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ABSTRAKT

The aim of this work is to study microbial production of polyhydroxyalkanoates (PHA).
Theoretical part is focused on production of PHA using microoganisms and transgenic plants.
Bacterial strain Cupriavidus necator H16 was used for laboratory production of PHA.
Various waste oils were used as sole carbon and energy source. Salt of propionic adic and 1-
propanol were used as intermediate for 3-hydroxyvalerate monomer (3HV) unit.
Incorporation of 3HV to polymer can improve material features of PHA. The major part of
experimental work was focused to study influence of aeration (concentration of dissolved
oxygen) to bacterial growth, selected metabolic pathways and formation of PHA.
Furthermore, influence of aeration to monomer composition of polymer was evaluated.
According to experimental conclusion of this work it was approved dependance between
aeration and monomer composition of PHA. Moreover, it was approved that higher
concentration of oxygen supports bacterial growth and influences PHA content in cells. In
addition, NADPH is one of the substrates influencing flux of acetyl-CoA throughout the
metabolism; higher intracellular concentration of NADPH inhibits TCA cycle and enhances
accumulation of PHA in cells. For this reason, specific enzymatic aktivity of several selected
intracelular enzymes were measured, including those enzymes which can generate NADPH.

ABSTRAKT

Cilem prace je studium mikrobialni produkce polyhydroxyalkanoati (PHA). V teoretické
¢asti je zpracovan strucny piehled produkce PHA pomoci mikroorganismil a transgennich
rostlin. Pro laboratorni praci byla vyuzita pramyslové uzivand bakterie Cupriavidus
necator H16. Rizné odpadni oleje byly pouzity jako jedinych zdroj uhliku a energie. Pro
zlepseni materidlovych vlastnosti PHA byly pouzity prekurzory 1-propanol a propionat
sodny, které byly inkorporovany do polymeru ve formé 3-hydroxyvaleratu (3HV). Hlavni ¢ast
experimentalni prace byla zaméfena na studium vlivu aerace (koncentrace rozpusténého
kysliku v médiu) na tvorbu biomasy, na ovlivnéni vybranych metabolickych drah a na
akumulaci PHA. Dle ziskanych experimentalnich vysledki byla potvrzena zavislost mezi
aeraci a monomernim slozenim PHA. Dale byl potvrzen fakt, Ze vyssi koncentrace kysliku
podporuje bakterialni rist a ovliviiuje intenzitu akumulace PHA v buiikich. NADPH ma
podstatny vliv na osud acetyl-CoA v metabolismu, vyssi vnitrobunééna koncentrace NADPH
inhibuje citratovy cyklus a zvySuje akumulaci PHA v buikach. Z toho divodu byla
vyhodnocena enzymova aktivita vybranych intracelularnich enzymu v zavislosti na intenzité
aerace, véetn¢ enzymu schopnych generovat NADPH.

Key words
Polyhydroxyalkanoate, Cupriavidus necator, oxidation stress, P(3HB-co-3HV), PHA, PHB,
aeration
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2. UvoD

Polymerni materidly jsou primyslové vyrdbény od tficatych let dvacéatého stoleti a
v soucasné dob¢ tvori prakticky nepostradatelnou skupinu latek, bez kterych si téméf nelze
prestavit kazdodenni bézny zivot v praimyslove vyspélych zemich. Sta¢i se rozhlédnout kolem
sebe a s nadsazkou muzeme fici, Ze nasledujici generace budou moznad dvacaté a dvacaté
prvni stoleti nazyvat ,,dobou plastovou*.

Syntetické polymery postupné od svého vzniku nahrazuji ve vSech odvétvich lidské
¢innosti tradi¢ni materialy jako je napf. sklo, papir, kov, dfevo ¢i keramika.

Polymerni materialy maji fadu vynikajicich vlastnosti, které se staly dilezitym prvkem
zvySujici komfort a kvalitu naseho zivota, a to predev§im diky své vysoké molekulové
hmotnosti, inertnosti a specifickym vlastnostem, které je mozno upravit piesn¢ pro dané
pouziti. Je proto paradoxem, ze tyto jejich vlastnosti ndm v budoucnosti budou kvalitu a
komfort zivota pravdépodobné zase snizovat. Dochazi totiz k nartstajici akumulaci téchto
materiald v zivotnim prostfedi a k jeho znecistovani. Stav zivotniho prostfedi je mimo jiné
jednim z faktorti ovliviujici kvalitu zivota. Dale cCasto dochédzi ke zneciSténi zivotniho
prostiedi jiz pii samotné vyrob¢ nebo recyklaci téchto materialt.

Dalsi velkou nevyhodou konvekénich polymerti je vyroba z fosilnich zdroji. Ropa je
v soucasné dobé nejvyznamnéjsi neobnovitelny fosilni zdroj na planeté. Lze predpokladat, ze
s klesajici dostupnosti ropy bude riist jeji cena a tudiz i cena vSech vyrobkt a materialii z ni
vyrabénych. A nakonec pfi vyCerpani svétovych zasob ropy, bude dalsi vyroba polymernich
materidlii znacné¢ problematicka. Je proto obecné silna motivace pro nalezeni novych
materiall jejichz vyroba nebude zavisla na fosilnich zdrojich. DalSim pozadavkem na tyto
nové materialy je vétsi kompatibilita s zivotnim prostiedim, efektivni recyklace a
bezodpadova likvidace.

Jednou z alternativ je produkce tzv. bioplastl. Jedna se o Sirokou skupinu materiala, kam
patii napt.: polymery vyrobené ze Skrobu, z kyseliny mlééné nebo polyhydroxyalkanoaty.
Spole¢nou vlastnosti vétSiny téchto materiall je moznost jejich produkce z obnovitelnych
zdrojii a jejich biodegradabilita. Vzhledem k jejich vlastnostem mohou byt tyto materialy
pouzity jako nadhrada pfedméth pro jednorazové pouziti ¢i predméth a materiala, u kterych je
postacujici relativné kratkd trvanlivost — napt.: obalové materidly. Dale tyto materidly nabizi
fadu zajimavych aplikacnich moznosti ve farmacii, medicin€ a jinych specialnich aplikacich.

Polyhydroxyalkanoaty jsou linedrni polyestery, které ve svych buiikach akumuluje cela
fada pfirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismi. Tento fenomén je znam jiz od roku 1921,
kdy mikrobiolog Lemoigne poprvé izoloval poly(3-hydroxybutyrat). Od té doby byla
provedena fada rozsahlych studii, jejichz cilem je snizit vyrobni naklady na produkci
polyhydroxyalkanoati tak, aby jejich vyroba byla konkurence schopnd s konvekénimi
polymery. Jednou z moznosti zefektivnéni mikrobidlni vyroby polyhydroxyalkanoati je
vyuziti obnovitelnych odpadnich substrati nebo aplikace vhodnych exogennich stresovych
vlivi.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Co je to PHA?

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymerni materialy, které v posledni dob¢ vzbuzuji
z4djem odborné 1 laické vetejnosti. Jednd se o velmi Sirokou skupinu polyestera.
Hydroxyskupina jedné kyseliny je esterifikovana karboxylovou skupinou nasledujici
kyseliny, za vzniku linearniho polyesteru. [1]

Stejné jako ¢lovek ¢i fada jinych organismd, 1 nékteré bakterie ,,mysli na horsi casy*, ale
na rozdil od ¢lovéka vsak neakumuluji triacylglyceroly, ale vySe zminéné polyestery, které je
dané bakterie schopna vyuzivat jako zdroj energie a uhliku, kdyz pfijdou zminéné ,,horsi
casy®. [1, 2]

Bakterie jsou obecné velmi dobfe vybaveny pro vyuzivani a utilizaci celé tady
organickych i anorganickych sloucenin, véetné riznych odpadd a to i za velmi rozdilnych
podminek liSici se v zavislosti na pouzitém mikrobidlnim kmenu. Nékteré bakterie jsou navic
schopny akumulovat ve svych bunkach ohromné mnozstvi téchto polyesteri. PHA u nich
muze tvotit az 70-80% suché hmotnosti bunék. [1, 2]

PHA jsou biodegradabilni polymery, to znamena, ze tento polyester miize byt degradovan
fadou jinych mikroorganismu, pokud bude z produkcni bakterie izolovan, pouzit a poté bude
vyrobek z PHA ponechan volné ve vhodném biotopu. V takovém piipadé dojde k jeho
piirozenému a relativné rychlému rozkladu ve srovnani s béznymi syntetickymi polymery
z ropy. Dlouha perzistence syntetickych polymert v zivotnim prostfedi je vSeobecné zndma a
je ji vénovana zna¢na pozornost. [2, 3]

vAg
qp 5 QD Bacterial PHA production
Photosynthesis

Sugar, Starch, or Plant oil

)’

PHA pr oducing
bacteria

)/

Biodegmdatmn or l l PHA bioplastic
Incineration (\ ﬁ W ————— 7

Obrazek 1 Obecné schéma vyroby PHA [4]
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PHA tedy diky tomu a diky svym materidlovym vlastnostem, které¢ jsou diskutovany nize,
nabizi Sirokou fadu aplika¢nich moznosti — napf.: pouziti pro vyrobu nékterych druha
obalovych materiali, dale pii produkci homopolymeru, napi.. poly(3-hydroxybutaratu),



ziskame po kyselé hydrolyze ¢istou opticky aktivni latku R-3-hydroxybutyrat, kterou mizeme
pouzit napiiklad pro stereoselektivni organické syntézy. Dalsi aplikacni moznosti PHA je jako
nosi¢ biologicky aktivnich latek v huméanni ¢i veterindrni medicin€é nebo pro piipravu
granulovanych ¢i enkapsuovanych hnojiv s postupnym uvolnovanim, u kterych intenzita
uvolnovani hnojiva resp. enkapsulované latky bude zaviset na rychlosti biodegradace
polymeru, ktera se da do zna¢né miry regulovat. [1, 3]

Na obrazku ¢. 1 je schématicky zndzornén obecny princip bioprodukce PHA, kterou
v soucasné dobé¢ mizeme rozdélit na dvé zakladni skupiny: vyroba pomoci mikroorganismi
nebo pomoci transgennich rostlin. [4]

Nejveétsi vyhodou vyroby téchto materiall je nezavislost vyroby na ropé a jinych fosilnich
zdrojich. Zasoby ropy a jinych fosilnich paliv nejsou neomezené. Dalsi vyhodou PHA ve
srovnani s béZznymi polymery je skutecnost, ze pii vyrobé konvekéni polymert dochézi
k akumulaci velkého mnozstvi odpadi, které jsou ohromnou zatézi pro zivotni prostiedi. [1,
5]

Pomoci produkéniho mikroorganismu tedy muzeme ,vyrabét® PHA s pouzitim
obnovitelného zdroje ze jako je napfi.: sachar6za, Skrob, rostlinny olej nebo pouzit odpady
z potravinafstvi ¢i gastronomie jmenovité napt.: melasa, fritovaci tuky a jiné.

Pouzité vyrobky z PHA mohou byt skladkovany ¢i kompostovany. Pti aerobnim rozkladu
pomoci pfitomné mikroflory jsou za vhodnych podminek rozlozeny na oxid uhli¢ity a vodu a
za anaerobnich podminek jsou degradovany na methan, oxid uhlicity a vodu. Vznikly oxid
uhli¢ity se vraci zpét do kolobéhu uhliku a je nasledné znovu fixovan zelenymi rostlinami,
jejichz produkty nebo odpady z nich se pouzivaji pro produkci PHA. Z vyse uvedeného je
patrné, ze nedochdzi ke zvySovani mnozstvi oxidu uhli¢itého v atmosféte, jako je tomu napf.
pii likvidaci plastl z ropy ve spalovnach. [6, 7, 8]

Polymer
r"' \W n=1 R=hydrogen  Poly(3-hydroxypropionate)
H R = methyl Poly(3-hydroxybutyrate)
l R = ethyl Poly(3-hydroxyvalerate)
R = propyl Polv(3-hydroxyhexanoate)
— O0—C—(CH,)—C—— R = pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
1 2'n R = nonyl Poly(3-hydroxydodecanoate)
| I
R 0 =2 R=hydrogen  Poly(4-hydroxybutyrate)
Jwo-300 " e IIERR

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

Obrazek 2 Obecné schéma PHA [10]

Obrazek €. 2 uvadi obecny vzorec téchto linearnich polyestera.

Pti produkci PHA pomoci transgennich rostlin, dochazi k akumulaci PHA piimo
v rostlinnych pletivech. PHA je tedy piimo izolovéano z rostlin a pouzito. Dalsi osud vyrobka
z PHA je analogicky, jak bylo uvedeno u bakterialni produkce (viz vyse). Nevyhodou tohoto
postupu vyroby je polni produkce primyslovych plodin misto potravinaiskych plodin. Tato
skutecnost je s ohledem na stale rostouci velikost lidské populace na planeté nezadouci
strategii, protoze do budoucnosti bude pravdépodobné potieba vyrobou potravin zintensivnit,
nikoli pfechdzet na nepotravinaiské plodiny. Rozsifeni bioprodukce PHA pomoci
transgennich rostlin, ale bude zaviset predevsim na ekonomické bilanci vyroby, cené ropy a
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dalsich kli¢ovych komodit, protoze nejvétsim problémem SirSiho rozsifeni velkoobjemové
vyroby PHA je vyssi cena ve srovnani s konvekénimi plasty z fosilnich zdroji. [4, 9]

3.1.1. scl-PHA

Scl-PHA (,,short chain lenght™) je zkratka pro oznafeni polymerd, které obsahuji
hydroxykyseliny s kratkou délkou fetézce, tz. 3 az 5 atomu uhliku. [1, 11]

Nejznaméjsi a pravdépodobné nejlépe prostudovany scl-PHA a polyhydroxyalkanoat
vubec je biopolymer poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB). Tento polymer se objevuje jako zasobni
latka u fady mikroorganisma a ve formé oligomeru se vyskytuje v celé fad¢ dalsi nizsich 1
vysSi organismil (u rostlin, hub a zivocichii véetné clovéka). Jeho ubikvitni rozsifeni,
biokompatibilita, biodegradabilita a produkce z obnovitelnych zdrojt ho €ini velmi zajimavou
a perspektivni latkou s Sirokym aplikacnim potencidlem, jak je uvedeno vyse. Urcitou
nevyhodou tohoto homopolymeru jsou jeho materialové vlastnosti, feSeni tohoto problému je
v soucasnosti vénovana znacna pozornost a moznosti ovlivnéni jeho materidlovych vlastnosti
jsou diskutovany nize. [1, 11]

3.1.2. mcl-PHA

Mcl-PHA (,,medium chain lenght*) je zkratka pro oznaceni polymeri, které obsahuji
hydroxykyseliny se stiedni délkou fetézce, tz. 6 az 14 atomi uhliku. [1, 11, 12]

Schopnost akumulovat odliSny druh PHA nez scl-PHA je zplsobeno odlisnou
substratovou specifitou PHA syntazy, jak je uvedeno dale. Akumulace mcl-PHA je obecné
povazovana za charakteristickou pro bakterie rodu Pseudomonas. [12]

3.1.3. Icl-PHA

Lcl-PHA (,,long chain lenght*) je zkratka pro oznaceni polymerd, které obsahuji
hydroxykyseliny s dlouhou délkou fetézce, tz. vice nez 15 atomti uhliku. Lcl-PHA zatim byly
pfipraveny pouze in vitro enzymové katalyzovanou polymeraci nebo chemickou syntézou.
Nebyla dosud pozorovana jejich piirozena ptritomnost v piirodé. [1, 10]

3.1.4. Materialové vlastnosti

Mechanické vlastnosti jednotlivych polyestert jsou silné zavislé na monomernim slozeni
a na molekulové hmotnosti akumulovaného polymeru.

Monomerni slozZeni zavisi predev§im na pouzitém produkénim organismu a u bakterialni
produkce dale na pouzitém uhlikatém substratu a suplementaci média vhodnymi prekurzory.

3.1.4.1. Modifikace vlastnosti P3HB

P3HB homopolymer je kompletné stereoregularni polyester se vSemi asymetrickymi
uhliky v R konfiguraci - z toho divodu je vysoce krystalicky. Vysoké krystalicnost (typicky
55-80%) ho ¢ini pomérné tuhym a kiehkym materidlem s vysokym bodem tani. Mechanické
vlastnosti jsou podobné polypropylenu, az na relativni prodlouzeni, které je u P3HB vyrazné
nizsi nez u polypropylenu. Z vyse popsanych vlastnosti je pouziti P3HB znacné omezeno a je
zde obecn¢ silna motivace pro modifikaci jeho vlastnosti. [1, 2, 3]

Modifikace vlastnosti polymeru akumulovaného u bakterie Cupriavidus necator H16 se
provadi zménou monomerniho sloZzeni polymeru za vzniku kopolymeru. Existuje nékolik

v

postupli, nejpouzivanéjsi je suplementace riistového média prekurzory propionyl-CoA (soli
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kyseliny propionové nebo valerové) nebo suplementace média 1,4-butandiolem nebo soli
kyseliny 4-hydroxybutanové.

V prvnim ptipadé bude vznikat kopolymer P(3HB-co-3HV), procentudlni zastoupeni
jednotlivych frakci v polymeru bude ovlivnéno kultivacnimi podminkami, substratem a fadou
dalsich faktord.

V druhém piipad¢ bude vznikat kopolymer P(3HB-co-4HB), zastoupeni jednotlivych
frakci v polymeru bude opét zaviset na fad¢ experimentalni parametrti jako napt.: teplota,
koncentrace rozpusténého kysliku, koncentrace substratu, koncentrace prekurzort.

Dalsi potencialni metabolické moznosti vzniku propionyl-CoA udava obrazek 10 a jsou
diskutovany nize (viz. 3.2.4.).

Porovnani vlastnosti P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-4HB), polypropylenu a homopolymeru
P3HB udéva tabulka 1.

Tabulka 1 porovnani mechanickych vlastnosti riznych druhi PHA [13]

polymer teplota tani | pevnost v tahu | pruzZnost v tahu | roztaznost
[°C] [MPa] [GPa] [“o]

P3HB 179 40 4 3
P(3HB-co-3HV) 90:10 150 25 1 20
P(3HB-co-3HV) 80:20 135 20 1 100
P4HB 53 104 149 1000
P(3HB-co-4HB) 90:10 159 24 - 242
P(3HB-co-4HB) 10:90 50 65 100 1080
PP 170 34 2 400

3.1.4.2. Vlastnosti mcl-PHA

Mcl-PHA maji vyrazné nizsi bod tani, ktery se u vétSiny mcl-PHA pohybuje v intervalu
39 az 65 °C. Teplota skelného ptechodu je obvykle nizsi nez pokojova teplota a to v rozsahu -
40 az -25 °C. V zavislosti na monomernim slozeni dosahuji tyto polyestery stupné
krystali¢nosti az 25%. [1, 13]

Siroka variabilita slozeni monomerti nabizi fadu dal$ich potencialnich modifikaci a
pouziti mcl-PHA, jako napfi. zesiténi mcl-PHA polymeru obsahujici nenasycené monomery
pomoci elektronového zateni. [1, 10]

3.2. Produkce PHA pomoci mikroorganismii

3.2.1. Granule PHA

PHA jsou jako ve vod¢ nerozpustné polymery akumulovany v mikrobialnich bunkach ve
formé¢ intracelularnich inkluzi (granul) oddélenych od cytoplazmy, jejichz velikost se obvykle
pohybuje v intervalu 100-500 nm. Granule jsou viditelné pomoci elektronového mikroskopu
(napt. u bakterie Cupriavidus necator H16 obrazek ¢. 3). [1, 10]

Obecné schéma PHA granule je na obrazku ¢. 4. Pomoci nuklearni magnetické resonance
bylo zjisténo, Ze u bakterii akumulujicich polyestery se PHA vyskytuje v metastabilnim
amorfnim stavu, n¢kdy v literatufe oznacovany jako nPHA (nativni-PHA). Podle struktury se
PHA dale oznacuji jako dPHA (denaturovany-PHA) ¢i aPHA (artificial-umély-PHA). [10, 13,
14]
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Po bunééné lyzi je bunécna inkluze PHA vystavena vnéjSim podminkdm a dochézi u ni
k nevratnym zméndm, které¢ vedou ke vzniku €asteéné krystalické struktury polymeru. Tato
forma je Casto nazyvéna jako dPHA.

aPHA miZze byt pfipraven rozpuSténim PHA ve vhodném roztoku organického
rozpoustédla (naptiklad aceton nebo trichlormetan). A naslednym pfiddnim povrchové aktivni
latky, lze piipravit emulzi. Pfi odpafeni rozpoustédla vznikle hmota gelovité konzistence
oznacovana jako ,,umély* PHA neboli aPHA. [14]

Obrazek 3 Bakterie C. necator H16 [15]

Hustota inkluzi PHA se pohybuje v intervalu 1,2 — 1,3 g/cm® u poly(3-hydroxy butyratu) a
okolo 1,05 g/em’ u mcl-PHA. Pokles hustoty u mcl-PHA je zpisoben obsahem vyssich
hydroxyalkanoatovych kyselin jako monomerti v PHA.

