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(57) Anotace:
Zpusob produkce polyhydroxyalkanoati (PHA), pti kterém se
na olejovém substratu obsahujicim rostlinny olej a/nebo jedly
olej a/nebo odpadni jedly olej, s vyhodou fritovaci olej,
Kultivuje kmen bakterii Cupriavidus necator H16, ktery
pfetvafiolej na PHA pfi soucasné produkei vlastnich
extracelularnich lipolytick ych enzymu, které se z kultivaéniho
média alespoil ¢astecné izoluji v priibe¢hu fermentaéniho
procesu pied ukonéenim produkce a izolace PHA. Lipolytick é
enzymy izolovan¢ z C. necator v prib¢hu kultivace se pouziji
k Gprave olejového substréatu tak, ze se pfidaji k produkénimu
médiu ped zahdjenim kultivace, ptipadné €z v prab&hu
kultivace spole¢né s pfikrmovou davkou oleje. Pfiizolaci
PHA vyprodukovanych zptisobem podle vynalezu se po
ukonceni fermentace obsah produk&niho reaktoru zahfejena
teplotu 80 °C po dobu alesponi 30 minut, nasledné se zchladi
na teplotu 60 °C a pfidaji se lyticka ¢inidla obsahujici smés
detergentu, napiiklad SDS. a proteo Iytického enzy mu, ¢imZ se
ziska surovy homogenat, pfipadné lyzat.
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Zpusob produkce polyhydroxyalkanoatd (PHA) na olejovém substratu

Oblast techniky
Vynalez se tyka zplsobu produkce polyhydroxyalkanoatl (PHA), u

nehoZ se na olejovém substratu obsahujicim rostlinny olej a/nebo jedly olej
a/nebo odpadni jedly olej, s vyhodou fritovaci olej, kultivuje kmen bakterii
Cupriavidus necator H16, ktery pfetvarfi olej na PHA pii souéasné produkci
extracelularnich lipolytickych enzymdi, které se z kultivatniho média alespori
Castetné izoluji v prib&hu fermenta&niho procesu pfed ukoncenim produkce a
izolace PHA.

Dosavadni stav techniky

Jednou z nejefektivngjich moznosti vyroby biomateridlu je vyuziti
pfirozenych procest probihajicich v mikroorganismech. Né&které bakterie vytvari
z latek v prostiedi, které jim slouzi jako potrava, zasobni polymer PHA. Tento
polymer si bakterie ukladaji na horsi Casy a v dobé hladovéni jej pak mohou

vyuZzit jako vnitini potravu.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupina opticky aktivnich polyester(
syntetizovanych nékterymi bakterialnimi kmeny jako zasobni forma energie.
Monomerem PHA jsou (R)=-3-hydroxykyseliny. V&echny monomerni jednotky
jsou vR konfiguraci diky stereospecifité enzymu, ktery je za syntézu PHA
zodpovédny — PHA syntaze. Pouze v nékolika malo pfipadech bylo zji§téno
malé mnozstvi S monomeru v polyesteru. Molekulova hmotnost PHA se
pohybuje v rozmezi od 200000 Dd do 3000000 Da v zavislosti na
mikroorganismu a kultivaénich podminkécr].” PHA se vbuice nachazi

v cytoplazmé ve formé granuli o rozmérech 0,2 ;0,5 um [1].

PHA mohou predstavovat az 90 % hmotnosti bunky. Na rozdil od
ostatnich biopolymerd, jako jsou napfikiad polysacharidy, bilkoviny nebo DNA,
jsou PHA termoplasty. Diky svym mechanickym a technologickym vlastnostem
jsou PHA velmi zajimavé z hlediska svého pouZiti a mohou predstavovat
alternativu k plastdm piipravovanym synteticky z ropy [2].
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V zavislosti na poé¢tu atom( v monomerni jednotce se PHA déli na PHA
s kratkym fetézcem (short-chain-lenght - SCL) o délce 3 az 5 atom( uhliku a na
PHA se stiedné dlouhym fetézcem (medium-chain-lenght - MCL) o délce 6 az
14 atomu uhliku v monomeru. Struktura PHA je znazornéna na dbr.1, piicemz
pro PHA skratkym fetézcem je R = CH;~ CsHyqa pro PHA se stfednim

fetézcem je R= CsH13— C14H29.

Uz vroce 1926 izoloval Lemoigne polyhydroxybutyrat (PHB) z
bakterie Bacillus megaterium. Na konci 50-tych let minulého stoleti byla
prokazana pfitomnost PHB jako zasobni formy energie a uhliku u fady Gram-
negativnich bakterii. V roce 1974 byly kromé PHB izolovany také kopolymery
obsahujici 3-hydroxyvalerat a 3-hydroxyhexanoat. Od té doby byla
identifikovana fada mikroorganisma schopnych syntézy PHA vdetné
primyslovych kmend. Jsou to jak Gram-pozitivni, tak Gram-negativni bakterie
(autotrofni, hetc—;-rotrofni, fototrofni; aerobni i anaerobni - \viz patent
W02009156950;\AZ), ale také nékteré kmeny archaebakterii. Mikroorganismy
synt\etizuji PHA jako zasobni formu energie a uhliku pii dostatku uhlikatého
zdroje a limitaci ostatnimi Zivinami. Po vy&erpani uhlikatého zdroje jsou pak
PHA utilizovany jako zdroj energie a uhliku. PHA predstavuji idealni zasobni
formu jak uhliku, tak energie, coz je dano jejich nizkou rozpustnosti a vysokou
molekularni hmotnosti. Diky t&mto viastnostem se vyrazné nepodili na
osmotickém tlaku v burice [1].

Vroce 1976 britska spoleénost Imperial Chemical Industrie (IClh)
rozpoznala potencial PHB nahradit syntetické polymery pfipravované vétsinou
zropy. PrestoZe bakterialni produkce PHB byla draha, pfedpokladalo se, Ze
prudky rdst cen ropy umozni rentabilni bakteriaini vyrobu PHB. Protoze
k o€ekavanému ristu cen ropy nedoslo, nachazi PHB uplatnéni prfedevsim jako
biodegradabilni a biokompatibilni material. Kv(li vysoké cené vSak PHB a
P(HB-co-HV) (kopolymer hydroxybutyratu a hydroxyvaleratu), které se objevuiji
pod obchodni znackou Biopol, nachazeji spise sporadické uplatnéni na trhu.
V roce 1990 némecka firma Wella pouzila obaly z Biopolu pro novy $ampén.
Vroce 1996 odkoupila americka firma Monsanto Biopol od firmy ZENECA

BioProducts, dcefiné spoleénosti ICl. | v soudasné dobé jsou prezentovany
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patenty k produkci PHA pomaoci transgennich rostlin, coZ by mélo sniZit naklady
na vyrobu (pf. US 2003/0017576 A1, US 2004/0101865 A1)

Biochemicka stranka biosyntézy PHB je velmi dobfe prostudovana. U
veétsiny bakterii, napf. Alcaligenes eutrophus (t€Z Ralstonia eutropha; nyni
Cupriavidus necator) je PHB syntetizovan reakci, ktera se sklada ze tii krokd.
Nejprve dvé molekuly acetyl-CoA reaguji za vzniku acetoacetyl-CoA, tato
reakce je katalyzovana 3-ketothiolazou. Acetoacetyl-CoA je stereo selektivné
redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA reakci katalyzovanou NADPH-
dependentni acetoacetyl-CoA reduktazou. Nakonec je PHB syntetizovan
polymerizaci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, ktera je realizovana enzymem PHB
syntazou [1].

Schema biosyntézy PHB je znazornéno na Obr.2

K biosyntéze PHB dochazi pfi dostatku uhlikatého zdroje a pii limitaci
napfiklad dusikem, Zelezem, fosforem, sirou, draslikem anebo Kyslikem.
Syntéza PHB je regulovana na enzymove Urovni. Z hlediska regulace syntezy
PHB je zasadni intracelularni koncentrace acetyl-CoA a voiného HSCoA. P
podminkach vyrovnaného rlstu je acetyl-CoA oxidovan v Krebsové cyklu.
Béhem této oxidace je produkovano NADH, které je dale vyuzivano pro
biosyntetické Ucely. Pfi zastaveni rdstu kultury koncentrace NADH roste a
dochazi ke snizeni aktivity citratsyntazy a isocitratdehydrogenazy. Acetyl-CoA
pak nemlize byt oxidovan v Krebsové cyklu a vstupuje do biosyntetické drahy
PHB. 3-ketothiolaza je inhibovana volnym HSCoA, ktery je produkovan b&hem
oxidace acetyl-CoA v Krebsové cyklu b&hem normaliniho ristu kultury [4].

