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ABSTRAKT

Bakalaiska prace byla zamétena na studium moznosti vyuziti odpadnich produktt rize Sipkové
ziskanych po vyrobé likéra jako sekundarnich uhlikovych zdroji pro produkci poly(3-
hydroxybutyratu) (PHB). Pro biosyntézu PHB byla pouzita bakterie Cupriavidus necator.
Vesker¢ kultivace byly vedeny jako submerzni batch kultivace v mineralnim médiu s obsahem
mikroelementl v erlenmeyerovych bankach po dobu 72 hodin. Jako sekundarni zdroj uhliku se
pouzil Sipkovy olej ziskany extrakci hexanem ze zrnic¢ek plodu Sipku a enzymaticky hydrolyzat
pfipraveny z odpadni duziny plodu Sipku.

Vytézky po 72-hodinové fermentaci ukézaly, ze Sipkovy olej je porovnatelnym uhlikovym
zdrojem s fruktozou pro kultivaci bakterie C. necator, na rozdil od enzymatického hydrolyzatu.
Fermentaci za pouziti 20 g/l Sipkového oleje bylo vyprodukovano 10,82 g/l biomasy a 6,20 g/l
PHB, coz bylo o0 21,6 % vic biomasy a 0 13,1 % vic PHB v porovnani s fermentaci za pouziti
20 g/l fruktozy. Fermentaci C. necator za pouziti enzymatického hydrolyzatu o koncentraci
redukujicich cukrii 20 g/l se ziskalo jenom 2,92 g/l biomasy a 0,12 g/l PHB. Ani kombinace
enzymatického hydrolyzatu s fruktézou se neukazala vhodna pro produkci PHB.

V ramci této bakalarské prace byl déle v likéru, Sipkovém oleji a enzymatickém hydrolyzatu
stanoven obsah celkovych redukujicich cukrt, fenolickych latek, a celkova antioxidacni
aktivita. V Sipkovém oleji byl také stanoven profil mastnych kyselin a obsah barviv. Vysledky

ukézali, ze vSechny stanovované vzorky vykazovali vyznamny obsah celkovych polyfenoli
(2,04 — 12,4 g GAE/1 vzorku) a antioxida¢ni aktivitu (1,3 — 2,0 mmol TE /I vzorku).

KLICOVA SLOVA
poly-3-hydroxybutyrat (PHB), Cupriavidus necator, sipkovy olej, enzymaticky hydrolyzat



ABSTRACT

The bachelor thesis was focused on studying the possibilities of using waste rosehip by-
products obtained after the production of liqueurs as secondary carbon sources for the
production of poly (3-hydroxybutyrate) (PHB). Cupriavidus necator was used for PHB
biosynthesis. All cultures were run as submerged batch cultures in mineral media containing
microelements in Erlenmeyer flasks for 72 hours. Rosehip oil obtained by hexane extraction
from rosehip seeds and an enzymatic hydrolysate prepared from rosehip waste pulp were used
as secondary carbon sources.

After 72 hours of fermentation, yields showed that rosehip oil is a comparable carbon source to
fructose for culturing of C. necator, in contrast to the enzymatic hydrolysate. Fermentation
using 20 g / | rosehip oil produced 10.82 g / | biomass and 6.20 g / | PHB. This is about 21.6%
more biomass and 13.1% more PHB than was received by fermentation using 20 g / | fructose.
Fermentation of C. necator using an enzymatic hydrolysate with a reducing sugar concentration
of 20 g/ 1 gave only 2.92 g / | biomass and 0.12 g / | PHB. Even the combination of enzymatic
hydrolysate with fructose did not prove satisfying yields for the production of PHB.

Next, in liqueur, rosehip oil and enzymatic hydrolysate was also determined the content of total
reducing sugars, phenolics, and total antioxidant activity. Moreover, the fatty acid profile and
the content of dyes was determined in rosehip oil. The results showed that all selected rosehip
products showed a significant range of total polyphenols (2.04 - 12.4 g GAE /I sample) and
antioxidant activity (1.3 - 2.0 mmol TE /I sample).

KEY WORDS
poly-3-hydroxybutyrate (PHB), Cupriavidus necator, rosehip oil, enzymatic hydrolysate
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1 UVOD

Plastovy odpad je Vv soucasnosti jeden z nejvaznéjsich ekologickych problému. Plasty se staly
neodmyslitelnou soucasti nasich Zivoti a jejich produkce ve svété neustale roste. Ro¢né jejich
produkce ¢ini az 300 miliond tun. Velka ¢ast z nich je po pouziti vyhozena do pfirody, kde se
nékolik desitek let rozkladaji a uvoliuji toxické latky do okoli. Tento stale nartstajici problém
zvysil zajem védcii 0 vyvoj ekologicky SetrnéjSich variant, naptiklad bioplastl, které by jednou
mohly zcela nahradit plasty syntetické. V soucasné dobé se ve spojeni s touto problematikou
nejvice studuje  polykyselina mlécna, polybutylén sukcinat, polykaprolatkon a
polyhydroxyalkanoaty (PHA).

Polyhydroxyalkanoaty jsou biodegradabilni a biokompatibilni biopolymery s podobnymi
mechanickymi vlastnostmi jako maji plasty produkované petrochemickym primyslem. Diky
svym vlastnostem maji celou fadu vyuziti, napf. v zemédélstvi, v 1ékatstvi, v kosmetice, jako
biopaliva nebo obalové materialy.

Tyto biopolymery je schopna produkovat cela fada mikroorganismt jako sekundarni
drazsi nez produkce plasti zalozenych na ropé. Tyto divody jsou asi nejvétsi piekazkou jejich
SirSiho vyuziti. A proto se objevuje snaha snizit jejich cenu. Naklady spojené s produkci
bioplasti zavisi predev§im na druhu substratu a druhu mikroorganismu. V soucasné dobé se
upina pozornost védci K vyuziti levnych uhlikatych zdroja.

Tato bakalafska prace se zabyva vyuzitim odpadu z plodi raze Sipkové vzniklych po jejich
zpracovani k vyrob¢ likéru. Plody $ipkt jsou bohaté na obsah vitaminu C, fenolickych latek,
karotenu, vitaminu B a pektinu. Sipkova zrni¢ka jsou odpadnim produktem pii vyrobé dzemd,
¢aju a dzusu. Tato zrnicka obsahuji 5-18 % oleje, ktery je bohaty na vysoce nutri¢ni latky. Proto
hypotézou je, Ze by mohl byt vhodnym substratem pro bakterie produkujici PHA. Dale se
otestuje, jestli hydrolyzat meziproduktu plodu sipku ziskaného po vyrob¢ likéru by mohl slouzit
jako uhlikovy zdroj pro Cupriavidus necator, ktery je nejprozkoumané;jsim producentem poly-
3-hydroxybutyratu (PHB).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biodegradabilni a biokompatibilni polyestery. Tyto
biopolymery jsou produkovany znacnym mnozZstvim mikroorganismil za urcitych podminek,
jako je nadbytek uhliku a limitni mnoZstvi ostatnich zivin, jako je dusik, sira nebo fosfor. PHA
jsou v bunkach ukladany ve formé zasobnich granuli (obrazek ¢. 1), které slouzi jako zasobni
zdroj uhliku a energie za neptiznivych podminek. Dalsi vyhodou produkce PHA je zvySena
rezistence mikroorganismi proti riznym stresovym faktorim (nizka nebo vysoka teplota,

zamrzani, UV zafeni, osmoticky tlak atd.) [1;2;3].

% A5

NG 7S e

Obrazek 1: Mikroskopicka fotografie Cupriavidus necator syntetizujici PHB, prevzato z [4]

2.1.1 Struktura a vlastnosti

VSechny polyhydroxyalkanoaty maji stejnou zakladni strukturu (obrazek ¢. 2). Jsou to
polyestery, jejichz zékladem jsou hydroxyalkanové kyseliny. Jednotlivé monomery se lisi
poc¢tem uhlikl a riznym typem vedlejsiho fetézce. Polymery se obvykle skladaji ze 100—-30 000
jednotek [5].
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Obrazek 2. Obecna struktura PHA
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PHA jsou d€leny podle poc¢tu uhlikit monomeru do tii skupin:
1) s kratkym fetézcem (scl-PHA, short-chain lenght PHA) 3-5 atoma uhliku
2) se stfedné dlouhym fetézcem (mcl-PHA, medium-chain lenght PHA) 6-14 atomut
uhliku
3) s dlouhym fetézcem (Icl-PHA, long-chain lenght PHA) nad 14 atomu uhliku [5]

Struktura monomeru zavisi na charakteru substratu a druhu producenta. Od struktury
monomeru se dale odvijeji mechanické vlastnosti, a tim padem i vyuZiti konkrétnich polymert.
Obecné jsou to semikrystalické latky se stupném krystalinity 60-80 %. V bufice se nachéazeji
v amorfnim stavu, ale jakmile jsou vyextrahovany, za¢nou krystalizovat. PHA jsou ve vod¢
nerozpustné, rozpoustéji se v chloroformu a dalSich chlorovanych rozpoustédlech [3;5;6;7].

