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Abstrakt

Cilem této prace bylo sledovat vliv riznych kultiva¢nich strategii na produkci
polyhydroxyalkanoatti, biologicky odbouratelnych polymert, které ptedstavuji alternativu
k syntetickym plastiim a maji potencial v oblasti udrzitelnych materidli. V experimentalni casti
byly testovany kultivac¢ni strategie za pomoci bakterie Caldimonas thermodepolymerans DSM
15344, ktera je schopna syntetizovat polyhydroxyalkanoaty. Nejprve byla provedena klasicka
batch kultivace. V nésledujicich krocich byla provedena fed-batch kultivace, konkrétné
dvoukrokova a tiikrokova, kterd umoziuje fizené dopliiovani zdroje uhliku a Zivin v prib&hu
kultivace za ucelem optimalizace kultiva¢nich podminek a ndsledného zvySeni akumulace
polyhydroxyalkanoatt.. Zavérecna ¢ast experimentu se vénovala repeated batch kultivaci, ktera
umoziuje periodické obnovovani média a zaroven zachovavani kultury.

Na zéklad¢ provedenych experimentll lze konstatovat, Ze nejvyS$i vytéZnosti biomasy
1 polyhydroxybutyratu bylo dosazeno pfi pouziti kultivacni strategie repeated batch. Tato
strategie se ukazala jako nejefektivnéjSi ve srovnani s ostatnimi testovanymi kultivacnimi
strategiemi. V ptipad€ pouziti minerdlniho média obohaceného o zdroj dusiku (NH4Cl a NB)
byl zaznamenan pozitivni vliv na metabolickou aktivitu. Tato zjisténi potvrzuji, Ze dostupnost
dusiku mitize pozitivné ovlivnit viabilitu bunék Caldimonas thermodepolymerans
a tim podporovat syntézu polyhydroxybutyratu.

Klic¢ova slova

Caldimonas  thermodepolymerans, kultivatni strategie, fed-batch, repeated batch,
polyhydroxyalkanoaty



Abstract

The subject of this thesis was to investigate the impact of different cultivation strategies on the
production of polyhydroxyalkanoates (PHAs), biodegradable polymers that represent an
alternative to synthetic plastics and hold promise in the field of sustainable materials. The
experimental part focused on the cultivation of bacterium Caldimonas thermodepolymerans
DSM 15344, which is capable of synthesizing PHAs. Initially, a classical batch cultivation was
performed. In the subsequent steps, a fed-batch strategy was applied—specifically two-step and
three-step fed-batch processes—which enabled the controlled supplementation of carbon and
nutrient sources during cultivation. This approach aimed to optimize growth conditions and
enhance PHA accumulation. The final part of the experiment involved repeated batch
cultivation, allowing for periodic replacement of the medium while maintaining the culture.

Based on the experiments, the highest yields of biomass and polyhydroxybutyrate (PHB) were
achieved using the repeated batch strategy. This method proved to be the most effective among
the tested cultivation strategies. Furthermore, the use of mineral media with nitrogen sources
(NH4Cl and NB) demonstrated a positive effect on metabolic activity. These findings suggest
that nitrogen availability can positively influence the viability of Caldimonas
thermodepolymerans cells, thereby supporting PHB synthesis.

Keywords
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polyhydroxyalkanoates
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1 Uvod

Celosvétova produkce plastii se stale zvySuje a predpoklada se, ze v nasledujicich letech jesté
vzroste. Ro¢né se vyrobi velké mnozstvi plastovych materiald, pficemz zna¢na ¢ast z nich kon¢i
na skladkach, ve spalovnach nebo v piirod¢, kde se pomalu rozkladaji. Nadmérné vyuzivani
syntetickych plastii vede nejen k akumulaci odpadu, ale také k vyznamnému zatizeni zivotniho
prostiedi, zejména kvuli emisim sklenikovych plynd a kontaminaci ptidy nebo vodnich zdroji
mikroplasty. Tato situace vyvolava zajem o hledani udrzitelnych alternativ, jako jsou biologicky
rozlozitelné polymery, mezi které patii polyhydroxyalkanoaty. Vzhledem ke své
biodegradabilité predstavuji ¢astecnou nadhradu za konvencni petrochemické plasty. Produkce
polyhydroxyalkanoatli mize byt navic ekologictéjsi, pokud jsou mikroorganismy kultivovany
na odpadnich nebo obnovitelnych substratech. Nekteré mikroorganismy jsou schopny vyuzivat
jednouhlikaté slouceniny, mezi které patii methanol, coz otevira dal§$i moZnosti jako je
zuzitkovani emisi z primyslovych procest, které 1ze pfeménit na bioprodukty. Schopnost ristu
na takovych substratech je vyhodna nejen z hlediska sniZeni environmentalni zatéze, ale
1z pohledu ekonomiky bioprodukce [1]. Mezi mikroorganismy produkujici PHA patii také
termofilni mikroorganismy, nicméné produkce PHA za pomoci téchto mikroorganismi neni
zcela objasnéna. Pro primysloveé udrzitelnou a konkurenceschopnou produkci PHA je potieba
aby byl mikroorganismus schopen produkce ve velkoobjemovych reaktorech za vyuziti fed-
batch nebo repeated batch kultivace, proto je dilezité sledovat, jak dany mikroorganismus na
tyto kultivacni strategie reaguje.



2 Teoreticka cast

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biologicky odbouratelné polymery. PHA maji kli¢ovou roli
jako zasobarna uhliku a energie pro nesporulujici i sporulujici bakterie. Jsou to slouceniny
nerozpustné ve vodé, které¢ jsou mikroorganismy syntetizovany jako granule béhem obdobi
stresu, a to pti nadbytku uhliku a nizké koncentraci esencidlnich Zivin nezbytnych pro rist jako
dusik nebo fosfat. Prokaryotické mikroorganismy ukladaji PHA v cytoplazmé ve formé
kulovitych inkluzi znamych jako PHA granule (Obrazek 1). Primérné velikost granuli je 0,2-
0,5 um. PHA umoziuje dlouhodobé piezivani bakterii za nedostatku zivin. Navic nékteré
bakterie, které obsahuji PHA, vykazuji zvysenou toleranci vici ultrafialovému (UV) zéfeni,
vysoké i nizké teploté, tézkym koviim a osmotickému Soku [2]. Vlastnosti PHA jsou ovlivnény
poctem monomernich jednotek polymeru, coz zavisi na kmeni bakterie, zptisobem kultivace
ataké pouzitym zdrojem uhliku. NejbéznéjSim typem PHA, ktery mize byt produkovan
bakteriemi v biologickém procesu, je poly(3-hydroxybytyrat) (PHB). Tento material je vysoce
krystalicky a kiehky s teplotou tani blizkou teploté¢ degradace, coz omezuje jeho potencialni
vyuziti [3-5].

Obrazek 1: PHA granule bakterie P. putida, prevzato a upraveno [6]

Syntetické polymery jsou Siroce vyuZzivané a nachazeji vyuZiti jako obaly, v elektronice
nebo dopravé. Nejcastéji pouzivanymi polymernimi materidly jsou polyethylen, polypropylen,
polystyren, polyvinylchlorid, polyuretan, poly(ethylentereftalat), poly(butylentereftalat)
anylon [7]. Vzhledem k negativnimu dopadu syntetickych plastli na zivotni prostiedi, mezi
které se fadi naptiklad uvoliovéani mikroplasti do ekosystémi nebo emise sklenikovych plynd,
se stale Cast¢ji zkoumaji moznosti, jak syntetické polymery nahradit. Z toho divodu jsou
zajimavé PHA, jelikoZ se jedna o biologicky rozlozitelné a biokompatibilni polymery, které
mohou nahradit béZné plasty v riznych odvétvich. PHA jsou extrahovany z mnoha
bakterialnich druht, naptiklad Pseudomonas putida, Cuprivadus necator, Alcaligenes latus,
Pseudomonas mendocina, Bacillus subtilis kultivovanych za podminek omezeného pfistupu
zivin. PHA jsou za fyziologickych podminek pomoci PHA depolymeraz rozkladany na ptirodni
metabolity, jako jsou 3-hydroxybutyrat a hydroxyacyl-koenzymy A, coz jim umoZziuje snadné
zaClenéni do biologickych systémi. Tato vlastnost je klicovym faktorem, pro¢ PHA nejsou
imunogenni, jsou biokompatibilni a projevuji biologickou odbouratelnost [8-10].



2.1.1 Struktura

PHA jsou linedrni polyestery skladajici se z monomerd hydroxykyselin spojenych esterovou
vazbou. Tato vazba vznika spojenim karboxylové skupiny monomeru s hydroxylovou skupinou
sousedniho monomeru (Obrazek 2). V zavislosti na po¢tu uhlikovych atom v monomerech
jsou PHA klasifikovany do tii odlisSnych skupin: PHA s kratkym fetézcem (sc/-PHA), PHA se
sttedné¢ dlouhym fetézcem (mc/-PHA) a PHA s dlouhym fetézcem (/c/-PHA). Scl-PHA se
skladaji z 3—5 uhlikovych atomti, které jsou syntetizovany mnoha bakteriemi, jako je naptiklad
Cupriavidus necator. Mcl-PHA jsou sloZzeny z monomeri obsahujicich 614 uhlikovych atomtl,
které jsou syntetizovany piedevsim druhy Pseudomonas. Lcl-PHA jsou sloZeny z 15 nebo vice
uhlikovych atomti. Strukturni slozeni polymeri PHA zavisi na zdroji uhliku dodaném jako
substrat pro rust a na pouzitém bakteridlnim kmeni. Vedlejsi fetézec miize byt nasyceny nebo
nenasyceny, miize obsahovat aromatické, halogenové, a dokonce epoxidové monomery.
Pomoci chemickych modifikaci vedlejSich fetézcl lze zavést poZadované funkéni skupiny,
které ovliviiuji vlastnosti polymerut [5, 11].
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Obrazek 2: Struktura PHA, prevzato a upraveno [5]

Mezi bakteriemi nejcastéji produkovanym zastupcem PHA je kyselina polyhydroxybutyrova,
také oznaCovand jako poly(3-hydroxybutyrat), poly(3HB) nebo PHB (Obrazek 3). Poly(3-
hydroxybutyrat) (PHB) je pfirodni polymer produkovany bakteriemi jako intracelularni
zasobnik uhliku. PHB je klasifikovan jako scl-PHA tedy jako kratkotetézcovy polymerni
hydroxyalkanoat se 3—5 uhlikovymi atomy. PHB granule se skladaji z jadra polymeru PHB
a povrchové vrstvy strukturnich a funkcnich proteinii. V bakterialnich rodech produkujicich
PHA se nachazeji ¢tyfi typy proteinti, které jsou spojeny s PHA granulemi: PHA syntdza, PHA
depolymerazy, 3HB-oligomer hydroxyldza, phasiny, které se povazuji za hlavni strukturalni
proteiny membrany obklopujici inkluzi, a regulator exprese phasinu. Tvrzeni o pfitomnosti
fosfolipidi v povrchové vrstvé je zalozena na in vitro izolovanych PHB granulich a Casto je
zobrazovana na obrazcich struktury PHB granuli v piehledech o metabolismu PHB. Nicmén¢
in vivo ptitomnost fosfolipidové vrstvy nebyla prokazéana [12-15].

