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Vazeni ptatelé,

Mikrobiologicky tstav AV CR — Centrum Algatech v
Tteboni ve spolupraci s Technickou univerzitou ve Vidni
a Univerzitou aplikovanych véd ve Welsu v Hornim
Rakousku si Vam dovoluje piedstavit projekt Produkce
biologicky rozlozitelného polymeru, polyhydroxybutyratu
(PHB), ze sinic cestou kultivace v odpadnich vodach,
zkracené Plastocyan, ktery vznikl v rameci programu
INTERREG V-A Rakousko — Ceska republika.

Spole¢nost oznacuje soucasnost jako dobu plastovou.
Plasty jsou univerzalni a odolny materidl pouzivany po
celém svété ve vSech primyslovych odvétvich. Plasty
vyrabéné na bazi ropy zpusobuji vazné ekologické
problémy kvuli jejich nerozlozitelné povaze. Jakkoli bylo
navrzeno mnoho strategii pro kontrolu plastového odpadu,
mikroplasty, nanoplasty a likvidace plastl stale zptisobuji
obrovskou kontaminaci, ktera zatézuje pudu i vodni
prostiedi. Navzdory vycerpani neobnovitelnych fosilnich
zdroji, rostoucimu tempu cen ropy a negativnimu dopadu
na zivotni prostiedi je celosvétova poptavka po plastech
stale na vzestupu. Tato alarmujici situace vede k hledani
alternativ. Biologicky odbouratelné plasty vyrobené
mikroorganismy, jako jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA),
se ukazuji jako nejlepsi feSeni, jak nahradit konvencni
plasty a chranit tak zivotni prostiedi.

Projekt Plastocyan pfichazi s novou technologii vyroby
100% biodegradovatelného bioplastu -
polyhydroxybutyratu (PHB), pfirodni cestou, a to
péstovanim sinic v odpadni vod¢.

EINFUHRUNG

Liebe Freunde,

Das Institut fiir Mikrobiologie des CAS — Algatech Centre
in Tieboni, in Zusammenarbeit mit der Technischen
Universitdit Wien und der Fachhochschule Wels,
Oberdsterreich, mochte das Projekt Produktion von
biologisch abbaubarem Polymer Polyhydroxybutyrat
(PHB) aus Cyanobakterien durch Kultivierung in
Abwasser, kurz Plastocyan, vorstellen, das im Rahmen des
INTERREG V-A Programms Osterreich - Tschechische
Republik eingerichtet wurde.

Das Unternehmen bezeichnet die Gegenwart als das
Plastikzeitalter. Kunststoffe sind ein vielseitiges und
langlebiges Material, das weltweit in allen Branchen
eingesetzt wird. Kunststoffe auf Erdolbasis verursachen
ernsthafte Umweltprobleme, da sie nicht abbaubar sind.
Obwohl viele Strategien zur Eindimmung von
Kunststoffabféllen  vorgeschlagen  wurden, stellen
Mikroplastik, Nanoplastik und die Entsorgung von
Kunststoffen nach wie vor eine enorme Belastung fiir den
Boden und die aquatische Umwelt dar. Trotz der
Erschopfung der nicht erneuerbaren fossilen Ressourcen,
der steigenden Olpreise und der negativen Auswirkungen
auf die Umwelt steigt die weltweite Nachfrage nach
Kunststoffen weiter an. Diese alarmierende Situation fithrt
zu einer Suche nach Alternativen. Biologisch abbaubare
Kunststoffe, die von Mikroorganismen hergestellt werden,
wie z. B. Polyhydroxyalkanoate (PHA), erweisen sich als
die beste Losung, um herkémmliche Kunststoffe zu
ersetzen und so die Umwelt zu schiitzen.

Im Rahmen des Plastocyan-Projekts wurde eine neue
Technologie zur Herstellung von 100 % biologisch
abbaubarem Biokunststoff - Polyhydroxybutyrat (PHB) -
auf natiirliche Weise durch das Wachstum von
Cyanobakterien in Abwissern entwickelt.

INTRODUCTION

Dear friends,

The Institute of Microbiology of the CAS — Algatech
Centre in Trebon, in cooperation with the Technical
University of Vienna and the University of Applied
Sciences in Wels, Upper Austria, would like to introduce
the project Production of biodegradable polymer
polyhydroxybutyrate (PHB) from cyanobacteria by
cultivation in wastewater, abbreviated as Plastocyan,
which was established within the INTERREG V-A Austria
- Czech Republic programme.

The company refers to the present as the plastic age.
Plastics are versatile and durable materials used worldwide
in all industries. Petroleum-based plastics cause serious
environmental problems due to their non-degradable
nature. Although many strategies have been proposed to
control plastic waste, microplastics, nanoplastics, and
plastic disposal still cause enormous contamination which
affects soil as well as aquatic environments. Despite the
depletion of non-renewable fossil resources, rising oil
prices and the negative impact on the environment, the
global demand for plastics is still on the rise. This alarming
situation is leading to a search for alternatives.
Biodegradable plastics produced by microorganisms, such
as polyhydroxyalkanoates (PHAS), are proving to be the
best solution to replace conventional plastics and thus
protect the environment.

The Plastocyan project has come up with a new technology
to produce 100%  biodegradable bioplastic -
polyhydroxybutyrate (PHB) - naturally by growing
cyanobacteria in wastewater.



POSLANI PROJEKTU

Hlavnim cilem projektu je vyvinout ekologicky inovativni technologii pro vyrobu bioplastil ze sinic, které vyuzivaji komunalni odpadni vody a odpadni vody z
mlékarenského primyslu jako zdroj Zivin pro svij rist.

PHB A JEHO PRODUKCE V MIKROORGANISMECH

Polyhydroxybutyrat (PHB) je termoplast, odpuzujici vodu, dobie rezistentni proti ultrafialovému zafeni s vlastnostmi, které mu umoziuji nahradit konvenéni
plasty jako polypropylen anebo polyetylén.

