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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo prostudovat schopnost riznych kmenlG termofilni bakterie
Schlegelella thermodepolymerans inkorporovat do struktury polyhydroxyalkanoatl (PHA)
rizné monomerni jednotky a tvofit tak kopolymery. Byly testovany prekurzory pro produkci
monomeru mcl-PHA, 4-hydroxybutyratu (4HB) a 3-hydroxyvyleratu (3HV). Teoreticka Cast
prace pojednava o charakteristice studovanych polymeru, jejich vlastnostech a vyuziti, a také
o termofilnich organismech a jejich moznosti uplatnéni v primyslu. V experimentalni Casti
prace byly provadény kultivace s ruznymi prekurzory, u kterych se ménily Casy pfidani
a koncentrace. Béhem téchto kultivaci byly pouzity ¢Ctyfi bakterialni kmeny
S. thermodepolymerans pochazejici z rliznych vefejnych sbirek mikroorganismu. Po sérii
prvotnich screeningl byl vyhodnocen jako nejlepSi prekurzor kyselina levulova pfidana
v Case zaocCkovani produkéniho média inokulem. Nasledné byla provedena kultivaéni série
koncentraéni fady, kde bylo zjiStovano, zda uprava koncentrace prekurzoru ovlivni sloZeni
kopolymeru. Pfi zvySovani mnozstvi prekurzoru klesalo mnozZstvi biomasy a PHA, avSak
vznikly velmi zajimavé materialy s vysokym obsahem 3HV. P¥i pfidani 8 g/l prekurzoru
to bylo az 52 %. Nakonec byla u vzniklych materialt zjisténa molekulova vaha polymeru
pomoci gelové permeacni chromatografie (SEC) s detektorem statického rozptylu svétla
ve vice Uhlech (MALS).

ABSTRACT

The aim of this work was to study capability of various strains of thermophilic bacteria
Schlegelella thermodepolymerans incorporate diverse monomer units to structure
of polyhydroxyalkanoates (PHA). Precursors for production mcl-PHA, 4-hydroxybutyrate and
3-hydroxyvalerate were tested. The theoretical part deals with characteristic of studied
polymers, properties and applications and usage of thermophilic bacteria in industry.
In experimental part there were undergone cultivations with different precursors, which were
added in different times and concentrations. Four bacterial strains S. thermodepolymerans
from various public collections of microorganisms were used during these cultivations.
Levulinic acid, added at start of cultivation, was chosen as the best precursor. Afterwards
there was cultivation with concentration line to find out, whether concentration influence
composition of copolymer. Increasing the amount of precursor led to decreasing quantity
of biomass and PHA, but there were very interesting materials with high amount of 3HV.
Addition 8 g/l of precursor led up to 52 %. Subsequently there was found out molecular
height of polymers by size-excluion chromatography (SEC) combined with multi-angle light
scattering (MALS).
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Polyhydroxyalkanoaty (PHA), termofilni bakterie, Schlegelella thermodepolymerans

KEYWORDS
Polyhydroxyalkanoates (PHA), thermophilic bacteria, Schlegelella thermodepolymerans



MOJE CITACE

CERNY, Vojtéch. Produkce kopolymerti na bézi polyhydroxyalkanoati pomoci bakterie
Schlegelella thermodepolymerans. Brno, 2023. Dostupné také
z: https://lwww.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/148652. Bakalaiska prace. Vysoké uceni
technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace

Iva Pernicova.

PROHLASENI
Prohladuiji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné a Zze vSechny pouzité literarni

zdroje jsem spravné a uplné citoval. Bakalafska prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné a mlize byt vyuzita ke komerénim Ucelim jen se souhlasem
vedouciho bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Rad bych podékoval vedouci mé bakalarské prace Ing. Ivé Pernicové, Ph.D. za odborné
vedeni, inspiraci pfi studiu a velkou trpélivost. Mé podékovani patfi téz konzultantkam
Ing. Veronice Rehakové a Ing. Xenii Koufilové za ochotu a pomoc v laboratofi a s organizaci
a uskute¢nénim experimentl. Chci podékovat i své rodiné a nejblizS§im, ktefi pfi mné stali
a podporovali mé& béhem celého studia.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/148652

I U1V @ | TSR 7
2. TEORETICKA CAST ... 8
2.1. PolyhydroXyalKanO@Aty ..........ccooiiiiiiiiiii e e et e e e e e aaaees 8
2.1.1. Biosyntéza a metabolisSmus PHA ... 9
2.0.2. PHA SYNIAZY ..euiii ettt e et 11

2.2. Funkce PHA v DaKLEriiCN .......uuiiiiiiiieeeee e 11
2.3, VIASINOSH PHA ... 12
2.4, VYUZItTE PHA .ottt e et e e et e e e enreeeas 12
2.5. Termofilni MIKroOrganiSMY ...........uuuiiiiie e e e e e e e e e e e e e aaeees 14
2.6. Vyuziti termofilnich organisSmU ............cccuuiiiiiiiiiii e 15
2.7. Termofilni producenti PHA ... e eaaees 15
2.7.1. Caldimonas tAIWANENSIS .........uuuuuurirerrnnnnereeueeeneeeeeneaeeeeereeeeee e 15
2.7.2. Schlegelella thermodepolymerans .............oouiieeiiieieiiceiiice e, 16
2.7.3. ChelatoCOCCUS AAEQUENSIS ......uvuurirreiiiiiniiiiiiiiiiniiiissneesneesnsnennneeenennnnennnne 16
2.7.4. ANEUNNIDACIIUS. ......cooiiieieee e 17

2.8. Vyuziti termofilnich bakterii pfi produkci kopolymert na bazi PHA ..................... 17
2.8.1. Kopolymery PHA ..ot 17
2.8.2. Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)...........ccccceeriiiiiiiiieniieeennnnne 17
2.8.3. Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat).............cccceeeevieeeniiiiinnnnnnn. 17
PR S I AN o1 &= o= o] o o] 1Y/ 41T U R 18

3. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 20
3.1. Pouzité chemikalie, pfistroje @ mikroorganismy............ccccccueeemmmmiimiiniiiiiiiiiiiiennns 20
3.1.1. PoOUZité MIKrOOrganISMY ... ..ceeeiieeiiiiiiae e e e e et e ettt e e e e e e eaeaenn s 20
3.1.2. PoUZité ChemIKAlIE ............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
3.1.3. PriStrojOVE VYDAVENT .....euviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21

3.2, KUIIVACE DAKLEIT ....eeiiiieeeiiiiieeeee e 21
3.2.1. Pfiprava inokulacnino meédia............ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 21
3.2.2. Priprava a sloZeni produk&niho média................uuvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen. 22
3.2.3. Produkce kopolymert 3HB a MCI-PHA...........ooooiiiiiieecccee e 24
3.2.4. Produkce kopolymert PHA s obsahem 3HB @ 4HB ............cccvvvvvvivviinnnn, 24
3.2.5. Produkce kopolymert PHA s obsahem 3HB @ 3HV ..........covvviviiiiiiinnnnnns 24



3.3, POUZItE MELOAY ......uuiiiiiiiiiii e 24

3.3.1. Stanoveni optické hustoty spektrofotometricky ...........ccccoeeeeiiieiniiiiinnnnnnn. 24

3.3.2. Stanoveni obsahu biomasy gravimetricky ............cceveiieeiiiiiiiiiiiiiieeeeee 25

3.3.3. Priprava vzorkl na GC-FID analyzu PHA ............uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaens 25

3.3.4. Sledovani zmén v molekulové hmotnosti PHA pomoci SEC-MALS ........ 25

4. VYSLEDKY A DISKUZE .....coiiiiiiteeeeceee ettt ettt ate et ateaveeneens 27
4.1. Optimalizace produkce kopolymerQ...........ccooeeeeieiiii i, 27
4.1.1. Screening produkce kopolymert mcl-PHA............ccooiiiiiiii e, 27

4.1.2. Screening produkce kopolymert s obsahem 4HB.............ccccooiiiiiiinnnenn. 28

4.1.3. Screening produkce kopolymert s obsahem 3HV...........cccooooeiiiiiiiinnnnnnn. 33

4.1.4. Screening produkce kopolymerQ s vybranymi prekurzory ...............c....... 39

4.1.5. Screening produkce kopolymert koncentraéni fady...............cceeevvvvvnnnnnn. 41

5. ZAVER ...ttt 45
6. SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ooviiieieeicieteee ettt 47
7.  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....coitieieeeeeeeeee et 54



1. UvoD

V dnesni dobé je jeden z nejvétSich problémd ochrana zivotniho prostredi. S tim je spojena
i problematika nadmérné produkce plastd. Drtiva vétSina pouzivanych plastd je
petrochemického puvodu. Ty maji fadu vyhod, jako je napfiklad jejich nizka cena, stabilita
a dobra odolnost. Proto byly schopny nahradit jiné materidly. Nicméné pravé jejich odolnost
je zaroven i nevyhoda, protoze se jako odpad hromadi v pfirodé. ZvySuje se tak mnozstvi
plastového odpadu na skladkéch, v pfirodé a oceanech.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery hydroxyalkanovych kyselin. Tyto
polymery jsou syntetizovany v burikach rlznych mikroorganisma, které je vyuzivaji jako
zasobni latky. Materidly tvofené témito polymery jsou povaZované za Setrné Kk pfirodé
a mohou tak tvofit alternativni zdroj plastd. Problémem jsou vSak stale vysoké vyrobni
naklady oproti nizkym vytézkim. Velkou &ast produkéni ceny tvofi vhodny substrat
ke kultivaci. Zde by se nabizelo feSeni v podobé odpadnich materialt jakozto levnych zdroj
uhliku.

Produkce PHA byla pozorovana u velké skaly bakterii, €asto pak u extremofilll. Mezi
extremofily patfi napfiklad termofilni nebo halofilni bakterie. Diky vlastnostem, které
extremofilové maji, by mohli byt vhodnymi kandidaty pro produkci PHA. Nejsou tak nachylini
k béznym mezofilnim kontaminacim, kvlli podminkam, které jsou nevhodné pro ostatni
mikroorganismy. Tim jsou zaroven sniZzeny naklady na sterilizaci.

Vhodnym  adeptem pro produkci PHA by mohla byt Dbakterie
Schlegelella thermodepolymerans. Jedna se o termofilni bakterii s teplotnim optimem 50 °C.
U této bakterie bylo zjiSténo, Ze je schopna produkovat poly-3-hydroxybutyrat P(3HB). Jako
substrat upfednostiuje xylézu pfed ostatnimi sacharidy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Polyhydroxyalkanoéty

Polyhydroxyalkanoaty jsou biopolymery, konkrétné polyhydroxyestery, které jsou
syntetizovany v urcitych rodech bakterii. Tyto polymery jsou tvofeny skrze rizné metabolické
drahy téchto organisma [1]. Jsou slozeny z 3-, 4-, 5- nebo 6-hydroxykyselin [2, 3].
V prabéhu vyzkumu se zjistuje, Ze maji daleko komplexnéjsi funkce v metabolismu bakterii
nez jen zasobni [4]. Jejich Siroké vyuziti se mlze uplatnit napfiklad v medicing, kde bude
rozhoduijici jejich biodegradovatelnost [1].

PHA se déli do tfi skupin podle toho, kolik uhlika tvofi jejich podjednotku na scl-PHA
(short chain length), mcl-PHA (medium chain length) nebo Icl-PHA (long chain length) [3].
Scl-PHA obsahuji ve své monomerni podjednotce 3-5 uhlikd, kdezto mcl-PHA se skladaji
Z 6 az 14 uhlikd (Obrazek 1) [4]. Pokud obsahuiji vice jak 14 uhlikd, tak se jedna o Icl-PHA.
Tyto podjednotky mohou tvofit jak homopolymery, tak heteropolymery [1].

H
{\OMO 0 o o o
3HB 3HV 3HHXx 3HO 3HD 3HDD
— Y ) w > J
SCL-HA MCL-HA

Obrazek 1 Struktura podjednotek [2]

V pfirodé ma nejvétSi zastoupeni poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB). Muze mit
molekulovou hmotnost od 200 do 3 000 kDa, avSak zalezi na podminkach, ve kterych se
bakterie nachazi a také na konkrétni bakterii [2]. Existuji vSak i polymery, jez obsahuji
v jedné molekule kolem 20 000 monomernich jednotek [5].