Nékteré kmeny bakterii produkuji razné typy kopolymerd PHA.
Kopolymer PHB a PHV mulze byt syntetizovan napfiklad kmenem Alcaligenes
eutrophus nebo jinymi typy mikroorganismd, a to pfi rstu na substratu
obsahujicim glukézu a propionovou kyselinu, pfipadné pfimo prekurzor3-
hydroxyvalerat. Pokud je pouZita propionova kyselina, je syntéza podobna
syntéze PHB jen s tim rozdilem, Ze acetyl-CoA kondenzuje s propionyl-CoA za
vzniku 3-ketovaleryl-CoA, coz vede k inkorporaci 3-hydroxyvaleratu do struktury
polymeru. Pokud je uhlikatym zdrojem kyselina s lichym poétem atomii uhliku,
pochazi 3-hydroxyvalerat pfimo z B-oxidace mastnych kyselin. U Alcaligenes

eutrophus také nizka hladina rozpusténého kysliku v médiu zvy$uje inkorporaci
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3-hydroxyvaleratu do struktury polymeru [1]. Schéma struktury PHB a P(HB-co-
’t

- HV) je znazornéno na Obr.3

Nektere mikroorganismy jsou schopny syntetizovat P(HB-co-HV) pii
ristu v médiu, které neobsahuje prekurzory 3-hydroxyvaleratu, napf. i nékteré
mutanty  Alcaligenes  eutrophus. Kopolymer 3-hydroxybutyratu a 4-

- hydroxybutyratu mize byt syntetizovan u Alcaligenes eutrophus z kyseliny 4-
- hydroxybutyrové, 1,4-butandiolu, butyrolaktonu a 4-chlorbutyratu [1].

PHA jsou uloZeny v bufikach ve formé granuli. PoCet a velikost granuli
zavisi na kultivacnich podminkach a také se li&i v ramcu ruznych bakterialnich
kultur. Hustota PHB granuli se pohybUJe okolo 1 18«1 24 g.cm™, hustota granuli
MCL PHA je pak pfiblizné 1 05g cm™. Granule se skladaji z polyester(, proteinG
a lipidd. Polyestery jsou obsazeny uvnitf objemu granuli, povrch je tvofen
fosfolipidovou vrstvou, do které jsou zabudovany proteiny plnici riizné funkce.
PHA obecné maji hydrofobni charakter, proto fosfolipidy a proteiny vytvareji
rozhrani mezi PHA a okolnim prostedi [1].

Jednim z proteinG PHA granuli je PHA syntaza. Pravdépodobné existuji
tfi typy PHA syntaz, které se li§i substratovou specifitou a primarni strukturou.
Spole€nym rysem je aktivni misto obsahujici cystein. Prvni typ PHA syntazy
katalyzuje syntézu SCL PHA (short-chain-lengt) z3-5 uhlikatych
hydroxykyselin. Druhy typ inkorporuje del$i hydroxykyseliny (6 az 14 uhlik(l) do
struktury PHA (MCL PHA). Treti typ se od prvnich dvou odlisuje svou
strukturou. Zatimco pfed_clja'zejici PHA syntdzy jsou tvofeny jednou
podjednotkou o velikosti 60:70 kDa, tfeti typ PHA syntazy je tvofeny dvéma
podjednotkami: C-podjednotkou (~ 40 kDa) a E-podjednotkou (~ 40 kDa). Pro
syntézu PHA timto typem enzymu jsou nutné obé& podjednotky. Substratova
specifita neni tak striktni jako u predchazejicich PHA syntaz, ale spise je
preferovana syntéza SCL PHA [5].

b
Schema struktury granule PHA je znazornéno na Qbr. 4.

Dalsim proteinem, ktery je mozno nalézt v granuli PHA, je intraceluiarni
PHA depolymeraza. Ta je zodpovédna za vyuZivani PHA jako zdroje energie a
uhliku v pfipadé limitace C zdrojem z prostiedi. Dosavadni studie naznacuji, ze

proces degradace PHA intracelularnimi depolymerazami je pfiblizn& 10krat
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pomalejsi neZ jejich syntéza. Regulace intracelularnich depolymeraz vsak jesté
neni zcela vysvétlena. Ve struktufe PHA granuli se nachazeji také nekatalyticke
proteiny, které se nazyvaji phasiny. Pfedpoklada se, Ze se podili na stabilizaci
hydrofobnich PHA ve vodnim prostfedi bunééné cytoplasmy [6].

Homopolymer PHB je polyester se vsemi asymetrickymi uh||katym|
atomy v R konfiguraci. Vykazuje pomémé vysokou krystahcnost (asi 50-80%)
coz ho Cini tuhym a kiehkym. Teplota skelného pfechodu je 5- Q‘C teplota tani
173«180‘C PHB se 200‘C je Dblizko bodu{ tani.
V chloroformovém roztoku vytvafi pravoto&ivou Sroubovici. Mechanickymi
vlastnostmi PHB (napf. Youngiiv modul pruznosti (3,5 GPa), pruznost v tahu
(40 MPa)) piipomina polypropylen. Priitaznost je vsak jen okolo 3% coz je
vyrazné méné, nez je tomu u polypropylenu [1].

rozklada pii coz

Nekteré viastnosti derivatii PHA jsou uvedeny nasledujici tabulce 1.
Tabulka 1

Parameter | PHB | P(3HB-HV) P(3HB-4HO) | P(3HO-3HH) Polyprophylene
Tm (°C) 179 145 150 61 176
Tg (°C) -4 -1 7 -36 -10
Crystallini
etainly g 56 45 30 60
(%)
Rupture
5 50 444 300 400
extension (%)
Young
35 2.9 - - 1.7
Module (GPa)
Pokud je do struktury polymeru zabudovan 3-hydroxyvalerat,

mechanicke vlastnosti se vyrazné zlepsi. Younglv modul pruznosti klesne pod
0,7 GPa a pruznost v tahu klesne na 30 MPa. PritaZnost materialu roste
s rostoucim podilem 3-hydroxyvaleratu. Bod!tém kopolymeru klesa na priblizné
130‘C mirn & v8ak klesne i teplota rozkladu. Diky témto vlastnostem muze byt
kopolymer taven bez toho, aby doslo k jeho rozkladu. Jak jiz bylo zminéno,
poly-(HB-co-HV) s obsahem 3-hydroxyvaleratu od 0 do 30 % je komeréné
dostupny pod nazvem Biopol [1].



10,

15

2

25,

30,

PV 2012-571 PS3335CZ_2. vyraér
27.8.2012 28.8.2013
6

Kopolymer 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyratu nevytva’ﬁ krystalické
struktury. Teplota skelného prechodu klesa od 5 do -SO‘C teplota tanl take
klesa od 180 do 54T s rostoucim obsahem 4- -hydroxy butyratu (Ox‘lOO %)
v polymeru. Pro 94 % 4-hydroxybutyrat je Youngiv modul pruznosti pfiblizné
55 MPa, pruZnost v tahu 39 MPa a pritaznost 500 % (1]}

PrestoZe existuje fada bakterialnich kmend schopna produkce PHA, k
primyslovému vyuzZiti je mozno aplikovat jen nékolik malo z nich. Pouzitelnost
bakterialniho kmene ovliviuje fada faktorl. Pfedevéim je to stabilita a
bezpecnost, ristové a akumulaéni schopnosti, dosazitelné mnozstvi biomasy a
mnozstvi PHA. Dale to jsou mira extrahovatelnosti PHA, molekulovd hmotnost
PHA, mnoZstvi pouzitelnych substratd a finanéni naroénost jednotlivych
komponent média [1].

Firma ZENECA Bioproducts vyuzivala k produkci PHB a P(HB-co-HV)
mutantni kmeny Alcaligenes eutrophus. Proces byl veden jako dvoufazovy fed-
batch systém. V prvnim kroku byla kultivovana biomasa v mineralnim meédiu
obsahujicim glukézu jako zdroj uhliku a energie a pfesné stanovené mnozstvi
fosfatu. Po narlstu kultury doslo k vyCerpani fosfatu a vdruhém kroku pak
dochazelo k limitaci fosforem, coZ vedlo k akumulaci PHA. V druhém kroku byla
kultufe dodavana glukéza tak dlouho, dokud nedodlo k biosyntéze
poZadovaného mnoZstvi PHA. Kazda faze probihala pfiblizné 48 hodin a
koneCna koncentrace suché hmotnosti biomasy byla pfiblizngé 100 g/I.
Kopolymer P(HB-co-HV) byl syntetizovan pfidavkem smési glukézy a
propionové kyseliny ve druhé fazi kultivace. Obsah 3-hydroxyvaleratu v
polymeru byl kontrolovan pomérem glukoézy a propionové kyseliny [7].

Jiny proces byl vyvinut rakouskou firmou Biotechnologische
Forschungsgeselischaft. Ta k produkci homopolymeru PHB pouzila kmen
Alcaligenes latus DSM 1124, ktery byl schopen produkce PHB v mnoZstvi az
80% bunécné susiny. Proces byl veden jako jednokrokovy fed-batch a jako

zdroj uhliku byla pouZita sacharéza [8].

