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ABSTRAKT

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo Stadium polyhydroxyalkanoatov v mikrobidlnej biomase
pomocou metddy ATR-FTIR. Dalej bola zvolena Statistickd metéda PCA pre vyhodnotenie
nameranych dat apozorované koreldcie ¢i odliSnosti. Bakterialny producenti boli
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, AH30 a AFn2, Cupriavidus malaysiensis DSM 25816,
DSM 19416 a DSM 19379 atri kmene Schlegelella thermodepolymerans M 15344, DSM
15264 a LMG 21645. Skiimané boli rozli¢né heteropolyméry s roznym obsahom monomérov
a celkovym obsahom PHA. Monoméry vo vzorkéach boli 3-hydroxybutyrat, 4-hydroxybutyrat,
3-hydroxyvalerat,  4-hydroxyvalerat,  5-hydroxyvalerat  a 4-hydroxyhexanoat. = Ako
porovnavacia  analyza  pre  presné  kvantitativne a kvalitativne stanovenie
polyhydroxyalkanoatov vo vzorkach bola prevedena plynovéa chromatografia. Spektra ziskané
metédou FTIR boli porovnavané aboli hladané signifikantné piky, ktoré suvisia
s kvalitativnymi vlastnostami PHA, konkrétne monomérnym zlozenim a stupiiom krystalinity.
Na zozbierané data z FTIR bola uspesne aplikovana Statistickd metéda PCA, pomocou ktore;j
boli sledované najmi kvalitativne rozdiely medzi vzorkami. NajdolezitejSie rozdiely boli
pozorované v pripade pritomnosti monoméru 4-hydroxybutyratu a 4-hydroxyhexanoatu,
a tykali sa stupiia kryStalinity vzoriek. Analyza nepreukazala potencial pri semi-kvantitativnom
stanoveni PHA v biomase. Rozdiely medzi mikroorganizmami neboli pozorované. Postup
vyhodnotenia FTIR spektier pomocou PCA by bolo vhodné do budicna vyuzit’ pri Studiu
biomasy s obsahom rozli¢nych monomérnych jednotiek, najma hydroxyvaleratov v pripade ich
vyssieho obsahu vo vzorke.

KLUCOVE SLOVA

polyhydroxyalkanoaty,  bioplasty,  kopolyméry,  hydroxyvalerat, = hydroxybutyrat,
hydroxyhexanoat, vibracna spektroskopia, FTIR, PCA, spektralna analyza



ABSTRACT

The aim of this thesis was the study of polyhydroxyalkanoates in bacterial biomass using the
ATR-FTIR method. Furthermore, the PCA method was chosen to evaluate the measured data
and observe correlations or differences among the spectra of various biomass samples. The
bacterial producents were Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, AH30 and AFn2,
Cupriavidus malaysiensis DSM 25816, DSM 19416 and DSM 19379 and three strains of
Schlegelella thermodepolymerans M 15344, DSM 15264 and LMG 21645. Various
heteropolymers with different monomer content and total PHA content were investigated. The
monomers in the samples were 3-hydroxybutyrate, 4-hydroxybutyrate, 3-hydroxyvalerate, 4-
hydroxyvalerate, 5-hydroxyvalerate and 4-hydroxyhexanoate. As the reference method for
accurate quantitative and qualitative determination of polyhydroxyalkanoates in the samples,
gas chromatography was performed. The spectra obtained by the FTIR method were compared
and significant peaks related to the qualitative properties of PHA, namely monomer
composition and crystallinity, were searched for. The PCA statistical method was successfully
applied to the collected data from FTIR, with the help of which the qualitative differences
between the samples were monitored. The most significant differences were observed in the
presence of monomers 4-hydroxybutyrate and 4-hydroxyhexanoate, and they were related to
the crystallinity of the samples. The analysis did not show potential for semi-quantitative
determination of PHA in biomass. Differences between microorganisms were not observed.
The procedure for evaluating FTIR spectra using PCA could in the future be used in the study
of biomass containing various monomeric units, especially hydroxyvalerates in case of their
higher content within the sample.

KEYWORDS

polyhydroxyalkanoates, bioplastics, copolymers, hydroxyvalerate, hydroxybutyrate,
hydroxyhexanoate, vibrational spectroscopy, FTIR, PCA, spectral analysis
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1 UVOD

Plasty su vdaka svojim idedlnym fyzikdlnym a chemickym vlastnostiam vyuzivané
vo vSetkych odvetviach priemyslu a i v kazdodennom Zivote. Nahradzaju ostatné stavebné
materialy a latky vyuzivané k tvorbe rozli¢nych produktov (sklo, drevo, kovy). Vyrabajt sa
z nich mnohé komponenty, nadoby, obaly, tasky, spotrebny tovar a mnozstvo jednorazovych
vyrobkov (plastové pohare, pribory, slamky). Moznosti modifikacie tychto syntetickych
polymérov sa zdaji byt nekonecné. Pridavkom r6znych aditivnych latok ¢i mieSanim S inymi
materialmi vieme docielit’ pozadovanych charakteristik ako su tvar, pevnost, elasticita, farba
a iné.

Syntetické polyméry st vSak tazko recyklovatelné, nedegraduju v prirode a produkty ich
rozkladu byvaju Casto toxické. Plastové vyrobky st vo velkom spotrebovavané a koncia na
smetnych skladkach, v pode a vo vode — pricom momentalne predstavuje riziko nielen samotny
odpad v podobe tychto materialov, ale aj ich fyzicky rozklad na takzvané mikroplasty — malé
Ciastocky plastu, ktoré sa mézu nachadzat’ vSade, vratane napriklad potravin a I'udského tela.
V koneénom vysledku mikroplasty zahltili cely prirodny retazec. Tieto skutoénosti spolu
S neprestavajucou vyrobou obrovského mnozstva nového syntetického plastu, ktory je tak
neustale akumulovany, vedu k diskusii ohl'adom environmentélnej zataze a pokusu riesit’ tento
globalny problém.

Snaha o nahradenie tychto materialov ekologickej$im variantom je predkladana uz desatrodia.
Zluceniny, ktoré maju podobne vhodné vlastnosti ako klasicky plast, ale st biodegradabilné
a pripadne biokompatibilné nazyvame bioplasty. Ich vyhodou oproti syntetickym plastom je aj
to, Ze st z obnovitel'nych prirodnych zdrojov.

Polyhydroxyalkanoaty patria medzi biopolyméry. lde 0 mikrobialne polyestery s potencialnym
vyuzitim vo viacerych odvetviach priemyslu. Tieto latky s uz roky skumané vedeckou
komunitou. St optimalizované moznosti ich produkcie z bakteridlnych zdrojov,
implementované bolo aj vyuzitie organického odpadu ako substratu (a teda moznost’ jeho
recyklacie), d’alej st tiez skimané moznosti extrakcie a purifikdcie polyhydroxalkanoatov.
V neposlednom rade su pozorované moznosti modifikacie a kontrolovanej biotechnologickej
produkcie pozadovaného polyesteru. Problémom produkcie tychto polymérov je financna
narocnost’ vyroby. Kliufovou informaciou v procese biotechnologickej vyroby je okrem
kvantifik4cie produktu aj kvalitativna stranka vysledného produktu. Je doleZité presne a rychlo
stanovit’ mnozstvo, typ a stav v akom sa polymér v kultivovanej biomase nachadza.

Doteraz vyuzivané analytické metddy za tymto ucelom st vSak financne i Casovo narocné, co
ovplyviuje finalnu cenu takto produkovanych bioplastov. Hl'adaju sa preto r6zne metddy, ktoré
by cely proces zjednodusili a hlavne urychlili. Jedna z potencidlne vyuziteInych technik je
infracervena spektroskopia. Je to rychla a nedeStruktivna analyza vzoriek. Tato praca je
zamerand na S$tadium polyhydroxyalkanoatov priamo v biomase pomocou tejto analytickej
metody, ¢o by v pozitivhom vysledku znamenalo rozsirenie potencidlu ich produkcie a vyuzitia
v oblasti biomediciny, obalovych materiadlov a inych odvetvi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (skratene PHA) su intracelularne polyméry produkované rozli¢nymi
kmefimi grampozitivnych a gramnegativnych baktérii [1], a tiez niektorymi zastupcami archet,
kvasiniek ¢i rias [2]. Biosyntéza bola pozorovana za anaerobnych aj aerobnych podmienok. St
lokalizované v cytoplazme bunky. Nachadzaju sa tu vo forme granul o velkosti 0,2-0,5 pm
(vid’ obrazok 1) [3]. Prvykrat boli definované v roku 1926 mikrobiologom M. Lemoigne
v baktérii Bacillus megaterium, ktora produkovala biopolymér poly(3-hydroxybutyrat) [4].
Mnozstvo PHA, ktoré st bunky schopné syntetizovat’ méze dosahovat’ az 90 hmotnostnych
percent celkovej bunkovej susiny [5].

U niektorych mikroorganizmov je ich syntéza prirodzena vo faze rastu (napr. rekombinantna
Escherichia coli ¢i Alcaligenes latus) [6], vdéSinou st vSak produkované v dosledku
nepriaznivych podmienok prostredia — za nadbytku vhodného zdroja uhlika a zaroven
nedostatku biogénnych prvkov ako st dusik, fosfor, draslik ¢i hor¢ik (producenti Ralstonia
eutropha, Pseudomonas oleovorans, Cupriavidus necator) alebo napriklad aj pri fluktuacii pH
rastového média [7].

Okrem toho, ze polyhydroxyalkanoaty sluzia ako potencidlna zasoba energie a uhliku, bola
preukazana aj ich vlastnost’ chranit’ bunky v pripade vystaveniu stresovym faktorom akymi st
osmoticky stres, vykyvy teploty, pritomnost’ tazkych kovov [8], UV expozicia, zmeny pH a iné
podmienky [9]. PHA preukazalo v mikroorganizmoch tiez fyziologické funkcie — napr. spista
sporulaciu v Bacilli alebo u diazotrofov podporuje predizenu fixaciu dusika v tme, ¢i udrzuje
produkciu energie a oxidaciu NADH [10].

Obrazok 1: Granule PHA v baktériach Cupriavidus necator H16 CCM 3726 — snimka
z transmisného elektronového mikroskopu [3]



2.1.1 Struktiira polyhydroxyalkanostov

Z chemického hl'adiska su polyhydroxyalkanoaty polyestery 3-, 4-, 5- a 6- hydroxyalkanovych
kyselin. Karboxylova skupina jedného monoméru je spojena esterovou viazbou s hydroxylovou
skupinou susedného monoméru, pricom tieto latky maji vysoky stupeit polymeracie
a vzniknuty polymér obsahuje zvycajne 600 az 35 000 monomérov [11]. Bolo opisanych vyse
150 rozli¢nych typov monomérov. Syntetizované mézu byt homopolyméry aj heteropolyméry
s molekularnou hmotnost'ou od 50 000 Da do 20 000 000 Da [12]. Struktiru PHA mozeme
vidiet na obrazku 2. Vedlajsi retazec modze byt rozvetveny, nerozvetveny, nasyteny Ci
nenasyteny. Mo6ze obsahovat’ r6zne funk¢éné skupiny [13].

Polyhydroxyalkanoaty m6zeme rozdelit’ podl'a poctu atdémov uhliku v monomére. Monomér,
ktory obsahuje do 5 uhlikov spada do skupiny PHA s kratkym retazcom, tzv. scl-PHA (z angl.
short chain length polyhydroxyalkanoate). Sem sa radia napriklad poly(3-hydroxybutyrat) ¢i
poly(3-hydroxyvalerat) [14]. Monoméry so stredne dlhymi retazcami (mcl-PHA — z angl.
medium chain length polyhydroxyalkanoate) st zlozené z 6-14 atomov C. V pripade, Ze
monomér obsahuje 15 a viac uhlikovych atomov sa jedna o Icl-PHA (z angl. long chain length
polyhydroxyalkanoate) — napr. poly(3-hydroxypentadekanoat) [15].

? 0
\I:\ H(E: Cc
o Yeif N,
X
n

n=1 R=H Poly(3-hydroxypropionat) P(3HP)
R =CHj3 Poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB)
R = C:H5 Poly(3-hydroxyvalerat) P(3HV)
R = CsH7 Poly(3-hydroxyhexanoat) P(3HX)
n=2 R=H Poly(4-hydroxybutyrat) P(4HB)
n=3 R=H Poly(5-hydroxyvalerat) P(5HV)

Obrazok 2: VSeobecny vzorec monoméru polyhydroxyalkanoitu a prehlad niektorych
derivatov [12]

2.1.2 Vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty st latky hydrofobneho charakteru, rozpustné v chloroforme. Ked'ze
maju nativne granule lipidova povahu, je mozné ich farbit’ napriklad Nilskou cervenou ¢i
Sudanskou cCernou B. Vcytoplazme sa vyskytuja vamorfnom stave [16].
St to izotaktické a opticky aktivne latky,a aZ na par vynimiek sa vyskytuji prevazne
v konfiguracii R v doésledku stereo$pecifity PHA-syntazy [17]. Maju vysoky pomer objemu
k ich povrchu a st pomerne rezistentné voci UV ziareniu [14].

Mechanickymi a fyzikalnymi vlastnostami su polyhydroxyalkanoaty podobné syntetickym
polymérnym latkam. VSeobecne s termoplasticita, elasticita, pevnost’ v tahu, priestupnost’
kyslika a iné vlastnosti tizko spété s monomérnym zlozenim a dizkou retazca PHA [18], pric¢om
vysledna Struktara polyméru zavisi od typu producenta a podmienkach kultivacie (typ substratu
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a prostredie) [19]. V tabul’ke 1 je prehl'ad meniacich sa vlastnosti polyméru v zavislosti na jeho
monomérnom zlozeni [20]. Podl'a typu syntetizovaného polyhydroxyalkanoatu teda vieme
ziskat' rad polymérov snami pozadovanymi vlastnostami. Okrem toho je mozné PHA
modifikovat’ chemicky a upravit’ tym ich materialové vlastnosti [21]. Mie$anie je tiez efektivny
postup pre ziskanie novych polymérnych materialov s vylepSenymi vlastnostami [22].

Tabulka 1: Prehl'ad termalnych a mechanickych vlastnosti polymérov v zavislosti na
monomérnom zlozeni — T, je teplota topenia, Tgteplota skelného prechodu polyméru [20]

PrediZenie ,
Monomérne | Zastipenie Modul pri Pevnost
zloZenie monomérov | Tm [°C] Ty [°C] pruznosti retrhnuti v tahu
PHA [%] [GPa] |P [MPa]
[%6]
Homopolyméry
3HB 100 171-179 2.5-10 1.1-35 04-5.0 19-40
4HB 100 53 -48 149 1000 104
Kopolyméry
95:05:00 170 2.2 - - -
80-90:10-20|137-156 | -1.0az 1.7 | 0.8-1.2 50-100 20-30
3HB:HV | 70-8-:20-30 | 138-139 | -6az-0.1 1.37 30 70
50-60:40-50 ( 113-138 | - 16 az- 10 - - -
30:70 87 -13 - - -
95:05:00 169 -2 1.23 10.7 1.36
84:16:00 150 -7 - - —
3HB:4HB
76:24:00 161 -5 0.79 22.2 0.87
62:38:00 152 -10 0.66 48 2.98
3HB:3HHx |88-90:10-12 | 96-127 -12 05 113-400 9.4-21
3HB:4HV 90:10:00 159 - - 242 24
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Polyméry s kratSimi retazcami, teda scl-PHA, su tuhé, termoplastické a krehké. Tieto kvality
stivisia s ich krystalinitou, ktora dosahuje az 80 % [23]. Naopak mcl-PHA vykazuju podstatne
flexibilnejsie vlastnosti, o je vhodné pre praktickt aplikaciu — su menej krystalické (priblizne
25 %) a malo krehké. Maju tiez nizku teplotu skelného prechodu. St to elastoméry, vykazuju
nizku pevnost’ v tahu a vysoké prediZenie pri pretrhnuti [24].

Vyznamnym atribiitom polyhydroxyalkanoatov je ich biokompatibilita, st schopné odbtravat’
sa prirodzene v l'udskom tele na netoxické latky, ¢o rozSiruje aplika¢ny potencial tychto
materialov [6]. Vd’aka biodegradabilite predstavuju menSiu zataz pre Zivotné prostredie. Ich
recyklacia je taktiez jednoduchsia v porovnani so syntetickym plastom [15].

2.1.3 Biosyntéza a odburavanie polyhydroxyalkanoatov

Ako uz bolo opisané v kapitole 2.1, polyhydroxyalkanoaty st prevazne produkované
intracelularne pri nadbytku zdroja uhlika a vo vicsine pripadov za nedostatku biogénnych
prvkov (N, P, K, Mg atd.). Typ a kvantita syntetizovaného polyhydroxyalkanoatu zavisi od
viacerych faktorov ako su substrat, kultivaéné podmienky, druh mikroorganizmu ¢i typ
pritomnych PHA syntaz. Vyznamnymi mikrobidlnymi producentmi PHA st Cupriavidus
necator, Schlegelella thermodepolymerans, Alcaligenes latus, Pseudomonas putida,
Aneurinibacillus thermoaerophilus, rekombinantna Escherichia coli, Azotobacter sp. a mnoho
inych [20].