CH; o]

O——HC—CHC
n

Obrdzek 3: Struktura PHB, pievzato a upraveno [13]

Ve studii od Bresan S. a kol. [15] tento problém zkoumali pomoci exprese fuznich proteind
DsRed2EC a dalSich fluorescencnich proteinti s fosfolipid vazajici doménou (LactC2)
z lactadherinu pomoci tfi modelovych organismi. Fazni proteiny se specificky lokalizovaly na
bunééné membrané Cupriavidus necator, ale nebyly lokalizovany na PHB granulich. Stejny
vysledek byl ziskan i1 pro Pseudomonas putida, druh, ktery akumuluje jiny typ PHA granuli
souvisejicich s PHB. V bakterii Magnetospirillum gryphiswaldense byl DsRed2EC-LactC2
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detekovéan na pozici membranove uzavienych magnetozomovych fetézcii a na cytoplazmatické
membrang, ale ne na PHB granulich. V zavéru uvedli, ze PHB granule zastupci o-
proteobakterii, B-proteobakterii a y-proteobakterii neobsahuji fosfolipidy in vivo, a také ze
povrchové vrstvy PHB/PHA granuli u pfirodnich producenti jsou obecné bez fosfolipidi
a skladaji se pouze z proteint [15].

2.1.2 Vlastnosti PHA

PHA disponuji atraktivnimi vlastnostmi a maji uplatnéni v Siroké Skale aplikaci, véetné
pramyslovych ¢i biomedicinskych odvétvi. PHA vykazuji velkou strukturni riiznorodost, jsou
biokompatibilni, zcela biologicky odbouratelné, snadno zpracovatelné a netoxické. Vyssi cena
surovin mize omezovat jejich masovou vyrobu, ale udrzitelnost s biodegradabilitou vzbuzuji
stale vétsi zajem jako alternativa syntetickych plastt [16]. Diky témto vlastnostem maji vysoky
potencial v lékatskych aplikacich, naptiklad jako jsou nano- a mikro-nosi¢e pro fizené
uvoliovani 1€k. Mechanické a tepelné¢ vlastnosti polyhydroxyalkanoati mohou byt
ovliviiovany pomoci koncentrace jednotek poly(3-hydroxyvaleratu) (3HV) v kopolymerech.
Pokud mé poly(3-hydroxybutyrat-co-3hydroxyvalerat (P(3HB-co-3HV)) vyssi obsah 3HYV,
povede to k nizsi krystalinité a tim padem k vyssi flexibilité a pevnosti [17].

Tepelné vlastnosti polyhydroxyalkanoatl se vyjadiuji pro amorfni ¢ast pomoci teploty skelného
ptechodu (7) a pro krystalickou ¢ast pomoci teploty tani (7w), kvili ¢astecné krystalickym
vlastnostem PHA. Mcl-PHA jsou obecné¢ elastické s nizkou krystalinitou, na rozdil od sc/-PHA,
které jsou tuhé, kiehké s vysokou krystalinitou. Nejedna se ale o pravidlo, v ptipad¢ sc/-PHA
ma PHB modul pruznosti okolo 3,5 GPa a pevnost v tahu ptiblizné¢ 40 MPa, zatimco poly(4-
hydroxybutyrat) (P4HB) ma modul pruznosti zhruba 0,15 GPa a pevnost v tahu asi 104 MPa
[18]. JelikoZ oba sc/-PHA maji stejny pocet uhlikovych atomil ve svych fetézcich, hlavni rozdil
je v poloze R-skupiny (alkyl). Tento rozdil méni 3D strukturu polymeru, krystalinitu a tedy
1 mechanické vlastnosti polymeru [17, 19].

2.1.3 Biokompatibilita

Zajisténi vysoké biokompatibility je dilezité pti vystaveni lidského nebo zviteciho téla objektu,
ktery se piirozen¢ nenachazi v daném organismu. Biomaterialy mohou byt v kontaktu s tkanémi
lidského téla, aniz by vyvolavaly negativni reakce organismu, jako je naptiklad trombdza nebo
alergické reakce. Biokompatibilita je primdrnim pozadavkem pro pouZziti syntetickych
a ptirodnich polymera v biomedicing. Kromé toho by biomaterialy nemély byt toxické a nemély
by uvoliovat zadné alergenni degradované slozky [20]. Biokompatibilitu PHA ovliviiuji
faktory jako je jejich sloZeni, tvar, poréznost, prostifedi, ve kterém se objekt nachdzi, ale
i degradace. Biomateridly se pouzivaji v riznych lékatskych aplikacich, jako je tkéanoveé
inzenyrstvi, nanotechnologie a biotechnologie pro Iékaiské ucely. Nckteré monomery
zaclenéné do polymerového fetézce se vyskytuji prirozené v lidském téle, z cehoz také plyne
biokompatibilita PHA. Ptikladem je (R)-3-hydroxybutyrova kyselina, ktera se jiz vyskytuje
v lidské krvi [6, 21].

2.1.4 Extrakce PHA

Extrakce je definovéana jako proces oddéleni poZadovaného produktu od bunék po kultivaci.
Proces extrakce do zna¢né miry zavisi na druhu pouzitého mikroorganismu, substratu
anasledném zpracovani. Jelikoz PHA je metabolicky produkt mikroorganismu, po
intracelularni syntéze PHA ve formé granuli, zac¢ina extrakce rozpadem bun€k a oddélenim
PHA od ostatnich molekul. Pfi vybéru metody pro zpracovani hraje klicovou roli kiehkost
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bunécné stény, typ a mnozstvi produkovaného PHA, Cistota polymeru a environmentalni dopad.
Po ukonceni kultivace jsou bunky oddéleny od zivného média procesy jako jsou centrifugace,
sedimentace a filtrace. Po této separaci biomasy, se vétSinou pouzivaji metody k oslabeni
bunécéné stény a usnadnéni extrakce PHA z bunck za ucelem zvySeni vytéznosti a Cistoty
ziskaného materialu. Mezi tyto metody mohou patfit vysoka teplota, lyofilizace, ptidavani soli
nebo sonikace. Krom¢ PHA obsahuji mikrobidlni buiiky mnoho dalsich slozek, a to
polypeptidy, lipidy, DNA, RNA a peptidoglykany. Tyto slozky neobsahujici PHA jsou
oznacovany jako PHA neobsahujici bunééna hmota (NPCM) nebo také rezidudlni biomasa.
Hlavnim cilem metody extrakce je ziskat PHA z NPCM s vysokou Cistotou. NPCM muize byt
odstranéna bud’ chemickym, enzymatickym nebo mechanickym ptsobenim. Extrakce PHA
mize byt provedena riznymi metodami, naptiklad extrakci rozpoustédly (chloroformem, 1,2—
dichlormethanem, propylenem, ethylenem atd.), mechanickym rozruSenim (vysokotlakova
homogenizace) nebo dalSimi technikami jako je extrakce superkritickymi kapalinami [22, 23].

Ve studii od Yilmaz Nayir T a kol. [24] byla zkoumana extrakce PHA z aktivovaného kalu,
rozrusenim bunék CO> a ziskanim biopolymert pomoci chloroformu. Byl zkouman vliv hustoty
bungk, Casu, tlaku, teploty a objemu methanolu na vytézek. Experimenty pro akumulaci PHA
byly provadény ve 3 litrovém sekvencnim batch reaktoru, ktery byl provozovan v reZimu feast-
famine. Anaerobn¢ pfedupravend odpadni voda z kvasného primyslu byla pouzita jako substrat
pro aktivovany kal. Rozpustény kyslik byl monitorovan béhem provozu reaktoru a suspenze
byla odebrana, kdyZ rozpustény kyslik vzrostl, coZ naznacovalo konec faze feast (pfekrmeni).
Obsah PHB byl kvantifikovan pomoci plynové chromatografie (GC-FID) jako mg PHB na mg
biomasy. Biomasa, ktera byla pouZzita pro vSechny experimenty extrakce obsahovala mezi 20 %
a 27 % PHB. Rozrusenim 2 g biomasy pfti tlaku 20 MPa po dobu 15 minut pti 40 °C bylo
extrahovano 0,13 g biopolymeru/g biomasy. Uginnost uvolnéni byla 80 % a ¢istota PHB &inila
80 %. Srovnani extrahovanych biopolymerti s komerénim PHB, pomoci analyzy FTIR
(infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci) a TGA (termogravimetrickd analyza),
mélo obdobné vysledky. Oproti standardnimu postupu extrakce s rozpoustédlem
dimethylkarbonatem a CO», bylo pozorovano zlepseni chemickych a tepelnych vlastnosti pii
piidani methanolu do procesu s CO; [24].

2.1.5 Biosyntéza PHA

PHA jsou syntetizovany nékolika enzymatickymi reakcemi z acetyl-CoA, které katalyzuji
substratove specifické syntdzy PHA umisténé v cytosolu buiiky, kde dochéazi k akumulaci PHA.
Biosyntéza nejcastéji se vyskytujictho typu PHA, probihd ve tfech krocich a zacina
acetyl koenzymem A. Dvé molekuly acetyl-CoA jsou kondenzovany na acetoacetyl-CoA,
a katalyzovany enzymem [-ketothiolazou (PhaA). Acetoacetyl-CoA je nasledné redukovan
acetoacetyl-CoA-reduktazou (PhaB) na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA za pouZziti NADPH jako
kofaktoru. Konec¢ny krok je katalyzovan PHA syntdzou, kde (R)-3-hydroxybutyryl-CoA je
polymerizovan na PHB za souc¢asného uvolnéni koenzymu A (Obréazek 4) [5, 12, 25, 26].
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2 molekuly Acetyl-CoA —® Citratovy cyklus

[-ketothioldza (PhaA)

v
Acetoacetyl-CoA

Acetoacetyl-CoA-reduktiza (PhaB)

v
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHA syntaza

v
PHE

Obrazek 4: Metabolicka drdha biosyntézy PHA, prevzato a upraveno [27]

PHA syntazy se d€li do Ctyf tfid na zdkladé poctu podjednotek, aminokyselinové sekvence
a specifity substratu. Ttidy I, III a IV polymerizuji monomery kratkého fetézce (scl) (C3—-C5),
zatimco PHA syntaza tfidy II vyuziva monomery stfedné dlouhého fetézce (mcl) (C6—-C14).
PHA syntazy které¢ patii do tfidy I a II se skladaji pouze z jedné podjednotky, zatim co PHA
syntazy tieti a Ctvrté tfidy vyzaduji dva typy podjednotek. PHA syntdza pouziva (R)-3-
hydroxyacyl-CoA jako substrat pro syntézu PHA [5, 12, 25, 26].