Nekteré mikroorganismy jsou za urcitych podminek schopny vytvaiet granule PHB, které slouZzi jako zasoba uhliku. V soucasnosti se k produkci ptirodniho
PHB vyuzivaji chemotrofni bakterie, schopné produkovat az 80 % PHB jejich buné¢né hmoty v pribéhti n€kolika dn. Piesto je vyrobni cena PHB mnohem
vys§i v porovnani s cenou vyroby konvenénich plasti. Pii produkci PHB tvoii az 50 % nakladu prekurzorovy substratovy material, zejména zdroj uhliku. Vétsina
sinic pfirozen¢ produkuje ptiblizné 20 % PHB své bunétné hmoty. Sinice nemohou obsahem PHB ani rychlosti ristu biomasy konkurovat chemotrofnim
baktériim. Jelikoz se v8ak jedna o fotosyntetizujici organismy, zdrojem uhliku je oxid uhli¢ity ziskany ze vzduchu. Na rozdil od bakterialnich producenttt PHB,
fotoautotrofni sinice nespotiebovavaji cukry, a proto nejsou zavislé na zemeédelskych plodinach, coz z nich ¢ini zeleny alternativni produkéni systém.



PROJEKT PLASTOCYAN




V projektu se podafilo vyvinout péstebni proces sinic, kde je substratem odpadni voda. Pro rust sinicové biomasy byly pouzity dva typy odpadnich vod 1)
odpadni voda z komunalni Cisticky z procesu procistovani a ii) odpadni voda z mlékérenské produkce. Oba tyto substraty jsou zdrojem dusiku (250 mg/L pro
oba substraty) a fosforu (150 mg/L méstskd odpadni voda a 25 mg/L mlékarenské odpady), tedy hlavnich komponentd, potfebnych k rtstu sinic.

Pro ucely péstovani byl pouzit kmen sinice Synechocystis vyslechtény UV mutagenezi s vyssi produkci PHB. K péstovani v odpadni vodé z méstské Cisticky se
pouzilo tenkovrstvé venkovni kultivaéni zafizeni. Péstovani v odpadni vodé z mlé¢né produkce probihalo v uzavieném anularnim fotobioreaktoru. Divodem
byla optimalizace podminek pro pozdé¢jsi testovani geneticky upraveného kmene s vys§i produkci PHB a schopnosti zpracovavat laktozu. Péstovani
vyslechténého kmene v obou pilotnich kultivacnich jednotkach trvalo 4-6 tydnt, aby se dosdhlo maximalni mnozstvi PHB. V den sklizeni biomasy tvotilo PHB
23 % susiny v odpadni vod¢ z komunalni Cisticky a 10 % v odpadni vode z mlécné produkce. Pro srovnani s dostupnymi daji je produkce PHB ve fototrofnim
rezimu (bez organického zdroje uhliku) geneticky neupravenych sinic 4-25 % v optimalnich podminkach kultivaéniho média pro pilotni zafizeni. Jediné
vyslechtény kmen, ktery se pouZziva v projektu Plastocyan, dosahl v laboratornich podminkach v malém méfitku v optimalnim rastovém subtratu 37 % PHB
bunécné susiny. Hlavnim pfinosem projektu je vSak recyklace odpadni vody. I z tohoto hlediska jsou vysledky projektu nadprimérné. V obou typech odpadni
vody se podafilo vypéstovat biomasu do hustoty 2-2.,5 g/L, pficemz priimérné hodnoty pestovani sinic v odpadni vod¢ jsou podle dostupnych udaji 0,6 - 3,15
g/L.PHB granule lze z bun¢k dostat riznymi extrakénimi metodami, vétsinou pomoci organickych rozpoustédel jako napiiklad chloroform, které mohou byt
nebezpeéné pro zivotni prostiedi. Projekt fesi i ekologickou a ekonomicky pratelskou alternativu extrakce PHB z biomasy pomoci tzv. iontovych kapalin, které
patii do kategorie tzv. zelenych rozpoustédel. V mnoha ptipadech je ziskavani produktu pomoci iontovych kapalin jednodussi, 1ze je recyklovat, a tedy opétovne
pouzit. Projekt se také vénuje vyvoji geneticky modifikovaného kmene, ktery bude schopen nadprodukovat PHB a vyuzivat laktozu jako zdroj uhliku. Tim by
se mohla zefektivnit produkce PHB v uzavienych kultiva¢nich jednotkach s vyuzitim odpadni vody z mlékarenské vyroby. Genetické vylepSeni kmenu
Synechocystis sp. PCC 6714 Mt_a24 bylo dosaZeno eliminaci dvou gent (spsA a glgC) souvisejicich s produkci glykogenu. Zaroven byly nadexprimované geny
pro zvyseni produkce PHB (phaA a phaB) a vyuziti laktozy (beta-Gal) jako zdroje uhliku.

K hlavnim vysledktim dosazenym v projektu patii:

a) optimalizace péstovani sinic v odpadni vodé (méstské odpadni vody, odpadni vody z mlékarenské produkce) za uéelem produkce bioplastu —
polyhydroxybutyratu (PHB) v pilotnim métitku.

b) ekologicka extrakce PHB ze sinicové biomasy pomoci iontovych kapalin.

C) vytvoreni geneticky vylepsenych kment s vys$si produkci PHB a schopnosti vyuzivat laktézu pro sviij rist.




Na projektu spolupracuji tfi instituce, Mikrobiologicky tstav AV CR — Centrum Algatech v T¥eboni (MBU), Univerzita aplikovanych véd ve Welsu v Hornim
Rakousku (FH OOE) a Technicka Univerzita ve Vidni (TU Wien). Kazdy z partnerti koordinuje specificky pracovni balicek se zohlednénim své expertizy.

Nize uvedené aktivity popisuji vysledky a vystupy, kterych se podatilo v ramci projektu dosahnout.

Aktivity A.T1.1 Kultivace sinic produkujicich PHB v médiich obsahujicich odpadni vodu

Koordinator: MBU

V ramci této aktivity byla testovana odpadni voda ze dvou riiznych zdroja (i) odpadni voda z komunalni Cisticky odpadnich vod v Tteboni a (ii) odpadni voda
z mlécné produkce poskytnutd spole¢nosti Madeta a.s. Cilem této aktivity bylo vytvofit z odpadni vody vhodny substrat, tak aby se ziskala sinicova biomasa,
ktera by zaroven vytvarela biodegradovatelny plast — polyhydroxybutyrat (PHB).

