pohybujici se
mezi 92 az 99 mol. % [266].

Na konci kultivace byla stanovena u kazdé strategie ptikrmu a také u kontroly molekulova
hmotnost vysledného kopolymeru (Tabulka 38). Molekulova hmotnost kontrolniho vzorku byla
208 kDa, zato molekulova hmotnost polymeru u prvni a druhé kultivaéni strategie velice
polymer P(3HB), tedy ¢tvrty par testovanych piikrmu, kdy molekulova hmotnost byla pouze
45,5 kDa. Ptidavky zdroje uhliku ovlivnily nejen slozeni polymeru, ale také molekulovou
hmotnost.

Tabulka 38: Prehled zastoupeni monomera v polymeru P(3HB-co-4HB) a molekulova hmotnost
vyslednych polymeri p¥i produkci PHA pomoci bakterie Aneurinibacillus sp. H1 p¥i fed-batch
kultivaci. 1,4-BD — 1,4-butandiol; glyc — glycerol; Mw — molekulova hmotnost; B — index

polydisperzity.
Pocate?nl 5 PHA 3HB 4HB Mw
zdroj Typ pFikrmu [o/1] [mol.  [mol. [kDa] b
uhliku g %] %]
49/11,4BD " 1,14 + 208,41
kontrola +2g/l glyc bez piikrmu 0.04 265 735 172 1,35
1. 49/11,4BD 4g/ll14BD+ 0,75+ 52,19 +
. 61,5 385 1,56
strategie | +2 g/l glyc 2 g/l glyc 0,01 1,51
2. |agniap AYTLABDE g 53,63 +
strategie | +2g/iglyc  2INIVCT g4y 488832 44, 144
g gl aly 0,5 g/l tryptonu ’ ’
3. 49/11,4BD 0,89 + 88,34 +
strategie | +2 g/l glyc 49/1148BD 0,12 33,9 1 661 1,51 1.34
4, 10 g/l 1,06 + 4551 +
. 11,4BD 7 2,2 1,42
strategie glycerol S/, 0,12 97.8 ’ 1,13 ’

Dal$im testovanym typem kultivace ve snaze zvysit efektivitu produkce PHA byla repeated-
batch, tedy opakovana vsadka. Tento typ kultivatniho modu nese fadu vyhod. Pfi srovnani
s klasickou vsadkou je ¢as na pfipravu procesu mensi, protoze neni potieba mezi kazdou novou
vsadkou promyvani kultivaéni nadoby a sterilizace [267; 268]. Protoze se pouziva kultura
z ptedeslé vsadky jako inokulum, neni potfeba vytvatet nova inokula. Timto dochéazi k Gsporam
prace i ¢asu [269]. Mohou se vsak vyskytovat rozdily v produkci mezi jednotlivymi Sarzemi,
muze kolisat naptiklad i produkce a kvalita polymeru ¢i molekulova hmotnost [270].
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Na zaklad¢ predchozich méteni byly vybrany podminky pro repeated-batch kultivace izolatu
Aneruinibacillus sp. H1. Pro podpofeni tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB) byla jako zdroj
uhliku pouzita smés 4 g/l 1,4-butandiol se 2 g/l glycerolu. Délka kultivace byla dana
monitoringem klasické batch kultivace, kdy uz po 40 hodinach kultivace jiz nedochazelo
ke zménam produkce PHA. Zména vsadky byla proto provedena ve 44. hodiné kultivace.
Pomér inokula¢niho objemu je velmi dilezity pro budouci produkci PHA. Ovliviiuje nejen
celkovou koncentraci biomasy ale také PHA [148]. Proto byl nejdiive stanoven spravny
»inokulaéni objem* — objem ponechany v kultivacni nadobé z ptedchoziho cyklu, kdy po prvni
vsadce doslo k od¢erpani média a pro dalsi vsadku bylo ponechano 10, 20 a 30 % média
s bunikami jako inokulum pro dalsi Sarzi.

Béhem experimentu byla v prubéhu prvni a druhé kultivace sledovana zména pH a nardst
bunééné hustoty, kterd byla meéfena spektrofotometricky. Vysledky jsou zobrazeny
na obrazku 53. Béhem prvniho cyklu vsadky doslo béhem 44 hodin kultivace ke snizeni pH
na hodnotu 6,5. Pfiblizn¢ ve 40. hodin¢ poté doslo k jejimu vzristu na hodnotu 6,6. Nova
vsadka vychazela z pH mineralniho média, tedy 7,1. Podobnou kiivku zmény pH vykazuje
kiivka pro inokulum 30 %, avSak svého minima dosédhla jiz po 24 hodindch kultivace.
Nejnizsiho pH bylo dosazeno pfi vsadce zaockované 20 %, kdy po 24 hodinéach kleslo pH
na hodnotu 6,3. Co se tykd bunécné hustoty, tak béhem druhé kultivace nebylo dosazeno vyssi
nebo stejné hodnoty absorbance jako u prvni vsadky. Prabéh kiivek béhem druhé vsadky je
podobny a lisi se az ke konci kultivace. Pfi pouziti pouze 10 % dochazi ke slabému ubytku,
zatim co pfi pouziti 20 % se na konci kultivace bunécné hustota vyrovnala kultivaci vychazejici
ze 30 % inokula.
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Obriazek 53: Pribéh zmény pH a optické hustoty béhem kultivace v reZimu repeated-batch
pFi testovani vhodné koncnetrace inokula. A) Zavislost pH na ¢ase v priabéhu repeated-batch. B)
Graf zavislosti absorbance méfeni pfi vinové délce 630 nm na prubéhu kultivace repeated-batch.
Vysledky optické hustoty jsou dany primérem meéteni a chybova Gseka zobrazuje smérodatnou

odchylku.

Kromé pH a buné¢né hustoty byla monitorovana také zména koncentrace biomasy a PHA.
TaktéZ bylo sledovano jednotlivé zastoupeni monomeru v polymeru P(3HB-co-4HB), které je
zobrazeno na obrazku 54. Béhem prvni batch kultivace bylo dosazeno nejvyssi koncentrace
biomasy a to 2,5 g/l a také PHA, kdy koncentrace polymeru dosahovala témét 1,8 g/l
s 82 mol. % 4HB. Pfi pouziti 10 % inokula byla produkce biomasy i PHA nejnizsi a celkova
biomasa dosahoval sotva koncentraci PHA v prvni vsaddce. Koncentrace PHA pfi pouziti 30 %

jako inokula ma vzristajici charakter a na konci druhé vsadky je koncentrace ze vSech
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testovanych inokula¢nich pomért nejvyssi a to 1,6 g/l s témét 86 mol. % 4HB. Pro dalsi

repeated-batch kultivace bylo jako nejvhodnéjsi inokulaéni pomér vybrano pravé 30 % inokula.

3.0
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25
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Obrazek 54: Zavislost koncentrace biomasy a PHA na pribéhu kultivace repeated-batch
pro razné mnoZstvi inokula¢niho poméru pro druhy batch. Jako zdroj uhliku byla pouzita smes
4 g/1 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu. Hodnoty jsou dany primérem a chybova tsecka zobrazuje
smerodatnou odchylku.

Béhem repeated-batch kultivace byla také méfena koncentrace zbytkovych zdroji uhliku
v médiu. Glycerol byl v pribéhu prvni batch kultivace spotfebovan do 16. hodiny kultivace
a pii druhé batch kultivaci byla zméfena nulova koncentrace glycerolu u vsech tfech pomeérd.
Pribéh zbytkového 1,4-butandiolu (Obrazek 55) je podobny v prvnim batch jako v klasické
vsadce a k vyCerpani dochazi okolo 40. hodiny kultivace. V druhé vsadce jiz nedochazi
K uplnému vycerpani 1,4-butandiolu a Gbytek je dan pomérem inokula. Pribéh kiivek je pro
vSechny tfi poméry inokula podobny. Na konci kultivace je nejvyssi zbytkova koncentrace 1,4-
butandiolu u 10 % inokula a to 1,42 g/I. NejniZsi je potom u 30 % inokula, kdy bylo naméfeno
pouze 0,55 g/l. Coz odpovida i nartstu biomasy a PHA, kdy pti 30 % inokula bylo na konci
kultivace dosazeno nejvyssi koncentrace PHA.
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Obrazek 55: Méieni zbytkového 1,4-butandiolu v médiu béhem repeated-batch kutlivace
pro rizné inokula¢ni poméry. Namétené hodnoty jsou dany primérem naméfenych hodnot.
Chybova tsecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

Na konci prvni vsadky a na konci druhé vsadky pro kazdy inokulacni pomér byla u polymeru
rovnéz stanovena molekulova hmotnost a index polydisperzity (Tabulka 39). Z naméfenych
hodnot je patrné, ze inokulacni pomér ma vliv nejen na koncentraci PHA, ale také na kvalitu ¢i
molekulovou hmotnost polymeru [271]. Na konci druhé batch kultivace je rozdil
v molekulovych hmotnostech polymeru, kdy nejnizsi je u inokulacniho poméru 10 % a nejvyssi
u 30 %. Polymer s pouzitim 30 % inokula ma srovnatelnou molekulovou hmotnost jako
na konci prvni batch kultivace.

Tabulka 39: Molekulova hmotnost polymeru a jednotlivé zastoupeni monomernich jednotek
v P(3HB-c0-4HB) na konci jednotlivych kroki repeated-batch kultivace. Mw — molekulova
hmotnost; B — index polydisperzity.

PHA [g/l] [msoI:I?)/o] [m4o|:?’/o] Mw [kDa] b
1. batch 1,79 0,09 17,7 82,3 119,19+ 1,47 1,35
10 % - 2. batch 1,07 £ 0,02 24,2 75,8 84,49+£0,99 1,39
20 % — 2. batch 1,41 £ 0,04 16,5 83,5 107,68 +0,43 1,36
30 % — 2. batch 1,65 +0,25 14,3 85,7 115,33 +1,03 1,46

Repeated-batch kultivaci lze povazovat za cyklicky se opakujici vsadku, ktera ptipomina
aerobni dynamické krmeni, které se hojné pouziva k produkci PHA pomoci smésnych
mikrobialnich kultur ¢i k zakoncentrovani PHA produkujicich bakterii [272]. Pti repeated-
batch lze viceméné opakovat cykly, dokud nedojde ke kontaminaci Sarze [273]. Limitace
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kontaminaci je eliminovéana pouzitim extrémofilnich mikroorganismi. Pfi provadéni repeated-
batch v bioreaktorech, kde dochazi k plnému monitoringu biotechnologického procesu, je
vétSinou nasledujici batch kratsi a rychlejsi [274]. Nicméné pro experiment v bankach, zistal
¢as kultivace jednotlivych batch kultivaci zachovan. Kazda jednotliva kultivace trvala 48 hodin.
Jako zdroj uhliku byla opét pouzita smés 4 g/I 1,4-butandiolu se 2 g/l glycerolu a jako inokulum
pro dalsi vsadky bylo vzdy pouzito 30 % kultivacniho média z piedchozi batch kultivace.
Celkové¢ byla vsadka zopakovana Sestkrat.

Béhem celého repeated-batch experimentu byly opét sledovany parametry jako je zména pH,
bunécnd hustota, koncentrace biomasy a PHA. Zménu pH a bunécné hustoty zobrazuje
obrazek 56. Jiz na prvni pohled je patrné, ze zména pH a bunécné hustoty jsou si svym
zrcadlovym odrazem. Nejvyssi bunééné hustoty a tim spojeného nejnizsiho pH bylo dosazeno
jiz v druhé batch kultivaci, dokonce bunéfna hustota piidruhé kultivaci byla téméf
dvojnéasobnd oproti prvni vsadce. S kazdou dal$i vsadkou se bunécné hustota pomalu snizuje.
To stejné lze fici o0 zméné pH, kdy k nejnizsimu poklesu doslo pravé v druhé vsadce, a poté se
pH s kazdou dalsi kultivaci jiz ptilis neménilo od pivodni hodnoty média.
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Obrazek 56: Zména pH a optické hustoty v pribéhu repeated-batch kultivace bakterie

Aneurinibacillus sp. H1. A) Graf zavislosti pH na ¢ase v prub&hu repaeted-batch kultivace. B) Graf

zavislosti absorbance optické hustoty na priabéhu kultivace béhem repeated-batch modu. Absorbance
je dana primérem namétenych hodnot, chybova tisecka udava smérodatnou odchylku.

Pribéh koncentrace biomasy a PHA béhem repeated-batch kultivace je zobrazen
na obrazku 57. Koncentrace biomasy je v kazdé nasledné batch kultivaci vyssi nez pfi prvni
vsadce, dokonce na konci druhé, tieti a paté batch kultivace je srovnatelna a pohybuje se okolo
1,8 g/1. Béhem ¢tvrté vsadky doslo k poklesu biomasy, avsak i tak je vyssi nez pfi prvni vsadce.
Také posledni (Sestd) vsadka jiz dosahuje nizSich hodnot koncentrace biomasy a to pod 1,5 g/l.
I kdyZ hodnoty biomasy jsou dobré, a i v paté vsadce je koncentrace vysoka, produkce PHA
rapidné klesla. Nejvyssi produkce polymeru P(3HB-c0-4HB) je dosazeno v druhém cyklu batch
kultivace, kdy na konci vsaddky dosahuje produkce 1,2 g/l, coZ je témét dvojnasobek oproti
prvni vsadce. Zastoupeni 4HB v polymeru se pohybuje okolo 89 mol. %. Od tietiho cyklu batch
kultivace vSak produkce PHA klesa, kdy naptiklad v patém cyklu klesla pouze na 0,2 g/l
a hlavnim zastoupenym monomerem je 3HB se 75 mol. %. Na konci Sest¢ho cyklu je

.....
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Obrazek 57: Prabéh koncentrace biomasy a PHA béhém repeated-batch kultivace. Kultivace
probihala pfi 50 °C, kdy jako zdroj uhliku byla pouzita smés 4 g/I 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu.
Vysledné hodnoty jsou dany prumérem paralelniho méteni a chybova usecka zobrazuje smerodatnou
odchylku.

S kazdym nasledujicim cyklem se obvykle zrychluje produkce, coz pravdépodobné
Cerstvého média je lepsi pii monitoringu v bioreaktoru, kde diky vcasné detekci zmén
Vv produkci mize dochéazet ke zvysSeni produkce PHA neZ béhem obycejné vsadky. Naptiklad
pfi pouziti bakterie Cupriavidus necator NRRL B14690 bylo jiz pti druhém cyklu repeated-
batch kultivace dosaZeno téméf trojnasobnému zvyseni produktivity oproti obycejné vsadce.
Produkce P(3HB) pomoci repeated-batch dosahovala 25 g/l [275]. Také pouziti repeated-batch
kultivace pro produkci PHA pomoci Azohydromonas australica DSM 1124 vedlo ke zvySeni
produkce, a to vice nez trojnasobnému na celkovou koncentraci 20,5 g/l P(3HB) na konci
¢tvrtého cyklu [263]. Zkraceni ¢asu kultivace a zvySeni produkce PHA bylo rovnéZz naméfeno
u bakterie Alcaligenes latus TISTR 1403 pii repeated-batch kultivaci. Ctvrty cyklus byl kratsi
0 9 hodin a produktivita vzrostla vice nez dvakrat na 0,21 g/I-h oproti prvni vsadce. Kone¢na
produkce pak ¢inila 3,10 g/l PHA [273].

Dalsim z méfenych parametrti béhem repeated-batch kultivace byla koncentrace zbytkovych
zdroju uhliku. Pribéh naméfenych koncentraci zobrazuje obrazek 58, kdy cast A) zobrazuje
kiivku pro glycerol a ¢ast B) 1,4-butandiol. Z kiivky koncentrace zbytkového glycerolu je
patrné, Ze doslo k tiplnému vycerpani glycerolu béhem prvnich 24 hodin kultivace. Zato 1,4-
butandiol byl naméfen i ve 48. hodiné kultivace. Pii druhé vsadce doslo k téméft
uplnému vycerpani 1,4-butandiolu jiz za 24 hodin, kdy byl nartst biomasy i produkce PHA
nejvyssi. V nasledujicich dvou batch kultivacich bylo detekovano pouze minimalni mnozstvi
1,4-butandiolu az pfi méfeni v 48. hodiné. V patém a Sestém cyklu byl rozdil zbytkové
koncentrace 1,4-butandiolu mezi 24. a 48. hodinou témét minimalni a pohyboval se okolo
0,5 g/l. Béhem téchto cyklti dochazelo také k malému naristu produkce PHA a kopolymer
obsahoval ptfevazné monomer 3HB. Na zéaklad¢ vysledkd tohoto experimentu se zda, ze ani
repeated-batch kultivace neni zcela vhodny kultivaéni méd. Dochazi k fyziologické zméné
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produkéni kultury, kterou doprovazi pokles schopnosti akumulace PHA. Bylo by urcité
zajimavé v dalSich experimentech objasnit podstatu fyziologické zmény indukovanou repeated-

batch kultivaci, nicméné tento tikol jiz pfesahuje tuto disertacni praci.
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Obrazek 58: Koncentrace zbytkového zdroje uhliku v g/l béhem repeated-batch kultivace.
A) Koncentrace zbytkového glycerolu; B) Koncentrace zbytkového 1,4-butandiolu. Hodnoty jsou
dany primérem naméfenych hodnot a chybova tsecka zobrazuje smérodatnou odchylku.

Na konci kazdé vsadky byla u polymeru také stanovena molekulova hmotnost (Tabulka 40).
Molekulova hmotnost nebyla stanovena v Sestém cyklu, kviili nizké produkci PHA. Na konci
prvniho cyklu byla naméfena molekulova hmotnost 102 kDa. S kazdym dal§im cyklem
molekulova hmotnost rostla, kdy na konci patého cyklu dosahla témét 180 kDa. Jedinou
odchylkou bylo méfeni molekulové hmotnosti po tietim cyklu, molekulovd hmotnost vyrazné

poklesla, a to dokonce pod hodnotu prvniho cyklu na hodnotu 98 kDa.
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Tabulka 40: Pi‘ehled koncentrace PHA a jednotlivé zastopeni monomeri v polymeru béhem
jednotlivych vsadek repeated-batch. Z koncti jednotlivych vsadek byla u polymeru také stanovena
molekulova hmotnost polymeru (Mw) a index polydisperzity (D).

VS;:ll‘:y Cas  PHA[g/ [mso': '?) ” [m40TI?’ o) MwIkDal )
1.batch | 48h  0,72+0,01 35,2 648  102,39+1,83 1,31
2.batch | 96h  1,23+0,18 10,4 89,6  15923+294 1728
3.batch | 144h 0,44 =0,07 33,2 66,8  98,58+273 1,53
4.batch | 192h  0,24=0,01 80,7 193  161,89+1,72 1,39
5.batch | 240h 0,20 +0,01 74,8 252 179,80 £4,56 1,43

Pouzité strategie kultivace hraje dilezitou roli pii zefektivnéni biotechnologického procesu.
Fed-batch ¢i repated-batch vykazuji zvyseni produkce PHA oproti klasické vsadce, nicméné je
nutnd jejich optimalizace a vhodné davkovani. Béhem sledovani batch kultivace izolatu
Aneurinibacillus sp. H1 byl pozorovan prubéh tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB), ktery ma
hojné vyuziti v medicinskych aplikacich. Na smési 1,4-butandiolu a glycerolu byl nejdiive
tvofen Cisty P(3HB) aZ po vycCerpani glycerolu byl tvoien kopolymer. Avsak pii fed-batch
kultivaci, kdy na zacatku byl v médiu pouze glycerol a po 24 hodinach piidan 1,4-butandiol
nedochazelo ani po 96 hodinach kultivace k tvorbé kopolymeru P(3HB-co-4HB). Fed-batch
kultivace méla vyrazny vliv na molekulovou hmotnost vysledného polymeru, kdy doslo
K rapidnimu sniZeni tohoto parametru. Béhem repeated-batch kultivace byl nejprve testovan
vhodny pomér inokulace, ktery na zakladé prubehu kiivek a molekulové hmotnosti vysledného
polymeru byl zvolen na 30 %. Pfi samotné repeated-batch kultivaci, kterd se skladala z Sesti
na sebe navazujicich vsadek, nedoslo k vyraznému nartistu produkce, spise naopak. Pii druhé
vsadce sice stoupla produkce P(3HB-co-4HB) na 1,2 g/l, poté vSak s kazdou nasledujici
vsadkou produkce klesala az na hodnotu 0,2 g/l. Zda se, ze béhem cyklické repeated-batch
kultivace doslo k fyziologické zméné kultury, kterd byla spojena s nizs$i akumulaci PHA, coZ
je vyznamné nezadouci efekt. Béhem testovani kultivacnich strategii bylo zji$téno, ze
nejvhodnéjsim typem kultivace je nejspise batch, nicméné€ by bylo vhodné vSechny testované
strategie vyzkouset i ve vétsich objemech v bioreaktoru.
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5. ZAVER

Jednim z cilii pfedlozené disertacni prace bylo otestovat vybrané procesy a postupy, které by
mohly vyrazné snizit produkéni cenu PHA. Jednou z moznosti je pouziti levného odpadniho
substratu. Celosvétoveé se ro¢né vyprodukuje nékolik miliont tun odpadniho pefi pochazejiciho
z dribezaiského primyslu. Tento odpad byl testovan jako vstupni material k produkci PHA
pomoci bakterii rodu Pseudomonas. V ramci prace byl vyvinut dvojstupiiovy proces valorizace
odpadniho pefi, ktery je zaloZena na vyuziti bakterie Pseudomonas putida KT2440. V prvnim
stupni dochazi k degradaci pefi a ndrastu bakteridlni biomasy. Poté je narostld kultura vyuzita
k inokulaci produkéniho média, které obsahuje odpadni olej. Supernatant z degradace pefi je
bohaty na proteindzy, pfedevSim na keratinazy, a lze ho tedy povazovat za zdroj téchto
hodnotnych enzymu.. Pro produkci mcl-PHA je do produkéniho média ptidana kyselina
oktanova o koncentraci 2 g/l po 24 hodinach kultivace. V tomto uspotfaddani dosahovala
produkce PHA na konci dvojstupiiového procesu okolo 1,2 g/l s obsahem okolo 90 mol. %
3HOc. Tento dvojstupiiovy proces se zda byt dobrou alternativou vyuZiti odpadniho kuteciho
pefi.

Dalsi moznosti, jak sniZit cenu biotechnologického procesu, je vyuziti extrémofilnich
producenti PHA. Mezi prvni testované extrémofily v této praci patiily halofilni bakterie.
Produkce u halofilnich bakterii je jiz ¢aste¢né popsana, avsak zadna dosavadni literatura se
pfimo nevénuje vyuziti halofilnich mikroorganismi k produkci PHA s vyuzitim odpadniho
oleje jako substratu. Za timto uc¢elem bylo otestovano devét sbirkovych druhti halofilni bakterie
rodu Halomonas (H. halophila CCM 3662, H. hydrothermalis CCM 7104, H. axialensis CCM
7103, H. elongata CCM 3756, H. neptunia CCM 7107, H. organivorans CCM 7142, H. salina
CCM 4361, H. meridiana CCM 7105 a H. halmophila CCM 2833). Avsak vyznamnéjsi
produkce PHA (nad 20 % hmotnosti suché biomasy) na oleji jako jediném zdroji uhliku byly
schopny pouze dvé a to H.hydrothermalis a H. neptunia. Protoze tyto bakteric nejsou
dostatecné prostudovany, byly optimalizovany jejich kultivaéni/produkéni parametry.

vvvvvv

Koncentrace chloridu sodného neovliviiuje pouze koncentraci bakteridlni biomasy, ale také
produkci PHA a jeho vyslednou molekulovou hmotnost. Nejvhodnéjsi koncentrace chloridu
sodného pro H. hydrothermalis je 40 g/l, zato pro H. neptunia je optimalni koncentrace 60 g/1.
Molekulova hmotnost vysledného polymeru u bakterie H. hydrothermalis roste se snizujici se
koncentraci chloridu sodného, kdy pfi optimalni koncentraci (40 g/l NaCl) byla molekulova
hmotnost (Mw) P(3HB) 381,7 kDa. U bakterie H. neptunia nebylo mozné najit korelaci mezi
mnozstvim soli a molekulovou hmotnosti polymeru.

