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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva metabolickymi vlastnostmi termofilni bakterie Schlegelella
thermodepolymerans, ktera je schopna produkovat polyhydroxyalkanoaty (PHA). Cilem prace
bylo pochopeni metabolismu a utilizace riznych sacharidd (xyléza, celobidza, glukéza a jejich
kombinace) v zavislosti na ¢ase kultivace. V experimentalni ¢asti byly pouzity dva bakterialni
kmeny (M15344 a DSM15344). U bakterii byl v prdbéhu méfeni sledovan narlst optické
hustoty. Dale byl stanoven obsah P(3HB) z biomasy pomoci GC-FID a molekulova hmotnost
polymeru pomoci analyzy SEC-MALS. Diky méfeni zbytkového cukru pomoci HPLC-RI byl
stanoven prubéh utilizace sacharidl v zavislosti na ¢ase. Vysledky obou bakterii byly mezi
sebou porovnany a vyhodnoceny. Bakterie DSM15344 prokazovala vysSSi vysledky pfi
produkci P(3HB) nez bakterie M15344 a jako nejvhodnéjsi substraty pro produkci P(3HB) se
jevi celobioza a xyloza.

Abstract

This bachelor's thesis deals with the metabolic properties of the thermophilic bacterium
Schlegelella thermodepolymerans, which is capable of producing polyhydroxyalkanoates
(PHA). The aim of the study was to understand the metabolism and utilization of different
carbohydrates (xylose, cellobiose, glucose and their combinations) depending on the
cultivation time. In the experimental part, two bacterial strains (M15344 and DSM15344) were
used. The increase in optical density was monitored during the measurements for the bacteria.
Furthermore, the content of P(3HB) from the biomass was determined using GC-FID and the
molecular weight of the polymer was determined using SEC- MALS analysis. By measuring
residual sugar using HPLC-RI, the course of carbohydrate utilization was determined as a
function of time. The results of both bacteria were compared and evaluated. DSM15344
showed better results in P(3HB) production than M15344, and cellobiose and xylose appeared
to be the most suitable substrates for P(3HB) production.

Kli€ova slova
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1 UvoD

V dnes$ni dobé se velkou otazkou stava problematika plastl. Plasty sami o sobé nejsou takovy
problém, spiSe je problémem to, jak je s plasty nakladano a co se s nimi nasledné déje.
V dnesni spole¢nosti dochazi k masivni produkci plastd, ktera zatéZuje nejen nasi planetu,
ale i kazdého z nés.

Petrochemické plasty jsou nejrozsSifenéjsi typy plastu, které se vyrabéji z ropy a plynu. Plasty
jsou pouzivany v mnoha odvétvich, jako je napfiklad zpracovani potravin, zdravotnictvi,
stavebnictvi a mnoho dalSich. Bohuzel, petrochemické plasty jsou znaéné neudrzitelné,
protoze jsou vyrabény z neobnovitelnych zdrojl, nejsou biologicky rozlozitelné a ¢asto konci
v pfirodé, kde zpUsobuji ekologické skody. Vzhledem k negativnim dopadum petrochemickych
plastl na nasi planetu je dllezité hledat alternativy, které jsou méné Skodlivé a obnovitelné
pro nase zivotni prostfedi. Jednou z moznosti, jak nahradit petrochemické plasty by bylo
vyuzivani biodegradabilnich materialt, mezi které patfi napfiklad polyhydroxyalkanoaty.

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupina biodegradabilnich polymeru, které produkuji nékteré druhy
bakterii, mimo jiné i termofilni bakterie (vyhody produkce polyhydroxyalkanoatl pomoci
termofilnich bakterii je napfiklad snizené riziko kontaminace mezofilnimi bakteriemi). Tyto
biolopymery jsou mnohem udrzitelnéjSi nez petrochemické plasty, protoze jsou vyrabény
z obnovitelnych  zdroj a jsou biologicky rozlozitelné. Nicméné, produkce
polyhydroxyalkanoatl pomoci mikroorganism( je stale velmi nakladna a ¢asové narocna,
coz znamena, Zze tyto materidly zatim nejsou Siroce pouzivany. Vyhodou pouziti
biodegradabilnich materiald je, ze jsou SetrnéjSi k pfirodé a mohou byt snadno rozlozeny
pfirodnimi procesy.

Technologie se stale vyvijeji a mohou se objevovat nové materialy a metody vyroby, které
budou vice udrzitelné a Setrné k nasi planeté. ZlepSeni pro nasi pfirodu a lidstvo maze byt
dosazeno i diky SirS§imu podvédomi o problému plastového odpadu a jeho dopadu na nasi
planetu. Celkove Ize Fict, Ze odpad predstavuje vyznamny problém pro nasi planetu a pro nase
zdravi. Je tedy dulezité hledat nové zpUsoby, jak minimalizovat jeho vliv a zlepSit udrzitelnost
plastovych materialu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni polyestery, které jsou produkovany pomoci
prokaryotickych mikroorganismu jako lipidové inkluze, a slouzi bunce jako zasoba energie
a uhliku. PHA jsou pfirodni polyestery 3-, 4-, 5- a 6- hydroxyalkanovych kyselin. Dnes uz je
nalezeno vice nez 90 rodl, jak grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii, které jsou
producenty PHA za aerobnich i anaerobnich podminek. Polyhydroxyalkanoaty mohou byt
tvofeny vice nez 150 typy monomeru, které se dale daji kombinovat do kopolymer(, coz je
ddvod, pro¢ maji PHA materialy odliSné vlastnosti (Obrazek 1) [1].

PHA jsou rozdéleny do tfi skupin, a to podle toho, jak dlouhy je jejich fetézec. Existuji
polyhydroxyalkanoaty s kratkym (scl), stfednim (mcl) a dlouhym (Icl) fetézcem. Toto rozdéleni
je podle poctu uhliku v monomernim fetézci [2]. Scl-PHA maji méné nez 5 atomu uhlikd,
mcl- PHA maji 6-14 atom0 uhliku a Icl-PHA obsahuji vice nez 14 atom0 uhliku [3]. Nejznaméjsi
pfikladem scl-PHA je poly(3-hydroxybutyrat). Scl-PHA jsou obecné tuzsi, kfeh¢i a maiji
vysokou teplotu tani, a nizsi prodlouzeni pfi pfetrzeni. Tyto PHA jsou diky svym vlastnostem
vhodné pro aplikace v inZenyrstvi tvrdych tkani. Mcl-PHA, maji v porovnani s scl-PHA vySSi
pruznost a nizSi teplotu tani, a proto se vyuzivaji v aplikaci inzenyrstvi mékkych tkani [4].

NejdulezitéjSi biologickou funkci biopolymert PHA pro bunky je ukladani uhliku a energie. PHA
také dokazou zvySovat stresovou odolnost bakterialnich bunék vicéi velké Skale
environmentalnich stresorll [5]. PHA dokazou chranit bakterie pred Skodlivymi ucinky
hypertonickych stavl a pfed vykyvy osmolarity [6].

1)
=

100-30000

o CH (CH)

Obréazek 1: Obecna struktura PHA [1]

Polyhydroxyalkanoaty se v bakteriich vyskytuji jako granule, které se nachazeji v bunécné
cytoplazmé a maji pramér 0,2-0,5 um. Granule PHA je mozné pozorovat pomoci optického
mikroskopu s fazovym kontrastem (diky refraktivit€) [7] a elektronovym mikroskopem
(Obrazek 2), na kterém jsou vidét inkluze PHA. Mikroorganismy produkujici PHA Ize detekovat
pomoci barveni. Jako barviva mohou byt pouzity sidanska ¢er B [8] nebo oxazonové barvivo
nilska modf A. Diky nilské modfi A a fluorescenéni oxazonové formy nilské modfi muze byt
pritomnost PHA detekovana v rostoucich bakterialnich koloniich. Pokud bychom chtéli urcit
monomerni slozeni PHA, tak by musela byt vyuzita metoda plynové chromatografie
nebo spektroskopicka analyza nuklearni magnetické rezonance [9].



Obrazek 2: Fotografie tenkych fezi rekombinantnich bunék R. eutropha PHB-4 obsahujicich velka
mnozstvi (90 % hmotnosti suché buriky) P(3HB-co-5 mol% 3HHX) ziskana s vyuZitim transmisni
elektronové mikroskopie [10]

2.1.1 Biosyntéza PHA

Pro biosyntézu PHA existuji tfi hlavni cesty (Obrazek 3), které jsou katalyzovany rdznymi
enzymy a jsou spojeny s biochemickymi cestami, jako je napfiklad glykolyza, citratovy cyklus
(TCA), metabolické drahy mastnych kyselin a aminokyselin. U biosyntézy PHA hraje dllezitou
roli acetyl-CoA a také vychozi zdroj uhliku, ktery ma vyznamnou roli pfi ur€ovani konec¢né
struktury PHA [11]. Mikroorganismy obvykle syntetizuji PHA za podminek, kdy maji nadbytek
uhliku a chybi jim néktera z esencialnich Zivin, jako jsou dusik, sira, fosfor [12]. Polymery PHA
mohou byt produkovany fadou enzymatickych reakci v organismech. Nasledné vlastnosti
polymerd PHA jsou zavislé na vychozich zdrojich uhliku, a na specifickych aktivitach
substratovych enzymu zapojenych do procesu [13].

Cesta | vede k produkci monomeru 3-hydroxybutyryl-CoA z molekul acetyl-CoA katalyzované
enzymy B-ketothiolasa (PhaA) a acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB). NejCastéji pak vznikaji
poly(3-hydroxybutyraty) (P(3HB)). Polymerizaéni reakce je katalyzovana PHA syntazou
(PhaC). Enzym (PhaC) polymeruje pouze (R)-izomery 3-hydroxybutyrylu a (PhaC) pokraduje
v pfidavani monomerd do rostouciho fetézce az do vyCerpani monomert nebo do vyuZiti
kazdého volného mista v burice. Molekuly acetyl-CoA vyuzivané vdraze | vychazeji
ze sacharidli, mastnych kyselin nebo aminokyselin. Enzym (PhaA) je inaktivovan
koenzymem A, ktery vznikl za optimalnich podminek pro rust buriky v Krebsové cyklu. Pokud
je vSak Krebslv cyklus omezen kvuli nedostatku Zivin bohatych na uhlik, nevznikne zadny
volny koenzym A, ktery by dokazal inhibovat (PhaA), coz vede k syntéze PHA vyuzivajici
prebytek acetyl-CoA. Pro cestu | je nejvice preferovany zdroj uhliku glukéza a produkuji se
scl-PHA [14].

