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ABSTRAKT

The aim of this work is to study microbial production of polyhydroxyalkanoates (PHA).
Theoretical part is focused on production of PHA using microoganisms and transgenic plants.
Bacterial strain Cupriavidus necator H16 was used for laboratory production of PHA.
Various waste oils were used as sole carbon and energy source. Salt of propionic adic and 1-
propanol were used as intermediate for 3-hydroxyvalerate monomer (3HV) unit.
Incorporation of 3HV to polymer can improve material features of PHA. The major part of
experimental work was focused to study influence of aeration (concentration of dissolved
oxygen) to bacterial growth, selected metabolic pathways and formation of PHA.
Furthermore, influence of aeration to monomer composition of polymer was evaluated.
According to experimental conclusion of this work it was approved dependance between
aeration and monomer composition of PHA. Moreover, it was approved that higher
concentration of oxygen supports bacterial growth and influences PHA content in cells. In
addition, NADPH is one of the substrates influencing flux of acetyl-CoA throughout the
metabolism; higher intracellular concentration of NADPH inhibits TCA cycle and enhances
accumulation of PHA in cells. For this reason, specific enzymatic aktivity of several selected
intracelular enzymes were measured, including those enzymes which can generate NADPH.

ABSTRAKT

Cilem prace je studium mikrobialni produkce polyhydroxyalkanoati (PHA). V teoretické
¢asti je zpracovan strucny piehled produkce PHA pomoci mikroorganismil a transgennich
rostlin. Pro laboratorni praci byla vyuzita pramyslové uzivand bakterie Cupriavidus
necator H16. Rizné odpadni oleje byly pouzity jako jedinych zdroj uhliku a energie. Pro
zlepseni materidlovych vlastnosti PHA byly pouzity prekurzory 1-propanol a propionat
sodny, které byly inkorporovany do polymeru ve formé 3-hydroxyvaleratu (3HV). Hlavni ¢ast
experimentalni prace byla zaméfena na studium vlivu aerace (koncentrace rozpusténého
kysliku v médiu) na tvorbu biomasy, na ovlivnéni vybranych metabolickych drah a na
akumulaci PHA. Dle ziskanych experimentalnich vysledki byla potvrzena zavislost mezi
aeraci a monomernim slozenim PHA. Dale byl potvrzen fakt, Ze vyssi koncentrace kysliku
podporuje bakterialni rist a ovliviiuje intenzitu akumulace PHA v buiikich. NADPH ma
podstatny vliv na osud acetyl-CoA v metabolismu, vyssi vnitrobunééna koncentrace NADPH
inhibuje citratovy cyklus a zvySuje akumulaci PHA v buikach. Z toho divodu byla
vyhodnocena enzymova aktivita vybranych intracelularnich enzymu v zavislosti na intenzité
aerace, véetn¢ enzymu schopnych generovat NADPH.
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Polyhydroxyalkanoate, Cupriavidus necator, oxidation stress, P(3HB-co-3HV), PHA, PHB,
aeration
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2. UvoD

Polymerni materidly jsou primyslové vyrdbény od tficatych let dvacéatého stoleti a
v soucasné dob¢ tvori prakticky nepostradatelnou skupinu latek, bez kterych si téméf nelze
prestavit kazdodenni bézny zivot v primyslove vyspélych zemich. Sta¢i se rozhlédnout kolem
sebe a s nadsazkou muzeme fici, Ze nasledujici generace budou moznad dvacaté a dvacaté
prvni stoleti nazyvat ,,dobou plastovou*.

Syntetické polymery postupné od svého vzniku nahrazuji ve vSech odvétvich lidské
¢innosti tradi¢ni materialy jako je napf. sklo, papir, kov, dfevo ¢i keramika.

Polymerni materialy maji fadu vynikajicich vlastnosti, které se staly dilezitym prvkem
zvySujici komfort a kvalitu naseho zivota, a to predev§im diky své vysoké molekulové
hmotnosti, inertnosti a specifickym vlastnostem, které je mozno upravit piesn¢ pro dané
pouziti. Je proto paradoxem, ze tyto jejich vlastnosti ndm v budoucnosti budou kvalitu a
komfort zivota pravdépodobné zase snizovat. Dochazi totiz k nartstajici akumulaci téchto
materiald v zivotnim prostfedi a k jeho znecistovani. Stav zivotniho prostfedi je mimo jiné
jednim z faktorti ovliviujici kvalitu zivota. Dale cCasto dochédzi ke zneciSténi zivotniho
prostiedi jiz pii samotné vyrob¢ nebo recyklaci téchto materialt.

Dalsi velkou nevyhodou konvekénich polymerti je vyroba z fosilnich zdroji. Ropa je
v soucasné dobé nejvyznamnéjsi neobnovitelny fosilni zdroj na planeté. Lze predpokladat, ze
s klesajici dostupnosti ropy bude riist jeji cena a tudiz i cena vSech vyrobkt a materiali z ni
vyrabénych. A nakonec pfi vyCerpani svétovych zasob ropy, bude dalsi vyroba polymernich
materidlii znacné¢ problematicka. Je proto obecné silna motivace pro nalezeni novych
materiall jejichz vyroba nebude zavisla na fosilnich zdrojich. DalSim pozadavkem na tyto
nové materialy je vétsi kompatibilita s zivotnim prostiedim, efektivni recyklace a
bezodpadova likvidace.

Jednou z alternativ je produkce tzv. bioplastl. Jedna se o Sirokou skupinu materiala, kam
patii napt.: polymery vyrobené ze Skrobu, z kyseliny mlééné nebo polyhydroxyalkanoaty.
Spole¢nou vlastnosti vétSiny téchto materiall je moznost jejich produkce z obnovitelnych
zdrojii a jejich biodegradabilita. Vzhledem k jejich vlastnostem mohou byt tyto materialy
pouzity jako nadhrada pfedméth pro jednorazové pouziti ¢i predméth a materiala, u kterych je
postacujici relativné kratkd trvanlivost — napt.: obalové materidly. Dale tyto materidly nabizi
fadu zajimavych aplikacnich moznosti ve farmacii, medicin€ a jinych specialnich aplikacich.

Polyhydroxyalkanoaty jsou linedrni polyestery, které ve svych buiikach akumuluje cela
fada pfirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismi. Tento fenomén je znam jiz od roku 1921,
kdy mikrobiolog Lemoigne poprvé izoloval poly(3-hydroxybutyrat). Od té doby byla
provedena fada rozsahlych studii, jejichz cilem je snizit vyrobni naklady na produkci
polyhydroxyalkanoati tak, aby jejich vyroba byla konkurence schopnd s konvekénimi
polymery. Jednou z moznosti zefektivnéni mikrobidlni vyroby polyhydroxyalkanoati je
vyuziti obnovitelnych odpadnich substratii nebo aplikace vhodnych exogennich stresovych
vlivi.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Co je to PHA?

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymerni materialy, které v posledni dob¢ vzbuzuji
z4djem odborné 1 laické verejnosti. Jednd se o velmi Sirokou skupinu polyestera.
Hydroxyskupina jedné kyseliny je esterifikovana karboxylovou skupinou nasledujici
kyseliny, za vzniku linearniho polyesteru. [1]

Stejné jako ¢lovek ¢i fada jinych organismd, 1 nékteré bakterie ,,mysli na horsi casy*, ale
na rozdil od ¢lovéka vsak neakumuluji triacylglyceroly, ale vySe zminéné polyestery, které je
dané bakterie schopna vyuzivat jako zdroj energie a uhliku, kdyz pfijdou zminéné ,,horsi
casy®. [1, 2]

Bakterie jsou obecné velmi dobfe vybaveny pro vyuzivani a utilizaci celé tady
organickych i anorganickych sloucenin, véetné riznych odpadd a to i za velmi rozdilnych
podminek liSici se v zavislosti na pouzitém mikrobidlnim kmenu. Nékteré bakterie jsou navic
schopny akumulovat ve svych bunkach ohromné¢ mnozstvi téchto polyesteri. PHA u nich
muze tvotit az 70-80% suché hmotnosti bunék. [1, 2]

PHA jsou biodegradabilni polymery, to znamena, ze tento polyester miize byt degradovan
fadou jinych mikroorganismu, pokud bude z produkcni bakterie izolovan, pouzit a poté bude
vyrobek z PHA ponechan volné ve vhodném biotopu. V takovém piipadé dojde k jeho
piirozenému a relativné rychlému rozkladu ve srovnani s béznymi syntetickymi polymery
z ropy. Dlouha perzistence syntetickych polymert v zivotnim prostfedi je vSeobecné zndma a
je ji vénovana zna¢na pozornost. [2, 3]
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Obrazek 1 Obecné schéma vyroby PHA [4]
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PHA tedy diky tomu a diky svym materidlovym vlastnostem, které¢ jsou diskutovany nize,
nabizi Sirokou fadu aplika¢nich moznosti — napf.: pouziti pro vyrobu nékterych druha
obalovych materiali, dale pii produkci homopolymeru, napi.. poly(3-hydroxybutaratu),



ziskame po kyselé hydrolyze ¢istou opticky aktivni latku R-3-hydroxybutyrat, kterou mizeme
pouzit napiiklad pro stereoselektivni organické syntézy. Dalsi aplika¢ni moznosti PHA je jako
nosi¢ biologicky aktivnich latek v huméanni ¢i veterindrni medicin€é nebo pro piipravu
granulovanych ¢i enkapsuovanych hnojiv s postupnym uvolnovanim, u kterych intenzita
uvolnovani hnojiva resp. enkapsulované latky bude zaviset na rychlosti biodegradace
polymeru, kterad se da do zna¢né miry regulovat. [1, 3]

