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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva screeningem biotechnologického potencialu vybranych kment
termofilni  bakterie  Aneurinibacillus. 'V teoretické Casti jsou shrnuty poznatky
o polyhydroxyalkanoatech (PHA) a jejich kopolymerech, véetné jejich vlastnosti a vyuziti.
Dale se také zaobira dalSimi aspekty, které byly v pribehu této prace studovany, zejména tedy
biosurfaktanty a enzymy. Experimentalni ¢ast je zaméfena na ovéieni schopnosti produkce PHA
na urovni genotypu, screening produkce kopolymerti PHA za vyuziti specifickych prekurzort
(laktont a diolit), zkouméni produkce biosurfaktanti, a produkci enzymti. Pomoci metody PCR
byla na Grovni genotypu ovéfena schopnost kmenu bakterie Aneurinibacillus akumulovat
polyhydroxyalkanoaty a byla u ni také detekovéna pfitomnost genu pro PhaC 4. tfidy.
Po pfidavku y-butyrolaktonu dochéazelo ke tvorbé kopolymerti s jednotkami 4HB u vSech
testovanych kmenti v mineralnim i komplexnim (Nutrient Broth) médiu. Podobné 1,4-butandiol
vedl k syntéze 4HB jednotek u vSech kmenid na minerdlnim médiu, zatimco na komplexnim
médiu byla jejich pfitomnost potvrzena pouze u kmentt DSM 5507 a DSM 4410. Pti pouziti d-
valerolaktonu byly jednotky SHV detekovany u vSech kment v obou typech médii, s vyjimkou
kmene DSM 10155, kde byly zaznamenény pouze pfi kultivaci v komplexnim médiu. V ptipadé
1,5-pentandiolu byly jednotky SHV opét syntetizovany vSemi kmeny na mineralnim médiu,
zatimco v komplexnim médiu pouze kmeny DSM 5507 a DSM 4410. Dale byla posouzena
emulgacni aktivita danych bakteridlnich kment, a to pomoci metod stanoveni emulgacniho
indexu a Du-Noiiy-Ring, ze kterych vyplynulo, Ze ackoliv k tvorbé ur€ittho mnoZzstvi
biosurfaktantu dochdzi, nejedna se o zavratnd mnozstvi, kterd by tuto bakterii pfedurcovala
jako adepta pro primyslové vyuZiti v této konkrétni oblasti. Jako posledni pak byla zkouméana
produkce enzymd, kdy v pfipad€ produkce zejména lipaz a amylaz bylo dosaZeno zajimavych
vysledkli, které naznacuji potencidl tohoto druhu bakterie v primyslovych aplikacich
pfi vyrobé enzymi.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, kopolymery, Aneurinibacillus, biosurfaktanty, biotechnologicka
produkce



ABSTRACT

This thesis focuses on the screening of the biotechnological potential of selected strains
of the thermophilic  bacterium  Aneurinibacillus. The theoretical part summarizes
the knowledge about polyhydroxyalkanoates (PHAs) and their copolymers, including their
properties and applications. It also discusses other aspects that have been studied in the course
of this work, namely biosurfactants and enzymes. The experimental part focuses on verifying
the ability to produce PHAs at the genotype level, screening the production of PHA copolymers
using specific precursors (lactones and diols), investigating the production of biosurfactants
and enzyme  production.  The ability  of Aneurinibacillus  strains  to accumulate
polyhydroxyalkanoates was verified at genotype level using PCR and the presence of the phaC
class 4 gene was also detected. Upon addition of y-butyrolactone, copolymer formation with
4HB units occurred in all tested strains in both mineral and complex (Nutrient Broth) media.
Similarly, 1,4-butanediol led to the synthesis of 4HB units in all strains on mineral medium,
whereas on complex medium their presence was confirmed only in strains DSM 5507 and DSM
4410. Using o-valerolactone, SHV units were detected in all strains in both types of media,
except for strain DSM 10155, where they were only detected when cultured in complex
medium. In the case of 1,5-pentanediol, SHV units were again synthesized by all strains
on mineral medium, whereas in complex medium only strains DSM 5507 and DSM 4410 were
detected. Furthermore, the emulsification activity of the bacterial strains in question was
evaluated by measuring the emulsification index and Du-Noiiy-Ring methods, which showed
that although some amount of biosurfactant is produced, it is not a significant amount that would
predispose this bacterium as an adept for industrial use in this particular field. Lastly, enzyme
production was investigated and interesting results were obtained for the production of lipases
and amylases in particular, indicating the potential of this bacterial species in industrial
applications for enzyme production.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates, copolymers, Aneurinibacillus, biosurfactants, biotechnological
production
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1 UvVOoD

Plasty jsou pomérné nové materidly, které nam délaji spolecnost néco malo pies sto let. Prvni
plné synteticky plast byl vyroben na pocatku 20. stoleti a laicka vefejnost jej znd pod nazvem
,bakelit“. Ten se ve svych dobach vyuzival v riznych aplikacich od stavebniho materialu
az po radia. Vyhody plastt se rychle projevily diky jejich lehkym, pevnym, levnym, odolnym
a korozivzdornym vlastnostem a jejich vyuziti se znacné rozsitilo [1]. Od ,,bakelitu® se plasty
posunuly milovymi kroky vpied a staly se nedilnou soucasti naseho zivota v rozlicnych
formach. S narGstajicimi aplikacemi plasti a neustdle se zvySujici produkci plastovych
materidlti vSak ¢im dal vic pocitujeme dopady naSeho jednani. A to nejen na zivotni prostredi,
ale 1 na nase vlastni zdravi, nebot’ problémem nejsou pouze velké kusy, které si vétSinou
predstavime pii zmince o zneCiSténi a akumulaci plastd, ale také postupnd kumulace
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mnohdy nejsme védomi.

Resenim tohoto rychle nartstajiciho problému se zabyva mnoho védeckych tymi po celém
svete, kazdy sledujic néktery z riiznych pfistupt. Jednou z moznosti je vyroba tzv. bioplasti,
které jsou biologicky odbouratelné a/nebo vyrobené z obnovitelnych zdrojti. Ackoliv plasty
zcela nenahradime, mizeme timto zptisobem omezit jejich naduzivani a tam, kde by to bylo
mozné, vyuzivat materidly biodegradabilni, které by po zavedeni ucinnych strategii
pro nakladani s bioplasty po skonceni jejich zZivotnosti byly k naSemu zivotnimu prostiedi
a zdravi Setrnéjsi [2].

Mezi bioplasty lze zaradit také polyhydroxyalkanoaty (PHA), které dokdzou syntetizovat
bakterie. Ty je ve formé granuli ukladaji ve svych bunikdch jako zasoby uhliku a energie.
Ackoliv se produkce bioplastil jevi jako krok spravnym smérem, stile se jednd o pomérné
nakladny proces, ktery by jen velice téZce dokazal konkurovat vyrobé bé&znych
petrochemickych plasti. Proto je pfedmétem zkoumani optimalizace tohoto vyrobniho procesu,
a to nejen co se procesu samotného tyce, ale také kvality produktu. Vyzkumné tymy se tak
naptiklad zabyvaji vyuzitim rozli¢nych producentt, kteti by mohli byt pro produkci vhodni.
Jednim ze zajimavych adeptd jsou také termofilni bakterie rodu Aneurinibacillus. Vyhodou
téchto bakterii je jejich optimalni teplota rlstu, ktera se pohybuje okolo 50 °C, a pfi jejich
kultivaci se tak oproti jinym producentim snizuje riziko kontaminace neZadoucimi
mikroorganismy, které by naruSovaly kliCové procesy. DalSim divodem, pro¢ se tento
producent jevi jako atraktivni je nejen jeho schopnost vyuzivat rozlicné zdroje uhliku,
které jsou pfidavany do média béhem kultivace, ale také zpracovavat prekurzory a zabudovavat
diky tomu do struktury vysledného produktu odliSné monomerni jednotky. Po zabudovéni
téchto odlisnych molekul tak misto ,,bézZného* PHA, sloZeného pouze z monomernich jednotek
poly(3-hydroxybutyratu), mize vzniknout mnohem zajimavé;s$i kopolymer obsahujici 1 nékolik
riznych druhtt monomerd. OdliSnéd skladba polymeru se pak projevi zejména na jeho
fyzikalnich a chemickych vlastnostech. Misto kiehkého homopolymeru P(3HB) s vysokou
krystalinitou, ktery je méné vhodny pro S§ir§i zpracovani a aplikace, tak muizeme ziskat
heteropolymer s vlastnostmi podobnégj$imi soucasnym plastiim.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biokompatibilni, biodegradabilni polyestery slozené
z monomertt 3-hydroxyalkanovych kyselin spojenych esterovou vazbou [3;4]. Na rozdil
od syntetickych polymert, které jsou vyrabény z fosilnich zdroji, jsou PHA ziskavany
z obnovitelnych zdroji pomoci bakterii [5S]. Obecna struktura polyhydroxyalkanoati je
zobrazena na Obrazek 1. PHA se mohou projevovat jako homopolymery, kopolymery
nebo heteropolymery v zavislosti na jejich monomernim slozeni [6]. Tyto polymery jsou
v mikroorganismech hromadény jako zasoba energie [3].

0
+0-CH - (CH,), - C+

Obrazek 1:. Obecna struktura PHA [7].

2.1.1  Struktura a vlastnosti PHA

Mezi PHA Ize zatadit mnoho strukturné rozmanitych polyhydroxyalkanoatii o rozli¢nych
molekulovych hmotnostech, které se pohybuji v rozmezi od 5-10* do 2:107 Da s polymernim
fetézcem o obsahu 100-35000 monomernich jednotek. Tyto se diky stereospecificnosti PHA
syntazy vyskytuji vyhradné s konfiguraci R (-) [4; 8]. Obecné se da fict, Ze vlastnosti PHA jsou
velmi podobné vlastnostem konvencnich plastd vyrabénych zropy, jako jsou naptiklad
polyethylen (PE), polypropylen (PP) nebo polyethylentereftalat (PET) [3;8]. Jedna
se o izotaktické polymery, které jsou nerozpustné ve vod¢, jsou odolné viici hydrolytické
degradaci a vyznacuji se piezoelektrickymi vlastnostmi. Ve védeckych kruzich patii
mezi nejvice skloniované vyhody PHA jejich biokompatibilita, kterd je piislibem moZnosti
vyuziti téchto materiald v rozlicnych medicinskych aplikacich, a biologicka rozloZitelnost,
jez je jejich hlavni vyhodou oproti ropnym plastiim, pfi¢emz vysledné produkty rozkladu zavisi
na podminkach, pfi kterych jsou degradovany. V aerobnich podminkach se rozkladaji na vodu
a oxid uhli¢ity, v pid€, odpadnich vodach, moiské a jezerni vod€ jsou preménovany
mikroorganismy (za anaerobnich podminek) na metan. Podstatny vliv na rychlost rozkladu maji
vnéjsi faktory, jako jsou pH, teplota, vlhkost ¢i mikrobiologicka aktivita prosttedi [9]. Jako dalsi
vyhodné vlastnosti PHA je mozné jmenovat rozli¢nost struktur téchto polymert, ¢i netoxické
produkty jejich rozkladu [8; 9]. Mezi dalsi ptiznivé vlastnosti patii také mala velikost pora
a snadné zpracovani. Tyto materidly také prokdzaly mnohem lepsi odolnost vii¢i UV degradaci
nez polypropylen. Polyhydroxyalkanoaty jsou biokompatibilni a neimunogenni, a to diky
pfirodnim metabolitim, které znich po rozkladu vznikaji. Mezi né€ patfi napiiklad 3-
hydroxybutyrat ¢i hydroxyacylkoenzym A. Ty také vykazuji velmi dobrou bioresolbovatelnost,
coz umoziuje snadné zaclenéni téchto metabolitt do biologickych systému [3; 10].



Na druhou stranu maji tyto materidly ve srovnani s konvencnimi plasty také fadu nevyhod,
mezi n¢ patii zejména horSi tepelné a mechanické vlastnosti, postkrystalizace a Siroka
distribuce molekulové hmotnosti, a tedy i jeji obtiznd piesna kontrola [8]. Jako nezédouci
vlastnost tohoto materidlu se jevi také jeho vysoka hydrofobicita ¢i Spatné bariérové vlastnosti

pro plyny [10].

Vliv na mechanické vlastnosti PHA ma celé¢ mnozstvi faktort a charakteristik daného materialu.
Mezi ty patii zejména monomerni slozky, délka fetézce a vzdalenost mezi postrannimi
skupinami a esterovou vazbou [9].

Na zéklad¢ struktury monomeru (konkrétn€ poctu uhlikovych atomti obsazenych v monomerni
jednotce), ze kterych je polymer slozen, Ize PHA rozdélit do nékolika skupin [3; 4]:

e PHA s kratkym fetézcem (oznaCovany také zkratkou scl-PHA z anglického Short Chain
Lenght),

e PHA se sttedné dlouhym fetézcem (se zkratkou mcl-PHA z anglického Medium Chain
Lenght),

e PHA s dlouhym fetézcem (Icl-PHA z Long Chain Lenght).

Prvni zminéné skupina je sloZzena z monomert obsahujicich pouze tii az pét uhlikovych atomd.
PHA s kratkym fetézcem jsou relativné kiehké, vyznacuji se vysokou krystalinitou a bodem
tani. Vyjimku v této skupiné€ polymert, co se téchto nevhodnych vlastnosti tyce, je poly(4-
hydroxybutyrat) (P(4HB)) [9]. Obecné jsou vSak materialy této podskupiny polymeria piilis
tuhé a postradaji vhodné mechanické vlastnosti potiebné pro aplikace jako biomedicinské
¢i obalové folie. Piikladem PHA spadajicich do této skupiny mtize byt poly(3-hydroxyvalerat)
P(3HV) nebo poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB), které jsou produkovany bakterii Cupriavidus
necator [10].

Jako PHA se stiedné dlouhym fetézcem se oznacuji ty, které jsou sloZeny z monomernich
jednotek o 6-14 uhlicich. Tato skupina se vyznacuje elastomernimi vlastnostmi, v¢éetné nizkého
bodu tani a nizké krystalinity. Ve srovnani s PHA s kratkym fetézcem maji také niZ$i hodnotu
pevnosti v tahu [9]. Omezeni jejich pouziti v§ak spociva v jejich nizké mechanické pevnosti.
Jako piiklad PHA se stfedné¢ dlouhym fetézcem je mozno uvést naptiklad poly(3-
hydroxyoktanoat) (PHO), ktery produkuje Pseudomonas mendocina [10].

Posledni skupina zahrnuje PHA sloZené z monomeru s patnacti a vice uhliky. Jako zastupce této
skupiny lze uvést poly(3-hydroxypentadekanoat), ktery produkuje Pseudomonas
aeruginosa [10].

Fyzikalni a chemické vlastnosti polyhydroxyalkanoatli se odvijeji zejména od délky fetézce
polymeru, druhu mikroorganismu, ktery byl vyuzit pro produkci PHA, a také podminek
nastavenych béhem produkce. V pribéhu poslednich let byly PHA studovany a navrzeny
jako materialy pro obaly vcetné folii, krabic, lahvi, natérii, vlaken a pénového materialu [6].
Velmi dilezita charakteristika, kterou PHA nemaji spoleCnou s plasty vyrabénymi
z petrochemickych zdrojt, je ta, Ze nezne€istuji a nezatézuji zivotni prostiedi. DalSim velmi
vyznamnym faktorem, ktery PHA pfiddva na atraktivité jakozto potencialnimu materialu,
je moznost jeho vyroby z obnovitelnych zdroji a bioodpadu [6; 11]. Jednim z diivodt hledéni
moznosti vyuziti bioodpadu jako zdroje uhliku pro syntézu PHA je také fakt, ze nadklady
na vhodné substraty mohou tvofit az 45-50 % celkovych nakladl a negativné tak ovliviiuji
ekonomiku tohoto bioprocesu [11]. To je stavi do pozice ptipadné budouci ndhrady obtizné
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degradabilnich materiald a PHA tak pfitahuji pozornost mnoha vyzkumnych tymu.
Hlavni omezeni PHA jsou naklady na jeho vyrobu [3].

2.1.2  Biosyntéza PHA

Produkce PHA je pfirozenou schopnosti nékterych bakterii. Jedna se o bakterie voln¢ zijici,
ale také nékteré symbiotické €i parazitujici. Tyto patii do evolu¢né odlisnych taxonomickych
skupin a najdeme zde zastupce jak gram pozitivnich druhda, tak i gram negativnich. Jako nékolik
prikladii 1ze uvést rody Bacillus ¢1 Clostridium spadajici pod kmen Firmicutes apod. [11]

Za normalnich podminek prostiedi bakterie ziskavaji energii prostiednictvim cyklu kyseliny
trikarboxylové. Ve stresovych podminkach vsak ptechazeji z drahy produkce energie na drahu
uspory energie. Stresové podminky, na které n¢které bakterie reaguji, jsou napiiklad takové,
pii kterych je ptitomen nadbytek organické hmoty bohaté na uhlik (C), ale naopak se jim
nedostava nutri¢nich prvki, mezi které patii dusik, draslik, fosfor, kyslik a hoi¢ik [11].

2.1.3  Metabolické drahy biosyntézy PHA

V zavislosti na typu mikroorganismu, probiha syntéza PHA aerobné ¢i anaerobné nejcastéji
za neptiznivych podminek riistu. BEhem produkce je omezen ptisun zdkladnich ristovych Zivin
a zajistén nadbytek zdroje uhliku. SloZeni vysledného PHA je zavislé jak na typu bakterii,
které¢ dané PHA produkuji, tak i na substratu, a tedy zdroji uhliku, ze kterého jsou
syntetizovany [4]. Kone¢na struktura vzniklych PHA se odviji také od cesty syntézy,
ktera dodava monomery PHA syntaze [12].

Aby bylo mozné PHA vyrabét primyslové, je potfeba znat metabolické drahy, jakymi jsou
mikrobidlni PHA syntetizovany a zmapovat kazdy krok. To pomtze pii optimalizaci vyroby
a vyvoji novych bakteridlnich kment, které by byly schopny produkovat vétsi mnozstvi PHA
¢i by byly schopny zpracovavat levnéjsi substraty, a tim by mély ptiznivy dopad na ekonomiku
vyroby [13].

Popsany jsou tfi hlavni mechanismy syntézy PHA, které jsou katalyzovany riiznymi enzymy
(Obrazek 2)[12]. Tyto mechanismy jsou dale spojeny s riznymi biochemickymi drahami,
jako jsou glykolyza, citratovy cyklus ¢i metabolické cesty aminokyselin a mastnych kyselin.
Az doposud bylo identifikovano celkem ctrnact drah vedoucich k produkeci PHA [12; 13].
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2.1.3.1 Metabolicka draha I: cesta acetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA

Prvnim mechanismem syntézy PHA je produkce monomerii 3-hydroxybutyryl-CoA z molekul
acetyl-CoA. Prekurzory tohoto mechanismu, tedy molekuly acetyl-CoA, vstupujici do této
reakce vznikaji z cukrti, mastnych kyselin nebo aminokyselin v pfislusnych metabolickych
drahéch (glykolyza, cyklus trikarboxylovych kyselin ¢i B-oxidace mastnych kyselin) [13; 15].
Nasledné jsou tyto monomerni jednotky za pomoci B-ketothiolazy (PhaA) a acetoacetyl-CoA
(PhaB) reduktazy pfeménény na 3-hydroxybutyryl-CoA. Poté do hry vstupuje PHA syntdza
(PhaC), kterd katalyzuje polymeraci tohoto monomeru na scl-PHA az dokud nejsou zasoby
monomeru vycerpany. Jako modelovy organismus, na kterém je draha dobte prostudovana lze
zminit Cupriavidus necator [12; 13].

Za béznych okolnosti je P-ketothiolaza inaktivovana koenzymem A, ktery vznika
za normalniho rustu v Krebsové cyklu. Za podminek, kdy jsou vSak omezeny ne-uhlikové
ziviny, dojde k omezeni Krebsova cyklu a neni k dispozici volny koenzym A. Ten tedy nemtize
inhibovat B-ketothiolazu a dochazi k syntéze PHA [13; 15].

Preferovanym zdrojem uhliku v draze I je glukoéza, ktera je metabolizovana prostfednictvim
glykolyzy za vzniku pyruvatu. Za aerobnich podminek se pyruvat preméiuje na acetyl-CoA,
ktery je vyuzit na syntézu PHA, jak bylo popsano vySe. Pokud je vSak glukoza zpracovavana
za anaerobnich podminek, pfeménuje se vznikly pyruvat na laktdt pomoci enzymu
laktatdehydrogenaza. Ten je nasledné pieveden na laktyl-CoA enzymem propionyl-CoA
transferdza, ktery je poté polymerizovan PHA syntdzou a umoznuje vznik poly(laktid-co-3-
hydroxybutyratu). Jedna se o vyznamny objev v oblasti zkouméani mechanismli biosyntézy
PHA [13; 15].

2.1.3.2 Metabolicka draha II: cesta vyuZivajici f-oxidaci

Druhym mechanismem syntézy PHA je draha, kterd vyuziva meziprodukty B-oxida¢niho cyklu
k syntéze mcl-PHA. V tomto ptipad¢ jsou tak zdrojem uhliku rtizné varianty mastnych kyselin,
které 1ze zpracovat na monomery PHA [12; 15].

Nejprve je mastna kyselina aktivovana acyl-CoA syntdzou a ATP, dale dochéazi k pfeméné
na enoyl-CoA. Ten je dale pfeveden pomoci R-3-hydroxyacyl-CoA hydratazy na R-3-
hydroxyacyl-CoA, jez je polymerizovan za ucasti PHA syntazy na mcl-PHA [12].
Dalsi mezislou¢eninou, kterd vznikd b&hem B-oxidace a je pouZita pfi polymerizaci, je 3-
ketoacyl-CoA [13].

Jako ptiklady mikroorganismi, které tuto drahu vyuZzivaji, 1ze uvést Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas oleovorans ¢i Pseudomonas putida. [12].

2.1.3.3 Metabolicka draha I11: cesta syntézy mastnych kyselin in situ

Tento mechanismus zahrnuje cyklus syntézy mastnych kyselin in situ. Pro syntézu PHA v tomto
ptfipad¢ slouzi R-3-hydroxyacyl-ACP, ktery je pfeméiovan na monomery 3-hydroxyacyl-
CoA [12; 13].

Acetyl-CoA karboxyldza (AccC) pfeménuje acetyl-CoA ziskany z metabolismu glukozy
na malonyl-CoA. Ten se poté pfemécnuje na malonyl-CoA ACP pomoci malonyl-CoA-ACP
transacylazy. Malonyl-CoA ACP je v dal§im kroku pfeménén na acetoacyl ACP a acetoacetyl-
CoA ucinkem 3-ketoacyl-ACP syntazy. Acetoacetyl-CoA je pieveden na konecny monomer
(R)-3-hydroxyacyl-CoA za katalytického u¢inku 3-ketoacyl-ACP reduktazy [13].
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Bylo zjisténo, Ze cykly syntézy mastnych kyselin in situ a B-oxidace mohou byt nezavisle
aktivni a dodéavat prekurzory pro syntézu PHA. Proto naptiklad pokud Pseudomonas
aeruginosa roste na neptibuznych substratech, je schopna produkovat ndhodné kopolymery
mcl-PHA [12].

