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ABSTRAKT

Tato bakaldfskd prace je zaméfena na studium biotechnologického potencidlu termofilnich
bakterii Tepidiphilus thermophilus, Tepidimonas taiwanensis a Tepidimonas fonticaldi. Cilem
prace bylo prozkoumat schopnost bakterii produkovat polyhydroxyalkanoaty (PHA).
V teoretické ¢asti je zahrnuta charakteristika PHA a extremofilnich bakterii. V experimentalni
casti byly zkoumané bakterie testovany pomoci molekularné biologické metody PCR
na piitomnost genu phaC kodujiciho PHA syntazu prvni tiidy. Pritomnost genu phaC byla
potvrzena u bakteridlnich kmentG Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis.
U vSech vybranych mikroorganisml byla provéfovana schopnost produkce PHA na riznych
zdrojich uhliku, byly stanoveny optimalni teploty pro kultivaci a piidavkem prekurzora
do produkéniho média byla zjistovana schopnost syntézy kopolymerd. Nejintenzivngjsi
produkce PHA byla zaznamenana u bakterialniho kmene Tepidimonas taiwanensis, avsak
ostatni kmeny byly také schopny tvofit PHA. U nékterych kment byla prokazana i schopnost
produkce kopolymerd P(3HB-co-3HV) nebo P(3HB-co-4HB). Vyznamné mnozstvi
P(3HB-co-3HV) bylo ziskano pifi pouziti kmene Tepidimonas taiwanensis. U kmene
Tepidimonas taiwanensis byla testovana schopnost vyuziti riznych modelovych hydrolyzata
k tvorbé¢ PHA. K nejvyssimu zisku PHA doslo pfi pouziti modelového hydrolyzatu mékkého
dieva. Dale byla testovana schopnost tvorby proteaz vybranymi kmeny bakterii. Pfitomnost
téchto enzymi byla zjisténa u kmene Tepidimonas taiwanensis, u kterého nasledovalo
stanoveni teplotniho optima proteaz, pH optima proteaz a jejich molekulové velikosti.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty (PHA), termofilni mikroorganismy, Tepidiphilus thermophilus,
Tepidimonas taiwanensis, Tepidimonas fonticaldi, alkalické proteazy



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the study of the biotechnological potential of thermophilic
bacteria Tepidiphilus thermophilus, Tepidimonas taiwanensis and Tepidimonas fonticaldi.
Theaim of this work was to investigate the ability of bacteria to produce
polyhydroxyalkanoates (PHA). The theoretical part includes the characteristics of PHA and
extremophilic bacteria. Inthe experimental part, the investigated bacteria were tested
by molecular technique PCR for the presence of the phaC gene encoding for the first class PHA
synthase. The presence of the phaC gene was confirmed in bacterial strains Tepidiphilus
thermophilus and Tepidimonas taiwanensis. The ability of PHA production on various carbon
sources was examined for all the selected microorganisms, optimal temperatures for cultivation
were determined, and the ability to synthesize copolymers was investigated by adding suitable
precursors to the production medium. The most intensive PHA production was recorded in the
bacterial strain Tepidimonas taiwanensis, but other strains were also able to produce PHA.
The ability to produce P(3HB-co-3HV) or P(3HB-co-4HB) copolymers has also been
demonstrated in some strains. A significant amount of P(3HB-co-3HV) was obtained using the
Tepidimonas taiwanensis strain. Morever, Tepidimonas taiwanensis strain was also tested for
its ability to use various model lignocellulose hydrolysates to form PHA. The highest PHA gain
was obtained using model hydrolysate of softwood. Furthermore, the ability of proteases
production by selected bacterial strains was tested. The presence of these enzymes was detected
in the Tepidimonas taiwanensis strain, which was followed by determination of the temperature
optima of the proteases, the pH optima of the proteases and also of their molecular weights.

KEY WORDS

Polyhydroxyalkonoate (PHA), thermophilic microorganisms, Tepidiphilus thermophilus,
Tepidimonas taiwanensis, Tepidimonas fonticaldi, alkaline protease
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1 UVOD

Béhem 19. stoleti doslo k vyraznému vyvoji polymert a plasti. Molekuly slozené z opakujicich
se jednotek byly pojmenovany jako polymery. Mezi prvni objevené syntetické plastické hmoty
jsou fazeny naptiklad polyvinylchlorid a bakelit. Diky své odolnosti a stalosti tyto hmoty nasly
uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci a zac¢aly nahrazovat dfive pouzivané materialy (napiiklad
sklo, dievo, kovy). Pfednosti plastickych hmot je vysoka odolnost, ovSem jejich likvidace je
stale problémem. Vlivem uZivani velkého mnozstvi plastd dochazi k jeho kumulaci
v prostiedi [1].

Cilem vyvoje biodegradabilnich materialti je nahradit petrochemické plasty za materialy,
které jim budou podobné vlastnostmi, ale bude mozné je odbouravat. Proto je pro nas vyznamné
pouziti polymera jako naptiklad polylaktidu, polysacharidi a polyhydroxyalkanoatti (PHA).
Polyhydroxyalkanodaty jsou za pfitomnosti vhodnych mikroorganismt rozlozitelné v kratkém
Casovém intervalu [2].

Prestoze jsou PHA slibnou néhradou za petrochemické plasty, vyrobni ndklady omezuji
nakladi na vyrobu PHA je zkoumana Siroka Skéala zdroji uhliku, bakteridlnich kmend,
podminek fermentace a novych metod. Dals$i snahou je zlepSovat fyzikdlni a chemické
vlastnosti PHA napiiklad tepelnou stabilitu a dalsi [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologicky odbouratelné polymery

Biopolymery se povazuji za biologicky odbouratelné, pokud jsou po dobé své Zivotnosti
za aerobnich a anaerobnich podminek degradovany V piijatelném c¢asovém intervalu
na kompostovatelné produkty. Jejich rozklad je zplisoben riznymi typy mikroorganismi
napf. bakteriemi, kvasinkami a dal§imi mikroorganismy piitomnymi v prostiedi. Biodegradace
téchto polymert je nevratny proces, ktery zptisobuje rozpad na malé ¢astice, zmény ve struktuie
a ztratu vlastnosti [4].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patfi mezi biologicky rozlozitelné polymery. Jsou vyznamné
diky obsahu rtznych strukturné odlisnych monomernich slozek, které zajistuji Siroky rozsah
vlastnosti téchto materiali. Chemické a fyzikalni vlastnosti PHA se podobaji vlastnostem
petrochemickych plastt. Napiiklad stupen krystalinity, teplota tani a pevnost v tahu PHB jsou
témef totozné jako U konvencnich plastt [4].

PHA jsou produkovany ptevazné fermentaci z obnovitelnych zdroji [4]. Mnoho druhi
bakterii je pfirozené syntetizuje a akumuluje jako zasobu uhliku slouzici jako zdroj energie.
Produkce PHA v mikrobialnich buiikach probiha za specifickych podminek, coz muze byt
zpusobeno predevsim limitaci dusiku a fosforu, ale také siry, drasliku, zinku, zeleza, hot¢iku
nebo kysliku. Aby mikroorganismy syntetizovaly PHA, musi byt v prostfedi nadbytek
uhlikatého substratu [5, 6]. PHA se hromadi v cytoplazmé ve formé kulovitych zrnek, tzv. PHA
granuli [5]. Mikrobialni organismy mohou akumulovat PHA az do 80 % své bunécné
susiny [4]. Pfivycéerpani zdroje uhliku dochazi k rozkladu PHA za pfitomnosti enzymu
depolymerazy a uvolnény uhlik je vyuzity v metabolickych drahach [6, 7].

Primarni funkci akumulace PHA mikroorganismy je uchova uhliku jako zasoba energie.
PHA slouZi také ke zvySeni odolnosti mikroorganismil vii¢i neptiznivym podminkam, kterymi
muze byt napiiklad vysoka teplota, UV zafeni a osmoticky Sok [6].

PHA uklddaji mikroorganismy ve form¢ intracelularnich granuli v bunétné
cytoplazmé [6, 8]. Prumérna velikost a pocet granuli zavisi na druhu mikroorganismu
a kultivac¢nich podminkach [9]. VétSinou se velikost pohybuje kolem 0,2—0,5 um. Bakterie
reguluji syntézu PHA granuli i velikost bungk tak, aby neptekrocily hodnotu 40 % celkového
objemu bunék [6].

Amorfni PHA granule tvoii hydrofobni jadro a k nému jsou pfipojeny proteiny. Tyto
proteiny zahrnuji PHA syntazy, PHA depolymerazy, strukturni proteiny PHA granuli
a regulacni proteiny [6]. PHA granule obsahuji pfiblizné 97,5 % PHA, 2 % proteinti a 0,5 %
lipida [10].

PHA uloZené ve formé intracelularnich granuli v nativnim stavu se li§i od PHA izolovan¢ho
Z buiiky. Zatimco nativni granule jsou tvofeny amorfnim polymerem, pfi extrakci polymeru
dochazi k jeho rychlé krystalizaci [6, 11].



2.2.1 Struktura PHA

PHA se fadi mezi polyestery 3-, 4-, 5-, 6-hydroxyalkanovych kyselin [12]. Opakujici se
jednotky jsou propojeny esterovou vazbou, kterou tvofi karboxylova skupina jednoho
monomeru a hydroxylova skupina sousedniho monomeru [13]. Struktura obecného vzorce je

uvedena na obrazku 1.
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Obrdazek 1: Struktura PHA [11]

Existuji rizné typy PHA, mezi které patii naptiklad poly(3-hydroxybutyrat) (PHB),
poly(4-hydroxybutyrat), poly(3-hydroxyhexanoat) (PHHXx), a poly(3-hydroxyvalerat)
(PHV) [4]. Polyhydroxybutyrat byl prvnim identifikovanym druhem PHA [8]. Jeho hlavnim
producentem je Cupriavidus necator, diive oznacovany jako Alcaligenes eutrophus nebo
Ralstonia eutropha, jez je schopny akumulovat PHB az do 80 % své bunécné susiny [4, 14].
Nejbéznéjsim a zaroven nejlépe prostudovanym a charakterizovanym typem PHB je
poly(3-hydroxybutyrat) [8, 15]. Zaclenénim jinych monomert do polymerniho fetézce P(3HB)
vznikaji kopolymery [8].

2.2.2 Klasifikace PHA

Podle poc¢tu uhliki v monomernich jednotkach jsou PHA rozdéleny do tfi skupin:
PHA s kratkym fetézcem (scl), PHA se stfedné dlouhym fetézcem (mcl) a PHA s dlouhym
fetézcem (lcl) [3, 12]. Scl-PHA obsahuji ve svych opakujicich se jednotkach tii az pét atomu
uhliku a patii mezi né naptiklad poly(3-hydroxybutyrat) a poly(3-hydroxyvalerat). Mcl-PHA
byly poprvé objeveny u Pseudomonas oleovorans v roce 1983, v monomerni jednotce maji Sest
az ¢trnact uhlikd a fadi se mezi né naptiklad poly(3-hydroxydekanoat). Lcl-PHA obsahuji
¢trnéct a vice atomd uhliku, ale jsou spise neobvyklé a méné studované [8, 12].

