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ABSTRAKT

Bakalarska praca sa zaoberala Studiom termofilnych bakterialnych kmenov Tepidiphilus
thermophilus a Chelatococcus daeguensis zameraného na produkciu polyhydroxyalkanoatov
(PHA). Experimenty boli vypracované na stanovenie vlastnosti pouzitia tychto
mikroorganizmov v biotechnologickom priemysle. V experimentalnej casti bola obom
kmenom  potvrdena pritomnost génu phaC, ktory indikuje produkciu PHA, a to
prostrednictvom polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Nasledne boli optimalizované
podmienky na produkciu PHA. Profilacia podmienok sa zameriavala na stanovenie optimalne;j
teploty, optimalneho zdroja uhlika a vplyv prekurzoru na narast biomasy, zlozenie a podiel
PHA prostrednictvom metody GC-FID. Poslednym experimentom bolo stanovenie utilizacie
vybranych substratov. Bolo zistené, Ze optimalne podmienky pre kmen Tepidiphilus
thermophilus st teplota 55 °C a glycerol ako najlepsi zdroj uhlika. Prekurzory pdsobili na kmen
inhibi¢ne, ale najvysSie mnozstvo 3HV bolo stanovené pri vzorkach s pridanim kyseliny
valerovej. Kmen Chelatococcus daeguensis mal stanovent optimalnu teplotu na 45 °C
a optimalnym zdrojom uhlika bola glukdza. Najlepsie bunkami metabolizovany prekurzor bol
1,4-butandiol. Oba bakterialne kmene su schopné utilizacie mnohych susbtratov, kde medzi
najlepsie patri gluk6za a kyselina valerova.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of thermophilic bacterial strains Tepidiphilus
thermophilus and Chelatococcus daeguensis aimed at the production of polyhydroxyalkanoates
(PHA). Experiments were developed to determine properties of use of these microorganisms in
the biotechnological industry. In the experimental parts, the presence of the phaC gene
indicating PHA production was confirmed by both bacteriological strains by polymerase chain
reaction (PCR). Subsequently, the conditions for PHA production were optimized. Condition
profiling aimed at determining the optimal temperature, optimal carbon source, and the effect
of the precursor on cell growth, composition and amount of PHA through GC-FID. The last
experiment was to determine the utilization of selected substrates. The optimal conditions for
the Tepidiphilus thermophilus strain were temperature above 55 ° C and glycerol as the best
carbon source. Precursors inhibited cell growth, but the highest amount of 3HV was determined
when valeric acid was added to medium. The Chelatococcus daeguensis strain had an optimal
temperature of 45 © C and glucose was optimal carbon source. The best cell metabolizing
precursor was 1,4-butanediol. Both bacterial strains were capable of utilizing many substrates
where glucose and valeric acid were best.
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Termofilné baktérie, polyhydroxyalkanoaty (PHA), produkcia, NGIB, Tepidiphilus
thermophilus, Chelatococcus daeguensis
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1 Uvobp

V dnesnej dobe je velkym problémom a hlavnou globalnou témou diskusii produkcia
a pouzitie plastov. Vzhl'adom na ich mnohé vyborné vlastnosti si Castokrat pouzivané ako
najcastejsi obalovy material, izola¢ny material a v mnohych d’alSich pripadoch, kde sa vyuziva
ich lahka vaha, schopnost’ nepodlichat’ korézii, ¢i nizsia teplota tavenia. Naopak ich najviacsou
nevyhodou je najCastejsie rezistencia, ktora sposobuje vel'ké ekologické problémy. VyrieSenim
tychto problémov nam prindSa vyvoj technoloégii na vyrobu bioplastov, ktoré svojimi
vlastnostami st schopné konkurovat, dokonca az prevySovat vlastnosti dnes pouzivanych
plastov. Jednym z tychto bioplastov st polyhydroxyalkanoaty (PHA), ktoré st produkované
niektorymi druhmi mikroorganizmov ako napriklad odpoved’ na stres vo forme zasob uhlika
a energie.

Biotechnologicky priemysel kazdym rokom zvySuje ndroky na vyber najvhodnejSieho
bakterialneho kmena, ktory by mal disponovat’ vlastnostami pohanajucimi d’al§iu generaciu
biotechnologickych procesov vpred. Vyvoj klepSiemu je vo vSetkych priemyselnych
odvetviach prirodzeny rovnako ako aj v biotechnologiach. Faktory, od ktorych sa odraza vyber
mikroorganizmov su predovSetkym stale kvalitnejSie produkty a nizke financné naroky na
proces vyroby. Trendom v biotechnologickom priemysle su extrémofilné mikroorganizmy,
ktoré s v mnohych smeroch Studované na ich vyuzitie v NGIB atym spiate znizovanie
nakladov na proces vyroby.

V sucasnosti jasnymi favoritmi medzi extrémofilnymi mikroorganizmami st termofilné
baktérie. Ich prevedenie do biotechnologickej praxe by prinieslo mnozstvo vyhod, ktoré st
spojené s ich vlastnostami a sposobom rastu v extrémnych podmienkach. Medzi vyzdvihované
vlastnosti nepochybne patri fakt, ze ich optimalne teploty na rast sa pohybuju za hranicami
normalnych podmienok, ¢o prindsa mensiu Sancu na kontaminaciu inymi mikroorganizmami
ateda z toho vyplyvajice niz$ie naklady na sterilaciu poc¢as biotechnologickych procesov.
Dal$ou vyhodou je moznost’ ,recyklacie“ energie vo forme tepla pocas biotechnologickych
procesov, ato vzhladom k tomu, Ze tvorba energie v priemysle je povazovana za najviac
nakladnua, finan¢ne, ale aj technologicky. Hlavnou vyhodou je usSetrenie na chladeni, ktoré
predstavuje vel’kll financna naro¢nost’ v technolégiach.

Zamerom tejto prace je vyskum dvoch kmenov termofilnych baktérii Tepidiphilus
thermophilus a Chelatococcus daeguensis. Experimenty boli zamerané na optimaliziciu
podmienok, pri ktorych zmiefiované termofilné baktéric st schopné produkcie
polyhydroxyalkanoatov, resp. potvrdit' ich potencial na pouzitie v biotechnologickom
priemysle.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Extrémofilné baktérie

Extrémofilné baktérie patria do skupiny mikroorganizmov, ktoré st schopné zivota
a reprodukcie v extrémnych podmienkach, teda v podmienkach, ktoré sa lisia od optimalnych
podmienok zivota pre ostatné mikroorganizmy. Za normalne podmienky mézeme povazovat
teplotu v rozmedzi 20-25 °C (pri mikroorganizmoch je za normalnu teplotu povazovana teplota
az do 37 °C), neutralne pH (6-8), atmosféricky tlak a 20 % obsah kysliku v atmosfére. Vsetky
hodnoty teploty, pH, tlaku a iné, mimo hodnoty normalnych podmienok mézeme povazovat za
extrémne podmienky. Zivot extrémofilnych mikroorganizmov je izko spojeny so $pecifickymi
fyziologickymi  vlastnostami, predovSetkym  pritomnostou Specialnych enzymov
a metabolickych drah. Oblast’ pritomnosti extrémofilnych mikroorganizmov na Zemi je vel'mi
Siroka. M6Zu sa nachadzat’ v sopecnych pramenoch pri extrémne vysokych teplotach alebo
naopak pri extrémne nizkych teplotach v polarnych oblastiach na Zemi. Taktiez sa nachadzaju
Vv oblastiach vysokého a nizkeho pH alebo pri vysokej koncentracii soli [1, 2].

2.1.1 Typy prostredi

Extrémofilné mikroorganizmy zastavaji  vSetky moznosti zivota V extrémnych
podmienkach. Extrémne prostredia rozdel'ujeme na fyzikalne extrémy, kde teplota, Ziarenie
alebo tlak dosahuju krajné hodnoty. Dalej rozlisujeme geochemické extrémy, pri ktorych sa
zameriavame na hodnoty salinity, pH, mnoZstva obsahu pritomného kyslika alebo redoxného
potencialu. Najdeme ich v prostredi pri teplotach dosahujice extrémne hodnoty od —15 °C, kde
extrémofilné organizmy prezivaji v lade, ale aj baktérie, ktoré vykazuji rastovu teplotu
Vv horticich pramenoch, kde teplota dosahuje az 95 °C. Extrémnym prostredim pre rast
mikroorganizmov st aj hodnoty pH pohybujice sa v rozmedzi od 0+£3 do 10+£12. Extrémofilné
mikroorganizmy dokazu rast’ aj v hyperslanom prostredi s vysokou koncentraciou soli od 5 az
10 %, v pripadoch hyperhalofilnych mikroorganizmov méze tato hodnota byt az viac ako 20%
[3, 4].

2.1.2 Rozdelenie extrémofilnych baktérii na zaklade prostredia

Extrémofilné mikroorganizmy rozdel'ujeme do niekolkych skupin na zéklade typu
prostredia, v ktorom rast. Acidofilné baktérie sa vyskytuji v prostredi s nizkym pH, naopak,
ak sa v podmienkach s vysokym pH nachadzaju baktérie, ozna¢ujeme ich ako alkalofilné
baktérie. Piezofilné baktérie existuju v prostredi s vysokym tlakom. Mikroaerofilné baktérie
moézeme najst’ v podmienkach s nizkym obsahom kysliku. Psychofilné baktéria sa vyznacuju
tym, Ze pre ich rast je vyhovujuca nizka teplota. V neposlednom rade je skupina termofilnych
baktérii, ktoré rastu pri vyssich teplotach [2,4].

Extrémofilné baktérie sa najlepSie charakterizuju napriklad v rdmci konkrétnej kultiry na
zaklade ich rastovych profilov v medznych udajoch. Takymto udajom je napriklad profilova
teplota — minimalna, optimalna a maximalna s ozna¢enim Tmin, Topt, Tmax. Pri charakterizovani
podmienok extrémofilnych mikroorganizmov sa mozeme stretnit’ s tzv. multiextrémofilnymi
mikroorganizmami. Tieto mikroorganizmy st definované dvoma alebo viacerymi hodnotami
extrémnych podmienok [2, 4].



2.1.3 Extrémotolerantné mikroorganizmy

Existuju mikroorganizmy, ktoré st sice schopné zivota v extrémnych podmienkach, ale
optimdlny rast dosahuji v prostredi s hodnotami rovnakymi, ako normélne podmienky pre
zivot. Pre tento typ mikroorganizmov bol zadefinovany pojem extrémotolerantné
mikroorganizmy. Rovnako ako extrémofilné mikroorganizmy aj extrémotoleranti su
charakterizované maximalnymi a minimalnymi hodnotami extrémnych podmienok. Opit’ ich
rozdel'ujeme na zaklade prostredia, v ktorom sa nachadzaju. Termofilné, alkalofilné, halofilné
maji svoj typ extrémotolerantného mikroorganizmu (termotolerantné, alkalotolerantné,
halotolerantné), ktorého Skala hodndt optimalneho prostredia kon¢i tam, kde zacinaju
optimalne hodnoty extrémofila. Medzi extrémotolerantné mikroorganizmy patria napriklad
aj radiorezistentné baktérie, ktoré ziju v prostredi, kde je vysoky stupen radiacii. Rozdelenie
extrémofilnych a extrémotolerantnych mikroorganizmov na zéklade typu prostredia je zhrnuté
v tabul’ke 1 [1].

Tabulka 1 Rozdelenie extrémofilnych a extrémotolerantnych mikroorganizmov na zaklade
definovania hodnét prostredia [1]

Mikroorganizmus Minimum Optimum Maximum
Termotolerantny Tmin — Topt< 50 °C Tmax< 60 °C
Termofilny Tmin— Topt > 50 °C Tmax > 60 °C
Extrémne termofilny Tmin >35°C Topt > 65 °C Tmax< 75 °C
Hypertermofilny Tmin > 60 °C Topt >80 °C Tmax > 85 °C
Alkalotolerantny PHmin > 6,0 PHopt < 8,5 PHmax > 9,0
Alkalofilny PHmin > 7,5 PHopt > 8,5 PHmax > 10,0

Nehalofilny NaClmin — NaClopt <0,5 M NaClmax <1 M
Halotolerantny NaClmin — NaClopt 0,25—-1,5M | NaClmax <2,5M

Halofilny NaClmin 1M NaClopt > 1,5 M NaClmax —
Extrémne halofilny | NaClmin > 1,5M NaClopt > 2,5 M NaClmax —

2.2 Termofilné baktérie

Prostredia s vysokou teplotou, akymi st napriklad geotermalne pramene alebo sope¢né
miesta, st vybornymi miestami pre optimalny rast termofilnych baktérii. Za maximalnu teplotu,
v ktorej eSte moZeme najst’ Zivot sa povazuje 200 °C, pretoze za touto hodnotou su
aminokyseliny a nukleotidy znic¢ené. Doévodom rastu baktérii v takto vysokych teplotach je ich
polyfyleticky povod. Mikroorganizmy, ktoré su vystavované vysokym teplotdm maja
termostabilnejSie makromolekuly, nez makromolekuly beznych mikroorganizmoch. Vdaka
molekularnemu vyvoju arastu pri vysokych teplotich maji termofilné baktérie jedinené
metabolické a enzymatické vlastnosti a preto st tak casto vyuzivané v biotechnologickom
priemysle [5].
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2.2.1 Charakteristika

Termofilnymi baktériami, ktorych teplota rastu bola pri 70 °C, sa po prvykrat zacal v roku
1888 zaoberat’ Miquel. Odvtedy prebehlo mnoho vedeckych vyskumov termofilnych baktérii,
hlavne zrodu Bacillus a Clostridium, kvoli ich biotechnologickému potencialu. Izolacia
termofilnych baktérii z geotermalnych oblastiach v roznych kitoch sveta (Turecko, Taliansko,
Grécko, Cina atd.) viedla k ich fenotypovej a genotypovej charakterizacii. Termofilné baktérie
maju rastova optimalnu teplotu okolo 55 °C. Rastova optimalna teplota dosahujica hodnotu
65 °C je typickd pre extrémne termofilné baktérie a teplota 80 °C je charakterizujuca pre
hypertermofilné druhy [6, 7].

Ak by sme chceli popisat’ zakladnu charakteristiku termofilnych baktérii, je nutné ich
rozdelit’ na dve skupiny, ato gram-pozitivne a gram-negativne baktérie, ktoré maji mierne
odlisné charakteristiky Struktury bunkovej steny. Bunkova stena gram-negativnych baktérii ma
tenki  peptidoglykdnovii  vrstvu  medzi  plazmovou  membranou  a fosfolipid-
lipopolysacharidovou vonkajSou membranou. Bunkova stena u gram-pozitivnych baktérii
obsahuje murein (hruba peptidoglykanova vrstva  zosietovana kratkymi peptidovymi
fragmentami) [8].