Vyroba monomer scl- a mcl-PHA odvozena od biosyntézy mastnych kyselin je velmi zajimava
zejména z toho divodu, Ze drédhy biosyntézy mastnych kyselin je mozné najit ve vSech
organismech. Za ptedpokladu, ze by se tento systém vyuzival u fotosyntetickych organismii,
bylo by mozné jako zdroj uhliku vyuzivat CO; misto jinych zdroji jako jsou cukry, oleje apod.
Tim by se také snizily naklady na vyrobu [15].

2.1.4  Substraty pro syntézu PHA
Bakterie maji schopnost vyuzivat pro vyrobu PHA rozlicnych substrati. Pouzit je mozné
jak Cisté cukry, oleje a mastné kyseliny, tak biologicky odpad [11].

Zdroje uhliku je mozné rozd¢lit na strukturné ptibuzné a neptibuzné. Jako ptiklad ptibuznych
lze uvést mastné kyseliny, které maji strukturu podobnou hydroxyalkanovym kyselindm.
Jako nepfibuzny substrdt bychom mohli jmenovat naptiklad glukézu, jejiz struktura
se podstatné 1isi [12; 13]. Z dosud prozkoumanych drah produkce PHA vyplyva, Ze vychozi
zdroj uhliku, ktery je béhem produkce pouzit, velmi vyznamné ovliviiuje kone¢nou strukturu
PHA [13].

Z ekonomického hlediska je pouzivani Cistych substratii nevyhodné, jelikoz se jejich cena mize
vySplhat az na 50 % celkovych nakladi. Mnohem hospodarnéjsi je tedy vyuziti biologického
odpadu, ktery mize zahrnovat rozlicné zemedélské zbytky ¢i vedlejsi primyslové produkty
jako jsou fermentovand melasa, vylisky z olivového oleje, datlovy sirup ¢i odpadni voda

z palmovych listl a papiren [11].

Jodo R. Pereira a kol. naptiklad vyuzili k biosyntéze PHA se stfedné dlouhym fetézcem (mcl-
PHA) surovy glycerol z vyroby bionafty [16]. Leire Urbina a kol. vyuzili k produkei tohoto
druhu PHA vedlejsich produkti vyroby cideru jako substratu [17].

Dalsim velice zajimavym obnovitelnym zdrojem, o kterém by se dalo uvazovat v souvislosti
s produkci PHA, jsou komplexni organické substraty obsazené v odpadnich vodach.
Biorafinerie odpadnich vod vyuZivaji mikroorganismy k ¢iSténi odpadnich vod a zaroven
k vyrobé hodnotnych produkti. Pravé polyhydroxyalkanoaty patii mezi nejzajimavéjsi z téchto
produktli a vyuZiti zdrojl z procesii €isténi odpadnich vod by je mohlo zac¢lenit do ob&hového
hospodafstvi plastt [4].

2.1.5 Typy PHA syntaz

Kli¢ovou roli béhem produkce PHA hraje enzym PHA syntdza (PhaC). PhaC vyuziva thioestery
hydroxyalkanovych kyselin (HA) jako substraty a katalyzuje jejich polymeraci za vzniku PHA
za soucasné¢ho uvolnéni CoA. Jako piiklad polymerizovanych monomert lze uvést 3-
hydroxybutyrat (3HB), 3-hydroxyvalerat (3HV) ¢i 4-hydroxybutyrat (4HB). Substratova
specifita PhaC ovliviiuje typ a sloZeni biosyntetizovanych polymeri (PHA s kratkym fetézcem,
PHA se stfednim feté¢zcem ¢i PHA s dlouhym fetézcem) a ma vliv na takové vlastnosti
vzniklého materialu, jako jsou molekulova hmotnost ¢i polydisperzita [18; 19].

PHA syntazy lze rozdélit do 4 tiid. Obecné jsou klasifikovany na zaklad€ primarni struktury
odvozené z aminokyselinovych sekvenci, substratové specifity a sloZzeni podjednotek. PhaC

12



tiidy 1 a II se sklddaji zjedné podjednotky PhaC. PhaC ttidy I preferuji substraty scl,
zatimco syntazy tiidy II preferuji mcl. PhaC tfidy III a IV maji podobné substratové preference
pro monomery scl, ale pro plnou funk¢énost vyzaduji dalsi podjednotky. Ty jsou oznaCovany
jako PhaE a PhaR [12; 20].

n/v

Obrdazek 3: Evolucni vztahy PhaC bakterii a archei [21].

Bylo provedeno mnoho studii, které byly zaméteny na charakterizaci PhaC z rozli¢nych
mikroorganisml z riznych prosttedi (Obrazek 3). Prozatim existuji dva PhaC s popsanou
strukturou katalytické domény, a to konkrétn€ PhaC z C. necator (PhaCCn-CAT) (Ser201-
Ala589) a PhaC z Chromobacterium sp. USM2 (PhaCCs-CAT) (Phel75-Asn567).
Obecné se struktura PhaC sklada z C-koncové katalytické domény a N-koncové domény,
ktera je flexibilni. C-koncova doména obsahuje subdoménu, vstupni kanal pro substrat, aktivni
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misto atunel pro vystup produktu. Piedpokldda se, Ze N-termindlni doména ovliviiuje
dimerizaci astabilitu dimeru PhaC, enzymatickou aktivitu, substratovou specifitu
a molekulovou hmotnost produkovaného PHA. Dale by mohla ovliviiovat expresi PhaC a jeho
schopnost se vazat na granule PHA [20; 21].

Cilem zkouméni a prohlubovani naSich poznatkli tykajicich se PHA syntaz zejména
prostiednictvim delecnich studii je hlubsi pochopeni vlastnosti téchto enzymua a lepsi
identifikace klicovych oblasti, kter¢ umozni jejich praktick¢ vyuziti. Jednim z cild,
na které se vyzkumnici zaméfili, je také hledani ptirozené vyvinutého PhaC nebo upraveného
PhaC se Sir§i substratovou specifitou pro biosyntézu kopolymerti PHA. Dele¢ni studie
provedené s vyuzitim PHA syntaz, které se vyznacuji vysokou aktivitou a Sirokou substratovou
preferenci, by mohly poskytnout dalSi informace o tom, jak primarni struktura ovliviiuje
vlastnosti téchto syntdz a také néasledn¢ biosyntézu PHA [19; 20].

PhaC tiidy 1

Zastupce syntaz tfidy 1 jsou schopny jako substrat vyuzivat CoA-thioester hydroxyalkanoat
s 3-5 atomy uhliku a byla studovana naptiklad u bakterie Cupriavidus necator (PhaCCn).
Primérni sekvence PhaCCn byly srovndvany se sekvencemi ostatnich PHA syntdz. PhaC
tfidy I jsou jednojednotkové enzymy strukturované do dvou domén, N-terminalni domény a C-
terminalni katalytické domény. U PhaCCn bylo nalezeno konzervovanych celkem Sest blokt
aosm konzervovanych aminokyselinovych zbytkti. Bylo zjisténo, ze C-koncovd doména
obsahuje katalytické misto tvorené triddou Cys-Asp-His a je klicova pro aktivitu, na rozdil
od vysoce variabilni N-koncové oblasti, kterd byla na zédklad€ analyz zkracenych PHA syntaz
C. necator posouzena jako nepotfebna. Zajimavym faktem je, Ze 1 bez prvnich 100 zbytkl v N-
koncové oblasti si PhaCCn zachovala svou funk¢nost [12; 19; 20]

Pii analyzach PHA syntaz patticich Aderomonas hydrophila, C. necator a Pseudomonas stutzeri
sp. 1317 bylo naopak zjisténo, Zze N-koncova oblast téchto syntdz je nepostradatelna. Ukéazalo
se, ze u danych syntaz dokéze ovlivnit substratovou specifitu, produktivitu a molekulovou
hmotnost syntetizovanych polymeri [19].

Hui Lim a kol. analyzovali vysoce aktivni syntdzu z Aquitalea sp. USM4 (PhaC1As), ktera byla
izolovana z malajskych zdroji. Bylo zjiSténo, Ze se vyznafuje vrozenou schopnosti
polymerizovat Sirokou §kalu monomeri a produkovat PHA s obsahem monomerti 3HB, 3HV,
4HB a 3-hydroxy-4-methylvalerat (3H4MV) [19].

PhaC tFidy 11

Tato tfida PhaC zahrnuje jednojednotkové enzymy, které jsou obecné mensi nez PhaC enzymy
tiidy I. PhaC tfidy II dokdzi vyuzivat jako substrat CoA-thioestery hydroxyalkanoati
od 6 do 14 atomu uhliku. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje okolo 62 kDa. Syntazy této
ttidy se vyskytuji pfedevsim u rodu Pseudomonas. Jako ptiklad bakterie 1ze uvést Pseudomonas
aeruginosa [20].

PhaC tFidy 111

Pro spravné fungovani PhaC tfidy III je potfeba, aby u nich byly pfitomny dvé podjednotky,
ato katalytickd podjednotka kddovand genem phaC a dalsi jednotka, jejiz funkce zlstdva
neznama a jez je kddovana genem s oznacenim PhaFE. Velikost podjednotky PhaC se pohybuje
v rozmezi molekulovych hmotnosti od 39 do 53 kDa, u podjednotky PhaE od 20 do 43 kDa.
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PhacC tteti tfidy pouzivaji jako substraty thioestery CoA hydroxyalkanoatd s kratkym fetézcem,
od 3 do 5 atomt uhliku. U riznych druhti je pomér velikosti jednotlivych podjednotek
vuci sob¢ rizny. Naptiklad v ptipadé Chlorogloeopsis fritschii jsou podjednotky PhaC a PhaE
ptiblizné stejné¢ velké (38,1 a 41,8 kDa), naopak naptiklad u Haloferax mediterranei je
katalytickd podjednotka vyrazné vétsi nez podjednotka PhaE (54,8 a PhaE 20,4 kDa) [20].

PhaC tiidy 1V

Charakteristika, kterou maji PhaC tfidy IV spolec¢nou s PhaC ttidy III je fakt, Ze se skladaji
ze dvou podjednotek enzymu. Katalytickou podjednotkou je zde PhaC, avSak k zajisténi
funkénosti je zapotiebi PhaR, jejiz funkce stejn€ jako u PhaE zlstdva neznama. Stejné jako je
tomu u PhaC ttidy 111, i PhaC tfidy IV preferuji jako substraty thioestery CoA hydroxyalkanoat
s kratkym fetézcem od 3 do 5 atomd uhliku. Pfevédzné je mozné tuto tiidu nalézt
u mikroorganismu spadajicich do rodu Bacillus. Jako ptiklad zastupcii je mozno uvést Bacillus
cereus a Bacillus megaterium. Co se velikosti jednotlivych podjednotek tyce, katalyticka
podjednotka je podstatné vétsi nez podjednotka PhaR (cca 41 kDa, respektive 20 kDa) [20].

Neékteré PHA syntdzy je obtizné zatadit do jedné z popsanych skupin, jelikoZ jsou schopny
polymerizovat jak scl- tak mcl- monomery. Jako ptiklad 1ze uvést PHA syntazy Aeromonas
caviae, Aeromonas hydrophila 4AK4, Rhodococcus aethirovorans 124 ¢i Chromobacterium
kmen USM2 a PhaCBP-M-CPF4 [18]. U nékterych organisml, jako napiiklad Halomonas
boliviensis a Hydrogenophilus thermoluteolus, byly objeveny geny kodujici nékolik PHA
syntaz [20].

2.1.6 PHA kopolymery

PHA trpi mnohymi nedostatky, jako jsou vysoka krystalinita, nizka pruznost ¢i vysoka teplota
tani, kvili kterym je obtizné jej pouzit v riznych aplikacich [22]. Spatné fyzikalné-chemické
vlastnosti se odvijeji od jejich nizké molekulové hmotnosti (Mw: 5-10-10~ Da), ktera zplisobuje
jejich vysokou krystalinitu a kiehkost. Hlavnimi faktory regulujicimi pevnost polymeru jsou
typy monomert, ze kterych je polymer sloZen, a jeho vysledna molekulova hmotnost. [11; 23].

Vyvoj fermentacnich cest z biologicky obnovitelnych surovin vedl ke komerénimu vyuziti
PHA. Komercializaci ve velkém méfitku v§ak komplikuje nékolik faktorii. Jednak je soucasna
biologicka syntéza PHA nakladn4, a kromé toho jsou dané biologické cesty vyroby omezeny
mechanismem polymerace. Pfi ném je nejcastéjsi inkorporace 3-hydroxybutyratu [24]. Vznika
tedy homopolymer poly(3-hydroxybutyrat) (P(3HB)) a jeho mnozstvi mtize dosahovat az 90 %

hm. suSiny bunék [22].

Mechanické a tepelné vlastnosti polyestert lze, stejné jako u jinych tiid polymerd, upravovat
obecné manipulaci se stereomikrostrukturou daného polymeru [24]. Jednou z moZnosti je
napiiklad vytvofeni kompozitd scl-PHA a mcl-PHA ¢i vytvofeni kovalentné vazanych
kopolymeri [5]. Diky mozZnosti pfizplisobeni opakujicich se chiralnich jednotek patete je
mozné generovat rizné stereomikrostruktury jako jsou struktury izotaktické, syndiotaktické,
ataktické a stereoblokové. Biologicky odvozené PHA se vSak hromadi vyhradné
jako izotaktické polymery s absolutni (R)—stereokonfiguraci [24]. Nedostatky ve vlastnostech,
se kterymi se u (P(BHB)) setkdvame, by se daly zlepSit produkci kopolymert,
kdy by do polymerniho fetézce byly zaClenény dal$i monomerni jednotky [11].

U nékterych bakteridlnich kment bylo zjisténo, ze v ptipadé dostupnosti spravného substratu
jsou schopny syntetizovat kopolymery PHA srozlicnymi monomernimi jednotkami,
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které pak vykazuji lepsi vlastnosti ve srovnani s (P(3HB))[22]. Jako ptiklad lze uvést
kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (P(3HB-co-3HV)), ktery ve své
struktufe obsahuje monomery 3-hydroxyvalerdtu (3HV) a vykazuje nizsi teplotu tani
a také méné krystalickou strukturu. Dal§i moznosti modifikace je v¢lenéni 4-hydroxybutyratu
(4HB) [23].

Aby dochazelo u mikrobialnich producentt ke vzniku vyse zminénych kopolymert, je potieba
dodat prekurzory, ze kterych bude mozné tyto monomery syntetizovat. K syntéze kopolymert
s obsahem podjednotek 3HV se pouzivaji prekurzory s lichym poc¢tem uhliki — napiiklad n-
propanol, propionat, n-pentanol ¢i valerat. V ptipad¢ produkce polymerti s obsahem monomera
4HB se pak muze jednat o 1,4-butandiol, y-butyrolakton ¢i 1,6-hexandiol [23].

Lepsi vlastnosti vykazuji nékteré kopolymery jako kopolyestery scl- a mcl- monomert P(3HB-
co-3H4MV), P(3HB-co-4HB) a P(3HB-co-3HHXx), které vykazuji kombinované znaky
pruznosti mcl- PHA a houzevnatosti scl-PHA [4].

2.1.6.1 P(3HB-co-3HYV)

P(3HB-co-3HV), také oznacovany jako PHBYV, je jednim z nejznaméjSich kopolymera PHA
skladajici se z monomernich jednotek 3-hydroxybutyratu (3HB) a 3-hydroxyvaleratu (3HV)
(Obrazek 4) a vyznauje se nizsi teplotou tani, sniZenou tuhosti ¢i zvySenym prodlouZenim
houzevnatéjsi (je u né¢j mozné pozorovat vyssi razovou pevnost) nez P(3HB) a snadnéji
se zpracovava ve forme [25;26]. Kromé zminénych vyhod ma vSak tento material i své
nevyhody. Vykazuje nizkou rychlost degradace, zplisobuje zanétlivou reakci a nizkou bunéénou
proliferaci. Mezi jeho dalsi vlastnosti patii také hydrofobicita [27].

Vlastnosti kopolymeru se odvijeji od jeho sloZeni (tedy molarniho podilu 3HV). Slozeni
P(3HB-co-3HV) se mlze pohybovat od 0 az do 30 mol. % 3HV. P(3HB-co-3HV) s obsahem
vice nez 20 mol. % jednotek 3HV Ize napiiklad pouZzit k vyrobé filml a vldken s rtiznou
elasticitou [25].

I
CHj 0 CH, 0
| | |
O— CH— CH, —C O— CH—CH, —C
x y
3HB 3HV

Obrazek 4: Chemicka struktura P(3HB-co-3HV) [28]
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Jen omezeny pocet mikrobu je schopen tento kopolyester syntetizovat bez potieby prekurzori
3HV. Ostatni producenti potfebuji k syntéze vhodné prekurzory generujici propionyl-CoA.
K témto ucelim je mozné pouzit naptiklad propionat, n-propanol ¢i valerat. Tyto prekurzory
jsou nicméné pomérné nakladné na pouzivani pii vyrobé tohoto kopolymeru. A aby byla
zajisténa lepsi ekonomicka konkurenceschopnost, byly v né¢kterych studiich vyuzivany levnéjsi
alternativy, jako napiiklad kyselina levulinova. Pouziti této kyseliny jako prekurzoru se vSak
také nejevi jako optimalni z dGvodu jeji mikrobidlni inhibi¢ni aktivity [26].

P(3HB-co-3HV) je predmétem dalSich studii. Zajimavou modifikaci tohoto kopolymeru
uskutecnili naptiklad Bhatia a kol., ktefi ve své studii syntetizovali kopolymer P(3HB-co-3HV)
pomoci modifikované Escherichia coli YJ101 a dale jej funkcionalizovali kyselinou
askorbovou pomoci esterifikace zprostiedkované lipazou B z Candida antarctica.
Takto vznikly kopolymer P(3HB-co-3HV)-kyselina askorbova vykazoval oproti samotnému
P(3HB-co-3HV) zlepSené vlastnosti jako niz$i stupenn krystalinity ¢i vyssi teplotu tepelné
degradace a hydrofilitu. Byla zaznamenana také zvysSena biodegradabilita [29].

2.1.6.2 P(3HB-co-4HB)

P(3HB-co-4HB) je kopolymer PHA s kratkym fetézcem [30]. Monomery 4-hydroxybutyratu
(4HB) byly poprvé zaznamenany v kopolymerech P(3HB-co-4HB) (Obrazek 5), které byly
produkovany za vyuZiti bakterie Cupriavidius necator, jiz byla jako hlavni zdroj uhliku
dodavéana kyselina 4-hydroxymaselna nebo kyselina 4-chlormaselnd. Z naslednych studii
vyplynulo, Ze je tento kmen schopen syntetizovat monomery 4HB i zjinych strukturné
podobnych substratl jako je y-butyrolakton ¢i 1,4-butandiol.

Kopolymery 4HB se vyznacuji obecné lepSimi fyzikalnimi a fyzikélné-chemickymi vlastnostmi
nez ty na bazi 3-hydroxyvaleratu [31]. Diky svym vlastnostem je klasifikovan jako vhodny
vstiebatelny biomaterial pouzitelny pro lékaiské a farmaceutické aplikace, a to konkrétné
naptiklad pro podavani 1éCiv, tkanové inZenyrstvi, hojeni ran apod. Kopolymery s obsahem
4HB monomert degraduji rychleji in vivo bez Skodlivych vedlejSich ucinkti na lidsky
organismus ve srovnani s jinymi PHA. Tim se zvySuje jejich biokompatibilita. V zéavislosti
na konkrétnim slozeni P(3HB-co-4HB) vykazuji tyto kopolymery velké mnozZstvi
mechanickych pevnosti od vysoce krystalickych plasti az po elastomerni materialy. Pro rizné
aplikace je tak mozné kopolymery uzpusobit specifickym pozadavkiim [30].

- CH3 . e S ﬁ\

———O0—CH—CH,—C O— CH,—CH, —CH, —C ———

3HB 4HB

Obrazek 5: Chemicka struktura P(3HB-co-4HB) [32]
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Jednim z mala popsanych producenti schopnych zaclenit 4-hydroxybutyrat do polymerniho
fetézce je Aneurinibacillus sp. H1, schopny produkovat tento kopolymer s riznymi podily 4-
hydroxybutyratu. Tento organismus je schopny inkorporovat monomery 4HB az do 90 mol. %
s vyuzitim 1,4-butandiolu jako prekurzoru. Podil 4HB obsazeného v konkrétnim produktu
se odviji od vychoziho poméru 1,4-butandiol : glycerol v substratu. Vlastnosti produktu je
tedy mozna ovlivnit zménou kultivacnich podminek [33; 34].

Delftia acidovorans DS-17 je dal$im z organismu testovanych na produkci kopolymeru P(3HB-
co-4HB). Tato produkuje dany kopolymer s vysokym podilem monomeru 4HB,
ato 93 az99 mol. % v podminkach, kdy byl jedinym zdrojem uhliku 1,4-butandiol
nebo kyselina 4-hydroxymaselna (4HBA) v bezdusikatém médiu [30].

Ze stejného rodu jako D. acidovorans pochézi také dalsi producenti schopni syntetizovat
P(3HB-co-4HB) s vysokym obsahem monomert 4HB, a to konkrétné C. festoteronii A3 a D.
acidovorans P4a, které vSak navzdory stejnému rodu preferuji pti produkei jiné substraty [30].

2.1.6.3 P(3HB-co-3HHx)

Jednim z dalSich pokust, jak ptekonat a vylepsit nevhodné vlastnosti homopolymerti PHA, byla
kopolymerizace P(3HB) s mcl-PHA monomerem 3-hydroxyhexanoatem. Tak vznikl
kopolymer P(3HB-co-3HHx) (Obrazek 6), ktery se vyznacuje elastomernimi vlastnostmi,
jako jsou vysokd elasticita, nizka krystalinita a velké prodlouZeni pii pretrZeni. Stejné
jako u ostatnich kopolymeri se i vlastnosti tohoto materidlu odvijeji od molarniho slozeni
3HHx. Obecné plati, ze ¢im vyssi je molarni podil 3HHx, tim vic klesd M, Tm, Tg, Youngtiv
modul apevnost vtahu. Naopak prodlouzeni pii pfetrzeni kopolymeru se zvySuje.
Se zvySujicim se mnozstvim monomernich jednotek 3HHx se tak tento kopolymer stava
s molarnim podilem 3HHx 17 mol. % mé podobné vlastnosti jako polyethylen o nizké hustoté
(LDPE) [35].