Na obrazku ¢. 1 je schématicky zndzornén obecny princip bioprodukce PHA, kterou
v soucasné dobé¢ mizeme rozdélit na dvé zakladni skupiny: vyroba pomoci mikroorganismi
nebo pomoci transgennich rostlin. [4]

Nejveétsi vyhodou vyroby téchto materiall je nezavislost vyroby na ropé a jinych fosilnich
zdrojich. Zasoby ropy a jinych fosilnich paliv nejsou neomezené. Dalsi vyhodou PHA ve
srovnani s béZznymi polymery je skutecnost, ze pii vyrobé konvekéni polymert dochazi
k akumulaci velkého mnozstvi odpadi, které jsou ohromnou zatézi pro zivotni prostiedi. [1,
5]

Pomoci produkéniho mikroorganismu tedy muzeme ,vyrabét® PHA s pouzitim
obnovitelného zdroje ze jako je napfi.: sacharoza, Skrob, rostlinny olej nebo pouzit odpady
z potravinafstvi ¢i gastronomie jmenovité napt.: melasa, fritovaci tuky a jiné.

Pouzité vyrobky z PHA mohou byt skladkovany ¢i kompostovany. Pti aerobnim rozkladu
pomoci pfitomné mikroflory jsou za vhodnych podminek rozlozeny na oxid uhli¢ity a vodu a
za anaerobnich podminek jsou degradovany na methan, oxid uhlicity a vodu. Vznikly oxid
uhli¢ity se vraci zpét do kolobéhu uhliku a je nasledné znovu fixovan zelenymi rostlinami,
jejichz produkty nebo odpady z nich se pouzivaji pro produkci PHA. Z vyse uvedeného je
patrné, ze nedochdzi ke zvySovani mnozstvi oxidu uhli¢itého v atmosfére, jako je tomu napf.
pii likvidaci plastl z ropy ve spalovnach. [6, 7, §]

Polymer
r"' \W n=1 R=hydrogen  Poly(3-hydroxypropionate)
H R = methyl Poly(3-hydroxybutyrate)
l R = ethyl Poly(3-hydroxyvalerate)
R = propyl Polv(3-hydroxyhexanoate)
— O0—C—(CH,)—C—— R = pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
1 2'n R = nonyl Poly(3-hydroxydodecanoate)
| I
R 0 =2 R=hydrogen  Poly(4-hydroxybutyrate)
Jwo-300 " e IIERR

n=3 R=hydogen  Poly(5-hydroxyvalerate)

Obrazek 2 Obecné schéma PHA [10]

Obrazek €. 2 uvadi obecny vzorec téchto linearnich polyestera.

Pti produkci PHA pomoci transgennich rostlin, dochazi k akumulaci PHA piimo
v rostlinnych pletivech. PHA je tedy piimo izolovéano z rostlin a pouzito. Dalsi osud vyrobka
z PHA je analogicky, jak bylo uvedeno u bakterialni produkce (viz vyse). Nevyhodou tohoto
postupu vyroby je polni produkce primyslovych plodin misto potravinaiskych plodin. Tato
skutecnost je s ohledem na stale rostouci velikost lidské populace na planeté nezadouci
strategii, protoze do budoucnosti bude pravdépodobné potieba vyrobou potravin zintensivnit,
nikoli pfechdzet na nepotravinaiské plodiny. Rozsifeni bioprodukce PHA pomoci
transgennich rostlin, ale bude zaviset predevsim na ekonomické bilanci vyroby, cené ropy a



dalsich kli¢ovych komodit, protoze nejvétsim problémem SirSiho rozsifeni velkoobjemové
vyroby PHA je vyssi cena ve srovnani s konvekénimi plasty z fosilnich zdroji. [4, 9]

3.1.1. scl-PHA

Scl-PHA (,,short chain lenght™) je zkratka pro oznafeni polymerd, které obsahuji
hydroxykyseliny s kratkou délkou fetézce, tz. 3 az 5 atomu uhliku. [1, 11]

Nejznaméjsi a pravdépodobné nejlépe prostudovany scl-PHA a polyhydroxyalkanoat
vubec je biopolymer poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB). Tento polymer se objevuje jako zasobni
latka u fady mikroorganismi a ve formé oligomeru se vyskytuje v celé fad¢ dalsi nizsich 1
vysSi organismil (u rostlin, hub a zivocichii véetné clovéka). Jeho ubikvitni rozsifeni,
biokompatibilita, biodegradabilita a produkce z obnovitelnych zdrojt ho €ini velmi zajimavou
a perspektivni latkou s Sirokym aplikacnim potencidlem, jak je uvedeno vyse. Urcitou
nevyhodou tohoto homopolymeru jsou jeho materialové vlastnosti, feSeni tohoto problému je
v soucasnosti vénovana znacna pozornost a moznosti ovlivnéni jeho materidlovych vlastnosti
jsou diskutovany nize. [1, 11]

3.1.2. mcl-PHA

Mcl-PHA (,,medium chain lenght*) je zkratka pro oznaceni polymeri, které obsahuji
hydroxykyseliny se stiedni délkou fetézce, tz. 6 az 14 atomi uhliku. [1, 11, 12]

Schopnost akumulovat odliSny druh PHA nez scl-PHA je zplsobeno odlisnou
substratovou specifitou PHA syntazy, jak je uvedeno dale. Akumulace mcl-PHA je obecné
povazovana za charakteristickou pro bakterie rodu Pseudomonas. [12]

3.1.3. Icl-PHA

Lcl-PHA (,,Jlong chain lenght*) je zkratka pro oznaceni polymerd, které obsahuji
hydroxykyseliny s dlouhou délkou fetézce, tz. vice nez 15 atomti uhliku. Lcl-PHA zatim byly
pfipraveny pouze in vitro enzymové katalyzovanou polymeraci nebo chemickou syntézou.
Nebyla dosud pozorovana jejich piirozena ptritomnost v piirodé. [1, 10]

3.1.4. Materialové vlastnosti

Mechanické vlastnosti jednotlivych polyestert jsou silné zavislé na monomernim slozeni
a na molekulové hmotnosti akumulovaného polymeru.

Monomerni slozZeni zavisi predev§im na pouzitém produkénim organismu a u bakterialni
produkce dale na pouzitém uhlikatém substratu a suplementaci média vhodnymi prekurzory.

3.1.4.1. Modifikace vlastnosti P3HB

P3HB homopolymer je kompletné stereoregularni polyester se vSemi asymetrickymi
uhliky v R konfiguraci - z toho divodu je vysoce krystalicky. Vysoka krystalicnost (typicky
55-80%) ho ¢ini pomérné tuhym a kiehkym materidlem s vysokym bodem tani. Mechanické
vlastnosti jsou podobné polypropylenu, az na relativni prodlouzeni, které je u P3HB vyrazné
nizsi nez u polypropylenu. Z vyse popsanych vlastnosti je pouziti P3HB znacné omezeno a je
zde obecn¢ silna motivace pro modifikaci jeho vlastnosti. [1, 2, 3]

Modifikace vlastnosti polymeru akumulovaného u bakterie Cupriavidus necator H16 se
provadi zménou monomerniho sloZzeni polymeru za vzniku kopolymeru. Existuje nékolik

v

postupli, nejpouzivanéjsi je suplementace riistového média prekurzory propionyl-CoA (soli
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kyseliny propionové nebo valerové) nebo suplementace média 1,4-butandiolem nebo soli
kyseliny 4-hydroxybutanové.

V prvnim ptipadé bude vznikat kopolymer P(3HB-co-3HV), procentudlni zastoupeni
jednotlivych frakci v polymeru bude ovlivnéno kultivacnimi podminkami, substratem a fadou
dalsich faktora.

V druhém piipad¢ bude vznikat kopolymer P(3HB-co-4HB), zastoupeni jednotlivych
frakci v polymeru bude opét zaviset na fad¢ experimentalni parametrti jako napt.: teplota,
koncentrace rozpusténého kysliku, koncentrace substratu, koncentrace prekurzort.

Dalsi potencialni metabolické moznosti vzniku propionyl-CoA udava obrazek 10 a jsou
diskutovany nize (viz. 3.2.4.).

Porovnani vlastnosti P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-4HB), polypropylenu a homopolymeru
P3HB udéva tabulka 1.

