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Abstrakt

Predmétem této diplomové prace je studium biodegradace polyhydroxybutyratu (PHB)
a polyesteru kyseliny mlécné (PLA). Teoreticka Cast prace pojednava o puvodu studovanych
biopolyesterti, jejich vlastnostech a vyuziti, a také enzymologii jejich biodegradace.
Experimentalni Cast prace je zameéfena na biodegradaci téchto polymerd v submerznim mediu
vyuzitim termofilnich kmentd a na kompostovani téchto bioplasti. Ze Sesti pouzitych kment
termofilnich bakterii projevil vyznamnou PHB-biodegradacni aktivitu pouze jeden — kmen
Schlegelella thermodepolymerans. Rezistenci vic¢i submerzni degradaci vykazovala amorfni
i semi-krystalickd forma PLA. V prostiedi kompostu dochazelo predevsim k rozpadu obou
forem PLA, proto byl dedukovan primarné abioticky mechanizmus degradace. Béhem 4 tydna
kompostovani doslo ke ztrat¢ hmotnosti amorfniho PLA o0 99 % a semi-krystalického PLA
0 63 hmot. %. Hmotnostni ubytek PHB po stejné dobé kompostovani dosahoval 36 %, navic
bylo pozorovéano snizeni molekulové hmotnosti na zhruba polovinu hodnoty vyuzitim SEC.
Pro tento polymer byl potvrzen mechanizmus biodegradace formou povrchové enzymatické
eroze vyuzitim SEM. Monitoring aktivity esterdz, lipaz a proteaz béhem celého experimentu
neprokazal statisticky vyznamné ovlivnéni kompostu piitomnosti biopolymert.

Abstract

This master’s thesis focuses on biodegradation of polyhydroxybutyrate (PHB) and polylactic
acid (PLA). The theoretical part discusses an origin, properties and applications
of investigated biopolyesters, and so the enzymology of their biodegradation.
The experimental part deals with biodegradation of these polymers in liquid medium using
several pure thermophilic bacteial strains and controlled composting of these bioplastics.
Amongst six tested thermophilic bacterial strains only one showed PHB-biodegradation
activity — strain Schlegelella thermodepolymerans. No degradation degree of amorphous
or semi-crystalline PLA was observed. Mainly disintegration of both forms of PLA articles
was observed in compost environment, thus the abiotic mechanism of its decomposition was
indicated. After 4 weeks of composting, the relative weight loss of 99 % and 63 % was
detected in amorphous and semi-crystalline PLA respectively. On the contrary, the weight
loss of PHB after 4 weeks of composting reached 36 %, moreover, a half decrease of molar
mass was observed using SEC. The surface erosive mechanism of PHB-biodegradation was
stated using SEM. By monitoring of esterase, lipase and protease activities, no influence
on the compost by polymer presence was concluded at statistical significance.

Klic¢ova slova
Polyhydroxyalkanoaty, polyester kyseliny mlécéné, biodegradace, kompost, Schlegelella
thermodepolymerans

Key words

Polyhydroxyalkanoates,  polylactic  acid, biodegradation, = compost,  Schlegelella
thermodepolymerans
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1 UVOD

Biologicky rozlozitelné plasty poutaji porad veétsi a vetSi pozornost soucasné
spoleCnosti. Tento pojem je s oblibou pouzivan v raznych kontextech pro zveliCeni
ekologickych vlastnosti riznych materiala ¢i predmétt, avSak témér stejné Casto popsan
zna¢né nekomplexn€. Osud odpadnich biopolymert neni vzdy tak jednoznacny a zaslouZzi si
specialni pozornost. Studie degrada¢nich procest riznych polymert se ale nejCastéji zamétuji
pouze na degradovany material, nikoliv na prostiedi, ve kterém dé& probiha. Vznika tak
perspektiva prace sledujici rozkladné procesy z jiného thlu pohledu, ktery v Sir§im kontextu
popisuje rozkladné procesy bioplasti ve vice ¢i méné piirozeném prostiedi. Pristupy této
prace propojuji dé€je probihajici v prostfedi kompostu s degradaénim procesem vybranych
bioplastd, a to zpusobem, ktery povazujeme za relevantni ke studované problematice.

Kompost predstavuje smés biologického odpadu, ktery podléha rozkladnym procesim
vlivem zejména biologickych Ciniteli. Svym komplexnim obsahem Zivin poskytuje optimalni
prostiedi pro rust pestrého mikrobialniho konsorcia. Tento mikrobiom se v ¢ase dynamicky
méni a v urCitém cCase se nékterym mikrobialnim druhlim dafi vice nez ostatnim diky jejich
lepsim adaptacnim schopnostem na dané podminky. Kompost tedy predstavuje prakticky
idealni prostfedi pro studium biodegradace polymerd av souCasné dobé se kompostovani
polymernich latek vénuje fada studii a norem. Pro hodnoceni biodegradacniho potencialu
¢istych kultur je vSak nutné zajistit izolované prostiedi, jakym je naptiklad kapalné zivné
meédium. To vSak neumoziuje tak vysokou frekvenci podrobnéjSich analyz a pro hodnoceni
rozlozitelnosti materialt je vhodné€jSim pfistupem pravé kompostovani.

Biodegradabilitou se rozumi schopnost materialu podléhat dekompozici biologickymi
vlivy a produkty téchto procest jsou nizkomolekularni latky zpravidla rozpustné ve vode.
V kone¢ném disledku jsou tyto latky pak prodychany nebo také vyuzity ke kompozici
bunécné biomasy, cely proces by nemél trvat déle nez rok. Zde se jiz dostdvame k novému
pojmu, a sice kompostovatelnosti. Tato vlastnost dale zarucuje, ze Casovy sled uvedenych
procestt biodegradace je vyrazn€ dynamicté€jsi a k uplnému prodychani materialu by mélo
dojit v maximalné 90 dnech procesu kompostovani. V neposledni fad¢€ je dulezité zminit, ze
kompostovani zarucuje cilené zpfistupnéni zivin a jejich pfeménu na intermediaty vyuzitelné
dalSimi organizmy pro biosyntetické déje.

V soucasnosti je zkoumana cela fada polymert pro svou biologickou rozlozitelnost.
Tato prace se vénuje biodegradovatelnosti a kompostovatelnosti polyhydroxybutyratu,
zastupce skupiny biopolyesteri produkovanych bakteriemi. NasSi pozornost upoutal taky
polyester kyseliny mlécné, ktery je vefejnosti vice znamy nez polyhydroxyalkanoaty a
v soucasnosti hodné diskutovan. Uvedené polymery jsou si chemicky zna¢né€ podobné, avsak
jejich vlastnosti vykazuji odlisnosti. Tudiz predpokladame, ze rozdilna bude také jejich
biodegradabilita, a to vnimame za pfedmét hodny podrobnéjsiho prozkoumani.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Prehled studovanych biopolymeru

Pojem biopolymery obecné =zahrnuje celou tadu makromolekularnich latek
produkovanych zivymi systémy za ruznymi ucely. Mezi tyto polymery fadime od téch
nejjednodussich struktur se zasobni nebo stavebni funkci (napiiklad glykogen nebo celuldza)
az po sofistikované makromolekuly s vysokou biologickou aktivitou, jako jsou napftiklad
enzymy nebo nukleové kyseliny. Ztechnologického hlediska jsou nejzajimavési
biomakromolekuly majici v organizmech strukturni nebo zasobni funkci, jez jsou casto
vyuzivany k vyrobé riznych komercnich materialt. V soucasnosti je pro vyrobu materiala
z biopolymera velkou motivaci ekologie zpracovani odpadd ztéchto materialt, respektive
moznost kompostovani recyklovanych odpadd s potiecbou minimalni Gpravy. V téchto
ohledech se jako vhodné biopolymery jevi polyhydroxyalkanoaty (PHA), bakterialni
polymery slouZici jejich producentim jakoZzto zasobni zdroj uhliku k oxidaci pro zisk energie
v nepfiznivych podminkéch. Jejich biologicky rozklad je podminény vyskytem vhodnych
extracelularnich hydrolytickych enzymi produkovanych riznymi mikroorganizmy v jejich
prostfedi. Mezi biologicky rozlozitelné polyestery patii také kyselina polymlééna (PLA),
tento polymer vsak neni biologického plivodu. I pres vysoké vyrobni naklady nachazi
polylaktat neustale vice aplikaci [1].

2.1.1 Polyhydroxyalkanoaty

Jiz zminéné polyhydroxyalkanoaty jsou polyestery hydroxylovanych kyselin
produkované Sirokou paletou mikroorganizmu. Jejich fetézec je bud” homopolymerni nebo
heteropolymerni, coz zavisi na zdroji uhliku vyuzivaném producentem a schopnosti
producenta tento zdroj vyuzivat. Poloha hydroxylové skupiny v monomerech je rovnéz
zavisla na vstupnim substratu pro biosyntézu polymeru, nejcastéji je vSak umisténa na tfetim
uhliku. Tento hydroxylovany uhlik je chiralni a je nosi¢em postranniho fetézce polymeru.
V zavislosti na poctu uhliki v monomeru jsou PHA biologického ptvodu déleny na SCL
PHA (kratky fetézec) s 3 az 5 uhliky a MCL PHA (stfedné dlouhy fetézec) s obsahem 6 az 14
uhlik( [2]. Struktura polyhydroxyalkanoati je znazornéna na Obrazku 1. V pfirodé se
nejCastéji vyskytuji SCL PHA, konkrétné poly-3-hydroxybutyrat je nejrozsifenéjs$im
biopolyesterem. Kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu je nejzastoupenéjSim
heteropolymerem. Molekulova hmotnost polyhydroxyalkanoati se pohybuje v rozmezi 200 az
3 000 kDa s po¢tem monomera 1 000 az 30 000 jednotek [3].
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Obrazek 1 — obecnd struktura PHA biologického pitvodu (prevzato z [4])

2.1.1.1 Metabolizmus polyhydroxyalkanodtii

K biologické tvorbé polyhydroxyalkanoati jsou producenti nejcastéji stimulovany
dostateénym mnozstvim uhlikatého substratu v prostfedi a zaroven limitnim mnozstvim
nékteré z dalSich zivin, jako je napfiklad dusik nebo fosfor. Genetickd predispozice
producenti PHA spociva v piitomnosti pfislusného operonu, ktery obsahuje 3 geny — phaC
pro PHA syntazu, phaA kodujici 3-ketothiolazu a phaB pro NADPH dependentni
acetoacetyl-CoA reduktazu [5]. Tyto enzymy jsou vyuzivany k biosyntéze PHA
tzv. tiikrokovou cestou, ktera byla popsana u celé fady mikroorganizmt. Vstupnim
metabolitem pro tuto drahu jsou dvé jednotky acetyl-CoA, které v prvnim kroku kondenzuji
(katalyzuje 3-ketothiolaza), intermediat je dale redukovan na B-uhliku acetoacetyl-CoA
reduktazou a vznikla jednotka 3-hydroxybutyratu je pfipojena k rostoucimu fetézci polymeru
pomoci PHA syntazy [6-10]. Timto zpusoben je syntetizovan polyhydroxybutyrat (viz
Obrazek 2). Syntéza heteropolymert nebo jinych homopolyhydroxyalkanoati zavisi také
na pfitomnosti vhodného substratu v prostfedi. Kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) je produkovan nékterymi bakteriemi v pfitomnosti propionatu jakozto
prekurzoru pro propionyl-CoA kondenzujici s acetyl-CoA (viz Obrazek 2). Tuto kondenzaci
katalyzuje B-ketothiolaza kddovana genem bktB, ktery je Casto vzdalen od phaCAB operonu
[11]. Na metabolizmu polyhydroxyalkanoati se podileji také dalsi enzymy metabolizmu
mastnych kyselin, jako napfiklad enoyl-CoA hydrataza nebo 3-hydroxyacyl-ACP-CoA
transferaza kodované geny phal respektive phaG [5].
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Obrazek 2 — schéma biosyntézy 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvalerdtu pro syntézu PHA [11]

2.1.1.2 Intraceluldarni forma polyhydroxyalkanodtii

Vysoka hydrofobicita polyhydroxyalkanoatd komplikuje jejich nitrobunécnou
kumulaci. Buiky jsou nuceny vytvaret efektivni skladovaci granule — karbozomy, jiz
pii samotné polymeraci, protoze substrat pro reakci je na rozdil od produktu rozpustny
ve vode. Syntazy pracuji na fazovém rozhrani a Ucastni se stabilizace polymeru v karbozomu.
Cela granule je obalena mnozstvim stabilizacnich proteinti PhaP, tzv. phasint. Tyto proteiny
slouzi jako prevence pred krystalizaci PHA (coz by znacné snizovalo rychlost degradace
pii mobilizaci zasob), ovliviiuji strukturu granule a zamezuji agregaci granul, dale se také
podileji na regulaci syntézy a degradace polymeru [12-14]. Povrch granuli obsahuje
i proteiny PhaR, které reguluji mnozstvi phasint v granulich na transkripcni urovni. Doposud
byla identifikovana cela fada phasini s fadou rozmanitych funkei [13].

Formovani karbozomu v burikach bylo dosud popsano tfemi odliSnymi teoriemi. Prvni
z nich pojednava o tvorbé micel na libovolnych mistech v cytosolu. Tato teorie se oznacuje
jako micelarni model. Principem tvorby micely je pocateCni agregace dimert syntaz
propojenych fetézci PHB a nasledna tvorba polymeru do nartstajiciho jadra micely [14, 15].
Pro tento prabéh je pozadovana vysoka dostupnost 3-hydroxybutyryl-CoA v okoli granule
[16]. Zvétsujici se povrch granule postupné saturuji phasiny, rychlost saturace je ovlivnéna
syntézou phasind [14]. Druhy model, tzv. pucici model, navrhuje tvorbu PHA
v cytoplazmatické membrané mezi dvéma fosfolipidovymi vrstvami. Syntdzy jsou piitom
soustiedény na povrchu membrany a PHA fetézec roste do membrany. Ristem mnozstvi
polymeru granule takika puci z membrany obalena fosfolipidovou monovrtsvou a na jeji
povrch prisedaji dal§i vySe zminéné komponenty. Po dosazeni urcité velkosti se granule
oddeli od membrany [14]. Vzhledem k represi genu pro syntézu lipida pfi expresi genu
pro syntézu PHA je vSak tento model vysoce nepravdépodobny pro tvorbu zasobnich
karbozoma v cytosolu [17]. Navic by bylo mozné pozorovat signifikantni mnozstvi
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fosfolipidd na povrchu granule. Tteti model navrhuje syntézu PHA na biologickém leSeni
(z anglictiny ,,Scaffold model*). Na tomto leSeni jsou vazany PHA syntazy a polymer je
syntetizovan smeérem od leSeni, takze granule roste v cytoplazmatické membrané
imobilizovana na této matrici. Tento jev zkoumali J. Tian a spol. v buitkkach C. necator H16
rastu se granule nachazi v blizkosti stfedu bunky a v jeji blizkosti se vzdy vyskytuje tmavé
mediacni télisko, které bylo povazovano za zminéné leSeni [ 18]. Nékteré dalsi studie dokazali,
ze mediacni téliska nejsou pritomna pii formaci granule pravidelné (napftiklad studie procesu
pomoci vysokorozliSovaci kryotomografie, viz [19]). I pfesto neni scaffoldovy mechanizmus
tvorby karbozoml vyloucen a v soucasnosti je povazovan za nejpravdépodobnéjsi. VSechny
tfi uvedené modely jsou ilustrovany na Obrazku 3.

Micelarni model

@@ PHB syntaza
~PHB polymer
PhaP1
Dalsi PhaP
PhaZ
PhaR
PhaM
' Fosfolipid

Scaffold model

-~ scaffold L |

W4
¥
4

Obrazek 3 — popisované modely tvorby karbozomu v bakteridlnich burikach (prevzato z [13])

2.1.1.3 Biologicky vyznam polyhydroxyalkanodtii

Primarni vyznam produkce polyhydroxyalkanoati je tvorba zasobniho endogenniho
uhlikového zdroje v bakteridlnich buiikach. V pfipadé nedostatku uhliku v exogennim
prostfedi jsou hydroxykyseliny vzniklé depolymeraci PHA snadno a rychle oxidovany
za zisku energie pro jejich producenta. Mikrobialni polyhydroxyalkanoaty vSak poskytuji
svym producentim fadu dalSich vyhod. Jiz star$i studie ukazaly potencialni spojitost
degradace zasobniho PHA pro dotaci sporulace v bakterialnich buiikach [20-22].
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Znamé je i zapojeni polyhydroxyalkanoatl v dalSich stresovych odpovédich. PHA
muzou zvySovat odolnost viici teplotam, a to jak vysokym, tak nizkym, dokonce i1 vii¢i mrazu
[23-25]. Vyznam polyhydroxyalkanoati byl prokéazan také pii odpovedi na oxidacni stres,
byla pozorovana zvySena produkce po piidavku peroxidu vodiku a ethanolu [26, 27].
Samotny proces degradace intracelularnich PHA je spfazen se zvySenim hladiny ATP
a guanosin tetrafosfatu (ppGpp) v bunkach, coz indukuje expresi gent spojenych se stresovou
odpoveédi na ruzné formy stresu [28]. V neposledni fadé byly také monomery 3HB
pozorovany pii stresové odpoveédi na osmoticky stres. Tyto monomery rozpustné ve vodnim
prostiedi byly detekovany pii zvySenych koncentracich soli v rastovych mediich
Pseudomonas sp. CT13. Cim vy3§ byla intenzita osmotického stresu, tim vétsi bylo
pozorované mnozstvi intracelularniho 3HB [29].

Polyhydroxyalkanoaty byly doposud pozorovany v celé tadé prokaryotnich bunék.
Pozdéji byl vSak vyskyt prokazan také v mitochondridlnich membranach nizsich a vyssich
rostlin, dokonce i v buiikach zivocichii. Kratsi oligomerni fetézce se v pfirodé vyskytuji témer
ubikvitn€ v podobé komplexi s polyfosfaty a vapenatymi ionty. Komplex je tvofen Sroubovici
PHB obalujicim polyfosfatovou sroubovici, Ca>* jsou chelatovany mezi t&mito Sroubovicemi,
jak je ilustrovano na Obrazku 4. Funkce téchto komplext nejsou zcela znamé, avsSak
vzhledem k umisténi skrz membranu mézou slouzit jako kanaly selektivni pro Ca’*
aumoznovat tak regulaci mnozstvi téchto iontl v intracelularnim prostfedi nebo slouzit
k vapnikové signalizaci [30].

Obrdzek 4 — tvar komplexu PHB s polyfosfiatovym retézcem a Ca** ionty (prevzato z [30])
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2.1.1.4 Vlastnosti polyhydroxyalkanoadti

Polyhydroxyalkanoaty obecné vynikaji vysokou mirou biodegradability, velkou
biokompatibilitou a nizkou cytotoxicitou, coz jsou vlastnosti smétujici PHA k vyrobé rtiznych
nanokompoziti [31]. Tyto vlastnosti jsou zajiStény prakticky Cistym zastoupenim monomera
v R-konfiguraci, coz je zdivodnéno vysokou stereospecifitou celého enzymatického aparatu
pro metabolizmus polyhydroxyalkanoatd. To ma vyznamny vliv také na jejich fyzikalni
vlastnosti, protoze PHA s krat§imi postrannimi fetézci nasledné vykazuji vysoky stupefi
krystalinity ¢asto dosahujici az 80 % [32].

Fyzikalni vlastnosti PHA jsou zna¢né€ rozmanité a odviji se od typu monomeru
v fetézci, coz popisuje Tabulka 1. Vlastnosti SCL PHA jsou vyrazné odlisné od vlastnosti
MCL PHA. Pro SCL PHA obecné plati, ze diky vysokym stupnam krystalinity dosahuji
vysoké pevnosti v tahu a tuhosti, ale také kiehkosti [32, 33]. MCL PHA naopak predstavuji
flexibilni elastomery s vyrazné nizsi krystalinitou a hustotou, jejichz prednosti oproti PHA
s kratkymi fetézci je velké relativni prodlouzeni [34]. Vzhledem k jejich niz§im teplotdm tani
se jejich zpracovani jevi mnohem jednodussi nez zpracovani SCL PHA [32]. Pro zlepSeni
mechanickych vlastnosti homopolymerti PHA je snaha vytvaret heteropolymery s optimalnim
pomérem jednotlivych monomert. Nejcast€ji zkoumanym heteropolymerem PHA je
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu — P(3HB-co-3HV). ZvysSeni obsahu
3-hydroxyvaleratu  zptusobi snizeni obsahu krystalickych regioni  zptsobenych
hydroxybutyratem, v disledku ceho klesne teplota tani a zvysi se razova houzevnatost
polymeru [32]. Vyrazné se také zvysi relativni prodlouzeni polymeru [35]. P(3HB-co-3HV) je
aktualné vyznamny komeréné vyrabény kopolymer PHA [32].

Tabulka 1 — typické vlastnosti PHA ve srovnani s vlastnostmi polypropylenu (prevzato z [36, 37])

Vlastnost SCL PHA MCL PHA PP
Krystalinita [%] 40-80 20-40 60-75
Bod tani [°C] 80-180 30-80 170-176
Bod skelného ptechodu [°C] -148-4 -40-150 -10
Hustota [g:cm™] ~1,25 ~1,05 091
Pevnost v tahu [MPa] ~40 ~20 ~34
Relativni prodlouzeni [%] 6-10 300450 ~400
Rezistence vaci UV zafeni Dobra Dobra Slaba
Rezistence vici rozpoustédlum Slaba Slaba Dobra
Biodegradabilita Dobra Dobra Zadna
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2.1.2 Polyester kyseliny mléc¢né (PLA)

Dalsim zajimavym biologicky rozlozitelnym polymerem je polyester kyseliny mlécné
neboli polylaktat. Stejné¢ jako v ptfipadé polyhydroxyalkanoati se jedna o polyester
hydroxykyseliny, avSak hydroxylova skupina se na monomeru vyskytuje na o-uhliku.
Postranni fetézce skeletu jsou tvoreny methylovymi skupinami. Konfigurace asymetrického
uhliku je zavisla na zptusobu produkce kyseliny mlééné. Samotny polymer totiz neni zcela
pfirodnim produktem, polymeraci je nutné provést chemicky, a k tomu ucelu je mozné pouzit
oba enantiomery laktatu [38]. Diky biokompatibilité, vysokym bioabsorbénim schopnostem
a bezpecnosti (GRAS status) je PLA aplikovatelné v technologiich baleni potravin i tkanovém
inzenyrstvi [38, 39].