Kromé optimalizace produkénich podminek byla u halofilnich bakterii také testovana
produkce PHA kopolymert s vyuzitim vhodnych strukturnich prekurzort. Ani jeden kmen
nebyl schopen zaradit do struktury polymeru 4HB, avSak bakterie H. hydrothermalis byla
schopna produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV), pokud byla jako strukturni prekurzor
vyuzita kyselina valerova. Produkce kopolymeru dosahovala koncentrace 1,6 g/l s téméf
50 mol. % zastoupeni 3HV.
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Vyznamna ¢ast prace se zabyvala studiem produkce PHA pomoci termofilnich organismi.
Produkce PHA u termofilnich bakterii je jen zfidka popsana, proto jsme se zaméfili na izolaci
novych termofilnich producentti z ptirodnich vzorka jako je kompost ¢i aktivovany kal. Izolace
termofilnich producentti PHA probihala nékolika zplisoby. Prvnim izolacnim postupem bylo
aerobni dynamické krmeni. Jedna se o 12hodinovy stale se opakujici cyklus, ktery vede
k zakoncentrovani PHA produkujicich bakterii. V praci bylo vyzkouSeno vice zdroju uhliku.
Ukaézalo se vsak, ze jedinym vhodnym zdrojem uhliku pro ADK vedeném v termofilnim rezimu
(60 °C) je acetat sodny. Na konci 19. cyklu dosahoval obsah PHA v mikrobialnim konsorciu
az 12 % hmotnosti suché biomasy. Z ADK byl ziskan izolat, ktery byl po sekvenaci malé
ribozomalni podjednotky 16S rRNA klasifikovan jako Tepidiphilus sp. Bohuzel se nepodatilo
udrzet jeho viabilitu pro otestovani produkéniho potencidlu. Proto byl pofizen sbirkovy kmen
Tepidiphilus thermophilus DSM 27220, u kterého byla testovana produkce PHA. Schopnost
produkovat PHA byla prokazana jak na urovni genotypu, tak fenotypu. Avsak podle naSich
vysledkit se nezda, Ze by Tepidiphilus thermophilus byl biotechnologicky zajimavym
producentem PHA.

V ramci prace pak byl vyvinut pivodni postup pro izolaci termofilnich producentt PHA
ze smésnych mikrobidlnich konsorcii. Je znamo, ze PHA granule pomahaji zvySovat robustnost
bakterii vii¢i osmotickému stresu. Tento fakt byl vyuzit k navrhu izola¢ni metody vyuzivajici
pravé zmény v osmotickém tlaku. Vzorek kompostu ¢i kalu byl smichan s produkénim médiem.
Po nasledné kultivaci byla kultura vystavena nejdiive hypertonickému prostiedi predstavujici
roztok 100 g/l NaCl a nasledné byla promyta destilovanou vodou. Poté byla kultura vyseta na
agaroveé misky PHA a pozitivni kolonie byly identifikovany pomoci ATR-FTIR. Pomoci tohoto
izola¢niho postupu doslo k vyraznému zvySeni uspesnosti v izolaci termofilnich producenti
PHA. Pomoci této metody bylo z rliznych vhodnych konsorcii ziskdno n€kolik desitek izolatd,
které byly nasledné studovany ve smyslu jejich taxonomické klasifikace i schopnosti produkce
PHA s vyuzitim rGznych substratd.

Izolaty, které byly schopny opétovného ristu, byly taxonomicky zatfazeny pomoci sekvenace
genu 16S rRNA. Mezi izolaty se vyskytovaly jak gram negativni, tak gram pozitivni bakterie.
Také byly zastoupeny dva kmeny, a to Proteobacteria a ve vétsi mife kmen Firmicutes,
predev§im vsak tifida Bacili. Mezi izolaty jsou Vv mens$i mife pfitomni zastupci rodu
Chelatococcus, Brevibacillus, Paenibacillus nebo Geobacillus. Ve vétsim zastoupeni jsou poté
izolaty patfici do rodu Bacillus a vice nez polovinu vsech izolati predstavuji zastupci rodu
Aneurinibacillus.

U izolath byla provedena detekce pfitomnosti PHA syntazy pomoci PCR. PHA syntaza je
kli¢ovy enzym v metabolismu PHA a déli se do &tyi tiid. Ctvrta tfida PHA syntaz je
charakteristicka pro bakterie patiici do rodu Bacillus. Avsak tato tfida syntaz se déli do nékolika
podskupin a jejich molekularni detekce s vyuzitim PCR neni diky jejich heterogenité snadna.
Proto byla navrzena nova sada primert pro detekci PHA syntazy piimo pro rod
Aneurinibacillus. U vétSiny izolath se podafilo detekovat alesponn jednu PHA syntazu. Je
zajimavé, Ze u nekterych izolath byla pozorovéana piitomnost PHA polymeraz spadajicich
do dvou tfid, nebo byla identifikovana PHA polymeraza, ktera neni charakteristicka pro dany
rod. Napfiiklad u izolatu F106, ktery byl taxonomicky zatazen jako Bacillus licheniformis byla
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detekovana PHA syntaza tfidy 1. U izolatu A2 (Bacillus coagulans) byla stanovena PHA
syntéza ttidy II, tudiz by mél byt schopen produkce mcl-PHA.

Nekteré zizolati dosahovaly velmi slibné produkce PHA bez jakychkoliv optimalizaci
produkc¢nich podminek. Napiiklad produkce PHA u izolatu 31 na glycerolu pii 50 °C
dosahovala 2 g/l. V ramci prace byla také testovana produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB)
s vyuzitim 1,4-butandiolu jako strukturniho prekurzoru 4HB. Ukézalo se, Ze mnoho izolata je
schopno tvofit tento kopolymer, pfedev§im pak zastupci rodu Aneurinibacillus. Nejlepsich
vysledku dosahl izolat s oznacenim A26, jehoz biomasa dosahovala koncentrace okolo 2,6 g/l
a produkce PHA se pohybovala tésné¢ pod 2 g/l a kopolymer P(3HB-co-4HB) obsahoval
87 mol. % 4HB. Kopolymery s takto vysokym zastoupenim 4HB v jednostupiiové kultivaci
jsou neobvyklé, ale velmi zadouci.

Tti izolaty s oznaCenim H1, H2 a K2 byly studovany podrobnéji. Taxonomicky byly
zatazeny k rodu Aneurinibacillus. Kvuli komplexnéj$imu zafazeni byly izolaty zaslany
do Ceské sbirky mikroorganismti v Brn&, kdy byly zafazeny i na zakladé fenotypovych
vlastnosti. Bylo zjiSténo, Ze se jedna o sporulujici gram pozitivni bakterie. Izolat H1 byl
identifikovan jako Aneurinibacillus sp., zbylé dva izolaty H2 a K2 byly zafazeny jako
Aneurinibacillus migulans. U vSech tii izolatt byla potvrzena PHA syntaza tiidy IV, pomoci
primert navrzenych ptimo pro rod Aneurinibacillus.

Pro zvySeni produkce PHA u téchto tfi izolatd byly optimalizovany kultivacni podminky
a produk¢éni médium. Mezi optimalizované parametry patiily zdroje dusiku, komplexni zdroje,
jejich koncentrace a kultivacni teplota. Optimalni teplota kultivace se pohybuje okolo 45 °C,
proto se jedna spiSe o mirné termofily az termotolerantni bakterie.

Také byla testovana schopnost tvotit PHA kopolymery. Pro tvorbu kopolymeru s 3HV byly
testovany nasledujici prekurzory — kyselina levulova, propionat sodny, propan-1-ol a kyselina
valerova. Izolat H1 byl schopen produkce kopolymeru P(3HB-c0-3HV) s propionatem sodnym
a kyselinou valerovou. Vysledny kopolymer pii pouziti propionatu sodného jako prekurzoru
obsahoval 32 mol. % monomeru 3HV, zato pii pouziti kyseliny valerové obsahoval témét
67 mol. % 3HV. Schopnost tvotit kopolymer P(3HB-co-4HB) byla testovana za vyuziti 1,6-
hexandiolu, y-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu jako prekurzoru, které také slouzily jako jediny
zdroj uhliku. VSechny tfi izolaty byly schopny produkce zddaného kopolymeru. Nejvyssi
produkce pak dosahoval izolat H1.

Na zaklad¢ prabéznych vysledki se izolat Aneurinibacillus sp. H1 jevil jako neslibngjsi
producent PHA, proto byl u néj déle testovéan a rozvijen potencial produkce PHA. Byl proveden
screening produkce PHA na riznych zdrojich uhliku, kde nejlepSich vysledkt dosahoval
glycerol. Také byla testovdna vhodna koncentrace glycerolu a zaroven byl jako substrat
testovan 1 odpadni glycerol, ktery vznika pti vyrobé bionafty a jednd se tak o levny odpadni
zdroj uhliku.

Dale také bylo u izolatu H1 rozvijeno studium produkce materidlové zajimavého
kopolymeru P(3HB-co-4HB). Jako nejvhodnéjsi zdroj uhliku pro produkci kopolymeru P(3HB-
co-4HB) se ukdzala smés glycerolu a 1,4-butandiolu. Jejich vzajemné koncentraéni poméry
ovlivilyji slozeni vysledného kopolymeru, kdy v zavislosti na obsahu 1,4-butandiolu v médiu
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lze kontrolovat obsah 4HB v rozmezi 4 az 95 mol. %. Tento fakt pfispivd ke zvySeni
konkurenceschopnosti vyroby PHA pomoci izolatu H1, kdy pouhou tpravou kultivacnich
podminek je mozné piipravovat kopolymery s riznym slozenim monomerd, a tedy riznymi
mechanickymi vlastnostmi.

Za ucelem zvyseni produkce a zlepSeni biotechnologického procesu, byly také testovany
ruzné kultivacni moédy. Pomoci banikovych testii byl vyzkousen klasicky mod batch kultivace,
kultivace s riznymi typy piikrmu (fed-batch) a opakovana vsadkova kultivace (repeated-batch).
Kazda z téchto variant mé své vyhody i nevyhody. Béhem fed-batch kultivace bylo feSeno
nékolik strategii pfikrmu. Jednalo se pfevazné 0 varianty smési glycerolu a 1,4-butandiolu. Je
zajimavé, ze pokud kultivace zacinala pouze na glycerolu, nedoslo k inkorporaci 4HB
do fetézce polymeru, i kdyz byl pozdéji v médiu ptitomen prekurzor 1,4-butandiol. Repeated-
batch kultivace umoziiuje dalsi snizeni ceny vstupnich nakladi na vyrobni proces. Proces byl
vedeny tim zpusobem, Ze po skonceni vsadky bylo od¢erpano 70 % média a bylo nahrazeno
cerstvym. Tento postup byl né€kolikrat opakovan tak, ze bylo uskutecnéno celkem Sest po sob&
jdoucich batch kultivaci. Bohuzel opakovani vsadek mélo neblahy vliv na produkci PHA, ktera
postupné klesala a nejspiSe doslo i k nezadoucim fyziologickym zménam v kultufe.

Predlozena prace potvrzuje, Ze mezi extrémofilnimi mikroorganismy se vyskytuje cela fada
zajimavych producenti PHA. Ne¢ktefi zastupci jsou vhodnymi kandidaty pro dalsi studium
ptipadné i pro primyslovou produkci PHA. Izolat Aneurinibacillus sp. H1 je podle nasich
vysledka slibny producent PHA kopolymert, proto byl ulozen v Ceské sbirce mikroorganisma
jako patentova kultura Aneurinibacillus sp. HI CCM 8960 a produkce PHA pomoci tohoto
izolatu byla patentové chranéna patentem ¢islo 308626.
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6. POUZITE ZKRATKY

1,4-BD
3HB
3HHx
3HOc

3HV

4HB

ADK
ADK-Ac
ADK-ADK
ADK-KAL
ATR-FTIR

CFU

b

GBL
glyc
Icl-PHA
M1

M2
mcl-PHA
Mw

n.d.
NCBI

PHA

P(3HB)
P(3HB-co-4HB)
scl-PHA

TEM

YE

1,4-butandiol

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyhexanoat

3-hydroxyoktanoat

3-hydroxyvalerat

4-hydroxybutyrat

aerobni dynamické krmeni

aerobni dynamické krmeni — acetat sodny

aerobni dynamické krmeni — o¢kovéano kulturou z ptfedchoziho ADK
aerobni dynamické krmeni — ockovano kalem

infracervena spektrometri s Fourierovou transformaci s itlumem
celkové odrazivosti (attenuated total reflection-Fourier transform
infrared spectroscopy)

pocet zivotaschopnych bunék (Colony forming units)

index polydisperzity

y-butyrolakton

glycerol

polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem

médium 1 (Tabulka 12)

médium 2 (Tabulka 12)

polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym fetézcem
molekulova hmotnost

nedetekovano

prumyslova biotechnologie pfisti generace (Next Generation Industrial
Biotechnology)

polyhydroxyalkanoaty

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem

transmisni elektronovy mikroskop

kvasni¢ni extrakt
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Abstract

Background and objective: Waste chicken feather is an important waste product of the poultry
processing industry and is annually produced in substantial amounts, Hence, wise management
of this waste is desirable. In this work we aimed at feathers biodegradation by a selected
bacterial strain capable of utilizing chicken feathers as sole carbon source-Psendomonas putida
KT2440. To utilize feather, the bacterial culture excrete keratinase, which can be casily isolated
after biodegradation process and which, therefore, represents an interesting side product of the
intended technology. Moreover, bacterial culture of employed for feather degradation is also
capable of mel-PHA accumulation.

Materials and methods: Bactenal culture of Psendomonas putida KT2440 was cultivated in
presence of waste chicken feathers as the only carbon source; during the cultivation keratinase
activity and biomass growth were monitored. Metabolically active biomass after feather
degradation was used for mc/-PHA production,

Results and conclusion: During cultivation on waste feathers, bacteria did not accumulate
detectable amounts of medium-chain length polyhydroxyalkanoate (mc/-PHA); nevertheless,
when metabolically active bacterial cells after feather biodegradation were transferred into

nitrogen limited mmeral media, a high medium-chain length polyhydroxyalkanoate content of

61% of cell dry weight in microbial cells was reached. The polymer consisted of 3-
hydroxyhexanoate (27.2% mol) and 3-hydroxyoctanoate (72.8% mol) monomer units,
Therefore, this work demonstrates a possible interconnection of feather biodegradation with
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1. Introduction

Millions of tons of chicken feathers are gencrated as
waste by the poultry processing industry every year, which
represents serious problem for the food industry. According
to Taskin et al. poultry processing manufac-turers produce
about 7.7 x 10* kg of feathers annually [1]. Nevertheless,
despite low prize and abundant availability of feathers, its
further applications as well as valorization approaches are
limited. Waste feathers is used in low-grade animal feed but
more often is treated as a waste and ends up in landfills or
incinerators, These ways of destroying feathers are not
desirable from an economical as well as an ecological point
of view and they have been restricted or even banned in
some countries [2]. Therefore; there is an urgent need for

new processes enabling  ecological and economical
valorization of this resistant solid waste, There are some
studies aimed at utilization of waste chicken feathers as a
substrate for processes of microbial biotech-nology. Taskin
et al. [3] reported that chicken feathers protein hydrolysate
can be used for biotechnological manufacturing of L-lactic
acid by Rhizopus oryzae; waste chicken feathers can be also
utilized for production of biogas, xylanase or extracellular
polysaccharides [4-6]. Recently, we have reported that
alkaline hydrolysate of chicken waste feathers can be
applied as inexpensive complex nitrogen source to enhance
scl-PHA  production on waste frying oil employing
Cupravidus necator [ 7].
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Feathers consist predominantly (about 90% weight) of
proteins, the most important fraction is represented by
keratin, Feathers keratins are small fibrous protems with a
molecular weight around 10 kDa, which are of interest due
to their high nutrition value caused by a desirable amino
acids composition, On the other side, keratin is mecha-
nically and chemically robust and also resistant to ecither
chemical or enzymatic hydrolysis, which complicates its
digestibility and applicability for feeding purposes [8].
Eflicient enzymatic hydrolysis of keratin is possible only by
action of specific proteolytic enzymes called keratin-ases,
These enzymes are capable of complete hydrolysis of
feathers and other keratin rich substrates, Therefore, these
enzymes have numerous applications in food and feed
industry, fertilizer production, cosmetics or pharmaceutical
and textile industries [9].

Keratinases for mdustrial purposes are usually produced
by microorganisms especially bacteria belonging to genus
Bacillus. For instance Williams et al. isolated, identified and
charactenized feathers degrading bacteria Bacillus (B.)
licheniformis [ 10]. Actually, all the currently commercially
available preparations of keratinases are produced by B.
licheniformis [9]. Furthermore; there are numerous recent
reports that also members of the genus Pseudomonas are
efficient producers of keratinases, Mohamad et al. isolated
Psendomonas sp. LM10 which was capable of providing
high keratinase activities in feathers based media
supplemented with fructose and peptone [11]. Similarly,
Stiborova et al. isolated Pseudomonas sp. PS5 demonstrat-
ing substantial feathers hydrolyzing capability [2]. Keratin-
ase production was also recorded for Psendomonas (P.)
aeruginosa [12].

In addition, numerous Pscudomonas strains are also
capable of accumulating polyhydroxyalkanoates (PHAs) as
carbon and energy storage materials. These microbial
polyesters of hydroxyacids are considered an ccological
alternative to petrochemical plastics since they are fully
biodegradable, biocompatible and morcover they are
produced from renewable sources [13]. PHAs are usually
accumulated by bacterial cells when a carbon source is
present in excess but other clements such as nitrogen or
phosphorous are exhausted. Depending on the monomer
composition, PHA are classified as sc/-PHA (monomers
consist of 3-5 carbon atoms) and medium-chain length
polyhydroxyalkanoate (mc/-PHA) (monomers contain 6-14
carbon atoms). Most Pscudomonas strains are producers of
mcl-PHA [13]. Among all the Pseudomonads, P. putida
KT2440 is the most studied in the context of PHA
metabolism and is the most widely used for mc/-PHA
production [14-16]. The strain (originally designated as P,
arvilla strain mt-2 and subsequently reclassified as P. putida
mt-2) is a plasmid-free derivative of a toluene-degrading
bacterium. It is considered being probably the most-studied
saprophytic laboratory Pseudomonad which is able to surv-

L

ive and prosper in the environment [17]. Therefore, apart
from its PHA production capabilities, it s also candidate
strain for mdustrially-oriented metabolic engineering aimed
at vartous applications [18].

Aware of the interesting PHA production capacities of
numerous Pseudomonads and their capability of utilization
of waste feathers which is associated with keratinase
excretion we tested numerous Pseudomonas strains for their
feathers biodegrading capacities. Our intent was to inter-
connect highly interesting process of feathers degradation
with mcl-PHA as well as keratinase production, Surprising-
ly, we observed that P. putida K'T2440 revealed the highest
degradation efficiency and keratinase activity in cultivation
media when waste chicken feathers was used as a sole
carbon source in cultivation media. Therefore, we employed
this well-known mcl-PHA producing bacterial strain for
development of our concept interconnecting keratinase and
mel-PHA production,

2. Materials and methods

2.1. Microorganism and cultivation method

P. putida KT2440 (DSM 6125) was purchased from
Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Micro-
organism and Cell Cultures, Braunschweig, Germany.

Non-treated chicken feathers were used as sole carbon
source for growth of the bacteria culture and keratinase
production. The cultivation was carried out for 7 days at
30°C with shaking at 180 rpm in 100 ml mineral salt
medium (MSM) containing (g 1I'') (NH4):SO4, 15 KH2PO,,
1.02; NazHPO4, 125 H0, 11.1; MgSO4 7H:0, 0.2, The
MSM included | ml I'' microelements solution (MES)
which contains (g I'') FeCh 6H:0, 9.7; CaCl; 2H:0, 7.8;
CuSO4 SH:0, 0.156: CoCl; 6H;O, 0.119; NiCl; 6H0,
0.118; ZnSO4 TH20, 0.1; dissolve in 0.1 M HCI. First, the
feathers were washed and dried and after being sterilized
(121°C, 30 min.) they were used as a sole carbon source in
an amount corresponding to 20 g per liter of MSM. The
flasks were inoculated with an overnight culture of P, putida
grown in Nutrient Broth medium which consist of (g I'')
bacteriological peptone, 10; beef extract, 10; and NaCl, 5.
Total loss of feathers, biomass, pH and keratinase activity
was determined during the cultivation, all the cultivations
were performed in duplicate,

Bacterial biomass obtained after feathers degradation
was separated from feather by filtration (Whatman filters),
centrifuged (5000 *g, 5 min) and re-suspended in product-
ion medium consisting of (g I') (NH4)2804, 1 or 0; KH:POq,
1.02; Na;HPO4 12H:0, 11.1; MgSO47H20, 0.2 and 1 ml I
" MES. Further, the cultivation medium was supplemented
by waste frying oil (oil was obtained from university
canteen at FCH BUT, it consisted predominantly of
rapeseed oil) (20 g I') and octanoic acid (2 g I"') which
served as the carbon sources and mec/-PHA precursors, the
cultivations were performed in duplicate,

__ Appl Food Biotechnol, Vol. 6, No. 1 (2019)
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2.2, Analytical methods

Keratinase activity of the supernatant was determined
and expressed as reported by Letourneau et al. using
Keratinazure (Sigma-Aldrich) as a substrate [19],

Biomass concentration was measured gravimetrically as
cell dry mass (CDM). PHA content in bacterial cells was
analyzed employing GC-FID as reported  previously,
particularly 3-hydroxyalkanoic acid (C6, C8, C'10, C12 and
C14) purchased from Larodan (Sweden) were used as a
standards, benzoic acid was used as internal standard [20],

Elemental compaosition of the chicken feathers (obtained
from poultry processing manufactory Vodnanska drubez
0.8, Bmo Modnce, Czech Republic) before and after
degradation was determined using a CHNS/O analyzer Euro
Vector EA 3000, Samples (~ 1-2 mg) were packed in tin
capsules in the oven for combustion at 980°C using pure
oxygen as combustion gas and pure helium as carrier gas,
All elements were determined by thermal conductivity
detector (TCD). The calibration curves for C, H, N, S were
obtained using a reference standard sample sulphanil-amide.