2.1.6 Biodegradace PHA

Biodegradace je proces, pii kterém jsou organické latky, naptiklad polymery rozkladany
pomoci mikroorganismii. Biodegradaci plastii v Zivotnim prostfedi, ovliviiuje chemicka
struktura, krystalinita, slozitost a délka daného polymerového fetézce. Polymery s kratSim
fetézcem a jednodus$si strukturou, jsou vice nachylné k biodegradaci mikroorganismy.
Dilezitou roli pfi biodegradaci ma prostiedi, ve kterém jsou polymery umistény
nebo likvidovany. Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovlivitujici biodegradaci, patii pH, teplota,
vlhkost a obsah kysliku [28].

Biodegradace polymeri probiha ve tfech krocich. Modifikace mechanickych,
chemickych a fyzikalnich vlastnosti polymeru v disledku rastu mikroorganismti na povrchu
nebo uvnitt polymert, je prvnim krokem biodegradace, ktery se nazyva biodeteriorace. Druhym
nasledujicim krokem je biofragmentace, ktera zptsobuje plisobenim mikroorganismu pfeménu
polymerti na oligomery a monomery. Ttetim krokem biodegradace je asimilace. Pfi asimilaci
jsou z fragmentovanych polymert dodavany mikroorganismiim zdroje uhliku, Ziviny a energie.
Tyto mikroorganismy poté pfeménuji uhliky z plastu na oxid uhli¢ity a vodu, a tim
dochazi k vzristu biomasy (Obrazek 5) [29].
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Obrazek 5: Biosyntéza a biodegradace PHA v prirodnim prostiedi, prevzato a upraveno [30]

Ve studii od M. Fernandes a kol. [31] zkoumali biodegradabilitu dvouvrstvého filmu PHB
s poly(butylenadipat-co-tereftalatem) (PBAT). Smési PHA s jinymi polymery, jako je PBAT,
vykazuji vyznamna zlepSeni vlastnosti, kterd jim umoziuji splnit pozadavky pro obalové
aplikace. Biodegradabilita téchto smési by vSak méla byt testovana, aby bylo mozné vyhodnotit
dopad téchto polymerti na Zivotni prostfedi. Naptiklad PBAT je kompostovatelny alifaticko-
aromaticky kopolyester, a jeho biodegradace v ptirodnich prostfedich, jako je piida, je malo
prozkoumana, proto v této studii byla hodnocena biodegradace dvouvrstvého filmu slozené¢ho
z PHB a PBAT piidnim mikrobiomem. Dvouvrstvy film dosédhl 47 + 1 % mineralizace za 180
dni a PHB jiz po tomto obdobi nebylo detekovano. Zvysena krystalinita zbytkového PBAT byla
znakem biodegradace, coz naznacuje, ze amorfni oblasti byly piednostné biodegradovany. Bylo
izolovano n¢kolik mikroorganismii z toho 3 druhy byly uzce ptibuzné Streptomyces
coelicoflavus, Clonostachys rosea a Aspergillus insuetus, které byly poprvé nalezeny jako
mikroorganismy degradujici PHB. Dale byly izolovany a identifikovany dva druhy hub
Purpureocillium lilacinum a Aspergillus pseudodeflectus, které degraduji PBAT. Dvouvrstvy
film degradoval o témét 50 % béhem 6 mésic. PHB bylo pravdépodobné tpln€ degradovano,
a PBAT vykazovalo znamky biodegradace béhem ¢asového pribéhu experimentii. Tato zjisténi
ukazuji, ze dvouvrstvy film mtiZze byt biodegradovan v piidé za mezofilnich teplot, coz ukazuje
jeho potencial nahradit syntetické plasty v obalech pro potraviny [31].

2.2 Vyuziti PHA

PHA maji Siroké vyuZiti v zeméd¢€lstvi, akvakultufe a zdravotnictvi diky svym
biodegradabilnim a biokompatibilnim vlastnostem (Obrazek 6). Jejich ekonomickd hodnota
spociva v tom, Ze po pouziti neni nutné je likvidovat ndro€nymi procesy jako syntetické plasty,
coz snizuje mnozstvi produkovaného odpadu. V zemédélstvi se PHA pouzivaji k ochrané rostlin
a vyrobé mulCovacich folii. V oblasti zdravotnictvi slouzi jako nosie 1éCiv, pouZivaji
se k rekonstrukei organti nebo k vyrobé umélé kiize. In vitro studie byly dikladné zkoumany
k potvrzeni biokompatibility a nepfitomnosti cytotoxicity materiala PHA. Byly testovany
elementarni typy fibroblastli, osteoblastl, chondrocyttl, keratinocytl a hepatocytt. Jak jiz bylo
zminéno v kapitole biokompatibilita, tak biokompatibilni charakteristika polymertit PHA je
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zpusobena 3-hydroxybutyrovou kyselinou, kterda je produkovana metabolismem bunék
a existuje v lidské krvi v koncentracich 0,3—1,3 mM [20, 32].

Vlastnosti Aplikace . Produkty
200 1 Biopaliva
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Obrazek 6: Schema vyuziti PHA, prevzato a upraveno [33]

2.2.1 Systémy dodavani léciv

Systémy dodavani 1éCiv byly vytvoreny k obaleni aktivni farmaceutické slozky (geny, I€ky atd.)
a zajisténi jejiho kontrolovaného uvolinovani na cilovém misté. Pro ptipravu biomedicinskych
materialli bylo pouzito mnoho materiali, véetné ptirodnich polymert, syntetickych polymert,
nebo jejich smési. Systém dodavani 1€¢iv z biologicky odbouratelnych polymera se rozklada
na slouceniny, které mohou byt z téla vylou¢eny. PHA Ize tvarovat do poréznich matric,
mikrosfér, mikrokapsuli a nanocastic. Systémy dodavani zalozené na mikrosférach nebo
mikrokapsulich byly Siroce pouzity k dodavani n¢kolika 1éCiv, jako jsou antibiotika, anestetika,
hormony, protizanétlivé latky a vakciny [32].

2.2.2 Obaly potravin

Biodegradabilni polymery se mohou rozkladat na ptirodni latky, jako je voda, oxid uhli¢ity
a methan, pomoci mikroorganismi. Mezi ptiklady patii bio-termoplasty, mezi které se tadi
PHA a ptirodni polymery, jako jsou polysacharidy a proteiny. Ackoli nejsou tak odolné jako
tradiCni plasty, tyto pfirodni polymery nabizeji vyhody v podobé¢ udrzitelnosti a schopnosti
biodegradace. Nékteré problémy, kterym Celi biopolymerni materialy, zahrnuji nizs$i odolnost
vici vlhkosti, nizkou tepelnou odolnost, snizenou mechanickou pevnost a vySs§i naklady
ve srovnani s tradi€nimi termoplasty. Za pomoci modifikace, jako je plastifikace, kombinace
s nanomaterialy nebo vyroba vicevrstvych konstrukei, se da dosdhnout pozadovanych
funk¢nich vlastnosti pro rizné aplikace v oblasti baleni potravin [34].

0d 90. let se aplikace PHA v obalovém primyslu rozsitila o obalové folie, nakupni tasky, vicka
a kelimky. PHA mohou byt také vyuZity jako vnittky papirovych kelimki, ¢imz se umozni
recyklace kelimkl, které jsou v soucasnosti vyloZeny polyethylenem. Ur¢ité polymerni
materidly PHA vykazuji vynikajici schopnosti bariéry proti plynu, coZz je ¢ini vhodnymi
pro baleni potravin a napoji. Antibakterialni vlastnosti PHA vedou k rostoucimu zajmu o jejich
vyuziti v kosmetickém primyslu naptfiklad jako kosmetické obaly ¢i hygienické pomicky.
Kromé toho jsou PHA vhodné i pro materidly podobné latexu ¢i teplotné citliva lepidla [35].
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Modifikaci PHB zaélenénim jednotek 3HV se ziska kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) (PHBV), ktery ma ve srovnani s PHB nizsi krystalinitu a nizsi teploty tani
a skelného prechodu, coz umoziuje jeho pouziti jako folie v potravinaistvi. Ve studii od Y.K.
Dasan a kol. [36] byla zméfena bariéra proti kysliku PHBV na 0,217 cm?, coz je vhodna hodnota
pro baleni potravin. PHBV ma také bariéru proti kysliku a vodni pare, coz je vhodné pro baleni
potravin a prodluzuje trvanlivost spotiebitelskych produkti. PHB se vyuziva také pro vyrobu
brcek [35, 36].

2.3 Extremofilni bakterie

Bakterie jsou mimotadné flexibilni mikroorganismy, které se vyvinuly k pfeZiti v rozmanitych
extrémnich podminkich. Diky genetické variabilit¢ a jejich schopnosti rychle reagovat
na zmény v prostiedi, se bakterie mohly ptizpisobit vS§em oblastem Zemé¢, coz ukazuje na jejich
odolnost a vynikajici schopnost adaptace na extrémni podminky. Extrémni podminky, jako jsou
vysoké teploty, nizké teploty, vysoky tlak, vysoka salinita nebo extrémni sucho, piedstavuji
prostfedi, na které se bakterie ptizptsobily [37]. Extremofily mohou byt klasifikovany podle
podminek, které¢ jsou pro n¢ optimalni. Extremofily se déli na termofily (mezi 45-80 °C),
hypertermofily (pfi teplotach vyssich jak 80 °C), psychrofily (extrémné nizké teploty), acidofily
(nizké pH), alkalofily (vysoké pH) a halofily (vysoka salinita) [38].

Mikroorganismy  z  extrémnich  prostfedi  prokdzaly  schopnost  produkovat
polyhydroxyalkanoaty (PHA), a to je ¢ini atraktivnimi kandidaty pro biotechnologické aplikace
a udrzitelnou vyrobu bioplastii. Hromadéni PHA v bunikach extremofilnich bakterii slouzi jako
zéasobarna uhliku a energie. PHA také napomaha pii ptizptisobovani se stresovym podminkam
(napt. tlak, teplota, salinita) [3].

