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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na adaptivni evolucni inzenyrstvi u termofilni bakterie
Schlegelella thermodepolymerans M15344. Teoreticka cast se zabyva extremofilnimi
mikroorganismy, biotechnologickym vyuzitim a taktéz polyhydroxyalkanoaty a evolu¢nim
inZenyrstvim. V ramci této prace byla provadéna adaptace tohoto mikroorganismu na 40 °C
a 60 °C s vyuzitim substratiu glukozy a xylozy. Dale byla provadéna repeated-batch kultivace
pti 50 °C na glukéze a xyloze. V prubchu téchto experimentd byla stanovovéana koncentrace
produkovaného PHA v biomase pomoci plynové chromatografie, dale byla stanovovana
koncentrace zbytkovych sacharidit v médiu metodou vyuzivajici DNS. V neposledni fadé byla
porovnana produkce polyhydroxyalkanoatti u adaptovanych kmeni z jednotlivych experiment
s neadaptovanym kmenem. Nasledné byly studovany produkované polyhydroxyalkanoaty
jednotlivymi bakteriemi pomoci metody SEC-MALS, kde byl pozorovan vliv adaptace
na molekuldrni hmotnost polymerti. Nejvice produkujici bakterii byla adaptovana bakterie
na 40 °C asubstratem glukozou. V tomto pfipadé byla hodnota biomasy 6,74 g/l
S procentudlnim zastoupenim PHA 56,5 hm.%. Taktéz se povedlo adaptovat bakterii na 60 °C,
kde na rozdil od originalni bakterie byla schopna rtstu i produkce.

ABSTRACT

This thesis is focused on adaptive evolutionary engineering in the thermophilic bacterium
Schlegelella thermodepolymerans M15344. The theoretical part deals with extremophilic
microorganisms, biotechnological applications as well as polyhydroxyalkanoates
and evolutionary engineering. In this work, adaptation of this microorganism to 40 °C and 60
°C was carried out using glucose and xylose substrates. Furthermore, repeated-batch cultivation
at 50 °C on glucose and xylose was performed. In these experiments, the concentration of PHA
produced in the biomass was determined by gas chromatography, and the concentration
of residual sugars in the medium was determined by a method using DNS. Production
of polyhydroxyalkanoates in the adapted strains from each experiment was compared with the
non-adapted strain. Subsequently, the PHA produced by individual bacteria was studied using
the SEC-MALS method, where the effect of adaptation on molecular weight was observed.
The highest producing bacteria was adapted to 40 °C and the substrate was glucose. In this case,
the biomass value was 6,74 g/l with a PHA percentage of 56.5 wt%. The bacteria was also
adapted to 60 °C where it was able to grow and produce unlike the original bacteria.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, extremofilni bakterie, Schlegelella thermodepolymerans, evolu¢ni
inZenyrstvi

KEY WORDS

Polyhydroxyalkanoates, extremofilic bacteria, Schlegelella thermodepolymerans, evolution
engineering
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1. UVOD

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biodegradabilni a biokompatibilni plasty, které v poslednich
letech ziskavaji velkou pozornost kviili svym mechanickym a chemickym vlastnostem. Diky
jejich vlastnostem by mohly byt vyuzitelné v fadé oblasti od biotechnologie, pies medicinu,
po primysl. Taktéz by to do budoucna mohla byt jedna z moznosti nahrady petrochemickych
plasti, které velice zatézuji planetu. Produkce téchto polymerd je bohuzel pro vyuziti v takto
velkém méfitku velice finan¢né naro¢na. Proto se stale hledaji zpusoby, jak by se vyroba PHA
mohla zlevnit. Jednou z moznosti je vyuziti extremofilnich mikroorganismu, které prosperuji
v podminkach s vysokou nebo naopak nizkou teplotou, vysokym nebo nizkym pH a vysokou
salinitou. Diky svym podminkam, ve kterych rostou a produkuji, znemoziuji rist béznym
kontamina¢nim bakteriim. Vyuziti odpadnich substratii by taktéz mohlo vést ke sniZeni ceny.
Dal$im moznym zptsobem, jak vyrobu zlevnit je vyuziti metod evoluéniho inzenyrstvi.

Evolu¢ni inzZenyrstvi neboli taktéz laboratorni evoluce je zrychleni evolu¢niho vyvoje
mikroorganismi. Zabyva se predev§im zlepSenim vlastnosti nékterych biotechnologickych
produktt a taktéz zvySenim produkce mikroorganismi. K evoluci mikroorganismt dochézi
pti aplikaci selek¢éniho stresu, diky kterému se bakterie adaptuji na tyto podminky, aby piezily.
V biotechnologickych procesech se setkavame Casto s inhibici rustu a produkce bakterie
naslednym produktem, které ¢ini prostfedi pro bakterie nepfiznivym az toxickym. Evoluéni
inzenyrstvi se tedy zabyva tim, ze pomoci riznych metod dochazi k adaptaci mikroorganismu
na tyto nepfiznivé vlivy. V piipad¢€ teplotni adaptace by se touto metodou mohla snizit cena
PHA, kdy by adaptace mikroorganismu vedla k vyssi produkci, jelikoz mikroorganismy
produkuji PHA jako zasobni latky a taktéz jako latky, které¢ je chrani pred urcitym
enviromentalnim stresem. Teplotni stres miZze taktéZ vést k produkci riznych Zadanych
kopolymert.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Extremofilni mikroorganismy

Extremofilni mikroorganismy jsou takové, které prosperuji v podminkach, které jsou pro nas
neptiznivé. Témi mohou byt vysoka koncentrace soli, vysoka teplota, anebo naopak velice
nizka teplota. Za normalni podminky mtizeme povazovat atmosféricky tlak, teplotu okolo 20-
40 °C a pH 7. Aby v téchto podminkach prospivaly, maji vyvinuté ur¢ité mechanismy,
které zabranuji denaturaci proteinli, popiipad€é zabrafiuji prichodu neptfiznivych vliva
do buné¢k. Diky adaptaci na tyto extrémni podminky mohou produkovat rizné enzymy a latky,
kter¢ maji unikatni vlastnosti. Zajimavé latky, které produkuji, jsou napiiklad
polyhydroxyalkanoaty a extremozymy [1,2].

Rozdéleni extremofilnich mikroorganismii zobrazuje tabulka 1.

Tabulka 1. Rozdéleni extremofilnich mikroorganismu [2]

Enviromentalni parametr Typ Podminky
Hypertermofilni Riist >80 °C
Teplota Termofilni Rust 45-80 °C
Psychrofilni Riist <15 °C
Tlak Piezofilni Tlak >10 MPa
4 Alkalofilni pH >9
P Acidofilni pH <3
Salinita Halofilni Koncentrace NaCl >0,2 M
Radiace Radiorezistentni Vysoka hodnota radiace

Termofilni mikroorganismy prosperuji pii teplotach vyssich nez 45 °C. Mohou se vyskytovat
v teplych puadach anebo taktéz v podmoiskych termalnich pradusich. V této skupiné
se vyskytuje vysoka variace druhi jak eukaryotickych, tak prokaryotickych organismi. Tyto
mikroorganismy jsou vysoce adaptované jak na fyziologické, tak biochemické trovni [2,3].
U gram negativnich mezofilnich bakterii bylo zaznamenano, Ze pifi vystaveni vysokym
teplotdm dochéazi k morfologické a strukturni zmén€ v membrané, taktéZ Ze maji snizené
mnozstvi lipopolysacharidi ve vnéjsi membrané [5]. Tyto zmény v membrané maji
za nasledek zménu propustnosti a zvysenou citlivost na hydrofobni antibiotika. Pro spraévnou
funkci membréan obsahuji membranové lipidy vice nasycenych mastnych kyselin, coz zajistuje
spravnou tekutost. Lipidy a proteiny taktéZz brani cytoplasmu pied vnéjSim prostiedim.
Termofilni bakterie se tedy adaptovaly tim, Ze zménily slozeni lipidi v membrang,
ktera pro spravnou funkénost musi byt krystalicky tekuta. Jednim z hlavnich aspektl pieziti
ve vysokych podminkach je stabilita proteind. Ta je zajiSt€éna molekularnimi zménami, jako
naptiklad vétsim mnozstvim vodikovych vazeb, zvySenim Van der Waalsovych interakci
a zvySenim hydrofobicity. ZvySeni stability proteini muze byt taktéZz zajiSt€éno chaperony,
které napomahaji opravé denaturovanych proteinti. Na urovni DNA zajist'ujici pteziti bakterii
ve vysokych teplotach je jejich DNA opravny systém, ktery udrZzuje genomovou stabilitu [5].
Bylo zjiSténo, Ze né€které geny hraji hlavni roli v adaptacnim mechanismu, jelikoz existuje
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regulace na proteomické nebo transkriptomické urovni. Tyto geny maji specifické funkce pouze
pii zvySenych teplotach. DuleZitou roli hraji heat-shock proteiny vyskytujici se u bakterii, které
jsou regulovany pii tepelném stresu a chrani buiiku pted poskozenim. Nadsroubovicové vinuti
DNA zvysuje teplotu, kdy by mohlo dojit k denaturaci. Taktéz bylo zjisténo, ze termofilni
mikroorganismy obsahuji vy$$i koncentrace soli, které stabilizuji dsDNA a proteiny [5].
U hypertermofilnich mikroorganismi byly zaznamendny proteiny podobné histoniim,
které se vazou na DNA a tim ji chrani pfed denaturaci. Dale produkuji urcité proteiny a enzymy,
které pravdépodobn¢ hraji roli pfi stabilizaci, pokud by mélo dojit k denaturaci [5,6].

Acidofilni mikroorganismy rostou v rozmezi pH 3-5, extrémn¢ acidofilni pii pH <3. Vyskytuji
se tak naptiklad v geotermalnich pramenech a oblastech s vysokym obsahem siry. Prostiedi
V buiice si udrzuji pfi neutralni pH, a to pomoci velkého protonového gradientu, kdy pohyb
protonti do buiiky je minimalizovan. Nékteré mikroorganismy produkuji proteiny, které jsou
stabilni pfi nizkém pH [4,7].