CH,

H,C

3 H 2
H C\C / H C\C/H
\\O/ \C/ ‘\\O/ M T
L H, J4, L

Bl—o
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it

Obrazek 6: Chemicka struktura P(3HB-co-3HHx) [36]

Béhem vyzkumu byly provedeny testy biologické rozlozitelnosti jak za aerobnich (motska
voda, sladkd voda, ptida ¢i domaci kompost), tak i anaerobnich podminek (biodegradace
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pomoci PHB depolymerasy). Vyslednymi produkty aerobni biodegradace byly voda a oxid
uhli¢ity. Pfi anaerobni biodegradaci bylo P(3HB-co-3HHx) rozlozeno na vodu a metan [35].

Mezi ptipadné aplikace tohoto materidlu byly navrzeny napiiklad scaffoldy pro tkanoveé
inZenyrstvi, nanovlakna impregnovana bioaktivnimi molekulami ¢i nanonosice [37].

Jednim z prvnich bakteridlnich kment studovanych na produkci P(3HB- co-3HHx) byl
Aeromonas caviae [35; 38]. V dalSich letech byly na produkci tohoto kopolymeru testovany
dalsi kmeny jako C. necator, Pseudomonas putida GPp104 ¢i A. eutrophus s riznymi vysledky
obsahu monomeru 3HHx v kopolymeru [35].

2.1.6.4 PHA terpolymery

DalS§imi PHA polymery jsou takzvané terpolymery. Jedna se o polymery, do kterych je
zavedeno vice sekundarnich monomerti za Gcelem zlepSeni fyzikdlné-chemickych vlastnosti
vyslednych materidlt. Ptikladem terpolymeru je P(3HB-co-3HV-co-3HHx) slozeny z 3-
hydroxybutyratu (3HB), 3-hydroxyvaleratu (3HV) a 3-hydroxyhexanoatu (3HHx) [25; 39].

Za ucelem vyuziti pro syntézu tohoto terpolymeru bylo zkouméano nékolik bakterii,
mezi které patii Rhodospirillum rubrum ¢i Rhodocyclus gelatinosus [40]. Park a kol. dokézali
tento terpolymer syntetizovat za pomoci rekombinantniho kmene Escherichia coli nesouciho
geny pro biosyntézu PHA zrodu Aeromonas. K syntéze byly vtomto pripadé vyuzity
jako substraty kyselina dodekanova a mastné kyseliny s lichym poctem uhliku. Ve své studii
také dokdzali, ze pro zavadéni 3HV monomeru do terpolymeru hraje dalezitou roli gen orf1 A.
hydrophila [39].

Hodnoty Youngova modulu u téchto terpolymerii mohou dosahovat hodnot srovnatelnych
s hodnotami  petrochemickych plasti. Naptiklad P(3HB-co-3HV-co-4HB) s obsahem
s 93 mol. % 4HB a 3 mol. % 3HV dosahl hodnoty prodlouZeni 430 %, houZevnatosti 33 MPa
a Youngova modulu 127 MPa. Tyto hodnoty jsou podobné hodnotdm LDPE. V pfipade,
Ze terpolymer obsahoval 55 mol. % 4HB a 34 mol. % 3HV vykazoval Youngiv modul
618 MPa, coz je hodnota srovnatelna s polypropylenem [25].
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2.1.7  Aplikace a vyuziti PHA

Zkoumany a testovany byly rozli¢né aplikace PHA v riznych oblastech (Obrazek 7).
V zeméd¢lstvi, v oblasti lidského zdravi, pti vyrobé obalovych materiéli, lisovanych vyrobkd,
natéri papiru, lepidel, filma ¢i v oblasti akvakultury — tam vSude by bylo mozné PHA
aplikovat [9; 41].

Komer¢ni aplikace
Lékarské implantaty
Derivaty PHA
> (P(:III;/TIIEIHV...) Scaff().ldvy p’ro tk’éflOVé
inZenyrstvi
Nervové vodice
Vyroba PHA »
GBI PEIA Obalové materialy
(PHA/PLA,
> PHA/8krob,
PHA Biopaliva
nanokompozity)
Zemédelstvi

Obrazek 7: Aplikace a vyuziti PHA [40].

2.1.7.1 PHA v oblasti medicinskych aplikaci

V oblasti biomedicinskych aplikaci jsou slibnym materidlem pro implantaty, diky své
biologické odbouratelnosti a biokompatibilité. Byly studovany ¢tyfi hlavni sméry: aplikace
v mekkych tkdnich, tvrdych tkénich, podavani 1é¢iv a zdravotnickych prostiedcich [5; 42]. PHA
se ukéazaly byt Setrné ke tkanim krve, kosti, chrupavek a lidskych bunéénych linii.
Z polyhydroxyalkanoati byly vyvinuty rozliéné zdravotni potteby, jako jsou stehy, obvazy
na rany, scaffoldy kostni dien€, prostiedky pro opravu kloubni chrupavky ¢i opravu §lach apod.
Diulezitym faktorem v téchto aplikacich je fakt, ze tyto materidly nejsou cytotoxicke,
a tedy jsou tolerovany imunitnim systémem [42]. Jako dalsi pfiklady vyuZiti 1ze také jmenovat
vyrobu chlopni, chirurgickych a Sicich materialt, koZni néhrady, nahrady kostnich Stépu,
kostnich hmozdinek, umélou rekonstrukci organti apod. [9; 41; 43].

2.1.7.2 PHA v oblasti zemédélstvi

Pro pouziti v zemé&dé¢lstvi byly vytvofeny geotextilie, stinici sité ¢i feromonové davkovace [11].
Jedna ze slibnych aplikaci je vyroba snadno rozlozitelné mulce, jako nahrady za syntetické
(plastové) mulce, které ¢asto konci na skladkach nebo se spaluji, a podileji se tak na znecisténi
zivotniho prostiedi. Jako konkrétni ptiklad zde l1ze uvést mul¢ s oznacenim Nodax™ vyrobeny
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a patentovany spolec¢nosti Danimer Scientific (Tabulka 1). Ten je vyroben na bazi kopolymeru
PHA, a to konkrétné poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoatu). Déle 1ze PHA vyuzit
také k produkci kompostovatelnych sklenikovych folii Setrnych k pide, péstebnich pytla,
které pii rozkladu neuvoliiuji Skodlivé toxiny, nebo ochrannych siti, které mohou slouzit
ke zlepSeni rastu plodin ¢i jejich ochrané pfed hmyzem, ptaky ¢i pfirozenymi klimatickymi
vykyvy [42].

Tabulka 1: Priklady komercnich vyuziti PHA a jejich derivatii [40)].

Nazev spole¢nosti Obchodni oznaceni Aplikace
Danimer Scientific, USA Nodax Natéry, obaly, laminaty z netkanych vlaken
Polyferm Canada, Canada VersaMer Ptisady do plastl, barvy a natérové hmoty,

lepidla, inkousty a tonery a biomedicina
Biomer, Germany Biomer Extruze a vstiikovani

Elektrické komponenty, mulcovaci folie,

Kaneka Corporation, Japan Green Planet kompozitni pytle a automobilovy primys]

Pouziti se v kosmetice, jako jsou rténky,

Bio On, ltaly Minerv fasenky, o¢ni linky, laky na nehty atd.

Tianjin GreenBio Materials,

China Sogreen Pryskyfice

2.1.7.3 PHA jako obalovy materidl

Z celkového vyuziti polymernich latek piipada v souc¢asné dobé na baleni spottebnich vyrobku
cca 30 %. Obalovani téchto vyrobkii, jako jsou potraviny, je potfebné z diivodu zachovani jejich
kvality a trvanlivosti, a aby se ptfedeslo jejich znehodnoceni [41]. Obalové materialy jsou
ve velké mife vyrabény z konvencnich petrochemickych polymerli a rovnéz se tak podileji
na znec¢iStovani zivotniho prostiedi. V poslednich desetiletich tedy byla velkd pozornost
veénovana piiprave ekologictéjsich, biodegradabilnich alternativ pro vyrobu obal. PHA se diky
svym vhodnym vlastnostem jevi jako potencidlné vhodnd nahrada 1 v této oblasti
vyuziti [9; 44].

Dal8im milnikem ve vyvoji obalovych material z P(3HB) by mohlo byt vytvofeni aktivnich
obalt, které by byly na bazi PHA a byly by funkcionalizované, takze by m¢ly dalsi pfidanou
hodnotu. Velmi zajimavou studii provedli naptiklad Mirpoor a kol., ktefi se zabyvali vyrobou
aktivnich oballl na bazi PHA funkcionalizovanych floretinem. Tyto obaly by byly nejen
biodegradabilni, ale mé¢ly by schopnost pusobit proti bakteriim zplsobujicim patogenni
onemocnéni potravin a zabraiiovat jejich kazeni. Takovyto druh obali by mohl byt velmi
zadany v potravinatském pramyslu [44].

2.2 Mikroorganismy produkujici PHA
Nejbeéznéjsim zplsobem produkce polyhydroxyalkanoatii je v soucasné dobé pouziti
mikroorganismi. Problémem, ktery produkci komplikuje je nutnost sterilniho prostiedi [4].
Bakterii, které ve formé& riznych granuli hromadi PHA, existuje mnoho. Typ PHA, ktery vznika
je zavisly na pouzitém mikroorganismu [45].
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Pro primyslovou produkci by bylo mozné uvazovat naptfiklad o halofilnich bakteriich
Halomonas bluephagenesis, Halomonas halophila ¢i Halomonas hydrothermalis. Problémy
s prumyslovou aplikaci vSak v tomto pfipadé souviseji s nutnosti vysoké koncentrace soli
v kultivaénim médiu, kterd by mohla zptisobovat jednak korozi vybaveni, ale také by byla
naroc¢na na nakladani s odpadni vodou ¢i zpétné ziskavani soli po kultivaci [46].

Pro rozsahlé bioprocesy se obecné pouzivaji mezofilni mikroorganismy. Pouziti mezofilnich
mikroorganismti ma vSak sva uskali, co se rozSifovani bioprocesu tyce, jelikoz zde hrozi
zvysené riziko kiizové kontaminace jinymi mezofilnimi mikroby. Jako mozna alternativa
se tak jevi a pfitahuje pozornost moznost vyuziti termofilnich fermentacnich procest.
Ty probihaji pfi teplotach okolo 50-60 °C. Diky pouziti extrémnich podminek jsou tyto postupy
odolné vic¢i kontaminaci mezofilni mikroflorou a jsou tak potencidlni variantou kontroly
kontaminace témito mikroorganismy [45; 47].

Pokud by byla termofilni fermentace implementovana, mohlo by byt k ohfevu fermentoru
vyuzito metabolické teplo a energie rozptylena procesem michani. Rovnéz by se pti tomto typu
fermentace uSetfily ndklady na sterilizaci a bylo by mozné proces provozovat
v semikontinualnim nebo kontinudlnim rezimu, ktery je velmi efektivni. Pro tento bioproces
by bylo potfeba mensi mnozstvi vody a uSetfila by se i energie potfebnd na chlazeni,
jelikoz by dochézelo k chlazeni okolnim vzduchem [45; 47].

Navzdory vyjmenovanym vyhoddm neni termofilni fermentace probadana pftili§ dobfe. Z vice
nez 300 bakterii, o kterych je zndmo, ze produkuji PHA, bylo zkoumano jen velmi malé
mnozstvi termofilnich kmeni. Z toho diivodu je termofilni fermentacni proces v komer¢ni praxi
zkouman jen vzacné. Dalsi komplikaci primyslové aplikace termofilni fermentace je optimalni
teplota téchto bakterialnich kment. Navzdory stadiu, ve kterém se soucasny vyzkum nachazi,
se zda, Ze jsou termotolerantni a termofilni bakterialni kmeny pro primyslovou syntézu PHA
zkoumany ¢im dal vice [47; 48].

2.2.1  Termofilni bakterie

Oznacenti ,,termofilni* je vlastni mikroorganismiim, jejichZ optimalni riistova teplota pfesahuje
45 °C [23; 49; 50]. Tyto bakterie lze rozdélit do tfi skupin: mirné termofily, které rostou
v teplotnim rozmezi 50-60 °C, extrémni termofily, jejichz optimalni teplota riistu se pohybuje
od 65 do 80 °C a hypertermofily, které rostou pfi teplotach vysSich nez 110 °C. Termofilni
mikroorganismy najdeme v riiznych moiskych a suchozemskych biotopech. Mezi Casta
stanovisté pfirozeného vyskytu patfi napiiklad hydrotermalni priduchy, solfatarova pole,
kompostové haldy, horké prameny, hluboké mofte ¢i vodni ohtivace [50].

Pro produkci miZou byt vyuZivany jak gram-negativni, tak 1 gram-pozitivni termofilni bakterie.
Jednou z termofilnich bakterii, u kterych byla syntéza PHA zkoumana a popséna, je Caldimonas
taiwanensis. Tu zkoumali Chen a kol. pfi screeningu bakterii produkujicich amyldzu,
které izolovali z horkého pramene v Pingtungu. Tento kmen byl pii kultivaci s fruktézou,
glycerolem ¢i maltézou schopen akumulovat PHB a pfi pouziti kombinace glukonatu a valeratu
jako zdroji uhliku vznikal také kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
[P(3HB-co-3HV)] [47; 51]. Tyto vysledky se shodovaly s vysledky studii, které¢ provadéli
Takeda a kol. a Koller a kol. na kmenech Caldimonas manganoxidans a Burkholderia
funghorum [47]. Ibrahim a kol. se vénovali screeningu termofilnich bakteridlnich kmeni
zegyptskych ~ horkych ~ pramend, mezi néz  patfi  také Chelatococcus
thermostellatus [46; 47; 52]. Satoh a kol. izolovali termotolerantni bakterialni kmen
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s oznacenim SG4502, ktery byl pfifazen k rodu Pseudomonas. Pii produkci PHA byla
ke kultivaci tohoto kmene pouzita bionafta a teplota byla udrzovana na 45 °C[53].
Jednou z neddvno zkoumanych termofilnich bakterii pro produkci PHA je také Caldimonas
thermodepolymerans, u které byla zaznamendna schopnost vyuzivat jako zdroje uhliku xylozu.
Byla izolovana na zakladé své schopnosti degradovat extracelularni materialy, mezi které patii
napiiklad kopolymery 3-hydroxybutyratu a 3-merkaptopropionéatu. Koufilova a kol. u tohoto
kmene zaznamenali také vznik kopolymert 3HB a 3HV [46].

Podstatné mensi pocet studii biosyntézy PHA byl prozatim proveden na gram-pozitivnich
termofilnich kmenech [47]. Hlavni nevyhoda PHA syntetizovanych gram-negativnimi kmeny
bakterii spo¢ivd v obsahu endotoxind, jako jsou lipopolysacharidy, které jsou hlavni slozkou
bunécné stény téchto bakterii. Pokud by se tedy takto vyprodukované PHA pouzily v néjaké
medicinské aplikaci, jako je naptiklad vyroba implantétl, pacient by byl vystaven riziku vzniku
silné¢ imunogenni reakce. Témto problémim by se dalo pfedejit pouzitim gram-pozitivnich
bakterii pti produkci PHA, jelikoz tyto lipopolysacharidy neobsahuji a jevi se tak jako vhodnéjsi
alternativa pro pfipravu zdravotnického materialu [54].

Mezi gram-pozitivni bakterie, které¢ byly studovany a navrzeny k uc€inné produkci PHA,
tak patii naptiklad Corynebacterium glutamicum, déle Sirokd kategorie rodu Bacillus,
kam jako producenti PHA patii B. megaterium, B. cereus, B. subtilis, B. brevis a dalsi [54].
Pernicova akol. se soustfedili na izolaci termofilnich producenti PHA ze smiSenych
mikrobidlnich komunit obsahujicich Bacillus, Aneurinibacillus a Chelatococcus [55].
Jako zajimavou novou bakterii pak predstavili Aneurinibacillus H1, ktery je schopen
produkovat také rizné kopolymery PHA [47].

2.3 Rod Aneurinibacillus

Rod Aneurinibacillus byl zatazen mezi 16 rodl bakterii patticich do ¢eledi Paenibacillaceae,
ato na zéklad¢ reklasifikace Bacillus aneurinolyticus a ptibuznych ¢lentt rodu Bacillus.
Konkrétné do celedi Paenibacillaceae v soucasné dob& spadaji rody Paenibacillus,
Ammoniibacillus, Ammoniphilus, Aneurinibacillus, Brevibacillus, Chengkuizengella, Cohnella,
Fontibacillus, Gorillibacterium, Longirhabdus, Marinicrinis, Oxalophagus, Paludirhabdus,
Saccharibacillus, Thermobacillus a Xylanibacillus. Velké mnozstvi bakterii z této celedi
se vyznacuje rozlicnymi charakteristikami vhodnymi pro pouziti v biotechnologiich [56].

Zastupci rodu Aneurinibacillus jsou grampozitivni, vétSinou termofilni nebo termotolerantni
bakterie ty¢inkovitého tvaru. Tvoii endospory a je mozné je nalézt na riiznych stanovistich,
jako je napftiklad rostlinna rhizosféra, geotermdlni pidy ¢i motské prosttedi. Jsou schopny
produkovat vyznamné sekundarni metabolity, jako jsou antibiotika ¢i biosurfaktanty
a také vykazuji vlastnosti podporujici rist rostlin a stim spojeny biokontrolni potencial.
Jevise tedy jako rod potencidlné dobie aplikovatelny v riiznych biotechnologickych
aplikacich [56; 57].

Dal§im vyznamnym druhem tohoto rodu je Aneurinibacillus H1, ktery studovali Buchtikova
akol., a u né¢hoz byla zaznamenana schopnost produkce PHA. Zvlast' zajimava z pohledu
ptfipadnych aplikaci je jeho schopnost produkovat kopolymery obsahujici monomery 4-
hydroxybutyratu (4HB) a 3-hydroxyvaleratu (3HV) s mimotadné vysokymi frakcemi téchto
monomerd. Tento druh je také schopen produkovat terpolymer P(3HB-co-3HV-co-4HB), a to,
na rozdil od Cupriavidus DSM 19379, v jednoduchém jednostupnovém kultivaénim
uspotadani [56; 57].
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Rehakova a kol. studovali u tohoto rodu syntézu kopolymertt PHA obsahujici monomery jako je
4-hydroxyvalerat (4HV), 5-hydroxyvalerdt (5HV) nebo 4-hydroxyhexanoat (4HHXx)
a prokazali, Ze jako prekurzory pro tyto monomery jsou bakterie schopny vyuzivat vybrané
laktony. Konkrétn¢ se jednalo o y-valerolakton, y-hexalakton a &-valerolakton. Dalsi zjisténi,
které studie pfinesla, bylo, Ze molarni frakce téchto monomera byly u rodu Aneurinibacillus
vy$§i nez u jinych studovanych bakterii [58].

Alenezi a kol. se ve své studii zabyvali vyuzitim biokontrolniho potencidlu tohoto rodu.
Sledovali  kontrolou  rozvoje  chorob  rostlin  pomoci  cyklického  peptidu
gramicidin S produkovaného druhem Aneurinibacillus migulanus a A. migulanus
NCTC 7096 [59]. Dalsi druh znamy svou schopnosti produkovat gramicidiny
je A. aneurinilyticus [56].

Asem a kol. vyuzili A. aneurinilyticus DBT87 izolovany z gastrointestinalni oblasti
nepiezvykavych prasat ke studiu degradace lignocelulozy, jelikoz tento kmen vykazoval dobrou
produkci celuldz a xylanaz vhodnych pro tuto aplikaci [60].

V ramci tohoto rodu neustale dochazi k novym objeviim a je zde velky potencial pro objevy
dalsich druht s jedine¢nymi vlastnostmi, které by byly dobfe vyuZitelné pro biotechnologické
¢1 zemédelské aplikace [61].

2.4 Biosurfaktanty

Surfaktanty, neboli povrchové aktivni latky, jsou chemické slouceniny, které jsou sloZené
z amfipatickych molekul obsahujicich jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢asti. Diky svym
vlastnostem se hromadi na fyzikalnich rozhranich. Polarni ¢asti mohou byt kationtové,
aniontové, neiontové nebo amfoterni, zatimco nepolarni ¢éasti jsou obvykle uhlovodikové
fetézce. Diky této kombinaci hydrofilnich a hydrofobnich ¢4sti jsou tyto latky schopné sniZzovat
povrchové a mezifazové napéti a usnadiiuji tak interakce mezi molekulami rizné polarni
povahy. DileZitou hodnotou, ktera je s touto skupinou latek spojena je tzv. kritickd micelarni
koncentrace (CMC). Jedna se o hodnotu, ktera je definovana jako minimalni koncentrace
povrchové aktivni latky potfebna k dosazZeni nejniZ§iho povrchového napéti. Po dosazeni CMC
dochdzi k agregaci amfipatickych molekul a jejich orientaci vramci systému,
pticemz hydrofilni ¢asti sméfuji smérem ven a hydrofobni ¢asti smérem dovniti [62].

Povrchové latky 1ze rozdé€lit do ¢tyt skupin podle polarni skupiny na (Obrazek 8):

e Kationtové,

e aniontoveé,

e neiontove,

e zwitteriontové (amfoterni).

Nejcastéji dostupnymi jsou aniontové povrchové aktivni latky. Diky svym dobrym ucinkim
v Cisticich systémech nachédzeji své uplatnéni naptiklad v mydlech ¢i ptipraveich osobni
hygieny. Déle bychom jejich uplatnéni nalezli také v ropném primyslu, zdravotnictvi
¢i zemédélstvi. Kationtové povrchové aktivni latky jsou naproti tomu pouZzivany v aplikacich
na povrchy se zapornym nabojem. Jsou tak soucasti antikoroznich c¢inidel, kondicionért
¢i zmé&kcovadel. Neiontové povrchove aktivni latky maji hydrofilni ¢4st nenabitou a jsou
soucasti nizkoteplotnich detergenti a emulgatord. Zwitteriontové povrchove aktivni latky jsou
amfoterni a nemaji dobré Gistici a emulgaéni vlastnosti. Cim jsou vak atraktivni, jsou jejich
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vynikajici dermatologické vlastnosti a kozni snaSenlivost, ¢ehoz se vyuzivd napftiklad
pii vyrob¢ Sampont a jiné kosmetiky [62].

Hydrofilni Hydrofobni

Neiontové (epoxylaty) m
Kationtové (kvartérni

amoniove)

Aniontové (sulfonaty, - 0gBge8e8,0,8,0,

fosfaty)

Amfoterni (betainy)

Obrazek 8: Typy povrchove aktivnich latek [63].

Vétsina syntetickych povrchové aktivnich latek je produktem petrochemického pramyslu.
Tato vyroba je vSak povaZzovédna za neudrzitelnou. Syntetické povrchové aktivni latky maji
navic ¢asto problémy s toxicitou a biokompatibilitou a poSkozuji ekosystémy, coz dale omezuje
jejich pouziti. Jako jedno z moznych feseni téchto problému se jevi vyroba a vyuziti povrchové
aktivnich latek na biologické bazi neboli biosurfaktantli, které vznikaji jako metabolické
produkty pfi bakteridlni nebo houbové fermentaci.