Dalsi mozné déleni je na homopolymery, které obsahuji pouze jeden typ monomernich
jednotek, a heteropolymery sestavajici z vice nez jednoho typu monomernich jednotek [3].

2.2.3 Vlastnosti PHA

PHA se skladaji z riznych monomert, proto se lisi jejich fyzikalni a chemické vlastnosti [12].
Na slozeni monomer zavisi fada jejich vlastnosti, napiiklad teplota tani, hydrofobnost
polymeru, teplota skelného ptechodu a stupen krystalinity [8].

PHA jsou biologicky rozloZitelné slouCeniny s vysokou molekulovou hmotnosti, které
odolavaji hydrolytickému Stépeni a UV zéfeni, jsou nerozpustné ve vod¢, ale rozpousti se
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v nékterych organickych rozpoustédlech [4, 12]. Naptiklad PHB je rozpustny v chloroformu,
ale nerozpousti se v acetonu [11]. Avsak aceton je vhodnym rozpoustédlem pro mcl-PHA [12].
PHA jsou také biokompatibilni a netoxické, vykazuji vSak nizkou odolnost vici kyselinam
a zasadam [4].

Biopolymery s kratkym fetézcem jsou tuhé, kiehké a jejich stupen krystalinity je vysoky
(v rozmezi 60-80 %), zatimco PHA se stiedné dlouhym fetézcem tvofi pruzné a elastické
materialy s nizkou pevnosti v tahu, nizkou teplotou tani a nizkou hodnotou krystalinity (25 %).
Teplota skelného piechodu PHA se stiedné dlouhym fetézcem je nizsi neZ pokojova teplota [8].

Ke zlepseni vlastnosti PHA se vyuziva zaclenéni jinych monomert do polymerniho fetézce,
a tim vznikaji kopolymery. Napftiklad do fetézce poly(3-hydroxybutyratu) je mozné zaclenit
3-hydroxyvalerat,  3-hydroxyhexanoat, 3-hydroxypropionat nebo 4-hydroxybutyrat.
Nejznaméjsim kopolymerem je poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), jehoz tuhost,
Krystalinita a teplota tani je niz§i neZ tyto vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu) [8].

2.3 Organismy produkujici PHA

Polyhydroxyalkanoaty produkuje Siroké spektrum gram-pozitivnich i1 gram-negativnich
bakterii a uklada je ve form& bunécnych inkluzi v cytoplazmé. U riznych bakterii se typ
produkovanych PHA 1isi [4]. Schopnost syntézy polyhydroxyalkanoati byla prokazana
I U cyanobakterii [16].

Bakterie, které se bézné pouzivaji k produkci PHA (naptiklad Pseudomonas putida nebo
Cupriavidus necator), byvaji ¢asto nachylné ke kontaminaci jinymi mikroorganismy [3, 17].
Optimalnimi podminkami pro jejich rust byva teplota kolem 30-37 °C a slab¢ kyselé nebo
neutralni pH. Pii pouziti téchto organismii musi byt vyrobni zafizeni uzaviené a zcela sterilni,
nakladi [17]. Ke snizeni vyrobnich nakladi je mozné vyuzit extremofilni organismy
adaptované na pieZiti v ,,drsném* prostiedi, které je pro mezofilni mikroorganismy stresujici
nebo smrtelné [6, 17].

Extremofilni organismy jsou schopny Zivota a riistu pfi vysoké salinité, extrémné kyselych
nebo bazickych hodnotach pH, pii nizkych nebo vysokych teplotach prostiedi a pfi vysokém
tlaku [6, 18]. Jejich habitatem byvaji termalni nebo kyselé prameny, dna oceant, slana jezera,
horké a studené pousté a mista vysoce kontaminovana jadernym odpadem nebo tézkymi kovy
[18, 19]. Mista s témito podminkami jsou povazovana za extrémni z lidského hlediska [20].
Skupina extremofilnich organismii zahrnuje naptiklad psychrofily, halofily, acidofily,
alkalofily a termofily. Psychrofilni organismy jsou pfizpisobeny k Zivotu v extrémné chladném
prostiedi, halofilové se typicky vyskytuji v mistech s vysokymi koncentracemi soli. Na pteziti
vV kyselém prostiedi jsou adaptovany acidofilni organismy naopak alkalofilim prospiva
zasadité prostfedi. Termofilni organismy se nachdzeji v mistech s vysokymi teplotami [19].

2.3.1 Termofilni mikroorganismy

Termofilni mikroorganismy objevil v 60. letech 20. stoleti Thomas Brock v termalnich
pramenech Yellowstonského narodniho parku. Dalsi rizné druhy téchto mikroorganismi byly
izolovany z hlubokomotskych hydrotermélnich praducht, sopecnych ostrovi, kompostil
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apousti [20]. Podle optimalnich teplot, pfi kterych dané druhy ziji a rostou, se déli tyto
mikroorganismy na termofilni a hypertermofilni. Termofilni mikroorganismy rostou nejlépe pii
teplotach nad 45 °C, hypertermofilni pii teplotach nad 80 °C [20, 21].

Zivot v takovém teplotnim rozmezi jim umoziuji specialné p¥izptisobené proteiny, lipidy
anukleové kyseliny. Napiiklad lipidové membrany termofili obsahuji vice nasycenych
mastnych kyselin s pfimym fetézcem nez membrany mezofilnich mikroorganismt [18].
Enzymy produkované termofilnimi mikroorganismy se nazyvaji termozymy a mohou jimi byt
napiiklad celulazy, pektindzy, protedzy, lipazy a glykolytick¢ izomerdzy. Jednim
z nejznamej$ich  termofilnich enzymi je DNA polymeraza izolovana z bakterie
Thermus aquaticus. Tato DNA polymeraza byla prvnim termostabilnim enzymem pouzitym
pro PCR a stala se tak dalezitym nastrojem molekularni biologie [22].

Termofilni mikroorganismy byvaji €asto vysoce odolné vii¢i chemickym denaturaénim
Cinidlim, pfizpusobuji se Sirokému rozmezi pH a jsou rezistentni Kk nevodnym
rozpoustédlum [17]. Diky témto specifickym vlastnostem jsou termofilni mikroorganismy
vyznamné pro biotechnologické aplikace [20]. Jejich pouzitim je mozné dosahnout snizeni
nakladii na vyrobu PHA, protoze nejsou tak nachylné na kontaminaci jinymi predevs§im
mezofilnimi mikroorganismy. Odpadaji tedy naklady spojené s udrzovanim sterility, které jsou
nutné béhem produkce PHA pomoci mezofilnich mikroorganismd [6].

2.3.1.1 Tepidiphilus thermophilus

Bakterie Tepidiphilus thermophilus byla poprvé izolovana z horkého pramene nachézejiciho se
v Jharkhandu v Indii. Je tvofena gramnegativnimi, ty¢inkovitymi a aerobnimi burikami, které
se pohybuji za pomoci jednoho polarniho bi¢iku. Sitka bunék se pohybuje kolem 0,6-0,65 um
a délka je 1,5-1,8 um. Tyto bakterie rostou pfi teploté¢ 30—60 °C a pH 5,5-7,5. Optimalnimi
podminkami pro jejich rust je teplota 5055 °C a pH 6,57 [23].

= . oW

Obrazek 2: Tepidiphilus thermophilus, transmisni elektronovy mikroskop
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2.3.1.2 Tepidimonas fonticaldi

Tepidimonas fonticaldi jsou bakterie izolované na Tchaj-wanu z horkého pramene Antun.
Jejich buiiky jsou gramnegativni, ty¢inkovité a acrobni. Siika bunék je 0,3-0,5 um a délka se
pohybuje kolem 0,6—1,7 um. Pohyb téchto bakterii je zajistén pomoci jednoho polarniho bi¢iku.
Tepidimonas fonticaldi vytvafi na agaru nepigmentované kolonie. Tyto bakterie rostou pfi
teploté 35-60 °C v prostiedi s obsahem 0-1 % NaCl a pH 7-9. K optimalnimu rastu dochazi
pfi teploté 55 °C v prostiedi s 0,2 % NaCl a pti pH 7 [24].

2.3.1.3 Tepidimonas taiwanensis

Bakterie Tepidimonas taiwanensis byly izolovany zhorkého pramene Sih-Chong-Si
lokalizované¢ho v oblasti Pingtung na Tchaj-wanu. Jejich buniky jsou gramnegativni,
ty¢inkovité a pohyblivé diky jednomu polarnimu bi¢iku. Sitka bun&k je 0,4-0,5 pm a délka je
0,8-2 um. Rust téchto bakterii je ziejmy pfi teplote 35—60 °C a pti pH 6—8. Optimalni podminky
pro rast tvoii teplota 55 °C a pH 7. Jako rezervni material si uklada Tepidimonas taiwanensis
granule PHB. Vyhodou tohoto bakterialniho kmene mize byt schopnost produkce alkalickych
proteaz, které jsou vyuzitelné v riznych primyslovych odvétvich [25].

Obrazek 3:Tepidimonas taiwanensis, transmisni elektronovy mikroskop
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2.4 Biosyntéza PHA

2.4.1 Podminky a substrat pro syntézu PHA

Mikroorganismy ukladaji PHA, pokud je v nadbytku pfitomen uhlikovy substrat a soucasné
maji nedostatek jinych zivin, které tvoii zaklad jejich organismu [6]. Témito Zivinami byva
predevsim dusik a fosfor [5]. Pti vy€erpani externich zdroj uhliku jsou PHA vyuzity jako zdroj
energie a uhliku [6].

Ke zvyseni obsahu PHA a zlepSeni rychlosti rustu bakterii slouzi optimalizace teploty, pH,
koncentrace zivin a inhibice vedlejsich produktt [3]. Na buné¢ny rist a akumulaci PHA ma
vliv 1 pomér uhliku a dusiku. Pfi zvySeni poméru C/N dochazi k posileni akumulace PHA,
zatimco niz§i pomér C/N podporuje rust bun¢k [12]. Pomér C/N ma podle studie provedené
roku 1999 na mikroorganismu Pseudomonas nitroreducens védci z pekingské Tsinghua
Univerzity také vliv na slozeni mcl-PHA [26].

Substratem pro tvorbu PHA je ptfedevS§im uhlik [11]. Zdroji uhliku mohou byt Cisté
a komer¢né dostupné latky, odpadni materialy nebo plyny. Z plynti 1ze konkrétné vyuzit oxid
uhli¢ity nebo methan za pomoci methanotrofnich mikroorganismii. Slozeni substratu
a kultiva¢ni podminky maji vliv na slozeni vyrobenych polymert. Pomoci vhodného vybéru
téchto faktorti tedy muize byt zlepSena produktivita a selektivita syntetizovanych PHA, dochazi
ale ke zvySovani nakladi na substraty [3].

