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ABSTRAKT

Cilem prace bylo studium moznosti mikrobidlni produkce polyhydroxyalkanoatli se stfedni
délkou tetézce (mcl-PHA, ,,medium-chain-lenght PHA*). Pro produkci byly vyuzity bakterie
Pseudomonas putida a Pseudomonas aeruginosa. Teoreticka ¢ast bakalaiské prace se zabyva
biosyntézou polyhydroxyalkanoati, jejich materidlovymi vlastnostmi a mikrobidlnimi
producenty. V experimentalni ¢asti byly vybrané bakterie kultivovany na riznych substratech
za ucelem vyhodnoceni jejich schopnosti vyuzivat rizné uhlikaté zdroje a akumulovat mcl-
PHA. Mnozstvi a slozeni akumulovanych mcl-PHA v biomase bylo analyzovano pomoci
plynové chromatografie s FID detektorem. Kmen Pseudomonas putida akumuluje vice mcl-
PHA v médiu obsahujicim fepkovy olej ve srovnani s kmenem Pseudomonas aeruginosa.
P. putida akumuluje 2,11 % mcl-PHA pfi kultivaci na glycerolovém médiu.

ABSTRACT

The aim of this work is to study the possibility of microbial production of
polyhydroxyalkanoates with medium chain length (mcl-PHA). For production two bacterial
strains were used: Pseudomonas putida and Pseudomonas aeruginosa. Theoretical part of
bachelor thesis deals with the biosynthesis of polyhydroxyalkanoates, their material properties
and microbial producers. In experimental part selected bacteria were cultivated on different
substrates to evaluate their ability to utilize various carbon sources and accumulate mcl-PHA.
Content and composition of mcl-PHA accumulated in biomass were analyzed by gas
chromatography with FID. Pseudomonas putida produced more mcl-PHA in medium
containing canola oil as sole carbon source when compared with Pseudomonas aeruginosa.
P. putida produced 2,11 % mcl-PHA in medium containing glycerol as carbon source.
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2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ce

G,

Cs

Co
Cio
Cn
Ci2
Cia:i
Cia
Cis
HDPE
LDPE
P4HB
PHB
P(HB/HHx)
PHHx
PHHp
PHV
PHO
PP

Ty

T,

T,

kyselina 3-hydroxyhexanova
kyselina 3-hydroxyheptanova
kyselina 3-hydroxyoktanova
kyselina 3-hydroxynonanova
kyselina 3-hydroxydekanova
kyselina 3-hydroxyundekanova
kyselina 3-hydroxydodekanova
kyselina 3-hydroxy-5-cis-dodekanova
kyselina 3-hydroxy-7-cis-tetradekanova
kyselina 3-hydroxytetradekanova
vysoko hustotni polyethylen

nizko hustotni polyethylen
poly(4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat)
poly(hydroxyhexanoat)
poly(hydroxyheptanoat)
poly(hydroxyvalerat)
poly(hydroxyoktanoat),

polypropylen

teplota skelného pfechodu

teplota tani

teplota rozkladu



3. UVOD

Plasty jsou vyrabény chemickym primyslem od tficatych let dvacatého stoleti a tvoii velmi
dilezitou skupinu materiall, bez kterych si dne$ni svét jiz nelze predstavit. Diky své vysoké
molekulové hmotnosti, inertnosti a specifickym vlastnostem jsou pouzivany téméi vSude a
postupné narlstajicim trendem nahrazuji tradicni materidly jako kovy, keramika, sklo ¢i
dievo. Avsak jejich inertnost se brzy stala i jejich ekologickym negativem, protoZe po pouziti
a skladkovani téchto latek dochazi k jejich akumulaci v Zivotnim prostfedi a jeho
zneCistovani. Dal§im negativem syntetickych polymert je jejich zavislost na fosilnich
palivech a jejich naro¢na recyklovatelnost.

Vseobecnym trendem v soucasnosti je tedy nalezeni novych polymernich materialt
vhodnych pro primyslovou vyrobu, jejichz produkce by byla nezavisla na fosilnich
surovindch, jejich vlastnosti by byly podobné syntetickym polymeriim a byly biodegradabilni,
tzn. po pouziti téchto materialt by doslo k jejich ptirozenému rozkladu.

Ideélni plast by mél byt dostatecné trvanlivy, biodegradabilni, recyklovatelny a vyrabény
z obnovitelnych zdroji. VétSina téchto biopolymeri se chemicky fadi k polysacharidim nebo
polyhydroxyalkanoatim (PHA).

Poly-3-hydroxyalkanodty jsou skupina intraceluldrnich mikrobidlnich polyestert
produkovanych fadou mikroorganismt jako zasobni zdroj uhliku a energie a vyskytujicich se
intracelularné ve formé granuli oddélenych od cytoplazmy.

Polyhydroxyalkanoaty je mozné produkovat z obnovitelnych zdroji, jako jsou napf.
rostlinné tuky, Skroby nebo nepotravindiské obilniny, pifipadné z odpadnich zdroji jako
syrovatka, odpadni tuky ¢i melasa. Pii vhodném zptsobu skladkovani téchto materialti dojde,
ve srovnani se syntetickymi polymery, k jejich rychlému rozkladu a utilizaci pfitomnou
mikroflérou az na oxid uhli¢ity a vodu. Oxid uhli€ity se vraci zpét do atmosféry, kde je opét
fixovan fotosyntetizujicimi rostlinami, jejichz produkt ¢i odpad pii jejich zpracovani se
pouziva k produkei téchto materiali.



4. TEORETICKA CAST

4.1. PHA

Polyhydroxyalkanodty = (PHA) jsou linearni  polyestery sloZzené  ptedevSim
z hydroxyalkanovych kyselin. Hydroxylova skupina se vyskytuje vyhradné v R konfiguraci,
coz je dano specificitou enzymil zapojenych do syntézy PHA. Polyhydroxyalkanoaty
akumuluje fada gramnegativnich, grampozitivnich bakterii a archaebakterii jako zdsobni zdroj
uhliku a energie [1].

PHA byly poprvé popsany Lemoignem vroce 1926, ktery charakterizoval
polyhydroxybutyrat obsazeny v bakterii Bacillus megaterium [1].

Podle poctu atomti uhliku obsazenych v monomerech polyesteru, se PHA rozdé&luji na scl,
mcl a Icl-PHA.

Obriazek 1: Obecné schéma PHA
PHA jsou biodegradabilni termoplasty, jejichz molekulovd hmotnost se pohybuje mezi
10°-10° Da. Vice nez 80 riznych hydroxyalkanovych kyselin bylo nalezeno jako monomery
ruznych PHA [2].

4.1.1. Polyhydroxyalkanoaty s kratkou délkou retézce — scl-PHA

Scl-PHA neboli ,,short chain lenght* polyhydroxyalkanoaty jsou biopolymery tvofeny
hydroxykyselinami o uhlikatém fetézci tvofenym tfemi aZ péti atomy uhliku.

Nejznaméjsi scl-PHA je homopolymer poly(3-hydroxybutyrat), ktery se vyskytuje nejen
jako zasobni material u mikroorganismii, ale jako oligomer (120-200 monomeri) se vyskytuje
v celé fad¢ mikroorganismu, rostlin a zivocicht véetn¢ ¢lovéka. V fadé ptipadl je ptitomen
jako vapenaty polyfosfatovy komplex v membranach, kde pravdépodobné plni funkci
iontového kanalu, dale se vyskytuje v rostlinnych pletivech a zivoc¢isnych tkéanich (lidska
plazma, veptové ledviny, hovézi srdce a dalsi) [2].

4.1.2. Polyhydroxyalkanoaty se stifedni délkou Fetézce — mcl-PHA

Mcl-PHA neboli ,medium chain lenght® polyhydroxyalkanoaty jsou tvoreny
hydroxykyselinami o uhlikatém fetézci tvofenym Sesti az ¢trnacti atomy uhliku.
Schopnost akumulovat mcl-PHA je unikatni pro rod Pseudomonas [2].

Tabulka 1: Vliv substratu na sloZeni mcl-PHA produkované bakterii P. putida [2]

sloZzeni akumulovaného PHA [mol%]

substrat C6 Cs Cl(] C12;1 C12 C14;1 C14
Glukosa | <O0,1 6,9 74,3 8,8 7,7 1,6 <0,1
Dekanoat 53 52,3 42,4 0,0 0,0 0,0 0,0




Tabulka 2: SloZeni mcl-PHA produkované bakterii Pseudomonas oleovorans v zavislosti na pouZzitém
substratu [2]

slozeni akumulovaného PHA [mol%)]
substrat Ce | C7 | Cs | Co ] Cio | Ciu | Ciz
Hexanoat 95 5
Heptanoat 100
Oktanoat 8 91 1
Nonanoat 35 65
Dekanoat 7 75 18
Undekanoat 28 59 13
Dodekanoat 4 60 34 3

4.1.3. Polyhydroxyalkanoaty s dlouhou délkou Fetézce — Icl-PHA

Lcl-PHA neboli ,long chain lenght“ polyhydroxyalkanoaty jsou tvofeny
hydroxykyselinami o uhlikatém fetézci tvofenym vice nez patndcti atomy uhliku. Lcl-PHA
zatim byly pouze pfipraveny in vitro a dosud nebyla pozorovana jejich pfitomnost v ptirodé

[3].

