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Zpusob vyroby polyhydroxyalkanoati pomoci isolatu termofilniho bakterialniho kmene
Aneurinibacillus sp. H1

Oblast techniky
Vynalez se tyka vyuziti isolatu puvodniho Gram-pozitivniho termofilniho bakterialniho kmene

identifikovaného a oznaceného jako Aneurinibacillus sp. H1 k termofilni biotechnologické
produkci polyhydroxyalkanoati.

Dosavadni stav techniky

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialni polyestery, které ve form¢ intracelulamich granuli
akumuluje fada prokaryotickych mikroorganismu jako zasobni formu uhliku, energie a redukcni
sily. Po chemické strance se jedna o polyestery hydroxykyselin, pfi¢emz karboxylova skupina se
obvykle nachazi v poloze 3 pripadn¢ 4. Podle délky monomerni jednotky rozliSujeme dva zakladni
typy PHA - polymery s kratkou délkou fetézce (short-chain-lenght) tzv. sc/-PHA a materialy se
stfedni délkou fetézce (medium-chain-lenght) tzv. mc/-PHA. Obecné plati, ze PHA jsou velice
¢asto uvazovany jako potencialni nahrada za polymery petrochemického puvodu, a to z nékolika
hlavnich davodi. Mechanické, termické a technologické vlastnosti PHA jsou velice podobné
nékterym petrochemickym polymerim, nicméné na rozdil od petrochemickych materialii jsou
PHA i. kompletné pfipraveny biotechnologickou cestou s vyuzitim obnovitelnych pfipadné 1
odpadnich surovin, ii. jedna se o prirozen¢ a kompletn¢ biodegradovatelné a kompostovatelné
materidly, a to prakticky ve vSech relevantnich prostredich, a iii. PHA vykazuji vysokou miru
biokompatibility s lidskym télnim prostfedim. Tyto jejich vlastnosti z nich €ini zajimavou
materialovou zakladnu pro velice Sirokou paletu aplikaci.

Obecn¢ plati, Ze PHA jsou termoplasty a je tedy je mozné opracovavat standardnimi postupy.
Vlastnosti PHA jsou zavislé predev§im na monomemim sloZeni, zakladni parametry nékterych

zastupcu PHA jsou uvedeny v tabulce 1 [1].

Tabulka 1. Parametry vybranych vlastnosti nékterych PHA a jejich srovnani s polypropylenem [1].

POAHECIHYY  PUIHBGHYG R PUEHBEHEB) POHBAH
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P(3HB) -poly(3-hydoxybutyrat), P(3HB/3HV) - poly(3-hydroxybutyrdt-co-3-hydroxyvalerdt),
P(4HB) - poly(4-hydroxybutyrat), P(3HB/4HB) - poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), PP
- polypropylen

Nejcast€)Sim a nejlépe prostudovanym PHA polymerem je homopolymer 3-hydroxybutyratu
(3HB), poly(3-hydroxybutyrat) - P(3HB). Material isolovany z bakterialnich bunék vykazuje
vysokou miru krystalinity - je tedy pevny, kfehky a malo elasticky. Teplota tani polymeru je
piiblizné 179 °C, pricemz teplota degradace materialu (200 °C) je nepfijemné blizko teploté tani,
coz vyznamné komplikuje jeho taveni.
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Mechanické i1 technologické vlastnosti materialu je vS§ak mozné vyznamné zlepsit, pokud je do
struktury materialu inkorporovana dal§i monomerni jednotka. Velice Casto je to 3-hydroxyvalerat
(3HV). Vznika tak kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (P3HB-co-3HV).
Vlastnosti polymeru jsou potom zavislé na obsahu 3HV, celkové je mozné konstatovat, Ze se snizi
krystalinita a Youngav modul, a naopak narusta jeho prutaznost a elasticita. Zaroven vykazuje
polymer niZs§i teplotu tani nez homopolymer PHB pii zachovani téze hodnoty teploty degradace,
coz je samoziejm¢ z pohledu taveni polymeru velice pozitivni.

Dal§im velice zajimavym materidlem je kopolymer obsahujici 4-hydroxybutyrat (4HB), poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) P(3HB-co-4HB). Tento material vykazuje vysoce amorfni
strukturu a rostoucim obsahem 4HB vyrazn¢ klesa teplota degradace az téméf k hodnoté 50 °C a
vyrazng roste flexibilita, pritaznost a také Youngiv modul. Neni bez zajimavosti, Ze kopolymery
P(3HB -co-4HB) vykazuji také zvySenou biodegradabilitu, a to 1 v prostfedi télnich tekutin [2].
Diky svym vlastnostem ma tedy P(3HB-co-4HB) vysoky aplika¢ni potencial predevsim v oblasti
biomediciny. V roce 2007 americky tfad Food and Drug Adminstration (FDA) schvalil pouziti
P4HB pro medicinské vyuzZiti (Tepha FLEX®Absorbable Suture” a “BioTREK™ Bioabsorbable
Septal Repair”) a také byla publikovana rada uspésnych studii vyuzivajicich P(3HB-co-4HB) v
klinickych aplikacich, jako transportni systém pro 1éCiva nebo scafoldy pro proliferaci bunck a
tkariové inzenyrstvi [3 - 5].

Schopnost produkce P(3HB-co-4HB) indukované pridavkem strukturniho prekurzoru 4HB jako
jsou napfiklad gama-buryrolakton (GBL), 1,4-butandiol (1,4-BD), nebo pfimo 4- hydroxybutyratu
byla pozorovana pro n¢kolik pfirozenych bakterialnich producenti PHA, jako jsou napriklad
Cupriavidus necator (6], Cupriavidus malaysiensis [7], Comamonas acidovorans [8] nebo
Burkholderia sacchari [9]. Schopnost inkorporace 4HB do struktury polymeru je mozné posilit
napiiklad nahodnou mutagenezi tak, jak ve svém experimentu demonstrovali Kitamura a Do, ktefi
zvySenou schopnost inkorporace 4HB do struktury polymeru pozorovali u mutantnich kmena C.
necator H16 neschopnych riistu na 4HB jako jediném zdroji uhliku [10]. Schopnost produkce
P(3HB-co-4HB), a to i bez nutnosti aplikace strukturnich prekurzora 4HB, je do vhodného
producenta také mozno vnést pomoci nastroju genového inZzenyrstvi, jak o tom pojednavaji patenty
US 6689589 B2 [11], US 006117658 A [12], US 8546125 B2 [13] pfipadn¢ dalsi literami zdroje
[14].