Dobréa biologicka rozlozitelnost neni jedinou motivaci pro vyrobu a aplikace tohoto
polymeru. Dalsi vyhoda PLA je jeho relativné vysoka pevnost v tahu a pruznost (Youngluv
modul) ve srovnani s dalSimi termopolyestery [40]. Polylaktat s vysokou molekulovou
hmotnosti je bezbarvy, pruhledny, tuhy termoplast s vlastnostmi obdobnymi polystyrenu [38].
Dalsi vlastnosti PLA jsou zavislé na strukturnim usporadani polymeru, predevs§im na stupni
krystalinity, ktery se odviji od zastoupeni L- a D-laktatu v polymeru. Vybrané vlastnosti
polylaktati jsou uvedeny v Tabulce 2. Amorfni polylaktat je rozpustny v béznych
organickych rozpoustédlech, predevsim v tetrahydrofuranu, benzenu, dioxanu, méné také
v acetonitrilu  a n€kterych chlorovanych rozpoustédlech. Se stoupajici krystalinitou
rozpustnost PLA znacné klesa a vice krystalicky polylaktat je mozné rozpustit pouze
za vyssich teplot v chlorovanych rozpoustédlech nebo v benzenu [38].

Tabulka 2 — typické viastnosti PLA ve srovndni s polypropylenem (prevzato z [38, 41, 42, 43])

Vlastnost L-PLA D,L-PLA PP
Krystalinita [%] 0-40 ~0 60-75
Bod tani [°C] 170-200 Netaje (amorfni)  170-176
Bod skelného ptechodu [°C] 55-65 50-60 -10
Hustota [g:cm™] 1,24-1,30 1,25-1,27 0,91
Pevnost v tahu [MPa] 15-150 27-50 ~34
Modul pruznosti v tahu [GPa] 2,7-4,1 1-3,5 ~1,7
Relativni prodlouzeni [%] 4-7 5-6 ~400
Rezistence vaci UV zafeni Slaba - Slaba
Biodegradabilita Dobra Vyborna Zadna
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2.2 Degradace biopolyesteru

2.2.1 Mikrobialni rozklad

Na rozdil od intracelularnich polyhydroxyalkanoatt, které jsou utilizovany vSemi
producenty, extracelularni polyestery muzou pro svij rast vyuzivat pouze nékteré
mikroorganizmy. Zakladni podminkou utilizace je samoziejme genetické (enzymové)
vybaveni mikroorganizmu. Degradace PHA za aerobnich podminek vede pres Krebsiv cyklus
k tvorbé COz, vody a mikrobialni biomasy. Za anaerobnich podminek je finalnim produktem
degradace uhlikové kostry methan, voda a biomasa. V obou pfipadech cely proces zaina
rozpoznanim potencialniho energetického a uhlikového zdroje (PHA) v prostiedi uvazovanym
mikroorganizmem. Tento nasledné produkuje extracelularni depolymerdzy, které Stépi
hydrofobni polymerni strukturu na vodé rozpustné oligomerni jednotky. Mensi jednotky jsou
burikami absorbovatelné pres bunéfnou sténu a membranu. V nitrobunééném prostoru
vstupuji do procesu intracelularni §tépici enzymy, a ty Stépi oligomery na samostatné
monomery — hydroxykyseliny. Po jejich oxidaci pomoci dehydrogendz na acetoacetyl-CoA
ajeho naslednym Stépenim B-ketothiolazou vznika acetyl-CoA. Biodegradace tedy probiha
bez tvorby toxickych meziproduktt a vSechny jeji produkty jsou bézné metabolity [44].

2.2.2 Enzymologie rozkladu polyhydroxyalkanoatu

Pro schopnost vyuzit zasobni uhlik ve formé polyhydroxyalkanoati jsou
mikroorganizmy produkujici tento polymer vybaveny specialnimi depolymerazami, které se
obecné fadi do skupiny esteraz. Dosud byla izolovana a charakterizovana celd tfada jak
intracelularnich, tak i extracelularnich PHA depolymeraz z rGznych mikrobialnich druht
a kmenu [45]. VSechny zkoumané depolymerazy disponuji obdobnymi vlastnostmi: vysoka
stabilita v Sirokém rozsahu pH, iontovych sil a teplot; relativné mald molekulova hmotnost
(do 70 kDa) s Castym obsahem stejného polypeptidu; pH optimum v alkalické oblasti (7,5 az
9,8), velka ¢ast dAPHAscL depolymeraz inhibovéana redukénimi €inidly a inhibitory serinové
hydrolazy; vétSina z nich se nevaze na aniontové iontoménice a vykazuje vysokou afinitu
k hydrofobnim materialim [44]. ZnaCna cast izolovanych depolymeraz je zavisla
na ptitomnosti Ca>*. Castou modifikaci jednotlivych izoforem je glykosylace [45]. Piehled
nékterych charakterizovanych depolymeraz, jejich producenti a vlastnosti je uveden
v Tabulce 3. Vzhledem k zaméfeni této prace na prostfedi kompostu jsou v tomto prehledu
uvedeny pouze depolymerazy s teplotnim optimem nad 40 °C.

Esterovou vazbu mezi monomery ale dokazou Stépit také nékteré lipazy [46].
Substraty pro lipazy (acylglyceroly) jsou silné hydrofobni, a proto tyto enzymy pracuji na
fazovém rozhrani stejné jako PHA depolymerazy, tudiz mizou rozkladat i PHA. Tento fakt
roz$ituje spektrum organizmi schopnych degradace polyhydroxyalkanoat, v duasledku ¢eho
se zvysuje aplikacni potencial téchto polymera [47].
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Tabulka 3 — prehled vybranych depolymerdz, jejich producentii a biochemickych charakteristik (prevzato z [45]); *kmeny pouZité v této prdaci

Purifikovana M Topt .
Ref
Kmen depolymerza [kDa] [°C] pHopt Poznamka eference
Aureobacterium saperdae Poly(3HB) depol. 43 45 8,0 Izolovano z pudy [48]
Depol : kym Top, ale pii 70 °©
Comamonas testosteroni ATSU  Poly(3HB) depol. 49 70 8,5 po yme?re}za ¥ WSO ym Zop, a1€ Pl ¢ [49]
rychle ztréaci stabilitu
Poly(3HB) depol. A 59 65 - Reklasifikovan na Pseudomonas
Poly(HA 1. k ly(3H 50
Poly3HV)depol. 54 55 80 oly(HAscw) depol. s vysokou poly(3HV) 10l
depol. aktivitou
Paucimonas lemoignei Pha Z1 Ple-rec* 44 61,5 -
Pha Z2 Ple-rec? 46,5 54,5 - Pro aktivaci saduii elvkosviaci [51]
ro aktivaci nevyzaduji osylaci
Pha Z4 Ple-rec® 655 50 - VAt evyzaciyt SYEoRY
Pha Z5 Ple-rec? 49 51 -
Pseudomonas pickettii Poly(3HB) depol. 40 40 5,5 Depolymeraza s kyselym pH optimem [52]
Pseudomonas stutzeri YM1414  Poly(3HB) depol. 48 55 9,5 Kmen izolovan z jezerni vody [53]
Streptomyces exfoliatus K10 Poly(3HB) depol. 49 40 8,5-9,0 K10 hydrolyzuje poly(3HB) a poly(3HO) [54]
Paecilomyces lilacinus (pliseri)  Poly(3HB) depol. 48 45 7,0 Depolymeraza plisiiového ptuvodu [55]
. . o Tendence enzymu agregovat, purifikovan PHB
Aspergillus fumigatus (pliseri) Pdf1 PHB depol. 40 45-60 8.5 afinitni chromatografii [56]
Pseudomonas fluorescens GK13  Poly(3HO) depol. 25 45 8,5 Hydrolyzuje poly(3HO), ale ne poly(3HB) [57]
Xanthomonas sp. JS02 Poly(HAwcy) depol. 41,7 60 8,0-9,0 ydrolyzuje poly(HAvct) s aromatickym [58]
postrannim fetézcem
Schlegellela Stépi tézce rozlozitelny kopolymer
thermodepolymerans* Poly(3HB) depol. 40 75-80 8.2 P(3HB-co-3MP) [59]
Caldimonas manganoxidans* Poly(3HB) depol. 46 70 8,0 Zrychleni produkce enzymu produktem [60]

enzymatické reakce (3HB v prostredi)
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2.2.2.1 Substratova specifita PHA depolymeraz

Mira substratové specifity se muze znacné liSit u intracelularnich a extracelularnich
PHA depolymeraz. Zatimco intracelularni depolymerazy obecné vykazuji vysokou specifitu
k amorfnim  formam  polymeru a jsou téméf neschopné  Sté€pit  krystalické
polyhydroxyalkanoaty, nékteré extracelularni depolymerazy rozkladaji relativné rychle
i castecné krystalické PHA. Dokonce nékteré z nich vykazuji také aktivitu vaci vice
krystalickym polyhydroxyalkanoatim. O vysoké substratové specifité vypovida neschopnost
vétSiny extracelularnich PHA depolymeraz rozkladat bézné ptirodni estery, triacylglyceroly,
jako napftiklad triolein [47].

2.2.2.2 Regulace produkce PHA depolymerdz

Syntéza PHA depolymerdz je fizena klasickym principem katabolické represe.
Exprese gent pro tyto specifické esterazy je v prvni fade podminéna pfitomnosti polymeru
v prostiedi a jeho rozeznanim utilizujicim organizmem. Je-li v prostiedi dostupny také
rozpustny a snadnéji vyuzitelny substrat (naptiklad gluko6za nebo organicka kyselina), syntéza
depolymeraz je potlatena. Sekrece téchto enzymu do prostiedi je tedy regulovana jak
derepresi vyvolanou absenci vyuzitelného substratu, tak katabolickou represi za pfitomnosti
snadnéji vyuzitelného substratu [61].

2.2.3 Enzymologie rozkladu polylaktatu

Jelikoz v piirodé€ neexistuje enzymaticky aparat pro polymeraci kyseliny mlé¢né, neni
vyskyt PLA v pfirodé pfirozeny, a neexistuji tak ani specifické depolymerizacni enzymy.
L-laktat je strukturnim analogem L-alaninu, proto mize byt PLA buiikou rozpoznan jako
polypeptid tvofeny touto aminokyselinou. Existuji tedy protedzy, které jsou schopné
depolymerace PLA [62]. Proteindza K byla predmétem mnoha studii degradace PLA
v riznych formach [63-65]. Pti zkoumani degradace PLA pomoci proteinazy K bylo zjisténo,
ze polylaktat je rozkladan daleko rychleji v amorfnich regionech a obecné plati, ze rychlost
enzymatické degradace PLA klesa se stoupajicim stupném krystalinity [64, 66].

2.2.4 Abioticky rozklad biopolyesteru

2.2.4.1 Pyrolyza polyesteru

Polyestery muzou byt rozlozeny také fadou abiotickych mechanizma v raznych
nestandardnich podminkach (napfiklad pii vysokych teplotach). Mira odolnosti biopolyestera
v téchto podminkach muze poskytovat jak vyhody, tak i nevyhody pii vyrobé€, vyuziti nebo
likvidaci vyrobkt z nich. Obecné znamy problém se zpracovanim polyhydroxyalkanoatt je
tepelna odolnost — bod tepelné dekompozice polyhydroxybutyratu (asi 200 °C) je blizky jeho
bodu tani (pfiblizné 175 °C) [67]. Rozkladem polyhydroxyalkanoatt vznikaji kratsi useky
(oligomery, monomery) s dvojnou vazbou mezi a-uhlikem a -uhlikem, tedy v misté plivodné
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hydroxylové skupiny na paté vzniklého fetézce (viz Obrazek 5). Tato pyrolyza probiha
cis-eliminacnim mechanizmem, ktery je znazornény na Obrazku 5 [68]. Degradaci fetézct az
na monomery vznikaji pfislusné alkenové kyseliny [69]. Zpracovani PLA narazi na obdobny
problém. Dekompozicni teplota polylaktatu se pohybuje kolem 190 °C v zavislosti na poméru
L- a D-izomerd, bod tani zase kolem 180 °C [70].
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Obrazek 5 — schéma pyrolyzy polyesterii | 68]

2.2.4.2 Chemicka hydrolyza esterové vazby

Ve vodném prostiedi podléha esterova vazba spiSe chemické hydrolyze, ktera muaze
byt katalyzovana kysele nebo bazicky. Kysela hydrolyza polyesteri ma autokatalyticky
charakter — vzrastajici koncentrace kyselin jakozto produkti hydrolyzy zvysuje rychlost
reakce. Kinetika kyselé hydrolyzy byla dobte popsana u PLA. Vzhledem k hydrofobicité PLA
musi reakce probihat v pfitomnosti organického rozpoustédla, které je dobfe misitelné
s vodou a zaroveti rozpousti polymer. Studiem hydrolyzy PLA v acetonitrilu pomoci kyseliny
chlorovodikové bylo zji§téno, ze rychlost reakce zavisi na pH, dostupnosti vody a koncentraci
rozpoustédla [71]. Rychlost reakce je ovlivnéna také pomérem jednotlivych enantiomera
teplotou a v pifipadé nerozpusténych castic polymeru je dale zavisla na velikosti a tvaru
polymerniho materialu [38]. Studiem kysel¢ a bazické hydrolyzy PHB bylo zjisténo nekolik
jevlu: bazicka hydrolyza je mnohem ucinnéjsi nez hydrolyza kysela; amorfni PHB granule
podléhaji hydrolyze zhruba 30-krat rychleji nez granule krystalické; hydrolyza PHB na 3HB
monomery je energeticky vyhodnéjsi nez dehydratace jednotek za vzniku kyseliny krotonové
(vznik dvojné vazby) arychlost reakce stoupa steplotou [72]. Prubéh dehydratace
hydroxybutyratu je mozny az po hydrolytickém jeho odstépeni, tato B-eliminace vSak probiha
trochu odliSnym mechanizmem jako pyrolyza PHB [73].

2.2.5 Degradace v prostredi kompostu

K urceni biologické rozlozitelnosti polymeru byva casto sledovano jeho chovani
v prostiedi kompostu. Kompost je organicky prostiedek pro zlepSeni stavu pud vznikly
biodegradaci smeési biologického odpadu, jako jsou casti rostlin a plody rostlin s dalSimi
organickymi slozkami a limitnim obsahem mineralt [74]. Tato smeés je zdrojem pestrého
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mikrobidlniho konsorcia, které utilizuje jednoduché i polymerni slozky smési, proto je tohle
prostiedi vhodné pro rozklad celé fady polymert. Uhlik ziskany timto zptsobem muze byt
prodychan mikroorganizmy na oxid uhliCity a tento dé& je oznaCovan jako biodegradace.
Pojem kompostovani je v§ak mnohem Sirsi a vyuziva biologického kolob&hu uhliku k tvorbé
zivin pro dalsi aplikace. V prostfedi kompostu dochézi k rozkladu polymeru biologickymi
a nebiologickymi c¢initeli soucasné. Proto je rychlost rozkladu polymeru pifi kompostovani
ovlivnéna jak biologickymi faktory (pfitomnosti extracelularnich S§tépicich enzymu,
hydrofobicitou biosféry, pfitomnosti biosurfaktantd apod.), tak i abiotickymi faktory (teplota,
vlhkost, pH, UV zateni) [75]. Mechanizmy rozkladu se méni s velice dynamickymi zmé&nami
podminek. V neposledni fad¢ je degradace polymert ovlivnéna také jejich vlastnostmi, jako
napfiklad krystalinitou, morfologii, molekulovou hmotnosti, kompozici nebo zesitovanim
[75].

2.3 Prumyslova vyroba vybranych biopolymeru

Prestoze se tato prace vénuje biologické degradaci riznych polymert a materiald,
pro celkové zhodnoceni jejich Setrnosti k zivotnimu prostiedi a rozlozitelnosti je nutno
zohlednit také jejich vyrobu. I pfi biotechnologické produkci biopolymert jsou casto
provadény kroky, které muzou predstavovat ekologické riziko nebo komplikuji zpracovani
odpadii z téchto materiald. Samotné polymery pfitom neztraci své biologicky vyznamné
vlastnosti, vznikaji vSak materialy, vedlejsi produkty nebo odpady, které jiz mazou vykazovat
rizikové vlastnosti.

Finalizace materiala z polymert Casto zahrnuje pridavek riznych aditiv za ucelem
zlepSeni jejich vlastnosti, jako napfiklad zvySeni tvrdosti ¢i houzevnatosti, zvySeni odolnosti
vuci teplu nebo chemikaliim, zména optickych vlastnosti apod. Aditiva jsou zpravidla
nizkomolekularni latky organického nebo anorganického charakteru, nejCastéji jsou to
karboxylové kyseliny a jejich estery, kovy, uhli¢itany, oxidy, fosfore¢nany nebo soli
organickych kyselin [76]. VSechna tato aditiva se z polymernich materiald uvolriuji a migruji
do prostredi, kde miizou vyznamné ovliviiovat efektivitu biologickych procest. Tento faktor
muze tedy vyznamné ovlivnit i kompostovatelnost biopolymert.

Biotechnologicky producent je vybiran na zakladé celé fady pozadavka. Mezi obecné
pozadavky na producenta patfi vysoka vytéznost a schopnost stabilni produkce, vysoka
schopnost produkce biomasy, bezpecnost aplikovanych organizmu, nizké naroky na Ziviny,
rychla adaptace na nové prostiedi a Ziviny, robustnost kmene vici kontaminacim, nizka
tvorba nezadoucich vedlejSich produkti a vysoka odolnost vici vysokym koncentracim
produktu [3]. Vzhledem k rastové fazi, ve které je tvoren produkt, je Zadouci, aby ostatni faze
rastu producenta byly co nejkrat§i a produkéni faze naopak co nejdelSi. Pro snizeni
nachylnosti systému k nezddoucim kontaminacim se jako producent Casto voli extremofilni
organizmus, jako napiiklad termofilni nebo halofilni bakterie. V neposledni fad¢é je takeé
dilezita moznost maximalné efektivni regulace metabolizmu producenta tak, aby produkt
nebyl dale metabolizovan. Tyto obecné rysy biotechnologickych produkci plati také
pro vyrobu biopolymeru, produkce konkrétnich produkti vsak maji svoje dalsi specifika, a to
jak v up-stream procesu, fermentaci nebo down-stream procesu [3].
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2.3.1 Prumyslova vyroba PHA

V souCasnosti jsou znamy desitky az stovky bakterialnich producentd PHA,
ne vSechny vSak vyhovuji technologickym pozadavkim pro velkoobjemovou produkci. Vedle
obecnych pozadavka kladenych na producenty pro jejich biotechnologické aplikace jsou
na producenty PHA kladeny také specialni naroky, jako naptiklad snadna extrahovatelnost
polymeru, akumulace PHA o vhodné molekulové hmotnosti nebo schopnost produkce
kopolymert [77]. Siroce pouzivany PHA produkujici kmen je Cupriavidus necator (diive
Ralstonia eutropha), dal§i vyuzivani mikrobialni producenti jsou uvedeny v Tabulce 4.

Soucasna svétova vyroba PHA v komerénim méfitku je zajisténa Ctrnacti spolecnostmi
na Sestnacti mistech svéta. Produkéni kapacity dosahuji az 200 tisic tun PHA rocné [78]. Mezi
nejvetsi producenty patti spolecnosti ADM (Metabolix) (USA) produkujici az 50 tisic tun
raznych PHA rocné, Meredian (USA) a Bio-On (Italie) produkujici obé po 10 tisic tun PHA
za rok, a spolegnost Tianjin Green Bio-Science (Cina) vyrabé&jici kopolymer P(3HB-co-4HB)
vmnozstvi asi 10 tisic tun rocné [78]. Dalsi spolecnosti vyrab&jici PHA v primyslném
a pilotnim meéfitku jsou uvedeny v Tabulce 4. Vyrabény jsou rizné druhy PHA, prevazné
vSak PHB a jeho kopolymery [78].