2

Obrazok 1 Mikroskopicka fotka termofilnych baktérii negativne zafarbenych vzoriek 1%
fosfotungstatom [9]

2.2.2 Evolucia termofilnych baktérii

Od objavenia termofilnych baktérii si vedci kladli otazky o povode tychto druhov
mikroorganizmov. Existuji dve hypotézy. Prva teoria o pdvode termofilnych baktérii sa opiera
0 to, ze prvé organizmy vznikli v prostredi s vysokou teplotou a nasledne sa od termofilnych
organizmov odvodili d’alSie organizmy. Druha teéria predpoklada, ze prvymi organizmami
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neboli termofilné druhy, ale na zdklade zmeny teplotnych podmienok maji termofilné
organizmy sekundarny povod v psychofilnych alebo mezofilnych druhoch. Nasvedcuje tomu
aj fakt, ze ked’ sa vyvinuli prokaryotické druhy, bola teplota prostredia strednd az nizka, ¢o
naznacuje, ze mezofilné druhy sa vyvinuli skér. Spolo¢ny povod by mohla vysvetlit
aj podobnost’ v ramci fyziologickych skupin (heterotrofné, chemolitotrofné, fototrofné druhy)
medzi mezofilnymi a termofilnymi organizmami. Ak by sme sa na tieto tedrie pozreli v ramci
fyziologickych procesov, zaujimal by nas prave fakt, ze vSetky makromolekuly termofilnych
druhov su pri vyssich teplotach stabilné, priCom funkéne rovnaké makromolekuly mezofilov
by za tych istych teplotnych podmienok boli zni¢ené. Z tohto dovodu by muselo nastat’ vela
genetickych zmien, aby termofilné druhy boli vyvinuté z mezofilnych druhov. Na druhu stranu
by mohol byt vyvinuty prvy mikroorganizmus, ktory je schopny rast’ aj pri vyssich teplotach
a nasledne z neho vznikol druh, ktory je citlivy na vysoké teploty. Tuto teoriu ale neguje fakt,
ze termofilia nie je obmedzend na jedinu fylogeneticki liniu baktérii, ale je najdend
v archaebaktériach a eubaktériach. Medzi archaebaktériami dnes mame mezofilné aj extrémne
termofilné baktérie so Sirokym teplotnym rozpitim pre rast. Tato rozmanitost’ nds moze priviest’
k tomu, Ze termofilia mohla vzniknat’ st¢asne vo viacerych druhoch organizmov. Napriklad
napriek miernemu az studenému podnebiu, v tej istej oblasti sa nachadzala aj sope¢na ¢innost’,
ktora mohla byt miestom zrodu termofilnych baktérii. To znamend, ze mezofilné a termofilné
druhy mohli vznikntit’ scasne [5, 10].

2.2.3 Naleziska termofilnych baktérii

Biotopy s vysokymi teplotami sii menej rozsirené ako tie s miernymi teplotami, no napriek
tomu nam prinasaju r6znorodé miesta, ktoré su vhodné pre termofilné baktérie. Hoci teplota
prostredia mad vyrazny vplyv na rast baktérii, nie je to jediny parameter optimalnych
podmienok. Medzi d’alSie rozhodujuce vplyvy patri napriklad pH, i6nové sila alebo dostupnost’
zivin ako zdroj energie. Bakterialna druhova rozmanitost’ v termalne kyslom prostredi je mene;j
rozsirena ako naopak v neutrdlnom prostredi. Po mnohych vyskumoch sa termofilné baktérie
javia v prirode ako kozmopolitné organizmy. Termofilné mikroorganizmy boli izolované
z roznorodych miest vratane horuacich alebo sirnych prametiov, pastnych pieskoch, v horacich
priepastiach hlboko na dne mora a taktiez v r6znych potravinach. Termofilné mikroorganizmy
st pritomné nie len v prirodnych biotopoch, ale taktiez napriklad v teplovodnych potrubiach
alebo v horacich odpadovych vodach. Druhy, ktoré st schopné tvorit’ spory su pritomné
V aerobnych aj anaerdbnych prostrediach, napriklad anaerdbne a mikroaerofilné bahna.
Acidotermofilné baktérie, Sulfolobus alebo Thiobacillus, boli najdené vylu¢ne v kyslych
horucich pramenoch a na skladkach odpadov. Poznatky o charaktere naleziska termofilnych
baktérii by mohli byt’ prinosné pre stadie mikroorganizmov na biotechnologické tcely. Tieto
informacie nam pontikaji moznost zhodnotit’ potencial mikroorganizmu a jeho vyuzitie
v technologickych procesoch, resp. hl'adat’ nové baktérie s pozadovanymi schopnostami
[10, 11].
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Obrazok 2 Nalezisko Thermus aquaticus v Yellowstonskom narodnom parku v USA [3]

2.2.4 Mechanizmus adaptacie termofilnych baktérii na prostredie

Termofilné baktérie st vysoko Specializované a bezpochybne vyuzivaji domyselné
mechanizmy na adaptaciu v prostredi, ktoré je definujuce vysSou teplotou. Analyza ddlezitych
makromolekul v termofilnych baktériach odhalila malé¢ zmeny v Struktare proteinov,
nukleovych kyselin a lipidov v porovnani so Struktirou mezofilnych baktérii. NavySe
U extrémne termofilnych baktériach pozorujeme unikédtne polyaminy, konkrétne terminy
a termosperminy, ktoré sa podielaji na stabilizacii syntézy proteinov ana ochrane
makromolekl pred vysokou teplotou. Permeabilita cytoplazmatickej membrany by mala byt
kontrolovana pri tomto type baktérii. Vzhl'adom ku zvySenému intramolekularnemu pohybu
lipidov, ktory je zapriCineny zvySenou teplotou, je za nasledok aj zvySena permeabilita
protonov. V dosledku tohto pohybu sa molekuly vody zachytavaju v lipidovej vrstve, ¢o
prispieva k pohybu protonov z jednej molekuly do druhej. Iné iony sa mozu difazovat’ cez
membranu bakterialnej bunky. Tento proces je taktiez zavisly na teplote. Rovnako termofilné
baktérie disponujii mechanizmami na zachovanie Struktury proteinov, ktoré by v dosledku
zvysenej teploty mohli zmenit svoju $truktiru. Dalsie $tudie ukazali, Ze baktérie prispdsobuji
priepustnost’ cytoplazmatickej membrany K rastovej teplote termofilného mikroorganizmu.
Extrémne stavy Si VO vSeobecnosti narokuju bud’ na adaptaciu Vv prostredi Sekvenciou
aminokyselin proteinov mutdciami, optimaliziciou slabych interakcii medzi proteinom
a rozpustadlom alebo vplyvom vonkajsich faktorov, akymi su napriklad kofaktory [2, 10, 11].

Nukleové kyseliny termofilnych baktérii maji inherentnu Struktiru, ktord zabezpecuje
stabilitu vo¢i vysokym teplotam. Jednym z prikladov je deoxyribonukleova kyselina, ktorej
zastupenie baz je odlisné u mezofilnych a termofilnych baktérii. Pri termofilnych baktériach je
cela DNA stabilizovana voci vysokym teplotam prostrednictvom solnych mostikov. Tepelna
stabilitd nukleovych kyselin vysvetluje pritomnost’ vdc¢Siecho poctu baz guaninu a Cytozinu
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Vv $pecifickej oblasti parovania baz. VA¢si pocet tychto baz poskytuje viac vodikovych mostikov
atym zvySenu stabilitu. TaktieZ oblast’ parovanie baz v tRNA obsahuje viac tiolovaného
tymidinu, ¢o spdsobuje silnejSie vizby vo vnutri molekuly. Stupen tiolacie sa zvySuje so
zvy$ovanim teploty [11].

Na zvysenie tepelnej stability stacia len malé zmeny v Strukture proteinu, o ma za nasledok
VACSi pocet intramolekularnych interakcii. Zmena uz jednej aminokyseliny v struktire moze
viest’ k stabilite proteinu. Zmeny nemusia viest’ len k rozdielnemu zloZeniu aminokyselin, staci
ak dojde k inej sekvencie aminokyselin. Aj pri proteinoch plati, Ze zvySeny pocet ibnovych
a vodikovych vézieb a intramolekularnych interakcii vedie k zvySenej termostabilite [11].

V slne¢nych alebo hortcich naleziskdch st pozorované velké vykyvy teplot, ktoré su
z vel’kej casti sposobené fyzikdlnou, chemickou a mikrobidlnou aktivitou a vyzaduju
roznorodost’ v populacii mikroorganizmov. Tato Siroka $kala mikroorganizmov znamena, Ze
kazda populacia sa metabolizuje pri odlisnych teplotach. To viedlo mikroorganizmy k
»zavedeniu® rezistentného Stadia, ktoré umoziuje optimalne prezitie v Case fyzického alebo
chemického stresu. Do istej miery to méze vysvetlit' prevahu mnozstva pritomnych baktérii
schopnych tvorby spor v tychto naleziskach. Treba zobrat’ do tivahy, Ze v hortcich prameiioch
S konStantnym prijmom Zivin nie je tento natlak na tvorbu spor az taky vel’ky, napriek tomu, Ze
sa tu vyvinuli baktérie rozdielne prisposobené podmienkam. V tomto pripade je zaujimaveé
porovnat’ sporogénne a asporogénne termofilné baktérie, ktori su metabolicky podobné.
V spore je ulozend velkd cast' genetickej informacie. Je moZné, ze asporogénne
mikroorganizmy selektivne ziskavaju odlisné vyhodné fyzikalne a chemické vlastnosti
[2, 10, 11].

2.2.5 Priklady termofilov

Ak by sme rozdelili termofilné baktérie podl'a spdsobu vyzivy, zahfnali by fototropné druhy
(Chloroflexus aurantiacus), chemoautotrofné druhy (Methanobacterium
thermoautotrophicum), chemoheterotrofické druhy (Thermoanaerobium brockii),
chemosyntetické mixotrofné druhy, ktoré mézu rast’ autotrofné alebo heterotrofné (Sulpholubus
acidocaldaris). Medzi termofilné baktériec zarad'ujeme gram-pozitivne a gram-negativne,
anaerobne, aerdbne, acidofilné a neutrofilné. Podla tvaru baktérii si zname Spirdlovité,
valcovité alebo gul'ovité termofilné baktérie [11].

2.3 Tepidiphilus thermophilus

Tepidiphilus thermophilus méze rast pri teplotach 30-60 °C, priCom optimalny rast
je v rozmedzi hodndt 50-55 °C v prostredi s pH hodnotou 6,5-7. Rod Tepidiphilus bol, spolu
s rodom Petrobacter, vyizolovany z réznych ¢asti Zemi, vedeckym timom Abhijit Poddar
vo vedeckom centre Insitut of Life Sciences v Indii. Baktérie kmena Tepidiphilus sa gram-
negativne, Siroké 0,6-0,65 pm a1,5-1,8 um dlhé, nesporulujuce s tyCinkovitym tvarom
a pohyblivé pomocou bi¢ika. Rastii aerdbne, priCom anaerdbny rast bol potvrdeny
Vv pritomnosti dusi¢nanov. Rod Tepidiphilus je chemoorganotrofny a organické kyseliny
sa moZu povazovat' za hlavny zdroj uhlika. Kolonie na tuhom zivnom médiu su gulaté, hladké,
krémovej farby. Tento kmen pozitivny na oxidazu a kataldzu. Rast je pozitivny na malate,
kapronate, sukcinate, fumarate, pyruvate, kyseline glutamovej a kyseliny asparagovej.
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Bunkové stena peptidoglykdnu obsahuje kyselinu mezodiaminopimelovu. Typovy kmen
JHK30" bol vyizolovany z horticeho prametia v Indii [12, 13].

2.4 Chelatococcus deaguensis

Rod Chelatococcus spada do skupiny alfaproteobaktérii. Kmen Chelatococcus daeguensis
bol uspesne vyizolovany pri vysokych teplotach a v aerébnom prostredi z r6znych biotopov,
ako napriklad uhol'né elektrarne, odpadové vody. Chelatococcus daeguensis je termotolerantna
baktéria, ktorej bunky s gram-negativne a nesporolujuce. Bunky maju tvar tyciniek a su Siroké
0,3-0,6 um, pricom ich dizka dosahuje az 4,0 um. Koldnie su kruhové, konvexné a stredne Zltej
farby. Povrch maji hladky, leskly. Kolonie maju v priemere 0,7-1,0 mm po trojdiiovej
inkubacii pri teplote 37 °C. Optimalna teplota pre rast je v rozmedzi od 30-37 °C. Optimalna
hodnota pH, pri ktorom baktéria rastie je 7—7,5. Podobne ako Tepidiphilus thermophilus,
anaerobny rast je mozny v pritomnosti dusi¢nanov [14, 15].

2.5 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su alifatické polokrystalické polyestery hydroxyalkanoatov.
PHA sa nachadzaju v bunkach mikroorganizmov ako intracelularne materialy a plnia funkciu
zasobnych latok. Baktérie, v Case ked’ sa nachadzaju v extrémnych podmienkach uchovavaju
PHA v granulovanych formach o velkosti od 0,2 do 0,5 um v bunkovej $trukture, konkrétne
v cytoplazme [17, 18].

Obrazok 3 Kultura Cupriavidus necator, ktora po 10 minatach inkubacii pri 30 °C po preneseni na
Nutrient Broth médium zacala tvorbu PHB granul. Bunky boli zafarbené fluorescenénym farbivom
FM4-64 [28]

Prvé zmienky o PHA pochadzaju uz zroku 1925, kedy francuzsky vedec Lemoigne
poprvykrat objavil PHA v baktérii Bacillus megaterium vo forme poly(3-hydroxbutyratu)
(PHB). V roku 1958 vedci Macrae a Wilkinson objavili funkciu PHA v baktériach. Do dnesnej

doby bolo objavenych viac ako 90 gram-pozitivnych a gram-negativnych druhov baktérii,
ktoré produkuji PHA [17, 19].
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Obrazok 4 Struktira polyhydroxyalkanoatu [19]

2.5.1 Delenie PHA

Polyhydroxyalkanoaty su prirodné polyestery 3-, 4-, 5-, a 6-hydroxyalkanoovych kyselin.
Stadium PHA sa zameriava na ich molekulovii hmotnost’ a §truktaru. Polyhydroxyalkanoaty
sa delia do troch hlavnych tried podl'a dizky retazca monoméru na kratke (SCL) stredné (MCL)
a dlhé (LCL) [17].