Pii medicinskych aplikacich polyhydroxyalkanoatii je kli¢ovou vlastnosti materialu jejich Cistota
a spektrum potencialnich kontaminanti. Pokud je polymermi material produkovan a nasledné
isolovan z Gram-negativnich bakterii, je velice casto kontaminovan endotoxiny na bazi
lipopolysacharidii, které jsou lokalizovany na vnéj§i membrané bunééné stény Gram-negativnich
bakterii, a proto jsou spolu s PHA ko-isolovany z bakterialni biomasy. Tyto kontaminanty
zpusobuyji velice silnou imunitni odpovéd’, ktera muze v extrémnich pripadech koncit az smrti, jsou
tedy pfi uvazované aplikaci PHA v oblasti mediciny extrémné nezadouci. Proto je obsah
endotoxinii monitorovan, u zdravotniho vybaveni nesmi obsah endotoxini obvykle presahnout
hodnotu 20 Endotoxin Units (EU) nicméné napriklad u matenali které maji byt v kontaktu
cerebrosialnimi tekutinami nesmi obsah endotoxinla prfesahnout hodnotu 2,5 EU [15]. Nicmén¢
komeréné dostupné PHA maternialy obvykle vykazuji obsahy endotoxinu na trovni 100 EU 1 vice.
Obsah endotoxini muze byt u PHA biomaterialu snizen pouzitim vhodné isolacni techniky [16],
pfipadn¢ mohou byt endotoxiny selektivné degradovany pomoci oxidacniho Cinidla, jak to popisuje
patent US 6245537 B1 [17], nicméné uplné odstranéni je obtizné ne-li nemozné. Mozné feseni
skyta vyuziti Gram-pozitivnich bakterii, které¢ endotoxiny obsahuji jen v minimalnim mnozstvi, a
PHA materialy pripravené pomoci Gram-pozitivnich bakteni proto prakticky nejsou endotoxiny
kontaminovany.

Extrémofilové jsou schopni prezivat a rist v podminkach, které jsou daleko od podminek vhodnych
pro Zivot vétSiny organismu. V modemich mikrobialnich biotechnologiich jsou v soucasné dobé
procesy zaloZené na vyuziti extrémofilnich mikroorganismu povazovany za velice perspektivni,
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protoze extrémofily pfinaseji fadu vyhod. Pfedné je to vyrazné zvysSeni robustnosti procesu vici
kontaminaci, coz umoznuje napriklad vyuzit kontinualni kultivacni méd nebo redukovat pripadné
upln¢ eliminovat naroky na sterilizaci zafizeni a kultivaéniho média. Dalsi vyhodou extrémofila
jako produkénich jednotek je obvykle jejich vysoka rustova rychlost, schopnost utilizovat Sirokou
paletu substratu, a to véetn¢ odpadi, moznost vyuziti levnéjSich zdroji fermentacni vody, a to
véetn€ mofské a snizeni energetickych naroku na kultivace. Dalsi vyhody €asto vyplyvaji z vyuZiti
konkrétni skupiny extremofila [18]. Z té€chto duvodu jsou v soucasné dob¢ procesy zalozené na
extremofilnich mikroorganismech cCasto oznaCovany jako prumyslové biotechnologic nové
generace (Next Generation Industrial Biotechnologies, NGIB) [19]. Pochopitelné je tedy 1 snaha
vyuzit vyhod plynoucich ze zapojeni extremofilu pfi biotechnologické produkci PHA [20]. Z
tohoto pohledu je velice zajimava skupina halofilnich mikroorganismu, tedy mikroorganismii,
které se adaptovaly na vysokou salinitu prostfedi. Schopnost produkce PHA byla popsana u fady
halofill, at’ uz jsou to stfedné halofilni Gram-negativni bakterie, jako jsou Halomonas halophila
[21], Halomonas boliviensis [22] nebo Halomonas bluephagenesis [23], stfedné halofilni Gram-
pozitivni Bacillus megaterium uyuni S29 [24] nebo extrémné halofilni Archea Haloferax
mediterranei [25]. Bylo prokazano, ze schopnost akumulace PHA predstavuje u¢innou ochrannou
strategii vuéi negativnim efektim hyperosmotického prostredi [26] a vyraznym fluktuacim
osmolarity prostiedi [27], coz je pravdépodobné¢ divodem Castého vyskytu schopnosti biosyntézy
PHA mezi halofilnimi prokaryoty. Produkce PHA pomoci halofilnich mikroorganismii je popsana
také v patentové literatufe, je to napriklad patent AT 513449 A1 [28] ktery popisuje mozny zplisob
vyroby PHA a dalSich hodnotnych metaboliti s vyuZzitim odpadu po vyrobé bioplynu za vyuziti
halofilnich mikroorganismu, patent DE 102008045237 B4 [29] se vénuje mozné ko-produkci PHA
a kompatibilnich latek v ramci jednoho biotechnologického procesu pomoci halofilni kultury,
patent JP 5164182 B2 [30] deklaryje, Ze isolat oznaceny jako Halomonas sp. HM-1 je velice slibny
producent PHA, obdobn¢ i patent JP 2011083204 A vénuje pozomost konkrétnimu kmenu rodu
Halomonas [31].

