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ABSTRAKT

PredloZzend dizertmi prace se zabyva studiem biosyntézy polyhydrdeayadati, jakozto
mikrobialniho produktu s potencidlem nahradit&mmé konveini plasty vyrabné z ropy.
Dizertani prace je vypracovana ve fatrdiskutovaného souboru jiz usegnénych publikaci,
které jsou pak sausti prace ve fortpriloh. Prace navazuje na pdmeé rozsahlé znalosti
v oblasti produkce polyhydroxyalkanéaea @inaSi nové skutaosti a mozné strategie.
V ramci prace byly testovany roahié moznosti analyzy polyhydroxyalkanbapomoci
modernich metod, kteréripasSi gedevsim rychlost, kteraime byt kltova @i ,real-time*
evaluaci produéniho biotechnologického procesu. Ramanova speldpmskse ukazala jako
velice perspektivni technika pro rychlou kvantiftkdHA. Dale se prace zabyva valorizaci
odpad: potravindského a zewuélského mivodu. Diraz je kladen fedevSim na metody
detoxifikace hydrolyzdi lignocelulézy. V tomto kontextu byla poprvé vywitdsorpce
inhibitord na lignin jako alternativa k dalSim detoxiftcam technikam. Vybrané prodéki
kmeny Burkholederia cepaciaa B. sacchari byly diky detoxifikaci schopné utilizovat
hydrolyzat ntkkého deva pro produkci PHA. V dalgasti prace byla testovana také moznost
vyuziti kueciho pé& jako komplexniho zdroje dusiku. V ramci praceobyaké vyuzito
evolwni inZenyrstvi jako mozna strategie pro eliminadiibicniho Einku kyseliny levulové
— mikrobiélniho inhibitoru, ktery vznik& tp hydrolyze lignocelulézovych material
Adaptanimi experimenty byly z jvodniho divokého kmen€. necatorvyvinuty kmeny
projevujici se vySsi odolnosti ke kysélievulové a schopné akumulovat kopolymer s vy$Sim
zastoupenim 3HV. DalSim slibnymiigtupem testovanym v ramci prace bylo vyuZiti
extrémofilniho mikrobialniho kmene, coz vede kezeni naklad na biotechnologickou
produkci. Vybrané druhy rodwHalomonas prokazaly vysoky potencial jako halofilni
producenti PHA. Zarecna cast prace seémovala vyliru produkniho kmene s ohledem na
vlastnosti vysledného PHA. Kme@upriavidus malaysiensisyl vybran za telem produkce
terpolymeru P(3HB:0-3HV-co-4HB) u kterého byly odhaleny z&@ rozdily v
materidlovych vlastnostech oproti P3HB.

Kli ¢ova slova:
Polyhydroxyalkanoaty, biopolymer, lignocelulézalorzace odpadu, evotai inZenyrstvi,
extrémofilni mikroorganismy, Ramanova spektroskopie
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1  TEORETICKA CAST

1.1  Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biopolymery nelmdlymery girodniho givodu. Jedna
se 0 mikrobialni polyestery syntetizované a akuwah@ ve formy intracelularnich granuli
fadou mikroorganisinz domén bakterie a archea. VSeokigesou povaZzované za alternativu
k petrochemickym syntetickym plash. V porovnani s polypropylenem, ktery ma podobné
fyzikalni a mechanické vlastnosti, jsou PHA biokatipilni, biodegradovatelné a je mozné
k jejich produkci vyuZitadu obnovitelnych zdroji odpadnich material(Flickinger a Drew,
1999).

1.1.1 FyzikaIné-chemické vlastnosti

Z chemického hlediska jsou PHA linearni polyesteygiroxyalkanovych kyselin. Esterova
vazba vzajemaispojuje jednotlivé hydroxyalkanové kyseliny ayeiena kondenzai reakci
mezi hydroxylovou skupinou a karboxylovou skupineausedniho monomeru. V této
skupire polymefi Ize kombinovat vice nez 15@anych monomer a vysledné materialy maji
vyrazre odliSné vlastnosti. |igsto jsou dkteré vlastnosti spoteé, a to Zze se jedna se o
elastomerni a termoplastické polymery, nerozpusteé vod a maji vysoky stupe
polymerizace. Ve vSech PHA, které byly dosud char@ovany, je atom uhliku
substituovany hydroxyskupinou R-konfigurace viusleédku stereospecifity PHA
biosyntetickych enzyfh(Muhammadi a kol., 2015).

NejprostudovagSim a zérovié i prvnim objevenym polyesterem ze skupiny
polyhydroxyalkanodi je poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB). UZ v roce 1926rhoigne izoloval
a charakterizoval P3HB z bakterialniho km&wazillus megateriumP3HB je homopolymer
se vSemi chiralnimi atomy uhliku v R-konfiguraci,jeaproto vysoce krystalicky. Vysoka
krystalinita (typicky 55-80 %¢ini P3HB pongrné tuhé a kehké. Teplota skelnéhdqrhodu
(Tg) P3HB lezi mezi 5 a 9 °C a teplota tani (Tm)nsehazi mezi 173 a 180 °C. Polymer
P3HB se rozkladafblizn¢ pii teplog€ 200 °C, coZ je powmmné blizko jeho teplat tani.
Mechanické vlastnosti, jako je Youig modul (3,5 GPa) a pevnost v tahu (43 MPa)
materidlu P3HB, se blizi hodnotam izotaktickéhoypmpylenu (PP). Hodnoty pammého
prodlouzeni fi pietrzeni P3HB jsou 80krat nizSi nez dosazené hggaypropylenu. Proto
je P3HB ve srovnani s PP daleko tuzstehi material (Flickinger a Drew, 1999).

Jak jiz bylo zmigno, mechanické vlastnosti jednotlivych PHA jsounvelkzavislé od
piitomnych monomernich jednotek. Proto mozni@s§enim fi snaze zlepSit mechanické
vlastnosti P3HB je inkorporace vhodnych monomerniiinotek do jeho struktury.fiP
zabudovani ndfklad 3-hydroxyvaleratovych jednotek do polymerus@lineme vyrazné
zmeny ve flexibilitt materidlu. Vysledkem je sniZzeni Youngova moduld po7 a sniZeni
pevnosti v tahu pod 30 MPa. Teplota tani je v 2éstsna obsahu 3-hydroxyvaleratu snizena
az na 130 °C, coz vyragZrusnaduje tepelné zpracovani, jako je roztaveni polymeea
tepelné degradace materialu. Vyrazee nEni i moznosti elongace, které se zvySuji se
zvySovanim frakce PHV (Sudesh a kol., 2000).



1.2  Biosyntéza PHA

Biosyntéza PHA je z biochemického hlediska velnugtudovanou metabolickou drahou
(Sudesh a kol., 2000). Bakterialni km€unpriavidus necatoH16 (v minulosti znamy pod
mnoha nazvy jakdlcaligenes eutrophydRalstonia eutrophaHydrogenomonas eutropha
nebo Wautersia eutrophaje povaZzovany za modelovy organismus pro metaimis
scl-PHA. C. necatorH16 tvai P3HB ftistupiovou enzymaticky katalyzovanou reakci, ktera
vychazi z acetyl-CoA. D¥molekuly acetyl-CoA se kondenzuji na acetoacetyh@omoci
3-ketothioldzy (PhaA). Produkt nasledpodléha redukci NADPH-dependentni reduktazou
(PhaB), ktera produkuje (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. a&recnym krokem je pak
polymerizace (R)-3-hydroxybutyryl-CoA mononieza vzniku P3HB granuli zafipomnosti
enzymu PHA syntazy (PhaC) (Volova, 2004).

Zdroj uhliku zasadh urtuje, ktery typ PHA bude dany bakteridlni kmen piaalat.

C. necator (a fada dalSich bakterialnich kmgndokaze p pouziti snésného substratu
fruktozy a kyseliny propionové syntetizovat kopolm 3-hydroxybutyratu a
3-hydroxyvaleratu. Stejného efektu lze docilitridavkem kyseliny valerové jakofiméeho
prekurzoru 3-hydroxyvalerové kyseliny. \fipact pouziti propionatu je biochemicka draha
v podstat stejna jako p syntéze P3HB s tim rozdilem, Ze propionyl-CoAcatgl-CoA jsou
kondenzovanyB3-ketothioldzou za vzniku 3-ketovaleryl-CoA, coZ pamlukci keto- skupiny
paticnou dehydrogendzou vede kctaeéni monomelt 3-hydroxyvalerdtu do polymeru.
Kyseliny alkanové s lichym mgtem uhlilki v fettzci mohou také slouzit jako zdroj pro
syntézu kopolymeru. V tomtotipac vznika 3 hydroxyvaleratifmo z [3 oxidace &chto
mastnych kyselin (Sudesh a kol., 2000).

Nicmérg, PHA slozené z mcl (R)-3-hydroxy-mastnych Kkysejgsou syntetizované
odklorgnim meziprodukt metabolismu mastnych kyselin na (R)-3-hydroxyaCglA a tedy
k mcl-PHA. Pokud je zdroj uhliku oxidovan na ace®gA, vyjma jeho tvorby cestof3-
oxidace mastnych kyselin, pak meziprodukty biosgpmtdastnych kyselinle-novose stanou
prekurzory pro biosyntézu mcl-PHA a jejichz konweje katalyzovana transacylazou PhaG
(Sudesh a kol., 2000).

1.2.1 Regulace PHA biosyntetické drahy

Ucinek kultivanich podminek na metabolismus PHA byl poprvé stadoxvroce 1958 pro
nesporulujici kmerB. megaterium Bylo pozorovano, Ze mnozstvi akumulovaného PHA
vzrostlo @i navySeni poréru uhliku k dusiku (Macrae a Wilkinson, 1958). Pgizdbylo
zjisteno, Ze bakterie produkuji a akumuluji PHA v podndictk kdy jim chybi kompletni
rozsah Zivin paebnych pro bu&né dleni a zarovié maji nadbytek uhliku. Bylo prokazano,
Ze biosyntéza PHA fiZe byt iniciovdna nedostatkem itiikku, siry, dusiku, fosforu nebo
kysliku (Senior a kol., 1972). Pravtyto nevyrovnané podminkyastu ¢asto vedou
k pozitivnimu vlivu na regulaci na enzymatické umov

Pro C. necator jako modelovy bakterialni kmen je regulace pod&olpopsana.
Koncentrace acetyl-CoA a volného CoA jsoucdliymi faktory ovliviiujicimi aktivitu
3-ketothiolazy, ktera katalyzuje prvni krok syntd2A. Dale bylo prokdzano, Ze biosyntéza
P3HB je silk stimulovana, jak vysokymi intracelularnimi konaaaemi NAD(P)H, tak
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vysokymi pongry NAD(P)H/NAD(P)+. Tyto podminky vedou k vyznammeéhibici citrat
syntdzy a citrat dehydrogenazy, coz ma za nasleng®ené zapojeni acetyl-CoA do
biosyntetické drdhy PHA namisto citrdtového cylxperiment, ktery proved! Park a Lee
(1996), tuto hypotézu potvrdil. Ukazalo se, mutdht necator s narusenou isocitrat
dehydrogenazou, vykazoval vyr&znizsi aktivitu citratového cyklu a zaraveprodukoval
PHA rychleji nez v pipact nemutovaného kmene. Rychlost biosyntézy PHA jevio#h
aktivitou enzyni [-ketothioldzou a acetoacetyl-CoA reduktazou, zadimbsah P3HB je
fizen PHA syntdzou (Jung a kol., 2000).

1.2.2 Biologicka role PHA

PHA jako mikrobialni metabolit neni bakteriemi ¥irpck syntetizovan zcela be&girg,
ale naopak produkceahto polymernich latek dodavé jejich nodital zjevnou strategickou
vyhodu. V minulosti byla produkce PHA spojovanasperulaci bakterii, icemz se o za
to, Zze PHA vznika f&d nastupem sporulace a rychla utilizace polyméedghazi sporulaci
(Slepecky a Law, 1961). Nicm&mpozdji byly tyto piredstavy vyvraceny, protoze se ukazalo,
Ze ne vSechny sporulujici bakterie dokazou prodak®HA a zaroue se také ukazalo jaké
negeberné mnozstviuenych nesporulujicich drih mikroorganisnd je schopno PHA
akumulovat (Emeruwa a Hawirko, 1973). Proto v ¢ssmosti je z fyziologického dhlu
pohledu vyznam biosyntézy PHA spojovan se schopraésimulovat polymerni latku, ktera
pii hladowni slouzi jako zdroj uhliku a energie. PHAeg@stavuje idealni material pro
ukladani uhliku a energie &\ své nizké rozpustnosti a vysoké molekulové hrostiy ktera
pusobi na bakteridlni ku zanedbatelnym osmotickym tlakem (Dawes a Sediov,3).
Nicmért je prava@podobné, Ze PHA hraje mnohem sl&git roli ve stresové reakci bakterii.
Ostatrt bylo testovano, Ze expozice bakterialni kulturykkatrolované stresové davcdire
vest k navySeni produkce PHA. Podiehto vysledk piidavek etanolu nebo peroxidu vodiku
do kultivatnich meédii vyrazé zvysil akumulaci PHA \Cupriavidus necatoH16,¢imz doslo
k vyznamnému zlepSeni procesu vyroby PHA (Obrukal.2a2010).