Zdroj uhliku je hlavnim divodem vysokych vyrobnich nékladi, proto je snaha vyuzivat
levné zdroje uhliku zahrnujici odpadni materialy [3, 11]. Odpadni materialy vznikaji ve velkém
mnozstvi v potravinafském a zemédé€lském pramyslu, takze by jejich pouzitim dochazelo nejen
ke sniZzeni néakladi na substraty, ale i k valorizaci odpadd [4]. Pfed pouzitim substratu
z odpadnich materialti jsou nutné ptedbézné Gipravy substratu a kultiva¢nich podminek a volba
vhodného bakterialniho kmene. Napiiklad potravinové odpady jsou hydrolyzovany
na prekurzory PHA, kterymi jsou jednoduché cukry nebo mastné kyseliny [27].

2.4.2 Metabolické drahy biosyntézy PHA

Biosyntetické drahy PHA jsou pfimo nebo nepfimo propojeny s centralnimi metabolickymi
drahami, mezi které patii glykolyza, pentézovy cyklus, Krebstv cyklus a drahy biosyntézy
a degradace aminokyselin a mastnych kyselin [28].

Prvni charakterizovanou a zaroven nejreprezentativnéjsi biosyntetickou drahou je draha pro
syntézu poly(3-hydroxybutyratu), tedy scl-PHA [29]. Tato draha byla studovana v fadé riznych
mikroorganismu, ale jeji mechanismus je nejlépe prozkoumany u bakterie Cupriavidus necator.
Biosyntetickd draha poly(3-hydroxybutyratu) se sklada ze tii hlavnich reakénich krokd
katalyzovanych enzymy acetyl-CoA acetyltransferazou (B-ketothiolaza neboli PhaA),
acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB) a PHA syntazou (PhaC) [28].

Zakladnim prekurzorem pro biosyntézu riznych druhtt PHA je acetyl-CoA, ktery mohou
bakterie produkovat z cukri nebo jinych latek [3, 28]. V prvnim kroku biosyntetické drahy
poly(3-hydroxybutyratu) dochazi ke kondenzaci dvou molekul acetyl-COA a vznika
acetoacetyl-CoA. Tuto reakci katalyzuje enzym acetyl-CoA acetyltransferaza (PhaA).
Ve druhém kroku je acetoacetyl-CoA redukovan pomoci enzymu acetoacetyl-CoA reduktazy
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(PhaB) na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA za pouziti kofaktoru NADPH. Tteti krok je katalyzovan
enzymem PHAsyntazou (PhaC) a dochazi pii ném ke spojovani jednotek
(R)-3-hydroxybutyrylu-CoA  esterovymi  vazbami, ¢imz se prodluzuje  fetézec
poly(3-hydroxybutyratu) [28].

Druhy zptisob syntézy PHA je charakteristicky pro vétsinu bakterii rodu Pseudomonas
patiicich do rRNA homologické skupiny I, naptiklad pro bakterie Pseudomonas oleovorans
nebo Pseudomonas putida. Tato biosyntetickd draha je propojena s metabolismem mastnych
kyselin, konkrétn¢ B-oxidaci mastnych kyselin a vede ke vzniku mcl-PHA [30, 31]. Zdroje
uhliku jsou oxidovany piislusnymi enzymy az na mastné kyseliny. Tyto kyseliny jsou
prevedeny na odpovidajici thioestery acyl-CoA, které se nasledné oxiduji B-oxidaci pies
meziprodukty enoyl-CoA, (S)-3-hydroxyacyl-CoA a 3-ketoacyl-CoA az na kone¢ny produkt
této drahy, acetyl-CoA. Pti f-oxidaci mastnych kyselin s lichym poctem uhlikii vznikaji jako
kone¢né produkty acetyl-CoA a propionyl-CoA [31].

Za podminek vhodnych pro syntézu PHA nedochazi pii B-oxidaci k Gplné degradaci
mastnych kyselin aZ na acetyl-CoA, ale meziprodukty této metabolické drahy jsou ¢aste¢né
nebo uplné prevedeny na PHA. Nicméné ani jeden z téchto meziproduktii neni vhodny jako
substrat pro mcl-PHA syntazy, takze je nutnd draha, jez pfreménuje néktery z meziprodukt
na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. Tato draha mize byt uskuteénéna pomoci epimeraz pteménujicich
(S)-izomer 3-hydroxyacyl-CoA na (R)-izomer, nebo pomoci hydrataz (Phal) pievadéjicich
enoyl-CoA na (R)-3-hydroxyacyl-CoA, a nebo pomoci reduktaz (FabG), které jsou schopny
redukovat 3-ketoacyl-CoA na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. (R)-3-hydroxyacyl-CoA je zakladni
jednotkou, jez je polymerizovana mcl-PHA syntazami na mcl-PHA [31].

Ttretim typem biosyntetické drahy PHA je de novo syntéza mastnych kyselin. Jeji pfitomnost
byla prokazana naptiklad u bakterii Pseudomonas putida nebo Pseudomonas aeruginosa [7].
Tyto bakterie jsou schopny k syntéze mcl-PHA vyuzivat jako zdroje uhliku naptiklad glukézu,
glukonat nebo glycerol [7, 31]. Zdroje uhliku jsou ptevedeny na acetyl-CoA, ktery je v draze
syntézy mastnych kyselin postupné pfeménovan az na meziprodukt (R)-3-hydroxyacyl-ACP.
V dal§im kroku je klicovym enzymem hydroxyacyl-ACP-CoA transferaza (PhaG), ktera
preménuje  (R)-3-hydroxyacyl-ACP  na  (R)-3-hydroxyacyl-CoA  [7].  Vznikly
(R)-3-hydroxyacyl-CoA je substratem mcl-PHA syntaz, které =zajisti polymeraci
na mcl-PHA [31].
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Obrazek 4:Hlavni biosyntetické drahy PHA [3]

2.4.3 PHA syntazy

Jednotlivé kroky biosyntézy PHA katalyzuji rizné enzymy, z nichZ se za klicové povazuji PHA
syntazy [31]. PHA syntazy jsou v buiikach navazany na povrch PHA granuli a jejich tkkolem je
katalyzovat polymerizaci thioestert-CoA (R)-hydroxyalkanovych kyselin, pfi niz vznikaji
polymery PHA [31, 32]. V organismech produkujicich PHA je PHA syntaza kddovana genem
phaC, ktery je obvykle seskupen s dal$imi geny spjatymi s biosyntézou PHA. Témito geny
muze byt napiiklad phaA (B-ketothiolaza), phaB (acetoacetyl-CoA reduktaza), phaG
(3-hydroxyacyl-CoA-ACP transferaza) nebo phal (enoyl-CoA hydrataza). V riznych
mikroorganismech bylo identifikovano nékolik druhtt PHA syntaz, které lze rozd¢lit do Ctyt
tiid podle jejich primarni struktury, sloZeni podjednotek a substratové specifity [32].

Prvni tfida zahrnuje enzymy kodované pouze jednim typem PhaC s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 60-70 kDa [32, 33]. PHA syntazy prvni tiidy pfednostné vyuzivaji jako substrat
monomery s kratkym fetézcem obsahujici 3-5 atoml uhliku a tyto monomery polymerizuji
za vzniku scl-PHA [33]. Prvni objevena a nejvice studovana PHA syntaza prvni tiidy (PhaC)
byla nalezena v bakterii Cupriavidus necator. Tato PHA syntaza umoziuje napiiklad produkci
pol(-3-hydroxybutyratu), poly(4-hydroxybutyratu), ale také nékterych kopolymeru [32].

Druha t¥ida obsahuje dva typy syntaz, PhaC1 a PhaC2 [33]. Tyto PHA syntazy upfednostiu;ji
jako substrat monomery se stiedné¢ dlouhym fetézcem obsahujici 6—14 atomt uhliku
a polymerizuji je za vzniku mcl-PHA [32, 33]. Pfitomnost PHA syntaz druhé tfidy byla
prokazana naptiklad u Pseudomonas aeruginosa [32].
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PHA syntazy tieti tfidy vyzaduji pro svoji celkovou aktivitu dvé podjednotky, PhaC a PhaE.
Molekulova hmotnost kazdé z téchto podjednotek se pohybuje okolo 40 kDa [32]. PHA syntazy
treti tfidy umoziuji produkci scl-PHA z monomera s fetézcem obsahujicim 3—5 atomt uhliku
[32, 33]. Vyskytuji se naptiklad u bakterii Allochromatium vinosum [32].

PHA syntazy ctvrté tiidy se skladaji ze dvou podjednotek, PhaC a PhaR [33]. Katalyzuji
polymerizaci monomerut s kratkym fetézcem obsahujicim 3—5 atomi uhliku za vzniku scl-PHA
[32, 33]. Prvni syntaza ¢tvrté tiidy byla nalezena u bakterii Bacillus megaterium. Narozdil
od ostatnich syntaz jsou PHA syntazy ¢tvrté tiidy schopny pomoci podjednotky PhaR stépit
molekulu a na jeji karboxylovy konec zatadit alkohol. Hlavnim ucelem této reakce je regulace
molekulové hmotnosti syntetizovanych PHA [32].

2.5 Aplikace PHA

PHA je mozné vyuzivat v mnoha riiznych oblastech predev§im diky tomu, Ze maji Sirokou skalu
mechanickych vlastnosti, jsou biologicky rozlozitelné, biokompatibilni a netoxické [4, 11].
Uplatnéni nachazi ve hlavné ve dvou odvétvich, v odvétvi 1ékarskych aplikaci a v odvétvi
prumyslovych aplikaci [34].

2.5.1 Aplikace v l1ékaFském odvétvi

PHA se vyuzivaji jako materidly v Iékatstvi hlavné proto, ze jsou netoxické a zaroven
biokompatibilni S riznymi butikami, napiiklad s bunikami kostni tkané, epitelovymi buitkami
a chondrocyty. Tyto biopolymery mohou byt pouzity jako nahrada za syntetické polymery,
které zpusobuji v lidském téle vedlejsi GCinky. Hlavni monomerni jednotkou PHB je
(R)-3-hydroxybutyrat, jez se pfirozené vyskytuje v krvi, proto je povazovan za vhodnou
a bezpecnou nahradu syntetickych polymera v 1ékatskych aplikacich [34].

Vysoce ¢ist¢ PHA mohou byt pouzity v tkdnovém inzenyrstvi k vyrobé cévnich §tépa,
srde¢nich chlopni nebo konstrukci s vyssi mechanickou pevnosti, které poskytuji bunkam
vyzivu a tim podporuji jejich rast a regeneraci tkani [35]. Mezi tyto pevné konstrukce patii
naptiklad Srouby, stehy, kostni implantity nebo materidly slouZici jako leSeni pro opravu
kloubni chrupavky [34, 35].

