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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva studiem produkce polyhydroxyalkanoati (PHA)
bakterialnim kmenem Halomonas salina (CCM 43617).

V teoretické Casti jsou zpracovany vlastnosti a biosyntéza PHA a charakteristika
extremofilnich bakterii. Experimentalni ¢ast je zamétena na kultivaci bakterie na riznych
substratech a koncentracich soli v médiu pro optimalni produkci PHA. MnoZstvi biomasy
a PHA bylo analyzovano pomoci spektrofotometrické metody a plynové chromatografie s FID
detekci. Pro produkci PHA byla nejlepS§im substratem vyhodnocena fruktdza, kdy bylo
dosazeno 12,55% PHB v biomase. Optimalni koncentrace NaCl byla dosazena pii 80 g/l.
Bakterie byla testovana pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a detekovana gelovou
elektroforézou. Testovani prokazalo obsah phaC genu, ktery koduje klicovy enzym biosyntézy
PHA - PHA syntazu.

Abstract

This bachelor thesis is focused on study of production of polyhydroxyalkanoates (PHA)
by bacteria Halomonas salina (CCM 43617).

Theoretical part deals with the properties and biosynthesis of PHA and chracterization
of extremophiles bacteria. The experimental part is focused on cultivation of bacteria
on different substrates and concentration of sodium chloride in medium for optimal production
of PHA. Content of biomass and PHA were analyzed by spektrofotometry and gass
chromatography with FID. The fructose proved to be the most suitable substrate for a production
of PHA, with a content of 12,55 % of PHA in biomass. Optimal concetration of NaCl was found
at 80 g/I. Bacteria were investigated by molecular technique polymerase chain reaction (PCR)
and detected by gel elctrophoresis. Test confrimed opresence of phaC gene encoding for PHA
synthase, enzyme which is necessary for PHA biosynthesis.
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Key words

Polyhydroxyalkonoate, extremophiles mikrorganism, Halomonas salina



KURZOVA, P. Biotechnologickd produkce PHA pomoci extremofilnich
mikroorganismii. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢€, Fakulta chemicka, 2018. 44 s.
Vedouci bakaléiské prace doc. Ing. Stanislav Obruca, Ph.D..

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalaiska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a mize byt vyuZita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalaiské prace a dékana FCH VUT.

Podpis studenta

Podékovani:

Na tomto misté¢ bych rada pod€kovala vedoucimu moji bakalarské prace doc. Ing.
Stanislavu Obrucovi Ph.D., Ing. Ivé Pernicové a Ing. Danu Kucerovi za pomoc pii praci
V laboratofi, za rady a pfipominky, ochotu, trpélivost a vstficny ptistup. Dale bych také rada
podékovala svému partnerovi, rodin€ a pratelim za podporu pii psani bakalarské prace a béhem
celého studia.



Obsah

L VOt 8
2 TeOTetiCKA CASE ...ovviiiiiiiiii i 9
2.1 PolyhydroXyalKanOaty .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiie i 9
2.1.1 HISEOMIB....iiiiieiciee e 9
2.1.2  Chemickd Struktura .........ccoeiiiiiiiiiieee e 9
2.1.3  PHBo oo 10
2.1.4 Biosyntéza PHA .........ccooiiiiiiiiiie e 11
2.1.5 APHKACE PHA ..o e 13

2.2 Extremofilni miKroOorganiSmy ........cccooieiieiiiiiiieniiesie e 14
2.2.1 Termofilni MiKroOOTZaniSIMY .......c.ceverieiririeiieii e 15
2.2.2  Psychrotrofilni mikroorganiSmy .........cccoceroeerieiniieiie e 16
2.2.3 Piezofilni MIKroorganiSmy ........ccccoceiiiriiiieiieiieeesee e 16
2.2.4 Acidofilni miKroorganiSmy...........ccoceriveiiiieniienisieseesese e 17
2.2.5 Alkalofilni mikroorganiSmy ..........ccccooeviiiiiiiiniiiiice e 17
2.2.6 Halofilni mikroorganisSmy.........cccccevvveiieiinieiieiie e 17
2.2.7 Vyuziti extremofilnich organisSmil...........ccoccvvieriiiiniieiic e 18

2.3 Bakterialni producenti PHA .........ccooiiiiiii 19
2.3.1 Bacillus MegateriUm ...........cccueiiiieiiieiii e 19
2.3.2  CUPriaViduS NECALOT ........eceiuieiieieiie sttt 20
2.3.3  Rod BUrKNOIderia ..o 20
2.3.4 ROd HalOMONAS .......ooviiiiiiiiicc s 20
2.3.5 Extremofilni mikrooganismy jako producenti PHA .............cccocvvviinennenn, 21

3 EXPerimentalnd CaST........ccoviiuiiiiiieieiie e 22
3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje.........cccvvrvviriiieeiiieesiieennne. 22



3.1.1 PouZity MmiKroOrganimus.........cccovcueeiiuieiiieesiiiesniiessireesireesieessieeesseeens 22

3.1.2  PouZité chemikalie.........ccoocviiiiiiiiiiiiic e 22
3.1.3  PFIStrojove VYDAVENT ....ocveiiiiiiiiciiicceiee s 23
3.2 Kultivace mikroorganismu Halomonas salina............cccccceeveveiieiieieseennnn, 23
3.2.1  PHiprava inOKUIa........ccooiiiiiiiiiiciice e 23
3.3 POUZItE MELOAY ...ovvviieiiiiiciieie e 24
3.3.1 Polymerdzova fetézova reakce — PCR ... 24
3.3.2  Gelova elektroforéza..........ooiiiiiiiiiiicse e 26
3.3.3  SEKVENACE ......coiiiiiiiiic 27
3.3.4 Studium extracelularni lipolytické aktivity.........ccooviiiiiiiiiiiiiniiiicnn, 28
3.3.5 Spektrofotometrické méteni zakalu ............ccooerviiiiieniiicc 28
3.3.6 Gravimetrické stanoveni biomMaSY .......ccccceervrieerieiinieeseeesee e 28
3.3.7 Stanoveni PHA v pomoci plynové chromatografie ...........c.cccoovvviiininnne 29
3.3.8 Optimalizace pro rast bakterii a produkci PHA...........ccooiiiiiiiiniiie, 29
3.3.9 Studium vlivu koncentrace soli na produkci PHA.............ccooviniiiiienen, 30
3.3.10 Kultivace po piidavku prekurzorti.........ccooovviiiiiiiiiiiiiii, 30

4 Vysledky méfeni @ diSKUZE .......ccovviiiiiiiiiiii 31
4.1 Dikaz lipolytick€ aKtiVILY .....ccoeeiviiiiiiiiiiiciisic e 31
4.2 Identifikace phaC genu pomoci PCR ... 32
4.3 SEKVENACE .....oeiiiiciici s 32
4.4  Optimalizace pro rast bakterii a produkci PHA ..., 33
4.4.1 Optimalizace riistu na uhlikovém subStratu...........cccoceiiviiiciiiiiicen, 33
4.4.2 Vliv koncentrace soli na rist a produkci PHA ..., 35
4.5 Kaultivace po piidavku preKurzoril.........ccoovveiiiiiiiciiiiiiecic e 36
O ZAVET it e 38



B POUZITA TIEETALUTA .ceeeeeeieeee ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e eeeeestaanseeeeeseeennnnas

7 Pouzité

8 Prilohy

ZKIATKY 1ot



1 UVOD

Mikroorganismy jsou dilezitymi Ciniteli pro procesy v Zivotnim prostfedi. Podileji
se na degradaci a transformaci vétsiny organickych latek a to véetné syntetickych polymernich
materiali. Pravé plasty, jsou pro své kvality, jako je pevnost, odolnost ¢i cenova dostupnost,
nedilnou soucasti nasich zivotl. Vyuziti maji napfi¢ technickymi a primyslovymi odvétvimi.
Casto nahrazuji tradi¢ni materialy. Nevyhodou vyuZivani plasti piedstavuje jejich ekologicka
udrzitelnost. Vyroba je zavisla na neobnovitelnych fosilnich zdrojich, vznikéd zde velké
mnozstvi sklenikovych plynti a diky své nerozlozitelnosti znecist'uji zivotni prostiedi. Diky své
neschopnosti biodegradovat se kumuluji. Alternativou, Setrnou k Zivotnimu prostiedi, je
nahrazeni syntetickych polymera polymery pfirodnimi, tzv. biodegradabilnimi polymery. [1]

Biodegradace, proces, kterym se rozklada material, by mohl vyfesit mnohé problémy
zivotniho prosttedi, jako je naptiklad nahromadéni pevného odpadu z ptivodniho syntetického
polymeru. Schopnost biodegradace ma mnoho mikroorganismti. Hlavnimi produkty téchto
procesti jsou mikroorganismy samy - biomasa. Velkou a dulezitou casti biomasy tvori
polymerni materidly. Velkd ¢ast z nich jsou bilkoviny a nukleové kyseliny, které jsou
zodpovédné za hlavni ¢ast metabolickych procesi v buiice. Také polymery, které jsou ukladany
uvnitf mikroorganismu, jsou dtlezité jak v samotnych buiikach, tak i v pfirodnim prostredi.
Diky svym mechanickym vlastnostem, které jsou ¢asto podobné tém vlastnostem syntetickym
polymertim s vyssi biologickou rozlozitelnosti, by tyto bakterialni biopolymery mohly plisobit
jako ekologicky Setrna alternativa k syntetickym polymerim. [2]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymery pfirodniho pivodu, syntetizované mnoha
bakteriemi jak gram-pozitivnimi a gram-negativnimi, tak i archealnimi kmeny. [3] Lze také
fici, Ze se jedna o materialy podobné, diky svym vlastnostem, plastim-syntetickym polymertim.
Bakterie si tyto biopolymery ukladaji jako zasoby energie a zalozni zdroj uhliku. V bunkach
jsou shromazdény ve form¢ intracelularnich zrn neboli granuli. [4]

Fyzikalni i chemické vlastnosti téchto ptirodnich polyesterii jako nerozpustnost ve vodeé,
odolnost vi¢i hydrolyze a hlavné rozloZitelnost v pfirod¢, jsou pro nas atraktivnimi. [5]

Jejich nejzajimavéj$imi a pro nas nejdilezitéj$imi vlastnostmi jsou biodegrabilita
a biokompatibilita. Biodegrabilita je proces biologického odbouravani, v podstaté se jedna
0 ptirozeny rozklad a biokompatibilita je biologicka snasenlivost, kdy pii specifické aplikaci je
material snaSen zivym organismem. Muzeme fict, ze PHA jsou biologicky odbouratelné
polymery degradujici jak za acrobnich podminek, tak i za podminek anaerobnich. [6,7]

2.1.1 Historie

Nizozemsky mikrobiolog Beijeric pozoroval intracelularni zrna PHA v bakterialni
burce jiz roku 1888. Avsak prvnim objevenym PHA byl poly 3-hydroxybutylat (P3HB), ktery
byl vyizolovan jako homopolymer kyseliny 3-hydroxybutanové z bakterie Bacillus megaterium
roku 1926 francouzskym biologem Lemoignem. Roku 1958 provadéli Macrae a Wilkinson
experimenty, diky kterym bylo prokazéano, ze pfi absenci exogenniho zdroje uhliku 1 energie,
dochazi u téchto bakterii k vyuzivani PHA jako zasobniho zdroje energetického materidlu. [5]

Hydroxybutyrat je nejcastéji se vyskytujicim monomerem. Doposud je v§ak znamo vice
nez 150 dalsich monomernich jednotek produkujicich PHA. [7]