Tabulka 1 porovnani mechanickych vlastnosti riznych druhi PHA [13]

polymer teplota tani | pevnost v tahu | pruzZnost v tahu | roztaznost
[°C] [MPa] [GPa] [“o]

P3HB 179 40 4 3
P(3HB-co-3HV) 90:10 150 25 1 20
P(3HB-co-3HV) 80:20 135 20 1 100
P4HB 53 104 149 1000
P(3HB-co-4HB) 90:10 159 24 - 242
P(3HB-co-4HB) 10:90 50 65 100 1080
PP 170 34 2 400

3.1.4.2. Vlastnosti mcl-PHA

Mcl-PHA maji vyrazné nizsi bod tani, ktery se u vétSiny mcl-PHA pohybuje v intervalu
39 az 65 °C. Teplota skelného ptechodu je obvykle nizsi nez pokojova teplota a to v rozsahu -
40 az -25 °C. V zavislosti na monomernim slozeni dosahuji tyto polyestery stupné
krystali¢nosti az 25%. [1, 13]

Siroka variabilita slozeni monomerti nabizi fadu dal§ich potencialnich modifikaci a
pouziti mcl-PHA, jako napfi. zesiténi mcl-PHA polymeru obsahujici nenasycené monomery
pomoci elektronového zateni. [1, 10]

3.2. Produkce PHA pomoci mikroorganismii

3.2.1. Granule PHA

PHA jsou jako ve vod¢ nerozpustné polymery akumulovany v mikrobialnich bunkach ve
formé¢ intracelularnich inkluzi (granul) oddélenych od cytoplazmy, jejichz velikost se obvykle
pohybuje v intervalu 100-500 nm. Granule jsou viditelné pomoci elektronového mikroskopu
(napt. u bakterie Cupriavidus necator H16 obrazek ¢. 3). [1, 10]

Obecné schéma PHA granule je na obrazku ¢. 4. Pomoci nuklearni magnetické resonance
bylo zjisténo, Ze u bakterii akumulujicich polyestery se PHA vyskytuje v metastabilnim
amorfnim stavu, n¢kdy v literatufe oznacovany jako nPHA (nativni-PHA). Podle struktury se
PHA dale oznacuji jako dPHA (denaturovany-PHA) ¢i aPHA (artificial-umély-PHA). [10, 13,
14]
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Po bunééné lyzi je bunécnd inkluze PHA vystavena vnéjSim podminkdm a dochézi u ni
k nevratnym zméndm, které¢ vedou ke vzniku €astecné krystalické struktury polymeru. Tato
forma je Casto nazyvana jako dPHA.

aPHA miZze byt pfipraven rozpuSténim PHA ve vhodném roztoku organického
rozpoustédla (naptiklad aceton nebo trichlormetan). A naslednym pfiddnim povrchové aktivni
latky, lze piipravit emulzi. Pfi odpafeni rozpoustédla vznikle hmota gelovité konzistence
oznacovana jako ,,umély* PHA neboli aPHA. [14]

Obrazek 3 Bakterie C. necator H16 [15]

Hustota inkluzi PHA se pohybuje v intervalu 1,2 — 1,3 g/cm® u poly(3-hydroxy butyratu) a
okolo 1,05 g/em’ u mcl-PHA. Pokles hustoty u mcl-PHA je zpisoben obsahem vyssich
hydroxyalkanoatovych kyselin jako monomerti v PHA.

Izolované granule obsahuji jako hlavni slozku polyester, a to okolo 98%. Dale granule
obsahuji bilkoviny okolo 1,5%, pfedevSim regulacni proteiny, polymeracni a depolymeracni
enzymy a okolo 0,5 % lipidu a fosfolipidu. [1, 2, 3, 16]

Stenkturnd protemn PHA syntiza

Depolymeriza l /
Regulsdni protein

ot

Fosfolipidy

300 - 500 nm

Obrazek 4 Obecné schéma granule PHA [17]

PHA granule uvnitt bakterialni bunék Ize obarvit pomoci lipofilnich barviv jako napf.:
Sudan Black, Nile Blue A nebo pomoci barviva Nile Red. [3]

Obrazek ¢. 5 ukazuje fotografii z fluorescencniho mikroskopu bakterii rodu Halococcus, u
kterych bylo intracelularni PHA obarveno barvivem Nile Blue A.
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Obrazek 5 PHA inkluze u riznych kmeni rodu Halococcus obarvené barvivem Nile Blue A (bila ¢arka =
S pm) [18]

3.2.1.1. Phasiny

PHA granule jsou obaleny vrstvou fosfolipidi a bilkovin (jak je uvedeno vyse),
pfevladajici sloZkou proteinli jsou phasiny. Tyto proteiny mohou tvofit az 5% vesSkerych
bilkovin u bakterii akumulujici PHA. [1, 10, 19]

Phasiny jsou nizkomolekuldrni bilkoviny. Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje
v intervalu 14 az 28 kDa, pokryvaji vétSinu povrchu PHA granuli a jsou ¢asto povazovany za
hlavni regulacni faktor ovliviujici velikost a pocet granuli PHA v cytoplazmé. Avsak jejich
presna funkce zatim neni pfesn¢ znama. [19]

3.2.1.2. PHA polymerazy (syntazy)

PHA syntaza je enzym, ktery katalyzuje stereoselektivni polymeraci hydroxyl-acyl-CoA
za vzniku PHA. Je tedy poslednim enzymem pii produkci PHA. Tyto enzymy, mohou byt
rozdéleny do Ctyr tiid, které se 1isi podle poctu podjednotek a podle substratové specifity. [1,
10]

PHA syntazy patiici do I a II skupiny jsou slozeny pouze z jedné podjednotky. Podle
jejich substratové specifity studované in vivo a in vitro, bylo zjisténo, ze syntazy I tiidy
(vyskytujici se napt. u C. necator H16) preferuji utilizaci R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu
uhliku 3 az 5, zatimco syntazy II tfidy (vyskytujici se predevS§im u rodu Pseudomonas)
preferuji R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu uhlikii 6 az 14. PHA syntazy pattici do III tfidy jsou
dimerni enzymy, vyskytujici se napt. u bakterie Allochromatium vinosum, kde katalyzuji
polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA o poctu uhliku 3 az 5. [2, 3, 10]

PHA syntazy IV tfidy se podobaji syntdzam zIII tfidy, lisi se vSak v jedné ze dvou
podjednotek a stejné¢ jako syntazy III tiidy katalyzuji polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA o
poctu uhliku 3 az 5. Pfirozené se vyskytuji napt. u bakterie Bacillus megaterium. [2, 3, 10]

Obrazek ¢. 6 znazoriuje grafické rozlozeni geni koédujici PHA synzazy 1 az IV tidy.
Vysvétlivky jednotlivych zkratek jsou uvedeny v tabulce €. 2.
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Class 1

Ralsronia eutropha

Class 11
Psendomonas aeruginosa
phaCl (1677 bp) phaZ (855 bp) .1snie prheC2 (1680 bp) phal) (615 bp)
) —_— | S —
x.___:%,’b'.l 155 by ™ 1 bp
Class 111

Allochromatium vinosum D

phat {1068 bp) phak (1074 bp) —-— 00T sl (1185 bp) ORF4 (482 bp) phal® (363 bp) el (741 bp) ORFT

Class IV

Bacillus megaterium
phal® (51¥bp) () (44 1bp) IR (600 bp) phali (744 bp) phaC (1089 bp)

Obrazek 6 RozloZeni genii kédujici PHA syntazy I az IV tiidy [20]

Tabulka 2 Tabulka zkratek k obrazku ¢. 6 [20]

phaA gen pro 3-ketothiolazu phaD PHA depolymeraza

phaB gen pro acetoacetyl-CoA reduktdzu | phaE syntaza IlI tfidy

phaC/C,/C, geny pro PHA syntazy phaP  syntaza IV tfidy
3.2.2. Biodegradace PHA

Biodegradabilita PHA je jedna z hlavnich prednosti, ktera ¢ini tyto materialy atraktivnimi
pro prumyslovou produkci. Biodegradace pfirozen¢ probiha v cytoplazmé u zivych bunék i
extracelularn€ u vyrobku z PHA, ktery je volné ponechén ve vhodném biotopu. [2, 3]

V této oblasti bylo provedeno mnoho rozsahlych vyzkumt a studii, které 1ze rozdélit na
intracelularni a extracelularni degradaci. Oba procesy se lisi zucastnénymi enzymy, které
katalyzuji hydrolyzu PHA. Diivodem je odlisnd fyzikdlni struktura intracelularniho a
extracelularniho PHA.