Polyhydroxyalkanoaty maji podobné vlastnosti jako plasty produkované petrochemickym
priamyslem. Na rozdil od téchto plastii jsou 100% rozlozitelné a pii jejich rozkladu nevznikaji
zadné toxické latky. Za aerobnich podminek se rozkladaji na vodu a oxid uhli¢ity. Proto by
byly vhodnou nahradou syntetickych plastti. To by mohlo vyfesit problém s hromadénim plastt
a znecisténim nasi planety. Avsak kvili vysoké cené a slozité vyrob¢, nejsou zatim bioplasty
V béZném Zzivoté rozsitené [3;6;8].

2.2 Poly-3-hydroxybutyrat

Poly-3-hydroxybutyrat (PHB nebo P3HB) byl prvnim izolovanym a nejvice studovanym
polyhydroxyalkanoatem. Tento biopolymer produkuje mnoho mikroorganismi, avsak nejvice
vyuzivanym producentem je bakterie Cupriavidus necator [5]. Struktura PHB je zobrazena
na obrazku €. 3.

H.| CH C
AN
~o SCH, OH

Obrazek 3: Struktura PHB
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2.2.1 Cupriavidus necator

Cupriavidus necator nebo také Ralstonia eutropha je gramnegativni pudni bakterie, ktera byla
poprvé izolovana v 60. letech 20. stoleti v némeckém Gottingenu. Dokaze ve své bufice
syntetizovat celou fadu polyhydroxyalkanoati s kratkym fetézcem. Je to biotechnologicky

velmi vyznamny mikroorganismus, a to diky schopnosti akumulovat az 90 % suché vahy PHB
[9;10;11].

Dalsi uzite¢nou vlastnosti této bakterie je schopnost utilizace riznych organickych substratt
(fruktdza, kyselina glukonova a dalsi organické kyseliny). Cupriavidus necator je dokonce
schopen fixace oxidu uhli¢itého ze vzduchu, ten mu slouzi jako zdroj uhliku. Toho se snazi
veédci vyuzit v souvislosti s vysokymi emisemi oxidu uhli¢itého. Aby mohl Cupriavidus necator
zpracovavat COq, potfebuje vodik jako zdroj energie. Bylo zjisténo, ze akumulace PHB je
u tohoto mikroorganismu vyssi za limitni koncentrace kysliku, naopak rust je vyrazné omezen.
Je proto nutné najit vhodnou koncentraci kysliku, ktera zajisti dostate¢né vysokou produkci
PHB a zaroven dostate¢ny rust bunék [9;12].

2.2.2 Biosyntéza PHB

Existuje vice moznosti biosyntézy PHB, pfi¢emz dana metabolicka draha zavisi predevsim
na druhu substratu. Syntéza PHB z cukru se sklada ze tfi na sebe navazujicich reakci (Obrazek
¢. 4). V prvnim kroku dochazi za ptitomnosti enzymu B-ketothiolaza ke kondenzaci dvou
molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. V dal$im kroku nastava redukce pomoci
acetoacetyl-CoA reduktazy za vzniku 3-hydroxybutyryl-CoA. Ve tietim a zaroven poslednim
kroku nastava polymerace za pfitomnosti PHB syntazy a vznika PHB [6].

0
H B-ketothiolaza Q Q
Fruktoza —— 2 > H H
H,C S H,C S
Acetyl-CoA Acetoacyl-CoA

Acetoacyl-CoA reduktéaza

OH 0]

CHs 0 H
PHB syntaza CoA
H H - )\A e
H,C S
(0] OH
n
Polyhydroxybutyrat 3-hydroxybutyryl-CoA

Obrdzek 4: Biosyntéza PHB z fruktozy

Pti vyuZiti oleje jako uhlikového zdroje je PHB syntetizovano z mastnych kyselin pies -
oxidaci. Tato cesta se sklada ze ¢tyt kroku (Obrazek €. 5). V prvnim kroku dochazi k aktivaci
mastné kyseliny pomoci enzymu acyl-CoA syntetaza. V dalSim kroku je aktivovana mastna
kyselina za pfitomnosti enzymu acyl-CoA oxidaza oxidovana na nenasycenou mastnou
kyselinu (trans-2-enoyl-CoA). Ve tfetim kroku dochazi k hydrataci za pfitomnosti enzymu
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enoyl-CoA hydrataza a vznika 3-hydroxyacyl-CoA. V poslednim kroku nastava polymerace
pomoci PHB syntazy a vznika PHB [13;14].
OH

AN

R (0]
Mastna kyselina

o Acyl-CoA syntetaza
/COA (0]
- S N‘\
Acetyl-CoA CoA
R s/
Acyl-CoA o
Thiolaza Acyl-CoA oxidaza
(0] O o
/CoA con
o
R S
R \ S/

3-ketoacyl-CoA
Trans-2-enoyl-CoA

OH (0]

CoA Enoyl-CoA hydrataza

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza R S

3-hydroxyacyl-CoA

PHB syntaza

CH, 0
o OH
n

Polyhydroxybutyrat

I

Obrdazek 5: Biosyntéza PHB z mastné kyseliny

2.2.3 Vlastnosti PHB

PHB je, stejné jako ostatni polyhydroxyalkanoaty, biokompatibilni a biodegradabilni polymer.
Jeho molekularni hmotnost se pohybuje v rozmezi 10 000-3 000 000 Da. Je to termoplasticky
a hydrofobni material s podobnymi mechanickymi vlastnostmi jako polypropylen. Proto by
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mohl byt vhodny pro vyrobu obalovych materialti. Hodnota pevnosti v tahu a teploty tani je
u tohoto polymeru podobna jako u polypropylenu. Naopak modul pruznosti v tahu je u PHB 0
néco vyssi a délkové prodlouzeni pii pretrzeni nékolikanasobné nizsi. Diky tomu je PHB tuzsi
a po nékolika dnech vystaveni okolnim podminkam se stava kieh¢im. VSechny tyto hodnoty
jsou uvedeny v tabulce ¢. 1 [6;15;16;17].

Tabulka 1. Porovnani fyzikalnich vlastnosti PHB a polypropylenu [6]

- Modul pruznosti v Pevnost vtahu  Délkové prodlouzeni
Polymer Teplota tani [°C
4 “ eplota tani [C] tahu [GPa] [Mpa] pii pretrent [%]
PHB 179 3,5 40 5
Polypropylen 170 1,7 34,5 400

2.3 Vyuziti alternativnich uhlikovych zdroji

Limitnim faktorem SirS§iho vyuziti polyhydroxyalkanoatii, jakoZto bioplastii, jsou pfili§ vysoké
vstupni naklady. Zatimco cena syntetickych plasti, jako je polypropylen nebo polyethylen, se
pohybuje mezi $0,23-0,48/kg, cena bioplasti dosahuje az $6-15/kg. Jednozna¢né nejvyssi
podil nakladl pti vyrobé bioplasti tvofi uhlikovy zdroj. Tyto duvody vedly védce k vyvoji
technologii vyuzivajicich alternativnich uhlikovych zdroji, jako jsou odpady z potravinafstvi
nebo ze zemédélstvi [8;18].

2.3.1 Syrovatka

Syrovatka tvoti 80-90 % objemu mléka a vznika jako vedlejsi produkt pfi vyrobé syri. Roéni
produkce syrovatky ¢&ini 1,15-108-1,40-10% tun. Kvili vysoké chemické a biologické spotiebé
kysliku je rozloZeni syrovatky v pfirodé pomérné problematické. Z tohoto divodu a diky
vysokym objemtim je to idealni substrat pro mikrobialni fermentaci a produkci PHA [8;19].

Syrovatka je bohatd na laktozu, lipidy a proteiny. Dale také obsahuje kyselinu mlé¢nou,
vitaminy a rizné soli. Lakt6za je zde hlavnim zdrojem uhliku, ale ne v§echny mikroorganismy
ji dokazou zpracovat. Proto je v nékterych piipadech nutné laktézu enzymaticky nebo chemicky
hydrolyzovat na glukozu a galaktéozu. Tyto monosacharidy nasledné slouzi jako zdroj uhliku
[8;19].

2.3.2 Lignocelulézové materialy

Lignocelulozové materialy patfi mezi nejrozsifenéj$i materidly na zemi. Byvaji odpadem
predevSim ze zemé&d€lstvi a lesnictvi. Jejich struktura je tvotfena celul6zou, hemicelulozou a
ligninem. Strukturu ligninu tvofi aromatické slouceniny. Celuldza je polysacharid tvofeny
jednotkami glukéz spojenych a(1-4) glykosidickymi vazbami. Hemiceluloza je slozena
zriznych pentdz, predev§im pak xylozy, mandzy, galaktdzy, arabindzy a rhamnoézy.
Lignocelulézy jsou pro vétsinu mikroorganismi nevyuzitelné, proto je potieba je pted
samotnou fermentaci upravit. To se ve vétsiné pripadi provadi chemickou a nasledné
enzymatickou hydrolyzou. Chemicka hydrolyza se realizuje pomoci ozonolyzy, ziedénych
minerdlnich kyselin (HCl, H2SO4), hydroxidii (NaOH), peroxidu vodiku nebo organickych
rozpoustédel. Enzymaticka hydrolyza se uskutecituje pomoci hub a bakterii produkujicich
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pfislusné enzymy. Dostaneme tak smés jednoduchych cukrti, které mohou slouzit jako
prekurzory pro syntézu PHA. [8;20;21].

