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ABSTRAKT

Cilem prace je studium moznosti mikrobialni produkce polyhydroxyalkanoati (PHA) na
riznych odpadnich substratech. Polyhydroxyalkanodty nachéazeji uplatnéni jako
biodegradabilni materialy. Pro laboratorni praci byla vyuzita primyslové uzivana bakterie
Cupriavidus necator, jez byla kultivovana s prekurzory rtiznych monomernich jednotek
s cilem produkce kopolymerit 3HB s 3HV a 4HB. Bakterie byla dale kultivovana na riznych
odpadnich substratech, ptfedevSim olejnatych, s cilem dosdhnout co nejvyssi produkce
polymeru. Dalsi velkou ¢ast prace tvofi studium izola¢nich strategii PHA s vyuzitim enzyma.
Komer¢né vyuzivané protéazy — alkaldza a pankreatin — jsou ucinnymi enzymy pro rozklad
bakterialni buiiky. Rada optimaliza¢nich experimentii ukéazala, e pfi pouZiti enzymu mézeme
ziskat az o 13 % Cist§i polymer. Vzrlst Cistoty PHA az nad 90% hranici byl docilen
piidavkem povrchové aktivni latky, kterd podporuje rozpustnost bunénych komponent
zabyva 1 vyuzitim enzymového preparatu izolovaného z bakterie Bacillus subtilis. Jeho
aplikace na bakterialni kultury vedla k zisku polymeru s Cistotou piesahujici 95% hranici.
Tyto vysledky by mohly byt zakladem nové izola¢ni strategie, ktera povede k efektivnéjsimu
zisku PHA z biomasy.

ABSTRACT

The aim of this work is to study the possibility of microbial production of
polyhydroxyalkanoates (PHA). PHA can be used as biodegradable materials. Bacterial strain
Cupriavidus necator was used for laboratory production of PHA. This bacterium was
cultivated in medium with various precursors to produce copolymers of 3HB with 3HV or
4HB. Another part of the work was aimed at cultivation of C. necator on different waste
substrates, especially oils, with the aim to achieve the highest production of polymer. Another
large part of the thesis is dedicated to isolation strategies of PHA using enzymes.
Commercially used proteases — alcalase and pancreatin — can be used with advantages for
digestion of bacterial cells. A number of optimization experiments showed that application of
proteases leads to enhancement of PHA purity to about 13%. Purity increase up to 90 % was
achieved by adding a surfactant, which promotes the solubility of non-PHA forming polymer.
This surfactant increases the purity of 20 % when compared to control. The last part of
presented work deals with the use of enzyme solution isolated from Bacillus subtilis medium.
Its application to C. necator culture led to the yield of polymer at a purity exceeding 95 %.
These results could represent the basis for new isolation strategies, which can lead to more
efficient yield of PHA.

KLiCOVA SLOVA
Polyhydroalkanoaty (PHA), Polyhydroxybutyrat (PHB), Cupriavidus necator, purifikace,
enzymy, SDS, oleje.

KEY WORDS
Polyhydroyalkanoate (PHA), Polyhydroxybutyrate (PHB), Cupriavidus necator, purification,
enzyme, SDS, oils.
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2. UVOD

Jiz od roku 1930 se setkdvame s petrochemickymi plasty, které se staly neoddélitelnou
soucasti naseho zivota. Jejich struktura jim piedurcila vyznamnou stalost, diky niz nachazi
petrochemické plasty uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci a zlepsuji komfort a kvalitu naseho
zivota. Postupné nahrazuji tradicni materidly jako kovy, sklo nebo papir. Stéalost
petrochemickych plastl je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti pro riznorodé aplikace, ale
na druhé strané je to té¢Zko prekonatelnd vlastnost pro jejich likvidaci, zejména v Zivotnim
prosttedi, kde dochazi k jejich akumulaci v podobé pevného odpadu. PfiCemz pfirozené
odbourani pevného odpadu bude trvat desitky, mozna i stovky let.

Tyto problémy vyustily ve snahu hledat nové plastické materidly s odpovidajicimi
fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi, které by ovSem byly rozlozitelné v piirozeném
prostiedi, a proto by neptedstavovaly takovou zatéz pro Zivotni prostredi.

S timto cilem se do poptfedi dostavaji takové pojmy jako biodegradabilita. Degradace
polymernich materidli je pfirozeny jev, pii némz dochazi k naruSeni az uplnému rozpadu
polymernich materiali vlivem mikroorganismii nebo prostfedi. Casto se ale podili na
degradaci oba tyto faktory. Biogedradabilni materialy se v pfirozeném prostiedi rozpadnou
vlivem vlhkosti, mikroorganismu ¢i teploty a nedochéazi ke kumulaci pevnych odpad.

Jiz vroce 1926 byly objeveny polyhydroxyalkanoaty, v prirodé se Siroce vyskytujici
zasobni polymery, které se svymi vlastnosti vyznamné blizi dvojici syntetickych plastl
polypropylenu a polyetylenu. Vyhodou polyhydroxyalkanoati pied petrochemickymi plasty
je jich rozlozitelnost v prostiedi v kratkém casovém horizontu pouze za ptitomnosti vhodné
mikroflory.

Masovému rozsiteni ale stidle brani velmi vysokd cena mikrobidlné produkovanych
polyhydroxyalkanoati. Pro snizeni ceny polyhydroxyalkanoatli je nutnym piedpokladem
dokonala znalost moznych regulacnich faktorti, které vedou k naprodukci téchto polymerii
v biomase. DalSim parametrem, ktery ma velky podil na cené¢ vysledného polymeru, je cena
zdroje uhliku pro kultivaci bakteridlnich kmeni, kterou je tfeba sniZit. Proto jsou stale vice
vyuzivany odpadni substraty potravinatskych a zemédélskych vyrob.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Historie

Jiz na pocatku 20. stoleti byly v bakterialnich bunkach Azotobacter chroococcum
objeveny intracelularni granule rozpustné v chloroformu [1, 2], ale az vroce 1926
francouzsky mikrobiolog Maurice Lemoigne identifikoval, popsal a pojmenoval slozeni
granuli izolovanych zbunék bakterie Bacillus megaterium a oznacdil jej jako
poly-3-hydroxybutyrat (PHB, P3HB), pfirodni polymer patiici do  skupiny
polyhydroxyalkanoati (PHA) [1, 3, 4].

Na konci padesatych let bylo zjisténo, ze P3HB plni v buiice funkci zadsobarny uhliku a
energie pro ptipadné obdobi stradani za nepiiznivych podminek. V roce 1974 byly v PHA
identifikovany i dal§i monomerni jednotky nez jen P3HB [1].

S ptibyvajici znalostmi o PHA bylo zjisténo, ze lze kultivovat bakterie i na riznych
substratech jako jsou oleje, sacharidy ¢i organické kyseliny a inkorporovat tak rizné
monomerni jednotky do struktury PHA a vyznamné tak zlepsit vlastnosti ziskaného polymeru.
Tyto poznatky pfiblizily vyrobu plasti [1] tak, ze a vroce 1976 se spole¢nost Imperial
Chemical Industry (ICI Ltd., UK) rozhodla primyslovée vyrabét PHB [1, 4].

S vyvojem genového inZzenyrstvi jsou provadény genové manipulace i pfi produkci PHA.
Ptiprava novych rekombinantnich kmenti bakterii a geneticky modifikovanych rostlin ma
za cil zlepsit vytézek produkce bioplastu a snizit tak celkové naklady produkce [5].

Dnes je snaha maximdln¢ vyuzivat pifi vyrobé predevSim odpadni produkty
potravinaiskych a zemédélskych vyrob. S tim do jisté miry spojené genové modifikace, které
adaptuji bakterie na dané odpadni substraty [6, 7].

3.2. Obecny popis PHA

Polyhydroxyalkanoaty se ftadi mezi linearni polyestery 2-, 3-, 4-, 5- nebo
6-hydroxyalkanovych kyselin a tedy karboxylova skupina jednoho monomeru tvofi esterovou
vazbu s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru [7, 8, 9, 10]. Obecny vzorec struktury
je uveden na obrazku Obr. 1.

Polymer
- \‘7 n=1 R=hydrogen  Poly(3-hydroxypropionate)
H R = methyl Palv(3-hydroxy bulyrate)
| R = ethy! Poly(3-hydroxyvalerate)
R = propyl Poly(3-hydroxyhexanoate)
— O—C—{ CH )= —— R = peniyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
\ 2'n ” R = nonyl Poly(3-hydroxydodecanoate)
R 0/ 100 - 30000 n=2 K =hydrogen Poly(4-hydroxybutyrate)

n=3 R = hydogen Poly(5-hydroxyvalerate)

Obr. 1: Obecna struktury PHA [11]



Nejvice rozsitenym PHA, ale také nejcastéji se vyskytujici slouCeninou z této tridy
opticky aktivnich mikrobialnich polyestert je poly-3-hydroxybutyrat, ve kterém alkylovou
skupinu tvofi metylova skupina a hydroxylova skupina je pfipojena na tieti atom uhliku (B
atom molekuly), a proto atom uhliku vazajici hydroxylovou skupinu ma R-konfiguraci [7,
10].

PHA jsou produkovany Sirokym spektrem bakterii ve formé nerozpustnych inkluzi
vV cytoplazmé [12]. Byly nalezeny jak v gram-pozitivnich, tak 1 gram-negativnich
bakterialnich bunkach, ve fototrofnich a aerobnich, ale i v litotrofnich nebo organotrofnich
bakteriich. PHA byly izolovany dokonce i z cyanobakterii a tfida Halobacteriaceae pattici do
fiSe Archea [4, 8, 10, 11].

PHA jsou syntetizovany jako zasoba energie a uhliku za podminek, pokud ma bakterialni
buiika omezeny piistup k potiebnému mnozstvi zdroji dusiku, kysliku, siry, fosforu, zeleza,
hoi¢iku nebo drasliku v Zivotnim prostfedi, ale zdroj uhliku v daném prostiedi neni nijak
omezen [2, 11]. Pokud dojde Kk pteruSeni pfistupu zdroje uhliku, PHA je rozloZen
depolymerazou a uvolnény uhlik znovu vstupuje do metabolickych a energetickych drah
bunky [2, 9, 11].

Podle prekurzort, které se nachazi v zivném médiu bakterii a tvofi mimo jiné i zdroj
uhliku, jsou do struktury PHA zakomponovany rizné monomerni jednotky [8]. Védci uz
izolovali vice nez 150 riznych PHA zriznych bakteridlnich kment [13] tvofenych od
kyseliny hydroxypropionové az po kyselinu hydroxyhexadekanovou [10]. Diky
stereospecifité biosyntetickych enzymi jsou monomery hydroxyalkanovych kyselin v PHA
pouze v R(-) konformaci [11, 14].

Podle poctu uhliki v monomerni jednotce lze délit polyhydroxyalkanoaty na tfi skupiny:
polymery s kratkym fetézcem (sclPHA) majici tfi az pét uhlikd, polymery se stiedné dlouhym
fetézcem (mclPHA) majici Sest az ¢trnact uhlikli v monomerni jednotce [4, 8, 10, 14] a
polymery s dlouhym fetézcem (Icl PHA), ktery ¢ita vice jak 14 atomi uhliku [15]. Praimérna
molekulova hmotnost PHA (Mn) je vyssi jak 4-10° daltondi v zavislosti na substratu,
rustovych podminkach (pH média, teploty) a producentu a polydisperzita je obvykle kolem
2,0 (Mw/Mn) [7, 16].

Produkce PHA bakteridlni cestou pfedpovida vzniklym polymerim biokompatibilitu,
ktera je zarucena stereospecifitou enzymi zapojenych do syntézy [15]. PHA maji dale velmi
dobré vlastnosti podobajici se syntetickym termoplastiim, napiiklad polypropylenu [8, 9, 10].
Na rozkladu se podili enzymy jinych bakterii, jako jsou PHA hydrolaza nebo PHA
depolymerazy [7]. Pfi degradaci jsou pii aerobnich podminkach kompletné rozlozeny na
vodu a oxid uhli¢ity a pii anaerobnich podminkach jsou rozloZeny na metan pomoci
mikroorganismu pfitomnych v ptadé, fi¢ni a moiské vodé a v odpadnich vodach [2].

Diky jejich biodegradovatelnosti a vyznamnym mechanickym vlastnostem se zacaly
vyuzivat na produkci obalovych materidlli, v medicing, farmacii, zeméd¢lstvi a potravinovém
pramyslu nebo pro syntézu enantiomericky ¢istych latek a produkci barev [12, 17].

3.2.1. SCL PHA

Short-chain-length (scl PHA) je typické oznaceni pro skupinu PHA, jez maji monomerni
jednotku tvofenou (R)-3-hydroxy kyselinami se tfemi az péti uhliky v molekule. Jejich
nejvyznamnéjsim zastupcem je poly(3-hydroxybutyrat), ktery je produkovany fadou bakterii,
napi. Cupriavidus necator [4]. Dalsim zastupcem fazenym k této skupiné je
poly-3-hydroxyvalerat (PHV), jez tvofi péti uhlikatou kostru monomernich jednotek [7].
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PHA syntazy, ktera mize podle druhu mikroorganismu, z néhoz pochazi, zpracovavat jen
urcity rozsah délky uhlovodikového fetézce [2]. Podle riznorodosti monomernich struktur se
posléze odviji 1 vlastnosti polymert. Zatimco scl PHA diky relativné vysokému podilu
krystalickych struktur vykazuji spiSe termoplastické vlastnosti, mcl PHA disponuji
s minimalni krystalitou, a tak vétsi cast PHA inkluzi je tvofeno amorfni hmotou, ktera zvysuje
elastické a adhesivni vlastnosti mcl PHA [18].

Kopolymery PHB, patiici také do této skupiny, jsou syntetizovany, pokud je bakterie
kultivovana na smésném médiu, jako je napiiklad smés glukézy a valerdtu a vznikaji
kopolymery s nahodilym uspoifadanim jednotlivych monomernich jednotek [7]. Procentualni
zastoupeni jednotek je odvozeno od koncentrace jednotlivych substrati v zivném médiu [19].

V poslednich letech bylo objeveno, ze scl PHA je ubikvitni slozkou ptirody. Vyskytuje se
Vv oligomerni form¢ s nizkou molekulovou hmotnosti od 120 do 200 monomernich jednotek,
které se nachazi v mikroorganismech, rostlinach i zivoci$né fisi véetné ¢lovéka. Zde se ale
PHA v mnoha ptipadech vyskytuje ve formé PHB-Na-polyfosfatového komplexu ptitomného
vV membranach, kde zfejme plni funkci membranového iontového kanalu [4].

3.2.2. MCL PHA

Medium-chain-length (mcl PHA) jsou slozeny z Cg az C14 3-hydroxyalkanovych kyselin
[1, 7]. Tyto polymery jsou syntetizovany predev§im bakteriemi rodu Pseudomonas , jeZ patii
do rRNA homologické skupiny I a n¢kolika dal§imi bakteriemi [19], pokud jsou v zivném
médiu pfitomné rizné alifatické alkany, alkanoaty a alkoholy nebo alifatické mastné kyseliny.
Bakterie jsou ovsem schopné syntetizovat mcl PHA 1 z glukézy a mnoha dalSich strukturné
mén¢ podobnych uhlikovych zdroji [13]. Schopnost syntézy mcl PHA zajistuje PHA syntaza
fazena do druhé tiidy PHA syntaz a reprezentanim mikroorganismem je Pseudomonas
oleovorans [1].

Zakladni vyznam pi1 syntéze mcl PHA maji dvé metabolické drahy - f-oxidace mastnych
kyselin a de novo syntéza mastnych kyselin, které zpracovavaji prekurzory obsazené v zivném
médiu a tvofi zasobni dréhu pro dodavani monomernich jednotek pro syntézu mcl PHA [20].
Nejrozsifengjsi a zakladni monomerni jednotkou je (R)-3-hydroxyoktanoatova jednotka, ktera
byla objevena v roce 1983 a uvedené datum je soucasné povazovano za objev mcl PHA [21].

3.2.3. Syntéza a struktura granuli

PHA se v bakteridlnich bunikéach vyskytuji jako oddélené intrabunécné granule (inkluze),
jez jsou slozeny ptiblizn€ z 97,5% PHA, 2% z proteint a 0,5 % tvofi lipidy [22]. PHA granule
jsou lokalizovany do bunécné cytoplasmy a jejich typické velikost se v priméru pohybuje v
rozmezi od 0,2 do 0,5 um [1, 22], jejich hustota dosahuje 1,18 — 1,24 g-em® [1]. Studium
granuli pod elektronovym mikroskopem prozradilo, Ze PHA granule jsou od cytoplasmy
oddéleny jednovrstevnou membranou o tloustce 15 — 20 nm, jejichz neoddélitelnou soucasti
jsou proteiny potiebné k syntéze a degradaci PHA [22].

JiZ jsou zndmy Ctyfi typy proteinil spojenych se syntézou a degradaci PHA nachazejici se
Vv bakterialnich kmenech produkujicich PHA: PHA syntdza, PHA depolymerdza, phasiny a
regulatory exprese phasini [22].

Pocet granuli v bakteridlni butice je ziejmé& zavisly na bakteridlnim kmenu, protoZe podle
provedené studie se v bunkach bakterie C. necator tvoii 8 az 12 granuli rizné velikosti,
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kdezto bunka bakterie Pseudomonas oleovorans obsahuje pouze jednu nebo dvé velké PHA
granule [15].

Mechanismus tvorby granuli neni zatim zcela zndm, ale byly navrzeny dva modely. Prvni
,micelarni model*“ vychazi z aktivace PHA polymerazy (syntazy), kterd je vice ¢i méné
rozpusténa v cytoplasmé. Aktivace PHA syntdzy pravdépodobné souvisi se vzrustajici
koncentraci 3-hydroxybutyryl-CoA v cytoplasmé. Béhem zacinajici lag-faze pomalu nardstaji
fetézce a vzniklé oligomery HB jsou piipojeny k enzymu (1). Nartstajici oligomery HB diky
své velikosti a hydrofobicité tvoii micelarni struktury (2). Diky hydrofobicité je vytvoieno
dvoufazové rozhrani, kdy polymeraza je lokalizovana na povrchu a dochazi k oddéleni PHA
od cytosolu (2). Diky vzniku granuli, enzymy mohou velmi rychle produkovat hydrofobni
polymer do hydrofobniho prostiedi micely (3.). Se zvysujici se koncentraci dochazi k tvorbé
granularnich struktur (4.). Granule o vyS$im objemu vznikaji syntézou velkého mnozstvi
polymeru nebo dochazi k koalescenci malych granuli (slu¢ovani malych granuli ve vstsi
celky) [8, 11].

Obr. 2: Mechanismus tvorba granuli; E znaci PHA syntdazu [§].

Druhy model predpoklada ukotveni PHA syntdzy na vnitfni stranu cytoplasmatické
membrany jiz pfed zapocetim PHA syntézy nebo jakmile dojde k uvolnéni PHA fetézce
zenzymu. V tomto piipad¢ syntéza polymeru je vedena do membranového meziprostoru.
Inkluze je pfichycena na membranu az do konecné faze syntézy granule a az poté je uvolnéna
Z membrény [11].

Diive se piedpokladalo, ze PHA inkluze in vivo jsou pevné latky s krystalickou
strukturou, ale pomoci nuklearni magnetické rezonance bylo zjisténo, ze PHA inkluze in vivo
jsou tvofeny tekutym, vysoce amorfnim polymerem. Tato skuteCnost vysvétluje, proc
techniky jako centrifugace vedou k rychlé a nevratné ztraté moznosti degradace pomoci
intracelularnich depolymerizacnich enzymu [1]. Jadro granule dale obsahuje malé mnozstvi
vody, ktera zabranuje krystalizaci polymeru in vivo a pusobi jako plastifikator [11].

Pokud je ale PHB vyizolovano z bunky, dochazi ke krystalizaci polymeru. PHA in vivo je
pod termodynamickou kontrolou. Pokud je PHB in vitro podrobeno centrifugaci, ochotné
podléhé koalescenci ve hmotu o vyS$§im objemu a miiZe se objevit rychla krystalizace. Dalsi

wvrwe

molekulami odliSnymi od PHA, nej¢astéji bunéénymi komponenty, které netvoti polymer [1].

3.2.3.1. PHA syntdza (PhaC)

PHA syntaza je klicovym enzymem syntézy PHA, kde katalyzuje stereoselektivni
konverzi (R)-3-hydroxyacyl-CoA na vysledny polymer za soucasného uvolnéni koenzymu A.
V mikroorganismech bylo nalezeno nékolik druhtit PHA syntdz, které vyuzivaji riizné druhy
uhlikatych substrati a prekurzori ve formé (R)-3-hydroxyacyl-CoA a jsou vyuzivany
riznymi metabolickymi drahami [11]. Vyznamnou vlastnosti PHA syntazy je substratova
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specifita, kterd tvoii jeden ze dvou nejvyznamnéjsich faktort ovliviujicich vysledné slozeni
PHA. Druhym faktorem ovliviiujicim slozeni PHA jsou metabolické dréhy, které
zpracovavaji uhlikaté prekurzory a dodédvaji tak monomerni jednotky vhodné pro zaclenéni do
polymeru PHA [7, 24].

Class |

Ralstonia eutropha
phaC (1767 bp) phat (1179 bp) phall (738 bp) ORF1 (551 bp)

{ .
TR [ i L )
i bp %4 bp Tabp 450 bp
Class 11
Pseudomonas aeruginosa
phaCl (1677 bp) phaZ (855 bp) 38107 phaC2 (1630 bp) phal) (6185 bp)
-38/-10
24/-12
— | — — —
L) 155 bp 69 bp 55 bp
'-ﬂ(w
-
Class 111

Allochromatium vinosum D

phaC (1068 bp) phaE (1074 bp) ~=— 35.10%=  pfazd (1185 bp) ORF4 (462 bp) i,-lml' (363 bp) phaB (741 bp) ORF7

u L L o —
47 bp 150 bp 146 bp % bp 158 bp 149 bp
Class IV
Bacillus megaterium
phal” (513bp) pha() (441bp) phaR (609 bp) phall (744 bp) phaC (1089 bp)
51 : 4.4
J—— >
;.-'rv ’ "“l‘P” %2 bp :'gv

Obr. 3: Rozlozeni jednotlivych genit kodujicich PHA syntdzy prvni az ctvrté tridy; phaA gen
kodujici b-ketothioldzu, phaB kdduje acetoacetyl-CoOA reduktdzu, phaC/C1/C2 jsou geny pro
PHA syntazy, phaE a phaP kéduje podjednotku PHA syntazy I11. tridy, phaR koduje regulacni
proteiny, phaZ je gen pro PHA depolymerazu a ORF a phaD koduji proteiny s nezndmou
funkct [23].

PHA syntdza se nachdzi jak vazand v membrané granuli, tak 1 voln& cirkuluje
Vv cytoplasmé. PHA syntaza vyskytujici se voln€ v cytoplasmeé ma niz$i enzymovou aktivitu,
proto je pro optimdlni rychlost syntézy nutnd optimalni koncentrace enzyml véazanych na
adekvatn¢ velky povrch granuli [8]. Aktivita PHA syntizy ma déle rozhodujici vliv na
molekulovou hmotnost vzniklého polymeru; s rostouci aktivitou PHA syntazy klesa
molekulova hmotnost vzniklého polymeru [8, 14].

Do soucasnosti byly ziskdny nukleotidové sekvence 59 gent kodujicich PHA syntazy ze
44 riznych druha bakterii a s ohledem na primarni strukturu odvozenou z nukleotidovych
sekvenci, pocet jednotek a substratovou specifitu enzymi byly rozliSeny 4 druhy PHA syntaz
[20, 24, 25].

PHA syntazy prvni a druhé tfidy jsou slozeny pouze z jedné podjednotky o molekulové
hmotnosti lezici v rozmezi 61 az 73 kDa. Zatimco typickym pfedstavitelem prvni tfidy je
bakterie Cupriavidus necator, ktera katalyzuje syntézu PHA z 3-, 4- a 5-hydroxyalkyl-CoA
Citajicim 3-5 atomu uhliku za vzniku scl PHA [26], PHA syntdza druhé tfidy se nachazi u
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bakterii Pseudomonas aeruginosa a katalyzuje kondenzaci mezi (R)-3-hydroxyalkyl-CoA
jednotkami se 6 az 14 atomy uhliku za vzniku mcl PHA [11, 27, 28]. V nedavné dob¢ bylo ale
zjisténo, ze Cupriavidus necator muze inkorporovat i minimalni mnozstvi 3HHx, 3HO a
3HDD monomernich jednotek [20].

PHA syntazy patfici do tfeti tfidy jsou slozeny jiz ze dvou podjednotek — PhaC a PhaE.
Podjednotka PhaC vykazuje 21 — 28 % podobnost s PhaC, kdezto PhaE nema Zzadnou
podobnost s PhaC, ale ob¢ podjednotky maji 40 kDa [23, 28]. Piedstavitelem tieti tiidy PHA
syntaz je fototrofni bakterie Allochromatium vinosum, ktera preferuje vznik scl PHA [27] a
utilizuje (R)-3-hydroxymastné kyseliny skladajici se z 3 az 5 uhlika [23].

Posledni ¢tvrta ttida PHA syntaz je typicka pro rod Bacillus a je také slozena ze dvou
podjednotek, jedna o velikosti 22 kDa (PhaR), kterd je velmi podobnad podjednotce PhaR
PHA syntazy tieti tfidy, a druha o velikosti 40 kDa (PhaC) [11, 23, 24]. Na Obr. 3 je uvedena
organizace jednotlivych genti pro PHA syntazy.

3.2.3.2. PHA depolymerdza (PhaZi)

PHA depolymeraza je intramolekularni enzym vyskytujici se v bakteriich syntetizujicich
PHA, ktery katalyzuje degradaci amorfniho polymeru uvniti granuli a je nezbytné nutna pro
imobilizaci uhliku z PHA granuli [11]. PhaZ lze nalézt na povrchu granuli, kde jsou vazany
na jednovrstevnou membranu [8].

Nékteré organismy jsou schopny produkovat i extracelularni depolymerazy, které ale
rozkladaji PHA v zivotnim prostiedi a ptsobi tedy na polymer v krystalické formé, kdezto
intramolekularni depolymerazy jsou aktivni pouze na amorfni PHA. OdliSnosti jsou pak
ziejmé 1 v mechanismu katalyzy téchto depolymerdz, ptestoze maji naptiklad stejnou
charakteristiku lipazovych ¢i esterdzovych enzymi [1, 11].

Rychlost depolymeriza¢ni reakce intramolekularni depolymeradzou bakterie C. necator
probiha velmi pomalu a je 10 krat pomalejsi nez syntéza PHA [1]. Degradace polymeru je
vedena pies thiolyzu za vzniku 3-hydroxybutyryl-CoA, coz potvrzuje piedpoklad soucasné
syntézy a Stépni PHA [11].

3.2.3.3. Phasiny (PhaP)

PHA granule v mikrobidlni bunce jsou obaleny fosfolipidy a proteiny. Prevladajici
sloZkou proteinti jsou phasiny, které tvoii 5% z celkové koncentrace bunécnych proteinti u
bakterii tvoficich PHA [14].

Phasiny jsou nizkomolekularni proteiny s molekulovou hmotnosti pohybujici se v rozmezi
14 az 28 kDa [11, 29]. Diky skute¢nosti, ze pokryvaji vétsinu povrchu hydrofobniho jadra
PHA granuli, jsou zfejm¢ hlavnim faktorem ovliviiujicim velikost a pocet granuli
VvV cytoplasmé a jejich aktudlni mnozstvi je obdobné mnozstvi PHA [14, 29], 1 kdyz jejich
pfesna funkce a mechanismus nejsou znamy [1]. Vliv na pocet, velikost a morfologii PHA
granuli ma i vztah mezi transkripci geni phaP a phaR. Jestlize transkripce phaR probiha
rychleji nez phaP, dochazi k akumulaci regulac¢nich proteinti phasinii a v buice je
akumulovan nizky pocet velkych granuli. Pokud je situace opa¢na a v buiice je navySena
koncentrace phasinti viici jejich regulacnim proteiniim, bunika pak obsahuje velké mnozstvi
malych granuli [30]. Phasiny se pfimo ucastni syntézy PHA, protoze ve svém fetézci u
C-konce proteinu obsahuji dvé kratké hydrofobni sekvence, které¢ pravdépodobné maji
schopnost vazat se na PHA inkluzi [1].
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Phasiny bakterie C. necator jsou kodovany genem PhaP a tvorba samotnych PhaP je
zavisla na akumulaci a biosyntéze PHA. Majoritnim zastupcem phasinii je PhaP1 bakterie
C. necator, ktery ma pravé stézejni roli pti produkci PHA. Pfi nedostatku PhaP vznikd jen
jedna granule a pfi jeho pfebytku je zase syntetizovano velké mnozstvi velmi malych granuli
[22], proto je tento gen fizen regulacnim proteinem PhaR, ktery se vaze na DNA a podili se
tak na regulaci produkce PHA. [30, 31].

Krom¢ PhaP1 byly u bakterie C. necator detekovany jesté¢ dalsi tfi homology, které v
proteinech PHA granuli maji minoritni zastoupeni. Zatimco PhaP3 a PhaP4 jsou vazany na
povrch PHA granuli, PhaP2 je ulozen voln¢ v cytoplasmé s moznosti vazby na povrch PHA
granuli. Jejich pfesna funkce neni zatim znama, ale predpoklada se, Ze alespon jeden z téchto
proteinli spolupracuje s depolymerazou, kterd musi ziskat piistup k polymeru, ktery je
uzavien membranou [14, 31].

3.2.3.4. Regulacni proteiny exprese phasinii (PhaR)

Exprese phasintl je docilena diky autoregulacnim represorim, které jsou u bakterie C.
necator kodovany genem phaR. Vyskyt homologi PhaR a jejich organizace v genomu byla
detailné studovana jiz u 29 mikroorganismi [29]. PhaR jsou schopné vazat se na tfi mista
V bunce: (i) promotorova oblast PhaP1, (ii) promotorova oblast PhaR a (iii) povrch PHA
granuli. Protein se véaze jak na strukturu DNA, tak i na PHA granule, ¢imz se podili na
regulaci produkce PHA [22].