Podle vétSiny pozorovani dokézi intracelularni depolymerazy utilizovat pouze nPHA a
nedokazi hydrolyzovat dPHA, ktery je hlavni fyzikalni struktura PHA mimo buiku.
Analogickd situace je u extracelularnich depolymerdz, ty nejsou schopny katalyzovat
hydrolyzu nPHA, ale hydrolyzuji pouze caste¢né krystalicky polymer ve form¢ dPHA. [1, 2,
10]

3.2.2.1. Intracelularni degradace
Z provedenych vyzkumii vyplyvd pfirozena piitomnost PHA syntdz i depolymeraz
v bunkach mikroorganismti akumulujici PHA. Tyto buiiky jsou tak vybaveny pro utilizaci
PHA jako energetick¢ého zdroje v pfipadé nedostatku vyuzitelného substratu. Procesy
polymerace 1 depolymerace probihaji soucasné, avSak odliSnou intenzitou, ktera je
pravdépodobné regulovana. Nicméné prfesné mechanismy regulace obou protichidnych
procest nejsou doposud znamy. [9]
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U riznym mikroorganismii byla nalezena ftada intracelularnich depolymeraz
(oznacovanych jako phaZ,, phaZzy,, phaZ. ¢i phaZs). Tyto enzymy se rozdéluji dle lokalizace
v buiice. Mohou byt volné rozpustény v cytoplazmé nebo jsou zaclenény do membrany. [21,
22]

Enzymy, které¢ jsou soucasti membrany hydrolyzuji PHA za vzniku kratSich oligomernich
fetézcli. Enzymy volné rozpusténé v cytoplazmé maji endo i exo katalytickou aktivitu a
katalyzuji hydrolyzu PHA-oligomera az na jednotlivé monomery. [13, 14, 21, 22]

Ptiprava mutantnich mikroorganisml se sniZenou enzymovou aktivitou intracelularnich
depolymeraz je jedna z moznych strategii zefektivnéni vyroby PHA. [2, 21, 22]

3.2.2.2. Extracelularni degradace

PHA se mimo bunku vyskytuje v tzv. denaturované formé¢ (jak je uvedeno vyse, viz.
3.2.1.). Schopnost degradovat extracelularni dPHA a vyuzit jej jako zdroj energie je Siroce
rozSilena mezi mikroorganismy a zavisi na schopnosti extracelularni produkce PHA
depolymeraz a na ovlivnéni jejich aktivity prostfedim (pH, iontova sila, teplota prostiedi atd.).
[23]

3.2.3. Metabolismu PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou u mikroorganisma Siroce rozsifené a jejich vyskyt byl do
soucasnosti prokdzan u rady bakterii - gram-negativnich, gram-pozitivnich, archaebakterii i
cyanobakterii. Ackoli hlavni slozkou vétSiny PHA jsou nasycené nevétvené R-3-
hydroxyalkanoatové kyseliny o poc¢tu uhliku 3 az 15, byly nalezeny i PHA obsahujici 4-, 5-
nebo 6-hydroxyalkanoatové kyseliny obsahujici rizné nasycené nebo nenasycené monomery
a ruzné substituenty jako napf. kyano skupiny, halogeny a dalsi, které¢ jsou do PHA
inkorporovany v zavislosti na pouzitém substratu, produkénim kmenu a fad¢ dalSich
kultivacnich faktort. [1, 10, 24]

Bakterie syntetizujici PHA jsou rozdéleny do dvou zakladnich skupin, akumuluyjici scl- ¢i
mcl-PHA, jak je uvedeno vyse. Je ale tfeba zdiraznit, Ze toto rozdéleni neni rigidni, protoze
bylo nalezeno né¢kolik bakterii, které jsou schopny akumulovat ,hybridni“ PHA o poctu
uhliku 4 az 8. To je zpiisobeno piedevsim odliSnou substratovou specifitou PHA syntazy,
ktera je odpovédna za polymeraci R-3-hydroxyacyl-CoA do PHA. [2, 3, 24]

Z hlediska kinetiky akumulace PHA lze produkcéni mikroorganismy rozdélit do dvou
skupin. (i) Prvni skupina akumuluje PHA pouze pii soucasném nadbytku vyuzitelného
uhlikatého zdroje a nedostatku nékterych nutrietd (nedostatek vyuzitelného dusiku nebo
fosforu a jinych prvkl) a PHA lze tedy povazovat za sekundarni metabolit. Do této skupiny
patii napt. C. necator H16. (ii) Do druhé skupiny se fadi bakterie, které akumuluji PHA
béhem bunécného rist bez nutrini limitace pii sou¢asném nadbytku uhlikatého zdroje. PHA
u téchto mikroorganismu lze povazovat za primarni metabolit, do této skupiny patii napf-.:
Azohydromonas lata, Azotobacter vinelandi, Pseudomonas putida ¢ Pseudomonas
aeruginosa . [1, 2, 3, 10]
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Sugar Fatty acids 0

fadD . g
glyeolysis * H,C S—CoA
. b4 Acetyl-CoA "~
0 )J\/\ . e
g ACP . LATP+HCO;
H C)HrOH CoA™ ™ R JadE Acyl carrier -_J/ *
3 1T fadA Acyl-CoA \ i fotein }.-ADP-*—P‘; —y*
l:yru\al\e. 0 o o) \‘

R \M poxidation R/\/lL 0ol HgC/u\S—ACF‘

S—CoA pathway Enoyl-CoA

PDI1 3-Ketoacyl-CoA Acetyl-ACP
oxidation '.'
- HO R (o] SadB ACP + CO,
JL fadB 1 /\)J\ =L
«C = "o -
HiC S—CoA i g Malonyl-ACP 3 eF
Acetyl-CoA » 0 0
(8)-3-Hydroxyacyl-CoA M
Condensation H,C S——ACP
phaAd 3-Ketoacyl-CoA (R)-Specific Enoyl-CoA Acctoacetyl-ACP
p—Ketothiolase reductase hydratase
0 Q 3-Ketoacyl-ACP HO H Q
M reductase ‘ &
HC S—CoA A
Acetoacetyl-CoA R sS——ACP
NADPH + H* HU\ a0 (R)-3-Hydroxyacyl-ACP
NADPY N _co L_/\/ CoA-SH
phaB R s ACP
Acetoacetyl-CoA - haG
R)-3-Hyds 1-CoA P
reductase (R)-3-Hydroxyacyl-Co (R)-3-Hydroxyacyl-acyl
phaC carrier protein-CoA
PHA synthase CoA-SH transferase
'
Polyhydroxyalkanoates
Obrazek 7 Obecné metabolické schéma vedouci k PHA [24]
3.2.3.1. Syntéza poly(3-hydroxybutyratu)

Poly(3-hydroxybutyrat) je nejrozSitenéjsi a nejlépe prostudovany PHA. VétSina
soucasnych znalosti o P3HB biosyntéze byla ziskana studiem bakterie C. necator. U bakterie
C. necator je P3HB syntetizovan z acetyl-CoA tfemi naslednymi kroky, jak ukazuje leva cast
obrazku 7 a obrazek 8. [1, 10]

3-Ketothioldza (kodovéana phad genem) katalyzuje kondenzaci dvou molekul acetyl-Co-A
za vzniku acetoacetyl-CoA. V dalsim kroku dochdzi ke stereospecifické redukci pomoci
acetoacetyl-CoA reduktazy (kédovana phaB genem) za vzniku R-3-hydroxybutyryl-CoA,
ktery je jako monomer pomoci PHA syntazy (kodovana phaC genem) inkorporovan do PHA
za soucasné¢ho uvolnéni volného koenzymu A. [1, 10]

Dilezitym regulacnim bodem této drahy je enzym 3-ketothiolaza. Jeji aktivita je
ovliviiovana predevsim koncentraci acetyl-CoA a volného HS-CoA v cytoplazmé, kde je
draha lokalizovana. Dal$im regula¢nim faktorem je vnitrobunécna koncentrace NAD(P)H a
pomér NAD(P)H/NAD(P)". [1, 10]

U bakterie C. necator dochazi k akumulaci P3HB pfi limitaci rastu nedostatkem nékterého
nutrietu, nejcastéji dusiku nebo fosforu a pti prebytku uhlikatého zdroje. Za takového stavu
dojde k vytvofeni vysokého poméru NAD(P)H/NAD(P)" ¢&imz dojde inhibici k
isocitratdehydrogendzy a tim i celého citratového cyklu. Pti snizené moznosti utilizace acetyl-
CoA v citratovém cyklu dojde k vyuzivéani acetyl-CoA pro syntézu P3HB. [1, 10]

Bakterie C. necator je schopna akumulovat P3HB na sacharidickych substratech,
bilkovinnych hydrolyzatech i na tucich jako zdroji uhliku.
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3.2.3.2. Syntéza poly(3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu)

Kviili nevhodnym fyzikalné chemickym vlastnostem homopolymeru P3HB, je vénovana
znacna pozornost produkci kopolymeru s vhodnéjsimi materidlovymi vlastnostmi.