Podatilo se nastavit kultivaéni parametry tak, aby se eliminovala ptfitomnost predatord sinic, které se pii velkoobjemovych kultivacich mohou vyskytnout.
Probéhly kultivace sinice Synechocystis sp. v odpadni vodé v pilotnim méfitku. Podatilo se zoptimalizovat rast sinice Synechocystsis sp. PCC6714 Mt_a24 v
pilotnim kultiva¢nim zafizeni tzv. TL-RWP (thin-layer raceway pond) v médiu s odpadni vodou z komunalni &isticky odpadnich vod v Tteboni jakoz i v
uzavieném anularnim fotobioreaktoru s odpadni vodou z mlékarenské produkce pro produkci PHB, coz je zakladem pro uspé$né zavedeni technologie. Z této
kultivace se ziskala biomasa (110 g TL-RWP; 18 g PBR), ktera obsahovala biodegradovatelny polymer PHB. V den sklizeni biomasy tvotilo PHB 23 % suSiny
v odpadni vodé¢ z komunalni ¢isticky a 10 % v odpadni vodé z mlé¢né produkce. Biomasa byla poskytnuta partnerovi TU Wien pro dalsi rozbory.

Diléi vystup A.T1.1.1 Zprava o vybéru a analyze riznych odpadnich vod jako zdroje zivin pro kultivaci sinic

Tzv. centrat z Cisticky odpadnich vod byl odstiedén tak, aby se ziskala odpadni voda vhodna pro kultivaci. Ta byla analyzovana externé spole¢nosti Povodi
Vltavy, statni podnik, vodohospodaiska laboratoi Ceské Bud&jovice (Tab. 1). V ramci této aktivity probéhl test, jehoz cilem bylo stanovit Géinky odpadni vody
na inhibici ristu a nejvhodnéjsi opracovani odpadni vody pro kultivaci (obr. 1). V ramci tohoto testu se testoval vliv oSetfeni odpadni vody (tepelné, UV oSetieni,
fedéni atd.) pro potlaceni inhibitorti ristu a pfitomnych mikroorganismi (Tab. 2). Béhem ovéfeni se urcoval fyziologicky stav kultury pomoci méfeni
fotosyntézy, pfitomnost kontaminanti, a ptiristek biomasy, odbouravani nutrientti v odpadni vod¢ béhem rustu sinice a obsah PHB u vybranych vzorkt (analyza
V ramci vyjezdu pracovnika k projektovému partnerovi). Na zaklade€ vysledkl byla pouzita sterilizace UV jako nejvhodnéjsi oSetieni odpadni vody, pro kultivace
v pilotnim méfitku. Také byly analyzovany 4 typy odpadnich vod z mlékarenské produkce poskytnuté spolecnosti Madeta a.s. (v tabulce 1 0znaceno M1, M2,
M3, M4) Na zakladé prvotnich testt byla vybrana nejvhodnéjsi mlékarenska odpadni voda (oznac¢eno M1) s dostatkem Zivin a minimem inhibitort pro rdst sinic
za u¢elem produkce PHB. Tato odpadni voda byla pouzita pro pilotni kultivaci ve fotobioreaktoru.



Tab 1 Chemické analyza odpadnich vod., CWW (clean wastewater) odpadni voda po pIném pro¢isténi na COV, WW (wastewater) centrat odebran z
aktivovaného kalu, HT WW (heat treatment) centrat oSetfen teplem UV WW centrat oSetfen UV, M1 odpadni voda z kanalizace mlékarenské produkce, M2
odpadni voda ze syraiské produkce, M3 Cistici odpadni voda z nadrzi na smetanu, M4 odpadni voda z maslové produkce.

ROZbOr[r‘:;p:jl]m vody | cww | ww | HTWW | uvww | M1 M2 | M3 | M4 | BG-1lmédium
BOD* 6.5 150 190 170 1400 | 4000 | 15000 | 450 -
COD** 34 740 720 730 2700 | 4700 | 32000 | 1900 -
TOC** 15 310 300 300 1100 | 1800 | 8200 | 520 -
Nitrates - - - - 320 22 8.7 6.2 -
N-NOs 75 <0,15 <0,15 <0,15 72 50 | 20 1.4 250
N-NO; 0.006 | 0.005 0,005 0.003 0,07 0.01 | 0.002 | 0.004 -
N-NH, 0.02 180 170 170 3.0 17 | 047 | 02 -
Total N 8.7 250 240 250 260 120 | 120 16 250
P-PO. 23 150 130 140 12 21 | 80 11 7
Total P 2.8 160 140 150 24 30 17 2.0 7

*Biologicka spotteba kysliku; **Chemicka spotfeba kysliku; *** Celkovy organicky uhlik

Tab 2 Stanoveni po¢tu bakterii po riznych oSetienich odpadni vody.

oSetieni Pocet bakterii (Colony forming
units) [CFU/ml]
CWW 6800
ww 18000
50% tedena WW 9000
HT WW 260
uv ww 0

Obr 1 Kultivace ve véle¢cich pro analyzu riznych typt
odpadnich vod.




Diléi vystup A.T1.1.2 Standardni operacni postup (SOP) péstovani sinic v pilotnim méfitku v médiich obsahujicich odpadni vodu

Standardni operaéni postup pro kultiva¢ni zafizeni
A) tenkovrstva ob¢hova nadrz (TL-RWP)

Tenkovrstva obéhova nadrz (thin-layer raceway pond)
umisténa ve skleniku s kultivaéni plochou 5 m? a
pracovnim objemem 100—600 L, tloustkou kultivaéni
vrstvy mezi 15 a 60 mm a rychlosti proudéni asi 0,2
m/s. Michani zajist'uje lopatkové koleso.

B) Anularni fotobioreaktor (PBR)
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Anularni fotobioreaktor s objemem 30 L o celkov vysce 100 cm,
vnéjsim priméru 30 cm a vnitinim priméru 18 cm; s nastavitelnym
vnitinim LED osvétlenim. Kultura je promichavana vzduchem
trubkami umisténymi ve spodni ¢asti fotobioreaktora. Optimalni
tloustka kultivaéni vrstvy (svételna draha) je 5,5 cm.




Standardni opera¢ni protokol:
Sinicovy kmen: Synechocystis sp. PCC6714 Mt_a24

1. rozpéstovani kmene sinice Synechocystis z Petriho misky v kultivaéni lahvi o objemu 5-15 L.
2. Podminky kultivace inokula: sterilni anorganické médium —BG-11, pH 8.0; teplota 26-30 °C; nepietrzité osvétleni o intenzité svétla 100 umol fotond m
s'; promichavani vzduchem + 1 % CO, (v/v. Doba kultivace — do pozdni exponencidlni ristovy faze (10-14 dni).