Jako substrat pro produkci PHA byly Gspé$né pouzity napt. ryZova slama, dievéna slama,
slupky od slune¢nicovych seminek, sojova slama, bagasa z cukrové titiny, noviny, kukuficné
slupky nebo pseni¢né otruby [22;23;24]

2.3.3 Oleje

Mezi vhodné substraty k produkci PHA se fadi pouzité (odpadni) i nepouzité, rostlinné i
zivocisné oleje. Z nepouzitych oleji jsme schopni dostat vyssi vytézky nez z oleji pouzitych.
Je to ziejm¢ zpusobeno riznymi pfimésemi, které odpadni oleje obsahuji. Navzdory tomuto
faktu se pozornost upina spise k olejim odpadnim, a to proto Ze jejich cena je nizsi a zaroven
to feSi problém s jejich likvidaci. Mastné kyseliny, které jsou v olejich pfitomny, slouzi pro
mikroorganismy jako zdroj uhliku [21;25].

Jako vhodné oleje k produkci PHA se ukéazaly byt napf. odpadni rybi olej, odpadni
slunecnicovy, palmovy a fepkovy olej po smazeni, olej ziskany z kavové sedliny nebo olej
sojovy. [26;27;28].

2.3.4 Materialy obsahujici Skrob

Skrob je zasobni polysacharid rostlin. Najdeme ho zejména v zrnech (psenice, kukufice, ryze)
a Vv hlizach (brambory, sladké brambory), kde je ulozen ve formé skrobovych zrn. Sklada se ze
dvou polymerti — amylozy a amylopektinu. Oba polymery jsou tvofeny jednotkami glukoz.
V amyloze jsou glukozy spojeny a(1-4) glykosidickymi vazbami a v amylopektinu a(1-4) a
a(1-6) glykosidickymi vazbami. Pfed samotnou fermentaci je potieba $krob hydrolyzovat na
jednoduché cukry. Hydrolyza se uskute¢iiuje pomoci enzyma (amylazy) a probiha ve dvou
krocich — ztekuceni $krobu a zcukieni skrobu [8].

K produkci PHA byla Gspésné pouzita napf. zlomkova ryze, cerealni kase, maniok nebo
pSenice [29;30;31;32].

2.3.5 Odpadni glycerol

Tzv. surovy glycerol vznika jako hlavni odpadni produkt pii vyrobé bionafty. Bionafta se bézné
ziskava z rostlinnych olejli procesem zvanym transesterifikace, pifi kterém triacylglycerol
reaguje s methanolem za ptitomnosti katalyzatoru a vznika glycerol a methylestery mastnych
kyselin (= bionafta). Glycerol tvofi pfiblizné 10 % hmotnosti bionafty a obsahuje rizné pfimési
jako methanol, riizné soli, methylestery mastnych kyselin a volné mastné kyseliny. Cisty
glycerol se hojné vyuziva v kosmetickém, potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Avsak
jeho purifikace je pfilis draha. Proto se zacalo o surovém glycerolu uvazovat spiSe jako o zdroji

uhliku pro mikrobidlni fermentaci a zacal se vyuzivat k vyrobé riiznych latek, napt. PHA
[19;21;33].
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2.3.6 Sipkovy olej

O sipkovém oleji, jako alternativnim uhlikovém zdroji pro produkci PHA, se sice v zadné
literatufe nepise, ale jelikoz bude v této préci jako alternativni uhlikovy zdroj vyuzit, zatfazuji
ho do této kapitoly.

Ruze sipkova je ketovita rostlina, kterd se vyskytuje v Evropé, severozapadni Africe a Asii.
Stifedem zajmu jsou piedevsim jeji plody, které jsou zdrojem vitaminu C, esencidlnich
mastnych kyselin, polyfenold, tokoferolt a dal§ich nutri¢né¢ vyznamnych latek. Nékteré studie
a diabetes potlacujici ucinky. Proto se Sipky hojné vyuzivaji v potravinafstvi, kosmetice i ve
farmacii. [34;35]

Ptiblizn€ 30 % plodu tvoii zrni¢ka. Ty vznikaji jako odpadni produkt pii vyrobé dzusi,
marmelad nebo ¢ajii. 5-18 % hmotnosti zrnicek tvoii olej, ktery je taktéz bohaty na nutri¢né
vyznamné latky [34;36]. Na obrazku ¢. 6 je zobrazeno schéma zpracovani Sipku.

Plody Sipku ®
Marmelada

-

|~

I ®

Extrakce «» -
o ’

Zmicka sipku (odpad) Sipkovy olej

Obrazek 6: Zpracovani Sipkii, prevzato a upraveno z [34]

Olej se ze seminek standartné dostava lisovanim za studena, nebo extrakci pomoci
rozpoustédel. Obecné je preferovano lisovani za studena. Tento zplsob totiz nezahrnuje
operace s teplem nebo s chemikaliemi, a tak vSechny dilezité latky zustanou zachovany a
vysledkem je olej o vysoké kvalité. Tato metoda ma ale jednu nevyhodu a tou je nizka
vytéznost. DalSi mozZnosti je extrakce pomoci organickych rozpoustédel (napt. hexan). Tato
metoda vyZaduje vysokych teplot a velkého mnoZstvi rozpoustédel. Sice tak 1ze dosdhnout
vysSich vytézka, ale nékteré dilezité latky nemusi ziistat zachovany. Vhodnou alternativou se
ukazala byt extrakce pomoci superkritického COz. Tento zpusob spojuje vyhody ptredchozich
dvou metod. Dostaneme tedy kvalitni olej se vSemi dulezitymi komponenty a zaroven
dosdhneme vysokych vytézku [34;37].

Existuji studie, které se zaobiraji slozenim Sipkového oleje, jejich vysledky se vSak znacné
lisi. Velkou roli zde hraje predev§im zptisob, jakym byl olej ziskan. Sipkové oleje jsou zdrojem
nenasycenych mastnych kyselin, pfedev§im pak kyseliny linolové, linolenové a olejové.
V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny obsahy mastnych kyselin v oleji ziskanych riznym zptsobem.
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Tabulka 2: Obsah nenasycenych mastnych kyselin v sipkovém oleji

Obsah [%]
lisovani za studena [36] extrakce methanolem [35]

Linolova 51.7+0.9 54,05
Linolenova 21.5+0.1 19,37
Olejova 16.3+0.3 19,50

Dale v sipkovém oleji najdeme napiiklad karotenoidy, polyfenoly, fosfolipidy, steroly,
Z nichz nejvice je zastoupen PB-Sitosterol a tokoferoly, z ¢ehoz nejveétsi Cast tvoii y-tokoferoly.
V tabulce ¢. 3 je uvedeno piiblizné slozeni Sipkového oleje.

Tabulka 3: Slozeni sipkového oleje

obsah [g/kg]
latka lisovani za studena [36] extrakce methanolem [35] extrakce hexanem [38]
Steroly 6,49 + 0,32 6,63 £ 0,48 0,40
[-Sitosterol 5,30+ 0,31 5,44 £+ 0,368 81,50
Skvalen (1,11 +0,11)-10™
Tokoferoly 1,12+ 0,02 8,94-10
y-Tokoferoly (7,77 £ 0,09)-10™" 71,00
Karotenoidy (1,08 + 0,07)-10™ (8,63 +£0,53)-10
Polyfenoly (7,84 £ 0,36)-10™ (2,15 +0,28)-10™"
Fosfolipidy 1,40

2.4 Downstream

Technologie downstreamu je kromé substratu dal§im faktorem, ktery znemoznuje $ir$i vyuziti
polyhydroxyalkanoati. Jednak je tento proces technologicky naro¢ny (vysoké pozadavky na
vytéznost a Cistotu) a jednak tvori znacnou Cast vysoké ceny produktu (vysoka energeticka
naroc¢nost, velké mnozstvi rozpoustédel). Obecné se downstream sklada ze tii krok: [25;39]

1) zakoncentrovani biomasy
2) izolace PHA
3) piecisténi produktu [25]

Na obrazku €. 7 je zobrazeno obecné schéma downstrem procesu.
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Obrazek 7: Obecné schema downstream procesu, prevzato z [25]

2.4.1 Zakoncentrovani biomasy

Na pocatku procesu je tieba zahustit fermentacni kapalinu. To se nejCastéji provadi
odstied’ovanim, dale také filtraci nebo lyofilizaci. Pokud mé byt kultiva¢ni kapalina delsi dobu
prechovévana, je potieba ji inaktivovat, aby nedochazelo k rozkladu PHA. Cehoz dosahneme
rychlym zahtatim na teploty kolem 85 °C. Zaroven tak dojde k naruseni membran a diky tomu
je nasledna izolace snadnéjsi [25].