2.1.3.1 KUlucové enzymy biosyntézy polyhydroxyalkanoatov

PHA syntazy (PhaC) st hlavnymi enzymami zapojenymi do  biosyntézy
polyhydroxyalkanoatov. Funguji na zaklade polymerizacie monomérnych substratov —
hydroxyalkanoatov. Maji vysokl substratovu Specifitu a nachddzaji sa na povrchu inkluzii
polyhydroxyalkanoatov spolu s d’al$imi proteinmi (vid’ ilustraény obrazok 3) [25]. Ich Struktara
bola rozsiahle skimana v baktérii Cupriavidus necator. PHA syntazy sa delia do Styroch
hlavnych tried podla ich primérnych sekvencii, substratovej Specifickosti a zlozenia
podjednotky [26].

Trieda I zahffia enzymy pozostavajice iba z jedného typu PhaC a ten tvori homodimér, pricom
za vyuzitia tychto enzymov je uprednostnena tvorba monomérov s kratkym ret'azcom (scl-
PHA). Tieto syntazy su zlozené z dvoch domén — N-terminalnej domény, ktorej funkcia este
nie je celkom objasnena, a C-termindlnej katalytickej domény, ktord obsahuje miesto pre
katalyzu. Enzymy I triedy dosahuji molekulovych hmotnosti v rozmedzi od 63 do 73 kDa [27].

Trieda II obsahuje dva typy syntaz — PhaCl a PhaC2. Uprednostiuje prevazne tvorbu
monomérov so strednou dizku retazca (mcl-PHA). Tiez sa predpoklada, Ze tieto enzymy maju
dvojdoménové Struktiry s molekulovymi hmotnostami priblizne 62 kDa. Nachadzajt sa hlavne
Vv bakterialnych kmenoch Pseudomonas [28].

Syntazy triedy 11l a IV tvoria heterodiméry zahfiajice PhaC-PhaE a PhaC-PhaR a rovnako ako
trieda I podporuju syntézu scl-PHA. Velkost’ podjednotky PhaC je v rozmedzi od 39 do 53 kDa,
zatial’ ¢o podjednotka PhaE sa pohybuje od 20 do 43 kDa [29].
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Obrazok 3: Ilustracny obrazok granule polyhydroxybutyratu — na povrchu lipidovej granule st
proteiny a syntazy [24]

2.1.3.2 Drahy biosyntézy polyhydroxyalkanoatov

Samotna biosyntéza polyhydroxyalkanoatov je prepojend s biochemickymi procesmi buniek,
a to cez metabolické drahy ako su glykolyza, citratovy cyklus a syntéza mastnych kyselin [30].
Pri vysokom pomere C:N siu dva enzymy Krebsovho cyklu (citratsyntaza
a izocitratdehydrogenaza) inhibované, ¢o vedie k zablokovaniu tejto metabolickej drahy.
Vysledkom je akumulécia acetyl-CoA a aktivacia enzymov B-ketotiolazy, acetoacetylreduktazy
a PHA syntazy. Za tychto podmienok prebieha biosyntéza polyhydroxyalkanoatov ako
sekundarnych metabolitov [31]. Na obrazku 4 je schéma troch hlavnych drah mikrobialnej
syntézy polyhydroxyalkanoatov [32].

Draha I vyuziva prekurzor acetyl-CoA z Krebsovho cyklu. Ten kondenzuje sdm so sebou za
pomoci enzymu PhaA (B-ketotiolaza) a vznikéd acetoacetyl-CoA. Nasledne je tento produkt
redukovany enzymom PhaB (NADPH-dependentna reduktaza) na (R)-3-hydroxyacyl-CoA.
Nakoniec dochadza za pritomnosti syntazy PhaC k polymerizécii tohoto monoméru, ¢im vznika
PHA [25].

Biosyntéza pomocou drahy II vyuziva substraty z f-oxidac¢nej drahy mastnych kyselin. Acyl-
CoA sa meni na 3-hydroxyacyl-CoA, ten je v d’alsich krokoch enzymaticky polymerizovany
na polyhydroxyalkanoaty (pritomné enzymy su 3-ketoacyl-CoA reduktaza, epimeraza, (R)-
enoyl-CoA hydrataza/enoyl-CoA hydrataza I, PHA syntazy). Touto cestou baktérie prevazne
syntetizuju mcl-PHA [33].

Pri syntéze cez drahu 11 st vyuzivané enzymy 3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferaza a malonyl-
CoA-ACP transacylaza [33]. Jedna sa o S$pecificki biosyntézu polyhydroxyalkanoatov
z jednoduchych zdrojov uhlika, ktoré sa od seba liSia Struktarou — fruktéza, sachardza
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a gluko6za. Dochadza k tvorbe 3-hydroxyacyl-ACP, ten sa nasledne meni na 3-hydroxyacyl-
CoA. Tento prekurzor je za pomoci syntazy PhaC premienany na polyhydroxyalkanoat [34].
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Obrazok 4: Drahy biosyntézy PHA [32]

Okrem toho existuju aj d’alSie, omnoho komplikovanejSie biosyntetické drahy pre mikrobialnu
produkciu polyhydroxyalkanoatov. Prikladom je syntéza P(3HB-c0-4HB), pri¢om rozne
monomeérne zloZenie je mozné docielit’ pridavkom rozlicnych prekurzorov (substratov) [3].
Vyuzitim uhlikatych zdrojov 1,4-butandiolu ¢i y-butyrolaktonu, ktoré st $truktirne podobné
monoméru 4HB, podporime syntézu monoméru 4HB v danom kopolyméri. Naopak pre
zvySent akumulaciu monoméru 3HB bola efektivne vyuzita glukoza [35].
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2.1.3.3 Degradacia polyhydroxyalkanoatov

Ako uz bolo spomenuté, polyhydroxyalkanoaty patria medzi biodegradabilné zluceniny. Ked'ze
st PHA produkované mikroorganizmami, najlepSie poznatky o degradacii tychto prirodnych
polyesterov pochadzaju zo Studii o PHA depolymerazach. To st latky taktiez produkované
mikroorganizmami [36].

PHA depolymerazy su karboxylesterazy a patria do skupiny a/B-hydrolaz [37]. Katalyticka
doména tychto enzymov je zlozena triddou S-H-D (serinové, histidinové a aspartatové zvysky).
Takéto katalytické miesto je pritomné aj v lipazach, esterazach a serinovych proteazach [38].
Maju  vysoki substratova  Specifitu  aproces Dbiodegradicie zavisi na  stave
polyhydroxyalkanoatu — existuju rozdiely medzi degradaciou amorfnej a krystalickej formy
[39].

Depolymerdzy mozu byt extraceluldrne alebo intraceluldrne. V pripade extracelularnych
depolymeraz prebieha degradacia PHA mimo bunky, pri¢om st potrebné enzymy produkované
bud’ rovnakym alebo aj inym mikroorganizmom ako konkrétny polyhydroxyalkanoat, ktory je
nasledne hydrolyzovany [40]. Tieto enzymy st schopné degradovat’ PHA v krystalickej forme.
Degradacia PHA priamo v bunke je podmienena metabolizmom mikroorganizmu a zucastiiuju
sa jej intracelularne PHA depolymerazy, ktoré rozkladaji PHA v nativnej (amorfnej) forme.
Baktérie st vd’aka tomuto procesu schopné vyuzit' zasobu energie a uhlika, ktoré predtym
ulozili do tychto grantil PHA biosyntetickou drahou [41].

Vseobecne je degradéacia polyhydroxyalkanoatov je zavisld na podmienkach v okoli daného
procesu, napriklad pristup kyslika a vody. Polyhydroxyalkanoaty sa podobne ako iné polyméry
najskor Stiepia na mensSie Casti (oligoméry az monomérne jednotky) pomocou depolymeraz.
Nasledne dojde k rozkladu tychto produktov na jednoduchsie zliceniny, v aerébnom prostredi
sa rozpadnu az na vodu a oxid uhli¢ity. V pripade nedostatku kyslika vznikd metan a voda [31].

V prostredi st PHA pomerne dobre odburatel'né, k degradacii méze dochadzat’ aj inak ako za
pomoci mikrobidlnych depolymeraz — prikladom je tepelna degradacia, chemické hydrolyza ¢i
Ziarenie [33].

2.1.4 Prehlad najznamejSich homopolymérov a kopolymérov

Najrozsirenej$imi polymérmi skupiny PHA st homopolyméry poly(3-hydroxybutyrat), poly(3-
hydroxyvalerat) a polyhydroxyhexanoat. Dalej st z hl'adiska vlastnosti zaujimavé kopolyméry
ako je napriklad poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyhexanoat) alebo semikrystalicky poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [42].

Najznamejsim zastupcom polyhydroxyalkanoatov produkovany vel’kym mnoZstvom baktérii je
jednoduchy linearny homopolymér poly(3-hydroxybutyrat) — P(3HB), ktory patri do skupiny
scl-PHA. Sklada sa z monomérnych jednotick R-3-hydroxybutyratu ajedna sa o opticky
aktivnu zluceninu, ktorej vzorec je na obrazku 5 [43].
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Svojimi vlastnostami je podobny syntetickému polypropylénu. Je krehky, mé piezoelektrické
vlastnosti anie je flexibilny [44]. Izolovany polymér je semikrystalicky (tenké laminarne
krystaly) a termoplasticky, ¢o limituje jeho prakticku aplikaciu v materidlovom odvetvi [45].
Problémom je aj fakt, ze teplota degradacie P(3HB) je len o niekol’ko stupnov vyssia ako jeho
teplota topenia, ¢o sposobuje nestabilitu v stadiu spracovavania [46]. Tieto prekazky je mozné
riesit’ roznymi modifikaciami polyméru, ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.1.2. Biosyntéza
a biodegradacia intracelularneho P(3HB) prebichaju v bunkach sti¢asne, metabolizmus P(3HB)
ma teda cyklicky mechanizmus. Produktom degradacie P(3HB) je monomér 3-hydroxybutyrat
(3HB), ktory ovplyviiuje intracelularny osmoticky tlak a pH v cytoplazme bunky, ¢im sluzi ako
potencialna ochrana mikroorganizmu pred spominanymi stresovymi faktormi [47].

CHjs O

Obrazok 5: Vzorec P(3HB) [41]

Dal§im zaujimavym homopolymérom je poly(4-hydroxybutyrat) — P(4HB), ktory mé vyssiu
flexibilitu, je termoplasticky a chemicky je najviac zhodny s kyselinou polyglykolovou (PGA).
Ma vysoku pevnost’ v tahu [30]. Jeho degradaciou vznika 4-hydroxybutyrat, ¢o je latka telu
vlastna a tento homopolymér je preto 'ahko vstrebatel'ny [48].

Skiimané je aj velké mnozZstvo kopolymérov. Vdaka rozlicnym monomérnym jednotkdm
a pomeru monomérneho zastipenia v heteropolyméri ma kazdy jedine¢né vlastnosti, ¢o
predstavuje moznost’ ich vyuzitia v akejkol'vek sfére podl'a poziadaviek na dany material.

Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleraty — PHBYV, je charakterizovany ako menej
krystalicky polymér, ktory je flexibilnejsi ako samotny P(3HB). Vlastnosti je mozné upravovat’
zmenou obsahu 3-hydroxyvaleratu (3HV) v kopolyméri. So zvySujucim sa zastipenim 3HV
dochadza k poklesu Youngovho modulu a k narastu rdzovej huZevnatosti. Zvyc€ajne sa vyraba
pridanim kyseliny valérovej do fermentaéného média pri kultivacii [49].

Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) — P(3HB-co-4HB), je momentalne jednym
z najviac skimanych kopolymérov PHA. Jeho struktiru mézeme vidiet na obrazku 6 [35].
So stupajucim obsahom Kkyseliny 4-hydroxymaslovej (4HB) ma elastomérnejSi charakter
a vynikajuce predizenie pri pretrhnuti [44]. Prevaha 4HB monoméru tiez znizuje teplotu
skelného prechodu a zvysuje tepelnu stabilitu tohto bioplastu [50]. Monomér 4HB vylepsSuje aj
biokompatibilitu ain-vivo degradaciu daného kopolyméru. Monomérne zloZenie je
ovplyvnitel'né pomocou pomeru substratov pri kultivacii. Pridavkom prekurzorov ako su
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napriklad y-butyrolakton ¢i 1,4-butandiol je podporend syntéza 4HB. Kopolymér P(3HB-co-
4HB) bol prvykrat identifikovany v mikroorganizme Cupriavidus Necator v roku 1988 [35].

CH3 0 0
|

| |
‘E O— CH—CH,— C% O— CH,—CH— CHE—C%
X y

3JHB 4HB
Obrazok 6: Kopolymér poly(3-hydroxy-co-4-hydroxybutyrat) [33]

Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) — P(3HB-co-3HHx) vznikd zallenenim 3-
hydroxyhexéanovej kyseliny do struktary P(3HB). Rychlost’ kryStalizacie sa s rastiicim obsahom
3HHx monoméru v retazci kopolyméru znizuje z dovodu stérického branenia [51]. Tento
polyester ma podobné mechanické atepelné vlastnosti ako polyetylén aje plne
biodegradovatel'ny v aerobnom aj anaerobnom prostredi, pricom jeho rozklad je podstatne
rychlejsi ako komercné plasty na baze ropy [52]. Bola preukazana aj jeho kompatibilita s inymi
biopolymérmi, ako je napriklad kyselina polymlie¢na (PLA) [11].

Medzi zlozitejSie PHA patria terpolyméry. V terpolyméroch sa vlastnosti zlepSujii pridanim
viac ako jedného sekundarneho monoméru o r6znej koncentracii. Napriklad P(3HB-co-3HV-
co-3HHx) je amorfnejsi, ma prediZenie pri pretrhnuti 408 % a pevnost’ v tahu 12 MPa pri
monomérnom zlozeni 39 mol.% 3HV a 3 mol.% 3HHXx. Na rozdiel od toho P(3HB-co-3HV-
c0-4HB), ktory miesto monoméru 3HHx obsahuje 4HB, ma pri koncentracii 93 mol.% 4HB
a3mol.% 3HV predizenie pri pretrhnuti 430 % a huZevnatost' 33 MPa, ¢o je podobné
nizkohustotnému polyetylénu [20].

2.1.5 Vyuzitie polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty sa radia do kategorie bioplastov. St z prirodnych obnovitel'nych zdrojov
apredstavuji potencidlne ekologickejSiu variantu oproti syntetickym plastom. Ich
biokompatibilita rozsiruje spektrum oblasti, v ktorych by sa tieto materialy mohli aplikovat’.
Aby v8ak tieto latky mohli konkurovat’ konvencnym plastom z petrochemického priemyslu
musia byt dosiahnuté poZadované vlastnosti polymérov, zniZena celkovd cena
a optimalizovana produkcia PHA [35].

Prirodné polyestery mozu byt’ vyuzité vo vyrobe obalovych materialov — napriklad P(3HB-co-
3HHx) vykazuje bariérovu vlastnost’ voci kysliku, €o je vhodné vlastnost’ materidlu pri baleni
potravin [11]. Vyuzit' sa dajua aj pri produkcii jednorazovych predmetov — plastové pribory,
pohare, nadoby, plienky a kozmetické produkty.

Dalej je mozné ich aplikovat’ v polnohospodarskom priemysle pri vyrobe hnojiv s riadenym
uvolnovanim [53]. Sucasny vyskum podporuje aplikaciu PHBV v denitrifikaénych systémoch
na eliminaciu vysokej koncentracie dusi¢nanov v odpadovych vodach [49].
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Hydrofobicita tychto materialov moze byt vyuzita pri produkcii vodeodolnych materialov.
Poly(3-hydroxybutyrat) nie je lepkavy po roztaveni, o je vyhodna vlastnost’ pre materialy
v textilnom priemysle [54]. V neposlednom rade je mozné ich vyuzit' aj pri vyrobe lepidiel
a farieb [13].

Biokompatibilita PHA posilfiuje ich uplatnenie vo farmaceutickom priemysle ¢i v medicine.
Vo forme nanocastic mézu byt vyuzité ako nosice lie¢iv [55]. Napriklad P(3HB) bol vyuzity
ako transportny systém pre rubomycin a preukazal dobru stabilitu. Ako matricovy nosi¢ lieciv
bol skumany aj biopolymér P(3HB-c0-3HV). Pri cielenom uvolfiovani antibiotik pomocou
P(3HB-c0-3HV) sa zistilo, Ze rychlost’ uvolfiovania lieCiva stvisela s obsahom monoméru
3HV [11]. P(3HB-c0-4HB) ma vyuzitie v kardiovaskularnom odvetvi, pri hojeni ran. Dalej sa
aplikuje v ortopédii ¢i tkanivovom inzinierstve [56]. P(4HB) je biologicky odburatelny
a produktom rozpadu je 4-hydroxybutyrat, ¢o je prirodzene sa vyskytujuca latka v cicavcoch.
Od roku 2007 je jedinym polyhydroxyalkanoatom schvalenym FDA (z angl. Food and drug
administration — Americka sprava potravin a lie€iv) pre lekarske ucely [57]. PHBV ma dobra
absorp¢nu kapacitu, je netoxicky, piezoelektricky a termoplasticky. Tieto charakteristiky robia
kopolymér zaujimavym v biomedicinskych aplikaciach — systémy s riadenym uvolfiovanim
lieCiv, stenty, vstrebateI'né chirurgické nite, biosenzory a iné [58].