2.1.2 Chemicka struktura

Fyzikélni vlastnosti PHA 1 vlastnosti materidlni zalezi na slozeni jejich monomert
a chemické struktuie. Jednd se o opticky aktivni latky skladajici se z monomera
3- hydroxykyselin v konfiguraci R. Typ monomeru, ktery je zaclenény do rostouciho fetézce je
ovlivnény a zavisly jak na pouzitém mikroorganismu, tak pozitém zdroji uhliku a podminkach
kultivace. [5,6]

Polyhydroxyalkanoaty obecné klasifikujeme do dvou hlavnich skupin podle poctu
atomu uhliku v monomerni jednotce. PHA s kratkym fetézcem oznacované jako Scl-PHA
(short-chain-lenght), jejichz monomerni jednotky jsou tvofeny 3-5 uhlikovymi slou¢eninami
jsou nejvice prostudovanou skupinu biopolymeru tohoto typu. Nejzndmé&jSim je
poly(3- hydroxybutyrat) (PHB) a jeho kopolymery. PHA se stiedné dlouhym fetézcem
oznacujeme Mcl-PHA (medium-chain-lenght) se skladaji z monomernich jednotek o 6-18ti
uhlikovymi slou¢eninami. [8,12]
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Obrazek 1: Struktura PHA, znazornéni retézcii Mcl a Scl
2.1.2.1 Struktura intraceluldarnich granuli PHA

Polyhydroxyalkanoaty se hromadi v bunééné cytoplazmé ve formé odd€lenych inkluzi
neboli intracelularnich granuli o velikosti 0,2 — 0,5 um. Na povrchu polyesterti se nachazi
proteiny a fosfolipidy, které ptedstavuji rozmezi mezi hydrofobnim polymerem a cytoplazmou.
Po zkoumani PHA v oblasti spektroskopie, konkrétné spektroskopii nukledrni magnetické
rezonance, bylo stanoveno, Ze polyester se vyskytuje v metastabilnim amorfnim stavu. Hustota
PHB granuli byla stanovena na pfiblizn¢ 1,18 - 1,24 g.cm-3. Phasiny, proteiny spojené
s granulemi ve fosfolipidové dvojvrstve, jsou zodpovédné za metabolismus PHA a regulaci
PHA syntézy, obecné lze Fici, Ze jsou to proteiny o malé molekulové hmotnosti. [2]

Proteiny na

fosfolipidova
membrana

Obrazek 2: Schématické znazorneéni struktury PHA [3]
2.1.3 PHB

Homopolymer poly 3-hydroxybutyrat (P3HB) je polyhydroxyalkanoatem, patficim do
homologické tady alifatickych polyesterti. Jednd se o netoxicky, castecné krystalicky,
biologicky odbouratelny polymer, ktery je vyuzivan a biosyntetizovan rtiznymi kmeny bakterii.
Nizkomolekularni PHB, obsahujici ptiblizn€¢ 120-200 monomernich jednotek, se vyskytuje
jako zasobni materidl mikroorganismii, ovSem je také vSudypfitomny v piirodé. Studium
prokazalo jeho vysokou rozsifenost nejen u mikroorganismd, ale i rostlin a zvifat. Jako
vysokomolekuldrni biodegradabilni polymer mé velké moZznosti vyuZiti v praimyslu. Diky jeho
termoplastickym vlastnostem je vyuzivan v odvétvi primyslu zabyvajicim se plasty. Daéle
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se vyuzivd jako mozna alternativa pii vyrobé nosi¢li 1éciv. Kiehkym a zaroven tuhym
materidlem jej déla jeho vysoka krystalinita, ktera je zpisobena tim, ze se jedna
0 stereoregularni homopolymer s uhlikatymi atomy o asymetrickém tvaru v (R)-konfiguraci
Mechanické vlastnosti mé& podobné syntetickému polypropylenu. V  porovnani
S polypropylenem vykazuje vyssi tuhost a vyssi bod tani. Se zvySujicim se zastoupenim 3HV
Vv polymeru se snizuje jeho krystalinita a zvysuje se flexibilita. [13]

Pti zkoumani tohoto polyesteru bylo stanoveno slozeni granuli diky vyzkumu granuli
bakterie Bacillus megaterium. SloZeni stanovené vyzkumem c¢ini 97,7 % polyesteru 1,87 %
bilkovin a 0,46 % tukl nebo fosfolipidi. [2]

Teoreticky je tolerovan organismy i ve vysSich koncentracich. Za anaerobnich
podminek jej umi bakterie v odpadnich vodach i kompostu rozkladat na vodu a oxid uhlicity.

[13]
2.1.4 Biosyntéza PHA

Biosyntéza PHA muze probihat dvéma zplsoby a to jak chemicky, tak biologicky.
Tento proces je dnes velmi dobie prostudovany u mnohych bakterii, nejlépe u mikroorganismu
Cupriavidus necator, ktery mizeme povazovat za modelovy Vv souvislosti s produkci PHA.
K syntéze polyesterii dochdzi u mikroorganismu tehdy, pokud maji nadbytek uhlikatého zdroje,
ale naopak jsou limitovany nékterou z esencidlnich zivin. Produkce bioplastli mikroorganismy
je technicky narocna a jeji uskutecnéni je obtizné. Problémem primyslového vyuziti je i fakt,
ze vyroba fady PHA je spojena s nizkou produktivitou a vysokymi naklady. [2,15]

Jak uz bylo feceno, PHA jsou syntetizovany ve form¢ intracelularnich granuli,
na kterych se ve fosfolipidové dvojvrstvé nachdzeji proteiny zodpovédné za metabolismus
PHA. Mezi tyto proteiny patii depolymerazy, PHA syntazy, regulacni a strukturni proteiny.
[4,14] Klicovym enzymem je PHA-syntaza .Dilezitym komponentem pro uskuteénéni
biosyntézy je Acetyl-CoA, ktery dodava jako substrat 3-hydroxyalkanoyl-CoA. Tento substrat
1ze dodat také jako produkt -oxidace mastnych kyselin v ptipad¢, Ze vychozim substratem jsou
oleje. [15,16]
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kys. propionova Glukoza

ATP = CoASH
CoA syntaza
ANP - PPI

propionyl-CoA acetyl-CoA  (2x)

3-ketotriolaza (1X)

CoASH CoASH
3-Ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH = 11" NADPH + 1
acetoacetyl-CoA
reduktaza
NADPK NADP”
R-(-) 3-hydroxyvaleryl-CoA R-(-) 3-hydroxybutyrl-CoA
PHA =yntaza
CoASH CoASH
P(HB-HV) PHB

Obrdazek 3: Biosyntéza PHB Alcaligenes eutrophus [54]

Zdrojem acetyl-CoA je cukr, pyruvat nebo acetat nebo mize vznikat pti -oxidaci
mastnych kyselin. Reakce probih4 ve tfech krocich a je katalyzovana tfemi zasadnimi enzymy,
B-ketothiolazou, Acetyl-CoA reduktazou a PHB syntazou. Tyto enzymy jsou kdédovany geny
phbA, phbB a phbC, tvotici jeden operon phb-ABC. [11]

Reakce zacina kondenzaci dvou molekul acetyli (acetyl-CoA). Enzymem je
B- ketothioldza katalyzujici kondenzaéni reakci za vzniku dvou molekul acetoacetylti
(acetoacetyl-CoA). Nasledné probiha redukce na (R)-3hydroxybutyryl-CoA, katalyzovana
enzymem  NADPH  acetoacetyl-CoA  reduktdzou. Reakce kon¢i  polymerizaci
(R)- 3hydroxybutyryl-CoA enzymem PHB syntazou na PHB. V tomto cyklu vznika NADH,
ktery je nasledné odbouravan. Pfi zvySeni mnoZstvi vznikajiccho NADH zptsobeného
napiiklad limitaci zpisobenou nedostatkem dusiku, zaéne NADH piisobit inhibi¢né na enzymy
citratového cyklu, coz je divodem, Ze nemiiZze byt acetyl-CoA odbouravéan a dojde k syntéze
PHB. [11,16]

2.1.4.1 Biodegradace

Pro nés neocenitelnou vyhodou polyhydroxalkanoatu je moznost jejich biodegradace,
jinak feceno piirozeného rozkladu. PHA muze byt rozkladano uvniti buiiky (intracelularn¢)
pomoci intracelularnich depolymerdz 1 extrecelularné (do okoli buinky) pomoci
extracelularmich depolymerdz. Rozdil mezi témito dvéma biodegrada¢nimi procesy neni dan
jen lokaci pribéhu degradace, ale pifedev§im také odliSnou biofyzikalni konformaci
intracelularnich (nativnich) PHA a extracelularnich (denaturovanych) PHA. Pii izolovani
inkluzi z buiky, dochazi k bunéénému rozkladu a na PHA zacnou plsobit venkovni vlivy.
Pusobenim vlivli jsou nevratné zmény, jejichz nasledkem dojde ke krystalizaci struktury
a zmén¢ konformace. [11]
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Intracelularni biodegradace PHA

Jedna se o regulovany proces, kdy jsou PHA degradovany vné bunky jako zésobni zdroj
energie. Pii procesu intracelularniho rozpadu PHA je nutné dodat ndhradni zdroj uhliku
a energie, vzhledem Kk limitaci nebo tplné absenci exogenniho zdroje, aby mohlo, ptisobenim
intracelularnich depolymeraz, k rozkladu dojit. Procesy polymerace i depolymerace probihaji
v bunice soubézné. [17,18]

U mikroorganismi bylo objeveno velké mnozstvi intraceluldrnich depolymeraz, které
lze rozdélit do dvou skupin na zéklad¢ jejich lokace v buiice na enzymy zaclenéné do
membrany, které katalyzuji hydrolyzu PHA na kratké oligomerni fetézce a enzymy voln¢ se
vyskytujici v cytoplazmé, jenz §tépi kratké oligomerni PHA az na monomerni jednotky. [19]

Extracelularni biodegradace PHA

V ptipad¢ extracelularni biodegradace PHA dochézi, v porovnani s intracelularnimi
PHA, k odlisSnému mechanismu odbouravani. V pfirodé existuje velké mnoZstvi
mikroorganismu, napiiklad plisn€, kvasinky nebo bakterie, které extracelularni PHA vyuZzivaji
jako zdroj energie a podili se na ptirozeném rozkladu. Pti tomto procesu degradace je nezbytna
ptitomnost extracelularnich depolymeraz. CoZ znamena, Ze bez tvorby a exkrece nezbytného
enzymu danym mikroorganismem do okoli nebude organismus PHA odbouravat. Syntéza
téchto depolymeraz je vysoce regulovana. Extracelularni depolymerazy jsou produkovany
mikroorganismy v prostiedi buiiky. Velka ¢ast mikroorganismu rozkladajicich PHA potlacuje,
Vv pfitomnosti jiného zdroje uhliku, proces syntézy depolymerazy az do vy€erpani Zivin, kdy je
syntéza znovu zpusténa. [11,20]

Tento typ degradace probiha v kazdém ekosystému jak za aerobnich, tak 1 anaerobnich
podminek.  Proces degradace polymeru je ovlivnén danym ekosystémem a jeho
mikrobiologickymi parametry, Cili populac¢ni hustotou, mikrobialni diverzitou, mikrobialni
aktivitou a také prostorovym zastoupeni mikroorganismtl. Je také nutné brat ohled a pozornost
na fyzikaln&-chemické parametry ekosystému, kterymi je ovliviiovan proces na biodegradaci,
teplota, pH, obsah vody a kysliku, redoxni potencial a zasoba zivin. Dal§im dulezitym prvkem
rozklad PHA jsou krystalinita, stereoregularita, dale také molekuldrni hmotnost a typy
monomernich jednotek, a v neposledni fadé¢ i zptisob zpracovani materialu. [19,20]