4.1.4. Struktura granuli

PHA granule se nachazeji v cytoplazmé, v buiikdch bohatych na PHA jsou to granule
oddélené od cytoplazmy o velikosti 0,2-0,7 um, které obsahuji pfiblizné¢ 98% polyesteru,
1,5% proteini a odhadem 0,5% lipidd. Granule jsou viditelné pomoci elektronového
mikroskopu. Pomoci NMR spektrometrie bylo zjiSténo, ze PHA se v granulich nachazi
v metastabilnim amorfnim stavu. Struktura scl-PHA granuli a mcl-PHA granuli neni nijak
zésadné odlisna [3, 4, 5].

Depolymeriza l /
\ i - Regulacni protein

&

Fasfolipidy

——
300 = 500 nm
Obrazek 2: Schéma struktury PHA granule [6]

Hustota granuli poly(3-hydroxybutyratu) se pohybuje v rozmezi 1,18-1,24 g/cm’, zatimco
hustota granuli obsahujici mcl-PHA je pohybuje okolo 1,05 g/cm’ [2].

Proteiny, lipidy a fosfolipidy tvoii obal, na povrchu granule je lipidick4 vrstva, do které
jsou zanofeny polymerazy, depolymerazy, phasiny a dal$i proteiny. Lipidické vrstva oddéluje
hydrofobni jadro granule od hydrofilniho cytoplazmatického prostoru [2].
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Granule v burikach bohatych na PHA mohou byt obarveny barvivy Sudan Black, Nile blue
A nebo Nile red [3, 4].

4.1.5. Materialové vlastnosti

Fyzikalni vlastnosti polyhydroxyalkanoati zaviseji na monomernim sloZeni a molekulové
hmotnosti polyesteru. Mcl- 1 scl-PHA vznikaji enzymov¢ katalyzovanou polymeraci, z toho
divodu se vyskytuji pouze v R konfiguraci a jsou proto pln¢ izotaktické [2, 7].

PHB homopolymer je kompletné stereoregularni polyester se vSemi asymetrickymi uhliky
v R konfiguraci, z toho divodu je vysoce krystalicky. Vysoka krystali¢nost (typicky 55-80%)
ho ¢ini pomérné tuhym a kiehkym materialem s vysokym bodem tani. Mechanické vlastnosti
jsou podobné polypropylenu, az na relativni prodlouzeni, které je u PHB okolo 3%, kdezto u
PP okolo 400% [2].

Flexibilita materidlu se vyrazné¢ meéni, pokud je do polyesteru inkorporovan 3-
hydroxyvalerat. Relativni prodlouZeni roste s obsahem 3-hydroxyvaleratu. Kopolymer P(HB-
co-HV) je mén¢ tuhy a ma vétsi pruznost a elasti¢nost nez PHB. Kopolymer P(HB-co-HV)
s riznym obsahem 3-hydroxyvaleratu (0 — 30%) je komeréné dostupny pod nazvem Biopol™
[2, 8].

Kopolymer 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu nemtize tvofit isomorfni krystaly
z diivodu rozdilné monomerni struktury. Z toho divodu teplota skelného prechodu kles4 az na
-50 °C a teplota tani klesa na ptiblizn€ 50 °C v zéavislosti na obsahu 4-hydroxybutyratu [2].

Stejn¢ jako ostatni PHA jsou mcl-PHA stereoregularni isotaktické polyestery. To jim
dovoluje dosdhnout urcitého stupné krystali¢nosti. Teplota skelného piechodu je u mcl-PHA
obvykle vrozsahu -43 az -25°C. Teplota tani, relativni prodlouZeni a dal$i materidlové

vlastnosti velmi zavisi na monomerni slozeni polyesteru [2].

Tabulka 3: Srovnani teploty skelného piechodu, tani a rozkladu jednotlivych PHA [2, 3, 7]

Typ PHA T, [°C] T, [°C] T, [°C]
PHB 3 163 228
P4HB 46 50 308
PHV -15 112 231
PHHx 28 - 212
PHHp -32 - 240
PHO 38 66 256
P(3HB-co-HHx) 2 98 238

Tabulka 4: Porovnani nékterych syntetickych polymeri s PHA [3]

Poly Poly
PP HDPE LDPE PHB (3HB-co- (B3HO-co-
20 %3HV) | 12 %3HH)
T, [°C] -15 - -30 4 -1 -35
T¢[°C] 170 137 130 177 145 61
Pevnost v tahu [MPa] 38 30 10 40 32 9
Pruznost v tahu [GPa] 1,7 1,4 0,2 3,5 1,2 0,008
Rel. prodlouzeni [%] 400 10 620 6 50 380
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4.2. Mikrobialni producenti PHA

Od doby, kdyby byl poprvé identifikovan poly(3-hydroxybutyrat) v bakterii Bacillus
megaterium, bylo nalezeno vice nez 90 bakteridlnich druhti akumulujici PHA [9].

Tabulka 5: Mikroorganismy u kterych byla prokiazana akumulace PHA [3]

Acidovorax Corynebacterium Lampropedia Rhizobium
Acinetobacter Cupriavidus Leptothrix Rhodobacter
Actinobacillus Cyanobacterium Legionella Rhodococcus
Actinomycetes Defluviicoccus Methanomonas Rhodopseudomonas
Aeromonas Derxia Methylobacterium Rhodospirillum
Alcaligenes Delftia Methylosinus Rubrivivax
Allochromatium Ectothiorhodospira | Methylocystis Saccharophagus
Anabaena Erwinia Methylomonas Shinorhizobium
Aphanothece Escherichia Methylovibrio Sphaerotilus
Aquaspirillum Ferrobacillus Micrococcus Spirillum
Asticcaulus Gamphospheria Microvoleus Spirulina
Axobacter Gloeocapsa Microlunatus Staphylococcus
Azomonas Gloeothece Microcystis Stella
Aureobasidium Haemophilus Moraxella Streptomyces
Azohydromonas Halobacterium Mycoplana Synechococcus
Azospirillum Haloarcula Nitrobacter Syntrophomonas
Azotobacter Haloferax Nitrococcus Thiobacillus
Bacillus Halomonas Nocardia Thiocapse
Beggiatoa Haloquadratum Nostoc Thiococcus
Beijerinckia Haloterrigena Oceanospirillum Thiocystis
Beneckea Hydrogenophaga Oscillatoria Thiodictyon
Brachymonas Hyphomicrobium Paracoccus Thiopedia
Bradyrhizobium Chloroflexus Paucispirillum Thiosphaera
Burkholderia Chlorogloea Pedomicrobium Variovorax
Caryophanon Chromatium Photobacterium Vibrio
Caulobacter Chromobacterium Protomonas Xanthobacter
Clostridium Klebsiella Pseudomonas Zoogloea
Comamonas Lamprocystis Ralstonia

Rod Pseudomonas patii do rRNA homologni skupiny I, syntetizujici P(3HA), které

obsahuji riizné 3-hydroxyalkanoatové monomery od Csdo Cy4 [1, 2].

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gram-negativni, rovné nebo mirn¢ zakiivené
nesporolujici ty¢inkové bakterie schopné utilizovat fadu organickych materiald. VétSina
pseudomonad jsou volné zijici saprofytické bakterie, které ziji v pidé a ve vodé, kde hraji
dilezitou ulohu pfi degrada¢nich a rozkladnych procesech v kolob&hu uhliku a dusiku. Jsou to
pohyblivé bakterie s jednim nebo nékolika biciky, pouze ziidka jsou nepohyblivé [4, 8, 10].

Bakterie rodu Pseudomonas jsou striktn€ aerobni tyCinky, které davaji pozitivni katalazovy
test a podle bakterialniho kmenu pozitivni i negativni oxidazovy test. Nékteré pseudomonady
fluoreskuji a tvoti modrozeleny pigment pyocyanin a zeleny pigment chloraphin, ptileZitostné
1 hnéd4, rizova a fialova barviva, dobfe pozorovatelnd v UV svétle [11].
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Pseudomonas putida neni patogenni bakterii, je Siroce rozsifenou bakterii, nékteré kmeny
P. putida produkuji fluorescein [10].