FTIR-ATR spectra of feather before and after deg-
radation were obtained by means of an Attenuated Total
Reflectance (ATR) technique using o Nicolet iS50
spectrometer. All spectra were recorded over the range
4000-400 em™' at a resolution of 4 em™' and were the
average of 256 scans,

3. Results and discussion

We screened various Pscudomonas strains ornginating
both from culture collections as well as our wsolates for
waste chicken feathers degradation capability which is
associated with keratinase production. Surprismgly, among
all the tested strains, P. putida KT2440 demonstrated the
highest chicken feather degradation capacity. When the
bacterial strain was inoculated nto the mineral media
containing waste chicken feathers as the sole carbon source
and cultivated under optimal conditions, the process of
feathers biodegradation was visible to the naked eye (see
Fig. 1) solid particles of waste chicken feathers were
transformed into pulp-like material, which was accom-

Feather degradation and PHA production

panied by decrease of weight of the feathers and also by
substantial icrease of turbidity of the cultivation media,
When the cultivation was finished, it was possible to remove
partially degraded chicken feathers by filtration using
Whatman no. 5 filter paper. Not surprisingly, bacterial cells
were not captured by the filter paper and passed to the
filtrate, Therefore, it was possible to separate bacterial cells
for further purposes and gravimetncally quantify both
measure of feathers degradation and concentration of
bacterial biomass,

Furthermore, we investigated the time course of feathers
degradation, keratinase production and biomass growth
during an experiment lasting for 7 days, the results are
demonstrated in Fig, 2. As expected, the growth of the
bacterial culture on feathers was accompanied by secretion
of keratinase into the cultivation media. The highest
biomass concentration was achieved on the 5% day of
cultivation (1.06 g I'"), The keratinase activity in cultivation
media rapidly increased, reaching the maximal level
(approx. 13 U mi') on the 2™ day of cultivation and
remained constant till the 5% day of cultivation, After that,
keratinase activity in the cultivation media decreased to
approximately 8 U ml', It is likely that the factor which
inhibited growth of the bacterial culture and decreased
keratinase excretion was the high pH value, since the pH
value of the cultivation media increased during the time
course of cultivation which is very typical feature when
protein rich substrates are utilized as the carbon source by
microbial culture which is accompanied by excretion of
basic nitrogen-containing metabolites into  cultivation
media, pH value reached its maximal value 8.6 on the 5
day of cultivation. Nevertheless, despite the decrease in
metabolic activity of the bacterial culture and keratinase
activity in cultivation media after the 5" day of cultivation,
chicken feather degradation progressed almost lincarly
during the whole assay. After 7 days of cultivation 28% of
feathers” weight was completely degraded. It is likely that
the measure of feather degradation could have been
enhanced by prolongation of the biodegradation process or
even by control of pH in the cultivation media.

Figure 1. Demonstration of feather degradation by Pseudomomas putida KT2440 during 7 days. Large solid particles of chicken feather were
degraded by microbial culture resulting in formation of pulp-like material which can be removed by filtration using Whatman no.5 filter

paper.
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Figure 2. Time course of a) biomass growth and pH development
b) keratinase activity and feather degradation expressed as
percentage mass loss during 7 days lasting biodegradation
experiment employing Pseudomomas putida,

It should be noted that the samples of bacterial biomass
taken during feathers biodegradation assay were analyzed to
determine the intracellular content of PHA, Never-theless,
since PHA accumulation is activated by nitrogen limitation
and feathers are rich in protein and therefore also in nitrogen
content, we did not detect any PHA in bacterial biomass
[21,22).

Further, we decided to investigate chemical changes of
feathers induced by the degradation process. The materials
before and after degradation were analyzed in terms of
chemical  composition  of  macro-clements  using @
combusting elementary analyzer and also by FTIR. The
FTIR-ATR spectra of feathers before and after degradation
are presented in Fig. 3. All the spectra contain a sharp and
intensive band at 1629 cm™ corresponding to carbonyl
groups in amide 1, an a-helix conformation. Another band
occurring at 1520 em™' can be assigned to stretching C-N
and N-H bending groups in amide 11 conformation, which
are also indicated by the broad band centered at about 3272
em’ resulting from the N-H stretching vibrations of the
amide 11 groups. The absorbance bands of aliphatic groups
is revealed in the range 2980-2840 c¢m', where the

K6

asymmetric and symmetric C-H stretching of methyl groups
at 2961 ¢m! and 2875 ¢m', and the asymmetric C-H
stretching of methylene groups at 2927 cm ',

The deformation bending of methyl and methylene
groups oceur in the spectraat 1448 cm ' and 1384 ¢cm ', The
less intensive absorption band at 1340 ¢m™' corresponds
with amide 111, The appearance of amide 111 1s revealed by
1330-1200 ¢m ™' frequency zones, where the N-H in-plane
bending and C-N stretching vibrations i amide groups and
corresponds to the a-helix conformation. The absorption
band at 1070 ¢m ' is characteristic a peak for skeletal C-C
vibration. Finally, the appearance of the band at 1158 ¢m™!
15 most probably associated with the C-C stretching in
amino acids, The appearance and absorption bands of FTIR-
ATR spectra suggest that the chemical composition of
chicken feathers during degradation process was not
substantially changed, Further, the elemental compositions
of feathers before and after degradation are presented in
Table 1. The results show that the average elemental
compositions of feathers before and after degradation are
comparable, Therefore, based on results of FTIR elemental
analysis, it can be stated that degradation of chicken feathers
by P. putida KT2440 is not associated with chemical
modification of the solid material, but the process of
feathers degradation consists of  keratinase catalyzed
cleavage of peptide bounds in feathers keratin, Decrease of
molecular weight of keratin is most likely responsible for
change of appearance and structure of the matenial (see Fig.
1, feathers before and after degradation).
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Figure 3. FTIR spectra of chicken feather before and afler
degradation
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Table 1. Element compaosition of feather before and after degradation (7 days) by Pseudomomas putida

Feathers Nitrogen (%wt) Carbon (%wt) Hydrogen (%owt) Sulphur (%swt)
Before degradation 17.19 40.30 53154030 7754013 0,59+ 0.84
After degradation 16,37 + 0,07 50.75 4 0.4 7.63 4+ 0,05 Not detected

Thus, it can be stated that several interesting side
products are formed when P. putida is cultivated on waste
chicken feathers. The first interesting product is the solid
fraction remaining after fermentation- partially hydrolyzed
feathers. This side product can be simply separated by
filtration and it has potential use in animal feeding since
partial hydrolysis of feathers keratin substantially improves
its digestibility. For instance, Chayatip et al, used waste
chicken feathers partially digested by B. subtilis to improve
protein content of corncob silage (23] Nevertheless, it
should be noted that a thorough evaluation may be necessary
before a potential use of the partially hydrolyzed feathers as
an animal feed, in order to meet legal requirements, This
may include the nutritional value of this product as well as
determining the safety issue. The positive aspect of intended
process s GRAS (generally recognized as safe) status of .
putida KT2440 [24].

Filtrate after residual feathers removal by filtration can
be further separated by centrifugation, The supernatant
contains substantial amounts of active keratinase, which can
be also considered being interesting product finding
application at various industrial fields [4,25]. Hence, this is
the first report suggesting P. putida KT2440 as promising
candidate for keratinase production, Nevertheless, further
experiments are needed to investigate basic characteristics
of the keratinase and to evaluate its usability in various
applications.

Last but not least, the sediment after filtrate
centrifugation contains metabolically active cells of P,
putida. As was mentioned above, the bactenal culture did
not accumulate PHA during feathers degradation since
nitrogen limitation was not induced. Nevertheless, metab-
olically active biomass after feathers degradation can be
simply employed for mcl-PHA production. Therefore, we
re-suspended bacterial cells after feathers degradation in
two formulations of mineral media- with and without 1 g I'!
of (NH4);SO4, sodium octanoate and waste frying oil were
used as mel-PHA precursor. PHA producing capacity of
bacterial cells after feathers degradation was compared with
control cultivation which was “traditionally” inoculated
from overnight culture cultivated in NB medium, the results
are demonstrated in Table 2.

During mitial 24 h of cultivation, bacteria did not
accumulate mel-PHA regardless of presence or absence of
nitrogen or bactenial cells origin, Nevertheless, when
bacterial cells from feathers degradation were used, a higher
mitial amount of cells was mtroduced into the process
(initial CDM was 0.15 and 0.7 g I'' for control and biomass
stemming from feather biodegradation respective-ly), which
decreased consumption of carbon substrate for cell growth.
After the first day of cultivation, bacterial cells started to
accumulate mc/-PHA consisting exclusively of C6 and C8
monomers.

Table 2. Production of mel-PHA by Pseudomonas putida cultures stemming from feather degradation process

(NH4)2804 in PHA PHA (&) C8
media (Yowt) (gl (Yemol) (Yemol)
24 h Control Yes 0.46 + 0.08 nd. nd. - -
Cells from feather degradation Yes 1.29 4+ 0.22 nd. nd. - -
Cells from feather degradation None 1254 0.15 nd. nd. - -
48h  Control Yes 145011  61.5+431 0.89 £ 0.09 44.0 560
Cells from feather degradation Yes 2344012 4931658 115+ 0.16 9.7 903
Cells from feather degradation None 260+ 015 4874431 1.26 £ 0.13 28.5 7.5
72h Control Yes 1374010 4234310 058+ 006 61.0 390
Cells from feather degradation Yes 1954018  26.1 42,57 0.51 4007 nd. 100.0
Cells from feather degradation None 2314030  61.4+827 142+ 0.27 27.2 728

CDM stands for cell dry mass, n.d. not detected, resultsare in form: mean + standard deviation

It should be noted that cells from feather degradation
supplied with nitrogen produced almost exclusively poly(3-
hydroxyoctanoate), while complete nitrogen limitation
resulted in  presence of about 30% mol of 3-
hydroxyhexanoate in the copolymer structure. Actually, 3-

Appl Food Biotechnol, Vol. 6, No. 1 (2019) _

hydroxyoctoyl-CoA is preferred substrate for PHA synthase
of P. putida; therefore, it is not surprising that the major
constituent of mel-PHA was 3-hydroxyoctanoate when the
cells were cultivated in presence of octanoate [26]. The fact
that strong nitrogen limitation increased the proportion of 3-
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hydroxyhexanoate could be explained by the fact that
nitrogen limitation stimulated action of enzymes which are
responsible  for  conversion  of  S-3-hydroxacyl-CoA
(stemming from B-oxidation of fatty acids) to R-3-hydroxy-
acyl-CoA which can serve as a substrates for PHA synthase,
Such an effect was recently reported by Mozejko-Ciesielska
et al. [27) who observed that expression of the all the
enzymes involved in mel-PHA biosynthesis in P. putida s
up-regulated under nitrogen limitation. The highest PHA
yields were observed in the bacterial culture onginally used
for feathers degradation which was cultivated in complete
absence of nitrogen, In this case, bacterial  biomass
contained 61.4% wt of mel-PHA per cell dry weight and
mcl-PHA titers reached 1.42 g I'' which is about 2.4 fold
more than yields in control cultivation. It is very likely that
absence of nitrogen in the cultvation media strongly
stimulated PHA accumulation. On the other side, this
cultivation strategy cannot be applied in a traditional
cultivation scenario in which presence of nitrogen for
growth of biomass is a necessary condition to reach
reasonable biomass and mcl-PHA yields.

4. Conclusion

To sum up, the suggested process, which is schematically
depicted in Fig. 4, advantageously intercom-nects waste
feathers degradation enabling biomass growth and mel-PHA
accumulation, which can be performed in a separate step in
complete absence of nitrogen directing the substrate very
efficiently to the mc/-PHA biosynthetic pathway. The mdl-
PHA content in bactenial cells can, therefore, reach very
high values which is beneficial not only from the
perspective of overall productivity, but high PHA content in
biomass has also a positive impact on the cost of the
isolation process [28]. Moreover, keratinase and partially
digested chicken feathers are very interesting side products
of the suggested process, which can be used for mstance in
the food and feed industry.
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1. Introduction titers and yields {Ciesielshi et al | 2015).

B bl "

Microbial storage poly called polyhydroxy (PHA)
are attracting attention of the scientific community as ecologically ac-
ceptable alternatives to petrochemical polymers. Generally, PHA are
accumulated intracellularly in form of granules by numerous prokar.
yotes. Despite their extraordinary properties such as biodegradability,
bm’hhtyandabothehnhlm“podnad&mm

es (“biobased™), industrial production of PHA is still
m&sspmhnnaﬂvmedby&drhgbpudmmt
(Kumar et al, 2019). To reduce the price of PHA, there are many at-
tempts to produce PHA from inexpensive waste substrates, especially
food processing waste. In particular, lipid-based materials such as waste
frying/cooking oil (Obrucs et al., 2013), palm kemel oil (Loo et 2l
2005) or lipids from animal processing industry (Riedel et 2l 2015) are
considered being promising substrates. Cuprigvidus necator (formerly
Raistonia eutropha, Wautersia eutropha and Alcaligenes ewtrophus) is
usually employed for PHA production on lipids since it is capable of
for lipid-based PHA biosynthesis enables to reach very high prod

Another strategy which might help to reduce cost of biotech
gical process was recently defined by Professor Chen as “Next
extremophilic production strains which provide numerous benefits. In
particular, processes based on extremophiles are resistant to microbéal
continuous mode of cultivation (Chen and Jiang, 2018). Especially
halophiles are currently considered the “coming stars™ for industrial
biotechnology (Yin e al | 2015). Actually, PHA production was already
described in numerous halophiles. This linkage of halophilicity and
PHA accumulation might be attributed to the fact that PHA granules
protect bacterial cells from adverse effect of csmolarity fluctmations:
therefore, it can be expected that PHA biosynthesis is 2 positive feature
during adaptation to hypertonic conditions and csmotic fluctuations
(Sediacek et al | 2019). Aside from robustness against microbial con-
vantages ~ cricle materials can be isolsted from bacterial cells by hy-
potonic lysis (Fernandes Castillo et al | 1986), and compatible solutes
(eg., ins) helping halophiles to cope with hypertonic conditions
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represent addiional high value products (Kumar and Kim, 2018). De-
spite the fact that halophiles were reported to be capable of conversion
of various inexpensive substrates into PHA, there is lack of

Bvcswee Techmology 292 (2019) 122028

describing capability of halophiles for valorization of lipid substrates; ¥
our knowledge, only Kumar et al. reported that the halophile Perococcus
$p. strain LL1 can produce PHA on waste cooking oil (Kumar and Kim.
2019)

The genus Halomonas comprises gram-negative rod-shaped ba
bacteria; some of them, such as Halomonas halophile (Kocers et al,
2018), Halomonas boliviensis (Guzmin et al., 2009) or Halomonas blue-
phagenesis (Chen et al, 2017) are considered being very promising
candidates for PHA production from sugar-based substrates; never
theless, Halomonas species has not been studied for PHA production on
lipids so far. Therefore, we decided to investigate whether selected
members of the genus Holomonas can be employed for efficient bio-

hnological of waste frying oil into polyhydroxyalk-
anoates.

2. Materials and methods
2.1. Microorganisms, cultivation and analysis of bacterial cells

Halomonas elongata COM 3756, H. halophila COM 3662, H. halmo-
phila COM 2833, H. salina CCM 4361, H. organivorans CCM 7142, H.
neptunia OCM 7107, H. hydrothermalis CCM 7104, H meridions CCM
7105 and H. axialensis OCM 7103 were purchased from the Czech
Collection of Microorganisms (CCM). The bacterial cultures were cul-
tivated on Complex Nutrient Medium (CNM; peptone bacteriological
15g/1, yeast extract 3 /1, glucose 1 g/L, NaCl 66 g/1) and maintained
as cryo-conserved cultures 3t —80°C in the presence of 17 (w/v) %
glycerol. For PHA production, a mineral medium (MM) reported else.
where (Obruca et al | 2013) was applied, which was supplemented by
20 /L waste frying oil (collected in University Canteen of Faculty of
Chemistry, Brmno Univessity of Technology) and 60g/L NaQl (unless
stated otherwise). The waste frying oil consisted predominantly of ra-
peseed and sunflower oil. Basic parameters of the oil were determined
as reported previowsly (Obruca et al| 2013): acid value 55.52; sapo-
nification valve 187.14; iodine value 35.69, ester value 131.63; per-
oxide value 253.32. This medium was inoculated by 3vol% of a 24k
old liquid culture grown on CNM. The production cultivations were
performed in Erlenmeyer flasks (volume 250 ml) containing 100 ml of
the cultivation medsa (30°C, 200 rpm, 72 h). Influence of salinity on
PHA production was assessed by application of various initial con-
centrations of NaCl (20, 40, 60, B0 and 100 g/L). Moreover, the strains’
potential of production of PHA copolymers containing, apart from 3-
hydroxybutyrate (3HB), also 3-hydroxyvalerate (3HV) or 4-hydro-
xybutyrate (4HB) building blocks was investigated by application of
suitable structurally related precursors (a-propanol, sodium propionate.
valeric acid, levulinic acid (3HV precursors), y-butyrolactone and 1.4
butanediol (4HB precursors); final precursor concentration in medium
amounted to 2 g/L) to the culture after 24 h of cultivation in MM
formed in parsllel, and each cultivation setup was performed and
analyzed in triplicate. Bacterial cells were analyzed by Transmission
Electron Microscopy (TEM) according to 2 protocol described elsewhere
(Sedlacek et al, 2019). The biomass concentration was determined
gravimetrically and the PHA content in cells was analysed by Gas
Chromatography as reported previously (Obruca et al., 2013). Culs.
vations were performed in duplicate and analyzed in triplicate. Mole-
cular weight of isolated PHA samples was analyzed by Size Exclusion
ferential Refractometry as described previously (Kucera et al| 2018).

Table 1
Capabilities of vanous Hal strains to produce PHA on waste frying ofl
(shaking flask scale: 72h, 180 rpm, 30 °C).
M g PHE [% per CIM] PEE [y
H halophiie 098 = 00 038 = 009 an
H bydrothermals 1680 = Q14 237 = 169 03s
H exiclenss 073 = aol 218 = 022 a2
H clongs 030 = 006 nd nd
H aepousia 290 = 014 2312 =048 as7
H orgusivorans 126 = 008 1188 = 017 215
H salina 047 = Q15 066 = 033 a0l
H seridions 028 = 00 296 = 000 a0
H holeaphic 093 = a2 ad nd

The concentration of Na(l in the medium was set o optmal salinity according
0 Crech Collection of Microorganisms as follow: 30 3/1 H elongatx 60g/L H
halophila and H. halmophila, the rest of the cuitures were cultivated 2t NaCl
Sigh

CDM stands for cell dry mass and nd sands for Not Detected.

The results are presented as mean = standand deviation.

3. Results and discussion

3.1. Experimental screening of Helomonas species capable of producing
PHA on wase frying o

At first, the potential of selected Holomonas strains to grow and
produce PHA in simple mineral medium with waste frying oil as the
sole carbon source was evaluated; the results are provided in Table L
Actually, most of the cultures were capable to utilize oil for growth;
nevertheless, in most of the cultures, the growth was rather low, and
the same can be stated about PHA accumulation, since the PHA content
in most of the cultures did not exceed 2.5% of cell dry mass (CDM).
Nevertheless, three bacterial cultures, namely H hydrothermalis, H
neptunia and H. orgonivoruns revealed rather good growth and also
considerable PHA content in bacterial biomass. In AL hydrothermalis and
H. neptunic, the PHA content in biomass exceeded 25% of CDM, which
i 2 promising result Both strains accumulated exclusively polymer
comsisting of 3HB monomer units, hence, the homopolyester poly(3-
hydroxybutyrate) (PHB). Because these two organisms were identified
23 most auspicious potential halophilic PHA producers among the in-
vestigated candidates, they were investigated further. Both H. hydro-
themailis and H. nepamnia were originally isolated from deep-sea hydro-
thermal-vent environments (Kaye et al 2004). H. hydrothermalis was
also isolated from sea at West Coast of India based on its ability to
phase) for PHA biosynthesis (Shrivastav et al. 2010); this strain was
deposited as MTCC 5445 and its genome was completely sequenced
(Vamsi Bharadwaj ot al | 2015). To our best knowledge, there is no
previous report on PHA production by H. neptumia.

TEM pictures showed the morphology of both cultures after 72h
cultivation in mineral medium with waste frying oil as a sole carbon
source. It can be seen that both cultures contain substantial samounts of
PHA granules The appearance of H. nepamia cells is typical for PHA
producing cells, and comparable for instance with C necator (Sedlacek
e« al, 2015) or H. holophile (Kucera et al | 1018); each cell contains 2
few (5-15) relatively large granules. Contrarily, H hydrothermalis re-
veals a unigue morphology of PHA granules since each cell contains 2
remarkably high number (more than 25) of granules with substantially
lower diameter than in H. neptunic It is well known that the size and
number of PHA granules in C. necotor and other PHA producers is de-
termined by expression of PhaP proteins, also called phasing. These
small proteins cover the surface of PHA granules and represent the
mﬁmmmmmdumm
phobic polymer core, which prevents granules from aggregation It has
been demonstrated that deletion of genes encoding for PhaP results in
formation of one big granule (and PHA synthesis is generally inhibited),
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while overexpression of PhaP led to synthesis of an increased number of
very small PHB granules (Jendrossek, 2009). Hence, it seems that H.
hydrothermatis reveals high a level of PhaP expression when cultivated
on waste frying oil as substrate; nevertheless, this statement needs ex-
perimental approval in follow-up studies. Furthermore, there is one
more detail which deserves atiention. In cells containing a lower
number of PHA granules, the granules are localized in close vicinity in
the cytoplasm, leaving an “empty space” in the central part of the
bacterial cells, while PHA granules are assembled in 2 way resembling a
peari necklace. This is in contrast to common PHA producers like C.
necator (Sedlacek et al., 2019) or H halophile (Kucera et al | 2018),
which feature a rather homogenous distribution of PHA granules in the
cytoplasmic space. Indeed, this intracellular organization of H hydro-

3.2 PHA production by Halomanas hydrothermaiis end Halomonas
neptumia

Further, we decided to investigate the effect of salinity of the cul-
tivation medium on PHA production by H. hydrothermalis and H. nep-
tunia, since in our previous work (Kucera et al . 2018) we observed that
NaCl concentration strongly affects not only PHA yields, but, surpris-
ingly, also molecular weight and molecular weight distribution of the
polymer in H. halophile. The higher NaCl concentration was applied, the
higher molecular weight of the polymer was acquired Hence, both
cultures were cultivated in NaCl concentration of 40, 60, 80 and 100 g/
L with waste frying oil used as the sole carbon source; results are shown
in Table 2. It should be noted that in the initial screening cultivation
(results in Table 1) both cultures were cultivated at a NaCl concentra-
tion of 80 g/L. For H. hydrothermalis it can be seen that decreasing NaCl
concentration to 40 g/L has a strongly positive effect on biomass growth
as well as on PHB accumulation in cells. PHB content in biomass
reached 62% of CDM, and the PHB titer achieved 2.26 g/1, which is
more than the six-fold concentration obtained in the initial reference
experiment with 80 g/L NaClL H. neptunia seems to prefer higher sali-
nity, since the highest productivity for this strain was achieved at 60 g/
L NaCl, when PHB content in cells reached 56% of CDM, and the PHB
concentration amounted to 1.27 g/1. Obviously, optimization of the
salinity of the cultivation media considerably enhanced productivity of
both cultures. It shoukd be noted that the PHA concentrations gained in
this work for both strains are substantially higher than the values
achieved by Kumar and Kim, who employed the halophilic strain
Paracoccus sp. strain LL1 for PHA production on waste frying oil; in
these experiments, only 1 g/L of PHB were obtained (Kumar and Kim,
2019), which indicates extraordinary potential of H. hydrothermalis.
Moreover, in H. hydrothermalis, 2 decrease in NaCl concentration, apart
from improved productivity, also resulted in substantial increase in
weight average molecular weight (M) of the produced polymer (from
245kDa at 100 g/L NaCl to 381 kDa at 40g/L NaCl), which is also a
very pasitive feature regarding future thermal processing of this ma-
terial, where high molecular weight is desired. This trend is opposite
the correlation of salinity and M,, of the PHA observed in H. halophile.
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where higher salinity by trend favored higher molecular weight (Kocera
et al  2018). For H. neptunia, we observed high fluctuations in M., of the
polymer at various salinities instead of being able to identify a rea-
sonable trend correlation Based on these results H hydrothermalis
seems to be a superior PHA producer to H nepeursie, since it provides
hﬂn-pndnnmadnﬁ:ﬂandghd&epdmmbe

corporation of other monomers units such as 4HB or 3HV into the
polymer’s structure. Resulting copolymers reveal lower melting tem-
erties as compared to PHB homopolymer. Incorporation of 4HB or 3HV
into PHA can be achieved by feeding the bacterial culture with suitable
precursors such as 1 4-butanediol or y-butyrolactone in case of 4HB, or
precursors with odd carbon number such as n-propancl, propionic,
valeric or levulinic acid for 3HV introduction (Koller o1 al | 2017). We
have tested these precursors; the results are demonstrated in Table 3
Unfortumately, none of the cultures was capable of incorporating 4HB
units. On the ¢ y, H hydrothermadis was able to produce P(3HB-co-
3HV) copolymer when n-propanol, propionate or valerate were added
to the cultivation media. Especially when valerate was wsed as 3HV
precursor, the 3HV fraction in the copolymer reached a very high value
of S0mol%. Precursors of 3HV usually demonstrate antimicrobial
properties; therefore, application of 3HV precursors inhibits biomass
growth and decreases PHA yiekds and frequently also molecular weight
of the polymers. What can be considered as pesitive is the fact tha
application of the tested precursors decreased PHA titers only rather
slightly in comparison to the control setup (culture without precursor
added); the lowest inhibitory effect was observed for valerate. More-
aver, if valerate was used as 3HV precursor, 3HV portion in the copo-
lymer reached the highest value, and M, was increased as compared 1o
control. On the contrary, H. hydrothermalis was not capable of in-
corporation of levulinic acid into P(3HB-co-3HV) polyesters when cul-
tivated on waste frying oil, which is in contrast to results of (Bera et al |
2015), who utilized crude levulinic acid as 3 3HV precursor for P(3HB-
co-3HV) biosynthesis employing their isolate designed as ¥ hydro-
thermodis MTOC 5445, or for the halotolerant strain Hydrogemophage
pseudoflave, which was reported to be an expedient P(3HB-co-3HV)
producer when supplied with whey as main carbon source and levulinic
acid as 3HV precursor (Koller et al . 2017). It is likely that the different
strains (subspecies) of H. kydrothermalis vary in capability of levulinic
acid metabolization. Growth and PHA biosynthesis of i neptunic were
severely inhibited by all the applied 3HV precursors; application of
valerate even completely prevented PHA biosynthesis. When n-pro-
panol or propionate were applied, H. neptunic was capable to produce P
(3HB-co-3HV) copolymers with relatively high 3HV fractions (29.5 and