Déle mohou byt PHA vyuzity jako nosice 1€k, které zajisti cileny transport a fizené
uvolnovani 1é¢iv [34]. Pouziti PHA jako suroviny pro vyrobu tablet je mozné diky biologické
odbouratelnosti téchto polymert [35]. Naptiklad jako nosice antibiotika rifampicin se osvédcily
mikrokulicky PHB, které umoznuji fizené a rychlé uvoliovani 1é¢iva [34, 35].

2.5.2 Aplikace v prumyslovém odvétvi

Diky podobnym vlastnostem PHA a petrochemickych plastii je mozné vyuzit PHA jako
material vhodny pro vyrobu bioplasti [34]. Nicméné naklady na jejich vyrobu jsou ve srovnani
s vyrobou petrochemickych plastd vysoké, proto jsou zatim PHA vyuzivany piedevsim
Ve vysoce specializovanych aplikacich a Iékafstvi [36]. V primyslovém odvétvi nachazi PHA
uplatnéni naptiklad jako stavebni nebo obalové materialy, inteligentni gely, latex nebo lepidla
citliva na teplo [34]. Lze je vyuzit také v zeméd€lstvi K fizenému uvoliiovani herbicida [34, 36].
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V potravindifském primyslu mohou byt PHA pouzity jako nahrada za obaly
Z nerozlozitelnych syntetickych polymert. Vyhodou je nejen biodegradabilita, ale také vhodné
mechanické a fyzikalni vlastnosti tohoto materialu, zejména nizka propustnost pro kyslik, oxid

uhlic¢ity a vodu [34]. Diky témto vlastnostem je mozné prodlouzit trvanlivost potravin balenych
v PHA obalech [4].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité mikroorganismy

K provedeni experimentalni ¢asti prace byly pouzity celkem tii kmeny bakterii. Dva z nich
pochazi zbelgické sbirky mikroorganismt Ptirodovédecké fakulty gentské univerzity,
Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 a Tepidimonas fonticaldi LMG 26746. Treti bakterialni
kmen Tepidiphilus thermophilus DSM 27220 byl ziskan z némecké sbirky mikroorganismi
Leibniz Institut v Braunschweig.

Pro zjednoduseni byly vzorky bakteridlnich kmenii oznaceny zkratkami uvedenymi
v tabulce 1.
Tabulka 1: Pouzité bakteridlni kmeny

Mikroorganismus Sbirkové oznaceni | Zkratka
Tepidiphilus thermophilus DSM 27 220 M1
Tepidimonas taiwanensis LMG 22 826 M2
Tepidimonas fonticaldi LMG 26 746 M3

Kultury  Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis byly odeslany
do Biologického centra Akademie véd Ceské republiky v Ceskych Budgjovicich, kde byly
vytvoreny jejich fotografie z transmisniho elektronového mikroskopu.

3.1.2 Chemikalie pouzité pro kultivaci

- Nutrient broth (HiMedia, Indie)

- Agar powder (HiMedia, Indie)

- Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (LachNer, Ceské republika)

- Chlorid amonny (LachNer, Ceska republika)

- Siran hofe¢naty heptahydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)

- Chlorid vapenaty dihydrat, p.a. (Lachema, Cesk4 republika)

- Citronan amonno-zelezity (Fluka, Svycarsko)

- Yeast extrakt (HiMedia, Indie)

- Roztok stopovych prvku (TES 1) — slozeni: 50 [g/I] EDTA; 8,3 [g/l] FeClz; 0,84 [g/l]
ZnCly; 0,1 [g/l] H3BOs; 0,13 [g/l] CuCl. - 2 H20; 0,1 [g/l] CoCl. - 6 H20; 0,016 [g/l]
MnCl; - 6 H20)

3.1.3 Chemikalie pouzité pro screening uhlikatych zdroji

- Glycerol bezvody, p.a. (LachNer, Ceska republika)

- D-glukéza monohydrét p.a. (LachNer, Ceska republika)
- D-fruktoza (LachNer, Ceska republika)

- Galaktoza (LachNer, Ceska republika)

- Manoza (Sigma-Aldrich, Némecko)

- D-(+)-xyloza (HiMedia, Indie)
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- Sacharéza (LachNer, Ceské republika)

- Laktdza monohydrat (LachNer, Ceska republika)

- Arabindza (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Skrob rozpustny (Penta, Ceska republika)

- Kyselina valerova (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Propionat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

- 1,4-butandiol (Fluka, Svycarsko)

- y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Chloroform (LachNer, Ceska republika)

- Kyselina dinitrosalicylova (Sigma-Aldrich, Némecko)
- Hydroxid sodny p.a. (LachNer, Ceska republika)

- Vinan sodno-draselny p.a. (Lachema, Ceska republika)

3.1.4 Komponenty pouZité k izolaci DNA, PCR a elektroforéze

- Tris-HCI pufr (5 mM, pH 8,5)

- Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem (New England
Bio Labs, UK)
sloZeni: 20 mM Tris-HCI; 1,8 mM MgClz; 22 mM NH4Cly; 22 mM KCI; 0,2 mM dNTPs;
5% glycerol; 0,06% IGEPAL CA-630; 0,05% Tween 20; 25 jednotek/ml OneTaq Hot
Start DNA polymeraza

- 25 mM MgClz (TheromScientific, Spojené staty americké)

- Primery — 16S-F, 16S-R, G-D, G1R (Generi Biotech, Ceska republika)

- Sterilni voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical, Némecko)

- Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Némecko)

- Agarodza (Sigma-Aldrich, Némecko)

- DNA ladder — velikost fragmentt 3 000, 1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100 bp (Nippon Genetics Europe, Némecko)

- TBE pufr (slozeni: 108 g tris(hydroxymethyl)aminomethan; 55 g H3BOg; 9,3 g EDTA,
1000 ml destilovana voda)

- NanaSeci pufr (sloZzeni: 20 pg Bromfenylova modf; 3 ml glycerol; 7 ml destilovana voda)

3.1.5 Chemikalie pouzité pro screening proteaz

- Nutrient broth (HiMedia, Indie)

- Agar powder (HiMedia, Indie)

- Susené odstiedéné mléko (Bohemilk, Ceska republika)
- Zelatina (Carl Roth, Némecko)

- Kaseinat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Yeast extrakt (HiMedia, Indie)

- Pepton from soya (HiMedia, Indie)

- Trypton (pepton from casein) (HiMedia, Indie)

- Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Uhli¢itan sodny bezvody p.a. (LachNer, Ceska republika)
- Folin-Ciocalteau roztok (Penta, Ceska republika)
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3.1.6 Pouzité pristroje

- Laminarni box Biohazard Airstream (ESCO)

- Blokovy termostat Stuart SBH 200D — Bibby Scientific

- Centrifuga U-32R — Boeco (Némecko)

- Thermal cycler MyCycler™ — BIO-RAD

- Dualni vizualiza¢ni systém Ultra Viewer — Ultra Lum

- Transiluminator TVR 3121 — Spectroline

- Vahy Kern EW 620-3NM (Némecko)

- Magnetickd michacka, Kartell, TKO (Spojené staty americké)

- Temperovana tiepatka, Heidolph, Incubator 1000 (Ceské republika)

- ELISA reader, BioTek, ELx808 (Né¢mecko)

- Centrifuga Sigma, Sartorius

- Vortex TK3S, techno Kartell

- Nanofotometr, Implen, P300 (UK)

- Analytické vahy PA224C — Pioneer (Svycarsko)

- Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: Agilent J&W
DB-WAX 30 m by 0,25 mm, Agilent Technologies

- Vyhodnocovaci software Thermo Software Xcalibur

- Bé&zné laboratorni pomucky a sklo

3.2 Uchovavani bakterii

Ziskané bakterialni kultury byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu pii teploté¢ —80 °C
ve form¢ kryozkumavek. K rozoCkovani kultur do novych kryozkumavek bylo pouzito
inokulum, ze kterého bylo v lamindrnim boxu odebirano po 1 ml bakteridlni kultury
do zkumavky obsahujici 0,5 ml 30% sterilniho glycerolu. Vysledna koncentrace glycerolu
ve zkumavce byla tedy 10 %. Takto pfipravené kryozkumavky byly uchovavany v mrazicim
boxu.

3.3 Kultivace bakterii

Kultivace mikroorganismti probihala nejprve Vv inokula¢nich médiich bohatych na ziviny
a nasledné v mineralnich médiich — produk¢nich.

3.3.1 Inokulaéni médium

Pro pfipravu inokula¢nich médii byly pouzity Erlenmeyerovy banky na 100 ml naplnéné
roztokem komplexniho média Nutrient broth do objemu 50 ml. Kultivace probihala 24 hodin
pti 170 ot/min na tfepacce temperované na 50 °C. Pii pfipravé média na Petriho misky bylo
kK inokula¢nimu médiu pfidano jest¢ 17 g/l agaru.

Inokulacni médium Nutrient broth:

Nutrient broth 25 [o/l]
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3.3.2 Produké¢éni médium

Produk¢ni médium bylo piipravovéano do Erlenmeyerovych banék na 250 ml pInénych médiem
do objemu 100 ml. Zdroje uhliku a TES II byly do média ptidavany az po sterilaci.
Po zaockovani tvofila inokula¢ni kultura 10 % produk¢éniho média. Kultivace trvala po dobu
72 hodin.

Slozeni produkcniho média (mineralni médium):

NazHPO; - 12 H20 9 [g/l]
KH2PO4 1,5 [g/1]
NH4CI 1 [o/]
MgSO4 - 7 H20 0,2 [g/1]
CaClz - 2 H20 0,02 [g/l]
NH4Fe'citrat 0,0012 [g/1]
Yeast extrakt* 0,5 [g/l]
Uhlikaty zdroj** 20 [g/1]
TES 1I** 1 [mi/N]

* koncentrace Yeast extraktu v médiu pro Tepidiphilus thermophilus byla 3 [g/I]
** ptridano az po sterilaci média

3.4 Optimalizace ristu bakterii a produkce PHA

3.4.1 Hledani vhodného zdroje uhliku

Screening utilizace uhlikatych zdroji byl proveden s bakterialnimi kmeny Tepidiphilus
thermophilus DSM 27220, Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 a Tepidimonas fonticaldi
LMG 26746. Do produkéniho média byly pfidany razné zdroje uhliku za ucelem nalezeni
nejvhodnéjsiho uhlikatého substratu. Z fady monosacharidii byla pouzita glukéza, fruktdza,
galaktdza, mandza a xyloza, z fady disacharidi sachardza a laktoza, dale byl vyuzit Skrob, jenz
patii mezi polysacharidy. Jako nesacharidovy zdroj uhliku slouzil glycerol. Testovani prob&hlo
na mikrotitra¢ni desti¢ce, do jejichZ dér naplnénych 75 pl mineralniho média a 75 pl uhlikatych
zdroju bylo pipetovano 20 ul kultury z inokula. Ke srovnani byla na desticku pipetovana jesté
negativni kontrola, ktera obsahovala médium a kulturu, ale neptiddval se zdroj uhliku.
Kultivace probihala 72 hodin pfi teploté 50 °C. V Case 0 h a v ¢ase 72 hodin bylo provedeno
méfeni zékalu pfistrojem ELISA reader, ¢imz bylo mozné zaznamenat narust kultury.
Na zéklad¢ vysledkl z mikrotitracni desticky byly vybrany vhodné zdroje uhliku pro nésledné
submerzni kultivace.