. ™
Obrazek 3: Bakterie Pseudomonas putida [12]

Pseudomonas aeruginosa je duilezity patogenni mikroorganismus, ktery muize zpusobit
nemocni¢ni infekce a pfilezitostn€ je patogenni i pro rostliny. Tento patogen je zvlasté
nebezpeény pro pacienty srozsdhlymi popaleninami ¢&i pro pacienty podstupujici
imunosupresivni terapii, mimofadné nebezpecny je pro pacienty trpici cystickou fibrézou
[10].

f\:‘
4 i

Obrazek 4: Bakterie Pseudomonas aeruginosa [13]

Pseudomonas syringae je rostlinny patogen, ktery ziskal jméno podle Sefiku obecného
(Syringa vulgaris) odkud byl poprvé izolovan [8].

Pseudomonas oleovorans byly na zékladé 16S rRNA analyzy pfesunuty do skupiny
Pseudomonas aeruginosa [14].

Pseudomonas stutzeri je druh pseudomonad, jehoz nékteré kmeny jsou schopny vyuzivat
nitrat jako alternativni akceptor elektronli a jsou tedy schopny za urcitych podminek
anaerobniho riistu. Byvaji nékdy oznacovany jako denitrifikujici pseudomonady [10].

4.3. Biosyntéza polyhydroxyalkanoati

V zavislosti na kinetice akumulace PHA mohou byt mikroorganismy rozdéleny do dvou
zéakladnich skupin [3, 9]. Prvni skupinu tvofi bakterie, které vyzaduji pro akumulaci PHA
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limitni nedostatek nékterého nutrietu a ptebytek uhlikatého zdroje. Do této skupiny patii
napt.: Ralstonia eutropha, Pseudomonas oleovorans a dalsi [3, 9]. Druhu skupinu tvoii
mikroorganismy, které nevyzaduji Zaddnou limitaci nékterého z nutrieth a PHA akumuluji
beéhem bunécného rastu. Do druhé skupiny patii napt.. Azohydromonas lata, Azotobacter
vinelandi, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa a dalsi [3].

4.3.1. Biosyntéza scl-PHA

Biochemie syntézy PHB je velmi dobfe prostudovana a probiha ve tfech zakladnich
krocich: 1) dvé molekuly acetyl-CoA kondenzuji za katalyzy B-ketothioldzou na acetoacetyl-
CoA, 2) acetoacetyl-CoA je stereoselektivné redukovan acetoacetyl-CoA-reduktizou za
vzniku ¢istého enantiomeru (R)-3-OH-butyryl-CoA, 3) PHA syntdza katalyzuje polymeraci
jednotlivych (R)-3-OH-butyryl-CoA za vzniku polyesteru. Molekulovd hmotnost vzniklého
polyesteru zavisi na fadé faktord, pfedevsim je to typ substratu, produkéni kmen a kultivaéni
podminky [2].
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Obrazek 5: PHB syntéza u bakterie Cupriavidus necator [2]

PHB biosyntéza a akumulace se vyskytuje u vétSiny bakterii, jestlize uhlikaty energeticky
zdroj je v nadbytku a pokud néktery z dalSich nutri¢nich faktorti jako napt.: dusik, sira, fosfor,
zelezo, hot¢ik, draslik nebo kyslik limituji bakterii ve vyzivé. Bylo zji§téno, Ze vnitrobunééna
koncentrace acetyl-CoA a volného koenzymu A hraji klicovou ulohu v regulaci biosyntézy.
Pti vyvazeném ristu je acetyl-CoA oxidovan v citratovém cyklu, takto vznikly NADH je
pouzit pro biosyntetické ucely. Jakmile se omezi riist bakterie, koncentrace NADH vzrista a
inhibuje NADH-dependentni citratsyntdzu a izocitratdehydrogendzu, nasledkem toho nemiize
byt acetyl-CoA oxidovan v citraitovém cyklu a vstupuje do PHB syntetické drahy. B-
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ketothioldza, enzym zahrnuty v syntetické dréze, je inhibovan volnym koenzymem A,
k ¢emuz dochdzi pfi normalnim vyvazeném ristu [2].

Kopolymer PHB a PHV muze byt syntetizovan fadou bakterii, a to s vyuzitim substratu,
ktery obsahuje prekurzory 3-hydroxyvaleratu [2].

4.3.2. Biosyntéza mcl-PHA

Tti zakladni metabolické drahy jsou zahrnuty v biosyntéze PHA v bakterii Pseudomonas
putida. Pseudomonas putida odvozuje PHA od prekurzorti vytvofenych pomoci nasledujicich
metabolickych drah: 1) de novo syntéza mastnych kyselin je hlavni drdha, pokud bakterie
roste na jednoduchych substratech, jako napft. glukéza, 2) degradace karboxylovych kyselin 3-
oxidaci je hlavni drédha, pokud jsou jako substrat pouzity mastné kyseliny a 3) prodluZovani
fetézce pouzitého substratu (predevSim karboxylovych kyselin), ve kterém je acyl-CoA

prodluZzovan pomoci acetyl-CoA, pficemz tato draha je srovnatelna se syntézou PHB, kde
dochazi ke kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA [2].
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Obrazek 6: Hlavni drahy zahrnuté v mcl-PHA syntéze u rodu Pseudomonas [2]

4.4. Biodegradace PHA

PHA mohou byt degradovany uvniti buiiky pomoci intracelularnich depolymeraz jako
zasobni zdroj uhliku a energie, ale i extracelularné pomoci extracelularnich depolymeraz
produkovanych riznymi bakteriemi, kvasinkami ¢i plisnémi, které jsou ptitomné v prostiedi
[2,3].

Intracelularni PHA depolymerdzy nejsou schopny degradovat extracelularni PHA a

naopak, z divodu zcela amorfni struktury intracelularniho PHA a ¢astecné krystalické formy
extracelularniho PHA [2].
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ProtoZze jsou PHA tolik rozsifené, fada bakterii, kvasinek a plisni si vyvinula schopnost
utilizovat PHA. Bylo dokézano, Zze PHA degradace se vyskytuje v fadé¢ velmi rozli¢nych
ekosystému, aerobnich i anaerobnich, v plid¢€, v mofi ¢i v odpadni vodé [3].

Na biodegradabilitu PHA ma vliv fada faktorti, piedevSim biodiverzita a aktivita
mikroorganismu v prostiedi, teplota, pH, redoxni potencidl, obsah vody v prostiedi a dalsi
parametry. Stavba a slozeni polymeru zdsadné ovliviiuje jeho biodegradabilitu, piedevSim
jeho molekulovd hmotnost, monomerni sloZeni a stupeti krystalicnosti polymeru [2].

Nenasycené zesiténé mcl-PHA zlstdvaji biodegradabilni, avSak se stoupajicim stupném
zesiténi je biodegradace redukovana [2].
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5. EXPERIMENTALNI{ CAST
5.1. Pouzité chemikalie, material, bakterie a pFristroje

5.1.1. Produk¢ni bakterie

V experimentdlni praci byla pouzita bakterie Pseudomonas putida CCM 1977 a
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, které byla ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity v Brné.

5.1.2. Chemikalie pro kultivaci

Nutriet Broth (Himedia)
Agar Powder (Himedia)

5.1.3. Ostatni chemikalie

Azokasein — Sigma-Aldrich

Chemikalie pro standardizaci: kyselina 3-hydroxyhexanovd, 3-hydroxyoktanova, 3-
hydroxydekanovd, 3-hydroxyundekanova, 3-hydroxydodekanova, 3-hydroxytetradekanova —
Larodan — Fine Chemicals

Triton X — Sigma Aldrich

Vsechny pouzité chemikalie byly cistoty p.a. a vyssi.

5.1.4. Pristrojové vybaveni

Plynovy chromatograf:
GC-FID (Hewlett Packard, Series I1 5890)
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm

Ostatni pfistroje:
Spektrofotometr VIS, Helios 6
Spektrofotometr UV-VIS, Helios o
Centrifuga Boeco C-28, Hettich Mikro 200
Analytické vahy Boeco
Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
Termostat, LS-35
Temperovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0.

5.2. Stanoveni obsahu biomasy

5.2.1. Kalibrace stanoveni

Obsah biomasy byl stanovovan spektofotometrickou metodou méteni zdkalu. Méteni bylo
provadéno pfi vinové délce A = 630 nm. Jako blank byla pouzita destilovana voda.

Kalibra¢ni kiivka byla ziskdna métenim absorbance suspenze bunék o zndmé koncentraci,
fedénych destilovanou na vhodnou koncentraci a soubéZznym stanovenim suSiny
gravimetricky.

Pro stanoveni suSiny bylo pouzito 10 ml suspenze bun¢k. Suspenze bunék byla
centrifugovédna (8000 rpm, 5 min), supernatant byl slit a odstfedénd biomasa byla promyta 5%
roztokem Tritonu X, centrifugovana, znovu promyta destilovanou vodou a opét
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centrifugovdna. Promyta biomasa byla kvantitativné pfevedena na suSici misku o znadmé
hmotnosti a suSena do konstantni hmotnosti pii 105 °C. Z rozdilu hmotnosti prazdné misky a
misky se suspenzi bun¢k bylo stanoveno mnozstvi biomasy v g/1.