Alkalofilni mikroorganismy prosperuji pii pH vys$im nez 9, kdy optimalni hodnota pH je okolo
10. Pti takto vysokém pH je obvykle vyssi koncentrace soli, ktera se ¢asto vyskytuje v solnych
jezerech. Prosperuji pti pH vys$§im nez 9, kdy optimalni hodnota pH je okolo 10. Tyto
mikroorganismy si udrzuji neutralni az lehce zasaditou cytoplasmu, kde pH reguluji pomoci
ptitomnosti sodnych kationtd [2,4].

Halofilni mikroorganismy se vyskytuji v jezerech s velice vysokou salinitou, kde koncentrace
NaCl dosahuje hodnot nad 0,2 M. Timto prostiedim mulze byt napiiklad Mrtvé mote.
Aby v téchto podminkach mohli piezit, jsou pro né taktéz specialné adaptovani. Maji robustni
bunéénou sténu, ktera je schopna adaptovat vlastni hydrofobicitu na zakladé koncentrace NaCl
v prostiedi. Nekteré halofilni mikroorganismy zvysuji svoji osmolaritu akumulaci draselnych
iontl v cytoplasmé. Dalsi adaptaci je akumulovani kompatibilnich solutd v buiice, kterymi jsou
napiiklad ectoin a hydroxyectoin [2,4].

2.1.1.Schlegelella thermodepolymerans

Schlegelella thermodepolymerans je gram negativni termofilni bakterie, ktera ma bunky dlouhé
1,2-2,8 pm a 0,5-0,6 pm Siroké. Teplotni optimum je okolo 50 °C. Tvofti kolonie pfevazné bilé
barvy. Produkuje PHA a jde o bakterii, ktera ma schopnost rozkladat extracelularni 3-
hydroxybutyrat. Tato bakterie prednostné utilizuje xylozu pred ostatnimi cukry. Obsahuje tedy
geny, které koduji enzymy umozitujici utilizaci xylézy. Xyloza se odbourdva drahou xylézové
izomerazy, ktera jde nasledné ptes pentozovy cyklus. V tomto ohledu ma pravdépodobné xyl
operon, ktery tuto utilizaci umoziuje. Tato bakterie je taktéz velice metabolicky flexibilni, coz
umoznuje produkci PHA na lignocelul6zovych substratech a odpadnich substratech
zZ potravinového prumyslu [8,9,10].

2.1.2. Biotechnologické uplatnéni extremofilnich mikroorganismi

Extremofilni mikroorganismy dostdvaji v poslednich letech velkou pozornost pii zkoumani
jejich vyuziti v riznych odvétvi. Nachazeji Sirokou skalu uplatnéni diky svym vlastnostem,
které jim wumoZznuji prosperovat V prostfedich s vysokou koncentraci soli, vysokym
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nebo nizkym pH a vysokou nebo nizkou teplotou. Produkuji enzymy a extremolyty, coZ jsou
biomolekuly chranici bunky pfed nepfiznivymi podminkami, které umoznuji
mikroorganismiim v extrémnich podminkach ptezit. Diky svym enzymatickym vlastnostem,
mohou byt celé buiiky pouzity pfi biokatalytickych procesech pro vyrobu biomolekul
vyuzitelnych pro lékatrské i primyslové tcely. Extremolyty jsou vyuzivany Vv kosmetickém
primyslu a maji potencidlni vyuziti ve farmaceutickém primyslu. TaktéZ mohou byt vyuzity
ke stabilizaci nukleovych kyselin a proteini. Dale jsou extremofilni mikroorganismy velice
zajimavé diky mozZnosti snizeni rizika mezofilni mikrobialni kontaminace v procesech, diky
rastu v podminkach, které jsou pro casté kontaminanty nepfiznivé. Piiklady vyuziti
extremofilnich mikroorganismi a jejich enzymu v pramyslu zobrazuje tabulka 2 [3,11].

Tabulka 2. Vyuziti extremofilnich mikroorganisma v primyslu [3]

Optimalni
Druh Zdroj Enzym reakéni Vyuziti
teplota [°C]
. Potravinarsky
Anoxybacillus sp. Termalni wamvlvza 60 erEZ:;artsiclz ,a
- 7z u
GXS-BL prameny Yy . Y
primysl, detergent
Alteromonas sp. i Potravinaisky
Mot -galactosidy 10
ML117 ore b-g yza primysl
Bacillus tequilensis Termo-alkali ) .
Hnyj 60 Biorafiné
ARMATI i stabilni xylanyza foratinerie
Detergenty,
Janibacter sp. R02 Antafktické Term?ﬁlni a} 80 farmace.ut’ii:k}'lr a
puda halofilni esterdza potravinaisky
prumysl
Anoxybacillus sp. Termalni 0] ické synté
y P CIMAml 1 Alkalicka lipaza 50 rganicie syntezy,
HBB16 prameny detergent

Schopnost téchto mikroorganismli katalyzovat chemické reakce pii rtiznych podminkéch,
kterymi muze byt pro piiklad vysokd koncentrace soli v prostfedi, je zajmem zkoumani.
Vyzkumy se zabyvaji extremozymy, které vykazuji zajimavé vlastnosti pro biotechnologické
aplikace. Bézné enzymy, na rozdil od extremozymdi, podléhaji denaturaci pii vysokém
¢inizkém pH a vysoké teploté. Enzymy produkovany psychrofilnimi mikroorganismy maji
uplatnéni diky své vysoké katalytické aktivité pii nizkych teplotdch ve vyrob& detergentt.
Dalsim biotechnologickym uplatnénim je produkce polyhydroxyalkanoata [3].

Dutivodem tvorby PHA v buiice je pfedevS§im uhlikova a energetickd zasoba mikroorganismu,
dale také jako protektant vici stresovym podminkam. Vyuziti extremofilnich mikroorganism,
které produkuji PHA, by mohlo vést ke snizeni ceny procesu produkce, a to predevsim diky
tomu, Ze jsou schopny rust Vv podminkach, kdy bé&zné mezofilni bakterie zpisobujici
kontaminace nemohou pfezit. Snizuji se tedy naklady na udrzeni sterilniho prostfedi. Dale
se mohou snizit naklady diky pouziti substratu z odpadu riznych biotechnologickych procest.
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Bylo zjisténo, ze nékteré extremofilni mikroorganismy produkujici PHA jsou schopny
degradovat barviva, aromatické slouceniny a taktéz organicky odpad z priimyslu. Naptiklad
kontaminované oblasti olejem obsahuji vysoky podil uhliku a nizky obsah dusiku, coz vytvari
idealni prostiedi pro produkci PHA u bakterii jako Pseudomonas a Cupravidius [7,12].

Termofilni mikroorganismy produkuji termostabilni enzymy, které jsou velice zajimavé
pro primyslové vyuziti. Déle tyto enzymy odolavaji vysokym teplotam, coz lze vyuzit
pfi katalyze vysokoteplotnich chemickych reakci [13]. Nejvice uspéSnym termostabilnim
enzymem je Taq polymeraza, ktera byla izolovana z mikroorganismu Thermus aquaticus.
Tento enzym se neinaktivuje teplotou a je tedy vhodny a vyuzivany pro PCR metodu. Dalsim
vyuzivanym enzymem je napiiklad termolysin, ktery se pouziva k syntéze Pre Taq proteazy,
ktera se vyuziva pii precisténi DNA pied PCR [11]. U mikroorganismu Geobacillus sp. byla
prokazdna produkce termostabilni o-amyldzy, kterd se d& vyuzit v biorafinérii. Tyto
mikroorganismy by taktéz mohly byt vyuzity na vyrobu lignocelul6zového bioethanolu, jelikoz
bylo prokdzano, Ze produkuji jak celulazy, tak hemiceluldzy, které jsou zapotiebi pii Stépeni
celuldozovych a hemicelulozovych polymeri v rostlinach. Tyto celulazy jsou taktéZ vhodnym
katalyzatorem zvySujicim rychlost hydrolyzy celulézy [14]. Nékteré termofilni bakterie,
ptikladem Cyanobacterium sp. jsou schopné produkce palmitové a stearové kyseliny,
které mohou byt pouzity k vyrobé biodieselu [6,15].

Hlavnim vyuzitim halofilnich mikroorganismii je produkce ectoinu a hydroxyectoinu, coZ jsou
kompatibilni soluty, které napomahaji bunkam piezit a prosperovat v prostfedi s vysokou
koncentraci soli. Tyto soluty stabilizuji biomolekuly a celé buiiky. Dale plni funkci také jako
stresové protektanty Vv nepfiznivych podminkach. Tyto latky jsou vyuZzivany pro kosmetiku,
do piipravki pro 1é¢bu alergii, do krémi proti starnuti a do hydrata¢nich krému. Hydrata¢ni
krémy maji dlouhodoby efekt a zabranuji dehydrataci pokozky. Ectoin taktéZ absorbuje UV
zafeni a chrani tak DNA. Enzymy halofilnich mikroorganismii jsou stabilni pfi vysokych
koncentracich soli, nizké aktivité¢ vody, a dokonce pfi pfitomnosti nékterych organickych
rozpoustédel. U celulazy produkované Paenibacillus tarimensis, bylo dokazano, ze je funkéni
pii velké skale pH, vysokych teplotach a pti vysoké koncentraci soli. Diky tomu by enzym této
bakterie mohl byt pouzit pii vyrobé detergenti a v papirenském primyslu [2,11,16,17].

Acidofilni mikroorganismy mohou produkovat enzymy jako amylazy, proteazy, ligazy
a celuldzy, které jsou stabilni pfi nizkém pH. U nékterych mikroorganismli bylo objeveno,
ze mohou produkovat glukoamylazy, které jsou stabilni pfi nizkém pH a vysoké teploté. Dale
bylo zkoumano zapojeni termofilnich acidofild do produkce biopaliv z lignocelul6zovych
substratd [2,18].