3.4.2 Kultivace pri riiznych teplotach

Rast kultury a produkce PHA byly pozorovany pii rtiznych teplotdch kultivace. Produkcni
média bakterii Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis obsahovala jako zdroj
uhliku glukézu, médium bakterie Tepidimonas fonticaldi glycerol. Kultivace vSech
jmenovanych bakterii byly provedeny piti teplotach 45, 50, 55 a 60 °C a doba kultivace byla
72 hodin.
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3.4.3 Kultivace s pridavkem prekurzori

Ptidavkem prekurzorit do produk¢éniho média byla sledovana schopnost vSech vybranych
bakterii produkovat krom¢ 3HB i 4HB nebo 3HV. Jako prekurzory pro 4HB byly pouzity
1,4-butandiol a y-butyrolakton. U téchto prekurzorti nebyl do produk¢éniho média ptidavan
zdroj uhliku ve formé glukézy nebo glycerolu a koncentrace prekurzorii v médiu byla 8 g/l.
Prekurzory pouzitymi pro syntézu 3HV byly propionat sodny a kyselina valerova. Kyselina
valerova byla do média ptidana az po sterilaci. Koncentrace téchto prekurzorti v produkénim
médiu byla 2 g/l a zdroj uhliku byl ptidan v koncentraci 20 g/l. Zdroje uhliku byly stejné jako
pfi screeningu teplot. Kultivace takto ptipravenych produkénich médii probihala 72 hodin pfi
teploté 50 °C.

3.4.4 Kultivace na modelovych hydrolyzatech

Na schopnost utilizace modelovych hydrolyzati byl testovan bakterialni kmen Tepidimonas

taiwanensis. Do produk¢nich médii byly pred sterilaci pfidany modelové hydrolyzaty

simulujici mékké dievo, tvrdé dievo, ryzovou slamu, cukrovou titinu, pseni¢énou slamu

a pSeni¢né otruby, celkova koncentrace sacharidi v hydrolyzatech byla 20 g/l. Jejich

sacharidové slozeni je uvedeno v tabulce 2. Jako kontrola bylo pouzito produkéni médium

s ptidavkem 20 g/l glukézy. Kultivace bakterii probihala 72 hodin v termostatu pti 50 °C.
Tabulka 2: SloZeni modelovych hydrolyzatu

Vzorek Glukoza Xyloza Arabinéza | Mano6za | Galaktoza

[9/1] [9/1] [9/1] [9/1] [9/1]

Me¢ekké dievo 16,6 1 0,1 2 0,3

Tvrdé dfevo 3,2 12,4 1 1,8 1,6

RyzZova sldma 4,2 13,4 2,4

Cukrova titina 2,8 15 2,2

PSenic¢na slama 11,2 7,2 0,9 0,7

PSeni¢né otruby 0,8 12,4 6,8

3.5 Screening produkce proteaz

K ovéfeni schopnosti produkce proteaz byl kmen Tepidimonas taiwanensis LMG 22826
kultivovan na Petriho miskach s pevnym médiem obsahujicim 10 g/l suSeného odsttedéného
mléka, 8 g/l nutrient broth a 17 g/l agaru. Kultivace byla provedena v termostatu pfi teploté
50 °C a probihala 48 hodin. Pfitomnost proteaz byla prokazana vyvojem ¢iré zony obklopujici
bakteridlni kolonie.

Dale byl bakterialni kmen Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 podroben testu, pfi némz
bylo hledano vhodné produkéni médium pro syntézu proteaz. Prvni médium bylo pfipraveno
podle navodu uvedeného v kapitole 3.3.2 a obsahovalo tedy 0,5 g/l yeast extraktu. Do ostatnich
produkénich médii tohoto typu byly ptidany misto 0,5 g/ yeast extraktu pepton, kaseinat sodny,
yeast extrakt, trypton a Zelatina v koncentraci 1 g/l. Dalsi druhy produkénich médii byly slozeny
pouze ze dvou komponent. Jedno obsahovalo 8 g/l nutrient broth a 2 g/l Zelatiny, druhé 8 g/l
nutrient broth a 2 g/l kaseinatu sodného a tfeti 8 g/l nutrient broth a 10 g/l odstfedéného
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suSen¢ho mléka. Posledni produkéni médium bylo tvofeno pouze 25 g/l nutrient broth.
Kultivace probihala 48 hodin pfi teplot¢ 50 °C. Ke stanoveni aktivity protedz byl pouzit
supernatant ziskany centrifugaci kultury v produkénim médiu po kultivaci.

3.6 Pouzité metody

3.6.1 Izolace bakterialni DNA pomoci tepelné lyze

Zisk bakterialni DNA byl nutny pro nasledné provadéné molekularné€ biologické metody, PCR
a elektroforézu. Sterilni zkumavka Eppendorf byla naplnéna 100 ul lyzaéniho pufru (5 mM
Tris-HCI, pH 8,5), do kterého byly nasledné bakteriologickou klickou pfeneseny burky
bakteridlni kultury kultivované na Petriho miskéach. Takto pfipravené zkumavky se vzorkem se
obalily alobalem a vlozily do blokového termostatu vyhtatého na 98 °C. V ném byly ponechany
po dobu 10 minut a béhem této doby dochdzelo k tepelné lyzi bunck. Poté byl vzorek
ve zkumavce centrifugovan pti 10 000 ot/min 10 minut. V laminarnim boxu byl ze zkumavek
odebran roztok nad sedimentem do ¢istych zkumavek Eppendorf a tim byl ptipraven vzorek
obsahujici bakterialni dsDNA. Uchovavani vzorku probihalo v mrazicim zafizeni.

3.6.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Pro zjisténi koncentrace a Cistoty DNA ziskané tepelnou lyzi bylo provedeno
spektrofotometrické méfeni na ptistroji Nanofotometr, Implen, P300. Jako blank byl pouzit
lyza¢ni pufr. Koncentrace vzorku DNA v [ng/ul] byla odectena ptimo z piistroje, Cistota DNA
byla posuzovana na zékladé poméru A260/A280. Pro Cistou DNA by méla vyjit vysledna
hodnota poméru okolo 1,8. Niz$i hodnota tohoto poméru signalizuje kontaminaci proteiny,
vy$si hodnota znecisténi RNA.

3.6.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci molekularné biologické metody PCR multiplex bylo mozné amplifikovat zaroven dva
rizné tseky DNA pouzitim dvou odlisSnych pari primerti. Prvnim zkoumanym tsekem byl gen
kodujici 16S rRNA, jehoz velikost je priblizné 1500 bp [37]. Tento gen je charakteristicky pro
vSechny bakterialni druhy a k jeho vymezeni byly pouzity primery 16S-F a 16S-R. Druhym
usekem amplifikovanym pomoci PCR multiplex byl gen phaC, ktery koduje PHA syntazy
. tiidy. Tento gen obsahuje 551 bp a byl vymezen primery G-D a G1-R.

Slozeni smesi pro PCR multiplex:
Master mix OneTaq Hot Start* 12,5 pl

Mg?* 2,6 ul
Primer 16S-F 1,0 ul
Primer 16S-R 1,0 pl
Primer PhaC G-D 1,0 ul
Primer PhaC G1-R 1,0 ul
DNA 2,0l
PCR voda 3,9 ul

*(2x koncentrovany) se standardnim pufrem
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Pro piipravu PCR smési byly pouZity vzorky izolované DNA ze vSech zkoumanych bakterii.
Pro kontrolu spravnosti prib¢hu reakce byla pfipravena pozitivni kontrola. Ta obsahovala
stejné komponenty jako PCR smési, ale byla v ni pouzita DNA z bakterie Cupriavidus necator
(H16) u niz jsou hledané geny potvrzeny. Negativni kontrola souzila jako dikaz, ktery vyloucil
moznost kontaminace pouzitych komponent PCR smési. V PCR smési pro negativni kontrolu
byly nahrazeny 2 ul DNA 2 ul PCR vody.

Nasledn¢ byla provedena amplifikace pomoci teplotniho programu s annealingovou teplotou
55 °C.
Tabulka 3: Teplotni program PCR multiplex

Krok | Teplota[°C] | Cas[s] Pocet cylku
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 30 60 !

3.6.4 Elektroforéza na agarézovém gelu

Gelova elektroforéza nasledovala po uskute¢néni PCR a souzila K ovéfeni piitomnosti
amplikonti ve vzorcich. K jejimu provedeni byl pouzit 2% agarézovy gel s pridavkem 6 pl
barviva Midori Green. Do jamek v gelu bylo naneseno 10 pl smési slozené z 3 pl nanaseciho
pufru a 10 pl vzorku. Dalsi jamky byly naplnény pozitivni kontrolou, negativni kontrolou
a DNA zebtickem, jez tvofil standard s definovanou velikosti fragmenti. Elektroforéza
probihala po dobu 30 minut pfi napéti 90 V. Po jejim ukonceni byl pozorovan vysledek
prosvicenim gelu pomoci UV transiluminétoru.

3.6.5 Meéreni zakalu produkéniho média po kultivaci

Spektrofotometrické méteni zakalu slouzilo k ur€eni nartistu mikroorganismut, k némuz doslo
béhem kultivace. Po ukonceni kultivace v produkénim médiu byly odebirany kultury do kyvety
s délkou optické drahy 1 cm a fedény tak, aby jejich opticka hustota spadala do rozmezi hodnot
absorbance 0,1-1. Zakal byl méfen pfi vinové délce 630 nm proti destilované vodé.

3.6.6 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Biomasa byla ziskavana z produkénich médii. Po 72 hodinach kultivace byly odebirany kultury
po 10 ml do centrifugacnich zkumavek, v nichz doslo po 5 minutach centrifugovani rychlosti
6000 ot/min k usazeni biomasy na dn¢ zkumavek. Supernatant byl odlit a k sedimentu bylo
pfidano 5 ml destilované vody. Sediment byl rozsuspendovan a nésledovalo opét Sminutové
odstfedéni v centrifuze rychlosti 6000 ot/min. Pfebytec¢na voda byla slita a ziskana biomasa se
ususila v susarné temperované na 70 °C a poté byla zvaZena.
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3.6.7 Analyza PHA pomoci plynové chromatografie

Identifikace a stanoveni koncentrace PHA ve vzorcich byly provedeny pomoci plynové
chromatografie s FID detekci. Do krimpovacich vialek bylo navazeno 8-11 mg vysusené
biomasy ziskané z produkéniho média. K navazené biomase byl napipetovan 1 ml chloroformu
a nasledné jesté 0,8 ml roztoku 15% kyseliny sirové v methanolu s vnitinim standardem, jenz
tvorila kyselina benzoova v koncentraci 5 mg/ml. Smés v uzavienych vialkach byla
esterifikovana po dobu 3 hodin v termostatu temperovaném na 94 °C. Esterifikace slouzila
k pfevedeni netékavych PHA na tékavé methylestery pouzitelné k plynové chromatografii.