5.2.2. Stanoveni biomasy v jednotlivych kultivacich

Po skonceni kultivace byl u vzorkii stanoven obsah biomasy. Kazdy vzorek byl nafedén
tak, aby hodnota absorbance pfi A =630 nm méfend proti destilované vodé¢, byla zahrnuta
v sestrojené kalibraéni kiivce.

5.3. Kultivace bakterie Pseudomonas putida

5.3.1. Oziveni, uchovani kultury a priprava inokula

Bakterie Pseudomonas putida byla dodana v lyofilizovaném stavu. Bakterie byla ozivena
dle ptilozeného ndvodu a kultivovdna na pevném médiu Nutriet Broth pii 30 °C. Bakterie
byla pravidelné pteockovana v intervalu 30 dni.

Inokulum pro vSechny kultivace bylo pfipraveno do Erlenmayerovych ban€k o objemu
100 ml obsahujicich 50 ml média Nutrient Broth. Inokulum bylo zaoCkovano tfikrat
bakteriologickou klickou zagarové plotny a po 24 hodinach kultivace pii 30 °C na
temperované tiepacce (170 rpm) bylo pouzito pro zaockovani produkéniho média.

5.3.2. Pouzita Zivna media

Pro pfipravu inokula bylo pouzito kapalné médium, pro uchovéni kultury bylo pouzito
pevné agarové médium:
Nutrient Broth

Beef extract 10 g/l

Pepton 10 g/1

NaCl 5 g/l

Agar 20 g/l

Pro kultivaci bakterie Pseudomonas putida bylo pouzito nasledujici minerdlni médium
[15]:

(NH4)2SO4 3 g
KH2PO4 1,02 g
NazHP 04 1 1,1 g
MgSO4 02¢g
Roztok stopovych prvka* 1 ml
Destilovana voda 1000 ml

*Roztok stopovych prvki

FeCls 9,7¢g
CaCl, 7,8 g
CuSOq4 0,156 g
CoCl, 0,119 ¢g
NiCl, 0,118 g
CrCl, 0,062 g
0,1 M HC1 1 000 ml
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5.3.3. Kaultivace na riznych substratech

Bakterie Pseudomonas putida byla kultivovana na riznych sacharidovych substratech, na
médiu obsahujicim fepkovy olej a na glycerolu.

Jako produkéni médium bylo pouZzito minerdlnim médium (4.3.2.), koncentrace substratu
byla pro vSechny kultivace 10 g/l. Celkovy objem kultivacni smési €inil 30 ml, kultivace byla
u vSech substratli provedena v Erlenmayerové barnce o objemu 100 ml. Kultivace byla
provedena na temperované tiepacce pii 30 °C, tfepaci frekvence u vSech kultivaci byla
170 rpm.

U vSech provedenych kultivaci byl vyhodnocen vytéznostni koeficient Yppass podle vzorce
1., jednd se o bezrozmérnou veli¢inu, kterd udava pomér akumulovaného PHA ku mnoZstvi
pouzitého substratu

y koncentrace produktu [ g/l ]

PHA/S —

(1)

koncentrace substratu [g /1 ]

5.3.4. Stanoveni ristové krivky bakterie Pseudomonas putida

Stanoveni rtustové charakteristiky bakterie Pseudomonas putida bylo provedeno na
fepkovém oleji jako jediném uhlikatém zdroji za stejnych experimentalnich podminek (4.3.3.)
jako ostatni kultivace.

Po pravidelnych intervalech byl za aseptickych podminek odebiran vzorek, pro stanoveni
obsahu biomasy (4.2.2.) a stanoveni obsahu PHA v biomase (4.5.2).

5.3.5. Vliv stresovych faktoru na tvorbu biomasy a akumulaci PHA u bakterie
Pseudomonas putida
Byla pfipravena produkcéni média (4.3.2.) obsahujici fepkovy olej jako jediny uhlikaty a
energeticky zdroj. Po 45 hodinéch kultivace byl za aseptickych podminek aplikovan stresovy
faktor. Jako stresovy faktor byl pouzit bud’ chlorid sodny, nebo ethanol ¢i peroxid vodiku.
Stresovy faktor byl aplikovan vZzdy pro dvé paralelni kultivace. Vliv stresovych faktord byl
porovnan s kontrolnim pokusem, kde bakterialni kultura rostla za nezménénych podminek.
Vysledné koncentrace stresovych faktori v produkénich médiich byly nasledujici: NaCl
3%, C,HsOH 1%, H,0, 0,5 mmol/dm’.

5.3.6. Stanoveni proteazové aktivity

Principem stanoveni protedzové aktivity je enzymové Stépeni azokaseinu na
azooligopeptidy. Azokasein je bilkovina, jejiz nékteré aminokyseliny jsou substituovany
vhodnym azobarvivem. Princip testu spocivd ve vysrdZeni azokaseinu pusobenim kyseliny
trichloroctové. Vznikla sraZzenina ptrechazi pfi centifugaci do srazeniny, zatimco azopeptidy
vzniklé enzymovou hydrolyzou azokaseinu zlstdvaji v supernatantu. Rozdil absorbance
supernatantu (A =440 nm) a blanku udavd po pfepoétu enzymovou aktivitu pritomnych
protedz. Jednotka (U) protedazové aktivity je definovdna jako mnozstvi enzymu, které
katalyzuje narst A44onm 0 0,001 za 1 min za podminek testu. [16]

Za aseptickych podminek byl odebiran vzorek z paralelnich kultivaci na fepkovém oleji a
na NB médiu za vySe uvedenych kultiva¢nich podminek (4.3.3.). Pouzita koncentrace NB
média byla 25 g/l.
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5.4. Kultivace bakterie Pseudomonas aeruginosa

5.4.1. Oziveni, uchovani kultury a priprava inokula

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byla dodana ve formé Zelatinovych diski. Bakterie byla
ozivena dle ptilozeného ndvodu a kultivovana na pevném médiu Nutrient Broth pii 30 °C.
Bakterie byla pravideln¢ pieockovana v intervalu 30 dni.

Inokulum pro vSechny kultivace bylo pfipraveno stejnym zpiisobem jako u bakterie
Pseudomonas putida (4.3.1.).

5.4.2. Pouzita Zivna media

Pro pfipravu inokula bylo pouzito kapalné médium, pro uchovéani kultury bylo pouzito
pevné agarové médium:
Nutrient Broth

Beef extract 10 g/l

Pepton 10 g/1

NaCl 5 g/l

Agar 20 g/l

Pro kultivaci bakterie Pseudomonas aeruginosa bylo pouzito mineralni médium o stejném
sloZeni jako u bakterie Pseudomonas putida (4.3.2.).

5.4.3. Kaultivace na riznych substratech

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byla kultivovana na médiu obsahujicim fepkovy olej a
na glukosovém médiu za stejnych kultivacnich podminek jako bakterie Pseudomonas putida.

5.5. Analyza PHA plynovou chromatografii s FID detekci

Principem stanoveni je hydrolyza akumulovanych polyesterti v biomase na volné 3-
hydroxyalkanové kyseliny a jejich prevedeni kysele katalyzovanou esterifikaci na nizkovrouci
methylestery, které je mozné analyzovat plynovou chromatografii.

5.5.1. Stanoveni kalibra¢ni krivky

Do vialek bylo navazeno piesné mnozstvi kyseliny 3-hydroxyhexanové, 3-
hydroxyoktanové, 3-hydroxydekanové, 3-hydroxydodekanové a 3-hydroxytetradekanové.

Dale byl ptidan chloroform 1 ml a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Vialky byly
uzavieny a udrzovany pii teplot€¢ 100 °C po dobu 3 hodin. Po ukonceni esterifikace byly
ochlazeny a byl pfidan 0,5ml 0,05 mol/dm’ NaOH. Po protiepani a vytvoreni fazového
rozhrani byla odpipetovéna spodni chloroformova frakce do nové vialky, kterd byla uzaviena
a nasledn¢ analyzovana na GC.