Produkéni naklady Ize snizit, pokud by byl jako substrat vyuzivan napf.
metanol ktery je jednim z nejlevnéjsich uhlikatych  zdroji. Kmen
Methylobacterium . extorquens produkoval PHB pfi diskontinualni fed-batch

kultivaci na metanolu. Optimalni koncentrace metanolu byla 1,7 g/l. Byla
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dosaZzena koncentrace biomasy 9410 g/l a mnozstvi PHB dosahovala 3053‘:%
biomasy. Ani pouZiti levného uhlikatého zdroje ovSem nesniZi provozni
naklady, protoZze malé mnozstvi produkovaného PHB prodraZuje a znesnadiiuje
nasledny separacni proces.

Velky potencial vsob& skryva geneticky modifikovanad bakterie
Escherichia coli. Ta je schopna/ produkce PHA vextrémné velkych
intraceluldrnich mnozstvich (az 80@0% susiny), pomoci metod genového
inZenyrstvi je mozno pfipravit také kmeny produkujici kopolymer P(HB-co-HV),
pfipadné jiné kopolymery. Syntéza PHA pomoci rekombinantni £. coli neni
spojena s limitaci, ale zavisi na mnozstvi dostupného acetyl-CoA. Vyhodou je
také rychly rdst, schopnost utilizovat ekonomicky nenaroéné zdroje uhliku,
vysoka hustota bunék narostlé kultury a snadna purifikace produktu (pf. patenty
KR20030070790 (A) — 2003-09-02, KR20030070789 (A) — 2003-09-02,
KR20070097883 (A) — 2007-10-05, KR20070097884 (A) — 2007-10-05, US
2003/0004299 A1 atd.).

Hlavni slabinou PHA v souboiji se syntetickymi polymery piipravovanymi
znafty jsou prozatim vysoké produkéni naklady. Diky tomu je bakterialng
produkovany PHA asi 5¢iOkrat drassi nes napfikiad polypropylen nebo
polyethylen. Na$im cilem je najit efektivni zplsob fizeni produkce PHA
v bakteriich tak, aby bakterie produkovaly co nejvice polymeru. Vyslednou cenu
polymeru ovliviiuje zejména cena vstupnich surovin pro kultivaci a naroéné
oddéleni polymeru z bunék. Nae strategie poéita se snizenim ceny vstupl
vyuZzitim vhodnych odpadnich surovin jako krmiva pro bakterie,a to na bazi
odpadnich olejli. Dale poé&itame s optimalizaci purifikaéniho procesu a
s vyuZitim doprovodného produktu fermentace - extracelularni lipazy k
pfedzpracovani substratu v médiu, pfipadné jako samostatny doprovodny
produkt s fadou prlimyslovych aplikaci.

Lipolytické enzymy fadime mezi esterové hydrolazy, katalyzujici ve
dvoufazovém systému voda - lipid, rozklad mono-, di- a triacylglycerol na
vy$si mastné kyseliny, alkohol a glycerol komplexnim mechanizmem zavislym
na mnoha faktorech. Lipolytické enzymy jsou definovany jako karboxylesterazy,
které hydrolyzuji acylglyceroly. Lipolytické enzymy, které hydrolyzuji
acylglyceroly s uhlikatym fetézcem mastnych kyselin krat$im nez 10 C, jsou
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povazovany za esterazy nebo karboxylazy (EC 3.1.1.1). Enzymy, které
hydrolyzuji acylglyceroly obsahuijici fetézce mastnych kyselin s poctem uhlikd
210, jsou oznacovany jako lipazy nebo také jako triacylglycerolacylhydrolazy
(EC 3.1.1.3). Esterazy jsou aktivni ve vodnych roztocich, zatimco ,pravé‘ lipazy
jsou aktivnéj§i spiSe na rozhrani voda-lipid nez ve vodni fazi [20].

Lipolytické enzymy jsou déleny do tii skupin:

* Prvni skupina je nespecificka. Lipolytické enzymy této skupiny uvoliuji
mastné kyseliny ze vech tfi pozic acylglycerolu a kompletné hydrolyzuji
triacylglyceroly na mastné kyseliny a glycerol.

* Druhd skupina lipolytickych enzymi je 1,3-specificka. Uvolfiuje mastné
kyseliny zvnéjSich pozic triacylglycerolu a dava vznik 1,2-

- diacylglyceroldm, 2,3-diacylglycerolim a 2- monoacylglycerolim za
uvoinéni mastnych kyselin. Dlouha inkubace triacylglycerolu s 1,3-

- specifickymi lipadzami vede vétsinou k uplné hydrolyze triacylglycerol na
mastné kyseliny a glycerol.

o Treti skupina zahrnuje lipolytické enzymy, které preferuji jen urgité
mastné kyseliny.

Vétsina lipaz patii mezi extracelularni enzymy, které jsou uvolfiovany do
prostfedi béhem pozdni exponencialni a Gasné stacionarni ristové faze.
Produkce lipaz je ovlivnéna fadou rlznych faktord, jako je teplota, pH, zdroj
dusiku, uhliku a lipidQ, stres, a koncentrace rozpusténého kyshku a
anorganickych soli. Optlmumllpazove aktivity je vétsinou kolem pH 6»'9 Lipazy z
A. niger a thzopussp. jsou v8ak aktivni i v kyselém prostredi pfi pH 4. Naopak
alkalicka lipaza aktivni pfi pH 11 byla izolovana od P. nitroreducens. Také
teplotni optimum a tepelna stabmta se rlzni. U mezofilnich MO je maxumalm
aktivita lipaz pii teploté 3065 C. U termofilnich MO je to v étSinou 60‘C U
psychrofllmch mikroorganizm( jsou lipazy produkovany jiz pfi nizkych teplotach
okolo 5T. V &tSina mikroorganizm mize také produkovat vice ne? jeden typ
extracelularnich lipaz s riiznou specifikou [21].

¢

Mechanizmus lipazové aktivity je znazornén na Gbr. 5.
Lipolytické enzymy fadime mezi tzv. serinové hydrolazy. Trojrozméma
3D struktura té&chto enzym( vykazuje charakteristické a/B-ohyby ~ a-helixy a B-

listy. Katalyticka tridda jesloZena ze tfi aminokyselinovych zbytkd, a to serinu,
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asparaginu a histidinu; u nékterych lipaz se vyskytuje glutamin namisto
asparaginu. Lipolyticka reakce probiha pouze na rozhrani fazi lipid — voda,
koncentrace substratu na rozhrani fazi tedy pfimo ovliviiuje rychlost reakce. V
jedné fazi mohou tak existovat molekuly substratu v rozdilném stavu bez
pfimeho vlivu na reakéni rychlost [22].

Aktivita esteraz je funkci koncentrace substratu a fidi se Kinetikou
Michaelis-Mentenové, maximalni reakéni rychlost je dosazena pifi koncentraci
substratu, ktera je mnohonasobné mensi nez je satura¢ni koncentrace. Naopak
lipazy nevykazuji zadnou aktivitu, dokud je substrat (lipid) ve stavu jednotlivych
molekul ve vodé. Kdyz koncentrace substratu pFé&j?észustnosti, zacina
se formovat emulze, a reakéni rychlost vyrazné nar(ista. Aktivita lipaz pak pfimo
zavisi na pfitomnosti rozhrani fazi. Objasnénim prostorové struktury lipaz se
potvrdilo, Ze aktivni centrum enzymu je chranéno polypeptidovym feté&zcem
znemoziujicim napojeni samotné molekuly lipidu na enzym a naslednou tvorbu
aktivniho komplexu. Pokud vSak lipaza pfichazi do pfimého styku s lipidovou
fazi, zacinaji konformagni zmény, které posunou chranici polypeptidovy fetézec
a umozni pfistup lipidu do aktivniho centra enzymu. V dusledku hydrofobni
interakce s lipidovou fazi se zvy$uije sila vazby enzym-substrat. Tato skute¢nost
vysvetiuje fenomén aktivace lipaz v piitomnosti fazového rozhrani. Pokud
enzym pusobici na triacylglyceroly nevykazuje tento typ aktivace, mél by byt
povazovan za esterazu. Kinetika lipolytické reakce se na rozdil od esteraz
neridi rovnici Michaelis-Mentenové, predpoklada se dvoukrokovy mechanismus
zahrnuijici fyzikalni adsorpci lipazy na povrch lipidové faze probihajici soub&zné
s aktivaci enzymu a posunem ochranné polypeptidové poklitky a nasledné
vytvofeni komplexu enzym-substrat, ktery je poté hydrolyzovan na produkt a
regenerovany enzym [20 - 22].