V bunce se PHA vyskytuje ve formé& granuli. Granule PHA maji vétSinou
v praméru 0,2 - 0,5 ym. Mohou tak byt snadno rozpoznatelné pod mikroskopem. Shluky PHA
také mohou byt obarveny sudanskou ¢erni B. To znaci, Ze maji charakter lipida. Diky tomu
vS8ak mulze dochazet k faleSnym vysledkim, kdy se barvivo mlize navazat i na jiné Casti
bunky. Vedle sudanské €erni bylo sledovano zbarveni i nilskou modfi A, které zplsobuje
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silnou oranzovou fluorescenci. Tato fluorescence méla vinovou délku kolem 460 nm. Kromé
nilské modfi A mize byt pouzit i jeho derivat nilska Cerven. Nilska Cerven je vhodna k detekci
PHA pfimo v koloniich bakterii. ACkoliv tyto metody prokazi, zda se PHA v mikroorganismu
vyskytuje, je zapotiebi vyuzit chemické analyzy k urCeni stavby a struktury PHA. Pro tento
ucCel se pouziva plynova chromatografie (GC) a jaderna magneticka resonance (NMR) [2].

2.1.1. Biosyntéza a metabolismus PHA

Drahy metabolismu PHA jsou cyklické, takZe se jedna o fetézec na sebe navazujicich syntéz
a degradaci. Tyto reakce jsou regulovany jednak mnozstvim pfitomného substratu, ale také
enzymatickou regulaci. Konkrétné u B-ketothioldzy a PHA syntazy se jedna o allosterickou
regulaci. DalSi moznosti regulace je fosforylace PHA syntazy [7].

PHA jsou tvofeny v fetézci nékolika enzymaticky katalyzovanych reakci uvnitf
bakterie. Schopnost syntetizovat PHA byla zjiS§téna u velkého poc¢tu bakterii [8]. Syntéza je
mozna jak u gramnegativnich, tak u grampozitivnich bakterii [3].

Struktura syntetizovaného PHA je zavisla na pouzitém zdroji uhliku. Tyto zdroje
uhliku ndm pak mohou poskytnout monomery, které jsou identické se zdrojem. Pak o nich
mluvime jako o souvisejicich zdrojich (mastné kyseliny). Tvorba PHA ze souvisejicich zdroju
vyuziva rizné mastné kyseliny jako prekurzory pro stavbu polymeru. Prekurzory z mastnych
kyselin jsou ziskavany B-oxidaci. Dochazi k tomu, Ze mastné kyseliny jsou aktivovany
acyl-CoA syntézou a adenosintrifosfatem (ATP). V dalSich krocich, které zahrnuji enzymové
reakce, se produkuje acetyl-CoA. Pocet uhliki v mastné kyseliné je snizen o dva uhliky [1].
Muzeme se vSak setkat i s nesouvisejicimi zdroji (glukéza), které pfi syntéze PHA daji
vzniknout kompletné jinému monomeru, nez by napovidala jejich struktura [3].

Dale je struktura zavisla na metabolické cesté. Existuje vice metabolickych cest
(Obrazek 2), ale nejvice prostudované jsou tfi cesty. Cesta 1 je zaloZzena na pfFitomnosti
koenzymu A z Krebsova cyklu. Jednotlivé monomery 3-hydroxybutyryl-CoA vznikaji
z molekul acetyl-CoA. Jedna se o reakci katalyzovanou dvéma enzymy: [(-ketothiolazou
(PhaA) a acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB) [9]. Vysledkem je, Ze vzniklé monomery jsou
inkorporovany do struktury PHB. Polymerizace je zajiSténa PHA syntazou (PhaC) [10]. Bylo
zjisténo, ze PhaC polymerizuje pouze (R)-izomery 3-hydroxybutyrylu-CoA [11]. Molekuly
acetyl-CoA pouzité v prvni metabolické cesté jsou vytvofeny ze zdroju uhliku, jako jsou
cukry, mastné kyseliny nebo aminokyseliny [12]. Preferovanymi zdroji uhliku v této
metabolické drdze jsou cukry, zejména glukdza [11].

Cesta 2 byla sledovana u bakterii vyuzivajicich mastné kyseliny jako primarni zdroje
uhliku. Produkty druhé cesty jsou mcl-PHA [13]. Na pocatku je Acyl-CoA produkovan diky
acyl-CoA syntaze (FadD). Zdrojem acyl-CoA jsou mastné kyseliny. Acyl-CoA podléha
preméné na enoyl-CoA [1]. Proces je umoznén acyl-CoA dehydrogenazou (FadE). Enoyl
CoA se zméni na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. Tato pfeména je katalyzovana
(R)-3-hydroxacyl-CoA hydratazou (PhaJ) [14]. Dalsim meziproduktem je 3-ketoacyl CoA,
ktery vznika pusobenim enzymu enoyl-CoA hydratazy (FadB) [1]. Poté je 3-ketoacyl-CoA
preménén 3-ketoacyl reduktazou (FabG) na (R)-3-hydroxacyl CoA [15]. Vysledny
(R)-3-hydroxacyl-CoA je poté polymerizovan PHA syntazou(PhaC) do PHA [16].



A nakonec cesta 3 je vyuzivana k tvorbé mcl-PHA z rGznych zdroja uhliku. Témito
zdroji mohou byt cukry, oleje a mastné kyseliny [9, 17]. Nejdfive je vytvofen acetyl-CoA
Z glukézy. Acetyl-CoA je poté pfeménén na malonyl-CoA. To zajiStuje enzym acetyl-CoA
karboxylaza (AccC). Preména malonyl-CoA na malonyl-ACP  vyuziva enzym
malonyl-CoA-ACP  transacylazou (FabD). Nasledné je malonyl-ACP pfeveden
na acetoacyl-ACP acetoacyl-CoA-3-ketoacyl-ACP syntézou (FabH). Nasleduje konverze
acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxacyl-CoA. Tento krok je uskuteCnén diky enzymu
3-hydroxyacyl-ACP-CoA tranferdze (PhaG). Vznikly (R)-3-hydroxacyl-CoA je inkorporovan
do struktury PHA prostfednictvim PHA syntazy (PhaC) [1, 9].

Acetyl CoA Cestal

Cestalll o4 oH Malonyl CoA

0 Cukry, mastné kyseliny,
- /\/H/k%o I ek HOOC/\n/ “CoA v n ySElny
B X HiC™ 8 —— aminokyseliny
ACPSH
Glukéza \ FabD ¢<:COASH l
S
HOOC ~ ACP
Glykolyza Malon | ACP /Ef Acetyvl CoA
y Acetyl CoA T
Pyruvat FabH < Co4H,0 Y CoA
o]

Acetoacetyl ACP 7

PhaA
Sl . Acetoacetyl CoA

H3CF " S AcetyiC 5
d Acetyl ACP HsC “CoA
o /W

0
Acetoacetyl CoA O O
Y Hsc’lk/u\s’COA NADPH+H* —|Phas
PhaG l NADPH:H* NADP*
NADP*
Cestalll (R)-3-hydroxybutyryl CoA on'o HC™ ™ S:CoA
Mastné kyseliny o HzC/K/U\S,CoA 5H O
R0 3-hydroxybutyryl CoA
g
CoASH, ATP
2 p¢FadD
H,0, AMP
. PhaC Phac

o)
Acyl CoA RJ\S’COA

¢ FadE 3-ketoacyl CoA
H,0, NAD’ NADH#H' O O
om0y

FadB
Enoyl CoA \ Fat/ NADPH+H?
OH 0 NADP’ _ PhaC

CoA

(R)- 3 hydroxyacyl CoA

CoA

PHA

Obrazek 2 Metabolické cesty syntézy PHA [9]

U enzymu katalyzujicich tyto reakce je rozhodujici jejich odolnost vac&i vySSim
teplotam. Napfiklad u bakterie Bacillus sp. INTO05 byl pozorovan pokles produkce PHA kvuli
tomu, Ze teplota inaktivovala enzym zodpovédny za tvorbu monomernich jednotek. Existuje
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spojeni mezi PHA a zvySenou teplotou prostfedi vtom smyslu, ze PHA funguje jako
tzv. chaperon a chrani enzymy proti teplotni degradaci [17].

2.1.2. PHA syntéazy

Pfi biosyntéze PHA jsou kliCové enzymy. PHA syntazy maji za ulohu katalyzovat
polymerizaci hydroxyacylovych monomernich jednotek do fetézcli PHA. Existuje vice tfid
téchto enzymda, které byly izolovany z rlznych druhd mikroorganismi. Kazda tfida tak méa
svou vlastni substratovou specifitu. Pokud ma enzym nizkou substratovou specifitu, je pak
schopen inkorporovat velice rozdilné monomerni jednotky [1].

PHA syntadzy se rozdéluji do Ctyfr tfid. Prvni, tfeti a Ctvrta tfida obvykle vykazuji
polymerizaci kratSich fetézcu PHA, zatimco tfida druha polymerizuje stfedné dlouhé fetézce.
Prvni tfida se vyskytuje napfiklad u Cupriavidus necator ajednd se o typ syntazy
pro scl-PHA. Druha tfida se od prvni li§i pfedevSim tim, Ze je schopna zaclefiovat
hydroxyalkanoaty obsahujici 6 - 14 uhlik(, tedy dochazi ke vzniku mcl-PHA [6].

2.2. Funkce PHA v bakteriich

Bakterie primarné akumuluji PHA jako zasobni materidly a zdroje uhliku. Posledni vyzkumy
vSak ukazaly, ze funkce PHA v bakteriich je komplexnéj$i nez jen zasobni. PHA tvofi
az 90 % suSiny bunky [17].

Zpétné ziskavani PHA ze zasobnich materiald je velmi jednoduché, protoze
mikroorganismy maji k dispozici depolymeriza¢ni systémy pro zpétné ziskani uhliku z PHA.
Nékteré mikroorganismy jsou schopné produkovat extracelularni PHA depolymerazy,
které jsou vyluCovany do prostfedi, aby zpracovaly PHA v prostfedi kolem mikroorganismu
[2].

V bakteriich tyto polymery tvofi kompaktni granulovité utvary, které jsou obklopeny
konkrétnimi bilkovinami a lipidy [1, 4]. Jedn& se zejména o PHA syntazu, PHA depolymerazy
a strukturni a regulacéni bilkoviny [17]. Je tak vytvofena komplexni molekula, pro kterou byl
pfijat nazev ,karbonosom* [18].

Bylo sledovano, ze bakterie jsou schopné regulovat a ovliviiovat svou velikost
arozmeéry. Tim reguluji relativni objem PHA nachazejiciho se v burice. Objem PHA tak
nepfesahne 40 % celkového objemu bunky [9, 18].

Mnozstvi PHA také ovliviiuje Sanci bunky prezit stresové situace zplsobené
extrémnimi podminkami. Bakterie, které mély kolem 40 % PHA v su$ing, mély vétsi odolnost
proti fyzikalnim faktor0m jako napfiklad UV zafeni, vysouSeni nebo osmotickému tlaku
[17, 19]. Navic byla u nékolika bakterii objevena i pfima pfeména jinak toxickych latek jako
jsou methanol [20] a styren [21] na PHA [17].

| pfes potvrzeni skuteCnosti, ze PHA maji vliv na odolnost bakterii a jejich rezistenci
vuci extrémnim podminkam, nebyly zcela pochopeny mechanismy, které jsou za to
odpovédné [7].
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2.3. Vlastnosti PHA

Vlastnosti PHA zalezi na monomernich jednotkach pfitomnych v fetézci. PHA mohou byt jak
tvrdé a krystalické, takipruzné [3]. Nékteré vlastnosti PHA jsou podobné vlastnostem
syntetickych polymeru, které jsou pouzivany k vyrobé plastl, jako napfiklad polystyren,
polykarbonat nebo polypropylen. Z toho plyne, ze by jednou PHA mohly alespon ¢aste¢né
nahradit tyto komer¢né vyuzivané polymery. Poly(3-hydroxybutyrat), zkracené P(3HB), se
oproti polypropylenu, se kterym sdili podobnou strukturu, nevznadi na vodni hlading,
ale klesa ke dnu. Na dné se pak mulze degradovat a jeho zbytky tak mohou byt Iépe
zachyceny [5]. Navic nejsou toxické a mohou byt vyrabény z obnovitelnych zdroju [8].