Proteiny PhaR se vazou na gen phaP DNA fetézce blize k 5” konci. Zde jsou vyhrazena
dvé mista, ktera v sobé zahrnuji pocateéni mista transkripce s -10 regionem a -35 region
umistény na 5” konci ¢’® promotoru na phaR. Oba tyto celky obsahuji 12 bp opakujici se
sekvence (GCAMMAAWTMMD) na paralelnim i antiparalelnim fetézci. PhaR se také vaze
na +68 bp od phaR startovaciho kodonu, kde se nachazi o>*promotor. PhaR protein je
schopny interagovat i s PHA granulemi [29].

PhaR jsou za podminek nevhodnych pro syntézu PHA navazany na promotor PhaP a
brani transkripci tohoto genu, tedy tvorbé phasinli, diky vysoké koncentraci PhaR
Vv cytoplasmé&. Pokud jsou ale podminky vyhovujici pro tvorbu PHA, PHA syntaza za¢ne
syntetizovat polyesterovy fetézec a tvofi granule. PhaR, jeZ maji vysokou vaznost na
hydrofobni povrch, se vazi na povrch granuli. Timto dojde ke snizeni koncentrace PhaR
Vv cytoplasmé na hodnotu, ktera je dostate¢na pro potlaceni represe genti pro PhaP a zac¢ina
syntéza PhaP, které jsou ihned navazany na PHA granule a Zadné phasiny necirkuluji volné
Vv cytoplasmé. Kdyz PHA granule dosdhne dostatecné velikosti a neni uz Zadné misto pro
navazani PhaR, dochazi ke zvySeni koncentrace PhaR v cytoplasmé a k vazbé na sekvenci
DNA, coz vede k represi transkripce phaP a represi vlastniho genu phaR. Tato autoregula¢ni
represe zabraiuje tvorbé vétSiho poctu PhaR, nez je nezbytné nutné pro syntézu PHA [11, 22,
29].

PhaR ma tedy dvojitou funkci a tudiz dvé odd€lené domény pro vazbu na dvé dané
molekuly. Vazba na PHA granule je irreversibilni a fizena zejména nespecifickymi
hydrofobnimi interakcemi, tedy uziva vysoké afinity, ale nizké specifity. Vazba na DNA je
reversibilni a vysoce specificka, tato vazba je vedena pfes N-konec PhaR proteinu, ktery se
vyznacuje vysokou podobnosti s PhaR jinych mikroorganismu [11, 29].
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3.2.4. Fyzikalné chemické vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty maji unikatni vlastnosti, jejichz zasluhou jsou tyto polymery stale
vice sledovany a doporu¢ovany k praktickému uziti v primyslu. Radi se mezi termoplasty
a/nebo elastomery, které umoziuji lisovani P(3HB) ¢i vyrabéni filmi a vldken. Diky
mikrobidlni produkci jsou produkovany jako Cisté enantiomery a jsou opticky aktivni. P(3HB)
nevykazuje toxicitu vici savéim bunkam a je biokompatibilni S riznymi druhy bunék
zahrnujici osteoblasty, epitelové buniky a chondrocyty. P(3HB) vykazuje piezoelektricitu, je
nerozpustny ve vod¢, ale dobie se rozpousti v chloroformu, zjehoz roztoku se srazi
piidavkem metanolu nebo etanolu. Tento polymer dosahuje vysokého stupné polymerizace a
s tim souvisejici vysoké molekulové hmotnosti sahajici nad nékolik milién Daltonti [13, 24,
32].

Scl PHA, mezi néz patii P(3HB) a P(3HB-c0-3HV), jsou krystalické polymery, které jsou
kiehké (lamavé) a tuhé, s vysokou teplotou tani a nizkou teplotou skelného ptechodu, zatimco
druhy z fady scl polymert - P(4HB) - je pevny, ohebny termoplasticky polymer s relativné
jednoduchou strukturou [32].

Nejvyznamnéjsi z fady polymerti, mikrobialné produkovany P(3HB) ma termoplastické
vlastnosti, které umoziuji jeho lisovani ¢i vyrabéni filma a vlaken. Jeho pevnost v tahu se
velmi podobné polyetylenu [2]. P(3HB) je velmi kiehky, ldmavy a tuhy. Jeho pramyslové
zpracovani je obtizné diky jeho vysoké teploté tani, kterd dosahuje hodnoty 175°C a velmi se
tak blizi teploté degradace polymeru na kyselinu krotonovou, ktera se udava na hodnotu
185 °C [33]. Biodegradabilita P(3HB) za vzniku CO, a H,0 za aerobnich a na CH4 a H,0 za
aerobnich podminek je vysoka [32].

Mcl PHA jsou termoplastické elastomery s nizkou krystalizaci a pevnosti v tahu, ale
S vysokou roztaznosti. Ve srovnani s scl PHA maji niZsi teploty tani a vyssi teploty skelného
ptechodu [32], jak je uvedeno v Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..

Tab. 1: Fyzikalni a chemické viastnosti P(3HB) a polypropylenu (PP) [27].

Vlastnost scl PHA mcl PHA PP
Teplota tani (°C) 53-80 30-80 176
Teplota skelného ptechodu (°C) -148-4 -40-150 -10
Hustota (g/cm™) 1,25 1,05 0,91
Krystalizace (%) 40-80 20-40 70
Pevnost v tahu (MPa) 43 20 34
Roztaznost (%) 6-1000 300-400 400
Rezistence vuci rozpoustédlim nizka nizka dobra
Odolnost viaci UV dobra dobra nizka
Biodegradabilita dobra dobra zadna

Mnohem lepsi fyzikdlni a chemické vlastnosti jsou ale pozorovany u kopolymert, kde
chemické a fyzikalni vlastnosti zavisi na podilu dal$ich monomert v polymeru.

Napiiklad kopolymer P(3HB-co-3HV) je charakterizovan zvySenim pevnosti v tahu a
nizkou teplotou tani, ktera zavisi od podilu HV monomeru v polymeru a diky tomu béhem
vyroby nepodléhd teplotni degradaci [33]. Vlastnosti vybranych kopolymert jsou uvedeny
v Tab. 2.
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Tab. 2: Srovnani fyzikdlnich viastnosti riuznych PHA a syntetického polypropylenu [1, 32]

Polymer Teplota  Teplota skelného Youngiv Roztaznost  Pevnost v tahu
tani (°C) prechodu (°C) modul (GPa) (%) (MPa)
P(3HB) 180 4 3,5 5 40
P(4HB) 53 -48 149 1000 104
P(3HB-c0-20% 3HV) 145 -1 1,2 50 20
P(3HB-c0-14% 4HB) 150 -7 - 444 26
P(3HB-c0-10% 3HHX) 127 -1 - 400 21
P(3HB-c0-6% 3HD) 130 -8 - 680 17
polypropylen 176 -10 1,7 400 34,5

3.3. Biosyntéza PHA

Mikroorganismy jsou schopné pomoci svych metabolickych drah zpracovavat nepieberné
mnozstvi uhlikatych  substratl riznych druht a diky rozmanitému mnozstvi
stereospecifickych PHA syntdz jsou mikroorganismy schopné uhlikaté kostry metabolicky
aktivované thioesterovou vazbou na koenzym A zaclenit do polymerni struktury PHA.

Biosyntéza je zavisla na pfitomnosti klicovych enzymi, jednim z nejvyznamnéjSich
kli¢ovych enzymi je PHA syntaza [11].

3.3.1. Popis metabolismu

V dnesni dob& je zndmo jiz nékolik metabolickych drah PHA vyskytujicich se
Vv bakterialni fi8i. Zatim byly identifikovany ¢tyfi hlavni metabolické drahy pro biosyntézu a
inkorporaci t¢éméf vSech znamych konstituentd bakteridlnich PHA [2, 34].

Nejdéle znamou a nejvice prostudovanou je biosyntéza PHA u bakterii Cupriavidus
necator na sacharidickém substratu v médiu, ktery je zdkladnimi katabolickymi drahami
rozloZzen na acetyl-CoA. Pravé acetyl-CoA je prvnim krokem ze tfi stuptiové konverze
acetyl-CoA na P(3HB) [34, 35].

Za pritomnosti biosyntetického enzymu f-ketothiolazy je vytvofena vazba uhlik-uhlik
béhem biologické Claisenovy kondenzace ze dvou jednotek acetyl-COA za vzniku
acetoacetyl-CoA. Enzym NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktaza je zapojen
do druhého kroku biosyntézy a usnadiiuje prubéh a zvySuje rychlost selektivni redukce
acetoacetyl-CoA na R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA. Tieti a posledni krok této metabolické
drahy je katalyzovdn PHA syntazou, kterd spojuje nasyntetizované enantiomerni jednotky
R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA za vzniku esterové vazby a vytvaii tak rostouci fetézec P(3HB)
[2,27, 33, 34, 35]. Popsané schéma je znazornéno na Obr. 4.
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Obr. 4: Biosyntéza PHA bakterii Cupriavidus necator kultivované na sacharidickych
substratech. (1) p-ketothiolaza, (2) NADPH dependentni acetyl-CoA reduktdza, (3) P(3HB)
polymeraza (syntdza) [35].

Druhym typem biosyntézy PHA je pétistupiiova metabolicka draha u fotosyntetizujicich
bakterii Rhodospirillium rubrum (Rhodopseudomonas rubrum). Tato draha je velmi podobna
jiz vySe uvedené, ale li$i se v druhém kroku, kdy acetoacetyl-CoA je nejprve za piitomnosti
NADPH-dependentni acetoacetyl-CoAreduktazy redukovan na S-(+)-3-hydroxybutyryl-CoA,
ktery je  nasledné pomoci  dvou  enoyl-CoA-hydratdz  konvertovan  na
R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA, coZ je jedina stereomerni forma substratu vhodna pro PHA
syntazu. [1, 2, 11, 34].

Tteti typ biosyntézy PHA byl objeven u bakterii patticich k rodu Pseudomonas do rRNA
homologické skupiny I. V této biosyntetické draze jsou do mcl PHA struktury zabudovavany
meziprodukty z f-oxidace mastnych kyselin a zdrojem uhliku pro polymer jsou tedy mastné
kyseliny [34, 35]. Celd drdha zacind aktivaci mastnych kyselin thioesterovou vazbou na
koenzym A, aby dana slouc¢enina mohla vstoupit do -oxidace mastnych kyselin. V 3-oxidaci
je pfevedena na trans-2-enoyl-CoA a (S)-3-hydroxyacyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA, ktery je
Stépen B-ketothiolazou na acetyl-CoA a na acyl-CoA, ktery ma o dva uhliky mén¢ ve srovnani
s acyl-CoA, ktery do B-oxidace pivodné vstoupil [13, 35].

Za podminek vhodnych pro tvorbu PHA nedochazi k uplnému rozkladu mastnych kyselin
na acetyl-CoA, ptipadné propionyl-CoA V pripadé mastnych kyselin s lichym poctem uhliki,
ale B-oxidace bézi jen do doby, kdy se objevi vhodné intermediaty pro syntézu PHA, které
jsou  vhodnym  enzymovym  vybavenim  mikroorganismu  ihned  pfevedeny
na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. (R)-3-hydroxyacyl-CoA je zpracovavan PHA syntazou a zapojen
do nov¢ vznikajiciho polymeru [1, 13].

Piikladem  inkorporace  3-hydroxyoktanoatovych a  3-hydroxyhexanoatovych
monomernich jednotek do struktury PHA je kultivace bakterie Pseudomonas oleovorans
na médiich obsahujicich oktan nebo kyselinu oktanovou a jeji soli za soucasné limitace
dostupnych dusikatych latek. 3-hydroxyoktanoatové a 3-hydroxyhexanoatové monomery
tvofi majoritni podil vysledného polymeru [1, 34, 35].
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Posledni ¢tvrty typ biosyntézy PHA (viz. Obr. 5) je vyuzivan u bakterii patficich k rodu
Pseudomonas do rRNA homologické skupiny II. Prekurzory téchto kopolymeri mcl PHA
jsou syntetizovany z acetyl-CoA [2] v anabolické draze mastnych kyselin (,,de novo *“ syntéza
mastnych kyselin), ktera je napiiklad u Pseudomonas putida nezavisla na syntéze PHA.
Zakladni monomerni jednotkou ¢tvrtého typu biosyntetické drahy PHA je 3-hydroxydekanoat
a nejvyznamnéjSim predstavitelem je bakterie Pseudomonas aeruginosa [35].

Piikladem bakterie s uvedenym typem metabolismu je Pseudomonas putida. Pfi jeji
kultivaci na  kyseliné oktanové je zjiStetna tvorba kopolymeru tvoieného
z 3-hydroxyoktanoatovych (hlavni podil polymeru) a 3-hydroxyhexanoatovych monomernich
jednotek (minoritni podil v polymeru). Jestlize je ale zdroj uhliku zaménén za glukonat,
vznik4 kopolymer slozeny z (R)-3-hydroxydekanoatu, jako majoritni podil PHA a minoritni
slozku zastupuje dvojice (R)-3-hydroxydekanoatového a (R)-3-hydroxyoktanoatového
monomeru [13].

Inkorporace intermediati z biosyntézy mastnych kyselin vede k zakomponovani
monomert s vice nez 12 uhliky v jednotce a zaroven obsahujicich dvojné vazby. Tento
kli¢ovy znak ma vyznam pro pramysl, protoze s mol% monomera s dvojnou vazbou roste i
teplota rozkladu vysledného polymeru [26].
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Obr. 5: Biosyntéza PHA z,de novo* syntetizovanych mastnych kyselin v metabolismu
bakterii pseudomonas (skupina II). (1) acetyl-CoA karboxylaza, (2) ACP-malonyl transferadza,
(3) 3-ketoacyl ACP-syntdza, (4) 3-ketoacyl ACP reduktdza, (5) 3-hydroxyacyl ACP reduktdza,
(7) 3-ketoacyl ACP syntaza, (8) 3-hydroxyacyl ACP-CoA transferdza, (9) PHB syntdaza [35].

Paty a posledni typ biosyntézy PHA vV bakteridlnich bunkadch vychazi z
pfitomného systému metabolickych drah majicich jako vystupni produkt 4-hydroxyalkanové
kyseliny. VétSina z téchto monomernich jednotek se ale v PHA vyskytuje pouze za dostatecné
koncentrace danych prekurzorG v kultivatnim médiu. Struktury vznikajicich monomernich
jednotek maji  vysokou spojitost se strukturou vyuzit¢ho prekurzoru. Ziskané
4-hydroxyalkanové kyseliny jsou pifimo pfeménény na odpovidajici thioester koenzymu A za
katalyzy CoA transferdzou nebo thiokinazou [26].
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3.3.2. Enzymové vybaveni buiiky pro syntézu PHA

Geny pro enzymy zapojené do biosyntézy PHB bakterie Cupriavidus necator jsou
kodovany jednim jednoduchym operonem phaCBA. B-ketothiolaza je kddovana genem phbA,
NADPH dependentni acetyl-CoA reduktaza exprimovana z genu phbB a struktura P(3HB)
syntazy je kodovana v genu phbC. Promotorova sekvence o' je ulozena 307 bp v opatném
sméru posunu polymerazy [5, 26]. VSechny tfi geny jsou syntetizovany stejnym smérem a
jejich rozlozeni v operonu je zobrazeno na obrazku Obr. 6.

Geny pro enzymy ucastnici se tvorby granuli - phasiny (PhaP) a gen pro tvorbu
depolymerazy PHB (PhaZ) jsou zatazeny na stejné operonové jednotce a DNA polymerazou
jsou ¢teny ve stejném sméru jako geny kodujici enzymové vybaveni pro tvorbu P(3HB) [5].

" 0 PHA synthase p-Ketothiolase NADPH-reductase

TTGACA--AACAAT-—| _ phbC (1767 bp) —{ phb (1179 bp) >— phop (738 bp) >
18 bp 314bp 84 bp 74 bp

Obr. 6: Organizace operonové jednotky enzymii pro biosyntézu zakladni jednotky PHA u C.
necator [11]

Enzym [-ketothiolaza (EC 2.3.1.9.) je pfedstavovan tfemi izoenzymy, jez se lisi
Vv substratové specifité. P-ketothiolazy katalyzuji reversibilni pfenos aktivované acetylové
skupiny na acyl-CoA [27].

Prvni druh B-ketothioldzy (bktB) je homotetramerem o velikosti 46 kDa a syntetizuje
3-hydroxyvaleryl-CoA z propionyl-CoA a acetyl-CoA. Dtive se predpokladalo, ze je zapojena
také do -oxidace mastnych kyselin. Druhym isomerem je A forma [-ketothiolazy, ktera se
sklada také z homotetrameru, ale velikosti 44 kDa. Tato B-ketothiolaza katalyzuje vznik
3-hydrobutyryl-CoA ze dvou molekul acetoacetyl-CoA. Treti isoenzym se vyskytuje
v eukaryotech, kde se ucastni syntézy steroidnich latek z prekurzoru acetoacetyl-CoA [8, 27].

Acetoacetyl-CoA reduktaza (ACR) EC 1.1.1.36., druhy enzym zapojeny do syntézy PHA,
reversibilné redukuje acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA v piitomnosti pyridinového
nukleotidu, ktery slouzi jako donor iontd vodiku. U bakterie C. necator je ACR piitomna ve
dvou izomernich formach. NADH dependentni ACR je schopna zpracovat jak R(+)- tak i
L(-)-isomer s dlouhym uhlikovym fetézcem za vzniku L(+)-hydroxybutyryl-CoA. NADPH
dependentni ACR je schopna zpracovavat pouze D(-)hydroxyacyl-CoA se Ctyimi az Sesti
uhliky v fetézci za vzniku D-(-)-hydroxybutyryl-CoA [28KO]. Ac¢koliv v bakterialni buiice C.
nector byly objeven obé formy, v syntéze PHA je zapojena pouze NADPH acetyl-CoA
reduktaza [8].

Poslednim enzymem je PHA syntaza, kterd je soucasti obalové vrstvy granuli a je popsana
v kapitole 3.2.3.1.

Genetickd informace u bakterie Pseudomonas oleovorans je kodovana operonem
phaC1ZC2D, ktery koduje dvé polymerazy (PhaCl a PhaC2), depolymerazu (PhaZ) a D
protein (PhaD) [5].
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3.3.3. Regulace produkce PHA

Regulace produkce PHA je dulezitym faktorem v syntéze PHA, je studovéna na nékolika
urovnich: (i) aktivace/represe genové exprese pha genu specifickymi signaly z prostiedi,
napiiklad jako hladovéni, (ii) aktivace enzymil syntetizujicich PHA specifickymi bunéénymi
komponentami nebo metabolickymi meziprodukty, (iii) inhibice metabolickych enzymut
kompetitivnich cyklii a nasledné obohaceni o pozadované meziprodukty pro syntézu PHA,
(iv) a kombinace vyse uvedenych [9].

3.3.3.1. Regulace na enzymové urovni

Regulace na enzymové (fyziologické) urovni je vedena pies kofaktory inhibujici
syntetické enzymy a dostupnosti metabolitii pro syntézu PHA [8KO]. Hlavnimi faktory, které
fidi tok metaboliti drahami na enzymové urovni a ovliviiuji tak tvorbu PHA u C. necator,
jsou acetyl-CoA a volny koenzym A. Mezi dalsi dilezité faktory majici vliv na regulaci
produkce se tadi citratsyntaza, a to diky moznosti kontroly koncentrace volného koenzymu A.
Koenzym A reguluje aktivitu p-ketothiolazy. Svij vyznam v regulaci pIni i koncentrace
intramolekularniho NAD(P)H a vysoky pomér mezi NAD(P)H/NAD(P), protoze NAD(P)H je
dalezitym faktorem pro aktivaci NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy [9, 36].

TCA cycle
Glucose

> ) G G
> Acetyl-CoA
B -Ketothiolase % HSCoA
l

/
Acetoacetyl-CoA / @

NADPH+H* - 7
Acetoacetyl—

CoA-rcductase
NADP*

(R)-3-OH-Butyryl-CoA

PHB Synthase t’ HSCoA

Obr. 7: Draha syntézy PHA a regulacni draha; (TCA-citratovy cyklus)[9]

Acetyl-CoA je vychozim produktem jak pro syntézu PHA, ale stejné tak je dalezity i pro
syntézu vysokomolekularnich latek a redukovanych koenzymi, pokud vstoupi do citratového
cyklu. Tok acetyl-CoA je u C. necator regulovan pomérem piitomného NAD(P)H a NAD(P)
[36]. Jestlize se v buiice zvysi pomér NAD(P)H/NAD(P), dochézi k inhibici citratsyntasy a
isocitratdehydrogendzy, coz =zajisti dostatek acetyl-COA pro [-ketothiolazou a vznika
acetoacetyl-CoA, ktery je schopny pokracovat v syntéze PHA. NADPH je proto také
limitujicim faktorem pro syntézu [9, 34].
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Pti kultivaci bakterie za dostatecné koncentrace dusiku je v buiice vysokd koncentrace
koenzymu A, ktery vznika pii zpracovani acetyl-CoA V citratovém cyklu. Volny koenzym A
je zodpovédny za inhibici B-ketothiolazy, ¢imz dochazi k inhibici PHA syntézy [9, 34].
Schéma regula¢nich drah je uvedeno na Obr. 7.

3.3.3.2. Regulace na genové urovni

Intenzivni regulace biosyntetické drahy PHA probiha i na urovni genové exprese, pii niz
je vyuzivano alternativnich o—faktort a autoinduktivnich molekul [8]. Jednim
z nejvyznamnéjsich regulacnich proteint je PhaR, ktery ovliviiuje expresi phaP gent a byl
popsan v kapitole 3.2.3.4. Je také znamo, Ze proteiny nutné pro syntézu granuli jsou
produkovany pouze za podminek produkce PHA a to pouze v takové koncentraci, kterd je
nezbytné nutné pro uplné dokonéeni granuli. Zadné proteiny se nevyskytuji volné rozpustény
v médiu, z &ehoZ vyplyvé, Ze proteiny maji vlastni systém samoregulace [9]. Rada dal$ich
regulacnich faktorti exprese geni pha a phb byla identifikovana a popsana a studium této
oblasti stale pokracuje.

Naptiklad promotor indukovany limitaci fosforem na 5konci byl identifikovan u bakterie
Acinetobacter sp. [8, 37]. Zajimavy je regulacni protein LuxR u bakterie Vibrio harveyi, ktery
nekontroluje jen bioluminiscenci, ale podili se i na syntéze PHA. Exprese genu pro LxuR je
aktivovana pomoci 3-hydroxybutyryl-homoserinlaktonu (patii mezi N-acetylhomoserin-
laktony, které zprosttedkovavaji regulaci zavislou na koncentraci bunécné kultury) a probiha
za vysoké koncentrace bunék v médiu. Proto se predpoklada, ze LuxR je zodpoveédny za
naprodukci PHA ve stacionarni f4zi ristu kultury [8, 38].

Geny ntrB a ntrC byly objeveny v mnoha bakteriich, kde hraji vyznamnou roli v regulaci
dusiku, ale u bakterie Azospirillum brasilense SP7 reguluji i syntézu PHA. Jsou také spojeny
s limitaci amonnymi ionty [39]. Dale bylo zjisténo, Ze i klicové proteiny regulace dusiku - Py,
protein (kdbdovany genem gInB) a P, protein (kddovany genem gInZ) vytvaii komplex, ktery
se bezprosttedné podili na regulaci syntézy PHA bakterie Azospirillum brasilense SP7 [40].

Bakterie rodu Pseudomonas jsou schopné syntetizovat PHA pomoci dvou riznych
metabolickych drah: (i) s vyuzitim fS-oxidace mastnych kyselin nebo (ii) zapojenim do ,,de
novo“ syntézy mastnych kyselin. Pfi kultivaci bakterie P. aeruginosa PAOL na glukonatu je
pro produkci PHA striktn€ vyZadovana pfitomnost funkéniho RpoN o-faktoru, zatimco
produkce PHA na mastnych kyselindch neni na tomto faktoru zavisla. RpoN je o>'-faktor,
ktery je zapojen do aktivace ur€itych ,,non-house-keeping® promotortt béhem ristové faze
bunck [8, 41].

Dalsi regulacni protein nazyvany PhbRps, byl izolovan z bakterie Pseudomonas sp.61-3,
coz je unikatni kmen schopny produkovat bud® homopolymer PHB nebo kopolymer,
skladajici se z monomert obsahujicich 4 az 12 uhlikovych atomid. OvSem regulacni protein
PhbRp;s je ptitomen pouze za podminek produkce homopolymeru PHB [9].

3.4. Bakterialni producenti PHA

Mikroorganismy schopné produkovat PHA patii mezi gram-pozitivni i gram-negativni
bakterie, dale zde patii fototrofni a aerobni, ale i v litotrofni nebo organotrofni bakterie. PHA
byly izolovany dokonce i z cyanobakterii a tiida Halobacteriaceae patiici do tise Archei.
Na zéklad¢ podminek nutnych pro produkci polymeru mohou byt bakterie produkujici PHA
rozdeleny do dvou zékladnich kategorii [4, 8, 10, 11].
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Prvni skupina je tvofena bakteriemi, které pro akumulaci PHA v bunkach vyzaduji limitni
koncentrace esencialnich nutrietdi, mezi které se radi dusik, fosfor, hoi¢ik nebo sira. Zaroven
je ale nutné dodrzovat v zivném médiu vysokou koncentraci zdroje uhliku. Mezi bakterie
nalezici do této skupiny se fadi C. necator, Protomonas extorquens a Protomonas oleovorans
[9, 42].

Druha skupina bakterii produkujicich PHA nevyZzaduje Zadné omezujici podminky pro
produkci PHA, ale zaddany polymer produkuje jiz béhem samotného ristu bakterie. Do této
skupiny je zahrnuta bakterie Alcaligenes latus, mutantni kmen Azotobacter vinelandii a
rekombinantni Escherichia coli [9, 42].

V této diplomové praci byla pro produkci PHA studovana bakterie fadici se do prvni
skupiny, bakterie Cupriavidus necator.

3.4.1. Bakterie Cupriavidus necator H16

vvvvvv

¢i Wautersia eutropha) je nejlépe prostudovanou bakterii pro produkci PHB, jelikoz je
schopna produkovat vysoké mnozstvi PHA v jednoduchém mineralnim médiu [43].

Jednd se o puadni, gram-negativni, nesportujici bakterii s fakultativné chemolitho-
autotrofnim organismem a fadi se také mezi denitrifikacni bakterie, jelikoZ za anaerobnich
podminek muize jako kone¢ny akceptor elektronti vyuzivat dusi¢nany. Nejsou-li v prostiedi
pfitomné organické latky [44, 45], C. necator miize vyuzivat H, jako donor elektronti, ¢imz se
fadi mezi tzv. ,knallgas* bakterie (bakterie vyuzivajici H, a O; jako donor elektronit). Pokud
je kultivovana na médiu bohatém na ziviny, pievlada aerobni metabolismus. [37, 46].

b

Obr. 8: Bakterie Cupriavidus necator H16

C. necator je pohybliva bakterie, jeZ je vybavena peritrichalnimi bi¢iky. Je schopna rust
pti 41°C a je odolnd viici niklu a kombinaci niklu a kadmia [37]. Zakladni geny pro Siroké
spektrum moznych substrati, které je C. necator schopen utilizovat, jsou uloZzeny na 0,44Mbp
konjugovaném megaplasmidu pHG1 [45]. Krom¢ megaplasmidu pHGI1 je genom C. necator
H16 je sloZen ze dvou kruhovych chromosomi o velikosti 4,1 a 2,9 Mbp, kter¢ dohromady
koduji 6 116 gent [46]. Molarni procento cytosinu a guaninu je rovno 65,5 %. Schopnost C.
necator syntetizovat bioplasty je zakodovana v megasplasmidu pHG1 [37].

C. necator byla povazovana za bakterii, kterd syntetizuje jen scl PHA. Pokud je ale
Vv kultivaci zdrojem uhliku oktanoat sodny a déle je zde ptitomen akrylat sodny, ktery inhibuje
B-oxidaci mastnych kyselin, bakterie jsou schopné syntetizovat i mcl PHA a vytvofit tak
tetrapolymer z monomert 3-hydroxyoctanoatu, 3-hydroxydekanoatu, 3-hydroxybutyratu a 3-
hydroxyvaleratu [20].
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3.5. Vyuziti odpadnich substrati k produkci PHA

Ackoliv jsou polyhydroxyalkanoaty vysoce biodegradovatelné v rozmanitém spektru
prostedi a za celé fady podminek, jejich vyznamnou nevyhodou je vysoka produkéni cena ve
srovnani s tradi¢nimi petrochemickymi plasty. Proto jsou neustdle vyhledavany alternativni
cesty, jak snizit cenu vyrabénych bioplastt [47].

Jak tedy docilit snizeni vyrobnich cen biodegradovatelnych plasti? K feSeni by mohla
vést cela fada postupti - od ucinngjsiho fermentacniho procesu, lepsi izolace ¢i purifikace
PHA, produkce novych rekombinantnich kmenti obsahujicich enzymové vybaveni pro
produkci PHA az k vyuzivani levnych substrati [7, 48], jimz bude vénovana tato kapitola.

Tab. 3 udava zakladni zdroj uhliku, jenz je vyuzitelny pro mikrobidlni produkci PHA.
Kromé zakladniho zdroje uhliku obsahuji odpadni substraty i vedlejsi uhlikaté substraty, které
mohou slouzit jako prekurzory monomernich jednotek. Dalsi vyhodou je castd ptitomnost
dusikatych latek a dalSich sloucenin, které mohou podporovat rist bun¢k a tvorbu PHA.
Jejich pfitomnost Casto Setii financni prostfedky [49]. Kultivace bakteridlni biomasy na
odpadnich substratech sice vede k produkci kyzeného polymeru, ale ziskana koncentrace
PHA je nizsi (kolem 65 %) nez pfi kultivaci na Cistych substratech, kde koncentrace PHA
dosahuje az 80 % biomasy pfi kultivacich ve fermentoru [50]. Tento problém by vSak mohl
byt vyfeSen praci s rekombinantnimi kmeny bakterii, kdy do genomu bakterie, nejcastéji
Escherichia coli, jsou pomoci vektori vkladany geny pro enzymové vybaveni nutné pro
produkci PHA [48].