Tabulka 4 — produkce PHA v roce 2009 (prevzato z [78]), *geneticky modifikovany kmen

Kmen Substrat Typ PHA [t/rok] X |[g/l] PHA[%] Spolecnost
Tianjin
.. Glukoza PHB (10) >200 >80 Northern
Cupriavidus .
necator Food, Cina
Glukoza + P(3HB-co-3HV) 5160 75 ICI, Velka
kys. propionova  (300-2k) Britanie
Kaneka
iavi P(3HB-co-3HH
Cupriavidus /e kyseling  —ConBcO3HEN 00 80 a P&G,
necator* (D
Japonsko
Cupriavidus Tianjin
necator, Glukoza + P(3HB-co-4HB) 5100 75 Green
Escherichia 1,4-butadiol (>10k) Bioscience,
coli* Cina
Alcali Glukoza / Bi
caligenes u oz,a PHB (10-300) 60 75 1f)mers,
latus sachar6za Némecko
Escherichi .
SCENCa  Glukéza PHB (10) S150 >80 Tiang Su Nan
coli* Tian, Cina
Jiangmen
Ae ) P(3HB-co-3HH
romor‘las Kyselina laurova 3 co-3HHx) <50 <50 Biotech Ctr,
hydrophila (D .,
Cina
) , Biocycles,
Bacillus spp.  Sacharo6za PHB (5) >90 >50 T
Brazilie
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Dalsimi potencialnimi producenty biopolyesterd jsou rostliny. Prvni pokusy
o vytvofeni eukaryotnich producentid byly uskuteCnény na kvasinkach Sacharomyces
cerevisiae a Pichia pastoris, vytéznost PHA byla vSak pfili§ nizka [79]. Vzhledem k velice
nizkym narokdm rostlin na zdroj uhliku a prakticky neomezené schopnosti mnozeni a tvorby
biomasy se rostliny jevily jako vhodna alternativa k bakterialnim producentim. V 90. letech
minulého stoleti pfisla spolecnost Monsanto (USA) s pilotnimi pokusy o produkci PHB
a P(3-HB-co-3HV) pomoci geneticky upravenych rostlin rodu Arabidopsis (husenicek)
a Brassica (fepka), pficemz byly dosazeny vytézky 12—13 %, respektive 7 % [80]. Dnes jiz
existuje fada studii sledujicich vyhody i1 nevyhody zapojeni rostlin do velkoobjemové
biotechnologické produkce PHA [81].

Narocnou operaci pii biotechnologické produkci PHA je jejich purifikace
z intracelularniho prostoru, k ¢emu jsou pfi komercni produkci nej¢astéji pouzivana organicka
rozpoustédla. V souCasné dobé je nejpouzivanéjsi chloroform, v kterém jsou PHA relativné
dobfe rozpustné. Tato purifikace dale vyzaduje odstranéni dalSich bunéénych komponent
hydroxidem sodnym. Purifikace PHA je tedy zna¢né neekologicka [82].

2.3.2 Vyroba kyseliny mlécné a PLA

Jak jiz bylo zminéno, produkce polymeru kyseliny mlécné ma ve srovnani s produkci
PHB jednu velkou nevyhodu — nelze ji vést pouze fermentatné. Enzymaticky aparat
mikroorganizmu lze vyuzit pouze pro vyrobu monomeru, tedy kyseliny mlécné, polymeraci je
vSak nutné vykonat chemicky. Samotnou kyselinu mlécnou je pfitom mozné vyrobit
i chemickou cestou, a to hned né€kolika zpisoby, pficemz nejznamé&jSim z nich je kysela
hydrolyza laktonirilu pfipraveného reakci acetaldehydu s kyanovodikem [83]. AvSak tento
proces vede k vyrobé racemické smési obou optickych izomert laktatu, ktera se pro vyrobu
PLA nevyuziva. V souCasné dobé je vétSina svétové produkce kyseliny mlécné vedena
fermentacné€ nejen kvali moznosti zisku opticky Cistych forem, ale také kvuli vyuzitelnosti
potravinaiskych a zemédélskych odpadi. Vyuzitelné jsou odpady bohaté na sacharidy, jako
napiiklad melasa, syrovatka, Skrobové odpady nebo lignocelul6ozové materidly.
Biotechnologickd produkce laktatu ma také svoje nevyhody, znichz nejvétsi spociva
v down-stream procesu, piesnéji v purifikaci produktu. Tato operace markantné zvySuje
vyrobni naklady samotné kyseliny mlé¢né a tedy i PLA [1].

2.3.2.1 Bakteridlni produkce LA

Bakterie mlé¢ného kvasSeni jsou obecné nejpouzivan€j§imi mikroorganizmy
pro vyrobu kyseliny mlécn¢. Jejich kultivace je relativné jednoducha a produkce kyseliny je
pomémneé rychla. Produkce laktatu pomoci bakterii s sebou nese i fadu komplikaci, které
spektrum bakterii k produkci laktatu. Producent je vybiran nejen s ohledem na vysokou
vytéznost a efektivitu produkce, ale také na zakladé schopnosti kment zkvaSovat cukry
homofermentativné. Navic bakterie disponuji dvéma typy laktatdehydrogenazy (L-LDH
i D-LDH) takze opticky charakter produktu je nespecificky. Dalsi komplikace spociva
v neschopnosti  vétSiny bakterii produkovat amylazy a celulazy, proto je pouziti
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polysacharidovych substrati komplikované a vyzaduje hydrolyzu polysacharida
na jednoduché sacharidy (mono- a disacharidy). Vyroba kyseliny mlécné pro dalsi technické
ucely by pfitom neméla konkurovat potravinarské vyrobé, a proto se v soucasné dobé hledaji
nové substraty [84, 85]. Vhodnymi jsou zdroje bohaté na hexdzy. Ty vstupuji do glykolyzy
ajsou oxidovany za vzniku dvou mold pyruvatu a dvou moli ATP zjednoho molu
monosacharidu. Timto zpasobem ziskava producent energii velice rychle, a to je motivaci tuto
drahu zachovat a opakovat 1 za nedostatku kysliku, kdy je potfeba hledat alternativni
reoxidacni Cinidlo pro kofaktory dehydrogenaz (NADH) samotné glykolyzy. A praveé pyruvat
se stava akceptorem vodiku a elektront od redukované formy NADH, a je tak redukovan na o
uhliku za vzniku laktatu. Teoreticka vytéznost je tedy 2 moly laktatu z jednoho molu glukozy,
resp. jiné hexozy. Pentdzy se do glykolyzy pfipojuji skrze transaldolacni a transketolacni
reakce — ze tif pentdz vstupujicich do drahy jsou vytvoreny dvé fruktozy-6-fosfat a jeden
glyceraldehyd-3-fosfat. Ziskem je tedy pét molekul laktatu a energie ve formé péti molekul
ATP. V praxi je vSak n&jaka ¢ast uhliku ze substratu vyuzita k tvorbé biomasy a vytéznost se
pii idedlnim potlaceni kyslikového efektu pohybuje kolem 90 % (laktatu ze substratu) [38].
K velkoobjemové produkci laktatu se wvyuzivaji homofermentativni bakterie mlécného
kvaseni, kam se tadi predevsim zastupci rodu Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
nékteré druhy rodu Lactobacillus a dalsi. Obecné jsou bakterie mléEného kvaseni povazovany
za bezpecné pro biotechnologické 1 potravinarské aplikace [84]. Bakterie mlécného kvaseni
vSak vyzaduji pro svij rust komplexni zdroj dusiku a vitaminy, takze samotna media jiz
zvySuji naklady produkce. Navic naroky na sterilitu celého procesu jsou vysoké, protoze tyto
bakterie jsou nachylné na fagové infekce a bakterialni kontaminace [85].

2.3.2.2 Eukaryotni producenti LA

Pro vyrobu kyseliny mlécné lze vyuzit také kvasinky nebo plisn€. Vyhoda jejich
aplikace spociva zejména v nizSich nutricnich narocich, coz umoziuje pouziti mineralnich
médii, zkterych je produkt snadno izolovatelny. Plisné navic disponuji amylolytickou
aktivitou, takze lze jako substrat pouzit suroviny bohaté na polysacharidy bez predchozi
sacharifikace. Nékteré kmeny plisni dokonce produkuji opticky Cisté formy laktatu. Izolace
produktu je jednodussi nez v pfipadé bakterialnich a kvasinkovych produkci diky vldknitému
nebo kulickovitému ristu [84]. Avsak laktat neni jedinym kvasnym produktem plisni, do hry
vstupuji také relevantni mnozstvi ethanolu a kyseliny fumarové [84, 85]. Vyuziti kvasinek je
komplikovangjsi. Jelikoz kvasinky za nedostatku kysliku uptfednostiiuji ethanolové kvaseni, je
potfebné posilit aktivitu laktatdehydrogenazy a snizit aktivitu pyruvatdekarboxylazy,
eventualné také pyruvatdehydrogenazy pro podporu mlééného kvaseni. Toho 1ze dosdhnout
deleci samotnych geni a napiiklad u kvasinky Kluyveromyces lactis. Dodatecnou
transformaci genu pro heterologni laktatdehydrogendzu bylo dosazeno vytézku az 85 hm. %
laktatu z glukézy [86].
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2.3.2.3 Polymerace kyseliny mlécné

Svétova vyroba PLA rok od roku stoupa. Jiz v roce 2013 Cinily produkéni kapacity
zhruba 200 tisic tun PLA [87]. Od tohoto roku existuje 28 spole¢nosti vyrab&jicich PLA na 34
mistech svéta, z nichz nejvét§im producentem je spole¢nost NatureWorks (USA) produkujici
140 tisic tun ro¢né [87, 88]. Dalsi vétsi PLA produkéni spolecnosti jsou Toyobo (Japonsko),
Dai Nippon Pronting Company (Japonsko), Mitsui Chemicals (Japonsko), Shimadzu
(Japonsko), PURAC Biomaterials (Holandsko), Hycail (Holandsko), Galactic (Belgie),
Cereplast (USA), FkuR (Némecko), Biomer (Némecko), Stanelco (Némecko) ¢i Snamprogetti
(Cina), viechny produkujici od 1,5 do 10 tisic tun PLA ro&n& [87, 89]. Plany existujicich
producenti byly v této dekadé zvysit produkci PLA na 800 tisic tun ro¢né [87]. Podle
European Bioplastics byla v roce 2019 produkéni kapacita PLA asi 290 tisic tun [90].

Polymeraci laktatu je mozné provést nekolika zpusoby: pfimou polykondenzaci
(v pevném skupenstvi), azeotropni dehydrataéni polykondenzaci anebo polymeraci
s otevienim kruhu cyklickych dimert (laktid, tzv. ring-opening polymerace) [91]. Piima
polykondenzace je sice nejjednodussi cestou k zisku PLA, avSak pouze nizkomolekularniho,
pro dal§i dosazeni vysokomolekularniho polymeru je nutné pfidani spojovacich ¢inidel nebo
latek podporujicich esterifikaci, coz markantné zvySuje vyrobni néklady [92].
K velkoobjemové vyrobé PLA se pouziva nejCastéji polymerace s otevienim kruhu laktida
vedouci k zisku polymerti o vysoké molekulové hmotnosti a Cistoté [43]. Mechanizmus tohoto
zpusobu polymerace LA spociva v pocatecni ptipravé nizkomolekularniho polylaktatu pfimou
polykondenzaci, naslednou depolymeraci za vzniku cyklickych dimerti a finalni polymeraci
s otevienim dimerniho kruhu (viz Obrazek 6). Vysokomolekularniho PLA 1ze dosahnout také
azeotropickou dehydrataci, avSak s nizsi ¢istotou [92].

A A

kondenzace 5 mzkomolekularm prepolymer retezcova spojovaci €inidla
' He Mw =2 000 - 10 000 Da

Py

kyselina mlééna

Vysokomolekulaml PLA
Myw > 100 000 Da

kondenzace HZO otevieni kruhu

AN

mzkomolekulaml prepolymer laktid
Mw =1 000 -5 000 Da

Obrazek 6 — mechanizmy polymerace kyseliny mlécné [92]
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2.4 Aplikace vybranych biopolymeru

Vzhledem k dobré rozlozitelnosti a nizké odolnosti vuci fyzikalnim a chemickym
Cinitelim maji biopolyestery mensi aplikacni potencial. Také naro¢nost vyroby, zpracovani
a naklady na tyto ukony obecné€ zhorSuji postaveni biopolymert na trhu. Tyto faktory omezuji
aplikovatelnost PHA a PLA na spotfebni segment. S vyhodou lze tyto polymery vyuzit
pro vyrobu obalti potravin, kosmetiky a spotfebnich materialt, nebo také pro vyrobu pytlu
afolii. AvSak biodegradabilita a biokompatibilita piimo predurcuji biopolyestery pro
medicinské a potravinaiské aplikace. Nasledujici seznam uvadi nej¢asté)si aplikace PHA [78]:

e Spotrebni primysl — obaly a folie;

e Chemicky pramysl — adheziva, gely, latex;

e Zpracovani plastli — suroviny a pomocna Cinidla;

e Textilni primysl — vlakna a nylony;

e Medicina — implantaty, cilena distribuce 1€Civ, tkanové inzenyrstvi;
e Potravinaisky prumysl — zdrava aditiva;

Kyselina polymlééna nachéazi uplatnéni v zemédélstvi a technologiich zivotniho
prostredi, kde obnova materialu a jeho opétovné vyuziti neni praktické. Zde se PLA vyuziva
pro vyrobu mulCovacich folii a pytlt, kompostovacich pytli nebo systémt pro uvoliiovani
audrzbu [91]. Déale je PLA vyuzivan k vyrobé specidlnich textilii (napt. jednorazové odevy,
Calounéni) a pojivovych vlaken, markyz nebo kosmetickych vyrobktu (damské hygienické
potteby, pleny) [91]. V oblasti potravinafstvi je polylaktat vyuzivan pro baleni Cerstvych
vyrobkl a potravin, které nejsou znehodnoceny kyslikem (vysoka propustnost kysliku) [91].
Nejvétsi pozornost je vénovana medicinskym aplikacim PLA. V této sféfe nachazi polylaktat
tato vyuziti [91]:

e Stenty, kotvy a klece;

e Chirurgické stehy;

e Desky a Srouby pro fixaci;

e Interferen¢ni Srouby v kloubech koncetin;
e (Cvocky a $pendliky pro pfichyceni vaziv;
e Kraniofacialni augmentace;

o Tkanové matrice a febiicky (scaffoldy);

2.5 Soucasny stav FeSené problematiky

Pro laboratorni testy kompostovatelnosti byla vytvorena cela fada norem, naptiklad
IS/ISO 20200 nebo ISO 14855—1, resp. ISO 14855-2 (viz [74, 93, 94]). Tyto normy popisuji
rizné metody analyzy dekompozice zkoumanych material — norma IS/ISO 20200 navrhuje
stanoveni hmotnostniho ubytku suSiny, tékavych organickych latek a poméru C/N; norma
ISO 14855 popisuje metody sledovani degradace analyzou uvolnéného oxidu uhlicitého.
Kompostovaci testy ve vétsim — pilotnim meéftitku navrhuje ISO 16929 (viz [95]).

Kompostovaci testy se staly popularnim zpusobem hodnoceni biodegradability
materiald. Timto zpisobem jsou zkoumany ruzné druhy jak Ccistych polymert, tak
kopolymerti a kompoziti. Ve vétsiné testd je objektem analyz pravé polymer a mira jeho
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dezintegrace, zatimco kompost neni pfedmétem studie. Sledovanymi parametry jsou casto
mechanické vlastnosti polymeru v riznych stadiich rozkladu a, samoziejme, také hmotnostni
bytek rozkladanych materialdi. Castym vystupem testd byvaji snimky polymeru ziskané
z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) nebo FT-IR spektra, ze kterych 1ze rozeznat
funkéni skupiny rezidui. Tyto prace se veénuji konkrétnim polymerim pievazné
z materialového hlediska nebo se jim vénuji v riznych rovinach zajmu, pficemz hodnoti
biodegradacni potencial polymerd pouze okrajove.

Weng a spol. (viz [96]) zkoumali zavislost biodegradability kopolymeri PHB
na slozeni polymeru podle ISO 14855—1. Pro tyto testy vyuzili tenké folie PHB, P(3HB-co-
4HB) a P(3HB-co-3HV) o riznych obsazich 3HV. Zjistili, ze polymery s nejvyss§im obsahem
monomeru 4HB nebo 3HV v kopolymeru podléhaji biodegradaci nejrychleji [96]. Tento dé&j je
pravdépodobné zapfi¢inény niz§im stupném krystalinity kopolymert, pficemz je obecné
predpokladano, ze krystalické oblasti polymeru podléhaji biodegradaci pomaleji. U vSech
sledovanych vzorkt doslo k 50 % degradaci mezi 30. a 35. dnem experimentu. Na zakladé
snimk ze skenovaciho elektronového mikroskopu autofi dale dedukuji, ze biodegradace
pouzitych polymert probiha jako eroze od povrchu do stiedu [96].

Anaerobni biodegradaci PHA fo6lii se vénoval Abou-Zeid a spol (viz [97]). Timto
zpusobem byly simulovany podminky skladky odpadu a pfirodnich anaerobnich sedimentd
nebo anaerobni zpusob zpracovani odpadu. Piekvapivé bylo zjisténo, ze PHB podléha
biodegradaci v nepfitomnosti kysliku rychleji nez kopolymer P(3HB-co-3HV) [97]. Autofi
predpokladaji, ze 3HV wvznikajici pfi depolymeraci komplikuje rast anaerobnich
mikroorganizmt [97]. I v tomto pfipad€ byla pozorovana povrchova eroze, po 10 tydnech
experimentu bylo ztraceno 23 % hmotnosti PHB a 22,5 % hmotnosti kopolymeru [97].

Funabashi a spol. kompostovali polylaktat podle normy ISO 14855-2 (viz [98]). Jako
testovany material autofi zvolili PLA préasek, fezy kelimku zPLA, fezy PLA folie
a celulozovy prasek jako referenci, v§e inkubovano pii 58 °C. Stupen biodegradace byl ur¢en
na zakladé stanoveni uvolnéného CO», ktery dosahnul 80 % po méné nez 30 dnech inkubace
v pfipadé folii, po 50 dnech inkubace v pfipadé prasku (vysledek obdobny referencnimu
vzorku) a po 100 dnech v piipadé feztu z kelimku [98]. Z téchto vysledka autofi definovali
zavislost rychlosti biodegradace na velikosti ¢astic artikli, pfiCemz konstatuji, ze prasek
s Casticemi o distribuci velikosti 0-125 pm je nevhodny pro kompostovaci testy kvili
nepiesnosti ziskanych vysledkt (stupen degradace vice nez 100 %) [98].

Biodegradabilitu tenkych folii smé&si PHB/PLA/plastifikator (hm. pomér 60/25/15)
podle normy IS/ISO 20200 zkoumal Mencik a spol. okrajové ve své studii (viz [99]).
V prvnich 30 dnech experimentu nebyl pozorovan zadny ubytek folie. V nasledujicich dvou
tydnech ubylo z folie zhruba 5 %, posléze byl vSak prubéh rozkladu velice rychly — v 55. den
experimentu byla nalezena pouha Ctvrtina folie a k Uplné degradaci doSlo v 65. den
kompostovani [99].

Sarasa a spol. sledovali dezintegraci cylindrickych a konickych kouski PLA
kompoziti obsahujicich 10 % kukufice, a PLA napénéného PS podle IS/ISO 20200 (viz
[100]). Bylo zjisténo, ze napénéné PLA dosahlo primérné 63,6 % dezintegrace a kompozit
PLA dosahl 79,7 % prumérného stupné degradace, piicemz stupeni degradace byl popsan jako
nezavisly na velikosti, tloust’ce i tvaru artikla [ 100].
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Rozklad PLA lahvi zkoumal Kale a spol. vyuzitim ASTM D5338 a ISO 14855-1
norem, kde biodegradabilita byla vyjadfena jako stupeil mineralizace vypocteny na zaklade
mnozstvi uvolnéného CO2 [101]. Po 58 dnech kompostovani byl pozorovan 84,2 % stupen
mineralizace [101]. Pfi vizualnim vyhodnoceni vysledki experimentu je vSak ziejmé,
ze pro rozklad lahve posta¢ovalo 30 dna (viz Obrazek 7).

Obrazek 7 — snimky PLA ldhve v pritbéhu kompostovani (prevzato z [101])

Cilem této prace je sledovani biodegradacniho déje v kompostu v Sir§im kontextu.
Sledovany jsou zmény nejen v polymerni struktufe jednotlivych artikla, ale také zmény
probihajici v biodegrada¢nim prostredi (v biosféfe kompostu). Navic se tato prace snazi
simulovat realné podminky kompostovani v komer¢nim meéftitku — na skladkach odpadt nebo
velkoobjemovych kompostarnach. Ve vyse uvedenych norméch a jimi inspirovanych pracich
jsou degradacni testy provadény pii nizkém zatizeni kompostu materialem, kde hmotnost
polymeru dosahuje maximalné€ 10 % hmotnosti kompostu. V experimentech popsanych v této
praci je systém piesycen a pietizen testovanym polymerem. Neméné dulezity rozdil mezi
touto praci a uvedenymi studiemi je také v geometrii testovanych artikli. Téméf vSechny
uvedené studie vyuzivaji k testim biodegradability folie polymert nebo tenké materialy, které
jsou diky vétsimu specifickému povrchu degradovany rychleji. V této praci jsou aplikovany
polymerni materialy ve formé€ granulati, u kterych je predpoklad pomalejsiho rozkladu
vzhledem k uvadénému mechanizmu rozkladu (eroze od povrchu dovnitt).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a metody

3.1.1 Mikroorganizmy

Pro ovéfeni biodegradacniho potenciadlu submerznimi kultivacemi byly vybrany

termofilni bakterialni kmeny (viz Tabulka 5). V prostfedi kompostu lze diky jeho vysokym
teplotam ocekavat piitomnost mikroorganizma s vysokym teplotnim optimem rastu (45—
65 °C). S ohledem na tento fakt byly vybrany bakterialni kmeny s maximalni rastovou
schopnosti kolem 50 °C. Neméné podstatnym kritériem vybéru byla také schopnost
metabolizovat polyhydroxyalkanoaty, vSechny vybrané kmeny tedy disponuji genetickou
vybavou pro metabolizmus PHA.