3.a Kultivace ve venkovni tenkovrstvé obéhové nadrzi (TL-RWP) s pouzitim odpadni vody z komunalni ¢isticky. Pro kultivace v TL-RWP zatizeni je poticba
zhruba 90 L odstfedéného aktivovaného kalu tzv. centrat. Sediment predstavuje 10-20 %, staci se pti 4000 g, 5 min. Optimalni podminky: teplota ve
skleniku 15-34 °C. Maximum denniho sluneéni zafeni < 1000 pmol fotonti m2 s,

4.a Ostiedéni odpadni voda se ¢astecné sterilizuje ponornou UV lampou. Sterilizace celého objemu po dobu 1 h je zajisténa bublanim vzduchem.

5.a Substrat, tedy odpadni voda se nasadi do TL-RWP a ptida se inokulum kultury do finalni optické denzity OD7s0= 0.4. (Objem se vypocita kalkulaci na
zakladé sméSovaci rovnice: OD7spinokula x X litrd = 0,4 x 100 litri).

3.b Kultivace v uzavieném anularnim fotobioreaktoru s pouzitim odpadni vody (ozn. M1 Dil¢i vystup A.T1.1.1) z mléEné vyroby. Pro kultivaci v 30 litrovém
PBR je potieba 25-27 L odpadni vody z mlé¢né vyroby.

4.b Odpadni voda se ¢astecné sterilizuje UV lampou. Sterilizace celého objemu po dobu 1 h je zajisténa bublanim vzduchem.

5.b Substrat, tedy odpadni voda se nasadi do TL-RWP a ptida se inokulum kultury do finalni optické denzity OD7s0= 0.4. (Objem se vypocita kalkulaci na
zakladé smésovaci rovnice: ODzspinokula x X litrd = 0,4 x 30 litrl). Kultiva¢ni podminky: teplota 26-30 °C; osvétleni s 12/12h svételnym cyklem a
svételnou drahou 5,5 cm; promichavani vzduchem.

Vzorek kultury se denné sleduje, kvuli vyskytu predatort (nejcastéji bi¢ikovei), které se objevi az kdyz se kultura rozroste (2-4 den).
Okamzité pii pozorovani prvnich predatorti se upravi pH = 10.5 pomoci 1M hydoxidu sodného.

pH = 10.5 se udrzuje po celou dobu kultivace t.j. 26-30 dni.

Kultura se odsttedi pfi 17,000g; 7 min. a biomasa se lyofilizuje pro naslednou extrakci PHB.

©o~No



Aktivity A.T1.2 Generovani a vybé&r transformantii se zvySenou produkci PHB

Koordinator: FH OOE.

Dil¢i vystup A.T1.2.1 List transformantl se zvySenou produkci PHB

Bunééné slozky, které slouzi jako primarni vychozi material pro PHB, mohou byt ulozeny ve formé glykogenu.
Za ucelem zpfistupnéni vét§tho mnozstvi vychoziho materidlu pro produkci PHB a zlepSeni jeji metabolické
drahy u mutanta sinicového kmene Synechocystis PCC6714 Mt_a24 (dale jen Mt_a24), byla genetickou
manipulaci inhibovana draha produkce glykogenu. Tim se metabolicky tok posunul vice ve prospéch produkce PBS_glgC_USDS_Ori_Spe
PHB. Za tcelem inhibice produkce glykogenu byl molekularné biologickymi metodami vyfazen jeden z |
hlavnich odpovédnych genti, glgC, Za timto u¢elem byly vytvoteny plazmidy, které misto genu glgC integruji
kopii genu rezistence k antibiotiku spektinomycinu (obr. 2). Tento plazmid byl sekvenovan a transformovan do
kmene Mt_a24. Pfitomnost genu byla ovéfena PCR po izolaci genomové DNA.

Obr 2 Plazmidova mapa vytvoteného glgC knock-
out plazmidu pBS_k.0.glgC pBS_k.0.glgC.

Vzhledem k tomu, ze sinice mohou mit v kazdé¢ butice vice genomovych kopii, je tieba
je kultivovat n€kolik tydni pod selekénim tlakem antibiotik, aby se pIlné segregovaly
na stabilni a ¢isté klony, které obsahuji pouze vneseny gen a zadnou kopii piivodniho
genu, ktery ma byt vyfazen (odstranén). Transformované kultury byly nékolik tydnt
segregovany pod rostoucim selekénim tlakem antibiotik. Segregace kultur byla
pravidelné analyzovana, u mnoha klont bylo mozné knock-out potvrdit pomoci PCR

Obr 3 Segregace Synechocystis PCC6714 Mt_a24 (obr. 3). Také kultury se v pribéhu ¢asu do jisté miry segregovaly, ale nedoslo k jejich
transformované glgC knock-out plazmidem p_BS_k.o.gIgC. uplné segregaci. To by mohlo naznacovat, Ze vyfazeny gen je pro sinice nezbytny a ze
ke svému preziti potiebuji alespoii nékolik kopii.




Nadprodukce PHB je docilena zvvySenim poctu kopii dvou genti, které jsou zodpoveédné za produkci PHB
(PhaA a PhaB). Tyto dva geny byly izolovany a amplifikovany pomoci PCR z genomu kmene sinice
Synechocystis sp. PCC6714. Geny byly poté klonovany nejmodernéjsi metodou (Gibson assembly) do
diive popsaného glgC knock-out plasmidu pBS k.o.glgC (obr. 4). Pomoci riznych sad Gibsonovych
primert bylo vytvofeno n€kolik mirné odliSnych DNA-fragmentt, které pak byly pouzity pro tento
klonovaci krok. Sekvenovani vytvofenych plazmidl vSak ukézalo, ze gen PhaA a PhaB nebyl nikdy
zaClenén do plazmidu. Proto byly tyto dva geny synteticky fuzované s genem rezistence vuci
spektinomycinu, aby bylo dosazeno kone¢ného cile jejich nadmérné exprese v kmeni sinic Synechocystis
sp. PCC6714 Mt_a24. Tento fragment DNA byl klonovan do glgC knock-out plazmidu pBS_k.0.glgC
rovnéz pomoci Gibsonovy klonovaci metody. Pfedbézna sekvencni analyza ukézala, ze nyni se klonovani
PhaAB-overexpresniho plazmidu koneéné podatilo. Nasledny krok k jejich nadexpresi, transformace v
sinicich, v soucasné dob¢ stale probiha a ocekava se, ze do konce projektového obdobi budou vytvoreni
transformanti.
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Obr 4 Plazmidova mapa navrzeného expresniho
plazmidu pBS_glgC::PhaAB.