Tab. 3: Prehled odpadnich substratu rozdélenych podle zdakladni slozky uhlikového zdroje
[49]

Druh substratu Levné odpadni substraty

Sacharidy Melasa
Skrob a jeho hydrolyzaty (maltoza)
Laktoza v syrovatce
Celulozové hydrolyzaty z papirenstvi

Tuky a oleje (mastné kyseliny) Odpady z produkce bionafty
(methanol a glycerol)

Alkoholy Rostlinné a zivoc¢isné odpady

Organické kyseliny Kyselina mlé¢na z mlékarenstvi

Scilem ziskat vyssi vytézky PHA jsou Casto bakterie akumulujici PHA izolovany z
prostiedi, kde se vyskytuje odpadni produkt, ktery ale mize byt vyuzit jako substrat pro
izolované mikroorganismy. U téchto mikroorganismii je ptfedpoklad, ze jsou castecné
adaptovany na tento substrat.

Prikladem je izolace bakterii Actinobacillus sp. z okoli tovarny na alkoholické napoje.
Odpadni vody z této vyroby obsahuji sacharidy a dusikaté latky, které jsou s vyhodou vyuzity
pfi kultivaci organisml zde izolovanych mikroorganismi [34]. DalSim piikladem je izolace
bakterie Pseudomonas aeruginosa 42A2 ziskana ze zemédélsko-primyslovych odpadnich
oleju [51].

3.5.1. Vyuziti odpadnich substrati obsahujicich sacharidy
Odpadni vody a odpady ze zemédé€lstvi a potravinarské vyroby jesté stale obsahuji vysoké
procento nasledné vyuzitelnych sacharidi a dalSich latek, které Ize vyuzit v jinych odvétvich.

24



Ptikladem jsou krmné smeési pro dobytek, nasledna izolace stopovych prvka ¢i pouziti pro
mikrobidlni fermentacni procesy, pfi nichz je ziskavano Siroké spektrum produkti a mezi
nimi i polyhydroxyalkanoaty [34].

Vyznamnym odpadnim sacharidickym substratem je syrovatka vznikajici jako odpadni
produkt pfi vyrobé syrt mlékarenskych zavodii. Syrovatka tvoii 80-90% mléka pouzitého pro
vyrobu a obsahuje piiblizné 4,5% laktozy, 0,8% proteini, 1% soli a 0,1-0,8% kyseliny mlé¢né
[52]. Nevyhodou tohoto substratu je nizkd rozpustnost laktéozy (210 g/l) ve srovnani
s glukozou (700 g/1), proto pro fermentaci je nutné provadét na relativné velkém objemu
odpadni vody [34].

Studie produkce PHB na syrovatce ukazala, ze tento odpadni produkt mize byt utilizovan
rekombinantni bakterii Escherichia coli CGSC 4401, ktera je schopna utilizovat laktozu, ale
geny pro enzymy zapojené do syntézy PHA byly vloZeny z bakterie C. necator. Touto
kultivaci mize byt ziskana biomasa obsahujici az 81 % PHB (5,2 g/l) v biomase [52].

Produkce PHA na lakt6zovych substratech miize byt docileno 1 pfipravou rekombinantni
C. necator, kterda méa misto genu pro PHA depolymerazu zaclenény geny LacZ, Lacl a LacO
pro utilizaci laktozy bakterii E. coli. Tato geneticka prava ma vyssi vytézek i diky odstranéni
depolymerizacnich enzymu z buiiky [6].

Dal$im cukernatym substratem, ktery lze vyuzit pro produkci PHA, je xylosa obsaZend
Vv lignocelul6zovych odpadnich substratech ze zemédélstvi. Xylosa je vhodnym substratem
pro bakterie Pseudomonas cepacia, ale produkce PHA je celkem nizka. V soucasnosti je
pouzivan rekombinantni kmen E. coli s genem izolovanym z C. necator. Touto fermentaci
byla ziskana biomasy osahujici az 35,8 % PHA. Vyrazn€ vysSich vysledki bylo jesté
dosazeno obohacenim média o zdroj dusiku (hydrolyzat sojovych bobi), kdy ziskany polymer
obsahoval az 74 % biomasy [48].

Vyznamnym potravinaiskym odpadnim produktem je melasa. Naptiklad sojova melasa
vznikajici pfi zpracovani sojovych bobl. V soucasné dobé nemd vyznamné primyslové
vyuziti, protoze v ni pfitomné oligosacharidy jsou jen casteCné stravitelné pro zvifata a
nestravitelné pro clov€ka [53]. Sojovd melasa ale obsahuje 30% podil fermentovatelnych
sacharidi, z nichZ je nejvice zastoupena rafindza, sachardza a stachyoza [18].

JiZ dnes je vyuZzivana ve fermentacnich procesech zahrnujicich napiiklad syntézu kyseliny
mlééné bakteriemi Lactobacillus salivarius nebo produkci butanolu pomoci Clostridium
beijerinckii. Pro produkci PHA byla na sojovou melasu nao¢kovana bakterie Pseudomonas
corrugata produkujici mcl-PHA. Bakterie P. corrugata utilizuje pouze sacharézu a za pouziti
5% CDW sojové melasy lze dosahnout vysokych hodnot koncentrace biomasy (3,2 — 3,6 ¢
CDW/), ale koncentrace PHA je velmi nizka (5-17% CDW) [18].

V pozdgjsi studii byly izolovany bakterie z pudy a usazenin sojovych poli v USA a byly
zatazeny do rodu Bacillus sp. CL1 (viz. Obr. 9). Tento kmen je schopny utilizovat rafindzu a
tvofit az 90% podil polyhydroxyalkanoati v biomase. Stejné vysokd produkce PHA je
pozorovana i u dalSich sacharidickych substrati (glukoza, fruktéza, sachardza, galaktdza,
stachyoza) [53].
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3um
Obr. 9: Buisiky bakterie Bacillus sp. kmen CL1 pod mikroskopem. Sipky zvyraziiuji PHA
inkluze v burnkach [53].

Dal$im odpadnim produktem jsou odpady obsahujici vysoky obsah Skrobu. Pro tento
odpadni produkt byla navrZzena dvoustupiiovd utilizace, kdy v prvnim kroku byl Skrob
pieveden fermenta¢né na organické kyseliny - Kyselinu octovou (60-80%), propionovou (10-
30 %) a kyselinu butanovou (5-40 %), ¢imz doslo k pfeméné az 43% Skrobu na organické
kyseliny. V druhém kroku byla provedena kultivace bakterie C. necator na ziskaném roztoku
organickych kyselin, coz vedlo k produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV). Celkova
koncentrace PHA tvofila 55 g vzhledem k 100 g celkové koncentrace uhliku [54].

Vyroba javorového sirupu v Kanad¢ s sebou piindsi i velké mnozstvi odpadnich vod
obsahujicich zejména sachar6zu. Ta mize byt s vyhodou vyuzita jako vyznamny substrat pro
bakterii C. necator, ktera je schopna vyprodukovat biomasu se 77,6 % zadaného polymeru,
Vv tomto piipadé¢ P(3HB) [55].

3.5.2. Vyuziti odpadnich substratu na bazi oleju

Pro riist bakterie C. necator jsou vybornym a levnym zdrojem uhliku tuky a oleje, pfi
jejichz vyuziti mize byt ziskan az 80% obsah polymeru v buiikach bakterie [56]. Napiiklad
pfi kultivaci C. nector na olivovém oleji byl ziskan polymer P(3HB) o molekulové hmotnosti
v rozmezi 200-400 kDa [57].

Nevyhodou kultivaci na olejich bakterie C. necator je syntéza homopolymeru, pokud ale
dojde k rekombinantni upravé genomu, je tato bakterie schopna produkovat kopolymery, jez
maji lepsi fyzikdlni a chemické vlastnosti. Pfi genové expresi PHA syntdzy bakterie
Aeromonas caviae vektorové vlozena do C. necator lze ziskat enzymy pro produkci
kopolymeru P(3HB-co-HH), kde 3-hydroxyhexanoatovy monomer piedstavuje 4-5mol%
polymeru a celkovy obsah polymeru v biomase dosahuje az 80% [57, 58], zejména pii
kultivaci na sojovém oleji [59].

Bakterie Pseudomanas aeruginosa 42A2 je pohybliva, gram-negativni bakterie
ty¢inkovitého tvaru, kterd je schopna utilizovat celou fadu substratl, pfedevS§im mastné
kyseliny. Vysoké produkce kopolymeru PHA (54,5 % CDW) bylo dosaZeno pfi jeji kultivaci
na odpadni technické kyselin€ olejové (obsah kyseliny olejové az 80,7 %), jesté vétsi zisk
PHA o hodnoté¢ 66.1 % byl ziskan pii kultivaci na odpadnich volnych mastnych kyselinach,
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kdezto kultivace na glukéze dosahovala jen 16,8 % obsahu biomasy. S vyhodou byl pouzit i
odpadni fritovaci olej z potravinarskych zavoda [51].

Vedlejsi produkty a odpadni substraty produkce palmového oleje maji velmi slibné
vlastnosti pro produkci PHA a nejlep$im bakterialnim kmenem pro produkci byla zvolena C.
necator H16 [56]. Stejnd bakterie je schopna utilizovat zdroj uhliku ze sojového oleje,
pfiCemz ziskana biomasa kultury kultivovana ve fermentoru o koncentraci 118-126 g/l
obsahovala 72-76 % PHB [60].

Kultivace bakterie Pseudomonas sp. kmenu DR2 na kukufi¢ném oleji vedla k produkci
PHA tvoticitho az 37,34 % biomasy. Tento polymer je sloZzen z 3-hydroxyoctanoatového,
3-hydroxydekanového a 3-hydroxydodekanového monomeru [60].

3.5.3. Vyuziti odpadnich substratii na bazi organickych kyselin

Pro produkci PHA byl vyuzit POME, coz je vodny roztok, ktery vznika ve velkych
objemech pfi mleti palmovych plodi. Sice se jedna o olejnaty substrat, ktery je ale nejprve
pomoci anaerobni fermentace pieveden na tékavé organické kyseliny — octovou, maselnou a
propionovou Vv poméru 3:1:1, které jsou nasledné vyuzity k produkci kopolymeru PHA.
(POME je koloidni suspenze obsahujici 95-96,5% vody, 0,6-0,7% oleje a 4-5% pevnych latek
[61].

Dalsi autoti navrhli produkci PHA ze Skrobnatych odpadnich vod, které byly podrobeny
dvéma krokiim. Nejprve byl proveden rozklad odpadu na organické kyseliny, které byly
nasledné odfiltrovany do bioreaktoru, kde byla kultivovana bakterie C. necator. Ziskany
polymer piedstavoval 34,1 % biomasy, pfi¢emz koncentrace biomasy dosahla 1,2 g/l [62].

3.5.4. Vyuziti odpadnich substrati obsahujicich alkoholy

Nejen odpadni substraty z potravinaiskych vyrob mohou byt vyuZzity k mikrobialni
produkci PHA, ale také odpadni produkty z vyroby bionafty.

Kultivaci bakterialniho kmenu Cupriavidus necator DSM 545 vyuzivajici k produkci
PHA odpadni glycerol pochazejici z vyroby bionafty byla ziskana biomasa 0 koncentraci
68,8 g/l, z ¢ehoz 38 % biomasy bylo tvofeno polymerem o molekulové hmotnosti v rozmezi
7,9:10° az 9,6:10° Da. Nevyhodou tohoto substratu je oviem vysoky obsah sodiku a dalsich
piimési, které vyznamné zkracuji produkéni fazi PHB [60, 63].

Ve srovnani s kultivaci na Cistém glycerolu byla ziskdna jen polovina mozného PHA.
Pokud je ale provedena uprava koncentrace dusiku a cas kultivace, Ize sledovat az 30% nartst
produktivity a ziskat tedy biomasu s obsahem polymeru az 50 % [62].

3.6. Produkce PHA s vyuzitim prekurzoru

Prvnim monomerem, ktery byl inkorporovan do struktury P(3HB), byl 3-hydroxyvalerat.
Tato monomerni jednotka je za¢lenéna do struktury PHA pfi kultivaci C. necator H16, pokud
kultiva¢ni médium obsahuje kromé zdroje uhliku i podil acetatu a propionatu. Takto ziskany
polymer obsahuje rizny 3HV v rozmezi 0 az 45 % [59].

Kultivace bakterie C. necator NCIMB 11599 na valeratu vede taktéz k inkorporaci HV
monomeru do struktury a maze tvofit az 80% podil polymeru. Jestlize byl do kultiva¢niho
média pfidan 5-chlorvalerat a wvalerat, ziskany polymer obsahoval 3HB, 3HV a SHV
monomery, které tvotily az 46% biomasy. Zastoupeni SHV monomeru v polymeru
dosahovalo 52 % [64].
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C. necator H16 stejné tak jako C. necator NCIMB 11599 byly kultivovany v médiu
s obsahem butyratu a valeratu. Zatimco C. necator NCIMB 11599 akumuloval
P(3HB-c0-3HV) s az 90% obsahem 3HV, C. necator H16 produkoval P(3HB-co-3HV) jen
S 75 % zastoupenim. Také molekulovd hmotnost byla niz§i u H16 [65].

Pouziti butyratu a 4-hydroxybutyrové kyseliny nebo smési s 4-hydroxybutyratem,
butan-1,4-diolem nebo y-butyrolactonem vede kakumulaci P(3HB-co-4HB) pti kultivaci
C.necator H16. Médium tvofené smési butyratu, valeratu a 4-hydroxybutyratu vede
k produkci PHA s 45% 4HB a 23% 3HV monomeru [8].

Vyznamnym substratem pro Alcaligenes sp. kmen AK201 jsou mastné kyseliny (Co—Cy).
Zatimco P(3HB) byl produkovéan na mastnych kyselinach se sudym poctem uhliki, kyseliny
s lichym poctem uhliku tvofily kopolymer P(3HB-3HV) a podil 3HV byl vyss§i u mastnych
kyselin s niz§im po¢tem uhliki. Pfi produkci na rostlinnych olejich a tucich se pohyboval
obsah polymeru kolem 50 % na biomasu [8].

3.7. Srovnani mozZnych strategii izolace PHA

Izolace PHA z bakterialni bunky je dalsim dalezitym krokem, ktery vyznamné ovliviiuje
naklady na celkovou produkci PHA. Nizkondkladové izolace miZe snizit celkovou cenu
ziskaného polymeru a konkurovat tak petrochemickym plastim. Cilem izolace je také ziskat
vysoce Cisty polymer, ktery mize byt vyuzit ve vSech odvétvich od mediciny, pfes obalové
materidly az po industridlni pouziti. Cilem izola¢niho kroku je zvysit stupel rozruSeni
bunééné stény, ktery muze byt jeste doplnén o predcisténi vzorku biomasy ziskané po
kultivaci [66].

Strategie zisku PHA z biomasy muze byt rozdélena do tii krokl — pred¢isténi, extrakce a
purifikace, které vedou k zisku vysoce ¢istého polymeru.

3.7.1. Pred¢iSténi vzorku

Tento krok izolace je zafazen bezprostfedné za kultivacni krok, kdy narostld kultura je
zcentrifugovéna a promyta. PredCisténi se provadi jako jednostupiiové nebo vicestupiiové
s vyuzitim riznych metod s cilem usnadnit pozd&j$i rozruseni bunééné membrany [67].

Zakladni zpusob predCisténi je ohfev biomasy na urcitou teplotu. Tento ohiev ma za
nasledek denaturaci a rozpus§téni genetické informace a proteint, které tvofi bunécnou sténu,
coz vede k poruseni stability membrany a zamezeni zvySeni viskozity roztoku. Denaturace je
s vyhodou vyuzita pro inaktivaci DNA depolymerazy, ktera nasledné uz neni schopna
denaturovat ziskany polymer [68, 69].

Naptiklad pro bakterii C. necator DSM545, bylo v literatufe uvedeno, Ze pro pred¢isténi
1ze pouzit teplotu 85°C po dobu 15 minut [68].

Dalsim moznym precisténim je aplikace soli — chloridu sodného nebo chloridu
draseln¢ho. Tyto soli vykazuji ale niz§i u€innost na poruseni bunécné stény, pokud jsou
aplikovany za vyssi teploty. V takové kultivaci sice dojde k naruseni bunék, ale spiSe u¢inkem
teploty [70].

Mezi dalSi mozné zplisoby chemického pfedcisténi se fadi pfidavek alkalického roztoku
hydroxidu sodného, ktery byl pouzit pii piedcisténi bunék bakterie Allcaligenes latus pied
naslednou mechanickou disrupci za pokojové teploty [70]. Uinnou piedipravou biomasy
pfed mechanickou disrupci je pfidavek 0,01% SDS, ktery stejné jako dalSi povrchové aktivni
latky odstrani lipidy [71]. S pfibyvajici koncentraci SDS roste i stupeil naruseni bunécné
membrany [70].
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Mezi dalsi fyzikalni piedipravy vzorkil lze fadit zamrazovani. SniZeni teploty pod bod
mrazu vede K tvorbé krystalti v butice, které nabiraji na objemu a tak jsou schopné rozrusit
bunku. Zamrazovani je i jedna z technik dlouhodobého uskladnéni kultury [67].

3.7.2. Extrakéni metody

3.7.2.1. Metody vyuZivajici rozpustnosti PHA

Jedna se o jednu z nejstarSich metod pro izolaci PHA a tato metoda je zalozena na
rozpustnosti PHA v organickém rozpoustédle, zatimco bunééné komponenty zdstavaji
nerozpustény a ¢asto jsou odfiltrovavany ze ziskaného roztoku PHA [4].

Mechanismus pasobeni rozpoustédla muze byt rozdélen do dvou krokd. V prvnim kroku
je modifikovana permeabilita bunééné membrany, a az ve druhém kroku je PHA rozpusténo.
PHA je nasledné zroztoku rozpoustédla ziskdno bud’ odpafenim rozpoustédla, nebo
vysrazenim v roztocich, které PHA nerozpousti [67].

V literatufe jiz bylo publikovano 48 rozpoustédel pro extrakci PHA. Nejvyznamnéj$imi a
nejlep$imi  rozpoustédly  jsou chlorované uhlovodiky (chloroform, 1,2-dichloretan,
trichloretylen a metylenchlorid) a jejich azeotropické smési (1,1,2-trichloretan s vodou),
cyklické uhlovodiky a pfipadné smési chloroformu s dalsimi uhlovodiky [4, 72].
chlorovanych uhlovodicich, jako je chloroform, kdezto mcl PHA jsou rozpustné v mnohem
Sirsim spektru chemikalii (napiiklad v acetonu pouzivaném pro pred¢isténi vzorku), které jsou
levnéj$i a méné toxické [71].

Extrakce PHA z bakterie C. necator mize byt provedena riznymi rozpoustédly, naptiklad
za pouziti 1,2-propandiolu vede k 79% zisku PHA s ¢istotou 99,1 % [67].

Isolace mcl PHA z biomasy Pseudomanos putida je ptikladem pouziti acetonu jako
rozpoustédla PHA. Pieduprava vzorku byla provedena ptidavkem methanolu, ktery ma velmi
maly vliv na ztratu polymeru ve srovnani s NaOH a zahtivanim biomasy. Methanol navic
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biomasu vysusi, ¢imz podpoti pozdéjsi izolaci. Samotna izolace byla provedena Soxhletovou
dosaZena opétovnym rozpusténim v acetonu a precipitaci mcl PHA pridavkem studeného
metanolu [71].

3.7.2.2. Metody zaloZené na rozpousténi dalSich bunéénych komponent

Metody izolace, kdy je zadouci odstranéni bunéénych komponent netvoticich PHA, se
Casto skladaji ze tfi krokd. Nejprve je biomasa ziskana po kultivaci zahfivana na vyssi teplotu
s cilem denaturovat proteiny a DNA, druhym krokem je Casto proteolytické rozloZeni
bunéénych komponent a na zavér je ziskany polymer pieciStén, tedy promyt povrchoveé
aktivni latkou [71].

Metoda izolace vyuzivajici proteiny byla poprvé publikovana firmou Zeneca jako
alternativa k extrakéni isolaci. Pt této izolaci je vyuZzivano proteolytickych enzymu, které
disponuji vysokou schopnosti S§té€pit vazby mezi jednotlivymi aminokyselinami bunécné
membrany a rozrusit tak obalovou vrstvu PHA [67].

Dalsi studie byla provedena pfi izolaci PHA z bakterie C. necator DSM 545, ve které byly
ze Sestice enzymu vybrany trypsin, bromelain a lysozym, jez vykazuji vysokou proteolytickou
aktivitu dané bakterie. Nejlepsi vysledek byl ziskan za pouZiti 2% bromelainu (50 °C, pH 9),
kdy dosahovala ¢istota ziskaného PHA 88,8% [68].
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Ve studii byl pouzit také pankreatin. Jeho vyuziti vedlo v izola¢nim postupu k zisku jen
62,2 % polymeru, ale jeho Cistota se dosdhla na 90% [68].

Metoda pro zisk mcl PHA pro zisk z biomasy Pseudomonas pomoci enzymii zahrnuje
tepelnou denaturaci biomasy, po niz nasleduje ptidavek nadbytku enzymu a SDS za
spoluticasti EDTA. Sledovani tohoto procesu prokdzalo, ze biomasa netvofici PHA je
rozpusténa a lze ziskat polymer o Cistoté 95 %. SDS se vaze na povrch granuli, ¢imz sice
zabranuje znovunavazani agregati vzniklych z rozrusené biomasy, ale zaroven je to latka
snizujici Cistotu polymeru, kterou lze odstranit pouze n€kolikanasobnym promytim. Proto je
snaha minimalizovat mnozstvi SDS pii izolaci [73].

Dalsi studie byla zaméfena na izolaci PHA z bunék P. putida PGA1 za pouziti alkalasy a
bylo citovdno, ze koncentrace alkalasy je pfevladajici faktor pfi enzymové izolaci. Bylo
zjisténo, ze pouze 20 minut stac¢i pro hodnotny lyticky prubéh. Nasledna purifikace PHA,
ktery byl v roztoku obklopen rozruSenou biomasou, byla provedena pomoci ultrafiltrace a
kontinudlni diafiltrace. Nakonec bylo ziskano 90 % polymeru s ¢istotou 92,6% [69].

Dalsi metoda kombinujici pouziti chlornanu sodného a enzymt byla provedena na
bakteriich Burgholderia sp PTU9. Ze spektra proteolytickych enzymii byl vybran papain, po
jehoz aplikaci bylo ziskéano 78 % polymeru s ¢istotou 89% [67].

Nejen enzymova izolace PHA byla studovédna. V literatufe bylo publikovano velké
mnozstvi postuptl vyuzivajicich organickych i anorganickych chemikalii.

K velmi ucinnym, efektivnim a ekonomickym metoddm pouzivanym k izolaci PHA patii
rozpous$téni biomasy, ktera netvoii PHA pomoci povrchové aktivnich latek, jako je naptiklad
dodecylsulfat sodny. Tato povrchové aktivni latka je schopnd prochdzet pies fosfolipidové
dvouvrstvy. Pii zvySujici se koncentraci SDS v roztoku, roste i procento inkorporovanych
molekul do membrany, dokud nepraskne a nevytvoii velké micely slozené z fosfolipid
membrany a povrchové aktivni latky, pfiCemz PHA je uvolnén do prostiedi. Dalsi funkci
povrchové aktivni latky je rozpustnost proteini, ale i bunéénych komponent netvoticich PHA
[47, 67]. Jeden gram SDS je schopny rozpustit 0,72 g bunécnych komponent neobsahujicich
PHA [66].

Isolace PHA pomoci povrchové aktivni latky, konkrétné dodecylsulfat sodny (SDS), byla
aplikovana na biomasu R. eutropha NCIMBI11599, pficemZ bylo zjisténo, ze pokud pomér
mezi SDS a biomasou je vyssi nez 0,4, 1ze ziskat PHA s Cistotou presahujici 95 % [66].

Komponenty netvotici PHA Ize rozpustit naptiklad za vyuZiti chlornanu sodného a ziskat
tak Cisty PHA — 86% Cistota u C. necator a 93% cistota u E. coli. Nevyhodou této metody je
vysoka degradace polymeru béhem izolace, ta ale neni pozorovana, pokud je PHA izolovana
z bunék C. necator a E. coli. Tato zvlastnost je ptipisovana krystalické morfologii polymeru
Vv bakteriich [67].

Pokud byla izolace pomoci chlornanu draselného kombinovana se zahfevem biomasy
PHA, byl z bun¢k Cupriavidus taiwanensis 184 ziskan s Cistotou 99% a 94% ucinnosti
izolace [67]. Vlivem chlornanu draselného klesa molekulova hmotnost, pokud je ale pfidan
sulfat sodny, lze pokles molekulové hmotnosti zmirnit z plivodnich 30 % na 14% [74].

Dalsi moznou strategii je izolace pomoci smési chelataéniho ¢inidla a povrchové aktivni
latky. Mechanismus rozruSeni bunééné stény povrchove aktivni latkou byl vysvétlen jiz diive.
Mechanismus akce chelata¢niho ¢inidla je zavisly od slozeni bunécné stény. Pokud bunécna
sténa obsahuje dvojmocné ionty, Cinidlo je schopno vytvofit komplexy s témito ionty a
destabilizovat vnéj$i membranu. Tato nestabilita ale vyvolad oslabeni vnitini membrany a
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bunka se rozpada. Pouziti chelatacniho €inidla tak hraje dtlezitou roli pfi dezintegraci bunék
biomasy a vyznamné zvySuje Cistotu ziskané¢ho polymeru [47, 73].

Ackoliv metody, kdy je pouzita povrchové aktivni latka a chelataéni ¢inidlo, jsou
vyhovujici a lze ziskat produkt o vysoké Cistoté, pficemz neni zatizeno zivotni prostiedi,
ptece jen je zde problém s velkym mnozstvim odpadni vody. Proto byl navrzen proces, kdy je
jednou pouzita odpadni voda je znovu obohacena o malé mnoZzstvi povrchové aktivni latky a
chelatacniho ¢inidla. Pokud Cistota ziskaného polymeru klesne pod 96 %, k cemuz obvykle
dojde po 7 cyklech, je vysledna odpadni voda piecisténa piidavkem kyseliny chlorovodikové
a aktivniho uhli [75].

Tento postup byl testovan na bakterii C. necator, za koncentraci 0,12:1 pro povrchovou
latku:CDW a 0,8:1 pro chelat (EDTA):CDW. Cistota polymeru sice dosahla 98,7 %, ale
molekulova hmotnost klesla z 402 000 na 316 000 [75].

Vyznamny podil v izolaci PHA z bakterialnich bun¢k hraji i mechanické metody, jez se
déli do dvou velkych skupin. Prvni skupinu pfedstavuji metody, kde dochazi ke kontaktu
bun¢k s pevnymi prekazkami a tadi se zde kulickové mlyny. Druhou skupinou jsou postupy,
kde je vyuzivano kapaliny, jako napiiklad pii vysokotlaké homogenizaci [67]

3.7.3. Purifika¢ni metody

Obecné uzivanymi metodami pro precisténi ziskaného polymeru je aplikace peroxidu
vodiku kombinovana s aktivitou enzyma nebo chelata¢nich iontd [77]. Dale byla vyvinuta
metoda uzivajici 0zén, kdy do toku plyného kysliku je pfidano 2-5 % ozoénu. Pfitomnost
oz6nu zapficiiluje béleni, deodorizaci a rozpustnost ptitomnych necistot [76].

Tato metoda by v budoucnu mohla nahradit pouziti peroxidu vodiku, kterd ma mnoho
nevyhod, jako je naptiklad vysokd teplota (80-100°C), nestabilita peroxidu vodiku pfi
vysokém obsahu biomasy nebo snizeni molekulové hmotnosti ziskaného polymeru [76].
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4. PRAKTICKA CAST

4.1. Pouzité chemikalie, material a pristroje

4.1.1. Bakterialni kmeny

V praci byla pouzita bakterialni kultury Cupriavidus necator H16 a Bacillus subtilis CCM
2793, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng.

4.1.2. Chemikalie pro kultivaci mikroorganismi

Agar Powder, Himedia (India)

Beef extract, Difco laboratories (USA)
Peptone, Himedia (India)

Nutrient Broth, Himedia (Indie)

4.1.3. Ostatni chemikalie
Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], Fluka (USA)
Poly[3-HB-co-HV] (USA)
1,4-butandiol (USA)

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly ¢istoty p.a.

4.1.4. Pristroje

Plynovy chromatograf:
Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA)
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm

Ostatni ptistroje:
Spektrofotometr VIS, Helios 3, Unicam (UK)
Spektrofotometr UV-VIS, Helios o, Unicam (UK)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)
Analytické vahy, Boeco (Némecko)
Laminarni box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA)
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Némecko)
Termostatovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0. (CR)
Termostat, LS-35 (CR)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)
Bezné laboratorni sklo a vybaveni.

4.2. Kaultivace bakterii Cupriavidus necator a Bacillus subtilis

4.2.1. Uchovani kultury a pfiprava inokula

Po oziveni lyofilizované sbirkové kultury byla kultura uchovavana na Petriho miskach
obsahujici pevné médium Nutrient Broth v termostatu pfi teploté¢ 30 °C. Pieockovani bylo
provadéno pravidelné v intervalu 30 dni.

Inokulum bylo pfipraveno do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml s 50 ml
kultivacniho média. Inokulum bylo zaockovano bud tfikrat bakteriologickou klickou
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z agarové plotny nebo 2 ml kultury z tekutého média. Pfipravené inokulum bylo kultivovano
24 hodin pfi 30 °C na rotac¢ni tiepacce pi1 150 rpm.

4.2.2. Zivna média pro Cupriavidus necator H16
Pro uchovavani kultury bylo pouzito komeré¢né dostupné médium Nutriet Broth

Beef extrakct
Pepton

NaCl

Agar
Destilovana voda

Pro kultivaci bakterie Cupriavidus necator bylo pouzito mineralni médium o slozeni:

Fruktoza/ Olej
(NH4)2S0,4
Na,PO4

Citrat
KH,PO,4

Roztok stopovych prvka*

Destilovana voda

*Roztok stopovych prvka

FeCI3

CaCl;

CuS0O,4

CoCl,

NiCl,

CfC'z
Destilovana voda

109
109

5¢

209
1000 ml

1g/2ml
39
111¢g
1,79
1,029
1ml
1000 ml

9,79
789
0,156 g
0,119¢
0,118 ¢
0,062 g
1000 ml

4.2.3. Zivna média pro Bacillus subtilis

Pro uchovavani kultury bylo pouzito komeréné dostupné médium Nutriet Broth, jak je

uvedeno v kapitole 4.2.1.