Tabulka 5 — pouzité bakteridalni kmeny a sbirky, ze kterych byly poFizeny

Kmen

Sbirka

Caldimonas taiwanensis LMG 22827

Schlegelella aquatica LMG 23380

Belgian Coordinated Collections of

Tepidimonas fonticaldi LMG 26746

Microorganisms/Ghent University,

Laboratory for Microbiology, Gent, Belgie

Tepidimonas taiwanensis LMG 22826

Leibnitz Institute, German Collection of

Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 Microorganisms and Cell Cultures,

Braunschweig, Némecko

Caldimonas manganoxidans JCM 10698

Japan Collection of Microorganisms,
Cukuba, Japonsko

3.1.2 Chemikalie

Nutrient Broth (HiMedia)

Yeast Etract (HiMedia)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Chlorid amonny (Lach-Ner)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich)
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner)
Dihydrat hydrogenfosforecnan sodny (Lach-Ner)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner)
Siran amonny (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siran hore¢naty (Lach-Ner)

Dihydrat chlorid vapenaty (Lach-Ner)

Citronan amonno-zelezity (PENTA)

Hydroxid sodny (Lach-Ner)
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Kyselina chlorovodikovéa (Lach-Ner)

Chloroform (Lach-Ner)

Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich)
p-nitrofenyl palmitat (Sigma-Aldrich)

p-nitrofenyl acetat (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 BioChemica (PanReac AppliChem)
Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich)

Azoalbumin (Sigma-Aldrich)

Vsechny pouzité chemikalie byly v Cistoté p.a. nebo vyssi.

3.1.3 Pouzité polymery

Polyhydroxybutyrat — granule, Biomer® 310 (Biomer)

Polyhydroxybutyrat, amorfni — pasta, dodano Ustavem chemie materialti, FCH
VUT

Polyhydroxybutyrat, krystalicky — pasta, dodano Ustavem chemie materiald,
FCH VUT

Polylaktat, amorfni — granule, Ingeo™ Biopolymer 4060D (NatureW orks)
Polylaktat, semi-krystalicky — granule, Ingeo™ Biopolymer 4043D
(NatureWorks)

3.1.4 Suroviny a chemikalie pouzité pro kompost

Drevéné piliny

Krmivo pro kraliky

Zraly kompost rostlinného ptivodu (Kompostarna Fertia Blansko)
Kukuficny Skrob (Amylon)

Kukufi¢ny olej (Olitalia)

Sacharéza, p.a. (Lach-Ner)

Mocovina, p.a. (Sigma-Aldrich)

3.1.5 Pristroje a vybaveni
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Analytické vahy PA224C (Ohaus)

Vahy EW 620-3NM (Kern)

Centrifuga vysokorychlostni chlazend — HERMLE Z 36 HK (HERMLE)
Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich)

Vortex TK3S (Kartell)

Rotator Multi-Bio RS-24 (BioSan)

Termoblok SBH130D (Stuart)

Temperovana orbitalni tfepacka — Incubator 1000 (Heidolph)
Temperovany biologicky inkubator BD 115 (Binder)



e Vodni lazen BL4/150 (WSL)

e ELISA Synergy HTX multi mode reader (Biotek)

e Laminarni box Aura mini BioAir (Euroclone)

e Magneticka michacka bez ohfevu — model TKO (Kartell)

e Nanofotometr P300 (Implen)

e pH metr pHTestr (Thermo Scientific)

e SEC chromatograf, kolona: PLgel mixed-C 5 um, 300 by 7,5 mm (Agilent
Technologies)
detektor: MALS — DAWN HELEOS 11, diferencni refraktometr OPTILAB
T-REX (Wyatt Technology)

e Iontovy chromatograf 850 Professional IC (Metrohm)
kolona: Metrosep Organic Acid-250/7.8
detektor: vodivostni detektor 850 Professional IC (Metrohm)

e Rastrovaci elektronovy mikroskop EVO LS 20 (ZEISS)

e Plastové dozy pro kultivaci, objem 3 I, rozméry 19,5%30%7,5 cm (Tontarelli)

e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace mikroorganizmu

3.2.1 Skladovani bakterialnich kultur

Bakterialni kultury byly zakoupeny v lyofilizovaném stavu, jejich oziveni bylo
provedeno podle navodu dodavatele. Kultury byly uchovany 10 % glycerolu
v kryozkumavkach pfi -80 °C.

3.2.2 Priprava a kultivace inokul

Pro vSechny pouzité kultury byla pfipravena stejna inokula¢ni média, a to kapalna
média NB o koncentraci 25 g-1"!. Kultivace inokul probihala v Erlenmeyerovych baiikach
o objemu 100 ml, pfi¢emz objem inokula v barice tvoril 50 ml. Kazda bakterialni kultura byla
kultivovana ve dvou paralelnich inokula¢nich médiich.

Slozeni inokulacniho média NB:

e Pepton 10,00 g
e Beef Extract 10,00 g
e Na(Cl 5,00 g

e Destilovana voda 1 000 ml

Pottebné mnozstvi praskového media bylo navazeno a rozpusténo v destilované vodé
za neustalého michani na magnetické michacce. Sterilace inokul v barikach byla provedena
v tlakovych hrncich suzavienym ventilem. Po sterilaci byla inokula mirné ochlazena
a do kazdé banky byl prelit cely objem kryozkumavky s kulturami o laboratorni teploté.
Zaockovana inokula¢ni média byla kultivovana po dobu 24 h na temperované orbitalni
ttepacce pii teploté 50 °C a frekvenci tfepani 180 rpm.

29



3.2.3 Kultivace bakterii polymernim substratu

Inokula s narostlymi kulturami byla pfevedena na mineralni média s polymernim
substratem za ucelem ovéfeni biodegradacniho potencialu téchto kultur. Kultivace probihala
v 100 ml mineralniho média v Erlenmeyerovych batikach o objemu 250 ml.

Slozeni mineralniho média pro bakterie rodu Caldimonas (M2):

e (NH4):SO2 3g

e KoHPO4 26¢g

e NaH:PO4- 2 H2O 0,13 ¢

e MgSO4-7H0 02¢g

e Yeast Extract 0,1g

e Biopolymer 10g

e TES II* 1 ml

e Destilovana voda 1 000 ml

Slozeni mineralniho média pro bakterie rodu Tepidimonas a Schlegelella (CH):
e NaHPO4 - 12 H20 9¢

e KH>PO4 15¢g

e NH4Cl lg

e MgSO4-7H20 02¢g

e CaCl-2HxO 0,02 g

e NH.Fecitrat 0,0012 g
e Yeast Extract 05¢g

e Biopolymer 10g

e TES II* 1 ml

e Destilovana voda 1 000 ml

*Slozeni roztoku stopovych prvka (TES 1I):

e EDTA 50 g

e FeCls 83¢g

e 7ZnCl 0,84 g

e CuCl2-2Hx0O 0,13 g

e CoCly- 6 HO 0,1¢g

e MnCl -6 H2O 0,016 g
e H3BOs; 0,1g

e Destilovana voda 1 000 ml

Jako zdroj uhliku byly pouzity granule vybranych biopolymert — polyhydroxybutyrat,
amorfni polylaktat a semi-krystalicky polylaktat. VSechny vybrané bakterialni kmeny byly
kultivovany na kazdém z uvedenych biopolymert. Paralelné s kultivacemi byla vedena také
kontrolni media pro kazdou kombinaci medium — substrat (polymer). VSechna media byla
sterilovana s polymernim substratem v bafikach umisténych v tlakovém hrnci s uzavienym
ventilem. Po sterilaci byla media mirné ochlazena a nasledné asepticky zaockovana 10 ml
inokula s narostlymi kulturami do media (inokulacni pomeér 1:10). Tato pfipravena media
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s kulturami byla inkubovéana na temperované orbitalni tfepacce po dobu 168 hodin (7 dni)
pti teploté 50 °C a frekvenci michani 180 rpm.

3.3 Postup prace

3.3.1 Analyza submerzniho biodegradac¢niho déje

Pro hodnoceni miry vyuziti biopolymert jakozto zdroje uhliku a energie pro rist
bakterialnich kultur bylo provedeno turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy, gravimetrické
stanoveni obsahu biomasy, stanoveni hmotnostniho ubytku polymeru a stanoveni aktivity
vybranych skupin hydrolytickych enzyma. Pro hodnoceni miry schopnosti utilizace
polyhydroxybutyratu bylo dale provedeno stanoveni PHB-biodegradacni aktivity pouzitych
kmeni. V ramci hodnoceni miry utilizace polylaktatu bylo také provedeno stanoveni
mnozstvi laktatu v médiu po kultivaci pomoci iontové chromatografie.

3.3.1.1 Turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy

Stanoveni obsahu biomasy bylo provadéno ve 24-hodinovych intervalech po celou
dobu kultivace. Z promichané kultury byl sterilné odebran 1ml vzorek, ktery byl
po vychlazeni na laboratorni teplotu preveden do kyvety s optickou délkou 10 mm, a nasledné
byla na nanofotometru zméfena absorbance tohoto vzorku pii vinové délce 630 nm proti
destilované vodé. Vzorky byly dle potfeby vhodné ziedéné tak, aby hodnota absorbance
nepiekrocila hodnotu 1,000.

3.3.1.2 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Pro stanoveni obsahu biomasy v mediu bylo na konci kultivace odebrano 10 ml
kultury. Kultura byla centrifugovana pii 6 000 ot/min po dobu 10 minut, supernatant byl
nahrazen 10 ml destilované vody. Smés byla homogenizovana na vortexu a nasledné znovu
centrifugovana pii 6 000 ot/min po dobu 10 min. Supernatant byl posléze odlit a ziskana
biomasa byla suSena pii 60 °C po dobu 24 hodin. Such4 biomasa byla zvazena s presnosti
na 4 desetinna mista.

3.3.1.3 Gravimetrické stanoveni hmotnostniho ubytku polymeru

Hmotnostni ubytek polymeru byl stanoven vazenim s presnosti na 4 desetinna mista
pred a po kultivaci. Vazeni pted kultivaci probéhlo jiz pfed sterilaci. Po ukonceni kultivace
byl polymer separovan od media filtraci a nasledné¢ byl polymer opakované promyt
destilovanou vodou. Po ususeni pii 70 °C byl polymer zvazen.

3.3.1.4 Stanoveni aktivity lipdaz

Principem stanoveni lipolytické aktivity je St€peni p-nitrofenylpalmitatu lipolytickymi
enzymy za vzniku zluté zbarveného p-nitrofenolu, ktery absorbuje svétlo o vinové délce
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410 nm a lze ho tedy detekovat spektrofotometricky. Lipolyticka aktivita je pak definovana
jako mnozstvi enzymu katalyzujicich pfeménu substratu, ktera je doprovazena nartstkem
absorbance o hodnotu 0,001 za jednu minutu a za podminek testu (podle [102]).

Pro stanoveni lipolytické aktivity kultur bylo na konci kultivace odebrano 10 ml
promichaného media, odebrany vzorek byl centrifugovan pti 6 000 ot/min po dobu 10 minut.
Nasledné byl odebran 1 ml supernatantu do zkumavky, k tomuto mnozstvi bylo pfidano
2,5 ml 0,1 M Tris-HCI pufru o pH 8,2 a 2,5 ml pfipraveného substratu. Zkumavky se smési
byly inkubovany pfti laboratorni teploté po dobu 30 min a nasledné byla zméfena absorbance
pfi 410 nm proti blanku.

Slozeni substratu:

e p-nitrofenylpalmitat 0,0135 ¢

e Triton X-100 0,9345 ml

e SDS (10 % roztok) 0,17 ml

e Destilovana voda doplnéni na 100 ml

Po smichani vSech komponent byl roztok substratu inkubovan ve vodni lazni
pfi teploté 65 °C po dobu 15 minut.

3.3.1.5 Stanoveni aktivity esteraz

Stanoveni esterazové aktivity spoc€iva ve stejném principu jako stanoveni lipolytické
aktivity, avSak jako substrat pro reakci je pouzit p-nitrofenylacetat. Pfi reakci opét vznika
zluté zbarveny p-nitrofenol, ktery je detekovatelny spektrofotometricky piti 410 nm. Jednotka
esterazové aktivity op€t definuje mnozstvi enzymu S§tépicich esterové vazby substratu
za vzniku mnozstvi produktu zpasobujiciho narast absorbance o hodnotu 0,001 za 1 min
a za podminek testu (podle [102]).

Z promichaného media bylo po kultivaci odebrano 10 ml, vzorek byl centrifugovan
pti 6 000 ot/min po dobu 10 min. Ze vzniklého supernatantu byl odebran objem 1 ml do ¢isté
zkumavky, k tomuto objemu bylo pfidano 2,5 ml 0,1 M Tris-HCI pufru o pH 8,2 a 2,5 ml
ptipraveného substratu. Po inkubaci 30 min pfi laboratorni teploté byla zmétfena absorbance
pii 410 nm proti slepému vzorku.

Slozeni substratu:

e p-nitrofenylacetat 0,0065 g

e Triton X-100 0,9345 ml

e SDS (10 % roztok) 0,17 ml

e Destilovana voda doplnéni na 100 ml

Roztok substratu byl po piidavku vSech komponent inkubovan ve vodni lazni
pii 65 °C po dobu 15 min.

3.3.1.6 Stanoveni aktivity protedz

Principem stanoveni proteolytické aktivity je hydrolyza azoalbuminu jakozto substratu
proteaz za vzniku azopeptidd, které jsou detekovatelné spektrofotometricky pii 440 nm.
PrebyteCny azoalbumin je na konci reakce vysrazen kyselinou trichloroctovou a odstfedén,
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zatimco vzniklé produkty proteolyzy zustavaji v supernatantu. Proteolyticka aktivita je
definovana jako mnozstvi enzymu potebnych k takovému rozkladu substratu, ktery zptsobi
narust absorbance o hodnotu 0,001 za 1 minutu a za podminek reakce (podle [102]).

Z narostlych medii bylo na konci kultivace odebrano 10 ml dobtfe promichaného
vzorku a zcentrifugovano pii 6 000 ot/min po dobu 10 minut. 100 pl supernatantu bylo
smichano se 100 ul a tato smés byla inkubovana po dobu 30 min pii teploté 37 °C.
K zastaveni reakce bylo pouzito 410 pl 10 % roztoku kyseliny trichloroctové, nasledné byla
smeés centrifugovana pii 6 000 ot/min po dobu 5 minut. K 500 ul odebraného supernatantu
bylo v kyveté ptidano 700 ul 1 M roztoku NaOH a nakonec byla zméfena absorbance této
smési pii 440 nm proti blanku.

3.3.1.7 Stanoveni mnoZstvi laktdatu v mediich po kultivaci na PLA pomoci IC

Ke stanoveni mnozstvi laktatu v mediich byly wvyuzity supernatanty ziskané
centrifugaci medii na konci kultivace, stejné jako supernatanty pro stanoveni lipolytické
aktivity (viz kapitola 3.3.1.4). Ziskané supernatanty byly pfelity do zkumavek o objemu
zhruba 15 ml, ty byly vlozeny do autosampleru a nasledné byla spusténa analyza.

3.3.1.8 Stanoveni PHB-biodegradacni aktivity pouzitych kmeni

Principem této analyzy je spektrofotometrické meéfeni ubytku zéakalu smési
polyhydroxybutyratu a enzymi s depolymerizacni aktivitou obsazenych v mediu po kultivaci.
Pisobenim téchto enzymt dochazi k stépeni hydrofobniho polymerniho fetézce, coz vede
k uvolniovani kratSich — oligomernich fragmentt, které jsou rozpustné ve vodeé. To se projevi
ubytkem zakaleni smési.

Tato analyza byla provedena pouze pro srovnani PHB-biodegradacnich potenciala
pouzitych kmena mezi sebou, purifikace specifickych depolymeraz a stanoveni jejich aktivit
provedeno nebylo. K analyze byly vyuzity supernatanty ziskané centrifugaci medii
po kultivaci na PHB, stejné jako supernatanty pro stanoveni lipolytické aktivity (viz kapitola
3.3.1.4). Jako substrat pro depolymerizacni enzymy byl pouzit amorfni a krystalicky PHB,
ob¢ ve formée pasty.

Cely experiment probéhl ve dvou fazich. V prvni fazi byl pouzit jako substrat pouze
amorfni PHB, a to ve dvou riznych pomérech zastoupeni v reakcni smési. Pasta PHB byla
nejdiive 1 000-krat zfedéna reakénim pufrem (pfiprava substratu), nasledné byla
do mikrotitraéni destiCky pripravena reakéni smés A (45 pl substratu, 180 ul reakéniho pufru
a 25 pl supernatantu) a reakéni smés B (112,5 pl substratu, 112,5 ul reakcniho pufru a 25 pl
supernatantu). Kazdy ze vzorki byl pfipraven ve dvou paralelnich provedenich.
Bezprostiedné po zahajeni reakce pridavkem posledniho reakéni komponentu (supernatantu)
byla desticka umisténa do ELISA readeru a bylo spusténo méfeni absorbance pii 650 nm se
snimacim intervalem 30 sekund. Reakce probihala pfi teploté 40 °C po dobu 10 minut.

V druhé fazi byly pouzity obé formy PHB (amorfni i krystalické). Substraty byly
nejdiive nafedény reakénim pufrem (1 mM CaCl> v 100 mM Tris-HCI o pH 8,0) tak, aby
absorbance jejich smési pfi 650 nm byla zhruba 1,500 (amorfni: A =1,671; krystalické:
A =1,521). Takto pfipravené substraty byly pouzity pro pfipravu reakéni smeési sestavajici
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z 50 pl substratu, 150 ul reakéniho pufru a 50 pl supernatantu. Smeési byly pfipraveny
do jamek mikrotitracni desticky, kazdy vzorek ve dvou paralelnich provedenich. Desticka se
smésmi byla umisténa do ELISA readeru a méfeni absorbance pfi 650 nm bylo spusténo
bezprostfedné po zahajeni reakce pridavkem supernatantu. Reakce probihala pii teploté 40 °C
po dobu 10 minut, snimaci interval méteni byl 30 sekund.

3.3.1.9 Snimani povrchu polymerii pomoci SEM

Vzorky polymert po kultivaci vybraného kmene, ktery vykazoval nejvétsi schopnost
utilizace téchto bioplasti byly snimany vyuzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu.
Timto zpisobem byly analyzovany vzorky PHB, amorfniho i semi-krystalického PLA, ale
také kontrolnich vzorki (inkubace bez kultur). Vzorky byly pfilepeny k matrici pomoci
oboustranné uhlikové pasky, nasledn€ byly pokovovany (Au s pfimési Pd) a nasnimany
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Urychlovaci napéti elektronti bylo nastaveno
naSkV,

3.3.2 Biodegradace biopolymeru v kompostu

Parametry, na zakladé kterych byl kompost zalozen, byly pfevzaty z normy
IS/ISO 20200. Kompostovaci experiment probéhl ve dvou testech — v ramci prvniho testu
byla provedena optimalizace podminek kompostovani a starostlivosti o kompost; v druhém
testu byl zkouman samotny degradacni dé€j. V obou testech bylo vedeno 12 separovanych
kompostd, znichz 3 obsahovaly granule polyhydroxybutyratu, 3 obsahovali granule
amorfniho polylaktatu, 3 obsahovaly granule semi-krystalického polylaktatu a zbylé 3 byly
prazdné a plnily ulohu blanku. Kompostovaci smés byla namichéana podle Tabulky 6.

Tabulka 6 — sloZeni suchého kompostu:

Hmotnostni
Komponent ,
zastoupeni [ %]

Drevéné piliny 40
Krmivo pro kraliky 30
Zraly kompost 10
Kukufti¢ny Skrob 10
Sachar6za 5

Kukufi¢ny olej 4

Mocovina 1
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Krmivo pro kraliky ve formé granuli bylo rozdrceno a proseto pfes sita s primérem
2 mm. Do vika 3 1 plastové dozy bylo vyvrtano 8 aera¢nich otvord o priméru 5 mm. Takto
pfipraveny reaktor byl naplnén mnozstvim zhruba 200 g suché kompostovaci smési. Kazda
smes byla zalita 244 ml destilované vody, tedy tak, aby vlhkost vsadky cinila 55 %.
Pripravené kompostovaci reaktory byly umistény do inkubatoru temperovaného na 58 °C.
Pozice reaktorti v inkubatoru byly stfidany (pfiblizné kazdy druhy den). Inkubator byl na dné
opatfen Petriho miskami plnymi destilovanou vodou plnici ulohu odparnika.

Po 3 dnech inkubace bylo do kazdého reaktoru vlozeno celkem 20 g granul polymeru.
Zatizeni kompostu polymernim materialem bylo tedy 10 %, coz je vétsi nez navrhuje norma
IS/ISO 20200. Ugelem takového presyceni kompostu polymery je simulace prostiedi skladky
bioodpadu. Pro navazky polymera byly vytvoreny pytliky ze sitového materialu, do kazdého
pytliku byly umistény 2 g granuli (navazky s pfesnosti na dvé desetinna mista). Divodem
umisténi polymert do pytliku byl zamér pravidelnych odbéri téchto vzorkii za ucelem
mapovani osudu materidlu béhem degradace. Pytliky byly uzavieny zatavenim protéjSich
stran otvoru. V kazdém pytliku bylo kromé granuli polymeru umisténo také oznaceni vzorku
(Cislo na laminovaném papirku). Pytliky s polymery byly mirné zasunuty do vsadek komposti
dale inkubovanych stejnym zptsobem pfi teploté 58 °C. Cela vsadka s polymerem na pocatku
experimentu je znazornéna na Obrazku 8.