PHA je skupina opticky aktivnich polyester. Monomerni jednotky, ze kterych jsou
slozeny vSechny PHA, jsou v R-konfiguraci, kvili stereospecifité enzym0 vyuzitych pfi jejich
syntéze. S-konfigurace byla zaznamenana pouze ve velmi ojedinélych pfipadech [2].

P(3HB) ma krystalicky charakter a jeho bod tani je 180 °C. Naproti tomu se
u kopolymeru poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu), zkracené P(3HB-co-HV), snizuje
hodnota bodu tani a je méné krystalicky. Bod tani se snizil ze 180 °C na 150 °C [3]. Zatimco
homopolymer P(3HB) ma jen omezené moznosti pouziti, jeho kopolymery jsou daleko Iépe
zpracovatelné a vyuzitelné [2]. DalSim pfikladem je poly(4-hydroxybutyrat), coz je pevny,
avsak tvarny material. Navic jeho sila v tahu je porovnatelna s polyethylenem [3].

2.4. Vyuziti PHA

Vyuziti PHA plyne z potfeby biodegradovatelnych materialt, které by ulehdily nasi planeté.
Prvni produkty vyrobené z PHA se objevily jiz v roce 1990. Jednalo se o lahve na Sampon
vyrobené z Biopolu [3]. Biopol je obchodni nazev pro PHA plasty produkované firmou ICI
(Imperial Chemical Industries). ACkoliv byla jejich vyroba vice nez dvakrat drazsi nez vyroba
jinych plastu, staly se na trhu dulezitymi hlavné kvuli jejich degradovatelnosti [5].

Dal$im dulezitym aspektem vyuziti PHA je cena a dostupnost zdroja uhliku pro
biosyntézu bakteriemi. Ukazalo se, ze pro nékteré bakterie jsou nejvhodnéjSimi zdroji uhliku
rostlinné oleje. Ty samoziejmé obsahuji triacylglyceroly, které v metabolismu buriky
podstupuji B-oxidaci [22]. Rostlinné oleje jsou celosvétové rozSifené a prGmérné 11 miliard
litrd oleje v Americe a1 miliarda litrd v Evropé se ro¢né spotfebuje béhem vafeni nebo
v potravinairském pramyslu [23, 24]. Odpadni oleje mohou byt zpracovany pomoci
technologie Hydal, u které se vyuziva bakterie Cupriavidus nestor [25]. Problém s velkym
mnozstvim odpadnich produktd je i u vyroby syrd a mlé€nych vyrobkd. Béhem ni totiz
dochéazi k produkci velkého mnozstvi syrovatky, kterd je primarné tvorena bilkovinami,
laktézou a kyselinou mléénou. V tomto pfipadé je vétSinou nutné, na rozdil od odpadnich
oleju, substrat podrobit pfedupravé, aby byla lakt6za rozstépena na galakt6zu a glukézu.
Vznikla galakt6za je pfeménéna na glukdzu a nasleduje produkce PHA. V petrochemickém
primyslu vznika jako vedlej$i produkt vyroby biopaliv glycerol. Ten se ukazal jako dalsi
mozny kandidat na to byt pouzity jako zdroj uhliku do PHA [17, 26].

Monomery PHA, které obsahuji misto hydroxylové skupiny navazany zbytek mastné
kyseliny, se nazyvaji (R)-3-hydroxyalkanoaty (RHA). Tyto upravené polymery se vyznacuji
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antibakterialnimi vlastnostmi, kvdli jejich povrchové aktivnhimu chovani a také kvuli chiralnim
centrdm a funkEnim skupinam. To pasuje kopolymery PHA do role vhodnych kandidatu
k vyrobé oball a balicich materiall. Zde vS§ak hraje velkou roli typ jidla, které bude baleno
a také jeho trvanlivost [27].

PHA mohou byt uzite€né zejména jako nosiCové systémy pro rGzna léCiva
nebo jako materialy pro umélé tkané. PHA jsou neSkodné pro lidské zdravi a nijak
nepodkozuji lidské buriky. Diky tomu Z2e se monomery PHA vyskytuji vyhradné
v (R) konfiguraci, se mohou v budoucnu stat prekurzory pro syntézu antibiotik, vitaminud
a jinych IécCiv [28]. Na stranu druhou PHA mohou byt snadno depolymerizovany na jednotlivé
monomerni jednotky [8].

PHA v kombinaci s terpeny (linalool) byly vyuzity pro vyrobu antibakteridlnich
membran. PHA ¢&ast zaruCovala mechanickou odolnost membrany. Vysledkem bylo,
Ze membrany meély antiadhezivni vlastnosti vi¢i Escherichia coli a Staphylococcus aureus
[29]. Castice PHA se daji pouzit také kimobilizovani bakteriofagli a nékterych
mikroorganismu. Jedna se o sférické struktury s velikosti kolem 10 ym. Lze tak dosahnout
Castecné ochrany bunék pfed nevhodnym prostfedim a oxidativnim stresem [30].

Zasadnim pfinosem PHA oproti jinym polymerim je jeho biodegradabilita.
V porovnani s ostatnimi biodegradovatelnymi polymery maji PHA vyhodu v tom, ze mohou
byt odbouravany aerobné i anaerobné. Dale je mozny termicky rozklad a enzymaticka
hydrolyza [3]. Bylo zjisténo, ze PHA s nizSi molekulovou hmotnosti jsou mnohem Iépe
degradovatelné. Dal$im dulezitym faktorem je bod tani. Cim vét§i ma PHA bod tani, tim
méné degradovatelny bude a klesa i degradovatelnost enzymaticka [3]. Degradovatelnost je
ovlivnéna chemickou strukturou, krystalinitou a dalSimi strukturnimi vlastnostmi [3]. V pfirodé
jsou dalSimi faktory vihkost, teplota, pH, mnozstvi bakterii a povrch degradovaného materialu
[8].

S vyrobou se Uzce spojuje také recyklace a opétovné pouziti vyrobenych materiald.
Je nékolik cest pro recyklovani. Prvnim je mechanicka recyklace, ktera zahrnuje
shromazdéni odpadniho materialu na pfislusnych mistech, tfidéni, omyti a rozmélnéni
na stejnorodé castice, aby mohlo dojit k dalSim udpravam [31]. Samoziejmé& ne vSechny
polymery mohou byt zpracovavany touto cestou, jelikoz jsou €asto vystavovany podminkam,
které zpUsobuji degradaci jako napfiklad teplo, svétlo nebo vihkost [32]. DalSi moznosti je
chemicka recyklace. Polymer je degradovan riznymi chemickymi latkami a nasledné jsou
tyto jednotky opét polymerizovany na puvodni material [33]. To je vhodné i pro
biodegradovatelné polymery, avSak tyto procesy jsou ekonomicky narocné. Z toho divodu
se nabizi moznost vyuziti mikroorganismu k rozlozeni téchto bioplastd. Jedna se tak
v podstaté o kompostovani [34].

Pro PHA se nedoporu€uje mechanicka metoda z divodu zhorSeni mechanickych
vlastnosti pfi opakovaném zpracovavani. Dochazi tak napfiklad ke snizeni pevnosti v tahu.
Na stranu druhou se takové materialy daji pouzit jako zmékCovadlo pfi vyrobé kyseliny
polymlécné (PLA) [35, 36]. Polymery PHA jsou velmi ¢asto smési mnoha latek. Tim vzrista
slozitost a cena pripadné likvidace. Pfidanim malého mnozstvi PLA se mlze docilit vétsi
stability PHA pfi recyklaci [37]. Pfi pouziti pyrolyzy je Sance dostat jednotky kyseliny
krotonové. Tyto monomery mohou byt pouzity v dalSi vyrobé [38].
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2.5. Termofilni mikroorganismy

Termofilni mikroorganismy patfi spolu s ostatnimi, jako jsou napfiklad acidofily, alkalofily
nebo piezofily, do skupiny extremofili. Extremofilni organismy jsou takové, které vyzaduiji pro
zivot extrémni podminky. U termofild je to vySSi teplota, u halofild vysok& koncentrace soli
v jejich prostfedi [39]. PFi vyuziti halofilnich mikroorganismud v primyslu muaze byt vysoky
obsah soli i nevyhoda kvuli korozi material(, kterou vysoka salinita mize zpUsobit [40]. Tento
problém odpada pfi vyuziti termofilnich organisma.

Termofily jsou povazovany za idealni zdroj enzymu, které jsou stabilni i pfi vysSich
teplotach. Tato vlastnost je dulezita, protoze enzymy maiji proteinovy charakter a mnoho
enzymu pfi vysSich teplotach ztraci svou aktivitu [41]. V porovnani s halofilnimi a mesofilnimi
bakteriemi je vS§ak biosyntéza PHA termofilli méné prozkoumana [42].

Mezi termofilni organismy se fadi takové, které jsou schopné zit v prostfedi, jehoz
teplota je vy3Si nez 45 °C. Nejenze maji schopnost v téchto podminkach prezit, ale tyto
podminky k Zivotu potfebuji. Diky tomu, Ze jsou odolné i proti extrémnim podminkam, jsou
vhodnymi kandidaty pro syntézu PHA, a ne jen jako zdroj termostabilnich enzym(. Navic je
zde i mensi riziko kontaminace mezofilnimi bakteriemi, které jsou nejCastéjSim zdrojem
kontaminace. Navic se sniZuje i spotfeba vody potfebna pro chladici procesy. ZvySena
teplota pfi kultivaci také zvySuje rozpustnost nékterych substratli, zvySuje homogenitu média
a snizuje jeho viskozitu [43]. VysSi teplota podle Arrhenia zvySuje reakéni rychlost, takze
metabolické procesy probihaji rychleji, avSak nevyhodou je nizsi rozpustnost kysliku v médiu
[44].

PFi klasifikaci termofill je mozné se setkat s mirné odliSnymi hodnotami na zakladé
pouzité literatury. Obecné ovSem byvaji rozdéleni do tfi kategorii podle teploty, v nichz Ziji.
Prvni kategorii jsou stfedni termofily, které maji svou optimalni teplotu mezi 45 a 65 °C. DalSi
jsou extrémni termofily. Ty maji svou optimalni teplotu posunutou na 65 az 79 °C. Posledni
skupinou jsou hypertermofily se svou optimalni teplotou nad 80 °C. Mezi termofily patfi mimo
jiné i archea [28].

Mist s vyskytem termofilnich bakterii je cela fada. Jedna se napfiklad o mista
s vysokou vulkanickou aktivitou, geotermalni prameny nebo hlubokomorské priduchy. To
jsou spiSe ta exoticka mista, ale s prostfedim s vysokou teplotou se mizeme setkat i u nas.
Plno takovych mist vzniklo €innosti Clovéka. To se tyka napfiklad kompostl nebo riiznych
primyslovych zén [39].

Davodem schopnosti termofili prezivat v extrémnich teplotnich podminkach je
vyuzivani a shromazdovani rliznych specialnich latek, slouzicich jako chaperony. Chaperony
jsou molekuly upravujici prostorové uspofadani molekul proteinG. Tahle uUprava vede
k ochrané pfed tepelnou denaturaci bilkovin. DalSi latky, které proSly zménou, jsou
fosfolipidy, které jsou jednou z hlavnich slozek struktury biomembran [39]. U termofild je
odlisné poradi a vyskyt jednotlivych aminokyselin v proteinech nez u mezofild. Bilkoviny
termofill maji ve své struktufe zabudované nabité aminokyseliny jako lysin, arginin
slabych vazebnych interakci jako jsou napfiklad disulfidické vazby, iontové vazby, hydrofobni
interakce nebo vodikové mustky [45].
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2.6. Vyuziti termofilnich organismu

V porovnani s mezofily jsou kultivaéni procesy termofilli vyhodnéj$i z hlediska ziskavani
tepla. Prostfedi termofilnich bakterii nemusi byt vyrazné ochlazovano, &imz se snizi naklady
na jejich kultivaci. Navic je pfi vySSich teplotach vyrazné sniZzeno riziko kontaminace
mezofilnimi organismy. Na stranu druhou zname méné termofill nez mezofili, ktefi jsou
schopni produkovat PHA.