Pro kultivaci bakterie Bacillus subtilis bylo pouzito mineralni médium o slozeni:

Pepton
Beef extract

M nSO4
Destilovana voda

4.3. Stanoveni koncentrace biomasy v jednotlivych kultivacich

54

39
0,01g
1000 mi

4.3.1. Stanoveni kalibra¢ni kiivky

Béhem jednotlivych kultivaci byla biomasa stanovovana pomoci spektrofotometrického
stanoveni zakalu. Méfeni bylo provadéno pii vinové délce A = 630 nm proti destilované vodé
jako blanku. Pfepocet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomoci sestrojené

kalibraéni pfimky.
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Kalibracni piimka byla sestrojena fedénim suspenze bunék destilovanou vodou.
Pro stanoveni susiny bylo odebrano 10 ml roztoku bunécné suspenze. Roztok biomasy byl
sto¢en (8000 rpm, 5 minut). Roztok nad biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendovana
v 1 ml destilované vody. Pfipraveny roztok biomasy byl kvantitativné pienesen do piedem
zvazenych a vysuSenych hlinikovych misek, které byly nésledné suSeny pii 105 °C
do konstantni hmotnosti. Po vyjmuti a ochlazeni v exsikatoru byly znovu zvazeny. Rozdil
hmotnosti vazenek ndm udaval hmotnost biomasy v 10 ml. Nakonec byla zjisténa koncentrace
pfevedena na jednotku g/l. Stanoveni bylo provedeno tiikrat. Redénim kultury o znamé
koncentraci biomasy byla sestrojena kalibracni ptimka Agzo nm = T (Chiomasa)-

4.3.2. Stanoveni koncentrace biomasy

Po  ukonceni kultivace byla stanovena  koncentrace  biomasy  pomoci
spektrofotometrického stanoveni zakalu (turbidimetrie) pii vinové délce A =630 nm proti
destilované vod¢ jako blanku. Pfepocet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomoci
sestrojené kalibracni pfimky.

4.4. Analyza PHB

Pro stanoveni obsahu PHB v jednotlivych kultivacich bakterie Cupriavidus necator bylo
po ukonceni kultivace odebrano vzdy 10 ml. Bunééna suspenze z kultivace byla ptevedena do
zkumavek a stocena (8000 rpm, 5 minut) a destilovanou vodou znovu promyta. Roztok
ziskany nad biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendovana v 1 ml destilované vody.
Bunééna suspenze byla pievedena do mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 1,5ml a
k oddéleni biomasy byla pouzita mikrocentrifuga (10 000 rpm, 5 minut). Roztok nad
biomasou byl opét slit a biomasa byla vysuSena v suSarné pii teploté¢ 60 az 75°C. Takto
pfipravené zkumavky byly uchovavany v mraznicce pfi teploté¢ —28 °C. Pro stanoveni obsahu
PHA byla pouzita metoda plynové chromatografie [78, 79].

4.4.1. Stanoveni PHB plynovou chromatografii s FID detekci

Plynové chromatografie je metoda, kterou lze pouzit pouze pro (polo)tekavé latky, proto
PHA musi byt pfevedeny na estery jednoduchych hydroxykyselin. Jedna se o pfevedeni PHB
na vice tékavy methylester B-hydroxykarboxylové kyseliny pomoci kysele katalyzované
esterifikace. Methylester 1ze pak stanovit pomoci plynové chromatografie [80].

4.4.1.1. Stanoveni kalibracni kiivky 3-hydroxybutyrdtu a 3-hydroxyvalerdtu

Do vialek byl postupné napipetovan roztok komercniho P(3HB-co-3HV) (Sigma) o piesné
koncentraci 1,5 g/l v mnozstvich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml. Postupné byl pfidan chloroform na
vysledny objem 1 ml a dale bylo pfidano po 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sirové v metanolu.
Vialky byly neprodys$né uzavieny a ulozeny do termostatu pii 100°C na 3 hodiny. Nasledn¢
roztoku 0,005 M NaOH. Po protfepani a odd¢€leni fazi byla spodni chloroformova vrstva
odpipetovana a prenesena do vialek, které byly ndsledn¢ neprodysné¢ uzavieny [78].

Takto pfipravené vzorky byly nasklddany do autosampleru na plynovém chromatografu
S plamenové-ioniza¢nim detektorem.
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4.4.1.2. Stanoveni kalibracni kiivky 4-hydroxybutyrdtu

Do vialek byl postupné napipetovan roztok komeréniho y-butyrolaktonu (Sigma) o ptesné
koncentraci 1,5 g/l v mnozstvich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml. Objem ve vialkach byl doplnén
chloroformem na objem 1ml a bylo pfidano po 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sirové
v metanolu. Neprodys$né uzaviené vialky byly ulozeny do termostatu (100°C na 3 hodiny).
0,5 ml roztoku 0,005 M NaOH. Po protfepani a odd¢€leni fazi byla spodni chloroformova
vrstva odpipetovana a pienesena do vialek, které byly nésledné neprodysné uzavieny [78].

Takto ptipravené vzorky byly naskladany do autosampleru na plynovém chromatografu
S plamenové-ioniza¢nim detektorem.

4.4.1.3. Stanoveni PHA v biomase

Do vialek bylo postupné pfesné navazeno priblizn€ 2 mg stanovované biomasy. Déle byl
ptidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sirové v metanolu. Vialky byly
neprodySné uzavieny a ulozeny do termostatu pii 100°C na 3 hodiny. Nasledné byly vialky
NaOH. Po protfepani a odd¢leni fazi byla spodni vrstva odpipetovana a prenesena do vialek,
které byly nasledn¢ neprodysné¢ uzavieny [78].

Takto piipravené vzorky byly naskladany do autosampleru plynového chromatografu
S plamenové-ioniza¢nim detektorem. Vysledna koncentrace byla vyjadfena jako hmotnost
PHA v gramech na hmotnost biomasy taktéz uvadéné v gramech (CDW).

Krom¢ koncentrace PHA a koncentrace biomasy byla u izolacnich experimentti dale
urc¢ena hodnota Cistoty PHA po lyzi bunééné kultury vyjadiend jako procento hmotnosti PHA
k celkové hmotnosti biomasy a tedy dana vzorcem (2):

PHAG = —CPH;\( 100 o

t
kde Cpua je koncentrace PHA vzorku (g/1) a Xt je celkova koncentrace biomasy.

Déle byla stanovena koncentrace biomasy neobsahujici PHA (Xnpna, g/1) pomoci
nasledujici rovnice (3):

Xera = X = Copa (3).

Pro stanoveni ucinnosti izolace a purifikace PHA byla déale uvedeny a pocitany dvé
hodnoty. Prvni veli¢inou je rozpustnost biomasy netvofici PHA (Snpna) Vyjadiend v
procentech a druha veli¢ina urCuje vzrust ¢istoty PHA (A purity). Snpua byla pocitana podle
rovnice (4) .

(( NPHAt — X NPHAO /’100

X NPHAO

(4),

SnpHa =

kde X\ puac@ X npuaojsou hodnoty koncentraci biomasy neobsahujici PHA v ¢ase 0 a v Case t.

Poslednim vypoctem byla ur€ena jiz zminovanad zména Cistoty vzorku a byla spocitdna podle

rovnice (5)

: HA%, — PHA%, 5100

Apurity = CHA%, 2022 (5),
100% — PHA%,,

kde PHA%, a PHA%; jsou hodnoty pro PHA% v Case t a v ¢ase 0 [68].
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4.4.1.4. Stanoveni kalibracni kiivky kyseliny mlécéné

Do vialek byl postupné napipetovan roztok komeréni kyseliny mlécné (Sigma) o piesné
koncentraci 1,5 g/l v mnozstvich 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml. Objem ve vialkach byl doplnén
chloroformen na objem 1ml a bylo pfidano po 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sirové
v metanolu. Neprodys$né uzaviené vialky byly ulozeny do termostatu (100°C na 3 hodiny).
0,5 ml roztoku 0,005 M NaOH. Po protfepani a odd¢€leni fazi byla spodni chloroformova
vrstva odpipetovana a pienesena do vialek, které byly nésledné neprodysné uzavieny [78].
Takto ptipravené vzorky byly naskladany do autosampleru na plynovém chromatografu
S plamenové-ioniza¢nim detektorem.

4.5. Kalibrace spektrofotometrického stanoveni redukujicich cukru

V pribéhu prace byla vyuzivana metoda stanoveni celuldzové a amyldzové aktivity
studovanych enzymi, kterd je zaloZena na uvolnéni redukujicich cukrti (glukéza) ze substrat
(karboxymethylceluldza v ptipad¢ studia celulazové aktivity nebo Skrob v pifipadé studia
amylazové aktivity) podle metody Somogyi-Nelsona.

Roztoky glukozy o koncentraci 5 az 50 mg bylo doplnény o 0,5 ml ¢inidla I a o 0,5 ml
¢inidla II a uloZeny ve vodni lazni o teploté¢ 95°C na 10 minut. Po ochlazeni byly vzorky
doplnény o ¢inidlo III a zkumavky byly doplnény destilovanou vodou na objem 10 ml. Na
spektrofotometru byla u kazdého vzorku tfikrat prométfena absorbance pii vinové délce
720 nm. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena jako zavislost absorbance na koncentraci glukézy
v roztoku. Zregresni rovnice byly potom pocitany koncentrace glukozy pro jednotlivé
vzorky.

4.6. Kalibrace spektrofotometrického stanoveni p-nitrofenolu

Pro stanoveni lipazové aktivity studovanych enzymii byla sestrojena kalibracni kiivka
zavislosti koncentrace uvolnéného p-nitrofenolu na absorbanci.

Objem 0,05 az 0,50 ml standardniho roztoku 0,5mM p-nitrofenylpalmitatu po kroku 0,05
bylo odpipetovano do Cistych zkumavek. VSechny vzorky byly doplnény na objem 5 ml
Tris-Cl pufrem (0,IM, [pH 8,2]) a byl pfidan 1 ml lipadzy. Vzorky byly dobfe promichany a
inkubovany pfi teploté¢ 30°C 30 minut. Absorbance jednotlivych vzorkd byla proméfena na
spektrofotometru pii vilnové délce 410 nm. Kazdy vzorek byl prométen tfikrat. Kalibracni
kiivka byla sestrojena jako zavislost absorbance na koncentraci p-nitrofenolu v roztoku.
Z regresni rovnice byly potom pocitany koncentrace uvolnéného p-nitrofenolu pro jednotlivé
vzorky [81].

Jako blank byl pouzit roztok, ktery byl pifipraven stejnym postupem jako jednotlivé
vzorky, jen roztok enzymu byl zaménén za destilovanou vodu v pozadovaném mnozstvi.

4.7. Inkorporace vybranych monomeri do struktury PHA

4.7.1. Srovnani produkce PHA na olejovych substratech a fruktéze
V tomto experimentu byla sledovana produkce PHA na riznych potravinaiskych olejich a
zaroven byl porovnavan vliv oleji na produkci PHA ve srovnani s kultivaci na fruktoze.
Bakterie byly kultivovany ve 100 ml bainkéach s 25 ml minerdlniho média, kde jako
uhlikaty substrat byly pouzity jedlé potravinaiské oleje — slune¢nicovy, sojovy, fepkovy a
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kukufi¢ny. Posledni baiikky obsahovala sacharidicky zdroj uhliku — fruktézu. Tato média byla
zaoCkovana 2 ml inokula, které bylo ptipraveno s 24 hodinovym piedstihem na zivném médiu
Nutrient Broth.

Kultivace probihala 72 hodin a po ukon¢eni byla proméfena absorbance pii vinové délce
720 nm. Nasledné bylo odebrano 10 ml bunééné suspenze, ktera byla sto¢ena (60 000 rpm, 10
min), promyta destilovanou vodou, znovu stocena, rozmyta v 1ml destilované vody,
prevedena do zkumavek typu Eppendorf a zcentrifugovana (10 000rpm, 5 minut). Ziskana
biomasa byla vysuSena v susarn¢ pii 75°C a podle kapitoly 4.4.1.3. upravena pro stanoveni na
GC sFID detektorem. Ziskané vysledky byly zpracovany podle vypocti uvedenych v
totozné kapitole.

4.7.2. Prekurzory 3-hydroxyvaleratu

Bakterie Cupriavidus necator je schopna diky prekurzorim v médiu produkovat PHA,
které ve struktufe obsahuji 1 jiné monomery nez jen PHB. Pokud je jako prekurzor pouzit
1-propanol, 1-pentanol, kyselina valerova nebo propionat sodny, muze dojit k inkorporaci
3HV do struktury PHA.

Pro tento experiment bylo pfipraveno mineralni médium, jez bylo zaockovano inokulem,
které bylo ptipraveno s 24 hodinovym piedstihem na zivném médiu Nutrient Broth. Kazda
Erlenmeyerova banka obsahovala 50 ml média s biomasou. 24 hodin po zaockovani byly do
média ptidany prekurzory 1-propanol, 1-pentanol, kyselina valerova a propionat sodny.
Vsechny prekurzory byly pfidany ve 24. hodin¢ kultivace v 1% a 0,5% koncentraci.

Kultivace byla ukonfena v 72. hodin¢ rlstu biomasy. Nésledné byla promeéfena
absorbance, z niz byla podle kalibraéni kiivky spoctena koncentrace biomasy. Z kultury bylo
odebrano 10 ml a stoceno (60 000 rpm, 10 min). Ziskana biomasa byla promyta destilovanou
vodou, znovu odstfedéna, pievedena do zkumavek typu Eppendorf, stoCena na
mikrocentrifuze (10 000, 5min) a vysuSena v susarné. Takto pfipravené vzorky byly
podrobeny analyze na GC s FID detektorem a ze ziskanych vysledkt byla vypoétena hodnota
koncentrace a rozpustnost biomasy netvofici PHB a zména Cistoty, jak je uvedeno v kapitole
4.4.1.3.

4.7.3. Prekurzory 4-hydroxybutyratu

Pokud je bunécna kultura Cupriavidus necator kultivovana na olejnatém uhlikovém
substratu a zaroven se v médiu objevi n€ktery z prekurzort - kyselina mlécna, 1,4-butandiol
nebo y-butyrolakton, dojde k upravé zpracovani téchto prekurzori v metabolickych drahach
bakterie, které vedou kromé inkorporace 3HB 1 k inkorporaci 4HB monomerti.

Postup tohoto experimentu se nelisi od postupu uvedeného v kapitole 4.7.2. Jedina
odliSnost je v pouziti prekurzoru. Zde byla pouzita kyselina mlécna, 1,4-butandiol a
v-butyrolakton. VSechny prekurzory byly do kultivaci ptidavany ve dvou koncentracich, 1% a
0,5% prekurzor,

4.8. Pouziti komercéné dostupnych enzymu k izolaci PHA

4.8.1. Screening lytického potencialu vybranych enzymii

Bunééna kultura kultivovana na zivném médiu Nutrient Broth byla tepelné deaktivovana
(85°C, 30 min), odstfedéna (8000 rpm, 5 minut), promyta destilovanou vodou a po tietim
odstfedéni byla kultury rozmyta v pozadovaném pufru a rozpipetovana po 25 ml do ban¢k.

37



Poté byl pfidan enzym, o koncentraci uvedené v tabulce 4. Banky byly umistény na tfepacku
(125 rpm, 2 hodiny) a ve tficetiminutovych intervalech byl odebran vzorek, u n¢hoz byla
promé&fena absorbance pfi vlnové délce 540 nm. Naméfené hodnoty absorbance byly pro
jednotlivé enzymy srovnany a byla spocitana relativni redukce absorbance AR podle
uvedeného vzorce (1) [31x]
Qbs_, —Abs, 3100 M
Abs, ’

AR je relativni redukce absorbance, Abs je absorbance namétena v ¢ase nula a Absyn je

absorbance méfend po urcitém case.

AR =

4.8.2. Optimalizace koncentrace enzymu

Biomasa kultivovana ve fermentoru v pfedchozich experimentech [82] byla
zcentrifugovdna a rozmyta ve fosfatovém pufru (50mM [pH 8,0]) tak, aby se vysledna
koncentrace biomasy v bailkdch rovnala 100 — 130 g/l. Takto pfipravend kultura byla
rozfedéna na koncentraci kolem 10 g/l bunék a suspenze byla rozdélena po 25 ml do bangk.
Nasledné byl ptidavan enzym pankreatin, jehoz hmotnost odpovidala 1%, 2%, 3%, 4% a 5%
hmotnosti biomasy obsazené v bance. Jednotlivé navazky pankreatinu byly rozpusStény ve
fostatovém pufru (50mM [pH 8,0]). V ptipadé alkalasy, kterd je za laboratornich podminek
kapalnd, byl ptidavek 100, 200, 300, 400 a 500 pl na banku. Takto ptfipravené vzorky byly
umistény na tiepacku (125 rpm, 2 hodiny, 50 °C) a po dvouhodinové inkubaci byly vzorky
stoeny, pieneseny do zkumavek typu Eppendorf a dikladné vysuSeny v susarné pii teploté
60°C. Koncentrace PHB byla stanovena plynovou chromatografii s FID detektorem.

4.8.3. Optimalizace koncentrace SDS

Kultura kultivovana ve fermentoru podle ¢lanku [82] byla roziedéna na koncentraci 10 g/l
ve fosfatovém pufru (SO0mM [pH 8,0) a takto pfipravend kultura byla rozlita do 100 ml
Erlenmayerovych banék po 25 ml kultury. Do takto pfipravenych banék byl pfidan enzym v
1% koncentraci na CDW a SDS v koncentracich 0,04; 0,06; 0,08; 0,10 a 0,12 g/l na CDW.

Takto pfipravené vzorky byly ulozeny na tiepacce (170 rpm) na dobu 120 minut, po této
dobé byl cely objem suspenze stocen (6000 rpm, 10 min), promyt destilovanou vodou a
ziskana smés biomasy a PHA byla pifevedena do zkumavek typu Eppendorf, které byly znovu
stoceny (10000 rpm, 5 min). Takto upravené¢ vorky byly dikladné vysuSeny v susarné
(75 °C).

Pro stanoveni koncentrace PHA byly navaZeny 2 mg pfipravenych vzorkii a upraveny
podle postupu v kapitole 4.4.1.3. a nakonec byly analyzovany na GC s FID detektorem.

4.8.4. Vliv riznych koncentraci SDS na proteolytickou aktivitu alkalasy a
pankreatinu
V tomto experimentu bylo studovéno, jak se méni aktivita pfitomného enzymu (alkalasa,
pankreatin) v zavislosti na koncentraci povrchové aktivni latky SDS. Studium zavislosti
aktivity enzymu na koncentraci SDS byla provedena jednoduchou metodou stanoveni
proteolytické aktivity alkalasy a pankreatinu [83].

4.8.4.1. Stanoveni proteolytické aktivity enzymii

Jako substrat byl pouzit roztok azokaseinu (5 mg/ml). Azokasein je chemicky
modifikovany kasein s navazanou oranzovou sulfanilamidovou skupinou. Enzymatickou
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hydrolyzou (50°C, 60 min) se uvoliluji barevné peptidy rozpustné v trichloroctové kyseling,
které jsou nasledné detekovany pii 440 nm. Jednotka aktivity je pak definovana jako mnozstvi
enzymu katalyzujici pfeménu substratu doprovazenou nartistem absorbance o 0,001 za 1
minutu za podminek testu

Ziskané absorbance byly zprimérovany a pomoci vzorce 6 prepocitany na aktivitu A
jednotlivych enzymi a dale pankreatin a trypsin byly podle rovnice 7 pifepocteny na
specifickou aktivitu Agp.
1000 Abs

t

A
Asp = E (7)’

kde Abs je absorbance proméiovanych vzorki a t je ¢as inkubace vzorki, v naSem piipadé
odpovida 60 min. Ve specifické aktivité figuruje hmotnost m pouzitého enzymu. Specificka
aktivita pro alkalasu urovana nebyla, protoZze alkaldza je doddvéana jako roztok a tudiz nelze
presné urcit hmotnost obsazeného enzymu.

A (6),

4.8.4.2. Stanoveni lipazové aktivity enzymii

Ke stanoveni lipazové aktivity alkalasy, pankreatinu a lipazy bylo ve zkumavce postupné
smichano 2,5 ml Tris-HCI pufru (0,1M, [pH 8,2]) a 2,5 ml roztoku substratu, tedy 420uM
p-nitrofenylpalmitatu. Na zavér byl pfidan 1 ml roztoku testovaného enzymu. Po 30 minutach
byla proméfena absorbance jednotlivych vzorkli na spektrofotometru pii vinové délce
410 nm. Vzorky byly prométfovany proti blanku, ktery byl pfipraven stejnym postupem jako
jednotlivé vzorky, jen roztok enzymu byl zaménén za destilovanou vodu v pozadovaném
mnozstvi.

Hodnota koncentrace p-nitrofenolu byla stanovena na zakladé sestrojené kalibra¢ni kiivky
a aktivita jednotlivych enzymi byla vypoctena jako podil latkového mnoZstvi n uvolnéného
p-nitrofenolu ve vzorku a doby inkubace t reak¢nich smési podle rovnice 8. Stejné jako
v pfedchozi kapitole byla ur¢ena specificka aktivita podle vzorce 7.

n
A= ®)

4.8.4.3. Stanoveni amylazové a celulazové aktivity enzymii

Jako substrat byl pouzit 0,5% roztok skrobu v ptipadé stanoveni amylazové aktivity nebo
1% roztok karboxymethylcelulozy pti stanoveni celuldzové aktivity. V piipade alkalasy byl
pouzit desetkrat zfedény roztok a pro pankreatin byl pouzit roztok enzymu o koncentraci
3,3 mg/ml ve fosfatovém pufru (50mM [pH 8,0]). Pfipravené vzorky byly inkubovany 2
hodiny pfi teploté¢ 30 °C v termostatu. Jako blank byl pouzit vzorek stejného sloZeni, ale
roztok enzymu byl nahrazen destilovanou vodou.

Obsah redukujicich sacharidl, které se béhem reakce uvolnily, byl stanoven pomoci
Somogyi-Nelsonovy metody.

K pfipraveé roztoku Somogyi-Nelsona I bylo potfeba piipravit v odmérné batnice o objemu
1000 ml 24 g bezvodého Na,COs3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na,SO4 a 12 g vinanu
sodno-draselného. Roztok Somogyi-Nelson II byl pfipraven ze 4 g CuSO..5H;0, 24 g
bezvodého NaySO4 a 200 ml destilované HyO. Smichanim 25 g molybdenanu draselného
rozpusténého v 450 ml destilované vody, 21 ml koncentrované¢ H,SO, a 3 g NapAsO,4.7H,0
v 25 ml destilované vody byl ziskan posledni roztok Somogyi-Nelson III.
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Ke stanoveni obsahu redukujicich cukri bylo k 1 ml vzorku zfedéného podle potieby
ptidano 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson I, 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson II. Po promichani
byly zkumavky ponechany 10 minut ve vrouci vodni 1azni, poté byly ochlazeny na laboratorni
teplotu a do kazdé bylo pfidano 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson III, po rozpusténi vzniklé
srazeniny Cu,0O a promichani byl objem roztokii doplnén na 10 ml destilovanou vodou a pfi
720 nm byla proméiena absorbance proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven jako jednotlivé
vzorky, pouze bylo pouzito misto 1 ml vzorku, 1 ml destilované vody.

Aktivity enzyma byla nasledné vypocitana jako podil latkového mnozstvi n a délky
inkubace vzorkiti t. Latkové mnozstvi redukujicich sacharidi bylo vypocéteno z jejich
koncentrace, ktera byla zjisténa pomoci kalibra¢ni kiivky. Specificka aktivita pankreatinu
byla stanovena podle vzorce 7.

4.8.5. Aplikace kombinaci enzymu

Pro stanoveni Uc¢innosti enzymi ve smési byla provedena fada pokust. Pro vzorky byla
pouzita kultura, kterd byla kultivovana ve fermentoru [82]. Ziskand biomasa s vysokym
obsahem PHB byla zcentrifugovana, promyta destilovanou vodou, znovu odstfedéna a
roziedéna na koncentraci 100 g/l ve fosfatovém pufru (50mM [pH 8,0]). Cast biomasy bylo
ponechdno v pivodnim médiu. Takto pfipravend biomasa byla zamrazena pro nasledné
pouziti.

Rozmrazena biomasa byla roziedéna na pozadovanou koncentraci 10 g/l fosfatovym
pufrem (50mM [pH 8,0]) a rozlita do Erlenmaerovych ban€k po 25 ml. Do kazdé banky byly
ke kultufe pfidany enzymy v 1% mnozstvi na CDW a SDS o koncentraci 0,08 g SDS na
CDW. Aplikace a postupy jednotlivych praci jsou rozepsany v nize uvedené tabulce 1.

Tab. 4: Aplikace a postupy jednotlivych praci v experimentech za pouZiti redené biomasy
uchovdavané v pufru.

Cislo 0. hodina experimentu 1. hodina experimentu Postupy béhem
banky experimentu
1 Alkalasa, pankreatin - -
2 Alkalasa Pankreatin -
3 Pankreatin Alkalasa -
4 Alkalasa Pankreatin Odstiedéni po 1. hodiné
5 Pankreatin Alkalasa Odstredéni po 1. hodiné

Dalsi sada vzorkli byla pfipravena z kultury deaktivované zahfevem a nasledné
uchovavané v pivodnim kultivatnim médiu. Bunéfnd suspenze byla opét natfedéna
fosfatovym pufrem na kone¢nou koncentraci 10 g/l. Dale byl stejné jako v piedchozich péti
vzorcich pouzit odpovidajici roztok SDS o koncentraci 0,011 g/l a 1% enzyma (na CDW).
Aplikace jednotlivych enzymii byly provedeny podle nésledujici tabulky.

Tab. 5: Plan aplikace jednotlivych enzymii v experimentech za pouziti kultury uchovivané
V puvodnim médiu

Cislo baiiky Enzym
6 Alkalasa, pankreatin
7 Alkalasa
8 Pankreatin
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Vzorky v bankach oznacenych Cisly 9 a 10 byly pfipraveny z piivodni nefedéné kultury,
ktera byla uchovavana v pufru. Zde byl, stejn¢ jako v pfedchozich baikach, zachovan pomér
enzym/biomasa a SDS/biomasa Vv koncentracich, které byly vyhodnoceny v optimaliza¢nich
krocich. Aplikace enzymi byla provedena podle planu uvedené¢ho v Tab. 6.

Tab. 6: Rozpis skladby jednotlivych enzymii v experimentech za pouZiti neredené kultury
uchovavané v pufru.

Cislo baiiky Enzym
9 Pankreatin
10 Alkalasa

Pro posledni dvé banky byla znovu pouzita fedéna kultura (koncentrace 10 g/l)
uchovévana ve fosfatovém pufru, k niz byly pfidany enzymy alkalasa (batika 11) a pankreatin
(banka 12). Hmotnost pankreatinu ve vSech ptipadech byla vztazena na koncentraci biomasy a
¢inila tak 1% jeji hmotnosti na CDW. MnozZstvi kapalné alkalasy bylo podle jiz diive
provedenych optimalizacnich experimentli stanoveno na mnozstvi 100 pl a taktéz ¢inni 1%
hmotnosti enzymu na CDW.

Celkovy cas inkubace na rotacni tfepacce (170 rpm) u vSech vzorkl byl 2 hodiny ¢istého
¢asu. Po ukonceni pokusu byly vzorky stoceny (6000 rpm, 10 minut), promyty destilovanou
vodou, kvantitativné pfevedeny do zkumavek typu Eppendorf a ulozeny v susarné pii teploté
75 °C. Po vysuSeni byla u vSech vzorkil v navazce 2 mg stanovena koncentrace pfitomného
PHB na GC s FID detektorem.

4.9. lzolace PHA zbunééné kultury s vyuZitim enzymového roztoku po
kultivaci bakterie Bacillus subtilis

4.9.1. Stanoveni koncentrace PHA po lytickém pusobeni enzymii na biomasu
ziskanou z kultivace na repkovém oleji a fruktéze

Biomasa ziskana z kultivace na fepkovém oleji a na fruktze byla denaturovana pti 85 °C
po dobu 30 minut ve vodni l4zni. Nasledné byla biomasa ochlazena a doplnéna o SDS
v mnozstvi 0,08 g/g CDW a alkalazu v 1% mnozstvi (100 ul/ 0,25 g biomasy). Takto
ptipravené vzorky byly uloZeny na tfepacku (170 rpm). Po dvou hodinidch byla biomasa
odstfedéna (6000 rpm, 10 min), promyta destilovanou vodou, znovu zcentrifugovana, rozmyta
v 1 ml destilované vody a kvantitativné pievedena do zkumavek typu Eppendorf a znovu
stoCena na mikrocentrifuze (10 000 rpm, 5 min).

Takto zpracované vzorky byly uloZeny v susarné vyhtaté na 75 °C. Po vysuSeni byly
vzorky analyzovany na GC s FID detektorem. Koncentrace PHB a PHV byly pfepocteny
z kalibracnich kiivek pro 3-hydroxyvalerat a 3-hydroxybutyrat.

49.2. Priprava a charakterizace enzymového roztoku z kultivace bakterie
Bacillus subtilis

Podle navodu pro piipravu zivnych médii pro rod Bacillus v kapitole 4.2.3. byla
pfipravena média pro inokula, do nichz byly naockovana bakterie Bacillus subtilis a pti 30°C
byla kultivovana 24 hodin na rotacni tiepacce pii 150 rpm.

41



Zivna média byla piipravena rovnéz podle kapitoly 4.2.3. Do Sesti 100 ml
Erlenmayerovych ban¢k bylo piidano po 50 ml média. Polovina piipravenych banék byla
ptimo zaoCkovana piidavkem 1 ml inokula. Druha polovina ban¢k byla kromé 1 ml inokula
doplnéna jesté o 1 ml bunétné suspenze (100 g/l) bakterie Cupriavidus necator kultivované
ve fermentoru [82]. Takto pfipravené kultury byly kultivovany 30 hodin pfi 30°C na rotacni
tiepacce (170 rpm).