Enzymy alkalofilnich mikroorganismii vykazuji termostabilitu, vysokou alkalickou aktivitu
a substratovou specifitu. Nejveétsi uplatnéni enzymu je pii vyuziti jako komponentd
pro ekologické praci prostfedky. Nekteré dalsi enzymy se mohou vyuzivat ve farmacii
a potravinarstvi [2].
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2.2. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty jsou biodegradabilni termoplastické alifatické polyestery, které jsou
produkovany mikroorganismy ve form¢ granuli (obrazek 1) o velikosti ptiblizné 0,2-0,5 um.
Neékteré organismy produkuji PHA pfi omezenych a stresovych podminkéch jako zasobni latky.
Bakterie produkujici PHA se déli do dvou skupin. Prvni skupina pottebuje limitujici podminky
pro to, aby produkovala PHA, které akumuluji ve stacionérni fazi. Mezi takové mikroorganismy
se fadi napiiklad C. necator. A druha skupina, ktera produkuje PHA v pribéhu rustu,
a nepotiebuje zadné limitujici podminky kam se fadi napiiklad bakterie A. latus. Stresovymi
podminkami mohou byt limitace dusikem, hotcikem, nebo kyslikem Vv pfitomnosti uhlikového
zdroje. V bunce mohou polyhydroxyalkanoaty pisobit jako osmoprotektanty a taktéZ mohou
pusobit jako kryoprotektanty. Diky své biokompatibilit¢ a biodegradabilit¢ maji Siroky
potencial vyuziti v primyslu. Uplatnéni mohou najit v tkdflovém inZenyrstvi, jako nosice 1é€iv
a taktéz jako Caste¢na nahrada petrochemickych plasti. OvSem hlavnim omezenim produkce
PHA v primyslovém métitku je vysoka cena [1,19,20,21].

Obrazek 1. PHA granule u bakterie Rhodovulum visakhapatnamense [23]

2.2.1. Struktura

Polyhydroxyalkanoaty jsou vétSinou slozeny z (R)-B-hydroxymastnych kyselin. Obecnou
strukturu zobrazuje obrazek 2. D€li se podle délky fetézce na scl-PHA, které maji kratky fetézec
s maximdln¢ 5 uhliky a obsahuji pfedevSim 3-hydroxybutyrat nebo 3-hydroxyvalerat.
Jsou velice krystalické a maji nizkou teplotni stabilitu v pribéhu skladovani, coz snizuje
moznost jejich industridlniho vyuziti. Dale maji vys$si molekulovou hmotnost v porovnani
smcl-PHA [24-26]. Jsou produkovany fadou mikroorganismi, ale nejznaméj$im
je Cupravidius necator. Mcl-PHA maji fetézec o délce 6-14 uhliki a mohou byt vice
zadangj$imi nez scl-PHA z diivodu vyssi elasticity, jsou méné krystalické a maji vyssi bod tani.
Jsou syntetizovany hlavné kmeny Pseudomonas. Dale Icl-PHA, které maji fetézec delsi nez 14
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uhliki. Mezi Icl-PHA patii poly(3-hydroxypentadecanoat), ktery je produkovany bakterii
P. aeruginosa, a to predevS§im ve formé scl-Icl-PHA kopolymerd. Ktery typ PHA bude
produkovan zavisi hlavné na metabolické draze a mikroorganismu. Déle také zavisi na substratu
a prekurzorech [23,26,27,28].

vvvvvv

homopolymer. Tento polymer ma podobné termické vlastnosti jako petrochemické plasty.
Problémem je, Ze je vysoce krystalicky kvili své pravidelnosti, a je malo flexibilni. Dalsim
znamym polymerem je 4-hydroxybutyrat. Jde o silny termoplasticky material, ktery ma pevnost
v tahu srovnatelnou s polyethylenem [22,25].

Lepsi vlastnosti, jako vétsi flexibilitu, taznost a mékkost, vykazuji kopolymery.
Mezi nejznaméj$i a nejvice prostudované kopolymery se fadi P(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) zobrazeny na obrazku 3, ktery ma vhodng&jsi vlastnosti pro praktické vyuziti.
Témi jsou napiiklad niz8i teplota tdni a vyssi flexibilita. Na tom, jaké bude mit kopolymer
vlastnosti, zalezi predevSim procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek. Naptiklad vyssi
koncentrace 3-hydroxyvaleratu snizuje bod tani kopolymeru [25,29,30].

0O 1O "

O O
: nL

Obrazek 3. Struktura kopolymeru P(3HB-co-3HV) [24]

m

Dalsim znamym kopolymerem je P(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat). Struktura tohoto
kopolymeru je uvedena na obrazku 4. Tento kopolymer vykazuje velice velkou $kalu vlastnosti
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V zavislosti na molarnim zastoupeni 4-hydroxybutyratu v kopolymeru. Pii vysokém zastoupeni
4HB (64-100 mol%) ma tento kopolymer vlastnosti termoplastického elastomeru s vysokou
pevnosti v tahu [31].

10 -——*"O\/\)J\\
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Obrazek 4. Struktura kopolymeru P(3HB-co-4HB) [32]

2.2.2. Biosyntéza

Nékteré mikroorganismy produkuji PHA jako zasobni latky, které v pfipad€ vystaveni
enviromentalnimu stresu, kterym mutze byt naptiklad nedostatek zivin, slouzi jako zasoba
uhliku a energie. Polyhydroxyalkanoaty jsou syntetizovany nékterymi jak gram negativnimi,
tak gram pozitivnimi bakteriemi. Polyhydroxyalkanoaty jsou produkovany fadou po sobé
nasledujicich enzymatickych reakci. Je par nejznaméjsich biosyntetickych drah. Prvni drahou
je draha typicka pro bakterii C. necator. U druhé drahy je ziskavan substrat pro tvorbu PHA
pomoci B-oxidace mastnych kyselin. Touto drahou tvoii PHA bakterie Pseudomonas.
Pti biosyntéze hraje dalezitou roli substrat, ktery urcuje, jaké vlastnosti vzniklé PHA bude mit
[22,23,33,34].

Nejvice prozkoumanou a nejbéznéjsi biosyntetickou drahou pro produkci scl-PHA, je draha
bakterie Cupravidius necator. Na obrazku 5 mizeme vidét drahu produkce PHB. Tato draha
zacina kondenzaci 2 molekul acetyl-CoA pomoci phaA (ketothiolaza), ktera je regulovana
koenzymem A. Vznikne acetoacetyl-CoA, ktery dale pokracuje do drahy, kde redukci vznika
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Tento izomer je nasledné pomoci phaC polymerizovan do podoby
PHB [29,35].
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Acetyl-CoA ——— TCA cyklus

p-Ketothiolaza (PhaA)

v
Acetoacetyl-CoA

Acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB)

v

(R)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHA syntaza (PhaC)
v
PHA

Obrazek 5. Draha syntézy PHA pomoci Cupravidius necator [35]

Dalsi moznost biosyntézy PHA vychézi z B-oxidace mastnych kyselin za pouZiti substratu,
ktery ma podobné slozeni jako monomerni jednotka. Jedna se o rizné varianty mastnych
kyselin, které jsou v cyklu rozloZeny na jednodussi produkty za tvorby energie. Tato draha
je u Pseudomonas dilezita pro produkci mcl-PHA Pii B-oxidaci dojde ke zkracovani fetézce
mastné kyseliny az na acetyl-CoA. Nasledné dojde k oxidaci a polymerizaci pomoci PhaC
syntazy [34,36].

2.2.3. PHA syntaza

Vyskytuje se velkd rozmanitost proteind, které jsou potfeba pro biosyntetickou drahu PHA
a taktéz existuje né€kolik druhtt PHA syntaz, které hraji zasadni roli pii tvorbé PHA.
V biosyntetické draze maji za tkol polymerizovat hydroxyalkanoaty na polyhydroxyalkanoaty.
PHA syntazy se fadi do ap-hydrolaz a strukturné se podobaji lipazam. Mezi geny kodujici
proteiny, které jsou potieba pii biosyntéze PHA, patii napriklad phaA (ketothiolaza), phaB
(acetoacetyl-CoA reduktaza) a phaC (PHA syntaza) [25].

PHA syntazy se déli do 4 tfid podle substratové specifity a kompozice. Ttidy I. a II. se skladaji
pouze z PhaC podjednotek a III. se IV. tfidou z dalSich podjednotek PhaE a PhaR. Syntaza
. tfidy polymerizuje scl-monomery, které jsou produkovany naptiklad bakterii C. necator.
U Il. tfidy se muzeme setkat s polymerizaci mcl-monomerti, kterd je typickd pro rod
Pseudomonas. Podjednotky III. tfidy (PhaC a PhaE) polymerizuji scl-monomery. IV. tfida
je charakteristicka pro rod Bacillus. U této tfidy je, na rozdil od III. tfidy, dilezita mala
podjednotka PhaR pro aktivitu PhaC [29,37].
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2.2.4. Biodegradace

PHA mohou byt biodegradovany fadou mikroorganismu, které se bézn¢ vyskytuji v prostredi,
az na uhlik a vodu. Mnozstvi mikroorganismi v pudé a moiské vod¢ tvoii enzymy,
které hydrolyzuji PHA na ve vodé¢ rozpustné monomery a oligomery, které nasledné¢ vyuziji
jako zdroj uhliku [21,36].

Za biodegradaci PHA v prostiedi jsou zodpovédné extracelularni PHA degradaéni enzymy.
Miru degradace ovliviiuje spousta faktori, jako velikost mikrobidlni populace, teplota
a vlastnosti materiadlu, ktery degraduji. Jelikoz maji polyhydroxyalkanoaty vysokou
molekularni hmotnost, neni mozné, aby byly transportovany ptes mikrobidlni membrany. Tyto
extracelularni enzymy jsou rozdilné od intracelularnich depolymeraz. Intracelularni PHA jsou
nekrystalické elastomery, které mohou byt degradovany pouze intraceluldrnimi
depolymerazami. K intracelularni degradaci dochdzi v moment, kdy je bakterie ve stresovych
podminkach z nedostatku uhliku. Akumulované PHA jsou hydrolyzovany na uhlik a zdroj
energie [21,29,38].

2.2.5. Vyuziti

Polyhydroxyalkanodty maji velkou Skdlu wvyuziti diky jejich biodegradabilnim
a biokompatibilnim vlastnostem. NaSly velkou fadu uplatnéni v medicinské aplikaci,
ato od hojeni ran az k nosi¢im 1é¢iv. Vlastnosti jako hydrofobicita, molekulova hmotnost,
degradac¢ni rychlost a porozita, jsou dilezité pfi vybéru materidlu pro tkanové implantaty
a scaffoldy. Stimuluji buné¢nou proliferaci a regeneraci tkani. Probihaji vyzkumy pouziti PHA
pro tkanové inzenyrstvi srde¢nich chlopni, ktize, nervu i jater [1,22,39,40].