Tabul'ka 2 Rozdelenie PHA podl’a poétu uhlikov v jednotke monoméru a zastupcovia triedy [17]

. Short-chain-lenght Medium-chain.lenght | Long-chain-lenght
Trieda PHA SCL MCL LCL
Pocet uhlikov 5 a menej 6 az 14 Viac ako 14
. . 3-hydroxybutyrat 3-hydroxyhexanoat o .
Zastupcovia - - Malo Studované
3-hydroxyvalerat 3-hydroxyoktanoat

Deleniec PHA na zaklade biotechnologickej vyroby pozostava jednak z homopolyesterov,
ktoré su tvorené len z jedného typu monoméru, a jednak heteropolyesterov, ktoré su nasledne
zoskupené do kopolyesterov (monoméry roznych zakladnych alebo bocnych retazcov)
a terpolyestery (tvorené z monomérov, ktoré su rozdielne v bo¢nych retazcoch) [20].

2.5.2 Vlastnosti PHA

Momentalne je identifikovanych viac ako 150 typov monomérov PHA. Rozdelenie a typ
tychto monomérov urcuje vysledné vlastnosti polyméru. Urcuju, ¢i sa bude jednat’ o polymér
s vlastnostami tvrdého plastu alebo o elastickt gumu [21].

V sucasnosti s skimané najmd dva typy polyhydroxyalkanoatov. Prvy je poly(3-
hydroxybutyrat) znamy pod skratkou PHB. Jeho vlastnostami st tuhost’ a krehkost’. Ma vysoky
stupen krystalinity (mieru usporiadanosti makromolekul) a teplota topenia (180 °C) je blizka
teplote rozkladu (200 °C). Tieto vlastnosti sa stavaji v istej miere prekazkou
pri spracovatelnosti  tohto  polyméru ajeho miesta na trhu. Dal§im typom
polyhydroxyalkanoatu, ktory je v dneSnej dobe casto skumany kopolymér poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), casto oznaovany ako PHBV. Vznika zavedenim
jednotiek 3-hydroxyvaleratov (3HV) do pdvodnej Struktury PHB. Tato modifikacia nartisa
vysokll krystalicka Struktaru PHB (znizuje sa stupenn krystalinity), ¢im sa zdokonaluju
vlastnosti polyméru. Konkrétne sa zlepSuji mechanické vlastnosti, miera degradacie, ¢o

je spojené s lepsou spracovatelnost’ a 'ah§im uvedenim na trh. Oproti polyméru PHB ma nizs$i
bod topenia (130 °C) [21, 22].
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Tabul'ka 3 Porovnanie mechanickych vlastnosti PHB, PHBV (80 % 3HB a 20 % 3HV) a
polypropylénu PP [22]

Mechanické vlastnosti PHB | PHBV PP
Bod topenia [°C] 179 | 145 170
Pevnost’ v tahu [MPa] 40 32 34,5
Youngov model pruznosti [GPa] | 3,5 1,2 1,7
Taznost’ [%] 6 50 | 100-600
Hustota [kg/dm?] 1,2 | 1,15 0,9

2.5.3 Produkcia baktériami

Ako bolo uz vyssie uvedené, isté druhy baktérii su schopné syntetizovat PHA vo forme
zasob uhlika a energie. Tato syntéza je vyvoland ako odpoved na stres, kedy sa baktéria
nachadza v extrémnych podmienkach alebo pri dostupnosti nadbytku zdroja uhliku, pricom
chybaju niektoré esencialne ziviny (kyslik, dusik, fosfor alebo hor¢ik) [23].

Baktérie, ktoré produkuju PHA sa delia na 2 skupiny podl'a kultivaénych podmienok. Prva
skupina zahriiuje baktérie, ktoré si narokuji obmedzenie zdkladnych Zivin (kyslik, dusik,
fosfor, hor¢ik) na syntézu PHA z nadbytku uhlika. Baktérie, ktoré patria do tejto skupiny
su Cupriavidus necator, Protomonas extorquens, Protomonas oleovorans. Druha skupina
baktérii nevyzaduje obmedzenie zivin na produkciu PHA, pri€om pocas rastu mézu kumulovat
polymér. Do tejto skupiny zarad’'ujeme baktérie Alcaligenes latus, mutantny kmen Azotobacter
vinelandii a rekombinantné kmene E. coli [23, 24].

2.5.4 Biosyntéza PHA

Polyhydroxyalkanoaty sa mozu syntetizovat’ biologicky alebo chemickou cestou, pricom
prva moznost syntézy poskytuje PHA svyrazne vys$§imi molekulovymi hmotnostami
Vv porovnani s chemickou syntézou [[25].

PHA syntaza hra dolezitd ulohu v polymerizaénom procese, kde sa pouziva (R)-3-
hydroxyacyl-CoA ako substrat pre syntézu polyhydroxyalkanoatov. Na zaklade zloZenych
podjednotiek (sekvencie aminokyselin) a substratovej Specifickosti rozdel'ujeme polyesterové
syntazy do 4 zakladnych tried. Je dokédzané, Ze triedy I, III a IV polymerizuji monomér
s kratkym retazcom, pri¢om trieda II vyuziva monoméry so strednou dizkou retazca [19].

V syntéze PHA je zaclenenych vela génov, ktoré koduji rozne enzymy. Moze sa to diat’
priamo alebo nepriamo. Momentalne pozname 8 zakladnych metabolickych drah syntézy PHA
[25].

V prvej drahe je PHB produkovany z acetyl-CoA sekvenénym pdsobenim 3 hlavnych
enzymov (kodované génmi phaA, phaB, phaC): 3-ketothiolazou, NADPH depedentnou
acetoacetyl-CoA reduktazou a PHA syntazou. Z toho vyplyva, ze acetyl-CoA je kl'icovym
komponentom v dodavani 3-hydroxyalkanoyl-CoA, ktory hra rolu substratu v PHA syntéze. 3-
hydroxyalkanoyl-CoA méze byt dodavany aj z B-oxidacie mastnych kyselin, priCom tieto
kyseliny mézu mat’ rozne dizky retazca. V druhej drahe 3-ketotioldza spaja reverzibilne dva
acetyl-CoA s acetoacetyl-CoA. Je prisposobene inhibovana vysokymi koncentraciami CoASH.
CoASH sa uvolnuju, ked’ acetyl-CoA vstupuje do citratového cyklu. NADPH-depedentna
acetoacetyl-CoA reduktdza premiena svoj substrat na (R)-(3-hydroxybutyryl)-CoA, ktory
je nasledné vcleneny PHA syntazou do retazca polyméru. Jednotky 3HB mozu byt taktiez
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syntetizované z Kyseliny maslovej cez acetyl-CoA. V tretej drahe je zahrnuta 3-hydroxyacyl-
ACP-CoA transferaza a malonyl-CoA. ACP transacylaza, ktora dodava 3-hydroxyacyl-ACP.
Z neho je dalej formovany monomér PHA 3-hydroxyacyl-CoA. V stvrtej drahe je vyuzivana
NADH-depedentna acetoacetyl-CoA redutaza na oxidaciu (S)-(+)-3-hydroxybutyryl-CoA.
V obrazku 5 st znazornené aj ostatné zname biosyntetické drahy [25].

Sacharidy - .
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Acatyl-CoA | FabD
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Obrazok 5 Drahy biosyntézy PHA [19]

2.5.5 PHA syntaza

PHA syntaza je dolezitym enzymom pre PHA syntézu, ktory Katalyzuje polymerizaciu
hydroxyacyl-CoA na polyhydroxyalkanoat. Skupina proteinov PHA syntazy je rozdelena do 4
hlavnych typov na zéklade primarnej Struktary, zloZenia podjednotiek a Specifickosti substratu.
Medzi najznamejSic PHA syntazy patri scl-PHA syntaza a mcl-PHA syntaza. Mo6ze dojst’
k polymerizacii na scl aj mcl PHA len pokial’ ide 0 syntazu s ve'mi nizkou substratovou
Specifickost'ou. Takyto priklad poskytuji niektoré baktérie rodu Pseudomonas, ale ide 0 vel'mi
Specificky priklad, pretoze tak Siroku substratovu Specifickost’ mé len vel'mi malé mnozstvo
syntaz [26, 27].

I. a ll. trieda sa skladaju len z podjednotky PhaC, ktorej molekulova hmotnost’ sa pohybuje
od 60 do 70 kDa. Syntazy I. triedy, do ktorej patri napriklad Cupriavidus necator, vyuzivaju
ako substrat najma CoA-thioestery roznych (R)-3-hydroxy mastnych kyselin, s 3 az 5 uhlikmi
vo svojej Strukture. Naopak syntazy Il. triedy vyuzivaji CoA-thioestery (R)-3-hydroxy
mastnych kyselin, ktoré maju vo svojej Struktire 6 a 1 atomov uhlika. Syntazy Ill. triedy,
do ktorej patri napriklad Allochomatium vinosum, st tvorené naopak dvoma podjednotkami
s relativne rovnakou molekulovou hmotnostou, ktoré st typicky kddované v jednom operone.
Sekvencia aminokyselin v prvej podjednotke vypoveda sekvencie syntaz 1. a Il. triedy — PhaC
s molekulovou hmotnostou okolo 40 kDa. Druhd podjednotka PhaE s molekulovou
hmotnost'ou okolo 40 kDa tieto podrobnosti nevykazuje. V ramci lll. triedy vyuzivaji syntazy
ako substrat CoA-thioestery (R)-3-hydroxy mastnych kyselin, ktoré maji vo svojej Struktire 3
az 5 atomov uhlikov. IV. trieda ma podobné usporiadanie podjednotiek ako Ill. trieda, avsak

18



podjednotka PhaE je tu nahradena podjednotkou PhaR, ktorej molekulova hmotnost’ je okolo
20 kDa [26, 28, 29].

Trieda Podjednotky Druh Susbtrat
IHA,, , -CoA
I . Cupriavidus necator u(|\( ¥ ‘(t.'v\
~60-73 kDa 1A -CoA IMA,-CoA

I . Pseudomonas aeruginosa 3HA,, -CoA

60-65 kDa (~>C4)

SHA,-CoA
[11 Allochromatium vinosum (A CoA [ C6-C8]
40 kDa -40 kDa AHA-COA, SHA-CoA)

IV “ Bacillus megaterium 3HA, -CoA

~40 kDa ~22 kDa

Obrazok 6 Prehl'ad PHA syntaz roznych tried [29]

2.6 Polymerazova ret’azova reakcia

Polymerazova ret'azova reakcia, znama pod skratkou PCR patri medzi zakladne molekularne
diagnostické techniky. Tato technika sa vyznaCuje vysokou citlivostou, preto je potreba
pracovat’ v sterilnych podmienkach, aby nedochadzalo ku kontaminacii reakénej zmesi
Z pracovného prostredia. Patri medzi ¢asto pouzivané techniky. Vysledkom PCR su amplikony.
Amplikony st tseky DNA o konkrétnej dizky — 100 az 1 000 parov baz. Pritomnost’ tychto
produktov sa obvykle dalej dokazuje agar6zovou alebo polykarylamidovou gélovou
elektroforézou [30].

Princip PCR je zaloZeny na syntéze urcitého useku deoxyribonukleovej kyseliny (DNA)
vsmere 5'—3', ktora sa cyklicky opakuje. K denaturovanej DNA (rozvolnenie
na jednoretazce) sa pripoja primery — kratke oligonukleotidy DNA, zlozené z 20-25
nukleotidoch. Kvoli svojej komplementarite sa pripoja k denaturovanej DNA. Od tohto miesta
zacina syntéza nového retazca DNA. Tato syntéza je katalyzovana DNA polymerazou, ktora
je izolovana najéastejSie z Thermus aquticus. Vzhladom k tomu, Ze je tento enzym
termostabilny, tak aj pri zvySovani teploty si uchovéava svoju aktivitu. Prave cyklické zmeny
teploty sa vyuzivaju pri denaturacii DNA. Pri syntéze vznika z molekuly s jednym retazcom
molekula s dvoma retazcami. Dvojretazova molekula je neskdr denaturaciou separovana
na dve molekuly s jednym retazcom, ktoré su v d’alSom cykle syntézy DNA polymerazou
znovu doplnené na dva retazce. Postupnym opakovanim cyklov PCR méZe dojst’ aZ k narastu
poctu 10° képii konkrétneho tiseku DNA pri 30 cykloch [30].
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2.6.1 Multiplex polymerazova ret’azova reakcia

PCR je pouzivana vo viacerych modifikaciach a variantoch. PCR sa upravuje do réznych
modifikacii na zaklade potrieb uZzivatela. Napriklad pri potrebe amplifikovat’ templaty
S nizkym poctom kopii, pri molekuldrnej identifikacii, ale aj napriklad pri modifikacii
sekvencie nukleovych kyslin a mnoho dalSiecho. Medzi najzndmejSie a najpouzivanejSie
modifikacie PCR patri multiplex PCR, kvantitativna real-time PCR (gPCR) a in¢ [31].

Mnohonésobna alebo multiplex PCR je jedna z modifikacii PCR, ktora umoznuje detekovat’
a amplifikovat’ dva a viac usekov stcasne. Tuto mnohonasobni detekciu a amplifikaciu
je mozné realizovat’ po pridani viacero primerov do reak¢nej zmesi. Kazda sada primerov
rozpoznava rozdielne ciel'ové sekvencie V jednej reakénej zmesi. Velkou vyhodou tejto metody
st jej nizke cenové naklady. Kvoli jej vyhodam sa vyuziva na vyhl'addvanie zmien vo vel'mi
dlhych usekoch DNA a tiez na amplifikaciu vnatornych kontrol suc¢asne so vzorkami [31].

2.7 Biotechnologie vyuzivajuce extrémofilné baktérie

Priemyselné biotechnologie sa zameriavaji okrem iného aj na vyber optimalneho
bioreaktoru vhodného ku konkrétnym procesom. Pre bioprocesy st dolezité bioreaktory
z nehrdzavejticej oceli, pricom najddlezitej$im aspektom je precizna sterilacia. Medzi cenovo
najnarocnejsiu Cast’ bioprocesov patria separacné postupy a samozrejme aj odborni, vySkoleni
inzinieri. Nova generacia priemyselnych biotechnologii (NGIB) by bola schopna prekonat
vSetky vyssie zmienené nevyhody sucasnej priemyselnej biotechnologie. Dosiahla by to tak,
7e bioprocesné spracovanie by sa vykonavalo v nesterilnych (otvorenych) podmienkach,
pri¢om by bolo mozné pouzit' keramické, cementové alebo plastové bioreaktory. Tieto zmeny
by znizili naklady investicii do zariadeni a zaroven by znizovali dopyt po Specialne
vySkolenych inZinierov. ZjednoduSenie bioprocesov prinaSa pouzitie extremofilnych
mikroorganizmov, ktoré odolavaji kontaminacii s inymi mikroorganizmami. Vzhladom
k tomu, ze by nebola potreba sterilacie, tym by doslo k znizeniu spotreby vody a energie
a kapitalovych investicii do zariadeni a vybavenia. NGIB eliminuje mnoho d’alsich nevyhod,
akymi st napriklad naro¢ny vyvoj jedného produktu z jedného kmena, pomaly rast
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mikroorganizmov, nizka ucinnost premeny substratov na produkt. Je to ztoho ddvodu,
Ze V tomto pripade mozu byt’ pouzité velké nadoby s jednoduchymi mieSacimi mechanizmami
anie je potreba pritomnost komplikovanych plynovych systémov. Pri anaerébnych
podmienkach sa znizuje cena nakladov, pretoze sa nevyzaduje pritomnost’ zlozitych systémov,
ktoré zabezpecuju tieto podmienky [32, 33].