Po skonceni kultivace byly jednotlivé bunécné suspenze odstiedény a u ziskanych
supernatantti byla proméfena proteazova aktivita podle postupu uvedeného v kapitole 4.8.4.1.,
jediny rozdil byl v dob¢ inkubace, kdy v tomto piipadé $tépeni azokaseinu probihalo pouze
45 minut.

4.9.3. Izolace PHA pomoci enzymového roztoku po kultivaci Bacillus subtilis

Pro izolaci PHA z biomasy byla pouzita kultura kultivovana ve fermentoru a uchovavana
ve fosfatovém pufru. Kultura byla nafedéna na koncentraci 10 g/l a do jednotlivych banék byl
ptidan enzymovy roztok po kultivaci Bacillus subtilis v objemech 20, 30 a 40 ml, a to jak
z ban¢k kultivovanych bez biomasy, tak i z ban¢k kultivovanych s biomasou Cupriavidus
necator. Dale byl pfidan SDS o koncentraci 0,08 g SDS/ g CDW. Nasledné byly vzorky
upravovany podle postupu uvedeného v kapitole 4.8.5.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Kalibrace spektrofotometrického stanoveni biomasy

Kalibrac¢ni zévislost mnozstvi suché hmotnosti biomasy a zakalu byla stanovena z hodnot
spektrofotometrického méteni zédkalu (A = 630 nm) suspenze bunék, ktera byla pfipravena
piresnym fedénim kultury, jejiz pocatecni sucha hmotnost biomasy byla stanovena ve tiech

paralelnich métenich.

Tab. 7: Stanoveni susiny biomasy

Hmotnost Hmotnost Hmotnost susiny Koncentrace
prazdné vazenky (g) | vazenky se susinou (g) (9) susiny biomasy (g/l)
15,9149 15,9281 0,0132 1,32
16,0057 16,0201 0,0144 1,44
15,6921 15,7054 0,0133 1,33
Primér 1,3633 + 0,0544
Tab. 8: Zavislost zdkalu stanoveného pri A =630 nm na mnozstvi biomasy
SuSina biomasy (g/l) ‘ Aprim (630 NM) |
0,6817 1,195+ 0,013
0,5453 0,980 + 0,045
0,4544 0,884 + 0,017
0,3408 0,667 + 0,015
0,2727 0,558 + 0,005
0,2272 0,448 + 0,027
0,1704 0,357 + 0,027
0,1363 0,269 + 0,016
0,0682 0,139 + 0,002
1,4
12 //
1
E 06 /
2 06 / y = 1,8533x
= R#=10,9858
< ’
0,4 //
0,2 —
0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,5 0,6 0,7 0,8
X (gll)

Graf 1: Kalibracni zavislost zakalu stanoveného pri 630 nm na suché hmotnosti biomasy
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Z grafické zavislosti (Graf 1) zakalu na hmotnosti biomasy byla stanovena kalibra¢ni
zavislost y =1,8533 x, ktera byla dale pouzivana pro stanoveni koncentrace biomasy.

Regresni koeficient je R* =0,9858.

5.2. Stanoveni PHA plynovou chromatografii s FID detekci

Pro stanoveni PHB plynovou chromatografii bylo nutné pfevést PHB na vice tékavy
methylester B-hydroxykarboxylové kyseliny pomoci kysele katalyzované esterifikace. Takto
pfipraveny realny vzorek (stejny jako u pfedchozich dvou stanoveni) byl analyzovan na GC
(kap. 4.5.3).

5.2.1. Stanoveni kalibra¢nich kiivek 3HB, 3HV a 4HB

Kalibracni pfimka byla sestavena jako zavislost plochy piku na znamé koncentraci
standardu obsahujiciho 3HB, 3HV a 4HB. Reten¢ni ¢as 3HB byl 2,09 minuty, pro 3HV to
bylo 2,95 minuta a 4HB byl eluovan v ¢ase 2,75 minut a kyselina mlé¢na v Case 1,52, coz
nam zaroven urcuje kvalitativni charakteristiku vzorku.

Tab. 9: Zavislost koncentrace 3-hydroxybutyrdtu na plose piku chromatogramu

Koncentrace 3HB Plocha piku
(mg/ml)
0 0
0,45 7101
0,90 12116
1,36 18328
1,81 23604

30000
25000
= 20000 //
=
o -
y=13325x
(1]
= / R?=0,995
[»]
2 10000
°
5000
0 / . : ; 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

¢ (mg/ml)

Graf 2: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci 3HB (mg/ml)
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Kalibra¢ni zavislost 3HB o rovnici y =13325x a s regresnim koeficientem R* =0,9957

byla sestavena jako zavislost plochy piku na koncentraci 3HB (mg/ml) ve vzorku (Graf 2).
Ptislusny pik PHB byl eluovan v ¢ase 2,09 minut. Stanoveni bylo provedeno vzdy dvakrat,
v tabulce 9 jsou uvedeny primérné hodnoty plochy piki ze dvou stanoveni.

Tab. 10: Zavislost koncentrace 3-hydroxyvalerdtu na plose piku chromatogramu

Koncentrace 3HV Plocha piku
(mg/ml)
0,00 0
0,06 823
0,12 2032
0,18 3024
0,25 4325

5000
®

4000
S /
%‘- 3000
pun y=16901x
5 R?=0,992
LS 2000
o

1000 °

0 /
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
c{mg/nl)

Graf 3: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci 3HV (mg/ml)

Kalibra¢ni zavislost 3HV 0 rovnici y =16901x a s regresnim koeficientem R’ =0,9928

byla sestavena jako zavislost plochy piku na koncentraci 3HV (mg/ml) ve vzorku (Graf 3).
Ptislusny pik 3HV byl eluovan v ¢ase 2,95 minut. Stanoveni bylo provedeno vzdy dvakrat,
Vv tabulce 10 jsou uvedeny primérné hodnoty plochy pika ze dvou stanoveni.

Tab. 11: Zavislost koncentrace 4-hydroxybuyratu na plose piku chromatogramu

Koncentrace 4HB Plocha piku
(mg/ml)
0,00 0
0,81 6932
2,44 22622
3,25 31489
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Graf 4: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci 4HB (mg/ml)

Kalibra¢ni zavislost 4HB o rovnici y =9503x a s regresnim koeficientem R? =0,9979

byla sestavena jako zavislost plochy piku na koncentraci 4HB (mg/ml) ve vzorku (Graf 4).
Ptislusny pik 4HB byl eluovan v Case 2,75 minut. Stanoveni bylo provedeno vzdy dvakrat,
v tabulce 11 jsou uvedeny primérné hodnoty plochy piki ze dvou stanoveni.

5.2.2. GC chromatogramy
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Graf 5: Chromatogram standardu kyseliny mlécné (retencni ¢as 1,5 minuty)
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Graf 6: Chromatogram standardu P(3HB-co-3HV).

Obsah PHA v biomase byl stanoven pifimo rozpusténim PHB obsazeného v biomase
Vv chloroformu. Vyextrahovany PHB byl ptfeveden kyselou hydrolyzou na tékavy methylester
B-hydroxykarboxylové kyseliny (kap 4.4.1.)

Vyhodou metody stanoveni PHA plynovou chromatografii je ¢asovad nenarocnost a
moznost vyuzit autosampleru, coz umozni efektivni analyzu velkého pocétu vzorkt. Plynova
chromatografie je navic nejvice citovanou metodou Vv odborné literature [22, 78, 79] a je

v

uvadéna jako nejspolehlivéjsi metoda pro stanoveni PHB v biomase.

5.3. Stanoveni koncentrace kyseliny mlé¢né pomoci GC s FID detekci

Béhem experimentu byla kultura Cupriavidus necator kultivovana také s ptidavkem
prekurzoru — kyselinou mlé¢nou, jez byla ¢astecné prevedena na 4HB monomer, ale byla také
Vv nezménéné formé zakomponovana do struktury PHA. Koncentrace monomeri laktatu ve
vzorku byla stanovena z kalibra¢ni kiivky, ktera byla sestrojena jako zavislost plochy piku na
koncentraci kyseliny mlécné.

Tab. 12: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci 4HB (mg/ml)

Ko?ﬁqe;tr;?; e 4HB Plocha piku
0,00 0
0,80 4022
1,60 8263
2,40 13650
3,20 18197
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Graf 7: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny mlécné (mg/ml)

Kalibraéni zavislost kyseliny mlééné o rovnici y =5595x a s regresnim koeficientem
R?* =0,9962 byla sestavena jako zavislost plochy piku na koncentraci 4HB (mg/ml) ve
vzorku (Graf 7). Ptislusny pik kyseliny mlé¢né byl eluovan v ¢ase 1,52 minuty. Stanoveni
bylo provedeno vzdy dvakrat, v tabulce 12 jsou uvedeny prumérné hodnoty plochy piku ze
dvou stanoveni.

5.4. Kalibrace spektrofotometrického stanoveni redukujicich cukri

V pribéhu prace bylo vyuzivano metody stanoveni celulazové a amyldzové aktivity
studovanych enzymd, ktera je zaloZena na uvolnéni redukujicich cukri (glukéza) ze substrati.
Koncentrace takto uvolnéné glukdzy z karboxymethylcelulézy nebo Skrobu byla vypoctena
z kalibracni kfivky, kde je zachycena zavislost absorbance roztoku na koncentraci glukdzy
(Graf 8), jak je pospano v metodé Somogyi-Nelsona.

Tab. 13: kalibracni krivka — zavislost absorbance na koncentraci roztoku glukozy (ug/ml)

Koncentrace [pg/ml] ‘ Abs
0,0 0,000
53 0,050
10,6 0,163
21,2 0,370
31,8 0,552
42,4 0,662
53,0 0,857
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Graf 8: Graficka zavislost absorbance na koncentraci glukozy

Roztoky o piesnych koncentracich byly podle Somogyi-Nelsonovy metody upraveny a
byla prométena jejich absorbace. Namétené hodnoty byly zaneseny do grafu 8 a ze ziskané
regresni rovnice Yy = 0,0164x —0,0063 byly pocitany koncentrace métenych vzorkl. Regresni

koeficient byl stanoven na hodnotu R* =0,9938.

5.5. Kalibrace spektrofotometrického stanoveni p-nitrofenolu
Tato metoda kvantifikuje mnozstvi p-nitrofenolu uvolnéného enzymovou hydrolyzou

z p-nitrofenolpalmitatu, ktery byl pouzit jako substrat pii stanoveni lipazové aktivity enzymul.

Tab. 14: Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace p-nitrofenolu pri stanoveni lipdzové
aktivity enzymil.

koncentrace (mmol/l) ‘ A (410 nm) |
0,000 0,000
0,005 0,044
0,010 0,112
0,015 0,196
0,020 0,265
0,025 0,349
0,030 0,405
0,035 0,476
0,040 0,548
0,045 0,617
0,050 0,696

49



0,8

= /
g 06
E
8 04
(1]
s
o y=14,145x- 0,017
e o / R?=0,9987
o
-
0,0 [ T T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

absorbance

Graf 9: Kalibracni kiiivka zavislosti koncentrace p-nitrofenolu na absorbanci

Z grafické zavislost koncentrace p-nitrofenolu na absorbanci byla ziskana regresni rovnice
y =14144x — 0,017, ktera zaroven slouzi pro vypocet koncentraci p-nitrofenolu ve vzorcich

(Graf 9). Regresni koeficient byl stanoven na hodnotu R? =0,9987.

5.6. Inkorporace vybranych monomeri do struktury PHA

5.6.1. Srovnani produkce PHA na olejovych substratech a fruktoze

Rada zahraniGnich autort uvadi, e oleje jsou dobré zdroje uhliku pro rast kultury
Cupriavidus necator a za omezenych rustovych podminek jsou oleje zdrojem uhliku pro
syntézu PHA v bakterialni bunce [56, 58]. Z téchto dtivoda byla sledovana produkce PHA na
ruznych olejnatych substratech ve srovnani s produkci PHA na fruktoze.

Tab. 15: Namérené hodnoty pro navizku biomasy X; (mg/ml) a koncentraci PHA v biomase
CpHa (mg/ml), hodnoty procentudalnino zastoupeni PHA v biomase.
koncentrace biomasy netvorici PHA.

Ddle je uvedena

| Powsity substrat | X, (mg/ml) | coua(mg/ml) | PHA(%) | Xyena(mg/mi)|
Fruktéza 1,96 + 0,06 1,28+ 0,05 65,22 + 4,65 0,68
Slunecnicovy olej 2,14 +£0,01 1,36 +£ 0,34 63,71+ 16,21 0,77
Kukufieny olej 2,04+ 0,01 1,59 £0,17 78,06 + 8,44 0,45
Sojovy olej 2,00+ 0,03 1,12+0,11 55,78 + 6,57 0,88
Repkovy olej 2,05+0,13 1,23+ 0,09 59,95 + 0,69 0,82
kontrola 2,18+0,01 1,27 £ 0,05 58,67 +£ 2,40 0,91
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Tab. 16: Vytezky biomasy po kultivaci (g/l) a koncentrace PHA v biomase (g/l)

Pouzity substrat Koncentr(g;:g biomasy Kg&ign(ng)ce
Fruktoza 16,33+ 0,14 10,65+ 0,09
Slunecnicovy olej 17,88+ 2,11 11,39+ 1,34
Kukufiény olej 17,03 + 0,37 13,30+0,29
Sojovy olej 15,62 + 3,47 8,71+1,93
Repkovy olej 17,19+ 0,66 10,30+ 0,40
kontrola 12,42 + 0,47 7,29+0,28
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Graf 10: zastoupeni koncentrace PHA a koncentrace bunécnych komponent netvoricich PHA
V ziskané biomase. Koncentrace biomasy je vyjadrena jako 100% sloZka.
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Graf 11: Procentudlni obsah PHA v biomase po kultivaci bakterie C. necator na olejratych

substratech ve srovnani s fruktozou. Kontrola kultivovana na mineralnim médiu.

Z vysledku kultiva¢nich experimentt (Tabulka 15, Graf 10, 11) bylo zji$téno, ze nejvyssi
procentualni zastoupeni PHA v biomase bylo naméfeno pii kultivaci na kukuticném oleji, kde
byla koncentrace PHA 1,59 +0,17 mg/ml a koncentrace PHA netvoficich bunécnych

komponent byla 0,45 mg/ml, coz piedstavuje 78,06 + 8,44 % (kapitola 4.4.1.3).
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Druhym substratem s nejvys$im procentudlnim zastoupenim PHA byla fruktéza. Zde se
produkce PHA snizila vzhledem ke kukuficnému oleji o 22,72 % a byla stanovena
na 65,22 + 4,65 %. Koncentrace PHA byla 1,28 +0,05mg/ml a koncentrace biomasy
netvotici PHA odpovidala 0,68 mg/ml.

Nejmensi procentudlni zastoupeni PHA v biomase bylo stanoveno pfi kultivaci bakterie
C.n. na sojovém oleji (55,78 = 6,57 % PHA v biomase). Tato hodnota byla dokonce nizsi nez
pouzitd kontrolni kultivace. Koncentrace PHA byla nejniz§i zcelé¢ kultivace
1,12 + 0,11 mg/ml a koncentrace bunécnych komponent neobsahujicich PHA byla nejvyssi
hodnotou z této veli¢iny v kultivaci a méla hodnotu 0,88 mg/ml.

Kultivace na rostlinnych olejich celkové dosahuji vysokych hodnot koncentraci biomasy,
jak uvadi tabulka 16. Nejvyssi koncentrace byla dosazena pii kultivaci na kukufi¢ném oleji
17,88 £ 2,11 g/l a nejvyssi celkova koncentrace PHA v biomase dosahla 13,30 + 0,29 pii
kultivaci na kukufiéném oleji. Nejnizsi koncentrace biomasy z uvedenych kultivaci byla
namétena pii kultivaci na sojovém oleji (15,62 +3,47 g/l) a zde byla nejnizsi 1 celkova
koncentrace PHA v biomase - 8,71 + 1,93 g/I.

Tab. 17: procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v rostlinnych olejich
pouzitych v uvedeném experimentu [84]

| Mastna kyselina ‘ Sojovy ‘ Slunecnicovy ‘ Repkovy Kukufi¢ny
Myristova C 14:0 <0,5 3,0-10,0 - -
Palmitova C 16:0 7,0-14,0 <1,0 2,5-6.0 9,0-14,0
Palmitolejova C 161 <1,0 1,0-10,0 <0,6 <05
Stearova C 18:0 3,0-5,5 14,0-35,0 0,8-2,5 0,5-4,0
Olejova Cc18:1 18,0-26,0 55,0-75,0 50,0-66,0 24,0-42,0
Linolova C 18:2 50,0-57,0 <0,3 18,0-28,0 34,0-62,0
Linolenova C18:3 5,5-10,0 <15 6,0-14,0 <2,0
Arachidova C21:4 <0,6 <05 0,1-1,2 <10
Eikosanova C 20:0 <10 <05 0,1-4,3 <05

Jedlé rostlinné oleje maji podle rostliny, ze které jsou ziskavany, rtizné zastoupeni
mastnych kyselin tvoficich triacylglyceroly, jak je uvedeno v Tab. 17. Odlisnosti jsou jak v
riznorodém zastoupeni mastnych kyselin, tak 1 v procentudlnim zastoupeni jednotlivych
nasycenych a nenasycenych alifatickych mastnych kyselin.

Triacylglyceroly obsahujici mastné kyseliny jsou nejprve rozstépeny na glycerol a volné
mastné kyseliny, které se zapojuji do metabolismu burniky a vstupuji do -oxidace mastnych
kyselin. Délka potiebna k rozkladu je zavisla od délky alifatického fetézce mastné kyseliny —
¢im ma mastnd kyselina kratsi fetézec, tim je rychleji odbourana a vyuzita jako zdroj energie
a uhliku v anabolickych reakcich buniky. S pfitomnosti nenasycenych dvojnych vazeb roste
naro¢nost rozkladu mastnych kyselin v organismu [85].

Z téchto divodl musi produkce PHA zaviset na sloZeni a obsahu mastnych kyselin
vV pouzitém oleji. Podle uvedené teorie lze predpokladat nejvyssi produkei u kukutiéného
oleje, ktery obsahuje nejvySSi procentualni zastoupeni kyseliny palmitové (az 14,0 %)
z uvedenych mastnych kyselin. Déle je zde ve vys$§im obsahu pfitomna jen kyselina olejova
(az 42 %) a linolova (az 62 %).
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U sojového oleje je situace opacna. Tento olej tvoii z 50 % kyselina linolova, az z 10 %

vewvr

zpracovani.

5.6.2. Inkorporace prekurzori 3-hydroxyvaleratu do struktury PHA

Pro kultivaci PHA s monomernimi jednotkami 3-hydroxyvaleratu byla buné¢na kultura
Cupriavidus necator kultivovana s tfi- a pétiuhlikatymi prekurzory této monomerni jednotky.
Jako zdroj uhliku byl pouzit fepkovy olej. Zastupcem tiiuhlikatych prekurzor byl propionat
sodny a propan-1-ol, mezi pétiuhlikatymi prekurzory byl pouzit pentan-1-ol a Kyselina
valerova.

5.6.2.1. VyuZiti tifiuhlikatych prekurzorii pro syntézu P(3HB-c0-3HV)

Pro inkorporaci 3-hydroxyvaleratovych jednotech do polymerni struktury PHA byly
vyuzity tiiuhlikaté prekurzory — 0,5% a 1% propionat sodny a 0,5% a 1% propan-1-ol.

Tab. 18: Prehled navazek biomasy X; (mg/ml), koncentrace PHA, PHB a PHV ve studovanych
vzorcich, procentudlni zastoupeni PHA v biomase a procentualni zastoupeni jednotlivych
monomerit 3HB a 3HV ve vysledném polymeru pri kultivaci bakterii Cupriavidus necator
s prekurzory 3HV — propiondatem sodnym a propan-1-olem.

Koncentrace X CPHA PHA(%) CprHB PHB Crnv | PHV | Xnphe
prekurzoru (mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml) | (%) [(mg/ml)| (%) | (mg/ml)
0,5% propionat sodny 1,99 1,19 |59,02+285| 1,17 98,32 0,02 | 1,68 0,80
1% propionat sodny 1,96 1,21 |62,04+289 | 1,17 96,69 0,04 |331 0,75
0,5% propan-1-ol 2,09 1,12 [6353+085| 1,01 90,18 | 0,11 | 9,82 0,96
1% propan-1-ol 2,08 155 |7480+6,83| 142 91,61 0,13 | 8,39 0,53
kontrola 2,08 1,27 |58,67+248 | 1,27 |100,00| 0,00 | 0,00 0,91

Tab. 19: Vytezky biomasy po kultivaci (/1) a koncentrace PHA v biomase (g/l)

Koncentrace Koncentrace biomasy Koncentrace
prekurzoru (a/l PHA (g/)
0,5% propionat sodny 13,82+ 1,21 415+0,31
1% propionat sodny 15,64 + 1,95 9,71+1,21
0,5% propan-1-ol 10,27+ 1,54 6,52 + 0,98
1% propan-1-ol 10,10+ 0,35 7,55+0,26
kontrola 12,42 + 0,47 7,29+0,28
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Graf 12: Koncentrace jednotlivych slozek ziskané biomasy, celkova koncentrace biomasy
odpovida 100%, kterd je tvorena koncentraci 3HB a 3HV monomernich jednotek a
koncentraci buneécnych komponent netvoricich PHA Xnpup. Za podminek, kdy je bakterie C.n.
kultivovdana v pritomnosti prekurzorii valeratového monomeru.
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Graf 13: Procentuadlni koncentrace PHA V biomase bunécné kultury.

Propionat sodny a propan-1-ol jsou tfiuhlikaté slouceniny, které mohou byt vyuzity jako
prekurzory 3-hydroxyvaleratu a byt tak inkorporovany do struktury PHA, pokud jsou ptidany
do kultiva¢niho média Cupriavidus necator.

Pi kultivaci bakterialni kultury za pouziti 0,5% propionatu sodného, byl obsah PHA
59,02 +£2,85 %, z ¢ehoz 98,32 % bylo tvofeno 3HB monomernimi jednotkami a 3HV
monomerni jednotka byla zastoupena 1,68 % (Graf 12, 13). S navySenim koncentrace
prekurzoru na 1% mnozstvi v kultivaénim médiu byla navysena i koncentrace PHV v biomase
na hodnotu 3,31 %. Zvysenim koncentrace prekurzoru o 0,5% tedy doslo k navySeni mnozstvi
3HV monomeru v PHA polymeru oproti 0,5% propionatu sodnému az o 50,75 %. Dale doslo
I k navySeni procentualniho zastoupeni PHA (62,04 + 2,89 %) 0 4,9 % a zaroven bylo snizeno

mnozstvi biomasy netvofici PHA o 6,25 % vzhledem ke Kkultivaci sniz$im mnoZstvim
prekurzoru. Pro srovnéni je uvedena kontrola kultivovana bez pfitomnosti prekurzoru, tudiz
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zde nebyla naméfena pritomnost 3-hydroxyvaleratového monomeru a procentualni zastoupeni
3HB monomeru bylo stanoveno na 100 %. Uvedené hodnoty jsou shrnuty v tabulce 18 a 19)

Procentualni zastoupeni monomeru v polymeru zavisi na koncentraci pouzitého
prekurzoru, ktery je vyuzivan pro tvorbu monomerni jednotky 3HV a na dostateéné
koncentraci uhlikatého zdroje. Pokud je ovSem prekurzor vyuzivan bakteridlnimi bunikami i
jako zdroj uhliku, ziskanym polymerem po izolaci je homopolymer poly(3-hydroxyvalerat)
[86].

V ptipad€é pouziti 0,5% propan-1-olu bylo stanoveno procentudlni zastoupeni PHA
63,53 + 0,85 %, z ¢ehoz 90,18 % bylo zastoupeno 3HB monomerem a zbylych 9,82 %
predstavoval 3HV monomer, coZ je nejvy$si namétena hodnota 3HV v tomto experimentu.
V kultivaci, kde byl 0,5% propan-1-ol zaménén za 1% propan-1-ol, doslo sice k navySeni
mnozstvi PHA na 74,80 + 6,83 %, ale koncentrace 3HV monomeru se snizila o 14,56 % na
hodnotu 8,39 %. Tento pokles byl kompenzovan nardstem koncentrace 3HB monomeru na
91,61%, coz ptedstavuje navyseni o 1,56% vii¢i kultivaci s 0,5% propan-1-olem.

Po ukonceni kultivaci byla nefelometricky stanovena koncentrace biomasy v kultivacnim
médiu a byl vypoéten celkovy vytézek PHA v jednotlivych kultivacich (Tab. 19). Banky
obsahujici 0,5% propionat sodny obsahovaly vyssi koncentraci biomasy oproti kontrole
(12,42 £ 0,47 g/1) a dosahly hodnotu 13,82 +1,21 g/l. V kultivacich s vy$s$i koncentraci
propionatu sodného vzrostla koncentrace az na hodnotu 15,64 + 1,95 g/l a celkovy vytézek
PHA byl 9,71+1,21 g/l. Opaény vliv mél ptidavek propan-1-olu. P#i piidavku 0,5%
propan-1-olu poklesla koncentrace biomasy v kultiva¢nim médiu na 10,27 + 1,54 g/l, z ¢ehoz
celkovy vytézek PHA ptedstavoval 6,52 + 0,98 g/l. Pfi zvySeni koncentrace byla inhibice riistu
biomasy jesté navysena, tudiz koncentrace poklesla na 10,10 + 0,35 g/I.

5.6.2.2. Tok tiiuhlikatych prekurzorii P(3HB-co-3HV) metabolismem bakterie
Cupriavidus necator
Propan-1-ol a propionat sodny jsou tfiuhlikaté slouceniny vstupujici do metabolismu
bakterii Cupriavidus necator. Vyslednym produktem tohoto metabolismu jsou polyestery
3HV a 3HB, pokud je okolni prostfedi dostate¢né nasyceno zdrojem uhliku, v nasem ptipadé
olejovym substratem, ktery zaroven slouZzi zdroj uhlikaté kostry pro syntézu 3HB.
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Obr. 10: Tok prekurzorii — propan-l-olu a kyseliny propionové metabolismem bakterie
Cupriavidus necator [87]

Zaclenéni tfiuhlikatych prekurzord do struktury PHA (Obr. 10) zacind pievedenim
propan-1-olu na propan-1-al v pfitomnosti alkoholdehydrogenazy. Aldehyddehydrogenaza
zajiStuje pteménu propan-1-alu na kyselinu propionovou, coz je dalsi latka, ktera byla vyuzita
jako prekurzor v kultivacich s cilem produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV). Pro postup
kyseliny propionové v metabolismu je nutna aktivace za souc¢asného vyuziti koenzymu A a za
katalyzy Acyl-CoA syntazou, ¢imz vznikne propionyl-CoA. Takto aktivovana sloucenina
reaguje spolu s acetyl-CoA v pfitomnosti B-ketothiolazy za vzniku [-ketovaleral-CoA, coz
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ptedstavuje prvni krok syntézy polymeru. Druhym krokem je redukce [3-ketovaleral-CoA na
(R)-3-hydroxyvaleryl-CoA, ktery je substratem selektivniho enzymu PHA syntazy, ktera
dokon¢i polymerizac¢ni reakci a zakomponuje tak 3HV monomerni jednotku do struktury
heteropolymeru [82, 87, 88].

Mastné kyseliny, jez jsou ziskany §tépenim olejnatého substratu, vstupuji do 3-oxidace a
jsou rozlozeny na acetyl-CoA, ktery muze byt vyuzit jak k syntéze hydroxyvaleratové
monomerni jednotky, tak i k tvorbé biomasy nebo jako jeden z vychozich substratl pro tvorbu
hydroxyvaleratového monomeru [35].

Syntéza hydroxybutyratovych jednotek probiha ve tiech standardnich krocich, jez zacinaji
syntézou acetoacetyl-CoA V pfitomnosti B-ketothiolazy z dvou molekul acetyl-CoA. Druhym
krokem je redukce acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA za katalyzy acetoacetyl-CoA
reduktdzy. Poslednim enzymem zapojenym do syntéza polymeru je PHA syntaza, ktera
spojuje jednotlivé (R)-3-hydroxybutyryl-CoA za vniku polymerni struktury [13, 89].

Rozdily v obsahu mezi jednotlivymi prekurzory mohou byt zplisobeny lepsi vyuzitelnosti
propan-1-olu pred vyuzitelnosti propionatu sodného, kdyz je soucasti metabolismu propanolu.
Zisk vyssiho obsahu 3HB v kultivaci s 1% propan-1-olem nez v kultivaci s 1% propionatem
sodnym lze pfipsat lep$im schopnostem propan-1-olu rozpustit olej a tak zajistit lepsi a
rychlej$i vyuZitelnost tohoto substratu pro bunéénou kulturu.

5.6.2.3. VyuZiti pétiuhlikatych prekurzorii pro syntézu P(3HB-c0-3HV)
Pro inkorporaci 3-hydroxyvaleratovych jednotek do polymerni struktury PHA byly

vyuzity pétiuhlikaté prekurzory — Kyselina valerova a pentan-1-ol ve dvou koncentracich
(0,5% a 1% koncentrace prekurzoru v kultivacnim médiu)

Tab. 20: Prehled koncentrace biomasy X: (mg/ml) a koncentrace PHA ve studovanych
vzorcich a procentudlni zastoupeni PHA v biomase pri kultivaci bakterii Cupriavidus necator
s prekurzory 3HV — kyselinou valerovou a pentan-1-olem.

Koncentrace o

Prekurzor prekurzoru X¢ (mg/ml) Cera (Mg/ml) PHA (%) Xnpra (Mg/ml)
kyselina 0,50% 1,97 + 0,01 1,08 + 0,01 54,88 + 0,34 0,89
valerova 1% 2154012 | 1,15+020 | 5368+6,15 1,00
0,50% 2,17 +0,02 1,14 + 0,25 52,66 + 11,03 1,02

pentan-1-ol

1% 2,01+0,01 1,00 + 0,04 49,60+ 2,17 1,01
kontrola - 2,18+ 0,01 1,27 £ 0,05 58,35 + 2,41 0,91

Tab. 21: Vytezky biomasy po kultivaci (g/1) a koncentrace PHA v biomase (g/l)

Prekurzor Koncentrace| Koncentrace biomasy Koncentrace
prekurzoru (a/h PHA (g/l)
kyselina 0,50% 7,03+ 0,53 3,86+ 0,29
valerova 1% 7,09+ 1,01 3,80 +0,54
0,50% 4,22 +0,75 2,22+0,39
pentan-1-ol 1% 3,38+0,27 1,68 +0,13
kontrola - 12,42 + 0,47 7,29+0,28
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Graf 14: Procentudlni vyjadreni koncentraci jednotlivych slozek ziskané biomasy,; celkové
mnozstvi biomasy odpovidajici 100% je tvoreno procentudlnim zastoupenim PHA a Xnpua,
coz je procento latek obsazenych v biomase, ale netvoricich PHA.

