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Abstrakt

Bakaldrska priaca sa zaoberala produkciou polyhydroxyalkanodtov (PHA) pomocou
termofilnych bakteridlnych kmenov Chelatococcus composti a Chelatococcus sambhunathii.
U oboch bakteridlnych kmetiov boli zistované najvhodnejSie podmienky, pri ktorych dochddza
k tvorbe PHA granil vo vnitri bunky. U Chelatococcus composti a Chelatococcus
sambhunathii bol na zaciatku experimentu pomocou PCR detekovany phaC gén, ktory koduje
PHA syntdzu, enzym nevyhnutny pre produkciu PHA. Nasledne bol skimany najvhodnejsi
zdroj uhlika, optimdlna teplota na produkciu polyhydroxyalkanodtov a vplyv vybranych
prekurzorov na ndrast biomasy a tvorbu kopolymérov. Poslednd Cast’ experimentalnej prace
bola zamerand na skimanie utilizdcie vybranych modelovych hydrolyzétov lignocelul6zovych
materidlov. U oboch baktérii Chelatococcus composti a Chelatococcus sambhunathii sluzila
ako najvhodnejsi uhlikovy zdroj glukdza a optimdlna teplota pre rast a produkciu P(3HB)
u oboch bakteridlnych kmenov dosiahla 45°C. Vplyv vybranych prekurzorov na narast biomasy
pdsobil v oboch pripadoch inhibi¢ne. Napriek tomu baktérie Chelatococcus composti
a Chelatococcus sambhunathii dokézali vyprodukovat’ kopolymér P(3HB-co-3HV) po pridani
prekurzorov propiondtu sodného a kyseliny valerovej. U oboch bakteridlnych kmetiov boli
najlepsie vyuzité modelové hydrolyzaty, ktoré vo svojom zlozeni obsahovali najvyssi podiel
gluk6zy. Naviac boli bakteridlne bunky obsahujice PHA granule pozorované pomocou
fluorescencnej a transmisnej elektrénovej mikroskopie.

Abstract

This bachelor’s thesis deals with production of polyhydroxyalkanoates (PHA) by thermophilic
bacterial strains of Chelatococcus composti and Chelatococcus sambhunathii. We were finding
out the best conditions for production of PHA granules inside the cells. In the beginning of the
experiment we employed PCR to detect the phaC gene, encoding for PHA synthase, which 1is
requisite for production of PHA. We also analyse the best source of carbon, optimal temperature
for production of polyhydroxyalkanoates and influence of chosen precursors to grow of
biomass and production of copolymers. The last part of this experimental thesis deals with
research utilization of selected model hydrolysates. Glucose was the best source of carbon for
both bacteria Chelatococcus composti and Chelatococcus sambhunathii and optimal
temperature for grow and production of P(3HB) was 45°C. The applied precursors inhibited
cell grow, but both bacterial strains Chelatococcus composti and Chelatococcus sambhunathii
could produce copolymer P(3HB-co-3HV) after additiong of precursors sodium propionate and
valeric acid. For both bacterial strains was the most useful model hydrolysates, which contains
the biggest part of glucose. Morever, bacterial cells containing PHA granules were observed by
fluorescence and transmission electron microscopy.
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1 UVOD

V dnesnej dobe hraju plasty vel'mi délezita ulohu v naSom kazdodennom zivote. Kazdoro¢ne
je na svete vyprodukovanych 140 milionov ton tychto syntetickych polymérov. Vd’aka nizkym
ndkladom na vyrobu, trvanlivosti, dobrym mechanickym a tepelnym vlastnostiam nasli
uplatnenie v mnohych odvetviach ako si napriklad medicina, stavebnictvo, taktiez sa
vyuzivaju ako obalové materidly a sd znich vyrdbané produkty pre domdcnost. Napriek
vyhodnym vlastnostiam a Sirokému uplatneniu spdsobuje pouzivanie plastov dva hlavné
celosvetové problémy. Kvoli ich stabilite sa hromadia v Zivotnom prostredi niekol’ko desatroci
a tym spdsobuji environmentdlne a zdravotné problémy. Druhy problém predstavuje pokles
fosilnych surovin apreto je potrebny rozvoj alternativnych zdrojov. Aby sa predislo
problémom, ktoré st sposobené pouzivanim plastov, je potrebné vyvinut biologicky
rozlozitel'né polyméry, ktoré maju podobné vlastnosti ako bezné plasty [1].

Medzi najznamejSie  alternativne nahrady polymérov na baze ropy patria
polyhydroxyalkanodty, ktoré boli objavené v roku 1926 francizskym vedcom Lemoigne. Tieto
biopolyméry patria medzi polyestery hydroxyalkdnovych kyselin a su produkované mnohymi
gram-negativnymi a gram-pozitivnymi mikroorganizmami vo forme granul, ktoré sluzia
na ukladanie nadbyto¢ného uhlika. Vel'kou vyhodou je ich biokompatibilita a biodegradécia.
Napriek vyhodnej$im vlastnostiam oproti beznym plastom, hlavni nevyhodu pri produkeii
PHA predstavuji vysoké vyrobné néklady pri fermentécii. Medzi hlavné faktory, ktoré vyrazne
ovplyvnuju ndklady na produkciu tychto bioplastov patria zdroje uhlika, prevadzkové naklady
na fermentéciu, produktivita vyrobného procesu a nadvizujice spracovanie produktov. Jednou
z moznosti ako znizit' ndklady pri vyrobe PHA je pouzitie odpadnych substratov ako zdroj
uhlika [2],[3].

Znizenie ekonomickych nakladov pri vyrobe PHA sa d4 dosiahnut’ pouzitim termofilnych
mikroorganizmov. Kultivaéné procesy termofilov st povazované za energeticky ucinnejsie,
pretoZe sa tu spotrebuje menej energie pri chladeni. Proces fermentécie taktiez nevyzaduje
sterilné podmienky, pretoze kultivacia tychto mikroorganizmov prebieha pri vySsich teplotach,
a tym sa minimalizuje riziko kontamindcie inymi mikroorganizmami [4].

Prave kvoli tymto vyhodnym vlastnostiam sa bakaldrska prica zaoberd produkciou
polyhydroxyalkanodtov pomocou dvoch termofilnych baktérii, ktoré patria do bakteridlneho
rodu Chelatococcus.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Charakteristika, Struktura a vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) zahffiaju jednu z reprezentativnych skupin biopolymérov, ktoré
modzu byt prirodzene syntetizované rdéznymi mikroorganizmami prostrednictvom tvorby
polyhydroxyesterov z hydroxyalkanovych kyselin s kratkym alebo stredne dlhym ret’azcom.
Hlavnou fyziologickou tlohou prirodnych PHA je ukladanie uhlika a energie v granulovych
formdch vo vnutri bunkovej Struktury, ked’ je uhlik pritomny v nadbytku. V pripade potreby
mdze byt tento nahromadeny uhlik katabolizovany, ak su d’alSie nevyhnutné ziviny pre rast
mikrobidlnej bunky obmedzené [3],[5].

PHA st prirodné termoplastické polyestery kyseliny 3-, 4-, 5-, 6-hydroxyalkanovej a patria
do skupiny opticky aktivnych biologickych polyesterov, ktoré obsahuji hydroxyalkdnové
monomérne jednotky v konfigurdcii R kvoli stereotypnej Specificnosti biosyntetickych
enzymov (obrdzok 1). V zavislosti od poctu atomov uhlika v monomérnej jednotke st PHA
klasifikované do troch tried: PHA s kratkym retazcom (SCL-PHA; C3 az C5), PHA so stredne
dlhym retazcom (MCL-PHA; C6 az C14) a PHA s dlhym retazcom (LCL-PHA; viac ako C14).
Dalsia klasifikicia rozdeluje PHA na homopolyméry a heteropolyméry. Homopolyméry
obsahuju iba jeden typ monomérnej jednotky, zatial’ o heteropolyméry su zlozené z viacerych
typov monomérnych jednotieck. PHA maju bo¢ny retazec tvoreny napriklad aromatickym
kruhom, esterovou skupinou, alylovou skupinou, kyano skupinou, epoxidom a d’al$imi réznymi
skupinami [2],[3],[6],[7].

R O
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Obrdzok 1 Vseobecny vzorec PHA (n =1- 4, x =100 - 300 000, R-alkylovd skupina) [8]

PHA existuju v bakteridlnych bunkach ako diskrétne inklizie nerozpustné vo vode, ktoré
maju v priemere 0,2-0,5 pm a su lokalizované v bunkovej cytoplazme. Povrch granul je tvoreny
proteinovou vrstvou a na nej sa nachddza PHA polymerdza, PHA depolymerdza a phasiny.
Napriklad PhaF a Phal hraju stavebnu tlohu pri vzniku grandl. PhaF kontroluje tvar a vel'kost.
PHA granule mézu byt’ vizualizované pomocou fazového kontrastného svetelného mikroskopu
kvoli ich vysokej refraktivite alebo pouzitim farbiv ako je Sudan Black B alebo oxazinové
farbivo Nile Blue A [8],[9],[10].

Polyhydroxyalkanodty v poslednych rokoch pritahuji velkd pozornost, pretoZze majl
podobné vlastnosti ako petrochemické polyméry polypropylén a polystyrén [8].

Vlastnosti homopolymérov so stredne dlhym retazcom sa vyrazne liSia od vlastnosti
homopolymérov s kratkym retazcom (tabulka 1). Tieto vlastnosti zdvisia od bakteridlneho
producenta a od fermenta¢nych podmienok pouzivanych na ich produkciu [8].

PHA s kratkym ret'azcom su vysoko krystalické (55-80%) a majui vysoké teploty topenia
a nizke teploty skleného prechodu. Vysoka krystalinita spdsobuje, Ze su relativne tuhé a krehké.
Kopolymér P(3HB-co-3HV) s kratkym retazcom ma ovel'a nizSiu teplotu topenia a mensia
kryStalinita spdsobuje ich I'ahSie formovanie a st tvrdsie. PHA so stredne dlhym retazcom



zastupuji elastoméry s vel'mi uzkym teplotnym rozsahom topenia. Ich teplota skleného
prechodu byva obvykle nizsia ako je izbova teplota a pohybuje sa v rozsahu od -43°C do -25°C
a ich krystalinita je okolo 25%. Vd’aka tomu stt PHA so stredne dlhym retazcom flexibilnejSie
a elastickejsie ako PHA s kratkym retazcom [8].

Tabulka 1 Porovnanie vlastnosti homopolymérov s krdtkym a stredne dlhym retazcom a ich
kopolymérov s polypropylénom [8]

Homopolymér | Homopolymér Kopolymér Kopolymér
y y )
P(3HB-co- P(3HB-co- Pol 1
scl-PHAs mel-PHASs (3HB-co (3HB-co olypropylen
3HV) 6%3HD)
Teplota
topenia 179 80 137-170 130 176
[°C]
Teplota
klenéh
SHIEnEno 4 40 10 a7 -6 8 10
prechodu
[°C]
Youngov
modul 3,5 - 0,7-2,9 - 1,7
[GPa]
PrediZenie
40 300 30-38 680 38
[%]
Pevnost’
v tahu 5 20 az do 690 17 400
[Mpa]

2.1.2 Biosyntéza PHA

PHA patri do skupiny biologicky odburate'nych polymérov produkovanych ré6znymi gram-
negativnymi a gram-pozitivnymi baktériami. Tieto baktérie mézu akumulovat’ bio-polyméry
vo svojej cytoplazme ako intraceluldrnu rezervu uhlika a energie. Baktérie, ktoré sa pouzivaju
na produkciu PHA mdzeme rozdelit do dvoch skupin na zaklade stresovych podmienok
pozadovanych na syntézu PHA. Prva skupina baktérii vyzaduje obmedzenie esencidlnych Zivin
ako je dusik, fosfor, horCik alebo sira a prebyto¢nych zdrojov uhlika. Do tejto skupiny patria
napriklad baktérie Cupriavidus necator, Protomonas extorquens a Protomonas oleovorans.
Druhé skupina baktérii nevyZzaduje obmedzenie zivin pre syntézu PHA. Sem patria baktérie
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii a rekombinantna E. coli [7].

2.1.2.1 Biosyntetickd drdha

Prirodzené bio-syntetické drahy PHA  zahfiiaja  viacnasobné kroky zacinajlce
na hydroxyalkdnovych kyselinich. PHA syntdza katalyzuje polymerizdciu tioesterov
koenzymu A (CoA) do polymérov PHA, ¢o vedie k uvol'iovaniu skupiny CoA. PHA syntdzy



su rozdelené do Styroch tried podla ich primarnej Struktiury, zlozenia podjednotiek
a substratovej Specifickosti pre monoméry s réznymi dlzkami retazca [5].

Syntdzy triedy 1

Syntézy triedy I sa skladaju z jedinej podjednotky PhaC s molekulovou hmotnost'ou v rozsahu
od 60 do 70 kDa. Syntazy triedy I prednostne vyuzivaji monoméry s kratkym ret'azcom, ktoré
maju hydroxylovi skupinu v polohe C3 alebo C4. Preto si PHA s kratkym retazcom tuhé,
krehké a maju vyssi stupen krystalinity. PHA syntazy triedy I dosahuju vyssiu rychlost’ pri
uvolnovani CoA v porovnani so syntdzou triedy III. PHA syntdza triedy I bola prvy raz
Studovana na Cupriavidus necator [5].