2.2 Metody analyzy polyhydroxyalkanoatov v biomase

Bioplasty na bazi PHA by mohli nahradit’ syntetické materialy vyrabané z fosilnych zdrojov.
Vd’aka biodegradabilite, jednoduchej recyklovatel'nosti a biokompatibilite st menSou zat'azou
pre zivotné prostredie a je mozné ich aplikovat’ v rozlicnych odvetviach, vid’ kapitola 2.1.5.
Najvhodnejsou metodou ziskavania polyhydroxyalkanoatov je mikrobialna vyroba. Trvalo
udrzatel'na produkcia PHA zahffia rozne technické aspekty — vol'ba vhodnych substratov pri
kultivacii, samotny biotechnologicky proces kultivacie, atiez ndasledné izolovanie
a spracovanie polyesteru ako intracelularneho produktu z biomasy [20].

Produkcia polyhydroxyalkanodtov je vSak finan¢ne naro¢na. Zavislost' produkcie na zdroji
uhlika je moZzné riesit pomerne jednoducho. Ako uhlikaty substrat vedia mikroorganizmy
vyuzit’ napriklad odpadné latky, oleje a iné vedl'ajSie produkty z potravinarskeho priemyslu,
d’alej tiez odpady z agrikultury [35].

Celkové néaklady produkcie bioplastov ovplyviluje aj metdda izolacie a purifikacie PHA
Z biomasy. Boli skimané a vyvinuté extrakéné metdody na baze vhodnych rozpustadiel,
pripadne chemickych, enzymatickych a mechanickych postupov. Nedavno boli
implementované nové stratégie S implementaciou tzv. ,,zelenych rozpastadiel v Specifickych
podmienkach, i6novych kvapalin, superkritickych rozpustadiel, hypotonickej bunkovej
dezintegracie na uvolnenie granil PHA a anidonovych povrchovo aktivnych latok [59].

Pre efektivnu priemyselnt mikrobialnu produkciu polyhydroxyalkanoatov je dolezity samotny
kultiva¢ny proces. VoI'ba vhodného mikroorganizmu, substratov a podmienok je zdkladnym
krokom K findlnemu produktu, avsak optimalizacia celého procesu pre najlep$i mozny
kvalitativny a kvantitativny vytazok je velmi signifikantnym bodom pre lacno dostupni
produkciu polyhydroxyalkanoatov vo vd¢Som mnoZzstve. Preto st skimané r6zne metody
kvantifikacie a kvalitativnej analyzy PHA priamo v biomase, o umozZni monitorovanie
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vyrobného procesu ,,online*. Ked’Zze maximalny obsah PHA v biomase je kritickym faktorom
Vv pripade posudenia efektivity celého kultivaéného kroku, tento pristup monitorovania by
jednoducho ovplyvnil vysledny vytazok a sluzil by tiez ako kontrolny bod kvality [60]. Priame
postupy analyzy bez predchadzajucej extrakcie a purifikacie vzoriek tiez minimalizuja kroky
sposobujuce chyby, vyzaduju menej ¢asu a materialov a vysledkom je metoda vhodné pre
rutinné vyuzitie.

Mnohé z doteraz uspesne aplikovanych analytickych metdd st vSak narocnou zalezitost'ou, je
preto snahou zvolit' vhodni metodu, ktora by bola efektivna a rychlejsia [35]. Prehl'ad
niektorych vyuzivanych analyz pri Studiu PHA je diskutovany v nasledujucich kapitolach.

2.2.1 Chromatografické metody

Plynova chromatografia (GC) je najCastejSim a velmi presnym analytickym ndstrojom
k ziskaniu informacii o bakterialnom PHA. Problémom je viak nielen zdihava priprava vzoriek
a priebeh analyzy, ale tiez cena. Pred samotnou analyzou plynovou chromatografiou musia byt’
vzorky podrobené procesu transesterifikicie, aby boli PHA transformované na prchavé
methylestery monomérnych jednotiek. Dalsou prekazkou, s ktorou sa stretli pri vyskume [61]
je fakt, ze v pripade pritomnosti nenasytenych boénych retazcov v mcl-PHA bola aplikacia
tejto analytickej metody pri kvantifikacii PHA neuspe$na. Dévodom bola tvorba nadmerného
mnozstva vedl'ajSich zlucenin, ktoré interferovali s typickymi pikmi polyesterov. Vymysleli
teda postup, vd’aka ktorému zabrénili tvorbe vedlajSich produktov — pridavkom Lewisovej
kyseliny (fluorid bority) v metanole, v bezvodom prostredi. V porovnani s klasickou metodou,
ktord vyuziva transesterifikaciu (kys. chlorovodikova a propanol) sa objavilo iba niekol'ko
pridavnych pikov a vysledky tak neboli skreslené. Tato metdda sa preukdzala ako vhodny
postup pri analyze purifikovanych polymérov mcl-PHA, ale aj polyhydroxyalkanoatov priamo
v biomase bez predchadzajicej izolacie. Bol vyuzity plamenovo-ionizac¢ny detektor (FID).
Metoda GC-FID tieZ do zna¢nej miery zavisi od zahrnutia vhodnych analytickych Standardov
PHA [61]. Dostupnost’ rozliénych S$tandardov je vSak obmedzend, ked’ze skupina
monomérnych jednotiek PHA je rozmanita.

Na druhej strane, plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS)
umoziuje identifikovat PHA prostrednictvom porovnania vzoru hmotnostnych spektier
so standardnou referen¢nou kniznicou — NIST (z angl. National Institute of Standards and
Technology), ktora ma uz vytvorenu §iroku $kalu dostupnych referencii. V jednej $tadii bola
vyuzitd tandemova metdda plynovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie na
kvantifikéciu polyhydroxyalkanoatov obsahujtcich 4-uhlikové az 16-uhlikové monoméry, a to
dokonca aj bez pouzitia analytickych Standardov pre GC. Medzi poétom uhlikov PHA
a retenénym ¢asom/faktorom odozvy bola preukazana silna linearna korelacia [62].

Pocas kyslého Stiepenia hlavného retazca polyméru v konvenénych analytickych testoch
vznikaju uz spominané vedl'ajSie produkty, ktoré interferuju s vysledkami [61]. Bola preto
skumana d’alsia metoda — redukéna depolymerizacia mcl-PHA. Tento postup viedol k tvorbe
monomérnych diolov. Tie je mozné oddelit akvantifikovat pomocou HPLC/MS
(vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia v tandeme shmotnostnou spektrometriou).
Redukcia sa uskuto¢iiuje pri izbovej teplote tetrahydridohlinitanom litnym po dobu 5-15 minut.
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Nova metdoda je rychlejSia a jednoduchsia ako predchadzajuce a je kvantitativna. Hoci tato
jednokrokova priprava vzorky nasledovana HPLC-MS detekciou produktov bola doteraz
aplikovana a validovana len pre izolované a purifikované PHA, predpoklada sa jej buduca
implementacia a optimalizacia aj pri $tadiu PHA priamo v biomase [63].

2.2.2 Termogravimetricka analyza a diferen¢na skenovacia kalorimetria

Termogravimetrickd analyza (TGA) je lacny a rychly spdsob tepelnej analyzy vzoriek pri
charakterizécii zlozenia roznych materidlov. Tato metdda je zaloZzend na principe kontinuélneho
vyhodnocovania zmien hmotnosti vzorky v zavislosti na zmene teploty a/alebo ¢asu. Proces
prebiecha za zvolenych podmienok ohrevu a ochladzovania, pricom celd analyza modze
prebiehat’ v atmosfére dusika, kyslika, argonu, vzduchu alebo vakua [64]. Kinetika degradaénej
reakcie TGA hodnoti stabilitu materialu za réznych tepelnych podmienok. To je ddlezité pre
polyméry pouzivané¢ v priemysle, pretoze poskytuje cenné informécie tykajuce
sa strukturalnych zmien vo vzorke [65].

Termogravimetrickd analyza bola prevedend pri Studiu tepelnej stability biosyntetizovaného
polyhydroxyalkanoatu [66]. Taktiez bola vyuzita k analyze PHA produkovaného baktériou
Bacillus subtilis. Teplota sa menila o 50 °C kazd( minttu, pri¢om zaciatok experimentu bol pri
0 °C. Analyza prebichala v inertnej atmosfére s dusikom. Vzorka bola stabilnd az do
dosiahnutia teploty 237 °C. Nad touto teplotou doslo k zmene hmotnosti z dévodu odparenia
molekul vody, nasledne hmotnost’ klesala iba v niektorych Specifickych intervaloch. Proces
ubytku hmotnosti bol ustaleny pri teplote 656 °C. Tieto ubytky stvisia s degradaciou polyméru
[67].

Metoda diferenéna skenovacia kalorimetria (DSC) patri taktiez medzi techniky termicke;j
analyzy. Ma vyuZitie pri urCeni skelnych prechodov a krystalizécii latok. Principom je rozdiel
tepelného toku medzi referenénou a mernou celou — ta obsahuje vzorku. Obe nadoby st
ohrievané/chladené konStantnou rychlost'ou. Ked’Ze v mernej cele sa nachadza vzorka, tepelny
tok sa bude 1isit’ voci referencnej cele z dovodu Specifickej Struktury vzorky a teda jej fazovych
zmien pocas tohto procesu [25].

V studii [67] boli vysledkom DSC analyzy vzorky polyhydroxyalkanoatu produkovaného
baktériou B. subtilis dva piky. Analyza prebiehala v teplotnom rozmedzi 20-200 °C s krokom
10 °C za minuatu. Prvy pik mal maximum pri 115 °C a znadil odparenie molekul vody, pricom
bol endotermicky. Dalej mala reakcia exotermicky charakter, blizko 167 °C pravdepodobne
doslo k rekrystalizacii.

2.2.3 Spektroskopia nuklearnej magnetickej rezonancie

V intenzivhom magnetickom poli moZu niektoré atdmové jadrd absorbovat’ energiu
emitovaného Ziarenia a byt diferencované v ramci tej istej molekuly. Spektroskopia nuklearne;
magnetickej rezonancie (NMR) analyzuje zodpovedajuci frekvencny rozsah tejto energie a ¢as
potrebny na to, aby sa jadrd vratili na izbovl teplotu — Co je takzvany relaxacny Ccas.
Molekularny pohyb a interakcie s réznymi magnetickymi prostrediami predstavuju rozny
relaxacny Cas jadier. Vieme tak uréit molekularnu konformaciu, fyzikalno-chemické vlastnosti,
pozorovat’ fazové zmeny, rozpustnost' a difuziu molekul [68]. NMR spektroskopia bola
viackrat vyuzita vo vedeckej sfére na skiimanie roznych aspektov PHA — ich kopolymérne
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zlozenie, sekvenciu vézieb ¢i Stidium metabolickych drah. AvSak ¢as merania pomocou tejto
analytickej metédy moze byt velmi zdihavy, preto NMR nie je az tak vhodnou analyzou na
rutinné stanovenie zloZenia kopolymérov [69].

V pripade experimentu [70] bola vyvinutda metdoda protonovej nuklearnej magnetickej
rezonancie pre kvantitativnu analyzu obsahu polyhydroxyalkanoatu v Cupriavidus necator
H16, Azotobacter vinelandii a zmiesanych mikrobialnych kultarach z odpadovej vody. Na
rozdiel od predchadzajucich metdd bola zavedena jednokrokova extrakéna metéda PHA, ¢im
sa ul'ah¢ila priama analyza 'H NMR. Bol pouzity deuterovany chloroform. Presnost’ metédy
bola overena porovnanim s plynovou chromatografiou (GC). Uskutocnilo sa aj fluorescenéné
farbenie nilskou modrou, ktoré sluzilo ako nezavisly a kvalitativny indikator intracelularneho
obsahu PHA. Podl'a vysledkov danej Stadie je tato metdda vhodnd pre nedeStruktivnu
kvantifikaciu celkového obsahu PHA a stanovenie zlozenia kopolyméru v réznych kultarach.
Iny vyskum tiez ukazal, Zze bolo mozné pouzit ¥C NMR spektra lyofilizovanych vzoriek
Pseudomonas sp. na priame a nedeStruktivne monitorovanie P(3HB) nahromadeného tymto
organizmom [71].

2.2.4 Vibraé¢na spektroskopia

Vibracna spektroskopia poskytuje informacie o makromolekuldch s ohl'adom na ich zloZenie,
Struktaru, konformacie a intra/intermolekulové interakcie. Metddy vibraénej spektroskopie
fungujii na principe pozorovania rotacne-vibracnych energetickych prechodov. Ddlezita je
vV tomto pripade zmena dipdlového momentu molekuly [35]. Vibracie molekul su periodické
zmeny dizky vizieb medzi atdomami a vizbovych uhlov. Infrafervené Ziarenie je
elektromagnetické Ziarenie, ktoré ma vlnova dizku vicsiu ako viditené svetlo a krat$iu nez
mikroviny.

Interakciou elektromagnetického Ziarenia so Studovanymi latkami ziskavame vibra¢né spektra
(zavislost’ absorbancie/transmitancie na vinovej dizke/vinovom ¢&isle). Vibraéné spektrum sa
deli na dve oblasti. Prva oblast’ v rozmedzi 4 0001 500 cm™ obsahuje charakteristické piky
pre rozne Specifické vazby molektl, vd’aka Comu vieme ur€it’ pritomnost’ istych funkénych
skupin v danej zli¢enine. Rozsah vinovych &isel 1 500-400 cm™ prislucha tzv. odtlacku prstu
(z angl. fingerprint region). Ten je jedine¢ny pre kazdu latku [35].

Najviac vyuzivané metddy vibracnej spektroskopie v biofyzikalnych Stadiach a analyzach st
infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FTIR — z angl. Fourier transform
infrared spectroscopy) a Ramanova spektroskopia [72].

Analyza pomocou FTIR je rychla a efektivna. Tato metdda nie je voci vzorkam deStruktivna
a nevyzaduje ani vyuzitie rozlicnych toxickych rozpustadiel. Vyhodou je fakt, Ze pre samotnu
analyzu postacuje malé mnozstvo vzorky. Nevyhodou je mozna interferencia vody (¢i uz
vo vzorke alebo vo forme vzduSnej vlhkosti) a oxidu uhlicitého. Sleduje sa fiou prevazne
vibracia polarnej vizby. Casto je spajana s ATR technikou (z angl. attenuated total reflection
— zoslabeny uplny odraz), ktora je zaloZzena na znasobenom Uplnom odraze dopadajuceho
Ziarenia na fazovom rozhrani vzorky a krys$talu — napr. diamant ¢i germanium, podmienkou je
vysoky index lomu krystalu [73].
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Ramanova spektroskopia je ¢asto doplnkovou technikou k FTIR analyze. Je to neinvazivna
metdda a funguje na principe Ramanovho rozptylu — neelasticky rozptyl monochromatického
ziarenia (laser). Vyuziva sa najma pri $tadiu nepolarnych vézieb [74].

Infracervena spektroskopia mdze byt zalozena aj na merani ziarenia ktoré vzorkou prechadza.
V takom pripade ide o transmisnu spektroskopicku techniku. Najviac pouzivana je metoda KBr
tabliet. KBr (bromid draselny) je krystalicka latka odolna voci teplu, avSak vykazuje
hygroskopické vlastnosti. Priprava takychto vzoriek je narocnejSia v porovnani s ostatnymi
metddami v tejto kapitole [75].

Kedze je tato diplomova praca zamerana na vyuzitie infracervenej spektroskopie pri stadiu
PHA, konkrétne aplikacie a vyskum v danej oblasti su zhrnuté v kapitole 2.3 0 su¢asnom stave
rieSenej problematiky.

2.2.5 Iné analytické metédy

Okrem uZ spomenutych analytickych metod existuje eSte Skala rozlicnych technik, ktoré je
mozno uspesne vyuzit’ pri Stddiu PHA — UV-VIS spektroskopia, turbidimetria, prietokova
cytometria a iné analytické metody [76].

Napriklad kombinacia fluorescencnej in-situ hybridizacie (FISH — z angl. fluorescent in-situ
hybridization) s technikami farbenia pri $tidiu Zivotaschopnosti buniek umoznuje pozorovat’
intracelularne PHA v mikroorganizmoch, ale aj v komplexnych mikrobialnych systémoch [77].

S vyuzitim chemického farbenia buniek anaslednej analyzy obrazu bola tiez skiimana
distribicia PHA v biomase — v stadii [78] tspesne aplikovali CLSM (z angl. confocal laser
scanning microscopy — konfokalna skenovacia mikroskopia vyuzivajica laser) pre zistenie
frakcie baktérii uchovavajtcich PHA a priemerny obsah PHA v tychto baktériach.

