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ABSTRAKT

Predlozend dizertacni prace je zaméfena na mikrobidlni produkci biopolymerd s vyuzitim
obnovitelnych zdroji, jako zdroje uhliku a dusiku. Mikrobidlné byly produkovany
polysacharidy a polyestery. S vyuzitim pfedev§im odpadnich substratti byl produkovan
pullulan a polymer kyseliny jablecné jako extracelularni metabolity polymorfniho
mikroorganismu Aureobasidium pullulans. Dalsi ¢ast prace je vénovana biotechnologické
produkci bakterialnich plastt — polyhydroxyakanoata (PHA), které jsou bakteriemi
produkovany ve form¢ intracelularnich granuli. Produkce biodegradabilnich PHA je zaméfena
jak na produkci poly(3-hydroxybutyratu), tak také na biosyntézu technologicky vyznamného
kopolymeru poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu), s dirazem na moznost vyuZiti
odpadnich substratii v rdmci konceptu biorafinerie. Do konceptu biorafinerie zapada zejména
vyuziti kavové sedliny pro produkci PHA. Hydrolyzat kavové sedliny byl vyuzit jako substrat
pro Burkholderia cepacia, akumulovan byl P(3HB-co-3HV) bez nutnosti piidavku
prekurzoru. Dalsi kavovy odpad piedstavoval olej extrahovany z kavové sedliny, ktery byl
taktéz vyuzit pro produkci PHA bakterii Cupriavidus necator. Optimalizovan byl proces
hydrolyzy odpadnich materialii, které byly vyuzity pro produkci biopolymert, s diirazem na
finalni obsah sacharidi a polyfenolti. Odpadni materialy nebyly vyuzity pouze jako zdroje
uhliku, ale také jako komplexni zdroj dusiku. Hydrolyzaty syrovatky a kufeciho pefi byly
pouzity, jako komplexni zdroj dusiku pro produkci PHA C. necator, pro kultivaci byl jako
zdroj uhliku vyuzit odpadni fritovaci ole;.

V ramci predlozené dizertani prace byla snaha vyuzit zejména PHA pro ptfipravu riiznych
aplika¢nich forem. Pfipraveny byly lipozomy s pifidavkem PHB a odpadnim kavovym olejem,
které vykazovaly antioxida¢ni a antimikrobidlni efekt. Nano- (mikro)vlakenné materialy
z PHB byly pfipraveny za uGcelem filtrace mikrobialnich suspenzi. Pro zlepSeni filtra¢nich
schopnosti byly pfipraveny kompozitni PHB vlakenné materialy s ptfidavkem aktivniho uhli a
oxidi kovl. Soucasti této prace je také studium degradace polyhydroxyalkanoati, kdy byla
studovana produkce PHA depolymeraz u vybranych mikroorganismi. Testovana byla také
biodegradabilita riznych PHA forem standardnim kompostovacim testem IS/ISO 20200.
Tento test byl také pouzit pro studium mechanickych vlastnosti polyuretanu s parcidlnim
obsahem PHB v zavislosti na délce ptisobeni kompostovacich podminek.

Klicova slova: Biopolymery, odpadni substraty, polyhydroxyalkanoaty, pullulan, polymer
kyseliny jable¢né, degradace



ABSTRACT

Proposed doctoral thesis deals with microbial production of biopolymers (polysaccharides and
polyesters) using renewableble inexpensive resources as carbon and nitrogen source. At first,
production of extracellular metabolites, mainly pullulan and poly-L-malic acid, by
polymorphic microorganism Aureobasisium pullulans was studied. Further part of thesis was
focused on production of bacterial biopolyesters polyhydroxyalkanoates (PHA). PHA are
produced in the form of intracellular granules by various bacteria species. During the study of
PHA production, sythesis of poly(3-hydroxybutyrate) and technologically significant
copolymer poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) was investigated as well with
regard to waste substrate utilization in biorafinery concept. Spent coffee ground seemed to be
applicable waste in biorefinery proces. One of the coffee wastes used for PHA production was
spent coffee ground hydrolysate which was converted to PHA by Burkholderia cepacia.
Moreover, copolymer of 3HB and 3HV was accumulated when SCGH was used as a sole
carbon source, no precursor had to be added. Another coffee waste, which was utillized by
Cupriavidus necator H16, is represented by oil extracted from spent coffee grounds.
Hydrolysis proces of waste substrates had to be optimized, to reach the highest possible
saccharide concentration. Due to the hydrolysis process several toxic compounds can be
formed, hence, influence of hydrolysis procesings on polyphenols content in hydrolysates was
monitored. Waste substrates were also tested as potentional complex nitrogen source for PHA
production. Hydrolysates of cheese whey and chicken feather were used as inexpensive
complex nitrogen source for PHA production by C. necator, when waste frying oil was used
as a carbon substrate.

The finnal part of the thesis is dealing with possibilities how the PHA can be processed into
atractive aplication forms. Liposomes with partial content of PHB had been prepared,
moreover, for improving of antioxidant activity and antimicrobial effect the waste coffee oil
was added. Micro-fibrous PHB materials were prepared for the purposes of water filtration.
Higher filtration effectivity was observed when composite PHB fibrous material containing
active charcoal or metal oxides was used. Important part of thesis is represented by study of
degradation processes of prepared PHA-based aplication forms. Various microorganisms
were tested on PHA depolymerases production. Biodegradability of PHA materials was tested
in of composting conditions by standard composting test IS/ISO 20200. Changes in
mechanical properties of polyurethan, where polyol was partialy replaced by PHB, were
tested depending on the exposure of composting condition.

Key words: Biopolymers, waste substrates, polyhydroxyalkanoates, pullulan, polymalic acid,
degradation
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UvVOoD

Pifes 67 miliond tun obalovych materiald je ro¢né produkovano v EU, ztoho jedna
tietina je tvofena komundlnim odpadem. Stale vétsi objem oball je recyklovan, ale u plastl
je proces recyklace komplikovan pfitomnosti smési riznych typd polymert a s tim je spojeny
I obsah riznych primési. Diky omezenym zasobam ropy, ale také vysoké ekologické zatézi
vznikajici v disledku zneciSténi zejména plastickymi materidly je nutno hledat vhodné
alternativy k témto materialim.

Biopolymery jsou povazovany za ekologicky pfijatelnou alternativu K materialim
pochazejicim z petrochemického primyslu, a to predevsim diky jejich schopnosti podléhat
piirozenému rozkladu. Jako wvelice slibné se vbudoucnu jevi pouziti mikrobialné
produkovanych polymernich materiali. Jedna znejvétsich vyhod takto produkovanych
polymerti je, ze k syntéze mohou byt vyuzity odpadni materidly pochazejici zejména
z agroindustrialnich zdroji. Tyto obnovitelné zdroje jsou tak biotechnologicky preménény na
produkty s vysokou piidanou hodnotou.

Nejvyznamngj$i ~ skupina  zasobnich ~ mikrobidlnich  polymerd  je  tvofena
polyhydroxyalkanoaty, které jsou téz nazyvany jako bakterialni plasty. Zna¢nou vyhodou
polyhydroxyalkanoatti je moznost jejich produkce za pouziti obnovitelnych zdrojt, jako jsou
napiiklad lignocelulézové materialy nebo odpadni rostlinné oleje, pficemz mechanické a
technologické vlastnosti  polyhydroxyalkanodti jsou velice podobné polymerim
piipravovanym chemickou cestou z fosilnich surovin.

V poslednich letech je velice aktualni vyuziti biopolymeri v oblasti medickych aplikaci, a
to predevsim diky jejich biokompatibilité. Mikrobialn¢ produkované polyhydroxyalkanoaty,
pullulan, polymer kyseliny jablecné a dalsi mikrobidlni polymery mohou diky svym
unikatnim vlastnostem slouzit jako pfenasece pro cilenou piepravu 1é¢iv, a Vv dalSich
medicinskych aplikacich. Vedle jiz vySe zminéné biokompatibility je dalsi velice vyznamnou
vlastnosti vétSiny biopolymert schopnost podléhat biodegradaci. K tomuto procesu dochazi
pusobenim mikroorganismil nachazejicich se v ptirozeném prostiedi, doba rozkladu se odviji
od podminek okolniho prostiedi.

Cilem této prace je zpracovani literarniho piehledu zaméfeného na produkci a
charakterizaci vybranych biopolymernich materiald produkovanych mikrobialni cestou.
Za Gcelem biotechnologické produkce je diskutovana moznost vyuziti vhodnych odpadnich
substrati pro syntézu mikrobialnich polymert. Dale pak je prace zaméfena na aplikace
vybranych mikrobialnich biopolymert. Soucasti prace je také pichled testd biodegradability
materiald.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Biopolymery

Ptirodni polymery jsou oznacovany jako biopolymery. Jedna se o makromolekuly slozené
Z jedné nebo vice se opakujicich jednotek, jejichz charakter ma zasadni vliv na vlastnosti
materialu jako je tvrdost, krystalinita, nebo bariérové vlastnosti. Pro biopolymery je velmi
typicka vysoka molekulova hmotnost. Termin biopolymery je velmi Siroky a zahrnuje jak
zakladni biologické molekuly (proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny), tak i specifické
polymery tvofené ¢i akumulované riznymi typy organismi. Uplatnéni pak nachazeji
napiiklad jako biomateridly pfedev§im v oblasti medicinskych aplikaci, kosmetice, farmacii
nebo jako obalové materialy v potravinafstvi (Francis, 2013).

Biopolymery lze tedy definovat jako polymery produkované z biologicky obnovitelnych
zdrojii a syntetizované chemickou nebo biologickou cestou. V podstaté se jedna
0 vysokomolekularni organické latky, které jsou syntetizovany biochemickymi reakcemi
(celuldza, Skrob, proteiny, PHA) (Steinbiichel, 2001a). Jejich syntéza zahrnuje piedevsim
enzymatickou katalyzu a rlst fetézce polymerizacni reakci aktivovanych monomerQ
(Chandra, 1998).

1.1.1 Rozdéleni biopolymeru

Biopolymery mohou byt rozdéleny do skupin v zdvislosti na zvoleném parametru
(chemicka struktura, ptavod, degradovatelnost). Velice obecné lze biopolymery rozdélit
na zakladé jejich schopnosti rozkladat se na biodegradovatelné a nepodléhajici biodegradaci
(Niaounakis, 2013). Dalsim moZnym zpisobem, jak rozdélit biopolymery, je klasifikace
podle zpisobu jejich produkce:

Biopolymery |
Produkce biomasy (zemédéls tvi) Mikrobidlni (zisk extrakci) Biotechnologicky (monomerni Petrochemicka produkce
jednotky) (syntetické
I
| | |
| Polysacharidy | | Proteiny, Lipidy | Polyhydroxyalkanoaty (PHA) | Polylak taty Polykaprolaktony (PLC)
| | | | Polyesteramidy (PEA)
$kroby (psenice, kukufice, zviteci (kasein, syrovatka, , i T
brambory) Kolagen, zelatina) poly(hydroxybutyrat) (PHB) polymer kys. Mlééné Alifatické co-polymery
poly(hydroxybutyrat co- A
A tické co-pol,
hydroxyvalerat) (PHBV) romaticke co-polymery
ligno-celulozové materialy B
N , rostlinné (soja, gluten)
(dievo, trava)
jiné (pektin,
chitosan/chitin, gumy)

Obrazek 1: Rozdéleni biopolymerii (Averous, 2012)
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a) Biopolymery pochdzejici ze zemédelské produkce, jsou oznaCovany jako agropolymery.
Do této skupiny jsou Fazeny polymery izolované ze zeméd¢€lskych komodit. Proteiny, lipidy a
polysacharidy jsou hlavnimi biopolymery vyskytujicimi se v zemé&délské biomase.

b) Mikrobidalni polymery, jedna se o polymery, které jsou produkovany ve fermenta¢nim
médiu za pouziti mikroorganismii, schopnych produkce téchto biopolymert.
NejvyznamnéjSim  zastupcem  téchto  mikrobiadlnich  biopolymerid  je  skupina
polyhydroxyalkanoatt (PHB, PHBV) a nékteré extracelularni polysacharidy (xanthan,
pullulan ...).

¢) Dalsi skupinou biopolymerd jsou biotechnologicky produkované bio-monomerni jednotky
(mlécna kyselina), které jsou dale chemickou polymerizaci upraveny do formy biopolymeru
(polymer kyseliny mlé¢né).

d) Posledni kategorii tvoii polymery ziskané z fosilnich zdrojii, avSak materialy spadajici
do této skupiny nejsou ziskavany z obnovitelnych zdroju (Avérous, 2012).

Biopolymery je také mozno rozclenit na zaklad¢é jejich chemické struktury do osmi tfid
(Steinbiichel, 2001b):

Tabulka 1: Tridy biopolymerii (Steinbiichel, 2001b)

Trida Eukaryota Prokaryota
1 Polynukleotidy ano ano
2 Polyamidy ano ano
3 Polysacharidy ano ano
4 Polyoxoestery ano ano
5 Polythioestery ne ano
6 Polyfosfaty ne ano
7 Polyisoprenoidy rostliny/houby ne
8 Polyfenoly rostliny/houby ne

Prvni tfidu biopolymert zastupuji polynukleotidy, které jsou tvofeny dlouhym polymernim
fetézcem slozenym z 13 a vice monomernich jednotek. Polynukleotidy jsou tedy
makromolekuldrni  latky  sklddajici se z mononukleotidii  navzijem  spojenych
fosfodiesterovymi vazbami (Thomas, 2013).

Polyamidy jsou polymery obsahujici amidovou skupinu jako soucast hlavniho
polymerniho fetézce. Bio-polyamidy mohou byt syntetizovany polykondenzaci: i) diamind a
dikarboxylovych kyselin, ii) amino karboxylovych kyselin (Niaounakis, 2013). Spolu
s polysacharidy, polyestery a polyfosfaty tvoii polyamidy skupinu biopolymert, kterou lze
syntetizovat mikrobidln€é. Extracelularné produkované polyamidy jsou poly-y-glutamat a
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poly-L-lysin, intracelularn¢ pak cyanofycin. Bakterialni polyamidy mohou slouzit jako
netoxicka a biodegradovatelna alternativa polyakrylatd (Rehm, 2010).

Polysacharidy jsou dalsi velice vyznamnou skupinou biopolymert, které mohou byt
syntetizovany mikrobidlné. Mikroorganismy mohou syntetizovat polysacharidy jako
extracelularni produkt (xanthan, pullulan, aginat, hyaluronovd kyselina ...), nebo
intracelularné (glykogen) (Rehm, 2010).

Jedna se o polymery o vysoké molekulové hmotnosti (10* — 10° Da) slozené
Z monomernich jednotek sacharidi. Pro polysacharidy je typickd strukturni rozmanitost
souvisejici s typem opakujicich se jednotek, glykosidickych vazeb a stupné vétveni. Mezi
nejcastéji vyskytujici polysacharidy patii celuldza — strukturni celistvost rostlin, Skrob — zdroj
energie u rostlin, glykogen — zdroj energie u zivocicht, nebo chitin — ochranné schranky
hmyzu a korySt. Polysacharidy ¢asto tvofi tercialni struktury spojené intra- a
intermolekularnimi nekovalentnimi vazbami, coz zpusobuje vétsi pevnost makromolekul a
rovnéz hraje dulezitou roli pii zkouméni vlastnosti polymert a to jak v pevném stavu, tak
v roztoku (Niaounakis, 2013).

Mikrobidlni polysacharidy nachéazeji své vyuziti v chemickém, potravindiském nebo
farmaceutickém pramyslu i pies to, ze jejich cena je mnohonasobné vyssi nez cena tradi¢nich
polysacharidii (kukufi¢ny Skrob, celuloza ...). Mikrobidlni polysacharidy jsou ve vodé
rozpustné biopolymery a diky jejich charakteristickym reologickym vlastnostem jsou
vyuzivany jako emulzifikatory, gelovaci cCinidla, stabilizatory, koagulanty nebo maziva.
Xanthan patii mezi nejbéznéji mikrobialné produkované polysacharidy, a to pfedev§im diky
jeho Sirokému uplatnéni v potravinatstvi. Nejrozsifenéji pouzivanym producentem Xxanthanu
je bakterie Xanthomonas campestris. Dalsi velice rozsifenym mikrobialnim polysacharidem je
dextran, syntetizovany bakterii Leuconostoc mesenteroides. Rody Hansenula, Pichia a
Pachysolen jsou producenty polysacharidii na bazi fosforylovanych mandz, jejichz vyhodou
ve srovnani s ostatnimi mikrobialnimi polysacharidy je odolnost vii¢i mikrobialni degradaci.
Pullulan je dal$i mikrobidlné¢ produkovany polysacharid hojné vyuzivany v potravinarském
prumyslu. Hlavnim producentem pullulanu je Aureobasidium pullulans. Fyzikalné
chemickymi vlastnostmi, produkci a moZznymi aplikacemi pullulanu se zabyva kapitola 1.3.
V mensi mife je také mikrobidln€ syntetizovana celuldza, producentem je bakterie
Acetobacter xylium (Yang, 2007).

Polyestery, a to zejména alifatické, jsou nejvice prozkoumanou tfidou biopolymert.
Existuji dvé skupiny polyester, jez délime na zakladé¢ vazeb jednotlivych monomert.
Do prvni skupiny fadime polyhydroxyalkanoaty (PHA). Jednd se polyestery syntetizované
z hydroxykyselin, esterii nebo polymerizaci otevieného kruhu cyklickych esterd.
Dalsi skupinu predstavuji polyalkyleny dikarboxylatu (PADC) a polyestery vzniklé
polykondenzaci dioli a dikarboxylovych kyselin jako je napiiklad poly(butylen sukcinat)
(Niaounakis, 2013).

Polyestery se piirozené vyskytuji ve vysSich rostlinach jako strukturni material kutikul.
Nejbéznéji vyskytujicim se polyesterem rostlin je degradovatelny kutin, suberin a jejich
derivaty. Dalsimi producenty polyesteri jsou mikroorganismy. Polyhydroxyalkanoaty
pfedstavuji skupinu biodegradabilnich intracelularnich polyesterd, syntetizovanych celou
fadou prokaryotickych mikroorganismi — bakterii (Kim, 2001). V soucasné dobé se s nimi
pocita jako s moznou alternativou k ropnym plastiim, zna¢nou vyhodou je moznost produkce
na odpadnich substratech (odpadni olej, syrovatka, lignocelulozové odpadni produkty -
Kap.1.5.2.5). Mezi nejznaméjsi zastupce skupiny PHA je fazen poly(3-hydroxybutyrat),
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ptipadné kopolymer 3-hydroxybutyratu s 3-hydroxyvaleratem (Du, 2012). Kapitola 1.5 je
zaméiena na vlastnosti, produkci a aplikace polyhydroxyalkanoati.

Polymer kyseliny jable¢né (PMLA) je jedinym ve vod¢ rozpustnym polyesterem, ktery je
Casto fazen do skupiny polyhydroxyalaknoati. Jedna se o polymer, ktery je mozno
produkovat chemickou syntézou nebo mikrobialn¢. Hlavnimi mikrobialnimi producenty
tohoto biopolymeru je Aureobasidium pullulans a Physarum polycephalum (Steinbiichel,
2001b). Polymeru kyseliny jable¢né je vénovana kapitola 1.4.

Uzce spjatou skupinou s PHA jsou polythioestery. Polythioestery (PTE) piedstavuji
nejmladsi skupinu biopolymert, objeveny byly teprve v roce 2001 (Liitke-Eversloh, 2001).
Tyto biopolymery jsou syntetizovany mikrobialni cestou stejné jako polyhydroxyalkanoaty —
bakteriemi. Pro syntézu je vyuzivdna stejna polymeraza jako pii syntéze PHA.
Prvnim identifikovanym PTE byl kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-merkaptopropionatu
produkovany bakterii Cupriavidus necator. Na rozdil od PHA nejsou homopolymery PTE
biodegradovatelné (Steinbiichel, 2005), (Liitke-Eversloh, 2004).

SH O

Obrazek 2: Obecna struktura 3-merkaptoalkanodtu (Liitke-Eversloh, 2004)

Anorganické polyfosfaty jsou jediné polyanhhydridy pfitomné v zivych buikéch.
Polymerni fetézec je tvofen z desitek az stovek fosfatovych monomeri, které jsou spojené
vysoce energetickou fosfoanhydridovou vazbou (Wang, 2013).

Polyisoprenoidy piestavuji dal$i téidu biopolymert, kterou lze syntetizovat zivymi
organismy. Diky jejich unikatni struktufe a vlastnostem, jako je elasticita, jsou
polyisoprenoidy vyuzivany pro mnoho aplikaci. Vice nez 2500 riznych druhd rostlin
produkuje ptirodni gumy, jedna se o cis-1,4-polyisopreny (Obrazek 3) rtiznych molekulovych
hmotnosti. Jednim z nejrozsifengjSich rostlinnych producentl pfirodnich gum je kaucovnik
Hevea brasiliensis (Steinbiichel, 2001b).

CH, H
N >4
C=C
/ X
—1— CH, CH,—T—
- —n

Obrdzek 3: cis-1,4-polyisopren (Joseph, 2010)

Posledni tfidu biopolymertu ptedstavuji polyfenoly, které se stejné¢ jako polyisoprenoidy
piirozené vyskytuji v rostlinach a ochranuji je pfed vnéjSimi vlivy. Nejhojnéji vyskytujicim se
polyfenolem v pfirod¢ je lignin, ktery se piirozené vyskytuje ve stromech a vysSich
rostlinéch. Lignin je polymer tvofeny fenylpropanovymi jednotkami a Vv rostlinach plni funkci
zakladniho polymeru zodpovédného za dievnaténi bunéénych stén. DalSim pomérné

rozsifenym rostlinnym polyfenolem je tanin, znamy ptedevSim pro svou sviravou chut
(Smidsred, 2008).
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1.1.2 Mikrobialni produkce biopolymerii

Samotny vyvoj primyslové produkce a zpracovani mikrobidlnich biopolymernich materialii
zacal piiblizn¢ v roce 1970, kdy svét zasahla svétova ropna krize a z obavy nad nedostatkem
ropy propukl zijem o alternativni  materidly = vyrobené  biotechnologickou
cestou (Tucker, 2004). Ovsem jiz vroce 1926 byl objeven poly-3-hydroxybutyrat jako
bakterialni produkt. Nasledovala kyselina poly-y-glutamova v roce 1937. V roce 1950 byl
popsan xanthan, o 7 let pozdéji celuldéza produkovana bakterii Azetobacter xylium. Od roku
1976 je pullulan produkovan primyslove. V roce 1992 byl produkovan PHB na odpadnim
substratu — syrovatce za pouziti rekombinantni E. coli (Lee, 2005).

Biopolymery plni v buiice celou fadu zékladnich funkci jako je konzervace a exprese
genetické informace, katalyzu reakci, slouzi jako zdroj uhliku/energie nebo jinych Zivin.
Polymery zajistuji u mikroorganismi také urCitou formu ochrany pred vnéjSimi
vlivy — biotickymi a abiotickymi stresovymi faktory, umoziuji komunikaci s prostiedim nebo
prilnavost k povrchiim. Biotechnologicka produkce téchto polymert je zajisténa fermentaci -
Cinnosti mikroorganismu v bioreaktorech. Biopolymery mohou byt produkovany jako
extracelularni produkty (tfida 3. - polysacharidy, Tabulka 1) nebo uvnitf bunky jako
intracelularni produkt (tfida 4. — polyhydroxyalkanoaty, Tabulka 1) (Steinbiichel 2001b).

Obecné¢ mohou byt biopolymery syntetizoviny za pomoci enzymatické katalyzy
V cytoplazmé, jednotlivych organelach buiiky, v cytoplazmatické membrané nebo jejich
komponentech, na povrchu buniky nebo dokonce extracelularné. Proces syntézy biopolymeru
muze byt iniciovan v jiné Casti, nez ve které je syntéza dokoncena (Steinbiichel, 2001a).
Hlavnimi vyhodami mikrobialni produkce polymernich materiald je rychly rist produkénich
buné¢k a prfedev§im moznost vyuziti levnych substrati — ve vétSiné piipadi se jedna o odpadni
produkty jinych pramyslovych vyrob nebo zemédélstvi (Harzevili, 2014).

Mikrobialni biopolymery vzbuzuji zajem spolecnosti a primyslové sféry. Biopolymery
produkované za pouziti obnovitelnych zdroji jsou vhodné jako nahrada ropnych produkti, ale
vyuzitelné jsou také jako biokompatibilni biomaterialy s vlastnostmi vhodnymi pro aplikace
Vv oblasti mediciny (Rehm, 2009). Krom¢ bézné pouzivanych zdroji uhliku — glukéza a Skrob,
je uziteCné a cCasto i nezbytné vyuzivat také jiné, piedevSim odpadni uhlikové substraty.
Celosvétove je produkovano velké mnozstvi odpadnich produkti pochéazejicich predevsim ze
zemé&dé¢lstvi (Busch, 2006).

Plodiny jako je kukufice, pSenice, ryZe a dalSi obilniny, cukrova titina a fepa, brambory a
jiné zemédé@lské plodiny jsou zpracovavany na Skrob a cukr a dale vyuzivany piedev§im
V potravinaiském primyslu, ale také pro biotechnologické a chemické procesy.
Biotechnologickym procesem muizou byt tyto agro-suroviny preménény na produkty
s vysokou pridanou hodnotou (biopaliva, bioethanol, organické latky). Olejnata semena (sdja,
fepka, slunecnice), ale také odpadni rostlinné oleje a Zivocisné tuky, jsou v poslednich letech
zpracovavany piedev§im na biopaliva (bionaftu). Vyuziti zeméd€lskych plodin
Vv biotechnologiich jako zdroje uhliku ma ale také fadu nevyhod. Jako zdsadni se jevi zdsah
do potravinového fetézce a tim vznikajici ,,soutéz“ o suroviny. Vzhledem k stale rostouci
populaci a tim zvySujicim se narokiim na objem potravin, roste zajem o vyuziti agro-
industrialnich odpadi, jako jsou sldma, otruby, fepné ftizky, kukufi¢né odpadni produkty,
fepkové pokrutiny vznikajici pti vyrobé olejl, nebo dievni odpad. Jedna se o odpady bohaté
pievazné na lignocelulozové materidly (celuldza, hemiceluldza, lignin), které nevstupuji
do lidského potravniho fetézce a mohou byt vyuzity pro vyrobu chemikalii, materialii, nebo
biopaliv (Nigam, 2009).
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Obrdzek 4:Hlavni obnovitelné zdroje uhliku z rostlin a autotrofiich mikroorganismii
(Steinbiichel, 2001a)

Faktory ovliviiujici kone¢nou cenu biotechnologicky ptipravenych polymera jsou zejména
cena substratu, pomér vytézku polymeru k substratu a efektivita separac¢niho (,,downstream®)
procesu. Rapidniho snizeni ceny biopolymert lze dosdhnout nahrazenim konvenénich
uhlikatych zdroji obnovitelnymi - levnymi zdroji. Objem odpadni biomasy se stale zvétSuje
v dusledku rastu poctu obyvatelstva a s tim spojené vyssi spotieby potravin, ale také diky
zvySujicim se zivotnim ndrokdm spoleCnosti. Biomasa je velmi heterogenni a chemicky
komplexni obnovitelni zdroj, sloZzeny piedevs§im zC, H, O a N (Lee, 2013). Vyuzitelné
odpadni biomasy mohou byt déleny na zaklad¢ svého ptivodu:

a) Zemédelské a zemeédelsko-primyslové odpady - zbytkové stonky, slama, listi, odpadni
drevo, kava, kukufice, cukrova fepa

b) Zviteci zeméde€lské odpady — hnij

c) Odpady ze zpracovani potravin — ovocné vylisky a odpadni §tavy, pouzity chmel,
syrovatka

d) Lesni odpady — piliny, $té€pka, fezivo, kura

e) Komunalni odpady — odpadni papir, pevné komunalni odpady, odpadni voda

f) Moftské odpady — odpady ze zpracovani ryb

g) Biotechnologické odpady — plisné, bakterie, kvasinky, fasy

h) Odpady z vyroby biopaliv — glycerol (Brar, 2014).

Béhem poslednich dvou desetileti byl zaznamenan vyznamny pokrok ve vyvoji
mikrobidlnich biodegradabilnich biopolymert. Polymerni biomaterialy jsou vhodnymi
kandidaty pro uplatnéné piedev$sim v biomedicinskych aplikacich. K terapeutickym ucelim
jsou vyuzivany biopolymery ve formé& docCasnych protéz, 3D nosnych struktur,
tzv. ,,scaffoldi” pro tkanové inzenyrstvi nebo jako specifické prenasece 1kt (Nair, 2007).
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1.2 Vybrané vlastnosti biopolymeri

1.2.1 Biodegradabilita

Plasty produkované zropnych frakci maji celou fadu zajimavych vlastnosti, a proto
V dneSni dobé nahrazuji stale vice ,tradi¢nich® materidli v rGznych aplikacich. Hlavnimi
pozitivnimi vlastnostmi petrochemickych polymerd Vv porovnani s kovy anebo dfevem jsou
nizkd hmotnost, odolnost vii¢i korozi a nizka energetickd naro¢nost vyrobniho procesu.
Na druhou stranu jsou petrochemické plasty velkou hrozbou pro Zivotni prostiedi (Yates,
2013).

Jednou s nespornych vyhod vétsiny biopolymerti, oproti klasickym polymertim vyrobenym
z ropy, je biodegradabilita. Za degradaci téchto polymert jsou pievazné zodpovédné
prokaryotické a eukaryotické mikroorganismy nachdzejici se v prostfedi, respektive jejich
extracelularni enzymy. Obvykle nejprve dochazi k fragmentaci polymeru na produkty o nizsi
molekulové hmotnosti uc¢inkem abiotickych reakci, jako jsou oxidace, fotodegradace,
hydrolyza a dalsi, nasledné¢ dochazi k odbouravani polymert prostiednictvim biotickych
procesi. Za pomoci extracelularnich mikrobialnich enzymt obecné oznacovanych jako
depolymerazy jsou polymery hydrolyzovany a vysledné produkty utilizovany
mikroorganismy jako zdroj zivin. V kone¢né fazi mohou byt jednotlivé slozky zpracovany
na obnovitelné zdroje — CO2 a biomasu (Hiraishi, 2009), (Vroman, 2009). Vlhkost, teplota,
pH, obsah minerald, kysliku a obsah zivin jsou parametry ovliviiujici mikrobidlni degradaci
biopolymert (Miiller, 2005).

Polymery obecné mohou byt oznaceny jako biodegradovatelné, ale také kompostovatelne,
pfi splnéni podminek popsanych v natizenich EU. Dle Evropské normy EN 13432 a ASTM
(D-5488-94d) znamena pojem ,,biodegradabilni* schopny rozkladu na oxid uhli¢ity, vodu,
anorganické slouceniny a biomasu (Averous, 2012).

Metody pro standardni hodnoceni biodegradabilnich plasti jsou odvozeny od jejich definic.
ISO oznacuje plast za biodegradabilni, pokud probéhne chemick4 zména (oxidace) materialu
pusobenim mikroorganismi, zatimco CEN (European Committee for Standardization)
pozaduji vramci své definice pfeménu plastickych materiali na mikrobidlni metabolické
produkty. Na zaklad¢ vyse uvedenych definic nemusi byt biodegradovatelny plast zaroven
vhodny pro kompostovani (Miiller, 2005), (Bastioli, 2005).

Kompostovani je proces, pii kterém dochazi k rozkladu organického odpadu mikrobidlni
¢innosti za vzniku kompostu. Pfi procesu kompostovani je nutno dodrzovat pozadavky
nateplotu, vlhkost a obsah kysliku. Dle Evropského Standardu EN 13432 musi
kompostovatelné materialy spliiovat nasledujici podminky (Niaounakis, 2013):

Biodegradovatelnost — je stanovena monitorovanim metabolickych pfemén
kompostovatelnych materialti na oxid uhli¢ity. K méfeni tohoto parametru je nutno vyuzivat
standardnich testovacich metod popsanych v EN 14046, za ptijatelnou je povazovana hodnota
90 % ztraty hmotnosti, které je nutno dosahnout v prib&éhu 6 mésict.

Desintergadovatelnost — testovany material je fragmentovan b&hem tii mésicu
tak, Ze neni po uplynuti této doby okem viditelny. Kompost je po uplynuti této doby
kontrolovan prosetim pied sito o velikosti 0k 2 mm. Frakce testovaného materialu, jenz je po
3 mésicich vetsi nez 2 mm nesmi byt vice nez 10 %.
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Testovany materidl nesmi mit Zadny negativni efekt na pribéh kompostovaciho
procesu. V kompostu také nesmi byt zvySena koncentrace t€zkych kovii. Po kompostovani
testovaného materialu je provadén test ristu rostlin (OECD test 208), kde je pro porovnani
pouzit kontrolni kompost. Pro uspésnost testu je nezbytné, aby vysledky byly identické.
Také dalsi fyzikalné-chemické parametry (pH, obsah mineralli, t€kavych pevnych latek, N, P,
Mg, K) musi byt ve shod€ skontrolnim kompostem. Pro oznaceni materidlu jako
kompostovatelného je nezbytné, aby byly splnény veskeré vyse uvedené podminky.

Zmény vlastnosti polymeru zptisobené fyzikalnimi, chemickymi nebo biologickymi reakcemi
vedouci ke $tépeni vazeb polymeru a nasledné chemické premeéné lze popsat jako degradace
polymerd. Jednotlivé typy degradaci mohou byt déleny podle mechanismu rozkladu nebo
na zaklade¢ vlivli zodpovédnych za degradaci. Hlavni mechanismy degradace jsou:

1. Depolymerizace
2. Nahodné stépeni
3. Eliminace

Cinidla piispivajici degradaci:

1. Teplo (tepelna degradace)

2. Svétlo, UV (fotodegradace) — degradace zpiisobena svétlem, polymer je exponovan
UV zifeni, kter¢ je absorbovano karbonylovymi skupinami nachazejicimi
se v polymeru.

3. Mechanické degradace — mtize vznikat v disledku vzniku stiihovych sil, napéti nebo
komprese. Michani, mleti nebo extruze jsou hlavni faktory zpisobujici mechanickou
degradaci, béhem zpracovani polymerti, vedouci ptredev§im k snizeni jejich
molekulovych hmotnosti.

4. Chemicka degradace — jeden z nejbéznéjsich mechanismi degradace polymert je
hydrolyza-, ktera je nejcastéji uplatovana v piipadé polymert obsahujicich esterovou
vazbu. Prvnim krokem hydrolytické degradace je hydrolyza polymert na oligomery
s niz8§i molekulovou hmotnosti. V ptipadé, ze jsou pritomny zmékéovadla, dochazi
k jejich uvolnéni. Dalsi krok vede ke ztrat¢ fyzikalnich vlastnosti polymeru, jako je
pevnost v tahu, ale také k viditelnym zménam ve struktufe polymeru, souvisejici
se zm&nou molekulové hmotnosti. V zavérecné fazi degradace dochazi k viditelné
ztraté hmotnosti polymeru a oligomery jsou hydrolyzovany na monomerni jednotky.
K hydrolytickému Stépeni polymeri lze pouzit jak chemickou hydrolyzu (pasivni
degradace) tak enzymatické reakce (aktivni).

5. Mikrobialni degradace — jinak také biodegradace, je enzymaticky katalyzovana reakce
ve vodném prostiedi. Biopolymery obsahujici hydrolyzovatelnou vazbu, jako
napiiklad polyestery, proteiny a polysacharidy jsou obecné degradovatelné cinnosti
hydrolytickych enzymu. Hydrofilita/hydrofobita polymeru ovliviiuje degradabilitu,
pfi¢emZ polymery s polarnim charakterem jsou snadze rozloZzitelné. Dal§imi faktory
ovliviiyjicimi degradabilitu je stupen krystalinity a flexibilita fetézce. Biodegradace
polymeru je zapocata kolonizaci povrchu polymeru mikroorganismy, které jsou
vhodné enzymaticky vybavené a jsou schopny rozkladat polymer na oligomerni,
pfipadné monomerni jednotky. Vysledny monomer miize byt pro mikroorganismy
dalezitym zdrojem uhliku, ktery je vyuzit pro jejich riist. Behem aerobnich podminek
degradace je biopolymer degradovan na oxid uhli¢ity a vodu, zatimco v anaerobnich
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podminkéach jsou koncovymi produkty degradace oxid uhli¢ity a methan (Niaounakis,
2013).

1.2.2 Biokompatibilita

Vedle jiz vySe zminéné biodegradability je dalsi velice dulezitou vlastnosti biopolymernich
materialti biokopatibilita. Tento termin byva velice ¢asto pouZzivan v souvislosti s novymi
materialy (biopolymery) vyvinutymi pro aplikace v tkanovém inZenyrstvi nebo cileny
transport 1é¢iv. Klasifikace materialu jako biokompatibilni znamena, ze b&hem testovani
materidlu standardizovanou metodou nesmi mit dany material negativni dopad na Zzivé
organismy nebo zivotni prostfedi. Test je podrobné popsan V certifikaci splitujici normy ISO
10993 (Koller, 2012). V mnoha piipadech in vitro testovacich metod jsou pro testovani
pouzity bunécné kultury a biomaterial jako testovaci vzorek. U pozitivniho vysledku bunky
zUstavaji viabilni a materidl lze povazovat za biokompatibilni. Jestlize dojde k odumieni
bunék, nebo byl zaznamenan nepiiznivy vliv na bunéény material béhem testovani, nemuze
byt materidl povazovan za biokompatibilni. Biokompatibilita ale neni vysledek pouze jedné
akce nebo jevu, jedna se o soubor procesti zahrnujici rizné na sobé nezavislé reakce mezi
testovanym materidlem a tkéni. Biokompatibilita je spojena s funk¢ni strankou materialu, coz
je ovlivnéno nejen interakcemi s buikami, ale také mechanickymi a fyzikalnimi vlastnostmi
materialu (Narayan 2009).

U testu biokompatibility jednotlivych materidlii pouzivanych pfedevsim pro medicinské ucely
mohou byt testovany nasledujici vlastnosti:

e Cytotoxicita — posouzeni t¢inku chemickych latek na bunky

e Senzibilizace — urcuje alergickou nebo hypersensitivni reakci pokozky/tkané pfi styku
S testovanym materialem.

e Podrazdéni — posouzeni, zda material, nebo jeho extrakty, zptsobuji vratné lokalni
poskozeni kiize po expozici testovaného materidlu na pokozku.

e Systémova akutni toxicita — test zaméfeny na toxicky efekt extraktl a vliv na rtzné
télesné systémy. Veskeré materidly, které pfijdou do styku s krvi nebo krevnimi
slozkami musi byt testovany na akutni toxicitu.

e Subchronicka toxicita — tato toxicita byva testovana u veskerych implantatt a to bud’
intraperitonealné anebo intraven6zné.

e Genotoxicita — hodnoceni genetického poskozeni vlivem pisobeni testovaného
materidlu. Test je vyzadovan pro vesSkeré implantaty, produkty ptichéazejici do
kontaktu s tkani ¢i organy po dobu vice nez 24 hodin.

e Implantace — testovani materialu uré¢eného pro implantaci.

e Hemokompatibilita — test zahrnuje hodnoceni materialu pii styku s krvi a krevnimi
komponenty (Sastri, 2010).
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1.3 Pullulan

Pullulan je mikrobidlni exopolysacharid, spadajici do skupiny biodegradabilnich
biopolymerii. Jednd se o jeden znejbéznéji mikrobidlné produkovanych polysacharida
Svyuzitim v potravinafstvi a nové také v medicinskych a  farmaceutickych
aplikacich (Singh, 2008).

1.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Z chemického hlediska se jedna o homopolysacharid, linearni a-D-glukan slozeny
Z maltotriézovych jednotek spojenych vazbou a-(1,6). Tento ve vodé-rozpustny, linedrni
polysacharid je produkovan extracelularné polymorfni mikromycetou Aureobasidium
pullulans (Chi, 2009). Tti glukozové jednotky jsou spojené a-1,4 glykosidickou vazbou,
zatimco maltotriozové jednotky spojuje o-1,6 glykosidicka vazba (Rehm, 2009). Linearni
fetézce pullulanu mohou obsahovat maltotetrozové podjednotky, jez jsou ndhodné rozmistény
po celé molekule (Singh, 2008).

sz CH,OH CH,OH
0 0 0
OH OH OH
Fi o )
OH OH OH O
éHz CH,OH CH,OH
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OH OH il
HO o) o)
OH OH OH

Obrazek 5: Chemicka struktura pullulanu (Ferreira, 2015)

Pullulan tvofi v roztoku velmi viskézni, pseudoplastickou kapalinu (Dumitriu, 1996),
pficemz miru viskozity ovliviiuje molekulovda hmotnost polysacharidu (Singh, 2008).
Molekulova hmotnost pullulanu byva v rozmezi od 10 do 3 000 kDa a je ovlivnéna piedevSim
nastavenim kultivacnich podminek jako je doba kultivace, pH a slozeni média (Phillips,
2009). Vazby (1—6) dodavaji molekule pullulanu flexibilitu a jsou zodpovédné za jeho
dobrou rozpustnost (Buliga, 1987). Pullulan je bily prasek snadno rozpustny ve studené
i horké vodé, je netoxicky, nemutageni, bez chuti a zapachu. Rozpustny ovSem neni
v organickych rozpoustédlech s vyjimkou dimethylformamidu a dimethylsulfoxidu.
Ve vodnych roztocich je viskozni, ale ne gelotvorny. Zna¢nou vyhodou je jeho stabilita
v Sirokém rozmezi pH (Singh, 2008). Ze struktury pullulanu vyplyvaji také jeho fyzikalni
vlastnosti, jako jsou naptiklad adhezni vlastnosti, schopnost zvldknovani a tvorby filmu
nepropustnych pro kyslik, ¢ehoz se vyuziva v obalovych technologiich (Steinbiichel, 2001b).
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1.3.2 Produkce

Pullulan poprvé identifikoval R. Bauer vroce 1938 (Cheng, 2011). Izolovan
a charakterizovan byl vSak pullulan poprvé vroce 1958 (Bernier, 1958). NejznaméjSim
a zadroveil nejvyznamnéjSim mikrobidlnim producentem pullulanu je polymorfni plisent
Aureobasidium pullulans. Pullulan byl také izolovan ze saprofytické plisn¢ Tremela
mesenterica, parazitickych hub napadajici predevsim stromy Cytaria harioti a C. darwinii
a plisn¢ vyskytujici se na kastanech Cryphonectria parasitica (Tabulka 2), (Singh 2008).

Predpoklada se, ze hlavnim divodem produkce exopolysacharidii mikroorganismy je
piedevsim jejich ochranna funkce. Vysoce hydratovana vrstva exopolysacharidu chrani bunku
pfed vysychanim a dal$imi vnéjSimi nepfiznivymi vlivy. Obsah extraceluldrnich
polysacharidii (pullulanu) do jisté miry ovliviiuje schopnost transportnich vlastnosti buiiky.
(Cheng 2011).

Tabulka 2: Mikrobidlni producenti pullulanu (Singh, 2008)

Mikrobialni producenti Reference

Aureobasidium pullulans  Bauer (1938), Cooke (1959), Leathers (2003)

Tremella mesenterica Fraser a Jennings (1971)
Cytaria harioti Waksman a kol. (1977), Oliva a kol. (1986)
Cytaria darwinii Waksman a kol. (1977), Oliva a kol. (1986)

Corsaro a kol. (1998), Forabosco a kol. (2006),
Cryphonectria parasitica Delben a kol. (2006)

Teloschistes flavicans Reis a kol. (2002)

Rhodotorula bacarum Chi a Zhao (2003)

A. pullulans je velice hojn¢ rozsifenym mikroorganismem, jenz byva soucasti vétSiny
ekologickych systémt. Nachazi se piedevSim v pidé, vodach, ale také na kvétenstvi
tropickych rostlin. A. pullulans je vysoce tolerantni k zvySené koncentraci sacharidii a
neutralnich soli, ale také k Sirokému rozmezi pH a ultrafialovému zafeni (Dumitriu, 1996),
(Cheng, 2011). A. pullulans ¢asto ptispiva degradaci barevnych pigmentt barev, kolonizuje
papirenské mlyny a kontaktni ¢oc¢ky (Webb, 2000).

A. pullulans ma mnoho synonym, nejbéznéji pouzivana jsou Pullularia pullulans a
Dematium pullulans (Dumitriu, 1996) a vyskytuje se ve tfech variacich A. pullulans var.
pullulans, A. pullulans var melanogenum a A. pullulans var. aubasidani (Yurlova, 1997).
Casto se také A. pullulans oznaduje jako ,.¢erna kvasinka® diky specifické produkei Eerného
pigmentu-melaninu (Cheng, 2011).

Melanin je produkovan v zavislosti na daném kmenu, jedna se o latky s vysokou
molekulovou hmotnosti vzniklé oxidacni polymerizaci fenolickych a indolovych sloucenin.
Melanin zajistuje butice ochranu pted vnéjsimi vlivy a slouzi pfedev§im jako extraceluldrni
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redoxni purf, ktery je schopen neutralizovat oxidanty produkované enviromentalnim stresem
(Goncalves, 2005).

A. pullulans se muze vyskytovat v péti riznych bunéénych morfologiich v zavislosti
na okolnich podminkach: i. kvasinka ii. blastospora iii. klicici blastospora iv. chlamydospora
v. mycelium. Bunéény cyklus je zobrazen na Obrazek 6. (Ronen, 2002).

blastospora

pucici
blastospora

chlamydospora ‘/ J mycelium /

5 e

Obrazek 6: Morfologie — A. pullulans (Ronen, 2002)

A. pullulans produkuje celou fadu industridlné vyznamnych metabolitii. Kromé pullulanu
jde ptedev§im o celou fadu enzymi, zejména lipaz, protedz a amylaz, xylandz, mannaz.
Vyznamna je také produkce cyklickych depsipeptidii jako antimykotickych antibiotik,
sideroforii a také alkoholu a ketont (Chi, 2009), (Dumitriu, 1996).