To, Zze PHA v biikach ma zasadjsi vyznam neZ jen slouzit jako zasobni material,
doklada dalSi studie, ve které Zemych stresovych faktarbyly porovnavanyCupriavidus
necatorH16 a mutantni kme@upriavidus necatoH16/PHB-4 neschopny produkovat PHA.
V téchto testech prokazal produkujici kmen lepSi scheprodolavat zvySené teploi
oxidativnimu stresu (Obruca a kol., 2016). ProdticdPHA jsou i hoj& pritomni
v prostedich, které jsou vystaveny nizkym teplotam. ildad v antarktické sladké veéd
byla identifikovanaada PHA akumulujicich bakterii (Ciesielski a k&D,14).

1.2.3 Strategie  zvySujici  konkurenceschopnost PHA
produkce

PHA se vyrabji od 80. let minulého stoleti s omezenym d&d@m na trhu. Mnoho
vyzev se tykd omezené komercializace PHA, zejméysokych vyrobnich naklad a
nestability termomechanickych vlastnosti vyplyvigiic z nestabilnich molekulovych
hmotnosti (Mw) a struktur, které jsou také spojenyestabilni aktivitou syntazy PHA a
dodavkami monomér



Vysoké néklady jsou vysledkem vysoké energetickéodm@dsti spojené se slozitou
sterilizaci a intenzivnim provzdidvanim, nizkou femenou uhlikovych substratna PHA,
pomalym fistem mikroorganisfy diskontinudlnimi procesy a drahym néslednym
zpracovanim atd. Pouziti extrémofilnich bakterikombinaci s metabolickym inZzenyrstvim
a syntetickou biologii by mohly tyto problémy plnvyieSit. Budouci inZzenyrstvi na
mikroorganismech produkujicich PHA by seélo zanttit na bakterie odolné i
kontaminaci, zejména extremofily, zvySeni konvemstratu na PHA a kontrole Mw
produkovaného PHA (Chen a Jiang, 2017).

1.3  Zpracovani rostlinné biomasy s ohledem na
jeji vyuziti v biotechnologickém procesu

LI

¢asti zivého organismu. Nicmé&mpro biomasu jako obnovitelny zdroj se definice yitig
zuzuje na materialy rostlinnéh@vodu. Ty zahrnuji zejména zédElské zbytky (pSerha a
kukuri¢na slama), vedlejSi produktygonyslovych proces (dievené piliny, odpadni vladknina,
mlato) nebo energetické plodinsepka olejka) (Pothiraj a kol., 2006).

1.3.1 Chemické slozeni rostlinné biomasy

Rostlinna biomasa @ize zaujimat mnoho podob, avSak sklada se ze stepdkladnich
stavebnich blok zZakladnim blokem je lignocelul6za, kterd4 se s&ladligninu, celulézy a
hemicelulézy. DalSimi komponentami pak dale jsotrahovatelné latky, proteiny a popel.
Podil jednotlivych komponent v biomase zavisi v camostliny na typu a stétkans. U
raznych rostlin pak zavisi na genetice a predit (Hames, 2009).

Lignoceluléza je hlavni strukturni sloZzkouettin a bylin a pedstavuje hlavni zdroj
obnovitelné organické hmoty. Lignoceluléza se skladkomplexni struktury biopolymir
zahrnuijici lignin, hemicelulézu a celulozu. Tytozakladni sloZky jsou vzajemirpropojeny
a zasfovany a vysledkem je velmi robustni struktura odaji€i vrejSim viivam. Chemické
vlastnosti jednotlivych komponent vSakélaji z lignocelulézy substrat s enormni
biotechnologickou hodnotou (Pothiraj a kol., 2006).

1.4  Preduprava a hydrolyza lignocelulozovych
materiali

Rozhodujicim krokem ip zpracovani lignocelul6zové biomasy jegegdlprava, ktera
umoziuje solubilizaci nebo separaci hlavnich slozek l@emwm ¢imz  umozni
fermentovatelnost lignocelul6zového materiali. Wlb¢ predldpravy by mla byt zvazena
celkova kompatibilita vychozich surovin, enzyra organism, které maji byt aplikovany.
Tento krok neni néakladny jen sam o &oble zvySuje naklady prakticky vSech ostatnich
biologickych proces zpracovani, #etre téch, které pedchazeji pedkZnému zpracovani, tj.
manipulaci s vyslednym hydrolyzatem, zpracovani ngdeo odpadu z ipdupravy a
detoxifikace potencialnich vedlejSich produktd. (Menon a Rao, 2012).
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Zakladnim pedpokladem je roz&peni polysacharid celulézy a hemiceluldzy, na
fermentovatelné cukry (Wyman a kol., 2004). Kompegzivoreny celulézou, hemicelul6zou
a ligninem je v8ak zodpeéuny za pozoruhodnou odolnost proti hydrolyze a eratickému
napadeni (Peters, 2006). Proto je cilefadgpravy alespo cast&éné odstragni ligninu a
hemicelul6z (delignifikace), snizeni krystalinity elgléozy a zvySeni porozity
lignocelul6zového materiél(Obrwa a kol., 2015).

Predupravy lignocelul6zové biomasy zahrnuji biologicknechanické, chemické metody a
jejich rizné kombinace. Vyr optimalniho postupuipduipravy zavisi na surovinach a jejich
ekonomickém posouzeni, ale také na vlivu na Zivgristedi. (kinna geduprava je
charakterizovana &kolika kritérii: zachovanim hemicelulézovych frak@mezenim tvorby
inhibitord v disledku tvorby degradaich produkf, minimalizaci naklail a energetické
spoteby. Krong téchto kritérii je teba vzit v Gvahu idkolik dalSich faktoi, v¢etrg izolace a
vyuziti druhotnych produkt s vysokou fidanou hodnotou (ndp ligninu a proteif),
preduprava a recyklace katalyzat@r zpracovani odpadu (Banerjee a kol., 2010).

1.4.1 Chemické predupravy

Chemické pedapravy byly fivodné vyvinuty a byly zn&né pouzivany v papirenském
pramyslu pro delignifikaci celul6zovych materidpro vyrobu vysoce kvalitnich papirovych
vyrobki. O tyto techniky byl zvySeny zajeniigoevSim diky efektivita nizkym néklatim na
proces rozvlakovani. Dosavadni chemickégalUpravy mily primarni cil zlepSit biologickou
rozlozitelnost celuldézy odstranim ligninu a/nebo hemicelulézy a v menSitenke snizeni
stupré  polymerace a krystalinity celul6zové slozky. Tytgieddpravy jsou
nejprostudovagjSimi technikami peduprav a zahrnuji ggobeni kyselinami, zdsadami a
iontovymi kapalinami (Menon a Rao, 2012).

1.4.1.1 Kysela hydrolyza

Kysela hydrolyza pouziti koncentrovanych, aésgji zrednych kyselin k naruseni tuhé
struktury lignoceluldzového materialu. Nagtji pouzivanou kyselinou jefedna kyselina
sirovda, kterd je pouzivana pro Sirokou Skaluitppomasy — proso (Digman a kol., 2010),
kukuricné klasky (Du a kol., 2010) nebo smrkoviewb (Kucera a kol., 2017).i@kné
kyselina sirovd se tramhi¢ pouziva k vyrob furfuralu hydrolyzou hemicelulézy na
jednoduché sacharidy, jako je xyl6za, ktera se oéle na furfural. Rov&Z byly studovany
jiné kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova (Wgm@ kol., 2010), kyselina fosfanea
(Zhang a kol., 2007) a kyselina dirsh (Himmel a kol., 1997).

1.4.1.2  Zasadita hydrolyza

Alkalickd preduprava lignocelulézy zahrnuje pouziti zasad, jadau hydroxid sodny,
draselny, vapenaty a amonnyisBbeni hydroxid zpisobuje degradaci esterovych a
glykosidickych vedlejSichiettzci, coz vede ke strukturalni zZme ligninu, casténe
rozpuséni hemiceluldzy, napieni celuldzy, jejicast&énou dekrystalizaci (Cheng a kol.,
2010). Hydroxid sodny méa schopnost naruSovat strukligninu, ¢imz zvySuje dostupnost
enzymi k celuléze a hemiceluléze. Sun a jeho tym studdkainost fiznych alkalickych
roztoki analyzou miry delignifikace a rozp&st hemicelul6zy u slamy. NejlepSich vyslédk
bylo dosaZzeno pouzitim 1,5 % hydroxidu sodného gimudL44 hodin $ 20 °C s vysledkem
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60 % rozlozeného ligninu a 80 % rozlozené hemidell(Sun a kol., 1995). Podminky
alkalické gedupravy jsou obvykle ménstriktni nez jiné. NMize se provait za okolnich
podminek, pak vSak vyzaduje delSi dohtinku nez pi zvySené teplat teplotach. Red
enzymatickou hydrolyzou je nutny neutratinakrok pro odstraini ligninu a inhibitoé (soli,
fenolovych kyselin, furfuralu a aldeh§d(Menon a Rao, 2012).

1.5  Produkty degradace lignocelozy

Lignocelul6zové materidly se hydrolyzoiéepenuji na fermentovatelné cukry. Ty mohou
nasleds byt vyuZzity k produkcitady produkii (Chandel a kol., 2011). Celulézaife byt
hydrolyzovana za vzniku molekul glukézy nebo cebalyij zatimco hemicelul6zy mohou byt
Sttpena za vzniku molekul, jako jsou arabindza, man@ghikoza, galaktoza, xyléza nebo
uronoveé kyseliny (Gibson, 2012; Wyman a kol., 2002Pa tyto latky jsou poZzadovanymi
produkty hydrolyzy a jejich mnoZstvi je &tivé @ hodnoceni vyuZzitelnosti ziskaného
hydrolyzatu.

Chemicka i enzymatickd hydrolyza lignocelulézovéhaterialu vSak vede i k uvaini
fady rozkladnych produit které se prokazaly jako Skodlivé pro mikrobiatafmentaci.
Kysela hydrolyza lignocelul6zovych matefialnagiklad produkuje #kolik sloutenin
s inhibinimi &inky, které ovlivauji specifické rychlostitrstu a tim vyraz& snizuji vygznost
biotechnologického procesu. Produkty degradacentigluldézy s inhikinimi €inky byvaji
negastji rozdélovany do fi zakladnich skupin — alifatické kyseliny, aromkéclatky a
furanové sloteniny (Jonsson a kol., 2013).

1.5.1 Aromatické latky

Velké mnozstvi ttznych fenolickych slotenin je tvdeno z ligninu Bhem kysele
katalyzované hydrolyzy nebaguupravy lignocelulozy. Karboxylové kyseliny vznjika pii
predupravach fspivaji k tvorkt kyselého prosedi. Fenolické slaieniny a dalSi aromatickée
latky se uvahuji béhem geduprav bez ohledu na to, zda byla vyuzita kysatalyza (Martin
a kol., 2002). Nkteré extrahovatelné latky jsou navic také fendipovahy (Rowell, 2013).
Tvorba fenolickych slotenin ze sacharidje dalSi moznosti, iipsto, Ze vyznam této drahy je
stale pedmétem mnoha studii (Popoff a kol., 1976).

Ucginky fenolickych slodenin, které inhibuji ist a tim i vy#zek produktu, jsou velmi
variabilni a mohou byt spojovany se specifickymmkenimi skupinami (Ando a kol., 1986).
V mnoha pipadech nebyl doposud mechanismus toxicity okjasdeden z moznych
mechanism spaiva v tom, Ze fenoly interferuji s bé&mou membranou, a tim oviivji jeji
funkci a méni s\ij poner protein a lipida (Keweloh a kol., 1990). Fenolické st@niny jsou
také zkoumany s ohledem na inhibici enzymatickédilydy celul6zy. Experimenty s fenoly
nazn&uji, Ze jednim ze Zrsohy, jak ovliviwji aktivitu proteirii proteiny, je Ze vyvolavaji
jejich srédzeni (Kim a kol., 2011).

1.5.2 Alifatické kyseliny

Hydrolyzaty lignocelulézy obsahuiji alifatické kyssl, jako jsou kyselina octova, kyselina
mravergi a kyselina levulova. Kyselina octova se vytvwdrimarreé hydrolyzou acetylskupin
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hemicelulozy, zatimco kyselina mravéra kyselina levulova vznikaji jako produkty kysele
katalyzované termochemické degradace polysadhari€yselina mraveti je produkt
degradace furfuralu a HMF (5-hydroxymethylfurfufalmatimco kyselina levulova je tkena
degradaci HMF (Ulbricht a kol., 1984).

Nedisociované kyseliny vstupuji do itky difuzi pres bugcnou membranu a poté se
disociuji kwali neutralnimu cytosolickému pH. Disociace kyselinyede ke snizeni
intracelularniho pH, coz @ize vést k smrti buik (Pampulha a Loureiro-Dias, 1989).

1.5.3 Furanové sloweniny

Furfural a HMF pafi mezi nejgzreji se vyskytujici furanové aldehydy
v lignocelulézovych hydrolyzatech. Furfural pochazi dehydratace pentéz a HMF
dehydrataci hexdzovych cukiReginatto a Antbnio, 2015). Tyto furanové aldehysiou
stres, indukuji poSkozovani DNA a inhibdadu enzym glykolyzy (Ask a kol., 2013).
Pozornost j&astji vénovana furfuralu, protoZe jefippredupra¥ vznika vice nez HMF a je
vice toxicky pro ptmyslovou katalyzu (Flores a kol., 2017).