Mechanismus hydrolyzy esterove vazby je v podstaté stejny jak pro
lipazu, tak i esterazu, je sloZen ze &tyf krokd, jak vyplyva z dbr. 6, na némz je
znazornéno  schéma  mikrobialni degradace lipidQ. Porovnanim
aminokyselinovych sekvenci a 3D struktury lipaz a esteraz bylo navrzeno, aby
jejich rozliseni bylo provedeno na zakladé pH; aktivni misto lipazy disponuje

negativnim potencidlem v rozmezi pH spojenym s maximem lipazové aktivity
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(typicky pfi pH 8,0), zatimco aktivni misto esterazy vykazuje podobné chovani
pfi hodnotach pH 6,0, coz souvisi s obvyklym nizsim pH optimem aktivity.

Vétsina znamych mikroorganizmi je schopna produkovat lipazy, ale jen
nekteré druhy jsou primyslové vyuzivané. Divodem je nedostate¢na produkce
enzymU, nezadouci fyzikalné chemické vlastnosti lipdz, omezené moZnosti
izolace z kultivaéniho meédia, atd. Komeréné nejvyuzivanéjsi plisné jsou rody
Aspergillus, Penicillium, Mucor a Rhizopus. Hlavnimi producenty komerénich
lipaz jsou Aspergillus niger, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus
arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus a R. oryzae [20].

Lipolytické enzymy piitahuji v dnedni dob& znaénou pozornost kvdli
svéemu biotechnologickému potencialu. Pfedstavuji nejvyznamnéjsi skupinu
biokatalyzatorli pro biotechnologické aplikace, které se Uspé&3né vyuZivaji pfi
syntézach biopolymertl, bionafty, pfi produkci agrochemikalii a aromatickych
slouCenin. Poptavka po primyslovych enzymech, pfedev$im mikrobialniho
plvodu, je tak stale vétsi. Enzymy nachazi vyuziti v potravinaiském a
farmaceutickém primyslu, textiinim a kosmetickém primyslu a pii vyrobé
detergent(. Lipazy se pouZivaji v pivovarnictvi a vinafstvi, pfi vyrobé syrl a
potravinovych dopliik(i. Jsou vyznamné i ve farmacii pii transesterifikacich a
hydrolyzach hraji primarni roli v produkci specialnich lipidG. Maji vyznam pifi
modifikacich monoglycerid a jejich nasledném vyuZiti jako emulgatord.
Nékteré primyslové vyznamné chemikalie vyrabéné chemickymi procesy z tukd
a oleji mohou byt produkované i lipazami s mnohem vétsi a lepSi specifikou.
Lipazy se také vyuzivaji pij vyrobé nahrazky kakaového masla a vyrobé esterii
pro pouZiti v kosmetickém primysliu. VV miékarenském primyslu jsou pouzivany
pro hydrolyzu mlé¢ného tuku. Aktualni aplikace jsou zvySeni chuti syr,
zrychleni zrani syrd, vyrobu syril, pfisada do jinych vyrobkd.VyuzZiti v pracich
prascich ma lipaza z Aspergillus oryzae. Lipazy se pouzivaji pfi Gpravé olejd a
tukl, jako kosmeticka zmékcovadla, dale jako primyslové katalyzatory pifi
pfipravé nékterych prostaglandinG, steroidd, karbocyklickych  analogd

nukleosidd a farmaceuticky vyznamnych polyfenolickych sloucenin [21].

RovnéZ vyuziti PHA se nabizi v fadé oblasti. Pfedpoklada se, ze jeho
hlavni vyuziti bude v oblasti obalového primyslu, zejména k produkci

kojeneckych a détskych lahvi, plastl pro détské a ekologické vyrobky (napf:
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hracky), obalG pro kosmeticky prlimysl, tzv. inteligentnich potravinafskych
oball. Zajimava je aplikace pro vyrobu nadob (pf. kelimky) pro jednorazové
pouziti, napfi. pro fetézce rychlého obderstveni, které mohou zase poskytovat
odpadni olej jako substrat pro produkci bioplastu.

Polymer PHA Ize v8ak vyuzit i kjinym aplikacim: Ize z néj pfipravit
nanoviakna a nanoclastice pro cileny transport lé&iv, daji se Z néj vyrobit
biokompatibilni implantaty pouzitelné v Iékafstvi jako viakna, cévni nahrady
apod.

Je tieba konstatovat, Ze produkce bioplasti je v soutasné dob& pomerne
nizka, protoZe jejich cena je prozatim vy$si nez u syntetickych plastd, coz
znacné omezuje poptavku. V nejblizich letech véak Ize odekavat podstatné

prisnéjsi regulace pro pouZiti ekologickych plasttl a tim rozvoj vyroby bioplastd.

V soucasneé dobé je produkce PHA z olejovych substratt pomoci bakterii
znama, ale ve srovnani s klasickou vyrobou plastl z ropy je piili§ nakladna,

takze se obtizné prosazuje.

Cilem vynalezu je navrhnou zplisob produkce PHA z olejového

substratu, ktery by byl ekonomicky a produkoval velké mnozstvi PHA.

Podstata vynalezu

Cile vynalezu je dosaZeno zplisobem produkce polyhydroxyalkanoatt
(PHA) na olejovém substratu obsahujicim rostlinny olej a/nebo jedly olej a/nebo
odpadni jedly olej, s vyhodou fritovaci olej, na némz se kultivuje kmen bakterii
Cupriavidus necator H16, ktery pfetvafi olej na PHA pfi sou¢asné produkci
extracelularnich lipolytickych enzym(, které se z kultivaéniho média alespon
Castecneé izoluji v prib&hu fermentaéniho procesu pfed ukon&enim produkce a
izolace PHA, pfi¢emz podstata vynalezu spoéiva vtom, e pied zahajenim
kultivace se do olejového substratu pfidaji extracelularni lipolytické enzymy
vyprodukované Cupriavidus necator H16, ¢im2 se urychli rist bakterialni
kultury.

Soubé&zna produkce PHA a extracelularnich lipolytickych enzymi, pfi niz
se pfed zahajenim kultivace do olejového substratu pfidaji extracelularni

lipolytické enzymy vyprodukované Cupriavidus necator H16, predstavuje
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novinku v produkci PHA, piiCemz extracelulami lipolytické enzymy jsou
indukovany piitomnosti olejového substratu a bakterie Cupriavidus necator
H16 produkuji ucinnou molekularni formu schopnou efektivng zpfistupnit
olejovy substrat k utilizaci. Pfitom je vyhodné, Ze enzymy jsou extracelularni
produkt a PHA je intracelularni produkt, coZ usnadiiuje separaci obou produktt.

Vzhledem k tomu, ze maximalni produkce extracelularnich lipolytickych
enzymi pfedchazi maximalni produkci PHA o nékolik hodin, byl navrzen novy
technologicky postup pro izolaci extracelularnich lipolytickych  enzym(
v pribé&hu produkce PHA pomoci sterilni nebo nesterilni ultrafiltrace.

Optimalni prostfedi pro kultivaci se vytvafi udrzovanim pH kultivaéniho
meédia na hodnoté 7 nebo hodnoté blizké, pfidavkem NaOH nebo H,SO, a

fizenym vzdus$nénim se koncentrace rozpusténého kysliku v priilbéhu

fermentace udrzuje v rozmezi hodnot 20:30 %.

Vzdusnénim se reguluje rdst kultury, produkce PHA a obsah 3-

- hydroxyvaleratu v kopolymeru.

Pro podporu rlstu bakterii na olejovém substratu se po izolaci
extracelularnich lipolytickych enzym( tyto enzymy pfidavaji alespoii ¢astecné
zpét do kultivaéniho média spoleéné s doplitkovou davkou oleje/olejového
substratu.

e

Na pfiloZzenych vykresech znazornuje Qbr 1 strukturu PHA, Obr 2
schéma biosyntézy PHB, Obr 3 schema struktury PHB a P(HB-co-HV), Obr 4
schéma struktury PHA granule, Obr 5 mechanlzmus lipazové aktivity, Obr 6
schéema mikrobialni degradace lipid(, ,Obr. 7 srovnani indukce aktivity
extracelularni lipazy na rGznych typech uhlikatého substratu, é)br. 8 vytézek
metabolitd v pribéhu typického fermenta&niho procesu, bbr. 9 charakterizaci
pribéhu centrifugace polymerniho produktu metodou analytické centrifugace
(4000 rpm, 2 hodiny, 5"C) Qbr. 10 vliv p fidavku lipazy na prL"Jbéh kultivace
Cupriavidus necator H16 pfi pouZiti oleje jako zdroje uhliku, Qbr. 11 Prlklad
GC-FID chromatogramu PHA Obr 12 piiklad GPC chromatogramu PHA, Obr
13 TGA analyza PHB, Obr. 14 DSC analyza PHB, Qbr. 15 pH optimum
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extracelularni lipazy, Qbr. 16 vliv iontové sily na aktivitu lipazy a _Obr. 17

zaznam separace — barveni stfibrem.