2.7.1 NGIB mikroorganizmy

Ak by rozvoj NGIB mal byt’ tispesnym, v prvom rade je najddlezitej$im faktorom masivny
kmen rezistentny voci inej mikrobidlnej kontaminacii. Kmen by mal mat’ rychly rast a mali
by existovat’ metddy a nastroje molekularneho inzinierstva na vyrobu produktov. Bezpochybne
by mal byt znamy cely gendm kmena. Poziadavky na prostredie, v ktorom kmen pouzity
pre NGIB rastie najrychlejSie su:

1) Extrémne podmienky (vysoka alebo nizka teplota, extrémne hodnoty pH
¢1 osmotického tlaku);

2) NezvyCajné substraty (mastné kyseliny s dlhym uhlikovym retazcom, metanol,
celuldza, plynné substraty a iné);

3) Vysoko koncentrované substraty a toxické chemikalie (tfazké kovy, mastné
kyseliny s kratkym uhlikovym retazcom alebo alkoholy s kratkym ret'azcom);

4) Nedostato¢na pritomnost’ vody [32].

Kmen, ktory disponuje s kombindciou viacerych tychto vlastnosti sa stdva eSte
atraktivnej$im pre NGIB. Niektoré mikroorganizmy archea spliaju tieto poziadavky, no rastt
prili§ pomaly, a prave preto nie st vhodnou platformou pre NGIB. Na rozdiel od toho, mnohé
prokaryotické mikroorganizmy spiiiajii vyssie zmienené poziadavky. Medzi tieto organizmy
patria napriklad acidofily, psychrofily, termofily, halofily a baktérie, ktoré okrem inych
substratov vyuzivaju aj plynné substraty a celulézu. Termofilné mikroorganizmy st vysoko
odolné voci extrémnym podmienkam akymi si chemické denaturacné ¢inidla alebo Siroky
rozsah hodnét pH. Biokatalyzatory vyizolované z termofilov — termozymy disponuju taktiez
Sirokou skédlou vyhodnych vlastnosti. Vyhodou termofilov je, Zze nevyzaduju vel'ké a drahé
chladenie ich fermenta¢nych nadob. Je to obzvlast’ vyhodné, ked’ sa substrat alebo fermentacné
médium steriluje parou alebo v pripade, kedy je substrat predspracovany teplom. Zaroven
sa rychlym mieSanim vytvara dostatocné teplo potrebné na splynovanie, prevzdusinovanie alebo
na rychly rozklad biopolymérov. Vo vSeobecnosti vysSie teploty umoziuji rychlejSie
metabolické aktivity. To je spojené s pouzitim menSej fermentacnej jednotky pre rovnaké
mnozstvo produktu. Tym paddom sa uSetri Cas aaj naklady. V porovnani S mezofilnymi
organizmami maju termofily vysSie energetické poziadavky na udrzbu. Tento fakt je vyhodny
vtedy, ked’ produkcia bakteridlnej hmoty je nizka a je vysoka konverzia substratu na urcity
produkt (napr. premena sacharidov na chemikalie). Je zname, Ze niZSia tvorba bakterialnej
biomasy poskytuje vyssie pomery produktu a zaroveni mensiu produkciu odpadu, ktory sa pri
fermentacii neda pouzit’ ako vedl'ajsi produkt [32, 33].

V stcasnosti je hlavnou tlohou NGIB identifikovat’ ¢o najlepsi mikroorganizmus, ktory ma

¢o najvacsiu kombinaciu najlepsich vlastnosti pre novi generdciu biotechnologickych procesov
[32].
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2.8 Sucasny stav rieSenej problematike

V dnesnej dobe sa v biotechnologickom priemysle kladie doraz na kontrolovant biosyntézu
polyhydroxyalkanoatov z hl'adiska zlozenia a molekulovej hmotnosti. Kladie sa doraz
na zlepsenie ucinnosti biosyntézy a na uc¢innejs$iu akumulaciu ultra vysokomolekuldrneho PHA.
Jednym  zhlavnych  dovodov  hladania  lepSich  biotechnologickych  postupov
st konkurencieschopné naklady na vyrobu PHA. Metddy, ktoré veda k tomuto pokroku
st napriklad zmeny rastu pre rychlu proliferaciu, inzinierske metédy na zvicSenie buniek
pre viac naakumulovami PHA, preprogramovanie drdh biosyntézy, presmerovanie
metabolického toku na syntézu PHA pomocou nastroja CRISPR Cas9 a v neposlednom rade
vyuzitie netradicnych hostitel'ov, ktoré znizuji zlozitost produkcie PHA. Navrhuje sa,
aby najméd baktérie, ktoré si odolné voci kontaminacii, boli najviac pouzivanym
mikroorganizmom v bioinzinierstve. Pomocou baktérii je moznost’ dosiahnut’ nové vlastnosti
pre efektivnu produkciu PHA a ich aplikaciu [34].

Vo vyskume G. Chena a kol. sa sktimal pokrok dosiahnuty v poslednych rokoch s ulohou
zlepsit’ ucinnost’ PHA biosyntézy s cielom ekonomickej produkcie polyhydroxyalkanoatov
[34].

Je potreba zdoraznit, Ze biosyntéza konkuruje vyuzivanim zdrojov inym metabolickym
draham a medziproduktom a preto, ak chcem zvysit’ i¢innost’ biosyntetickej drahy, je potreba
oslabit’ in¢ ,.konkurencné* drahy. Oslabenie jednej metabolickej cesty méze zapriCinit’ vysSiu
produkciu polyhydroxybutyratu. Jednym z prikladov moze byt syntéza kopolyméru PHBYV,
kedy sa na biosyntézu prida propionat za vzniku 3-hydroxyvaleratu. Propionat je avsSak
spotrebovany aj 2-methylcitratovym cyklom MCC. Odstranenie génu prpC, koédujaci enzym
na premostenie propionyl-CoA na MCC cyklus, vyrazne zlepSuje konverziu propionatu
na3HV. Dalsim prikladom zvy$enim produkcie PHA je pouzitie mastnych kyselin
ako prekurzorov na syntézu mcl-PHA. B-oxidacia, ktora spotrebiiva mastné kyseliny,
by sa v tomto pripade mala oslabit’ alebo odstranit’, aby sa zvysila syntéza PHA [34].

Dal§im spésobom, ako zvysit’ syntézu PHA je zvi¢Senie buniek. Vzhladom k tomu, Ze PHA
st inkluzne telieska ulozené v malych intracelularnych priestoroch, je mnozstvo a velkost PHA
priamo umerna velkosti intracelularnym priestorom. Jednym z prikladom je baktéria E.coli,
pri ktorej sa zistilo, Ze na dosiahnutie vlaknitého tvaru sa predlzuje v momente, ked’ sa inhibuje
Stiepny protein FtsZ. Tym, Ze sa bunky predlzuju, vytvaraji tym viac priestoru na hromadenie
granil PHA. Rovnako E. coli uchovava v sebe vi¢sie mnozstvo PHA, ked’ sa priemer bunky
zvacsil o 2-5 zéhybov. Toto zvédcSenie nastalo v dosledku oslabenia proteinu kostrového
skeletu MreB. Oslabenie FtsZ a MreB pomocou CRISPRi metddy bunky vykazovali rozmanité
morfologické tvary (tyCinky, vretend, viacnadsobné uholniky, elipsoidy). Vysledky,
ktoré sa dosiahli na E. coli pomocou metody CRISPRi boli uspe$ne dokazané aj na priemyselne
zaujimavejSom kmene Halomonas campaniensis. Zvacsenie velkosti bunky nielenze zvySuju
akumulaciu PHA, ale aj zvySuju premenu substratu na PHA. TaktieZ na zniZenie ceny
na naklady je vhodné pouzit’ gravitaénu separaciu buniek obsahujucich PHA [34].

Jednou z metdd, ktora sa ispesne pouziva na riadene metabolického toku na biosyntézu
PHA je metdéda CRISPRI, ktora je odvodena z CRISPR/Cas9. V stadii W. Tao a kol. pouzili
metodu CRISPRi na potlacenie konkuren¢nej drahy, ktora spotrebtiva propionat na vytvorenie
3HV. Znizenim spotreby acetyl-CoA v cykle TCA sa viac acetyl-Coa spotrebovalo na syntézu
PHB. Tymto potlacenim sa zlepsila uc¢innost’ premeny substratu [35].
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Daliim faktom je, Ze aktivita PHA syntazy ovplyviuje molekulovii hmotnost
polyhydroxyalkanoatov. Opat’ metodou CRISPRi sa da dokazat’ regulovat’ aktivita PhaC [34].

Technologie bioinzinierstva, ktoré =zahrija konjugaéné postupy, chromozdémové
inzinierstvo, CRISPR/Cas9, boli vyvijané pre termofilny druh baktérii Halomonas spp. Tento
vyvoj umoznil produkciu viacerych produktov a zdroveii umoziuje kontrolovatelné
morfologické inzinierstvo. Vzhl'adom k tomu, ze PHA je sypky material, naklady predstavuja
problém pre rozsiahle aplikacie. Na znizenie tychto vyrobnych nakladov by mal NGIB byt
zamerany na extrémofilné baktérie, ktoré znizuji spotrebu energie, vody a taktiez
je nevyhnutné zjednodusit’ cely proces. X.R. Jiang a kol., rovnako ako iné vedecké timy,
pracoval na zdokonalovani mikroorganizmov k produkcii PHA. Tym by sa zachovala
konzistencia procesu a kvality PHA. Vzhl'adom k tomu, Ze substraty — najmd zdroj uhlika,
tvoria najvacsiu Cast’ nakladov na syntézu polyhydroxyalkanoatov, je potreba zadovazit
¢o najvacsiu ucinnost’ premeny substratu na PHA. K dosiahnutiu tohto ciela je potreba
navrhnut' extrémofilov tak, aby tok zdroja uhlika smeroval viac k syntéze PHA, neZ na rast
buniek. Design baktérii syntézy PHA in situ by mal byt mozny vd’aka rychlemu vyvoju
syntetickej bioldgie. Navrhnuta extrémofilna baktéria by mala byt schopna vykondvat’ vysoko
uc¢innia  akumulaciu  PHA indikovatelni pod limitom kysliku. Budicnost' syntézy
polyhydroxyalkanoatov je v prepracovanych extrémofilnych baktériach, ktoré si schopné
produkovat’ vysoky obsah PHA vo velkych velkostiach bunky. V budticnosti by vyroba PHA
Vv NGIB mala konkurovat’ petrochemickym plastom [34, 36, 37].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

V ramci experimentalnej Casti bakalarskej prace boli realizované experimenty s kmefimi
Chelatococcus daeguensis (DSM 22069) a Tepidiphilus thermophilus (DSM 27220).
Experimenty boli zaloZzend na profilacii idedlnych podmienok pre vysSie uvedené kmene
termofilnych baktérii, kedy baktérie st schopné produkovat’ ¢o najvacsie mnozstvo PHB. Boli
pozorované hodnoty mnozstva biomasy a hodnoty zastupenia polyhydroxyalkanoatov
v biomase. Nastavenie podmienok bolo zamerané na teplotu, zdroj uhlika a pouzitie spravnych
prekurzorov pre tvorbu kopolymeru P(3HB-co-3HV).

3.1 Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité baktérie

V experimentalnej cCasti prace boli pouzité nemecké zbierkové bakterialne kmene
Chelatococcus daeguensis DSM 22069 a Tepidiphilus thermophilus DSM 27220 zakupené
v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures,
Braunschweig, Nemecko.

3.1.2 Pouzité chemikalie na kultivaciu mikroorganizmov
Chelatococcus daeguensis:

- Agar powder, Bacteriological (HiMedia, IND)
- Nutrient Broth w/1% peptone (HiMedia, IND)
- Tryptone soya broth (OXOID, UK)

- Yeast Extract Powder (HiMedia, IND)

Tepidiphilus thermophilus:

- Agar powder, Bacteriological (HiMedia, IND)
- Beef Extract Powder (HiMedia, IND)
- Peptone, Bacteriological (HiMedia, IND)

3.1.3 Pouzité komponenty pre izolaciu DNA, PCR a agarézovi gélova elektroforézu
- Agardza (Serva, SRN)
- DNA standard — FastGenne 100 bp DNA Ladder (New Egland BiolLabs, UK)
- Etyléndiamintetraacetat sodny (Lach-Ner, CR)
- Glycerol (Lachema, CR)
- Kyselina borita (Penta, CR)
- Master mix One Taq Hot Start (2x koncentrovany) (New Egland BioLabs, UK)
- MgCl: (Thermo Scientific, USA)
- Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, SRN)
- PCR loading buff, Yellow load (Top-Bio, UK)
- Tris (hydroxymetyl) aminometan (Lach-Ner, CR)

3.1.4 Ostatné chemikalie
- 1,4-butandiol (Fluka,Deu)
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- Citrat Zelezito-aménny (Fluka, CR)

- D-glukéza monohydrat g.r. (Lach-Ner, CR)

- Dihydrét hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner, CR)
- Dihydrét chloridu véapenatého (Lachema, CR)

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, DEU)
- Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného (Sigma-Aldrich, DEU)
- Fruktdza (Lach-Ner, CR)

- Glycerol bezvody (Penta, CR)

- Heptahydrat siranu hofe¢natého (Sigma-Aldrich, DEU)

- Chlorid aménny (Lach-Ner, CR)

- Chlorid draselny (Lach-Ner, CR)

- Chlorid sodny ( Lach-Ner, CR)

- Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR)

- Kyselina levulova, (GFBiochemicals, USA)

- Kyselina valerova (Sigma-Aldrich, DEU)

- Siran aménny (Lach-Ner, CR)

Vsetky pouzité chemikalie boli v Cistote p. a. a vyssie.