Obrazek 8 — kompost s polyhydroxybutyrdtem v pytlicich (pocdtek experimentu)
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V prvnim kompostovacim testu (optimalizaci) byly komposty intenzivné zavlazovany
destilovanou vodou pomoci rozpra§ovace, zvlh¢eni bylo provadéno témer kazdy den. Timto
zpusobem byl optimalizovan tkon ptidavku vody. Aerace vsadek byla zajiSténa michanim
kompostu kovovou l1zickou, tato operace byla provadéna jednou za tyden. V tomto
kompostovacim testu byly provedeny celkem 2 odbéry polymeru (pytliku) pro stanoveni
hmotnostniho ubytku, a to 10 a 17 dnd po umisténi polymeru do kompostu. Po této dobé byl
prvni kompostovaci test ukoncen. Celkové 1ze prvni kompostovaci test povazovat za pilotni
experiment, kterého pozorovani poslouzilo k potvrzeni funkEnosti tohoto modelu
ve zvolenych podminkach, a potvrzeni schopnosti zajistit a udrzet podminky uvedené v norme
IS/ISO 20200. Zaroven byla provedena organizace analyzy a jeji postupu.

Druhy kompostovaci test byl zalozen vyuzitim zralého kompostu z prvniho testu
(kompost pripraven stejn¢ — dle Tabulky 6, zraly kompost z prvniho testu). Tento test byl
provadén 4 tydny, kompostovaci procedura byla provedena dle Tabulky 7.

Tabulka 7 — operacni procedura kompostovdni v druhém testu

Den ¢. Operace
0 Zalozeni kompostu, zaliti destilovanou vodou a promichani
1,2,3,4,7,9,11, 14 Pridavek vody, promichani
8, 10, 16, 18, 21, 23, 25, 28 Zvlhc¢eni destilovanou vodou
7,14,21,28 Odbér vzorku kompostu a pytliku s polymerem, analyza

V ramci analyz procesu kompostovani byl v tomto testu sledovan hmotnostni ubytek
polymert, aktivity vybranych skupin hydrolaz (lipazy, esterazy a proteazy), dale byly
sledovany zmeény molekulové hmotnosti polyhydroxybutyratu pomoci gelové permeacni
chromatografie (SEC-MALS) a povrch polymeru na konci kompostovaciho experimentu
vyuzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM).

3.3.2.1 Stanoveni hmotnostniho ubytku biopolymeri v kompostu

Z kazdého reaktoru byl vybran 1 vzorek polymeru v pytliku. Cely pytlik byl nékolikrat
promyt destilovanou vodou, umistén na Petriho misku a ulozen do suSarny temperované
na 60 °C do druhého dne. Pytlik byl nasledné rozstfizen a polymer zvazen s presnosti na dvé
desetinna mista. Polymery byly nasledné uchovany ve zkumavkach Eppendorf.

3.3.2.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Pro stanoveni lipolytické aktivity kompostu byl odebran vzorek kompostu z vice mist
reaktoru. Ze smeési odbéra (v ramci jednoho reaktoru) byl odebran 1 g, ke kterému byl ptidan
extrak¢ni pufr (5 hm. % Triton X-100 v 400 mM Tris-HCl s 10 mM CaCla, pH 8,0) o objemu
10 ml. Smés byla michana na rotatoru po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byla
smeés centrifugovana pii 6 000 ot./min pfi laboratorni teploté po dobu 10 minut. Takto ziskany
supernatant byl pouzit ke stanoveni lipolytické aktivity podle stejného postupu, jaky byl
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pouzit ke stanoveni lipolytické aktivity pfi submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.4).
Analyza byla provedena na ELISA readeru v men§im objemu (300 pl reakéni smési)
pfi stejném poméru komponent. Jako referencni vzorek byla pouzita smés s reakénim pufrem
misto substratu (p-nitrofenolpalmitatu). Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou paralelnich
provedenich.

3.3.2.3 Stanoveni aktivity esterdz

Stanoveni aktivity esteraz bylo provadéno paralelné se stanovenim lipolytické aktivity
analogickym postupem (viz kapitola 3.3.2.2). Pii reakci byl vSak pouzit rozdilny substrat,
stejny jako pfi stanoveni aktivity esteraz pfi submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.5).
Jako referencni vzorek byla pouzita smés bez substratu (substituovan reak¢énim pufrem).

3.3.2.4 Stanoveni proteolytické aktivity

Pro stanoveni proteolytické aktivity byl odebran vzorek kompostu zvice mist
reaktoru, ze smési téchto vzorkli byl odebran 1 g pro dalsi postup (reprezentativni vzorek).
Ke vzorku bylo pfidano 10 ml extrakéniho pufru (0,2 hm. % Triton X-100 ve fosfatovém
pufru). Vznikla smés byla nasledné michand na rotatoru pii laboratorni teploté po dobu
30 minut. Poté byla smés centrifugovana pti 6 000 ot./min pfi laboratorni teplot¢ po dobu
10 minut. Ziskany supernatant byl nasledn€ pouzit k analyze stejnym zpusobem, jako je
uvedeno u stanoveni proteolytické aktivity pii submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.6).
Jako referencni vzorek (blank) byla pouzita smés, do které byl pfidan supernatant
denaturovany varem ve vodni lazni po dobu 10 minut (ziskany supernatant i substrat
pro reakci jsou zbarveny, proto je nelze substituovat reakénim pufrem).

Slozeni fosfatového pufru:

e Na(Cl 8g

e KCI 02¢g

e NayHPO; - 2 H,0O 144 ¢

e KHyPO4 024 g

e Destilovana voda 1 000 ml

3.3.2.5 Sledovani zmén v molekulové hmotnosti PHB pomoci SEC

Molekulova hmotnost byla stanovena gelovou permeacni chromatografii (SEC)
s detektorem statického rozptylu svétla ve vice tthlech (MALS). Do §roubovacich vialek byly
pfipraveny 2—3 ml smési vzorku suchych granuli a chloroformu tak, aby koncentrace PHB po
rozpusténi v chloroformu ¢&inila pfiblizné 4 mg'ml'. Smési byly nasledn& zahfivany
na termobloku pfi 70 °C do maximalniho mozného rozpusténi PHB a poté byly ochlazeny
na laboratorni teplotu. Zbytky nerozpusténého polymeru byly prefiltrovany pomoci stikacek
ptes stfikackové filtry s porozitou 0,45 um do Sroubovacich vialek, které byly vlozeny
do autosampleru chromatografu a byla provedena analyza.
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3.3.2.6 Snimani povrchu bioplastii pomoci SEM

Pro tuto analyzu byly vybrany vzorky pied kompostovanim a po 4 tydnech
kompostovani. Vzorky granul byly pfipevnény k matrici pomoci oboustranné uhlikové pasky,
nasledné byly pokovovany (Au s pfimési Pd) a nasnimany pomoci rastrovaciho elektronového
mikroskopu. Urychlovaci napéti elektront bylo nastaveno na 5 kV.

38



4 VYSLEDKY MERENI A DISKUZE
4.1 Analyza submerzniho biodegrada¢niho déje

4.1.1 Turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy

Stanoveni obsahu biomasy turbidimetricky neni kvantitativnim ukazatelem ristu
mikroorganizmti v submerznim mediu, je vS§ak vhodnym orientacnim voditkem pro rychlé
ovéteni stavu (stadia rastu), ve kterém se kultury nachazeji. Grafické znazornéni namétené
absorbance (zakalu) v Case je analogické k rastové kiivce a umoziiuje tedy sledovani prabéhu
rastu. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v Grafu 1, Grafu 2 a Grafu 3.
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Graf 1 — vysledky submerzni kultivace na PHB

Z Grafu 1 je evidentni, Ze nejvySSi rast pii kultivaci na polyhydroxybutyratu
dosahovala bakterie kmene Schlegelella thermodepolymerans. Jak jiz z ndzvu kmene plyne,
schopnosti této termofilni bakterie spocivaji v utilizaci polymerich substrata. Tato termofilni
bakterie byla poprvé izolovana z aktivovaného kalu vroce 2004 skupinou profesora
Alexandera Steinbiichela (viz [103]). Velkou pozornost si zaslouzila diky schopnosti
rozkladat kopolymer poly-3-hydroxybutyrat-co-3-merkaptopropionat, ktery byl do této doby
povazovan za nerozlozitelny biopolymer.

Relativné vysoké optické hustoty v maximu dosahuji také media s kmeny T. fonticaldi
a S. aquatica. U vSech tfech zminénych kmend lze pozorovat pomérné prudké zvyseni
zakaleni media po prvnich 24 hodinach kultivace, jakoby byla pfeskoCena adaptacni faze.
Dtvodem muze byt velice rychla adaptace na polymerni substrat na Grovni genové exprese.
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Vzhledem k rychlému odeznéni faze prudkého zvySeni zakalu je vSak mozné, ze kmeny
nejprve spotfebovavaly jinou ze slozek média, jako napfiklad nékterou slozku extraktu
z kvasnic (YE). Je vSak pravdépodobné, ze v takovém piipadé by byl pribéh zakaleni medii
stejny u vSech pouzitych kment. Dulezitym aspektem je také vysoka teplota kultivace
(50 °C), v dusledku které dochazelo k odpafovani vody zmedii a nasledné CasteCnému
zakoncentrovani medii, tudiz mohlo dojit k zvySeni absorbance touto cestou. Mira odparu
vody z medii je vSak zavisla na utésnéni kultivacnich bané€k pouzitim Spuntl, proto ji nelze
generalizovat.

Urcity rast s del8i adaptacni fazi 1ze pozorovat také v pripadé kment C. taiwanensis
a T. taiwanensis, avSak tento rust neni dostacujici na to, aby byl ocekavan markantni ubytek
hmotnosti substratu (polymeru). Kiivky kmene S. thermodepolymerans a T. taiwanensis
vykazuji rostouci trend béhem celé doby kultivace. Tyto kmeny by tedy teoreticky mohly
degradovat polyhydroxybutyrat ve vétsi mife pii delSich kultivacich. U ostatnich kmena
dochazelo po dosazeni maxima k pozvolnému ubytku zakaleni, coz je pravdépodobné
zapticinéno lyzi bunék ve fazi odumirani.
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Graf 2 — vysledky submerzni kultivace na amorfnim PLA

Vysledky kultivace bakterialnich kmenti na amorfnim polylaktatu (Graf 2) ukazuji, ze
nejlepsi rust na tomto substratu vykazuje opét kmen S. thermodepolymerans. Znovu lze
pozorovat rychly nastup rastu zakalu bez adaptacni faze a s velice kratkym prabéhem této
faze. AvSak absorpcni maxima nedosahuji tak vysoké hodnoty, jako v pripadé kultivace
na polyhydroxybutyratu. Navic se nékteré hodnoty nejevi spolehlivé, naptiklad zakal media
s kmenem C. manganoxidans po 48 h kultivace nebo C. taiwanensis v 96.h kultivace.
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U téchto kment tedy nelze odhadnout, do jaké miry byl substrat rozlozen. V piipadé kmene
T. taiwanensis je opet pozorovatelny sice mirny, ale rostouci trend zakaleni po celou dobu.

Pti sterilaci medii s amorfnim PLA doslo ke slepeni a zakaleni ptivodné prahlednych
granuli polymeru. Vzhledem k teplotam skelného ptfechodu PLA (viz kapitola 2.1.2, Tabulka
2) je mozné konstatovat, ze polymer byl sterilaci deformovan a ztratil své funkéni mechanické
vlastnosti. ZmenSil se také specificky povrch granuli polymeru, a to mohlo vést ke zpomaleni
jejich rozkladu.
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Graf 3 — vysledky submerzni kultivace na semi-krystalickém PLA

Submerzni kultivace na semi-krystalickém polylaktatu (viz Graf 3) probihala obdobné
jako kultivace naamorfnim PLA. Prabéh nardstu zakalu media skmenem
S. thermodepolymerans je analogicky pro kultivace na obou typech PLA, stejny trend lze
pozorovat také u kmene S. aquatica a T. fonticaldi. Prakticky konstantni zakal 1ze pozorovat
umedia sT. taiwanensis, u kterého ziejmé probiha dlouhd adaptacéni faze. V ptipadée
odumirani (lyze) bunék T. taiwanensis by se pravdépodobné projevil pokles turbidity. Pro
bakterie rodu Caldimonas neni z uvedenych vysledkii mozné spolehlivé popsat schopnost
degradace semi-krystalického PLA.

Pro turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy byly vedeny také slepé vzorky medii
s kulturami (bez polymerniho substratu) pfi stejnych kultivacnich podminkach. Vysledky
stanoveni turbidity slepych vzorkt ilustruje Graf 4. Z téchto vysledku je ziejmé, ze nedoslo
k zadnym relevantnim naristim pouzitych kultur bez pfitomnosti polymerniho substratu
v prostiedi. U v§ech vzorkt byl zaznamenan maly nartst v prvnich 24 hodinach kultivace, coz
mohlo byt zptisobeno utilizaci zbytkd inokula. Dale jsou urovné zakaleni medii prakticky
konstantni. Hodnoty jsou zaroveri jen mirné niz§i nez hodnoty zakalt medii pfi kultivacich
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na polymernich substratech a je tedy jasné, ze pro zhodnoceni miry degradace téchto
polymert je potfebné je dale analyzovat.
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Graf 4 — vysledky kultivaci slepych vzorkii

4.1.2 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Spolehlivéjsi obraz o rastu kultur poskytuji vysledky gravimetrického stanoveni
obsahu biomasy, které Ize interpretovat jako koncentrace biomasy jak je uvedeno v Tabulce 8.
Tyto koncentrace biomasy se pohybuji v fadech desetin grami na litr media, coz je
ve srovnani s kultivaci baktérii na snadno utilizovatelnych (nizkomolekularnich) substratech
nizka finalni vytéznost. AvSak vzhledem k povaze substratu a celkovému nastaveni testu lze
tyto vytézky biomasy povazovat za zajimave.

Tabulka 8 — koncentrace biomas po kultivacich na polymernich substratech

Biomasa [g1!]

) , Kultivace
Vzorek Kultivace PHB ~ UIVace amortil ooy rvstalicke

PLA
C. taiwanensis 0,17 0,16 0,25
C. manganoxidans 0,10 0,19 0,25
T. fonticaldi 0,23 0,23 0,22
T. taiwanensis 0,19 0,25 0,20
S. thermodepolymerans 0,86 0,23 0,38
S. aquatica 0,14 0,14 0,18
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Vysledky stanoveni obsahu biomasy potvrzuji, ze nejintenzivnéjsi rust ze vSech
zkoumanych termofilnich bakterii vykazuje S. thermodepolymerans. Pfi kultivaci tohoto
kmene na PLA je vytézek vyrazné nizs§i nez v piipadé kultivace na PHB, coz muze byt
zdtvodnéno pfirozenym vyskytem PHB v pfirod€ na rozdil od PLA.

Nekteré vysledky naznacuji, ze se bakterialni buiiky na minerdlnich mediich
s polymernim zdrojem uhliku nemnozili viibec nebo se mnozili nepatrné a jejich koncentrace
vmediu je tvofena prevazné prezivSimi buiikami od inokulace. Jako piiklad lze uvést
koncentraci bunék C. manganoxidans pii kultivaci na PHB, C. taiwanensis pfi kultivaci
na PHB a amorfnim PLA nebo S. aquatica ve vSech provedenych kultivacich. Uvedenym
kulturam pouzité substraty zjevné nevyhovuji (nebo jim v pfipadé PHB nevyhovuje
extracelularni umisténi tohoto zasobniho polymeru).

4.1.3 Gravimetrické stanoveni hmotnostniho ibytku polymeru

Vysledky této analyzy lze interpretovat jako procentualni ubytek hmotnosti polymeru,
ktery je vypocitan podle Rovnice 1. Tato hodnota na rozdil od absolutniho hmotnostniho
ubytku zohlediuje ptivodni hmotnost polymeru.

Rovnice 1 — vypocet procentudlniho hmotnostniho ubytku polymeru

Am%zw.l()o
m,

kde mo je pocatecni hmotnost polymeru, m; je hmotnost polymeru po kultivaci
a koeficient 100 predstavuje prevedeni zlomku na procenta.

Tabulka 9 — vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku PHB po submerzni kultivaci

vzorek absolutni ubytek [g] hm. ubytek [%]
C. taiwanensis 0,0233 2,32
C. manganoxidans 0,0172 1,72
kontrola M2 0,0099 0,98
T. fonticaldi 0,0143 1,43
T. taiwanensis 0,0137 1,35
S. thermodepolymerans 0,2245 22,20
S. aquatica 0,0148 1,46
kontrola CH 0,0109 1,07

Hmotnostni ubytek PHB (viz Tabulka 9) jakozto substratu pro rast bakterie
S. thermodepolymerans je signifikantné vyssi nez ubytek obou pouzitych PLA (viz Tabulka
10 a Tabulka 11). Je tedy pravdépodobné, ze S. thermodepolymerans disponuje enzymy
schopnymi S§tépit esterové vazby polyhydroxyalkanoatii s vysokou substratovou specifitou,
neschopné S§tépit esterovou vazbu jiného substratu. Hmotnostni Ubytky ostatnich vzorka
nejsou tak markantni, pohybuji se vfadu jednotek procent. Je zjevné, Zze 1 ostatni
mikroorganizmy projevuji uréitou PHA-depolymeracni aktivitou, avSak pravdépodobné
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k tomuto Gcelu vyuzivaji méné efektivni enzymy. Je tedy mozné, ze nedisponuji genetickym
vybavenim potiebnym pro utilizaci extracelularnich polyhydroxyalkanoatii anebo nejsou
schopny rychlé a efektivni adaptace na tento typ substratu. V dusledku toho je
pravdépodobné, ze v pfirozeném prostiedi bude jejich rist potlaCen rastem mikrobialnich
kment s lepSimi adaptacnimi schopnostmi.

Tabulka 10 — vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku amorfniho PLA po submerzni kultivaci

Vzorek absolutni ubytek [g] hm. ubytek [%]
C. taiwanensis 0,0023 0,22
C. manganoxidans 0,0023 0,23
kontrola M2 0,0023 0,23
T. fonticaldi 0,0024 0,24
T. taiwanensis 0,0021 0,20
S. thermodepolymerans 0,0025 0,25
S. aquatica 0,0023 0,22
kontrola CH 0,0024 0,24

Z vysledkia stanoveni hmotnostniho ubytku amorfniho PLA po kultivaci (viz Tabulka
10) je zfejmé, ze tento polymer byl béhem kultivace rozlozen minimaln€. Vzhledem k témér
stejnému ubytku hmotnosti u vSech kultur i kontrolnich vzorka je pravdépodobnéjsi, zZe
substrat se rozklada bez ohledu na ptitomnost baktérii a pro tento d¢j jejich pfitomnost neni
vyzadovana. Stejny efekt je mozné pozorovat také na vysledcich stanoveni ubytku PLA
z kontrolnich medii bez zaockovanych kultur. S ohledem na nerozpustnost PLA ve vodée [91]
1ze predpokladat, ze ubytek jeho hmotnosti je zptsoben spiSe uvoliovanim aditiv z granuli
polymeru.

Tabulka 11 — vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku semi-krystalického PLA po submerzni kultivaci

Vzorek absolutni ubytek [g] hm. abytek [%]
C. taiwanensis 0,0014 0,14
C. manganoxidans 0,0021 0,21
kontrola M2 0,0021 0,21
T. fonticaldi 0,0020 0,20
T. taiwanensis 0,0022 0,22
S. thermodepolymerans 0,0012 0,12
S. aquatica 0,0019 0,19
kontrola CH 0,0018 0,18

Jesté menSi hmotnostni ubytek byl pozorovan u semi-krystalické formy PLA (viz
Tabulka 11). Tento vysledek je vzhledem ke hmotnostnimu ubytku amorfniho PLA
vysvétlitelny tak, ze krystalické oblasti polymeru jsou hustéjsi, fetézce polymeru vzajemné
sousedi tésn€ji nez v piipadé amorfnich oblasti. V disledku vyssich Londonovych sil je
polymer soudrznéjsi a ma nizsi tendenci ztracet primési. Uvoliiovani aditiv do media probiha
pomaleji.
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Polymery s vyssim obsahem krystalickych oblasti obecné predstavuji problém
pro depolymeracni enzymy, a to kvuli jejich nizké pfirozené pritomnosti v pfirodé. Z tohoto
divodu lze predpokladat také rychlejsi biodegradaci u vice amorfnich polymert.

Kontrolni vzorky dosahly v nékterych piipadech vétsiho ubytku nez vzorky
s kulturami — to muze byt dusledek mensiho uvolfiovani aditiv do media s kulturami
v dusledku vyssi osmotické sily téchto medii, kterou zvysuji mikrobialni produkty a slozky
inokula, které byly do medii pfeneseny béhem inokulace.

4.1.4 Stanoveni aktivity lipaz, esteraz a proteaz

Schopnost utilizace polymernich substrati je podminéna schopnosti produkce
vhodnych extracelularnich hydrolytickych enzymu. Tyto enzymy muzou disponovat riznou
specifitou, proto jsou Casto produkovany rtizné druhy enzymu soucasné. V této praci byly
jako substraty pouzity polyestery, proto Ize oCekavat produkci riznych esteraz. Jak jiz bylo
zminéno, polyhydroxyalkanoaty mizou byt Stépeny také nekterymi lipazami (viz kapitola
2.2.2), proto lze ocekavat zvySenou bakteridlni produkci extracelularnich lipolytickych
enzymu pfi kultivaci na PHB. Vzhledem k povaze vazby mezi jednotkami laktatu v polymerni
strukture je mozné, ze bakterie produkuji lipazy i v ptitomnosti PLA v prostiedi. Do skupiny
esteraz se kromé lipaz fadi také depolymerazy polyhydroxyalkanoatd. Na rozdil od lipaz
PHA-depolymerazy vykazuji vyrazné vyssi substratovou specifitu a nejsou schopny Stépit
esterovou vazbu lipida (triacylglycerolti) [47]. Z tohoto divodu byly ocekavany rozdilné
vysledky stanoveni aktivity esteraz a lipaz. V testovanych systémech dale existuji polymerni
vazby geometricky zna¢né podobné vazbam esterovym — amidové vazby v polypeptidovych
fetézcich, a proto lze ocCekavat také urcitou aktivitu proteolytickych enzymu pfi kultivaci
na polyesterech.