Termofily se vyuzivaji napfiklad k ziskani specifickych enzymd. Tyto enzymy se
vyznaduji zvySenou odolnosti proti vy$§im teplotam. Casto v8ak také byvaji odolné proti
chemické denaturaci €i zvysené salinité. Takové enzymy jsou nazyvany termozymy. Nejvétsi
uplatnéni nachazeji termozymy pfi polymerazové fetézcové reakci (PCR). V tomto pfipadé
jde o DNA polymeradzy [46]. Lakazové enzymy ztermofilni bakterie Geobacillus
thermocatenulatus MS5 jsou velmi odolné v rznych hodnotach pH. Toho je vyuzito pfi
odbouravani barviv, ktera mohou zpusobit znecisténi v pfirodé [47].

Termofilni bacily jsou pouzivany v potravinarstvi jako indikatory nehygienické vyroby
potravin. Bacil Anoxybacillus flavithermus je dulezitym kontaminantem mléénych vyrobkd.
Samotny bacil neni patogenni, nicméné jeho pfitomnost v potravinach je nezadouci.
Produkovanim kyselin a enzym( negativné ovliviuje chut vyrobkd [48]. Dalsi uplatnéni
mohou nalézt napfiklad pfi vyrobé biopaliv. Nékteré kroky vyroby totiz vyzaduji vyssi teploty
a hodnoty pH, které by mezofilni mikroorganismy nepfezily [49].

Vyznamnym odvétvim v tézebnim pramyslu je tzv. biotézba. Jedna se o proces,
v némz jsou mikroorganismy vyuzivany k odstranéni nerozpustnych sulfidd a oxidd. V roce
1992 bylo 10 % médi na svété vyprodukovano pravé touto metodou. V dnedni dobé C&ini
produkce 15 % u médi a 5 % u zlata. Vytézky biotézby jsou zhruba o 30 % vySSi nez pfi
louzeni. | pfesto Ze metoda biotézby je relativné bezpe€na, muze dojit k vyliti roztokd pry¢
z doll. Pfi pouziti termofild je v8ak riziko vyliti menSi a vydaje spojené s ochlazovanim
systému jsou minimaini [50].

2.7. Termofilni producenti PHA
2.7.1. Caldimonas taiwanensis

Caldimonas taiwanensis byla poprvé izolovana z horkého pramenu nachézejiciho se v jizni
¢asti ostrova Taiwan. Je schopna hromadit a syntetizovat PHB ze zdroju obsahujicich
glukézu. Enzymy, které byly odhaleny v této bakterii, dovoluji ziskavat PHB pfimou cestou
ze Skrobu, aniz by bylo zapotfebi jeho pfedupravy [51].

Studie ukazaly, Ze pfi pouziti velkého mnozstvi mastnych kyselin jako zdroje uhliku,
C. taiwanensis nevykazovala rust a neobsahovala ani zadné PHA. Navic bylo zjisténo,
Ze vyssi koncentrace mastnych kyselin v médiu je pro tuto bakterii toxickd a zpusobila
inhibici rastu téchto bakterii [51].

PFi pouZziti smési kyseliny valerové a kyseliny glukonové bylo naméfeno mnoZstvi
3HV ve vznikléem PHA. Valerat byl v procesu syntézy PHA pouZit jako prekurzor PHA,
avSak ne jako zdroj energie pro rust buriky [51].
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2.7.2. Schlegelellathermodepolymerans

Jednd se o termofilni gramnegativni bakterii. Primarné byla bakterie objevena diky
schopnosti degradovat PHA vné bunky. Zejména se jednalo o kopolymery 3-hydroxybutyréatu
a 3-merkaptopropionatu [52, 53]. Tyto kopolymery obsahuji oxo- a thioesterové skupiny,
které byly povazovany za naprosto odolné vici biologické degradaci. Tuto schopnost ma
diky enzymu PHA depolymeraze. Optimalni hodnota bakterie je 50 °C, coz postacuje k tomu,
aby Sance toho, Ze jeji vzorky budou kontaminovany jinymi mikroroganismy, budou
minimalni [43].

Genomy této bakterie uloZzené v bance jsou oznaceny kédy QQAP0O1 a PSNYO01.
Z téchto genomu bylo zjiSténo, ze bakterie ma kompletni operon pro kédovani vhodnych
enzyml pro produkci scl-PHA fetézcl, zejména homopolymer P(3HB). Navic je mozna
i produkce kopolymeru obsahujici 4HB a 3HV [43].

Genom S. thermodepolymerans taktéz obsahuje geny pro metabolismus xylézy.
Nejdfive je xyldéza izomerazou pfevedena na D-xylulbzu a nasledné je tento produkt
izomeracni reakce fosforylovan xylulokinazou. Je tak ziskdna D-xylul6za-5-fosfat. Ten je dale
zpracovavan v pentosofosfatové draze [43].

Bakterie je schopna utilizace rlznych uhlikatych substratll (arabindza, fruktéza,
galaktéza, mandza, glycerol), nicméné nejvysSich vytézk( dosahuje pfi vyuziti xyldzy jako
zdroje uhliku. Navic preferuje xylézu pfed glukézou. Tato vlastnost neni pfilis bézna, protoze
i Burkholderia sacchari DSM 17165, ktera je povazovana za jednoho z nejlepSich producentt
PHA ze zdroju bohatych na xylézu, upfednostiuje glukézu pred xyl6zou [54].
Z ekonomického hlediska jde o dobrou zpravu, jelikoz xyléza je stavebnim prvkem
hemicelulézy a vyskytuje se v mnoha odpadnich lignocelulézovych materidlech. Zaroven je
druhym nejroz8ifenéjSim sacharidem v pfirodé. V8echny tyto informace napovidaji, Ze by se
mélo jednat o vhodnou bakterii v ramci priimyslové vyroby PHA [43].

2.7.3. Chelatococcus daeguensis

V roce 1993 byl Chelatococcus daeguensis popsan jako obligatné aerobni, gramnegativni
bakterie. Patfi do tfidy Alphaproteobacteria [55]. Vedle druhu C. daeguensis je znamo jesté
dalSich pét druhd. Jsou to C. asaccharovorans, C. caeni, C. sambhunathii, C. reniformis
a C. composti. Nejvétsi zajem je v8ak o C. daeguensis, protoZze ma schopnosti zpracovavat
nejriznéjsi zdroje uhliku a aerobné denitrifikovat za vysokych teplot [56].

U kmenu HB-4 byla sledovana biodegradace surové ropy tim, Ze bakterie $tépila
dlouhé uhlikové fetézce, které mély od 23 do 37 uhlikd, na krat$i fetézce, které meély 8 az 22
uhlikl. Spolu se zkracovanim fFetézcu dochazelo i k poklesu viskozity, protoze je tato
bakterie schopna produkce emulgacnich latek [57].
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2.7.4. Aneurinibacillus

Mikroorganismy patfici do rodu Aneurinibacillus jsou grampozitivni, aerobni bakterie. Maji
tvar tyCinek a tvofi endospory. Mnoho ze zastupcu tohoto rodu jsou termotolerantni
a termofilni organismy [58].

Z ropného pole v Cing byla izolovana bakterie Aneurinibacillus thermoaerophilus
XH2. Jedna se o bakterii, ktera byla schopna inkorporovat do fetézce PHA kromé 3HB
i ostatni monomery jako jsou 3-hydroxyvalerat, 3-hydroxyacetat a 3-hydroxy-4-fenylbutyréat
[59].

DalSi zastupce tohoto rodu byl izolovan z kompostu. Jeden z izolatu byl oznaéen jako
Aneurinibacillus sp. H1. Bylo zjiSténo, Zze za pouziti urcitych prekurzoru je bakterie schopna
produkce PHA svysokym obsahem 4-hydroxybutyratu (4HB). Pouzité prekurzory byly
1,4-butandiol a y-butyrolakton. Zasadni bylo, Ze pouze zménou koncentrace prekurzoru bylo
dosazeno ruzného mnozstvi 4HB [60, 61].

2.8. Vyuziti termofilnich bakterii pfi produkci kopolymera na bazi PHA
2.8.1. Kopolymery PHA

Ackoliv je nejprostudovanéjSim zastupcem PHA poly(3-hydroxybutyrat), jeho nevyhody vedly
ke studiu kopolymert, které by tyto nedostatky mohly eliminovat. Kopolymery PHA na rozdil
od homopolymerd neobsahuji pouze jeden druh monomerni jednotky, ale jsou slozeny
zedvou a vice ruznych jednotek. Témito kopolymery mulze byt napfiklad
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (P(3HB-c0-3HV)) nebo
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) (P(3HB-co-3HH)) [62].

2.8.2. Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

Tento kopolymer v sobé kombinuje monomerni  jednotky 3-hydroxybutyratu
a 3-hydroxyvaleratu. Jak bylo Feeno v kapitole 1.3, spojeni téchto jednotek ma vliv
na fyzikalni a chemické vlastnosti této latky. Oproti homopolymerim ma nizsi bod téni, je
slozek. Napfiklad pfi obsahu 3HV ve vice jak 20 mol. % je materidl vhodny pro tvorbu filmu
a vléken [63]. Pfi pouziti v mediciné ma vyhodu oproti polymeru tvofeného pouze 3HB v tom,
Ze rychlost degradace muze byt az 1,4-2krat vysSi [64] .

Studie z roku 2006 se zabyvala snizenim nakladu na vyrobu tohoto polymeru tim,
Ze by se jako zdroje uhliku pro tvorbu PHA mohly pouzivat obnovitelné zdroje pochazejici
z lesnického pramyslu [42].

2.8.3. Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoéat)

P(3HB-co-3HH) se skldda z podjednotek 3HB a 3HH. 3HH je stfedné dlouha monomerni
jednotka odvozena z 3-hydroxyhexanové kyseliny, ktera obsahuje 6 uhliki a ve svém
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postrannim Fetézci ma 3 uhliky. 3HB a 3HH se tedy od sebe velmi liSi. Kopolymer
P(3HB-co-3HH) mlze byt ve dvou typech. Prvni typ je blokovy. Druhy typ je kopolymer, ktery
ma nahodilou formu. Vlastnosti t&échto dvou forem jsou taktéz odlisné [62].

V porovnani s P(3HB-co-3HV) a P(3HB) ma tento kopolymer lepsi tepelnou odolnost.
Jeho charakter vychazi ztoho, Zze kombinuje krystalické vlastnosti 3-hydroxybutyratu
a elastické vlastnosti 3-hydroxyhexanoatu. Mnozstvi 3-hydroxyhexanoatu snizuje krystalicky
charakter a bod tani. PHBH by tak mohlo byt aplikovano tam, kde je zapotfebi elasticky
materidl. MudzZe tak byt zpracovavan rGznymi metodami jako je napfiklad zpénovani,
nejruznéjsi tepelné Upravy, vyroba vidaken nebo 3D tisk. Navzdory témto vyhodam se zatim
P(3HB-co-3HH) moc neujal, zejména kvuli vysoké vyrobni cené [62].

Teplota, pfi které dochazi k degradaci kopolymeru, je silné zavisla na obsahu 3HH.
PFi zvySeni mol. % z 2,5 na 9,5 se teplota, pfi niz dochazi k degradaci materialu, zvySila
z 200 na 230 °C. Na obsahu 3HH jsou taktéz zavislé i mechanické vlastnosti [62].

Odbouravani pomoci mikroorganismli probihd ve dvou krocich. Jedna se
0 enzymatické reakce, kdy je nejdfive pouzita hydrolyza ke Stépeni esterovych vazeb.
To znamena, Ze vznikaji oligomery a ty jsou poté dale Stépeny. Poté pfichazi na fadu
dehydrogenaza, ktera vzniklé monomerni jednotky rozklada na acetoacetat. P(3HB-co-3HH)
muze byt v anaerobnim prostfedi odbourano na methan a oxid uhlicity, zatimco v aerobnim
na vodu a oxid uhlicity [62].

Syntéza P(3HB-co-3HH) je zavisla na mnoha faktorech jako jsou podminky prostfedi,
typ mikroorganismu a zdroje uhliku. Prvni zminka o syntéze PHBH bakterii pochazi z roku
1989. Jednalo se o syntézu pomoci bakterii Rhodospirillum rubrum a zdrojem uhliku byly
butyrat a hexanoat. Vroce 1993 se podafilo izolovat kmen bakterie Aeromonas caviae
z pudy, u které byly zjistény kopolymery 3HB a 3HH vyuzivajici jako zdroj uhliku mastné
kyseliny a tuky [62].

