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ABSTRAKT

Cielom tejto bakalarskej prace bolo zhodnotit' vyuzitelnost vybranej metddy vibracnej
spektroskopie pre kvalitativhu a kvantitativhu analyzu biomasy, ktora obsahuje
polyhydroxyalkanoaty. Bola zvolena metdda infracervenej spektroskopie s Fourierovou
transformaciou, ktorda vyuziva tzv. zoslabeny uplny odraz (ATR-FTIR). Poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) bol skimany v baktériach Cupriavidus malaysiensis,
Thermomonas hydrothermalis a Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1. Vyhodnotenim
infraCervenych spektier boli ziskané data, ktoré sa nasledne porovnali s vysledkami prevedene]
plynovej chromatografie. Boli tiezZ pozorované vizualne zmeny v spektrach a stav krySstalinity.
Pri kvantitativne] analyze kopolyméru v biomase metodou ATR-FTIR nebola pozorovana
korelacia dat s vysledkami plynovej chromatografie. Tato metdda teda nie je vhodna pre
stanovenie celkového obsahu poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) v biomase
v pripade nami nastaveného experimentu a pouzitych baktérii. Na druhej strane bola dana
metdda uspeSne vyuzita pri kvalitativnej analyze kopolyméru in-situ v biomase producenta
Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1. Miera korelacie dat bola v danom experimente dost’
vysoka. ATR-FTIR je teda vhodna analytickd metdda pre stanovenie monomérneho zlozenia
kopolyméru poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) priamo v biomase pri tejto baktérii.
Porovnanim s producentom Cupriavidus malaysiensis sa ukazalo, ze tato metdoda nie je
univerzalna pre vSetky typy nami skimanych mikroorganizmov.

KEUCOVE SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), vibracna spektroskopia,
ATR-FTIR, kvantitativna a kvalitativna analyza PHA



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to evaluate the applicability of selected methods
of vibrational spectroscopy for qualitative and quantitative analysis of biomass, which contains
polyhydroxyalkanoates. Fourier-transform infrared spectroscopy, that uses attenuated total
reflection technique (ATR-FTIR), was chosen for this experiment. Poly(3-hydroxybutyrate-co-
4-hydroxybutyrate) has been studied in Cupriavidus malaysiensis, Thermomonas
hydrothermalis and Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1l. Data were obtained by
evaluating the infrared spectra, which were then compared with the results of performed gas
chromatography. Visual changes in the spectra were also observed along with crystallinity. No
correlation was detected between the data obtained by gas chromatography and by the method
ATR-FTIR in quantitative analysis. Thus, this method is not suitable for determining the
content of poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) in biomass in the set experiment
and the bacteria used. On the other hand, the method was successfully used for in-situ
qualitative analysis of copolymer in the samples of Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1.
The degree of data correlation was relatively high in the given experiment. With these findings,
ATR-FTIR is a suitable analytical method for determining the monomer composition of poly(3-
hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) in this strain. Comparison with the PHA producer
Cupriavidus malaysiensis showed that this method is not universal for all types
of microorganisms observed in this thesis.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates,  poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate), vibrational
spectroscopy, ATR-FTIR, quantitative and qualitative analysis of PHA
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1 UVOD

V dnesnej konzumnej dobe zahlcujeme zivotné prostredie tazko rozlozitelnym syntetickym
odpadom, ¢o prispieva ku globalnemu environmentalnemu problému. Plastické hmoty sa vdaka
svojim vhodnym fyzikalnym a chemickych vlastnostiam pouzivaji vsSade, avSak nie su
biodegradabilné a zatazuju tak ekosystém.

Syntetické polymérne materialy st dobre tvarovateIné, dokdzu nadobudnut pozadovanu
pevnost’, pomocou aditiv sa da upravit’ ich pruznost’, farba, odolnost a d’alSie iné vlastnosti.
Vd'aka pomerne nizkym nékladom na ich vyrobu a Sirokej dostupnosti s hromadne vyuzivané.
Casom nahradili klasické materialy akymi st drevo, kov asklo vo vigsine odvetviach.
Z plastov sa taktiez vyrabaju rozli¢né komponenty, obaly, nadoby, Siroka skala jednorazovych
vyrobkov, spotrebného tovaru a mnoho iného. Vyuzitie a aj samotna vyroba plastov vo svete
stale stupa, avSak doba ich odburavania v prostredi je neporovnatelne dlhsia ako zivotnost
samotného vyrobku. Najvacsim problémom je hromadenie plastov v moriach a na skladkach.
Tento odpad sa v prostredi rozpada na mikroplasty, ktoré su za posledné desatrocia
akumulované v zivych organizmoch, vratane l'udského tela.

Uz roky sa hladaju atestuju rozne ekologickejSie alternativy, ktoré by nahradili polyméry
fosilneho povodu. V pripade takéhoto materidlu je velmi ddlezité, aby mal vlastnosti podobné
syntetickému plastu, ale bol v prirode plne rozloziteIny a nehromadil sa tak vo forme odpadu.
Takéto latky sa nazyvaju bioplasty, su z prirodnych obnovitelnych zdrojov ajednym
z prikladov je skupina zlucenin nazyvanych polyhydroxyalkanoaty.

Polyhydroxyalkanoaty, Casto oznaCované skratkou PHA, su pomerne roz§irené prirodné
polyestery, ktoré by mohli vbudicnosti nahradit’ syntetické materidly vo vybranych
odvetviach. Vedecka komunita sa uz desatroCia vo velkom =zaobera ich vlastnostami,
Struktirou a moznostou izolacie tychto latok zrdznych zdrojov. Viacero druhov
mikroorganizmov produkuje PHA za rozli€nych podmienok, ¢i uz vo forme homopolymérov
alebo heteropolymérov.

Mnozstvo, druh astav vakom sa nachadza polymér v mikroorganizme st klucovymi
informéaciami pri potencialnom spracovavani tejto suroviny. Klasické metody stanovenia
kvality a kvantity PHA poskytuji sice velmi detailné a presné informacie, su vSak Casovo
a finan¢ne narocné, ¢o vel'mi ovplyviiuje vyslednu cenu celého procesu vyroby. Z tohto dovodu
sa hl'adaju spdsoby, akymi by sa dany proces urychlil a ul'ahcila sa tym izolacia a celkova
produkcia tychto polymérov. Vyuzitim efektivnejSich analytickych metdd je mozné do istej
miery ziskat’ informécie o PHA podstatne rychlejsie a jednoduchsie.

Metody vibracnej spektroskopie si vel'mi vhodné pre rychly screening bez potreby zlozitej
pripravy vzorky pre analyzu. Ddlezité je posudit vhodnost a presnost tychto metod pre analyzu
PHA in-situ, Co je aj cielom tejto bakalarskej prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su alifatické polyestery produkované rdznymi kmenmi
grampozitivnych i gramnegativnych baktérii, a tiez niektorymi kmefimi archeénov. Vyskytuju
savo forme granul v cytoplazme bunky (vid’ obrazok ¢€.1) a od okolitého prostredia cytoplazmy
ich oddeluje vrstva proteinov (tzv. phasinov) na ich povrchu. Baktérie ich produkuju
v nadbytku uhlikového substratu a zaroven pri nedostatku zivin pre ich samotny rast ako su
napr. fosfor, dusik a kyslik. Inkltzie rozpustné v chloroforme boli prvykrat pozorované uz
zaCiatkom minulého storo€ia v Azotobacter chroococcum. Lemoigne v roku 1923 identifikoval
chemicky podobné latky v baktérii Bacillus megaterium ako polyestery kyseliny 3-
hydroxybutanovej [1, 2, 3].

Aj ked su tieto prirodné polyestery produkované predovsetkym za ucelom zasoby zdroju
energie pre mikroorganizmy, sluzia tiez ako ochrana bunky pri vystaveni mikroorganizmu
extrémnym podmienkam a fyzikdlnemu stresu (vysoké anizke teploty, osmoticky S$ok,
oxidacny stres a iné) [4, 5].

Najrozsirenej§imi polymérmi tohto typu, ktoré sa pouzivaju, si homopolymér poly(3-
hydroxybutyrat) a kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat). Dalsie bioplasty
patriace do tejto skupiny st napriklad poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) alebo
semikrystalicky poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [6].
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Obrazok ¢. 1: Granule PHA v mikroorganizme Wautersia Eutropha
H16 viditelné pod transmisnym elektronovym mikroskopom [7]



2.1.1 Struktira a fyzikalno-chemické vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

PHA su zo Strukturneho hl'adiska biopolyestery 3- az 6- hydroxyalkanovych kyselin
s linearnym retazcom (obecnu §trukturu mozeme vidiet na obrazku ¢. 2). Molekuly tychto
bioplastov mdzu obsahovat’ az 35 000 monomérnych jednotiek a kazdy monomér ma postranny
retazec, ktorym je prevazne nasytena ¢i nenasytend alkylova skupina. Vzacne sa vyskytuju aj
alkylové skupiny rozvetvené alebo substituované [8, 9].

L
~0-CH-(CHp):C-
100-3000
n=1 R=H Poly(3-hydroxypropionat) P(3HP)
R =CHjs Poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB)
R = CsHs Poly(3-hydroxyvalerat) P(3HV)
R =CsH» 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: Obecna Struktiira monoméru PHA a priklady derivatov [10]

Ked je makromolekula zlozend 2z rovnakych monomérnych jednotiek, jedna
sa o0 homopolymér. V pripade, ze sa v retazci vyskytuju d’alsie druhy monomérnych jednotiek,
PHA tvoria kopolyméry alebo heteropolyméry. Podla toho, aky pocet atomov uhliku sa
nachadza v monomére polyhydroxyalkanoatu delime tieto polyestery do troch zakladnych
skupin [11].

Ak monomér obsahuje maximalne 5 uhlikovych atémov, jedna sa o skupinu
polyhydroxyalkanoatov s kratkym retazcom, tzv. sc[-PHA (z angl. short chain length PHA).
Patria sem jednoduchy poly(3-hydroxybutyrat) a poly(4-hydroxybutyrat). Su vysoko
krystalické, tuhé a krehké, ¢o nepredstavuje vhodné fyzikalne vlastnosti pre praktické vyuzitie
polyméru. V porovnani s PHA s dlh§im retazcom maju vyssie teploty topenia [11, 12, 13, 14].
Skupina so stredne dlhymi retazcami, mcl-PHA (z angl. medium chain length PHA), ma
monomérne jednotky zlozené zo 6-14 atdomov uhlika. Patria sem prevazne flexibilnejSie
polyestery, napriklad poly(3-hydroxyoktanoat) produkovany kmenom baktérii Pseudomonas.
Maju lepSie mechanické vlastnosti ako sc/-PHA, nizku teplotu skleného prechodu a su to
elastoméry — vykazujt vysoké prediZenie v tahu a nizku pevnost v tahu [11, 12, 13, 15]. [1]
Posledna skupina PHA tvori dlhé polymérne retazce sviac ako 15 atomami uhlika
v monoméroch a nazyva sa Ic[-PHA (z angl. long chain length PHA) [15].

Ako uz bolo spomenuté, PHA su zvyCajne tvorené z tisicok monomérov rovnakého ci
rozdielneho typu atieto latky maju vSeobecne vysoky stupeil polymeracie. Bolo
identifikovanych viac ako 150 rozli¢nych monomérnych jednotiek, pricom PHA maju prevazne
molekularne hmotnosti 50 000 az 3 000 000 Da. Nedavno sa pozorovala aj syntéza este vacsich
makromolekul PHA, az do 20 MDa [16, 17].