3.1.5 PouZité pristroje
- Analytické vahy ew 620-3NM, (KERN)
- Centrifuga Hettich EBA20, (MANEKO)
- Centrifuga Sartorius Weender Landestrasse, (Sigma Santorius)
- Laminarny box Aura mini, (Bio air instruments)
- ELISA reader ELx808, (BioTek)
- Magnetickd miesacka bez ohrevu technoKartell, (MERCI s.r.0.)
- Magneticka mieSacka Magnetic stirrer, (BIOSAN)
- Nanofotometr P 300, (Implen)
- Plynovy chromatograf s FID, (Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30
m by 0,25 mm)
- Temperovana trepacka Incubator 1 000, (Heidolph)
- Temperovana trepacka KS4000, (IKA)
- Temperovana trepacka (inkubator) Orbital Shaker ES-20, (Biosan)
- Termoblok Block heater SBH130D, (Stuart)
- Vortex BENCHMIXER, (Benchmark Scientific Inc.)
- BeZné laboratorne sklo a vybavenie

3.2 Kaultivacia baktérii Chelatococcus daeguensis a Tepidiphilus thermophilus

3.2.1 Priprava inokula a priebeh kultivacie

Inokula bakterialnych kmenov Chelatococcus daeguensis a Tepidiphilus thermophilus boli
pripravené v objeme 50 ml do 100 ml Erlenmeyerovych baniek, vzdy v dvoch paralelnych
prevedeniach. Nasledne kultivacia prebiehala na temperovanych trepackach pri teplotach 37 °C
a 50 °C a 180 rpm. Po 24 hodinéch nasledovalo preockovanie na produkéné média.
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3.2.2 Priprava Zivnych médii

Na priprava bakterialneho inokula pre bakterialny kmen Chelatococcus daeguensis bolo
pripravené a pouzité univerzalne tekuté mineralne médium — Nutrient Broth v koncentracii
25 g/l. Zlozenie média Nutrient Broth:

Pepton

Beef Extract
NaCl
Destilovana voda

10,00 g
10,00 g
5,009

1 000 ml

Na pripravu bakterialneho inokula pre bakterialny kmen Tepidiphilus thermophilus boli
pripravené tekuté mineralne média v zloZeni:

Pepton

Beef Extract
NaCl

Glukoza
Destilovana voda

15,00 ¢
3,009
6,00 g
1,009

1 000 ml

Navazka inokulaéného média bola rozpustena v destilovanej vode a sterilacia prebiehala
v tlakovom hrnci s uzavretym ventilom. Po sterilacii boli média ochladené na laboratornu
teplotu a zaockované z Petriho misky. O¢kovanie prebiechalo v Sterilnom laminarnom boxe
pomocou sterilnej bakteriologickej kl'ucky, a to celkom trikrat, kedy bolo vzdy prenesené malé
mnozstvo narastenych kolonii. Zaockované inokula boli kultivované na temperovanej trepacke.

Bakteridlne inokula boli nésledne preockované na produkéné médium kvoli dosiahnutiu
biomasy s vysokym obsahom polyhydroxyalkanoatov. Ako produkéné média boli pouzité
mineralne média s vysokym obsahom zdroja uhlika. Minerdlne médium sa pripravovalo
Vv dvoch paralelnych prevedeniach do 250 ml Erlenmayerovej banke v objeme 100 ml. Pre oba

bakterialne kmene bolo pouzité totozné mineralne médium so zlozenim:

Na2HPOQO4 - 12 H20
KH2PO4

MgSO, - 7 H20
NH4CI

CaCl, - 2 H20

Fe (111) NHz — citrat
Zdroj uhlika
Roztok TES
Destilovana voda

9,00 g
1,50 g
0,20 g
1,00 g
0,02 g
0,0012¢g
20,00 g
1mil

1 000 ml

Zlozenie roztoku stopovych prvkov TES:

EDTA
FeCl; - 6 H,0O
ZnCl;
CuCl; - 2 H.0
CoCl, - 6 H.0

50,00 g
13,80 g
0,84 g
0,13 g
0,10 g
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- MnClz - 6 H20 0,016 ¢
- H3BO3 0,10 ¢
- Destilovana voda 1 000 ml

Pre bakterialny kmen Chelatococcus daeguensis bola ako zdroj uhlika v minerdlnom médiu
pouzita glukéza s koncentraciou 20 g/l a pre bakterialny kmen Tepidiphilus thermophilus bol
zdrojom uhlika glycerol opét’ v koncentracii 20 g/l.

Zasobné roztoky glycerolu, glukozy a stopovych prvkov boli pripravené a sterilované
osobitne. Pricom nadoba so stopovymi prvkami sa sterilovala v parnom hrnci so zatvorenym
ventilom a zasobny roztok glycerolu a glukézy sa steriloval v parnom hrnci s otvorenym
ventilom. Po priprave produkénych médii boli roztoky sterilované v tlakovom hrnci
S uzavretym ventilom.

Po vychladnuti vysterilovanych minerdlnych médii na laboratornu teplotu bolo
do jednotlivych médii pridané prislusné mnozstvo glycerolu, glukozy a stopovych prvkov TES.
Nasledne sa do pripravenych produkénych médii zaockovali prislusné bakteridlne inokuld
v mnozstve 10 % zobjemu média. Pridanie dodatocného obsahu produkéného média
a zaoCkovanie prebiehalo v sterilnych podmienkach v laminarnom boxe.

ZaoCkované minerdlne média boli 72 hodin kultivované na temperovanych trepackach
pri teplote 37 °C (Chelatococcus daeguensis) a 50 °C (Tepidiphilus thermophilus) a 180 rpm.

3.3 Priprava roztokov

3.3.1 Priprava lyza¢ného pufru

Priprava lyzacného pufru: Tris(hydroxymetyl)aminometan 5SmM s pH 8,5:

V priprave vzoriek na PCR boli pripravené¢ hrubé DNA lyzaty, bez precistenia. Priprava
lyza¢ného pufru pozostavala s navazky 0,06 g Tris(hydroxymetyl)aminometanu, ktora bola
rozpustena v 80 ml destilovanej vody a nasledne bolo pH upravené HCI na hodnotu 8,5. Roztok
bol doplneny na objem 100 ml, nasledne bol vysterilovany a zamrazeny na d’al$ie pouzitie.

3.3.2 Priprava TBE pufru na gélovu elektroforézu
Na pripravu 10krat koncentrované¢ho TBE pufru bolo pouzité:

- Tris(hydroxymetyl)aminometan 108,00 g

- HsBOs 55,00 g
- EDTA 9,30 ¢
- Destilovana voda 1 000 ml

3.3.3 Priprava fosfatového pufru (PBS)
Na pripravu fosfatového pufru bolo pouzité:

- NaCl 8,00 g
- KCI 0,20 g
- KH2PO4 0,24 g

- NaPOs-2H,O 1,449
- Destilovana voda 1 000 ml
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3.3.4 Priprava 2 % agarézového gélu pre elektroforézu

K navazke 2 g agar6zy bol pridany pripraveny roztok lkrat koncentrovaného TBE pufru
v objeme 100 ml. Nasledne bola pripravena zmes opakovane zahrievana v mikrovinnej tribe
az do uplného rozpustenia vSetkej navazky agardzy. Po ochladeni na teplotu 70 °C bolo
do roztoku pridanych 5 pl Midori Green. Po zamieSani bol gél naliaty do vane na elektroforézu,
Vv ktorej bol vopred vlozeny hrebienok na tvorbu jamiek. Po vychladnuti gélu bol hrebienok
vytiahnuty a v pripade potreby bol gél uchovany v roztoku TBE pufru v chladnicke.

3.4 Pouzité metody

3.4.1 Izolacia bakterialnej DNA pomocou tepelnej lyze

Do Eppendorfovej skiimavky bolo pomocou automatickej pipety napipetovanych 100 pl
vopred pripraveného lyza¢ného pufru v aseptickom prostredi (laminarneho boxu). Potom
sa pomocou sterilnej jednorazovej bakteriologickej klI'ucky pridali do skimavky bunky a zmes
bola premiesana. Nasledne prebichala inkubacia pri 99,9 °C po dobu 15 minat v termobloku.
Po inkubacii boli vzorky centrifugované pri 10 000 rpm po dobu 10 minat. Supernatant,
v objeme 60 pl, bol prepipetovany do novych eppendorfovych skiimaviek.

3.4.2 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracia DNA

Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie DNA bolo robené na nanofotometre.
Ako blank bol pouzity lyza¢ny pufer o objeme 3 pl. Po nastaveni nanodropu boli zmerané
vzorky izolovanej DNA, pricom pri nanasani vzoriek bol pouzity rovnaky objem — 3 pul.
Po zmerani bola odc¢itana hodnota koncentracie DNA v ng/ul. Ak je koncentracia DNA
Vo vzorke dostato¢na, da sa koncentracia DNA stanovit’ aj priamou fotometriu v UV oblasti.
Pre stanovenie Cistoty DNA bol pouzity pomer Azeo/Azgo. V idealnom pripade je nutné,
aby pomer dosiahol hodnotu 1,800. Ak je hodnota nizS$ia ako hodnota 1,800, vzorka
je znecistena vysokym obsahom proteinov. Vyssia hodnota indikuje pritomnost RNA.

3.4.3 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Prostrednictvom polymerazovej retazovej reakcie sa amplifikovali fragementy DNA
0 velkosti 1 500 bp. Na tuto amplifikaciu boli pouzité primery 16S-F a 16S-R, ktoré boli
navrhnuté a syntetizované firmou Generi-Biotech. Su to primery génu 16S rRNA,
ktorymi sa potvrdi pritomnost’ bakterialnej DNA. Stcasne bola prevedena amplifikacia
fragmentov DNA o vel’kosti 551 bp pomocou primerov G-D a Gi1-R. Tieto konkrétne primery
selektivne amplifikuji gén phaC. Pri kazdej reakcii bola zaroven pouzita pozitivna a negativna
kontrola, kde pozitivna kontrola obsahovala bakterialnu DNA izolovani z PHA produkujiceho
kmena Cupriavidus necator H16, pri ktorej je potvrdena pritomnost’ génu phaC. V pripade
negativnej kontroly bola vzorka DNA nahradena PCR vodou.
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Tabul’ka 4 Sekvencia baz primerov pouzitych v PCR

Gén Velkost Primer Sekvencia baz
[bp]
16S-F AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG
16S rRNA 1500
16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT
G-D GTG CCG CCSYRSATC AAC AAGT
phaC 551
Gi-R GTT CCA GWA CAG SAK RTC GAA

3.4.3.1 Priprava vzoriek pre PCR
PCR zmes amplifikujica gény 16S rRNA a phaC obsahovala:

- Mastermix 12,50 pl
- G-D aG:-R primery 0,50 pl (2x)
- 16S-F a 16S-R primery 0,50 ul (2x)

- DNA 2,00 pl

- MgCl, 2,60 ul

- Sterilna voda 5,90 ul
Celkovy objem 25,00 pl

3.4.3.2 Nastavenie termocykleru
Pre PCR amplifikaciu génov 16S rRNA aphaC bol vyuzity termocykler s parametrami
uvedenymi v tabulke 5.

Tabulka 5 Teplotny program PCR termocykleru amplifikujuceho gény 16S rRNA a phaC

Krok | Teplota[°C] | Cas[s] | Poget cyklov
1. 94 30 1
94 30
2. 55 30 30
68 90
3 68 300 1
' 30 60 1

3.4.3.3 Stanovenie PCR produktu pomocou agarézovej gélovej elektroforéze

Do jamiek vopred pripraveného 2% agarézového gélu bola napipetovana zmes v objeme
10 pl, ktora bola pripravena ako zmes 3 ul nanasajuceho pufru (PCR loading buff) a 10 ul PCR
produktu. Zaroven bol napipetovany Standard v objeme 5 ul s presne definovanou velkost'ou
fragmentov bez pouzitia nanasajuceho pufru. Nasledne sa gél vlozeny do elektroforetickej vane
prekryl vrstvou 1krat koncentrovaného TBE pufru. Nasledne bola aparatura pripojena k zdroju,
elektroforeticka separacia nasledne prebiehala pri napiti 90 V po dobu 50 minuat. Po skonceni
vyvijania elektroforézy bol gél vybraty z TBE pufru a pozorovany pod UV transluminatorom.

3.4.3.4 Velkostné standardy

Na stanovanie velkosti produktov polymerazovej retazovej reakcii pomocou agar6zovej
gélovej elektroforézy bol pouzity Standard s presne definujicimi fragmentami DNA
(vid’ obrazok 8).
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DNA Mass Base Pairs

(ng/5ul)
40 — 3,000
70 — 1,500
¢ — 48
30 — 700
i — 600
i — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Obrazok 8 DNA Standard 100 bp

3.4.4 Stanovenie mnoZstva biomasy
Po kultivacii sa stanovalo mnozstvo biomasy spektrofotometricky a gravimetricky.
Nasledne pokracovalo stanovenie obsahu a zastipenie polyhydroxyalkanoatov vo vzorkach

vysusenej biomasy.

3.4.4.1 Stanovenie obsahu biomasy spektrofotometricky

Obsah biomasy bol stanovovany spektrofotometricky pomocou merania intenzity zakalu
na spektrofotometre pri 630 nm. Ako blank bola pouzita destilovana voda. Vzhl'adom k tomu,
7e sa nejedna o vel'mi presnit metddu, vysledky zo spektrofotometrického stanovovania obsahu
biomasy boli pouzité len na zrovnavanie.

Spektrofotometrické stanovenie koncentracie biomasy sa stanovalo vhodnym nariedenim
suspenzie buniek v mineralnom médiu destilovanou vodou. Riedilo sa tak, aby namerana
absorbancia nepresahovala hodnotu 1, pri¢om vysledny objem meranej suspenzie bol 3 ml.
Nésledne sa nariedené vzorky merali v troch paralelnych meraniach.

3.4.4.2 Stanovenie obsahu biomasy gravimetricky

Z kazdého jednotlivého minerdlneho média bolo odobratych 10 ml vzorky do centrifugacne;j
skimavky. Nasledne sa centrifugovalo pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Po stoceni sa supernatant
odlial abolo pridanych 0,5 ml vody ¢&im sa sediment rozosuspendoval a premyl.
Po rozuspendovani bol obsah skimavky kvantitativne prevedeni do vopred zvaZenych, ¢istych
eppendorfovych skiimaviek. Eppendorfové skimavky s obsahom boli opét’ centrifugované
pri 10 000 rpm po dobu 5 minut. Po vyliati supernatantu sa nasledne skimavky susili pri 70 °C
do konStantnej hmotnosti. Vzorky boli pripravené opat’ v paralelnom prevedeni.
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Po vysuseni obsahu biomasy boli skimavky opét’ zvazené a bola stanovend koncentracia
biomasy v povodnych vzorkach v g/l.

3.4.5 Stanovenie zloZenia a mnoZstva PHA v biomase

Kvalitativne a kvantitativne stanovenie polyhydroxyalkanoatov vo vysusenej biomase bolo
robené prostrednictvom plynovej chromatografie s plamenovo ionizacnym detektorom — GC-
FID. Principom analyzy je kyslo katalyzovand hydrolyza polyesteru a nasledna
transesterifikdicia monomérnych jednotieck. Tym sa polyméry nastiepia a vznikaju 3-
hydroxyalkanové kyseliny, ktoré sa prevedu na viac prchavé metylestery, ktoré sa dajii zmerat’
prostrednictvom GC-FID.