Krom¢ halofilnich kmena jsou za slibné producenty PHA povaZovany také termofily -
mikroorganismy vykazujici optimalni riist pii teplotach 45 °C a vice. Jejich vyuziti nabizi celou
fadu vyhod, prfedné je trfeba zminit, Ze procesy vyuzivajici termofily jsou Casto prekvapiveé
energeticky vyhodné. To je dano minimalizaci nakladii na chlazeni a také tim, Ze k vyhfevu
reaktoru je mozné do velké miry vyuzit metabolické teplo rychle rostouci termofilni kultury a
energii michadla [18, 20]. Vysoka kultivacéni teplota pochopitelné snizuje riziko kontaminace a je
mozné zvazit snizeni sterility procesu. Napfiklad Ibrahim a Steinbuchel vyuzili k produkci PHA
termofilni kultury Chelatoccocus sp. a 1 bez sterilizace zafizeni byl proces veden asepticky 1 po
dlouhou kultivaéni dobu [32]. Nicmén¢ termofilnich kmenii schopnych produkce PHA nebylo
doposud popsano tolik jako halofili. Biosyntéza PHA byla popsana pfedev§im u Gram-
negativnich kultur jako napfiklad u bakterie Thermus thermophilus HB8. Tato bakterie je podle
literarnich udajii schopna rist pfi 75 °C, obsah PHA v biomase dosahuje 30 az 40 % hmotn. a
samotny polymer se sklada ze zajimavych monomemich jednotek, jako je napfiklad 3-
hydroxydekanoat, 3-hydroxyoktanoat, ale také 3HB a 3HV [33-34]. Dal§im Gram-negativnim
producentem PHA popsanym v literatufe je Caldimonas taiwanensis, ktera je schopna produkce
P(3HB) a P(3HB-co-3HV) pri teploté 55 °C [35]. Ibrahim a Steinbuchel isolovali PHA produkujici
termofilni bakterie z Cistimy odpadu a ziskali n¢kolik isolati, které se dle sekvenace 16S rRNA
genu a podle fyziologickych a biochemickych testi fadily do skupiny Chelatococcus, izolaty
klasifikovali jako Chelatococcus thermostellatus. Tato Gram-negativni bakterie je schopna
produkce PHA pii teplotach okolo 50 az 55 °C, pricemz jako substrat preferuje glycerol nebo
glukozu [36]. V nasledujicich experimentech vyzkumna skupina okolo prof. Steinbuchela testovala
biotechnologicky potencial tohoto producenta s vyuzitim riznych pokro€ilych kultivaénich médu
(batch, fed-batch, repeated batch), zaroven byla uspéSné ovéfena robustnost procesu vaci
mikrobialni kontaminaci pfi sniZenych narocich na sterilizace zafizeni [32]. Gram-pozitivnich
termofilnich producenti PHA bylo doposud popsano vyrazné méné. Bacillus shackletonii
isolovany v prostredi ¢inské uhelné elektramy je schopen produkce P(3HB) pri teplotach 35 az
50 °C [37]. Schopnost produkce P(3HB) byla také popsana u kmene Geobacillus sp. AY 946034,
ktery je schopen ristu a produkce PHA pfi 60 °C [38], a nakonec byla schopnost produkce PHA
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popsana u kmene Aneurinibacillus sp. XH2, ktery byl vyisolovan v Ciné na ropném lozisku,
nicméné vytézky popsané v literatufe jsou 1 pfes pouziti bohatého a finanéné narocného
kultivaniho média spi§ nizké — 111,6 mg/L [39], kmen je patentové chranén patentem
CN 103667153 B [40].

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je termofilni Gram-pozitivni kmen Aneurinibacillus sp. H1. Tento bakterialni
kmen byl isolovan specialnim zpusobem z kompostu a je ulozen v Ceské sbirce mikroorganisma
(CCM) pod sbirkovym ¢islem 8960.

Kmen byl isolovan z kompostu odebraného v Brnénské kompostarné€, odbér vzorku kompostu byl
realizovan dne 15. 10. 2018. Cilem bylo vyisolovat termofilni producenty PHA. Podle

zku$enosti vynalezcl neni mozné pfi praci s termofilnimi kmeny vyuzit standardni postup aplikace
Nilské ¢ervené do agaru tak, jak je popsano v literature, protoze termofily ¢asto vykazuji pozitivni
barveni Nilskou ¢erveni bez ohledu na jejich schopnost akumulace PHA viz. obr. 1.

Pii standardnim isola¢nim postupu je mozné PHA produkujici kmeny odlisit od PHA
neprodukujicich pomoci aplikace Nilské cervené do agaru, kolonie producenti PHA pak pod UV
zafenim vykazuji typickou oranzovou fluorescenci. Nicméné pokud je postup vyuzit k isolaci
termofilnich kultur (kultivacni teplota 50 °C a vice) vykazuje pozitivni barveni Nilskou Eerveni
velka cast kolonii bez ohledu na schopnost produkce PHA. Proto nebylo mozn¢ isolacni postup s
vyuzitim Nilské ¢ervené aplikovat na termofilni kultury a bylo nutno zvolit odli$nou strategii na
zaklad¢ predchozich poznatkl o tom, Ze schopnost akumulace PHA zvySuje odolnost bakterii vaci
prudké zméné osmolarity prostiedi.

Byl vyvinut isolaéni protokol, kdy byla smésna kultura bakterii potencialné obsahujici PHA
producenty vystavena nejdfive siln€ hypertonickému (100 az 200 g/l NaCl) a nasledn¢ silné
hypotonickému prostfedi (destilovana voda). Nasledn¢ byly buriky vysety na misku, pfi¢emz bylo
mozné predpokladat, ze vétSina prezivsich bakterii schopnych tvofit kolonie je schopna produkce
PHA. Schéma originalniho isola¢niho postupu je uvedeno na obrazku 2.