SISy
Priklady uskute¢néni vynalezu

Produkéni kmen

K soubéZné produkci extracelularnich lipolytickych enzymi a PHA byl
pouZivan kmen bakterie Cupriavidus necator H16; Czech Collection of
Microorganisms (CCM 3726). Jedna se o sbirkovy kmen povoleny k produkci
PHA ur€enych pro styk s potravinami, u kmene nebyla provedena zadna

geneticka modifikace.

Kultivace bakterii na odpadnim oleji

Odpadni substraty jsou vyuzivany k produkci PHA v fadé patenttl. Jeden
z nejobecnéjSich postupl zpracovani zfejmé vétsiny typl odpadl je uveden
v patentu US 2009/0317879 A1, kde vSak jsou odpady vesmés zpracovany
methanotrofnimi bakteriemi na nizsi karboxylové kyseliny (propionova, octova)
a na methan, ¢imZ se odpad zpfistupni produkénimu kmeni. V jiném patentu
(US 2010/0190221 A1) jsou vyuZivany dokonce substraty, které mohou byt
toxicke pro mikroorganismy nebo Zivotni prostfedi. Pomoci enzymu methan-
monooxygenazy jsou pfevadény organické slouCeniny na utilizovatelné
substraty.

Rovnéz viastni produkce PHA na odpadnich olejich nejrliznéjsiho druhu
je soucasti rady rdznych patentl. Autofi vyuZivali napf. skladkovy odpad
obsahujici olej (CN3'01255227 (A) — 2008-09-03), dale jedly odpadni olej
k produkci PHA pon;oci vodikovych bakterii (JP2004254668 (A) — 2004-09-
16), rizné typy rostlinnych oleji — uvedeno obécné (WO 2009/156950 A2 —
jmenovité slune€nicovy, fepkovy, konopny a dal§i bez bliz§iho upfesnéni:
neuvadeéji odpadni fritovaci olej). DalSim moznym substratem je olej z Brassica
carinata utilizovany bakteriemi rodu Pseudomonas (WO 2010/0441180A1).
Dale existuje nékolik publikaci zabyvajicich se produkci PHA zoleji a

pfibuznych substratld [9-19].V Zddném =z dostupnych zdrojii se nevyskytuje
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moznost vyuZiti odpadniho fritovaciho oleje pfedem hydrolyzovaného enzymem

indukovanym v pribéhu kultivace samotnym produké&nim kmenem.

SoubéZna produkce dvou primyslové vyznamnych metabolitl (PHA a
extracelularnich lipolytickych enzymuy), z nichZ jeden (extracelularni lipolyticky
enzym) je indukovan vyhradnim typem substratu o konkrétnim chemickém
sloZeni(rostlinny olej), pficemz tento substrat je s vyhodou navic odpadni a
specificky (fritovaci olej, ktery nema dal$i vyuziti), je odbouratelny druhym
z produktd (lipolytickymi enzymy) a souéasné poskytuje nejvyssi vytézky
druhého z metabolitl (na oleji byly dosazeny u produkéniho kmene absolutné
nejvyssi vytézky PHA — az 96 % biomasy) nebyla dosud v pfipadé produkce
PHA popsana v literatufe odborné ani patentové.

V nékterych patentech se vyskytuje popis produkce doprovodnych
produktd (pf. WO 02/070659 A2), vétsinou se viak jedna o alespori gasteéné
anaerobni proces zpracovani substratu (vyjime&né olej, ktery v&ak musi byt
utilizovan aerobné) a jednad se vétsinou o malé molekuly — produkty typicky
kvasnych proces( (kyselina octova, propionova apod.), které mohou byt dale
néjakym zplsobem vyuZity. Jeden publikovany patent popisuje simultanni
produkci intracelularnich PHA a extracelulérn’ich polysacharidi, av8ak za vyuZiti
geneticky modifikovanych kmeni (WO 95/33';838),

Aktivity extracelularnich lipolytickych enzymG na rliznych typech
uhlikatého substratu jsou uvedeny v Tabulce 2

Relativni aktivita [%] U/ml U/mg
Olej 100.0+ 1.1 34.37+0.37 72.2310.77
Fruktodza 5.311.4 1.83+0.49 0.211£0.06
NB 38.7+7.1 13.2912.46 0.2610.05
Glycerol 38.114.1 13.11+1.40 10.15£1.09
Propionat 23.915.4 8.23+1.85 25.6845.77
Palmitat 54.313.5 18.6711.20 37.92+2.44

a srovnani indukce aktivity extracelularnich lipolytickych enzymii na riznych
typech uhlikatého substratu je znazornéna na Qbr. 7.
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SloZeni médii: inokulaéni; produkéni; pridavek prekurzoru

Dosud nejpéznéjSim druhem PHA akumulovanym v bakteriich
produkénich kmen(l je homopolymer PHB. Vzhledem k nizké krystalinité¢ a

flexibilité byly postupné vyvijeny procesy k produkci kopolymerl P(3HB-co-

-3HHx), kde byl produkovan zejména kopolymer s kyselinou 3-
- hydroxyvalerovou, obvykle s vyuZitim transgenniho kmene Ralstonia eutropha

nebo transgennich kmen( sgeny znékterého druhu Pseudomonas sp.
(jlaponské patenty Kokai 57-150393, 59-220192). Nedavno byly piihlageny
patenty na produkci p(3HB-co-3-HHx) obsahujici kyselinu 3-hydroxyhexanovou
(patenty Kokai 5-93049, 7-93049) pomoci pldni bakterie Aeromonas cavie.
Zavedenim 3-HH bylo dosazeno vysoké flexibility polymeru. Rovnéz byly
pihlaseny prace zaméfené na produkci kopolymeru s 3-hydroxyalkanovymi
kyselinami se zavedenou methylovou skupinou, nej¢ast&ji s vyuzitim
rekombinantnich kmen(. (pf. US 2011/0081692 A1). Také byl prezentovan
patent na produkci PHA u vybranych druhd rodu Pseudomonas s fizenym
sloZzenim kopolymeru regulovanym pomoci sloZzeni média (C-zdroj — mastné
kyseliny) a pfidavk( vhodnych prekurzorl (US 2011/0166318 A1), piipadné
patent na pfipravu blokovych kopolymerli pomoci fizeni enzymovych aktivit a
sloZeni média (WO 0006762 A1).

Vzhledem k Sirokému pouZiti a rovnéz souladu sloZeni kopolymeru 3-HB-
HV s evropskou legislativou pro pouZiti v potravinafstvi (f. na potencialni
aplikace) jsme se zaméfili na produkci kopolymeru 3-HB-HV s obsahem HV od
4 do 10%.

Slozeni médii

Médium pro tchovu a inokulum |

Beef extrakt 104g
Pepton 1049
NaCl 5g

Destilovanavoda 1000 ml
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Médium pro dalsi inokulaéni kroky a produkéni médium:

Olej (odpadni, rostlinny) 20g

(NH4)2S04 349
NazPO, 1,19
KH2PO4 1,02g
Micro element solution* 1 ml
Destilovanavoda 1000 mI*Micro element solution
FeCly 9,749
CaCl; 7849
CuSO, 0,156 g
CoCl, 0,119g
NiCl, 0,118 g
CrCl, 0,062 g
Destilovana voda 1 000 ml

Kultivace bakterii, produkce biomasy a jeji fizeni

Bylo pfipraveno inokulum | o celkovém objemu 2000 mi (obvykle
v Erlenmeyerovych barikach), pak zao&kovaci inokulum Il ve fermentoru o
objemu 25 | a po 23 héd kultivace bylo inokulem zao&kovano 200 | kultivaéniho
media v produkénim tanku.

Kultivace v produkénim médiu probihala po dobu 32 ":;38 hodin. V 8. 3—”‘,
12. hodiné bylo piidano 10 g/l prekurzoru (propionat sodny), 3 g/1 (NH4),SO, a
20 g/l oleje (piikrm). V gase 8 = 21 5 h bylo obvykle dosazeno maximaini
aktivity extracelularnich lipolytickych enzymd, ¢ast meédia (10 # 50%) byla tedy
odCerpana, biomasa byla odseparovana pomoci ultrafiitrace a nasledné (i)
sterilné vracena zpét do procesu nebo (i) pfidana do reaktoru nesteriiné pred
izolaci PHA. Permeat obsahujici extracelularni lipolyticky »"enzymy byl dale
zakoncetrovan na ultraflltram (vyluovaci limit molekulové hmotnosti, tzv. ,cut-
off* 10 kDa). V ¢ase 20«25 h byla pfidana dalsi davka oleje (20 g/l).