2.4.2 lzolace a purifikace

Existuje cela fada metod izolace PHA. Ty Ize obecné rozdé€lit do Ctyi skupin — extrakce PHA,
chemicka digesce bunéénych komponent, mechanicka izolace a ostatni. Na obrazku ¢. 8 jsou
struéné uvedeny zakladni charakteristiky téchto metod [25].
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Izolacni metody

Extrakcni

Digescni

Mechanické

Vyhody

vysoka Cistota, nizky rozsah
depolymerace, odstranéni
endotoxinu

vysoka Cistota, procesné

jednodussi, mensi mnozstvi

chemikalii

malé mnozstvi chemikalii,

Nevyhody

velké mnozstvi chemikalit,
vysoké energetické naklady,
toxicita

velky rozsah depolymerace®,

mnozstvi odpadu

nizka ¢istota, nizka Gc¢innost

Chemikalie/metoda
chloroform, jina chlorovana
rozpousteédla, alkoholy, ketony®

chlornan sodny, SDS. NaOH,
mineralni kyseliny. enzymy
(alkalaza, lysozym)

homogenizace. mleti,

zanedbatelny rozsah mechanicka izolace,

depolymerace chloroform®
Superkritické nizka toxicita, levné, vysoka nizka Gc¢innost superkriticky CO,. toluen.
extrakce ¢istota NaOH*

*V zavislosti na typu PHA, ®s vyjimkou enzymu, © pro piecisténi PHA, ¢ kosolventy

Obrazek 8: Porovnani riiznych izolacnich metod, prevzato z [25]

2.4.2.1 Extrakce

Pti extrakci dochazi k rozpadu bunék a rozpusténi PHA do vhodného rozpoustédla. Timto
dostaneme NPCM (non-PHA cell material, bunééné zbytky neobsahujici PHA) v roztoku PHA.
Prvnimi vyuzivanymi rozpoustédly byla rozpoustédla chlorovana. Ta narusuji buné¢nou sténu
bakterii a zptistupniuji tak granule PHA. Vyhodou téchto rozpoustédel je vysoka vytéznost a
neposkozeni polymernich fetézcl. Avsak z ekologickych a bezpe¢nostnich duvoda zacala byt
chlorované rozpoustédla nahrazovana méné toxickymi alternativy. Jako vhodna rozpoustédla
pro PHB se jevi dioly, trioly a estery kyseliny malonové [25;39;40].

Nasledné je tieba oddélit NPCM od roztoku PHA. Tyto roztoky maji vysokou viskozitu,
proto je tento proces pomérné problematicky. Obvykle se voli odstted’ovani za velmi vysokych
hodnot G. Ziskame tak dvé faze — organickou fazi obsahujici PHA a vodnou fazi bunék.
Po oddéleni fazi zistavaji ve vodné fazi zbytky extrakéniho ¢inidla, proto je nutné ji dale
zpracovat. Obvyklym zptisobem je vyvateni tohoto podilu ve vodé€. Rozpoustédlo z kondenzatu
se nasledné regeneruje napf. rektifikaci [25].

Existuje nékolik zpusobli ziskani PHA 7z organické faze. Jednim znich je pfidani
precipitantu do roztoku a vysrazeni PHA. Vhodnym sraZecim ¢inidlem pro PHB v chloroformu
mize byt tfeba ethanol, aceton nebo voda. Nevyhodou tohoto procesu je pouziti velkého
mnozstvi precipitantu a nutnost jeho regenerace. Dalsi variantou je odpafeni rozpoustédla. To
se provadi nastfikovanim do sprejové susarny nebo pod hladinu vrouci vody v zasobniku [25].

Hlavni nevyhodou extrakénich metod je vysoka spotieba rozpoustédel a S nimi spojend
ekologickd a bezpec¢nostni rizika. DalSim problémem je extrakce endotoxinii a zbytka
neutilizovanych zivin spolecné s PHA, ty snizuji Cistotu vysledného produktu. Proto jsou jesté
pfed samotnou extrakci PHA zafazovany extrak¢ni kroky pro jejich odstranéni. Nékdy témto
kroktim jesté predchazi dezintegrace bunék. Dale je tu riziko degradace PHA béhem procesu.
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Aby k tomu nedochazelo, je tieba udrzovat teplotu v rozumnych mezich a cely proces by nemél
trvat pfilis dlouho [25].

2.4.2.2 Chemicka digesce bunécnych komponent

Ugelem této metody je zachovani PHA v pevné fazi a rozpusténi NPCM pomoci chemikalii.
Nejcastéji pouzivanou chemikalii je chlornan sodny. Je to silné oxidaéni ¢inidlo schopné
rozpoustét proteiny, lipidy, sacharidy a nukleové kyseliny. Dalsi moznosti jsou hydroxidy nebo
mineralni kyseliny. Pokud jsou ale jejich roztoky pfili§ koncentrované, mize dojit k rozkladu
nejen NPCM, ale i PHA. Tyto metody byly pozdé¢ji nahrazeny aniontovymi (SDS),
kationtovymi (CTAB), neionogenni tenzidy (Triton X-100) a proteolytickymi enzymy.
Molekuly tenzidd se zacleni do bunééné membrany, s jejichZ rostouci koncentraci se zvySuje
objem membrany, ktera nakonec praskne. Detergenty zaroven denaturuji nebo rozpoustéji
proteiny, to usnadiuje rozpad buné¢nych membran [25;39;41].

Ziskame tak suspenzi vodného roztoku ¢inidel, rozpusténych bunéénych slozek, enzymu a
volnych granuli PHA. PHA lze z roztoku odd¢lit odstfed’ovanim, filtraci, nebo samovolnym
usazovanim granuli. Vysledkem je produkt o nizké Ccistoté, ktery je potieba procistit.
K dosazeni co nejvyssi efektivity, je mozné vSechny zminéné postupy vzajemné¢ kombinovat
[25].

2.4.2.3 Mechanicka izolace

Mechanické izolace umoziiuje ziskdni PHA bez pouziti chemikalii. Samotné izolaci ptredchazi
vzdy dezintegrace bun¢k. To se provadi vysokotlakou homogenizaci, mletim, drcenim,
nebo ultrasonikaci. Ziskame tak suspenzi PHA v kapaling, ze které dostaneme PHA naptiklad
pomoci deskového separatoru, kde se oddéli pevna faze od kapaliny. [25]

Touto metodou 1ze dosdhnout vysokych vytézkl s nizkou Cistotou. Proto je nutné ziskany
produkt precistit, a to se provadi extrakénimi metodami. [25]

2.4.2.4 Ostatni metody

Mezi ostatni metody se fadi zejména superkriticka extrakce oxidem uhli¢itym. Pfi této metodé
jsou buiiky vystaveny superkritickému CO2, pod jehoz vlivem dojde k prasknuti bunécné
membrany. Dostaneme tak suspenzi granuli PHA a NPCM, ze které¢ se PHA vyextrahuje
ptislusnym rozpoustédlem. Mnozstvi kone¢ného produktu zavisi na podminkach extrakce
(teplota, tlak, mnozstvi rozpoustédla) a délce Kkultivace. Pro extrakci PHB z Cupriavidus
necator se ukazal byt nejvyhodnéjsi tlak o velikosti 200 atm, teplota 40 °C, extrakce 0,2 ml
chloroformu a 44h kultivace. Pti téchto podminkach bylo dosazeno 89% vytézku. Vyhodou této
metody je mala spotieba organickych rozpoustédel, nizka cena a bezpecnost [25;42].
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3 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je zjistit, zda lze vyuzit odpad z plodu rize Sipkové k produkci

polyhydrohyalkanoatii. V ramci prace byly plnény jednotlivé ulohy:

20

1)

2)

3)

4)

Literarni reSerSe na zadané téma (vyuziti odpadnich zdroji pro produkci
polyhydroxyalkanoati).

Produkce poly(3-hydroxybutyratu) (PHB) pomoci bakterie Cupriavidus necator H16 za
pouziti fruktézy jako uhlikového zdroje a jeji zhodnoceni.

Porovnani produkce PHB pomoci Cupriavidus necator H16 za vyuziti uhlikového
zdroje ziskaného z odpadu z plodu raze Sipkoveé.

Vyhodnoceni vysledkd, jejich diskuze a zavér prace.



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byl vyuzit mikroorganismus Cupriavidus necator H16
(CCM 3726) — Ceska sbirka mikroorganismi, Masarykova univerzita, Brno, Ceské republika.