P1i isolaci termofilnich PHA producenti byl jako startovaci kultura vyuzit kompost odebrany 15.
10. 2018 v podniku Centralni kompostarna Brno, provozovatel SUEZ Vyuziti zdroji a.s. Cca l g
kompostu byl rozsuspendovan ve 100 ml mineralniho kultivacniho média M1 o nasledujicim
sloZeni:

SloZeni mineralniho média M1:
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Vzorek byl nasledné submerzné kultivovan pii 50 °C po dobu 48 h. Nasledn¢ byla takto pfipravena
smésna kultura prevedena (inokulac¢ni pomér 10 % obj.) do Cerstvého kultivaéniho média a opét
kultivovana pri teploté¢ 50 °C po dobu 48 h. Takto pripravena sm¢sna kultura byla vystavena
pusobeni hypertonického prostredi a nasledné hypotonickému prostredi tak, jak je schematicky
uvedeno na obrazku 2. Po expozici hypertonickému a hypotonickému Soku byla bunééna suspenze
vyseta na misky obsahujici totozné médium, které bylo vyuzito k jeji submerzni kultivaci a
inkubovana pii 50 °C po dobu 48 h. Na miskach se objevily dva typy kolonii - matné ploché bézové
kolonie s nepravidelnym plazivym okrajem, které¢ vyznamn¢ dominovaly (cca 90 % vsech kolonii
na miskach) a pak mensi podil drobnych bilych kolonii s jasn¢ ohrani¢enym okrajem. Oba typy
kolonii byly vySetfeny co do pfitomnosti PHA pomoci metody infracervené spektroskopie
vyuzivajici techniky zeslabeného uplného odrazu (ATR- FTIR) a pritomnost PHA byla prokazana
pouze u dominantniho typu kolonii, coZ jednoznaéné prokazuje efektivitu pouzitého isolacniho
postupu. V ramci PHA produkujiciho typu kolonii byl vybran dominantni typ kolonie, ktera byla
oznacena jako isolat HI.

Prukaz pritomnosti PHA granul u ziskanych isolati byl proveden nejen pomoci FTIR
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spektroskopie, ale také mikroskopickym vysetfenim isolatd pomoci Transmisni Elektronové
Mikroskopie (TEM), vysledky pro isolat H1 jsou zobrazeny na obrazku 3.

Bakterialni izolat byl nasledn¢ identifikovan pomoci standardnich mikrobiologickych testi.
Vysledky fenotypové identifikace isoldtu H1 (provedeno Ceskou sbirkou mikroorganismii):

Mikroskopie: Gram-negativni tycky (gram-pozitivni sténa potvrzena KOH testem), jednotlive, v
nepravidelnych shlucich, spory ovalné, zdurujici bunku, umisténé centralné

Morfologie kolonii: matng, ploché, bézové, okraj nepravidelny, plazivy

Pozitivni testy: katalaza, anaerobni rust, hydrolyza Zelatiny, kaseinu, ONPG a lecithinu, ureaza,
kyselina z glukozy, xylozy a laktdzy, rist v pritomnosti 7 % NaCl, rist pfi 60 °C, hemolyza

Negativni testy: hydrolyza skrobu, Tweenu 80, eskulinu, tyrosinu a DNA, acetoin, redukce nitratu,
kyselina z mannitolu, celobidzy, fruktézy a inositolu, rust v pritomnosti 10% NaCl, rust pii 30 °C,
rist pfi 65 °C Simmons citrat, arginin dihydrolaza.

Krom¢ standardni fenotypové charakterizace byla také provedena identifikace kmene pomoci
systému BIOLOG - v obou pfipadech byla kultura identifikovana jako Aneurinibacillus sp., blizsi
taxonomické zarazeni nebylo na zaklad¢ vysledki mozné.

Dal§im prfistupem pro taxonomické zarazeni isolatu byla parcialni sekvenace 16S rRNA genu
pomoci  primera  16S-F  (5'-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") a 16S-R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Pri srovnani sekvence byla nejvyssi podobnost nalezena pro
Aneurinibacilus thermoaerophilus.

Byl tedy ziskan termofilni Gram-pozitivni izolat Aneurinibacillus sp. H1, ktery mize byt s
vyhodou vyuzit k biotechnologické produkci PHA. Kmen byl uloZen jako patentova kultura v
Ceské sbirce mikroorganismi a bylo mu udéleno sbirkové &islo CCM 8960, doklady o ulozeni ve
sbirce jsou prilohou patentové zadosti.

Predmétem vynalezu je zpusob biotechnologické vyroby polyhydroxyalkanoati, které jsou
produkovany mikroorganismem termofilniho Gram-pozitivniho kmene Aneurinibacillus sp. H1,
nebo jeho pfirozené€ se vyskytujicimi mutanty, geneticky modifikovanymi burikami tohoto kmene,
které maji stejné vlastnosti, ziskanymi metodami mutageneze nebo technikami rekombinantni
DNA v kultivacnim médiu obsahujicim uhlikaty substrat, komplexni zdroj dusiku a anorganicky
zdroj dusiku.

Uhlikatym substratem je vyhodné¢ ¢isty glycerol, odpadni glycerol, glukoza, pripadné jejich smés,
kdy vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je homopolymer poly(3-hydroxybutyrat); pocatecni
koncentrace glycerolu je ve vvhodném provedeni 20 g/L.

V pripadé, Ze kultivaéni médium obsahuje kromé uhlikatého substratu prekurzor s lichym poctem
uhlikovych atomi, jako napfiklad propionat, kyselinu propionovou, valerat, kyselinu valerovou
nebo jejich smés, vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat).

V pripadé¢, ze kultivacni médium obsahuje jako uhlikaty substrat a/nebo pfidavek 1,4-butandiolu
nebo gamabutyrolaktonu nebo jejich strukturnich analogu obsahujicich obdobny strukturmni motiv
- hydroxylovou skupinu na poslednim uhlikatém atomu ¢étyf pripadné Sesti- uhlikatého skeletu,
vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybuytrat).

Kultivacni médium obsahuje jako uhlikaty substrat vyhodné 1,4-butandiol, nejlépe v pocatecni
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koncentraci 4 az 6 g/L. Uhlikatym substratem muze byt vyhodné také 1,4-butandiol v kombinaci s
glycerolem, nejvyhodnéji v koncentraci glycerolu 2 az 8 g/L.

Kultivacni teplota pii vyrobé polyhydroxyalkanoatu se pohybuje v rozmezi 45 °C az 65 °C, nejlépe
v rozmezi 45 °C az 50 °C.