Pullulan je syntetizovan intracelularng, nasledné je polymer vylouc¢en na povrch bunky, kde
tvofi pullulan viskézni obal. I pfes intenzivni zkoumani cytologickych a fyziologickych déju
A. pullulans spojenych s produkci pullulanu nebyl doposud mechanismus biosyntézy dosud
zcela objasnén. V metabolické draze hraji hlavni roli tii enzymy, jejichz c¢innosti je
katalyzovat preménu glukézy na pullulan - fosfoglukomutiza, UDPG-fosforylaza
a glukosyltransferaza. Piitomnost hexokindzy a isomerdzy je nezbytna pro konverzi jinych
uhlikatych zdroju na prekurzor pullulanu, UDPG. UDPG iniciuje pfipojeni D-glukézového
zbytku k molekule lipidu. Nasledna reakce s UDPG zajisti navazani dal$i molekuly glukozy
za vzniku isomaltosylu. V dalsim kroku metabolické drahy dochazi k reakci molekuly lipid-
glukoza sisomaltosylem za vzniku isopanosylu jako prekurzoru. Posledni reakci je
polymerizace isopanosylu za vzniku pullulanového fetézce. Predpoklada se také, ze
A. pullulans nepfeménuje glukézu piimo na polysacharid, ale nejprve dojde k nahromadéni
sacharidu a v pozd¢jsim stadiu bunééného cyklu k produkci polysacharidu (Simon, 1998),
(Steinbiichel, 2001b).
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Stejné jako u biotechnologické produkce polyhydroxyalkanoati, tak i u pullulanu je silna
tendence vyuzivat jako vstupni surovinu biotechnologické vyroby odpadni substraty. Jedna
se ptedev§im o lignocelul6zové odpadni materidly, které jsou po hydrolyze bohaté
na sacharidy (Kap 1.5.2.5).

Pomérn€ mnoho praci se zabyva vyuzitelnosti odpadnich substrati pro produkci pullulanu.
Cukrova melasa, karobovy lusk, kukuficné hydrolyzaty, kukuti¢ny sirup, hroznové vylisky
nebo mlato patii mezi odpadni substraty vhodné pro produkci pullulanu (Singh, 2008).
Ptehled produkci na levnych obnovitelnych substratech pomoci A. pullulans je uveden
v Tabulka 3.

Tabulka 3: Prehled produkci pullulanu na vybranych odpadnich substrdtech

Substrat Mikrobialni producent Pullulan [g/1] Reference
Melasa A. pullulans 35,0 (Sharma, 2013)
Hydrolyzovany odpadni bramborovy
Skrob A. pullulans 19,2 (Sharma, 2013)
Hydrolyzat sladkych brambor A. pullulans 29,43 (Wu, 2009)
Ryzové slupky A. pullulans 15,11 (Wang, 2014)
Sojové vylisky A. pullulans 7,5 (Seo, 2004)
Karobové lusky A. pullulans 9,5 (Roukas, 1995)
Vylisky z hrozni A. pullulans 22,3 (Israilides, 1998)
Mlato A. pullulans 11,0 (Roukas, 1999)

1.3.3 Degradace pullulanu

Na mikrobidlni degradaci pullulanu se podili enzymy spadajici do skupiny
glykosylhydrolaz, které jsou velmi bohaté zastoupeny v pifirodé a produkovany celou fadou
mikroorganismil. Specidln¢ pak nékteré termofilni a mezofilni bakterie produkuji tyto enzymy
ve vetsi mife. Enzymy schopné degradovat pullulan Ize rozdélit do 13 skupin
glykosylhydroléz, jinak zndmych jako a-amylazy. Mimo bakterie se tyto enzymy nachézeji
také u zvirat, rostlin, hub nebo kvasinek. Enzymy degradujici pullulan mohou degradovat také
jiné polysacharidy, ale za pouZiti jiného mechanismu (Dumitriu, 1996).

Pullulan je enzymaticky hydrolyzovan (1,6)-a-D a (1,4)-o-D-pullulanazou, kdy
(1,6)-a-D-pullulanaza muze hydrolyzovat pouze vazby (1,6)-o0-D. Pusobenim (1,6)-a-D-
pullulanazy dochézi tedy k tvorbé maltotriozovych jednotek jako hlavniho produktu. Pti ataku
(1,4)-a-D-glykosidickych vazeb na jejich redukujicim konci, (1,4)-a-D-pullulanazou je
vyslednym produktem ispan6za. Enzymy degradujici pullulan Ize tedy roztadit do 4 skupin:

1) glukoamylazy hydrolyzujici pullulan od neredukujiciho konce, vyslednym produktem
degradace je glukoza; ii) pullulanaza nebo a-dextrin 6-glukanohydrolaza, hydrolyzujici a-
(1,6)-glykosidové vazby za tvorby maltotrioz; iii) isopullulandza $tépi a-(1,4)-glykosidické
vazby za vzniku isopandzy (6-0-a-maltosyl-glukéza) iv) neopullulandza hydrolyzujici a-
(1,4)-glykosidové vazby, kdy vysledny produkt je pandza (6-0-a-glukosylmaltoza) (Doman-
Pytka, 2004), (Dumitriu, 1996).

1.3.4 Aplikace

Pullulan je bily prasek, bez chuti a zapachu, ve vod¢ tvofici bezbarvé roztoky. Diky témto
vlastnostem je vhodnym kandidatem pro pouziti v potravinaiském pramyslu. V Japonsku byl
pullulan zafazen na seznam piidatnych potravinafskych latek jiz vroce 1996. V USA je
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pullulan zafazen mezi bezpecna aditiva Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) od roku
2002. Evropska unie schvélila tento polysacharid jako potravinaiské aditivum E1204 pro
pouziti ve formé kapsli, tablet a filmi nafizenim 2006/52/EC. Dalsi vyhodou pullulanu je jeho
nizka kalorickd hodnota zplsobend odolnosti k savéim amyldzdm. Pullulan je dalSim
polymerem vyuZivanym v biomediciné, a to pfedev§im diky jeho netoxicité, neimunogenit¢,
biokompatibilité a inertnimu charakteru. Vyuziti pullulanu stale stoupa vzhledem k jeho stale
se snizujici cené, kterd je schopna konkurovat pfirodnim gumam pochazejicim z rostlin,
predevsim z moiskych tas (Mishra, 2011).

Pullulan mtze byt pomémé snadno derivatizovan, k tomuto uUcelu je mozno vyuzit
chemickych modifikaci, karboxymethylaci nebo sulfataci. V ptipadé chemickych modifikaci
jsou na pullulanovy fetézec roubovany riizné chemické skupiny. Pullulan obsahuje pomérné
velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které umoznuji substituci, jejichz modifikaci lze
ovlivitovat hydrofilitu pullulanového derivatu. Jednotlivé substituenty jsou k pullulanovému
fetézci navazany pomoci riznych typt reakci (esterifikace, etherifikace, chlorace, oxidace).
Karboxymetylace je nejrozSifenéjSim typem reakce pouzivané pro chemickou modifikaci
neutrdlnich polysacharidi. Hydroxylové skupiny pullulanu jsou aktivovdny piitomnosti
alkoholu v zasaditém prostiedi, pfipadné nukleofilni substituci chloridu z monochloroctové
kyseliny. Jako alternativa heparinu byl vyvinut sulfatovany pullulan, jehoz vlastnosti se odviji
od teploty, rozpoustédla a doby reakce (Prajapati, 2013).

Tabulka 4. Prehled moznosti aplikace pullulanu (Cheng, 2011)

Aplikace
nahrada krevni plazmy

Pullulan produkt/derivat

Pullulanova aditiva

Potravinafské aditivum
Pullulanové blendy

Pullulanovy gel

Antibakterialni film

Konjugat s heparinem
Karboxymethyl-pullulanovy gel
Aniontové modifikovany pullulan
2-Nitroalkyl-pullulan ester
Siloxanovy pullulan

Npcaps®

dietni a funk¢ni potraviny
cileny transpor Iéciv
elektroforéza
uchova potravin
tkanové inzenyrstvi
antimikrobialni medicinsky ptipravek
nahrada krevni plasmy
funkcionalizovany pullulan
silikonovy komposit
obalovy material pro kapsle
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1.4 Polymer Kyseliny jable¢né

Polymer kyseliny jablecné je pomé&rné novy biopolymer tadici se do skupiny polyestert.
Diky jeho unikatnim vlastnostem o néj vzrista v poslednich letech zajem, uplatnéni nachazi
predevsim jako pienasec pro cileny transport 1é¢iv (Ding, 2011).

1.4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Polymer kyseliny jablecné (PMLA) je polyester kyseliny hydroxybutandiové, jednd se
0 polymer, ktery je Casto fazen do skupiny polyhydroxyalkanoati (Steinbiichel, 2001a).
PMLA je polyaniont s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 5 kDa do n€kolika set kDa
(Willibald, 1999). Jedna se o jediny ve vodé rozpustny polyester produkovany zivymi
organismy (Holler, 1992). Strukturu PMLA tvofi jednotky L-jable¢nanu navzajem spojené
esterovou vazbou mezi hydroxylovou skupinou a karboxylovou skupinou. Odlisny od
ostatnich polyesteri je také tim, Ze ma postranni karboxylovou skupinu vazanou na a-uhliku,
ktery se tak stava asymetrickym. Jsou zndmy tii typy PMLA, jez byly syntetizovany riznymi
chemickymi metodami. Jednotlivé typy se lisi v pozicich esterovych vazeb:

a-typ (I), B-typ (II) a a, B smiSeny typ (III), (Obrazek 7) (Cheremisinoff, 1997),
(Nagata, 2014).

H—~{—0—CH—C0—).—0OH o
H.COOH

H——0—CH—CH—C0—),—0H -
OOH

H——0—CH—C0—);—{—0—CH—CH;—CO—),—0H
H—COOH OOH :un

Obrazek 7. Chemicka struktura PMLA (Cheremisinoff, 1997)

Jednou z moznosti chemické vyroby polymeru kyseliny jable¢né je hydratace kyseliny
fumarové a maleinové pii vysoké teploté a tlaku za zisku racemické smési. Nevyhodou tohoto
zpusobu vyroby je nutnost pouziti petrochemickych derivati jako vychozich sloucenin
(Ma, 2013), (Zou, 2013).

Kromé chemické syntézy lze pro produkci PMLA vyuzit biotechnologické produkce (Kap
1.4.2). PMLA produkovan plasmodiem Physarium polycephalum je kiehky, semikrystalicky
prasek s bodem tani piiblizn¢ 192 °C. K rozkladu dochézi jiz pti 200 °C, coz je kritické
Z hlediska zpracovani. Depolymerizaci vzniké kyselina fumarova. Vlastnosti materidlu se
mohou liSit v zavislosti na mikrobidlnim producentu, ale také na podminkach kultivace.
Polymer produkovany Aureobasidium pullulans ma teplotu tani 100 °C a rozkladu 170 °C
(Portilla-Arias, 2006), (Steinbtichel, 2003). PMLA je slabou kyselinou pKa 3 — 4. Diky bo¢ni
karboxylové skupiné¢ vykazuje polymer polyelektrolyticky charakter. Volna karboxylova
skupina také umoznuje tento polymer chemicky modifikovat a ménit tak jeho fyzikalné-
chemické vlastnosti, coz je zadsadni vyhodou pro fadu aplikaci (Kap.1.4.4) (Cheremisinoff,
1997).
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1.4.2 Produkce

PMLA je ve vodé rozpustny biopolymer, ktery je mozno produkovat, kromé jiz diive
zminéné chemické syntézy (Kap.1.4.1), také mikrobidlni cestou (Steinbiichel, 2001b).

Produkénimi mikroorganismy jsou pievazné myxomycety a mikromycety (Steinbiichel,
2003). Vibec prvnim mikroorganismem, u kterého byla zaznamenana schopnost produkce
PMLA, bylo Penicilium cyclocpium v roce 1969 (Shimada, 1969).

Mezi nejcastéji vyuzivané mikroorganismy, které jsou schopny produkce PMLA o relativné
vysoké koncentraci, se ftadi Aureobasidium pullulans a Physarium polycephalum.
A. pullulans produkuje rozvétvenou PMLA ve formé konjugatu s poly(glukanem). Cinnosti
enzyml dochédzi kuvolnéni PMLA od polyglukanovych residui. Molekulovd hmotnost
polymeru jableéné Kkyseliny syntetizované A. pullulans, je vrozmezi 5-10 kDa.
Plasmodium P. polycephalum je schopno syntetizovat vysoce C¢isty linearni polymer
0 molekulové hmotnosti v rozmezi 50-300 kDa. Vytéznost PMLA u A. pullulans je pomérné
vysoka, az 123,7 g/l (Zou, 2013) a odviji se predev§im od pouzitého kmenu. V porovnani
s A. pullulans je schopnost produkce P. polycephalum vyrazné nizsi (3,3 g/1) a je také vyrazné
limitovana nutricnimi naroky plasmodia, kde vhodny zdroj uhliku pfedstavuji substraty
obsahujici D-glukézu (Zan, 2013). Diky Sirokému enzymatickému vybaveni A. pullulans je
tento producent schopny utilizovat Sirokou Skalu uhlikovych substrati obsahujicich
piredevsim glukozu, sachardzu, fruktozu (Steinbiichel, 2001b).

Dalsimi vyznamnymi producenty jable¢né kyseliny jsou naptiiklad Aspergillus flavus
(113 g/l), nebo Aspergillus niger (19 g/l). Velice slibnymi producenty jsou geneticky
upravené kmeny bakterie E. coli a kvasinky S. cerevisiae (Tabulka 5). Uhlikatym substratem,
vhodnym pro vy$e zminéné produkéni kmeny, je glukosa a dalsi sacharidy (Zou, 2013).

Tabulka 5. Porovndni produkci PMLA riiznymi produkcnimi kmeny (Zou, 2013)

Produkéni mikroorganismus Kultiva¢ni nadoba PMLA [g/1]
Aspergillus flavus Fermentor 113
Aspergillus niger Erlenmayerova bartika 19
Zygosaccharomysec rouxii Zkumavka 75
Monascus araneosus Erlenmayerova banka 28
Schizophyllum commune Fermentor 18
Aureobasidium pullulans Fermentor 65,7
Geneticky upravené

Escherichia coli Fermentor 34
Saccharomyces cerevisiae Erlenmayerova barika 59

Metabolicka draha syntézy polymeru kyseliny jablecné u A. pullulans ani
u P. polycephalum neni zcela objasnéna. U metabolické drahy produkce PMLA P.
polycephalum bylo pouzitim *C znageni glukdzy (zdroj uhliku) a L-maldtu a naslednym
méfenim radioaktivity objasnéno, ze PMLA je polymerizovana z monomernich jednotek
kyseliny jablecné, jez jsou syntetizovany z glukozy v citratovém cyklu. Produkce polymeru
zac¢ina v bunééném jadru, odkud je poté pres cytosol uvoliovan do produkéniho média jako
extracelularni produkt. (Lee, 2000). Bylo prokazano, Zze mikrobialni produkci PMLA vyrazné
pozitivné ovliviluje pfitomnost CaCOz (Lee, 1999).
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Také u PMLA je snaha produkce na odpadnich substratech. Pro tento ucel byly vyuZity
predevsim lignoceluldzové substraty (Tabulka 6), které jsou po hydrolyze vybornym zdrojem
sacharidu (Kap.1.5.2).

Tabulka 6. Prehled produkce PMLA na vybranych odpadnich substratech

Produkéni

Substrat . . Vytéznost [g/l] Reference
mikroorganismus

Hydrolyzit sladicych Aureobasidium pullulans 55,7 (Zan, 2013)

brambor

Kukufi¢na vlaknina Aureobasidium pullulans 10,9

v s o1s - (Leathers, 2013)
PSeni¢na slama Aureobasidium pullulans 11,2

1.4.3 Degradace polymeru Kyseliny jable¢né

Ve vodnych roztocich dochazi k hydrolytické degradaci polymeru kyseliny jablecné.
Hydrolytickym Stépenim v prostfedi neutrdlniho pH dochézi ke vzniku oligomert, jejichz
esterové vazby jsou nasledné nahodné Stépeny na koncovy produkt — monomer kyseliny
jable¢né. Rychlost degradace se odviji od piivodu polymeru. V ptipad¢ syntetické PMLA je
rychlost degradace vyrazné pomalej$i. Obecné¢ ale plati, ze v roztocich s nizkym nebo naopak
vysokym pH dochdzi k hydrolyze velmi rychle. Ke kompletni degradaci na monomerni
jednotky kyseliny jablecné dojde jiz za 2 h pii teploté¢ 90 °C v ptitomnosti 1 M kyseliny
sirové (Steinbiichel, 2003).

Degradace PMLA je také mozZnd mikrobidlni cestou. L-jablecnd kyselina je jednim
Z intermediadtt citratového cyklu, proto mulze byt asimilovdna organismy. Mnoho
mikroorganismi je schopno produkce hydrolaz pottebnych k utilizaci PMLA jako
extracelularniho zdroje uhliku. Specifické enzymy Stépici PMLA byly objeveny jak
u bakteridlnich kmenti, tak u plisni. Hydrolazy produkované Comamonas acidovorans
a P. polycephalum byly izolovany a detailn¢ popsany (Gasslmaier, 2000), (Godde, 1999).
PMLA hydrolazy P. polycephalum mohou byt extra-/intracelularni na rozdil od
C. acidovorans jejiz hydrolazy se nachazeji na vnéj$i membrané. PMLA je tak hydrolyzovana
na povrchu vnéj$i bunééné membrany a vznikajici monomer kyseliny jable¢né je prenasen
pfes membranu do buniky, kde je metabolizovan. Optimélni pH pro vySe zminéné hydrolazy
je odlisné; pro C. acidovorans — pH 8, kdezto pro P. polecephalum — pH 3,5
(Steinbtichel, 2003).

1.4.4 Aplikace

Polyanionty, jako jsou naptiklad polymery kyseliny jablec¢né, glutamové nebo askorbové,
jsou velice atraktivnimi polymery pro tvorbu nano-konjugati s moznosti uplatnéni jako cilené
pienasece 1ékti. Pro toto vyuziti je pfedurcuji vhodné vlastnosti téchto materiali: vysoky
pocet chemicky ,,aktivnich® karboxylovych skupin, vysoka kapacita pro navazani 1é¢iv nebo
biologicky funk¢nich skupin, v neposledni tad¢ rozpustnost ve vodném prostiedi
a biodegradabilita (Ding, 2011).

Diky chemickym modifikacim volné karboxylové skupiny ve struktuie PMLA je mozno
také upravovat hydrofobicitu. PMLA obsahuje tifi skupiny které lze modifikovat
i) karboxylova skupina — je reaktivni v piitomnosti karboimidi, které ptisobi jako reakéni
¢inidlo 1ii) terminalni hydroxylova skupina kterd je ,aktivni“ pusobenim isokyanatd
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ii1) B-karboxyl hlavniho fetézce v ptitomnosti nukleofilniho ¢inidla jako jsou aminy a diaminy
(Holler, 2002). Hygroskopicita a tendence hydrolyzovat ve vodném prostiedi jsou faktory,
diky nimz jsou vyvijeny nové derivaty PMLA s lepsi stabilitou a nizsi tendenci k degradaci
(Fernandez, 2006). V systému pro cilenou piepravu ¢kt je na PMLA kovalentné vazana nebo
fyzikalné uchycena aktivni latka. Takto pfipravené konjugaty jsou zpracovavany do podoby
pelet, filmi, mikro- a nanocastic (Patil, 2012). Dalsim velice slibnym vyuzitim PMLA je
Vv oblasti medicinskych materialti, kde miize nachédzet uplatnéni predevsim jako chirurgické
nité, obvazy nebo rizna kryti pro povrchova poranéni (Vasile, 2009).

1.5 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobialné produkované polyestery, ¢asto oznacovany
jako bakterialni plasty. S PHA se v budoucnu pocitd jako s potencionalnim materialem, ktery
by mohl nahradit petrochemické plasty. Na rozdil od tradi¢nich plastii (polyethylen,
polypropylen ...) jsou PHA biodegradabilni, biokompatibilni a 1ze k jejich produkci vyuzit
obnovitelné zdroje (Urtuvia, 2014).

1.5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Jednotlivé polymery patiici do skupiny PHA sdili nékteré spolecné materidlové vlastnosti,
které predurcuji zdjem o tyto materidly jako mozné ndhrady konvencnich plasti. Jednd se
o termoplastické a elastomerni polymery, které mohou byt zpracovany v bézném
zpracovatelském provozu. DalSimi spoleénymi vlastnostmi je jejich nerozpustnost ve vodé
avysoky stupeii polymerizace (10°-10" Da). Typické pro PHA je jejich enantiomerni
Cistota — vyskytuji se pouze ve formé R-stereoisomeri. Jde o biokompatibilni netoxické
materidly vykazujici piezoelektrické vlastnosti a nezanedbatelna je také jejich schopnost
rozkladat se v zivotnim prostiedi. (Jendrossek, 1996).

Z chemického hlediska jsou PHA linearni polyestery hydroxyalkanovych Kkyselin
(Obrazek 80brazek 8: Obecna chemicka struktura polyhydroxyalkanoatu. Monomerni
jednotky hydroxyalkanovych kyselin jsou vzajemné spojeny esterovou vazbou, ktera je
tvofena reakci karboxylové skupiny kyseliny s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru
(Madison, 1999). Poly(3-hydroxyalkanové kyseliny) patfi do skupiny bakterialnich
bipolymert, produkovanych fadou gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii
(Steinbiichel, 2001a). SloZzeni monomeri v PHA je zavislé na produkéni bakterii, zdroji
uhliku a kultivaénich podminkach (Jendrossek, 1996). V zavislosti na poc¢tu uhliki
vV monomerni jednotce mohou byt PHA déleny do dvou skupin. Prvni skupina scl-PHA
(short chain lenght) jsou polyhydroxyalkanoaty, jejichz monomerni jednotka je tvofena
R-3-hydroxy kyselinami obsahujici 3 — 5 atomy uhliki v molekule. Mezi nejprostudovang;jsi
scl-PHA patii poly(3-hydroxybutyrat) (PHB), pifipadné¢ jeho kopolymer obsahujici také
3-hydroxyvaleratové ~ monomerni  jednotky.  Druhou  skupinou jsou mcl-PHA
(medium chain lenght), kdy jsou polymery tvofeny z Cs az C14 3-hydroxyalkanovych kyselin.
Typickymi piedstaviteli mlc-PHA jsou polymery obsahujici 3-hydroxyoktanoatové
a 3-hydroxydekanoatové jednotky (Sudesh, 2013).
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Obrdzek 8: Obecnd chemicka struktura polyhydroxyalkanodtu (Koller, 2012)

Poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) byl prvnim objevenym polyesterem patiici do skupiny
polyhydroxyalkanoati. Existence dals§ich monomernich jednotek, 3-hydroxyvaleratu
a 3-hydroxyhexanoatu, byla objevena az o 50 let pozd¢ji. V dnesni dob¢ je znamo vice nez
150 riznych monomernich slozek patticich do skupiny PHA (Sudesh, 2013). Cisty PHB je
kiehky a béhem tepelného zpracovani a taveni termalné nestabilni coZ zna¢né ovliviiuje
moznosti aplikace tohoto polymeru. Odhaleni moZnosti syntetizovat heteropolymerni PHA
mikrobialné¢ vedlo ke zvySeni zajmu a intenzivnéjSimu zkoumani polyhydroxyalkanoatu.
Z technologického hlediska se stal velmi zajimavym kopolymer tvofeny monomernimi
jednotkami  3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu, a to pifedev§im z davodu nizsi
krystalinity, vyssi flexibility a niz§iho bodu tani (Volova, 2004).

Poly(3-hydroxybutyrat) je homopolyester slozeny vyhradné z monomernich jednotek
3-hydroxybutyratu. Typickou materidlovou vlastnosti PHB je vysoky stupen krystalinity
a s tim souvisejici omezena zpracovatelnost. Molekulova hmotnost PHB se pohybuje
v rozmezi od 1-10* — 3-10° g/mol s polydisperzitou okolo dvou. Relativné maly rozdil mezi
bodem
tani (180 °C) a teplotou rozkladu (200 °C) vyrazné¢ omezuje primyslové zpracovani PHB.
Youngiv modul (3,5 GPa) a pevnost v tahu (43 MPa) davaji PHB podobné mechanické
vlastnosti jako ma polypropylen, ackoliv v porovnani s propylenem je PHB kieh¢i a tuzsi
(Sudesh, 2000).

Krystalicka struktura PHB mtlze byt zménéna inkorporaci dalSich monomernich jednotek
ze skupiny PHA, jako je naptiklad 3-hydroxyvalerat (3HV) (Obrazek 9). Vznikly kopolyester
ma V porovnani s ¢istym PHB vyrazn€ lepsi mechanické vlastnosti, podobné polypropylenu

(Tabulka 7) (Koller, 2012).
CH, H o C.,H: H o]
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(R)-3HB (R)-3HV

Obrazek 9: Struktura kopolyesteru poly(3-Aydroxybudyrdtvalerdt) (Sudesh, 2000)

Hodnota Youngova modulu v piipadé poly(3-hydroxybutyratu-co-valeratu) klesne pod 0,7
a sniZi se taky pevnost v tahu (30 MPa). Bod tani kompolymeru je vyrazné nizsi (130 °C),
Vv zavislosti na obsahu 3HV. Tento fakt pozitivné ovliviluje zpracovatelnost polymeru, vétsi
rozdil teplot tdni a degradace kopolymeru umoziiuje zpracovavat material bez rizika
degradace (Flickinger, 1999).
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Tabulka 7: Srovndni materidalovych viastnosti PHA a polypropylenu (lenczak, 2011)

ProdlouzZeni

Polymer Bod tani Skelny Youngiv modul Pevnost v k zlomu

[°C] prechod [°C] [GPa] tahu [MPa] [%0]
P(3HB) 180 4 3,5 40 5
P(3HB)-co-20 mol%

3HV) 145 -1 0,8 20 50
P(3HB)-co-6 mol% 3HV) 133 -8 0,2 17 680
Polypropyelen 176 -10 1,7 38 400
LD polypropylen 130 -30 0,2 10 620

1.5.2 Produkce PHA

Poly(3-hydroxybutyrat) byl poprvé objeven vroce 1925 francouzskym mikrobiologem
Maurice Lemoignem jako metabolit bakterie Bacillus megaterium (Steinbiichel, 2001b).
Avsak dalsi publikace byla vydana az po 40 letech od objeveni PHA. Divodem byl nezajem
spole¢nosti o biopolymery, a to pfedev§im diky nizké cené ropy a stim souvisejici
dostupnosti petrochemickych plastd. Ropna krize v roce 1973 zpusobila prudké zvyseni cen
ropy a odstartovala tak vzestup zajmu o polymery, které by byly vhodnou nahradou
klasickych (ropnych) plast (Volova, 2004).

Cela tada bakterii je schopna syntetizovat PHA, z tohoto duvoda jsou tyto biopolymery
také oznaCovany jako ,,bakteridlni plasty. Schopnost syntézy jednotlivych polyesteri byla
zaznamenana u eubakterii, ale také u nékterych archei (Antranikiana 1996). Vice nez 300
riznych mikroorganismu je schopnych syntézy PHA, ovSem jen nékteré bakterie jsou vhodné
pro produkci PHA. Mezi tyto bakterie patti Cupriavidus necator, Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas oleovorans, rekombinantni E. coli. a Klebsiella aerogenes. Vyse uvedené
bakterie jsou schopny produkovat PHA ve vysoké koncentraci za relativné kratky cas
(Volova, 2004). Dalsi moznosti produkce PHA je vyuzitim transgennich rostlin. Pro tento
ucel byla jako modelova rostlina zvolena Arabidopsis thaliana. PHB biosynteticka draha
u této rostliny byla vytvofena pouzitim genu pochazejiciho z bakterie Cupriavidus necator
(Snell, 2002), (Lindsey, 1998).

Za syntézu PHA jsou v bakteriich zodpovédné PHA syntazy, které mizeme klasifikovat do
ctyt tfid dle jejich struktury a typu substratu. Prvni tfida pfedstavuje syntazu skladajici se
pouze zjednoho typu podjednotky (PhaC) o molekulové hmotnosti 60-73 kDa.
PHA syntazy prvni tfidy jsou zodpovédné za syntézu scl-PHA, kdy dochazi k inkorporaci
pievazné tii, ¢tyi nebo péti uhlikatych hydroxyalkanovych kyselin do molekuly PHA. Tento
typ PHA syntazy je typicky pro bakterie C. necator a Burkholderia sp.

Druhou tiidu zastupuje PHA syntaza obsahujici také pouze jeden typ podjednotky (PhaC)
s molekulovou hmotnosti podobnou syntaze I. téidy. Specifita PHA syntazy se ovSem lisi
v inkorporaci mic 3-hydroxyalkanovych kyselin (6 — 14 uhliktl) do PHA. Tento typ PHA
syntazy se vyskytuje u bakterie Pseudomonas aeruginosa.

29



Do tfeti tfidy je zatfazena PHA syntdza slozena ze dvou riznych typl podjednotek
(PhaC,/ PhaE), jejichz molekulova hmotnost je pfiblizné 40 kDa. Jedna podjednotka vykazuje
vyznamnou shodnost s PHA syntazami 1. a 2. tfidy. Nejvyznamnéjsimi mikrobialnimi
zastupci obsahujicimi tuto tfidu PHA syntazy jsou Chromatium vinosum a Thiocapsa
pfennigii. Posledni tfida syntaz je typicka pro rod Bacillus a je opét tvorena dvéma
podjednotkami (PhaC/PhaR) (Steinbiichel, 2001a), (Sudesh, 2013).

Nejvice  prozkoumanym  mikroorganismem  produkujicim PHA  je  bakterie
Cupriavidus necator, diive také znama jako Rastolnia eutropha, Wautersia eutropha nebo
Alcaligenes eutrophus (Reinecke, 2009). Jedna se o gram-negativni bakterii, pfirozen¢ se
vyskytujici v prostiedi. Bakterie je schopna vyuzivat rizné organické substraty pii aerobnich
podminkach. Pokud pii biotechnologickém procesu nastane limitace jinymi zivinami nez
uhlikatym substratem, dochazi k zvyseni produkce PHA, které jsou ulozeny v intracelularnich
granulich. Tohoto faktu je vyuzivano pfi produkci PHA Vv primyslovém méfitku, kdy je
C. necator vyuzivan jako mikrobialni producent téchto biopolymernich plasti (Muller, 2013).

PHA jsou syntetizovany v bunééné cytoplazmé ve formé inkluzi (Obrazek 10). Pocet
granuli se pohybuje vrozmezi od 2 do 12 o velikosti 100 az 800 um. Polymer zaujima
v granuli 98 %, zbytek je tvofen membranou slozenou z fosfolipidi a proteint.

Phasiny, tfida nizkomolekularnich proteinti, je hlavni latkou nachdzejici se na rozhrani
granuli. Jedna se o proteiny ovlivilujici pocet a velikost polymernich granuli (Sudesh, 2000),
(Verlinden, 2007).

4
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Obrazek 10:PHA inkluze — Cupriavidus necatorH16 (Pdtter, 2002)

Syntéza polyhydroxybutyratu bakterii Cupriavidus necator se sklada ze tfi enzymaticky
katalyzovanych reakci, kde dochazi k pfeméné vychoziho acetyl-CoA
na polyhydroxyalkanoat (Obrazek 11). V prvnim kroku dojde za pfitomnosti enzymu
B-ketoacylCoA thiolasy (PhaA) ke kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA a wvznika
acetoacetyl-CoA. V druhé reakci dochazi kredukci acetoacetyl-CoA, na (R)-3-
hydroxybutyryl-CoA, reakce je katalyzovana enzymem acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB).
ZavéreCny krok zahrnuje polymerizaci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA monomerd a je
katalyzovan PHB polymerazou za vzniku PHB granuli uvniti bunky (Volova, 2004).
Uspésnost PHA syntézy je ovlivnéna pomérem NADH k NAD*. Béhem bakterialniho rastu je
3-ketothiolasa inhibovana volnym Co-A vznikajicim v citratovém cyklu. V okamziku, kdy
dojde k limitaci bakterie Zivinami a vstup acetyl-CoA do citratového cyklu je omezen,
dochazi ke zvySeni poméru NADH/NAD' a inhibici enzymi citratového cyklu. Snizeni
rychlosti metabolizace acetyl-CoA v Krebsové cyklu vede ke sniZzeni koncentrace CoA
a odstranéni inhibice P-ketothiolasy. Piebytek acetyl-CoA je vyuzit pro syntézu PHB
(Verlinden, 2007), (Shrivastav, 2013). Slozeni monomeri PHA mize byt do jisté miry
regulovano. Naptiklad pfiddnim propionové nebo valerové kyseliny do produkéniho média
lze ovlivnit vysledné slozeni polymeru, vznikd tak kopolymer 3-hydroxybutyratu
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a 3-hydroxyvaleratu (3HV). Monomer 3HV je produkovan enzymaticky katalyzovanou reakci
acetyl-CoA a propionyl-CoA, ktery vznika zkyseliny propionové nebo valerové pies
B-oxidaci nebo deacetylaci. Diky toxicité kyseliny propionové dochazi ovsem k poklesu

vytezki PHA (Kim, 2001).
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Obrazek 11: Metabolické drahy pro syntézu monomerii hydroxyalkanodatu, Cupriavidus
necator (Sudesh, 2000)

1.5.2.1 Biologicka role PHA u bakterii

Rust a zivotaschopnost bakterii je ovlivnéna obsahem zivin — uhliku, dusiku, fosforu
Vv prostiedi, ve kterém se nachdazeji. Na zakladé dostupnosti zivin, dochazi k adaptaci
metabolismu jednotlivych mikroorganismt tak, aby ptezily. Témito metabolickymi zménami
je mikroorganismus adaptovan na stresové podminky, jejichz spoustééem byva jiz zmifiovany
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nedostatek zivin, nebo zmény fyzikalné-chemickych podminek okolniho prostiedi
(Pavez, 2009).

Intracelularni granule PHA jsou mikroorganismy syntetizovany v obdobi, kdy je v okolnim
prostiedi dostatecné mnozstvi zivin, naopak spotiebovavany jsou zasobni latky v obdobi
,hladovéni“ (Gadd, 2015). Béhem tohoto obdobi slouzi PHA pro svého producenta, jako
zdroj uhliku a energie. PHA hraje pro bakterie hlavni roli v piipadé reakce na stresové
podminky, jako je osmoticky stres, vysouSeni nebo UV radiace. Déale mize hrat vyznamnou
roli pfi procesu sporulace bakterii (Kadouri, 2005). V ptipad¢ sporulujicich bakterii Bacillus
cereus a Clostridium botulinum byla koncentrace PHA v burice nejvyssi, t€sné pred poc¢atkem
sporulace. Béhem procesu sporulace byl polymer degradovan, piedpoklada se, ze PHA slouzi
jako zdroj uhliku a energie béhem sporula¢niho procesu (Chen, 2010).

Jestlize slouzi PHA jako zasobni latka, pak je pro jeji utilizaci producentem nutné, aby byl
vybaven systémem depolymerdz, pomoci kterych muize tento zdroj uhliku vyuzivat.
Studie prokazaly, ze degradace PHB u bakterie C. necator je velice pomaly proces. Ukazalo
se, ze proces degradace je 10krat pomalejsi nez jeho syntéza (Sudesh, 2000). Za intracelularni
degradaci PHB je u C. necator zodpovédna depolymeraza PhaZal (Chen, 2009). Eggers
a spol. ve své studii uvadi, ze degradace PHB granuli intracelularnimi depolyrazami PhaZ1,
vede ke zvySeni koncentrace 3HB-COA v buiice, ktery neni uvolnén, ale je pieveden
na krotonyl-CoA. Krotonyl-CoA predstavuje klicovy meziprodukt spojujici degradaci PHB
a B-oxidaci. Muze byt pieveden pisobenim enoyl-CoA hydratazy na (S)-3HB-CoA, ktery je
pozd&ji  pfeménén na  acetoacetyl-COA  3-hydroxyacyl-CoA  dehydrogenazou
v NAD-dependentni reakci. Acetoacetyl-COA je rozstépen 3-ketoacyl-CoA thiolazou na dvé
molekuly acetyl-CoA, které mohou vstupovat do hlavnich metabolickych drah, pokud je
burika limitovana uhlikovym substratem (Eggers, 2013).

Studiem PHA produkujicich mikroorganismti bylo prokazano, ze polymer neplni jen roli
zasobni latky pro buiikku v obdobi hladovéni. Intraceluldrni akumulace PHA umoziiuje
bakteriim piezivat Vv stresovych podminkach okolniho prostiedi (Chen, 2010). Za stresovou
odezvu jsou u bakterii primarné zodpovédné fosforylacné zavislé dvouslozkové regulacni
systémy. Systém je slozen z kinazy a regulatoru odpovédi. Autofosforylaci histidinu kinazou,
po piijeti stresového signalu, dochézi k aktivaci latentni biologické funkce. Sirokospektralnim
regulatorem stresové odpoveédi jsou transkripcni aktivatory, které reguluji a stimuluji iniciaci
transkripce konkrétnich gent prostiednictvim sigma faktort RNA polymerazy (Marles-
Wright, 2007). Razné stresové podminky aktivuji transkripci specifickych sigma faktoru,
Znichz kazdy vede k expresi jiného genu, obvykle zapojenych do stresové odezvy vici
konkrétnimu faktoru. Naptiklad sigma faktor RpoS poskytuje obecné odpovédi na rtzné
druhy stresu, zatimco sigma faktory RpoE a RpoH reaguji na stresové odpovédi zplisobené
extrémnimi teplotnimi podminkami (Nies, 2004).

Existuje fada studii zabyvajici se vyzkumem zaméfenym na odolnosti PHA producentt
vaci  externim stresovym podminkam (Kadouri, 2005). PHA produkujici bakterie
P. oleovorans a jeji PHA neprodukujici mutant byly exponovany prostiedi s obsahem 20%
ethanolu. Vyssi viabilita byla zaznamenana u kmene schopného produkce PHA. Taktéz
vystaveni bakterii teplotnimu stresu (47 °C) potvrdilo vyssi odolnost PHA produkujiciho
kmenu. PHB produkujici bakterie Azospirillum brasilense prokazala vyssi odolnost vuci
limitaci zivinami, nez jeji neprodukujici mutant (phaC minus mutant). U Sinorhizobium
meliloti a Pseudomonas sp., byla prokazana souvislost mezi obsahem PHA v bunce
a ochranou ptred vnéj$imi vlivy (salinita, UV zafeni, teplotni a oxidac¢ni stres, vysychani nebo
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osmoticky tlak). Kultivaci proteobakterie Aromatoleum aromaticum v pfitomnosti polutanti
(toulen a ethylbenzen) byla zjisténa schopnost akumulace PHB i v téchto nepiiznivych
podminkach (Ayub, 2007). Lze tedy obecné shrnout, ze bakterie s vy$§im obsahem PHA jsou
odolné¢jsi vici stresovym podminkdm nez bakterie s nizSim nebo zddnym intraceluldrnim
PHA (Kadouri, 2005).

Bakterie se vlivem stfidani ro¢nich obdobi a stim souvisejici ménici se klimatické
podminky musi velice Casto vyrovnat s ménicimi se teplotami — teplotnim stresem. Jednim
z hlavnich ucinka nizké teploty je zvySena produkce toxické reaktivni formy kysliku (ROS),
ktera v kombinaci sbiochemickymi zménami omezuje bakterialni bunécné pochody
(Gadd, 2015). Vystaveni mikroorganismu nizkym teplotam ma dale za nasledek pokles
rychlosti syntézy proteind, snizeni fluidity membrany, denaturaci proteint, tvorba krystall
ledu, nebo zpomaleni difuznich procest pires membranu (Ayub, 2007). Produkci specifickych
proteinii reaguje builka na nepfiznivé teplotni zmény. Plsobenim nizkych teplot jsou
produkovany CSPs — ,,cold shock proteins®. V ptipad¢, Ze se jedna o buné¢nou odpoveéd
na pusobeni vysokych teplot, dochazi k indukci specifickych proteini (HSPs — ,,heat shock
proteins®). HSPs ¢asto slouzi jako molekularni chaperony nebo ATP-dependentni proteazy,
hrajici hlavni roli pfi obnové sklddani proteinii a degradaci proteini vlivem stresovych
podminek (Barria, 2013).

Vétsina mikroorganismil na zemi jsou soucasti mikrobidlnich filmt. Produkce PHA v téchto
mikrobidlnich spoleCenstvich neni zanedbatelna, predevsSim diky potfebé vyrovnavat se
s fyzikélnim a chemickym stresem a nutnosti adaptace na stale se ménici podminky prostiedi.
Biofilmy jsou mnohobunééna konsorcia, jejichZ uskupeni je vyhodné pro jednotlivé bunky,
zejména z pohledu ochrany pifed podminkami okolniho prostiedi (Ayub, 2007). Také néktefi
PHA producenti jsou schopni tvofit biofilm. Schopnost tvorby biofilmu byla napiiklad
prokazana u P. aerugiosa, ktera je schopna produkovat jak PHA, tak alginat. V ramci tvorby
biofilmu dochazi k soutézi mezi témito dvéma biosyntézami v souvislosti s odolnosti vuci
stresu (PHA) a tvorbé biofilmu (alginat). VEétsi mikrobialni diverzita PHA producentii byla
zjiSténa u motskych biofilmi, vystavenych enviromentidlnimu stresu organickymi polutanty.
Syntéza PHA je spojena s metabolismem lipidi, PHA producenti jsou konkurenceschopni
pravé v prostiedi s vyskytem mastnych kyselin, jako je napiiklad aktivovany kal
(Chen, 2010). Stresovych podminek je také vyuzivano pii selekci PHA produkujicich kmeni
u smésné mikrobialni kultury z aktivovaného kalu (Kap.1.5.2.3).

1.5.2.2 Extrémofilni producenti PHA

Nejveétsi pocet mikroorganismti se nachazi v podminkach ,,mirného* prostfedi. Na zemi
existuji ale také mista, kde prevladaji extrémni podminky, které jsou na prvni pohled se
zivotem mnohdy neslucitelné. Enviromentalni podminky vyskytujici se na téchto uzemich,
jsou charakteristické hrani¢nimi hodnotami pH, teploty, tlaku a koncentrace soli.
Extrémofilové predstavuji skupinu mikroorganismi, u kterych doslo k adaptaci a vytvotreni
ochrannych mechanismit  vi¢i  jednotlivym  extrémnim podminkdm. V zavislosti
na podminkach, na které se jednotlivé mikroorganismy adaptovaly, tvofi skupinu alkalofild,
halofili, thermophild, psychrofili nebo acidofilti. Schopnost akumulace PHA byla zjisténa
predevsim u Gram-negativnich extrémofilnich bakterii (Tan, 2014).

Mikroorganismy vyskytujici se v zasaditém prostfedi, jsou alkalofilové a mohou byt
rozfazeni do dvou skupin na zaklad¢ toho, jaké hodnoty pH jsou schopny akceptovat.
Alkalotolerantni mikroorganismy mohou rist Vv prosttedi pH 9-10, ale optimalni podminky
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pro rlst jsou pfi neutrdlnim pH. Na druhou stranu, alkalofilové vyzaduji pro svij rust
neutrdlnimu prostiedi nerostou. Sodné jezera nebo pousté predstavuji stabilni pfirodni zdroj
alkalického prostfedi. Bakterie izolovana ze sodného jezera Lonar lake, byla popsana jako
haloalkalofilni producent PHA (Joshi, 2008). pH pohybujici se v sodnych jezerech dosahuje
hodnot 10-12, coz je zptisobené vysokou koncentraci uhli¢itanu sodného. Kromé alkalického
prostiedi, je zde také pomérné vysoka koncentrace soli (Kulkarni, 2010), (Thomas, 2015).

Také n€které metanotrofni bakterie mohou syntetizovat PHB homopolymer z methanu
Vv podminkach, kdy jsou limitovany zivinami (Strong, 2014). Pieja a spol. uvedl studii
zabyvajici se produkci PHB methanotrofnimi bakteriemi v podminkéach nizkych hodnot pH.
Methanotrofni bakterie typu I, Methylocystis a Methylosinus, byly schopné syntézy PHB
v médiu obsahujicim 1 mM uhli¢itanu o pH 4 (Pieja, 2011).

Halofilni mikroorganismy vyzaduji pro sviij rist relativné vysoké koncentrace soli
v okolnim prostfedi. Mezi halofilnimi mikroorganismy je ftada heterotrofnich,
fotosyntetickych a litotrofnich bakterii a archei. Pomérné rozsitena je naptiklad archbakterie
Halobacterium sp., kyanobakterie a modro-zelena fasa Dunaliella salina. Skupina mirnych
halofilti vyzaduje pro sviij rust 5-20 % NaCl, optimalni koncentrace soli pro extrémni halofily
je 20 — 30 %. Halotolerantni mikroorganismy mohou rust v prostiedi s vysokou salinitou, ale
neni pro né¢ nezbytna. Mirné halofilni bakterie kolonizuji prostiedi slanych jezer, pousti, pud,
nebo jidel, a jsou schopny se adaptovat na prostfedi s obsahem soli v rozmezi od 0,2 — 4,5 M
patti Haloferax, Haloarcula, Natrialba, Haloterrigena, Halococcus, Haloguadratum,
Halorubrum, Natronobacterium, Natronocuccus a Halobacterium (Thomas, 2015). Halofilni
producenti  syntetizuji  scl-PHA, PHB a kopolymer poly-B-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvaleratu ve form¢ intracelularnich granuli, které slouzi v bunce jako zdroj uhliku
a energie. Prvni ptipad akumulace PHB halofilni archeou byl zaznamenan v roce 1970, kdy
byl izolovan Halobacterium marismortui z Mrtvého moie (Saharan 2014). Mezi nejlépe
prostudované halofilni producenty PHA patii Haloferax mediterranei, ktery je schopen
akumulovat kopolymer P(3HB-co-3HV) v relativné vysoké koncentraci, bez nutnosti
pfidavku prekurzoru. Mimo PHA je schopen syntetizovat také extracelularni polysacharidy
a C50 karotenoidni pigmenty, napomahajici regulaci fluidity membrany, adaptaci na vysokou
koncentraci soli a teplotu. H. mediteranei patii do skupiny extrémnich halofili a dokaze
ptezivat v prostiedi s téméf nasyceného roztoku NacCl.