5.5.2. Stanoveni PHA v biomase

Vzorek biomasy byl odebran a odstfedén na centrifuze (10000 rpm, 5 min). Supernatant
byl slit a biomasa byla suspendovana v 5% roztoku Tritonu X a centrifugovana. Suspenze
byla suspendovdna v malém mnozstvi vody a vzorek byl pfeveden do zkumavky typu
Eppendorf a centrifugovan na mikrocentrifuze (10000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a
vzorek biomasy pro stanoveni obsahu PHA byl vysuSen pii 75°C v termostatu.
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Do vialek bylo navéazeno piiblizné 10 mg suché biomasy. Déle byl do vialek pfidan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Vialky byly zavi¢kovany a tato smés
byla udrZzovana pfi teplot¢ 100 °C po dobu 3 hodin. Po esterifikaci byla smes ochlazena,
odvickovana a extrahovana 0,5 ml roztoku 0,05 mol/dm®> NaOH. Po extrakci a vytvoieni
fazového rozhrani byla spodni chloroformové frakce odpipetovana do novych vialek, ty byly
uzavieny a analyzovany pomoci GC.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Kalibra¢ni
spektrofotometrického méteni zékalu suspenze bunék pii vinové délce A=630 nm. Suspenze
bunck byla pfipravena presnym fedénim kultury, u které byla pocatecni koncentrace biomasy

6.1. Kalibrace metod

6.1.1. Stanoveni biomasy

zavislost

mnozstvi

stanovena vazkovou metodou.
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suché

biomasy byla

Tabulka 6: Stanoveni suSiny biomasy

stanovena

Hmotnost prazdné | Hmotnost misky | Hmotnost suSiny Koncentrace
misky [g] se suSinou [g] [g] biomasy [g/l]
15,9093 15,9299 0,0206 2,06
15,7510 15,7730 0,0220 2,20
15,6201 15,6411 0,0210 2,10
2,12+0,06

Tabulka 7: Zavislost zakalu stanoveného p¥i A = 630 nm na mnoZstvi biomasy

Koncentrace biomasy [g/1] A(630 nm)
0,0426 0,100
0,0852 0,166
0,1278 0,280
0,1704 0,381
0,2130 0,447
0,2556 0,572
0,2982 0,628
0,3408 0,720
0,3834 0,784
0,4260 0,873
1,0
y =2,0977x
R’ =0,995
0,8
g
§ 0,5 -
<
0,3
0,0 w \ \ \ \ \ \
0,0 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5
koncetrace biomasy [g/1]

Obrazek 7: Kalibracni zavislost stanoveni biomasy

z hodnot




Z grafické zavislosti absorbance na koncentraci biomasy byla stanovena kalibrac¢ni rovnice

y =2,0977x . Regresni koeficient je R* =0,995.

6.1.2. Stanoveni PHA v biomase

FID1 A, (10_11_26Y04F0401.0)
counts ] 3-0H Cyp 3-0OHCyz
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Obrazek 8: Chromatogram standardii esteri 3-hydroxyalkanovych Kyselin

Tabulka 8: Zavislost plochy piku na koncentraci standardu metylesteru 3-hydroxyhexanové kyseliny

Koncentrace [mg/ml] Plocha piku
0,125 16907
0,375 51693
0,750 99777
1,250 145424
200000
y=121912x %
- R =0,9834
=
o
= 100000 -
2
(=T
0 T T T
0,000 0,400 0,800 1,200
Koncentrace (mg/ml)

Obrazek 9: Kalibrac¢ni zavislost standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxyhexanové
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Tabulka 9: Zavislost plochy piku na koncentraci standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxyoktanové
Koncentrace [mg/ml] Plocha piku
0,125 29710
0,375 97141
0,750 183023
1,250 254594
300000
.
y =217272x
200000 - R’ =0,9674
=
a,
<
<=
Q
2 100000 -
=W}
0 T T T
0,000 0,400 0,800 1,200
Koncentrace (mg/ml)

Obrazek 10: Kalibrac¢ni zavislost standardu metylesteru Kyseliny 3-hydroxyoktanové

Tabulka 10: Zavislost plochy piku na koncentraci standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxydekanové
Koncentrace [mg/ml] Plocha piku
0,194 46884
0,581 149418
1,162 285266
1,936 391597
500000
L 2
y=218453x
2
- R”=0,9425
4
S 250000 -
<
&
~
0
0,000 0,600 1,200 1,800 2,400
Koncentrace (mg/ml)

Obrazek 11: Kalibra¢ni zavislost standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxydekanové
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Tabulka 11: Zavislost plochy piku na koncentraci standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxydodekanové

Koncentrace [mg/ml] Plocha piku
0,217 52911
0,652 172109
1,304 335035
2,174 435433
500000
.
400000 y = 218453x
R =0,9425
é 300000 ~
o
S 200000 -
e
(=¥
100000 ~
0 T T T T
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
Koncetrace (mg/ml)

Obrazek 12: Kalibra¢ni zavislost standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxydodekanové

Tabulka 12: Zavislost plochy piku na koncentraci standardu metylesteru Kyseliny 3-

hydroxytetradekanové
Koncentrace [mg/ml] Plocha piku
0,203 31018
0,608 120764
1,217 246129
2,028 317971
400000
300000 - y = 170550x ¢
2 R*=0,9477
=
= 200000 -
2
=%
100000 ~
0 T T T T
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
Koncentrace (mg/ml)

Obrazek 13: Kalibra¢ni zavislost standardu metylesteru kyseliny 3-hydroxytetradekanové
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6.2. Kultivace bakterie Pseudomonas putida

6.2.1. Kultivace na riznych substratech

Bakterie Pseudomonas putida byla kultivovana na riznych substratech za vyse uvedenych
experimentalnich podminek (4.3.3.) za ucelem zhodnoceni jeji schopnosti vyuzivat rizné
uhlikaté zdroje pro svou vyzivu a akumulaci PHA.

Cilem prace bylo pokusit se najit nejvhodnéjsi substrat pro produkci PHA, a to takovy, na
kterém je nejvyssi vytéznostni koeficient vzniklého PHA vztaZzeny na mnoZstvi pouzitého
substratu.

Obsah PHA v biomase bakterie Pseudomonas putida kultivované na riznych
substratech
2,5
_ 2,11 2,07 202
2,0 A 1,78
g
£ 15 137 1,29
2
>
< 1,0 -
=
(=™
=
% 0,5
O
o
0,0
Glycerol Glukosa Sacharoza Laktoza Xylosa Olej
Obrazek 14: Mnozstvi PHA (%) v biomase po 72 hod kultivace
Kultivace bakterie Pseudomonas putida na raznych substratech
4,0
3,5 1 3,21
3,0
= 25
20
<
2 2,0
g 1,44
21,5 1,19
e}
1.0 - 0,83
0,43 0,44
-
0,0
Glycerol Glukosa Sacharoza Laktoza Xylosa Olej

Obrazek 15: Produkce biomasy kulturou P.putida po 72 hod kultivace
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Vytéznostni koeficient produkovaného PHA na mnoZzstvi substratu
0,0050
0,0045 1 0,00415
0,0040 -
000357 9,00303
0,0030 -
3 0,00247
= 0,0025 -
-
0,0020 - 0,00167
0,0015 -
0,0010 - 0.00058 0,00078
0,0005 -
0,0000
Glycerol Glukosa Sachar6za Laktéza Xylosa Olej
Obrazek 16: VytéZnosti koeficient Ypy,s,s pro bakterii Pseudomonas putida
Tabulka 13 Obsah biomasy a PHA po 72. h kultivace
Substrat Biomasa [g/1] PHA v biomase [%] Yeuass
Glycerol 1,44 2,11 0,00303
Glukosa 1,19 2,07 0,00247
Sacharéza 0,83 2,02 0,00167
Laktoza 0,43 1,37 0,00058
Xylosa 0,44 1,78 0,00078
Olej 3,21 1,29 0,00415

Z naméfenych dat vyplyvd, Ze bakterie Pseudomonas putida, byla schopna utilizovat
vSechny sacharidové substraty, glycerol i fepkovy olej.

Nejvys$si mnozstvi biomasy bylo ziskano pfti kultivaci na fepkovém oleji, a to 3,21 g/l.

Obsah PHA v biomase po 72-hodinové kultivaci byl nejnizsi v ptipadé pouziti fepkového
oleje jako substratu, a to 1,29%, nejvyssi hodnota PHA byla zaznamenéna v piipadé pouziti
mnozstvim akumulovaného PHA nepfesahuje jedno procento. Druh substratu pouzity pro
kultivaci mél vliv ptfedev§im na mnozstvi narostlé biomasy, vliv substritu na mnozstvi
akumulovaného PHA byl minimalni.

Vytéznostni koeficient Ypyass, vyjadiujici procentudlni mnozstvi akumulovaného PHA
v biomase na mnoZstvi pouzitého substratu byl nejvyssi u kultivace na fepkovém oleji, a to
0,00415.

27



8] 8]
o

“"SsCeA <7 N ACP
Acetyl-Cod Acetyl-ACP

- 0 )

0 HO = A ACP

. I LACP
R P N S ACP —_— Malonyl-ACl
— Acyl-ACP P

o 6)
x/fk"{:' e
0 8] ]
| |
e, e fJ'
RS AP J{) ~" S ACP
2-trans-Enoyl-ACP Ketoacyl-ACP

P
\?/ /

b ran

(&) oH o0 .
N e
R

~TS ace
(1)-3-OH-Acyl- ACP

OH © -
1.
R~ "~ SCaA
(f3-3-OH-Acyl-Col

oo
\I_ﬁ.-"'

H-

™0 0
T

M
R T~ ]“ O
i

Paoly-(/-3-0H-alkanoate
Obrazek 17: Biosyntéza PHA pomoci syntézy mastnych kyselin de novo [2]

Biosyntéza PHA je anabolicky proces, ktery vyZzaduje dodani energie, kterd vznika pfi
katabolismu pouzitého substratu.