Po vychlazeni byly vzorky promichény s 0,5 ml 50 mM NaOH a bylo vyckano do oddéleni
organické a vodné faze. Z organické faze bylo odebrano 50 pl vzorku do €istych Sroubovacich
vialek pfedem naplnénych 900 ul chloroformu. Nasledovala analyza takto piipravenych vzorku
pomoci plynové chromatografie s FID detektorem.

Soubézné byla ptipravena také kalibra¢ni pfimka z komeréniho polymeru 3HB, jehoz Cistota
se pohybovala okolo 99,9 %.

3.6.8 Stanoveni redukujicich sacharidu

Koncentrace bakteriemi nevyuzitych sacharidii v produkénim médiu byla stanovena pomoci
kyseliny 3,5-dinitrosalicylové. Pro pfipravu cinidla byly rozpustény 2 g kyseliny
3,5-dinitrosalicylové zahtatim ve 100 ml destilované vody. K tomuto roztoku bylo ptfidano
40 ml 2M NaOH, 60 g vinanu sodno-draselného a odmérna barika na 200 ml byla doplnéna
destilovanou vodou po rysku.

Pti vlastnim stanoveni bylo pipetovano do zkumavky 0,5 ml vzorku ziedéného v zavislosti
na narGstu kultury a0,5ml Ccinidla obsahujiciho kyselinu 3,5-dinitrosalicylovou. Takto
ptipravené vzorky byly ponechany 10 minut ve vodni lazni temperované na 70 °C. Po ochlazeni
v temnu nasledovalo doplnéni zkumavek se vzorky destilovanou vodou na objem 10 ml
a dikladné promichani. Stejnym zplisobem probihala i pfiprava blanku, pfi niz byl vynechan
krok ptidavku vzorku. Absorbance byla méfena pii vinové délce 540 nm.

K ptipravé kalibracni kiivky byly pouzity roztoky glukézy o riiznych koncentracich. Postup
byl stejny jako pfi stanoveni vzorkd.

3.6.9 Stanoveni aktivity proteaz podle Ladd a Butler

Pfi stanovovani proteazové aktivity byl do zkumavky pipetovan 1 ml vzorku a 5 ml 0,65%
roztoku kaseinatu sodného ve vod¢. Roztoky ve zkumavkach byly ponechany 30 minut ve vodni
lazni temperované na 50 °C. Po inkubaci doslo k zastaveni reakce piidavkem 110 mM roztoku
kyseliny trichloroctové a k usazeni vzniklé srazeniny bylo vyuzito 10minutové centrifugace
s 6000 ot/min. Ze supernatantu byly odpipetovany 2 ml vzorku, k nimz bylo ptidano 5ml 0,5 M
roztoku uhli¢itanu sodného a 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 30 minutach stani pfi
laboratorni teploté byly vzorky promichany a5 minut centrifugovany pii 6000 ot/min.
Nasledovalo spektrofotometrické méfeni absorbance pti 660 nm. Soubézné s ptipravou vzorkt
probihala také ptiprava blanku, ktera se liSila pouze tim, Ze pied inkubaci bylo do zkumavky
pipetovano 5 ml 0,65% roztoku kaseinatu sodného a po inkubaci byl ptidan 1 ml vzorku a 5 ml
110 mM roztoku kyseliny trichloroctové [38].
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Kalibracni kifivka byla pfipravena zroztokii tyrosinu o riznych koncentracich.
Ke 2 ml roztoku tyrosinu bylo pifidano 5 ml 0,5 M roztoku uhli¢itanu sodného a 1 ml
Folin-Ciocalteuova c¢inidla. Po 30 minutach stani pti laboratorni teplot¢ byla méfena
absorbance pii 660 nm.

3.6.9.1 Stanoveni teplotniho optima protedz

Teplotni optimum protedz bylo stanoveno meéfenim protedzové aktivity pomoci mirné
modifikované metody Ladd a Butler. Jako vzorek byl pouzit supernatant z produkéniho média
obsahujiciho 25 g/l nutrient broth. Postup se od piedchoziho stanoveni 1iSil pouze teplotami
prvni inkubace, pfi niz dochazelo ke Stépeni kaseinu protedzami. Inkubace byla provedena pii
teplotach 30, 40, 50, 60 a 70 °C.

3.6.9.2 Stanoveni pH optima protedz

Ke stanovovani pH optima proteaz bylo upraveno pH 0,65% roztoku kaseinatu sodného
na ruzné hodnoty pomoci fosfatového a zasaditého glycinového pufru. Postup metody Ladd
a Butler byl stejny jako pii pfedchozim stanovovani aktivity proteaz a vzorek byl pouzit totozny
jako u stanoveni teplotniho optima. Stanoveni probéhlo v rozmezi pH 7,25-9,85.

3.6.9.3 Stanoveni piibliné molekuldarni hmotnosti proteadz

K uréeni velikosti proteaz byla provedena ultracentrifugace vzorki pfes membranové filtry
o velikostech 5, 10 a 30 kDa. Jako vzorek byl pouzit supernatant z produkéniho média
obsahujiciho 25 g/l nutrient broth. Ultracentrifugace probihala 40-120 minut v zavislosti
na velikosti filtru pti 6000 ot/min. Vzorky koncentratu i ultrafiltratu byly podrobeny stanoveni
proteazové aktivity mirné¢ modifikovanou metodou Ladd a Butler. Pokud byla stanovena vyssi
aktivita protedz ve filtratu, protedzy prosly filtrem a byly tedy mensi nez velikost port
membranového filtru. V opacném piipadé byla namétena vyssi aktivita ve zkumavce nad
filtrem, takZe protedzy neprosly pfes membranovy filtr a byly tedy vétsi nez pory filtru.

27



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Za ucelem nalezeni extremofilnich mikroorganismti disponujicich co nejlep$imi vlastnostmi
pro syntézu PHA byly vybrany 3 bakterialni kmeny Tepidiphilus thermophilus, Tepidimonas
taiwanensis a Tepidimonas fonticaldi. Pomoci molekularné biologickych technik byla u téchto
kment ovéfovana ptitomnost phaC genu kodujiciho PHA syntazu prvni tiidy. Nasledné byly
upravovany podminky kultivace tak, aby byl vytézek polyhydroxyalkanoati co nejvyssi.
U kmene Tepidimonas taiwanensis byl proveden screening produkce proteaz.

4.1 ldentifikace schopnosti akumulovat PHA

Metodou PCR multiplex byly amplifikovany dva rtizné tseky DNA za pouziti dvou sad
primert. Amplifikace probihala pfi teplotnim programu popsaném v tabulce 3. Vzorky DNA
byly ziskany tepelnou lyzi bakteridlnich bun€k a spektrofotometricky byla ovétena jejich Cistota
a koncentrace, jez jsou uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4. Koncentrace a cistota vzorkit DNA

A 260/280 c [ng/ul]
M1 1,340 195
M2 1,605 91,7
M3 1,574 53,6

Pomér absorbanci A 260/280 byl u vSech vzorki nizsi nez hodnota 1,8. Z toho Ize usuzovat,
ze vSechny tfi vzorky DNA byly znec€istény proteiny.

Pfitomnost amplikont byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy na agar6zovém gelu. Jako
standard byl pouZit Zebticek, jenz obsahoval fragmenty DNA v rozmezi 100 az 3000 bp.

e /65 TRNA (1500 bp)

phaC (551 bp)

Obrdazek 5: Gelova elektroforéza: NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 7 — Zebiicek,

M1 — Tepidiphilus thermophilus, M2 — Tepidimonas taiwanensis, M3 — Tepidimonas fonticaldi

Na obrazku 5 je u vSech vzorki (M1, M2, M3) patrné pfitomnost genu 16S rRNA a u vzorkt
M1 a M2 byl prokazan i vyskyt genu phaC. U bakterialniho kmene Tepidiphilus thermophilus
nebyla ovéfena piitomnost genu phaC, piestoze by tento gen mél mit. Negativni vysledek mohl
byt zplisoben chybou pii pipetovani primer nebo znecisténim DNA proteiny.
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4.2 Optimalizace produkce PHA

4.2.1 Hledani vhodného zdroje uhliku

Pomoci tohoto experimentu byly hledany uhlikaté zdroje vhodné jako substrat pro syntézu PHA
vybranymi bakterialnimi kmeny. Testovani probéhlo s 8 rliznymi sacharidy a s glycerolem.
Vyhodnoceni bylo provedeno na zékladé¢ spektrofotometrického méteni zakalu, pii némz zakal
vzorku slouzil k porovnani narastu biomasy.
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Obrdzek 6: Utilizace zdrojii uhliku kmenem Tepidiphilus thermophilus

Z obrazku 6 je ziejmé, ze nejvhodnéjsimi zdroji uhliku pro kmen Tepidiphilus thermophilus
je glukoéza a skrob. Pii pouziti glukozy byla primérna absorbance 0,438 a pii pouziti
Skrobu 0,401. Naopak nejmensi nartst kultury byl zaznamenén na fruktéze S primérnou
absorbanci 0,278. Tento bakterialni kmen sice nevykazoval pfili§ vysoky narust biomasy, ale
byl schopen utilizovat vSechny testované zdroje uhliku. Schopnost ristu mikroorganismt
na mnoha druzich uhlikatych zdrojii mize byt vyhodou pii zpracovavani riznych vedlejsich
produkt z potravinafského nebo jiného primyslového odvétvi. Moznost vyuziti téchto
vedlejSich produktli z primyslové vyroby jako uhlikaty substrat pfinaSi vyhodu ve formé
sniZeni nakladii na vyrobu PHA.
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Obrazek 7: Utilizace zdrojit uhliku kmenem Tepidimonas taiwanensis

Kmen Tepidimonas taiwanensis byl schopen nejlépe utilizovat glukozu a fruktdzu, coz je
mozné pozorovat na obrazku 7. Primérnd absorbance pti vyuziti glukdzy jako substratu byla
1,706 a pii vyuziti fruktozy 1,243. Nartst kultury na ostatnich zdrojich uhliku nebyl pfilis
vysoky a ve srovnani s glukdzou a fruktézou ho lze povazovat za téméf zanedbatelny. Jako
nejmén¢ vhodny substrat se ukdzala xyl6za, s niz byla primérna absorbance 0,062.
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Obrazek 8: Utilizace zdrojit uhliku kmenem Tepidimonas fonticaldi