Syntdzy triedy I1

PHA syntéza triedy II je taktiez zlozena z jednej podjednotky PhaC; alebo PhaC,. PHA triedy II
polymerizuje hlavne CoA tioestery stredne dlhych monomérov pozostavajucich zo 6 az 12
atomov uhlika, ktoré si ziskané prostrednictvom [-oxiddcie alebo biosyntézy mastnych
kyselin. Vd’aka tomu maju PHA so stredne dlhym retazcom nizs$iu pevnost’ v tahu, nizSie
teploty topenia a su flexibilné. Pri analyze PhaC; a PhaC; z Pseudomonas mendocina bolo
zistené, ze PhaC; vykazuje vyssiu katalyticku rychlost’ a produkuje PHA s nizSou molekulovou
hmotnostou ako PhaC,. Niektoré PHA syntazy triedy II maju Siroka substratova Specifitu
a preto moézu katalyzovat’ biosyntézu kopolymérov PHA obsahujicich monoméry s kratkym
a stredne dlhym retazcom [5].

Syntdzy triedy 11l a IV

PHA syntdza triedy III, ktord pochddza z baktérie Allochromatium vinosum je zloZena z dvoch
podjednotiek PhaC a PhaE. Tato bakterialna synt4za bola Siroko vyuZivana pri in vivo a in vitro
produkcii PHA s kratkym retazcom. PHA syntazu triedy III pouziva na syntézu PHA s kriatkym
retazcom kmen Haloarchea. PHA syntdza triedy IV obsahuje dve podjednotky PhaC a PhaR.
Prva znama syntéza triedy IV bola objavend v Bacillus megaterium. PHA syntéza triedy IV ma
v porovnani s inymi PHA syntdzami jedine¢né vlastnosti, tj. PhaR podjednotka je schopna
Stiepit’ ret’azec polyméru a na jeho karboxylovy koniec inkorporovat’ alkohol. Hlavnym ti¢elom
tejto reakcie je pravdepodobne regulovat’ molekulovi hmotnost’ vyrobeného PHA [5].

2.1.3 Biosyntetické cesty

VSeobecnd biosyntetickd cesta polyhydroxybutyrdtu (PHB) zahfia tri rozne enzymy, ktoré
katalyzujui tri rozne reakcie (obrdzok 2). Tieto tri enzymy si kdédované réznymi génmi.
V prvom kroku reakcie su dve molekuly acetyl-koenzymu A kondenzované na acetoacetyl-
koenzym A. Tuto reakciu katalyzuje enzym [-ketotioldza, ktord je kédovand génom phbA
a katalyzuje tvorbu vidzby uhlik-uhlik. V druhom kroku reakcie je acetoacetyl-koenzym
A redukovany na (R)- 3- hydroxybutyryl koenzym A enzymom acetoacetyl-koenzym
A reduktdzou, ktord je zdvisld na NADPH. Acetoacetyl-koenzym A reduktizu kéduje phbB
gén. V tretom kroku reakcie PHB syntdza kdédovana génom phbC, katalyzuje polymerizaciu
(R)-3-hydroxybutyryl koenzymu A na PHB [1],[7].

10



KTlacovou molekulou, ktora poskytuje substrat 3-hydroxyalkanoyl-CoA pre syntézu PHA je
acetyl CoA. Substrat 3-hydroxyalkanoyl-CoA mdéze byt ziskany taktiez z -oxiddcie mastnych
kyselin. Medziprodukt trans 2-enoyl-CoA konvertuje na (R)- hydroxyacyl-CoA pomocou
Specifickej enoyl-CoA hydratdizy. Monoméry pre PHA syntézu moézu byt vytvorené
z jednoduchych a lacnych zdrojov ako st glukdza, fruktéza a sachar6za. Medziprodukt (R)-3-
hydroxyacyl z biosyntézy mastnych kyselin je konvertovany z formy acylového nosi¢ového
proteinu na formu CoA enzymom acyl-ACP-CoA transacyldzou [1],[7].
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2.1.4 Vyuzitie PHA

Vdaka svojej biologickej kompatibilite a biologickej degradicii sa polyhydroxyalkanodty vo
vel'kej miere pouzivaji v réznych oblastiach. Podobne ako plasty sa pouzivaji vo vyrobe
jednorazovych predmetov ako su ziletky, zenské hygienické produkty, kozmetické flase
na Sampon. Vzhladom na ich vlastnosti sa v poslednych rokoch uplatituji v medicinskych
aplikéciach a v tkanivovom inZinierstve na vyrobu kardiovaskuldrnych produktov (srdcové
chlopne, vaskularne Stepy), pri lieCbe ran (stehy). Taktiez st pouzivané ako osteosyntetické
materidly na stimulaciu rastu kosti vd’aka svojim piezoelektrickym vlastnostiam. Uplatnenie
taktiez nachadzaju vo farmaceutickom priemysle vo forme nanocastic, ktoré mézu byt pouzité
na riadené uvolnovanie lie¢iva. PHA sa povazuji za zdroj syntézy chirdlnych zlucenin
a pouzivaju sa ako surovina pri vyrobe farieb [3],[8],[12].

2.2 Extrémofilné baktérie

Vicsina organizmov sa vyvinula za relativne benignych klimatickych podmienok a normélne
nie su schopné prezit’ v extrémnych prostrediach (teplota, pH, pritomnost’ xenobiotik). Na Zemi
vSak existuju oblasti, kde zivotné podmienky presahuji normdlne limity pre vyvin organizmov
ateda ich modzeme povaZovat za extrémne. Organizmy, ktoré sa dokdzu vyrovnat
s extrémnymi podmienkami (extrémne teploty, pH, tlak, slanost’) oznacujeme ako extrémofily
(tabul’ka 2). Tieto organizmy maju d’alSie vlastnosti ako je schopnost’ vyrovnat’ sa s vel'mi
vysokou troviiou plynov ako je CO; alebo rastd v pritomnosti vysokej koncentracie kovov [1].

Tabulka 2 Porovnanie mikrobidlnych vlastnosti vybranych mikroorganizmov [14]

Rastové podmienky Priklady Typické mikroorganizmy
Nizka alebo vysoka teplota T <25°C; T > 45°C Psychrofily a Termofily
Nizke alebo vysoké pH pH <5;pH> 8,5 Acidofily a Alkalofily
Vysoky osmoticky tlak NaCl > 30 g/l Halofily
VyuZitie nezvycajnych Celul6za, chitin, metén, Xerofily a Metanotrofné
substratov metanol, CO2 baktérie

2.2.1 Rozdelenie

2.2.1.1 Alkalofilné a acidofilné baktérie

Alkalofilné baktérie patria do skupiny extremofilov, ktoré prosperuju v prostredi s pH 8
a vys§im ako su napriklad jazera a pody bohaté na uhlicitany. Alkalofilné druhy Bacillus a ich
extracelularne enzymy su intenzivne Studované a aplikované v priemysle pri vyrobe Cistiacich
prostriedkov, pri vyrobe papiera a buniiny, pretoZe su stabilné, nepatogénne a majui vysoku
produkciu extracelularnych enzymov [13],[14].

Acidofilné baktérie naopak preferuji kyslé podmienky na rast s optimalnym pH 3 a niz§im.
Niektoré extraceluldrne enzymy z acidofilov lepSie funguju pri omnoho nizSom pH ako je
cytoplazmatické pH. Mo6zu produkovat enzymy ako su amyldza, proteaza, ligaza,
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a- glukozidédza, esterdza stabilné pri nizkom pH. Enzymy z acidofilov sa pouzivaju hlavne pri
degradécii biopolymérneho substratu ako je Skrob, proteiny a celuléza. Rast pri nizkom pH
na biopolymérnych substratoch zvySuje moznost’ zabranit mikrobidlnej kontaminacii.
Acidofily sa uplatiiuju aj pri spracovani nerastnych surovin [13],[14].

2.2.1.2 Halofilné baktérie

Halofilné baktérie obyvaji rozne ekosystémy, ktoré maju vyssiu koncentraciu soli ako morska
voda. Tento typ baktérii preto mézeme najst’ v pddach s vyssim obsahom soli, so'nych jazerach
a pramenoch, mociaroch a morskych sedimentoch. Podla optimalnej koncentracie NaCl
v prostredi sa delia do troch skupin: mierne halofilné (1-3%), stredne halofilné (3-15%)
a extrémne halofilné baktérie (15-30%). Miera optimdlnej koncentracie soli zavisi od teploty,
pH arastového média. VSeobecnymi vlastnostami halofilnych mikroorganizmov su nizke
nutriéné poziadavky, odolnost’ voci vysokym koncentracidm soli a schopnost’ vyrovnat
osmoticky tlak prostredia. Ich mechanizmus adaptacie na prostredie so zvySenym obsahom soli
spo¢iva v intracelularnom skladovani KCl alebo v akumulédcii kompatibilnych vo vode
rozpustnych organickych zltcenin, aby udrzali vyvéazenie sodika v cytoplazme [15],[16].

Halotolerantné mikroorganizmy dokéazu rast’ pri znizenej aj pri zvysenej koncentrécii soli
v prostredi [17].

Halofilné mikroorganizmy si uzndvanymi producentmi karotenoidovych pigmentov,
hydrolytickych enzymov a biopolymérov. Halofilné baktérie a haloarchea hraju dolezita ulohu
v mnohych priemyselnych aplikdcidch, napriklad v potravinarstve, kozmetike, pri vyrobe
umelych sietnic a biosenzorov [15].

Viécsina halofilnych baktérii patri do ¢elade Halomonadaceae. V poslednom cCase sa
halofilné baktérie pouzivaju na vyvoj fermenta¢nych procesov zalozenych na morskej vode
k vyrobe polyhydroxyalkanodtov. Napriklad Halomonas bluephagenesis a Halomonas
campaniensis su schopné rast’ v morskej vode za nesterilnych kontinudlnych podmienok
bez kontaminacie niekol’ko tyzdnov az mesiacov [14],[15],[16].

2.2.1.3 Xerofilné a metanotrofné baktérie

Xerofilné baktérie boli skimané v suchych oblastiach, ktoré st spojené s relativne vysokymi
teplotami a Ziarenim. Do tohto druhu patria baktérie z rodu Streptomyces, Saccharothrix,
Cellulomonas, Amycolatopsis, Nocardia, Actinomadura, Lechevalieria a Geodermatophilus.
Z tychto baktérii pochddzaji molekuly s ochrannym t¢inkom proti suSeniu, ktoré maja vyuzitie
v priemysle a pol'nohospodarstve [14].

Xerofilné¢ baktérie by tiez mohli poskytnat moznost’ biologického spracovania
bez kontamindcie. Termostabilné enzymy pochddzajice ztychto baktérii mézu najst
potenciondlne vyuzitie na Gcely enzymatického Stiepenia pri vyssich teplotach [14].

Vyrazné mnozstvo metanu je odstrdnené pomocou metanotrofnych baktérii. Niektoré
metanotrofné baktérie boli objavené pri odstraiovani metanu a biodegradicii toxickych
zlt€enin pochadzajicich zo skladok a uhol'nych bani [14].
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2.2.2 Termofilné baktérie

2.2.2.1 Charakteristika a rozdelenie

Teplota je jednou z najddlezitejSich premennych Zivotného prostredia. Triedenie Zivych
organizmov na zaklade ich vztahu k teplote sa vzdy povazovala za jeden z najzékladnejSich
prvkov biologického systému. Mikroorganizmy boli v tomto ohl'ade rozdelené do troch
hlavnych skupin na psychrofily, mezofily a termofily (tabul'ka 3) [18].

Optimalna teplota pre rast termofilnych baktérii je okolo 45°C a u extrémnych termofilov sa
tito teplota pohybuje v okoli 70°C az 80°C. Extrémne termofilné baktérie sa vyskytuju
na obmedzenom a extrémne hordcom zemskom alebo podmorskom ndlezisku, ktoré sa
zvycajne spaja s geotermdlnou a sopecnou aktivitou ako st napriklad gejziry, horice pramene,
ropné nadrze. U psychrofilnych baktérii sa teplota rastu pohybuje v okoli 15°C a niz$ie a ich
vyskyt bol zaznamenany v polarnych oblastiach, 'adovcoch, oceanskych hlbinach. Mezofily
rastd pri miernych teplotdch v rozmedzi 20°C az 45°C aboli izolované z pddy aj vodného
prostredia [13],[19],[20].