V medicinské oblasti by mohly byt vyuZzity jako materialy pro kostni implantaty a pro tkanové
inZenyrstvi. V pfipad€ kostnich implantati se ukazal PHB jako vhodny material diky tomu,
ze jsou krystalické, bioresorbovatelné a maji vy$si degradacni dobu. Jejich piezoelektrické
vlastnosti hraji zasadni roli pfi stimulovani ristu kosti a regeneraci. U srde¢niho tkdnového
inZenyrstvi je PHB pouZivano jako scaffold pro srde¢ni tkan, podporuje afinitu bunék,
nevyvolava zanétlivé reakce a indukuje produkei cytokint. Dale se mohou vyuZivat v odvétvi
kozniho tkanového inzenyrstvi, kdy PHB scaffold podporuje proliferaci bunck, ovSem
problémem je jeho kiehkost a hydrofobicita, kterym se da piedejit spojenim s polymery jako
napiiklad s polyvinylacetatem. Dale mohou byt pouzivany jako nosice 1éCiv s kontrolovanym
uvoliovanim. Monomery 3HB jsou napomocné pii syntéze polymeri, ptikladem dendrimery,
které jsou diky svym vlastnostem, jako biodegradabilita a obsah povrchové funk¢nich ¢asti,
vhodné pro potenciondlni pouziti jako nosice lé¢iv. PHA se pouziva taktéZz pii vyrobé
rekombinantnich proteinti a vakcin. Hydrolyzou PHA vzniknou monomery, které jsou bohatym
zdrojem pro syntézu chemickych latek, jako tfeba vitaminy a antibiotika. Taktéz diky svym
vlastnostem by mohly byt pouZity jako obalové materialy pro potraviny. JelikoZ je cena PHA
vysokd, neni jejich vyuziti v podobé obalovych materidlti ptili§ rozSitené. Existuje ne€kolik
moznosti, jak snizit cenu PHA. Témi miiZze byt vyuziti levnych substratl jako glukéza, lignin
a odpadni materidly. Dale Ize snizit cena napiiklad vyvojem dané bakterie produkujici PHA
pomoc evoluéniho inzenyrstvi, diky kterému by se ziskala bakterie s vétsi produkei
polyhydroxyalkanoatt [28,39-42].
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2.3. Evolucni inZenyrstvi

V biotechnologickych aplikacich hraji mikroorganismy velice diilezitou roli. Jsou vyuzivany
ve velké skale produkci od biopaliv az k produkci farmaceutickym proteinim. Vyuziti
mikroorganismi v biologickych fermentacich nabizi mnoho vyhod, kterymi mohou byt
naptiklad vysoka bezpecnost vyroby a rozsahly zdroj surovin. Bunky jsou pfii téchto procesech
zatizeny fadou stresovych faktori, jako jsou vysoké teploty a chemické vlivy jako
zpétnovazebna inhibice, poptipade toxicita produktt [43,44].

Evoluéni inzenyrstvi, zndmé také jako laboratorni evoluce, se zabyva vyzkumem zlepSovani
vlastnosti biochemickych produktti, kterymi mohou byt naptiklad zvySovani tolerance buné¢k
Kk prostfedi nebo zvySeni produkce. Jde o napodobeni a zrychleni pfirozené evoluce,
se zamérem zlepSeni pozadovanych vlastnosti, kterymi mohou byt zvySeni produktivity,
popiipadé produkce pozadovanych latek [43-45].

2.3.1. Adaptacni laboratorni evoluce

Adaptaéni laboratorni evoluce se zabyvaji pfedevSim generovanim ndhodnych mutaci
Vv mikrobidlni kultufe. Jde o béznou a dilezitou metodou pro biotechnologie, kdy hlavnim
zamérem je tolerance mikroorganisma k uréitym podminkam v prostfedi. Dale tato metoda
muze byt vyuzita pro zkoumani rezistence na antibiotika. Principem je dlouhodoba kultivace
mikroorganismu (obrazek 6), kdy se Casem objevi prospésné mutace vedouci k adaptaci [46].
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Obrazek 6. Sériova kultivace [43]
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Diulezitym faktorem pro experimenty pro zlepSeni fenotypu mikroorganismu je volba vhodné
délky. Bézné adaptacni metody jsou provadény piiblizn€ po dobu 100 az 2000 generaci a trvaji
tydny az meésice. Stabilni fenotypové zmény se ukazi pomérné rychle a vedou K populacni
k tomu, aby se mikroorganismy piizptisobily prosttedi. V adaptivnich laboratornich
experimentech byly objeveny rtuzné druhy mutaci. Velkou roli hraje také nutri¢ni stres,
ktery je dulezitym aspektem pro biotechnologické pouziti. Diky témto evolucim se mtize snizit
cena nakladl na substraty a mizZe se zvysit hodnota biokonverze. Dal§im moZnym zpiisobem
adaptace je enviromentalni stres [44] .
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Pti téchto experimentech jsou pouzivany dvé metody kultivace, a to vsadkova a kontinudlni.
Metody maji jak své vyhody, tak 1 nevyhody. Kritickymi body této metody jsou Casova
narocnost a mnozstvi bun€k, které jsou preneseny to dalsiho cyklu. Pfi vsadkové kultivaci
V banikach jsou mikroorganismy po urcité dob¢ pireockovany do nového média. Jde o levnou
a jednoduchou metodu. Ma vsak své nevyhody, a to predev§im kolisavou hustotu populace,
nekonzistentni rychlost ristu a podminky prostfedi, které se postupné v médiu stavaji pro
bakterii nepifiznivymi. Druhou metodou je kontinudlni kultivace v bioreaktorech. Hlavnimi
vyhodami je konstantni rychlost ristu a hustota populace. Dale je jednodussi kontrola mnozstvi
zivin a podminek prostiedi, jako je pH a mnozstvi kysliku. Nevyhodou je vysokd cenova
naro¢nost v porovnani se vsadkovou metodou [44,46].

2.3.2. Genomova evoluce

Dalsim se zptisobt evolu¢niho inZenyrstvi jsou genomové evoluce. Ta posledni dobou ziskala
na poli vyzkumu velkou pozornost, jelikoz metoda posunu genomu, taktéz znam jako genome
shuffling, (Obrazek 7) umoznuje evoluce mikrobialnich kultur na genomové urovni.
Jde o rychlou a efektivni metodu, u které je podstatou ziskani velké rozmanitosti mutaci pomoci
raznych chemickych ¢i fyzikalnich mutagend. Dva rtizné kmeny mikroorganismt se mohou
zkombinovat tak, Ze se vytvofi kombinovany fenotyp dvou vlastnosti, kterymi mohou byt vyssi
produktivita a tolerance k prostfedi. Tato kombinace muze byt uskute¢néna pomoci pohlavni
rekombinace nebo fuze protoplasti, kterd je moznd u téméf vSech druhti. Pii této metod¢ lze
ziskat geneticky stabilni kmeny [43]. Genome shuffling je zaloZeny pravé pievazné na fizi
protoplastl, coz je metoda, ktera je jiz dlouho znama a byla pouzivana k modifikaci
fenotypickych znakl u prokaryotickych a eukaryotickych bungk [47].

©

Zisk mutantnich kment
Fuze protoplasti

Kombinanti mutanti

Obrazek 7. Genome shuffling [43]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Seznam pouzitych chemikalii

Nazvy chemikalii a vyrobci

Citrat amonno-Zzelezity (Fluka)

D-Gluko6za monohydrat (Lach:Ner)

Dihydrogenfosfore¢nan drasleny (Lach:Ner)

Glycerol (Lach:Ner)

Hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat (Lach:Ner)

Hydroxid sodny (Lach:Ner)

Chlorid amonny (Lach:Ner)

Chlorid vépenaty dihydrat (Lach:Ner)

Chlorid méd’naty dihydrat (Sigma-Aldrich)

Chlorid kobaltnaty hexahydrat (Sigma-Aldrich)

Chlorid manganaty hexahydrat (Sigma-Aldrich)

Chloroform p.a. (Lach:Ner)

Isopropylalkohol p.a. (Lach:Ner)

Kyselina 3,5-dinitrosalycilova (Lach:Ner)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia)

LB medium (Serva)

Siran hotecnaty heptahydrat (Lach:Ner)

Vinan sodno-drasleny (Lach:Ner)




3.2. Pouzité pristroje

Seznam pouzitych zafizeni

Pouzité pristroje
Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C
Centrifuga, HETTICH EBA200
Centrifuga, HETTICH EBA20
Nanofotometr, Implen
Termostat, BioTech I1P60
Termostat, BioTech IP100U
pH metr, IX instruments
Tiepacka LABWIT ZWYR D2401
Trepacka IKA KS4000
Ttepacka Grant-bio ES-20

Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
Termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 130

Vahy, Kern EW 620-3NM

Vortex, Benchmark BenchMixer

Magneticka michacka Benchmark Scientific

3.3. Pouzité mikroorganismy

Pouzitym mikroorganismem v této praci byla bakterie Schlegelella thermodepolymerans
M15344.

3.4. Kultivace mikroorganismi

3.4.1. Priprava inokula

Inokulum bylo pfipravené ve 100ml Erlenmeyrové baiice o obsahu 50 ml média. Pouzité
médium LB bylo v koncentraci 20 g/l1. Médium bylo vysterilizovano a po temperaci média na

optimalni teplotu bakterie do né&j byla ockovana bakterie Schlegelella thermodepolymerans
M15344. Kultivace probihala po dobu 24 h pti 50 °C za konstantniho michani 170 rpm.

3.4.2. Priprava produkéniho média

Produkéni média byla ptipravena v objemu 100 ml ve 250ml Erlenmeyrové baice. Jako
médium bylo pouZito mineralni médium o slozeni v tabulce 3 a 4. Jako zdroj uhliku byla pouzita
glukoza a xyloza v koncentraci 20 g/l.

20



Tabulka 3: SloZeni produk¢niho média

SloZeni [g/l]
Na;HPO4 - 12 H,0O 9
KH2PO4 1,5
NH4CI 1
MgSOg4 - 7 H20 0,2
CaCl; - 2 H20 0,02
NHsFe"citrat 0,001
Kvasni¢ny extrakt 0,5
Po sterilizaci
Uhlikovy zdroj
TES I 1 ml/l

Tabulka 4. Slozeni TES II

SloZeni [g/1]

EDTA 50
FeCls 8,3
ZnCl, 0,84
CuCl2 - 2 H.0 0,13
CoCl2- 6 H.0 0,1
MnCl; - 6 H20 0,016
H3BO3 0,1
Destilovana voda 1000 mi

Takto ptipravené médium bylo nasledné vysterilizovano, vytemperovano na spravnou teplotu,
ktera byla v experimentu 40, 50 a 60 °C. Do média byl pfidan uhlikaty zdroj a TES II. Do takto
ptipraveného média bylo zaockovano 5 obj. % z inokula. Ockované kultury byly kultivovany
po dobu 72 h pii 40, 50 a 60 °C.