DalSi mozna biosynteticka draha syntézy PHA, tedy cesta Il vyuziva jako zdroj uhliku mastné
kyseliny z pB-oxidacniho cyklu. Cesta Il specificky syntetizuje mcl-PHA jako
polyhydroxyhexanoat, polyhydroxyheptonoat, polyhydroxyoktanoat a polyhydroxydekanoat,
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a tato drdha se charakteristicky vyskytuje u mikrobd rodu Pseudomonas (P. oleovorans,
P. entomophila, P. aeruginosa a P. putida). Acyl-CoA jsou produkovany z mastnych kyselin,
kdy reakce je katalyzovana acyl-CoA syntazou (FadD). Tyto mastné acyl-CoA jsou preménény
na enoyl-CoA pomoci acyl-CoA dehydrogenazy (FadE). Enoyl-CoA vznikly béhem B-oxidace
mastnych kyselin se pfeméni na R-3-hydroxyacyl-CoA. 3-ketoacyl-CoA je dalSim
meziproduktem vznikajici béhem B-oxidace po enoyl-CoA plsobenim enoyl-CoA hydratazy
(FadB). Tvorba R-3-hydroxyacyl-CoA monomerd zenoyl-CoA a 3-ketoacyl-CoA je
katalyzovana R-3-hydroxyacyl-CoA hydratazou (Phad) a 3-ketoacyl reduktazou (FabG).
Monomery jsou dale polymerovany enzymem (PhaC) na mcl-PHA [14].

enzymem u treti cesty je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferaza (PhaG), ktery pfeménuje
3- hydroxyacyl-ACP na 3-hydroxyacyl-CoA. Z ného nasledné dochazi pomoci (PhaC)
ke vzniku mcl-PHA [14].

Glukosa/ tuky/ mastné kyseliny Mastné kyseliny
. v v N -
B—Oxidacni cyklus v
Malonill—CoA AcetyJ—CoA » Acetyl-CoA Glukéza
Malonyl-ACP Acyl-ACP A=
| I OX'dta‘?e Acy-CoA—dehydrogenéza
3—Keto-acyl-ACP Biosynté 3—-Keto—acyl-CoA :1“ :;S?l/if\ Trans—2—enoyl-CoA
Zta,  |Enoyi-ACP
_J mastnyc ’
Drahalll | | kyselin Pha B I — | Draha ll
S-3-Hydroxyacyl-CoA Hydrolaza
(R)-hydroxyacyl-ACP N
L Pha G v Epimeraza
R-3-Hydroxybutyryl-CoA —— R-3-Hydroxyacyl-CoA
Pha syntéza Pha syntaza

— Pha syntaza T Pha C —
R-3-Hydroxybutyryl-CoA N

Acetoacetyl-CoA reduktaza 4 Pha B
Aceto—acyl-CoA

p-Ketothiolaza 4+ Pha A —

Acetyl-CoA — TCA cyklus

f

Sacharid

Obréazek 3: Schématické znazornéni metabolickych drah, enzym( a gen(i zapojenych do syntézy [11]
2.1.2 PHA syntazy
PHA syntazy jsou hlavnimi enzymy biosyntézy polyester(, diky PHA syntazam mize dochazet

k vyrazné vys8i enzymové aktivité. Podle vybéru substratu a sloZeni podjednotek rozdélit
do Ctyf tfid (Tabulka 1) [15].
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Tabulka 1:Typy PHA syntaz a typy produkovanych PHA [15]

Trida Subjednotky Mikroorganismus Produkt
PhaC Cupriavidus necator Scl-PHA
PhaC Aeromonac caviae FA440 Scl-mcl-PHA

Pseudomonac putidda,
PhaC Pseudomonas oleovorans, Mcl-PHA
Il Pseudomonas aeruginosa

PhaC Pseudomonas sp. 61-3 Scl-mcl-PHA
PhaC

[ Allochromatium vinosum Scl-PHA
PhaE
PhaC

v Bacillus megaterium Scl-PHA
PhaR

Prvni tfida je tvofena z jedné podjednotky (PhaC) s molekulovou hmotnosti mezi 60 a 70 kDa,
kde pFevlada syntéza scl-PHA. Jako modelova bakterie produkujici PHA se u TFidy | vyuziva
Cupridavidus necator.

Enzymy patfici do tfidy Il, obsahuji také pouze jednu podjednotku, kédovanou geny (PhaCs)
nebo (PhaC,). Tyto enzymy katalyzuji produkci mcl-PHA. Tfidu Il zastupuji mikroorganismy
rodu Pseudomonas.

TFida lll se fadi mezi heterodimery, které pro svou aktivitu vyZaduji dvé podjednotky, které jsou
(PhaC) a (PhaE). Bakterialni zastupce, u kterého byla objevena syntaza treti tfidy je
Allochromatium vinosum, dfive nazyvany Chromatium vinosum. Bakterie, které obsahuji tyto
enzymy jsou Cetna Haloarchaea, které maji specialni typy PHA syntaz.

Posledni IV tfida zahrnuje pro syntézu PHA enzymy obsahujici dvé podjednotky (PhaC)
a (PhaR), tyto enzymy dokazou polymerovat scl-PHA. Ctvrta tfida je typicka pro bakterialni
rod Bacillus a jim pfibuzné rody. U této tfidy bylo pozorovano, Ze pokud se podjednotka (PhaR)
vyskytuje v pfitomnosti alkoholu, dochazi k alkoholovému Stépeni fetézce PHA. Této vlastnosti
se da vyuzit kregulaci molekulové hmotnosti vyrobeného polymeru nebo k modifikaci
karboxylového konce PHA, a mohou byt zaclenény aktivni skupiny, jako jsou napfiklad
benzyl- , thiol- nebo hydroxy- skupiny [16].

2.1.3  Vyuziti PHA

Diky vysoké biokompatibilit&, biologické rozloZitelnosti a dobrym ekologickym vliastnostem jsou
PHA Siroce vyuzivany v mnoha oblastech [17]. Polymery PHA mohou byt pouzivany
v lékafstvi, farmacii a v nanotechnologiich. Biomedicinské aplikace vyuZzivajici PHA Ize
rozdelit do ¢étyf hlavnich podskupin: mékké tkané, tvrdé tkané, podavani Iéku a lékarské
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pfistroje. V téchto pfipadech mohou byt PHA pouZity, jako povlaky pro decelularizované
matrice, aby se zabranilo imunitnim reakcim po implantaci [18, 19].

1. MéEkké tkanové inzenyrstvi

Diky dobrym elastickym vlastnostem se mcl-PHA (napf. poly(3-hydroxyoktanoat) [P(3HO])
a poly(3-hydroxyoktanoat-co-3-hydroxydekanoat)  [P(3HO-co-3HD]) hojné  pouzivaiji
v aplikacich mékkych tkani. Patfi sem srdeéni naplasti, cévni §tépy, srdeéni chlopné, usni
rekonstrukce, stehy a obvazy na rany, nervové konduity a chrupavkova tkan [20].

Srdecni naplasti byli v nejnovéj§im vyzkumu PHA zkoumany jako naplasti na levou srdeéni
komoru pro napravu infarktu myokardu. Mechanické vlastnosti P(3HO) byly analyzovany
pfi télesné teploté (37 °C) a byl naméfen Younguv modul 1,5 £ 0,4 MPa. Tato hodnota klesla
na 0,41 £ 0,03 MPa se zvySenou porozitou naplasti, ¢imz se dostala do rozsahu myokardu
dospélého ¢lovéka (0,02 £ 0,05 MPa). Tento polymer je také vysoce elastomerni pfi télesné
teploté a diky tomu se dokaze vyrovnat s kontrakci a relaxaci srde¢niho svalu [21].

2. Bioimplantatové naplasti

Vzhledem k biokompatibilni povaze, nizké zanétlivosti, biologické rozlozitelnosti a pouziti
pfi regeneraci tkani mohou byt PHA pouZity jako bioimplantatové naplasti v lidském téle.
Pfilécbé se Casto provadi lokalni resekce a wuzavér posSkozené lidské stény
v gastrointestinalnim traktu suturou (seSitim). Takové uzavieni lze provést pomoci
bioimplantovanych naplasti vyrobenych z polymeru, jako je P(3HB) [22].

3. Chrupavkové implantaty

Ztrata chrupavky v disledku traumatu, vékem podminéné degenerace nebo vyvojovych
poruch muze vést k chronické bolesti a invalidité [23]. Tkan chrupavky je avaskularni
a postrada regeneracni schopnosti [24]. V dusledku toho je obvykle vyzadovana totalni
nahrada kloubu ke zmirnéni bolesti, Uzkosti a pfipadné invalidity pacienta. Nedavné pokroky
v tkaflovém inzenyrstvi chrupavek s pouzitim materiald, jako jsou PHA, ukazaly uUspéch
v [éCbé Casné degenerace chrupavky, a nabizeji tak alternativy k totalni nahradé kloubu.
Pfedchozi studie prokazaly uspésSnou kultivaci chondrocytu (lidskych a krali¢ich) na PHA
scaffoldech slozenych z P(3HB-co-3HHX), P(3HB-co-3HV) a P(3HB) [25].

V dal$i studii byla nanovlakna vyrobena ze smési P(3HO) a P(3HB) pomoci elektrostatického
zvlaknovani k napodobeni kolagenovych vlaken nalezenych v kloubni chrupavce. VSechny
Ctyfi smésna vlakna P(3HO) /P(3HB) prokazala vysokou buné&nou zivotaschopnost lidskych
kloubnich chondrocytu a vysokou expresi kolagenu typu Il a doSlo se k zavéru, ze smiSena
vlakna P(3HB) /P(3HO) v poméru 1:0,25 dokazou napodobit kloubni chrupavku [26].