4.1.2 Pouzité chemikalie

ABTS (Sigma-Aldrich)

Agar powder (Carl Roth GmbH)

Celullase from Trichoderma sp.(> 5 000 units/g) (Sigma Aldrich)
D-frukto6za, p.a. (Lach-Ner)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lach-Ner)
Dusitan sodny (Lachema)

Ethanol (Penta)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Serva)

Glycerin bezvody, p.a. (Lach-Ner)

Heptahydrat siranu hofe¢natého, p.a. (Lach-Ner)
Hexan (Penta)

Hydroxid sodny, p.a. (Lach-Ner)

Chlorid hlinity (Lach-Ner)

Chloroform, p.a. (Lach-Ner)

Izopropanol

Katechin (Verkon)

Kyselina dusi¢na

Kyselina gallova (Loba Chemie)

Nutrient broth (Himedia)

Peroxodisiran draselny

Siran amonny, p.a. (Lach-Ner)

Trolox (Sigma-Aldrich)

Uhli¢itan sodny (Lach-Ner)
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4.1.3 PouZzité pristroje

Centrifuga EBA 200 (Hettich)

Elektricka pec (Lac)

Kapalinovy chromatograf

Magneticka michacka

Oc¢kovaci box Aura Mini (BioAir)

Opticky emisni spektrometr ultima 2 (Horiba Scientific)
Orbitalni tiepacka s inkubaci ES-20 (Biosan)

pH metr InoLab 720 SET (WTW)

Plynovy chromatograf s plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID)
Soxtherm

Spektrofotometr Spekol 1300 (Analytik Jena)
Spektrometr Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific)
Termoblok

Vahy analytické Pioneer (Ohaus)

Vahy laboratorni

Vodni lazen

BéZné laboratorni sklo a vybaveni

4.2 Priprava a charakterizace vzorku z plodu Sipku

Likér

400 g ocisténych, nesusenych a odstopkovanych Sipkil zbavenych zbytkd kvétu (tzv. bubak)
bylo dano do 1 140% vodky a po mésici macerace byl obsah scezen a do filtratu bylo ptidano

100 ml medu. Odpad z macerace se vysusil pii 50 °C a pro dalsi vyuziti se odd¢lili dvé frakce

zrni¢ka a duzina (obrazek ¢. 9).

tekuty podil

I cnzymaticky
3ipek —< hydrolyzat
tuhy podil
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Obrdazek 9: Schéma znazornujict zpracovani Sipku



Piiprava enzymatického hydrolyzatu

Suché duzina z odpadu Sipku po vyrobé likéru se enzymaticky hydrolyzovala pomoci enzymu
celuldza nésledovné: ke 103,41 g suché duziny ziskaného po vyrobé likéru bylo pfiddno 5 ml
enzymu a 460 ml vody. Poté byla tato smés umisténa na tiepacku, kde byla ponechéna 24 hodin
pii teploté 42 °C a 180 rpm. Po uplynuti tohoto Casu byla smés precedéna, oznacena jako
enzymaticky hydrolyzat a zamrazena k dal§imu pouZziti.

Piiprava Sipkového oleje
Sipkové zrni¢ka byla rozemleta v mixéru a nasledné z nich byl extrakci hexanem ziskan olej.
Rozemletd zrnicka byla extrahovana v hexanu pii teplot¢ 170 °C po dobu 1 hodiny

v Soxthermu. Po extrakci byl na vakuové odparce zoleje odpafen hexan. Aby doslo
k dokonalému odpateni hexanu, byl olej ponechan jesté 24 hodin v digestofi.

4.2.1 Stanoveni obsahu cukri pomoci HPLC

Analyzované vzorky byly prefiltrovany pies stiikackovy filtr s velikosti pora 0,45 mm a vhodné
ziedény. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany na kapalinovém chromatografu
s refraktometrickym detektorem na koloné¢ Waters, Carbohydrate Analysis, 3,9x300 mm. Jako
mobilni faze byl pouzit acetonitril a voda v poméru 80:20. Pratok mobilni faze byl nastaven
na 1,2 ml/min. Izokraticka separace probihala pti 40 °C a detekce pii 30 °C.

4.2.2 Stanoveni celkovych polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je smés fosfomolybdenanu a fosfowolframanu. Principem metody
je oxidace hydroxyskupin polyfenoli a soucasna redukce molybdenového kationtu (Mo®)
na molybdeni¢ny (Mo®*) za vzniku molybdeno-wolframového komplexu modré barvy (obrazek
¢. 10). Do smési se také pridava uhli¢itan sodny k vytvofeni alkalického prostiedi, které
podporuje reakci [43].

O\ OH

o) o
AN BN
Na,CO,
—_—
HO OH HO OH
OH OH
0. 0 )
— o\ o}
+ 2Mo®* — + 2Mo* + 2H*
HO OH o} | OH
OH o}

Obrazek 10: Diikaz kyseliny gallové pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla

23



Postup byl realizovan podle skript Praktikum z biochemie: Pracovni sesit [44].
Do zkumavky byl napipetovan 1 ml Folin-Ciocalteuova c¢inidla zfedéného v poméru 1:9
s vodou a 1 ml destilované vody. K tomu bylo ptidano 100 pl vhodné ziedéného vzorku a obsah
zkumavky byl promichan. Po péti minutach stani pti laboratorni teploté byl do zkumavky pfidan
1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Po promichani se nechala tato smés 15 minut stat
pti laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla zméfena absorbance pti 750 nm proti slepému
vzorku. Pro sestaveni kalibracni kiivky byl misto vzorku pouzit roztok kyseliny gallové
0 rtiznych koncentracich.

4.2.3 Stanoveni celkovych flavonoidi pomoci chloridu hlinitého

Principem této metody je tvorba komplext stabilnich v kyselém prostiedi, které vznikaji reakci
chloridu hlinitého s C-4 ketoskupinami a s C-3 nebo C-5 hydroxyskupinami flavoni a
flavonolu. Chlorid hlinity tvoti také komplexy s ortho-dihydroxylovymi skupinami v a- nebo
- kruhu flavonoidu, které jsou v kyselém prostiedi nestabilni [45]. Pribéh reakce je znazornén

na obrazku ¢. 11.
OH o}
\
Al
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Obrazek 11: Diikaz katechinu pomoci AICI3

Postup stanoveni flavonoidi byl téz realizovan podle skript Praktikum z biochemie:
Pracovni sesit [44]. Do zkumavky se napipetovalo 0,5 ml vhodné zfedéného vzorku, 1,5 ml
destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku NaNO>. Po promichani se roztok nechal 5 minut stat pfi
laboratorni teploté. Nasledn€ bylo do zkumavky napipetovano 0,2 ml 10% roztoku AICls.
Obsah zkumavky byl opét promichan a ponechan 5 minut stat. Poté byl pfidan 1,5 ml 1M NaOH
a 1 ml destilované vody. Po promichani a nasledném patnactiminutovém stani pii laboratorni
teploté byla zmétena absorbance pfi 510 nm oproti slepému vzorku. Pii méteni kalibracni
kiivky bylo postupovano stejnym zptisobem s tim rozdilem, ze misto vzorku byl pouzit roztok
katechinu o koncentracich 0,05-0,3 g/I.

4.2.4 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Tato metoda je zaloZena na schopnosti vzorku zhaSet kation-radikal ABTS'™. Vysledna
antioxidacni aktivita vzorku se srovnava s antioxidacni aktivitou standardni latky — Trolox
(kyselina 6-hydroy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2-karboxylova) [44].

Postup byl proveden podle skript Praktikum z biochemie: Pracovni sesit [44]. Radikalovy
kation ABTS"" byl ziskan reakci 7mM roztoku ABTS s 2,45mM peroxodisiranem draselnym.
Ziskany roztok byl ponechan 12 hodin ve tm¢. Pfed samotnym méfenim byl roztok nafedén
ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,70+0,02 pfi 734 nm. Jako blank byl pouZit ethanol
pro UV/VIS. Pii samotném méfeni bylo do zazené kyvety napipetovano 1 ml roztoku ABTS™"
a 10 pl vzorku. Vzorek byl promichén a po 10 minutach byla zmétena absorbance. Absorbance
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vzorku byla ode¢tena od absorbance substratu (1 ml ABTS™" a 10 pl vody, méfeno v Case
0 minut).

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena pomoci Troloxu o koncentracich v rozmezi 50-400 pg/ml.
Trolox byl fedén 60% ethanolem. U méfeni kalibra¢ni kiivky bylo postupovano stejné jako
u méfeni vzorku. S tim rozdilem Ze jako blank byl pouzit 60% ethanol. Absorbance Troloxu
byla odecitana od absorbance substratu (1 ml ABTS™" a 10 ul 60% ethanolu, mé&feno v Case
0 minut).

4.2.5 Stanoveni obsahu barviv

Z divodu naro¢nosti byl obsah barviv stanoven pouze v Sipkovém oleji. Tato analyza byla
provedena pomoci kapalinové chromatografie. Vzorek byl pfed samotnou analyzou upraven
nasledujicim zptisobem. K oleji byl pfidan hexan a byl odpafen ve tmé pii 40 °C. Nasledn¢
K tomu byly pfidany 2 ml smé&si ethylacetat-acetonitril v poméru 1:2. Tato smés byla
prefiltrovana pies PTFE filtr do vialky a nasledné probéhla analyza.