2.3.1 Termofilni bakterie

Mikroorganismy, které vyzaduji vysoké teploty ke svému Zivotu se oznacuji jako termofily.
Termofilni bakterie rostou pii teplotach nad 45 °C a jejich optimalni ristova teplota se pohybuje
okolo 50-55°C. Tyto organismy obyvaji rizné ekosystémy, jako jsou hlubokomotské
pruduchy, termalni prameny nebo sopky. K adaptaci na tyto prostiedi si vyvinuly termofilni
mikroorganismy jedine¢né mechanismy, jako je adaptace termofilnich proteinli pomoci zmén
aminokyselin v jejich primarni struktufe. Tim termofily chrani své bunécné komponenty
pii vysokych teplotach zvySenim jejich tepelné stability. Termofilni proteiny maji kratsi délku
aminokyselin s vice aminokyselinovymi zbytky v a-helixech. Jednim z hlavnich mechanism
u termofilit je role teplotnich Sokovych proteini (Heat shock proteins — HSPs), vcetné
chaperoni DnaK, GroEL a GroES, které napomahaji pti skladani proteint. Pro stabilizaci
membran termofily pouZzivaji vétvené mastné kyseliny a polyaminy. Kromé glykolyzy proteiny
poskytuji okamzitou energii pro zvladani teplotniho stresu [7, 37, 39].

2.3.2 Caldimonas thermodepolymerans

Caldimonas thermodepolymerans byla v literatufe nejdiive popsdna pod védeckym jménem
Schlegelella Thermodepolymerans [40]. Caldimonas thermodepolymerans je ty€inkovita,
termofilni, gramnegativni, aecrobni bakterie, kterd nevytvari spory. Teplotni rozsah pro rlst této
bakterie je okolo 37-60 °C s optimem pfiblizné 50-55 °C. Tento kmen bakterii tvofi bilé, hladké
kolonie na komplexnich mediich pfi teplotach 45-50 °C, s optimalnim pH 7. Typovym kmenem
je kmen K14 (=LMG 21644"=DSM 15344"), a druhym typovym kmenem je DhA-71 (=LMG
21645) [16, 41].
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2.4 Kultivacni strategie

Mezi hlavni kultivacni strategie patii batch neboli vsadkova kultivace, fed-batch neboli
pritokova vsadkova kultivace, nebo také kontinudlni kultivace. Aby byl proces kultivace
efektivni, méli by se zvazit nékteré dulezité faktory, jako jsou naklady na média a ziviny, délka
procesu a také vytéznost a kvalita produktu. Kultivaéni médium je také ovlivnéno
koncentracemi zivin spojenych s rustem. Dulezité jsou rovnéz nékteré vedlejsi produkty
v médiu [42].

2.4.1 Batch (vsadkova) kultivace

Pro batch kultivaci je typické, Zze objem kultury béhem kultivace zlistdva neménny. Béhem
kultivace mikroorganismy spotiebovavaji ziviny v médiu a vytvareji vedlejsi produkty, coz
postupné zpomaluje jejich rast, a to vede k ptrechodu do staciondrni rustové faze. Batch
kultivace patii mezi nejvice pouzivané kultivacni procesy. Jednd se o proces, pii kterém jsou
piidany vSechny Ziviny a substraty v Case nula, nebo kratce po pfidani inokula. Neni tfeba
behem této kultivace ptidavat ziviny, proto objem média zlstava konstantni. Béhem kultivace
se optimalizuji parametry procesu jako je teplota, pH a kyslik (aerobni nebo anaerobni
kultivace). Obecné je rychlost ristu bunék nejvyssi na zacatku batch kultivace, jelikoz vSechny
Ziviny pro rust mikroorganismil jsou pfidany v ¢ase nula a béhem kultivace se uz nepiidavaji.
Pokles ristu bun€k byva nejcastéji zpuisoben vycerpanim substratu v médiu (Obrazek 7) [42,
43].

Batch kultivace

Substrat Biomasa

o -~

A\ 4

Obrazek 7: Graf batch kultivace, prevzato a upraveno [43]

Pro produkci ethanolu jsou ¢asto vyuzivany batch kultivace, o této produkci se zmiiuje
napiiklad studie od Mohammad Emal Qazizada [44], kde bylo cilem zvySit vykonnost
kultivacniho procesu pomoci vsaddkového michaciho bioreaktoru pro vyrobu ethanolu
s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae za anaerobnich podminek. B&hem kultivace byla
koncentrace glukoézy 200 g/l a doba kultivace Cinila 11,4 hodin s odstranénim ethanolu
(69,1 g/l) a 12 hodin bez odstranéni ethanolu (75,9 g/1). Vysoka koncentrace glukozy (200 g/1)
v davkovém michacim bioreaktoru byla pfevedena na ethanol. Tyto dosdhnuté vysledky ve
vsadkovém michacim bioreaktoru s vysokou koncentraci substratu jsou slibné pro ndvrh
bioreaktoru vétsiho métitka pro vyrobu ethanolu s vysokou koncentraci [44].

Ve studii od Qiuyue Tao a kol. [45] byl pouzit toxicky aromaticky fenol jako zdroj uhliku. Byl
porovnan vliv batch, fed-batch a kontinudlni kultivace na produkci PHA za pomoci fenolu.
Toxicitu fenolu béhem batch kultivace zpiisobila inhibici, coZ vedlo k poklesu miry syntézy
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PHA. Nicméné¢ batch kultivace dosahla nejvyssiho obsahu PHA v bunkach, a to vice nez 50 %.
Pouziti kontinualniho rezimu také snizilo toxicitu fenolu, ale vedlo to k vyssi syntéze NPCM.
U fed-batch kultivace doslo k mensi inhibici a k nejvy$sim vytézkim PHA, ptiCemz 1/3
organického uhliku fenolu byla fixovana do produktu PHA, tudiz fed-batch kultivaci pro
produkci PHA za pomoci fenolu ma vysoky potencial v budoucich aplikacich [45].

2.4.2 Repeated batch kultivace

U repeated batch kultivace se ¢ast mikrobialni kultury nahrazuje cerstvym médiem. Mezi
vyhody tohoto procesu patii nizsi naklady, eliminace ¢asové naro¢nych kroki jako je ptiprava
inokula, o¢kovani, ¢iSténi a sterilizace mezi jednotlivymi cykly kultivace [46].

Ve studii od Khanna a kol. [47] bylo cilem zkoumat bakterii Cupriavidus necator NRRL
B14690 pomoci batch a repeated batch kultivace. Pomoci batch kultivace dosdhli 21 g/l
biomasy a 9,4 g/l PHB. Vytéznost byla 0,45 g PHB na g susiny. Béhem repeated batch kultivace
bylo odstranéno 20 % kultury, kterd byla nasledné nahrazena stejnym objemem nového média.
Za 67 h bylo dosazeno 49 g/l biomasy a 25 g/l PHB. Béhem dvou cykli repeated batch kultivace
dosahli trojnasobné produktivity oproti batch kultivaci [47].

2.4.3 Fed-batch (pritokova vsadkova) kultivace

Pti fed-batch kultivaci je substrat priddvan postupné do bioreaktoru, bez odebirani kultury.
Jakmile mikroorganismy spotiebuji veskery substrat a Ziviny v kultivaénim médiu, jsou do
bioreaktoru ptidany dal$i substraty a Ziviny tudiz se prodluzuje faze aktivniho rastu. Pokud je
do bioreaktoru dodano vice substratu, nez kolik jej mikroorganismy dokazou vyuzit, zane se
substrat hromadit a pfi dosazeni vysokych koncentraci miize potencialné branit ristu biomasy,
bud’ pfimo, nebo syntézou inhibi¢nich metaboliti. U fed-batch kultivace obvykle dochazi
k hromadéni biomasy, coz je vyhodné v piipadech, kdy je cilem ziskat vysoké hustoty bunck
a produktti. Substrat neni béhem procesu piidavan v nadbytku a hromadéni vedlejSich produktt

je limitovano, proto jsou vytézky produktu i biomasy na jednotku piidané¢ho substratu zvyseny
(Obrazek 8) [42].

A Fed-batch kultivace

Biomasa
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Obrdzek 8: Graf fed-batch kultivace, prevzato a upraveno [43]

Studie od Cui a kol. [48] ukazuje moznost zvySeni produkce PHB pouZitim termofilni bakterie
Chelatococcus daeguensis TAD1, kdy glycerol slouzil jako substrat. Bylo zjisténo, Ze nadbytek
glycerolu inhibuje akumulaci PHB a organické zdroje dusiku, jako je trypton a kvasni¢ny
extrakt, podporuji riist Chelatococcus daeguensis TAD1. Bylo zjisténo, ze pouZiti glycerolu
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v nizkych koncentracich, jako jediného zdroje uhliku spolu s pfidanim smési dusiku (NH4Cl,
trypton a kvasniény extrakt) podporuje akumulaci PHB u C. daeguensis TAD1. Vysledky
ukdzaly, ze nejvyssi produktivita PHB byla pozorovana pii dvoukrokové fed-batch kultivaci,

A4

kultiva¢nich strategii byla pozorovana u batch kultivace [48].

Ve studii od Chen a kol. [49] bylo cilem zkoumat bakterii rodu Thermus ATCC 27978 pomoci
batch a fed-batch kultivace s BTEX (BTEX — benzen - toluen - ethylbenzen - xylen) degrada¢ni
aktivitou. Thermus ATCC 27978 je termofilni bakterie s optimalni ristovou teplotou okolo
60 °C. Tato bakterie je schopna aerobniho rozkladu benzenu, toluenu, ethylbenzenu a xylenu.
Byly testovany 2 zptisoby kultivace v bioreaktoru, batch a fed-batch kultivace. Pomoci fed-
batch kultivace vzniklo vice biomasy a také byla pozorovana vy$si BTEX degradac¢ni aktivita
nez pomoci batch kultivace [49].