Ptidavek soli kyseliny propionové, kyseliny valerové nebo 1-propanolu do produkéniho
média vede u bakterie C. necator H16 k produkci ndhodného kopolymeru slozeného z 3-
hydroxyvaleratu a 3-hydroxybutyratu P(3HB-co-3HV). [10]

Biosyntetickd draha vzniku P(3HB-co-3HV) u C. necator H16 je ukazana na obrazku
¢islo 8. Kondenzace propionyl-CoA a acetyl-CoA je katalyzovéana odlisSnou 3-ketothiolazou
(kodovana btkB genem), ktera ma vyssi specifitu pro propionyl-CoA nez 3-ketothioldza
(kodovana phaA genem). Stereospecificka redukce a polymerace jsou katalyzovany stejnymi
enzymy jako pfi produkci homopolymeru P3HB.

Schéma €. 8 popisuje metabolickou drahu vzniku P3HB a P(3HB-co-3HV)

propionic acid glucose
ATP + CoASH +
acyl-CoA +
synthetase
AMP + PP *
propionyl-CoA 1 acetyl-CoA (2x)
(1x) 3-ketothiolase
3-ketothioluse N
CoASH (btkB)
3-ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH + H *+ acetoacetyl-CoA |~ NADPH+ HY
reductase
NADP * (phaB) y\b NADP *

R-(-)-3-hydroxyvaleryl-CoA R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHA synthase
CoASH (p},acp‘) Y\> CoASH

P(HB-HV) PHB
Obrazek 8 Metabolismus vzniku P(3HB-co-3HV) a PHB [24]

3.2.3.3. 2-Methylcitratovy cyklus

V kapitole 2.1.4.1. byla diskutovana moznost zmény materidlovych vlastnosti
homopolymeru P3HB ptidavkem uhlikatych prekurzorii vedouci ke vzniku propionyl-CoA.
Zaclenéni do PHA ve formé¢ 3-hydroxyvaleratového monomeru je jedna =z
metabolickych moznosti utilizace propionyl-CoA.

Dalsi moznosti utilizace propionyl-CoA je kompletni katabolické odbourani propionyl-
CoA. To se d¢je prostiednictvim 2-methylcitratového cyklu (oznacovany jako MCC), ktery je
také vyuzivan pii katabolickém odbourani lichych organickych kyselin ¢i  jinych
utilizovatelnych latek, jejichz katabolickym meziproduktem je propionyl-CoA. [26, 27]

Prvni krok MCC je analogicky s citratovym cyklem, dochazi pii ném ke kondenzaci
propionyl-CoA s oxalacetatem za vzniku 2-methylcitratu a uvolnéni volného koenzymu A.
Reakce je katalyzovana 2-methylcitratsyntazou a jedna se o dilezity regulacni bod celého
MCC cyklu. [26]
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V dalsim kroku je 2-methylcitrat dehydratovan na 2-methyl-cis-akonitat, ktery je nasledné
hydratovan za vzniku 2-methylisocitratu. [26]

V dalsim kroku je 2-methylisocitrat Stépen 2-methylisocitratlyazou a vznika pyruvat a
sukcinat. Pyruvat je  vprocesu oxidaéni dekarboxylace pieménén  pomoci
pyruvatdehydrogenazového komplexu na acetyl-CoA. Acetyl-CoA je zcela odbouran
v citratovém cyklu na oxid uhlicity. [26]

Sukcinat ,,vznikly z propionatu® nemuize byt pfimo odbouran v citratovém cyklu, protoze
ctyf-uhlikaté kyseliny jsou v citratovém cyklu regenerovany a funguji spise jako katalyzatory
nez substraty. Aby mohl byt takto vznikly sukcindt odbouran v citratovém cyklu musi byt
nejdiive preveden na pyruvat a poté na acetyl-CoA. [26]

Obrazek ¢islo 9 ilustruje schéma 2-methylcitratového cyklu.

yl-cis-aconitic acid

Obrazek 9 Zakladni schéma 2-methylcitratového cyklu [26]

Uplné katabolické odbourani sukcinatu je pravdépodobné proces katalyzovany tzv.
jable¢nym enzymem. Sukcinat je nejdiive pomoci enzymi citratového cyklu pfeménén na
malat, u kterého dojde k dekarboxylaci kyseliny jable¢né (malatu) za vzniku pyruvatu a oxidu
uhli¢itého. Vznikly pyruvat je katabolizovan pomoci pyruvatdehydrogendzového komplexu
na acetyl-CoA. [26]

3.2.34. Vznik homopolymeru P3HV

Fakultativné methylotrofni bakterie Paracoccus denitrificans syntetizuje a akumuluje
homopolymer P3HV béhem kultivace na n-pentanolu jako jediném uhlikatém zdroji. Pfi¢emz
n-pentanol je oxidovan na valerovou kyselinu a nasledné pieveden na valeryl-CoA. Autofi
studie predpokladaji, ze 3-ketovaleryl-CoA, ktery je tvofen -oxidaci je redukovan na (R)-3-
hydroxyvaleryl-CoA, ktery je nasledné polymerizovan. [28]
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3.2.3.5. Syntéza mcl polyhydroxyalkanoati

DalSim typem PHA metabolismu je biosyntéza mcl-PHA, ktera je charakteristicka pro
bakterie rodu Pseudomonas. Tyto bakterie odvozuji R-3-hydroxyacyl-CoA od meziprodukta
B-oxidace mastnych kyselin, syntézy mastnych kyselin de novo nebo od oxidace riznych
alkanii, alkoholt a jinych organickych sloucenin. [25]

Biosyntetické prekurzory pro mcl-PHA syntézu jsou piislusné 3-ketoacyl-CoA, S-3-
hydroxyacyl-CoA, enoyl-CoA nebo R-3-hydroxyacyl carrier protein (oznacovany jako ACP).
[1,10]

S ohledem na podobnost mezi scl-PHA biosyntézou a mcl-PHA biosyntézou se
predpokladd, ze dochazi k polymeraci pouze R-izomert 3-hydroxyacyl-CoA. Je tedy
piedpokladano, ze bakterie akumulujici mcl-PHA jsou schopny enzymové katalyzované
izomerace S konfigurace na R konfiguraci. [1, 10]

Stru¢ny prehled mcl-PHA metabolismu je uveden na obrazku 7. Podrobny popis a vyklad
jednotlivych drah a reak¢nich krokl presahuje ramec této prace.

3.24. Metabolicky vznik propionyl-CoA

Prestoze u vétsSiny bakterii dochazi k produkci P(3HB-co-3HV) pouze pii suplementaci
média prekurzory o lichém poctu uhlikt. Byly nalezeni i producenti akumulujici P(3HB-co-
3HV) pii ristu jednoduchych substratech, napt. Rhodococcus rubrum pii ristu na glukoze
jako jediném uhlikatém zdroji akumuluje kopolymer o slozeni 75 mol% 3HV a 25 mol%
3HB. Metabolicka drédha vedouci k P(3HB-co-3HV) pfi riistu na glukoze nebyla zatim plné
vysvétlena. Je uvazovdna pfeména sukcindtu na propionat u¢inkem methylmalonyl-CoA
mutazy a methylmalonyl-CoA dekarboxylazy nebo methylmalonyl-CoA:oxalacetat
transkarboxylézy. [11, 27, 28]

Obrazek cislo 10 ilustruje metabolické moznosti vzniku a tvorby propionyl-CoA.
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Obrazek 10 Potencidlni prekurzory pro vznik propionyl-CoA [28]
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3.24.1. Vznik propionyl-CoA z mastnych Kyselin slichym
poc¢tem uhliki

Alifatické organické kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem a lichym poctem atomi
uhliku, jako napf.: valerova, heptanova, nonanova ¢i undekanové kyselina jsou propiogenni
substraty. Pti posledni obratce B-oxidace ziistava propionyl-CoA namisto acetyl-CoA. Protoze
vétSina prirozené se vyskytujicich mastnych kyselin ma sudy pocet atomu uhliku, odpadni tuk
¢1 jiny substrat s vyznamnéjSim obsahem lichych mastnych kyselin tak vétSinou neni
k dispozici. Proto je vyuziti tohoto jevu ve velkoobjemové produkci spise v roviné teoretické.
[28]

3.2.4.2. Vznik propionyl-CoA z aminokyselin

Katabolismus aminokyselin je dal$im dulezitym zdrojem propionyl-CoA. Valin, leucin,
thereonin a methionin jsou prekurzory pro akumulaci kopolymeru P(3HB-co-3HV), protoze
jsou katabolyzovany pies propionyl-CoA. [28]

Pouziti téchto aminokyselin k suplementaci média by bylo velmi neekonomické kvili
cen¢ aminokyselin a byly by zde dal$i technologické problémy jako napf.: omezena
rozpustnost nékterych aminokyselin.

AvSak intracelularni tvorba nebo nadprodukce téchto aminokyselin nebo jejich
intermediati a jejich nasledna degradace by umoznovala intracelularni tvorbu propionyl-CoA
a jeho inkorporaci do PHA bez nutnosti suplementace média.