4.2.6 Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Obsah mastnych kyselin byl stanoven na kapalinovém chromatografu. Ptiprava vzorku byla
nasledujici. Ke 2 ml oleje byly pfidany 2 ml hexanu. Tato smés byla po dobu 5 minut tfepana
na vortexu a nasledné byla zcentrifugovana. Horni hexanova faze byla odpipetovana do vialky
a nasledné odpatrena. Potom k tomu bylo pfidano 1,8 ml transesterifika¢ni smési a nechalo se
to 2 hodiny pti 87 °C. Po 2 hodinach byla smés ptelita do Sml vialky s 0,5 ml NAOH a 1 ml
hexanu na HPLC. Vzorek byl opét protfepan na vortexu a 0,1 ml horni faze bylo odebrano do
vialky, kam bylo jesté ptidano 0,9 ml hexanu.

4.2.7 Stanoveni obsahu mineralnich latek

Obsah mineralnich latek byl stanoven pomoci optického emisniho spektrometru
s koncentrickym zmlZzova¢em typu mainhard a s cyklonovou mlznou komorou. Jako pracovni
plyn byl pouzit argon. V tomto pfipad¢ byla kvili narocnosti ptipravy vzorkd provedena
analyza pouze Sipkovych zrnicek a Sipkové duziny se slupkou.

Ptfed samotnou analyzou byly plody Sipku vysuSeny a po vysuseni byly odd€leny zrnicka
od duziny. Do vyzihanych zihacich kelimki (byly zihany 30 minut pii 550 °C) bylo navazeno
ptiblizné 1,5 g zrni¢ek anebo duziny. Nasledné byl obsah kelimkd spalen v elektrické peci
pii 550 °C po dobu 4 hodin. Ziskany popel byl kvantitativné pteveden do 25ml odmérnych
ban¢k s IM kyselinou dusi¢nou. Takto ptfipravené vzorky byly ponechany 15 minut pod
ultrazvukem, aby se obsazeny popel zcela rozrusil. Po uplynuti této doby byly vzorky jeste
prefiltrovany a nasledn¢ probéhla samotné analyza.

Pti sestavovani kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny roztoky mineralti v 1M kyselin€ dusicné.
V ptipad¢ n¢kterych makroprvkt (Mg, Na, P) byly nachystany roztoky o koncentracich 1; 2,5
a 5 mg/l, u zbylych makroprvki (Ca, K) to bylo 25; 50 a 100 mg/I1. V ptipad€ mikroprvki (Cu,
Fe, Mn, Zn) m¢ly kalibra¢ni roztoky koncentrace 0,25; 0,5 a 1 mg/I.
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Vlnové délky, pii kterych byly jednotlivé prvky analyzovany a nastaveni spektrometru jsou
uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 4: Vinové délky pro detekci jednotlivych prvki

vinova
délka [nm]
vapnik | 393,366
draslik 766,490
hoi¢ik | 258,213
sodik 588,995
fosfor 214,914
zinek 206,191
mangan | 257,610
zelezo 259,940
méd’ 327,396

prvek

Tabulka 5. Nastaveni spektrometru

spole¢né nastaveni

rychlost otacek pumpy 16 rpm
tlak ve zmlzovaci 2,98 bar
prittok plynu ve zmlzovaci 0,83 ml/min

mikroprvky
prittok plazmového plynu |14 Vmin
prittok stiniciho plynu 0,25 Vmin
prittok pomocného plynu (0,20 Vmin
piikon 1300 W

makroprvky
prittok plazmového plynu |14 Vmin
prittok stiniciho plynu 0,80 Vmin
prittok pomocného plynu (0,20 Vmin
piikon 1100 W

4.3 Kultivace mikroorganismu Cupriavidus necator za vyuZiti meziproduktu
Z plodu Sipku

Veskera prace s mikroorganismy probihala asepticky Vv laminarnim boxu. VSechna pouZzita
média byla sterilizovana v parnim hrnci pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut. Média obsahujici
redukujici sacharidy, byla sterilizovana pii teploté 100 °C po dobu 30 minut.

Uchovavani

Cupriavidus necator byl uchovavan v kryozkumavkach a na agarovych plotnach. K ptipraveé
agarovych ploten bylo ptipraveno médium s obsahem nasledujicich slozek:

Nutrient Broth 25 g/l
Agar powder 17 g/l
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Tato smés byla vylita do Petriho misek a po ztuhnuti byly misky naockovany. Takto
pripravené misky byly ponechany 24 h v inkubatoru pfti teploté¢ 30 °C. Po uplynuti této doby
byly skladovany v lednici.

Pii ptipravé kryozkumavek se postupovalo nasledovné. Do kryozkumavky bylo
napipetovano 0,5 ml 30% roztoku glycerolu a k tomu byl pfiddn 1 ml inokula narostlého
za 24 hodin. Kryozkumavky byly poté uchovavany v mrazaku pii teploté -80 °C.

Médium pro pripravu inokula

K ptipravé 100 ml inokula bylo pouzito 2,5 g komplexniho média Nutrient Broth (NB) with
1% Peptone, které obsahuje:

Pepton 10 g/l
Kvasniény extrakt 10 g/l
NaCl 54g/l

Produkéni médium
K produkéni kultivaci bylo piipraveno mineralni médium s obsahem téchto latek:

(NH4)2S04 39/l

KH2PO4 1,02 g/l
NaHPO4-12H20 11,1 g/l
MgSO4-7H20 0,2 g/l

Roztok mikroelementa 1 ml/I

Roztok mikroelementt obsahoval v 0,1M HCI nasledujici:

FeCls 9,7 g/l
CaCl, 7.8 g/l

CuS04-5H,0 0,156 g/l
CoCl; 0,119 g/l
NiCl 0,118 g/l
crCl, 0,062 g/l

Jako zdroj uhliku byla pouzita fruktéza, Sipkovy olej, enzymaticky Sipkovy hydrolyzat, nebo
hydrolyzat v kombinaci s fruktézou v riznych pomérech. Konkrétni koncentrace uhlikovych
zdrojii v jednotlivych experimentech jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 6: Koncentrace uhlikovych zdrojii V jednotlivych experimentech

_ fruktoza | sipkovy | UKV
experiment [o/1] olej [9/1] enzymatickém

hydrolyzatu [g/1]

1 20 - -

2 - 20 -

3 - - 20

4 10 - 5

5 10 - 10

6 10 - 15

7 10 - 20

Kultivace

Veskeré kultivace byly vedeny jako submerzni batch kultivace. K vysterilizovanému
mineralnimu médiu byl asepticky pfidan roztok mikroelementti a uhlikovy zdroj tak, aby
kone¢ny objem ¢inil 100 ml. Nasledné bylo k takto ptipravenému médiu pfidano 10 ml inokula.

Kultivace inokula i kultivace produk¢ni probihala v objemu 100 ml média ve 250ml
Erlenmayerovych bankéch na tfepacce za stejnych podminek, a to pfi teploté 30 °C a otackach
180 rpm. Jen doba kultivace byla rizna. Inokulum se kultivovalo 24 h a produkéni kultivace
byla ukon¢ena po 72 h.

4.4 Vyhodnocovani kultivaci
Stanoveni mnoZstvi biomasy spektrofotometricky

Abychom zjistili hustotu kultury, byly v pribéhu kultivace kazdych 24 hodin odebirany vzorky.
Ty byly vhodné ziedény a byla zméfena jejich absorbance pti 630 nm proti destilované vodé.

Stanoveni mnoZstvi biomasy gravimetricky

Pro ptesnéjsi vysledky bylo mnozZstvi biomasy uréeno gravimetricky. Na konci kazdé kultivace
bylo odebrano piesné 10 ml vzorku. Vzorek byl zcentrifugovan pii 5000 rpm po dobu 5 minut
a precistén destilovanou vodou a znovu zcentrifugovan. Nésledné byl tuhy podil po centrifugaci
suSen v suSarné pfi teploté 70 °C, po usuSeni byl vzorek zvaZen na analytickych vahach.

Mnozstvi PHA

Koncentrace PHA v biomase byla uréena pomoci plynového chromatografu s plamenovym
ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Ped samotnou analyzou bylo nutné vzorek upravit. Nejprve
bylo na analytickych vahach navazeno 8—11 mg biomasy do krimpovacich vialek. K biomase
byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifika¢ni smési (15% kyselina sirova v methanolu)
S vnitinim standardem (5 mg/ml kyseliny benzoové). Tato smés byla v uzavienych vialkach
esterifikovana v termobloku po dobu 3 hodin pti 94 °C. Po esterifikaci byl obsah pfeveden
do velké Sroubovaci vialky, do které bylo piidano 0,5 ml 50mM NaOH. Po protiepani se
ve vialce oddélily dveé faze. Ze spodni chloroformové faze bylo odebrano 50 pl do malé
Sroubovaci vialky s 900 pl izopropanolu. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny analyze
[46].
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MnoZzstvi zbytkového cukru

V prabéhu kultivaci byly kazdych 24 hodin odebirany vzorky, ve kterych byla stanovena
koncentrace redukujicich sacharidi. Z toho bylo mozno pozorovat, jak bakterie spotiebovavaji
uhlikovy zdroj. Zbytkovy cukr byl stanoven stejnym zpusobem jako cukr v Sipkovych
produktech. Postup je uveden v kapitole 4.2.1.