3.5. Uchovavani mikroorganismu

Mikroorganismy po kultivaci byly uchovavany v kryo zkumavkach pfi teploté -80 °C. Do kryo
zkumavek bylo ptipraveno 0,5 ml 30% glycerol. Nasledné byly kryo zkumavky vysterilizovany
a do takto ptipravenych byl pifeveden 1 ml kultury.

3.6. Evoluce

V ramci evoluéniho inZenyrstvi probihala adaptace bakterie Schlegelella termodepolymerans
M15344 na ruzné teploty a riizné zdroje cukrt. Schlegelella termodepolymerans ma teplotni
optimum pii 50 °C. V nasem experimentu probihala adaptace na 40, 50 a 60 °C na xyloze
a glukoze.
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Nejdfive bylo ptipraveno inokulum s médiem LB o koncentraci 20 g/l. Do takto pfipravené¢ho
inokula byla o¢kovana bakterie z kryo zkumavky. Takto pifipravena inokula byla kultivovana
pii 50 °C po dobu 24 h. Po této dob¢ byly kultury pifeockovany do produkéniho mineralniho
média (sloZzeni viz kapitola 3.4.2), kde jeden set probihal na glukéze a druhy na xyloze.
Nasledné byly kultivovany pii teplotach 40, 50 a 60 °C. Po 72 h byly odebrany vzorky pro
stanoveni PHA, biomasy, zbytkového cukru a pH, a 5 % kultury bylo pfeockovany do nového
média, kde byly dale kultivovany pfi stejnych teplotnich podminkach se stejnym substratem.
Tento proces byl opakovan kazdych 72 h. Adaptace byly provadény po dobu dvou mésici.
Schéma experimentu zobrazuje obrazek 8. Taktéz byly prubézn¢ uchovavany vzorky kultur
v kryo zkumavkach.

GLUKOZA / 24 h \ XYLOZA

ik Xk
Add Al

Obrazek 8. Schéma evoluéniho experimentu

3.7. Stanoveni obsahu biomasy

Biomasa byla stanovovana po 72 h hodinach kultivace v produkénim médiu. Stanoveni
probihalo spektrofotometricky a gravimetricky.

3.7.1.Spektrofotometrické stanoveni biomasy

Spektrofotometrické stanoveni biomasy probihalo na spektrofotometru pfi nastavené vinové
délce 600 nm. Méfeni probihalo v kyveté oproti destilované vodé. Vzorky kultur byly vhodné
nafedény tak, aby absorbance byla v rozmezi 0,1-0,9.

3.7.2. Gravimetrické stanoveni biomasy

Gravimetrické stanoveni probihalo tak, ze bylo odebrano 2x 10 ml kultury z Erlenmeyerovych
ban€k do centrifuganich zkumavek. Vzorky byly nasledné stoeny v centrifuze pii 6000
otaCkach/min po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a uchovan pro dalSi stanoveni pH
a zbytkového cukru v médiu. K sedimentu bylo ptfiddno 5 ml destilované vody a byl
rozsuspendovan. Poté byly vzorky opét vloZeny do centrifugy a staCeny pfi stejném nastaveni

22



jako poprvé. Po tomto kroku byl supernatant slit a sediment byl umistén do susarny. Po vysuseni
do konstantni hmotnosti byla biomasa zvazena na analytickych vahach.

3.8. Stanoveni obsahu PHA v biomase pomoci plynové chromatografie

PHA bylo stanovovano z vysuSené biomasy vzorkli o hmotnosti pfiblizné 8-11 g. Tato biomasa
byla ptevedena do krimplovacich vialek, do kterych byl nasledné pfidan 1 ml chloroformu
a 0,8 ml esterifika¢ni smési. Esterifikac¢ni smés se sklada z 15% H2SO4 v methanolu s vnitinim
standardem 5 mg/ml kyseliny benzoové. Vialky byly nasledné uzavieny a piemistény
do termobloku vyhiatého na 94 °C, kde probihala esterifikace po dobu 3 hodin. Po tiech
hodinach byly vialky vychlazeny a obsah byl pfevrhnut do vétsich vialek s obsahem 0,5 ml
50 mM NaOH. Tato smés byla nasledné protfepana a po rozdéleni fazi bylo 50 pul organické
(spodni) faze pipetovano do malych Sroubovacich vialek s obsahem 0,9 ml isopropylalkoholu.
Tyto vialky byly nésledn¢ uzavieny a vzorky byly analyzovany pomoci plynové chromatografie
s plamenové ioniza¢nim detektorem.

3.9. Stanoveni obsahu redukujicich sacharidi pomoci DNS

Po kultivaci byl stanovovan obsah zbytkovych sacharidi v supernatantu pomoci DNS ¢inidla.
Cinidlo bylo pfipraveno v objemu 200 ml. Navézka 2 g kyseliny 3,5-dinitrosalicylové byla
rozpu§téna ve 100 ml vody, néasledné bylo pfiddno 40 ml 2M NaOH. Po promichani bylo
ptidéano 60 g vinanu sodno-draselného a roztok byl doplnén na objem 200 ml.

Daéle byla sestavena kalibracni zdvislost pro glukézu a xylozu. Byly pfipraveny roztoky obou
sacharidii o koncentraci 0,6; 1,2; 1,8; 2,4; 3 g/l. Do sklenéné zkumavky bylo napipetovano 0,5
ml pfipraveného roztoku a ptidano 0,5 ml DNS. Pro blank byla misto vzorku sacharidu pouzita
destilovana voda. Zkumavky byly nasledné inkubovany ve vodni lazni pfi 70 °C po dobu
10 minut. Poté byly schlazeny na laboratorni teplotu a doplnény do objemu 10 ml. Nasledné
probihalo méfeni na spektrofotometru pti vinové délce 540 nm. Timto zpisobem byly méteny
i vzorky. Nasledné byla z koncentra¢ni zavislosti stanovena koncentrace sacharidi ve vzorku.

3.10. Porovnani produkce u adaptovanych a neadaptovanych kmenii

Pro porovnani produkce PHA u adaptovanych a neadaptovanych kment, byla provadéna
kultivace v podminkach jednotlivych experimentd, tedy pti 40, 50 a 60 °C. Pii 40 a 60 °C byla
provadéna kultivace na glukéze a pti 50 °C na xyloze. Nejdiive bylo zaokovéano inokulum
S LB médiem z vybranych pasazi daného experimentu a neadaptovany mikroorganismus.
V piipadé kultivace pti 60 °C bylo pro adaptovany kmen pfipraveno inokulum z produkéniho
média, jelikoz doSlo k tomu, Ze tato bakterie v téchto podminkach na LB médiu nerostla.
Inokulum bylo nasledné po 24 hodinach pieockovano do produkéniho média, kde probihala
kultivace po dobu 72 hodin. Po této dobé byla stanovena produkce PHA pomoci plynové
chromatografie a taktéz bylo PHA jednotlivych kment charakterizovano pomoci SEC-MALS.

3.11. Charakteristika PHA u adaptovanych kmenu

Charakterizace vlastnosti PHA u adaptovanych kmenli v porovnéni s neadaptovanymi,
byla provadéna pomoci vylu¢ovaci chromatografie s detektorem méfici staticky rozptyl svétla
ve vice thlech SEC-MALS.
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Do Sroubovacich vialek byla pfichystdna vysusend biomasa, ke které byl ptfidan chloroform.
Takto pripravené vialky byly zasroubovany a inkubovany v termobloku vyhtatém na 70 °C
po dobu 12 hodin. Po ochlazeni byly roztoky polymeru piefiltrovany na sklenénou misku,
kde dochazelo k odpafeni chloroformu a tvorbé filmu. Nasledné byly odvazeny 3 mg filmu
do Sroubovacich vialek, do kterych bylo pfidano 1,5 ml chloroformu. Vialky byly uzavieny
a byly inkubovany pii 70 °C do uplného rozpusténi chloroformu. Roztok byl nasledné ochlazen
a prefiltrovan do malych Sroubovacich vialek. Takto piipravené vzorky byly nasledné
analyzovany pomoci SEC-MALS.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zabyvala evoluénim inzenyrstvim u mikroorganismu Schegelella
thermodepolymerans M15344. Byla provadéna adaptace na 40 °C a 60 °C na substratech
glukoza a xyloza. Taktéz byla provadéna repeated-batch kultivace pii 50 °C na glukoze
a xyloze. Po adaptaci i po repeated-batch kultivaci byl testovan vliv adaptace na produkci.

4.1. Repeated-batch kultivace pii 50 °C

V tomto experimentu byla provadéna repeated-batch kultivace mikroorganismu M15344
pii 50 °C na glukéze a xyloze. Byla studovana produkce PHA pfi jednotlivych pasazich, kdy
Z kazdé pasaze bylo po 72 h stanoveno mnozstvi biomasy, PHA, zbytkového cukru v médiu
a pH.