Izolované granule obsahuji jako hlavni slozku polyester, a to okolo 98%. Dale granule
obsahuji bilkoviny okolo 1,5%, pfedevSim regulacni proteiny, polymeracni a depolymeracni
enzymy a okolo 0,5 % lipidu a fosfolipidu. [1, 2, 3, 16]

Stenkturnd protemn PHA syntiza

Depolymeriza l /
Regulsdni protein

ot

Fosfolipidy

300 - 500 nm

Obrazek 4 Obecné schéma granule PHA [17]

PHA granule uvnitt bakterialni bunék Ize obarvit pomoci lipofilnich barviv jako napf.:
Sudan Black, Nile Blue A nebo pomoci barviva Nile Red. [3]

Obrazek ¢. 5 ukazuje fotografii z fluorescencniho mikroskopu bakterii rodu Halococcus, u
kterych bylo intracelularni PHA obarveno barvivem Nile Blue A.
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Obrazek 5 PHA inkluze u riznych kmeni rodu Halococcus obarvené barvivem Nile Blue A (bila ¢arka =
S pm) [18]

3.2.1.1. Phasiny

PHA granule jsou obaleny vrstvou fosfolipidi a bilkovin (jak je uvedeno vyse),
pfevladajici sloZkou proteinli jsou phasiny. Tyto proteiny mohou tvofit az 5% vesSkerych
bilkovin u bakterii akumulujici PHA. [1, 10, 19]

Phasiny jsou nizkomolekuldrni bilkoviny. Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje
v intervalu 14 az 28 kDa, pokryvaji vétSinu povrchu PHA granuli a jsou ¢asto povazovany za
hlavni regulacni faktor ovliviujici velikost a pocet granuli PHA v cytoplazmé. Avsak jejich
presna funkce zatim neni pfesn¢ znama. [19]

3.2.1.2. PHA polymerazy (syntazy)

PHA syntaza je enzym, ktery katalyzuje stereoselektivni polymeraci hydroxyl-acyl-CoA
za vzniku PHA. Je tedy poslednim enzymem pii produkci PHA. Tyto enzymy, mohou byt
rozdéleny do Ctyr tiid, které se 1isi podle poctu podjednotek a podle substratové specifity. [1,
10]

PHA syntazy patiici do I a II skupiny jsou slozeny pouze z jedné podjednotky. Podle
jejich substratové specifity studované in vivo a in vitro, bylo zjisténo, ze syntazy I tiidy
(vyskytujici se napt. u C. necator H16) preferuji utilizaci R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu
uhliku 3 az 5, zatimco syntazy II tfidy (vyskytujici se predevS§im u rodu Pseudomonas)
preferuji R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu uhlikii 6 az 14. PHA syntazy pattici do III tfidy jsou
dimerni enzymy, vyskytujici se napt. u bakterie Allochromatium vinosum, kde katalyzuji
polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu uhliku 3 az 5. [2, 3, 10]

PHA syntazy IV tfidy se podobaji syntdzam zIII tfidy, lisi se vSak v jedné ze dvou
podjednotek a stejné¢ jako syntazy III tiidy katalyzuji polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA o
poctu uhliku 3 az 5. Pfirozené se vyskytuji napt. u bakterie Bacillus megaterium. [2, 3, 10]

Obrazek ¢. 6 znazoriuje grafické rozlozeni geni koédujici PHA synzazy 1 az IV tiidy.
Vysvétlivky jednotlivych zkratek jsou uvedeny v tabulce €. 2.
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Class 1

Ralsronia eutropha

Class 11
Psendomonas aeruginosa
phaCl (1677 bp) phaZ (855 bp) .1snie prheC2 (1680 bp) phal) (615 bp)
) —_— | S —
x.___:%,’b'.l 155 by ™ 1 bp
Class 111

Allochromatium vinosum D

phat {1068 bp) phak (1074 bp) —-— 00T sl (1185 bp) ORF4 (482 bp) phal® (363 bp) el (741 bp) ORFT

Class IV

Bacillus megaterium
phal® (51¥bp) () (44 1bp) IR (600 bp) phali (744 bp) phaC (1089 bp)

Obrazek 6 RozloZeni genii kédujici PHA syntazy I az IV tiidy [20]

Tabulka 2 Tabulka zkratek k obrazku ¢. 6 [20]

phaA gen pro 3-ketothiolazu phaD PHA depolymeraza

phaB gen pro acetoacetyl-CoA reduktdzu | phaE syntaza IlI tfidy

phaC/C,/C, geny pro PHA syntazy phaP  syntaza IV tfidy
3.2.2. Biodegradace PHA

Biodegradabilita PHA je jedna z hlavnich prednosti, ktera ¢ini tyto materialy atraktivnimi
pro prumyslovou produkci. Biodegradace pfirozen¢ probiha v cytoplazmé u zivych bunék i
extracelularn€ u vyrobku z PHA, ktery je volné ponechén ve vhodném biotopu. [2, 3]

V této oblasti bylo provedeno mnoho rozsahlych vyzkumt a studii, které 1ze rozdélit na
intracelularni a extracelularni degradaci. Oba procesy se lisi zucastnénymi enzymy, které
katalyzuji hydrolyzu PHA. Diivodem je odlisnd fyzikdlni struktura intracelularniho a
extracelularniho PHA.

Podle vétSiny pozorovani dokézi intracelularni depolymerazy utilizovat pouze nPHA a
nedokazi hydrolyzovat dPHA, ktery je hlavni fyzikalni struktura PHA mimo buiku.
Analogickd situace je u extracelularnich depolymerdz, ty nejsou schopny katalyzovat
hydrolyzu nPHA, ale hydrolyzuji pouze caste¢né krystalicky polymer ve form¢ dPHA. [1, 2,
10]

3.2.2.1. Intracelularni degradace
Z provedenych vyzkumii vyplyvd pfirozena piitomnost PHA syntdz i depolymeraz
v bunkach mikroorganismti akumulujici PHA. Tyto buiiky jsou tak vybaveny pro utilizaci
PHA jako energetick¢ého zdroje v pfipadé nedostatku vyuzitelného substratu. Procesy
polymerace 1 depolymerace probihaji soucasné, avSak odliSnou intenzitou, ktera je
pravdépodobné regulovana. Nicméné prfesné mechanismy regulace obou protichidnych
procest nejsou doposud znamy. [9]
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U riznym mikroorganismii byla nalezena ftada intracelularnich depolymeraz
(oznacovanych jako phaZ,, phaZz,, phaZ. ¢i phaZs). Tyto enzymy se rozdéluji dle lokalizace
v buiice. Mohou byt volné rozpustény v cytoplazmé nebo jsou zaclenény do membrany. [21,
22]

Enzymy, které¢ jsou soucasti membrany hydrolyzuji PHA za vzniku kratSich oligomernich
fetézcli. Enzymy volné rozpusténé v cytoplazmé maji endo i exo katalytickou aktivitu a
katalyzuji hydrolyzu PHA-oligomera az na jednotlivé monomery. [13, 14, 21, 22]

Ptiprava mutantnich mikroorganisml se sniZenou enzymovou aktivitou intracelularnich
depolymeraz je jedna z moznych strategii zefektivnéni vyroby PHA. [2, 21, 22]

3.2.2.2. Extracelularni degradace

PHA se mimo bunku vyskytuje v tzv. denaturované formé¢ (jak je uvedeno vyse, viz.
3.2.1.). Schopnost degradovat extracelularni dPHA a vyuzit jej jako zdroj energie je Siroce
rozSilena mezi mikroorganismy a zavisi na schopnosti extracelularni produkce PHA
depolymeraz a na ovlivnéni jejich aktivity prostfedim (pH, iontova sila, teplota prostiedi atd.).
[23]

3.2.3. Metabolismu PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou u mikroorganisma Siroce rozsifené a jejich vyskyt byl do
soucasnosti prokdzan u rady bakterii - gram-negativnich, gram-pozitivnich, archaebakterii i
cyanobakterii. Ackoli hlavni slozkou vétSiny PHA jsou nasycené nevétvené R-3-
hydroxyalkanoatové kyseliny o poc¢tu uhliku 3 az 15, byly nalezeny i PHA obsahujici 4-, 5-
nebo 6-hydroxyalkanoatové kyseliny obsahujici rizné nasycené nebo nenasycené monomery
a ruzné substituenty jako napf. kyano skupiny, halogeny a dalsi, které¢ jsou do PHA
inkorporovany v zavislosti na pouzitém substratu, produkénim kmenu a fad¢ dalSich
kultivacnich faktort. [1, 10, 24]

Bakterie syntetizujici PHA jsou rozdéleny do dvou zakladnich skupin, akumuluyjici scl- ¢i
mcl-PHA, jak je uvedeno vyse. Je ale tfeba zdiraznit, Ze toto rozdéleni neni rigidni, protoze
bylo nalezeno né¢kolik bakterii, které jsou schopny akumulovat ,hybridni“ PHA o poctu
uhliku 4 az 8. To je zplisobeno piedevsim odliSnou substratovou specifitou PHA syntazy,
ktera je odpovédna za polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA do PHA. [2, 3, 24]

Z hlediska kinetiky akumulace PHA lze produkcéni mikroorganismy rozdélit do dvou
skupin. (i) Prvni skupina akumuluje PHA pouze pii soucasném nadbytku vyuzitelného
uhlikatého zdroje a nedostatku nékterych nutrietd (nedostatek vyuzitelného dusiku nebo
fosforu a jinych prvkl) a PHA lze tedy povazovat za sekundarni metabolit. Do této skupiny
patii napt. C. necator H16. (i) Do druhé skupiny se fadi bakterie, které akumuluji PHA
béhem bunécného rist bez nutrini limitace pii sou¢asném nadbytku uhlikatého zdroje. PHA
u téchto mikroorganismu lze povazovat za primarni metabolit, do této skupiny patii napf-.:
Azohydromonas lata, Azotobacter vinelandi, Pseudomonas putida ¢ Pseudomonas
aeruginosa . [1, 2, 3, 10]
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Obrazek 7 Obecné metabolické schéma vedouci k PHA [24]
3.2.3.1. Syntéza poly(3-hydroxybutyratu)

Poly(3-hydroxybutyrat) je nejrozSitenéjsi a nejlépe prostudovany PHA. VétSina
soucasnych znalosti o P3HB biosyntéze byla ziskana studiem bakterie C. necator. U bakterie
C. necator je P3HB syntetizovan z acetyl-CoA tfemi naslednymi kroky, jak ukazuje leva cast
obrazku 7 a obrazek 8. [1, 10]

3-Ketothioldza (kodovéana phad genem) katalyzuje kondenzaci dvou molekul acetyl-Co-A
za vzniku acetoacetyl-CoA. V dalsim kroku dochdzi ke stereospecifické redukci pomoci
acetoacetyl-CoA reduktazy (kédovana phaB genem) za vzniku R-3-hydroxybutyryl-CoA,
ktery je jako monomer pomoci PHA syntazy (kodovana phaC genem) inkorporovan do PHA
za soucasné¢ho uvolnéni volného koenzymu A. [1, 10]

Dilezitym regulacnim bodem této drahy je enzym 3-ketothiolaza. Jeji aktivita je
ovliviiovana predevsim koncentraci acetyl-CoA a volného HS-CoA v cytoplazmé, kde je
draha lokalizovana. Dal$im regula¢nim faktorem je vnitrobunécna koncentrace NAD(P)H a
pomér NAD(P)H/NAD(P)". [1, 10]

U bakterie C. necator dochazi k akumulaci P3HB pfi limitaci rastu nedostatkem nékterého
nutrietu, nejcastéji dusiku nebo fosforu a pti prebytku uhlikatého zdroje. Za takového stavu
dojde k vytvofeni vysokého poméru NAD(P)H/NAD(P)" ¢&imz dojde inhibici k
isocitratdehydrogendzy a tim i celého citratového cyklu. Pti snizené moznosti utilizace acetyl-
CoA v citratovém cyklu dojde k vyuzivéani acetyl-CoA pro syntézu P3HB. [1, 10]

Bakterie C. necator je schopna akumulovat P3HB na sacharidickych substratech,
bilkovinnych hydrolyzatech i na tucich jako zdroji uhliku.
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3.2.3.2. Syntéza poly(3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu)

Kviili nevhodnym fyzikalné chemickym vlastnostem homopolymeru P3HB, je vénovana
znacna pozornost produkci kopolymeru s vhodnéjsimi materidlovymi vlastnostmi.

Ptidavek soli kyseliny propionové, kyseliny valerové nebo 1-propanolu do produkéniho
média vede u bakterie C. necator H16 k produkci ndhodného kopolymeru slozeného z 3-
hydroxyvaleratu a 3-hydroxybutyratu P(3HB-co-3HV). [10]

Biosyntetickd draha vzniku P(3HB-co-3HV) u C. necator H16 je ukazana na obrazku
¢islo 8. Kondenzace propionyl-CoA a acetyl-CoA je katalyzovéana odlisSnou 3-ketothiolazou
(kodovana btkB genem), ktera ma vyssi specifitu pro propionyl-CoA nez 3-ketothioldza
(kodovana phaA genem). Stereospecificka redukce a polymerace jsou katalyzovany stejnymi
enzymy jako pfi produkci homopolymeru P3HB.

Schéma €. 8 popisuje metabolickou drahu vzniku P3HB a P(3HB-co-3HV)

propionic acid glucose
ATP + CoASH +
acyl-CoA +
synthetase
AMP + PP *
propionyl-CoA 1 acetyl-CoA (2x)
(1x) 3-ketothiolase
3-ketothioluse N
CoASH (btkB)
3-ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH + H *+ acetoacetyl-CoA |~ NADPH+ HY
reductase
NADP * (phaB) y\b NADP *

R-(-)-3-hydroxyvaleryl-CoA R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHA synthase
CoASH (p},acp‘) Y\> CoASH

P(HB-HV) PHB
Obrazek 8 Metabolismus vzniku P(3HB-co-3HV) a PHB [24]

3.2.3.3. 2-Methylcitratovy cyklus

V kapitole 2.1.4.1. byla diskutovana moznost zmény materidlovych vlastnosti
homopolymeru P3HB ptidavkem uhlikatych prekurzorii vedouci ke vzniku propionyl-CoA.
Zaclenéni do PHA ve formé¢ 3-hydroxyvaleratového monomeru je jedna =z
metabolickych moznosti utilizace propionyl-CoA.

Dalsi moznosti utilizace propionyl-CoA je kompletni katabolické odbourani propionyl-
CoA. To se d¢je prostiednictvim 2-methylcitratového cyklu (oznacovany jako MCC), ktery je
také vyuzivan pii katabolickém odbourani lichych organickych kyselin ¢i  jinych
utilizovatelnych latek, jejichz katabolickym meziproduktem je propionyl-CoA. [26, 27]

Prvni krok MCC je analogicky s citratovym cyklem, dochazi pii ném ke kondenzaci
propionyl-CoA s oxalacetatem za vzniku 2-methylcitratu a uvolnéni volného koenzymu A.
Reakce je katalyzovana 2-methylcitratsyntazou a jedna se o dilezity regulacni bod celého
MCC cyklu. [26]
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V dalsim kroku je 2-methylcitrat dehydratovan na 2-methyl-cis-akonitat, ktery je nasledné
hydratovan za vzniku 2-methylisocitratu. [26]

V dalsim kroku je 2-methylisocitrat Stépen 2-methylisocitratlyazou a vznika pyruvat a
sukcinat.  Pyruvat je  vprocesu oxidacni dekarboxylace pieménén  pomoci
pyruvatdehydrogenazového komplexu na acetyl-CoA. Acetyl-CoA je zcela odbouran
v citratovém cyklu na oxid uhlicity. [26]

Sukcinat ,,vznikly z propionatu® nemuize byt pfimo odbouran v citratovém cyklu, protoze
¢tyf-uhlikaté kyseliny jsou v citratovém cyklu regenerovany a funguji spise jako katalyzatory
nez substraty. Aby mohl byt takto vznikly sukcindt odbourdn v citratovém cyklu musi byt
nejdiive preveden na pyruvat a poté na acetyl-CoA. [26]

Obrazek ¢islo 9 ilustruje schéma 2-methylcitratového cyklu.

yl-cis-aconitic acid

Obrazek 9 Zakladni schéma 2-methylcitratového cyklu [26]

Uplné katabolické odbourani sukcinatu je pravdépodobné proces katalyzovany tzv.
jable¢nym enzymem. Sukcinat je nejdiive pomoci enzymi citratového cyklu pfeménén na
malat, u kterého dojde k dekarboxylaci kyseliny jable¢né (malatu) za vzniku pyruvatu a oxidu
uhli¢itého. Vznikly pyruvat je katabolizovan pomoci pyruvatdehydrogendzového komplexu
na acetyl-CoA. [26]

3.2.34. Vznik homopolymeru P3HV

Fakultativné methylotrofni bakterie Paracoccus denitrificans syntetizuje a akumuluje
homopolymer P3HV béhem kultivace na n-pentanolu jako jediném uhlikatém zdroji. Pfi¢emz
n-pentanol je oxidovan na valerovou kyselinu a nasledné pieveden na valeryl-CoA. Autofi
studie predpokladaji, ze 3-ketovaleryl-CoA, ktery je tvofen -oxidaci je redukovan na (R)-3-
hydroxyvaleryl-CoA, ktery je nasledné polymerizovan. [28]
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3.2.3.5. Syntéza mcl polyhydroxyalkanoati

DalSim typem PHA metabolismu je biosyntéza mcl-PHA, ktera je charakteristicka pro
bakterie rodu Pseudomonas. Tyto bakterie odvozuji R-3-hydroxyacyl-CoA od meziprodukta
B-oxidace mastnych kyselin, syntézy mastnych kyselin de novo nebo od oxidace riznych
alkanii, alkoholt a jinych organickych sloucenin. [25]

Biosyntetické prekurzory pro mcl-PHA syntézu jsou piislusné 3-ketoacyl-CoA, S-3-
hydroxyacyl-CoA, enoyl-CoA nebo R-3-hydroxyacyl carrier protein (oznacovany jako ACP).
[1,10]

S ohledem na podobnost mezi scl-PHA biosyntézou a mcl-PHA biosyntézou se
predpokladd, ze dochazi k polymeraci pouze R-izomert 3-hydroxyacyl-CoA. Je tedy
predpokladano, ze bakterie akumulujici mcl-PHA jsou schopny enzymové katalyzované
izomerace S konfigurace na R konfiguraci. [1, 10]

Stru¢ny prehled mcl-PHA metabolismu je uveden na obrazku 7. Podrobny popis a vyklad
jednotlivych drah a reak¢nich krokl pfesahuje ramec této prace.

3.24. Metabolicky vznik propionyl-CoA

Prestoze u vétsSiny bakterii dochazi k produkci P(3HB-co-3HV) pouze pii suplementaci
média prekurzory o lichém poctu uhlikt. Byly nalezeni i producenti akumulujici P(3HB-co-
3HV) pii ristu jednoduchych substratech, napt. Rhodococcus rubrum pii ristu na glukoze
jako jediném uhlikatém zdroji akumuluje kopolymer o slozeni 75 mol% 3HV a 25 mol%
3HB. Metabolicka drédha vedouci k P(3HB-co-3HV) pfi riistu na glukoze nebyla zatim plné
vysvétlena. Je uvazovdna pfeména sukcindtu na propionat uc¢inkem methylmalonyl-CoA
mutazy a methylmalonyl-CoA dekarboxylazy nebo methylmalonyl-CoA:oxalacetat
transkarboxylézy. [11, 27, 28]

Obrazek cislo 10 ilustruje metabolické moznosti vzniku a tvorby propionyl-CoA.

Fatty acid Propionic acid Levulinic acid
(odd number of ﬁ?
cerbonatoms: ) NGV
o4 CoA &
£1CoA (‘\*90 2CoA
o o
Threonine 2 Acetyl-CoA Acetyl-CoA
H.O NH,”
e ’ , 2 [H]
A
i g g . 7 steps =
2-Ketobutyric acid Pl‘oplonyl-COA Valine
CoA )
2 H.S Co co, NH,
o
= NH/ P co,
° co.+4
Methionine Oxalo- 2 S-Methylmalonyl-CoA
CoA ‘ ? Acetyl-CoA 2 Coh

2 R-Methylmalonyl-CoA co,

Succinic acid ‘T NH,'

Pyruvic acid Succinyl-CoA |Isoleucine

Obrazek 10 Potencialni prekurzory pro vznik propionyl-CoA [28]
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3.24.1. Vznik propionyl-CoA z mastnych Kyselin slichym
poc¢tem uhliki

Alifatické organické kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem a lichym poctem atomi
uhliku, jako napf.: valerova, heptanova, nonanova ¢i undekanové kyselina jsou propiogenni
substraty. Pti posledni obratce B-oxidace ziistava propionyl-CoA namisto acetyl-CoA. Protoze
vétSina prirozené se vyskytujicich mastnych kyselin ma sudy pocet atomu uhliku, odpadni tuk
¢1 jiny substrat s vyznamnéjSim obsahem lichych mastnych kyselin tak vétSinou neni
k dispozici. Proto je vyuziti tohoto jevu ve velkoobjemové produkci spiSe v roviné teoretické.
[28]

3.2.4.2. Vznik propionyl-CoA z aminokyselin

Katabolismus aminokyselin je dal$im dulezitym zdrojem propionyl-CoA. Valin, leucin,
thereonin a methionin jsou prekurzory pro akumulaci kopolymeru P(3HB-co-3HV), protoze
jsou katabolyzovany pies propionyl-CoA. [28]

Pouziti téchto aminokyselin k suplementaci média by bylo velmi neekonomické kvtli
cen¢ aminokyselin a byly by zde dal$i technologické problémy jako napf.: omezena
rozpustnost nékterych aminokyselin.

Avsak intracelularni tvorba nebo nadprodukce téchto aminokyselin nebo jejich
intermediati a jejich nasledna degradace by umoznovala intracelularni tvorbu propionyl-CoA
a jeho inkorporaci do PHA bez nutnosti suplementace média.

Tato fermentacni strategie byla pouzita u isoleucin-auxotrofniho mutanta C. necator.
Pokud tato bakterie nebyla limitovana vyuzitelnym dusikem, dochdzelo k sekreci valinu,
leucinu a isoleucinu do média. Kdyz vsSak byl navozen stav limitace dusikem a uhlikaty
substrat byl v nadbytku, byl akumulovan P(3HB-co-3HV) na rtznych nepropiogenich
substratech. Tato produkce je, ale pro masivni rozsifeni mén¢ vhodna, kvili niz§im vytézkim,
kterych bylo dosazeno. [29]

Podobna metabolickd strategie je vyuzita pro produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV)
v transgennich rostlinach, jak je uvedeno dale.