Teplotni rozsah pro rist H. mediteranei je také pomérné Siroky 20-55 °C. Dalsim
vyznamnym zastupcem halofilnich PHA producentti je Halomonas boliviensis, patfici do rodu
Halomonadaceae. Rozsah koncentrace soli okolniho prostiedi by se mél optimalné pohybovat
od 5-25 %, teplotni rozsah pro rist této bakterie je 0 — 45 °C a pH 6 — 11. Kmen utilizuje
glukézu, xylozu a sacharozu, a je schopen produkce PHB o vysoké molekulové hmotnosti
1,100 kDa. Vyuziti halofilnich mikroorganismi k produkci PHA muze mit pozitivni vliv
na cenu biotechnologického a izolaéniho procesu. PHA granule lze snadno izolovat
pievedenim bun¢k z kultivaéniho média do hypotonického prostiedi, kde dochazi k poruseni
bunéénych stén vlivem zmény osmotického tlaku. Navic jsou, diky extrémné vysokym
koncentracim soli jsou pii kultivaci halofilnich PHA producentii snizené pozadavky
na sterilitu procesu, coz vyrazné snizuje naklady na up-stream proces. Dalsi z vyhod je
moznost pouziti moiské vody a rtuznych odpadnich materialti, jako substratu pro produkci
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PHA (Tabulka 8). Veskeré vyse uvedené vyhody se podileji na snizeni celkové ceny procesu
produkce PHA halofilnimi mikroorganismy (Yin, 2015).

Tabulka 8: Prehled produkci PHA halofilnimi producenty

Biomasa PHA PHA

Kmen Odpadni substrat [g/1] [g/1] [%] Ref.
extrudované ryzZoveé
otruby + ECS 140 77,8 55,6
extrudovany kukufi¢ny
H. mediterranei Skrob (ECS) 62,6 242 38,7 (Huang, 2006)
extrudovane psenicne
otruby + ECS 131 52,7 40,2
pSeni¢né otruby + ECS 68,4 28 40,9
enzym. upraveny
H. mediterranei extrud. Skrob 39,4 20 50,8 (Chen, 2006)
hydrolyzovana
H. mediterranei syrovatka 55 50 (Koller, 2007)
H. mediterranei laktdza ze syrovatky 12,2 73 (Kaoller, 2008)
hydrolyzovana
H. mediterranei syrovatka 5,69 9,86 65 (Pais, 2016)
Haloarcula marismortui Vinaza 15 45 30  (Pramanik, 2012)

(Quillaguaman,
Halomonas boliviensis LC1 hydrolyzat §krobu 0,92 0,55 58,8 2005)

ECS — extrudovany kukuti¢ny skrob

Ttida extrémofili adaptovanych na extrémné vysoké teploty lze roziadit do dvou skupin,
termofilové a hypertermofilové, jejimiz mikrobidlnimi zastupci jsou bakterie a archea,
optimalni teplota pro rist muze ptesahovat 80 °C. Na druhé strané jsou psychrofilni
mikroorganismy, které naopak odolavaji nizkym teplotam. Phylobus fumarii je dosud
nejodoln€jsim extrémnim termofilem, ktery preziva pii teplotdich 90-113 °C. Naopak
mikroorganismy prezivajici v podminkach -20 °C byly nalezeny v ledovych krach na mofi,
viabilita bun¢k byla zachovana i pfi teploté -196 °C (Kalia, 2015). Popsano je Vv soucasnosti
pouze n¢kolik psychrofilnich producentt PHA. U Antarktické bakterie Pseudomonas sp. 14-3
byla zjisténa schopnost produkce PHB pii teplot¢ 10 °C (Ayub, 2007). Goh a spol. také
studovali moznost produkce PHA u bakterii rodu Pseudomonas vV teplotnim rozsahu
od 5-30 °C. Nejvyssich vytézki mcl-PHA bylo dosazeno pfi teplot¢ 5 °C. Vyuzitim
oktanoatu a palmového oleje, jako substratu, byl obsah PHA v biomase az 48 % (Goh, 2012).

PHA jsou ve vétsin€ piipadi syntetizovany mezofilnimi bakteridlnimi kmeny, coz muze
vést Casto ke kontaminacim. Pouzitim nékterych termofilnich mikroorganismu
(Topt. 50-60 °C) lze snizit riziko bakterialni kontaminace, které znesnadnuje scale-up proces.
(Poli, 2011). Dalsi vyhodou je také rychlejsi rist bunék a s tim souvisejici kratsi celkovy Cas
kultivace, ve srovnani s mezofilni kultivaci. Naptiklad, doba kultivace mezofilni bakterie
Cupriavidus necator je 48-72 h pii teploté 30 °C, zatimco termofilni C. taiwanensis dosahne
nejvyssi koncentrace PHB vbunce po 14 hodinach pii teplot¢ 55 °C (Sheu, 2009).
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I pres to, ze bylo doposud popsano vice nez 300 producentiit PHA, jen velmi malo z nich jsou
bakterie termofilniho charakteru (Tabulka 9). V porovnani s Gram-negativnimi bakteriemi,
maji extrémofilnilni mikroorganismy vyhodu nizsi naroki na sterilitu prostiedi (Tan, 2014).
Extrémofilni producenti PHA jsou vzhledem k jiz zminénym nizkym néarokiim na sterilitu
prostiedi a schopnosti utilizovat odpadni substraty, velmi perspektivni z hlediska primyslové
produkce PHA (Saharan 2014).

Tabulka 9: Prehled produkce PHA termofilnimi producenty
Biomasa PHA PHA

Producent Substrat [9/1] [0/l [%] Ref.
Aneurinibacillus sp. XH2 Glukoéza 0,11 12 (Xiao, 2015)
Chelatococcus daeguensis Glycerol 2,5 20 80,8 (Xu, 2014)
Chelatococcus sp. Glycerol 4,8 73 (Ibrahim, 2010)
Caldimonas taiwanensis psenicny Skrob + 0,05% valerst 4,1 42 (Sheu, 2009)

kasava SKrob + 0,05% valerat 2,8 67
Pseudomonas sp. odpad z produkce biodieslu 15 0,61 40,6 (Satoh, 2011)
Thermus thermophiles Syrovatka 2,1 051 244 (Pantazaki, 2009)

1.5.2.3 Produkce PHA smésnymi mikrobidlnimi kulturami

Dalsi moznosti produkce PHA s minimalnimi naklady na biotechnologicky proces, je
vyuziti smésnych mikrobialnich kultur. Produkce PHA smé&snou mikrobialni kulturou (mixed
microbial culture-MMC) se jevi byt pro pramyslové aplikace jako velmi slibna a to pfedevsim
diky eliminaci pozadavkl na sterilni podminky a moznosti vyuziti odpadnich produkt jako
substratu, coz vede k rapidnimu snizeni koncové ceny produktu (Villano, 2014). MMC
mohou vyuzivat celé Skaly odpadnich substrati, primyslovy a komundlni odpad,
lignocelulézové odpady, ale také napiiklad glycerol. Castym zdrojem mikrobialni producentt
byva aktivovany kal z CdistiCek odpadnich vod. OvSem ne vSechny mikroorganismy
nachdzejici se v mikrobidlni smési jsou schopny produkce PHA a je nutno ziskat co nejvétsi
podil PHA produkujicich mikroorganismti v MMC, za ucelem dosazeni maximalni mozné
produkce PHA (Saharan 2014). Producenti PHA jsou ze smésné mikrobialni kultury ziskany
nastavenim podminek, tak aby byly ostatni mikrobialni populace potlaceny (Queiros, 2014).
Efektivita produkce PHA smésnymi kulturami je ovlivnéna podminkami kultiva¢niho procesu
v bioreaktoru tak, aby bylo dosazeno optimalnich podminek pro organismy schopné
akumulace PHA (Valentino, 2015). Za ucéelem selekce mikrobialnich PHA producentl je
vyuzivan sekvencni vsadkovy fermentor. Aplikovany jsou zde dva mozné piistupy vybéru
PHA producentl; aerobni dynamické krmeni (ADF — aerobic dynamic feeding) nebo pouziti
alternativniho anaerobniho a aerobniho systému (AN/AE) (Moralejo-Garate, 2014), (Saharan
2014). Zisk PHA produkujici populace je zasadni pro cely proces biotechnologické produkce.
Nicméné snaha zvysit schopnost akumulace, miZe vést k zisku nestabilni populace. Idealné
by mélo dojit k vytvofeni homogenni smésné mikrobialni kultury, srelativné vysokou
a stabilni schopnosti akumulovat polymer (Serafim, 2008).

K produkci PHA, vyuzitim smésnych mikrobialnich kultur, jsou jako substraty vyuZzivany
piedev§im primyslové odpadni vody =z potravinaiskych nebo papirenskych vyrob
(Albuquerque, 2011). Odpadni materialy jsou z pravidla bohaté na obsah organickych latek,
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méné na obsah Zivin. Tento nevyvazeny stav pfisunu zivin podporuje rist PHA produkujicich
mikroorganismi, nicméné dochazi k minimalni utilizaci substratu a produkci PHA. Z tohoto
diivodu se ptistoupilo k tpravé odpadnich materidlu, enzymaticky, teplem, nebo mechanicky.
Cilem ptedupravy odpadnich materialu je zisk tékavych mastnych kyselin a sacharida, které
mohou byt lehce vyuZzivany jako substrat pro PHA producenty. V pfipadég, kdy je substratem
zvolen odpad bohaty na ziviny, které mize MMC utilizovat pfimo (napf. volné mastné
kyseliny), je vyuzit dvoustupnovy proces produkce PHA. V prvnim kroku je vybrana PHA
produkujici smésna kultura a v nasledujicim kroku maximalizovana akumulace PHA v daném
mikroorganismu (Queir6s, 2014). Jestlize nemlze byt odpadni substrat utilizovan piimo,
vyuzivan je tfistupiiovy proces produkce PHA. V prvnim kroku dochézi k predupravé
odpadnich materidli, dalsi stupenn ptedstavuje selekci PHA producenti (ADF, AN/EN)
a Vv poslednim kroku dochézi k samotné produkci PHA. Vlastnosti polyesteru jsou ovlivnény
substratem, ktery je generovan béhem acidogeneze. Charakter ziskanych tékavych mastnych
kyselin je zasadni pro slozeni a strukturu polymeru (Moralejo-Garate, 2014)

Vybér kultury s vysokou schopnosti akumulace PHA je jednou z nejvétsich vyzev
Vv procesu produkce PHA MMC. Nejprve je ziskana stabilni a homogenni kultura, u které je
nasledné zkoumana schopnost akumulace PHA. Studie zabyvajici se mikrobidlnim slozenim
MMC PHA producentt potvrdily pomérné Sirokou fylogenetickou diverzitu. Mikroorganismy
rodu Thauera, Azoarcus, Amaricooccus, Zooglea, Meganema a Paracoccus byly
identifikovany jako nejCastéji vyskytujici se producenti PHA nachézejici se v MMC
(Reis, 2003), (Albuquerque, 2012).

Jedna z nejefektivnéjsich metod selekce PHA produkujici MMC je aerobni dynamicky
krmny systém (ADF — aerobic dynamic feeding strategy), také znamy jako ,hlad/hody*
(F/F — feast and famine). Principem této metody je stéidani faze limitace/piebytek substratu.
V piipad¢ faze piebytku substratu, je v médiu pfitomen nadbytek zdroje uhliku, ktery je
stiidan se stavem, kdy je naopak Kkultura substratem limitovana a dochazi tak k vyuZiti
ulozené¢ho polymeru pro zajisténi zékladnich pochodii PHA produkujicich kment. SnizZeni
koncentrace substratu vede ke zpomaleni metabolismu a enzymatické aktivity bunky.
Po piechodu z faze limitace do faze piebytku dochazi k rapidnimu zvyseni akumulace PHA
v bunkach (Saharan 2014), (Reis, 2003). Schopnost akumulace PHA jako zasobniho
polymeru, piredstavuje pro PHA producenty konkurenéni vyhodu v porovnani
s mikroorganismy, které nejsou schopny akumulovat intracelularni PHA (Reis, 2003).

Alternativni metodou pro selekci PHA producentll je aerobni/anaerobni proces. Timto
pfistupem mohou byt selektovany dvé skupiny organismii, mikroorganismy akumulujici
fosfor (PAO) a glykogen (GAO) (Serafim, 2008). PAO jsou mikroorganismy schopny
akumulace fosforu ve formé intracelularniho polyfosfatu. T¢kavé mastné kyseliny mohou byt
PAO vyuzivany jako zdroj uhliku, za anaerobnich podminek a tyto mikroorganismy je dokazi
nasledné akumulovat jako intracelularni PHA. Energie nezbytné pro procesy biotransformace
je ziskavana stépenim polyfosfatu. Glykogen akumulujici organismy vyuzivaji glykogen jako
primarni zdroj pro anaerobni zpracovani volnych mastnych kyselin a tvorbu PHA, zatimco
PHA je oxidovano aecrobné coz vede K ristu biomasy a tvorbé glykogenu (Oehmen, 2007).
Zasobni glykogen je spotfebovavan za aerobnich i anaerobnich podminek, méni se pouze
stechiometrie. GAO jsou Vporovnani s PAO méné efektivni ve vyuzivani energie
(z glykogenu). GAO musi vyuzivat vétsi mnozstvi glykogenu pro udrzeni redoxni rovnovahy
odsunutim casti glykolytickych meziprodukt pro produkci propionyl-CoA, zaroven dochazi
k zvysené produkci PHA pfi anaerobnich podminkach (Serafim, 2008).
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Moznosti vyuziti xylozy jako zdroje uhliku pro MMC se zabyval Huang a spol. Pro vybér
vhodnych PHA producentt byla zvolena metoda ADF. V takto ziskané MMC byly nejvice
zastoupeny Proteobakterie, Celvibrio sp. a P. putida (Huang, 2016). Dalsim moznym
substratem pro produkci PHA smésnou mikrobialni kulturou je syrovatka, jejimz vyuzitim se
zabyva n€kolik studii (Duque, 2014), (Valentino, 2015b), (Colombo, 2016). Jak bylo uvedeno
vyse, velice slibnou skupinou substratii jsou odpadni vody pochézejici piedevsim
z potravinatskych vyrob. Tento fakt dokladaji studie zabyvajici se vyuzitim odpadnich vod
pro produkci PHA pomoci MMC (Fernandez-Dacosta, 2015), (Elain, 2016), (Ntaikou, 2014).
V ptipad¢ vyuziti odpadni vody jako substratu, je z divodu mnohdy nizkych koncentraci
zivin nutné pievést organické latky pFitomné ve vodé na tékavé mastné kyseliny
v acidofika¢nim reaktoru (Jiang, 2012). Tamis a spol. vyuziva ve své studii, pro zavedeni
pilotni jednotky odpadni vody z potravindiské vyrobny bonbdéni a cokolddovych tycinek
Mars. Selekce MMC byla uskute¢néna aplikaci systému ADF. Takto ziskanad kultura byla
schopna akumulace 0,7 g PHA/g tékavych nerozpustnych latek (Tamis, 2014).

1.5.2.4 Produkce PHA v konceptu biorafinerie

Fosilni paliva jsou v dne$ni dobé nezbytnou soucasti kazdodenniho zivota, spotieba
ropnych produktli neustale roste, ale zdsoby ropy se zmensuji. Prokazan byl negativni vliv
emisi na zemské klima, které vznikaji spalovanim fosilnich paliv ptedstavujici hlavni produkt
ropné rafinerie. Vice nez 4 % z celkového mnozstvi celosvétové ziskané ropy, je vyuzito
v procesu rafinerie pro produkci chemikalii a plastickych material. V ramci ekologie
a zmirnéni zmén klimatu je snaha omezit vyuzivani ropy jako vstupni suroviny pro produkci
paliv a dalSich petrochemickych produktt. Z hlediska trvale udrzitelné ekonomiky se zda byt
vyuziti obnovitelnych zdroja v procesu biorafinerie velice slibnou alternativou ropnych
rafinerii. Rostlinnd biomasa ma velky potencidl byt alternativou k fosilnim zdrojiim a nachazi
uplatnéni pfi priamyslové vyrobé chemikélii a plastd. Klimatické zmény, energeticka
bezpecnost a rozvoj venkova jsou tfemi hlavnimi hnacimi silami pro vyuziti biomasy
v procesu biorafinerie (Cherubini, 2010). P#i procesu biorafinerie dochazi ke zpracovani
biomasy a produkci biopaliv, energie a celé skaly chemikalii a materiald. Analogicky funguje
ropna rafinerie, pomoci které je ze vstupni suroviny-ropy ziskana cela fada petrochemickych
produktti. Uplatnéni biorafinerie v primyslovém meétitku je slibnym zplisobem vyroby fady
produktti, sohledem na Zivotni prostiedi (Nigam, 2009). Existuje cela fada definici
biorafinerie, pravdépodobné¢ tou nejkomplexnéjsi je definice vytvofena mezinarodni
agenturou pro energii (IEA-Task 42). IEA definovala biofarinefii jako udrzitelné zpracovani
biomasy za vzniku energie a fady produktu, které jsou uréeny k prodeji (De Jong, 2015).
Koncept biorafinerie zahrnuje Sirokou $kalu technologii vyuZzivanych pro zpracovani biomasy
na suroviny, které mohou byt nasledné¢ prfeménény na produkty s ptfidanou hodnotou
(materialy, chemikalie, paliva) (Cherubini, 2010). Biorafinerie piedstavuje integrovany
,upstream, midstream, downstream* proces zpracovani obnovitelnych surovin. Vyuzivana je
cela fady surovin, pochazejicich z lesnictvi, zemédélstvi, vodohospodafstvi, pramyslovy nebo
komunalni odpad. Koncept biorafinerie neni novy, fada stavajicich technologii vyuzivajici
jako vychozi surovinu biomasu (cukr, Skrob, dfevo) mize byt do jisté miry oznacena jako
,biorafinerie”. Avsak diky ekonomickym a environmentalnim aspektim je nutné prevedeni
téchto vyrob do konceptu biorafinerie v pravém slova smyslu. Produkty biorafina¢niho
procesu mohou byt jak produkty koncové, tak i meziprodukty (jidlo, krmivo, materialy,
chemikalie, energie). Biorafinerie mize byt rozdélena do riznych platforem (De Jong, 2015):
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=

,»Whole crop* — vyuzivajici suroviny jako jsou cereélie nebo kukufice

2. Zelena biorafierie — materidly které obsahuji vysoky obsah vody-trava,
fytoremediac¢ni rostliny, vodni hyacinty

3. Lignocelul6zové biomasy — zdroj sacharid, vyuzivajici materidlii s vysokym

obsahem celul6zy — slama, dfevo, odpadni papir

4. Bioplyn — diky pfirozenym mikrobialnim konsorciim dochazi v anaerobnim
prostiedi k produkci methanu, jako vstupni biomasa mlize byt vyuzivan organicky
odpad

5. Obnova olejii — vyuziti procesu transesterifikace pro Upravu rostlinnych oleji,
zvitecich tuki, pouzitych kuchyiiskych oleji za ucelem zisku methylestert
mastnych kyselin, biodieslu.

6. Geneticky upravené rostliny — vyuziti geneticky upravenych rostlin za ucelem
zvyseni produkce biomasy, chemickych latek, nebo dokonce sloucenin, které by
ptirozené neprodukovaly (Doelle, 2009).

Biorafinerie uplatituje dva zpasoby zpracovani vstupni suroviny. Prvni zplsob je
biochemicky, vyuzivajici pfedevS§im sacharidy, druhy je termochemicky, kde dochazi
k zplynéni biomasy a syntéze kapalnych paliv Fisher-Tropschovych procesem. Ve smyslu
moderni biorafinerie je Casto jako vstupni surovina vyuzivdna smés odpadnich biomas
(Boneberg, 2016). Existuji dva hlavni termochemické procesy preménujici biomasu na energii
a chemické produkty. Ke zplynéni biomasy dochazi pisobenim vysoké teploty (>700 °C),
Vv prostiedi se snizenym obsahem kysliku, za vzniku syntézniho plynu tvoteného z Hz, CO,
CO2 a CHs. Takto generovany syntézni plyn lze piimo vyuzit jako biopalivo, nebo mize
slouzit jako surovina pro produkci paliv a chemikdlii. Pyrolyza je dal$im procesem
vyuzivajicim se ke konverzi biomasy. V procesu pyrolyzy je pouzita teplota 300—600 °C, kdy
za anaerobnich podminek vznika pyrolyzni olej, uhli a plyny podobné syntéznimu plynu. Uhli
je spolu se syntéznim plynem vyuzito pro produkci elektrické energie v elektrarnach, nicméné
vyuziti pyrolyzniho oleje je problematické a v soucasné dob¢ se touto problematikou zabyva
fada studii.

Na rozdil od termochemickych procesti probihd biochemicky proces zpracovani biomasy
ptfi nizkych teplotich a ma vyrazné nizsi reakcéni rychlost. Mikroorganismy jsou zde
vyuzivany v procesu fermentace biomasy, za ucelem zisku produkti s pfidanou hodnotou
(rozpoustéla, organické kyseliny, bioplasty). Biomasa je pouZzita surova nebo pfedupravena,
Vv zavislosti na enzymatickém vybaveni daného mikrobialniho producenta (Cherubini, 2010).

Pokrocilé biorafinerie predstavuji aplikaci konceptu biorafinerie na jiz existujici
prumyslové infrastruktury. Zcela nové koncepty biorafinerii jsou prozatim uskuteciovany
pouze v malych objemech a na pilotnich linkach. IEA ptedpoklada, Ze realizace uplatnéni
biorafinerie v primyslovém méfitku, by se mohla uskute¢nit do roku 2025 (De Jong, 2015).

Substraty, vyuzivané v soucasné dobé pro produkci PHA, jsou primarné ziskdvany ze
zdroji, které by mohly byt vyuzity jako potraviny. Vyuzivany jsou napiiklad cukrova titina,
kukufice, nebo rostlinné oleje, spotifebou téchto komodit pro produkci PHA dochazi k soutézi
S potravnim fetézcem. V ptipad¢, ze je pro produkci PHA pouzita kukufice (sacharidy) jako
zdroj uhliku, z 1 kg kukufice je mozno ziskat 0,67 kg glukozy, ze které je mozno syntetizovat
0,27 kg PHA. Pro vyrobu 34 000 tun PHA by bylo za potiebi 126 000 tun kukufice. Je tedy
nezbytné vyuzivat v prvni fad¢ zdrojl, které nemaji vyuziti v potravnim fetézci a nezasahuji
do n¢&j (Jiang, 2016). Substraty vhodné pro produkci PHA jsou voleny na zakladé schopnosti
bakterie vyuzivat jednotlivé ziviny a zaroven produkovat PHA ve vysokych koncentracich.

39



Pro produkci PHA je mozné zvolit tii skupiny substrati; monosacharidy, triacylglyceroly
a uhlovodiky (Obrazek 12). Utilizovat jednoduché sacharidy jako zdroj uhliku je schopna
vétSina PHA produkujicich mikroorganismi, zatimco olejnaté substraty dok4zi metabolizovat
pouze vybrani bakteridlni PHA producenti. Moznost vyuzit uhlovodiky jako zdroj uhliku,
byla popsana pro bakterie rodu Pseudomonas, které jsou schopny produkce mcl-PHA
(Sun, 2007), (Kato, 1996).

Vyuziti odpadnich surovin, jako je glycerol, lignocelulézové substraty nebo odpadni oleje
je slibnym zptasobem produkce PHA vramci konceptu biorafinerie/udrzitelnosti
(Jiang, 2016).

Lignin chemické zpracovani ‘ aromatické slouceniny ‘

‘ Lignoceluldza ‘ Uprava » | celuldza hydrolyza glukoza fermentace

: ‘ 2. generace bicethanolu

hemiceluldzovy hydrolyzat |
) . methanal |-
‘Rosﬁinné a wvifed olejeftuky| | mastné kyseliny — [ generac'e\" —
terifik )
R / @e bioetanolu |
glycerdl o
odpadni voda
skrob hidroli’za glukoza | fermentace> ‘ 1. generace bicethanolu

Obrazek 12: Schéma produkce PHA v konceptu biorafinerie (Jiang, 2016)

Piikladnym konceptem biorafinerie Vramci produkce PHA mize byt vyuziti
lignocelulézové biomasy. Zpracovanim lignocellozovych materialu je vedle sacharidi, které
mohou byt vyuzity pro produkci PHA, generovano také velké mnozstvi hemiceluldz.
Hydrolyzou celulozy vznika glukéza, ktera mize byt vyuzita k biotechnologické produkci
bioethanolu. Hemicelul6zy mohou byt hydrolyzou pfemény na C5 sacharidy, zejména xylozu,
ktera muze byt vyuzita nejen pro produkci PHA (Kap.1.5.2.5) (Lopes, 2009), (Jiang, 2016).

Integrace PHA produkce do systému biorafinerie je slibnym konceptem vedoucim
ke snizeni vysledné ceny polymeru s moznosti paralelni produkce biopaliv, bioethanolu
a biodieslu (Jiang, 2016), (Mohan, 2016). Obruca a spol uvedl studii zabyvajici se moznosti
vyuziti kavové sedliny pro produkci PHA ve smyslu biorafinerie. Pro produkci PHA byl
vyuzit olej extrahovany z kavové sedliny, ktery byl pfimo utilizovan C. necator. Kavova
sedlina zbavena oleje muze byt vyuzita pro zisk energie spalenim, které by mohly pokryt
energetické naroky na extrakci, sterilizaci reaktoru, a samotnou produkci PHA, pifipadné jeho
izolaci (Obruca, 2014).

Silva a spol. uvadi mozZnost produkce PHA v konceptu biorafinerie vychazejici
ze zpracovani cukrové titiny. Hlavnim produktem je cukr, diky wvysoké koncentraci
zbytkovych hexdz miize byt v ramci biorafinerie produkovan ethanol 1. generace. Fermentaci
sacharida ziskanych z ptredupravené odpadni titinové biomasy muze byt ziskan také ethanol
2. generace. Nadbytek pentdz lze vyuzit pro produkci PHA. Kromé PHB je mozna produkce
P(3HB-c0-3HV), kdy je jako prekurzor vyuzita kyselina levulova, ktera vznikla jako vedlejsi
produkt hydrolyzy odpadni titinové biomasy (Silva, 2014). Studii zabyvajici se zpracovanim
slune¢nice v procesu biorafinerie publikoval Kachrimanidou a spol. Vedle hlavniho produktu
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— slunecnicového oleje, je vyuzivan odpadni glycerol a hydrolyzaty slune¢nicovych vyliskl
jako obnovitelny zdroj zivin pro produkci PHB nebo P(3HB-co-3HV) vyuZivajici jako
prekurzor opét kyselinu levulovou. Zaroven je optimalizovan proces frakcionace
slunec¢nicovych vyliski pro zisk proteinti, antioxidant a jiz zminénych substrat pro produkci
PHA (Kachrimanidou, 2014).

1.5.25 Produkce PHA na odpadnich substrdtech

Ze schématu (Obrazek 11) vyplyva, ze je pro produkci PHA mozné vyuzit substraty
S obsahem sacharidii, ale i mastnych kyselin. Tohoto faktu se vyziva pii hledani novych
uhlikatych substrati pochézejicich z obnovitelnych zdroji. Jak jiz bylo zminéno diive
(Kap.1.1.2), cena uhlikového substratu a Zivin je zasadni pro cenu koncového biopolymeru,
vyrazné ovlivituje ekonomickou naro¢nost celého procesu, ale také konkurenceschopnost vici
tradi¢nim/fosilnim plastim. Primyslové a zeméd¢€lské odpadni produkty Casto slouzi jako
levné zdroje zivin, vhodné pro produkci PHA, jednd se ptedevSim o lignocelul6zové
materialy, odpadni oleje, syrovatku, melasu, nebo glycerol (Du, 2012).

Lignocelulozové materialy jsou hlavni strukturni sloZkou rostlin a pfedstavuji primarni
zdroj obnovitelné organické hmoty na zemi. Lignocelulézova biomasa je diky produkci pies
80 bilionu tun ro¢né nadéjnou surovinou pro produkci fady pramyslovych produkti, jako je
papir, bioethanol, chemikdlie nebo polymery (PHA). Vyhoda lignocelul6zové biomasy
spo¢iva predevsim v dostupnosti a nizké cené¢. Na druhou stranu, jeji vyuziti pro
biotechnologické produkce vyzaduje predapravu v podobé hydrolyzy, tak aby doslo
ke zvySeni koncentrace sacharidi. Problémem byva také piitomnost toxickych latek
V hydrolyzatech a s tim spojené pomérné nakladné odstraiiovani. Hlavnimi slozkami rostlinné
biomasy jsou celuloza (45 %), hemiceluloza (30 %) a lignin (25 %), zastoupeny jsou také
proteiny, organické kyseliny, soli a mineraly (Wyman, 2004). Celuléza a hemiceluldza jsou
polysacharidy, které mohou byt plsobenim hydrolyzy pfevedeny na sacharidy.
Hydrolyza mutze byt uskutecnéna aplikaci fyzikalnich metod, chemicky (plsobenim
kyseliny/zasady) nebo enzymaticky. Kombinace celuldzy, hemiceluldézy a ligninu zajistuje
materialu pomérné vysokou odolnost proti pusobeni hydrolyzy zvlasté pak enzymu (Peters,
2007). Nejvice odolava pusobeni hydrolyzy lignin, naopak hemiceluléza je v porovnani
scelulozou  snadn&ji  hydrolyzovatelna  (Wyman, 2004), (Kumar, 2008).
Pieduiprava lignocelulézovych materidlli pied aplikaci celulazy vyrazné zvySuje UspéSnost
hydrolyzy a vytézek glukdzy. Celulazy piredstavuji skupinu enzymi, které pusobi
na lignocelulézovou matrici a hydrolyzuji celulézu. Enzymatickou hydrolyzou celul6zy mlize
byt ziskan az 100% vytézek glukdzy. Celulolytické enzymy mohou byt rozd€leny do tii
skupin: i) endoglukandzy, pulsobici na vnitini vazby celulézového fetézce,
ii) celobiohydrolazy stépi konce fetézce, produktem je celobidza, iii) B-glukosidazy pusobi
na celo-oligosacharidy a celobidzu, kdy vyslednym produktem je glukéza (Wyman, 2004),
(Kumar, 2008). Hlavnimi producenty celulolytickych enzyma jsou houby a vybrané
mikroorganismy. Celulazy produkuji predevsim plisn€, ale také nekteré aktinomycety.
Pramyslové jsou celulazy vyrabény biotechnologicky, kultivaci mikroorganismd rodu
Trichoderma a Aspergillus (Mizamoto, 1997).

Hemiceluldza piedstavuje druhou nejvice rozsifenou obnovitelnou surovinu, chemicky se
jedna o polymer sloZeny z pentdz, hex6z a cukernych kyselin. Kyseld hydrolyza lignocelul6z
je obvykle uskute¢néna pouzitim mineralnich kyselin, jejichz plsobenim dojde k naruseni
dlouhého fetézce a zisku oligo- a monomernich jednotek sacharidi. Vyhoda kyselé hydrolyzy
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spo¢iva v tom, ze kyselina mtize na lignocelulézu pusobit bez nutnosti odstranéni ligninu.
Kyseld hydrolyza probiha za zvySené teploty pro lepsi vytéZnost procesu, coz muize vést
k tvorbé toxickych vedlejsich produkti rozkladu sacharida. (Lenihan, 2010), (Verardi, 2012).
Vedle sacharidi mohou byt ale produkovany také latky inhibicné pasobici na
biotechnologicky vyznamné mikroorganismy. Na zéklad¢ jejich plivodu je lze rozdélit do tii
skupin: i. slabé organické kyseliny, ii. derivaty furanu, iii. fenolické latky. Zdroj fenolickych
a aromatickych sloucenin je ptedevSim lignin. Jeden z moznych mechanismil piisobeni
fenolickych latek na mikroorganismy, je naruseni funkce bunétné membrany, zménou
zastoupeni protein/lipid. Fenolické latky také negativné plisobi na enzymy ucastnici se
hydrolyz, ptedpoklada se jejich precipitace v disledku zvySené koncentrace téchto latek
(Wyman, 2004), (Mizamoto, 1997), (Jonsson, 2013). Dalsimi latkami, které se také vyskytuji
V linocelulézovém hydrolyzatu, jsou alifatické Kkyseliny (octova, mravenc¢i, levulova).
Kyselina octova primarn¢ vznikd hydrolyzou acetylovych skupin hemicelul6z, zatimco
kyselina mraven¢i a levulovda jsou produkty termochemické degradace polysacharidi.
Nedisociované kyseliny vstupuji do bun¢k difuzi pfes bunécnou sténu a nasledné disociuji
diky neutralnimu pH prostfedi cytosolu. Disociace kyselin mulze vést ke snizeni
intracelularntho  pH, kter¢é vede kbunéné smrti. Derivaty furanu, furfural
a hydroxymethylfurfural jsou produkovany dehydrataci pent6z a hexdz (Chandel, 2011),
(Jonsson, 2013).

K odstranéni inhibitorG z hydrolyzatu lze vyuzit celou fadu technik. V ramci aplikace
fyzikalnich metod je vyuzivana evaporace nebo membranova separace. Evaporace je u¢inna
metoda pro odstranéni té¢kavych latek jako je kyselina octova a furany, ucinnost zde muze
dosahovat az 100 % (Wilson, 1989). Membranovou separaci lze odstranit kyselinu levulovou
nebo octovou (Grzenia, 2010). Hydroxid sodny a véapenaty jsou nejCast€ji vyuzivanymi
zasadami pro neutralizaci pfipadné eliminaci kyselin. Hojn€ rozSifené je také vyuZiti
,over-liming* procesu k odstranéni tékavych latek. Hydroxid vapenaty reaguje s kyselinami
pfitomnymi v lignocelulozovém hydrolyzatu, dochazi k vysraZeni siranu vapenatého.
Nevyhodou této metody je mozna reakce hydroxidu se sacharidy a snizeni koncentrace
fermentovatelnych sacharidi v hydrolyzatu (Chandel, 2011), (Persson, 2002). Velice
efektivni metodou detoxifikace hydrolyzatd, je aplikace aktivniho uhli, pomoci kterého mutize
byt odstranéno velké mnozstvi inhibitorti. Nevyhodou je pomérné vysoka cena aktivniho uhli.
Efektivita procesu se odviji od pouzité koncentrace aktivniho uhli, teploty a dobé celého
procesu (Parawira, 2011). Pro detoxifikaci lze také vyuzit biologickych metod, kdy jsou
pouzity mikroorganismy, respektive jejich enzymatické vybaveni. Oproti vyse uvedenym
metodam je tento detoxifikacni proces pomaly a diky pfitomnym mikroorganismim dochézi
ke ztraté casti fermentovatelnych sacharidd, které jsou mikroorganismy vyuzivany jako zdroj
uhliku (Parawira, 2011), (Chandel, 2013). Ureibacillus thermosphaericus nebo Trichoderma
reesei jsou mikroorganismy, u kterych byla popsana schopnost degradace furfurald (HMF),
aromatickych sloucenin, slabych kyselin (Parawira, 2011). Dal§im moznym piistupem
k detoxifikaci, je adaptace mikroorganismii na latky nachazejici se v lignocelulézovém
hydrolyzatu. Mikroorganismus je vystavovan vzrustajicim koncentraci inhibitort, az dojde
k vytvofeni mechanismu, pomoci kterého je bunka chranéna pted plisobenim inhibitoru.
Mechanismus adaptace mize byt vytvoien zménou enzymatické specifity anebo fyziologie
bunky. (Chandel, 2011), (Parawira, 2011), (Chandel, 2013).
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Pro biotechnologickou produkci PHA byly vyuzivany odpadni materialy pochazejici
predevs§im ze zemédélské biomasy — dievo, rostlinna biomasa, kavova sedlina atd. (Tabulka

10).
Tabulka 10: Prehled produkce PHA na lignocelulézovych substratech (Obruca, 2015)
Produkéni Typ PHA
mikororganismus Substrat PHA Typ kultivace [a/1]
Burkholderia cepacia xyloza PHB banka, batch 1,6
Pseudomonas strains rostlinnd biomasa IanI—(;,IO-\ barika, batch 0,3
Azotobacter beijerinickii kokosové vylisky PHB barika, batch 2,4
Burkholderia sacchari hydrolyzat pSenicné slamy PHB ferm%”att% rh Fed-— 1050
. . P(LA- y
Recombinant E. coli co-3HB) barika, batch 3,6
Burkholderia cepacia hydrolyzt dieva PHB batika, batch n.d.”
Ralstonia eutropha lignocelulézoy hydrolyzat PHB barika, batch 6,3
Bacillus firmus hydrolyzat ryzové slamy PHB barika, batch 1,7
. , o P(3HB- 3
Burkholderia cepacia hydrolyzat dieva ¢0-3HV) barika, batch 2,0
. . hydrolyzat celuld -
Recombinant E. coli ydro yzat,ce u 0zy P(3HB barika, batch 2,1
+ propionat co-3HV)
Bacillus megaterium odpad ze Zpracqyéni palmového PHB batika, batch 12,5
Burkholderia cepacia hydrolyzat dieva PHB fermentor 8,7
Sacharophagus degradans lignoceluldzovy odpad z Agave PHA barika, batch n.d.”
Burkholderia cepacia lignocelul6zovy hydrolyzat PHB banka, batch 2,3
Burkholderia sacchari lignocelul6zovy hydrolyzat PHB barka, batch 2,7
Halomonas boliviensis psetiene Otf“b,y + hydrolyzat PHB barka, batch 4,0
bramborového odpadu
Ralstonia eutropha hydrolyzat vodniho hyacintu PHB fermentor, batch 7,0
Burkholderia sacchari xyloza PHB barka, batch 3,2
Burkholderia sacchari xyloza PHB barika, batch 2,7
Ralstonia eutropha enzymaticky hydrolyzovana buni¢ina ~ PHB barika, batch 2,8
Sphingobium scionense enzymaticky hy(vimlyzovane mekke PHB barika, batch 0,4
drevo
Burkholderia cepacia hydrolyzovana kavova sedlina clj)(—33HH?/-) barika, batch 3,1
P(LA-
Brevundimona svesicularis hydrolyzované piliny co-3HB- baika, batch 0,3
co-HV)
Bacillus thuringiensis lignocelul6zovy hydrolyzat PHB banka, batch 4,2

"n.d. — koncentrace neuvedena

Produkce olejii a tuk zrostlinnych a Zivo€isSnych zdroji byla vroce 2000 vice nez
3 miliény tun, ztoho 75 % byly oleje pochazejici zrostlin. Lipidické substraty jsou
povazovany za velmi slibné, z hlediska produkce PHA. B-oxidaci je ziskan acetyl-CoA, ktery
slouzi jako vychozi molekula pro biosyntézu polyhydroxyalkanoati. Dalsi vyhoda je relativné
nizky obsah vody v lipidickych materidlech a s tim souvisejici odolnost vii¢i mikrobialni
kontaminaci. Mimo zpracovani rostlinnych oleji je mozné pouzit pro kultivaci odpadni oleje,
napiiklad z potravinafskych vyrob. Jedna z hlavnich vyhod vyuziti odpadnich oleji jako
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substratu pro produkci PHA je fakt, ze odpadni oleje nezasahuji, na rozdil od surovych
rostlinnych oleji a dalSich predev§im Skrobnatych surovin, do potravniho fetézce
(Obruca, 2010).

Vyuziti nachazeji oleje pii produkci biodieslu, kdy dochazi k transesterifikaci
triacylglycerol rostlinnych olejli a Zivoc¢isnych tukti. V Evropé€ je nejrozsifendji vyuzivanym
olejem pro produkci biopaliva sluneénicovy olej sojovy olej v USA, fepkovy v Kanadé
a palmovy v Jihovychodni Asii (Ciesielski, 2015). Odpadni oleje vSak nejsou pro produkci
biodieslu optimalni, ptedev§im diky vysoké hodnoté peroxidového Cisla a Cisla kyselosti.
Vysoky obsah volnych mastnych kyselin negativné ovliviluje transesterifikacni proces
a dochazi k produkci velkého mnozstvi vedlejSich produktli, v rdmci alkalicky katalyzované
transesterifikace. Aplikaci kyselé katalyzy dojde v piipadé vysoké koncentrace volnych
mastnych kyselin, ke zvySeni kinematické viskozity oleje, coz vede k vyssi spotfebé energie
pii procesu esterifikace (Sharma, 2008), (Obruca, 2014a), (Meher, 2006).

Rostlinné oleje jsou diky svému komplexnimu sloZeni triacylglyceroli vhodnym
substratem pro PHA produkujici mikroorganismy (Tabulka 11). Studie navic prokazaly, ze
pouziti oleje jako substratu zlepSuje vytéznost procesu biosyntézy (Lee, 2008). Paradoxné
bylo prokazano, ze pro produkci PHA, mlze mit pouziti zna¢n¢ znehodnoceného lipidického
substratu pozitivni efekt na akumulaci PHA. Tepelnou ndmahou oleje dojde k zvySeni
koncentrace volnych mastnych kyselin, mozna je také ptitomnost proteind, sacharidu, které
se do oleje dostanou smazenim potravin (Obruca, 2010). Volné mastné kyseliny jsou pro
bakterie substratem, ktery mohou lépe absorbovat a utilizovat bez nutnosti enzymatické
upravy. Volné mastné kyseliny mohou navic v médiu pusobit jako surfaktanty, z oleje se
stdva emulze a triacylglyceroly jsou pristupné lipazdm. Negativni vlastnosti odpadnich oleji
pro produkci biodieslu jsou pozitivnimi ve smyslu produkce PHA (Ciesielski, 2015). Vytézek
PHB, kde byl jako substrat pouzit rostlinny olej, byl téméf dvojnasobny ve srovnani
s produkci na sacharidovém substratu (Akiyama, 2003). Vedle rostlinnych oleji lze pro
produkci PHA pouzit také odpadni fritovaci olej (Verlinden, 2011). Odpadni oleje maji tu
vyhodu, stejné jako nékteré zemédélské biomasy, ze nedochazi k interferenci s potravnim
fetézcem. Jedna se tedy o efektivni zpracovani odpadniho materialu (Vactor, 2010). Kavova
sedlina obsahuje také relativné velké mnozstvi kavového oleje 11-20 %. Diky vysokému
obsahu ligninu, polyfenolu a rezidui kofeinu je nemozné vyuzit kavu na zkrmovani dobytka.
(Kwon, 2013). Olej obsazeny zkavového odpadu vsak lze vyuzit pro biosyntézu
polyhydroxyalkanoatti (Obruca, 2014a).

Tabulka 11: Prehled produkce PHA na olejnatych substratech

Produkéni
mikroorganismus Substrat PHA [g/l] Reference
C. necator H16 sojovy olej 95,7 (Kahar, 2004)
Pseudomonas oleovorans davivec ¢erny olej n.d” (Allen, 2010)
C. necator H16 kokosovy olej 1,3 (Wong, 2012)
Pseudomonas putida palmovy jadrovy olej 1,1 (Tan, 1997)
olivovy olej 1,5
Pseudomonas resinovorans sluneénicovy OFeJ 13 (Ashby, 1998)
kokosovy olej 19
sojovy olej 1,3
C. necator H16 odpadni kuchynisky olej 3,2 (Lee, 2008)
C. necator odpadni palmovy olej 4,4 (Rao, 2010)
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Pseudomonas aeruginosa odpadni kuchynisky olej 7,6 (Haba, 2007)

Pseudomonas sp. odpadni fepkovy olej 2,0 (Mozejko, 2014)
C. necator kavovy olej 10,0 (Obruca, 2014a)
C. necator odpadni fritovaci olej 1,2 (Verlinden, 2011)

"n.d. — koncentrace neuvedena

Syrovatka je odpadni produkt vznikajici ptfi vyrobé syra po vysrazeni kaseinu a tuku
z mléka. Pti vyrob¢ 1 kg syru vznika piiblizn€ 9 kilogramu syrovatky. Slozeni syrovatky se
odviji od typu mléka. Nejvice zastoupenymi je mléény cukr laktoza (5 %), rozpustné proteiny
(0,8 %), lipidy (0,5 %) a mineralni soli - pfevazné NaCl a KCI (10 %). Minoritné jsou
Vv syrovatce zastoupeny dalsi slozky, jako naptiklad kyselina mléc¢na (0,05 %), mocovina,
nebo vitaminy skupiny B (Siso, 1996), (Moulin, 1984). Syrovatka piedstavuje relativné velky
environmentalni problém - jestlize neni pfed vypusténim do odpadnich vod upravena,
vykazuje chemickou spotiebu kysliku v rozmezi od 60 000 do 80 000 ppm (Hadiyanto, 2014).
Béhem poslednich 50 let je syrovatka vyuzivana pro ruzné biokonverze. Ptikladem je
biotechnologicka produkce krmiv a bioplynu pomoci methanogennich bakterii anebo ethanolu
prostiednictvim kvasinky Kluyveromyces marxianus utilizujici laktozu. Se stale se zvySujicim
zajmem o biopolymery, a to zejména o bioplasty, mlize byt syrovatka velmi slibnym
odpadnim substratem pro mikrobidlni produkci téchto materiali. Bylo publikovano nékolik
studii zabyvajici se mikrobidlni produkci PHA, polysacharidl, ale také antimikrobialnich
peptidi a enzyma (Mollea, 2013). Piehled publikaci vénujicich se produkci PHA, kdy jako
substrat byla pouZita syrovatka, je uveden v Tabulka 12.