Biosurfaktanty, stejné tak jako syntetické surfaktanty, vykazuji emulgacni, smaceci,
pénotvorné, dispergacni ¢i solubilizacni vlastnosti. Kromé téchto vlastnosti jsou vSak navic
biologicky rozlozitelné a vykazuji pouze malou ¢i viibec Zadnou toxicitu a stabilitu v Sirokém
rozsahu teplot, iontové sily a pH [64]. Jsou produkovany béhem staciondrni ristové faze
a slouzi k rozlicnym tcelim, jako je pomoc pii vazbé kovi, adheze a deadheze k povrchiim,
biologické dostupnosti substratl apod. Ve srovnani s jejich syntetickymi protéjsky jsou
biosurfaktanty biologicky rozloZitelné, maji nizkou toxicitu, jsou strukturné rozmanité,
a také jsou stabilni v Sirokém rozmezi jak pH, tak i teplot [65; 66].

Doposud popsané mikrobialni povrchové aktivni latky pochéazeji z bakterii, jako jsou
Pseudomonas sp., Bacillus sp. a Acinetobacter sp. Ze studii vyplyva, ze ptirozena uloha
biosurfaktantll je spjata s emulgaci hydrofobnich substratl, coz zlepSuje dostupnost zivin
nezbytnych pro jejich rust. Dalsi funkce spojené s biosurfaktanty v organismech zahrnuji
také antibiotickou funkci, pfichyceni ¢i disociaci bun€k k povrchiim, quorum sensingem
a tvorbou biofilmu [64].

Na rozdil od povrchové aktivnich latek syntetického piivodu, jez jsou klasifikovany podle
polarni skupiny, se biosurfaktanty d€li podle biochemické povahy a mikrobidlniho
ptivodu (Tabulka 2) [64]. Biosurfaktanty jako takové 1ze na zakladé jejich chemickych struktur
rozdélit do péti hlavnich kategorii, a to na: glykolipidy, lipopeptidy a lipoproteiny, mastné

25



kyseliny a kyseliny fosfore¢né, polybiosurfaktanty a ¢asticové biosurfaktanty. Rizné struktury
biosurfaktantii lze pfic¢ist mikrobiologickému zdroji, zn¢hoz jsou ziskany, specifickym
podminkdm rdstu a substratim, které¢ byly pfi kultivaci pouzity. K nejlépe prozkoumanym
biosurfaktantim, které jsou v centru zajmu, patii rhamnolipidy, sofolipidy, mannosyl-
erythritolové lipidy (MEL) ¢i surfaktiny [67; 68].

Tabulka 2: Priklady nékterych typu povrchové aktivnich latek a jejich bakteridlniho piivodu [69].

Trida biosurfaktanti Struktura Bakterie
Ramnolipidy Pseudomonas spp., _P. aeruginosa,
. Bulkholderia spp.
Glykolipidy ) .
- Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium
Trehalolipidy Spp
Viscosin Pseudomonas fluorescens
Lipopeptidy Surfactin Bacillus subtilis
Iturin, fengycin Bacillus spp.
" . . 1. Mastné kyseliny Corynebacterium lepus
Fosfolipidy, maStl? eiléysehny a neutralni Neutralni lipidy Nocardia erythropolis
pidy Fosfolipidy Thiobacillus thiooxidans
Polvmerni novrchové aktivni Ltk Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Y p Y Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus

24.1  Produkce biosurfaktantii bakteriemi Aneurinibacillus

Schopnost produkovat biosurfaktanty byla zaznamendna rovnéz u bakterii rodu
Aneurinibacillus. Tyto bakterie jsou schopny produkovat biosurfaktanty jak extracelularni,
tak vdzané na bunky, které se diametraln€ li§i, co se obsahu mastnych kyselin tyce,
jelikoZ extracelularni biosurfaktant obsahuje pfiblizné dvojndsobné mnoZstvi mastnych
kyselin [70].

Lopez-Prieto a kol. studovali bakterie izolované z kukufi¢ného vyluhu, které byly urceny
pomoci amplifikace a sekvencni analyzy 16S rRNA jako Aneurinibacillus aneurinilyticus. Bylo
zjiSténo, Ze tento kmen byl schopen produkovat bunééné vazané 1 extracelularni
biosurfaktantové extrakty, které byly dale analyzovany. Zatimco extracelularni
biosurfaktant byl tvofen smeési lipopeptidi, obsahujici mastné kyseliny Cl16 a CI18
a aminokyseliny, extrakt biosurfaktantu vdzaného na bunky obsahoval cyklicky dekapeptid
gramicidin S a lipopeptidy [70].

Bakterie v souvislosti s kukuficnym vyluhem studovali také Lvova a kol., ktefi se zabyvali
studiem koncentrace biosurfaktantii v kultiva¢nich médiich obsahujicich sterilizované roztoky
kukufiéného vyluhu pii riiznych teplotach (20-60 °C) a fermentacnich dobach (8-30 dni).
Zaznamenali schopnost této bakterie produkovat biosurfaktanty jak extracelularni, tak vazané
na bunky a navrhli optimalizovanou produkci obou téchto biosurfaktantt [71]. Novy
lipopeptidovy biosurfaktant produkovany bakterii rodu Aneurinibacillus byli schopni izolovat
pii své praci také Balan a kol., ktefi studovali bakterii izolovanou z Mannarského zélivu v Indii,
jez byla urcena jako Aneurinibacillus aneurinilyticus kmen SBP-11 [72]. Jako bakterie patfici
k rodu Aneurinibacillus byl identifikovan také izolat ziskany ze sklddky Kahrizak v Teheranu,

26



u n¢hoz byla zaznamenana schopnost produkce biosurfaktantu, jenz vykazoval stabilitu
v rozmezi teplot 20-90 °C a pH 5-10 [73].

2.5 Bakterialni produkce enzymi

Enzymy, jako jsou amyldzy, proteazy, karboxymethylceluldzy a mnohé dalsi, maji Siroké
vyuziti v primyslu pii vyrobé 1éCiv, napojii a potravin ¢i zpracovani kiize anebo ¢iSténi
odpadnich vod (viz Tabulka 3). Mikrobialni enzymy jsou upfednostnovany zejména diky
vysokym vytézkum, aktivité¢, ndkladoveé efektivni vyrob€, exponencidlnimu rtstu, pouziti
levnych médii a zlepSovani kmenti [74]. S rozmachem biotechnologii roste zdjem a poptavka
po enzymech s novymi vlastnostmi, které jsou produkovany kmeny mikroorganismi specialné
vybranych pomoci sofistikovanych screeningovych technik a procesni metodologie.
Mezi pozadavky na enzymy patii naptiklad tolerance extrémnich podminek, jako jsou pH,
teplota ¢i mnozstvi soli, které se pouzivaji pti priimyslovych procesech [75].

Lipazy (E.C.3.1.1.3) patii mezi hydrolazy a katalyzuji hydrolyzu triglyceridu, které na rozhrani
v biotechnologickych aplikacich a organické chemii. Své uplatnéni nachazeji v mnoha
odlisnych odvétvich primyslu, jako jsou naptiklad potravinaisky, kozed€lny, kosmeticky,
farmaceuticky, biopalivovy ¢i chemicky. Lipazy mohou byt kromé& mikrobidlniho
také rostlinného ¢i zivocisného plivodu, ale mikrobidlni lipazy jsou ty, které jsou vyrabény
v prumyslovém méfitku. Obvykle jsou produkovany na lipidickém zdroji uhliku, jako jsou
oleje, mastné kyseliny ¢i glycerol. VétSinou se jednd o extracelularni bakteridlni lipazy
a vznikaji pfi submerzni fermentaci [76; 77].

Amylazy (EC 3.2.1.1) jsou enzymy hydrolyzujici Skrob a tvoii cca 65 % celkového trhu
senzymy na svété. Plsobi na o-1,4-glykosidové vazby molekul Skrobu a rozkladaji
jej na monomerni jednotky. Vyhodou bakterialnich amyldz je jejich univerzalnost
v biochemickém procesu, vysokd rychlost produkce a snadnd dostupnost. Amylazy jsou
vyuzivany v riznych odvétvich primyslu, jako jsou naptiklad potravinaisky, textilni
¢i papirensky [74; 78].

Pektinazy (EC 3.2.1.15) jsou primyslové vyznamnymi bakteridlnimi enzymy, které mohou byt
produkovany riznymi mikroorganismy. Tyto pisobi na pektin, ktery je hlavni slozkou stedni
vrstvy v bunécné sténé rostlin. Uplatnéni nachdzeji zejména v potravinaiském pramyslu,
jelikoZ se bézné vyuZzivaji v procesech rozkladu rostlinnych materidlti, kde naptiklad urychluji
extrakci ovocnych §tav z ovoce. Od 60. let 20. stoleti se pektinazy pouzivaji také pii vyrobé
vina [79-81].

Mikrobialni protedzy (EC 3.4.21.112) jsou jednou z nejvétSich skupin primyslovych enzymd.
Vyuzivaji se pfi riiznych primyslovych procesech napt. v potravinaistvi, ve farmaceutickém
primyslu, pfiziskdvani stfibra, pii pfipravé kluze ¢i textilu, ale i pfi vyrobé Cisticich
prostredkt [82; 83].

Xylandzy (EC 3.2.1.8) jsou rovnéZ enzymy se Sirokou Skilou pramyslovych
a biotechnologickych aplikaci zahrnujici naptiklad potravinafstvi, krmivafstvi, kde se vyuziva
od roku 1980 ¢i papirensky a celulézovy primysl. Dal§$i mozné uplatnéni se skryva
také ve vyuziti k vyssi vytéznosti cukru ze zemedé€lskych zbytkti pro vyrobu biopaliv [84-86].

Celulazy (E.C.3.2.1.4) jsou dal$imi dulezitymi hydrolytickymi enzymy produkované
bakteriemi. Tyto katalyzuji rozklad lignocelulozovych latek, jako je celuldza,
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na monosacharidové jednotky. Tento enzym se fadi celosvétove jako tteti nejveétsi komercné
vyuzivany hydrolyticky enzym [75].

Tabulka 3: Bakterialni enzymy a priklady jejich pouziti. +++++ az + je vyznam tridy enzymui pro
konkrétni pouziti (na zdakladé mnozstvi vyrobeného enzymu a jeho ekonomicke hodnoty); -, enzym bez
vyznamu pro toto pouziti [87].

Skroby Pr? ci Potraviny Textil Chemikalie Pivov%micwi Papif 2 Krmiva
prostredky a dzusy celuloza
Lipazy - ++ + - ++++ - - -
Amylazy  +++++ ++ ++ ++ - - . }
Proteazy - +4++++ ++ + - + - -
Xylanazy - - + - - ++ ++ +
Celulazy - ++ + +++ - - + }

2.5.1 Produkce enzymi bakteriemi Aneurinibacillus

Bakterie rodu Aneurinibacillus se vyznacuji schopnosti produkce Siroké skaly tfid enzymd,
coz je Cini atraktivnimi pro budouci vyzkum se zamétenim na primyslové vyuziti [88]. Kamli
akol. se ve své studii zabyvali ziskdnim obecného piehledu o typech riiznych enzymi
pritomnych v tomto rodu a prozkoumali hlavni a specifické tfidy enzymu pfitomnych v genomu
Aneurinibacillus. Ze sekvenci zékladniho genomu bylo téméf 30 % pfiifazeno k 95 riznym
podtiidam enzymi. Mezi nejvyznamnéjsi z té€chto pattily rizné transferazy, vcéetné enzymd,
které pfenaseji alkylové nebo arylové skupiny s vyjimkou methylovych skupin (EC:2.5.1),
methyltransferaz (EC:2.1.1) a nukleotidyltransferaz (EC:2.7.7) [89].

Ansari a kol. studovali bakterii izolovanou z viidla Manikaran v Indii, ktera byla urcena
jako Aneurinibacillus thermoaerophilus MCW220. U této bakterie detekovali produkci
extracelularni termostabilni protedzy [90]. Mezi 140 bakterialnimi kmeny, které byly izolovany
z himalajského méstského sladkovodniho jezera, identifikovali Ahmad a kol. ve své studii izolat
s nazvem BKT-9 jako Aneurinibacillus aneurinilyticus. Tento prokazal schopnost produkce
celuldz, ktera byla nasledn¢ dale zkoumana a optimalizovana [91]. Dalsi studované enzymy
produkované témito bakteriemi jsou také lipazy. Témi se zabyvali napiiklad Ebrahimpour
a kol., ktefi zkoumali konkrétné kmen AFNA bakterie Aneurinibacillus thermoaerophilus [92].
Protedzy rovnéz patii k enzymiim studovanym u bakterii rodu Aneurinibacillus. Na tyto
enzymy se zaméfili ve své studii Padmapriya a kol. a srovnavali protedzy produkované
bakteriemi Aneurinibacillus migulanus, VITPMI11 a Aneurinibacillus aneurinilyticus,
VITPSO07 [93]. Jako dalsi piiklad studovanych enzymi lze uvést také xylanazy, na které
se zaméfili Irdawati a kol. Ve své studii pouzili izolaty Aneurinibacillus thermoaerophilus
SSA2, u kterych se prokazala schopnost syntézy tohoto termostabilniho enzymu [94].
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3 EXPERINENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
* ],4-butandiol (Sigma-Aldrich, Némecko)
* 1,5-pentandiol (Sigma-Aldrich, Némecko)
» Agardza (Sigma-Aldrich, DEU)
= Citronan amonno-Zelezity (Fluka, Svycarsko)
=  D-glukdza monohydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
= Dihydrat chloridu méd’natého (Lach-Ner, Ceska republika)
= Dihydrat chloridu vapenatého (Lach-Ner, Ceska republika)
= Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
= DNA zebti¢ek 100 bp (Nippon Genetics Europe, DEU)
= Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner, Ceska republika)
= Glycerol bezvody (Lach-Ner, Ceska republika)
= Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner, Ceska republika)
= Hexahydrat chloridu kobaltnatého (Lach-Ner, Ceské republika)
= Hexahydrat chloridu manganatého (Lach-Ner, Ceska republika)
* Hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
= Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
= Chlorid amonny (Lach-Ner, Ceské republika)
= Chlorid zine¢naty (Lach-Ner, Ceska republika)
= Chlorid Zelezity (Lach-Ner, Ceska republika)
= Chloroform p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
= Isopropanol p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
= Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, Indie)
= Kyselina benzoova (Lach-Ner, Ceska republika)
= Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), (Lach-Ner, Ceska republika)
= Kyselina sirovéa (Lach-Ner, Ceska republika)
= Kyselina trihydrogenborita (Lachema, Ceska republika)
* Master mix One Taq Hot Start se standardnim pufrem (New England BioLabs, GBR)
=  Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)
= Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, DEU)
* Nutrient Broth (HiMedia, Indie)
= PCR loading Yellow load (Top-Bio, CZE)
= PCR voda (B. Braun Medical, DEU)
* Primery (Generi Biotech, CZE)
» Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-ner, CZE)
* Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, Némecko)
» vy-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)
= J-valerolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2 Pouzité pristroje
= Analytické vahy (Boeco, Némecko)
= Blokovy termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific)
= Centrifuga Hettich EBA 20 (Maneko, Ceské republika)
» ELFO zdroj Enduro Power Supplies 300V, Labnet
= Inkubator IP30 (BioTech, Ceska republika)
» Laminarni box Aura mini (BioAir-Euroclone, USA)
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Magneticka micha¢ka Kartell (MERCI s.r.0., Ceska republika)
Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300
Predvazky Kern EW 620-3NM (Némecko)

Temperovana tiepacka Incubator 1000 (Heidolph, Ceska republika)
Tenziometr KSV Sigma 701

Termocycler CG1-96 PCR, Corbett Research

Vizualiza¢ni systém c200, Azure Biosystem

Vortex BENCHMIXER (Benchmark Scientific, Inc., USA)
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3.3 Pouzité mikroorganismy

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace bylo vybrano 6 kmenti bakterii rodu Aneurinibacillus.
Mezi analyzované kmeny patii jak sbirkové kmeny, tak také izolaty s oznacenimi AFN2
a AH30, které byly ziskadny v ramci disertace Ing. Ivy Buchtikové, Ph.D. [95]. Izolaty AFN2
a AH30 byly izolovany z aktivovaného kalu v Cistirné odpadnich vod v Bystfici pod Hostynem
v roce 2019. Zbylé kmeny, konkrétné¢ DSM 5507, DSM 4410, DSM 10154 a DSM 10155, jsou
kmeny sbirkovymi a byly ziskdny z Leibnizova institutu znémecké sbirky DSMZ
mikroorganismt a bunéénych kultur.

3.4 Uchovavani bakterii

Vsechny bakteridlni kmeny byly uchovavany ve formé kryokultur v 10% roztoku glycerolu
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté¢ —80 °C. Ty byly pfipraveny v kryozkumavkach, do kterych
bylo nejprve napipetovano 0,5 ml 30% roztoku glycerolu, a tyto byly nasledné uzavieny
a sterilovany. Do sterilnich kryozkumavek byly nasledné v laminarnim boxu po 1 ml ptidany
bakterialni kultury.

3.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Nejprve byla provedena duplexni PCR pro detekci genu 16S rRNA, jez je typicky
pro bakterialni DNA, a zaroven také genu phaC kodujicimu syntazu t¥idy I. Tento druh PCR
byl provadén s pomoci dvou parti primert a byly béhem né&j amplifikovany dvé cilové sekvence
zaroven. Prvni par primerd, 16S-F a 16S-R, slouzil k detekci genu /65 ¥rRNA. Druhy par, G-D
a G-1R, vymezoval usek molekuly DNA odpovidajici genu phaC. Sekvence pouzitych primert
je mozné najit v Tabulka 4. Tato duplexni PCR byla realizovatelnd diky tomu, ze teplota
annealingu je u obou parti primerti shodna a zaroven se velikost amplikonli vyrazné lisi.
Rozdilnd velikost amplikoni je dulezitd pro pozdé&jsi separaci a analyzu za pomoci
elektroforézy v agar6zovém gelu.

Tabulka 4: Primery pouzité pro duplexni PCR.

Ambolifikovany Teplota Velikost
P Y Oznateni Sekvence primert (5" - 3") Annealingu amplikonu
gen o
[°C] [bp]
16S-F AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG
16S rRNA
oST 16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT > 1,500
G-D GTG CCG CCS YRS ATC AACAAGT
phaC 55 551

G-1R GTT CCA GWA CAG SAK RTC GAA

SloZeni pouzité duplexni PCR je uvedené v Tabulka 5. Vysledny objem vSech smési byl 25 pl.
Dale byla provedena také negativni kontrola (NC) a pozitivni kontrola (PC). Negativni kontrola
neobsahovala zddnou DNA. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z C. necator H16, u niz
bylo jiz diive prokdzano, Ze obsahuje gen phaC [96].Teplotni profil provedené duplexni PCR
je uveden v Tabulka 6.
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Tabulka 5: Slozky duplexni PCR a jejich mnozstvi.

Slozka Objem [pl]
Master Mix 12,5

Mg?* 2,6

Primer 4-1
DNA 1

PCR H;0 4,9

Tabulka 6: Teplotni profil duplexni PCR.

Podminky

Krok & Doba

Poceot Teplota [°C]  trvani
cyklu [s]
Pocate¢ni denaturace 1 94 30
Denaturace 94 30
Annealing 30 55 30
Prodluzovani 68 90
Elongace 1 68 300
Ochlazovani 4 60

Dalsi samostatna PCR byla provedena pro potvrzeni pfitomnosti genu kodujiciho PHA syntazu
4. tfidy. Pro tento ucel byly pouZzity primery s oznacenim phaC F a phaC R, které byly
navrzeny pro detekci syntaz 4. tiidy u bakterii rodu Aneurinibacillus. Udaje o pouzitych
primerech pro tuto PCR jsou uvedeny v Tabulka 7.

Tabulka 7: Primery pouZzité pro samostatnou PCR.

Ambolifikovany Teplota Velikost
P Y Oznateni Sekvence primert (5" - 3") Annealingu amplikonu
gen o
[°C] [bp]
PhaC_F ACACTGGGTATCATTCCACCGG
phaC 4. tiidy - 55 299

PhaC_R GCGGCAATGTTTAGCACGTTTG

V Tabulka 8 je uvedeno slozeni smési pro PCR pro potvrzeni pfitomnosti genu kdédujiciho PHA
syntazu 4. tfidy. I v tomto piipad€ byla provedena pozitivni kontrola (PC), ktera obsahovala
DNA bakterie Anneurinibacillus, u niz byla prokazéna ptitomnost cilového genu, a negativni
kontrola (NC), kterd DNA neobsahovala. Teplotni program této PCR odpovidal teplotnimu
programu duplexni PCR (viz Tabulka 6).
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Tabulka 8: Slozeni PCR pro potvrzeni pritomnosti genu kodujiciho PHA syntdzu 4. tridy.

Slozka  Objem [ul]
Master Mix 12,5

Primer 2-1
DNA 1
PCR H,0 9,5

3.6 Elektroforéza v agarovém gelu

Pro vyhodnoceni PCR byla pouzita elektroforéza v 1,2% agar6ézovém gelu. K jeho ptipravé
bylo navadzeno 1,8 g agarézy do Erlenmeyerovy banky, kterd byla nésledné¢ zalita 150 ml
zfedéného TBE pufru (slozeni TBE pufru viz Tabulka 9). Roztok byl nasledné Skrat ptiveden
k varu, az dokud se agaréza zcela nerozpustila. Poté byl roztok ponechan k vychladnuti
pti laboratorni teploté. Po dostatecném zchladnuti bylo do roztoku ptidano 7 pl interkalaéniho
barviva Midori Green. Pfipraveny roztok byl nalit do formy s hifebenem a byl ponechén
30 minut ke ztuhnuti.

Tabulka 9: Slozeni TBE pufru.

Slozka Mnozstvi

tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g

H3803 55 g
EDTA 93¢
voda 1000 ml

Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hieben a vzorky byly pfipraveny k naneseni. Pfed nanesenim bylo
10 pul kazdého jednotlivého vzorku smichéno s 3 pl nanéaseciho pufru. Z tohoto objemu bylo
do jamky naneseno vzdy 10 pl. Stejnym zplisobem byly naneseny do jamek také pozitivni
anegativni kontrola. Do jedné zjamek byly dale aplikovany 4 pl délkového standardu.
Ptipravend gelova forma byla umisténa do vany, zalita pufrem TBE. Nasledn¢ byla pfipojena
ke zdroji napéti, ktery byl nastaven na 90 V. Elektroforéza probihala po dobu 30 minut.
Po ukonceni elektroforézy byl gel ptenesen do UV transiluminatoru a vyfotografovan
pfi vinové délce 302 nm.

3.7 Kultivace bakterii
V pribéhu méfeni diplomové prace byl proces kultivace bakterii opakovan za identickych
podminek pro jednotlivé kmeny dle postupli popsanych nize.

3.7.1 Priprava inokula

Pro kazdou kultivaci bylo pfipraveno inokulum. Nejprve bylo namichano komplexni médium
Nutrient Broth (Tabulka 10) o koncentraci 25 g/l, které bylo nasledné rozdéleno
po 50 ml do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml. Pfipravend média byla sterilovana
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a po sterilizaci vytemperovana na 50 °C. Vytemperovana média byla zaockovana piisluSnym
kmenem a umisténa na temperovanou ttepacku.