70

T -
60 . I
50 I -

40

30 ~

PHA (%)

20

10

0 4

0,50% 1% 0,50% 1%

Valerova Pentanol Kontrola

Graf 15: Procentuadlni koncentrace PHA v biomase bunécné kultury.

Tabulky 20 a 21 a zgrafy 14 a 15 uvadi vysledky kultivace studované bakterie na
petiuhlikatych prekurzorech 3-hydroxyvaleratové monomerni jednotky vyplyva, ze bakterie
neni schopna zakomponovat ani jeden ze dvou studovanych pétiuhlikatych prekurzorti do
struktury PHA, protoZe v biopolymeru nebylo detekovdno Zadné mnozstvi 3HV. Tato
skutecnost je zpisobena zménou toku této petiuhlikaté struktury v metabolismu.

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze nebyla naméfena Zadna koncentrace 3HV monomerni
jednotky, je PHA tvofen homopolymerem poly(3-hydroxybutyratu), a proto nameétfené
mnozstvi PHA odpovidd mnozstvi PHB.

V ptipadé¢ pouziti 0,5% a 1% kyseliny valerové byl naméien obsah PHA 54,88 + 0,34 % a
53,68 + 6,15 % v biomase. Za pouziti 0,5% a 1% pentan-1-olu byl zjiStén obsah PHA v
biomase ve vysi 52,66 + 11,03 % a 49,60 + 2,17 %. U obou prekurzorti je pozorovan nizsi
obsah PHA v biomase pfi vyssi koncentraci prekurzoru, coZ mize byt vysvétleno také tim, ze
prekurzor je stresovy faktor pusobici inhibi¢né jak na produkci biomasy, tak i na PHA.
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V kultivacich, kde byl pouzit pentan-1-ol, dochéazelo s naristajici koncentraci tohoto
prekurzoru k ubytku ristu biomasy béhem kultivace, coz bylo prokdzano nefelometrickym
stanovenim zakalu po ukonceni kultivace. V kultivacich, kde byl pouzit 0,5% pentan-1-ol
byla naméfena koncentrace biomasy po ukoncené kultivaci jen 4,22 £ 0,75 a celkovy vytézek
PHA byl 2,22 + 0,39 g/I. Pti pouziti koncentrovanéjsiho pentan-1-olu poklesla koncentrace
biomasy az na 3,38 +£0,27 g/l, kde celkova koncentrace PHA byla 1,68 +0,13 g/l. Tato
skutecnost je pfipisovana toxickému ucinku pentan-1-olu na rtst kultury.

5.6.2.4. Tok pétiuhlikatych prekurzorii P(3HB-co-3HV) metabolismem
bakterie Cupriavidus necator
Pétiuhlikaté prekurzory P(3HB-c0-3HV) jsou podle literatury plné zapojovany do
metabolismu bakterie a piedpovidaji tvorbu uvedené¢ho heteropolymeru. Piedpokladany tok
pétiuhlikatych prekurzorii metabolismem bakterie vedoucim k tvorbé P(3HB-co-3HV) je
uveden na Obr. 11.
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Obr. 11: Tok prekurzorii — pentan-l-olu a kyseliny valerové metabolismem bakterie
Cupriavidus necator [1, 15, 87, 90, 91, 92, 93].
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Zapojeni pentan-1-olu za¢ina sledem oxidacnich a hydrata¢nich reakci vedoucim k tvorbé
kyseliny valerové a jeji nasledné aktivaci na valeryl-CoA za pfitomnosti acyl-CoA syntazy.
Tento meziprodukt tvorby PHA neni substratem B-ketothilolazy, ale jedna se o meziprodukt
B-oxidace mastnych kyselin, do které je také zapojen. Valeryl-CoA vstupuje do Lynenovy
spiraly a je substratem pro acyl-CoA dehydrogenédzu, kde vyslednym produktem je 2,3-trans-
pentenoyl-CoA. Tento produkt je vramcitéto drahy hydratovan za vzniku
(S)-3-hydroxyvaleryl-CoA a enzymem hydroxyacyl-CoA dehydrogenazou je dokoncena
pfeména pentan-1-olu na 3-ketovaleryl-CoA [13].

3-ketovaleryl-CoA muze pokracovat do dalsich krocich Lynenovy spiralyy a rozlozit se az
na acetyl-CoA a propionyl-CoA. Acetyl-CoA nasledn¢ vstupuje do drahy pro syntézu
biomasy za ptredpokladu, Ze bakterie ma dostateCnou vyzivu v médiu. Pfi nutricnim omezeni
média je acetyl-CoA ptevadén na polymer [13].

Dal§im moznym zpracovanim 3-ketovaleryl-CoA je vystup z B-oxidace mastnych kyselin
s naslednou enzymovou pieménou 3-ketovaleryl-CoA reduktazou na (R)-3-hydroxyvaleryl
-CoA, coz je sloucenina, jez vyhovuje substratové specifit¢ PHA syntazy. Tento enzym je
schopny dokoncit syntézu kopolymeru a zakomponovat hydroxyvaleratovou jednotku do
kopolymeru P(3HB-co-3HV) [94].

Pro syntézu 3HV monomerni jednotky muze byt vyuzit i (S)-3-hydroxyvaleryl-CoA, jenz
je v pfitomnosti epimerazy pieveden na (R)-izomer, ktery jiz je substratem pro PHA syntazu.
Ttfetim meziproduktem Lynenovy spirdly, ktery miZe byt vyuZit pro produkci 3HV
monomerni jednotky je 2,3-trans-pentenoyl-CoA, ktery je substratem hydratazy a
Vv ptitomnosti vody je pfeménén na (R)-3-hydroxyvaleryl-CoA [13, 94].

Zdrojem uhliku pro syntézu hydroxybutyratového monomeru je piedevsim olejnaty
substrat, ktery je pomoci -oxidace rozloZen na acetyl-CoA. Ten je vychozim meziproduktem
pro syntézu, kterd pokracuje za pfitomnosti P-ketothioldzy tvorbou acetoacetyl-CoA a
enzymovou reakci v piitomnosti acetoacetyl-CoA reduktazy vznika (R)-3-hydroxybutyryl-
CoA, jenz je PHA syntézou inkorporovan do struktury PHA [7].

V ptedlozené praci bylo analyzou polymeru ziskaného kultivaci na olejnatém substratu
Vv pfitomnosti prekurzorti pentan-l-olu a valerové kyseliny zjiSténo, Ze polymer Zzadné
monomery hydroxyvaleradtu neobsahuje. Tato skutecnost je ziejmé zpisobena maximalnim
zapojenim enzymu [-oxidace, ktera probiha takovou rychlosti, Ze 3-ketovaleryl-CoA neni
z této drahy predcasné odveden, ale pokracuje dal az do kone¢ného rozkladu na acetyl-CoA.
Ten je poté vyuzit jen po syntézu homopolymeru PHB v piipad€ obou pouzitych prekurzort.

5.6.3. Inkorporace 4-hydroxybutyratu do struktury PHA

5.6.3.1. VyuZiti riznych prekurzori pro syntézu P(3HB-co-4HB)

Slouceniny butan-1,4-diol a y-butyrolakton jsou snadno vyuzity v metabolismu bakterie,
pokud se vyskytuji v zivném médiu mikrobialni bunky. Zapojeni do katabolickych reakci
vede K upravé na cCtyfuhlikaté aktivované slouceniny, jeZ mohou byt vyuzity jako zdroj
energie a uhliku pro bunku. Pokud je ale aktivovany meziprodukt zpracovavan PHA

syntézou, je tato slouCenina zakomponovana do struktury polymerniho fetézce za vzniku
kopolymeru P(3HB-co-4HB).
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Tab. 22: Koncentrace PHA a procentualni zastoupeni PHA v biomase; koncentrace biomasy
netvorici PHA a jeji rozpustnost (Snpup) a zména cistoty vzorku vici kontrole u kultivaci
s riiznymi prekurzory P(3HB-co-4HB).

prekurzor Xe(mg/ml) | cppa (Mg/ml) PHA (%) Xnpra (Mg/ml)
0,50% butan-1,4-diol 2,03 1,433+ 0,225 |70,780 + 11,268 0,592
1% butan-1,4-diol 2,06 1,411+ 0,092 | 68,442+ 3,116 0,649
0,50% y-butyrolakton 2,15 1,491+0,121 | 69,443 + 6,587 0,659
1% y-butyrolakton 2,015 1,183 +0,001 | 58,716 +0,679 0,832
kontrola 2,02 1,287+ 0,090 | 63,657 + 3,196 0,733

Tab. 23: Namérené hodnoty koncentraci 3HB a 4HB monomernich jednotek tvoricich
kopolymer p(3HB-c0-4HB) jejich procentudlni zastoupeni v bhiomase.

| prekurzor | Cans (Ma/ml) | 3HB (%) | caus (Mg/ml) | 4HB (%) |
0,50% butan-1,4-diol | 1,423 + 0,219 99,30 0,010 + 0,005 0,70
1% butan-1,4-diol 1,394 + 0,089 98,76 0,006 + 0,001 0,39
0,50% y-butyrolakton | 1,437 +0,124 96,40 0,054 + 0,004 3,60
1% vy-butyrolakton 1,162 + 0,001 98,20 0,021 + 0,001 1,80
kontrola 1,287 + 0,090 100,00 - 0,00

Tab. 24: Vytezky biomasy po kultivaci (g/l) a koncentrace PHA v biomase (g/l)

Koncentrace biomasy Koncentrace
prekurzor (/) PHA (g/l)
0,50% y-butyrolakton 7,70 £ 0,51 5,34 +0,35
1% vy-butyrolakton 8,83+ 0,49 5,18 £0,29
0,50% butan-1,4-diol 10,88+ 0,20 745+0,14
1% butan-1,4-diol 11,87+1,21 8,40+ 0,86
kontrola 9,16 £ 0,57 5,83+0,37
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Graf 16: Procentudlni zastoupeni celkového mnozstvi PHA akumulovaného v biomase
bakterialnich bunék Cupriavidus necator.
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Graf 17: Procentudlni vyjadreni koncentrace monomernich jednotek 3HB, 4HB a 3HV
Vv ramci celkové koncentrace polymeru (100% slozka odpovida koncentraci PHA).

Pii kultivaci bakterie Cupriavidus necator na olejnatych substratech s ptidavkem
prekurzora bylo zjisténo, Ze bakterie jsou opravdu schopny takto podavané prekurzory vyuzit
a zakomponovat do struktury produkovaného polymeru.

Nejvyssi procentualni zastoupeni PHA (tabulka 22 a 23) bylo naméfeno pii Kultivaci
s 0,5% butan-1,4-diolem, kdy se procentualni obsah PHA zvysil na 70,282 + 11,268 %.
Koncentrace bunéénych komponent netvoricich PHA byla 0,592 mg/ml z celkového mnozstvi
biomasy 2,03+0,01 mg/ml. Druha nejvys§i hodnota byla stanovena v kultivaci
s 0,5% y—butyrolaktonem, kde byl naméten procentualni obsah PHA 69,443 + 6,587 %. Tato
kultivace zaroven obsahovala nejvyssi procentualni obsah 4HB monomeru - 3,60 % obsahu
PHA.

Druha kultivace, ktera vedla k nejvy$simu procentualnimu obsahu 4HB monomeru, byla
kultivace s 1% y-butyrolaktonem, kde byl tento obsah vypocten na 1,80 %. Vzhledem ke
skute¢nosti, Ze koncentrace 4HB monomeru v kultivacich, kde byl pouzit butan-1,4-diol, byla
o jeden fad nizsi, lze fici, ze y-butyrolakton je obecné lepSim prekurzorem pro produkci
kopolymerti s 4HB monomernimi jednotkami. Metabolické vyuziti butan-1,4-diolu mliZze byt
zpusobeno pravdépodobnou i nizkou specifitou alkoholdehydrogenazy vic¢i tomuto substratu.

Pfi srovnani koncentraci prekurzori a koncentraci vysledného monomeru 4HB ve
struktufe polyhydroxyalkanoatii je ziejmé, Ze pii vysSich koncentracich prekurzord dochazi
k poklesu koncentrace 4HB monomernich jednotek ve struktufe, coZz mize byt zpisobeno
navySenim toxického uc€inku na bakterialni kulturu, takze prekurzor nevstupuje do drahy
syntetizujici PHA, ale je vyuzit na zvladnuti vyzivovych potieb bunééné kultury.

V médiu obsahujicim 1% butan-1,4-diol byla krom¢ monomernich jednotech 3HB a 4HB
naméfena 1 nizka koncentrace 3HV odpovidajici 0,012 + 0,003 mg/ml, coz piedstavuje
0,19% celkové koncentrace ziskané¢ho polymeru. V dalSich kultivacich 3HV monomerni
jednotky nebyly vibec namétfeny, coz mize byt zplisobeno bud’ nizkou koncentraci
prekurzoru (v piipadé 0,5% butan-1,4-diolu a 0,5% vy-butyrolactonu), nebo neschopnosti
vyuzit dany prekurzor k tvorbé 3HV monomerni jednotky (v ptipadé pouziti y-butyrolaktonu).

Koncentrace biomasy po kultivaci (tabulka 24) byla pfi pouziti y-butyrolaktonu nizsi nez
koncentrace biomasy u kontroly 9,16 + 0,57 g/l. Vyssi koncentrace jak biomasy, tak celkova
koncentrace PHA byla vys$i za pouziti 1% vy-butyrolaktonu - 8,83+ 0,86 g/I, celkova
koncentrace PHA predstavovala 5,18 + 0,29 g/l. Opacna situace byla u butan-1,4-diolu,
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protoze zde koncentrace biomasy byla vyssi nez u kontroly; u 1% butan-1,4-diolu byla
stanovena na 11,87 +1,21 g/l. Celkova koncentrace PHA v biomase po kultivaci dosahovala
8,40 + 0,86 gll.

5.6.3.2. Tok prekurzori P(3HB-co-4HB) metabolismem bakterie C. necator

Literarni zdroje uvadi, ze y-butyrolakton a 1,4-butandiol jsem vhodnymi prekurzory pro
inkorporaci  4-hydroxybutyratové monomerni jednotky do struktury polymeru s cilem
produkce P(3HB-co-4HB), kde 3HB monomerni jednotka miZze byt tvofena piimo
z olejnatého substratu v médiu nebo z pouzitych prekurzorti diky vedlejsi metabolické draze
vedouci pies (R)-4-hydroxybutyryl-CoA az na acetyl-CoA [91].

Pritomnost 1,4-butandiolu v kultivaénim médiu vede s vyhodou k jeho zapojeni do
metabolismu bakterialni buiiky (obrazek 12), ktera ma dostate¢né enzymové vybaveni. Tento
w-alkandiol je  dvoustupiiovou enzymatickou reakci pfeveden na  kyselinu
4-hydroxybutyrovou. V prvnim kroku je 1,4-butandiol pteveden na 4-hydroxybutan-1-al za
katalyzy alkohol dehydrogendzy. Ve druhém kroku je vyuzita aldehyddehydrogenaza, ktera
katalyzuje vznik kyseliny 4-hydroxybutyrové [13, 95, 96].

Zpracovani y-butyrolaktonu bakteridlnim metabolismem s cilem inkorporace 4HB do
polymeru zacina jeho hydrolytickym §tépenim na kyselinu 4-hydroxybutyrovou. Tato reakce
muze byt katalyzovana esterazou nebo laktonazou. Esteraza schopna Stépit y-butyrolacton
byla izolovana napiiklad z bakterie Ralstonia eutropha, kmen CH34 [13].

Z obou pouzitych prekurzord vznika jako intermediat kyselina 4-hydroxybutyrova, ktera
je dale za katalyzy transferazou nebo thiokinazou pievedena na 4-hydroxybutyryl-CoA, jenz
je substratem PHA syntazy a vznika vysledny polymer.

Zdrojem uhliku pro 3HB monomerni jednotku je z podstatné ¢asti olejnaty substrat
pfitomny v kultivaénim médiu. Syntéza 3HB je realizovanéd rozkladem mastnych kyselin na
acetyl-CoA, jenz je zakladnim vychozim intermediatem pro syntézu 3HB monomeru, jak bylo
uvedeno jiz v ptedchozi kapitole.

Inkorporace 3HB monomeru u bakterie C. necator muze byt realizovana také
z ptitomného prekurzoru, jak bylo popsano pii kultivaci pouze na prekurzorech [91]. Po
prevedeni dostupného prekurzoru na kyselinu (R)-4-hydroxybutyrovou mize pokracovat
metabolicka draha za piitomnosti dehydratazy pfeménou na 3-butenoyl-CoA. Nasledné je
S vyuzitim izomerazy pieveden vznikly 3-butenoyl-CoA na krotonyl-CoA, na kterém v dal§im
kroku probiha adi¢ni reakce za vzniku (S)-3-hydroxybutyryl-CoA. Tato sloucenina je$té
nemuze diky své konfiguraci byt vyuzita jako substrat pro PHA syntizu, ale v pfitomnosti
NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy je ptfevedena acetoacetyl-CoA. Zde se draha
napojuje na klasickou cestu syntézy 3HB monomeru z acetyl-CoA [13].

Pii kultivaci s 1% butan-1,4-diolem byla v ziskaném polymeru detekovana také 3HV
monomerni jednotka, ktera pravdépodobné vznikd pfirozenou syntézou v metabolismu
C. necator pii biosyntéze PHB [7]. Tato draha vychazi z acetyl-CoA, ktery vstupuje do
citratového cyklu a pfeméni se az na sukcinyl-CoA. Ten je za vyuziti methylmalonyl-CoA
mutazy preveden na methylmalonyl-CoA. Nésledna dekarboxylacni reakce za soucasného
uvolnéni oxidu uhli¢itého vede k pfeméné na propionyl-CoA, ktery dale reaguje s acetyl-CoA
Vv ptitomnosti -ketothiolazy (bktB) za vzniku 3-ketovaleryl-CoA a enzym acetoacetyl-CoA
reduktaza dokonc¢i jeho preménu na 3-hydroxyvaleryl-CoA, jez je substratem pro PHA
syntdzu. Ta propoji ziskané aktivované monomerni jednotky za vyuZziti polymerizacni
(kondenza¢ni) reakce do vysledného polymeru [8, 26, 94, 97].
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5.6.4. Inkorporace Kkyseliny mlé¢éné do struktury PHA

5.6.4.1. VyuZiti kyseliny mlécné pro produkci P(3HB-c0-LA) bakterii
C. necator

Kyselina mlécna je tiiuhlikatd 2-hydroxykyselina, ktera mtze byt také pouzita jako zdroj
uhlikaté kostry pro tvorbu polyhydroxyalkanoatu, nebot’ po vstupu do metabolismu mtize byt
aktivovana vazbou na CoA pomoci thiolazy za vzniku thioesteru (R)-laktyl-CoA. Tato
sloucenina je nasledné vyuzita jako substrat pro PHA syntdzu, ktera dokonci syntézu
vysledného kopolymeru P(3HB-c0-LA), pokud je bakterie kultivovana jest¢ na dalSich

uhlikatych substratech, v nasem ptipadé na olejich.

Tab. 25: Koncentrace biomasy, koncentrace celkového obsahu PHA a koncentrace bunécnych
komponent netvoricich PHA (Xnpua) a procentualni zastoupeni PHA v biomase pri kultivaci
bakterie v pritomnosti kyseliny mlécné.

Koncentrace XNPHA
X (mg/ml c mg/ml PHA (%
prekurzoru «(mg/ml) | Cena (mg/mi) (%) (mg/ml)
0,5% kyselina mlécna 1,99 1,49 + 0,05 75,10 + 2,37 0,49
1% kyselina mlé¢na 2,25 1,44 + 0,25 64,21 + 11,67 0,81
kontrola 2,02 1,29+ 0,09 63,66 + 3,20 0,73

Tab. 26: Koncentrace 3HB a LA a jejich procentudlni zastoupeni v biomase pri kultivaci
bakterie Cupriavidus necator s kyselinou mlécnou.

Koncentrace C3HB
3HB (% /ml LA (%
prekurzoru (mg/ml) (%) Ca (Mg/mi) (%)
0,5% kyselina mlé¢na 1,46 £ 0,04 97,82 0,032 + 0,008 2,18
1% kyselina mlé¢na 1,41+ 0,26 97,85 0,031 + 0,009 2,15
kontrola 1,29 £ 0,09 100,00 - 0,00

Tab. 27: Vytezky biomasy po kultivaci (g/l) a koncentrace PHA v biomase (g/l)

Prekurzor K_oncentrace Koncentrace PHA
biomasy (g/l) (g/l)
0,5% Kyselina mlééna 7,43+ 0,16 5,58 + 0,12
1% Kyselina mlééna 7,76 £1,39 4,98 + 0,90
Kontrola 9,16 + 0,57 5,83 £ 0,37
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Graf 18: Procentualni vyjadieni koncentrace monomernich jednotek 3HB, LA a koncentrace
bunécnych komponent netvoricich PHA jako podily celkové koncentrace biomasy (100%
slozka odpovida koncentraci biomasy X;)
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Graf 19: Procentudlni zastoupeni PHA v biomase

Kultivace bakterie Cupriavidus necator v pfitomnosti kyseliny mlééné vede k produkci
kopolymeru slozeného =z 3-hydroxybutyratové a laktitové monomerni jednotky.
V experimentu (tabulka 25 a 26, graf 18 a 19), kde byla pouzita 0,5% kyselina mlé¢na, tvofila
inkorporovana monomerni jednotka odvozena od kyseliny mlécné 2,18% vysledného
polymeru. Zbyvajicich 97,82 % bylo tvofeno 3-hydroxybutyratovou monomerni jednotkou.
Celkovy obsah PHA dosahl v této kultivaci 75,10 + 2,37 %.

Pfi navySené koncentraci kyseliny mlééné na 1% v kultivaénim médiu doslo k poklesu
tvorby PHA a procentualni obsah poklesl na hodnotu 64,21 + 11,67 %, kdezto procentualni
obsah LA monomerni jednotky poklesl jen minimaln¢ - o 1,4 %, takZe procentualni
zastoupeni 3HB a LA zustalo téméf stejné jako v kultivaci s 0,5% kyselinou mléénou.

Koncentrace biomasy (tabulka 27) po kultivaci s laktatem dosahovala nizsich hodnot nez
kontrola. Ackoliv vys$i hodnota koncentrace biomasy byla naméfena v kultivaci s 1%
laktatem (7,76 = 1,39 g/1), celkova koncentrace PHA byla vyssi u 0,5% laktatu a dosahovala
5,58 + 0,12 g/l.
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5.7. Pouziti komer¢né dostupnych enzymu k izolaci PHA

5.7.1. Screening lytického potencialu vybranych enzymii

V této laboratorni praci byla studovéna zavislost koncentrace biomasy v ¢ase po aplikaci
enzymu, jez jsou uvedeny v tabulce 28. PovétSinou byly pouzity 5% enzymy v mnozstvi
(g enzymu/g CDW) pii jejich optimalnim pH a teploté. Naméfené hodnoty AR vyjadiuji
procentualni tibytek absorbance dané kultury, ke kterému doslo diky enzymatické lyzi bunék.
Stanovené hodnoty AR byly porovnany a nasledné¢ byly vybrany dva nejucinnéjsi a
nejefektivnéjsi enzymy.

Tab. 28: Souhrn pouzitych enzymii, podminky, za kterych byly dané enzymy pouzity a
vypoctem ziskana hodnota AR slouzici k porovnavani ucinnosti enzymii.

Nazev e, Teplota Mnozstvi
enzymu Rozpoustéci pufr °C) enzymu AR (%)

(g/g CDW)
Papain Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 37 2,5% 38,26
Bromelain Citratovy-P [pH 4,8] 50 5% 44,95
Trypsin Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 37 5% 60,47
Pepsin Citratovy (1M HCI) 37 5% 15,43
Proteinaza K Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 37 5% 54,71
Pankreatin Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 50 5% 68,55
Alkalasa Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 50 100 pl 70,91
Lytikasa Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 37 5% 14,14
Lysozym Sodno-fosfatovy (50mM, [pH 8] 37 5% 2,08
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—fll—pepsin

absorbance

=—@=—proteinase K

—0—pankrease

alcalase
0,200 T T T T T T T 1
lyticase
-10 10 30 50 70 90 110 130 150
lysozym
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Graf 20: Sledovani ubytku biomasy pri piisobeni ruznych enzymii v pritbéhu 150 minut

Tepelné inaktivovana bakterialni kultura Cupriavidus necator H16 muze byt efektivné
lyzovéna rliznymi komer¢nimi enzymy, predev§im protedzami, které §tépi peptidové vazby a
rozrusuji tak bunéénou membranu. Pro tento experiment bylo vybrdno pouze devét enzymt
Vv jejich optimalnim prostedi, jak je uvedeno v tabulce vyse (Tab. 28) a ziskané hodnoty
méfeni jsou shrnuty v grafu (Graf 20).
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Nejvyssi hodnota AR byla naméfena pro alkalasu, u niz bylo dosaZzeno hodnoty 70,91.
Tato hodnota doklada, Zze ucinnost enzymu je zde nejvyssi a také zde bylo pozorovano, ze
hodnota absorbance klesla na minimum jiz po tficeti minutach a pak ztistavala konstantni, coz
by v priumyslové vyrob¢ mohlo vyznamné zkratit dobu isolace.

Druhym neuc¢innéj$im enzymem byl podle hodnoty AR (68,55) vybran pankreatin.
Zaidealnich podminek pro jeho aktivitu vyrazné poklesla absorbance kultury s jeho
ptidavkem. Nejvyssi ubytek biomasy byl ale naméten az ve 120. minuté kultivace, pak uz se
absorbance nijak vyznamné¢ nemeénila.

Na druhou stranu nékteré enzymy téméf viibec nerozrusovaly bunéénou sténu, absorbance
tém¢er neklesala a hodnota AR dosahovala velmi nizkych hodnot. Pfikladem je lysozym nebo
o néco ucinnéjsi lytikasa, které dosahovaly hodnot AR 2,08 nebo 14,14.

Nizka uc¢innost nékterych enzymt byla ziejmé zplisobena nizkou specifitou enzyml na
bunécnou sténu bakterie Cupriavidus necator H16. Tato bakterie patii mezi gramnegativni
buiiky, ale napiiklad praveé lysozym je U¢inny na lyzi grampozitivnich bunék, protoze je
schopen hydrolyzovat 1,4-p-vazby mezi kyselinou N-acetylmuramovou a N-acetyl-D-
glukosamidovymi zbytky v peptidoglykanech a mezi N-acetyl-D-glucosaminovymi zbytky v
chitodextrinech [98]. Podobné neschopnost $tépit tuto bakteridlni sténu ma lytikaza, ktera
Stépi B-1,3 vazbu v glukanech. Je tvofena glukonazovou aktivitou a alkalickou proteazou a
dokaze specificky stépit bunécnou sténu kvasinek [99].

Pro lyzi gramnegativnich bunék pomoci lysozymu by bylo nutné ptfidat chelata¢ni ¢inidlo
(naptiklad EDTA), které¢ narusi ochrannou vrstvu bun¢k a odhali peptidoglykanovou vrstvu
[100], nebo za soucasného pouziti enzymu proteinazy K, coz je enzym, jenz lyzuje vn&jsi
membranu bunky. Posledni moznosti je ptidavek povrchové aktivni latky (napiiklad SDS),
ktera rozpousti vnéjsi membranu bunky [68].

V nésledujicich experimentech studujicich izolaci PHB z biomasy byl zvolen Ccas
120 minut, protoZe tento ¢as je dostateCny pro hydrolyzu bunétné stény a pii tomto Case bylo
dosaZeno nejvyssi ucinnosti u alkaldzy 1 u pankreatinu. Zajimavosti je, Ze hodnota AR byly
pro alkalasu a pankreatin v tomto ¢ase uplné stejna.

5.7.2. Optimalizace koncentrace enzymu

U vzork, které byly odebrany ve druhé hodin€, byla stanovovana koncentrace ziskan¢ho
PHB pomoci GC s FID detektorem a ze ziskanych hodnot byly vypocitany dalsi veli¢iny,
které dostatecné vyjadiuji cinnost a efektivitu enzymi a jsou podrobné popsany v predeslé
kapitole 4.4.1.3.

Tab. 29: Vysledky analyzy pankreatinu

X () XnpHB :
g/g CDW (mg/ml) Cpup (Mg/ml) PHB(%0) (mg/ml) SnPHB A purity
1% 1,50 1,34 +£ 0,01 89,28 0,16 71,65 52,64
2% 1,73 1,53 £ 0,02 88,70 0,20 65,54 50,08
3% 2,39 2,08 £ 0,01 86,87 0,31 44,71 42,02
4% 1,89 1,64 +0,02 86,99 0,25 56,68 42,56
5% 2,04 1,80+ 0,02 88,15 0,24 57,41 47,68
77,36 0,57
Kontrola 2,50 1,93+0,19 ' ' - -
(PHB(%)0) | (XnpHsy)
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Graf 21: PHB a biomasa netvorici PHB v celkovém mnozZstvi biomasy. Déleni jednotlivych
sloupcii vyjadiuje miru prispévku koncentrace PHB a koncentrace biomasy netvorici PHB
kK celkové koncentraci biomasy ziskané po Ilytickém piisobeni enzymii, kterd je vyjddrena
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Graf 22: Zavislost rozpustnosti komponent buriky netvoricich PHB a zdvislost zmény cistoty
na objemu pridavaného pankreatinu vztazeného na CDW.
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Graf 23: Zavislost procentudlni koncentrace PHB na mnozstvi pridavaného pankreatinu.
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Aplikace pankreatinu vyznamn¢ navySovala podil PHA v biomase. Je to pravdépodobné
dano tim, ze pankreatin je schopen efektivné lyzovat bunky a ,;rozpoustét™ celou fadu
amylazy, lipazy a proteazy.