Table 2
Influence of salinity an PHB production by H. hydrothermalis and H.
Nadl [g/L] oM [z PHE [% per COM] PHB [g/L] M, [ROu] Bl
H Aydrodvermalis w 364 = a0l 6198 = 050 22 38177 117
&0 333 = 016 5611 = 161 157 38129 12
a0 245 = 013 4834 = 099 120 26239 119
100 190 = 002 3838 = 052 073 24515 128
H aptime 40 207 = a0t 5163 = 104 107 28493 118
&0 228 = 003 5571 = 160 17 29310 125
a0 224 = 005 5071 = 0S5 113 23078 1
1 053 = 002 1563 = 053 014 M5 116

-
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Table 3
Production of PHA copolymers from selected precursors of 3HV and 4HB.
oM [g1] PHA [% of CDM] 3HV [mol ™) PHA [g1] M, ADu] ]

H Aydrotdhermals Cuntead 3122 = 006 5887 o.00 193 53163 117
n-Progaunal 219 = 00 &ase 844 153 9391 208
Propionate 275 =020 4717 7.6 129 n77 117
Vileruge 234 = 003 6833 5015 1581 41093 119
Levafinate 256 = 017 6355 o.00 163 34899 112
y-Batyrolactone 152 = 004 6420 o.00 22 8276 115
1.4 Butanediol 325 = 012 4360 o.00 158 2179 126

H. nepossia Contral 153 = 014 97 0.00 asl (s za

o-Propanacl 054 = 005 366 2950 a1 as sa
Prepionase 123 = 009 1585 2607 ae e e
Valessge 056 = 005 ad nd ad e ea
Levefisute 0.47 = 2.00 1452 o.00 a7 e LTS
T-Batyrolactons L40 = 014 3948 o.00 ass as e
1.4 Butanediol 149 = 004 MET 0.00 as2 e e

Cootrob: No 3HV or 4HB precursor added.

na- not analyzed.

D: Palydispersity (M./M.).

The results are presented as mean += szandard deviation.

265mol% of 3HV for n-propancl and propionate, respectively); hilic Sucterls. Core. Opde S0 L 50, %4100,

H. hydrothermalis is an interesting strain for production of PHA on
waste frying oil and other lipids. It provided high PHA titers, high PHA
content in biomass, the molecular weight of the polymer can be con-
trolled by adapting the NaCl concentration, the strain is robust against
negative effects of 3HV precursors, and it is capable to efficiently in-
corporate 3HV buikling blocks into the polymer structure. Therefore, H.
hydrothermalis can be considered being a definitely auspicious candi-
date for PHA production from waste frying il and other inexpensive
lipids, further experiments will be focused on optimization of cultiva-
tion parameters in laboratory bioreactors.

Funding

This stidy was funded by the project GA19-20697S of the Czech
Science Foundation (GACR). Further, Ivana Novackova is Brno PhD.
Talent Scholarship Holder -~ Funded by the Bmo City Municipality,
Czech Republic.

Declaration of Competing Interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influ-
ence the work reported in this paper.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary materials provide TEM analysis of the PHA granules
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Polyhydroxyalkanoates are microbial polyesters which are considered being biological alternatives to petro-
chemical polymers. Extremophiles, such as thermophilic PHA producers, hold promise to improve competitive-
ness of PHA production process. Therefore, this work aimed at isolation of new strains, which could produce PHA
under elevated temperature, Since traditional Nile red staining of colonies provided false positive results in ther-
mophiles, we developed a novel strategy of enriching microbial consortia by PHA producers. This so called
“osmoselective strategy” is based on application of osmotic challenge by sudden exposition of the mixed micro-

Keywords: A . . e N N

Polyhydroxyalkanoates bial culture to hypertonic and subsequently to hypotonic conditions; moreover, this strategy relies on the fact
Enrichment that PHA protect bacteria from negative effects of rapid fluctuations in osmotic pressure. In combination with
Isolation of bacteria fast and reliable ATR-FTIR inspection of selected colonies for presence of PHA, we were able to isolate several

Osmotic challenge
Thermophiles

promising thermophilic or thermotolerant PHA producing strains belonging to the genera Bacillus,
Aneurinibacillus and Chelatococcus, which indeed deserves further investigation to evaluate their potential for in-

dustrial production of PHA.

© 2019 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are microbial polyesters which are
accumulated by a wide range of prokaryotes primarily as carbon and en-
ergy storage materials; in addition to this primary function, it has been
recently stressed out that capability of PHA accumulation enhances ro-
bustness of bacterial cells against numerous stress factors [1]. Due to
their properties which resemble petrochemical plastics, PHA are consid-
ered being bio-based and also biodegradable competitors of petrochem-
ical polymers. Nevertheless, PHA are disadvantaged by high cost of their
biotechnological production, which is reflected in their final price [2,3].
Therefore, Chen and Jiang suggested the concept of “Next Generation In-
dustrial Biotechnology (NGIB)" to overcome problems associated with
weaknesses of traditional biotechnological strategies. Principally, NGIB
processes employ extremophiles as producing microorganisms and
take advantage of their unique capabilities to live and prosper under ex-
treme conditions, which prevents the cultivation process from micro-
bial contamination and provides also many additional benefits [4,5].

* Carresponding author,
E-mail address: Stana O@seznam.cz (5. Obruca).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac2019.12.128
0141-8130/@ 2019 Elsevier BV. All rights reserved.

We have recently reported that PHA accumulation capability en-
hances the survival rate of bacteria when exposed to osmotic up-
shock [6] and also subsequent down-shock [7]. Our observations sug-
gest that PHA are involved in osmotic resistance of bacteria, and that
PHA accumulation capacity of cells can be considered being a potential
adaptation strategy to cope with highly saline environments. This is
also substantiated by the fact that numerous halophiles including
halotolerant and extremely halophilic Archaea are proficient PHA pro-
ducers, capable of reaching high PHA contents in the cells [8]. In context
of NGIB, it should be pointed out that numerous halophiles such as
Haloferax mediterranei [9], Halomonas halophila [10] or Halomonas
bluephagenesis [11] are considered being promising candidates for in-
dustrial production of PHA according to the NGIB concept. The main ob-
stacle in using halophiles is that they require introduction of high
amounts of NaCl in cultivation media, which represents an additional
cost factor (cost for salt, and cost for post-cultivation disposal of the
highly saline spent cultivation medium) and complicates wastewater
management. Of course, salt can be recycled and reused [12], but this
procedure substantially complicates the process. Moreover, the high
salt concentration has a massive corrosive effect, which reduces the
lifespan of the bioreactors and other equipment, which calls for devel-
opment of more expensive bioreactor materials [13,14].
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From a similar poent of view, the main problem assoctated with ther-
mophiles could be that the process must be operated at elevated tem-
peratures, which, at a first glance, seems to be an energy-demanding
approach. Nevertheless, thermophilic processes might be of expedient
energy efficiency, since only minor energy efforts for cooling demands
are needed. Moreover, such thermophilic cultivations, especially in
large scale fermentations, can be operated as “self-heating systems™ be-
cause of the heat energy generated by the microbial metabolism. In ad-
dition, also the stirring system of the bioreactor generates heat energy.
Hence, these manifold effects allow reducing both heating and cooling
expenses. However, PHA production capability was reported only for a
limited number of thermophiles such as Chefatococcus thermastellatus
[15). Thermus thermophilus |16], Caldimonas taiwanensis |17, or
Aneurinibadilius sp. | 18]

Therefore, we decided to focus on isolation of thermophilic PHA pro-
ducers from mixed microbial consortia. Nevertheless, in our experimen-
tal attempts employing a conventional technique based on
identification of PHA-positive colonies by Nile Red fluorescence staining
[19], we have found out that this experimental approach is not reliable
for thermophilic strains. Actually, most of isolates revealed very inten-
sive positive Nile Red staining, but no PHA accumulation. Therefore,
we developed a novel enrichment technique, which is based on our pre-
vious observation that PHA accumulation enhances survival rate of bac-
teria when exposed to sudden hypertonic and subsequent hypotonic
environments. In combination with quick and reliable ATR-FTIR analysis
to determine PHA presence in individual colonies, we developed a pow-
erful methodology enabling us to isolate PHA thermophilic or
thermotolerant PHA producers from mixed microbial consortia (Fig. 1).

2. Materlals and methods

2.1. Urdlization of asmoric challenge for isolation of PHA producing
thermophiles

Activated sludge from the Brno-Modfice wastewater treatment
plant, Czech Republic, was washed by distilled water. After that, 2 mL
of washed activated sludge has been added to 100 mL of mineral salt
media (MSM) which consists of (g/L): Na;HPO,-12 H,0, 9.0; KH,PO,,
1.5; MgS0,-7H,0, 02; NH, (1 1.0; Ca(l,-2H,0, 0.02; Fe'"NH citrate,
0.0012; yeast extract, 0.5 with 20 g/L glycerol as sole carbon source.
The MSM included 1 mL/L microelements solution ( MES ), which con-
tains (g/L): EDTA, 50.0; FeCls-6H0, 13.8; ZnCly, 0.84; CuCly-2H:0,
0.13; Colly- 6H;0, 0.1; MnCl,-6H:0, 0.016; HsBOs, 0.1; dissolved in dis-
tilled water. The cultivation was carried out for 48 h at 50 "C with shak-
ing at 190 rpm. After 48 h, 10% of the culture was used to inoculate fresh
MSM medium. After another 48 h of incubation and shaking at 50 °C, a

selection of PHA production bacteria was carried out using osmotic
stress according to the following protocol:

10 mL of culture has been transferred into a sterile centrifugation
tube. This cultivation broth was centrifuged (6000 xg, 5 min.) and, sub-
sequently, the generated cell pellet was re-suspended in a sterile solu-
tion of 100 g/L NaCl and incubated for 10 min at 50 °C and shaking at
190 rpm. After that, the saline cell suspension was centrifuged again,
the supernatant was removed and the remaining cell pellet was re-
suspended in 10 mL distilled water. The suspension thus generated
was incubated at 50 *C for 10 min and shaken at 190 rpm. After that,
100 yb of the culture was homogenously spread on Petri dishes with
mineral medium containing glycerol (20 g/L) solidified with agar-agar
{ 1.7 wt). Cultivation in an incubator was carried out for 48 h at 50 °C.
Individual colenies were tested for the presence of PHA using ATR-
FTIR. Colonies which were evaluated as PHA positive were transferred
onto fresh MSM dishes and purified to generate axenic cultures. After
that, the cultures were inoculated into liquid MSM, and cultivated for
24 h at 50 °C; stirring was set at 190 rpm and, finally, cultures were
stored in cryo-tubes in 10 vol% glycerol as cryo-protectant at —80 °C.

22 ATR-FTIR inspection of presence of PHA in colontes

For Mentification of PHA-positive colonies, the FTIR spectrum was
taken for every single tested colony using Nicolet iS50 FTIR spectrome-
ter (Thermo Scientific) equipped with a built-in module for attenuated
total reflectance ( ATR) measurement. Cotton swabs were used to take a
sample of biomass from the tested bacterial colony grown on the Petri
dish and to transfer it to the surface of the single-reflection diamond
ATR crystal The FTIR spectrum was previewed in the OMNIC 9 software
[Colfect prevlew function) for an on-line monitoring of a free evapora-
tion of water from the biomass sample. After the evaporation was com-
pleted (2-3 min), presence/absence of PHA in the biomass was resolved
either directly from the spectral preview, or the representative FTIR
spectrum was recorded as an average of 32 scans in the frequency
range 4000-400 cm ™" with spectral resolution of 1 cm™".

2.3. Molecular analysis of isolates

Heating lyses was used for DNA extraction. A small amount of cul-
ture from Petri dishes has been added to the lyses buffer (5 mM TrisHCL
pH 8.5) and heated to 95 *C for 10 min. After heating, lyses tubes were
centrifugated, and the supernatant was used as DNA template.

PCR for detection of bacterial DNA and taxonomy (165 rRNA) was
performed using the forward prnimer 165—F {5-"AAGAGTTTGATCCTGG
CTCAG-3') and the reverse primer 165-R (5'-GGTTACCITGITACGA
CTT-3"). The PCR mixture consisted of 12.5 pd One TaqTM Hot Start 2x
Master Mix with Standard Buffer, 2.6 pl Mg(l,, 2 ul. DNA template,

Fig. 1. Bamples of Niie Red staming-positive colonies of th phalic and/or th

tucsynthess.

amt bactena isolated from active shodge at 50 °C which, in realities, were unable of PHA
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0.2 pM of each primer and volume added to 25 pl. H20. This PCR. mibcture
was heated at 94 "C for 30 & The PCR cycle consisted of three steps: de-
naturation 30 s at 94 "C, annealing 30 5 at 55 °C and extension 90 s at
AR This ryrke was repeaned 0 rimes, the lasr sxtensinn oen was gy
rended for 5 min at 68 *C. The PCR amplicon was detected by 2% agarose
gel electrophoresis with 1x TBE PCR produects of 165 riNA gene were
purified using the NucleaSpin Gel and PCR Cleam-up kit and sent for com-
mercial sequencing (SEQme, Crech Republic). The taxonomic classifica-
rion was evaluated using the blast NCHI database [https://blastnchi.
nlrmunihygov, Blast.ogi).

24, Productian of PHA by selerted Eolates

At firse, the cultures were grown in Mutrient Broth [ 10 g/L beef ex-
rract, 10 g/L peptone, 5 g/l Macl) ar 50 °C under permanent shaking
(190 rpm; overnight culiures were used as inoculum for FHA produc-
rion experiments. Mineral Sale Medium [MSM) with 20 g/L glycerol
and 1 mL/L of Microelement Solution [ MES) was used as production
medium. The volurme of the inoculum culture was 10 (wiv] of the wol-
ume of the cultivation medium. The cultivations were performed at
50 °C and 60 °C under permanent shaking (190 rpm). the cultivations
were finished after 72 h. All the cultivations were performed in dupli-
cate. Aftver cultivation, cells were harvested by centrifugation
(8000 =g, 5 min). Blomass was determined gravimetrically as the cell
dry mass (DM}, and the amount of PHA in dry cells was analyzed by
Gas Chromartography as reported previously [20],

3. Results and discussion

Spiekermann et al described that application of Mile red into agar-
solidified medium can be used to distinguish PHA producing colondes
fram their PHA negative counterparnts [ 19]. This approach has been sub-
sequenty used by many groups for isolation of PHA producers from var-
ious microbial consortia. Mevertheless, we experienced that this method
is mot really universal since it cannot be employed for isolation of PHA
producing bacteria from any microbial consortia. We tried employing
this conventional methodology for solaton of thermophilic or
thermotolerant [capable of growing ar 50 "C) PHA producing strains
fram various spurces such as activate sludge or compast. On Petri dishes
we ohserved numerows colonkes which revealed very bright fluores-
cence, which is usually considered being an undisputable marker of
presence of PHA gramules in cells. Mevertheless, when we tested these
codonies for capability o PHA production and for presence of phoC
genes encoding for PHA synithase | key enzyme required for PHA biosyn-
thesis ), we have neither detected any raceable amount of PHA in bacte-
rial biornass nor phaC genes. After many trials, we have realized that
paositive Mile red staining in bacteria adapted to higher temperatures is
not primarily associated with presence of PHA. In other words, Nile
Red staining on Perri dishes gave false positive results with thermo-
philes and,or thermotolerant bacteria, which might be cawsed, for in-
stance, by presence of unusual lipids like wax esters in thermophiles,
which also provide positive Nile Red staining [21-23]. This is in acoor-
dance to previsusly published literature reporting that this method is
hardly applicable to trace Gram-paositive bacteria due to the significant
adsorption of Mile red by the cell wall of such species [ 24].

Therefore, since we could not rely on Mile Red-based selection of
PHA-positive colonies, we had to look for an alternative approach. In-
deed, there are some methods, which can be used for enrichment of
PHA prodwcers in mixed microbial cultures; the most frequently used
amaong them being dynamic feeding, also called the feast-and-famine
cycling. In this methodobogical approach, a mixed microbial culture is
repeatedly exposed to periods of ample availability of external carbon
substrate (feast phase), followed by periods of starvation (famine
phase ). Since the strains capable of PHA production are able to survive
starvation periods better than their PHA negative counterparts, the mi-
crobial culture gets enriched in PHA positive strains. This general
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approach is usually used for production of FHA in non-sterile maode
using mixed microbial cultures, as it was exhaustvely described,
eg., by Oliveira et al. [25] or Valentino et al. [26]. Nevertheless, a dy-
namir feading aranemy ic a very ahor-intemciee and fime-ennsaming
approach, and it is uswally performed with volatile short chain famy
acids such as acetate, propionate or butyrate as substrates. Therefore,
it provides anly very limited passibility to select an appropriate oultiva-
tion substrate as additsenal selection criteria.

In pur previows work we have observed that PHA-rich bacterial cells
are considerably more resistant to osmotic challenge than PHA-free hac-
teria [6,7]. We have decided to take advantage of this phenomenon by
profiting fram esmoprotection provided by FHA granules for isolation
of PHA producers from a mixed consortium of thermophilic bacteria.
Specifically, we exposed miked cultures cultivated at 50 °C to following
osmotic challenge: a submerse bacterial culture grown on desired sub-
strates and cultivation media was centrifuged and re-suspended in
phosphate buffer containing 100 g/L MaCl. Afver 10 min of incubation,
the cell suspension was cenirifuged again and re-suspended in distilled
wiater. Hence, the culture was exposed to dramatically changing os-
mintic conditions - at first, the cells were suddenly exposed to hyper-
tonkc conditions and subsequently to extremely hypotonic conditons.
According to our previous observations, PHA containing cells demon-
strate substantially higher resistance when exposed to such a sudden
and dramaric osmotic imbalance [ 7). Therefore, we expected that the
culture gained after csmotic challenge will be enriched in PHA pro-
ducers. Of course, (1]. & mixed microbial consortium exposed to osmotic
challenge enrschment must contain PHA producers prior to application
of osmatic imbalances and (i), the PHA content within a cell must reach
a certain threshold value to provide desired protection effect. In addi-
o, we are aware of the fact that bacreria possess also ather strategies
o cope with flucteations of osmotic pressure than only accumulation of
PHA; as exarmples, osmoprotection by binsynthesis of ssmolytes |27,
dormancy [28] or spores formation [29] are described in literature, New-
ertheless, to minimize the protective effect of protective strategies
athers than PHA accumulation, the bacterial cells exposed 1o asmotic
challenge were challenged at the very beginning of the stationary
phase of their growth in order to minimize the portion of metabolically
inactive cell forms |osmolytes, spores, etc ); moreover, the siress condi-
nons were induced immediately, hence, the cells had no change mw
adapt to sudden increase and subsequent decrease in csmotic pressure.

Our hypathesis was vested in an experiment using activated sludge
a5 a starting mixed culmure and mineral medium with ghycerol as the
sole carbon source. For this purpose, ghycerol was identified as a very
suitable substrate since it is easily utilized by numerous bacteria indwd-
ing many of those which are not capable of utilizaton of segars or lipids.
Muoreaver, ghycerol ks currently considered being a very promising sub-
strate fior PHA production both by bacteria and Archaea, because it is
produced in steadily increasing quantities as a side product of the
emerging biodiesel manufacturing [30]. Nevertheless, the protocal is
principally compatible with any other substrate, which is of importance
considering the fact that, for some extremogphilic PHA produecing strains,
it was shown that glycerol is used for biomass growth, but not for PHA
bigsynthesis [31]. The concept of the enrichment protocol i illustrated
in Fig. 2.

After application of asmotic challenge, we need to distinguish be-
rwieen PHA positive and negative colonies. Since in case of thermophiic
cultures we cannot rely on Mile Red staining, we utilized a different ap-
proach - selected colonies were analyzed by ATR-FTIR, which provides
quick and reliable information about presence or absence of PHA In hac-
terial cells. The processes of ATR-FTIR analysis of a fresh bacterial bio-
mass as well as the main spectral features that correspond to the
presence of PHA in a sample are described in details in our previous
woork |32]. After transferring the biomass sample to the surface of the
ATE crystal, the FTIR spectrum ks affected by a high inital content of
water. Therefore, the sample is first let to freely dehydrate directly on
the ATR surface. During this step, relative intensity of wide absorption
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Fig. 2 Principle of enrichment of active sludge in FHA producing themaophilic bactera by application of esmatic challenge.

bands of water (sretching band centered at 3300 cm ", bending made
at 1640 cm " and the spectral edge corresponding to rocking vibration
ar about 1000 crm ") decrease, while the spearal features attributed to
residual biomass components increase continuowsly a5 a consequence
of water evaporation. In a FTIR spectrum of dry blomass, PHA presence
can then be easily confirmed on the basis of appearance of characteristic
absorpiion bands of polyesters located at 1734 cm ™' (€=0 stretching)
and 1180 cm " {C-0-C stretching) and also of significant increase in
absorption at 1050 em ' (C-C-0 stretching). In this way, PHA psitive
and PHA negative colonies, respectively, were identified and the FHA
positive colonies were subjected to further treatment as described
bebow. It should be pointed out that comhbination of Nile Red colony
staining on solsdified agars to select potential PHA producers followed
by purposeful inspection by ATH-FTIR would be a very interesting
high-throughput strategy for isolation of PHA producers. Nevertheless,
in thermophiles, this strategy is not applicable due to false positive
Mille Red staining of PHA non-containing cells | Fig. 3.