Tato fermentacni strategie byla pouzita u isoleucin-auxotrofniho mutanta C. necator.
Pokud tato bakterie nebyla limitovana vyuzitelnym dusikem, dochdzelo k sekreci valinu,
leucinu a isoleucinu do média. Kdyz vsSak byl navozen stav limitace dusikem a uhlikaty
substrat byl v nadbytku, byl akumulovan P(3HB-co-3HV) na rtznych nepropiogenich
substratech. Tato produkce je, ale pro masivni rozsifeni méné vhodna, kviili niz§im vytézkim,
kterych bylo dosazeno. [29]

Podobna metabolickd strategie je vyuzita pro produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV)
v transgennich rostlinach, jak je uvedeno dale.

3.2.4.3. Vznik propionyl-CoA z kyseliny levulové

PHA akumulované bakteriemi pfi riistu na kyseliné levulové (kyselina 4-oxopentanova)
obvykle obsahuji mimo 4HV také 3HB a 3HV jako dal$i monomery PHA. Protoze kyselina
levulova je relativné levny uhlikaty zdroj, ktery muze byt velkoobjemové produkovan
z obnovitelnych zdroji chemickou konverzi, je tato fermentacni strategie pro zménu
materidlovych vlastnosti zkoumana a je ji vénovana pozornost. [28]

Metabolismus kyseliny levulové pti akumulaci PHA vSak zatim neni zcela zndm.

3.2.5. Vybrani producenti scl-PHA

3.2.5.1. Cupriavidus necator H16

Bakterie C. necator H16 diive nazyvana jako Alcaligenes euthrophus, Ralstonia
euthropha H16 ¢ Wausteria euthropha je gram-negativni nesporulujici chemolitoautotrofni
Siroce  rozSifend  bakterie, kterda je rozsdhle prostudovana v souvislosti se
schopnosti akumulovat ve velkém mnozstvi PHA. Pouziva se jako modelovy organismus pro
metabolismus PHA a zaroven je potencialnim pramyslovym producentem téchto
biopolymert. [1, 2, 30]

-20 -



Bakterie C. necator H16 byla v minulosti zvazovana jako producent jednobunécné
bilkoviny (single cell protein) pro fortifikaci zemedélskych krmiv nebo jako mozna kosmicka
vyziva. V souCasné dob¢ je bakterie pouzivana v fadé biotechnologickych procest. Dale je
bakterie studovana jako producent fotoreaktivniho sideroforu cupriachelinu ¢i vysoce
selektivni L-thereonin 3-dehydrogendzy pro stanoveni L-thereoninu. Bakterie je dale
studovana jako mozny dekontaminat aromatickych sloucenin. [31, 32, 33. 34]

C. necator H16 je tazena mezi tzv. knall-gas bakterie, tz. Ze jako fakultativné
chemolitotrofni bakterie je schopna autotrofniho rtstu a oxid uhli¢ity ze vzduchu fixuje
prostfednictvim Calvinova cyklu, ale v pfitomnosti organickych substrati jako glukoza,
fruktoza, organické kyseliny ¢i tuky je schopna heterotrofni utilizace téchto latek. [31, 32, 34]

Bakterie ovSem neni vybavena enzymem fruktdza-1,6-bisfosfatdza, ztoho divodu
zpracovava fruktozu, glukézu a dalsi cukerné latky prostfednictvim Entner-Doudoroffovy
drahy. [31, 32]

Bakterie je v nepfitomnosti kysliku schopna vyuzit dusi¢nany jako kone¢ny akceptor
elektront v procesu denitrifikace.

Na obrazku ¢islo 3 je vidét bakterie C. necator H16 a akumulovany polyester ve forme
granuli.

3.2.5.2. Bacillus megaterium

Rod Bacillus je rozsahly a v zivotnim prostiedi velmi rozsiteny. Jeho druhy tvofi vétSinou
grampozitivni sporulujici peritrichni tyCinky, které maji bohaté enzymové vybaveni pro
utilizaci raznych substrat, amylolytické, proteolytické, pektolytické enzymy a tadu dalSich
enzymd, které jsou pomoci bakterii rodu Bacillus primyslové vyrabény. [34]

Rada druht produkuje antibiotika polypeptidové povahy (bacitracin, subtilin, gramicidin
aj.), které pravdépodobné prispély k velkému rozsiteni svych producentt v ptirod¢. [34, 35]

B. megaterium je sporotvorna bakterie, kterd sehrala dulezitou roli v historii vyzkumu a
poznani polyhydroxyalkanoati. U B. megaterium byla poprvé popsadna akumulace
polyhydroxyalkanoatii. Z tohoto divodu je jeji metabolismus souvisejici s PHA velmi dobie
prozkouman a popsan a v minulosti slouzil jako modelovy systém. Biosynteticka draha PHA
je podobna jako u C. necator, av§ak mnozstvi akumulovaného polymeru je nizsi (okolo 50%
suSiny). Nicméné bakterii je stdle vénovana pozornost predev§im kvali Sirokému
enzymovému vybaveni, velké odolnosti a nizkym vyzivovym naroki, coz ji ¢ini atraktivni pro
utilizaci odpadnich surovin rizného ptivodu. [34]

3.2.5.3. Azotobacter vinelandii

A. vinelandii je gramnegativni tyCinkovita Siroce rozsifena pudni bakterie. Z ekologického
pohledu ma vyznam piedevsim pro trodnost pudy, protoze je schopna fixovat atmosféricky
dusik, 1 kdyz fixace dusiku neni tak intenzivni jako u hlizovitych bakterii, napt. rodu
Rhizobiaceae. Avsak unikatni je u ni schopnost fixovat vzdusny dusik za riiznych podminek, i
aerobnich, coz u vétsiny diazotropt vede k zastaveni tohoto procesu. [35]

Tato bakterie je zndma akumulaci dvou pramyslové vyznamnych biopolymert,
polyhydroxyalkanoat a alginat. [36]

Alginaty jsou linearni nevétvené kopolymery B-D-mannuronové kyseliny a o-L-
guluronové kyseliny spojené glykosidickou vazbou (1>4). Diky svym vlastnostem se
pouzivaji napt. jako hydrokoloidy v potravinaistvi, stabilizatory, zahustovadla ¢i emulgatory.
Zastoupeni jednotlivych monomera je zna¢né variabilni a zavisi na fadé faktord. Obdobné
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sloZeni a vlastnosti maji i intracelularni polysacharidy né¢kterych tas (napt. rody Macrocystis,
Laminaria, aj.), ze kterych se tradi¢n¢ alginaty vyrabéji.

O bakterii 4. vinelandi se uvazuje jako o budoucim primyslovém zdroji alginatt, ktery by
mohl nahradit vyrobu z fas i jako o potencialnim producentu PHA [36]

3.2.54. Methanotrofni a methylotrofni mikroorganismy

Jednd se o mikroorganismy, které jsou schopny vyuZzivat jedno uhlikaté organické
slouceniny (napf.: methan, methanol) jako zdroj uhliku a energie.

Bakterie Methylobacterium organophilum byla pouzita pro produkci PHA na methanu,
bakterie akumulovala pfi limitaci dusikem 57% P3HB v susinég. [37]

Z dalSich pouzitych monokultur byla experimentaln¢ testovana bakterie Methylobacterium
extorquens pii rastu na methanolu jako jediném uhlikatém zdroji byl obsah P3HB v
susin¢ biomasy 30%. [38]

Pouziti methanu jako vychozi suroviny pro vyrobu PHA muze byt perspektivni predevsim
pii spojeni s technologii anaerobni likvidace biologickych odpadui (tzv. bioplynové stanice).
Avsak pouziti mikrobidlni monokultury v takovychto provozech by bylo znacné
problematické a pouziti smésné methatrofni mikroflory zpisobuje vyrazné niz$i produkci
PHA, variabilni slozeni polymeru a v neposledni fady obtiznou izolaci biomasy a regulaci
procesu. [2]

3.2.5.5. Fotosyntetizujici mikroorganismy

Je znamo, Ze nékteré fotosyntetizujici mikroorganismy jsou schopny akumulovat PHA.
Naptiklad kyanoakterie Spirulina subsalsa u niz je mozno zvysit produkci PHA zvySenim
salinity kultivaéniho média. Mechanismus tohoto iontové stresu zatim nebyl zcela objasnén,
ale 1 pfi pouziti stresového faktoru je akumulace PHA relativné nizka. [2, 3, 5]

3.2.5.6. Halofilni mikroorganismy

Pritomnost PHA v halobakteriich byla poprvé popsdna vroce 1972. Tento
mikroorganismus byl zafazen a nazvan jako ,,Halobacterium sp. from the Dead Sea™ podle
mista nalezu. Ale na zéklad¢ pozdéjsi identifikace bylo zjisténo, ze se jednd o Haloarcula
marismortui.[18]

Dosud bylo identifikovano nékolik dalSich potencidlné vyznamnych rodi schopnych
akumulovat P3HB nebo kopolymer P(3HB-co-3HV), jako naptiklad rody Haloferax,
Halobiforma nebo Haloquadratum.[18]

Obrazek €. 11 ukazuje fotografii mikroorganismu Halococcus morrhuae s granulemi

P3HB po sedmidenni kultivaci na komplexnim médiu.
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Obrazek 11 granule PHB uvniti Hec. morrhuae [18]