Tabulka 3 Rozdelenie mikroorganizmov na zdklade teploty [21]

Trieda Optimalna teplota pre rast [°C] Zastupcovia

Bacillus globisporus
Micrococcus cryophilus
Escherichia coli
Mezofily 20 - 40 Pseudomonas aeruginosa
Bacillus subtilis
Clostridium thermocellum
Bacillus stearothermophilus
Thermus aquaticus
Bacillus caldotenax

Psychrofily <20

Termofily 45 - 65

Extrémne termofily > 70

2.2.2.2 Adaptivne mechanizmy termofilov

Zivot pri vysokych koncentricidch soli, zdsaditych hodnotich pH a vysokych teplotich
bezpochyby vyZzaduje Specidlne adaptivne fyziologické mechanizmy. Termofily tak celia vyzve
regulovat’ permeabilitu cytoplazmatickej membrany pri vysokych teplotach. ZvySeny
intramolekuldrny pohyb lipidov vedie k zvySenej priepustnosti protonov pri vysokych
teplotach. V ddsledku tohto pohybu sa molekuly vody zachytdvajui v lipidovom jadre membran
ato umoznuje prechadzat protonom zjednej molekuly na druhd. Iné i6ny na rozdiel
od protonov mézu prechadzat cez membranu difiziou. Stadie, ktoré boli zamerané
na permeabilitu bakteridlnej cytoplazmatickej membrany preukazali, Ze Bacteria a Archea
upravuju permeabilitu cytoplazmatickej membrany na rastovu teplotu mikroorganizmu [22].

Vsetky makromolekuly- DNA, RNA a proteiny musia byt stabilné a funk¢éné pri vysokych
teplotach. Nukleové kyseliny zvySuju termostabilitu DNA zvySenim pomeru G+C paru.
V ribozomadlnej 16S rRNA je obsah G+C umerny optimdlnej rastovej teplote. Stabilizicia
genomove] DNA zavisi od zloZenia nukleotidov. Proteiny termofilnych baktérii obsahuji
vo svojej Strukture poldrne nabité aminokyseliny ako je Glu, Asp, Lys a Arg a vzdcne sa tu
vyskytujui poldrne pozostatky z aminokyselin Ser, Thr, Asn a Gln [23],[24].
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2.2.2.3 Biotechnologické pouZite termofilnych baktérii

Termofilné mikroorganizmy pritahuji velky zaujem v oblasti biotechnolégii, ato najmi
v priemyselnych procesoch. Tieto mikroorganizmy sa vyuZzivaju v priemyselnom spracovani,
pri vyrobe materidlov, chemikalii, energie a taktiez m6zu byt’ pouzité pri odstraniovani tazkych
kovov z odpadného materidlu [25].

Termofily produkuju termostabilné enzymy, ktoré hraji doéleziti Ulohu v priemysle
a vo farmaceutickych aplikdciach (tabulka 4). Okrem ich stability pri vysokych teplotach,
ponukaju tieto enzymy d’alSie vyhodné vlastnosti, napriklad znasanlivost’ voci rozpustadlam,
odolnost’” vo¢i denaturacnym cinidlam, selektivitu substratu a vys$Siu reakénu rychlost.
Termoenzymy produkuji mikroorganizmy, ktoré patria do rodu Bacillus, Clostridium,
Pyrococcus, Thermus, Thermotoga a Aquifex. Hlavny zlom v potenciondlnom uplatneni
enzymov nastal pri opise pouzitia DNA polymerazy Thermus aquaticus v polymerdzovej
ret’azovej reakcii [25],[26],[27].

Celuldza patri k jednym z najviac pouzivanych termostabilnych enzymov v priemyselnych
aplikaciach. Celulolytické enzymy produkuju mnohé bakteridlne rody, napriklad Clostridium,
Cellulomonas, Bacillus a Thermomonospora. Vdaka svojej tepelnej stabilite je pouzivana
v potravinarskom priemysle na zlepSenie extrakcie, Cistenia a na odstranenie horkosti.
V textilnom priemysle sa zase pridava do Cistiacich prostriedkov, aby nedochddzalo
k vyblednutiu farby a tieZ sa spomali opotrebovanie odevu. Taktiez sa celuldza vyuziva pri
spracovani papiera a buni¢iny. Svoje uplatnenie nasla aj pri vyrobe etanolu [28].

Termostabilné protedzy nasli radu uplatneni v niekol’kych priemyselnych procesoch vd’aka
svojej stabilite pri zvySenom pH a v organickych rozpustadlach a hlavne st odolné voci
vysokym teplotdm. Termostabilné protedzy st pouzivané pri syntéze peptidov, pretoze su
kompatibilné s organickymi rozpustadlami. Napriklad protedza — termolyzin pochddza
z baktérie Bacillus thermoproteolyticus a pouziva sa na syntézu prekurzora, ktory ma vyuzitie
pri priprave aspartimového sladidla. Prote4dzy sa taktieZ pridavaju do pracich prostriedkov,
pretoZe odolavaju zdsaditym a aniénovym povrchovo aktivnym ldtkam. Pre ich keratinolytické
a elastolytické vlastnosti si pouzivané v kozenom priemysle [29].

a-amylazy patria medzi endoaktivne enzymy, ktoré Stiepia a-1,4- glykozidové vizby a preto
sa pouzivaju v prvej faze konverzie Skrobu. Tento enzym produkuju baktérie Bacillus
licheniformis a Pyrococcus woesei. Glukoamyldzy st enzymy, ktoré Stiepia a-1,4 a a-1,6-
glykozidové vizby a preto si pouzivané v druhej faze konverzie Skrobu, pri ktorej vznika
gluk6zovy sirup vytvoreny zo Skrobovych polysacharidov. V priemyselnej vyrobe sa pouziva
glukoamyldza produkovana baktériou Aspergillus niger [29].
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Tabulka 4 Prehlad priemyselnych aplikacii termostabilnych enzymov [30]

Enzym Producent Priemyselna aplikacia
Kyslé protedzy Rod Brevibavillus Produkga bloaktl\jnych
peptidov z kazeinu
.y ) Bacillus subtilis, Vyroba Cistiacich
Alkalické protedzy Bacillus licheniformis prostriedkov
Amyloglukomda,za, Thermus thermophllus‘, Potravindrsky a pekdrensky
Glykozyltransferaza, Bacillus stearothermophilus, )
. . . priemysel
B-glukanézy Neisseria polysaccharea
. . . . . Spracovanie
a-amylaza Bacillus licheniformis agropriemyselného odpadu
B-amyldza Rod Bacillus Sprago}v anie skrobu,
potravindrsky priemysel
Hemiceluldzy Aspergillus fumigatus Vyroba biopaliv
Laktaza Rod Aspergillus Potravinérsky priemysel
Pektindzy Aspergillus niger Spracovanie ovocia
Taq DNA polymeraza Thermus aquaticus PCR

Termofilné baktérie st schopné rast na povrchoch, ktoré su znecistené ropnymi
uhl'ovodikmi. Tieto ropné zasobarne su bohaté na polycyklické aromatické uhl'ovodiky, ktoré
znecist'uju zivotné prostredie a maju Skodlivé ucinky na biodiverzitu. Termofily a halofily su
schopné tieto polycyklické aromatické uhlovodiky odburat enviromentalne prijatelnymi
cestami. Napriklad Stenotrophomonas maltophilia je schopna degradovat’ uhl'ovodiky s nizkou
aj vysokou molekulovou hmotnost'ou. Na zéklade tychto vlastnosti by mohli byt termofily
pouzité na Cistenie priemyselnych vod, ktoré st znecistene polycyklickymi aromatickymi
uhl'ovodikmi a taktiez by mohli ngjst’ uplatnenie pri odstranovani ropnych skvin [30].

2.2.2.4 Priklady termofilov, ktory produkuji polyhydroxyalkanodty

PHA syntetizuje Sirokd Skala gram-pozitivnych a gram-negativnych baktérii v aer6bnom
a anaerébnom prostredi. Medzi termofilné baktérie, ktoré dokazu syntetizovat’ PHA patri kmen
Aneurinibacillus, ktory bol izolovany z ropného pol'a v Cine. Jeho optimalna teplota rastu je
okolo 55°C. Dalsi producenti PHA patria k druhom rodu Pseudomonas, ktoré si schopné
akumulovat’ PHA so stredne dlhym retazcom. Termofilna baktéria Thermus thermophilus je
schopna vyuzit’ laktézu zo srvatkového média na biosyntézu heteropolyméru, ktory pozostava
z 3-hydroxyvaleratu, 3-hydroxyheptanodtu a 3-hydroxyundekanodtu. Medzi gram- negativne
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baktérie, ktoré st schopné produkovat’ PHA pri zvysenych teplotnych podmienkach patri rod
Chelatococcus. Ich optimdlna teplota rastu je okolo 50°C [31],[32],[33],[34].

2.2.3 Vybrany PHA producenti z rodu Chelatococcus

2.2.3.1 Chelatococcus composti

Novd gram-negativna baktéria bola prvykrat izolovand pri kompostovani zvySkov hub
po fermentdcii penicilinu ahnoja ofipanych v Cine. Fylogenetickd analyza zaloZena
na porovnani /65 rRNA génovych sekvencii preukazala, ze kmeni PC-2T vykazuje 98,9%
podobnost’ s Chelatococcus daeguensis, 98,8% s Chelatococcus sambhunathii a 98,4%
s Chelatococcus caeni. Na zéklade tychto podobnosti bol novo vyizolovany kmen priradeny
k rodu Chelatococcus [35].

Bunky tejto baktérie st ty¢inkovitého tvaru, ktoré su 0,8-1 um Siroké a 1,8-2,8 um dlhé.
Baktéria tvori hladké, lesklé kruhovité kolonie bledo zltej farby, ktoré dokazu rast pri teplote
20°C az 60°C. Idedlna teplota pre rast sa pohybuje okolo 35°C az 40°C. Rozmedzie pH, pri
ktorom dokaze prezit’ je 5,5 az 10, ale optimalne pH pre rast je 7,5 az 8. Baktéria nedokaze
hydrolyzovat’ $krob a Zelatinu a tiez nemoze redukovat’ dusi¢nany [35].

Obrdzok 3 Transmisny a skenovaci elektronovy mikrograf zobrazujiici bunky
Ch. composti [35]

2.2.3.2 Chelatococcus sambhunathii

Bakteridlny kmen Chelatococcus sambhunathii patri do bakteridlneho rodu Chelatococcus a
bol po prvykrit vyizolovany z horGiceho prameiia v oblasti Athamaliku v Indii. Bunky tejto
baktérie si gram-negativne a maju tyCinkovity tvar. Je to aerébna baktéria, ktord neprodukuje
spory. Baktéria tvori hladké kruhovité kolonie mukoidnej povahy. Optimélna teplota pre rast
tejto baktérie je v rozmedzi 37°C az 42°C ale dokaZe rast’ v teplotnom rozmedzi 20°C az 50°C.
Rozmedzie pH, pri ktorom dokdze prezit' je v rozmedzi 6-8,5. Optimdlne pH sa pohybuje
v okoli 7,5-8. Baktéria dokaze hydrolyzovat’ Zelatinu a redukovat’ dusi¢nany [36].
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Obrdzok 4 Elektronovy mikrograf zobrazujiici bunku Ch. sambhunathii [36]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

V praktickej Casti bakalarskej prace boli pouzité nemecké zbierkové kmene baktérii,
Chelatococcus composti DSM 101465 a Chelatococcus sambhunathii DSM 18167.

Pouzité chemikalie:

e Agaréza (Serva),
1,4-butandiol (Fluka),
y-butyrolakton (Sigma-Aldrich),
Citrat zelezito-aménny (Fluka),
Dihydrét chloridu vdpenatého (Lach-Ner),
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner),
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner),
DNA standard — FastGenne 100 bp DNA Ladder (New Egland BioLabs),
Fruktéza (Lach-Ner),
Galaktoza (Lach-Ner),
Glukéza (Lach-Ner),
Glycerol (Lachema),
Heptahydrat siranu hore¢natého (Lach-Ner),
Chlorid aménny (Lach-Ner),
Chlorid hore¢naty (Thermo Scientific),
Chloroform (Lach-Ner),
Kyselina borit4 (Penta),
Kyselina etyléndiaminotetraoctova (Lach-Ner),
Kyselina 3,5-dinitrosalicylovd (Sigma-Aldrich),
Kyselina valerova (Sigma-Aldrich),
Laktéza (Lach-Ner),
Manoéza (Lach-Ner),
Master mix One Taq Hot Start DNA polymerazy (BioLabs Inc.),
Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe),
Nutrient Broth (HiMedia),
PCR loading buff, Yellow load (Top-Bio),
Primery pre phaC gén (GeneriBiotech),
Primery pre 165 rRNA (GeneriBiotech),
Propionét sodny (Sigma-Aldrich),
Sachar6za (Lach-Ner),
Skrob (Penta),
Tris(hydroxymetyl)aminometan (Lach-Ner),
Xyléza (Lach-Ner),
Yeast extract Powder (HiMedia).
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Pouzité pristroje:
e Analytické vahy ew 620-3NM, KERN,
Centrifuga Hettich EBA20, MANEKO,
Centrifuga Sartorius Weender Landestrasse, Sigma Santorius,
ELISA reader, BioTek, ELx808,
Fluorescen¢ny mikroskop MicroTime 200, Picoquant GmbH, DE,
Laminarny box Aura mini, BioAir — Euroclone,
Magnetickd mieSacka bez ohrevu technoKartell, MERCI s.r.0,
e Nanofotometr P 300, Implen,
e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300 (koléna: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm),
Termoblok Block heater SBH130D, Stuart,
Temperovana trepacka, Heidolph, Incubator 1000,
Temperovana trepacka KS4000, IKA,
Temperovana trepacka Orbital Shaker ES-20, Biosan,
Vortex BENCHMIXER, Benchmark Scientific Inc.,
Bezné laboratorne sklo a vybavenie.