V d’alSom experimente su uvadzané poznatky z kinetickych Stidii tvorby a degradacie granul
polyhydroxyalkanoatov v mikroorganizme W. eutropha ziskanych pomocou transmisnej
elektronovej mikroskopie (TEM — z angl. transmission electron microscopy). V rastovom
médiu bol prvykrat odhaleny fenotyp buniek v skorych (pociatonych) Stadiach tvorby granul.
V strede buniek boli pozorované tmavo zafarbené ,,mediacné prvky* s pripojenymi malymi
granulami. Predpoklada sa, zZe slizia ako nuklea¢né miesta pre iniciaciu tvorby grantl PHA.
Snimky TEM tiez odhalili, Ze ked” boli bunky zavedené do média s obmedzenym mnozstvom
dusika, vel’kost’ buniek sa zvécsila dvojnasobne az trojnasobne a bunky pocas rastu podstipili
aj d’alSie objemové zmeny [79].
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2.3 Aplikacia infracervenej spektroskopie a metody jej vyhodnotenia pri Stadiu
polyhydroxyalkanoatov — stiCasny stav rieSenej problematiky

V kapitole 2.2 boli diskutované najcastejsie pouzivané metody pri kvantitativnej a kvalitativne;
analyze polyhydroxyalkanodtov. Vac¢Sina tychto metéd sice pontka presné vysledky
o0 vlastnostiach a mnozstve PHA, cCasto je vSak potrebné polyhydroxyalkanoaty z biomasy
extrahovat’, purifikovat’ alebo vzorky podrobit’ rozlicnym inym krokom pred ich samotnou
analyzou — napriklad transesterifikdcia PHA pre moznost’ ich rozboru pomocou GC-FID . Cely
proces je preto naro¢ny na ¢as a ¢asto nebyva lacny. Mnoho z tychto analyz je tiez vhodnych
skor pre vedecké ucely nez priemysel. Z tohoto dovodu je snahou zvolit’ a Gispesne aplikovat
Vv praxi techniku, ktord by bola presnd, efektivna, rychla alacnd. Medzi sl'ubné analytické
metody, ktoré by mohli §tadium mikrobialnych polyesterov urychlit’ a pripadne umoznit’ online
screening priamo pri biotechnologickej vyrobe tychto latok patri infradervena (vibra¢na)
spektroskopia [80]. O tom svedc¢i aj mnoho $tadii, ktoré sa snazia tito metodu optimalizovat’
a vyuzit’.

Topenie a krystalizacia P(3HB) a P(3HB-co-3HHX) boli pozorované pomocou in-situ FTIR
v kombinacii s DSC metodou. Pocas topenia sa intenzity charakteristickych pikov krystalinity
znizovali (pri 980, 1 230, 1 275 a 1 724 cm™) a naopak amorfnych pasov (1 186 a 1 740 cm™)
zvySovali. Opak tohoto trendu bol zas pozorovany pocas krystalizcie. Zistilo sa tiez, Ze pomer
absorbancie pasu pri 1230 cm? k referenénému pasu pri 1453 cm?® moze ucinne
a nedestruktivne stanovit’ krystalinitu PHA metdédou FTIR. Metoda by sa mohla d’alej pouzit’
na $tadium sekundarnej krystalizacie PHA [81].

Experiment [82] skimal moznosti vyuzitia ATR-FTIR pri $tudiu in-situ nativnych P(3HB)
granul nahromadenych v mikrobialnych bunkach suspendovanych vo vodnom roztoku. Pre
meranie nebola prevedena ziadna Gprava vzorky, dokonca ani jej suSenie. Okamzita krystalinita
biopolyesteru v bunke je merana pocas stabilnej sekundarnej fazy absorpcie infracerveného
ziarenia. Teda po pociatocnej faze (0—5 mintt), v ktorej signalu dominuje voda a pred finalnou
fazou (30+ minut), v ktorej nadmerna dehydratacia moze spdsobit’ umell krystalizaciu PHA.
Pik 1 184 cm™ je najcitlivejsi na konforma¢né zmeny pritomné v nativnom polyestere [82].

Infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FTIR) bola v pouzita aj na rychlu
kvantifikaciu polyhydroxyalkanoatov v zmieSanej a Cistej kulture bakteridlnej biomasy. Na
vysledné spektrd FTIR boli aplikované tri rozne metddy Statistickej analyzy — regresia, metdda
najmenSich Stvorcov (PLS) anelinedrna analyza. Vysledky boli vztiahnuté k plynovej
chromatografii, ktord sluzila ako referencia. VSetky metddy dokézali pomerne rovnako urcit’
obsah PHA v biomase zmiesanej kultury v rozsahu PHA 0-44 % hmotn. obsahu susiny. Avsak
pre koncentracie PHA vrozmedzi 0-93 % obsahu suSenej biomasy bola metéoda PLS
najucinnejsia [83].

V inej $tadii tieZ aplikovali na spektra ziskané technikou FTIR Statisticki metodu PLS. Celkovo
bolo ziskanych 237 opakovanych spektier z 34 vzoriek, ktoré obsahovali biomasu s poly-3-
hydroxybutyratom. Vyuzita bola rekombinantna Escherichia coli. Presny obsah PHA bol
stanoveny plynovou chromatografiou. Pomocou PLS regresie dokazali priradit’ infracervené
spektra k referenénému obsahu PHA a korelacny koeficient medzi jednotlivo nameranymi
hodnotami tymito rozdielnymi technikami bol 0,988 [84].
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Vybrané kopolyméry P(3HB-c0-4HV) a P(3HB-co-4HHxX) boli Studované pomocou
infracervenej spektrometrie s Fourierovou transformaciou napriklad aj v diplomovej praci [11].
Bol pozorovany pomer pikov 1 230 cm™ a 1 180 cm™. V pripade, Ze je absorbancia vyssia pri
piku 1 180 cm™ je PHA v amorfnom stave. V tejto praci bol namerany viési pomer tychto pikov
pri P(3HB-c0-4HV) produkovanym baktériou AH30. To znamena, Ze je menej krystalicky ako
P(3HB-c0-4HHX) biosyntetizovany baktériou AFN2 [11].

Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) — P(3HB-c0-14%HV) bol v ¢lanku [85]
podrobeny 2D korelacnej FTIR analyze, pricom boli skimané zmeny stvisiace s krystalizaciou
vzorky. Aplikovanim PCA (analyza hlavnych komponent) na tieto data bolo d’alej potvrdené,
ze hlavnym faktorom zmeny je stav polyhydroxyalkanoatu. Podobne ako v [81] sa preukazal
narast pikov typickych pre krystalicky stav v pripade, Zze piky charakterizujice amorfnt fazu
klesali, a tiez naopak. Ukazalo sa, ze PCA je vhodna metdda vyhodnotenia FTIR spektier pri
stanoveni po¢tu dynamickych znakov a umoziluje relativne a objektivne sledovanie kinetiky
krystalizacie [85].

Ramanova spektroskopia bola vyuzita pri kvantitativnej analyze homopolyméru P(3HB).
Baktérie Cupriavidus necator H16 s r6znym obsahom polyméru s porovnavané so zvolenymi
referenénymi internymi Standardmi PHA. Tato Stidia vytvorila kalibracné krivky, ktoré
pokryvaju mozny obsah polyhydroxyalkanoatu P(3HB) v bunkach az do 90 % celkovej
hmotnosti suSiny. Hlavnym znakom PHA je pozorovany pik v oblasti 1736 cm™, ktory
predstavuje vibraciu vizby karbonylovej skupiny aznaéi tak pritomnost polyesteru.
V spektralnej oblasti 800—1 800 cm™ boli vybrané dva vniitorné referenéné standardy — DNA
pri 786 cm™ a amid | pri 1 662 cm™. Vysledky spektralnej analyzy boli porovnavané
s vysledkami plynovej chromatografie [86].

V podobnej stadii [87] boli pozorované spektralne zmeny indukované pritomnostou
intracelularneho poly-3-hydroxybutyratu pomocou Ramanovej spektroskopie. V experimente
bol pouzity producent PHA Cupriavidus necator DSM 428 (H16), jeho mutantny kmeit DSM
541 — neprodukuje PHA, atiez Cisty extrahovany P(3HB). Intenzita Ramanovho pasma pri
vlnovom ¢&isle 1734 cm™ sa prejavila ako vhodna oblast monitoringu produkcie a spotreby
P(3HB). Vysledky boli linedrne zavislé od koncentracie P(3HB), ktord bola stanovena
paralelnou HPLC analyzou [87].

Dalej bol kombinaciou fluorescenéného zobrazovania a Ramanovej spektroskopie pozorovany
poly-3-hydroxybutyrat z kvalitativneho hladiska ajeho vplyv na identifikaciu samotného
mikroorganizmu. Baktérie akumuluja intracelularne PHA v ro6znych formach v zavislosti od
bunkovej aktivity. V stacionarnej faze je tento polyester pritomny v kryStalickej forme, zatial
¢o v exponencialnej faze je v stave amorfnom. Ked'Ze identifikacia roznych baktérii patriacich
do rdznych skupin bola pozorovana len pre baktérie s amorfnym PHA, vysledok Studie znaci
vplyv veku mikroorganizmov na vysledky ich identifikacie. Baktérie v exponencialnej faze boli
uspesne identifikované pomocou mikro-Ramanovej spektroskopie — ta dokonca rozlisuje medzi
baktériami rovnakého druhu, ale kultivovanymi za réznych podmienok. Pritomnost’ poly-3-
hydroxybutyratu v mikrobidlnych bunkach nebrani Ramanovej spektroskopickej identifikécii,
pokial’ su mikroorganizmy vo faze exponencialneho rastu [88].
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V [89] je prezentovany iny postup na stanovenie zlozenia kopolyméru poly(3-hydroxybutyrat-
co0-3-hydroxyvaleratu) (P3HBV) pomocou ATR-FTIR. Je zalozeny na linearnej zavislosti
zvolenej a normalizovanej intenzity absorpéného pasu s molarnym zlomkom opakujucich sa
monomérnych jednotiek. Rozdiely v krystalinite vzorky ovplyviiuju reprodukovatelnost
vysledkov, preto vzorku polyméru rychlo ochladili z taveniny priamo na povrchu ATR
a nasledne analyzovali. Analyzovali sa udaje ziskané¢ zo 14 vzoriek s molarnou frakciou 3-
hydroxybutyratovych opakujtcich sa jednotiek (X3HB) v rozsahu 0od 0,15 do 1. Analyza udajov
ukézala, 7e normalizovand intenzita pasu pri 968 cm™ a 1004 cm™ je najspolahlivejsia na
predpovedanie zlozenia P3HBV. Navrhovana metoda sa ukazala ako uzito¢na pre jednoduchy
arychly odhad zlozenia P3HBV.

Okrem S$tudia PHA priamo v biomase pomocou FTIR techniky boli skimané aj extrahované
polyhydroxyalkanoaty vo forme folii [90]. Experiment zahiial niekol’ko vzoriek s rozliénym
monomérnym zlozenim kopolyméru P(3HB-co-4HB), jednu vzorku kopolyméru P(3HB-co-
4HB-c0-3HV) ajednu vzorku homopolyméru P(3HB) — vid tabulka 2. Producenti
polyhydroxyalkanoatov boli Aneurinibacillus sp. H1 a Cupriavidus Necator H16. Vysledné
spektra preukézali podla o¢akavani rozdielnosti v chemickej Strukture jednotlivych polymérov.
Identifikované boli viaceré signifikantné piky ¢i ich posuny (obrazok 7), ktoré st Specifické pre
pritomné monoméry aich pomer. Znizovanim mnozstva monoméru 3-hydroxybutyratu
a zvySovanim pritomnosti 4-hydroxybutyratu sa najskor znizovala kryStalinita vzorky. Pri
vys$som obsahu 4-hydroxybutyratu bola vzorka opét’ krystalickej$ia. To svedéi o postupnej
zmene krystalickej mriezky vo vzorke. P(3HB) a P(4HB) teda nie st $trukturalne izomorfy
a krystalit tak nevie inkorporovat iny typ monoméru do svojej Struktiry bez znalnej
deformacie.

Tabul’ka 2: Prehl’ad vzoriek zo stadie [90]

Monomeérne zloZenie

Nazov vzorky Bakterialny producent 3HB 4HB 3HV
[mol. %] [mol. %] [mol. %]

PHATx C. necator H16 100% —~ -
PHA2x C. necator H16 98.5% 1.5% -
PHA3x C. necator H16 93.5% 6.5% -
PHA4 Aneurinibacillus sp. H1 64% 36% -
PHA5 Aneurinibacillus sp. H1 58% 42% -
PHA®6 Aneurinibacillus sp. H1 26% 74% -
PHA7 Aneurinibacillus sp. H1 16% 84% -
PHAS Aneurinibacillus sp. H1 10% 90% -
PHA9 Aneurinibacillus sp. H1 13% 54% 33%
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Vicsina doteraz uspeSne aplikovanych metdd infracervenej spektroskopie suvisi so Stadiom
homopolymérov. Délezité je vSak skiimat’ kopolyméry a ich monomérne zlozenia z dovodu ich
vhodnych fyzikalnych vlastnosti a teda potencial na aplikaciu v praxi. Pri obsirnej spektralnej
analyze pracujeme s vel'kym mnozstvom dat, Co predstavuje narony proces vyhodnocovania
a hl'adania informacii. Snahou je zjednodusit’ tento krok a aplikovat’ rozne Statistické metody,
ako je napriklad PCA, na subor spektier. Vysledkom je potencidlna optimalizacia rychlosti a
presnosti merania a vyhodnocovania kvalitativnych a kvantitativnych vlastnosti vzoriek skrz
metoddy vibracnej spektroskopie. Cielom tejto diplomovej prace je prave skiimat moznosti
vyuzitia FTIR ako metody pre kvantitativne a kvalitativne stanovenie polyhydroxyalkanoatov
v biomase, a praca nadvézuje na bakalarsku pracu [35].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Experimentalna cCast’ tejto diplomovej prace je zamerand na analyzu vzoriek biomasy
obsahujucej polyhydroxyalkanoaty pomocou metody ATR-FTIR, pri¢om ako referencia slizia
vysledky GC-FID. Okrem samotného pozorovania spektier bola snaha na vysledné spektra
aplikovat' analyzu hlavnych komponentov. Vzorky pouzité v tejto praci pochadzaji ako
z vlastnej bakalarskej prace na ktoru nadvédzujem [35], tak i z paralelne prebiehanych kultivacii
v ramci inych prac [11], [32], [33], [91], [92] a z vlastnych kultivacii autorkou tejto diplomovej
prace. Biomasy prevzaté z inych prac mali vlastné znacenie. Vzorky V tejto praci maju z tohto
dévodu ponechané pdvodné oznacenie, ktoré prislicha kodovanie z danych kultivacii/prac.

3.1 Chemikalie, baktérie a pristroje pouZité v praci
3.1.1 Zoznam chemikalii
V tejto Casti s vypisané chemikélie pouZité pri praci s mnou pripravenymi vzorkami.

e 1 4-butandiol (Sigma-Aldrich)

o C(itrat zelezito-amonny (Fluka)

e Destilovana voda

e Dihydrat chloridu vapenatého (LachNer)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich)
e Dusi¢nan amonny (LachNer)

e Etanol (LachNer)

e Glycerol bezvody (LachNer)

e Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich)
e Hydroxid sodny (LachNer)

e Chlorid draselny (LachNer)

e Chlorid sodny (LachNer)

e Chloroform (Penta)

e Isopropylalkohol (Penta)

e Kyselina benzoova (LachNer)

e Kyselina sirova (LachNer)

e Metanol (LachNer)

¢ Nutrient Broth (Himedia)

e Roztoky stopovych prvkov

e Siran amonny (Sigma-Aldrich)

e Trypton (Sigma-Aldrich)

e Yeast Extract Powder (Himedia)

e y-butyrolakton (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Zoznam pristrojov
V tejto Casti sl vypisané pristroje pouZzité pri praci s mnou pripravenymi vzorkami.

e Analytické vahy Boeco
e Autoklav
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e Centrifuga, Hettich MIKRO 200

e Inkubator, LTE Scientific, IP60

e Laboratorne sklo a d’alSie laboratérne pomocky

e Laboratorne vahy, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH

e Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments

e Magneticka miesacka, Lavat

e Odstredivka, Boeco U-32R

e Plynovy chromatograf, GC-FID, Thermo, TRACE 1300
e Spektrofotometer Nicolet iS50, ThermoFisher Scientific
e Temperovana trepacka, Heidolph1000, Labicom s.r.o

e Termoblok, Stuart, SBH130D

e Termostat, LS-35

e Tlakovy sterilizacny hrniec, Orava

e Vortex, Heidolph Reax Top

3.1.3 Pouzité baktérie

V rémci tejto diplomovej prace boli pouzité vzorky kultivovanej biomasy z viacerych préac
a PHA bolo produkované nasledujucimi mikroorganizmami:

e Cupriavidus malaysiensis (DSM 19416, DSM 19379, DSM 25816)
e Aneurinibacillus thermoaerophilus (H1, AFn2, AH30)
e Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15264, M 15344, LMG 21645)

Kmene Aneurinibacillus thermoaerophilus stz Ceskej zbierky mikroorganizmov, boli
izolované na Fakulte chemickej VUT v Brne.

Vsetky tri kmene Cupriavidus malaysiensis boli zakupené z nemeckej zbierky Liebnitz Institut
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures.

Kmen Schlegelella thermodepolymerans DSM 15264 bol tiez zakupeny z nemeckej zbierky
Liebnitz Institut DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Schlegelella
thermodepolymerans M 15344 je znovu lyofilizovana baktéria z povodného kmenia DSM
15344 taktiez z nemeckej zbierky. Z belgickej zbierky naopak pochadzal kmen LMG 21645.