Podle vyhodného provedeni je komplexnim zdrojem dusiku v kultivacnim médiu pfi vyrobé
polyhydroxyalkanoatii Trypton, nejlépe v koncentraci 0,5 g/L, anorganickym zdrojem dusiku v
kultivanim médiu pfi vyrobé polyhydroxyalkanoati je vyhodné dusi¢nan amonny, nejlépe v
koncentraci 1,0 g/L.

Kultiva¢ni médium (dale oznaceno jako M2) pro provedeni zpusobu podle vynalezu v baikovém
me¢fitku 1 laboratornim bioreaktoru obsahuje vyhodné nasledujici slozky v uvedenych
koncentracich:

Gleesrol 20,
NasHPO: - 12 H:Q) 9
KH:POs LS el
NHNE; el
Trypton 0.5 ¢l
A&y - 7 HD 2 &L
Cally - 2D QT gl
FelHy - v HEHE g
Roztok stopovich preku AL,

Lihiionty subeteat

kde roztok stopovych prvku obsahuje nasledwjici slozky v uvedenych koncentracich:

EDTA S0 wil
FalClx SRR
2y Q84 gk
CuClhy 210 a.13 gt
CoCly- 6 HO 6.1 wl.
Mall - 6 RO 8,018 gL
HiBh 6.1 gL

pricemz pH kultiva¢niho média je 7.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Misky termofilnich kultur barveny pomoci aplikace Nilské Cervené do agaru, zZadna z
fluoreskujicich kolonii nevykazovala schopnost produkce PHA.

Obr. 2: Postup obohaceni smésné kultury o producenty PHA pomoci vystaveni puvodni kultury
siln¢ hypertonickému a nasledné siln¢ hypotonickému prostiedi.

Obr. 3: Snimky z Transmisni Elektronové Mikroskopie isolatu H1, Sipky poukazuji na pfitomnost
PHA granuli v bakterialnich burikach.
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Obr. 4. Zaznam zakladnich parametri vsadkové produkce P(3HB) s vyuzitim isolatu
Aneurinibacillus sp. H1 a odpadniho glycerolu jako substratu v laboratornim bioreaktoru Sartorius
B-Plus o maximalnim pracovnim obejmu 5 L.

Obr. 5: Zaznam zakladnich parametri vsadkové produkce P(3HB-co-4HB) s vyuzitim isolatu

Aneurinibacillus sp. HI a 1,4-budtandiolu jako substratu v laboratomim bioreaktoru Sartorius B-
Plus 0 maximalnim pracovnim obejmu 5 L.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Kultivace byly provadény v Erlenmeyerovych bainkach o objemu 250 ml obsahujicich 100 mL
kultiva¢niho média. Jako inokulum pro samotné produkéni experimenty byla vyuzita kultura
kultivovana po dobu 24 h v komplexnim NB médiu, pouzity inokulacni pomér byl 5 %. Pokud neni
uvedeno jinak, kultivace probihala po dobu 72 h na termostatované tfepacce (180 rpm) pfi teploté
45 °C. Po ukonceni kultivace byly buriky z 10 mL suspenze centifugovany (6000 x g, 5 minut),
promyty a nasledné vysuSeny do konstantni hmotnosti pii 105 °C. Koncentrace biomasy byla
stanovena gravimetricky a obsah PHA a monomemi sloZeni polymeru bylo stanoveno pomoci
plynové chromatografie s plamenové-ionizacni detekci (GC-FID). Pro analyzu molekulové
hmotnosti byl polymer vyextrahovan pomoci chloroformu, pfebyte¢né rozpoustédlo bylo odpareno
a molekulova hmotnost ziskaného polymeru byla stanovena pomoci vylucovaci chromatografie
(SEC-MALS).

Priklad 1

Produkce polymeru poly(3-hydroxybuytratu)

Isolaty mohou byt vyuzity k produkci PHA s vyuZitim riznych zakladnich uhlikatych substrati,
kdy bakterialni kultura produkovala vyhradné homopolymer 3-hydroxybutyratu P(3HB), jak
doklada tabulka 2.

Tabulka 2. Produkce PHA s vyuzitim riznych uhlikatych substrati. Doba kultivace 72 h, 50 °C,
180 rpm, médium M1, zdroje uhliku byly aplikovany v koncentraci 20 g/L.

.03 2 8

Manosn

CGalakioss 4,02 ¢ DG
Ghakoss RGN SRR R RS
Fruktosn 403

Lk 1S

{Hei

Z vysledku v tabulce 2 je patrné, Ze nejlepSim substratem je glycerol, na kterém isolat H1 vykazoval
dobry rist a vyznamnou produkei polymeru. Vyznamného vytézku bylo dosazeno také s vyuzitim
glukozy, u ostatnich substratu je mozn¢ rust biomasy a produkci polymeru hodnotit spise jako
slabé, pri pouziti oleje jako jediného testovaného uhlikatého substratu pak nebyla kultura H1
schopna ristu ani produkce P(3HB).
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Dale byla testovana schopnost produkce P(3HB) pii riznych teplotach, jak uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Produkce PHA s vyuzitim riznych kultivaénich teplot. Doba kultivace 72 h, 50 °C,
180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.

Hi o

Seplota (]
SN0
s
R
A t‘ m & Q08

Jak doklada tabulka 3, je isolat Aneurinibacillus sp. H1 schopen produkce P(3HB) v §irokém
rozmezi teplot, solidni produktivita byla dosazena 1 pfi teploté 65 °C, nicmén¢ teplotni optimum
bakterie se pohybuje v rozmezi 45 az 50 °C, coz uz je teplota dostateéné vysoka k tomu, aby branila
rustu nejcastéj§im kontaminantim - béznym mesofilnim bakteriim. Proces zaloZzeny na vyuZiti
isolatu Aneurinibacillus sp. H1 je tedy robustni vii¢i mikrobialni kontaminaci.

