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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva propojenim dvou odliSnych obortu, elektrochemie
a biotechnologie, kdy je elektrochemicky generovany peroxid vodiku nasledné vyuzit
pfi bakterialnich kultivacich. Peroxid byl syntetizovan v elektrolytickém ¢lanku redukei kysliku
na katod¢, na kterou byl aplikovan vhodny elektricky potencial. Cilem prace bylo prozkoumat
zavislost produkovaného mnozstvi peroxidu vodiku na nékolika vybranych parametrech, jako je
katodovy potencial, elektrodovy material, geometrie métici cely ¢i rychlost michani, a nasledné
tyto poznatky aplikovat pii kontinualnim stresovani bakterie Cupriavidus necator H16, za uc¢elem
zvySené produkce polyhydroxyalkanoati. Vybrané parametry byly nejprve otestovany v malych
meéficich celach a nasledné byly provedeny experimenty ve vétsSim métitku, tedy Erlenmeyerovych
bankach. Béhem experimentll byla zkoumana velikost produkovaného elektrického proudu
a métena koncentrace peroxidu spektrofotometricky a koncentrace kysliku pomoci optického
senzoru. Na zaklad¢ dosazenych vysledkt byly nasledné kultivovany bakterie v bankach se
zabudovanym systémem ocelovych elektrod, diky nimz dochéazelo ke kontinudlnimu ptisobeni
oxida¢niho stresu v podobé in situ generovaného peroxidu vodiku. Bakterialni kultury byly
hodnoceny na zakladé zmény optické hustoty, gravimetrické analyzy a analyzy pomoci GC-FID.
Bylo zjisténo, ze i malé mnozstvi peroxidu vodiku (~25 uM) dokaze vyvolat stresovou odpoveéd
organismu v podobé zvysené syntézy polyhydroxybutyratu (PHB). Bylo dosaZeno procentualniho
zvySeni obsahu PHB v biomase, nicméné celkovy vytéZzek polymeru byl nizsi z divodu nizsiho
narastu biomasy.

KLICOVA SLOVA

redukce kysliku, generace peroxidu vodiku, oxida¢ni stres, stresovd odpovéd bakterii,
polyhydroxyalkanoaty



ABSTRACT

This master‘s thesis deals with the connection of two distinct fields, electrochemistry and
biotechnology, where electrochemically generated peroxide was subsequently used in bacterial
cultivation. The peroxide was synthesized in an electrolytic cell by reducing oxygen at the cathode
to which suitable electrical potential was applied. The aim of this thesis was to investigate the
dependence of the amount of hydrogen peroxide produced on a few selected parameters, such
as cathode potential, electrode material, the geometry of the measuring cell, or the stirring speed,
and then to apply these findings in the continuous stressing of the bacterium Cupriavidus necator
H16, in order to increase the production of polyhydroxyalkanoates. The selected parameters were
first tested in small-scale measuring cells and then experiments were carried out on a larger scale,
in Erlenmeyer flasks. During the experiments, the amount of electric current produced was
measured and also the peroxide concentration was examined spectrophotometrically along with the
oxygen concentration measured by using an optical sensor. Based on the obtained results, bacteria
were cultivated in flasks with a built-in system of steel electrodes, due to which oxidative stress in
the form of in situ generated hydrogen peroxide was continuously applied. The bacterial cultures
were evaluated by measuring the change in optical density, gravimetric analysis and GC-FID
analysis. It was found that even small amounts of hydrogen peroxide (~25 uM) can induce a stress
response in the organism in the form of increased polyhydroxybutyrate (PHB) synthesis.
A percentage increase in the PHB content of the biomass was achieved, however, the overall
polymer yield was lower due to lower biomass growth.

KEY WORDS

oxygen reduction, peroxide generation, oxidative stress, bacterial stress response,
polyhydroxyalkanoates
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1 UVOD

Peroxid vodiku je Siroce vyuzivana chemicka latka, kterda mimo jiné slouZzi i jako oxidant Setrny
k zivotnimu prostiedi, jelikoz produktem jeho rozkladu neni nic jiného nez kyslik a voda. Majoritni
vyroba peroxidu je zaloZena pfevazné na antrachinonovém procesu, ktery nicméné neni pfilis
ekologicky. Alternativou k nému miize byt elektrochemickéd syntéza. V této praci byla vyuzita
metoda redukce kysliku na katod¢, jejimz dusledkem dochazi k produkci peroxidu vodiku.
Nastavenim vhodnych parametrd, jako je elektrodovy material, potencial aplikovany na pracovni
elektrodu, geometrie elektrod a méficich cel, ¢i rychlost michani, mize byt regulovano mnozstvi
vznikajiciho peroxidu. Metoda in situ elektrochemicky generovaného peroxidu je momentalné
vyuzivana naptiklad v papirenském primyslu, kde slouzi k b&leni buni¢iny [1].

Vzhledem k oxida¢nim vlastnostem peroxidu, je mozné ho vyuzit i jako ptuvodce oxida¢niho
stresu pii bakterialnich kultivacich. Pro tyto ucely byl vybran kmen Cupriavidus necator H16,
ktery je schopen syntetizovat biopolymery zvané polyhydroxyalkanoaty.

V poslednich dekadach piitahuje stile vétsi pozornost odbornikil 1 vetejnosti otdzka ekologie
a ochrany Zivotniho prostfedi. Velikym problémem se stavaji petrochemické plasty a jejich dopady
na zivotni prostfedi. Plasty se v dne$ni dob& vyuzivaji ve vSech odvétvich prumyslu,
od potravinafstvi, pres zeméd¢lstvi az po medicinu. Piestoze momentalné jejich vyhody ptevazuji
nad nevyhodami a jejich pole piisobnosti je Siroké diky rozdilnym vlastnostem, hlavni piekazkou
zustava plastovy odpad, ktery je viudypiitomny. Ulevou pro Zivotni prostiedi by mohly byt
biodegradabilni plasty, mezi které patfi zminéné polyhydroxyalkanoaty. Biodegradabilita, tedy
schopnost rozklddat se v ptfirodé¢ za asistence mikroorganismt, by mohla pfispét k vytfeSeni
problémd s rostoucim objemem odpadu, ktery nas v pfirodé obklopuje.

Polyhydroxyalkanoaty se ukazuji byt slibnou alternativou k petrochemickym plastam, avsak
jejich vyrobni cena zatim neumoznuje plné vyuziti jejich potencialu. Ke snizeni ceny by mohla
piispét efektivnéjsi produkce a veEtsi vytéznost biopolymeru z danych mikroorganismt. A pravé
na to se zaméfuje tato diplomova prace. Je zndmo, ze intracelularni granule polymeru neslouzi
pouze jako zasobarna energie a uhliku, ale maji i protektivni funkci, coz znamend, Ze pomahaji
mikroorganismiim odoldvat nepifiznivym podminkam. V zavislosti na pifitomnosti stresu tak
dochazi k jejich zvysené syntéze. Za timto ucelem byla v této praci otestovana metoda chronického
stresovani bakterii pomoci in situ generovaného peroxidu vodiku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je dulezita chemicka latka pouzivana v mnoha prumyslovych odvétvich, napiiklad
pii vyrobé papiru nebo syntéze organickych slouc¢enin, v medicin€ jako dezinfekéni prostiedek
nebo pii ochrané Zivotniho prostiedi pii ¢isténi vody. Vyuziti bude blize popsano v kapitole 2.2
[2]. Malé mnozstvi plynného peroxidu se pfirozené vyskytuje i ve vzduchu ale vzhledem k vysoké
nestabilit¢ se ihned rozkladd na kyslik a vodu. Jednd se o Siroce rozSifeny oxidant Setrny
k Zivotnimu prostiedi, jelikoz vedlej$im produktem rozkladu nejsou zadné nebezpecné latky, ale
pouze voda a kyslik [3]. H20., je cCira, bezbarva kapalina neomezené¢ misitelna s vodou.
Pti koncentraci vyssi nez 65 % je rozpustny v mnoha organickych rozpoustédlech. Peroxid vodiku
a voda netvofi azeotropickou smés a mohou byt teoreticky oddéleny destilaci, nicméné 100%
peroxid vodiku se obvykle ziskava frakéni krystalizaci vodného roztoku. Fyzikalni vlastnosti
peroxidu vodiku v porovnani s vodou jsou uvedeny v Tabulce 1 [4].

Tabulka 1: Vybrané fyzikadlni viastnosti peroxidu vodiku a vody [4]

Fyzikalni vlastnost H202 H20
Molarni hmotnost (g-mol™?) 34,016 18,015
Teplota tani (°C) -0,43 0
Teplota varu (°C) 150,2 100
Relativni hustota (g-cm™)

0°C 14700 0,9998
20 °C 1,4500 0,9980
25°C 1,4425 0,9971
Viskozita (mPa-s)

0°C 1,819 1,792
20 °C 1,249 1,002

Atomy v molekule peroxidu jsou vazany kovalentné a mezi jednotlivymi molekulami vznika
vodikova vazba, slabsi nez v piipadé vody [5]. Peroxid vodiku se ve form¢ vodného roztoku chova
jako slabd kyselina s disocia¢ni konstantou 1,78-10"2 (pK = 11,75) pii 20 °C a diky tomu miiZe
tvofit soli S mnozstvim kovil. Peroxid se mize chovat bud’ jako oxida¢ni, nebo redukéni ¢inidlo
Vv zavislosti na pH a standardnim potencialu systému. Pfikladem oxida¢niho Gc¢inku peroxidu
vodiku je reakce (2.1), ktera probiha pti pH = 0 a standardnim potencialu E° = +1,8V vs. SHE
(z anglického: standard hydrogen electrode):

H,0, + 2H* + e~ - 2H,0, (2.1)
nebo reakce (2.2), ktera probiha pti pH = 14 a potencialu E° = +0,87 V vs. SHE:
H,0, + 2e~ — 20H™ [4]. (2.2)
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Redukéni ucinek peroxidu vodiku miize byt demonstrovan na reakci (2.3), ktera probiha pii
pH = 0 a standardnim potencidlu E° = +1,51 V vs. SHE:
5H,0, + 3H,50, + 2KMnO,
- 50, + 2H,0 + 2MnS0, + K,50,[6].
Nebo reakce (2.4), ktera probiha pii pH = 0 a standardnim potencialu E° = +1,61 V vs. SHE:
H,0, + 2Ce(50,), = Ce,(50,)3 + H,SO, + 0,[7]. (2.4)
Reakce (2.3) a (2.4), kdy peroxid reaguje s manganistanem draselnym nebo siranem cericitym
se vyuzivaji ke kvantitativnimu stanoveni peroxidu vodiku (volumetricka titrace).

(2.3)

Samovolny rozklad peroxidu se projevuje disproporcionacni reakci (2.5), a je velmi dulezité
brat tuto skutenost v potaz pii uchovavani peroxidu [4].

1
H202 - H20 + 502 (25)

Tato reakce mé zapornou Gibbsovu energii AG® = —172,3 kJ-mol™, a proto nastava spontanné
I V pfitomnosti malého mnozstvi katalyzatoru, kterym mohou byt rozpusténé ionty kova zZeleza,
manganu nebo chromu, oxidy nékterych kovii (Mn, Fe, Cu, Pd, Hg) a nebo kovy, jako je platina,
osmium a stiibro. Reakci dale urychluje teplo ¢i svétlo, a proto je vhodné peroxid uchovavat
ve tmavych plastovych lahvich a na chladném misté [4].

Peroxid vodiku jako silné oxidaéni ¢inidlo mize zpusobovat oxidacni stres bunck, coz mize
vést k poSkozeni biomolekul véetné DNA a naslednému rozvoji rakoviny [8]. Peroxid je ale
V organismu piitomny v malém mnozstvi stale a je nezbytny, jelikoz funguje jako signalni
molekula [9]. Vliv peroxidu vodiku na organismus je dale popsan v kapitole 2.4.1.1 zabyvajici se
oxidativnim stresem.

2.2 Vyuziti peroxidu vodiku

Peroxid vodiku nachézi Siroké uplatnéni jak v primyslu, tak naptiklad v mediciné. Komer¢né se
vyuziva zejména jako bélici €inidlo ¢i ke sterilizaci. V textilnim primyslu je vyuzivan k béleni
bavlny, Inu, dfeva, hedvabi, ¢i umélych vlaken jako je polyester nebo polyuretan. Pii vyrobé papira
se pouziva k béleni sulfatové i sulfitoveé celulozy. V chemickém primyslu je vyuzivan pro syntézu
peroxy sloucenin, epoxidaci a hydroxylaci. Jeho bélicich ucinkt se také vyuziva a piipravkl
uréenych k béleni vlast [4]. Jako dezinfekéni ¢inidlo se vyuZiva zejména pii oSetfovani obalovych
materialt, a to bud’ ve formé 1azné nebo sprejovanim [10].

V mediciné nachdzi peroxid vodiku uplatnéni zejména jako dezinfek¢ni prostfedek. Ve formé
3% roztoku se prodava jako bézné populaci dostupnéd dezinfekce na drobné odfeniny a zranéni.
Peroxid pro medicinské vyuZiti se mizZe vyskytovat i ve formé 30% roztoku, ktery je mozné zredit
na pozadovanou koncentraci pro konkrétni vyuziti. Peroxid mé antiseptické a antibakteridlni
ucinky, ptisobi proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim, bakterialnim sporam, viram
i kvasinkam [11]. V zubnim lékafstvi se vyuziva pro dezinfekci dutiny Gstni po chirurgickém
oSetieni [12] ¢i jako soucast prostiedkli na béleni zubu [13]. Kromé zminénych aplikaci mize byt
peroxid vodiku vyuzit jako oxida¢ni ¢inidlo v raketovych motorech [14, 15], k ¢isténi odpadnich
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vod [16], a Vv tézebnim prumyslu k ¢isténi odtoku obsahujiciho kyanid, zejména ze stfibrnych
a zlatych dola [17, 18].

Peroxid vodiku je mozné vyuzit i jako zdroj oxida¢niho stresu v biotechnologickych aplikacich,
coz bude detailn€ popsano v nasledujicich kapitolach. Aplikaci stresu je mozné dosahnout zvysené
akumulace polymert zvanych polyhydroxyalkanoaty, které si nékteré mikroorganismy syntetizuji
jako zdroj uhliku a energie [19].

2.3 Syntéza peroxidu vodiku

Peroxid vodiku byl poprvé syntetizovan roku 1818 Louisem Jacquesem Thenardem pomoci reakce
peroxidu barnatého a kyseliny dusi¢né. Nasledné byla vyroba vylepsena pouzitim kyseliny
chlorovodikové a sirové. Tento proces byl vyuzivan od konce 19. stoleti do poloviny 20. stoleti.
Tti procentni roztok vznikly touto metodou mél vsak ale omezené vyuziti z divodu vysokych
nakladti na vyrobu, nizké koncentrace a nestability. Tyto nevyhody pomohlo vyfeSit vyuziti
elektrochemickych procesi. V roce 1853 Meidinger objevil vznik peroxidu béhem elektrolyzy
vodného roztoku kyseliny sirové [4]. Stoprocentni peroxid vodiku byl poprvé ziskan roku 1894
pomoci vakuové destilace [3].

Velky pokrok v prumyslové vyrobé¢ peroxidu vodiku pfinesl rozvoj organickych autooxida¢nich
procest, zejména antrachinonovy proces (Obrazek 1). Tato metoda byla pfedstavena firmou 1G
Farbenindustrie v Némecku ve 40. letech 20. stoleti. Princip této vyroby spociva v reakci 2-alkyl-
9,10-antrachinonu s vodikem za piitomnosti katalyzatoru za vzniku ptislusného hydrochinonu, coz
je mozné vidét v rovnici (2.6) [4].

C OH O
A 2R Ak R ~__R
1NN Hysean AN T XY 0, Z aad
/\T l| RLILLN J\/ s | T om0,
NP N A A NN 2.6
2 0 “ 26)
0 OH 0

R = alkyl

Nasledn¢ je katalyzator odebran, aby nedoslo k rozkladu peroxidu, a hydrochinon je oxidovan
na chinon pomoci oxidac¢niho ¢inidla, obvykle vzduchu. Pii reakci vznika kvantitativni mnozstvi
peroxidu vodiku. Peroxid je poté extrahovan vodou a chinon se vraci zpét. BEhem tohoto procesu
tedy vznika peroxid vodiku z plynného vodiku a kysliku. Zakladni koncept této metody je vyuzivan
po desetileti [20].
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Obrdzek 1: Schéma syntézy peroxidu vodiku pomoci antrachinonové metody [20]

Peroxid je pomoci této metody produkovan v koncentraci asi 80 %. Ta je nasledné fedéna
Vv zavislosti na pozadovaném pouZiti, coZ s sebou pfinasi urcita rizika a je nutno dbat zvlastnich
opatfeni. Dal$im rizikovym faktorem je transport takto koncentrovaného roztoku, kde hrozi riziko
vybuchu [21].

Vzhledem k nedostatktim pojicim se s antrachinonovou vyrobou, pfisli védci s pfimou syntézou
peroxidu z vodiku a kysliku na kovovych katalyzatorech [22, 23]. Pfestoze tato metoda je
jednokrokova a neni tak narocné jako antrachinonova metoda, rizikem stale zlstava potencialni
vybusnost smési plynného vodiku a kysliku. Tomu se obvykle pfedchazi pifiddnim inertnich plynt
do reakéniho média [21].

Navzdory tomu, ze peroxid vodiku je nejekologictéjsi oxidacni ¢inidlo ze vSech, jeho vyrobé
stdle dominuje anatrachinonovy proces vyvinuty v minulém stoleti. Alternativou muize byt
elektrochemické syntéza, kterd je Setrna k zivotnimu prostiedi. Na rozdil od antrachinonového
procesu nevyzaduje pouziti karcinogennich latek, destilace, a navic probihda za b&ézné teploty.
Oproti pfimé syntéze nehrozi riziko vybuchu, jelikoZ neni potieba pouZit stlaceny plynny vodik
nebo kyslik [21].
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2.3.1 Elektrochemicky ¢lanek

V elektrochemickych zatizeni je zakladni jednotkou elektrochemicky clanek, ktery mizeme
rozdé€lit na dva typy. Galvanicky ¢lanek, kde chemické reakce produkuji elektrickou energii,
a elektrolyticky ¢lanek (Obrazek 2), kde je elektricka energie vyuzita na pohanéni chemickych
reakci. Elektrochemicky clanek se sklada z pozitivni a negativni elektrody, které jsou oddéleny
elektrolytem. Na elektrodach se odehravaji takzvané redoxni reakce, coz zahrnuje ptenos elektront
z jedné chemické latky na druhou. Oxidace latky probiha pii ztraté elektronu, zatimco redukce
ziskem elektronu. V elektrochemickém ¢lanku to znamend, Ze oxidacni reakce poskytuje
elektrony, aby reduk¢ni reakce mohla probihat. V ptipad¢ elektrolytického ¢lanku oxidace probiha
na kladné elektrodé¢, tedy anodé, a redukce probiha na zaporné elektrod¢, tedy katod¢. V piipadé
galvanického ¢lanku je polarita elektrod obracena [24].

Zdroj stejnosmérného proudu  — Tok elektront

Anoda — — Katoda

/

Elektrolyt
Obrazek 2: Schéma elektrolytického clanku [24]

Uvazujme nasledujici reakei (2.7):
O +ne” &R, (2.7)
kde O je oxidovana latka, R je redukovana latka a n je pocet vyménénych elektrond. Vztah mezi
koncentraci oxidované latky, redukované latky a volnou energii AG [J-mol™] je dan rovnici (2.8):

AG = AG° + RTl‘rlm (2.8)

[o] '
kde R je univerzlni plynova konstanta (8,3145 J-(mol-K)™) a T je teplota v Kelvinech. Pomér
redukovanych a oxidovanych latek lze vztdhnout ke zméné€ Gibbsovy volné energie AG, ze které

je mozné ziskat potencial E (V) podle rovnice (2.9):
AG = —nFE, (2.9)
kde E je maximalni potencial mezi dvéma elektrodami, téZ znamy jako napéti naprazdno, kdy
pies ¢lanek neprotéka zadny proud, F je Faradayova konstanta (1F = 96485,3 C-mol™?). Pokud maji
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reaktanty a produkty jednotkovou aktivitu a E je brano ve sméru redukce, podle konvekce zleva
doprava, tak rovnici (2.9) mizeme napsat jako rovnici (2.10):
AG® = —nFE°, (2.10)
V tomto piipadé je potencial elektrody znam jako standardni elektrodovy potencial E° [V].
Vzhledem k zapornému znaménku v rovnici (2.10) budou mit vSechny spontanni reakce, které
se vyznaduji AG’< 0, kladny standardni elektrodovy potencial E° > 0. Propojenim rovnice (2.8)
a (2.9) dostavame Nernstovu rovniCi (2.11):
[0]
[RT

Nernstova rovnice je dulezitou rovnici v elektrochemii a spojuje redukéni potencial

RT
E=E+_—lntn (2.11)

elektrochemické reakce (poloClanku nebo celého clanku) se standardnim elektrodovym
potencialem, teplotou a koncentracemi chemickych latek [25].
Potencial elektrochemického &lanku E%ianek, také znamy jako elektromotorické napéti (emf),
se vypocita jako suma standardnich potencialli jednotlivych elektrod (2.12):
E(?lanek Egozmvnl Egegatwnl (2-12)

Teoreticky standardni potencial E° pro elektrodové reakce, psan dle konvence jako redukéni
reakce, je potencial generovan reakci za standardnich podminek, kdy reaktanty i produkty jsou
ve standardnim stavu vici referencni elektrodé. Ve vodnych roztocich je standardni vodikovy
potencial bran jako univerzalni referencni elektroda a rovna se 0. Standardni vodikova elektroda
(SHE) je jinak znama i jako normalni vodikova elektroda (NHE, z anglického: normal hydrogen
electrode) [24].

V elektrolytickém ¢lanku se elektrody oznacuji dle jejich specifické funkce. Pracovni elektroda
(WE, z anglického: working electrode) je elektroda, na niz se dé&ji reakce, které jsou predmétem
zkoumani. Dale pak protielektroda (CE, z anglického: counter electrode) a referen¢ni elektroda
(RE, z anglického: reference electrode). Referencni elektrody se vyznacuji stabilnim potencialem
po celou dobu reakce, dle kterého je monitorovan potencial pracovni elektrody. Protielektroda
muze byt umisténa V elektrolytu spole¢né s pracovni a referencni elektrodou, v tom piipadé se
jedna o jednokomorovy ¢lanek, nebo miize byt oddélena membranou ¢i solnym miistkem, piic¢emz
v tomto piipadé se jedna o dvoukomorovy ¢lanek [25].

2.3.2 Elektrochemicka syntéza peroxidu vodiku

Prvni zminka o produkci peroxidu touto metodou pochazi z roku 1853, kdy byl objeven vznik
peroxidu pomoci elektrolyzy kyseliny sirové [26]. Mechanismus syntézy vodiku a peroxidu vodiku
s pouzitim vody jako substratu byl vysvétlen roku 1878 [27]. Na pocatku 20. stoleti procesy jako
Degussa-Weisstein, Pietzsc-Adolph a Reidl-Lowenstein navrhly vyuzivani kyseliny peroxosirové,
peroxodisiranu draselného a peroxodisiranu amonného k produkci H20z, které se poté vyvinuly ve
tfi nejvyuzivangjsi anodické procesy [28]. Nizké vytézky téchto metod vedly ke vzniku novych
postupt jako napiiklad od roku 1991 komeréné vyuzivaného Huron-Dow procesu, ktery se vyuziva
k béleni buniciny a papiru [1].
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Momentalné se elektrochemicka syntéza soustfedi na dvé nasledujici metody. Peroxid vodiku
muze byt elektrochemicky syntetizovan bud’ ¢astecnou redukei kysliku nebo ¢aste¢nou oxidaci
vody. Na rozdil od ptimé syntézy peroxidu vyzaduje elektrochemicka syntéza pritomnost pouze
vody a kysliku jako substratu a pouZziva protony a elektrony generované in situ na protielektrodé
[21].