The principle of the experiment is illustrated in Fig. 2 and the results
are provided in Table 1. The submerged mixed culture, before undergo-
ing the enriching experiment, contained 7.3% PHE per cell dry mass
(CDM ), when this culture was directly used to inoculate solid medium
on Petri dishes. A total of 15 randomly selected colonies were inwvesti-
gated for presence of PHA by ATR-FTIR: presence of PHA was confirmed
only in 1 colony, which represenits about 7 out of examined colonses.
Mevertheless, when the submerged culture was exposed to osmotic
chalbenge and spread on agar plates, we identified 8 PHA-positive colo-
nies out of 15 investigated, hence, the portion of PHA positive colonses
reached 53% This result cleardy indicates that osmotic challenge
ennched the microbial consomiem in PHA accumulators and, therefore,
this approach can be wsed for isolation of pure PHA producing bacterial
strains from mixed microbdal consortia when the challenged culture is
plated on suitable solidified medium. However, when the challenged
culture was wsed as inoculum for subsequent submerged cultivation,
the PHA content (1.96% per COM) in biomass after 48 h cultivation
was lower when compared to culture prior to osmotic challenge. It is
likely that, despite their lower portion at the beginning of cultivation,
guickly growing non-PHA accumulating bacteria, which survived

gsmotic treatment, were abde to overgrow PHA accumulators in fresh
media. This emphasizes that application of osmotic challenge cannot
serve as an alternative to dynamic feeding or similar approaches for
purposes of PHA production by mixed cultures,

The PHA positive colonies isolabed by ocsmotic challenge were inocu-
lated on fresh Petri dishes and purified to achieve axenic culfures. Sub-
sequently, isolates were identified by 165 fiNA sequencing; the results
are presented in Tabde 2. According to the results, most of the isolates
were Gram-paositive strains closely related to the genus Bacillus. It
should be pointed owt that PHA accumulation capability ks a common
feature among Bacillaceae [33]: in this context, it should be noted that
the very first organism described as PHA producer by Lemoigne in the
1920ies was a Bacilfus megaterium spp. [ 34]- bolate number 25 reveal ed
highest similarity with Bacifhes amyloliguefociens, which is chosely re-
lated to Bacillus subtilis; in fact, for a long time, B omylolqueficiens
was considered being a sub-species of B. subrilis [35]. It can be noted
that B. subéilis was identified as promising PHA producer by several au-
thors [ 36-38]. Similarly, isolate 28 seems to be dosely related to Bacilfus
liceeniformis, which was also investigated for its PHA biosynthesis capa-
bality [39,40). B. subnlis, B amyioliquefaciens as well as B lcheniformis are
known for their tolerance to higher temperature; despite the fact that
their optimal growth ternperature is in the mesophilic range, they are
capable wo grow at temperatures slightly above 50 °C, hence, they are
considered being thermotolerant strains [41). Further, isolates number
24, 30, 32, and 35 seem to belong to the gemes Aneurinibacilfus. Mem-
bers of this genus are mostly thermophilic or thermotolerant, and
they are taxonomically closely related to the genus Beallus; actwally,
these genera were separated only rather recently |42). Moteworthy,
PHA production capacity was already described for thermophilic
Aneurinibacillus sp. XH2, with an optimal growth and PHA production
temperature of 55 "C [18], hence, it seems that PHA biosynthesis s
also a ubsquitous feature among members of Areurinibacilius. The only
Gram-negative bacterium among the PHA positive isolates was isolate
numbser 30, which was identified as Chelatococus composti; actwally,
PHA production was described before for closely related thermophilic
strains Chelmocoorus doeguensis [43] and Chelatococous thermmostellotus
[44].
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To evaluate PHA production capacity of the isolates, we performed a
simple experiment in which all the PHA positive isolates from the os-
motic challenge experiment were cultivated in flasks in simple mineral
medium using glycerol as the sole carbon source. The final biomass as
well as PHA concentrations were determined after 72 h of cultivation
at 50 and 60 °C; the results are presented in Fig. 4. Apart from isolate
28, for which no PHA accumulation was detected, all the isolates dem-
onstrated substantially higher PHA production capability at 50 °C; the
best PHA producers were isolates 25 (identified as Bocillus
amyloliguefaciens) with a PHA concentration of 1.5 g/L and a PHA

Table 1
Resubts of ennchment experiment.
Before After
osmotic smotic
challenge challenge
CFU permlL 129-10™ 66 10"
Rao PHA positive: PHA negative
Petnt dishes colones 114 7
% of PHA positive colonses out of
tesied 7 53
o g 085 + 004 Q78 = 004
Submerged % of PHB per (DM 730 £ 149 196 + 054
culture PHE g1} o7 002

content in CDM of 54.8%, isolate 31 (identified as Bactllus licheniformis),
which reached a PHA concentration of 2.1 g/L and PHA content in COM
of 62.0%, and finally isolate 34 {identified as Chelatococcus composti), in
which PHA concentration and the PHA content in COM reached 1.25 g/L
and 37.2%, respectively. it should be emphasized that these product
fractions and concentrations were gained without any process optimi-
zation, and indeed are very promising. On the contrary, growth of bac-
tenial cultures as well as PHA blosynthesis was severely lower when
cultivations were carried out at 60 “C. For instance, in the cultures 25
and 28, which revealed expedient PHA production at 50 °C, no PHA
was detected at all when cultivated at 60 °C. This indicates that, rather
than in the case of obligate thermophiles, these cultures are
thermotolerant strains, which thrive well at 50 °C, but not at 60 °C.
The only culture which provided significant growth activity and PHA
production capability at 60 "C was isolate 34; here, a PHA concentration
of 0.5 g was recorded, and the PHA content in biomass reached 34.0%,
which is comparable to the cultivation performed at 50 *C, where the in-
tracellular PHA fraction represented about 37.32% of COM.

4. Concluding remarks
To sum up, we suggest application of osmotic challenge consisting of

sudden exertion of hypertonic and subsequent hypotonic shock to en-
rich a given microbial consortium in PHA producers; this enables their
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Tabde X
Results of identification of PHA producing isolates by 1ESIRNA sequencing.

Genas Identification numbers Approcimate identification of the isolate based on 165 RNA sequence 165 rRNA, sequence CenBank accession mumber
Bacilfus -] Bacillus amyfoliquefociens MNSE5E10
kil Baciilus ficheniformis MNS9561E
Aneurinibacilles m us thermoerophil MNSE5E38
kL MNSE5EET
12 MNSISETT
5 MNGS6016
Chelmtocacius u Chelarscoccus compast MNSSE015
= Multiszpéic sumple
subsequent isolation, identification and characterization. We have uti- Dedaration of competing interest

lized this method in combination with fast and reliable ATR-FTIR iden-
tification of PHA-positive colonies for isolation of thermophilic and
thermotolerant PHA producing bactena from activated sludge. We
hawve isolated sewveral hacterial strains, which seem to be very intriguing
thermophilic/thermotolerant PHA producers, deserving further investi-
gation to evaluate their biotechnological potential for energy-efficient
industrial production of PHA following the concept of Next Generation
Industrial Beotechnology.
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Mirew vyneler:

Zpisob viroby polvhydroxyalkanodti
pomoci isolitu termofilniho bakteridlniho
kmene Aneurinibacillus sp. H1

Anaiace:

Vymdlez se tykd soldtu plvodaiho Gram-pozitivaiho
termofilntho bakteridlntho kmene identi fikovanébo a
ornadend b jako Anewrinibacillus sp. H1 a jebho vywkin k
termofilnd biotechnologicke produkei
polyhydroxyalkanodnll, zejména poly|3-
hydroxybutyrdiu), kopolymen poly( 3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyvalerdiu) a kopolymens polyi3-

by drosybutyrit-co-d-lydroxybuyirdn) v kaltivacnim
mdiu obsahujicim uhlikaty subsirdt, komplexnl zdroj
dusiku a anorganicky 2droj dusiku. Zplsob podle
wyndlezu je vhodny pro produkei polyhydroxyalkanodnd v
primyslovém mefitu.
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Lpisob viroby polvhydroxyalkanoati pomoeci isolatu termofilniho bakteriilniho kmene
Aneurinibaciflus sp. H1

Ohlast techm

Vyniler se tyka vywiti solitn pivodniho Gram-positivaiho termofilniho bakteridlnibo kmene

identifikovancho 2 cznafeného jako Anewrinibaciilus sp. H1 k termofilni biotechnologicke
provduker polyhydroccyalkanodti.

Dosavadni stav techniky

Polyhydroccyalkanodty (PHA) jsou mikrobialni polyestery, které ve formé imtracelularich granuli
akumuluje fada prokaryotickych mikroorganisma jako zasobni formu whliku, energie a redukéni
sily. Po chemické strince se jedna o polyestery hydrosyloyselin, phi¢emé karbooylova skupina se
obvykle nachazi v poloze 3 pripadné 4. Podle délky monomemi jednotky rozlifujeme dva mikladni
typy PHA - polymery s kratkou délkou fetézce (short-chain-lenght) tev. scl-PHA a matenaly se
stiedni delkou fetézce (medivm-chain-lenght) tev. mol-PHA. Obecné plati, 72 PHA jsou velice
Casto uvadovamy jako potencidlni ndhrada za polymery petrochemického pivodu, 2 to z nékolika
hlavnich dirveda. Mechamcke, termické a technologicke vlastnosti PHA jsou velice podobné
nékterym FH.‘I:I'C("II:‘I'.I']ZiCk!,m polymerim, meméné na rozdil od pctmc:hnnil:k:,l:h materiali ]':auu
PHA i knmpll:l:n.é piipraveny biotechnologickou cestou s vyuzitim obnovitelnych phpadné i
odpadnich surowvin, ii. jedna se o pfirozend a kompletné biodegradovatelné a I:nmp-al.lm'atl:lnt
matendly, a to pralctu:k} ve viech relevantnich prostfedich, a @i, PHA vykazuji vysokou miru
biokompatibility s hidskym télnim prostfedim. Tvio jejich vlastnosti z nich Zini mjimavou
matenalovou mkladm pro velice Sirokou paletu aplikaci.

Ohbecné plati, e PHA jsou termoplasty a je tedy je mo#né opracovavat standardnimi postupy.
Vlastnosti PHA jsou zavislé pfedeviim na monomemnim slogeni, zikladni parametry nékterych
zistupcli PHA jsou uvedeny v tabulce 1 [1].

Tabulka 1. Parametry vybramych viastnosti nékterych PHA a jejich srovnidni s polypropylenem [1].

. POHBEHYY  PREHBSHY)Y PIZHBAHE] POHBAYHE)
P3HB) %10 R0 PlaHE) o0: 10 1090 PP
Baod tmi (7C) 1 130 133 33 130 3 1My
Y oumnguy
miodul 35 1.2 0x [E5Y - 1] 1.7
prknozi {GPa)
Pritatmost (%) k! 20 L0 LT 42 08 400

PIHB) -poly(3-hyvdoxybutyeat), POHBAEHY) - poly(3-hyvdrooybutyrdt-co-3-hyvdrogvalerd),
PrHB) - polvid-hydrocybusyea), P{IHBANEB) - polv(3-hydroxybutyrdi-co-4-hvdrocybutyrar), PP

- pahypropyien

Mejénstégsim a nejlépe prostudovanym PHA polymerem je homopolymer 3-hydroxybutyrit
(3HE), p-nl:.rl3-lrydmx}hur'_|.rrat} - K3HB). Matenal solovany z bakteridlnich bunék \l}ka:u]t
vysokou mimn kr:.rﬁtnhml} - je tedy pewvny, kfehky a malo t]astu:lq.r Tcplula tani p-ulyml:m e
pribliné 179 °C, phicemz teplota degradace matenialu (200 *C) je nepfijemné blizko teploté tani,
cof vignamné komplikuje jeho taveni.
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Mechanické i technologické vixstnosti matenidlu je viak moiné vienamné zlepiit, pokud je do
struktury materialu inkorporovina dalii monomerni jednotka. Velice Easto je to 3-hydrooyvalerat
(3HV). Vmika tak kopolymer poly(3-hydroocybutyrat-co-3-hydrocyvalerat) (F3HB-co-3HWV).
Vlastnost polymeru jsou potom zavislé na obsahu 3HY, celkové je modne konstatovat, e se snizi
krystalinita a Youngiv modul, a naopak narista jeho pritagnost a elasticita. Zaroved vykazuje
polymer mizgi teplotu tini nef homopolymer PHB pfi zachowvini té#e hodnoty teploty degradace,
coZ jo samoeieymé z pohledo taveni polymem velice pomtivod.

Dalsim velice zajimavim materidlem je kopolymer obsahujici 4-hydroxybutyrat (4HB), poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) B 3HB-co-4HB). Tento matenal vykazuje vysoce amorfni
strukturu a rostoucim obsahem 4HB vyrammé klesi teplotn degradace aZ témét k hodnoté 50 “C a
wyrazné roste flesabilita, pritaznost a také Youngiv modul. MNeni bez zajimavosti, Ze kopolymery
P(3HB -co<4HB) vykamuji také zvyienon biodegradabilitu, a to i v prostfedi télnich tekutin [2].
Diky svym vlasmostemn ma tedy P{3HB-co-4HB) vysoky aplikséni potencidl pfedeviim v oblasti
biomediciny. ¥ roce 2007 amencky afad Food and Drug Adminstration (FDA) schyvalil pouiti
P4HB pro medicinske vyuziti (Tepha FLEX®Absorbable Suture™ a “BioTREK™ Bioabsorbable
Sepial Repair™) a také byla publikovina fada dspéEnych studii vyuzivajicich P3HB-co4HB) v
klimickych aplikacich, jako transportni systém pro leéiva nebo scafoldy pro proliferact bunék a
thafiove mEenyrstvi [3 - 5.

Schopnost produkce P{3HB-co4HB) indukovane phidavkem struktumiho prekurzoru 4HB jako
Jaou napfiklad gama-buryrolakton (GBL), 1,4-butandiol (1,4-BD), nebo pfimo 4- hydroxybutyratu
byla pozorovina pro nékolik pfirozenych baktenialnich producentda PHA, jako jsou napfiklad
Cuprigvidus necator [6], Cupriavidus malgysiensis [7], Comamonas acidovorans [8] nebo
Burkhalderia sacchari [9]. Schopnost inkorporace 4HB do struktury polymern je modné posilit
napfiklad nahodnon mutagenez tak, jak ve svém expenmentu demonstrovali Kitamura a Doi, ktefi
mvikenou schopnost inkorporace 4HB do struktury polymem pozorovali u muotantnich kment
necator Hl6 neschopnych ristu na 4HB jako jediném zdroji uhlike [10]. Schopnost produkce
P{3HB-co-4HB), a to 1 ber nuinosti aphkace struktumich prekurzorn 4HB, je do vhodného
producenta také modno vnest pomoci nastroji genového infenyrstvi, jak o tom pojednava)i patenty
LIS 668589 B2 [11], US 006117658 A [12], US 8546125 B2 [13] pfipadné dalsi hterdmi zdroje
[14].

Pfi medicinskych aplikacich polyhydroxyalkanoatd je kliéovon viasinosti matenali jejich cistota
a spektrum potencidlnich kontaminantt. Polkuod je polymemi materidl produkovin a nasledns
isolovin = Gram-negativnich bakterii, je wvelice éasto kontaminovin endotoxingy na bazi
lipopolysacharidi, které jsou lokalizovany na vnéjii membrang bunééné stény Gram-negativnich
bakteni, a proto jsou spolu = PHA ko-isolovany z bakteridlni biomasy. Tyto kontaminanty
rpisobuji velice silnon munitni odpovéd’, ktera mide v extrémnich pfipadech konéit a smrti, jsou
tedy pit uvaiovane aplikaci PHA v oblast mediciny extremné negadowci. Proto je obsah
endotoecint monitorovan, u zdravotnibo vwhaveni nesmi obsah endotoxind obvykle presdhnout
hodnotu 20 Endotoxin Units (EU) nieméné napfiklad v materiali které maji byt v komtaktu
cerchrosialnim tekutinami nesmi obsah endotoxinli piesahnout hodnotn 2,5 EU [15]. Micmens
komertné dostupné PHA matenaly obvvkle vwkazuji obsahy endotoxind na grovm 100 EL 1 vice.
Ohsah endotoxind miEe byt u PHA biomateriald snizen poudtim vhodné isolaéni techniky [16],
pfipadné mohou byt endotoxiny selektivoé degradovany pomoci oxidaénibo Sinidla, jak to popisuje
patent LS 6245537 B1 [17), nicméné aplné odstranéni je obtiimé ne-l nemoiné. MoZné fedeni
skytd vyudti Gram-pozitivnich bakteri, které endotoxiny obsahuji jen v minimalnim mnozstvi, a
PHA matenaly pfipraveng pomoci Gram-pozitivoich bakteni proto prakticky nejson endotoxiny
kontaminovany.

Extrémofilové jsou schopni pfedivat a nist v podminkach, které jsou daleko od podminek vhodnych
pro @vot vitiimy organismi. Y modemich mikrobalnich biotechnologiich jsou v soucasne dobe
procesy zalofené na vyuat extremofilnich mikroorganismi povaiovany za velice perspektivoi,

-7 -
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protoZe extrémofily pfindseji fadu vihod. Predné je to vyrazné zvyieni robustnost procesu vidi
kontaminaci, coi umoziuje napfiklad vyu#it kontinudlni kultvadéni mod nebo redukovat pripadné
tplné eliminovat ndroky na stenlizact zafizeni a kultvaéniho média. Daléi vwhodou extrémofila
jako produkénich jednotek je obvykle jepch vysoka mistova rychlost, schopnost ublizovat Sirokou
paletu substrind, a to vietnd odpadd, mofnoest vyufiti levnéjgich zdroji fermentaéni vody, a to
vietnd mofske a snizeni energetickych naroki na kultivace. Dalsi vwhody éasto vwplirvaji z vyudit
konkrétni skupiny extremofila [18). £ téchto divodi json v soudasné dobé procesy zalodené na
extremofilnich mikroorgamsmech Gasto oenatovany jako primyslové bistechnologie nowvé
generace (Mext Generation Industrial Bistechnologies, NGIB) [19]. Pochopitelng je tedy i snaha
vyufit vyhod plynoucich zc IBFIIEIJI:I.'IJ extremofill pfi biotechnologicke produker PHA [20]. £
tohoto pohledu je velice zajimava skupina halofilnich mikroorganisma, tedy mikroorganismi,
které se adaptovaly na vysokou salinitu prostfedi. Schopnost produkee PHA byla popsina u fady
halofild, at’ uz jsou to stfedné halofilni Gram-negativni baktene, jako jsou Hafomonas halophifa
[21], Halomonas boliviensis [22] nebo Halomonas bluephagenesis [23], stfedné halofilni Gram-
pozittvni Bocillus megaterium wumi 529 [24] nebo extrémné halofilni Archea Haloferar
mediterranei [25]. Bylo prokdzano, #e schopnost akumulace PHA predstavuje aéinnou ochrannou
strategn vidi negativnim efektim hyperosmotického prostfedi [26] a vitaznym flukiuscim
osmolanty prostiedi [27], cof je pravdépodobné divodem éasteho viskytu schopnosti biosyntéry
FHA mezi halofilnimi prokaryoty. Produkce PHA pomoci halofilnich mikroorganismi je popsana
také v patentowe literatufe, je to napfiklad patent AT 513449 A1 [28] ktery popisuje mozny zpisob
vyroby PHA a daliich hodnotnych metabolitd s vyudtim odpadu po vyrobé bioplynu za vyuditi
halofilnich mikroorganismil, patent DE 102008045237 B4 [29] se vénuje moiné ko-produkei PHA
a kompatibilnich litek v ramei jednoho bistechnologického procesu pomoci halofilni kultry,
patent JP 5164182 B2 [30] deklarue, #e isolit oemaceny jako Malomonas sp. HM-1 je velice shibny
producent PHA, obdobné i patent JP 2011083204 A vénuje pozormost konkrétnimu kmenu rodu

Halomanas [31].

kromé halofilnich kmeni json = shbné producenty PHA povedovany take termofily -
mikroorgamsmy vykarujici optimilni mst ph teplotach 45 °C a vice. Jejich vyuziti nabizi celouw
fadu vyhod, pfedné je tfeba sminit, fe procesy vyuzivajici termofily jsou Zasto pelkvapivé
energeticky vwhodné. To je dino minimalizaci ndkladi na chlazeni a také tim, fe k vwhieva
reaktoru je moiné do velké miry vyuzit metabolicke teplo rychle rostouci termofilni koltury a
energii michadla [ 18, 20]. Vysoka kultivaéni teplota pochopitelné sniduje riziko kontaminace a je
moiné xvaFit snizeni sterility procesu. Mapfiklad Ibrahim a Steinbuchel vyuzili k produke PHA
termofilni kultury Chelatoceocus sp. a 1 bez stenilizace #afizeni byl proces veden asepticky 1 po
dlovhou kultivaéni dobu [32]. Nicméné termofilnich kment schopnych produkce PHA nebylo
doposud popsino tolik jako halofili. Biosyntéza PHA byla popsina pfedeviim v Gram-
negativoich kultur jako n:q:lﬁk]ad u bakterie Thermus thermaphifus HBS. Tato baktenie je podle
Iiterarnich adaji schopna rist pi 75 °C, obsah PHA v biomase dosabuje 30 az 40 % hmotn. a
samotny polymer se sklada ze Eujlmavych monomernich jednotek, jako je napfiklad 3-
hydroceydekanoat, 3-hydrosyokianoat, ale wke 3HB a 3HV [33-34]. Daliim Gram-negativnim
producentemn PHA popsanym v literatufe je Caldimonas teiwanensis, ktera je schopna produkce
P{3HB) a P(3HB-co-3HV) pii teploté 55 “C [35]. Ibrahim a Steinbuchel isolovali PHA produkujici
termofilni bakterie z &stimy odpadi a ziskali nékolik isoli, které se dle sehvenace 165 rRNA
gemu a podle fyziologickyeh a biochemickych testi fadily do skupiny Chelatococcns, zolaty
klasifikovali jako Chelotococous thermostellamus. Tato Gram-negativoi bakterie je schopna
produkee PHA phi teplotich okolo 50 a2 55 °C, pfiéemz jako substrit preferuje glyeerol nebo
glukazn [36]. ¥ nasledujicich expenmentech vekumnd skupina okolo prof. Steinbuchela testovala
biotechnologicky potencidl tohoto producenta s vyufitim rienich pokrogilych kultivaénich madi
(batch, fed-batch, repeated batch), zéroven byla wspéiné ovéfena robustnost procesu vid
mikrobidlni kontaminaci ph sniZenych ndrocich na sterilizace zafizeni [32]. Gram-pozitivnich
termofilnich producentia PHA bylo doposud popsano vyramné meéné. Saciffus shackletonii
isolovany v prostfedi ¢inské uhelné elektrarmy je schopen produkee P3HB) ph teplotach 35 a

A0°C[37). '%v;:huImnst produkece P(3HB) byla také popsina u kmene Geobacillus sp. AY 946034,
ktery je schopen ristu a produkee PHA pfi 60 °C [38], a nakonec byla schopnost produkce PHA

-3-
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popsina u kmene Amenrinibacilius sp. XH2, ktery byl vyisolovan v Ciné na ropném lodisku,
nicmené vytédky popsané v literatufe jsou 1 phes pouditi bohatého a finanéné naroéného
kultivaéniho média spii nizké — 1116 mgl [39], kmen je patentové chranén patentem
CH 103667153 B [40].