3.2 Kultivacia baktérii Chelatococcus composti a Chelatococcus sambhunathii

3.2.1 Priprava inokula

V 100 ml Erlenmeyerovej banke bolo pripravenych 50 ml komplexného média Nutrient Broth,
ktorého zlozenie je uvedené v tabulke 5. Po sterilizdcii média boli obe bakteridlne kultdry
zaoCkované v laminarnom boxe. Po zaockovani prebiehala kultivacia bakteridlnej kultiry na
temperovanej trepacke po dobu 24 hodin pri teplote 50°C a 180 rpm.

Tabulka 5 Zlozenie komplexného média Nutrient Broth

ZloZenie Mnozstvo [g/1]
Pepton 10
Beef Extract 10
NaCl 5

3.2.2 Produkéné médium

V 250 ml Erlenmeyerovej banke bolo pripravenych 100 ml produkéného média za ucelom
produkcie bakteridlnych polyhydroxyalkanoatov. U oboch baktérii Chelatococcus composti
a Chelatococcus sambhunathii bolo pouzité rovnaké mineralne médium, ktoré¢ho zloZenie je
uvedené v tabul'ke 6, a k nemu bola ako zdroj uhlika pridand glukéza s koncentraciou 20 g/l.
Po sterilizdcii bolo do minerdlneho média pridané potrebné mnoZstvo zasobného roztoku
glukézy, 100 pl stopovych prvkoch TES II v zlozeni, ktoré je uvedené v tabulke 7 a 10 ml
bakteridlnej kultiry. Po zaoCkovani bakteridlnej kultury nasledovala kultivacia
na temperovanej trepacke po dobu 72 hodin pri teplote 50°C a 180 rpm.
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Tabulka 6 ZlozZenie mineralneho média

ZloZenie Mnozstvo [g/1] V [mli/1]
NaHPO4-12 H,O 9
KH;POq4 1,5
NH4Cl 1
MgSO47 H,0O 0,2
CaCl>-2 H.O 0,02
Fe(IIT)NH; - citrat 0,0012
Yeast Extract 0,5
TES II 1
Destilovana voda 1000

Tabulka 7 Zlozenie stopovych prvkov TES II

Zlozenie Mnozstvo [g/l]
EDTA 50
FeCls 8,3
ZnCl, 0,84

CuCly2 H,O 0,13

CoClz-6 H,O 0,1
MnCl,-6 H,O 0,016

H3;BO3 0,1
Destilovani voda 1000

3.3 Pouzité metédy

3.3.1 Izolacia DNA oboch bakteridlnych kmenov

Na izolaciu bakteridlnej DNA bola pouzita tepelnd lyza. Do Eppendorfovej skiimavky bolo
napipetovanych 100 pl lyzaéného pufru — Tris(hydroxymetyl)aminometdnu s koncentraciou
5 mM s pH 8,5, ku ktorému bola asepticky pridand bakteridlna kultira pomocou ockovace;j
kl'u¢ky. Nasledne prebiehala inkubdcia v termobloku pri teplote 98°C po dobu 10 mintit.
Po inkubdcii boli vzorky centrifugované pri 10 000 rpm opédt’ po dobu 10 minut. Ziskany
supernatant o objeme 60 pl bol pipetovany do ¢istych Eppendorfovych skimaviek.

3.3.2 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie vyizolovanej DNA

Na spektrofotometre bol najprv nastaveny blank pomocou nesterilného lyzacného pufra, ktory
bol v mnozZstve 1 pl naneseny na nanodrop. Nésledne boli na nanodrop nanesené vzorky DNA
oboch bakteridlnych kmenov v mnozstve 1 pl abola stanovend ich koncentricia v ng/ul
a Cistota. Na stanovenie Cistoty sa pouzil pomer absorbancii A2¢0/A280. DNA mozno povazovat
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za Cistl, ak hodnota pomeru Aze0/A2s0je rovnd 1,8. Ak je hodnota tohto pomeru vyssia, v DNA
je pritomnd RNA, naopak ak je hodnota nizsia, vo vzorke st pritomné proteiny.

3.3.3 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Principom polymerazovej ret'azovej reakcie je replikacia nukleovych kyselin. Podstata PCR
spociva v cyklicky sa opakujicej enzymovej syntéze novych retazcov vybranych usekov DNA
prostrednictvom DNA — polymerdzy, ktord je izolovand z termofilnych mikroorganizmov.
NajcastejSie sa pouziva DNA — polymeraza z Thermus aquaticus, ktord odoldva vysokym
teplotdm. Polymerdzova retazova reakcia je proces, pri ktorom sa v zdvislosti od teploty
striedaju tri kroky a to denaturdcia DNA, pripojenie primerov a syntéza novych retazcov DNA.
Postupnym opakovanim tohto procesu sa vytvédra miliarda képii vybraného useku DNA [37].

V naSom experimente sme na amplifikaciu génu /6S rRNA a génu phaC syntazy prvej triedy
pouzili multiplex PCR.

Na amplifikdciu génu /6S rRNA boli pouzité primery 16S-F a 16S-R, ktoré mali potvrdit
pritomnost’ bakteridlnej DNA o velkosti fragmentov 1500 bp. Sticasne prebiehala amplifikécia
phaC génu, na ktort boli vyuzité primery G-D a Gi-R. Vzniknuté fragmenty phaC génu
dosahovali vel'kost’ 550 bp. Zaroven pri kazdej reakcii bola pripravend pozitivna kontrola, ktord
obsahovala DNA baktérie Cupriavidus necator H16 a negativna kontrola, ktord obsahovala
PCR vodu.

Tabulka 8 Sekvencia bdz primerov

Vel’kost’ [bp] Primer Sekvencia baz
16S-F AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG
16S rRNA 1500
16S-R GGT TACCTT GTT ACG ACTT
G-D GTG CCG CCS YRS ATC AAC AAGT
phaC 550
Gi-R GTT CCA CWA CAG SAK RTC GAA

3.3.3.1 Priprava vzoriek na polymerazovu ret’azovu reakciu
D poly

Vzorky pre amplifikdciu /65 rRNA a phaC génu obsahovali:
12,5 pl Mastermix

2,6 ul MgCla

1 pl primerov 16S-F a 16S-R

1 pl primerov G-D a G1-R

2,0 ul DNA

5,9 ul PCR vody
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Tabulka 9 Nastavenie pristroja thermocycler

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklov
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 30 60 I

3.3.4 Vyhodnotenie PCR produktov pomocou agarézovej gélovej elektroforézy

3.3.4.1 Priprava 2% agarozového gélu

Ku 100 ml 1x koncentrovaného TBE pufru (ktory vznikol zriedenim 10x koncentrovaného TBE
pufru s destilovanou vodou v pomere 1:9) bola pridana navazka 2 g agar6zy. Vzniknutd zmes
bola nésledne zahrievand do rozpustenia agarézy. K mierne vychladenému roztoku bolo

nésledne pridanych 6 pl interkalaéného farbiva Midori Green a pripraveny gél bol naliaty
do elektroforetickej vane.

3.3.4.2 Priprava 10x koncentrovaného TBE pufru
Na pripravu 10x koncentrovaného TBE pufru boli pouzité chemikalie uvedené v tabul'ke 10.

Tabulka 10 ZlozZenie 10x koncentrovaného TBE pufru

ZloZenie Mnozstvo [g] Mnozstvo [ml]
Tris(hydroxymetyl)aminometan 108,0
H3BO;3 55,0
EDTA 9.3
Destilovand voda 1000

3.3.4.3 Vyhodnotenie PCR produktov

Do jamiek 2% agarézového gélu bolo napipetovanych 10 pl vzorky, ktord bola pripravena
zmieSanim 3 pl nanéasajtceho pufru s glycerolom a 10 pl produktu PCR. V rovnakom mnozstve
bola do jamiek napipetovand pozitivna a negativna kontrola. Nakoniec bol do jamiek
napipetovany velkostny Standard s definovanou velkostou fragmentov v mnoZstve 5 pl.
Pripraveny gél bol zaliaty 1x koncentrovanym TBE pufrom a ndsledne bola spustena
elektroforeticka separdcia pri napéti 90 V po dobu 30 mintt. Po skonceni elektroforézy bol gél
pozorovany pod UV translumindtorom.
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3.3.5 Stanovenie optimalneho zdroja uhlika

Na stanovenie optimalneho zdroja uhlika pre bakterialnu produkciu PHA boli pouzité uhlikové
substrity glycerol, glukéza, fruktdza, galaktéza, mandza, xyldza, sachardza, laktéza a Skrob
vSetky s koncentraciou 20 g/l.

Pre oba bakteridlne kmene bolo pripravené 2x koncentrovanejSie mineralne médium, ktoré
bolo v mnozstve 75 ul napipetované do jamok sterilnej mikrotitra¢nej dosticky. Nasledne boli
k médiu pridané uhlikové substraty v mnozstve 75 pl, roztok stopovych prvkov TES II
v mnozstve 1ul/ml a bakteridlna kultira v mnozstve 20 ul. Pred kultiviciou boli na ELISA
readeru premerané vstupné hodnoty absorbancie pri vinovej dizke 630 nm. Nasledne sa
mikrotitracnd dosticka s bakterialnou kultiirou nechala kultivovat’ na temperovanej trepacke pri
teplote 50°C po dobu 72 hodin. Po skonceni kultivacie boli opdt premerané hodnoty
absorbancie pri 630 nm abol vyhodnoteny ndrast bakteridlnych kultir na jednotlivych
uhlikovych substritoch.

3.3.6 Produkcia polyhydroxyalkanoatov za pouZitia prekurzorov

U bakteridlnych kmenov Chelatococcus composti a Chelatococcus sambhunathii  bolo
skiimané, ¢i dokazu produkovat’ kopolyméry 4-hydroxybutyratu (4HB) a 3-hydroxyvaleritu
(3HV) za pouzitia vhodnych prekurzorov. Ako prekurzor na produkciu (4HB) bol pouzity
1,4- butandiol a y-butyrolaktén v koncentrécii 8 g/l. Na produkciu (3HV) bol pouzity prekurzor
propiondt sodny a kyselina valerovd v koncentracii 2 g/l spolu s uhlikovym substratom
s koncentraciou 20 g/l. Prekurzory boli pridané k minerdlnemu médiu a nésledne prebiehala
kultivécia pri teplote 50°C po dobu 72 hodin. Po ukonceni kultivacie bola koncentracia oboch
kopolymérov analyzovand pomocou plynovej chromatografie s plamefiovo ionizaénym
detektorom (GC-FID).

3.3.7 Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy

Na spektrofotometre bol najprv nastaveny blank pomocou destilovanej vody. Nésledne bola
kazda vzorka nariedena destilovanou vodou a bola zmerand hodnota absorbancie pri vinove;j
dizke 630 nm. Celkovy objem v kyvete bol 3 ml, a vzorky boli riedené tak, aby hodnota
absorbancie nepresiahla hodnotu 1. Pre kazdu vzorku boli prevedené tri merania hodnot
absorbancie.

3.3.8 Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy

Z kazdého mineralneho média bola odobratd bakteridlna kultira v mnozstve 10 ml v dvoch
paralelnych prevedeniach. Néasledne prebehla centrifugacia pri 6000 otackach po dobu 5 mintt.
Po centrifugacii bol supernatant odliaty a k sedimentu bolo pridanych 5 ml destilovanej vody.
Nésledne bol sediment rozsuspendovany a opét’ centrifugovany pri 6000 otackach po dobu
5 mintt. Po vyliati supernatantu bola biomasa suSend v termostate do konstantnej hmotnosti.
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3.3.9 Stanovenie mnoZstva polyhydroxyalkanoatov v biomase prostrednictvom
plynovej chromatografie

Na stanovenie mnoZzstva a zloZenia polyhydroxyalkanodtov v biomase bola pouzitd plynova
chromatografia s plamenovym ioniza¢nym detektorom. Principom analyzy je prevedenie PHA
pomocou kyslo katalyzovanej hydrolyzy na prchavé metylestery 3- hydroxylalkdnovych
kyselin.

3.3.9.1 Priprava vzoriek PHA na plynovi chromatografiu

Do krimpovacich vialiek bola navazend vysuSena biomasa v pribliznom mnozstve 11 mg.
K biomase bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifikacnej zmesi, ktora bola zlozena
z15% kyseliny sirovej v metanole (ako inertny Standard sluzila kyselina benzoova
s koncentrdciou 5 mg/ml). Nasledne prebiehala esterifikdcia zmesi v termobloku pri teplote
94°C po dobu 3 hodin. Po ochladnuti bol k zmesi pridany 0,05 M roztok hydroxidu sodného
v mnozstve 0,5 ml a cely obsah vialky bol premieSany. Po oddeleni fdz bolo zo spodnej
chloroformovej fazy odpipetovanych 50 pl do skrutkovacej vialky, do ktorej bol opat’ pridany
chloroform v mnozstve 900 pl. Pripravené vzorky boli analyzované pomocou plynove;j
chromatografie s FID detektorom.