Jak je mozné vidét na obrazku 8, nejvétsi narust kultury Tepidimonas fonticaldi byl
zaznamenan na glycerolu a glukoéze. Primérna absorbance pii pouziti nejvhodnéjsiho zdroje
uhliku, glycerolu, byla 0,211. Glycerol mize byt levnéjsim kultivacnim substratem, protoze je
generovan ve velkém mnozstvi jako vedlejsi produkt pti vyrobé bionafty [39]. Nejméné
vhodnym substratem pro rust Tepidimonas fonticaldi byla laktéza s primérnou hodnotou
absorbance 0,013.
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Pro kazdy bakterialni kmen byly vybrany dva uhlikaté substraty, které¢ se jevily jako
nejvhodnéjsi pro rist kultury. S pouzitim téchto zdroji uhliku byly provedeny kultivace
ve vétsSim objemu produkéniho média. Kultivace probihala 72 hodin pfi teploté 50 °C. Cilem
experimentu bylo porovnani koncentrace vyprodukovaného PHB pfi pouziti riznych zdroja
uhliku. Narust biomasy byl stanoven pomoci gravimetrické metody. Mnozstvi PHB bylo
zjisténo pomoci plynové chromatografie.
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Obrazek 9: Porovnani biomasy a produkovaného 3HB pri pouZiti riiznych zdroju uhliku

Nejlepsi  vysledky produkce PHA z vybranych zdroji uhliku byly zaznamenany
u bakterialniho kmene Tepidimonas taiwanensis, coz je patrné z obrazku 9. Pii utilizaci glukozy
timto kmenem bylo dosaZeno koncentrace biomasy 5,23 g/l a mnoZstvi nasyntetizovaného PHB
3,55 g/l. Procentualni obsah PHB v biomase Tepidimonas taiwanensis byl tedy 67,9 %. Naopak
u kment Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas fonticaldi doslo pouze k nizkému narustu
biomasy a koncentrace vzniklého PHB byla zanedbatelna.

Na zaklad¢ tohoto experimentu byl vybran pro kultivaci kazdého bakteridlniho kmene
nejvhodnéjsi zdroj uhliku vyuZivany pfi nasledujicich métfenich. Jako nejlepsi substrat pro
Tepidimonas taiwanensis byla zvolena glukoza a pro Tepidimonas fonticaldi glycerol, protoze
s jejich ptidavkem doslo k vyssimu zisku biomasy i PHB nez pfi pouziti druhého zkoumaného
zdroje uhliku. U Tepidiphilus thermophilus byl pozorovan nejvétsi narst biomasy a PHB
na skrobu. I pfesto byla nakonec jako lepsi substrat pro dal3i kultivace zvolena glukéza. Skrob
je Spatné rozpustny ve vodé a Casto sedimentuje, coz muze vést ke zkresleni vysledkt. Navic
ve stresovém prostiedi nebo v kombinaci s prekurzory mutize byt glukéza vyhodou diky tomu,
ze je pro mikroorganismy snadnéji utilizovatelna.
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4.2.2 Kultivace pFi riiznych teplotach

Vsechny zkoumané mikroorganismy patii mezi termofilni mikroorganismy a jsou schopny rast
Vv rozmezi teplot 3560 °C. Jejich teplotni optimum se pohybuje kolem 50-55 °C [23, 24, 25].
Timto experimentem byl studovan vliv teploty na produkci PHA.

Do produkénich médii kmena Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis byla
jako zdroj uhliku pfidana glukéza. U kmene Tepidimonas fonticaldi probihala kultivace
na glycerolu.
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Obrazek 10: Porovnani biomasy a produkovaného 3HB pri riiznych teplotach

Z obrazku 10 je patrné, Ze nejintenzivnéj$i narast kultur Tepidiphilus thermophilus
a Tepidimonas taiwanensis nastal pii 5055 °C. Toto rozmezi teplot je definovano jako teplotni
optimum pro rast studovanych bakterii [23, 24, 25]. Nejvyssi koncentrace biomasy i PHB
u téchto dvou bakterialnich kment byla naméfena pii 50 °C. U Tepidiphilus thermophilus bylo
ziskano 3,23 g/l biomasy a 1,25 g/l PHB, u Tepidimonas taiwanensis 5,45 g/l biomasy a 3,56 g/l
PHB. Ovsem z hlediska procentudlniho obsahu PHB Vv biomase bylo vyprodukovano bakterii
Tepidiphilus thermophilus nejvice polymeru pii teploté 55 °C (39,7 %) a bakterii Tepidimonas
taiwanensis pfi teploté 45 °C (67,3 %). Rust ani produkce PHB kulturou Tepidimonas fonticaldi
se pfi ruznych teplotich témét neliSily, ale dosahovaly pouze velice nizkych hodnot.
Koncentrace biomasy v médiu se pohybovala v rozmezi 0,35-0,47 g/l a koncentrace polymeru
byla 0,002-0,008 g/l.
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4.2.3 Kultivace s pridavkem prekurzori

Ptidavkem prekurzort do produkéniho média byla testovana schopnost zkoumanych bakterii
produkovat kopolymery. Vyuzitim prekurzorii pro tvorbu 4HB méla byt vyvolana syntéza
P(3HB-c0-4HB) a prekurzory pro 3HV mély indukovat produkci P(3HB-co-3HV).

Tabulka 5. Ndriist kultur v médiich s prekurzory po 72 hodinach kultivace
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1,4
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10
08
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Mikroorganismus Prekurzor Biomasa [g/I]
1,4-butandiol 0,53 +0,06
ML y-butyrolakton 0,03 + 0,04
kyselina valerova 1,36 = 0,07
propionat sodny 1,04 + 0,01
1,4-butandiol 0,32 +0,03
M2 y-butyrolakton 0,08+ 0
kyselina valerova 0,03+ 0,04
propionat sodny 416 + 0,04
1,4-butandiol 0,52 +0,05
M3 y-butyrolakton 0+0
kyselina valerova 0+0
propionat sodny 0,69 + 0,27
m 3HB [g/I]
4HB [g/l]
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Obrdzek 11: Porovnani produkovanych kopolymerii pri pouZiti riiznych prekurzorii
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Pfi kultivaci na riznych prekurzorech bylo dosazeno nejvyssiho narustu kultury a zaroven
i zisku P(3HB-co-3HV) u kmene Tepidimonas taiwanensis s piidavkem propionatu sodného,
coz je ziejmé z obrazku 11. Koncentrace PHA dosahla 1,86 g/l a obsah 3HV pak 7 mol. %.
Kultura Tepidiphilus thermophilus rostla nejlépe na kyseliné valerové apouze s timto
prekurzorem doslo k produkci kopolymeru. PHA vznikl v koncentraci 0,025 g/l a obsah 3HV
dosahl 48 mol. %. Piestoze byl ziskan P(3HB-c0-3HV), jeho koncentrace dosahovala velice
nizkych hodnot. Rust kmene Tepidimonas fonticaldi byl pozorovan na 1,4-butandiolu
a propionatu sodném, avsak k tvorbé kopolymeru doslo pouze pii pouziti 1,4-butandiolu.
Zastoupeni jednotlivych monomert ve vyprodukovaném P(3HB-co-4HB) bylo 0,039 g/l 3HB
a 0,034 g/l 4HB.

4.2.4 Kultivace na modelovych hydrolyzatech

Lignocelul6zové materialy mohou predstavovat levny, dostupny a udrzitelny substrat pro
vyrobu PHA. Jsou jimi naptiklad zbytky dieva, travy nebo vedlejsi zeméd¢€lské produkty.
Hydrolyzou lignoceluldzy vznikaji fermentovatelné sacharidy, avSak tato preduprava je zatim
pomé&rn¢ obtizna [40].

ProtoZze by vyuzZiti lignocelulézovych hydrolyzath mohlo pfispét ke snizeni ndklada
na produkci PHA, byly vytvoifeny modelové podminky pro utilizaci téchto materialti. Tento
experiment slouzil k ovéfeni schopnosti bakterie Tepidimonas taiwanensis vyuzivat jako
substrat rizné modelové hydrolyzaty a zaroven produkovat PHA. Pii testovani bylo pouZito
6 riznych druhti hydrolyzati, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 2. Po kultivaci bylo
stanoveno mnoZzstvi zbytkovych sacharidii v médiu.

Obrazek 12: Narust kultury Tepidimonas taiwanensis na modelovych hydrolyzatech: 1 — PSenicné
otruby, 2 — Cukrovad titina, 3 — RyZova slama, 4 — Tvrdé dievo, 5 — PSenic¢na slama, 6 — Meékké drevo,

7 — Kontrola

Na obrazku 12 je mozné pozorovat schopnost utilizace modelovych hydrolyzatd kmenem
Tepidimonas taiwanensis. Nejintenzivngjsi narust kultury byl zaznamenan na hydrolyzatech
obsahujicich vysoké mnozstvi glukdzy, jimiz byly m&kké dievo a pSeni¢na slama. Pii pouziti
mekkého dieva jako substratu bylo dosazeno koncentrace biomasy 4,8 g/l apii kultivaci
na hydrolyzatu pSeni¢na slama byla koncentrace biomasy 2,4 g/l. Maly narust kultury nastal
jeste na tvrdém dievé, pti jehoz pouziti bylo ziskano 0,7 g/l biomasy. Ostatni hydrolyzaty se
ukazaly jako nevhodny substrat pro kultivaci Tepidimonas taiwanensis.
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Obrazek 13: Porovnani biomasy a produkovaného 3HB pri pouziti riuznych modelovych hydrolyzati

Zisk PHB pfi kultivaci na modelovych hydrolyzatech je znazornén naobrazku 13.
Nejintenzivnéjsi produkce PHB bylo dosazeno pii kultivaci na mékkém dievé, S jehoz pouzitim
se vytézek PHB pohyboval kolem 2,4 g/l. Mnozstvi ziskaného PHB na mékkém dievé se
piiblizovalo hodnoté PHB v kontrolnim vzorku, ktery obsahoval jako zdroj uhliku pouze 20 g/1
gluko6zy. Produkce PHB na ostatnich hydrolyzatech byla téméf zanedbatelna.

4.2.4.1 Stanoveni redukujicich sacharidii v médiu

V produkénich médiich s modelovymi hydrolyzaty obsahujicimi ptfed kultivaci 20 g/l
redukujicich sacharidi byla po kultivaci stanovena koncentrace nevyuzitych redukujicich
sacharidt. Stanovené koncentrace zbytkovych sacharidi jsou uvedené v tabulce 6.