3.2.4.3. Vznik propionyl-CoA z kyseliny levulové

PHA akumulované bakteriemi pfi riistu na kyseliné levulové (kyselina 4-oxopentanova)
obvykle obsahuji mimo 4HV také 3HB a 3HV jako dal$i monomery PHA. Protoze kyselina
levulova je relativné levny uhlikaty zdroj, ktery muze byt velkoobjemové produkovan
z obnovitelnych zdroji chemickou konverzi, je tato fermentacni strategie pro zménu
materidlovych vlastnosti zkoumana a je ji vénovana pozornost. [28]

Metabolismus kyseliny levulové pti akumulaci PHA vSak zatim neni zcela zndm.

3.2.5. Vybrani producenti scl-PHA

3.2.5.1. Cupriavidus necator H16

Bakterie C. necator H16 diive nazyvana jako Alcaligenes euthrophus, Ralstonia
euthropha H16 ¢ Wausteria euthropha je gram-negativni nesporulujici chemolitoautotrofni
Siroce  rozSifend  bakterie, kterd je rozsadhle prostudovana v souvislosti  se
schopnosti akumulovat ve velkém mnozstvi PHA. Pouziva se jako modelovy organismus pro
metabolismus PHA a zaroven je potencialnim primyslovym producentem téchto
biopolymert. [1, 2, 30]
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Bakterie C. necator H16 byla v minulosti zvazovana jako producent jednobunécné
bilkoviny (single cell protein) pro fortifikaci zemeédélskych krmiv nebo jako mozna kosmicka
vyziva. V souCasné dob¢ je bakterie pouzivana v fadé biotechnologickych procest. Dale je
bakterie studovana jako producent fotoreaktivniho sideroforu cupriachelinu ¢i vysoce
selektivni L-thereonin 3-dehydrogendzy pro stanoveni L-thereoninu. Bakterie je dale
studovana jako mozny dekontaminat aromatickych sloucenin. [31, 32, 33. 34]

C. necator H16 je tazena mezi tzv. knall-gas bakterie, tz. Ze jako fakultativné
chemolitotrofni bakterie je schopna autotrofniho ristu a oxid uhli€ity ze vzduchu fixuje
prostfednictvim Calvinova cyklu, ale v pfitomnosti organickych substrati jako glukoza,
fruktoza, organické kyseliny ¢i tuky je schopna heterotrofni utilizace téchto latek. [31, 32, 34]

Bakterie ovSem neni vybavena enzymem fruktdza-1,6-bisfosfatdza, ztoho divodu
zpracovava fruktozu, glukézu a dalsi cukerné latky prostfednictvim Entner-Doudoroffovy
drahy. [31, 32]

Bakterie je v neptfitomnosti kysliku schopna vyuzit dusi¢nany jako kone¢ny akceptor
elektront v procesu denitrifikace.

Na obrazku ¢islo 3 je vidét bakterie C. necator H16 a akumulovany polyester ve forme
granuli.

3.2.5.2. Bacillus megaterium

Rod Bacillus je rozsahly a v zivotnim prostfedi velmi rozsiteny. Jeho druhy tvofi vétSinou
grampozitivni sporulujici peritrichni tyCinky, které maji bohaté enzymové vybaveni pro
utilizaci rGznych substrat, amylolytické, proteolytické, pektolytické enzymy a tadu dalSich
enzymd, které jsou pomoci bakterii rodu Bacillus primysloveé vyrabény. [34]

Rada druht produkuje antibiotika polypeptidové povahy (bacitracin, subtilin, gramicidin
aj.), které pravdépodobné prispély k velkému rozsiteni svych producentt v ptirod¢. [34, 35]

B. megaterium je sporotvorna bakterie, kterd sehrala dulezitou roli v historii vyzkumu a
poznani polyhydroxyalkanoati. U B. megaterium byla poprvé popsdna akumulace
polyhydroxyalkanoati. Z tohoto diivodu je jeji metabolismus souvisejici s PHA velmi dobie
prozkouman a popsan a v minulosti slouzil jako modelovy systém. Biosynteticka draha PHA
je podobna jako u C. necator, av§ak mnozstvi akumulovaného polymeru je nizsi (okolo 50%
suSiny). Nicméné bakterii je stdle vénovana pozornost predev§im kvali Sirokému
enzymovému vybaveni, velké odolnosti a nizkym vyzivovym naroki, coz ji ¢ini atraktivni pro
utilizaci odpadnich surovin rizného ptivodu. [34]

3.2.5.3. Azotobacter vinelandii

A. vinelandii je gramnegativni tyCinkovita Siroce rozsifena pudni bakterie. Z ekologického
pohledu ma vyznam piedevsim pro trodnost pudy, protoze je schopna fixovat atmosféricky
dusik, 1 kdyz fixace dusiku neni tak intenzivni jako u hlizovitych bakterii, napt. rodu
Rhizobiaceae. Avsak unikatni je u ni schopnost fixovat vzdusny dusik za riiznych podminek, i
aerobnich, coz u vétSiny diazotropt vede k zastaveni tohoto procesu. [35]

Tato bakterie je zndma akumulaci dvou pramyslové vyznamnych biopolymert,
polyhydroxyalkanoati a alginatd. [36]

Alginaty jsou linearni nevétvené kopolymery B-D-mannuronové kyseliny a o-L-
guluronové kyseliny spojené glykosidickou vazbou (1>4). Diky svym vlastnostem se
pouzivaji napft. jako hydrokoloidy v potravinaistvi, stabilizatory, zahustovadla ¢i emulgatory.
Zastoupeni jednotlivych monomera je zna¢né variabilni a zavisi na fadé faktord. Obdobné
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sloZeni a vlastnosti maji i intracelularni polysacharidy nékterych tas (napt. rody Macrocystis,
Laminaria, aj.), ze kterych se tradi¢né alginaty vyrabéji.

O bakterii 4. vinelandi se uvazuje jako o budoucim primyslovém zdroji alginatt, ktery by
mohl nahradit vyrobu z fas i jako o potencialnim producentu PHA [36]

3.2.54. Methanotrofni a methylotrofni mikroorganismy

Jednd se o mikroorganismy, které jsou schopny vyuzivat jedno uhlikaté organické
slouceniny (napf.: methan, methanol) jako zdroj uhliku a energie.

Bakterie Methylobacterium organophilum byla pouzita pro produkci PHA na methanu,
bakterie akumulovala pfi limitaci dusikem 57% P3HB v susSinég. [37]

Z dalSich pouzitych monokultur byla experimentdln¢ testovana bakterie Methylobacterium
extorquens pii rastu na methanolu jako jediném uhlikatém zdroji byl obsah P3HB v
susin¢ biomasy 30%. [38]

Pouziti methanu jako vychozi suroviny pro vyrobu PHA muze byt perspektivni predevsim
pii spojeni s technologii anaerobni likvidace biologickych odpadu (tzv. bioplynové stanice).
Avsak pouziti mikrobidlni monokultury v takovychto provozech by bylo znacné
problematické a pouziti smésné methatrofni mikroflory zpiisobuje vyrazné niz$i produkci
PHA, variabilni slozeni polymeru a v neposledni fady obtiznou izolaci biomasy a regulaci
procesu. [2]

3.2.5.5. Fotosyntetizujici mikroorganismy

Je znamo, Ze nékteré fotosyntetizujici mikroorganismy jsou schopny akumulovat PHA.
Naptiklad kyanoakterie Spirulina subsalsa u niz je mozno zvysit produkci PHA zvySenim
salinity kultivaéniho média. Mechanismus tohoto iontové stresu zatim nebyl zcela objasnén,
ale 1 pfi pouziti stresového faktoru je akumulace PHA relativné nizka. [2, 3, 5]

3.2.5.6. Halofilni mikroorganismy

Pritomnost PHA v halobakteriich byla poprvé popsdna vroce 1972. Tento
mikroorganismus byl zafazen a nazvan jako ,,Halobacterium sp. from the Dead Sea™ podle
mista nalezu. Ale na zéklad¢ pozdé&jsi identifikace bylo zjisténo, ze se jednd o Haloarcula
marismortui.[18]

Dosud bylo identifikovano nékolik dalSich potencidlné vyznamnych rodi schopnych
akumulovat P3HB nebo kopolymer P(3HB-co-3HV), jako naptiklad rody Haloferax,
Halobiforma nebo Haloquadratum.[18]

Obrazek €. 11 ukazuje fotografii mikroorganismu Halococcus morrhuae s granulemi

P3HB po sedmidenni kultivaci na komplexnim médiu.
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Obrazek 11 granule PHB uvniti Hec. morrhuae [18]

3.2.5.7. Produkce pomoci kvasinek

Kvasinky maji obecné vétsi velikost builky nez vétSina bakterii. Proto ve srovnani
s bakteriemi je u kvasinek jednodusi separace biomasy z kultivaéniho média, napt. pomoci
centrifugace nebo filtrace. To by mohlo za urcitych podminek zefektivnit vyrobu PHA, proto
byla této moznosti v minulosti vénovana urcitd pozornost. [2]

Napiiklad transgenni kvasinka Saccharomyces pombe s inkorporovanym plastidem
pBHRG68, ktery obsahoval geny kodujici 3-ketothioldzu, acetoacetyl-CoA reduktdzu a PHA
polymerazu z bakterie C. necator, dokdzala za optimalnich podminek akumulovat 9% P3HB
v susiné. [39]

3.2.6. Producenti mcl-PHA

3.2.6.1. rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni tyCinkovité Siroce rozSifené
mikroorganismy, které jsou dobie enzymové vybaveny a jsou proto Castou kontaminaci
potravin a potravinaiskych surovin, kde zptisobuji jejich znehodnoceni. Diky svému Sirokému
enzymovému vybaveni patii mezi dualezité¢ saprofyty a podili se vyznamnou meérou na
prirozeném kolobéhu prvka v prirodé. Do rodu Pseudomonas patii nepatogenni druhy, ale i
rostlinné a zivocisné patogeny nebezpecné i pro ¢loveéka. Dale zde mizeme najit primyslove
pouzivané druhy k mikrobidlnim transformacim. V posledni dob¢ také vzrista zajem o tento
mikrobidlni rod diky jejich schopnosti akumulovat mcl-PHA, které maji odlisné fyzikalni a
materialové vlastnosti ve srovnani s homopolymerem P3HB a kopolymerem P(3HB-co-3HV).
[1, 35, 40]

Monomerni slozeni akumulovanych mcl-PHA se velmi li§i v zavislosti na pouzitém
kmenu, substratu a kultivacnich podminkach, vétSinou obsahuji az nékolik riznych
monomerd v rizném procentudlnim zastoupeni. Byla ale i pozorovana schopnost akumulace
homopolymeru  mcl-PHA. Napi. divoky kmen P. mendocina  akumuloval
polyhydroxyoktanoat v mnozstvi 31% v suSiné, bylo ale dosahovano malého nartstu
biomasy. [5]
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U bakterie P. aeruginosa IFO3924 byla pozorovana simultanni produkce mcl-PHA a
rhamnolipida, produkce obou polymert byla vyrazné¢ ovlivnéna teplotou, pii 28-30°C
prevladala produkce rhamnolipidii nad PHA. [1]

3.2.7. PHA jako extracelularni metabolit

PHA jsou obecné akumulovany ve formé intraceluldrnich granuli. Separace biomasy, jeji
dezintegrace a nasledna izolace a purifikace produktu jsou procesy, které zasadnim zptisobem
ovlivituji konkurence schopnost a efektivitu primyslové vyroby PHA. Z vySe uvedenych
divodi je také pozornost vénovana moznosti produkce PHA jako extracelularniho
metabolitu. [41]

Extracelularni produkce PHA byla pozorovédna zatim pouze u mutantniho
mikroorganismu Alcanivorax borkumensis SK2 mechanismus produkce PHA do prostredi
neni zatim zndm. Technologie vyroby je pod patentovou ochranou.

A. borkumensis SK2 je olej degradujici motska bakterie, extracelularni produkce byla
pozorovana pouze pii kultivaci na olejich a jinych alifatickych uhlovodicich. [3, 5]

3.3. Produkce pomoci transgennich rostlin

Jednim z limitujicich faktorti pro velkoobjemovou bakteridlni produkci PHA je cena
uhlikatého substratu, ktery je pouzit pro fermentaci. Protoze rostliny jsou autotrofni
organismy schopné fotosyntézy, PHA transgenni rostliny by fixovany oxid uhliCity z
atmosféry ptimo prevadély na polyester, coz by mohlo snizit vyrobni naklady. [24]

Tabulka 3 Pi‘'ehled vytézku PHA u pouZivanych transgennich rostlin [42]

Bunéény kompartment Rostlina Typ PHA Obsah PHA [%]

cytoplazma A. thaliana P3HB 0,1
fepka P3HB 0,1
tabakovnik P3HB 0,01
bavlnik P3HB 0,3

plastid A. thaliana P3HB 8
fepka - semena P3HB 6
kukufice P3HB 0,05
bavlnik P3HB 0,02
brambory P3HB 0,04
vojtéska P3HB 0,2
A. thaliana P(3HB-co-3HV) 1,6
fepka P(3HB-co-3HV) 2,3

peroxizom A. thaliana Mcl-PHA 0,6
obili P3HB 2

Protoze je acetyl-CoA pfitomen v rostlinnych bunkach v cytozolu, plastidech,
mitochondriich, peroxizomech a jinde, teoreticky muze byt syntéza PHA lokalizovana
v jakémkoli bunéném kompartmentu.

Tabulka 3 udava prehled vytézk, jakych bylo dosazeno pii produkei pomoci transgennich
rostlin.
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3.3.1. Syntéza P3HB v rostlinach

Prvni PHA produkovany rostlinami byl homopolymer P3HB. P3HB je syntetizovan
z acetyl-CoA za katalyzy 3-ketothioldzy, acetoacetyl-CoA reduktizy a PHA syntazy jak
ukazuje obrazek 12.

Exprese genti pro acetoacetyl-CoA reduktazu a PHA syntazu z C. necator do cytoplazmy
rostlinnych bun¢k u Aradopsis thaliana vedl k produkci P3HB v mnozstvi 0,1% suché
hmotnosti vyhonki. 3-Ketothioldza nemusi byt v piipadé produkce v cytosolu exprimovana,
protoze je pfirozen¢ piitomna v rostlinné cytoplazmé, kde je zahrnuta v izoprenoidni dréaze.
Rust rostlin, u kterych byla P3HB draha lokalizovana v cytozolu byl vyrazné redukovan.
Ptepokladd se, ze inhibice ristu je zplusobena vycerpanim nebo podstatnym snizenim
dostupného mnozstvi acetyl-CoA v cytoplazmé pro izoprenoidni drdhu a biosyntézu
flavonoida. Flavonoidy a izoprenoidy jsou mimo jiné dilezité rostlinné regulatory a hormony
a jejich omezena biosyntéza pravdépodobné vyrazné inhibuje rist rostliny. Biosyntéza PHB
v cytozolu tedy neni povazovana za vhodnou produkéni strategii, protoze dochézi k malému
narastu rostlinné biomasy a s nizkym mnozstvi akumulovaného polymeru. [43, 44]

Akumulace vétsiho mnozstvi P3HB bylo dosazeno v plastidech. Geny kodujici P3HB
drahu u C. necator byly upraveny a byla piipravena transgenni rostlina A. thaliana, u které
bylo dosazeno akumulace az 40% suché hmotnosti vyhonkd. AvSak rostliny, které
akumulovaly P3HB v mnoZstvi vy$§im nez pfiblizné 5% suSiny vykazovaly chlorézu a byla
zde pozorovana negativni korelace mezi riistem rostliny a produkci PHB. [44, 45]

acetyl-CoA

X

malonyl-CoA  acetoacetyl-CoA

; ¢+ X7

3-hydroxy-
¢ ¢ buty);'yi-CgA
‘ ¢ *rphac)
flavonoids isoprencids PHB

Obrazek 12 Syntéza P3HB v cytoplazmé a dalSi metabolické moZnosti acetyl-CoA v cytoplazmé [42]

Ve snaze ptenést technologii transgennich rostlin do polnohospodarské produkce, skupina
vyzkumniki pfipravila transgenni fepku, u které byla draha pro akumulaci P3HB
implementovana do leukoplastii. Zrald semena fepky obsahovala 8% P3HB v suSing. Pii
akumulaci P3HB v leukoplastech semen fepky nebyl pozorovan zadny negativni vliv na vyvoj
a kli¢eni semen, ani chlor6za u rostliny. Z tady dalSich experimentt vyplyva, ze leukoplasty
jsou vhodnéjsi pro akumulaci P3HB nez chloroplasty nebo akumulace v cytoplazmé. Dalsi
vyhodou zacileni metabolické drdhy do semen fepky, je pomérné dobie zvladdnutelna
zemédelska produkce a zpracovatelska technologie této plodiny. [42]

Byla provedena fada vyzkumi, pfi kterych byla P3HB biosyntetickd draha vnesena do
tabaku, brambor ¢i vojtésky, avSak bylo dosazeno pouze nizkych nebo zadnych vytézka
P3HB. Zatim neni plné objasnén divod, pro¢ nedochazi k akumulaci nebo velmi malé
akumulaci v téchto rostlindch. Predpoklada se jeden z nasledujicich problémi: tyto rostliny
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neexprimuji geny z C. necator nebo tyto bakteridlni proteiny zde maji nizkou aktivitu ¢i jsou
inhibovany. [42, 43]

Akumulace P3HB byla také zkoumana v bavinénych vlaknech, scilem zménit
materidlové vlastnosti produkované baviny. Bylo dosazeno akumulace 0,3% P3HB v
susing bavinénych vldknech. U bavinénych vldken s P3HB byl pozorovan vzrist tepelné
vyhievnosti a zlepSeni tepelnych a izolacnich vlastnosti.

Acetyl-CoA je pfitomen i vdal§ich bunéénych organelach, v mitochondriich a
peroxizomech, P3HB akumulace je teoreticky mozna i zde. Avsak biosyntéza a akumulace
P3HB v mitochondriich dosud nebyla publikovéna.

3.3.2. Syntéza kopolymeri PHA v rostlinach

Nejvyznamnéj$imi kopolymery, kterym je vénovana pozornost jsou kopolymer P(3HB-
co-3HV) a skupina kopolymerti mcl-PHA.

Pti bakteridlni produkci P(3HB-co-3HV) je prekurzor pro hydroxyvalerat ptidavan do
kultiva¢niho média. Pfi biosyntéze P(3HB-co-3HV) v rostlinach je propionyl-CoA generovan
modifikaci metabolismu vétvenych aminokyselin. Pro tuto produkci byla modifikovana a
pouzita thereonin-deamindza z bakterie E.coli (oznaCovéna ilvA), kterd vede k tvorbé 2-
ketobutyratu, ktery je dekarboxylovan na acetyl-CoA pomoci pyruvatdehydorgenazového
komplexu, ktery je pfirozené¢ piitomen v rostlinnych pletivech. Déle byla pouzita 3-
ketothiolaza izolovana z C. necator (kdédovéna genem jako btkB), ktera vykazuje vyssi
katalytickou aktivitu k propionyl-CoA nez 3-ketothiolaza phaA. Transgenoze vSech Ctyt gent
(ilvA, btkB, phaB a phaC) do A. thaliana byla provedena pomoci viru kvétdkové mozaiky
(oznacovany jako CaMV3S) a bylo dosazeno akumulace 0,2-0,8% PHA s obsahem 4-
17mol% 3HV. Shodny postup byl pouzit pro docileni akumulace v leukoplastech u semen
fepky, zde bylo dosazeno akumulace 2% PHA v susin€ s obsahem 7mol% 3HV. Akumulace
kopolymeru P(3HB-co-3HV) méla pii porovnani s akumulaci P3HB ve stejnych rostlinach
negativni vliv celkovou produkci PHA. Z toho vyplynul fakt negativniho metabolického
ovlivnéni expresi thereonin-deaminazy a/nebo produkce propionyl-CoA. Schéma metabolické
dréhy vzniku kopolymeru P(3HB-co-3HV) je uvedeno na obrazku 13. [24, 42, 43]

COOH ) COOH CO-5-CoA CO-S-CoA CO-S-CoA
Threonine | Pyruvate-DH | BktB | PhaB
HaN—CH deaminase co comple; CH, CH, CH,
| ;I [ ; ; | | | CoASH
CH—OH CH, CH;s co CH—OH
| NH3 | CoASH (o, CO-S-CoA | NADPH |
CoASH NADP PhaC
CHj CH; CH, CH,
CH; | |
CH; CH; o CH; 0 CH»
¢ cu” T e
| ] | I
CH3 o 1|?H1 o
CO-5-CoA coscoa FhaC CH3
CO-5-CoA gy | PhaB |
| CHp CH,
CHj | | CoASH Poly(3HB-co-3HV)
CH—OH
CO-S-CoA |  NADPH |
| CoASH  CH; NADP oy,

CH;

Obrazek 13 Metabolicka draha vzniku P(3HB-co-3HYV) u transgennich rostlin [46]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Pouzité chemikalie, material, bakterie a pristroje

4.1.1. Produkéni bakterie
Pii praci byla pouzita bakterie, z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity
v B¢, Cupriavidus necator H16 sbirkové Cislo CCM 3726.