3.3.10 Produkcia polyhydroxyalkanoatov za pouZitia odpadnych hydrolyzatov

V 250 ml Erlenmeyerovej banke bolo pripravenych 100 ml produkéného média a bolo
pouzitych Sest’ modelovych hydrolyzatov, ktoré obsahovali r6zne koncentracie sacharidov a to
glukézu, xylozu, arabinézu, mandzu a galaktézu (tabulka 11). Po sterilizacii bolo do média
pridanych 100 pul stopovych prvkov TES II a nésledne tu bolo zao¢kovanych 10 ml bakteridlne;j
kultary. Nasledne prebiehala kultivdcia 72 hodin pri 50°C a 180 rpm. Po kultivicii boli vzorky
analyzované pomocou GC-FID aboli stanovené redukujice sacharidy pomocou kyseliny
3,5- dinitrosalicylove;.

Tabulka 11 Pouzité modelové hydrolyzaty a ich zloZenie

Sacharidy [g/1]
Glukdza Xyléza | Arabinéza | Mandza | Galaktéza

Mikké drevo 16,6 1,0 0,1 2,0 0,3

Tvrdé drevo 3,2 12,4 1,0 1,8 1,6
RyZova slama 4,2 13,4 2.4 - -
Cukrova trstina 2,8 15,0 2,2 - -

PSeni¢na slama 11,2 7,2 0,9 - 0,7
PSeni¢né otruby 0,8 12,4 6,8 - -
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3.3.10.1 Stanovenie kalibracnej priamky

Na stanovenie kalibra¢nej priamky bol pouzity roztok xylézy s koncentriciou 3 g/l.
Do pripravenych skiimaviek bolo pipetovanych 0,1; 0,6; 1,2; 1,8; 2,4 a3 ml tohto roztoku.
Nasledne boli skimavky doplnené destilovanou vodou na objem 3 ml. Z pripravenych vzoriek
bolo odpipetovanych 0,5 ml a bolo k nim pridanych 0,5 ml C¢inidla kyseliny
3,5- dinitrosalicylovej. Skiimavky boli nasledne vlozené do vodného kupela vyhriateho
na 70°C anechali sa temperovat’ 10 minut. Po schladeni na tmavom mieste boli vzorky
doplnené na objem 10 ml a bola zmerana absorbancia na spektrofotometre pri vinovej dizke
540 nm.
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0,6 ‘
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Obrdzok 5 Kalibracna krivka zobrazujuca zavislost absorbancie na koncentracii vzorky

Rovnica linedrnej regresie bola zo ziskanej zdvislosti stanovend na y = 0,2712x a regresny
koeficient na R? = 0,9984.

3.3.10.2 Stanovenie redukujicich sacharidov pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej

Do skiimavky bolo napipetovanych 0,5 ml vzorky, ktora bola vhodne nariedena destilovanou
vodou a 0,5 ml ¢inidla kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej. Néasledne boli skimavky vlozené
do vodného kupel'a vyhriateho na 70°C a nechali sa temperovat 10 minut. Po vychladnuti
na tmavom mieste boli vzorky doplnené destilovanou vodou na objem 10 ml. Po premieSani
boli vzorky premerané na spektrofotometre pri vinovej dizke 540 nm. Spolu so vzorkami bol
pripraveny blank, ktory obsahoval 0,5 ml ¢inidla.

3.3.11 Priprava bakteridlnej kultiry na fluorescenéni mikroskopiu

Do Eppendorfovej skimavky bol odobraty 1 ml bakteridlnej kultiry a nisledne prebiehala
centrifugacia pri 6000 otackach po dobu 5 mintt. Po skonéeni centifugécie bol supernatant
odliaty a k sedimentu bol pridany 1 ml vytemperovaného PBS pufru na teplotu 50°C s pH 7,4.
Sediment bol rozsuspendovany a opiat’ centrifugovany pri rovnakych otackach 5 minut. Znova
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bol odliaty supernatant a k sedimentu bol pridany 1 ml PBS pufru vytemperovaného na teplotu
50°C. Nakoniec sa k rozsuspendovanému sedimentu pridalo 0,5 pl flurescencného farbiva
BODIPY 493/503.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom bakalarskej prace bolo stanovenie najvhodnejSich podmienok pre produkciu
polyhydroxyalkanodtov u bakteridlnych kmenov Chelatococcus composti a Chelatococcus
sambhunathii. Na zaciatku experimentu bola u oboch bakterialnych kmenov najprv overena
pritomnost’ phaC génu, ktory je potrebny pri syntéze PHA granil, pomocou molekuldrne;j
metddy multiplex PCR. Nésledne boli vykonané experimenty na stanovenie optimélneho zdroja
uhlika, optimalnej produkénej teploty a produkciu kopolymérov pomocou prekurzorov. Dalej
bol vykonany experiment s pouzitim modelovych odpadnych substratov na zistenie, ¢i dané
bakteridlne kmene dokdzu syntetizovat’ PHA z odpadnych priemyselnych produktov. Naviac
boli PHA granule pozorované pomocou fluorescen¢nej a transmisnej elektrénovej mikroskopie
(TEM).

4.1 Stanovenie phaC génu a bakterialneho génu 16S rRNA pomocou
molekularnej metody

Pre stanovenie oboch génov bola vyuzitd molekuldrna biologickd metdéda — polymerdzova
retazova reakcia. Cielom tohto stanovenia bolo zistit’, ¢i oba bakterialne kmene Chelatococcus
composti a Chelatococcus sambhunathii maji predispoziciu na syntézu PHA granul. Taktiez
bola premerand Cistota a koncentracia vyizolovanej DNA pomocou spektrofotometrického
merania. Vysledky merania si zaznamenané v tabul’ke 12.

Tabulka 12 Stanovena Ccistota a koncentracia vyizolovanej DNA bakteridlneho kmerna
Chelatococcus composti DSM 101465 a Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

Aze0
rod ¢ [ng/pl]
Chelatococcus composti 1,603 62,6
Chelatococcus sambhunathii 1,562 102,0

V tabulke 12 mdzeme vidiet’, Ze u oboch bakteridlnych kmeniov Cistota vyizolovanej DNA
dosahuje pomerne nizke hodnoty. Pri¢inou nizkych hodnét cistoty DNA pri oboch
bakteridlnych kmenioch  Chelatococcus composti  aj  Chelatococcus — sambhunathii
pravdepodobne mdze byt kontamindcia proteinmi, ktoré sa nachddzali vo vzorke.

Na amplifikdciu génu phaC syntazy I. triedy a bakteridlneho génu /6S rRNA bola pouzita
multiplex PCR. Bakteridlny gén /6S rRNA bol stanovany kvoli kontrole priebehu izolacie
a nislednej amplifikdcii DNA. Vyhodnotenie amplikénov prebiehalo na gélovej agardzove;j
elektroforéze (obrdzok 6). Na tomto obrdzku moZeme vidiet' bendy pre bakteridlny gén
16S rRNA, ktory ma vel'kost’ 1500 bp a tiez gén pre phaC syntdzu 1. triedy o vel'kosti 550 bp.
Na zédklade ziskanych vysledkov mézeme potvrdit,, Ze oba bakteridlne kmene — Chelatococcus
composti a Chelatococcus sambhunathii maja predispoziciu na produkciu PHA grandl.
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Obrdzok 6 1-Chelatococcus composti, 2-Chelatococcus sambhunathii, PK-pozitivna kontrola,
NK-negativna kontrola, R-rebricek

4.2 Chelatococcus composti DSM 101465

4.2.1 Stanovenie optimalneho zdroja uhlika

Po prevedeni anéslednom vyhodnoteni polymerazovej retazovej reakcie nasledovalo
testovanie uhlikovych substratov. Cielom tohto experimentu bolo zistit, ktory sacharidovy
alebo nesacharidovy zdroj uhlika bude najvyhodnejsi pri raste bakteridlnej kultdiry. Ako
uhlikové zdroje boli pouZzité sacharidy - glukéza, fruktéza, galaktéza, mandza, xyldza,
sachar6za, laktéza a Skrob anesacharidovy zdroj — glycerol. Vyhodnotenie vysledkov
prebiehalo pomocou spektrofotometrického merania zdkalu jednotlivych substratov pred
kultivdciou a po nej. Ako moZeme vidiet’ na obrdzku 7, najleps$i narast bakteridlnej kultiry bol
dosiahnuty pri pouziti fruktézy ako uhlikového zdroja s hodnotou absorbancie 1,588.
Pri pouziti xylézy ako uhlikového zdroja dosahovala absorbancia druht najvyssiu hodnotu
1,461, ¢o je velmi priaznivé, pretoZze tento monosacharid sa nachadza v odpadnych
lignocelul6zovych substratoch, a tym padom mézu mat’ tieto odpadné substraty vyuzitie pri
produkcii PHA. O nie€o nizSiu hodnotu absorbancie 1,328 vykazovala vzorka, u ktorej bola
uhlikovym zdrojom glukéza. Na zaklade vysledkov mézeme konsStatovat’, Ze bakterialny kmen
Chelatococcus composti DSM 101465 najviac vyuziva ako uhlikové substraty monosacharidy,
pretoZe sa jedna o rychlejsi zdroj uhlika pre rast a produkciu PHA granil. V pripade pouzitia
disacharidov a polysacharidov je ndrast bakteridlnej kultiry omnoho nizs§i ako pri pouziti
monosacharidov, pretoze st narocnejsie na utilizaciu, ale napriek tomu bola baktéria schopna
rast’ aj na tychto substratoch. Zaujimavostou je, Zze vysoka hodnota absorbancie 1,225 bola
namerana pri pouZziti glycerolu ako zdroja uhlika. Z tohto zistenia vyplyva, Ze baktéria
Chelatococcus composti dokaze vyuzit’ na svoj rast aj nesacharidové zdroje, ¢o je velmi
vyhodné, pretoze glycerol patri medzi 'ahko dostupny odpadny substrat, ktory vznikd pri
vyrobe bionafty. Po vyhodnoteni vSetkych vysledkov budu dalej pre produkciu
polyhydroxyalkanoatov pouZité uhlikové substraty fruktoza, xyloza a glukdza, pretoze bol na
nich zaznamenany najvyssi narast bakterialnej kultary.
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Obrdzok 7 Porovnanie jednotlivych uhlikovych substrdtov pre rast bakteridlnej kultiiry

pomocou spektrofotometrického merania zdakalu u baktérie Chelatococcus composti
DSM 101465

4,22 Vyber najvhodnejSieho uhlikového substratu pre produkciu PHA

Po stanoveni optimdlneho zdroja uhlika nasledoval vyber troch substrdtov, na ktorych bol
dosiahnuty najvyssi narast bakteridlnej kultury a nasledne boli tieto substraty pouzité
na produkciu polyhydroxybutyratu (PHB). Pre bakteridlny kmen Chelatococcus composti boli
pouzité ako zdroj uhlika monosacharidy fruktéza, xyléza a glukéza.

Na kultivaciu boli pouzité uhlikové substraty s rovnakou hodnotou koncentrécie, a to 20 g/l.
Nasledne prebiehala kultivacia bakteridlneho kmeiia v minerdlnom médiu na trepacke po dobu
72 hodin pri teplote 50°C a 180 rpm. Po ukonceni kultivacie nasledovalo spektrofotometrické
meranie zakalu jednotlivych kultar pri 630 nm. Najvyssia hodnota absorbancie bola namerana
u vzorky, ktord obsahovala uhlikovy substrat glukézu 9,160. Naopak najnizSiu hodnotu
absorbancie mala vzorka, u ktorej bola ako zdroj uhlika pouzita xyloza 4,135. Po vyhodnoteni
vysledkov na zéklade spektrofotomertického merania zdkalu je vidiet, ze baktéria
Chelatococcus composti pre svoj rast a produkciu PHB vyuziva viac Sest uhlikové
monosacharidy ako pat’ uhlikové.

Pomocou GC-FID bolo stanovené mnozstvo PHB v biomase. Zo ziskanych vysledkov, ktoré
su zndzornené na obrazku 8 najvyssiu hodnotu koncentracie biomasy 2,85 g/l a PHB 1,24 g/1
mali vzorky, u ktorych bola ako zdroj uhlika pouzitd glukoza a preto sluzila ako uhlikovy
substrat pre d’alSie produkcie PHA. Hodnota koncentracie biomasy 2,12 g/l, pri pouziti fruktozy
ako zdroja uhlika, sa 0 moc neliSila od hodnoty koncentracie biomasy pri pouziti glukdzy. Moze
to byt spdsobené tym, ze oba monosacharidy patria medzi primarne energetické zdroje.
Vyrazne sa ale 1iSila hodnota koncentracie PHB 0,88 g/l pri pouziti fruktézy ako uhlikového
zdroja. Pri pouziti xylozy ako substratu, hodnota koncentracie biomasy dosahovala iba polovicu
1,115 g/l z hodnoty koncentracie biomasy bakteridlnej kultiry narastenej na glukoze. Taktiez
koncentracia PHB 0,38 g/l dosahovala vel'mi nizkych hodnot. Pri¢inou nizkej koncentracie
biomasy a taktieZ koncentracie PHB moéze byt horSia schopnost’ baktérie Chelatococcus
composti vyuzivat’ pat’ uhlikové substraty, v tomto pripade xylézu na produkciu PHB.
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Obrdzok 8 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri vybranych uhlikovych zdrojoch
u baktérie Chelatococcus composti DSM 101465

4.2.3 Stanovenie optimalnej teploty pre produkciu PHA

Bakteridlny kmen Chelatococcus composti patri medzi termotolerantné, pripadne mierne
termofilné baktérie, u ktorych sa optimdlna teplota rastu pohybuje v rozmedzi 35°C az
40°C [35]. Teplotné rozsahy boli preto zvolené tak, aby sme zistili, pri akej najvyssej teplote
dokéaze eSte bakteridlny kmen rast’ a produkovat’ PHA. Na tento experiment boli vybrané
teploty 45°C, 50°C, 55°C a 60°C.