Diky bioinzenyrstvi bylo mozné nahradit PHA syntdzu za P(3HB-co-3HH) syntazu
v bakterii Cupriavidus necator a docilit tak syntézy, ktera by u této bakterie normalné
neprobihala. Jako zdroje uhliku byly pouzity palmovy olej, palmojadrovy olej, frukt6za,
sachardza, olej ze séjovych bobu a rostlinné oleje. Nejvétsi vytézek byl z palmojadrového
oleje. U né&j Cinila hmotnost PHA 61-77 % susiny, z toho 41-62 % tvofily jednotky 3HH [62].

2.8.4. Aplikace kopolymeru

Materialy ur€ené k baleni by mély byt dostate¢né odolné a mély by mit nékteré vlastnosti,
jako jsou zejména dostateéna ochrana proti vzdusné vlhkosti, vhodna propustnost plynd,
nenaro€na vyroba, zadna toxicita nebo jiné negativni vlivy a nizka cena [38]. Kopolymer
P(3HB-co-3HV) produkovany bakterii Halomonas campisalis byl pouzit k baleni pSeni¢né
krupice, mléka a rostlinného oleje [27].

Aplikace v mediciné se odviji od biokompatibility a moznosti bezproblémového
odbouravani v organismu. Pokud chceme né&jakou latku pouzivat v lidském téle, jeho
biokompatibilita je stézejni vlastnosti, ktera by méla byt na prvnim misté. Je ovlivnéna jak
samotnym charakterem latky, coz znamena tvar, molekulova stavba, rozpustnost atd., tak
i prostfedim [65]. Prostfedi je v naSem pfipadé lidské télo. Studie, zabyvajici se zkoumanim
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PHA, ukazaly, Ze nékteré komponenty pfitomné v PHA jsou obsazeny v lidské krvi [66].
Tento fakt nahrava pouziti PHA v medicing, protoze se tim snizuje Sance na negativni
odpovéd imunitniho systému nebo odmitnuti PHA organismem [67]. Je tak mozné
produkovat materialy pro tkarfiové inZenyrstvi, ortopedické nebo kardiovaskularni implantaty,
nosice IéCiv nebo protirakovinné latky [38].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie, pristroje a mikroorganismy
3.1.1. Pouzité mikroorganismy

V praktické Casti bakalarské prace byly pouzity mikroorganismy zakoupené z némecké
sbirky Liebnitz Institut DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, a to
bakterialni kmeny Schlegelella thermodepolymerans DSM 15264 a Schlegelella
thermodepolymerans DSM 153447, Z belgické sbirky byl pouzit kmen Schlegelella
thermodepolymerans  LMG 21645. Posledni  pouzity @ kmen byl  Schlegelella
thermodepolymrans M 15344. Jednd se o znovu lyofilizovanou bakterii z pavodniho
sbirkového kmene DSM 15344.

3.1.2. Pouzité chemikalie

e trypton (HiMedia, India)

e yeast extract (HiMedia, India)

e chlorid sodny (LachNer, Ceska republika)

e glycerol (LachNer, Ceska republika)

¢ xyl6za (HiMedia, India)

e hydroxid sodny (LachNer, Ceska republika)

e isopropylalkohol (Penta, Ceska republika)

e chloroform (VWR Internacional, USA)

e sirova kyselina (LachNer, Ceska republika)

¢ methanol (LachNer, Ceska republika)

e Dbenzoova kyselina (LachNer, Ceska republika)
¢ levulova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

e valerova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

e propanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e n-amylalkohol (LachNer, Ceska republika)

e propionat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e ¢e-kaprolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

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

e y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

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

e hexanova kyselina (P-LAB, Ceska republika)

e oktanova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

e dekanova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)
e chlorid vapenaty dihydrat (LachNer, Ceska republika)
e citrat Zelezito-amonny (Fluka, Ceska republika)
e hydrogenfosfore$nan disodny dodekahydrat (LachNer, Ceska republika)
e chlorid amonny (LachNer, Ceska republika)
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e siran hofegnaty heptahydrat (LachNer, Ceska republika)

3.1.3. Pristrojové vybaveni

o Pfedvazky Kern EW 620-3NM (Boeco, Némecko)

e Analytické vahy (Boeco, Némecko)

¢ Nanofotometr PEARL (Implen, Némecko)

e Centrifuga EBA Hettich (Maneko, Ceska republika)

e Centrifuga EBA 200 (Maneko, Ceska republika)

e Vortex, Mixer Bench V2 Vortex, 230V (BenchramkScientific, Inc., Spojené staty
americkeé)

e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; Kolona: Stabilwax
(RESTEK, Francie)

¢ Magneticka michacka - typ TKO (Kartell, Italie)

¢ Blokovy termostat Stuart SBH 200 D (Cole-Parmer, USA)

e Blokovy termostat Stuart SBH 130 (Cole-Parmer, USA)

e TfepacCka KS 4000 (IKA-WERKE, Némecko)

e Trepacka termostatovana TS-100C (Biosan, LotySsko)

e Inkubéator BD056 (Binder, Ceska republika)

e pH metr (Thermo Scientific, Nizozemi)

e Standardni vybaveni laboratofe

3.2. Kultivace bakterii
3.2.1. Priprava inokulaéniho média

Mikroorganismy byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu. Byly pfipraveny kryozkumavky
v celkovém objemu 1,5 ml. Jako kryoprotektant byl pouzit 10% roztok glycerolu. Tyto
kryozkumavky byly skladované pfi - 80 °C v hlubokomrazicim boxu. Komplexni média byla
pfipravovana do 100 ml Erlenmeyerovych banék. Objem komplexniho média
v Erlenmeyerové bance byl vzdy 50 ml. Komplexni médium bylo médium nutrient broth
(HiMedia). Pfesné slozeni média je uvedeno v tabulce 1. Po sterilizaci byly do téchto médii
oCkované bakterialni kultury z pfipravenych kryozkumavek. Takto pfipravena inokula se
kultivovala na tfepackach pfi teploté 50 °C pfi 160 rpm (Obrazek 3).
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Obrazek 3 Inokula¢ni média

Tabulka 1 SloZeni inokulaéniho média

Latka Koncentrace [g/1]
beef extract 10
pepton 10
NaCl 5

3.2.2. Priprava a slozeni produkéniho média

Produkéni mineralni média byla pfipravovana do 250 ml Erlenmeyerovych banék, které
obsahovaly 100 ml mineralniho média. Slozeni média je popsano v tabulce 2. Nasledné byla
produkéni média vysterilizovana a temperovana na teplotu 50 °C. Ve sterilnim laminarnim
boxu byl do takto pfipravenych vytemperovanych médii pfidan zdroj uhliku (pokud to
urCovala povaha experimentu) a roztok stopovych prvk( TES Il. Jeho slozeni je uvedeno
v tabulce 3. Jako sacharidovy zdroj uhliku byla pouzita vyhradné xyl6za. Do takto
pfipravenych médii byla oCkovana bakterialni inokula. MnoZstvi pfidaného inokula bylo 5 %
z celkového objemu produkéniho média. Nasledné byly tyto naoCkované produkce dany
na temperované tfepacky a nechany zde po dobu 72 hodin pfi 50 °C a 160 rpm (Obrazek 4).
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Obrazek 4 Produkcéni média

Tabulka 2 SloZeni mineralniho média na produkci

Latka Koncentrace [g/]]

NazHPO3 - 12 HzO 9,0
KH.PO,4 15
NH.CI 1,0
MgSQO, - 7 H.0O 0,2
CaCl; - H,0 0,02

Fe('"NH, citrat 0,0012
Yeast extract 0,5

TES Il 1 ml/l

Tabulka 3 SloZeni roztoku stopovych prvki TES Il

Latka Koncentrace [g/l]
EDTA 50
FeCls 13,8
ZnCl, 0,84

CuCl - 2 H,0O 0,13

CoCl - 6 H,0 0,1

MnCl: - 6 H20 0,016
H3BOs 0,1
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3.2.3. Produkce kopolymerti 3HB a mcl-PHA

Pfi kultivaci kopolymert mcl-PHA byly vyuzity tfi prekurzory: kyselina hexanova, kyselina
oktanova a kyselina dekanova. VSechny prekurzory byly pfidany v koncentraci 2 g/l v ¢ase
0 hodin. Navic bylo standardné pfidano 20 g/l xylézy. Produkce byly dany na tfepacku
na 72 hodin pfi 50 °C pfi 160 rpm.

3.2.4. Produkce kopolymerti PHA s obsahem 3HB a 4HB

U této kultivace byly prekurzory pfidavany ve dvou rozdilnych koncentracich. Do jedné sady
byl pfidan pouze prekurzor o koncentraci 8 g/l jako jediny zdroj uhliku. Do druhé sady byly
pfidany 4 g/l prekurzoru a 4 g/l xylézy. Prekurzory a xyl6za byly vzdy pfidany v ¢ase 0 hodin.
Pouzité prekurzory pfi této kultivaci byly: e-kaprolakton, 1,6-hexandiol, y-butyrolakton
a 1,4-butandiol. Produkce byly ponechany na tfepacce po dobu 72 hodin pfi teploté 50 °C
a pfi 160 rpm.

3.2.5. Produkce kopolymerti PHA s obsahem 3HB a 3HV

Cilem kultivace, pfi které byly pfidavany prekurzory v asech 0 a 24 hodin, bylo zjistit
schopnost mikroorganismu produkovat kopolymer P(3HB-co-3HV). Pouzité prekurzory byly:
kyselina valerovda, kyselina levulov4, propanol, n-amylalkohol a propionat sodny. Mnozstvi
pfidaného prekurzoru bylo 2 g/l. Do média byl dale pfidan roztok xylozy, aby jeji vysledna
koncentrace byla 20 g/l. Do médii jsme ockovali 5 ml inokula. Takto pfipravené produkce
byly ponechany 72 hodin na tfepacce pfi teploté 50 °C a pfi 160 rpm.

Daldim postupem bylo vybrat pro kazdou bakterii takové kultivaéni podminky, které
byly zajimavé jednak z hlediska vysledného mnozstvi biomasy a PHA, ale také kvuli obsahu
3HV. Za téchto podminek byla kultivace znovu opakovana a nasledné byl z téchto vzorki
vybran nejslibnéjsi prekurzor. Nasledovala kultivace pfi riznych koncentracich prekurzoru
a xylézy.

Jednalo se o &tyfi kultivace s nezménénou koncentraci xylézy 20 g/l a prekurzory
o koncentracich 2, 4, 6 a 8 g/l. Dale to byly 3 kultivace, pfi kterych se koncentrace xyldzy
meénila v zavislosti na koncentraci prekurzoru: 18 g/l xylézy + 4 g/l prekurzoru, 16 g/l xylézy +
6 g/l prekurzoru, 14 g/l xylézy + 8 g/l prekurzoru.

3.3. Pouzité metody
3.3.1. Stanoveni optické hustoty spektrofotometricky

Po 72 hodinach kultivace byla stanovena intenzita zakalu. Absorbance byla méfena
pfi 600 nm. Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voda. Kazdy vzorek byl proméfen
trikrat. Kvuli malé pfesnosti byly vysledky pouzity jen pro ovéfeni vysledkd z gravimetrického
stanoveni.
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3.3.2. Stanoveni obsahu biomasy gravimetricky

Po uplynuti 72 hodin bylo z paralelnich produkci odebrano 10 ml kultury. Toto mnozstvi bylo
odstfedéno na centrifuze po dobu 5 minut pfi 6000 rpm. Supernatant byl odlit a k biomase
ve zkumavce bylo pfidano 5 ml destilované vody. Smés byla vortexovana a znovu dana
na centrifugu. Odstfedéni znovu probihalo po dobu 5 minut pfi 6000 rpm. Supernatant byl
znovu slit a vzorek biomasy byl susen do konstantni hmotnosti. Po vysu$eni vzorkl byla
biomasa zvazena na analytickych vah&ch. Z naméfené hmotnosti byla vypoctena
koncentrace vyprodukované biomasy.