2.1.5 Aplikace PHA

Vzhledem ke svym vlastnostem, pfedevSim podobnosti plastim, maji vysoky potencial
pro vyuziti v mnoha odvétvich praimyslu. Velkou vyhodou je i hydrobobicita, ktera jim ptidava
uplatnéni pfi povrchovych upravach vyzadujicich polopropustnost ¢i Gplnou vod€odolnost.
Neocenitelnou schopnosti PHA je moznost vyuzit k jejich produkci obnovitelné zdroje, a to
vzhledem Kk faktu, Zze na rozdil od syntetickych polymerti nejsou zavislé na dostupnosti
a produkci ropy. Biodegradace PHA vede k rozkladu na neSkodné, k pfirodé€ Setrné a bézné se
vyskytujici produkty. Unikétni kombinace vlastnosti PHA ¢ini tyto pfirodni polymery velice
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atraktivnimi pro vyuziti v mnoha odvétvich primyslu a pfedevSim zajimavymi pro nasi
budoucnost. [12]

Nékter¢ PHA, jako naptiklad PHB, poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB), kopolymery 3-
hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu (P3HB4HB), kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-
hydroxyvaleratu (PHBV) a jiné se ve velké mife vyrabi jako obalové materialy, Setrné k ptirodé
a biologicky odbouratelné. Pfikladem vyuziti PHA jako obalového materidlu mize byt pytel na
odpadky, ktery, pfi pouziti bioodpadu, Ize kompostovat spolu s obalovym materialem. [21,22]

Dal§imi moznostmi vyuziti téchto pfirodnich plastii v bézném zivoté jsou nakupni tasky,
ruzné textilie, €i spotiebni elektronika. Pro vyrobu ultra silnych vldken, jenz naleznou uplatnéni
napiiklad jako rybarské vlasce a sité, se vyuzivaji PHA s velmi vysokou molekulovou
hmotnosti. V zahradnictvi a zeméedélstvi nachazi uplatnéni jako aplikace pro cilenou dopravu
insekticidu, pesticidu, herbicidt a zivin. [12,20]

Diky své biokompatibilité jsou velkym pfinosem v oblasti biomedicinskych aplikaci. Po
procesu degradace zistava jako jediny produkt (R)-3-hydroxybutanova kyselina, jenz, jakozto
bézny sav¢i metabolit, se dokdze vstiebat v téle bez jakéhokoliv naruseni jak metabolického,
tak histologického. PHA proto byvaji hojné vyuzivany Vv lékatstvi, predev§im ve formé
mikrocastecek, jako kardiovaskularni produkty, vyuzivané pii perikardidlnich a atridlnich
opravach. V soucasné dob¢ probihd rozsahly vyzkum pouziti PHA pfi opravé ¢i konstrukci
srde¢ni chlopné. PHB a PHV byvaji vyuzivany jako matrice pro in vitro mnozeni lidskych
bunék. Také jsou vhodnymi na opravu, doplnéni ¢i jiné upravy mékkych i tvrdych tkani a to
jak u lidi, tak 1 u zvifat. Rigidni struktura PHB byva vyuZzivana jako fixacni material pfi
frakturach kosti. PHB a jeho kopolymery, se vyuzivaji pro vyrobu cévnim nahrad, protéz
a jinych implantatd, ¢i kontrole adhezniho tlaku, vzhledem k faktu, Ze vykazuji vétsi flexibilitu.
Dale je lze vyuzit pro vyrobu soucastek k podavani 1é¢iv, kde nano sféra PHA tvofii obal, do
kterého je zaclenéné 1é¢ivo. Léciva latka se uvolni pii degradaci obalu. Uplatnéni nachézi pfi
zaSivani otevienych ran. Diky jejich piezoelektrické vlastnosti je lze vyuzit k opravé
poSkozenych nervi. Jejich vyuziti je rozmanité a lze je pravoplatné povazovat za material
budoucnosti. [21,22]

2.2 Extremofilni mikroorganismy

Oznaceni etXremofilni organismy pouzivame pro takové organismy, jeZ obyvaji
prostiedi jevici se extrémnim jak z hlediska lidského, tak z hlediska jinych mikroorganismi.
Tyto organismy jsou na své prostiedi adaptované. Tuto vlastnost Ize povazovat za konkuren¢ni
vyhodu. Velka ¢ast extremofila patii do domény Archea, jiné jsou z domény Bacteria a n¢které
houby zastupuji doménu Eucarya. V disledku jejich adaptace na extrémni prostfedi Casto
obsahuji unikatni sekvenci aminokyselin. Z téchto aminokyselin bylo vyizolovano velké
mnozstvi enzymtll a zaroven tvoii specidlni metabolity, ¢imz se stavaji jeSté zajimavéjSimi.
Vyizolované metabolity a enzymy maji velky potencidl vyuziti v biotechnologickych
aplikacich a stavaji se atraktivnimi pro vyuziti v budoucnosti. V soucasné dob¢ jsou hojné
vyuzivané v potravinarském pramyslu, v oblasti molekularni biologie, ve farmacii a pfi ¢iSténi
odpadnich vod. VétSina organismi potiebuje k zivotu standartni, mirné podminky, tj. neutralni
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prostiedi, teplota v rozmezi od 20 do 40 °C tlak vzduchu 1 atm a v neposledni fadé vyvazené
mnozstvi vody a zivin. Jako extremofily oznacujeme tedy mikroorganismy obyvajici oblast
kyselych a termdlnich prameni, slanych jezer, pouste, arktického mrazu nebo dna oceanti. Pro
svlyj zivot vyzaduji podminky, pro nés extrémni, Zivotu neumoziujici, jako jsou vysoké, nebo
extrémné nizké hodnoty pH, teploty, tlak, koncentraci soli, koncentraci zivin nebo bez ptistupu
vody. Jsou schopny zivota i rozmnozovani také pfi puisobeni toxickych latek ¢i v oblastech
zvysené radiace. [23]

Pti vyskytu a zZivoté organismu v takovém prostiedi je dualezité udrzet si své funkce
a predevsim diky udrzeni vnéjSiho prostiedi mimo bunku. V ptipadé Ze to neni mozné udrzet
vnéjsi prostiedi mimo bunku, zajistila evoluce mikroorganismu ochranné mechanismy, posileni
schopnosti opravy ¢i zména fyziologie. [24]

2.2.1 Termofilni mikrooorganismy

Jako termofilni oznaCujeme mikroorganismy s optimalni teplotou rustu ptesahujici
45 °C. Termofilti madme dnes 10 fada zahrnujicich 29 rodd, ptikladem termofilnich bakterii jsou
Aquifex a Thermotoga. [25]

V zavislosti na lokalité mista jejich plsobeni vytvareji komplexni ekosystémy, slozené
Z mikroorganismli produkujicich a rozkladajicich organickou hmotu. Nejvyznamnéj$imi
producenty jsou mikroorganismy chemolitoautotrofni vyuzivajici pro zisk energie anorganické
donory a akceptory elektronti. [26]

2.2.1.1 Hpypertermofilni mikroorganismy

Hypertermofilni mikroorganismy potiebuji teplotu pro rist v rozmezi 80 az 106 °C. Pti
téchto teplotnich podminkach dochézi k rychlému rozpadu nékterych malych biomolekul.
Nejvyssi teplota ristu byla zaznamenana u mikroorganismu Pyrolobus fumarii a ¢inila 113 ° C.
Hypertermofily jsou dobfe adaptovani na své biotopy, které jim pro Zivot zajist'uji vysoké
teploty pfi rizném pH prostiedi, salinité a redoxnimu potencialu. [27]

Pii teploté¢ nad 70 °C dochézi, u mezofilnich mikroorganismu, bézné¢ k denaturaci
deoxyribonukleové kyseliny, kterd je nevratna. Tento problém je u hypertermofilnich
mikroorganismil vyfeSen pomoci pfitomnosti jednomocnych a dvoumocnych soli, které zvysuji
stabilitu zastinénim negativniho néboje fosfatovych skupin. Ochrana DNA pted depurinaci
a hydrolyzou je pfipisovana také paru bazi Guanin — Cytosin. [24,28]

Hypertermofilni organismy se vyskytuji v oblastech vysokych teplot, nejCastéji
se vyskytuji ve vulkanicky a geotermélné vyhiivané hydrotermalni systémy, napiiklad
Vv neutralnich horskych pramenech. Nalézt je lze jak v podzemich, tak i motskych vodach.
Teploty v aktivnich vulkanech jsou piili§ vysoké pro zivé organismy, teplota lavy zde muze
ptesahovat teplotu 1000 °C, ale prameny a fumaroly spojené s vulkanickou ¢innosti jsou pro
zivot termofilti idealnimi, vzhledem k nizsi teploté. Termalni prameny disponuji teplotami od
30 °C az do teploty varu, jenz je zavisla na nadmotské vysce, kdezto fumaroly jsou slozeny
Z vyronu par a plynd a mohou mit teploty vyssi. Motfské hydrotermélni prameny, sloZzené
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Z fumarold, prament a sedimentli, dosahuji teploty az 400 °C. Takovéto prostiedi ma mirné
kysel¢ az zasadité pH zpusobené vysokou koncentraci chloridu sodného. Systémy jak
hlubokomoftské tak blizko hladiny jsou utocistém pro mnoho termofill, ptikladem mize byt
rod Igneococcales, Thermococcales, Methanococcales nebo Thermotogales.V okoli uméle
vytvofenych biotopt se vyskytuji rody Thermoplasma. Nepiirozenym prostiedim termofilt
jsou odpadni vrouci vody. [24,30]

2.2.2 Psychrotrofilni mikroorganismy

Tyto mikroorganismy se vyskytuji v chladném prosttedi a lze je rozdélit
na psychrotrofni a psychrofilni. Psychrotrofni, neboli psychrotolerantni mikroorganismy
dosahuji maximalni rychlosti riistu pfi teplotach 20 °C a vice, jsou ovSem schopny Zivota i za
teplot béznych pro tuhnuti vody. Psychrofilni organismy maji optimalni hodnotu pro Zivot pod
15 °C, rust se jim zastavuje pii teploté 20 °C. [24]

Mikroorganismy se adaptovaly diky zménam na urovni cytoplazmatické membrany a
evoluci enzymi schopnych udrzovat katalytickou aktivitu pii nizkych teplotach. Jejich
nespornou vyhodou je vytvotfeni takzvanych Antifreeze proteins neboli proteinll zabraiujici
promrznuti, které maji schopnost vazat krystaly ledu na svlij povrch, ¢imz vytvareji termalni
hysterezi a snizuji teplotu optimalni pro rtist mikroorganismtu. [30]

Vyskyt téchto mikroorganismi je v trvale chladnych oblastech, véetné arktickych,
horskych oblasti i podmotskych oblasti. Vzhledem k faktu, Ze velk4 ¢ast Zemé je vystavena
teplotam pod 0 °C, jsou psychrotrofilni mikroorganismy rozsifené v pudé, vodé jak slané tak
i sladké, v symbioze s chladnokrevnymi rostlinami i zivocichy. Velice casto se jedna
0 mikroorganismy adaptované nejen na nizké teploty, oznacujeme je jako polyextremofilni
mikroorganismy. Naptiklad jako baro-psychrotrofni oznacujeme mikroorgannismy obyvajici
sedimenty na dn€ oceanu adaptované na nizké teploty a vysoky hydrostaticky tlak.
Mikroorganismy na moiskych ledovcich nazyvame halo-psychrotrofni vzhledem k jejich
adaptaci na nizké teploty a vysokou koncentraci soli. Jako zastupce gramnegativnich bakterii
muzeme jmenovat Pseudoalteromonas, Moraxella, Psychrobacter, Moritella, Polaromonas,
Psychroflexus, Polaribacter, Vibrio a Pseudomonas. U grampozitivnich bakterii jsou
nejznaméjSimi zastupci Arthrobacter, Bacillus a Micrococcus. [24,30,41]