Vytézky metabolitd v pribéhu typického fermenta&niho procesu jsou

znazornény na Obr. 8 a popsany v Tabulce 3:
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Cas Biomasa[g/l] PHA {g/1] PHA % 3HV [%] Lipaza[U/ml]
8 6231004 4081004 65451072 000 17.20+2.70
17.20
14.5 1152+ 009 889+025 77.15%+217 051+ 18.68 +0.91
18.68
21.5 16.14 £ 0.49 1085+ 67.23+254 132+ 1640+1.27
0.41 16.40
245 3765+ 0.74 3123+ 8295+053 2431522 522+0.72
0.20
295 43.79+0.18 3619+ 8265+431 401%+7.04 7.04 +1.82
1.89
32 53.90 £ 0.70 4994+ 9266 +321 6.37 1927 927 +1.38
1.73

Vytéznostni koeficient Ypuas = 0.7 (do kalkulace byl zahrut olej i
prekurzor).

V pribé&hu kultivace bylo pH kultivaéniho média udrzovano na hodnoté 7
pfidavkem 1 M NaOH nebo 0,5 M H,80,, vzdusnéni bylo regulovano tak, aby
hodnota koncentrace rozpusténého kysliku (,dissolved oxygen®, DO) byla
v prubéhu fermentace 20';50 %.

Jednokrokova ekologickd _izolace polymeru _z bunék _ pfimo
v prumyslovém reaktoru bezprostiedné po ukonéeni kultivace

Buiiky se od média obvykle nejprve oddéluji centrifugaci nebo filtraci.
Poté musi byt naruSeny, aby doslo k uvolnéni polymeru. Nej¢astéji pouzivanou
metodou je extrakce polymeru pomoci vhodného rozpoustédla (chloroform,
methylen chiorid propylen karbonat, dichlorety?fen). Tento proces je vSak na
spotfebu rozpoustédla velmi naro¢ny, a to jej prodrazuje. Jind metoda vyuziva
chlornanu sodného, ten ovéem zpiisobuje Gasteénou degradaci PHB a snhiZuje
jeho molekulovou hmotnost. Byla publikovana fada patent(i vyuzivajicich snad
vSechny typy dostupnych organickych rozpoustédel — i téch, v nichz se PHA
prokazatelné nerozpousti. Postupy izolace polymeru PHA pomoci organickych
rozpoustedel Ize naijit v fadé publikaci i v patentech, pf. RU 2199 587 C2, US
2002/0081646 A1 a dalsi.

Byly ale rovnéZ popsany procesy (obvykle obecng), které mohou byt
pouZity pfi komeréni produkci PHB a P(HB-co-HV) jako alternativa k extrakci

rozpoustédly. Jednou zmozZnosti je lyofilizace (mrazové susenii WO
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2006103699 A1, WO 2010/082810 A1), dale byly popsany postupy pouzivajici
smési enzymi a detergentl bez bliz8iho upfesnéni sloZeni lytické smési (pf.
WO02010116681 (A1) — 2010-10-14),

V predloZené piihlasce nejsou buriky pfedem oddélovany, polymer je
izolovan piimo ve fermenta¢nim reaktoru bezprostiedn& po ukonéeni kultivace
(obvykle 32 \.Q"JBB hodin). Buriky v kultivaénim médiu jsou nejprve vystaveny
zahfati, kdy se kultivaéni médium ohfeje na teplotu SO‘b (30 min) a po
nasledném ochlazeni na 60T je p fidana smés obsahujici proteolyticky enzym
(tj. enzym hydrolyzujici bilkoviny, napf. alkaldzu) a detergent (pf. dodecylsulfat
sodny) s optimalizovanou koncentraci (0,04 g SDS/1 g CDW; Alcojet — neutralni
primyslovy detergent). Vétsina buné&&nych komponent je plsobenim t&chto
dvou Cinidel hydrolyzovana, zatimco polymer z(stane nedotéen. Poté se
polymer oddéli frakéni membranovou ultrafiltraci, promyje vodou a vysusi
lyofilizaci.

Centrifugace jakozto bé&zné pouzivana technika k oddéleni bunék od
media, pfipadné polymeru od zbytku bunék se ukazala byt obtizné pouzitelnou.
Zejmeéna centrifugace produktu je docela obtizna, protoZe zbytkovy olej unasi
relativné velkou ¢ast (cca 1/4 :!1/3) centrifugovaného vzorku k hlading, coz
pfedstavuje znaCnou ztratu, jak vyplyva z Obr. 9, na némz je znazornéna
charakterizace pribéhu centrifugace polymerniho produktu metodou analytické
centrifugace (4000 rpm, 2 hodiny, 5C).

Proto byla v pfedlozené piihlaSce optimalizovana frakéni membranova
N2
ultrafiltrace za pouziti filtracnich kazet s ,cut-off* vyluSovacim limitem 200400
kDa.

Finalni produkt muzZe byt jesté promyt za ucelem zvySeni &istoty.
V nasledujici tabulce (Tabulka 5) je uveden pfehled moznych purifikaénich
podminek a jejich vliv na Cistotu produktu PHA.

Tabulka 5
PHA %
H.0 25jb 92.39 £ 6.15
H.0 4uf’c 93.799.78
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H.0 60T 101.6410.86
H;0 80T 102.4415.91
0,1 M NaOH 100.5541.92
0.1 M HCI 91.73+1.42
3% H202 58.36+1.42
1% EtOH 91.34+1.43
kontrola 91.72+2 .49

Produkce, izolace a vyuziti extracelularnich lipolytickych enzymi

Pokud se bakterie kultivuje na oleji (a to vyhradné na oleji), kterym miize
byt rostlinny olej a/nebo jedly olej a/nebo odpadni jedly olej, s vyhodou fritovaci
olej, produkuje extracelularni lipolytické enzymy, které ji pomahaji olej rozkladat
a vyuzit. Extracelularni lipolytické enzymy jsou priimyslové vyznamné enzymy a
v pribéhu této kultivace jsou produkovany ve velkém, tedy primyslové
zajimavém mnozZstvi. Proto navrhujeme celkové technologické fgéeni zahrnujici
spoleCnou produkci PHA (intracelularni polymer; vytézek 93:96 %) a lipazy
(extracelularni enzym; aktivita cca 100 U/ml)). Pfi spoleéné produkci je potieba
predradit finalni lyze bunék a izolaci PHA krok zahrnujici izolaci extracelularnich
lipolytickych enzyml z kultivaéniho média.

Navrhli jsme efektivni technologické fedeni izolace extracelularnich
lipolytickych enzymi v priibéhu fermenta&niho procesu metodou frakcionované
membranove filtrace. Maximalni produkce extracelularnich lipolytickych enzym{i
pfedchazi maximalni produkci PHA o né&kolik hodin, v prib&hu produkce PHA
se tedy odCerpa, bud sterilné v8echno kultivadni médium, nebo nesterilné &ast
Kultivatniho média i s bufikami (zalezi na vybaveni biotechnologické linky). A
nasledné jsou technicky moZné dva zplisoby izolace extracelularnich
lipolytickych enzym:

a) sterilni ultrafiltrace kultivaéniho média od bun&k ve vhodném &ase
(obvykle po 24. hod kultivace), doplnéni nového kultivaéniho meédia se
substratem a prekurzorem k rostoucim buikam. Prekurzor se pfidava do
kultivatniho meédia spole¢né s doplitkovou davkou oleje (pfikrm) a
s extracelularnimi lipolytickymi enzymy.
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b) nesterilni od&erpani ¢asti kultury (pf. 1/3 bunék v kultivaénim médiu),
izolace bunék a nasledna purifikace extracelularnich lipolytickych enzymd
ultrafiltraci; poté navrat bunék s cca 70% obsahem polymeru zpét do reaktoru
tésné pfed finalni izolaci PHA.

Extracelularni lipolytické enzymy je dale mozné vyuzit v nasledujici
kultivaci jako faktor navysujici produkci biomasy a tim zrychlujici cely proces.
Pokud jsou do media obsahujiciho olej pfidany extracelularni lipolytické enzymy
izolovaneé dle postupu popsaného vys$e v mnozstvi 0,5 f3 U na mi kultiva¢niho
media (tj. cca 2%) a nasledné je médium nnokulovano kulturou Cupriavidus
necator, roste baktenalm kultura o cca 20430% vice. Extracelularni lipolytické
enzymy produkovaneC necator se pro tento Gcel jevi vhodnéjsi nez napt.
komer¢né dodavana lipaza produkovana mikroorganismem Rhizopus oryzae.
Vliv pfidavku extracelularnich lipolytickych enzym(l na pribéh kultivace
Cupriavidus necatorH 16 pii pouZiti oleje jako zdroje uhliku je znazornén na Obr.
10.

Charakterizace polymeru PHA
Stanoveni obsahu a struktury produkovaného PHA

Koncentrace a sloZeni PHA se nejcastgji stanovuje metodou plynove
chromatografie (GC) s detekci FID (plamenoveé ioniza&ni detektor). Pred viastni
analyzou je polymer podroben kyselé hydrolyze a nasledné methylaci za vzniku
tékavych methylester( 3-hydroxykyselin. Tyto estery jsou nasledné separovany
a detekovany pomoci GC. Na Obr. 11 je uveden typicky chromatogram
polymeru sloZzeného z 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu. Integraci pik(i a
posléze metodou kalibragni kiivky (Tab. 6) Ize odeéist obsah kazdé ze slozek a
vyjadfit jejich pomér, tedy zastoupeni 3-HV v kopolymeru PHB-HV.