Ve studii od Ibrahim a kol. [50] byla zkoumana termofilni bakterie Chelatococcus MW10, ktera
produkuje PHB. Cilem bylo dosédhnout riistu s vysokou hustotou bun€k a vysoké produkce
PHB. Cyklickd fed-batch kultivace (CFBF) byla provadéna v objemu 42 litrii. Zacatek
kultivace byl proveden pomoci batch kultivace s koncentraci 30 g /1 gluk6ézy. Po 44 h byl
zahajen prvni cyklus, kdy jeSté nedochazelo k degradaci PHB. Bylo odebrano 5 litri kultury,
kterd byla nésledné nahrazena stejnym mnoZstvim cCerstvého minerdlniho média (MSM).
Béhem druhého cyklu bylo odebrano 10 litra kultury a bylo ptidano jen 5 litri Cerstvého média,
aby se zabranilo nadmérnému fedéni, které by mohlo ovlivnit ristovou rychlost a akumulaci
vedlejSich produktti. Po 14 hodinach ve tfetim cyklu, bylo doplnéno zbyvajicich 5 litra
cerstvého MSM. Nejvyssi obsah PHB byl dosazen béhem druhého cyklu s mnozstvim 16,8 +
4,2 g/l PHB. Na konci CFBF po 265 hodinach, bylo dosazeno vysoké hustoty bun¢k, a to az
115,0 4,3 g/l biomasy [50].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Piiprava kryozkumavek: glycerol (Lach-ner, Ceské republika)
Chemikalie pouzité pro ptipravu produkéniho media:
o Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-ner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, Ceska republika)
Chlorid amonny (Lach-ner, Ceské republika)
Siran hofe¢naty heptahydrat (Lach-ner, Ceska republika)
Chlorid vapenaty dihydrat (Lach-ner, Ceska republika)
Citrat zelezito-amonny (Fluka, Svycarsko)
Kvasni¢ny extrakt (HiMedia Laboratories, Indie)
TES II:
= Chlorid Zelezity
= Chlorid zine¢naty
=  Chlorid méd’naty dihydrat
= Chlorid kobaltnaty hexahydrat
= Chlorid manganaty hexahydrat
= Kyselina borita
o Xyloza
Chemikalie pouzité pro ptipravu inokula:
o Nutrient broth w/1% peptone (HiMedia Laboratories, Indie)
Chemikalie pro ptipravu vzorkl na GC:
o Chloroform (Lach-ner, Ceské republika)
o Roztok s internim standardem (kyselina sirova, methanol, kyselina benzoova)
o Hydroxid sodny (Lach-ner, Ceska republika)
o Izopropylalkohol (Lach-ner, Ceské republika)
Chemikalie na stanoveni redukujicich cukru:
o Cinidlo DNS (3,5-dinitrosalicilova kyselina, hydroxid sodny, vinan sodno-
draselny)

0O O O O O O O

3.2 Pouzité pristroje

Bézné laboratorni sklo

Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C
Ptedvazky Kern EW 620-3NM

Laminarni box Aura mini, BioAir-Euroclone
Magnetickd michacka MMS-3000, Biosan
Inkubator tiepaci ZWYR-D2401, Labwit
Stolni centrifuga EBA 200, Hettich

Stolni centrifuga EBA 20 C, Hetiich

Vortex, Benchmark Scientific

pH metr, pH 50+ DHS XS

Termoblok, Stuart SBH200D

Plynovy chromatograf's FID, Thermo Scientific Trace 1300
Nanofotometr, IMPLEN P300
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3.3 Kultivace

K praci byla pouzita termofilni bakterie Caldimonas thermodepolymerans se sbirkovym ¢islem
DSM 15344. Bakterie byla uchovavana v kryozkumavkach ptipravenych za pomoci 30%
roztoku glycerolu. Do kryozkumavky o objemu 1,8 ml bylo napipetovano 0,5 ml glycerolu
a 1 ml kultury. Nasledné byly kryozkumavky zamrazeny pii -80 °C. Glycerol slouzil jako
kryoprotektant, ktery chranil buiiky pied vystavenim nizkym teplotam.

Pro ptipravu inokula bylo navazeno 2,5 g Nutrient broth w/1% peptone (NB) (o koncentraci
25 g/l) a smichano se 100 ml destilované vody. Do dvou Erlenmeyerovych ban¢k o objemu
100 ml bylo vzdy nalito 50 ml piipravené¢ho roztoku. Erlenmeyerovy banky byly nasledné
vysterilizovany a vlozeny do termostatu o teploté 50 °C. Inokula byla pfipravovana za pomoci
pfedem piipravenych kryozkumavek ve sterilnim prostfedi o€kovaciho boxu. Inokula o teploté
50 °C byla zaoc¢kovana v ockovacim boxu, a to 750 ul z kryozkumavky.

Pottebné mnozstvi mineralniho média bylo pfipraveno navazenim pozadovanych chemikalii:
Na;HPO4-12H20 (9 g/l), KH2PO4 (1,5 g/1), NH4Cl (1 g/1), MgSO4-7H20 (0,2 g/l), CaCl>-2H,O
(0,02 g/), NH4Fe™™ citrat (0,0012 g/1), kvasni¢ny extrakt (0,5 g/l). Takto pFipravené médium
bylo vzdy rozlito po 100 ml do 250 ml Erlenmeyerovych banek a nasledné bylo vysterilizovano
a ponechano v termostatu pii teploté 50 °C. Poté po 20 hodinach od zaockovani inokula bylo
piidano potiebné mnozstvi xylozy a roztok stopovych prvka TES II (1 ml/l), ktery se sklada
z: EDTA (50 g/1), FeClz (8,3 g/l), ZnCl> (0,84 g/l), CuCl>-2H,0 (0,13 g/1), CoCl,-6H>0
(0,1 g/1), MnCl,-6H>0O (0,016 g/l), H3BO3 (0,1 g/l). Nasledn¢ byla média o objemu 100 ml
zaoCkovana vzdy 5 ml piipraveného inokula.

3.4 Kultivacni strategie

V této praci byly pouzity 3 kultivacni strategie, mezi které patii batch kultivace, fed-batch
kultivace a repeated batch kultivace.

3.4.1 Batch kultivace

Nejprve bylo piipraveno produkéni médium, spolu s inokulem. Takto piipravené
Erlenmeyerovy banky byly vysterilizovany a ulozeny do termostatu pii teploté 50 °C. Kazdé
inokulum bylo zao¢kovano 750 pl z ptedem piipravenych kryozkumavek a nasledné byla
inokula vlozena na tiepacku. Do pfipravenych Erlenmeyerovych ban€k s mineralnim médiem,
ve sterilnim prostfedi ockovaciho boxu, byla po 20 hodinach pfidana xyldéza v koncentracich
10, 20, 30, 40 a 50 g/l, pticemz kazda koncentrace xyloézy byla v duplikatu. Déle bylo do
ptipravenych produkénich médii piidano 100 ul roztoku TES Il. Ptipravena inokula byla slita
dohromady a nésledné do produkénich medii bylo pfiddno 5 ml takto pfipraveného inokula.
Takto zaockovana média byla vlozena na tfepacku, teplota byla udrZzovana na 50 °C a kultivace
probihala 72 hodin za konstantniho michéani pfi 160 rpm.

3.4.2 Fed-batch kultivace

V ptipadé fed-batch kultivace byla xyloza pfiddvana postupné. Prvnim piipadem fed-batch
kultivace byla kultivace na tii kroky, to znamena Ze se dané mnozstvi xylozy ptidavalo ttikrat
v pribéhu kultivace, konkrétné v ase nula, 24 hodin a 48 hodin, na rozdil od batch kultivace,
kdy se dané mnozstvi xylozy ptidalo najednou. Béhem fed-batch kultivace na tii kroky byla
pouzita celkova koncentrace xylozy v koncentracich 10, 20, 30, 40 a 50 g/l. V ¢ase nula bylo
ptidano do mineralniho média 100 pl roztoku TES Il a nasledné byla pfidana prvni tietina
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xylozy. Posléze byla média zaockovana pomoci inokula. VSechny koncentrace byly
v duplikatu. Takto pripravena média byla ulozena na tfepacce (160 rpm) pii teploté 50 °C
a kultivace probihala celkové 72 hodin.

Jako druha byla provedena fed-batch kultivace na dva kroky, z ¢ehoz vyplyva Ze pro danou
koncentraci se dané mnozstvi xylozy rozdélilo na dve stejné casti a v tomto pripadé se pridavalo
dané mnozstvi xylozy v ¢ase nula a 24 hodin. B€hem ptipravy fed-batch kultivace na dva kroky
byla opét xyloza ptidana v celkovych koncentracich 10, 20, 30, 40 a 50 g/1. V case nula bylo
piidano100 ul roztoku TESS Il a prvni ¢ast xylozy. Média byla zaockovana. Objem xylozy byl
nasledné piidan jesté po 24 hodindch. VSechny koncentrace byly opét v duplikatu. Takto
piipravena media byla vlozena na tfepacku (160 rpm) pii teploté 50 °C. Kultivace probihala
72 hodin.

3.4.3 Repeated batch kultivace

Jako prvni byla provedena repeated batch kultivace se tfemi riznymi poméry média a kultury
ze souvisejici batch kultivace dle schématu uvedeném na obrazku 9. Kultivace byla
provedena konkrétné v pomérech 90:10, 80:20 a 70:30. Cilem kultivace bylo urcit nejvhodnéjsi

pomér pro naslednou dlouhodobégjsi repaeted batch kultivaci.

/70:30 ml\ /70:30 ml\

48 h 70 ml &erstvého média + 30 ml
v kultury z pfedeslé batch kultivace

YIEYAVARESYIVA

/100 m'\/ 100 m'\ /so:zo ml\/80:20 ml\

Inokulum Batch kultivace

80 ml ¢erstvého média + 20 ml
Kultury z predeslé batch kultivace

/90:10 ml\ / 90:10 ml\

90 ml ¢erstvého média + 10 ml
kultury z predeslé batch kultivace

48 h

Obrdzek 9: Schéma priibéhu repeated batch kultivace

Nejdiive byla provedena klasickd batch kultivace kdy minerdlni média byla obohacena
roztokem stopovych prvki a danym mnozstvim xylézy (20 g/I). Nésledné¢ byla média
zaoCkovana. Po 48 hodinach nasledoval jeden cyklus batch kultivace, kdy byla do mineralnich
médii o objemu 90, 80 a 70 ml obsahujicich roztok TES II a dané mnozstvi xylozy (20 g/l),
doplnéna ptivodni kultura. Tedy 10 ml kultury do 90 ml mineralniho média, 20 ml kultury do
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80 ml mineralniho média, 30 ml kultury do 70 ml mineralniho média. Kultivace probihala
v duplikatu. Takto pfipravena média byla vlozena opét na tfepacku (160 rpm) pfti teploté 50 °C.
Kultivace probihala 72 hodin.

Jako nésledujici byla provedena dlouhodoba repeated batch kultivace. Jako nejvhodnéjsi pomér
cerstvého média a predesié kultury byl vybran pomér 70:30, protoze zde dochazelo k nejvyssi
vytéznosti PHB. Pro kultivaci byly pouzity 3 druhy medii, konkrétn¢ klasické mineralni
médium, které bylo pouzito v piedeslych pripadech, nasledné mineralni médium obohacené
o NH4ClI (3 g/l) a dale mineradlni médium obohacené o NB (1 g/l). Jako v pfedchozi kultivaci
byla jako prvni provedena klasicka batch kultivace. Mineralni média byla obohacena roztokem
stopovych prvka a danym mnoZstvim xylozy (20 g/l). Nasledné¢ byla média zaockovana
inokulem. Po 48 hodinach nasledovaly dal$i batch kultivace, kdy byla kultura vzdy pfesazena
do Cerstvych medii o objemu 70 ml obsahujicich roztok TES II a dany objem xylozy (20 g/1).
Celkem bylo provedeno 5 cykli batch kultivace, vzdy po 48 hodindch. Kultivace probihala
v triplikatech podle schématu (Obrazek 10). Béhem piesazovani byl vzdy proveden odbér 10 ml
kultury pro dal$i analyzu. V prabéhu kultivace bylo méfeno pH a OD pii 600 nm. Takto
piipravena media byla vlozena opét na tfepacku (160 rpm) pii teploté 50 °C. Kultivace
probihala 240 hodin.