Podstata vynalezu

Podstatou vyndlezu je termofilni Gram-pozitivni kmen Anenrinibacilfus sp. H1. Tento bakterialni
kmen byl isolovan specialnim zpisobem z kompostu a je ulofen v Ceske shirce mikroorganismi
{CCM) pod shirkovym Eislem 8960,

Eomen byl isolovan = kompostu odebraného v Brnénské kompostimeé, odbér vaorkn kompostu byl
realizovan dne 15, 10, 2018, Cilem bylo vyisolovat termofilni producenty PHA. Podle

rhufenosti vimilesct neni moiné pii prac s termofilnimi kmeny vyuiit standardni postup aplikace
Milske éervend do agaru tak, jak je popsano v literatufe, protode termofily éasto vykazuji pozitivni
barveni Milskou éerveni bez ohledu na jejich schopnost akumulace PHA viz. obr. 1.

Pfi standardnim isolaénim postupu je modné PHA produkujici kmeny odliZit od PHA
neprodukwjicich pomoci aplikace Nilské Servend do agaru, kolomie producentd PHA pak pod UV
zifenim vykazuji typickou omandovou fluorescenci. Micméné pokud je postup vt k isolac
termofilnich kultur (koltivagni teplota 50 *C a vice) vykazuje pomtivoi barveni Milskon éerveni
velka East kolonii bez ohledu na schopnost produkes PHA. Proto nebylo moéné isolaéni postup s
vyuditim Milské Eervené aplikovat na termofilni kultury a bylo nuino zvolit odlifnou strategin na
zikladé pfedchozich pornatki o tom, #e schopnost akumulace PHA zvyiuje odolnost bakteni vié
prudké zméné osmolanty prostfedi.

Byl vyvinut isolaéni protokol, kdy byla smésnd kultura bakteni potencidlng obsahujici PHA
prodducenty vystavena nejdfive silng hypertonickému (100 a& 200 g/l NaCl) a nasledné silné
hypotonickému prostiedi (destilovana voda). Nasledné byly bufiky vysety na misku, pficemi bylo
muoine predpokladat, & v&tSina pfeziviich bakterii schopnych tvofit kolonie je schopna produkce
PHA. Schéma onginalniho isoladéniho postupu je uvedeno na obrazku 2.

Pfi isolact termofilnich PHA producenti byl jako startovaci kultura vyuiit kompost odebrany 15,
10, 2018 v podniku Centralni kompostama Brno, provozovatel SUEE Vyuziti sdroji as. Coa l g
kompostu byl rozsuspendovan ve 100 ml minerilniho kultivaéniho médim M1 o nasledujicim
slodeni:

Slodeni mineralniho média M1
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Glycerol 20 g/L
Na;HPO; - 12 H:0 9 gL
KH:PO, LS gL
NH.CI I gL
Yeast Extract 0.5 /L
MgSO: 7 H:0 0291
CaCly - 2H:0 0,02 g/L
Fe""NH, - citrat 0,0012 g/L

* Roztok stopovych prvka 1 mL/L

Uprava pH pomoci 1 M H:SO4 nebo NaOH na hodnotu 7,0

* Slozeni roztok stopovych prvki:

EDTA 50 gL
FeCls 83 ¢L
ZnCl 084 ¢/l
CuCl:- 2 H:0 0,13 gL
CoCl:- 6 HXO 0,1 g/L
MnCl; - 6 HO 0.016 g/L
HiBO: 0,1 g/L

Vzorek byl nasledné submerzné kultivovan pf1 50 °C po dobu 48 h. Nasledné byla takto pfipravena
smésna kultura pfevedena (inokulaéni pomér 10 % obj.) do éerstvého kultivaénibo média a opét
kultivovana pii teploté 50 °C po dobu 48 h. Takto phipravena smésna kultura byla vystavena
pusobeni hypertonického prostfedi a nasledné hypotonickému prostiedi tak, jak je schematicky
uvedeno na obrazku 2. Po expozici hypertonickému a hypotonickému Soku byla bunééna suspenze
vyseta na misky obsahujici totozné médium, které bylo vyuzito k jeji submerzni kultivaci a
inkubovina pfi 50 °C po dobu 48 h. Na miskach se objevily dva typy kolonii - matné ploché bézove
kolonie s nepravidelnym plazivym okrajem, které vyznamné dominovaly (cca 90 % vSech kolomi
na miskach) a pak mensi podil drobnych bilych kolonii s jasné ohranidenym okrajem. Oba typy
kolonii byly vySetfeny co do pfitomnosti PHA pomoci metody infraéervene spektroskopie
vyuzivajici techniky zeslabené¢ho tplného odrazu (ATR- FTIR) a pfitomnost PHA byla prokazana
pouze u dominantniho typu kolonii, coZ jednoznaéné prokazuje efektivitu pouzitého 1solacniho
postupu. V ramei PHA produkujiciho typu kolonii byl vybran dominantni typ kolonie, ktera byla
oznaéena jako isolat HI.

Prikaz pfitomnostt PHA granul u ziskanych isolatd byl proveden nejen pomoci FTIR

o
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spektroskopie, ale také mikroskopickym vySetfenim isoland pomoci Transmisni Elektronosve
Mikroskopie { TEM ), visledky pro isolat H1 jsou zobraeeny na obrdzkn 3.

Bakterialni izolit byl nasledné identifikovan pomoci standardnich mikrobiologickych testi.
Fislediy fenotypové identifikace iselaiu HI (provedeno Ceskou shirkou mikroorganismii):

Mikroskopie: Gram-negativoi tylky (gram-pozitivni sténa potvrzena KOH testem), jednothive, v
nepravidelnych shlucich, spory ovalng, adufujici bufiku, umisténé centralng

Morfologie koloni: matng, ploché, bédove, okraj nepravidelny, plazivy

Pozirivai testy: kataliza, anaerobni rist, hydrolyza felatny, kaseinu, ONPG a lecithinu, uredza,
kyselina = glukdey, xylozy a laktozy, rist v pfitomnost T % NaCl, rist pfi 60 “C, hemolyza

Negativai testy: hydrolyza Skrobu, Tweenn 80, eskulinu, tyrosinu a DMNA,| acetoin, redubce nitrati,
kyselina z mannitoly, celobidzy, fruktoey a inositolu, rist v pritomnost 10% NaCl, rast pi 30 °C,
rist pii 65 “C Simmons citnit, arginin dibydroliza.

Kromé standardni fenotypové charakterizace byla také provedena identifikace kmene pomoci
systému BIOLOG - v obou pfipadech byla kultur identifikovina jako drewrinibaciffus sp., blizsi
taxonomicke zafazeni nebylo na zakladé visledki modné.

Daliim pfistupem pro taxonomicks zafazeni 1solitn byla parcialni sekvensce 165 rRNA genu
pomoci  pmert  165-F  (5-AAGAGTTTGATCCTGGUTCAG-3)  a 165-R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-37). Phi srovnini sekvence byla nejvvESi podobnost nalezena pro
Aneurinibacifus thermoaerophifus.

Byl tedy ziskan termofilni Gram-pozitivni @olat Amewrinibacilfus sp. HI, ktery mide byt s
vyhodou vyuiit k biotechnologicke produker PHA. Kmen byl ulozen jako patentova koltura v
Ceské shirce mikroorganismii a bylo mu udéleno shirkové &islo CCM 8960, doklady o uloZeni ve
shirce jsou pfilohou patentové Fadost.

Pfedmétem vynilezu je zplsob biotechnologicke viroby polyvhydrosyvalkanoata, které json
produkoviny mikroorganismem termofilniho Gram-pozitivniho kmene Aneurinibacilins sp. HL,
nebo jeho piinozens se vyskytujicimi mutanty, geneticky modifikovanym bufikami tohoto kmene,
které maji stejné vlastnost, ziskanymi metodami mutageneze nebo technikami rekombinantni
DMA v kultivaénim médiu obsahujicim uhlikaty substrat, komplexni zdroj dusiku a anorganicky
wdroy dusiku.

Uhlikatym substritem je vihodné &isty glycerol, odpadni glycerol, glukoeza, piipadné jejich smés,
kdy vymobenym polyhydroxyalkenodtem je homopolymer  poly(3-hydroxybotyrat);, poéateéni
koncentrace glycerolu je ve vwhodném provedeni 20 g/L.

W pripadé, #e kultrvacni médium obsahoje kromé uhlikatého substratu prekurzor s lichym poctem
uhlikovich atomi, jako napfiklad propiondt, kyselinu propionovou, valerat, kyselinu valerovou
nebo jejich smés, vyrobenym polyhydroxyvalkanodtem je kopolymer poly(3-hydrocvbutyrat-ce-3-
hydroxyvalerat).

V pripadé, #= kultvaéni médium obsahuje jako uhlikaty substrat a/nebo pfidavek 1. 4-butandiolu
nebo gamabutyrolaktonu nebo jejich struktumich analogi obsahujicich obdobny strukturni motiv
- hvdroxylovou skupinu na poslednim whlikatém atomu étyt pfipadné Sesti- uhlikatého skeletu,
vyrobenym polyhydroxyalkanodtem je kopolvmer poly( 3-hydrocybutyrat-co-4-hydroxybuytrat).

Kultivaéni médium obsahuje jako uhlikaty substrit vwhodné 1,4-butandiol, nejlépe v poéatecni

-6 -
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koncentrac 4 az 6 gL, Uhlikatym substratem mize byt vihodné také 1 4-butandiol v kombinaci s
glycerolem, nejvyhodnéi v koncentract glycerolu 2 az 8 g/l

Kultivaéni teplota pii vimobé polyvhydroxyalkanoati se polybuje v rozmesd 45 *C az 65 C, nejlépe
v rozmezi 45 °C az 50 °C.

Podle vihodného provedeni je komplexnim mdrojem dosiku v koltiveénim médin pfi vyrobds
polvhydroxyalkanoati Trypton, nejlépe v koncentract 0.5 gL, anorganickym zdrojem dusiku v
kultivaénim médiu pii vyrobé polvhydroxyalkanoatd je vvhodné dusiénan amonny, nejlepe v
koncentract 1,0 g/L.

Kultivaéni médium (dale cemaceno jako M2) pro provedeni zpisobu podle vyndlezn v badkovem
méfitku 1 laboratornim  bioreaktoru  obsabuje vyhodné  nasledujici slodky v uvedenych
koncentracich:

Glycerol 20 gL
WazHPOy - 12 H:0 gl
KH:PO, 1.5 gl
MHaNOR I gL
Trypton 0.5 el
MeSOy - 7 H:O 0.2 gl
CaClz - 2 H:D 0,02 gL
Fe™™NH, - citrit 00012 gl
Roxok stopovich prvkd 1 mLIL,
Uhlikaiy subsirii

kde roertok: stopovych prvlo obsahuje nasleduyici slodky v uvedenych koncentracich:

EDTA 50wl
FeCls 83wl
ZnCl: 084 g/L
CuClz- 2 H:0 013 g/l
CoCly - 6 H:D 0.1 ol
MnCl: - 6 H:0 0016 g'L
Hi:BO: 0,1gL

phicemz pH kultivaénibo média je 7.

Objasnéni vikresi

Obr. 1: Misky termofilnich kultur barveny pomoci aplikace MNilské éervené do agaru, #adna =
fluoreskujicich kolonii nevykazovala schopnost produkee PHA.

Ohbr. 2: Postup obohaceni smésné kultury o producenty PHA pomoci vystaveni pivodni kultury
silné hypertonickému a nisledné silné hypotonickému prostiedi.

Obr. 3: Smimky z Transmisni Elektronove Mikroskopie isolatn H1, Sipky poukazuji na piitomnost
PHA granuli v baktenalnich bukach.
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Obr. 4 Zaznam zikladnich parametri vsadkové produkce P3HE) s wvvufitim  isolito
Aneurinibacillus sp. H1 a odpadnibo glycerolu jako substratu v laboratornim bioreaktorn Sartoris
B-Plus o maximalnim pracovnim obepmu 5 L,

Ohbr. 5: Zaznam zdkladnich parametnd vsidkové produkee P{3HB-co-4HB) s vyuiitim isolatu
Aneurinibacillus sp. H1 a 1, 4-budtandiolu jako substritn v laboratornim bioreaktoru Sartorios B-

Plus o maximalnim pracovnim obejmu 5 L.

Priklady uskutefnéni vwnileru

Kultivace byly providény v Erlenmeyerovich bafikach o objemu 250 ml obsabujicich 100 mL
kultivaéniho média. Jako inokulum pro samotné produkéni expenmenty byla vyuiita kultura
kultivovana po dobu 24 h v komplexnim NB médin, poufity mokulaéni pomér byl 5 % Pokud neni
uvedeno jinak, koltrvace probihala po dobu 72 h na termostatovane thepacee (180 rpm) ph teploté
45 °C. Po ukonéeni kulttvace byly buky z 10 mL suspenze centifugovany (6000 x g, 5 minut),
promyty a nasledné vysuSeny do konstantni hmotnostt pii 105 °C. Koncentrace biomasy byla
stanovena gravimetricky a obsah PHA a monomemi slofeni polymeru bylo stanoveno pomoci
plynové chromatografie = plamenové-iomzaéni detekei (GC-FID). Pro analyzu molekolowe
hmotnosti byl polymer vyextrahovin pomoci chloroformu, piebyteéné rozpoustédlo bylo odpateno
2 molekulovd hmotnost ziskaného polymeru byla stanovena pomoci vyluéovaci chromatografie
(SEC-MALS).

Priklad 1

Produkce polymeru poby( -hydroxybuytratu )

Izolaty mohou byt vyuity k produker PHA s vyustim riznych zakladnich uhlikatych substrati,
kdy bakterialni kultura produkovala vyhradng homopolymer 3-hydroxybutyratu P{3HB), jak
doklads tabulka 2.

Tabulka 2. Produkee PHA s vyuzitim rienych hlikatych substrati. Doba kultivace 72 h, 50 %C,
120 rpm, médium M1, zdroje uhlikn byly aplikoviny v koncentrac 20 g/L.

Substrit Biomasa |g/L| P(3IHB) | %] P(3HB) |g'L]
Sacharosa 041010 16,52 + 0,31 0,07 +0,02
Manosa 0,19 £ 0,08 14,85 0,05 0,03 = 0,01
Galakiosa 0,22 + 0,04 8.94+0,13 0,02 + 0,00
Glukosa 200+ 036 2774+ 0,18 0,55+ 0,10
Frukiosa 0,24 = (0,01 1432+ 0,21 0,03 = 0,00
Laktosa 0,20 = 0,01 9,06 + 0,20 0,02 = 0,00
Glycerol 2,19+ 0,07 4595+0,10 1,00 = 0,04
Dlej 0,01 = 0,00 .. el

Zvisledkd v tabulce 2 je patrng, #e nejlepdim substratem je glycerol, na kterém isolat HI vykazoval
dobry rist a vyznamnou produkei polymern. Vyznamného vitédku bylo dosageno také s vyuzitim
glukozy, u ostatnich substritl je moiné rist blomasy a produker polymeru hodnotit spige jako
slabé, pfi poudati oleje jako jediného testovancho uhlikatého substratu pak nebyla kultura H
schopna ristu ani produkee P(3HB).
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Dale byla testovana schopnost produkce P(3HB) pii riznych teplotach, jak uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Produkce PHA s vyuzitim riznych kultivaénich teplot. Doba kultivace 72 h, 50 °C,
180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.

Biomasa P(3HB)
Teplota |[C] lg/L]  P(HB)[%] /L]
45°C 368+063 5531581 203+041
50°C 323£0,03 46,01 3,55 149037
55°C 146+ 0,05 50,18+ 135 073+0,03
60°C 0,80+0,01 3060+135 0724+0,0l1
65°C 089+006 3266+024 029+0,02

Jak doklada tabulka 3, je 1solat Anewrinibacillus sp. Hl schopen produkce P(3HB) v Sirokém
rozmezi teplot, solidni produktivita byla dosazena 1 pfi teploté 65 °C, nicméné teplotni optimum
bakterie s¢ pohybuje v rozmezi 45 az 50 °C, coz uz je teplota dostateéné vysoka k tomu, aby branila
rustu nejéastéjdim kontaminantim - béznym mesofilnim bakteriim. Proces zalozeny na vyuziti
isolatu Anewrinmibaciilus sp. H1 je tedy robustni viiéi mikrobialni kontaminaci.

Produkéni parametry procesu je dale mozno vyrazné zvysit optimahizaci zakladnich kultivaénich
podminek, predeviim pak slozenim kultivaéniho média, jak dokladaji tabulky 4, 5 a 6, ve kterych
jsou demonstrovany vysledky vybéru a optimalizace pouzitych komplexnich a anorganickych
zdroji dusiku.

Tabulka 4. Vysledky bankového experimentu optimalizace poéateéni koncentrace kvasmiéného
extraktu (komplexni zdroj dusiku) a chlonidu amonného (anorganicky zdroj dusiku). Doba
kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroje uhliku glycerol 20 g/1..

Kvasniény extrakt NH.C1 Biomasa P(3HB)
[2/L] [g/L] gy PCHB 1% [g/L]

0 3 1484004 48382001 0712002

3 1 1912009 31354024 0602003

3 0 1,570,116 2101101 0332004

05 1 195£0,18 51864128 1012009

Tabulka 5. Vysledky baikového experimentu identifikace optimilniho anorganického zdroje
dusiku. Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.

Anorganicky Biomasa
zdroj N |g/L) P(3HB) |%] P(3HB) [g/L]
NH.CI 1,86 + 0,04 42,08 039 0,78 £ 0,02
(NH4)2S04 3,26+ 0,07 51,20+ 1,62 1,67 = 0,06
NH4NOs 3,67 £ 0,06 58,88 £ 0,85 2,16 £ 0,05
modovina 1,48 £0.11 44,75 +£ 0,25 0,66 + 0,05

Tabulka 6. Vysledky bankového expenimentu identifikace optimalniho komplexniho zdroje dusiku.
Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.
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Komplexni zdraj
N Biomasa [g/L]  P(3HB) [%] P(3HB) [g/L]
Kvasniény extrakt 1,86 40,04 42,08 +£ 0,39 0,78 + 0,02
Masovy peplon 2,89 £ 0,06 52,07+339 1,50+ 0,10
Sojovy pepton 1,98 + 0,06 4871 £093  0,96+0,03
Trypton 346+ 0,09 53,61=1,74 1,85+ 0,08
Hovéz extrakt 290+002 50,49+ 420 1,46 +£0,12

Jako optimalni #droj komplexniho dusiko byl identfikovén Trypton, anorganicky zdroj dusiku pak
NH N, optimalni koncentrace komplexniho xdroje dusiku je 0,5 gL a anorgamckého zdroje pak
1 gL

Vystupem optimalizacnich expenimenti je kultivaéni médium M2 o nasledujicim slogeni:

Glycerol 20 L
Na:HPO: - 12 H:0 9L
KH:PO, 1,5 gL
NH4NOs 1w/l
Trypton 035l
MgSOs - 7 H:0 02gL
CaCly 2 H:0 0,02 2/l
Fe'NH, - citrit 0,0012 gL

*Roztok stopovych prkd 1 mL/L
Uprava pH pomoci 1M H:804 nebo NaOH na hodnotu 7,0

*Slozeni roztoku stopovych prvki:

EDTA S0 gL
FeCls B3l
ZnCl; 0,84 g/L
CuCly 2 H:0 0,13 g/L
CoClz- 6 H:O 0,1 g/L
MnCl; - 6 H:0 0,016 g/L
H;BOs 0,1 g/l

=10 -
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Jako zdroj uhliku pro produke: P{3HB) byl testovan &isty glycerol 1 odpadni glycerol, ktery vamika
Juko vedleEi produkt pii vwrobg bionafty, viz tabulka 7.

Tabulka 7. Visledky bafikového expenmentu mognosti vyuziti odpadniho glycerolu jako subsiritu
pro produkei P (3HB). Doba koltivace 72 b, 50 °C, 180 rpm, médium M2

Koncentrace Biomasa P{3HE) P{3HB)

Substrit [e] [2] [%a] [gl]
10 160=050 1300=120 02]=003

glycerol 20 327003 5197228 L7001
30 2722007 5340+482 145009

odpadni 10 108008 10784133 0122002
glycerol Z0 288=013 4945065 142=2003
30 167032 4610555 077013

Jak dokladaji vysledky presemtované v tabulee 7, kromé Eistgho glycerolu je jako substrat pro
proddukei PO3HB) mozné vyuzit také levny odpadni glyveerol, ktery venika jako vedleji produkt pfi
vyrobé bionafty. [ pies pfitomnost fady toxickich latek (metanol, té#ké kovy, volné mastné
kyselimy atd.) je baktenilni kultura Anesrinibacilins sp. H1 schopna vyvuzivat odpadni glycerol =
podobnou efektivitou jako g.]:,l:l:rcl fisty, uptl.malm podatecni koncentrace jak Gistého tak
udpadmhu glycerolu je 20 g.l'L pii niEsi koncentraci je kultura vystavena limitact zdrojem uhlikou,
coZ se negativid projevi na ristu L]:ln:u:lulcc:l P{3HB), pii vyiii divee glycerolu je kulura casteéng
inhibovina substritem, cod je patmé na nistu biomasy pledeviim u odpadniho glycerolu.

Proces produkee PHA byl kromé banék otestovin také v labomtomim bioreaktoru. Kultivace v
laboratornim reaktor byly provedeny ve fermentoru Biostat B-plus od firmy Sartonius. Maximalni
pracovni objem fermentoru byl 5 L, fermentor obsahoval 3.5 L kultiveénibo média méda M2
5 20 gL glycerolu a byl mokulovin 350 mL inokula kultivovaného 24 hodin v médiu Notnent
Broth (popsino nize). Béhem kultivace byla teplota regulovana na hodnoté 45 °C, pH bylo
regulovano pridavkem 1 I"-'I Hﬂli'.l.; nebo 30 % hmotn. NaOH na hndnuté 7, aerace byla nastavena

rozpuiténého k}h]]ku dosahovala hodnoty 10 az 30 % saturace. pruwdl:ln}nh mntervalech byly
odebirany veorky na stanoveni biomasy, PHA tak, jak je popsano vie, zbythovy glycerol byl
stanoven spektrofotometricky.

Mutrient Broth
Howédai extrakt 10 gL
Pepton 10 g/L
NaCl 5gL

Farnam zikladnich parametri tohoto kultivagniho postupa je pfedmétem obrazku 4.

Béhem vsadkové kultivace kultura vykazovala silny rist af cca do 8 hodiny kultivaéni, kdy se =
kultivaéniho média vyéerpal dusik, co je patmé pfedeviim z prudkého poklesu naroki na kyslik,
kterv se projevil poklesem otifek michadla. Nasledng byl primimné spotfebovivan glyeerol
piedeviim m séelem biosyniézy F{3HB), obsah polymen biomase v nasledwi kultivadni periodé
narostl na hodnotu cea 25 % hmotn. V ITh koltivaéni byla zastavena spotfeba bare, coZ
pravdépodobné koreluje s vyéerpanim ghycerolu. V tomto kultivagnim ase bylo pravdépodobné

=11 -
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nejvvhodn)s kultivac ukonéit. Po 21 h kultivace bylo dosafeno relativnd vysokého wvitédou
biomasy 5,7 g/l obsah P(3HB) v biomase dosihl cea 26 % hmotn. a vitézek polymeru pak hodnoty
1.5 g/L. Pro navideni vytézku bylo proto potieba jme kultivadéni strategie umodiujici nadiavkovat
wyiii mnodstvi vhlikateho @ dusikateho substritu a saroven precizng)i vyugit limitact dusikem jako
nastroje pro iniciact syntézy polymeru.