Biosyntetickd draha PHA vyuzivajici biosyntézu mastnych kyselin de novo byla
pravdépodobné hlavni PHA biosyntetickou drahou pii kultivaci na glycerolu a na pouzitych
monosacharidech a disacharidech. Monosacharidy a disacharidy byly pravdépodobné aerobné
metabolizovany v glykolyze a pomoci PDH komplexu za vzniku acetyl-CoA. Glycerol jako
prekurzor sacharidl, byl pravdépodobné metabolizovan také v glykolyze, podobné jako
pouzité sacharidy, kam vstupoval po enzymové preméné na néktery z meziproduktl
glykolyzy, pravdépodobné glyceraldehyd-3-fosfat nebo dihydroxyaceton-fosfat.

V prvnim kroku biosyntézy PHA je acetyl-CoA karboxylovan za vzniku malonyl-CoA a
déle je vazan malonyl na ACP komplex s navazanym acetyl-CoA. V dal§im kroku malonyl-
ACP kondenzuje s acetyl-ACP, produktem kondenzace je acetoacetyl-ACP, volny ACP a
odstépeny CO,. Acetyl-ACP kondenzuje na zacatku biosyntézy, pii prodluzovani fetézce
kondenzuje s malonyl-CoA rostouci acyl-ACP a vznika ketoacyl-ACP.

Ketoacyl-ACP je stereoselektivné redukovan na ptisluSny (R)-3-OH-acyl-ACP, ktery miZze
byt po pfeméné na (R)-3-OH-acyl-CoA substratem PHA syntdzy za vzniku PHA, nebo mutze
byt dehydratovan na 2-trans-enoyl-ACP a nasledn¢ redukovéan na acyl-ACP, ktery se opét
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vyuzit ke kondenzaci a malonyl-ACP. Prodluzovani fetézce je provadéno tak dlouho, dokud
neni syntetizovdna 3-hydroxykarboxylova kyselina o zddaném poctu uhlikd.
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Obrazek 18: Biosyntéza PHA pomoci B-oxidace a prodlouZeni Fetézce karb. kyseliny [2]

Pti kultivaci na tepkovém oleji jako jediném uhlikatém substratu dosSlo postupné
k enzymatické hydrolyze oleje na glycerol a karboxylové kyseliny. Glycerol byl
metabolizovan vyse uvedenym zpisobem. Karboxylové kyseliny mohly byt vyuzity
k biosyntéze PHA dvojim zplsobem.

Karboxylova kyselina mohla vstoupit do degrada¢niho B-oxida¢niho cyklu, kde prosla
cyklem jednou nebo vicekrat a zkrétila se tak o 2n atomu uhlikli, kde n znac¢i pocet otacek
cykli. Poté mohla byt karboxylova kyselina pfevedena na (R)-3-OH-acyl-CoA jednou
z moznych enzymatickych reakci (Obrazek 18). Vznikly (R)-3-OH-acyl-CoA je substratem
PHA polymerazy za vzniku PHA.

Acyl-CoA miiZe byt prodlouzen také pomoci acetyl-CoA za vzniku ketoacyl-CoA, ktery je
postupné redukovan az na (R)-3-OH-acyl-CoA, ktery je posléze pouzit pro polymeraci PHA.
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6.2.2. Slozeni PHA P.putida akumulovanych na riznych substratech

FICT A, (1107 00 00ar 0307 .0y

B-hydroxykyseliny zastoupené v PHA

Obrazek 21: SloZeni PHA akumulované na ruznych substratech

Z naméfenych dat vyplyva, Ze pifi kultivaci na vSech pouZitych substratech byla
dominantni monomerni slozkou akumulovaného polyesteru kyselina o poctu uhlikt 10, tedy
kyselina 3-hydroxydekanova. Druhou nejvice zastoupenou slozkou byla kyselina 3-
hydroxydodekanova. Pfi kultivaci na laktéze a xyloze byla detekovana ptitomnost kyseliny 3-
hydroxytetradekanové v akumulovaném PHA. Hydroxykyseliny Cg a C6 nebyly ptitomny,
nebo byly pfitomny v mnozstvi pod detek¢nim limitem.
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Tabulka 14: Koncentrace a obsah PHA v biomase bakterie Pseudomonas putida

Koncentrace [mg/ml]

Substrat Cﬁ Cs C10 C12 C14 PHA [%]
Glycerol n.d. n.d. 0,205 0,033 n.d. 2,11
Glycerol n.d. n.d. 0,196 0,042 n.d. 2,10
Sacharéza n.d. n.d. 0,151 0,046 n.d. 1,90
Sacharéza n.d. n.d. 0,179 0,044 n.d. 2,14
Laktoza n.d. n.d. 0,112 0,028 0,002 1,36
Laktdza n.d. n.d. 0,114 0,028 0,002 1,38
Xylosa n.d. n.d. 0,133 0,034 0,004 1,71
Xylosa n.d. n.d. 0,151 0,029 0,004 1,84
Olej n.d. n.d. 0,128 0,024 n.d. 1,45
Olej n.d. n.d. 0,094 0,025 n.d. 1,13
Glukoéza n.d. n.d. 0,174 0,045 n.d. 2,07

Tabulka 15: SloZeni PHA akumulované v bakterii Pseudomonas putida

SloZeni PHA [mol%]

Substrat | Navazka pro GC [mg] | Biomasa [g/l] Ce Cs Cro Cn2 Ciy
Glycerol 11,30 1,44 n.d. n.d. 84,28 | 15,72 n.d.
Glycerol 11,30 1,44 n.d. n.d. 80,24 | 19,76 n.d.
Sacharéza 10,40 0,83 n.d. n.d. 7397 | 26,03 n.d.
Sacharoza 10,40 0,83 n.d. n.d. 78,05 | 21,95 n.d.
Laktdza 10,40 0,43 n.d. n.d. 76,37 | 21,86 1,77
Laktoza 10,40 0,43 n.d. n.d. 76,38 | 21,87 1,75
Xylosa 10,00 0,44 n.d. n.d. 74,69 | 22,26 3,05
Xylosa 10,00 0,44 n.d. n.d. 79,71 17,86 2,43
Olej 10,50 3,21 n.d. n.d. 82,26 | 17,74 n.d.
Olej 10,50 3,21 n.d. n.d. 76,94 | 23,06 n.d.
Glukoza 10,60 1,19 n.d. n.d. 77,07 | 22,93 n.d.

P11 analyze vzorku PHA z kultivace na fepkovém oleji (Obrazek 22) byl detekovan velky
pik v case 11 min, poloha piku vSak neodpovidala zaddnému z pouzitych standardi pro
kalibraci stanoveni PHA. Repkovy olej obsahuje velké mnoZstvi nenasycenych mastnych
kyselin. Pfi jejich odbouravani pomoci B-oxidace vznikaji nenasycené 3-hydroxy mastné
kyseliny, které mohou byt PHA syntdzou inkorporovany do struktury mcl PHA. Je tedy
mozné, ze pik v 11. minuté odpovida pravé nékteré nenasycené 3-hydroxy mastné kyseling,
nicméné tuto hypotézu nebylo mozné potvrdit, nebot’ nebyly k dispozici potfebné standardy.
V ptipadég, Ze by se jednalo o monomerni slozku PHA, obsah PHA akumulovanych v bakterii
P. putida by ¢inil 8 %.
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6.2.3. Stanoveni ristové kiivky bakterie P.putida

Polyhydroxyalkanodaty jsou syntetizovany a akumulovany v bakteridlni burice jako zasobni
zdroj uhliku a energie. Obsah PHA v biomase je tedy zavisly na fad¢ kultiva¢nich podminek a
také na Case. VSechny kultivace bakterie Pseudomonas putida, které byly provedeny, byly
vsadkové kultivace. V priibé¢hu vsadkové kultivace dochazi k poklesu vyuzitelného substratu
a vzristu obsahu odpadnich produkti metabolismu s ristem kultury, je tedy zaddouci zastavit
kultivaci v ¢ase, kdy je obsah PHA maximalni a nedochazi jiz k dal§imu nérGstu biomasy.