3.3.3. Priprava vzorkt na GC-FID analyzu PHA

Pomoci plynové chromatografie se kvalitativné a kvantitativné stanovil obsah PHA
v biomase. Do krimpovacich vialek byla na analytickych vahach navazena ususena biomasa
vrozmezi 8 - 11 mg. K biomase ve vialce byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml roztoku
interniho standardu (15% roztok kyseliny sirové v methanolu s kyselinou benzoovou
5 mg/ml). Hermeticky uzaviené vialky byly dany do termobloku po dobu 3 hodin pfi teploté
94°C. Pfi reakci vtermobloku doSlo ke kysele katalyzované hydrolyze
polyhydroxyalkanoatl. Nasledné dochazelo k transesterifikaci monomernich jednotek.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byly vialky otevieny a jejich obsah prelit do Cisté vialky,
kde bylo napipetovano 0,5 ml 0,05 M NaOH. Vialky s touto smési byly nékolikrat peclivé
protfepany, aby se zajistilo spravné ustanoveni fazového rozhrani. Do Ccistych vialek
s isopropylakioholem o objemu 900 pl bylo pfidano 50 pl spodni organické faze. Takto
pripravené vzorky byly pfipravené na analyzu GC-FID.

3.3.4. Sledovani zmén v molekulové hmotnosti PHA pomoci SEC-MALS

Této analyze byly podrobeny pouze vzorky ze sady pro vybér nejlepSiho prekurzoru pro
tvorbu kopolymerd s 3HV a vzorky koncentraéni fady. Z vysuSené biomasy byl izolovan
polymer. K biomase byl pfidan chloroform a celd smés byla ulozena na 12 hodin
do termobloku. Smés byla nasledné prefiltrovana pres filtraéni papir na Petriho misku.
Nasledné se nechal odpafit chloroform a vznikly tak félie (Obrazek 5).

Molekulové hmotnosti polymerd byly meéfeny pomoci gelové permeacni
chromatografie (SEC) s detektorem statického rozptylu svétla (MALS). Do Sroubovacich
vialek byly navazeny 3 mg félie. Nasledné byl vzorek félie zalit 1,5 ml chloroformu. Tato
smés byla ponechana v termostatu pfi teploté 70 °C do UpIného rozpusténi félie. Poté byly
vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu. Roztok byl prefiltrovan pomoci stfikaek
a stfikackovych filtrG. Filtry mély poérovitost 0,45 um. Smés byla prefiltrovana
do droubovacich vialek. Analyza byla provedena ve spolupraci s Ustavem fyzikalni
a spotfebni chemie FCH VUT.
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Obréazek 5 Félie po odpareni chloroformu
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Polymery PHA nabizeji uplatnéni v mnoha odvétvich, nicméné& kazdé uplatnéni potfebuje
specifické vlastnosti materiald, a ty jsou u homopolymert dost limitované. Moznost ovlivnit
tyto vlastnosti pfichazi v podobé& kopolymerd. Ackoliv jsou bakterie rodu
S. thermodepolymerans schopny produkce PHA, bylo nutné zjistit, zda umi inkorporovat
rizné monomerni jednotky do struktury PHA a vyrobit tak kopolymery.

4.1. Optimalizace produkce kopolymeru

Kmeny bakterie S. thermodepolymerans byly testovany na produkci PHA kopolymeru
za vyuziti prekurzor pro monomery 3-hydroxyvaleratu, 4-hydroxybutyratu nebo mcl-PHA.
Pro produkci mcl-PHA byly pouzity prekurzory kyselina hexanovd, kyselina oktanova
a kyselina dekanova. Pro 4HB to byly e-kaprolakton, 1,6-hexandiol, y-butyrolakton
a 1,4-butandiol a pro 3HV byly jako prekurzory pouzity kyselina levulova, kyselina valerova,
propanol, n-amylalkohol a propionat sodny (Obrazek 6). Experimenty mély ukazat, které
kopolymery je bakterie S. thermodepolymerans schopnd syntetizovat. Zaroven byl
pozorovan vliv koncentrace prekurzoru a doby pfidani na produkci kopolymer.

mcl-PHA ———=  Tri prekurzory

Ruzny ¢as pridani prekurzoru

4 bakterialni 3HV s
(0.ha24 h)

kmeny

—=  Pétprekurzori

4HB ——> Ruzné koncentrace prekurzoru ——>  Ctyfi prekurzory
(4ag/la8all)

Obrazek 6 Schéma prace

4.1.1. Screening produkce kopolymert mcl-PHA

PHA se stfedné dlouhym fetézcem obsahuji v monomerni jednotce 6 - 14 uhlikd, jejich
materialové vlastnosti se tedy liSi od scl-PHA. Do sady kultivaci pro produkci kopolymer
mcl-PHA byly pfidavany tfi prekurzory. Jednalo se o mastné kyseliny se sudym pocétem
uhlika, konkrétné kyselina kapronova (hexanova), kyselina kaprylova (oktanova) a kyselina
kaprinova (dekanova) v koncentraci 2 g/l. Cilem bylo dostat kopolymery se stfedné dlouhym
fetézcem a otestovat, zda jsou kmeny bakterie S. thermodepolymerans schopny produkce
mcl-PHA.
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Obrazek 7 Koncentrace biomasy a 3HB pfi produkci kopolymeri mcl-PHA

Tento experiment (Obrazek 7) byl proveden pro vSechny Ctyfi kmeny, nicméné u typového
kmene DSM 153447 nebylo naméfeno Zzadné mnoZstvi biomasy ani PHA pro zadny
prekurzor, protoze vsechny pouzité mcl-PHA prekurzory pusobily inhibi¢né. To ukazuje
na fakt, ze mezi rdznymi kmeny stejné bakterie mohou byt velké rozdily. Celkové se kyselina
dekanova ukazala jako nevhodny prekurzor, protoze pusobila inhibi¢né na vSechny kmeny.
Nejlepsi produkce PHA byla zaznamenana po pfidani kyseliny hexanové pro kmen
DSM 15264. Mnozstvi biomasy bylo 4,11 g/l a PHA tvofilo 55 % hmotnosti suché biomasy.
S. thermodepolymerans neni vhodna pro tvorbu mcl-PHA, protoze prekurzory pro stavbu
téchto polymert patrné funguji inhibicné. Navic nebyla zjiSténa pfitomnost zadného
mcl-PHA.

4.1.2. Screening produkce kopolymerti s obsahem 4HB

Pro zallenéni 4HB do struktury PHA byly zvoleny C&tyfi prekurzory: e-kaprolakton,
1,6-hexandiol, y-butyrolakton, 1,4-butandiol. Vzorky byly rozdéleny do dvou sad, které se
liSily koncentraci pfidaného prekurzoru. Ksadé s menSim mnozstvim prekurzoru bylo
pridano 4 g/l xyl6zy. Koncentrace byly 8 g/l a 4 g/l prekurzoru.
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Obrazek 8 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans DSM 153447

Nejvys$si mnozstvi biomasy a PHA, pro kmen DSM 153447, bylo dosazeno pfi pfidani
1,4-butandiolu v koncentraci 4 g/l (Obrazek 8). Biomasa dosahovala 5,89 g/l a PHA 3,95 gl/l.
Naopak nejhlre dopadl vzorek s prekurzorem 1,4-butandiolem o koncentraci 8 g/l. U tohoto
vzorku nebylo naméfeno zadné mnozstvi biomasy ani PHA. Lze fici, ze vy$Sich vytézkl bylo
dosazeno u kultivaci s pfidanou xylézou. Nejvétsi rozdil je pak vidét u vzorki
s 1,4-butandiolem, kde pfi jedné koncentraci prekurzoru nebyl vytézek zadny a pfi druhé byl
vytézek nejvyssi z celé sady (5,89 g/l), dokonce byl vysSi nez u kontroly.
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Obrazek 9 Obsah 3HB a 4HB pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans DSM 153447
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Nejvice 4HB bylo u vzorku s y-butyrolaktonem a to 7,6 % (Obrazek 9). Bohuzel se zaroven

1,4-butandiolu spolu s xylézou. V tomto pfipadé bylo naméfeno 4,4 % 4HB a bylo tedy
potvrzeno, Zze kmen DSM 153447 je schopny inkorporovat 4HB do polymeru.
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Obréazek 10 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans M 15344

Z vysledk( z obrazku 10 vyplyva, Zze bakterie S. thermodepolymerans M 15344 nebude
vhodnym kandidatem pro tvorbu kopolymer( s 4HB, protoze prekurzory mély negativni vliv
na rust biomasy. Nejvy88i mnozZstvi biomasy ¢ini pouze 2,19 g/l. Toho bylo docileno u vzorku
s y-butyrolaktonem. Zaroven je u vSech vzorku velmi malé mnozstvi PHA. Nejvice PHA bylo
taktéZ u vzorku s y-butyrolaktonem, bylo ho 0,51 g/I.
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Obrazek 11 Obsah 3HB a 4HB pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans M 15344

30



Zajimavé vysledky poskytuje obrazek 11, na kterém je mozné vidét, Ze ackoliv byly vytézky
biomasy a PHA malé, tak obsah 4HB je vysoky. Obsah 4HB u 1,4-butandiolu s koncentraci
prekurzoru 8 g/l byl 95 % (mnoZstvi biomasy bylo 0,8 g/l). Hned druha nejvyssi hodnota 4HB
je u vzorku y-butyrolaktonu ze stejné sady jako pfedesly vzorek. BohuZel se vdak jedna
o vzorky, u kterych je mnozstvi biomasy velmi nizké.
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Obrazek 12 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans DSM 15264

U kmene DSM 15264 je mozné pozorovat, Zze vysSich vytézku bylo dosazeno pfi pfidani 4 g/l
prekurzoru a xylézy, nejvice pak u 1,6-hexandiolu (Obrazek 12). Mnozstvi biomasy bylo
3,38 g/l aPHA 2,04 g/l. Tento trend byl vidét jiz u kmene DSM 153447. Pii pouziti
1,4-butandiolu jako jediného zdroje uhliku nebylo naméfeno Zadné mnozstvi biomasy
ani PHA.
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Obrazek 13 Obsah 3HB a 4HB pro bakterialni kmen pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans
DSM 15264

Nejvice 4HB obsahoval vzorek s e-kaprolaktonem pfi pouziti 8 g/l prekurzoru (Obrazek 13).
U této kultivace vSak bylo jen 0,32 g/l PHA. U zbylych vzork( bylo do 3,6 % 4HB v PHA.
U vzorkl s 1,6-hexandiolem a y-butyrolaktonem pfi koncentraci 8 g/l byl akumulovany
polymer tvofen pouze 3HB.
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Obrézek 14 Koncentrace biomasy a PHA vytvofené bakterii S. thermodepolymerans LMG 21645

U bakterie LMG 21645 z belgické sbirky byl nejzajimavéjsi vysledek pfi pfidani
1,6-hexandiolu spolu s xyl6zou (Obréazek 14). Vytézek dosahl hodnoty 2,92 g/l pro biomasu
a 1,31 g/l pro PHA. Opét je mozné pozorovat vySsi vytéZky u vzorku s pfidanou xylézou.
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V tomto pfipadé je to pravdépodobné zpusobeno velkym mnozstvim prekurzoru, ktery
bakterie neni schopna zpracovavat a potfebuje pfijateln&jsi zdroj uhliku v podobé xyl6zy.
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Obréazek 15 Obsah 3HB a 4HB pro bakterialni kmen pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans
LMG 21645

NejvysSi obsah 4HB byl u 1,4-butandiolu (Obrazek 15), coz je stejny pripad jako u kmene
M 15344. Tam byl obsah 95 %. Zde je obsah nizSi o 10 %. Bohuzel mnozstvi PHA bylo
pouze 0,05 g/l, toto mnozstvi polymeru je velmi nizké a muze dochazet ke zkresleni
vysledku. U vzorku s 1,6-hexandiolem, ktery obsahoval nejvice biomasy ze sady, bylo jenom
0,5 % 4HB. Druhy nejvy$8i obsah byl u vzorku s y-butyrolaktonem, nicméné& mnozZstvi
biomasy je opét velice nizké.

Podobnym znakem v8ech kmenu bakterii byly vétsi vytéZzky u kombinace prekurzoru
s xylézou. Nejvyssi vytézek celé sady byl zaznamenan u typového kmene DSM 153447 pri
kombinaci 1,4-butandiolu a xylézy (5,89 g/l). U kmene M 15344 pfi koncentraci prekurzoru
bylo dosazeno nejvétSiho obsahu 4HB (95,7 %).