Mechanickymi a fyzikalnymi vlastnostami su tieto zliCeniny vel'mi podobné syntetickym
polymérom. Fyzikalne vlastnosti polyméru — pevnost, elasticita, termoplasticita & prediZenie
pri pretrhnuti — zavisia striktne od molekulovej hmotnosti (teda dizky retazca) aod
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monomérneho zlozenia. Vlastnosti PHA vsak mozu byt upravené aj modifikéaciou ich povrchu
alebo naviazanim rdznych anorganickych latok do ich §truktury. Dal§im délezitym parametrom
PHA je dobra odolnost voci UV ziareniu a teda aj ochrana samotného mikroorganizmu pred
UV ziarenim — vd’aka zhlukovaniu inkluzii okolo jadra, ¢o zabezpecuje ochranu DNA. Maju
hydrofobny charakter a st teda 1 nerozpustné vo vode [4, 6, 11, 18].

PHA sa radia medzi opticky aktivne latky. V mikroorganizmoch sa vyskytuju v roznej forme
od amorfnych az po vysoko krystalické, pricom ich krystalinita je spojena ako s kvantitou
polyméru, tak aj s jeho monomérnym zlozenim. V amorfnej forme su mikroorganizmy
pomocou intracelularnych PHA depolymeraz schopné degradovat’ tieto polyméry, Co umoziiuje
ich vyuzitie ako zdroj energie pre bunku [3, 6, 19].

Tieto zlaCeniny su pomerne lahko recyklovatelné aokrem toho sa aj sami prirodzene
rozkladaju na jednoduché zluCeniny za vhodnych podmienok v prostredi. Okrem
biodegradability st vynimocné aj svojou biokompatibilitou. Nie su toxické a su prirodzene
odburatel'né v tele, o umoziuje bezpecné vyuzitie nielen v medicinskych aplikaciach, ale aj
v odvetviach agrikultury, potravinarstva a kozmetického priemyslu [11, 16].

2.1.2 Poly(3-hydroxybutyrat) a kopolymér P(3HB-co-4HB)

Poly(3-hydroxybutyrat) je najrozsirenejsim zasobnym linearnym homopolymérom zo skupiny
PHA asvojimi vlastnostami sa podoba syntetickému polypropylénu. P(3HB) ma dobré
termoplastické vlastnosti, je semikrystalicky a nepodlieha hydrolyze. Z hl'adiska stereochémie
sa jedna o opticky aktivnu latku s izotaktickou Struktirou v R-konfiguracii [4, 20].

Jeho metabolizmus v mikroorganizmoch vykazuje cyklicky charakter, kedze jeho syntéza
a biodegradacia prebiehaju zaroven. V tomto P(3HB) cykle polymér degraduje na svoj
monomér 3-hydroxybutyrat (3HB), ktory podobne ako jeho polymér hra ddleziti rolu pri
ochrane mikroorganizmu v pripade nepriaznivych podmienok, kedze ovplyviiuje
intracelularny osmoticky tlak a pH v cytoplazme bunky [21].

Krehkost P(3HB) vSak obmedzuje moznosti pouzitia tohoto polyméru, ¢o sa da upravit
pridavkom inych monomérov do polymérneho retazca a teda tvorbou kopolymérov c¢i
heteropolymérov.

Obrdzok ¢. 3: Struktiira monomérnej jednotky P(3HB) [4]

Oproti tomu homopolymer poly(4-hydroxybutyrat) je vstrebatelny a chemicky podobny
polyglikolidu (PGA). Jedna se o flexibilny a termoplasticky polymér. Degradaciou sa opat
rozklada na svoj monomér 4-hydroxybutyrat (4HB), ktory je prirodzenou zlozkou v telach
cicavcov [22].
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Okrem homopolymérov su hojne vyuzivané aj kopolymery, vdaka vhodnym fyzikalnym
vlastnostiam ktoré vykazuja. V pripade tvorby kopolyméru z monomérov 3HB a 4HB za
vzniku poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyratu) ich pomer urcuje vlastnosti daného
kopolyméru, €o rozSiruje moznosti jeho aplikacie v praxi. Mnozstvo frakcie 4HB tiez
ovplyviiuje krystalinitu, a teda i elasticitu kopolyméru. Tvorbou kopolyméru so 4-
hydroxybutyratom sa nielen zlepsia mechanické vlastnosti samotného polyméru, ale aj zvysi
jeho biokompatibilita a nasledna in-vivo biodegradacia v porovnani s inymi PHA, ¢o umoziiuje
Siroké vyuzitie tejto latky ako materialu aj v medicinskych aplikaciach [23, 24, 25].

Vysledné monoméme zlozenie P(3HB-co-4HB) pri produkcii sa da ovplyvnit pridanym typom
zdroja uhlika. 3HB monomér vznika prevazne vyuzitim jednoduchych sacharidov (glukéza,
fruktéza) alebo kyseliny maslovej. Substraty vy-butyrolakton, 1,4-butandiol a 4-
hydroxybutyrova kyselina su naopak vhodné pre biosyntézu 4HB monoméru. Kopolymér
P(3HB-co-4HB) (obecna S§truktara vid' obrazok ¢. 4) bol prvykrat pozorovany v Ralstonia
eutropha H16 (po novom Cupriavidus Necator) v roku 1988 [23, 25].

CH}

I
‘EO_CH_CHv—Ca—EO— CH,—CH—CH,— a—

JHB 4HB
Obrazok ¢. 4: Chemicka Struktura P(3HB-co-4HB) [26]

2.1.3 Biosyntéza a biodegradacia PHA

Mikroorganizmy schopné syntézy tychto latok teda tvoria za ur€itych podmienok inkluzie PHA
v cytoplazme, ktoré vedia reverzne vyuzit ako zdroj energie a zivin. Substraty predstavujuce
zdroj uhlika pre tvorbu PHA mozu byt rozne a urcuju typ vznikajaceho polyesteru. Ten vSak
zavisi aj od ostatnych kultivaénych podmienok, mikroorganizmu a typu PHA syntazy.
Biosyntéza polyhydroxyalkanoatov je spojena s ostatnymi metabolickymi drahami
mikroorganizmu ako su glykolyza, f-oxidacia ¢i Krebsov cyklus. V pripade, ze je zabranené
vstupu acetyl-CoA do Krebsovho cyklu pri nedostatku zivin sa aktivuju prislu§né enzymy
a prebytocny acetyl-CoA sa vyuzije pri syntéze PHA. Tieto mikrobialne polyméry su teda
produkované ako sekundarne metabolity [6].

Najlepsie preskiimana je syntéza sc/-PHA (vid’ Obrazok €. 5) a to konkrétne homopolyméru
P(3HB) v baktériach Cupriavidus necator H16. T4 sa sklada z troch hlavnych krokov. V prvom
kroku dojde ku kondenzacii dvoch molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Tuto
reakciu zabezpeCuje enzym 3-ketothiolaza oznacovany ako phaA. Ten je nasledne pomocou
enzymu acetoacetyl-CoA reduktazy (phaB) redukovany na 3-hydroxybutyryl-CoA. Poslednym
krokom syntézy je polymerizacia 3-hydroxybutyryl-CoA na poly(3-hydroxybutyrat) za Gcasti
enzymu PHA syntazy (phaC). Pri tejto reakcii sa odStiepi CoA. Vysoka substratova Specifita
tohto enzymu zabezpecuje, ze do polyméru sa viazu len izoméry v konfiguracii R [27, 28].

V pripade vyuzitia iného zdroja uhliku nez st sacharidy pozname este dve d’alSie drahy syntézy
PHA v mikroorganizmoch. Jedna z nich je spojena s f-oxidaciou mastnych kyselin, pricom pri
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vyuziti vhodného substratu touto cestou vznikaji polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhou
dizkou refazca [11, 29].

Tretim mechanizmom je Specificka biosyntéza polyhydroxyalkanoatov zjednoduchych
zdrojov uhlika, ktoré sa od seba liSia Struktirou — fruktoza, sacharoza a glukéza. Vyuziva sa
taktiez metabolicka draha mastnych kyselin, kde vznika 3-hydroxyacylovy medziprodukt a ten
je nasledne transacylazou zmeneny na formu CoA [11].

MECHANIZMUS 1 MECHANIZMUS I
Zdroj uhlika Degradicia mastnych Kyselin
(sacharid) (P-oxidacia)
v Zdroj uhlika
TCAcyklus «—  Acetyl-CoA <«— (mastné Kyseliny)
PhaA o v
Acetoacetyl-CoA ~\"‘L‘(‘°'\
PhaB '
7 3-Ketoacyl-CoA v
v —— — / Enoyl-CoA
(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA J X
\ - ot \
Pha( \ (S)»-3-Hydroxyacyl-CoA
FabG (?)
, A PhaB (?) PhaJ
PHA D 2. '~~
- (R)-3-Hydroxyacyl-CoA
.
Pha( T PhaG
| FabD (?)
4-5-6-Hydroxyalkanoyl-CoAs (R)-3-Hydroxyacyl-ACP
L . 2
- L » "
K o g 3-Ketoacyl-ACP v
DalSie mechanizmy Enovl-ACP
4 4 y
- . . -
Prisluiny zdroj uhlika AcYI-ACP

Malonyl-ACP
s

Malonyl-CoA
'y
MECHANIZMUS Il Acetyl-CoA
'y
Biosyntéza mastnych Kyselin Zdroj uhlika
(sacharid)

Obrazok ¢. 5: Prepojenie biosyntetickych drah PHA vyuzivajucich rozne zdroje uhlika [26]

V pripade biosyntézy kopolymérov ako je napriklad P(3HB-co-4HB) hra doleziti rolu
kombinéacia dvoch alebo viacerych uhlikatych zdrojov. Vyuzitim substratov podobnym
zlozeniu 4HB, ako su napriklad 1,4-butandiol a p-butyrolakton, v baktériach akumuluju
polyhydroxyalkanoaty s rozliénymi monomérnymi kompoziciami, priCom tieto substraty
podporuju tvorbu monoméru 4HB. Pre syntézu 3HB monomérov sa pouzivaju napr. kyslina
maslova a glukéza. Geneticky upravena baktéria Escherichia coli je zatial ako jedina
pozorovana schopna syntézy tohoto kopolyméru iba z jedného zdroja uhlika — glukozy. Po
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prvykrat bola biosyntéza P(3HB-co-4HB) pozorovana v baktérii Cupriavidus necator za
vyuzitia 4-hydroxybutyratu a 1,4-butandiolu. Detaily tejto drahy su zatial’ stale skimané [30].
Uz na uvod bolo poznamenané, ze polyhydroxyalkanoaty patria medzi zliceniny schopné
biodegradovat. Mikroorganizmy su schopné rozkladat naakumulované PHA na uhlik
a energiu. V tomto procese su vyznamné enzymy depolymerazy v bunke. Bol zmieneny fakt,
ze PHA maja v nativnom stave v bunke amorfni formu. PHA-depolymerazy zapojené do
procesu rozkladu tychto zluCenin priamo v bunke su teda Specificky orientované na
intracelularnu degradéciu a produkuje ich bunka v ktorej sa PHA §tiepi. Okrem toho v§ak mozu
byt PHA hydralyzované aj extracelularne (prostrednictvom extracelularnych PHA-
depolymeraz), pricom PHA uvol'nené z bunky je vacsinou vysoko krystalické (oznacuje sa aj
ako denaturované PHA) [22, 31].

Samotna biodegradacia PHA v prostredi bunky je zavisla od okolitych podmienok ako je
pristup kyslika ¢i vody, atiez od typu mikrobidlneho polyesteru. Proces je komplexny, ale
vieme ho rozdelit do dvoch hlavnych krokov. Najprv prebehne Stiepenie PHA na menSie
jednotky (monoméry ¢i zmes oligomérov) podla typu pracujucej depolymerazy. Potom dojde
k rozpadu na jednoduchsie zluCeniny, priCom tie sa liSia v zavislosti od pristupu kyslika.
V pripade dostato¢ného mnozstva kyslika v prostredi PHA degraduje na oxid uhlicity a vodu.
V anaerdbnych podmienkach vznika namiesto oxidu uhli¢itého metan. Zatial’ bola preukéazana
iba biodegradacia monomérov o konfiguracii R [32, 33].