Tabulka 16: Zavislost obsahu biomasy bakterie P.putida. na ¢ase

redéni A (630 nm) A (630 nm) A (630 nm) ¢as [h] biomasa [g/l]

- - - - 0 0

1 0,240 0,231 0,252 4 0,11
1 0,301 0,294 0,305 9 0,14
1 0,327 0,311 0,339 18 0,16
1 0,585 0,581 0,567 22 0,28
1 0,756 0,750 0,761 31 0,36
1 0,680 0,687 0,671 42 0,32
1 0,761 0,752 0,772 46 0,36
6 0,259 0,263 0,257 55 0,74
10 0,284 0,289 0,281 65 1,36
10 0,520 0,531 0,509 70 2,48
10 0,485 0,492 0,471 76 2,31
10 0,501 0,512 0,488 138 2,39
10 0,487 0,501 0,471 144 2,32

Ke stanoveni riistové charakteristiky bakterie P. putida byl pouzit fepkovy olej jako jediny
uhlikaty zdroj za vySe uvedenych kultiva¢nich podminek (4.3.3). Pii kultivaci na fepkovém
oleji (5.2.1) bylo dosazeno nejvétsiho vytéznostniho koeficientu Ypyass, proto byla ristova
charakteristika stanovena pravé na fepkovém oleji. Dal§im faktorem byla potencidlni
moznost ekonomicky perspektivniho vyuziti odpadnich a rostlinnych tukti pro mikrobialni
produkci polyhydroxyalkanoatq.

Bakterie P. putida vykazovala pii kultivaci na fepkovém oleji nezvykle dlouhou lag-fazi.
Maximalni koncentrace biomasy byla pozorovana v 70. hodiné kultivace, jeji hodnota byla
2,48 g/l. Obsah PHA v biomase byl nejvyssi v 65. hodiné kultivace, hodnota PHA v biomase
byla 1,29 %. Po 70. hodiné kultivace bakterie P. putida ptesla do stacionarni faze rlstu, obsah
biomasy se jiZ nezvySoval a obsah PHA v biomase klesal, protoze akumulované PHA byly
pravdépodobné vyuzivany k vyziveé bakterie.

Tabulka 17: Zavislost obsahu PHA v biomase bakterie P.putida na Case

¢as kultivace [h]

22

46

55

65

70

76

144

obsah PHA [%)]

0,68

0,77

1,17

1,29

1,16

1,07

0,84
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Obrazek 22: Riistova krivka bakterie P. putida

6.2.4. Vliv stresovych faktoru na tvorbu biomasy a akumulaci PHA u bakterie
Pseudomonas putida

Pseudomonas putida se tadi do skupiny mikroorganismi, které syntetizuji a akumuluji
PHA v pribéhu bunééného ristu. Piitomnost dalSich latek v médiu ve vhodné koncentraci
muze zpusobit zvySeni nebo uUtlum nékterych metabolickych drah ¢i nartistu biomasy. Pfi
volbé vhodného stresového faktoru o vhodné koncentraci miize dojit ke zvySeni biosyntézy a
akumulace PHA v biomase nebo ke zvySeni tvorby biomasy.

Pfi tomto experimentu byla bakterie P. putida vystavena exogennim stresovym faktoriim -
ethanolu, peroxidu vodiku a chloridu sodného za vySe uvedenych experimentalnich podminek
(4.3.5).

Tabulka 18: Vliv stresovych faktorii na tvorbu biomasy bakterie P. putida
vzorek redéni A(630 nm) | A(630 nm) | A(630 nm) X [g/1]

kontrola 10 0,608 0,667 0,660 3,07

kontrola 10 0,643 0,636 0,670 3,10
3,09+0,12

3% NaCl 10 0,567 0,583 0,573 2,74

3% NaCl 10 0,578 0,597 0,581 2,79
2,76+0,04

H,0, 10 0,655 0,646 0,679 3,15

H,0O, 10 0,609 0,618 0,615 2,93
3,04+0,05

1% EtOH 10 0,683 0,682 0,700 3,28

1% EtOH 10 0,677 0,699 0,683 3,27
3,28+0,05
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Vliv stresovych faktori na tvorbu biomasy u bakterie
Pseudomonas putida
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Obrazek 23: Vliv stresovych faktort na tvorbu biomasy P.putida
Tabulka 19: Obsah PHA v biomase P.putida a vytéZnostni koeficient
Stresovy faktor PHA [%] Yruass Biomasa [g/1]
NaCl 3% 1,53 0,00422 2,76
EtOH 1% 1,36 0,00445 3,28
H,0, 1,84 0,00560 3,04
Kontrola 1,27 0,00450 3,09
2,0 1 1,84
= 1,53
= 154 1,36
> 1,27
2
=]
5
3 1,0
>
:
z 0,5 -
=
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0,0
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Obrazek 24: Obsah PHA v biomase bakterie P. putida po 72 hod kultivace
Tvorba biomasy u bakterie Pseudomonas putida byla nejvétsi pti kultivaci na fepkovém

oleji (5.2.1.), ztohoto dlivodu byl tento substrat vybran i pro studium vlivu stresovych
faktorti.
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Obsah biomasy pii kontrolni kultivaci byl 3,09+0,12 g/I. Nejvys$si hodnoty biomasy bylo
dosazeno ptfi pouziti ethanolu ve vysledné koncentraci 1%. Mnozstvi biomasy v tomto
ptipad¢ bylo 3,28+0,05 g/lI. Pii pouziti NaCl jako stresového faktoru doslo k mirnému poklesu
tvorby biomasy, obsah biomasy byl 2,76+0,04 g/l. Pfi pouziti peroxidu vodiku ve vysledné
koncentraci 0,5 mmol/dm’ byl obsah biomasy 3,04+0,05 g/l.

Obsah PHA v biomase byl pfi kontrolni kultivaci 1,27 %, pti pouziti vSech exogenni
stresovych faktorti doslo k mirnému zvySeni obsahu PHA v biomase. Nejvyssi mnozstvi PHA
bylo pii pouziti peroxidu vodiku jako stresového faktoru, hodnota PHA ¢inila 1,84%, pii
pouziti ethanolu 1,36% a v piipad¢ chloridu sodného 1,53%.

6.2.5. Stanoveni proteazové aktivity

Byla provedena kultivace bakterie Pseudomonas putida na fepkovém oleji a na Nutrient
Broth mediu pro srovndni produkce extraceluarnich proteolytickych enzymd.

Protedzova aktivita extracelularnich enzymi ptitomnych v médiu pii kultivaci na NB
médiu jakozto komplexnim proteinovém substratu vzriistala v pribéhu kultivace a byla
maximalni v druhém dni. Protedzova aktivita extracelularnich enzymut pfi kultivaci na
fepkovém oleji byla konstantni v pribéhu celé kultivace.

Tabulka 20: Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na ase

den 1 den 2 den 3
substrat A(440 nm) mU A(440 nm) mU A(440 nm) mU
Nutrient Broth 0,102 34 0,199 6,6 0,075 2,5
Nutrient Broth 0,098 3,3 0,180 6,0 0,080 2,7
0,100 3,35 0,190 6,3 0,078 2,6
fepkovy olej 0,033 1,1 0,028 9,3 0,042 1,4
fepkovy olej 0,044 1,5 0,039 1,3 0,043 1,4
0,039 1,3 0,033 1,1 0,043 1.4
0,007
0,006 - ONB medium
W olej
0,005 -
E 0,004 -
= 0,003 -
0,002 -
0
den 1 den 2 den 3

Obrazek 25: Enzymova aktivita extracelularnich proteaz
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Z naméfenych dat je patrné, Ze aktivita proteolytickych enzymu bakterie P. putida je
zéavisla na slozeni média. Vyssi proteolyticka aktivita byla naméfena na NB médium, protoze
zde dochéazelo k hydrolyze proteinli v médiu, které bakterii vyuZzila jako zdroj uhliku a
energie. Bakterie Pseudomonas putida tvotila extracelularni proteolytické enzymy 1 na médiu
neobsahujici zadny bilkovinny substrat.

6.3. Kultivace bakterie Pseudomonas aeruginosa

6.3.1. Kaultivace na riznych substratech

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byla kultivovana na rGznych substratech za vySe
uvedenych experimentalnich podminek (4.6.3.) pro zhodnoceni jeji schopnosti vyuzivat rizné
uhlikaté zdroje pro svou vyzivu a akumulaci PHA.

Tabulka 21: Obsah biomasy a PHA u bakterie Pseudomonas aeruginosa po 72. hodinové kultivaci

Substrat Biomasa [g/1] PHA v biomase [%] Ypuass
Glukoza 2,76+0,13 1,57 0,00433
Olej 5,26+0,82 0,83 0,00437

Kultivace bakterie Pseudomonas aeruginosa na riznych substratrech
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Obrazek 26: Obsah biomasy po 72 hod kultivace

Cilem préce bylo pokusit se najit nejvhodnéjsi substrat pro produkci PHA, to je takovy, na
kterém je nejvyssi vytéznostni koeficient vzniklého PHA vztazeny na mnozstvi pouzitého
substratu.

Z namétenych dat vyplyva, Ze bakterie Pseudomonas aeruginosa byla schopna utilizovat
glukosu 1 fepkovy olej jako substrat. Nejvyssi hodnota biomasy byla ziskana pfi kultivaci na
fepkovém oleji, a to 5,26 g/I.