2.2.3 Piezofilni mikroorganismy

Jedna se mikroorganismy schopné zivota za vysokého tlaku, diive také oznaCované jako
barofily. Mizeme je rozdé¢lit na piezofilni, s optimalni rychlosti ristu pfi tlaku vyssim nez 1 atm
a na piezotolerantni schopné ristu za vysokého tlaku avSak optimalni riistové rychlosti dosahuji
pii standartnim tlaku. Ovlivnit u€inek rychlosti rastu diky tlaku mohou i chemické a fyzikalni
vlastnosti. Piezofilnich mikroorganismi je celd fada a muzeme je také rozdélit vzhledem
k jejich vztahu k jejich kultivacni teplot¢ na termofilni, mezofilni a psychotrofilni. Moiské
piezofily obyvaji pfedev§im hlubiny. Dal§imi extrémy tohoho prostiedi jsou i tma, nedostatek
zivin a nizka teplota pohybujici se v okoli 1-2 °C. Jako prvni vyizolovanou bakterii je
Pseudomonas bathycetes, z Marianského ptikopu, kde je na nejhlubsim prozkoumaném misté
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tlak 110 MPa. Dale se piezofily vyskytuji na dn¢ hlubokych jezer nebo hluboko pod povrchem.
[24,31]

Adaptace na vysoky tlak je znama nejen u bakterii a archei ale i eukaryot, jako napiiklad
u ryb, obratlovci a nékterych savci. [24]

2.2.4 Acidofilni mikroorganismy

Jedna se o mikroorganismy vyskytujici se pfi nizkych hodnotach pH. Optimalni hodnota
pro rust extrémnich acidofili je pfi pH 3 a niz§im, zatimco pro mirné acidofily je optimalni
hodnota v rozmezi 3 az 5 a acidotolerantni mikroorganismy maji optimalni hodnotu pro rist pfi
pH vétsi nez 5. Nejcastéji jsou soucasti biochemickych procestt zahrnujicich cyklus siry
a zeleza, jejichz schopnost oxidace je vyuzivéna k vyplavovani kovil z odpadnich vod i diilnich
odpadi. [28]

2.2.4.1 Extrémni acidofilni hypertermofily

Tyto mikroorganismy se vyskytuji v oblastech pozemské i podmoiské oblasti
postvulkanické ¢innosti bohatych na syru. Optimalni hodnota pH se pohybuje v oblasti 2-3,
Radi se mezi aerobni, fakultativné anaerobni a p¥isné anaerobni mikroorganismy. Jako zastupce
muzeme jmenovat Sulfolobus, Mettalosphaera, Acidianus a Stygiolobus. [32]

2.2.4.2 Mirni acidofilové a neutrofilové

Mirn¢ acidofilni a neutrofilni hypertermofily jsou mikroorganismy obyvajici oblasti
postvulkanické €innosti, hydrotermalnich podmoiskych pramenti nebo v hlubokych ropnych
nadrzi. Vétsina mikroorganismu Se fadi mezi striktné anaerobni. [32]

2.2.5 Alkalofilni mikroorganismy

Alkalofilnimi oznac¢ujeme mikroorganismy s optimalni rychlosti rstu pti vysokém pH.
Lze je rozdélit na alkalofily, vyZadujici pro svljj rst pH vEtsi nez 9 a hodnota pH pro jejich
optimalni riist ¢ini 10 a na haloalkalofily, které kromé vysokého pH vyzaduji i vysokou hodnotu
salinity. NejCast&jsimi zastupci alkalofilnich bakterii jsou Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas
a Streptomyces. Schopnost udrzet rozdilné pH vnitiniho i vnéjSiho prostiedi je ddna zménou
bunécné stény, ta chrani vnitini obsah buiiky od vnéjsiho vysoce alkalického prostredi. Buné¢na
sténa obsahuje, kromé peptidoglykanu, kyselé slozky jako kyselinu glatamatovou, glukonovou,
asparagovou, fosforecnou nebo galakturonovou. Cytoplazmatickd membrana udrzuje stalost
vnitiniho pH. [32,33]

2.2.6 Halofilni mikroorganismy

Tyto mikroorganismy potiebuji pro sviij riist koncentraci soli vyssi jak 2,5 mol/dm?
NaCl. Muzeme je rozdélit na halotolerantni, které jsou schopné rust rychlosti za zvySené
koncentrace soli, avsak jejich optimalni rist probiha bez pfitomnosti soli. Haloversatilni pak
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oznacujeme mikroorganismy schopné rustu v rozsahu koncentrace soli od nuly po saturaci
a nevyssi rychlosti rustu dosahuji pfi pfitomnosti soli. [28,34]

Schopnost téchto mikroorganismii piezit v prostfedi s vyssi koncentraci soli je dana
vlastnosti udrZet si osmotickou rovnovahu. Tato vlastnost je dana reakci na zvySeni koncentrace
akumulaci osmoticky aktivnich latek v cytosolu, diky nim se chrani pfed dehydrataci
a vysychanim cytoplasmy. [34]

Pro udrzeni osmotické rovnovahy vyuzivaji halofilové akumulace intraceluldrnich iontt
nebo osmolyt. Akumulace intracelularnich iontt, tedy ionti draselnych a sodnych, vyzaduje
adaptaci enzymi v systému na piitomnost soli. U druhého typu akumulace je vyuzivano
kombinace polarnich a hydrofobnich skupin osmoticky aktivnich latek, diky kterym je
Z hydratacni sféry vylu¢ovan osmolyt, ¢im dochézi k poklesu entalpie a stabilizaci proteini.

[35]

Mirné halofilni a haloversatilni bakterie maji optimum pro sviij rst koncentraci
vrozmezi 1,5 az 3 mol/dm3. Jako zistupci gram-negativnich halofilnich bakterii byvaji
nejéastéji izolovany rody Halomonas a Halovibrio. Nejcastéji se vyskytuji v méné extrémnich
solnych prostiedich. Gram-pozitivni halofilni bakterie se nejcastéji izoluji ze solnych pid

[32]
2.2.7 VyuZiti extremofilnich organismii

Vyuziti extremofilnich mikroorganismti je velmi atraktivni pfedevSim pro oblast
biotechnologie. Kazdy ztéchto organismii ma unikatni vlastnosti. Predev§im enzymy
extremofilli maji vysokou stabilitu a nizsi riziko kontaminace. Piiklad velice vyuZivaného
enzymu je DNA polymeraza z Thermus aquaticus a Pyrococcus furiosus. Je vyuzivam
Vv fetézové polymerazové reakci, ktera spo€iva v rychlém a G€inném namnoZeni specifickych
sekvenci DNA a jeji vyuziti je napiiklad v kriminalistice, klinické medicing ¢i analyze potravin.
Dalsi dulezitou aplikaci je pouziti celulasy vyizolované z halofilni bakterie. Aplikuje se pro
rozru$eni jemnych mikroskopickych vlaken celuldzy, aby pfili§ nezachytavali necistoty bez
poskozeni pfirodni tkaniny. Dal§i enzymy izolované z extremofilli, jako napiiklad amylasy,
celulasy nebo protenasy, degradujici polymery byvaji vyuzivany farmaceutickym, chemickym
potravinarskym nebo papirenskym primyslem. [36,37]

Termofilni mikroorganismy jsou diky vysokym teplotdm pfi rlstu teplotné stabilni.
Enzymy termofill se vyuZivaji pfi vyrobé detergentil, V papirenském a Skobarenském
¢i mlékarském prumyslu. [32,38]

Produkty metabolismil psychrofilnich mikroorganismt nebo jejich enzymy se vyuZzivaji
jako rezervoar biotechnologickych aplikaci. Psychrotolerantni bakterie jako naptiklad rody
Pseudomonas, Erwinia a Xanthomonas tvoii ledové krystaly na povrchu listd nebo kvéti
produkci specidlnich proteinii. Tyto proteiny naSly vyuziti pfi vyrobé zmrzliny a umélého
snéhu, také se pridavaji K mrazenym vyrobkim a jejich tvorba je zptisobena ina geny. [32]
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Halofilni mikroorganismy jsou pro biotechnologickou aplikaci vyhodné pfedevsim diky
své nenaro¢nosti kultivace. V 1ékafstvi se vyuziva protein z halofilnich bakterii k detekci
protilatky pfi rakoving. Z halofilii se vyuzivaji i liposomy v odvétvi kosmetiky a cyanobakterie
Spirulina jako kvalitni zdroj vyzivy pro sportovce a kosmonauty piedevsim diky nizkému
obsahu nukleovych kyselin a kvalitou spektra aminokyselin. [32,40]

Ve srovnani s termofilnimi a alkalifilnimi extremofily maji halofilni mikroorganismy
pomérné malo biotechnologickych aplikaci. Halofily se podileji na historickych procesech, jako
je vyroba soli z motské vody a vyroba tradi¢nich fermentovanych potravin. Usp&$nymi procesy,
na nichz se halofilni mikroorganismy podileji, jsou produkce B-karotenu ze zelené tasy
Dunaliella a vyroba ectoinu, ¢ili kyselinyl,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinkarboxylové,
jenz je pouzivana jako stabilizator pro enzymy a hojné se vyuziva v kosmetickych vyrobcich.
Bylo zkoumano potencidlni vyuziti bakteriopentinu, retinalni proteinové protonové pumpy
Halobacterium v optoelektronickych ptistrojich a fotochemickych procesech. Jsou zkoumana
jind mozna pouziti halofilnich mikroorganismi, jako je napiiklad tprava fyziologického
roztoku a hypersalinovych odpadnich vod a vyroba exopolysacharidli, bioplastii a biopaliv.
Halofily jsou vyuZivany ptedevSim pro vyrobu polyhydroxyalkanoati (PHA) z bioplastd,
ektoind, enzymu a bio-povrchové aktivnich latek. [39]

2.3 Bakterialni producenti PHA

Od vyizolovani poly(3-hydroxybutyratu) z bakterie Bacillus megaterium mame
piedpokladem pro potencidlni produkci PHA je jednoducha genova manipulace. Moderni
metody a pokroky ve vyzkumu v oblasti systémové a syntetické biologii ndm umoznuji vytvofit
efektivni kmen produkujici PHA pomoci modifikaci genii. DalS$im podstatnym kritériem je
nepatogenita a neschopnost produkce toxinti. Zadanou vlastnosti je §ir§i rozmezi pH a teploty,
pfi kterém jsou producenti schopni rychlejsiho ristu a také kieh¢i bunécéna sténa pro lepsi
izolaci granuli PHA. [42]

2.3.1 Bacillus megaterium

Jedna se o prokaryotni organismus taxonomicky spadajici do rodu Bacillus. Rod
Bacillus je znamych pro svou produkci antibiotik, napfiklad bicitracinu, subtilitu nebo
gramicidinu. Bacillus megaterium je aerobni mikroorganismus, ktery se vyskytuje od pudy po
moiskou vodu, v sedimentech, rybach, ¢i suSenych potravinach. Je vyuZivan
Vv biotechnologickém a farmaceutickém pramyslu, pfedev§im pro své enzymy a schopnost
vyroby exoenzymu na vyrobu vitaminu B12. Zadanym je i diky své nizké proteazové aktivité,
stabilitou proteinti a schopnosti riist na Siroké skale substratt, naptiklad i na laktoze. Je jedna
z velmi malo organismt, které jsou schopny pfeménit laktozu, pfimo na PHA. Je prvnim
organismem, ze kterého byl izolovan PHB. [2,43]
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2.3.2 Cupriavidus necator

