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Rostlinné biomasa je velice slibnym zdrojem surovin pro vyrobu udrZitelnych paliv a chemikalii jinak pochazejicich
z ropnych produktd. Soucasti rostlinné biomasy je mimo jiné lignin, ktery je jednim z hlavnich ptirodnich zdrojti aromatic-
kych sloucenin. Pfestoze se jedna o rozsahly vedlejsi produkt primyslu a obnovitelny zdroj uhliku, dal$i zpracovani na
produkty s pfidanou hodnotou je v soucasné dobé velice omezené. Jednou z mnoha aktualné studovanych aplikaci ligninu
je jeho biokonverze na polyhydroxyalkanoaty neboli biologicky odbouratelné polymery, které by mohly diky svym vlast-
nostem nalézt uplatnéni ve vyrobé produktti pro kazdodenni pouziti nebo v lékatrskych aplikacich a v budoucnu nahradit
plasty na bazi ropy. Produkovany jsou fadou bakterii ve forme intracelularnich granuli, jejich prlimyslovému zavedeni vSak
brani vysoké vyrobni naklady, které se odviji zejména od ceny zdroje uhliku vyuZitého pro kultivaci. Uginnou biokonverzi
ligninu na polyhydroxyalkanoaty bychom mohli ziskat ekologické a nékladové efektivni biorafinérie. Nicméné
k uspésnému pievedeni technologie do primyslového méfitka je nutné piipravit biologického Cinitele, ktery bude rychle
a ucinn¢ asimilovat aromatické slozky ligninu. Nadénym kandidatem je metabolicky vSestranna bakterie Pseudomonas
putida. 1 prestoze se jedna o bakterii s lignolytickou aktivitou, komercializace procesu vyzaduje vedle vyzkumu v oblasti
genetické a metabolické regulace také pripravu kvalitniho substratu, ktery zavisi na zdroji a samotném izola¢nim postupu
a pravdépodobné se neobejde bez dobré charakterizace a predipravy ligninu.

Klicova slova: lignin, polyhydroxyalkanoaty, Pseudomonas putida, bioplasty

Obsah bazi odvozené zbiomasy nebo monomerd ziskanych
z biomasy. Tyto materialy mohou byt jak biodegradovatel-
1. Uvod né, tak nebiodegradovatelné. V literatuie se lze setkat
2. Lignin s oznacenim bioplast i pro biodegradovatelné plasty odvo-
2.1. Biosyntéza ligninu zené z fosilnich paliv, nicméné zatazeni do této skupiny se

3. Polyhydroxyalkanoaty nedoporuduje’.
3.1. Biosyntéza polyhydroxyalkanoatii Jednim z velice slibnych bioplasti jsou biodegrado-
4. Zavér vatlené polyhydroxyalkanoaty (PHA). Zdrojem PHA je

fada mikroorganismu, které ukladaji tento polymer na
biologické bazi intracelularné jako zasobu uhliku

1. Uvod aenergie. Jejich fyzikalni vlastnosti jsou srovnatelné
s béznymi komoditnimi plasty na bazi ropy, jako je poly-
Plasty tvofi neodmyslitelnou soucéast nasSich kazdo- propylen, polyethylen nebo polystyren’. V soucasné dobé
dennich zivotd a jsou nezbytné pro fungovani moderni jsou vyuzivany jako pfisada k polylaktidovym vlaknim
spolecnosti. V mnoha primyslovych a medicinskych apli- (PLA) a polyvinylchloridu (PVC) vyuzivanych
kacich tspésné nahrazuji sklo, dfevo i kov. Na druhou v kosmetice, medicing a textilnich materidlech®. T pies
stranu, stale rostouci mnozstvi biologicky nerozlozitelného ptiznivé prognézy naristu produkce PHA jsou bioplasty
plastového odpadu predstavuje pro lidstvo globalni ekolo- obecné ve srovnani s plasty na bazi ropy stale vyuzivany
gicky problém. Kazdoro¢ni celosvétova produkce plasti zfidka. Dle udaji zvefejnénych European Bioplastics ve
presahuje vice nez 350 miliond tun (cit.'?) a piiblizng spolupraci s nova-Institute (Hiirth, Némecko)® dosahovala
50 % z celkového mnozstvi je pouzito na produkty uréené celosvétova kapacita produkce bioplasti v roce 2020 pii-
ke spotiebé a likvidaci do jednoho roku od nakupu®. Zaso- blizné 2,11 miliont tun. Témér 60 % teéchto materialti bylo
by fosilnich paliv jsou navic omezené a v dohledné dobé& biologicky rozlozitelnych, 1,7 % zaujimaly PHA. Do roku
dojde k jejich vyCerpani. Z téchto diivodi je vyvijena sna- 2025 se predpoklada navySeni produkce PHA na 11,5 %
ha nahradit plasty na bazi ropy bioplasty s obdobnymi celkového mnozstvi bioplastt.
vlastnostmi®. Mezinarodni unie pro &istou a uZitou chemii Aby byla mikrobialni vyroba PHA schopna primys-