3.2 Kultivacie baktérii

Ako uz bolo spomenuté, niektoré vzorky biomasy pre t€ely experimentalnej asti boli prevzaté
z predchadzajucej bakalarskej prace [35] alebo ziskané z inych vyskumnych ¢i zavere¢nych
prac prebiehajucich na Chemickej fakulte VUT v Brne. Ked’Ze praca nie je zamerand priamo
na kultivacie, tato kapitola iba stru¢ne zhriluje pripravu vzoriek biomasy obsahujucej
polyhydroxyalkanoaty. Podmienky kultivacie, ktoré sa pre jednotlivé organizmy lisili st vzdy
uvedené v prislusnom kroku. Inak bol postup pripravy vzoriek jednotny.

3.2.1 Inokulum a rastové médium

Kryosktimavky obsahujuce dané kmene baktérii spolu s kryoprotektantom (10 % roztok
glycerolu) boli skladované pri —80 °C v mraznicke. Objem kazdej kryoskumavky bol 1,5 ml.
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Po vybrati z mraznicky sa nechali odstat, aby dosiahli izbovej teploty pred samotnym
oc¢kovanim do média.

Bolo pripravené médium Nutrient Broth o koncentracii 25 g-1"* v destilovanej vode, ktoré sa
rozdelilo po 50 ml do Erlenmeyerovych baniek (objem baniek bol 100 ml). Pripraveny roztok
NB bol sterilizovany Vv tlakovom hrnci. Médium Nutrient broth obsahovalo:

o Beefextract 10 g-1'
o Pepton 10 g-1'
o NaCl5 g1t

Po sterilizacii boli banky zahriate na optimalnu rastovi teplotu organizmu pomocou termostatu.
Nasledne bolo do baniek zaockovanych 0,5 ml objemu kryoskumavky. Tento proces prebiehal
Vv sterilnom laminarnom boxe. Po dobu 24 hodin sa inokula miesSali na temperovanej miesacke.
Rychlost’ a teplota optimalna pre kultivaciu daného MO su uvedené v tabul’ke 3.

Tabul’ka 3: Podmienky nastavené pri kultivécii jednotlivych mikroorganizmov

Mikroorganizmus Teplota | Otacky
Cupriavidus malaysiensis (vsetky kmene) 30 °C 180 rpm
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 45 °C 180 rpm
Aneurinibacillus thermoaerophilus AfN2, AH30 50 °C 190 rpm
Schlegelella thermodepolymerans (vSetky kmene) 50 °C 160 rpm

3.2.2 Mineralne média, substraty a kultivacia

Pripravené boli mineralne produkéné média $pecifické pre kazdého producenta (vid tabulka
4). 100 ml mineralneho média bolo napipetovanych do Erlenmeyerovych baniek (250 ml). Do
takto nachystanych médii boli pridané substraty o roznych koncentraciach, ktoré sluzia ako
prekurzor pre biosyntézu intracelularneho PHA (vid’ tabul’ky 5 az 8). Nakoniec boli produkéné
média taktiez sterilizované v tlakovom hrnci. V poslednom kroku bolo zao¢kované narastené
inokulum (5 objemovych %) do produkénych médii. Kultivacie na vyhriatej trepacke prebiehali
po dobu 72 hodin.

ZloZenie roztokov stopovych prvkov TES II a MES:

TES 11

o EDTA 50 g-1?
o FeCls 8,3 g1
o ZnCl; 0,84 g1
o CuClz2-2 H.0 0,13 g-I'
o CoCl2-6 H.0 0,1gl?
o MnClz-6 H20 0,016 1

° H3BOs 01gl?t
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MES

o FeClz-6H.0 9,79
o CaCly2H20 7849
o CuS045H,0 0,156 g
o CoCl22H20 0,119¢
o NiCly4H20 0,118 g
o 0,1MHCI 1000 ml

Tabul’ka 4: Mineralne média

Cupriavidus malaysiensis (DSM 19379,
DSM 19416, DSM 25816)

Schlegelella thermodepolymerans (DSM
15264, M 15344, LMG 21645)

KH2PO4 1,02 ¢ KH2PO4 159
Na;HPO4-12H,0 |11,1 ¢ Na,HPO4-12H,O (9,0 g
MgSO4-7H20 0,29 NH4CI 10¢g
(NH4)2S0q4 309 MgSO4-7H20 0,29
MES 1ml CaCl,-2H0 0,02 g
destilovana voda |1 000 mi Fe''"NH; citrat 0,0012 g
kvasni¢ny extrakt |0,59
TES II 1ml
destilovana voda |1 000 ml

Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

Aneurinibacillus thermoaerophilus (AFn2,

(CCM 8960) AH30)
KH2PO4 159 KH2PO4 159
Na,HPO4-12H>0 9,0 g Na,HPO4-12HO 9,0 ¢
NH4NO3 1049 NH4CI 109
MgSO4-7H20 0,29 MgSO4-7H20 0,29
CaCl2-2H20 0,02 g CaClz-2H20 0,015 ¢
Fe'""NH, citrat | 0,0012 g Fe'"NHq citrat 0,0012 g
trypton 0549 kvasniCny extrakt |0,5¢
TES I 1 ml TES I 1 mil
destilovana voda |1 000 ml destilovana voda |1 000 ml

Tabulka 5: Substraty pre producentov C. malaysiensis a A. thermoaerophilus H1

_— 1,4- ]
Producent Zmacenie | b andiol glyce_[ol ’ butyro_llakton
vzoriek (g-17] (g1 [g-11]
. .. |2* 3% 5% 8 i -
3 kmene Cupriavidus malaysiensis 1* 4% 6% > - :
2 4 2 i
Aneurinibacillus thermoaerophilus 4 4 4 -
H1 (3 sady vzoriek) 6 4 6 -
8 4 8 §
20 4 20 .
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Tabul'ka 6: Substraty pre vzorky producentov A. thermoaerophilus AH30 a AFn2

Producent Znaé('anie Substrity Koncentrécizflsubstrétov
vzoriek [g-17]
AH30 A y-valerolakton + glycerol 4+4
AFn2 B y-hexalakton + glycerol 4+4
AFN2 C d-valerolakton + glycerol 4+4

Tabulka 7: Prehl’ad substratov pre d’alSie vzorky obsahujuce kmene AH30 a AFn2

Producent Znaé('anie Substrty Koncentrécizflsubstrétov
vzoriek [g-17]

H1 al y-butyrolakton + glukéza 4+4
AFn2 a2 o-valerolakton 4
AFn2 a3 y-valerolakton + gluko6za 4+4

H1 a4 1,4-butandiol + glycerol 4+4
AFn2 ab kyselina hexanova + glukoza 2+20

Tabul’ka 8: Substraty a doby ich pridavku pri kultivacii kmenov S. thermodepolymerans
Znacenie . Koncentl:écia Xyléza [’)oba
Producent vzoriek Substraty substratu (1] prldav’ku
[g-1] substratu
1-2 kys. levulova 2 20
5-6 propanol 2 20 Oh
Schlegelella 9-10 propionat sodny 2 20
thermodepolymerans | 11-12 kys. levulova 2 20
M 15344 15-16  |propanol 2 20 oah
17-18 n-amyalkohol 2 20
19-20 propionat sodny 2 20
21-22 kys. levulova 2 20
25-26 propanol 2 20
Oh
27-28 n-amyalkohol 2 20
Schlegelella 29-30 propionat sodny 2 20
thermodepolymerans | 41-42 kys. levulova 2 20
DSM 15264 |43-44  |kys. valerovi 2 20
45-46 propanol 2 20 24h
47-48 n-amyalkohol 2 20
49-50 propionat sodny 2 20
31-32 kys. levulova 2 20
35-36 propanol 2 20 Oh
Schlegelella 37-38 n-amyalkohol 2 20
thermodepolymerans | 53-54 kys. valerova 2 20
LMG 21645 55-56 propanol 2 20 24N
57-58 n-amyalkohol 2 20
59-60 propionat sodny 2 20
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3.2.3 Ziskanie vysuSenej biomasy

Bolo odobratych 10 ml kultivaéného média do centrifuga¢nych skimaviek a biomasa bola
odstredena (5 minuat pri 5 000 rpm). Nasledne bola usadenina premyta destilovanou vodou,
rozsuspendovand na vortexe a proces centrifugacie sa znovu zopakoval. Odstredena biomasa
sa ulozila do susiarne pri 70 °C, ¢im sme ¢asom ziskali vzorky vysuSenej biomasy obsahujuce;j
PHA — t4 je uz d’alej podrobena plynovej chromatografii a spektralnej analyze metédou ATR-
FTIR.

3.3 Analyza vzoriek suchej biomasy s obsahom polyhydroxyalkanoatov
3.3.1 Gravimetrické stanovenie biomasy

Vysusené vzorky biomasy boli zvazené na analytickych vahach. Hmotnost’ jednotlivych
vzoriek sluzi k stanoveniu hmotnosti celkovej biomasy gravimetricky a naslednym vypoctom
pri vyhodnocovani dat GC-FID. Vzorky boli vazené v ramci inych prac, ¢i mojej uZ spominane;
bakalarskej prace [35].

3.3.2 Plynova chromatografia

Za ucelom presného stanovenia obsahu polyhydroxyalkanoatov a ich monomérneho zlozenia
bola vysuSena biomasa podrobena analyze plynovou chromatografiou (GC-FID). Aby vSak boli
PHA detekovatelné a mohli byt stanovené metédou GC-FID, je potreba najprv previest
transesterifikaciu.

Biomasa bola navazena do krimpovacich fTasti¢iek na analytickych vahach s hmotnost'ou
v rozmedzi 8-11 mg (v niektorych pripadoch boli vzorky v dupletoch). Do vialiek bolo
napipetovanych 1 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifikacnej zmesi — 5 mg/ml kyseliny
benzoovej (ISTD — interny Standard) a 15% kyseliny sirovej v methanole. Vialky boli nasledne
uzavreté pomocou krimpovacich kliestov so Specialnym vrchndkom. Esterifikacia prebiehala
po dobu 3 hodin v termobloku za teploty 94 °C.

Po reakcii sa vzorky nechali vychladnut’ a boli prevedené do vacsich sklenenych fl'asticiek.
Pridavkom 0,5ml 50 MM NaOH sa zabezpecila purifikdcia vzorku — po napipetovani,
pretrepani a odstati sa vytvorili dve faze (vodna a organicka). Vodna faza obsahujuca NaOH sa
nachadzala hore a zachytavala necistoty, spodnd faza obsahovala chloroform s rozpustenymi
polyhydroxyalkanoatmi.

V poslednom kroku bolo do chromatografickych vialiek napipetovanych 0,9 ml isopropanolu
a 50 ul spodnej faze, ktora obsahuje methylestery PHA. Vzorky boli analyzované pomocou
GC-FID. Zaroven boli analyzované aj Standardy a vytvorena kalibra¢na krivka, v pripade, ze
nebola poskytnuta z inych experimentov.

3.3.3 Infracervena spektroskopia

Vzorky vysuSenej biomasy boli podrobené rychlej a nedestruktivnej analyze metodou ATR-
FTIR. Pre analyzu bol pouzity spektrofotometer Nicolet iS50 od spolo¢nosti ThermoFisher
Scientific, vybaveny vstavanym jednoodrazovym diamantovym ATR krystalom (obrazok 8).
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V prvom kroku bol spusteny software OMNIC na pocitaci pripojenom k pristroju, ¢im sa spustil
aj spektrofotometer. Nastavili sa podmienky merania (32 skenov, rozlisenie 4 cm™). Pozadim
v danom experimente bol vzdy vzduch. Rozsah spektra bol 400—4 000 cm™.

Dalej sme sa uistili, Ze krystal, na ktory sa aplikuje vzorka je spravne vy&isteny a vysuseny
pomocou destilovanej vody, buni¢iny a etanolu. Bolo zmerané a skontrolované pozadie (blank).
Nadmerné mnozstvo vody ¢i CO2 v okoli ovplyviiuje vysledné meranie, je preto vel'mi dolezité
spravne nastavenie v tomto kroku.

Pre samotnu analyzu bolo $pachtliCkou nanesené malé mnozstvo biomasy na povrch krystalu,
pricom bola snaha o rovnomerné pokrytie plochy. Niektoré vzorky biomasy bolo potreba pred
meranim rozdrvit pomocou lyzicky alebo S$pachtlicky (vyskyt velkych a hrubych kusov
biomasy v niektorych pripadov). Vzorka bola fixovana $pecialnym nastavcom — Spickou.
Nasledne uz bola prevedena samotna spektralna analyza kazdého vzorku. Kazda vzorka bola
podl’a potreby premerana minimalne 10- az 12-krat. Medzi jednotlivymi meraniami bol krystal
vzdy dokladne vycisteny a vysuSeny. Pozadie bolo pravidelne kontrolované, v pripade potreby
nastavené nanovo. Vysledné spektra boli ulozené. Po merani bol krystal opét ocisteny
a vysuseny.

Obrazok 8: Spektrofotometer Nicolet iS50 pouzity pri realizovanych analyzach
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3.4 Analyza spektier

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je bezne pouzivana viacrozmerna Statistickd technika
na extrakciu a interpretaciu rozptylu v subore dat. Zakladnou myslienkou modelovania PCA je
nahradit komplexny viacrozmerny subor udajov (napriklad spektroskopické tudaje)
zjednodusenou verziou, ktord zahffia menej rozmerov, ktoré sa oznacuju ako hlavné
komponenty (z angl. principal component — hlavna komponenta, V tejto praci skratene PC).
Stale sa vSak nové rozmery podobaju pévodnym informaciam dostato¢ne na to, aby ich bolo
mozné brat’ do Givahy ako aproximované [93].

Jednym z mnohych vystupov analyzy PCA je takzvany ,loading plot“ — tieto grafy sa
vypocitané¢ pre kazdia PC a naznacuju, ktoré premenné (v nasom pripade vlnové Ccisla)
prispievaju k rozptylu vysvetlenému touto konkrétnou komponentou PC. Absolutna hodnota
zatazenia pre danti premennu (vinové ¢islo) priamo suvisi s prispevkom tejto premennej
k vysvetlenému/modelovanému rozptylu. Znamienko (kladné alebo zaporné) a hodnota
»loadingu pre dant premenntl vyjadruje relativnu proporcionalitu premennych z hladiska ich
prispevku k rozptylu v udajoch [85].

Na namerané spektra bola aplikovanda PCA pomocou softwaru Raman, ktory bol
naprogramovany na Ustavu piistrojové techniky, Akademie véd Ceské republiky a zdarma
poskytnuty pracovisku autorky prace [94]. Program sluzi k vyhodnoteniu FTIR dat prave touto
Statistickou metddou. Subory spektier boli cez excel prevedené do formatu textového stboru
a otvorené pomocou tejto aplikacie. Nasledovala zdihavé skamanie potencialne vyuzitelnych
informadcii, ktoré dané spektra predstavovali, porovnavali sa data z r6znych vzoriek navzajom.
Hladali sa pritom odliSnosti ¢i podobnosti, ktor¢ by stviseli s obsahom ¢i zloZzenim
polyhydroxyalkanoatu v konkrétnych vzorkach.

Pred prevedenim samotnej PCA metddy bola v pripade potreby upravena zakladna linia spektra
(z angl. baseline) pomocou nastroja v softwari Raman — rolovaci kruh (z angl. rolling circle).
Polomer kruhu (z angl. radius) bol nastaveny na 1000 pixelov a jeho prechod bol nastaveny na
10-krat. Dalej boli data v softwari normalizované na pik, ktory je charakteristicky pre biomasu
—amid 11 (1 540 cm™). Tento krok zabezpe¢i korekciu v pripade rozdielov nameranej intenzity
absorbancie. Tie m6zu byt’ sposobné napriklad nerovnomernym pokrytim krysStalu vzorkou pri
merani. Vysledky PCA boli vynesené do grafov pomocou programu Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Vysledky chromatografickej analyzy vzoriek

Ako uz bolo spomenuté v kapitole 3.3.2, pre presné stanovenie obsahu polyhydroxyalkanoatov
a ich monomérneho zloZenia bola pouzita plynova chromatografia s plamenovo-ioniza¢nym
detektorom. Kalibracné krivky pre vypoCty boli ziskané znameranych dat Standardov
a zostrojené softwarom, alebo poskytnuté zinych experimentov podla potreby. Pomocou
tychto rovnic bolo vypocitané celkové mnozstvo bioplastu obsiahnutého v suSine a tiez
zastipenie jednotlivych monomérov v heteropolyméroch. V pripade niektorych vzoriek
poskytnutych z inych prac boli dodané iba kone¢né vysledky GC-FID — percentualne pomery
monoméroV a zastiapenie PHA vo vzorkach. Pre Ucely tejto prace su uvadzané najdolezitejSie
vysledné parametre — obsah a monomérne zlozenie PHA. Udaje su prehladne zhrnuté
Vv nasledujucich tabulkéach.