4. Transport [€Civ

DalSi aplikace PHA je v podavani léCiv, kde maji mnoho vyhodnych vlastnosti. Mohou byt
pfizpasobeny vyrobnim metodam tak, aby uvolfovaly zvolené léCivo po konkrétni pozadovana
Casova obdobi, a mohou byt také upraveny tak, aby dosahly a zacilily na vybrané oblasti v téle.

,,,,,

materialy a zafizeni, oralni a pulmonalni podavani a implantaty pro podavani 1éka [27]. PHA
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byly pouzivany pro vyrobu nosicu Iékt zahrnujicich pouziti mikro/nanocastic, naplasti, filmu
a prototypU, kde je zvlasté uzite€na jejich laditelna biologicka odbouratelnost [28].

5.  PHA v nanotechnologiich

Nanobiotechnologické aplikace, jako je vyvoj proteinovych Cc&ipu vyuzivajicich PHA
pro selektivni imobilizaci proteinu, sméfuji ke specifické detekci viru hepatitidy B [29]. PHA se
také pouzivaji pro tvorbu tenkého filmu/nanogeltl [30]. Pevné nebo &asticové disperze s
rozsahem velikosti 10-100 nm se nazyvaji nanocastice, ve kterych se IéCiva mohou zachytit,
rozpustit nebo pfilnout k povrchu. Nanoc€astice jsou upfednosthovany pfed mikroCasticemi
v |ékarfstvi a farmacii, a to diky rychlejSi intracelularni akceptaci a rychlému pohybu k cili [31].
Termin polymerni nanoCastice se specialné pouziva pro nanokuliCky a nanokapsle, kde
nanokulicky maji pevnou hmotu; zatimco nanokapsle plsobi jako rezervoary vaskularniho
systému, ve kterych jsou zachyceny pozadované slou¢eniny [32]. Tyto koloidni nanocastice
se snadno aplikuji jako o¢ni kapky v tekuté formé [33].

PHA nanovlakenné scaffoldy a filmy byly zkoumany pro rist nervovych kmenovych bunék jako
nahrada extracelularniho matrixu. Je zajimavé, ze buriky rostly na tomto materidlu jako
pfirozena extracelularni matrice. Nanovlakenné scaffoldy PHA vykazovaly lepSi adhezi bunék
a dobrou zivotaschopnost nervovych kmenovych bunék. Protoze je pro implantaci zadouci
porézni struktura, ukazalo se, ze PHA jsou dobrou volbou pro napravu poranéni michy
[34, 35].

2.2 Extrémofilni mikroorganismy

Extrémofilni organismy se vyskytuji v prostfedi s podminkami, které bézné se vyskytujici
bufky nepfezivaji. Jedna se o vysoce rozmanité bakterie, které Ize rozdélit do Sesti tfid
na zakladé jejich pfevazujicich extrémnich vlastnosti (Tabulka 2):

1. Termofily se nachazeji na mistech s vysokou teplotou a mohou tolerovat teploty nékdy
blizké teploté varu vody

Psychrofily jsou mikroorganismy zijici na chladnych mistech s teplotami nékdy hluboko
pod bodem mrazu vody

Piezofily jsou mikroorganismy schopny zvladnout tlak az 1000 atm

Halofily dokazou zvladnout koncentraci soli v nékterych pfipadech vyssi nez 300 g/l
Acidofily jsou bakterie, vyskytujici se ve velmi kyselém prostfedi

Alkalifily jsou opakem acidofilt, toleruji pH pfevySujici neutralni

N

o0k w

VySe vyjmenované mikroorganismy jsou schopny produkovat enzymy, které se daji vyuZivat
pro praci v neobvyklych podminkach. Extrémofilni bakterie maji velky potencial napfiklad
v biotechnologickych procesech [36].
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Tabulka 2: Priklady zastupct extremofilt [37]

Tridy Zastupce Vyskyt Podminky k zivotu
Cvanidium Yellowstonsky
Termofily yanid narodni park, Teplota nad 45 °C
caldarium w ivex
komposty, raselinisté
Minimalni teplota: - 5-10 °C
Pseudomonas Hluboka jezera,
Psychrofily fragi studené vodni Optimailni teplota: 10-20 °C
g prameny
Maximalni teplota: 25-30 °C
: , Shewanella L exi e
Piezofily : Hluboka more Tlak vy$Si nez atmosféricky
benthica
, Halobacterium Mrtvé more, Velké Prostfedi s vysokou
Halofily - L A
volcanii solné jezero koncentraci soli
Acidofily Acetobacter aceti Kysele dulp | drenaze, Kyselé prostredi
kyselé vody,
Alkalifily Bacillus okhensis Zasadita voda, Sodne Zasadité prostredi

jezero Magadi

2.2.1 Termofilni bakterie

Termofilni bakterie jsou mikroorganismy, které dokazou pfezivat a prosperovat pfi teplotach
nad 45 °C. NejCastéji byvaji rozdéleny do tfi kategorii (Obrazek 4): 1. stfedné termofilni,
které maji optimalni teplotu rastu kolem 45-65 °C, 2. extrémni termofily s optimem rustu
pfi 65-79 °C, a za 3. hypertermofily, ti maji nejlepSi rust pfi teplotach nad 80 °C [38]. Termofilni
bakterie se mohou vyskytovat napfiklad u vyhfivanych jezer, hlubokomorskych priaduchd,
termalnich pramenu, nebo na kompostech jak v domacnosti, tak v zemédélstvi, protoze i tam
muze teplota presahnout 50 °C [39].
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L

Sulfolobus acidocaldarius, Termotoga maritima ]—~80°C

. . . Extremni termofily:
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Obrazek 4: Optimalni teploty pro rist vybranych termofilnich bakterii [38]
2.2.1.1 Stavba buriky termofilnich bakterii

SloZzeni bunétné membrany termofilnich bakterii je pfic¢inou jejich odolnosti, schopnosti
prezivat a rlst v nepfiznivych podminkach pro zZivot. Lipidy v buné€nych membranach jsou
zasadni pro udrzeni stability membran pfi zvySené teploté. Tyto lipidy zajiStuji mnoho funkci,
jako je napfiklad udrzovani fluidity, transport, intracelularni osmoticky gradient nebo stabilita
proteinovych molekul. Chemicka stabilita a propustnost membrany je zajisténa diky ménicimu
se obsahu membranovych lipidd v dusledku zmény teploty, coz umoznuje rust termofilnich
mikroorganism0 za vysokych teplot [40]. DalSim dullezitym faktorem pFezivani termofilnich
bakterii pfi zvySené teploté je pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin.
Mezi dalSi patfi obsah guanino-cytosinovych vazeb (GC) v genetickych konstitucich [41]. Pary
bazi GC maji vice vodikovych vazeb nez pary bazi adenin + thymin (AT, coz poskytuje vysSi
termostabilitu molekule RNA) [42].

2.2.1.2 Zpusob adaptace na vysokou teplotu

Zpusob adaptace na vysokou teplotu nebo stanoveni teplotniho limitu pro Zivot neni vzdy
jednoduchy. Pro pfibliznou tepelnou toleranci mizeme vyuzit molekularni stability, ktera mize
byt pouzita pro méfeni rdznych intracelularnich molekul. MdzZe byt méFena pomoci
makromolekul nebo pomoci metabolitll s nizkou molekulovou hmotnosti. U termofilnich
bakterii se vyskytuji malé intraceluldarni molekuly nebo metabolity, jako je
nukleosid- difosfatkinaza (NDP), adenosintrifosfat (ATP), adenosindifosfat (ADP),
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adenosinmonofosfat (AMP), acetylfosfat, pyridoxalfosfat a acetyl CoA. Bylo zjisténo, ze vyse
zminéné molekuly a metabolity jsou nestabilni in vitro pfi vysokych teplotach [40].

2.2.1.3 Aplikace termofilnich bakterii a biotechnologické vyuZiti

Termofilni bakterie mohou byt zdrojem primyslové dulezitych termostabilnich enzymu, jako je
napfiklad enzym a-amylasa nebo pululanasa [43]. Diky tomu, Ze bakterie dokaZzou pfeZivat
v extrémnich podminkach, by tyto enzymy mohly byt odolngjsi vici kontaminaci a financni
naklady na vyrobu latek s pfidanou hodnotou by nemusely byt tak vysoké. Dalsi vyhodou je,
ze biotechnologické procesy probihaji za zvySené teploty, a tak by se metabolické teplo
a energie rozptylené michanim, které vystupuji do okoli, daly pouzit k ohfevu bioreaktoru,
¢im by se mohla snizit spotfeba energie [44].

K nejvice studovanym termofilnim bakteriim patfi bakterialni rody Caldicellulosiruptor,
Thermotoga a Thermus. Termofilni bakterie se mohou vyuzivat pro metabolického inzenyrstvi
diky genetickym nastrojum pro tyto organismy. Genetické nastroje slouzi k popisu vnitfniho
metabolismu, fyziologii a pro metabolické inzenyrstvi. Metabolické inzenyrstvi termofilnich
baterii je napfiklad vyuzivané pro vyrobu biopaliv a chemikalii [45]. Pfehled vyvinutych
a vyuzivanych genetickych systému extrémnich termofili pro metabolické inzenyrstvi
(Tabulka 3).