4.1.3. Screening produkce kopolymerti s obsahem 3HV

Jednim z dalSich moznych kopolymerd je P(3HB-co-3HV). U tohoto experimentu byla
sledovana schopnost bakterii za¢leriovat prekurzory pro 3HV do struktury PHA. Bylo vybrano
pét prekurzor(. Jejich koncentrace byla vzdy 2 g/l. Kvuli tomu, Ze tyto prekurzory mohou
pusobit inhibi¢né, byly testovany také dva Casy pfidavku daného prekurzoru, a to v ¢ase 0
(pocatku produkéni kultivace) a po 24 hodinach kultivace. Kromé prekurzoru byl také pridan
zdroj uhliku, kterym byla xyl6za v koncentraci 20 g/l.
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Obrazek 16 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans DSM 153447

U typového kmene Schlegelella thermodepolymerans DSM 153447 (Obrazek 16) bylo
dosazeno nejvyssiho narGstu biomasy u kultivaci, kde byl do média pfidan jako prekurzor
propanol a propionat sodny v ¢ase 0. h, avSak vys$Si obsah PHA byl naméfen u vzorku se
stejnymi prekurzory a n-amylalkoholu v ¢ase 24. h, a to i pfesto Ze koncentrace jejich
biomasy byla nizsi. U kyseliny valerové je trend nizkych nebo zadnych vytézka u pFidavku
prekurzoru v €ase 0. h. Kyselina valerova vykazovala vyrazné inhibi¢ni ucinky. V pfipadé,
kdy byla kyselina valerova pfidana do média v po¢atku produkce, byl narist biomasy témér
neznatelny.
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Obrazek 17 Obsah 3HB a 3HV pro bakterialni kmen pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans
DSM 153447
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Nejvys$si obsah 3HV byl v pfipadé kmene S. thermodepolymerans DSM 153447 naméren
u propionatu sodného pfidaného v Case 24. h (Obrazek 17). Koncentrace 3HV v tomto
vzorku byla 1,08 g/l. To je 15,3 % z celkového PHA. Nejméné 3HV bylo naméfeno u vzorkd
s propanolem. Tento prekurzor se ukazal, jako skvély pro tvorbu biomasy a PHA, avSak
koncentrace 3HV pfi pfidani v ¢ase 0. h byla pouze 0,3 %.
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Obrazek 18 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans M 15344
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Z obrazku 18 je patrné, ze vysSich vysledkd u kmene M 15344 doséhly produkce s pfidanim
prekurzoru v ase 24. h, pravdépodobné je to kvali tomu, Ze tyto prekurzory funguji inhibi¢né
a kultura neni schopna se s nimi v po¢atecni fazi vyporadat. Tomuto trendu v8ak neodpovida
produkce s kyselinou levulovou, ktera byla pfidana v ¢ase 0. h. Jedna se o nejvétsi vytézek
celé kultivace, zaroven je mnozstvi PHA vy3Si nez mnozstvi biomasy u ostatnich produkci.
Koncentrace biomasy byla 4,7 g/l a PHA 3,52 g/l. NejmenSi vytéZky byly zaznamenany
u kyseliny valerové pfidané v ¢ase 0. h.
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Obrazek 19 Obsah 3HB a 3HV pro bakterialni kmen pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans
M 15344

Kromé tfi pfipadu se obsah 3HV v polymeru pohyboval v rozmezi 15-18 % (Obrazek 19).
Ve dvou pfipadech byl obsah 3HV zanedbatelny a to u prekurzort propanolu a propionatu
sodného, které byly pfidany v ¢ase 0. h. Zajimavy je vSak obsah 3HV u vzorku s kyselinou
valerovou pfidanou v ¢ase Oh. Obsah 3HV zde dosahuje 81,1 %, nicméné mnozstvi PHA
bylo pouze 0,04 g/l. Vzhledem k malému mnozstvi mohlo dojit ke zkresleni tohoto vysledku.
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Obrazek 20 Koncentrace biomasy a PHA vytvorené bakterii S. thermodepolymerans DSM 15264

U bakterialniho kmene Schlegelella thermodepolymerans DSM 15264 bylo zjisténo,
Ze nejvétsiho mnozstvi biomasy a PHA je dosaZeno pfi pouziti propanolu jako prekurzoru
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v Case 0. h (Obrazek 20). Koncentrace biomasy dosahla 6,88 g/l. Z toho bylo 76,4 % PHA.
U kyseliny valerové pfidané v ¢ase 0. h bylo naméfeno mizivé mnozstvi biomasy. Nejvice
obsahu PHA (86,6 %) vzhledem k biomase bylo naméfeno u vzorkd s propanolem, ktery byl

pfidan v Case 24. h.
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Obrazek 21 Obsah 3HB a 3HV pro bakterialni kmen pro bakterialni kmen S. thermodepolymerans
DSM 15264

n-amylalkohol

propionat sodny

kys. levulova
kys. valerova
propanol

3HV[%] ®M3HB[%] 24.h

n-amylalkohol

propionat sodny

kontrola

Jak vyplyva z obrazku 21, nejvice 3HV bylo akumulovano pfi pouziti n-amylalkoholu v ¢ase
0. h. PHA v tomto pfipadé bylo tvofeno 3HV z 10,1 %. U ostatnich vzorkl obsah 3HV tvofil
0,3-7,6 % PHA. | pfesto Ze bylo nejvice PHA naméfeno u vzorkl s propanolem, pro dalSi
méfeni byly vybrany kultivace s kyselinou levulovou, protoZe poskytovaly nejlepsi pomér
mnozstvi PHA a mnozstvi 3HV.
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Obrazek 22 Koncentrace biomasy a PHA vytvofené bakterii S. thermodepolymerans LMG 21645

U kmene LMG 21645 pochazejiciho z belgické sbirky bylo znovu docileno nejvétSiho
vytéZku biomasy a PHA u vzorku propanolu pfidaného v ¢ase 0. h (Obrazek 22). Naméfena
koncentrace biomasy c¢inila 4,71 g/l. V pfipadé PHA to bylo 2,97 g/l. U kyseliny valerové je
mozné vidét dalSi potvrzeni jeji vyrazné inhibi¢ni aktivity.
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Obrazek 23 Obsah 3HB a 3HV pro bakterialni kmen pro bakteridlni kmen S. thermodepolymerans
LMG 21645

NejvysSi obsah 3HV pro kmen LMG 21645 byl naméfen s propionatem sodnym pfidanym
v Case 24. h, a to 16,1 % (Obrazek 23). Druhy nejvétsi obsah byl u n-amylalkoholu v ¢ase
0. h. Obsah 3HV u ostatnich testovanych prekurzord byl az 10,8 %. U vzorku s propanolem
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pfidaného na zacCatku kultivace bylo naméfeno velmi malé mnozstvi 3HV a u vzorku
s pfidanim v ¢ase 24. h nebylo naméfeno zadné mnozstvi 3HV.

4.1.4. Screening produkce kopolymert s vybranymi prekurzory

S. thermodepolymerans se nejlépe osvédcila pravé pfi produkci kopolymer( obsahujici 3HV.
Proto i nasledujici experimenty byly zaméfeny pravé na tvorbu téchto kopolymerud. Cilem
kultivace, jejiz data jsou uvedena na obrazku 24, bylo vybrat nejlepSi kombinaci prekurzoru
a Casu pfidani pro nejvétsSi vytézek a zaroven co nejvysSi obsah 3HV. Prekurzory byly
vybrany na zakladé predeslého screeningu.
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Obrazek 24 Koncentrace biomasy a PHA pro vybrané prekurzory (20 g/l xyl6zy + 2 g/l prekurzoru)

Vysledky screeningl naznacily, Ze nejvhodnéjSi bude pokracovat v kultivacich zamérenych
na produkci kopolymeru s 3HV, proto byly pro kazdou bakterii vybrany dvé kombinace
s vyjimkou typového kmene, u kterého byly vybrany kombinace tfi. Data z obrazku 24
naznacuji, Zze nejvyssi obsah biomasy a PHA byl u kmene DSM 15264 s prekurzorem
kyselinou levulovou pfidanou v ¢ase 0. h. Jednalo se o 5,44 g/l biomasy a 3,50 g/l PHA. Tato
kombinace byla nakonec také vybrana jako vhodnd pro kultivaci s koncentracni fadou.
Nejméné biomasy bylo naméfeno u bakterie M 15344 s kyselinou levulovou v ¢ase 24. h.
VeétSi vytézek je u kyseliny levulové vzdy pfi pfidani v ¢ase 0. h. V grafu je vidét, Ze jednotlivé
bakterie upfednostiuji rizné prekurzory pro tvorbu PHA.
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Obrazek 25 Pomér obsahu 3HB a 3HV pro vybrané prekurzory
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Ackoliv byla pro dal3i experimenty vybrana zminéna kultivace bakterie DSM 15264, nejvyssi
obsah 3HV byl zaznamenan u bakterie LMG 21645 s propionatem sodnym pfidanym v Case
24. H (Obrazek 25). Obsah 3HV v polymeru byl 17,3 %. To je sice 0 9,4 % vice 3HV nez
u vybrané produkce, celkové mnozstvi biomasy a PHA vzorku s propionatem sodnym vSak

bylo malé. Biomasy bylo pouze 2,84 g/l a PHA 1,56 g/I.

Polymery vzniklé béhem této kultivace a nasledujici kultivace koncentraéni fady byly
podrobeny analyze SEC-MALS. Tato analyza poskytuje vysledky, které vypovidaji o vlivu
prekurzoru na molekulovou hmotnost polymeru. Tato analyzy poskytla hodnoty pro
molekulovou hmotnost a index polydisperzity B. Tento index vyjadfuje distribuci velikosti
¢astic. Lze takeé Fict, Ze ur€uje miru uniformity velikosti fetézcu polymeru. Jestlize je polymer
idealné uniformni, je hodnota indexu rovna 1. Charakterizace pro vybrané kopolymery, které
dosahly nejlepSich vysledkd, jsou znazornény v tabulce 4.
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Tabulka 4 Prehled molekulovych hmotnosti a polydisperzity pro vybrané prekurzory

_ Cas Mnozstvi Zastoupenf Polydisperzita
Bakterie Prekurzor Mw [kDa]
pridani PHA [g/l] 3HV [%] [-]
0.h 2,62 +£0,10 8,82 £ 0,02 500,19 £ 9,07 1,19
DSMT propionat sodny
15344 24. h 2,07 +0,38 13,09+ 1,77 | 430,61 + 18,21 1,27
n-amylalkohol 24. h 0,87 + 0,02 3,16 + 0,36 232,44 + 6,16 2,65
n-amylalkohol 0.h 2,04 £ 0,02 16,49 + 2,60 222,15 +£6,71 1,57
LMG 21645 _
propionat sodny 24.h 1,56 £ 0,07 17,29 £ 1,50 405,35+1,32 1,31
0.h 3,50+0,41 7,87+0,38 | 355,84 £13,54 1,26
DSM 15264 | kyselina levulova
24. h 0,84 + 0,07 498+0,82 | 414,80+ 14,12 1,48
0.h 2,86 £ 0,15 12,29 £ 0,24 | 503,07 £ 10,07 1,24
M 15344 kyselina levulova
24.h 0,53 £ 0,05 0 482,81 + 4,23 1,26

DSMT 15344 pfi pridani propionaty sodného v ¢ase 0. h. Polydisperzita tohoto vzorku byla
1,19. Zaroveh se jedna o vzorek s druhou nejvétsi hodnotou molekulové hmotnosti. My je
500,19 kDa. Naopak nejvétsi hodnota polydisperzity byla zaznamenana u vzorku stejného
kmene s n-amylalkoholem pfidanym po 24. h. Polydisperzita byla 2,65. Pouziti n-amylalkohlu
jako prekurzor vede ke kratSim fetézcim polymeru. Pfitomnost alkoholU totiz zpUsobuje
CastéjSi ukondeni elongace polymernich fetézcli PHA syntazou [43]. U vzorkd se stejnym
kmenem a prekurzorem, liicim se pouze v dobé pfidavku, byly aZz na vyjimku naméfeny
vétsi hodnoty pro obé molekulové hmotnosti v ase 0. h.