Tabulka 9: Prva kultivatna sada baktéric Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, ktora
obsahuje kopolymér P(3HB-co-4HB)

Oznatenie| 3HB | 4HB | PHA | PHA | 3HB | 4HB | Odchylka 33%°2y;'|f|a8
vzorky | [g17] | [g17] | [g1] | [%] [%0] [%0] PHA [%0] [%]

H1 2 1126 | 1,802 | 3017 | 3263 | 3736 | 6264 | 0,66 6,23

H1 4 1427 | 1,020 | 2,447 | 27,21 | 5839 | 4161 1,44 5,77

H1 6 1672 | 0,807 | 2,479 | 2553 | 6652 | 3348 | 3,13 13,28

H1 8 1406 | 0720 | 2,126 | 2472 | 66,14 | 33:86 i i

H1_20 2183 | 0,028 | 2,211 | 2596 | 9870 | 1,30 5,29 0,36

Tabul’ka 10: Druha kultivaéna sada baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, ktora
obsahuje kopolymér P(3HB-co0-4HB)

Oznatenie| 3HB | 4HB | PHA | PHA | 3HB | 4HB | Odchylka ﬁ%cgy;llf'aB
vzorky | [g1'] | [g17] | [g1] | [%] [%0] [%0] PHA [%] [%]

H1 2 R 1211 | 2,227 | 3,437 | 38,94 | 3534 | 64,66 1,96 4,55

H1 4 R | 3501 | 0,248 | 3,748 | 34,58 | 93,34 | 6,66 3,63 1,03

H1 6 R | 3651 | 0,240 | 3,800 | 38,04 | 92,19 | 7,81 6,52 8,94

H1 8 R | 4610 | 0,037 | 4,646 | 47,20 | 9921 | 0,79 1,80 0,12

H1 20 R | 4,194 | 0,033 | 4,227 | 40,04 | 99,22 | 0,78 5,24 0,11
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Tabulka 11: Tretia kultivacna sada baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, ktora
obsahuje kopolymér P(3HB-co-4HB)

Oznatenie| 3HB | 4HB | PHA | PHA | 3HB | 4HB | Odchylka 33‘1;2’21;'38
vzorky | [g1'] | [g1'] | [g1'] | [%0] [%0] [%0] PHA [%0] [%]
HL2 LD | 1312 | 2,212 | 0,062 | 4004 | 37,27 | 6273 | 029 1,95
HL 4 LD | 2,084 | 1,310 | 0,058 | 39,68 | 6141 | 3859 | 0,73 0,47
HL 6 LD | 2,304 | 1,601 | 0,064 | 43,90 | 59,65 | 4035 | 585 10,40

Z vysledkov chromatografie vzoriek baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1
produkujucej P(3HB-c0-4HB) mdzeme konstatovat, ze pridavkom glycerolu ako prekurzoru
pre tvorbu PHA bola podporena syntéza monoméru 3-hydroxybutyratu. Vzorky obsahujice
vicsie mnozstvo 1,4-BD nez glycerolu teda obsahuju védcsie mnozstvo 4-hydroxybutyratu
v kopolyméri — napriklad vzorka H1 2.Vzorky s vel’kym mnoZstvom glycerolu sa uz od tohoto
trendu mierne odchyl'uju. Porovnanim vzoriek H1 8 R a H1 20 R z Tabulka 10 vieme
zhodnotit’, ze percentudlne zastupenie monoméru 4HB sa zvySenim glycerolu uz nezmenilo.
V tychto vzorkach vSeobecne drasticky presahuje monomér 3HB.

Medzi prvou a druhou kultivaénou radou je mozné pozorovat’ rozdiel v zmene monomérneho
zlozenia P(3HB-c0-4HB). V pripade druhej sady obsahuju vsetky vzorky okrem H1 2 R iba
malé mnozstvo % zastupenia 4HB. Kultivacie prebiehali rovnakym postupom. Rozdiel mohol
byt spdsobeny nepresnym pipetovanim substratov a pripravou zmesi z dovodu vyssej viskozity
tychto latok. Napriek tomu, ze kultiva¢né podmienky boli pri vSetkych troch radach zachované
pozorujeme rozdiel aj medzi celkovym mnozstvom vyprodukovaného polyhydroxyalkanoatu.
Porovnanim prvej kultiva¢nej sady so zvySnymi dvomi pozorujeme, ze celkova kvantita PHA
vo vzorkach je niz$ia. Takéto odchylky mozu byt sposobené neopatrnostou pri kultivatnom
procese, ale treba brat’ v tivahu fakt, Ze sa jedna o pracu so zivymi MO a vysledky sa tak mozu
lisit’ aj v pripade, Ze experiment opakujeme uplne rovnakym postupom.

Tabulka 12: Kultiva¢na sada troch rozliénych kmenov baktérie Cupriavidus malaysiensis,
ktora produkuje kopolymér P(3HB-co-4HB)

Kmeiy | O7natenie | 3HB | 4HB | PHA | PHA | 3HB | 4HB | Odchylka 3g%c2y;llf|38
vzorky | [g1'] | [g1™] | [g1] | [%] | [%] | [%] | PHA [%)] [%]
CM 25816 |1* 3,134 | 0,332 | 3,466 | 42,79 | 90,41 | 9,59 4,0 0,16
CM 25816 |2* 1,115 | 0,092 | 1,207 [ 12,19 | 92,35 | 7,65 0,29 0,18
CM 19379 |3* 2745 | 0,614 | 3,358 | 30,81 | 81,78 | 1822 | 1,51 2.02
CM 19379 |4* 4506 | 0,466 | 4,972 | 53,95 | 90.62 | 9,38 | 2154 0,07
CM 19416 |5* 1,390 | 0,258 | 1,648 | 1917 | 84,27 | 15,73 | 1,55 1.27
CM 19416 |6* 3,940 | 0,420 | 4,360 | 40,95 | 90,38 | 9,62 3,77 0,23

Z tabul’ky 12 vieme posudit’, ze v pripade baktérie Cupriavidus malaysiensis bol pre biosyntézu
polyméru vhodnejsi substrat y-butyrolakton, ked’ze tieto vzorky celkovo obsahovali vicsie
mnozstvo polyhydroxyalkanoatov (vzorky 1*, 4* a 6*). Najvacsie mnozstvo monoméru 4HB
sa nachadzalo vo vzorke kmena CM 19379, ktory ako prekurzor vyuzival 1,4-butandiol (..

37



vzorka 3*). V pripade kmenov CM 19379 a 19416 sa zda byt substrat 1,4-BD vhodnejsim
prekurzorom k syntéze 4HB, avsak pri CM 25816 bol pozorovany opak.

Tabulka 13: Vysledné monomérne zlozenie kultivacii baktérie Aneurinibacillus typu AH30
a AFn2; tieto baktérie produkovali rozne heteropolyméry

Kmeit O\Z/‘Z‘g:ﬁ;ie 3HB [%] | 3HV [%] | 4HV [%] | 4HHx [%] | 5HV [%] | PHA [%]
AH30 |A 73,97 161 24,41 i i 44,52
AFn2 B 88,36 4,05 i 7,59 i 20,37
AFn2  |C 69,20 i i i 30,80 38,29

Vyuzitim dvoch typov baktérie Aneurinibacillus (AH30 a AFn2) s pridavkom rozliénych
substratov boli produkované heteropolyméry. Baktéria AH30 réstla na prekurzore -
valerolakton a produkovala pomerne vysoké mnozstvo P(3HB-co-3HV-c0o-4HV). Baktéria
AFn2 bola kultivovana s prekurzorom oJ-valerolakton, kedy syntetizovala P(3HB-co-5HV), ale
aj s y-hexalaktonom — v tomto pripade sa tvoril komplexny P(3HB-co-3HV-co-4HHXx), celkové
mnozstvo PHA v biomase vSak bolo nizsie. To potvrdzuje fakt, ze substrat ma vplyv na typ
produkovaného polyhydroxyalkanoidtu. Monomérne zlozenie a celkovy obsah PHA
Vo vzorkéch st uvedené v Tabulka 13.

Tabul’ka 14: Vysledné monomérne zloZenie pre vzorky a 1 aza 5, kultivacia kmenov baktérie

Aneurinibacillus AFn2 a H1

Kmeit O\Z/‘Z‘g:ﬁ;‘e PHA [%] | 3HB[%)] | 4HB [%)] | 3HV [%] | 4HV [%)] | 5HV [%]
H1 a_l 58,51 33,33 66,06 0,55 - -
AFn2  |a2 50,84 64,84 - 2,20 - 32,97
AFn2 a3 49,00 48,98 - - 51,02 -

H1 a_4 80,68 25,35 74,65 - - -
AFn2 a5 50,03 91,88 - 1,59 - -

Dalsia poskytnuta sada vzoriek taktieZ pochadzala z kultivacii baktérie Aneurinibacillus
thermoaerophilus. Konkrétne sa jednalo o kmene AFn2 aHI, ktoré produkovali
heteropolyméry a vysledky z plynovej chromatografie tychto vzoriek moéZeme vidiet v
Tabulka 14. Vzorka a 4 obsahovala jednoduchsi kopolymér P(3HB-co-4HB) vo vysokom
zastipeni (80,68 %), kultivacia prebiehala za vyuzitia 1,4-butandiolu a glycerolu. Vzorka a_1
obsahovala v syntetizovanom heteropolyméri aj monomér 3-hydroxyvalerat, ale len vo vel'mi
malom mnozstve (0,55 %). Vzorky biomasy, ktora ako substrat vyuzivala 6- alebo v-
valerolakton (a_2 aa_3) obsahovali podla ocakavani vys$Sie mnozstva monomérov
hydroxyvaleratu. Vo vzorke a_5 sa nachadzal kopolymér P(3HB-c0-3HV), priom monomérne
zastapenie 3HV bolo pomerne nizke. Vhodnym prekurzorom pre syntézu monoméru 3-, 4- ¢i
5-hydroxyvaleratu je na zéklade tychto kultivacii valerolakton.
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V neposlednom rade boli ziskané aj vzorky typov baktérie Schlegelella thermodepolymerans,
ktora bola kultivovand vyuzitim rozlicnych substratov. Vo vSetkych pripadoch vzorky
obsahovali kopolymér P(3HB-c0-3HV). Vzorky sa liSili aj dobou pridavkom daného
prekurzora (vid’ tabulka 8, v kapitole o kultivaciach), to vSak pre ucely tejto prace nie je
podstatné, dolezity je obsah a zlozenie PHA pre porovnanie s prevedenou spektralnou analyzou
na ATR-FTIR.

Poskytnuté vzorky obsahuji vysoké mnozstvo celkového PHA v biomase, vo vacSine pripadov
S prevazujucim monomérom 3-hydroxybutyratom. V pripade vzorky 5-6 (vtabulke 15
vyznacend Cervenou) bol produkovany iba jednoduchy homopolymér poly(3-hydroxybutyrat)
a Vv porovnani s ostatnymi kultivadciami iba v malom mnozstve. Pre ucely tejto prace teda nebol
pouzity, kedze praca je zamerana na heteropolyméry. Vysledky GC analyzy vzoriek S.
thermodepolymerans su uvedené v tabulke 15.

Tabul’ka 15: Kultivacie baktérie Schlegelella thermodepolymerans za réznych podmienok
s pridavkom rozliénych substratov — produkovala kopolymér P(3HB-co-3HV)

Kmeii O\Z/'Z‘;‘fl‘(";‘e PHA [%] 3HB [%] 3HV [%]

12 74,96 84,56 15,44

5.6 8,58 100,00 0,00

9-10 54,34 99,40 0,60

M 15344 1112 61,45 85,57 14,43
15-16 57,38 82,11 17,89

17-18 45,45 88,87 11,13

19-20 58,57 87,64 12,36

21-22 74,97 96,95 3,05

2526 76,36 99,63 0,37

27-28 60,55 90,12 9,88

2930 69,25 95,23 4,77

DSM 15264 41-42 81,45 94,61 5,39
43-44 84,56 94,11 5,89

45-46 86,80 99,68 0,32

47-48 85,14 95,89 4,11

49-50 82,29 92,53 747

31-32 66,44 96,60 3,40

35-36 63,09 99,57 0,43

37-38 69,39 84,84 15,16

LMG 21645 53-54 69,87 94,38 5,62
55-56 74,83 99,66 0,34

57-58 88,00 96,56 3,44

59-60 73,23 84,12 15,88
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4.2 Infracervené spektra vzoriek biomasy s obsahom polyhydroxyalkanoatov

Na FTIR s nastavcom ATR sa sledovali pasy a piky charakteristické pre polyhydroxyalkanoaty.
Pred touto analyzou suSeni biomasu nebolo potrebné nijak upravovat a cely proces je
nedestruktivny voc¢i vzorkam. Dolezité piky boli skimané na zadklade predchadzajtcej
bakalarskej prace, na ktori sa nadvazuje [35] a tiez podl'a reserSe v kapitole 2.3. Pre kazda
vzorku bolo nameranych 10-14 spektier a vSetky vzorky boli merané postupom a s nastavenim
uvedenym na str. 33.

4.2.1 Charakteristické piky pri spektralnej analyze polyhydroxyalkanoatov

Prvym krokom k pochopeniu nameraného infracerveného spektra je vyhladanie a priradenie
charakteristickych pikov pre zli¢eninu, ktort analyzujeme. Pre polyhydroxyalkanoaty existuje
niekol’ko takychto signifikantnych pikov. Piky boli identifikované na zaklade reSerSe z kapitoly
2.3 atiez s vyuzitim poznatkov z bakalarskej prace [35]. Priklad spektra s vyznacenymi
dolezitymi pikmi a ich vlnovymi ¢islami (vinocet) je zobrazeny na obrazkoch 9 a 10. Pre tento
ucel bola zvolena vzorka s oznacenim H1 2, vid’ kapitola 4.1.
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Obréazok 9: Vybrané spektrum vzorky H1 2 v rozsahu 4 000400 cm™, ktor4 obsahuje P(3HB-
c0-4HB). Obsah PHA je podl'a GC priblizne 32 %, v monomérnom zastupeni prevazuje 4HB.

V oblasti 3 500—-3 000 cm™ sa nachadza §iroky vibra¢ny pés s nizkymi hodnotami absorbancie.
Predstavuje vibracie vézieb skupin O-H, ¢i uz viazanych (H-mostiky) alebo vol'nych. V tejto
oblasti sa preto prejavuje vyskyt rozliénych latok v biomase, t.j. polysacharidov, cukrov,
proteinov, ale tieZ pritomnost’ vody vo vzorke. Nizka intenzita nasved¢uje minimalnej vlhkosti
vzorky. Okrem toho sa v rozmedzi 3 300—-3 400 cm™ nachadza aj pik amidu A z proteinov.

VInoéty 3 000-2 800 cm™ zahfiiaji skupiny -CH3 a -CHy. Prejavuje sa tu teda vibracia vizieb
C-H uhlovodikov. Pik m4 taktiez nizku intenzitu, meni sa v z&vislosti na type PHA. Oblast’
suvisi aj s pritomnostou zbytkov mastnych kyselin (lipidov), ktoré sa pri merani PHA
v biomase Casto vyrazne prejavia v spektre.

Najdolezitejsi a zaroven najpozorovatelnejSi pik pri analyze polyhydroxyalkanoatov ma
vlnoget 1 720 cm™. Je to tizky pik s vel'mi velkou intenzitou, ktory je spojeny s valenénymi

40



vibraciami vézieb C=0 karboxylovej skupiny — v pripade PHA teda hlavne v esteroch. Intenzita
tohto piku suvisi s obsahom polyhydroxyalkanoatov vo vzorke. Porovnanie tohto piku pre dve
vzorky srozli¢nou kvantitou PHA je v prilohe 1. Okrem toho ohyb piku smerom vpravo
v spektre sluzi ako predpoklad vysokého stupna krystalinity vzorky.

Dalej je v spektre mozné pozorovat’ aj dva mensie a §irsie piky, a to pri vlno¢toch 1 650 cm™
al 540 cm™. Tie suvisia s pritomnostou biomasy vo vzorkach. Konkrétne pik 1650 cm™
prislicha amidu Iaide o natahovanie vizby C=O. Pik 1540 cm? je amid Il, jedna sa
0 kombinéciu nat'ahovania a ohybov véizby N-H.

Ako uz bolo spominané v Kapitole 2.2.4, oblast’ 1 500-400 cm™ predstavuje tzv. ,.fingerprint
aje jedine¢na pre kazdu latku. Hlavné rozdiely medzi jednotlivymi vzorkami boli preto
pozorované najma v tejto oblasti. Na obrazku 10 su znazornené nicktoré piky charakteristické
pre vzorku obsahujucu poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat).
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Obrazok 10: Vybrané spektrum vzorky H1 2 vrozsahu 1800-400 cm™, ktora obsahuje

P(3HB-co-4HB). Obsah PHA je podl'a GC priblizne 32 %, pricom v monomérnom zastipeni
prevazuje 4HB.

Pik 1360 cm™ je charakteristicky pre pritomnost monoméru 4-hydroxybutyritu vo vzorke.
V préci [35] bol opisany aj pik pri vlnodte 1380 cm™, ktory je spajany s ,,dazdnikovym
efektom®, vibraciou methylovej skupiny. Ten reprezentuje zastiipenie 3-hydroxybutyratu
VvV polyméri. Vd’aka spektru mdzeme jasne konstatovat, ze pik signifikantny pre 4HB (t.).
1360 cm™) je intenzivnej$i — o je z vysledkov plynovej chromatografie v samotnej vzorke
potvrdené.

K oblasti 1320-1100cm™ je pripisované natahovanie vizieb C-O-C a C-C-O, pripadne
vibracie vizieb C-O (polysacharidy a lipidy v dosledku pritomnosti biomasy). Pri 1270 cm™

byva pik, ktory suvisi s kryStalickou formou polyhydroxyalkanoatu. Naopak amorfnost’ vzorky
byva spajana s pikom o hodnote 1 160 cm™.
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V stadii [90] bol pozorovany aj pik Vokoli 1130cm™, ktory pravdepodobne stvisi
s mnozstvom 3-hydroxybutyratu vo vzorke. Pik 978 cm™ bol tieZ spojeny s krystalitmi 3HB,
my sme Vv spektre pozorovali pik 975 cm™.