Produk¢ni parametry procesu je dale mozno vyrazné zvysit optimalizaci zakladnich kultivacnich
podminek, pfedevsim pak slozenim kultivaéniho média, jak dokladaji tabulky 4, 5 a 6, ve kterych
jsou demonstrovany vysledky vybéru a optimalizace pouzitych komplexnich a anorganickych
zdroju dusiku.

Tabulka 4. Vysledky barikového experimentu optimalizace pocateni koncentrace kvasni¢ného
extraktu (komplexni zdroj dusiku) a chloridu amonného (anorganicky zdroj dusiku). Doba
kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroje uhliku glycerol 20 g/L.

POHE)

Tabulka 5. Vysledky barikového experimentu identifikace optimalniho anorganického zdroje
dusiku. Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.

Anorgamchy Biomasa
zdvoi N }'@"Lg PEER) 136 FIHE L §
NHC 82 w«. X G 3 '
{NH RSN
NHaN
modoving

Tabulka 6. Vysledky barikového experimentu identifikace optimalniho komplexniho zdroje dusiku.
Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M1, zdroj uhliku glycerol 20 g/L.
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Kaomplexnd advag
N Biomasa gl
Kypnitoy e 1R& & Q0
Masowy pepton JE SURSE L&
Sarovy popton 198 2 006
Tovpton 3
Hovda axtraky

PE3HBY Iaft ]

Jako optimalni zdroj komplexniho dusiku byl identifikovan Trypton, anorganicky zdroj dusiku pak
NH4NOs, optimalni koncentrace komplexniho zdroje dusiku je 0,5 g/L a anorganického zdroje pak

1 g/L.
Vystupem optimaliza¢nich experimentu je kultivacni médium M2 o nasledujicim sloZeni:

Olveerd

NaghiPl - 12 HO

KHRC
NN el
Trypton NS
Mgl - 7 HO 02 gk
Calh - T HO 403 2L

PaleHy - pitedt Q0012 ik

*Roztok stopovych prvki 1 mL/L
Uprava pH pomoci 1M H,SO. nebo NaOH na hodnotu 7,0

*SloZeni roztoku stopovych prvku:

EDTA 50 gl

FeClz 3.3 oL

Z2aCl; Q.84 gl
Cull T HO 813 2l
Collz- & H:0 81 g
Mally 6 HO .01 g
HiBOs 0,1 gl
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Jako zdroj uhliku pro produkci P(3HB) byl testovan Cisty glycerol 1 odpadni glycerol, ktery vznika
jako vedlejsi produkt pfi vyrob¢ bionafty, viz tabulka 7.

Tabulka 7. Vysledky barikového experimentu moznosti vyuziti odpadniho glycerolu jako substratu
pro produkci P (3HB). Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, mé¢dium M2.

Roncentrae Bionus POHBS PIHB)

Substrit gl &L Yl {ghd
16 [ AR UNTLI X ‘f@ 120 Q328

gyoerd 20 3.2 SEAT = 33R L7uag
30 :. :»;»Aﬁ 4 3‘2 FIE AN R B

odpadni 10 § & 8133 Qid2 M
W ‘)‘) ~ Q&ﬁ } ’( y "‘w.i :.,

hveerod f‘{ o ‘;"__‘\;f E?* L4220
o 3 1.8 4,10 & 588 ATTL13

Jak dokladaji vysledky presentované v tabulce 7, kromé Cistého glycerolu je jako substrat pro
produkci P(3HB) mozné vyuzit také levny odpadni glycerol, ktery vznika jako vedlejsi produkt pri
vyrob¢ bionafty. I pfes prfitomnost fady toxickych latek (metanol, t€Zké kovy, volné mastné
kyseliny atd.) je bakterialni kultura Aneurinibacillus sp. H1 schopna vyuzivat odpadni glycerol s
podobnou efektivitou jako glycerol Cisty, optimalni pocateCni koncentrace jak Cistého tak
odpadniho glycerolu je 20 g/L, pri nizsi koncentraci je kultura vystavena limitaci zdrojem uhliku,
coz se negativn¢ projevi na rastu 1 produkci P(3HB), pii vyssi davee glycerolu je kultura astecné
inhibovana substratem, coZ je patmé na rustu biomasy pfedevs§im u odpadniho glycerolu.

Proces produkce PHA byl kromé ban¢k otestovan také v laboratornim bioreaktoru. Kultivace v
laboratornim reaktoru byly provedeny ve fermentoru Biostat B-plus od firmy Sartorius. Maximalni
pracovni objem fermentoru byl 5 L, fermentor obsahoval 3,5 L kultivaéniho média média M2
s 20 g/L glycerolu a byl inokulovan 350 mL inokula kultivované¢ho 24 hodin v médiu Nutrient
Broth (popsano nize). Béhem kultivace byla teplota regulovana na hodnoté 45 °C, pH bylo
regulovano pf‘idavkem 1 M HzSO4 nebo 30 % hmotn. NaOH na hodnoté 7, aerace byla nastavena
rozpusténého kysllku dosahovala hodnoty 10 az 30 % saturace. V prav1delnych intervalech byly
odebirany vzorky na stanoveni biomasy, PHA tak, jak je popsano vyse, zbytkovy glycerol byl
stanoven spektrofotometricky.

Nutrient Broth

Hovéa exgrake 1L
P&g&izﬁﬁ HE g}M
Nall Sl

Zaznam zakladnich parametri tohoto kultiva¢niho postupu je pfedmétem obrazku 4.