Elektrochemické reakce kysliku lze popsat rovnici (2.13), ktera probihda pii napéti
E°=-1,23 V vs. SHE.
0, +4H* + 4e~ & 2H,0 (2.13)

Oxidace vody je jedna z nejslibngjsich technologii pro velkoobjemovou produkci vodiku. Uplna
reakce zahrnuje vznik vodiku na katodé a kysliku na anod¢é. Generovani peroxidu na anodé¢ je
termodynamicky mén¢ vyhodné nez vznik kysliku, a proto dosahuje tato reakce nizké Faradaické
ginnosti. Caste¢nou oxidaci vody popisuje rovnice (2.14):

2H,0 - H, + H,0,. (2.14)

Peroxid vznikly na anod¢ mtize byt dale oxidovan az na kyslik nebo podléhat disproporcionaci
na vodu a kyslik [2].

V této diplomové praci se budeme prakticky vénovat pouze syntéze peroxidu pomoci redukce
kysliku. Pro reakce redukce kysliku neboli ORR (z anglického: oxygen reduction reaction) jsou
mozné 3 reak¢éni mechanismy (Obrazek 3).

e Disociaéni mechanismum, kde se O—O vazba kysliku rozstépi a vznikne O?®, ktery je
redukovan na OH?® a nasledné na H,O®,

e Asocia¢ni mehanismus, kde je generovano OOH®®, které se rozpadne na O a QH®,

e Peroxo mechanismus, kde dvouelektronovy transfer vede ke vzniku OOH®
a HOOH?®® a HOOH?® se nasledné rozpada na OH2® [2].

Disocia¢ni mechanismus -
; | 2H* + 2¢ P 2HY+2e

e \ | et

Asoaacm mechanlsmus

+‘;.'
o, — |4 / ]+H20£> +H0M>2H0

\ Peroxo mechanismus

_Bve 2H' +2e o 5a" casta
¢

H,0, —> H,0+0,

Obrazek 3: Schéma reakcnich mechanismii ORR [29]
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Redukéni reakce kysliku zahrnuji multielektronovy pienos, kdy kyslik muze byt redukovan
na vodu pomoci ¢tytelektronového procesu nebo pomoci dvouelektronového procesu na peroxid
vodiku. I kdyz je kyslik redukovan na peroxid vodiku, stale mize dochazet k nasledné redukci
na vodu, nebo ke disproporcionaci na Oz. Ctyielektronové cesta je zadouci napiiklad v odvétvi
palivovych ¢lanku a baterii [30] zatimco dvouelektronova cesta je nezbytna naptiklad pro aplikace
jako ¢isténi odpadnich vod [31] ¢i Giprava podzemnich vod [32].

Ctyfelektronovou cestu piedstavuji reakce (2.15) a (2.16), kdy v alkalickém médiu dochézi
pti E° = 0,40 V vs. SHE k reakci (2.15):

0, + 2H,0 +4e~ - 40H", (2.15)
a v kyselém médiu pti E° = 1,23 V vs. SHE dochazi k reakci (2.16):
0, +4H* + 4e~ - 2H,0. (2.16)

Pro dvouelektronovou cestu plati rovnice (2.17)-(2.19), kde v alkalickém médiu s potencialem
E° = 0,06 V vs. SHE dochazi k reakci (2.17):

0, + H,0 + 2e~ » HO; + OH". (2.17)

Kterou nasleduje bud’ dalsi dvouelektronova redukce (2.18) se standardnim potencialem
E°=0,86 V vs. SHE

HO; + H,0 + 2¢e~ - 30H", (2.18)
nebo chemicky rozklad:
2HO; — 20H™ + 0,. (2.19)
V kyselém médiu dochazi k reakci (2.20) s potencidlem E° = 0,7 V vs. SHE:
0, 4+ 2H* + 2e~ - H,0,, (2.20)
kde muze nasledovat dalsi dvouelektronova redukce (2.21) s potencialem E° = 1,76 V vs. SHE
H,0, + 2H* + 2e~ - 2H,0, (2.21)
nebo disproporcionace (2.22) [1, 2]:
2H,0, > 2H,0 + 0,. (2.22)
EO — O,7V Eo = 1,76V \
0, H,0, H,O
| se |
Eo = 1,23V

oH @O
Obrazek 4: Dvouelektronova a ctyrelektronova redukce v kyselém prostiedi [33]

Plivodni studie produkce peroxidu vodiku se zabyvaly zejména syntézou v alkalickych
roztocich, kde je na katod€ generovan anion HO3. Prvni zminka o katodické produkci peroxidu
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vodiku pochazi zroku 1887, kdy byla pouzita Hg—Au katoda v roztoku NaOH. Jedna se
0 prukopnickou praci v tomto odvétvi [34]. V alkalickém prostiedi ale mize dochazet k Castéjsi
degradaci peroxidu, coz mize zna¢né limitovat nasledné pouziti. Z tohoto diivodu byla zkoumana
produkce peroxidu i v kyselych médiich [2]. Produkce peroxidu v alkalickych médiich mize byt
vyuzita naptiklad v procesech béleni papiru a buniciny [35], zatimco produkci v kyselém prostiedi
peroxidu v neutralnim prostiedi, vzhledem k $irokém rozptylu potencialnich aplikaci, jako jsou
dezinfekce pro koupelny, vzduchotechniku nebo tekouci vodu [2, 36].

2.3.2.1 Katalyzatory vhodné pro elektrochemickou syntézu H>O>

Aby byla zajisténa dvouelektronova cesta redukce kysliku a dochazelo k efektivni produkci
peroxidu vodiku, a ne kompletni redukci az na vodu, je potieba vyuzit katalyzatory, tedy katodové
materialy, které jsou selektivni pravé pro vznik peroxidu vodiku. Byly popsany rizné druhy
materiall, které se vyhybaji Ctyfelektronové cesté a maji selektivitu skoro 100%. Patii mezi né
uhlikové materialy obsahujici heteroatomy jako N, S, O, dale pak komplexy s N-donory v uhlikové
matrici, kovy a jejich slitiny [21].

Jako jedny z nejucinngjSich katalyzatort se jevi uslechtilé kovy jako palladium [37], slitina
palladia a zlata [38], slitina platiny a rtuti [39] nebo slitina paladia a rtuti [40].

V této diplomové praci budou vyuzivany Cisté kovové katalyzatory, a proto se podrobné
zam&fime pouze na né. Ehlich a kol. (2022) zkoumali reakce redukce kysliku na nékolika
materidlech vcetné titanu, platiny, zlata, wolframu, nebo organického materiadlu PEDOT:PSS
a otestovali potencially od OVdo -1Vvs. AgQ/AgCl. Me¢eieni probihalo po dobu
600 sekund ve vzdalenosti 200 uM nad pracovni elektrodou. Jako nejlepsi material se jevi zlato,
kdy koncentrace ziskana pti potencialu —0,6 V vs. Ag/AgCI se rovnala 6 mM. Dalsi materialy,
které vykazovaly vyssi syntézu peroxidu byly organicky PEDOT:PSS, ktery pii potencidlu
—0,9 V vs. Ag/AgCI generoval asi 2 mM peroxidu, a wolfram, ktery taktéz pti —0,9 V vs. Ag/AgCl
generoval zhruba 1,5 mM peroxidu. Platina se v této studii jevi jako nevhodny material pro syntézu
peroxidu Vv porovnanim s ostatnimi, jelikoZ nejvy$$i naméfena koncentrace byla mensi nez
0,02 mM pti potencialu 0 V vs. Ag/AgCl. Na druhou stranu platina vykazuje vyborné schopnosti
redukovat kyslik v médiu jiz pti nizkym aplikovanych potencialech, ¢ehoz lze potencialné vyuzit
v jinych aplikacich. Au, W i PEDOT:PSS se vyznacuji vysokou selektivitou pro dvouelektronovou
cestu redukce kysliku, zatimco platina je zndma pro svou selektivitu pro ctyfelektronovou cestu.
Koncentrace peroxidu vodiku byla méfena pomoci amperometrického senzoru a pouze Vv tésné
blizkosti elektrody. Vzhledem k tomu, Ze roztok nebyl michan je pravdépodobné, ze koncentrace
méfena v celém objemu média se bude zna¢né 1iSit od hodnot naméfenych v ramci této studie [41].
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2.4 Stresova odpovéd’ bakterii

Bakterie jsou vSudypfitomné mikroorganismy, které se dokazi pfizpusobit mnoha riznym
enviromentalnim podminkdm. V pidé mizeme naptiklad nalézt grampozitivni bakterii Bacillus
subtilis, gramnegativni Escherichia coli zase dokaze piezit ve stfevech savcl, nebo bakterie
Deinococcus radiodurans, ktera dokaze ptezit i v jadernych reaktorech, v prostiedi vysoké radiace,
které by zabilo vSechny ostatni organismy. V enormnim rozpéti riiznych zivotnich prostiedi jsou
bakterie vystaveny neustalym zménam podminek a riznym druhGm stresti. Mezi stresové faktory
patii naptiklad teplota, pH, osmoticky tlak, radiace, oxidacni stres nebo nedostatek zivin. Aby
bakterie pretrvaly v nepfiznivych podminkach, musely si vyvinout systémy, které jim v tom
pomohou [42].

Organismus je schopen zivota, pokud si bunéénd membréana a nukleové kyseliny zachovavaji
integritu a neni naruSen proces skladani proteini. Bé€hem pulsobeni stresort mtze dochazet
k poskozeni makromolekul, naptiklad mRNA, ale jejich kratka Zivotnost umoznuje vyhnout se
trvalym nasledkim posSkozeni, jelikoz chyby jsou samy eliminovany [43]. Systémy stresové
odpovédi vykazuji u prokaryot velkou podobnost, a nékteré jsou dokonce zachovany u eukaryot
nebo archea. Nicméné¢ podminky, za kterych dojde k aktivaci téchto systému, se 1iSi mezi
jednotlivymi organismy. Napftiklad teploty, pii kterych dochazi ke stresové odpovédi budou jiné
u mezofild a termofild, nebo reakce na ptitomnost soli bude u halofil rozdilna [44].

Nekteré druhy bakterii disponuji bi¢ikem, ktery jim umoznuje uprchnout ze $patného prostiedi
a presunout se blize k piiznivym podminkam [45]. Dalsi moznosti, jak ¢elit stresovym faktorum je
adaptace na nov¢ vzniklou situaci a zménu podminek. Prvni metodou, kterou bakterie vyuzivaji je
regulace genové exprese genl, jejichz produkty se ucastni boje proti danym nepiiznivym
podminkam. Regulace transkripce je dosahovano aktivaci transkripcnich faktort, které interaguji
s RNA-polymerazou a fidi genovou expresi [42]. Kazdy z nékolika sigma faktord je v bunce
potieba k transkripci ur€itych skupin genii nebo operont vramci jejich regulonu [46].
Pfi pozorovani bakterie Bacillus subtilis byla zjisténa rozsahla indukce genii pomoci sigma faktoru
oB. Tyto geny koduji stresové proteiny, které se objevuji v navaznosti na teplotni zmény, vyskytu
ethanolu, soli nebo kyseliny, ¢i béhem nedostatku zdroju energie [47]. Dal$im prikladem sigma
faktoru zapojeného do stresové odpovédi je 67, ktery iniciuje sporulaci buiiky béhem nepiiznivych
podminek [48]. Dostupnost nékterych sigma faktorti k formaci komplexu s RNA-polymerazou je
kontrolovana navazanim vazebného partnera znamého jako anti-sigma faktor, ktery mutze byt
regulovan proteolyzou nebo fosforylaci [42].

2.4.1 Stresové faktory

Ptivod stresor muze byt chemického, fyzikalniho ¢i biologického charakteru, jak je uvedeno
v Tabulce 2. Dokonce i organismy samy mohou byt zdrojem stresovych faktord. Mnoho bakterii
dokéze vytvaret peroxid vodiku, superooxidové radikaly nebo dalsi reaktivni formy kysliku uvnitf
buniky. Stresové faktory zpiisobuji denaturaci proteind, indukuji zlomy v DNA fetézcich nebo
zpusobuji oxidaci molekul [49]. V této diplomové praci se budeme detailngji vénovat pouze
jednomu typu stresu, a to konkrétné oxidativnimu.
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Tabulka 2: Typy stresovych faktorui [50]

Fyzikalni stres Chemicky stres Biologicky stres

Teplota Ethanol (toxické metabolity)  Starnuti bun¢k

Osmoticky tlak Nedostatek zivin Zmény genotypu

Vysuseni Oxidativni stres Kompetice s dal$imi organismy
Vysoky tlak pH

Smykové napéti Ionty kovl

Radiace Chemicka mutageneze

2.4.1.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres nastava v piipad¢, kdy pocet oxidanti puisobicich na organismus pievysuje jeho
antioxida¢ni kapacitu. Oxidativni stres je zpusoben piitomnosti volnych radikalt, coz jsou
reaktivni chemické substance existujici velmi kratkou dobu. Volné radikaly se vyznacuji
pritomnosti jednoho nebo vice neparovych elektronii, které mohou oxidovat slouceniny, na které
narazi. Pfitomnost neparového elektronu jim umoziuje reagovat témétr se vSemi molekulami
Vv blizkém okoli [51].

Reakce probihd nasledovné: volny radikal atakuje nejblizSi stabilni molekulu a odebere ji
elektron. Z neutralni molekuly se tak stane volny radikal a fetézova reakce pokracuje dal. Jakmile
proces jednou zacne, dokéaze znicit celou Zivou buiiku, pokud neni v¢as zastaven. Volné radikaly
reaguji zejména s lipidy, aminokyselinami, sacharidy nebo narusuji DNA a mohou zptsobit
mutace [51].

Rozlisujeme n¢kolik typu volnych radikali. Jednim z nich jsou reaktivni formy kysliku neboli
ROS (z anglického: reactive oxygen species) (Obrazek 5), coz jsou volné radikaly odvozené
od molekuly kysliku. Druhou skupinou jsou volné radikaly odvozené od molekuly dusiku
nazyvané reaktivni formy dusiku neboli RNS (z anglického: reactive nitrogen species) [51].

00 Q:0 10:0:
]{}rglik Supercoxidovy anion Peroxid
DZ Yo 2_ ) 02‘2
H:Q:O'H 'Q'H :O'H
Peroxid vodiku  Hydroxvlovy radikil Hydroxvlovy ion
H305 - OH OH"

Obrazek 5: Reaktivni formy kysliku [51]
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Reaktivni formy kysliku jsou molekuly reaktivnéj$i nez samotny kyslik. Primarni ROS je
superoxid, ktery vznika jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku: rovnice (2.23). Tato
reakce je katalyzovana NAPDH dependentni oxidazou, kdy jsou elektrony ziskavany pravé
z NADPH: rovnice (2.24)

0,+e” - 05, (2.23)

20, + NADPH — 205 + NADP* + H*. (2.24)

Naéslednou redukei vznika peroxid vodiku. Dochazi k tomu bud’ dismutaci superoxidu, ktera

se objevuje zejména pii nizkém pH (2.25), nebo je reakce katalyzovana pomoci enzymu superoxid
dismutazy:

205 + 2H* - H,0, + 0,. (2.25)

Dalsi reakce mohou vést ke vniku hydroxylovych radikdla OH, zejména v pifitomnosti
kovovych ionti zeleza nebo médi skrze Fentonovou ¢i Haber-Weissovou reakci. Hydroxylové
radikaly jsou extrémné reaktivni a maji kratky polocas rozpadu. Reaguji tudiz pravdépodobné
s prvni molekulou, ktera se dostane do jejich blizkosti [9].

AZ 90 % reaktivnich forem kysliku vzniklych uvnitt bunky pochazi z elektron-transportnich
fetézcl V mitochondriich, endoplazmatickém retikulu, plazmatické a jaderné membrané nebo
fotosyntetickém systému. Mensi mnozstvi ROS je generovano enzymy zvanymi oxidazy, mezi
které patii NADPH oxidazy, lipoxygenazy, cyklooxygenazy nebo xantinové oxidazy. Produkce
ROS je kontinudlni a za standardnich podminek je v rovnovaze s jejich eliminaci. Za urcitych
podminek se ale tento rovnovazny stav miize zmeénit a koncentrace ROS rapidné vzroste, coz vede
k oxidaci buné¢nych soucasti a naslednému naruseni metabolismu buriky a jeho regulace. Duvody
k naruSeni rovnovazného stavu mohou byt:

e zvysSeny vyskyt endogennich nebo exogennich sloucenin, které autooxidaci produkuji
ROS,

e vycerpani zasob antioxidanta,

e inaktivace antioxida¢nich enzymd,

e pokles produkce antioxida¢nich enzymt a nizkomolekularnich antioxidant,

e kombinace vyse zminénych [8].

Dva mozné mechanismy redukce kysliku za aerobnich podminek v elektrontransportnim fetézci
je mozné vidét na Obrazku 6. Prvni zpusob znazoriuje Ctyielektronovou cestu redukce kysliku
na vodu, ktery nastavd v 90 % piipadd. Mén€ nez 10 % kysliku je redukovano pomoci
jednoelektronové cesty za vzniku superoxidového radikalu a nasledné peroxidu vodik, ktery se po
reakci s elektronem rozpada na hydroxylovy radikal a hydroxylovy anion. V poslednim kroku
hydroxylovy radikal reaguje s elektronem za vzniku vody [8].
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Obrazek 6: Ctyrelektronova a jednoelektronova cesta redukce kysliku [8]

Hlavnim cilem oxida¢niho stresu jsou molekuly lipidi. Volné radikaly napadaji polynenasycené
kyseliny v membranach a dochazi k jejich peroxidaci. Tim dojde ke snizeni fluidity membrany
ajejimu poruSeni, nasledné jsou pak polynenasycené mastné kyseliny degradovany. Jednim
z produktd je aldehyd, ktery je také velmi reaktivni a mize posSkozovat proteiny. Nevyhodou
aldehydu oproti volnym radikalim je jeho dlouha zivotnost, a tedy moznost ovlivnit molekuly
ve vétsi vzdalenosti. DalSim cilem ataku volnych radikalda je DNA. Radikaly reaguji jak s bazemi,
chyby v replikaci [51].

Pokud nebereme v potaz pouze bakterie, ale vSechny zivé organismy véetné lidi, vné&j$im
zdrojem volnych radikali mze byt napfiklad koufeni, ptitomnost herbicidi a pesticidl
Vv potravinach, smazené jidlo, primyslové kontaminanty vyskytujici se v padé, nebo na povrchu
rostlin [51].

Zivé organismy Si vyvinuly mechanismy, které je chrani pfed nadmérnou koncentraci volnych
radikala a naslednému oxida¢nimu stresu. Téchto krokti se u€astni enzymy jako kataladza, superoxid
dismutaza, malé proteiny jako thioredoxin nebo glutaredoxin a malé molekuly jako glutathion.
Genetickd odpoveéd’ bakterii na stres je kontrolovana dvéma hlavnimi transkripnimi regulatory
OxyR a SoxRS [51].

Prvni krokem pro boj s volnymi radikaly ptichazejicimi zvenku muze byt zména fyziologickych
vlastnosti buiiky. Bylo prokazano, Ze bakterie mohou ménit fluiditu membrany na zakladé
pritomnosti peroxidu vodiku, coz vyusti v mensi penetraci toxickych latek do buiiky a umozni tak
burice zareagovat na jejich pritomnost pomoci antioxida¢nich mechanismi. Ke zméné permeability
membrany dochézi v disledku exprese gent kddujicich estrogenovy a lipidovy katabolismus, coz
vede ke zméné sloZzeni membranovych lipidd a méni se tak prostupnost pro peroxid vodiku [52].

Enzym superoxid dismutdza zajist'uje prvni krok eliminace volnych radikalii pomoci katalytické
konverze dvou superoxidovych radikalti na molekulu peroxidu vodiku a kysliku. JelikoZ peroxid
vodiku muze dale reagovat a vytvotit velmi reaktivni hydroxylovy radikal, je potfeba ho odstranit.
To se déje pomoci enzymu katalaza za vzniku vody a kysliku. Dal§imi enzym Ucastnicimi se
eliminace reaktivnich forem kysliku jsou glutathion peroxidaza a DT-diaforaza. Redukéni prostredi
Vv buiice pomahaji udrzet neenzymatické molekuly jako NADPH a NADH, B-karoten, kyselina
askorbova, a-tokoferol a glutathion [51].

Na Obrazku 7 muizeme vidét znazornéni zavislosti koncentrace reaktivnich forem kysliku
na case. Pokud je organismus vystaven vysSimu mnozstvi ROS po kratkou dobu a poté se vraci
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na svou puvodni hladinu, oznacuje se tento typ stresu jako akutni. Pokud dochazi k dlouhodobému
pusobeni ROS na organismus, mtize to vyustit v chronicky stres, kdy mize dochazet k modifikaci
bunécénych slozek, coz narusuje homeostazu. Posledni moznosti, kterd miize nastat v disledku
zmény fyziologického stavu organismu, je vytvoreni nového kvazistaciondrniho stavu, kdy se ROS
jiz nevrati do pivodni hladiny a stabilizuje se na nové, zvySené hladin€. Novy kvazistacionarni
stav je u lidi spojovan s nékterymi patologiemi jako je diabetes mellitus, ateroskleroza,
kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni [52].

A

Alkutni vazistacionarni stav
oxidaéni
stres

Chromicky™
oxidafni stres

Mnozstvi ROS
<=—— (Oxidant

o o o o o o R R O A R G R o R M o

CAS
Obrazek T: Zavislost pusobeni ROS v case [8]

Krom¢ jiz zminénych negativnich u¢inkii mohou mit nékteré¢ ROS v buice také pozitivni roli.
Utastni se bunééné signalizace, véetné apoptozy, genové exprese a aktivace signaliza¢ni kaskady
a mohou slouzit jako extra- i intracelularni posli. Molekuly spliujici kritéria pro potencialni
signalni molekuly jsou peroxid vodiku a superoxid [9].

Jak jiz bylo zminéno diive, aplikovani stresu miize mit kromé negativnich u€inkt i ty pozitivni.
V biotechnologiich se aplikace stresu vyuziva za ucelem zvysené produkce metabolitti nékterych
mikroroganismi. 'V pfipadé této diplomové prace to jsou bakterie akumulujici
polyhydroxyalkanoaty, které jsou blize popsany v nasledujici kapitole.

2.5 Polyhydroxyalkanoaty

Srostouci zatézi na zivotni prostfedi v poslednich desetiletich roste i1 snaha o nahrazeni
petrochemickych plastii alternativnimi materidly. Jednim z téchto materiali mohou byt
i polyhydroxyalkanoaty neboli PHA. Jednd se o biodegradabilni a biokompatibilni polymery
syntetizované n€kterymi mikroorganismy ve form¢ intracelularnich granuli. Prvni zminka o PHA
pochazi jiz zroku 1926, kdy francouzsky ve&dec Lemoigne objevil piitomnost
poly-3-hydroxybutyratu (P3HB) uvnité bakterie Bacillus megaterium. Vzhledem Kk velké
dostupnosti petrochemickych plast a vysokym nakladiim na produkci bioplastl nejsou zatim tyto
materidly vyuzivany ve velké mife. Pro zefektivnéni procesii produkce PHA je mozné vyuzit
rekombinantni kmeny bakterii, ¢inngj$i fermentaci nebo purifikaci, ¢i pouzivat levné odpadni
Substraty jako zdroj uhliku [53, 54].
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2.5.1 Struktura a vlastnosti PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou linearni polyestery hydroxykyselin, pficemz v dnesni dob¢ je znamo
vice nez 150 rGznych druh. PHA je mozné rozdélit podle poctu uhlikit monomerni jednotky do tii
skupin: s kratkym fetézcem (scl, z anglického: short-chain-length), které maji 3—35 uhlikd; se
sttedné¢ dlouhym fetézcem (mcl, z anglického: medium-chain-lenght), které maji 6—14 atomu
uhliku a s dlouhym fetézcem (Icl, z anglického: long-chain-lenght), které maji vice nez 14 atomi
uhliku. Nejznaméjsimi zastupci Scl-PHA jsou polyhydroxybutyrat a polyhydroxyvalerat,
u mcl-PHA jsou to napiiklad polyhydroxyoktanoat a polyhydroxyhexanoat. PHA se mohou
vyskytovat ve formé homopolymert, tedy obsahuji pouze jeden typ monomeru, nebo ve formé
kopolymert, tedy obsahuji vice typit monomert navazanych za sebou [53].