1.6 Detoxifikace

Detoxifikace lignocelulézovych hydrolyzaa kali je jednim z nejéinngjSich zgisohi, jak
potlait problémy s inhibici (Jonsson a kol., 2013). Tatmtegie zahrnuje techniky, jako je
pouZziti chemickych aditiv, napalkalii, reduknich ¢inidel a polymet. DalSimi moznostmi
jsou pouziti enzymatické Upravy, zakni a odp#ovani, extrakce kapalina-kapalina a
extrakce kapalina-pevna latka. Extrakce kapalinax@ezahrnuje techniky, jako je vyma
iontd a adsorpce aktivnim uhlim (Jonsson a Martin, 2016)

Nevyhodou metody detoxikace je nutnostazeni samostatného kroku procesu, coZ ma
neblahy vliv na technicko-ekonomicky aspekt. Zatregistuje mnoho Zfsohi, jak provadt
detoxikaci, jen malo z nich byloigdmétem technicko-ekonomickych hodnoceni, které se
zabyvaji nagiklad procesnimi vstupy, energetickymi naroky, stmim vybavenim,
acinnosti a pispivkem na naklady technologie.¢které detoxifikéni metody maji vyhody,
které @i technicko-ekonomickém hodnoceni nemohou byt opuwrtye nap. pridani
redukénich cinidel nebo adsorpce inhibitiborna PEI polymer je kompatibilni s kroky
biokatalytické konverze. DalSi vyhodowkterych reduknich ¢inidel, jako jsou siranove
oxyaniony, sulfit a dithionit, je to, Ze zlepSujakj fermentovatelnost a enzymatické
sacharifikaci celulézy (Cannella a kol., 2014).

1.7  Vyuziti  lignocelulézovych  odpadi z
agropotravinarského pmimysiu

Mikroorganismy jsou schopné produkovat PHAGznych zdroj uhliku a lignocelul6za
nepati mezi vyjimky. Jak jiz bylaeceno, lignocelul6zaiedstavuje vysoce bohatou, ale také
pongrné univerzalni skupinu materiél Vlastnosti a udrzitelnost¢hto material, s ohledem
na jejich vyuziti pro biotechnologickou produkci RHstejre jako jeho hydrolyza a dalSi
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zpracovani by mly byt vzdy provadny s ohledem na konkrétni druh biomasy a proces
fermentace (Obwta a kol., 2015).

Kromé volby a gipravy substratu je obvykle kbvy vybér PHA produkujiciho
bakterialniho kmene. Obegtrbylo mnoho bakterii testovano za@&elem produkce PHA,
nicméré jen malo z nich bylo povazovano za vhodné kangidét produkci ve velkém
meiitku. Vhodnost bakterie pro produkci PHA z taktoriexnich a narmych substréit
zavisi na mnohatenych faktorech, i@devsSim: schopnost vyuZzivat fermentovatelné cukry
piitomné v hydrolyzatech ¢etné pentdz), schopnost tolerovat nebo dokonce elinghov
potencialni mikrobiélni inhibitory, stabilita a makovost organismu, tistové rychlosti a
schopnost akumulace vysokého obsahu PHA vikéch. Dale pakcasto opomijena
extrahovatelnost a molekulové hmotnosti naakumuiélia PHA (Kessler a Wilholt, 1999).

Krome dievni biomasy existujgada dalSich zdradjmaterial zaloZenych na lignocelul6ze,
které Ize pouzit jako zdroj pro vyrobu PHA — odpadggropotravinégkého pimyslu. Tyto
materialy se vyr&h)i v obrovskych mnoZstvich fp zpracovani zewuélskych rostlin.
Navzdory tomu, Zedkteré z échto odpad a vedlejSi produkty mohou byt pouZitykznym
Gcelam, jako je krmeni zvat nebo hnojeni, vyroba PHArqustavuje velmi zajimavou a
slibnou strategii pro jejich valorizaci, coiimasi vysoce hodnotny produkt. Existuje tédgia
studii zabyvajicich sefemenou tchto odpad na PHA (Obrda a kol., 2015b).

Velmi slibnym odpadnim substratem pro vyrobu PHAk#sova sedlina. V roce 2010
celoswtova rani produkce kavovych zrrigkradila 8 miliona tun. BEhem gipravy kdvového
napoje nebo ip vyrob¢ instantni kavy vznika pevny podil znamy jako k& medlina. Ta
obsahuje pblizné 15 % oleje, ktery lze jednoduSe extrahovat a sziiyn bakteridlniho
kmeneCupriavidus necatokonvertovat na P3HB (Cruz a kol., 2014; Qfara kol., 2015a).
Po extrakci oleje vznika zbytek s vyznamnym obsatmmicelul6z a celuldézy. Kyselou
hydrolyzou Ize tyto firodni polymery pevést na fermentovatelné sacharidy, které mohou byt
pievedeny na PHA s pouzitim kmeBarkholderia cepacigObruca a kol., 2014).

DalSim slibnym materialem mohou byt p&ew otruby. Van-Thuoc s kolegy hydrolyzoval
otruby mixem enzytiin z Aspergillus oryzae NM1 za vzniku redukujicicletsarici sloZzenych
zejména z glukdzy, mandzy, xylézy a arabindzy. Kdoikci P3HB byl naslednpouzit
bakterialni kmerHalomonas boliviensjgri¢emz ziskanéd koncentrace P3HB dosahovala 4 g/l
a obsah P3HB v suché biomase hyblzné 50 % (Van-Thuoc a kol., 2007).

Také hydrolyzat ryzoveé slamy ziskany chemickou bljdiou s pouzitimizdiné kyseliny
byl vyuzit k produkci na PHA kmenerBacillus firmus Kysele gedupravené hydrolyzaty
obsahovaly cukry, ale také jejich rozkladné progiufdko jsou kyselina mraveén kyselina
octov4, furfural a HMF. Bakterie rostly v hydrolygaém médiu bez jakékoliv detoxikace za
vzniku biomasy 1,8 g/l s 1,7 g/l akumulovaného P3iBbsah P3HB v kikach inil 89 %
(Sindhu a kol., 2013).

VI&knita hmota, kteratstava po vysusenit&vy z cukroveé itiny nebodciroku, je dalsi
atraktivni surovinou. Zejména diky tomu, Ze se feadnhojié dostupny odpadni material.
Silva a kol. k tomuto zaanu vyuzili bakterialni kmenyBurkholderia cepacia Burkholderia
sacchari Pro zlepSeni fermentovatelnosti hydrolyzatu bguZt tistupiovy detoxik&ni
proces (zakoncentrovani ve vodni lazni, over-limangprpce aktivnim uhlim). Po detoxifikaci
byly nejvyssi vy#zky pozorovany u B. sacchari, a to 4,4 g/l biomas},7 g/l PHA (Silva a
kol., 2004).
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2  CILE DIZERTA CNi PRACE

V prabéhu prace bylyeSeny nasledujici dil ukoly:

1. Vyvoj technik pro kvantifikaci PHA v bakterialnidhunkach.

2. Charakterizace affprava hydrolyzat utilizovatelnych pro biotechnologickou produkci
— Hydrolyza vybranych material
— Charakterizace hydrolyzavhodnymi analytickymi metodami
— Aplikace detoxifik&nich metod zadelem sniZzeni koncentrace inhibich latek

3. Produkce polyhydroxyalkanaaha hydrolyzatech odpadnich produkibtravindskéeho
pramyslu

— Screening a vy vhodnych prozenych mikrobialnich kmeén schopnych
utilizovat hydrolyzaty lignocelulozy

— Aplikace evolgniho inZenyrstvi zadelem zvySeni produkce PHA
— Studium vlivu stresovych faktdma schopnost akumulovat PHA
4. Studium produkce terpolymeru P(3HB-3HV-co-4HB)
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3 DISKUZE

Tato kapitala je zamySlena jako detailni diskuagydledkim, které jiz byly v piibéhu
doktorského studia publikovany. VSechny publikacmanuskripty jsou saasti prace jako
piilohy a v pfibéhu diskuze jsou jednotlivéfiiohy odkazovany. Samégmou soudasti
prilozenych publikaci a manuskripje také detailni popis pouzitych metod a vystedk

PredloZzena prace se zéimje na strategie vedouci ke snizeni naklada
biotechnologickou produkci polyhydroxyalkandatPrvni ¢ast (kapitola 3.1) se zabyva
moznosti vyuZiti modernich techniki pstanoveni obsdh PHA v produkované biomase,
piicemz nahrazeni standardni¢hso¥ naranich kvantivnhich metod umoznuje vyrazné
zefektivreni monitoringu pitbéhu produkce. Dal&iasti se pak zabyvajiiino produkci PHA.
Nejzasad¥Si pro snizeni nakladje pouziti levného zdroje, jako jsou tigad odpady
z potravinéskych vyrob (kapitola 3.2). To v8ak s seb&asto neseradu nevyhod, které
mohou byt do ufité miry eliminovany pouzitim vhodného kmene. Takahodny kmen je
mozné ziskat pomoci evahiho inZenyrstvi, kterému sénuje kapitola 3.3. Tato cesta vSak
byva ¢aso¥ velmi nar@na s nejasnym vysledkem, proto je zde také altemiastrategie
zalozend na vyuziti extrémofilniho bakterialniho gma (kapitola 3.4). Extrémofilni
mikroorganismytasto dokazouietavit uskali biologického procesu ve strategickgbodu.
Kapitola 4.5 se pak zabyva produkci terpolymeru Pdf#¥eného z monomeBHB, 3HV a
4HB.

3.1  Zefektivnéni procesu kvantifikace PHA

Nezbytnost identifikovat a kvantifikovat PHA se téhcelym vyvojem biotechnologického
procesu od izolace prodékiho kmene aZz po &eni cistoty ve vysledném produktu.
Dostupnych metod pro screening bakterii produkehid®HA, kvanitifikaci a charakterizaci
PHA existuje celarada, ktera zahrnuje barveni pomoci vécemére selektivnich barviv
kultur, spektrofotometrické analyzy, inéervenou spektroskopii, vysoce ¢idnou
kapalinovou chromatografii, iltokovou cytometrii, plynovou chromatografii a dal&bller a
Rodriguez-Contreras, 2015).

Mezi tradeni metody detekceiffomnosti PHA granuli ve strukie bakterii pai barveni
burék pomoci barviv Sudansk&m nebo Nilska moil (Smibert a Krieg, 1979).iBdnosti
téchnto metod je f@devSim jejich rychlost. S moznosti obarvni kolgaimo na agarovych
plotnach Bhem fistu @isSel Spierkermann P. a kol. (1999), kdy byl floumoNilska cervei
(NR) piidam gimo do agaru. NR vSak neposkytuje pozitivni fluoessni reakci pouze
s molekulami PHA, ale i ostatnimi zasobnimi latkamibazi lipid.

Pro identifikaci PHA v bakterialnich kkach je mozné aplikovat inftarvenou
spektroskopii, kde vyuzivame faktu, Ze molekuly insjny absaini pik @i 1728 cmt
v infracerveném spektru vyvolany karbonylovou skupinouk&iame spolehlivou metodu
identifikace potencialnich producén{Juttner a kol., 1975). Dokonce navic lze ze spekt
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformacilRFTurcit, o ktery typ PHA
z hlediska délkyetézce se jedna. V praci Honga K. a koletivu (1999)KeL-monomery
jako jsou hydroxyoctanoat (HO) a hydroxydodecar{bitl) se vyzn&ovaly pikem pi 1740
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cmit a kopolymer obsahujici SCL i MCL pikenii 1732 cm. Dale je pomoci infrigervené
spektroskopie mozné stanovit, je-li material amiorfin krystalicky. Nicmég hlavni
nevyhodou je, Zeipinfracervené spektroskopii vyznamimterferuje voda, kterd ma Siroky
absorkeni pik zakryvajici velkogast spektra. Proto je principi&lnutné vodu ze vzotkpied
samotnou analyzou bgk pomoci infréervené spektroskopie odstranit (Sedlacek a kol.,
2019).

Kdyz se vSak fesuneme ke kvantifikaci PHA, kterd je nutn& pnonitoringu
biotechnologického procesu produkce PHA, objevi néen zasadni problém éasove
naranosti jednotlivych metod. V minulosti byla kvankifice provagha p@imou
gravimetrickou analyzou PHA izolovaného po extrakaiozpou&dlem nebo
spektrofotometrickou metodou. Tato medoda vyuZivalegradace P(3HB) pomoci
koncentrované kyseliny sirové za zvySené teplotiysalinu krotonovou, ktera se absorbuje
UV zé&eni svinovou délkou 235 nm (Law a Slepecky, 196d9méré ok metody jsou
casow velice naroné.

V souwasné dob se k analyze PHA vyuZzivagrevsim plynova chromatografie (GC). Jako
prvni stanoveni publikoval G. Braunegg (1978), k@wuzil mirnou kyselinu nebo zasadu
k metanolyze P3HB ffmo bez pedchozi extrakce P3HB z btkn Nasled® vznikla fada
alternativnich postupzaloZenych na etanolyzéipadré propanolyze PHA v biomase. V této
praci byla ke kvantifikaci PHA pouzivana metoda lpoBrandla a kolektivu (1988), kdy
lyofilizované nebo vysusené tky byly zpracovavany ve stai chloroformu a 15% kysekin
sirové v methanolu po dobu 3 hodii fplo€ 94 °C. Vysledné metylestery hydroxykyselin
byly analyzovany pomoci GC s plamegaonizainim detektorem (FID).