Priklad 2
Produkee kopolymeru poly{ 3-hydroxybutyratu-co-3-hyvdrosxyvalerat)

Izolat Amenrinibacillus sp. H1 je kromé produkce P(3HB) homopolymer schopen také produkce
kopolymeru  polv3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu)  (F(3HB-co-3HV)), pokud je do
kultvvaéniho média aplikowvin vhodny prekurzor ohsahujici lichy poéet uhlikovyeh atomi, tato
schopnost je demonstrovina v tabulee 8, kde byly jako preburzory 3HY wyuinty kyselina
levulinovd, propionat, propanol a valert.

Tabulka 8. Vysledky bafikového experimentu pro posouzeni vhodnosti niznych prekurzonidHY
pro produket kopolymeru B{3HB-co-3HV). Doba koltrvace 72 h, 30 °C, 180 rpm, medium M2,
glycerol 200 gL, preburzor aplikovan ve 24 h kultivaéni hoding, a to v koneentrac: 2 g/

Biomasa JHY |mol

Tsolit Prekurzor lg/L] PFHA [%] PHA [a/1] %o
H1 Levulinovi 1,0B+0,06 3670+0,72 0,39+ 0,02 il
H1 Propionat 111004 2815+027 031001 3210+002
H1 Propanal 1,47+ 0,04 45110058 066+ 002 3664004
H1 Valerat 1,90+ 002 3629+001 0,60+ 0,01 66,62+ 0,83

Viechny testované prekursory éasteéné inhibovaly rist mikrobialni koltury a tim také snizovaly
vytédek polymern. Na druhow stranu pedeviim ph powsti propionatu a valeritu dokazala
baktenalni kultura syntetizovat kopolymer P(3HB-co-3HV) s velice vysokym obsahem 3HY.

Peiklad 3
Produkce kopolymeru polyi 3-hydroxybutyratu-co-4-hydrosybutyratu |

Daltim velice zajimavim PHA polymerem, jeho# biosyntéey je 1zolat Aneunmbacillus sp. HI
schopen, je kopolymer P{3HB-co-4HB). Za Oelem indukee syntéry kopolymern musi byt obvykle
baktenalni kultury kultivoviny na 1 4-butandiolu, y-butyrolaktonu a 1, 6-hexandiolu pfipadné
Jejich strukturnich amalozich, tedy latkach obsahujicich obdobny strukturni motiv - hydrocylovou
skupinu na poslednim uhlikatém atomu ety pfipadng Sesti- uhlikatého skeletu, viz tabulka 9.

Tabulka 9. Vysledky bankoveho expenmentu pro posouzent moénosti produkee P{AHB-co-4HB)
kopolymeru s vyusitim riznych substrath sloudicich jako prekurzory 4HB. Doba kultivace 72 h,
S0°C, 180 rpm, médium M2, jednothve substraty byly aplikovany jako jediny zdro) whliku
v poditeéni koncentract 8 g/l

Prekurzor  Biomasa [g/L]  PHA [%] PHA [g/L] 4HB [mol %]

1.6-hexandiol 0374008 008+031 00300 el

y-butyrolakion 0524000 8584+199 0454001 63354327

1.4-butandiol ,02+004 7548236 077+004 7991+ 1.84
=12 -
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£ vislediod wvedenych v tabulee 9 je patmeé, e nejvhodnéjiim substritem pro produker P{3HB-
co-4HB) je | 4-butandiol, jehod vyuiit umoziuje jednak dosafeni nejpvyEsiho vitézou kopolymern
a raroven nejvyiitho obsabu 4HB v kopolymern. Daliim mofnym vhodnym substratem je y-
butyrolakton, 1 kdy# v tomio pfipadé jsou vitézky 1 obsah 4HB v kopolymer ni#i, navic obecné
plati, & y-butyrolakton je cenové ndrocné)i substrat nez 1,4-butandiol.

Dile bvla testovana vhodna poéatecni koncentrace 1 4-butandiolu, viz mbulka 10.

Tabulka 10. Visledky optimalizace poditeéni koncentrace 1 4-butandiolu. Doba koltivace 72 b,
50°C, 180 rpm. Médium M2,

Biomasa 4HB
1.4-BD [g/L] /L] PHA |%] PHA Jg/L] [l %5 Mw |kDda] PId
122011 50,14+265 061007 9052070 11561+758 105
1672002 5478+ 1.21 0014002 9080+ 1,19 128974385 |02
1602023 45732065 0734£0,011 BE31£029 100,13 +668 1106
1,23£0,15 5632+056 069008 9281004 130694232 1,13
LI13£001 5180+£07] 058001 BEOZ+048 12081179 126
DO6£000 4400£276 042003 B6HBTX ] 32 BR40 £ 239 1,11
0722006 4390+228 032+003 83.61+0%M 4128+ 228 1,19
056005 4338+126 024+£002 85004440 37864353 118

PR R

—

Jak dokladaji data wedena v tabuloe 10, optimalni poéateéni koncentrace | 4-butandiolu je v
rozmezi 4 ax & g/l, vyl koncentrace maji negativoi viiv na vitéiek, ale take na molekolovou
hmotnost polymeru.

Proces produkce P{3IHB-co-4HB) byl kromé banék otestovin také v laboratomim bioreaktorn
Sartorius B-Plus o maximalnim pracovnim obgjmo 5 L ve vsadkovém redimo, za podminek
stejnych jako v pfikladu | pfi testovimi produkee PHA v [aboratormim bioreaktor (viz viie).

Obrazek 3 je demonstract pribéhu veadkove produkee P{3HB-co-4HB) s vyuwinitim 1 4-botandiolu

jako#to jediného substritu a solatu baktenalni kultury  Amewrimibacillus sp. HI, jako#to

produkéniho kmene. Také v bioreaktoru bylo dosageno produkce kopolymeru s vysokym obsahem
4-hydroxybutyratu.

Micméné, jak maznacuji data prezentovana v tabulkich 9 a 10 a také na obrizku 3, poudti 1,4-
butandiolu jakodto jedintho substritm vede spife k nizéi produka biomasy, a to ve svém disledluo
take limituje moiné vty polymern. Zda se, &2 | 4-butandiol jo pomoci mikrobialni kultury
Anevrinibacillus sp. H1 velice efektiveé inkorporovdn do struktury kopolymeru, nicméné je to
nepfili vhodny substrat pro pokryti energetickych a daliich metabolickych potfeb baktenalni
kultury.

Pro nejvvhodnéjii pocateéni koncentraci 1,4-butandiolu byla testovana produkee P(3HB-co-4HB)

v kombinaci s niznouw koncentraci ghycerolu, viz tabulka 11

Tabulka 11. Vysledky optmabzace pofateéni koncentrace 1 4-butandiolu a glycerolu. Doba
kultivace 72 h, 50 %C, 180 rpm. Médium M2, ponity isolat H1.
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14

BD  Glycerol  Biomasa PHA PHA R M

[ L [%] [l [mol %] [kDa] PDI
4 2 2694015 6825+061 1832010 3356148 125794306 1,66
4 4 279003 6523264 1822008 74432170 6400 1,66 1,08
4 6 228+£026 S037+087 1,150,013 42452788 57724451 1,72
4 B 243+001 4074335 0992008 3642+ 163 4828+422 1,72
4 20 256001 4469+ 01,23 1142006 4591001 Q.61 0,59 1,03

Jak demonstruyji data uvedena v tabulee 11, je tedy vvhodné kombinovat 14-butandiol s
glycerolem, ktery dokdfe solovana bakteridlni kultura efektiveé vyozit. SouZasnd aplikace
glycerolu a 1,4-butandioly mi vimazné poztivii vliv na wtézky biomasy i polymeru a ziroven je
pomoci volby poméri obou substrith moiné regulovat pomér 3HB a 4HB v kopolymeru, nicméndé

je tieha mit na paméti, #¢ vysoky pomér glycerol/1 4-butandiol ma pfekvapivé negativni viiv na

muolekulovou hmotnost polymer

Primyslovi vwuFitel nost

Zplsoh podle vynalemn umoiiuye pramyslovou vyrobu polyhydroxyvalkenoatd s vyuditim nové
isolovane termofilni baktendlni kultury Arenrinthacilfus sp. H1. Biotechnologicky proces miie
byt operovan za @videné teploty, cof ma pozitivni dopad pfedeviim na robustnost procesu vidi
nedidouci mikrobialni kontaminaci. Jako substrit pro produker polyhydroxyalkanoatd je moZné
vyuZit glycerol, a to véetné odpadniho glycerolu vaniklého pfi viTobé biodieselu.
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PATENTOVE NAROKY

I.  Termofilni Gram-pozitivni baktenialni kmen Aneurinibacillus species H1, ulozeny v Ceske
sbirce mikroorganismi pod oznacenim CCM 8960, produkujici polyhydroxyalkanoaty.

2. Zpusob biotechnologické vyroby polyhydroxyalkanodti pomoci termofilniho Gram-
pozitivniho bakterialniho kmene Aneurinibacillus species H1 podle naroku 1 nebo jeho piirozené
se vyskytujicich mutanti, geneticky modifikovanymi bufikami tohoto kmene, které maji stejné
vlastnosti, ziskanymi metodami mutageneze nebo technikami rekombinantni DNA v kultivaénim
médiu obsahujicim uhlikaty substrat, komplexni zdroj dusiku a anorganicky zdroj dusiku.

3. Zpisob vyroby podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze uhlikatym substratem je éisty glycerol,
odpadni glycerol a/nebo glukoza, kde vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je homopolymer
poly(3-hydroxybutyrit).

4. Zpisob vyroby podle naroku 3, vyznaujici se tim, Ze pocatecni koncentrace &istého
glycerolu nebo odpadniho glycerolu je 20 g/L.

5. Zpisob podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze kultivaéni médium obsahuje také prekurzor s
lichym poétem uhlikovych atomi, jako napfiklad propionat, kyselinu propionovou, valerat,
kyselinu valerovou nebo jejich smés, kdy vyrobenym polyhydroxyalkanodtem je kopolymer
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat).

6. Zpisob podle naroku 2, vyzna&ujici se tim, ze uhlikatym substratem a/nebo prekurzorem v
kultivaénim médiu je 14-butandiol nebo gamabutyrolakton nebo strukturni analog téchto
slouéenin obsahujici hydroxylovou skupinu na poslednim uhlikatém atomu étyf- nebo Sesti-
uhlikatého skeletu, kdy vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-
co-4-hydroxybutyrat).

7. Zpusob podle naroku 5, vyznaéujici se tim, Ze kultivaéni médium obsahuje jako uhlikaty
substrat 1 4-butandiol v podatecni koncentraci 4 az 6 /L.

8. Zpusob podle naroku 6, vyznaéujici se tim, Ze kultivaéni medium obsahuje jako uhlikaty
substrat glycerol v koncentrac: 2 az 8 g/L a | 4-butandiol.

9. Zpisob vyroby podle narokia 2 az 8, vyznaéujici se tim, ze kultivaéni teplota je v rozmezi
45 °C az 65 °C, nejlépe 45 °C az 50 °C.

10. Zpasob vyroby podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Z¢ komplexnim zdrojem dusiku v
kultivaénim médiu je Trypton.

I1. Zpisob vyroby podle naroku 10, vyznaéujici se tim, Ze koncentrace Tryptonu v kultivaénim
mediu je 0,5 g/L.

12. Zpisob vyroby podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Zze anorganickym zdrojem dusiku v
kultivaénim médiu je dusiénan amonny.

13. Zpisob vyroby podle naroku 12, vvznaéujici se tim, Zze koncentrace dusiénanu amonného v
kultivaénim médiu je 1,0 g/L.

14. Kultivaéni médium pro provedeni zpasobu podle naroku 2 obsahujici nasledujici slozky v
uvedenych koncentracich:
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Glyeerol

MNazHPCy = 12 HaO
KH:POy

MHaNO,

Trypton

MgS0s = THAO

CalClz = 2 H:0

Fe""MH; - citrat

roztok stopovich prvka
uhlikaty substrat,

kde roztok stopovych prvkl obsahuje nasledwjict slozky v uvedenych koncentracich:

EDTA

FeCls

ZnCl:

CuCl:» 2 H:0
CoCly = 6 H20
MnCl: = 6 H:0
HiB(x

C7 MI8626 Bo

I mL/L,

50 gL
83 gl
0,84 g/l
0,13 gL
01 gL
0,016 g/l
0,1 gL,

phicemi pH kultivaéniho média je 7.

3 vykresy
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10.5. Introducing the newly isolated bacterium Aneurinibacillus sp. H1 as an auspicious
thermophilic producer of various polyhydroxyalkanoates (PHA) copolymers—1.
isolation and characterization of the bacterium
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Abstract: Extremophilic microorganisms are considered being very promising candidates for
biotechnological production of various products including polyhydroxyalkanoates (PHA). The aim
of this work was to evaluate the PHA production potential of a novel PHA-producing thermophilic
Gram-positive isolate Aneurimibacillus sp. H1. This organism was capable of efficient conversion
of glycerol into poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB), the homopolyester of 3-hydroxybutyrate (3HB).
In flasks experiment, under optimal cultivation temperature of 45 °C, the P3HB content in biomass
and P3HB titers reached 55.31% of cell dry mass and 2.03 g/L, respectively. Further, the isolate was
capable of biosynthesis of PHA copolymers and terpolymers containing high molar fractions of
3-hydroxyvalerate (3HV) and 4-hydroxybutyrate (4HB). Especially 4HB contents in PHA were very
high (up to 91 mol %) when 1,4-butanediol was used as a substrate. Based on these results, it can be
stated that Aneurimibacillus sp. H1 is a very promising candidate for production of PHA with tailored
material properties.

Keywords:  polyhydroxyalkanoates; thermophiles; Aneurmibacillus sp.; P(3HB-co4HB);
P(3HB-co-3HV-co-4HB)

1. Introduction

The term “thermophiles” is devoted to microorganisms revealing optimal growth temperature
above 45 “C [1]. Actually, these microbes are ubiquitous since they can be isolated from a wide range of

Polymers 2020, 12, 1235; do10.3390/polym 12061235 www.mdpicomfjoumal/polymers
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habitats from freshly fallen snow to pasteurized milk to geothermal areas like hot springs [2]. Currently,
thermophiles attract attention of industrial biotechnologists since binprocesses operated at elevated
temperatures have a number of advantages, including a reduced risk of microbial contamination,
lowered jeospardy by phage infection, improved solubility of substrates such as polysaccharide-rich
resources, continuous and direct recovery of volatile metabolites from fermentation broth such as
alcohols or volatile fatty acids (VFAs) and decreased conling costs and demands for cooling water
due to the higher temperature difference between bioreactor and the ambient air. On the other side,
it should be pointed out that final energy balance of the process must be precisely evaluated at
large scale to estimate whether operation of the process at elevated temperature can be economically
feasible. Moreover, another aspect which should be taken into account is reduced solubility of oxovgen
under higher temperatures, which might disadvantage aerobic processes [1]. Professor Chen has
recently defined the concept of “Next Generation Industrial Biotechnology™ (MGIB), which is based
on utilization of extremophilic microorganisms as producing units. Since extremophiles are capable
of thriving under conditions which exclude most common mesophilic contaminants, MGIE can be
principally operated under semi-sterile or even non-sterile conditions, which reduces costs of the
process. Moreover, since MGIB processes are naturally robust against contamination, they can be
run in continuous mode for long periods. Continuous processes are positive in terms of productivity
and efficiency of the process due to the elimination of permanent unproductive times of revamping,
which is needed in non-continuous processes for emptying and preparation of the bioreactor between
individual cultivation batches [3].

Polyhydroxvalkanoates (PHA) are microbial polyesters which are accumulated by numerous
prokaryotes in form of intracellular granules primarily as storage compounds; nevertheless,
thev also enhance robusiness of the microbes against various stressors [4]. In most microorganisms,
FHA accumulation is favored when external carbon substrate is present in excess, but nitrogen,
phosphorous or other elements are lacking in parallel, which inhibits multiplication of cells [5]. PHA are
very promising materials because they can be used as fully biodegradable and bioresource-based
alternatives to petrochemical polymers since mechanical and technological properties of FHA are
similar to some polymers produced from petrochemical resources. In fact, properties of PHA strongly
depend upon their monomer composition. The most common and the best-studied member of the
FHA family, namely poly{3-hydroscybutyrate) (P(3HEB)), the homopolymer of 3-hydroxybutyrate
{3HB), has a rather high melting temperature {Tm) of about 180 °C, which is very close to the
temperature of its degradation (Ty; about 200 *C). It is remarkable that the native PHA material,
organized as intracellular granules (“carbonosomes™) in the cytoplasm of bacterial cells, is completely
amorphous, however, when the material is extracted from the cells, it quickly crystallizes; therefore,
the material is rigid and brittle with only limited elongation at break {about 3%%) [6]. Mevertheless,
material properties can be tailored when other monomer subunits are incorporated into the polymer
chain. For instance, when 3-hydroxyvalerate (3HV) is inserted into the polvmer chain, the resulting
copolymer poly(3-hydrosxybuytyrate-co-3-hydroxyvalerate) (P(3HB-co-3HV)) possesses a lower melting
temperature and also a less crystalline structure, which are very positive features considering the
processing of the materials [7]. Alternatively, +hydroxybuytrate (4HE) can be also introduced into
the polymer by some bacteria and haloarchaea; FHA containing 4HE subunits reveal only minor
crystallinity, high flexibility and even improved bindegradability in numerous environments including
the human body. Therefore, they are very suitable for applications in various fields including high-end
medical applications such as implants or drug delivery systems [5].

To achieve biosynthesis of above mentioned copolvmers, most microbes require supplementation
of precursors structurally related to particular monomers. For instance, to induce synthesis of polymers
containing 3HY subunits, odd carbon number precursors such as n-propanaol, propionate, n-pentanol
or valerate are applied. Similarly, for production of 4HB-containing polymers, precursor compounds
structurally related to 4HB such as 14-butanediol, y-butyrolactone (GBL) or 1.6-hexanediol are
utilized [4].

229



Polymers 20200, 12, 1235 Jof 13

PHA are very promising materials; however, they are disadvantaged in competition with
petrochemical polymers by their high production costs [10]. There are several strategies which
could facilitate sustainable and economically feasible production of PHA such as utilization of cheap
carbon substrates, for instance waste or side products of food industry or agriculture [11], or the use
of genetically engineered strains revealing high productivity and substrate-to-product conversion
vields [12]. Furthermore, considering all the positive aspects of employing thermophiles in industrial
biotechnology mentioned above, also the use of thermophilic PHA producers holds promise to gain
sustainable and economically reasonable processes for PHA production. Mevertheless, despite the fact
that PHA accumulation is a common feature among many prokaryotes, capability of PHA synthesis
was described only for limited number of thermophiles such as Chelatococons thermostellatus [13],
Thernus thermophilus [14] or Caldimonas tafunenensis [15].

Therefore, we made an effort to isolate novel promising PHA-producing thermophiles. To reach
this goal, we have recently developed a unigue protocol for isolation of PHA-producing thermophiles
described in [16]. We have isolated several interesting strains, and, among them, the isolate designated
as H1 was identified to be the most promising one. Therefore, we have performed taxonomic
classification, basic morphological and metabolic description and, what is the most important, we have
also assessed the biotechnological potential of this novel thermophilic isolate for industrial production
of PHA and various PHA copolymers with tailored material properties.

2. Materials and Methods

2.1. Isolation and Characterization of the Thermophilic PHA Producer

A compost sample was taken from the central urban composting plant of the cty Brno,
Czech Republic (Centralni kompostirna Brmo operated by SUEZ CF a.s), the temperature of the
compost was about 40 *C at time of sample collection.  After homogenization of the compost
collected, 1 g of the sample was mixed with 100 mL of mineral salt medium (MSM) of the following
composition (g/L): Na;HPOy 12 Ha O, 9.0; KHz POy, 1.5; MgS0y-7 Ha0, 0.2; NH Ol 1.0; CaCly2 H20,
0.02; Fe"NH citrate, 0.0012; yeast extract, 0.5 with 20 g/L glycerol as sole carbon source. The MSM
included 1 mL/L. microelements solution (MES), which contains (g/L): EDTA, 5000; FeCly6 Ha (0, 13.8;
InClz, 0.84; CuClyZ Hx(, 0013; CoCla-d HaO, 0.1; MnCle-6 Ha O, 0.016; H3BO4, 0.1; all these compounds
were dissolved in distilled water. The cultivation was carried out for 48 h at 50 °C with shaking at
180 rpm. After cultivation, the fresh culture was used to inoculate fresh MSM; this second cultivation
was carried out for 48 h at 50 °C with shaking at 180 rpm. After the second cultivation, the original
isolation protocol was used to isolate the PHA-producing bacteria. The isolation protocol is based
on the protective role of PHA against osmotic challenge. During the isolation, the mixed bacterial
consortium obtained after the second cultivation is exposed to hyperosmotic challenge induced by
solution of MaCl at a concentration of 100 g/L; subsequently, the culture is exposed to sudden hypotonic
shock introduced by transfer of the culture to distilled water. Such a rapid fluctuation of osmotic
pressure favors survival of PHA-producing bacteria, which are plated on solidified media, and PHA
positive colonies are identified by infrared spectroscopy. The principle of the isolation procedure is
depicted at Figure 1 and it was described previously [16].

230



Polymers 20240, 12, 1735 dof 13

Transfer of the calls on

Cultivation of IR Dispersing af Cizpersing of Petri dishes,
sartingoulture  CEMRrifugation  cabinieogh  Cenbrifugation  cellsin identification af FHA
50°C, 45 h Matl distillodwater . cie colonies by
ATR-FTIR

8-U-4-§-1-@®

Figure 1. Principle of the “osmoselecton”; procedure enabling isolaton of PHA-producing
thermophiles.

2.2, ldentification and Metabolic and Morphological Characterization of the Isolate

The isolate was identified by sequencing the 165 tRMNA gene. Cells were lysed by heating to extract
DMA. A small amount of culture from Petri dishes was added to the lyses buffer (5 mM TrisHCl, pH 8.5)
and heated to %5 *C for 10 min. After heating, lysed cells were centrifuged, and the suparnatant was
used as a DM A template. Polymerase chain reaction (PCR) for detection of bacterial DM A and taxonomy
(165 rRMNA) was performed using the forward primer 165-F (5-" AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
and the reverse primer 165-K (3-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). The PCR mixture consisted of
125 pL One TagTh Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer, 2.6 ul MgCls, 2 pl. DNA template,
0.2 pM of each primer; this solution was added to 25 pl. Ha(3, and the resulting PCR mixture was
heated at94 *C for 30 5. The PCR cycle consisted of three steps: denaturation for 30 s at 94 *C, annealing
fior 30 s at 55 *C and extension for %0 s at 68 °C. This cycle was repeated 30 times, the last extension step
was extended for 5 min at 68 *C. The PCR amplicon was detected by 2% agarose gel electrophoresis
with 1x TBE. PCE products of 165 rEMA gene were purified using the NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up kit and sent for commmercial sequencing (SEQme, Dobris, Czech Eepublic). The taxonomic
classification was evaluated using the blast NCBI database [ hitps:|blastnchinlm nih gov/Blast.cgi).

The standard set of physiological and biochemical tests such as shape and color of colonies,
morphology of cells and spores, capability of hydrolysis of gelatin, urea, lecithin, starch, Tween 80,
esculine, tyrosine and DN A, production catalase, arginine dehydrogenase and acid formation from
various carbohydrates, spore formation, growth in presence of 10% and 7% NaCl, growth at various
temperatures in range of 30-60 “C or hemolysis were performed at Czech Collection of Microorganisms
according to procedures described in [17]. The isolate was also commercially identified using Biolog
MicroStation system at Czech Collection of Microorganisms (CCM).