2.14 Vybrané modelové baktérie

V tejto bakalarskej praci boli PHA produkované baktériami Cupriavidus malaysiensis,
Thermomonas hydrothermalis a Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1.

Thermomonas hydrothermalis (Obrazok ¢.6 a Obrazok ¢. 7) je druh y-proteobaktérie prvykrat
izolovany na Uzemi centralneho Portugalsku z hortcich prameriov. Optimalna rastova teplota
tohto termofilného mikroorganizmu je 50 °C. Baktéria je organotrofna a aerobna. Bunecna
stena obsahuje okrem proteinov a glykolipidov aj amfifilné lipopolysacharidy, ktoré chrania
organizmus v extrémnejSich podmienkach. Tato baktéria produkuje P(3HB-co-4HB) za
urcitych podmienok a s vyuzitim vhodného substratu [34, 35].

Obrazok ¢.6: Bakterialny kmen Thermomonas hydrothermalis [35]
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Obrazok ¢ 7: Baktéria Thermomonas hydrothermalis - meranie
metodou KryoSEM (obrdzok poskytia FCH VUT Brno)

Dal§im pozorovanym producentom PHA v tejto bakalarskej praci je grampozitivna
Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1. Je to taktiez termofilnd baktéria, jej optimalna
teplota pre rast je 45-50 °C a vhodné pH pre tento mikroorganizmus sa nachadza v neutralne;j
oblasti. Baktéria za pritomnosti glycerolu ako substratu syntetizuje poly(3-hydroxybutyrat), a je
tiez schopna produkcie kopolymérov a terpolymérov s vysokymi frakciami monomérov 3-
hydroxyvaleratu ¢i 4-hydroxybutyratu [36].

Rod Cupriavidus ma viacero zastupcov, pricom Cupriavidus Necator je dlhodobo skimana
baktéria syntetizujica PHA. Cupriavidus malaysiensis je novo izolovanym pribuznym
druhom. Biosyntéza P(3HB-co-4HB) je v tejto praci pozorovana v troch roznych kmerioch tejto
baktérie (DSM 25816, DSM 19379 a DSM 19416). Su to gramnegativne tyCinkovité baktérie,
ktoré netvoria spoOry a nie si patogénne [22, 37].

Obrazok ¢. 8: Cupriavidus malaysiensis pod transmisnym elektronovym
mikroskopom obsahujiice velké granule PHA [38]
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2.2 Vibracna spektroskopia

Princip vibracnej spektroskopie spociva v pozorovani rotacne-vibracnych energetickych
prechodov molekuly v zavislosti na zmene dipolového momentu molekuly. Pod vibraciou
molekuly rozumieme periodické skracovanie alebo predlzovanie vézieb medzi atomami, Ci
zmenu uhlov medzi atbmami. Medzi najviac vyuzivané metddy vibracnej spektroskopie radime
dve Siroko vyuzivané techniky — infracervenu spektroskopiu (FTIR, z angl. Fourier transform
infrared) a Ramanovu spektroskopiu [39, 40].

Infradervené Ziarenie je elektromagnetické Ziarenie, ktoré ma vinov dizku vacsiu ako viditelné
svetlo a krat§iu nez mikrovlny (760 nm — 1 mm). Pri vystaveni vzorky zdroju infraerveného
ziarenia je Cast’ energie (kvantum) pohltena latkou a zvysna energia fiou prejde alebo sa odrazi.
Nasledne vdaka tymto interakciam vieme ziskat vibracné spektrum s charakteristickymi
pasmami, ktoré nam poskytne informéacie o zlozeni latky [39].

Vibracnou spektroskopiou vieme stanovit zlozenie zmest, Strukturu molekul, funkéné skupiny,
konformacie, kvantitu latky, Studovat priebeh intramolekularnych a intermolekularnych reakcii
a iné [39, 40].

Vystupom tejto analytickej metody je spektrum analytu v infraCervenej oblasti, ktoré
predstavuje graficki zavislost' absorbancie (alebo transmitancie) na vinovej dizke Ziarenia.
Absorbancia je zaporny dekadicky logaritmus transmitancie a vinové ¢islo je prevratenou
hodnotou vinovej dizky. VInoget (vinové &islo) sa vyjadruje v reciprokych centrimetroch [41].
FTIR spektra obsahuju charakteristické absorpéné oblasti pre rozne funkéné skupiny, z ktorych
je mozné vytvorit spektralnu kniznicu ati nésledne vyuzivat pri analyze réznych inych
zluCenin obsahujucich totozné funkéné skupiny. Absorbované moze byt iba ziarenie, ktorého
energia je totozna s energiou prislusnych vibra¢nych prechodov. Tie sa pre kazdu skupinu
atomov lisia, ¢o umoziuje kvalitativnu analyzu vzoriek rozli¢nych zlucenin [42].

Vibracné spektrum vieme rozdelit na dve hlavné oblasti. Prva z nich obsahuje charakteristické
piky pre rozli¢né Specifické vazby, vd’aka ktorej vieme urcit’ pritomnost’ istej funk¢nej skupiny
v zlugenine. Pre organické molekuly ju predstavuje oblast v hodnotach 4 000-1 500 cm!
Hodnoty 1 500—400 cm! prisliichaju tzv. odtlacku prstu a tento tisek je charakteristicky pre
kazdu latku [43].

2.2.1 Metody vibracnej spektroskopie

Metody vibracnej spektroskopie st bezne pouzivané v biofyzikalnych studiach a analyzach.
Najrychlejsie a najcastejSie pouzivané metody tohto typu pre charakterizaciu polymérov su uz
spominané analytické metédy FTIR a Ramanova spektroskopia [44].

Metoda FTIR je vel'mi rychla, efektivna a nedeStruktivna. Sledujeme fiou prevazne vibraciu
polarnej vazby. Meranie moze rusit’ vzdus$na vlhkost' a oxid uhli¢ity. Ramanova spektroskopia
poskytuje dopliiujuce informacie k metéde FTIR, ide o neinvazivnu metédu fungujucu na
principe Ramanovho rozptylu, €o je neelasticky rozptyl monochromatického ziarenia (va¢§inou
laser), a pozorujeme fiou prevazne nepolarne viazby [39].

V tejto praci je pouzivana metdda infracervene] spektroskopie s Fourierovou transformaciou,
ktory vyuziva tzv. zoslabeny uplny odraz (ATR, z angl. Attenuated total reflection). ATR-FTIR
teda patri medzi reflexné spektroskopické techniky. Vyhodou metddy je minimalna priprava
vzorku pre analyzu ajeho pripadné znovu pouzitie pri opakovanom merani (metoda je

16



nedestruktivna). Pri tejto metode tiez nie su pouzivané toxické rozpustadla a samotné meranie
je mozné automatizovat’. V principe ide o znasobeny Uplny odraz Ziarenia na fazovom rozhrani
medzi meranou vzorkou a krystalom. Krystal je z materialu, ktory ma vysoky index lomu
(napriklad diamant ¢i germanium) a medzi analyzovanou vzorkou a povrchom krystalu je
dokonaly kontakt. Laserové luce musia pri dopade vyhoviet podmienke uplného odrazu.
Ziarenie prenika analyzovanym materialom, nastava vnutorny odraz a v pripade absorbovania
ziarenia vzorkou bude tato zlozka vo vyslednych odrazanych lucoch slabsia [39, 45].

Okrem toho eSte existuje aj d’alSia analyticka metoda vibracnej spektroskopie, ktora pozoruje
odraz laserového luca. V tomto pripade sa vSak Cast’ ziarenia dopadajuceho na vzorku po odraze
od castic rozptyli. Metoda teda vyuziva diftiznej reflektancie, ¢o plynie aj z jej ndzvu DRIFTS
(z angl. diffuse reflectance infrared Fourier transform spectroscopy). Meranie zavisi na vel'kosti
Castic analytu, z hl'adiska reprodukovatel'nosti experimentu je teda potrebné mat’ vo vzorkach
Castice o priblizne rovnakej vel'kosti [46, 47].

Metody vibracnej spektroskopie mozu byt zalozené aj na merani ziarenia prechadzajuceho
vzorkou. V takom pripade ide o transmisné spektroskopické techniky. NajvyuzivanejSia
metoda tohto typu vyuziva tablety krystalického KBr, ktoré si odolné voci teplu a pomocou
nich je mozné stanovit vel'ké mnozstvo rozli¢nych latok. Priprava vzoriek pre tito analyzu je
vSak naro¢na a latka KBr je navySe hygroskopicka [48].

2.3 Vyuzitie vibra¢nej spektroskopie pri analyze polyhydroxyalkanoatov

Prirodné polyméry PHA vd’aka schopnosti prirodzeného rozkladu nepredstavuju zataz pre
zivotné prostredie aich biokompatibilita umoziuje vyuzitie v medicine, farmakologii, pri
pol'nohospodarstve, v kozmetickom, alei v inych priemysloch. Problémom masovej produkcie
PHA je vsak podstatne vysSia cena oproti vyrobe syntetickych polymérnych latok, ked'ze ich
produkcia zavisi na zdroji uhlika. To sa da vyrie§it’ vyuzitim réznych odpadovych latok alebo
vedlajsich produktov z potravinarstva a agrikultury vo forme substratu pre PHA produkujuce
baktérie.

Produkcia PHA vo velkom je ale naro¢na z hl'adiska kvantitativnej aj kvalitativnej analyzy.
Metody pouzivané na presné stanovenie obsahu PHA v bunkach (najcastejSie plynova
chromatografia, d’alej s to gravimetria, UV spektroskopia, opticka fluorescencia), su velmi
zdihavé, finanéne naroéné a vyzaduju $pecificku pripravu vzoriek pre samotnu analyzu. Je
preto potrebné hl'adat’ alternativy analyzy, ktoré budu rychle, spolahlivé a vhodné na pouzitie
pri biotechnologickej produkcii PHA — jednou z moznosti je vyuzitie vibracnej spektroskopie.
Ramanova spektroskopia sa experimentalne ukazala ako vhodna metoda pri stanoveni presného
obsahu poly(3-hydroxybutyratu) syntetizovaného baktériou Cupriavidus necator HI6.
Z charakteristickych Ramanovych pikov pre P(3HB) bol zvoleny pas v oblasti 1736 cm™
pretoze v tejto oblasti nenastava interferencia pikmi inych biomolekul nachéadzajucich sa
v bakterialnej kulture (DNA, lipidy, amidy a iné). Tento pik predstavuje valencny vibracny stav
karbonylovej skupiny C=0 obsiahnutej v PHA. Ddlezitym bodom tejto analyzy bolo vytvorenie
modelov kalibra¢nych kriviek pomocou Standardov a porovnanie dat s vysledkami plynovej
chromatografie. Takto Standardizovana kalibracna krivka pre dany mikroorganizmus
a prislusné syntetizované PHA umoziiuje kvantitativnu analyzu velkého obsahu polyméru
pomocou metddy IC [1]. Podobnymi metédami bola zistovana korelacia dat ziskanych
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metddou HPLC s hodnotami pozorovanymi pri Ramanovej spektroskopii v rozli¢nych
vzorkach biomasy v dvoch d’alSich studiach [49, 50]. Vo vsSetkych tychto experimentoch bola
preukazana linearna zavislost medzi typmi analyzy (GC a IC), Go potvrdzuje vhodnost vyuZitia
metody vibracnej spektroskopie pre kvantitativau analyzu PHB v baktériach.