4.1.5. Screening produkce kopolymertl koncentraéni rady

Na zakladé predeslych kultivaci byl vybran bakteridlni kmen DSM 15264 jako slibny
producent P(3HB-co-3HV). Za kultivaéni podminky byl zvolen pfidavek kyseliny levulové jako
prekurzoru v Case 0, hned na pocCatku produkéni faze. Kultivace byla rozdélena na dvé &asti.
V prvni Casti se ménilo pouze mnozstvi prekurzoru a mnozstvi xylozy zlstalo stejné tudiz
20 g/l. Vdruhé c&asti se meénila spolu s koncentraci prekurzoru i koncentrace xylozy
(Obrazek 26). Paralelné byly provedeny dvé kontrolni kultivace s koncentraci xylézy 20 g/l
a 22 gll.
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Obrazek 26 Schéma koncentraci xylozy a kyseliny levulové u kultivace koncentracni rady
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Obréazek 27 Koncentrace biomasy a PHA pro vybrany prekurzor (koncentracni rada kyseliny levulové
v ¢ase 0. h u kmene DSM 15264)

Vybrané koncentrace mély ukazat, jaky pomér prekurzoru a xyl6ézy je vhodny pro produkci
kopolymert. Obrazek 27 ukazuje, ze svyS$Si koncentraci prekurzoru klesd& mnozstvi
biomasy. Pravdépodobné bakterie potfebuje vhodnéjsi zdroj uhliku ve formé xyl6zy. Nejvyssi
mnozstvi biomasy bylo u vzorkU, kde byl pfidan prekurzor v koncentraci 4 g/l. Paralelné byly
provedeny kultivace pouze s xyl6zou v koncentraci 20 g/l a 22 g/l, kde vetSi mnozstvi bylo
namérfeno u kultivace s 20 g/l. Tyto kultivace fungovaly jako kontroly rdstu.
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Obrazek 28 Pomér obsahu 3HB a 3HV pro vybrany prekurzor (koncentracni rada kyseliny levulové

v ¢ase 0. h u kmene DSM 15264)

Bylo zjisténo, ze mnozstvi 3HV roste s mnozstvim pfidaného prekurzoru (Obrazek 28).
Do kontrolnich produkci byla pfidana pouze xyléza, takze v tomto grafu nejsou tyto kontroly
znazornény. U kontrol se vyskytuje pouze 3HB. Nejvice 3HV je tak u vzorkd s 8 g/l
prekurzoru. Bylo dosazeno az 51,9 % mnozstvi 3HV zastoupeného v PHA ve vzorku 14+8.
Druhy nejvyssi obsah 3HV byl u kultivace se stejnym mnozstvim prekurzoru s pfidavkem
20 g/l xylézy a to 50,3 %. Jak je vidét, oba tyto vysledky jsou pfes 50 %. S rostouci
koncentraci prekurzoru roste zastoupeni 3HV v polymeru. Je tak mozné upravovat slozeni
kopolymeru mnozstvim prekurzoru. Rozdily ve slozeni polymeru mezi obéma zpUsoby
kultivaci jsou pomérné malé, takZze by se do budoucna mohlo uvazovat o té, u které vyjdou

zdroje uhliku cenové prijatelngji.

Tabulka 5 Prehled molekulovych hmotnosti a polydisperzity pro koncentracni fadu (koncentracni fada

kyseliny levulové v ¢ase 0. h u kmene DSM 15264)

Koncentrace . .
Koncentrace Mnozstvi PHA Zastoupeni Polydisperzita
) prekurzoru Mw [kDa]
xylézy [g/1] [a/ 3HV [%] [-]
[9/1]
2 3,45+0,33 8,22 +0,94 559,94 + 8,30 1,16
20 4 3,55+0,36 21,44 £ 1,57 459,22 + 4,54 1,27
6 3,03+0,36 41,41 +1,67 485,87 + 2,94 1,25
8 1,30+0,12 50,32 £ 2,86 393,01 + 2,07 1,24
18 4 3,57 +£0,36 24,50 £ 0,48 493,35 + 13,03 1,23
16 6 2,42 + 0,50 43,98 + 0,62 426,85+ 0,74 1,33
14 8 1,58 £ 0,32 51,96 £5,34 517,95 + 13,30 1,22

43




Jak vyplyva z tabulky 5, zadny ze vzorkli neobsahoval polymer s molekulovou hmotnosti
V tomto pfipadé byla naméfena i nejvétsi molekulova hmotnost 559,94 kDa. Zaroven byl
vS8ak obsah 3HV v polymeru pouze 8,2 %, coz je nejméné z fady s 20 g/l xyl6zy. Naopak pfi
pfidani 14 g/l xylézy + 8 g/l prekurzoru doslo k vytvofeni polymerd s vekou molekulovou
hmotnosti, ktera dosahovala pfes 500 kDa, a zastoupeni 3HV v polymeru bylo témér 52 %.
3HV v fetézci. Nejkratsi fetézce byly pozorovany u kombinace 20 g/l xylézy a 8 g/l
prekurzoru. Molekulova hmotnost byla 393,01 kDa, i pfesto, Ze zastoupeni 3HV bylo
podobné s kultivaci 14+8.
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5. ZAVER

Polyhydroxyalkanoaty jsou v posledni dobé tématem Fady diskusi, zejména diky jejich
biodegradovatelnosti a biokompatibilité. Tato schopnost jim umozriuje aplikaci v mediciné
a v dalSich odvétvich, kde je tato vlastnost vyzadovana. Do struktury PHA Ize zakomponovat
vice druh monomernich jednotek. Zménou poméru jednotlivych monomertd dochazi
ke zlepSeni vlastnosti, ¢imz dostdvame mnoho moznosti, jak se bude polymer chovat.
Zajimavymi kandidaty na produkci téchto materiald predstavuji termofilni mikroorganismy,
u kterych tyto schopnosti nebyly jesté zcela prozkoumany. Prosperuji v podminkach
nepfijatelnych pro ostatni mikroorganismy. Snizuje se tim pravdépodobnost kontaminace,
nejcastéji mezofilnimi mikroorganismy. Proto byla tato prace zamérena na termofilni bakterii
Schlegelella thermodepolymerans. Cilem bylo najit vhodny prekurzor pro tvorbu kopolymeru.

Bylo provedeno nékolik kultivaci na zjisténi schopnosti inkorporovat do struktury PHA
rizné prekurzory a dostat tak zajimavé materialy. Kultivace byly provedeny pro v§echny Ctyfi
bakteridlni kmeny. Jednalo se o kmeny S.thermodepolymerans DSM 15264,
S. thermodepolymerans 153447, S. thermodepolymerans LMG 21645
a S. thermodepolymerans M 15344. Jako sacharidovy zdroj uhliku byla vzdy pouzita xyléza,
protoZe pfedeslé studie ukazaly, Ze S. thermodepolymerans nejlépe roste pravé na tomto
sacharidu.

Prvni sada produkci byla zaméfena na produkci kopolymerl mcl-PHA. Tam byly
vybrany pouze tfi prekurzory: kyselina hexanovd, kyselina oktanova a kyselina dekanova.
Bylo pfidano 2 g/l prekurzoru a 20 g/l xylézy. Vytézky jednotlivych produkci byly malé nebo
Zadné. Navic nebyla u zadného vzorku naméfena pfitomnost kopolymeru, protoze veskeré
PHA bylo tvofené pouze monomerem 3HB. U typového kmene nedoS$lo ani k naméfeni
biomasy natoz tvorbé dostatecné velkého mnozstvi PHA. Jediny vzorek s uspokojivym
mnozstvim byl u kmene DSM 15264 s kyselinou hexanovou. U tohoto vzorku bylo 4,11 g/l
biomasy a PHA tvofilo 55 % suché hmotnosti bunék. Prekurzory pro produkci mcl-PHA
fungovaly inhibi¢né.

Produkce kopolymert s 4HB byla testovana se &tyfmi prekurzory: e-kaprolakton,
1,6-hexandiol, y-butyrolakton a 1,4-butandiol. Substraty byly pfidavany v rozdilné
koncentraci, kdy byl prekurzor jako jediny zdroj uhliku v koncentraci 8 g/l nebo byl prekurzor
pfidan spolu s xyl6zou v koncentraci 4 + 4 g/l. U experimentu zaméfeného na 4HB
dochézelo k vétsi produkci pfi pouziti 4 g/l prekurzoru spolu s xylézou. NejvySSi vytézek celé
sady byl u vzorku s 1,4-butandiolem v koncentraci 4 g/l pro kmen DSM 15344". Jednalo se
0 5,89 g/l biomasy coz bylo o 0,8 g/l vice nez u kontroly provedené spolu s produkci.
Monomer 4HB tvofil 4 % v polymeru. Jako nevhodny se ukazal kmen M 15344. MnozZstvi
biomasy aPHA bylo malé vobou typech kultivacii Kmeny S. therodepolymerans
inkorporovaly malé mnozstvi 4HB do polymeru, ale nejsou vhodnym kandidatem pro
biotechnologickou produkci tohoto kopolymeru.

U kultivaci pro produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV) bylo pfidano pét prekurzoru:
kyselina levulova, kyselina valerova, propanol, n-amylalkohol a propionat sodny. U tohoto
experimentu byly dvé sady vzorku, do kazdé se pfidalo 2 g/l prekurzoru a 20 g/l xyl6zy.
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Screening pro produkci kopolymeri s 3HV ukazal nékolik vhodnych kombinaci
prekurzoru a €asu pfidani. Prekurzor se pfidal v ase 0. h od zahajeni kultivace a v druhém
pfipadé Slo o pfidani po 24. h. S témito kombinacemi byla provedena dalSi kultivace pro
potvrzeni vysledkd. Ztéchto moznosti byla vybrana kombinace s kyselinou levulovou
pfidanou v Case 0. h. Jednalo se o bakterii Schlegelella thermodepolymerans DSM 15264.
Nasledna uprava koncentrace pfinesla zajimavé vysledky v podobé vysokého mnozstvi
biomasy a PHA. Bylo Zzjisténo, Ze s pfibyvajicim mnozZstvim prekurzoru klesa mnozZstvi
biomasy a PHA, zaroven vsak roste mnozstvi 3HV v kopolymeru. Obsah 3HV u nékterych
vzorku byl dokonce vysSi nez 50 % celkového PHA. Tyto hodnoty byly naméreny u vzorku
s prekurzorem v koncentraci 8 g/l. V nékolika pfipadech byla pozorovana inhibié¢ni schopnost
na rast a produkci kultury. Napfiklad pfi pfidani kyseliny valerové €asto nebylo naméfeno
zadné nebo velmi malé mnozstvi biomasy a PHA.

Analyza zaméfend na charakterizaci vzniklych materiald byla provedena pomoci
SEC-MALS. Méfenymi veli¢inami byly molekulova hmotnost a polydisperzita. Méfeni bylo
provedeno jak pro vybrané prekurzory, tak pro koncentra¢ni fadu. Pfi pouziti n-amylalkohlu
byly fetézce nejkratSi. To potvrzuje, Zze pouziti alkoholovych prekurzorli vede k tvorbé
kratSich polymert. Vysledky pro koncentracni Fadu ukazaly, zZe materidly mély
od 300 do 500 kDa. Polydisperzita nepfekrodila hodnotu 1,3.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA

scl-PHA
mcl-PHA
Icl-PHA

PHB

P(3HB)

P(3HV)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-3HH)
3HB

3HV

CoA

ACP

ATP

SEC

MALS

GC

NMR

PhaA

PhaB

PhaC

FadD

FadE

Polyhydroxyalkanoéaty

Polyhydroxyalkanoaty s kratkymi postrannimi fetézci
Polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhymi postrannimi fetézci
Polyhydroxyalkanoaty s dlouhymi postrannimi fetézci
Polyhydroxybutyrat

Poly-3-hydroxybutyrat

Poly-3-hydroxyvalerat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrét
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoéat
3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

Koenzym A

Acyl pfenasejici protein

Adenosintrifosfat

Gelova permeacni chromatografie

Detektor statického rozptylu svétla ve vice uhlech
Gelova chromatografie

Jaderna magneticka rezonance

B-ketothiolaza

Acetoacetyl-CoA reduktaza

PHA syntaza

Acyl-CoA syntaza

Acyl-CoA dehydrogenaza
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