(o) 0O O 0O o) (o)
VRIS
0 o’ MN\o”" M\ M\ 6" M\,

3HB 3HV 3HHXx 3HO 3HD 3HDD
e/ \ /
Scl-PHA Mcl-PHA

Obrdazek 8: Struktury nekterych polyhydroxyalkanodty [53]

Vlastnosti PHA se 1isi zejména v zavislosti na jejich chemické struktuie, tedy poctu uhlikt ¢i
funk¢nich skupinach a konkrétnim zastoupeni jednotlivych monomert v pfipadé kopolymeru.
Alternativni plasty jsou charakterizovany stejnymi parametry jako bézné petrochemické plasty.
Nasledujici ptiklady PHA se svymi vlastnostmi zna¢né podobaji polypropylenu, jak lze vidét
v Tabulce 3. Polymery vyobrazené v tabulce jsou poly-3-hydroxybutyrat (P3HB), poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat (PHB3HV), poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
(PHB4HB) a poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexenoat) (PHB3HX) [55].

Tabulka 3: Vlastnosti vybranych kopolymerii (s 3HB) v porovndni s PP [55]

Vlastnost PHB 20%3HV 16%4HB 10%HXx PP
Teplota tani (°C) 177 145 150 127 176
Teplota skelného
ptechodu (°C) 2 L ! 1 10
Krystalinita (%) 60 56 45 34 50—70
Pevnost v tahu (MPa) 43 20 26 21 38

Prodlouzeni pii

fetrzent (%) 5 50 444 400 400
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Vsechny PHA jsou nerozpustné ve vod¢, dobie odolavaji hydrolyze, jsou odolné viuci UV
zateni, slouZzi jako vyborna bariéra pro plyny a ve vod¢ klesaji ke dnu, coz mtize usnadnit anaerobni
biodegradaci v sedimentech. Polymery jsou biokompatibilni a biodegradabilni, coz je jejich velkou
vyhodou i pfi medicinskych aplikacich (viz kapitola 2.5.6). PHA jsou rozpustné v chloroformu
a dalSich chlorovanych rozpoustédlech, ¢ehoz je vyuzivano pfi jejich extrakci z bakteridlnich
bun¢k. Teploty skleného prechodu a tani se li§i mezi jednotlivymi polymery, ale pohybuji se
v rozmezi —50 °C az 4 °C pro teplotu skelného piechodu a 40 °C az 180 °C pro teplotu tani.
Pfi zpracovani polymert a jejich nasledném vyuziti je také dulezité znat teplotu rozkladu, ktera se
pro PHB udava jako 246,3 °C a pro P(3HB-c0-10,4%HV) jako 260,4 °C [56].

Primérna molarni hmotnost PHA produkovanych bakteriemi je udavana az okolo 4 MDa
a polydisperzita ptiblizné 2 [57]. Homopolymer PHB je vysoce krystalicky, pevny, ale kiehky.
Pokud se zformuje do podoby vlaken, chova se jako vysoce elasticky material [54].

Kromé typickych posuzovanych vlastnosti ptipada u biopolymert v tvahu i biodegradabilita.
Nekteré mikroorganismy jsou schopny v piirodé degradovat PHA pouzitim vhodnych enzymu
(PHA hydrolazy a PHA depolymerazy). Rychlost degradace zavisi na sloZeni polymeru
a environmentalnich podminkach. Rozmezi se pohybuje v fddech nckolika meésicii v ptipade
anaerobniho zpracovani odpadni vody a v fadu nékolika let v pfipadé vody moiské. PHA jsou
rozlozitelné i v pudé a Ize je i kompostovat. Dalsi dilezitou vlastnosti je biokompatibilita, coz
znamena, ze polymer nevykazuje zadné toxické efekty pro zivé organismy, a muze tak byt pouzit
pro medicinské aplikace [54].

2.5.2 Syntéza PHA

Metabolismus akumulace PHA byl poprvé zkouman v roce 1958 u kmene B. megaterium. Macrae
a Wilkinson zjistili, ze mnozstvi PHA se zvySuje, se zvySujicim se pomérem uhliku ku dusiku
v médiu. Z jejich vysledkt vyplyva, ze stejné jako u sacharidovych zasob a polyfosfatli, dochazi
k akumulaci PHA jako odpovédi na limitaci nékterych nutrientt. Pokud mikroorganismim chybi
dostatek esencialnich latek na bunééné dé€leni (amonné kationty, sirany, fosfore¢nany, hoi¢ik,
zelezo), ale maji dostatecny piisun uhliku, mohou si ho ukladat pravé v podobé PHA. Akumulace
mize nastat i pfi limitaci kyslikem. Nicmén¢ jsou znamé i kmeny bakterii, které syntetizuji PHA
béhem rustové faze jako napiiklad Alcaligenes latus nebo mutantni kmen Azotobacter vinelandii.
Pokud je pfisun Zivin vyvazeny, dochézi k inhibici syntézy PHA kvili vysoké koncentraci CoA,
kdy zakladni stavebni kamen PHA, tedy acetyl-CoA, je metabolizovan v Krebsové cyklu.
Pfi limitaci nutrienti nemtize dochazet k syntéze proteinti a dochazi k nahromadéni NADH, které
inhibuje syntézu citratu a acetyl-CoA, ktery se nemize rychle oxidovat v Krebsové cyklu, se
akumuluje. Rovnovaha je pak posunuta ve prospéch syntézy PHA [58].

Vzhledem k Sirokému rozpéti moznych monomernich jednotek vykazuje enzym zodpovédny
za polymerizaci monomert Sirokou substratovou specifitu. Jeden z faktort, ktery urcuje vysledné
slozeni PHA, je zdroj uhliku. Bakterie mohou utilizovat Sirokou Skalu substrati jako jsou
jednoduché cukry, alkany, rostlinné oleje, mastné kyseliny nebo rizné odpadni substraty, coz
mohou byt smési pfedem zminénych substrati. Na zéklad¢ typu monomeru jsou do syntézy PHA
zapojeny rizné metabolické drahy a biosyntéza PHA miiZze byt rozdélena do tii zakladnich typi.
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Prvnim z nich je syntéza z cukernych prekurzori, kterou muzeme vidét u bakterie Cupriavidus
necator H16, coz bude blize popsano Vv nésledujici kapitole. Pti dalSich typech biosyntézy jsou
vyuzivany drahy degradace mastnych kyselin, coz miizeme nalézt naptiklad u pseudomonad, nebo
drahy biosyntézy mastnych kyseliny [59].

2.5.2.1 Syntéza PHA u bakterie Cupriavidus necator

Kli¢ovym enzymem pii syntéze PHA je polymera¢ni enzym PHA syntdza (PhaC). Miizeme rozlisit
3 druhy PHA syntdzy s ohledem na jejich substratovou specifitu a primarni strukturu. Prvni typ
tohoto enzymu je schopen polymerizovat zejména kratké (scl) monomery, druhy typ polymerizuje
hlavn€ monomery se sttedné¢ dlouhym fetézcem (mcl). Zatimco prvni dva typy enzymu se skladaji
pouze z jedné podjednotky, tfeti typ se sklada z podjednotek dvou [59].

Prvnim krokem syntézy je pfeména substritu na acetat a poté nasleduje navdzani CoA,
univerzalniho pfenaSeCe acylovych skupin, pomoci thioesterové vazby. V piipad¢ bakterie
Cupriavidus necator H16 (diive znamé jako Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha nebo
Wautersia eutropha) se biosyntézy PHA ucastni tii enzymy. Prvni z nich je B-ketothiolaza (PhaA),
ktera katalyzuje kondenzaci dvou acetyl-COA na acetoacetyl-CoA. Produkt nasledné prochazi
redukci pomoci NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy (PhaB), kdy vznika (R)-izomer
3-hydroxybutyryl-CoA. Na rozdil od C. necator H16 vznika b&éhem syntézy pomoci bakterie
R. rubrum, ktera vyuziva téméf stejnou drahu, (S)-izomer, ktery je nasledné pomoci dvou enoyl-
CoA hydrataz konvertovan na (R)-izomer. Dochézi k tomu, jelikoz nasledujici a nejdulezitéjsi
enzym celé této metabolické drahy, PHA syntaza, je stereospecificky a je tedy schopen akceptovat
pouze substraty v (R)-konfiguraci. PHA syntaza katalyzuje polymerizaci monomernich jednotek
za vzniku specifickych homopolymeru ¢i kopolymerd. Propagace fetézce pokracuje navazanim
dalsiho monomeru a v ptipadé¢ 3-hydroxybutyryl-CoA bude vyslednym polymerem poly-3-
hydroxybutyrat (PHB) [58, 59].

26



Cukry

v
acetyl-CoA —— Krebsiiv cyklus

3-ketothiolaza (PhaA)
v
acetoacetyl-CoA

acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB)

v
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA

PHB syntaza (PhaC)

v
PHB

Obrazek 9: Schéma syntézy PHA [54]

2.5.2.2 PHA granule

Polyhydroxyalkanoaty jsou uvnitt bakteridlnich bun¢k shromazd’ovany ve forme intracelularnich
inkluzi neboli granuli. Jedna se o komplexni struktury podobné organelam nazyvané karbonozomy.
Na povrchu téchto inkluzi se nachazi velké mnozstvi proteind, které plni jak strukturni, tak funkéni
roli. Pivodné bylo zamysleno, ze PHA granule ve své struktufe obsahuji krom¢ proteint
i fosfolipidy. Divodem této domnénky bylo nalezeni fosfatidové kyseliny a dalSich lipidickych
sloucenin v purifikovanych PHB granulich bakteric Bacillus megaterium pfed 50 lety. DalSim
potencialnim diikkazem o pfitomnosti fosfolipidii ve struktuie byly vysledky z elektronové
mikroskopie, které naznaCovali tloustku povrchové vrstvy jako 4 nm, coz odpovida fosfolipidové
monovrstvé. Zadny z téchto tvrzeni ale stoprocentné nepotvrzuje piesné slozeni PHA granuli
in vivo. Ve studii z roku 2016 Bresan a kol. potvrdili pomoci né€kolika experimenti zahrnujicich
expresi proteinll vazajicich se na fosfolipidy, ze povrchova vrstva PHA granuli je sloZena pouze
z proteinti, nikoliv fosfolipidl, a ze v piipadé fosfolipidt nalezenych v purifikovanych PHA
granulich in vitro se patrné jednalo o fosfolipidy navazané az nasledné po poruseni bunécné
membrany [60, 61].

Na povrchu granuli jsou navdzané vSechny proteiny nezbytné nutné pro syntézu a degradaci
proteiny zvané phasiny (PhaPs), analogy oleosintl, coz jsou proteiny vdzané na povrchu olejovych
globuli u nékterych rostlin. Bylo zji§téno, Ze phasiny pokryvaji velkou €ast inkluzi a pomoci
experimentt s phaP mutanty byla stanovena i jejich funkce. U mutantd byla syntetizovana pouze
jedna velka inkluze PHA, zatimco vysoka exprese PhaP vedla k vytvoreni vétsiho poctu mensich
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granuli. Z vysledkt vyplyva, ze tyto proteiny nejen ovliviiuji velikost granuli, tedy pomér povrch
ku objemu, ale také zabranuji koalescenci granuli in vivo. Struktura granule polyhydroxybutyratu
je k nahlédnuti na Obrazku 10 [61].
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Obrazek 10: Struktura PHB granuli [60]

2.5.3 Degradace PHA
Vzhledem k tomu, Zze PHA slouzi bakteriim jako zdroj uhliku, je dulezité, aby bakterie také
disponovaly schopnosti nasledného vyuziti téchto zdrojii. Jsou proto vybaveny depolymerizacnim
systémem zahrnujicim enzym PHA depolymerazu, ktera je schopna depolymerizovat intracelularni
granule PHA. PHA inkluze jsou pravdépodobné chranény proti ptipadné piedc¢asné depolymerizaci
pomoci proteini a je potfeba piitomnost aktivatoru, ktery modifikuje inhibitor, coz nasledné
umozni intracelularni PHA depolymeraze nasednout na polymer [60, 62]. Jedna se o velmi pomaly
proces a rychlost depolymerizace je asi 10x niz$i nez rychlost polymerizace. Vzhledem ke zjisténi,
ze pocet feté¢zci PHA je téméf nemeénny po celou dobu degradace, V ptipadé tohoto enzymu se
nejspise jedna 0 exo-typ hydrolazy, ktera §té€pi jednotlivé monomery od konce polymerniho fetézce
[63]. Je dulezité zminit, Ze intracelularni depolymeraza je schopna rozkladat pouze nativni inkluze
PHA, tedy v amorfnim stavu a mechanismus depolymerizace se tedy li$i od té extracelularni [59].
Dilezitym aspektem téchto polymert je jejich biodegradabilita. Pii jejim hodnoceni se piihlizi
na faktory jako velikost vzorku, molekulova hmotnost a mechanicka pevnost. Bylo zjisténo, ze
rychlost biodegradace zdvisi na mnoha vnéjSich faktorech jako teplota, pH, vlhkost nebo
dostupnost nutrientt. Ale také na vnitinich faktorech, tedy vlastnostech polymeru, jako jsou
monomerni sloZeni, stupen krystalinity, pfitomnost aditiv anebo velikost povrchu [59].
Neékteré mikroorganismy nebo houby disponuji extracelularni depolymerazou, ktera se
vyznacuje schopnosti degradovat krystalické formy polymeru a nasledné je pouzit jako zdroj
uhliku. JelikoZ PHA jsou polymery s velkou molekulovou hmotnosti, které nemohou ptechazet
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skrz bunécnou sténu, je nejprve nutné je nastépit, aby mohly byt vyuzity jako zdroj nutrientt.
Extracelularni depolymeraza hydrolyzuje polymer na ve vodé rozpustné monomery a oligomery.
Mikroorganismy majici schopnost degradovat tyto polymery byly nalezeny V rozmanitych
prostiedich, jako jsou pida [64], mote [65], jezera [66], horké prameny [67] ¢i kompost [68].
Enzym PHA depolymeraza se sklada ze dvou domén a spojovaciho regionu. Doména na N-konci
je oznaCovana jako katalyticka, zatimco doména na C-konci je oznafovana jako vazebna.
Enzymaticka degradace polymeru je heterogenni reakce sestavajici ze dvou krokt, adsorpce
a hydrolyzy. Prvnim krokem je adsorpce vazebné domény na povrchu polymeru a druhym je
hydrolyza pomoci aktivniho mista enzymu. Rychlost depolymerace je ovlivnéna koncentraci
enzymu. V piitomnosti mensiho mnozstvi je vétSina katalytickych domén adsorbovaného enzymu
schopna hydrolyzy polymeru. Zatimco v pfitomnosti vysoké koncentrace enzymu nema katalyticka
doména pfistup K fetézcim PHA, jelikoZ jsou blokovany vazebnou doménou [59]. Schéma
biodegradace PHA je zobrazeno na Obrazku 11.

Mikroorganismus
Zdroj uhliku

= o2

Biomasa
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C C H,O
0/ \CH/
2 n 02 f

Mikroorganismus
Organicka kyselina g o
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O ~

Adsorpce

a
Hydrolyvza - sekrece
PHA depolvmeraza
Primarni degradace Konecna degradace
(Enzymaticka degradace) (Mikrobiilni metabolismus)

Obrazek 11: Biodegradace PHA [69]
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2.5.4 Producenti PHA

Syntéza PHA se objevuje u mnoha mikroorganismil. Potencidl pro velkovyrobu maji ale zejména
bakterie nebo transgenni rostliny. Zatimco u rostlin se ale dosahuje produkce PHA pouze do 10 %
suché hmotnosti, u bakterii je zisk o0 mnoho vétsi, az 90 %. VéEtsi mnozstvi polymeru u rostlin
negativné ovliviluje jejich rist a vyvoj a tento problém zatim nebyl piekonan [70].

Akumulace PHA je ptirozena cesta, jak uchovavat energii a uhlik pro mnoho bakterii. Bylo
popsano vice nez 300 bakteridlnich druhi, které maji schopnost syntézy PHA. VétSina z nich patii
mezi mezofilni kmeny, které jsou také momentalné pouzivany pro pramyslovou vyrobu. Do této
skupiny bakterii patii naptiklad jiz zminény Cupriavidus necator H16, a dale pak Pseudomonas
aeruginosa, Chromatinum vinosum, Aeromonas cavie nebo Bacillus megaterium [71]. Nevyhodou
vyuziti mezofild, tedy bakterii, jejichz teplotni optimum je v rozmezi 25—40 °C [72], je zejména
velkd nachylnost na kontaminaci dalSimi mezofily. Do této skupiny se fadi vétSina béznych
I patogennich bakterii [71].

Odpovédi na tyto problémy by mohlo byt vyuziti fermentace, ktera pouziva termofilni
bakterialni kmeny s teplotnim optimem 50—60 °C. Nejen ze by to pomohlo pfedejit piipadné
kontaminaci mezofilnimi mikroorganismy, ale také by to mohlo podstatné zlevnit vyrobu.
Metabolické teplo vzniklé pii fermentace a rozptylené michanim, je vyuzito na ohtivani reaktoru.
Dalsi vyhodou je zlevnéni naklada na sterilizaci a moznost pracovani v kontinualnim nebo semi-
kontinualnim moédu. V neposledni fad¢ je také spotiebovano mnohem méné vody a energie na
chlazeni reaktoru. Piikladem termofilnich bakterii vyuzivanych k produkci PHA jsou napiiklad
Caldimonas taiwanensis, Thermus thermophilus, Chelatococcus daeguensis, Schelegelella
thermodepolymerans a Bacillus licheniformis [71].

Rozvojem syntetické biologie a genetického inZzenyrstvi a uspéSnym naklonovani vSech tii gent
ucastnicich se syntézy PHA bylo mozné exprimovat tyto geny V organismech, které bézné
biosyntézou PHA nedisponuji. Modelovym organismem vyuZzivanym pro genetické manipulace je
bakterie Escherichia coli. Jelikoz fyziologie, biochemie i genetika E. coli jsou detailné
prostudované, déla to z kmene idealniho kandidata pro vytvoreni rekombinantni bakterie schopné
produkce PHA. Vyhodou vyuziti rekombinantniho kmenu oproti normalnimu je skute¢nost, ze
nejen ze muze vyuzivat veétsi skélu levéjSich substrati jako zdroj uhliku, ale také purifikace
vysledného produktu je levnéjsi. Rekombinantni kmen také nedisponuje enzymem intraceluldrni
PHA depolymerazy, coz znamena4, ze jiz nasyntetizované PHA nemuze byt degradovano [59].

Krom¢ bakterii ptichazeji v ivahu jako potencidlni producenti transgenni rostliny, kde byly
zkoumany napiiklad Arabidopsis thaliana [73], Gossypium hirsutum [74] nebo tabakova rostlina
[75]. Vedle transgennich rostlin byly zkoumany i transgenni kvasinky Saccharomyces cerevisiae
[76] a Yarrowia lipolytica [77] nebo hmyz Spodoptera frugiperda [78] a také cyanobakterie [79].
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2.5.5 Substraty pro syntézu PHA

Klasické substraty vyuzivané pro kultivace mikroorganismt pro produkci PHA jsou sacharidy,
kam se tadi napiiklad glukoza, fruktdza, sacharoza a mnoho dal$ich. Dale pak kyseliny jako je
acetat, malat, laktat nebo sukcinat atd. [54]. Pouzivani téchto substrati ma ale na celou vyrobu
neblahé ekonomické dopady, kdy pravé cena substratli nezbytnych pro produkci je jednim
z nejdrazsich aspekt celé vyroby. Cena téchto bioplasti je 5 az 10 krat vyssi v porovnani
s petrochemickymi plasty. Proto se soucasné vyzkumy orientuji na zapojeni odpadnich substrata
jako zdroje uhliku [53].

Prvnim z moZnych alternativnich substratl je syrovatka. Jedna se o vedlejsi produkt pii vyrobé
syri a tvoii az 90 % objemu zpracovavaného mléka. Polovina tohoto odpadu se zpracovava
na produkty pro zvifata nebo lidi a zbytek se vyhodi. Koller a kol. (2008)zkoumali produkci PHA
pomoci P. hydrogenovora a ziskali vytézek 1,27 g/l PHA pii zisku 5 g/l biomasy [80].

Dalsim potencialnim substratem je Skrob. Jedna se o komplexni matrici, kterou ale mnoho
bakteridlnich kmenti neumi samo hydrolyzovat, jelikoZz neprodukuji a-amylazu. Je proto nutné
ptidavat externi zdroj hydrolytického enzymu. Chen a kol. (2006) zkoumali produkci PHA pomoci
bakterie H. mediterranei, kdy dostali vytézek PHA 43 % hm. pti zisku 1,14 g/l biomasy [81].
V dalsi studii zkoumali Haas a kol. (2014) bakterii Ralstonia eutropha NCIM 5149, pii¢emz
ziskali 179 g/l biomasy s obsahem 55 hm. % PHB [82].

Melasa jako odpadni produkt po vyrobé cukru je také mozny zdrojem uhliku pfi fermentacich.
Tato komplexni matrice je zdrojem sachardzy, fruktozy, glukdzy a tady dulezitych prvki jako
zelezo, hoicik, vapnik a draslik v€etné nékterych vitamint, coz ji €ini idedlni pro rist bakterii.
Santiamo a kol. (2009) ziskali 6 g/l PHA za pouziti melasy jako substratu pii kultivaci
Bacillus sp. Strain COL1/A6 [83]. Jiang a kol. (2008) dosahli az 70 hm. % PHA pii kultivaci
P. fluorescens A2a5 s vytézkem biomasy 32 g/l [84].

Dalsimi alternativami jsou naptiklad pfesmazené rostlinné oleje, které tvoii velkou ¢ast odpada
z fetézcu s rychlym obcerstvenim, anebo odpadni vody zrtznych odvétvi pramyslu, pricemz
bakterie by mohly zaroven ¢istit odpadni vody a vytvaret PHA. Nevyhodou pouzivani odpadnich
produktli je zejména piitomnost necistot ve vysledném produktu a také jeho nejisty vytézek, jelikoz
sloZzeni substratu neni standardizované a pokazdé se liSi. Necistoty ve vysledném produktu
predurcuji jeho vyuziti k jinym nez medicinskym ucelim. Pro vyuZziti v mediciné musi byt
produkované PHA vyzaduji dalsi proces purifikace, ktery ale zase zveda vyslednou cenu produktu.
To ale nemusi byt az takovy problém pro vyuziti v medicin€, kde vysokd cena neni velkou
prekazkou [53].

2.5.6 Vyuziti PHA

VétSinové aplikace PHA se soustfedi na nahrazeni petrochemickych plastii. Potencialni uplatnéni
PHA ma velmi $iroké rozpéti. Jejich fyzikalni vlastnosti se 1isi v zavislosti na slozeni konkrétniho
polymeru, ¢i jeho naslednych modifikacich nebo smichanim s jinymi materialy. Nahrazeni
klasickych plastii polyhydroxyalkanoaty je mozné uplné ¢i ¢astecné napiiklad v ptipadé obalovych
materialti. Aplikace se zaméfuji na obaly v podobé krabicek ¢i tenkych filma. Biodegradabilita
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téchto polymert jim nahrava i pro vyuziti v rozlozitelnych pomickach osobni hygieny, jako jsou
plenky ¢i jejich obaly [54].

Kompozity bioplasti jsou jiz aktualné vyuzivany v elektronice, napiiklad v mobilnich
telefonech. Potencialni uplatnéni v zeméd¢€lstvi nachazi PHA zejména jako material
pro enkapsulaci seminek a hnojiv nebo jako biodegradabilni filmy pro ochranu obili [54].