(IUPAC)’ definuje bioplasty jako polymery na biologické lové konkurovat vyrobé syntetickych plasti, je potfeba
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snizit naklady na bakterialni kultivaci. Zdroj uhliku tvofi
asi 50 % celkovych vyrobnich nékladi. Z tohoto divodu
stale roste potieba vyvoje novych mikrobidlnich procest
vyuZzivajicich levné zdroje uhliku. Dulezitymi poZadavky
na substrat je konstantni kvalita a stabilita, dostupnost ve
stalém mnozstvi a kvalité po cely rok*. Vhodnym kandida-
tem je lignin, ktery tvofi s polysacharidy celulosou
a hemicelulosou vice nez 90 % lignocelulosové biomasy®.
Zatimco celulosa je Siroce vyuzivana v papirenském, tex-
tilnim, potravinaiském nebo chemickém pramyslu’, lignin
je obvykle povaZovan za vedlej$i nebo odpadni produkt
vyroby'’. V roce 2017 dosahovala celosvétova produkce
sulfatové  buni¢iny pro vyrobu papiru pfiblizné
130 miliont tun, ¢imzZ bylo soucasné vyprodukovano oko-
lo 70 miliéoni tun ligninu. Odpadni lignin Ize potencialné
spalovanim pievést na teplo a energii'!, nicméné jeho pii-
mé spalovani je bez ohledu na ptivod limitovano vysokym
obsahem vody, heterogennim sloZenim polymeru
a tvorbou toxickych produkti'*'®. V sou¢asné dobé se na
vyrobu produktt s pfidanou hodnotou vyuziva pouze 5 %
z celkového dostupného mnozstvi ligninu. Z téchto dtvo-
da je vice nez zadouci najit cesty k valorizaci a dalSimu
vyuziti tohoto odpadniho produktu''.

Mezi metabolicky vsestranné mikroorganismy schop-
né degradace ligninu patfi zastupci rodu Pseudomonas™.
Jednd se o rozsahle studované bakterie produkujici poly-
hydroxyalkanoaty se stfedné¢ dlouhym fetézcem
(mcl-PHA)*. Nalezeni u&inné cesty pfemény ligninu na
PHA by otevielo cestu pro zavedeni udrzitelné moderni
lignocelulosové biorafinérie'.