Kmen bakterii znamy také jako jako Hydrogenomonas eutropha, Alcaligenes
eutrophus, Ralstonia eutropha nebo také Wautersia eutropha. Jedna se o gram-negativni,
fakultativné chemolitotrofni mikroorganismus, schopny rastu heterotrofné s pouzitim fruktézy,
kyseliny glukonové, organickych i aromatickych sloucenin, jako zdroji uhliku. Slouzi jako
modelovd organismus pro vyzkum PHA a je dualezitym prokaryotickym kmenem pro
biotechnologické aplikace. Vzhledem k faktu, Ze neni schopen produkovat enzym 1,6-bisfosfat-
aldolazu, neni schopen vyuzivat glykolyzu pii svém metabolismu. Vyuziva fruktozu, kterou
metabolizuje Entner-Doudoroffovou cestou. Diky rozsahlému vyzkumu této bakterie,
piedevsim ve spojeni s produkci PHA, je povazovana za potenciondlniho primyslového
producenta. C. necator akumuluje i velké mnozstvi PHB, které je schopen produkovat az do
95% své hmotnosti. V piipadé nevyvazenych ristovych podminek a vyuziva velké mnozstvi
uhlikatych zdrojt s vyjimkou glukézy a dalsich sacharidu. [2,44]

2.3.3 Rod Burkholderia

Jedna se o gram-negativni, striktné aerobni bakterie. PHB produkuji jako zasobni zdroj
energie. Kmen Burkholderia cepacia je povazovan, diky produkci z hydrolyzatu celulozy
a hemicelulozy, za velmi perspektivniho kandidata pro produkci PHA. M4 schopnost vyuzivat
rizné hexdzy a pentdzy, které vznikaji po hydrolyze lignocelulézovych materiali. Vyhodou
je také jeji dobra snasenlivost k antimikrobialnim latkam. Nevyhodou je fakt, ze B. cepacia
se fadi mezi oportunni patogeny a to hlavné k osobam s poruchami imunitniho systému a pro
pacienty trpici cystickou fibrozou. [45]

B. sachari vyizolovana z pudy plantazi cukrové titiny, vy povazovana také za slibného
producenta PHA. Se sachar6zou jako zdrojem uhliku je schopna produkce az 68% PHB. Mimo
sacharozy je také schopna rovnéz vyuzivat hydrolyzat hemiceluldzy z cukrové titiny. Jeji dalsi
schopnosti je produkce kopolymert, k ¢emuz ji je nutné dodat kosubstrat v podobé kyseliny
valerové, hexanové nebo propionové. [46]

2.3.4 Rod Halomonas

Halofilni organismy jsou schopné degradace aromatickych slouceni a rozpoustédel.
Vyhodou je jejich nendro¢nost na kultivaci a prostiedi s obsahem soli, kterd proces konzervuje
a chrani pted kontaminaci. [47]

Vyzkum halofili ukdzal pozoruhodny potencial pro biotechnologickou produkci PHA.
Halofilni kmen Haloferax mediterranei ma schopnost akumulovat kopolymer ve velkém
mnozstvi za pouziti glukézy, Skrobu a hydrolyzované syrovatky jako zdroji uhliku. PHA,
produkovany timto kmenem, mohou byt modifikovany pii pouziti rizného substratu jako
prekurzoru. [48]

Kmen Halomonas campisalis je schopny produkce biofilmu PHA, ktery je biologicky
odbouratelny a propylonové sacky vyrobené z tohoto filmu mohou byt vyuzivany jako obalovy
material. [49]
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Stiedné halofilni bakterie Halomonas elongata soucasné syntetizuji PHA a molekulu
ectoine. Syntéza PHA je reakci na nedostatek zivin, kdezto produkce ectoinu plisobi proti
osmotické nerovnovaze. Podminky bi-faktoridlniho stresu iniciuji rychlou simultanni syntézu
ectoinu a PHA. Schopnost produkovat jak PHA, tak ectoin byly pozorovany i u jinych druhi
halomonas, naptiklad Halomonas halodenitrificans a vlastni izolaty Halomonas
halodeneurihalina a Halomonas salina. [47]

2.3.5 Extremofilni mikrooganismy jako producenti PHA

PHA byli vyizolovany z mnoha extremofilnich bakterii, nejvice pravdépodobné
halofilnimi bakteriemi, jako jsou rody Haloferax (kmeny Haloferax mediterranei,Haloferax
gibonsii, Haloferax denitrificans), Haloarcula, Halococcus, Notronococcus a Halobacterium
arod Halomonas. Extremofily maji velmi dobré adaptacni mechanismy na ochranu
Vv extrémnich podminkéch. Jejich vyhodou je pravé tato adaptace na vysokou teplotu, salinitu,
nizké nebo vysoké pH a v nekterych piipadech i odolnost vici toxickym latkdm a radiaci.
Biosyntéza PHA zavisi na prostiedi, ze kterého je mikroorganismus izolovan, také na dostatku
energie. Tento proces vyZzaduje velké mnoZstvi energie (aZ 70% celkové energie), coZ znamena
vyznamnou investici uhlikatého zdroje pro mikroorganismus. MnoZzstvi i slozeni produkti je
zavislé na slozeni média a podminkach kultivace. Biosyntéza byva ovlivnéna jesté dalSimi
parametry, jakymi jsou zdroj uhliku a dusiku, pfitomnost stopovych prvki, pH, teplota nebo
koncentrace kysliku. [47,50]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzity mikroorganimus

K experimentalni praci charakterizujici produkci PHA pomoci extremofilniho
organismu byl vybran bakteridlni kmen Halomonas salina CCM 4361, jenz byl zakoupen
v Ceské sbirce mikroorganizmt Masarykovy univerzity v Brné.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Nutrient Broth (Himedia,IND)

Peptone (Himedia, IND)

Yeast Extract (Himedia, IND)

Agar Powder (Himendia, IND)

Spirit Blue Agar (SIGMA-ALDRICH,DE)
Tris-HCI pufr (5 mM, pH 8,5)

Master mix One Taqg Hot Start DNA polymerazy (BioLabs Inc., UK)
100 bp DNA Ladder H3 RTU (NIPPON Genetics, EU)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lachner,CR)
H3:BOs (VWR Chemicals, USA)

EDTA (Lachner, CR)

Agaréza (SIGMA-ALDRICH,DE)

TBE pufr

Xyloza (SIGMA-ALDRICH,DE)

Glukéza (PENTA, CR)

Arabinéza (Lachner, CR)

Sachardza (Lachner, CR)

Fruktoza (Lachner, CR)

Laktoza (Lachner, CR)

Galaktéza (Lachner, CR)

Glycerol (VWR Chemikals,USA)

Kys. Levulova (SIGMA-ALDRICH, DE)

Kys. Valerova (SIGMA-ALDRICH,DE)
Propionat sodny (SIGMA-ALDRICH,DE)
Kyselina benzoova (VWR Chemicals, USA)
Chloroform (VWR Chemicals, USA)

Midori Green Advanced (DNA barvivo) (NIPPON Genetics, EU)
NaCl (Lachner, CR)

MgSOs - 7 H,0 (Lachner, CR)

MgCl; - 6 H,0 (PENTA, CR)

CaCl; - 2 H.0 (LaChema, CR)

KCI (Lachner, CR)

NaHCOj3 (Lachner, CR)
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NaBr (Lachner, CR)

Primery pro 16SrRNA (16S-F, 16S-R)
Primery pro phaC (G-D, G1R)
Bromfenylova modf

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy, Boeco

Vortex TK3S, techno Kartell

Spektrofotometr Helios &, Unicam

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Temperovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o.

Centrifuga U-32R, Boeco

Centrifuga Sigma, Sartorius

Termostat, LS-35

Gradientovy Palm-cycler, Corbett Research

Zdroj napéti MP 300 V, Major science

UV-transluminator, Major Science

Plynovy chromatograf GC-FID, Hewlett Packard, Series 11 5890
Kolona: DB-WAX 30 m by 0,25 mm

Bézné laboratorni pomtcky a sklo

3.2 Kultivace mikroorganismu Halomonas salina

Zakoupena bakterialni kultura byla rozockovana a uchovana ve formé kryozkumavek.
Ockovani kultury bylo provedeno do kryozkumavek, kde byla uchovana v 10% glycerolu pii
teploté — 80 °C a na petriho misky obsahujici pevné médium B82, kdy byla uchovavana pfti
teploté 5-8 °C.

3.2.1 Priprava inokula

Inokolum Halomonas salina bylo ptipraveno v objemu 50 ml zivného média do
Erlenmayerovy batky o objemu 100 ml. Kultivace probihala na tfepacce temperované na 30 °C
a 180 rpm po dobu 24 hodin. Poté byla kultura pfeockovana na mineralni média obsahujici
zpravidla koncentraci 20 g/l rtiznych zdroju uhliku.

Slozeni média B 82:

Kvasniény extrakt 10 g/l
Pepton 59/
Glukoza 19/l
NaCl 81 g/l
MgSO4 - 7 H20 9,6 g/l
MgCl - 6 H.0 79/l
CaClz - 2 H,0 0,36 g/l
KCI 29/
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NaHCOs 0,06 g/l
NaBr 0,026 g/l
Agar (v pripadé Ze se jedna o pevné médium) 20 g/l

Slozeni zivného média (inokula):

Pepton 15 g/l
Extrakt z kvasnic 39/l
NaCl 80 g/l
Glukoéza 19/l

Slozeni mineralniho média (produkéniho média):

KH2PO4 1,02 g/l
(NH4)2S04 3¢/
NazHPO4 - 12 H20 11,1 g/l
MgSOs - 7 H20 0,2 g/l
NaCl 80 g/l
Glukéza 20 g/l
Roztok stopovych prvkia (MES) 1ml
SloZeni roztoku MES
FeCls - 6 H.0 9,79/l
CaClz - 2 H,O 7,8 g/l
CuSO4 - 5 H0 0,156 g/l
CoCl2 - 6 H.0 0,119 g/l
NiClz - 6 H.0 0,118 g/l
ZnS0Oq - 7 H20 0,19/l
0,1 M HCI 1000 ml

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Polymerazova retézova reakce — PCR

PCR je zakladni molekuldrni technika slouzici k rychlému a snadnému zmnozeni,
¢ili amplifikaci, tseku DNA. Principem je replikace nukleovych kyselin. Amplifikovany tisek
byva ohranicen takzvanymi primery, coz jsou kratké fragmenty DNA oligonukleotidli. Diky
své komplementarité ptisedaji ke konciim vybraného useku, odkud probiha syntéza. Pomoci
PCR je mozno vytvotit mnoho milionti kopii vybraného fragmentu DNA, coz umoziiuje provést
napiiklad analyzu DNA. Reakce probiha v pfistroji Thermocykler, ktery je schopny meénit
rychle a pfesné teplotu. Vysledny namnozeny usek DNA 1ze vyuzit k sekvenaci, ¢i identifikaci
osob v kriminalistice. PCR byva nejcastéji detekovano gelovou elektroforézou. [51]
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Byla provedena metoda multiplex PCR, kdy je vyuzivano v jedné reakci vice nez jeden
par primert, které se pak vazi k riznym usekiim templatové DNA. V naSem experimentu byly
vyuzity 2 pary primera pro amplifikaci dvou genti (16SrRNA a phaC).