PHA polymery mohou byt vyuzity jako biopaliva po podstoupeni methylesterifika¢nich technik
a maji také nespocet potencialnich vyuziti v medicinskych aplikacich. Vyhodou je, Ze po jejich
vlozeni do t€la nemusi byt opét vyjmuty pravé diky biodegradabilité. PHA jsou zcela
biokompatibilni, jelikoZ produkt jejich degradace 3-hydroxybutyrat je béZzné piitomen v bunkach.
Ne kazdy PHA ale miZze byt vyuzit v mediciné. PHA, které pfichazi do kontaktu s krvi, musi
byt zbaveny vSech bakterialnich endotoxinli, coZz vyZaduje velmi dikladnou extrakci
a purifikaci [53, 54]

Vyuziti PHA je mozZzné naptiklad ve tkanovém inzenyrstvi, kde slouZi jako adhesivni matrice
pro razné druhy bun¢k od endothelidlnich, pies hepatocyty po fibroblasty. Tyto bunky vykazuji
dobrou pfilnavost k matricim z PHB ¢i PHBV [53]. Kompozity z PHB a hydroxyapatitu byly
testovany jako matrice pro rust kostnich bunék, kde byl prokazan jejich rychly narust v okoli
kompozitu a po roce pouzivani tkan nevykazovala zadné znamky zanétu. Hydroxyapatit se piidava
k PHB z diivodu zvyseni pevnosti pro pouziti pravé u tvrdych tkani [53, 85]. PHB je mozné vyuzit
i jako scaffold pro srde¢ni chlopné¢ [86] ¢i neurony [87]. Dalsi dalezitou aplikaci PHA je vyuziti
ve farmaceutickém pramyslu jako nosic¢e 1éciv. Mikro a nanocastice PHA jsou pouzivany jako
obalova vrstva, do které jsou zakomponovana lé¢iva a K jejich uvolnéni dochazi po rozkladu obalu.
U zvifat byly PHA testovany jako nosi¢e vakcin [53].

2.5.7 Zapojeni PHA ve stresové odpovédi

Mikroorganismy primarné syntetizuji polyhydroxyalkanoaty, jako zasobarnu uhliku a energie
za ucelem jejich vyuziti pfi neptiznivych podminkéach. Kromé této jiz dobie prozkoumané zasobni
funkce PHA polymert, slouzi PHA také jako urcita ochrana proti pisobeni riiznych stresovych
faktorti a zvysSuji odolnost buiiky. Jelikoz schopnost syntézy PHA se vyskytuje U mikroorganismt
zijicich v rozmanitych podminkach a fadi se mezi n¢ jak aeroby, tak anaeroby, autotrofni,
heterotrofni 1 fototrofni organismy, miizeme usuzovat, ze PHA mohou mit schopnost pomahat
mikroorganismim se vyporadat s nejriznéj$imi typy stresu [88].

Schopnost bakterii syntetizovat, ale i degradovat polyhydroxyalkanoaty byla spojena se
zvySenou viabilitou bun€k a navysenim produkce PHA po vystaveni rozmanitym stresovym
podminkam. Byla prokazana vétsi odolnost u bakterie Azospirillum brasilense obsahujici vétsi
mnozstvi PHA pfi vystaveni UV zafeni, vysouseni nebo osmotickému tlaku [89]. Zminéné stresové
faktory plus nékteré dalsi jako ethanol, peroxid vodiku, teplo ¢i chlad byly zkoumany v dalsi studii,
kde byla téz potvrzena vétsi odolnost bunék obsahujicich PHA [90]. Nékteré bakterie jsou dokonce
schopné utilizovat nékteré toxické latky jako methanol [91] nebo styren [92] a syntetizovat z nich
PHA. Z provedenych studii je jasné, Ze protektivni funkce PHA se vyskytuje u vSech
mikroorganismi schopnych jejich syntézy nehled¢ na jejich druh ¢i puvod stresu. Pfesny
mechanismus zapojeni PHA v obrané proti stresovym faktorim neni zatim zndm, nicméné se
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pravdépodobné jedna o synergicky efekt nékolika riznych ucinki, které budou rozebrany
nasledovné.

Bylo zjisténo, ze intracelularni hydrolyza PHA indukuje expresi regulatoru RpoS, ktery
nasledné aktivuje expresi genti zodpovidajicich za protektivni funkci vii€i riznym druhiim stresu
[93]. Dalsim dilezitym objevem bylo zjisténi, Ze phasiny, proteiny obklopujici granule PHA,
u kterych bylo pivodné uvazovano, ze funguji pouze jako amfifilni rozhrani mezi vodnou fazi
cytoplazmy a hydrofobnimi granulemi, se ve skuteCnosti chovaji jako chaperony, které maji
schopnost chranit proteiny a dal$i biomolekuly pied denaturaci [88]. Jako chaperony se chovaji
I monomerni jednotky PHB, tedy 3-hydroxybutyrat. Pfestoze v metabolismu PHA vzdy pfevazuje
bud’ anabolismus nebo katabolismus, k syntéze i rozkladu dochazi souc¢asné. Tento proces je casto
oznacovan jako PHA cyklus (Obrazek 12) [94]. V dusledku této skutecnosti je Vv buiice vzdy
pritomné né&jaké mnozstvi monomert. Monomery 3HB byly spojeny s ochranou bunék proti
vysoké teploté, tézkym kovim ¢i oxidativnimu stresu [95], a také se chovaji jako Géinny
kryoprotektant [96]. V nasledujici kapitole jsou rozebrany nékteré mechanismy zapojeni PHA do
stresové odpovédi u vybranych stresovych faktoru.
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Obrazek 12: PHA cyklus [59]

2.5.7.1 Protektivni efekt PHA proti chladu

Protektivni funkce PHA miuZe byt vysvétleni pro¢ v neptiznivych podminkach antarktické ptidy
[97] ¢i ledovci v Gronsku [98] byly nalezeny konsorcia bakterii obsahujici i ty schopné syntézy
PHA. Pro lepsi porozuméni zapojeni PHA v ochrané proti chladu, zkoumali Ayub a kol. (2007)
antarktické bakterie Pseudomonas sp. 14-3 béhem adaptace na nizké teploty. Objevili, Ze
metabolismus PHA je nepostradatelny pro udrzeni redoxniho stavu uvniti bunky [99].
Obruca a kol. (2016) zkoumali kryoprotektivni i¢inek PHA u bakterie Cupriavidus necator H16.
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Kromé jiz znamé funkce jednotlivych monomeri 3HB schopnych fungovat jako kryoprotektant
bylo objeveno, ze PHB granule si zachovavaji svou flexibilitu i pii velmi nizkych teplotach, coz
muze mit za ndsledek ochranu pted piipadnym zranénim od extracelularnich ledovych krystalka.
Bakterie obsahujici PHB také vykazovaly mnohem rychlejsi transport vody, coz mize pomoci
predchazet vytvareni ledovych krystalkti uvniti bunky [96].

2.5.7.2 Protektivni funkce proti osmotickému tlaku

Ochrana proti osmotickému tlaku je stejné jako v ptipadé kryoprotektivity souborem nékolika
riznych mechanismi. Rychle se ménici osmolarita je realitou v mnoha riznych prostiedich. Bylo
prokézéno, ze akumulace PHA pomahéd v ochrané proti osmotickému stresu u nehalofilnich
bakterii. Fakt, ze schopnost syntézy PHA se vyskytuje u mnoha halofilnich bakterii také nahrava
zapojeni PHA Vv bakterialni rezistenci proti osmotickému stresu. Schopnost hydrolyzy PHA
pii stresovém pusobeni vede K vytvoteni produkti — 3HB, které se chovaji jako chaperony a chrani
biomolekuly pted ztratou aktivity [95]. Na druhou stranu dal$i zkoumana bakterie, Cupriavidus
necator H16, nereaguje na osmoticky stres mobilizaci polymeru, ale pfedchazi plazmolyze buriky
doprovazené poSkozeni bunééné membrany a néaslednym vylitim cytoplazmatického obsahu tim,
ze PHA ¢astec¢né zaceli trhlinu v bunééné membrang, a buiiku tak stabilizuji [100].
2.5.7.3 Protektivni funkce PHA proti oxida¢nimu stresu
Roli v boji proti oxida¢nimu stresu hraje jiz zminény cyklus PHA a ptitomnost volnych monomert
V buiice. Monomery 3HB vykazovaly protektivni funkci jak proti pusobeni oxida¢niho stresu
vV podob¢ peroxidu vodiku, tak i v podobé méd’natych iont [95]. Je pfedpokladano, ze proteiny
budou proti oxidaci chranény pomoci antioxidanti nebo chelata¢nich ¢inidel. Je ale velmi
nepravdépodobné, Ze by se 3HB oxidoval pomoci Cu?* nebo peroxidu vodiku a choval se tak jako
antioxidant. Stejné¢ tak i ucinkovani jako chelata¢ni ¢inidlo je velmi sporné [95]. Dalsim
mechanismem bojujicim nejen proti oxida¢nimu stresu je jiz popsana exprese RpoS, ktera vede
k expresi genii zodpovédnych za ochranu bunky pfed nepiiznivymi faktory [90]. Piesny
mechanismus uc¢inku polyhydroxyalkanoatu proti oxida¢nimu stresu neni znam, ale je jisté, Ze
nejen produkty degradace, ktera nastava pii pusobeni stresu, mohou butiku chranit. Pfi expozici
oxida¢nimu stresu v podobé H2O2 byla zjisténa zvySena syntéza PHA, coz znaci, Ze vétsi mnozstvi
PHA pomaha buiice se Iépe vypoiadat se stresem [19].

Mechanismus t¢inku oxida¢niho stresu na bunéény metabolismus a nasledné navysSeni syntézy
PHA se da vysvétlit nasledovné. Kli¢ovym faktorem v regulaci metabolismu PHA jsou
koncentrace acetyl-CoA, volného CoA a NADPH. Volny CoA dokaze inhibovat 3-ketothiolazu,
kterd zajiStuje prvni krok v syntéze PHA. NADPH je zase potfebné pro reakci katalyzovanou
acetoacetyl-CoA reduktazou, kterou inhibuje oxidovany koenzym NAD(P)*. Citrat syntaza
a isocitrat syntaza jsou inhibovany koenzymem NAD(P)H. Znamend to tedy, Ze hlavnim
regulatnim faktorem, ktery ur€uje, zda bude probihat syntéza PHA nebo bude acetyl-CoA
sméfovan do citratového cyklu, je koncentrace NAD(P)H [19].

NADH a NADPH jsou dtlezité neenzymatické antioxidanty, mezi které patii i B-karoten nebo
glutathion (GSH). GSH zajist'uje silné redukéni prostredi uvniti buiky a K jeho zpétné regeneraci
je potieba redukéni sila v podobé kofaktoru NADPH. Pii vystaveni oxida¢nimu stresu je tedy
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pro butiku nezbytné zachovat si vysoky pomér NADPH/NADP*. NADPH je u vétSiny
mikroorganismii generovano v pentozo-fosfatovém cyklu pomoci enzymu glukdza-6-fosfat
dehydrogenazy (G6PD). Bylo zjisténo, Ze béhem pisobeni oxida¢niho stresu dochazi ke zvyseni
aktivity G6PD, coz miZe vést ke zvySeni poméru NADPH/NADP®. To vede pfesmérovani toku
acetyl-CoA z Krebsova cyklu k syntetické draze PHA a inhibici Krebsova cyklu. Synergicky efekt
vSech téchto faktord vede ke zvySené produkci PHA. Tato zjisténi naznacuji, ze aplikace stresu
mize byt vyuzita biotechnologicky jako efektivni zptisob ziskani vétsiho mnozstvi polymeru [19].
Tohoto faktu bude také vyuzito v moji diplomové praci, kdy budou bakterie syntetizujici PHA
vystaveny oxida¢nimu stresu v podob¢ peroxidu vodiku za ucelem zvysené akumulace PHA.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V této kapitole jsou rozebrany vysledky jiz publikovanych studii zaméfujicich se na vyuziti
peroxidu vodiku pro stresovani bakterii se schopnosti syntézy polyhydroxyalkanoatu.

Jung a Lee (2000) zkoumali u¢inky oxidativniho stresu na produkci PHB a PHBV u bakterie
Ralstonia eutropha. Jako oxidacni ¢inidla byly vybrany peroxid vodiku a methyl viologen.
Kultivace probihala 48 hodin a oxidanty byl pfidany po 10 h od zacatku kultivace. Nejvyssich
vytézkt biomasy i PHB bylo u obou ¢inidel dosazeno pfi jejich koncentraci 4 uM. U peroxidu
vodiku bylo dosazeno 6,91 g/l biomasy oproti kontrolnimu vzorku, ktery dosahoval 6,42 g/l.
Vytézek PHB se zvysil z 1,78 g/l u kontrolniho vzorku na 2,64 g/l u koncentrace peroxidu 4 uM,
coz je narust zhruba o 50 %. Methyl viologen se jevi jako lepsi oxidaéni stresor nez peroxid vodiku,
jelikoz vytézek PHB byl pii koncentraci 4 uM 3,24 g/l oproti kontrole, kde byl 1,88 g/1. coz ¢ini
nartst 70 % [101].

Obruca a kol. (2010a) zkoumali pisobeni n€kolika typt vnéjsich stresu na bakterii Cupriavidus
necator H16 syntetizujici polyhydroxybutyrat. Mezi zkoumanymi stresy byly kromé peroxidu
vodiku i ethanol, NaCl, CoCl. a NiCl.. Pfi vystaveni mirnym stresovym podminkam, tedy niz$im
koncentracim stresoru, vykazovala kultura vétsi vytéZek biomasy a vySS§i akumulaci PHB.
Pti plisobeni vysSSich koncentraci stresortt dochazelo k inhibici bakteridlniho rdstu a niz§imu
vytézku PHB. Bylo zkoumano 8 rtiznych koncentraci peroxidu vodiku, pticemz v ¢ase 0 h bylo
do kultiva¢niho média ptidano vzdy 0,5 mM H20- a nasledné po 60 h byly pfidavany koncentrace
od 0 mM do 11 mM. Nejvétsi narust biomasy i nejvyssi akumulace PHB, byla pozorovana
pii koncentraci 5 mM H,O;. Pii téchto podminkach byl vytézek PHB 10,9 g/l zatimco kontrolni
vzorek dosahoval pouze 8,5 g/l. Vytézky PHB nebyly vyrazné nizsi pii vyuziti koncentrace 1 mM
nebo 3 mM H,O,. Pfi pouziti vyssi koncentrace, tedy 7 mM az 11 mM dochazi k vyraznému
snizeni rustu biomasy a i vytézek PHB je podstatné nizsi [102].

V dalsi studii Obruc¢a a kol. (2010b) zkoumali krom¢ vytézku PHB a biomasy i molekulovou
hmotnost polymert. Tato studie byla zaméiena na testovani tc¢inku ethanolu a peroxidu vodiku
na produkci PHB téZ u bakterie Cupriavidus necator H16. Pro H20- byly testovany koncentrace 5;
8 a 11 mM. Stresor byl do média pfidan po 60 h kultivace, ktera celkem trvala 100 h. Vytézky
biomasy se v tomto piipadé u vSech tii ptipadu pohybuji v rozmezi 13,29—13,44 g/l a vytézky
PHB od 10,23 g/l do 10,57 g/l. Kontrolni vzorek obsahoval 12,18 g/l biomasy a 8,63 g/l PHB.
Zvyseni vytéznosti PHB je tedy okolo 20 %. Co se ale velmi 1isi je molekulova hmotnost ziskanych
polymert. U kontrolniho vzorku je tato hodnota 187 kDa, zatimco u koncentrace H2O2 5 mM je to
905,4 kDa. Tyto vysledky naznacuji, ze aplikaci stresu se da ovlivnit nejen vytézek PHB ale i jeho
molekulova hmotnost [19].

Ptestoze studii zaméfenych na zkoumani navyseni produkce PHA aplikaci stresovych faktora
je mnoho, ptsobeni peroxidu vodiku nebylo pfili§ prozkoumano. Uvedené ¢lanky se zabyvaji
akutnim stresovanim, coz znamena, ze peroxid vodiku byl do kultivaéniho média pfidan pouze
jednou a v relativné vysoké koncentraci. V této diplomové praci se budeme zabyvat kontinualnim
stresovanim bakterii, které bude zplsobeno elektrochemickym generovanim peroxidu vodiku
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pfimo v kultivatnim médiu. Tato prace tedy pfinasi novou metodu stresovani bakterii pomoci
H202, kdy neni potieba manualné piidavat roztok peroxidu do média, ale je mozné pozadované
mnozstvi generovat piimo v médiu pouze za pouziti vhodnych elektrod a aplikovaného potencialu.
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4 CILE PRACE

Tato diplomovéa prace se zabyva zkoumanim elektrochemickych reakci vedoucich k syntéze
peroxidu vodiku, konkrétné redukci kysliku na katodé. Cilem prace bylo prozkoumat zavislost
produkovaného mnozstvi peroxidu vodiku na nékolika vybranych parametrech, jako je katodovy
potencial, elektrodovy material, geometrie méfici cely ¢i rychlost michani, a poznatky nasledné
aplikovat pii kontinualnim stresovani bakterie Cupriavidus necator H16, za tcelem zvysSené
produkce polyhydroxyalkanoatti
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

5.1.1

Pouzité mikroorganismy

Kmen Cupriavidus necator H16 — CCM 3726 ziskany z Ceské sbirky mikroorganisma
Masarykovy univerzity v Brng.

5.1.2

Pouzité chemikalie

3,3',5,5'-Tetrametylbenzidin (SIGMA-ALDRICH)

Agar (Carl Roth)

Chlorid draselny (Penta)

Chloroform (Lach-Ner)

Dichlormethan (Penta)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)

Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného (Lach-Ner)
Fruktosa (Lach-Ner)

Heptahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (SIGMA-ALDRICH)
Heptahydrat siranu hotec¢natého (Lach-Ner)

Hydroxid sodny (Penta)

Izopropylalkohol (Penta)

Kyselina citronova (BS vinaiské potieby s.r.0.)

Nutrient Broth (HiMedia)

Ocelova miizka, ocel SS 316L, (sloZeni: C < 0,03 %; Si <1 %; Mn <2 %; P < 0,045 %;
S <0,03%; N <0,1%; Ni10,0—13,0 %; Cr 16,5—18,5 %; Mo 2,0—2,5 %)
PDMS - Sylgard (DOW)

Peroxidaza (SIGMA-ALDRICH)

Roti®fair PBS 7,4 (Carl Roth)

Siran amonny (Lachema)

Titanovy drat, Sigma Aldrich, pramér = 0,8 mm, 99,7 % ¢istota

Pouzité pristroje

3D tiskarna, Raise3D E2

3D tiskarna, Anycubic Photon S

Analytické vahy, OHAUS, Pioneer

Centrifuga, Hettich EBA 20

Centrifuga, Hettich EBA 200

ELISA reader, Biotek, SYNERGY H1
Laboratorni zdroj, Keysight E36313A
Laminarni box Aura mini, BioAir — Euroclone
Laserova fezacka, Trotec Rayjet 50

Magnetickd michacka bez ohfevu, Kartell, TKO
Magnetickd michacka bez ohfevu, VELP SCIENTIFICA
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Nanofotometr, Implen, P300

Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m by
0,25 mm

Potenciostat, lvium Octostat

Potenciostat, lvium Vertex. 20A

Temperovana tiepacka, Heidolph, Incubator 1000
Termoblok, Stuart, SBH130D

Ttepacka, Witeg, SHO-2D

Unisense pSensor Instruments, Opto-F1 UniAmp
Vahy, Kern EW 620-3NM

Vortex, Benchmark, Benchmixer V2

BéZné laboratorni sklo a vybaveni



5.2 Vyroba méricich cel

Pfed samotnym zahajenim experimentd stresovani bakterii pomoci in situ generovaného peroxidu
vodiku, bylo zapotiebi otestovat riizné parametry, a zjistit tak jejich nejucinnéj$i kombinaci
pro efektivni produkci peroxidu v dostate¢ném mnozstvi. Mezi parametry, které byly zkoumany se
fadi rizné typy materiali, rizné hodnoty aplikovaného potecialu, odlisna geometrie méticich cel,
rychlost michani nebo typ pouzitého elektrolytu.

Prvnim krokem byla vyroba méficich cel pro prvotni experimenty. Cely byly vyrobeny dvé,
a to jednokomorova a dvoukomorova. V jednokomorové cele jsou umistény vSechny elektrody,
tedy pracovni, referenéni i protielektroda spole¢né. Ve dvoukomorové cele se v prvni komote
nachazi spole¢né pracovni elektroda a referen¢ni elektroda a ve druhé komote protielektroda. Obé
komory jsou propojeny solnym mustkem vyrobenym zroztoku agaru v PBS nadavkovanym
do tenké silikonové trubi¢ky. Ve dvoukomorové cele jsou ve vétsi komoie umistény dvé
protielektrody, které jsou béhem experimenti propojeny vodiCem. Zajisti se tim celkové veEtsi
povrch protielektrody.

............................... pracovni elekiroda -
......................... referenéni elektroda --eeeeeeeeens
Otvor pro senzory -
médéna paska
............. protielektroda %,

kryci folie

Obrdazek 13: Navrh jednokomorové a dvoukomorové cely v programu Autodesk inventor

Nejprve byl vytvotfen névrh obou cel pomoci softwaru Autodesk Inventor Professional 2023
a nasledné byly jednotlivé ¢asti cel vyrobeny a slepeny k sobé. Spodni a bo¢ni ¢asti byly vytezany
z materialu PMMA pomoci laseru (Trotec Rayjet 50) a viko s pfislusnymi otvory bylo vytisténo
z fotosenzitivni pryskyfice pomoci 3D tiskarny (Anycubic Photon S). Stény byly nejprve spojeny
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pomoci dichlormethanu a nasledné bylo ptilepeno viko ke zbytku cely pomoci PDMS. Cela byla
poté vlozena do suSarny vyhiaté na 50 °C na 1 hodinu kvili vytvrzeni lepidla. Po vytazeni
ze susarny byly cely pfipraveny k pouziti. Objem takto vytvorené jednokomorové cely a objem
komory s pracovni elektrodou u dvoukomorové cely byl 9 ml.

jednokomorova cela  solny mustek...... dvoukomorova cela
médeéna paska @ kyslikovy senzor-; : protielektroda
elektroda : pracovni elektroda : : i médeéna paska

¥

Obrazek 14: Ukdzka jednokomorové a dvoukomorové mérici cely

5.2.1 Vyroba solného mistku

V piipad¢ dvoukomorové cely bylo potieba vytvofit solny mustek, ktery vodivé propoji obé
komory. Nejprve byl ptipraven 2% roztok agaru v PBS, ktery byl nasledné zahtat na 60 az 70 °C.
Po zgelovaténi byl roztok pomoci stiikacky natazen do tenké silikonové trubicky, kterd byla
nasledné vlozena do studené vody, aby doSlo k ochlazeni roztoku agaru a jeho ztuhnuti.

5.2.2 Vyroba pseudoreferen¢ni elektrody

Bé&hem experimentti bylo kromé pracovni elektrody a protielektrody potieba zapojit i referen¢ni
elektrodu. Ta byla vyrobena nasledovné. Do nasyceného roztoku KCI byl vlozen stiibrny drat
a zapojen jako pracovni elektroda. Jako protielektroda byla pouzita platinova spirala, ktera byla
zaroven zkratovana s referencni elektrodou. Na pracovni elektrodu byl pifiveden potencial
+1,5 V na 5 minut. Béhem této doby se na ponotené Casti stiibrného dratu vytvoftila vrstva AgCL
Vznikla tak tzv. pseudoreferentni Ag/AgCl elektroda s potencidlem +100 mV vs. Ag/AgCl
standardni referen¢ni elektrod¢.
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5.3 Metody zkoumani poZadovanych veli¢in

Béhem kazdého experimentu bylo zjistovano nékolik veli¢in, a to konkrétné koncentrace
vyprodukovaného peroxidu, koncentrace kysliku a produkovany proud.

5.3.1 Spektrofotometrické méreni koncentrace peroxidu vodiku

Me¢teni koncentrace peroxidu vodiku probihalo vzdy az po skonéeni experimentu, nebo v piipadé
pozdéjsich méfeni v Erlenmeyerové bafice, bylo v pribéhu experimentu odebirano malé mnozstvi
vzorku v nespecifickych intervalech. Peroxid byl stanovovan spektrofotometricky pomoci Elisa
readeru Biotek Synergy H1.