2. Lignin

Lignin je nejrozsifenéjSim obnovitelnym zdrojem
aromatickych slougenin'®'” a po celulose druhym nejvice
zastoupenym biopolymerem na Zemi'®, ktery tvoii 15 az
40 % susiny vétsiny vyssich suchozemskych rostlin'®'"’.
Jako jedna ze tii hlavnich slozek biomasy piedstavuje
vyznamny rezervoar uhliku a jeho rozklad vyznamné
ovliviiuje uhlikovy cyklus'. Funkci ligninu je posilovat
bunécné stény rostlinnych bunék, usnadiiovat transport
vody a pisobit jako fyzicka bariéra chranici rostliny pred
patogeny. Strukturné se jedna o heteropolymer slozeny
z guayacylovych (G), syringylovych (S) a p-hydroxyfeny-
lovych (H) podjednotek odvozenych z odpovidajicich
hydroxyskoficovych alkohold — koniferylalkoholu, sinapyl-
alkoholu a p-kumarylalkoholu lisicich se pouze stupném
methoxylace (schéma 1). Dosud bylo ve struktufe ligninu
objeveno celkem 35 pfirozené se vyskytujicich sloucenin
z jedenacti skupin — hydroxyskoticové alkoholy, hydroxy-
arylpropanoly, hydroxyskoficové estery, hydroxyskofico-
vé aldehydy, hydroxyskoficové kyseliny, estery hydroxy-
cinamatu, hydroxycinnamidy, hydroxybenzaldehydy, hyd-
roxybenzoové kyseliny, hydroxystilbeny a flavonoid tri-
¢cin®. B&hem lignifikace jsou vzniklé monomery piipojeny
k rostoucimu fetézci mechanismem radikalové polymera-
ce, kterd je vysoce flexibilni'*'. Vysledné mnozstvi
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a slozeni ligninu je ovlivnéno stupném vyvoje rostliny ¢&i
environmentalnimi podminkami a li§i se v zavislosti na
druhu rostliny, pletivu, typu bunék a vrstvé bunécné stény.
Komplexnost a rigidita ligninu nicméné znesnadiiuje de-
terminaci struktury polymeru a v souasnosti neexistuje
jednoduchd metoda umoziujici pfesnou kvantifikaci mo-
nomernich jednotek véetné vzajemného propojeni.
S vyuzitim nékolika metod Ize stanovit pouze aproxima-
tivni sloZeni, které by nemélo byt generalizovano pro dany
rostlinny druh nebo tkan. Obecné v8ak vldkna a cévy rost-
lin obsahuji z nejvétsi ¢asti tii zdkladni hydroxyskoticové
alkoholy a od nich odvozené acetaty, p-hydroxybenzoaty
a p-kumaraty. Ostatni monolignoly jsou obvykle zastoupe-
ny ziidka®. Pro lignin nahosemennych rostlin je pak ty-
picka absence S podjednotek a vétvengjSi struktura
v porovnani s ligninem krytosemennych rostlin, ktery je
bohaty na podjednotky G a S. Ferulaty a kumaraty jsou
zastoupeny predevsim v bunécnych sténach trav, kde me-
chanicky chrani mikrofibrily slozené z celulosy proti pi-
sobeni mikroorganismi'’. Lignin jednodéloznych trav
rovnéZ obsahuje malé, ale vyznamné mnozstvi H podjed-
notek, které se u dvoud€loznych rostlin nachazeji pouze
ve stopovém mnozstviZZ.

2.1. Biosyntéza ligninu

Komplexni strukturu ligninu lze pfiblizit s pomoci
biosyntézy ligninovych monomert. Syntéza dosud zna-
mych monolignolli je odvozena z obecné fenylpropanoi-
dové drahy (schéma 1). Vychozim substratem biosyntézy
je fenylalanin, ktery je konvertovan pisobenim ammonia-
lyasy na kyselinu skoficovou. Tyrosin slouzi pouze jako
dodate¢ny substrat biosyntézy ligninu trav a za plsobeni
ammonialyasy je pfeménén na kyselinu p-kumarovou.
Vzniku hydroxyskoficovych alkohold pfedchédzi redukce
karboxylové kyseliny a v piipadé koniferyl a sinapyl alko-
holii rovnéz methoxylace aromatického kruhu. Redukce
karboxylové kyseliny je katalyzovana prostfednictvim
4CL, CCR a CAD a po reakci jsou postupné uvoliovany
prislusné thioestery CoA, aldehydy a alkoholy. Hydroxy-
laci aromatického kruhu zajistuji enzymy cytochro-
mu-P450, konkrétné C4H, C3H a F5H, zatimco 3-O-me-
thylaci a 5-O-methylaci zprostiedkovavaji O-methyltrans-
ferasy COMT a CCoAOMT (cit.?®). Alternativné mohou
byt koneénymi produkty biosyntézy kyselina ferulova
a sinapova vzniklé oxidaci ptislusnych aldehydu po kata-
lyze HCALDH (cit.??*). Vysvétleni zkratek viz legenda
k schématu 1.