3.4.5.1 Priprava Standardov pre stanovenie kalibracnej zavislosti

Kalibracna zavislost’ obsahu 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu v neznamych vzorkach
bola stanovend prostrednictvom GC-FID analyzou Standardov o znamych mnozZstvach
monomerov.

Do vopred pripravenej srovbovacej vialky bolo navazené konkrétne mnozstvo komeréne
dostupného kopolyméru P(3HB-co-3HV), ktory obsahoval 12mol. % 3HV, a k nemu bol
napipetovany chloroform v objeme 4 ml. Uzavreta a dobre premiesana vialka bola umiestnena
do termobloku, kde bola udrziavana teplota 70 °C po dobu asi 20 mintat, kym nenastalo uplne
rozpustenie granulatu. Po vychladnuti vialky na laboratornu teplotu bolo do krimplovacich
vialiek napipetované objemy 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml zmesi kopolyméru. Nasledne
sa postupne Kk tymto objemom pridaval chloroform o objeme 1 ml. Ku vytvorenej rade
Standardov bolo pridanych 0,8 ml transesterifikacnej zmesi (15 % kyselina sirova v metanole
a 5 mg/ml kyseliny benzoovej — interny Standard). Uzavreté vialky sa umiestnili na 3 hodiny
do termobloku, kde prebiehala esterifikacia pri teplote 94 °C. Po skon¢eni inkubacie boli vialky
ochladené na laboratornu teplotu aobsah vialiek bol extrahovany 0,5 ml 0,5M roztoku
hydroxidu sodného. V momente ked’ doSlo k oddeleniu faz, bolo do novych vialiek
napipetovanych vzdy 950 ul chloroformu spolu s 50 ul spodnej chloroformovej faze. Vialky
boli ihned’ zavieckované, aby sa predislo k prchaniu pripravenych roztokov. Nasledne bola tato
rada roztokov na stanovenie kalibrac¢nej zavislosti analyzovand na plynovom chromatografe
s FID detektorom.

3.4.5.2 Priprava vzoriek pre GC-FID analyzu PHA

Do krimpovacich vialiek bolo na analytickych vahach navazené priblizne 10 mg vysus$ene;]
biomasy. Néasledne bolo pridanych 1 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifikatnej zmesi,
ktora obsahovala 15% H.SO4 v metanole a 5 mg/ml kyseliny benzoovej. Vialky boli dokladne
zazatkované a vlozené do termobloku, kde pri teplote 94 °C, pocas 3 hodin prebiehala
esterifikacia. Po vychladnuti vialiek na laboratérnu teplotu bol ich obsah prevedeni
do skrutkovacich vialiek o objeme 4 ml s 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH, zmesi boli poriadne
premiesané, aby doslo k extrakcii polutantov analytu do vodnej faze. Po oddeleni jednotlivych
faz a ich vycireni sa odpipetovalo 50 ul spodnej chloroformovej fazy s obsahom metylesterov
3-hydroxyalkanovych kyselin do novych vialiek s 950 ul chloroformu. Takto pripravené vialky
sa uzavreli a spolo¢ne so Standardmi sa stanovovali pomocou GC-FID. Vzorky boli opat
pripravované v dvoch paralelnych prevedeniach.
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3.4.6 Stanovenie utilizacie vybranych substratov na ELISA reader

Cielom tohto merania bolo posudit’ schopnost’ utilizacie konkrétnych substratov pri 72
hodinovej submerznej kultivacie.

Vopred boli pripravené substraty o konkrétnych koncentraciach. Hodnota pH bola upravena
pomocou 30 % NaOH na hodnotu 7 pri vzorkach kyseliny valerovej a levulovej. Zoznam
pouzitych vybranych substratov je uvedeny v tabul'ke 6.

Tabul'ka 6 Zoznam substratov a ich koncentracia

20 g/l 4 g/l 8 g/l
Frukt6za Acetat sodny g-kaprolakton
Glukoza Propionat sodny | 1,4-butandiol

Sachardza Kyselina valerova | 1,6-hexandiol
D-xyloza Kyselina levulova | y-butyrolakton
Laktdza

Galaktoza
Glycerol

SInecnicovy olej

Pre oba bakteridlne kmene boli pouzité najvhodnejSie mineralne média 0 1,5X
koncentrovanejSie oproti normalu. Asepticky bolo do médii napipetované prislusné roztoky
stopovych prvkov potrebnych pre rast pomocou multikanalovej pipety a mnozstvo 100 pl
napipetované do jamiek dosticky. Nasledne bolo pridanych 50 pl prislusného substratu o danej
koncentracie podla tabul’ky 6. Nakoniec boli média so substratmi zaockované 20 ul inokula
do jamiek sterilnej mikrotitra¢nej dosticky. Dosticka bola opatrena vickom a na ELISA readeru
boli premerané vstupné hodnoty absorbancie pri 630 nm (intenzita zakalu — OD630). Okrem
vzoriek bol pripraveny blank v objeme 170 ul. Po zmerani OD630 dosticky s kultarami boli
kultivované pri teplote 37 °C (Chelatococcus daeguensis) a 50 °C (Tepidiphilus thermophilus)
po dobu 72 hodin. Po kultivacii bola opét’ premerana OD630. VSetky vzorky boli pripravené
Vv triplikatoch, aby mali data Statisticky vypovedni hodnotu.
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4  VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Stanovenie schopnosti bakteridlneho kmena produkovat’t PHA pomocou
molekularnej biologickej metody

Pri stanoveni schopnosti bakterialneho kmena produkovat PHA pomocou molekularne
biologickych metdd bola pouzitd metdda polymerazovej retazovej reakcie — PCR. Pomocou
PCR bolo genotypovo potvrdena schopnost’ kmena Chelatococcus daeguensis a Tepidiphilus
thermophilus produkovat’ PHA na zaklade detekcii amplifikovaného génu phaC.

Stcastou pripravy vzoriek pre PCR bola izolacia bakteridlnej DNA bez precistenia.
Nasledne sa zmerala Cistoty a koncentracii DNA na nanofotometri podl'a pomeru absorbancie
pri 260 a 280 nm. Vysledky Cistoty a koncentracie DNA su zhrnuté v tabulke 7 a

Tabulka 8.

Tabul’ka 7 Koncentracia a ¢istota vyizolovanej bakteridlnej DNA kmena Tepidiphilus thermophilus

cngull] | 220-]

Azs0

55,6 1,914

Tabul’ka 8 Koncentracia a ¢istota vyizolovanej bakterialnej DNA kmena Chelatococcus daeguensis

clngul] | 20-]

Azs0

7,014 3,500

Ako mézeme vidiet’ v tabul’ke 7 a tabul’ke 8 hodnoty koncentracie vyizolovanej bakterialnej
DNA pre kmen Tepidiphilus thermophilus st vyrazne vicSie a zaroven aj Cistota DNA
je vyrazne lepSia ako pri kmeni Chelatococcus daeguensis. Mohlo to byt spdsobené tym,
7e lyza buniek bola prevedena pri 99,9 °C, ¢o sposobilo Ciastocné poskodenie DNA kmetu
Chelatococcus daeguensis. Tento fakt nadobida moznost’ zabraneniu domnievanej denaturacie
DNA znizenim lyzacnej teploty na 90 °C.

Na amplifikaciu génu phaC bola pouzita multiplex PCR, ktord vyuziva viac primerov
v jednej reakcii. Bolo to z dovodu detekcie génu 16S rRNA, ¢o viedlo ku kontrolu izolacie
a sucasne prebiehala aj detekcia phaC génu. Multiplex PCR a nasledna detekcia bola vykonana
podl’a postupu z kapitoly 3.4.3.
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3000 BP
1500 BP

phaC phaC

Obrazok 9 Agardzova gélova elektroforéza produktu PCR. Bakterialne bunky C. necator
H16 - pozitivna kontrola (1), negativna kontrola — pouzitie vody namiesto DNA (2), Tepidiphilus
thermophilus (4), Chelatococcus daeguensis (5) a DNA $tandard (3)

Na obrazku 9 mozeme vidiet' dostato¢ne viditeI'né bendy PHA syntazy 1. triedy, na rozdiel
od génu 16S rRNA o velkosti cca 1500 bp, ktory je pritomny u vSetkych baktériach. Nastala
preferencna amplifikacia génu o velkosti 500 bp ako u pozitivnej kontroly, tak aj u oboch
mikroorganizmoch. Tento jav je jeden zrizik pouzitia multiplex PCR. Mohlo dojst’
ku kompeticii o zlozky PCR zmesi, ¢o mohlo byt’ zapri¢inené pomerom koncentracie primerov
pre jednotlivé tseky. V tomto pripade by bol gén 16S rRNA detegovany v nepritomnosti génu
phaC asucasne by bola pritomna bakterialna DNA vo vzorke. Ak by bolo nutné predist’ tomuto
javu, bolo by za potrebu zvysit' koncentraciu primerov pre gén 16S rRNA, z toho vyplyva
naslednd optimalizacia. Kedze vtomto pripade bolo nadradené detegovat’ gén phaC
(ktory je pritomny len v bakteridlnej DNA), a gén 16S rRNA sluzil len ako kontrola, mozeme
povazovat vysledok za relevantny. Vysledok detekcie produktu PCR na agar6zovej gélovej
elektroforéze potvrdzuje pritomnost’ génu phaC u oboch vzorkach bakterialnych kmenov a teda
aj potencialnu schopnost kmena Tepidiphilus thermophilus a Chelatococcus daeguensis
produkovat’ PHA.

4.2 Tepidiphilus thermophilus

Po genotypovom potvrdeni produkcie polyhydroxyalkanoatov nasledovala optimalizicia
podmienok, pri ktorych sa kladol doraz na narast biomasy a podiel PHA v biomase.
Optimalizécia bola zamerand na Stidium teploty, optimalny vyber cukru ako zdroju uhlika
a vplyv prekurzoru na tvorbu PHA.
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4.2.1 Stanovenie optimalnej teploty na narast biomasy a podiel PHA

Na optimalizovanie teploty sa ako kultivacné médium pouzilo médium o zlozeni, ktoré bolo
zmienované v kapitole 3.2.2., nasledne sa po 72 hodinovej kultivacii pri teplotach 45 °C, 50 °C,
55 °C, 60 °C a 65 °C na spektrofotometri zmerala opticka hustota paralelnych vzoriek.

Tabul'’ka 9 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metodou pri réznych kultivaénych
teplotach u baktérii Tepidiphilus thermophilus

Teplota [°C] 0OD630 [-]
45 0,059 + 0,002
50 0,054 + 0,002
55 1,963 £ 0,069
60 0,039 + 0,002
65 1,087 £0,111

Po vyhodnoteni stanovenia optimdlnej teploty na ndrast biomasy pomocou
55 °C, preto mézeme tuto teplotu povazovat’ ako najvhodnejsiu pre rast.

Nasledne bola stanovena koncentracia biomasy, PHB a percentualny obsah PHB v suSine
prostrednictvom GC-FID z dvoch paralelnych vzoriek mineralnych médii kultivovanych 72
hodin pri r6znych teplotéach.

Tabul'ka 10 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB a percentudlny obsah PHB v suSine pri
roznych kultivaénych teplotach u baktérii Tepidiphilus thermophilus

Obsah
Teplota [°C] | Biomasa [g/l] | PHB [g/l] PHB v
susSine [%]
45 - - -
50 - - -
55 1,34+0,22 |0,42+0,05 31,50
60 - - -
65 1,24 0,11 8,87
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c [o/]

55°C 65 °C
m Biomasa [g/l]] = PHB [g/l]

Graf 1 Stanovenie koncentracie biomasy a PHB pri roznych kultivaénych teplotach u baktérii
Tepidiphilus thermophilus

Pocas experimentu sa nepodarilo ziskat dostato¢né mnoZstvo biomasy (8-10 mg)
pri vzorkach, ktoré boli kultivované pri teplote 45 °C, 50 °C a 60 °C. Preto tieto vzorky neboli
stanovené GC-FID. V dvoch paralelnych prevedeniach vzoriek pri 55 °C a jednej vzorky
pri 65 °C (malé mnozstvo biomasy) bolo d’alej pomocou plynovej chromatografie stanovena
koncentracia biomasy, PHB a percentualny obsah PHB v suSine. NajvysSia koncentracia
biomasy bola zmerana pri teplote 55 °C, kde koncentracie dosiahla hodnotu 1,34 + 0,22 g/l
a koncentracia PHB bola stanovena na hodnotu 0,42 + 0,05 g/l (Tabulka 10). V porovnani
s kultivaciou pri teplote 65 °C bola koncentracie biomasy len 0 malo nizsia a to 1,24 g/l, pricom
koncentracia PHB bola vyrazne nizsia a dosahovala hodnotu 0,11 g/l. Najvacsi rozdiel medzi
kultivaciou prirdznych teplotach nastal pri hodnotach percentualneho zastipenia PHB v suSine.
Obsah PHB v susine pri teplote 55 °C ¢inil 31,50 %, pri¢om pri teplote 65 °C to bolo len 8,87 %.

Z experimentu vyplyva, Ze ako kultivacna teplota a zarovenn najvhodnejSia teplota
pre produkciu biomasy a PHA je teplota 55 °C. Naopak pri teplote 60 °C kultura najmene;j
rastla aj napriek tomu, Ze pri 65 °C bola namerand druhd najvécSia koncentracia biomasy
a PHB.

4.2.2 Stanovenie optimalneho zdroja uhliku na narast biomasy a podiel PHA

Podobnym postupom boli opidt stanovené hodnoty koncentracie biomasy, PHB
a percentualneho obsahu PHB vsuSine pri pridani glukézy, sachardézy a glycerolu
v koncentracii 20 g/l ako zdroj uhlika do mineralnych médii v dvoch paralelnych prevedeniach.
Kultivacia opét’ prebiehala po dobu 72 hodin na trepackach pri optimalnej teplote 55 °C
a 180 rpm.
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Tabul’ka 11 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metdédou pri pridani rozli¢nych
zdrojov uhlika u baktérii Tepidiphilus thermophilus

Zdroj uhlika 0oD630 [-]
Glukoza 1,583 £ 0,400
Fruktoza 1,283 + 0,087
Glycerol 2,400 £ 0,226

Po kultivacii nasledovalo spektrofotometrické stanovenie optickej hustoty vzoriek
pri 630 nm. Najmensi zakal bol namerany pri vzorke mineralneho média s obsahom fruktozy.
O nieco vacsiu hodnotu vykazovala vzorka s pridanim glukézy. Najvacsia namerana hodnota

OD630 bola zaznamenana pri vzorkach mineralneho média

a to 2,400 + 0,226.

s pridanim  glycerolu,

Tabul’ka 12 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB a percentualny obsah PHB v susine pri pridani
roznych zdrojov uhlika u baktérii Tepidiphilus thermophilus

c [o/1]

Graf 2 Stanovenie koncentracie biomasy a PHB pri pridani réznych zdrojov uhlika u baktérii

Zdrojuhlika | Biomasa[g/] | PHB [g/l] Osblf;g ep'[j /'f'] Y
Glukéza 094003 | 004001 433
Fruktoza 0512031 | 0,04 0,02 8.33
Glycerol 1,43 £0,31 0,41+0,13 28,13

Glukoéza

Fruktoza

® Biomasa [g/l]] = PHB [g/l]

Tepidiphilus thermophilus

Glycerol
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Nasledne po ziskani biomasy a navazeni potrebného mnozstva dvoch paralelnych vzoriek
meranie pokracovalo stanovovanim koncentracie biomasy, PHB a obsahu PHB v su$ine opat’
pomocou GC-FID. Po spracovani vysledkov najvyssie koncentracie biomasy (1,43 = 0,31 g/l)
a PHB (0,41 £+ 0,13 g/l) dosahovali vzorky, kde sa k mineralnemu médiu pridaval ako zdroj
uhlika glycerol. Najvacsie mnozstvo PHB v biomase bol tento kmen schopny najviac vytvorit’
opat’ pri raste na glycerolu, ato konkrétne 28,13 %. Vel'mi podobné hodnoty koncentracie
a mnozstva PHB pri minerdlnych médiach s obsahom glukézy a fruktozy nedosahovali
ani polovicu z hodn6t ako pri kultarach rastacich na glycerolu.