S ostatnimi metodami ma tato metoda k¥ofiného spolénou pFedevSim ¢asovou
naranost. V naSemijipact je to @iblizné asi 8 hodin od odiou vzorku po ziskani vysledk
coz je doba, ktera by se dala vyraznizit vyuzitim spektralnich metod. Proto jsme se
rozhodli owiit moznosti kvantifikace pomoci Ramanovské spekopge a patokové
cytometrie. Pro experimenty byl zvolen km€upriavidus necatotH16 jakozZto modelovy
bakterialni kmen pro produkci P3HB.

V prvni fad jsme se za#fili na vyuZziti piitokové cytometrie, fx¢emz jako fluorofor
interagujici s intracelularnimi granulemi P3HB bplauzita Nilsk&ervai. Kultura, u niz byl
obsah P3HB paraleinstanoven pomoci plynové chromatografie, byla padi a aplikaci
nilské ¢ervené mérena na pitokovém cytometru. f¢devsim jsme se za&hovali na korelaci
jednotlivych parametr vici obsahu P3HB. Nejsliigimi parametry se zdaly {mérna
intenzita fluorescencefimy rozptyl a boni rozptyl s korelanimi koeficienty 0,961; 0,800 a
0,785. Tyto vysledky byly prezentovany na 4. memdai chemicko technologické
konferenci a plny text naSehdigvku je vPFiloze | (Kucera a kol., 2016). Nicmérje na
mist poznamenat, Ze nami ziskané korelace nebyly myazre preswdcivé. Tyo a kol.
(2006) stanovovali P3HB v bakteriickscherichia colia Synechocystissp. prakticky
identickym postupem. Vifpadré E. coli dosahovali koeficientu determinace 0,96 a u
Synechocystisp. 0,98. Ziskané korelace proto také mohou paglqouze k rychlému
a orienténimu stanoveni obsah | Alvez a kol. (2017) postupovali velice podébn
v piipadre  stejného stanoveni u bakterkierbaspirillum seropedicaea Azospirillum
brasilense Pro praci vSak vyuZzili modegjsi vybaveni v podabpritokového cytometru BD
Accuri C5® a v praci dali &Si diraz na optimalizaci permeabilizacgs vystaveni Nilské
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cerveni a jeji koncentraci. U optimalizovaného ppstupak dosahovali koeficientu
determinace vyssiho nez 0,99. Z vyskedk zda, Ze optimalni koncentrace NR sgemezi
jednotlivymi druhy [iSit, a proto je nastaveni kentrace podle druhkritickym krokem pro
optimalizaci.

ProtoZe je vyuZiti pitokové cytometrie za dgélem kvantifikace PHA problematické a
podle naSich zkuSenostai je zatizeno celadou experimentalnich artefékd vykazuje
relativre nizkou opakovatelnost, zabyvali jsme se dale ymZzZRamanovské spektroskopie.
Podobi jako s infrgervenou spektroskopii ) je tato technika zaloZena na interakci
elektromagnetickych vin s fonony. Ramanova spekbpg zavisi na zné
polarizovatelnosti molekuly, zatimc@ kpektroskopie zavisi na 2n¢ dipélového momentu.
Ramanova spektroskopie¢th relativni frekvence, i kterych vzorek rozptyluje zani, na
rozdil od C spektroskopie, kterd i absolutni frekvence,tpkterych vzorek absorbuje
z&eni. FTIR spektroskopie je citliva na vibrace heteuklearnich funénich skupin a polarni
vazby, zejména OH. To zasa&domezuje pouziti této techniky jen na vzorky, kteogu
neobsahuji. U Ramanovy spektroskopie toto omezepliati a s oblibou je v sdasné dob
pouzivana pro analyzu biologickych vzorkV nasem fpact jsme s touto technikou od
pocatku dosahovali daleko vySSi miry korelace. Pretog se na tuto techniku p@gdvice
zanziili a vysledkem mohla byt publikace v impaktovanéasopisu Sensors a je gasti
této prace Priloze Il (Samek a kol., SENSORS, 2016, vol. 16, no. 11; 7).

Na paatku bylo zapdebi identifikovat Ramanova spektra P3HBCupriavidus necator
H16. Pro ziskani spekter té samé bakterie, al@ak@mnulovaného PHA jsme pouZili mutantni
kmen Cupriavidus necatorH16/PHB* neschopny akumulace PHA. Obrazek 1 ukazuje
typické Ramanovo spektrum kmer@upriavidus necatorH16 kultivovaného fimo na
Petriho misce. Jgdba zdraznit, Ze v zajmu jednoduchosti Ize vzorky analadaké pimo
na Petriho miskach, na nichz byly bakteréstpvany.
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Obrazek 1 Ramanova spektra Cupriavidus necator N¢Brané emisni linie pouzité
v nasi studii jsou zvyrazny. Piky 1, 5 a 6 byly pouzity pro analyzu P3HBzaaku bakterii
(Samek a kol., 2016).
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Abychom ziskali jednotlivé body kalibrace, bylo p#pbi ziskat bakterialni kky
s iznym obsahem P3HB. Toho jsme dosahli aplikaiinych kultiv&nich strategii
vyuZzivajicich pedpokladu, Ze nejvysSiho obsahu P3HB v biomasehdesde za podminek
vysokého poréru C/N. Pro dosazeni nizkych hodnot P3HB jsme naquauzili kulturu
rostouci na komplexnim mediu po dobu pouze 24ihstBZze vySe uvedené spektrum je
ziskano analyzoutpmou z Petriho misky, jednotlivé body kalibrace ybyliskany kultivaci
v tekutych médiich, aby bylo mozné ziskané kultanadno analyzovat pomoci plynové
chromatografie, a aby bylo mozné jée¢p Ramanovou analyzou promyt pro dosazené
presrgjSich hodnot. Samotnatiprava vzork na analyzu probihala v nasledujicich krocich.
1 ml kultury byl centrifugovan (10 000 rpm, 2 mienpromyt 50% ethanolemjiiBlizn¢ 20 pl
suspenze byloipvedeno na CaF s&ko a po usuSeni na vzduchu byla zaschla suspenze
analyzovana Ramanovym spektrometrem.

DalSim feSnym problémem byl vy¢pb vhodného interniho standardu. V prvotnich
experimentech, ve kterych jsme zjistili, Ze se speR 3-karotenu nefekryva s pikem P3HB
(pik ¢. 6 v Obrazku 1), jsme se rozhodlitadit krok gidani konstantniho mnoZzstvi
-karotenu k bu&iné suspenzi ed fixaini fazi i pripraw vzorku. Ri analyze &chto
vzorka se vSak ukazalo, Ze plocha piBdkarotenu, a tedy jeho koncentrace v duka
suspenzi je vice émé nahodna. Lzeiedpokladat, Ze lepSich vysledkychom dosahli, pokud
bychom ped analyzou riadili kulturu tak, aby byl obsah biomasy ve vSeezbreich stejny.
To by vSak analyzu vyraZrkomplikovalo a jeji pesnost by poklesla.

Prisli jsme vSak s fedpokladem, Ze intracelularni koncentrace préteinnukleovych
kyselin je do velké miry konstantni s prémlivou koncentraci intracelularnino P3HB. Proto
byly piky odpovidajici DNA (787 crha proteiim, konkrétg Amid | (1662 cmt) navrzeny
jako vnitni standardy pro kalibéai zavislost. Vysledkem byly dvkalibraini kiivky
znazorgné na Obrazek 2.
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Obrazek 2 Kalibrani kfivky pro P3HB u bakterie Cupriavidus necator v kamtcacnim
rozmezi P3HB 12 % - 90 %. U horni kalibré kiivky (cervenéctvere’ky) byla jako vnini
standard pouzita emisni linie na 787 €GDNA) a u dolni kalibrani kivky byla
zkonstruovana s pouzitim linigi 1662 cm* (Amid 1) jako vniéniho standarduCarkované
krivky ukazuji 95% pasmo spolehlivosti linearnittzpisobeni. Parametry popisujici

kalibracni kiivky jsou uvedeny na obrazkif. jB koeficient determinace a S jéesini
kvadraticka chyba (Samek a kol., 2016).

Vyuzitim Ramanovy spektroskopie pro kvalitativniaBzu PHA se zabyva celéada
publikaci. Ramanovo spektrum u P3HB bylo stanoweemtterpretovano De Gelderem a kol.
(2008) uC. necatorDSM 428. Intenzita reprezentativniho Ramanova pésolem 1734 crh
se ukézala byt vhodna pro sledovani syntézy P3HBjiaspoteby v biomase. A déle
prokazali, Ze intenzity piku jsou line&nimerné koncentraci P3HB. Auitio navrhli
Ramanovu spektroskopii jako rychlou neinvazivnhteku pro monitorovani intracelularniho
obsahu P3HB v biomase. V porovnani s naSi prack vigpracovali s koncepci vyuziti
interniho standardu.

Zasadni vyhodou Ramanovy spektroskopie oproti mistatechnikam, fedevsSim GC, je
vyznamna uspordasu. Technika ma potencialni vyuZziti i pnesitu real-time analyzuifmo
ve fermentoru. Zarove ji vSak lze uplatnit i f hledani novych potencialnich PHA
produceni a v kombinaci s Ramanovskou pinzetou je moznépggtencialni kmeny izolovat
na urovni jedné hiky. Nevyhodou této technikyripvyuZziti pro kvantitativni analyzu PHA je
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fakt, Ze je nezbytné provést kalibraci pro kazdknatialni kmen, protoze obsahy DNA a
proteini se mohou zrie lisit.

3.2 Vyuziti odpadi z potravinairskych vyrob k
produkci polyhydroxyalkanoatu

NaSe dalSi experimenty se zgovaly na moznosti utilizace lignocelul6zovych maikr
k biotechnologické produkci PHA. Cekada odpail z agropotravinégkého komplexu méa
lignocelulézovy zaklad, ktery @Xe slouzit jako substrattip produkci PHA. V naSich
experimentech jsme se zé&fifi na zapojeni gramnegativnich bakterii ra8lurkholderig a to
piredevS§im zdvodu bohatych zkuSenosti s utilizaci lignocelulézyomoci kmene
Burkholderia cepacianabitych i vypracovavani diplomové prace (kara, 2015).

DalSi vydanylanek gipojeny jakoPriloha 1l (Kucera a kol., Bioengineering, 2017, vol.
4, no. 2, p. 1-9.), se zabyva porovnanim detoxifikeh metod aplikovanych nared/ni
hydrolyzéty, které byly pouZzity pro produkci PHArdf¢ béZnych metod snizujicich obsah
inhibi¢n¢ pasobicich latek, jako jsou overliming nebo sorpctvakm uhlim, byla testovana
aplikace lignitu jakoZto ekonomicky zajimavého sortu, ktery nize byt vyuZzit k odstraimi
mikrobialnich inhibitofi z hydrolyzah lignocelul6zovych materiél

Prace poukazuje na nezbytnost detoxifikao kroku pi snaze utilizovat hydrolyzaty
ziskané z lignocelulozovych matefialPii hydrolyze vznikaji inhikini latky jako kyselina
octova, furfural, 5-hydroxymetylfurfural, kyselinavulova a dalsi, jejichZ vznik je popsan
v kapitole 1.5. Na s#s mekkého deva jsme aplikovali hydrolyzuiednou kyselinou.
Cetnost vyskytu této metody v literdu swdéi o tom, Ze je to nejobvyklejsi épob
zpracovani lignocelul6zovych materiadlu za&ek@m jejich nasledné valorizace pomoci
mikrobialnich biotechnologii. Inhibni latky vzniklé @i této metodk jsou vzdy obdobné a bez
ohledu na to, zda je pouZzitdeo z borovice (Silva a kol., 2014), odpad z vyrdiryového
cukru (Yu a Stahl, 2008) nebdedné Sépky z javoru (Pan a kol., 2012). Téim vSak
materialy zasadn liSi mnozstvi ziskaného utilizovatelného uhlikatérdroje. V pipadt
borovicového teva obsahoval hydrolyzat celkokoncentraci cukr 112,5 g/l (Silva a kol.,
2014). Yu a Stahl pouzili bakterialni kmerBrevundimonas vesicularia Sphingopyxis
macrogoltabidapro produkci terpolymeru poly(3-hydroxypropiora-3-hydroxybutyrateo-
3-hydroxyvalerat) z odpadni cukrovéinty. Jejich hydrolyzat celkav obsahoval 27,6 g/l
cukri v poneru 70 % xylézy, 6 % glukdzy a 6 % arabin6zyieRled vyuzitelnych
lignocelulésovych materialpro produkci PHA je fehledr zpracovan v Tabulce 1. Obrazek
5 pak ukazuje jednotlivé biochemické dréahy, vycligdzez monosacharid vznikajicich
hydrolyzou lignocelul6zového materialu, az po Zdarodukt PHA.