Pik 755 cm™ bol taktiez odpozorovany v nami nameranych spektrach. Jeho intenzita sa vizualne
menila s typom analyzovanej vzorky a suvisi s monomérnym zlozenim kopolyméru P(3HB-co-
4HB). V spominanej $tadii [90] bola pozorovana stipajiica intenzita piku 756 cm
S0 zvysSujicim sa mnozstvom 4-hydroxybutyratu vo vzorke.

4.2.1.1 Porovnanie spektier kopolymérov — priklad mozZnosti kvalitativnej analyzy
polyhydroxyalkanoatov v biomase identifikaciou signifikantnych pikov

Pozorovanim rozli¢nych vzoriek, ktoré obsahovali kopolymér P(3HB-co-4HB) a kopolymér
P(3HB-c0-3HV) boli najdené isté rozdiely. Pre nazornu ukazku st v tejto praci pouzité spektra
vzorky H1_2 a 1-2 (vid’ kapitola 4.1).
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Obrazok 11: Porovnanie casti spektier (1 800-400 cm'lv) s rozliénym typom kopolyméru
a vyznacenie pozorovanych zmien u niektorych pikov. Cervené spektrum prislucha vzorke
obsahujtcej P(3HB-c0-3HV) a modré P(3HB-co-4HB).

Vzorka H1_2 obsahuje 32,63 % kopolyméru P(3HB-c0o-4HB), priCom v miernej prevahe je
monomér 4HB. Vo vzorke 1-2 sa nachadza takmer 75 % polyhydroxyalkanoatu P(3HB-co-
3HV) produkovaného baktériou Schlegelella thermodepolymerans, avsak z hl'adiska

monomérneho zloZenia obsahuje iba okolo 15 % monoméru 3HV. Prevazuje teda monomér
3HB.

Vzhl'adom k rozlicnému zloZeniu retazcov kopolymérov pozorujeme miernu zmenu v oblasti
charakterizujucu uhl'ovodikové retazce, ktorti je mozno pozorovat’ na obrazku v prilohe 2. Tam
mdzeme pozorovat’ aj uz spominany ohyb piku vpravo v désledku vyssej krystalinity.

Dobre viditelrnym rozdielom v spektrach je pritomnost vysokého piku pri 1380 cm™ pre
vzorku 1-2 (Cervena), zatial’ ¢o druhd vzorka ma tento pik v spektre iba nizkej intenzity. AKo

42



uz bolo spomenuté tento pik znaci pritomnost’ va¢siecho mnozstva monomérnych jednotiek 3-
hydroxybutyratu. To potvrdzuja aj Vysledky chromatografickej analyzy vzoriek.

Této vzorka obsahuje aj vel'mi intenzivny pik pri 1 050 cm™. Ten je ¢asto spajany S vibraciou
alifatickej esterovej skupiny. Bol vsak opisany [90] aj posun tohto piku so zvySujicim sa
obsahom 4HB a znizujicim sa obsahom 3HB vo vzorke (z 1056 cm™ na 1061 cm™).
Intenzivny pik pri 1 050 cm™ v nasom spektre tak moze byt aj z dovodu vysokého obsahu
monoméru 3-hydroxybutyratu vo vzorke 1-2.

V pripade vzorky H1 2 (modrd) mdéZeme naopak pozorovat’ pritomnost’ pomerne intenzivneho
piku pri 1360 cm™, ktory indikuje pritomnost’ 4-hydroxybutyratu. To znaéi signifikantny
rozdiel medzi monomérnym zloZzenim kopolymérov jednotlivych zloziek, ¢o sluzi
ku kvalitativnej analyze PHA. Toto spektrum ma intenzivny pik aj pri 1 270 cm™, ktory stvisi
s krystalinitou. To teda potvrdzuje predtym spomenuty predpoklad, ze vzorka H1 2 (modré
spektrum) je krystalickej$ia na zdklade ohybu piku charakteristického pre esterova skupinu.

V neposlednom rade sa vo vzorke H1 2 obsahujucej P(3HB-c0-4HB) nachadza pik pri vinocte
755 cm?, zatial' ¢o vo vzorke s P(3HB-c0-3HV) tento pik chyba. Ako uZ bolo spomenuté
v 4.2.1, stvisi S pritomnostou vysokého podielu monoméru 4-hydroxybutyratu v kopolyméri.

Podobnym sposobom boli pomocou doterajSich znalosti a reSerSe hladané malé rozdiely
Vo viacerych vzorkach, ktoré by sluzili ku kvalitativnemu stanoveniu polyhydroxyalkanoatov
in-situ pomocou analyza ATR-FTIR. Nie vZzdy bolo mozné pozorovat’ spektralne zmeny aké
boli demonstrované v tejto Casti prace. Najviac viditeI'né rozdiely vo vyslednych meraniach
bolo mozné skimat’ na zaklade pritomnosti monoméru 4-hydroxybutyratu vo vzorke.

4.3 Analyza hlavnych komponentov

Ddélezitou castou tejto diplomovej prace bolo vyuzZitie zvolenej Statistickej metody
k vyhodnoteniu vicsiecho mnozstva spektier ziskanych pomocou FTIR. Konkrétne bola
aplikovana analyza hlavnych komponentov. PCA sluZzi k redukcii viacrozmernych dat, triedi
vzorky podla spolo¢nych znakov. Z vel'kého mnozstva povodnych parametrov sa vytvori par
premennych, ktoré najviac popisuju variabilitu vzoriek. Snahou bolo uspesne aplikovat’ tato
metddu a porovnat’ rozlicné kultivacie s rozdielnymi polyhydroxyalkanoatmi. Zistenia su
zhrnuté v tejto kapitole.

4.3.1 Porovnanie v§etkych kmenov mikroorganizmov

V tejto Casti prace bola snaha pomocou PCA spektier ndjst’ rozdiely medzi jednotlivymi
kmenimi mirkoorganizmov, ktoré produkovali rozli¢né polyhydroxyalkanoaty. Boli vybrané
vzorky kazdého typu MO, prehl'ad mozno vidiet v tabulke 16. Pred samotnou PCA bola
spektram upravena baseline (vid’ 3.4), data boli normalizované na pik 1 540 cm™ a pozorované
bolo rozmedzie spektra 400-1 700 cm™.
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Tabul’ka 16: Prehl’ad analyzovanych vzoriek

PC 1 [58,39 %]

Graf 1: Vysledky PCA analyzy pre sledované kmene mikroorganizmov

Oznadenie Kmeii PHA [%] | 3HB[%] | 4HB[%] | 3HV[%] [ 4HV [%]
1* DSM 25816 42,79 90,41 9,59 - -
3* DSM 19379 30,81 81,78 18,22 - -
5* DSM 19416 19,17 84,27 15,73 - -
19-20 M 15344 58,57 87,64 - 12,36 -
49-50 DSM 15264 82,29 92,53 - 747 -
59-60 LMG 21645 73,23 84,12 - 15,88 -
H1_2 H1 32,63 37,36 62,64 - -
a_3 AFn2 49,00 48,98 - - 51,02
A AH30 44,10 74,87 - 1,70 23,43
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Z vysledkov PCA na grafe 1 mézeme zhodnotit, ze sledované kmene MO sa do osobitnych zon
rozdelili iba Ciasto€ne. Najvicsiu odliSnost’ mozno pozorovat pri vzorke H1 2, ktoré pozitivne
koreluje s PC1 aj s PC2. jedna sa o bakterialny kmen Aneurinibacillus thermoaerophilus H1
avzorka obsahovala kopolymér P(3HB-c0-4HB), s vysokym zastipenim monoméru 4-
hydroxybutyratu. Pre vzorky 3* a 5* je viditeInd negativna korelacia s PC1. Vzorky baktérie
Schlegelella thermodepolymerans (19-20, 49-50, 59-60) sa celkovo horSie zoskupovali.
Dovodom moze byt nehomogénnost’ analyzovanej biomasy. Vzorka 49-50 (kmen DSM 15264)
o nieco viac pozitivne koreluje s PC1 nez ostatné kmene tejto baktérie.
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Graf 2: Loadingy PC1 a PC2 pre sadu vzoriek sledovanych kmeiiov MO

Z loadingu PC1 pre dant analyzu je zrejmé, Ze najviac k odliSnosti pre vzorky H1 2 a 49-50
prispievali piky 980 cm™, 1 050 cm™ a 1 380 cm™, ktoré stvisia s mnozstvom monoméru 3-
hydroxybutyratu. Dalej bol viditelny aj pik 1 164 cm™, ¢o znamen4, Ze polyhydroxyalkanoat
vo vzorkach bol v amorfnom stave. Pre vzorky 3* a 5*, ktoré naopak negativne koreluju s PC1
su dolezité piky 620 cm™, 1030 cm™a 1 115 cm™. Pik 1 030 cm™? suvisi s obsahom monoméru
4-hydroxybutyratu v kopolyméri.

Zaujimava je pozitivna korelacia HI 2 s PC2, ked’Ze ide o jedinu vzorku pre ktora hra PC2
vyrazni rolu. Z loadingu PC2 vyplyva, Ze signifikantnym je pik 755 cm™ — vzorka obsahuje
vysoké mnoZstvo 4-hydroxybutyratu a pre ten je dany pik $pecificky. Dalej je mozné pozorovat
pik 1160 cm™, ktory predstavuje amorfnost vzorky, atiez 1280 cm™ a 1360 cm™, ktoré
indikujt vysoky podiel 4-hydroxybutyratu.

Celkovo modzeme zhodnotit, Ze najviac odliSnosti vo vzorkdch s kopolymérmi je
pozorovatel'nych, ak sa v nich nachadza monomér 4-hydroxybutyrat vo va¢Som mnoZstve.
Ked'ze vzorky C. malaysiensis (1*, 3* a 5*) sa v pripade prevedenej PCA dobre zoskupovali,
su rozobrané v d’alsej kapitole.
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4.3.2 Vysledky pre kmene producenta Cupriavidus malaysiensis

PCA vzoriek Cupriavidus malaysiensis preukazala niekol’ko rozdielov medzi kmenmi. Pred
PCA boli vzorky normalizované na amid II (1 540 cm™), bola upravena baseline a analyzované
bolo spektrum v rozmedzi 800 cm™ az 1600 cm™. Z loadingov modzeme usudit, Ze najviac
rozdielov v tychto vzorkdch bolo kvoli kvalitativnym vlastnostiam PHA — ¢&i uz
krystalickost’/amorfnost’ alebo monomérne zlozenie kopolyméru.

Tabulka 17: Obsah a monomérne zloZenie PHA pre vzorky 1* az 6*, kmene C. malaysiensis

Kmern Substrat Oznacenie PHA [%] 3HB [%0] 4HB [%0]
y-butyrolakton 1* 42,79 90,41 9,59
DSM 25816 1,4-BD 2* 12,19 92,35 7,65
1,4-BD 3* 30,81 81,78 18,22
DSM 19379 y-butyrolakton 4* 53,95 90,62 9,38
1,4-BD 5* 19,17 84,27 15,73
DSM 19416 y-butyrolakton 6> 40,95 90,38 9,62
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Graf 3: PCA vzoriek 1* az 6*. Producentom su tri kmene Cupriavidus malaysiensis. Vzorky
obsahuju kopolymér P(3HB-c0-4HB) v réznom mnozstve a s rozlicnym monomérnym
zastupenim.
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Graf 4: Loadingy PC1 a PC2 pre vzorky 1* az 6*

Bolo pozorované zoskupenie (korelacia) vzoriek 1* a 4* v pozitivnej Casti PCA grafu, pricom
najvacsi vplyv mala prave komponenta PC1. Vzorky, ktoré pozitivne koreluji s PC1 vykazuju
intenzivne piky v oblasti 1 050 cm™, ktory intenzivnie s mnozstvom 3HB vo vzorke. Dalej bol
signifikantny pik 1 180 cm™, ktory savisi s amorfnostou polyhydroxyalkanoatov. Preukazal sa
aj pik 1 380 cm, ¢o je uz spominany dazdnikovy efekt methylovej skupiny. Zoskupenie tychto
vzoriek dava zmysel v zavislosti na vysledkoch GC a teda obsahu a kvality PHA (vid’ Tabul'ka
17). Obe vzorky boli kultivované na rovnakom substrate, jedna sa vsak 0 iny kmen.

Naopak vzorky 2* a 5* spolo¢ne negativne koreluju s komponentou PC1. Tu sa preukazal bod
990 cm, ¢o by mohlo suvisiet’ s krystalitmi vo vzorke. Na tieto vzorky tiez nemala vyrazny
vplyv PC2. Tieto vzorky boli kultivované za vyuZitia substratu 1,4-BD a obsahuji mensSie
mnozstvo celkového PHA nez vzorky 1* a 4%,

Komponenta PC2 hrala rolu pri vzorke 3*, ktora je vV ramci jej osi posunuta v pozitivnom smere.
Pozorované piky opit’ pravdepodobne stvisia s obsahom 3HB a st to 1 120 cm™ a 938 cm™.
Vzorka 6* negativne koreluje s PC2 komponentou a mierne pozitivne koreluje aj s PC1.
Pozorovany pik je v okoli 1 250 cm™, je pripisovany absorbancii methylu a suvisi s obsahom
3-hydroxybutyratu.
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4.3.3 Porovnanie kultivacii dvoch kmernov Cupriavidus malaysiensis za vyuZitia
rovnakého substratu pri kultivacii

Vzhl'adom k vysledkom predchadzajicej kapitoly sme sa blizSie pozreli na rozdiely medzi
vzorkami 1* a 6*. Jedna sa o rozli¢né kmene baktérie Cupriavidus malaysiensis, ktoré rastli na
rovnakom substrate (y-butyrolakton). Obsah PHA a kvalitativne zlozenie kopolyméru su pre
tieto vzorky vel'mi podobné. V tomto pripade bola analyza prevedend po normalizacii na amid
I1 (1540 cm™) a upraveni baseline. Sledované rozmedzie spektra je 400 cm™ az 4 000 cm™.

Tabul’ka 18: Obsah a monomérne zlozenie vzoriek 1* a 6*

Kmen Substrat Oznacenie PHA [%] 3HB [%0] 4HB [%0]
DSM 25816 | y-butyrolakton 1* 42,79 90,41 9,59
DSM 19416 | y-butyrolakton 6* 40,95 90,38 9,62
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Graf 5: PCA vzoriek 1* a 6*

Z PCA grafu vyplyva, ze vzorka 1* (kmeit DSM 25816) pozitivne koreluje s PC1. Naopak
vzorka 6* kmetia DSM 19379 koreluje negativne. Rozptyl bodov pravdepodobne suvisi
s nehomogénnost’ou vysuSenej biomasy pri merani.

Z loadingu PC1 mozeme pozorovat’ ze pre vzorku 1* hrali najdolezitejSiu rolu najmé piky
1720 cm (3pecificky pre obsah PHA v susine), dalej 1 160 cm™ ¢o predstavuje amorfnost
vzorky. Vzorka 6* negativne koreluje s PC1 a signifikantny pik je 1270 cm™, ktory stvisi
s krystalickostou. V ramci loadingu 2 sa opit preukazali piky 1050 cm?, 1180cm?
a signifikantne aj pik 1 720 cm™.
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Graf 6: Loadingy PC1 a PC2 pre PCA vzoriek 1* a 6*

4.3.4 Porovnanie vzoriek obsahujicich monomér 4-hydroxybutyrat a monomér 4-
hydroxyvalerat

Dalej boli porovnané vzorky, ktoré sa ligili typom jedného monoméru v kopolyméri. Konkrétne
bol sledovany monomér 4-hydroxybutyrat a monomér 4-hydroxyvalerat. Vzorky boli
normalizované na amid IT (1 540 cm™Y), bola upravena baselina a pozorované spektrum v oblasti
400 cm™ az 1 600 cm™.

Z PCA moZeme opit’ posudit, Ze najviac data rozdeluje PC1. Vzorka obsahujuca 4HV
monomér s PC1 koreluje pozitivne (a_3), zatial' ¢o vzorka so 4HB negativne. Pri hodnoteni
PC2 je znovu viditelny Siroky rozptyl. Na zaklade loadingu PC1 pre vzorku s obsahom 4HV,
k rozdielu najviac prispievaji piky 1 180 cm™ a 1 050 cm™. Malé piky mozno pozorovat’ aj pri
1285cm™ a1380cm?. Zloadingu PC2 moZno pozorovat pozitivny pik 1 160 cm™. Pre
vzorku s obsahom 4HB, ktora koreluje s PC1 negativne, je zloadingu PC1 najdolezitejsi
negativny pik 1 160 cm™ a 1 279 cm, tie nest informaciu o krystalickosti vzorky.

Tabul’ka 19: Monomérne zlozenie PHA vo vzorkacha 3 aH1 6

Oznafenie | Kmeii PHA[%] | 3HB[%] | 4HB[%] | 3HV[%] | 4HV [%)]
a_3 AFn2 49,00 48,98 - - 51,02
H1 6 H1 25,53 66,52 33,48 - -
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4.3.5 Porovnanie vzoriek obsahujicich monomér 4-hydroxybutyrat a 3-hydroxyvalerat

Dalej boli porovnavané vzorky, pri¢om jedna obsahovala v kopolyméri monomér 3HV (17-18)
a druha 4HB (1*). Data boli normalizované na amid II (1 540 cm™), bola upravena baseline
a vyhodnotené spektrum v rozmedzi 4001 700 cm™.