Tabulka 3: Prehled termofili vyuzivanych pro metabolické inZenyrstvi [46-48]

Termofilni bakterie Teplota (Topt) [°C]
Sulfolobus sp. ~80
Thermococcus kodakarensis 85
Pyrococcus furiosus 100
Thermus thermophilus 72
Thermoanaerobacter mathranii 75
Caldicellulosiruptor bescii 78
Metallosphaera sedula 75
Thermotoga sp. ~80

Termofilni prokaryoty jsou velmi odolné vuéi nepfiznivym podminkam, napfiklad vaci
chemickym denaturaénim ¢&inidlim, Sirokému rozmezi pH hodnot, nebo nevodnym
rozpoustédlum. Pravé termozymy z termofild maji dobré vlastnosti a vyuZiti [49]. Enzymy,
které se vyuzivaji jsou celulazy, xylanazy, pektinazy, chitinazy, amylazy, pululanazy, proteazy,
lipazy, glukézoizomerazy, alkoholdehydrogenazy a esterazy [50]. Xylanazy z rodu Thermus
brockianus a Thermotoga thermarum jsou vhodné pro pramyslové aplikace diky vysoké
optimalni reakéni teploté 95 °C, tepelné stabilité a vysoké specifické aktivité vici rozpustnym
a nerozpustnym xylanim. Hypertermostabilni 3-manosidaza z Pyrococcus furiosus (archaea)
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s transglykosyla¢ni aktivitou a optimalni reakéni teplotou 100 °C je vhodnym adeptem
pro aplikace v potravinarském a farmaceutickém primyslu [51].

Nékteré druhy extrémnich termofild dokazou generovat plynny vodik k recyklaci redukénich
ekvivalentl generovanych béhem oxidacniho metabolismu. Pfevazna vétSina biologickych
reakci probiha za energetické rovnovahy, to mize zménit reakci endergonickou za mezofilnich
podminek na reakci exergonickou, ktera je vhodna za termofilnich podminek. To je pfipadem
produkce H. z redukénich ekvivalentu, jelikoz se stdvd mnohem pfiznivéjsi pfi zvySenych
teplotach [52]. Dobrym pfikladem je oxidace mraven€anu na vodik pomoci Thermococcus
onnurineus (Top: 85 °C). PFi okolni teploté jsou redukéni potencialy pard mravencan/CO;
a H*/H, téméf identické, ale pfi 85 °C je ve vyhodé produkce vodiku a organismus je schopen

Setfit energii pro rust [53].
2.2.1.4 Schlegelella thermodepolymerans

Tato gramnegativni termofilni bakterie byla izolovana na zakladé své jedineéné schopnosti
degradovat extracelularni PHA materialy, vcetné kopolymerl 3-hydroxybutyratu
a 3- merkaptopropionatu. Tyto mikrobialni biopolyestery obsahuijici jak oxo-, tak thioesterové
skupiny, které jsou odolné vici jakékoli mikrobialni degradaci, proto byly pfed objevenim
S. thermodepolymerans povazovany za jedineéné biologicky neodbouratelné biopolymery.
Schopnost této bakterie rozkladat mikrobialni polyoxoestery a polythioestery byly dale
zkoumany a byly charakterizovany jeji extracelularni depolymerazy [54].

Schlegelella thermodepolymerans je schopna akumulovat velké mnozstvi PHA. Hlavnim
zdrojem uhliku, diky kterému m(ze dochazet u této bakterie k produkci PHA, jsou zdroje
bohaté na xylézu. Bakterie preferuje xylézu pfed ostatnimi monosacharidy a odhaluje
jedine€nou strukturu xyl operonu. Optimalini teplota pro rust této termofilni bakterie je okolo
55 °C, coz také zajistuje vétSi odolnost proti mikrobidlni kontaminaci pfi kultivaci. Diky jeji
schopnosti  produkovat kopolymery smonomery 3HB a 3HV se Schlegelella
thermodepolymerans zda byt vhodnou termofilni bakterii pro primyslovou vyrobu PHA
z odpadnich substratl na bazi lignoceluldzy (Obrazek 5) [55].

O ~OH
HO yloza +
Schlegelella thermodepolymerans %,

DSM 15344 HO OH

(0] ’\
Termofilni bakterie P(3HB-co-3H\/)

| g
5 -CO-:
55°C 1 Kyselina valerova HO/\@

Obrazek 5: Schlegelella thermodepolymerans a jeji produkce [55]
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2.3 Produkce PHA pomoci termofilnich bakterii

Produkce PHA pomoci termofilnich bakterii byla popsana u nékterych druhu, jako je napfiklad
Chelatococcus thermostellatus, protoze produkce PHA u termofill neni prozatim tolik
prozkoumana, jako u halofild nebo mezofilt [56]. Dalsi termofilni bakterie, které produkuji PHA
jsou Caldimonas taiwanensis [57] nebo Aneurinibacillus sp [58].

V soucasné dobé se pro produkci PHA vice vyuzivaji gram negativni bakterie, i pfesto, ze jsou
gram pozitivni bakterie v jistych smérech vyhodnéjsi. Vyhoda spociva v tom, Ze gram pozitivni
bakterie nevytvareji kontaminanty, které jsou schopné vyvolat zavaznou imunologickou reakci
v lidském téle, a proto nemlzou byt nékteré PHA (produkované gramnegativnimi
mikroorganismy) vyuzivané ve zdravotnictvi, kosmetice nebo mediciné [59].

2.3.1 Produkce PHA pomoci gram negativnich termofilnich bakterii

U termofilnich bakterii rodu Chelatococcus je optimalni teplota rastu 50 °C a jako zdroj uhliku
se vyuziva zejmeéna glukéza nebo glycerol. Kmen MW10 se pouziva pro produkci PHA
v pokrocilych cyklickych vsadkovych kultivacich s vysokou buné&nou hustotou v bioreaktoru
za semisterilnich podminek [56]. Chelatococcus daeguensis TAD1 je dalsi termofilni bakterie
rodu Chelatococcus, ktera je schopna produkce PHA, protoZze syntéza PHA v této bakterii
nevyzaduje zadné specialni podminky (kromé 50 °C) a je schopna vyprodukovat vysoké
mnozstvi PHA za pouziti glukdzy jako jediného zdroje uhliku. Kromé glukézy je kmen schopen
utilizovat glycerol nebo Skrob [60].

Dal$im termofilnim gramnegativnim rodem, u kterého byla prokazana produkce PHA na Urovni
fenotypu a rovnéz na uUrovni genotypu je Caldimonas. Tento rod zastupuji dva kmeny a oba
byly pouzity pro produkci PHA. Prvnim je Caldimonas manganoxidans, ktery byl izolovan
z horkého pramene. Bakterie je schopna akumulovat granule PHA, ale také ma schopnost
degradovat extracelularni P(3HB). Tento kmen bakterie je schopen vysoké produkce PHA
za kratkou dobu [61]. Druhym kmenem je Caldimonas taiwanensis, u které se na produkci
PHA vyuziva Skrob, protoze vykazuje amylolytickou aktivitu. Kvali zvySené teploté ale dochazi
k vétSi rozpustnosti Skrobu, coz snizuje viskozitu a zvySuje se homogenita granuli, a to se jevi
jako problém [57].

Syntéza PHA by pravdépodobné mohla byt mozna také u termofilniho rodu Tepidimonas,
jelikoz pfitomnost genu (PhaC) byla nalezena u fady zastupcu rodu, jako Tepidimonas
alkaliphilus, Tepidimonas aquatica, Tepidimonas fonticaldi, Tepidimonas charontis,
Tepidimonas ignava, Tepiminidi, Tepidimonas taiwanensis nebo Tepidimonas thermarum,
ale tyto bakterie jesté nejsou natolik prozkoumané [62].

2.3.2 Produkce PHA pomoci gram pozitivnich termofilnich bakterii

Bakterie Bacillus thermoamylovorans je gram pozitivni bakterie, kterd pro produkci PHA
vyuziva odpadni kuchyriské oleje. Kultivace probiha pfi 45 °C a tato bakterie je schopna
akumulace PHA po dvou dnech a obsah polymeru v biomase ¢&ini az 87 % suché bunécné
hmoty (CDM) [63].

DalSim gram pozitivhim rodem je Rubrobacter. Jedna se o bakterie, které netvofi endotoxiny
a jsou schopné sporulace [64]. Jsou schopné pfezivat za rlznych nepfiznivych podminek
a jsou odolné proti Skodlivym u€inkiim zareni jako UV nebo ionizujici zafeni [65]. Produkce
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PHA byla dokazana u dvou zastupcu, a to Rubrobacter spartanus, Rubrobacter xylanophilus.
Bioinformaticka analyza prokazala, ze Rubrobacter spartanus obsahuje dva geny kodujici
rizné PHA syntazy — prvni gen koduje tfidu | a druhy (PhaC) tfidu lll, byla uréena i druha
podjednotka syntazy tfidy Ill - (PhaE). Obsah PHA u testovanych kmenu dosahoval az 50 %
CDM, PHA polymer se skladal z monomeru 3HB, pfi doplnéni vhodnych strukturnich podminek
byly pfitomny také 3HV jednotky. U Rubrobacter xylanophilus probihala kultivace v rozmezi
teplot 45-60 °C, tato bakterie vykazovala vysokou odolnost vic¢i zminéné teploté, coz mélo
maly vliv na rust biomasy a akumulaci PHA [64].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a mikroorganismy

3.1.1

Pouzité chemikalie

Trypton (HiMedia, Indie)

Extrakt z drozdi (HiMedia, Indie)

Chlorid sodny (LachNer, Ceska republika)

Glycerol (LachNer, Ceska republika)

Xyléza (HiMedia, Indie)

Glukéza (LachNer, Ceska republika)

Celobioza (Lachema, Ceska republika)

Hydroxid sodny (LachNer, Ceska republika)

Izopropylalkohol (Penta, Ceska republika)

Chloroform (VWR Internacional, Spojené staty americke)
Kyselina sirova (LachNer, Ceska republika)

Metanol (LachNer, Ceska republika)

Kyselina benzoova (LachNer, Ceska republika)

Acetonitril (Fischer scientific, Velka Britanie)

Nutrient Broth (HiMedia, Indie)

Chlorid vapenaty dihydrat (LachNer, Ceska republika)

Citrat Zelezito-amonny (Fluka, Ceska republika)
Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat (LachNer, Ceska republika)
Chlorid amonny (LachNer, Ceska republika)

Siran horeénaty heptahydrat (LachNer, Cesky republika)
Chlorid médnaty dihydrat (LachNer, Ceska republika)
Kyselina trihydrogenborita (LachNer, Ceska republika)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (LachNer, Ceska republika)
Hexyhydrat chloridu manganatého (LachNer, Ceska republika)

PFistrojové vybaveni

Pfedvazky Kern EW 620-3NM (Némecko)