V naSem pipact byl celkovy vygZek cukfi pri hydrolyze 14,9 g/l v pokru 70 % xylozy a
30 % glukozy. B pouziti dewenych pilin v koncentraci 50 g/l bylo tedy dosazéét 30%
konverze na fermentovatelné cukry. Pro produkci Pibidy pouzity kmenyBurkholderia
cepaciaa Burkholderia sacchariale @i ptimém gimém pouZziti hydrolyzét bez snahy
eliminovat inhibéni latky, byl zaznamenén velmi nizky far biomasy (1,0 — 1,5 g/l) a st&jn
tak byl nizky i vytzek P3HB (0,1 g/l). Analyzy hydrolyzabdhalily pgredevSim zn&ny obsah
fenolickych latek, jejich negativni dopad je popsarkapitole 1.5.1. Pro eliminaci
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mikrobialnich inhibitofi byly zvoleny a porovnany dvtradicni metody — overliming,
adsorpce na aktivni uhli. Obrazek 3 porovnava subsipeliminovat fitomost polyfenal
v médiu.

1200

[EEN
o
o
o

800
600
400
200

polyfenoly [mg/I]

Nedetoxifikovano Aktivni uhli Over-liming

Obréazek 3 Porovnani tra¢hiich detoxifikanich metod

V dalSich experimentech byla navic testovana neéxifikacni metoda, a to adsorpce na
lignit. Lignit je nejmladSi a nejménkarbonizované higé uhli. Zn&nou vyhodou oproti
aktivnimu uhli je pedevSim vyrazhnizsi cena. NejvysSi efektivitu detoxifikace dosadio
aktivni uhli, které snizilo obsah polyfefad 90 % a produkci P3HB navysilo 8 — 12kréat. U
lignitu i presto, Ze jeho detoxifikai innost zdaleka nedosahovala takovych hodnot, tak
hydrolyzat oSéen touto metodou, byl bakteriemi vyr&zihépe utilizovan, coz #lo za
nasledek nejvyssSi dosazeny isr biomasy (4 g/l) a produkce P3HBiifgizne 2 g/l).
Vysledky jsou shrnuty na Obrazek 4.

lignit

aktivni uhli
aktivni uhli

5 - ® Biomasa ®P3HB
4.5 1 B. cepacia I B. sacchari
5 4 !
o 3.5-
% 3- '
o |
< 2.5
a |
@© 2 -
5 |
o 151
1 |
0.5 I
0. | '—
o
[
3
>
o
=
=
o
@
e]
Q
[

nedetoxifikovano

20



Tabulka 1 VyuZitelné lignocelul6zové materialy é&dukci PHA (pevzato z Obréa a kol., 2015 a aktualizovano)

Biomasa PHA PHA

Produktivita

Produkéni kmen Zdroj uhliku typ PHA Kultivace 9/ [%] [/ Yeis [g | h-1] Zdroj
Burholderia cepacia xyl6za PHB baka, batch 2,6 60 16 0,11 n.a. Ramsay a kol. (1995)
Pseudomonas strains rostlinna biomasa mcl-PHA Bka, batch 0,9 33 0,3 n.a. n.a. Davis a kol. (2013)
Azotobacter beijerinickii kokosové vylisky PHB kigka, batch 5,0 48 2,4 n.a. n.a. Prabu(gol\ilg)r ugesan
. . e o 2 fermentor, :

Burholderia sacchari hydrolyzat pSeriné slamy PHB fed-batch 145,8 72 105,0 0,22 1,6 Cesario a kol. (2014)
recombinantnE.coli xylan z bukovéhoigva a xyléza P(LAc0-3HB) baika, batch 8,9 40 3,6 n.a. n.a. Salarllw;n?géclti)rdona a
Burholderia cepacia hydrolyzat deva PHB baka, batch n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. Pan a kol. {2012
Ralstonia eutropha lignocelul6zovy hydrolyzat PHB h&a, batch 11,1 57 6,3 n.a. n.a. Yu a Stahl (2008)
Bacillus firmus hydrolyzat ryzové slamy PHB blka, batch 1,9 89 1,7 n.a. n.a. Sindhu a kol. (2013)
Burholderia cepacia hydrolyzat deva P(3HBeo-3HV)  baika, batch n.a. 40 2,0 n.a. n.a. Keenan a kol. (2006
Recombinant E.coli hydrolyzat celulézy + propionat P(3H&-3HV)  baika, batch 4,2 50 2,1 n.a. n.a. Nduko a kol. (2012)
Bacillus megaterium odpad ze zpracovani palmového oleje PHB nikbabatch 24,2 52 12,5 0,23 0,26 Zhang a kol. 3201
Burholderia cepacia hydrolyzat deva PHB fggfgﬁg{,’ 16,9 51 8,7 0,19 0,091 Pan a kol. (2012)
Sacharophagus degradans lignocelul6zovy odpad z Agave PHA e, batch n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. Munoz a kolLgp0
Burholderia cepacia lignocelul6zovy hydrolyzat PHB lhé&a, batch 4,4 53 23 0,29 0,09 Silva a kol. (2004)
Brevundimonas vesicularis borovice montereyska piliny P(3HP¢o-3HB-  baika, batch 0,25 64 0,16 n.a. n.a. Silva a kol. (2007
Sphingopyxis macrogoltabida borovice montereyska piliny co-3HV) blka, batch 0,32 72 0,23 n.a. n.a. Silva a kol. (2007
Burholderia sacchari lignocelul6zovy hydrolyzat PHB h&a, batch 4.4 62 2,7 0,39 0,11 Silva a kol. (2004)
Halomonas boliviensis pSenéné otruby PHB bika, batch 8 50 4,0 0,2 n.a. Van-Thuoc a kol. (2008)

. . . . fermentor, Radhika a Murugesan
Ralstonia eutropha hydrolyzat vodniho hyacintu PHB batch 12 58 70 0,13 0,24 (2012)
Burholderia sacchari xyl6za PHB baka, batch 5,5 58 3,2 0,26 0,07 Lopes a kol. (2009)
Mutant Burholderia sacchari xyl6za PHB baka, batch 53 50 2,7 0,17 0,07 Lopes a kol. (2011)
Ralstonia eutropha enzymaticky hydrolyzovana buima PHB baka, batch 8,78 32 2,8 n.a. n.a. Zhang a kol. (2004)
Sphingobium scionense enzym. hydrolyzované &kké devo PHB b#ka, batch 1,23 32 0,4 0,22 n.a. Bowers a kol. (2014
Burholderia cepacia hydrolyzovana kavova sedlina P(3HB-3HV)  baika, batch 5,5 56 3,1 024 n.a. Obruca a kol. (2014)
Bacillus thuringiensis lignocelul6zovy hydrolyzat PHB lhé&a, batch 10,6 40 4,2 n.a. n.a. Gowda(gosl%vakumar
Bacillus spp. odpad z cukrové&tiny P(3HB-c0o-3HV)  baika, batch 2,89 8 0,2 0 n.a. Moorkoth a kol. (2016)
rekomb.Bacillus subtilis pomeratiové slupky PHB bika, batch 3,10 40 1,2 0,02 n.a. Sukan a kol. (2014)
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Obrazek 5 Pehled hlavnich katabolickych drabigerenujici lignocelul6zové cukry na
P3HB. EMP: Embden-Meyerhof-Parnas, ED: Entner-Daoffp PPS: Pentose Phosphate

Shunt (Dietrich a kol., 2019)

3.2.1 VyuZiti odpadnich produktia jako zdroje dusiku

Lignocelul6zovy material fize celkem snadno poslouzit jako zdroj uhliku (Obka3),
ovSem z hlediska obsahu dalSich makrogenich tpry&ou produkty hydrolyzy zcela
nevhodné a jef¢ba tyto prvky dodavat v poddlanorganickych soli,ffpadré komplexnich
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kultivacnich komponent, ktera jsou ale obvykle pro prodikKdA @iliS draha. Proto jsme se
v dalSi préci zawfili na vyuZziti hydrolyzatu z kieciho pé, které pro naSecely slouZzilo
jako ceno¥ dostupny komplexni zdroj dusiku. Celanek je vP¥iloze IV (BeneSova a kol.,
Letters In Applied Microbiology, 2017, ¥065,¢. 2, s. 182-188.).
Celos¢tovy dribezi pimysl rainé vygeneruje fblizné 7,7 x 16 kg pei, jehoz
pievazujici slozkou (e@s 90 %) jsou bilkoviny, ipdevsSim keratin. | figs nizké naklady a
snadnou dostupnost jetonyslové pouZiti pié omezeno a Keci péi je obvykle povazovano
za odpad (Taskin a kol., 2012). V naSi praci jsna podrobili alkalické hydrolyze
v kombinaci s mikrovinnym dlevem. Nasledh byla testovana moznost vyuzit hydrolyzat
z pei jako komplexni zdroj dusikurpbiotechnologické produkci P3HB pomoci bakterimi
kmene Cupriavidus necatoH16 (CCM 3726) s vyuzitim odpadniho fritovaciho jel¢gako
jediného zdroje uhliku. Optimalizovana byla zejmékancentrace siranu amonného
v mineralnim médiu v kombinaci s 10 % hydrolyzatti | déle pak byla optimalizovana
koncentrace e pii ptipraw hydrolyzatu. Vysledky kultivénich experimerit jsou ukazany
v Tabulce 2. Obeen pfitomnost hydrolyzatu e zvysila vy€znost biomasy a PHA.
NejvysSich vyzka PHA bylo dosazeno ip piidavku 10 % hydrolyzatu pe ktery byl
pripraven hydrolyzou 60 g pe na 1 | alkalického hoztoku, k mineralnimu médiu
obsahujicimu 1 g/1 (NPLSQs. V tomto gipacdt byly vytézky PHA zvySeny fiblizné o 40 %
ve srovnani s kontrolni kultivaci. Kramtoho byly také pozorovany vysoké obsahy PHA
v biomase, kdyz byl (NH.SQs zcela nahrazen hydrolyzatem. Zejména pokud byl jeimy
zdroj dusiku pouzit pouze hydrolyzat z 60 g/kipdyly vytzky PHA o 17% vySSi nez

v kontrolni kultivaci.

Tabulka 2 VyteZky biomasy a PHA pouZziti rizného obsahu hydrolyzatu/pe
v kombinaci s@#znym obsahem siranu amonného v mineralnim mediu

Hydrolyzat peii  Biomasa PHA PHA
(9/l) (9/l) (%) (9/)
20 104+10 86,2+3,3 8,9+0,2
30 119+1,3 84,4+06 10,1%+0,1
40 10,4+09 80,1+59 8,3+04
(NH4)2S0s - 1 g/l 50 125+1,5 80,3+2,0 10,3+0,2
60 128+09 851+0,3 10,6+0,1
0 85+0,9 90,7+09 7,8+0,1
20 59+0,3 834+6,2 49+0,3
30 6,4+08 922+15 59+0,1
(NH4)2SQs - 0 g/l 40 8,3+0,6 88,003 7,3+x0,1
50 70+£06 940+54 6,6+£0,3
60 95+1,3 86,3+09 8,2+0,1
(NH4)2SQy - 3 g/l 0 (kontrola) 96+09 718+23 6,920,

Snaha nahradit dusikaty zdroj v prodmin médiu neni nic neobvyklého a Heka je
volen odpadni material bohaty na proteiny. Z tohbtedika se népstji setkavame se
snahou o vyuziti syrovatky, coz je odpad z vyrofyisbohaty na laktozu a také na proteiny
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(Oliveira a kol., 2018). Alternativni levné zdrojeomplexniho dusiku Ize také hledat
v zenmtdélstvi. Tym Martina Kollera (2005)tmaval silazni 8avu a §avu ze zelené travy do
kultivatniho média s cilem prozkoumat jeji dopad na akuoni&lA kmenemCupriavidus
necator Vliv byl srovnavan s mediem suplementovanym drag&ditivy jako jsou ,corn
steep liquor” a casamino kyseliny.

DalSim potencialnim zdrojem komplexniho dusiku tmptalného v biotechnologické
produkci nize byt odpad z jatek a zpracovani Zigoaych produki (Titz a kol., 2012).
AvSak ekonomicka hodnoceni ukazuji, Ze cesta viyazipadi poskytuje komplexni zdroj
dusiku, ktery je podstatrdrazsi nez zdroje mineralniho dusiku, ale jed@imez srovnatelné
jiné zdroje komplexniho dusiku. PouZitichto materidl je proto omezeno na poskytnuti
nezbytnych komplexnich zdifoj dusiku pro fermentaci. Vzhledem k mikrobialnim
poZzadavkm je pouZziti anorganického dusiku stale nepostehuat Aplikace hydrolyzét
z odpadnich zdr@jma na mikrobialni kultivaci pozitivni efekt, ktesg projevuje zkracenim
lag faze, ale vSak za vyrazaysSi naklady.

3.3 Aplikace evolwniho inzenyrstvi

Pro biosyntézu kopolymeru P(3HB-co-3HV) vyzadugSina bakterialnich producent
PHA suplementaci vhodného prekurzoru, ktery umazmuprbu propionyl-CoA. Neépstejsi
to jsou soli kyseliny propionove, propanol nebo élys valerova a jeji soli. Nicmén
vzhledem ktomu, Ze cenachto prekurzatr je vysoka, tak jejich aplikace sniZzuje
ekonomickou kompetitivitu produkce PHA. Proto viaikiada publikaci zabyvajici se
vyuzitim kyseliny levulova (4-oxopentanové) jakovného alternativniho prekurzoru pro
produkci P(3HB-co-3HV) z odpadnich subsirafAshby, 2012; Keenan, 2004). Podle
piredpokladaného metabolismu (Obrazek 6) kyselinyltesdivznika propionyl-CoA, jehoz
vstupem do biosyntetické drahy PHA vznika 3HV.
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Obrazek 6 Pedpokladany metabolismus kyseliny levulové u Pseadas putida (Rand a
kol., 2017)
Jak jiz bylo zmigno v kapitole 3.2, tak kyselina levulova vznikdqatkezadouci vedlejsi
produkt @i termické hydrolyze lignoceluldézy zatippmnosti silnych kyselin a spdies
s kyselinou octovou, felnolickymi sléeninami a furfuraly je povazovana za mikrobialni
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inhibitor pritomny v médiich ziskanych z lignocelul6zy. Dikyigeu snadnému vzniku vSak
muze byt efektivé produkovana s vysokymi vytezky peavdehydrataci biomasy nebo
sacharid pomoci kyselin a je proto také povazovana za zré&sadtencialni ,bio-based”
chemikalii (Morone a kol., 2015).