4.1.2. Chemikalie pro kultivaci mikroorganismi
Nutriet Broth (Himedia)
Agar Powder (Himedia)
Peptone (Himedia)
Beet Extract (Difco laboratories)
4.1.3. Ostatni chemikalie
Poly[3HB-co-3HV] (12% 3HV) - Sigma Aldrich
Triton X - Sigma Aldrich
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat - Sigma Aldrich
Nikotonamid adenin dinukleotid - Sigma Aldrich
Kyselina oxaloctova - Sigma Aldrich
Glukoésa-6-fostat - Sigma Aldrich
DL-isocitrat tri sodny - Sigma Aldrich
Kyselina DL-jablé¢na - Lachema n.p. Brno
4.1.4. Pristroje
Centrifuga Boeco C-28, Hettich Mikro 200
Analytické vahy Boeco

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Termostat, LS-35

Temperovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0.
Plynovy chromatograf

- Trace GC Ultra FID detektor, Finnigan (USA)

- Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm pro stanoveni P3HB

- Kolona — SLB-IL 100 pro stanoveni mastnych kyselin
Fermentor Sartorius BIOSTAT 51 B® plus

ELISA reader BIOTEK EL 808

Mikrocentrifuga Boeco
4.2. Kultivace bakterie Cupriavidus necator H16
4.2.1. Uchovani bakterie a priprava inokula

Po oziveni lyofilizované sbirkové kultury byla kultura inkubovana na Petriho miskach
obsahujici pevné médium Nutrient Broth v termostatu pii teploté¢ 30 °C. Kultura bakterie C.
necator H16 byla poté uchovavana na Petriho miskach pii teplot¢ 7 °C. Preockovani
bakterialni kultury bylo provadéno v intervalu 30 dni.
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Inokulum pro vSechny kultivace bylo pfipraveno do Erlenmayerovych banék o objemu
100 ml obsahujicich 50 ml média Nutrient Broth. Inokulum bylo zaockovano tiikrat
bakteriologickou klickou z agarové plotny a po 24 hodindch kultivace pii 30 °C na
temperované tfepacce pii konstantni tfepaci frekvenci 170 rpm bylo pouzito pro dalsi praci.

4.2.2. Zivna média
Pro uchovavani kultury bylo pouzito komer¢né dostupné médium Nutriet Broth
Beef extrakct 10 g
Pepton 10 g
NaCl5¢g
Agar20 g
Destilovana voda 1000 ml

Pro kultivaci bakterie Cupriavidus necator H16 bylo pouzito mineralni médium o slozeni:

(NH4)ZSO4 3 g
Na,HPO4 I1,1g
KH2PO4 1,02 g
MgSOq4 02¢g

Roztok stopovych prvka* 1 ml
Destilovana voda 1000 ml

*Roztok stopovych prvkia

FeCl; 9,7 g
CaCl, 7,8 g
CuSOy4 0,156 g
CoCl, 0,119¢
NiCl, 0,118 g

Destilovana voda 1 000 ml

4.2.3. Vzorky oleji

Tabulka ¢. 4 udava prehled a oznaceni tukll a olejd, které byly pouzity pro kultivaci
bakterie C. necator H16.

Tabulka 4 Piehled pouzitych oleji pro kultivaci

vzorek popis vzorku
1 |Repkovy olej L. Odpadni olej z vyroby bramburek
2 | Smé&s sadla a rostlinného tuku | Odpadni olej z gastronomie — smazeni a fritovani
3 | Repkovy olej II. Surovy, nepurifikovany olej
4 | Palmovy tuk Odpadni olej z vyroby koblih - smazeni
5 |Kavovy olej Olej extrahovany z odpadniho kavového logru
6 |Repkovy olej III. Odpadni olej z gastronomie — smazeni a fritovani
y : i olej t tské — zeni
7 | Repkovy olej IV. O‘dpacrin{ olej ze studentské menzy smazeni a
fritovani
., Zakoupeny v maloobchodni siti, otevieny a
8 | Slunecnicovy olej A , y
skladovany pfi laboratorni teploté v temnu cca 1 rok
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4.2.4. Kultivace na raznych olejich

Bakterie C. necator H16 byla kultivovana na riznych tucich za stejnych experimentalnich
podminek. Pouzity tuk byl jediny zdroj organického uhliku. Jako produkéni médium bylo
pouzito minerdlni médium (viz. 4.2.2.), koncentrace substratu byla pro vSechny kultivace
20 g/1, celkovy objem kultivacni smési byl 50 ml. Kultivace byla provedena v Erlenmayeroveé
bance o objemu 100 ml na temperované tiepacce pii 30 °C a pfi konstantni tfepaci frekvenci
170 rpm.

Vsechna produkéni média byla zaockovana z pripraveného inokula (viz. 4.2.1.) a po
72 hodinach kultivace bylo stanoveno mnozstvi biomasy, obsah a slozeni PHA v biomase.

4.2.5. Vliv aerace/oxida¢niho stresu na tvorbu biomasy, akumulaci PHA
a sloZzeni akumulovaného polymeru u bakterie C. necator H16

4.2.5.1. Kultivace v Erlenmayerovych baikach

Kultivace byla provedena ve 100 ml Erlrenmayerovych bankach, které obsahovaly 25; 50
a 75 ml mineralniho média (viz. 4.2.2.).

Jako jediny zdroj uhliku byl pouzit pouzity odpadni fritovaci tuk z gastronomie o
koncentraci 20 g/l (vzorek oleje €. 7, viz tabulka 4). Banky byly zaockovany z inokula na
Nutrient Broth mediu (viz. 4.2.1.), kultivace probihala 72 hodin na temperované tfepacce pii
30 °C a konstantni tfepaci frekvenci 170 rpm. Pro kazdy vzorek byly provedeny dvé paralelni
kultivace, v jednom ptipadé¢ byl jako prekurzor 3-hydroxyvaleratu pouzit propionat sodny a
v druhém ptipad¢ byl pouzit jako prekurzor 1-propanol.

Na pocatku byl ptfidan propionat sodny resp. 1-propanol o vysledné koncentraci 5 g/l
vmédiu. Po 72 hodindch kultivace byl stanoven obsah biomasy, slozeni a mnoZstvi
akumulované¢ho PHA.

4.2.5.2. Kultivace ve fermentoru

Kultivace byla provedena v 51 fermentoru. Nejdiive bylo pfipraveno inokulum na médiu
Nutriet Broth (viz. 4.2.1.). Toto inokulum bylo pouzito pro zaockovani Erlenmayerovych
ban¢k s mineralnim médiem (viz. 5.2.2.). Jako jediny zdroj uhliku byl pouzit pouzity fritovaci
olej z gastronomie o koncentraci 20 g/l (vzorek oleje €. 7, viz tabulka 4), inokulaéni pomér
byl 10%. Inokulum s minerdlnim médiem bylo kultivovano 24 hodin na temperované tiepacce
pfi 30 °C a konstantni tfepaci frekvenci 170 rpm. Po 24 hodinach kultivace bylo toto
mineralni inokulum pouzito pro zaockovani fermentoru, inokulaéni pomér byl 10%.

Pro kultivaci bakterie C. necator H16 ve fermentoru bylo pouzito opét mineralni médium
(viz. 4.2.2.), objem mineralniho média byl 3,51. Kultivace ve fermentoru byla provedena za
konstantni teploty 30 °C a pH 7, hodnota pH byla automaticky regulovana ptidavkem
0,5 mol/l roztoku NaOH resp. H,SO4. Kultivace byly provedeny za konstantni koncentrace
rozpu$téného kysliku, kterd odpovidala 10; 30; 50 a 70 procentim maximalni saturace
bioreaktoru.

Jako prekurzor poly-3-hydroxyvaleratu byl pouzit propionat sodny, ktery byl pfitokovan
do reaktoru v Case kultivace 9 a 22 hodin. V 9 hodin¢ kultivace bylo ptfiddno mnozstvi
prekurzoru odpovidajici koncentraci 3 g/l v bioreaktoru a v 22 hodin¢ kultivace bylo ptidano
mnozstvi prekurzoru odpovidajici koncentraci 5 g/l.
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V 3; 6;9; 22; 25; 28 a 30 hodin¢ byla stanovena koncentrace biomasy v bioreaktoru. V 9;
22; 25 a 30 hodiné kultivace byl odebran vzorek pro stanoveni slozeni a obsahu PHA
v biomase.

Po ukonceni vSech kultivaci byl odebran a uchovan vzorek biomasy, ktery byl pozdéji
pouzit pro dal$i experimenty.

4.2.5.3. Optimalizace kultivace ve fermentoru

Byla provedena optimalizacni kultivace ve fermentoru. Minerdlni médium, substrat,
inokula¢ni poméry a inokulacni proces byly shodné jako pii ptfedchozich kultivacich ve
fermentoru (viz. 4.2.4.2.). Nastaveni saturace bioreaktoru vzduchem bylo zvoleno s ohledem
na maximalni efektivnost procesu. Maximalni efektivnost procesu byla zhodnocena na
zéklad¢ analyzy piedchozich experimenti (viz. 4.2.5.2.).

Pii optimaliza¢ni kultivaci byl propionat sodny piiddn jiz do mineralniho inokula,
koncentrace propionatu v mineralnim inokulu byla 0,5 g/l dalsi postup byl totozny jako pii
predchozich experimentech (viz. 4.2.5.2.).

V3; 6;9; 22; 25; 28 a 30 hodin¢ kultivace byla stanovena koncentrace biomasy
v reaktoru. V 9; 22; 25 a 30 hodin¢ kultivace byl odebran vzorek pro stanoveni slozeni a
obsahu akumulovaného PHA v biomase.

4.2.5.4. Koeficient YPHA/S a YX/S

U vsech provedenych kultivaci byl vyhodnocen vytéznostni koeficient Yppas a Yxs podle
nize uvedenych rovnic (viz rovnice 1. a 2.).
koncentrace produktu [g/1]

Y = 1.
PIAS T koncentrace substratu [e/1] (1)

koncentrace biomasy [g/1]
Yys =

2)

koncentrace substratu [g/1]

Oba koeficienty jsou bezrozmérné veli¢iny, které udavaji pomér akumulovaného PHA
resp. biomasy ku mnozstvi pouzitého substratu.

4.3. Stanoveni koncentrace biomasy

V prubéhu jednotlivych kultivaci byl analyzovan obsah biomasy spektofotometrickym
méienim zékalu, jako blank byla pouzita destilovana voda. Obsah biomasy byl vypocitan ze
sestrojené kalibra¢ni kiivky.

4.3.1. Kalibrace stanoveni

Kalibrac¢ni fada roztokt byla piipravena fedénim suspenze bunék o znamé koncentraci
destilovanou vodou a naslednym méfenim absorbance pii vlnové délce 630 nm. Redénim
kultury o zndmé koncentraci biomasy byla sestrojena kalibra¢ni kiivka A, = f(Chomsa ) -

Pro stanoveni suSiny biomasy bylo odebrano 10 ml roztoku bunécéné suspenze. Suspenze
byla centrifugovana (10 000 rpm; 5 min), supernatant byl slit a biomasa byla promyta
roztokem Tritonu-X. Biomasa byla opét centrifugovana, supernatant slit a nakonec byla
biomasa suspendovana v 1 ml destilované vody.

Bunécna suspenze byla kvantitativné pienesena do predem zvazenych hlinikovych misek,
misky byly suSeny do konstantni hmotnosti pii 105 °C. Z rozdilu hmotnosti hlinikovych
misek byla vypocitana koncentrace biomasy v piivodnich 10 ml suspenze.
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4.3.2. Stanoveni biomasy v jednotlivych kultivacich

Béhem a po skonceni kultivace byla u jednotlivych experimentli stanovena koncentrace
biomasy v g/l. Kazdy vzorek byl nafedén tak, aby naméiena hodnota absorbance byla
zahrnuta v sestrojené kalibra¢ni kiivce.

Vzorek bunécné suspenze pro stanoveni koncentrace biomasy byl centrifugovan (10 000
rpm, 5 min) supernatant byl slit. Biomasa byla promyta roztokem Tritonu-X a byla opét
centrifugovana (10 000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a biomasa byla suspendovana
v puvodnim mnozstvi destilované vody. U takto pfipraveného vzorku byla stanovend hodnota
absorbance pii 630 nm, jako blank byla pouzita destilovana voda.

4.4. Stanoveni sloZeni a koncentrace PHA v biomase

Zakladem metody je prevedeni akumulovaného PHA na nize vrouci methyl estery
piislusnych 3-hydroxyalkaoatovych kyselin pomoci kysele katalyzované esterifikace.

44.1. Stanoveni kalibra¢ni krivky PHA

Do vialek byl postupné napipetovan komeréni roztok P(3HB-co-3HV (12% 3HV) o
koncentraci 10 mg/l v mnozstvi 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml. Dale byl pfidan chloroform na
vysledny objem 1,0 ml. Poté bylo ptidano 0,8 ml roztoku 15% kyseliny sirové v methanolu
s vnitfnim standardem kyselinou benzoovou. Takto byly vialky uzavieny a umistény do
termostatu na 100 °C po dobu 3 hodin, kde prob¢hla hydrolyza PHA a esterifikace za vzniku
ptislusnych methylestert.

Po ukonceni hydrolyzy byly vialky pro dalsi praci ochlazeny, aby se zamezilo ztraté
tékavych methyl esterd. Ve vodé rozpustné necistoty byly extrahovany 0,5 ml 0,05 mol/l
roztokem NaOH. Po extrakci byla odebrana spodni chloroformova frakce do nové vialky, ta
byla ihned uzaviena a pouzita pro analyzu.

4.4.2. Stanoveni PHA v biomase

Odebrany vzorek biomasy byl centrifugovan v rychlocentrifuga¢nich zkumavkéch (5 min;
12 000 rpm). Supernatant byl slit a biomasa byla suspendovana v 5% roztoku Tritonu X.
Vzorek byl znovu centrifugovan, supernatant slit a biomasa suspendovana v 1 ml destilované
vody. Vzorek byl pfeveden do zkumavky typu Eppendorf a centrifugovan na mikrocentrifuze
(2 min; 10 000 rpm). Supernatant byl opét slit a biomasa byla suSena pti 80 °C, pii této teploté
doslo k inaktivaci bakterii a vysuseni vody.

Do vialek bylo pfesné navdzeno 10 mg suché biomasy, dale bylo pfidano 1,0 ml
chloroformu a 0,8ml 15% roztoku kyseliny sirové v methanolu s vnitinim
standardem kyselinou benzoovou. Vialky byly uzavieny a dal$i postup byl shodny, jako pfi
stanoveni kalibra¢ni kiivky PHA viz (4.4.1.).

4.5. Stanoveni aktivity vybranych enzymi

4.5.1. Kalibrace stanoveni NADH/NADPH

Do zkumavky typu Eppendorf byl pfesné navazen NADH a rozpustén v 0,05 mol/l
fostatovém pufru pH=7,4, tak aby vyslednd koncentrace byla ptiblizn¢ 0,003 g/ml NADH.
Tento zasobni roztok byl rozfedén na pracovni roztok, tak aby vysledna koncentrace NADH
byla ptiblizn¢ 0,0005 mol/l.
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Byla pfipravena fada roztoki od koncentrace 0,05-107 mol/l do 0,5-10° mol/l, k fed&ni
pracovniho roztoku NADH byl pouzit 0,05 mol/I fosfatovy pufr pH=7.4, ktery byl pouzit i pro
slepy pokus pfi stanoveni absorbance pfi 340 nm. Z naméfenych hodnot byla vyhodnocena
kalibra¢ni kiivka jako zavislost absorbance na koncentraci NADH.

4.5.2. Priprava enzymového preparatu

Suspenze buné¢k, kterd byla pouzita pro stanoveni enzymové aktivity, byla nejdiive
centrifugovana (10 000 rpm; 5 min), supernatant byl slit. Bunky byly promyty roztokem
Tritonu-X a znovu centrifugovany. Bunécné biomasa byla rozsuspendovana ve fosfatovém
pufru pH=7.4 a bakteridlni buniky byly dezintegrovany pomoci ultrazvuku s 20% amplitudou
a 3 s pauzou, celkova dodand energie pro dezintegraci bunék byla 25 kJ. Béhem celého
procesu sonifikace byla bunécna suspenze chlazena v ledové lazni, aby se zabranilo
denaturaci proteinii a ztrat€¢ enzymové aktivity. Nerozpustné latky a zbytky bunéénych
struktur byly centrifugovany (12 000 rpm; 5 min; 4 °C) a takto vznikly supernatant byl pouzit
pro stanoveni aktivity vybranych enzymii. [48]

4.5.3. Stanoveni aktivity 2-methylcitrat syntazy

Enzymova aktivita 2-methylcitrat syntdzy byla vyhodnocena nasledujicim zptsobem:
25 ul enzymového extraktu bylo smichdno s 205 pl fosfatového pufru pH=7.,4, ktery
obsahoval (DNTR 0,0099 g na 10 ml; kyselina oxaloctova 0,0033 g na 10 ml). Po ptidavku
20 pl propionyl-CoA byla méfena absorance pii 405 nm, z naméfenych dat byla vyhodnocena
enzymova aktivita. [48]

4.5.4. Stanoveni aktivity NADP izocitratdehydrogenazy

Aktivita NADP dependentni izocitratdehydrogenazy byla stanovena nasledujicim
zpusobem: 25 ul intracelularniho enzymového extraktu bylo smichdno s 25 ul 0,01 mol/l
NAD a 200 pl 0,05 mol/l fosfatového pufru pH=7,4, ktery obsahoval 0,05 mol/l izocitratu a
0,01 mol/l MgSQO4a 0,1 mol/l KCI. [48]

V priibéhu 10 min byla métfena absorbance pti 340 nm, kazdych 30 s, z namétenych dat
byla vyhodnocena enzymova aktivita.

4.5.5. Stanoveni aktivity glukéza-6-fosfat dehydrogenazy
Aktivita gluk6za-6-fosfat dehydrogenazy byla méfena nésledujicim zplsobem: 25 ul
intracelularniho enzymového extraktu bylo smichdno s 25 ul 0,01 mol/l NADP a 200 ul
0,05 mol/l fosfatového pufru pH=7,4, ktery obsahoval 0,005 mol/l glukoza-6-fosfatu a
0,03 mol/l MgCl. [48]
V priibéhu 10 min byla métfena absorbance pti 340 nm, kazdych 30 s, z namétenych dat
byla vyhodnocena enzymova aktivita.

4.5.6. Stanoveni aktivity malat dehydrogenazy
Aktivita malat dehydrogenazy byla méfena nésledujicim zpusobem: 25 pl intracelularniho
enzymového extraktu bylo smichano 25 ul 0,01 mol/l NAD a 200 ul 0,05 mol/l fosfatového
pufru pH=7.4, ktery obsahoval 0,05 mol/l malétu, 0,01 mol/l MgSO4 a 0,1 mol/l KCI. [48]
V pribéhu 10 min byla méfena absorbance pii 340 nm, kazdych 30 s, z namétenych dat
byla vyhodnocena enzymova aktivita.
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4.5.7. Stanoveni aktivity jableéného enzymu

Aktivita jableéného enzymu byla stanovena nasledujicim zplsobem: 25 ul
intracelularniho enzymového extraktu bylo smichano 25 ul 0,01 mol/l NADP a 200 ul
0,05 mol/l fosfatového pufru pH=7,4, ktery obsahoval 0,05 mol/l malétu, 0,01 mol/l MgSQO4 a
0,1 mol/l KCI. [48]

V priibéhu 10 min byla métena absorbance pti 340 nm, kazdych 30 s, z namétenych dat
byla vyhodnocena enzymova aktivita.

4.6. Stanoveni celkovych proteini Hartree-Lowryho metodou

Jedna se o spektofotometrické stanoveni zalozené na redukei kyseliny fosfomolybdenové
a fosfowolframové tyrozinovymi zbytky v proteinu za vzniku modrého zbarveni. Pfi analyze
byly pouzity tfi ¢inidla A, B a C.

Cinidlo A: 2 g vinanu sodno-draselného-4H,0; 100 g Na,COs; 500 ml 1M NaOH; doplnit
do 1 I vody

Cinidlo B: 2 g vinanu sodno-draselné¢ho-4H,0; 1 g CuSO4-5H20; 90 ml H,O; 10 ml 1M
NaOH

Cinidlo C: Zfedén 1 dil komeréniho Folin-Ciocalteauova ¢inidla s 15 dily vody

4.6.1. Stanoveni kalibra¢ni krivky

Do zkumavek bylo napipetovano 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml bilkovinného standardu o
koncentraci 250 pg/ml, poté byla pfidana voda na vysledny objem 1,0 ml. Dale bylo pfidano
0,9 ml ¢inidla A a zkumavky byly inkubovany 10 min pii 50 °C na vodni lazni. Po inkubaci a
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B a zkumavky byly ponechany
10 min pii laboratorni teploté. Nakonec bylo pfidano 3 ml ¢inidla C a zkumavky byly opét
inkubovany 10 min na vodni lazni pfi teploté 50 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla
zméfena absorbance pfi 650 nm proti blanku, ktery byl pfipraven stejnym zpiisobem jako
vzorky, pouze neobsahoval zadny bilkovinny standart.

4.6.2. Stanoveni celkovych intraceluldrnich proteinii ve vzorcich

Pro stanoveni koncentrace celkovych intraceluldrnich proteind, byla pouzita intraceluldrni
suspenze (viz. 4.5.3.). K 0,5 ml suspenze bylo pfidano 0,5 ml fosfatového pufru pH=7,4 a
0,9 ml ¢inidla A, takto vznikld smés byla inkubovana 10 min pfi 50 °C na vodni lazni. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B a smés byla inkubovana 10 min
pfi laboratorni teploté. Poté bylo ke smési pfidano 3 ml ¢inidla C a smés byla inkubovéana
10 min v 50 °C vodni lazni. Po ochlazeni byla zmétfena absorbance pii 650 nm proti blanku.
Blank byl pfipraven stejnym zplsobem, pouze misto intraceluldrni suspenze obsahoval
destilovanou vodu.

4.7. Stanoveni vybranych charakteristik lipidi pouzitych pro kultivaci
bakterie C. necator H16

Z analytického hlediska oznacuje pojem lipidy vSechny latky, které se za podminek
metody extrahuji lipofilnimi rozpoustédly. Chemicky se jedna o nehomogenni skupinu latek,
do které¢ patii acylglyceroly, vosky, slozené lipidy (fosfolipidy, glykolipidy, lipoproteiny),
steroidy, terpeny, vitaminy rozpustné v tucich, volné mastné kyseliny a dalSi méné casté
lipofilni latky.
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4.7.1. Stanoveni ¢isla zmydelnéni

Cislo kyselosti se udava v mg KOH, ktery je zapotiebi k neutralizace volnych i vazanych
mastnych kyselin v 1 g tuku. Vzorek se zmydelni varem v nadbytku alkoholického KOH a
nezreagovany KOH se zpétné titruje kyselinou chlorovodikovou na indikator fenolftalein.