Vibracna spektroskopia sa da vyuzit' aj pri kvalitativnej analyze mikrobialnych polyesterov. Je
dolezité sledovat’ monomérne zlozenie v pripade heteropolymérov a krystalinitu daného PHA.
Napriek tomu, Ze sa jedna o termodynamicky nevyhodny stav, sa PHA prirodzene vyskytuje
v bunkach prevazne v amorfnej forme, ktora prirodzene vykazuje podstatne lepsiu elasticitu
a flexibilitu ako Cistd krystalicka forma. Rozli§it kryStalicky aamorfny stav
polyhydroxyalkanoatov je preto nevyhnutné pre ich naslednti materialnu aplikéaciu — krystalické
polyméry sa t'azsie spracuvaju a su krehké, preto je potrebné skamat’ sklony PHA k prechodom
z amorfnych na kryStalické Struktary (a naopak), schopnost’ ovplyvnit tieto deje a analyzu
krystalinity, ¢i uz v biomase alebo v extrahovanom bioplaste [6, 19]. Vieme, ze pri analyze
pomocou metody FTIR je vibradni pas pre skupinu C=0O (estery) v oblasti 1 725—1 740 cm™..
V pripade, ze je tento pik viditeI'ne asymetricky a nakloneny vpravo je PHA v krystalicke;j
forme — ide o vizudlne vyhodnotenie spektra. Predchadzajuce studie vSak zistili aj
charakteristicky vibracny pas pre amorfny stav P(3HB) metédou FTIR, ktorého pik lezi na
1 180 cm’!, zatial' o vibratné pasy typicky spojené s krystalinitou su v usekoch 1276 cm™
a 1227 cm’. Intenzita oboch tychto pasov v danej $tadii klesala s klesajucim obsahom
monoméru 3HB v kopolyméri P(3HB-co-4HB) [36].

Taktiez boli identifikované aj dalSie piky zavislé na monomérnom zlozeni polyméru (vid
Obrazok &. 9 a Obrazok &. 10). Pozorovany bol napriklad pik 2 964 cm™!, ktory rastol so
stupajucim frakénym obsahom monoméru 4HB. S mnozstvom 4HB monomérnych jednotiek
v kopolyméri zacal rast’ aj pik slabsej intenzity o hodnote vinogetu 1358 cm’!, pri¢om pik
nachadzajtci sa tesne vedla (1 378 cm™) sa vo vzorkach s vyssou koncentraciou 4HB vytratil.
Pri pozorovani spektier v nizSich hodnotach vlnocetu boli najsignifikantnejSie zmeny
v oblastiach 756 cm™ a 514 cm™!. Zatial ¢o sa intenzita piku 756 cm™! so stupajticim mnozstvom
4HB v kopolyméri zvySovala, vo vzorkach s mensim mnozstvom 3HB pik 514 cm™! takmer
uplne zmizol. Podl'a tychto zisteni boli vyberané aj hodnoty analyzovanych pikov v tejto
bakalarskej praci [36]. Zmenou monomérneho zlozenia bola v tomto experimente pozorovana
aj zmena krystalickej mriezky z P(3HB) na P(4HB) za pritomnosti istych deformacii, ¢o
potvrdilo fakt, ze tieto dva krystality nie su §truktirne izomorfné. Percentualna kvantifikacia
krystalinity a detailnejsi morfologicky tvar bioplastu vSak neboli touto metddou ziskané.
Vysledky boli pozorované pri analyze vyextrahovaného a purifikovaného polyméru vo forme
polymérneho filmu [36].

Kinetika kryStalizacie PHA v biologicky deaktivovanej baktérii Cupriavidus necator H16
uchovavanej v kyslom prostredi bola taktiez uspesne skimana metdédou FTIR in-situ [51].
Okrem toho bola pozorovana dehydratacia vzoriek a krystalizacia PHA pomocou metédy ATR-
FTIR. V tejto studii sa sledovali dve sady vzoriek — okrem klasického biopolyméru v baktériach
experiment zahftial aj bunky predtym podrobené stresovym faktorom ako si zmena pH alebo
zmena teploty. Z vysledkov vyplyva, ze PHA v baktériach, ktoré predtym neboli vystavené
extrémnym podmienkam, nekryStalizuje pri beznom vysychani vzorky. Av§ak na druhej strane,
nie vSetky vzorky v pripade vystavenia baktérii nepriaznivym podmienkam podliehali
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krystalizacii. Bolo zistené, ze pre samotnu krystalizaciu PHA nestaci koagulacia inkluzii
v bunkéach, ale dolezitu rolu hra aj intragranularna voda, ktord ma plastifikacny ucinok na
polymér [19].
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Obrazok ¢ 9: Zmeny v intenzitach a posunoch pikov pozorované v §tudii [36]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemikalie, pristroje a baktérie pouzité pri praci
3.1.1 Zoznam chemikalii

1,4-butandiol (Sigma-Aldrich)

Citrat zelezito-amonny (Fluka)

Dihydréat chloridu vapenatého (Lach-Ner)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich)
Dusi¢nan amonny (Lach-Ner)

Glycerol bezvody (Lach-Ner)

Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich)
Hydroxid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chloroform (Penta)

Isopropylalkohol (Penta)

Kyselina benzoova

Kyselina sirova

Methanol

Nutrient Broth (Himedia)

Roztoky stopovych prvkov

Siran amonny (Sigma-Aldrich)

Trypton (Sigma-Aldrich)

Yeast Extract Powder (Himedia)

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Zoznam pristrojovej techniky

Analytické vahy, Boeco

Autoklav

Centrifuga, Boeco U-32R

Centrifuga, Hettich MIKRO 200

FTIR spektrofotometer Nicolet iS50, ThermoFisher Scientific
Inkubator, LTE Scientific, IP60

Laboratorne sklo a d’alSie laboratorne pomdcky
Laboratorne vahy, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH
Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments
Magneticka mieSacka, Lavat

Plynovy chromatograf, GC-FID, Thermo, TRACE 1300
Soxtherm, Gerhard

Temperovana trepacka, Heidolph1000, Labicom s.r.o
Termoblok, Stuart, SBH130D

Termostat, LS-35
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Tlakovy steriliza¢ny hrniec, Orava
Vortex, Heidolph Reax Top

3.1.3 Pouzité baktérie

V tejto bakalarskej praci boli pouzité baktérie Cupriavidus malaysiensis (kmene DSM 19416,
DSM 19379 a DSM 25816) a Thermomonas hydrothermalis (DSM 14834), ktoré boli zakupené
od Leibnitz Institut DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures. Dal3ou
kultivovanou baktériou je Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 (CCM 8960) z Ceskej zbierky
mikroorganizmov, ktory bol izolovany na Fakulte chemickej VUT v Brne.

3.2 Kultivacie baktérii

Kryoskiimavky o objeme 1,5 ml obsahujuce dané kmene baktérii s kryoprotektantom boli
skladované pri —80 °C v mraznicke. Pred oCkovanim boli vybrané a prirodzene zahriate na
izbovu teplotu. Celkovo boli pripravené dve identické sady kultivacii baktérie Aneurinibacillus
thermoaerophilus H1, po jednej kultivacii vSetkych troch kmenov Cupriavidus malaysiensis
a jedna kultivacia baktérie Thermomonas hydrothermalis.

Baktérie maju pri kultivacii rozlicné optimalne teploty pre rast:

Cupriavidus malaysiensis 30 °C
Thermomonas hydrothermalis 50°C
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 45 °C

3.2.1 Inokulum

Priprava inokula pre baktérie je prvym krokom k produkcii biomasy. Najprv bolo pripravené
médium Nutrient Broth o koncentracii 25 g-1"! v destilovanej vode, ktoré sa rozdelilo po 50 ml
do Erlenmeyerovych baniek (100 ml). Tie boli nasledne zaStuplované, prekryté alobalom
a takto pripraveny roztok NB sa podrobil sterilizacii v tlakovom hrnci.

Po sterilizacii bolo do baniek s NB zahriatych na optimalnu rastovu teplotu organizmu
pomocou termostatu (vhodné prostredie pre jednotlivé termofilné baktérie) zaockovanych
0,5 ml baktérii z kryoskimavky v sterilnom laminarnim boxe. Pripravené inokula sa nechali
24 hodin zobudzat na temperovanej trepacke pri 180 rpm a pri optimalnej teplote daného
bakterialneho kmena. Nasledne bolo zaockované inokulom produk¢éné mineralne médium (vid'.
podkapitola 3.2.2).

Nutrient Broth obsahuje latky:

Beefextract 10 g1
Pepton 10 g1
NaCl 591"

3.2.2 Mineralne médium a substraty

Boli pripravené Specifické zivné média pre kazdého producenta. Do Erlenmeyerovych baniek
(250 ml) bolo danych po 100 ml mineradlneho média (zlozenie je v tabulke ¢.1). Do takto
pripravenych médii boli pridané substraty o roznych koncentraciach (vid' tabulka €. 2), ktoré
predstavovali nadbytok uhlika, a teda prekurzor pre biosyntézu PHA danymi baktériami.
Mineralne média boli taktiez vysterilizované v tlakovom hrnci. V pripade kultivacii baktérie
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Thermomonas hydrothermalis bola pouzitelna iba vzorka so substratom 1,4-butandiol, na
substrate y-butyrolakton bakteridlny kmen nerastol.

Tabulka 1: ZloZenie minerdlnych médii pre jednotlivé mikroorganizmy

Zlozenie mineralneho média
Cupriavidus malaysiensis Thermomonas Aneurinibacillus
(DSM 19379, DSM 19416, hydrothermalis (DSM thermoaerophilus H1 (CCM
DSM 25816) 14834) 8960)
KH>PO4 1,02 g |KH2PO4 1,5g | KH2PO4 1,5¢g
Na,HPO4 12H,O| 11,1 g [NapHPO4 12H,O| 9,0 g | Na,HPO4 12H>O 90¢g
MgSO4-7H20 0,2g |MgSO4 7H,0O 0,2g |MgSO4 7H,0O 02¢g
(NH4)2S04 30g |NH4CI 1,0g |NH4NO3 10g
MES 1 ml  |FeNHy citrat 0,012 |Fe"NHy citrat 0,0012 g
destilovand voda | 1 000 ml | CaCl,-2H>O 0,02g |CaClx-2H.0 0,02 g
TES 11 1 ml Trypton 05¢g
destilovand voda | 1 000 ml |TES II 1 ml
destilovand voda | 1 000 ml

Tabulka 2: Pridavky substrdtov

Koncentracie substratov

Producent L4 F;tla_lﬁdwl glycerol [g1"] | 7 but[3glr.i)_112]1kton
Cupriavidus malaysiensis (pre | a 8 - -
kazdy kmeri) b - - 8
Thermomonas hydrothermalis | th 8 - -
ci 4 2 -
Aneurinibacillus = 4 4 -
thermoaerophilus H1 & 4 6 -
c4 4 8 -
Cs 4 20 -

Zlozenie roztokov stopovych prvkov:

TES I

o EDTA 50 g1t
o FeCls 8,3 gl!
o ZnCh 0,84 g-1'!
o CuCl2'2 H:O0 0,13 g1
o CoCl2'6 H2O 0,1 g1t
o MnClz 6 H;O 0,0161

° H3BOs3 0,1 g-1"!
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MES

o FeCls-6H>0O 9,7¢

o CaCl,'2H;0O 78 ¢g

o CuS045H>0 0,156 g

o CoCl22H>0 0,119 ¢

o NiCl*4H>0O 0,118 g

o 0,1 M HCI 1000 ml

3.2.3 Ockovanie

Do pripraveného produkéného média bolo zaockované narastené inokulum (5 objemovych %).
Nasledovala kultivacia na vyhriatej trepacke (podl'a potreby mikroorganizmu) pri 180 rpm po
dobu 72 hodin. Celkovo bolo z kazdej koncentracie po tri Erlenmeyerove banky — triplety.

B

Obrazok 11: Erlenmeyerove banicky s nakultivovanymi baktériami

3.2.4 Priprava susenej biomasy

Z narastenych kultar bolo odobranych 10 ml objemu do centrifuga¢nych skimaviek. Prebehlo
odstredenie po dobu 5 minat pri 5000 rpm. Usadend biomasa bola zliata a premyta
destilovanou vodou. Rozsuspendovanim na vortexe vznikla zmes, ktora bola opat
scentrifugovana. Tento proces precistenia bol zopakovany este raz. Takto pripravena biomasa
v skimavkach bola umiestnena do susiarne. VysuSena biomasa bola zvazena a pouzitd pri
analyzach GC-FID a ATR-FTIR.