1. batch kultivace 2. batch kultivace 5. batch kultivace
48h
/_\—:-/—\ /_\ 92;“14411“_12:”?401,/_\ [\ /_\
(100mt\ (100wt (100 mt) /T30 \ {700 \ [ 700 \ (7030 \ [ 7030 \ [ 70:30
Mineralni médinum Minerilni médium Mineralni médium
Il Izoh [\ /—\4“ /P\ /_\ /_\96]1 144h 192h 24011/_\ [\ /—\
(50 m1)(50 m) (100 w1 { 100 mt) { 100 mt) {70:30 \ [70:30 \ [ 70:30 \ (70:30 \ [ 70:30 \ [ 70:30
Inokulum Minerilni médium obohacené Minerilni médium obohacené Minerilni médium obohacené
o NH4Cl o NH4Cl1 o NH4Cl
48 9 h 144h 192h 240h
[ 100 m1\ { 100 m1\ { 100 i [ 70:30 \ {7030 | [ 7030 \ [ 70:30 \ [(70:30 \ [ 70:30 |
Mineralni médium obohacené Minerilni médium obohacené Minerilni médium obohacené
o NB o NB o NB

Obrazek 10: Schéma priibehu dlouhodobé repeated batch kultivace

3.4.4 Stanoveni biomasy

Béhem kultivace a na konci kultivace bylo odebrano z kazdé Erlenmeyerovy banky 10 ml
kultury do zkumavek uréenych pro centrifugaci. Nasledné byly zkumavky s danou kulturou
centrifugovany pii 6000 ot/min. Pfi rotaci v centrifuze doSlo k oddéleni pevné (biomasa)
a kapalné (supernatant) casti. Vznikly supernatant byl odebran do zkumavek a pouZit pro
analyzu stanoveni zbytkovych cukrii pomoci dinitrosalycilové kyseliny (DNS). Ke zbylé
biomase ve zkumavkach bylo napipetovano 10 ml destilované vody. Pomoci vortexu byla
biomasa zhomogenizovana a nasledné takto zhomogenizovany obsah zkumavky byl vloZen na
centrifugu. Po centrifugaci byla zbyld voda slita, a biomasa ve zkumavce byla vloZena do
susarny na 70 °C a usuSena do konstantni hmotnosti. Timto zplisobem byla stanovena
koncentrace biomasy v g/l. Takto pfipravend biomasa byla vyuZita pro pfipravu vzorkl na
analyzu plynovou chromatografii.
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3.4.5 Stanoveni zbytkovych cukri pomoci DNS

Pro ptipravu kalibra¢ni kiivky byl pfipraven roztok xyléozy o koncentraci 3 g/l. Nasledné
z tohoto zasobniho roztoku byla ptipravena kalibra¢ni fada obsahujici koncentrace 0,6; 1,2; 1,8;
2,4; 3 g/l xylozy. Z takto pripravenych roztokt se napipetovalo 0,5 ml roztoku do zkumavek,
ke kterému bylo nasledné ptidano 0,5 ml ¢inidla DNS. Soucasné byl pfipravovan blank, do
kterého se misto roztoku xylozy ptidalo 0,5 ml destilované vody. Takto ptipravené vzorky byly
vlozeny do vodni lazné o teploté 70 °C a inkubovany po dobu 10 minut. Po ukonceni inkubace
byly zkumavky s roztoky zchlazeny v temnu. Nasledn¢ bylo pfidano 9 ml destilované vody,
aby byl objem roven 10 ml. Nakonec byla zméfena spektrofotometricky absorbance pfi 540 nm.
Pii méfeni zbytkovych cukrt bylo misto destilované vody pouzito 0,5 ml vhodné natedéného
supernatantu.

3.4.6 Stanoveni PHB v biomase pomoci GC-FID

Pro stanoveni PHB v biomase byla pouzita plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim
detektorem. Jako prvni byla do vialek na analytickych vahach navaZzena biomasa v mnozstvi
mezi 8 a 11 mg. Do takto ptipravenych vialek s biomasou byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml
roztoku s internim standardem (kyselina benzoova). Esterifikatni smés byla tvofena
chloroformem a kyselinou sirovou s methanolem. Vialky byly uzavieny a vloZeny do
termobloku po dobu 3 hodin a za teploty 94 °C. Mezitim bylo do vétSich vialek ptipraveno
0,5 ml 0,05 M NaOH. Do takto nachystanych vialek se po uplynuti 3 hodin ptelil obsah vialek
z termobloku. Nasledné¢ byly vilaky protifepany a doslo k vytvoteni dvou fazi, kde spodni faze
byla organicka. Do novych vialek bylo piipraveno 900 ul isopropylakoholu a nasledné k nim
bylo pfidano 50 ul spodni organické faze. Timto postupem byly pfipraveny vzorky na analyzu
pomoci plynové chromatografie s plamenove ionizacnim detektorem.
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4 Diskuze a vysledky

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na sledovani vlivi riznych kultivacnich strategii na
termofilni bakterii Caldimonas thermodepolymerans DSM 15344 se piipadnou snahou
o zvyseni produkce PHB. Nejdiive byla provedena zékladni batch kultivace, aby bylo mozné
porovnat vysledky s dal$imi kultiva¢nimi strategiemi.

4.1.1 Batch kultivace

Batch kultivace byla provedena v koncentracich xylozy 10, 20, 30, 40 a 50 g/l jak jiz bylo
zminéno vyse. V pfipad¢€ koncentrace xylézy 10 g/l byl patrny niz§i nartist biomasy a také
zastoupeni PHB. V ptipadé vysSich koncentraci substratu byly vSak rozdily minimalni (Obrazek
11), kdy se mnozstvi biomasy pohybovalo mirné€ pod 4 g/l. To, Ze mnozstvi biomasy bylo témef
konstantni u poslednich ¢ty koncentraci, mize souviset s tim, ze bakterie vzdy vyuZzije jen
urcité mnozstvi uhlikatého zdroje a zbytek zlstane nevyuzit. U zastoupeni PHB lze pozorovat,
ze s vyssi koncentraci vznikalo vice PHB, kdy nejméné PHB vzniklo pii koncentracich 10 g/l
(1,04 g/l PHB) a nejvice PHB vzniklo pfi koncentracich 50 g/l (2,02 g/l PHB). Z toho lze
vyvodit Ze pti vzniku PHB zde nedochézelo k inhibici substratem a bakterie neni vétSimi
koncentracemi xylozy limitovana. Toto Ize vyuzit pfi praci v bioreaktorech, kde budou mit
mikroorganismy dostatek substratu, coz mize vést k vyssi vytéznosti produktu, protoze pfi
vysSich koncentracich substratu nedojde k zastaveni nebo zpomaleni produkce.

7 A ] - 40
m Biomasa

6 1 mPHB X - 35

- X Zbytkové cukry L 30
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Obrazek 11: Zavislost koncentrace substratu na koncentraci zbytkovych cukri, PHB a biomasy pro
batch kultivaci

Zbytkové cukry (xyloza) pro batch kultivaci jsou uvedeny v tabulce 1. Procentudlni ubytek
xylozy se pohybuje v rozmezi 25-30 %. Z toho vyplyva, ze bakterie dokaze vyuZivat dostupnou
xylézu bez toho, aniz by vyssi koncentrace xylozy negativné ovlivitovaly produkci PHB nebo
rist biomasy. Lze pozorovat trend, kde bakterie vzdy vyuzije ptiblizné¢ 30 % substratu bez
ohledu na plivodni koncentraci, to naznacuje Ze bakterie utilizuje jen potfebné mnozstvi xylozy
(Obrazek 11).

25



Tabulka 1: Zbytkové cukry pro batch kultivaci

c (g/l)y | zbytkovy cukr (g/l) % ubytek
10 7,4 25,7
20 14,1 29,5
30 22,2 26,1
40 27,4 31,4
50 35,1 29,8

4.1.2 Fed-batch kultivace

Fed-batch kultivace na tfi kroky byla provedena v koncentracich xylozy 10, 20, 30, 40 a 50 g/L.
U koncentrace xylozy 10 g/l byl patrny vyssi nartist biomasy a také PHB. Koncentrace 20 g/l
rozdily minimalni (Obrazek 12), kdy se mnoZstvi biomasy pohybovalo mirn¢ pod 3 g/l. Lze
pozorovat, ze i kdyz pti koncentraci 10 g/l vzniklo nejvice biomasy, zastoupeni PHB v biomase
bylo nizsi nez u vysSich koncentraci xyldzy. Z toho lze usuzovat, ze niz8i koncentrace xylozy
pozitivné ovliviiuje rist biomasy, zatimco vyssi koncentrace xylozy vedou k vyssi akumulaci
PHB.

7 7 - 35
® Biomasa N4
6 1 = PHB 30
5 - X Zbytkové cukry % L 95
5, 4 L 20
2 g
3 - X - 15 ©
2 1 - 10
1 - -3
0 - - 0
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Obrazek 12: Zavislost koncentrace substrdtu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
fed-batch kultivaci na 3 kroky

Z procentualniho ubytku xylézy lze pozorovat, Ze pii koncentraci 10 g/l byla téméf veskera
xyloza spotiebovana. Jak ukazuje tabulka 2, s rostouci koncentraci substratu klesa procentudlni
ubytek, jelikoZz bakterie nebyla schopna zutilizovat veSkerou dostupnou xylézu. Na zdkladé
procentualniho ubytku uhlikatého zdroje je patrné, Ze pii postupném davkovani substratu
Caldimonas thermodepolymerans utilizuje dostupny uhlik vyrazné efektivnéji nez pfti
kultivaéni strategii batch.
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Tabulka 2: Zbytkové cukry pro fed-batch kultivaci na 3 kroky

c(g/l) | zbytkovy cukr (g/1) % ubytek
10 0,4 95,8
20 6,9 65,4
30 15,2 49,2
40 24,9 37,8
50 31,6 36,8

Dvoukrokova fed-batch kultivace byla provedena ve stejnych koncentracich xylozy jako
tiikrokova fed-batch kultivace. Béhem koncentrace xylozy 10 g/l byl ziejmy nizs§i narist
biomasy a také zastoupeni PHB. V piipadé vySSich koncentraci substratu byly vSak rozdily
minimalni (Obrazek 13), kdy se mnozstvi biomasy pohybovalo mirné¢ nad 3 g/l. Lze vSak
pozorovat mirny narist koncentrace PHB s rostouci koncentraci xylozy, na rozdil od
koncentrace 10 g/l kde zastoupeni PHB bylo velmi nizké oproti ostatnim koncentracim.
Nejvyssi koncentrace PHB (2,19 g/l) byla pozorovéana pii koncentraci xylozy 50 g/l. Vyssi
koncentrace xylozy by proto mohly mit pozitivni vliv na akumulaci PHB. Béhem fed-batch
kultivace na 2 kroky doslo k vyssi vytéZznosti PHB béhem vyssich koncentraci xylozy konkrétné
pf140 a 50 g/l, oproti batch kultivaci.
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Obrazek 13: Zavislost koncentrace substrdtu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
fed-batch kultivaci na 2 kroky