Kultivace na xyloze probihala po dobu 17 pasazi. Obrazek 9 zobrazuje vyvoj kultivace
a produkce PHA v jednotlivych pasazich. U prvni pasaze muzeme pozorovat koncentrace
biomasy 2,62 g/l s procentualni zastoupenim poly(3-hydroxybutyratu) v biomase 63,8 hm.%.
Nasledné dvé pasaze lze sledovat znacny upadek ristu a produkce. OvSem od 4. pasaze doslo
k nardst biomasy i obsahu PHA. Do 11. pasaze dochazelo ke konstantni rist i produkci,
kdy se koncentrace biomasy pohybovala okolo 4 g/l a procentualni zastoupeni PHA okolo 50
hm. %. Postupné zafalo dochazet k upadku ristu mikroorganismu i produkce PHA,
stafim kultury po velice dlouhé kultivaci. Pro porovnani ze studie o produkci PHA
u mikroorganismu Schlegelella thermodepolymeran DSM 15344, vychazela pifi kultivaci
koncentrace biomasy 5,35 g/l s obsahem PHA 53,2 hm.% [9]. V naSem ptipad¢ pfti prvni pasazi,
tedy neovlivnéné dlouhodobou kultivaci, byla koncentrace biomasy pouze 2,62 g/l
s procentualnim zastoupeni PHA 63,8 hm.%. nejvyssi koncentrace biomasy hodnoty 4,43 g/l
s obsahem PHA 58,4 hm.%. Bakterie DSM 15344 je z némecké sbirky, zatimco bakterie
M15344 je plivodem z némecké sbirky, ovSem byla znovu lyofilizovana v Brné. Je tedy mozZné,
ze u bakterie doslo v pribéhu lyofilizace k né¢jakym zménam, a diky tomu V priabéhu vsech
experimentl dochézelo k odchylkdm od originalni bakterie.
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Obrazek 9. Kultivace mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans M15344 na xyloze

Substratem v médiu byla xyloza o koncentraci 20 g/l. Tabulka 5 vyobrazuje koncentraci cukru
a pH po konci kultivace. U pasiZze 2 miZzeme vidét, Ze mikroorganismy nerostly,
a iz koncentrace cukru v médiu na konci pasaze muizeme vycist, Ze vétSina cukru nebyla
spotfebovana. Dale lze pozorovat, ze v ptipadé, kdy mikroorganismy rostly i produkovaly,
zustavalo v médiu okolo 7 g/l cukru. V upadku riistu pii poslednich pasazich bylo spotfebovana
pouze polovina substratu z média. Lze tedy usoudit, Ze mikroorganismy jiz nebyly schopny

rastu. Ve vSech pasaZich se hodnota pH pohybovala okolo 6, coZ znaci aktivitu

mikroorganismd, jelikoZ ¢isté médium ma hodnotu pH okolo 7.

Tabulka 5. Koncentrace xylozy a pH v médiu po kultivaci pti 50 °C

Pasaz Biomasa [g/1] Zbytkovy cukr [g/l] pH [-]
1 2,62 +0,08 9,95+0,01 6,14
2 0,51 +0,00 16,61 + 0,02 6,26
3 1,07 + 0,03 10,74 £ 0,01 6,25
4 3,35+ 0,06 10,26 + 0,01 6,17
5 3,97 £ 0,06 2,11+0,02 5,64
6 4,03 + 0,06 7,73 +0,01 6,20
7 4,21+ 0,06 6,91+ 0,01 6,14
8 4,31+0,02 7,05+0,01 5,94
9 4,43+ 0,01 7,06 £ 0,02 6,00
10 4,15+ 0,30 7,23 +£0,03 6,03
11 3,89 + 0,04 6,37 + 0,05 6,23
12 3,56 £ 0,01 8,25 + 0,04 6,12
13 2,99+ 0,01 12,91 +0,10 5,98
14 2,27 0,04 10,04 + 0,02 6,09
15 2,14 £ 0,04 8,11+ 0,01 6,02
16 2,08 +0,04 10,13+ 0,04 6,16
17 2,48 £ 0,04 11,47 + 0,03 6,33
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Pfi kultivaci na gluk6ze muZeme z obrazku 10 vycist, ze v porovnani s kultivaci na xyldze jsou
hodnoty biomasy i PHA podstatné¢ nizsi. Tato kultivace byla taktéz provadéna po dobu 17
pasazi. Jiz na prvni pohled lze vidét, ze se zde nevyskytuje zadny konstantni usek. Nejvyssi
hodnota jak biomasy, tak PHA, byla zpozorovana u prvni pasaze, kdy koncentrace biomasy
dosahovala 2,89 g/l a procentudlni zastoupeni PHA 54,39 hm. %. Podobny vysledek mizeme
zaznamenat taktéz u druhé pasaze. Od druhé poloviny experimentu lze sledovat zna¢ny tipadek
rustu 1 produkce PHA, kdy se v poslednich tiech pasazich hodnoty PHA pohybovaly okolo
0,1 g/l. V porovnani se studii zaméfujici se na produkci PHA u mikroorganismu Schlegelella
thermodepolymerans DSM 15344, na glukoze byla koncentrace biomasy 3,34 g/l
s procentualnim zastoupeni PHA 37,15 hm. % [9]. V pfipadé opakované kultivace byla hodnota
biomasy Vv prvni pasazi o néco nizsi, ovSem koncentrace PHA vyssi pouze o 0,3 g/l. U dal$ich
pasazi se rist ani produkce k témto hodnotdm nedostaly.
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Obrazek 10. Kultivace mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans M15344 na glukoze

V tabulce 6 je vyobrazena koncentrace cukru a pH po konci danych pasazi. Pocate¢ni
koncentrace glukdzy v médiu byla 20 g/l. Mzeme vidét, Ze v prvni poloviné experimentu
se koncentrace glukozy drzela primérné okolo 6 g/l. Od 11. pasaze mizeme sledovat jak ubytek
rustu, tak ubytek zpracovaného cukru bakteriemi, coz zna¢i neschopnost ristu mikroorganismi
po dlouhém obdobi kultivace. V ptipadé pH se opét pohybovalo okolo hodnoty 6, coz znaci
urcitou aktivitu mikroorganismd.
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Tabulka 6. Koncentrace glukdzy a pH v médiu po kultivaci pii 50 °C

Pasaz Biomasa [¢/1] Zbytkovy cukr [g/1] pH [-]
1 2,89+0,01 5,17 +0,01 5,98
2 2,57 +0,03 5,78+0,01 5,51
3 2,18 £ 0,07 5,69+0,01 6,09
4 2,24 +£0,02 5,89 + 0,02 5,88
5 2,59+ 0,02 8,32+0,01 5,93
6 2,20+ 0,03 6,50 = 0,07 6,06
7 1,73+0,04 6,51+0,01 5,99
8 2,25+0,04 4,39+ 0,03 5,68
9 2,11+0,15 6,80 + 0,03 5,68
10 1,83+0,01 7,83+0,01 5,74
11 1,08 £ 0,01 13,13+£0,02 6,14
12 1,62 +0,04 10,43 +0,01 6,30
13 1,14+ 0,01 12,13+ 0,06 5,62
14 1,85+ 0,06 8,24 +0,01 5,79
15 0,89 £0,01 9,47 £0,02 5,89
16 1,04 £ 0,01 16,71 +0,05 6,17
17 0,44 £ 0,04 11,93+0,01 6,37

U této metody si miizeme povSimnout rozdild u substratd. Na xyloze doslo u druhé a treti pasaze
ke snizeni rGstu i1 produkce, od Ctvrté pasaze se zvySovaly jak hodnoty biomasy,
tak procentualni zastoupeni PHA. V porovnani s kultivaci na glukéze, kde koncentrace
biomasy a PHA byly témét polovi¢ni, 1ze pozorovat staly upadek ristu i produkce az k 17.
pasazi. Lze tedy usoudit, Ze kontinudlni a dlouhodobé kultivace nebudou pftili§ vhodné pro tuto
bakterii, jelikoZ postupem Casu dochazi jak ke snizeni hodnot biomasy, tak produkovaného
PHA.

4.2. Adaptivni evoluce na 60 °C

Pfi tomto experimentu bylo provadéno adaptovani mikroorganismu Schlegelella
thermodepolymerans M 15344 na 60 °C. Pokus byl provadén na glukoze a xyloze.

Pfi snaze adaptovat bakterii na 60 °C na xyloze byly provedeny bohuZel pouze 2 pasaze.
mikroorganismu, kdy po dvou pasazich doslo k uplnému zastaveni rustu. Byla provedena
zkouska cCistého média S xylézou po dobu 72 h pii 60 °C. Na obrazku 11 lze pozorovat
zabarveni, které u cukru nastalo. Z vyzkumu M. del Pilar Buera [48] bylo zji§téno, Ze xyloza
dosahuje karameliza¢niho zabarveni rychleji pfi teplotach nad 55 °C a pti hodnoté pH 6 nez
glukoza, ktera je pii vysSich teplotach stabilné;jsi.
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Obrazek 11. Zabarveni xylozy po 72 h inkubaci pti 60 °C

Na obrazku 12 muzeme pozorovat, ze maximalni koncentrace biomasy v prvni pasazi
dosahovala pouze 1,3 g/l s procentualnim zastoupeni PHA 34 hm.%, u druhé pasaze doslo
ke zna¢nému tubytku jak biomasy, tak PHA. Tento samy proces nastal v piipadé druhého
pokusu o kultivaci mikroorganismil pii této teploté¢ a substratu. V druhém ptipadé byla jiz
Uprvni pasaze niz8i koncentrace biomasy neZ u prvniho pokusu. U druhé pasaze
byla koncentrace biomasy pouze 0,13 g/l a zastoupeni PHA téméf nulové.
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Obrazek 12. Dva pokusy o kultivaci mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans pii 60 °C na
xyloze

V piipadé koncentrace cukru po jednotlivych pasazich, které 1ze vidét v tabulce 7, dosahovala
koncentrace cukru poc¢atecni koncentraci v médiu. Lze tedy fici, Ze mikroorganismy nebyly
priméarné schopny rastu v disledku zmén v médiu zpiisobené teplotou.