Tabulka 10: Slozeni inokulacniho média (Nutrient Broth).

Chemikalie c [o/]
Pepton 10
Masny extrakt 10
NaCl 5

3.7.2  Priprava a sloZeni produkénich médii

Bakteridlni kmeny byly kultivovany ve dvou typech médii — v komplexnim médiu Nutrient
Broth a v mineralnim médiu (MM). Slozeni obou médii je uvedeno v Tabulka 10 a Tabulka 11.
Meédia byla rozdélovana po 100 ml do 250ml Erlenmeyerovych bangk, které byly nasledné
uzavieny a sterilizovany.

Tabulka 11: SloZeni mineralniho média.

Chemikalie c [o/]
Na;HPO; - 12 H.0 9
KH2PO4 15
NH,4CI 1
MgSO, - 7 H20 0,2
CaCl; - 2 H,0 0,02
NH4Fe" citrat 0,0012
Kvasni¢ny extrakt 0,5

Vysterilovana média byla vytemperovana na 50 °C a po sterilaci do nich byly pfidany zdroje
uhliku, a v pfipadé¢ mineralnich médii také roztok stopovych prvkt TES II (Tabulka 12).
Nésledné byla média zaockovana. Inokulum piedstavovalo 10 % objemu baiky. Pfipravené
banky byly umistény na temperovanou tfepacku.
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Tabulka 12: Slozeni roztoku stopovych prvkii.

Chemikalie c [o/1]
EDTA 50
FeCls 8,3
ZnCl, 0,84

CuClz - 2 H20 0,13

CoClz - 6 H20 0,1

MnCl; - 6 H.O 0,016
HsBOs 0,1

3.7.3  Zdroje uhliku pouzité pro produkci PHA

Jako prekurzory pfi produkci polyhydroxyalkanoati byly vyuzity glukéza (GLU), glycerol
(GLY), 1,4-butandiol (1,4-BD), 1,5-pentandiol (1,5-PD), y-butyrolakton (y-BL) a 5-valerolakton
(6-VL). V ptipad¢ glukézy a glycerolu byly tyto zdroje ptidavany do produkénich médii
samostatné a jejich konecna koncentrace ¢inila 20 g/1. V ptipad€ zbylych prekurzorii byly tyto
pfidavany spolu s glukézou. Jak prekurzor, tak glukéza byly do daného média ptidany
v mnozstvi odpovidajicim kone¢né koncentraci 4 g/l. V Tabulka 13 je znazornéno sloZeni
jednotlivych pouzitych médii. VeSkeré prekurzory a zdroje uhliku, s vyjimkou glycerolu,
ktery byl pfidan jeste pted sterilaci, byly pfidany do médii az tésné€ pied zaockovanim narostlou
kulturou.

Tabulka 13: Prehled slozeni produkcnich médii s pouzitymi prekurzory.

Médium Prekurzor Zkratka Koncentrace v

médiu [g/1]

Glukoza GLU 20

Glycerol GLY 20
Glukoza + §-valerolakton GLU +3-VL 4+4

Mineralni .
Glukoéza + 1,5-pentandiol GLU + 1,5-PD 4+4
Glukodza + y-butyrolakton GLU +y-BL 4+4
Glukoza + 1,4-butandiol GLU + 1,4-BD 4+4
Glukoza + 6-valerolakton GLU + 8-VL 4+4
. Glukoéza + 1,5-pentandiol GLU +1,5-PD 4+4
Nutrient i

Broth Glukoza + y-butyrolakton GLU +y-BL 4+4
Glukoéza + 1,4-butandiol GLU + 1,4-BD 4+4

bez zdroje uhliku
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3.7.4  Proces kultivace

Vsechna vysterilovand inokula¢ni média byla pfed zaockovanim vytemperovana na 50 °C.
Nasledné byla postupné zaockovéna ve sterilnim lamindrnim boxu pravé rozmrazenymi
bakteridlnimi kryokulturami. Baniky pak byly umistény na temperovanou tiepacku s parametry
nastavenymi na 50 °C a 180 rpm, kde byly ponechany k rlstu 24 hodin.

Vsechna piipravena produkcni média byla vytemperovana na 50 °C. Do nich byly nésledné
pridany veskeré prekurzory a chybéjici slozky (viz Tabulka 13). Bylo dbano na to, aby teplota
jednotlivych médii pokud mozno béhem ukont nepoklesla. Nasledné po pfidani veskerych
slozek, bylo do pfipravenych médii ve sterilnim laminarnim boxu pievedeno 10 ml narostlé
kultury. Média s piidanou kulturou byla umisténa na tfepacku pii 180 rpm a 50 °C, kde byla
kultivovana po 48 hodin.

3.8 Stanoveni obsahu PHA
Po ukonceni kultivace byla stanovovana a hodnocena ziskand biomasa. K tomu bylo vyuzito
jak gravimetrické stanoveni, tak plynovéa chromatografie.

3.8.1 Gravimetricka analyza biomasy

Po uplynuti 72 hodin byla kultivace ukoncena. Ze vSech produkénich médii bylo odebrano
celkem 20 ml (vzdy po 10 ml) do malych centrifuga¢nich zkumavek. Obsah zkumavek byl
nasledné centrifugovan pii 6000 rpm, a to po dobu 5 minut. Nasledn¢ byl supernatant odlit
a k usazené biomase bylo pfiddno 5 ml destilované vody. Biomasa byla rozsuspendovana
a za stejnych podminek opét centrifugovana. Supernatant byl odlit a biomasa byla uloZena
k suSeni do konstantni hmotnosti pii 70 °C. Po ukonceni suSeni byl obsah jednotlivych
zkumavek zvazen na analytickych vahach.

3.8.2  Plynova chromatografie

Aby bylo mozné chromatograficky stanovit vzniklé PHA, byly vzorky nejprve pievedeny
na t€kavé methylestery pomoci esterifikace. Do krimpovacich vialek bylo navaZeno 5-11 mg
ususené biomasy (vSechny vzorky byly testovany v duplikatech). Do kazdé vialky byl nasledné
pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifikacni smési tvotfené 15% kyselinou sirovou
v methanolu s vnitinim standardem kyseliny benzoové o koncentraci 5 mg/ml. Krimpovaci
vialky byly hermeticky uzavieny a umistény do termobloku vyhiatého na 94 °C, kde byly
ponechany po dobu 3 hodin, béhem kterych byl polymer rozst€pen na jednotlivé monomery
a esterifikovan.

Po uplynuti doby esterifikace byly vialky z termobloku vyjmuty a ponechany pfi laboratorni
teploté k vychladnuti. V mezicase byly pfipraveny vétsi Sroubovaci vialky, do kterych bylo
napipetovano 0,5 ml 50 mM hydroxidu sodného. Obsah ochlazenych vialek byl pfeveden
do vétsich vialek. Vialky byly uzavieny a jejich obsah intenzivné protfepan. Po protiepani bylo
patrné rozdéleni obsahu do dvou fézi. Pro dal§i analyzu je pottebnd faze spodni,
tedy chloroformova. Z té bylo odebirdno 50 pul, které¢ byly napipetovany do malych predem
pfipravenych Sroubovacich vialek, které obsahovaly 900 pl isopropanolu. Nasledné byly vialky
uzavieny a analyzovany pomoci plynové chromatografie, jez disponuje plamenovée ionizacnim
detektorem (GC-FID).
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3.9 Screening produkce biosurfaktanti

V pribéhu studie byla kromé jiného u danych kment testovéna také schopnost produkovat
biosurfaktanty. Za timto ucelem byly provedeny testy emulgacéni aktivity supernatanti a mefent
povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring popsané v kapitolach 3.9.1 a 3.9.2.

Pro provedeni screeningu produkce biosurfaktanti byly vyuZzity supernatanty ziskané
po ukonceni kultivaci provadénych na minerdlnich médiich obsahujicich glukozu (20 g/l)
a glycerol (20 g/) a médiu Nutrient Broth bez ptidavku prekurzoru.

3.9.1 Testovani emulgaéni aktivity supernatanti
Do sklenénych zkumavek byly napipetovany vzdy 3 ml testovaného supernatantu a 3 ml
hexanu. Nasledn¢ byly zkumavky zasroubovany a po dobu jedné minuty byl obsah vortexovan.

Jako negativni kontrola slouZila destilovand voda a minerdlni a Nutrient Broth média
bez ptidavkll zdroje uhliku. Do zkumavek byly tedy pipetovany opét 3 ml hexanu a 3 ml
destilované vody nebo ptislusného MM ¢i NB média.

Pozitivni kontrolou byl pak 5% Triton X-100. Ke 3 ml hexanu byly pfidany 3 ml 5% roztoku
Tritonu X-100. Obsah byl vortexovan za stejnych podminek a v§echny zkumavky byly nasledné
ulozeny pfi laboratorni teploté na 24 hodin.

Po uplynuti stanovené doby byla zméfena celkova vyska kapaliny (hkapaliny) @ vySka emulzni
v1stvy (hemuize) v mm. Ze ziskanych hodnot byl z rovnice (/) vypoc€itan emulgaéni index Ezs4:

hemulze

E,y = 100 % (1

hkapaliny

Jako hranici pro urceni, zda-li je organismus dobrym producentem biosurfaktantti, 1ze pouZit
emulgacni index 50 %. Pokud je vytvofend emulze stabilni a emulgacni index je roven
nebo vys$§i neZ stanovena hranice, jedna se o dobrého producenta biosurfaktanti [97].

3.9.2 Méreni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Na  méfeni  povrchového  napéti byl pouzit  automatizovany  tenziometr
KSV, Sigma 701 (viz Obrazek 9 vlevo). Princip méfeni pomoci tenziometru spociva
ve stanoveni sily, kterou je potfeba vynalozit na protazeni platinového krouzku skrz mezifazové
rozhrani vzduch-kapalina (viz Obrazek 9 vpravo). Nejprve byla provedena kalibrace piistroje.
Po kalibraci na ném byly nastaveny pfislusné parametry. Nasledné bylo do nizké kadinky nalito
cca 40-50 ml méfeného supernatantu. Platinovy krouzek, ktery slouzi k méteni povrchového
napéti, byl peclivé vyzihan, aby bylo zajisténo, ze nebude obsahovat zbytky piedeslych vzorkd,
a pravé méfeny vzorek tak nebude kontaminovan. Po vyZzihani byl krouzek zavésen do uchytu
a bylo spusténo meéteni. Doba méfeni byla nastavena na 5 minut. Pro kazdy vzorek bylo
naméteno 10 hodnot, ze kterych byl vypocten aritmeticky primér.
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Obrazek 9: Tenziometr (vievo), detail
platinového krouzku (vpravo).

Pokud méfeny vzorek vykazuje sniZeni povrchového napéti az pod hranici 40 mN - m’!, Ize
bakterii, kterda byla vdaném médiu kultivovdna, povaZovat za dobrého producenta
biosurfaktantt [98; 99]. Spolu se supernatanty byly proméfeny také negativni kontroly
(jednotlivd média) a pozitivni kontrola (5% roztok Tritonu X-100).

3.10  Screening produkce enzymii

Nejprve byla pfipravena inokula jednotlivych kment bakterie Aneurinibacillus. Nasledn¢ byla
pfipravena pevna média do Petriho misek v zavislosti na druhu zkoumaného enzymu. Média
byla pfed nalitim do Petriho misek sterilovana. Na pfipravena média bylo v kazdé misce
nanéseno vzdy 10 pl kultury.

Pro zjisténi produkce protedz obsahovala média 8 g/l Nutrient Broth, 10 g/l suSeného
odstfedéné¢ho mléka a 17 g/l agaru. Pfitomnost proteaz je zde dokazovana rozkladem kaseinu,
ktery se projevi vznikem prihlednych zén kolem kolonie bakterii.

V ptipadé lipaz probihaly kultivace na médiu tvoreném 32,15 g/l Spirit blue agarem,
ke kterému bylo po sterilaci pfidano 30 ml/l sterilniho slune¢nicového oleje. Médium
aplikované do Petriho misek bylo modré barvy. Produkce lipdz je v tomto ptfipadé ovéfena
odbarvenim agaru.

Amyldzy byly testovany na pevném médiu obsahujicim 1 g/l kvasnicného extraktu, 5 g/l
rozpustného Skrobu a 17 g/l agaru. Po kultivaci byl agar obarven pomoci Lugolova roztoku,
ktery obsahoval 100 g/l jodidu draselného a 50 g/l elementarniho joédu rozpusténych
v destilované vod¢. Produkce amylaz se projevuje vznikem svétlejSich zon okolo kolonii.
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Pro testovani pektindz byla média slozena zkvasniéného extraktu (1 g/l),
hydrogenfosfore¢nanu  sodného (6 g/l), dihydrogenfosfore¢nanu draselného (3 g/l)
a pektinu (5 g/l). Stejné jako v ptipadé amylaz byl agar po kultivaci barven pomoci Lugolova
roztoku.

U xylanaz kultivace probihala na pevném médiu sloZzeném z 1 g/l kvasnicného extraktu, 5 g/l
xylanu a 17 g/l agaru. Po skonceni kultivace byla média barvena Kongo cerveni. Vyskyt
xylanaz zapfticini vznik odbarvenych zon okolo kolonii bakterii.

Kultivace na médiu sestavajicim z 1 g/l kvasni¢ného extraktu, 5 g/l karboxymethylceluldzy
a 17 g/l agaru byla provadéna pro zjisténi aktivity celuldz. I v tomto ptipadé byla média
po kultivaci barvena Kongo Cerveni a stejné jako v predchozim ptipadé¢ se pfi vyskytu celulaz
ocekava vyskyt odbarvenych zon v blizkosti bakterii.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Polyhydroxyalkanoaty jsou zkoumany jako mozna ekologictéjsi biologicky odbouratelna
nahrada konvencnich plastii, které zat€zuji zivotni prostiedi. PHA jsou produkovany tfadou
bakterii, a pravé mikroorganismus pouzity pro dany bioproces dokaze ovlivnit vysledné PHA,
kter¢ ziskdme. Obecné Iépe prozkoumané jsou bioprocesy vyuzivajici mezofilni
mikroorganismy. Jejich pouziti je vSak zatizeno riznymi komplikacemi, mezi které patii
také zvysené riziko kontaminace procesu jinymi mezofilnimi druhy. Proto velkou pozornost
pritahuje moznost provozu fermentaCnich procestt pifi vysSich teplotach. Aby byla tato
fermentace proveditelna, je potifeba pouzit termofilni mikroorganismy. A pravé takovymi jsou
nekteré bakterie rodu Aneurinibacillus [100].

V ptedchozich studiich bylo zjisténo, Ze bakterie rodu Aneurinibacillus jsou nejen schopny
syntetizovat nejbéznéjsi z PHA, tedy poly(3-hydroxybutyrat), ale dokazi v pritomnosti
vhodnych substrati produkovat také rizné kopolymery. Pravé kopolymery se svymi
mechanickymi vlastnostmi nejvice podobaji béznym petrochemickym plastim [100].
Schopnost bakterii rodu Aneurinibacillus metabolicky zpracovéavat takové mnoZzstvi rozlicnych
substratii a prekurzori zfejmé¢ souvisi s jejim bohatym biochemickym aparatem a nizkou
substratovou specifitou PHA syntazy co se délky monomerniho fetézce a polohy
hydroxyskupiny tyce [101].

V ramci této zavérecné prace bylo provedeno srovnani vybranych izolat a sbirkovych kmeni
tohoto bakterialniho rodu, co se produkce PHA tyce. Jednim z cilii byla produkce kopolymerd,
které jsou prislibem lepSich fyzikalnich a mechanickych vlastnosti kone¢ného materialu.
Pro tuto produkci byly vyuZity specifické prekurzory, konkrétné nckteré laktony a dioly,
které byly pridavany do kultivacniho média spolu s dalSim zdrojem uhliku.

4.1 Ovéreni schopnosti produkce PHA na trovni genotypu

Dle postupti popsanych v kapitolach 3.5 a 3.6 byla na Grovni genotypu ovéfena schopnost
kmenil bakterie Aneurinibacillus akumulovat polyhydroxyalkanoaty. To bylo dosaZeno
potvrzenim pfitomnosti genu pro PHA syntazu (phaC), kterd je zodpovédnd za syntézu
PHA [103]. Konkrétné byla zkouména ptitomnost genti pro PhaC 1. tfidy a PhaC 4. tfidy.

Nejprve byla provedena izolace DNA. Pro ovéifeni GspéSné izolace byla potvrzena ptitomnost
genu /68 rRNA, ktery je specificky pro vSechny bakterialni buiiky. Toho bylo dosazeno pomoci
primerd 16S-F a 16S-R, které zajistily amplifikaci tohoto fragmentu o velikosti 1500 bp. Jak je
z Obrazek 10 patrné, pfitomnost tohoto genu byla potvrzena, coz znamena, ze izolace DNA
byla uspésna.
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Obrazek 10: Elektroforéza produktii duplexni PCR v agardzovém gelu - detekce genu 16S rRNA a
phaC 1. tridy; NK - negativni kontrola, PK - pozitivni kontrola (C. necator H16), R - DNA Zebricek.

Dale byly vyuzity primery G-D a G-1R, které zajistily amplifikaci fragmentu genu phaC.
Ptitomnost genu phaC nebyla potvrzena. Z toho vyplynulo, Ze zkoumané kmeny neobsahuji
syntazy PHA 1. tfidy. Ke stejnému zavéru dosli ve své studii také Kamli a kol., kteti zkoumali
biosynteticky potencial kmenl Aneurinibacillus. V Zadném genomu nebyly béhem jejich studie
zjiStény oblasti PKS (polyketidové syntazy) typu [ a II [104]. Jako pozitivni kontrola byla v této
praci pro testovani pfitomnosti genu phaC vyuZita bakterie Cupriavidius Necator H16,

vvvvvv

Studovana byla také pfitomnost genu pro PhaC 4. tfidy pomoci jednoduché PCR. Z Obrazek
11 je patrné, ze vSechny vzorky gen pro PHA syntazu 4. tfidy obsahovaly. Jako pozitivni
kontrola zde byla vyuzita DNA izolovana rovnéz z bakterie Aneurinibacillus. Ptitomnost genti
zodpovédnych za syntazu PHA tfidy IV u bakterie pattici k rodu Aneurinibacillus, ve své studii
byli schopni potvrdit také Musilova a kol.,, ktefi se zabyvali zkouméanim bakterie
Aneurinibacillus thermoaerophilus CCM 8960. V ramci této prace sekvenovali a sestavili
genom bakterie a identifikovali nékter¢ jeji dulezité genetické vlastnosti [106].
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Obrazek 11: Elektroforéza produktit PCR v agarozovém gelu - detekce genu phaC 4. tridy,; NK -
negativni kontrola, PK - pozitivni kontrola (Aneurinibacillus), R - DNA Zebricek

Pomoci metod genetického screeningu byla ovétfena pfitomnost genli pro syntazu PHA 4. tiidy
a byl tak u zkoumanych kmeni potvrzen potencial produkovat PHA. Tyto metody by vSak samy
o sobé& nestacily k urceni, zda bude dany kmen opravdu PHA kumulovat, jelikoZ neni jasné,
zda je potvrzeny gen exprimovan. Vysledky téchto testii jdou tedy ruku v ruce s analyzami
produktt kultivaci jednotlivych kment, které byly podrobnéji popsany v kapitole 4.2.

4.2 Produkce PHA kopolymeri bakterialnimi kmeny rodu Aneurinibacillus
Cilovymi produkty biosyntézy pomoci bakterii rodu Aneurinibacillus jsou kopolymery PHA,
které maji fyzikalni a mechanické vlastnosti nejvyhodnéjsi pro primyslové pouziti. K jejich
produkci je potieba vyuzit specifické prekurzory. Konkrétné se jedna o laktony a dioly,
které byly zvoleny na zaklad¢ predchozi studie [102]. Z fady lakton byly pro biosyntézu
pouzity y-butyrolakton a §-valerolakton, jako zastupci diolti byly zatazeny 1,4-butandiol a 1,5-
pentandiol.

Pro produkci byla zvolena dvé média, a to Nutrient Broth a mineralni médium. Pro obé média
byly zvoleny kombinace zdroje uhliku a také prekurzorti uréenych ke zkoumani. Presné
rozdéleni slozek a jejich koncentraci pro jednotliva média je uvedeno v Tabulka 13.

Po ukonceni jednotlivych kultivaci byl vzdy kvantitativné 1 kvalitativné stanoven obsah PHA
pomoci plynové chromatografie. K pfesnému stanoveni obsahu jednotlivych slozek biomasy
byla vyuzita kalibracni zévislost, ktera byla sestavena za pouziti standardl, a ze které byly
obsahy dopocitany. Postup piipravy standardli pro jeji stanoveni je obdobny jako ptiprava
vzorkli pro kvalitativni stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie, kterd je popsana
v kapitole 3.8.2. Do krimpovacich vialek byly pted esterifikaci pipetovany ptislusné laktony,
tedy y-BL a 8-VL, v rozsahu 1-9 pl. Ptiklad kalibra¢ni kiivky je uveden v Graf 1.
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Graf 1. Ukazka kalibracni zavislosti (6-VL).

4.2.1 vy-butyrolakton

Prvnim ze zkoumanych prekurzorii byl y-butyrolakton. Ten byl do kultivacnich médii pfidavan
spolu s glukézou, pro usnadnéni ristu bakterie. Ob¢ slozky byly pfidavany do médii
v koncentraci 4 g/l (Tabulka 13). I'-butyrolakton je prekurzorem 4-hydroxybutyratu (4HB).
Kopolymery obsahujici jak monomery 3-hydroxybutyratu (3HB), tak monomery 4HB maji
zvySené prodlouzeni a pevnost v tahu [107]. Zptisob metabolického vyuziti y-butyrolaktonu je
naznacen na Obrazek 12.

n’
Coo—sre

Y-butyrolakton

O— CH,—CH, —CH, —C

kyselina 4-
hydroxymaselna monomer 4-

hydroxybutyratu

Obrazek 12: Metabolického vyuZiti y-butyrolaktonu [108].