Pouziti kyseliny levulové jako prekurzoru 3HV jeakSvelmi problematicé Kili toxicité,
ktera vyznamaé sniZzuje produktivitu celého procesu. Po zohledn&eich moznych vztéh
jsme se rozhodli vyuzit fistupu EI, abychom odhalili mechanismus adaptacesniem
Cupriavidus necatorH16 ke kyselis levulové. Vysledky vlivu kyseliny levulové jako
stresoveho faktoru byly prezentovany formou postaukonferenci European Congress on
Biotechnology a abstrakt naSehtispivku je dodan jakdPriloha V (Kucera a kol., New
Biotech. 2018. s. 93). Poznatky byly rap$iany o testy, zda vybrand&igtupy mohou byt
vyuzity k ziskani kmerin adaptovanych na kyselinu levulovou, coZ b§lanvelky vyznam
pro produkci PHA s jejim vyuzitim jako prekurzorebo pro produkci PHA ze substiat
odvozenych od lignocelul6z¥. necatorbyl pro tyto experimenty zvolen nejen proto, Ze je
povazovan za modelovy bakterialni kmen v souvislgsinetabolismem PHA, ale takeé
s ohledem na to, Ze se jedna o slibnéhimgslového producenta PHA. Vysledky byly
publikovany véasopisu &lanek je filozen jakoPFiloha VI (Nov&kova a kol., Biochemical
Engineering Journal 2019).

Aplikaci El pristupit na kmenC. necatorjsme ziskali celkem 8 evolvovanych knien
oznaenych jako ALAOL - ALAOS8, které byly dale testovang své schopnosti produkovat
PHA v piitomnosti 3,5 g/l levulové kyseliny ve srovnanits@dnim kmenem. Kmeng.
necatorALAOL, ALAO2 a ALAO3 byly klasifikovany jako prvngenerace vyvinutych kmén
kmenC. necatorALAO4 piedstavuje druhou generaci vyvinutych kraerC. necatorALAO6
byl ziskan za fispéni chemického mutagenu MMS. Z 8 euvalich kmeri 3 kmeny (ALAO5,
ALAO7 a ALAO8) pri submerznim kultivaci v mineralnim médiu vykazovgn velmi slaby
rast a nebyly schopné akumulace PHA. Tyto bakteri&imtury byly proto vylodeny
z dalSich experimefita metabolické charakterizace. Naopak, jak ieelgpkladalo, adaptace
kmeni podstats zlepSila fistové vlastnosti v fitomnosti kyseliny levulové ve &sing
zbyvajicich kultur. Zejména zejména kmeny ALAOL IaA®2 dosahly piblizné o 25% vySSi
koncentrace buik nez kontrolni kultura divokého typu.

El je dilezitym nastrojem pro biotechnologie, jeho hlavplikaci je zlepSeni tolerance
organismu ke konkrétni sledované slewniné, ale také lze pouzit i ke studiu dynamiky
antibiotické rezistence, ktera jaildzita pro klinicky vyzkum (Jansen a kol., 2013).EV
existuji dva hlavni fistupy, vsadkové a kontinualni (chemostatove).i¢kdt prongénna jecas
trvani experimentu, ktery jéasto velmi dlouhy, wadu tydm nebo ndsiai. Frikladem je
dlouhodoby evoléni experiment (LTEE), ktery 2Zal v roce 1988 a pok¥aje az do
souwasnosti a ktery zahrnuje vice nez 60 000 genegddebi. Experiment pouziva minimal
salt médium s 2qug/ml glukdézy a kazdy den se populacevedena daerstvého média
(Lenski 2016).

Toxické slodeniny v hydrolyzatu lignoceluldzy mohou byt elimiud@my detoxifik&nimi
metodami, nafiklad over-limingem. Tento proces vSak vyZadujekeaisili, vytvdi odpad a
muze snizit koncentraci cukru. Vyvinuti mikroorganismezistentnich &i furanu by
umoznilo tento proces vynechat. Vyvoj kmene tolarémo k furfuralu a 5-HMF je obtizny,
pokud se pouzivaji ipmé genetické inZenyrské&igtupy kuili nedostaténému pochopeni
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jejich toxickych molekularnich mechanifiel tedy gedstavuje uskutaitelnou strategii pro
generovani tolerantnich kmin protoZze tato metoda umiafe vybsr neintuitivnich
pozitivnich mutaci, které se mohou vyskytovat &kalika niznych genech (Dragosits a
Mattanovich, 2013).

3.4  Extréemofilni bakterie produkujici PHA

DalSim navazujicim logickym postupem bylo, Z#inse na pirozené producenty PHA,
které vSak dokaZzou snaSet takové extrémni jmaist které byva navozeno pouZitim
odpadnich materiéljako zdroje zivin. Slibnou cestoutire byt implementace robustnich
produceni, ktei jsou bul’ péstovany vyhradé v ekologické nice charakterizované extrémni
salinitou, teplotou, koncentraci substratu nebonbtali pH prosedi nebo dokazou takova
extrémni progedi tolerovat bez vaznych ztrat schopnastiu. Procesy zaloZzené na takovych
mikrobialnich producentech pak nevyzaduji zasaleggkeho nebo evotmiho inZenyrstvi a
¢asto vykazuji minimalni naroky na sterilitu systé(Koller, 2015).

Vzhledem k faktu, Ze hydrolyzaty lignocellulézy agovaly, kwvili aplikaci minerélni
kyseliny a nasledné nezbytné neutralizaci vysolkantovou silu, tak jsme se mimo jiné
zametili predevsim na halofilni kmeny. VyuZzitim PHA mikrobi#édh producenit, schopnych
rust v prostedi s extrémnim obsahem chloridu sodného, se eguish letech zZala zabyvat
celarada vyzkumnych pracovi$o celém sité. Z tohoto hlediska byva ngjsgji sklonovana
archeaHaloferax mediterraneiktera doazedst az v koncentracich vyssich nez 200 g/l NaCl.
Diky schopnosti utilizace celi@dy sacharitl véetné galaktdézy a glukdzy, nachazi upl&bin
pii produkci PHA z hydrolyzatu syrovatky. Kranuz takto vynikajicich vlastnosti je tato
archae schopna syntetizovat kopolymer P(3i9BHV) bez nutnosti fidavku prekurzar
(Pais a kol., 2016).

Po zkuSenostech s timto mikroorganismem, ktery jerimo jiné pouZzivali k i produkci
extracelularnich polysachatid(Chytilova, 2017), jsme se rozhodli vyzkouSet Flio
bakterialni kmeny, zejména jsme se 2#nna rod Halomonas Zastupci tohoto rodu jsou
Gram negativni rovné nebo zalené tyinkovité buiky, obvykle 0,6-0,8 x 1,6—1,9 um. Jsou
halotolerantni (také oztavané jako lehce azietre halofilni), schopnéiist v koncentracich
NaCl v rozmezi 0,1-32,5 % (Whitman a kol., 2015)nddterych zastupic tohoto rodu byla
schopnost produkce PHA jiz popsanagtaré druhy jsou povaZzovany za slibné producenty
PHA (Martinez-Gutiérrez a kol.,, 2018). Otestovaimp potencialiady zastupt rodu
Halomonasa napiklad kmenyHalomonas organivoran€CM 7142T aHalomonas salina
CCM 4361 se jevi byt velice zajimavymi producenity®(Vodicka 2018; Kurzova 2018)

Porovnanimdchto kmeri jeS€ s kmenemHalomonas halophilarznikla publikace, jeZ je
soutasti Prilohy VII (Pernicova a kol., Materials Science Forum, 20@8, 955, s. 74-79).
V této praci jsme mimo jiné vyuZili multiplex PCRomoci které jsme zjistili, Ze vSechriy t
testované kmeny Halomonadglomonas halophilaHalomonas organivorana Halomonas
saling) obsahuji gephaC zodpowdny za polymeraci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA za vzaik
P3HB. Tim jsme si u kmdnowiili schopnost produkovat PHA. Nasledrpisme pak
porovnavali schopnost utilizovat zakladni monosddlyaa zarové akumulovat PHA. Déle
jsme zkoumali vliv koncentrace NaCl v kult§rdch médiich na produktivitu PHA, jakoZ i na
molekulovou hmotnost a materialové vlastnosti akiovaného polymeru. Obrazek 7 shrnuje
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vysledky. H. organivorans nebyl schopentustu a biosyntézy P3HB v médiu s nizkou
osmolaritou (20 g/l NaCl), ale rostl d@bv pgitomnosti 40-100 g/l NaCl. Lze konstatovat, Ze
¢im vysSi osmolarita, tim vyssi obsah PHB v biontagaelosazen; nicmé&mnejvyssi vygzky
PHB byly ziskany v koncentraci NaCl odpovidajici ¢ dalSi zvySeni osmolarity mirn
inhibovalo Gst bakteriélni kultury.
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Obrazek 7 Vliv salinity progtdi na schopnostistu kmene Halomonas organivorans

Rodriguez-Contreras a kol. (2016) mjaila studii zabyvajici se vlivem salinity na
produkci PHA halofilni grampozitivni bakterBacillus megateriunuyuni S29. Pouzitim
tohoto kmene byl ziskan nejvyssi &gk PHA (2,22 g/l), stefhjako procentualni obsah PHA
v biomase fi koncentraci NaCl 45 g/l, zatimcdimizsi a vySSi koncentraci soli (5 a 100 g/l)
byla produktivita PHA dramaticky nizsi. KoncentradaCl je proto kikovym parametrem
ovliviujicim produktivitu PHA g pouziti halofilnich bakterii a musi byt optimaizana pro
kazdy novy produéni kmen PHA.

Z porovnani Wriloze VIl vychazel kmemdalomonas halophilavelmi slibrg, a proto jsme
se rozhodli ¥novat se tomutu tématu komplejin Vysledky pak byly publikovany a jsou
souwéstiPrilohy VIII (Kucera a kol., Bioresource Technology, 201&. 1256,¢. 1, s. 552-
556). Vyhodnou vlastnostiH. halophila jako potencialniho producenta PHA je, Ze tato
bakterie roste v levném mineralnim médiu, aniz pyadovala nakladné, komplexni zdroje
dusiku.Rada slibnych halofilnich producénPHA totiz vyzaduje komplexni zdroje dusiku
(Koller 2015).

Halomonas halophiladrive Deleya halophila je gramnegativni, strikthaerobni sedre
halofilni bakterie. Bvodré byla izolovana pobliZz Alicante v jihovychodnim $piaku
(Quesada a kol., 1984). Schopnost produkovat PHA byH. halophilanebyla az do naSi
publikace nikde publikovana. Cilem této prace pioitm prozkoumat biosyntézu PHA u této
zajimavé halofilni bakterie a zhodnotit jeji potéhgro biotechnologickou produkci PHA
z riznych levnych substréat

Podobr jako v gredchozi publikaci, byl i u kmen. halophila zkouman vliv salinity
prostedi na produkci PHA (Tabulka 3). V tomtdigmd jsme se vSak zafili i na
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molekulovou vahu (Mw) polymeru a jeho distribucéi #zké koncentraci NaCl se vytkio

PHB s nizSi hmotnosti, ale velmi Uzkou distribucivMse zvySenym osmotickym tlakem
v kultivatnim meédiu se zvySuje také Mw, ale také PDI. Pra® dalinitu definovat jako
parametr mechanické vlastnosti polymeru produkovarkinenentH. halophila

Tabulka 3 Vliv salinity progedi na schopnostistu kmene Halomonas halophila
NaCl biomasa PHB PHB Mw PDI
(9/l) (g/l) (hm.%) (9/l) (kDa) ()

20 4,27+0,01 4757+2,76 2,03+0,1273+26 1,02

40 516+0,11 5196+3,00 2,68+0,1722+56 1,10
60 5,11+0,11 72,01+2,78 3,68+0,1693+27 1,29
80 4,66+0,12 58,34+6,58 2,72+0,3¥97+25 1,82

100 3,25+0,36 4543+050 1,48+0,1810+20 2,87

Krom¢ jiného jsme se \lanku zamndfili na schopnostH. halophila premenit razné
sacharidy na P3HB. S vyjimkou laktdézy byla bakteii&ultura schopna vyuzit vSechny
testované sacharidy. iékvapiv nejvyssi vygzky P3HB byly ziskany na rhamnose,
nasledované sachar6zou a glukozou, ale baktekalhira byla také schopna akumulovat
PHA na jinych sacharidech, jako je cellobiosa, xgldomandza nebo galaktéza (viz Obrazek
8). Zjiskni, Ze H. halophila je schopna utilizovat Siroké spektrum sachand dilezité,
protoze to ukazuje, Ze kmenige byt pouzit pro produkci PHAiady levnych substrat jako
jsou lignoceluléza nebo melasa, potenaidle schopna utilizace i odpadnich substratu
bohatych na lakt6zu (napsyrovatka), nicméhlaktéza musi byt i@d samotnou kultivaci
enzymaticky nebo chemicky ro#pena na galakt6zu a glukozu.
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Obrazek 8 Koncentrace biomasy a P3HB produkovartgalbphila na fiznychcistych
sacharidech po 72 h kultivaci v Erlenmeyerovychkaah.
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S ohledem nadglné spektrum sachatidryuzitelnychH. halophilg byl kmen testovan na
produkci PHA na &kolika vybranych odpadnich substratech (TabulkaZpocatku byla
kultivace provadna na syrové syrovatce. Vzhledem k torkl, halophila nebyl schopen
piimo utilizovat laktozu, ale jen jeji monomery glakba galakt6za tak byla provedena
hydrolyza pomoci HCI. DalSim testovanym zdrojemahylelasa, v tomtoffpads nebyla ped
kultivaci nutna Zadna hydrolyza, protoZze testovaakterialni kmen je schopnytimého
vyuziti sachardzy jako hlavni slozky melasly.halophilabyl také testovan na hydrolyzatech
lignocellulozovych materiél a to kavové sedliny (SCGH), pilin z¢kkého deva (SWDH),
kukuti¢nych stonk (CSH).