Diléi vystup A.T1.2.2 List transformantov schopnych zpracovavat laktézu

Protoze sinice nejsou schopny $tépit laktozu, ktera je soucasti mlé¢ného odpadu, byl do nich vnesen gen pro B-galaktosidazu, ktera $tépi laktézu na glukdzu a
galakt6zu. Pro tento piistup byly do sinicového plazmidového vektoru naklonovany vzdy tii varianty genu pro B-galaktosidazu: 1. geny LacY a LacZ z bakterie
Escherichia coli, 2. 3-gal geny pochazejici z houby Trichoderma reseii (BGA1) a 3. bakterie Bacillus circulans (BgaD-D). Navrzené plazmidy jsou vidét na
obr. 5. Aminokyselinové sekvence genti byly kodonové optimalizovany pro expresi cyanobakterialnich proteind a prislusna DNA byla fizovana s vhodnymi
exportnimi sekvencemi, které umoznuji vylu€ovani produkovanych enzymti do okolniho vnéjsiho prostfedi. Syntetizované fragmenty DNA byly poté¢ klonovany
do expresnich vektorti sinic. Plazmidy pBS spsA::bGAl-bact a pBS_spsA::bGAl-fungal byly Gspésné naklonovany a sekvenovany. Vzhledem k tomu, Ze jiz
dvé verze genu pro B-galaktosidazu byly Gspésn€ naklonovany do pozadovaného plazmidu, byla snaha o vytvoteni treti verze (pBS_spsA::lacYZ) zastavena.
Nasledné byl kmen Synechocystis sp. PCC6714 Mt a24 transformovan oba plazmidy. Pfitomnost genu pro 3-galaktosidazu byla potvrzena pomoci colony PCR
(obr. 6).
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Obr 6 Segregace kmene Synechocystis sp. PCC6714 Mt a24 transformovaného expresnimi plazmidy B-galaktosidazy pBS_spsA::bGAl-bact (vlevo) a
pBS_spsA::bGAl-fungal (vpravo).

Vytvotené plazmidy jsou navrzeny tak, aby se geny B-galaktosidazy integrovaly v misté genu spsA v genomu sinice Synechocystis sp. PCC6714. Tim se souc¢asné
s expresi B-galaktosidazy, respektive s jeji integraci, vypne kompetitivni metabolicka draha. Také v tomto pfipad¢ je tfeba kultury sinic kultivovat né€kolik tydna
pod selekénim tlakem antibiotik, aby se plné€ segregovaly na stabilni a Cisté klony, které obsahuji pouze B-galaktosidazu a Zddnou kopii piivodniho genu spsA.
Tento proces stale probiha a transformované kultury jsou pravideln¢ analyzovany. Jak je vidét na obr. 6, jeden klon (¢. 28) byl téméf pln€ segregovan (a), ale 0
nekolik dni pozdéji se pomér ptivodniho genu spsA k genu B-galaktosidazy opét obratil (b). Dosud se nepodafilo ziskat plné segregované a stabilni kultury.
Proces segregace vsak stale probiha.



Aktivity A.T1.3 Selekce transformantd produkujicich PHB a purifikace PHB z biomasy
Koordinator: TU Wien.

Dil¢i vystup A.T1.3.1 Zprava postupu selekce transformantt v laboratornim métitku
V této fazi projektu nejsou pouzitelné zadné transformanty pro metabolismus laktozy (Aktivity A.T1.2).

Dil¢i vystup A.T1.3.2 Standardni operacni postup (SOP) purifikace PHB ze sinic.

Pro studii byly vybrany iontové kapaliny (IL), EMIM chlorid, EMIM acetat a EMIM diethylfosfat, protoze jsou vysoce korozivni, mohou rozpoustét biomasu
mikrotas, jsou velmi polarni (PHB tedy neni rozpusténo), maji dobré rozpoustéci vlastnosti a jsou ¢asteCné schopny Stépit esterové vazby (zavisi na bazicité
ptislusnych skupin: Acetaty> diethylfosforecnany> chloridy; plati pravidlo: ¢im zasadit€jsi, tim vice se $tépi esterové vazby).

Na zékladé predbéznych vysledkt prvnich experimentii byl jako nejvhodngjsi IL vybran diethylfosfat EMIM. Uplné rozpusténi biomasy bylo pozorovano pii
nasledujicich parametrech: 10 g IL zcela rozpusti 1 g biomasy.

PHB by se nem¢l rozpoustét kvtli své vysoké polarité. Smés IL a biomasy lze proto oddélit od vzniklého PHB odstfedénim/filtraci. Bylo vsak zjisténo, ze
viskozita smési biomasy a IL je velmi vysoka, takze Gplné oddéleni od vysrazené PHB a kapalné faze neni mozné.

Lze fedit IL vodou (az do 5 % hm.), nez se sniZi rozpoustéci schopnost. To zavisi na volnych akceptorech vodikovych vazeb donord IL. Kosolvent nesmi tvofit
vodikovou vazbu s IL; existuji vSak kosolventy, které by mohly snizit viskozitu smési IL a biomasy, aniz by se zménily jeji rozpoustéci vlastnosti.

Potencialni kosolventy s neménnymi Kamlettovymi Taftovymi parametry by byly:

- DMSO

- acetonitril

- gama-valerolakton

- Cyren — dihydrolevoglukosenon

Vzhledem k tomu, Ze cyren byl zjistén jako nejtrvalejsi chemicka latka v rozmezi téchto diive uvedenych kosolventt, byla tato chemicka latka zvolena jako
vhodna metoda ke sniZeni viskozity.

Po sniZeni viskozity je nutné vyzkouset, zda Ize pfi srazeni smési vodou ziskat 100 % rozpusténé biomasy. Po ptidani vody bylo mozné PHB ze smési IL a
biomasy opét dobie oddélit. Pro dalsi zvySeni Cistoty vysrazenych pelet byla vyzkousSena riizna srazeci a promyvaci ¢inidla:

- opakované promyvani pelety PHB ¢istym methanolem.
- opakované promyvani pelety PHB ¢istym acetonem.