Tabulka 6 Vztah mezi plochou piku a koncentraci 3HB (3HV)

3HB (mg-ml’) 3HB plocha (-) 3HV (mg-ml’") 3HV plocha (-)
2,0592 16133,8 0,2808 3076,1
4,1272 316293 0,5628 6159,2
6,1952 44894 3 0,8448 8801,3
8,2632 65493,6 1,1268 12837,5
10,296 77344.3 1,4040 15265,1
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Stanoveni molekulové hmotnosti produkovaného PHA

Molekulova hmotnost PHA je velmi dlleZitym parametrem zejména
z hlediska aplikacniho vyuziti. Dllezita je jeji hodnota jak pii zpracovani PHA
napf. na bioplazmy, nanovidkna nebo &astice, ale i pii fadé farmaceutickych
aplikaci, zejména v souvislosti s biodegradabilitou pouzitych materiald. Proto je
dilezité charakterizovat produkovany mikrobialni polymer co nejdetailngji,
pfipadné objektivizovat podminky pro produkci polymeru o definované
molekulové hmotnosti.

Molekulova hmotnost produkovaného PHA polymeru byla stanovovana
metodou gelové permeacni chromatografie (GPC). Pfiklad GPC
chromatogramu PHA je znazornén na ,E'D‘br. 12. V pribéhu fady testovacich
experimentl bylo zji$téno, Ze pouhou modifikaci kultivagnich podminek (napf.
nutrini stres) a volbou kultivaéniho média Ize ovlivnit molekulovou hmotnost
vysledného polymeru. Néktefi autofi ktomuto u&elu pouzivali enzymoveé
preparaty, chemicke latky nebo radiaci (viz pf. US 2006/0183205 A1).

V nasem pifipadé bylo dosazeno produkce polymeru s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 1,85 ;'2,41 E+05, pfitemZ na sacharidovém substratu bylo

dosaZene vice nez dvojnasobné hodnoty.

Molekulova hmotnost vybranych vzorki PHA je uvedena v tabulce 7

Mn Mw D

1.75-10 5.1510
5 5

Biomer PHB (komeréné dostupny material) =54
Sigma P(HB-co-HV); 5 % HV (komer&né dostupny 1.84:10 5.51-10 299
material) > > ‘
Sigma P(HB-co-HV), 12 % HV (komeréné 1.36:10 2.95-10 217
dostupny material) S > '
6.94-10 1.81-10 261
PHB, kultivace C. necator H16, substrat fruktéza 5 6 '
3.84-10 1.1510 3.00
PHB, kultivace C. necator H16, substrat olej 5 6 '
P(HB-co-HV), 6 % HV;, kultivace C. necator H16, 2.41-1(; 6.60-12 274

substrat olej, prekurzor propionat sodny
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Tepelna stabilita

Tepelné vlastnosti PHA zavisi na zastoupeni jednotlivych monomert (viz.
tab. 1). Jednotlivé parametry jako teplota degradace materiélu;f'géa: iéni atd. se
rutinné stanovuji pomoci TGA (termogravimetrickd analyza), ktera je
znazornéna na ,(jbr. 13, a DSC (diferencialni skenovaci kalorimetrie), ktera je
znazornéna na (Sbr. 14.

Teplota bodd tani a bodu degradace vybranych vzorkd PHA je uvedena
v Tabulce 8

Teplota Teplota

degradace [C] tani [TC]

Biomer PHB (komer¢né dostupny material) 264 168.52
Sigma P(HB-co-HV); 5 % HV (komeréné dostupny

material) 264 144 87
Sigma P(HB-co-HV); 12 % HV (komeréné

dostupny material) 278 146,36

PHB, kultivace C. necator H16, substrat fruktdza 281 172.36

PHB, kultivace C. necator H16, substrat olej 281 171.05
P(HB-co-HV), 6 % HV; kultivace C. necator H16,

substrat olej, prekurzor propionat sodny 256 166,40

Rozpustnost PHA
PHA neni rozpustné v jednoznagné polarnich nebo jednoznaéné
nepolarnich rozpouétédlech./v.Schopnost polymer z&asti rozpustit nebo vytvofit
gel maji rozpoustédla ze stfedni oblasti eluotropni fady. Rozpustnost PHA ve

vybranych organickych rozpoustédlech ukazuje Tabulka 9:

Dichlormetha
Hexan n Xylen Toluen
HX DCM XYL TOL
Rozpustnost nr. mr. mr. + gel gel
Barva kapaliny | slabé naZl. slabé nazl. slabé nazl. slabé nazl.
Dimethylsulfoxi
Dioxan Chioroform d Butylacetat
DOX CHL DMSO BuAc
Rozpustnost mr. gel gel mr. + gel
Barva kapaliny | slabé naZl. slabé nazl. slabé nazl. siabé nazl.
Ethylacetat Aceton 2-propylalkohol  Ethanol
EthAc ACE 2PrOH EtOH
Rozpustnost nr. nr. nr. nr.
Barva kapaliny | slabé naZl. slabé naZl. slabé nazl. slabé nazl.

R — dobre rozpustny; r — rozpustny; mr - malo rozpustny; nr -
nerozpustny; gel — tvori gel
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Charakterizace extracelularnich lipolytickych enzymu

K zakladnim molekularnim charakteristikam patfi pH optimum, jehoZ
hodnoty jsou shrnuty v,ébr. 15 a uvedeny v Tabulce 10, ktera uvadi zmény
aktivity extracelularnich lipolytickych enzym pii riizném pH hodnocené v % ve
srovnani s nejvyssi hodnotou 100 %.

pH Aktivita (%)
3,0 742%2,22

4,0 6,52 + 1,96
4,8 9,59 + 0,31

5,8 18,8 0+ 1,13
6,6 27,49 + 1,48
7,0 37,21 +2,36
7,4 76,60+ 9,89
8,0 79,28 + 5,69
8,3 54,6 + 1,78
9,0 10,1 +2,66
9,4 16,88 + 2,49
9,8 68,54 + 3,49
10,6 100 + 17,47
11,0 60,23 £ 8,70
11,5 2,05 + 0,96
12,0 6,14 5,04
13,0 11,13 £6,93

Prib&h pH optima vykazuje dvé maxima, coz odpovida dvéma
molekularnim formam extracelularnich lipolytickych enzymti. U mikroorganismu
je podobny typ sekrece lipolytickych enzym( obvykly; vzhledem k hodnoté pH
optima Ize pfedpokladat, ze ob& formy &tépi acylglyceroly a jde zfejmé o

enzymy s odliSnou preferenci esterové vazby v triacylglycerolech.

Vliv iontové sily (NaCl, 0 Qé‘lS mol/l) na aktivitu extracelularnich
lipolytickych enzym( je uveden na Obr. 16. Z pribéhu zavislosti je patrné, ze
aktivita extracelularnich lipolytickych enzym( klesa s rostouci iontovou silou,

CoZ je vyznamneé z hlediska sloZeni kultivaéniho média.

Parcialni purifikace extracelularnich lipolytickych enzym

Kultivatni médium obsahuje po separaci bun&k kromé extracelularnich
lipolytickych enzymd i fadu jinych protein(i a dal$ich latek. Navic jsou véechny
tyto latky vCetné cilového enzymu znagné zfedény. Za Ucelem zahu$téni a
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blizsi charakterizace extracelularnich proteind byly provedeny nékteré
nasledujici experimenty zaméfené na ovéfeni levné a efektivni izolace a

soucasné purifikace enzymu.

Srazeni acetonem vedlo ke znanym ztratdm aktivity, vyt&zek
piedstavoval cca 1%. Pfi srazeni siranem amonnym v rozmezi koncentraci 60 ¥
80% bylo nasycehi Uspésnejsi, av8ak nasledna dialyza vedla k prakticky
kompletni ztraté aktivity, vytézky se pohybovaly kolem 3%. Daléi metodou
pouZitou na purifikaci extracelularnich lipolytickych enzymd byla frakcionovana
ultrafiltrace. V prvni fazi byly odstran&ny buriky (na filtru s cut-off 1 mil. kDa )a
dale byly izolovany extraceluldrni lipolytické enzymy na ultrafiltru s ,cut-off*
vyluCovacim limitem 10 kDa. Do$lo k 8-nasobnému zkoncentrovani a vytezku
cca 91 U/ml kultury, viz Tabulka 11. Ultrafiitrace byla tedy navrzena jako

optimalni soucast technologie.