Z uvedenych grafii 21, 22, 23 a tabulky 29 je patrné, Ze nejvyssi procentudlni zastoupeni
PHB v biomase dosahujici az na hodnotu 89,28% vyizolované biomasy je pii pouziti 1%
pankreatinu. Tuto skute¢nost potvrzuje také nejvys$si hodnota stanovena u rozpustnosti
biomasy neobsahujici PHB - 71,65. S touto veli¢inou tzce souvisi celkova koncentrace
koncentraci 1,5 mg/ml obsahoval po lyzi bunék pouze 0,16 mg/ml nerozpusténych bunéénych
komponent neobsahujicich PHB.

Pti pouziti 1% pankreatinu byl pozorovan nejvyssi vzriist Cistoty a dosahoval hodnotu
52,64. Pii pouziti 1% pankreatinu je tedy uGcinnost enzymu nejefektivnéjsi a ziskany PHB

3% a 4% koncentrace pankreatinu vztazena na hmotnost biomasy méla celkové nizsi
ucinnost vzhledem k ostatnim koncentracim. Vzorky obsahovaly jen 87% PHB v biomase a
koncentrace bunéénych komponent se v kone¢ném vzorku zvysila na mnozstvi 0,31 a
0,25 mg/ml, jak je patrné z vyse uvedené tabulky. Cistota vzorki s 3% a 4% enzymem
V porovnani s nejlépe hodnocenym klesla o t¢éméi deset bodu.

Dobré¢ vysledky jsou pozorovéany také u kultury, kterd byla podrobena bunécné lyzi za
pouziti 2% enzymu. Procentualni obsah PHB ve vzorku se blizi 89%. Je zde tedy nizky obsah
buné¢nych komponent netvoticich PHB (0,20 mg/ml v 1,75 mg/ml), které po izolaci
zneCist'uji vzorek, ale Cistota vzorku i tak dosahuje na hodnotu 50,08.

Tab. 30: Vysledky analyzy alkalasy

X X .
Venzym (ul) (mg/tml) Cpne (MQ/m) PHB(%) (mgmﬁ) SnpHe A purity
100 2,14 1,91 +£ 0,01 89,30 0,23 59,66 52,76
200 2,35 2,07+ 0,02 88,08 0,28 50,65 47,37
300 2,37 2,06+ 0,03 87,06 0,31 45,93 42,83
400 2,50 2,11 +£0,04 84,23 0,39 30,51 30,34
500 2,29 2,00+ 0,03 87,39 0,29 49,10 44,29
77,36 0,57 ] ]
Kontrola 1 2,23 1,93+0,19 (PHB(%),) (Xnorist)
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Graf 24: Zastoupeni PHB a biomasy netvorici PHB v celkovém mnozstvi biomasy. Déleni
Jjednotlivych sloupcii vyjadiuje miru prispevku koncentrace PHB a koncentrace biomasy
netvorici PHB k celkové koncentraci biomasy ziskané po lytickém piisobeni enzymui, ktera je
vyjadrena 100 %.
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Graf 25: Zavislost rozpustnosti komponent burniky netvoricich PHB a zdvislost zmény cistoty
na objemu pridavané alkaldzy.
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Graf 26: Zavislost procentudlni koncentrace PHB na objemu alkaldzy.

71



Porovnanim ziskanych hodnot s alkalasou (grafy 24, 25 a 26 a tabulka 30) bylo zjisténo,
Ze nejvyssi ucinnost byla naméfena v bance, do které bylo ptidano 100 pl alkalasy. Tento
vzorek obsahoval az 89,3% PHA v biomase. Po lyzi bunééné stény a hydrolyze dalSich
bunécnych komponent alkaldzou byl rozdil v procentualnim obsahu PHA mezi zminénym
vzorkem a kontrolou 11,9 % a zména Cistoty dosahla az na hodnotu 52,76 vzhledem ke
kontrole. Jako kontrola byla v tomto piipadé pouzita kultura, do které nebyl piidan zadnych z
enzymd, a tak procentualni obsah PHB v biomase byl nizky a odpovidal 77,23 % biomasy.

Ostatni kultivace s vy$S§im piidavkem alkalasa mély vyrazné slabsi procentualni podil
byla zména ¢istoty stanovena na hodnotu 30,34 a procentualni zastoupeni PHB v biomase
dosahovalo jen 84,23%.

Pii srovnani vysledku alkalasy a pankreatinu bylo zji§téno, Ze oba enzymy maji nejvyssi
ucinnost pii pouziti niz§i davky enzymu (g/g DCW). Procentualni obsah PHB v biomase se
1i§i pouze o 0,02 % a zména Cistoty je u alkalasy o 0,08 vysSi, coz mimo jiné souvisi
s koncentraci slozek neobsahujicich PHB, protoze za pouziti alkaldsy je rozpustnost slozek
neobsahujicich PHB mirné vys$i ve srovnani s pankreatinem. V ramci chyby méfeni ale
muzeme fict, ze vysledky si odpovidaji, takze ucinnost enzymu je v danych koncentracich
velmi podobna.

Pro nasledujici laboratorni praci byl tedy, jak v pfipadé pankreatinu, tak v pripade
alkalasy, pouzivan 1% enzym (g/g CDW) a to i z divod ekonomickych. Cena komerénich
enzymd je relativné vysoka, proto je snaha docilit co nejvyssi produkce PHB a ucinnosti jeho

v

naklady a s nimi i kone¢na cena materiald.

5.7.3. Optimalizace koncentrace SDS

Povrchové aktivni latky, jako je naptiklad dodecylsulfat sodny (SDS), maji schopnost
rozru$it buné¢nou sténu bakterie, protoze jsou schopné inkorporace do buné¢né membrany.
S rostouci koncentraci inkorporovanych molekul SDS do fosfolipidové dvojvrstvy roste i
objem bunky, a pokud je pfekrocen prah nasyceni, bunééna membrana praskd a bunécny
obsah je ve form€ micel tvofenych povrchové aktivnimi latkami a fosfolipidy z membrany
uvolnén do okolniho roztoku. PHB, ktery byl uzavien v butice, je nyni rozptylen do roztoku
obklopeny bunéénymi micelami a zbytky bunééné hmoty, coz je oznacovano jako biomasa
netvofici PHB [67].

Druhou funkci povrchové aktivni latky je zvySovani rozpustnosti nékterych bunéénych
slozek. Povrchoveé aktivni latky nejen ze rozpousti proteiny, ale jsou také schopné rozpoustét i
ostatni bunécné komponenty, které netvoii PHB [47, 67].

Tyto dv€ funkce tedy umoZznuji narist zisku PHA z biomasy s vysokou Ccistotou
po lytickém pisobeni enzymi, proto byla studovana zavislost Cistoty ziskaného PHA a jeho
ziskané mnozstvi na koncentraci SDS piitomného béhem enzymové hydrolyzy biomasy.
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Tab. 31: Vysledky analyzy vzorkii po pusobeni pankreatinu na biomasu s pridavkem riiznych
koncentraci SDS.

SDS Xt CrHB Xnphb :
PHB [% AP

(@/gbcw) | (mgml) | (mg/mi) 61| mgimiy | Sveve urity

0,04 2,25 2,04 90,86+004 | 021 63,90 50,61

0,06 2,06 1,89 91,70 + 0,12 0,17 70,00 63,33

0,08 2,25 2,03 90,33 + 0,07 0,22 61,83 57,29

0,10 1,82 1,63 8051+013 | 0,19 66,50 53,66

0,12 2,12 2,00 9433+030 | 012 78,93 74,98

kontrola 2,50 1,93 77,36 + 0,63 0,57 - -
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Graf 27: PHA a biomasy netvorici PHA v celkovém mnoZstvi biomasy. Déleni jednotlivych
sloupcii vyjadruje miru prispevku koncentrace PHA a koncentrace biomasy netvorici PHA

k celkové koncentraci biomasy ziskané po lytickém piisobeni enzymui, kterd je vyjadrena
100 %.
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Graf 28: Zavislost rozpustnosti komponent burniky netvoricich PHA a zavislost zmény cistoty
na mnozstvi SDS za pouziti pankreatinu.
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Graf 29: Zavislost procentudlni koncentrace PHA na mnozstvi pridavaného SDS. Pro lyzi
bunécné kultury byl aplikovan pankreatin.

Povrchové aktivni latka dodecylsulfat sodny (SDS) mé vyznamny vliv, pokud je pfidana
béhem enzymatického procesu zisku PHA z biomasy (graf 27, 28, 29).

U vzorku s kontrolou, kterd neobsahovala SDS, byla zjist€éna koncentrace biomasy
2,50 mg/ml (tabulka 31), z ¢ehoz jen 1,93 mg/ml piedstavovala koncentrace PHA v biomase.
Zbyla koncentrace 0,57 mg/ml byla hodnota biomasy netvofici PHA, kontrola obsahovala
77,36 = 0,63 % PHA v biomase. Mezi kontrolou a vzorkem s piidavkem 0,1 g SDS/g CDW,
ktery ze studovanych péti vzorki obsahoval nejmensi procento PHA (89,51 +0,13 %), je
rozdil v procentualnim obsahu PHA az 12,5 %. U vzorku s 0,1 g SDS/g CDW byla zaroven

Nejvhodnéjsi koncentrace SDS za pouziti pankreatinu byla stanovena na hodnotu
0,12 g SDS/g CDW. Pii této koncentraci SDS bylo procentudlni zastoupeni PHA v biomase
az 94,33 %. Zkoncentrace biomasy 2,12 mg/ml byla koncentrace PHA 2,0 mg/ml a
koncentrace biomasy netvofici PHA byla stanovena na hodnotu 0,12 mg/ml. Rozpustnost
bunéénych komponent netvotricich PHA vzrostla na hodnotu 78,93 a zména cistoty tohoto
vzorku by nejvyssi dosazena - 74,98.

Vyhodnocenim grafu jednotlivého procentualniho zastoupeni PHA v biomase (Graf 29) je
patrné, Ze SDS ma vyznamny vliv na zvySeni izolace a ¢istoty PHA z biomasy. Kromé vzorku
0 koncentraci 0,12 g SDS/g CDW se procentualni koncentrace PHA 1isi v rozsahu 2,19 % a
osciluje kolem 90,6 % PHA v biomase.

Tab. 32: Vysledky analyzy vzorkit po piisobeni alkaldzy na biomasu s pridavkem riiznych
koncentraci SDS

(g/gSE))(S:W) Xe (mg/ml) | cpps (Mg/ml) PHB [%0] Xnphb SNPHB A Purity
0,04 1,95 1,84 94,35+ 0,32 0,11 80,69 75,06
0,06 2,00 1,82 90,81+ 0,01 0,18 67,76 59,41
0,08 1,72 1,67 96,97 +£ 0,01 0,05 90,87 86,63
0,10 1,79 1,69 94,26 + 0,18 0,10 81,97 74,64
0,12 2,24 1,92 85,76 + 0,13 0,32 44,03 37,09

kontrola 2,50 1,93 77,36 +£ 0,63 0,57 - -
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Graf 30: PHB a biomasa netvorici PHB v celkovéem mnozstvi biomasy. Déleni jednotlivych
sloupcii vyjadruje miru prispevku koncentrace PHB a koncentrace biomasy netvorici PHB
k celkové koncentraci biomasy ziskané po lytickém piisobeni enzymui, kterd je vyjadrena jako
100 %.
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Graf 31: Zavislost rozpustnosti komponent burnky netvoricich PHB a zdvislost zmény cistoty
na koncentraci SDS za pouziti alkalasy.
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Graf 32: Zavislost procentudlni koncentrace PHB na mnoZstvi pridavaného SDS. Pro lyzi
bunécné kultury byla aplikovana alkalasa.
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Pti studiu vlivu riznych koncentraci SDS na zisk PHA z biomasy za pouziti alkalasy
(tabulka 32, graf 30, 31, 32) bylo zjisténo, Ze nejvyssi procentualni zastoupeni PHA
v biomase o hodnoté 96,97 = 0,01 % je v piitomnosti 0,08 g SDS/g CDW a zména Cistoty Cini
86,63 vzhledem ke kontrole, u které byl naméfen procentudlni obsah PHA 77,36 + 0,63 %.

Pokud bylo ptidano k biomase vétsi mnozstvi SDS nez 0,08 g SDS/g CDW, procentualni
obsah postupné s piibyvajici koncentraci klesa, takze pii koncentraci 0,12 g SDS/g CDW
poklesl na hodnotu 85,76 + 0,13 a koncentrace PHA v biomase se snizila o 11,22%. Tento
pokles by mohl byt pfipisovan denaturacnimu vlivu SDS na aktivitu enzyma.

Sohledem na dal§i experimenty byla koncentrace 0,08 g SDS/g CDW vybrana jako
nejvhodnéjsi jak v piipad¢ alkalasy, tak pankreatinu, i kdyz u pankreatinu se nejednalo o
koncentraci s nejvyssim ziskem PHA. Tato koncentrace byla vybirana s ohledem na pouziti
enzymu ve smési v pozdéjsich pracich.

Je zajimavé, ze ve vzorcich s 0,012 g SDS/g CDW bylo za pouziti pankreatinu ziskano az
94,33 + 0,30 % PHA (nejvyssi hodnota s pankreatinem), u alkalasy byl procentualni obsah
PHA pii stejné koncentraci SDS jen 85,76 + 0,13 % (nejnizsi hodnota s alkaldzou).

Tato skutec¢nost ziejmé vypovidd o riizném vlivu riznych koncentraci SDS na dané
enzymy, které jsou vyuzity k hydrolyze biomasy s obsahem PHA. Proto jako dalsi krok byl
zatazen experiment, ktery sleduje, jak je ovlivnéna aktivita enzymu pankreatinu a alkalasy za
pouziti riznych koncentraci SDS.

5.7.4. Vliv ruznych koncentraci SDS na proteolytickou aktivitu alkalasy a
pankreatinu

V tomto experimentu bylo studovéano, jak se méni aktivita ptitomného enzymu (alkalasa,

pankreatin) Vv zavislosti na koncentraci SDS. Ziskané vysledky byly piepocteny jako
procentudlni hodnota aktivity vzhledem ke kontrole, ktera SDS neobsahovala.

Tab. 33: Absorbance namérené pro protedzovou aktivitu a procentudlni aktivita pankreatinu
vzhledem ke kontrole neobsahujici SDS.

| SDS[glgCDW] |  Absym(442nm) | Aktivitaenzymu [%)] |
0,00 0,827 + 0,032 100,00 = 3,86
0,04 0,872 + 0,041 105,44 + 4,70
0,06 0,845 = 0,018 102,14+ 2,14
0,08 0,730 = 0,007 88,27 = 0,96
0,10 0,663 = 0,012 80,11+ 1,74
0,12 0,693 = 0,036 83,74+ 527
0,20 0,571 + 0,020 68,98 = 3,42
0,40 0,642 = 0,020 77,67 < 3,05
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Graf 33: Pankreatin — souvislost mezi koncentraci SDS a aktivitou enzymu

Na vySe uvedeném grafickém znazornéni vysledkl je patrna souvislost aktivity
pankreatinu s koncentraci SDS (graf 33). Nejvyssi aktivita pankreatinu byla pozorovana pii
koncentraci 0,04 g SDS/ g CDW (tabulka 33), kdy enzym vykazoval aktivitu 105,44 + 4,7 %.
Od této hodnoty aktivita pankreatinu s rostouci koncentraci SDS pozvolna klesala, ale
zaroven neklesla pod Sedesatiprocentni hranici. Mezi koncentracemi 0,06 a 0,08 g SDS/ g
CDW Klesla aktivita pod 100 % hranici.

v v

biomasy, kdy aktivita enzymu poklesla na 68,98 + 3,42 %.

Tab. 34: Absorbance namérené pro protedzovou aktivitu a procentudlni aktivita alkalasy
vzhledem ke kontrole neobsahujici SDS.

| SDS[glgCDW] |  Absym(442nm) | Aktivitaenzymu [%)] |
0,00 0,428 + 0,020 100,00 = 4,75
0,04 0,406 = 0,036 94,86 + 8,81
0,06 0,405 + 0,020 94,70 + 4,85
0,08 0,415 + 0,035 97,04 + 8,43
0,10 0,404 + 0,013 94,54 + 3,13
0,12 0,442 + 0,048 103,43 + 10,92
0,20 0,422 + 0,016 98,75 = 3,80
0,40 0,411 + 0,041 96,18 + 9,99
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Graf 34: Alkaldza — vliv SDS na aktivitu enzymu.
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Dle uvedené grafické zavislosti absorbance na obsahu SDS v bunééné kultufe (graf 34) a
vyse uvedené tabulky 34 je zfejmé, ze zde neni zavislost mezi pfitomnym mnozstvim SDS ve
vzorku a schopnosti enzymu lyzovat bunécnou membranu. V ramci smérodatnych odchylek
naméfenych hodnot lze fici, Ze ziskané vysledky se statisticky vyznamné nelisi a aktivita
enzymu se s pribyvajicim mnozstvim SDS zasadn€¢ neméni. Namétené aktivity vyjadiené
Vv procentech se nachazeji kolem hodnoty 100% ve vSech studovanych koncentracich.

Pro dal$i experimenty provadéné v této praci bylo Kbunétné kultufe pridavano
0,08 g SDS/g CDW, tedy stejna koncentrace jako u pankreatinu, kdeje zavislost aktivity
enzymu na koncentraci SDS ziejma a dulezita.

5.7.5. Studium pribéhu hydrolytické aktivity alkalasy a pankreatinu béhem
procesu
Pomoci jednoduché metody sledovani proteazové aktivity enzymu bylo studovano, jestli
nedochazi k vyraznému poklesu nebo naopak k vyraznému nartstu aktivity enzymua (Kap.
4.8.4). Prub¢h aktivit byl sledovan do 120. minuty. Aktivita enzymu v daném case byla vzdy
vyjadfena i jako procentudlni nartist vzhledem k pocatku pokusu, tedy k ¢ase nula.

Tab. 35: Hodnoty aktivit pankreatinu a alkalasy béhem procesu

cas Alkalasa Pankreatin
(min) A (U) | A%) A (U) L A%)
0 7,74 +0,48 100 7,52 +0,08 100
40 7,74 +0,01 100 7,98 + 0,04 106
60 8,23+0,48 106 7,58 +0,09 101
80 8,71+0,49 113 7,87+0,18 105
100 8,99 + 0,03 116 8,99 + 0,08 120
120 9,11+ 0,24 118 8,88 +0,30 118
10,0 -
9!5 | -
9,0 T - ——p
. & 1
S 85 - | |
g I |
s 80 | T
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Graf 35: Pritbéh aktivity enzymii v pritbéhu procesu jeho piisobeni

Z vedenych hodnot (tabulka 35, graf 35) je ziejmé, ze béhem lytického rozkladu bunééné
stény pankreatinem a alkalosou nedochazi k vyraznému poklesu aktivit enzymi, spise celkove
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dochazi k nardstu jejich aktivit. Tento narist mize byt zpisoben zkoncentrovanim média,
které bylo po dobu dvou hodin inkubovano pii 50°C.

U pankreatinu byl do 40. minuty pozorovan mirny ndrast aktivity o 6%, pak byl
pozorovan mirny pokles aktivity, ale hladina neklesla pod hodnotu naméfenou v ¢ase nula.
Po 60. minuté byl pokles aktivity vystfidan opétovnym nartistem, ktery trval az do sté minuty
a dosahl hodnotu 8,99 + 0,08 U, coz odpovida 120% pocateéni aktivity. Ve sté a sto dvacaté
minuté se hodnoty aktivit nelisi, pokud pfihlédneme ke smérodatnym odchylkam.

Aktivita alkalasy zaznamenavala jiz od pocatku pokusu narist, ktery ve 120. minuté
dosahl hodnotu 9,11 + 0,24 U, takze aktivita alkalasy vzrostla o 18% vii¢i poc¢ate¢ni hodnoté.
Po 120. minuté uz nebyly aktivity sledovany.

5.7.6. Stanoveni aktivit jednotlivych enzymovych sloZek pankreatinu a
alkalazy

5.7.6.1. Stanoveni protedzové aktivity pankreatinu a alkalasy

Timto experimentem byla méfena protedzova aktivita pankreatinu a alkalazy, kterd by
m¢ela byt hlavni slozkou téchto preparati a proto 1ze o¢ekavat vysoké hodnoty.

Tab. 36: Stanoveni protedzové aktivity pankreatinu a alkalasy

& hmot t
enzym motnos Abs ¢as (min) A (unit) A, (U/mg)
enzymu (mg)
pankreatin 5,60 0,55 60 9,17 1,64
alkalasa - 0,50 60 8,30 -
trypsin 5,60 0,42 60 6,96 1,24

V tabulce Tab. 36 jsou shrnuty vysledky méfeni proteazové aktivity komer¢nich enzymi
trypsinu, pankreatinu a alkalasy. Trypsin, proteolyticky enzym, byl pouZit se zdmérem
porovnat jeho enzymovou aktivitu s alkalazou a pankreatinem.

U pankreatinu, coz je smés enzym, v niZ je zastoupena pankreaticka amylaza, trypsin a
pankreaticka lipaza, byla naméfena vysoka hodnota proteolytické aktivity - 9,17 U a
specificka aktivita 1,64 U/mg. Ve srovnani s trypsinem ma pankreatin téméf o 32% vyssi
aktivitu.

Alkalasa je komeréné dostupna alkalickd protéza, ktera obsahuje i dalSi enzymatické
aktivity. Ve srovnani s pankreatinem je zde enzymova aktivita niz§i o 10,5 %, ale ve srovnani
S trypsinem je vyssi o 19 %. Specifickou aktivitu v tomto pifipadé nelze porovnat, jelikoz
alkalasa je za laboratorni teploty v kapalném stavu a nelze pfesné zjistit mnozstvi proteini
v roztoku.

Zjisténé hodnoty proteolytickych aktivit potvrzuji schopnost danych enzymu Stépit
proteinové bunééné komponenty na jednodus$i peptidy. Podil protedzové aktivity na
celkovém efektu alkalazy i pankreatinu je zfejmé nejvyssi ze vSech zastoupenych aktivit.

5.7.6.2. Stanoveni lipazové aktivity pankreatinu a alkalasy
Lipazy jsou enzymy fazené do skupiny triacylglycerol acylhydrolaz (EC 3.1.1.3.) a jsou
tedy schopné Stépit esterovou vazbu mezi glycerolovou ¢asti a Casti mastnych kyselin
Vv triacylglycerolech a tedy jejich primarnim substratem jsou triacylglyceroly. Této schopnosti
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se vyuziva 1 pii stanoveni lipdzové aktivity enzymil. Ta spociva v pfipravé modelového
roztoku s obsahem syntetického substratu p-nitrofenylpalmitatu, kde mezi fenolovym
zbytkem a zbytkem mastné kyseliny je esterova vazba, kterd je béhem stanoveni Stépena.
Uvolnény p-nitrofenol je kvantitativné stanoven spektrofotometrickou metodou [81].
Vzhledem ke skute¢nosti, Zze pankreatin i alkalasa jsou smési enzymu a podle literatury by
oba tyto enzymy mély mit zastoupenou i lipazu, bylo pfedpokladano, ze i tato aktivita bude
detekovana. Ke srovnani byla souasn¢ métena i lipazova aktivita komercni lipazy.

Tab. 37: Stanoveni lipdzové aktivity

Jh t t
enzym motnos Abs ¢ (mmol/l) | n(umol) A (unit) A, (U/mg)
enzymu (mg)
lipasa 5,6 0,437 6,170 37,02 1,23 0,22
pankreatin 5,6 0,142 1,990 11,94 0,40 0,07
alkalasa - 0,149 2,091 12,55 0,42 -

Vyse uvedend tabulka 37 shrnuje zavéry ze stanoveni lipdzové aktivity enzymil. Dle
o¢ekavani, nejvys$i lipazova aktivita byla naméfena u komer¢ni lipazy. Alkalasa s
pankreatinem maji lipdzovou aktivitu témét totoznou. Pankreatin ma aktivitu 0,40 U a
specifickou aktivitu 0,07 U/mg. Alkalasa dosahla hodnotu 0,42 U a specificka aktivita nebyla
stanovovana. Ve srovnani s protedzovou aktivitou je lipdzova aktivita u pankreatinu 23 krat
niz8i a u alkalasy 20 krat nizsi. U alkalasy se nemusi nutné jednat o lipdzovou aktivitu, ale je
mozné, ze samotna protéza je do jisté miry schopna $tépit substrat pouzity pfi testu enzymové
aktivity [81].

5.7.6.3. stanoveni celuldzové a amyldazové aktivity pankreatinu a alkalasy

Stanoveni celulazové a amylazové aktivity bylo provedeno stejnym zpisobem, rozdil byl
pouze v substratu. U pankreatinu byla predpokladana vySsi amyldzova aktivita, kdezto
alkalasa by méla mit vyssi celulazovou aktivitu.

Tab. 38: Stanoveni celulazové aktivity

Menzymu Cocukru | C, cukru Agp
enzym Ac (g/l n (mol A (U
y mg) | @n @) @l | nlmob W1 (uimg)
pankreatin 6,2 0,138 0,560 0,422 0,00422 | 3,52:10% | 5,68:10°
alkalasa - 2,995 2,817 -0,178 -0,00178 | -1,48-10™° -

Z uvedenych vysledki nelze objektivné porovnat miru aktivity studovanych enzymu
(tabulka 38). Béhem méfeni ziejme doslo k chybé, protoze nelze naméfit zapornou hodnotu
aktivity enzymu, jak byla naméfena v pfipad¢ alkalasy. Také by tato hodnota mohla
znamenat, Ze alkalasa nedisponuje Zadnou celulazovou aktivitou a neni schopnd Stépit
B-1,4 glykosidické vazby mezi jednotkami glukdzy obsazené v celuldze.

Amylolytick4 aktivita pankreatinu byla stanovena na hodnotu 3,52:10™° U a specificka
aktivita byla 5,68:107 U/mg. Ve srovnani s difive uvedenou proteazovou a lipazovou
aktivitou, které se pohybuji ve stejnych fadech, celuldzova aktivita je mnohondsobné nizsi, ale
zéaroven je méfitelnéd a pankreatinem prokazatelné vykazovana.
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Tab. 39: Stanoveni amylazové aktivity

menzymu CO Cllkl'lol C2 Cllkl'lol Asp
enzym Ac(g/l) n (mol) A (V)
(mg) (g/l) (g/l) (U/mg)
pankreatin 6,2 2,457 3,218 0,762 0,0076 6,33:10"° | 1,02:107
alkalasa - 10877 2,120 1,243 0,0124 1,03:107 -

Provedenim stanoveni amylazové aktivity bylo zjisténo, ze vyssi amylazovou aktivitu ma
alkalasa, ktera je témét dvojnasobné vyssi nez u pankreatinu. Aktivita alkalasy byla stanovena
na hodnotu 1,03-10° U, kdezto amylazova aktivita pankreatinu dosahla jen na hodnotu
6,33-10"° U a specifickou aktivitou 1,02-10” U (tabulka 39).

Vziajemnym srovnanim amylazové a celulazové aktivity bylo zjisténo, ze amylazova aktivita
pankreatinu je dvojnasobné vysSi nez jeho celuldzova aktivita. Tyto vysledky potvrzuji
literarni udaje, Ze pankreatin je slozen z amylazy, lipazy a protézy [81].

Z porovnani téchto aktivit v alkalasy je zfejmd nepfitomnost celuldzové aktivity, ale

zaroven nizka amylazova aktivita alkalasy.

5.7.6.4. Diskuze jednotlivého zastoupeni enzymovych aktivit u pankreatinu a
alkalasy

Alkalickd protéza i pankreatin jsou smésné enzymy, coz znamend, ze obsahuji smés
enzymi Stépicich nejriznéjsi substraty. Jak uz bylo uvedeno vyse, pankreatin je slozen z
pankreatické amyldzy, trypsinu a pankreatické lipazy. Jakou mérou tyto enzymy pfispivaji
k celkové aktivité pankreatinu, je znazornéno v Graf 36.

0,01%

m protedzova
W lipazova

amylazova

Graf 36. Zastoupeni jednotlivych enzymovych aktivit v pankreatinu

Z grafu 36 znazornujicim jednotlivé zastoupeni aktivit pankreatinu je patrné, ze majoritni
zastoupeni ma proteazova aktivita, kterd tvori 95,62 % aktivity pankreatinu. Lipazova,
amyldzova a celuldzova aktivita jsou zde minoritni sloZkou a dohromady tvoii zbyvajicich
4,38 % aktivity pankreatinu, z cehoz 4,37 % je pripisovano lipazové aktivité. Celulazova a
amylazova aktivita se déli o 0,01% aktivity pankreatinu, pfi¢emz véti podil ma amylazova
aktivita.
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Graf 37: Zastoupeni jednotlivych enzymovych aktivit v alkalase

V piipad¢ alkalasy byla protedzova aktivita taktéz majoritné zastoupena a ciselné tvoftila
95,402 % (graf 37). Lipazova aktivita spolu s amyldzovou tvofi opét minoritni slozky.
Lipazova aktivita tvoti 4,597 % aktivity alkalasy. Amylazova aktivita ma nejmensi zastoupeni
— pouze 0,001 % Na rozdil od pankreatinu, enzym alkalasa nevykazuje celulazovou aktivitu.

Srovnani procentudlniho zastoupeni protedzovych aktivit studovanych enzymu potvrzuje
skuteCnost, Ze protedzova aktivita ma menSi procentualni zastoupeni v alkalase nez
v pankreatinu.

5.7.7. Aplikace kombinaci enzymii k izolaci PHA
V nésledujicim experimentu byla sledovana ucinnost diive studovanych hydrolytickych
enzymu alkalasy a pankreatinu pfi izolaci PHB z bunétné kultury. Jednotlivé pokusy byly
provadény za ménicich se technologickych podminek, jak je uvedeno v kapitole 4.8.5.

Tab. 40: Koncentrace biomasy, PHB, procentudlni obsah PHB, koncentrace a rozpustnost
latek netvoricich PHB a cistota izolovaného PHB.