Tabulka 2: Program PCR

krok | proces teplota (°C) | Cas (s) pocet cyklu
1 |Denaturace 94 30 1
Denaturace 94 30
2 | Annealing 55 30 30
Syntéza 68 90
3 68 300 1
Syntéza 30 60 1

3.3.1.1 Smes pro PCR

Master mix One Taq Hot Start DNA polymerazy 12,5 pl
MgCl. 2,6 ul
Primery pro 16SrRNA (16S-F, 16S-R) 2x 1yl
Primery pro phaC (G-D, G1R) 2x 1l
Vzorek DNA 2 ul
PCR voda 3,9 ul

3.3.1.2 Isolace a amplifikace

Cilem tohoto experimentu byla amplifikace bakterialni DNA. Z narostlé kultury
na pevném médiu byly klickou odebrany buiiky a prevedeny do Cisté zkumavky obsahujici 100
ul pufru tris-HCI o koncentraci 5 mM a hodnoté pH 8,5. Zkumavka se vzorkem byla nasledné
zahiivana na 90 °C po dobu 15 minut. Poté byla zkumavka se vzorkem odstfedéna po dobu 10
minut pii 10 000 otackach za minutu. Ze supernatanu byly odebrany 2 pul do zkumavky pro PCR
obsahujici Master mix One Taq Hot Start DNA polymerazy, MgCly, jeden par primerd
pro 16SrRNA, jeden par primert pro phaC a specialni PCR vodu. Paralelné byla ptipravena
negativni a pozitivni kontrola. Pozitivni kontrola obsahovala vzorek DNA bakterie Cupriavidus
necator H16, ptfipravenym obdobnym zptisobem jako stanovovany vzorek. Negativni kontrola
byla pfipravena obdobné, pouze misto vzorku DNA obsahovala 2 pl PCR vody. Nasledné bylo
provedeno PCR na Thermocycleru. Cistota vzorku DNA byla spektrofotometricky méfena
pomérem Azeo proti pufru.
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DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

1.5 % TAE agarose gel

Www.nIppongene!
www.nippongene!

Obrazek 4: Hmotnostni marker (100 bp DNA Ladder H3 RTU)

3.3.2 Gelova elektroforéza

Jedna se o analytickou separa¢ni metodu makromolekul na zakladé rozdilné velikosti
naboje. DNA molekula ma naboj zaporny a tudiz se pohybuje v elektrickém poli gelem smérem
od katody katodé. Gel zde tvofi sit’ o definované velikosti porQ, kterymi prochazi molekuly.
Separovana DNA se barvi a jeji pohyb v gelu se pozoruje pomoci UV transluminatoru.
Elektroforéza se provadi na vhodném nosi¢i, kterym je nejCastéji agardézovy gel nebo
polyakrylamid. Agardzovy gel se pfipravuje rozpuSténim praskové agardzy v pufru, ktery
se pouzije i jako elektrolyt. [52]

3.3.2.1 SloZeni pouZitych chemikalii

10 x koncentrovany TBE puft:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g/l

HsBO3 55 g/l

EDTA 9,39/
Agar6zovy gel

Agaroza 29

1 x koncentrovany TBE pufr 100 ml

Midori Green Advanced (DNA barvivo) 2x 6 ul

Nanéseci pufr
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Bromfenylova modf 20 ug
Glycerol 3mi
Destilovana voda 7ml

3.3.2.2 Postup

Pro piipravu gelu byla pouzita agardza o navazce 2 g v roztoku 1 x koncentrovaného TBE pufru
o objemu 100 ml, ktery byl pfipraveny zfedénim 10x koncentrovaného TBE pufru destilované
vody v poméru 1:9. Takto vznikly roztok byl Sestkrat povafen v mikrovinné troubé. Byl
sledovan var z divodu mozného vypénéni kapaliny z banky. K ptevafenému roztoku bylo
piidano 6 ul barviva Midori Green. Roztok gelu byl nalit do formy a prolozen hiebinkem. Diky
hiebinku vznikly pravidelné jamky, do kterych byly nanaseny vzorky o objemu 5 ul s5 pl
nandSeciho pufru. Pomoci modré barvy pufru bylo mozné kontrolovat spravné vlozeni PCR
produktu do jamek. Pro porovnani velikosti pozorovanych vzorkl byl, mezi vzorek DNA,
pozitivni a negativni kontrolu, do jedné¢ z jamek nanesen velikostni marker (hmotnostni
standard, Zebricek). Poté byl gel se vzorky prelit 1x koncentrovanym TBE pufrem a byly
zapojeny elektrody. Elektroforéza byla provadéna po dobu ptiblizn€ 50 minut pti napéti 90 mV,
kdy zacaly, mezi elektrodami, vznikat malé bublinky signalizujici prichod proudu.

3.3.3 Sekvenace

Sekvenovani neboli sekvenace je biochemicka metoda pro zjisténi potadi nukleovych
bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA. Tyto sekvence jsou soucasti genetické informace v jadru,
plazmidech, mitochondriich a plastidech.

Chemikalie pro preciSténi

NTI pufr 80 pl
NT3 pufr 700 pl
NE pufr (eluéni pufr) 20 pl

3.3.3.1 Postup:

Nejprve byla provedena metoda PCR, kterd byla detekovana gelovou elektroforézou.
Vzorek s DNA bakterialni kultury Halomonas salina byl pfecistén pomoci Nucleo Spin Gel
and PCR Clean-up Kit nasledujicim postupem: Vzorek byl smichan s NTI pufrem v poméru
1:2. Takto smichany vzorek byl pfeveden do kolonky s kiemikovou mikrofiltraéni membranou
a centrifugovany po dobu 30 sekund pii 10000xg. Roztok ze sbérné zkumavky byl vylit
a k sedimentu nad sbérnou zkumavkou byl pfidan NT3 pufr. Poté byla zkumavka se vzorkem
opet centrifugovana za stejnych podminek. Roztok ve sbérmé zkumavce byl opét vylit
a zkumavka se vzorkem byla inkubovana v susarné pii 60°C po dobu 4 minut. Poté byla opét
provedena centrifugace pti 10000xg po dobu 1 minuty. Vzorek byl pfenesen do ¢isté zkumavky
a byl pfidan NE pufr, ktery byl jiz pfedtim inkubovan pii 60°C. Poté probihala inkubace
po dobu 4 minut pfi 60°C. Nasledné byl vzorek zaslan na komercni sekvenaci u firmy
SEQme s.r.o.
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3.3.4 Studium extracelularni lipolytické aktivity

Lipolyticka aktivita je schopnost organismu produkovat enzymy katalyzujici hydrolyzu
tukd, Cili Stepit triacylglycerol na glycerol a volné mastné kyseliny. Latky, zajistujici hydrolyzu
tukti, nazyvame lipolytické enzymy neboli lipazy. Extracelularnimi oznac¢ujeme ty organismy,
které tento enzym uvoliiuji do okoli buiiky. Lipolytické enzymy jsou hojné vyuzivany pro svoji
funkci biokatalyzatort, kdy jsou vyuzivany v biotechnologickych aplikacich, kde se vyuZzivaji
naptiklad pro vyrobu polymert, 1éCiv ¢i bionafty. Jsou velice hodnotnymi pro moznost syntézy
prumyslové vyznamnych produkti jako opticky aktivnich latek nebo estert. [53]

K ovéteni extracelularni lipolytické aktivity polyhydroxyalkanoaty poslouzila kultivace
bakteridlniho kmene na pevném agaru Spirit Blue, ktery byl pfipraveny rozpuSténim
praskového agaru. Jako diikaz bylo sledovano odbarveni agaru v misté naneseni bakterie.

Slozeni agaru Spirit Blue:

Kaseinovy hydrolyzat 10 g/l
Extrakt z kvasnic 59/l
Spirit Blue 0,15 g/l
Agar 17 g/l

3.3.5 Spektrofotometrické méreni zakalu

Principem spektrofotometrického méteni zdkalu je méteni rozptylu svétla ve vzorku,
turbidimetrie. Métime zdanlivou koncentraci biomasy.

Kultivace v mineralnim médiu probihala po dobu 72 hodin na temperované ttepacce
piti 30°C a 180 rpm. Nasledné byla kultivace ukoncena a byl odebran vzorek pro
spektrofotometrické méfeni. Nejprve bylo dilezité natedit vzorek mineralniho média s kulturou
tak, aby byla absorbance v intervalu hodnot od 0,100 do 0,900. Nasledné byl vzorek méten pti
vinové délce 630 nm proti destilované vodé. Spektrofotometrické méfeni probihalo v kyveté
0 délce optické drahy 1 cm.

3.3.6 Gravimetrické stanoveni biomasy

Po 72 hodinach kultivace bylo z kultury odebrano 10 ml do zkumavky. Vzorek byl
odstfedén v centrifuze po dobu 10 minut pifi 6 tisicich otd€kach za minutu. Nésledné byl
supernatant, roztok nad usedlinou, slit a k sedimentu bylo pfidano 5 ml destilované vody. Po
zvortexovani byla kultura znovu odstiedéna a supernatant slit. Usedld biomasa byla
kvantitativné ptfevedena do zkumavky s destilovanou vodou o celkovém objemu 1,5 ml.
Zkumavka byla vlozena do centrifugy a odstfedéna pii 8000 otackach za minutu po dobu
5 minut. Supernatan byl opét slit a biomasa byla susena do konstantni hmotnosti pii 60 °C.
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3.3.7 Stanoveni PHA v pomoci plynové chromatografie

Plynova chromatografie (Gas chromatography — GC) je analyticka separa¢ni metoda
zalozena na rozdélovani slozek mezi dvé faze, a to mobilni (neboli pohyblivou) a stacionarni
(nepohyblivou). Mobilni fazi je zde nosny plyn. Stacionarni faze muize byt pevna latka nebo
kapalina. Vzorek je vnesen do kolony a zde separovan. Latky vychazeji z kolony na detektor,
ktery indikuje signdl a vyhodnocuje jej chromatografem odpovidajicim zavislosti signalu
detektoru na case Principem naSeho stanoveni je pfeména PHA na tékavy metylester
B- hydroxykarboxylové kyseliny, pomoci kysele katalyzované esterifikace.

3.3.7.1 Stanoveni kalibracni piimky

Kalibra¢ni ptimka byla sestavena pomoci standardniho vzorku kopolymeru P(3HB-co-
3HV). Navazka pftiblizné 40 pg kopolymeru byla rozpusténa ve 4 ml chloroformu pii 70 °C.
Do ¢istych vialek bylo rozpipetovano 0,05 0,2 0,4 0,6 a Iml pfipraveného roztoku kopolymeru
a dopInéno chloroformem do objemu 1 ml. K takto ptipravenym roztokim bylo piidano 0,8 ml
vnitiniho standardu slozeného z 5 mg/ml kyseliny benzoové v 15% kyseliné sirové v metanolu.
Nésledné byly vzorky peclivé uzavieny pomoci krimplovacky a umistény v termostatu
temperovaném na 94°C po dobu 3 hodin, kdy probihala esterifikace. Po ukonceni esterifikace
a vychladnuti vialek byl celkovy objem smichan s 0,5 ml NaOH a protfepan. Po odd¢leni fazi
bylo ze spodni, chloroformové faze odpipetovano 0,05 ml do mensich vialek s obsahem
0,950 ml chloroformu. Vialky byly uzavieny a vzorky analyzovany pomoci plynové
chromatografie.