Po kultivécii pri zvolenych teplotach bolo u kazdej vzorky prevedené spektrofotometrické
meranie zakalu pri 630 nm. NajvysSia hodnota absorbancie 13,230 bola namerand u vzorky,
zaznamenand pri vzorke, ktorej kultivacia prebiehala pri 60°C. Tymto sa ndm potvrdilo, Ze
bakteridlny kmen Chelatococcus composti patri medzi termotolerantné baktérie a pri vySSich
teplotach klesa nérast bakteridlnej kultury.

Po spracovani a vyhodnoteni vysledkov, ktoré st uvedené na obrazku 9 moézeme vidiet’, Ze
najvyssiu koncentraciu biomasy 3,74 g/l vykazuju vzorky, ktoré boli kultivované pri 45°C.
Pri tejto teplote bola taktiez dosiahnutd najvyssia koncentracia PHB 2,11 g/l. O nieCo niZSiu
hodnotu koncentricie 2,26 g/l biomasy vykazuje vzorka kultivovana pri 50°C, ale hodnota
koncentracie PHB 0,94 g/l vyrazne klesla. Pri vyS$$ich teplotdch hodnoty koncentracie biomasy
atak isto hodnoty koncentricie PHB, nedosahuju ani z polovice takych hodndt ako
pri kultivacii bakteridlnej kultdry pri 45°C. Z daného experimentu preto vyplyva, Zze
najvhodnejsia teplota pre produkciu PHB pre Chelatococcus composti je 45°C, ¢o nam
potvrdzuje, Ze tato baktéria patri medzi termotolerantné mikroorganizmy ako je uvedené
v literature [35].

Pri vysSich teplotach nastdva zniZenie rastu bakteridlnej kultiry a tak isto je zniZena
produkcia PHA aj napriek tomu, Ze pri teplote 60°C bol namerany druhy najvacsi percentualny
obsah 52,97 % PHB v biomase. Pravdepodobne je to sposobené tym, Ze vysoka teplota
sposobuje baktérii teplotny stres a produkcia PHB je tak odpoved'ou na teplotny Sok.
Pri skimani baktérie Chelatococcus daeguensis (Fugian Xu et al. 2014,[38]) bolo dokazané, ze
produkcia PHA pri vysokej teplote a d’alSich extrémnych podmienkach vyznamne posiliiuje
odolnost’ baktérie voc¢i vysokému stresu v zivotnom prostredi. Na zdklade tychto zisteni sa
domnievam, Ze bakteridlna bunka sa tymto chrani pred vysokymi teplotami.
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Obrdzok 9 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri roznych teplotdch u baktérie
Chelatococcus composti DSM 101465

4,24 Produkcia PHA za vyuZitia prekurzorov

Cielom tohto experimentu bolo zistit, ¢i bakteridlny kmen Chelatococcus composti bude
schopny po pridavku prekurzorov produkovat kopolyméry 4-hydroxybutyritu (4HB)
a 3- hydroxyvalerdtu (3HV). Ako prekurzory boli pouzité 1,4-butandiol, y-butyrolaktén
v koncentracii 8 g/l a propionat sodny, kyselina valerova v koncentrécii 2 g/l spolu s uhlikovym
substrdtom - glukézou s koncentraciou 20 g/l.

Produkecia tychto kopolymérov pomocou prekurzorov bola skiimané kvoli ich vyhodnej$im
vlastnostiam oproti PHB ako su niZSia kryStalinita, niz$ia teplota topenia, niZSia tuhost’, maju
vysS$iu pruznost’ a pevnost’ [39].

Po ukonceni kultivacie bolo opét’ prevedené spektrofotometrické meranie zékalu pri 630 nm.
Najvyssiu hodnotu absorbancie 9,530 vykazovala vzorka, v ktorej bol ako prekurzor pouzity
propionat sodny. Mdze to byt spdsobené tym, Ze k tomuto prekurzoru bola naviac pridana
bola namerand u vzorky, v ktorej bol pouZzity y-butyrolaktén ako prekurzor, ktory na zaklade
ziskanych vysledkov pdsobi na baktériu Chelatococcus composti najviac toxicky, atym
inhibuje jej rast.

Ako moézeme vidiet v tabulke 13, najvy$Sia koncentricia biomasy 2,70 g/l bola
zaznamenand vo vzorke, v ktorej bol ako prekurzor pouzity propionat sodny a taktiez tu bolo
najvyssie percentudlne zastupenie PHA okolo 40%, ¢o mdze byt spdsobené tym, ze propionat
sodny vykazuje najnizSiu toxicitu spomedzi vybranych prekurzorov. NajnizS$iu hodnotu
koncentracie biomasy 0,26 g/l vykazovala vzorka, v ktorej bola ako prekurzor kyselina
valerovd, ale napriek tomu percentudlne zastipenie PHA c¢inilo okolo 22%, ¢o je druha
najvysSie namerand hodnota. Pri prekurzore y-butyrolakténe nebolo ziskané dostatocné
mnozstvo biomasy, a preto neprebehla analyza vzorky na GC-FID. Na zdklade ziskanych
vysledkov moZeme konStatovat’, Ze pri pouziti prekurzorov nastava inhibicia rastu bakteridlnej
kultary na substrate. Pravdepodobne za to moze toxicita vybranych prekurzorov, ktord inhibuje
rast baktérie v lag faze a taktiez nedostatocné mnozstvo uhlikového zdroja pri prekurzoroch
1,4 - butandiole a y- butyrolakténe. Napriek tomu baktéria Chelatococcus composti bola
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schopna vyprodukovat" kopolymér P(3HB-co-3HV) po pridavku prekurzoru propionatu
sodného a kyseliny valerovej, pri ¢om vécSie zastupenie 3-hydroxybutyrdtu ato 98 mol%
vykazovala vzorka, v ktorej bol ako prekurzor pouzity propiondt sodny. Vo vzorke, v ktorej
bola ako prekurzor kyselina valerovd, mal vo vzniknutom kopolyméry vécSie zastipenie
3- hydroxyvalerét a to necelych 87 mol%.

Tabulka 13 Produkcia PHA za vyuzitia prekurzorov a jednotlivé zastipenie 3-hydroxybutyrdtu
a 3-hydroxyvalerdtu v PHA

Prekurzor Biomasa PHA PHA 3HB 3HV 4HB
(/] (/] [%] [mol%] | [mol%] | [mol%]
Propiondt 270 +0,13 1.080 | 40,06+0,04 | 98,05 1,95 ;
sodny
Kyselina 026+0,15 | 0055 | 21.68+0,04 | 1320 86.80 ;
valerova
1.4-butandiol | 033+011 | 0012 | 3.67+001 100 ; ;

Pozn.: Pri pouziti prekurzora 1,4-butandiolu baktéria Chelatococccus composti nebola
schopna vyprodukovat kopolymér P(3HB-co-4HB).

4.2.5 Produkcia PHA za vyuZitia modelovych hydrolyzatov

Utelom tohto experimentu bolo zistit, ¢i dany bakterialny kmen Chelatococcus composti
dokéze produkovat PHA granule za vyuZitia odpadnych substratov. Na dany experiment bolo
pouzitych Sest’ modelovych hydrolyzatov, ktoré obsahovali rozne koncentracie sacharidov a to
glukézu, xylozu, arabinézu, mandzu a galaktozu. Kultivacia prebiehala 72 hodin pri 50°C
a 180 rpm.

Po kultivécii bolo prevedené spektrofotometrické meranie zdkalu u jednotlivych vzoriek.
Najvyssiu hodnotu absorbancie 10,900 vykazovala vzorka, v ktorej bol pouzity modelovy
hydrolyzat z jemného dreva. Pravdepodobne to bude spdsobené tym, ze v tomto odpadnom
substrate je najviac zastupena glukdza, na ktorej bol zaznamenany najvyssi narast bakterialnej
namerand u vzorky, v ktorej bol pouZity hydrolyzat z pSeni¢nych otrib, v ktorom je najviac
zastupend xyloza.

Na obrdzku 10 m6Zeme vidiet, Ze najvysSia koncentracia biomasy 2,20 g/l bola dosiahnuta
u vzorky, v ktorej bol pouzity modelovy hydrolyzat jemného dreva. V tejto vzorke bola taktiez
zaznamenana najvysSia koncentracia PHB ato 0,59 g/l. O polovicu niZ§iu koncentraciu
biomasy 1,34 g/l obsahovala vzorka, v ktorej bol pouzity modelovy hydrolyzat z ryZovej slamy,
v ktorom ma najvysSie zastipenie xyl6za, avSak koncentracia PHB 0,28 g/l nedosahovala ani
poloviénil hodnotu koncentracie PHB pri pouZiti modelového hydrolyzédtu z jemného dreva.
Pravdepodobne to bude spdsobené tym, ze v hydrolyzite z jemného dreva ma najvysSie
zastipenie glukéza, ktorti dokaze baktéria Chelatococcus composti najlepSie vyuZzivat pre svoj
rast a produkciu PHB. V ostatnych hydrolyzatoch je zastipenie gluk6zy omnoho nizsie, ¢o
mdze mat’ za nasledok horsi rast tejto baktérie a taktiez aj znizenu produkciu PHB.
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Obrdzok 10 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri pouziti roznych modelovych
hydrolyzdtov u baktérie Chelatococcus composti DSM 101465

4.2.5.1 Stanovenie redukujicich sacharidov pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej

Po kultivécii boli vo vSetkych vzorkéach spektrofotometricky stanovené redukujice sacharidy
pri vinovej dizke 540 nm, aby sme zistili ako efektivne dokaze baktéria Chelatococcus composti
vyuzivat’ rdzne modelové hydrolyzéty na svoj rast a produkciu PHB.

Pociato¢na koncentracia sacharidov vo vSetkych vzorkdch dosahovala hodnotu 20 g/l.
Po zmerani absorbancie a naslednom vypocte koncentracie u zostatkovych sacharidov
(na vypocet bola pouzitd kalibra¢na rovnica z obrazka 5) dosahovala najvyssiu koncentraciu
12,48 g/l vzorka, v ktorej bola ako odpadny hydrolyzat pouzitd cukrova trstina. Ako mozeme
vidiet' v tabul’ke 14, na tomto hydrolyzate dosahoval narast biomasy najnizsiu koncentraciu a to
0,71 g/1 a taktiez tu bola zaznamenana najniZSia koncentracia PHB a to 0,09 g/I. Na zdklade
ziskanych vysledkov mdzeme konStatovat’, Ze baktéria Chelatococcus composti na svoj rast
a produkciu PHB najmenej vyuziva hydrolyzaty, v ktorych ma najvicsie zastipenie xyldza,
a ktoré obsahuju vel'mi nizke koncentracie glukozy. Ako sa ndm potvrdilo v predchddzajicich
experimentoch, bakteridlny kmen Chelatococcus composti tazsie utilizuje pat uhlikové
substréty, v nasom pripade xylozu.

Tabulka 14 Vypocitané koncentracie biomasy, PHB a residudlnych sacharidov pri pouziti
roznych modelovych hydrolyzdtov

Biomasa PHB Residualne Spotrebované %

[gN] [eN] sacharidy [g/1] | sacharidy [g/1] v

Makke | 501014 | 059002 | 622050 13,78 0,04
drevo

Tvedé | 06 1001 | 0,09£001 | 11,07 0,78 8.93 0.01
drevo

RyZova |\ 51,074 | 028020 | 820+0.85 11,80 0,02
slama
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Biomasa PHB Residualne Spotrebované %

[e/] [g/] sacharidy [g/l] | sacharidy [g/1] Ps

Cukrova | 1 010 | 0094003 | 12.48+027 7.52 0,01
trstina

PSeniCna | o) L 015 | 0,14+005 | 7.07+035 12,93 0,01
slama

PSenitné | o5 L 012 | 0124006 | 9.59+0.17 10,41 0,01
otruby

4.2.6 Mikroskopické pozorovanie PHA u baktérie Chelatococcus composti

Na mikroskopické pozorovanie polyhydroxyalkanoatov bola vyuzitd fluorescencéna
a transmisnd elektrénova mikroskopia.