Nekolik enzymi fenylpropanoidové drahy jako 4CL,
CCR, CAD, HCT, COMT, HCALDH a F5H katalyzuje
vice substrattl, diky ¢emuz mohou byt koniferyl alkohol
a sinapyl alkohol syntetizovany vice paralelnimi cestami®’.
Vzniklé hydroxyskoficové alkoholy mohou slouzit jako
monomery ligninu nebo mohou byt za katalyzy acyltrans-
feras PMT ¢i FMT transformovany na y-O-acylované
esterové konjugaty. Mimoto slouzi aktivované formy deri-
vatl skoficové kyseliny k biosyntéze dalSich tiid lignino-
vych monomerd. p-Kumaroyl-CoA je substratem pro
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Schéma 1. Metabolicka draha biosyntézy ligninovych monomeri. Schéma bylo omezeno na monomery, u kterych byla prokazana
enzymaticka syntéza alesponi in vitro testy. PAL: fenylalanin-ammonialyasa, TAL: tyrosin-ammonialyasa, C4H: cinamat-4-hydroxylasa,
4CL: 4-kumarat-CoA-ligasa, CCR: cinnamoyl-CoA-reduktasa, CAD: cinnamylalkohol-dehydrogenasa, CHS: chalkon-synthasa, CHI:
chalkon-isomerasa, FNS: flavon-synthasa, F3'H: flavonoid-3'-hydroxylasa, OMT: O-methyltransferasa, F5'H: flavonoid-5'-hydroxylasa,
HCT: p-hydroxycinnamoyl-CoA:chinat/Sikimat-p-hydroxycinnamoyl-transferasa, C3H: p-kumarét-3-hydroxylasa, CSE: kafeoyl-Sikimat-
-esterasa, CCOAOMT: kafeoyl-CoA-O-methyltransferasa, THT: hydroxycinnamoyl-CoA:tyramin-N-hydroxycinnamoyltransferasa, PHT:
hydroxycinnamoyl-CoA:putrescin-hydroxycinnamoyltransferasa, COMT: kyselina kdvova-O-methyltransferasa, FSH: ferulat-5-hydroxy-
lasa, HCALDH: hydroxycinnamaldehyd-dehydrogenasa, FMT: feruloyl-CoA-monolignol-transferasa, PMT: p-kumaroyl-CoA-
-monolignol-transferasa, STS: stilben-synthasa. Pfepracovano podle cit.!”*

vznik stilbend a flavonoidi, zatimco feruloyl-CoA se 3. Polyhydroxyalkanoaty
i&astni biosyntézy amidt kyseliny ferulové® ¢,

Charakteristickym meziproduktem fenylpropanoidO- Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymery na bio-
vé drahy je p-kumaroyl-Sikimat, ktery neni k biosyntéze logické bazi, které mikroorganismy akumuluji jako zasob-
hydroxyskoticovych alkoholii nezbytny, ale je vyhodnym ni zdroj uhliku a energie. V bakteridlnich bunkach jsou
substratem k 3-hydroxylaci prostfednictvim C3H. Vznikly syntetizovany ve formé nerozpustnych intracelularnich
ester kyseliny kavové a Sikimatu je aktivitou CSE hydroly- granuli s primérem od 0,2 do 0,5 um. Hydrofobni jadro
zovan zpét na kyselinu kdvovou, ktera je nasledné konver- granuli obsahuje PHA obklopené proteiny a fosfolipidy,
tovana na thioester kyseliny kavové a HSCoA prostiednic- které hraji dilezitou roli v syntéze, degradaci a regulaci.
tvim 4CL. Jelikoz aktivita 4CL vyzaduje na rozdil od HCT Nejcastéji zastoupenymi proteiny jsou phasiny. Samotné
spotiecbu ATP, je tento krok biozg};r;tze;zy monolignolu PHA jsou polyestery slozené z opakujicich se monomert

z energetického hlediska nevyhodny hydroxykyselin, které jsou vzajemné propojeny vazbou