3.3.7.2 Stanoveni koncentrace PHA v biomase

Celkova koncentrace PHA v biomase, respektive koncentrace 3HB a 3HV byly
stanoveny pomoci plynové chromatografie s FID detekei. Do vialek bylo navazeno ptiblizné 8
az 11 mg biomasy s piesnosti na 0,1 mg. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 1 ml chloroformu
a 0,8 ml vnitiniho standardu 5 mg/ml kyseliny benzoové v roztoku 15% kyseliny sirové
Vv metanolu. Vialky byly peclivé uzavieny vickem. Nésledné byly tyto vzorky umistény
do termostatu vyhtatého na 94°C po dobu 3 hodin, kdy probihala esterifikace.

Po ukonceni esterifikace byly vialky odstaveny z termostatu. Po vychladnuti byly
vzorky pievedeny do vialek o vét§im objemu a bylo pfidéno 0,5 ml 0,05 M NaOH a cely objem
byl protiepan, ¢imz doSlo k oddé€leni fazi. Néasledné bylo odpipetovano 0,05 ml spodni
(chloroformové) vrstvy do vialek s obsahem 0,950 ml chloroformu. Vialky byly uzavieny
a vzorky byly analyzovany pomoci plynového chromatografu s plamenovou ionizacni detekci
(GC-FID).

3.3.8  Optimalizace pro rist bakterii a produkci PHA

3.3.8.1 Optimalizace rustu na uhlikovém substrdtu

Bakterialni kultura byla nao¢kovana do inokula se zdrojem uhliku v podobé glukozy
a kultivovana po dobu 24 hodin na temperované tiepacce pii 30°C a 180 rpm. Nasledné byly
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kultury ockovany na mineralni médium s obsahem ruznych uhlikatych substrati. Tato
optimalizace byla provadéna ve vice krocich sriznymi zdroji uhliku. Jako referencni
(srovnavaci) vzorek bylo pouzito minerdlni médium s glukézou jako zdrojem uhliku. Doba
kultivace na mineralnich médiich byla vzdy 72 hodin.

Sacharidy a lipidy jako zdroj uhliku

Byly provedeny kultivace pro srovnani sacharidii a lipida jako zdroje uhliku. Na tento
experiment byl vyuzit odpadni glycerol a kuchyisky odpad o koncentracich 20 g/l. Oleje jsou
bohaté na lipidy a pro srovnani byla vyuzita kultivace na fruktéze, jako zastupce sacharidu.

Sacharidy jako zdroj uhliku

Byla provedena kultivace bakterialniho kmene na mineralnim médiu s obsahem riznych
sacharidd jako zdrojem uhliku. Experiment byl zaméten na vybrani nejvhodnéjsiho sacharidu
pro produkci PHA. Pro kultivaci byly vyuzity cukry arabindza, galaktoza, glukdza, fruktoza,
mandza, laktdza, sacharoza a xyldza o koncentracich 20 g/l.

3.3.9 Studium vlivu koncentrace soli na produkci PHA

Tento experiment je zaloZen na pozorovani riistu biomasy a produkci PHA v zavislosti
na osmotické sile mineralniho (produkcéniho) média. Bakteridlni kultura byla naockovana
do inokula s obsahem glukoézy o koncentraci 20 g/1, jako zdrojem uhliku a kultivovana po dobu
24 hodin na temperované tiepacce pifi 30°C a 180 rpm. Poté byla kultura rozo¢kovana
na mineralni média s koncentracemi chloridu sodného 20, 40, 60, 80 a 100 g/l a byla provedena
kultivace pfi stejnych podminkach po dobu 72 hodin.

3.3.10 Kultivace po pridavku prekurzori

V tomto experimentu byla sledovana podpora produkce PHV pomoci piidavka
prekurzor. V mineralnich mediich byla, jako zdroj uhliku, pouzita fruktéza, kterd byla
experimentem s rtiznymi zdroji uhliku zvolena jako nejvhodnéjsi ze zkoumanych sacharidd.
Studium probihalo s prekurzory propionatem sodnym, kyselinou valerovou (valerdtem) a
kyselinou levulovou o koncentracich 2 g/l. Kultivace probihala na temperované tiepacce pii
30°C a 180 rpm, kdy se po 24 hodinach ptidavali prekurzory. Celkova doba kultivace byla 72
hodin. Pro kontrolu bylo pouzito zahustovani pomoci fruktozy.
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4 VYSLEDKY MERENI A DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti bylo testovani bakteridlniho kmene Halomonas salina
na schopnost produkce PHA. Zéikladem prace bylo vyuzit vhodné techniky jak
spektrofotometrické, molekularni ¢i mikrobidlni pro diikaz schopnosti produkce PHA danym
bakteridlnim kmenem.

Byla tak vyuzita kultivace na agaru Spirit Blue, pro diikaz produkce enzymii lipaz, které
maji schopnost syntetizovat polymery. Jako dalsi vhodnd metoda byla pouzita metoda
polymerazové tfetézové reakce (PCR), pomoci které je replikovan usek stanovované DNA.
Nejprve byla provedena izolace DNA pomoci tepelné lyze bunék. Za ucelem amplifikace dvou
genl byla provedena multiplexova PCR, kdy byl detekovan jak gen 16SrRNA k ovéreni
bakterialni DNA ve vzorku, tak phaC gen schopny syntézy PHA. Vysledek PCR byl detekovan
pomoci gelové elektroforézy. Produkt PCR byl pfecistén a sekvenovan.

V préci byl také studovan vliv substratu na rast kultury a produkci PHA. Provadény
byly experimenty na uhlikovém substratu pti pouziti lipidi a riznych druhd sacharidt jako
zdroji uhliku. Byl také studovan vliv mnoZzstvi NaCl v produkénim médiu na schopnost
Halomonas salina produkovat PHB a biomasu. Dale byla studovana tvorba kopolymeru
P(3HB-c0-3HV) pomoci piidavka prekurzori 3HV.

4.1 Dikaz lipolytické aktivity

Cilem experimentu bylo studium lipolytické aktivity PHA, ¢ili studium produkce

Obrazek 5. Odbarveni agaru Spirit Blue pomoci Halomonas salina
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Z obrazku je patrné odbarveni agaru v okoli naneseni bakterialni kultury Halomonas
salina. Jedna se o dikaz schopnosti bakterialniho kmene utilizovat lipidy z okoli a tedy
I schopnost produkce lipaz.

4.2 ldentifikace phaC genu pomoci PCR

Pomoci metody multiplexové PCR byly amplifikovany dva geny a to gen 16SrRNA
K potvrzeni bakterialni DNA a taxonomickému zac¢lenéni a gen phaC k dikazu PHA-syntazy.
Stanovovana byla také Cistota vyizolované DNA na zéakladé poméru absorbanci (A260/A2g0).
Me¢iena Cistota Cinila hodnotu 1,982, tudiz se nachazela v intervalu 1,8 < Ageso/Azs0 < 2.
Vyizolovand DNA je tudiz povazovana za Cistou.

Po procesu PCR byla provedena detekce gelovou elektroforézou, zachycena na obrazku
niZe.

Obrazek 6: Gelova elektroforéza: 1-Negativni kontrola, 2-Pozitivni kontrola s genem Cupriavidus
necator H16, 3-Stanovovany vzorek DNA, 4-hmotnosti

Cilem této metody bylo detekovat, zda bakterialni kmen Halomonas salina, ma gen
phaC, ktery koduje PHA syntazu. Pomoci genu 16SrRNA byla potvrzena piitomnost
bakterialniho genu a diky detekci bylo potvrzeno, Ze druhy stanovovany gen, phaC, je
v genomu Halomonas salina pfitomen. Lze tedy fici, Ze stanovovany bakterialni kmen
disponuje PHA syntdzou a ma tedy predispozice k biosyntéze PHA.

4.3 Sekvenace

V ptedchozim experimentu, byla dokazana ptitomnost genu phaC u vzorku
bakterialniho vzorku DNA kmene Halomonas salina. Vzorek byl poslan na komeréni
sekvenaci, kde se podafilo osekvenovat phaC gen. (viz Ptilohy)
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4.4 Optimalizace pro rist bakterii a produkci PHA

V piedchozich experimentech jsme si experimentalné ovérili, Ze studovana bakterie
disponuje potencialem pro produkci PHA (pfitomnost phaC genu) a je také schopna utilizace
lipidickych substratt. V dal§im experimentu jsme se pokusili nalézt co nejvhodnéjsi podminky
pro rust bakterialniho kmene Halomonas salina a jeho produkci PHA, respektive PHB.
Zkoumana byla aktivita kultury na rGznych zdrojich uhliku a pfi rizné osmotické sile
produkéniho média. Také byla P(3HB-c0-3HV)
pii suplementaci kultury prekurzory.

studovana produkce kopolymer

4.4.1 Optimalizace ristu na uhlikovém substratu

4.4.1.1 Sacharidy a lipidy jako zdroj uhliku

V tomto experimentu byla studovdna produkce biomasy a PHB pfi pouziti lipidi
a sacharidi jako zdroj uhliku v produkénim médiu.

Z tabulky 3 je ziejmé, Ze nejvhodnéj$im substratem ze studovanych latek se, pfi danych
podminkach jevi sacharid. Vyuzité lipidy vykazuji polovi¢ni koncentraci biomasy v porovnani
S vyuzitym sacharidem.

Tabulka 3: Méfeni zavislosti produkce PHB a biomasy

OD 630 biomasa (g/l) | PHB (g/l) W pre( %)
Kuchynsky odpad 3,37 £0,01 0,71 neprodukuje | neprodukuje
Odpadni glycerol 10,60 + 0,01 0,71 0,02 2,58
Frukt6za 6,40 + 0,01 1,43 0,17 12,55
1,6
1,4
1,2
1
S 08
0,6
0,4
0,2
0 _ [
Odpadni olej odpadni glycerol Fruktéza
m PHB (g/1) biomasa (g/l)

Graf 1: Srovnani produkce PHB s produkci biomasy kulturou pii pouziti sacharidi

a lipidd v produkénim médiu
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Experimentem byl vyhodnocen sacharid, konkrétné fruktoza, jako lepsi zdroj uhliku pro
produkci biomasy pii danych podminkach. Koncentrace biomasy zde dosahuje hodnoty
1,43 g/1. Pouzité lipidy, odpadni glycerol a kuchynsky odpad, vedou k nizké produkci biomasy
o koncentraci 0,71 g/1, tudizZ polovicni hodnotu oproti zkoumanému sacharidu. Produkce PHB
na lipidech je skoro zanedbatelnd. Pii pouziti kuchynského odpadu nebyla produkce PHB
zaznamenana a pii pouziti odpadniho glycerolu hodnota této produkce c¢inila 0,02 g/l.
Z vysledku je zfejmé, Ze pouzité lipidy pii zadanych podminkach nejsou vhodnymi substraty
pro produkci polymeru.

4.4.1.2 Sacharidy jako zdroj uhliku

Zde byla studovana schopnost mikroorganismu tvofit biomasu a produkovat
biopolymery pii pouziti riiznych sacharida jako zdroj uhliku v produkénim médiu.

Z tabulky 4 vyplyva, ze pro produkci biomasy jsou nejvhodnéj$imi zdroji uhliku
fruktéza a glukoza, kde hodnoty koncentrace biomasy ¢inili 1, 43 g/l pfi pouziti fruktozy
a 1,50 g/l pti pouziti glukédzy. Jako nejméné hodny sacharid ze zkoumanych latek se projevila
arabindza, kdy koncentrace biomasy ¢inila 0,27 g/l a produkce PHB se nepotvrdila. Méfenim
rozptylu svétla pii 630 nm byla naméfena nejvyssi zdanliva koncentrace biomasy u fruktozy.