Pro stanoveni bylo vyuzito faktu, Ze peroxid vodiku se chova jako oxidac¢ni €inidlo, a dokaze
tak oxidovat bezbarvé substraty za vzniku barevného produktu, které mohou byt kvantitativné
stanoveny méfenim absorbance. V této praci byla vyuzivana reakce mezi tetramethylbenzidinem
(TMB) a H20; za ptitomnosti HRP enzymu jako katalyzatoru, pfi¢emz reakce probihala v roztoku
pufru. TMB se v piitomnosti peroxidu vodiku oxiduje a vytvaii modry produkt. Koncentrace
peroxidu byla stanovovana pomoci métfeni absorbance modrého produktu pii 653 nm. Pro tuto
analyzu bylo potieba piipravit tii zakladni komponenty, a to: roztok TMB v DMSO, roztok HRP
Vv deionizované vodé¢ a roztok pufru.

e Mcllvaine pufr

Pufr byl ptipraven z 0,2M roztoku Na;HPOs a 0,1M roztoku kyseliny citronové a to tak, ze
od kazdého bylo pfipraveno 500 ml a nasledné bylo smichano 435 ml Na;HPO4 a 315 ml kyseliny
citronové. Dale bylo zmétfeno pH a pomoci piidavani bud’ zasady nebo kyseliny bylo docileno pH
okolo 5,7. Pufr bylo mozn¢ skladovat pfi pokojové teplote i1 za pristupu svétla.

e TMBvDMSO

Roztok TMB v DMSO byl piipraven v koncentraci 10 mg/ml. Pfipraveny roztok byl nasledné
rozpipetovan do eppendorfovych zkumavek po menSim objemu a uloZzen v mrazéku. Nasledné
pii kazdém pouziti byla pouzita pouze jedna zkumavka, kterd byla po rozmrazeni a odebrani
pozadovaného mnozstvi vracena zpét do mrazaku.

e Roztok HRP

Roztok peroxidazy v DI vodé byl pfipraven v koncentraci 2 mg/ml pii pouziti peroxidazy
s aktivitou 89,63 U/mg. Roztok byl stejné¢ jako TMB rozdélen do eppendorfovych zkumavek
a uloZzen v mrazdku. Pro pouziti byla vzdy rozmrazena pouze jedna zkumavka a po odebrani
ptislusného mnozstvi byl zbytek vracen do mrazaku.
e Priprava reak¢ni smési pro analyzu.

Pro piipravu 1 ml smé&si bylo potieba smichat 993 pl pufru, 2 pl roztoku HRP a 5 ul roztoku TMB.
Smés byla vzdy pfipravena v pozadovaném mnozstvi pfed prvnim meéfenim a nasledné byla
pouzivana dany den. Mezi méfenimi byl roztok uchovavan v lednici, aby byla zaji§téna delsi
stabilita.
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e Kalibraé¢ni krivka
Kalibraéni kiivka byla zmé&fena vzdy pii piipravé nového pufru. Rada kalibraénich roztoki byla
pfipravena pomoci 1mM roztoku peroxidu vodiku a pfedem pfipravené reakéni smési. Roztoky
kalibra¢ni fady byly pfipraveny v koncentracich: 0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30 uM, vzdy ve dvou
paralelnich provedeni.

e Méreni koncentrace vzorki
Koncentrace peroxidu byla vzdy méfena po skonceni experimentu ¢i v Erlenmeyerovych baikach
prabézné. Z reaktoru bylo vzdy odebrano piislusné mnozstvi vzorku a smichano s reakéni smési
ve vhodném poméru, tak aby se naslednd hodnota absorbance vyskytovala v rozmezi kalibra¢ni
ktivky. Vzorky byly vzdy smichany alespon ve dvou riznych pomérech, aby bylo mozné vysledky
porovnat.

Obrazek 15: Ukdzka z méreni kalibracni kiivky pro spektrofotometrické stanoveni peroxidu
vodiku

5.3.2 Meéieni koncentrace kysliku pomoci optického senzoru

Koncentrace kysliku byla méfena béhem experimenti v jednokomorové a dvoukomorové cele
vzdy po Cas celého experimentu. Ve dvoukomorové cele byl senzor umistén v katodové komote.
Meéteni probihalo za G¢elem pozorovani jeho ménici se koncentrace vzhledem k tomu, Ze pravé
jeho redukei dochézi ke vzniku poZzadovaného peroxidu vodiku. K méteni byl vyuZzivan opticky
senzor znacky UNISENSE. Principem méfeni koncentrace pomoci optického senzoru je zhaseni
luminiscence indikatoru zpiisobené srdzkou s molekulami kysliku. VéEtsi koncentrace kysliku ma
tedy za nasledek niz8i emisni signal. Senzor byl vzdy ponoten zhruba do poloviny roztoku v métici
cele a snimal koncentraci kysliku v pribéhu celého experimentu kazdych 5 sekund.

Senzor byl kalibrovan kazdy den pted pouzitim a ziskané nastaveni bylo pouZivano pro vSechny
experimenty dany den. Kalibrace probihala tak, Ze nejprve byl senzor ponoten do roztoku PBS
s atmosférickou koncentraci kysliku, tedy 21 %, a nasledné byla zaznamenana hodnota emise. Poté
byl senzor ponofen do roztoku PBS snulovou koncentraci kysliku. Toho bylo dosaZeno
probublanim dusikem po dobu alesponi 20 minut. Byla zaznamenana hodnota emise a nasledn¢ byla
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programem automaticky vygenerovana kalibra¢ni kiivka a bylo mozné zaznamenavat piimo
koncentraci kysliku v obj. %. Ziskané grafy tedy zobrazuji koncentraci kysliku na skale od 0 %
do 21 %, pficemz 0 % znaci uplné odkysli¢eni roztoku a 21 % bé&znou koncentraci kysliku
v atmosfére.

5.3.3 Méreni elektrického proudu

K realizaci vSech experimentd bylo zapotiebi vyuZzit potenciostat, ktery na elektrody aplikuje
pozadovany potencial. K ovladani pfistroje byl vyuzit program IviumSoft, kde byly vzdy
nastaveny vSechny potifebné parametry. K experimentim bylo vyuzito modu chronoamperometrie,
coz je elektrochemickéd metoda, pfi které je na pracovni elektrodu ptikladan potencidl a vysledny
elektricky proud zpiisobeny faradaickymi procesy je zaznamenavan v zavislosti na Case.

Zakladni méfeni, kdy bylo zkoumano mnozstvi generovaného peroxidu v zavislosti na rtiznych
parametrech, trvalo vzdy dvé hodiny. Takto byly koncipovany experimenty vyuZzivajici rlizné
potencialy, materialy Ci rychlost michani, nebo odlisné méfici cely.

5.3.4 Méieni elektrochemické impedancni spektroskopie

Elektrochemicka impedancni spektroskopie byla vyuzita pfedevSim pii experimentech
ve dvoukomorové cele. Jedna se o metodu, diky které lze zjistit celkovy elektricky odpor.
Pti experimentech ve dvoukomorovych celach byl vyuzivan ru¢né vyrobeny solny mistek, a tak
bylo ptfed kazdym meéfenim zapotiebi otestovat, zda solny mustek nema pftili§ vysoky odpor
a obvodem miiZe protékat elektricky proud. Na pracovni elektrodu byla pfikladano stfidavé napéti
v rozmezi 1 MHz az 1 Hz s danou amplitudou 10 mV a krokem 10 frekvenci na dekadu. Toto
meéieni slouzilo pouze jako informativni a na zéklad¢ jeho vysledkt bylo bud’to pokracovano
V experimentu nebo byl upraven solny mustek tak, aby odpor byl co nejmensi.

Impedance byla nasledné métena 1 pti kultivacnich experimentech, a to za ucelem pozorovani
rustu biofilmu bakterii na elektrodach a s tim spojené ptipadné zmény odporu elektrod. Nastaveni
bylo stejné jako pfi méfeni odporu dvoukomorovych cel se solnym mustkem, a tedy piikladané
napéti bylo v rozmezi 1 MHz — 1 Hz s amplitudou 10 mV a krokem 10 frekvenci na dekadu.

5.4 Testovani vlivu riznych parametri na koncentraci generovaného peroxidu
vodiku

5.4.1 VIliv velikosti potencialu aplikovaného na pracovni elektrodu
V prvnich provadénych experimentech bylo zkouméano mnozstvi generovaného peroxidu
v zavislosti na elektrickém potencialu ptikladaném na pracovni elektrodu. Vybrané potencialy byly
testovany na odlisnych elektrodovych materialech a odliSnych typech méficich cel. Vsechny
experimenty probihaly v roztoku fosfatového pufru (PBS), do néhoz bylo umisténo magnetické
michadlo. Otacky na magnetické michacce byly nastaveny na 300 rpm. Béhem experimentu byla
konstantné méfena koncentrace kysliku a zaznamenéavan elektricky proud. Koncentrace peroxidu
byla zméfena po skonceni experimentu.

Pro tyto experimenty byly vybrany potencialy: —0,8 V; —0,6 V; —0,4 V; —0,2VV a 0 V. Tyto
potencialy byly testovany jak pro jednokomorovou, tak dvoukomorovou méfici celu. Vybranymi
materidly pro elektrody byly platina a zlato, které byly pfipraveny pomoci tenkovrstvych
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technologii. Elektrody obsahovaly 90 nm vrstvu vybraného kovu s 10 nm adhezni vrstvou titanu.
Jako material protielektrody byla vzdy vyuzZita platina, a jako material pracovni elektrody bylo
otestovano jak zlato, tak platina. Pracovni elektroda byla vzdy ptelepena folii s vyfiznutym
kruhovym otvorem o priméru 1 cm. Protielektroda folii piekryta nebyla a byla vsunuta az na dno
méfici cely. Bylo tak zajisténo, ze protielektroda ma vétsi povrch nez pracovni. Na vrchu téchto
elektrod bylo pfilepeno mensi mnozstvi médéné pasky, aby se zajistila lepsi vodivost a lepsi
kontakt pfipojenych vodica.

Dle vysledkt téchto experimentl byly nasledné otestovany dalsi hodnoty potencialii, které se
vyskytuji v okoli potencialu, pii kterém je produkovano nejvice peroxidu vodiku z piedchozich
experimentll. Méfeni opét probihala v roztoku PBS pii 300 rpm v obou méficich celach a se
stejnymi materialy pro pracovni a protielektrody jako v ptedchozich ptipadech.

Nameétené elektrické proudy byly poté pfepocitany na proudové hustoty, a to diky znamému
rozméru pracovni elektrody, ktery byl 0,785 cm?.

5.4.2  Vliv ruzné rychlosti michani

Pro zjisténi vlivu rychlosti michéani elektrolytu na mnoZstvi vznikajiciho peroxidu bylo vyuZito
platinové pracovni elektrody a platinové protielektrody. Vliv michani byl testovan jak
V jednokomoré cele, tak ve dvoukomorové cele. Experimenty opét probihaly v roztoku PBS
a v pritbéhu byla konstantné méfena koncentrace kysliku a zaznamenavan elektricky proud. Ktery
byl nasledné opét piepocitan na proudové hustoty. Koncentrace peroxidu byla zméfena na konci
experimentu.

Zkoumané rychlosti michani elektrolytu byly vybrany dle moznosti nastaveni magnetické
michacky. Nejmensi rychlost byla zvolena ta jiz dfive pouzitd u ptedchozich experimentt, tedy
300 rpm. Maximalni mozna rychlost magnetické michacky byla 1500rpm. Pro tyto experimenty
byly vybrany nésledujici rychlosti michéani: 300 rpm, 600 rpm, 900 rpm, 1200 rpm a 1500 rpm.
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5.5 Testovani rychlosti difuze kysliku do mé¥ici cely

Jelikoz béhem vSech experimentli byla méfena i ménici se koncentrace kysliku, byl proveden
experiment za ucelem zjisténi rychlosti difuze kysliku do méfici cely. Pro tento experiment byla
vybrana jednokomorova cela, do niz byly umistény platinové elektrody a senzor pro méieni
kysliku. PouZitym elektrolytem bylo PBS, které bylo ptedem probublavano dusikem po dobu
30 minut K zajisténi nulové koncentrace kysliku. V tomto experimentu nebyl piikladan zadny
potencidl na pracovni elektrodu, ale byla pouze méfena koncentrace kysliku. Predmétem
experimentu bylo zjistit, za jak dlouho se koncentrace kysliku dostane z pivodnich 0 %
na atmosférickych 21 %.
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5.6 Vliv oceli jako materialu pro pracovni elektrodu na produkované mnoZstvi
peroxidu vodiku

Po otestovani vSech vybranych parametrii byla vybrana jejich vhodna kombinace pro nasledujici
experiment, kdy byl testovan material potencialn¢ vhodny pro vyuziti v kultivacnich
experimentech. Zvolenym materidlem byla ocel, vzhledem k jeji snadné dostupnosti na trhu
a mechanickym vlastnostem, a tudiz i snadnému zakomponovani do systému elektrod pro nasledné
umisténi do Erlenmeyerovy barky. Jako material protielektrody byla vybrana platina na zakladé
predem provadénych experimenti, aby bylo mozné vysledky porovnat.

Ocel byla pouzita ve formé ocelové mtizky, kterd byla uchycena do otvoru ve viku méftici cely
pomoci tavné pistole. Pied pouzitim byla ocelova mfizka ocisténa od moznych pritomnych necistot
diky vyvoji vodiku na jejim povrchu. Toho bylo dosazeno tak, ze miizka byla pfipojena
k zapornému poélu zdroje napéti. Ke kladnému polu zdroje napéti byla pfipojen ocelovy plisek.
Elektrody byly umistény do 1M roztoku NaOH a na elektrody byl aplikovan potencial
1,5V po dobu 1 minuty. Experimenty probihaly v roztoku PBS pii rychlosti michani 900 rpm.
Tyto experimenty probihaly v obou méficich celach a byly testovany riizné potencialy stejné jako
Vv prvotnich experimentech, tedy —0,8 V az 0 V s krokem 0,2 V. Béhem experimentii byla opét
kontinualn¢ métena koncentrace kysliku a na konci experimentu koncentrace peroxidu vodiku.

protielektroda e ;
referenéni elektroda !
pracovni elektroda

Obrazek 16: Jednokomorova mérvici cela s ocelovou mrizkou jako pracovni elektrodou

47



5.7 Testovani dlouhodobé stability

Vzhledem k faktu, Ze kultivace bakterii bézn¢ probiha v fadu nékolika dnti a vSechny piedchozi
experimenty probihaly pouze po dobu 2 hodin, bylo tfeba otestovat dlouhodobou stabilitu téchto
experimentl. K tomu byla pouzita jednokomorova cela, ve které byla umisténa ocelova mtizka
jako pracovni elektroda a titanovy drat jako protielektroda. Titan byl vybran vzhledem k jeho
elektrochemické inertnosti a nizsi cené oproti platin€. Experiment probihal 138 hodin v roztoku
PBS pfi aplikovaném potencidlu —0,4 V a rychlosti michani 900 rpm. Béhem experimentu byla
kontinudln¢ métfena koncentrace kysliku a v nespecifickych intervalech byly odebirany vzorky
roztoku pro zjiSténi koncentrace peroxidu vodiku.

5.8 Méreni cyklické voltametrie pri pouziti PBS a kultiva¢niho média

Dale byla zméfena cyklicka voltametrie, a to jak pro roztok PBS, tak i pro roztok kultiva¢niho
média, které bylo pouzivano v nésledujicich experimentech. Experiment byl proveden za ucelem
prozkoumani elektrochemickych vlastnosti elektrolytu a porovnani téchto dvou roztoki.
Experiment byl proveden dvakrat, srtiznymi elektrodami. V prvnim experimentu byly jako
elektrodové materialy pouzity platina jako pracovni elektroda i protielektroda a ve druhém pak ocel
jako pracovni elektroda a titan jako protielektroda. Experimenty probihaly za vyuziti stejného
potenciostatu a pfislusSného programu jako v pfipadé méfeni chronoamperometrie
v tiielektrodovém zapojeni s vyuzitim pseudoreferenéni Ag/AgCl elektrody. Potencial
pro experiment byl zvolen v rozpéti od —1V do +1,2 V s krokem 10 mV a skenovaci rychlosti
100 mV/s, pti¢emz bylo nastaveno opakovani 5 cykla.

5.9 Testovani vlivu pouzitého elektrolytu na koncentraci generovaného peroxidu

Po otestovani vSech vybranych parametrii v roztoku PBS byla zkouména generace peroxidu vodiku
v médiu, které bylo nasledné vyuzivano pii kultivacich bakterie Cupriavidus necator H16. SloZeni
média je popsano Vv kapitole 5.11.2. Tyto experimenty probihaly pouze v jednokomorové cele,
jelikoz nésledné kultivacni experimenty byly provadény v Erlenmeyerovych batikéch, coz ve své
podstaté€ ptedstavuje jednokomorovou celu, kde jsou umistény vSechny elektrody spole¢né.

Jelikoz médium ma jiné slozeni nez ptivodné pouzivany roztok PBS, bylo tfeba opé€t najit idealni
potencial tak, aby produkce peroxidu vodiku byla co nejvétsi. Pro tyto experimenty bylo vyuzito
ocelové miizky jako materialu pro pracovni elektrodu a jako material pro protielektrodu byl
otestovan titan a ocel. Pouzita rychlost michéni byla 900 rpm. V téchto experimentech byly
testovany nasledujici hodnoty piikladného potencidlu: —0,4V; —-0,5V; -0,6 V; —0,65V,
—0,7V a—0,8 V. Béhem experimentii byla opét méfena koncentrace kysliku pomoci optického
senzoru. Potencidl, pfi kterém bylo produkovano nejvice peroxidu, byl nasledné vyuZit pro
experimenty v Erlenmeyerovych bainkach obsahujicich kultivaéni médium.
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5.10 Experimenty v Erlenmeyerové baiice

5.10.1 Vyroba elektrodovych systémii pro Erlenmeyerovy banky

Pro nésledujici experimenty, kdy byla testovana produkce peroxidu v Erlenmeyerovych bankéch,
které byly nasledné pouzity i pro kultivace bakterii, bylo nejprve potieba vytvotit vhodny systém
elektrod. Ten sestaval z plastového drzaku, do kterého byly usazeny vSechny tfi elektrody. Model
drzaku byl nejprve navrzen v programu Autodesk Inventor Professional 2023 a nasledné vytisknut
na 3D tiskarné. Do né&j byla nasledné navinuta protielektroda, ktera byla soustiedéna ve vnitini
Casti, a kolem ni ve vné&jsi ¢asti byla navinuta pracovni elektroda. Referenéni elektroda byla
umisténa pobliz pracovni elektrody.

prac'ovni EleKtroda - eeseeeesmerseesnenseens :
protielektroda e . :
referencni elektroda

Obrazek 17: Elektrodové systémy vyuzité v Erlenmeyerovych bankach

Plastovy drzak mél ve stiedu umisténou ty¢ z oceli typu 308 potazenou plastovou trubi¢kou tak,
aby nedochazelo do styku s elektrolytem. Ty¢ byla ptilepena k plastovému drzaku elektrod pomoci
epoxidu. Jelikoz pfi kultivacich bakterii musi byt zajisténa sterilita prostfedi, bakka musi byt
opatfena $puntem. Kovova ty¢ byla tedy vsazena do tohoto $puntu a k elektrodam byly pfipajeny
draty které¢ vedly ven z banky okolo Spuntu. Na konci dratu byly ptfidélany konektory, aby
elektrody mohly byt nasledné pfipojeny k potenciostatu. Takto vytvofeny systém elektrod byl
nakonec vsazen do banky a diky kovové ty€i uprostied bylo zajiSténo jeho snadné vyndavani
a vkladani. Elektrody byly pfed experimenty ocistény dle stejného postup, jako je uvedeno
v kapitole 5.6.

Bé&hem experimentli bylo zapottebi sledovat hladinu vznikajiciho peroxidu. Proto byly dovnitf
média umisténa velmi tenka plastova hadi¢ka vedouci ven z baniky kolem Spuntu. Na jejim konci
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byla umisténa jehla a pomoci stiikacky byly nasledné odebirany vzorky pro méteni koncentrace
peroxidu. Béhem experimentti v Erlenmeyerové baiice jiz nebyla sledovana koncentrace kysliku
v elektrolytu, jelikoz nebylo mozné senzor do banky jakkoliv umistit.

Banka byla vlozena do ,,podomacku” vyrobené tfepacky, ktera zajistila michani roztoku
V prub¢hu experimentu. Maximalni rychlost otaceni takto vyrobené tiepacky byla 110 rpm.

b

Obrazek 18: Erlenmeyerova barika na ,,podomacku** vyrobené tiepacce

5.10.2 Experimenty v Erlenmeyerové barice za pouziti PBS jako elektrolytu

K experimentiim byly pouzity Erlenmeyerovy barnky o objemu 250 ml, které byly naplnény 100 ml
roztoku PBS. Tento objem byl vybran tak, aby se shodoval s objemem média, které bude pouZito
pfi kultivacich. Pomér objemu média a vzduchu nad nim je dileZity z hlediska aerace média a také
zajisténi dostate¢ného piisunu kysliku k redukci na katodé. Experimenty trvaly vzdy nékolik dni,
béhem nichz byly v nespecifickych intervalech odebirany pomoci injekéni stiikacky vzorky
ke stanoveni koncentrace peroxidu. Zkoumanym materialem pracovni elektrody byla vzdy ocel.
Jako protielektroda byla testovana ocel ve formé ocelové miizKy a titanovy drat. Pro tyto testy byl
na pracovni elektrodu aplikovéan potencial —0,4 V.
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5.10.3 Experimenty v Erlenmeyerové baiice za pouZiti kultivaéniho média jako elektrolytu
Poslednim krokem pied samotnymi kultivacemi bylo otestovani mnozstvi produkovaného
peroxidu v Erlenmeyerové barice v pfitomnosti kultivaéniho média. Systém elektrod byl vyroben
stejné jak v pfedchozich piipadech. Byly provedeny dva experimenty. V prvnim byla pouzita
ocelova miizka jako pracovni elektroda a titanovy drat jako protielektroda. Ve druhém byla
pracovni elektroda i protielektroda ve formé ocelové miizky. V ptipad¢ prvniho experimentu byl
na pracovni elektrodu piivadén potencial —0,65V po dobu 123 hodin. V pifipadé druhého
experimentu potencial —0,7 V po dobu 68 hodin. Béhem experimentii byly v nespecifickych
intervalech odebirdny vzorky pro zjisténi aktualni koncentrace peroxidu vodiku. Banka byla
po celou dobu umisténa na ttepacce s rychlosti otaceni 110 rpm.

5.11 Kultivace bakterii

5.11.1 Oziveni bakterialnich kultur a jejich uchovavani

Bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 byl dodan v lyofilizované formé a pred zacatkem
experimentu byl oZiven pomoci navodu dodavatele, konkrétn¢ byl bakteridlni kmen oziven
vV komplexnim médiu Nutrien Broth pti 30 °C po dobu 2 dnil. Béhem oZiveni bakteridlni kultury
byly pripraveny 1,7 % agarové plotny s Nutrien Broth (NB). Nejprve byl namichan roztok NB
média s agarem, ktery byl sterilizovan v tlakovém hrnci po dobu 50 minut. Nasledné bylo médium
rozlito na Petriho misky ve sterilnim laminarnim boxu, na které byla po jejich ztuhnuti zaockovana
bakterialni kultura Cupriavidus necator H16. Tyto zaoCkované agarové plotny byly poté
inkubovany v termostatu pii 30 °C po dobu 24 hodin.

SloZeni pevného NB media:

e Nutrient Broth: 25¢g

e Agarovy prasek: 17

e Destilovana voda: 1 000 ml

Nasledné¢ byly narostlé bakterialni kultury pteockovany z Petriho misek do kapalného NB média
s koncentraci 25 ¢/l, tzv. inokula.