Do destilacni baiiky bylo navazeno piesné 2 g tuku, dale bylo piidano piesn¢é 25 ml KOH
a pod zpétnych chladi¢em na topném hnizd¢ bylo provedeno zmydelnéni po dobu 30 min.
Ciry obsah po zmydelnéni byl ihned titrovan roztokem HCI do odbarveni indikatoru
fenolftaleinu. Soubézné se vzorky byl proveden slepy pokus. [47]

4.7.2. Stanoveni Cisla kyselosti

Cislo kyselosti uddva obsah volnych mastnych kyselin vtuku a vyjadiuje se jako
hmotnost KOH v mg potfebna k neutralizaci 1 g tuku pfi titraci na fenolftalein v ethanolu.

Bylo navazeno ptesné 5 g tuku, tuk byl za horka rozpustén v ethanolu na elektrickém
vafi¢i. K horkému roztoku bylo pfidano nékolik kapek fenolftaleinu a roztok byl titrovan
obmérnym roztokem KOH do riizového zbarveni, které je stabilni po dobu 30 s. Soubézné se
vzorky byl proveden slepy pokus. [47]

4.7.3. Stanoveni esterového cCisla

Esterové ¢islo je hmotnost KOH v mg potiebna k neutralizaci estericky vazanych kyselin
v 1 g tuku. Vypocita se z rozdilu ¢isla zmydelnéni a ¢isla kyselosti. Z esterového ¢isla 1ze
vypocitat ptiblizny procentualni obsah glycerolu v tuku podle rovnice:

% =0,0547-C

glycerol esterové

4.7.4. Stanoveni jodového Cisla podle Hanuse

Jodové ¢islo udava hmotnost jodu v gramech, ktera se aduje na 100 g tuku za podminek
metody. Je méfitkem celkového obsahu dvojnych vazeb. Pii analyze dochazi k adici
jodmonobromidu na nasobnou vazbu. Nezreagovany jodmonobromid se pomoci jodidu
draselného prevede na jod dle rovnice:

IBr + 2KI — KI+ KBr +1,

Jod se stanovi thiosiranem na skrobovy maz dle rovnice:
I, +2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0,

Do zébrusové banky bylo pfesné navazeno 0,4 g tuku, ktery byl rozpustén v 10 ml
chloroformu a dale bylo pfidano pfesné 25 ml IBr, takto vznikla reakéni smés byla uzaviena
zatkou navlhc¢enou v KI, aby se zamezilo ztratdm jodu a byla ponechana 60 min ve tm¢ za
obcasného michani. Po 60 min bylo pfiddno 25 ml 10% roztoku KI, po zhruba 1 min bylo
piidano 100 ml vody a smés byla titrovana do zlutého zbarveni. Poté bylo ptfiddno 3-5 ml
Skrobového mazu a smés se titrovala do odbarveni vodné i organické faze. Soubézné se
vzorky byl proveden slepy pokus. [47]

4.7.5. Stanoveni peroxidového ¢isla

Peroxidové ¢islo udava mnozstvi peroxidl v tuku, které jsou schopny oxidovat jodid na
jod za podminek metody. Vylouceny jod se stanovi titraci roztokem thiosiranu sodného dle

rovnice:
R -0O-0OH +2KI+2CH,COOH — R -OH +1, +2CH,COOK + H,O

12+2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0,

-35-



Peroxidové ¢islo se vyjadiuje v mg kysliku na 1 g tuku.

Do zébrusovych ban¢k bylo navazeno piesné 3 g tuku. Navazka byla rozpusténa ve smesi
konc. kys. octové a chloroformu v poméru 3:2. Dale byl pfiddn 1 ml nasycené¢ho roztoku
jodidu draselného a reakéni smés byla inkubuvana 20 min v temnu pii laboratorni teploté za
obcasného michani. Po 20 min bylo do smési pfidano 100 ml vody a smés byla titrovana
odmérnym roztokem thiosiranu sodného do zlutého zbarveni, dale bylo se piidano 3-5 ml
Skrobového mazu a titrovano do odbarveni vodné i organické faze. Soubézné se vzorky byl
proveden slepy pokus. [47]

4.7.6. Stanoveni zastoupeni mastnych Kyselin v pouZzitych tucich

4.7.6.1. Transesterifikace mastnych kyseliny pomoci KOH

Principem metody je prevedeni oleji na methylestery transesterifikaci s hydroxidem
draselnym.

Do 4 ml vialek bylo pfesné navazeno ptiblizné 70 mg oleje. Byly piidany 3 ml isooktanu,
vialka byla uzaviena a protiepana. DosSlo k rozpusténi vzorku. Poté bylo ptfidano 200 pl
methanolického roztoku KOH (13,1 g KOH ve 100 ml absolutniho methanolu) a vialky byly
siln¢ protfepavany po dobu 30 s. Do roztoku byl pfidan 1 g hydrogensiranu sodného a vialky
byly znovu prottepany po dobu 15 s. Poté byla odpipetovana horni vrstva, ktera byla 10x
ziedéna. Tento roztok byl pfeveden do 2 ml vialek, které byly uzavieny a analyzovany
pomoci plynové chromatografie. [47]

Porovnanim se standardy mastnych kyselin bylo zjisténo relativni zastoupeni mastnych
kyselin u jednotlivych vzorki olejt.

4.7.6.2. Transesterifikace mastnych kyseliny pomoci NaOH pod
zpétnym chladi¢em
Principem metody je pfevedeni oleji na methylestery transesterifikaci s hydroxidem
sodnym.
Do 100 ml destila¢ni banky bylo piesné€ navazeno 250 mg vzorku tuku. Dale bylo piidano
6 ml 0,5 mol/l roztoku NaOH v methanolu a smés byla zahfivana 12 min na topném hnizdé
pod zpétnym chladi¢em. Po 12 min bylo pfidano 10 ml hexanu a smés byla dale 1 min
zahtivana. Poté byl pfiddn nasyceny vodny roztok NaCl a po vychladnuti smési byla
odpipetovana horni vrstva, které byla prevedena do vialky. Vialka byla uzaviena a nasledn¢
analyzovdna pomoci plynové chromatografie. Porovnanim se standardy mastnych kyselin
bylo zjisténo relativni zastoupeni mastnych kyselin u jednotlivych vzorki oleju. [47]
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1. Kalibrace metod

5.1.1. Stanoveni biomasy

Kalibra¢ni ktivka pro mnozstvi suché biomasy byla sestavena z hodnot méteni zakalu
bunék pii vilnové délce A=630 nm. V tabulce ¢. 5 jsou uvedeny prumérné hodnoty ze tii
paralelnich stanoveni.

Tabulka 5 Stanoveni suSiny biomasy

Hmotnost prazdné | Hmotnost misky se | Hmotnost suSiny Koncentrace
misky [g] suSinou [g] [g] biomasy [g/1]
15,8093 15,8299 0,0206 2,06
15,7514 15,7753 0,0239 2,39
14,6204 14,6413 0,0209 2,09
2,18+0,1
Tabulka 6 Zavislost absorbance na koncentraci biomasy pii A=630 nm
Koncentrace biomasy [g/1] A 630 nm
0,0436 0,100
0,0872 0,166
0,1308 0,280
0,1744 0,381
0,2180 0,447
0,2616 0,572
0,3052 0,628
0,3488 0,720
0,3924 0,784
0,4360 0,873
1,0
0,8 -
E 06 -
&
© 04
<
0,2 1
0,() T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
koncentrace biomasy [g/1]

Obrazek 14 Kalibraéni zavislost stanoveni biomasy
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Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibrac¢ni rovnice y =2,0496x .
Regresni koeficient ma hodnotu R* = 0,9950.

5.1.2. Stanoveni PHA

Zakladnim principem stanoveni je pfevedeni PHA na pfisluSné methylestery pomoci
kysele katalyzované esterifikace (viz. 4.4.).

7.596 FHB
o

k'\—ﬂ-.__._;\____—_—__l =y SR

Obrazek 15 Chromatogram standardu P3HB

6.198 PHB
-

7.267 PHV
-

—_— AN

Obrazek 16 Chromatogram standardu P(3HB-co-3HV)

5.1.2.1. Kalibracni krivka 3HB

Kalibracni kfivka byla sestavena jako zavislost plochy ptislusného piku na koncentraci.
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Tabulka 7 Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci P3HB

Koncentrace 3HB [mg/ml] Plocha piku
0,01 311427,8
0,10 2622204
0,50 10894227
1,00 21847834
1,50 34417435
2,00 44467740
50000000 y =22386108,703x
45000000 - 5
40000000 - R'=0,999
= 35000000
= 30000000 -
S 25000000 -
::" 20000000 -
15000000 -
10000000 -
5000000 -
0 T T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
koncentrace [mg/ml]

Obrazek 17 kalibraé¢ni ki¥ivka pro P3HB

Ze zavislosti plochy pfislusSného piku na koncentraci byla vypoctena kalibracni rovnice
y =22386108,703x . Regresni koeficient ma hodnotu R*> = 0,999 .

5.1.2.2. Kalibraéni krivka 3HV
Kalibrac¢ni zavislost byla sestavena jako zavislost plochy ptislusného piku na koncentraci.

Tabulka 8 Kalibraé¢ni zavislost plochy piku na koncentraci P3HV

Koncentrace 3HB [mg/ml] Plocha piku
0,01 245867,2
0,04 984469,8
0,09 2738279
0,17 3463658
0,34 6939317
0,72 15690963
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18000000
16000000 -
14000000 -
12000000 -
10000000 -
8000000 -
6000000 -
4000000 +
2000000 +

0 1 T T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

y =21605419,233x
R*=0,995

s

plocha piku

koncentrace [mg/ml]

Obrazek 18 Kalibraéni kiivka pro 3HV

Ze zavislosti plochy pfislusSného piku na koncentraci byla vypoctena kalibracni rovnice
y =21605419,233x . Regresni koeficient ma hodnotu R* =0,995.

5.1.3. Stanoveni aktivity vybranych enzymu

5.1.3.1. Kalibrace stanoveni NADH

Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci NADH byla stanovena meéfenim pii
vinové délce A=340 nm. V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny prumérné hodnoty ze tii paralelnich

stanoveni.
Tabulka 9 Kalibrace stanoveni NADH

A 340 nm 0,1985 | 0,4205 | 0,6040 | 0,8005 | 1,002 | 1,1940
koncentrace [mmol/l] | 0,053 0,106 0,158 0,211 0,264 0,317
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1,2
y=3,7943x

1,0 1R*=10,9993
0.8 -

0,6

A 340 nm

0,4 -

0,2

0,0 ‘ ‘

0,00 0,05 0,10

0,15

0,20
koncentrace NADH [mmol/I]

0,25

0,30

0,35

Obrazek 19 Kalibrace stanoveni NADH

Z grafické zavislosti absorbance na koncentraci byla sestavena kalibra¢ni rovnice
y =3,7943x . Regresni koeficient ma hodnotu R*> =0,9993.

5.14. Kalibrace stanoveni DNTF
Kalibra¢ni kiivka DNTF byla sestavena jako zavislost absorbance, méfena pii vinové

délce A=405 nm, na koncentraci DNTF.

Tabulka 10 Kalibrace stanoveni DNTF

koncentrace [mmol/1]

A 405 nm 0 0,956 | 1,882 | 2,652 | 3,424
koncentrace [mmol/1] 0 0,1 0,2 0,3 0,4
4
y=28,7907x b
37 R*=0,9959
g
g
<
1 —
0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Obrazek 20 Kalibrac¢ni stanoveni NDTF
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Z grafické zavislosti na koncentraci byla vyhodnocena kalibracni rovnice y =8,7907x.
Regresni koeficient ma hodnotu R* =0,9959.

5.1.5. Stanoveni celkového obsahu bilkovin

Mnozstvi celkovych proteinit bylo stanoveno Hartree-Lowryho metodou (viz. 4.6.).
Kalibraéni kiivka celkového obsahu bilkovin byla stanovena méfenim absorbance pti vinové
délce A=650 nm. V tabulce €. 11 jsou uvedeny primérné hodnoty ze tii paralelnich stanoveni.

Tabulka 11 Kalibrace stanoveni proteini

A 650 nm 0,163 0,269 0,398 0,53 0,628
konc. proteinu [ug/ml] 12,32 24,64 36,96 49,28 61,60

0,7
0.6 | ¥=00106x ¢

R*=0,9872
0.5 -

0,4 1

A 650 nm

0,3 1
0,2 1

L 4

0,1

0,0
0 10 20 30 40 50 60 70

koncentrace proteinu [pg/ml]

Obrazek 21 Kalibraéni stanoveni rozpustnych bilkovin

Z grafické zavislosti absorbance na koncentraci byla sestavena kalibraéni rovnice
y =0,0106x . Regresni koeficient ma hodnotu R* =0,9872 .

5.2. Stanoveni vybranych charakteristik lipidi pouZitych pro kultivaci
bakterie C. necator H16

Pro analyzu bylo pouzito celkem osm riznych tuki. Jejich ptehled udava tabulka ¢islo 4
(viz. 4.2.3.).

U péti vzorkl tuka se jednalo o odpadni tuky z potravinaiské vyroby a gastronomie, kde
byly pouzity jako smazici ¢i fritovaci oleje. Jeden vzorek tuku byl surovy nepurifikovany
rostlinny olej. Dalsi vzorek byl nevhodné dlouhodob¢ skladovany rostlinny olej zakoupeny
v maloobchodni siti uchovany v ptivodnim obalu. A jako posledni vzorek byl olej
extrahovany pomoci hexanu z odpadniho kévového logru. Kavovy logr je odpadem pfi
piipravé kavy. Jeden z pouzitych vzorkl tuki (palmovy tuk) byl za laboratorni teploty tuha
latka.
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5.2.1. Stanoveni tukovych ¢isel

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit zvolené charakteristiky vybranych tuka za pouziti
klasickych metod (viz. 4.7.1; 4.7.2.; 4.7.3.; 4.7.4.; 4.7.5.). Vybrané tuky byly dale pouzity pro
kultivaci bakterie C. necator H16.

Tabulka ¢. 12 udava piiblizny procentualni obsah glycerolu, dale udava cislo zmydelnéni,
peroxidové Cislo, ¢islo kyselosti a jodové ¢islo danych vzorkt tukd.

Tabulka ¢. 12 udéava stfedni hodnotu dvou soubéznych stanoveni pro vSechny tukové
charakteristiky.

Tabulka 12 Prehled charakteristik tuki pouZitych pro kultivaci bakterie C. necator H16

¢islo vzorku tuku Cislo ¢islo Cislo Cislo glycerol
(viz. 423, tabulka 4) zmydelnéni | peroxidové | kyselosti jodoveé [%]
1 178 480 2,0 74 10
2 179 88 0,9 75 10
3 190 34 5,4 79 10
4 196 812 34 45 11
5 166 585 7,1 70 9
6 182 322 2,7 77 10
7 189 507 3,0 75 10
8 183 557 2,6 80 10

U vsech pouzitych tuki se ¢islo zmydelnéni pohybovalo v intervalu 166 az 196 mg KOH
na 1 g tuku. Tabelované hodnoty ¢isla zmydelnéni za podminek metody udava tabulka ¢. 13.

Tabulka 13 Tabelované hodnoty ¢isla zmydelnéni [47]

Repkovy olej 170 — 180
Bézné rostlinné oleje | 180 — 190
Sadlo 190 — 200
Maslo 220 — 230

Cislo zmydelnéni udava celkovy obsah volnych i vazanych mastnych kyselin (a déle
zmydelnéni byla 166 a to u oleje extrahovaného z kdvového logru. U vSech ostatnich vzorki
se Cislo zmydelnéni pohybovalo v intervalu od 178 do 196.

Peroxidové cislo vyjadiené v mg kysliku na 1 g tuku udéava celkové mnozstvi peroxida

A4

Vv

zaznamenana u odpadni smési rostlinného oleje a sadla pouzitého pro smazeni. Nejvyssi
hodnota peroxidové ¢isla byla u odpadniho tuku pouzitého pro smazeni koblih.

Ptiblizné tabelované hodnoty peroxidového ¢isla za podminek metody udava tabulka €.
14.
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Tabulka 14 Tabelované hodnoty peroxidového Cisla [47]

Cerstvé tuky 0-40
Tuky po smaZeni 40 —-200
Zluklé tuky 40 — 400
Tuky po smaZeni 160 — 1600

Cislo kyselosti udava obsah volnych mastnych kyselin v tuku vyjadieny vmg KOHna 1 g
tuku. Nejvyssi hodnota cCisla kyselosti byla 7,1 u oleje extrahovaného z kavového logru.
Druhé nejvyssi hodnota byla u surového nerafinovaného fepkového oleje, ¢islo kyselosti bylo
oleje pouzité pro smazeni.

Ptiblizné tabelované hodnoty ¢isla kyselosti za podminek pouzité metody udava tabulka €.

15.
Tabulka 15 Tabelované hodnoty ¢isla kyselosti [47]
Rafinované tuky 0-—1
Surové tuky 1-10
Tuky Spatné kvality 10 —50

Jodové cislo je méritkem celkového obsahu dvojnych vazeb. Vyjadiuje se v gramech
jodu, které se aduje na 100 g tuku.
koblih. Tento tuk (vzorek ¢. 4) m¢l jako jediny analyzovany vzorek za laboratorni teploty
tuhou konzistenci. Nizké jodové Cislo naznacuje na nizky celkovy obsah dvojnych vazeb, coz
potvrzuje pevné skupenstvi tuku za laboratorni teploty.

Jodové cislo vSech ostatnich vzorki se pohybovalo v intervalu od 70 do 80. Nejvyssi
hodnota, tj. 80, byla zaznamenana u zakoupeného slunec¢nicového oleje. Druhd nejvyssi
hodnota jodového ¢isla, tj. 79, byla stanovena u surového nepurifikovaného fepkového oleje.

Procentualni obsah glycerolu byl u vSech pouzitych tuka prakticky stejny, pohyboval
se v intervalu mezi 9 az 11 procenty.

5.2.2. Stanoveni profilu zastoupenych mastnych kyselin u jednotlivych
vzorku tuki

Cilem analyzy bylo zjistit procentualni zastoupeni nejvyznamnéjSich mastnych kyselin
v danych vzorcich tuku, které byly dale pouzity pro kultivaci bakterie C. necator H16.

Profil mastnych kyselin ve vybranych vzorcich tuka byl analyzovan pomoci dvou trans-
esterifika¢nich metod (viz. 4.7.6.1. a 4.7.6.2.). Porovnani metody trans-esterifikace za studena
pomoci KOH a za horka pod zpétnym chladi¢em pomoci NaOH udava tabulka ¢islo 16.

Z porovnani experimentalnich dat obou metod se zd4, Zze metoda trans-esterifikace za
studena pomoci KOH je citlivéjsi metodou, protoze pii trans-esterifikaci pomoci KOH bylo
v nékolika piipadech detekovano malé mnozstvi minoritnich mastnych kyselin, které nebyly
pomoci trans-esterifikace s NaOH detekovany. Napf.: u vzorku c¢islo 8 byly detekovany
kyseliny: arachova, a-linolenova, cis-11-eikosaenova a behenova (v mnozstvi 0,2%; 0,1%;
0,1%; 0,6%) zatimco pfii trans-esterifikaci pomoci NaOH nebyly vibec detekovany.
Analogicka situace byla pozorovéana u vzorki ¢islo 2 a 4 (viz tabulka 16).
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Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou v odpadnim tuku z vyroby brambiirek byla
kyselina olejova, jeji procentudlni obsah v tuku byl 60,9%. Druhou nejvice zastoupenou

mastnou kyselinou byla kyselina linolova, jeji obsah byl 21,1%. Tteti nejvice zastoupenou
mastnou kyselinou byla kyselina a-linolenovd jeji obsah byl 8,1%. Odpadni tuk z
vyroby bramburek je fepkovy olej, méa proto relativné stejné pomérné zastoupeni mastnych

kyselin jako surovy nepurifikovany fepkovy oleje, jak mizeme vidét v tabulce Cislo 16.

Vzorek €. 2 byla - odpadni smazici smés rostlinného oleje a sadla. Tato smés byla za
laboratorni teploty kapalnd. Nejvice zastoupené mastné kyseliny byly: kys. olejova 57,7%;
kys. linolova 19,3% a kys. palmitova 8,9%.

Tabulka 16 Zastoupeni mastnych kyselin v pouZitych tucich (zvyraznéné jsou majoritni MK daného

vzorku)
o
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= |Z2 |2 |8 |2 |2 |2 |E |8 |8 |E |¢
S S g = S PSR S S = g S) S,
S| g 2 % s |F |5 |s |z @ S 3
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2zl (2 025|585 2 |8 |E
S e |2 |7 |2 |2 |F |g |8 = |8
metoda
¢. vzorku . zastoupeni mastnych kyselin v tuku [%]
esterifikace
| za studena: KOH N N 5,6 02 1,6 1609 21,1 0,5 8,1 14 03 0,4
reflux: NaOH N N 5,5 0,2 1,9 60,9 21,2 04 7,8 14 03 0,3
) za studena: KOH | N 0,3 89 0,7 3,7 57,7 193 04 7,3 1,2 03 0,3
reflux: NaOH N N 9,9 N 54 59,0 186 N 6,1 1,1 N N
3 za studena: KOH | N N 49 02 1,5 61,0 20,7 0,5 9,8 1,1 0,2 N
reflux: NaOH N N 4.8 0,2 1,7 162,1 203 0,5 9,3 1,9 N N
4 za studena: KOH | 0,3 1,3 49,8 N 45 36,7 69 0,3 0,1 0,1 N N
reflux: NaOH N 1,1 50,0 N 46 37,7 6,5 N N N N N
5 za studena: KOH N N 35,7 N 7,1 94 437 22 1,1 0,3 0,4 N
reflux: NaOH N N 354 N 7,6 98 428 27 1,0 03 0,5 N
6 za studena: KOH N 02 12,1 0,3 2,6 1553 21,6 05 6,0 Lo 0,3 0,1
reflux: NaOH N 03 124 0,3 30 553 214 N 5,8 1,00 04 02
7 za studena: KOH N 0,2 8,5 0,2 3,1 456 37,8 04 3,0 0,7 05 0,1
reflux: NaOH N 0,2 8,5 0,2 34 472 360 04 27 0,7 0,5 0,1
8 za studena: KOH N N 7,2 N 35 27,0 61,2 0,2 0,1 0,1 0,6 N
reflux: NaOH N N 7,6 N 3,7 293 | 595 N N N N N

Odpadni tuk pouzivany na smazeni koblih mél jako jediny za laboratorni teploty tuhou
konzistenci. Jako jediny analyzovany vzorek obsahoval ve vyznamnéj$im mnozstvi mastné

kyseliny s niz§im poc¢tem uhlikli, jmenovité¢ kys. laurovou 0,3% a kys. myristovou 1,3%.
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Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou v tomto tuku byla kys. palmitova 49,8%. Druhou
nejvice zastoupenou mastnou kyselinou byla kys. olejova 36,7%.

Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou v oleji extrahovaném z kavového logru byla kys.
linolova 43,7%.

Vzorek €. 6 byl odpadni fepkovy olej ze smazeni z gastronomie. Zastoupeni mastnych
kyselin je analogické jako u vzorkti 1 a 3.

Slunec¢nicovy olej zakoupeny v obchodé¢ obsahoval nejvice kyseliny linolové 61,2%.
Druhou nejvice zastoupenou mastnou kyselinou byla kyselina olejova, jeji obsah byl 27,0%.

Tabulky 39 a 40 (viz. pfiloha 8.1.) udavaji primémé zastoupeni nejvyznamnéjsich
mastnych kyselin ve vybranych tucich. Obsah a pomér nejvyznamnéjSich mastnych kyselin
analyzovanych ve vybranych tucich dobfe koresponduje se slozenim tukd, které je uvedeno
v literatufe.

V priloze (viz. 8.2.) je na obrazku 41 uveden chromatogram standardi mastnych kyselin,
tabulka 41 uvadi Ciselny popis standardi mastnych kyselin. Na obrazku ¢islo 42 je zobrazen
ukazkovy chromatogram vzorku tuku.

5.3. Kultivace bakterie Cupriavidus necator H16

5.3.1. Kultivace na riiznych substratech

Bakterie Cupriavidus necator H16 byla kultivovana na riiznych tucich za vyse uvedenych
experimentalnich podminek (viz. 4.2.4.) za Gc¢elem zhodnoceni jeji schopnosti vyuzivat riizné
druhy odpadnich olejovych stubstrati pro svou vyzivu a pro akumulaci PHA.

Obsah biomasy, PHA a vytéznostni koeficienty Yx/s a Ypgass po 72 hodinové kultivaci
udava tabulka ¢. 17.

Byly provedeny dvé soubézné kultivace, tabulka c¢islo 17 obsahuje stfedni hodnoty
uvadénych parametra.

Tabulka 17 Obsah biomasy a P3HB po 72. hodinové kultivaci

C.vzorku | Biomasa | P3HB P3HB Y xs) Y prass)
(/1] [Yo] (/]
1 12,40,1 58,8 7,3%0,1 0,62 0,36
2 11,8+0,2 62,1 7,3+0,4 0,59 0,37
3 13,40,1 61,8 8,3+0,3 0,67 0,41
4 11,9+0,7 58,0 6,9+0,9 0,59 0,34
5 13,3+0,4 70,3 9,3+0,1 0,67 0,47
6 10,8+0,6 52,4 5,70,7 0,54 0,28
7 12,0£0,3 51,1 6,1=0,1 0,60 0,31
8 9,0+0,1 37,5 3,4£1,1 0,45 0,17

Pfi tomto experimentu nebyl pfidan prekurzor 3HV. Z toho divodu bakterie C. necator
H16 akumulovala ve svych bunkach homopolymer P3HB.

Pii kultivaci na riznych druzich tukG byl zaznamenan nejvéEtSi nariist biomasy pii
kultivaci na surovém nepurifikované fepkovém oleji a na oleji extrahovaném z odpadniho
hodnota nartistu biomasy po 72 hodinové kultivaci byla zaznamenana na slune¢nicovém oleji
zakoupeném v maloobchodni siti, hodnota biomasy byla 9 g/1.
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Nejvyssi hodnoty akumulovaného PHA bylo dosazeno pii pouziti oleje extrahovaného
slune¢nicovém oleji zakoupeném v obchodni siti mnozstvi PHA v biomase bylo 37,5%.

Tabulka 18 a 19 udava druhou mocninu Pearsonova korela¢niho koeficientu R? a
korela¢niho koeficientu Cov(x, y) pro vybrané tukové charakteristiky v zavislosti na obsahu
biomasy resp. PHA. Oba korelacni koeficienty byly vypocteny pomoci funkce v programu
MS Excel, funkce RKQ resp. Correl.

Urcitou miru korelace lze pozorovat pii zavislosti PHA na c¢isle kyselosti a pfi
zéavislosti obsahu biomasy na ¢isle kyselosti. Korela¢ni zavislost mezi ¢islem kyselosti a PHA
je R*=0,23 a Cov(x, y)=0,48. Korelatni zavislost mezi &islem kyselosti a obsahem biomasy je
R?=0,31 a Cov(x, y)=0,55.

Tabulka 18 Tabulka Pearsonova korela¢niho koeficientu a korela¢niho koeficientu

C. vzorku PHA ¢islo ¢islo dislo dislo
[%] zmydelnéni | peroxidové kyselosti jodové

1 58,79 178 480 2,0 74
2 62,06 179 88 0,9 75
3 61,84 190 34 54 79
4 58,02 196 812 34 45
5 70,25 166 585 7,1 70
6 52,39 182 322 2,7 77
7 51,14 189 507 3,0 75
8 37,46 183 557 2,6 80

R’ 0,15 0,04 0,23 0,07

Cov(x, y) -0,38 -0,20 0,48 -0,26

Tabulka 19 Tabulka Pearsonova korela¢niho koeficientu a korela¢niho koeficientu

C. vzorku Biomasa ¢islo ¢islo cislo ¢islo
[g/1] zmydelnéni | peroxidové kyselosti jodové

1 12,4 178 480 2,0 74
2 11,8 179 88 0,9 75
3 13,4 190 34 5,4 79
4 11,9 196 812 3,4 45
5 13,3 166 585 7,1 70
6 10,8 182 322 2,7 77
7 12,0 189 507 3,0 75
8 9,0 183 557 2,6 80

R’ 0,03 0,05 0,31 0,03

Cov(x, y) -0,17 -0,22 0,55 -0,18

Pozitivni vliv Cisla kyselosti (tj. obsah volnych mastnych kyselin) na nartst biomasy a
akumulaci PHA miize byt z casti vysvétlen snadnéj$im vyuzivanim volnych kyselin jako
zdroje energie predevSim v pocateni fazi kultivace. Utilizace volnych mastnych kyselin
nevyzaduje aktivitu extraceluldrnich lipaz, které katalyzuji hydrolyzu acylglycerolii na volné
mastné kyseliny a glycerol.
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5.3.2. Vliv oxida¢niho stresu na tvorbu biomasy a akumulaci PHA u
bakterie C. necator H16

5.3.2.1. Kultivace v Erlenmeyerovych barkach

Byl proveden experiment pro zhodnoceni vlivu kysliku na tvorbu biomasy, mnozstvi a
sloZzeni akumulovaného PHA v biomase.

Kultivace byla provedena v Erlenmeyerovych baiikach o objemu 100 ml. Pii experimentu
byly pouzity stejné Erlenmeyerovy banky, které byly naplnény riznym mnozstvim
mineralniho média (25, 50 a 75 ml) a inkubovany pfi stejné tfepaci frekvenci. Pfi pouziti
vetstho mnozstvi média byl nizsi mrtvy objem vzduchu v bance. Z divodu kuZzelovitého tvaru
banky - byla pfi pouziti vétsiho mnozstvi média - mensi sty¢na plocha hladiny a vzduchu,
ztoho divodu byl nizsi koeficient pfestupu kysliku ze vzduchu do média. Lze tedy
predpokladat, ze v baiice snejmensim mnozstvim média byla v pribéhu kultivace vétsi
koncentrace rozpusténého kysliku, nez v bainkach s vétSim objemem média.

Tabulky 20 a 21 ukazuji obsah biomasy a PHA v biomase po 72. hodinové kultivaci pfi
pouziti 1-propanolu resp. propionatu sodného jako prekurzoru 3HV. Tabulky ¢islo 20 a 21
obsahuji stfedni hodnoty uvadénych parametrd. Pro kazdy vzorek byly provedeny dva
paralelni pokusy.

Tabulka 20 Obsah biomasy, PHA a sloZeni PHA pfi pouZiti 1-propanolu

Prekurzor 3HV: 1-propanol

Objem Biomasa PHA PHA 3HV v PHA % %
média [ml] |  [g/1] [%] [g/1] [mol%] PHAS XS
25 5,1+0,2 37,0 1,89+0,1 22,1 0,09 0,26
50 4,0+0,6 49,5 1,98+0,1 14,6 0,10 0,20
75 1,4+0,7 51,2 0,72+0,1 9,0 0,04 0,07

Tabulka 21 Obsah biomasy, PHA a sloZeni PHA pri pouziti propionatu sodného

Prekurzor 3HV: propionat sodny

Objem Biomasa PHA PHA 3HV v PHA % %
média [ml] [g/1] [%] [2/1] [mol%)] PHA/S X8
25 4,2+0,7 38,9 1,64+0,1 42,6 0,08 0,21
50 2,3+0,4 36,3 0,83+0,1 26,3 0,04 0,12
75 1,8+0,7 51,2 0,9240,1 9,0 0,05 0,09
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Obrazek 22 Zavislost obsahu biomasy po 72 hodinové kultivaci

Obrazek ¢. 22 ukazuje zavislost obsahu biomasy pfi pouziti rliznych prekurzord pii
odlisSném mnozstvi dostupného kysliku v pribéhu kultivace. Pii experimentu doslo
k nejvétsimu nardstu biomasy pii pouziti 25 ml média — tj. nejmensiho objemu média, v
produkéni bance bylo tedy nejveétsi mnozstvi volného vzduchu. Pro rast biomasy je tedy
kyslik pozitivnim faktorem. Pfi suplementaci 1-propanolem byla koncentrace biomasy pfi
obsahu 25 ml média 5,1+0,2 g/l, pfi suplementaci propionatem sodnym byla koncentrace
biomasy 4,2+0,7 g/l.

Naopak pii pouziti 75 ml média bylo v produkéni banice minimum volného vzduchu. Za
téchto podminek doslo k nejmensimu narstu biomasy, limitace kyslikem siln¢ inhibuje rtst
bakterialni kultury. Pfi suplementaci 1-propanolem byla koncentrace biomasy 1,4+0,7 g/l
resp. 1,8+0,7 g/l pfi pouziti propionatu sodného.

Za danych podminek je z provedeného experimentu patrné, ze koncentrace biomasy je
pfimo imérnd mnozstvi dostupného kysliku v kultiva¢ni bance.

Pti pouziti 1-propanolu doslo k vétSimu nartistu biomasy nez pii pouziti propionatu
sodného, pii kultivaci s 25 a 50 ml média. Pti kultivaci se 75 ml média takto nelze rozhodnout
— koncentrace biomasy pro oba prekurzory lezi v intervalu statistické nejistoty.

Obrazek cislo 23 udava obsah PHA v biomase po 72 hodinové kultivaci. Pii 25 ml média
— tJ. nejvetsi mnozstvi volného vzduchu — bylo mnozstvi PHA v biomase 37,0% pfi pouziti 1-
propanolu resp. 38,9% pii pouziti propionatu sodného. Pti pouziti 75 ml média — tj. nejmensi
mnozstvi volného vzduchu v produkéni baiice bylo mnozstvi PHA v biomase shodné 51,2%
pfi pouziti obou prekurzori. Lze konstatovat, Zze na rozdil od rlstu je limitace kyslikem
pozitivnim faktorem ovlivitujicim akumulaci PHA v buinikach. Tento jev byl opakované
popsan v literatufe a souvisi s inhibici Krebsova cyklu pfi nedostatku kysliku k regeneraci
redukovanych koenzymu. Parcidlni inhibice Krebsova cyklu posili tok acetyl-CoA do PHB
biosyntetické drahy, coz pozitivné ovliviiuje intracelularni obsah PHB.
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Obrazek 23 Zavislost obsahu PHA po 72 hodinové kultivaci

Obrazek cislo 24 udava slozeni akumulovaného PHA pfi pouziti 1-propanolu jako
prekurzoru 3HV. Nejvétsi mnozstvi 3HV bylo zaznamenano pii maximalnim mnozstvi
kysliku v baiice a to 22,1 mol%, s klesajicim mnozstvim volné¢ho kysliku v bance doslo
k poklesu mnozstvi inkorporovaného 3HV. Pii pouziti 50 resp. 75 ml média bylo mnozstvi
3HV 14,6 mol% resp. 9,0 mol%

Obrazek 25 udava slozeni akumulovaného PHA pii pouziti propionatu sodného jako
prekurzoru 3HV. Nejvétsi mnozstvi 3HV bylo zaznamendno pfi maximalnim mnozstvi
kysliku v banice a to 42,6 mol%, s klesajicim mnozstvim volného kysliku v bance doslo
k poklesu inkorporace 3HV. Pfi pouziti 50 resp. 75 ml média bylo mnozstvi 3HV 26,6 mol%
resp. 9,0 mol%
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Obrazek 24 Zavislost sloZzeni PHA na mnozZstvi kysliku pii suplementaci 1-propanolem
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Obrazek 25 Zavislost sloZeni PHA na mnoZstvi Kysliku p¥i suplementaci propioniatem sodnym

Z naméfenych dat za danych experimentdlnich podminek muizeme navrhnout obecny
trend: vEétsi mnozstvi dostupného kysliku v bafnice vede k vétsimu nartistu biomasy. Ale
s vétSim mnozstvim dostupného kysliku dochazi k poklesu akumulovaného mnozstvi PHA v
biomase. Dale s vétsim mnozstvim dostupného kysliku dochazi k zvySeni obsahu 3HV
v akumulovaném polymeru. Tato skuteCnost je ¢astecné v rozporu s predchozimi pracemi,
které popisuji negativni vliv vyssi aerace na inkorporaci prekurzori 3HV do struktury PHA
[27]. Dalsi ¢ast této prace byla tedy zamétena na studium akumulace PHA a inkorporaci 3HV
s vyuzitim riznych moéda aerace v laboratorniho fermentoru a na objasnéni moznych
metabolickych souvislosti mezi limitaci/dostupnosti O, a produkci kopolymeru P(3HB-co-
3HV)

5.3.2.2. Kultivace v bioreaktoru

Pro zhodnoceni vlivu kysliku na tvorbu biomasy, mnozstvi a slozeni akumulovaného PHA
v biomase byla provedena sada kultivaci, pficemz pii kazdé kultivaci byla koncentrace
rozpusténého kysliku (vyjadiend jako % saturace kyslikem) udrzovana na jiné konstantni
hodnoté — 10, 30, 50 a 70%.

Tabulka 22 udava koncentraci biomasy ve fermentoru v zavislosti na Case.

Obrazek 26 zobrazuje mnozstvi biomasy v zdvislosti na Case pro jednotlivé rezimy
saturace fermentoru vzduchem. Nejvyssi koncentrace biomasy po 30. hodinach kultivace byla
19,6 g/1 pti pouziti 30% saturace fermentoru vzduchem. Nejnizsi koncentrace biomasy bylo
dosazeno po 30. hodinach fermentace pii 10% saturace fermentoru vzduchem, jeji hodnota
byla 15,7 g/l.
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Tabulky 23 az 26 udavaji obsah PHA a slozeni akumulovaného PHA v zavislosti na ¢ase
kultivace. Propiondt sodny jako prekurzor 3HV byl pfidan v ¢ase 9. a 22. hodin. Proto
akumulovany polymer v ¢ase kultivace 9 hodin obsahuje 0% 3HV.

Tabulka 22 Zavislost obsahu biomasy na mnoZzstvi kysliku

saturace fermentoru vzduchem
10% 30% 50% 70%
¢as kultivace biomasa biomasa biomasa biomasa
[h] [gN] [g] 2] [g]
3 0,8+0,1 0,3+0,01 0,7+0,01 1,0+0,1
6 1,3+0,1 0,8+0,1 1,5+0,5 1,5+0,1
9 2,1+0,2 3,0+0,2 6,0+0,3 4,1+0,1
22 14,2+0,8 14,5+0,1 20,2+0,2 14,94+0,1
25 13,7+0,1 19,0+0,3 20,0+0,1 14,4+0,1
28 15,9+0,2 20,6£0,6 19,1+0,1 17,2+0,2
30 15,7+0,3 19,6+0,2 19,2+0,3 18,0+0,2

Z nize uvedenych dat je patrné, ze za danych podminek fermentace dochazi v prib&hu
kultivace k zvySovani obsahu 3HV v akumulovaném PHA. Maximalni mnozstvi 3HV bylo ve
vSech ptipadech v 30. hodin¢ kultivace. Dale je z naméfenych dat vidét, ze pfi rostouci
saturaci fermentoru vzduchem dochazi ke zvySovani obsahu 3HV v akumulovaném PHA, to
potvrzuje trend, ktery byl pozorovan pii kultivaci v Erlelmeyerovych bankach (viz. 5.3.2.1.).
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Obrazek 26 Zavislost koncentrace biomasy na mnoZstvi kysliku pri kultivaci

Pii pouziti 10% saturace fermentoru kyslikem byl obsah PHA v biomase 67,0%. Pri
pouziti 30% saturace byl obsah PHA v biomase 55,8%, pti 50% saturaci 58,0% a pii 70%
saturaci byl obsah PHA 76,7%.
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Tabulka 23 Zavislost obsahu PHA a sloZeni PHA p#i 10% saturaci kyslikem

10%
[h] PHA [%] 3HB v PHA [mol%] | 3HV v PHA [mol%]
9 26,1+1,1 100,0 0,0
22 61,6+1,2 96,2 3,8
25 60,0+1,5 93,6 6,4
30 67,0+2,6 93,4 6,6

Tabulka 24 Zavislost obsahu PHA a sloZeni PHA p#i 30% saturaci kyslikem

30%
[h] PHA [%] 3HB v PHA [mol%] | 3HV v PHA [mol%]
9 21,3+0,5 100,0 0,0
22 48,7+0,6 94,6 5,4
25 51,7+4,5 93,4 6,6
30 55,8+5,3 92,3 7,7

Tabulka 25 Zavislost obsahu PHA a sloZeni PHA pii 50% saturaci kyslikem

50%
[h] PHA [%] 3HB v PHA [mol%] | 3HV v PHA [mol%]
9 21,3+0,1 100,0 0,0
22 55,0+1,7 94,7 5,3
25 63,9+3,1 91,4 8,6
30 58,0+2,8 90,4 9,6

Tabulka 26 Zavislost obsahu PHA a sloZeni PHA p#i 70% saturaci kyslikem

70%
[h] PHA [%] 3HB v PHA [mol%] | 3HV v PHA [mol%]
9 25,0+0,7 100,0 0,0
22 76,3+7,0 93,8 6,2
25 77,0+0,6 90,9 9,1
30 76,7+1,1 85,7 14,3

Tabulka ¢. 27 udava piehled obsahu 3HV v PHA v zavislosti na saturaci fermentoru
vzduchem. Po 30 hodinach kultivace byl obsah 3HV pfti 10% saturaci 6,6 mol%, pii 30%
saturaci 7,7 mol%, pii 50% saturaci 9,6 mol% a pii 70% saturaci ¢inil obsah 3HV 14,3 mol%.

Tabulka ¢islo 28 udava prehled vytéznostnich koeficientl Yx/s a Yppass pro jednotlivé
rezimy saturace fermentoru vzduchem. NejvétSiho vytéznostniho koeficientu Yy bylo
dosazeno pfi kultivaci na 30% maximalni saturace fermentoru vzduchem Yx/s=0,65.

Tabulka 27 Zavislost obsahu 3HV v PHA na saturaci kyslikem (30h kultivace)

saturace kyslikem [%]

obsah 3HV v PHA [mol%)]

10 6,6
30 7,7
50 9,6
70 14,3
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Tabulka 28 Prehled vytéZnostnich koeficientt pro kultivace ve fermentoru (30h kultivace)

saturace Kyslikem [%] Yxis Ypuass
10 0,52 0,35
30 0,65 0,36
50 0,64 0,37
70 0,60 0,46

Obrazky 27 az 30 zobrazuji zavislost redox potencidlu na case pro jednotlivé rezimy
kultivace ve fermentoru.

V prubéhu prvnich zhruba deseti hodin kultivace doSlo u vSech provedenych kultivaci
k vyraznému poklesu redox potencidlu. V casovém intervalu 0 az 10 hodin bakteridlni
kultura pravdépodobné piechézela z faze zrychlujiciho se ristu do faze exponencialniho ristu.
Intenzivni vyuzivani uhlikatého substratu a dalSich slozek média pravdépodobné vedlo k vyse
zminénému poklesu redox potencidlu.