Ziskané vysledky poskytuji nahled nejen na schopnost utilizace konkrétnich substrata,
ale také vypovidaji o schopnosti kultur rozeznat povahu nebo typ substratu v submerznim
prostiedi. Pro popsani téchto jevu jsou vysledky aktivit vSech tfi skupin enzymt seskupeny
pro jednotlivé kultivace (viz Graf 5, Graf 6 a Graf 7).
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4.1.4.1 Stanoveni aktivit hydrolytickych enzymii po kultivaci na PHB
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Graf 5 — vysledky stanoveni aktivit lipaz a esterdz v mediich s PHB

Z Grafu 5 je patrné, ze aktivita lipaz tvofi pouze Cast celkové esterazové aktivity. Je
tedy mozné, ze nékteré pouzité kmeny jsou producenty extracelularnich PHA-depolymeraz,
avSak nelze fict, ze rozdil mezi aktivitou lipadz a esteraz tvofi vyhradné aktivita téchto
enzymul. Esterazy tvofi Sirokou paletu enzymu s riznou specifitou. V nékterych pripadech
tvori aktivita lipaz az polovinu z celkové esterazové aktivity. To muze byt dasledek rozeznani
lipofilni povahy substratu producentem. Proteazova aktivita nebyla ve vzorcich z kultivace
na PHB detekovana. Monomer 3HB neni analogem zadné z kodovanych aminokyselin, coz je
nevhodnym piedpokladem pro produkci proteaz v pritomnosti PHB.

Paradoxné k predchozim vysledkiim 1ze pozorovat nejvyssi aktivitu esteraz u kmene
T. taiwanensis a obou bakterii rodu Caldimonas. Tyto bakterie vykazovali nejnizsi schopnost
rastu na PHB a nezpusobily ani markantni ubytek hmotnosti substratu. Je vSak ziejmé, Ze se
témto kmenim podafilo rozeznat povahu substratu a nasledné zacaly produkovat
extracelularni esterazy, které vSak nebyly vhodné pro efektivni hydrolyzu daného substratu.
Naopak, kmen S.thermodepolymerans ziejmé produkoval mensi mnozstvi vysoce
specifickych esteraz schopnych depolymerovat polyhydroxybutyrat, a proto neplytval energii
k produkci nespecifickych enzymu pro zvyseni celkové esterazové aktivity.
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4.1.4.2 Stanoveni aktivit hydrolaz po kultivaci na amorfnim PLA

Velice rozmanité aktivity esteraz, lipaz a proteaz byly pozorovany u vzorki medii
s amorfnim polylaktatem (viz Graf 6). Ze zkoumanych skupin enzymui Ize opét pozorovat
nejvyssi aktivitu esteraz, ve srovnani s kultivaci na PHB je v3ak jejich aktivita vyrazné nizsi.
U nekterych vzorkt byla jiz pozorovana mala proteolyticka aktivita. Jeji hodnoty vSak nejsou
vyznamné a jsou zatizeny velkou odchylkou.
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Graf 6 — aktivity lipdz, esterdz a protedz v mediich s amorfnim PLA

Obecné pro vsechny zkoumané kmeny lze fict, ze pfitomnost amorfniho PLA indukuje
produkci extracelularnich esteraz, pfiCemz lipazy tvoii pouze maly podil téchto esteraz.
Vyjimku tvofi kmen S. aquatica, kterého lipazova aktivita tvofi zhruba 75 % celkové
esterazové aktivity. Po uvazeni predeslych vysledku je ziejmé, ze S. aquatica rozeznava
pouze lipofilni povahu amorfniho PLA, avSak neni schopna produkce extracelularnich
hydrolaz, které by §tépili tento substrat.

Vysledky aktivit hydrolaz produkovanych pfi kultivaci na amorfnim PLA jsou zna¢né
prekvapivé, oCekavana byla vyssi proteolyticka aktivita, jak naznacuji vysledky dosavadnich
studii (viz napfiklad [63—66]). L-laktat je totiz strukturnim analogem L-alaninu a PLA je
castokrat burikou rozeznan jako polypeptid sloZen z jednotek této kodované aminokyseliny. Je
vSak mozné, ze rozeznani tohoto polymeru je znacné zavislé na jeho vlastnostech (hustota,
specificky povrch, podil krystalickych regionti apod.) nebo charakteru aditiv. Dal§i mozné
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vysvétleni této odchylky od dosavadnich studii spociva v pouzitych kmenech a jejich
rozmanitosti, resp. odlisnosti od ostatnich kmend. Spole¢nymi znaky kment pouzitych v této
praci jsou naroky na podminky kultivace. Ani z tohoto divodu vSak nelze chovani pouzitych
kment v pfitomnosti stejného substratu generalizovat.

4.1.4.3 Stanoveni aktivit hydrolaz po kultivaci na semi-krystalickém PLA

Zajimaveéjsi vysledky poskytly stanoveni aktivit vybranych hydrolaz v mediich
se semi-krystalickym polylaktatem. Dosavadni studie se zaméfili predev§im na srovnani
stupnit degradace amorfniho a Castecné krystalického PLA, ne vSak na stanoveni aktivit
enzymu produkovanych v jejich pfitomnosti (viz [104]).

Vysledky tohoto stanoveni (viz Graf 7) naznacuji, ze pii kultivaci termofilnich kmena
na Castecné krystalickém PLA byla aktivita enzym@ mirné vyssi nez pii kultivaci na zcela
amorfnim PLA. Lze tedy ocekavat stejnou nebo velice podobnou katabolickou represi
za piitomnosti obou forem PLA v prostfedi. Schopnost vyprodukovanych enzymu $tépit tyto
substraty je v§ak minimalni (jak naznacuji vysledné ubytky polymert — viz kapitola 4.1.3).
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Graf 7 — aktivity lipaz, esterdz a protedz v mediich se semi-krystalickym PLA

Pomérné vysokou esterazovou aktivitu vykazovalo medium s C. manganoxidans.
Tomuto kmeni se podafilo dosdhnout také relativné vysokého zakaleni media pfi kultivaci
na semi-krystalickém PLA. Vzhledem k nizkému hmotnostnimu ubytku PLA pfi této
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kultivaci (viz Tabulka 11) je zfejmé, Ze tyto esterazy nejsou vhodnymi hydroldzami pro
utilizaci semi-krystalického polylaktatu.

Pfi kultivaci na semi-krystalickém PLA tvofi opét aktivita lipdz mensi Cast z celkové
esterazové aktivity, vyjimkou je vSak kuriézné vyssi aktivita lipdz nez aktivita esteraz
v pfipadé€ S. aquatica. Je pravdépodobné, ze pii stanoveni jedné z téchto dvou hodnot doslo
k chybé. Je vSak také mozné, ze veskeré esterazy vyprodukované touto bakterii byly lipazy,
kterych aktivita vici p-nitrofenylacetatu je nizsi nez vuci p-nitrofenylpalmitatu.

4.1.5 Stanoveni mnozstvi laktatu v mediich po kultivaci na PLA pomoci IC

V mediich po kultivacich na obou forméach PLA nebyl detekovan zadny laktat. Je vSak
pravdépodobné, ze i pres moznou PLA-depolymeracni aktivitu zkoumanych bakterialnich
kment by byla spoteba laktatu bunikami tak rychla, ze by nedochéazelo k akumulaci tohoto
produktu hydrolyzy PLA ve vétSich mnozstvich v prostiedi media.

4.1.6 Stanoveni PHB-biodegradacni aktivity vybranych kmenu

Stanovenim rychlosti rozkladu polyhydroxybutyratu pii enzymatické reakci Ize také urcit
aktivitu PHA depolymeraz [105]. Pro tento ucel je vSak nutné depolymerazy purifikovat.
V provedeném experimentu byl pouzit supernatant z medii obsahujici pestrou enzymatickou
smés, ktera pravdépodobné obsahuje i vice enzymu rozkladajicich PHB. Zamérem této prace
je prozkoumani biodegradability pouzitych materiald v pokud mozno co nejrealnéjsim
prostiedi a také prozkoumani biodegradacniho potencialu vybranych bakterialnich kment.
Proto omezeni degrada¢niho d&e aktivitou vyhradné¢ PHA depolymeraz v této praci neni
relevantni a pouzity supernatant bez jakékoliv Upravy byl vniman jako vhodny zdroj enzymu
degradujicich PHB. Vysledky této analyzy jsou shrnuty v Grafu 8 a Grafu 9, degradacni
aktivita je vyjadfena jako zména absorbance za 1 min reakce a za podminek testu.
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Graf 8 — vysledky stanoveni PHB-biodegradacni aktivity viici amorfnimu PHB (smés A — 5 555-krat
Fedén; smés B — 2 222-krat Fedeén)

Celym provedenym experimentem je mozné pozorovat hned nékolik d&ju. Jiz
z prvniho z provedenych testi (viz Graf 8) je ziejmé, Zze mezi zkoumanymi kmeny disponuje
nejvétsim PHB-biodegradaCnim potencidlem S. thermodepolymerans, které degradacni
aktivita zhruba devitinasobné presahuje degradacni aktivitu ostatnich zkoumanych kmenda.
Vzhledem k vysledkiim dosavadnich studii o PHB-degradacni aktivité tohoto kmene (viz [59,
106]) lze predpokladat, ze pozorovany d¢j byl zapfi¢inén pievazné specifickymi PHA-
depolymerazami.

Uvedené vysledky dale evidentné naznacuji, Zze stanoveni presné hodnoty
depolymeracni aktivity je ovlivnéno dostupnosti substratu. Smeés A predstavuje vice fedény
substrat a degradujici enzymy tedy nebyly plné saturovany timto substratem. Popsana situace
predstavuje obecnou mezeru této metody stanoveni depolymeracni aktivity [105]. Pro
presn¢jsi urCeni takového parametru by bylo nutno hloubéji studovat kinetiku téchto procesu,
coz vSak neni predmétem této prace. Pro komparativni hodnoceni biodegrada¢niho potencialu
zkoumanych bakterialnich kment tyto ptistupy plné€ postacuji.
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Graf 9 — vysledky stanoveni PHB-biodegradacni aktivity vici amorfnimu a krystalickému PHB

Dal§i vyznam této analyzy spociva v porovnani biodegradability odliSnych forem
extracelularniho polyhydroxybutyratu. Vysledky uvedené v Grafu 9 indikuji, ze zkoumané
kmeny prednostné rozkladaji amorfni formu PHB, zatimco krystalicka forma PHB je vici
biologické degradaci stabilnéjsi. V pfipadé€ extracelularniho polyhydroxybutyratu je ocekavan
vétsi vyskyt krystalickych regioni nez v intracelularni formé, ktera je bakteriemi
produkovana v amorfni formé. Predpoklada se, ze extracelularni depolymerazy jsou schopny
degradovat i PHA s vys§imi stupni krystalinity [107]. Bylo vSak také zjisténo, ze vyssi stupné
krystalinity PHA potlacuji jejich biodegradaci [107]. Déle Iwata a spol. zjistili, ze degradace
krystalického PHB probiha exogenné, coz omezuje degradaci na konce fetézca krystalickych
regiond [108]. To by mohlo vysvétlovat ziskané vysledky. Také se domnivame, Ze krystalické
PHB je obtizn¢ degradovatelné jinymi esterazami, které vSak vici amorfnimu PHB muzou byt
aktivngj$i. Je tedy zifeymé, proC byla v tomto experimentu detekovana nizs§i degradacni
aktivita vaci krystalickému PHB.

Srovnanim jednotlivych vysledkl tohoto stanoveni lze dale konstruovat stejné zaveéry
jako v predeslych analyzach submerzniho experimentu — z pouzitych bakterialnich kmena je
pro submerzni biodegradaci PHB nejvhodnéj§i kmen S. thermodepolymerans. Ostatni
zkoumané kmeny nevykazuji vyznamnéjsi biodegradacni potencial polyhydroxybutyratu.
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4.1.7 Snimani povrchu polymeru pomoci SEM

Pro analyzu povrchu polymert po kultivaci byly vybrany pouze vzorky z kultivaci
kmene S. thermodepolymerans. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich snimcich (viz
Obrazek 9, Obrazek 10 a Obrazek 11), jako porovnani kontrolniho vzorku (kultivovan bez

kultur) a vzorku po kultivaci uvedeného kmene.

20-um ¢ 20’pm

= e o B

Obrazek 9 — snimky povrchu PHB kontrolniho vzorku (A) a vzorku po kultivaci (B), priblizeni 1 000x

Ze snimku povrchu PHB je patrné, ze doSlo k Castecné degradaci materidlu.
Dezintegrace povrchu polymeru naznaCuje mechanizmus biodegradace — povrchovou
enzymatickou erozi, jaka jiz byla popsana v n€kolika studiich (viz napiiklad [96, 97]).

20 um 20 um

= =

Obrazek 10 — snimky povrchu amorfiiho PLA kontrolniho vzorku (A) a vzorku po kultivaci (B),
priblizeni 1 000x

Povrch amorfniho PLA je ocividné neporuseny (viz Obrazek 10), coz naznacuje, ze
nedochazi k biodegradaci tohoto materidlu v submerznim prostfedi za ptitomnosti S.
thermodepolymerans. Tento vysledek koreluje s vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku
polymeru po kultivaci.
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Obrazek 11 — snimky povrchu semi-krystalického PLA kontrolniho vzorku (A) a vzorku po kultivaci
(B), priblizeni 1 000x

Stejného zavéru, jaky byl vyvozen pro amorfni formu PLA lze diskutovat také
v pripadé semi-krystalické formy tohoto polymeru. Svéd¢i o tom snimky uvedené na Obrazku
11, na kterych nelze pozorovat zadné zmény v povrchu materidlu po kultivaci. Je zfejmé, ze
tento material je rezistentni vuci Cinnosti specifickych enzyma produkovanych kmenem S.
thermodepolymerans pro depolymeraci PHB. Druhou variantou vysvétleni téchto vysledka je
neschopnost S. thermodepolymerans adaptace na PLA, respektive rozpoznani polyesterového
charakteru tohoto substratu.

4.2 Biodegradace biopolymera v kompostu

4.2.1 Popis parametru kompostovaciho experimentu

Cely kompostovaci experiment byl navrzen za uUcelem simulace prostiedi skladky
odpadu biologického puvodu, jednotlivé kompostovaci reaktory reprezentuji samostatné
vedené hromady, které nejsou na sobé vzajemné zavislé. Zavedeni téchto reaktord Ize
povazovat za downscale proces vhodny pro charakterizaci a popis déu probihajicich
samovolné také v makroméfitku. Pro tento Ucel existuje cela fada norem navrhujici rizné
postupy a metody analyzy procesu kompostovani. V ramci této prace byl zvolen jiny pfistup
ke studované problematice, a to jak =z pohledu analytickych metod, tak =z pohledu
inzenyrskych postupt.

V prvni fad€ je nutno poukazat na rozdilnou formu polymernich artikld pouzitych pro
studium degradace biopolymerd. Dosud publikované studie vyuzivaji k popisu
biodegradacniho procesu prevazné tenké filmy a folie studovanych polymert (viz [96-99])
nebo dokonce vyrobky z téchto materialti, jako napfiklad lahve (viz [101]). VSechny tyto
zminéné formy polymert predstavuji témér idealni artikly pro povrchovou biodegradaci
(erozi) diky svym velkym pomérim povrchu a objemu.

Proto byl v této praci pouzit granulat polymernich materiali reprezentujici urcitou
formu dezintegrovaného odpadu prakticky jednotné velikosti. Diky tomu lze vzajemné
srovnavat biodegradaci zkoumanych biopolymert bez ohledu na rozdilné hodnoty jejich
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specifickych povrchd. Na druhou stranu je ziejmé, Ze tento faktor signifikantné ovliviiuje
biodegradaci a znevyhodnuje tak vysledky této prace.

Dale je nutné poukazat na zpusob umisténi polymernich artikli do prostiedi kompostu
ve formé propustnych pytlik(i. To je pomémé netradicni forma aplikace, ktera limituje vétsi
distribuci degradovaného materiali do celého objemu kompostu. Avsak je mozné material
kdykoliv odebrat a analyzovat, coz umoziiuje mapovani prabéhu degradace. Castené
zanofeni pytliki s polymery do vsadky kompostu zlepSovalo kontakt materialu
s kompostovaci hmotou, a tim byla Caste¢né kompenzovana nedostateéna distribuce artiklu
v kompostu.

V neposledni fadé je dalezitym faktorem biodegradace také pocate¢ni stupen zatiZeni
kompostu degradovanym materidlem, ktery byl v této praci nastaven na 10 hmot. %, coz je
radove vyssi zatizeni, nez je navrhovano normou IS/ISO 20200. Z téchto divodl je srovnani
vysledkt interpretovanych v této praci s vysledky dostupnych studii ponékud komplikované,
coz je vSak vzhledem k pilotnimu charakteru provedeného experimentu ocekéavané.

4.2.2 Hodnoceni udrzby a rezimu kompostovani

Pozorovani a hodnoceni vlastnosti kompostu je kliCovou casti péce usmérnujici
veskeré exekutivni kompostovaci operace. Tyto operace nasledné ovliviiuji podstatné
vlastnosti kompostu, jako naptiklad vlhkost nebo vzdusnost hmoty, coz vyznamné ovliviiuje
degradacni procesy. Stav a prubéh kompostovani se odviji od zkuSenosti operatora, které 1ze
ziskat pouze prakticky. Proto maji tato pozorovani pro nas vysokou relevanci, povazujeme je
také za zajimavé a klicové pro zhodnoceni biodegradacniho procesu.

Vsechny tyto provadéné operace odliSuji kompostovaci experimenty od bézného
domaciho kompostovani, které lze vzhledem k Castému vynechani té€chto operaci oznacit
spiSe za skladovani biologického odpadu.

4.2.2.1 ZavlaZovani kompostu

Je bezpochyby ziejmé, Ze pro realizaci biologickych procest je nezbytna dostupnost
vody jakozto piirozeného prostfedi. Pii kompostovani je praveé vlhkost nejcastéji podcenénym
nebo Upln€é zanedbanym parametrem, proto byla zavlazovani vénovana velka pozornost.
V ramci prvniho kompostovaciho testu byl kompost nejdiive zavlazen tak, aby pfidana voda
tvorila 55 % hmotnosti vsadky dle pokynt normy IS/ISO 20200. Po dobu tydne byl kompost
zavlazovan pomoci stficky témeér kazdy den. Béhem tohoto tydne nedochazelo k vétSim
zmeénam zbarveni nebo pachu kompostu a kompost se lokalné vysuSoval. Proto byl dale
pouzivan rozpraSovac, ktery umoznil preciznéjsi zavlazeni celého povrchu vsadky. Pach bylo
mozné popsat jako kysely zapach podobny vlhkému senu a také bylo citit krmivo pro kraliky.
Béhem dalsiho tydne se podaftilo zintenzivnit biologické procesy, coz se projevilo na zmé&nach
v pachu a zbarveni vsadky. Zapach zacinal pfipominat hnilobné procesy, pozorovatelné byly
pachy odpadni vody nebo kalu. Ve tfetim tydnu byl kompost prelit, to znamena, ze se na dné
reaktoru vyskytovala volna voda a stlacenim casti kompostu dochazelo k uvolnéni dal§iho
mnozstvi vody. To miZe mit negativni vliv na pfistup kysliku k nékterym castem vsadky.
Na druhé strané¢ se vSak zvySila aktivita vody a zlepsSila se také pfistupnost zivin pro
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mikrobiom, coz mélo za nasledek zintenzivnéni veSkerych biologickych procest vcetné
nezadoucich anaerobnich d&ji. Nasledkem toho doslo k zintenzivnéni zapachu a ztmavnuti
kompostu. Zapach bylo mozné popsat jako pach odpadni podestylky, odpadni vody nebo kalu,
kyselost mirné ustoupila a nahradili ji nepfijemné pachy sirnych sloucenin. To mize indikovat
ptitomnost sulfat redukujicich bakterii. Rovnéz bylo mozné pozorovat vyrazny rozvoj
plistiovych kultur, a to jak v pachu, tak vizualn€ na povrchu vsadky (popsano dale). Zbarveni
bylo tmavé zelené az hnéd¢, pripominajici bahno.

Vyvoj druhého kompostovaciho experimentu byl pozvolnéjsi. Ze zacatku byl kompost
zvlhCen stejnym zpusobem dle pokynu normy. Dale byl kompost zavlazovan dle pokynt
normy (viz Tabulka 7). V prvém tydnu byla vlhkost optimalni, tedy kompost nebyl vysusen
ani nedochazelo k hromadéni volné vody na dné reaktoru. V druhém tydnu doslo k lehkému
vysuSeni kompostu, coz zpomalilo biologické procesy. Zapach nebyl tak intenzivni ani
nepiijemny jako v pfipadé kompostu ve druhém tydnu prvniho testu, bylo citit krmivo pro
kréliky. Ve tfetim tydnu se vSak zapach zvyraznil a objevily se v ném naznaky plisni.
Pritomnost plisni je v prvnich tydnech kompostovani velice dulezita ponévadz jsou tyto
mikroorganizmy vyznamnymi producenty extracelularnich hydrolaz Stépicich polymerni
struktury  jako polysacharidy (celulozu, lignocelulozy, Skroby) nebo bilkoviny.
Po zpfistupnéni této formy uhliku nastupuje rozvoj bakterialnich kultur utilizujicich Stépné
produkty nebo jiné nizkomolekularni latky dostupné z dezintegrované hmoty. V tomto ohledu
se druhy kompostovaci experiment vyvijel spravné. Ve ¢tvrtém tydnu testu do§lo k mirnému
preliti, které v§ak nemélo dopad na pozorovatelné vlastnosti kompostu.