Analytické vahy (Boeco, Némecko)

pH metr (Termo Scientific, Nizozem)

Nanofotometr P 300 (Implen, Velka Britanie)

Centrifuga Hettich EBA 20 (Maneko, Ceska republika)

Centrifuga EBA 200 (Maneko, Ceska republika)

Vortex BENCHMIXER (Benchramk Scientific, Inc., Spojené staty americké)

Blokovy termostat Stuart SBH 200 D (Cole-Parmer, Spojené staty americké)

Blokovy termostat Stuart SBH 130 (Cole-Parmer, Spojené staty americké)

Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300

Kapalinovy chromatograf (Shimadzu corporation, Japonsko)

SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 um, 300 by 7,5 mm, Agilent Technolo-
gies; detektory: MALS — DAWN HELEQOS II, diferen¢ni refraktometr OPTILAB T-REX,
Wyatt Technology

Magneticka michacka Kartell (MERCI s.r.o., Ceska republika)

Trepacka KS 4000 (IKA-WERKE, Némecko)
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— Trepacka termostatovana TS-1000C (Biosan, LotySsko)
— Ultrazvukova ¢Cisticka (KRAINTEK s.r.o., Slovenska republika)
— Bé&zZné laboratorni sklo a vybaveni

3.1.3 Pouzité mikroorganismy

Schlegelella thermodepolymerans M15344 (z némecké sbirky lyofilizovana v ¢eské sbirce,
do které nebyla zafazena)

Schlegelella thermodepolymerans DSM15344 (modelovy kmen z némecké sbirky)
3.2 Kultivace bakterii
3.2.1 P¥iprava a slozeni inokulaéniho média

Do 100 ml Erlenmeyerovych banék bylo pfidano 50 ml komplexniho média (LB medium
o koncentraci 20 g/l bylo pouzito pro bakterii M15344 (Tabulka 4), NB medium o koncentraci
25 g/l bylo pouzito pro bakterii DSM15344 (Tabulka 5)). Nasledné byla pfipravena inokulaéni
média sterilizovana a po sterilizaci temperovana na 50 °C.

Tabulka 4: SloZeni LB komplexniho média

Chemikalie c [a/l]
Trypton 10
Extrakt z drozdi 5
Chlorid sodny 5

Tabulka 5: SloZzeni NB komplexniho média

Chemikalie c [a/l]
Pepton 10
Hm pepton B# 10
Chlorid sodny 5

3.2.2 Pf¥iprava a slozeni produkéniho média
Produkéni (mineralni) média byla pfipravovana do 250 ml Erlenmeyerovych banék (Obrazek

6), které obsahovaly 100 ml ,chelatococcového média“ (Tabulka 6). Nasledné byla produkéni
média vysterilizovana.
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Tabulka 6: SloZzeni mineralniho média na produkci

Chemikalie c [g/l]
Na;HPOs- 12 H,0O 9,0
KH2PO4 1,5
NH4CI 1,0
MgSO, - 7 H20 0,2
CaCl; - 2 H:0 0,02

Fe(""NH;, citrate 0,0012
Yeast extrakt 0,5
TES Il 1 mi/I

Tabulka 7: Slozeni TES Il

Chemikalie c [a/l]
EDTA 50,0
FeCl; - 6 H.0 13,8
ZnCl, 0,84
CuCl; - 2 H,0 0,13
CoCl; - 6 H.0O 0,1

MnCl, - 6 H.O 0,016
HsBOs3 0,1
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Obrazek 6: Mineralni médium
3.2.3 Pribéh kultivace

Do pfipravenych inokulaénich médii byly ockovany vybrané bakterialni kmeny, které byly
uchovavany v kryozkumavkach pfi —80 °C v 10 % roztoku glycerolu. Kultury byly pfidavany
do médii ve sterilnim boxu a po pfidani byla média vloZzena na tfepacku, kde byly bakterialni
kmeny kultivovany pfi 50 °C a 180 rpm. Zaockovana inokula se nechala rust 24 hodin
(Obrazek 7).

Obrazek 7: Zaockované LB médium

3.3 Rustové krivky

Do mineralnich medii bylo pfidano 5 obj. % inokula po 24 hodinach rdstu, 1 ml/l TES Il
(Tabulka 7) a zdroj uhliku (sacharid), aby vysledna koncentrace v médiu byla 20 g/I. Pfidavala
se xyléza, glukdéza a celobiéza. Ristova kfivka se méfila po dobu 72 hodin. Vzorky byly
odebirany po 12 hodinach (v€etné Casu 0 hodin). Odebrané vzorky byly centrifugovany
(5 minut, 6000 RPM). Dale se u vzorki méfila opticka hustota pomoci spektrofotometru
pfi 600 nm. Biomasa se nechala vysuSit do konstantni hmotnosti. V Case 24, 48 a 72 hodin
byl staCen cely objem.
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3.4 Gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni P(3HB) pomoci plynové
chromatografie

Biomasa byla stanovena gravimetricky. UsuSena biomasa byla zvazena na analytickych
vahach a nasledné prepocitana na g/l. Pfiprava vzork(l na GC-FID (plynova chromatografie
s plamenové ioniza¢nim detektorem) probihala nasledovné. Na analytickych vahach byla
biomasa navazena do krimpovacich vialek (optimalni hmotnost biomasy ¢inila 8-11 mg).
Do vialek byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml interniho standardu (esterifikaéni smés 15 %
kyseliny sirové v methanolu + 5 mg/ml kyseliny benzoové). Takto pfipraveny vzorek se dal
na tfi hodiny esterifikovat pfi 94 °C. V termobloku dochazelo ke kysele katalyzované hydrolyze
polyhydroxyalkanoatl a nasledné Kk transesterifikaci monomernich jednotek za vzniku
methylesterd hydroxyalkanovych kyselin. Po tfech hodinach byl cely objem prelit do vétsi
vialky, ktera obsahovala 0,5 ml 50 mM hydroxidu sodného, aby doslo k neutralizaci vzorku.
Nasledovalo protiepani, pfi kterém se oddélily faze a ze spodni organické faze se odebralo
50 uml do Sroubovaci vialky, ktera obsahovala 0,9 ml izopropylalkoholu. Obsah P(3HB) byl
nasledné stanoven pomoci GC-FID.

3.5 Sledovani ubytku sacharidu pomoci kapalinové chromatografie

Nejprve byla zméfena kalibracni kfivka pro xylézu, glukézu a celobiézu, zasobni roztok mél
koncentraci 20 g/l. Ze zasobniho roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 20,
15,10 a5 g/l

Mobilni faze pro kapalinovou chromatografii se skladala z acetonitrilu s miliQ vodou
(pomér 80:20). Takto pfipravena mobilni faze se dala odplynit do ultrazvuku.

Supernatanty, které byly odebrany pfi méreni ristovych kfivek, byly prefiltrovany pfes nylonovy
filtr s pory o velikosti 0,45 um. Poté probihala samotna analyza na kapalinovém chromatografu
(Tabulka 8) a z ploch pikG byla pomoci kalibraéni kfivky vypoc&tena koncentrace sacharidu,
ktery se ve vzorku nachazel.

Tabulka 8: Separacni podminky

Kolona Waters, Carbohydrate Analysis,
3,9%x300 mm
Rozpoustédlo Acetonitril:miliQ voda v poméru 80:20
Separacni teplota 40 °C
Pritok 1,2 ml/min
Mnozstvi vzorku 10 ym
Detektor refraktometricky
Separace Izokratica
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3.6 lzolace P(3HB) a priprava vzorkli na SEC-MALS

Z vysuSené biomasy ze stoenych celych objemu se izolovaly P(3HB) folie pomoci
chloroformu. Biomasa byla pfevedena do pyrexovych zkumavek, pfidal se chloroform
a ponechala se v termobloku po dobu 12 hodin pfi 70 °C. Po dvanacti hodinach byly vzorky
prefiltrované pres filtraéni papir do Petriho misky a zbyly chloroform se nechal odpafit,
nez vznikly folie. Nasledovala pfiprava vzork(i na SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography
with Multi-Angle Static Light Scattering = VyluCovaci chromatografie s detektorem méficim
staticky rozptyl svétla ve vice uhlech). Folie byly navazeny do vialek, zality chloroformem
(2 mg/ml) a vialky se nechaly 10 minut v termobloku na 70 °C. Po 10 minutach byly vzorky
prefiltrovany pres stfikackovy filtr do Sroubovacich vialek a byly analyzovany pomoci
SEC- MALS.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Schlegelella thermodepolymerans je slibnym termofilnim producentem PHA, proto byla tato
prace zaméfena na studium metabolismu, produkci PHA a utilizaci raznych sacharidovych
zdroju, jako byla xyl6za, glukéza, celobiéza a kombinace téchto sacharidd (Obrazek 8). Méfeni
zakalu umoznovalo sledovat rust bakterii. Pfidani riznych substratd do média mélo vliv
na pribéh rdstovych kfivek pouzitych bakterialnich kmena.

~_xyléza 20 g/l
Jeden sacharid < glukoza 20 g/l
= celobioza 20 gl

~_—rxyloza 10 g/l + celobiéza 10 g/l
Kombinace dvou sacharidi = > xyl6za 10 g/l + glukdza 10 g/l
»celobiéza 10 g/l + glukdza 10 g/l

Kombinace tfi sacharidu »xyl6za 6 g/l + glukdza 6 g/l + celobiéza 6 g/l

Obrazek 8: Schéma experimentu
4.1 Rustové krivky pfi pouziti jednoho zdroje uhliku

RuUstové kfivky jsou grafické zobrazeni rlstu mikroorganismi v Case a jsou dulezité
pro studium biologickych procesu. Ruastové kfivky bakterii maji rizné faze a to: lag fazi,
exponencialni, stacionarni a fazi odumirani [66].

4.1.1 Xyléza

Xyléza se fadi mezi monosacharidy a sklada se z péti atomu uhliku. Molekulovy vzorec xylozy
je CsH100s a existuje ve dvou formach: D-xyléza a L-xyléza. Vyskytuje se napfiklad v bfize,
slameé, Kkukufici. Xyl6za (Obrazek 9) je vyuzivana v potravinarstvi (sladidlo xylitol),
farmaceutickém a kosmetickém pramysilu [67].