Objem vyprodukovaného odpadniho glycerolu kazdym rokem stoupd, a to zejména diky
stale se zvySujici produkci bionafty. V roce 2013 byly celosvétové vyprodukovany 2 miliony
tun odpadniho glycerolu jen z produkce bionafty, kdy na 10 kg bionafty pfipadd 1 kg
odpadniho glycerolu. Pfi vyrobé bionafty vznika odpadni glycerol po zasadité ptipadné
enzymatické deesterifikaci odpadnich slozek. Glycerol ziskany touto cestou je siln¢ alkalicky
(Kobayashi, 2015), (Manosak, 2011). Cistota glycerolu se v tomto piipadé pohybuje
Vv rozmezi od 65-85 %, hlavnimi znec€istujicimi slozkami jsou mastné kyseliny, diglycerol
nebo anorganické soli. Dal§i zplsob vzniku odpadniho glycerolu je pfi rafinaénim procesu
palmového oleje. Glycerol =ziskany touto cestou obsahuje neéistoty v podobé
neesterifikovanych mastnych kyselin, napt. palmitovou, olejovou, linolovou a stearovou
kyselinu (Chee, 2010). I tento ,,odpadni glycerol je v poslednich letech ¢asto zminovan jako
mozna surovina pro fadu biotechnologickych vyrob vcetné produkce PHA (Tabulka 12).

Tabulka 12: Prehled produkce PHA na vybranych odpadnich substrdtech

Ostatni odpadni Produkéni PHA[g/l] Reference

substraty mikroorganismus
peeudomonas 13 (Koller, 2008)
ydrogenovora

Syrovatka Methylobacterium 391 (Nath, 2008)
Thermus thermophilus 0,57 (Pantazaki, 2009)
Bacillus megaterium 15 (Obruca, 2011)
Smésnd mikrobialni kultura 0,24 (Moita, 2014)

Glycerol E. coli 0,6 (Phithakrotchanakoon, 2015)
C.necator 38,1 (Cavalheiro, 2009)
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1.5.3 Biodegradace PHA

Vlastnost odliSujici PHA od klasickych plasti pochazejicich z ropy je ptedevsim jejich
biodegradabilita. PHA jsou biopolymery schopné rozkladat se v ptirozenych prostiedich,
prubéh degradace je ovlivnén vnéj§imi faktory jako je mikrobidlni aktivita, prostfedi, vlhkost,
teplota, pH nebo molekulova hmotnost polymeru. Polyhydroxyalkanoaty mohou byt
degradovany mikrobidln¢ c¢innosti enzyml a to jak intraceluldrné, tak extracelularné.
V piipad¢ intraceluldrni degradace jsou pii nedostateéném mnozstvi exogenniho uhliku
produk¢énim bakteridlnim kmenem exprimovany intracelularni depolymerazy, které
hydrolyzuji PHA uvniti buiiky. Za extracelularni degradaci jsou zodpovédné extracelularni
depolymerazy produkované celou fadou mikroorganismi nachazejicich se pfirozené
V riznych prostiedich (pida, kompost, sladkovodni zdroje) za Gcelem utilizace PHA jako
zdroje zivin (Miiller, 2005).

Velmi dulezité je rozliSovat extra- a intracelularni degradace, a to pfedevsim proto, Ze
polyhydroxyalkanoaty pfitomné v bakterialnich buiikach ve formé granuli a materialy
nachézejici se mimo bunky ptedstavuji dva rizné fyzikalni stavy. Intracelularni PHA granule
s vysokou molekulovou hmotnosti (10°-10° Da) maji amorfni charakter a jejich vnéjsi
granulova vrstva je pokryta fosfolipidovou vrstvou obsahujici proteiny (Jendrossek, 2005),
Fosfolipidova vrstva je pomérné citliva na fyzikalni a chemické naméahani, uvolnénim PHA
granuli zbunék do prostiedi dochazi (po desintegraci bunééné membrany) k denaturaci
polymeru a pfeméné jeho amorfni formy na krystalickou. Intraceluldrni depolymerazy nejsou
schopny hydrolyzovat extracelularni PHA a opaéné, coz je zpusobeno pravé riznym
charakterem polymeru v pfirozeném a denaturovaném stavu (Osswald, 2011),
(Jendrossek, 2002).

Z doposud izolovanych a charakterizovanych extracelularnich depolymerdaz vétSina
vykazovala velmi podobné vlastnosti: i) vysokou stabilitu v Sirokém rozmezi pH, teploty
a iontové sily; ii)relativné nizkou M, (<70 kDa), pticemz pievazna vétSina depolymeraz byla
slozena pouze zjednoho polypeptidu; iii) zasadité pH optimum (7,5 — 9,8); iv) mnoho
testovanych depolymeraz ma silnou afinitu k hydrofobnim materidlim v) aktivita mize byt
inhibovana piitomnosti redukujicich latek (DTT) (Jendrossek, 2002). PHA depolymerazy,
které byly doposud testovany, jsou specifické pro estery 3-hydroxyalkanovych kyselin
nachazejici se v ptirozené (R)-kofiguraci (Osswald, 2011). PHA depolymerazy maji riznou
specifitu K jednotlivym polyhydroxyalkanoatim. Polymer samotny také ovliviiuje proces
degradace v nasledujicich smérech:

a) Stereoregularita PHA: PHA depolymerazy hydrolyzuji pouze esterové vazby v (R)
konfiguraci

b) Krystalinita PHA: PHA s vyssim stupném krystalinity bude hiife degradovatelné

C) Molekulova hmotnost PHA: polymer o niz8$i molekulové hmotnosti bude degradovan
rychleji, nez polymer o vétsi molekulové hmotnosti

d) Monomerni slozeni PHA: slozeni polymeru bude ovliviiovat degradaéni proces, ¢im
vic komplexni material tim vyssi rezistence k degradaci (Osswald, 2011).
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1.5.4 lzolace PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou syntetizovany jako intracelularni metabolit PHA produkujicimi
bakteriemi. Intracelularni PHA granule maji na svém povrchu vrstvu tvofenou fadou
polypeptidli, které jsou specifické pro jejich syntézu a degradaci. Na povrchu granuli se
nachazi také fosfolipidova vrstva, kterd obsahuje vySe zminéné metabolicky vyznamné
proteiny (Jendrossek, 2009). Odhaduje se, ze az 50 % z celkové ceny PHA muze byt tvoieno
naklady, které jsou spojené s izolaci a purifikaci polymeru. Je proto nutné vyvinout efektivni
metodu izolace a purifikace PHA z biomasy, tak aby byla vysledna cena co nejniz§i a mohla
konkurovat cen¢ tradi¢nich polymert pochazejicich z ropy (Lopez-Abelairas, 2015). Izolace
produktu by méla byt vysoce efektivni, ale také by m¢l byt ziskdn polymer o dostatecné
Cistoté. DalSimi parametry ovliviiujicimi proces izolace jsou cena, toxicita chemikalii
pouzitych pfi izola¢nim procesu a vliv izola¢niho postupu na vyslednou kvalitu polymeru
(Jambunathan, 2016).

Polymer mtize byt z bun¢k ziskdvan dvéma moznymi cestami i) rozpusténi PHA vhodnym
rozpoustédlem, nebo ii) poruSenim bunécnych stén a uvolnénim intracelularnich granuli PHA
(Samori, 2015). Extrakce rozpoustédly je momentalné nejrozsifenéj$i metodou pouzivanou
pro izolaci PHA z bungk. Principem je rozpusténi PHA granuli a jejich nasledna precipitace.
(Jambunathan, 2016). Halogenovana rozpoustédla patii mezi nejbéznéji vyuzivana
rozpoustédla pro izolaci PHA v prumyslovém méfitku (Lopez-Abelairas, 2015). Rozpustnost
PHA je ovlivnéna Krystalinitou, slozenim polymeru a jeho molekulovou hmotnosti.
Ve vétsing piipadi je nutné zatadit pied samotnou izola¢ni metodu také predupravu biomasy
v podobé suSeni pro zlepSeni efektivity izola¢niho procesu. Zbytkova voda obsazena
V biomase mlze negativné ovlivnit G¢innost extrakéniho procesu a snizit vyslednou molarni
hmotnost PHA. Jako alternativu k odstranéni vody susenim Ize pouzit lyofilizaci.
Po odstranéni vody z biomasy je piidano polarni rozpoustédlo a odstranény jsou také lipidické
latky. Opakovanym rozpousténim a srazenim polymeru mize byt vyrazn¢ ovlivnéna kone¢na
Cistota produktu (Koller, 2013a). Chloroform a dichlormethan jsou povazovany za
nejefektivnéjsi rozpoustédla PHA. Na druhou stranu, diky jejich toxicité pro cloveéka a zivotni
prosttedi nese jejich pouziti v primyslovém méfitku mnoho rizik (Samori, 2015).
Pouzitim halogenovanych rozpoustédel mohou byt extrahovany jak scl-, tak mlc-PHA
s relativné dobrou ucinnosti a o vysoké Cistoté. Vyse zminéna rozpoustédla rozpoustéji mimo
PHA granuli pouze lipidy pochazejici z bunéénych stén, které mohou byt snadno odstranény
pred samotnou PHA extrakci. Pfidanim nizkomolekulového alkoholu (ethanol, methanol) po
extrakci PHA, dochazi k zna¢nému snizeni rozpustnosti PHA a nasledné k jeho precipitaci.
Diky zdravotnim a environmentdlnim rizikim spojenym S pouZivanim halogenovanych
rozpoustédel je snaha vyuzivat rozpoustédla, ktera 1ze snadno recyklovat a ktera jsou relativné
bezpecnd pro okolni prostiedi. Ptikladem takovych latek, které mohou byt vyuzity pro
extrakci PHB je kyselina octova, n-methylpyrrolidon nebo tetrahydrofuran. V piipadé, Ze je
pfi procesu extrakce aplikovana zvySena teplota a tlak, mohou byt pouzity také¢ C1 — C6
alkoholy (Koller, 2013a). Dalsi moznosti extrakce PHA z biomasy je pouziti superkritické
extrakce COg, ktera je povazovana za velmi vhodnou a bezpecnou metodu pro izolaci fady
latek. Existuji studie zkoumajici moznost aplikace superkritické extrakce CO; pro izolaci
PHA (Hejazi, 2003), (Khosravi-Darani, 2004). Samori a spol. testoval nova rozpoustédla,
dimethylkarbondt a lauradt amonny, jako ekologické alternativy jiz vySe zminénych toxickych
rozpoustédel. Dimethylkarbonat (DMC) je acyklicky alkylkarbonat primyslové vyrabén
katalytickou oxidativni karbonylaci methanolu. DMC je litka malo toxickd a plné
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biodegradovatelnd. Pouzitim tohoto ekologického rozpoustédla, bez nutnosti zatfazeni
predupravy biomasy, bylo izolovano PHA zbunék o vysoké koncentraci a Ccistote.
Termofyzikalni charakteristika izolovanych polymerti zlstala diky pouziti nizké teploty
béhem extrakce beze zmén. Vysledna Cistota polymeru je vysoka, nicméné prumyslovym
aplikacim brani vysoka cena ekologickych rozpoustédel (Samori, 2015).

V ptipad€é druhého pfistupu, rozruSeni bunééné stény mikrobidlnich producentii PHA, Ize
k tomuto ucelu vyuzit povrchové aktivnich latek. Surfaktanty mohou byt rozdéleny do skupin
dle nesouciho naboje i) aniontové (SDS), ii) kationtové (CTAB), iii) bez naboje (Tween 20
a Triton X-100). Vyse zminéné latky mohou byt aplikovany na bunécnou suspenzi o vysoké
hustoté (50-300 g/L). Vyhodou je zisk nedegradovaného polymeru, zna¢na nevyhoda této
metody je produkce velkého mnozstvi znecisténé odpadni vody, kterou je nutno regenerovat.
Casto je také polymer izolovan v nedostateéné Cistotd a je nutno zafadit dalsi purifikaéni
kroky (Koller, 2013a), (Samori, 2015). Pro rozruseni buné¢nych stén lze vyuzit také enzymy,
pomoci kterych lze naruSit buniku a ziskat uvolnény polymer. Biomasa musi byt nejprve
podrobena tepelné piedipravé (napt. expozici teploté 150 °C), tak aby doslo k denaturaci
nukleovych kyselin a iniciaci bunétné lyze. Nasleduje ptidavek pepsinu, trypsinu a papainu,
jejichz ptisobenim dojde k dezintegraci bunécnych stén. Aniontové povrchové aktivni latky
rozpusti zbylou biomasu. Pfedevsim diky finan¢ni naro¢nosti procesu je tato metoda mén¢
perspektivni, na druhou stranu jde o ekologickou cestu zisku PHA bez nutnosti pouziti
chlorovanych rozpoustédel (Koller, 2013a). Dalsi latkou, které je mozno vyuZzit pro
dezintegraci bunécnych stén je laurdt amonny. Jedna se o karboxylovou kyselinu tvofenou
dlouhym fetézcem, kterou lze zatadit mezi pfepinatelné aniontové povrchové aktivni latky
(SAS - switchable anionic surfactants). SAS je mozZno reverzibilné pfeménit zménou pH
Z neutralni formy, ktera neni rozpustna ve vod¢, na aniontovou ve vodé€ rozpustnou formu.
Jako nejjednodussi a zaroven nejefektivnéjsi metoda pro regulaci pH je pridavek/odstranéni
COz. Pouzitim lauratu amonného na bunécnou suspenzi byl ziskan vysoce Cisty polymer, bez
nutnosti zafazeni kroku pfedipravy biomasy. Pozitivni je také moznost regenerace az 98 %
pouzitého surfaktantu. Nevyhodou je fyzikdlni zména polymeru zapfic¢inéna rozdilnym pH
prostfedi béhem procesu izolace (Samori, 2015). Naruseni bunécéné stény PHA produkujicich
mikroorganismti pouzitim chemickych metod neni jedinou moznosti, jak izolovat PHA
z intracelularniho prostiedi. Dal§i moznosti je vyuziti mechanickych prostiedkt (vysokotlaka
homogenizace, ultrazvuk nebo kulové mlyny). U halofilnich producentd PHA (Kap.1.5.2.2)
1ze pro lyzi bunék vyuZit zmén osmotického tlaku prostfedi. Po transferu bunék z prostfedi o
vysokém osmotickém tlaku do prostfedi s velmi nizkym obsahem mineralti, dojde k naruseni
bunécné stény v zavislosti na vysokém intracelularnim tlaku bunky. Pro zvySeni Cistoty
polymeru muze byt aplikovdna povrchové aktivni latka SDS, diky které dojde k odstranéni
hydrofilnich a lipofilnich necistot (Koller, 2013a).

Pro vybrané in vivo aplikace, je vyzadovana velmi vysoka Cistota polymeru, vzhledem
k mozné negativni reakci lidského organismu na necistoty obsazené v produktu. Charakter
necCistot a jejich mnozstvi, se odviji pfedev§im od zvoleného mikrobidlniho producenta,
samotného procesu fermentace, a metod pouzivanych pro downstream proces. V piipadé
produkce PHA Gram-negativnimi producenty, mize byt vysledny izolat znecistén
endotoxiny, pfipadné biologicky aktivnimi proteiny. Endotoxiny jsou teplotn¢ odolné latky
nachazejici se na vnéjsi strané bunécéné stény a mohou byt zodpovédné za vznik zanétlivé
reakce. Endotoxiny mohou byt z polymeru odstranovany peroxidem vodiku, ozonem,
chlornanem sodnym nebo hydroxidem sodnym, piipadné opakovanou filtraci pfes aktivni
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uhli, nicméné ani takovéto purifikacni kroky ¢asto neumoznuji ziskat produkt o Cistote, kterd
by byla vhodna pro aplikace in vivo (Furrer, 2007), (Koller, 2013a).

1.5.5 Aplikace PHA

PHA maji diky biokompatibilité a biodegradabilité Siroké uplatnéni v kosmetice, obalovém
prumyslu, farmacii nebo medicing. Tyto biopolymerni materialy byly naptiklad testovany pro
ptipravu scaffoldi pro tkanové inzenyrstvi, jak pro mékké, tak i tvrdé tkané. PHA naslo
uplatnéni pti enkapsulaci 1é€iv pro systémy cileného transportu, ale také jako materidl vhodny
pro ptipravu medicinskych zafizeni (Osswald, 2011). V dnesni dobé je PHA produkovano
nékolika vyznamnymi firmami po celém svété, Telles (USA); Biomer Biotechnology
(Némecko), PHA Industrial (Brazilie), Mitsubishi Gas Chemical (Japonsko), Kaneka
(Japonsko), Biomatera (Italie), Jiangsu Nantian Group (Cina), Tianan Biologic Material
(Cina) a Lianyi Biotech (Cina), Bio-on (Italie), Metabolix (USA), P&GChemicals
(USA/Japonsko), TellesLLC (USA) (Bugnicourt, 2014), (Kushwah, 2016). Jako prvni PHA
byl primyslové vyrabén polymer pod nazvem ,,Biopol“. Biopol byl pivodné produkovan
firmou Imperial Chemical Industries, Velka Britanie (1970). Vyrobni patenty byly prodany
firmé Zeneca, dale pak Monsato, v souCasné dobé je Biopol vyrdbén firmou Metabolic
(USA). Biopol je kopolymer P(3HB-c0-3HV) s bodem tani v rozmezi 140-180 °C. Vyuziti
ma v fad¢ produktli, jako jsou obalové materidly, obaly na Sampodn, jednordzové nadobi,
chirurgické nité, tkané ndplasti, nebo plenkové vlozky. Dalsim primyslové vyrdbénym
polyhydroxyalkanoatem je Nodax, jedna se o kopolymer PHA, skladajici se zPHB
amonomert se stfedni délkou fetézce (3-hydroxyhexanoét, 3-hydroxyoktanoat a 3-
hydroxydekanodat). Nodax byl vyvinut firmou Procter a Gamble. Na trhu je k dostani ve formé&
pénovych materiald, netkanych textilii, filmt. Degra Pol je polyester-uretan, tvofeny dvéma
bloky polymeru, jehoz fyzikalné-mechanické vlastnosti jsou odlisné od charakteristiky
vysledného produktu. Jedna se o chemicky syntetizovany polyhydroxybutyrat-diol a o, -
dihydroxy-poly (D-kaprolakton-blok-diethyleneglykol-blok-D-kaprolakton) (Anjum, 2016).

Tabulka 13: Prehled aplikaci polyhydroxyalkanoadtii (Gumel, 2013)

Polymer Forma Aplikace
kardiovaskularni tkanové
PCL/PHA blend Scaffold inzenyrstvi
P(3HB-c0-3HHX) Nanocastice nosi¢e pro cytostatika
Scaffoldy regenerace tkané o¢niho vicka
P(3HB-co-3HVHx) Scaffoldy diferenciace lymfocytt
PHB/(RGDA4C) Nanocastice lécba rakoviny prsu
PHB/45S5 Mikrosféra tkanové inzenyrstvi
PHA Koloidy stabilizace stfibrnych nanocastic
PHA methyl ester aditivum do (bio)paliv
P(3HB-c0-3HV) Film obalovy material
inhibitor riistu patogennich
PHB Granule bakterii
mikro(nano)-¢astice  fizené uvoliiovani herbicida
PHA Granule kliZzeni papiru
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Velky potencial uplatnéni PHA jsou predev§im obalové materidly, a to jak v oblasti
kosmetiky, tak pro baleni potravin. Nahrazeni tradi¢nich sklenénych a kovovych obalovych
materidlll plastovymi materidly je zpiisobeno piedevsim jejich lepSimi materidlovymi
vlastnostmi a nizkou cenou. Tradicni plastové obalové materialy jsou produkty
petrochemického pramyslu, jejich nevyhody spocivaji predev§im V obtizné rozlozitelnosti
(akumulaci) v ptirod€ a vyrobé z neobnovitelnych zdrojit — ropy. Recyklace plastovych obali
je Casto ekonomicky nevyhodna a pro ucely baleni potravin nevhodna z divodu mozné
kontaminace baleného produktu (Khosravi-Darani, 2015). Vysoké naroky na mechanickou
odolnost a bariérové vlastnosti obalovych materidlti jsou vyzvou pro aplikaci biopolymert
Vv tomto odvétvi. Ke splnéni pozadavki, které jsou kladeny na obalové materialy, je pouzivana
fada technik zlepSujici vlastnosti biopolymert jako obalového materidlu. Vyuzivany jsou
piredevsim chemické modifikace, aplikace plastifikatord nebo tvorba blendi — smichanim
dvou rtiznych biopolymerti pro zlepSeni vyslednych vlastnosti materidlu. Kompostovatelné
obaly jsou vhodné piedev§Sim pro potraviny s kratkou dobou trvanlivosti, kde pii pouziti
klasickych/fosilnich plasti dochazi k hromadéni velkého objemu odpadu. Pfiznivym
faktorem, ktery nahrava pouziti PHA jako obalovych materiald pro potraviny, je vysoka
odolnost vii¢i prostupu kysliku, ktery prispiva k ochran¢ balené potraviny pied oxidaci.
P(3HB-c0-3HV) je mozno v Evropé pouzivat jako obalovy material pro potraviny od roku
1996. Limitujicim faktorem pouzivani PHA jako obalového materidlu je pfedevSim jeho cena,
kterA je pro potravinaisky pramysl klicova (Tang, 2012), (Bugnicourt, 2014),
(Kabasci, 2014).

Diky horSim mechanickym vlastnostem PHB (Kap.1.5.1) je snaha vyuzivat kopolymery
P(3HB-c0-3HV), P(3HB-co-3HHXx). Mechanické vlastnosti kopolymerti se odviji od jejich
slozeni. V porovnani s PHB je komopolymer PHB s obsahem 3-hydroxyvaleratu méné tuhy
a tvrdy, je tedy vhodnéjsi pro aplikaci v podobé obalového materidlu. Vyhodou je predevsim
nizsi teplota tani kopolymeru a s tim lepSi moznost zpracovani. Se zvySujicim se podilem
2015). Pouziti plastfikatort a nukleacnich ¢inidel obvykle vede ke sniZeni teploty skelného
prechodu a nizsi krystalinité, diky tvorbé fady malych krystalti polymeru. Jako plastifikatory
mohou byt vyuzity materidly pfirodniho pivodu, které jsou levné a lehce dostupné, jako je
naptiklad glycerol a jeho derivaty, acetyltributylcitrat, estery kyseliny salycilové, sojovy olej,
triethyl citrat, mastné alkoholy, polyethylen glykol a dal§i. Vytvofenim blendu PHB
s polyethylen glykolem (PEG400) je zvySena hodnota prodlouzeni az Ctyinasobné,
V porovnani s ¢istym PHB. Jako vhodna strategie upravy PHA se zda byt tvorba PHA blenda
s jinymi polymery. PHB lze kombinovat s celou fadou polymert, jako je poly(ethylen oxid),
poly(vinyl acetat) nebo polykaprolakton. Velice zajimavd moznost, je vyuziti esterifikované
celulozy. Drevény prasek a lignin byly také vyuzity jako plnivo pro piipravu PHA
kompozitnich materialt (Kushwah, 2016). Jednim znejvice prostudovanych blendu je
PHA/PLA. Chemicka struktura a zpracovatelnost PHB a kopolymeru P(3HB-co-3HV) je
velmi blizka PLA. Publikovany byly také moznosti pfipravy blendid PHA s polysacharidy,
celuloza, Skrob a jejich derivaty. Zkoumany byly také vlastnosti lignin/PHB blendi a vliv
ligninu na proces degradace (Anjum, 2016).

PHA f6lie nachdzeji uplatnéni Vv zemédé€lstvi, jako biodegradabilni nosice herbicida
a hnojiv (Vijayendra, 2014). Prudnikova a spol. piedstavila ve své studii moznost inkorporace
herbicidu Zellek Super do PHA, které slouzilo jako nosi¢. Polymerni nosi¢ byl tvofen
kompolymerem PHB s10 % 3-hydroxyvaleratu, a vytvofeny byly dva nosné
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syst¢tmy — mikrogranule a folie. Aplikace herbicidu v podobé mikrogranuli a folie byla
prokdzéana jako efektivnéj$i metoda, vV porovnani s klasickym sprejovanim pidy herbicidem
(Prudnikova, 2013). Vlastnosti jako jsou hydrofilita/nydrofobicita, biokompatibilita,
biodegradabilita, molekulova hmotnost, toxicita, povrchové vlastnosti, porozita a schopnost
degradace jsou zasadni pro vybér polymeru, jako materialu vyuzivaného v mediciné (Masood,
2015). Biopolymery patiici do skupiny polyhydroxyalkanoata, PHB, P(3HB-co-3HV),
P(3HB-c0-4HB), P(3HB-co-HHXx) a P(3HB-c0-3VHHX), jsou vhodnymi materialy stimulujici
poliferaci bun¢k nebo tkani. Diky kompatibilit¢ PHB s krvi lze tento biopolymer vyuzit
v aplikacich v oblasti mediciny. Monomer PHB je pfirozenym metabolitem vyskytujicim se
v Krvi. Snadna absorpce monomernich jednotek 3-hydroxybutyratu umoziuje vyuzit PHB
jako  chirurgick¢é implantaty, kryty pro lepsi hojeni ran nebo chirurgické
nit¢ (Bugnicourt, 2014). Polymery vyuzivané jako chirurgické nit€¢ musi vykazovat
mimoiadnou pevnost v tahu, aby byly stehy pevné. Vldkna piipravena z PAHB prokazaly
veétsi pevnost, nez vlakna vyrobenad z polypropylenu. Také hodnota Youngiva modulu
pruznosti Sicich vlaken z P4HB je niZs$i nez u ostatnich Sicich materiald dostupnych na trhu.
Tepha (USA) vyrabi fadu produkti s vyuzitim pro medicinské aplikace. Nejrozsifencjsim
produktem schvalenym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) je TephaFLEX®
vyrobeny z P4HB, slouZici pro chirurgické S§iti. Dal$imi produkty Tepha jsou chirurgické
sitky a filmy vyrobené z PHA (Brigham, 2012).

PHA jsou hydrofobni biokompatibilni polyestery, které mohou byt zpracovany do folii,
poréznich matric, mikro(nano)¢astic, nebo mikrosfér. Mikro- a nanocastice predstavuji
obrovsky potencial pro piepravu 1é¢iv podavanych at uz intravenozné, podkozné nebo
inhala¢né¢. Také za timto ucelem byly testovany PHA materialy, a to zejména PHB, P(3HB-
V nosné matrici obsazeno, tento fakt je pravdépodobné zplisoben vyssi porozitou materialu,
ZplUsobenou vy$Sim obsahem lé¢iva v matrici. Chemické sloZeni nosné matrice ovliviiuje
vyslednou strukturu nosi¢e a také kinetiku uvoliiovani. Hlavnim principem regulace
uvoliovani lé¢iva je zména sloZeni nosné matrice. VyuZivany jsou piedev§im PHA
kopolymery, jejich blendy piipadné¢ blendy s jinymi biodegradovatelnymi polymery
(Nigmatullin, 2015). Jedna z novodobych atraktivnich medicinskych aplikaci, kde mohou byt
vyuzity PHA, jsou ¢astice pro cilenou piepravu 1éciv. PHA mikrosféry byly napiiklad pouzity
pro ptenos steroidi. PHB a jeho kopolymer obsahujici 3-hydroxyvalerat byl testovan
na prenos progesteronu, jako modelového 1é¢iva. Uspésnost inkorporace progesteronu
do mikrosfér piesahovala 80 %. (Shrivastav, 2013).

Dalsi mozna aplikace PHA je ve form¢ vldkennych materidlti. Vyuziti nachdzeji naptiklad
jako filtratni nebo ochranné materidly, scaffoldy a senzory. Vlakna pfipravena
elektrospiningem maji optimalni vlastnosti pro vyuziti v podobé scaffoldi a medicinskych
produktii, jakymi mohou byt kryci rany, bariérové membrany pro fizenou regeneraci tkané.
Velky potencial vlaken pfipravenych elektrospiningem je také v tkanovém inzenyrstvi. Diky
tomuto faktu se stava elektrospinning technikou, ktera je pro ptipravu vldken vyuzivana stile
Cast¢ji. Napiiklad, kopolymer P(3HB-co-3HV), (5 mol.% 3HV) byl zpracovan
elektrospinningem na vlakna, ktera slouzila jako nosi¢ bun¢k. Vlakenné PHA materialy byly
testovany jako nosiCe fibroplastd a osteoblastd (Volova, 2013). Vyuzitelny je také
hydrolyzovany PHA, vzniklé vysoce opticky ¢isté R konfigurované hydroxykyseliny, mohou
byt vyuzity jako pocateCni material pro syntézu dalSich chemickych latek (feromony,
vitaminy, antibiotika). 3HB a jeho oligomery maji terapeutické ucinky, podporuji poliferaci
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bun¢k (Koller, 2013b). Nejnové€jsi vyzkumy se zaméfuji na mozné vyuZziti
methylesteru 3-hydroxybutyratu pii 1écbé Alzheimerovy choroby (Zhang, 2013).
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2 CILE DIZERTACNI PRACE

Zaméfenim prace je fizena biotechnologicka produkce vybranych biopolymerti na bazi
polyhydroxyalkanoatd, pullulanu, pfipadné PMLA (poly-L-malic acid) a jejich potencialni
aplikace. Cilem prace je regulace kultivacnich podminek za uc¢elem cileného ovlivnéni slozeni
a mechanickych vlastnosti PHA. Dalsi faze prace je zamétena na charakterizaci fyzikalné-
chemickych vlastnosti polymeri na bazi PHA a testovani jejich stability v riznych
modelovych fyziologickych podminkach. Jako aplikace byly testovany moznosti vyuziti PHA
k produkci biodegradabilnich mikro- a nanoc¢éstic a hydrofobnich vlaken.

V priibéhu dizerta¢ni prace byly FeSeny nasledujici dilé¢i kroky:

1) Zpracovani literarni reSerse

- biotechnologicka produkce ptirodnich polymert - PHA, pullulanu, PMLA
- vliv podminek kultivace na slozeni a vlastnosti polymert
- fyzikaln¢€ - chemické charakteristiky

- aplikace pfipravenych polymert

2) Vyvoj a optimalizace metod zamé&ienych na:

- optimalizace a fizeni kultivace mikrobialnich producentd PHA (C.necator) a pullulanu a
PMLA (A. pullulans)

3) Aplikace mikrobialnich biopolymera:

- dosazeni optimalniho vytézku polymert s charakteristickymi vlastnostmi, optimalizace
biotechnologického procesu

- priprava funkcionalizovanych Castic a vlaken, testovani vlastnosti

- stabilita a biodegradabilita polymerti a aplikacnich forem v modelovych i realnych
podminkach.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

3.1.1 Pouzité chemikalie

Standardy: Glukoza monohydrat, p.a., Lach-Ner, (CZE) Fruktéza, p.a., Lach-Ner, (CZE)
Laktoza p.a, Lach-Ner, (CZE) Maltéza p.a., Lach-Ner, (CZE), Galaktoza Sigma Aldrich
(DE), Manoza, Sigma Aldrich (DE), Kyselina L-jable¢na, Sigma-Aldrich, (DE) Bovine serum
albumin, Sigma-Aldrich, (DE) Pullulan, Sigma-Aldrich, (DE) P(3HB-co-3HV) (Sigma
Aldrich, HV obsah 12 mol. %) (DE), benzoova kyselina Lach-Ner, (CZE), Katechin, Sigma-
Aldrich (DE), Kyselina L-askorbova, Sigma-Aldrich (DE), Kyselina gallova, Sigma-Aldrich
(DE).

Média: Pepton, Himedia (IND), Nutrient Broth, Himedia (IND), Agar Powder, Himedia
(IND), Siran amonny p.a., Lach-Ner (CZE), Siran hofecnaty heptahydrat p.a., Lachema
(CZE), Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner (CZE), Kvasni¢ny autolyzat, Himedia
(IND), Glukéza, Lach-Ner (CZE), Mocovina, Lachema, (CZE), Chlorid draselny, Lach-Ner
(CZE), Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat, Lach-ner (CZE), Dusi¢nan amonny,
Lach-Ner (CZE), Dusi¢nan sodny, Lach-Ner (CZE).

Chemikalie pouzité k hydrolyze: Kyselina octova 98%, Lach-Ner (CZE), Kyselina
chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CZE), Hydroxid sodny, Lach-Ner (CZE), Kyselina sirova
96%, Lach-Ner (CZE).

Enzymy: Viscozyme L celullotic enzyme mixture, Sigma Aldrich (DE), Xylanaza z
Trichoderma viride Sigma Aldrich (DE), Celulaza z Trichoderma reesei (Cellulast), Sigma
Aldrich (DE), Proteaza z Bacillus licheniformis, Sigma Aldrich (DE).

Cinidla: Fenol p.a., Lach-Ner, (CZE), Molybdenan amonny p.a., Mach Chemikalie, (CZE),
Hydroxid sodny, Lach-Ner (CZE), Hydrogenuhli¢itan sodny, Lach-Ner (CZE), Chlorid
hlinity, Lach-Ner (CZE), Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (DE), Siran médnaty,
pentahydrat, LachNer (CZE), Trolox—6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
dikarboxylova kyselina, Sigma-Aldrich (DE), Uhli¢itan sodny bezvody, Lach-Ner (CZE);
Vinan sodno-draselny, Lach-Ner (CZE), 2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova
kyselina)-(ABTS), Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Penta (CZE), Hydrogenarseni¢nan sodny
heptahydrat, 98%, Sigma-Aldrich (DE), Bicinchoninova kyselina, Sigma Aldrich (DE), 3,5-
dinitrosalicylova kyselina, Sigma Aldrich (DE), Octan zine¢naty, Lach-Ner (CZE),
Hexakyanozeleznatan draselny, Sigma Aldrich (CZE)

Ostatni: Chlorid sodny, Lach-Ner (CZE), Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO
(USA), Lecithin vaje¢ny, Serva (DE), Methanol pro HPLC, VWR Chemicals BDH
PROLABO (UK), n-hexan pro HPLC, VWR (USA), Ethanol pro UV-VIS, Lachema (CZE),
Izopropylalkohol, Lach-Ner (CZE), Hydroxid vapenaty, p.a. Lach-ner (CZE).

Odpadni substraty:

Jablecné vylisky byly ziskany ze spolecnosti Obtfanskd mostarna, Brno-Obtany (CZE)
Pohankové otruby byly ziskany z podniku Pohankovy mlyn Smajstrla, Frenstat p. R (CZE)
Psenicné otruby byly ziskany z: Evit, (CZE)
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Odpadni glycerol byl ziskan z: VictoriaOil a.d., Sid (SRB)

Kavova sedlina byla ziskana z kdvomatu umisténé¢ho na Fakulté chemické Vysokého uceni
technického v Brné

Syrovatka byla ziskana z mlékarny Pribina, Ptibyslav (CZE)
Kureci peri bylo ziskano z podniku zpracovavajiciho driibez Rabbit, Stepanov (CZE)

Odpadni fritovaci olej byl ziskdn z menzy na Fakulté chemické Vysokého uceni technického
v Brn¢ (CZE)

Dalsi substraty:
Testoviny (vajecné) ldeal Slovakia (SR)
Jablecna vidknina byla ziskana z: Provita, Frydek-Mistek (CZE)

3.1.2 Pouzité pristroje

ELISA ReaderBioTek ELx808Biotek (DE)

Nanofotometr, IMPLEN (DE)

Spektrofotometr UV-VIS, Helios a — Unicam (UK)
Mikroskop Intraco Micro LM 666 PC/w 40x-1600x LED, Software Dino-Capture 2.0 (CZE)
Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7600F (USA)
Laminarni box Aura mini Bioair Instruments, (UK)
Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline (DE)
Ultrazvukova lazen PS02000 (CZE)

Mikrocentrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen (SRN)
Mikrocentrifuga Sartorius, Sigma (DE)

Centrifuga Laboratotzentrifugen 3-15, Sigma (DE)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (DE)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)
Magneticka michacka, Lavat (CZE)

Mikrovlnna trouba Samsung (CZE)

LUMIiSizer — Dispersion analyzer — Lum (USA)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Vortex, Genius 3, IKA Vortex (DE)

Analytické vahy, Boeco (DE)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DE)
Predvazky Scout Pro, OHAUS (USA)

pH metrSENSODIRECT pH200, Lovibond (UK)
Fermentor Sartorius BIOSTAT B® plus 2L, 5L (DE)

55



Termostat IP 60, LTE Scientific, (Némecko)

Temperovana tiepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CZE)

Termostat Raven 2 Incubator (USA)

Termostat Memmert GmbH Co. KG (DE)

Vodni lazenn TW2, Julabo (DE)

Vodni lazen W620E, LaboPlay (POL)

Vakuova odparka Werke RV06-ML: IKA (DE)

Susarna — LS-35 (CZE)

Lyofilizator — BenchTop 4K ZL, VirTis (USA)

Fermentor — Biostat B-plus, objem 5 L, Sartorius Stedim Biotech (DE)

Sestava HPLC/PDA/RI ThermoFisher Scientific (USA):

Programator gradientu UltiMate 3000 Fotometricky detektor: UltiMate 3000 DAD,
Refraktometricky detektor: RefractoMax 520, Pumpa: LPG-3400SD, Vyhodnocovaci
software: Chromeleon 7

Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (CZE), Vysokotlaké ¢erpadlo LCP 4020 (Pumpa - Beta 10),
Dévkovaci analyticky ventil smyckovy C R54157, Termostat kolon LCO 101 43 (LCO 102
LONG), Vyhodnocovaci software: Clarity

Kolony: Rezex Roa organic acid H+, 300 mm x 7,8 mm, zrnitost 8 pm, Phenomenex
company, (USA); SUPELCOSIL LC-NH2, 250 mm x 4,6 mm, zrnitost 5 um, Supelco
Analytical (Sigma Aldrich, SRN); Restek C18 Ultra Aqueous, 250 mm x 4.6 mm; zrnitost 5
pum; Restek corporation (USA); Zorbax Eclipse XDB C18, 250 mm x 4,6 mm; zrnitost 5 um,
Agilent technologies (USA).

Plynovy chromatograf Trace 1300 GC Ultra FID detector, Finnigan (USA);

kolona Agilent J&W DB-WAX 30 m by 0,25 mm, Agilent Technologies (USA);

vyhodnocovaci software: Thermo Software Xcalibur

Déle bylo pro praci vyuzito bézné laboratorni sklo a vybaveni.

3.2 Pouzité mikroorganismy

Mikroorganismy pouzité za uclelem studia produkce extracelularnich polysacharidu a
polymeru kyseliny jable¢né:

Aureobasidium pullulans CCM 8182
Aureobasidium pullulans CCM F148

Mikroorganismy pouzité pro studium produkce PHA.:
Cupriavidus necator H16 CCM 3726
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Bacilus megaterium CCM 2037
Burkholderia cepacia CCM 2656

Mikroorganismy, které byly pouZity pro produkci biopolymerti, byly potizeny v Ceské sbirce
mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brng.
Mikroorganismy vyuzité pro studium produkce PHA depolymeraz:

Delftia acidovorans CCM 283

Aureobasisuum pullulans CCM 8182, F148

Aureobasidium pullulan CCY 27-1-115 Zbierka kultur a kvasiniek
Aspergillus fumigatus izolace na Fakulté chemické VUT v Brné

Mikroorganismy pouzité pro antimikrobialni test:
Echerichia coli CCM 7395

Candida glabrata CCM 8270

Micrococcus luteus CCM 1569

Mikroorganismy pouzité pro testovani filtra¢ni i¢innosti vldkennych materialu:
Bacillus subtilis CCM 2794

Echerichia coli CCM 7395

Micrococcus luteus CCM 1569

Saccharomycetes cerevisce CNCTC 6646, Ceska narodni sbirka typovych kultur

3.3 Metody pouZité ke stanoveni skupinovych parametri

3.3.1 Metody predapravy substrati

Pro produkci mikrobidlnich polymerti pullulan, polymer kyseliny jablecné a PHA, bylo
vyuzivano piedev§im odpadnich substratd, které slouzily jako zdroj uhliku pro jednotlivé
produkce. Pro zvySeni obsahu sacharidi v médiu, bylo nutno vyuzit chemickych a
enzymatickych hydrolyz.

3.3.1.1 Produkce pullulanu a polymeru kyseliny polyjable¢né (PMLA)

Pro potieby kysel¢ hydrolyzy niZze uvedenych materialt, byla pouzita kyselina sirova
2 obj. %. Hydrolyza probihala 15 minut/121 °C, vychozi koncentrace hydrolyzovanych
materialli byla 50 g/l. Po filtraci a upraveni pH, byly hydrolyzaty pouzity pro produkci
extracelulanich polymert.

PSeni¢né otruby
Pohankové otruby
Jable¢né vylisky
Jable¢na vlaknina
Téstoviny (vajecné)

3.3.1.2 Produkce PHA
o Kavova sedlina

Po extrakci oleje z kavové sedliny byla kavova sedlina vysuSena a podrobena hydrolyze.
Hydrolyza kavové sedliny byla provadéna jak chemicky, tak enzymaticky, ptipadné
kombinaci obou metod (Kap.4.1.2.1). Pro produkci PHA byla pouzita kdvova sedlina, ktera
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byla chemicky hydrolyzovana kyselinou sirovou (2,5 obj. %), 121 °C/15 minut. Po upraveni
pH na hodnotu 4,5 bylo pfidano 0,5 obj. % celulazy (Cellulast), enzymatickd hydrolyza
probihala pti 50 °C po dobu 24 h. Po odstranéni pevnych slozek a upravé pH, byl hydrolyzat
pouzit jako kultivaéni médium pro produkci PHA.

o Detoxifikace hydrolyzatu kavové sedliny

K detoxifikaci hydrolyzatu kévové sedliny bylo pouzito aktivni uhli, extrakce
rozpoustédly a ,,overliming*. Rozpoustédla o ptislusné koncentraci byla k hydrolyzatu kavové
sedliny (SCGH) ptfidana v poméru 1:2, extrakce probihala pti teploté 50 °C po dobu 2 h. Pro
detoxifikaci SCGH metodou ,,overliming™ byl ptfiddn hydroxid vépenaty tak, aby bylo
dosazeno pH 10 a nésledné byl roztok neutralizovan kyselinou sirovou. Nakonec byla
vysrazena frakce odstranéna centrifugaci. Aktivni uhli bylo pro potieby detoxifikace SCGH
piidano v poméru 1:20, detoxifikace probihala vsadkovée pii teploté 60 °C po dobu 1 h. Po
filtraci a upraveni pH byly detoxifikované hydrolyzaty pouzity pro produkci PHA
(Kap.4.3.1.1).

e Syrovitka

Pro produkci pullulanu a PMLA byla syrovatka pouze zbavena nerozpustnych proteinti
centrifugaci 8000 rpm/5 minut a po uUpravé pH a doplnéni mineralnich soli pouzita jako
médium pro kultivaci A. pullulans.

Za ucelem produkce PHA s vyuzitim syrovatky jako komplexniho zdroje dusiku byl tento
odpadni material hydrolyzovan pfidavkem 0,5 obj. % proteazy (Bacillus licheniformis).
Enzymaticka hydrolyza probihala pfi teploté 50 °C po dobu 24 h.

o Kureci peii
Pefi bylo podrobeno alkalické hydrolyze v kombinaci s mikrovinnym ohfevem. Vysusené
pefi bylo hydrolyzovano v pfitomnosti 0,5 M NaOH. Celkovd doba mikrovinného ohfevu

(600 W) byla 10 minut s krokem 1 min/zapnuto 1 min/vypnuto. Po filtraci a neutralizaci mohl
byt hydrolyzat pefi pouzit jako komplexni zdroj dusiku pro produkci PHA.

3.3.2 Celkové polyfenoly

Ke stanoveni je vyuzito Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo. Fenoly jsou oxidovany v zasaditém
prostiedi a v €inidle pfitomné molybdenany a wolframany jsou redukovany na smés modrych
oxidl wolframu a molybdenanu. Vzniklé modré zabarveni je imérné celkovému mnoZzstvi
pivodné pritomnych fenolickych sloucenin, které je mozno spektrofotometricky stanovit pii
750 nm. Ziskané vysledky lze interpretovat jako mnozstvi celkovych polyfenoll ve vzorku,
ptipadn¢ jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE, Gallic Acid Equivalent), protoze kyselina
gallova je zde pouzita jako standard (Singleton, 1965). Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla
ptipravena kalibra¢ni fada kyseliny gallové od 0,1 do 0,7 mg/ml. Z namétenych hodnot byl
nasledné sestrojen graf kalibra¢ni zavislosti, kde A = 1,4402-¢ (mg/ml).

3.3.3 Flavonoidy

Chlorid hlinity tvofi stabilni kyselé komplexy s C4 ketoskupinou a s C3 nebo C5
hydroxylovou skupinou flavonoidu, roztok tak ziskava oranzové zabarveni, které je méfeno
spektrofotometricky pii vinové délce 510 nm (Chang, 2002). Koncentrace neznamého vzorku
je poté vypocitana z rovnice z kalibra¢niho grafu zavislosti absorbance na koncentraci
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standardu, kterym je katechin. Zavislost absorbance na koncentraci byla v ptipad¢ katechinu
proméfena v intervalu od 0,05-0,3 mg/ml. Z naméfenych hodnot byl nasledné sestrojen graf
kalibracni zavislosti, A = 2,6250-c (mg/ml).