4.2.2.2 Aerace kompostu

Zpracovani biologického odpadu kompostovanim je obecné aerobni proces a vyzaduje
tedy pritomnost velkého mnozstvi kysliku. Veskeré hnilobné procesy zptsobené nedostatkem
kysliku jsou povazovany za nezadouci a projevuji se uvolfiovanim nepfijemnych pacht.
Pro jejich zamezeni je potfebné zajistit dostateCnou aeraci vsadky, to se v praxi provadi
prehazovanim hromad kompostu, pro laboratorni kompostovaci testy je tato operace zajisténa
michanim. To zaji§t'uje také homogenizaci vsadky, respektive hromady.

V provedeném experimentu byla aerace zajisSténa michanim kovovou lzi¢kou, béhem
této operace doslo k zpfistupnéni spodnich — vlh¢ich ¢asti kompostu pro vzduch a doSlo téz
k distribuci pfitomné vlahy (vody) napfic celé vsadky. Frekvence této operace tedy méla vliv
také na vlhkost urcitych casti kompostu, ale dale také na dostupnost polymerniho materialu
pro piislugné hydrolazy. Castym michanim také dochazi k distribuci a smichani roznych
mikrobialnich kultur, coz také ovliviiuje degradaci zkoumanych materiald. V prvnim
kompostovacim testu byla aerace (michéani) provadéna pouze jednou za tyden. Tento postup
byl shledan za nespravny, protoze vedl k neptfijemnému zapachani kompostu, které bylo
pozorovano jiz od druhého tydne. Z tohoto divodu byl pro druhy kompostovaci experiment
zvolen postup popsany vnormé IS/ISO 20200 (viz Tabulka 7). Béhem druhého
kompostovaciho experimentu byl pozorovatelny nepiijemny zapach pouze u nékterych
reaktori (napiiklad kontrolni reaktory bez polymeru), a to pouze v malé mife. Je nutné
poznamenat, ze michani kontrolnich reaktor(i bylo snadnéjsi nez michani vsadek s polymery,
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proto lze predpokladat, ze aerace probé&hla ve vétsi mife. V dasledku toho se zrychlily
biologické procesy, které vyzadovaly porad vice kysliku, ktery vSak byl dostupny potrad ve
stejné mife. Dale proto mohly nastoupit anaerobni procesy ve vétSi mife nez v piipadé
komposti s polymery, v ramci kterych jesté probihala adaptace na polymerni substrat.

Celkové 1ze zhodnotit druhy kompostovaci experiment za lépe provedeny z hlediska
aerace 1 zavlazovani. Dostupnost kysliku a vlhkost kompostu spolu vzijemné souviseji
avzajemné se ovliviiyji. Zanedbani jednoho z uvedenych faktori ma za nasledek naruseni
druhého, coz vede k obtizné udrzitelnosti systému.

4.2.2.3 Pozice kompostovaciho reaktoru v inkubdtoru

Tento faktor je zéalezitosti vyhradné laboratorniho kompostovani, ve velkoobjemovém
kompostovani, které probiha zpravidla v exteriéru, hraji tlohu jiné povétrnostni podminky,
kterym jsou hromady vystaveny. Rozdilné pozice reaktori v inkubatoru zajistuji rizné
lokalni podminky, které se od sebe mizou vzajemné lisit v malé mife. Inkubator byl slozen
z 3 pater, které byly plné obsazeny — kazdé patro Ctyfmi reaktory. Inkubator byl vyhfivan
zespodu (dnem inkubéatoru), na kterém byly umistény odparniky vody pro zvlhCeni celého
prostoru. V zadni sténé reaktoru byl otvor pro zajiS§téni pifivodu vzduchu, pro vétsi
zavzdus$néni byl vSak inkubator ponechan otevieny po dobu provedeni zavlazovani a michéani
(tyto operace byly provedeny mimo inkubatoru). Je tedy ziejmé, ze vlhkost a teplota se mohla
napfi¢ prostorem inkubatoru lisit, obzvlasté v dob€, kdy byl inkubator otevieny. V dusledku
toho mohlo dochazet k rozdilné intenzité odpafovani vody z reaktoru, vysusovani jeho vsadky
nebo jeho zahtati. Pozice reaktorti byly pravidelné stfidané, jednou za tyden byl proveden
posun reaktord na vyssi patro (reaktory z nejvys§iho patra pak presunuty na spodni) a kazdy
druhy den byly vyménény pozice reaktorti v ramci patra. I pfes tyto zmény pozic reaktorti
byly pozorované rozdily ve vySe popsanych jevech, a to zejména intenzivnéjsi odpar vody
(vysychéni) v reaktorech umisténych na stfednim a vrchnim patru nebo také vysychani
reaktorti pii dvefich inkubatoru. Objektivni zhodnoceni dynamiky téchto jevii a miry jejich
dopadu na biologické procesy probihajici uvniti reaktor je pomémné naro¢né a vyzaduje
samostatny experiment. Pro hodnoceni dalsich vysledku této prace je dilezité uvédomit si, Ze
i tento faktor ma vliv na vysledky studovaného procesu, tedy samotné biodegradace.

4.2.3 Vizualni hodnoceni kompostu

Pozorovanim vzhledu kompostu Ize do urcité miry také hodnotit intenzitu
biologickych procesu, které ve vsadce probihaji. Vzhled nebo predevsim zbarveni kompostu
muize naznaCovat stadium oxidace nékterych slozek kompostu. Béhem kompostovani lze
pozorovat zejména hnédnuti v disledku enzymatické oxidace polyfenold, tento jev je znamy
jako enzymatické hnédnuti. Jak jiz bylo naznaceno, zmény vhledu kompostu, se odvijeji také
od jeho celkové udrzby. V této kapitole jsou uvedeny snimky komposti v zajimavych
momentech experimentu.
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Obrazek 12 — vizudlni pribéh druhého kompostovaciho experimentu, reaktory 1—4

Pribéh zmény zbarveni kompostu je ilustrovan na Obrazku 12. Po 7 dnech
kompostovani se zbarveni neli§ilo od zacatku experimentu, proto neni snimek z této doby
uveden. Tyto reaktory reprezentuji jedno patro, v ramci kterého byl vzhled kompostt
prakticky stejny.

Na dalsim snimku (viz Obrazek 13) je mozné pozorovat dalsi zajimavy jev, a to rozvoj
plistovych kultur ve vsadce kompostu v reaktoru s PHB. Rozvoj se projevil vytvorenim
bilych map na povrchu vsadky, jakoby byla vsadka bilou poprasena. K tak intenzivnimu
projevu rustu plisni doslo pouze v jediném reaktoru ve tfetim tydnu prvniho kompostovaciho
experimentu. V dusledku tohoto d€je doslo ke zvyraznéni plisfiového zapachu této vsadky.
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Obrazek 13 — rozvoj plisniovych kultur v reaktoru 1 (prviiho kompostovaciho testu) ve 3. tydnu testu

K projevim rustu plisni doSlo také na nékterych pytlicich s polymerem v prabéhu
obou testi. Lze tedy predpokladat, Zze tyto plisné byly schopné rastu na degradovanych
polymernich materialech. Rozvoj plisni informuje o dobrém stavu kompostu, respektive
o prubéhu biologickych procesi ve spravném (pozadovaném) poradi. V poslednim tydnu
experimentu bylo jiz mozné pozorovat plisiovy rist na povrchu témer vSech pytliki s PHB
a nékolika pytliki s obéma formy PLA napfi¢ vSemi reaktory. Tento jev je mozné pozorovat
na Obrazku 14.
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Obrazek 14 — rozvoj plisni na povrchu pytliku s PHB v prvni poloviné 3. tydne (druhy kompostovaci
test, reaktor 2)

4.2.4 Sledovani hmotnostnich ubytku polymera béhem kompostovani

Vysledky této analyzy odrazeji aktualni stupeni degradace zkoumanych materiala.
Casovy prib&h degradace jednotlivych polymert je vSak mnohem zajimavéj§i pohled
pro monitoring celého procesu. Dil¢imi odbéry vzorka lze sledovat vybrané parametry artikla
a hodnotit aspésnost degradace, a to jak v prubéhu kompotovani, tak i makroskopicky na jeho
konci. Timto zpisobem je mozné optimalizovat podminky kompostovani za chodu a bez
nutnosti zastavit ¢i zpomalit tento proces, porovnavat prubéh rozkladu vice materiala
soucasné, nebo predikovat dalsi osud rozkladanych materiald. K hodnoceni téchto aspektt
vyznamné pomohly sitkové pytliky, které poskytly snadny a spolehlivy zptsob ziskani
experimentalnich dat.

Vysledky této analyzy jsou uvedeny ve formé sloupcového grafu, ktery se jevil kvuli
vysokym odchylkam jako nejprehlednéjsi (viz Graf 10 a Graf 11). Uvedené hmotnostni
ubytky jsou vyjadieny v procentech a byly spocteny jako primémé hodnoty hmotnostnich
ubytkl daného polymeru v kazdém reaktoru. Hodnoty jsou tedy pruméry tfi stanovenych
hodnot ze tfi nezavislych vsadek, které muizou vykazovat znacnou diverzitu. Je nutné
uvédomit si, ze kazdy kompost predstavuje samostatny biologicky systém. Analytické
postupy provadéné v ramci téchto experimentt jsou tedy zatizeny velkou odchylkou. Avsak
pravé tyto informace povazujeme také za dulezité vysledky provedenych experimentd,
protoze umoziuji nejen dal§i postup této prace, ale také obecny vyvoj metodologie
pfistupujici k dané problematice.

V prvnim kompostovacim testu byl potvrzen Ubytek hmotnosti u vSech sledovanych
artikla (viz Graf 10). Diky zna¢né variabilité vzorki je odchylka tohoto stanoveni vysoka
anelze z téchto dvojic dat formulovat zavéry. Bylo vSak potvrzeno, ze v tydennim intervalu
dochazi k pozorovatelnym zménam v hmotnosti polymerd, a to svéd¢i o funkcnosti testu.
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Z vysledkt druhého kompostovaciho testu uvedenych v Grafu 11 je na prvni pohled
mozné usoudit, ze nejvyssi stupeni degradace v piipadé vykazuje ve vSech relevantnich
bodech amorfni polylaktat. Prvni tyden experimentu predstavuje adaptacni fazi, béhem které
doslo jen k nepatrnému ubytku hmotnosti polymera. V pfipadé PHB a semi-krystalického
PLA lze povazovat i druhy tyden testu za lag-fazi biodegradace. Je pravdépodobné, zZe ubytek
amorfniho PLA jiz po 14 dnech testu presahoval 20 %, avSak smérodatna odchylka je diky
variabilit€¢ analyzovanych vzorka pfili§ vysoka pro formulaci jistéjSich zavéri. Vzhledem
ke skokovému vyvoji degradace této formy PLA je ubytek pétiny hmotnosti ve dvou tydnech
adekvatni. Naopak, biodegradace PHB se jevi jako pozvolnéjsi.

Béhem celého experimentu dochazelo k rozpadu obou forem PLA na men§i — ostfejsi
Castice az dosahovaly prachové podoby. Tento jev byl konstatovan jako dusledek pusobeni
zvySené teploty v kombinaci s vlhkosti. Je tedy velmi pravdépodobné, ze k degradaci PLA
vyznamné prispé€ly tyto abiotické faktory. To vysvétluje rozdily v pribéhu degradace PLA a
PHB, pticemz PHB je vici fyzikalnimu rozkladu relativné stabilng;si.

Po 4 tydnech kompostovani tedy doslo k pfiblizné 99 % degradaci amorfniho PLA
a zhruba 63 % degradaci semi-krystalické formy tohoto polymeru. Z vysledkt plyne, Ze vyssi
stupeni krystalinity polylaktatu negativné ovliviiuje jeho rozklad. Ke stejnému zavéru dosli
Pantani a spol. ve své studii (viz [109]). Vysledky studie také dokazuji, ze biodegradace
praskové semi-krystalické formy PLA probiha rychleji a dosahuje obdobné rychlosti jako
v ptipad€ amorfniho PLA [109]. Dale vSak zjistili, Ze amorfni PLA dosahlo 60 % degradace
zaasi 5 tydni a semi-krystalické PLA bylo rozlozeno pouze z 30 % po 60 dnech
kompostovani [109]. Teplota kompostovani byla v uvedené studii stejna, jako v této praci,
avSak cely experiment byl postaven na odliSnych normach (ISO 14855 a ASTM D5338), coz
muze vysvétlovat rozdily v ziskanych vysledcich. Také byl pouzit mirné odlisny polymerni
material (Ingeo™ Biopolymer 4043D, NatureWorks), ktery byl pred testy lisovan. Mira
degradace byla stanovena metodou meéfeni uvolnéného oxidu uhlicitého. Tyto rozdily mizou
stat za odlisnostmi v ziskanych vysledcich.

Zajimavé jsou vysledky kompostovacich testi, které provedli Sarasa a spol. (viz
[100]) podle stejné normy (IS/ISO 20200) byl zjistén stupen biodegradace 63,6 %, avSak PLA
podrobené témto testim bylo smési obsahujici 35 hmot. % pénového PLA [100]. Obdobné
studie provedli i Kunioka a spol. (viz [110]), ktefi na zakladé postupi normy ISO 14855-1
dosahli 90 % stupné biodegradace PLA (Mitsui Chemicals) o neznamém stupni krystalinity
po 35 dnech [110]. Tohoto vysledku bylo dosazeno po dezintegraci pelet PLA na prasek.
V nasem experimentu dochézelo k rozpadu pelet na prach az pfi samotném kompostovani,
osud prasku jsme ale nebyli schopni dale pozorovat, protoze byl skrze sit’ pytliku uvolnén do
prostfedi kompostu. Z tohoto ohledu se jevi metoda urceni stupné biodegradace stanovenim
uvolnéného CO> (jako popisuje norma ISO 14855—1) vhodnéj$i ke studiu této problematiky,
na druhou stranu v nasich experimentech byly do kompostu aplikovany vétsi artikly, kterych
maly specificky povrch znaéné omezuje reakéni plochu ve srovnani s praskem.

Tabasi a spol. (viz [111]) zkoumali biodegradaci PLA (10 % D-monomerni formy,
NatureWorks) a PHB (Biomer® P209, Biomer) upravenych do tenkych filmid vyuzitim normy
ASTM D5338. Metodou stanoveni uvolnéného oxidu uhlicitého zjistili stupné stupen
degradace PLA 70 % a PHB 80 % po 28 dnech kompostovani [111]. Opét 1ze konstatovat, ze
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pomeér povrchu a objemu byl mnohem pfiznivéjsi pro biodegradaci ve srovnani s nasi studii,
coz se projevilo na vyS§Sim stupni degradace PHB. V nasi studii Ize t€zko odhadnout, kdy
doslo k uplné degradaci PLA prasku po jeho uvolnéného do kompostu. V dalSich obdobnych
studiich byly dosazeny podobné vysoké stupné biodegradace PHB (zhruba 80 % degradace
po 110 dnech kompostovani dle ISO 14855-1, viz [96]; apod.), vSechny vSak zkoumali
biodegradabilitu folii.

4.2.5 Sledovani zmén molekulové hmotnosti PHB béhem kompostovani

Pfi hydrolytickém S§té€peni polymeru dochédzi ke zkracovani jeho fetézce, coz se,
samoziejmé, projevi na jeho molekulové hmotnosti. Tato analyza tedy poskytuje informaci
o ucinnosti hydrolaz pfi depolymeraci PHB. Vhodnym ukazatelem zmény délky fetézca
polymeru se jevi hmotnostné stfedni molekulova hmotnost My. Pfi enzymatickém S§tépeni
vSak Casto dochazi k prednostnimu $tépeni fetézct na povrchu materialu, polymer tak zastava
vjadru artiklu nedotéen. Dusledkem tohoto jevu muze byt pozorovano dokonce zvySeni
molekulové hmotnosti. V takovém pfipadé je nutno zhodnotit také pocetné stfedni
molekulovou hmotnost M, (pracuje s poCetnim zastoupenim jednotlivych délek) a dale
stanovit index polydisperzity D (vypocet viz Rovnice 2), ktery vyjadiuje distribuci velikosti
Castic (neboli miru uniformity velikosti fetézct polymeru).

Rovnice 2 — vypocet indexu polydisperzity D:

MW
P =
M

n

kde My je hmotnostné stfedni molekulova hmotnost a M, je pocetné stredni
molekulova hmotnost. V idealnim pfipadé uniformity je tento index roven 1, se zvySujici se
hodnotou indexu roste rozmanitost molekulovych hmotnosti polymeru. Z ¢asového hlediska
by tedy vysledky této analyzy mély dopliovat vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku PHB.
Pro toto stanoveni byly vybrany vzorky ziskané v druhém kompostovacim testu.

Tabulka 12 — vysledky stanoveni molekulovych hmotmosti PHB béhem druhého kompostovaciho testu

Den My [kDa] M [kDa] P [-]
0 183,22 + 2,80 137,64 + 8,84 1,34+ 0,10
7 153,00 £ 5,11 120,24 + 8,04 1,28 £0,10
14 118,06 £ 8,62 93,32+7,78 1,27+ 0,06
21 101,98 + 3,83 81,31 £38,26 1,26 £ 0,09
28 86,84 + 3,65 65,68 + 3,37 1,32+ 0,06

Vysledky uvedené v Tabulce 12 vypovidaji o zkracovani fetézcti polymeru béhem
provedeného testu. Ztrata molekulové hmotnosti je patrné jiz po 7 dnech kompostovani, a to
v pfipadé obou sledovanych hodnot molekulové hmotnosti. Béhem celého testu také dochazi
k mirnému snizovani indexu polydisperzity, coz naznacuje, ze §t€pné produkty nabyvaji
stejné délky. Tento fenomén mize byt zpusoben prednostni utilizaci kratSich fetézcu, které
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jsou pro enzymy dostupnéjsi. Pokles hodnot indexu polydisperzity je vSak velice maly, proto
lze pravdépodobnéji konstatovat lokalni degradace polymernich fetézci az na kratké
oligomery rozpustné ve vodé a jejich uvoliiovani do prostiedi kompostu.

Zmény molekulové hmotnosti PHB v kompostu zkoumali také Weng a spol. (viz
[96]), zaméfili se pouze na stanoveni pocetné stiedni molekulové hmotnosti. Ve své studii
pozorovali stejny jev, jaky byl pozorovan v naSem experimentu. Béhem 30 dni kompostovani
vSak pozorovali men$i ubytek M, — pfiblizn€¢ 25 %, coz je zhruba polovina ubytku
pozorovana v této praci. Rozdil v hodnotach M, je vSak pozorovatelny jiz v pocateCnich
hodnotach, ve studii Wenga a spol. byla stanovena na 404 kDa, tedy asi tfikrat vyssi nez
molekulova hmotnost PHB pouzitého v téchto experimentech [96].

Na zakladé ziskanych vysledki lze tvrdit, ze evidentné dochazi k rozkladu
polyhydroxybutyratu béhem kompostovani. Pro stanoveni molekulové hmotnosti PLA zatim
nemame standardizovanou metodu, kviili omezené rozpustnosti tohoto polymeru.

4.2.6 Stanoveni aktivit vybranych skupin hydrolaz

Casté predsudky, které jsou kladeny zpracovateli biologického odpadu, odsuzuji
bioplasty na pouhé skladkovani. Ve vétsiné piipadd kompostarny ani nejsou schopny
formulovat racionalni divody odmitani zpracovat tuto formu bioodpadu. Duvody, ze
pfitomnost bioplastt v kompostu narusuje dynamiku procesi v ném probihajicich,
povazujeme za studiemi nepodlozené. Proto byla vykonand tato studie zameéfujici se
na porovnani kompostu bez a s obsahem bioplasti. Aktivita vybranych hydrolytickych
enzymu je dualezita i v samotném kompostu neobsahujici bioplasty, protoze dochazi
k degradaci jinych biopolymert, které se v biologickych systémech vyskytuji. Je mozné
predpokladat, ze se aktivita hydrolaz §tépicich biopolymery jejich pfidavkem zvysi, coz ale
nelze povazovat za negativni vliv. Pro hodnoceni téchto aspekt byly vybrany samoziejmeé ty
skupiny enzymu, které souviseji s degradaci pouzitych polymert. Vysledky této analyzy jsou
uvedeny ve formé sloupcovych grafi (viz Graf 12, Graf 13 a Graf 14), které umozu;ji
srovnani uvedenych aktivit kompostd obsahujici bioplasty s kompostem bez pfidanych
polymerd. Vysledky umoziuji takovy nahled na kazdy tyden druhého kompostovaciho testu.
Hodnoty aktivity jsou uvedeny jakozto specifické aktivity vztazené na 1 g vlhkého kompostu.

Stanovené aktivity byly srovnany v ramci kazdého tydne analyzou rozptylu (ANOVA)
vyuzitim Tukeyova HSD testu pro normalni distribuci dat a Kruskal-Wallisovym testem
pro neparametricka data. K zhodnoceni normality dat byl pouzit Shapiro-Wilkiv test.
Konfiden¢ni hladina byla ve vSech testech zvolena 95 %. Cela analyza dat byla provedena
v softwaru Statistica.
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Graf 12 — vysledky stanoveni aktivit esteraz behem druhého kompostovaciho testu

Jiz na prvni pohled je vysledki monitorovani aktivity esteraz (viz Graf 12) patrné, zZe
nedoslo k markantnimu ovlivnéni aktivity esteraz pfidavkem bioplasti do kompostu.
Zpracovani dat analyzou rozptylu také nepotvrdilo statisticky vyznamné rozdily mezi
naméfenymi hodnotami. Na jedné strané je tedy zfejmé, ze piitomnost PHB ani pouzitych
PLA neindukuje tvorbu esteraz, na druhé strané je vSak velmi pozitivni, Ze tyto bioplasty
neovliviyji tuto dynamiku. Odchylky stanoveni jsou opét ponékud vyssi, coz sveédci o velké
diverzité vedenych komposti. Velky vliv na stanoveni ma odbér vzorku. Tento krok byl
v celé analyze nejobtiznéjsi. Kli¢em k zisku objektivnich dat je reprezentativnost odebraného
vzorku, coz bylo v praxi zaji§téno odebranim malého mnozstvi kompostu z nékolika riznych
mist vsadky, jejich homogenizace a nasledny odbér potfebného mnozstvi vzorku k analyze.
Tento zplisob zajistuje nahled na cely systém, avSak negativné ovliviiuje spolehlivost
vyslednych hodnot.