4.5 lzolace a charakterizace PHA z biomasy

PHA bylo z vysuSené biomasy extrahovano chloroformem, postup byl nasledujici. Biomasa
byla prevedena do Erlenmeyerovy banky a ktomu byl pfidan chloroform v mnozstvi
odpovidajici 200 ml chloroformu na 1 g biomasy. Takto pfipravena smés byla 1 hodinu michéna
na magnetické michacce pii 60 °C. Po uplynuti 1 hodiny, byla smés piefiltrovana a filtrat byl
postupné nalit do studeného ethanolu, kde se vysrazel polymer. Precipitat polymeru byl
ptefiltrovan a zlyofilizovan.

K identifikaci strukturnich jednotek a funk¢nich skupin polymeru byla vyuzita infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy).
Mg¢fteni bylo provedeno za laboratorni teploty na ATR krystalu. FTIR spektrum bylo méfeno
v rozmezi 4000400 cm™ se spektralnim rozlisenim 4 cm™ a celkovym poétem akumulovanych
skent 128.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakteristika uhlikovych zdroji

Jako zdroj uhliku byl pouzit 1) olej z Sipkovych zrnicek (olej) a 2) enzymaticky hydrolyzat
(hydrolyzat) zbylych casti Sipkt, které byli pouzit¢é pro vyrobu. Veskeré vysledky
Vv nasledujicich kapitolach jsou vztazeny na 100 g suchého plodu Sipku.

Sipky, které byly pouzity, obsahovaly v suchém stavu 49,60 hm. % zrni¢ek. 6,96 %
hmotnostniho obsahu téchto zrnicek tvoftil olej, coz se moc nelisi od toho, co ve své praci
uvadi Zlatanov [38]. Zlatanov [38] provedla extrakci oleje pomoci organického rozpoustédla
(hexanu), tedy stejn¢ jako bylo provedeno v této praci. Olej, ktery Zlatanov [38] ziskala, tvofil
8,2 hm. % Sipkovych zrni¢ek. Naptiklad ale Szentmihalyi et al. [47] provedla taktéz extrakci
pomoci hexanu a olej, ktery dostala, tvotil pouze 4,85 hm. % Sipkovych zrnicek. VSechny tyto
oleje byly sice ziskdny pomoci hexanu, ale extrakéni podminky nebyly uplné stejné, a to je
pravdépodobné hlavni ditvod, pro¢ se procentudlni zastoupeni oleje v zrnickach 1isi. Rozdily
by také mohly byt zptisobeny tim, ze Sipky pochdzi z riiznych lokalit.

5.1.1 Obsah cukru

Obsah cukrii v Sipkovych produktech byl stanoven pomoci HPLC. V tomto piipad¢ byly
analyzovany pouze enzymaticky hydrolyzat a likér. Bylo zji$téno, Ze v Sipkovych produktech
se nachazi fruktdza a glukdza. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce ¢. 7.

Tabulka 7: Obsah cukrii v Sipkovém hydrolyzatu a likéru

hydrolyzat |  likér
fruktoza Eg/lll\(;(z)oéilljl]chého plodu Sipku] 2:2 ig:i
glukéza EZ//II\(;E)OQ(si]chého plodu Sipku] 1;:i 4313
celkem Eg/la\(;(z)oéii]che’ho plodu 3ipku] 28:8 23:8

Celkové je na cukry bohatsi likér nez hydrolyzat. likér obsahuje 89,0 g/1 cukrti a hydrolyzat
20,0 g/l. Po piepocitani na 100 g Sipku je to 20,0 g/100 g sacharidu v likéru a 9,0 g/100 g
v hydrolyzatu. Zaroven se analyzované produkty 1isi ve vice zastoupeném sacharidu. Zatimco
hydrolyzat obsahuje vice glukozy nez fruktdzy, u likéru je tomu naopak. Obsah cukrii v obou
produktech je o néco nizsi nez v plodu rize Sipkové podle Cunja et al. [48] (25,9-48,0 g/100 g).
Obsah cukru zavisi predevsim na fazi zralosti, ve které se plody nachazi.

5.1.2 Obsah celkovych polyfenolu a flavonoidii

Obsah polyfenolt a flavonoidii byl stanoven spektrofotometricky. Obsah téchto latek byl
stanoven ve vSech Sipkovych produktech. Vysledky jsou zobrazeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 8: Obsah celkovych polyfenolii a flavonoidii v Sipkovém oleji, hydrolyzdtu a likéru
olej hydrolyzat likér

[g GAE/I vzorku] 2,04+0,97 [6,05£0,27 [12,36+0,79
[g GAE/100 g suchého plodu §ipku] |0,01+0,00 |2,72+0,12 |2,78+0,20
[g CAE/I vzorku] 1,56+0,47 [1,55+0,21 |4,57+0,05
[g CAE/100 g suchého plodu sipku] |0,01+0,00 |0,70+=0,10 [1,10+0,01

polyfenoly

flavonoidy

Nejvice polyfenoli obsahuje likér (12,36 g GAE/I), asi o polovinu mén¢ jich najdeme
Vv hydrolyzatu (6,05 g GAE/l) a nejméné v oleji (2,04 g GAE/Il). Kdyz vztahneme obsah
polyfenolt na 100 g bezvodého Sipku, bude mit likér ptiblizné stejné hodnoty jako hydrolyzat.
Grajzer et al. [49], konkrétné 0,00868 g GAE/100 g. Olej, se kterym pracoval Ilyasoglu [35],
byl na polyfenoly o néco bohatsi. Jeho olej obsahoval 0,02154 g GAE/100 g celkovych
polyfenolt. Cunja et al. [48] stanovil obsah polyfenolt v plodech Sipku na 1,23-1,57 g
GAE/100 g, coz je asi 0 polovinu mén¢, nez obsahoval hydrolyzat likér. Zaroven je to ale
nékolikanasobné vice nez v oleji.

Co se tyce flavonoidd, jejich obsah v oleji (1,56 g CAE/]) je téméf stejny jako v hydrolyzatu
(1,55 g CAE/N). Likér je na flavonoidy o néco bohatsi (4,57 g CAE/1). Po piepocitani na 100 g
bezvodého Sipku, ¢ini obsah flavonoidua v oleji 0,01 g CAE/100 g. To je o néco vice, nez uvadi
Grajzer et al. [49] (0,00116 g CAE/100 g). Po piepocitani ¢ini obsah flavonoidd v hydrolyzatu
0,70 g CAE/100 g a v likéru 1,10 g CAE/100 g. Cunja et al. [48] ve své praci uvadi, ze plody
ruze $ipkové obsahuji 0,01180-0,03094 g CAE/100 g flavonoidt, coz je opét mensi hodnota
nez u hydrolyzatu a likéru, ale je to vice nez u oleje.

5.1.3 Antioxidaé¢ni aktivita

ProtoZe Sipek obsahuje rizné latky, které maji antioxidacni Gcinky (polyfenoly, flavonoidy,
karotenoidy, kyselina askorbova a nékteré enzymy), byla stanovena antioxidaéni aktivita
Sipkovych produkti [44]. Antioxidacni aktivita byla vztazena na ekvivalentni mnozstvi
standardu (Troloxu, TE). Vysledky jsou zobrazeny v tabulce ¢. 9.

Tabulka 9: Antioxidacni aktivita Sipkového oleje, hydrolyzatu a likéru

olej hydrolyzat likér
antioxida¢ni aktivita [mmol TE/l vzorku] 1,93+0,01 |{2,03+0,01 1,25+0,01
antioxida¢ni aktivita [mg TE/100 g suchého plodu Sipku] [1,96+0,01|227,97+1,47|70,18+0,61

Nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazuje hydrolyzat (2,03 mmol TE/1), nasleduje olej
(1,93 mmol TE/l) a nakonec likér (1,25 mmol TE/l). Vzhledem k tomu, Ze na polyfenoly a
flavonoidy je likér bohatsi nez ostatni dva produkty, je pravdépodobné, ze ostatni latky
zpusobujici antioxida¢ni vlastnosti, jako je kyselina askorbova nebo karotenoidy, ziistaly z vétsi
¢asti v Sipku, tedy nepiesly pii maceraci do ethanolu. Kdyz vSak vysledky piepocitame na 100 g
suchého Sipku, zjistime, ze 1 tak nejvyssi aktivitu vykazuje enzymaticky hydrolyzat
(227,97 mg TE/100 g), ale za nim je likér (70,18 mg TE/100 g) a nakonec olej
(1,96 mg TE/100 g). Z toho vyplyva, ze duzina se slupkou, ze kterych byl vyroben hydrolyzat,
obsahuje vice aktivnich latek nez Sipkova zrnicka, ze kterych byl ziskan olej. Prepocitame-li
antioxidac¢ni aktivitu oleje na mmol TE/kg oleje, dostaneme hodnotu 2,27 mmol TE/kg, coz je
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skoro stejna hodnota jako stanovil Grajzer et al. [36]. Ten stanovil antioxida¢ni aktivitu
Sipkového oleje na 2,53 mmol TE/kg a 3,00 mmol TE/Kg. Protoze je antioxida¢ni aktivita dana
obsahem latek jako jsou napiiklad celkové polyfenoly nebo karotenoidy, jejichz obsah v Sipku
zavisi na oblasti, ve které Sipek rostl, budou pravdépodobné rozdily zptisobeny prave tim.