Cislo Kombinace X c X .
baky | enzyma | (mgmb) | (mgmp) | PMB® | Tg)" | Swwa | Apurity

1 Oba najednou 2,16 2,02+0,16 | 93,62+1,38 0,14 76,10 71,83

2 | A+P(polhod) | 231 | 213+009 | 9229+175 | 018 | 6868 | 6593

3 P+ A (po 1. hod) 2,28 2,18+0,01 | 95,49+ 0,65 0,10 81,97 80,10

4 Al/odstiedéni/P 2,17 2,09+0,15 | 96,54 +0,76 0,08 86,80 84,70

5 P/odstiedéni/A 2,00 1,85+0,10 | 92,68 +£0,31 0,15 74,43 67,66

kontrola - 2,5 193+0,19 | 77,36 +0,10 | 0,57 0,00 0,00

kde A znaci pridavek alkalasy a P pridavek pankreatinu k bunécné suspenzi.

V experimentu (tabulka 40), kde bylo pouzito pfidavku alkalasy i pankreatinu najednou
v nult¢ hodin€, bylo dosazeno vyznamné, ale v porovnani s ostatnimi vzorky nizké
procentualni koncentrace PHB (93,62 + 1,38 %) i Cistoty tohoto vzorku (71,83). Z uvedenych
hodnot je moZné usuzovat, Ze vyuZziti obou enzymil souasné¢ nema vyznamny vliv na lyzi
bakterialni stény bunék, spiSe se navzdjem negativné ovlivituji a z priimyslového hlediska
neni vyhodné pracovat s obéma enzymy dohromady.
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V barnkach 2 a 3 byly pouzity rovnéz oba enzymy, ale piidavek druhého byl realizovan az
po hodin¢ inkubace kultury s prvnim enzymem. V baiice 2, kde nejprve byla pouzita alkalasa
a po hodin¢ byl pfidan pankreatin, dosahovala ¢istota vzorku na hodnotu 65,93 a koncentrace
PHB v biomase tvotila 92,29 + 1,75 %. V ptipad¢ opacného potadi ptidavku enzymu (banka

hodnoty se od sebe navzajem lisi o 3,20%.

Tato vyznamna odliSnost mize byt spojena se snizenim aktivity v zavislosti na ptidavku
pankreatinu a nasledném snizeni aktivit obou enzymt, dale pak ma vliv i kratkd doba
inkubace (60 minut) pankreatinu v médiu. Pfi opacném postupu, ktery byl proveden v bance
3, ma pankreatin dostatek Casu zvySit svou aktivitu na maximalni hodnotu, ale alkalasa
nestihne dosdhnout maximalni G¢innost.

V barice 4, kde byla pouzita alkalosa, po hodin¢ bylo médium odfiltrovano a byl pfidan
pankreatin, dosahl procentualni obsah PHB 96,54 £0,76 % a Cistota vzrostla na 84,70.
Vyznamna odlisnost od batiky 5, kde byly enzymy ptfidany v opa¢ném potadi a procentudlni
obsah PHB v biomase a ¢istota byly 92,68 + 0,31 % a 67,60, mize byt zpisobena nepiesnym
vazenim nebo také tim, Ze po centrifugaci jednotlivych vzorka jiz nebyl do ban&k pifidan
roztok SDS , ktery ma vyznamny vliv na ¢istotu kone¢ného produktu [100].

Tab. 41: Koncentrace biomasy, koncentrace PHB, procentudlni obsah PHB, koncentrace a
rozpustnost latek netvoricich PHB a zména cistoty vyizolovaného PHB z redéné kultury
uchovavané v pitvodnim médiu.

Cislo Kombinace X Crup XnpHB .
PHB(9¢ S A purit
baiiky enzymi | (mg/ml) | (mg/mi) %0) | T | Swene | Apurity
6 oba najednou 241 | 245+020 | 101,65+200| 000 |100,00| 10728
7 alkalasa 228 | 2214011 | 97084357 | 007 | 8820 | 87,10
8 pankreatin 199 | 1,94+005 | 97,78+329 | 005 | 91.60 | 90,19
kontrola - 25 | 1.93+019 | 7736£010 | 057 | 000 | 0,00

Banky 7, 8 jsou velmi zajimavé, protoze zde byly naméfeny nejvyssi koncentrace PHB -

2,21 +0,11 9/l a 1,94+0,05¢g/l, coz odpovida 97,08 +3,57% a 97,78 £ 3,29 g/l. Zména
Cistoty byla stanovena na 87,10 v bance 7 a 90,19 v baiice 8, coz svéd¢i o vysoké rozpustnosti
bunécnych komponent netvoticich PHB pomoci zvolenych enzymi (tabulka 41).
Proto lze usuzovat, ze pokud se provadi izolace PHB z nakultivované biomasy, méla by
kultura, stejné jako v nasem piipad€, zlstat v pivodnim kultivatnim minerdlnim médiu.
V predeslych kultivacich, kde bylo ristové mineradlni médium zaménéno za fosfatovy pufr
(50mM [pH 8,0]), byly vytézky mnohem mensi (viz vyse).

Tab. 42: Koncentrace biomasy, PHB, procentudlni obsah PHB, koncentrace a rozpustnost
latek netvoricich PHB a zména cistoty vyizolovaného PHB z neredéné kultury uchovdvané ve
fosfatovém pufru.

Cislo Kombinace X CpHB XNPHB .
PHB(% S A purit
baky |  enzyma | (mg/mi) | (mg/mi) %0) | T(g) | Swere | Apurity
9 oba najednou 2,15 1,97+ 0,10 91,61+1,47 0,18 68,55 62,95
10 alkalasa 2,27 2,14+ 0,14 94,26 + 4 52 0,13 77,53 74,65
kontrola - 25 1,93+0,19 77,36 +£ 0,10 0,57 0,00 0,00
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Pii zkouSce lyze bunééné kultury bylo v bankach 9 a 10 pouzito i nefedéné médium
z fermentoru o koncentraci 100 g/l uchovavané ve fosfatovém pufru. Zde byl obsah PHB
Vv biomase vypocitan na 91,61 £ 1,47 % vV ptipad¢ alkalasy a 94,26 +4,52 % vV piipadé
pankreatinu, jak je uvedeno v tabulce 42. Procentualni obsah PHB v biomase dosahuje
vysokych hodnot, ale pomysinou 95% hranici mezi vysokou a nizkou ¢istotou PHB
nepiekonal. Nedokonald Cistota mtize byt zptisobena praveé skutecnosti, ze lyzovand biomasa
byla roziedéna pufrem misto ristového mineralniho média, coz snizuje jak procentualni obsah
PHB, tak i Cistotu a rozpustnost bunéénych komponent neobsahujicich PHB.

Tab. 43: Koncentrace biomasy, koncentrace PHB, procentudlni obsah PHB, koncentrace a
rozpustnost latek netvoricich PHB a zména Ccistoty vyizolovaného PHB z tedéné kultury
uchovavané ve fosfatovém pufiu.

Cislo Kombinace X Crua XnpHB .
PHB(%¢ S A purit
baky | enzyma | (mg/ml) | (mg/mi) (%) | (mg/my | Swewe | Apurity
11 alkalasa 2,14 1,91+0,01 | 89,30+0,10 0,23 59,60 52,74
12 pankreatin 1,50 1,34+ 0,00 | 89,28+ 0,10 0,16 71,65 52,65
kontrola - 2,50 1,93+0,19 | 77,36+ 0,10 0,57 0,00 0,00

Pokud je lyze bunééné kultury provadéna bez pouziti SDS (banky 11 a 12), je

procentualni obsah PHB v biomase 89,30 + 0,10 % a 89,28 + 0,10 % (tabulka 43). Vysledkem
srovnani ban€k s ptfidavkem SDS a bez SDS je vyznamny rozdil jak v procentudlni
koncentraci PHB, tak hlavné v Cistot¢ PHB. Zavérem lze potvrdit, Ze pfitomnost SDS
vyznamné navysuje kone¢né procentualni zastoupeni PHB v biomase na zaklad¢ principa, jez
byly uvedeny v kapitole 5.7.4.

RO e g 8 w8 B 8 ® N . e
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100% 1\ S S ] R e s
8% +H H—H —H H—H H H H H H—H H H H
60% H+H H FHaobH o a1 ar— cHoH— H H B
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40% ——N‘—N‘—N—N—N‘—N—N—"'—N‘—N‘—N‘—-'—ﬂ—
20+ +— H —H H—H H H H H H H H O H -
0% T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 I
cislo vzorku
ICPHB (mg/ml) @ XNPHB (mg/ml)

Graf 38: Koncentrace biomasy X; (mg/ml) vyjadrend jako 100% slozka rozdélend na
Jednotlivé obsahové slozky - koncentrace PHB (mg/ml) a koncentrace slozek buriky
netvoricich PHB (mg/ml).
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Graf 39: Grafické zndazornéni rozpustnosti biomasy netvorici PHB a zmény Ccistoty
V provddenych experimentech oznacenych 1-12. Symbolem K je oznacen kontrolni vzorek.
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Graf 40: Graf obsahu PHA z jednotlivych experimentii vyjadren procentudlni koncentraci
PHA. Pod oznacenim K je uveden kontrolni vzorek.

A4

Z uvedenych grafti 38, 39 a 40 je zfejmé, ze nejvyssi koncentrace PHA byla ziskana ve
vzorcich 7 a 8, tedy ve vzorcich, v nichZ byly enzymy pankreatin a alkalasa aplikovany na
fedénou bunécnou suspenzi ziskanou pii kultivaci ve fermentoru a po fermentaci byla
uchovéavana v ptivodnim kultivaénim médiu. Tyto dva zminéné vzorky obsahovaly nejmensi
procento PHA netvofticich bunéénych komponent a byla u nich pozorovana nejvyssi hodnota
zmény Cistoty.

V dalSich experimentech, kdy byla provadéna kultivace na riiznych substratech nebo
V pfitomnosti riiznych prekurzorti, byla pouzivana pro lyzi buné¢éné stény béhem izolace PHA
z biomasy alkalasa v mnozstvi 100 ul/0,25 g CDW a SDS v mnozstvi 0,08 g/g CDW.
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5.8. lzolace PHA z bunééné kultury s vyuZitim komerénich enzymi

5.8.1. Stanoveni koncentrace PHA po lytickém ptisobeni enzymii na biomasu
ziskanou z kultivace na repkovém oleji a fruktéze

Timto experimentem byla studovana souvislost mezi typem substratu (sacharidicky c¢i
olejnaty) a vlivem na enzymovou izolaci PHA z bunéné suspenze. Ze sacharidickych
substratu byla vybrdna fruktéza, jez je nejlepSim zdrojem uhliku pro utilizaci bunéénym
metabolismem bakterie C. necator, z olejnatych substrati byl ze stejného divodu vybran
fepkovy olej. Tento olej byl pouzivan i v dfive provadénych experimentach pro Kkultivaci
kultury Cupriavidus necator [82].

Tab. 44: Koncentrace biomasy, PHA, procentudlni obsah PHA, koncentrace a rozpustnost
latek netvoricich PHA a zména cistoty vyizolovaného PHA z kultivaci bakterie Cupriavidus
necator na fruktoze a repkovem oleji..

| Xt (mg/ml) ‘CPHA(mg/mI) \ PHA (%) \XNPHA(mg/mI)‘SNPHA‘Apurity|

fruktoza 2,21 +0,06 2,13+0,12 96,43+ 2,71 0,08 90,02 | 90,66
fepkovy olej 2,07 +£0,15 1,94 +£0,03 94,10 + 6,22 0,13 83,35 | 84,55
kontrola 2,08 £ 0,07 1,29+ 0,05 61,80 +0,26 0,79 - -
120%
100% +—
80% +—
60% +—— @ X NPHA (mg/ml)
a40% - 1 o ¢ PHA (mg/ml)
20% +—
0% | T T 1
fruktoza fepkovy olej kontrola

Graf 41: Mnozstvi PHA a mnozstvi biomasy netvorici PHB v celkovém mnozstvi biomasy.
Déleni jednotlivych sloupcu vyjadiuje miru prispevku koncentrace PHB a koncentrace
biomasy netvorici PHA k celkové koncentraci biomasy ziskané po Ilytickém piisobeni enzymii,
ktera je vyjadrena 100 %.
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Graf 42: Procentuadlni zastoupeni PHA v biomase pri kultivaci bakterie C.n. na fruktoze a
Fepkovém oleji.
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Graf 43: Grafické zndzornéni rozpustnosti biomasy netvorici PHB a zmény Ccistoty po
enzymovém piisobeni u kultivaci na repkovém oleji a fruktoze.

Purifika¢ni krok po kultivaci bakterie Cupriavidus necator na fruktoze a fepkovém oleji
vyznamné zvysil Cistotu vzorkl. Ve vzorcich pochdzejicich z kultivace na fruktéze byla
naméfena procentudlni koncentrace 96,43+2,71% a ve srovnani s procentudlnim
zastoupenim PHA v biomase po kultivaci (65,22 + 4,65 %, kap. 5.6.1) procentualni obsah
PHA vbiomase vzrostl o 31,21%. Po purifikaci byla naméfena koncentrace PHA
2,13+ 0,12 mg/ml a koncentrace bunéénych komponent netvoficich PHA byla 0,08 mg/ml,
coz preduréuje jejich vysokou rozpustnost - 90,02. Zmeéna Cistoty byla 90,66 (tabulka 44, graf
41, 42, 43).

Pti pouziti fepkového oleje pii kultivaci byl po purifikaci procentudlni obsah PHA
Vv biomase niz§i nez pifi kultivaci na fruktéze, ale stale nepfesahoval 95% hranici
procentualniho obsahu PHA v biomase — hodnota dosahovala 94,10 + 6,22 %. Ve srovnani se
vzorky proméfenymi ihned po purifikaci se procentualni obsah PHA navysil o 34,15%. Opét
doslo knavySeni koncentrace PHA na 1,94 + 0,03 mg/ml a sniZzeni koncentrace slozek
netvoticich PHA na 0,13 mg/ml v porovnani se vzorky proméfenymi pied purifika¢nim
krokem. Zména Cistoty u tohoto vzorku doséhla 84,55 vii¢i kontrolni kultivaci.
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Z uvedenych vysledkt je patrné, Ze forma zdroje uhliku nema vyrazny vliv na purifikacni
krok zatazeny po kultivaci. Po kultivaci na fruktéze byla koncentrace PHA vyssi nez u
kultivace na fepkovém oleji, dané poradi zlstalo stejné, jen doslo ke snizeni rozdilu mezi
naméfenymi hodnotami. Rozdil mezi procentualnimi obsahy PHA po kultivaci byl 5,2 %,
kdeZzto tento rozdil po purifikaci se snizil jen na 2,33%. Z toho Ize usuzovat, ze kultivace, jez
obsahuji v zivném médiu olejnaté substraty jako zdroj uhliku, nijak neovliviiuji purifikac¢ni
proces vedeny enzymovou cestou, ale naopak mohou vice pfispivat k jeho lepsimu vysledku.

5.9. lzolace PHA z bunééné kultury s vyuzitim enzymi z bakterie Bacillus
subtilis

5.9.1. Priprava a charakterizace enzymového roztoku z Kultivace bakterie
Bacillus subtilis

Pro izolaci PHA 2z bakterialnich bun¢k bakteriec Cupriavidus necator byl pouzit
supernatant po kultivaci bakterie Bacillus subtilis, ktery obsahuje pfevazné proteolytické
enzymy. Naméfena proteolyticka aktivita ziskanych enzymovych roztokli po kultivaci je
uvedena v tabulce.

Tab. 45: Proteolyticka aktivita enzymovych roztokit bakterie Bacillus subtilis pri kultivaci bez
a s kulturou Cupriavidus necator. Objem média znaci pouzité mnozstvi média pri ndsledné
provadené izolaci PHA z bakterialnich bunék.

| kultivace Objemmédia(ml) | Abs | A(unit) |

lturo 20 0,038 0,84

> Kuttrou 30 0,042 0,93
Cupriavidus necator

40 0,041 0,01

bez kultur 20 0,047 105

ez KUTLTY 30 0,044 0,98
Cupriavidus necator

40 0,043 0,96

Prométenim proteolytické aktivity enzymového roztoku Bacillus subtilis byla zjisténa
relativné nizka proteolyticka aktivita ziskaného supernatantu (tabulka 45). Dale byla
vyvracena hypotéza, ktera predpokladala potencidln€ vysSi proteolytickou aktivitu
Vv supernatantu banék, které od zacatku kultivace obsahovaly bunécnou suspenzi mrtvych
bun¢k Cupriavidus necator. Zda se, Zze nedochazi k tvorbé zadnych indukovatelnych enzymti,
ale dochazi spise k mirnému poklesu produkce volnych enzymt do roztoku.

Proteolytické aktivita supernatantu z kultivaci s buné€nou suspenzi C.n. byla naméfena
postupné 0,84; 0,93 a 0,91 U. Zatimco proteolyticka aktivita supernatantli z kultivaci bez
bunécné suspenze C. necator byla mirn€ navysSena a dosahovala postupné na hodnoty 1,05;
0,98 20,96 U.

5.9.2. Izolace PHA pomoci enzymového roztoku z Bacillus subtilis

Aplikace enzymového roztoku s proteolytickou aktivitou ziskané¢ho z bakterie Bacillus
subtilis a SDS byly pifidiny k biomase bakterie Cupriavidus necator uchovavané ve
fostatovém pufru.
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Tab. 46: Souhrn hodnot — aplikace enzymového roztoku bakterie B. subtilis na izolaci PHA
Z bunécné suspenze C. necator; koncentrace biomasy - X; (mg/ml), koncentrace PHA - Cpya
(mg/ml), procentualni obsah PHA, koncentrace biomasy netvorici PHA - Xypua (Mg/ml),
rozpustnost PHA netvoricich bunécnych komponent - Sypua a zména Cistoty - A purity

Objem
. Xt XNPHA A
A [0)
meédia (mg/ml) CrHA (mg/ml) PHA (A)) (mg/ml) SNPHA pur|ty
(ml)
bez kultury 20 2,09 2,07+ 0,01 99,24 + 0,40 0,02 97,21 | 96,67
Cupriavidus 30 2,06 1,65+ 0,03 79,97 £ 2,11 0,41 27,62 | 12,16
necator 40 1,99 1,69+ 0,02 84,71+ 1,40 0,30 46,62 | 32,94
s kulturou 20 2,14 2,19+0,01 | 102,40+ 0,46 - - -
Cupriavidus 30 2,05 1,94+ 0,01 94,65+ 0,52 0,11 80,75 | 76,52
necator 40 2,14 1,52+0,01 70,98 £ 0,60 0,62 - -
kontrola - 2,50 1,93+0,19 77,20+ 0,10 0,57 0,00 0,00
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Graf 44: Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek ve vzorku po piisobeni enzymového
roztoku z kultivace B. subtillis. Koncentrace biomasy (100% slozka) je sloZena z koncentrace
PHA (mg/ml) a z koncentrace bunécnych komponent netvoricich PHA (mg/ml); indexem
K jsou oznaceny enzymové roztoky kultivované s pridavkem biomasy C. necator.
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Graf 45: grafické zobrazeni vypoctenych hodnot pro rozpustnost bunécnych komponent
netvoricich PHA (Snpua) a pro zménu cistoty (A purity) v zavislosti na pouzitych objemech
enzymovych roztokit po kultivaci bakterie B. subtilis; indexem K jsou oznaceny enzymoveé
roztoky kultivované s pridavkem biomasy C.necator.
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Graf 46: Procentudlni zastoupeni PHA v biomase bunécné kultury C.n. po pridavku riizného
mnozstvi enzymového roztoku ziskaného jako supernatant po kultivaci B.s. s kulturou C.n a
bez této kultury.

Z vySe uvedené tabulky 46 a grafii 44, 45, 46 lze vycist, ze pii kultivaci bakterie B.
subtilis s biomasou C. necator je procentualni zastoupeni PHA vyssi nez v pfipadé pouziti
enzymovych roztoku z kultivaci bakterie Bacillus subtilis bez biomasy C. necator.

Tato skute¢nost je ale v rozporu s pfedchozim meétenim proteolytickych aktivit, protoze
proteolytickd aktivita roztoka ziskanych kultivaci s biomasou byla nizs§i nez u kultivaci bez
biomasy, proto byla pfedpokladdna vysSsi procentudlni koncentrace PHA u enzymovych
roztoku kultivovanych bez biomasy C. necator (viz tabulka 45, kap. 5.9.1.)

Tato odliSnost by mohla byt zplsobena tim, Zze enzymovy roztok nevykazuje jen
proteolytickou aktivitu, ale 1 dalsi aktivity, které se ¢astecné¢ mohou podilet na lyzi bunéénych
komponent. Dal§im divodem by mohla byt pfitomnost biomasy C.necator pii kultivaci B.
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subtillis a s tim spojena produkce indukovatelnych enzymi se specifitou na bakterialni buiiku
C. necator.

Zajimavosti je, Ze s pribyvajicim mnozstvim jednotlivych enzymovych roztoki dochézi
k poklesu procentudlniho obsahu PHB. S navySujicim pfidavkem enzymového roztoku
umérné roste i koncentrace enzymu v roztoku a jak bylo uvedeno jiz v kapitole 5.7.2, kde byla
studovana optimalizace koncentrace enzymii pro lyzi bunécné stény biomasy, s piibyvajici
koncentraci enzymu slabne schopnost jejich lytického potencialu, ktera je znovu navySovana
pii vysokych koncentracich enzymti.

Nejvyssi procentualni obsah byl tedy naméten v kultivaci s 20 ml enzymového roztoku pii
kultivaci bez biomasy C. necator a dosahl hodnotu 99,24 +0,40 % PHA v biomase.
Koncentrace komponent netvoticich PHA byla velmi nizka, pouze 0,02 mg/ml. Rozpustnost
bunéénych komponent potom dosdhla na hodnotu 97,21 a zména dCistoty byla 96,67.
Experiment, kde bylo pouzito 20 ml enzymového roztoku z banky, kde byla pfitomna kultura
C. necator, nebyla dale zafazovana do vysledku, protoze procentualni koncentrace se dostala
pres 100 %, coz neni mozné. Tato chyba vznikla pravdépodobné nepfesnym vazenim na
analytickych vahach. I kdyz byl tento vzorek vyfazen, je zde velmi vysokd pravdépodobnost,
Ze tento enzymovy roztok je vysoce ucinny a ziskany polymer bude vykazovat vysokou
procentualni Cistotu.

Dale byla z hodnot vyfazena baika se 40 ml média a enzymovym roztokem ziskanym
z kultivace s ptidavkem biomasy C. necator, protoze procentudlni koncentrace PHA poklesla
pod procentudlni hodnotu PHA kontroly, coz také neni mozné a tato chyba je zifejmé také
nasledkem neptesného vazeni.

Vyznamnych hodnot bylo dosazeno v baice, kde byl pouzit enzymovy roztok po kultivaci
bakterie B. subtilis v zakladnim médiu s pfidavkem bunééné suspenze C. necator. Zde byla
procentualni koncentrace PHA stanovena na 94,65 + 0,52 %. Koncentrace PHA byla
1,94+ 0,01 mg/ml a koncentrace PHA netvoficich bunéfnych komponent byla pouze
0,11 mg/ml. Zuvedenych koncentraci lze také piedurcit vysokou rozpustnost PHA
netvoficich bunéénych komponent vypoctenou na 80,75, pficemz zména Cistoty dosdhla
76,52.

Tento experiment potvrdil, Ze pro izolaci PHA z bakterialnich bunék 1ze s vyhodou pouzit
supernatant po kultivaci bakterie B. subtilis. Pokud je tato bakterie kultivovana v médiu, jez je
obohaceno o ur¢ité mnozstvi mrtvych bun€k C. necator, je lyticka schopnost supernatantu
jesté navysena, i kdyZz proteolyticka aktivita byla ve srovnani s kultivaci B. subtillis bez
bunécné suspenze C. necator mirné snizena.
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6. ZAVERY

V ramci predlozené prace byla sledovana produkce polyhydroxyalkanoati bakterii
Cupriavidus necator H16 na riznych odpadnich substratech. Druha ¢ast prace byla zaméfena
na izolaci ziskaného PHB enzymovou lyzi s ptidavkem povrchové aktivni latky.

92

Prvni Cast prace se zbyva srovnanim produkce PHA na rostlinnych olejich a
fruktoze. Bakterie C. necator byla schopna utilizovat v§echny vybrané substraty,
nicméné oleje se zdaji byt lepSimi substraty pro produkci PHA nez sacharidy.
Naptiklad pfti kultivaci s kukufiénym olejem byl dosazen procentualni obsah 78 %
PHA, kdezto pfi kultivaci s fruktézou jen 59 %.

V dalsi ¢asti prace byla sledovana inkorporace vybranych monomert do struktury
polymeru pfti kultivacich C. necator v kultivaénim médiu s fepkovym olejem a
vybranym prekurzorem. Za pouziti 0,5% propan-1-olu byla do struktury zaclenéna
3HV monomerni jednotka, ktera tvofila 9,82 % polymeru. Inkorporace monomeri
muze vyznamn¢ ovlivnit mechanické vlastnosti polymeru.

Pii aplikaci pétiuhlikatych prekurzor 3HV jednotky nebyla detekovana zadna
koncentrace dal§ich monomernich jednotek, ziejm¢ z divodu vysokého toku
metabolitd drahou [-oxidace mastnych kyselin pii kultivaci na olejich.

Metabolismus pak neni schopen odéerpavat intermediaty do jinych metabolickych
drah.

Kultivace bakterie s prekurzory 4HB monomeru vedla k jeho inkorporaci do
struktury PHA, ale vysledna koncentrace 4HB monomeru Vv polymeru byla nizka.
Zajimavosti byla pifi kultivaci s 1% butan-1,4-diolem detekce 3HV monomerni
jednotky, kter vznika pravdépodobné methylmalonatovou drahou.

Studium moznych postupti izolace PHA z bakterialnich bunék bylo zahajeno
srovnavaci analyzou lytického potencidlu riznych proteolytickych enzymi vici
bakterialnim Kulturam. Nejvyssi schopnost lyze studované gram-negativni buriky
bakterie C.necator mély enzymy pankreatin a alkalasa.

Koncentrace enzymu je dualezitym parametrem, ktery ovliviuje stupenn lyze
bunécné membrany. Pokud je pfiddana vysoka dévka enzymu, dochazi ke snizeni
lyze bunéné membrany. Optimalni koncentrace enzymu byla stanovena na 1 %
CDW jak u alkalasy, tak i pankreatinu.

Vyznamnou slozkou pii izolaci PHA z bakteridlnich bunc¢k se ukéazala byt
povrchové aktivni latka SDS, ktera nejenze napomaha bunécéné lyzi, ale zvySuje i
Cistotu izolovaného polymeru. Optimalni koncentrace SDS byla stanovena na 0,04
g na g CDW. Piebytek SDS je nezddouci, protoze se vaze na povrch granuli a
snizuje tak kvalitu vysledného polymeru. Pfi studiu vlivu riznych koncentraci
SDS na proteazy nebyla prokazana zadna vyznamna inhibice proteolytické aktivity
enzymu pfii nizSich koncentracich SDS, spiSe doslo k mirnému navySeni. Zvlasté
alkalasa se jevi byt viici inhibici SDS prakticky interni.



V dalsich experimentech byly sledovany aktivity jednotlivych enzymovych slozek
pankreatinu a alkaldzy. Proméfenim protedzové, lipdzové, celulazové a amylazové
aktivity pankreatinu bylo prokazano, ze pankreatin vykazuje vSechny uvedené
aktivity. Alkaldza nevykazuje celulazovou aktivitu. Déle bylo zji§téno, ze
proteazova aktivita alkaldzy a pankreatinu béhem lyze biomasy neklesa, ale spise
doslo k jejimu mirnému navyseni.

V dalsi c¢asti byly studovany rtzné strategie aplikace enzymil pankreatinu a
alkalasy na buné¢nou biomasu o riizné koncentraci a v riiznych médiich. Nejvyssi
aplikace alkalasy a pankreatinu na bunéfnou kulturu lyzovanou V ptvodnim
kultivaénim médiu. Kvalita ziskaného prepardtu PHA vyznamné pievySovala
ostatni produkty kultivaci provadéné predevsim ve fosfatovém pufru. Soucasné
vyuziti obou enzymi sice vede k vysoké Cistoté ziskaného PHA, ale z hlediska
ekonomického by bylo pravdépodobné velmi nakladné.

Studium vlivu pouzité formy zdroje uhliku v kultivaci na izolaéni krok potvrdilo
vzajemnou nezavislost. Jak po kultivaci na fruktoze, tak i po kultivaci na olejich
byl ziskédn vysoce Cisty polymer.

Enzymovy preparat ziskany z Kultivace bakterie Bacillus subtilis byl s vyhodou
vyuzit na lyzi bunééné membrany studované bakterie C.necator. S pouzitim 20 ml
roztoku enzymi ziskaného z kultivace B. subtilis byl ziskan polymer PHA o
Cistoté¢ 99 %. Pridavek usmrcené biomasy C. necator do kultivace bakterie B.
subtilis v nulté hodiné jesté podpofil lytickou aktivitu ziskaného enzymového
preparatu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA

PHB

P(3HB)

P(4HB)

PHV

P(3HV)

scl PHA

mcl PHA

Icl

P(3HB-c0-3HV)
P(3HB-c0-20% 3HV)
P(3HB-c0-16% 4HB)
P(3HB-c0-10% 3HHX)
P(3HB-c0-6% 3HD)
ACR

TCA

CDW

POME

SDS

EDTA

GCFID

3HB

4HB

3HV

100

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

poly(3-hydroxybutyrat)

poly(4-hydroxybutyrat)

polyhydroxyvalerat

poly(3-hydroxyvalerat)

short-chain-length PHA

medium-chain-length PHA

long-chain-length PHA

kopolymer poly 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
kopolymer poly (3-hydroxybutyratu a 20% 3-hydroxyvaleratu)
kopolymer poly(3-hydroxybutyratu a 14% 4-hydroxybutyratu)
kopolymer poly(3-hydroxybutyratu a 10% 3-hydroxyhexanoatu)
kopolymer poly(3-hydroxybutyratu a 6% 3-hydroxydekanoatu)
acetyl-CoA reduktaza

tricarboxylic acid cycle

cells dry weight

palm oil melt eluent

dodecylsulfat sodny

kyselina ethylendiamintetraoctova

plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem
3-hydroxybutyratovd monomerni jednotka
4-hydroxybutyratova monomerni jednotka
3-hydroxyvaleratovd monomerni jednotka