Obsah PHA v biomase po 72. hodinové kultivaci byl 0,83 % pti akumulaci na glukosovém
substratu a 1,57 % pfi kultivaci na fepkovém oleji. Vytéznostni koeficient Yppass, vyjadiujici
mnozstvi akumulovaného PHA v biomase na mnozstvi pouzitého substratu byl u kultivace na
fepkovém oleji 0,00437 a 0,00433 pii kultivaci na glukosovém substratu.
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Obsah PHA v biomase bakterie Pseudomonas aeruginosa
kultivované na riznych substratech
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Obrazek 27: Obsah PHA v bakterii P. aeruginosa po 72 hod kultivace
Kultivace bakterie Pseudomonas auruginosa na riaznych
substratech
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Obrazek 28: Vytéznosti koeficient Ypy,s bakterie P. aeruginosa

6.3.2. Slozeni PHA akumulovanych na riiznych substratech

Tabulka 22: Koncentrace a obsah PHA v biomase bakterie Pseudomonas aeruginosa

Koncentrace [mg/ml]

Substrat C6 Cs Cl() Clz C14 PHA [%]

Olej 0,0076 | 0,0238 | 0,0312 | 0,0183 | 0,0119 0,90

Olej 0,0020 | 0,0234 | 0,0318 | 0,0172 | 0,0120 0,77

Glukosa | 0,0024 | 0,0061 | 0,0641 | 0,0038 | 0,0074 1,64

Glukosa | 0,0038 | 0,0065 | 0,0638 | 0,0082 | 0,0094 1,50
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SloZzeni PHA akumulované v bakterii Pseudomonas aeruginosa
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Obrazek 29: Slozeni PHA P.aeruginosa akumulovanych na riznych substratech
Tabulka 23: SloZeni PHA akumulované v bakterii Pseudomonas aeruginosa
SloZeni PHA [mol%]

Substrat | Navazka pro GC [mg] | Biomasa [g/]] Cs Cs Cuo Ci2 Cis
Olej 10,30 5,26 5,69 21,68 33,50 22,56 16,58
Olej 11,30 5,26 1,59 22,48 35,94 22,35 17,64

Glukosa 5,10 2,76 1,98 6,16 75,48 5,14 11,25

Glukosa 6,10 2,76 2,88 5,87 68,14 10,11 13,00

Pti analyze PHA akumulovanych na obou substratech byla detekovana pfitomnost vSech
hydroxyalkanovych kyselin celé homologické tfady od Cs az C;4. Nejvice zastoupenou
hydroxyalkanovou kyselinou byla v obou ptipadech kyselina 3-hydroxydekanova. V ptipade
kultivace na glukose byl obsah 3-hydroxydekanové kyseliny 71,8 mol% a v piipad€ kultivace
na fepkovém oleji 34,7 mol%.

Zastoupeni jednotlivych monomeri PHA v biomase klesalo od Cip do C¢ a od C;y do Cya.
Z poklesu molarniho zastoupeni PHA v biomase lze usuzovat, Ze PHA polymeréaza v bakterii
Pseudomonas aeruginosa ma nejvétsi substratovou specifitu pro 3-hydroxydekanovou
kyselinu, z toho diivodu je jeji obsah v PHA nejvétsi.

6.4. Porovnani bakterialnich kmenu P. putida a P. aeruginosa

Na zéklad¢ provedenych experimentli (4.3.3. a 4.6.3.) bylo provedeno porovnani
produkénich schopnosti bakterii Pseudomonas putida a Pseudomonas aeruginosa pro
produkci mcl-PHA.

U bakterie P. aeruginosa bylo dosazeno vét$iho nardstu biomasy po 72 -hodinové kultivaci
na glukose i na fepkovém oleji. Obsah biomasy bakterie P. aeruginosa na fepkovém oleji byl
5,26 g/1, obsah na glukosovém mediu byl 2,76 g/l. Obsah biomasy u bakterie P. putida. ¢inil
3,21 g/1 pti kultivaci na fepkovém oleji a 1,19 g/l pti kultivaci na glukose.

Mnozstvi PHA akumulovaného v bakteriich bylo vy$s$i u bakterie P. putida, a to pfi
kultivaci na obou substratech. Mnozstvi PHA v bakterii P.putida pti kultivaci na fepkovém
oleji bylo 1,29 % a 2,07 % pfi kultivaci na glukose. Bakterie P. aeruginosa akumulovala
0,83 % PHA pfi rlstu na fepkové oleji a 1,57 % pfi kultivaci na glukose.
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Vytéznostni koeficient Ypyas pii kultivaci na tepkovém oleji je u obou druhil
porovnatelny, u bakterie P.putida 0,00415 a u bakterie P. aeruginosa 0,00437. Pii kultivaci
na glukose byl vytéznostni koeficient u P. putida 0,00247 a u P. aeruginosa 0,00433.

Pro vétsinu kultivaci byla pouzita bakterie Pseudomonas putida, a to z divodu veétsi
produkce PHA a vétsi bezpecnosti pii préci s timto bakterialnim druhem.
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Obrazek 30: Porovnani produkce biomasy u kultur P. putida. a P. aeruginosa po 72 hodinach kultivace
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Obrizek 31: Porovnani mnoZstvi PHA v biomase u P. putida. a P. aeruginosa po 72-hodinové kultivaci
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Obrazek 32: Porovnani vytéZnostnich koeficientl produkovaného PHA v zavislosti na mnoZstvi substratu



7. ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo ovéfit bakterialni kmeny P. putida CCM 1977 a P.
aeruginosa CCM 3955 jako potencidlni producenty PHA. Dle dostupnych informaci, nebyla
produkce PHA pomoci téchto konkrétnich kmenti doposud studovéna.

Z hlediska ekonomiky provozu lze za vhodny substrat pro mikrobialni produkci PHA
povazovat fadu odpadnich substratti, jako je napf. melasa ¢i odpadni tuk, pfipadné
nepotravinarské obilniny ¢i olejniny. Pouzitim sekundarnich nebo odpadnich surovin lze
snizit vyrobni nadklady na produkci PHA.

Bakterie Pseudomonas putida byla schopna vyuzivat vSechny pouzité uhlikaté substraty,
pro rust a akumulaci PHA. Z ristové charakteristiky bakterie P. putida kultivované na
dobé je bakterie na konci exponencidlni faze ristu, obsah PHA je nejvyssi a maximalni
hodnoty dosahuje i narostld biomasa. Obsah PHA na konci exponencialni faze ristu ¢inil
1,29 %. Pti kultivaci bakterie P. putida na fepkovém oleji bylo produkovéano 1,29 % PHA po
72 hodinach kultivace a obsah biomasy byl 3,21 g/l. Aplikaci peroxidu vodiku jako
stresového faktoru ve vysledné koncentraci 1% ke kultufe bakterie P. putida rostouci na
fepkovém oleji doslo ke zvySeni obsahu PHA na 1,84 %. Nejvyssi obsah PHA byl dosazen pfi
kultivaci na glycerolu ( 2,11 %). Substrat pouzity pro kultivaci bakterie Pseudomonas putida
mé¢l minimalni vliv na sloZzeni akumulovaného PHA. Pfi pouziti sacharidi, glycerolu i
fepkového oleje jako substratu byla dominantni monomerni slozkou akumulovanych PHA
kyselina 3-hydroxydekanova.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byla schopna vyuzivat glukosu i fepkovy olej jako
substrat pro rist a akumulaci PHA. Dominantni monomerni slozkou PHA akumulovanych
v bakterii P. aeruginosa byla stejn¢ jako u bakterie P. putida kyselina 3-hydroxydekanova.
Kyselina 3-hydroxydekanova byla nejvice zastoupena v PHA jak pii kultivaci na glukose, tak
pii kultivaci na fepkovém oleji. Z naméfenych dat o slozeni PHA lze usuzovat, ze PHA
polymeraza u bakterie P. aeruginosa, ma nejvétsi substratovou specifitu pro kyselinu 3-
hydroxydekanovou.

Z porovnani vysledkl kultivace bakterii P. putida a P. aeruginosa na glukose a na
fepkovém oleji je patrné, ze vytéznostni koeficienty Yppass u obou bakterii na fepkovém oleji
nejsou ptilis odlisné, P. putida Ypuas=0,00415 a P. aeruginosa Ypuas=0,00437 a pii
kultivaci na glukose P. putida Ypua/s=0,00247, a P. aeruginosa Y pya/s—=0,00433.

Bakterie Pseudomonas putida CCM 1977 ani Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 se
pravdépodobné nehodi pro produkci mcl-PHA na vySe uvedenych substratech, a to zejména
zdivodu nizkého vytéZnostniho koeficientu Ypgass, ktery u ZzZaddného ze substratu
nepiekracuje hodnotu 0,6%, ani pii aplikaci exogennich stresovych faktort.
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