4.2.3 Stanovenie vplyvu prekurzorov na narast biomasy, zloZenia a podiel PHA

Poslednym experimentom pre bakterialny kmen Tepidiphilus thermophilus bolo stanovenie
vplyvu prekurzorov na narast biomasy, zlozenia apodiel PHA. Do mineralnych médii
S0 zaockovanym bakteridlnym kmentiom Tepidiphilus thermophilus bol pridany prekurzor —
kyselina levulova, kyselina valerova a 1,4-butandiol v koncentracii 2 g/l hned’ pri zaockovani
mineralneho média. Prekurzory sluzili na vystavbu PHA predovsetkym na tvorbu kopolymérov
3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu. Vybrané boli na zaklade predchadzajticich sklisenosti
s inymi mikroorganizmami. Pri experimente bola rovnako pripravena kontrola bez obsahu
prekurzorov. Ako zdroj uhlika bol pre kmen Tepidiphilus thermophilus pridany glycerol,
ako optimalny zdroj uhlika. Nasledne boli paralelné vzorky v dvoch prevedeniach kultivované
po dobu 72 hodin, pri teplote 55 °C na temperovanych trepackach.

Tabul’ka 13 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metdédou pri pridani réznych
prekurzorov u baktérii Tepidiphilus thermophilus

Prekurzor 0OD630 [-]
Kontrola 4,293 £ 0,083
Levulinat 0
Valerat 0,050 + 0,008
1,4-butandiol | 3,297 £0,212

Po 72 hodinovej kultivacii boli vzorkdm zmerané hodnoty optickej hustoty pri 630 nm
spektrofotometrickou metdodou. Najvyssia hodnota OD630 bola zmerana vzorkam bez
prekurzoru — 0,429 + 0,008 da sa teda konstatovat’, ze prekurzory pdsobili na kultary inhibi¢ne.
Kyselina levulova v mineralnom médiu posobila na kulturu inhibi¢ne a nepodarilo sa zmerat’
0D630. Vzorkam s 1,4-butandiolom bola hodnota OD630 stanovena na 0,330 + 0,021.

Tabul'ka 14 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB, PHBV a percentualny obsah PHB a PHBV v
susine pri pridani ré6znych prekurzorov u baktérii Tepidiphilus thermophilus

Vzorka Biomasa [g/] PHA [g/l] :1)12181?: [I:;Ao A)\a 3HV [mol%] [rﬁ?IOB/o]

Kontrola 2,275+0,045 | 0,841 +£0,003 36,98 + 0,88 3,05+ 0,59 -

Valerat 0,160+ 0,010 | 0,031+ 0,002 | 19,50+2,46 | 81,02+ 2,63 -
1,4-butandiol | 1,815+ 0,075 | 0,557 + 0,001 | 30,68 +0,23 | 2,59+ 0,11 | 6,14 +0,04
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Kontrola Valerat 1,4-
butandiol

m Biomasa [g/l]] =PHA [g/l]

Graf 3 Stanovenie koncentracie biomasy a PHA pri pridani r6znych prekurzorov u baktérii
Tepidiphilus thermophilus

Vzorky mineralnych médii s obsahom kyseliny levulovej nedosiahli potrebné mnozstvo
biomasy (8-10 mg), aby vzorky mohli byt stanovované prostrednictvom GC-FID. Pri vzorkach
s pridanim 1,4-butandiolu bola koncentracia biomasy stanovena na hodnotu 1,815 + 0,075 g/l
a hodnota koncentracie bola o tretinu nizsia nez pri vzorkach bez prekurzoru. Pri vzorkach
mineralneho média bez prekurzorov boli hodnoty koncentracie biomasy (2,275 + 0,045 g/l)
a PHA (0,841 + 0,003 g/l) najvyssie. To indikuje fakt, ze v ¢ase pridania prekurzorov v lag faze
rastovej krivke, posobil prekurzor na kulturu ako inhibitor. Ak by doslo k pridaniu prekurzoru
po 24 hodinach kultivacie, by bol prekurzor u kultury v exponencialnej fdze pravdepodobne
lepSie metabolizovany. Najvyssie mnozstvo PHA v biomase bolo opét’ stanovené vo vzorkach
bez prekurzoru. Naopak najvys$Sie mnozstvo 3HV bolo stanovené na hodnotu az
81,02 + 2,63 mol.% pri vzorkach s pridanim kyseliny valerovej. V tomto pripade bol prekurzor
vyuzity pre biosyntézu kopolyméru najlepsie. Pri raste v médiu s obsahom 1,4-butandiolu bol
v biomase detekovany obsah 4-hydroxybutyratu v kopolyméru s 3-hydroxybutyratom, a to
vV mnozstve 6,14 mol.%, ¢o bola vicSia hodnota nez mnoZstvo 3-hydroxyvaleratu pri raste
V pritomnosti kyseliny valerove;.

4.2.4 Optimalna teplota, zdroj uhlika a stanovenie vplyvu prekurzoru na narast
biomasy, zloZenie a podiel PHA

Pre kmen Tepidiphilus thermophilus bola stanovena zoptimalizovana kultivacna teplota na
hodnotu 55 °C, pri¢om najlepsi zdroj uhlika pre tento kmen je glycerol, ktory najlepSie posobi
na rast buniek a stavbu monomérnych jednotieck PHA v bunkach. V pripade stanovenia vplyvu
prekurzorov na narast biomasy, zlozenia a podiel PHA sa dokazalo, ze v tomto pripade
prekurzory posobili inhibicne na kultdru. Aj pri malom mnoZstve biomasy vSak bola
pozorovana schopnost’ tvorby kopolyméru P(3HB-co-3HV) a P(3HB-co-4HB).
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4.3 Chelatoccocus daeguensis

Rovnako ako pri bakterialnom kmeni Tepidiphilus thermophilus, aj pri kmeni Chelatococcus
daeguensis, po genotypovom potvrdeni schopnosti produkcie PHA tohto kmena, nasledovali
experimenty, ktoré sa zameriavali na profilaciu podmienok, pri ktorych hlavnym zamerom
je narast biomasy, podiel a zloZzenie PHA v suSine.

4.3.1 Stanovenie optimalnej teploty na narast biomasy a podiel PHA

Pri stanoveni optimalnej teploty sa ako kultivaéné a minerdlne média pouzili média
zmienované v kapitole 4.2. Kultivacia zaockovanych mineralnych médii prebichala
pri teplotach 30 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C a 55 °C po dobu 72 hodin v dvoch paralelnych
prevedeniach. Po kultivacii bola zmerana opticka hustota na spektrofotometri pri 630 nm.

Tabul’ka 15 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metddou pri roznych kultivaénych
teplotach u baktérii Chelatococcus daeguensis

Teplota [°C] 0OD630 [-]
30 3,863 £ 0,210
37 4,270 + 0,253
45 6,590 + 0,182
50 6,097 + 0,052
55 4,083 +0,172

Po spracovani merania OD630 bola najvdcSia hodnota optickej hustoty pozorovana
pri teplote 45 °C ateda sa moze povazovat’ za najoptimalnejSiu teplotu, pri ktorej je kmen

Po ziskani dostato¢ného mnozstva biomasy bola stanovena koncentracia biomasy, PHB
a percentualneho obsahu PHB v suSine prostrednictvom GC-FID, priCom na meranie boli
pouzité dve paralelné vzorky.

Tabul'ka 16 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB a percentudlny obsah PHB v susSine pri
roznych kultivaénych teplotach u baktérii Chelatococcus daeguensis

Obsah
Teplota [°C] | Biomasa [g/l] | PHB [g/l] PHB v
susine [%]

30 5,04+0,48 |3,60+1,37 69,40

37 6,88 +£0,42 |4,15+0,32 51,81

45 8,33+1,25 [4,30+0,50 60,33

50 433+£0,06 |2,11+0,03 48,70

55 3,36+0,06 |0,81=+0,04 24,32

40



12 ¢

10

¢ [9/1]

30 °C 37 °C 45 °C 50 °C 55°C
® Biomasa [g/l]] = PHB [g/l]

Graf 4 Stanovenie koncentracie biomasy a PHB pri roznych kultivaénych teplotach u baktérii
Chelatococcus daeguensis

Najvyssie dosiahnute'na hodnota koncentracie biomasy bola pri vzorkach, ktoré boli
kultivované pri teplote 45 °C. Rovnako aj koncentracia PHB bola najvyssia pri teplote 45 °C.
Najvyssi percentualny obsah PHB v susSine bol pri teplote 30 °C. Ako je mozné vidiet' v grafe,
pri teplotach vyssich, ako je optimalna teplota ma kmen Chelatococcus daeguensis nizsie
koncentracie biomasy a PHB nez pri teplotach niz§ich ako optimum. Moézeme po tomto
experimente konstatovat’, ze kmeni Chelatococcus daeguensis sa nachadza na hranici termofilie
a termotolerancie.

4.3.2 Stanovenie optimalneho zdroja uhliku na narast biomasy a podiel PHA

Pri stanoveni optimalneho zdroja uhlika na ¢o najvac¢si narast biomasy a podiel PHA, opét’
pomocou GC-FID, sa pouzili 3 rozne zdroje uhlika — glukdza, fruktoza a glycerol v koncentracii
20,0 g/l.

Tabul'ka 17 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metodou pri pridani rozliénych
zdrojov uhlika u baktérii Chelatococcus daeguensis

Zdroj uhlika | OD630 [-]
Glukéza 4,427 +0,572
Fruktoza |4,083 +0,425
Glycerol 1,637 + 0,204

Po 72 hodinovej kultivacii bolo na spektrofotometri pri 630 nm zmerana opticka hustota.
Najvyssie dosiahnutd hodnota OD630 bola namerand pri vzorkach s pridavkom glukozy,
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ato 0,433 £ 0,057. Najnizsia hodnota 0,164 + 0,020 bola stanovena pri vzorkach s obsahom
glycerolu.

Po stanoveni optickej hustoty pri 630 nm nasledovalo stanovenie koncentracie biomasy,
PHB a percentualneho obsahu PHB v susine pomocou GC-FID troch vzoriek, s pridanim
r6zneho zdroja uhlika, v dvoch paralelnych prevedeniach.

Tabul'ka 18 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB a percentualny obsah PHB v susine pri pridani
roznych zdrojov uhlika u baktérii Chelatococcus daeguensis

Obsah
Zdroj uhlika | Biomasa [g/l] | PHB [g/1] PHB v
susine [%]
Glukoza 4,22 +0,27 | 2,00=+0,44 46,97
Fruktéoza | 6,28 +0,41 | 2,26 +0,30 36,40
Glycerol 5,35+1,24 | 0,55 £0,20 9,89

c [o/]
N w RN ol (o))

Glukoéza

Glycerol

Frukt6za

m Biomasa [g/l]] = PHB [g/I]

Graf 5 Stanovenie koncentracie biomasy a PHB pri pridani roznych zdrojov uhlika u baktérii
Chelatococcus daeguensis

NajvysSie hodnoty koncentradcie biomasy boli stanovené u kultur kultivovanych
na fruktoze — 6,28 + 0,41 g/l (biomasa) a 2,26 + 0,30 g/l (PHB). Pri¢om najnizsia koncentracia
biomasy bola namerana kultGram s obsahom glukozy. Naopak najvyssi percentualny obsah
hodnota bola namerana pri vzorkach, ktorych kultivacia prebichala na glycerole. Napriek
k tomu, Ze pri vzorkach mineralnych médii s glukdzou boli koncentracie biomasy a PHB

vwe

ako najlepsi uhlikaty zdroj glukézu.
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4.3.3 Stanovenie vplyvu prekurzorov na narast biomasy, zloZenia a podiel PHA
Posledna profilacia podmienok pre bakterialny kmeni Chelatococcus daeguensis bola
stanovenie vplyvu prekurzorov na narast biomasy, zlozenie a podiel PHA v biomase.
Do mineralnych médii so zaockovanym bakterialnym kmeniom Chelatococcus daeguensis boli
pridané 3 rozne druhy prekurzorov — kyselina levulova, kyselina valerova a 1,4-butandiol
v koncentracii 2g/l. Opét ako v prvom pripade, prekurzory boli vybraté na zaklade
predchadzajiucich skusenostiach s inymi mikroorganizmami a pridané v case zaockovania
médii. Jedna zo vzoriek sltzila ako kontrola, ktora bola pripravena bez prekurzorov. Vsetky
vzorky boli pripravené v dvoch paralelnych prevedeniach s obsahom glukézy, ako najlepsieho
zdroja uhlika a vzorky boli kultivované na trepackach po dobu 72 hodin pri teplote 45 °C.

Tabul’ka 19 Stanovenie optickej hustoty spektrofotometrickou metdédou pri pridani roznych
prekurzorov u baktérii Chelatococcus daeguensis

Prekurzor 0OD630 [-]
Kontrola 7,443 £0,426
Levulinat 3,290 + 0,608
Valerat 2,247 £ 0,420
1,4-butandiol | 5,920 + 0,930

Po kultivacii nasledovalo meranie optickej hustoty pri 630 nm spektrofotometrickou
metodou. NajvysSia opticka hustota OD630 bola namerana u kultiry bez pritomnosti
prekurzoru. Druha najvys$ia hodnota bola pri vzorkach sobsahom 1,4-butandiolu
na 0,592 + 0,093. Najvacsi inhibi¢ny efekt vykazovala kyselina valerova, kedy hodnota OD630

bola oproti OD630 pri kontrole priblizne tretinova.