3.3.4 Celkové sacharidy dle Duboise

Pro stanoveni celkového mnoZstvi sacharidi se vyuziva jejich rozkladu v siln¢ kyselém
prostiedi. Metoda je zalozena na dehydrataci sacharidii koncentrovanou kyselinou sirovou
a nasledné kondenzaci vzniklych derivati s reakénim ¢inidlem (fenol) za vzniku barevnych
kondenzaénich produktt, které Ize stanovit spektrofotometricky (Copikova, 1997). K 1 ml
vzorku bylo pfidano 5 ml koncentrované kyseliny sirové a 1 ml pied piipraveného roztoku
5% fenolu. Zkumavky byly promichdny a 30 minut temperovany pii laboratorni teplotg.
Nasledné¢ byla spektrofotometricky pro méfena absorbance pti vinové délce 490 nm. Zavislost
absorbance na koncentraci byla v ptipadé¢ glukdzy proméfena v intervalu od 10 — 100 mg/l.
Z namétenych hodnot byl nasledné sestrojen graf kalibracni zévislosti ve tvaru A=8,7032-c
(mg/ml).

3.3.5 Redukujici sacharidy

Metoda pro stanoveni redukujicich sahcaridt vyuzivajici 3,5-dinitrosalicylovou (DNS) je
zalozena na oxidaci aldehydu piislusného redukujicicho sacharidu. Reakci dochazi k redukci
DNS na 3-amino,5-nitrosalicylovou kyselinu (Miller, 1959). Do zkumavek bylo napipetovano
0,5 ml vzorku a 0,5 ml ¢inidla (1 g 3,5-dinitrosalicylové kyseliny, 20 ml hydroxidu sodného
0 koncentraci 2 mol/l, 50 ml destilované vody, 30 g vinanu sodnodraselného). Poté byly
vzorky zahtivany ve vodni lazni po dobu 10 minut pii teploté 70°C. Po vyjmuti z 1azné byly
vzorky temperovany na laboratorni teplotu. Nasledné bylo k vzorkiim ptiddno 10 ml
destilované vody a pomoci spektrofotometru byly zméfeny absorbance pii vlnové délce
A=540 nm proti slepému vzorku. Zavislost absorbance na koncentraci byla v ptipad¢ glukozy
proméfena v intervalu 0,5 — 4 mg/ml. Z naméfenych hodnot byl nasledné sestrojen graf
kalibra¢ni zavislosti A=0,3085-c (mg/ml).

3.3.6 Celkové proteiny

3.3.6.1 Spektrofotometrické stanoveni proteinii - metoda dle Hartree — Lowry

Jedna se o kolorimetrické stanoveni, zaloZzené na dvouslozkovém cinidle. Metoda je
zalozena na reakci méd’natych ionti s peptidovymi vazbami. Spektrofotometrické stanoveni
se provadi pfi vinové délce A = 650 nm proti blanku (Lowry, 1951). Pro sestrojeni kalibra¢ni
kiivky byl pouzit roztok albuminu, z n€hoz byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentraci 0,15
az 0,75 mg/ml. Rovnice kalibra¢nich kiivek: albumin A=2,7992-c (mg/ml).

3.3.6.2 Bicinchoninova metoda

Metoda je zalozena reakci BCA ¢inidla se vzorky pii 50 °C. Nejprve dochazi k redukci
médnatych iontl reakci s peptidickycmi vazbami. Nasledné dojde k reakci bicinchoninové
kyseliny s médnym iontem a vytvofeni barevného komplexu. Zména absorbance je poté
méfena pii 562 nm proti slepému vzorku (Walker, 1994). Kalibra¢ni fada albuminu byla
ptipravena o koncentraci 125-2000 pg/ml. Rovnice kalibra¢ni kiivky: A=1,9058-c (mg/ml).
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3.4 Analyza jednotlivych latek

3.4.1 Stanoveni mono- a oligosacharidii metodou HPLC

Kvalitativni 1 kvantitativni analyza jednotlivych monosacharidi probihala s vyuzitim
vysokoucinné kapalinové chromatografie s refraktometrickycm detektorem. Rezex-ROA
organic acid H" (8%) je chromatograficka kolona uréena pro analyzu organickych kyselin
a sacharid. Jako mobilni faze byla pro analyzu sacharidi pouzita 5 mM H>SOa. Teplota
separace byla nastavena na 60 °C a pritok mobilni faze 0,5 ml/min. Kvantifikace byla
provedena pomoci externi kalibrace s vyuzitim pfislusnych standardi, které byly rozpustény
vV mobilni fazi a analyzovany za stejnych podminek jako vzorky Jednotlivé analyzy byly
vyhodnocovany na zdkladé¢ ziskanych kalibra¢nich kalibra¢nich kiivek v programu
Chromeleon.

3.4.2 Stanoveni profilu aminokyselin

Analyza zastoupeni jednotlivych aminokyselin byla provedena po aplikaci kyselé
hydrolyzy, 6 M HCI, 110 °C, 24 h. K analyze byl vyuzit automaticky analyzator aminokyselin
AAA 400, Ingos, analyza byla provedena ve spolupraci s Veterinarni a farmaceutickou
univerzitou v Brn¢.

3.4.3 Stanoveni profilu mastnych Kkyselin

Slozeni mastnych kyselin v olejich bylo stanoveno plynovou chromatografii po pievedeni
mastnych kyselin na pfislusné methylestery. Olej byl transesterifikovan pouzitim methanolu
na pfislusné methylestery které byly analyzovany GC-FID (Trace GC Ultra, Thermo
Scientific). Separace probihala na koloné¢ SLB-1L100 (Supelco) (60 m x 0.25 mm x 0,20 pm)
(Obruca, 2013).

3.5 Kultivace mikroorganismu

3.5.1 Mikroorganismy produkujici EPS, PMLA
Aureobasidium pullulans: Pro veskeré kmeny A. pullulans byly vyuzity nize popsana média
Agarové plotny:

Médium obsahujici agar bylo po sterilizaci (121 °C/15 minut) nalito na Petriho misky.
Na tuhé agarové plotny byl nasledné kiizovym roztérem rozoc¢kovéan ptisluSny kmen, po 48
hodinach temperace pii 30 °C v termostatu byly agarové plotny uchovavany pfi teploté 4 °C
v lednici.

Kvasni¢ny autolyzat 10 g/l

Pepton 20 g/l
Glukoza 20 g/l
Agar 15 g/l
Inokulum:

Do sterilniho inokula¢niho média byla ptidana kultura z agarové plotny. Kultivace probihala
pii teploté 30 °C, 180 rpm, 24 h.
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Kvasni¢ny autolyzat 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukoza 20 g/l
Mineralni médium:

Produkéni mineralni médium bylo zaockovano 10 % 24 hodinového inokula piislusného
mikroorganismu. Produkce probihala pti pH 6, 30 °C, 180 rpm, 96 hodin.

NaNO3 2,0 g/l
KH2PO4 0,19/l
MgS04.7H20 0,19/
KCI 0,59/
Glukoza 80 g/l

3.5.2 PHA produkujici mikroorganismy
Agarové plotny:

Veskeré nize uvedené bakteridlni kmeny byly uchovavany na agarovych plotnach jejichz
sloZeni je uvedeno nize. Médium obsahujici agar bylo po sterilizaci (121 °C/15 minut) nalito
na Petriho misky. Na tuhé agarové plotny byl nésledné kiizovym roztérem rozockovan
prislusny kmen, po 48 hodinach temperace pii 30 °C v termostatu byly agarové plotny
uchovany pii teploté 4 °C.

Nutrien Broth (NB) 25 g/l
Agar 15 g/l

Inokulum:

Inokulum bylo po vSechny nize uvedené bakteridlni kmeny pfipraveno nasledujicim
zpisobem. Do sterilniho inokulacniho média byla pfidana kultura z agarové plotny, Kultivace
probihala pii teploté 30 °C, 180 rpm, 24 h.

Nutrient Broth 25 g/l
Cupriavidus necator H16, Bacillus megaterium
Mineralni médium:

Produkéni mineralni médium bylo zaockovano 10 % 24 hodinového inokula pfisluSného
mikroorganismu. Produkce probihala pti pH 7, 30 °C, 180 rpm.

KH2PO4 1,02 g/l
Na;HPO4 11,1 g/l
MgSQO4 0,2 g/l
(NH4)2S04 3,02 g/l
Fruktoza 20 g/l

V piipad¢ C. necator byl jako zdroj uhliku kromé fruktoézy pouzit olej 20 g/l, pokud neni
uvedeno jinak.

MES (roztok stopovych prvkl) 1 ml/l

FeCls 9,79
CaCl, 7,80
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CuSOq4 0,156 g

CoCl; 0,119¢
NiCl 0,118¢g
CrCl; 0,062 g

0,1 M HCI 1000 ml
Burkholderia cepacia
Mineralni médium:

Produkéni minerdlni médium bylo zaockovano 10 % 24 hodinového inokula pfisluSného
mikroorganismu. Produkce probihala pti pH 7, 30 °C, 180 rpm.

(NH4)2S04 0,75 g/l
KH2PO4 1,59/l
Na2HPO4- 12 H2O 9,082 g/l
MgSOa - 7 H20 0,2 g/l
CaCl2- 2 H20 0,19/
NHa-Fe(III) citrat 0,06 g/l
Glukéza 20,0 g/l
Roztok stopovych prvka 1 ml/I:
ZnS0O4 7 H20 0,19/l
MnCl; .4 H.O 0,03 g/l
H3BOs 0,39/l
CoCl; 0,2 g/l
CuSOq4. 7 HO 0,02 g/l
NiClz . 6 H20O 0,02 g/l

Na:MoO; . 2 H20 0,03 g/l
Mikroorganismy pouZzité pro degradaci PHA
Delftia acidovorans

Mineralni medium:

Produk¢ni mineralni médium bylo zaockovano 10 % 24 hodinového inokula piislusného
mikroorganismu. Produkce probihala pfi teploté 30 °C, 180 rpm.

KH2PO4 4,6 g/l
NazHPOa <12 H20 11,6 g/l
MgSOa -7 H20 0,549/l
FeClsz- 6 H20 0,19/
CaClz2-2 H20 0,05 g/l
NHa4CI 1,0 g/l

Aspergillus fumigatus
Mineralni medium:

Produkéni mineralni médium bylo zaockovano 10 % 24 hodinového inokula piislusného
mikroorganismu. Produkce probihala pfi teploté 30 °C, 180 rpm.

NaNOs 2,09/l
KH2PO4 0,19/
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MgSOa4-7 H20 0,19/
KCI 0,59/

Mikroorganismy pouZité pro antimikrobidlni test

Mikroorganismy, které byly pouzity pro antimikrobialni test byly z agarovych ploten
pievedeny do nize uvedenenych sterilnich médii. Kultivace probihala po dobu 24 h pii 37 °C.

Echerichia coli, Micrococcus luteus

Hovézi extrakt 10 g/I
Pepton 10 g/l
NaCl 59/l

Candida glabrata

Kvasni¢ny autolyzat 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukéza 20 g/l

Mikroorganismy pouZzité pro filtraci

Mikroorganismy pouzité pro ucely filtrace byly z agarovych ploten pfevedeny do nize
popsanych sterilnich médii. Kultivace probihala po dobu 32 hodin pii teploté¢ optimalni pro

dany mikroorganismus.

Saccharomyces cerevisisae (30 °C)

Kvasni¢ny autolyzat 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukoza 20 g/l
Echerichia coli (37 °C)
Kvasni¢ny autolyzat 10 g/l
Trypton 10 g/l
NaCl 59/l
Bacillus subtillis, Micrococcus luteus (30 °C)
Hovézi extrakt 10 g/l
Pepton 10 g/l
NaCl 59/l

3.6 Metody analyzy mikrobialnich produktii

3.6.1 Analyza extracelularnich polymeri

3.6.1.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Produk¢éni médium po kultivaci bylo centrifugovano 10000 rpm/8 minut. Po oddéleni
supernatantu byla biomasa promyta destilovanou vodou. Ziskana biomasa byla susena do
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konstantni hmotnosti pii teploté 80 °C. Nasledné byla gravimetricky stanovena koncentrace
biomasy.

3.6.1.2 Extrakce a uprava extracelularnich polymerii

Polymer kyseliny jable¢né a pullulan, jako extracelularni metabolity, byly z média
vysrazeny studenym ethanolem, ktery byl smichén se supernatantem ziskanym centrifugaci
produkéniho média po 96 h kultivace (8000 rpm/10 minut) v poméru 2:1. Srazenina byla po
20 minutach inkubace pii 4 °C centrifugovana (8000 rpm/10 minut) a po vysuseni do
konstantni hmotnosti (70 °C) gravimetricky stanovena koncentrace extracelularnich
polymerti.

Monomer pullulanu — glukéza a PMLA - kyselina jable¢na byly ziskany kyselou
hydrolyzou supernatantu. Pro tento ucel byla vyuzita kyselina sirova (2 M), kterd byla
k supernatantu pfidana v poméru 1:1, hydrolyza probihala pii teploté 90 °c po dobu 12 hodin.
U takto pfipraven¢ho vzorku byl analyzovan obsah gluk6zy a kyseliny jable¢né pouZzitim
HPLC.

3.6.1.3 Stanoveni celkovych a redukujicich sacharidii

Metody stanoveni jsou uvedeny v kapitole 3.3.4 a 3.3.5.

3.6.1.4 Stanoveni glukézy HPLC/RI

Hydrolyzovany supernatant byl zcentrifugovan a zfiltrovan a po piislusném ziedéni byl
pouzit pro stanoveni koncentrace glukozy ve vzorku (Kap.3.4.1).

3.6.1.5 Stanoveni kyseliny jable¢né HPLC/UV-VIS

Hydrolyzovany supernatant byl zcentrifugovan a zfiltrovan a po pfislusném ziedéni byl
pouzit pro stanoveni koncentrace kyseliny jable¢né ve vzorku (Kap.3.4.1) ). Kyselina jable¢na
byla detekovana na UV/VIS detektoru, pti vinové délce 210 nm.

3.6.2 Analyza polyhydroxyalkanoatu

3.6.2.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Produk¢éni médium po kultivaci bylo centrifugovano 10000 rpm/8 minut. Po oddé€leni
supernatantu byla biomasa promyta, v piipad¢ cukernych substrati destilovanou vodou,
jestlize byl pouzit olej, pro promyti byl pouzit 5% roztok Tritonu X-100. Ziskana biomasa
byla susena do konstantni hmotnosti pfi teploté 80 °C.

3.6.2.2 Analyza polyhydroxyalkanodti GC/FID

Standard o pfislusné koncentraci byl rozpustén v chloroformu pfi teploté 70 °C po dobu 20
minut, aby doslo k rozpusténi granulatu. Z rozpusténého standardu byla pfipravena kalibracni
fada. V ptfipadé realného vzorku bylo do vialek navazeno pfiblizné pfesn¢ 10 mg suché
biomasy. K vzorkim byl piidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu
s internim standardem kyselinou benzoovou. Vialky byly uzavieny a vlozeny do termostatu,
kde prob¢hla esterifikace pii teplot¢ 100 °C po dobu 3 hodiny. Po ochlazeni a odstranéni
necistot 0,05 M NaOH, byly vzorky vhodné natedény chloroformem. U takto pfipravenych
vzorkd mohl byt analyzovan obsah PHA plynovou chromatografii s FID detektorem.
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3.7 Priprava a charakterizace ¢astic

3.7.1 Priprava lipozomii (s PHB)

Lipozomy s pridavkem nebo bez ptidavku PHB byly pfipraveny ze smési fosfolipida
(lecithinu 90 mg a cholesterolu 10 mg) metodou ultrasonifikace pouzitim ultrazvukového
homogenizatoru. Postup piipravy lipozomti byl shodny s ptfipravou PHB ¢astic, pouzité
mnozstvi chloroformu bylo 1 ml. V pfipad¢ pfipravy lipozomi s PHB byl ke smési
fosfolipidl pfidan PHB, tak aby jeho zastoupeni ve smési predstavovalo 10 %.

3.7.2 Priprava PHB ¢astic

Piipraveny 1 ml 2% roztoku PHB v chloroformu byl nejprve pfidan k 10 ml destilované
vody a nasledné po dobu nékolika minut ultrazvukovan pomoci ultrazvukového
homogenizatoru do vzniku emulze. Na zavér byl z emulze na magnetické michacce pii 50 °C
odpaien chloroform za vzniku PHB castic.

3.7.3 Charakterizace ¢astic z hlediska stability a velikosti

Velikost ¢astic rizné pfipravenych vzorkd byla stanovena na pfistroji Zetasizer Nanoseries,
ktery vyuzivad dynamického rozptylu svétla. MEii se zde Casova zavislost kolisani intenzity
rozptyleného svétla dané Brownovym pohybem cCastic. Analyza intenzity rozptyleného svétla
umoznuje urcit difiizni koeficient ¢astic a vypocitat distribuci velikosti ¢astic v daném vzorku.
Ptipravené Castice byly vhodné zfedény Mili-Q vodou a analyzovany. Méfeni zeta potencialu
bylo provedeno rovnéz na pfistroji Zetasizer Nanoseries. Méfeni je zalozeno na technice
,Laser Doppler Velocimetry®, tedy na tom, jak rychle se pohybuji ¢astice v kapaliné¢ za
pusobeni elektrického pole. Zeta potencial je rozdil potencialii na pohybovém rozhrani, ktery
Se ustavuje pfi relativnim pohybu tuhé faze s elektrickou dvojvrstvou viic¢i roztoku. Znaménko
je opacné nez znaménko iontl vnéjsi vrstvy elektrické dvojvrstvy. Cim vétsi naboj &astice
nese, tim je stabiln&jsi. Vzorky byly opét vhodné ziedény a proméieny (Matouskova, 2015).

3.7.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity byla v této praci pouzita metoda vyuZzivajici ABTS™"
(Re, 1999). Tato metoda patii mezi zakladni pro stanoveni antioxida¢ni kapacity. Kalibra¢ni
kiivka byla sestavena pro standardni roztok Troloxu rozpusténém v 60% ethanolu. Rozmezi
koncentraci bylo 50-400 ng/ml. Do rovnice byla dosazovana hodnota AA (A0 - Al0).
Hodnota antioxidac¢ni aktivity byla vyjadifena jako hodnota antioxidacni aktivity vzorku ve
stejné mife, jako by vzorek obsahoval dané mnozstvi Troloxu. Rovnice kalibraéni kiivky:
A=1,389.1073.c (ug/ml).

3.7.5 Stanoveni amntimikrobialni aktivity

Pii této metod¢ byl méfenim zakalu sledovan rust mikroorganismu na mikrotitraéni
desti¢ce. K objemu 150 pl suspenze bunék v médiu bylo pipetovano 50 pl antimikrobialni
latky. Jako blank byla pouzita kultura s ptidavkem 50 pl vody, ptipadné jiného pouzitého
rozpoustédla. Rast byl sledovan v ¢ase 0, 3 a 24 hodin.
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3.8 Priprava PHB filtra¢nich materiala

3.8.1 Filtraéni PHB vlakna

PHB (2 g) o molarni hmotnosti piiblizn¢ 200 kDa byl rozpustén za intenzivniho michani pii
60 °C ve 100 ml chloroformu. Do vzniklého viskozniho roztoku bylo pfidano aktivni uhli,
pfipadné oxidy kovii, o stfednim priiméru ¢astic 7 um a smés byla intenzivné michdna az do
vzniku rovnomérné rozdispergované heterogenni smési. Nasledné byl roztok zkoncentrovan
na 5 hm. % obsah polyhydroxybutyratu. Smés byla pfikapavana injekéni stfikackou na
rotujici disk o rychlosti 20000 ota¢ek za minutu. Vznikla vlakna byla sbirana zachytnym
kotouc¢em o priméru 30 cm a vySce 10 cm postaveném kolem disku.

3.8.2 Stanoveni filtra¢ni u¢innosti

Pratokova cytometrie je technika, pomoci niz lze analyzovat fyzikalni charakteristiky
jednotlivych ¢astic (bungk). V pribéhu méfeni jsou buitkky unaseny proudem nosné kapaliny
(voda), kdy dochazi k ,,sefazeni bun¢k v systému tak, aby kazda jednotliva burika prochazela
optickou ¢asti, kde je osvétlena zdrojem svétla. Rozptyl svétla a ptipadnd fluorescence,
emitovana bunikou pfi excitaci zdrojem, jsou zaznamenany. Analyza je zaloZena na relativni
velikosti bunék, granulinité, a pfipadné intenzit¢ fluorescence. Cytometrie je fazena mezi
nejcitlivéjsi metody pro stanoveni po¢tu a charakteristik bunék (Givan, 1992). Prutokova
cytometrie byla vyuzita ke kvantifikaci bun€k v permeétii, poc¢et bunék byl odecten pomoci
ROI (region of interest) v scategramu.

3.9 Studium degradacnich procesi PHA

3.9.1 Priprava PHB materiala za icelem testovani degradace

3.9.1.1 PHB folie

PHB prasek byl rozpustén v chloroformu a ponechan ve vodni lazni pti 60 °C do uplného
rozpuSténi PHB. Folie byly pfipraveny evaporaci chloroformu za pouziti Petriho misek pfi
laboratorni teploté. Po tiplném odpateni rozpoustédla byly folie zvaZeny a pouZity k testovani
enzymove aktivity PHA depolymeraz.

Tvrzena folie byla piipravena metodou extruze na Ustavu chemie materialti Fakulty
chemické VUT v Brné. Jako vstupni surovina poslouzil PHB material naprodukovany
bakterialni kulturou Cupriavidus necator H16 s vyuzitim odpadniho fritovaciho oleje jako
substratu.

3.9.1.2 PUR-PHB

Polyuretan s parcialnim obsahem PHB byl pfipraven pracovniky Ustavu chemie material
Fakulty chemické VUT v Brné. Jednalo se o polyuretan, kdy ¢ast polyesterového polyolu byla
nahrazena PHB. Detailni popis syntézy materialti a stejné tak i jejich mechanickych vlastnosti
je shrnut v publikaci (Vojtova, 2012).
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3.9.2 Testovani depolymerazové aktivity

Jako substrat byly pro Ucely testovani depolymerazové aktivity pouzity krystalick¢é PHB
granule a depolymerazova aktivity byla monitorovana méfenim absorbance suspenze PHB.
Reakce probihala v prosttedi 50 mM fosfatového pufru o prislusném pH. Roztok se
substratem, byl ptipraven smichanim Tris-HCI1 pufru a PHB prasku tak, aby koncentrace PHB
v roztoku cinila 0,4 mg/ml. Tento roztok byl sonifikovan po dobu 1 minuty. Pfipravené
roztoky byly pipetovany na mikrotitraéni destiCku v poméru 3:1 (substrat:enzymu).
Pridavkem enzymu byla zapocata reakce a odectena hodnota absorbance, métena pii vinové
délce 630 nm, byla brana jako po¢ateéni. Casovy interval méfeni absorbance byl 5 minut.
Celkovy ¢as méteni byl 1 hodina (Scherer, 1999).

3.9.3 Stanoveni molekulové hmotnosti

Navazka PHB materialu se pohybovaly v rozmezi 3-5 mg/ml chloroformu. Vzorky byly
rozpoustény pii teploté 60 °C pod dobu 12 h. Molekulova hmotnost byla stanovena ve
spolupraci s Ustavem chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi Fakulty chemické
VUT v Brn¢, pomoci gelové permeacni chromatografie na piistroji Agilent 1100 Series
s vyuzitim chromatografické kolony PL gel Mixed B (300 x 7.5 mm; 10 um) (Obruca, 2010).

3.9.4 Standardni kompostovaci test

U materialti obsahujici PHB byla testovana biodegradabilita normovanym kompostovacim
testem 1S/ISO 20200. Test zaméfeny na dezintegraci materidlu probihal pfi termofilnich
podminkach 58°C. Vzorky byly vystaveny umélému kompostu po dobu potiebnou k rozloZeni
materialu (ISO 20200:2004(E), 2004).

Tabulka 14: SloZeni umélého kompostu pro test 1S/ISO 20200
Obsah [hm. %]

Material
Piliny 40
Kralici krmivo 30
Cerstvy kompost 10
Kukutiény ¥krob 10
Sachar6za 5
Kukufiény olej 4
1

Mocovina
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace substrati pouzitych pro produkci biopolymeri

4.1.1 Substraty pro produkci PMLA a pullulanu

K produkci polymeru kyseliny jablecné a pullulanu pomoci A. pullulans byla testovana
fada potencionalnich substratd. Kultivace ve vSech ptipadech probehly s vyuzitim jak
neupravenych, tak kyselou hydrolyzou upravenych substrati. Vychozi koncentrace substratt
byla 50 g¢/l. V prvnim pfipadé byl material vystaven pouze sterilizacnim podminkam
(121 °C/15 min) ve druhém piipadé byla kupravé zvolena kysela hydrolyza kyselinou
sirovou (2 obj. %), v kombinaci s tepelnou upravou 121 °C/15 minut. Po odstranéni pevnych
podilt z hydrolyzatu bylo pH upraveno na hodnotu 7 a takto pfipraveny hydrolyzat byl pouzit
pro kultivaci A. pullulans. Ptipravena média byla charakterizovana ptedevsim z hlediska
obsahu sacharidi (Tabulka 15). Analyzovan byl obsah celkovych sacharidd, redukujicich
sacharidu a glukozy a to jak u hydrolyzovanych tak neupravenych materiali.

Tabulka 15: Charakterizace médii (50 g/l substratu) pouzitych pro kultivaci A. pullulans

Redukujici sacharidy Celkové sacharidy Glukoéza
Substrat Cpreart [0/1] Coor [9/1] Cpreart [0/1] Coor [9/1] Cpreart [0/1] Cpot [0/1]
Téstoviny 1,38+0,04 1455+0,08 2,16+0,04 17,70+£0,26 0,99 +0,01 1542 +0,35
Téstoviny vajeéné 8,41 +0,01 20,00+0,09 9,31+0,08 2256+125 6,83+0,32 20,90+1,24
Jable¢na vlaknina  3,35+0,05 14,42+0,14 9,20+0,06 28,05+2,56 0,17+0,01 3,51+0,34
Jable¢né vylisky 445+0,06 7,05+0,05 11,84+0,02 32,16=+1,24 n.d. 3,73 +£0,08
PSeni¢né otruby 0,72+0,01 520+0,09 4,45+0,07 7,41+0,86 0,65+0,02 3,81+0,68
Pohankové otruby  9,38+0,12 22,16+0,15 10,69+0,14 3356+4,52 7,24+0,13 13,46+1,02

n.d. — nebyla detekovana
Cpredi — KONCeENtrace pied hydrolyzou
Cpoti — KONcentrace po hydrolyze.

Nejvyssi  koncentrace celkovych sacharidi pred kyselou hydrolyzou byla zjisténa
u jablecnych vyliski a pohankovych otrub, coz také korespondovalo s hodnotami celkovych
sacharida, které byly ziskany po kyselé hydrolyze. Pomérné velky narust koncentrace
celkovych sacharidi po aplikaci kyselé hydrolyzy byl zaznamenan u obou druhd téstovin
ajablecné vlakniny. Z hlediska obsahu sacharidii byly nejnizsi koncentrace, jak pted
hydrolyzou, tak po jejim pisobeni, naméteny u vzorkt pSeni¢nych otrub.

Vajecné téstoviny a pohankové otruby mély nejvyssi obsah redukujicich sacharidi pied
i po kyselé hydrolyze. Pomérné vysoka ucinnost hydrolyzy, z hlediska zisku redukujicich
sacharidd, byla zaznamenéna u vzorkl bezvajenych téstovin a jable¢né vlakniny.

Ve standardnim mineralnim médiu, které je pouzivano pro kultivaci A. pullulans
(Kap.3.5.1), je jako zdroj uhliku pouzita glukéza. Pro porovnani obsahu tohoto sacharidu,

68



sobsahem v jednotlivych hydrolyzatech, byla analyzovana koncentrace glukozy
u jednotlivych roztokd médii pfipravenych z vySe uvedenych substrati. Nejvyssi koncentrace
glukozy pred hydrolyzou byla detekovana u vaje¢nych téstovin (6,83 g/l) a u pohankovych
otrub (7,26 g/1). Po aplikaci kyselé hydrolyzy doslo ke zvySeni koncentrace glukézy v ptipadé
vajeénych té€stovin az na 20,9 g/l. Nejvyssi nartist koncentrace glukozy po kyselé hydrolyze
byl zaznamenan u bezvaje¢nych téstovin, koncentrace v tomto piipadé vzrostla o 14 g/l.

Z hlediska produkce pullulanu a polymeru kyseliny jable¢né, kdy A. pullulans vyuziva
sacharidy, pfedev§im glukozu, jako zdroj uhliku, jsou nejvhodnéjSim substraty vzhledem
k obsahu sacharidi pohankové otruby a téstoviny.

Dale byla pro produkci pullulanu a polyjable¢né kyseliny pouzita syrovatka, jejiz parametry
jsou specifikovany v (Kap.4.1.4).

4.1.2 Kavova sedlina, jako substrat pro produkci PHA

Kava je péstovana ve vice nez 80 zemich svéta a patii mezi jeden z viibec nejoblibenéjSich
napoji. Diky ¢im dal vyssi poptavce, vzrostla celosvétova produkce kavy v letech
20002012 o témet 17 %. Pti ptiprave kdvy vznika fada odpadnich materidli, pficemz kdvova
sedlina tvofi nejvétsi podil. Kavova sedlina je odpad generovany pii piiprave kavy v relativné
velkém mnozstvi, coz muize piedevSim pro producenty rozpustnych kav predstavovat
problém. Velké mnozstvi pevného kavového odpadu musi byt zpracovano v souladu
s platnou legislativou. Jedna z nejvétsich potravinaiskych firem Nestlé se zavazala do roku
2020 vyznamné¢ snizit celkovy objem vyprodukovaného odpadu. Jeden z pilotnich projektt je
zaméten na vyuZiti kavové sedliny k produkci energie pro vice nez 20 zavodu Nestlé.

Kavova sedlina obsahuje velké mnozstvi organickych sloucenin jako jsou mastné kyseliny,
lignin, hemicelul6ézu, celulézu, aminokyseliny, polyfenoly a mineraly, které mohou byt
vyuzity pro zisk produktt v konceptu biofafinerie (Campos-Vega, 2015).

Pro ucely produkce PHA byl jako substrat pouzit hydrolyzat kavové sedliny (SCGH —
,spent coffee ground hydrolysate®). Testovany byly rtzné koncentrace kavové sedliny,
optimalizovan byl také proces hydrolyzy v zédvislosti na vytézku zkvasitelnych sacharidii
a obsahu toxickych vedlejsich produktd hydrolyzy (polyfenolické latky, furfuraly, alifatické
kyseliny). K odstranéni potencionalnich inhibitorti ristu mikroorganismii byla aplikovana
fada detoxifika¢nich metod.

4.1.2.1 Optimalizace procesu hydrolyzy kavové sedliny

Pro proces hydrolyzy byla zvolena vychozi koncentrace kavové sedliny 50 g/l. Testovana
byla z hlediska vytéznosti redukujicich sacharidi hydrolyza kysela, zasadita, enzymaticka, ale
také jejich kombinace. Zkouman byl také vliv pouziti ultrazvukového homogenizatoru na
prubéh hydrolyzy ve smyslu vytézku sacharida a polyfenolickych latek.

Pro ucely kyselé hydrolyzy byla testovana kyselina sirova, chlorovodikova a octova
v rozmezi koncentraci 0,5 — 2,5 obj. %. Kyseld hydrolyza probihala pfi teploté 121 °C po
dobu 15 minut. U vzorkll sobsahem 2,5 obj. % kyseliny byl zkouman vliv aplikace
ultrazvukové homogenizace pted samotnym procesem kyselé hydrolyzy na vytéznost procesu.
Monitorovan byl také obsah polyfenolii v jednotlivych hydrolyzatech, které mohou mit
ihnibi¢ni ucinek na rust mikroorganismu (Kap.1.5.2.5).
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Pro vétsi prehlednost vysledkii byl zaveden faktor K (Tabulka 16), jedna se o pomér
koncentrace redukujicich sacharidi jako hlavniho substratu v hydrolyzatech a koncentrace
celkovych polyfenolii. Vytéznost hydrolyzy ptedstavuje zisk redukujicich sacharidi z1 g
substratu.

Tabulka 16: Prehled vysledkui kyselé hydrolyzy kavové sedliny (50 g/l)

Redukujici Faktor VytéZnost
Kyselina Koncentrace sacharidy  Polyfenoly K hydrolyzy
[obj. %] [9/] [9/1] - -
1 8,00+0,01 3,47 +0,01 2,30 0,16
H2S04 2,5 11,34+£0,03 3,89+0,02 2,92 0,23
2,5 (UH) 26,83 +£0,02 0,73+0,01 36,97 0,54
1 8,60+0,01 4,37+0,01 1,97 0,17
HCI 2,5 10,96 0,01 2,08+0,01 5,28 0,22
2,5 (UH) 2529+0,02 1,62+0,02 1559 0,51
1 460+0,02 1,76+0,01 2,61 0,09
2,5 6,45+0,07 124+0,01 5,21 0,13
CHsCOOH 2,5 (UH) 6,76+ 0,02 0550+0,01 1356 0,14
voda - 0,46 +£0,05 2,62+0,01 0,18 0,01

UH — ultrazvukovy homogenizator

Bezesporu nejvyssich vytéznosti redukujicich sacharidii bylo dosazeno piedupravou kéavové
sedliny ultrazvukovym homogenizatorem s naslednou aplikaci 2,5 obj. % kyseliny (Tabulka
16). Mezi kyselinami bylo z hlediska zisku redukujicich sacharidi nejefektivnéjsi pouziti
kyseliny sirové (26,83 g/1). Dalsi vyhodou pouziti této hydrolyzy je relativné nizky obsah
polyfenolickych latek (0,73 g/l). Podobné koncentrace redukujicich sacharidii bylo dosazeno
pouzitim kyseliny chlorovodikové (25,29 g/1), nicméné v porovnani s Kyselinou sirovou byla
koncentrace ziskanych polyfenolii vyssi (1,62 g/1). Zajimavé je, Ze pouzitim ultrazvukového
homogenizatoru pied procesem kyselé hydrolyzy byla ve vSech ptipadech vyrazné sniZena
vysledna koncentrace polyfenolickych latek v hydrolyzatu.

Tabulka 17: Prehled vysledkii zdasadité hydrolyzy kavové sedliny (50 g/l)
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Redukujici Faktor Vytéznost
Zasada  Koncentrace sacharidy  Polyfenoly K hydrolyzy
[hmot. %] [9/1] [a/1] - -
NaOH 1,5 (UH) 0,36+£0,05 1,79+0,01 0,20 0,01
voda - 0,49 £0,03 2,74+0,03 1,78 0,01




Alkalicka hydrolyza byla stejné¢ jako kyselda hydrolyza vyuzita k produkci
fermentovatenych  sacharidi  z kadvové sedliny. Hydroxid sodny v koncentracich
0,5 — 1,5 hmot. % byl kombinovan se zvySenou teplotou (121 °C/15 min). Nejvyssich vytézkh
redukujicich sacharidi, bylo dosazeno pouzitim koncentrace 1,5 hmot. %, nicméné
V porovnani s kontrolnim vzorkem (bez obsahu hydroxidu sodného) neméla pfitomnost
hydroxidu vyznamny hydrolyticky efekt (Tabulka 17).

Tabulka 18: Prehled vysledkii enzymatické hydrolyzy kavové sedliny (50 g/l)

Redukujici Faktor VytéZnost
Enzym Koncentrace sacharidy  Polyfenoly K hydrolyzy
[hmot. %] [g/1] [g/1] - -
celulaza 0,5 1,74+£0,01  2,05+0,07 0,85 0,05
hemicelulaza 0,5 1,30 £0,05 1,48 £0,03 0,87 0,04
celul. + hemicelul. 0,5 1,42+0,03 1,59 +0,06 0,89 0,04
voda - 0,64 0,08 2,71 +0,06 0,24 0,01

Celulaza — Trichoderma reesei
Hemicelulaza — Aspergillus niger

Pouzitim specifickych celulolytickych enzymut k hydrolyze kavové sedliny nebylo
dosazeno zdaleka tak dobré vytéznosti jako u ptfedchozi kyselé hydrolyzy. Koncentrace
redukujicich sacharidi se pohybovala v rozmezi od 1,30 — 1,74 g/I, naopak doslo k uvolnéni
pomérné vysoké koncentrace polyfenola (1,48 — 2,05 g/l). Pfimé pouziti enzymid pro
hydrolyzu kavové sedliny nebylo uspésné a vytézek fermentovatelnych sacharidi byl nizky.
(2,5 obj. %) s predupravou kavové sedliny ultrazvukovym homogenizatorem. Velice dobrych
vysledkil bylo také dosazeno pouzitim kyseliny chlorovodikové (2,5 obj. %). Na zaklad¢
téchto vysledkd, bylo v dal§im experimentu ptistoupeno k optimalizaci vychozi koncentrace
kavové sedliny pouzivané k hydrolyze. Kavova sedlina byla pouzita v koncentracich 50, 100
a 150 g/l, hydrolyzovana byla kyselinou sirovou, chlorovodikovou (2,5 obj. %) a celulazou
(Tabulka 19).

Uspé&snost kyselé hydrolyzy kavové sedliny byla potvrzena i v piipadé, Ze k hydrolyze bylo
pouzito ruznych navazek vstupni suroviny (50, 100, 150 g/l). Nicméné, navazka kavové
sedliny neméla na vyslednou koncentraci redukujicich sacharidii vyznamny vliv, koncentrace
u vSech tii vzorku dosahovaly podobnych hodnot (24,01 — 28,25 g/l). Nejvyssi hodnoty
faktoru K, u vSech ptipadi hydrolyz, bylo dosazeno pouzitim navazky 150 g/l kdvové sedliny.
V piipadé pouZiti kyseliny sirové bylo ziskano 28,25 g/l redukujicich sacharidl, prekvapivé
byla koncentrace polyfenold v porovnani snavazkami 50 a 100 g/l nejnizsi (0,56 g/l).
Co se ty€e vytéznosti hydrolyzy, nejvyssiho vytézku redukujicich sacharidii na 1 g kdvové
sedliny bylo dosazeno aplikaci kyseliny sirové na navazku kavové sedliny 50 g/l.
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Tabulka 19: Prehled vysledkii hydrolyzy kavové sedliny v zavislosti na vychozi koncentraci

L Redukujici Faktor  VytéZnost
:237;:1? Typ hydrolyzy sacharidy Polyfenoly K hydrolyzy
[9/1] [obj. %] [9/1] [9/1] - -

H>S04 (2,5%) 27,41 +£0,42 1,50+0,02 1831 0,55
50 HCI (2,5%) 24054033  1,38+001 17,84 0,49
Celulaza 10,72 £0,16 4,05+0,07 2,65 0,21
H.S04 (2,5%) 24,01 £0,27 0,71 +£0,01 33,82 0,24
100 HCI (2,5%) 18,25+ 0,31 1,15+£0,01 15,89 0,18
Celulaza 6,76 = 0,08 0,43 £0,02 15,74 0,07
H2S04 (2,5%) 28,25 +£0,56 0,56 +0,01 50,19 0,19
150 HCI (2,5%) 17,76 £ 0,11 0,95+0,03 18,71 0,12
Celulaza 6,20 = 0,08 0,32+0,01 19,68 0,04

V ptipadé pouziti enzymatické hydrolyzy nebylo opét zdaleka dosazeno tak dobrych
vysledkti vytéznosti hydrolyzy jako u hydrolyz chemickych. Na druhou stranu, koncentrace
redukujicich sacharidii u enzymaticky pfipravenych hydrolyzati kavové sedliny byly az
10krat vy$$i v porovnani s piedchozim experimentem (Tabulka 18). Vyssich koncentraci
redukujicich sacharidi bylo pravdépodobné dosazeno prodlouzenim doby inkubace
Z ptedchozich 2 hodin na dobu 24 hodin.

Kavova sedlina (150 g/l) byla na zaklad¢ predchozich vysledkii hydrolyzovéana kyselinou
sirovou 2,5 obj. % v kombinaci s naslednou enzymatickou hydrolyzou. Celulaza byla po
provedeni kyselé hydrolyzy a nasledné tupravé pH pridana v koncentraci 0,5 obj. %,
enzymatickd hydrolyza probihala pti teplot¢ 50 °C po dobu 24 hodin. Takto pfipraveny
hydrolyzat kavové sedliny byl analyzovan z hlediska slozeni jednotlivych sacharidu,
inhibitorti a dal$ich parametri uvedenych v Tabulka 20. Kavovy hydrolyzat byl pouzit pro
produkce polyhydroxyalkanoati popsanych v kapitole 4.3.1.1.

Tabulka 20: Charakterizace hydrolyzatu kavové sedliny (150 g/l) po kombinované kyselé a
enzymatické hydrolyze

Parametr Koncentrace/hodnota
Susina [g/1] 98,4 +0,1
Popel [g/1] 27,6 +0,8
PO4* [9/l] 0,32 +0,03
Celkovy obsah dusiku [hmot. %] 0,16 £0,03
Proteiny (N x 6.25) [g/l] 10,2+0,6
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Olej [hmot. %] 152 +£2,3
Polyfenoly [g/l] 3,6x0,1

Levulova kyselina [g/l] 1,72 +0,19
5-hydroxymethylfurfural [g/l] 0,15+0,03
Furfural [g/l] n.d.
Celkové sacharidy [g/1] 50,1 +£2,.2
Celobidza [g/l] 2,7+0,3
Galaktoza [g/l] 17,3+0,3
Manbza [g/l] 23,6 £0,6
Arabinéza [g/l] 2,8+0,2
Glukoza [g/l] 3,9+0,2

n.d. — nebylo detekovano

4.1.2.2 Detoxifikace hydrolyzdtu kdvové sedliny

Vzhledem Kk pomérné vysokym koncentracim polyfenolickych latek, které mohou mit
zasadni inhibi¢ni efekt na mikrobialni producenty, byly testovany moznosti detoxifikace
SCGH. Nejprve byla vyzkousena extratkce potencialné inhibi¢nich polyfenoli z kévové
sedliny pfed samotnou hydrolyzou. K extrakci polyfenolickych latek byly vyuzity
rozpoustédla ethylacetat, ethyllaktat a ethanol (50%, 75%). Dale byla testovana ucinnost
detoxifikace jiz ptipravenych hydrolyzati pouzitim aktivniho uhli a metodou ,,0verliming®
(Kap.3.3.1.2).

Tabulka 21: Detoxifikace SCG hydrolyzatu extrakci polyfenolit pred hydrolyzou

Typ Polyfenoly Ubytek
detoxifikace  Cprea [0/1] Cpo [0/1] [%0]
Ethylacetat 2,06+0,05 0,81
Ethyllaktat 1,69 +0,03 18,55

2,08 £0,02
Ethanol 50% 1,21+0,01 41,08
Ethanol 75% 1,61 £+0,03 22,43

Cpred — koncentrace polyfenolii v hydrolyzatu kédvové sedliny pred extrakci

Cpo— koncentrace polyfenoll v hydrolyzatu kavové sedliny po extrakci

Jako nejefektivnéjsi se ukazalo byt pouziti 50% ethanolu, kde byla u¢innost eliminace
polyfenolt v hydrolyzatech oproti kontrolnimu vzorku vice nez 41 % (Tabulka 21). Extrakci
ethyllaktatem a 75% ethanolem bylo odstranéno pfiblizné 20 % polyfenoli z hydrolyzatu.
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Naprosto nevyhovujici pro Gcely extrakce byl ethylacetat, pomoci n¢hoz nedoslo k odstranéni
tém¢et zadnych inhibicnich latek.

ethanolu), byla optimalizovana koncentrace ethanolu (0 — 60%). Zaroven byly ovéfeny
alternativni postupy detoxifikace hydrolyzatl zalozené na sorpci mikrobidlnich inhibitord
z jiz ptipravenych hydrolyzati pomoci aplikace aktivniho uhli a procesu ,,overliming*
(Kap.3.3.1.2). Nejvyssi ucinnost detoxifikace byla zjisténa, pokud bylo pouzito aktivni uhli
(55 %). Velice dobrych vysledkii bylo dosaZzeno extrakci ethanolem o koncentracich
45 a 60 % (Tabulka 22). Takto detoxifikované hydrolyzaty kavové sedliny byly pouzity pro
produkci PHA B. cepacia (Kap.4.3.1.1).

Tabulka 22: Detoxifikace SCG hydrolyzatu ethanolem, aktivnim uhlim a procesem

,,overliming
Typ Polyfenoly Ubytek
Detoxifikace Cprea [Q/1] Coo [0/1] [%6]
Voda (EtOH 0%) 3,0140,04 183
EtOH 30% 2,84+£0,11 227
EtOH 45% 2,41 +£0,01 345
EtOH 60% 3082005 2,32+0,06 369
Aktivni uhli 1,66 £0,02 55,0
Overliming 2,96 £0,08 19,7

4.1.3 Olej z kavové sedliny, jako substrat pro produkci PHA

Diky ptedchozi charakterizaci kdvové sedliny, bylo zjisténo, ze olej se v kavové sedliné
vyskytuje v relativné vysokém mnozstvi 1520 hmot. %. Kavovy olej je mozné z kavové
sedliny extrahovat vhodnym organickych rozpoustédlem (Al-Hamamre, 2012). Pro nase ucely
byl pro extrakci pouzit hexan. Profil mastnych kyselin kdvového oleje a dalsi jeho kvalitativni
parametry jsou uvedeny v Tabulka 23.