Jak je z Obrazek 13 patrné, k syntéze vétSiho mnozstvi PHA dochazelo v médiu Nutrient
Broth (NB). U vSech sledovanych kmeni byla zaznamenéna jak syntéza klasického monomeru
3-hydroxybutyratu (3HB), tak 1 monomeru 4-hydroxybutyratu (4HB), ktery byl ofekavan
v souvislosti s pfidanim prekurzoru y-butyrolaktonu. U vétSiny kment obsah 4HB dokonce
pfevySoval mnozstvim obsah monomeri 3HB. To je vidét zejména u kultivaci provadénych
na médiu NB, kde obsah 4HB ptevysuje 3HB vyrazné u kmentit AH30, DSM 5507, DSM 4410
aDSM 10154. Podobny trend si v minerdlnim médiu potom drzi kmeny DSM 5507
a DSM 10154, ackoliv rozdil v mnozstvi danych monomerti uz neni tak vyrazny. U vSech
kmeni byla pfi kultivaci na NB médiu zaznamenana také tvorba monomeru 3HV, ackoli jen
v zanedbatelném mnozstvi. V pfipadé minerdlniho média bylo 3HV zaznamenano
pouze u kmentt AFN2 a DSM 10155 rovnéz v zanedbatelném mnoZzstvi.
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K nejvys$simu naristu biomasy doSlo jednoznacné u kmene AFN2 pfi kultivaci na médiu
Nutrient Broth, a to konkrétn¢ 4,32 g/l. Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) se u tohoto
kmene vysplhala az na 2,88 g/l. Co se tyce pomérného sloZzeni monomerd, které¢ zde byly
detekovany, tak 3-hydroxybutyrat tvoril témét 60 mol.% z celkového obsahu PHA. Frakce
tvotici 4-hydroxybutyrat se pohybovala tésné nad hranici 40 mol.%. Krom¢ 3HB a 4HB
obsahovala biomasa také 3HV, které vSak tvotilo pouze néco okolo 0,7 mol.%. Nejmensi nartst
biomasy byl naopak zaznamenan u kmene DMS 5507 pfi kultivaci na minerdlnim médiu.
Celkovy obsah biomasy zde ¢inil pouze 0,82 g/l s produkci kopolymeru 0,45 g/1 (tedy ptiblizné
6krat mén¢). V tomto ptipade vSak obsah 4HB ptevazoval nad obsahem 3HB. 4HB se v tomto
ptipadé pohybovalo okolo 77,5 mol.% oproti 3HB, jehoZ mnoZzstvi se vySplhalo na 21,5 mol.%.
Obsah 3HV u tohoto kmene detekovan nebyl.
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Obrazek 13: Kultivace bakterialnich kmemii v komplexnim médiu Nutrient Broth (NB) a minerdlnim
médiu (MM) s obsahem glukozy (4 g/l) a y-butyrolaktonu (4 g/l).

Pouzitim y-butyrolaktonu jako prekurzoru pro syntézu kopolymeru P(3HB-co-4HB)
se zabyvala ve své disertatni praci také pani doktorka Buchtikovd, kterd kromé jiného
provadéla testy rovnéz s bakteriemi rodu Aneurinibacillus [109]. Pti téchto pokusech ¢inila
koncentrace y-butyrolaktonu jako prekurzoru 8 g/l a jednalo se o jediny zdroj uhliku
pii kultivaci oproti koncentraci 4 g/l, kterd byla pouzita pro experimenty v této praci
v kombinaci s glukézou (viz Tabulka 13). Testovany byly celkem 3 izolaty, znichZ jeden
(s oznacenim K2) byl schopen produkovat kopolymer se zastoupenim necelych 64 mol.% 4HB.
Dalsi dva izolaty (H1 a H2) prokdzaly vyssi produkci kopolymeru se zastoupenim 4HB
az 84 mol.% [109]. Témto vysledkiim se v ptipad¢ této diplomové prace blizi nejvice produkce
na mineralnim médiu za vyuziti sbirkovych kmenia DSM 5507 a DSM 4410, u kterych byla
produkce 4HB stanovena na 78,6 mol.% a 76,3 mol.%. Izolat AH30 rovnéZ prokazal schopnost
produkce tohoto kopolymeru s vysokym podilem 4HB, a to konkrétné 70,0 mol.%, cozZ je
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o néco malo vice nez v ptipade¢ izolatu K2. Témét stejné vysledky jako izolat K2 pak prokazal
sbirkovy kmen DSM 10155, u né&jz dosahl podil frakce 4HB 63,9 mol.%. U sbirkového kmene
DSM 10154 byla naopak zaznamenana vysSi produkce 4HB nez u vSech predchozich
testovanych kment a izolatd. Podil 4HB se v tomto pfipadé vySplhal az na témet 93 mol.%.

Buchtikova a kol. rovnéz zkoumali schopnost produkce kopolymerti pomoci kmene HI
bakterialniho rodu Aneurinibacillus. Jako jeden z pouzitych prekurzorii byl zvolen také y-
butyrolakton, ktery byl aplikovan jako jediny zdroj uhliku v koncentraci 8 g/l. Vysledny podil
4HB ve vzniklém kopolymeru byl stanoven na 63.35 mol.% [110]. To je vysledek mirné nizsi
nez obsahy zaznamenané u vétSiny nami testovanych kment (s vyjimkou izolatu AFN2),
ale stale srovnatelny.

Miranda de Sousa Dias a kol. studovali produkci poly(3-hydroxybutyratu-co-4-
hydroxybutyratu) na bakterii Paraburkholderia sacchari. Jako prekurzor pro produkci
monomeri 4HB byl do kultivaéniho média ptidavan y-butyrolakton o koncentraci 1,5 g/I.
Frakce 4HB ve vysledném kopolymeru v tomto pfipad¢ cinila pouze 20,8 mol.% [111].
Toto mnozstvi 4HB je vyrazné nizsi oproti frakcim tohoto monomeru, které byly zaznamenéany
pfi kultivaci na Nutrient Broth médiu a nejvyssi téméf 93 mol.% u sbirkového kmene
DSM 10154 kultivovaném na mineradlnim médiu. Je vSak dilezité podotknout, Ze koncentrace
prekurzorii, ktera byla pro kultivace u Paraburkholderia sacchari pouZzita byla nizsi
nez u experimentl v této praci.

Kim a kol. si pro své studie vybrali bakterii Cupriavidius necator. Jako zdroj uhliku byly
pro tento experiment pouzity fruktéza a y-butyrolakton, pfiCemz koncentrace fruktozy
se menila v zavislosti na koncentraci pouzitého y-butyrolaktonu. Celkova koncentrace zdroje
uhliku zde vSak vzdy byla 20 g/l. V ptipadé, kdy byla jako jediny zdroj uhliku (tedy celych
20 g/1) pouzita fruktéza, vznikl pouze homopolymer 3HB. Se zvySujicim se obsahem -
butyrolaktonu v médiu se pak zvySoval také podil frakce 4HB ve vznikajicim kopolymeru,
atood 0,38 mol.% az po 27,4 mol.%. Ze studie rovnéz vyplynulo, ze bunky Cupriavidius
necator jsou pravdépodobné inhibovany vysokymi koncentracemi y-butyrolaktonu
(nad 6 g/1) [112]. Ackoliv je potieba brat v potaz rizné koncentrace pouzitych zdroji uhliku
a pfipadny prostor pro optimalizaci této metody, pro produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB)

v

se jako vhodné;jsi jevi pouziti bakterii rodu Aneurinibacillus.

Amirul a kol. ve své studii vyuzili bakterii Cupriavidus USMAA1020, ktera byla izolovana
z jezera Kulim v Malajsii. Jako jediny zdroj uhliku pro své experimenty zvolili y-butyrolakton.
Provedli sérii testil, pficemz se ménila koncentrace y-butyrolaktonu, a to v rozmezi od 2,5 g/l
do 20,0 g/l. S rostouci koncentraci y-butyrolaktonu rostl také procentualni podil frakce 4HB
s obsahem y-butyrolaktonu 2,5 g/I. Nejvyssi obsah 4HB byl naopak zaznamenan pfti kultivaci
s y-butyrolaktonem o koncentraci 20,0 g/, a to konkrétné 60 mol.% [113]. Tato bakterie se zda
byt slibnym producentem kopolymeru P(3HB-co-4HB). Podil frakce 4HB v kopolymeru
dosahuje podobnych hodnot, jako v této praci. Nicméné je potieba vzit v vahu fakt, ze v téchto
experimentech byla pouzita podstatné vyssi koncentrace y-butyrolaktonu pro dosazeni vyssiho
podilu 4HB v kopolymeru oproti experimentiim v této diplomové praci. Jak autofi ve své studii
uvadéji, zvyseni koncentrace y-butyrolaktonu v kultivatnim médiu vedlo ke zvySeni frakce

45



4HB v kopolyesteru, ale zaroven bylo spojeno s poklesem molekulové hmotnosti P(3HB-co-
4HB) [113].

4.2.2  o-valerolakton

Dalsim z laktonti, které¢ byly pouzity jako prekurzor pro biosyntézu kopolymert, je o-
valerolakton, ktery byl do médii pfidan podle slozeni zobrazeném v Tabulka 13. Ten je, jak bylo
zjisténo v predchozich studiich, prekurzorem pro tvorbu monomeru 5-hydroxyvalerat (SHV).
Zpusob metabolického vyuziti tohoto prekurzoru je naznaen na Obrazek 14. Kopolymery
P(3HB-co-5HV), které¢ ve své struktufe obsahuji monomerni jednotky SHV vykazuji vysokou
pevnost v tahu a prodlouzeni pti pietrzeni. Pfitomnost SHV v polymeru také zlepSuje schopnost
degradace pomoci lipaz [114].

OO~ O o~ o~ oM W oo Lo Uk PHA syntaza /E)-\ PV L
N o Pe! |
&-valerolakton 5-hydroxyvalerit 5-hydroxyvaleryl-CoA ) l(;lonomelr S:t
ydroxyvaleratu

Obrazek 14: Metabolicke vyuziti d-valerolaktonu jako prekurzoru pro tvorbu monomeru 5-
hydroxyvaleratu [115].

Stejné jako v ptipad¢ kultivace na y-butyrolaktonu je moZné pozorovat, Ze k nartstu biomasy
dochézelo ve vétsi mife pii kultivacich v NB médiu (viz Obrazek 15). I v tomto pifipadé byla
u vSech kmenil zaznamenéna syntéza tradiéniho monomeru 3HB. Kromé néj byla pozorovana
také syntéza monomerti SHV s vyjimkou kultivace kmene DSM 10155 v minerdlnim médiu,
kde SHV nebylo detekovano mezi produkty. Zde vSak mnozstvi SHV obsazené ve vznikajicim
kopolymeru nepiesahovalo mnozstvi 3HB. Na rozdil od piedchoziho piipadu byly
mezi produkty u vSech kmeni pii kultivacich v obou médiich detekovany monomery 3HV.
Ty se zde nachazely v mirn€ vy$$im mnozstvi, které ale nedosahovalo ani 2 mol. % z celkového
obsahu PHA a je tedy zanedbatelné.

Nejvyssi nartist biomasy byl detekovan u kmene AFN2 kultivovaném v médiu NB.
Tento vysledek se shoduje s nejvyssi zaznamenanou produkei biomasy i1 v pfedchozim ptipade¢.
Celkové mnozstvi u AFN2 v médiu NB doséhlo 2,85 g/l a celkovy obsah PHA ¢inil 1,64 g/l.
Z toho cca 65 mol.% bylo tvoifeno monomery 3HB a 34 mol.% monomery SHV. MnozZstvi 3HV
DSM 4410 v mineralnim médiu, kdy jeji celkovy obsah dosahl pouze 0,36 g/l. Celkovy obsah
PHA pak byl stanoven na pouhych 0,07 g/l, z cehoz vyplyva, zZe tento producent pravdépodobné
neni nejvhodnéjs§im adeptem pro utilizaci d-valerolaktonu jako prekurzoru pro produkci
kopolymeru.
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Obrazek 15: Kultivace bakterialnich kmenii v komplexnim médiu Nutrient Broth (NB) a minerdlnim
médiu (MM) s obsahem glukozy (4 g/l) a d-valerolaktonu (4 g/l).

Ve své studii Rehakova a kol. pouzili jako prekurzor §-valerolakton v kombinaci s glycerolem
na rozdil od glukdzy, ktera byla pfidavana v naSem piipadée. Kultivace provadéli v mineralnim
médiu. Mezi testovanymi kmeny studie byly rovnéZ kmeny AFN2 a AH30, které byly pouZity
i pro tuto praci. V ptipadé kmene AFN2 Rehékova a kol. zaznamenali celkovy obsah PHA
59,6 mol.%. V nasem ptipad¢ bylo mnozstvi PHA po kultivaci v mineralnim médiu stanoveno
na 47,5 mol.%. Tedy celkové ziskané mnozstvi PHA bylo o zhruba 12 mol.% niZsi
nez v ptipadé pfidani glycerolu do média. Naproti tomu pii kultivaci v Nutrient Broth médiu
bylo dosazeno 57 mol.% celkového obsahu PHA, coz je srovnatelné mnozstvi. U kmene AH30
bylo v ptedchozi studii stanoveno celkové mnozstvi PHA na 55,5 mol.%. V nasem ptipadé
pak v mineralnim médiu ¢inil obsah PHA 63 mol.%, tedy asi o 10 mol.% vy$si, a v NB médiu
49,5 mol.% [101].

Lakshmanan a kol. pro své studie vyuzili negativniho mutanta bakterie Cupriavidus necator
PHB-4, ktery obsahuje novy gen PHA syntazy (phacspm-cpr-4) (tento gen byl klonovan
do plazmidu pPBBRMCS-2 a transformovan do PHA negativniho mutanta Cupriavidus necator
PHB-4). Tato studie se zamétovala na syntézu kopolymeri s obsahem monomernich jednotek
4HB a 5HV. Jako prekurzor pro kultivace pro syntézu kopolymert s obsahem jednotek SHV
byl pouzit NaSHV [116]. Ten byl piipraven bazicky katalyzovanou hydrolyzou -
valerolaktonu, jak bylo jiz dfive popsdno v praci, kterou publikovali Chuah a kol [117].
Pti pouziti prekurzoru NaSHV byla prokézéna syntéza kopolymerd s obsahem monomernich
jednotek SHV. Dany prekurzor byl do média, které jako zdroj uhliku obsahovalo fruktézu,
pridavan v koncentraci 2 g/l. Za téchto podminek byla zaznamendna produkce kopolymeru,
ktery obsahoval az 22 mol.% frakce SHV [116]. Tento vysledek se blizi spiSe kultivacim,
které byly v této diplomové praci realizovany v médiu Nutrient Broth a mély niz§i vynos podilu
frakce SHV nez ty realizované v mineralnim médiu. I tak se v§ak obsahy nasSich frakci pohybuji
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v mirn¢ vyssich Cislech. Je vSak potfeba brat v potaz odliSnosti v experimentu a také fakt,
ze v nasem pripad¢ nebyl d-valerolakton pfedem upraven, ale byl ptidavan piimo do média.
Prekurzor byl v této diplomové praci také pridavan ve dvojnasobné koncentraci oproti zminéné
studii. Dalsi testy, které¢ byly v ramci dané studie provedeny, spocivaly v testovani riznych
koncentraci prekurzoru NaSHV do kultivacniho média, a to v rozmezi od 0,5 do 20 g/l. Zména
koncentrace prekurzoru v kulturdch vedla k biosyntéze PHA kopolymert a terpolymera
s raznymi molarnimi podily monomert SHV. Nejvyssiho obsahu SHV bylo dosazeno po ptidani
NaSHV v koncentraci 20 g/l. V tomto ptipad¢ vzrostl podil frakce SHV az na 85 mol.%.
Je vsak diilezité podotknout, Ze pti takto vysoké koncentraci byla znacn¢ negativné ovlivnéna
hmotnost susiny bunck (0.78 g/l) a obsah PHA (28 mol. %) [116]. Tato hodnota obsahu SHV
piesahuje nami zaznamenana mnozstvi tohoto monomeru v nasich experimentech, pii kterych
bylo jako maximum zaznamenano 71 mol.% frakce SHV u kmene DSM 10154 kultivovaném
v minerdlnim médiu. Jak lze z vysledkl vidét, v pfipadé kultivaci v minerdlnim médiu byly
nartsty PHA podstatné niZ$i, zato se vSak u vSech kmenii s vyjimkou kmene DSM 10155 zvysil
procentudlni podil monomeru SHV. Ackoliv tedy dochdzelo k niz§i produkci PHA, vysledné
produkty obsahovaly kopolymery s vys$§im podilem druhého monomeru.

4.2.3 1,4-butandiol

Jako dalsi druh prekurzori, které byly ptidavany do médii, byly zvoleny dioly. Prvnim z nich
byl 1,4-butandiol, ktery je prekurzorem pro biosyntézu monomerti 4HB. Zpusob jeho
metabolického vyuziti je naznacen na Obrazek 16.
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Obrdzek 16: Metabolické vyuziti 1,4-butandiolu jako prekurzoru pro syntézu monomerii 4HB [10§].

Ve srovnani s pouzitim laktonti jako prekurzori je mozné pozorovat opacny trend,
co se pouzitych druhtt médii tyce (viz Obrazek 17). Obecné vyssi produkce biomasy byla
pozorovana u kultivaci provadénych v mineralnich médiich. U vSech sledovanych kmeni doslo
opét k syntéze monomert 3HB. V pfipadé monomert 4HB uz byla situace zajimavéjsi.
U kultivaci provedenych v minerdlnich médiich doslo k syntéze 4HB monomerda,
které¢ dokonce ve vSech piipadech znacné pievazovaly oproti obsahu 3HB. U kultivaci
provedenych v NB médiu k syntéze monomertt 4HB nedoslo s vyjimkou kmentt DSM 4410
a DSM 5507, nicméné 1 u t€chto kmenti se mnozstvi tohoto monomeru pohybovalo pouze mezi
1 a 2 mol.%. Naproti tomu béhem kultivaci v mineralnim médiu nedoslo ke vzniku monomeru
3HV, ktery byl detekovan u produktl kmena kultivovanych v NB meédiu. Mnozstvi 3HV
se nicméné pohybovalo pouze mezi 1 a 3 mol.%.

Nejvice biomasy bylo detekovano pifi kultivaci v minerdlnim médiu sbirkového kmene
DSM 10154 s hodnotou 2,59 g/1, z ¢ehoz obsah PHA ¢inil cca 86 mol.% (2,23 g/1). Z Obrazek
17 je jasné vidét, Ze mnozstvi monomerid 4HB znac¢né ptevySuje 3HB. Mnozstvi 4HB bylo
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stanoveno na 1,98 g/l (88 mol.%), mnozstvi 3HB na pouhych 0,25 g/l (11 mol.%). Nejmensi
mnozstvi biomasy z kultivaci provadénych na mineralnim médiu byl schopen vyprodukovat
kmen DSM 4410 s celkovym mnozstvim biomasy stanovenym na 0,91 g/l, z toho PHA 0,57 g/
(cca 62 mol.%). I pfes nizsi produkci biomasy je z grafu patrna pfevaha monomert 4HB oproti
3HB. 4HB tvoii celych 93 mol.% (0,53 g/1) z celkového obsahu PHA, zatimco na 3HB ptipada
pouze 6 mol.% (0,03 g/l).

V médiu Nutrient Broth bylo nejvice biomasy pozorovano u sbirkového kmene DSM 5507,
a to konkrétné 1,54 g/l, z cehoz polyhydroxyalkanoaty byly stanoveny na 0,59 g/l (necelych
38 mol.%). 3HB tvofilo 97,6 mol.% (0,57 g/l) ana 4HB a 3HV pfipadlo 1,1 a 1,3 g/l. Nejméné
biomasy bylo zaznamenano v NB médiu u kmene DSM 10155. Stanovené mnozstvi ¢inilo
pouze 0,68 g/l, PHA potom 0,34 g/1. 98,1 mol.% z tohoto mnoZstvi pak bylo 3HB a zbytek byl
tvofen monomery 3HV. 4HB v biomase produkované é timto kmenem detekovano nebylo.
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Obrazek 17: Kultivace bakterialnich kmenit v komplexnim médiu Nutrient Broth (NB) a minerdlnim
médiu (MM) s obsahem glukozy (4 g/l) a 1,4-butandiolu (4 g/l).

Pernicova a kol. ve své studii zkoumali bakterii Aneurinibacillus kmen s oznaenim HI.
Mimo jiné se zabyvali také produkci kopolymerti a terpolymerti za pouziti rozli¢nych
prekurzorii, mezi kterymi byl také 1,4-butandiol. Ten byl pouzit jako jediny zdroj uhliku
v koncentraci 8 g/l. Pouziti tohoto prekurzoru vedlo k produkci kopolymeru s velmi vysokym
podilem 4HB, a to konkrétné 79.91 mol.% [110]. Tento bakteridlni kmen prokézal schopnost
syntézy a inkorporace monomernich jednotek 4HB do kopolymeru srovnatelnou s kmeny
testovanymi v této diplomové praci. Stejné jako v této praci byl 1 v této studii vétsi podil 4HB
ve vzniklém kopolymeru zaznamenan pii pouziti 1,4-butandiolu jako prekurzoru oproti y-
butyrolaktonu.
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Ve studii zabyvajici se produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) testovali Amirul a kol. kromé -
butyrolaktonu jako zdroje uhliku pfi kultivaci také jako zdroj 1,4-butandiol. Experimenty byly
provadény na bakterii Cupriavidus USMAA1020. V ptipad¢€ vyuziti 1,4-butandiolu jako zdroje
uhliku byl za stejnych podminek zaznamenan nizsi podil frakce 4HB v daném kopolymeru
nez pii pouziti y-butyrolaktonu, a to konkrétné 32 + 1 mol.% ve srovnani s 51 +£1 mol.% [113].
Ve srovnani s touto praci, kdy se mnozstvi 4HB pohybovalo od cca 71 mol.% az po 93 mol.%
je toto mnozstvi pomérné nizké. Je tieba vSak vzit v potaz rozdily ve slozeni kultiva¢niho
média. V nasem prtipad¢ také pii kultivaci na Nutrient Broth médiu nebyl zaznamenan
témet zadny podil 4HB (kmeny DSM 5507 a DSM 4410), v nékterych ptipadech dokonce
viubec zadny (kmeny DSM 10154 a DSM 10155 a izolaty AFN2 a AH30). Oproti této studii,
kde byl vyssi podil 4HB zaznamenan pii kultivaci na y-butyrolaktonu oproti 1,4-butandiolu,
se v naSich vysledcich jako lepsi zdroj v minerdlnim kultivaénim médiu projevil 1,4-butandiol.

Vigneswari a kol. pro své experimenty zvolili bakterii Cupriavidus USMAA2-4,
kterou kultivovali na médiich, ve kterych byl jako zdroj uhliku zvolen 1,4-butandiol v riznych
koncentracich. Ty se pohybovaly v rozmezi od 0,50-2,50 % (w/v). Nejniz§i zaznamenany podil
frakce 4HB cinil 31 mol.%., zatimco se zvySujici se koncentraci 1,4-butandiolu v médiu
se podil této frakce zvysil az na 42 mol.% [118]. Ob¢ tyto hodnoty jsou stale niz$i nez nami
zaznamenané vysledky pro bakterie rodu Aneurinibacillus, nicméné v piipadé této diplomové
prace byla pro kultivace pouzita vyssi koncentrace daného prekurzoru (viz Tabulka 13).

4.2.4 1,5-pentandiol
Dal$im prekurzorem, ktery byl vyuzit pro biosyntézu SHV, byl 1,5-pentandiol. Jeho vyuZiti
pro produkci monomernich jednotek SHV je naznaceno na Obrazek 18.
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hydroxyvalerova hydroxyvaleratu

Obrdazek 18: Vyuziti prekurzoru 1,5-pentandiol jako prekurzoru pro syntézu monomeru SHV [119].