Tabul’ka 20 Stanovenie koncentracie biomasy, PHB a PHBV a percentualny obsah PHB a PHBV v
susine pri pridani ré6znych prekurzorov u baktérii Chelatococcus daeguensis

Vzorka Biomasa [g/] PHA [g/l] Scl)lgfl?: [T;A; A:a [rﬁ?&] [rﬁoHI?A)]
Kontrola 4,515+ 0,075 2,027 + 0,007 44,91 + 0,59 - -
Levulinat 1,880 £0,110 0,473 £0,015 25,20 £ 0,66 - -

Valerat 1,900 + 0,610 0,377 0,109 20,087 0,69 |60,84 + 0,67 -

1,4-butandiol | 4,775 + 0,545 1,962 + 0,325 40,83 £ 2,14 - 1,25+ 0,02
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Kontrola Levulinat Valerat 1,4-
butandiol

®m Biomasa [g/l]] = PHA [g/l ]

Graf 6 Stanovenie koncentracie biomasy a PHA pri pridani ré6znych prekurzorov u baktérii
Chelatococcus daeguensis

Pri tomto experimente dosiahnuté hodnoty pri vzorkach s prekurzorom 1,4-butandiolom
a bez prekurzoru vykazovali najvyssie hodnoty koncentracie biomasa okolo 4 g/l. V tomto
pripade 1,4-butandiol nepdsobil na kmen Chelatococcus daeguensis inhibi¢ne, ale prekurzor
bol bunkami efektivne metabolizovany. Vo vzorke mineralnecho média s pridanim kyseliny
valerovej ako vV jedinej bol stanoveny kopolymér P(3HB-co-3HV) v mnozstve 3HV
60,84 + 0,67 mol.%. V pritomnosti 1,4-butandiolu boli bunky schopné tvorit'" kopolymér
P(3HB-c0-4HB), a to s 1,25 mol.% 4-hydroxybutyratu.

4.3.4 Optimalna teplota, zdroj uhlika a stanovenie vplyvu prekurzoru na narast
biomasy, zloZenie a podiel PHA

Pre kmen Chelatococcus daeguensis bola zoptimalizovana kultiva¢na teplota stanovena
na hodnotu 45 °C, pricom najlep$i zdroj uhlika pre tento kmen je glukdza, ktory najlepsie
pOsobi na narast buniek a stavbu monomérnych jednotieck PHA v bunkach. V pripade
stanovenia vplyvu prekurzorov na ndrast biomasy, zlozenia a podiel PHA sa dokazalo,
ze prekurzory opat’ posobili inhibiéne s vynimkou pouzitia 1,4-butandiolu, ktory bol okrem
iného metabolizovany na 4-hydroxybutyrat.

4.4 Stanovenie utilizacie vybranych substratov

Na zéaver experimentalnej Casti bolo vykonané stanovenie utilizacie vybranych substratov:
fruktoza, glukdza, sachardza, D-xyloza, laktoza, galaktdza, glycerol, slne¢nicovy olej, acetat
sodny, propionat sodny, kyselina valerova, kyseliny levulova, e-kaprolakton, 1,4-butandiol,
1,6-hexandiol a y-butyrolakton. Na toto stanovenie bol pouzity ELISA reader, kde sa meral
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zakal vzoriek po 72 hodinovej kultivacie na titracnej mikrodosticke pri 630 nm v troch
paralelnych prevedeniach, a to pre oba testované bakterialne kmene Tepidiphilus thermophilus

a Chelatococcus daeguensis.

Tabul’ka 21 Vysledky stanovenie utilizacie pri vybranych substratov pre bakterialny kmen

Tepidiphilus thermophilus

Substrat 0D630 [-]
Kyselina valerova 1,430 £ 0,176
Propionat sodny 1,096 + 0,250
Glycerol 0,917 +£0,171
Acetat sodny 0,825 + 0,081
Slnecnicovy olej 0,662 £ 0,059
Galaktoza 0,413 +0,115
y-butyrolaktén 0,367 £0,011
Kyselina levulova 0,337+0,111
D-xyloza 0,310+ 0,174
Laktoza 0,294 + 0,082
Fruktéza 0,287 + 0,281
1,6-hexandiol 0,218 = 0,040
Sachardza 0,141 £0,174
Glukéza 0,137 £ 0,259
1,4-butandiol 0,117 £ 0,063

e-kaprolakton

Po spracovani vysledkov zo stanovenia utilizacie r6znych substratov pomocou pristroja
ELISA reader bola stanovena najvy$sia hodnota OD630 pri vzorke sobsahom kyseliny
valerovej — 1,430 + 0,176. Naopak pri vzorke s e-kaprolaktonom sa nepodarilo stanovit' OD630
pre prili§ nizky zékal a teda tento substrat posobil na kultaru inhibi¢ne. Glycerol, ktory bol

stanoveny ako za najlepsi zdroj uhlika, m4 az tretiu najvyssiu hodnotu. Ako je vidiet’ v tabul’ke
20, kmen Tepidiphilus thermophilus uprednostiuje kyseliny a glycerol pred sacharidmi.
Nasledovali sacharidy, z ktorych najhorsie utilizovala glukéza. Hodnoty kyselin (kyselina

evulova a valerova) vykazovali vel’ké odliSnosti v mnozZstve zakalu.
levul | k li vel'ké odl t t kal
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Tabul’ka 22 Vysledky stanovenie utilizacie pri vybranych substratov pre bakterialny kmen

Chelatococcus daeguensis

Substrat 0D630 [-]
Glukéza 1,985 +0,132
Fruktdza 1,454 + 0,081
Propionat sodny | 1,453 £0,052
Galaktoza 1,190 + 0,098
D-xyloza 1,179 £ 0,046
Slne¢nicovy olej | 0,972 + 0,044
Acetat sodny 0,911 £ 0,031
Kyselina valerova | 0,852 + 0,036
Glycerol 0,749 + 0,042
1,4-butandiol 0,602 + 0,013
y-butyrolaktén | 0,569 £ 0,022
1,6-hexandiol 0,551 £ 0,040
Kyselina levulova | 0,514 + 0,031
Lakt6za 0,444 + 0,018
Sachardza 0,413 £0,036
e-kaprolakton 0,233 £ 0,025

Po merani na ELISA reader pri 630 nm a stanoveni utilizacie roznych substratov bola
stanovena najvysSia hodnota OD630 pri vzorke s obsahom glukozy — 1,985 + 0,132. Tento
substrat bol v predchadzajucom stanoveni oznac¢eny ako optimalny uhlikovy zdroj a pri tomto
merani moze slazit' ako kontrola. Naopak pri vzorke s e-kaprolaktonom bola namerana
dobre rozpustné substraty. V pripade sacharidov ma abnormdalne nizky hodnoty laktdza
a sachar6za. Hodnoty intenzity zdkalu sa pre substraty kyselin stanovili na nizSie hodnoty,
nez ma substrat slnenicovy olej, ktory je hydrofobny.
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pri vybranych substratoch

0OD630
Substrat Chelatococcus | Tepidiphilus Substrat
daeguensis | thermophilus
Glukéza 1,985+ 0,132 | 1,430 £ 0,176 gﬁggj
Fruktdza 1,454 +£ 0,081 | 1,096 + 0,250 | Propionat sodny
Propionat sodny | 1,453 0,052 {0,917 + 0,171 Glycerol
Galaktoza 1,190 £ 0,098 | 0,825 + 0,081 | Acetat sodny
D-xyloza 1,179 £ 0,046 | 0,662 + 0,059 | Slne¢nicovy olej
SIne¢nicovy olej | 0,972 + 0,044 {0,413 £ 0,115 Galaktoza
Acetat sodny 0,911 0,031 {0,367 0,011 | y-butyrolakton
Kyselina valerova | 0,852 + 0,036 | 0,337+ 0,111 Eﬁﬁygg
Glycerol 0,749 £ 0,042 | 0,310 + 0,174 D-xyloza
1,4-butandiol 0,602 £ 0,013 | 0,294 + 0,082 Laktoza
y-butyrolakton 0,569 + 0,022 {0,287 + 0,281 Fruktoza
1,6-hexandiol 0,551 £ 0,040 [ 0,218 £ 0,040| 1,6-hexandiol
Kyselina levulova | 0,514 0,031 | 0,141 £0,174 Sachardza
Laktoza 0,444 + 0,018 | 0,137 + 0,259 Glukéza
Sachar6za 0,413 +£0,036 0,117 £0,063 | 1,4-butandiol
e-kaprolakton 0,233 £ 0,025 - e-kaprolakton

Tabul'’ka 23 Porovnanie utilizacii kmetiov Tepidiphilus thermophilus a Chelatococcus daeguensis

Pri porovnani utilizacii réznych substratov pre kmene Tepidiphilus thermophilus
a Chelatococcus daeguensis je vidiet mnoho rozdielov, no spolo¢nym rysom je inhibi¢ny efekt
substratu e-kaprolakton pre oba kmene. V pripade kmena Tepidiphilus thermophilus sacharidy
nadobtdali menSie hodnoty ako v pripade druhého kmeta. Dobre rozpustné soli kyselin
v obidvoch pripadoch mali dobré ucinky na rast oboch kmenoch. Kultivatné médium
s kyselinou valerovou a levulovou pri kmeni Chelatococcus daeguensis mali menSiu intenzitu
zakalu ako pri kmeni Tepidiphilus thermophilus.
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5 ZAVER

Cielom bakaléarskej prace bola optimalizacia podmienok termofilnych baktérii
kmenov Tepidiphilus thermophilus a Chelatococcus daeguensis, pri ktorych
mikroorganizmy su schopné tvorby Co najviacSej biomasy a Vnej najvacSiemu
obsahu PHA. Najskdr bol genotypovo potvrdeny potencial produkcie PHA
na zaklade detekcii génu phaC pomocou molekularne biologickej metéde — PCR.
Nasledovalo fenotypové potvrdenie produkcie a stanovenie optimalnej teploty,
zdroja uhlika a vplyv prekurzorov na narast biomasy, zloZenia a podiel PHA.
Vysledok detekcie produktu PCR na agardzovej gélovej elektroforéze potvrdzuje
pritomnost’ génu phaC u oboch vzorkach bakterialnych kmenov a teda aj potencialnu
schopnost kmena Tepidiphilus thermophilus a Chelatococcus daeguensis
produkovat’ PHA.

Za ucelom stanovenia optimalnej teploty ako kultivanej teploty a zaroven
najvhodnejsej teploty pre produkciu biomasy a PHA je pre kmen Tepidiphilus
thermophilus hodnota 55 °C a pre kmen Chelatococcus daeguensis hodnoty 45 °C.
Na zaklade stanovenie mnozstva biomasy a PHA za najlepsi zdroj uhlika pre kmen
Tepidiphilus thermophilus je glycerol, ktory najlepSie posobi na rast buniek a PHA
v bunkach. Pre kmen Chelatococcus daeguensis je najlepSim zdrojom uhlika
glukoza.

Pri pozorovani vplyvu prekurzorov na narast biomasy, zloZenia a podiel PHA boli
hodnoty koncentracie biomasy a PHA pri kmeni Tepidiphilus thermophilus
najvyssie pri vzorkadch mineralneho média bez prekurzorov, ktoré sluzili na kontrolu.
Je mozné predpokladat’, Ze pridanie prekurzoru v lag faze rastovej krivky posobilo
inhibi¢ne na narast buniek. Ak by doslo k pridaniu prekurzoru po 24 hodinach
kultivacie, by bol prekurzor u kultiry v exponencialnej faze pravdepodobne lepSie
metabolizovany. Najvyssie mnozstvo 3HV bolo stanovené pri vzorkach s pridanim
kyseliny valerovej, kedy bol prekurzor vyuzity pre biosyntézu kopolyméru najlepsie.
Bunky kmena Chelatococcus daeguensis najlepsie metabolizovali prekurzor 1,4-
butandiol. Vo vzorke mineralneho média s pridanim kyseliny valerovej ako v jedinej
bol stanoveny kopolymér 3HV. Obidvaja producenti tvorili pri raste v pritomnosti
1,4-butandiolu kopolymér s P(3HB-co-4HB).

Oba kmene termofilnych baktérii boli schopné utilizovat’ vd¢$inu vybranych
substratov az na substrat e-kaprolakton, ktory pri kmeni Tepidiphilus thermophilus
posobil inhibi¢ne, rovnako aj pri druhom kmeni, kedy mineradlne médium vykazovalo
na rast pre oba kmene. Pre kmeni Tepidiphilus thermophilus najleps§im substratom
na rast bakteridlneho kmena bola stanovena kyselina valerova. Glukéza pri kmeni
Chelatococcus daeguensis opét’ vykazovala najvysSie hodnoty OD630, rovnako
ako pri stanoveni optimalneho zdroja uhlika na narast biomasy a podiel PHA.

Po vsetkych experimentoch je viditeIné, Ze oba kmene su vhodné na pouZzitie
k biotechnologickej produkcie PHA. Kmen Chelatococcus daeguensis sa svojimi
narokmi na rast a produkciu PHA skor priblizuje k vlastnostiam termotolerantnym

48



baktériam, no jeho schopnosti rastu a produkcie st mozné aj pri v vyssich teplotach,
avsak znizuje sa kvantita biomasy a PHA. V porovnani s druhym kmeniom disponuje
S va¢sim rozsahom pouzitia substratov a prekurzorov a teda do biotechnologického
priemyslu je mozné jeho pouzitie v Sirokej $kale. Vyhodou kmena Tepidiphilus
thermophilus je jeho vysoka optimalna teplota na rast a produkciu biomasy a PHA.
Je viac senzitivny na podmienky, no pri dodrzani jeho optimalnych parametrov
je schopny vybornych vysledkov. Na druht stranu, v porovnani s druhym kmefiom
pri experimentoch nastavali va¢sie odchylky.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

7.1 Pouzité skratky
ATP

DNA
ELISA reader
EDTA
FID
GC-FID
ISTD
Icl-PHA
mcl-PHA
NB
NGIB
NK

PCR
PHA
PHB
PHBV
PHV

PK

PP
gPCR
scl-PHA
TBE
TCA
TES

3HV

adenosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina

Enzyme-linked immunosorbent assai reader
etyléndiamintetraacetat sodny
plamenovo-ioniza¢ny detektor

plynova chromatografia s plamenovo-ionizacnym detektorom
interny Standard

polyhydroxyalkanoaty s dlhym bo¢nym retazcom
polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym bo¢nym retazcom
Nutrien Broth médium

next generation industrial biotechnology

Negativna kontrola

polymerazova retazova reakcie
polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
polyhydroxyvalerat

Pozitivna kontrola

polypropylén

kvalitativna polymerdzova retazova reakcia
polyhydroxyalkanoaty s kratkym boc¢nym retazcom
Tris-borat-EDTA

Citratovy cyklus

trace elements solution

3-hydroxyvalerat
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