Tabulka 23: Charakterizace oleje ziskaného z kavové sedliny

Mastna Kyselina Obsah [%]

Palmitova kyselina (C16:1) 35,7
Stearova kyselina (C18:0) 7,1
Olejova kyselina (C18:2n6c¢) 9,4
Linolova kyselina (C18:2n6c¢) 43,7
Arachidonova kyselina (C20:0) 2,2
a-linolenova kyselina (C18:3n3) 1,1
cis-11-eikosenova kyselina (C20:1) 0,3
Behenova kyselina (C22:0) 0,4
Parametr Hodnota
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Cislo zmydeln&ni 166,1

Cislo kyselosti 7,1
Jodové ¢islo 70,3
Esterové Cislo 158,9

Kyselina palmitova a linolova jsou hlavnimi mastnymi kyselinami obsaZenymi v oleji
extrahovaném z kdvové sedliny, predstavuji zde az 80 % z celkového obsahu mastnych
kyselin. Vyznamné jsou zastoupeny také Kyselina stearova (7,1 %) a olejova (9,4 %).
Dalsi mastné kyseliny jsou v kdvovém oleji pfitomny pouze v minoritnim mnozstvi. Podobny
profil mastnych kyselin byl uveden ve studii zabyvajici se slozenim oleje ziskaného
z Cerstvych kavovych bobi. Kyselina linolova, palmitova a olejova pifedstavovaly majoritné
zastoupené mastné kyseliny v kdvovém oleji z Cerstvych kavovych zrn (Dong, 2015). Je tedy
ziejmé, ze profil slozeni mastnych kyselin neni technologickymi kroky vedoucimi od
surovych zrn ke kavové sedlin¢ vyrazné ovlivnén. Relativné vysoké hodnoty ¢isla kyselosti
ukazuji, ze kavovy olej ziskany z kavové sedliny obsahuje pomérné velké mnozstvi volnych
mastnych kyselin, coz pozitivné ovlivnilo produkci PHA (Kap.4.3.1.2). Izolovany kavovy olej
byl také pouzit jako aktivni slozka ovlivitujici antioxida¢ni a antimikrobialni efekt lipozomu
a lipozomu s obsahem PHB, do kterych byl tento olej ptidan (Kap.4.4.1).

4.1.4 Syrovatka jako substrat pro produkci PHA, pullulanu a PMLA

Syrovatka je vedlej$im produktem vznikajicim pii vyrobé syra, tvoii 80 - 90 % objemu
mléka a obsahuje az 55 % latek, které se nachazeji v mléce. Hlavni komponenty syrovatky
jsou vedle vody piedevsim mlécny cukr — laktéoza a syrovatkové proteiny (Obruca, 2011).
Pro ucely produkce pullulanu, polymeru kyseliny jable¢né a PHA, byla syrovatka testovana
jako mozny zdroj uhliku (Kap.4.2.1) a dusiku (Kap.4.3.2). Vedle celkové koncentrace
proteini byl také analyzovan aminokyselinovy profil syrovatky, kterd byla enzymaticky
hydrolyzovana proteazou Alcalase®. Proteolyticka piediprava syrovatky nejen navysuje
koloidni stabilitu syrovatky béhem sterilizace, ale produkty proteolyzy (volné aminokyseliny
a peptidy) predstavuji velice zajimavy komplexni dusikaty substrat pro fadu mikroorganismu
(Jeewanthi, 2015).

Obsah proteinti hydrolyzované syrovatky ptedstavoval 16 % z celkové syrovatkoveé susiny.
Kyselina glutamova a asparagova se v syrovatce nachazely v nejvyssi koncentraci
(Kap.3.4.2). Dalsimi pomérné vyznamné zastoupenymi aminokyselinami byl leucin, lysin
aisoleucin (Tabulka 24). Ve vysoké koncentraci byla v syrovatce zastoupena laktoza
(38,2 g/l).

Tabulka 24: Charakterizace sloZeni syrovatky po proteolytickém Stépeni syrovatkovych

proteinii
Parametr Koncentrace [g/l]
SusSina 59,1 £0,5
Popel 122+£0,2
Laktéza 38,2+0,5
Glukéza 0,94 +0,1
PO 0,06 0,01
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Celkovy dusik 9,5+0,1
Koncentrace jednotlivych aminokyselin [g/l]

Asparagova kyselina 1,11 £0,08
Threonin 0,51 £0,04
Serin 0,33 £0,01
Glutamova kyselina 1,10 £0,10
Prolin 0,54 +£ 0,04
Glycin 0,33 +£0,02
Alanin 0,51 £0,08
Valin 0,48 +£0,07
Methionin 0,11 +£0,01
Isoleucin 0,69 + 0,07
Leucin 0,86 0,10
Tyrosin 0,21 £0,03
Fenylalanin 0,24 £ 0,02
Histidin 0,27 £ 0,05
Lysin 0,78 £0,05
Arginin 0,28 +£ 0,04

4.1.5 Pefi jako komplexni zdroj dusiku pro produkci PHA

Podobn¢ jako syrovatka byl jako komplexni zdroj dusiku pro produkci PHA pouzit rovnéz
hydrolyzat kufeciho pefi (Kap.4.3.3). Optimalizaci procesu hydrolyzy byla jako nejlepsi,
z hlediska zisku proteinii zvolena metoda alkalické hydrolyzy v kombinaci s mikrovinnym
ohfevem. Smés pefi s hydroxidem sodnym (0,5 M) byla mikroviné ohtivana (600 W) po dobu
10 minut, s krokem 1 minuta ohfev/l minuta pauza. Testovany byly koncentrace pefi
v rozsahu od 20 do 60 g/l. Z hlediska obsahu aminokyselin a proteinti byl charakterizovan
hydrolyzat s vychozi koncentraci peti 60 g/l (Tabulka 25). Elementarni analyzou hydrolyzatu
peti byl zjistén obsah 9,44 % N, 30,84 % C, 4,89 % H a 0,68 % S.

Tabulka 25: Charakterizace slozeni hydrolyzdtu peri (60 g/l)

Parametr Koncentrace [g/l]
SuSina 76,9 £0,5
Popel 275+0,6
Celkové proteiny 33,1+£0,5
Celkovy dusik 457 +£0,3
Koncentrace jednotlivych aminokyselin [g/1]
Asparagova kyselina 2,84 £0,26
Threonin 0,66 £ 0,13
Serin 3,09 £0,32
Glutamova kyselina 4,59 +0,11
Prolin 4,43 £0,41
Glycin 4,10 £0,26
Alanin 2,12 +0,30
Valin 3,81 £0,23
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Methionin 0,36 £ 0,14

Isoleucin 1,95 +0,35
Leucin 3,65+0,16
Tyrosin 0,85+0,08
Fenylalanin 2,32+0,16
Histidin 1,82 +0,14
Lysin 1,21 £0,09
Arginin 1,22 £0,08

4.2 Produkce pullulanu a polymeru Kyseliny jable¢né

V prvni fazi probéhly experimenty, které byly zaméfeny na optimalizaci podminek
kultivace (pH, zdroj uhliku, doba kultivace) a vybéru vhodného kmenu A. pullulans.
Na zakladé téchto vysledkt byl pro nasledujici produkce vyuzit kmen A. pullulans CCM F148
podminky kultivace byly nastaveny na teplotu 30 °C, pH 6, po dobu 96 hodin. Pro standardni
kultivaci bylo pouZzito mineralni médium obsahujici glukézu jako zdroj uhliku (Kap.3.5.1).
V dalsim kroku bylo pfistoupeno k testovani moznosti vyuziti obnovitelnych typti biomasy,
jako substrath pro produkci extracelularnich polymerd (EP). Pro zvySeni koncentrace
sacharidi v médiu byla aplikovana kyselda hydrolyza, pfi¢emz monitorovan byl také vliv
hydrolyzy na produkci biopolymert. Po testovani celé Skaly substrati byly na zakladé
vysledki z bankovych kultivaci provedeny kultivace ve 21 laboratornim fermentoru.

4.2.1 Testovani substrata pro kultivaci A. pullulans

Polysacharid pullulan je extracelularnim produktem polymorfni kvasinky A. pullulans
(Kap.1.3.2). Kromé¢ pullulanu je A. pullulans biotechnologicky vyznamnym producentem celé
fady enzymi jako jsou amyldza, proteaza, lipaza, celuldza, xylanaza, a dalsi (Singh, 2008).
Rada studii se také zabyva moznosti produkce polymeru kyseliny jableéné pomoci
A. pullulans (Nagata, 2014), (Zan, 2013), (Leathers, 2013). Na =zakladé Sirokého
enzymatického vybaveni A. pullulans byly jako zdroje uhliku pro produkci pullulanu pouzity
predevsim odpadni substraty. Vzhledem ke schopnosti A. pullulans produkovat celulolytické
enzymy (Leite, 2007) byla pro kultivaci vyuzita cela fada lignoceluldzovych substrati;
psSeni¢né a pohankové otruby, jablecné vylisky. Dalsimi odpadnimi materialy pouzitymi pro
produkci pullulanu byla syrovatka a glycerol. Pullulan a polymer kyseliny jablecné byly
produkovany paralelné¢ jako extracelularni produkty. Polymery byly z média extrahovany
vysrazenim ethanolem a nasledné gravimetricky stanoveny jako celkové extracelularni
polymery.

Substraty, které jsou pro kultivaci A. pullulans pouzity jako zdroj uhliku, byly do média
ptidany bez predupravy v koncentraci 50 g/l (Graf 1). Biomasa a vysrazené extracelularni
polymery byly stanoveny gravimetricky.

Jak je z Graf 1 patrné kromé pohanovych otrub byly veskeré substraty pouzité ke kultivaci
A. pullulans utilizovatelné. Nejvyssi koncentrace biomasy bylo dosazeno pouzitim
pSeni¢nych otrub (9,3 g/l), nicméné koncentrace extracelularnich polymerti byla nejvyssi
v ptipadé, kdy byly jako substrat pouzity vaje¢né téstoviny. Obsah biomasy dosahoval
s vyjimkoupohankovych  otrub  velice podobnych  koncentraci  (5,21-5,97  g/l).
Pomérné vysokych vytézku extracelularnich polymert bylo dosazeno v pfipad¢, Ze byla jako
zdroj uhliku pouzita jable¢na vlaknina (20,56 g/1). I ptes relativné vysoky obsah redukujicich
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sacharidii obsazenych v pohankovych otrubach pted hydrolyzou (Tabulka 15), nedoslo
k téméf Zadné produkci biomasy. Jednim z moznych vysvétleni je vysoky obsah flavonoidi
v pohankovych otrubach, ktery miiZze mit inhibi¢ni efekt na rtst biomasy (Kim, 2006).

Neupravené substraty
25 W Biomasa MWEP

20

15
| I I
0 ' I I I —

téstoviny téstoviny jablecna jablecné psSenicné pohankové
vajeCné  vlaknina  vylisky otruby otruby

c [g/1]

o

%]

Graf 1: Produkce biomasy a celkovych extracelularnich polymerii (EP) A. pullulans s vyuzitim
nehydrolyzovanych materialu

Vzhledem krelativné vysokému vytézku vysrazenych extracelularnich polymert
I v ptipadé pohankovych otrub, je pravdépodobné, Ze vysledky mohou byt zkresleny
vysrazenim dal$ich komponent, které byly uvolnény do média z pouzitych substratd. Z tohoto
diivodu bylo pfistoupeno k charakterizaci vysrazenych biopolymerd, pullulanu a polymeru
kyseliny jable¢né, pouZzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Polymer kyseliny jablecné (PMLA) je polyester slozeny z monomernich jednotek kyseliny
2-hydroxybutandiové. Kyselou hydrolyzou (kyselina sirova 2 M/12 h/90 °C) dochazi
k rozstépeni polymeru na monomerni jednotky kyseliny jable¢né (Cao, 2012). Polysacharid
pullulan je linearni homopolymer sloZzeny z maltotriozovych jednotek, které jsou
spojeny a-(1,6) glykosidickou vazbou. Pusobenim kyselé hydrolyzy, je mozné
Z maltotriozovych jednotek ziskat glukozu (Rehm, 2009). Vysledné produkty (monomery)
obou reakci je mozné za pouziti vhodné kolony kvantifikovat pomoci HPLC v ramci jedné
analyzy (Kap.3.6.1.4).
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Neupravené substraty
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Graf 2: Produkce PMLA a pullulanu na neupravenych substrdtech

Vzorky média byly hydrolyzovany tak, aby dosSlo k rozstépeni polymeru na ptislusné
monomerni jednotky. Obsah pfislusnych monomernich jednotek byl v médiu stanoven jak
pied, tak po hydrolyze. Nejvyssi obsah glukozy (pullulanu), byl stanoven v pfipad¢, kdy byly
pro kultivaci pouzity pseni¢né otruby 12,69 g/l (Graf 2), koncentrace kyseliny jable¢né v této
kultivaci dosahovala koncentrace pouze 1,75 g/l. Dalsi, relativné vysoky obsah pullulanu byl
stanoven vV ptipad¢ pouziti obou druhl téstovin (bezvajecné téstoviny 6,80 g/l, vajecné
téstoviny 9,76 g/1). Naopak u jable¢nych vyliski a vlakniny nebyl potvrzen trend z Graf 1
a produkce pullulanu zde byla zanedbatelna (1,80, 1,29 g/1). Dle ziskanych vysledki lze tedy
konstatovat, ze v piipadé gravimetrického stanoveni EP doslo k ovlivnéni vytézku latkami
pochdazejicimi z pouzitych substratl, které se do kultivacniho média uvolnily pravdépodobné
piedevsim pii jeho sterilizaci.

Vysledky ziskané analyzou kyseliny jablecné potvrzuji, ze PMLA nebyla v téchto
kultivacich produkovana ve vyznamnych koncentracich (vytézky dosahovaly 0,89 — 2,89 g/l),
nicméné kyselina jable¢nd byla detekovdana ve vsSech pripadech. Nejvyssi koncentrace
kyseliny jable¢né byla zaznamenana, pokud byly jako substrat pouzity jable¢né vylisky, 2,89
g/l. Kyselina jable¢na a glukdza byly stanoveny u vzorku pied a po hydrolyze, aby byla
vylou€ena moznost uvolnéni dané¢ho produktu z pouzitého substratu. Kyselina jable¢nd byla
detekovana pouze po hydrolyze média, mizeme tedy soudit, Ze stanovena kyselina jable¢na je
produktem hydrolyzy polymeru kyseliny jable¢né. V ptipadé glukdzy byla zbytkova glukoza
z média odectena od koncentrace naméiené po hydrolyze vzork.
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Pullulan, PMLA - hydrolyzované substraty
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Graf 3:Produkce pullulanu a PMLA na hydrolyzovanych substrdtech

V dalsim kroku byly pouzity substraty pro kultivace v Erlenmeyerovych baiikach
hydrolyzovany kyselinou sirovou 2 obj. % (121 °C/15 minut) za ucelem zisku vyssi
koncentrace fermentovatelnych sacharidti v médiu (Tabulka 15). Nejvétsi vliv hydrolyzy se
projevil u pohankovych otrub, kdy bylo hydrolyzou ziskano 22,16 g/l redukujicich sacharidt
(Tabulka 15). Vyssi koncentrace sacharidi v médiu se pozitivné projevila na produkci
pullulanu, kdy bylo detekovano 13,46 g/l glukozy (Graf 3). Kyselou hydrolyzou téstovin byl
navySen obsah redukujicich sacharidd, v ptipadé bezvajecnych téstovin o 13,17 g/l
a vajeCnych téstovin o 11,59 g/l. Vyssi koncentrace redukujicich sacharidii v médiu se opét
pozitivné odrazila v produkci pullulanu, 15,42 g/l pro bezvaje¢né téstoviny, 22,9 g/l vaje¢né
téstoviny. V ptipadé kyseliny jable¢né narostla vyraznéji produkce PMLA pouze v piipadé
pohankovych otrub (2,66 g/l). Lze tedy konstatovat, ze nejvétsi efekt na produkci
extracelularnich polymerit méla hydrolyza pohankovych otrub, kde doSlo k navySeni
produkce jak polymeru kyseliny jablecné, tak i pullulanu.

Vedle vyse uvedenych substratd byl testovan pro experimenty v Erlenmeyerovych bankach
také odpadni glycerol a syrovéatka. V experimentu byla porovnavéna schopnost produkce
extracelularnich biopolymerti dvéma riznymi kmeny A. pullulans CCM 8182 a CCM F148.
V piipadé¢ glycerolu bylo testovdno né€kolik variant produkci: odpadni glycerol jako jediny
zdroj uhliku, smés glycerolu a glukozy v riznych pomérech. Z vysledkt vyplyva, Ze pouziti
smesi glycerolu a glukdzy v riznych pomérech mize pfiznivé ovliviiovat produkci EP, ale
také rist biomasy. Optimalizaci bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi pomér glukodza-glycerol je 1:1.
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Graf 4: Produkce biomasy a extraceluldrnich biopolymerii A. pullulans s vyuZitim syrovdtky
a glycerolu

Pouzitim odpadniho glycerolu jako jediného zdroje uhliku (60 g/l) vmédiu byla
koncentrace biomasa/EP pro oba kmeny A. pullulans ptiblizné stejna, 3,41 g/l a /0,75 g/1 pro
kmen CCM 8182 a 3,06 g/l a 1,1 g/l pro kmen F 148 (Graf 4). Pfidanim glukézy (30 g/l) do
mineralniho média s glycerolem (30 g/l) v poméru 1:1 doslo k vyraznému nardstu produkce
EP (4,1 g/l) a biomasy (4,47 g/l) u kmene CCM 8182. Pouziti glukdzy u kmene F148 nemélo
témét Zadny vliv na nariist biomasy, produkce EP se zvysila o 2,1 g/l. V ptipadé syrovatky
byla pro kultivaci vyuzita neupravena syrovatka a syrovatka, ze které byly filtraci odstranény
vysrazené syrovatkové proteiny. Z hlediska porovnani biomas u obou kment bylo vysSich
koncentraci  dosazeno Vv pfipadé, kdy byla pouzita centrifugovana syrovatka
(7,55 g/l CCM 8182 a 10,64 g/l F148). Koncentrace biomasy u obou kmenti byla vyrazné
vys$si nez v pripadée, kdy byl pro kultivaci vyuzit glycerol. V ramci stanoveni koncentrace EP
bylo vysSich koncentraci dosazeno kultivaci kmene CCM 8182. Na druhou stranu vyssi
koncentrace biomasy byla stanovena po kultivaci kmene F148 na syrovatce. Maly rozdil
Vv koncentraci EP byl zaznamenan v piipad¢ neupravené a zfiltrované syrovatky (2,7 g/l a 2,2
g/l) u kmene CCM 8182, podobny trend byl také potvrzen u kmene F148 (1,8 g/l a 1,7 g/l).

Vyse uvedené baikové experimenty slouzily piredevsim jako screeningové testy produkce
pullulanu a PMLA A. pullulans testujici alternativni substraty pro ucely dal$ich kultivaci
Vv laboratornim fermentoru (Kap.4.2.2).
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4.2.2 Produkce pullulanu a PMLA v laboratornim fermentoru

Po testovani alternativnich substratii, pouzitych pro kultivaci Aureobasidium pullulans,
scilem produkce extracelularnich polymerd (pullulan, polymer kyseliny jable¢né) bylo
pfistoupeno k produkci v laboratornim bioreaktoru. Pro produkci byl vzhledem k pfedchozim
experimentim pouzit odpadni glycerol s glukézou a kmen A. pullulans CCM 8182.
Pro zjisténi rustovych vlastnosti A. pullulans a nastaveni parametr kultivace byla nejprve
provedena kontrolni kultivace S mineralnim médiem, kde byl jako zdroj uhliku pouzita
glukéza (60 g/l).

Mineralni médium/rustova kfivka

=@=hiomasa EP

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as [h]

Graf 5:Riistova krivka A. pullulans

Kultivace probihala v laboratornim fermentoru o maximalnim pracovnim objemu 1,5 | po
dobu 96 h (Graf 5), pfi teploté 30 °C a pH 6, vsadkove s 60 g/l glukdzy vV mineralnim médiu
popsaném v kapitole 3.2. K vyraznému narustu biomasy doSlo po 28. hodin¢ Kkultivace.
Nejvyssi koncentrace biomasy v médiu byla zaznamenana v 92 hodin¢ kultivace (16,17 g/l),
po této dobé byla koncentrace biomasy konstantni. Produkce EP se zvysila po 60. hodiné
kultivace, zaroven se zvysSovala také koncentrace biomasy v médiu. Maximalni dosazena
koncentrace extracelularnich polymeru byla 10,22 g/l v 96 hodiné kultivace.

Diky relativné slibnym vysledkiim z bankovych experimenti (Graf 4), kde byl jako zdroj
uhliku  pouzit glycerol Vvkombinaci a glukézou v hmotnostnim poméru 1:1
(30 g glukozy a 30 g glycerolu na 1 1 kultivacniho média), byla kultivace pievedena do 2I
laboratorniho fermentoru. Vzhledem k piebytkiim odpadniho glycerolu zptsobenym stale se
zvySujicim objemem produkce bionafty, kde je glycerol generovan jako vedlejsi/odpadni
produkt, se jedna se o velmi levny substrat, ktery je navic produkovany v obrovskych
mnozstvich (Garcia, 2013).
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Graf 6: Pribéh kultivace A. pullulans s vyuzitim glycerolu jako substrdtu v 21 fermentoru

V porovnani s baitkovymi experimenty vzrostla pii kultivaci ve fermentoru produkce
biomasy dvojnasobné. Pozitivni vliv obsahu glycerolu v médiu byl zaznamenan také
z hlediska produkce EP kdy ve fermentoru doslo k zvySeni koncentrace, oproti bafikovym
experimentim, o vice nez 50 %. Produkce biomasy a EP vzrostla zejména po 23. hodiné
kultivace (Graf 6). Nejvyssi koncentrace biomasy byla zaznamenana v 72. hodiné (11,7 g/l),
v ptipadé¢ EP bylo nejvyssi koncentrace dosazeno v 96. hodiné (8,7 g/l). V porovnani se
standardni kultivaci, kde byla jako zdroj uhliku pouzita glukéza (Graf 5) doslo pii jeji
Casteéné nahradé glycerolem K vyrazné niz§imu narustu biomasy. Také v ptipadé produkce
EP byla dosazena koncentrace nizsi pii porovnani se standardni kultivaci s gluk6ézou, nicméné
rozdil zde nebyl tak markantni jako u koncentrace biomasy.

Extracelularni produkty kultivace A. pullulans, kde byl jako substrat pouzita smes glukozy
a glycerolu byly podrobeny hydrolyze tak, aby mohla byt stanovena koncentrace jejich
monomeru — kyseliny jable¢né (PMLA) a gluk6zy (pullulan). Zarovenn byla monitorovana
spotieba gluk6zy z média v prub&hu kultivace (Graf 7). Vyznamna utilizace glukdzy zacala
po 23. hodin¢ kultivace, nasledné byla glukdza spotfebovavana prakticky konstantni rychlosti.
Tento trend také odpovidd zvySeni produkce extracelularnich metaboliti po 23. hodiné
kultivace, coz koresponduje s vysledky vytézkl biomasy a EP (Graf 6).

83

100



Fermentor glycerol/glukdza

8 —=0—PMLA Pullulan utilizace glukozy 35
7 T
L T T 30
6 N\
= J_ 25
20 c T j) l .
) —
< % | [ ] s 20 BB
| I (S}
= 4 W l ©
E T I = 15 %
S 3 J_ )
= T
a 2 T A 10
T | oy
1 W 5
0 é 0
0 20 40 60 80 100

¢as [h]

Graf 7:Produkce extraceluldarnich biopolymerii v zavislosti na spotiebé glukozy A. pullulans

Vyrazny nartist obsahu pullulanu byl detekovan v rozmezi od 23. hodiny (2,06 g/1) do 43.
hodiny (4,88 g/l), poté se koncentrace pullulanu v médiu zvySovala jen velmi pomalu.
Konec¢na koncentrace pullulanu v 88. hoding byla 5,15 g/1, coz neni pfili§ vysoka hodnota.

Pti kultivaci A. pullulans na médiu obsahujicim smés glukozy a glycerolu bylo dosazeno
pomérné vysoké koncentrace PMLA. Produkce polymeru kyseliny jablecné méla podobny
prubéh, jako tomu bylo u produkce pullulanu, K nejvysSimu nartstu koncentrace kyseliny
jable¢né doslo v rozmezi od 20. — 43. hodiny kultivace (0,0 — 3,56 g/1). Nejvyssi koncentrace
kyseliny jable¢né byla stanovena v 88. hodiné kultivace, a to 7,13 g/l.

Pridavkem glycerolu k mineralnimu médiu obsahujicimu 30 g/l glukézy byl polymer
kyseliny jablecné produkovan v pomérné vysoké koncentraci. Moznost vyuziti glycerolu jako
uhlikatého substratu pii produkci EP A. pullulans nebyla doposud jinymi autory popsana.
Podle naSich vysledkll by tato strategie mohla byt velice zajimava, protoze pfi 50 % Uspoie
glukézy bylo dosazeno velice podobnych vytézka sledovanych polymerti. Kromé toho, ze
glycerol plni funkci uhlikatého substratu, méla jeho aplikace pravdépodobné jeden vedle;jsi
efekt — jeho pridavek zvysil osmotickou silu média, coz nasledné pozitivné ovlivnilo
produk¢ni parametry. Pozitivni efekt osmotického tlaku na produkci pullulanu byl potvrzen
také v nésledujicich experimentech, kdy byl k vytvofeni osmotického stresu pouzit chlorid
sodny (Kap.4.2.3). Na druhou stranu je nutné si uvédomit, ze glycerol neni, na rozdil od
glukézy, ptimym prekurzorem pullulanu, coz mize byt divodem dosazeni nizSich vytézku
tohoto polysacharidu pii nahrazeni ¢asti glukézy glycerolem. Na druhou stranu glycerol
pozitivn¢ stimuloval extracelularni produkci PMLA, coz naznacuje, Zze by mohl byt vyuzit
jako faktor stimulujici preferencni produkci tohoto polyesteru.
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4.2.3 Vliv osmotického stresu na produkci pullulanu

V ramci testovani produkce pullulanu v pfitomnosti stresovych faktord, byl pouzit chlorid
sodny pro vytvofeni osmotického stresu béhem kultivace A. pullulans F148.
Ruzné koncentrace soli a stim souvisejici rtizna sila osmotického stresu byly testovany
v souvislosti s produkci pullulanu v banikovych experimentech (Graf 8).
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Graf 8.Vliv ruzné koncentrace NaCl v minerdlnim médiu na produkci biomasy a pullulanu

Jako optimalni se zda byt koncentrace 15 g/l NaCl, kdy doslo k zisku nejvyssi koncentrace
pullulanu 9,63 g/1, coz je 2,6nasobné vice oproti kontrolni kultivaci bez obsahu soli (3,62 g/l).
Z hlediska produkce biomasy bylo nejvyssi koncentrace dosazeno pouzitim 20 g/l NaCl,
nicméné ve srovnani s 15 g/l je zde vyrazné€ nizsi vytézek pullulanu. Dalsi optimalizace
solného stresu zahrnovala adaptaci mikroorganismu na osmoticky stres jiz v inokulu.
Do inokula II byl pfidan NaCl v koncentraci 1 a 5 g/I, nicméné na vyslednou koncentraci
pullulanu v médiu nemél tento experiment téméf zadny vliv. Je mozné, Ze adaptaci
A. pullulans na osmoticky stres jiz od inokula doslo k aktivaci jiné metabolické drahy, ktera
ma souvislost se stresovou odpovédi bunék (trehal6za, manitol, glycerol) (Torzilli, 1997).

Produkce pullulanu se zvySenym obsahem NaCl v médiu byla testovana také v 2l
laboratornim fermentoru. Koncentrace soli byla vybrana na zdklad¢ vysledkd z bankového
experimentu (Graf 8), 15 g/l NaCl.
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Graf 9: Pribéh produkce pullulanu v laboratornim fermentoru, za pritomnosti 15 g/l NaCl
V mineralnim médiu

Vytézek biomasy u kultivace, kde byl aplikovan solny stres, byl v porovnani s klasickou
kultivaci téméf stejny, rapidni rozdil byl zaznamenan ve vytézcich pullulanu.
Kultivaci v pfitomnosti zvySené koncentrace chloridu sodného bylo dosazeno nejvyssiho
vytézku pullulanu 18,26 g/1, zatimco produkce pullulanu bez osmotického stresu dosahovala
koncentrace téméf polovicni, 9,58 g/l.

Koncentrace pullulanu byla v klasickém mineralnim médiu (bez NaCl) jiz v 24. hodiné
5,04 g/1, zatimco v ptitomnosti osmotického stresu zacala produkce pozdéji az po 39. hodiné.
Vyrazny narGst koncentrace pullulanu v ptitomnosti NaCl byl zaznamenan zejména po
62. hodin¢ kultivace. Lze tedy piedpokladat, ze v ptipadé aplikace osmotického stresu mohlo
byt urcité¢ zpozdéni produkce pullulanu s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno nutnosti
adaptace A. pullulans na stresové podminky prostiedi. Tozilli ve své studii prokazal produkci
stresovych proteinti u A. pullulans, ktery byl vystaven prostiedi s vysokou koncentraci soli
a vysokou teplotou (Torzilli, 1997). Existuji studie zabyvajici se produkci pullulanu
osmotolerantnimi kmeny A. pullulans (Choudhury, 2011), fada kmen byla izolovana
z prostiedi mirn¢ osmotického a v prostiedi se zvySenou koncentraci soli (Gostincar, 2014).

Jednim z moznych vysvétleni zvySené produkce EPS v pfitomnosti zvySeného osmotického
tlaku nabizi studie Yanwisetpakdee a spol. Predpoklada se, Ze v pfitomnosti zvySeného
osmotického tlaku prostfedi, miZe adaptaéni mechanismus vyuzivat pravé uvolnéni EPS
ke snizeni vodniho potencialu okolniho média (Yanwisetpakdee, 2016).
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4.3 Produkce polyhydroxyalkanoatii

Pro produkci PHA byly vyuzity zejména odpadni substraty, z hlediska produkce PHA bylo
testovano nekolik produk¢nich kmenti v zavislosti na preferenci typu substratu (sacharid/olej).
Testovana byla také moznost produkce technologicky vyznamného kopolymeru
P(3HB-c0-3HV), na zaklad¢ pouziti riznych prekurzorti. Neékteré z prekurzort (kyselina
levulova) se prirozené vyskytovaly v médiu, jako vedlejsi produkty hydrolyzy (Kap.4.1.2.1),
jiné byly ptidavany cilené v prabéhu kultivace. Cést experimentii byla zaméfena na nahrazeni
zdroje dusiku z mineralniho média levnym (odpadnim) komplexnim zdrojem dusiku, jako je
syrovatka a kufeci pefi (Kap.4.3.2 a 4.3.3).

4.3.1 Produkce PHA s vyuzitim kavového odpadu

Ptipravou kavového napoje vznikd pomérné velké mnozstvi odpadu, ktery je oznacovan
jako kavova sedlina. Ve své podstate je kavova sedlina lignocelulozovym odpadnim
materialem obsahujici 12 % celuldzy, 39 % hemicelulozy a 24 % ligninu (Ballesteros, 2014).
V kapitole 4.1 byl popsan optimalizovany proces hydrolyzy kavové sedliny za ti¢elem zisku
redukujicich sacharidd v co nejvyssi koncentraci. Naopak nezddouci bylo uvolnéni
polyfenolickych latek béhem procesu hydrolyzy a to ptedevsim z lignitu. K produkci PHA byl
vyuzit hydrolyzat kavové sedliny (Kap.4.1.2.1), testovani byli producenti Bacillus
megaterium a Burkholderia cepacia. Vzhledem k pomérné vysokému obsahu oleje, ktery se
nachazi v kavové sedling, byl tento olej vyuzit také k produkci PHA u Cupriavidus necator
(Kap.4.3.1.2).

4.3.1.1 Hydrolyzit kavové sedliny

Jeden z viibec prvnich popsanych producentdt PHA, Bacillus megaterium, byl vyuzit ke
kultivaci na hydrolyzatu kavové sedliny (SCGH). Hydrolyzou kavové sedliny doslo
K uvolnéni zna¢ného mnozstvi redukujicich sacharidtt do média, které mohly byt pfislusnymi
PHA producenty vyuzity jako zdroj uhliku. Pro pfipravu kavového hydrolyzatu byla pouzita
kombinace kyselé a enzymové hydrolyzy (Kap.4.1). V prvnim experimentu byly testovany
riazné objemy hydrolyzatu kavové sedliny v mineralnim médiu, pro produkci PHA zde byla
pouzita bakterie B. megaterium (Tab. 26).

Tabulka 26: Produkce PHA bakterii B. megaterium s vyuzitim riznych koncentraci SCGH
(navazka kdvové sedliny na pripravu hydrolyzdtu byla 150 g/l) v minerdinim médiu

SCGH [obj. %] Biomasa [g/l] PHA [hmot. %] PHA[g/l] Yess

25 1,51 +0,12 2,34+ 0,34 0,04+0,04 O
50 2,55+0,16 21,77+ 0,61 0,56+ 0,04 0,03
75 3,24 £ 0,21 46,37+ 0,37 1,50+ 0,10 0,04

( 100 3,41 £0,08 51,06 + 3,88 1,74+ 0,14 0,04 )
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Obsah biomasy, stejn¢ jako PHA, rostl se zvySujicim se obsahem hydrolyzatu v médiu
(Tabulka 26). Nicmén¢ i piesto, Zze v piipadé pouziti ¢istého hydrolyzatu byl obsah PHA
V biomase vice nez 51 hmot. %, koncentrace biomasy dosahuje relativné¢ nizkych hodnot.
Nejvyssi koncentrace biomasy a PHA bylo dosazeno po 72 h kultivace (3,41 g/l a 1,74 g/l),
pokud byl SCGH zastoupen 100 obj. %. I pies relativné nizké vytézky je ziejmé, Ze se
zvySujicim se podilem SCGH v mineralnim médiu roste vytéznost kultivace B. megaterium.
Pii kultivaci na hydrolyzatu kavové sedliny produkoval B. megaterium homopolymer
3-hydroxybutyrat — PHB.

Vzhledem k pfedchozim vysledkiim, kde bylo dosazeno pomérné nizkych vytézku, byl pro
produkci PHA s vyuzitim SCGH testovan dalsi producent. Dalsi experiment byl zaméten na
kultivaci Burkholderia cepacia za G¢elem produkce PHA, jako substrat byl vyuzit hydrolyzat
kavové sedliny v mineralnim médiu v riznych objemech. V ramci tohoto experimentu bylo,
stejné jako u B. megaterium, optimalizovano fedéni hydrolyzatu kavové sedliny mineralnim
médiem (Tabulka 27). Kultivace probihala v Erlenmeyerovych batkach po dobu 72 h.

Tabulka 27:Produkce PHB B. cepacia s riznym obsahem SCGH (150 g/l) v minerdlnim médiu

SCGH Biomasa PHA PHA [g/l] 3HV S%‘:;ﬁgfivd?,ne Yers
[obj. %] [a/l] [hmot. %] [mol. %] [o/1]
15 3244034 2536+1,61 082+010 4>+0.1 7,52 0,11
(30 491010 5479+123 2,69+007 50=0.2 11,93 0,23 ]
50 2,78+ 027 34,04+0,10 0,94+0,08 ~8,7+0,1 16,85° 0,06
65 2,71+0,11 29,74+321 081+0,09 94+04 1837 0,04

Nejvyssich vytézkt biomasy a PHA (4,91 a 2,96 g¢/l) bylo dosazeno v piipad¢, Ze médium
obsahovalo 30 obj. % kéavového hydrolyzatu. Kultivace s niz§im obsahem kavového
hydrolyzatu pravdépodobné neobsahovala dostate¢né mnozstvi Zivin a vysledna koncentrace
biomasy a PHA byla nizsi (3,24 a 0,82 g/l). Nicméné ani v ptipadé kdy obsah hydrolyzatu
v médiu predstavoval 50 a 65 obj. % nedoslo ke zlepsSeni produkce biomasy a PHA. Diivodem
relativné nizkého zisku biomasy (2,78 a 2,71 g/l) a produkce PHA (0,94 a 0,81 g/l) mtze byt
inhibi¢ni vliv toxickych latek vyskytujicich se v hydrolyzatu (Kap.4.1.2) na riist biomasy,
potazmo produkci PHA. Kyselina levulova ani 5-hydroxymethylfurfural nejsou v kavovém
hydrolyzatu zastoupeny v takovém mnozstvi (1,75 g/l a 0,15 g/l), aby mohla byt v disledku
jejich ptitomnosti pfedpokladana inhibice ristu bunék. Nicméné hydrolyzat obsahuje
relativné vysoké mnoZstvi polyfenolickych latek (3,6 g/l), coz je pravdépodobné pficina
inhibi¢niho efektu na rast a produkci B. cepacia, pii jejichz kultivaci bylo vyuZito
50 a 65 obj. % hydrolyzatu kavové sedliny. Velice zajimavy je fakt, ze na rozdil od
B. megaterium produkovala kultura B. cepacia piimo na hydrolyzatu kavové sedliny
kopolymer obsahujici jak 3-hydroxybutyrat tak 3-hydroxyvalerat P(3HB-co-3HV). Bakterie
B. cepacia je tedy schopna syntetizovat kopolymer P(3HB-co-3HV) bez nutnosti piidani
prekurzoru, jestliZe je jako substrat vyuzit hydrolyzat kavové sedliny.
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Kopolymer P(3HB-co-3HV) vykazuje fadu lepSich vlastnosti oproti homopolymeru PHB.
Piedevsim je to niz$i krystalinita a z toho vyplyvajici flexibilita (Tabulka 7), ale také nizsi
teplota tani kopolymeru pfi zachovani stejné teploty degradace. Tento pokles teploty tani ma
piiznivy technologicky dopad, protoZe rozSifuje technologické okno pro praci s taveninou
a zaroven snizuje moznost nezddouci degradace polymeru béhem taveni. PfiCinou tvorby
kopolymeru v médiu obsahujicim SCGH je pravdépodobné utilizace kyseliny levulové
(vedlejsi produkt hydrolyzy), ktera mohla byt bakterii vyuzita jako prekurzor syntézy P(3HB-
co-HV) (Wang, 2013). Koncentrace 3HV se zvySovala se zvySujicim se obsahem hydrolyzatu
kavové sedliny v médiu. Lze tedy predpokladat, ze soucCasn¢ roste také koncentrace
prekurzoru v médiu. Nejvyssich vytézku i nejlepsiho vytéznostniho koeficientu Ypis bylo
dosazeno kultivaci B. cepacia s30 obj. % SCGH. Vytézky ziskané s B. cepacia jsou
vyznamné vys§i nez ty, kterych bylo dosazeno s vyuzitim B. megaterium. Z toho divodu byla
k dalsi praci vyuzita jiz pouze kultura B. cepacia, Vv experimentu bylo vyuzito média
obsahujiciho 30 obj. % SCGH, kultivace probihala po dobu 77 hodin. Kromé vytézkh
biomasy a obsahu a slozeni PHA byly v ramci této kultivace také analyzovany koncentrace
jednotlivych sacharidi a koncentrace kyseliny levulové (Graf 10, Graf 11, Graf 12).
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Graf 10: Riistové a produkcni parametry B. cepacia behem kultivace s 30 obj. % SCGH
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Graf 11:Priibéh spotieby kyseliny levulové v zavislosti na produkci kompolymeru
P(3HB-co-3HV)
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Graf 12: Spotieba jednotlivych sacharidii z SCGH béhem kultivace B. cepacia

Se zvysujicim se Casem kultivace dochazelo K ristu koncentrace biomasy, ktera byla
doprovazena zvysujicim se obsahem PHA. Na konci kultivace, po 77 hodinach, doséahla
koncentrace biomasy 4,90 g/l, obsah PHA byl 57,26 hmot. % a vytézek PHA ¢inil 2,81 g/l.
Jiz v 48. hodiné kultivace doslo k vycerpani veskeré kyseliny levulové, coz odpovida slozeni
kopolymeru. Obsah 3HV v polymeru v pribéhu kultivace klesal, coz mohlo byt zpisobeno
syntézou kopolymeru s vysokym obsahem 3HV na zacatku kultivace.
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Po kompletni utilizaci kyseliny levulové byl dale syntetizovan pouze homopolymer PHB,
v disledku ¢ehoz klesalo procentualni zastoupeni 3HV v kopolymeru. Ruast a produkce
B. cepacia na hydrolyzatu kavové sedliny byla doprovazena spotfebou sacharidi, které byly
ziskany hydrolyzou kavové sedliny. Jednotlivé sacharidy byly spotfebovavany B. cepacii
postupné, nicméné glukoéza a celobidza byly bakterii utilizovany nejrychleji.

Po ukonceni kultivace byla provedena zakladni charakterizace ptipraveného polymeru.
Molekulovd hmotnost izolovaného polymeru byla 2,62.10° s indexem polydisperzity 3,33.
Teplota tani polymeru ziskaného kultivaci B. cepacia na kavovém hydrolyzatu byla 170,2
a162,3 °C, coz odpovida charakteristikdim kopolymeru P(3HB-co-3HV) (Kap.1.5.1).
Dvé teploty tani svédc¢i o tom, Ze je ziskany biopolymer tvoien z blendu PHB a kopolymeru
P(3HB-c0-3HV).

V souvislosti s pfedchozimi experimenty, kdy byla zjisténa schopnost akumulace
kopolymeru P(3HB-co-3HV) u B. cepacia v ptitomnosti kyseliny levulové, bylo pfistoupeno
k dal$im experimentim zaméfenych na testovani dalSich prekuzort. Vzhledem k vyraznému
zlepseni mechanickych a technologickych vlastnosti PHA se zvySujicim se zastoupenim 3HV
Vv kompolymeru, byla snaha zvysit obsah 3HV pouzitim nasledujicich prekurzort: kyselina
levulovéd, propanol a propiondt sodny. Vybrané prekurzory byly do média pfidany
v koncentraci 5 g/l. K produkci bylo vyuzito SCGH (150 g/l). Monitorovana byla produkce
kopolymeru, obsah 3HV v polymeru, riist biomasy, ale také spotieba sacharidii z média a tedy
1 vliv ptidavku prekurzoru na klicovy biotechnologicky parametr — vytéznostni koeficient
Ypss.

Tabulka 28: Produkce PHA B. cepacia s vyuzitim SCGH a prekurzorii pro produkci 3SHV

PHA 3HV Spotieba
Prekurzor Biomasa [g/1] sacharidii yp
[hmot. %] [9/1] [mol. %] [9/1]
Kontrola 4,82 +0,39 61,89 +0,17 298+031 42=+0,1 11,2 0,27
[Levulové kys. 1,72+ 0,08 56,65+4,34 097+0,09 30,4+0,1 7,82 0,12
Propionat 1,35+0,10 4500+ 3,75 0,61+0,15 56,8+2,0 8,71 0,07
Propanol 1,00£0,08 36,06+0,79 0,36+0,03 452+1,9 6,72 0,05

Ptidavkem prekurzorti k médiu obsahujici 30 obj. % SCGH doslo k vyraznému zvyseni
obsahu 3HV Vv kopolymeru, zejména pak v ptipad¢ propionatu, kde dosahla koncentrace 3HV
az 56,8 mol. %. Na druhou stranu, vzhledem k nizkym vytézktim biomasy lze piedpokladat,
ze pouzité prekurzory v koncentraci 5 g/l jsou vtomto mnozstvi pro B. cepacia toxické
a vyrazn¢ inhibuji jeji rist. Nejvyssi mira inhibice byla zaznamenana v ptipadé, kdy byl jako
prekurzor pouzit propanol (Tabulka 28). Vytézek PHA klesl vice nez 8nasobné (0,36 g/1)
V porovnani s kontrolni kultivaci (2,98 g/1). Naopak nejnizsi toxicky efekt byl zaznamenan pfi
pouziti kyseliny levulové, ale 1 v tomto pfipad¢ byly vytéZky vyznamné niz$i, v porovnani
s kontrolni kultivaci. Pouzitim prekurzorGi v koncentraci 5 g/l 1ze dosahnout akumulace
polymeru, ktery obsahuje relativné vysoky podil 3HV, coz bezesporu vyznamné zlepsi
mechanické vlastnosti kopolymeru. Na druhou stranu, diky inhibi¢nimu efektu pouzitych
prekurzori na riist biomasy a produkci PHA je otazkou, zda miize vysoky obsah 3HV
kompenzovat az 8nasobné nizsi vytézky polymeru.
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Diky vysledkiim ziskanym z ptfedchoziho experimentu (Tabulka 27), kdy byl rast bun¢k
inhibovan vysokou koncentraci polyfenolickych latek v médiu, byly dal§i experimenty
zaméfeny na detoxifikaci kdvového hydrolyzatu. Moznosti detoxifikace lignocelul6zovych
materialu jsou popsany v kapitole 1.5.2.5. Hydrolyzat kavové sedliny byl detoxifikovan
nékolika zpisoby, 1) pomoci extrakce polyfenoli pied hydrolyzou kévové sedliny,
il) postupem ,,overliming“ z jiz pfipraveného hydrolyzatu, iii) aplikaci aktivniho uhli v jiz
pfipraveném hydrolyzatu. U&innost eliminace polyfenolickych latek pro jednotlivé
detoxifika¢ni postupy je uvedena v Tabulka 22. Kromé odstranéni polyfenolickych latek
z média byl zkouman vliv detoxifikace na obsah celkovych sacharidi v hydrolyzatu. Veskeré
detoxifikované¢ hydrolyzaty kavové sedliny byly pouzity stejné jako v predchozich
experimentech k produkci PHA. Produkéni médium obsahovalo 30 obj. % SCGH, k produkci
byla pouzita B. cepacia.