Pti vSech fermentacich byl propionat sodny piidan po 9. hodiné kultivace. Na vSech
grafech (obrazky 27 az 30) je vidét vyrazny vzestup redox potencidlu mezi 10. a 11. hodinou.
To pravdépodobné souvisi s piidanim propionatu sodného. Koncentrace propionatu sodného
v 9. hodiné odpovidala koncentraci 3 g/l. Dal§i suplementace propiondtem sodnym byla
provedena ve 22. hodiné kultivace, bylo pfidano mnozstvi odpovidajici 5 g/l. Celkové piidané
mnozstvi pfidaného propiondtu béhem fermentace bylo tedy 8 g/l. Po druhém ptidavku
prekurzoru ve 22. hodiné kultivace nebyl zaznamenan vyznamné;jsi vzestup redox potencialu,
jak zobrazuji nize uvedené grafy.
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Obrazek 27 Zavislost redox potencialu na ¢ase - 10% saturace kyslikem
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Obrazek 28 Zavislost redox potencialu na ¢ase - 30% saturace kyslikem
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Obrazek 29 Zavislost redox pototencidlu na ¢ase - 50% saturace kyslikem
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Obrazek 30 Zavislost redox potencialu na ¢ase - 70% saturace kyslikem
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Obrazek 31 Zaznam saturace fermentoru kyslikem na ¢ase kultivace

Obrazek cislo 31 udava grafickou zévislost saturace fermentoru vzduchem na case.
Relativné rychle po inokulaci fermentoru doslo ke stabilizaci hodnoty saturace vzduchem bez
vyrazngjsich fluktuaci. Prvni pridavek propionatu (9 h) je doprovazen nartistem hodnoty DO,
coz je pravdépodobné dusledek toxického pusobeni propionatu na bakterialni kultury. Jeji
casteCna inhibice zpomalila spotfebu kysliku coz vedlo knaristu hodnoty DO. Aby
automaticky regulacni systém fermentoru kompenzoval pokles rychlosti spotfeby kysliku a
udrzel nastavenou hodnotu saturace kyslikem doslo k snizeni rychlosti michdni fermentoru
(viz. obrazek cislo 33, 34, 35, 36).

Obrazek ¢islo 32 udava grafickou zavislost pH v kultivaénim médiu na case. Optimalni
pH pro kultivaci bakterie C. necator H16 je pH 7. V prubéhu kultivace dochéazelo k vyuzivani
tuku jako jediného uhlikatého zdroje. Uginkem extracelularnich lipiz produkovanych
produkéni bakterii dochazelo k enzymové hydrolyze tuku a tim k uvolnéni volnych mastnych
kyselin. Volné mastné kyseliny snizovaly pH média a byly proto neutralizovany
automatickym piidavkem 0,5 mol/l roztoku NaOH. Z toho diavodu bylo pH v intervalu
prvnich deseti hodin na hodnot¢ 6,95.

V case kultivace 9 hodin byl ptidan propionat sodny. Propionat sodny je stl slabé kyseliny
a silné zasady. Vysledné pH pii disociaci této soli je zésadité. Z toho divodu doslo u vSech
provedenych kultivaci k vzrastu pH. Automatickym ptidavkem 0,5 mol/l kyseliny sirové byla
hodnota pH ve fermentoru udrzovana na hodnot¢ 7,05, jak zobrazuje obrazek 32.
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Obrazek 32 Zaznam zavislosti pH na ¢ase kultivace

Obrazky 33 az 36 udavaji grafickou zavislost otd¢ek michadla na Case pro provedené
kultivace ve fermentoru.

Pocet otacek michadla vyjadfeny v rpm byl pii fermentaci pouzit jako hlavni faktor pfi
regulaci mnozstvi rozpusténého kysliku v médiu. Se vzrlstajici intenzitou michani dochazi
k vétsi dispergaci vzduchovych bublin, zmenseni jejich velikosti a vzristu jejich poctu. To mé
za nasledek vzrist celkového koeficientu prestupu kysliku z ptivadéného vzduchu do média.
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Obrazek 33 Zaznam otacek michadla pri 10% saturaci vzduchem
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Obrazek 34 Zaznam otacek michadla p¥i 30% saturaci vzduchem
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Obrazek 35 Zaznam otacek michadla pri 50% saturaci vzduchem
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Obrazek 36 Zaznam otacek michadla p¥i 70% saturaci vzduchem

Na vyse uvedenych obrazcich (33 az 36) miizeme nepfimo pozorovat vzrustajici spotiebu
kysliku béhem pocatecni faze kultivace.

U vsech provedenych experimenti dochazelo v intervalu prvnich 10. hodin kultivace
k vyraznému vzrlstu intenzity michani a tedy i k vzriistu spotfeby kysliku biomasou. V tomto
casovém intervalu se bakterialni kultura pravdépodobné nachézela ve fazi exponencialniho
rustu. V devaté hodiné kultivace byl pfidan propionat sodny. Na vyse uvedenych grafech je
patrny vyrazny pokles intenzity michani po desaté¢ hodin¢ kultivace. To pravdépodobné
souviselo s prvnim ptidavkem propionatu, pravdépodobné vykazuje mirn¢ toxicky a inhibi¢ni
efekt vic¢i bakteridlni kultufe. Prvni pfidavek propionatu sodné¢ho pravdépodobné zptisobil
zpomaleni nebo zastaveni rtistu bakterialni kultury.

Dalsi vliv za sniZzeni poctu otacek michadla mohl mit samotny piidavek propionatu
sodného. Pfi rozpusténi této soli dojde k ovlivnéni vysledného pH média. Lze predpokladat,
ze pridavek propiondtu ma vliv i na fadu dalSich fyzikalné chemickych parametri, jako napf-.:
rozpustnost plynt v médiu. Pokles ota¢ek michadla tak mohl byt zplsoben zvySenim
rozpustnosti kysliku nebo zvysenim koeficientu piestupu kysliku ze vzduchu do média.

5.3.2.3. Optimalizace kultivace ve fermentoru

Na zaklad¢ vysledkll z ptedchozich experimenti, byl navrzen aerani program pro
biotechnologickou produkci P(3HB-co-3HV) pomoci bakteridlni kultury C. necator. Nejprve
byla hodnota DO udrzovana na hodnoté 30%, tak aby byl podpoten rust kultury. Nasledné
byla aerace sniZena na hodnotu 10 % saturace, pficemz tento krok mél podpofit akumulaci
polymeru ve stacionarni fazi. Experimentalni podminky jsou popsany v kapitole 4.2.5.3.
Tabulka ¢islo 29 udava koncentraci biomasy v zavislosti na ¢ase. Po 30 hodinach kultivace
bylo dosazeno koncentrace biomasy 21,1 g/l.

Tabulka ¢islo 30 udava obsah a slozeni akumulovaného PHA v biomase. Po 30 hodinach
kultivace bylo dosazeno obsahu PHA 95,3%.

Prekurzor propionat sodny byl pfidan jiz do mineralniho inokula (viz. 4.2.5.3.). Motivaci
k tomuto kroku byla potencidlni moznost adaptace kultury na propionat a minimalizace jeho
inhibi¢niho dopadu na rist kultury. Z toho diivodu je 3HV obsazen v PHA ve vzorku z 9.
hodiny kultivace. Po 30. hodinach kultivace byl obsah 3HV v PHA 4,5 mol%.
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Tabulka 29 Koncentrace biomasy v zavislosti na ¢ase

¢as kultivace [h] koncentrace biomasy [g/1]
3 0,5+0,1
6 1,2+0,1
9 2,4+0,2
22 22,3+0,8
25 20,5+0,1
28 21,1+0,2
30 21,1+0,3

Tabulka 30 Obsah a slozeni PHA

c¢as kultivace [h] PHA [%] PHA [g/1] 3HV v PHA [mol%]
9 33,3 0,8 16,5
22 84,4 18,8 2,5
25 90,1 18,5 3,2
30 95,3 20,1 4,5

Tabulka ¢islo 31 udava vytéznostni koeficienty Yx/s a Ypuass. Po 30 hodinach kultivace
byl vytéznostni koeficient Yx/s=0,70 a Ypuas=0,67. Pii provedené optimalizac¢ni kultivaci
bylo dosazeno vysSich vytéznostnich koeficientl Yxs a Ypuas ve srovnani s vychozimi
experimenty.

Nejvyssiho koeficientu Yx/s bylo dosazeno pti predchéazejicich experimentech u 30%
saturaci fermentoru vzduchem, a to Yxs=0,65. Pfi optimalizac¢ni kultivaci se podafilo tento
koeficient podafilo zvysit na Yx/s=0,70.

Nejvyssiho koeficientu Yppass bylo dosazeno pii pfedchéazejicich experimentech u 70%
saturaci fermentoru vzduchem, a to Ypyas=0,46. Pii optimalizacni kultivaci se tento
koeficient podafilo zvysit na Ypuas=0,67, tedy tento klicovy parametr biotechnologické
vyroby byl upravou aera¢nich podminek navysen o cca 45%.

Intracelularni obsah PHA v bakteridlni kultufe kultivované s pouzitim vyse popsané¢ho
aerac¢niho programu dosahl ve 30. hodiné kultivace 95% suché biomasy. Takto vysoky obsah
PHA v bunkach by mél pii uvazované biotechnologické produkci PHA vyrazné pozitivni vliv
také na ekonomickou bilanci isolace PHA z buné¢k, nebot’ obecné plati ze vyssi obsah PHA
v bakteridlnich bunkach redukuje mnozstvi potiebnych extrakénich Cinidel.

Tabulka 31 VytéZnostni koeficienty optimalizac¢ni kultivace

Yrhass Yxis
0,67 0,70

Obrazek 37 wudava grafickou zavislost redox potencidlu na case kultivace. Pii
optimalizac¢ni kultivaci byl pozorovan analogicky efekt po ptidavku propionatu sodného jako
pii ptedchozich kultivacich (viz. 5.3.2.3.). V prubéhu kultivace dochéazelo k simultannimu
poklesu redox potencialu spolu se vzriistem koncentrace biomasy. Po pfidani propionéatu
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sodného v devaté hodiné kultivace doslo ke vzristu redox potencidlu, analogicky jako u
piedchozich experimentt (viz. 5.3.2.3.).
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Obrazek 37 Zaznam redox potencidlu na ¢ase u optimalizac¢ni kultivace

Obrazek 38 uvadi zaznam zavislosti pH na case kultivace. Zavislost pH na Case méla
analogicky trend jako u piedchozich kultivaci (viz. 5.3.2.3.).
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Obrazek 38 Zaznam zavislosti pH na ¢ase kultivace
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5.4. Stanoveni aktivity vybranych enzymi

5.4.1. Stanoveni celkovych bilkovin v enzymovych preparatech
V ptipravenych enzymovych preparatech, které byly pouzity pro méfeni enzymovych
aktivit bylo stanoveno celkové mnozstvi rozpusténych bilkovin.
Tabulka cislo 32 udava celkové mnozstvi rozpusSténych bilkovin v intracelularnim
bunécéném lyzatu pouzitém pro méfeni enzymové aktivity.
Koncentrace bilkovin byla dale pouzita pro vyhodnoceni specifické enzymové aktivity.
Tabulka ¢. 32 obsahuje stiedni hodnoty 3 soubéznych stanoveni.

Tabulka 32 Celkové mnozZstvi rozpusténych bilkovin v enzymovych preparatech

vzorek: koncentrace bilkovin v preparatu
saturace fermentoru vzduchem [pg/ml]
10% 555+8
30% 403+2
50% 42648
70% 66249
5.4.2. Stanoveni aktivity izocitratdehydrogenazy

NADP dependentni izocitrat dehydrogenaza je enzym, ktery umoznuje bunkam tvorit
NADPH. NADPH je diilezité reduk¢ni ¢inidlo, které se v buitkdch spolupodili na likvidaci
reaktivnich forem kysliku, dusiku a nékterych volnych radikali, dale je dalezitym redukénim
¢inidlem, které soucasti vétsiny anabolickych drah, v¢etné biosyntézy PHA.

Izocitrat dehydrogendza katalyzuje oxidaci izocitrdtu na o-ketoglutarat za soubézné
redukce NADP na NADPH.

Tabulka 33 shrnuje stanoveni a vyhodnoceni enzymové aktivity izocitratdehydrogenazy.
saturaci vzduchem. Jeji hodnota byla 5 nmol/min/pg.

Nejvyssi specifickd enzymova aktivita byla naopak vyhodnocena u bunééného lyzatu
z kultivace s 70% saturaci vzduchem. Jeji hodnota byla 11 nmol/min/pg.

Byl pozorovan vzrlstajici trend enzymové aktivity izocitratdehydrogendzy. Pfi vys$si
saturaci fermentoru kyslikem byla zaznamenéna vétsi enzymova aktivita. Divodem muze byt
parcidlni adaptace vic¢i oxidacnimu stresu indukovanému vyssi hladinou kysliku ve
fermenta¢nim médiu.

Obrazky 43 az 46 uvedené v ptiloze (viz. 8.2.) zobrazuji zavislost absorbance pfi vinové
délce 340 nm na Case pro vybrané enzymové preparaty.
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Tabulka 33 Vyhodnoceni enzymové aktivity izocitratdehydogenazy

10% 30% 50% 70%
¢as [min] A340nm | A340 nm | A 340 nm | A 340 nm

0:00:00 0,226 0,208 0,232 0,286
0:00:20 0,249 0,243 0,257 0,394
0:00:40 0,280 0,264 0,285 0,500
0:01:00 0,312 0,290 0,310 0,572
0:01:20 0,343 0,314 0,338 0,653
0:01:40 0,370 0,342 0,367 0,749
0:02:00 0,409 0,370 0,401 0,852
0:02:20 0,442 0,404 0,435 0,950
0:02:40 0,481 0,437 0,469 1,053
0:03:00 0,519 0,472 0,507 1,150
0:03:20 0,557 0,507 0,548 1,249
0:03:40 0,591 0,545 0,580 1,342
0:04:00 0,640 0,577 0,610 1,428
0:04:20 0,691 0,615 0,648 1,526
0:04:40 0,739 0,653 0,683 1,630
0:05:00 0,791 0,690 0,716 1,725
AA 0,57 0,48 0,48 1,44
aktivita [nmol/min] 74 63 64 189
spec.akt. [nmol/min/pg] 5.4 6,3 6,0 11,1

5.4.3.

2-Methylcitratsyntdza je prvni enzym 2-methylcitratového cyklu. Tento enzym katalyzuje
kondenzaci propionyl —CoA s oxalacetatem za vzniku 2-methylcitratu a uvolnéni volného
koenzymu A. Aktivita tohoto enzymu spolu s aktivitou MCC jsou pravdépodobné kli¢ové pro
katabolismu propionyl-CoA.

Tabulka 34 shrnuje stanoveni a vyhodnoceni enzymové aktivity 2-methylcitratsyntazy.

cvwr

Stanoveni aktivity 2-methylcitrat syntazy

saturaci vzduchem. Jeji hodnota byla 0,1 nmol/min/pg.
Nejvyssi specificka enzymova aktivita byla vyhodnocena u bunécného lyzatu z kultivace
s 70% saturaci vzduchem. Jeji hodnota byla 0,4 nmol/min/pg.
Obrazky 47 az 50 ilustruji méfeni enzymové aktivity 2-methylcitratsyntdzy uvedeno
v ptiloze (viz. 8.2.).
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Tabulka 34 Vyhodnoceni enzymové aktivity 2-methylcitratsyntazy

10% 30% 50% 70%
¢as [min] A405nm | A405nm | A 405 nm | A 405 nm

0:00:00 0,98 0,92 0,87 0,88
0:00:30 0,99 0,93 0,88 0,89
0:01:00 0,99 0,93 0,88 0,90
0:01:30 1,00 0,94 0,88 0,92
0:02:00 1,00 0,94 0,88 0,93
0:02:30 1,01 0,94 0,88 0,94
0:03:00 1,01 0,95 0,88 0,94
0:03:30 1,01 0,95 0,89 0,95
0:04:00 1,01 0,96 0,89 0,96
0:04:30 1,02 0,96 0,89 0,97
0:05:00 1,02 0,96 0,89 0,98

AA 0,04 0,04 0,02 0,10

aktivita [nmol/min] 3 3 1 7

spec.akt. [nmol/min/pg] 0,2 0,3 0,1 0,4

5.4.4.

Stanoveni aktivity glukéza-6-fosfat dehydrogenazy

Glukoéza-6-fosfat dehydrogenaza je prvni enzym pentdzového cyklu. Pentézovy cyklus
umoznuje bunice, vytvaret pentozy a NADPH. NADPH je dilezité redukcni Cinidlo, jak bylo
zminéno vyse (viz. 5.4.2.).

Glukoza-6-fosfat dehydrogendza katalyzuje oxidaci gluk6za-6-fosfatu na 6-fosfoglukono-
d-lakton s vyuzitim NADP" jako akceptoru elektront.

Tabulka 35 shrnuje stanoveni a vyhodnoceni enzymové aktivity gluk6za-6-
fosfatdehydrogendzy. Nejvyssi enzymova specifickd enzymova aktivita byla naméfena u
preparatu pii 70% saturaci vzduchem, jeji hodnota byla 2 nmol/min/pg. U preparatu pii 70%
saturace fermentoru vzduchem byla enzymova aktivita 2 nmol/min/pg. Pti 10%, 30% a 50%
saturaci byla specifickd enzymova aktivita 1 nmol/min/pg. Pti vypoctu specifické aktivity byl
bran rozdil absorbace v Casovém intervalu pii kterém dochazelo k linedrnimu vzristu
absorbance méfené pii 340 nm.
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tabulka 35 Vyhodnoceni enzymové aktivity gluk6za-6-fosfatdehydrogenazy

10% 30% 50% 70%

¢as [min] A340 | A340 | A340 | A 340
0:00:00 0,620 0,571 0,584 0,980
0:00:20 0,617 0,571 - 0,988
0:00:40 0,640 0,579 0,606 1,021
0:01:00 0,647 0,589 0,620 1,035
0:01:20 0,659 0,605 0,630 1,040
0:01:40 0,670 0,613 0,632 1,048
0:02:00 0,682 0,632 0,637 1,053
0:02:20 0,684 0,638 0,642 1,060
0:02:40 0,686 0,632 0,648 1,065
0:03:00 0,685 0,643 0,650 1,073
0:03:20 0,688 0,648 0,650 1,078
0:03:40 0,691 0,649 0,654 1,075
0:04:00 0,693 0,654 0,657 1,085
0:04:20 0,685 0,654 0,658 1,089
0:04:40 0,689 0,656 0,658 1,096
0:05:00 0,686 0,650 0,658 1,106

AA 0,07 0,07 0,06 0,13

aktivita [nmol/min] 14 15 13 28
spec.akt. [nmol/min/pg]| 1,0 1,6 1,4 1,2
5.4.5. Stanoveni aktivity jablecného enzymu

Jable¢ny enzym je dalSi enzym dovolujici bunkdm tvofit NADPH. Jable¢ny enzym
katalyzuje oxidaci maltu na pyruvat. Pfi oxidaci se uvoliiuje CO, a NADP" je redukovén na
NADPH.

Tabulka 36 shrnuje stanoveni a vyhodnoceni enzymové aktivity jable¢ného enzymu.
Nejvyssi specifickd enzymova aktivita byla naméfena u preparatu z kultivace pii 70%
maximalni saturace fermentoru vzduchem. Jeji hodnota byla 2 nmol/min/pg. U enzymovych
preparatu z 10, 30 resp. 70% saturace fermentoru byla specifickd enzymova aktivita
1 nmol/min/pg.
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tabulka 36 Vyhodnoceni enzymové aktivity jable¢ného enzymu

10% 30% 50% 70%
¢as [min] A340nm | A340 nm | A 340 nm | A 340 nm

0:00:00 0,261 0,222 0,217 0,497
0:00:20 0,280 0,238 0,227 0,498
0:00:40 0,285 0,246 0,234 0,513
0:01:00 0,289 0,252 0,242 0,542
0:01:20 0,292 0,249 0,244 0,550
0:01:40 0,289 0,254 0,246 0,548
0:02:00 0,288 0,252 0,243 0,545
0:02:20 0,288 0,253 0,245 0,547
0:02:40 0,294 0,253 0,245 0,555
0:03:00 0,293 0,254 0,246 0,557
0:03:20 0,292 0,254 0,246 0,560
0:03:40 0,289 0,254 0,245 0,560
0:04:00 0,291 0,254 0,243 0,567
0:04:20 0,291 0,255 0,244 0,574
0:04:40 0,292 0,255 0,246 0,575
0:05:00 0,292 0,255 0,246 0,578

AA 0,031 0,033 0,029 0,081

aktivita [nmol/min] 10 11 10 26
spec.akt. [nmol/min/pg] 0,7 1,1 0,9 1,6
5.4.6. Stanoveni aktivity malatdehydrogenazy

Malat dehydrogendza je jednim z enzymu citratového cyklu. Tento enzym katalyzuje
oxidaci malatu na oxalacetat s NAD" jako akceptoru elektront.

Tabulka 37 shrnuje stanoveni a vyhodnoceni enzymové aktivity malatdehydrogendzy.
Maximalni specificka enzymova aktivita byla stanovena u preparatu z fermentace pii 70%
saturace vzduchem, ato 4 nmol/min/pg. Pfi 10% saturaci fermentoru vzduchem byla
specificka enzymov4 aktivita 2 nmol/min/pg. Pti 30 a 50% saturaci fermentoru kyslikem byla
enzymova aktivita 1 nmol/min/pg.

Obrazky 55 az 58 uvedené v ptiloze (viz. 8.2.) zobrazuji zaznam meéfeni enzymové
aktivity malatdehydrogenazy.
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tabulka 37 Vyhodnoceni enzymové aktivity malatdehydrogenazy

10% 30% 50% 70%
¢as [min] A340nm | A340 nm | A 340 nm | A 340 nm
0:00:00 0,32 0,29 0,28 0,40
0:00:20 0,35 0,30 0,29 0,49
0:00:40 0,37 0,31 0,30 0,52
0:01:00 0,39 0,31 0,30 0,55
0:01:20 0,40 0,31 0,31 0,55
0:01:40 0,40 0,32 0,32 0,57
0:02:00 0,40 0,33 0,31 0,57
0:02:20 0,40 0,33 0,32 0,57
0:02:40 0,40 0,33 0,31 0,59
0:03:00 0,40 0,33 0,32 0,59
0:03:20 0,40 0,33 0,32 0,59
0:03:40 0,40 0,33 0,32 0,59
0:04:00 0,40 0,33 0,32 0,60
0:04:20 0,40 0,34 0,32 0,60
0:04:40 0,41 0,33 0,32 0,60
0:05:00 0,41 0,34 0,32 0,60
AA 0,08 0,04 0,04 0,20
aktivita [nmol/min] 28 13 14 67

spec.akt. [nmol/min/pg] 2,0 1,3 1,3 4,0

5.4.7. Piehled aktivity vybranych enzymii v zavislosti na saturaci
fermentoru vzduchem

Tabulka ¢. 38 zobrazuje ptehled specifické enzymové aktivity vybranych enzymi
v zavislosti na saturaci fermentoru vzduchem.