SloZeni kapalného NB media:

e Pepton: 10 g
e Beef extract: 109
e Nacl: 59

e Destilovani voda 1 000 ml

Navazka média byla rozpusténa v 50 ml destilované vody v Erlenmeyerové bance o objemu 100
ml a nasledné byla média sterilovana v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem po dobu 50 minut.
Po ochlazeni bylo do medii ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu zaockovadno malé mnoZstvi
kolonii z Petriho misky, tfikrat vzdy sterilni bakteriologickou klickou. Zaoc¢kovana inokula byla
kultivovana na temperované tftepacce po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C a 180 rpm.
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Uchovavani ozivenych kultur probihalo v kryozkumavkach s glycerolem. Do kryozkumavek
bylo napipetovano 0,5 ml 30% glycerolu a nasledné po vysterilovani kryozkumavek v tlakovém
hrnci byl pfidan 1 ml ozivené kultury v NB médiu (24 hodin). Zkumavky byly poté zamrazeny
a uschovany pii —80 °C.

5.11.2 Priprava mineralniho média pro kultivaci za icelem produkce biomasy produkujici
PHA

Kultivace za ucelem produkce biomasy s vysokym obsahem polyhydroxyalkanoati probihala

ve 300 ml Erlenmeyerovych bankach sobsahem 100 ml mineralniho produkéniho média

s ptidavkem fruktézy jako zdroje uhliku.

SloZeni mineralniho média:

e KH2PO4 1,029

° (N H4)2SO4 1 g

e NaHPOs-12HO 11,19

e MgSO;, - 7H20 0,29

e Fruktéza 209

e Roztok MES 0,1 ml

e Destilovana voda 1 000 ml

Zasobni roztok stopovych prvka (MES) a zasobni roztok fruktdézy o koncentraci 400 g/l byly
piipraveny a vysterilizovany samostatn¢.

SloZeni roztoku MES:

e FeCls 9,79

e CaCl; 789

e CuSOq4 0,156 g
e CoCl, 0,119¢g
e NiCl, 0,118¢g
e CrCl, 0,062 g

e 0,1MHCI 1000ml

Roztok stopovych prvkil byl sterilovan v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem a roztok
fruktézy byl sterilovan separatné v tlakovém hrnci s otevienym ventilem. Mineralni médium bylo
nalito do 300ml Erlenmeyerovych ban¢k v objemu 100 ml. Poté bylo do ban¢k napipetovano
i 100 pl roztoku MES. Barky byly poté uzavieny $punty se zabudovanymi systémy elektrod
a nasledné byly takto pfipravena média vlozena do autoklédvu ke sterilaci.
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Obrazek 19: Erlenmeyerova barnka se systemem elektrod pripravena ke sterilizaci

Po vysterilovani vSech médii byly jak Erlenmeyerovy barky, tak roztok fruktdézy pieneseny
do laminarniho boxu a do ban€k s mineralnim médiem bylo napipetovano pfislusné mnozstvi
fruktodzy na konecnou koncentraci 20 g/1.

5.11.3 Inokulace a Kkultivace za ucelem produkce biomasy produkujici zvySené mnoZstvi

PHA vyvolané stresovanim v podobé in situ generovaného peroxidu vodiku
Po nartstu inokul (viz kapitola 5.11.1), tedy po 24 hodinach, byly Erlenmeyerovy bartiky obsahujici
sterilni mineralni médium inokulovany v 5 obj. %. Do ban¢k tedy bylo napipetovano 5 ml inokula
ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Celkem bylo pfipraveno 8 banék ke kultivaci, z toho
2 kontroly neobsahujici systém elektrod, 2 kontroly obsahujici systém elektrod a 4 vzorky
obsahujici systém elektrod, na které byl dle protokolu ptikladan potencial za tcelem vyvoje
peroxidu a nasledného stresovani bakterii.
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Obrazek 20: Erlenmeyerovy banky s pripravenym médiem

Vsechny banky byly vlozeny na tfepacku umisténou pod lampou k zajisténi tepla, a kultivovany
po dobu 74 hodin pii 95 rpm. Banky byly opatfeny drzakem z PMMA s vyfezanymi otvory, aby
nedoslo k jejich pievrzeni v disledku michani. Prvnich 24 hodin probihala kultivace bez aplikace
stresového faktoru tak, aby doslo k narastu kultury. Nasledujicich 50 hodin probihala kultivace
s aplikaci stresového faktoru podle protokolu v Tabulce 4.

Tabulka 4: Protokol stresovani bakterii a méreni impedance
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¢as [h]

start konec
EIS1 24
Stres 1 24 29,5
EIS 2 29,5
Stres 2 30 45
EIS 3 45
Stres 3 45,5 49
EIS 4 49
Stres 4 49,5 53,5
EIS5 53,5
Stres 5 54 68,5
EIS6 68,5
Stres 6 69 73,5




Na elektrody byl pomoci osmikandlového potenciostatu piivadén potencial -0,7 V vzdy
po vybrany cas. Nasledn¢ bylo stresovani pozastaveno a probehlo meéfeni impedancni
spektroskopie. Poté bylo vypnuto tfepani a banky byly odpojeny od elektrod a pteneseny
do laminarniho boxu, kde probéhl odbér vzorkl pro spektrofotometrické méfeni optické hustoty.
Nasledné byly banky opét pripojeny k elektrodam, bylo zapnuto tfepani a byl opét aplikovan stres.

Obrdazek 21: Erlenmeyerovy banky na trepacce behem kultivace

Po 74 hodinach kultivace byly z ban€k odebrany vzorky pro gravimetrické stanoveni biomasy
a naslednou analyzu pomoci plynové chromatografie, vzorky pro spektrofotometrické stanoveni
peroxidu vodiku a byla zmétena 1 optickd hustota. Tyto odbéry jiz probihaly bez zabezpeceni
sterilniho prostfedi.
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5.12 Stanoveni biomasy

Biomasa byla stanovovana po dobu experimentu spektrofotometricky vzdy, kdyz doslo k preruseni
protokolu stresovani a na konci experimentu gravimetricky. Ve vysusené biomase byl nésledné
stanovovan obsah polyhydroxybutyratu pomoci plynové chromatografie.

5.12.1 Stanoveni riistu biomasy spektrofotometricky

Biomasa byla stanovovana spektrofotometricky méfenim optické hustoty zakalu pii 600 nm oproti
destilované vod¢ jako blanku. Tato metoda byla pouzita pouze pro sledovani, zda biomasa nariista
¢i nikoliv, jelikoz se nejedna o prili§ presnou metodu.

Meéieni optické hustoty probihalo vzdy pii pferuSeni stresovani. Bailky byl pifeneseny
do laminarniho boxu, kde bylo odebrano 100 ul suspenze bun¢k v médiu a napipetovano piimo
do kyvety, kde nasledné doslo k natedéni fosfatovym pufrem do objemu 1 ml. V piipadé potieby
byla roztok nafedén tak, aby se absorbance nachdzela v rozsahu pfistroje. Kazdy vzorek byl
proméfen minimalné dvakrat.

5.12.2 Stanoveni obsahu biomasy gravimetricky

Po skonceni kultivace bylo z kazd¢ banky odebrano po 10 ml vzorku do dvou centrifugac¢nich
zkumavek. Vzorky ve zkumavkach byly staiceny 5 minut v centrifuze pii 6000 rpm. Po stoc¢eni byly
odlity supernatanty a sediment byl promyt tak, ze do zkumavek bylo piidano 10 ml vody
a sediment byl opét rozsuspendovan. Nasledné byly suspenze opét staéeny po dobu 5 minut
pii 6000 rpm. Poté byl odlit supernatant a oteviené zkumavky byly vlozeny do suSarny vyhiaté
na 70 °C a susSeny do konstantni hmotnosti. Ze supernatantti po prvni centrifugaci byly odebrany
vzorky pro spektrofotometrické stanoveni peroxidu vodiku. Po vysuSeni byla biomasa
kvantitativné pfenesena na vazenky a zvazena na analytickych vahach. Nasledn¢ byla stanovena
koncentrace biomasy v g/l.

5.13 Stanoveni mnoZstvi PHA v biomase

Byla provedena jak kvalitativni, tak kvantitativni analyza obsazenych PHA v biomase pomoci
plynové chromatografie s FID detektorem. Principem analyzy je kysele katalyzovana hydrolyza
polyesteri a nasledna esterifikace monomernich jednotek. Takto vzniklé methylestery
3-hydroxyalkanovych kyselin jsou tekavé, a je mozné je stanovit pomoci GC-FID analyzy.

Vzorky pro analyzu byly pfipraveny nasledovné. Do krimpovacich vialek bylo ndvazeno mezi
8 az 10 mg vysuSené biomasy po gravimetrické analyze. Z kazdé centrifugacni zkumavky bylo
odebrano po jednom vzorku pro GC-FID analyzu. K navazené biomase byl piidan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml transesterifika¢ni smési, ktera se sklada z 15% kyseliny sirové v methanolu
a kyseliny benzoové v koncentraci 5mg/ml jakozto wvnitiniho standardu. Vialky byly
zakrimpovany a umistény do termobloku vyhtatého na 94 °C a esterifikovany po dobu 180 minut.
Po esterifikaci byly vialky zchlazeny na laboratorni teplotu a nasledné ptelity do vialek s vétSim
objemem. Smés byla nasledné neutralizovana 0,5 ml 50mmol/l roztoku hydroxidu sodného.
Po protfepani a oddéleni fazi bylo ze spodni chloroformové faze obsahujici PHA odpipetovano
50 pul a preneseno do novych vialek obsahujicich 950 pl isopropylalkoholu. Takto pfipravené
vzorky byly stanovovany pomoci plynové chromatografie.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo otestovat rizné podminky pro elektrochemickou generaci peroxidu vodiku
a nasledné tuto metodu pouzit pii chronickém stresovani bakterii za ucelem zvysené produkce
polyhydroxyalkanoati. Nez bylo mozné ptejit k testovani metody v Erlenmeyerovych bankach
S pritomnosti bakterii, byly provedeny experimenty vV mensich reaktorech neboli méticich celach.
Mezi testovanymi parametry byly rizné elektrodové materidly, riizné potencidly ptikladané
na pracovni elektrodu, rychlost michani, geometrie méticich cel a jejich vzajemné kombinace.

6.1 Vysledky vlivu aplikovaného potencialu na produkci peroxidu vodiku

Prvni provedené experimenty mély za tkol otestovat mnozstvi peroxidu produkovaného pomoci
pracovnich elektrod ze dvou vybranych materiald, a to platiny a zlata. Tyto materialy byly vybrany
na zaklad¢ vysledki ve ¢lanku od Ehlich a kol. 2022, kde zkoumali produkci peroxidu a redukci
kysliku na riznych materidlech. Platinové a zlaté elektrody byly testovany ve dvou odlisnych
meéficich celach, jednokomorové a dvoukomorové. Podstatnym rozdilem téchto dvou cel je to, Ze
ve dvoukomorové cele nemuize byt jiz vznikly peroxid oxidovan na protielektrodé zpét na kyslik,
a tudiz by ve vysledku mélo byt peroxidu produkovano vice.
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Obrazek 22: Grafy zavislosti proudové hustoty na case (a — platinova pracovni elektroda
V jednokomorové cele, b — platinova pracovni elektroda ve dvoukomorové cele, ¢ — zlatd pracovni
elektroda v jednokomorové cele, d — zlata pracovni elektroda ve dvoukomorové cele)
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Produkce peroxidu na téchto materidlech byla zkoumana pfi riznych potencialech aplikovanych
na pracovni elektrodu. Jako protielektroda byla v obou celach pouzivana platina, vzdy s vétSim
povrchem, nez méla pracovni elektroda. Vétsi povrch byl zajistén z diivodu, aby nedochazelo
k limitaci elektrochemickymi dg&ji probihajicimi na protielektrodé. Tyto experimenty probihaly
v roztoku PBS.

Z Obrazku 22 je patrné, Ze ve vSech ptipadech dochazi se zaporné rostoucim aplikovanym
potencialem i kK zapornému nardstu proudové hustoty. S v&t§im zapornym potencialem totiz nartista

ochota kysliku se redukovat a dochézi tak k vét§imu ptfenosu elektronll, ¢imz nartistd i méfeny

elektricky proud. MiZzeme si v§imnout, ze hodnoty proudové hustoty pro piislusné potencialy jsou
ve vSech kombinacich materialti a méficich cel velmi podobné. Tyto vysledky tedy neznaci ptilisny

rozdil mezi reakcemi probihajicimi na elektrodéach za riznych podminek.
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Obrazek 23: Grafy zavislosti koncentrace kysliku v mérici cele na case (a — platinova pracovni
elektroda v jednokomorové cele, b — platinova pracovni elektroda ve dvoukomorové cele, ¢ — zlatad
pracovni elektroda v jednokomorové cele, d — zlata pracovni elektroda ve dvoukomorové cele)
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Na Obrazku 23 muzeme vidét, jak se méni koncentrace kysliku v méfici cele v pribéhu 2 hodin
experimentu. Ze vSech graft je patrné, ze piti aplikovaném potencialu 0 V a —0,2 V nedochazi
k zadné redukci kysliku, a to ani ve dvoukomorové cele. V piipad¢ platinové pracovni elektrody
V jednokomorové cele, coz je vyobrazeno na Obrazku 23a, dochazi v po¢atku k mirnému nartstu
kysliku a nasledn€ jeho poklesu a ustaleni na konstantni hodnot€. V ptipad¢ zlata ve dvoukomorové
cele (Obrazek 23d) pozorujeme toto ustaleni pii potencialech 0V, —0,2V, —0,4 V. V piipadé
experimentl s potencidlem —0,6 V a —0,8 V dochazi v dobé ukonceni experimentu ke stalému
poklesu, a tudiz by k dosazeni rovnovahy bylo potfeba vice cCasu. V cele se zlatou pracovni
elektrodou (Obrazek 23d) se pfi potencialu —0,8 V dostavame az na koncentraci kysliku kolem
6 %. V pripadé platiny (Obrazek 23b) je to pfi stejném potencialu asi 8 %. Mizeme tedy fici, Ze
pro redukci kysliku se zda byt efektivnéjSim materidlem zlato nez platina. Piesto, ze kyslik je
pfi vyssich zapornych potencialech vice redukovan, neznamena to, Ze bude produkovano i vice
peroxidu.
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Obrazek 24: Graf zavislosti koncentrace peroxidu na aplikovaném potencidlu (Pt — 1K —
Jjednokomorovd cela s platinovou elektrodou, Pt — 2K — dvoukomorova cela s platinovou
elektrodou, Au — 1K — jednokomorova cela se zlatou elektrodou, Pt — 2K — dvoukomorova cela se
zlatou elektrodou)

Na Obrazku 24 je vyobrazena zavislost koncentrace peroxidu na pouzitych potencialech.
MiiZzeme jednoznaéné vidét, ze idealnim potencialem pro produkci peroxidu v roztoku PBS je
—0,4 V. Z grafu také vyplyva, Ze dvoukomorova cela ma na produkci peroxidu ptiznivy vliv a jeho
produkce je oproti jednokomorové cele znaéné vyssi. Pfi kombinace zlaté pracovni elektrody
a dvoukomorové cely se dostavame ke koncentraci 140 uM. Dvoukomorové cela je oddélena
nepropustnou ptrepazkou a komory jsou propojeny pouze solnym mustkem, ktery odd¢luje oba
elektrolyty, a tak nemize dochézet k jejich promichéani. Je tedy zabranéno tomu, aby se peroxid
vznikajici na katodé nasledné zpétné oxidoval na anod¢, a mize tak dochazet k jeho vétsimu
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hromadéni v komote s pracovni elektrodou. Pokud spojime vysledky znazorfujici koncentrace
kysliku a koncentraci peroxidu, mizeme vidét, ze se snizujici se koncentraci kysliku se nejprve
produkce peroxidu zvysuje a poté klesa. To Ize vysvétlit tim, ze pii aplikovani zapornéjsi hodnoty
potencialu sice dochazi k efektivnéjsi redukci kysliku, ale vysledny produkt redukce neni peroxid
vodiku, ale voda.

Na zaklad¢ vysledkid téchto Givodnich méfeni a zjisténi, ze idealni potencial pro produkci
peroxidu za pouziti roztoku PBS jako elektrolytu je —0,4 V, byla provedena dal$i méfeni, ktera
testovala potencialy v okoli tohoto maxima. Ugelem bylo ovéfit, zda se jedna o skuteéné maximum,
nebo je efektivnéjsi jiny potencial.
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Obrazek 25: Grafy zavislosti proudové hustoty na case (a — platinovd pracovni elektroda
V jednokomorové cele, b — platinova pracovni elektroda ve dvoukomorové cele, ¢ — zlatd pracovni
elektroda v jednokomorové cele, d — zlata pracovni elektroda ve dvoukomorové cele)

Z Obrazku 25 je patrné, Ze potencidly testované v téchto experimentech se pohybovaly
v rozmezi £ 0,1 V v okoli pfedem zjisténého maxima produkované koncentrace peroxidu. Mtizeme
vidét, ze proudova hustota je vyssi v pfipadé platiny (Obrazek 25a,b) oproti zlatu (Obrazek 25c,d),
coz znacdi, ze platina je efektivnéjSim materidlem nez zlato. Pokud porovname hodnoty proudové
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hustoty pro potencial —0,4V, ktery jiz byl testovan v pfedchozim experimentu, muizeme
si v§imnout odlisnych vysledki. To muze byt zptisobeno pouzitim jinych elektrod. Vsechny
elektrody ze stejnych materiala byly vyrabény pomoci stejného postupu, ale divodem rozdilu mtze
byt velikost elektrody. Pracovni elektroda byla opatfena folii s ruéné vyfezanym otvorem, ktery
tedy nemusel byt naprosto stejné¢ velky ve vSech pfipadech. V pribéhu experimenti mohlo také
v né€kterych mistech dojit ptisobenim roztoku k odlepeni folie a povrch elektrody by se tak zvétsil,
a tudiz by mohlo dojit i k nartistu méfeného elektrické¢ho proudu.

3\:: 18 4 L |
Y
O, —-0.30V
154 ——-0.35V - -
—-040V
——-045V
—0.50V — —0.50V
12 T T T 12 T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
t (S) t (S)
c L " 1 . 1 . 1 . d I ' 1 . 1 N 1 N
Z1M N '
X 18 F R 181 i
~ '_c'\l
O, o,
—=0.30V i —-0.30V
151 —_0.3sv L Ry I
——-0.40V —-0.40V
|——-045Vv ——-0.45V
——-0.50V S
12 T T T 12 O-SI()V T T
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
t(s) t(s)

Obrazek 26: Grafy zavislosti koncentrace kysliku v mérici cele na case (a — platinova pracovni
elektroda v jednokomorové cele, b — platinova pracovni elektroda ve dvoukomorové cele, ¢ — zlatad
pracovni elektroda v jednokomorové cele, d — zlatd pracovni elektroda ve dvoukomorové cele)

Na Obrazku 26, ktery znazorfiuje zavislost koncentrace kysliku na ¢ase, mizeme vidét stejny
trend jako v piedchozich experimentech. Pfi pouziti jednokomorové cely (Obrazek 26a,c) dochazi
k ustaleni koncentrace kysliku u vSech potenciali na velmi podobné hodnoté v rozmezi
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zaporny potencial. V piipadé dvoukomorové cely a pouzitého potencialu —0,4 V, ktery jiz byl
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otestovan diive, se dostavame s platinovou elektrodou na koncentraci asi 16 %, zatimco
Vv piedchozim experimentu to bylo témét 12 %. V piipad¢ zlaté elektrody je to v tomto piipad¢ asi
18 % a v ptedchozim experimentu 15 %. Tyto vysledky, stejné jako vysledky proudové hustoty
znaci tedy jistou variabilitu mezi jednotlivymi méfenimi i v piipadé testovani stejného potencidlu
za totoznych podminek.

Vysledky méteni koncentrace peroxidu po dvou hodindch téchto experimentti jsou uvedeny
na Obrazku 27. V tomto pripad¢ se jevi jako nejucinnéjsi kombinace materialu a métici cely platina
ve dvoukomorové cele. Za ni nasleduje zlato ve dvoukomorové cele a poté jednokomorové cely
s platinou a zlatem. Z grafu mizeme vypozorovat, ze v nékterych piipadech neni nejvyssi
koncentrace dosazeno pfii potencialu —0,4 V, ale v ptipadé dvoukomorové cely je to u platiny
potencial —0,45 V a v ptipadé zlata dokonce —0,5 V. Koncentrace dosazené pti potencialu —0,4 V
jsou ale nizsi nez v predchozim experimentu. Tyto vysledky potvrzuji zjisténi ziskana na zakladé
vysledkii proudové hustoty a koncentrace kysliku a to, Zze mezi jednotlivymi méfenimi existuje
urcité variabilita a pro presné€jsi vysledky by bylo nutné experiment opakovat vicekrat.
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Obrazek 27: Graf zavislosti koncentrace peroxidu vodiku na pouzitém potencidlu

S vyuZzitim prozatimnich vysledkli miZeme provést porovnani s vysledky dosazenymi v ¢lanku
od Ehlich a kol. 2022., na zakladé¢ kterého byly vybrany tyto materialy k prozkoumani. Dle jejich
vysledkli se piivodné zlato jevi jako idedlni materidl pro produkci peroxidu vodiku, zatimco
pfi pouziti platiny peroxidu pfili§ produkovano neni a dle jejich zavérh platina vyuZiva spise Ctyt
elektronovou cestu redukce kysliku, kde vyslednym produktem je voda. Nase vysledky pfinaseji
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zjisténi, Ze v ptipad¢ platiny je mozné také produkovat znaéné mnozstvi peroxidu a vyvraci tedy
puvodni hypotézu. Dal§im ocekdvanym vysledkem bylo, Ze platina se bude chovat jako ideélni
material pro redukci kysliku a dojde tak k vyraznéjSimu odkysli¢eni nez u zlata, a to i v ptipade
nizkych aplikovanych potencialti. Nasimi experimenty jsme vsSak ovéfili, ze tomu tak neni,
a v pripadé¢ redukce kysliku a s tim spojeného odkysli¢eni elektrolytu je efektivnéjsi zlato. Jejich
experimenty byly ale provadény ve zcela jiné€ konfiguraci a méfeni koncentrace peroxidu probihalo
pouze ve vzdalenosti 0,2 mm od povrchu elektrody a k méfeni koncentrace peroxidu byl pouzit
amperometricky senzor. Klicovym faktorem pii hodnoceni rozdilu téchto dvou experiment je fakt,
ze v pripad¢ studie uvedené v daném clanku byla métena lokdlni koncentrace peroxidu a roztok
nebyl michan. Nedochazelo tedy k tak rychlé distribuci peroxidu a ten se mohl v daném misté
hromadit. V pfipadé této diplomové prace probihala vSechna méfeni koncentrace peroxidu
na zékladé¢ odbéru vzorku z celého objemu, ktery byl po dobu experimentu neustidle michan,
a doslo tak rovnomérné distribuci peroxidu. To vysvétluje 1 nizké koncentrace peroxidu, kterych
bylo dosazeno, v porovnani s vysledky v daném ¢lanku.