Vysledky zbytkovych cukril 1ze pozorovat v tabulce 3. Pfi koncentraci 10 g/l xylozy byla témét
veskerd xyloza béhem kultivace spotiebovana. Se zvySujici se koncentraci xylozy dochazelo
k poklesu jejiho procentudlniho ubytku. V grafu (Obréazek 13) lze pozorovat opét rostouci trend,
se zvySujici se koncentraci xylozy roste koncentrace zbytkového substratu v médiu. Pti
porovnani s fed-batch kultivaci na 3 kroky je patrné, ze rozdily v efektivité¢ vyuZiti substratu
jsou minimalni. Nejvyssi rozdil 1ze sledovat pii koncentraci xylozy 50 g/l kdy pii dvoukrokové
fed-batch kultivaci doslo k vyraznéjSimu sniZeni procentudlniho ubytku xylozy nez pti kultivaci
na 3 kroky.
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Tabulka 3: Zbytkové cukry pro fed-batch kultivaci na 2 kroky

c (g/l)y | zbytkovy cukr (g/l) % Ubytek
10 0,2 97,8
20 7,5 62,5
30 15,6 47,9
40 21,9 45,2
50 35,7 28,5

4.1.3 Repeated batch kultivace

Prvni kultivace, ktera byla provedena pomoci repeated batch slouzila k porovnani vysledki
pouzitych pomért pro nasledujici dlouhodobéjsi repeated batch kultivaci. Mezi sledovanymi
poméry 70:30, 80:20, a 90:10 bylo sledovano mnozstvi biomasy a PHB, které vzniklo. Kultura,
kterd byla provadéna jako klasickd batch kultivace a slouzila jako kontrola dosdhla po 48
hodinach 2,93 g/l biomasy a 1,85 g/l PHB. Z vysledku je patrné, Ze se zvysujicim se podilem
hodnoty byly sledovany u poméru 90:10, zatimco nejvyssi produkce biomasy a PHB byla
dosaZena pii poméru 70:30. Tento pomér byl proto zvolen pro nasledujici dlouhodobou repeated
batch kultivaci. Vy$s§i zastoupeni kultury pravdépodobné vedlo k vyssi efektivité vzniku
biomasy a PHB.

= Biomasa
7 1 = PHB r 16
6 X Zbytkové cukry X - 14
5 < X - 12
e L s &
o !
3 A )
- 6
2 4 - 4
1A - 2
0 - - 0

kontrola 90:10 80:20 70:30
pomeér mineralniho média [ml]

Obrazek 14: Zavislost koncentrace substrdtu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
repeated batch kultivace

Vysledky zbytkovych cukrili jsou uvedeny v tabulce 4. Nejvyssi efektivita spotieby xylozy byla
nejvyssi produkci biomasy a PHB, ale také nejefektivnéjsi vyuZiti substratu. Vyssi podil kultury
pravdépodobné zajistil vys§i mnoZstvi metabolicky aktivnich bunék, které byly schopny
rychleji a u€¢innéji preménovat xylézu na biomasu a PHB. Na zakladé téchto faktorii byl pomér
70:30 vyhodnocen jako nejvhodnéjsi pro naslednou dlouhodobou repeated batch kultivaci.
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Tabulka 4: Zbytkové cukry pro repeated batch kultivaci

pomér média | zbytkovy cukr (g/l) % Ubytek
kontrola 10,5 47,3
90:10 14,4 28,0
80:20 12,7 36,6
70:30 11,9 40,3

Nasledovala dlouhodoba repeated batch kultivace, kde byl vyuzit pomér Cerstvého média
a kultury 70:30. Kultivace probihala za pomoci ti'i riznych médii. Konkrétn¢ klasické mineralni
médium, které bylo pouzito i1 v predeSlych kultivacich. Jako druhé médium bylo pouZzito
mineralni médium obohacené o NH4Cl (3 g/l), tedy byl pouzit zdroj anorganického dusiku,
a jako tfeti minerdlni médium obohacené o NB (1 g/l), kde byl zdroj dusiku organického
pluvodu.

V pribehu kultivace bylo po 48 hodinach méteno pH a OD. Optické hustota byla métena pti
absorbanci 600 nm. Jako kontrola bylo méfeno pH a OD také na zacatku kazdé dalsi batch
kultivace, tedy po pfidani ptredeslé kultury, kdy se pH ve vSech ptipadech témét rovnalo 7.
V grafu (Obrazek 15) lze pozorovat, ze k nejvyssi hustoté bunck dosSlo v 96. hodiné pfti
ukonceni 2. batch kultivace. Obohacena média dosdhla nepatrné vyssi optické hustoty na rozdil
ktera byla namétfena pro médium obohacené o NH4Cl. Béhem kultivace mélo pH klesajici
trend, avSak pfiblizné mezi koncem 4. a 5. batch kultivace byl pozorovan mirny nartst pH.
Metabolismus pravdépodobné probihal klasicky po dobu 192 hodin, kdy dochazelo k tvorbé
kyselého prostiedi vlivem odbouravani zivin, nartast pH poté mohl byt zpiisoben opétovnym
spusténim metabolismu. Jen béhem kultivace s mineralnim médiem doSlo k nartistu pH jiz na
konci 3. batch kultivace. Tento jev mohl souviset se zvySenym odumirdnim bungk,
pravdépodobné v disledku metabolického vycerpani a omezené zivotaschopnosti bunck. S tim
muze souviset také viditelny pokles optické hustoty ktery od konce 2. batch kultivace klesa.
U mineralniho média Ize vSak pozorovat nariist optické hustoty béhem 5. batch kultivace.
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Obrdzek 15: Zavislosti optické hustoty v casovém priibéhu kultivace
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Obrazek 16.: Zavislosti pH v casovem priibéhu kultivace

Ze ziskanych vysledkli pro minerdlni médium lze pozorovat, Ze k nejvySSimu nartstu biomasy
(5,25 g/l) 1 PHB (3,61 g/l) doslo na konci 2. batch kultivace (Obrazek 17). To koreluje
1 s vysledky OD, kdy byla zaznamenana 1 nejvyssi bunééna hustota. Béhem 3. batch kultivace
doslo k poklesu biomasy 1 PHB coz mohlo byt zpiisobeno nedostatkem zivin jako je dusik.
Nasledné béhem 4. batch kultivace doSlo k vyraznému poklesu biomasy i PHB, kdy
1 v pfedchozim grafu (Obréazek 16) Ize pozorovat narist pH jiz od konce 3. batch kultivace, coz
mohlo naznacovat niz§i vznik PHB a niz8§i spotfebu zivin bakterii Caldimonas
thermodepolymerans. Na konci 4. batch kultivace pH narostlo coz souvisi s nizkym nartistem
biomasy i PHB. Tento nahly vykyv mohl byt zplisoben niz§i metabolickou aktivitou bun¢k
Nasledné na konci 5. batch kultivace opét zaznamenan nartist biomasy a PHB, coZ znaci ze

bunky pravdépodobné presly opét do aktivnéjsiho rustu.
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Obrdazek 17: Zavislost koncentrace substratu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
minerdlni médium

30



Z vysledkt zbytkovych cukrii Ize sledovat, Ze mezi 1. a 4. batch kultivaci doslo k vyraznému
snizovani koncentrace zbytkového cukru, a snizovani procentudlniho ubytku (Tabulka 5). To
naznaCuje, ze se bakterie mohly nachazet v exponencialni fazi a zdroj uhliku intenzivné
spotfebovavaly. V 5. batch kultivaci se ale trend zménil a koncentrace zbytkového cukru se
zvysila. Snizena spotifeba cukru tedy potvrzuje to, ze bunky pravdépodobné zaclaly byt
metabolicky méné aktivni a nedochazelo k vysoké spotiebé xylozy.

Tabulka 5: Zbytkové cukry pro repeated batch kultivaci za pouziti minerdlniho média

kultivace | zbytkovy cukr (g/1) % Ubytek
zacatek 19,0 -

1. batch 8,5 55,5

2. batch 7,9 51,9

3. batch 7,3 47,4

4. batch 10,1 32,2

5. batch 9,8 39,2

Béhem repeated batch kultivace s pouZitim minerdlniho média obohacen¢ho o anorganicky
dusik ve form¢ NH4Cl lze pozorovat nartstajici mnoZzstvi biomasy 1 PHB az do konce 2. batch
kultivace, kde mnozstvi biomasy (4,78 g/l) i PHB (3,41 g/I) dosahlo nejvysSich hodnot
(Obrazek 18). Podobné hodnoty jako na konci 2. batch kultivace byly naméfeny i na konci
3. batch kultivace, kdy v pfipad¢ mineralniho média bez ptidaného dusiku byl uz pozorovany
znacny pokles biomasy i PHB. V prtibéhu 4. batch kultivace byl stejné¢ jako v piipade
mineralniho média bez obohaceni dusikem pozorovan pokles produkce. Piesto vSak tento
pokles nebyl tak vyrazny jako u média bez pfidaného dusiku. Tento rozdil mize souviset
s vlivem anorganického dusiku na metabolismus bakterie Caldimonas thermodepolymerans,
jelikoz dusik patii mezi kliCové Ziviny nezbytné pro syntézu biomolekul. Jeho dostupnost
pravdépodobné napomohla udrzet ¢aste¢nou metabolickou aktivitu na konci 4. batch kultivace.
Nasledné na konci 5. batch kultivace 1ze opét sledovat nariist jak biomasy, tak i akumulace
PHB. Op¢t doslo k poklesu koncentrace zbytkovych cukrli, coz naznacuje, ze doslo k navySeni
metabolické aktivity bunék, a tedy i k opétovné spotiebé xylozy.
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Obrazek 18: Zavislost koncentrace substrdtu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
mineralni médium obohacené o NH,Cl

Z vysledkt zbytkovych cukrii Ize sledovat, Ze dochéazelo k vzriistajici spotiebé xylozy az do
konce 2. batch kultivace, kdy lze pozorovat nejvyssi ubytek zdroje uhliku a to 73,3 % xylozy
(Tabulka 6). Tato doba odpovida i nejvyssi produkci biomasy a PHB. Béhem 3. batch kultivace,
ale ubytek klesl na 45,9 %, a podobné& 1 na konci 4. batch kultivace byl ubytek nizsi (18 %). To
mohlo byt zpisobeno zvySenym odumiranim bunek, pravdépodobné v disledku metabolického
vycerpani a omezené zivotaschopnosti. Naopak na konci 5. batch kultivace doSlo opét ke
zvySeni ubytku na 66,3 %.