3.2.5 Rastova krivka
Boli tiez prichystané kultivacie pre rastovu krivku baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus
H1 podla vyssie uvedenych tabuliek pre rozdielne koncentracie glycerolu (c; — ¢s) (vid kapitola
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3.2.2). Takto zaoCkované kultury boli mieSané na vyhriatej trepacke a odoberalo sa z nich
v dubletoch po 10 ml do oboch skimaviek v ¢asovych intervaloch: 12, 24, 36, 42, 48, 60, 66
a 72 hodin. "V samotnej analyze boli vynechané kultivacie v Casoch 42 a 66 hodin.

Odobrané vzorky sa scentrifugovali, pri 6 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant bol zliaty
a biomasa bola premyta 3 ml destilovanej vody. Po opédtovnej centrifugécii a zliati supernatantu
boli skimavky umiestnené do suSiarne a nasledne bola sucha biomasa zvazena a podrobena
GC-FID a ATR-FTIR analyze ako vSetky ostatné vzorky.

3.3 Analyza biomasy obsahujicej PHA
3.3.1 Spektrofotometrické stanovenie rastu bakterialnych kultar

Meranim absorbancie vieme zistit' priblizné zmeny koncentracii v pripravenych vzorkach

ajedna sa tak o dodatkovt analyzu bakterialnych kultar. Pri vhodne zvolenej vinovej dizke

630 nm bola v kremennych kyvetach zmerand absorbancia vybranych narastenych médii.

Meranie jedného vzorku prebehlo dvakrat az trikrat. Ako blank bol pouzity pufr PBS (pH 7,42).
Zlozenie PBS na 1 | destilovanej vody:

Na;HPO4-2H>0 144 ¢
NaCl 8,0¢g
KCl 02¢g
KH2PO4 0,24 ¢

3.3.2 Gravimetrické stanovenie biomasy

Vysu$ené vzorky biomasy ziskané z odobranych 10 ml kultiry boli zvazené na analytickych
vahach. Tymto postupom vieme zo ziskanych dat jednoducho stanovit hmotnost celkovej
biomasy gravimetricky.

3.3.3 Esterifikacia a plynova chromatografia

VysuSena biomasa obsahujica PHA bola pre ucely kvantitativnej a kvalitativnej analyzy
podrobené plynovej chromatografii. Vzorky v§ak museli byt pre dant analyzu pomocou GC-
FID upravené. Bolo potrebné previest PHA na prchavé methylestery, takze boli vzorky najskor
podrobené transesterifikacii.

Malé mnozstvo vysuSenej biomasy o hmotnosti 8—11 mg bolo v dupletoch navazené na
analytickych véahach do krimpovacich vialiek. Pridal sa 1 ml chloroformu a 0,8 ml tzv.
transesterifikanej zmesi. T4 je zlozena z 5 mg/ml kyseliny benzoovej ako interného bunecného
Standardu (ISTD) a 15% kyseliny sirovej v methanolu. Takto pripravené vialky boli uzavreté
Specialnymi vrchnacikmi pomocou krimpovacich kliestov a podrobené trojhodinovej
esterifikacii v termobloku pri 94 °C.

Po vychladnuti boli vialky zbavené vrchnéacikov a vzorky boli preliate do vacsich sklenenych
vialiek. Na precistenie bolo k vzorku pridanych 0,5 ml 50 mM NaOH. Po premieSani a odstati
sa vytvorili dve faze — vodna a organicka. Vodna faza obsahujica NaOH sa nachadzala hore,
zatial' Co spodna faza obsahovala chloroform s rozpustenymi PHA.

Do chromatografickych vialiek bolo napipetovanych 0,9 ml isopropanolu a 50 ul spodnej faze
obsahujucej methylestery. Takto pripravené vzorky boli podrobené chromatografickej analyze.
Zarovenl boli analyzované Standardy, ateda Cisty kopolymér o koncentracii 2—10 mg/ml,
z ktorého vznikla pomocou softwaru kalibra¢na krivka.

25



3.34 ATR-FTIR

Malé mnozstva vysusSenej biomasy kazdého vzorku sa odobrali do Eppendorfovych skimaviek.
Vysusena biomasa bola analyzovana na spektrofotometri Nicolet iS50 spolocnosti
ThermoFisher Scientific. Na meranie tejto metody bol pouzity nastavec ATR-FTIR. Bol
spusteny software OMNIC a nastavené podmienky merania (32 skenov o rozliseni 4 cm™).
Blank experimentu bol vzduch. Bolo zmerané pozadie (blank) a skontrolovana jeho spravnost’,
pretoze nadmerné mnozstvo vody alebo COz vo vzduchu, ¢i znecistenie kryStalu ovplyviluje
vysledné meranie. Malé mnozstvo biomasy bolo nanesené na krystal spektrofotometru
a nasledne bola prevedena spektralna analyza kazdého vzorku trikrat az patkrat, podl'a potreby
a tiez podl'a dostupného mnozstva pripravenej biomasy. V pripade merania rastovej krivky bolo
dostupné iba malé mnozstvo biomasy z kazdej vzorky postaujice na jedno zmeranie spektra.

Obrdzok ¢. 12: Spektrofotometer Nicolet iS50

Obrazok ¢. 13: Eppendorfove skumavky obsahujiice
vysuSenu biomasu pripravenii k analyze metodou
ATR-FTIR
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Rastova krivka baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

Popri ostatnych kultivaciach bol pozorovany aj rast biomasy a akumulacia PHA v baktérii
Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 v zéavislosti na dobe kultivacie. Experiment bol
prevedeny s kultivaciami H1 o roznych koncentraciach (vid' kapitola 3.2.5). Z vysledkov
plynovej chromatografie a dopocitanych potrebnych hodndt boli vytvorené grafy zavislosti
akumulovaného PHA v biomase a celkového mnozstva narastenej biomasy na kultivacnej

dobe.
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Obrazok ¢. 18: Rastova krivka pri koncentrdcii glycerolu 20 g/l
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Tabulka 3: Obsah 4HB monoméru v mol. % dopocitany z GC analyzy

4HB frakcia v kopolyméri [mol. %]

Koncentracia

glycerolu [g/1] 2 4 6 8 20
12h 4.85 - - - -
24 h 17,15 | 3,02 1,98 0,75 -
36 h 40,38 | 19,58 | 5,11 1,91 0,65
48 h 4338 | 2023 | 824 | 12,39 | 0,73
60 h 4398 | 1922 | 899 | 14,21 | 0,66
72 h 4333 | 19,35 | 9,38 | 12,67 0,6

Pomocou rastovych kriviek bol sledovany rast biomasy a v nej obsiahnutého PHA. Pri
kultivacii boli pouzité dva substraty (vid’. kapitola 3.2.5), priCcom sa menila iba koncentracia
glycerolu a koncentracia 1,4 butandiolu bola konstantna. Z vyslednych grafov plynie, ze za
pritomnosti vy§Sej koncentracie glycerolu bol podporeny rast kultiry, a teda zaroven aj
mnozstva PHA obsiahnutého v biomase. Najlepsie je tento fakt viditeI'ny pri porovnani grafu
narastenej biomasy za 72 hodin o koncentracii glycerolu 20 g/1 (vid’ obrazok €. 18) s ostatnymi
rastovymi krivkami. Na vSetkych grafoch (obrazky 14 az 18) stipalo mnozstvo PHA pomerne
rovnakym trendom ako rastla biomasa. Na krivkach je vidno obc¢asny vykyv od tohto trendu
hodnét, ktory modze byt spOsobeny zlym odobranim vzorky v dany c¢as (nepremiesanie
kultiva¢nej banicky) alebo chybami pri vazeni (vzhl'adom k vel'mi malym mnozstvam vzorku).
Ako uz bolo spomenuté v kapitole 3.2.5, vzorky boli odoberané do dvoch paralelnych
skamaviek. Po vysuseni biomasy v§ak bolo analytu v skimavkach tak mélo, ze musel byt pre
zvazenie a d'alSiu pracu so vzorkami (GC) prevedeny na jednu vzorku. To vysvetluje absenciu
odchyliek vo vypoctoch a nasledne teda aj chybovych useciek v samotnych grafoch.

Plynovou chromatografiou bol zisteny obsah 4HB a 3HB monomérov v kazdej z biomas.
Vysledky pre monomér 4HB su zhrnuté v tabul'ke €. 3. V pociato¢nych hodinach kultivacne;j
doby kultara neobsahovala PHA. Okrem vzorky s pouzitim glycerolu o koncentracii 2 g/l
nebolo v ziadnej vzorke zistené zastipenie monoméru 4HB ani po 12 hodinach (prvy odber
biomasy z kultiva¢nej banicky).

7 dat GC vyplyva, ze najviac mol. % 4HB obsahoval kopolymér pri koncentracii
glycerolu 2 g/l. Obsah 4HB samozrejme stupal s dobou kultivacie pri kazdej z koncentracii. So
stupajucim mnozstvom glycerolu vo vzorke vSak obsah 4HB v kopolyméri klesal, ¢o je dané
faktom, ze pre podporu syntézy tohto monoméru je vhodnejsi prekurzor 1,4-butandiol. Ten bol
vSak v kazdej kultivacii orovnakej] koncentracii (4 g/1). Glycerol je naopak vhodnym
substratom pre tvorbu 3HB monomérov.

Zo vzoriek rastovej krivky boli orientacne premerané aj spektra metodou ATR-FTIR, ktoré sa
nasledne pouzivali pri analyze spektralnej rady pre baktériu H1.

4.2 Meranie optickej hustoty bakteridlnych kultar

Opticka hustota narastenych mineralnych médii bola zmerana pri vlnovej dizke 630 nm za
pouzitia PBS ako blanku. Vzorky boli zriedené podl'a potreby na 1 ml do kremennej kyvety —
absorban¢né hodnoty musia byt mensie 1. Kultury s vizudlne nizkym zakalom boli riedené
v menSom meritku, aby bolo naopak mozné namerat’ absorbancie vécsie ako hodnota 0,1.
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Meranie kazdého vzorku bolo prevedené dvakrat alebo trikrat. Vypocitala sa priemerna hodnota
absorbancie, ta sa prepocitala na vysledni hodnotu ajej odchylku. Zhrnutie vSetkych
vyslednych hodnoét a riedeni je v tabul'kach 4 az 6.

Tabulka 4: Zhrnutie vysledkov merania optickej hustoty biomasy baktérie H1

1. sada Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

gly+1,4BD [g/1]] | Priemerna A [-] Riedenie Y&;iﬁg&a Odchylka [-]
2+4 0,585 10x 5,85 0,46
4+4 0,641 10x 6,41 1,59
6+4 0,824 10x 8,24 0,85
8+4 0,765 10x 7,65 1,41
20+4 0,952 10x 9,52 0,57

2. sada Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

gly+1,4BD [g/1]] | Priemerna A [-] Riedenie Y&;ggg&a Odchylka [-]
2+4 0,229 50x 11,47 3,06
4+4 0,126 50x% 6,32 2,11
6+4 0,230 50x 11,50 1,20
8+4 0,210 50x 10,50 1,82
20+4 0,212 50x 10,60 6,32

Tabulka 5: Zhrnutie vysledkov merania optickej hustoty biomasy baktérii druhu Cupriavidus
malaysiensis

C . , , , ’
Kmeit Typ, substratu Priemerna Riedenie Vysledna |Odchylka
substratu /1] A [-] hodnota [-]

1,4BD 8 0,024 20~ 1848 0.48
DSMI9379 51 8 0,913 20~ 1825 0,12
1,4-BD 3 0,707 20~ 14,15 021

DSM 19416 51 8 0,933 20~ 18,66 0,11
1,4-BD 3 0,533 20~ 10,66 0,80

DSM 25816 &7 8 0,936 20~ 18,73 0,22

Tabulka 6: Opticka hustota pre Thermomonas hydrothermalis

Thermomonas hydrothermalis
Priemerna A | . . Vysledna ,
1,4BD [g/1] L] Riedenie hodrnota Odchylka [-]
8 0,211 50x 10,53 2,51
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4.3 Gravimetrické stanovenie biomasy

Biomasa vzniknutd z vysusenia 10 ml bakterialnej kultiry bola zvazena a jednotlivé triplety
boli spriemerované. Vypocitala sa relativna odchylka a prepocitala sa hmotnost biomasy
v celkovom objeme na prislusni koncentraciu v g/l. V pripade sady ¢. 1 baktérie H1 boli
k dispozicii iba vysledné hodnoty biomasy vo vzorke, co vysvetluje absenciu odchylok v tejto
rade. Vysledky su uvedené v tabul’kach 7 a 8.