Vysledky, co se produkce v médiich NB za pouziti 1,5-pentandiolu tyce (Obrazek 19), jsou
srovnatelné s pfedchozim ptipadem, kdy byl jako prekurzor do produkéniho média ptidan
rovnéz diol a produkce cilovych kopolymert pfili§ nefungovala. V médiu NB monomery SHV
syntetizovany nebyly s vyjimkou kmentit DSM 5507 a DSM 4410, u kterych minoritni mnozstvi
detekovano bylo. Ve velmi malych mnozstvich pohybujicich se od 0,5 do 3 mol.% z celkového
obsahu PHA byly také detekovany monomery 3HV. U kultivaci, které probihaly v mineralnich
médiich, dochazelo k syntéze kopolymert, a monomery SHV zde skute¢né byly detekovany
v signifikantnich mnoZstvich.

Nejvice biomasy v minerdlnim médiu byl schopen vyprodukovat kmen AH30, kde hodnota
doséahla 1,72 g/l. Z toho ovSem celkové mnozstvi PHA tvofilo pouze 0,48 g/l (26,6 mol.%).
Z grafu lze nicméné vidét, ze pomérné dobré zastoupeni ve vzniklém kopolymeru ma SHY,
které ¢inilo 0,22 g/l, tedy pfiblizné 45,2 mol.%. 54,1 mol.% pak z tohoto mnozstvi ptipadlo
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na monomer 3HB a zbylych 0,7 mol.% na 3HV. Nejmensi nasyntetizované mnozstvi biomasy
bylo zaznamenéno v mineralnim médiu stejné€ jako v predchozim ptipadé, kdy byl prekurzorem
1,4-butandiol, u sbirkového kmene DSM 4410. U n¢ se mnozstvi biomasy vysplhalo
na pouhych 0,7 g/l. PHA z toho tvortily 0,15 g/l, tudiz cca 22,6 mol.%. I u tohoto polymeru
vSak bylo pomérové rozdéleni jednotlivych monomerti vyrovnané. 40,7 mol.% ptipadlo
na 3HB a 59,3 mol.% na SHV. Mnozstvi monomeru SHV v tomto ptipadé tedy dokonce mirné
ptevazovalo.

V NB médiu bylo nasyntetizovano nejvetsi mnozstvi biomasy kmenem DSM 5507. To se opét
shoduje s vysledky, kdy prekurzorem byl 1,4-butandiol. Celkové mnozstvi biomasy, konkrétné
1,62 g/l, se blizilo celkovému mnozstvi biomasy vzniklému pii kultivacich v mineralnim
médiu. Mnozstvi PHA bylo u tohoto kmene stanoveno na 0,59 g/l, z ¢ehoz absolutni vétSina,
0,55 g/l (cca 93 mol.%), byla tvofena monomerem 3HB. 0,03 g/l pfipadlo na monomer SHV.
Monomeru 3HV bylo stanoveno jen velmi zanedbatelné mnozstvi. Nejméné biomasy bylo
v NB médiu zjisténo u bakterialniho kmene DSM 10154. Celkové biomasa zde tvofila pouze
0,52 g/, PHA pak 0,15 g/l (28,8 mol.%). U tohoto kmene nebyl detekovan zadny obsah
monomeru SHV a téméf cely obsah tak byl tvofen 3HB se zanedbatelnym podilem 3HYV,
ktery se pohyboval kolem 3,6 mol.%.
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Obrazek 19: Kultivace bakterialnich kmemi v komplexnim médiu Nutrient Broth (NB) a minerdlnim
médiu (MM) s obsahem glukozy (4 g/l) a 1,5-pentandiolu (4 g/l).

Ve studii, kterou provedli Yan a kol. byla pro produkci kopolymeri s obsahem monomernich
jednotek SHV studovana bakterie Halomonas bluephagenesis. Tato studie byla primarné
zamétena na PHA polymerazy, nicméné se zaobirala i studiem syntézy téchto kopolymert.
Jako prekurzor byl do kultiva¢cniho média ptidavan 1,5-pentandiol v koncentraci 5 g/l
spolu s glukdzou, jejiz koncentrace ¢inila 30 g/l. Z testovanych variant byla zvolena pro dalsi
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pokusy polymeraza PhaCcy, ktera vykazovala nejlepsi vysledky. Obsah frakce SHV pii tomto
experimentu dosahl 18,3 mol. % [120]. Toto mnozstvi, ackoliv do kultivaéniho média byl
prekurzor pfidavan v mirné vyssi koncentraci nez v piipad¢ této diplomové prace, je nizsi
oproti vysledkiim v této préci. Je vSak potieba vzit v potaz odliSnosti podminek, pti kultivaci
stejné tak jako odliSnosti ve slozeni médii. Za pouzitych podminek se vSak Aneurinibacillus
jevi jako lepsi producent daného kopolymeru, co se obsahu frakce SHV tyce.

4.2.,5 Glukoza

Nasledujici kultivace byla provadéna za pritomnosti glukozy, ktera byla pfidana do mineralniho
média. Pfidavana byla do vysledné koncentrace glukézy 20 g/l, jak je ostatn¢ vidét v Chyba!
Nenalezen zdroj odkazi. Metabolické vyuziti glukdzy je naznaceno na Obrazek 20 a také
podrobnéji na Obrazek 2.

(0]
o} o} H CH 0
Glukoza |—s M _con PhaA PhaB j\)\ PhaC
- HC™ 87— H;;CMS/COA — Cor = o—Hcl—CHH

Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA 3-Hydroxybutyryl- P3HB "
CoA

Obrazek 20: Metabolické vyuziti glukozy pro syntézu monomernich jednotek 3HB [119].

Podle ocekavani, jelikoz nebyly do média ptfidany Zadné prekurzory, nebyla zaznamenana
biosyntéza dalSich monomert kromé 3HB a nebyly béhem této kultivace tedy produkovany
kopolymery (viz Obrazek 21).

Nejvice biomasy bylo vyprodukovdno kmenem AFN2. Jeji mnozstvi bylo stanoveno
na 3,70 g/l. Celkové mnozstvi PHA tvoftilo 1,51 g/l. Nejmens$i mnoZstvi biomasy bylo naopak
zaznamenano u kmene DSM 4410, jehoZ produkce byla mensi i ve vétSiné piedchozich
ptikladf. Celkové mnozstvi biomasy v tomto piipadé ¢inilo 1,45 g/l. PHA tvotilo 0,18 g/l,
coz je cca 12,6 mol.%.

V malém mnozstvi byla také u vSech kmena s vyjimkou kmene DSM 4410 detekovana
pritomnost 3HV. Ta se vSak pohybovala pouze mezi 1 az 2 mol.%.
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Obrazek 21: Kultivace bakterialnich kmenit v mineralnim médiu (MM) s obsahem glukozy (20 g/l).

Xiao a kol. se zabyvali studiem bakteridlniho kmene oznaceného XH2, ktery byl izolovan
zropného pole Gudao v Cing, a byl identifikovan jako rod Aneurinibacillus na zakladé
morfologie, fyziologicko-biochemické charakterizace a fylogenetické analyzy 76S rRNA.
Pokusy byly provadény v Erlenmeyerovych banikach pti 55 °C ve dvou druzich médii,
které¢ obsahovaly glukézu. V prvnim ptipadé obsahovalo médium kvasnicny extrakt 10 g/1,
pepton 20 g/1 a glukozu 20 g/1. Vytézek PHA z této kultivace byl stanoven na 0,1116g/1 [121].
Tento vysledek je niZsi nez pii pokusech v této praci. Ve druhém ptipadé byl ze sloZzeni média
odstranén pepton a vytéZzek PHA se zvysil 2,4krat, tedy téméf na 0,27 g/1. Skupina analyzovala
sloZzeni produkti pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektroskopii (GC-MS)
a nuklearni magnetickou rezonanci. Bylo zji$téno, Ze hlavnimi monomery produktu PHA jsou
3-hydroxybutyrat a 3-hydroxyvalerat, pfi¢emZz mnozstvi monomert 3HB vyrazné pievysuje
mnozstvi monomerti 3HV, a to v poméru 17,2:1 [121]. Ackoliv v tomto ptipad¢ bylo dosazeno
mensiho mnoZzstvi PHA, lze zde shledat podobnost v trendu monomerniho sloZeni,
kdy 1 v této praci obsah 3HB vyrazné¢ pfevySoval obsah 3HV.

Giedraityt¢ a Kalédienése se vénovali studiu syntézy PHA u bakterie Geobacillus, konkrétné
u kmene AY 946034, ktery byl izolovan z ropného pole v Litvé. Nejprve testovali vliv riznych
zdrojii uhliku na rGst a akumulaci P(3HB) v buiikdch. Stejné jako v této praci probihala
kultivace na minerdlnim médiu. Jako zdroj uhliku vyuzili octan sodny, gluk6zu, sacharozu,
maltézu, laktdozu, glycerol a Skrob. Ty ptidavali v koncentraci 10 g/l, tedy v polovi¢ni
koncentraci, neZ jakd byla pouzita pfi naSich experimentech. Nejvy$si mnozstvi P(3HB)
(1,03 g/1) a vytézek produktu (41,1 %) byly zjistény pii pouziti glukdzy [122]. Toto mnozstvi
je mirn¢ vy$si nez ndmi zaznamenana mnozstvi P(3HB) pii studiu bakterie Aneurinibacillus.
Za ptedpokladu, ze v nasem piipad€ byla pouzita dvojnasobnd koncentrace glukézy v médiu
se zda, ze Geobacillus je schopen velmi efektivné vyuZzivat tento zdroj uhliku pfi produkci
P(3HB).
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Tajima a kol. studovali bakterii, ktera byla izolovana z pidy odebrané z plynového pole Yufutsu
(Hokkaido) a oznacena jako kmen INTO005. Nésledné spomoci morfologickych
a fyziologickych vlastnosti a ¢aste¢né nukleotidové sekvenci jeji 16S ¥rRNA, ji zatadili do rodu
Bacillus a zacali testovat jeji schopnost produkovat PHA za pouziti riznych zdroji uhliku,
které byly pfidavany do média v koncentraci 1 %. Jednim z téchto byla také gluk6za. Na médiu
s obsahem glukdzy byl stanoven vytézek na 0,28 g/l, pticemz 98,5 % z tohoto mnozstvi tvotily
monomerni jednotky 3HB [123]. Mnozstvi obsahu 3HB se pohybuje na stejné hlading,
jako tomu bylo vnasem ptipadé, kdy se mnozstvi 3HB pohybovalo v rozmezi
od 97 az po 100 %. Obé¢ tyto bakterie jsou tedy schopny vyuZzivat glukdzu pro produkci PHA
s velmi vysokym podilem 3HB.

4.2.6  Glycerol

Po testovani mineradlniho média s pfidavkem samotné glukozy bylo otestovano médium
s pridavkem glycerolu. Glycerol byl pfidavan do média do stejné celkové koncentrace
jako glukéza v predchozim piipade, tedy 20 g/l (viz Tabulka 13. Na Obrazek 22 je vyobrazeno
vyuziti glycerolu bakteriemi a jeho metabolické zpracovani.

Stejné jako v predchozim piipadé nebyly bakteriemi syntetizovany kopolymery, jelikoZ nebyly
v médiich pfitomny prekurzory pro jiné monomery, které by se do struktury polymeru daly
zabudovat. Témét vyhradné syntetizovany tak byly pouze monomery 3HB (viz Obrazek 23).
Kromé téchto pak byly v malém mnozstvi, stejn€ jako v ptedchozim ptipadé, detekovany také
monomery 3HV, a to u vSech kmenii. Mnozstvi 3HV se nicméné pohybovalo pouze
mezi 1 az 2 mol.%. Nejvys$si mnozstvi 3HV bylo detekovdno u kmene DSM 10154, kde tato
frakce tvorila z celkového mnozstvi PHA 4,1 mol.%.
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Obrazek 22:Metabolicke vyuziti glycerolu k syntéze PHA [124].
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Nejvetsi mnozstvi biomasy, konkrétné 1,98 g/l, bylo vyprodukovano kmenem DSM 4410.
Oproti pfedchozim kultivacim se tak zda, Ze roste lépe na glycerolu nez naptiklad na glukoze.
Mnozstvi PHA bylo stanoveno na 0,61 g/l, tedy pfiblizné¢ 31 mol.%. Nejmens§i mnozstvi
biomasy v médiu s glycerolem vytvofil sbirkovy kmen DSM 5507 (pouze 1,21 g/l).
Zaroven u n¢j bylo detekovano i nejmensi procento vyskytu monomeru 3HV, které se v tomto
ptipadé pohybovalo okolo 1,3. Celkové mnozstvi PHA bylo stanoveno na 0,31 g/l, coz Cini
ptiblizné polovinu toho, co vyprodukoval za téchto podminek kmen DSM 4410.
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Obrdazek 23: Kultivace bakterialnich kmenii v mineralnim médiu (MM) s obsahem glycerolu (20 g/l).

Pernicova a kol. ve své studii zabyvajici se pouZitim osmotické zatéZze pro obohaceni
mikrobidlnich ~ konsorcii o termofilni a termotolerantni bakterie  produkujici
polyhydroxyalkanoaty otestovali schopnost jimi pouZzitych izolath produkovat PHA. Vybrané
izolaty, mezi kterymi figuroval také ndmi zkoumany rod Aneurinibacillus, byly kultivovany
v baitkach v mineralnim médiu, kde jako jediny zdroj uhliku figuroval glycerol. Kultivace
probihaly po dobu 72 h, pfiCemz testovany byly dvé teploty: 50 °C a 60 °C. Pii kultivaci
za niz8i teploty byla schopnost produkce PHA podstatné vyssi. V ptipadé vzorka bakterie
Aneurinibacillus se pti kultivacich pfi teploté 50 °C pohybovalo mnoZstvi naakumulovaného
PHA mezi ptiblizn€ 0,55 g/l az po cca 1,1 g/l [125]. Tyto vysledky ¢iselné relativné odpovidaji
mnozstvim PHA zaznamenanym v této diplomové praci, které se u vSech nami pouzitych
1zolatl a sbirkovych kment pohybovaly mezi 0,3 g/l az téméf po 0,7 g/1.

Giedraityté¢ a Kalédienése ve své studii bakterie Geobacillus kromé glukozy (kapitola 4.2.5)
a dalSich zdrojii uhliku testovali také glycerol. Jak se ukézalo, nebyla pti pouziti glycerolu
jako zdroje uhliku zaznamenana tvorba PHA [122]. Zda se tedy, ze ackoliv tato bakterie
oproti bakterii Aneurinibacillus produkuje vétsi mnozstvi polyhydroxyalkanodtl pii pouziti
glukézy jako zdroje uhliku, nedokaze vyuzit k této produkci glycerol. Vyhoda bakterie
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Aneurinibacillus oproti bakterii Geobacillus zda se spociva v jisté flexibilité, pokud bychom
porovnavali tyto dva konkrétni ndmi vyuzité zdroje uhliku.

Liu a kol. ve své studii testovali glycerol jako substrat pro produkci PHB s vyuzitim bakterie
Bacillus shackletonii (viz 4.2.5). Do mineralniho produkéniho média byl glycerol pfidavan
do koncentrace 20 g/l. Vytézek PHB po kultivaci stimto zdrojem uhliku byl stanoven
na 52,3 % (1,09 g/1) [126]. Tato hodnota je vyssi nez vysledky u vSech nami testovanych
kmeni, které neptesahly koncentraci PHB vice nez 0,7 g/l. Je tedy patrné, Ze bakterie Bacillus
shackletonii vykazuje oproti bakterii Aneurinibacillus vyssi efektivitu pii vyuziti glycerolu
jako zdroje substratu a je schopna produkovat vice PHB.

4.2.77  Nutrient Broth médium bez pfidavku prekurzori

Poslednim médiem, na kterém byly kultivace provadény, bylo Nutrient Broth médium,
do kterého nebyly ptidany zadné dalsi slozky (Obrazek 24). Celkové mnozstvi naprodukované
biomasy bylo mirn¢ mensi nez v ptedchozich dvou piipadech. Ve shod¢ s predchozimi dvéma
typy médii vSak byly druhy monomerd, které byly obsazeny v produktech. Produkty byly skoro
uplné tvoreny monomery 3HB (primérn€ 97,8 mol.%) a u vSech kmeni byly také zaznamenany
monomery 3HV, které ale opét tvofily zanedbatelnou ¢&éast obsahové se pohybujici
mezi 1 az 3 mol.%.

Nejveétsi mnozstvi biomasy v tomto médiu dokazal nasyntetizovat kmen DSM 5507 —
konkrétn¢ 1,72 g/l. Celkové mnozstvi PHA bylo stanoveno na 0,70 g/1, tedy ptiblizn¢ 41 mol.%
zmnozstvi biomasy. NejmenSi mnozstvi biomasy naopak dokézal vyprodukovat
kmen DSM 10154, jehoz produkce byla stanovena na 0,62 g/l,
z toho PHA 0,34 g/1 (tedy cca 55,2 mol.%).

Kultivace na samotném Nutrient Broth médiu v porovnani s kultivacemi v mineralnim médiu
s gluk6zou nebo glycerolem ukazaly, Ze testované bakterie jsou schopny produkovat PHA
1 bez pfitomnosti externiho zdroje uhliku, pouze diky komplexnim slozkdm NB média.
Tento jev naznacuje, Ze bakterie nejsou limitovany nedostatkem esencidlnich prvki, coz je
Casty limitujici faktor u jinych PHA-produkujicich mikroorganismt [127]. Vysledky poukazuji
na potencidlné odliSné metabolické mechanismy nebo adaptivni vlastnosti studovanych kment.
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Obrdzek 24: Kultivace bakteridlnich kmenii v komplexnim médiu Nutrient Broth (NB).

4.2.8 Porovnani kultivaci bakterii na médiich NB a MM s pridavkem riznych PHA
prekurzort

Experimenty dokazuji, Ze ackoliv se jednalo o kultivace stale stejnych kmenii bakterii rodu

Aneurinibacillus a za identickych podminek, sloZzeni produkénich médii mélo obrovsky vliv

na vysledné produkty, a to jak na jejich mnoZstvi, tak jejich sloZeni v zavislosti na pfidaném

prekurzoru.

Prvnim dulezitym rozdilem je volba mezi Nutrient Broth a minerdlnim médiem. Nutrient Broth
je komplexni médium bézné pouzivané pii kultivaci pro spravny rust bunék v pocatecnich
fazich rtstu. Obsahuje hovézi extrakt a pepton, které zajistuji pfisun aminokyselin, dusiku,
uhliku, vitamin® a minerald, kvasnicovy extrakt, ktery je zdrojem vitamint, zejména skupiny
B, a chlorid sodny pro udrZeni osmotické rovnovahy média [128]. Celkové tak toto médium
muze dobfe podporovat rist bun¢k, ale nemusi nutné podporovat produkci PHA bakteriemi.
Diky bohatému zdroji zivin totiz bakterie mohou uptednostnit riist pted syntézou zasobnich
latek, jako jsou polyhydroxyalkanoaty. Obecné je totiz mikrobialni biosyntéza PHA vysledkem
omezeni zivin, jako je dusik, sira, kyslik nebo fosfat [129]. Naproti tomu minerdlni médium
ma presné¢ definované sloZzeni a kontrolu dostupnosti Zivin, coZz slouzi jako nutricni stres
a je lepsi pro podporu produkce PHA.

Jak z vysledki nicméné vyplynulo, vybér druhu média zavisi také na konkrétnich zdrojich
uhliku a prekurzort, které jsou pro konkrétni kultivace vyuzity. V pfipadé vyuziti diola
jako prekurzoril byla vyssi akumulace PHA zaznamenana u kultivaci s vyuzitim mineralniho
média, které podporuje akumulaci PHA. Pfi vyuZiti 6-valerolaktonu a y-butyrolaktonu se vSak
ukazalo, ze vétsi produkce byla zaznamenana v médiu Nutrient Broth. Je tedy mozné,
ze v piipadé laktonii toto médium podporuje vyuziti metabolickych drah, které jsou ptiznivé
pro tyto substraty.
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4.3 Stanoveni emulgacni aktivity supernatantii

Zkoumané kmeny byly také testovany pro produkci biosurfaktantd, ptfi¢emz jednim
z testovanych parametrti byl emulgacni index. Podle postupii v kapitole 3.9 byl vypocitan
emulgacni index Ez4. Vysledné hodnoty pro jednotlivé supernatanty je mozné nalézt v Tabulka
14. Hodnoty byly stanoveny pro tii druhy supernatantti, a to konkrétné pro supernatanty ziskané
z kultivaci na mineralnim médiu s obsahem glukézy (v Tabulka 14 oznaceno jako MM + GLU)),
mineralnim médiu s glycerolem (MM + GLY) a médiu Nutrient Broth (NB).

Jednotlivé emulgacni indexy Ez4 vSech supernatant byly porovnany vici pozitivni kontrole,
kterd obsahovala 5% Triton X-100, a negativnim kontroldm, které tvofily destilovand voda
a ¢ista mineralni a Nutrient Broth média. Emulgac¢ni indexy byly rovnéz porovnany mezi sebou.

Dale byly také srovnany se stanovenou hranici pro posouzeni, zda-li se jednd o dobré
producenty biosurfaktantl (viz kapitola 3.9). Jako hranici pro urceni, zda je organismus dobrym
producentem biosurfaktanttl, byl pouZit emulgacni index 50 %. Emulgaéni indexy, které jsou
rovny nebo vys$S$i nez tato hranice, nélezi supernatantim ziskanym z kultivaci dobrych
producentii biosurfaktantt [97].

Z Tabulka 14 je patrné, Ze emulgacni indexy vSech vzorkll jsou nizsi nez pozitivni kontrola
(Tabulka 15). Zaroven bylo pozorovano, ze hodnoty emulgacnich indexti supernatantd
ziskanych z mineralnich médii s obsahem glukézy a glycerolu byly vyssi nez u negativni
kontroly. Lze tedy predpokladat, ze v téchto vzorcich doslo k tvorbé biosurfaktantii v uréitém
mnozstvi. Ani jedna ze stanovenych hodnot také nepiekrocila hranici 50 %, za kterou je mozno
povazovat daného producenta jako dobrého [97]. Nejvyssi hodnoty E»4 vykazovaly izolaty
AFN2 a AH30. Kmen AH30 se pfiblizil dané hranici nejvice (48 %) a ze zkoumanych kmeni
jej lze oznacit za nejlepSiho producenta.

U vzorkll supernatanti zmédii NB tvorba biosurfaktantli zaznamenana nebyla vlbec
s vyjimkou kmeni DSM 10154 a DSM 10155, které malou aktivitu vykazuji.

Tabulka 14: Vypocitané hodnoty emulgacnich indexii E»4 supernatanti.

E24

Vzorek Médium produkce
MM + GLU MM + GLY NB
AFN2 41,7 46,0 0,0
AH30 48,0 44,0 0,0
DSM 4410 13,0 30,0 0,0
DSM 5507 16,0 25,5 0,0
DSM 10154 10,2 22,4 4,3
DSM 10155 13,0 19,6 15,6
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Tabulka 15: Vypocitané hodnoty emulgacnich indexii E»4 kontrol.