mezi karboxylovou a hydroxylovou skupinou. Doposud je
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znamo vice nez 150 odlisnych monomernich struktur
PHA, jejichz struktura zavisi napf. na producentovi ¢i
zdroji uhliku pouzitém pii kultivaci’. Dle poétu atomi
uhliku obsaZenych v monomeru lze PHA rozdélit na poly-
hydroxyalkanoéty s kratkym fetézcem (scl-PHA), poly-
hydroxyalkanoaty se stfednim fetézcem (mcl-PHA)
a PHA obsahujici opakujici se scl a mcl (scl-co-mcl PHA)
jednotky, pfi¢emz monomer scl-PHA obsahuje od 3 do 5
atomu uhliku, zatimco monomer mcl-PHA je slozen z 6 az
14 atomd uhliku®. Vzhledem k vy$8i pruznosti, pevnosti
v tahu, niz§imu stupni krystalinity a dostate¢nému bodu
tani jsou polymery mcl-PHA preferovanym produktem
pred scl-PHA (cit.*) pro vyrobu bioplastii.

Mimo zasobni funkci pfispivaji PHA k odolnosti
mikrobialnich bunék proti stresovym podminkam. Obecné
napomahaji zachovat bunéénou integritu pti nahlé osmo-
tické nerovnovaze, slouzi jako ucinné kryoprotektanty
a napiiklad 3-hydroxybutyrat zvySuje odolnost enzymul
proti tepelné denaturaci a oxida¢nimu stresu®. Piedeviim
se ale jedna o udrzitelny, biokompatibilni, kompletné bio-
logicky rozlozitelny material s nizkymi emisemi CO,, diky
¢emuz jsou PHA vhodnou alternativou k souc¢asnym plas-
tim vyrobenych zropy. Mimoto mozZnost pftizpisobeni
molekulové hmotnosti, tepelnych a mechanickych vlast-
nosti, umoziuyje vyuzit PHA jako chemické prekurzory
a paliva na bazi methylesterd".

3.1. Biosyntéza polyhydroxyalkanoatt

Za optimalnich podminek mize produkce PHA bak-
terialnimi bunkami dosahovat az 90% vytézkl, vztaze-
no na suchou hmotnost biomasy*. Ve studii Langenbach
aspol.®® se podafilo syntetizovat vysoky obsah PHA
v E. coli s vyuzitim mastnych kyselin jako zdroje uhliku.
Z divodu vysoké ceny mastnych kyselin bylo potieba
nalézt dal§i moZnosti syntézy. Wang a spol.”” usp&ingd
produkovali PHA v rekombinantni E. coli s vyuzitim glu-
kosy a glycerolu. Vzhledem k tomu, Zze glukosu lze ziskat
z celulosy a glycerol je vedlejsim produktem vyroby bio-
nafty, jedna se o potencialn¢ vhodné zdroje uhliku
k produkci PHA, jejichz cena bude pravdépodobné
s rozvojem technologii klesat. 1 pfes UspéSnou produkci
PHA v E. coli s vyuzitim celulosy a glycerolu jako zdroje
uhliku je v soucasné dobé¢ stale poptavka po alternativnich
systémech, které by snizily produk¢ni naklady. Celulosa
a glycerol jsou rovnéz vyuzivany i v dalSich odvétvich
pramyslu®'~%. Naproti tomu je pouziti ligninu v soutasné
dobg stale limitovano™ a vzhledem k jeho rozsifeni se
jedna o vhodny zdroj uhliku s potencidlem snizit naklady
na produkci PHA. Biologicka valorizace ligninu mikroor-
ganismy vSak vyzaduje nejprve rozklad polymeru za vzni-
ku nizkomolekularnich latek, které mohou byt dale preme-
nény na produkty s pfidanou hodnotou.