Tabulka 7: Prehladné zhrnutie hmotnosti pripravenych biomds

I sada Aneurzm'baczllus 2. sada Aneurinibacillus thermoaerophilus H1
thermoaerophilus H1

Biomasa Biomasa ,

gly+1,4BD [g/1] /1] gly+1,4BD [g/1] /1] Odchylka
2+4 1,62 2+4 2,17 0,32
4+4 1,39 4+4 1,37 0,46
6+4 1,38 6+4 2,20 0,26
8+4 1,96 8+4 2,07 0,15
20+4 1,75 20+4 1,60 0,10

Cupriavidus malaysiensis

Kmer Typ substratu | ¢ substratu [g/1] Blfz;lla]lsa Odchylka
1,4-BD 8 2,50 0,20
DSM 19379 v-BL 8 5.70 0.10
1,4-BD 8 7,00 0,20
DSM 19416 v-BL 8 417 0.25
1,4-BD 8 5,83 0,15
DSM 25816 v-BL 8 133 0,32

Tabulka 8: Vysledky merania pre Thermomonas hydrothermalis

Thermomonas hydrothermalis
1,4-BD [g/1] | Biomasa [g/l] | Odchylka
8 1,70 0,61

Porovnanim vysledkov zo spektrofotomertickej a gravimetrickej analyzy by mala byt
potvrdena korelacia dat. To vSak nebolo uplne preukazané v pripade nasho merania. Napriklad
v pripade baktérie H1 sa nie vzdy preukazala vyssia vysledna hodnota absorbancie pri vysSom
mnozstve biomasy v kultivacii, ako by to bolo ofakavané. Naopak niektoré hodnoty pri
vzorkéach s vy§§im obsahom biomasy mali nizsie hodnoty ziskané zo spektrofotometrického
stanovenia oproti vzorkam s men§im mnozstvom biomasy.

Najviac biomasy vyprodukovala baktéria C. malaysiensis (konkrétne kmen 19416) na substrate
1,4-butandiol. Tato baktéria celkovo produkovala viac biomasy ako baktérie H1, ¢o je mozné
pozorovat’ aj na nameranej optickej hustote pre tieto kultivacie — zo vSetkych pozorovanych
MO boli hodnoty tejto rady najvysSie.
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4.4 Vysledky plynovej chromatografie

Dalezitou analyzou, ktora presne stanovila mnozstvo PHA v biomase a monomérne zastupenie
v kopolyméroch bola GC-FID. Paralelne pripravené vzorky vysusenej biomasy boli nachystané
podl'a navodu v kapitole 3.3.3 a podrobené analyze plynovou chromatografiou. Kalibra¢né
krivky pre vypocet a analyzu vzoriek z GC-FID boli ziskané z nameranych dat Standardov
a zostrojené softwarom. Za pomoci prislu§nych rovnic kalibraénych priamok boli prevedené
vypocty potrebnych hodnot. Vypoctami sa zistilo percentualne zastipenie zloziek 3HB a 4HB
v kopolyméri a celkové mnozstvo PHA obsiahnutého v susine.
Vsetky vysledky a vypocty st uvedené v tabul'kach 9 az 11. Vysledky plynovej chromatografie
su v d’alSej kapitole porovnavané s vysledkami metédy ATR-FTIR.

Tabulka 9: Vysledky plynovej chromatografie pre kultivaciu Thermomonas hydrothermalis

1,4-BD | Biomasa 4HB Vo Odchylka Priemer Odchylka | Celkovy obsah PHA
[ | [z | opobymen | “upp | PHA N Thia v biomase [g/1]
£ £ [mol. %] [%] g
8 1,70 81,14 5,36 23,73 6,54 0,40
Tabulka 10: Vysledky plynovej chromatografie pre obe sady kultivacie baktérie A. thermoaerophilus
1. sada Aneurinibacillus thermoaerophilus H1
gly+1 4BD | Biomasa | BV o qehylka | PICMET | 0gehylka | CClkovY obsah
[e/1]] /1] opolyméri AHB PHA PHA PHA v biomase
[mol. %] [%] [¢/1]
2+4 1,62 62,64 6,23 32,63 0,66 0,53
444 1,39 41,61 5,77 27,21 1,44 0,38
6+4 1,38 33,48 13,28 25,53 3,13 0,35
8+4 1,96 33,86 - 24,72 - 0,48
20+4 1,75 1,30 0,36 25,96 5,29 0,45
2. sada Aneurinibacillus thermoaerophilus H1
gly+14BD | Biomasa | | 110 ¥ | Odchylka | "HeM" | Odehylka Celkovy obsah
[e/1]] [e/1] opolyméri ALB PHA PHA PHA v biomase
[mol. %] [%] [o/1]
2 2,17 64,66 4,55 38,94 1,96 0,84
4 1,37 6,66 1,03 34,58 3,63 0,47
6 2,20 7,81 8,94 38,04 6,52 0,84
8 2,07 0,79 0,12 47,20 1,80 0,98
20 1,60 0,78 0,11 40,04 5,24 0,64
Tabulka 11: Vysledky plynovej chramatografie pre vzorky baktérie C. malaysiensis
| subs. | Biomasa |, HBY | ogeh. | Priemer | o4, | Celkovy obsah
Kmen c=8 ol (/1] kopolyméri ALB PHA PHA PHA v biomase
& & [mol. %] [%] [e/1]
CM | 14-BD 2,50 18,22 2,02 30,81 1,51 0,77
19379 | y-BL 5,70 9,38 0,07 53,95 | 21,54 3,08
CM | 14-BD 7,00 15,73 1,27 19,17 1,55 1,34
19416 | y-BL 4,17 9,62 0,23 40,95 3,77 1,71
CM | 14-BD 5,83 7,65 0,18 12,19 0,29 0,71
25816 | y-BL 1,33 9,59 0,16 42,79 4,09 0,57
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Z vysledkov plynovej chromatografie vyplyva, ze pre baktériu H1 so zvySujucou sa
koncentraciou glycerolu vo vzorke mnozstvo monoméru 4HB klesa (rovnako ako pri rastovej
krivke vytvorenej pre tento mikroorganizmus). Najvacsi podiel mol. % 4HB bolo pozorované
v baktérii Thermomonas hydrothermalis. Cupriavidus malaysiensis obsahoval v kopolyméri
vacsie mnozstva 4HB vo vzorkach vyuzivanych substrat y-butyrolakton.

4.5 Vysledky vybranej metédy vibracnej spektroskopie ATR-FTIR

Metédou ATR-FTIR sa sledovali vibraéné stavy molekul a charakteristické pasy pre IC
polyhydroxyalkanoatov. SuSenti biomasu nebolo treba pred analyzou na ATR krystali nijak
upravovat. Konkrétne pasy a piky pre spracovanie boli identifikované a vybrané podla
predchadzajucich §tadii (vid’ kapitola 2.3) a tiez vizualneho zhodnotenia nameranych spektier.

4.5.1 Opis spektra a charakterizacia vybranych pikov pre analyzu PHA v biomase

Identifikacia pikov a oblasti spektra bola teda prvym krokom k Gispesnej analyze vzoriek FTIR.
Na obrazku ¢. 19 mame priklad spektra biomasy obsahujucej kopolymér P(3HB-co-4HB). Je
to spektrum vzorky z merania druhej sady biomés ziskanych kultivaciou baktérie HI (konc.
glycerolu je 2 g/l). Z vysledkov plynovej chromatografie vieme, ze vzorka obsahuje vyssiu
frakciu monoméru 4HB.
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Obrazok ¢. 19: ATR-FTIR spektrum vybranej vzorky o koncentracii glycerolu 2 g/l z druhej
kultivacnej sady H1

V spektre je v rozpiti 3 500-3 000 cm™ pozorovany pomerne §iroky pas, v pripade referencne;
vzorky s nizkou intenzitou absorbancie. V tychto oblastiach nastavaju vibracie vézieb skupin
O-H. Sirka pasu by mohla nasvedGovat’ tomu, Ze sa jedna ako o viazané (tvorba vodikovych
mostikov), tak 1 o neviazané skupiny O-H.

Nasleduje o nie¢o va&si pik pri vinogetoch 2 9002 700 cm™. Absorbuju tu najméi methylové
skupiny -CH3. ale tiez skupiny -CH>. Ide teda o vibraciu alifatickej vazby C-H v nenasytenych
a nasytenych uhl'ovodikoch. Pik v danom referencnom spektre je mierny, rozne PHA vSak
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obsahuju tieto typy védzieb v roznej kvantite a jeho intenzita (a aj tvar) sa v zavislosti na tom
modze menit.

NajvyraznejSim, az hladiska analyzy PHA tiez jednym znajdolezitejSich pikov, je pik
o hodnote vinodetu 1720 cm’. Absorbancia v tejto oblasti (1 720~1 740 cm™) vSeobecne

prislicha valencnym vibraciam viazby C=0 réznych karboxylovych skupin. V pripade PHA sa
jedna o valen¢né vibracie vazby C=0 v esteroch.

Ked'ze boli polyhydroxyalkanoaty analyzované in-situ (bez extrakcie z biomasy), v spektrach
su viditeI'né aj dva charakteristické piky pre zvysky biomasy. V oblastiach tzv. amidu I (1 650
cm™) a amidu IT (1 540 cm™) dochadza k vibraciam vizby N-H typickych pre tieto zligeniny.

Od hodnét 1 500 cm™ a nizsie je uz pozorované typické spektrum pre polyhydroxyalkanoaty
(oblast’ odtlacku prsta). Dolezity pik mdzeme vidiet pri hodnote vinodetu 1359 cm™.. Ten je
podl'a studie [36] charakteristicky pre 4HB, takze je dobre pozorovatelny v naSom spektre
kopolyméru s va¢§im obsahom monoméru 4HB.

Cel4 oblast od 1320 cm™ az po 1 100 cm™ predstavuje natahovanie vizieb C-O-C a C-C-O.
Okrem iného sa v tejto Casti spektra v naSom merani mozu vyskytovat aj vibracie jednoduchych
vazieb C-O, prisluchajuce zlucenindm z biomasy ako su napriklad polysacharidy ¢i lipidy.
Vzniknuty pik v oblasti 1 270 cm™ v pripade PHA spektra byva charakteristicky pre krystalicku
formu polyméru.

Amorfnu formu vo vzorke kopolyméru mozeme sledovat pikom o hodnote 1160 cm™.

Pik 755 cm’!, posledny vyznaceny pik v referenénom spektre, bol odpozorovany v nameranych
spektrach. Jeho intenzita sa vizualne menila stypom analyzovanej vzorky a suvisi
s monomérnym zlozenim kopolyméru P(3HB-co-4HB), a teda obsahom 3HB a 4HB.