Bakteridlne bunky boli zafarbené fluorescenénym farbivom BODIPY 493/503 a nisledne
boli pozorované fluorescencnou mikroskopiou. Ako mézeme vidiet na obrazku 11 A,
bakteridlne bunky maju ty€inkovity tvar ako je uvedené v literatire. Pre vel'mi mala velkost’
bakteridlnych buniek nebolo mozné pomocou fluorescencnej mikroskopie pozorovat PHA
granule a preto boli vzorky poslané na transmisni elektrénovd mikroskopiu. Ako mdzeme
vidiet na obrazku 11 B, bakteridlne bunky su plné mensich PHA granil ¢o je vel'mi nezvycajné,
pretoZe ostatné baktérie napr. Cupriavidus necator tvoria tieto granule vacsie a v jednej bunke
ich je maximdlne do desat’ [40].

Obrdzok 11 Zobrazenie bakteridlnej bunky Chelatococcus composti DSM 101465 pomocou
fluorescencnej mikroskopie (A) a transmisnej elektronovej mikroskopie (B)

4.3 Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

4.3.1 Stanovenie optimalneho zdroja uhlika
Podobne ako u bakteridlneho kmena Chelatococcus composti DSM 101165 bol pomocou

spektrofotometrického merania zdkalu stanoveny optimdlny zdroj uhlika u baktérie
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167. Aj v tomto pripade bol ako uhlikovy zdroj pouzity
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sacharidovy substrét - glukdza, fruktdza, galaktéza, mandza, xyldza, sachardza, laktéza a Skrob
a nesacharidovy substrat - glycerol.

Ako mézeme vidiet’ na obrazku 12, najlepsi narast bakteridlnej kultary bol zaznamenany
na minerdlnom médiu, v ktorom bola ako uhlikovy zdroj pouzitd glukéza s hodnotou
absorbancie 1,719. Druhy najvyssi ndrast bakteridlnej kultiry bol zaznamenany na fruktdze,
kde absorbancia dosahovala hodnotu 1,463. Z nameranych dit vyplyva, Ze prave na tychto
monosacharidoch bol narast bakterialnej kultary najvyssi, pretoze glukoza a fruktéza patria
medzi zakladné sacharidy, ktoré dokéze utilizovat' rada mikroorganizmov. O nieo nizSiu
hodnotu absorbancie vykazovala vzorka, v ktorej bola ako zdroj uhlika pouzitd mandza
a galakt6za. Pravdepodobne to bude spdsobené tym, Ze manodza a galaktéza si epimérom
glukézy (tieto monosacharidy sa od seba lisia konfiguraciou hydroxylovej skupiny na C2 a C4).
Dosiahnutie vysokej hodnoty absorbancie pri uhlikovom zdroji - mandze je vel'mi priaznivé,
pretoze sa tento sacharid nachadza v lignocelulé6zovych hydrolyzitoch a taktiez v kdvovej
usadenine, ktoré mozu byt pouzité pri produkcii PHA. Vysoky ndrast bakteridlnej kultiry bol
tiez zaznamenany pri uhlikovom substrite glycerole, ¢o je vyhodné, pretoZze baktéria
Chelatococcus sambhunathii dokaZe na svoj rast vyuzivat' aj nesacharidové zdroje. Podobne
ako u kmena Chelatococcus composti mozeme na zéklade vysledkov potvrdit’, ze tato baktéria
taktiez nedokaze dobre utilizovat’ disacharidy a polysacharidy, ale napriek tomu bol na nich
zaznamenany nizky ndrast bakteridlnej kultdry. Po vyhodnoteni vSetkych vysledkov budu d’ale;j
pre produkciu polyhydroxyalkanoatov pouzité uhlikové substraty glukéza, fruktéza a mandza,
pretoze bol na nich zaznamenany najvyssi narast bakterialnej kultiry.
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Obrdzok 12 Porovnanie jednotlivych uhlikovych substrdtov pre rast bakteridlnej kultiiry
pomocou spektrofotometrického merania zdkalu u baktérie
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

4.3.2 Vyber najvhodnejSieho uhlikového substratu pre produkciu PHA

Po stanoveni optimalneho zdroja uhlika boli vybraté tri substraty, na ktorych bol dosiahnuty
najlepSi ndrast bakteridlnej kultiry. Vybrané substraty boli pouzité na produkciu PHB.
Pre kmeni Chelatococcus sambhunathii boli ako zdroj uhlika pouzité monosacharidy- glukdza,
fruktéza a mandza, vSetky s rovnakou koncentraciou 20 g/1.
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Po ukonceni kultivacie bolo opat’ prevedené spektrofotometrické meranie zakalu pri 630 nm.
Najvyssia hodnota absorbancie 13,960 bola zaznamenand pri pouziti fruktézy ako uhlikového
substrat pouzita manoza. Pravdepodobne to moze byt spdsobené tym, ze fruktoza patri medzi
zdkladné sacharidy, ktoré dokaze utilizovat’ rada mikroorganizmov.

Pomocou GC-FID bola stanovené mnoZzstvo PHB v biomase. Po vyhodnoteni vysledkov
najvyssiu hodnotu koncentracie biomasy 3,34 g/l mala vzorka, u ktorej bola ako zdroj uhlika
pouzitd gluk6za. Pri pouziti fruktézy ako uhlikového substratu dosahovala koncentricia
biomasy 3,06 g/l, ¢o je nepatrny rozdiel v porovnani s uhlikovym substratom glukézou.
Najnizsi vytazok biomasy 2,84 g/l atak isto aj najnizSia koncentracia PHB 0,92 g/l bola
zaznamenand u mandzy. Najvyssia koncentracia PHB 1,92 g/l bola namerand u vzorky, v ktorej
bola ako zdroj uhlika pouzita fruktéza. Ako moéZzeme vidiet’ na obrdzku 13, nepatrny rozdiel
v hodnotéch koncentracie PHB dosahovala vzorka, v ktorej bola ako uhlikovy substrat pouzita
glukéza. Napriek tomu, Ze najvyssia hodnota koncentracie PHB bola namerana u frukt6zy ako
uhlikového zdroja, na d’alSie produkcie PHB pre bakterialny kmen Cheatococcus sambhunathii
bola zvolena glukoéza, pretoze na nej prebiehal najlepsi ndrast bakteridlnej kultury, a tym bola
ziskana vécsia koncentracia biomasy.
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Obrdzok 13 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri vybranych uhlikovych zdrojoch
u baktérie Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

4.3.3 Stanovenie optimalnej teploty pre produkciu PHA

Bakteridlny kmen Chelatococcus sambhunathii sa zarad’'uje medzi termotolerantné, pripadne
mierne termofilné baktérie, a jeho optimdlna teplota pre rast sa pohybuje v rozmedzi 37°C az
42°C [36]. Podobne ako u predchadzajucej baktérie Chelatococcus composti sme skumali, pri
akej najvyssej teplote dokaze eSte bakteridlna kultira rast’ a produkovat PHB. Hodnoty
skimanych teplot boli rovnaké ako pri predchddzajicom experimente a to 45°C, 50°C, 55°C
a 60°C.

Po 72 hodinovej kultivacii bolo prevedené spektrofotometrické meranie zakalu pri 630 nm
u kazdej vzorky. Po spracovani ziskanych vysledkov bola najvysSia hodnota absorbancie
14,570 dosiahnutd pri kultivacnej teplote 45°C. O nieco nizSiu hodnotu absorbancie 10,710
vykazovala vzorka, ktord mala kultivacnu teplotu nadstavenu na 55°C. Naopak, najnizsi narast
bakteridlnej kultiry bol podobne ako u Chelatococcus composti zaznamenany vo vzorke, ktora
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bola kultivovana pri teplote 60°C. Na zédklade ziskanych vysledkov m6zeme konstatovat’, ze
najvyssia teplota, pri ktorej bakteridlny kmen Chelatococcus sambhunathii dokaze rést je 55°C.
Pri vyssich teplotich nastava rapidne zniZenie rastu bakteridlnej kultury, ¢o nam opat
potvrdzuje, ze tato baktéria patri medzi termotolerantné mikroorganizmy.

Po vyhodnoteni vysledkov, ktoré st zaznamenané na obrazku 14 najvys$Siu hodnotu
koncentrécie biomasy 4,59 g/l vykazovala vzorka, ktord bola kultivovana pri teplote 45°C. Pri
tejto teplote bola taktieZ zaznamenand najvysSSia koncentracia PHB ato 1,78 g/l. Celkom
vysokd hodnotu koncentracie biomasy 3,13 g/l vykazovala tiez vzorka, ktorej kultivdcia

v

evwe

Pretoze celkovy zisk biomasy, ktord bola kultivovana pri 60°C, nebol dostacujici na analyzu
pomocou GC-FID, nebol vo vzorke stanoveny obsah PHB. Na zdklade ziskanych vysledkov
mozeme vidiet, ze optimalna teplota pre produkciu PHB pomocou bakteridlneho kmena
Chelatococcus sambhunathii je 45°C. Priteplotich do 55°C je rast bakteridlnej kultiry
a koncentrcia biomasy pomerne vysokd, ¢o sa ndm zhoduje s tvrdenim, ktoré je uvedené
v literature, ale na druhej strane nastdva pokles koncentracie PHB.
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Obrdzok 14 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri roznych teplotdch u baktérie
Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

4.3.4 Produkcia PHA za vyuzitia prekurzorov

Podobne ako u bakteridlneho kmena Chelatococcus composti bol sledovany vplyv prekurzorov
na ndrast bakteridlnej kultiry a produkciu PHA. Ako prekurzory boli opdt zvolené
1,4- butandiol a y-butyrolakton v  koncentrdcii 8 g/ na produkciu kopolyméru
4- hydroxybutyratu (4HB). Na tvorbu kopolyméru 3- hydroxyvaleratu (3HV) boli ako
prekurzory pouzité propionat sodny a kyselina valerova v koncentracii 2 g/l spolu s uhlikovym
substrdtom - glukézou s koncentraciou 20 g/l. Kultivicia bakteridlnej kulttiry prebiehala 72
hodin pri teplote 50°C.

Po ukonceni kultivacie bolo opit’ prevedené spektrofotometrické meranie zakalu pri 630 nm.
Najvyssiu hodnotu absorbancie 9,660 vykazovala vzorka, v ktorej bol ako prekurzor pouzity
propionat sodny. Podobne ako u baktérie Chelatococcus composti to mohlo byt spdsobené tym,
ze k tomuto prekurzoru bol naviac pridany zdroj uhlika. Naopak najnizsia hodnota absorbancie
0,375 bola namerand u vzorky, v ktorej bol pouzity y-butyrolaktéon ako prekurzor, ¢o je
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spOsobené tym, Ze na bakteridlny kmen Chelatococcus sambhunathii posobi toxicky a tak
inhibuje jej rast.

Po vyhodnoteni vysledkov, ktoré su zndzornené v tabulke 15 mdézeme vidiet’, ze najvysSia
koncentracia biomasy 2,80 g/l bola zaznamenand u vzorky, v ktorej bol ako prekurzor pouzity
propiondt sodny. V tejto vzorke bolo taktiez zaznamenané najvyssie percentudlne zastiipenie
PHA a to okolo 42% ¢o moze byt sposobené tym, Ze propionat sodny posobi na bakteridlny
kmen najmenej toxicky a taktiez sa tu nachadza glukéza, ktord predstavuje zdroj uhlika.

v

cvwe

necelych 7%. Predpokladdm, Ze to mohlo byt spdsobené tym, Ze v tomto prekurzore nebol
naviac pridany zdroj uhlika, ¢o mé za nasledok zniZzenie rastu bakteridlnej kultiry a taktiez
zhorSenie produkcie PHA. Pri y-butyrolaktone opét’ nebolo ziskané dostatocné mnoZzstvo
biomasy a preto neprebehla analyza vzorky na GC-FID. Na zdklade ziskanych vysledkov
moézeme konstatovat’ (tabul’ka 15), Ze podobne ako pri baktérii Chelatococcus composti pdsobia
aj vtomto pripade vybrané prekurzory toxicky na bakteridlny kmen Chelatococcus
sambhunathii a tym inhibuju jej rast. Napriek tomu bola vybrana baktéria schopné produkcie
kopolyméru P(3HB-co-3HV) a to pri pouziti propionatu sodného a kyseliny valerovej, pri com
vicSie zastipenie 3-hydroxybutyritu a to priblizne 97 mol% vykazovala vzorka, v ktorej bol
ako prekurzor pouzity propiondt sodny. Vo vzorke, v ktorej bola ako prekurzor kyselina
valerova, mal vo vzniknutom kopolyméry vécéSie zastlipenie opit’ 3-hydroxybutyrit ato
priblizne 96 mol%.

Tabulka 15 Produkcia PHA za vyuZitia prekurzorov a jednotlivé zastiipenie 3-hydroxybutyrdtu
a 3-hydroxyvalerdtu v PHA

Prekurgor | BIOMasa PHA PHA 3HB 3HV 4HB
" [g/1] [gN] [%] [mol%] | [mol%] | [mol%]
Propiondt |5 g0, 011 | 1,164 | 41.59+004 | 97.40 2.60 ]
sodny
Kyselina | 57006 | 0090 | 1590+000 | 95.70 431 ;
valerova
1.4-butandiol | 0,29+0,00 | 0,019 | 6.61+0,01 100 ; ;

Pozn.: Pri pouziti prekurzora 1,4-butandiolu baktéria Chelatococccus sambhunathii nebola
schopna vyprodukovat kopolymér P(3HB-co-4HB).