Degradovat lignin jsou schopné tzv. houby bilé hnilo-
by. Jejich prumyslové vyuziti nebylo nikdy uspésné ko-
mercializovano z diivodu nestability, obtizné exprese re-
kombinantnich proteinii a komplexnosti genomu. Naproti
tomu bakterie rodu Pseudomonas, které jsou zndmé rov-
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néz lignolytickou aktivitou, velmi dobfe akumuluji ener-
geticky bohaté slozky jako PHA, dobfe se adaptuji na
rizné typy prostfedi a jsou pro n¢ bézn¢ dostupné systémy
pro genetickou modifikaci". Vhodny zastupce rodu Pseu-
domonas pro utilizaci ligninu je P. putida, ktera produkuje
mcl-PHA (cit.3 4) a je rovnéz cenéna pro své nizké nutricni
pozadavky, vysokou toleranci viaci toxickym latkdm
a irokou metabolickou diverzitu®. Navic se jedna o bak-
terialni druh efektivné transportujici extracelularni aroma-
tické slouceniny do interiéru buriky jak aktivnim, tak pa-
sivnim transportem35 . Samotny rozklad ligninu zahajuje
P. putida oxidoreduktasami (lakasami, peroxidasami),
jejichz ucinkem jsou z polymeru uvoliiovany slouceniny,
které mohou byt nésledné utilizovany metabolickymi dra-
hami pro aromatické latky'’. Z ditvodu komplexni struktu-
ry ligninu se obvykle pro studium a optimalizaci procesu
voli modelové slouceniny jako kyselina vanilova, p-kuma-
rové nebo ferulova®®. Kyselina vanilova je klicovy mezi-
produkt v metabolismu ligninu, protoZze spojuje nékolik
perifernich drah scentrdlni metabolickou drédhou
B-ketoadipatu, kterd generuje acetyl-CoA potiebny
k de novo syntéze mastnych kyselin vyuzitych k produkci
PHA (cit."®). Obdobné jako u E. coli 1ze i u P. putida vyu-
zit jako zdroj uhliku k produkci PHA ptimo mastné kyse-
liny podléhajici B-oxidaci. Ob&é zminéné metabolické cesty
vedou ke vzniku (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery je pomoci
PHA-synthas kdédovanych geny PhaC zaclenén do fetézce
mcl-PHA. Pokud je zdrojem uhliku pii kultivaci pfimo
mastnd kyselina, pfedchdzi vzniku (R)-3-hydroxy-
acyl-CoA hydratace meziproduktu B-oxidace
trans-2-enoylu-CoA katalyzovana hydratasou kdédovanou
genem PhaJ. V opacném piipadé, kdy je potieba syntézu
mastnych kyselin zajistit, dochazi ke konverzi mezipro-
duktih metabolické drahy na (R)-3-hydroxyacyl-ACP, kte-
ry podléha hydrolyze na volnou hydroxy mastnou kyseli-
nu, ke které je nasledné pfipojen prostfednictvim ligasy
kédované genem A/kK koenzym A (schéma 2). V piipadé
uplného vycerpani zdroje uhliku mulze nastat rov-
néz depolymerace PHA Kkatalyzovana prostfednictvim
PHA-depolymeras PhaZ (cit.*).