- opakované promyvani pelety PHB ¢istym cyrenem.

- opakovany promyvaci krok pelety PHB s ¢istym IL.



- opakovany promyvaci krok pelety PHB s ¢istym hexanem.
- opakovany promyvaci krok pelety PHB ¢istym chloroformem.

vvvvvv

metodou extrakce (chloroformova extrakce), ktera mtze v budoucnu dale posunout vyrobu bioplasti.



Aktivity A.T1.4 Sdileni znalosti a zlepSovani spoluprace

Diléi vystup A.T1.4.1 Zprava o vymén€ zaméestnancti

Vyména zaméstnanci 1

V obdobi 21.11.-25.11.2021 se zaméstnankyné Mikrobiologického tistavu, Romana Belose zacastnila vyménného pobytu zaméstnanci, u projektova partnera 3
(TU Wien), za ucelem osvojeni si metodiky extrakce polyhydroxybutyratu (PHB) z biomasy sinic. V ramci této kratké staze se R. BeloSe naucila analyzovat
PHB pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie, zkracen¢ HPLC, (angl. high-performance liquid chromatography). HPLC se pouziva k separaci slozek
vzorku za ucelem stanoveni jejich pfitomnosti a koncentrace ve vzorku. Zaméstnankyné si s sebou pfivezla vzorky lyofilizované biomasy sinic péstovanych v
odpadni vodé¢ z komundlni Cisticky odpadnich vod v Tteboni. Testovaly se predevsim vzorky po rtizném opracovani odpadni vody (nesterilizovana odpadni
voda, sterilizace UV, sterilizace teplem porovnani s ristovym médiem BG-11) a vzorky z pilotni kultivace. TU Wien disponuje modernim vybavenim pro
analytické stanoveni obsahu riznych latek a stanoveni obsahu PHB zde patii mezi standardizované metody. Doktorandi Ricarda Kriechbaum a Julian Kopp
detailné seznamili Romanu Belose se zpracovanim a anlyzou vzorkt. Pfed samotnou analyzou byly vzorky hydrolyzovany pomoci kyseliny (pfip. zasady), a
nasledné bylo PHB ve formé¢ trans-krotonové kyseliny detekovano na HPLC. Néasledna analyza, porovnani hodnot se standardem a kalkulace PHB kocentrace
byla provedena analytickém programu Chromeleon. Vysledky z t€chto méfeni zaroven pomohly optimalizovat zpracovani substratu (odpadni vody) z komunalni
&istiéce odpadnich vod pied jeho pouzitim (Tab. 3). Ugelem tohoto pobytu bylo prohloubeni spoluprace, provedeni dileZitych analyz v ramci projektu a pienos
know-how pro stanoveni obsahu PHB s vyuzitim HPLC na ¢eské pracovisté. Tento vymeénny pobyt byl piinosny pro CZ partnera z hlediska osvojeni nové
metodiky, kterou bude mozné na pracovisti aplikovat. Na zakladé pfedavani know-how mohlo pracovist¢ MBU nasledné zakoupit potfebné vybaveni (PHB
standard, kolona pro HPLC), aby mohly analyzy z dalSich testl pro optimalizaci produkce PHB sinicemi v odpadni vod¢ probihat na pracovisti MBU. Metodika
byla Gspésné zavedena na Mikrobiologickém ustavu v Tieboni.

Tab 3 Analyza PHB vzorku sinice Synechocystis sp. PCC6714 Mt_a24 rostoucich 10 dni
v odpadni vodé po riizném opracovani.

vzorek Obsah PHB [% suSiny]
Odpadni voda opracovana teplem 9.2
Odpadni voda bez opracovani 5.8
Odpadni voda opracovand UV zafenim 8.4
BG-11 médium 5.1




Vyména zaméstnanci 2

V obdobi od 2.11 do 4.11.2022 se Toma$ Grivalsky z Mikrobiologického ustavu AV CR, Centra Algatech (MBU) zagastnil vyménného pobytu v partnerské
organizaci Univerzity aplikovanych véd ve Welsu (FH OO). V ramci kratké staze mél moznost pracovat na detekci stupné segregace u transformantti kmene
Synechocystis sp. PCC6714 Mt _a24 a také na optimalizaci protokolu pro stanoveni -galaktosidazové aktivity u vylep§ného kmene schopného zpracovat laktozu.
Synechocystis je jednobunéény organismus, ktery ma nékolik kopii genomu na buriku. Po transformaci je proto potfeba, aby se cizorodd DNA v procesu
homologické rekombinace integrovala na vSechny kopie, ¢imz se zajisti stabilita integrované cizorodé DNA. V urcitych ptipadech vsak buiika neni schopna
segregace na vSechny kopie. Stupeii segregace, a tedy piitomnost cizorodé DNA se detekuje pomoci PCR. V rdmci tohoto pobytu si zaméstnanec osvojil PCR
metodu detekce piitomnosti gent pro nadprodukci PHB, a bude schopen tuto metodu aplikovat i na Geském pracovisti (MBU). Metodu bude tieba pouZit pii
pilotni kultivaci, aby v krajnim ptipadé nedoslo ke ztraté vylepSenych vlastnosti transformovaného kmene. Kromé toho spole¢né se zaméstnancem projektového
partnera 2 — Kevinem Trenzingerem, pracovali na optimalizaci protokolu pro méfeni beta-galaktosidazové aktivity u transformantti schopnych vyuzit laktozu
jako svij substrat. Tento protokol je dulezitym nastrojem pro selekci nejvhodnégjsiho kmene pro rist v odpadni vodé z mlééné produkce. Na zakladé tohoto
protokolu byl proveden screening kmend schopnych produkce beta-galaktosidazy (Tab. 4) a vybrané kmeny byly pfevezeny na ¢eské pracovisté pro dalsi
testovani. Kevin Trenzinger pfevedl zaméstnance MBU celym pracovistém FH OO, které disponuje mnozstvim moderniho laboratorniho vybaveni se
zab&hnutymi operacnimi postupy. To miiZze mit pozitivni vliv pfi budovani dalsi spoluprace. Cilem i vysledkem této staze bylo prohloubeni vzajemné spoluprace
a prenos know-how detekce pfitomnosti genti pro naprodukci PHB a zpracovani laktdzy pomoci PCR.