Tabulka 7. Koncentrace xyldzy a hodnota pH jednotlivych pasazi pii 60 °C u obou pokust

Pokus Pasai Biomasa [g/1] Zbytkovy cukr [g/1] pH [-]
L 1 1,34+ 0,04 6,00 +0,01 6,32
' 2 0,18 £0,01 16,27+ 0,02 6,36
1 0,87+ 0,01 20,44 + 0,01 6,04
2 2 0,13+0,01 22,60 £ 0,01 6,14

Na rozdil od xylozy byly mikroorganismy na gluk6ze schopny rist i produkovat. V ptipadé
glukézy nedochazelo k degradaci uhlikatého substratu, kvili které nemély mikroorganismy
nizké a procentualni zastoupeni PHA nepfevySovalo 50 hm. %. Na Obrazek 13 mlZeme
sledovat, ze u neadaptovaného kmenu v prvni pasazi byl minimalni obsah PHA v biomase.
V pribéhu experimentu se zacala zvySovat koncentrace biomasy a taktéZ koncentrace PHA.
Tento narGst PHA mohl byt zplsoben tim, Ze polyhydroxyalkanoaty muiizou slouzit
jako ochrana proti stresu [49], kterému byla vystavena tato bakterie. Jako nejlepSi pasaz
Ize povazovat 8., ktera dosahovala koncentrace biomasy az na 1,7 g/l s procentudlnim
zastoupeni PHA 33 hm. %. Lze zde pozorovat kolisavy rist v prubéhu jednotlivych pasazi.
V piipadé poslednich ¢tyfech pasdzich mizeme opét pozorovat ubytek biomasy a PHA oproti
pfedchozim pasazim.
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Obrazek 13. Kultivace mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans pii 60 °C na glukoze

V tabulce 8 je vyobrazena koncentrace cukru v médiu po kultivaci. MiZeme pozorovat,
ze mikroorganismy vyuzily pouze ptiblizné€ polovinu obsahu substrdtu v médiu. V prvni pasazi
u neadaptovan¢ho kmene mizeme sledovat, ze spotfeba substratu byla na rozdil od ostatnich
pasazi vyssi, ale s nejniz§im obsahem biomasy. V pribéhu adaptace se zvySovala koncentrace
biomasy, ale klesala spotfeba cukru. Vyjimkou je ¢tvrta pasaz, u které miZeme pozorovat
nejvyssi spotfebu substratu a taktéz nejniz$i pH, které mélo hodnotu 5,09. V poslednich

pasazich dosahovala koncentrace substratu na konci kultivace ptes 18 g/l, coz opét znaci jako
u pfedeslych kultivaci neschopnost dal§iho ristu mikroorganismi.
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Tabulka 8. Koncentrace glukézy a hodnota pH jednotlivych pasazi pii 60 °C

Pasaz Biomasa [¢/1] Zbytkovy cukr [g/1] pH
1 0,87 £ 0,08 3,28+0,01 6,40
2 1,13 +0,02 7,14 +£ 0,01 6,05
3 1,22 +£0,01 7,13+0,01 6,14
4 1,19+ 0,09 0,38 +0,00 5,09
5 1,60 = 0,05 9,83 +0,03 5,66
6 1,60 + 0,04 8,64 £0,01 6,02
7 0,97 +0,11 10,44 £ 0,01 6,10
8 1,79 £0,08 7,60 = 0,01 5,92
9 1,41 + 0,04 4,69 + 0,03 5,99
10 1,11 +0,04 9,36 + 0,05 5,93
11 1,38 +0,02 9,01 £0,02 6,01
12 1,69 +0,02 10,09 + 0,09 6,30
13 1,14 + 0,04 13,15 + 0,02 6,18
14 1,38 +0,01 5,95+0,03 6,23
15 1,31 £0,01 17,96 + 0,01 6,34
16 1,01 £0,09 18,54 £ 0,02 6,19

4.3. Adaptivni evoluce na 40 °C

U tohoto experimentu byla provadéna adaptivni laboratorni evoluce mikroorganismu
Schlegelella thermodepolymerans M15344 na 40 °C. Jako substraty byly pouzity glukéza
a xyloéza. Bylo provadéno stanoveni koncentrace biomasy a PHA. Po kazdé pasazi byla

stanovena koncentrace cukru v médiu a pH.

Na obrazku 14 je vyobrazena kultivace na xyloze. U tohoto experimentu bylo provedeno pouze
13 pasazi z divodu nasledné kontaminace. Primérné se hodnoty biomasy pohybovaly okolo
4 g/l s procentualnim zastoupenim PHA okolo 50 hm. %. Nejlepsi ristové i produkéni pasaze
se vyskytovaly na zac¢atku experimentu, a to konkrétné druha az ¢tvrta, kdy hodnoty biomasy
i PHA byly nejvyssi. Od 7. pasaze lze sledovat postupny upadek jak ristu, tak produkce.
U posledni pasaZe spadla koncentrace biomasy az na 1,71 g/l s procentualnim zastoupenim

PHA pouze 29 hm. %.
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Obrazek 14. Kultivace mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans pii 40 °C na xyloze

Co se tyka spotieby cukru pfi jednotlivych pasazich, miizeme v tabulce 9 pozorovat stejné jako

u predchozich experimentt, ze i po 72 h hodinach mikroorganismy nevyuzily vSechen substrat.

Nejvyssi spotieba substratu byla zaznamenana u tfeti pasaze, kde koncentrace byla 2,68 g/l.
U poslednich pasaze byl vice nez poloviéni obsah cukru v médiu. Stejné jako u ptedchozich

experimentl se pH pohybovalo okolo hodnoty 6.

Tabulka 9. Koncentrace xyl6zy a hodnota pH jednotlivych pasazi pti 40 °C

Pasaze Biomasa [g/1] Zbytkovy cukr [g/1] pH
1 2,69+ 0,08 6,86 + 0,01 5,94
2 4,20+ 0,06 8,09+0,01 6,33
3 4,61 +0,08 2,68 +0,01 6,30
4 4,71+0,06 5,76 £ 0,01 6,06
5 3,50 + 0,08 5,91+0,01 5,50
6 2,79+0,04 10,63 + 0,07 6,20
7 4,28 +0,05 6,78 £ 0,05 6,19
8 3,60+0,19 8,80+ 0,04 6,08
9 3,567+0,15 8,79+0,01 6,03
10 3,19+0,03 10,66 + 0,01 6,12
11 2,78 +0,13 11,03 + 0,02 6,31
12 2,18 +0,17 8,79+0,01 6,31
13 1,71 +£0,15 13,19+ 0,21 6,33

V ptipad€ kultivace na glukoze byl zaznamenan vys§i vyskyt kontaminaci. Tomuto bylo

z diivodu, Ze glukdza na rozdil od xylozy je bézny substrat pro vétSinu mikroorganismti. DalSim
faktorem pro vysSi vyskyt kontaminace byla nizka teplota. Pfi vyskytu kontaminace bylo
zaockovano z kryo zkumavek z piedeslych pasazi. Postup zobrazuje schéma na obrazek 15.
U sedmé pasaze byl zaznamenan vyskyt kontaminace, bylo tedy zaockovano z kryo zkumavky,
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které se pfipravovaly jednou za urcitou pasaz, bylo tedy potieba se vratit az do tieti pasaze.
Zde se op¢t vyskytla kontaminace, tudiz bylo opét zaoCkovano ze tteti pasaze. U osmé pasaze
doslo k velkému upadku riistu, a bylo zaockovano z kryo zkumavky ze sedmé pasaze. Ackoli
bylo zaockovano z kryo zkumavky, paraleln¢ byla dal provadéna kultivace od osmé pasaze.

w

7 kr 11 kr

Obrazek 15. Schéma pasazi pti 40 °C na glukoze

Na obrazku 16 muzeme pozorovat, Ze do sedmé pasaze byly hodnoty velice kolisavé. Ackoli
u tohoto kroku mikroorganismy nerostly a koncentrace biomasy dosahovala pouze 2 g/l,
v naslednych pasazich dosahovaly koncentrace biomasy az 4,5 g/l s procentudlnim
zastoupenim PHA okolo 60 hm. %. U osmé pasaze doslo k tipadku ristu a nasledné byla
provadéna paralelni kultivace sedmé pasaze z kryo zkumavky (oznacené ,,kr*) a osmé pasaze.
Na rozdil od predchozich experimentti, kde byl vidét okolo 10. pasdze znacny upadek ristu,
v tomto pripadé dochazelo k nardstu koncentrace biomasy i PHA a u 13. pasaze dosahovala
az 7,5 g/l s procentualnim zastoupenim PHA 71,75 hm. %. Pfi této pasazi bylo tedy dosazeno
vy$$i koncentrace biomasy i PHA nez pii optimalni kultivaci na xyléze pii 50 °C.
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Obrazek 16. Kultivace mikroorganismu Schegelella thermodepolymerans pii 40 °C na glukoze

U stanovené koncentrace cukru v médiu po konci kazdé pasaze z tabulky 10 mtzeme vycist,
ze V pasazich, kdy dochazelo k vysokému nartstu i produkce, se koncentrace zbytkového cukru
v médiu pohybovala od 0,5 g/l do 2,5 g/I. Na rozdil od ostatnich experimentt, kdy se hodnoty
cukru pohybovaly okolo 7 g/l, zde 1ze také sledovat, Ze mikroorganismy zpracovavaly vétSinu
substratu v médiu. U pasazi, kde byly stanoveny nizké hodnoty biomasy se koncentrace
pohybuje okolo 10 g/l a dochazelo tedy k poloviénimu zpracovani substratu. V porovnani
s kultivaci na xyloze, jde vidét, ze glukoza byla zpracovana témér vSechna, na rozdil od xylozy,
kde zlistavala zna¢na ¢ast substratu v médiu i po konci kultivace.
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Tabulka 10. Koncentrace gluk6zy a hodnota pH jednotlivych pasazi pti 40 °C
Pasaze Biomasa [g/1] Zbytkovy cukr [g/1] pH [-]
1 1,91+0,21 8,33+0,19 6,16
2 2,88 +0,48 0,38+ 0,01 5,09
3 2,29+0,15 6,59 + 0,02 6,35
4 5,35+ 0,04 0,98 £ 0,00 5,36
5 4,00 + 0,04 6,23 = 0,02 4,50
6 1,98 + 0,02 10,83 + 0,04 5,98
7 1,31+£0,04 10,56 + 0,04 6,22
3 2,00 + 0,05 10,97 + 0,05 5,99
3 1,13+ 0,06 15,13+ 0,01 6,01
4 3,57 £ 0,06 7,55+ 0,01 6,28
5 6,12 + 0,06 3,01+0,01 6,38
6 6,47 + 0,04 2,50+ 0,01 6,40
7 6,76 £ 0,01 2,03+0,03 6,22
8 0,27 £ 0,01 17,23+ 0,04 5,13
7 kr 5,76 £ 0,06 531+0,01 6,18
9 2,66 +0,16 10,83 + 0,04 5,98
8 kr 6,77 £ 0,07 2,81+0,01 5,56
10 5,36 £ 0,11 3,98 +0,01 6,00
9 kr 7,61+0,30 0,91+0,01 6,06
11 6,93 + 0,02 0,64 + 0,00 5,74
10 kr 7,07+0,11 1,93 +£0,05 6,25
12 7,33 +0,02 0,78 £0,01 6,00
11 kr 6,85+ 0,03 0,36 £ 0,01 6,42
13 7,49 + 0,03 2,53+0,01 6,16

4.4. Charakterizace PHA adaptovanych kmenu

V tomto experimentu bylo provadéno porovnani rastu a produkce PHA adaptovanych
a neadaptovanych kment. Nasledné¢ bylo provadéno testovani vlivu adaptace jednotlivych
mikroorganismi na molekulovou vahu vysledného polymeru pomoci SEC-MALS.