Béhem vsadkové kultivace kultura vykazovala silny rist az cca do 8 hodiny kultivacni, kdy se z
kultiva¢niho média vycerpal dusik, coz je patmé predevsim z prudkého poklesu naroka na kyslik,
ktery se projevil poklesem otacek michadla. Nasledné byl primamé spotfebovavan glycerol
pfedevsim za ucelem biosyntézy P(3HB), obsah polymeru biomase v nasleduji kultivaéni periodé
narostl na hodnotu cca 25 % hmotn. V 17h kultivacni byla zastavena spotfeba baze, coz
pravdépodobné koreluje s vycerpanim glycerolu. V tomto kultiva¢nim Case bylo pravdépodobné
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nejvyhodnéjsi kultivaci ukonéit. Po 21 h kultivace bylo dosazeno relativné vysokého vytézku
biomasy 5,7 g/L obsah P(3HB) v biomase dosahl cca 26 % hmotn. a vytézek polymeru pak hodnoty
1,5 g/L. Pro navySeni vytézku bylo proto potfeba jiné kultivacni strategie umoziujici nadavkovat
vys$Si mnozstvi uhlikatého i dusikatého substratu a zaroven precizngji vyuzit limitaci dusikem jako
nastroje pro iniciaci syntézy polymeru.

Priklad 2
Produkce kopolymeru poly(3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu)

Isolat Aneurinibacillus sp. H1 je krom¢ produkce P(3HB) homopolymeru schopen také produkce
kopolymeru poly(3-hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu) (P(3HB-co-3HV)), pokud je do
kultivacniho média aplikovan vhodny prekurzor obsahujici lichy pocet uhlikovych atomu, tato
schopnost je demonstrovana v tabulce 8, kde byly jako prekurzory 3HV vyuzity kyselina
levulinova, propionat, propanol a valerat.

Tabulka 8. Vysledky barikového experimentu pro posouzeni vhodnosti riznych prekurzori3HV
pro produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV). Doba kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm, médium M2,
glycerol 20 g/L, prekurzor aplikovan ve 24 h kultiva¢ni hodiné, a to v koncentraci 2 g/L.

Bianinsg FHY [l
oyt Prokursor (&l PHA % PHA I %ol
H Levulinovd HRUSRS ‘%{‘»' s 3‘3_ N LUREE S '

#Hi Propiondt [ RS R e
Hi Propanel PAT S Q04 Q
H Vadendt 10 o 0

Vsechny testované prekurzory ¢astecné inhibovaly rast mikrobialni kultury a tim také snizovaly
vytézek polymeru. Na druhou stranu predev§im pii pouziti propionatu a valeratu dokazala
bakterialni kultura syntetizovat kopolymer P(3HB-co-3HV) s velice vysokym obsahem 3HV.

Priklad 3
Produkce kopolymeru poly(3-hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu)

Dal§im velice zajimavym PHA polymerem, jehoZ biosyntézy je izolat Aneurinibacillus sp. H1
schopen, je kopolymer P(3HB-co-4HB). Za ticelem indukce syntézy kopolymeru musi byt obvykle
bakterialni kultury kultivovany na 1,4-butandiolu, y-butyrolaktonu a 1,6-hexandiolu pfipadné
jejich strukturnich analozich, tedy latkach obsahujicich obdobny strukturni motiv - hydroxylovou
skupinu na poslednim uhlikatém atomu Ctyft pfipadné Sesti- uhlikatého skeletu, viz tabulka 9.

Tabulka 9. Vysledky barikového experimentu pro posouzeni moznosti produkce P(3HB-co-4HB)
kopolymeru s vyuzitim riznych substrati slouzicich jako prekurzory 4HB. Doba kultivace 72 h,
50 °C, 180 rpm, médium M2, jednotlivé substraty byly aplikovany jako jediny zdroj uhliku
v pocateéni koncentraci 8 g/L.

,,,,,,,,, Profharzor Biomass |
f&-haxawdiol . _ DO, _ )
y-butyeolakion G000 38441 048U
Ld-hatandiol JAT A0 TEARN 238 0T a0
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Z vysledki uvedenych v tabulce 9 je patrné, ze nejvhodnéjSim substratem pro produkci P(3HB-
co-4HB) je 1,4-butandiol, jehoz vyuziti umoziiuje jednak dosazeni nejvyssiho vytézku kopolymeru
a zaroven nejvysSiho obsahu 4HB v kopolymeru. Dal§im moznym vhodnym substratem je y-
butyrolakton, 1 kdyz v tomto pripad¢ jsou vytézky 1 obsah 4HB v kopolymeru nizsi, navic obecné

vws

Dale byla testovana vhodna pocatecni koncentrace 1,4-butandiolu, viz tabulka 10.

Tabulka 10. Vysledky optimalizace pocatecni koncentrace 1,4-butandiolu. Doba kultivace 72 h,
50 °C, 180 rpm. Médium M2.

Bilemesa HIB
LEBD I 5§ PHA % PHA L [ {kad

3 U1 SOEIE 28 QEI 00T 90866 0T0 18818 1SS

FREEY 8
12081

S 0% & 4 40

Jak dokladaji data uvedena v tabulce 10, optimalni pocate¢ni koncentrace 1,4-butandiolu je v
rozmezi 4 az 6 g/L, vysSi koncentrace maji negativni vliv na vytézek, ale také na molekulovou
hmotnost polymeru.

Proces produkce P(3HB-co-4HB) byl kromé banck otestovan také v laboratomim bioreaktoru
Sartorius B-Plus 0 maximalnim pracovnim obejmu 5 L ve vsadkovém rezimu, za podminek
stejnych jako v prikladu 1 pfi testovani produkce PHA v laboratornim bioreaktoru (viz vyse).

Obrazek 5 je demonstraci prubéhu vsadkové produkce P(3HB-co-4HB) s vyuzitim 1,4-butandiolu
jakozto jedin¢ho substratu a isolatu bakterialni kultury Anreurinibacillus sp. HI, jakozto
produkéniho kmene. Také v bioreaktoru bylo dosazeno produkce kopolymeru s vysokym obsahem
4-hydroxybutyratu.

Nicméng, jak naznauji data prezentovana v tabulkach 9 a 10 a také na obrazku 5, pouziti 1,4-
butandiolu jakozto jedin¢ho substratu vede spise k nizsi produkci biomasy, a to ve svém dusledku
také limituje mozné vytézky polymeru. Zda se, ze 1,4-butandiol je pomoci mikrobialni kultury
Aneurinibacillus sp. H1 velice efektivné inkorporovan do struktury kopolymeru, nicméné je to
nepiili§ vhodny substrat pro pokryti energetickych a dalSich metabolickych potfeb bakterialni
kultury.