Tab 4 Mé&feni fluorescence pro stanoveni beta-galaktosidazové aktivity u vybranych
transformantt  Synechocystis sp. PCC6714 Mt a24. M¢fila se flurescence z peletu i ze
supernatantu. UV mutant bez B-galaktizodazového genu slouZi jako kontrola (blank).

Kmen /

Hodnoty fluorescence #56 #67 #75 #86 #79 #39 Mt_a24 (blank)
Pelet 13911 | 17559 109753 16221 72194 9984 261
Supernatant 303 434 697 418 560 392 338

Vyména zaméstnanci 3
Ricarda Kriechbaum z Technické univerzity ve Vidni (pracovni skupina: Integrovany vyvoj bioprocestl) byla po dobu tfi dnt (9.11.-11.11.2022) v partnerské
organizaci FH OO Wels v rdmci vyménného programu zaméstnancti. B&hem této vymény se diskutovalo o softwaru Snapgene, provadély se PCR-postupy a
konsekutivni elektroforéza na agarosovém gelu a méfila se aktivita f-Galaktosidazy pomoci enzymatického testu a porovnavala se s mefenim aktivity
provadénym na TU Wien.



Workflow
1. Osvojeni si programu Snapgene + podrobna diskuse o klonovaci strategii a optimalizaci kodoni u Synechocystis sp. PCC6714

Béhem vymeény byl pozorovan proces segregace transformantit kmend Synechocystis sp. PCC6714 Mt_a24, ktery byl vizualizovan pomoci elektroforézy na
agarosovém gelu provedené metodou PCR. Synechocystis sp. je jednobunéény organismus s vice kopiemi genomu na butiku. Proto se po transformaci musi
vnesena hostitelskd DNA integrovat do vSech kopii genomu prostfednictvim procesu homologni rekombinace. To se pozdé&ji kontroluje pomoci multiplexni
PCR, ktera se sklada ze tii réiznych primert. Ricarda Kriechbaumova byla sezndémena s programem Snapgene, ktery FH OO pouziva k navrhu plazmidi. Nyni
je schopna pouzit popsanou metodu PCR, zkontrolovat proces segregace, na TU Wien a reprodukovat vysledky.

2. PCR Skrining — Multiplex PCR (pouZiti tfi primeru)

3. Test aktivity p-galaktosidazy pomoci fluorescein-di-B-D-galaktopyranosidu (FDG)
Cil: Srovnani SOP TU Wien a FH OO

Aktivity B-gal transformantti byly porovnany s aktivitou kmene Synechocystis sp. PCC6714 Mt a24 a kvantifikovany pomoci standardni kalibra¢ni kiivky.
Tato metoda byla porovnana s metodou TU Wien a optimalizovana.
Regresni rovnice zalozena na kalibraéni ki'ivce pro spojeni naméfené intenzity fluorescence (absorpce; y) s produkovanym mnozstvim aktivity 3-gal (x)
[ng/ml]:

y = 14,57x + 291,76



Tab 5 B-galaktosidazové aktivity zkoumanych transformantti. 7 Transformanti s genem [-gal houbového nebo bakterialniho ptivodu a Mt _a24 jako kontrola.
Absorpce byla métena ve tiech opakovanich a B-gal byl vypocten viad regresni rovnici.

p-gal host kmen 1. mér 2. mér mer LA g.f.g{}er * ng/mL
Bez B-gal Mt 24 22,33 -9,67 -9,67 1,00 + 15,08 0
fungal 79 10,33 -6,67 -12,67 -3,00 + 9,74 0
fungal 86 -2,67 -8,67 -7,67 -6,33 + 2,62 0
fungal 75 -7,67 -8,67 -7,67 -8,00 + 0,47 0
bakterial 28 -7,67 -8,67 -10,67 -9,00 + 1,25 0
fungal 67 -8,67 -9,67 -7,67 -8,67 + 0,82 0
fungal 39 -7,67 -9,67 -7,67 -8,33 + 0,94 0
fungal 50 -11,67 -8,67 -9,67 -10,00 + 1,25 0

Kmeny nevykazovaly zadné aktivity B-gal ve srovnani s pfedchozim experimentem a je tieba je dale ovéfit a analyzovat.

Den otevirenych dveii FH Wels — prezentace projektu s Roll-Up:

Dne 11. listopadu 2022 se na FH OO konal den otevienych dvefi, ktery mél potencialnim studentiim pfedstavit rizné
studijni obory, které lze na FH Wels studovat. Kevin Trenzinger (FH OO) a Ricarda Kriechbaum (TU Wien) predstavili
studentiim projekt a mozny obor ¢innosti po ukonceni studia.

Vyména zaméstnanci 4

Od 28. listopadu do 1. prosince 2022 se Kevin Trenzinger (FH O0O) ti¢astni vyménného pobytu zaméstnancii v partnerské organizaci Mikrobiologicky tistav AV
CR, Centrum Algatech (MBU) v Tieboni. Probiha zde kultivace transformantu KO glge #5 v odpadnich vodach z mlékarenského pramyslu ve fotobioreaktoru
(PBR) 0 objemu 30 L. Transformant byl generovan z kmene Synechocystis sp. PCC6714 Mt _a24, u kterého byl vyfazen jeden gen (glgC — glukoza-1-fosfat
adenyltransferaza). To by mélo vést ke zvySeni vytézku PHB. V disledku ptfidavani odpadnich vod z mlékarenského prumyslu se méni rizné parametry, jako
je pH a pfisun zivin. V souladu s tim je tieba ptizpusobit kultivaci. Kultivace v tomto pilotnim méfitku také umozni ziskat nové poznatky, a predevsim nové
metody, které se uplatni na pracovisti Hornorakouské univerzity aplikovanych véd (FH Wels). To je dulezité, protoze doposud bylo péstovani provadéno pouze
v malém méfitku ve FH OO a v dusledku rozsifovani se objevi nové vyzvy. Proto je velmi dulezité piizptisobit postup kultivace béhem tohoto procesu novym
podminkam. Pobyt v Tfeboni také umoznuje pracovnikiim ve Welsu provadét pokusy v pilotnim méfitku, a tim zlepsit budouci projekty nebo spolupraci.
Béhem vymény pracovnikii bude také ovéfen segregacni stav tohoto transformantu pomoci PCR. To je nezbytné, protoze je tieba zajistit, aby geny zistaly
knocked-down. To také umozni potvrdit metodu v Tieboni a provést piipadné optimalizace.