Tabulka 4 Koncentrace biomasy a P3HB produkovaniatbphila na fiznych levnych
odpadnich substratech po 72 h kultivaci v Erlenmayech baikach.

Levné odpadni

substraty Biomasa [g/l] P3HB [hm. %] P3HB [g/1]
Hydrolyzat syrovatky 8.50 £0.17 38.32+221 3£26.27
Melasa 4.05 £ 0.06 64.06 +£1.13 2.57+0.14
SCGH 3.51+£0.15 61.95+1.34 2.17 £0.05
SCGH, 2x tecno 1.80+0.13 15.27 + 0.90 0.27 £0.02
SWDH 2.14 +0.19 46.85 + 4.29 1.00 £0.13
SWDH, 2x Ze&no 1.35+0.04 11.27 £ 0.23 0.15+0.01
CSH nedetekovano nedetekovano nedetekovano
CSH, 2x zec&no 2.12+0.1 38.67 £0.65 0.82 £0.01

H. halophila se jevi jako robustni bakterialni kmen s pozitwnhivyhlidkami pro
potencialni pimyslovou aplikaci. Prawghodobr v disledku pitomnosti podstatnéasti
pentézovych cukKr, jejichZz gemegna na PHA je metabolicky problematicka a métinna ve
srovnani s hexézami (Lopes a kol. 2009), jso¢Zkyt PHA ziskané na SWDH a CSH nizSi
nez vytzky ziskané u hydrolyzatu kavové sedliny, kterp@hatSi na hexosy. Koncentrace
sacharid stanovené metodou HPLC u jednotlivych hydrolyzated (pa&.) zaatkem a po
skorteni (kon.) kultivace jsou zobrazeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 Stanovené koncentrace sachaadnhibitorz u hydrolyzat lignoceluldzy.

glukéza xyl6za[g/l] arabin6za galakt6za + mandza
[9/1] [9/1] [o/1]
po¢. kon. poé. kon. poc. kon. poc. kon.
SCGH 1,48 0,98 O 0O 1,70 0,60 15,98 8,78
SCGH, 2x #edkno 0,74 0,69 O 0O 085 O 7,99 2,08
SWDH 1,74 1,736,61 1,78 0,88 O 0 0
SWDH, 2x Zedéno 0,86 0 3,30 0 044 O 0 0
CSH, 2x #edéno 323 0 522 0 072 O 0 0

Publikace byla také rozg&na o snimky ziskané pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) a fluorescence-lifetime imagingkroskopie (FLIM) (Obrazek 9). Gb
tyto techniky umoznili vizualizovat granule PHA wuitkadch. Kultura kultivovana v médiu
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bohatém na dusik obsahovala &wamensi granule PHA oproti kulie pEstované v progedi
s omezenym mnozstvim dusiku.

A) B)
s Ve, ° P
.i .@gﬁﬁk}‘? -

\.8‘.’.’55:?;&?! LS a

< o e P,
D2+ Nt ey o0
i Qs =200 o
f '4""&_' )
‘Bﬂ A‘ ‘A —
D) E)

%)
» %, 8 i
s s ) 0% Al B
A % il

Obrazek 9 Mikrofotografie H. halophila kultivované komplexnim nuifn¢ bohatém
médiu (A, B — TEM, C — FLIM) a mineralnim médiinstovanym obsahem dusiku (D, E —
TEM, F - FLIM). Na obrazcich FLIM odpovida zelerg\a granulim PHB obarvenym
BODIPY 493/503 a modra ukazuje zelenou autofluemszbytku bakterialnich bk

Z davodu slibnych vysledk na SCGH v fedchozi publikaci, jsme naS dalsi zjem
smetovali na valorizaci kavové sedliny (SCG) a vysledkbyla dalSi publikace, ktera je
souastiPrilohy IX (Kovakik a kol., Journal of Environmental Chemical Engirieg, 2018,
ro¢. 6,¢. 2, s. 3495-3501).

Vtéto praci byla SCG fpdupravena #@d samotnou kyselou hydrolyzouwiznymi
metodami. Cilem bylo porovnat vliwadhto metod na sloZeni ziskanych hydolizata
produktivitu PHA a jeho materialové vlastnosti. @vkvé sedliny byl fed aplikaci hydrolyzy
odstrarn tuk extrakci podle Soxhleta za pouzitiésshm-hexanu a isopropyl alkoholu (50:50).
DalSi aplikovanou metodou byla préigravu gredupraveného SCG bylo odstéanlipida a
nasledg extrakce polyfendl pomoci ethanolu v Soxhletowextraktoru. VSechny ziskané
hydrolyzaty byly podrobeny HPLC analyze a vyslegdgu znazorény v Tabulce 6. Zarain
postup kyselé hydrolyzy se zmg odliSoval od postupu R¥iloze VIII a proto nemohou byt
vysledky gimo srovnavany sipdchozi publikaci.
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kavové sedliny. Extrakce oleje z SCG zvysila obsalkového cukru v SCGHiibplizné o
20 %. V poslednim SCGH s extrahovanym olejem a Ifenbyl srovnatelny s
negedupravenym. Dvodem pro snizeni obsahu cukru mohlo kgst&né odstraéni
hemiceluloz Bhem extrakce fendl Fenomén existence kompiexignin-sacharidy ve
direveénych a rostlinnych tkanich byl jiZide popsan (Koshijima a Watanabe, 2013).

Tabulka 6 Zalkadni sloZeni ziskanach hydrolyzZaCGH#1 je needupravene, SCGH#2
je z odtdneného SCG a SCGH#3 je z oftteného SCG po extrakci ferol
SCGH#1 SCGH#2 SCGH#3

Celkové cukry [g/1] 64.415 77.8:1.1 65.8:1.2

Kyselina octova [g/l] 0.420.03 0.50:0.03 0.32£0.02
5-Hydroxymethyl furfural [g/I] 0.120.003 0.1A#0.002 0.120.002
Furfural [g/1] 0.02£0.001 0.0%:0.001 0.06:0.001
Celkové fenolické latky [g/l] 2.260.13 2.8%0.2 1.30:0.04

Koncentrace inhildnich latek vzniklich degradaci sachérid(kyselina octova,
5-hydroxymethyl furfural a furfural) jsou uvedenytabulce 6. Stanovené hodnoty se liSi
podle pouzité metodiky produkce SCGH a korelujasistem obsahu celkovych cukiNizké
stanovené koncentrace furfuralu a 5-hydroxymetinfdfalu ukazuji, Ze podminky hydrolyzy
byly nastaveny spra¥n coz zabranilo nezadouci ztfatukmi a tvorl® téchto toxickych
slowenin.

Za elem produkovat PHA kmenem. halophila byly vSechny hydrolyzatyredny na
koncentraci 20 g/l celkovych cukrNicméré, SCG hydrolyzaty byly #iliS toxické a zcela
inhibovaly ist H. halophila Proto byly vSechny SCG hydrolyzaty detoxikovadgapci na
nepolarnich pryskycich na bazi styren-divinylbenzenu (Amberlite XAD&ytéZky P3HB
jsou v Tabulce 7. NejvySsi produkce biomasy a P3wka ziskana pouzitim SCGH#2.
Z hlediska koncepce biorafinérie vSak metoda zisKs@GH#2 i SCGH#3 zajimava pro
dosazeni ekonomické efektivnosti a udrzitelnéhoziwani kavové sedliny. Olej ziskany
z SCG ped hydrolyzou lze pouzit v mnoha aplikacich s vgspokyidanou hodnotou.
Napriklad Ize pouzit jako zdroj pro vyrobu bionafty ("danov a kol. 2013), substratu pro
biotechnologickou vyrobu PHA (Obruca a kol., 20I#Bbo niize byt pouZzit v kosmetice jako
acinna latka v nové kosmetické formulaci se zlepSerkminim mazem a hydratai
vlastnosti (Ribeiro a kol., 2013).

Tabulka 7 Produkce P3HB a molekulova hmotnost grodaného P3HB

Biomasa [g/l] P3HB [hm. %] P3HB[g/l] Mw (kDa) PDI (-)

SCGH #1 2.140.1 13.3t0.5 0.28+0.08 825+ 8 1.26+0.12
SCGH #2 3.520.3 27.0+1.2 0.95:0.09 81512 1.09+0.02
SCGH #3 2.180.1 15.9£0.5 0.35:0.07 440t 2 1.44+0.03
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3.5 Biotechnologicka produkce terpolymeru
poly(3-hydroxybutyrat- co-4-
hydroxybutyrat- co-3-hydroxyvalerat)

Déle jsme ufeli pozornost na moznost ovlivnit slozeni vysledng@olymeru, tak aby se
svymi materialovymi vlastnostmi liSil od P3HB, kéema vysokou krystalinitu a nizké
délkové prodlouZenitpprotazeni, coz limituje jeho aplikai potencial. DalSim néfnivym
parametrem je pak vysoka teplota tani, coz kommikasledné zpracovani polymeru. &ra
monomerniho sloZzeni v PHA, ndédad inkorporaci 3HV nebo 4HB, ma na tyto parametr
zasadni vliv. Proto jsme se rozhodli, Zze zkusinwelshnologicky produkovat terpolymer
poly(3-hydroxybutyraio-4-hydroxybutyrateo-3-hydroxyvalerat) (P(3HRB:0-4HB-co-
3HV)). Z bakteridlnich kmeah které jsou schopny akumulovat PHA s obsahem 4HB
monometi a které jsou dostupné ve sbirkach mikroorgafjshbyl vybran Cupriavidus
malaysiensi©DSMZ 19379, ktery je v literate ¢asto zmiovan (Ramachandran a kol, 2011).
Vysledky této prace jsou obsazeny v manuskripterykje sodasti této prace jakBiiloha X
(Kucera a kol., Bioengineering, 2019¢r®, s. 74).

Cupriavidus malaysiensiBSM 19379 @i rustu v gitomnosti gama-butyrolaktonu (GBL),
e-kaprolaktonu, 1,4-butandiolu a 1,6-hexandiolu dak&yntetizovat polymer sestavajiciho
z monomei 3HB a 4HB. Pro z#deréni 3HV podjednotky do struktury polymeru byly
pouzity jednostufové a dvoustugpve strategie vyroby terpolymeru. V jednostapem
kultivatnim rezimu slouzil GBL nebo 1,4-butandiol jako péimi substrat a zaroke
prekurzor 4HB a kyselina propionova a valerova jpkekurzor 3HV.

Pro zvySeni produktivity PHA jsme provedli dalSipekment, ve kterém byla kultivace
provedena ve dvou krocich. V prvnim kroku jsme ae¥#ili na kultivaci s maximalnim
vytéZkem biomasy za pouziti glycerolu (20 g/l) jakornéfo zdroje uhliku. Podle naSich
vysledii glycerol stimuluje #ist bakterie, ale népvadi se na P(3HB), coz by se dalo
povazovat za vyhodu, protoZe produkce terpolymemiz&ou frakci 3HB by mohla byt
dosaZzena ve druhém kroku. Kréoho byl glycerol (12 g/l) také smichan s 1,4-bdialem
(8 g/l) v paralelni sérii kultivaci. Druha faze Aaylprovadna v kultiva&nim médiu
s 1,4-butandiolem, kyselinou valerovou a limitovenyobsahem dusiku. 1,4-butandiol a
kyselina valerova byly pouzity jako prekurzory 4lB3HV. Kyselina valerova byla vybrana
jako prekurzor 3HV, protoZe byla identifikovana gakejlepsi prekurzor 3HV pro zkoumanou
kulturu. VSechny vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8.

Z nize uvedenych vysledkohoto experimentu je patrné, Ze bakterialni kmoestl nejlépe,
kdyZ byl v prvnim kroku pouzit glycerol v kombinasi 1,4-butandiolem a ve druhém
1,4-butandiol s valerovou kyselinou. Zisk biomasy 5,94 g/l. Naopak nejmensiigt byl
dosazen kultivaci za pouZziti glycerolu a nastedm-butandiolu, kde bylo ziskano pouze
1,60 g/l biomasy.
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Tabulka 8 Dvoustupvéa produkce terpolymeru - 48 hodin v glyceroluamglycerolu a
1,4 butandiolu, poté/evedena na médium s limitovanym obsahem dusilekamorem

3HV.