Tabulka 6. Obsah redukujicich sacharidii v médiich s modelovymi hydrolyzaty po kultivaci

Zbytkové Spottebované v
Vzorek sacharidy [g/1] | sacharidy [g/1] i
Me¢ekké dievo 54+04 146+0,4 0,167
Tvrdé dievo 19,2+ 1,8 08+1,8 0,039
RyZova sldma 195+0,2 05+0,2 0,166
Cukrova titina 19,3+1,3 0,7+1,3 0,005
PSeni¢na slama 10,7+ 1,6 93+1,6 0,005
PSeni¢né otruby 19,7+ 0,6 0,3+0,6 0,014
Kontrola 2,9+0,7 17,1+0,7 0,173

Spotieba redukujicich sacharid z produkéniho média odpovidala nartstu kultury
na jednotlivych hydrolyzatech. Nejmensi mnozstvi zbytkovych sacharidi bylo zaznamenano
Vv kontrolnim vzorku a v médiu s mékkym dievem. Naopak Zadné nebo témét zadné redukujici
sacharidy nespotieboval kmen Tepidimonas taiwanensis pti pouziti pSeni¢nych otrub, ryzové
sldmy, cukrové titiny a tvrdého dieva.
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4.3 Screening produkce proteaz

Kultivaci na Petriho miskach byla ovéfena u bakterialniho kmene Tepidimonas taiwanensis
schopnost produkce protedz. Dikaz pfitomnosti téchto enzymu 1ze pozorovat na obrazku 14
vznikem prihlednych zén obklopujicich kolonii bakterii. Tato ¢ird zéna je zplsobena
rozkladem kaseinu obsazeného v suSeném mléku.

Obrdzek 14: Test produkce protedz

K nalezeni vhodného média pro syntézu protedz byla provedena kultivace kmene
Tepidimonas taiwanensis v 10 produkénich médiich o rizném slozeni uvedeném v kapitole 3.5.
Nasledné stanoveni enzymové aktivity bylo provedeno pomoci mirné¢ modifikované metody
Ladd a Butler.
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Obrazek 15: Aktivita proteaz pri pouZiti riiznych produkcnich médii

Z obrazku 15 je zifejmé, ze nejvysSi protedzova aktivita byla naméfena pii kultivaci
Tepidimonas taiwanensis v médiu obsahujicim pouze 25 g/l nutrient broth. Pti jeho pouziti byla
stanovena aktivita protedz 3,4 U/ml. Relativné dobrych vysledkli bylo dosazeno také pfti
kultivaci na smési nutrient broth se suSenym mlékem (1,5 U/ml) a na smési nutrient broth
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s kaseinatem sodnym (1,1 U/ml). Naopak zadnou protedzovou aktivitu nevykazovala kultura
Vv produkénim médiu s ptidavkem peptonu.

Na zékladé téchto vysledkli bylo vybrano k dal$im méfenim pouze produkéni médium
s 25 g/l nutrient broth. Zaroven byl proveden test na ptitomnost PHA v biomase z tohoto média,
pfi kterém byla stanovena koncentrace PHB po 48hodinové kultivaci (0,12 + 0,02) g/l
a koncentrace biomasy (0,84 + 0,08) g/I.

4.3.1 Stanoveni teplotniho optima proteaz

Alkalické protedzy se vyznacuji svoji termostabilitou, diky které nachazi Siroké uplatnéni
v primyslovych aplikacich. Pouzivaji se napfiklad v detergentech, potravinich nebo
ve farmacii [25]. Pomoci mirné modifikované metody Ladd a Butler byla stanovena proteazova
aktivita pii riznych teplotach a na zaklad¢ vysledkti bylo urceno teplotni optimum c¢innosti
proteaz ziskanych z kmene Tepidimonas taiwanensis.
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Obrdazek 16: Teplotni optimum aktivity protedz

Nejvyssi hodnota proteazové aktivity (1,5 U/ml) byla namétena pii teploté 70 °C, jak je
patrné z obrazku 16. Naopak pfi teplotach 40 a 50 °C dosahl teplotni profil aktivity protedz
minima. Pfi méfeni byla pozorovana mala opakovatelnost, ktera mohla byt zptisobena nizkou
koncentraci enzymu ve vzorcich. Rist Cinnosti protedz vrozmezi 60 az 70 °C muze
pfedstavovat vyhodu pifi vyuziti téchto enzymi v pracich prostiedcich, ale zavisi také
na ovlivnéni aktivity pfitomnosti mydel a alkalii [41].

4.3.2 Stanoveni pH optima proteaz

Alkalické protedzy byvaji stabilni i aktivni pii vysokych hodnotach pH, coz byva spole¢né
s termostabilitou vyhodou pii pouziti v praimyslovych aplikacich [25]. pH optimum bylo
stanoveno na zaklad¢é méfeni proteazové aktivity mirné modifikovanou metodou Ladd a Butler.
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Obrazek 17: pH optimum aktivity protedz

Z obrazku 17 je zfejmé, Zze proteaza produkovana kmenem Tepidimonas taiwanensis
vykazovala nejvétsi aktivitu pii pH 8,2. Naslednym zvySovanim pH dochéazelo ke snizovani
protedzové aktivity. Pro vyuziti alkalické protedzy jako prisady V pracich prostiedcich je
dulezita vysoka aktivita pti hodnoté pH blizké 10, takze by protedza z Tepidimonas taiwanensis
nebyla pfili§ vhodna pro toto pouziti [41].

4.3.3 Stanoveni velikosti proteaz

K urceni pfiblizné velikosti proteaz byly vzorky podrobeny ultracentrifugaci ptes membranoveé
filtry o rGzné velikosti port. Na zaklad¢ stanoveni vétsi aktivity ve filtratu nebo koncentratu
bylo prokazano, zda proteazy prosly pory filtru nebo ne.
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Obrazek 18: Stanoveni velikosti protedz
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Na obrazku 18 znazornuje sloupec s vétsi aktivitou vzdy misto, kde se nachazely proteazy
po ultracentrifugaci. Pii pouziti membranového filtru o velikosti péra 5 kDa nedoslo
Kk prichodu proteaz do filtratu. Naopak pfti pouziti filtru s pory velikymi 30 kDa se proteazy
do filtratu dostaly. Lze tedy usuzovat, ze velikost alkalickych proteaz z kmene Tepidimonas
taiwanensis se pohybuje v rozmezi 10 az 30 kDa.
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5 ZAVER

Vyroba polymernich materidlli biotechnologickymi procesy je ndkladna a stale nedokaze
konkurovat cenam petrochemickych produkti. Biotechnologické zpracovani muze byt
zjednoduseno pouzitim termofilnich mikroorganismi, které vlivem vyssi kultivacni teploty
odolavaji kontaminaci mezofilnimi mikroorganismy. Né&které termofilni mikroorganismy
dokazi navic produkovat termostabilni enzymy, které nachazi Siroké uplatnéni v priimyslovych
aplikacich jako biokatalyzatory pro vysokoteplotni procesy.

Cilem této prace bylo provedeni zakladni metabolické charakterizace a studium
biotechnologického potencialu mikrobialnich kultur Tepidiphilus thermophilus, Tepidimonas
taiwanensis a Tepidimonas fonticaldi. Hlavni naplni bylo testovani schopnosti téchto
mikroorganismi produkovat polyhydroxyalkanoaty.

U vsech vybranych kultur byla provedena detekce genu phaC spole¢né s genem 16S rRNA
pomoci metody PCR. Pfitomnosti genu phaC byla potvrzena u bakteridlnich kmend
Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis. U kultury Tepidimonas fonticaldi se
nepodafilo gen phaC detekovat, avSak tento kmen byl schopen produkovat PHA.

Ke stanoveni vhodného zdroje uhliku pro rast kultur a produkce PHA bylo vyuZito 8 riznych
sacharidii a glycerol. Bakterie Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis byly
schopny nejlépe utilizovat glukoézu. Kmen Tepidimonas fonticaldi vykazoval nejlepsi rust
na glycerolu, takze by k jeho kultivaci mohl byt vyuzivan glycerol ziskdvany jako vedlejsi
produkt pii vyrobé bionafty. Vyhovujicim producentem PHA by mohl byt Tepidimonas
taiwanensis, ktery byl pii pouziti glukdézy jako substratu schopen akumulovat
polyhydroxyalkanoaty az do 67,9 % své bunécéné suSiny. U ostatnich zkoumanych kultur byla
koncentrace syntetizovanych polyhydroxyalkanoatli minimalni.

Optimalni teplota ristu bakterii a produkce PHA byla stanovovana v rozmezi 45-60 °C.
Nejintenzivnéjsi nartst kultur Tepidiphilus thermophilus a Tepidimonas taiwanensis byl
zaznamenan pii teploté 50 °C, pfi niz doslo i k nejvyssimu zisku PHA. Kmen Tepidimonas
fonticaldi nevykazoval téméf zadné rozdily pii riznych teplotich kultivace. Kultivaci pfi
teploté 50 °C dochézi k zamezeni kontaminace neZddoucimi mezofilnimi mikroorganismy, coz
muze zmenSit naroky na sterilizaci a praci za aseptickych podminek, a tim pfispét ke snizeni
nakladt bioprodukce PHA.

Produkce kopolymeri byla iniciovana ptidavkem prekurzori 3HV nebo 4HB. Ke vzniku
vétsiho mnozstvi kopolymeru, konkrétné P(3HB-co-3HV), doslo pouze u kmene Tepidimonas
taiwanensis za pomoci propionatu sodného. P¥idavkem 1,4-butandiolu do produkéniho média
kultury Tepidimonas fonticaldi byla vyvolana syntéza P(3HB-co-4HB), ale koncentrace
ziskaného PHA byla velice nizka.

Dale byla zkoumana schopnost kmene Tepidimonas taiwanensis utilizovat rizné modelové
hydrolyzaty jako zdroj uhliku a vyuzivat je k syntéze PHA. Testovani bylo provedeno s Sesti
druhy modelovych hydrolyzath. Nejvétsi mnozstvi biomasy i polyhydroxyalkanoati bylo
ziskano kultivaci na mékkém drevé, avSak vytéznost PHA byla o 17,4 % niz8i neZ u kontrolniho
vzorku obsahujiciho jako substrat pouze glukézu.
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Bylo ovéteno, ze kultura Tepidimonas taiwanensis je schopna produkovat proteazy.
Z deseti testovanych produkénich médii bylo vybrano jako nejvhodnéjsi pro syntézu proteaz
médium s 25 g/l nutrient broth. Pti jeho pouziti bylo ziskdno po 48 hodinach kultivace
(0,12 £ 0,02) g/l PHB. Pomoci mirné¢ modifikované metody Ladd a Butler bylo stanoveno
teplotni optimum, pH optimum a velikost protedz. Nejvyssi proteazova aktivita byla namétena
pti teploté 70 °C. Je mozné, ze pii dalSim zvySovani teploty dojde i k rtstu aktivity proteaz.
Do budoucna Ize tedy rozsitit tento prizkum o méteni aktivity pii teplotach vyssich nez 70 °C.
Jako optimalni pH pro ¢innost proteaz se jevilo pH 8,2 a velikost téchto enzyma byla stanovena
v rozmezi 10 az 30 kDa.
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