Aktivity A.T1.5 Bilateralni zavérecné setkani s koncovymi uzivateli

Dil¢i vystup A.T1.5.1 Bilateralni zavére¢né setkani s koncovymi uzivateli

VASE POZNAMKY







PARTNERI A KONTAKTNI INFORMACE

Mikrobiologicky uistav AV CR, v.v.i., Centrum Algatech

Centrum Algatech Ttebon je jednim z pracovist Mikrobiologického ustavu (MBU) a od svého zalozeni v roce 1962 ziskalo rozsahlé zkusenosti ve vSech oblastech mikrobidlniho
vyzkumu. V soudasnosti je jednou z nejkompetentnéjich instituci v regionu Jizni -Zapadni Cechy provadgjici vyzkum v kulturdch fas. MBU ma dlouholeté zkusenosti s
péstovanim rtuznych kment mikrofas a sinic pouzivanych k produkci biomasy a izolaci a identifikaci bioaktivnich latek, jakoz i s vyvojem a testovanim rtuznych kultivacnich
jednotek v laboratornim a pilotnim métitku. K optimalizaci kultivaéniho procesu se pouzivaji rtizné fyziologické, biochemické a biofyzikalni techniky. V ramci MBU byla také
vyvinuta fada analytickych technik k detekci riznych slouéenin piitomnych v biomase.

Adresa: Novohradska 237, 379 01 Tiebori, Ceska republika

Web: www.alga.cz

Koordinator projektu za MBU: Tomas Grivalsky, grivalsky@alga.cz

Fachhochschule Oberosterreich Forschungs- und Entwicklungs GmbH, AG Biosciences

AG Biosciences tizce spolupracuje se studijnim programem Bio- and Environmental Technology (FH OOE) a ma dobie vybavené laboratofe molekularni biologie vyuzivajici
fadu zavedenych technik pro genetické inzenyrstvi sinic a kvasinek. Zamétuje se na udrzitelnou produkci cennych latek v riznych mikroorganismech: vyuziti odpadnich
produkti kvasinkami v ramci projektu IWB Combined Agro Forest Biorefinery, biodiverzita snéhovych fas v projektech financovanych FWF a zavedeni sinic jako udrzitelného
produkéniho systému. Metody genetického inZenyrstvi sinic byly stanoveny v projektu INTERREG ATCZ15 i v projektu FFG a byly ziskany rozsahlé znalosti o jejich kultivaci
a produkci PHB.

Adresa: Roseggerstrasse 15, 4600 Wels, Rakousko

Web: www.fh-ooe.at/campus-wels

Koordinator projektu za FH OOE: Alexander Zwirzitz, alexander.zwirzitz@fh-wels.at

Technische Universitit Wien - Institut fiir Verfahrenstechnik, Umwelttechnik und technische Biowissenschaften, Integrierte Bioprozessentwicklung

Vyzkumna skupina Integrierte Bioprozessentwicklung na Ustavu procesniho inzenyrstvi, environmentalnich technologii a biologickych véd Fakulty technické chemie TU Wien
ma vice nez 10 let zkuSenosti s vyvojem mikrobidlnich bioprocesi riznych méfitek. V této védecké skupiné jsou mikrobidlni bioprocesy vyvijeny a optimalizovany
integrovanym zpisobem, tj. Jsou generovany kmeny, bioreaktorové kultury jsou navrhovany a provadény v métitku 0,1 - 30 L, rizné produkty jsou izolovany a ¢istény v
komplexnich Cisticich krocich a také je charakterizovana a testovana jejich aplikovatelnost. Nasledné jsou tyto procesy pieneseny do primyslového méfitka. Za posledni 3 roky
tato skupina také pracuje s mikrofasami a sinicemi a vyviji nové technologie pro fizené péstovani. Déle jsou vyvinuty metody pro izolaci a charakterizaci cennych produkti
(napf. karotenoiddl, glykogenu, lipidll) z mikrofas.

Adresa: Getreidemarkt 9, 1060 Videri, Rakousko

Web: www.vt.tuwien.ac.at/biochemical_engineering/integrierte_bioprozessentwicklung/

Koordinator projektu za TU Wien: Oliver Spadiut, oliver.spadiut@tuwien.ac.at
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Projektname

Herstellung von biologisch abbaubarem Polymer
Polyhydroxybutyrat PHB aus Cyanobakterien durch
Kultivierung in Abwasser.

Projektnummer, Akronym

ATCZ260/ PlastoCyan

Programm

Programm Interreg V-A Osterreich —
Tschechische Republik, Der Européische

Fonds fiir regionale Entwicklung

Priorititsachse

Umwelt und Ressourcen

Projektdauer

01. 06. 2021 — 31. 12. 2022

Lead Partner

Mikrobiologicky tstav AV CR v.v.i.
Projektpartner

* Fachhochschule Obergsterreich Forschungs- und
Entwicklungs GmbH

* Technische Universitdt Wien - Institut fiir
Verfahrenstechnik, Umwelttechnik und technische
Biowissenschaften

Genehmigte EFRE-Mittel

€335 365.62

WEB:
https://www.at-cz.eu/cz/ibox/po-2-zivotni-prostredi-a-
zdroje/atcz260_plastocyan

www.at-cz.eu/cz

EUROPEAN UNION European Regional Development Fund

diterreg &
Austria-Czech Republic

BASIC
INFORMATION

Project name

Production of the biodegradable polymer
polyhydroxybutyrate PHB from cyanobacteria via
wastewater cultivation.

Project number/Acronym

ATCZ260/PlastoCyan

Program

Interreg V-A program Austria-Czech Republic,
European Regional Development

Fund

Priority axis

Life environment and sources

Project duration

01. 06. 2021 — 31. 12. 2022

Lead partner

Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences
Project partners

* University of Applied Sciences Upper Austria

« Vienna University of Technology - Institute for Process
Engineering, Environmental Engineering and Technical
Biosciences

Budget from ERDF

€335365.62

WEB:
https://www.at-cz.eu/cz/ibox/po-2-zivotni-prostredi-a-
zdroje/atcz260_plastocyan

www.at-cz.eu/cz
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