Spektrum na obrazku ¢. 19 bolo popisané zhladiska rozli¢nych skupin a pasov
charakteristickych ako pre kopolymér, tak i pre biomasu, avSak je vhodné porovnat ho so
spektrom homopolyméru a popisat’ zakladné rozdiely. Na obrazku ¢. 20 je preto priklad
nameraného IC spektra pre takyto typ vzorky. Ide o vzorku s najvy$$ou koncentraciou glycerolu
ako substratu (20 g/l). Podl'a vysledkov z chromatografickej analyzy (Tabulka 10: Vysledky
plynovej chromatografie pre obe sady kultivacie baktérie A. thermoaerophilus) sa v kopolyméri tejto
vzorky nachadza len vel'mi malé, zanedbatelné mnozstvo 4HB monoméru. Vo vzorke sa teda
nachadza takmer Cisty homopolymér P(3HB). Na obrazku su zltym podfarbenim vyznacené
piky, ktoré v predchadzajiicom spektre prislichajicemu kopolyméru pozorovatelné neboli.

V porovnani so spektrom na obrazku ¢. 19 mdézeme uz na prvy pohl'ad vidiet rozdielne intenzity
absorpcie v urcitych oblastiach. Rozdielom je napriklad podstatne vyssi absorp¢ni pas v oblasti
vibracii viazby O-H (3 500-3 000 cm™). Nastali aj posuny pikov v oblasti 2 9002 700 cm’!
(vid’ priloha obrazok €. 32).

O prevahe 3HB monomérov vo vzorke nasvedCuje najmé vysoka intenzita piku o vinocete
1 380 cm'!. Ten méze posluzit k detekcii mnozstva 3HB vo vzorke a to preto, lebo ide o kyvavu
vibraciu (z angl. rocking) methylu, kde sa pohybuju tri atomy vodiku v -CH3 smerom nahor
a nadol (oznacované aj ako dazdnikovy pohyb, z angl. umbrella effect).
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Obrazok ¢.20: ATR-FTIR spektrum vybranej vzorky o koncentracii glycerolu 20 g/l z 2. kultivacnej
sady H1

Okrem iného sa v spektre nachadza pik 1230 cm™. Ten je podobne ako pik 1270 cm
charakteristicky pre kryStalicka formu. Oproti piku pre krystalickt formu kopolyméru P(3HB-
co-4HB) teda nastal posun o priblizne 40 cm™'.

Rovnako moézeme pozorovat' rozdiel medzi pikom amorfnej formy pre homopolymér a pre
kopolymér. Zatial' ¢o v pripade kopolyméru sa tento pik objavil na vinogete 1160 cm™,
v pripade homopolyméru na obrazku &. 20 je posunuty na hodnotu 1 180 cm™. Tato zmena bola
taktiez pozorovana v uz spominanej studii [36] a m6zeme ju tiez vidiet na obrazku ¢. 9. Na
rovnakom obrazku je mozné pozorovat aj vysoku intenzitu piku o hodnote 1 130 cm™, ktory
bol dobre viditelny vo vzorkéach s vysokym mnozstvom 3HB monoméru a samozrejme sa teda

nachadza aj v spektre vzorky obsahujucej homopolymér P(3HB).

V spektre sa objavil aj pik v oblasti 978 cm™. Ten podl'a jednej zo $tudii preberanych v kapitole
2.3 klesal so zvySujucou sa koncentraciou 4HB. V nasom spektre, ktoré predstavuje
homopolymér je teda vel'mi intenzivny.

4.5.2 VyuziteI’'nost metédy ATR-FTIR pre kvantitativnu analyzu PHA v biomase

V ramci kvantitativnej analyzy bola testovana korelacia dat ziskanych metddou vibracnej
spektroskopie ATR-FTIR s datami ziskanymi plynovou chromatografiou. Sledovala sa
zavislost’ intenzity absorbancie pikov charakteristickych pre pritomnost PHA v biomase na
percentualnom obsahu PHA v biomase stanovenom metodou GC-FID. Data zo spektier v tomto
vyhodnoteni neboli priemerované, takze logicky neboli pocitané ani odchylky.

Zvoleny pik o hodnote 1720 cm™! prislucha valenénej vibracii viazby C=0 v esteroch. Druhy
analyzovany pik o vlnogete 1170 cm™ podava informaciu o pritomnosti PHA v amorfnej
forme. Pomocou tychto signifikantnych pasov sa uz v prechadzajucich studiach sledovala dana
metoda pre stanovenie kvantity polymérov, prevazne homopolyméru P(3HB) (vid’ kapitola 2.3)
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ana zaklade vysledkov bola potvrdend jej vyuzitelnost pri stanovovani obsahu
homopolymérov akumulovanych v uréitych mikroorganizmoch.

Spektra pre jednotlivé vzorky museli byt v prvom kroku korigované v dosledku rozdielov
nameranej intenzity absorbancie, ktoré mézu byt spdsobné napriklad nerovnakym pokrytim
krystalu vzorkou biomasy pri jednotlivych meraniach. Pre tento ucel sa pouzila metoda
normalizicie na vnutorny $tandard, ktorym je pik amidu II (1 540 cm™). Oblast amidu II sa
pouziva k normalizacii v pripade analyz PHA v biomase, pretoze PHA v danej oblasti
neabsorbuju ziarenie. Normalizované data boli vynesené do grafu v zavislosti na
percentudlnom obsahu kopolyméru P(3HB-co-4HB) v biomase.
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Obrdzok & 21: Zavislost normalizovaného piku 1 720 cm™ na percentudinom obsahu polyméru
v biomase pozorovand pre vetky kultivované mikroorganizmy

Bol zostrojeny aj graf rovnakej zavislosti pre namerant sadu spektier rastovej krivky.
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Obrdzok & 22: Zdavislost normalizovaného piku 1 720 cm™ na percentudlnom obsahu polyméru
v biomase pozorovand pre vzorky rastovej krivky baktérie H1
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Obrdzok & 23: Zavislost normalizovaného piku 1 170 cm™ na percentudinom obsahu polyméru
v biomase pozorovand pre vetky kultivované mikroorganizmy

Na grafoch (obrazky €. 21 az 23) mozeme vidiet, ze ani v pripade jedného mikroorganizmu
obsahujuceho P(3HB-co-4HB) data nevykazuju linearnu zavislost’ aka by bola predpokladana
na zaklade predchadzajucich zisteni pri Studiu homopolymérov (2.3). Snahou bolo najst
Ciastkovu linearitu aspon pri niektorej z baktérii. Avsak ani pri rozdeleni dat na jednotlivé druhy
mikroorganizmov a ich prelozeni linearnou priamkou nebolo mozné pozorovat korelaciu dat
s dostato¢ne vysokym koeficientom spolahlivosti. V tejto praci bol mikroorganizmami
akumulovany kopolymér, pri ktorom podl'a nasich vysledkov nemusi platit’ linearita, ktora je
pozorovana pri produkcii homopolymérov danymi baktériami.

Z vysledkov tejto ¢asti experimentu tak mdzeme usudit, ze pik 1720 cm™ nie je mozné
v pripade nasho merania pouzit ako kvantitativny marker pre stanovenie obsahu kopolyméru
v biomase. Logicky sa teda nepreukazuje ani univerzalnost pouzitia tejto analyzy pre rdzne
druhy baktérii produkujuce P(3HB-co-4HB). NeosvedCil sa ani pik amorfnej formy PHA
(1170 cm™).

4.5.3 VyuziteI’'nost metédy ATR-FTIR pre kvalitativhu analyzu PHA v biomase

Dalej boli pre uely kvalitativnej analyzy sledované charakteristické pasy v IC spektrach pre
jednotlivé monoméry 3HB a 4HB. Piky pre tto Cast’ analyzy boli zvolené na zaklade literatiry
(vid’ 2.3) atiez vizualnych zmien naprie¢ nameranymi spektrami vzoriek. Data zo spektier
v tomto vyhodnoteni opét’ neboli priemerované.

Ako prvy bol pozorovany pik s hodnotou vinocetu 755 cm™. Ten bol zvoleny na zaklade
vizualnej zmeny intenzity absorbancie v danej oblasti naprie¢ meranymi spektrami (poloha
piku vid obrazok €. 19). Pik bol opédt normalizovany na amid II a zavislosti pre dané
mikroorganizmy vyneseny do grafu. Zavislost' bola vztiahnutd na percentualny obsah 4HB
monoméru v celkovom mnozstve biomasy. Linearita bola nakoniec pozorovana iba pri
kopolyméri akumulovanom v baktérii HI.
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Obrdzok ¢&. 24: Linedrna zdvislost normalizovaného piku 755 cm™ na celkovom obsahu monoméru
4HB v biomase pre kultivacné sady 1 a 2 baktérie HI

Podl'a koeficientu spolahlivosti R mézeme usudit’, ze FTIR data sa v tomto pripade pomerne
dobre zhoduju svysledkami GC analyzy asponi pri kultivacnej sade €. 2 pre baktériu
Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1.

Pre podrobnejSiu analyzu boli podla predchadzajucej §tadie extrahovanych kopolymérov
vybrané d’'alSie signifikantné piky (vid’ obrazky €. 9 a 10). Vybrané hodnoty st charakteristické
pre monoméry 3HB a 4HB, a tentokrat vynaSané vo vzajomnom pomere v zavislosti na
percentualnom zastipeni monoméru 4HB v kopolyméri. Vzhl'adom k velkému mnozstvu dat
pre vzorky baktérie H1 oproti ostatnym kultivaciam, boli nasledujuce korelacie pozorované
najskor v tomto mikroorganizme.
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Obrdzok & 25: Graf linedrnej zavislosti pomeru pikov 1 359 cm™ a 1 378 cm™ na percentudilnom
zastupeni 4HB monomeérnej frakcie v kopolyméri (pre baktériu HI)
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Prvym sledovanym pomerom je vilnodet 1359 cm™ (odpovedajiici meniacemu sa 4HB
monoméru v kopolyméri) vztiahnuty ku hodnote piku 1378 cm™ (pik charakteristicky pre
metylovi skupinu v monomére 3HB — 1 380 cm!), ktorych zavislost na mnozstve 4HB frakcie
v kopolyméri moézeme vidiet' na obrazku ¢. 25. Do grafu boli pre potreby obsirnejsSej analyzy
okrem dvoch kultivaénych sad HI1 zahrnuté aj data zrastovej krivky pre tento
mikroorganizmus. Z rovnice spolahlivosti plynie, ze korelacia dat je v celku dobra. Pomer
tychto pikov by teda mohol sluzit ku kvalitativnej analyze P(3HB-co-4HB) v biomase
Specificky pre vybrana baktériu H1.

Rovnako boli spracované aj d’alSie zvolené pomery vinoCetov charakteristickych pre 4HB ¢i
3HB monoméry. Zavislost na obrazku ¢. 26 predstavuje pomer pikov, ktoré su charakteristické
pre amorfné formy PHA (1 160 cm™ pre 4HB a 1 130 cm™ pre 3HB, vid podkapitola 4.5.1).
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Obrdzok & 12: Graf linedrnej zavislosti pomeru pikov 1 160 cm™ a 1 130 cm™ na percentudlnom
zastupeni 4HB monomeérnej frakcie v kopolyméri (pre baktériu HI)
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Obrdzok &27: Graf linedrnej zdvislosti pomeru pikov 2 964 cm™ a 2 933 cm™ na percentudlnom
zastupeni 4HB monomérnej frakcie v kopolyméri (pre baktériu HI)
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Na obrazku &. 27 je pre zmenu sledovany pomer pikov 2 964 cm™ a 2 933 cm™ zvolenych na
zaklade §tadie (36) z obrazku €. 9, v ktorej boli preukdzané zmeny intenzity absorbancie
v tychto oblastiach so zmenou monomérneho zlozenia kopolyméru.