Z uvedenych vysledkt je dale evidentni, ze produkce specifickych PHA-depolymeraz
probiha bud ve vSech sledovanych kompostech jakozto soucast enzymatického koktejlu
slouziciho k zisku zivin, nebo neprobiha vibec. Je vSak také mozné, Ze adaptace na tento typ
substratu zahrnuje potlaceni aktivity jinych esterdz, coz je logické vzhledem k tomu, ze
produkce enzyml vyzaduje velké mnozstvi energie. Pro hlubsi analyzu procesu adaptace
na PHB jakozto substrat je dale nevyhnutné sledovat aktivitu specifickych depolymeraz.

Esterazy jsou velice obecnou skupinou hydrolytickych enzyma vzhledem k plosnému
vyskytu esterovych vazeb v biosféfe. Ocekava se tedy, ze hodnota jejich aktivit bude vyssi
nez aktivita lipaz, ktera je uvedena v Graf ul3.
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Graf 13 — vysledky stanoveni aktivit lipdaz beéhem druhého kompostovaciho testu

Vysledky sledovani aktivity lipaz naznacuji obdobné zavéry — dynamika produkce
rozkladnych enzymi neni ovlivnéna pfitomnosti bioplasti v kompostu. To bylo potvrzeno
také statistickym zpracovanim téchto vysledkt. Zajimavé je vSak srovnani aktivit lipaz
a esteraz v jednotlivych Casech stanoveni. Lipazové aktivity komposti v 14. den testu
presahuji aktivity esteraz v té¢ samé dob€. Je mozné, ze rychlost hydrolyzy estert s kratkym
nepolarnim fetézcem lipazami je niz§i nez rychlost odstépovani fetézci mastnych kyselin
zjejich estert. Aktivita lipaz je pravdépodobné vyssi vuci specifi¢téjSimu substratu
(p-nitrofenylpalmitatu) nez vici obecn€j§imu substratu, jakym je p-nitrofenylacetat. Je
pottebné vzit v uvahu také fakt, ze lipazy pracuji na fazovém rozhrani, coz nemusi nutné platit
pro vSechny esterazy.

Dale je zajimavy obrovsky pokles aktivity lipaz ve tfetim tydnu experimentu, zatimco
v ptipadé esteraz byl zaznamenan vyrazné mens$i pokles. To miZze naznaCovat produkci
specifictejSich esteraz, které nejsou produkovany pro Stépeni lipidu (naptiklad PHA-
depolymeraz). Stanovené aktivity lipaz v 21. a 28. den experimentu jsou jiz spolehlivéjsi, a to
muize vypovidat o ustaleni a homogenité systému.
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Graf 14 — vysledky stanoveni aktivit protedaz béhem druhého kompostovaciho testu

Z vysledkt stanoveni aktivity proteaz uvedenych v Grafu 14 nelze formulovat jasné
zavéry, protoze tyto hodnoty dosahuji velice malych rozméri. Odchylky stanoveni Casto
presahuji samotné hodnoty, coz vypovidad o nizké spolehlivosti metody. Pro dalsi studium
téchto enzymatickych procesu je nutné najit citlivéjsi zptasob stanoveni proteolytické aktivity.
Alesponn minimalni Cinnost protedz je v prostfedi kompostu ocekavana vzhledem k jejich
Sirokému vyskytu v pfirodé (obzvlast u plisni). Vétsi Cinnost proteaz byla ocCekavana
v kompostech s polylaktatem, jelikoz byla jejich aktivita pfi rozkladu PLA popsana velkym
mnozstvim studii (viz [112). Tento jev byl popsan jako dusledek analogie L-laktatu a L-
alaninu, na ktery se zamétuji nékteré serinové proteazy [113].

Zavérem této kapitoly bychom radi konstatovaly, ze dodrzenim vhodného rezimu lze
tedy oCekavat normalni pribéh kompostovaciho procesu i za pfitomnosti téchto studovanych
bioplastd. Ani v jedné z provedenych analyz enzymatickych aktivit nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi Cistym kompostem a komposty s obsahem bioplasti. Tyto vysledky by
meli slouzit k sniZzeni obecné obavy z kompostovani bioplasti. To je pro zpracovani odpadu
tohoto charakteru velice dulezité, ponévadz pii jejich skladkovani dochazi v dasledku
nedokonalé aerace skladky k tvorbé produkt anaerobni degradace, jejichz necilena (nefizena)
produkce negativné ovliviiuje zivotni prostfedi. Prikladem takového produktu je napiiklad
methan, jakozto antropogenni sklenikovy plyn.
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4.2.7 Hodnoceni vzhledu bioplastiu béhem biodegradace

K zisku prvotni informace o mife rozkladu materialu muze snadno poslouzit
hodnoceni jeho vzhledu. Toto hodnoceni byva s oblibou provedeno automaticky, ihned
po odbéru vzorku jako soucast bézného vnimani operatora. Vyhodou takového hodnoceni je
jeho rychlé a snadné provedeni, avSak je znacné subjektivni a nepfesné, proto na jeho zaklade
nelze formulovat striktni kvantitativni zavéry. Pro tento experiment je hodnoceni vzhledu
dopliikem k provedenym analyzam mapujici dezintegraci artikl béhem kompostovani, coz
muze napoveédét, jakym zpusobem byl dany material degradovan.

Hodnoceni tohoto aspektu bylo rozdéleno do dvou urovni — makroskopickeé,
pozorovatelné volnym okem; a mikroskopické pozorovani povrchu vyuzitim elektronové
mikroskopie (SEM). Vystupem obou ¢asti experimentu jsou vyhradné snimky.

4.2.7.1 Makroskopické pozorovani zmén vzhledu bioplasti

Zmény ve vzhledu jednotlivych materiali byly znacné odlisné, zejména zmény
ve vzhledu PHB byly uplné vzdalené zménam vzhledu kterékoli formy PLA. Zatimco u PHB
se tvar artiklt prakticky neménil, PLA podléhalo makroskopické dezintegraci. Postup zmén
vzhledu PHB béhem druhého kompostovaciho experimentu lze pozorovat na Obrazku 15,
zmény vzhledu amorfniho a semi-krystalického vzhledu ilustruje Obrazek 17, respektive
Obrazek 19. Podrobngji lze sledovat vzhled poslednich vzorki na Obrazku 16 (PHB),
Obrazku 18 (amorfni PLA) a na Obrazku 20 (semi-krystalické PLA).

0.+ 7. den 14. den 21.den

Obrazek 15 — pribéh degradace PHB druhého testu (v prvnich 7 dnech nebyla pozorovatelnd zména)

Na uvedeném snimku je mozné pozorovat, ze pouzité pelety PHB se béhem degradace
v kompostu pouze zmensovaly, jejich tvar se ménil nepatrné. Misty se v oblasti hran pelet
objevilo mlécné zakaleni, a to pfevazné€ u vzorkd z poslednich dvou tydn experimentu.
Tohoto jevu lze lépe pozorovat na detailnim snimku (Obrazek 16). Zadné dalsi zmény
ve vzhledu PHB nebyly pozorovany.
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Obrazek 16 — detailni snimek PHB po 28 dnech kompostovani (2. kompostovaci test)

Pozorované zmény PHB naznacuji, ze se skutecné jedna o rozklad biologickymi
Ciniteli a mechanizmus degradace mé povrchovy nebo exogenni charakter. Zcela jiny zavér
lze vyvodit z pozorovani geometrickych zmén PLA, jak ilustruje Obrazek 17. Z tohoto
snimku je evidentni, ze zkoumany material se spiSe rozpada na mensi fragmenty, coz indikuje
spiSe abioticky rozklad tohoto materialu. Navice dochéazelo k mléénému zakaleni celé granule,
coz naznacuje morfologické zmény ve struktufe polymerniho materialu. Tento jev je mozné
pozorovat na detailn€jsim snimku (viz Obrazek 18).

0.+ 7. den 14. den 21.den

Obrazek 17 — pritbeh degradace amorfniho PLA druhého testu (v prvnich 7 dnech nepozorovana
Zddna zména vzhledu materidalu, v 28. den jiz Zadny materidl nezbyl)
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Obrazek 18 — detailni snimek amorfniho PLA po 21 dnech (2. kompostovaci test)

Makroskopické strukturni zmény semi-krystalického PLA se principialné neodlisovaly
od zmén pozorovanych u amorfni formy téhoz polymeru, pouze nastavaly pomaleji (viz
Obrazek 19). V prvnich dvou tydnech kompostovani dochazelo k vétSimu zakaleni PLA
granuli, postupné az k plnému vyblednuti granuli (bila barva granuli v 21. den, Obrazek 19).
Po nasledném popraskani granuli byl rozpad pomémé rychly. Béhem praskani doslo k tvorbé
prachu a castic s ostrymi hranami. Opét lze konstatovat, ze tento rozpad je zapfiCinén
fyzikéalnimi nebo obecné abiotickymi Ciniteli. Detailni zabér na granule semi-krystalického
PLA zbylych po poslednim tydnu testu a malych castic vzniklych jejich rozpadem lze
detailnéji pozorovat na Obrazku 20.

0.+ 7. den 14. den 21. den 28. den

Obrazek 19 — priubéh degradace semi-krystalického PLA v druhém kompostovacim testu (po prvnich 7
dnech nebyla pozorovdna zdadnd zména vzhledu matericlu)
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Obrazek 20 — detailni snimek semi-krystalického PLA po 28 dnech (2. kompostovaci test)

U vsech sledovanych artiklt byla zaznamenana urcita lag-faze, béhem které nedoslo
k vyznamnym zménam vzhledu granuli. Tato charakteristika byla variabilni nejen napfic
polymery, ale také v ramci jednotlivych reaktord. Ve vSech piipadech tato doba trvala
minimalné tyden, jak jiz indikuji uvedené makroskopické snimky. Lag-faze je typicka
charakteristika biologickych procesi. Vzhledem ktomuto faktu nelze wurcit striktni
mechanizmus rozkladu polylaktatu z dosavadnich vysledki. Vznika zde pozadavek na pohled
do mikroskopické struktury studovanych materialt.

4.2.7.2 Mikroskopické sledovani povrchu bioplasti pomoci SEM

Elektronova mikroskopie je oblibenou metodou sledovani degradacnich a erozivnich
procesti na povrchu riznych materialt. I v ptipadé€ studia biodegradace PHB nebo PLA byla
tato technika jiz n€kolikrat pouzita a vyznamné pfitom pfispéla k vysvétleni nékterych jeva
(viz napriklad [96, 99, 108, 111]). Za velkou vyhodu této analyzy lze povazovat snadnou
orientaci v ziskanych datech (snimcich), jejich snadné pochopeni a rychlé odvozeni zaveéru.
V tomto smyslu lze diskutovat i zde interpretované vysledky, které jsou uvedeny na Obrazku
21, Obrazku 22 a Obrazku 23.
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Obrazek 21 — snimky povrchu PHB pred kompostovanim (4) a po kompostovani (B), vzorek z druhého
kompostovaciho testu (priblizeni 1 000x)

Z Obrazku 21 je jasné pozorovatelna eroze povrchu granule polyhydroxybutyratu
po 28 dnech kompostovani. Néktera mista jsou naruSena mén€, coz je dusledek rozdilné
dostupnosti ploch granule pro hydrolytické enzymy (napiiklad misto kontaktu 2 granuli).
Ze snimku je vSak zfejmé, ze PHB podléha biodegradaci, a to formou ezymové eroze od
povrchu dovnitf materialu, coz je vysledek shodujici se se zavéry dalSich studii (viz [96,
114]).

20 pny

=]

Obrdazek 22 — povrch amorfniho PLA pred kompostovinim (A) a po kompostovani (B), vzorek
zdruhého kompostovaciho testu (priblizeni 1 000x)

Vysledky skenovani povrchu amorfniho PLA elektronovym mikroskopem uvedeny
na Obrazku 22 naznacuji, ze tato forma PLA je degradovana spiSe abioticky. Tento vysledek
koreluje s makroskopickym hodnocenim dezintegrace granul. Povrch odstépkt granul je
zvrasnény a Clenity, bez naznaku kavitace. Neni vSak vylouceno, ze dalsi osud mensich Castic
PLA urcuji enzymy nebo se alespori podileji na jejich rozkladu, to vSak touto analyzou neni
mozné urcit.

Kale a spol. a Tabasi a spol. také navrhuji a popisuji dvoustupiiovy mechanizmus
degradace PLA béhem kompostovani, pfiCemz popisuji stejné zmény vzhledu a struktury,
jaké byly pozorovany v experimentech této prace [98, 101]. Dvoustupfiovy proces
biodegradace amorfniho PLA tedy povazujeme za nejpravdépodobnéjsi.
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Obrazek 23 — povrch semi-krystalického PLA pred kompostovanim (A) a po kompostovani (B), vzorek
zdruhého kompostovaciho testu (priblizeni 1 000x)

Analogicky jev byl konstatovan z vysledka skenovani povrchu semi-krystalické formy
polylaktatu. Z predeSlych analyz jiz vime, ze jediny rozdil v degradaci dvou forem PLA byla
rychlost tohoto procesu. Na snimku povrchu semi-krystalického PLA (Obrazek 23)
po kompostovani je mozné pozorovat trhlinu a zvrasnény povrch granule. To naznacuje
abioticky prubéh degradace, coz koreluje s vysledky piedeslych analyz. Celkové lze tento
rozkladny proces popsat stejn€, jako byl popsan v pripadé amorfniho PLA, rozdily budou
spoCivat pouze v rychlosti. Na zakladé téchto vysledkt tedy konstatujeme, Ze zkoumané
formy polylaktatu se v prostfedi kompostu primarné rozpadaji.
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5 ZAVER

Veskeré experimenty provedené v této praci byly navrzeny s dojmem nedostatecného
prozkouméni tematiky z tohoto thlu pohledu dosavadnimi studiemi. Pouzité kompostovaci
parametry se jevi originaln€¢ vzhledem k ostatnim dostupnym studiim (napfiklad stupen
nasyceni kompostu materialy nebo geometrie pouzitych material(i). Submerzni degradacni
testy také zasahuji do urcité mezery v literatufe. Celkova logika pouzitych postupu a analyz je
prakticky unikatni. Ztohoto divodu je obtizné porovnat ziskané vysledky s jinymi
publikacemi ¢i dostupnou literaturou a provedené experimenty je nutné povazovat spiSe
za pilotni.

V prvni Casti experimentalni c¢innosti byl zkouman PHA-biodegradacni potencial
vybranych termofilnich bakterii, jejichz rust 1ze oCekavat pravé v kompostech s piidanymi
biopolyestery. Ze Sesti kment projevil vyraznéjsi degradacni schopnosti pouze jeden kmen,
Schlegelella thermodepolymerans, a to pouze vaci PHB. Tato bakterie je znama svou robustni
depolymeraéni aktivitou. Béhem tydne kultivace S. thermodepolymerans na granulich PHB
byl zaznamenan ubytek hmotnosti polymeru pres 22 %. Biodegradacni schopnost tohoto
kmene byla také potvrzena pii stanoveni PHB-depolymeracni aktivity a zajimavy pohled
na povrchovou erozi granuli poskytly snimky z elektronového mikroskopu. Potencialni
vyuziti kmene S. thermodepolymerans vidime napfiklad v inokulaci kompostu bohatém
na odpadni polyhydroxyalkanoaty.

Druha polovina prace byla zaméfena na biodegradaci biopolyestert v prostiedi
kompostu. Za cenny vysledek této prace l1ze povazovat jiz samotnou metodologii, respektive
technické parametry a analytické pfistupy pouzité ke studiu kompostovatelnosti biopolymert.
Celkovy design studia této problematiky vnimame jako funkéni a navrhujeme tyto pfistupy
k dalsi aplikaci.

Béhem 4 tydnt kompostovani doslo k redukci hmotnosti granul polyhydroxybutyratu
0 36 % jejich pivodni hmotnosti, pficemz ztrata hmotnosti vykazuje linearni prubéh v Case.
Hmotnostné stfedni a pocetné stfedni molekulovd hmotnost klesla na zhruba polovinu
ptvodni hodnoty. Amorfni PLA bylo beéhem 4 tydnt kompostovaciho testu prakticky tplné
degradovano na malé Castice, které nebylo mozné zkompostu preparovat. Relativni
hmotnostni ubytek na konci testu €inil 99 %. Tento ubytek rostl v Case spiSe exponencialné,
coz naznacuje rozpad granuli této formy PLA. V pfipadé semi-krystalického PLA byla
pozorovana 63 % redukce hmotnosti, pribéh rozkladu téchto granuli byl analogicky rozpadu
amorfnich granuli, avSak mirn€¢ opozdény. Prozatim nejsme schopni stanovit molekulovou
hmotnost PLA, coz lze vnimat jako perspektivu dalsi prace.

Sledovani biodegradace bioplasti monitoringem enzymatickych aktivit vybranych
skupin hydrolaz nema velky vyznam pro studium tohoto procesu. Ziskané vysledky indikuji,
ze pouzité biopolyestery nezpusobuji statisticky vyznamné zmeény v aktivitach esteraz, lipaz
ani proteaz béhem celé doby kompostovani.

Hodnoceni miry degradace PHB a obou pouzitych forem PLA sledovanim
makroskopickych zmén v jejich vzhledu se jevi jako vhodny doplné€k analytickych postupt.
Toto pozorovani naznaCuje primarné abioticky charakter degradace PLA, pro formulaci
zavéra vSak nepostaCuje. Velice vhodnou metodou uréeni rozkladného mechanizmu
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biopolyesteru je rastrovaci elektronova mikroskopie. Pomoci této metody bylo potvrzeno, ze
biodegradace PHB probiha formou povrchové eroze. Rovnéz snimky ztéto techniky
potvrdily, ze PLA, nezavisle na krystalické morfologii, primarné degraduje vlivem
abiotickych vlivi.

Ke studiu této problematiky muaze byt pouzita fada dalSich pfistupt, o ¢emz vypovida
existence mnozstvi norem navrhujici rdzné kompostovaci parametry, technicka usporadani
ametody analyzy vSech slozek kompostu. Perspektivni se jevi napfiklad infraCervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR), kterd umoziiuje sledovani zmén slozek
kompostu na chemické urovni metodou otisku palce. Ke studiu biologickych zmén je vhodné
zaméfit se na aktivitu vice skupin enzymu nebo specifictéjsich enzymi zajistujici konkrétni
biologické piemény. Dale je vhodné zabyvat se biologii kompostu také na uwrovni
mikrobiomu, respektive genomu. K tomuto ucelu slouzi razné molekularné-biologické
techniky (napiiklad PCR, sekvenovani) nebo komercéné dostupné kity umoziiujici ploSnou
analyzu mikrobialniho konsorcia. VSechny tyto pfistupy jsou vhodné pro pokrocilou analyzu
procesu kompostovani a predstavuji tak potencial dal§i odborné prace.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA

SCL PHA

MCL PHA
dPHAscL

PHB

Poly(3HB)
Poly(3HV)
Poly(3HO)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-3HHx)
P(3HB-co-3MP)
PLA

PP

PS

3HB

3HV

LA

Poly(3HB) depol.
Poly(3HV) depol.
Poly(3HO) depol.
Poly(HAscL) depol.

Poly(HAmcL) depol.

L-LDH
D-LDH
CoA
ATP
NADH
NADPH
YE
TEM
SEM
FT-IR
SEC

MALS

GC-FID
IC

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty s kratkymi postrannimi fetézci
Polyhydroxyalkanoaty se stfedn€ dlouhymi postrannimi fetézci
Denaturované polyhydroxyalkanoaty s kratkymi fetézci
Polyhydroxybutyrat (obecn¢)

Poly-3-hydroxybutyrat

Poly-3-hydroxyvalerat

Poly-3-hydroxyoktanoat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-merkaptopropionat

Kyselina polymlécna

Polypropylen

Polystyren

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

Kyselina mlécna

Poly-3-hydroxybutyrat depolymeraza

Poly-3-hydroxyvalerat depolymeraza

Poly-3-hydroxyoktanoat depolymeraza

Depolymeraza polyhydroxyalkanoatt s kratkymi postrannimi fetézci
Depolymeraza  polyhydroxyalkanoati  se  stfedné  dlouhymi
postrannimi fetézci

L-laktatdehydrogenaza

D-laktatdehydrogenaza

Koenzym A

Adenosintrifosfat

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Extrakt z kvasnic (z anglictiny: ,, Yeast Extract®)

Transmisni elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci

Gelova permeacni chromatografie (z anglictiny: ,,Size-Exclusion
Chromatography*)

Detektor statického rozptylu svétla ve vice uhlech (z anglictiny:
,Multi-Angle Light Scattering™)

Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
Iontovéa chromatografie
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ELISA Imunologickdi metoda stanoveni protilatek/antigenti  vyuzitim

enzymatického znaceni (z anglictiny: ,,Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay®)

[8AY Ultrafialové (zareni)

GRAS Obecné povazovan za bezpelny (z anglictiny: ,,Generally Recognised
As Safe®)
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