O ~OH
o)

HO OH
Obrazek 9: Strukturni vzorec xylézy [67]

Z vysledkl rustové kfivky bakterie M15344 vidime (Obrazek 10), Ze lag faze byla pfiblizné
12 hodin, v lag fazi nedochazi k narlstu bakterii a je Zadouci, aby tato faze byla co nejkratsi.
Poté nasledovala exponencialni faze a od 60 hodiny pfesla do stacionarni faze. Bakterie
M15344 mé&la maximalni optickou hustotu v €ase 72 hodin s hodnotou 14. Bakterie DSM15344
dosahla vysSich vysledkl optické hustoty, a to az do hodnoty 23. Od €¢asu 0 do 12 hodin
probihal u bakterie DSM15344 zrychleny rust, nasledné presla do exponencialni faze, kde byla
do 60 hodin a poté nastala faze stacionarni do 72 hodin, poté byla ukon€ena produkce
(Obrazek 10). VysSi vysledky optické hodnoty u bakterie DSM15344 muzou byt zpusobeny
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tim, Ze tato bakterie byla schopna Iépe vyuzit xylézu pro svUj rust, ¢emuz odpovidaiji i vysledky
obsahu biomasy a utilizace tohoto sacharidu.

M15344 DSM15344
25 T 25 —
20 + 20 +
g 15 + g 15 +
o o
o o
oA O,
a 10 + 5 10 +
o o
5 A 5
0 T } } } } — 0 } } } } } } |
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72

t [h] t[h]

Obrazek 10: Ristova krivka bakterii pri pouZiti xylozy v mineralnim médiu

Ze stanoveni obsahu biomasy a P(3HB) jde vidét, ze bakterie DSM15344 méla vySSi vytézky
P(3HB) nez bakterie M15344 (Obrazek 11). NejvysSi obsah biomasy u bakterie M15344 je
v Case 60 hodin, kdy koncentrace byla 3,6 g/l a nejvy$si obsah P(3HB) u této bakterie mizeme
sledovat v ¢ase 48 hodin s koncentraci 1,6 g/l. Bakterie DSM15344 meéla nejvysSi obsah
biomasy a P(3HB) v ¢ase 72 hodin, a to s koncentracemi 4,4 g/l biomasy a 2,9 g/l P(3HB).
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H Biomasa P(3HB) M Biomasa P(3HB)

Obréazek 11: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti xyl6zy jako zdroje uhliku

Z vysledkl utilizace xylozy je mozné pozorovat, Ze nedo$lo k vyCerpani xylézy v prubéhu
kultivace bakterie M15344. | pfesto, Ze na zaCatku byla nedopatfenim pfidana polovi¢ni
koncentrace tohoto sacharidu. Pfestoze M15344 nevyuzila celou koncentraci xylozy, tak byla
schopna bunééného rustu a produkce P(3HB). Naopak bakterie DSM15344 byla schopna
postupné utilizovat xylézu z po&ate€ni koncentrace 20 g/l na koncentraci 3 g/l. To naznaduje,
Ze bakterie maji odliSné mechanismy pro vyuzZivani tohoto sacharidu, coz mize mit
za nasledek rozdilné vysledky co se tyCe obsahu biomasy a P(3HB) (Obrazek 12).
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Obréazek 12: Utilizace xylozy
4.1.2 Celobioza

Celobiéza (Obrazek 13) je redukujici disacharid, ktery se sklada ze dvou molekul glukézy. Tyto
molekuly jsou spojeny B-(1,4) glykosidickou vazbou. Ziskava se S$tépenim z celulézy
nebo z material(, které obsahuji vysoky podil celulézy (napfiklad papir, bavina) [68].

OH
0 OH
HO O
OH O
OH

Obrazek 13: Strukturni vzorec celobidzy [68]

PFi méfeni rastové kfivky, kdy do mineralniho média byla pfidana celobiéza, mizeme
u bakterie M15344 pozorovat, Ze byla od ¢asu 12 hodin do 60 hodin v exponencialni fazi ristu,
nasledné presla do stacionarni faze, ve které doslo k ukoncéeni kultivace po 72 hodinach.
U DSM15344 doslo od 36 hodiny k poklesu optické hustoty z hodnoty 12,4 na hodnotu 5,2.
Nasledné se hodnota optické hustoty od 48 hodiny do 60 hodiny zvysila a poté zase klesala.
Zména rustové kfivky u DSM15344 jiz od 36 hodiny by mohla naznaCovat, Ze bunky této
bakterie byly citlivéjSi na podminky rdstu nebo byly nachylnéjSi k hromadéni odpadnich
produktd v médiu, do kterého byla pfidana celobiéza, jako zdroj uhliku (Obrazek 14).
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Obréazek 14: Rustova kfivka bakterii pri pouZiti celobiézy v mineralnim médiu

Z vysledkl obsahu biomasy a obsahu P(3HB) jde vidét, ze bakterie DSM15344 méla vySsi
vytéZzky biomasy i P(3HB) oproti bakterii M15344 (Obrazek 15). V €ase 72 hodin méla bakterie
M15344 nejvysSi koncentraci biomasy 2,8 g/l a 0,9 g/l P(3HB), naopak bakterie DSM15344
méla v tomto Case koncentraci biomasy 7,1 g/l a 4,9 g/l P(3HB). To ukazuje, ze bakterie
DSM15344 je schopna lépe vyuzivat celobiézu pro rast biomasy a tvorbu P(3HB).

M15344 DSM15344
8 T g -
6 1 6
2 4 , 1 _
o-—,—¢—-,—oj.=:l.=:I.I:I.I:IvI— 0 .:i._:i.:.:.:.:
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72

t[h] t[h]

M Biomasa P(3HB) M Biomasa P(3HB)

Obrazek 15: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti celobiézy jako zdroje uhliku

Vysledky utilizace celobidzy naznacuji, Ze termofilni bakterie M15344 je schopna efektivné
vyuzit celobiézu a zpracovat ji rychleji nez bakterie DSM15344 (Obrazek 16). | pfesto,
Zze M15344 byla rychlejSi ve spotfebé sacharidu, tak bakterie DSM15344 produkovala vice
biomasy a P(3HB). Spotfebovani celobiézy v €ase 36 hodin u M15344 je rychlejsi
nez u DSM15344, ktera spotfebovala celobiézu az v Case 48 hodin. Zaroven doSlo u obou
bakterii k uvolnéni glukdzy z celobiézy. Bakterie DSM15344 byla nasledné schopna utilizovat
glukézu z koncentrace 15,4 g/l na kone€nou koncentraci 4,2 g/l. U bakterie M15344 nedoslo
k efektivnimu vyuziti uvolnéné glukdzy, a tak se glukéza zacala hromadit v médiu.
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Obréazek 16: Utilizace celobidézy

4.1.3 Glukéza

Glukéza patfi mezi monosacharidy ze skupiny aldohexdz. Glukéza (Obrazek 17) existuje
ve dvou formach, a to jako D-glukéza a L-glukéza. Pravé D-glukézu Ize ziskat krystalizaci
z rostlinnych stav a mizeme ji oznacit jako hroznovy cukr. V pfirodé se D-glukéza nachazi
v rostlinach a slouzi jako zasoba energie [69].

CH,0OH
0
OH
OH OH
OH

Obrazek 17: Strukturni vzorec glukézy [69]

U bakterie M15344 probihala exponencialni faze rastové kfivky od ¢asu 12 hodin do 48 hodin,
poté bakterie presla do stacionarni faze. U bakterie DSM15344 nedochazelo k Zzadnému rlstu
bakterii a opticka hustota této bakterie se po celou dobu pohybovala kolem hodnoty
0,5 (Obrazek 18). Vysledky naznacuji, ze bakterie DSM15344 neni schopna vyuzit glukézu
pro svyj rust, a naopak bakterie M15344 preferuje pro svij rust glukozu.
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Obréazek 18: Rustova kfivka bakterii pri pouZiti glukdzy v mineralnim médiu

Dalsi vysledky ukazuji, ze M15344 méla vysSi vynosnost obsahu biomasy, ale i tak je obsah
P(3HB) zanedbatelny i pfesto, ze tato bakterie je schopna vyuzivat glukdézu pro svuj rast
(Obrazek 19). Kdezto bakterie DSM15344, nebyla schopna vyuzit glukézu pro svdj rist,
a tak je jak obsah P(3HB), tak biomasy minimalni, ¢emuz odpovida i zméfena rastova kfivka
u této bakterie.
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Obrazek 19: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti glukézy jako zdroje uhliku

PFfi sledovani ubytku glukézy byla bakterie M15344 schopna utilizovat tento sacharid
z koncentrace 8 g/l na koncentraci 2,7 g/l (Obrazek 20). Bakterie DSM15344 utilizovala
glukézu do Casu 48 hodin a nasledné se koncentrace glukézy zacala zvySovat. Jeden
z moznych dlvodu muze byt rozdilna strategie vyuzivani sacharidi u obou kmenu této
bakterie. Pravdépodobné u bakterie M15344 doslo pfi oZiveni a lyozilizaci v ¢eské sbirce
ke zménam, a tak se od sebe tyto bakterie liSi v schopnosti vyuzivani sacharidd.
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Obréazek 20: Utilizace glukézy
4.2 Rustové krivky pfi pouziti kombinace dvou sacharidi
4.2.1 Xyléza a glukoza

Vysledky z mérfeni rustovych kfivek v mineralnim médiu s pfidanou glukézou a xyloézou
ukazuji, ze bakterie M15344 dosahla maximalni hodnoty optické hustoty v ¢ase 60 hodin,
po které nasledoval pokles ristové kfivky. Pokles mlze byt zpusoben vycerpanim zdroje
uhliku. Jelikoz bakterie M15344 neutilizovala xylézu, mohla byt glukéza vy€erpana a rlst se
zastavil. Bakterie DSM15344 dosahla pfiblizné dvakrat vy$si hodnoty optické hustoty v Case
60 hodin oproti bakterii M15344 (Obrazek 21). Bakterie DSM15344 byla od 36 hodiny
v exponencialni fazi do ¢asu 60 hodin a poté byla ve stacionarni fazi do konce produkce.