Dle vysledkt z tohoto prvniho experimentu muzeme fici, Zze idealni potencial pro produkci
peroxidu vodiku za pouziti PBS jako elektrolytu je vrozmezi —0,4V az —0,5 V. V piipadé
potencialniho vyuziti této metody k odkyslicovani roztokd, je idealni volbou pouziti
dvoukomorové cely a vy$§iho zaporného potencialu. Uskalim mize byt produkce vodiku na katodd
pii aplikaci ptili§ vysokého zaporného potencidlu, ktery mize byt v daném procesu nezadouci.
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6.2 Vysledky vlivu rychlosti michani na produkci peroxidu vodiku

Nasledujici experiment se zabyval vlivem odlisné rychlosti michani na produkovanou koncentraci
peroxidu. Ktomuto experimentu byla vyuzita pouze platina jako pracovni elektroda
I protielektroda a predpoklada se, ze efekt by byl stejny pro ostatni elektrodové materialy. Testovan
byl efekt rychlosti michani jak v jednokomorové, tak ve dvoukomorové cele. Potencial aplikovany
na elektrody v tomto experimentu byl —0,4 V a jako elektrolyt byl pouzit roztok PBS.

a 0 L 1 1 b 0 1 I 1
——300rpm —— 900 rpm
——600 rpm —— 1200 rpm
504 —— 1500 rpm L

—— | 300rpm
—— | 600rpm
——1900rpm
——11200rpm
—— 1 1500rpm
-200 ‘ T T -200 T T .
0 2000 4000 6000 8000 0] 2000 4000 6000 8000
t(s) t (s)
C 22 1 1 d 22 1 1 1 |
—— 300rpm
——— 600rpm
L 204 —— 900rpm
—— 1200rpm
— -~ ~———1500rpm
— 18- - — 184 -
o o
et —300 rpm —
—— 600 rpm
161 ——900 rpm 161 i
— 1200 rpm |
——— 1500 rpm
14 T T T 14 T T T
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
t (s) t(s)

Obrazek 28: a, b — grafy zavislosti proudové hustoty na case, c¢,d — grafy zavislosti koncentrace
kysliku na case (a,c — jednokomorova cela, b,d — dvoukomorova cela)

Na Obrazku 28a,b muizeme vidét zavislost proudové hustoty na Case, kde je patrné, ze vyssi
otacky michadla zpiisobi zna¢ny skok proudové hustoty oproti plivodné testovanym 300 rpm.
Proudova hustota se se zvySujicimi otdckami lehce zvySuje ale rozdil jiz neni tak velky jako
Vv piipadé prvniho zvySeni z 300 rpm na 600 rpm. Na Obrazku 28c,d mizeme vidét koncentraci
kysliku v roztoku v pribéhu experimentu a v piipadé dvoukomorové cely je nejvyssiho odkysliceni
dosazeno pii ota€kach 1200 rpm. Ostatni otacky dosahuji velmi podobného odkysliceni.
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Obrazek 29: Graf zavislosti koncentrace produkovaného peroxidu na otackach michadla

Na Obrazku 29 miuzeme vidét koncentraci produkovaného peroxidu v zavislosti na rychlosti
otacek michadla. V ptipadé dvoukomorové cely vidime zna¢ny nariist koncentrace po celou dobu
zvySovani otacek. Pokud ale vezmeme v ivahu i znazornéné chybové tisecky, mizeme usoudit, ze
koncentrace peroxidu dosdhne nasyceni pii 900 rpm. V piipad¢ jednokomorové cely dochazi
k ustaleni dosazenych koncentraci v podstaté ihned pii 600 rpm. ZvySovani otacek nepiinasi
vyrazné zvySeni koncentrace peroxidu. Na zaklad¢ téchto vysledkl byla pro nasledné experimenty
vybrana rychlost otd¢eni michadla 900 rpm. Vyssi rychlosti nebyly zvoleny zejména z toho
davodu, ze pfilisna rychlost otdiceni michadla by mohla poskodit elektrody, coz nebylo nutné
riskovat, jelikoz nariist koncentrace peroxidu by pii vyssich otdCkach nebyl tak markantni.

Rychlost michani ovliviiuje produkei peroxidu zejména z diivodu rychlejsi vymény elektrolytu
u povrchu elektrody, ¢imz dosdhneme piisunu dal§iho kysliku, a tedy jeho nasledné redukce
ve vEétSim mnozZstvi.
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6.3 Vysledek testovani rychlosti difuze kysliku do mérici cely

Vzhledem Kk tomu, ze béhem vSech experimentll je méfena i meénici se koncentrace kysliku

Vv elektrolytu, byl proveden test, ktery zkoumal rychlost difuze kysliku z okoli do méfici cely.

Béhem tohoto testu byly do cely ulozeny elektrody a senzor, tak aby byly spravné simulovany

podminky béznych experimenti a bez aplikovaného potencidlu byla métena koncentrace kysliku.

Pouzitym roztokem bylo PBS predem zbavené kysliku diky probublani dusikem.
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Obrazek 30: Graf zavislosti koncentrace kysliku na case

Vysledky méfeni je mozné vidét na Obrazku 30. Bylo zkoumano, jak dlouho bude trvat, nez se
hladina kysliku ustali na hodnoté 21 %, coz je bézné zastoupeni kysliku v atmosféfe. Vysledek
experimentu ukazuje, ze béhem jedné hodiny doslo k nasyceni roztoku kyslikem témét na hodnotu
18 % a béhem dalsi hodiny byla koncentrace téméf zpét na béznych 21 %. Toto zjisténi nabizi
vysvétleni, pro¢ nebylo mozné se pii piredchozich experimentech dostat pti méfeni odkysliceni
na nulovou koncentraci kysliku. Kyslik do méfici cely difunduje pomérné velkou rychlosti, a tak
v nékterych ptipadech piedchozich experimentii mizeme vidét, ze koncentrace kysliku v cele dale
neklesd ale ustanovi se rovnovaha na néjaké hodnoté koncentrace. Dojde tedy k vyrovnani
rychlosti difuze kysliku do cely a rychlosti redukce kysliku na katodé¢.

Pokud by tento proces elektrochemické redukce kysliku na katodé mél byt pouzit k Gplnému
odkysliceni roztoku, bylo by zapotiebi pouzit hermeticky uzavienou celu, aby nedochazelo
k neustalému ptisunu nového kysliku skrz stény reaktoru.
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6.4 Vysledky vlivu oceli jako elektrodového materidlu na produkci peroxidu vodiku
Dalsi experimenty byly zaméfeny na otestovani vhodnych elektrodovych materiald, které je mozné
vyuzit pro vyrobu elektrodovych systému, které byly nasledné umistény do ban¢k pti kultivacich.
Piedchozi pouzivané elektrody neni mozné pouzit, vzhledem K jejich kiehkosti, cené¢ materialu
a slozitému zptisobu vyroby.

Jako material pracovni elektrody byla vybrana ocel v podobé ocelové miizky. Takovyto
material je mozné snadno ohybat a nasledné pouzit pro konstrukci elektrodovych systému.
Vzhledem k tomu, Ze ocel je ve formé miizky, ma tudiz i pomérné velky povrch, coz potencialné
znamena vysokou produkci peroxidu vodiku. Ocel byla testovana v jednokomorové
a dvoukomorové cele za pouZiti platiny jako protielektrody. Provedené experimenty mély za tikol
zjistit koncentraci produkovaného peroxidu v zavislosti na riznych potencialech, podobné jako
v tvodnich experimentech. Platina jako protielektroda byla vybrana, aby bylo piipadné mozné
porovnat vysledky s pfedchozimi, kde byla taktéz wvyuzita platina. Elektrolyt pouzity
pro experimenty bylo opét PBS a rychlost michani byla dle pfedchozich vysledkli nastavena

na 900 rpm.
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Obrazek 31: Grafy testovani viivu oceli (a,b — zavislost elektrického proudu na case, c,d —
zavislost koncentrace kysliku na case, a,c — jednokomorova cela, b,d — dvoukomorova cela)
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Z vysledki na Obrazku 31a,b mizeme vidét, Ze pii potencialu 0 V a —0,2 V neni produkovan
témet zadny elektricky proud, coz znamend, Ze reakce redukce kysliku neprobihaji ve znatelné
mife. Trend zvySovani proudu se zvysujicim se potencidlem kopiruje vysledky ziskané v uvodnich
experimentech. Koncentrace kysliku klesa v ptipadé dvoukomorové cely a potencialu —0,8 V az
na 2,5%, coz mize byt zplsobeno vétsim povrchem elektrod ve srovnani s piedchozimi
experimenty. Koncentrace zméfena v jednokomorové cele pii potencialu —0,6 V se vymyka
predchozimu vidénému trendu a je mozné, Ze tento materidl se chova jinak pti pouziti prave tohoto
potencialu.

Z nasledujiciho grafu je mozné zjistit, ze idealni potencial pro jednokomorovou celu je praveé
zminénych —0,6 V, kdy se dostavame na koncentraci peroxidu 105 uM. V piipadé dvoukomorové
cely se dostavame az ke koncentraci 120 uM, ale pfi potencialu —0,4 V. Pfi tomto potencialu je
i V jednokomorové cele produkovano pomérné velké mnozstvi peroxidu. Timto experimentem byl
ovéfeno, Ze ocel je vhodnym elektrodovym materidlem pro vyuziti pii reakcich redukce kysliku
a je mozné pomoci n¢j produkovat uspokojivé mnozstvi peroxidu.
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Obrazek 32: Graf zavislosti koncentrace peroxidu na aplikovaném potenciailu (ocelova pracovni
elektroda)
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6.5 Vysledky testu dlouhodobé stability

Po otestovani materidlu vhodného pro pouziti v Erlenmeyerovych baikach bylo zapotiebi otestovat
také stabilitu téchto materiall a reakci v delsim casovém useku. VSechny predchozi experimenty
probihaly po piesné stanovenou dobu 7200 s. Vzhledem k faktu, ze kultivace bakterii se provadi
v fadu nékolika dnd, je nutno znat, zda reakce probihd v tomto ¢asovém horizontu, a zda je stale
produkovan peroxid v uspokojivém mnozstvi. Experiment trval 138 hodin, coz je dostate¢na doba
pro zhodnoceni stability systému, jelikoz kultiva¢ni experimenty s bakteriemi trvaji podstatné
kratsi Cas.
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Obrazek 33: Testovani stability (grafy zavislosti zkoumanych velicin na case, a — elektricky
proud, b — koncentrace kysliku, ¢ — koncentrace peroxidu vodiku)

Na Obrazku 33a mizeme vidét velikost elektrického proudu v pribéhu experimentu.
Piekvapivé je, ze proud neustale rostl do zapornych hodnot, a to po celou dobu experimentu.
U koncentrace kysliku na Obrazku 33b mizeme vidét nejprve mirny pokles a poté narust, kdy
po 30 hodinéach experimentu doslo k ustaleni koncentrace zhruba na 20,5 %. Vysledky koncentrace
peroxidu jsou zobrazeny na Obrazku 33c. MiZeme vidét, Ze po dobu prvnich asi 15 hodin vzrostla
koncentrace peroxidu na vice nez 300 uM. Od této doby dochazelo pouze ke snizovani dané
koncentrace, kdy po zhruba 45 hodinach doslo k jejimu ustaleni na hodnoté okolo 80 uM, coz je
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pomérné uspokojiva koncentrace v porovnani s predchozimi experimenty. Po 120 hodinach se
koncentrace zacala znovu snizovat a béhem ukonceni experimentu dosahovala 55 uM.

Timto experimentem bylo ovéfeno, ze danou metodu je mozné pouzit pro dlouhodobé
experimenty a testované materialy jsou schopny produkovat peroxid alespon po dobu n¢kolika dnti
v mnozstvi velmi blizkém hodnotam naméfenym v tvodnich dvouhodinovych experimentech.

6.6 Vysledky cyklické voltametrie pro porovnani PBS a kultiva¢niho média jako
elektrolytu

Vzhledem k tomu, Ze kultiva¢ni experimenty probihaji v roztoku kultivaéniho média, které se
svym slozenim vyrazné li§i od doposud pouzivaného roztoku PBS, bylo tifeba otestovat dané reakce
a jejich chovani v ptislusSném médiu. Na rozdil od PBS obsahuje vybrané kultiva¢ni médium fadu
kovovych iontii, které teoreticky mohou podléhat redukci a ovlivnit tak reakce redukce kysliku.
Dalsim rozdilem je koncentrace chloridovych ionti, ktera se v obou typech roztoki lisi o 3 tady,
coz miize ovlivnit hodnotu idealniho potencidlu pro produkci peroxidu.
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Obrazek 34: Grafy zavislosti elektrického proudu na potencialu (a — platinova pracovni
elektroda s platinovou protielektrodou, b — ocelova pracovni elektroda s titanovou protielektrodou)

Prvnim experimentem, ktery byl proveden za pouziti média, bylo porovnani cyklické
voltametrie za pouziti PBS nebo média jako elektrolyti. V prvnim ptipadé¢ byly testovany platinové
elektrody, a to jak pro pracovni. tak protielektrodu. Ve druhém ptipadé pak ocel jako pracovni
elektroda a titanovy drat jako protielektroda. Z vysledki na Obrazku 34 je v ptipadé¢ pouziti média
vidét posun pikti doleva, smérem K zaporn&js§im potencialim. Dle hodnot elektrického proudu, je
mozné usoudit, ze na platinové elektrod¢ probihaji elektrochemické reakce ve znaéné véEtsi mite
nez v piipad¢ pouziti oceli a titanu. Vzhledem ke zjiSténi posunu pikd v médiu oproti PBS, bylo
zapotiebi otestovat médium a produkci peroxidu v ném, za pouziti riznych potencialt, tak jako
tomu bylo v Gvodnich experimentech.
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6.7 Vysledky experimenti za pouziti kultiva¢niho média jako elektrolytu

Experimenty probihajici Vv kultivaénim médiu jakozto elektrolytu jiz byly provadény pouze
V jednokomorové cele, a to z toho divodu, Ze Vv naslednych kultivac¢nich experimentech byly
pouzity Erlenmeyerovy banky. Kultivace bakterii probihaji v reaktoru, ktery svou konstrukci
pfipomind jednokomorovou celu. Pfestoze bylo zjisténo, ze pro vyssi produkci peroxidu je
vhodnéjsi pouziti dvoukomorovych reaktorti, v ptipadé kultivaci v Erlenmeyerovych bankach to
ale neni mozné. Testovanymi materialy byla v prvnim experimentu ocelova miizka jako pracovni
elektroda a titanovy drat jako protielektroda a vedruhém experimentu ocelova miizka jako pracovni
elektroda i protielektroda. Ve druhém piipadé se od sebe ocelové miizky lisily. Miizka ocelové

protielektrody méla vyrazn¢ vétsi oka a byla celkové robustnéjsi.
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Obrazek 35: Testovani viivu velikosti potencidlu v kultivacnim médiu (a,c — grafy zavislost
elektrického proudu na case, b,d — grafy zavislost koncentrace kysliku na case, a,b — ocelova
pracovni elektroda a titanova protielektroda, c,d — ocelovad pracovni i protielektroda)
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Na Obrazku 35a,b mizeme vidét vysledky pro ocelovou pracovni elektrodu s titanovou
protielektrodou. Miizeme si v§imnout, ze oproti vysledkiim méteni v roztoku PBS se proud za¢ne
markantné zvySovat, a tedy zacnou probihat elektrochemické reakce az pti potencidlu —0,6 V.
Nasledujici tfi potencidly poskytuji témer shodné vysledky. Co se tyce kysliku tak nedochazi
k vyraznému odkysli¢eni ani pfi jednom z aplikovanych potenciald, coz je konzistentni s pfedem
ziskanymi vysledky experimenti v jednokomorové cele. Nejvyssi odkysliceni nastava
pii potencialu —0,65 V, kde se dostavame na 17 %. V druhém piipad¢, na Obrazku 35c,d, kde byla
pouzita ocel jako pracovni i protielektroda, mizeme vidét, Ze proud se za¢ne zvySovat vyrazné az
pfi potencialu —0,7V. V piipadé¢ potencidlu —0,8 V mizeme vidét obrovsky skok smérem
k zapornym hodnotam. Vysledek pfi pouziti tohoto potencialu koresponduje i s vysledkem
koncentrace kysliku, kde je opét vidét urCity skok a pti tomto potencidlu dochazi k vyraznéjSimu
odkysli¢eni, kdy se dostavame az na 14 %.

Vysledky méfeni koncentrace peroxidu muzeme vidét na Obrazku 36. Dle vysledkt v grafu
na Obrazku 36a, kde se jedna o zavislost koncentrace peroxidu za pouziti ocelové pracovni
elektrody a titanové protielektrody, se jako nejefektivnéjsi potencial jevi —0,65 V. Druhou nejvétsi
koncentraci dosahuje potencial —0,4 V a —0,6 V. Pfi pouziti ocelové pracovni i protielektrody se
jako idealni potencial jevi —0,7 V. Druhé nejvyssi koncentrace dosahuje potencial —0,8 V.
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Obrazek 36: Grafy zavislosti koncentrace peroxidu na aplikovaném potencidlu (a — ocelova
pracovni elektroda a titanova protielektroda, b — ocelova pracovni i protielektroda)

Ze zjisténych vysledkl je mozné vyvodit, Ze maximum dosazené koncentrace se v piipadé
pouziti kultivaéniho média jako elektrolytu posunuje smérem k zdpornéjSim hodnotdm
aplikovaného potencialu. Za pouziti stejné pracovni elektrody a stejného elektrolytu bylo dosazeno
odlisnych vysledki pfi pouziti riznych protielektrod. Z vysledkt vyplyva, ze nezalezi pouze
na materialu pouzité pracovni elektrody, ale i na materialu pouzité protielektrody. Tyto zjisténé
potencialy byly nasledné pouzity pii experimentech v Erlenmeyerovych baiikach za pouziti média
jako elektrolytu.
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6.8 Vysledky experimenti v Erlenmeyerovych bairkach pi#i pouziti PBS jako
elektrolytu

Po otestovani vSech vybranych parametrii v provizornich reaktorech, byly realizovany experimenty
v Erlenmeyerové bance, ktera je vyuzivana pti kultivaci bakterii. Produkce peroxidu byla nejprve
zkoumana za pouziti PBS a nésledné i za pouziti kultivacniho média.

Prvnimi testovanymi materialy byla ocelova pracovni elektroda a ocelova protielektroda.
V tomto pripadé se jednalo o stejny typ ocelové miizky v ptipadé obou elektrod. Potencial
aplikovany na pracovni elektrodu byl —0,4 V. Baika byla umisténa na ,,podomacku‘ vyrobenou
trepacku, kde byl roztok michan rychlosti 110 rpm. Experiment byl planovan tak, aby trval nékolik
dni, aby byla otestovana stabilita elektrod. Dle necekanych vysledki byl ale ukoncen po
25 hodinéach.

Na Obrazku 37a muzeme vidét zavislost proudu na cCase. Je patrné, ze proud nartsta
do zapornych hodnot az zhruba do 15.hodiny, kdy zafne strmé& klesat smérem k nule.
Na Obrazku 37b je mozné vidét koncentraci peroxidu v pribéhu experimentu a vysledky potvrzuji
trend vidény na grafu zavislosti proudu. Koncentrace peroxidu nartsta do 8. hodiny a nasledujici
meéieni ukazuje jiz velmi nizkou hodnotu koncentrace. Je predpokladéano, ze koncentrace peroxidu
rostla zhruba do 15. hodiny, jak ukazuje graf zavislosti proudu na ¢ase a poté se zacala rapidné
snizovat. Bohuzel nejsou k dispozici data, ktera by toto tvrzeni potvrdila.
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Obrazek 37: a — graf zavislosti elektrického proudu na case, b — graf zavislosti koncentrace
peroxidu na case

Po ukonceni experimentu byl prozkouman jak pouzity elektrolyt, tak elektrody. Bylo objeveno,
7e elektrolyt je zakaleny a mé Zlutohnédou barvu a povlak podobné barvy se objevuje
i na elektrodach. Toto je mozné vidét na nasledujici fotografii. Bylo zji$téno, ze dochazi ke korozi
protielektrody.
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Obrazek 38: Zkorodované elektrody v Erlenmeyerove barce

Aby byla potvrzena hypotéza o korozi protielektrody a bylo jisté, Ze se nejedna pouze
0 jednorazovou zalezitost, byl proveden experiment se stejnymi elektrodami v jednokomorové
cele. Vysledek tohoto testu je mozné vidét na nasledujicim obrazku a potvrzuje, Zze dochazi
ke korozi protielektrody.

Obrazek 39: Zkorodovand protielektroda v jednokomorové cele

Na zaklad¢ tohoto zjisténi bylo nutné upravit material protielektrody, tak aby nedochazelo
ke korozi. Vzhledem ke svym vlastnostem byl vybran titanovy drat, ktery je také snadné
zakomponovat do systému elektrod. Aplikovany potencial byl stejny jako v pfipadé ocelovych
elektrod, tedy —0,4 V. Experiment probihal 160 hodin. Jedna se o podobny experiment jako
pfi testovani stability reakce, kde byla pouzita stejnd kombinace elektrod. V tomto piipad¢ se jedna
a zkousku, zda reakce bude probihat i ve vétSim méfitku s pouZitim vétSich elektrod a vétsiho
objemu elektrolytu.
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Obrazek 40: a — graf zavislosti elektrického proudu na case, b — graf zavislosti koncentrace
peroxidu na case

Vysledky tohoto experimentu je mozné vidét na Obrazku 40. Podle vysledkd v grafu
na Obrazku 40a je patrné, Zze hodnota elektrického proudu byla po celou dobu reakce pomérné
Jiz tyto vysledky naznacuji, Ze reakce na elektrodach probihaji ve znaéném mnozstvi. To potvrzuje
i graf na Obrazku 40b, kde je vyobrazena zavislost koncentrace peroxidu na ¢ase. Béhem prvnich
deseti hodin koncentrace peroxidu dosahla témét 800 uM. Nasledné vSak koncentrace peroxidu
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stale drzi v pomérné vysokych hodnotach kolem 100 uM.

Na Obrazku 40a muzeme Vv grafu vidét nékolik mezer, a to z divodu chybé&jicich dat. Béhem
experimentu doslo nékolikrat k odpojeni potenciostatu od pocitace, a tedy i pieruSeni obvodu
a pozastaveni aplikovani potencialu na elektrody. Tato situace trvala obvykle nékolik hodin. Tyto
vypadky je v grafu koncentrace peroxidu mozné pozorovat jako minima kiivky. Po opétovném
piiloZzeni potencialu dos$lo k naristu proudu i peroxidu a po urcité dobé k jejich poklesu. Z grafu
koncentrace peroxidu lze usoudit, ze reakce je dlouhodobé¢ stala a peroxid lze vytvaret i po delsi
¢as. Vzhledem k neocekavanym okolnostem, jako je neumyslné preruseni experimentu, se nabizi
dal$i moZnost jako vytvaret peroxid v co nejvysSim mnozstvi. Na rozdil od plivodné zamysleného
konstantniho ptikladani potencialu na pracovni elektrodu, by mohl byt potencial ptikladan dle
danych protokolil, s rizn¢ dlouhymi pauzami. Tuto teorii by bylo nutné dale prozkoumat, aby bylo
zjisténo, zda je timto zpisobem mozné dosdhnout vyssi koncentrace peroxidu nez kontinualnim
pusobenim.

6.9 Vysledky experimentii v Erlenmeyerovych barkach pri pouziti kultivaéniho
meédia jako elektrolytu

Po otestovani funkénosti metody v Erlenmeyerové bafice za pouziti roztoku PBS, bylo potieba

otestovat produkci peroxidu také v kultivatnim médiu. Experiment byl nejprve proveden

s ocelovou miizkou jako pracovni elektrodou a titanovym dratem jako protielektrodou. Aplikovany

75



potencial byl vybrany na zaklad¢ experimentl v jednokomorové cele, tedy —0,65 V. Experiment
trval 120 hodin a jeho vysledky je mozné vidét na Obrazku 41.

a -1500 — : b : : -
160 -
-3000 ’ -
i 'ﬁ- ‘ ~ 1204 i L
~ | | Tl {
< J =
-t - (¥ b= p— 3
3. -4500 R |
- @)
N
L
-6000 - 404 |
-7500 T T T T 0 - r =
0 40 80 120 0 40 80 120
t (h)

t(h)
Obrazek 41: Experiment v Erlenmeyerové barice s kultivacnim médiem za pouziti oceli jako
pracovni elektrody a titanu jako protielektrody (a — graf zavislosti elektrického proudu na case,
b — graf zavislosti koncentrace peroxidu na case

Na Obrazku 41a muzeme vidét, ze elektricky proud na pocatku experimentu nejprve roste
do zapornych hodnot, kde se dostava az na —5000 pA. Nasledné lehce klesa a poté se drzi téméf
konstantni s mirnym narastem do zapornych hodnot. Koncentrace peroxidu v grafu
na Obrazku 41b koresponduje s vysledky grafu zavislosti elektrického proudu. Miuzeme vidét, ze
koncentrace peroxidu nejprve prudce nardsta, az k hodnotam 140 uM. A poté zacina klesat. Na
kiivce je mozné vidét dva skoky, znazoriiujici mirny nartst peroxidu. Koncentrace v téchto bodech
byly vzdy méfeny pied kratkym pierusenim aplikovani potencialu a po ném. Toto pieruseni bylo
provedeno za ucelem ulozeni dat, aby nedoslo k jejich ztraté. Pferuseni experimentu nikdy netrvalo
vice nez par minut. Z grafu na Obrazku 41a je taktéz patrné, ze ¢ast dat chybi, a to praveé z divodu
samovoln¢ho pieruseni experimentu v disledku odpojeni potenciostatu od pocitace. Béhem
120 hodin experimentu doslo k uplnému poklesu koncentrace peroxidu, coz ale nemusi byt
problémem, jelikoz kultiva¢ni experimenty netrvaji tak dlouho. Pouziti téchto elektrod by tedy
po poZadovanou dobu mélo byt stabilni a peroxid by mél byt stale produkovan.