K akumulaci mcl-PHA u P. putida dochazi zejména
za podminek kultivace v nadbytku uhliku a limitaci jedno-
ho z dalsich nutrientil, napf. dusiku. Pfi nedostatku dusiku
nastava pii kultivaci s vyuZzitim kyseliny vanilové indukce
enoyl-CoA-hydratasy kodované genem PhaJ, ktera prav-
dépodobné pfispiva k produkci mcl-PHA. Nedostatek
dusiku na druhou stranu limituje rast, coz ovliviiuje jeden
z kritickych faktorti produkce PHA, a to mnozstvi celkové
biomasy'’. Ve snaze zvysit efektivitu produkce mcl-PHA
byla vyuzita celd fada metod genového inzenyrstvi s cilem
posilit expresi operonu syntézy PHA; vytadit konkurenc¢ni
metabolickou drdhu — B-oxidaci mastnych kyselin; zvysit
dodavku NADH nebo NADPH; zménit morfologii a zvét-
§it buiiky nebo zamezit utilizaci PHA (cit.*®). Komerciali-
zace procesu se neobejde bez efektivni biokonverze ligni-
nu, kterd vyzaduje mimo nalezeni optimalnich podminek
kultivace rovnéz cileny zasah do metabolismu P. putida™.
U P. putida se podafilo odstranénim genu pro Crc protein
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dosédhnout usnadnéné konverze ferulové a p-kumarové
kyseliny na kyselinu cis,cis-mukonovou. Crc protein fidi
v bakterii katabolickou represi aromatickych sloucenin
v pfitomnosti preferovanych substratl, jako je acetat
ajeho odstranénim tak lze zvySit produktivitu kmene
v prostiedi heterogenniho substratu®’. Samotnou asimilaci
aromatickych sloucenin Ize pfimo podpofit napt. vysokou
expresi genu VanAB kodujiciho vanilat-O-demethylasu,
ktera katalyzuje kli¢ovy krok metabolismu aromatickych
slou¢enin — pfeménu kyseliny vanilové na kyselinu proto-
katechovou (schéma 2). Nadprodukce tohoto enzymu
u P. putida zlepsila rust a akumulaci PHA v ptipadé vyu-
ziti kyseliny vanilové nebo ligninu jako jediné¢ho zdroje
uhliku®***. Pii depolymerizaci ligninu mohou vznikat rov-
néz substraty, které neni P. putida schopna pfirozené utili-
zovat. Jako priklad 1ze uvést guajakol vznikajici bazicky
katalyzovanou depolymerizaci mékkého dieva. Toto ome-
zeni se podafilo vyiesit ve studii Garcia Hidalgo a spol.*’,
kteti zavedli do P. putida cytochrom P450 z Rhodococcus
rhodochrous za celem demethylace guajakolu na kate-
chol, ktery je pro P. putida snadno vyuzitelny.

4. Zavér

Prestoze je P. putida schopna lignin sama depolyme-
rovat, jednd se o metabolicky a ¢asové narocny proces,
ktery dale limituje Spatna rozpustnost polymeru
v kultivaénim médiu. Jiz tak rozmanitd struktura ligninu
navic zavisi na vstupni surovin¢€ a samotném procesu izo-
lace z lignocelulosové biomasy. Klic¢ovym krokem proce-
su je samotna extrakce velmi ¢istého ligninu, které pred-
chazi uvolnéni sacharidové frakce prerusenim vazeb
v lignocelulosovém komplexu. Nasleduje depolymerace,
ktera zvySuje rozpustnost produktu a umoznuje separaci
ligninu od biomasy. V prib&hu procesu ma lignin rovnéz
tendenci repolymerovat, ¢imz roste jeho komplexnost.
Komercializace procesu se tak pravdépodobné neobejde
bez efektivni predipravy ligninu pouzitého pro kultivaci
zahrnujici separaci vyhodnych, ve vodé rozpustnych sub-
stratd ziskanych z rozpadu polymeru a snizeni tvorby inhi-
bitor bakterialniho rlstu. Pouze s kvalitnim vstupnim
substratem lze naplno vyuzit vyhod biologického systému,
ktery funguje dobfe v mirnych podminkach. Béhem navr-
hu procesu ptredupravy ligninu je potieba nalézt rovnova-
hu mezi ekonomickymi aspekty a efektivitou pii zachova-
ni environmentalné Setrného provozu. U procesu je dale
potfeba zohlednit moznost implementace v komerénim
méfitku™*!,

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického
vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢. A2_FPBT 2023 _036.
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Seznam zkratek

4CL 4-kumarat-CoA-ligasa (4-coumarate:CoA
ligase)

AlkK mastnd kyselina se stfednim feté¢zcem-CoA-
-ligasa (medium-chain-fatty-acid-CoA ligase)

C3H p-kumarat-3-hydroxylasa (p-coumarate
3-hydroxylase)

C4H cinamat-4-hydroxylasa (cinnamate
4-hydroxylase)

CAD cinnamylalkohol-dehydrogenasa (cinnamyl

alcohol dehydrogenase)

CCoAOMT kafeoyl-CoA-O-methyltransferasa (caffeoyl-
-CoA O-methyltransferase)
CCR cinnamoyl-CoA-reduktasa (cinnamoyl-