4.3.5 Produkcia PHA za vyuZitia modelovych hydrolyzitov

Obdobne ako u predchadzajicej baktérie bol aj u bakteridlneho kmena Chelatococcus
sambhunathii vykonany experiment, u ktorého sme zistovali ¢i dana baktéria dokdze vyuzit
modelové hydrolyzaty na produkciu PHB. Opit’ boli pouzité rovnaké odpadné substraty ako
v predchddzajicom experimente. Kultivacia prebiehala 72 hodin pri 50°C a 180 rpm.

Po kultivécii bolo prevedené spektrofotometrické meranie zékalu pri 640 nm. NajvysSia
hodnota absorbancie 0,440 bola namerand u vzorky, v ktorej bol pouzity hydrolyzat z jemného
dreva. Predpokladdm, Ze obdobne ako u baktérie Chelatococcus composti to je spdsobené tym,

v

0,148 bola zaznamenand u vzorky, v ktorej bola pouzitd ryzova slama. V tomto hydrolyzate ma
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najvyssie zastupenie xyloza, o ma za nasledok, ze baktéria Chelatococcus sambhunathii na
svoj rast horsie vyuziva pét uhlikové monosacharidy.

Ako mézeme vidiet na obrazku 15, najvyssSia hodnota biomasy 2,90 g/l bola zaznamenana
u vzorky, v ktorej bol pouzity substrat modelujici zloZenie hydrolyzatu z jemného dreva. Na
tomto hydrolyzate bola tiez dosiahnutd najvyssia koncentracia PHB a to 1,28 g/l. O nepatrne
niz8iu koncentraciu biomasy 1,78 g/l mala vzorka, v ktorej bol pouzity modelovy hydrolyzat
z pSeni¢nej slamy. Na tomto substrate bola tieZ namerand druhé najvyssia koncentracia PHB
a to 0,40 g/l. Predpokladam, ze najlepsie vyuzila baktéria Chelatococcus sambhunathii na svoj
rast a produkciu PHB prave tieto dva substraty, pretoze je tu najvyssia koncentracia glukézy,
u ktorej bol zaznamenany z predchddzajicich experimentov najlepsi narast bakteridlnej kultary

v

v

minerdlnom médiu s obsahom modelového hydrolyzatu z cukrove;j trstiny. V tomto hydrolyzate
ma najvyssie zastupenie xyldza, a ako mézeme vidiet’ aj v predchadzajicich experimentoch, na
tomto monosacharide je ndrast bakteridlnej kultiry o polovicu nizs§i ako u glukdzy.
Z vysledkov, ktoré st uvedené na obrazku 15 je vidiet, Ze baktéria Chelatococcus sambhunathii
na svoj rast a produkciu PHB vyuziva najviac modelové hydrolyzaty, v ktorych ma najvyssie
zastupenie glukoza.

3,5
3

2,5 M Biomasa

m PHB
2

II ia 1 1 Ii ii

Jemné drevo Tvrdé drevo  RyZova slama Cukrova trstina PSeni¢na slama PSenicné otruby

clg/

[N

(O]

Obrdzok 15 Stanovenie koncentrdcie biomasy a PHB pri pouziti réznych modelovych
hydrolyzdtov u baktérie Chelatococcus sambhunathii DSM 18167

4.3.5.1 Stanovenie redukujiicich sacharidov pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej

Po kultivécii boli vo vSetkych vzorkach spektrofotometricky stanovené redukujuce sacharidy
pri vinovej dizke 540 nm, aby sme zistili ako efektivne dokaZe bakterialny kmen Chelatococcus
sambhunathii vyuzivat’ rdzne modelové hydrolyzaty na svoj rast a produkciu PHB. Pociato¢na
koncentracia sacharidov vo vSetkych vzorkach dosahovala hodnotu 20 g/1.

Po zmerani absorbancie a néslednom vypocte koncentracie u zostatkovych sacharidov
(na vypocet bola opdt pouzitd kalibracnd rovnica z obrdzka 5) dosahovala najvyssiu
koncentraciu 15,41 g/l vzorka, v ktorej boli pouzité ako odpadny hydrolyzat pSeni¢né otruby,
pretoZe je v tomto substrate najmenej zastipend glukéza. Najnizsiu koncentraciu redukujicich
sacharidov 7,31 g/l a 7,97 g/l vykazovali vzorky, v ktorych boli pouzité hydrolyzaty z jemného
dreva a pSeni¢nej slamy. Na tychto substratoch dosahovala najvyssiu koncentraciu biomasa
a taktieZ tu bol zaznamenany najvyssi obsah PHB (tabulka 16).
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Tabulka 16 Vypocitané koncentracie biomasy, PHB a residudlnych sacharidov pri pouziti
roznych modelovych hydrolyzdtov

Biomasa PHB Residualne Spotrebované %
[e/] [gN] sacharidy [g/l] | sacharidy [g/1] Ps

Mikke | 550,008 | 1284010 | 7.97+0.48 12,03 0.11
drevo
Tvedé | 002037 | 0284021 | 12260091 774 0,04
drevo

RyZova | ) 6 40,06 | 0,02+000 | 12,08 + 1,05 7.92 0,003
slama

Cukrova | o ¢/, 001 | 0,01£0,02 | 14.44+0.55 5,56 0,002
trstina

PSenicna | ) 2, 601 | 040020 | 7.31+0,01 12.69 0.03
slama

Plenitné | | 1y, 53 | 0392014 | 1541+0.53 4,59 0,08
otruby

4.3.6 Mikroskopické pozorovanie PHA u baktérie Chelatococcus sambhunathii

Na mikroskopické pozorovanie polyhydroxyalkanoatov bola taktiez vyuzitd fluorescencné
a transmisnd elektrénova mikroskopia.

Bakterialne bunky boli zafarbené fluorescenénym farbivom BODIPY 493/503 a nasledne
boli pozorované fluorescencnou mikroskopiou. Ako modzeme vidiet na obrdazku 16 A,
bakterialne bunky maju tyCinkovity tvar ako je uvedené v literatire. Pre vel'mi malu velkost
bakteridlnych buniek podobne ako u baktérie Chelatococcus composti nebolo mozné pomocou
fluorescen¢nej mikroskopie pozorovat’ PHA granule a preto boli vzorky poslané na transmisnu
elektronovu mikroskopiu. Ako mdézeme vidiet na obrazku 16 B, bakterialne bunky st opét’ plné
menSich PHA granul, o je charakteristické pre rod Chelatococcus.

Obrdzok 16 Zobrazenie bakteridlnej bunky Chelatococcus sambhunathii DSM 18167
pomocou fluorescencnej mikroskopie (A) a transmisnej elektronovej mikroskopie (B)
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5 ZAVER

Cielom bakalarskej prace bolo stanovenie najvhodnejSich podmienok pre produkciu
polyhydroxyalkanoatov = pomocou bakteridlnych kmetov  Chelatococcus  composti
a Chelatococcus sambhunathii. Experimentalna Cast’ bola zamerana na vyber najvhodnejSieho
uhlikového subtratu, optimélnej teploty a taktiez bol sledovany vplyv prekurzorov na narast
biomasy a produkciu PHA. Posledna Cast’ experimentu skumala, ¢i dané bakterialne kmene
dokazu vyuzit’ modelové hydrolyzaty na produkciu PHA. Naviac boli bakteridlne bunky a PHA
granule pozorované pomocou fluorescencnej a transmisnej elektronovej mikroskopie.

Na zadiatku experimentéalnej Casti bol u bakteridlnych kmenov Chelatococcus composti
a Chelatococcus sambhunathii preukdzany phaC gén pomocou polymerdzovej retazovej
reakcie, ¢im sa nam potvrdilo, Ze oba bakteridlne kmene maju predispoziciu na produkciu PHA.

Pri vybere najvhodnejSieho uhlikového zdroja pre nérast biomasy bolo pomocou
spekrofotometrického merania zékalu zistené, ze najlepSie zdroje uhlika pre baktériu
Chelatococcus composti predstavuju glukéza, fruktéza a xyléza. U baktérie Chelatococcus
sambhunathii boli za najlepsie uhlikové zdroje na zdklade ziskanych vysledkov urcené glukoza,
fruktéza a mandza. Tieto zdroje uhlika boli d’alej pouzité pre produkciu PHA.

Ako najvhodnejsi uhlikovy substrat pre produkciu PHA bola u oboch bakterialnych kmenov
zistena glukoza. U baktérie Chelatococcus composti bola na tomto substrite zaznamenana
najvys$ia produkcia PHA ataktiez najvys$Si narast biomasy. U bakteridlneho kmena
Chelatococcus sambhunathii bol na tomto substrate dosiahnuty najvyssi narast biomasy a bola
tu zaznamenand druha najvyssia koncentracia PHA.

Pri vybere optimédlnej teploty pre rast bakteridlnej kultdry a taktiez produkciu PHA bola
u oboch bakterialnych kmeniov stanovena teplota 45°C. Pri vysSich kultivaénych teplotach
nastalo zhorSenie rastu bakterialnej kultuiry a taktieZ tu bola zniZend produkcia PHA.

Pri sledovani vplyvu vybranych prekurzorov na nérast biomasy a taktiez tvorbu PHA bolo
zistené, ze prekurzory posobia inhibi¢ne na oba bakteridlne kmene, ¢o mohlo byt spdsobené
tym, Ze prekurzory boli pridané k bakteridlnemu kmetiu hned’ na zaciatku experimentu, ¢iZe
v lag faze. Najvyssi ndrast biomasy a taktiez najvysSia koncentracia PHA bola dosiahnuta pri
vzorke, ktord v minerdlnom médiu obsahovala propionit sodny. Pravdepodobne to bolo
sposobené tym, Ze k tomuto prekurzoru bola najviac pridana gluko6za, ktora sluzila ako zdroj
uhlika. Najvy$Sie mnozZstvo 3-hydroxyvalerdtu bolo stanovené u baktérie Chelatococcus
composti po pridani kyseliny valerovej, kde bol dany prekurzor vyuzity najlepsie pre syntézu
kopolyméru. Napriek toxickému pdsobeniu vybranych prekurzorov na ndrast bakteridlnej
kultdry bola u oboch bakteridlnych kmenov zaznamenana tvorba kopolyméru P(3HB-co-3HV)
po pridani propionédtu sodného a kyseliny valerovej do minerdlneho média.

Oba bakteridlne kmene boli schopné utilizovat’ modelové hydrolyzaty k tvorbe PHA.
U bakterialneho kmena Chelatococcus composti a Chelatococcus sambhunathii boli najlepSie
vyuzité¢ hydrolyzaty, ktoré obsahovali najvyssi podiel glukozy. Na tychto substratoch bol
zaznamenany najlep$i narast biomasy a taktieZ najvyssia koncentracia PHA. Naopak, najhorsie
boli vyuzité odpadné hydrolyzaty, ktoré vo svojom zloZeni obsahovali najvyssi podiel xylozy,
¢o sa nam potvrdilo aj pri stanoveni redukujicich sacharidov vo vzorke, kde koncentricia
zostatkovych sacharidov dosahovala najvyssich hodnot.

Na zaklade ziskanych vysledkov mdzeme konstatovat’, Ze oba bakterialne kmene su vhodné
pre biotechnologickd produkciu PHA. Baktérie Chelatococcus composti a Chelatococcus
sambhunathii maji rovnaké ndroky pre rast a produkciu biopolymérov a na zdklade ziskanych
vysledkov sa skor radia k termotolerantnym baktéridm, napriek tomu su schopné rastu
a produkcie aj pri vysSich teplotach, ale sa znizuje kvantita biomasy a tvorby PHA.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

PHA - polyhydroxyalkanoéty

scl-PHA - polyhydroxyalkanodty s kratkym ret'azcom
mcl-PHA - polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym retazcom
Icl-PHA - polyhydroxyalkanoaty s dlhym retazcom
P(3HB-co-3HV) - kopolymér 3-hydroxybytyratu a 3-hydroxyvalteratu
P(3HB-co-4HB) — kopolymér 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu
CoA - koenzym A

PHB - polyhydroxybutyréat

DNA - deoxyribonukleové kyselina

RNA - ribonukleové kyselina

G - guanidin

C - cytozin

Glu - kyselina glutimova

Asp - kyselina aspardgova

Lys - lyzin

Arg - arginin

Ser - serin

Thr - threonin

Asn - asparagin

Gln - glutamin

EDTA - etyléndiamintetraoctova kyselina

TES - trace elements solution

PCR - polymerazova ret'azova reakcia

TBE - Tris-borat-EDTA

ELISA reader - Enzyme-linked immunosorbent assai reader
4HB - 4-hydroxybutyrat

3HV - 3-hydroxyvalerat

GC-FID - plynova chromatografia s plamenovo-ionizaénym detektorom
TEM - transmisnd elektronova mikroskopia

PK - pozitivna kontrola

NK - negativna kontrola

R - rebricek