Tabulka 29:Vliv detoxifikace SCGH na produkci PHA u B. cepacia

Biomasa PHA PHA gHy  Spotfeba
[9/1] [hmot. %] [9/1] [mol. %] sac[gaﬁ]‘d“ Yeis
Kontrola 542+ 048  49.08+0.70 2.66+024  8.1+08 9.77 0,27
EtOH 0% 486+023 52374247 254017 56+04 12,83 0,2
(EOH30% 549+040 5601+ 1,79 308024 42502 1297 024
EtOH 4506 520032 4999320 2602023 60207 1083 024
EtOH 60% 5.02£032 5133+480 258029 5106 1045 025
Aktivivni uhli 478034  56,79+£054 272+0,19 6105 1045 0,26
Overliming 7,40+047 2347+656 1,74£050 11,605 677 0,26

Aplikaci detoxifika¢nich metod na hydrolyzat kavové sedliny doslo k vyraznému snizZeni
koncentrace polyfenoli u vSech pouzitych postupd, nicméné nejucinnéj$i metoda pro
detoxifikaci hydrolyzatu bylo pouziti aktivniho uhli (Tabulka 29). Na druhou stranu, po
detoxifikaci SCGH touto metodou byl v hydrolyzatu detekovan rapidni ubytek sacharidd
19,3 — 34,6 %. Je pravdépodobné, ze kromé extrakce inhibi¢né piisobicich latek doslo
k extrakci také ¢asti sacharidti z SCGH. Extrakce polyfenolu z kavové sedliny pied samotnou
hydrolyzou ethanolem o koncentraci v rozmezi od 30-60 % prob¢hla s uc¢innosti eliminace od
18,3 % do 36,9 %. Veskeré uvedené metody detoxifikace snizily také obsah kyseliny levulové
(od 5,2 % do 64,8 %) a 5SHMF (od 10,2 % do 84,3 %). Detoxifikované kavové hydrolyzaty
byly pouzity jako substrat pro kultivaci B. cepacia v bankovych experimentech. Pouzitim
hydrolyzatu, kde byly polyfenoly extrahovany z kavové sedliny pied jeji hydrolyzou 30%
ethanolem, doslo k zvySeni produkce biomasy (5,49 g/l) a PHA (3,08 g/l) oproti kontrolni
kultivaci az o 25 %. MozZnost extrakce polyfenolickych latek z kavové sedliny pied samotnou
hydrolyzou neni pozitivni jen v souvislosti navySeni produkce PHA na takto pfipraveném
médiu. Navic béhem detoxifikace vznik4 cenny produkt - ethanolovy extrakt bohaty zejména
na kavové polyfenoly. Polyfenoly kavy jsou bohaté piedev§im na kyselinu chlorogenovou
ajeji derivaty a nachazi tadu potencidlnich aplikaci predevSim v oblasti mediciny
a kosmetiky. Vliv kyseliny chlorogenové a jejich derivatii na zdravi je spojeno predvesim se
snizenim rizika kardiovaskularnich onemocnéni, preventivné plsobi také proti onemocnéni
cukrovkou (typ 2), nebo Alzheimerovou chorobou (Farah, 2008).
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Polyfenolické latky jsou v kosmetickém primyslu mimo jiné vyuzivany ve form¢ kréma
aemulzi, které chrani pokozku pied vnéj§imi vlivy a zlepSuji jeji stav. Pritomnost
polyfenolickych latek miiZze zaroven pozitivné plisobit na stabilitu a trvanlivost kosmetickych
produktt, zvlasté pak emulzi. Vedle vyzivy pokozky jsou polyfenolické latky zodpovédné za
fotoprotektivni uc¢inky, nékteré studie se zabyvaji také vlivem polyfenolickych latek proti
starnuti pokozky (Zillich, 2015).

Kavova sedlina je odpadnim materidlem, ktery zapadd do konceptu biorafinerie.
Vstupni surovina (kavova sedlina) by méla byt zpracovana vhodnym zpiisobem tak aby doslo
k produkci tady produkt s pfidanou hodnotou a zaroven generaci energie (Kap.l1.5.2.4).
Vyuziti kavové sedliny jako substratu pro biotechnologické produkce, predstavuje moznost
zpracovani odpadni biomasy do atraktivnich produkti, jakymi mohou byt pravé PHA
(Obrazek 13).

Kavovasedlina

T~

Kavovy olej Kavova sedlina po extrakci oleje ——>| Polyfenoly
*extrakce
*Produkce PHA Pevny odpad Hydrolyzat kavové sedliny
*hydrolyza l
W
Spalovani ,
Fermentovatelné
sacharidy

*téplo
*Biotechnologicky vyznamné produkty

Obrazek 13: Zpracovani kavové sedliny v konceptu biorafinerie

Odpad v podobé kavové sedliny je ve velkém mmnozstvi ziskavan zejména pii piipraveé
instantni kavy. Extrakci oleje z kdvové sedliny, ktery mize slouzit jako substrat pro produkci
PHA (Kap.4.3.1.2) ziskame kavovy odpad, jehoz hydrolyzou je mozno generovat celou fadu
produktti. Hydrolyzat je bohaty zejména na sacharidy, produkty vedlejsich reakci mohou byt
také kyselina levulova nebo furfuraly. Dal$im produktem generovanym pii zpracovani kavové
sedliny mohou byt polyfenoly, které se ve vysokych koncentracich uvoliuji pfi hydrolyze
(Zuorro, 2012). Diky inhibi¢nimu G¢inku polyfenold na vétSinu mikroorganismi je jejich
odstranéni z hydrolyzatu Zzddouci a ziskava se tak atraktivni produkt s moznym vyuzitim
v oblasti farmacie a kosmetologie. Hydrolyzat kavové sedliny muze byt vyuzit pro produkci
PHA, jak bylo uvedeno vySe (Kap.4.3.1.1), ale také pro celou fadu dalSich
biotechnologickych produkci vyuzivajici jako zdroj uhliku sacharidy. Hydrolyzovana kévova
sedlina mize napiiklad slouzit jako zdroj uhliku pro produkci karotenoidi kvasinkami
(Petrik, 2014). Mozna je také produkce bioethanolu a biodieslu (Kwon, 2013).
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Diky vysokému spalnému teplu kavové sedliny 1ze generovat také velké mnozstvi energie
(Silva, 1998). Pevny odpad predstavujici kavovou sedlinu zbavenou oleje a po hydrolyze
muze byt vyuzit k zisku energie spalenim, kterd muaze do urcité miry pokryt energetické
naroky technologického procesu.

4.3.1.2 Produkce PHA s vyuzitim oleje z kdavové sedliny

Diky analyzam, které byly provedeny v ramci charakterizace kavové sedliny (Kap.4.1.2),
byl zjistén piekvapivé vysoky obsah oleje v kavové sedliné (15-20 %). Vzhledem
k schopnosti C. necator produkovat PHA v relativné velkych vytézcich pokud je jako substrat
pouzit olej (Tabulka 11), byl za timto uc¢elem testovan olej ziskany extrakci z kavové sedliny.
K extrakci oleje z kavové sedliny byl jako rozpoustédlo pouzit hexan. Charakterizace
ziskaného oleje v¢etné profilu sloZeni mastnych kyselin je uvedena v kapitole 4.1.3.

Tabulka 30: Porovndni produkci PHA C. necator s vyuzitim ruznych rostlinnych olejii

Biomasa PHA PHA Cislo
[o/1] [hmot. %] [9/1] kyselosti
Odpadni fritovaci Fepkovy olej 10,8 £0,2 679+1,9 7,3+0,2 3
Odpadni fritovaci palmovy olej 11,9+ 0,6 58,0+ 0,7 69+04 3,4
(())I;ijpadm fritovaci slunecénicovy 10,8+ 1,7 524435 57+ 1.0 27
Repkovy olej 13,4+£0,2 61,8+ 1,9 83+0,3 5,6
E)lej z kavové sedliny 14,2+ 0,5 70,3+ 0,8 10,0+ 0,3 7,1 ]

V ramci dal$iho experimentu byl olej vyextrahovany z kavové sedliny porovnan s dalsimi
levnymi rostlinnymi oleji co do vhodnosti vyuziti jako substratu pro produkci PHA pomoci
C. necator H16. (Tabulka 30). Kultivace byly provedeny v Erlenmeyerovych bankach.
Z hlediska biomasy byla nejvyssi koncentrace zaznamenana v piipad¢, kdy byl jako substrat
pouzit olej z odpadni kavy (14,2 g/l), v tomto ptipadé doslo také k zisku nejvyssich vytézka
PHA. Relativné¢ vysokd koncentrace biomasy byla ziskdna kultivaci s fepkovym olejem.
Pfi pouziti odpadnich fritovacich oleji se koncentraci biomasy pohyboval od 10,8 — 11,9 g/l.
Zda se, ze produkce biomasy muze souviset s Cislem kyselosti, respektive piitomnosti
volnych mastnych kyselin. Tedy ¢im vyssi bylo ¢&islo kyselosti, tim vys$i koncentrace
biomasy, respektive PHA bylo dosazeno (Kap.1.5.2.5). V dal§im experimentu byl proto
kavovy olej michan s odpadnim fritovacim fepkovym olejem v riznych pomérech.
Koncentrace biomasy a PHA rostla se zvySujicim se zastoupenim kavového oleje
(10,1 — 13,6 g/1). Podobny trend jako u biomasy byl zaznamenan také u produkce PHA,
koncentrace PHA se zvySovala se zvySujicim se obsahem kavového oleje v médiu
(Tabulka 31).

Z experimentu je patrné, ze pro produkci lze kombinovat rizné zdroje oleji, které mohou
slouzit jako slibny substrat pro produkci PHA. Vzhledem k relativné vysokym vytézkiim
biomasy a PHA, byla kultivace C. necator s vyuzitim kavového oleje jako zdroje uhliku
otestovana v 21 laboratornim fermentoru.
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Pro vsadkovou produkci PHA, byl jako substrat vyuzit kavovy olej v koncentraci 30 g/l. Po
40 hodinach kultivace dosahla koncentrace biomasy v médiu 29,4 g/I. Obsah PHA v biomase
byl 90,1 hmot. %, koncentrace PHA doséhla 26,5 g/1.

Tabulka 31: Prehled produkce PHA C. necator s vyuzitim smési kavového a odpadniho
Fepkoveho oleje jako zdroje uhliku v riiznych pomérech

Odpadni fritovaci Fepkovy olej Kavovy olej Biomasa  Obsah PHA PHA
[hmot. %0] [hmot. %0] [9/1] [hmot. %] [9/1]

100 0 101402  692+15 002

75 25 11,4+0,3 67,4+2,3 7,7+0.,3

50 50 11,3+0,2 73,8+ 1,4 8,4+0,2

25 75 12,4+0,3 712+23 8,9+04

0 100 13,6 £ 0,1 75,6 £0,8 10,3 £ 0,1

V laboratornim fermentoru byla také testovana moznost fed-batch kultivace, a to za acelem
zvySeni produktivity biotechnologického procesu. Na pocatku kultivace bylo do reaktoru
piivedeno, tak jako v pfedchozim piipadée, 30 g/l kdvového oleje. Po 14 hodinach kultivace
byl ptidan olej v koncentraci 20 g/l, zaroven se zdrojem dusiku — siranem amonnym (3 g/l).
Posledni davka oleje byla piidana v 20. hodiné kultivace, olej byl pfidan v koncentraci 10 g/l.
Celkova koncentrace substratu v reaktoru tvotila 60 g/l. Vytézek biomasy u takto nastavené¢ho
procesu kultivace dosahl 55 g/l s obsahem PHA 89,1 %, o koncentraci PHA 49,4 g/l.

Vsadkovou kultivaci bylo dosazeno vys$Siho vytézku biomasy oproti fed-batch modu.
Na druhou stranu, fed-batch kultivaci bylo dosaZzeno vyrazné vyssiho vytézku PHA a také
objemové produktivity (0,66 g/(1.h) vsadkové, 1,33 g/(l.h) fed-batch). PHB z fed-batch
kultivace mélo také vyssi molekulovou hmotnost (Mw=4,74 - 10°) v porovnani s vsadkovou
kultivaci (Mw=4,27 - 10°) (Obruca, 2014).

4.3.2 Produkce PHA s vyuzitim syrovatKky jako zdroje dusiku

Syrovatka ptedstavuje, jako odpad potravindiského pramyslu, zavazny ekologicky
problém. Z celkového objemu mléka pouzitého k vyrobé syra tvoti syrovatka az 90 %.
V suchém stavu obsahuje pfedev§im laktozu, je také vyznamnym zdrojem proteint
(Kap.4.1.4). Hydrolyzou syrovatkovych proteini je mozné ziskat relativné vysokou
koncentraci aminokyselin (Mollea, 2013).

Na zékladé¢ vysokého obsahu proteinli byla syrovatka V nasledujicich experimentech
vyuzita jako alternativni komplexni zdroj dusiku pro produkci PHA na odpadnim fritovacim
oleji. V prvnim experimentu byl zkouman vliv syrovatky na rist biomasy C. necator
a produkci PHA, v porovnani S ostatnimi pouzitymi komplexnimi zdroji dusiku jako je
pepton, kvasni¢ny extrakt, nebo enzymaticky hydrolyzovany kasein. Pfidanim vSech
komplexnich zdroji dusiku do mineralniho média (MS) doslo ke zvySeni produkce biomasy
ve srovnani s mineralnim médiem bez obsahu dusiku (Kap.3.5.2).
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Vliv zdroje dusiku
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Graf 13: Prehled produkce PHA C. necator s vyuzitim riznych zdrojii dusiku

Ptidavkem vsech testovanych komplexnich zdroji dusiku doslo k podpote ristu biomasy,
Vv porovnani s MS médiem. NejvysSi koncentrace biomasy byla stanovena v médiu
obsahujicim proteolyticky hydrolyzovanou syrovatku jako komplexni zdroj dusiku (16,7 g/l).
Z hlediska produkce PHA bylo taktéz dosaZeno nejlepsich vytézka pouzitim hydrolyzatu
syrovatky (12,1 g/l), kdy produkce PHA byla az 2,5nasobné vyssi, v porovnani s MS médiem
(Graf 13). Ve srovnani S ostatnimi zdroji dusiku je syrovatka také z ekonomického hlediska
nejvyhodnéjsi, jelikoz se jedna o odpadni latku vznikajici pii vyrobé syra a je produkovana
v dostate¢ném objemu (Mollea, 2013).

Dalsi experimenty byly zaméfeny na optimalizaci obsahu syrovatky v MS médiu,
s vyuzitim odpadniho fritovaciho oleje jako zdroje uhliku o koncentraci 20 g/l. Proteazou
hydrolyzovana syrovatka byla do MS média pfidavana v mnozstvi 5, 10 a 15 obj. %.
Nejvyssi vytézek biomasy (17,7 g/l) byl ziskan, pokud bylo nahrazeno 10 % média
proteolyticky hydrolyzovanou syrovatkou. Pfidavek syrovatky zvysil produkci nejen biomasy,
ale také vyrazn¢ podpofil produkci PHB, a to vice nez 3,5krat. Na zaklad¢ téchto kultivaci,
byla testovana moznost vyuziti syrovatky jako nahrady ¢asti siranu amonného z MS média.
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Syrovatka/siran amonny
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WO — 15 — procentualni objem syrovatky, kterou byla nahrazena ¢ast MS média (0 — 15 obj. %)
N1 — 3 koncentrace pouzitého siranu amonného v MS médiu (1 — 3 g/l)

Graf 14: Rust a produkce PHA C. necator, MS médium obohaceno riiznym obsahem syrovdtky
a siranu amonného

Dle vysledka experimentt v Graf 14 Ize konstatovat, Ze syrovatka je vhodnym komplexnim
zdrojem dusiku pro produkci PHA, kde byl odpadni olej vyuzit jako zdroj uhliku.
Kultivaci bez pritomnosti siranu amonného v MS médiu a s ptidavkem 10 obj. % syrovatky,
bylo dosazeno koncentrace biomasy 15,2 g/l s obsahem PHA 95 % a vytézkem PHA 14,5 g/l.
V piipad¢, kdy byl k syrovatce (10 obj. %) ptidan 1 g/l siranu amonného, doslo k dalSimu
zvySeni produkce biomasy na 17,2 g/l s obsahem PHA 92,9 %, vytézek PHA byl 16,3 g/l.
V piipad¢ pfidani 3 a 2 g/l siranu amonného k mineralnimu médiu obsahujicimu 10 obj. %
syrovatky, doslo naopak k poklesu produkce PHA v porovnani s aplikaci 1 g/l siranu
amonného. Mineralni médium obsahujici 1 g/l siranu amonného, kde bylo 10 % objemu
média nahrazeno proteazou hydrolyzovanou syrovatkou, bylo vzhledem k produkci PHA
(Graf 14) vyhodnoceno jako optimalni.

Vliv syrovatky na inkorporaci PHA byl testovan také v laboratornim fermentoru.
Podobné¢ jako v bankovych experimentech doslo k vyrazné podpoie ristu biomasy a produkci
PHA, ptidanim 10 obj. % syrovatky do média se sniZenou koncentraci siranu amonného 1 g/1,
V porovnani s kontrolni kultivaci (bez syrovatky, siran amonny 3 g/l). Pfidanim syrovatky do
média doslo k zvyseni vytézku PHA az o 40 % (Tabulka 32). Vytéznostni koeficient produktu
byl u kontrolni kultivace 0,67 g PHA na g odpadniho oleje, piitomnost syrovatky zlepsila
efektivitu utilizace oleje, vytéznostni koeficient produktu dosahl 0,94 g PHA na g odpadniho
oleje.

97



Tabulka 32:Vytezky kultivace C. necator ve fermentoru s obsahem 10 % hydrolyzatu syrovdtky

Kontrola Syrovatka 10 %

biomasa [g/l] 25,4+0,9 31,0+ 0,7
PHB [hmot. %] 79,2+42 90,5+ 1,9
PHB [g/1] 20,1 +1,2 28,1+0,9
Mw 5,77 - 10° 5,57 - 10°
Mw/Mn 1 2,4

Y xis 0,85 1,3
Yris 0,67 0,94
objemova

produktivita [g/ (I h)] 0.69 0,96

Kontrola — siran amonny 3 g/1, 30 g/l odpadni fritovaci olej
Syrovatka 10 % - siran amonny 1 g/, hydrolyzovana syrovatka 10 obj. %, 30 g/l odapadni fritovaci olej

Proteolyticky hydrolyzovana syrovatka mize byt vyuzita jako vynikajici komplexni zdroj
dusiku, vyrazné zlepSujici produkci PHA na odpadnim oleji. Jelikoz C. necator neni schopen
utilizovat sacharidy, které jsou pfitomny v hydrolyzatu syrovatky, mizeme predpokladat, ze
za pozitivni vliv na bakteridlni rist jsou predevsim zodpovédné aminokyseliny a oligopeptidy,
ptredstavujici komplexni zdroj dusiku. Dal$imi slozkami pozitivn¢ ovliviiujicimi produkci
PHA a biomasy mohou byt vitaminy, které se v syrovatce také nachazeji (Davoodi, 2013).
Syrovatkovy hydrolyzat také plsobi jako emulzifikdtor oleje, coz pozitivné ovliviluje
moznost vyuziti oleje lipazami (Budde, 2011).

4.3.3 Produkce PHA s vyuzitim hydrolyzatu pefi jako zdroje dusiku

Pro sniZeni celkové ceny biotechnologické produkce celé fady produktd je snaha vyuZzivat
odpadnich materiald, které slouzi pfedev$im jako zdroj uhliku. Dal$i vyznamné naklady jsou
spojeny s cenou mineralniho média, zvlasté pak zdrojem dusiku (Chen, 2010).

Kufeci pefi je slozeno z vice nez 90 % z proteind, jeho hlavni slozky jsou keratin, fibrilarni
nerozpustné proteiny propojené disulfidickymi mustky (Gessesse, 2003). Pefi predstavuje az
10 % z celkové vahy kufete. Roéné je celosvétové produkovano 7,7 x 108 kg pefi jako odpad
pochazejici z jatek (Taskin, 2011). Jednim z moznych vyuziti pefi je jeho uplatnéni pro
zeméedelské ucely, jako hnojivo (Jayathilakan 2012). Hydrolyzaty pefi mohou byt vyuzity pro
vyrobu methanu nebo palivovych pelet, mozné je také vyuziti jako doplnku krmiva pro
zvifata (Dudynski 2012). Dals$i moznost vyuziti pefi je pro mikrobialni produkci keratinaz.
Pouze n¢kolik studii se zabyva vyuzitim hydrolyzatu pefi jako mozné nahrady dusikatého
zdroje kultiva¢nich médii (Taskin, 2011b). Vzhledem Kk nizké cené a omezenym mozZnostem
pramyslovych aplikaci pefi je s timto materidlem naklddano ptevazné jako s odpadem, ktery
je Casto likvidovan ve spalovnach (Reddy, 2015).

V nasledujicich experimentech byla testovana moznost vyuziti hydrolyzatu kufeciho peti
(FH) podobné jako v piedchozich experimentech s proteolyticky hydrolyzovanou syrovatkou,
tedy jako komplexniho zdroj dusiku pro produkci PHA pomoci C. necator pricemz jako
uhlikaty substrat byl opét vyuzit odpadni fritovaci olej. V prvnim experimentu piipraveny
hydrolyzat pefi (Kap.3.3.1.2) zaujimal 10 obj. % minerdlniho média a zaroven byl testovan
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pridavek rizného mnozstvi anorganického zdroje dusiku — (NH4)2SO4. Kultivace probihaly
standardné v Erlenmeyerovych bankach (Kap.3.5.2).

Obsah siranu amonného
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Graf 15:Produkce PHA a biomasy C. necator v minerdalnim médiu obsahujici 10 obj. %
hydrolyzatu peri (40 g/l) a odpadni fritovaci olej (30 g/l)

Kultivaci C. necator, s piidavkem hydrolyzatu pefi bylo dosazeno vyrazné vyssi
koncentrace biomasy (11,85 g/l) v porovnani s kultivaci kontrolni (9,15 g/l), tj. bez piidavku
hydrolyzatu pefi. Pfitomnosti hydrolyzatu pefi v médiu doslo také ke zvySeni produkce PHA
aZ na 8,68 g/l, koncentrace PHA u kontrolni kultivace byla 6,09 g/l. V ptipad¢, kdy byl obsah
siranu amonného z mineralniho média snizen na koncentraci 1 a 2 g/l a pfidano 10 obj. %
hydrolyzatu pefi (ptipraveného hydrolyzou 40 g/l pefi), doslo k narastu koncentrace biomasy
a PHA. Nejvyssi produkce PHA byla zaznamenana v ptipadé, kdy byl snizen obsah siranu
amonného V mineralnim médiu na 1 g/l (9,0 g/l), vytézek biomasy dosahl 11,04 g/l s obsahem
PHA 81,46 %. Obdobnych vysledki bylo dosazeno piidavkem 3 g/l siranu amonného,
nicméné vzhledem k vys$sim vytézkim PHA byla pro dalsi experimenty zvolena koncentrace
siranu amonného 1 g/l. Velice podobny vysledek byl ziskan v pfedchozim experimentu
uvedeném v kapitole 4.3.2, kdy byla do produkéniho média piidavana proteazou
hydrolyzovana syrovatka (10 obj. %). Nejvyssiho vytézku PHA bylo taktéz dosazeno, pokud
byl v médiu obohaceném o protedzou hydrolyzovanou syrovatku snizen obsah siranu
amonného na koncentraci 1 g/l. Zda se, ze pokud je produk¢éni médium pro C. necator
obohaceno komplexnim zdrojem dusiku, je z hlediska produkce PHA optimalni obsah
anorganického dusiku v médiu 1 g/l.

Pro pfedchozi experimenty byl pouzit hydrolyzat peti o koncentraci 40 g/l, bylo tedy nutné
zaméfit se na vliv koncentrace pefi v hydrolyzatu na produkci PHA. Pro tento ucel byly
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pfipraveny hydrolyzaty s obsahem pefi v rozmezi od 20 — 60 g/l, které byly vyuzity jako
komplexni zdroj dusiku Vv minerdlnim médiu. Experimenty byly provadény se sniZenym
obsahem siranu amonného (1 g/l) a bez jeho ptidavku, hydrolyzat pefi byl do média ptidavan
Vv mnozstvi 10 obj. %.

Tabulka 33: Vliv koncentrace peri pouzitého pro hydrolyzu na produkci PHA C. necator

(NH4)2SO4/FH  Biomasa [g/1] PHA [%0] PHA [g/1]
N1/20 10,35+ 1,02 86,23 + 3,29 8,93 + 0,23
N1/30 11,92 + 1,25 84,42 + 0,56 10,06 + 0,05
N1/40 10,40 + 0,96 80,13 + 5,89 8,33 + 0,43
N1/50 12,77 + 1,54 80,27 + 2,03 10,25 + 0,18

( N1/60 12,45+0,87 85,08 = 0,34 10,59.+0,03 |
N1/0 8,54 + 0,88 90,73 + 0,90 7,75 + 0,05
N0/20 5,93 +0,26 83,37 + 6,19 4,94 + 0,34
N0/30 6,36 + 0,78 92,24 + 1,52 5,86+ 0,07
NO0/40 8,28 + 1,04 87,94 + 0,27 7,28 + 0,02
N0/50 7,05 + 0,64 94,00 + 5,41 6,62 + 0,27
N0/60 9,45+ 1,31 86,33 £ 0,85 8,15+ 0,06
N3/0 9,63 + 0,89 71,79 + 2,30 6,91 +0,16

N (0 — 1) — mnozstvi siranu amonného v mineralnim médiu (0 — 1 g/l)
FH — ,.feather hydrolysate®, hydrolyzat peri

Vyraznég lepSich vysledki bylo dosazeno v ptipadé€, kdy byl do minerdlniho média ptidan
1 g/l siranu amonného. ZvySujici se koncentrace pefi pouzitd pro pfipravu hydrolyzati,
pozitivné ovliviiovala rist biomasy a produkci PHA (Tabulka 33). Nejvyssich vytézka
biomasy a PHA bylo dosazeno pouzitim 10 obj. % hydrolyzatu pefi o koncentraci 60 g/l a to
12,45 g/l biomasy a 10,59 g/l PHA. Ptidavkem hydrolyzatu pefi o koncentraci 60 g/l k médiu
bez obsahu jiného zdroje dusiku, bylo dosaZzeno stejné koncentrace biomasy a vyssiho
vytézku PHA 8,15 g/l, v porovnani se standardni kontrolni kultivaci (6,91 g/l PHA) (bez pefi,
3 g/l siranu amonného).

V piedchozich studiich produkce PHA na kavovém odpadnim oleji (Kap.4.3.1.2, Tabulka
28) byl testovan vliv prekurzori na inkorporaci kopolymeru P(3HB-co-3HV) vV burice.
Moznost produkce kopolymeru byla zkouména v ptipad¢ kultivace C. necator na odpadnim
fritovacim oleji, kde byla ¢ast siranu amonného v médiu nahrazena hydrolyzatem peii. Jako
prekurzor byl zvolen propionat sodny, kyselina valerova a propanol, které byly do média
piidavany v koncentraci 3 g/l ve 24. hodin¢ kultivace v produkénim médiu. Obsah siranu
amonného v minerdlnim médiu byl dle ptfedchozi optimalizace snizen na 1 g/l a do
produkéniho média bylo ptidano 10 obj. % hydrolyzatu peii s vychozi koncentraci 60 g/l
(Tabulka 33).

Ptitomnost pefi jako zdroje dusiku vV mineralnim médiu mél pozitivni efekt na inkorporaci
3HV v piipadé, kdy byla jako prekurzor vyuzita kyselina valerova (Tabulka 34). V kontrolni
kultivaci (bez pefi) nebyl, v ptipadé¢ pouziti kyseliny valerové jako prekurzoru, 3HV
detekovan vibec.
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Tabulka 34:VIiv hydrolyzatu kurectho peri na akumulaci 3HV v pritomnosti prekurzorii

Prekurzor Bi‘[)é?l"i‘sa PHA[%] PHA[g/l] 3HV [mol. %]
E‘ kontrola 12,12 +0,24 91,61 +1,14 9,53 +0,07 n.d.
$  propanol 424+0,18 79,38+2,06 327+0,06 12,72+0,21
g/ [kys, valerova 8,79+ 0,16 68,34+3,21 598+00,28 6,93+ O,ISJ
E propionat sodny 10,24+ 0,01 85,67+0,76 10.42+0.40 37,68 +0,56
kontrola 10,48 £0,33 69,65+1,08 7,28+0,25 n.d.
™ propanol 4,72+0,03 74,56+341 3,50+0,14 14,85+0,74
“ kys, valerova 821+0,10 63,17+1,26 5,19+0,03 n.d.
propionat sodny 8,40 +0,33 75,68+0,46 6,41+0,39  23,21+1,02

n.d. — nebylo detekovano

Dale bylo dosazeno velice dobrych vytézki kopolymeru P(3HB-co-3HV) s pouzitim
propionatu sodného a 10 obj. % hydrolyzatu kuteciho pefti. Vytézek biomasy v tomto piipadé
dosahoval podobnych hodnot, jako u kontrolni kultivace bez hydrolyzatu kufeciho pefi.
Nicméné nejvyssi vytézek PHA byl ziskdn pouzitim propionatu sodného s hydrolyzatem
peti (10,42 g/1), jehoz pfitomnosti doslo k zvySeni efektivity utilizace propionatu a s tim
souvisejici syntézy 3HV. V pfipad¢ pouziti propionatu bylo dosazeno koncentrace
37,68 mol. % 3HV. Na zavér lze konstatovat, ze ptitomnost hydrolyzatu peti v produkénim
médiu obsahujici prekurzory stimuluje inkorporaci 3HV, pficemz dochazi k vzniku
kompolymeru P(3HB-co-3HV) jehoz vlastnosti jsou ztechnologického hlediska Ilepsi
(pruznost, pevnost, teplota tani) nez u homopolymeru PHB. Obecné doslo k zisku vyssich
vytézki PHA v médiu obsahujicim hydrolyzat pefi a prekurzory, propionat a kyselinu
valerovou. Je velmi pravdépodobné, ze piitomnost komplexniho zdroje dusiku v podobé
hydrolyzatu pefi v médiu snizuje toxicky efekt prekurzora.

Hydrolyzat peti, bohaty zdroj minerald a dusikatych latek v podobé proteinli
a aminokyselin, je vhodnym komplexnim zdrojem dusiku, S pozitivnim efektem na produkci
biomasy a PHA. Tento trend, kdy bylo pouzitim hydrolyzatu kufeciho pefi jako komplexniho
zdroje dusiku dosazeno vysSsich vytézkt v nékterych biotechnologickych procesech jako jsou
napiiklad produkce xylandz, kyseliny mlééné nebo glutathionu, byl potvrzen v nékolika
studiich (Prakash, 2009), (Taskin, 2012), (Taskin, 2013). V porovnani s ostatnimi zdroji
dusiku je pefi odpadnim materidlem snizujicim celkové naklady na biotechnologicky proces,
zaroven dochazi k valorizaci odpadniho materidlu (peii), ktery ma jen omezené mozZnosti
vyuziti. Naopak, jeho eliminace pfedstavuje spiSe ekologicky, ekonomicky i hygienicky
problém. V soucasnosti je pefi vyuzivano predevsim jako hnojivo, ptipadné jako substrat pro
produkci keratindz. Ddle je pefi vyuZzivano k pfipravé kompozitnich materidli — predevSim
pro stavebni ucely, vlaken, scaffoldd, piipadné nano- a mikrocastic. Nevyhodou jsou $patné
termoplastické vlastnosti pefi a obtiznd rozpustnost keratinu, které limituji pouziti pefi
ve vétsim méftitku (Reddy, 2015). Naopak nizka cena, dobra dostupnost a vhodné slozeni
nahravaji vyuziti pefi jako komplexniho zdroje dusiku pro biotechnologické tcely.
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4.4 Aplikace PHA

4.4.1 Vliv kavového oleje na antioxidacni a antimikrobialni ucinek ¢astic

Na zaklad¢ analyzy kavove sedliny (Tabulka 20), bylo zjisténo, ze kavova sedlina obsahuje
ptiblizné 15 — 20 % oleje. Extrahovany olej byl mimo jiné pouzit také pro kultivaci C. necator
a produkci PHA (Kap.4.3.1.2). Nicméng, v poslednich letech rapidné vzrostl zajem o kavové
produkty, zejména v oblasti kosmetiky a zdravé vyzivy. Jednim s atraktivnich produkti je
pravé kavovy olej, ktery je cenén predevS§im pro obsah mastnych kyselin, které mohou
pusobit hydrata¢né, ale také jako ochrana pied slune¢nim zafenim. Relativné vysoky je také
obsah diterpendi, které mohou mit protinadorové ucinky (Esquivel, 2012). Vzhledem
k relativné vysoké koncentraci polyfenoli a také oleje v kavové sedliné byl extrahovany olej
charakterizovan z hlediska antioxida¢ni aktivity (Tabulka 35) a také byl testovan jeho
antimikrobialni efekt (Tabulka 39). Z vySe uvedenych dtvoda byla dalsi ¢ast prace zaméfena
na studium vlivu kavového oleje obsazeného v lipozomech na jejich antioxida¢ni kapacitu
a antimikrobialni ucinky.

Tabulka 35: Antioxidacni aktivita kavového oleje a oleje ziskaného z kdavové sedliny

Vzorek W(AA/TE)/(ng/ml)
olej - kavova sedlina 1170.6+6.7
olej - kava 1218.3+4.4

Charakterizovan byl olej ziskany z kavové sedliny, ale také olej extrahovany z Cerstvé
kavy. Rozdil hodnot antioxidacnich aktivit byl u kavovych oleji minimalni (Tabulka 35).

V rdmci piipravy cCastic, které neobsahovaly kavovy olej, byly pfipraveny lipozomové
castice a lipozomy obsahujici 10 hmot. % PHB, pro porovnani byly pfipraveny také PHB
¢astice. Srovnani bylo provedeno s dirazem na vyslednou velikost a stabilitu ¢astic.

Tabulka 36: Charakterizace lipozomii a PHB cdastic z hlediska stability a velikosti

Typ ¢astic d/nm C-potencial/mV
PHB 274,0 -44.6
Lipozomy-PHB 2129 -46,3
Lipozomy 157,5 -35,2

Dle ocekavani byla namétfena nejmensi praimérna velikost u lipozomt (157,5 nm), takto
piipravené Castice byly také relativné stabilni, ale hodnota zeta potencialu byla v porovnani
S ostatnimi typy castic nejniz$i (Tabulka 36). Zeta potencial definuje elektroforetickou
pohyblivost suspendovanych ¢astic v roztoku. Dle obecného pravidla znaci absolutni hodnota
zeta potencialu nad 60 mV vynikajici stabilitu ¢astic, hodnota Vv intervalu 60 - 30 mV pak
udava dobrou stabilitou, hodnota 20 mV je piijatelna v ptipad¢ kratkodobé stability a hodnoty
mensi nez 5 mV znali jiz vysokou nestabilitu castic (Wu, 2011). Pridavkem PHB do
lipozomt doslo k vyznamnému zvySeni stability, a to nejen v porovnani s lipozomy, ale také

V porovnani se samotnymi PHB ¢ésticemi. Vlivem obsahu PHB do$lo rovnéz k mirnému
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navyseni primérné velikosti téchto ¢astic na 212,9 nm. Hodnoty velikosti ¢astic jsou uvedeny
jako primeérna velikost ¢astic z mefeni zékladni distribuce velikosti dle intenzity.

Na zakladé predchozich experiment byly pouzity lipozomy a lipozomy s 10% obsahem
PHB, u kterych byla zjisténa nejvétsi stabilita, K ptipravé ¢astic s obsahem kavového oleje.
K obéma typlim ¢astic byl pfidan kdvovy (odpadni) olej za Gcelem zvySeni antioxidacni
aktivity, testovan byl také vliv oleje na antimikrobialni u¢inky castic (Tabulka 39).

Tabulka 37: Viiv typu castic a obsahu kavového (odpadniho) oleje na jejich velikost a stabilitu

Typ ¢éastic d/nm PDI C-potencial/mV
lipozomy 182.3+0.6 0.238+0.007  -45.342.1
lipozomy-PHB castice 154.2+0.7 0.175+0.011 -47.8+0.9
lipozomy, 10% kavovy olej 158.1+0.7 0.128+0.024  -27.6%1.2
- = v r M 0 4

lipozomy-PHB Edstice, 10% odpadn 2142418 0.175£0.031  -40.2+0.3
kavovy olej

lipozomy, 10% odpadni kavovy olej 162.8+0.7 0.110+0.013 -26.3+£0.9
lipozomy, 20% odpadni kavovy olej 242.3+1.8 0.261+0.014  -50.2+0.5
lipozomy, 30% odpadni kavovy olej 162.3+£2.7 0.109+£0.005  -30.1+0.0

U pfipravenych Castic s obsahem kavového oleje byla nejprve sledovéana jejich velikost
spole¢né s indexem polydisperzity (PDI). Hodnoty PDI 0,1 az 0,25 indikuji uzké rozdéleni
velikosti, zatimco PDI vétsi nez 0,5 naopak poukazuje na velmi Sirokou distribuci velikosti
castic. Dle naméfenych vysledkli 1ze konstatovat, ze obsah oleje na velikost ¢astic nema
vyznamny vliv (Tabulka 37). Primérna velikost ¢astic obsahujici kavovy olej se pohybovala
vrozmezi od 158,1 — 242.3 nm. Lipozomy s obsahem PHB byly mensi (154,2 nm) nez
Castice, do kterych bylo ptidano 10 % oleje (214,2 nm). Z hlediska velikosti lipozomu
S riznym obsahem kavového oleje byly nejvétsi Castice ptipraveny tehdy, pokud byl podil
oleje v lipozomu 20 %.

Castice byly testovany také zhlediska jejich koloidni stability, ktera byla stanovena
hodnotou zeta potencialu (Tabulka 37). Obecné lze fict, ze u vSech piipravenych castic bylo
dosazeno dobré nebo velmi dobré stability. Pii porovnani ¢astic s obsahem oleje s ¢asticemi
bez kavového oleje byla vétSina piipravenych ¢astic s olejem mén¢ stabilni. Pouze v piipadé
lipozomu obsahujici 20 % odpadniho kavového oleje, bylo ve srovnani s ¢asticemi bez oleje
(-45,3), dosazeno vyssi hodnoty zeta potencialu (-50,2). Tyto lipozomy tak byly vyhodnoceny
jako nejstabilnéjsi. Nejméné stabilni byly naopak lipozomy s 10% ptidavkem kavového oleje
(-27,6) a s 10% ptidavkem odpadniho kavového oleje (-26,3). Z vysledki je dale jasné patrné,
ze lipozomy sobsahem PHB byly ve srovnani s c¢asticemi bez jeho obsahu stabilnéjsi.
Lze tedy konstatovat, ze 10% ptidavek PHB do lipozomu obsahujici 10 % k&vového oleje ma
pozitivni vliv na jejich vyslednou stabilitu.

U pripravenych castic s obsahem kavového oleje byla rovnéz sledovana enkapsulacni
ucinnost, ktera byla monitorovana analyzou polyfenolickych latek. Po ptipravé byly castice
vzdy centrifugovany pti 14 800 rpm/min, nasledné byly Castice promyty destilovanou vodou
aopét centrifugovany. Na zavér byly castice dezintegrovany a uvolnéné slozky byly
stanoveny spektrofotometricky (Kap.3.3.2). Sledovan byl obsah polyfenold, stejné tak jako ve
vzorku pted enkapsulaci. Z téchto dvou hodnot byla poté vypocitana enkapsulacni G¢innost
dané metody (Tabulka 38).
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Tabulka 38: Enkapsulacni vicinnost kavového oleje do lipozomii na zdakladé sledovani
koncentrace polyfenolii

Typ Castic wW(TPC/GAE)/(ng/ml) Enkapsula¢ni u¢innost (%)
lipozomy, 10% kavovy olej 7.08+0.23 87,95
PHB ¢astice, 10% odpadni kavovy olej 5.19+0.20 99,00
lipozomy, 10% odpadni kavovy olej 4.19+0.15 82,97
lipozomy, 20% odpadni kavovy olej 9.44+0.95 93,47
lipozomy, 30% odpadni kavovy olej 13.95+1.11 92,08

Z vysledkll je patrné, ze bylo dosazeno velmi dobré enkapsulacni Uc¢innosti u vSech
piipravenych cCastic, enkapsulacni u¢innosti polyfenolii se pohybovaly v rozmezi od 83 % do
99 %. Nejvyssi enkapsulacni Gc¢innost byla stanovena u lipozomovych ¢éstic s piidavkem
PHB a obsahem 10 % odpadniho oleje. PHB tedy mé¢lo nejen pozitivni vliv na stabilitu
pfipravenych ¢astic, ale rovnéz na enkapsulacni kapacitu testovanych castic.

Antioxidacni aktivita/typ oleje

lipozomy lipozomy, 10% kavovy olej lipozomy, 10% odpadni
kavovy olej

Graf 16: Antioxidacni aktivita lipozomii v zavislosti na typu pouzitého oleje

Antioxidacni aktivita jednotlivych ¢astic byla porovnavéana z hlediska typu pouzitého oleje,
typu ¢astic a mnozstvi oleje v Casticich.

Vyrazny narast antioxidacni aktivity byl namétfen u lipozomt s obsahem 10% odpadniho
kavového oleje - 56,7 ng/ml. Naopak minimalné se zvysila antioxida¢ni aktivita lipozomu
s 10% obsahem kavového oleje v porovnani s prazdnymi lipozomy (Graf 16).

Jelikoz byla u lipozomt s odpadnim kdvovym olejem prokazana vyssi antioxidacni aktivita
nez u Castic s kavovym olejem, byl pro dalsi experimenty pouzit pouze olej ziskany z kavové
sedliny. V dalsim experimentu byla porovnavana antioxida¢ni aktivita riznych druhd castic.
Hodnoty antioxida¢nich aktivit u prazdnych lipozomut s 10% obsahem PHB a lipozomu byly
témet stejné. Pfidanim odpadniho oleje do téchto Castic vzrostly hodnoty antioxidac¢nich
aktivit u obou druht ¢astic (Graf 17).
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Graf 17: Antioxidacni aktivita castic v zavislosti na jejich typu a obsahu kdavového oleje

Vyrazné vyssi antioxidaéni aktivita byla naméfena u lipozoma obsahujici PHB a odpadni
kavovy olej (70,4 pg/ml), vysokd antioxidac¢ni aktivita byla také naméfena u lipozomu
obsahujici 10 % odpadniho kavového oleje. Rozdil aktivit mezi lipozomy s PHB a lipozomy
bez obsahu oleje byl minimalni.

Stanovena byla antioxida¢ni aktivita pfipravenych lipozomd V zavislosti na obsahu
kavového oleje v casticich (Graf 18). Testovan byl piidavek odpadniho kavového oleje
s obsahem 10, 20 a 30 hmot. %.

Antioxidacni aktivita/obsah oleje
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lipozomy lipozomy, 10% lipozomy, 20% lipozomy, 30%
odpadni kavovy olej odpadni kavovy olej odpadni kdvovy olej

Graf 18: Antioxidacni aktivita lipozomui v zavislosti na obsahu kavového oleje

Jednoznacné nejvyssi antioxidacni aktivita byla naméfena u lipozomia obsahujicich 30 %
kavového oleje. Zda se, ze wvzristajici obsah oleje v lipozomech ma vyznamny vliv
na hodnotu antioxidacni aktivity. Lipozomy obsahujici 30 % kavového oleje mély ptiblizné
dvojnasobné vyssi antioxidaéni aktivitu nez Castice s obsahem 20 % odpadniho kavového
oleje.
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Vzhledem k dobrym vysledkiim antioxida¢nich kapacit u jednotlivych druht castic byly
tyto Castice testovany na antimikrobialni UCinky (Kap.3.7.5). Ktestovani statickych
antimikrobialnich G¢ink byla pouzita Gram pozitivni bakterie Micrococcus luteus, Gram
negativni bakterie Escherichia coli, a kvasinka Candida glabrata.

Tabulka 39: Studium antimikrobidalnich ucinkii jednotlivych typu cdstic

Pocet bunék [%] (As30 nm)/t(inkubace)

Typ Eastic Micrococcus  Escherichia  Candida
luteus coli glabrata
negativni kontrola 100 100 100
lipozomy 100 100 98
PHB castice 100 100 100
odpadni kdvovy olej 77,5 42,3 83,5
lipozomy, 10% kavovy olej 72,2 60,4 67,3
PHB castice, 10% odpadni kavovy 373 896 949
Olej 1 H 1
lipozomy, 10% odpadni kavovy olej 96,1 84,9 90,2
lipozomy, 20% odpadni kavovy olej 21,6 15,1 71,6
lipozomy, 30% odpadni kavovy olej 46,7 75,8 97,8

Nejvétsi antimikrobialni U¢inek byl zaznamenan u lipozomi, které obsahovaly 20 %
odpadniho kavového oleje (Tabulka 39). Nejvétsi antibakterialni Gc¢inek téchto ¢astic mély
ptipravené lipozomy na E. coli, kde doslo k inhibici riistu bunék o vice nez 85 % Vv porovnani
S kontrolou. Relativné dobrého antimikrobidlniho efektu bylo dosaZeno pouzitim lipozomi
které obsahovaly 30 % oleje a 10 % cerstvého kavového oleje. Naopak castice, které
neobsahovaly kdvovy olej, nemély zddnou antimikrobialni aktivitu. Nejvetsi inhibicni u€inek
vykazovaly castice obsahujici kavovy (odpadni) olej na Gram pozitivni a Gram negativni
Micrococcus luteus a E. coli. Naopak téméf zanedbatelna byla antimykoticka aktivita ¢astic,
v piipadé kvasinky Candida glabrata. Za antimikrobialni charakter kadvového oleje jsou
pravdépodobné do znacné miry zodpoveédné melanoidiny, které vznikaji v posledni fazi
Maillardovych reakci pfi prazeni kavovych bobt (Rufian-Henares, 2009). Na druhou stranu
pouzitim kavového oleje extrahovaného z kavové sedliny jako substratu pro produkci PHA
svyuzitim C. necator bylo dosazeno relativné vysokych vytézki PHA a biomasy
(Kap.4.3.1.2), antibakterialni u¢inek tohoto oleje nebude pravdépodobné az tak vyrazny.