The morphology of cells was in more details investigated by Transmission Electron Microscopy
(TEM) analysis using Microscope JEOL 1010 {JEOL, Pleasanton, USA) as described previously [18].
The high-pressure-freezing was performed using the instrument EM ICE (Leica Microsystems, Vienna,

Austria) on the 3 mm aluminum carriers.

2.3, Production of PHA in Shaking Flasks by Anenrmibacillus sp. H1

To generate the inoculum, the culture was grown in complex media Nutrient Broth (10 g/L beef
extract, 10 g/L peptone, 5 g/l MaCl) at 45 or 50 °C with shaking at 190 rpm. For production of PHA,
mineral salt medium (MSM) was used consisting of: NasHPOy12 H: O, 9.0 g/L; KHPOy, 1.5 g/L;
MgS0,-7 HaO, 0.2 g/L; NHyNO; 1.0 g/L; CaCly-2 Hx0, 0.02 g/L; Fe'™NHjcitrate, 0.0012 g/L; Tryptone
0.5 g/l with 1 mL/L of MES {composition see 2.1). Various carbon sources (glyoerol, glucose, sucrose,
mannose, galactose, fructose, lactose, 1,4-butanedinol, etc.) were usually applied at a concentration of
20 z/L if not stated otherwise. The inoculum ratio was 10 vol. %. Production cultivations were carried
out for 72 h at selected temperature (usually 45 °C if not stated otherwise) under constant shaking
of 180 rpm. All the cultivations were performed in duplicate. After cultivation, bacterial cells were
harvested by centrifugation (6000 g, 5 min). Biomass was determined gravimetrically as the cell
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dry mass (CDM), and the amount and monomer composition of PHA in CDM was analyzed by Gas
Chromatography as reported previously [19].

Among the tested substrates, we also included waste glycerol, which was obtained from the
oil mill company Victoria Oil, Sid, Serbia. This side product of biodiesel production was previously
analyzed on GC/FID as a part of regular control of bindiesel quality. It was found that the composition
of waste glycerol mainly consisted of glycerol (83.72 wjw %), water (6.77 wfw %), ash/NaCl (6.5 o %)
and other organic matter (1.58 wir ). The pH value of waste glycerol was 6.577.

3. Results and Discussion

3.1, Taxonomic, Metabolic and Morphologicel Description the Isolate

Since we observed that among all isolates obtained from compost the strain designated as H1
reveals the most promising PHA production capacity, the isolate was phenotypically characterized by
Czech Collection of Microorganisms. The cells are Gram-positive, and grow individually. Positive
tests: spore formation; catalase; urease; anaerobic growth; hydrolysis of gelatin, ONPG and lecithin;
acids produced from glucose, xylose and lactose; growth in presence of P NaCl; growth at &0 °C;
hemolysis. Megative tests: starch hydrolysis, hydrolysis of: Tween 80, esculin, tyrosine and DNA,
acetnin; reduction of nitrates; acids produced from mannitol, cellobiose, fructose and inositol; growth
in presence of 10% NaCl, growth at 30 *C and 65 *C. Further, the isolate was also identified using the
BIOLOC system, according to results of phenotype characterization and BIOLOG analysis, the strain
was identified as Aneurinibacillis sp. H1 without possible reliable closer taxonomical classification.
Further, the isolate was also identified by partial sequencing of 165 rRMNA gene, the sequence is available
at MT11288%; according to comparison of 165 rRMNA sequences available in BLAST database, the strain
has high similarity to Aneurinibecillus thernoaerophilus strain DSM 10154 (99.91%), Aneuribacillus
thermonerophilns strain L420-91 (99.83%), and Aneurinibacillus sedimnis strain 1-100-8-7-50 (96.471%).

The fact that the isolate is a Gram-positive bacterium can be considered being very beneficial.
Most of the currently used PHA-producing strains are Gram-negative bacteria such as Cuprisvidus
recator [20,21], transgenic Eschericlma coli [22] or members of the genus Hrlomonas [23,24]. Actually,
one of the major obstacles preventing application of PHA in high-value applications such as health
care, cosmetics or medicine is the fact that the polymers isolated from Gram-negative strains are
heavily contaminated by lipopolysaccharides (LPS), a group of endotoxins produced by Gram-negative
bacteria as important component of their outer cell membrane. LIPS are co-isolated with PHA during
down-stream processing and might cause severe immunological response making PHA biopolymers
extremely unsuitable in medical uses [25].

Members of the genus Aneurinibacillus are mostly thermophilic or thermotolerant and, of course,
they are taxonomically closely related to the genus Bacallus, which is well known for its capability
of PHA biosynthesis [26-25]. Actually, the genus Aneurimibacilins was set aside from genus Bacillus
in 1996 [24]. It should be pointed out that PHA production capacity was already described for
thermophilic Aneurimibacillus sp. XH2 isolated from an oilfield in China [30]; hence, it seems that FHA
biosynthesis is also ubiguitous among members of Anaerimibacllis.

The morphology of the cells of Aneurimibacilus sp. H1 grown for 72 h in mineral medium with
glycerol was investigated by TEM, the results are shown in Figure 2. The cells contain 815 PHA
granules, which are not localized in particular parts of the cells but are rather randomly distributed in
the cellular space. Actually, size of the cells, localization and diameters of the granules are very similar
to those reported for typical well-studied PHA producers such as C. necator H16 [31] or Halomonas
halophils [32]. Apart from PHA granules, in some cells presence of spores in the central part of the
cells can be observed as well imarked by red arrows). Generally, sporulation is not considered being a
positive feature of the strains used in industrial biotechnology, since spomlation is associated with loss
of desirable metabolic activity, and it was also reported that sporulation in Bacillus species is associated
with mobilization of PHA storage [33]. From the economic point of view, spore formation depletes
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carbon sources dedicated to PHA biosynthesis. Nevertheless, despite the fact that cultivation was
performed for a relatively long time (72 h), the number of sporulating cells is very low (below 10%),
and PHA granules can be clearly seen also in spore forming cells, which indicates that sporulation
should not be a major drawback preventing utilization of the isolate Aneurinibacillus sp. H1 in industrial
production of PHA. However, gaining non-sporulating mutants of the strain would be very desirable.
Further experiments could also clarify if shifting process parameters (e.g., pH-value) could be a tool to
completely prevent spore formation, as it was previously demonstrated for PHA-accumulating Bacillus
cereus SPV cultures, which at lower pH-value readily accumulated PHA, but completely stopped
sporulation, thus drastically increasing the substrate-to-PHA yield [34].

Figure 2. Morphology of the cells of Aneurinibacillus sp. H1 observed by TEM; the red arrows show
endospores in bacterial cells.

3.2. Production of PHA on Various Carbon and Nitrogen Substrates

Further, the production capacity of the isolated strain Aneurinibacillus sp. H1 on various carbon
substrates was evaluated; results are shown in Table 1. Obviously, the highest biomass growth and
PHA titers were achieved on glycerol, since the bacterial strain was capable of reaching a CDM of
2.19 g/L, and the PHA content in CDM amounted to 45.95%. Since glycerol was used as the sole carbon
substrate during isolation of the strain, it is not surprising that this strain gained high productivity on
this substrate by adaptation. The second-best results, namely a CDM of 2.00 g/L. and a PHA content in
CDM of 27.74%, were obtained when glucose was used. In all the other tested carbohydrate substrates,
CDM values as well as PHA contents were very low. It should be mentioned that, not surprisingly,
on all the tested substrates the bacterial culture produced homopolymer P(3HB). Further, the culture is
not capable of utilizing lipid substrates, since practically no biomass growth was observed on waste
frying oil when used as a sole carbon source.
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Table 1. Production of PHA on various carbon sources.

Substrate CDM [g/L] P(ZHE) [% per CDM] P(3HE) [g/L]

Sucrose 041 = 0.1 16.52 = 01.31 (L7 2=
Manmose 019 = D08 14.85 = 0.05 (o3 = 0uil
Galactose X+ (UM Bod + 013 Qo2 + 000

Glucoses 200 + (.36 2774 =018 0.55 + 0.10
Fructose 024+ 00l 14.32 = 0.21 0003 = 0U00

Lactose UND = 0l Q.06 = 030 (U2 = 000
Glyeerol 219 + (U7 45.95 = 0,10 100 + 0.4

WFO! 001 = DU .. .

! WD stands for Waste Frying (hls. n.d.: not detected.

The fact that glycerol is the most preferred substrate by Amewrmibacillis sp. H1 can be considered as
positive since waste glycerol is currently produced at steadily increasing quantity as a waste stream of
bindiesel production [35]. Glycerol stemming from bindiesel fabrication contains numerous microbial
inhibitors such as free fatty acids, methanol and residues of metal catalyst, which complicates its
utilization as a substrate in microbial biotechnology. Mevertheless, there are reports on PHA production
from waste glycerol emploving various mesophilic microbes such as Bacillus cereus [36], Cuprigmidus
necator [37], Burholderia cepacia [35] or the extremely halophilic archaeon Haloferax mediterraner [39];
moreover, there are also some reports on conversion of glycerol into PHA by thermophiles, in particular
by Chelatococous sp. isolated from am aerobic organic waste treatment plant in Germany [13], and also
by Caldimonas manganoxidans [40]. To evaluate the potential of the isolate Aneurinibacillus sp. HI
for PHA production from waste glycerol and to estimate robustness of the strain against inhibitors
contained in real waste glvoerol, we performed an experiment in which PHA production om pure and
waste glycerol was assessed at various initial comcentrations of both carbon substrates; the results are
shown in Table 2. In both waste and pure glycerol, the highest P(3HB) titers were gained at initial
substrate concentration of 20 g/L, the better values were, in accordance with our expectations, obtained
with pure glveerol. However, Aneurimibacillus sp. H1 demonstrated expedient robustness against
inhibitors present in waste glycerol, since product titers obtained on waste glycerol were only about
20 lower than on pure glycerol (1.70 g/L in pure and 1.42 g/L in waste glycerol), and polymer contents
in binmass were very similar (51.97 and 4945% of CDM for pure and waste glyoerol, respectively).

Table 2. Comparison of PHA biosynthesis on pure glveerol and waste ghycerod from biodiese]l production.

Substrate Concentration [gfL] Biomass [g/L] P3HB) [% per CDM] P3HE) [gL]

10 1.60 + 0.50 13.00 + 1.20 021 + 0.03
Glyceral 0 327 + 0.13 5197 4 278 170 + 0.11
W0 272 + 007 53.40 + 4.8 145 +0.19

10 1.08 + 0.08 1078 + 1.33 012 + 0.02

WG“'*‘I ;“ﬂlﬂ" 0 288 +0.13 49.45 + 065 142 + 0.03
ye W0 167 + 032 4610 + 555 077 +0.13

3.3 Influence of Temperature on Production of PHA

We have also investigated the influence of the cultivation temperature on PHA production by
Ameurinibecillus sp. H1. Cultivations were performed at temperatures in the range of 45-65 *C (Table 5.).
The highest CDM concentration, PHA content and, therefore, also PHA titers were obtained at 45 °C;
hence, this temperature can be considered being the optimal cultivation temperature. Further increase
in cultivation temperature inhibited growth of the strain as well as FHA binsynthesis; nevertheless,
the strain was capable of growing and synthesizing PHA even at 60 and 65 "C. Xiao et al. isolated
Aneurinibacillus sp. designated as strain XH2 from the Gudao oilfield in China; optimal growth and
PHA production temperature for this strain was reported as 55 "C, nevertheless, maximal PHA titers
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were gained at optimal conditions were only 0,268 gL [3(], which is substantially less than achieved
with our isolate Ameurinibacilius sp. H1, since the maximal P{3HB) titer gained by our strain in flasks
experiment was 2.03 g/L, almost one order higher, indicating the auspicious bintechnological potential

of our isolate.

Table 3. Effect of culivation temperature on PHA vields obtaimed by Anewrinibacillus sp. H1.

Temperature ['C]  Biomass [g/L]  FEIHB) [% per CDM] PISHB) [g/L]

a5 017 = 0.01 3030 = 0l 0.05 = 0.01
40 2a6 =014 JL12 4 449 092 & 0.08
45 368 = 0.63 5531 + 541 203 £ 0.41
50 3.23 = 0.03 d6.01 & 3.55 149 £0.37
55 146 = 0.05 018+ 135 0.73 & 0.03
ail 0.80 = 0.01 e+ 135 0.24 = 0.01
65 0.89 = 0.06 3266 = 024 020 = 0.02

The optimal cultivation temperature of 45 °C is most likelv not high enough to eliminate the risk
of contamination by ubiquitous thermotolerant microorganisms and, therefore, the biotechnological
production process probably cannot be operated under economically and energetically attractive
nonsterile open fermentation conditions. Nevertheless, despite this fact the industrial process could
be energetically favorable since energy and water demands for cooling would be very low when
cultivation would be performed at 45 *C as compared to standard mesophilic cultivation setups.
Further, since 45 “C is not a very high temperature, energy demands on heating are not enormous
and, moreaver, it is likely that substantial amounts of heat needed to maintain the temperature at
45 *C would be generated by the metabolism of the microbes and also by the stirring system of
the bioreactor, thus, the system could be partially operated as “self-heating system”, as described
before [41]. Last but not least, since oooygen solubility negatively correlates with temperature, rational
aeration of the bioreactor would be feasible. Nevertheless, these technological presumptions must be
evaluated during forthcoming scale-up experiments, which are, nevertheless, above scope of this work
focused on characterization of the novel thermophilic PHA producer.

i4. Biosymthesis of FHA Copolymers and Terpolynmer

In a subsequent experiment, we looked into the capability of the Aneurinibacillus sp. H1
to incorporate 3HY and 4HB into the polymer structure by using structurally related precursor
compounds; results are shown in Table 4. The 3HV precursors (levulinate, propionate, n-propanaol,
valerate) were applied at a concentration of 2 g/l along with glycerol (20 g/L), which was used as
the main carbon substrate. Application of all the tested precursors partially inhibited growth of
the bacterial culture, which is not surprising since all of them are well known microbial inhibitors.
Among tested substrates, only application of levulinate did not result in production of P(3HB-c0-3HV)
copolymers, while using all the other 3HV precursors, the bacterial culture was able to incorporate
3HV into the polymer chain. Valerate seems to be the most suiTable SHY precursor since its application
resulted in very high 3HY content (66,62 mol %) in P(3HEB-co-3HV) copolymer, and its inhibitory effect
on the growth of microbial culture was the lowest among the tested precursors.

Based on our experience, we utilized a different cultivation approach to gain copolymers containing
4HB subunits. Selected 4HEB precursors (1,6-hexanediol, y-butyrolactone and 1.4-butanediol) were
applied as the sole carbon sources at a concentration of 8 gfL. The bacterial culture was not capable of
readily assimilating the precursor with 6 carbon atoms (1,6-hexanediol); hence, only a very low amount
of PHA was obtained on this compound, and the polymer contained no 4HB subunits. Oppositely,
precursors containing 4 carbon atoms were assimilated by the bacterial culture much more efficiently
and their use resulted in very high PHA contents in cells (85.84 and 75.48% of CDM for GBL and
1 4-butanediol, respectively) and also in very high 4HB portion in copolymers (63.35 and 79.91 mol %
for GBL and 1,4-butanediol, respectively).
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Table 4. Production of PHA copolymers and terpolymer using various precursors of 3HV and 4HE.

Dasbred " Binmass FHA PFHA 3HV AHBE 3HBE
Monamer IgLl [% per CD¥] [gfLI [mal %] [mnal %] lmed %)
Levalinate 108 + 006 BTM+0r2 3% = .02 . mad. LML = (W00
Aty Proplenate 110 = 0 18z 027 k3l =0 52000002 mad. B0 = (12
Propanal 147 = 004 4501 = 008 hef= D02 Sehe 004 mad. G634 = M
Valerate 150 & QU2 320+ 00N et = 0 BhAT 083 mad. 1338 = 083
1, 5=hexand ol AT + OO 9+ 031 L3 = (LM . ma. 10 = (.00
4HB2 ybutyrolactene (152 + 000 SR 199 145 = . &35+ 327 3688 = 327
1A-butandicl 102 & 00 TRAR =136 LI = D04 . 7ol +1.84 = 184
Valerate +
a " £
AHY + 4HB 144 ticl 144 & 00& 405 2 208 bS8 =003 HE03:103 BB 1.23 12602 126

L3HY Pmmwmappbﬂd at the beginning of cultivation at concentration of 2 gL 10 g/1. of ghycerol was used

as the main carbon source. © 4HB precursors were applied at the beginning of cultivations 2= the =ole carbon sources

at concentration of _I:Ign"l_ Terpolymer production was achieved by applying L4-butanediol (4 gL} and valerate
{2 g/L} at the beginning of cultivation, ghycerol was not added. n.d > not detected.

Further, we also attempted production of PHA terpolymer consisting of 3HB, 3HV and 4HB
subunits. In this experiment, valerate (2 g/L) was used since it was identified as the most promising 3HV
precursor, while 1. 4-butanediol (4 g/L) was utilized as the most suiTable 4HB precursor. This cultivation
strategy resnlted in production of a very interesting terpolymer consisting of 3313 mal % of 3HY
54.15 mol % of 4HB and 12,69 mol % of 3HB.

These experiments proved the extraordinary capacity of Amneurintbacillus sp. HI to biosynthesize
polymers containing 3HV and for 4HE subunits, which generally reveal superior mechanical properties
compared to P(3HB) homopolymer. Especially the capacity of the strain to incorporate high portions
of 4HEB subunits into the polymer chain is very promising since the increased 4HB content in polymer
is usually connected with improved flexibility as the crystallinity of the polymer is affected [42].
Capabilities to synthesize materials with so high 4HB fraction, reaching high intracellular PHA content
and reasonable PHA titers are rare among PHA producers. Only few microorganisms are capable of
production of PHA with 4HB fraction higher than 20-30 mol %. For instance, Huong et al. employed
Cuprigvidus sp. USMAAT020 for production of P{3HBE-co-4HE) copolymer and 4HE fractions in polymer
varying between 7 and 70 mol % depending on the applied cultivation conditions; nevertheless,
increase of the 4HB fraction was accompanied by lowering of PHA content in bacterial cells, reduced
biomass growth and lower product titers. When PHA with the highest 4HEB portion of 70 mol % was
produced, PHA content in CDM achieved only 13%, and the PHA concentration was only 0.3 g/L [43].
Similarly, Comomonas acidovorans was capable to synthesize P(3HB-co-4HE) copolymers with 4HB
fractions up to % mol % when pure 4-hydroxybutyric acid was used as substrate; nevertheless,
the PHA fraction in CDM reached only 25% [44]. Hence, it seems that isolate Anenrinibacilis sp. H1 is
a very promising candidate for production of interesting PHA copolymers with tailored monomer
composition and material properties. Apart from P(3HB-co4HB) copolymers, it is also capable of
production of PI3ZHB-co-3HV-co-4HE) terpolymers with high 3HV and 4HE fraction. Production of
P(3HB-co-3HV-co-4HB) terpolymers was recently reported employing Cuprividis sp. DSM 19379,
nevertheless, to induce efficient terpolymer production, a sophisticated two-stage fermentation strategy
was needed [45]. On the contrary, our isolate Ansurimibacillus sp. H1 produced desirable terpolymers in
a simple single stage cultivation set up, which is a very positive feature. Further, it should be pointed
out that, to our best knowledge, this is the first report on efficient production of PHA copolymers and
terpolymers containing 4HB subunits by a thermophilic bacterium.

Since the ability to produce P(3HB-co-4HEB) copolymer from 1,4-butanediol was extraordinary and
it deserved further attention, we have tested a potential strategy how to further improve productivity
and gain even higher product titers. At first, we optimized the initial concentration of 1 4-butanedicl,
the results are shown in Table 5. Decrease in initial concentration of the substrate from originally
used concentration of 8 g/l increased biomass growth. According to our results, the optimal initial
concentration of 1,4-butanediol is 4 gL; at this concentration, biomass growth as well as PHA titer are
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enhanced substantially compared to the previous experiment and, surprisingly, the portion of 4HE in
copolymer reached even 90 mol %, which further confirmed the promising potential of the bacterium.
Increase in substrate concentration above 4 g/l resulted in inhibited growth and reduced PHA vields.

Table 5. Effect of initial concentration of 1.4-butanediod and glveerel an production of PEAHB-co-4HE)
by Anewrinibacillus sp. H1.

14-BD  Glycerol Biomass PHA in CDM FHA 4HE in FHA
(L] [l Ig/L] [l [&L] [0l %]

3 ] 1222011 50.14 = 285 061 & 007 90.56 = 0.70
4 i 1.67 «0.02 5711 091 & (02 90.89 & 1.19
5 0 1.60 +0.23 45.73 = DA 073 +0.11 BA.31 =020
[ ] 123 £0.15 56.32 = 0.56 069 & (.08 9281 =0.04
7 i 113+ 0.1 5180 =071 056 & (01 BA.O2 = 048
8 0 0.96 = 0.00 44.00 %276 042 + 003 BE.AT £1.32
12 ] 0.72 = 0.06 43.90 = 2.28 0.32 & 0L03 8361 =0.94
1A 0 0.56 = 0.05 4338+ 124 024 & 002 B5.99 = 4 40
4 2 260 £0.15 68.25 = (.62 1E3 + 0.10 Bi56 =148
4 1 270 0.03 65.23 & 2604 LE2 & (.08 T443 =170
4 & 226+ 026 50.37 = 0.87 115+ 0.13 4245+ 78R
4 & 243 =000 40.74 =335 099 + (.08 3642 =163
4 20 256 £0.11 44.60 £1.23 114 & (L0& 4.59 + (.01

To further enhance productivity, we decided to apply also glycerol along with 1.4-butanediol.
The purpose of this step was to use glycerol as a co-substrate, which is efficiently utilized by the
culture to support growth of the strain and, therefore, also final product titers. Thus, 1,4-butanediol
was applied at an optimal concentration of 4 g/L, and glycerol was added at various concentration
levels from 2 to 20 g/L; results are shown in Table 5. According to our expectation, introduction of
glycerol enhanced growth of the bacterium, CDM values obtained with a mixture of 1,4-butanediol
and glycerol are substantially higher than with 1,4-butanediol only. Results indicate that the optimal
concentration of additional glycerol is 2 or 4 g/, since these conditions resulted in high biomass growth
{about 2.7 g/L), high PHA content in biomass {more than 65% of CDM), and high portion of 4HB in
copolymer (33.56 and 74.43 mol % for 2 and 4 g/l glycerol, respectively). Generally, manipulating the
concentration ratios of 1,4-butanediol to glycerol seems to be a simple and rational strategy how to
control 4HB content in the polymer.

4. Conclusions

A recently established isolation protocol was utilized to gain new thermophilic PHA producers.
Among the isolates tested, isolate designated as H1 tumed out to be the most promising strain in
terms of PHA production capability. The isolate was further taxonomically classified as a member of
the genus Aneurinibacillus. According to subsequent experiments, it seems that Anewrinibacillus sp.
H1 is an interesting thermophilic Gram-positive PHA accumulating bacterium with extraordinary
ability to synthesize PHA copolymers and terpolymers containing high molar fractions of 3HV and
4HB subunits when valerate and/or 1, 4-butanediol are used as 3HY and 4HB precursors, respectively.
In considering all of the positive aspects of PHA production employing thermophiles, our isolate seems
to be a highly intriguing potential candidate for PHA production on an industrial scale; therefore,
the organism was deposited in Czech Collection of Microorganisms as patent culture CCM 8960,
It should be also pointed out that the PHA materials produced by Anewrtmibecillus sp. H1 were in depth
characterized and the results have been submitted in an accompanying paper. Further experiments
will be focused on optimization of PHA production under controlled conditions and its scale-up to
laboratory bioreactors. In addition, we plan to sequence the entire genome of the bacterium to identify
potential targets for genetic improvement of the strain.
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