M15344 DSM15344
20 -+ 20 -
KX
15 - 15 -
£ = X
8 10 A >< S 10 A
5 < X g
5 1 5 4
v ¢ % H—
O U o+
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72

t[h] t[h]

Obrazek 21: Ristova krivka bakterii pfi pouZiti kombinace xyl6zy a glukdzy v mineralnim médiu

Z vysledkd obsahu biomasy a P(3HB) jde vidét, Ze bakterie DSM15344 vyprodukovala vyssi
mnozstvi biomasy a P(3HB) nez bakterie M15344 (Obrazek 22). V Ease 72 hodin méla bakterie
DSM15344 dvakrat vys8i obsah biomasy a P(3HB). Nejvy38i vysledek obsahu biomasy
u M15344 byl v Case 48 hodin s koncentraci 1,9 g/l, za to u kmene DSM15344 dosahovala
biomasa ve stejné hodnoté 3,7 g/l a koncentrace polymeru byla 2,1 g/l. Za nizSim nardstem
bakterie M15344 muzou byt zmény, které nejspiSe byly zplsobeny opétovnou lyofilizaci
pavodni kultury.
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Obréazek 22: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti xyl6zy a glukézy jako zdroje uhliku

Vysledky utilizace ukazuji (Obrazek 23), ze M15344 preferovala glukézu pfed xylézou.
Glukéza byla kompletné spotfebovana, zatimco xyléza zlstala v plvodni koncentraci. Za to
bakterie DSM15344 nejprve utilizovala xylézu, kterou béhem kultivace celou spotfebovala.
Zarovenn DSM15344 utilizovala glukézu, kdy byla jeji pavodni koncentrace 9 g/l snizena
na koncentraci 5 g/l. Z vySlych vysledkd je mozné fict, Zze bakterie M15344 neni schopna
vyuzivat xylézu, a naopak bakterie DSM15344 je schopna vyuzit oba sacharidy, ale preferuje
xylézu pfed glukézou.
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Obréazek 23: Utilizace xylozy a glukozy

4.2.2 Xyldza a celobioza

DalSi testovanou kombinaci sacharidi byla xyl6za spole€né s celobiézou. Z vysledku plyne,
Ze kultivace vybranych bakterialnich kmenu v médiu obsahujici kombinaci xyl6zy a celobidzy
meéla vliv na prabéh rastovych kfivek bakterii. Z porovnani ristovych kfivek Ize fict, Ze bakterie
DSM15344 byla schopna vyuzit jak xylozu, tak celobiézu. Bakterie DSM15344 rostla rychleji
a dochazelo u této bakterii k diauxii, kdy nejprve vyuzila jeden zdroj sacharidu pro svij rist
a nasledné druhy (Obrazek 24). Pribéh ristové kfivky bakterie M15344 byl odliSny, lag faze
Ize pozorovat az do 24 hodiny kultivace, poté pfechazi do exponencialni faze a od 60 hodiny
byla bakterie ve stacionarni fazi az do konce kultivace. Hodnoty optické hustoty jsou u bakterie
DSM15344 pfiblizné tfikrat vy$Si nez u bakterie M15344.
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Obréazek 24: Rustova kfivka bakterii pri pouZiti kombinace xylozy a celobiézy v mineralnim médiu

Rozdilnost kmen( je mozné pozorovat i na koncentracich biomasy a naprodukovaného PHA.
Kdyz byla v mineralnim médiu vyuZita kombinace xylézy a celobiézy, tak DSM15344 byla
schopna vyprodukovat vy$§i mnozstvi biomasy a P(3HB) nez bakterie M15344 (Obrazek 25).
NejvysSi hodnota biomasy u M15344 byla v ¢ase 72 hodin s koncentraci 2,2 g/l a nejvyssi
obsah P(3HB) byl v ¢ase 60 hodin s hodnotou 0,5 g/l. Bakterie DSM15344 méla v Case
60 hodin dvakrat vy$§i obsah P(3HB) oproti M15344 ato 2,5 g/l, v tomto ase méla DSM15344
i nejvy$Si obsah biomasy.
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Obrazek 25: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouziti xylézy a celobiézy jako zdroje uhliku

Z pribéhu meéfeni zbytkového sacharidu (Obrazek 26) pro bakterii M15344 je mozné
pozorovat, ze bakterie pfednostné vyuziva celobiézu, kterou celou spotiebovala, dale
vyuzivala xylozu, ale tu pouze v prvnich 24 hodinach, poté uz nebyla utilizovana. Od 24 hodiny
se zaCala zvySovat koncentrace glukozy, ktera vznikla Stépenim celobidézy. Naopak bakterie
DSM15344 byla schopna vyuzit veSkerou celobidzu i xylézu. DSM15344 nejprve utilizovala
celou dostupnou koncentraci celobidzy, kdy doslo k jejimu vyCerpani do 48 hodin kultivace,
koncentrace xylozy byla vypotfebovana az v ¢ase 72 hodin. Zaroven u bakterie DSM15344
dochazelo k uvolhovani glukdzy z celobidzy jiz od poatku kultivace.
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Obréazek 26: Utilizace xylozy a celobiézy
4.2.3 Celobidéza a glukéza

Vysledky naznaduji, ze bakterie DSM15344 ma lepSi schopnosti pro vyuziti riznych zdroju
uhliku pro svQj rast nez bakterie M15344. Pribéh ristové kiivky u DSM15344 ukazuje diauxii,
kdy bakterie prvné vyuzivala pro svuj riist celobiézu a nasledné probihal rust diky vyuzivani
glukézy. Pro bakterii M15344 se jevi jako vhodny zdroj uhliku pro rust pouze glukéza,
a proto ma nizsi optickou hustotu a nizsi praibéh rastové kfivky nez bakterie DSM15344,
ktera byla schopna vyuzit oba sacharidy (Obrazek 27).
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Obréazek 27: Rustova kfivka bakterii pri pouziti kombinace celobiézy a glukdézy v mineralnim médiu

Z vysledkl, obsahu biomasy a P(3HB), jde vidét, Ze bakterie M15344 ma niz8i vynosnost
nez bakterie DSM15344. Nizsi vysledky u M15344 mohou byt zplsobeny tim, Ze bakterie byla
schopna pro svyj rust vyuzit pouze glukézu. Obsah biomasy je u DSM15344 pfiblizné dvakrat
veétsi nez u bakterie M15344 (Obrazek 28). NejvysSi obsah biomasy u bakterie M15344 byl
v Case 72 hodin s koncentraci 2,2 g/l, vtomto Case méla bakterie DSM15344 dvakrat vyssi
obsah biomasy. U bakterie DSM15344 byl nejvy$3i obsah biomasy a P(3HB) v ¢ase 48 hodin
a to 4,9 g/l biomasy a 2,5 g/l polymeru.
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Obréazek 28: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti celobiézy a glukbdzy jako zdroje uhliku

Vysledky utilizace sacharidil ukazuji, Zze bakterie M15344 nebyla schopna vyuzit celobiozu
jako zdroj uhliku, zatimco glukéza byla postupné utilizovana az do upiného vy€erpani. To
naznacuje, Ze bakterie M15344 je schopna vyuzivat pouze glukézu jako zdroj uhliku. Naopak
bakterie DSM15344 byla schopna vyuzit celou koncentraci celobiézy uz v ¢ase 24 hodin,
zaroven byla schopna vyuzit uvolnénou glukézu z celobidzy a jeji plvodni koncentrace se
nejprve zvysSila a nasledné klesla na 4 g/l (Obrazek 29).
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Obrazek 29: Utilizace celobiézy a glukézy
4.3 Rustové krivky pfi pouziti tfi sacharidt

V ramci studia metabolismu kmene S. thermodepolymerans byla také otestovana kombinace
vSech tfi pouzitych sacharidu. Vysledky méfeni ristovych kfivek bakterii M15344 a DSM15344
v mineralnim médiu s pfidanou celobidzou, glukézou a xylézou jako zdrojem uhliku ukazuiji,
Ze bakterie DSM15344 piesSla z exponencialni faze do stacionarni faze ristové krivky.
Kdezto bakterie M15344 rostla minimalné, ¢emuz odpovida i niz8i zméfena opticka hustota
(Obrazek 30). To mize byt zpusobeno tim, Ze bakterie DSM15344 byla schopna lépe vyuzit
pfidané sacharidy jako zdroje uhliku nez bakterie M15344.
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Obrazek 30: Ristova krivka bakterii pri pouziti kombinace tfi sacharid( v mineralnim médiu

Obsah P(3HB) pfi spojeni tfi sacharidd v mineralnim médiu je u bakterie M15344
zanedbatelny oproti bakterie DSM15344. Bakterie DSM15344 méla pfiblizné pétkrat vyssi
vytézky obsahu biomasy nez bakterie M15344 (Obrazek 31). Koncentrace PHA u bakterie
DSM15344 dosahovala 4,2 g/l, takze PHA tvofilo téméf 71,1 % hmotnosti suché biomasy.
Nizké hodnoty biomasy a P(3HB) u bakterie M15344 muzou byt zplsobeny tim, Ze bakterie
neni schopna utilizovat xylézu, a tak neméla dostatek zivin pro svlj bunécny rast. Naopak
bakterie DSM15344 byla schopna vyuzit vSechny tfi dostupné sacharidy, tim padem ma vyssi
obsah biomasy i P(3HB).
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Obrazek 31: Obsah biomasy a P(3HB) pfi pouZiti xyl6zy, celobiézy a glukézy jako zdroje uhliku

Bakterie M15344 utilizovala nejprve glukézu, kterou vyCerpala v prvnich 36 hodinach kultivace,
nasledné spotrfebovala celobidzu, k jejimu vyCerpani doslo ve 48 hodinach kultivace a zaroven
nebyl pozorovan rust glukdzy z celobidzy. Na druhé strané, bakterie DSM15344 byla schopna
spotfebovat xylézu i celobidézu zaroven. U utilizace glukdzy byl pozorovan rozdil v Case
spotfeby mezi obéma kmeny. Zatimco bakterie M15344 spotfebovala glukézu jako prvni,
bakterie DSM15344 ji zaCala spotfebovavat az po 36 hodinach, coz znamena, Ze pro tuto
bakterii je gluk6za méné vhodnym zdrojem sacharidu nez xyléza a celobiéza (Obrazek 32).
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Obréazek 32: Utilizace xylozy, celobiézy a glukozy

4.4 Porovnani vlivu pouzitého substratu na molekulovou hmotnost polymeru
PHA

Pomoci metody SEC-MALS byly méfeny vzniklé polymery P(3HB) u bakterie M15344
a bakterie DSM15344 z ¢asu 72 hodin.