Tabulka 11
Aktivita Koncentraceproteinti Aktivita objem | vytézek
(Uml”) (mg'mi”) (Umg’) | (mi) ()
Supernatant | 29,92 + 3,24 0,30+ 0,01 99,74+ 10,83 | 400 1,00
Ultrafiltration | 90,68+ 1,47 0,44 + 0,01 206,11 +£ 3,36 50 0,38

Molekulova hmotnost extracelularnich proteint a éistota preparatu
extracelularnich lipolytickych enzymu stanovena pomoci
PAGE/SDS

Za ucelem charakterizace proteinového sloZeni a tedy i Cistoty
zahusténého preparatu extracelularnich lipolytickych enzymd byla vyuZita
metoda  polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) v pritomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS), kde se proteiny separuji na zakladé pohyblivosti
ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost je dana pomé&rem hmotnosti a
naboje Castice. PonévadZ vSechny proteiny maji za t&chto podminek stejny
naboj i tvar, separace probiha v podstaté na zakladé rozdilt molekulgvé
hmotnosti. Zaznam separace (barveni stiibrem) je na dbr. 17. Legenda k Qbr.

17 je v nasledujici Tabulce 12
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linie Vzorek — purifikacni krok
Standard
Dialyza
Dialyza

Ultrafiltrace
Aceton- precipitace
(NH4)2SOy4 precipitace 60%
(NH4)2SO4 precipitace 70%
(NH4),SO, precipitace 80%

O~NONRAhWN -

a Tabulce 13, ktera popisuje proteinové frakce elektroforézy

Zona relativni molekulova hmotnost
(Da-10%)
Proteinova frakce 1 15,95
Proteinova frakce 2 18,80
Proteinova frakce 3 24 .34
Proteinova frakce 4 47 .54
Proteinova frakce 5 64,52

Extracelularni frakce C.;hecator H16 obsahuje 5 hlavnich proteinovych
frakci o molekulové hmotnosti 15,95 kDa; 18,80 kDa; 24,34 kDa and 47,54 kDa
a 64,52 kDa. Z nich prvni ¢tyfi byly viditelné i po dialyze. Po aplikaci ultrafiltrace
(membranovy filtr s 10 kDa ,cut-off vyluéovacim limitem) byly majoritnimi
frakcemi proteiny s Mr 18,80 kDa a 24,34 kDa , frakce 15,95 kDa byla viditelna
pouze slabé. Soucasné bylo metodou PAGE/SDS potvrzeno, ze preparat
extracelularnich lipolytickych enzym ziskany frakcionovanou ultrafiltraci je sice
pomemé malo koncentrovany, ale obsahuje minimum pfimési a Ize jej pouzit
k pfimé aplikaci — bud jako pfidavek do kultiva¢niho média k primyslové
produkci PHA, k pfedzpracovani olejového substratu,nebo k jinym primyslovym
aplikacim.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob produkce polyhydroxyalkanoatli (PHA), u n&ho? se na
olejovém substratu obsahujicim rostlinny olej a/nebo jedly olej a/nebo odpadni
jedly olej, s vyhodou fritovaci olej, kultivuje kmen bakterii Cupriavidus necator
H16, ktery pfetvafi olej na PHA pfi soucasné produkci extracelularnich
lipolytickych enzymd, které se z kultivatniho média alespoi &asteéné izoluji
v pribéhu fermentac¢niho procesu pied ukon&enim produkce a izolace PHA,
vyznacujici se tim, Zze pfed zahajenim kultivace se do olejového substratu
pfidaji extracelularni lipolytické enzymy vyprodukované Cupriavidus necator
H16, ¢imZ se urychli rist bakterialni kultury.

2. Zplsob produkce PHA podle naroku 1, vyznaujici se tim, ze
extracelularni lipolytické enzymy se zkultivatniho média izoluji sterilni
ultrafiltraci kultivatniho média, pfi niz se oddéli bufiky bakterii Cupriavidus

necator H16 a vrati se zpét do produkéniho zafizeni.

3. Zplsob produkce PHA podle nérdku 1, vyznadujici se tim, ze
extracelularni lipolytické enzymy se z kultivaéniho média izoluji nesterilnim
odCerpanim casti fermentovaného kultivaéniho média, nacez se Z odCerpané
Casti fermentovaného kultivaéniho média oddéli buiiky bakterii, které se pred
izolaci PHA vrati do fermentovaného kultivaéniho média, a ze zbytku se izoluji

extracelularni lipolytické enzymy.

4. Zplsob produkce PHA podle narokd 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, ze
po izolaci extracelularnich lipolytickych enzym( se tyto do kultivaéniho média
alespori ¢astecné vraci spole¢né s doplitkovou davkou olejového substratu pro

podporu rlistu bakterii Cupriavidus necator H16.

5. Zplsob produkce PHA podle libovoliného z pfedchéazejicich narok,
vyznacujici se tim, Ze béhem kultivace se pH kultiva¢niho média udrzuje na
hodnote 7 pfidavkem NaOH nebo H,SO, a koncentrace rozpusténého kysliky
se fizenym vzdusnénim v pribéhu fermentace udrzuje v rozmezi hodnot 20230
%.
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6. Zpusob produkce PHA podle libovolného z piedchazejicich narokd,
vyznacujici se tim, Zze olejovy substrat obsahuje pfidavek latky ze skupiny

propionat sodny, n-propanol, levulinova kyselina.

7. Zpusob produkce PHA podle libovolného z piedchazejicich narokd,
vyznaéujici se tim, ze po ukonceni fermentace se obsah produkéniho reaktoru
zahfeje na teplotu 80 T po dobu alespoii 30 minut, nasledné se zchladi na
teplotu 60 T a p fidaji se lyticka Cinidla obsahujici smés detergentu, napiiklad
SDS, a proteolytického enzymu, ¢imz se ziskd surovy homogenat, pfipadné
lyzat.

8. ZpUsob produkce PHA podle naroku 7, vyznaéuijici se tim, Ze surovy
homogenat/lyzat se Cisti frakcionovanou membranovou filtraci a promytim
vodou o teploté 20 az 60 T, p ficemz kone¢na vytéznost PHA je az 96 % z

plvodni biomasy bunék.

9. Zplisob produkce PHA podle naroku 2 nebo 3, vyznadujici se tim, ze
extracelularni lipolytické enzymy se zahusti ultrafiltraci, ¢imz se dosahne jejich
gistoty v intervalu 100 200 U/mg.



seE s

PY 2042 - 574

1/8

— i 11

Obr. 1

Legenda: Obecny vzorec polymeru PHA
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Obr. 2

Legenda: Biosyntéza PHB v bakteriich; pfevzato z: Kessler B., Wilholt B. Factors
involved in theregulatory network of Polyhydroxyalkanoate metabolism: review,

Journal of Biotechnology, 2001, vol. 86, 97- 104 p., ISSN 0168-1656.
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Legenda: Srovnani struktury homopolymeru poly(3-hydroxybutyrat) (poly(3HB) a
kopolymeru poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

PHA inciusson aswocinted pretems

inuatnhiyer
hosphedipid
nembrane

A Ea Obr.4

Legenda: PHA inclusion associated proteins — proteiny vazané na PHA granule;
monolayer phospholipid membrane — jednovrstva fosfolipidova membrana
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Legenda: Schéma postupné hydrolytické degradace triacylglycerolt pomoci lipazy
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Obr. 6

Legenda: Schéma aktivniho centra a katalytického Gcinku lipazy
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Legenda: Srovnani relativni aktivity lipazy z bakterii Cupriavidus necator
kultivovanych na rliznych substratech (propionate — kyselina propionova, palmitate —

kyselina palmitova)
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Obr. 8

Legenda: Produkce biomasy (biomass), PHA, lipazy (lipase) a zastoupeni
hydroxyvaleratu v kopolymeru (3HV content, %) v prubéhu kultivace C. necator

Obr. 9

Legenda: Zaznam sedimentace izolovaného PHA ziskany metodou analytické
centrifugace
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Legenda: Produkce biomasy C. necator v pfitomnosti lipazy o stejné aktivité
izolované z Rhizopus oryzae a Cupriavidus necator — srovnani efektu raznych
enzymu s kontrolou v pribé&hu kultivace
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Obr. 11

Legenda: Priklad chromatogramu ziskaného analyzou slozeni typického vzorku PHA
plynovou chromatografii.
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Legenda: Zaznam analyzy molekulové hmotnosti PHA metodou gelové permeacni

chromatografie.
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Obr. 13

Legenda: Teplotni stabilita PHA méfena pomoci termogravimetrické analyzy.
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Obr. 14
Legenda: Teplotni stabilita PHA — zaznam ziskany metodou diferenciaini skenovaci
kalorimetrie.
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Obr. 15
Legenda: Analyza aktivity lipazy z C.necator (activity, %) v zavislosti na pH — pH
optimum.
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Legenda: Zavislost aktivity lipazy z C. necator (activity, %) na iontove sile

Legenda: Zaznam analyzy proteinovych frakci ziskanych z C.necator pomoci

polyakry

Obr. 17

lamidove elektroforézy v pfitomnosti SDS.
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