Tabulka 20: Vzorky 1* a 17-18, liSia sa monomérnym zlozenim PHA

Loading komponenty
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Graf 9: PCA pre vzorky 1* a 17-18
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Graf 10: Loadingy PC1 a PC2 pre analyzu vzoriek 1* a 17-18
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Z vysledkov opat’ vyplyva Ze najviac data rozdelila stanovena PC1. Vzorka s obsahom 4HB
koreluje s PC1 pozitivne, vzorka s monomérom 3HV negativne. Pre vzorku 1* z loadingu PC1
vysli dolezité piky 621 cm™, 1 056 cm™ a tieZ piky Vv oblasti natahovania vizieb C-O-C &i C-
C-O. Pre vzorku negativne korelujucu s PC1 bolo mozné pozorovat’ najma oblast’ v okoli
621 cm™.

Snahou bolo ndjst” aj signifikantné rozdiely pre vzorku obsahujiicu monomér 3HV. Porovnané
boli vzorky a1 aa 5. Vo vzorke vSak bolo velmi malé zastipenie daného monoméru
a odlisnosti sa prejavili opat’ najma z dovodu pritomnosti monoméru 4HB v jednej zo vzoriek.
Prislusnd PCA je uvedena v prilohe 3.

4.3.6 Vzorky obsahujice komplexné kopolyméry

Vyhodnotené boli aj vzorky A, B a C, ktoré obsahovali zlozité kopolyméry PHA s rozliénym
zastipenim monomérov (vid’ 4.1). Vzorky boli normalizované na amid II (1 540 cm™), bola
upravena baseline a PCA aplikovana na cely rozsah spektra.

V tomto pripade sa datové rady velmi pekne zoskupili, ¢o preukazuje homogénnost
analyzovanej biomasy. Jednotlivé vzorky sa zaroven rozdelili pozdiz osi komponenty PC1.
Vzorka C s PC1 korelovala negativne, vzorka A pozitivne a na vzorku B PC1 nemala velky
vplyv. Naopak pre vzorku B hrala dolezitt rolu pozitivna korelacia s komponentou PC2.

Tabulka 21: ZloZenie PHA v biomasach vzoriek A, B a C

Kmeii O\Z/‘Z‘g:g‘e 3HB [%] | 3HV [%] | 4HV [%)] | 4HHX [%] | 5HV [%] | PHA [%]
AH30 |A 73,97 1,61 24,41 - - 44,52
AFn2 B 88,36 4,05 - 7,59 - 20,37
AFn2 |C 69,20 - - - 30,80 38,29
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Graf 11: PCA pre vzorky A, B a C obsahujucich heteropolyméry
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Graf 12: Loadingy PC1 a PC2 pre PCA vzoriek A,BaC

Pre vzorku A, ktora pozitivne koreluje sPC1 zloadingu PCl mdzeme pozorovat piky
1720 cm™ (obsah polyesteru, ateda PHA), 1050 cm™ a 974 cm™. Negativnu korelaciu m4
vzorka C. Vzorka B, ktora obsahuje v heteropolyméri monomér 4-hydroxyhexanoat z grafu
loadingu PC2 vykazuje intenzivny pik pri 1 160 cm™, ale tiez maly pik v oblasti 2 965 cm™
a ten suvisi s asymetrickym nat'ahovanim C-H methylénovej skupiny.

PCA analyza bola prevedena aj na celé spektrum po normalizacii na amid Il pre sadu
obsahujiicu rozlicné komplexné polyhydroxyalkanoaty produkované baktériou A.
thermoaerophilus. Z vysledkov vyplyva, Ze vzorka a_1 pozitivne koreluje s PC1. Najvyraznejsi
je pik 1160 cm™. Tato vzorka obsahovala Vv heteropolyméri vysoky podiel monoméru 4HB.
Vzorka a_5 obsahovala prevazne 3HB a iba vel'mi malé mnoZstvo 3HV, negativne koreluje
sPC1. Z loadingu PC1 su pre tiu ddlezité piky 980 cm™ a 1380 cm™? (indikator monoméru
3HB). Vzorka a 3 pozitivne koreluje s PC2, obsahuje monomér 4HV. Z loadingu PC2 st
dolezité zname piky 970 cm™, 1 050 cm? a1 180 cm™.

Tabul’ka 22: Vzorky heteropolymérov

Kmeit O\Z/‘Z‘gfﬁ;‘e PHA [%)] | 3HB[%)] | 4HB [%)] | 3HV [%] | 4HV [%)] | 5HV [%]
H1 a_l 58,51 33,33 66,06 0,55 - -
AFn2  |a2 50,84 64,84 - 2,20 - 32,97
AFn2  |a 3 49,00 48,98 - - 51,02 -

H1 a_4 80,68 25,35 74,65 - - -
AFn2 a5 50,03 91,88 - 1,59 - -
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Graf 13: PCA analyza vzoriek heteropolymérov
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Graf 14: Loadingy PC1 a PC2
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4.3.7 Pritomnost’ monoméru 4-hydroxyhexanoatu

Dalej boli este porovnané vzorky B aa 5, ktoré sa li§ili o monomér 4HHx. Konkrétne sa
nachadzal v kopolyméri vzorky B, ktora negativne koreluje s PC1 a pozitivne s PC2. VVzorka
a_5 naopak prevazne pozitivne koreluje s PC1, avSak tu sa opat’ preukazuje nehomogénnost’

biomasy. Spektram bola upravena baseline a boli normalizované na amid IT (1 540 cm™).

Tabul’ka 23: PHA vo vzorkachBaa 5

Kmeii Oznadenie PHA [%] 3HB [%] 3HV [%] AHHX [%)]
AFn2 B 20,79 88,13 3,93 7,94
AFn2 a5 50,03 91,88 1,59 -

Z loadingu PC1 je zna¢né, ze piky pre pozitivnu PC1 st 1 720 cm™, 1380 cm™, 1 280 cm™,
1050 cm™ a 976 cm™. Pre negativnu korelaciu s PC1 je vyrazny pik v oblasti 1 160 cm™ a maly

pik pri 2 965 cm™,
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Graf 15: PCA pre vzorky B (s obsahom monoméru 4-hydroxyhexanoatu) a a_5 (bez 4HHXx)
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Graf 16: Loadingy PC1 a PC pre PCA vzoriek Baa 5
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4.3.8 Obsah polyhydroxyalkanoatov v biomase

Snahou bolo tiez aplikovat’ tuto metodu na rozlicné obsahy PHA vo vzorkach. Pri vyuziti
spektier s va¢sim rozsahom vlnoétu prispievali k vyslednym odliSnostiam najmé kvalitativne
vlastnosti. Spektram bola opit upravena baseline, boli normalizované na amid 11 (1 540 cm™).
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Tabul’ka 24: Vysledky GC pre vzorky HIR 2aa 4

Kmeii Vzorka PHA [%] 3HB [%] 4HB [%]
H1 H1R 2 38,94 35,34 64,66
H1 a4 80,68 25,35 74,65

Z vysledkov PCA aplikovanej na celé spektrum vzoriek s rozdielnym obsahom PHA je mozné
konStatovat, ze najdolezitejSim prispevkom k rozdielnosti sa opdt piky spojené
S kvalitativnymi vlastnostami PHA v biomase. Obe vzorky ukézali istt nehomogénnost’
vyhodnocovanej biomasy. Vzorka s niz§im obsahom PHA (H1R_2) negativne koreluje s PC1
a pozitivne koreluje s PC2. Vzorka s vysokym obsahom PHA v biomase (a_4) negativne
koreluje aj s PC1 aj s PC2. Z loadingov PC1 a PC2 je mozné pozorovat piky 1720 cm?,
1160 cm™, 1050 cm™, 1 380 cm™ a 977 cm™.

Dalej sme sa zamerali na bliz§ie vyhodnotenie s vyuzitim piku typického pre polyestery
(1 720 cm™). Ciel'om bolo zistit, &i sa prejavi jeho intenzita alebo zmena tvaru. Vysledky PCA
st uvedené na grafoch 19 a 20. Napriek tomu, ze sa vzorky lisili obsahom PHA nam intenzita
piku 1720 cm™ neumoznila ich rozdelenie. Prejavil sa tvar piku, pre loading PC2 vysla
V podstate derivacia piku pre loading PC1 (posun vlavo pre pozitivhu PC2 a vpravo pre
negativnu PC2).
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Graf 19: PCA vzoriek HIR 2 a a_4 aplikovand na rozsah spektra 1 6001 900 cm™
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5 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bola reSerS ohladne rozlicnych metdd pre kvantitativne
a kvalitativne stanovenie polyhydroxyalkanoatov in situ, pricom experimentalna cast’ bola
zamerana na analyzu pomocou vibrac¢nej spektroskopie. Snahou bolo aj vyuzitie Statistickej
metody pre vyhodnotenie vel'kej sady spektier vzoriek s rozlicnymi obsahmi polymérov, ktoré
sa 1i8ili monomérnym zloZenim.

V préci boli pouzité vzorky biomasy s obsahom polyhydroxyalkanoatov, ktoré syntetizovali
rozliéné mikroorganizmy. Bakterialny producenti boli Aneurinibacillus thermoaerophilus sp.
H1, AH30 a AFn2, d’alej tiez tri kmene producenta Cupriavidus malaysiensis (25816, 19416
a 19379) a kmene Schlegelella thermodepolymerans (M 15344, DSM 15264 a LMG 21645).
Vzorky boli zbierané priebezne v ramci inych zavere¢nych préac a projektov, niektoré vzorky
boli zachované z predchadzajucej bakalarskej prace alebo kultivované v ramci tejto préce.

Biomasa obsahovala rozne typy polyhydroxyalkanoatov, konkrétne sa skamali
heteropolyméry. Polyméry vo vzorkdch su poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat),
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),  poly(3-hydroxybutyrat-co-5-hydroxyvalerat),
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxyvalerat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-
4-hydroxyvalerat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-5-hydroxyvalerat), poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-4-hydroxybutyrat) a poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat-co-4-hydroxyhexanoat). Typ polyhydroxyalkanoatu a zastipenie jednotlivych
monomérov zaviselo ako od kmena mikroorganizmu, tak i od substratu, ktory sa pri kultivacii
pouzil ako prekurzor. Na zaklade vysledkov plynovej chromatografie bolo opét’ potvrdené, ze
so zvysSujucim sa glycerolom v produkénom médiu stipa zastipenie monoméru 3-
hydroxybutyratu v kopolyméri, zatial’ ¢o pre syntézu 4-hydroxybutyratu je vhodnejsi prekurzor
1,4-butandiol. Bakterialne kmene C. malaysiensis produkovali vac¢Sie mnozstvo celkového
PHA za vyuzitia substratu y-butyrolakton. Vhodnym substratom pre syntézu monoméru 3-, 4-
¢1 5-hydroxyvaleratu je valerolakton.

Hlavnou analytickou metddou v tejto praci je technika ATR-FTIR. Vzorky vysuSenej biomasy
boli analyzované a vysledné spektrd boli porovnavané s plynovou chromatografiu, ktord
poskytla presné informacie ohl'adom kvantitativnych a kvalitativnych charakteristik polymérov
v biomase.

Vysledné spektra boli skimané na zaklade reSerSe. V kapitole 4.2 st pozorované rozdiely
v spektrach a hl'adané signifikantné piky, ktoré by sluzili k tspesnej kvalitativnej analyze PHA
v biomase. Najlepsie rozdiely boli pozorované medzi kopolymérmi P(3HB-co-4HB) a P(3HB-
co-3HV). Délezité boli piky 1380 cm™ a1360cm™. Oblast 1380 cm™ znadi zastipenie
monoméru 3-hydroxybutyratu vo vzorke. Pik 1 360 cm™ stivisi s obsahom 4-hydroxybutyratu.
Pik 755 cm™ taktie stivisi S mnoZstvom monoméru 4-hydroxybutyratu v kopolyméri P(3HB-
co-4HB).

V spektrach bol tiez pozorovany stav v akom sa dany polymér nachddza — kryStalinita
a amorfnost’ latok je dolezitd sucast’ kvalitativnej analyzy v pripade potencidlnej aplikacie
materialu v praxi. Piky spajané s formou v akej sa polyhydroxyalkanoat objavuje v biomase st
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1270 cm™ pre krystalicki formu a 1 160 cm™ pre formu nativnu — amorfnt. Zarovei bol
indikatorom krystalickosti aj ohyb esterového piku 1 720 cm™.

Okrem vyhodnocovania spektier pomocou referenc¢nych pikov a oblasti bola praca zamerana aj
na vyuzitelnost’ zvolenej Statistickej metddy pri vyhodnocovani nadmerného mnoZzstva
spektralnych dat. V pripade tychto experimentov bola zvolena a aplikovana analyza hlavnych
komponent (PCA). Pomocou softwaru, ktory bol vytvoreny prave na vyhodnotenie spektier
touto metoddou, boli skimané odliSnosti ¢i podobnosti rozli¢nych vzoriek. Tato Cast’ teda
zahtiala vel'ké mnoZstvo pokusov uspesne skombinovat rozdielne vzorky v ramci jednej
analyzy a dostat’ tak vysledny graf, ktory by popisal v ¢om sa jednotlivé vzorky lisili.
Z vysledkov mozeme skonstatovat’, ze PCA potvrdila predpoklady vizualneho zhodnotenia
spektier.

Rozdielnosti monomérneho zlozenia boli pozorované pri uz spominanych pikoch
charakteristickych pre 3-hydroxybutyrat a 4-hydroxybutyrat. Najma 4-hydroxybutyrat vyrazne
ovplyvnoval vysledné rozdelenie vzoriek. Pozorované bolo aj oddelenie vzorky s monomérom
4-hydroxyhexanoatu od ostatnych vzoriek obsahujucich hydroxyvaleraty. Najviac sa
prejavovali prave kvalitativne vlastnosti polyhydroxyalkanoatov, ateda ich monomérne
zlozenie a kryStalickost. Ostatné monomérne prispevky sa signifikantne neprejavovali
Vv ziadnych pokusoch. Vhodné by preto bolo do budicna sa zamerat’ na aplikaciu tohto postupu
hlavne pri kopolyméroch obsahujucich monoméry hydroxyvalerdtu Vv ovela véacsich
koncentraciach ako bolo v tejto praci.

Na zéklade vysledkov tejto prace mdzeme konStatovat, Zze PCA metéda bola uspesne
aplikovana pri kvalitativnej analyze in-situ, najmé v pripadoch pritomnosti monoméru 4-
hydroxybutyratu. Vyuzitie tejto metody pri semi-kvantitativnej ¢i kvantitativnej analyze zatial
nebolo uspesné. Doévodom zrejme bude vplyv rozlicnych monomérov na vysledné meranie
pikov charakteristickych pre obsah PHA v biomase.

Vyhodou FTIR je rychlost merania, nevyhodou je nizka detekéna citlivost. Nevyhodou
vyuzitia PCA pri analyze FTIR spektier je fakt, Ze redukovanim dimenzii dochadza k istej strate
informacii. Taktiez pri vzorkach, ktoré mali nehomogénnu biomasu boli pozorované vel'ké
rozdiely v nameranych spektrach aich vyslednych PCA grafoch. Vhodné by bolo dalej
preskiimavat’ moZnosti aplikécie tejto Statistickej metddy pri vyhodnoteni FTIR spektier pri
komplexnejSich heteropolyméroch a pozorovat’ prispevky jednotlivych monomérov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

1,4-BD
3HB/4HB
3HV/4HV/5HV
ATR-FTIR

CM

DSC
GC-FID
Glu

Gly
H1/AH30/AFNn2
4HHX
HPLC
ISTD
Icl-PHA
mcl-PHA
MO
NMR
P(3HB)

P(3HB-co-3HV)/PHBV
P(3HB-c0-3HV-co-4HHX)

P(3HB-c0-3HV-co-4HV)

P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-5HV)
P(4HB)

PCA

PGA
PHA
PLS
scl-PHA
TGA
yBL

1,4-butandiol

3-hydroxybutyrat/4-hydroxybutyrat
3-hydroxyvalerat/4-hydroxyvalerat/5-hydroxyvalerat
Infracervena spektroskopia s vyuzitim Fourierovej transformacie
a metody uplného zoslabeného odrazu (z angl. attenuated total
reflectance)

Cupriavidus malaysiensis

diferen¢nd skenovacia kalorimetria

plynova chromatografia s plamefiovym ionizaénym detektorom
glukoza

glycerol

Aneurinibacillus thermoaerophilus H1/AH30/AFN2
4-hydroxyhexanoat

vysokoucinna kvapalinova chromatografia

interny bunecny Standard

polyhydroxyalkanoaty s dlhym retazcom
polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym ret'azcom
mikroorganizmus

nukledrna magnetickd rezonancia

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-4-
hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-4-
hydroxyvalerat)

poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-5-hydroxyvalerat)
poly(4-hydroxybutyrat)

zangl. principal component analysis —analyza hlavnych
komponentov

polyglykolid

polyhydroxyalkanoat/y

partial least squares — metéda najmensich Stvorcov
polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom
termogravimetricka analyza

y-butyrolakton
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