Tabulka 38 Prehled specifické enzymové aktivity vybranych enzymii

saturace vzduchem

10% | 30% 50% 70%
Izocitrat dehydrogenéza 5,4 6,3 6,0 11,1
2-methylcitrat syntéza 0,2 0,3 0,1 0,4
Gluko6za-6-fosfat dehydogenéza 1,0 1,6 1,4 1,2
Jable¢ny enzym 0,7 1,1 0,9 1,6
Malat dehydrogenaza 2,0 1,3 1,3 4,0

spec.akt. [nmol/min/pg]|

5.5. Zhodnoceni vlivu oxida¢niho stresu na metabolismus u bakterie C.

necator H16

Pti kultivaci bakterie C. necator H16 na tuku, jako jediném uhlikatém zdroji, je
piredpokladana B-oxidace jako hlavni katabolickd drdha pro utilizaci mastnych kyselin
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vzniklych po enzymové hydrolyze tuku. Glycerol pravdépodobné vstupuje jako meziprodukt
do glykolyzy. Obecné schéma metabolismu pii ristu na tuku zobrazuje obrazek 39.
Obrazek 40 ilustruje pravdépodobny katabolicky proces uplného odbourani propionyl-

CoA u bakterie C. necator.
/‘*\\ R-COOH

beta-oxidace

P3HBE

P(3HB-co-3HV)
CH,CH,COOH

CH;CH,CO-SCoA A CH3CO-SCoA
CO;3 L’Jﬁ
glyoxalatovy cyklus

CH4COCOOH %r

methylcitratovy

cyklus

& CO;

©w
OH =
r
N —=, &
OHOH =
i

glukoza

Obrazek 39 Obecné schéma metabolismu PHA p¥i ristu na tuku

Pii provedenych experimentech byla pozorovéna zavislost mezi mnozstvim dostupného
kysliku a obsahem 3HV v akumulovaném polymeru (viz. obrazek 24, 25 5.3.2.1. a tabulka 27
5.3.2.1.). Pii vzristajicim mnozstvi dostupného kysliku dochazelo k vzristu obsahu 3HV
v PHA.

Lze predpokladat, ze vzriustajici mnozstvi vzduchu pfi aeraci bude mit za nésledek vétsi
mnozstvi pfitomnych reaktivnich kyslikovych forem a dalSich slou¢enin zpiisobujici oxida¢ni
stres. Tyto reaktivni formy kysliku, musi bakterie vhodnym zpiisobem eliminovat. Jednou
z moznosti jejich eliminace je pomoci pfirozenych enzymovych mechanismt — napf. pomoci
superoxiddismutazy, glutathionperoxidazy a dalSich. Napf.: glutationperoxidaza tvofti redoxni
systém, ktery je reoxidovan (regenerovan) za ucasti NADPH.

Pfi stanoveni enzymové aktivity NADP-depentni izocitrat dehydrogendzy a jable¢ného
enzymu byla nejvyss$i enzymova aktivita pti 70% maximalni saturace vzduchem, tedy pii
maximalni saturaci vzduchem. Tyto enzymy jsou schopny regenerovat NADPH. Je proto
pravdépodobné, Ze jejich vysoka enzymova aktivita souvisi s produkci NADPH. NADPH je
tedy nepifimo pouzito na likvidaci pro builku toxickych a stresovych latek, jejichz mnozstvi
vzrista s mnozstvim dostupného kysliku.
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P(3HB-co-3HV)

R-COOH
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CH4CH,COOH
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co,
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Obrazek 40 Schéma kompletniho katabolického odbourani propionyl-CoA

Pti limitaci kyslikem bakterie C. necator H16 v Erlenmayerovych bankach bylo
zaznamenano nejvys$i mnozstvi biomasy pii kultivaci s nejvy$Sim mnozstvim dostupného
kysliku (viz. obrazek 22 5.3.2.1.). Rust bakterialni biomasy je anabolicky proces, ktery
vyzaduje redukéni silu ve formé NADPH. Vysokd enzymova aktivita enzymi (NADP-
depentni izocitrat dehydrogenaza a jableCny enzym) muze byt proto nasledek intenzivniho
metabolismu a vysoké potieby NADPH pro biosyntetické procesy tvorby biomasy, protoze
tyto enzymy jsou schopny NADPH regenerovat.

Dale byla zaznamendana stoupajici enzymova aktivita 2-methylcitrat syntazy pii stoupajici
saturaci fermentoru vzduchem. MCC umoznuje 1) uplné katabolické odbourani propionyl-
CoA na oxid uhli¢ity bez tvorby NADPH a to dale pomoci citratového cyklu (obrazek 40)
nebo ii) umoziuje katabolické odbourani propionyl-CoA a soucasnou tvorbu NADPH pomoci
glyoxalatového cyklu. Stoupajici enzymova aktivita 2-methylcitrat syntazy pii stoupajici
saturaci fermentoru vzduchem byla pravdépodobné zplsobena opét intenzivnim nariistem
biomasy a tim i vysokou potifebou energie a NADPH na jeji rist. NADPH je v tomto ptipadé
generovano pomoci jablecného enzymu z malatu. Malat vznikd v glyoxalatovym cyklu
koncenzaci acetyl-CoA s glyoxaldtem. Ob& molekuly acetyl-CoA nebo glyoxaldt mohou
pochézet z propionatu sodného.

Dale byla zaznamenana nejvyssi specifickd enzymova aktivita malat dehydrogenazy u
70% saturace fermentoru. Malat dehydrogenaza je enzym citratového cyklu, ktery katalyzuje
oxidaci malatu a oxalacetat. Z naméfenych hodnot lze usuzovat, ze pii vzristajici saturaci
fermentoru vzduchem dochézelo k vzristu intenzity citratového cyklu, protoze je k dispozici
veétsi mnozstvi kysliku na reoxidaci redukovanych kofaktori v elektron-transportnim fetézci.
Naopak pfii nizsi koncentraci kysliku bude pravdépodobné vzristat pomér NADH/NAD, ¢imz
dojde k ¢astecné inhibici citratového cyklu a mimo jiné se tim posili tok acetyl-CoA do PHA
syntetické drahy.

Dale byl zaznamenan vzriistajici obsah 3HV v akumulovaném PHA pfi stoupajici saturaci
fermentoru vzduchem (viz.: obrazek 24, 25 5.3.2.1. a 5.3.2.2. tabulka 27). Vzhledem ke
vzrustajici aktivit¢ 2-methylcitratového cyklu a citratového cyklu pravdépodobné dochdzi k
poklesu dostupného propionyl-CoA k biosyntéze P(3HB-co-3HV). M¢lo by tedy dochazet
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k poklesu obsahu 3HV v PHA, byl vSak pozorovan zcela opacny efekt ve slozeni
akumulovaného polymeru.

Vzristajici obsah 3HV v PHA pfi stoupajici saturaci kyslikem, mlze byt vysvétlen
nasledujicim zptisobem. Jak je uvedeno v kapitole o biosyntéze P3HB a P(3HB-co-3HV) (viz.
3.2.3.1. a 3.2.3.2.), kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetetoacetyl-CoA
katalyzuje 3-ketothiolaza kdédovéana phaAd genem a kondenzaci propionyl-CoA s acetyl-CoA
za vzniku 3-ketovaleryl-CoA katalyzuje 3-ketothiolaza kodovana btkB genem. Jedna se o dva
rizné enzymy pritomné v bunéném cytosolu. Oba dva enzymy produkuji ptislusné 3-
ketoacyl-CoA, které jsou inkorporovany do PHA za vzniku ndhodného kopolymeru. Méné
specificka 3-ketothioldza btkB se mnenachazi na stejném operonu spolu sphad 3-
ketothiolazou. Proto mohou byt tyto dva enzymy exprimovany rtiznou intenzitou resp. jiz
exprimované enzymy mohou byt rozdilnym zptsobem regulovany a budou tak mit riiznou
enzymovou aktivitu. Pfi zméné kultiva¢nich podminek (napi.: zména saturace fermentoru
kyslikem) miize dochézet vyraznéjSimu vzriistu enzymové aktivity u btkB nez u phaA. Z toho
divodu by akumulovany polymer obsahoval vétsi mnozstvi frakce 3HV na ukor 3HB. A pii
piekroceni ur€ité minimalni koncentraci propionatu v médiu, nebude obsah 3HV v PHA
zavisly na intenzité citratového cyklu nebo MCC, ale pouze zaviset na aktivité btkB a phaA 3-
ketothiolaz. U bakterie C. necator nalezeno celkem 13 gent kodujici rizné 3-ketothiolazy.
[38, 49, 50].

Pro dalsi objasnéni rtiznych vlivii na inkorporaci 3HV do PHA, bude pravdépodobn¢ tieba
vyhodnotit vliv riznych faktord na specifickou aktivitu bktB a phaA 3-ketothiolaz za stejnych
podminek v fad¢ experimenttli se vzristajici koncentraci rozpusténého kysliku (viz. 4.2.5.2.).

Pro kompletni porozuméni utilizace, inkorporace a vyuziti propiondtu sodného bude tfeba
vyhodnotit vliv koncentrace propionatu v médiu na inkorporaci 3HV do PHA a dale
vyhodnotit soucasné puasobeni vlivu koncentrace rozpusténého kysliku a propionatu sodného.
S ohledem na c¢astecnou toxicitu a inhibi¢ni efekt propionatu na bakterialni kulturu.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni aerace na proces biotechnologické
produkce PHA s vyuzitim odpadnich oleji jako substratii. Zaroven byla posouzena
vhodnost riiznych odpadnich/levnych oleji pro tento biotechnologicky proces.
Vybrané odpadni oleje byly popsadny pomoci zékladnich charakteristik, jako je
peroxidové Cislo, ¢islo zmydelnéni, Cislo kyselosti, jodové ¢islo a obsah glycerolu.
Zaroven byly tyto oleje pouzity jako substrat pro biotechnologickou produkci PHA
s vyuzitim bakterialni kultury C. necator H16. Ze vSech studovanych parametr se
jako nejdulezitéjsi jevi Cislo kyselosti. Oleje s vyssi hodnotou tohoto parametru
podporovaly rtst kultury a produkci PHA. U ostatnich parametri nebyl pozorovan
vyznamny vliv na proces produkce PHA.

Aerace je jednim z klicovych parametr vSech aerobnich biotechnologickych procesu.
Proto ji byla vradmci této diplomové prace veénovana nalezitd pozornost. Byla
provedena sada experimenti pii kterych byla regulovéana saturace kysliku
v laboratornim fermentoru na konstantni hodnoté. Z provedenych experimenti byly
ucinény nasledujici zavéry: (i) intenzivng€j$i aerace vede u pouzité bakterialni kultury
k vétSimu nartstu biomasy, (ii) pfi vétSim mnozstvi dostupného vzduchu bylo
akumulovano ménsi mnozstvi PHA v biomase, (iii) pii intenzivnéjsi aeraci dochazelo
k akumulaci vétsiho mnozstvi 3HV monomeru v akumulovaném polymeru.

Na zaklad¢ téchto experimenti byl navrzen aerani program. Prvnich 22. hodin
kultivace byla saturace fermentoru vzduchem udrzovana na hodnoté 30% - pro
podpofeni nartstu biomasy, po 22. hodinach byla saturace fermentoru vzduchem
snizena na 10% - pro podpotfeni akumulace PHA. Prekurzor propionat sodny byl
pfitomen jiz v mineralnim inokulu. Aplikace tohoto aera¢niho programu navysila
produktivitu systému o cca 46%, pficemz obsah PHA v biomase dosahl enormné
vysoké hodnoty 95%. To mize mit vyrazné pozitivni dopad také na ekonomickou
bilanci down-stream procesu.

Obecn¢ plati, ze zefektivnéni procesu bioprodukce PHA muze byt dosazeno bud’ (i)
zvySenim koncentrace biomasy (tj. vzrist vytéznostniho koeficientu Yxss) nebo (ii)
zvySenim mnozstvi PHA akumulovaného v biomase (tj. vzrist vytéZnostniho
koeficientu Ypyass). Idedlni ptredpoklad pro zefektivnéni primyslové produkce je
kombinace obou moznosti — tj. vySSi nardst biomasy s vétSim mnozstvim
akumulovaného polymeru, s ohledem na ekonomické a energetické naklady spojené
s vyrobou. Ale vysoké vytéznostni koeficienty nutné¢ nemuseji znamenat zefektivnéni
vyrobniho procesu. Protoze napt. vysoky nartist biomasy zahrnuje nutnost intenzivni
aerace systému a intenzivni michani. To jsou energeticky a tudiz i financné velmi
naroc¢né operace. Je proto tfeba uvazit i nasledné operace biotechnologického procesu
a nikoli pouze materidlovou bilanci. DalSim klicovym faktorem, ktery ovlivituje
konkurence schopnost vétSiny biotechnologickych vyrob, véetné produkce PHA, je
izolaéni proces. MozZnost regenerace nebo omezeni pouzivani chemikalii a
rozpoustédel nebo regenerace tepla pfi izolaénim procesu muze mit vétsi vliv na
ekonomickou bilanci nez zvySeni vytéznostnich koeficientu.

Pii provedenych experimentech byl zaznamendm trend vzristajictho obsahu 3HV
v PHA pii vzristajicim obsahu rozpusténého kysliku. Tento trend byl pozorovan jak
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pii  kultivaci v Erlenmayerovych bankiach na temperované trepacce tak i
v laboratornim fermentoru a pravdépodobné souvisi s adaptaci bakterialni kultury
k oxida¢nimu stresu v piitomnosti vyssi koncentrace kysliku ve fermenta¢nim médiu.
Vzhledem k tomu, Ze inkorporace 3HV do struktury materidlu ma vyrazné pozitivni
dopad na mechanické vlastnosti polymeru, je nutno tuto skutec¢nost také brat v potaz
pii navrhu aeracniho programu.



7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PHA
P3HB

P3HV
P(3HB-co-3HV)
PP

MCC

polyhydroxyalkanoat

poly(3-hydroxybutyrat)

poly(3-hydroxyvalerat)

nahodny kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
polypropylen

2-methylcitratovy cyklus
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8. PRILOHA
8.1. SloZeni hlavnich mastnych kyselin vybranych tukii a olejii
Tabulka 39 SloZeni hlavnich mastnych Kkyselin, uvedeno v procentech [36]
Mastna Kyselina | Repkovy olej Repkovy olej Sluneénicovy
tradicni bezerukovy olej

laurova 0,1 0,1 0,0-0,1
myristova 0,2 0,0-0,2 0,0-0,2
palmitova 1,5-6 3,3-6,0 5,0-8,0
palmitoolejova 0-3 0,1-0,6 pod 0,5
stearova 0,5-3,1 1,1-2,5 2,5-175
olejova 8 - 60 52,0 - 66,9 13 -40
linolova 11-23 16,1 - 24,8 40 - 74
linolenova 5-13 6,4 - 14,1 pod 0,3
arachova 0-3 0,2-0,8 pod 0,5
eikosaenova 3-15 0,1-34 pod 0,5
eikosadienova 0-1 0,0-0,1 -
behenova 0-2 0,1-0,5 0,5-1,0
dokosenova 5-60 0,0-2,0 0,0-0,2
dokosadienova 0-2 0,0-0,1 -
lignocerova 0-2 0,0-0,2 0,2-0,3
tetrakosenova 0-3 0,1-04 -
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Tabulka 40 SloZeni hlavnich mastnych Kyselin, uvedeno v procentech [36]

Mastna kyselina | Veprové sadlo Palmovy olej Palmojadrovy
tuk

laurova stopy 0-04 41 -55
myristova 0,5-2.5 0,5-2,0 14-18
palmitova 20 - 32 40 - 47 6,5-10
palmitoolejova 1,7-5,0 0-0,6 -
stearova 5-24 3,5-6,0 1,3-3,0
olejova 35-62 36 -44 12-19
linolova 3-16 6,5-12 1,0-3,5
linolenova pod 1,5 0,0-0,5 0,0-0,7
arachova pod 1,0 0,0-1,0 0,0-0,3
eikosaenova pod 1,0 0,1 0,0-0,5




8.2

Kalibrace a analyza sloZeni zastoupeni mastnych kyselin
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Obriazek 41 Chromatogram standarda mastnych kyselin

Tabulka 41 Ciselny seznam standardi mastnych kyselin

Cislo mastna Kyselina Cislo mastni Kyselina
1 maselna kys. (C4:0) 20 linolelaidova kys. (C18:2n6t)
2 kapronova kys. (C6:0) 21 Y-linolenova kys. (C18:3n6)
3 kaprylova kys. (C8:0) 22 a-linolenova kys. (C18:3n3)
4 kaprinova kys. (C10:0) 23 arachova kys. (C20:0)
5 undekanova kys. (C11:0) 24 cis-11-eikosenova kys. (20:1)
6 laurova kys. (C12:0) 25 cis-11,14-eikosadienova kys. (C20:2)
7 tridekanova kys. (C13:0) 26 cis-8,11,14-eikosatrienova kys. (C20:3n6)
8 myristova kys. (C14:0) 27 cis-11,14,17-eikosatrienova kys. (C20:3n3)
9 myristolejova kys. (C14:1) 28 arachidonova kys. (C20:4n6)
10 pentadekanova kys. (C15:0) 29 cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenova kys. (C20:5n3)
11 cis-10-pentadecenova kys. (C15:1) 30 heneikosanova kys. (C21:0)
12 palmitova kys. (C16:0) 31 behenova kys. (C22:0)
13 palmitolejova kys. (C16:1) 32 erukova kys. (C22:1n9)
14 heptadekanod kys. (17:0) 33 cis-13,16-dokosadienova kys. (C22:2)
15 cis-10-heptadecenova kys. (C17:1) 34 cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova kys. (C22:6n3)
16 stearova kys. (C18:0) 35 trikosanova kys. (C23:0)
17 olejova kys. (C18:1n9¢c) 36 lignocerova kys. (C24:0)
18 elaidova kys. (C18:1n9t) 37 nervonova kys. (C24:1n9)
19 linolova kys. (C18:2n6¢)
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8.3.

Obrazek 42 Ukazkovy chromatogram vzorku tuku

Zmény tuku a oleji pri smaZeni

Béhem smazeni je tuk predehtat na teploty kolem 150-200 °C. Vlastni postup smazeni je
dvojiho typu: i)smazeni v tenké vrstvé tuku, ii)smazeni ve vrstvé tuku vice nez 50 mm
vysoké, potravina je v tuku ponofena nebo v ném plave — ¢asto nazyvano fritovani.

Procesy probihajici v tukové 1dzni 1ze rozdélit do nékolika procesti:
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hydrolytické procesy; které nastavaji ptisobenim horké vodni pary (uvoliované ze
smazené potraviny) na horky tuk; tyto procesy predstavuji hlavni procesy
probihajici pfi smazeni; hydrolyzou vznikaji volné mastné kyseliny, které se z vétsi
¢asti sorbuji na smazenou potravinu nebo unikaji do ovzdusi

oxidacni procesy; pfi teplotich smazeni se jednd o velmi rychle procesy; kyslik
rozpustény v tuku se rychle spotiebovava, takze dalsi oxidace probihd velmi pomalu
a zavisi na rychlosti, jakou kyslik difunduje ze vzduchu do oleje

polymeraé¢ni procesy; jedna se o reakce mezi volnymi radikaly a interakci volnych
karboxylovych kyselin s hydroxylovymi a epoxidovymi skupinami oxidovanych
mastnych kyselin tuku

pyrolytické procesy; napi.: dehydratace oxidacnich produkti nebo jejich reakce
s bilkovinami a jinymi slozkami smazené potraviny, pfi nichz vznikaji senzoricky
vyrazné aktivni latky; k pyrolytickym reakcim patii napi.: rozklad glycerolu na
akrolein
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Obrazek 43 Zaznam méreni aktivity izocitratdehydrogenazy: 10% saturace vzduchem
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Obrazek 44Zaznam méreni aktivity izocitratdehydrogenazy: 30% saturace vzduchem

=77 -



A 340 nm

0,8

|
L 2

0,3

0:00:00 0:02:30 0:05:00

¢as [min]

Obrazek 45 Zaznam méreni aktivity izocitratdehydrogenazy: 50% saturace vzduchem
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Obrazek 46 Zaznam méreni aktivity izocitratdehydrogenazy: 70% saturace vzduchem
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Obrazek 47 Zaznam méreni aktivity 2-methylcitratsyntazy: 10% saturace vzduchem
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Obrazek 48 Zaznam méreni aktivity 2-methylcitratsyntazy: 30% saturace vzduchem
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Obrazek 49 Zaznam méreni aktivity 2-methylcitratsyntazy: 50% saturace vzduchem
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Obrazek 50 Zaznam méreni aktivity 2-methylcitratsyntazy: 70% saturace vzduchem
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Obrazek 51 Zaznam méreni aktivity glukéza-6-fosfat dehydogenazy: 10% saturace vzduchem
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Obrazek 52 Zaznam méreni aktivity glukéza-6-fosfat dehydogenazy: 30% saturace vzduchem
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Obrazek 53 Zaznam méreni aktivity glukéza-6-fosfat dehydogenazy: 50% saturace vzduchem
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Obrazek 54 Zaznam méreni aktivity glukéza-6-fosfat dehydogenazy: 70% saturace vzduchem
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Obrazek 55 Zaznam méreni aktivity malatdehydrogenazy: 10% saturace vzduchem
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Obrazek 56 Zaznam méreni aktivity malatdehydrogenazy: 30% saturace vzduchem
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Obrazek 58 Zaznam méreni aktivity malatdehydrogenazy: 70% saturace vzduchem
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