Primarni  Sekundarni  Biomasa PHA PHA 3HB 4HB 3HV
substrat prekursor (a/h (a/m (hm%) (mol%) (mol%) (mol%)

1,4-BD 1.60+£0.03 0.84+0.02 52.3+0.80.9+0.7 18.1+0.3 1.1+04
Glycerol LA-BD 31058 1.42+025 521+18°0 0% 168409 295403

+ k. valerova 0.6

1,4-BD 3.26+0.11 2.09+0.01 64.1+2379+05 21.6+05 05+0.1
Glycerol 14°BD
+1,4-BD ' 594+0.14 4.14+005 69.6+0.B5.7+1.0 165+1.3 17.9+0.3

+ k. valerova

Z vysledki vyplyva, ZeCupriavidus malaysiensiBSM 19379 niZze (&inné syntetizovat
pozadovany terpolymer P(3H&»3HV-co-4HB). Hi vyuZziti dvoustupiové Kkultivani
strategie byl obsah PHA v bakteridlnichikéch podstathvyssi. NejvySSi hmotnostni frakce,
69,64 hm%, jakoz i nejvyssiho zisku PHA 4,14 glflobdosazeno, i pouziti glycerolu
spoleéné s 1,4-butandiolem v prvnim kroku a 1,4-butandiklselinou valerovou ve druhém.
Pokud jde o slozeni polymeru, dobrych vyskedkylo dosazeno, kdyz byl 1,4-butandiol
pouzit v kombinaci s kyselinou valerovou ve druhiéwku. KdyZz byl v prvnim kroku pouzit
pouze glycerol, ziskali jsme terpolymer slozenyz/8 mol% 3HB, 16,76 mol% 4HB a 29,46
mol% 3HV. Za pouziti glycerolu spaie¢ s 1,4-butandiolem v prvnim kroku byl naslédn
ziskan terpolymer slozeny z 3HB 65,68 mol%, 4HBA&GNol%, 3HV 17,86 mol%. Zda se,
Ze kombinace glycerolu a 1,4-butandiolu v prvninokkr kultivace a 1,4-butandiolu a
kyseliny valerové ve druhém stupni kultivace jenwietlibna strategie, kterd vede k vysokému
obsahu PHA v hitk&ch a také k vysokym podih 4HB a 3HV v terpolymerni struktel.

Vybrané ziskané polymery byly izolovany a charakterany z hlediska materialovych
vlastnosti. Ke studiu tepelnych vlastnosti polyinéyly vybrany techniky diferencialni
skenovaci kalorimetrie a termogravimetrie; Kcéemi molekulové hmotnosti a indexu
polydisperzity polymet pak byla pouzita vykovaci chromatografie. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 9. VzoreK. 1 je kontrolni polymer obsahujici téfrvyhradré monomerni jednotky
3HB. Vzorek¢. 2 byl odebran kultivaci za pouziti kombinace fitandiolu a kyseliny
valerové, picemz podil 3-hydroxyvaleratu v tomto vzorku byl 14nbl%. Vzoreke. 3 byl
ziskan kultivaci za pouziti 1,4-butandiolu a progitu sodného a koncentrace 3HV byla 8,3
mol%. Posledni vzorek byl izolovan z iné suspenze kultivované zaelem produkce
terpolymeru, za pouziti glycerolu a naslédn4-butandiolu spot®¢ s kyselinou valerovou.
V tomto vzorku byl molarni potn 3HV viilbec nejvyssi, konkré#29,4 mol%. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 9.

Z termogrami zaznamenanych diferémi skenovaci kalorimetrii jsme stanovili teplotu
skelného pechodu (Tg) a teplotu tani (Tm). Celkové teplo fidé bylo také stanoveno
integraci endotermy tani. Pomoci termogravimetyla stanovena teplota g@tku degradace
(Tdonse) a teplota, kterd odpovida maximalni rychlostiktedu vzorku (Tehay).
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Tabulka 9 Vlastnosti vybranych polynier
3HB 4HB 3HV Mw  PDI Tg Tm AH  Tdonset Tdmax

VZorek  1molgs) (molk) (mol%e) (kDa) () (°C) (°C) (g) (°C) _ (°C)
155,8 4.7
99,3 0,7 0 156,0 1,04 - 1687 64,9 271,9 287,9

60,6 24,7 147 258,7 10248 161,3 2,8 2715 2935
63,8 27,9 8,3 3146 1,0126,2 161,7 3,0 2752 300,8
53,8 16,8 29,4 137,9 1,17290 1646 12,7 2714 2955

A WN

Porovnéani termograinDSC ¢ty izolovanych polymet je zndzortno na Obrazek 10. Ve
vzorku¢. 1 je endoterma s ostrou teplotou tani, kterdogevaje i asi 170 °C, coz je typické
pro P3HB. Plocha piku odpovida teplu usmiédmu v tomto procesu. Velka oblast endotermy
tani naznéuje, Ze jde o polymer s vysokym stdpm krystalinity. Vzorek je dale
charakterizovan dvojitym vrcholem v bodu tani, aazuje, Ze polymerni krystaly jsou
piitomny ve dvou formach sé&etelnou tepelnou stabilitou. Na druhou stranu chdeorka
terpolymeru (vzorky 2—4) je na prvni pohled &idZze na kivkach je vidt mnohem méh
intenzivni pik tani. Zdanlivy skelnyipchod a studena krystalizace polymernfel¥zci
dohromady zn&éné nazn&uji vyznamr sniZzenou tendenci ke spontanni krystalizaci. Jinym
slovy, zapojeni dalsiho monomeru do kopolymernilkstiry vedlo k amorfni strukte.
Zaclenéni 3HV do polymerni struktury také agobilo snizeni teploty tani natilplizné
161 °C.
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Obrazek 10 Vysledky DSC analyzy izolovanych polyjegchz materialové viastnosti
jsou zobrazeny v Tabulce 9. Vzorel je kontrolni polymer obsahujici téfrvyhradre
monomerni jednotky 3HB. Vzorky 2-4 jsou terpolynsariznymi pomery monome(Kucera
a kol., 2019).

Heat Flow (W/g)
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ZAV ER

PredloZen& dizertani prace se zabyvérgrevsSim vyuzitim lignocelul6zovych matedidl
k produkci polyhydroxyalkanoét ale zabr prace ma daleko SirSi rozsah. Kekomoznosti
kvantifikace PHA se prace zabyva i studiem aplikeeluiniho inZenyrstvi zadelem ziskat
nové kmeny se schopnosti lépe odolavatiimeprym vlivim vzniklych g hydrolyze
lignocelul6zy. DalSicast prace pak bylaémovana pirozenym kmefim, které jsou schopny
rastu pouze v extrémnim prosti a zaroén jsou schopny produkce PHA. Vysledky jsou
prezentovany formu dizkuze 10 publikovanych praci.

Pritokovou cytometrii 1ze vyuzit nejenom kéeni gFitomnosti PHA ve strukiie
bakterialnich buk, ale také pro kvantifikaci. Metoda sppeajici ve fixaci busk a
nasledném obarveni nilskoterveni vSak nedosahovala vysoké korelace a je
vhodrgjSi pro orientani posouzeni obsahu PHA. V porovnani s Ramanovskou
spektroskopii viek tato metoda umoznuje analyzwlbura urovni jedné hiky,

coz umoznuj studovat distribuci PHA v jednotlivych populacich.

Ramanova spektroskopie se ukazala jako snadno osmptddna technika

umozniujici kvalitativni a kvantitativni analyzu RHMetoda vyuZivajici pik DNA

(787 cm!) nebo pik Amid | (1662 crh jako vnitni standard dosahovala u
bakteridlniho kmen€upriavidus necatoH16 vysoké korelace. Tato technika je
aplikovatelnd pran-situ monitoring P3HB produkce v redlnédase. Ramanova
spektroskopie iedstavujefadu benefii oproti sodasré vyuzivanym metodam

kvantifikace, jako je plynova chromatografiefegevsim diky rychlosti a

neinvazit.

Hydrolyzat smisi mekkého deva ziskany kyselou hydrolyzou neni mozno vyuzit
pro produkci PHA bez fiedchazejiji aplikace detoxifikai metody, protoze ip
hydrolyze vznika znmé mnozsti inhikiinich latek jako jsou kyselina octova, HMF,
furfural nebo polyfenoly.

Detoxifikace hydrolyzatu igva aktivnim uhlim a metodou ,overliming* vedla
k odstragni zna&né casti polyfenolickych latek. Vyrazn lepSich vysledk
dosahovala metoda vyuzivajici aktivni Ghli, ktetami@ovala vice nez 90 %
polyfenoli. Detoxifikované hydrolyzaty byly pouzity pro prddu P3HB

s vyuzitim bakteridlnich kmé@nBurkholderia cepaciaa B. saccharia i z tohoto
hlediska hydrolyzat po aplikaci aktivniho ahli dosaal nejvyssi vysledky. Proto
jeho &innost byla porovnana s lignitem.

Lignit Ize pouZzit jako sorbent k detoxifikaci hytypatu deva a jeho &nnost je

srovnatelna s dZn¢ pouzivanym aktivnim uhlim. Tato detoxdéka metoda byla
hodnocena iimo @i pouZziti hydrolyzai dieva pro produkci PHA pomoci
bakterialnich kmein Burkholderia cepaciaa B. sacchari Vysledky ukazaly, Ze
pouziti hrgdého uhli vyrazé zlepSilo fermentovatelnost hydrolydatdieva a

zvysilo vykzky PHA.
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Alkalicky hydrolyzované kieci péi bylo testovano pro produkci PHA pomoci
kmeneC. necatorjako komplexni zdroj dusiku. Jako substrat byl Zsoodpadni
fritovaci olej. Kombinaci 1 g/l siranu amonnéhaisigvkem 10 obj. % hydrolyzatu
pei doslo k nejvysSimu v§Eku biomasy a PHA. Déle byl zkouman vlivipea
inkorporaci monomeru 3HV do PHA. Jako prekurzor 3bya pouzita kyselina
valerova, propanol a propionat sodny. Vliv hydrélgz byl pozitivni, a to
piedevSim v fipadt propionatu.

Metodou evoldniho inZenyrstvi bylo zijvodniho divokého kmen€. necatorH16
ziskano pt kmerm adaptovanych na kyselinu levulovou. VSechny ziékameny
vykazovaly lepSi st v pitomnosti inhibitoru LA, neZ bylo pozorovano u
puvodniho kmene, coZ byl jeden z hlavnich parafngtotvrzujicich Usgsny
adapténi proces. Analyza PHA v biomase navic ukazala ivgiisah PHA
v biomase a pro gkteré kmeny také vyssi obsah 3HV v kopolymeru P(3i6B
3HV). KmenC. necatorALA04 opakovag uvadl nejvyssi hodnotu PHA a take
obsah 3HV s vice nez 20 mol. %.

Halomonas halophiladlokaze utilizovat Sirokou paletu sachéridoZz dava kmeni
vysoky potencial v utilizaci odpadnich agro-indidtrich substrdit To také bylo
testovano na hydrolyzované syrovatce, melase a olymdteh vybranych
lignocelukovych odpad — kavova sedlina,idwvené piliny, kukdi¢na slama. Kmen
nedokazal z jednoduchych sacharigtilizovat laktézu, ale i f@sto bylo mozné
produkovat PHA ze syrovatky, tim Ze jsmiradili krok kyselé hydrolyzy. Poté
syrovétka vychézela ze v3ch testovanych odpagjlépe, zatimco s hydrolyzéaty
lignocelulézy n&l kmen problémy. K nejlepsi utilizaci dochazelofipact kdvove
sedliny.

H. halophila v zavislosti na salinit prostedi vykazovala zrmé rozdilnou
produktivitu PHA a také mechanické a termalni viasti produkovaného PHA se
liSily. Produktivita PHA dosahovala maximalnich nod v prostedi o koncentraci
60 g/l NaCl, pi které byl i nejvysSi procentualni obsah PHA vrbase.
Molekulovd hmotnost ziskaného polymeru rostla asistajici salinitou prosedi
aZz do koncentrace 60 g/kigemz @i hodnotach 80 a 100 g/l se zasadelisla, ale
doSlo k naiistu polydisperzity. NejvysSi termalni stabilita dytaznamenana u
PHA produkovaného ve 20 g/l NaCl. Teplota tani pwyu byla u vSech
koncentraci stanovena okolo 180 °C.

Vyvinuli jsme dvoustupovou kultivani strategii, ktera je zaloZzena na aplikaci
glycerolu a 1,4-butandiolu jako uhlikovych substratprvni fazi kultivace, a poté
se buiky prenesou do kultiveniho média s limitovanym obsahem dusiku a
1,4-butandiol s kyselinou valerovou slouzi jako ttdt. Tato kultivani strategie
poskytuje vysoky vytzek PHA a obsah PHA v bakterialnichinkach, coz je velmi
pozitivni. Krone toho se ziska terpolymer P(3HB-3HV-co-4HB) s nizkou frakci
3HB a vysokym obsahem 3HV a 4HB s velmi zajimavymateridlovymi
vlastnostmi.
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