Kontrola E2s
Pozitivni — Triton X-100 61,2
Negativni — H,O 0,0
Negativni — MM + GLU 0,0
Negativni — MM + GLY 0,0
Negativni — NB 0,0

Ptiklady pribéhu experimentu a ukazky emulze rtiznych vzorki lze vidét na Obrazek 25.

Obrdazek 25: Ukazky vytvorenych emulzi po ukonceni experimentu. (zleva): NK (H20),PK (5% Triton
X-100), DSM 4410 a AH30

Ram a kol. dokazali izolovat nové tepelné stabilni biosurfaktanty z motského izolatu SGD-AC-
13. Tento kmen byl pomoci sekvence genu /6S rRNA (1515 bp) a identifikacni karty BCL
(bioMérieux VITEK®) urCen jako rod Bacillus. Kromé jinych provedli b&hem studie
také emulgacni testy supernatantll za uc€elem stanoveni emulgacni u¢innosti vii€i organickym
rozpoustédlim. Zkousky byly provedeny s n-hexanem, benzenem a xylenem. Supernatant byl
vzdy smisen s danym rozpoustédlem, a smés byla néasledné vortexovdna po dobu 2 minut.
Zkumavky byly ponechany v klidu po dobu 24 hodin pii teploté 28 °C. U¢innost emulgace byla
vypoctena podle stejného vzorce, ktery byl pouzit v této praci - viz rovnice (/). Jako negativni
kontrola byla pouzita smés, ve které destilovana voda nahradila supernatant. V ptipad¢ hexanu
byl emulgacni index Ez4 stanoven na 50 %, coz je vice nez u vSech vzorki testovanych v ramci
této prace [130]. Index nejblizsi této hodnoté byl stanoven u izolatu AH30 a €inil 48,0 %. Jedna
se o pomérné sluSny vysledek. Kromé kmene AH30 byla vyssi hodnota emulga¢niho indexu
zaznamenana také u kmene AFN2, a to konkrétné 41,7 %. Tyto dva kmeny jsou tedy relativné
srovnatelnymi konkurenty studovaného moiského izolatu pro produkci biosurfaktantt. Ostatni
testované kmeny se vSak této hodnoté (50 %) ani zdaleka nepftiblizily a je tedy mozné shrnout,
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ze moisky izolat SGD-AC-13 a kmeny AH30 a AFN2 bakterie Aneurinibacillus se pro produkci
biosurfaktant hodi 1épe nez kmeny DSM 4410, DSM 5507, DSM 10154 a DSM 10155
bakterie Aneurinibacillus.

Ibrahim Ewida a kol. studovali izolaty ziskané ze tfi rGznych vodnich prostfedi za ucelem
nalezeni nového bakterialniho kmene, ktery by byl schopen produkovat biosurfaktant. Prvni
misto odbéru (feka Nil ve mésté Alkanater v gubernii Qalyubia) reprezentovalo ¢isté vodni
prostiedi, druhé misto (Reka Nil v lodni stanici ve mésté Imbaba, guvernorat Giza)
predstavovala vodu znecisténou ropnymi latkami, a posledni (odtok Rahawy, guvernorat Giza)
zastupoval siln¢ znecisténou odpadni vodu. Jednim ze stanovenych parametrii byl emulgacni
index Ea4 pro jednotlivé izolaty pomoci stejného postupu jako v piipad¢ této diplomové prace.
Jako organickd rozpoustédla v§ak kromé& hexanu pouzili také xylen. Jediny, ktery vykazoval
schopnost produkce biosurfaktanti, byl izolat s oznacenim OCNW9, u kterého byl zaznamenan
emulgacni index E24 86 %. Jednalo se o izolat z vodniho prostiedi, které bylo kontaminovano
ropnymi skvrnami, coz se podle autord shoduje s jinymi zdznamy o nalezu bakterii schopnych
produkovat biosurfaktanty z mist kontaminovanych uhlovodiky. Tento izoladt byl pomoci
metody /6S rRNA urCen jako Pseudomonas protegens [97]. Vysledna hodnota emulgaéniho
indexu tohoto izolatu dosahuje témét dvojnasobku nami ziskané nejlepsi hodnoty. Lze tedy
jasné oznacit izolat bakterie Pseudomonas protegens za lepSiho a biotechnologicky
atraktivnéjsiho producenta biosurfaktantt.

4.4 Méreni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring
Dle postupu popsaného v kapitole 0 bylo za pomoci automatického tenziometru prométeno
povrchové napéti jednotlivych supernatanti. Vysledky méteni byly zpracovany do Graf 2.

Za hranici, kterd signalizuje pfitomnost UCinného biosurfaktantu je povaZovano snizeni
povrchového napéti testovaného roztoku pod hodnotu 40 mN - m™ [98; 99]. SniZeni bylo
porovnavano s hodnotou povrchového napéti vody, které ¢ini 72 mN m™ [131]. Jak lze z Graf
2 vycist, hodnoty povrchového napéti testovanych supernatanti neklesaly pod tuto hranici
s vyjimkou kmene DSM 10154 kultivovaném v médiu s obsahem glycerolu. VSechny ostatni
testované roztoky vykazovaly hodnoty vyssi, coZ znamen4, Ze ke tvorbé biosurfaktantli v nich
sice doSlo, ale dany BS neni tak u¢inny. Tento vysledek je ve shod€ s pfedchozim testovanim
a stanovenim emulgacnich indexii jednotlivych supernatantti, které rovnéZ neprokazaly tvorbu
biosurfaktant ve vétsi mife. U negativnich kontrol bylo zjiSténo sniZeni povrchového napéti
oproti povrchovému napéti vody. Lze tedy predpokladat, ze slozky média samy o sobé mirn¢
snizuji povrchové napéti. Pfiporovnani supernatantl s negativnimi kontrolami miZeme
pozorovat, Ze doSlo k dal§imu mirnému sniZeni povrchového napé€ti, nicméné ne dostatecnému,
aby pftekrocilo pozadovanou hranici. Z toho miZeme usuzovat, ze ur€ité mnoZzstvi
biosurfaktantu jsou tyto kmeny bakterie Aneurinibacillus schopny vyprodukovat, ne vSak
v signifikantnim mnozZzstvi, které by bylo biotechnologicky zajimavé.
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Graf 2: Namérené hodnoty povrchového napéti supernatantil.

Balan a kol. studovali kmen s oznacenim SBP-11 moiské bakterie Aneurinibacillus
aneurinilyticus izolované v Mannarském zalivu v Indii. Tento kmen prokéazal schopnost
produkce lipopeptidového biosurfaktantu, ktery byl purifikovan, charakterizovan a oznacen
nazvem Aneurinifactin. Jednim z testi, kterym byla tato latka podrobena, bylo také méteni
povrchového napéti, ze které¢ho vyplynulo, ze Aneurinifactin byl schopen snizit povrchové
napéti vody ze 72 mN m™' na maximalni hodnotu 26 mN m™ a ukazal se tak byti dobrym
biosurfaktantem [132]. Ackoliv se jedna o stejny bakterialni rod, jako ten, ktery byl pouzit
v této praci, vykazuje na rozdil od téchto kmeni dobrou schopnost produkce biosurfaktanta.
Je tedy vidét vyrazny rozdil mezi t€émito kmeny. Je potieba vSak vzit v tivahu, ze tento kmen
bakterie byl na rozdil od téch pouzitych v této praci izolovan z motského prostiedi a je mozné,
ze je to jeden z faktort, ktery ovlivnil schopnost tohoto kmene produkovat biosurfaktanty.

Marajan a kol. se zabyvali zkoumanim bakterii, které byly izolovany z odpadnich vod z lisoven
palmového oleje a tyto podrobovaly testim na produkci biosurfaktantii. Jednou z pouzitych
metod bylo také méteni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring. Z 18 izolovanych kment
2 vykazovaly schopnost sniZit povrchové napéti vody ze 72 na 29 mNm'. Tyto dva izolaty,
které byly ve studii oznaceny jako PUT-R4 a PUT-R10 byly nasledné¢ identifikovany pomoci
sekvenéni analyzy genu /6S ¥RNA jako zastupci rodu Bacillus [133]. Je patrné, Ze tyto izolaty
testované bakterie vykazovaly mnohem lepsi schopnost sniZit povrchové napéti ve srovnani
s Aneurinibacillem.

Zouari a kol. také zkoumali biosurfaktanty. Jako cilového producenty zvolili kmeny
Pseudomonas, které byly izolovany z ptidy, ktera byla kontaminovana ropou. Tii z testovanych
izolatl, které¢ byly pozdé&ji beéhem studie urCeny jako P. putida, se ukazaly byt dobrymi
producenty  biosurfaktantt a  dokdzaly snizit  povrchové napéti  vody
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az pod 35 mN m ! [134]. Tyto kmeny jsou tak vhodné&jsi pro ziskani biosurfaktanti nez nami
testované kmeny bakterie Aneurinibacillus.

4.5 Screening produkce enzymii

Kromé produkce raznych biomolekul (exopolysacharidii, biosurfaktantii apod.) jsou termofilni
bakterie zajimavé z biotechnologického a primyslového hlediska také proto, ze dokazi
produkovat zajimavé enzymy (amylazy, celulazy, chitindzy, pektinazy, xylanazy, proteazy,
lipazy ¢i DNA polymerazy), které jsou termostabilni. Ty maji velky potencidl pro pouziti
v [ékafstvi, primyslu ¢i zemédélstvi, jelikoz jsou diky své stabilité¢ pii vysSich teplotach
a zménach pH preferovany [135]. Vyznam védeckého a biotechnologického studia enzymii
a ulohy mikroorganismii, které pii jejich ziskavani hraji roli, se tak den ode dne zvySuje [136].

U vSech zkoumanych kment bakterie Aneurinibacillus byla ovétovana schopnost produkovat
enzymy. Testy byly zaméteny na ovéfeni pritomnosti lipaz, amylaz, pektinaz, proteaz, xylanaz
a celuldz. Veskeré testy byly provadény v duplikatech (v Tabulka 16Tabulka 17 oznaceny
jako P. miska 1 a P. miska 2).

Z Tabulka 16 a Tabulka 17 je patrné, Ze nejvice produkovanymi enzymy napti¢ kmeny jsou
lipazy a amylazy, které byly zaznamenany u vSech testovanych kment.

Tabulka 16: Schopnost produkce enzymii (lipazy, amyldazy a pektinazy). Znaceni: vyrazna produkce:
++, produkce: +, produkce nezaznamendana: -, neuspésny experiment: /

Lipazy Amylazy Pektinazy
P.miskal P.miska2 P.miskal P.miska2 P.miskal P.miska2
AFN2 ++ + - + - -
AH30 + + + + - -
DSM 4410 + ++ ++ + - -
DSM 5507 + / ++ + - -
DSM 10154 ++ ++ + + - -
DSM 10155 ++ - ++ ++ - -

Tabulka 17: Schopnost produkce enzymiui (protedzy, xylanazy a celulazy). Znaceni: vyrazna produkce:
++, produkce: +, produkce nezaznamendna:. -

Proteazy Xylanazy Celulazy
P.miskal P.miska2 P.miskal P.miska2 P.miskal P. miska2
AFN2 - - - - - -
AH30 ++ ++ - - - -
DSM 4410 - ++ - - - -
DSM 5507 + - - - - -
DSM 10154 - - - - - -
DSM 10155 - ++ - - - -

Nejvyraznéjsi produkcee lipaz byla zaznamenana u kmene DSM 10154, ktery v obou piipadech
vykazoval velmi silné odbarveni ptivodné¢ modrého agaru ptipravenych misek (Obrazek 26).
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Pomérné vyrazné odbarveni bylo zaznamenano také v pfipadé kmentt AFN2 a DSM 4410.
Ukéazky misek po odbarveni jsou zobrazeny na Obrazek 27. Schopnost rodu Aneurinibacillus
produkovat lipdzy byla zaznamenana také profesorem Rahmanem a jeho pracovni skupinou,
ktera u kmene s oznacenim HZ izolovanym z horkého pramene v Malajsii testovala produkci
termostabilni lipazy [137]. Dal§im kmenem, u kterého byla rovnéz potvrzena produkce lipaz
je kmen oznaceny LP-II izolovany z pudy lisovny oleje [138]. Produkce lipaz byla rovnéz
potvrzena u kmene AFNA, ktery zkoumali Ebrahimpour a kol. [136; 137].

Obrazek 27: Ukdzka misek, po potvrzeni produkce lipaz odbarvenim agaru.
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V ptipad¢ amyldz byla nejsilngjSi produkce zaznamenana u kmene DSM 10155. V zavésu
za timto kmenem se jako dobii producenti ukazaly také kmeny DSM 4410 a DSM 5507.
U vsech téchto kmenti byl vznik svétlejSich zon okolo kolonii dobtfe pozorovatelny (Obrazek
28). Produkce amyléaz byla u rodu Aneurinibacillus potvrzena napf. pii testovani enzymatickych
potenciall termofilnich bakterii spojenych s terestrickymi horkymi prameny v Alzirsku [139].
Dale byly amylazy zaznamenany také u kmene A. thermoaerophilus pti screeningu produkce
hydrolytickych enzymt a analyze metylesterti mastnych kyselin termofilnich bakterii z horkych
prament, ktery provadéli Cankilic a kol. [140].

[T —

Obrazek 28: Ukdzka misek se zonami odbarvenymi diky piisobeni amylaz.

Dale byly v o néco mensi mife (ve srovnani s lipAzami a amyldazami) detekovany proteazy,
které vSak nebyly zaznamendny u kmene AFN2 a DSM 10154. Produkce protedz byla
kaseinu. Jednozna¢né nejvyraznéjsi zony byly zaznamenany u kmene AH30 u obou misek.
V mensi mife pak byla produkce zaznamendna také u kmentt DSM 4410 a DSM 10155. Méné
znatelné zony se pak vytvofily u jedné ze dvou misek testovanych s kmenem DSM 5507.
Naopak zadné zoény nebyly zaznamendny u kmenid AFN2 a DSM 10154. Piiklady misek
pted zaoCkovanim a vysledkli miizeme vidét na Obrazek 29 a Obrazek 30. Produkci protedz
rodem Aneurinibacillus prokéazali rovnéz Ginting a kol., ktefi se zabyvali identifikaci
proteolytickych termofili z horkého pramene Moinit Coastal v Indonésii [141] a Bhavania a
kol., ktefi se zabyvali studiem bakteridlnich izolatt a hodnotili jejich produkci protedz [142].

Z4dné znamky produkce nebyly ani u jednoho kmene zaznamenany béhem testovani
na xylandzy, celulazy a pektinazy. Ackoliv v této praci nebyla zaznamenéna pfitomnost celulaz
ani xylanaz, Asem a kol. a Kamli a kol. u kmene DBT87 piitomnost téchto enzymi
zaznamenali [143; 144]. Jelikoz vysledky této diplomové prace neprokazaly schopnost
testovanych kment produkovat xylanazy ani celulazy, je mozné, Ze produkce téchto enzymii je
zavisla na daném kmeni a variabilit¢ mezi jednotlivymi kmeny a jejich specifickymi
genetickymi a environmentalnimi podminkami. V ptipadé¢ pektindz nebyly pro porovnani
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nalezeny zadné relevantni ¢lanky o produkci pektindz timto rodem, coz naznacuje, ze produkce
pektinaz u této bakterie neni Gplné dokumentovana.

Obrazek 30: Priklad misek s prithlednymi zonami vzniklymi rozkladem kaseinu v okoli kolonii.
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5 ZAVER

Tato zaverecna prace se vénuje studiu biotechnologického potencidlu termofilniho rodu bakterii
Aneurinibacillus. Nejprve byla metodami genetického screeningu na trovni genotypu ovétrena
schopnost kment Aneurinibacillus akumulovat PHA. Usp&$na izolace DNA byla potvrzena
amplifikaci genu 7/6S rRNA. Nasledn¢ byla pomoci specifickych primert amplifikovana
sekvence genu phaC, jehoz ptitomnost vSak nebyla potvrzena, coz naznacuje absenci PHA
syntazy 1. tiidy. Naopak, gen pro PHA syntazu 4. tfidy byl pfitomen u vSech vzorki, ¢imz byl
potvrzen potencial kmenti produkovat PHA.

Nasledné byl proveden screening produkce PHA kopolymert pomoci laktont a diold. Kultivace
s ptidavkem 1,4-butandiolu a y-butyrolaktonu potvrdily syntézu kopolymerti obsahujicich
monomery 4HB. Jak v ptipad¢ pridavku diolu, tak po obohaceni média o lakton, vykazovaly
procentudlné¢ vyssi obsah 4HB produkty kultivaci v minerdlnim médiu. Pfi pouziti v-
butyrolaktonu jako prekurzoru byl obsah monomeru 4HB vy$§i v minerdlnim médiu
(az 92 mol. %, DSM 10154), avsak i v komplexnim médiu NB dosahl relativné vysokych
hodnot (az 60 mol. %). Oproti tomu pfi pouziti 1,4-butandiolu byl rozdil mezi médii vyrazny —
v NB médiu byla produkce 4HB zaznamenana pouze u kmenlt DSM 5507 a DSM 4410,
a to v minimalnim rozsahu (1-2 mol. %), zatimco v mineralnim médiu byl obsah 4HB vyrazné
vyssi (az 93 mol. %). Kultivace s ptidavkem 1,5-pentandiolu nebo d-valerolaktonu potvrdily
produkci kopolymert obsahujicich monomery SHV, pti¢emz vyssi zastoupeni téchto jednotek
bylo zaznamenano v minerdlnim médiu. Obsah SHV zde dosahl az 70 mol.% pfi pouziti 1,5-
pentandiolu a 71 mol.% pfti pouziti d-valerolaktonu (oba ptipady DSM 10154). V NB médiu
byly hodnoty vyrazné niz§i — maximalné¢ 45 mol.% (DSM 10155) pro d-valerolakton,
zatimco pfi pouZiti 1,5-pentandiolu byla produkce SHV detekovana pouze u dvou kmenii (DSM
5507 a DSM 4410) v rozsahu okolo 5 mol.%. Ze srovnani kultivaci vyplyva, Ze pouziti dioll
jako prekurzort v médiu Nutrient Broth neni efektivni — k syntéze cilovych monomert dochazi
pouze u nékterych kmenti a v minimalnim mnozstvi. V ptipad¢ pouziti diolti jako prekurzort
byl obecné zaznamenan vyssi narast bunék v mineralnich médiich, zatimco po ptidavku laktonti
byl vys$i narlst bun€k zaznamenin v médiich Nutrient Broth. Je vSak nutné podotknout,
ze aCkoliv v piipad¢ laktont byl vyssi narGst bun€k zaznamenan v médiu NB, procentudlné
vys$$i podil daného zajimavého monomeru byl v produktech z MM.

Po screeningu produkce PHA byla zkouméana emulgacéni aktivita supernatantd z kultivaci
v mineralnich médiich s glukdzou nebo glycerolem a v médiich Nutrient Broth bez specifického
uhlikového zdroje. Emulgaéni indexy E24 byly porovnany s hodnotou 50 % [97], ktera je
povazovana za hranici pro dobré producenty biosurfaktantl. I kdyZz doSlo k produkei
biosurfaktantd, jejich mnoZstvi nepiekrocilo stanovenou hranici. Nejlepsi vysledky vykazaly
kmeny AH30 (48,0 %) a AFN2 (41,7 %), které se projevily jako nejvyznamnéjsi producenti
biosurfaktantl mezi zkoumanymi kmeny.

Pro hodnoceni tvorby biosurfaktantli byly kromé emulgacnich indexti E24 méteny také hodnoty
povrchového napéti supernatanti metodou Du-Noiiy-Ring. Cilem bylo porovnat hodnoty
s hranici 40 mN-m™" [98; 99], ktera indikuje dobrého producenta biosurfaktanti. Vysledky
ukdzaly, Ze zkoumané kmeny nevykazovaly schopnost produkovat biosurfaktanty
v dostate€ném mnoZzstvi, pfi¢emz jediny supernatant s povrchovym napétim pod stanovenou
hranici pochézel z kultivace kmene DSM 10154 v mineralnim médiu s glycerolem.
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Posledni faze experimentt se zaméfila na testovani produkce klicovych enzymt: lipaz, amylaz,
pektinaz, proteaz, xylanaz a celuldz. Nejvice produkovanymi enzymy byly lipazy a amyléazy,
detekované u vSech kmeni. Nejvyssi produkei lipdz vykazal kmen DSM 10154, zatimco
nejvice amyldzy produkoval kmen DSM 10155. Protedza byla pfitomna u vSech kmeni
krom& AFN2 a DSM 10154, pficemz nejvyss$i produkci protedz prokazal kmen AH30.
Produkce xylanaz, celulaz a pektinaz nebyla u zddného kmene zaznamenana.

Vysledky ukazuji, Ze bakterie rodu Aneurinibacillus maji vyznamny biotechnologicky
potencial, zejména diky vysoké vytéznosti PHA a schopnosti syntézy zajimavych kopolymert.
I pres omezenou produkci biosurfaktanti a nékteré enzymatické limitace se ukazaly
jako efektivni producenti lipaz a amyldz, coz naznacuje jejich vyuzitelnost v enzymatickych
technologiich. Izolaty AFN2 a AH30 vykazovaly urcité odliSnosti oproti sbirkovym kmeniim,
které byly schopny akumulovat vétsi mnozstvi specidlnich monomerd. Kmeny DSM 10154
a DSM 10155 také vykazovaly nejvyrazngjsi potencidl pro produkci lipaz a amylaz.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

1,4-BD

1,5-PD

3HB

3HHx

3HV

4HB

4HV

SHV

ACP

ATP

CDM

CoA

DNA

EDTA

GC-FID

GLU

GLY

Icl-PHA
mcl-PHA

MM

NB

NK

P(3HB)
P(3HB-co-3H4MV)
P(3HB-co-3HHXx)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
P(3HV)

P(4HB)

1,4-butandiol

1,5-pentandiol

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyhexanoat

3-hydroxyvalerat

4-hydroxybutyrat

4-hydroxyvalerat

5-hydroxyvalerat

acylovy nosny protein

adenosintrifosfat

suchd hmotnost bun¢k

koenzym A

deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

plynové chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem
glukoza

glycerol

PHA s dlouhym fetézcem

PHA se stiedné dlouhym fetézcem

mineralni médium

Nutrient Broth

negativni kontrola

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxy-4-methylvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxyvalerat)
poly(4-hydroxybutyrat)
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PCR
PHA
PhaA
PhaB
PhaC
PK
RNA
rpm
scl-PHA
TES 11
v-BL
0-VL

polymerazova fetézova reakce
polyhydroxyalkanoat(y)
acetyl-CoA-acetyltransferaza
acetoacetyl-CoA-reduktaza
PHA syntaza

pozitivni kontrola
ribonukleova kyselina
otacky za minutu

PHA s kratkym fetézcem
roztok stopovych prvkl
y-butyrolakton

O-valerolakton
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