Z vysledku pro bakterii M15344 (Tabulka 9) jde vidét, Ze nejvy$Si molekulovou hmotnost mély
polymery, které obsahovaly pouze jeden zdroj uhliku v mineralnim médiu, a to xylézu,
meédiu pouZzita kombinace xylézy a celobiézy, jako zdroj uhliku. Niz8i molekulové hmotnosti
u tohoto vzorku mohou byt zplisobeny tim, Ze u této kombinace byl minimalni obsah P(3HB).
Bakterie DSM15344 ma v porovnani s M15344 vy8Si molekulové hmotnosti u viech vzorkd,
které byly méfeny (Tabulka 10). NejvysSi molekulova hmotnost u DSM15344 byla naméfena
u polymeru, jehoz produkce probihala za vyuziti kombinace xylézy a celobiézy. Naopak

xyloza.

Jako dalSi byla zméfena polydisperzita, ktera charakterizuje zastoupeni jednotlivych délek
makromolekul ve vzorku. Cim blize je hodnota polydisperzity &islu 1, tim je polymer
monodisperznéjsi, to znamena, Ze Fetézce polymeru ve vzorcich jsou pfiblizné stejné dlouhé.
médiu pouzita celobidza, naopak nejvyssi polidysperzita byla zméFfena u polymera, u kterych
byla pfi produkci pouzita kombinace dvou sacharidll, a to xyl6za s celobiézou a gluk6za
pouzita kombinace tfi sacharidd v mineralnim médiu. Naopak nejvyssi polydisperzita byla
zméfena u vzorku, kde byla pro kultivaci vyuzita kombinace xyl6zy a celobi6zy.
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Tabulka 9: Vysledky stanoveni molekulovych hmotnosti P3HB v ¢ase 72 hodin pro bakterii M15344

Sacharid Molekulova hmotnost | Polydisperzita Mnozstvi
(kDa) ©) PHA (g/l)
Xyloza 377.69+6,56 1.26+0,10 1,28+0,00
Glukoza 288 .57+0,30 1.31+0,00 0,26+0,01
Celobioza 376.32+12.33 121+0,02 0.93+0,25
Xyloza 94,91+3 50 152+0,05 0,4740,20

s celobiézou
Xyloza 116,22+4.56 1.38+0,05 0,29+0,02

s glukozou

Glukoza 10553+5,71 1.52+0,05 0,45+0,06

s celobiézou

Tabulka 10: Vysledky stanoveni molekulovych hmotnosti P3HB v ¢ase 72 hodin pro bakterii

DSM15344
Sacharid Molekulova hmotnost | Polydisperzita | Mnozstvi PHA
(kDa) =) (afl)
Xyloza 292.38+0,38 1.29+0,03 2 78+0,50
Celobitza 305,36+15,15 1.2740.03 4,96+0.47
Xyloza 402,15+1,60 1.72+0,07 1.62+0,00
s celobiézou
Xyloza 379.1447.42 1.4340,07 2 43+0.06
s glukézou
Glukoza 312,86+6,49 1,31+0.11 0,63+0,00
s celobiézou
Xyloza,
glukoza, 328.3344,40 1,1940,00 4,23+0,00
celobidza
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5 ZAVER

Bakalafska prace se zaméfovala na sledovani metabolickych vlastnosti termofilni bakterie
Schlegellela thermodepolymerans se sbirkovymi €isly M15344 a DSM15344 v zavislosti
na pfidanych substratech do mineralniho média a jejich schopnosti produkovat P3HB.

U v8ech mérenych vzorkl byla stanovena rlstova kfivka, pribéh utilizace sacharidi pomoci
kapalinové chromatografie, obsah P3HB pomoci plynové chromatografie, mnozstvi biomasy
bylo stanoveno gravimetricky, a nakonec byla stanovena molekulova hmotnost
a polydisperzita ve vysledném polymeru P(3HB).

Ze zméfenych rlstovych kfivek je mozné pozorovat, Ze bakterie DSM15344 vykazovala
optimalnégjsi prabé&hy rustovych kfivek nez bakterie M15344. Pouze v pfipadé, ve kterém byla
pouzita glukéza jako jediny zdroj uhliku, vykazovala bakterie DSM15344 minimalni prabéh
rustové kfivky. Coz dokazuje, ze glukdza neni vhodnym zdrojem uhliku pro kmen DSM15344.
Bakterie DSM15344 dosahla nejvySSich vysledkd obsahu biomasy a P(3HB) pfi kultivaci
s pfidanou celobiézou v ¢ase 72 hodin, a to s vysledky 7,1 g/l biomasy a 4,9 g/l P(3HB).
kde byla pouzita glukéza jako zdroj uhliku s obsahem biomasy 0,03 g/l a zadnym P(3HB).
U bakterie M15344 byl nejvyS$Si obsah biomasy a P(3HB) naméfen u kultivace s pfidanim
vysledky v Case 72 hodin vykazovala bakterie u méfeni, ve kterém byla pouZita kombinace tfi
sacharidll, obsah biomasy byl 1,5 g/l a obsah P(3HB) byl 0,1 g/l.

Dale byl sledovan pribéh utilizace sacharidd méfenim zbytkového sacharidu v médiu.
Zbytkové sacharidy byly méfeny, aby se dalo urdit, ktery sacharid danému bakterialnimu
kmenu vyhovuje a bude tak nejvhodnéjSim substratem pro pfipadnou produkci P(3HB).
Bakterie DSM15344 nejrychleji dokazala utilizovat celobiézu, ¢emuz odpovidaji i nejvyssi
vysledky obsahu biomasy a P(3HB), pfi pouziti tohoto substratu. Z vysledk( méfeni utilizace
pro M15344 jde vidét, ze bakterie nebyla schopna utilizovat xyl6zu, ale i pfesto dochazelo
k produkci P(3HB) a biomasy pfi pouziti tohoto substratu v mineralnim médiu. Nejzajimavéjsi
vysledek utilizace sacharidi byl pozorovan u méfeni, ve kterém byla pouzita kombinace xylozy
a glukoézy, kdy jsme mohli pozorovat, ze bakterie M15344 preferuje glukdzu, a naopak bakterie
DSM15344 preferovala xylozu.

Vysledky stanoveni molekulovych hmotnosti P(3HB) ukazuji rozdilné vysledky u obou
bakterialnich kmenl v zavislosti na pouzitém substratu v mineralnim médiu. U bakterie
M15344 je nejniz§i molekulova hmotnost pfi pouziti kombinace xylézy a celobidzy
v mineralnim médiu s hodnotou 94,91 kDa, naopak pfi této kombinaci u bakterie DSM15344
je molekulova hmotnost nejvysSi ze vSech méfeni, a to s hodnotou molekulové hmotnosti
402,15 kDa. Nejvyssi naméfena molekulova hmotnost pomyleru u bakterie M15344 byla
377,69 kDa v médiu s pfidanou xylézou, naopak u DSM15344 byla molekulovd hmotnost

jevi xyléza, jako vhodny substrat pro produkci P(3HB).

Na zaveér lze Fict, ze bakterie DSM15344 dokaze produkovat vy§si obsah P(3HB) nez bakterie
M15344. Nejvyhodnéjsi substrat pro rist DSM15344 je xyl6za a celobiéza. U bakterie M15344
bylo zjisténo, Ze neni schopna utilizovat xylézu a pro svij rust preferuje glukdzu. Z toho
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vypliva, Ze bakterie maji nejspiSe rozdilné metabolické schopnosti ve vyuzivana sacharidu
pro vyuziti uhliku ke svému rustu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA
P(3HB)
P(3HB-co-3HHX)
P(3HB-co-3HV)
P(3HO-co-3HD)
P(3HO)

3HV

3HB

Scl-PHA
Mcl-PHA
Lcl-PHA

SEM-MALS

HPLC-RI

GC-FID

PhaA
PhaB
PhaC
PhaG
Phad

PhaR
FadD
FadB
FadE

FabG

polyhydroxyalkanoaty

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxyburyrat-co-3-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxyoktanoat-co-3-hydroxydekanoat)
poly(3-hydroxyoktanoat)

3-hydroxyvalerat

3-hydroxybutyrat

PHA s kratkym fetézcem

PHA se stfedné dlouhym fetézcem

PHA s dlouhym fetézcem

vylu€ovaci chromatografie s detektorem méfeni staticky
rozptyl svétla ve vice uhlech

vysokoucinna kapalinova chromatografie
s refraktometrickym detektorem

plynova chromatografie s plamenové ionizaénim
detektorem

acetyl-CoA-acetyltransferaza
acetoacetyl-CoA-reduktaza

PHA syntaza
3-hydroxyacyl-ACP-CoA-transferaza
enoyl-CoA-hydrataza

regulacni protein PHA syntézy
acyl-CoA syntaza

enoyl-CoA hydrataza

acyl-CoA dehydrogenaza

ketoacyl-ACP-reduktaza
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GC

AT

NDP

ACP

ATP

ADP

AMP

TCA

CoA

CDM

EDTA

TES I

guanino-cytosinova vazba
adenino-thyminova vazba
nukleosid-difosfatkinaza
acylovy nosny protein
adenosintrifosfat
adenosindifosfat
adenosinmonofosfat
citratovy cyklus

koenzym A

hmotnost suché buriky
kyselina ethylendiaminteraoctova

roztok stopovych prvki
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Obrézek 36: Chromatogram kalibracni kiivky