Tabulka 6. Zbytkove cukry pro repeated batch kultivaci za pouziti mineralniho média obohaceného o

NH,CI

kultivace | zbytkovy cukr (g/l) % Ubytek
zacatek 19,0 -

1. batch 10,5 4477

2. batch 4.4 73,3

3. batch 7,4 45,9

4. batch 9,8 18,0

5. batch 4,5 66,3

Repeated batch kultivaci s minerdlnim médiem obohacenym o NB lze sledovat v grafu
(Obrazek 19). Lze sledovat rostouci trend biomasy 1 PHB do 2. batch kultivace. Na konci 2.
batch kultivace byl nejvétsi vytézek biomasy (5,09 g/l) 1 PHB (3,59 g/l). Nasledné zacala
biomasa i PHB mirné& klesat. Béhem 4. batch kultivace 1ze opét sledovat vétsi pokles zastoupeni
biomasy 1 PHB. Opé&t nedoslo k tak razantnimu tbytku biomasy i PHB jako v pifipadé pouZiti
mineralniho média bez ptidaného dusiku. V piipadé média, kde byl pouZit anorganicky dusik
doslo k nizsi produkei biomasy neZ pti pouziti média s organickym dusikem a dal§imi latkami,
které se v NB vyskytuji, kde byl vytézek biomasy vyssi. Z téchto vysledkt lze usoudit, ze
pozitivni vliv na metabolismus bakterie Caldimonas thermodepolymerans ma dusik jak
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anorganického, tak i organického pivodu, ale vhodnéj$im zdrojem dusiku se jevi organicky
dusik, jelikoz NB obsahuje kromé néj, také malé mnozstvi NaCl a dalSich slozek.
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Obrazek 19: Zavislost koncentrace substrdtu na koncentraci zbytkovych cukrii, PHB a biomasy pro
mineralni médium obohacené o NB

Na zaklad¢ vysledkii zbytkového cukru lze pozorovat v tabulce 7, ze béhem prvni batch
kultivace doSlo k vyraznému poklesu xylézy coZz odpovida ubytku 52,6 %. Nejvyssi mira
spotfeby byla zaznamenana na konci 2. batch kultivace, kdy ubytek ¢inil 75,9 %. Na konci 3.
batch kultivace doslo k poklesu procentualniho Ubytku na 54,1 %, ale uZ na konci 4. batch
kultivace lze pozorovat mirny nartist Ubytku xylézy, z ¢ehoz vyplyva, Zze cukru bylo
spotifebovano vice nez béhem 3. batch kultivace, ale produkce biomasy i PHB byla vyssi béhem
treti batch kultivace. Tento vysledek miize naznacovat, ze spotfebovana xyloza nebyla efektivné
preménéna na cilové produkty, ale mohla byt vyuzita béhem klidové faze k ¢astecnému udrzeni
metabolismu. Na konci 5. batch kultivace opét doslo k vyssi spotiebé zdroje uhliku a navyseni
opétovné produkce.

Tabulka 7: Zbytkové cukry pro repeated batch kultivaci za pouziti mineralniho média obohaceného

o NB

kultivace | zbytkovy cukr (g/l) % Ubytek
zacatek 19,0 -

1. batch 9,0 52,6

2. batch 3,9 75,9

3. batch 6,3 54,1

4. batch 5,4 63,9

5. batch 47 76,4

Celkové lze fici, ze ve vSech mediich byl ve na konci 4. batch kultivace pozorovan pokles
tvorby biomasy i akumulace PHB. Nésledné, béhem 5. batch kultivace, doslo opét k nartistu
PHB i biomasy. Lze pfedpokladat, Ze pfi¢ina mize souviset s do¢asnym sniZzenim metabolické
aktivity bunék a ptechodem do klidového stavu. Béhem tohoto klidového stavu doslo k omezeni
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biosyntézy biomasy a PHB. Nasledné obnoveni ristu a syntézy PHB v 5. batch kultivaci
naznacuje, ze doslo k opétovnému spusténi metabolismu. Pokles tvorby biomasy a PHB ve
4. batch kultivaci byl patrny ve vSech médiich, nicméné méné vyrazny byl u médii obohacenych
o dusik. To naznacuje, ze pfitomnost pridaného dusiku mohla ¢astecné napomoct udrzovat
aktivnéjSi metabolismus bun¢k a tim udrzet i ¢aste€nou produkci metabolitti. Jelikoz nedoslo
k vyraznému rozdilu mezi pouzitim anorganického a organického dusiku, tak lze konstatovat,
ze bakterie Caldimonas thermodepolymerans dokéze vyuzit oba zdroje dusiku témét bez
rozdilu.

Ve studii od Khanna a kol. [47] byla zkoumana bakterie Cupriavidus necator NRRL B14690
v souvislosti s pouzitim batch a repeated batch kultivace. Pomoci batch kultivace doséhli 21 g/1
biomasy a 9,4 g/l PHB. Béhem repeated batch kultivace bylo odstranéno 20 % kultury, ktera
byla nasledné¢ nahrazena stejnym objemem nového média. Za 67 h bylo dosazeno 49 g/l
biomasy a 25 g/l PHB [47]. V této praci bylo dosazeno nizSich vytézkl, nebot experimenty
probihaly v Erlenmeyerovych baiikach, a nikoliv v bioreaktorech. VytéZzky jsou v bioreaktorech
obecné vyssi nez v baiikach diky presné kontrole kultiva¢nich podminek, kterych v bankach
nelze dosahnout.
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S5 Zavér

Cilem prace bylo sledovat vliv kultiva¢nich strategii, konkrétné batch, fed-batch a repeated
batch kultivace na produkci PHB. Nejdfive byla provedena batch kultivace pti koncentracich
xylozy 10, 20 30, 40 a 50 g/l. Od koncentrace 20 g/l se biomasa pohybovala mirné pod 4 g/
a nejvice PHB vzniklo pii koncentraci 50 g/l a to konkrétn¢ 2,02 g/l PHB. Z téchto udaji je
ziejmé, ze bakterie Caldimonas thermodepolymerans neni omezena koncentraci zdroje uhliku
a nedochazi zde k inhibici. Takze i pti vyssSich koncentracich xylozy dochazi k tvorbé biomasy
i PHB, tohoto lze vyuzit v bioreaktorech, kdy by nemuselo pti vétSich koncentracich
nedochazet ke snizeni tvorby produktu.

Fed-batch kultivace byla provedena dvoukrokova i tiiktrokova opét ve stejnych koncentracich
xylozy jako batch kultivace. Béhem dvoukrokové fed-batch kultivace byla ptidana xyléza na 2
casti, v Case 0 a 24 hodin. Biomasa se pohybovala mirné¢ nad 3 g/l ale zastoupeni PHB se
s rostouci koncentraci zvySovalo. Pi1 koncentraci 40 g/l xylozy vzniklo 2,16 g/l PHB coz je vice
neZ vzniklo béhem batch kultivace béhem které vzniklo pti 40 g/l xylozy 1,96 g/l PHB. Béhem
ttikrokové fed-batch kultivace byla xyloza ptidana v Case 0, 24 a 48 hodin. V tomto ptipad¢ se
mnozstvi biomasy pohybovalo mirné¢ pod 3 g/l a PHB se pohybovalo okolo 1 g/l. Z toho
vyplyva, ze bakterii Caldimonas thermodepolymerans miZze vice vyhovovat vét§si mnoZstvi
xylozy na zacatku kultivace nez pridavani zdroje uhliku po menSich Castech v prabéhu
kultivace.

Déle byla provedena repeated batch kultivace ve tiech riznych pomérech, 90:10, 80:20 a 70:30
cerstvého mineralniho média k predeslé kultufe. Jako nejvyhodnéjsi pomér s nejvyssi
vytéznosti biomasy i PHB byl vybran pomér 70:30. V dlouhodobé repeated batch kultivaci byla
pouzita tfi média, klasické mineralni, minerdlni médium obohacené o NH4Cl (3 g/1) a mineralni
médium obohacené¢ o NB (1 g/l). Cilem bylo sledovat vliv jak kultivacni strategie repeated
batch na produkci PHB, tak také vliv pfidaného anorganického a organického dusiku. Béhem
téchto kultivaci byl u vSech ptipadi pozorovan rostouci trend tvorby biomasy i PHB do 2. batch
kultivace, kdy produkce dosdhla svého maxima a biomasa se pohybovala okolo 5 g/l
a koncentrace PHB byla ptiblizné 3,5 g/l. Nasledovalo sniZeni tvorby biomasy a PHB na konci
3. batch kultivace, a k uplnému poklesu doslo béhem 4. batch kultivace. V prabehu kultivace,
béhem které bylo pouzito mineralni médium bez piidaného dusiku, doSlo k minimalnimu
nartstu biomasy a PHB. Ale pfi kultivaci s médii obohacenymi o dusik tento pokles biomasy
1 PHB nebyl tak razantni. Tento jev mohl nastat kvtli pfechodu bakterie do klidové faze.
Nésledné na konci 5. batch kultivace doslo k opétovnému narustu biomasy 1 PHB u vSech
aktivity do aktivnéj$i fdze rlstu. B&hem kultivace byl pozorovan rozdil mezi pouzitim
anorganického a organického dusiku ve 4. batch kultivaci, kdy pfi pouziti organického dusiku
doslo k vyssi tvorbé biomasy. To mohlo byt zplsobeno nejen lep§im vyuZitim organického
dusiku, ale také dalSich latek obsazenych v NB.

Na zakladé provedenych experimentli 1ze konstatovat, Ze repeated batch kultivace vedla ke
zvySeni produkce PHB oproti klasické batch kultivaci a bylo by mozné ji aplikovat pro
biotechnologickou produkci PHB ve vétSim métitku. Pii pouziti médii obohacenych o dusik
doslo k lepSimu udrzeni aktivniho metabolismu. Vysledky batch kultivace zaroven ukézaly, Ze
bakterie Caldimonas thermodepolymerans neni negativné ovlivnéna vyssimi koncentracemi
xylozy a nedochazi tedy ke snizeni produkce PHB a biomasy. Fed-batch kultivace navic
ukdazala, Ze bakterie preferuje vyssi davku xylozy na zacatku kultivace na rozdil od postupného
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pridavani xyloézy v prabéhu kultivace. Aplikaci kultivaéni strategie repeated batch
v bioreaktorech, za pouziti média obohacené¢ho o dusik s vyssi pocatecni koncentraci xylozy,
by mohlo dojit k mnohem vyssi produkci PHB.
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