Z vynesenych zavislosti vyplyva, ze sa data pre baktériu HI namerané metodou ATR-FTIR
zhoduju s vysledkami z plynovej chromatografie. Koeficient spol'ahlivosti naznacuje pomerne
dobru korelaciu a mozeme teda do urcite] miery vyuzit’ vibraénu spektroskopiu pri kvalitativnej
analyze kopolyméru v tejto baktérii.
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Obrdzok ¢&. 28: Graf linedrnej zdvislosti pomeru pikov 2 964 cm™ a 2 933 em™ na percentudlnom
zastupeni 4HB monomérnej frakcie v kopolyméri (pre baktériu Cupriavidus malaysiensis)

Snaha o aplikaciu tejto metddy bola aj pri vzorkadch mikroorganizmu Cupriavidus malaysiensis.
V tomto pripade sa vSak linearita nepreukazala takmer vobec, co mézeme vidiet' aj na obrazku
¢. 28.
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Obrdzok & 29: Graf linedrnej zdvislosti pomeru pikov 2 964 cm™ a 2 933 em™ na percentudlnom
zastupeni 4HB monomérnej frakcie v kopolyméri pre vSetky skiimané mikroorganizmy
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Dalej bola este preskimana pripadna pouZitelnost tejto metody naprieé viacerymi druhmi
mikroorganizmov. Do grafu na obrazku ¢. 27, boli pridané prislusné data pre baktérie
Cupriavidus malaysiensis a Thermomonas hydrothermalis. Na obrazku ¢. 29 mdzeme vidiet
vyraznejSiu odchylku od pdvodnej linearity, ktora platila pri baktérii H1. ZIu korelaciu
potvrdzuje aj koeficient spolahlivosti, ktory klesol. Pouzitie tejto metody pre kvalitativnu
analyzu PHA v biomase teda nie je univerzalne pre rozli¢nych producentov kopolyméru.

Okrem porovnavania dat s vysledkami plynovej chromatografie pod kvalitativnu analyzu PHA
v biomase spadd aj vizualne vyhodnotenie nameranych spektier IC. Typicky sa jedna
o sledovanie krystalickych a amorfnych foriem PHA.
V nami nameranej sade vzoriek boli tieto dve formy pozorované na vzorkach Cupriavidus
malaysiensis kmena 19379. Vzorky obsahovali pri kultivacii dva typy substratu (vid'. kapitola
3.2.2) aich namerané IC spektra su na obrazku &. 30.
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Obrazok ¢. 30: Spektra dvoch rézne kultivovanych baktérii kmena 19379

Zakladnym charakteristickym znakom krystalickej formy PHA je ohyb piku vazby C=0 pre
estery (1 720cm’!) v FTIR spektre smerom vpravo. Vzorka baktérie narastenej na y-
butyrolaktone ma oproti druhej vzorke, v ktorej bol ako substrat pouzity 1,4-butandiol, tento
pik v spektre mierne ohnuty na pravu stranu.

Vo vzorke sa podl'a vysledkov plynovej chromatografie nachadza prevazne 3HB monomér.
Jeho pritomnost potvrdzuje aj prislusné infragervené spektrum — pik 1380 cm! charakteristicky
pre methyl monoméru 3HB. Ked'Zze sme vo vzorke pozorovali prvy znak krystalizacie vd’aka
esterovému piku avidime, ze sa v nej nachddza monomér 3HB, modzeme hladat’ oblast
prisltichajticu krystalinite 3HB monomérov. Tu predstavuje pik o hodnote 1230 cm™. Jeho
intenzita je sice velmi nizka, avSak v porovnani s druhou vzorkou je stale viditelny rozdiel
absorbancie v danej oblasti. Vzorka biomasy sPHA pripravena kultivaciou baktérie
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Cupriavidus malaysiensis za pouzitia substratu y-butyrolaktonu je teda o nieco krystalickejsia
ako vzorka s 1,4-butandiolom.

Pozorovanim spektier napriec vSetkymi kultivaciami bolo tymto spésobom zistené, Ze prevazna
vacsina meranych biomads bola v krystalickej forme. Na obrazku ¢. 31 mozeme vidiet vybrané
spektra biomasy H1 o roznych koncentraciach glycerolu pri kultivacii. Modré Sipky ukazuja na
pik charakteristicky pre kryStalické P(3HB) a fialova Sipka poukazuje na intenzivny ohyb piku
esterovej vizby (1720 cm™) v pripade biomasy kultivovanej s najvys§im obsahom glycerolu
(20 g).
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Obrdzok & 31:1C spektra biomasy baktérie HI z prvej sady o réznych koncentrdcidach glycerolu ako
substratu
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5 ZAVER

Cielom bakalarskej prace bolo vypracovanie literarnej reSerSe na tému dostupnych moznosti
pre analyzu polyhydroxyalkanoatov v bakterialnej biomase. Z metdd vibracnej spektroskopie
bola pre in-situ analyzu v tejto bakalarskej praci zvolena technika ATR-FTIR.

V praci boli k biosyntéze PHA vyuzité tri rézne druhy mikroorganizmu syntetizujuce
kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat). Vo vysledku sa tieto baktérie
kultivacne lisili najma zlozenim akumulovaného kopolyméru, ale aj jeho celkovym obsahom.
Producenti s najvacsim obsahom PHA boli tri kmene Cupriavidus malaysiensis vyuzivajuce
substrat y-butyrolakton.

Kment Thermomonas hydrothermalis Gspesne syntetizoval PHA iba za pouzitia jedného
substratu a vo vysledku zneho teda bola pripravend iba jedna vzorka, aiba o jednej
koncentracii. Nebolo preto mozné sledovat korelaciu dat podobnym spdsobom ako pri d’alsich
dvoch mikroorganizmoch. Percentualne obsahovala vzorka Thermomonas hydrothermalis malé
mnozstvo PHA v biomase (len okolo 20 %), av§ak v ramci monomérneho zlozenia bol P(3HB-
co-4HB) v tejto biomase az z 80 % zlozeny z monoméru 4HB.

Pri raste koncentracie glycerolu ako substratu pre baktériu Aneurinibacillus thermoaerophilus
sp. H1 klesal monomér 4HB obsiahnuty v PHA kopolyméri. To je dané faktom, ze glycerol
podporuje syntézu monomérnych jednotiek 3HB a prekurzor pre syntézu 4HB monomérov bol
v tychto vzorkach vzdy v rovnakej koncentracii. Celkovo sa vSak obsah polyesteru v tejto
baktérii nemenil linearne, ¢o bude pravdepodobne zapri¢inené Specifickym mechanizmom
biosyntézy P(3HB-co-4HB).

V préaci sme otestovali vyuzitie analytickej metédy ATR-FTIR pre stanovenie obsahu PHA
v biomase. Vzorky pripravenej biomasy boli analyzované touto metodou, pricom jej vysledky
boli porovnavané s vysledkami plynovej chromatografie. Predpokladana korelacia dat
v pripade kvantitativne] analyzy vSak nebola naplnena ani u jedného druhu mikroorganizmu.
Linearita zavislosti dat ztychto dvoch metdd bola doteraz vo vicSine mikroorganizmov
pozorovand, avSak pre vzorky obsahujuce homopolymer (prevazne P(3HB)). Po zrovnani
intenzit charakteristickych pikov pre PHA (1720 cm a 1170 cm™) s prislusnymi datami
chromatografickej analyzy je predpokladané, Ze tieto dva piky su ovplyvilované monomérnym
zlozenim kopolyméru v biomase. Pik 1720 cm’! je pravdepodobne citlivy na zlozku 4HB,
ked'Zze v tejto oblasti nastdva zvySena absorpcia vo vzorkach s vy$§im obsahom tohto
monomeru.

V spektrach bola vramci kvalitativne] analyzy pozorovana forma v akej sa kopolymér
nachadzal. V baktérii Cupriavidus malaysiensis bolo mozné pozorovat charakteristické znaky
pre krystalické a amorfné podoby polyhydroxyalkanoatov pomocou Specifickych pikov. V tejto
baktérii krystalinita zavisela od typu substratu, pricom vzorky kultivované za pritomnosti y-
butyrolaktonu boli kryStalickejSie nez tie za pritomnosti 1,4-butandiolu. V pripade vzoriek
biomasy z baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. H1 bola vacsia pripravenych vzoriek
krystalicka, ¢o bolo taktiez vizualne pozorované v sadach nameranych spektier.

Dalej bola metoda vyuzita ku kvalitativnej analyze vysusenej biomasy, pricom bola snaha
o zistenie monomérneho zlozenia P(3HB-co-4HB) priamo z biomasy a hl'adana korelacia
svysledkami GC. Piky zvolené pre tito cast analyzy Dboli prevazne
inspirované predchadzajucim Stidiom extrahovanych kopolymérov danou metddou. V tejto
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Casti bola pozorovanad korelacia dat pri porovnavani rozlicnych pikov Specifickych pre
monoméry 4HB a 3HB tvoriace P(3HB-co-4HB). Vo vysledku vsak bola preukazana uspesna
korelacia dat len vo vzorkach baktérie Aneurinibacillus thermoaerophilus sp. HI.
Experimentom bolo potvrdené, ze obsah monoméru 4HB alebo 3HB v kopolyméri je mozné
uspesne stanovit vyuzitim ATR-FTIR in-situ v biomase tejto konkrétnej baktérie. Do istej
miery by z tychto dat bolo mozné zistit’ aj celkovy obsah kopolyméru v biomase, v pripade ze
by bol stanoveny presny obsah monoméru 3HB, a aj 4HB vo vzorke touto metdodou. Vzhl'adom
k nepreukazanej linearite dat pre rovnako prevedent kvalitativnu analyzu pri baktérii
Cupriavidus malaysiensis je potreba poznamenat’, ze metoda nie je univerzalna pre vsetky typy
sledovanych mikroorganizmov.

Na zéklade vysledkov tejto prace mozeme konstatovat, ze je potrebné d’alej skimat’ moznosti
vyuzitia ATR-FTIR pri analyze polyhydroxyalkanoatov v biomase. Je dolezité sa zamerat na
efekt 4HB monoméru v danom kopolyméri pri kvantitativnej analyze pomocou vibra¢nej
spektroskopie. Baktéria Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 je vhodnym producentom tohto
kopolyméru a upravou kultivaénych podmienok by bolo mozné dosiahnut’ vyssich obsahov
PHA s roznym monomérnym zlozenim. Nastavenim vhodnych podmienok by bolo mozné
vyuzit aj producenta Thermomonas hydrothermalis k tvorbe kopolyméru s vysokymi obsahmi
4HB monoméru.

Dalej by bolo vhodné pouzit metodu Ramanovej spektroskopie pre ziskanie detailnejej
analyzy kopolymérov v biomase. Okrem toho, sa do budiucna metodami vibracnej
spektroskopie mozu sledovat’ aj iné kopolyméry, obsahujice napriklad 4-hydroxyvalerat ¢i 3-
hydroxyhexanoat.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

1,4-BD — 1,4-butandiol

3HB - 3-hydroxybutyrat

4HB - 4-hydroxybutyrat

ATR-FTIR - Infraervena spektroskopia s vyuzitim Fourierovej transformacie a metody
uplného zoslabeného odrazu (Attenuated total reflectance)

baktéria H1 — Aneurinibacillus thermoaerophilus H1

CM - Cupriavidus malaysiensis

GC-FID - Plynova chromatografia s plamefiovym ionizacnym detektorom
gly — glycerol

P(3HB) — poly(3-hydroxybutyrat)

P(3HB-co-4HB) — poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

P(4HB) — poly(4-hydroxybutyrat)

PGA — polyglykolid

PHA - polyhydroxyalkanoat/y

TH — Thermomonas hydrothermalis

y-BL/g-BL — y-butyrolakton
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8 PRILOHY
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Obrdzok ¢. 32: Posuny pikov v oblasti 2 900-2 700 cm™, predstavuje zmenu v pomere skupin
-CH3 a -CH: pri rozdielnych podmienkach kultivdcie a teda rozdielnych pomerov 3HB
a 4HB
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