3.2.5.7. Produkce pomoci kvasinek

Kvasinky maji obecné vétsi velikost builky nez vétSina bakterii. Proto ve srovnani
s bakteriemi je u kvasinek jednodusi separace biomasy z kultivaéniho média, napt. pomoci
centrifugace nebo filtrace. To by mohlo za urcitych podminek zefektivnit vyrobu PHA, proto
byla této moznosti v minulosti vénovana urcitd pozornost. [2]

Napiiklad transgenni kvasinka Saccharomyces pombe s inkorporovanym plastidem
pBHRG68, ktery obsahoval geny kodujici 3-ketothioldzu, acetoacetyl-CoA reduktdzu a PHA
polymerazu z bakterie C. necator, dokdzala za optimalnich podminek akumulovat 9% P3HB
v susiné. [39]

3.2.6. Producenti mcl-PHA

3.2.6.1. rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni tyCinkovité Siroce rozSifené
mikroorganismy, které jsou dobie enzymové vybaveny a jsou proto Castou kontaminaci
potravin a potravinaiskych surovin, kde zptisobuji jejich znehodnoceni. Diky svému Sirokému
enzymovému vybaveni patii mezi dualezité¢ saprofyty a podili se vyznamnou meérou na
prirozeném kolobéhu prvka v prirodé. Do rodu Pseudomonas patii nepatogenni druhy, ale i
rostlinné a zivocisné patogeny nebezpecné i pro ¢loveéka. Dale zde mizeme najit primyslove
pouzivané druhy k mikrobidlnim transformacim. V posledni dob¢ také vzrista zajem o tento
mikrobidlni rod diky jejich schopnosti akumulovat mcl-PHA, které maji odlisné fyzikalni a
materialové vlastnosti ve srovnani s homopolymerem P3HB a kopolymerem P(3HB-co-3HV).
[1, 35, 40]

Monomerni slozeni akumulovanych mcl-PHA se velmi li§i v zavislosti na pouzitém
kmenu, substratu a kultivacnich podminkach, vétSinou obsahuji az nékolik riznych
monomerd v rizném procentudlnim zastoupeni. Byla ale i pozorovana schopnost akumulace
homopolymeru  mcl-PHA. Napi. divoky kmen P. mendocina  akumuloval
polyhydroxyoktanoat v mnozstvi 31% v suSiné, bylo ale dosahovano malého nartstu
biomasy. [5]
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U bakterie P. aeruginosa IFO3924 byla pozorovana simultanni produkce mcl-PHA a
rhamnolipida, produkce obou polymert byla vyrazné¢ ovlivnéna teplotou, pii 28-30°C
prevladala produkce rhamnolipidii nad PHA. [1]

3.2.7. PHA jako extracelularni metabolit

PHA jsou obecné akumulovany ve formé intraceluldrnich granuli. Separace biomasy, jeji
dezintegrace a nasledna izolace a purifikace produktu jsou procesy, které zasadnim zptisobem
ovlivituji konkurence schopnost a efektivitu primyslové vyroby PHA. Z vySe uvedenych
divodi je také pozornost vénovana moznosti produkce PHA jako extracelularniho
metabolitu. [41]

Extracelularni produkce PHA byla pozorovdna zatim pouze u mutantniho
mikroorganismu Alcanivorax borkumensis SK2 mechanismus produkce PHA do prostredi
neni zatim zndm. Technologie vyroby je pod patentovou ochranou.

A. borkumensis SK2 je olej degradujici motska bakterie, extracelularni produkce byla
pozorovana pouze pii kultivaci na olejich a jinych alifatickych uhlovodicich. [3, 5]

3.3. Produkce pomoci transgennich rostlin

Jednim z limitujicich faktorti pro velkoobjemovou bakteridlni produkci PHA je cena
uhlikatého substratu, ktery je pouzit pro fermentaci. Protoze rostliny jsou autotrofni
organismy schopné fotosyntézy, PHA transgenni rostliny by fixovany oxid uhliCity z
atmosféry ptimo prevadély na polyester, coz by mohlo snizit vyrobni naklady. [24]

Tabulka 3 Pi‘'ehled vytézku PHA u pouZivanych transgennich rostlin [42]

Bunéény kompartment Rostlina Typ PHA Obsah PHA [%]

cytoplazma A. thaliana P3HB 0,1
fepka P3HB 0,1
tabakovnik P3HB 0,01
bavlnik P3HB 0,3

plastid A. thaliana P3HB 8
fepka - semena P3HB 6
kukufice P3HB 0,05
bavlnik P3HB 0,02
brambory P3HB 0,04
vojtéska P3HB 0,2
A. thaliana P(3HB-co-3HV) 1,6
fepka P(3HB-co-3HV) 2,3

peroxizom A. thaliana Mcl-PHA 0,6
obili P3HB 2

Protoze je acetyl-CoA pfitomen v rostlinnych bunkach v cytozolu, plastidech,
mitochondriich, peroxizomech a jinde, teoreticky muze byt syntéza PHA lokalizovana
v jakémkoli bunéném kompartmentu.

Tabulka 3 udava prehled vytézk, jakych bylo dosazeno pii produkei pomoci transgennich
rostlin.
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3.3.1. Syntéza P3HB v rostlinach

Prvni PHA produkovany rostlinami byl homopolymer P3HB. P3HB je syntetizovan
z acetyl-CoA za katalyzy 3-ketothiolazy, acetoacetyl-CoA reduktizy a PHA syntazy jak
ukazuje obrazek 12.

Exprese genti pro acetoacetyl-CoA reduktazu a PHA syntazu z C. necator do cytoplazmy
rostlinnych buné¢k u Aradopsis thaliana vedl k produkci P3HB v mnozstvi 0,1% suché
hmotnosti vyhonki. 3-Ketothioldza nemusi byt v piipadé produkce v cytosolu exprimovana,
protoze je pfirozen¢ piitomna v rostlinné cytoplazmé, kde je zahrnuta v izoprenoidni dréaze.
Rust rostlin, u kterych byla P3HB draha lokalizovana v cytozolu byl vyrazné redukovan.
Ptepokladd se, ze inhibice ristu je zpusobena vycerpanim nebo podstatnym snizenim
dostupného mnozstvi acetyl-CoA v cytoplazmé pro izoprenoidni drdhu a biosyntézu
flavonoida. Flavonoidy a izoprenoidy jsou mimo jiné dilezité rostlinné regulatory a hormony
a jejich omezena biosyntéza pravdépodobné vyrazné inhibuje rist rostliny. Biosyntéza PHB
v cytozolu tedy neni povazovana za vhodnou produkéni strategii, protoze dochézi k malému
narastu rostlinné biomasy a s nizkym mnozstvi akumulovaného polymeru. [43, 44]

Akumulace vétsiho mnozstvi P3HB bylo dosazeno v plastidech. Geny kodujici P3HB
drahu u C. necator byly upraveny a byla piipravena transgenni rostlina A. thaliana, u které
bylo dosazeno akumulace az 40% suché hmotnosti vyhonkd. AvSak rostliny, které
akumulovaly P3HB v mnoZstvi vy$§im nez ptiblizné 5% suSiny vykazovaly chlorézu a byla
zde pozorovana negativni korelace mezi riistem rostliny a produkci PHB. [44, 45]

acetyl-CoA

X

malonyl-CoA  acetoacetyl-CoA

; ¢+ X7

3-hydroxy-
¢ ¢ buty);'yi-CgA
‘ ¢ *rphac)
flavonoids isoprencids PHB

Obrazek 12 Syntéza P3HB v cytoplazmé a dalSi metabolické moZnosti acetyl-CoA v cytoplazmé [42]

Ve snaze ptenést technologii transgennich rostlin do polnohospodarské produkce, skupina
vyzkumniki pfipravila transgenni fepku, u které byla draha pro akumulaci P3HB
implementovana do leukoplastii. Zrald semena fepky obsahovala 8% P3HB v suSing. Pii
akumulaci P3HB v leukoplastech semen fepky nebyl pozorovan zadny negativni vliv na vyvoj
a kli¢eni semen, ani chlor6za u rostliny. Z tady dalSich experimentt vyplyva, ze leukoplasty
jsou vhodnéjsi pro akumulaci P3HB nez chloroplasty nebo akumulace v cytoplazmé. Dalsi
vyhodou zacileni metabolické drdhy do semen fepky, je pomérné dobie zvladdnutelna
zemédelska produkce a zpracovatelska technologie této plodiny. [42]

Byla provedena fada vyzkumi, pfi kterych byla P3HB biosyntetickd draha vnesena do
tabaku, brambor ¢i vojtésky, avSak bylo dosazeno pouze nizkych nebo zadnych vytézka
P3HB. Zatim neni plné objasnén divod, pro¢ nedochazi k akumulaci nebo velmi malé
akumulaci v téchto rostlindch. Predpoklada se jeden z nasledujicich problémi: tyto rostliny
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neexprimuji geny z C. necator nebo tyto bakteridlni proteiny zde maji nizkou aktivitu ¢i jsou
inhibovany. [42, 43]

Akumulace P3HB byla také zkoumana v bavinénych vlaknech, scilem zménit
materidlové vlastnosti produkované baviny. Bylo dosazeno akumulace 0,3% P3HB v
susing bavinénych vldknech. U bavinénych vldken s P3HB byl pozorovan vzrist tepelné
vyhievnosti a zlepSeni tepelnych a izolacnich vlastnosti.