V zavéru lze shrnout, Zze z hlediska kombinace parametrti stability, antioxida¢niho
a antimikrobialniho uc¢inku bylo nejlepSich vysledkii dosazeno u lipozomi obsahujicich 20 %
oleje extrahovaného z kavové sedliny. Pfidavkem PHB do castic s odpadnim olejem byla
navic zvySena jejich koloidni stabilita a Castice rovnéz vykazovaly vy$s$i enkapsulacni
kapacitu obsazenych polyfenold. Lipozomové castice s obsahem odpadniho kavového oleje
a piidavkem PHB vykazovaly také relativné vysokou antioxida¢ni aktivitu a rovnéz
antimikrobialni aktivitu vii¢i Gram pozitivnim bakteridlnim kmentim.
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Ptipravené Castice s obsahem odpadniho kavového oleje mohou nalézt uplatnéni zejména
V kosmetickém primyslu. PredevSim diky schopnosti lipozoma prostupovat pokozkou
a vnaset aktivni latky do hlubsich vrstev kiize. Navic diky své povaze jsou lipozomy schopny
hydratace, a mohou se tak podilet na zpomaleni starnuti kize. Také diky vysoké antioxida¢ni
aktivité¢ (dané predev§im obsahem odpadniho kavového oleje) mohou Castice chranit buiky
pokozky proti UV zafeni (Akbarzadeh, 2013).

4.4.2 Priprava a vyuziti PHB mikro- a nanovlaken jako filtraéniho materialu

Cela tfada (bio)polymert muze byt zpracovana do podoby vlaken, které jsou v dneSni dobé
velice zadané. Zejména nanovlakna piedstavuji velice slibnou formu materialu, ktera mize
nachazet uplatnéni v celé tad¢ aplikaci, naptiklad pro filtraci raznych typli suspenzi
(Qin, 2017). Mikro- a nanovlakenné filtrani materially mohou byt vyuzity ve formeé
membran, nebo textilii. Cisténi odpadnich vod je aktualng feseno mikrobidlni dekontaminaci
(Mazzucotelli, 2014). Pouzitim nanofiltraénich materiali je mozné oddélit mikroorganismy,
pevné Castice, proteiny, nebo jednotlivé molekuly, vlakenné filtratni materidly mtizou
predstavovat alternativni metodu pro ¢isténi odpadnich vod.

Polyhydroxyalkanoaty ptedstavuji skupinu biopolymert vyrabénych z obnovitelnych
zdrojti, existuje fada studii zabyvajici se moznosti aplikaci PHA vldkennych forem
(Volova, 2014).

Pro ucely filtrace byly ve spolupraci s Mgr. Vojtéchem Kundratem piipraveny kompozitni
nano-/mikrovldkenné filtracni materidly s obsahem riznych druhli sorbentl. Pro pftipravu
vlaken bylo pouzito centrifugdlni bezjehlové zvlaknovani a elektrostatické zvladknovani
(Kap.3.8.1). Filtra¢ni ucinnost byla posuzovana pouZitim pritokového cytometru, po filtraci
bunécné suspenze za definovanych podminek.

4.42.1 PHB viikenné materidly s obsahem aktivniho uhli

Pro filtraci byl pouzit mikro-/nanovlakenny kompozitni material tvofeny PHB a aktivnim
uhlim v rizném procentudlnim zastoupeni, pfipravenym podle postupu v kapitole 3.8.
Procentualni podil aktivniho uhli v PHB ,vaté“ byl 66, 50, 37,5, 16,7, 0 hmot. %.
Filtra¢ni vrstva méla vysku 10 cm o priméru 1 cm. Suspenze obsahujici 5-10° /ml bun&k
bakterii Bacillus subtilis byla filtrovana pies filtracni vrstvu za puasobeni tlaku 0,25 MPa.
Po filtraci suspenze o objemu 50 ml byl z filtratu odebran vzorek pro stanoveni koncentrace
mikrobidlnich bunék pratokovou cytometrii.

Z vySe uvedenych materidli mél prokazateln€ nejvySsi filtraéni UCinnost materidl
obsahujici 66 % aktivniho uhli, kdy doSlo k odstranéné témét 60 % bunék B. subtilis
Z bunécné suspenze. Relativné uspokojivych vysledkli bylo dosazeno pouzitim PHB vlaken,
které obsahovaly 50 % aktivniho uhli, uspéSnost filtrace zde dosahovala 28 %. Se snizujicim
se obsahem aktivniho uhli ve filtracnim materidlu dochazelo ke snizeni filtra¢ni i¢innosti a to
az 0 55 %. Z vySe uvedenych vysledka (Graf 19) také vyplyva, ze obsah aktivniho uhli v PHB
ma Vvliv na lepsi filtra¢ni vlastnosti pouze v piipadé, kdy je procentualni zastoupeni aktivniho
uhli ve filtranim materialu nad 50 %. U materiald obsahujici 37, 50 % a 16,70 % byla
ucinnost filtrace srovnatelna s filtracnim materidlem bez ptidavku aktivniho uhli ~ 15 %.
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Graf 19: Filtracni ucinnost PHB — aktivni uhli (pritokova cytometrie)

4.4.2.2 PHB vidkenny filtracni materidl s obsahem oxidit kovit

Dalsi material pfipraveny pro testovani filtracni ucinnosti byl kompozit PHB s oxidy kovi
v pom¢éru 1:1. Filtrace byla provedena ve standardnim modulu (vyska sloupce 10 cm, primér
1 cm). Pro filtraci byla ptipravena suspenze bunék B. subtilis o koncentraci 4-10° bunék/ml.
Celkovy objem filtrovaného materidlu tvofil 50 ml a tento objem byl filtrovan pies filtra¢ni
vrstvu 10 cm za pisobeni tlaku 0,25MPa.

Filtracni uCinnost kompozitnich materiall byla ovéfena filtraci bunécné suspenze
B. subtilis. Vysoka filtra¢ni u€innost byla dokazana u filtra¢nich materialt s obsahem TiO;
(84 %), ale i cisttho PHB (82 %). VSeobecné je ale filtrace PHB vlakny s obsahem
jednotlivych kovil i€innéjsi, nez tomu bylo v pfipadé€ aktivniho uhli. V piipadé pouziti vlaken
s oxidem titani¢itym by mohl byt pozitivni, nc€kolika studiemi prokdzany, ptipadny
antimikrobialni efekt tohoto oxidu (Kubacka 2014), (Visai 2011).

4.4.2.3 PHB filtracni textilie
Pro ucely filtrace mikroorganismt byla vyrobena mikro (nano)-vldkenna textilie (membrana)
Z PHB s pfimési:
)] aktivniho uhli (1:1)
i) oxidu kovu (1:1)
i)  bez pfimési.

Vzhledem k vybornym vysledkiim dosazenym filtraci buné¢né suspenze pres PHB vlakna
s obsahem aktivniho uhli jako sorbentu, byla tato matrice pouzita také pro ptipravu vlakenné
textilie. Oxid kovu byl pouzit pro piipravu vlakenné textilie z divodu malého priaméru
velikosti Castic, diky kterému byly pfipravena vldkna uniformni a bez vyrazné porézni
struktury. Pro porovnani G¢innosti filtrace vlakennych textilii se sorbentem byla pfipravena
textilie tvofena pouze PHB. Samotny proces filtrace byl provadén pies textilii za snizeného
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tlaku pomoci Biichnerovy nalevky o priméru 77 mm. Bakterie E. coli, Microccocus luteus
a kvasinka S. cerevisce byly pouzity pro pfipravu buné¢nych suspenzi urc¢enych pro filtraci.
Suspenze o objemu 50 ml a koncentraci bun&k 5-10° byla filtrovana pres filtra¢ni textilii.

100 - Filtracni textilie
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Uéinnost filtrace [%]
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Graf 20: Filtracni ucinnost PHB, PHB —oxid kovu, PHB — akt. uhli (priitokova cytometrie)

Jako dalsi aplika¢ni forma kompozitniho materialu pro ucely filtrace, byla zvolena
vlakenna textilie PHB s pfimési aktivniho uhli, oxid kovu a ¢ista PHB o praméru 6 cm.
Pro filtraci byly pouzity téi rizné bunééné suspenze - S. cerevisiae, M. luteus a E. coli.
Nejvyssi filtracni u¢innost byla dosazena pouzitim kompozitni textilie PHB s aktivnim uhlim,
Vv piipadé filtrace bunééné suspenze tvorené S. cerevisce (78 %). VSeobecné bylo u vSech tii
materialu dosazeno nejvyssi ucinnosti filtrace pravé pii filtraci suspenze S. cerevisiae, coz
muze byt zpisobeno pravé velikosti bunky, ktera dosahuje velikosti az 10 pm (Klis, 2014).
Filtrace vlakennou textilii PHB-oxid kovu se v porovnani s ¢istym PHB a PHB s aktivnim
uhlim zda byt nejméné G¢inna. Po filtraci bunéénych suspenzi byl odebran vzorek vlakenné
textilie a pfipraven mikroskopicky preparat vhodny pro skenovaci elektronovy mikroskop
(SEM). U takto upravenych vzorkii byl zkouman princip/mechanismus absorpcnich vlastnosti
jednotlivych materialu pii mikrobialni filtraci (Obrazek 14).

109
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Obrazek 15: Snimek (SEM)PHB vidkenného filtracniho materidlu s obsahem oxidu kovu po
filtraci B. subtillis

Ze snimku pofizenych na SEM je patrné, ze dochéazi k pfilnuti mikroorganismu na
kompozitnim vlakenném materialu, coZ je s nejvétsi pravdépodobnosti také principem filtrace
buné¢nych suspenzi pies vlakenné materialy.

4.4.2.4 Testovani biodegradovatelnosti PHB vidkennych filtracnich materidlii

Materialy pouzité k filtraci jsou vyrobeny z biodegradabilniho biopolymeru PHB.
Pro ovéfeni, zda i po vytvofeni kompozitu s jednotlivymi sorbenty bude tato vlastnost
zachovana, byl pouzit normovany test IS/ISO 20200. Testovany byly PHB textilie s pfimési
oxidu kovu, aktivniho uhli a také vlakenna textilie z PHB. Test zaméfeny na dezintegraci
materialu probihal pfi termofilnich podminkach 58°C. Textilie byly degradovany
vV podminkach umélému kompostu (Tabulka 40) po dobu potiebnou k rozlozeni materialu
(15 dna).
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Tabulka 40: Pribeh degradace viakennych textilii

Den PHB - oxid kovu | PHB - aktivni uhli | PHB
0 zahdjeni biodegradacniho testu
1
2
3 pocatek dezintegrace materidlu | pocatek dezintegrace materidlu beze zmén
4
5
6 pokrocily stupen dezitegrace pokrocily stupen dezitegrace beze zmén
7
8 rozpad materidlu pokrocily stupen dezitegrace | pokrocily stupen dezitegrace
9
10 rozpad materidlu pokrocily stupen dezitegrace
11
12
13 rozpad materidlu
14
15

Ze vSech tfi materiald byl kompozit tvofeny PHB — oxid kovu (1:1) nejrychleji
dezintegrovanym materidlem, ke kompletnimu rozpadu doslo jiz 8. den testovani.
Kompozitni vlakenna textilie PHB — aktivni uhli byla zcela rozloZena po 10 dnech od zacatku
testu. V porovnani s vySe uvedenymi materialy byla PHB vldkenna textilie nejvice odolnou
ake kompletni dezintegraci doslo po 13 dnech (Obrazek 16). Muzeme konstatovat, ze
k rozpadu vSech tfi testovanych vlakennych textilii doSlo ve velice kratkém casovém useku,
intervalu 8 — 13 dni. Jednim z dGvodu relativné rychlé degradace kompozitnich vlakennych
materiall muze byt fakt, ze sorbent obsazeny v PHB vldkné mize narusovat celistvost vlakna
a napomahat tak biodegradaci filtra¢nich materiala.
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Obrazek 16: Priibeh degradace viakennych textilii

4.4.3 Studium degradace PHA

Polyhydroxyalkanoaty mohou byt degradovany jak intracelularng, tak extracelularné.
Intracelularni PHA depolymerazy hydrolyzuji PHA v dob¢, kdy je buika limitovana
zivinami, PHA ve form¢ amorfnich intracelularnich granuli ohrani¢enych vrstvou protein
a fosfolipidt slouzi jako zasobarna uhliku/energie. Pisobenim extracelularnich depolymeraz
dochazi  kdegradaci  Castetné  krystalickych  extracelularnich ~ PHA  granuli.
Mikroorganismy produkujici extracelularni PHA depolymerazy vyuzivaji polymer jako zdroj
uhliku (Jendrossek, 2005).

Pro ucely degradace PHB (prasku a folie) byly vybrany mikroorganismy potencionalné
schopné produkce PHA depolymeraz. Jednim z nich je bakterie Delftia acidovorans, u které
byla vtadé¢ studii potvrzena schopnost produkce extracelularnich depolymeraz, ale také
schopnost produkce PHA a stim souvisejici pfitomnost intracelularnich depolymeraz
(Zhang, 2010). Plisen Aspergillus fumigatus je také vitadé studii popsana jako
mikroorganismus podilejici se na degradaci PHA (lyer, 2000), (Bhatt, 2010). Diky Sirokému
spektru enzymti produkovanych polymorfnim mikroorganismem Aureobasidium pullulans
(Kap.1.3.2) byla testovana moznost produkce PHA depolymeraz také u toho mikroorganismu.
Vybrané mikroorganismy byly kultivovany v minerdlnim médiu, kde PHB piedstavoval
jediny zdroj uhliku. Béhem kultivace byly odebirany vzorky tekutého média a testovana
aktivita extracelularnich PHA depolymeraz. Materidly, slouZici jako zdroj uhliku pro PHA
depolymerdzu produkujici mikroorganismy, byly ptiddvany do média v podobé PHB folii a
ve form& PHB prasku.
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D. acidovorans PHA depolymerazova aktivita
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Graf 21: Depolymerdzova aktivita PHA depolymeradz D. acidovorans

Pro stanoveni aktivity PHA depolymeraz produkovanych bakterii D. acidovorans byly
optimalizovany podminky stanoveni, zahrnujici stanoveni vhodného pH a teplotniho optima
depolymerazy. Z testovaného pH rozmezi 4 — 10 se ukazalo byt nejvhodnéjsi pH s hodnotou
7, kde byla citlivost pro méfeni PHA depolymerazové aktivity nejvyssi. Teplotni optimum
bylo 50 °C. K testovani byly vyuzity PHB f6lie o hmotnosti 0,11 + 0,01 g a PHB prasek,
ktery se v mineralnim médiu nachazel v koncentraci 5 g/l. Vzorky byly odebirany
v pravidelnych ¢asovych intervalech po celou dobu kultivace (22 dni), po kazdém odbéru byla
také méfena depolymerazova aktivita (Kap.3.9.2). Naméiené aktivity PHA depolymeraz
u D. acidovorans dosahly svého maxima pravé v 5. dni kultivace. Realnych maxim mohlo byt
dosazeno jiz dfive, nicméné prvni méteni probehlo az 5. den kultivace. V pribéhu kultivace
dochazelo pouze ke snizovani aktivity enzymu. 20. den kultivace jiz nebyla detekovana zadna
aktivita PHA depolymerdzy. Pravdépodobné zde doslo k limitaci Zivinami a buiika nebyla
schopna dalsi produkce PHA depolymeraz. Pribéh produkce PHA depolymeraz v zavislosti
na pouzité formé PHB (praSek, folie) byl velice podobny. U PHB f6lie byla nulové aktivita
nameétena jiz 15. den kultivace, zatimco v pripadé, kdy byl pouzit PHB prasek, bylo i 15. den
kultivace mozné detekovat PHA depolymerazovou aktivitu (Graf 21). Molekulova hmotnost
testovanych materiald se zménila zejména u praskové formy PHB My 4,9 - 10%. U PHB fdlie
doslo k minimalni zméné molekulové hmotnosti Mw 2,6 - 10°, v porovnani s referencni folii
(My 2,7 - 10°). Bylo potvrzeno, ze D. acidovorans je schopna produkce PHA depolymeraz,
nicmén¢ schopnost degradace PHB materidlu je zavisla na form¢ degradovaného materialu.
Vétsi povrch PHB prasku pravdépodobné usnadnil kolonizaci D. acidovorans na svém
povrchu a bakterie méla lepsi piistup ke zdroji uhliku, nez tomu bylo u PHB f6lie.
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A. pullulans PHA depolymerazova aktivita
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Graf 22: Depolymerdzova aktivita PHA depolymerdz A. pullulans

Schopnost produkce PHA degradujicich enzymti byla testovana pro A. pullulans
CCM F148 a CCM 8182 a A. pullulans CCY 27-1-115. PHB folie byla vyuzita jako zdroj
uhliku v mineralnim médiu pro produkci PHA depolymeraz Aureobasidium pullulans.
Optimalni hodnota pH pro stanoveni depolymerazové aktivity byla pH 6.

U vsech kment A. pullulans byla zaznamenana produkce PHA depolymeraz az ve 13. dnu
kultivace (Graf 22). Hodnoty namétenych aktivit u vSech kment byly podobné a pohybovaly
se Vrozmezi od 0,404 — 0,473 pg/(ml.min). Podobny trend byl zaznamenan také v 15. dni
kultivace, kdy u kmenit CCM 8182 a CCY 27-1-115 byly naméfeny podobné hodnoty aktivit,
0,335 a 0,3 pg/(ml.min). Na druhou stranu u kmenu CCM F148 byl v 15. dni zaznamenan
vyrazny pokles depolymeradzové aktivity 0,196 pg/(ml.min). Aktivity kmeni CCM 8182
a CCY 27-1-115 v 20. dnt kultivace zustaly prakticky stejné jako v pfedchozim odbéru
(15. dni). U kmenu CCM F148 ovSem v 20. dni kultivace nebyla detekovana zadna
depolymerdzova aktivit. Po 24 dnech kultivace nebyla zjisténa depolymerdzova aktivita ani
u jednoho s testovanych kment. Z vysledki namétenych aktivit vyplyva, ze A. pullulans je
pravdépodobné schopny produkce PHA depolymeraz, ale v porovnani s D. acidovorans jsou
enzymy zodpovédné za degradaci PHA v médiu produkovany pozdé€ji, az po 10. dni
kultivace.

Z vysledki méteni tbytkti hmotnosti a zmén v molekulovych hmotnostech u jednotlivych
vzorka vyplyva, ze A. pullulans produkuje depolymerazy v malém mnozstvi a vliv na PHB
folii byl minimalni. U vSech tii vzorkd doslo k ubytku hmotnosti PHB f6lii o 3,0 + 0,4 %,
a k minimalnim zméndm v ramci méfeni molekulovych hmotnosti testovanych folii
a referen¢niho materiadlu. Hodnoty naméfenych aktivit PHA depolymeraz v médiu s PHB folii
u A. pullulans jsou vsak v porovnani s aktivitami D. acidovorans vyssi.

Také u plisn¢ Aspergillus fumigatus byla testovana schopnost produkce extracelularnich
PHA depolymeraz zodpovédnych za degradaci polyhydroxyalkanoati. PHB folie a praskové
PHB byly vyuzity pro ucely degradace a slouzily, stejné jako v predchozich experimentech,
jako jediny uhlikovy zdroj obsazeny v mineralnim médiu.
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A. fumigatus PHA depolymerazova aktivita
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Graf 23: Depolymerdzova aktivita PHA depolymeraz A. fumigatus

Optimalni pH pro stanoveni depolymerazové aktivity u A. fumigatus bylo pH 8.
Depolymerazova aktivita byla meéfena v jednotlivych casovych intervalech v pribéhu
kultivace trvajici 14 dni. Jak je z Graf 23 patrné, produkce PHA depolymeraz A. fumifatus
zacala jiZ od 3. dne kultivace. Vysledky ziskané méfenim aktivit v prib&hu casu koresponduji
se zpusobem degradace jednotlivych forem PHB. V piipadé PHB folie doslo ke kolonizaci
plisné na jejim povrchu a jeji degradaci, coz odpovida vysoké aktivité, kterd byla naméiena
jiz v 6. dni kultivace 1,76 pg/(ml.min). Naopak rychly prib¢h degradace folie, ktera byla
okem pozorovatelna, zpasobil pokles aktivity depolymerazy jiz 9. den kultivace.

Mechanismus degradace PHB prasku byl v porovnani s PHB f6lii odlisny, nejprve doslo
k naristu mycelia do shluki, do kterych byl nasledné PHB prasek ,,uzavien” a degradovan.
K produkci PHA depolymerdz zde dochdzelo pozvolna, aktivita depolymeraz se zvySovala
sdobou kultivace. Maximalni hodnota aktivity byla nameéfena 10. den kultivace
2,15 pg/(ml.min). Dusledkem Uplné degradace PHB prasku poté dochazelo k sniZovani
aktivity PHA depolymerazy v médiu. Aspergillus fumigatus je jako jediny z testovanych
mikroorganisml schopen produkce PHA depolymeraz ve vysoké koncentraci a efektivné tak
vyuzivat PHA jako zdroj uhliku/energie. Vzhledem Kk vysledkim lze konstatovat, ze plisné
jsou pravdépodobné dilezitymi mikroorganismy podilejicimi se na degradaci PHA v piirodé.

Kromé testovani produkce depolymeraz a sledovani stupné degradace PHB vybranymi
mikrobialnimi kulturami byla také testovana biodegradabilita PHB materialt standardnim
kompostovacim testem IS/ISO 20200. Béhem testovani byl u jednotlivych materiala zjistovan
stupen rozkladu. Testovani prob&hlo v termofilnich podminkach pii 58 °C. Timto testem byla
stanovena rychlost degradace u PHB folii, nanovlakenné textilie, a tvrzené PHB folie
(Tabulka 41).
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Tabulka 41: Pritbéh kompostovaciho testu PHB folii a textilie

PHB
den PHB félie PHB tvrzena folie nanotextilie

1 zacatek experimentu
5
10
15
19

23

24 konec

konec degradac¢niho
30 degradacniho procesu

38 procesu

46 konec degradaciho
57 procesu

Nejrychleji doslo k degradaci PHB nanotextilie, a to jiz v 10. dni testu. Na Obrazek 17 je
vidét prub¢h degradace nanotextilie v ¢ase, kdy jiz 3. den testovani je viditelna mikrobialni
kolonizace na povrchu nanotextilie (b). Obrazek 17 (c) pifedstavuje vliv kompostovacich
podminek na nanotextilii po 8 dnech testu, kdy je viditelny pokrocily stupeni degradace
materialu. Extrémné rychlou degradaci nanovldkenné textilie pravdépodobné pozitivné
ovlivnila velikost povrchu, ktery mohly mikroorganismy kolonizovat, v porovnani s PHB
folii, kde byl proces degradace delsi. PHB folie byla degradovdna v prubéhu 15 dni.
dni. Dle vysledki degradac¢niho testu muzeme piedpokladat, ze v ptipadé¢ PHA materialu
hraje hlavni roli velikost a dostupnost povrchu testovaného materialu. Lze ale konstatovat, Ze
PHB materidly jsou relativné snadno degradovatelné v termofilnich kompostovacich
podminkach.

Obrazek 17: Priibéh degradace PHB nanotextilie; a) 0 den b) 3. den ¢) 8. den testovani
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4.4.4 Studium degradace modifikovanych polyuretanu s vyuZitim PHB jako parcialni
nahrady polyetherového poyolu

Biodegradace biopolymerd, které je jednou z pozitivnich vlastnosti téchto materiala, mtze
byt problematicka z hlediska aplikaci vyZzadujici staly material (Steinbiichel, 2005).

Polyuretany ptedstavuji tfidu polymert, kterd diky svym velice dobrym mechanickym
vlastnostem a moznostem zpracovani nachazi Siroké uplatnéni zejména v medicinském,
automobilovém a primyslovém vyuziti. Z chemického hlediska je polyuretan materidlem,
ktery vznikd kondenzaci polyisokyanatu a polyolu vytvatejici intramolekulové uretanové
vazby (Krol, 2007). Nasledujici experimenty jsou zaméfeny na zkoumani vlivu nahrazeni
casti syntetického polyetherového polyolu biodegradabilnim PHB na mechanické vlastnosti
materiali. Material byl vystaven kompostovacim podminkam (IS/ISO 20200) po dobu
2 mésicu, po 3 tydnech a na konci testovani byly provedeny testy mechanickych vlastnosti
materiala.

V tomto experimentu byl pro pfipravu polyuretanu pouzit poly(3-hydroxybutyrat), kterym
byla nahrazena ¢ast petrochemického materialu pouzivaného pro ptipravu polyuretanu (PUR).
PHB bylo pouzito v riznych koncentracich (1, 5, 10 %) a porovnavan byl také rozdil
pouzitych PHB. K pfipravé bylo pouzito PHB komeréné dodavané Sigma Aldrich a PHB
piipravené na Chemické fakulté Vysokého uceni technického. U takto pfipravenych materialu
byl testovan vliv kompostovacich podminek na zménu mechanickych vlastnosti v pribéhu
2 mesicli. Priprava a testovani mechanickych vlastnosti materialti probéhla ve spolupraci
sIng. Vojtéchem Kupkou Ph.D. z Ustavu chemie materiali FCH-VUT. Materialy byly
piipraveny dle postupti uvedenych v publikaci Vojtova a spol. (2012).

Tabulka 42: Mechanické charakteristiky vzorkit PUR-PHB pred testovanim

Vzorek Ey (MPa) os (MPa) &8 (%0)
REF 1.6+0.1 1.0+0.1 80+8
Sigma 1 % 1.7+0.1 1.1+£0.1 97 +11
Sigma 5 % 1.7+0.1 1.50+0.04 147+ 9
Sigma 10 % 2.0+ 0.04 1.8+0.2 161 + 25
VUT PHB 1% 16+0.1 1.0+ 0.1 87+5
VUT PHB 5 % 19+0.1 0.9+0.1 66+ 10
VUT PHB 10 % 24+0.1 1.1+0.1 65+7

Porovnanim piipravenych vzorkii PUR-PHB, obsahujici rtizné koncentrace PHB
pochézejici z VUT a komer¢né prodavaného Sigma, bylo zjiSténo, ze pouzitim PHB-VUT
vzrostly hodnoty Youngova modulu pruznosti, material byl tuzsi. Hodnoty Youngova modulu
rostly se zvySujicim se obsahem PHB v PUR, znamena to tedy, ze ptidavek PHB vyznamn¢
ovlivituje tuhost vysledného materialu. Také hodnoty napéti vtahu a elasticita rostou
v zavislosti na zvySujici se koncentraci PHB-Sigma (Tabulka 42), tento trend ale nebyl
potvrzen v piipad¢ pouziti PHB-VUT, kdy se s rostoucim obsahem PHB hodnoty elasticity
spiSe snizovaly.
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Tabulka 43: Mechanické viastnosti vzorkii po 3 tydnech kompostovaciho testu

Vzorek Ey (MPa) os (MPa) &8 (%)
Sigma 1 % 1.4+0.2 1,1 £0.1 104 + 8
Sigma 5 % 1.4+0.1 1.5+0.1 155+ 18
Sigma 10 % 1.7+0.1 1.7+0.1 184 +25
VUT PHB 1% 14+03 1.0+0.1 93+7
VUT PHB 5 % 1.6+ 0.2 0.9=+0.1 83+8
VUT PHB 10 % 1.7+£0.2 09=+0.1 77+ 17

Vzorky PUR-PHB po tiech tydnech v prostiedi kompostovacich podminek vykazovaly
ve vSech piipadech snizeni hodnot Youngova modulu pruznosti. Hodnoty napéti v tahu a pii
pfetrzeni jsou i po vystaveni vzorkli kompostovacim podminkdm beze zmén. Z hlediska
clasticity byl nejvétsi rozdil zaznamenan mezi vzorky pfipravenymi z PHB-Sigma
a PHB-VUT, kdy vzorky kde byl pouzit PHB z VUT vykazovaly vyrazné nizsi elasticitu nez
PHB-Sigma (Tabulka 42). Po 3 tydnech testovani doSlo pfedev§im u PUR-PHB(VUT)
k zvySeni hodnot elasticity. U vzorkit PUR-PHB (Sigma) byla naméfena vyssi elasticita pouze
v ptipadé, kdy vzorek obsahoval 10 % PHB (Tabulka 43). Divodem téchto zmén muize byt
relativné $patnd homogenita PUR-PHB, ktera se zhorSovala se zvysujicim se obsahem PHB
V materialu.

Tabulka 44: Mechanické viastnosti vzorkit po 2 mésicich kompostovaciho testu

Vzorek Ey (MPa) os (MPa) & (%)
Sigma 1 % 1.35+0.09 1.09+0.12 115+12
Sigma 5 % 1.41+0.08 1.38 £ 0.04 149 £ 12
Sigma 10 % 1,56 +£0.05 1.5+0.16 183 £26
VUT PHB 1 % 1.2+0.2 0.79 £ 0.08 91+6
VUT PHB 5 % 1.4+0.1 0.79 £ 0.08 79+ 9
VUT PHB 10 % 1,5+0.1 1.85+0.03 94 +7

Na konci degradac¢niho testu, po uplynuti 2 mésicti, doslo k dalsimu snizeni hodnot
Youngova modulu pruznosti v porovnani s referencnimi (nedegradovanymi) vzorky
(Tabulka 42). Na rozdil od testovani po 3 tydnech, kdy byly hodnoty napéti v tahu a pfi
pretrzeni témét stejné jako pred zacCatkem testu, po 2 mésicich inkubace vzorka
v kompostovacich podminkach doslo k snizeni hodnot téchto parametru.

Me¢éfeni napéti v tahu u vzorki PUR-PHB(Sigma) potvrdilo trend z pfedchoziho méfenti,
kdy material obsahujici 1 % PHB m¢l nejniz§i hodnoty napéti v tahu pii pretrzeni, ale také
elasticity. Se zvySujicim obsahem PHB ve vzorku, byly hodnoty napéti v tahu a elasticity
vyssi (Tabulka 44).
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Vseobecné doslo vlivem pusobeni kompostovacich testt a degradace PHB ke zvyseni
elasticity, naopak hodnoty Youngova modulu pruznosti se s ¢asem degradace snizovaly.
Znamena to tedy, Ze materidl se vlivem degradace PHB stdvd méné tuhym, pficemz bez
ohledu na druh pouzittho PHB byl zachovan trend, kdy se zvySujicim se obsahem PHB
V PUR rostla tuhost materialu.

Celkove byl material obsahujici rizné koncentrace PHB po degradaci vice elasticky a méné
tuhy. Jedno z moznych vysvétleni miize byt, Ze vlivem fyzikalnich a biochemickych pochodi
doslo k rozpadu kratSich fetézct PHB a tim ke snizeni hodnot Youngova modulu pruznosti.
Naopak delsi fetézce schopné reflexe nebyly okolnim prostfedim naruseny a jsou s nejvyssi
pravdépodobnosti zodpovédné za zvySovani elasticity materialti v pribehu testu. U vzorkda,
kde byl pouzit PHB (VUT) jsou trendy testovani mechanickych vlastnosti v pribéhu
kompostovaciho testu podobné jako u PHB (Sigma).
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5 ZAVER
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PiedloZena dizertaéni prace se zabyva predevSim mikrobidlni produkci biopolymert,
s vyuzitim obnovitelnych (odpadnich) biomas jako zdroje uhliku a dusiku. Produkce
byla zaméfena na biosyntézu extracelularniho polysacharidu — pullulanu a polymeru
kyseliny jable¢né polymorfnim producentem A. pullulans. Dale je pomérné zna¢na
¢ast vénovana produkci polyestert — polyhydroxyalkanoatt (PHA). Pro tyto produkce
byla jako odpadni substrat vyuzita pfedevSim kavovéa sedlina a olej extrahovany
zkavové sedliny. Studovana byla také moznost produkce PHA s vyuzitim
proteolyticky hydrolyzované syrovatky a chemického hydrolyzatu kuieciho pefi jako
levnych komplexnich zdroji dusiku, pfi¢emz jako uhlikovy substrat byl pouzit
odpadni fritovaci olej. Dal§i Cast prace je zaméfena na aplikani moznosti
polyhydroxyalkanoatti. Studovan byl vliv ptidavku PHB k lipozomim piedev§im na
velikost a stabilitu takto pfipravenych castic. U lipozomi obsahujici kavovy olej byl
zkouméan vliv na vyslednou antioxida¢ni aktivitu a antimikrobialni efekt castic.
Cast prace je vénovana testovani kompozitnich PHB vlaken pro moznosti filtrace
mikrobidlnich suspenzi. Posledni ¢ast prace se vénuje degradaci PHB vybranymi
mikrobialnimi kmeny a studiu degradace PHB v modelovych kompostovacich
podminkach. Testovan byl také vliv kompostovacich podminek na mechanické
vlastnosti polyuretanu s PHB.

Prvni ¢ést prace je vénovana charakterizaci substrati, které byly pouzity pro produkcei
biopolymera (pullulan, PMLA, PHA). Odpadni materialy byly charakterizovany
zejména z hlediska obsahu redukujicich sacharidi. Testovany byly také moznosti
chemické a enzymatické hydrolyzy, sledovan byl vliv piredapravy a typu hydrolyzy
na uvolnéni utilizovatelnych sacharidi. Nejlepsi efekt na produkci pullulanu a PMLA
u A. pullulans m¢la kysela hydrolyza.

Optimalizovan byl téz proces hydrolyzy kévové sedliny, aplikovana byla chemicka
i enzymaticka hydrolyza. Sledovan byl vliv hydrolyzy na koncentraci redukujicich
sacharidi, ale také na pfitomnost polyfenolt v hydrolyzatu. Nejvyssich vytézka
redukujicich sacharidii bylo dosaZeno kyselou hydrolyzou kavové sedliny (2,5 obj. %
kyselina sirova), pokud byla kavova sedlina pfed samotnou hydrolyzou upravena
ultrazvukovym homogenizatorem. Jako nejvhodné&jsi vychozi koncentrace kavové
sedliny byla stanovena 150 g/1, kdy po kyselé hydrolyze (2,5 obj. % kyselina sirova)
bylo dosazeno nejvyhodnéjsiho poméru koncentrace redukujicich sacharida
a polyfenolu. Z divodu relativné vysoké koncentrace polyfenold v hydrolyzatu, bylo
testovano nékolik metod pro jejich odstranéni. Velice efektivné probihala detoxifikace
hydrolyzatu kavové sedliny pomoci aktivniho uhli, relativné vysoké ucinnosti extrakce
polyfenolickych latek pted hydrolyzou kavové sedliny bylo dosazeno pouzitim 50%
ethanolu.

Z kavové sedliny byl déale extrahovan olej, u kterého byl stanoven profil mastnych
kyselin, pfi¢emZ nejvic zastoupena byla kyselina palmitové a linolova.

K produkci pullanu a PMLA byla vyuZita fada hydrolyzovanych i nehydrolyzovanych
substratd. Nejvyssi vytézky pullulanu byly ziskany kultivaci A. pullulans na
nehydrolyzovanych pSeni¢nych otrubach. V pifipadé PMLA bylo jednoznacné
nejlepsiho vysledku dosazeno kultivaci A. pullulans na jableénych vyliscich.
Pro produkci extracelularnich polymert bylo vyuzito také hydrolyzovanych substratti,



kde byl nejvysSi narGst produkce pullulanu zaznamenidn u pohankovych otrub.
Z hlediska produkce PMLA nedoSlo pouzitim hydrolyzovanych substratu
k vyraznému zvyseni produkce s vyjimkou pohankovych otrub. Jako velice slibna se
zda byt kultivace A. pullulans s pouzitim odpadniho glycerolu ve smési s glukdzou,
kdy bylo dosazeno pomérné¢ dobrych vytézkii jak biomasy, tak extraceluldrnich
polymerti, zvlasté¢ pak PMLA.

V ramci kultivace A. pullulans byl dale testovan vliv osmotického stresu na produkci
extracelularnich polysacharidii a rist biomasy. Piidavkem chloridu sodného doslo
k zvySeni produkce pullulanu v zavislosti na osmotické sile. Koncentrace 15 g/l NaCl
byla pouzita pro Kkultivaci Vv laboratornim fermentoru. Produkce pullulanu
v pritomnosti NaCl vzrostla az dvojnasobné, oproti kontrolni kultivaci.

K produkci PHA byl jako substrat vyuzit hydrolyzat kavové sedliny (SCGH). V ramci
optimalizace mnozstvi SCGH v mineralnim médiu pro kultivaci B. megaterium bylo
dosazeno nejlepSich vytézki PHA a biomasy v pifipad¢, pokud byl pouzit 100%
hydrolyzat. Pro produkci PHA s vyuzitim SCHG byla pouzita také B. cepacia, kdy
jako optimalni z hlediska produkce PHA a biomasy je pouziti 30 obj. % SCGH
pfipraveného kombinovanou enzymatickou a chemickou hydrolyzou 150 g/l kdvové
sedliny.  Piekvapivé doSlo vtomto piipadé kakumulaci kompolymeru
P(3HB-c0-3HV) s pomérn¢ vyznamnym mnozstvim 3HV, a to bez nutnosti piidavku
prekurzoru. Diky pomérné vysoké koncentraci kyseliny levulové v SCGH lze
predpokladat, ze pravé levulova kyselina slouzila jako prekurzor pro syntézu
kopolymeru.

Detoxifikaci SCGH rozpoustédly, aktivnim uhlim a metodou ,,overliming“ byla
odstranéna znacna cast polyfenolickych latek, bohuzel doslo také k snizeni
koncentrace sacharidd. Nejvyssi ucinnost detoxifikace byla dosazena aplikaci
aktivniho uhli, kdy doslo k nejvétsimu poklesu koncentrace polyfenolickych latek.
Nicméné nejvyssich vytézkii biomasy a PHA bylo dosazeno po pouziti SCGH,
u kterého byl pro detoxifikaci pouzit 30% ethanol, jimz byly vyextrahovany
polyfenoly pfed samotnou hydrolyzou kdvové sedliny.

Pridavkem prekurzori do SCGH doslo k akumulaci pomérné vysoké koncentrace
3HV. Na druhou stranu, inhibice rastu B. cepacia vlivem toxicity vysoké koncentrace
prekurzort byla pomérné vyznamna a vytézky biomasy i polymeru byly velmi nizké.
Nejniz§i inhibiéni efekt byl zaznamenan pfi pouZiti kyseliny levulové. Vysoky obsah
3HV byl v P(3HB-c0-3HV) akumulovan na tikor buné¢ného rustu a produkce PHA.
Dalsi vyznamnou komponentou kavové sedliny, ktera mize byt vyuzita k produkci
PHA, je kavovy olej. Pouzitim oleje extrahovaného z kavové sedliny ke kultivaci
C. necator bylo dosazeno vysSich koncentraci biomasy a PHA nez u jinych
rostlinnych olejl. Se zvySujicim se Cislem kyselosti jednotlivych olejt rostla vytéznost
kultivacniho procesu. Volné mastné kyseliny v oleji pozitivné ovliviiuji rast
C. necator a produkci PHA. Diky pomérné dobrym vysledkim, kterych bylo dosazeno
pfi pouziti odpadniho fritovaciho fepkového oleje, byl tento olej michdn v riznych
pomeérech s kavovym olejem. Nicméné nejvyssich vytézki PHA a biomasy bylo
dosazeno pouzitim 100% oleje z kavové sedliny. Vyuziti kavového oleje bylo
testovano ve vsadkové a fed-batch kultivaci. Fed-batch kultivaci bylo dosazeno
vyrazné vyssiho vytézku PHB a také objemové produktivity. PHB ziskané z fed-batch
kultivace mélo také vyssi molekulovou hmotnost v porovnani s vsddkovou kultivaci.
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Vzhledem k uspésné produkci PHA, véetné kopolymeru P(3HB-co-3HV), z kavového
odpadu, Ize kavovou sedlinu povazovat za vhodnou surovinu pro proces biorafinerie.
Proteolyticky hydrolyzovana syrovatka byla testovana pro produkci PHA pomoci
C. necator jako komplexni zdroj dusiku S vyuzitim odpadniho fritovaciho oleje jako
substratu. V porovnani S jinymi komplexnimi zdroji dusiku (pepton, kvasni¢ny
extrakt, hydrolyzat kaseinu) bylo dosaZzeno nejlepSich vytézkt pii pouZiti
proteolytického syrovatkového hydrolyzatu. Pokud bylo ke standardni kultivaci
s mineralnim médiem piidano 10 obj. % hydrolyzované syrovatky, vytézky biomasy
a PHA vyrazné vzrostly. Z hlediska produkce PHA byla ovSsem jako nejlepsi
vyhodnocena kultivace se snizenym obsahem siranu amonného v mineralnim médiu
a pfidavkem 10 obj. % syrovatky. Dle hodnot vytéZnostnich koeficientd, doslo
piidavkem syrovatky ke zlepseni utilizace oleje jako substratu.

Podobn¢ jako syrovatka byl pouzit alkalickou hydrolyzou pfipraveny hydrolyzat
kuteciho pefi, jenz byl do mineralniho média piidan jako komplexni zdroj dusiku pro
produkci PHA u C. necator na odpadnim fritovacim oleji. Pfidanim 10 obj. %
hydrolyzatu petfi doSlo k zvySeni koncentrace biomasy ale také produkce PHA.
Nejvyssich vytézki biomasy a PHA bylo, podobné jako u syrovatky, dosazeno
kultivaci se snizenym obsahem siranu amonného v mineralnim médiu a 10 obj. %
hydrolyzatu pefi. Zkouman byl také vliv peti na inkorporaci 3HV do PHA v zavislosti
na pouzitém prekurzoru. Pfitomnost hydrolyzatu peti v médiu pozitivné ovliviiovala
inkorporaci 3HV. Nejvétsi rozdil, oproti standardni kultivaci bez pefi, byl zaznamenan
Vv ptipad¢€ pouziti kyseliny valerové a propionatu.

Vzhledem k piekvapivé vysoké koncentraci oleje v kavové sedling, byl tento olej
pouzit pro piipravu lipozoma a lipozomu s obsahem PHB. Pfipravené Castice byly
testovany z hlediska stability a velikosti. Zkouman byl také vliv obsahu kavového
oleje v lipozomech na antioxida¢ni aktivitu a antimikrobialni efekt, stanovena byla
také enkapsulac¢ni u¢innost ¢astic s kdvovym olejem. Vyssi antioxidaéni aktivita byla
zjisténa u lipozoml s obsahem odpadniho kavového oleje. Z hlediska kombinace
parametrti stability, antioxidacniho a antimikrobidlniho ucinku bylo nejlepsich
vysledki dosazeno u lipozomii obsahujici 20 % oleje extrahovaného z kavové sedliny.
Ptidavkem PHB do castic s odpadnim olejem byla navic zvySena jejich stabilita
a ¢astice rovnéz vykazovaly vyssi enkapsulaéni kapacitu v0ac¢i polyfenolim.
Lipozomové castice s obsahem odpadniho kavového oleje a pifidavkem PHB
vykazovaly také relativné vysokou antioxidacni aktivitu a rovnéz antimikrobialni efekt
vici Gram pozitivnim bakteriim.

Dalsi moznost vyuziti PHB bylo ve formé¢ vldkennych kompozitnich materiali pro
ucely filtrace mikrobialnich suspenzi. Dobrych ucinnosti filtrace bylo dosazeno pfii
obsahu aktivniho uhli vice nez 50 %. Pro ucely filtrace byla také testovana filtrace
PHB textilii, ktera byla pfipravena z PHB s pfidavkem aktivniho uhli, nebo oxidu
kovu. Filtrovany byly suspenze o rizné velikosti bun¢k, pficemz nejvyssi filtracni
uspésnosti bylo dosazeno pouzitim PHB textilie s aktivnim uhlim. Zkoumany byly
také moznosti degradace kompozitnich filtracnich materiali v podminkach kompostu.
K rozpadu vzorka doslo velice rychle, pfimés sorbent neméla vyznamny vliv na
biodegradabilitu vysledného filtracniho materialu.

Dalsi cast prace byla zaméfena na studium degradace polyhydroxyalkanoatt. Jednak
byla testovana produkce PHA depolymeraz vybranymi mikrobialnimi kmeny, kde



PHB ve formé¢ prasku a folie slouzilo jako jediny zdroj uhliku pro vybrané
mikroorganismy. Produkce PHA depolymeraz byla testovana v prab&hu ptiblizné tii
doslo k produkci PHA depolymerazy v nejkratS$im Case. V tomto piipadé byly také
naméfeny jednoznacné nejvyssi hodnoty PHA depolymerazové aktivity.

V dalsim experimentu byl prostudovan vliv kompostovacich podminek na polyuretan
S parcialnim nahrazenim polyetherového polyolu PHB. Nahrazenim c¢asti polyolu
v polyuretanu PHB doslo k vyznamnému zvySeni tuhosti PUR-PHB. Po dvou
mésicich testovani bylo zjiSténo, Ze se zvySujicim obsahem PHB ve vzorku, byly
hodnoty napéti vtahu a elasticity vyS$i. VSeobecné doslo vlivem plisobeni
kompostovacich podminek k zvyseni elasticity PUR-PHB, naopak hodnoty Youngova
modulu pruznosti se s prodluzujicim ¢asem kompostovaciho testu snizovaly. Celkové
byl material obsahujici rizné koncentrace PHB po degradaci vice elasticky a méné
tuhy. Nicméné zadny z testovanych materiali nepodléhal béhem kompostovaciho
testu vyznamné biodegradaci, hmotnostni ubytky materialii byly i béhem dlouhodobé
inkubace zanedbatelné.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ASTM
DTT
EP
EPS
EU
FDA
FH

FID
GC

HMF
HPLC
ISO
MCL
OECD
PADC
PDI
PHA
PHB
PHBV
PMLA
PTE
PUR
SCG
SCGH
SCL
SEM
UDPG
UH
3HV
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American Society for Testing and Materials
dithiotreitol

Extracelularni polysacharidy

Extracelularni polysacharidy

Evropska Unie

Food and Drug Administration

Feather hydrolysate

Flame ionization detector
Gas chromatography

Hydroxymethylfurfural

High-performance liquid chromatography

International Organization for Standardization
medium-chain-length

Organisation for Economic Co-operation and Development
polyalkylen dikarboxylat

Polydispersity index

Polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

kopolymer poly 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu
polymer kyseliny jable¢né

poly(thioestery)

Polyuretan

Spent coffee ground

Spent coffee ground hydrolysate

short-chain-length

Scanning electron microscope

uridindifosfatglukoza

Ultrazvukovy homogenizator

3-hydroxyvalerat
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