-CoA reductase)
CoA/HSCoA koenzym A (coenzyme A)

COMT kyselina kdvova-O-methyltransferasa
(caffeic acid o-methyltransferase)

Crc regulator represe katabolitl (catabolite
repression control)

CSE kafeoyl-Sikimat-esterasa (caffeyol shikimate
esterase)

F5H ferulat-5-hydroxylasa (ferulate
5-hydroxylase)

FMT feruloyl-CoA-monolignol-transferasa
(feruloyl-CoA monolignol transferase)

G guayacyl (guaiacyl)

H p-hydroxyfenyl (p-hydroxyphenyl)

HCALDH hydroxycinnamaldehyd-dehydrogenasa

(hydroxycinnamaldehyde dehydrogenase)
HCT p-hydroxycinnamoyl-CoA :chinat/Sikimat-
-p-hydroxycinnamoyl-transferasa
(p-hydroxycinnamoyl-CoA:quinate/
shikimate p-hydroxycinnamoyltransferase)

IUPAC Mezinarodni unie pro ¢istou a udrzitelnou
chemii (Iternational Union of Pure and
Applied Chemistry)

mcl-PHA polyhydroxyalkanoaty se stiedné dlouhym
fetézcem (medium chain lenght poly-
hydroxyalkanoate)

NADH nikotinamidadenindinukleotid
(nicotinamide adenine dinucleotide)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

PHA polyhydroxyalkanoaty
(polyhydroxyalkanoates)

Phac poly(3-hydroxyalkanoat)-polymerasa
[poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase]

PhaJ (R)-specificka-enoyl-CoA-hydratasa
[(R)-specific enoyl-CoA hydratase]

PhaZ PHA-depolymerasa (PHA depolymerase)

PLA polylaktid (polylactide)

PMT p-kumaroyl-CoA-monolignol-transferasa
(p-coumaroyl-CoA monolignol transferase)

PVC polyvinylchlorid (polyvinyl chloride)

S syringyl (syringyl)
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scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem
(short chain lenght polyhydroxyalkanoate)

VanA vanilat-O-demethylasa podjednotka A
(vanillate O-demethylase oxygenase
subunit)

VanB vanilat-O-demethylasa podjednotka B
(vanillate O-demethylase oxidoreducatese
subunit)
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D. Marsik (Department of Biotechnology, University
of Chemistry and Technology, Prague, Czech Republic):
Lignin and Its Bioconversion to Polyhydroxy-
alkanoates by the Bacterium Pseudomonas putida

Plant biomass is a very promising source of raw ma-
terials to produce sustainable fuels and chemicals other-
wise derived from petroleum-based products. Part of plant
biomass is lignin, which is one of the main natural sources
of aromatic compounds. Although it is a large industrial
by-product and a renewable carbon source, further pro-
cessing into value-added products is currently limited.
One of many applications of lignin under consideration is
its bioconversion to polyhydroxyalkanoates, i.e., biode-
gradable polymers, which, due to their properties, could
find their use in the fabrication of everyday products or in
medicine and replace petroleum-based plastics in the fu-
ture. They are produced by various bacteria in the form of
intracellular granules but their industrial implementation is
hindered by high production costs, which depend mainly
on the price of the carbon source used for cultivation.

289

Chem. Listy 717, 282-289 (2023)

Through the efficient bioconversion of lignin to polyhy-
droxyalkanoates, we could obtain environment-friendly
and cost-effective biorefineries. However, to successfully
bring the technology to an industrial scale, it is necessary
to prepare a biological agent that will quickly and effi-
ciently assimilate the aromatic components of lignin. The
metabolically versatile bacterium Pseudomonas putida
represents a promising candidate. Although it is a bacte-
rium with lignolytic activity, the commercialization of the
process requires further research on genetic and metabolic
regulation and the preparation of a quality substrate,
which depends on the source and the isolation process
itself, and the success is unlikely to be achieved without
good characterization and pretreatment of lignin.

Keywords: lignin, polyhydroxyalkanoates, Pseudomonas
putida, bioplastics
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