Tabulka 4: Vysledky méfeni zavislosti produkce biomasy a PHB na pouzitém zdroji
uhliku v produkénim médiu pomoci plynové chromatografie a spektrofotometrického méteni

zakalu
OD 630 biomasa (g/l) | PHB (g/l) W prs( %)
Arabin6za 0,42 £ 0,00 0,27 neprodukuje | neprodukuje
Fruktdza 6,61 £0,01 1,43 0,17 12,55
Galaktoza 3,82 £ 0,00 0,97 0,12 12,30
Glukéza 5,36 + 0,00 1,50 0,10 6,28
Manédza 4,43 +£0,01 1,06 0,13 12,35
Laktoza 4,92 +0,01 1,26 0,16 12,77
Sacharoza 5,30 +0,02 1,22 0,14 11,81
Xyloza 3,07 £ 0,00 0,90 0,04 4,28
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Graf 2: Srovnani produkce PHB s biomasou bakterialnim kmenem pfi poziti riznych
sacharidi jako zdroji uhliku

Studovany byly ruzné sacharidy jako zdroje uhliku a jejich vliv na produkci biomasy
a PHB. Z vysledki je ziejmé, Ze produkce PHB v porovnani s mnozstvim biomasy neni,
pti zadanych podminkach pfili§ intenzivni. NejvhodnéjSimi sacharidy pro rdst biomasy
ze sacharidi pouzitych v tomto experimentu jsou glukéza a fruktdza. Koncentrace biomasy
pii pouZiti glukdzy jako zdroji uhliku €inila 1,50 g/l a na fruktéze 1,43 g/l. Pro produkci
kopolymeru je nejvhodnéj§im ze zkoumanych sacharida fruktéza s vytézkem 0,17 g/l a laktoza
S hodnotou 0,16 g/l. Hmotnostni podil PHB v biomase ¢ini u laktézy 12,77%, coZ je nejvice
ze zkoumanych sacharidi pfi zadanych podminkach. Celkové je moZné konstatovat,
ze Halomonas salina produkuje spise men$i mnozstvi PHB, intracelularni obsah polymeru
se pohybuje v rozmezi 4 — 12 hm. %, coz je v porovnani s jinymi produkénimi kmeny, kdy
produkce mize dosahnout az 80-90 hm. % relativné¢ malo. Nejméné vhodnym sacharidem
v produkénim médiu se pii danych podminkach jevi arabindza, kdy hodnota koncentrace
biomasy je zanedbatelna produkce PHB nebyla zaznamenana.

4.4.2 Vliv koncentrace soli na rist a produkci PHA

Pozivany mikroorganismus Halomonas salina je halofilnim mikroorganismem, ktery
je schopny zit v Sirokém rozmezi koncentrace soli v médiu. Pro experiment byly zvoleny
hodnoty koncentraci NaCl v rozmezi 20-100 g/l. Studovan byl vliv obsahu NaCl na produkci
biopolymerd.

Z hodnot uvedenych v tabulce 5 je patrné, Ze biomasa dosahovala nejvyssi koncentrace
pfi hodnoté 80g/l chloridu sodného v médiu a to 1,47 g/l. Pii téchto podminkach byla
pozorovana i nejvyssi hodnota produkce PHB, kdy se procentualni obsah dostal na 15,83 %.
Pti koncentracich 40 a 20 g/l NaCl byl obsah PHB v biomase skoro zanedbatelny.
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Tabulka 5: Méteni zavislosti produkce PHB a biomasy na osmotické sile produkéniho
média pomoci plynové chromatografie a spektrofotometrického méteni zékalu.

OD 630 biomasa (g/l) | PHB (g/l) W prs( %)
100 5,49+ 0,03 1,35 0,21 15,45
80 5,19 +£0,01 1,46 0,23 15,83
60 5,27 +0,03 1,47 0,21 14,42
40 4,89 £ 0,00 1,36 0,10 7,29
20 4,11 +0,02 1,19 0,04 3,43
1,60
1,40
1,20
1,00
T 0,80
0,60
0,40
0,20 l
20 40 60 80 100
c Nacl (g/l)

W PHB (g/l) biomasa (g/l)

Graf 3: Srovnani zavislosti produkce PHB a biomasou na mnozstvi NaCl v produkénim
médiu.

V experimentu byl studovan vliv rastu a produkce PHB bakterialnim kmenem
pfi riznych koncentracich NaCl, urcujiciho osmotickou silu produkéniho média. Z naméfenych
hodnot je patrna nejvyssi hodnota koncentrace biomasy 1 produkce PHB pfi pouziti 80 g/l NaCl
za danych podminek. Z grafu je patrné, Ze s klesajici koncentraci NaCl v produkénim médiu,
klesa vyteznost biomasy i PHA. Pfi pouziti 100 g/l NaCl je hodnota produkce PHB 0,21 g/l
a priblizné stejna jako pii pouziti 60 g/l NaCl.

4.5 Kultivace po pridavku prekurzoru

V tomto experimentu méla byt indukovana produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV)
ptidavkem prekurzori 3HV. Prekurzory byly pfiddvany po 24 hodinach. Zdrojem uhliku zde
byla fruktéza. Sledovan byl vliv ptidavku prekurzort na produkci biopolymert.

Z vyslednych hodnot uvedenych v tabulce 6 lze vycist, ze biomasa dosahovala nejvyssi
koncentrace pii pouziti prekurzoru Propionatu sodného. Déle byla sledovana i produkce PHB, kdy
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nejvyssi procentualni obsah byl 3,75 % a to pii pouziti levulové kyseliny jako prekurzoru. Hodnoty
vSak nejsou prilis vysoké.

Tabulka 6: Méfeni zavislosti produkce PHB na osmotické sile produkéniho média
pomoci plynové chromatografie

OD 630 biomasa (g/l) | PHV (g/l) PHB (g/l) | Wene( %)

Valerova kyselina 2,50 £ 0,00 0,98 neprodukuje 0,03 2,96
Propionat sodny 4,79 + 0,00 1,41 neprodukuje 0,01 0,78
Levulova kyselina 2,54 £ 0,00 0,69 neprodukuje 0,03 3,75
kontrola 5,71 £0,02 1,49 neprodukuje 0,20 13,44

1,60

1,40

1,20

1,00

S 0,80

0,60

0,40

0,20 .

0,00 — — —

Valerova kyselina Propionat sodny Levulova kyselina kontrola

W PHB (g/) biomasa (g/l)

Graf 4: Srovnani produkce PHB s biomasu pii ptidavku prekurzort.

V tomto experimentu byla sledovana produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) piidavkem
prekurzori 3HV. Z vysledkt je zfejmé, ze i ptfes podporu prekurzory, Halomonas salina
kopolymer pfi danych podminkéach neprodukuje. Byla studovana 1 rlst biomasy a produkce
PHB, kde nejvhodnéjsim prekurzor pro rust biomasy i produkci PHB kyselinu valerovou.
Pfi danych podminkéach c¢inila koncentrace biomasy 0,98 g/l a PHB 0,03 g/l pfi pouziti
prekurzoru kyseliny valerové. Nejvhodnéj$im prekurzorem pro rist biomasy je, ze zkoumanych
prekurzorii v danych podminkach, propionat sodny avSak produkce PHB byla pii jeho vyuziti
zanedbatelnd. Kontrola s obsahem gluk6zy zde dosahovala skoro dvojnidsobného mnoZstvi
PHB, kdy vytéZznost PHB z biomasy €inila 13,44 hmotnostnich %. Lze tedy fici, Ze pfidavkem
prekurzori 3HV je syntéza PHA inhibovéna.
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5 ZAVER

Bakalaiska prace byla vénovana studiu produkce biopolymerti bakterialnim kmenem
Halomonas salina pii riznych podminkach.

V experimentalni ¢asti byla sledovana produkce PHA. Pomoci kultivace bakterialni
kultura na agaru Spirit Blue byl sledovan diikaz lipolytické aktivity. Byla potvrzena schopnost
Halomonas salina produkovat. Metodou PCR byl proveden dtikaz ptitomnosti phaC genu,
ktery koduje PHA syntazu, enzym nezbytny pro biosyntézu PHA., po piecisténi vzorku byla
provedena sekvenace prislusného amplikonu phaC genu.

Studovéana byla produkce pifi vyuZziti riznych sacharidl a lipidl jako zdroji uhliku
Vv produkénim médiu, produkce biopolymera pii pridavku prekuzort a také byl sledovan vliv
koncentrace NaCl na rtst a produkci PHA. Studiem vlivu substratu s obsahem lipidi byl
stanoven, jako nejvhodnéj$im lipidem glycerol, ktery ovSem v porovnani se srovnavacim
sacharidem vykazoval polovi¢ni tvorbu biomasy a zanedbatelné mnozstvi produkce PHB.
Pfi srovnavani raznych sacharidt jako zdroj uhliku byla nejvhodnéjsim cukrem vyhodnocena
fruktoza, ktera se dale vyuzivala jako referen¢ni (srovnavaci) substrat. Bakterialni kien byl,
jako zastupce rodu Halomonas schopny zit ve slaném prostiedi, podroben experimentu, jehoz
cilem bylo studium vlivu koncentrace NaCl na rist a produkci PHA. Jako nejvhodné;jsi
koncentraci byla experimentalné ur¢ena navazka 80 g NaCl na 1 litr média. Tataz koncentrace
byla vyuzita v produkénim médiu.

Experimentalné byly prokdzany schopnosti bakteridlniho kmene produkce PHA.
Z vyslednych hodnot lze pozorovat, ze Halomonas salina neni za danych podminek p#ilis
idedlnim producentem PHA, respektive PHB). Nespornou vyhodou studovaného kmene je jeji
schopnost Zivota pii vySsi koncentraci soli, kterd proces konzervuje a zabratiuje kontaminaci.

Do budoucna by bylo vhodné pfi vyuzivani Halomonas salina provést experimenty

na produkci PHA pfi jinych podminkéch, napiiklad optimalizaci pH, teploty, sloZeni
kultiva¢niho média a jiné.
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7 POUZITE ZKRATKY

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
PCR — polymerazova fetézova reakce

PHA - polyhydroxyalkanoat

PHB - polyhydroxybutyrat

PHYV - polyhydroxyvalerat

TBE — tris-borat-EDTA pufr
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8 PRILOHY

Priloha 1: Sekvenace genu phaC u bakterie Halomonas salina:

AAGTATTACGTGCTCGACCTTCGTCAGGAGAACTCGCTGGTCAAGTGGCTG
GTGGATCAGGGCCACAGCGTCTTCCTGATCTCCTGGCGCAATCCCGGTCCCGAGC
AGCGTGATCTGACCTGGGCCGATTACATGCAGATGGGGCCCATTGCGGCCATGGA
AGCCATCGAGCAGGCCGTGGGCGAAAAGTCGGTCAACCTGCTGAGCTACTGTGTC
GGCGGGACTCTGACGGCCTCGACAGTGGCCTACCTGACCAGCACCCGGLCGLGGL
CGCAAGGTGCGCTCGGTCACCTACATGGCGACTCTGCAGGACTTCCGCGATCCCG
GCGAGCTGGGCGTCTTCCTTGCCGAGCCGGTGCTCAGGGGCATAGAAGAAAAAC
TCGAGCAGGACGGCTATCTGGATGGCCGAGTCATGGCCTATTCCTTCAACCTGCT
GCGCGAGAACGATCTGTTCTGGTCGTTCTACATCAACAACTATCTGAAAGGCGAC
GCGCCGGCTCC
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