Bylo provadéno porovnani ristu a produkce PHA u pivodni bakterie s kmenem z 10. pasaze
u repeated-batch experimentu. V tabulce 11 l1ze vidét, Zze u 10. pasaze byla hodnota biomasy
02 g/l vy$si nez u origindlniho kmene. TaktéZ zastoupeni PHA je u originalniho kmene
podstatné nizsi nez u 10. pasdze experimentu. V zavislosti na ristu Ize pozorovat, Ze ackoli 10.
pasaz obsahovala koncentraci biomasy 4,57 g/1, spotieba substratu v porovnani s kontrolou byla
pouze o 2 g/l niz§i. Co se tykda molekulové hmotnosti (Mw), tak polymery dosahovaly
podobnych hodnot jak u kontrolni, tak u bakterie z 10. pasiZe. Retézce byly tedy podobng
velké. U polydisperzity (PDI) si 1ze pov§imnout opét podobnych hodnot, které znaci, ze maji
stejn¢ heterogenni zastoupeni hmotnosti polymerda.
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Tabulka 11. Porovnani produkce a charakteristika PHA na xylézy pii 50 °C

. Zbytkovy
Biomasa [g/I PHA [g/l M., [kDa PDI [- H[-
[9/1] [9/1] [kDa] B | curu oy | PR
10. pasaz | 4,57 +0,02 2,34 +£0,05 303,72+ 0,05 | 1,42+0,02 | 7,33+0,01 | 6,15

Kontrola | 2,62+ 0,06 0,78 = 0,00 334,97+ 0,05 | 1,45+ 0,08 | 9,26+0,01 | 5,62

U adaptivni evoluce pii 40 °C na glukoze, byla vybrana jako zajimava pasaz 13., z divodu
vysoké koncentrace biomasy a zastoupeni PHA. Tabulka 12 zobrazuje stanovené hodnoty
u kultivace. U 13. pasaze po adaptivni evoluci obsahovala vysokou koncentraci biomasy i PHA.
U 13. pasaze byla koncentrace biomasy vyssi o 2,25 g/l a PHA dosahovalo zastoupeni az 56,5
hm.% PHA, zatimco zastoupeni PHA u kontroly bylo pouze 42,3 hm.% PHA. V ptipadé
koncentrace cukru v médiu po kultivaci lze pozorovat, ze adaptovany kmen spotieboval téméef
vSechen cukru, na rozdil od kontroly, u které byla spotfeba cukru polovicni z pocatecni
koncentrace 20 g/l. U molekulové hmotnosti PHA, stejné jako v pfedchozim ptipadé, jsou
hodnoty velice podobné. Taktéz hodnota polydisperzity se pohybuje okolo 1,4.

Tabulka 12. Porovnani produkce a charakteristika PHA na glukoéze pii 40 °C

. Zbytkovy
Biomasa [g/I PHA [g/l My [kDa PDI [- H [-
[9/1] [9/1] [kDa] B | erfgn | P
13. pasaz 6,74 £ 0,03 3,80+0,07 | 316,63+0,55 | 1,43+0,00 | 1,48+0,01 | 6,24

Kontrola 4,49 + 0,17 1,89+0,18 | 326,55+ 0,72 | 1,39+ 0,06 | 9,67 + 0,01 6,18

V pripad¢ adaptivni evoluce pii 60 °C na glukoze byla vybrana 8. pasdz vhodna k porovnani
s neadaptovanym kmenem. U adaptované¢ho kmenu jsme se setkali s problémem, Ze pfi
kultivaci inokula na LB médiu, mikroorganismus nebyl schopny pti 60 °C rist. Vyzkouseli
jsme tedy inokulum s produkénim médiem, jelikoz mikroorganismus mize byt adaptovany
na konkrétni podminky média pfi této teploté. Pii téchto podminkach byl mikroorganismus
schopen rustu a mohl byt nasledné pieockovan do produkéniho média. V tabulce 13 Ize vidét
znacny rozdil mezi adaptovanym kmenem a kontrolou. Kontrola nebyla schopna téméf Zadného
rastu ani produkce PHA pfi téchto podminkach. Hodnoty se pohybovaly pouze v desetinnych
Cislech. V ptipad€¢ adaptovaného kmene byla koncentrace podstatné vySsi a bylo taktéz
stanoveno vys$S§i zastoupeni PHA v biomase. Ve spotiebé cukru lze taktéz sledovat,
7e U kontroly byla spotieba cukru znacné nizsi nez u adaptovaného kmene a pH se pohybovalo
okolo hodnoty 7, coz zna¢i minimalni az Zadnou aktivitu mikroorganismu. | u molekulové
hmotnosti PHA Ize pozorovat rozdil mezi adaptovanym kmenem a kontrolou. Rozdil
v hmotnosti je pies 200 kDa, coz mliZe byt zplisobeno adaptaci daného mikroorganismu na tuto
teplote, zatimco u kontroly byla hmotnost vysoké z divodu vysokého stresu.

Tabulka 13. Porovnani produkce a charakteristika PHA na glukdze pii 60 °C

Zbytkovy cukr

Biomasa [g/l] | PHA [g/I] M [kDa] PDI [-] (/1 pH [-]

8. pasaz 1,39 +£0,07 0,47+0,09 | 200,09+1,28 | 1,42+0,06 8,57 +£0,01 6,00

Kontrola | 0,22 + 0,05 0,06 +0,01 | 419,47+10,59 | 1,41+0,06 14,92 £ 0,01 7,01
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5. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala studiem produkce PHA u bakterie Schlegelella
thermodepolymerans M15344. Byla studovana produkce u repeated-batch kultivace na glukoze
a xyloze pti 50 °C a taktéz byla provadéna adaptivni laboratorni evoluce pomoci teplotniho
stresu pti 60 °C a 40 °C. V jednotlivych pasazich byla stanovena koncentrace biomasy, PHA,
koncentrace zbytkového cukru a pH. Po konci adaptacnich experimentl byla vybrana nejlepsi
pasaz, ktera byla porovnana s kontrolou. Nasledné¢ u adaptovanych kment a kontroly byla
provedena analyza SEC-MALS, kde byl pozorovan vliv adaptace na molekulovou hmotnost
danych produkovanych polymerd.

U repeated-batch kultivace bylo pii 50 °C na xyloze zjisténo, ze bakterie byla schopna vyssi
produkce a rastu do 11. pasdze, po které zacalo dochazet ke znacnému upadku jak ristu,
tak produkce. Znaci to tedy, ze by bakterie nebyla vhodna k dlouhodobéjsi a kontinualni
kultivaci. Nejvyssi zaznamenana koncentrace PHA byla u 9. pasaze. Pti porovnani s kontrolou
a 10. pasazi byl pozorovéan znacny rozdil v rustu 1 produkci. Kdy u kontroly byly hodnoty PHA
velice nizké, a to pouze 0,78 g/, zatimco u 10. pasdze dosahovala koncentrace PHA 2,34 g/1.
V piipad¢ repeated-batch kultivace na glukoze, coz pro bakterii neni optimalni substrat,
jsme se setkaly s velice nizkym rustem jiz od zacatku experimentu s naslednym postupnym
upadkem ristu k velice nizkym hodnotam.

Dale byla provadéna adaptace mikroorganismu M15344 na 60 °C. V piipadé xylozy nebylo
mozno pokracovat s experimentem z divodu degrada¢nich zmén cukru v médiu pii této teploté.
Tato zména v médiu zpusobila, Ze mikroorganismus nebyl schopny ristu. U glukézy bylo
provedeno 16 pasdzi a aCkoli produkce PHA byla nizs8i, nez u optimalnich 50 °C, lze fici,
7e se bakterie na tuto teplotu byla schopna adaptovat. Pti produkci 8. pasaze proti kontrole bylo
dokézano, Ze kontrolni mikroorganismus nebyl schopen velkého ristu ani produkce, narozdil
od adaptovaného kmene, ktery byl schopen rtst i produkovat pfi téchto podminkach.

U adaptace mikroorganismu na 40 °C, byl na xyloze pozorovan rist k 5. pasazi a nasledné byl
opét vidén upadek ristu v prub&hu experimentu az k posledni pasazi. Ackoli by mélo byt 50 °C
pro tuto bakterii optimalni, byly i pfi 40 °C pozorovany podobné hodnoty biomasy i PHA.
V piipad€ kultivace na glukéze bylo mozné sledovat ke konci experimentu velice vysoké
hodnoty biomasy 1 PHA, dokonce vyssi nez pti optimalnich 50 °C. Adaptovany kmen u 13.
pasaze dosahoval koncentrace biomasy 7,49 g/l s procentudlnim zastoupenim PHA
71,75 hm.%. U porovnavaci kultivace adaptovaného kmene z 13. pasaze a kontroly, bylo taktéz
pozorovani, ze adaptovany kmen dosahoval vysSich hodnot biomasy 1 PHA. Lze tedy fici,
ze se 1 vV tomto piipadé podafilo adaptovat mikroorganismus na tuto teplotu s vyssi produkci
nez pii optimalnich podminkach.

Pii analyze SEC-MALS izolovaného polymeru z biomasy adaptovanych mikroorganismu
a kontroly byla stanovena molekularni hmotnost PHA danych bakterii a hodnota
polydisperzity. Ve vsech piipadech se hodnota polydisperzity pohybovala okolo 1,4
a molekulova hmotnost se pohybovala v rozmezi 300-340 kDa. Jediny znaény rozdil
V hmotnosti 1ze zaznamenat pti 60 °C, kdy u adaptovaného kmene byla hmotnost pouze 200
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kDa a u kontroly dosahovala hodnoty 419 kDa. Takto velky rozdil mohl byt zptsoben tim,
ze U kontroly bakterie dochazelo k vysokému stresu kvtili teplot¢.
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7. SEZNAM ZKRATEK
DNA

ds-DNA

DNS

PHA

PHB
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
SEC-MALS

Deoxyribonukleova kyselina

Dvouvldknova deoxyribonukleova kyselina
Dinitrosalicylova kyselina
Polyhydroxyalkanoaty
Poly-3-hydroxybutyrat
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

Vylucovaci chromatografie s detektorem
statického rozptylu svétla ve vSech uhlech
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