Acetyl-CoA je pfitomen i vdal§ich bunéénych organelach, v mitochondriich a
peroxizomech, P3HB akumulace je teoreticky mozna i zde. Avsak biosyntéza a akumulace
P3HB v mitochondriich dosud nebyla publikovéna.

3.3.2. Syntéza kopolymeri PHA v rostlinach

Nejvyznamnéj$imi kopolymery, kterym je vénovana pozornost jsou kopolymer P(3HB-
co-3HV) a skupina kopolymerti mcl-PHA.

Pti bakteridlni produkci P(3HB-co-3HV) je prekurzor pro hydroxyvalerat ptidavan do
kultiva¢niho média. Pfi biosyntéze P(3HB-co-3HV) v rostlinach je propionyl-CoA generovan
modifikaci metabolismu vétvenych aminokyselin. Pro tuto produkci byla modifikovana a
pouzita thereonin-deamindza z bakterie E.coli (oznaCovéna ilvA), kterd vede k tvorbé 2-
ketobutyratu, ktery je dekarboxylovan na acetyl-CoA pomoci pyruvatdehydorgenazového
komplexu, ktery je pfirozené¢ piitomen v rostlinnych pletivech. Déle byla pouzita 3-
ketothiolaza izolovana z C. necator (kdédovéna genem jako btkB), ktera vykazuje vyssi
katalytickou aktivitu k propionyl-CoA nez 3-ketothiolaza phaA. Transgenoze vSech Ctyt gent
(ilvA, btkB, phaB a phaC) do A. thaliana byla provedena pomoci viru kvétdkové mozaiky
(oznacovany jako CaMV3S) a bylo dosazeno akumulace 0,2-0,8% PHA s obsahem 4-
17mol% 3HV. Shodny postup byl pouzit pro docileni akumulace v leukoplastech u semen
fepky, zde bylo dosazeno akumulace 2% PHA v susin€ s obsahem 7mol% 3HV. Akumulace
kopolymeru P(3HB-co-3HV) méla pii porovnani s akumulaci P3HB ve stejnych rostlinach
negativni vliv celkovou produkci PHA. Z toho vyplynul fakt negativniho metabolického
ovlivnéni expresi thereonin-deaminazy a/nebo produkce propionyl-CoA. Schéma metabolické
dréhy vzniku kopolymeru P(3HB-co-3HV) je uvedeno na obrazku 13. [24, 42, 43]

COOH ) COOH CO-5-CoA CO-S-CoA CO-S-CoA
Threonine | Pyruvate-DH | BktB | PhaB
HaN—CH deaminase co comple; CH, CH, CH,
| ;I [ ; ; | | | CoASH
CH—OH CH, CH;s co CH—OH
| NH3 | CoASH (o, CO-S-CoA | NADPH |
CoASH NADP PhaC
CHj CH; CH, CH,
CH; | |
CH; CH; o CH; 0 CH»
¢ cu” T e
| ] | I
CH3 o 1|?H1 o
CO-5-CoA coscoa FhaC CH3
CO-5-CoA gy | PhaB |
| CHp CH,
CHj | | CoASH Poly(3HB-co-3HV)
CH—OH
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| CoASH  CH; NADP oy,

CH;

Obrazek 13 Metabolicka draha vzniku P(3HB-co-3HYV) u transgennich rostlin [46]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Pouzité chemikalie, material, bakterie a pristroje

4.1.1. Produkéni bakterie
Pii praci byla pouzita bakterie, z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity
v B¢, Cupriavidus necator H16 sbirkové Cislo CCM 3726.

4.1.2. Chemikalie pro kultivaci mikroorganismi
Nutriet Broth (Himedia)
Agar Powder (Himedia)
Peptone (Himedia)
Beet Extract (Difco laboratories)
4.1.3. Ostatni chemikalie
Poly[3HB-co-3HV] (12% 3HV) - Sigma Aldrich
Triton X - Sigma Aldrich
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat - Sigma Aldrich
Nikotonamid adenin dinukleotid - Sigma Aldrich
Kyselina oxaloctova - Sigma Aldrich
Glukoésa-6-fostat - Sigma Aldrich
DL-isocitrat tri sodny - Sigma Aldrich
Kyselina DL-jablé¢na - Lachema n.p. Brno
4.1.4. Pristroje
Centrifuga Boeco C-28, Hettich Mikro 200
Analytické vahy Boeco

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Termostat, LS-35

Temperovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0.
Plynovy chromatograf

- Trace GC Ultra FID detektor, Finnigan (USA)

- Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm pro stanoveni P3HB

- Kolona — SLB-IL 100 pro stanoveni mastnych kyselin
Fermentor Sartorius BIOSTAT 51 B® plus

ELISA reader BIOTEK EL 808

Mikrocentrifuga Boeco
4.2. Kultivace bakterie Cupriavidus necator H16
4.2.1. Uchovani bakterie a priprava inokula

Po oziveni lyofilizované sbirkové kultury byla kultura inkubovana na Petriho miskach
obsahujici pevné médium Nutrient Broth v termostatu pii teploté¢ 30 °C. Kultura bakterie C.
necator H16 byla poté uchovavana na Petriho miskach pii teplot¢ 7 °C. Preockovani
bakterialni kultury bylo provadéno v intervalu 30 dni.
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Inokulum pro vSechny kultivace bylo pfipraveno do Erlenmayerovych banék o objemu
100 ml obsahujicich 50 ml média Nutrient Broth. Inokulum bylo zaockovano tiikrat
bakteriologickou klickou z agarové plotny a po 24 hodindch kultivace pii 30 °C na
temperované tfepacce pii konstantni tfepaci frekvenci 170 rpm bylo pouzito pro dalsi praci.

4.2.2. Zivna média
Pro uchovavani kultury bylo pouzito komer¢né dostupné médium Nutriet Broth
Beef extrakct 10 g
Pepton 10 g
NaCl5¢g
Agar20 g
Destilovana voda 1000 ml

Pro kultivaci bakterie Cupriavidus necator H16 bylo pouzito mineralni médium o sloZeni:

(NH4)ZSO4 3 g
Na,HPO4 I1,1g
KH2PO4 1,02 g
MgSOq4 02¢g

Roztok stopovych prvka* 1 ml
Destilovana voda 1000 ml

*Roztok stopovych prvkia

FeCl; 9,7 g
CaCl, 7,8 g
CuSOy4 0,156 g
CoCl, 0,119¢
NiCl, 0,118 g

Destilovana voda 1 000 ml

4.2.3. Vzorky oleji

Tabulka ¢. 4 udava prehled a oznaceni tukll a olejd, které byly pouzity pro kultivaci
bakterie C. necator H16.

Tabulka 4 Piehled pouzitych oleji pro kultivaci

vzorek popis vzorku
1 |Repkovy olej L. Odpadni olej z vyroby bramburek
2 | Smés sadla a rostlinného tuku | Odpadni olej z gastronomie — smazeni a fritovani
3 | Repkovy olej II. Surovy, nepurifikovany olej
4 | Palmovy tuk Odpadni olej z vyroby koblih - smazeni
5 |Kavovy olej Olej extrahovany z odpadniho kavového logru
6 |Repkovy olej III. Odpadni olej z gastronomie — smazeni a fritovani
y : i olej t tské — zeni
7 | Repkovy olej IV. O‘dpacrin{ olej ze studentské menzy smazeni a
fritovani
., Zakoupeny v maloobchodni siti, otevieny a
8 | Slunecnicovy olej A , y
skladovany pfi laboratorni teploté v temnu cca 1 rok
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4.2.4. Kultivace na ruznych olejich

Bakterie C. necator H16 byla kultivovana na riznych tucich za stejnych experimentalnich
podminek. Pouzity tuk byl jediny zdroj organického uhliku. Jako produkéni médium bylo
pouzito minerdlni médium (viz. 4.2.2.), koncentrace substratu byla pro vSechny kultivace
20 g/1, celkovy objem kultivacni smési byl 50 ml. Kultivace byla provedena v Erlenmayeroveé
bance o objemu 100 ml na temperované tiepacce pii 30 °C a pfi konstantni tfepaci frekvenci
170 rpm.

Vsechna produkéni média byla zaockovana z pripraveného inokula (viz. 4.2.1.) a po
72 hodinach kultivace bylo stanoveno mnozstvi biomasy, obsah a slozeni PHA v biomase.

Nasledejici kapitoly této prace jsou utajeny na zakladé smlouvy ¢islo 021600009308.
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