Stejny experiment byl poté proveden i s jinymi elektrodami, a to konkrétné ocelovou miizkou
jako pracovni elektrodou a robustnéj$i ocelovou miizkou s vétSimi oky jako protielektrodou.
Pivodné zamyslené pouziti stejné ocelové miizky jako pracovni i protielektrody bylo
pfehodnoceno po vysledku experimentu v Erlenmeyerové bance s PBS, kdy doSlo ke korozi
elektrod. Byla tedy zvolena odli$na, robustnéjsi ocelova mfizka, kterd byla nasledné ve spojeni
S ptivodni ocelovou mtizkou jako pracovni elektrodou otestovana v jednokomorové cele za pouziti
média jako elektrolytu. Z vysledkd téchto experimentd vyplynul idealni potencial pro produkci
peroxidu ve spojeni stouto kombinaci elektrod jako —0,7 V. Tento potencial byl pouzit
pro nasledny test.
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Obrazek 42: Experiment v Erlenmeyerové barice s kultivacnim médiem za pouziti oceli jako
pracovni i protielektrody (a — graf zavislosti elektrického proudu na case, b — graf zavislosti
koncentrace peroxidu na case)

Na Obrazku 42a muzeme vidét zavislost elektrického proudu na case. Béhem tohoto
experimentu doslo k né€kolika neo¢ekdvanym udalostem jako naptiklad rozbiti motoru tfepacky,
ktery bylo v pribéhu experimentu nutné vymeénit. DoSlo tedy k pozastaveni michani na urcitou
dobu, po kterou byl ale stale aplikovan potencial na elektrody a méfen peroxid. Vysledky
koncentrace peroxidu je mozné vidét na Obrazku 42b. MuzZzeme vidét, Ze nejprve doslo k nartstu
koncentrace peroxidu i béhem obdobi, kdy roztok nebyl michan. Poté v dob¢, kdy doslo k vyméné
motoru, zacala koncentrace pomalu klesat. Hodnoty koncentrace peroxidu pii pouziti téchto
elektrod nejsou nijak vysoké, a jsou dokonce niz$i, nez jakych bylo dosazeno se stejnymi
elektrodami a elektrolytem v jednokomorové cele. Pfi¢inou mize byti jiz zminéna rozbita tfepacka
a nasledny nedostatek michani. Vzhledem k t€émto vysledktim byl proveden i vypocet poméru
velikosti elektrod pouzitych v jednoduché cele a Erlenmeyerové baiice. Pomér objemu elektrolytu
V jednokomorové cele a baiice Cini zhruba 1:10. Pomér pracovni elektrody je 1:11, zatimco pomér
protielektrody je pouze 1:6. Je tedy mozné, Ze dochazi k limitaci dé&ji probihajicimi
na protielektrodg, jelikoz jeji velikost neni dostate¢na.

Ptesto tyto vysledky nejsou ptili§ uspokojivé z hlediska koncentrace produkovaného peroxidu,
bylo na zakladé¢ dostupnosti elektrodovych materiali rozhodnuto vyzkouSet tyto elektrody
i pfi kultiva¢nich experimentech.

6.10 Vysledky kultiva¢nich experimenti

Poznatky ziskané bcéhem vSech piredchozich experimenti byly nakonec vyuzity
pro biotechnologickou aplikaci, a to pfi kultivacich bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16.
Tyto bakterie jsou schopny produkce polyhydroxyalkanoati, a ta mizZe byt za urcitych podminek
zvysena. Nasim cilem bylo bakterie vystavit oxidaénimu stresu ve formé in situ generovaného
peroxidu pravé za G¢elem navySeni produkce PHA. Do Erlenmeyerovych banék obsahujici
inokulované médium byly vlozeny elektrodové systém a po vybranou dobu byl na elektrody
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privadén potencial —0,7 V. Kultivace nejprve probihala 24 hodin bez aplikace stresu a nasledné
po nartstu bun¢k byl aplikovan stres po dobu dalSich dvou dnt. Stresovani bylo v pribéhu
kultivace nékolikrat preruseno z divodu nutnosti odbéru vzorkd média z ban¢k. Po pieruseni
experimentu byla vzdy meéfena elektrochemickd impedanéni spektroskopie. Tato metoda ndm
umoznuje ukdzat, jak se méni odpor elektrod v pribéhu experimentu, coz miize znacit nardst
biofilmu na elektrodach. Po odbéru vzorkt byl opét na elektrody piiveden potencial a experiment
pokracoval dal. Jelikoz byl v daném experimentu vyuzit potenciostat, ktery umoziuje ovladani az
8 kanali najednou, bylo v daném experimentu k dispozici 8 ban¢k.

Cely experiment probihal v 8 Erlenmeyerovych bankach, kdy dvé baiky slouzily jako kontrola
bez pritomnosti elektrodového systému a dvé banky jako kontrola s elektrodovym systémem, ale
bez aplikace stresu a zbylé 4 bariky, u kterych probihalo stresovani. Béhem experimentu byly
odebirany vzorky ze vSech ban¢k kromé kontroly s elektrodami K2 a vzorku V1. V jejich pfipadé
doslo totiz béhem sterilace v autoklavu k potrhani plastového drzaku elektrod, a ty nasledné nebylo
mozn¢é z banky vytdhnout. Vzorky z nich byly odebrany az na konci experimentu.
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Obrazek 43: Grafy zavislosti elektrického proudu na case (a — vzorek V1, b — vzorek V2, ¢ —
vzorek V3, d — vzorek V4)
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Na Obrazku 43 mizeme vidét zavislosti elektrického proudu na ¢ase pro jednotlivé vzorky. Na
prvni pohled je vidét, ze graf na Obrazku 43a se lisi od tii ostatnich, a to jak tvarem, tak hodnotami
dosazeného proudu. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o vzorek v bance, ve které nebylo mozné
provadét odbéry v pribéhu experimentu, byl diivod tohoto nestandardniho chovani prozkouman az
po skonceni experimentu. U ostatnich grafii je patrné, Ze proud nedosahuje takovych hodnot, jaké
byly o¢ekavané. Hodnoty se pohybuji v rozmezi od —15 pA do —5 pA, coz znaci nepftili§ vysokou
produkci peroxidu. Vzhledem k faktu, ze v prub¢hu téchto experimenti koncentrace peroxidu
meétena nebyla, nebylo mozné tuto domnénku ovéfit.
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Obrazek 44: Bodeho diagram (a — vzorek V1, b — vzorek V2, ¢ — vzorek V3, d — vzorek V4)
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Na Obrazku 44 mtizeme vidét Bodeho diagramy, které znazornuji vysledky méteni impedanéni
spektroskopie pro jednotlivé vzorky. Méfeni probéhlo celkem 6x S tim, ze prvni méfeni bylo
provedeno pred zac¢atkem aplikace stresu. Ze vSech grafli je patrné, Ze impedance pred aplikaci
stresu byla vyssi nez v pribéhu stresovani. Grafy na Obrazku 44b,c,d maji obdobné vysledky, lisi
se pouze graf na Obrazku 44a, ktery ptislusi vzorku V1, u kterého byl pozorovan i nestandardni
pribéh zavislosti proudu na case. Z grafii vyplyva Ze v pribéhu experimentu se impedance
nezvySovala, a tedy miiZeme fict, Ze pfipadny biofilm, ktery narostl na elektrodach, nemél vliv

na odpor elektrod.

Bé&hem experimentl byly vZdy nékolikrat denné odebirany z ban€k vzorky pro zméteni optické
hustoty, za ucelem pozorovani ristu bun€k. Vzorky nebyly odebirdany z baniky kontroly
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s elektrodami K2 a vzorku V1, z divodu jiz zminéné nemoznosti vytazeni elektrodového systému.
Vysledky méfeni optické hustoty je mozné vidét na Obrazku 45. Z grafu je mozné si v§imnout, Ze
vyrazné vyssi optické hustoty dosahuji kontroly (1 a 2), které v banice nemaji zabudovany systém
elektrod. Z tohoto vysledku vyplyva, ze i samotna pfitomnost elektrod v médiu ovliviiuje
bakterialni rist (K1). Muze to byt zpusobeno neptiznivym vlivem piitomnosti kovi ¢i plastd
v médiu. Pokud se podivame na vysledky optické hustoty pro kontrolu s elektrodami a vzorky,
mizeme Fici, ze rast biomasy U kontrol s elektrodami jesté vzrustal oproti vzorkim. Vzhledem
k tomu, Ze neustale dochazelo k ristu kultur u kontrol, bylo by vhodné dany experiment zopakovat
a prodlouzit kultivaéni dobu. Nicméné design experimentu byl navrhnut a proveden dle
standardnich kultivac¢nich protokold pro bakteridlni kmen C. necator H16 za ucelem vysoké
produkce PHB. Piestoze u vzorku V1 nebylo mozné méfit optickou hustotu, bylo mozné vizualné
vyhodnotit, ze buiiky v tomto vzorku rostou vyrazné pomaleji neZ v ostatnich barkach.
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Obrazek 45: Graf zavislosti optické hustoty kultury C. necator H16 na case

Po vyjmuti elektrod z ban¢k byly vSechny elektrodové systémy dikladné prozkoumdany a bylo
zjisténo, ze referencni elektroda ve vzorku V1, ktery vykazoval nestandardni chovani po celou
dobu experimentu, je poni¢ena. Doslo tedy nejspiSe k tomu, Ze na elektrody byl aplikovan jiny nez
nastaveny potencial, pravdépodobné znacné vyssi, coZ neptiznivé ovlivnilo rist bunék.

Stanovena koncentrace biomasy v gramech vztazena na litr média je vyobrazena na Obrazku 46.
Z vysledkil je patrné, Ze nejvice biomasy bylo produkovédno v kontroldch bez elektrodovych
systétmil. To potvrzuje vysledky zjisténé pii méfeni optické hustoty. MnozZstvi biomasy
Vv kontrolach s elektrodovymi systémy a ve vzorcich s aplikovanym stresem se vyrazné nelisi, coz
se op¢t shoduje s vysledky méteni optické hustoty.

Na Obrazku 46 je mozné vidét i vysledky stanoveni koncentrace PHB pomoci GC-FID. Jak jiz
bylo prokazano mnoha publikacemi (viz napf. kapitola 3), je mozné u kmene C. necator H16 zvysit
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produkci PHA aplikovanim stresovych podminek. Cilem experimentu bylo otestovat jejich
produkované mnozstvi pfi vystaveni oxidativnimu stresu vV podobé peroxidu vodiku. Bakterie se
neptiznivym, tedy stresovym podminkdm mohou branit riznymi zptsoby. Jednim z nich je pravé
syntéza polymert, v tomto piipadé PHA. Jak jiz bylo popsano v teoretické casti, tak oxidacni stres
mize ovlivnit enzym gluké6za-6-fosfat dehydrogenazu (G6PD), coz mize vést ke zvySeni poméru
NADPH/NADP*. Koncentrace NADP(H) ovliviiuje smé&fovani acetyl-CoA bud’ do citratového
cyklu nebo do drahy syntézy PHA. V disledku oxida¢niho stresu mutize tedy dojit k pfesmérovani
toku acetyl-CoA, a tim dojde i ke zvysené syntéze PHA.

Z vysledki na Obrazku 46 vyplyva, ze koncentrace PHB v g/l média je nejvyssi v kontrolach
bez elektrodovych systéml.. Pokud porovname kontroly s elektrodami a vzorky, uvidime, Ze
ve vzorcich, kde probihalo stresovani, je zastoupeni PHB vyssi. Z predchozich vysledkd, tedy
z grafu optické hustoty a koncentrace biomasy se ale zdalo, ze kontroly s elektrodami a vzorky
poskytuji totozné vysledky a chovani. Z analyzy obsahu PHB vyplyva, Ze samotna ptitomnost
elektrod ma na rast bun¢k neptiznivy vliv, ktery usti v nizsi produkci biomasy a nizsi celkovou
produkci PHB vztaZzenou na objem média. Pokud se podivame na vysledky analyzy koncentrace
PHB, mizZeme si vSimnout, ze celkova koncentrace PHB je niz$i u vzorka oproti kontroldm
bez elektrod, ale pomér produkované biomasy a PHB se zna¢né lisi. Aplikaci stresu tedy doslo
k nartstu obsahu PHB v biomase.
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Obrazek 46: Vysledky koncentrace biomasy a PHB
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Posledni analyza byla zaméfena na stanoveni koncentrace peroxidu vodiku, kde bylo zjisténo,
ze ve vzorcich se nenachazi zddny peroxid. Je tedy pravdépodobné, ze veskery produkovany
peroxid byl bunkami odbouran. DalSim moznym vysvétlenim je jeho ztrata v prabéhu
centrifugovani a pfipravy vzorkl. Pravdépodobnéjsi je ale prvni teorie, jelikoz na zékladé
experimentu provedené¢ho v Erlenmeyerove barice se stejnymi elektrodami a médiem bylo zjisténo,
ze koncentrace produkovaného peroxidu je velmi nizka, a tak mohlo dojit k jeho celkovému

odbourani skrze protektivni mechanismy bakteridlnich bunek.

I ptes nizkou koncentraci produkovaného peroxidu vybranymi elektrodami bylo dosazeno
uspokojivych vysledki a bylo prokazano, ze tato metoda stresovani bakterii funguje. Na zéklade
vysledkli experimentii v této diplomové praci je mozné usuzovat, Ze pii pouziti jinych
elektrodovych materiald, napiiklad titanového dratu jako protielektrody, by bylo mozné bakterie
stresovat efektivnéji, coz by mohlo vyustit v jesté vyssi produkci PHB. Pro nalezeni idealnich
parametrl a jejich kombinace S co nejefektivnéjSimu Uc¢inkem na dané bakterie, je ale potieba
provést mnoho dalSich testi.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva zkoumanim elektrochemickych reakci vedoucich k syntéze
peroxidu vodiku, konkrétné redukci kysliku na katod¢. Cilem prace bylo prozkoumat zavislost
produkovaného mnozstvi peroxidu vodiku na nékolika vybranych parametrech, jako je katodovy
potencial, elektrodovy material, geometrie méfici cely ¢i rychlost michani, a poznatky nasledné
aplikovat pii kontinualnim stresovani bakterie Cupriavidus necator H16, za tcelem zvysené
produkce polyhydroxyalkanoatti

K uceliim prvotnich screeningovych testi byl vyroben minireaktor, métici cela, ve které byly
provadény vSechny experimenty. Mé¢fici cela byla vyrobena ve dvou provedenich,
a to jednokomorova a dvoukomorova. U pocatecnich experimentii byl jako elektrolyt vyuzit
fosfatovy pufr.

Nejprve byl zkouman vliv potencialu aplikovaného na pracovni elektrodu na koncentraci
produkovaného peroxidu. V ramci téchto experimentli byl hodnocen 1 vliv typu méfici cely
a materialu pracovni elektrody. Z téchto experimentli vyplyva, Ze idedlni potencial pro syntézu
peroxidu lezi mezi -0,4Vaz —0,5V. Efektivngjsi z hlediska koncentrace peroxidu je
dvoukomorova cela, jelikoz na anod€ nedochazi ke zpétné oxidaci jiz vzniklého peroxidu, nicméné
pro nasledujici biotechnologické aplikace tato geometrie cely neni vhodna. Co se ty¢e materiala
tak jak platina, tak i zlato prokazaly schopnost katalyzovat redukci kysliku za vzniku peroxidu.
Tyto poznatky vSak nebyly konzistentni s vysledky studie, na jejimz zakladé byly tyto materialy
vybrany, kde autofi tvrdili, ze platina se hodi spiSe k G¢eltim odkysli¢eni roztokd, zatimco zlato je
schopné vysoké produkce peroxidu.

Dalsi parametr, ktery mize ovlivnit mnozstvi produkovaného peroxidu, je michani, které
ovlivituje rychlost ptisunu kysliku k pracovni elektrod¢. Bylo zjiSténo, ze se zvySovanim otacek
michadla dojde pfi ur€ité hodnoté k ustaleni a pii dal§im zvySenim jiz koncentrace neroste nebo
roste nevyznamnou rychlosti. Tato hodnota byla pro jednokomorovou celu stanovena na 600 rpm
a pro dvoukomorovou celu na 900 rpm. Pro pozdé&jsi experimenty byla vybrana rychlost ota¢eni
900 rpm.

Vzhledem k ucelu pouziti této metody, byly jako material pracovni elektrody vybrany ocelové
miizky, které se svymi vlastnostmi hodi pro vyrobu elektrodovych systému pro Erlenmeyerovy
banky. Jako material protielektrody byl vyuzit titanovy drat ¢i ocelova miizka. S témito materialy
byl proveden i test stability, kdy bylo potvrzeno, ze zafizeni je schopné produkovat peroxid v fadu
nékolika dnti, coz je dostacujici doba pro bakterialni kultivace.

Experimenty byly po vybrani vhodnych materidlii provedeny i v mineralnim kultivacnim médiu,
které je bézné vyuzivano pti kultivacich bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16. Bylo
zjisténo, ze idealni potencial pro produkci peroxidu se znacné 1isi od diive pouzivaného elektrolytu,
kterym bylo PBS. Pro kombinaci ocelova pracovni elektroda a titanova protielektroda byl tento
potencial —0,65 V, pro kombinaci ocelova pracovni elektroda a ocelova protielektroda pak —0,7 V.
Posun potencidlu lze vysvétlit jingym slozenim elektrolytu, zejména rozdilnou koncentraci
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chloridovych iontd. Vzhledem K rozdilnému slozeni elektrolytu nedosahuje produkce peroxidu
takového mnozstvi jako pfi pouziti PBS, nicméné peroxid stale vznika v uspokojivém mnozstvi.

Pied samotnymi kultivaénimi experimenty byly vSechny ziskané poznatky otestovany také
ve vétsim méfitku, tedy Erlenmeyerové bance 0 objemu 250 ml, ktera se bézné pouziva
pii kultivacich bakterii. Byla zkoumana produkce peroxidu jak pfi pouziti PBS, tak kultiva¢niho
média, a zaroven byly otestovany i dostupné elektrodové materialy. Pfi kombinaci ocelové miizKy
jako pracovni elektrody a titanového dratu jako protielektrody bylo dosazeno koncentrace peroxidu
blizici se k 800 uM, avsak pouze za poziti PBS. Pii experimentech v kultivatnim médiu byla
dosaZena koncentrace pouze okolo 140 uM. Za pouziti ocelové miizky jako pracovni elektrody
i protielektrody bylo v kultivaénim médiu dosazeno koncentrace okolo 25 pM.

Piestoze kombinace s titanovou protielektrodou vykazuje témér 6x efektivnéjsi produkci
peroxidu, byla, vzhledem k dostupnosti materialu, pro kultiva¢ni experimenty vybrana kombinace
ocelové pracovni a ocelové protielektrody.

Bakterie byly kultivovany v zastoupeni dvou kontrol bez pfitomnosti elektrod v bance, dvou
kontrol s elektrodami v barce a ¢tyt vzorkti obsahujicich v barice elektrody, na které byl piivadén
potencial. Behem kultivace byla spektrofotometricky méfena optickd hustota odebranych vzorka
média za ucelem pozorovani narastu biomasy. Biomasa byla po skon¢eni experimentu analyzovana
i gravimetricky a nasledné z ni byly pfipraveny vzorky pro analyzu pomoci GC-FID za tG¢elem
zjisténi obsahu PHB.

Ze zjisténych vysledkl vyplyva, Ze nejvyssi narust biomasy byl dosazen u kontrol, které
neobsahovaly elektrodové systémy. Mnozstvi biomasy bylo v kontrolach s elektrodami
a ve vzorcich velmi podobné. Co ale bylo zna¢né odlisné u kontrol s elektrodami a vzorkd, byl
obsah PHB v biomase. Z vysledku lze jednozna¢né vyvodit, ze aplikace oxida¢niho stresu ma vliv
na biosyntézu polymeru u daného bakteridlniho kmene. Samotnd pfitomnost elektrod ma tedy
na bakterialni bunky nepfiznivy vliv, nicméné v kombinaci s aplikovanym stresem dochazi
k Zadouci stresové odpovédi a buiiky produkuji vice PHB. Celkovy vytézek PHB u vzorku je ale
nizsi nez v pripad¢ kontrol bez elektrod, vzhledem k niz§imu narastu biomasy.

Dle namétenych dat Ize fici, Ze testovana metoda splnila o¢ekévani, a podaiilo se prokazat, ze
vlivem oxidac¢niho stresu zptisobeného peroxidem vodiku generovanym in situ je mozné dosahnout
zvySené produkce PHB. Nicméné tato metoda ma jesté fadu nedostatkl a je zde velky prostor pro
optimalizaci. Jako prvni se nabizi otestovani druhé kombinace materiald, tedy ocelové miizky jako
pracovni elektrody a titanového dratu jako protielektrody, kdy v dusledku vyssi produkce peroxidu
muze dojit 1 k v&tSimu plsobeni stresu a nédslednému zvyseni syntézy PHB. Vhodné by bylo
prozkoumat i dal§i materialy a jejich vliv na organismy a také vytvofit elektrodové systémy s jinou
geometrii tak, aby usnadnily manipulaci a odebirani vzorki.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3HB
3HD
3HDD
3HHXx
3HO
3HV
CE
Cv
Dl
DMSO
DNA

EO
EIS
emf

G6PD
GC-FID
GSH
HRP

I

j
Icl-PHA
mcl-PHA
MES
mRNA
n
NADH
NADPH
NB
NHE
ORR
PBS
PDMS
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3-hydroxybutyrat

3-hydroxydecenoat
3-hydroxydodekadecenoat
3-hydroxyhexenoat

3-hydroxyoktanoat

3-hydroxyvalerat

protielektroda

cyklicka voltametrie

deionizovand voda

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

elektrodovy potencial

standardni elektrodovy potencial
elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie
elektromotorické napéti

Faradayova konstanta

gluko6za-6-fostat dehydrogenaza

plynova chromatografie s plamenové-ionizacni detekci
glutathion

peroxidaza kienu selského

elektricky proud

proudova hustota

polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem
polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym fetézcem
roztok stopovych prvki

mediatorova ribonukleové kyselina

pocet vyménénych elektronil
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nutrient broth medium

normalni vodikova elektroda

redukéni reakcee kysliku

fosfatovy pufr

polydimethylsiloxan



PEDOT:PSS
PHA
PHB
PHB4B
PHBHX
PHBV
PMMA
PP

R

RE
RNS
ROS
scl-PHA
SHE

t

T

T™MB

WE
AG?

poly(3,4-ethylendioxythiofen): polystyrensulfonat
polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat
poly-3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat
polyhydroxybutyrat-co-hydroxyhexenoat
polyhydroxybutyrat-co-valerat
polymethylmethakrylat

polypropylen

molarni plynova konstanta

referencni elektroda

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku
polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem
standardni vodikova elektroda

cas

termodynamicka teplota
tetramethylbenzidin

napcti

pracovni elektroda

zména Gibbsovy energie
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10 PRILOHY

10.1 Stanoveni obsahu PHB v biomase
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Obrazek 47: Kalibracni zavislost pro stanoveni obsahu PHB v biomase pomoci GC-FID
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