Pro nejvyhodnéjsi pocatecni koncentraci 1,4-butandiolu byla testovana produkce P(3HB-co-4HB)
v kombinaci s riznou koncentraci glycerolu, viz tabulka 11.

Tabulka 11. Vysledky optimalizace pocatecni koncentrace 1,4-butandiolu a glycerolu. Doba
kultivace 72 h, 50 °C, 180 rpm. Médium M2, pouzity isolat HI.
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Jak demonstruji data uvedena v tabulce 11, je tedy vyhodné kombinovat 1,4-butandiol s
glycerolem, ktery dokaze isolovana bakterialni kultura efektivné vyuzit. Soucasna aplikace
glycerolu a 1,4-butandiolu ma vyrazn¢ pozitivni vliv na vyté¢zky biomasy 1 polymeru a zaroven je
pomoci volby poméra obou substrati mozné regulovat pomér 3HB a 4HB v kopolymeru, nicméné
je tieba mit na paméti, Ze vysoky pomér glycerol/1,4-butandiol ma prekvapivé negativni vliv na
molekulovou hmotnost polymeru.

Prumyslova vyuzitelnost

Zpusob podle vynalezu umoziuje praimyslovou vyrobu polyhydroxyalkanoatua s vyuZzitim nové
isolované termofilni baktenalni kultury Aneurinibacillus sp. H1. Biotechnologicky proces muze
byt operovan za zvysené teploty, coZ ma pozitivni dopad predevsim na robustnost procesu vici
nezadouci mikrobialni kontaminaci. Jako substrat pro produkci polyhydroxyalkanoatu je mozné
vyuzit glycerol, a to véetné odpadniho glycerolu vzniklého pfi vyrobé biodieselu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Termofilni Gram-pozitivni bakterialni kmen Aneurinibacillus species H1, ulozeny v Ceské
sbirce mikroorganismu pod oznac¢enim CCM 8960, produkujici polyhydroxyalkanoaty.

2. Zpusob biotechnologické vyroby polyhydroxyalkanoati pomoci termofilniho Gram-
pozitivniho bakterialniho kmene Aneurinibacillus species H1 podle naroku 1 nebo jeho piirozené
se vyskytujicich mutantu, geneticky modifikovanymi buiikami tohoto kmene, které¢ maji stejné
vlastnosti, ziskanymi metodami mutageneze nebo technikami rekombinantni DNA v kultivaénim
médiu obsahujicim uhlikaty substrat, komplexni zdroj dusiku a anorganicky zdroj dusiku.

3. Zpusob vyroby podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze uhlikatym substratem je Cisty glycerol,
odpadni glycerol a/mebo glukoza, kde vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je homopolymer
poly(3-hydroxybutyrat).

4. Zpisob vyroby podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze pocatecni koncentrace Cistého
glycerolu nebo odpadniho glycerolu je 20 g/L.

5. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze kultivacni médium obsahuje také prekurzor s
lichym poétem uhlikovych atomu, jako napfiklad propionat, kyselinu propionovou, valerat,
kyselinu valerovou nebo jejich smés, kdy vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je kopolymer
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat).

6. Zpusob podle naroku 2, vyznac€ujici se tim, ze uhlikatym substratem a/nebo prekurzorem v
kultivaénim médiu je 1,4-butandiol nebo gamabutyrolakton nebo strukturni analog téchto
slouéenin obsahujici hydroxylovou skupinu na poslednim uhlikatém atomu ¢tyf- nebo Sesti-
uhlikaté¢ho skeletu, kdy vyrobenym polyhydroxyalkanoatem je kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-
co-4-hydroxybutyrat).

7.  Zpusob podle naroku 5, vyznac€ujici se tim, ze kultivacni médium obsahuje jako uhlikaty
substrat 1,4-butandiol v pocatecni koncentraci 4 az 6 g/L.

8. Zpusob podle naroku 6, vyznacujici se tim, ze kultivacni médium obsahuje jako uhlikaty
substrat glycerol v koncentraci 2 az 8 g/L a 1,4-butandiol.

9. Zpusob vyroby podle naroku 2 az 8, vyznacujici se tim, ze kultivacni teplota je v rozmezi
45 °C az 65 °C, nejlépe 45 °C az 50 °C.

10. Zpisob vyroby podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze komplexnim zdrojem dusiku v
kultivacnim médiu je Trypton.

11. Zpusob vyroby podle naroku 10, vyznacujici se tim, Zz¢ koncentrace Tryptonu v kultivacnim
médiu je 0,5 g/L.

12. Zpusob vyroby podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze anorganickym zdrojem dusiku v
kultivacnim médiu je dusi¢nan amonny.

13. Zpiisob vyroby podle naroku 12, vyznaé€ujici se tim, Ze koncentrace dusi¢nanu amonncho v
kultivacnim médiu je 1,0 g/L.

14. Kultivacni médium pro provedeni zpusobu podle naroku 2 obsahujici nasledujici slozky v
uvedenych koncentracich:
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Glycerol 20 g/L
Na,HPO, ¢ 12 H,0O 9g/L
KH,PO, 1,5¢/L
NH.NO:; 1 g/L
Trypton 0,5 g/LL
MgSOs « 7H,0 0,2 g/L
CaCl, 2 H,0O 0,02 g/LL
Fe"NH, - citrat 0,0012 g/L
roztok stopovych prvki 1 mL/L,

uhlikaty substrat,

kde roztok stopovych prvku obsahuje nasledwjici slozky v uvedenych koncentracich:

EDTA 50 g/L
FeCly 8.3 g/L
ZnCl, 0,84 /L.
CuCl;* 2 H;O 0,13 g/LL
CoCl; « 6 H,O 0,1 g/L
MnCl, « 6 H,0 0,016 g/L
H;BO3 0,1 g/L,

pricemz pH kultiva¢niho média je 7.

3 vykresy
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