5.1.4 Obsah barviv

Obsah barviv v sipkovém oleji byl stanoven pomoci kapalinové chromatografie. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce ¢. 10.

Tabulka 10: Obsah barviv v sipkovém oleji

. .| [mg/100 g suchého
[mg/g oleje] plodu Sipku]

betakaroten 1,71 8,13
neoxanthin 0,53 2,50
violaxanthin 0,15 0,70
lutein 1,23 5,83
celkové karotenoidy 4.47 21,27
ubiquinon 1,17 5,58
chlorofyl A 0,04 0,19

Co se tyce barviv, je Sipkovy olej nejvice bohaty na betakaroten (1,71 mg/g oleje) a lutein
(1,23 mg/g oleje). Ob¢ tyto latky se fadi mezi karotenoidy, jejichz celkova koncentrace ¢ini
4,47 mg/g oleje. Sipkovy olej obsahuje také pomérné dost ubiquinonu (1,17 mg/g oleje). Tento
olej obsahuje vice karotenoidii nez olej Szentmihalyi et al. [47], jehoz koncentrace celkovych
karotenoidi byla stanovena na 0,1375 mg/g. Podobné je to s obsahem chlorofyld. V nasem oleji
byl detekovan pouze chlorofyl A, jehoz obsah ¢ini 0,039 mg/g. Grajzer et al. [49] stanovil obsah
chlorofyll v Sipkovém oleji na 0,00086 mg/g, coz je o poznani méné. Obsah pigmenti v Sipku
opét zavisi na podminkéch, ve kterych Sipek vyrostl a kdy byly jeho plody sklizeny.

5.1.5 Obsah mastnych Kkyselin

Jednotlivé mastné kyseliny a jejich zastoupeni v Sipkovém oleji je zobrazeno v tabulce ¢. 11.
Celkovy obsah mastnych kyselin v oleji byl stanoven na 8518 mg/I (34,05 mg/100 g Sipku).
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Tabulka 11: Obsah mastnych kyselin v Sipkovém oleji

. mg/100 g suchého
SFA [mg/l oleje] %] [ g}ilodué;ipku]
kaprinova 26,09 0,31 0,11
palmitova 67,82 0,80 0,27
stearova 269,12 3,16 1,09
SFA celkem 363,03 4,26 1,47
MUFA
palmitoolejova 86,07 1,01 0,35
olejova 1387,87 16,29 5,62
MUFA celkem 1473,95 17,30 5,97
PUFA
linolova 4148,68 48,70 16,80
alfa-linolenova 2532,34 29,73 10,26
PUFA celkem 6681,03 78,43 27,06

Nejvice jsou v Sipkovém oleji zastoupeny polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), které
tvoii 78,43 % celkového obsahu mastnych kyselin. Nasleduji mononenasycené mastné kyseliny
(MUFA), kterych je v oleji 17,30 %. A nejméné je v oleji nasycenych mastnych kyselin (SFA),
téch tam najdeme 4,26 %. Sipkovy olej je bohaty piedeviim na kyselinu olejovou (16,29 %),
linolovou (48,70 %) a alfa-linolenovou (29,73 %). Stejné to bylo u oleji, které analyzovali
Ilyasoglu [35] a Grajzer et al. [49]. Pomér téchto tii kyselin nebyl sice stejny, ale nejvice
obsazenou kyselinou je ve vSech tifech pfipadech kyselina linolova. U Ilyasoglu [35] je to
54,05 % a u Grajzer et al. [49] 51,7 %. Druhou nejzastoupengjsi kyselinou je v mém piipadg, a
I v ptipadé Grajzer et al. [49], kyselina linolenova. Jeho olej obsahoval 21,5 % kyseliny
linolenové a 16,3 % kyseliny olejové. Ilyasoglu [35] detekoval ve svém oleji 19,37 % kyseliny
linolenové a 19,50 % kyseliny olejové, coz je jen o trochu vice. Tyto rozdily budou
pravdépodobné zpiisobeny tim, Ze Sipky, ze kterych byl olej ziskan, pochazi z riznych oblasti.
Obsah mastnych kyselin zavisi na podminkach, ve kterych dany Sipek vyrostl.

5.1.6 Obsah mineralnich latek

Sipek je bohaty i na rizné mineralni latky. V této praci byl stanoven obsah pouze nékterych
(Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe, Mn, Zn), vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 12.

Tabulka 12: Obsah minerdlnich latek v Sipkovych zrnickdach a duziné se slupkou

zrni¢ka | duzinatslupka
vapnik [mg/100 g suchého plodu Sipku] |337,3+14,8|674,8+27,7
draslik [mg/100 g suchého plodu Sipku] ]393,3+8,8 [1414,1+10,9
hot¢ik [mg/100 g suchého plodu Sipku] |137,8+£2,0 |276,2+34,8
sodik [mg/100 g suchého plodu Sipku] 11,1£2,7 [19,0+0,3
fosfor [mg/100 g suchého plodu Sipku] [198,6+13,2 (150,2+£39,3
meéd’ [mg/100 g suchého plodu sipku] 0,6+0,1 0,3+0,1
zelezo [mg/100 g suchého plodu Sipku] |1,6+0,1 0,3+0,0
mangan [mg/100 g suchého plodu Sipku] | 1,3+0,1 2,1+0,2
zinek [[mg/100 g suchého plodu Sipku] ]0,4+0,1 0,2+0,00
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Celkovy obsah mineralli je v duzin¢ se slupkou vyssi nez v zrnickdch. Ale koncentrace
nekterych prvki je vyssi v zrnickach nez ve zbytku Sipku. Konkrétné se jedné o fosfor, méd,
zelezo a zinek. Nejvice zastoupenym prvkem je v obou piipadech draslik. V zrni¢kach ho je
ptitomno 137,8 mg/100 g a v duziné¢ se slupkou 1414,1 mg/100 g. Popovié-Djordjevi¢ et
al. [50] a Kazaz et al. [51] ve svych pracich uvadi, Ze nejvice zastoupenym prvkem v duzing se
slupkou je draslik a potom vapnik, ale v zrni¢kach je to vapnik a za nim draslik. Co se tyce
obsahu mikroprvki, tak tam uZz se zastoupeni mezi jednotlivymi ¢astmi Sipku 1i8i. Zatimco
v zrni¢kach je nejvice obsazeno Zelezo (1,6 mg/100 g), v duziné se slupkou je to mangan
(2,1 mg/100 g). V zrni¢kach je potom mangan s koncentraci 1,3 mg/100 g na druhém misté.
V duzin¢ se slupkou je druhym nejvice zastoupenym mikroprvkem zelezo (0,3 mg/100 g). To
se opét lisi s tim, co zjistili Popovi¢-Djordjevi¢ et al. [50] a Kazaz et al. [51]. Podle nich je
Vv zrni¢kach i v duzin¢ se slupkou nejvice zastoupenym mikroprvkem mangan. Kazaz et al. [51]
potom urcil Zelezo jako druhé nejzastoupenéjsi. Popovié-Djordjevi¢ et al. [50] taktéz stanovil
koncentraci zeleza v zrni¢kach jako druhou nejvétsi. V duziné se slupkou byl ale vyssi obsah
boru, ktery v této praci nebyl stanoven a Zelezo je az po ném. Vysledky od Popovié¢-Djordjevi¢
et al. [50] a Kazaz et al. [51] jsou pro porovnani uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka 13: Vysledky z praci od Popovié-Djordjevic et al. [50] a Kazaz et al. [51]

Popovi¢-Djordjevic et al. [50] Kazaz et al. [51]

zrni¢ka duzina+slupka zrnika duZzina+slupka
vapnik [mg/100 g] |356,70+56,40 [504,20+165,50  {380,00+10,05]630,10+12,33
draslik [mg/100 g] [249,40+39,30 |895,30+211,80 [323,10+7,34 [914,00+14,36
hoi¢ik [mg/100 g] |84,80+12,70 |167,00+65,50 96,50+2,35 [165,20+5,35
sodik [mg/100 g] - - 9,80+0,31 14,90+0,53
fosfor [mg/100 g]  |117,8018,60 |87,20+36,10 128,20+3,90 |101,00+2,82
med’ [mg/100 g] 0,42+0,02 0,16+0,10 0,60+0,02 0,40+0,01
zelezo [mg/100 g] |1,59+0,26 0,39+0,18 1,50+0,02 2,70+0,09
mangan [mg/100 g] |1,78+0,64 2,55+0,79 1,90+0,05 3,20+0,01
zinek [mg/100 g]  |0,35+0,49 0,11+0,08 1,40+0,03 1,00+0,03

5.2 Kultivace na odpadnich uhlikovych zdrojich ze Sipku

V prvni sérii kultivaci byl jako zdroj uhliku pozit olej, hydrolyzat a pro porovnani fruktdza,
ktera se pouziva standardné pro kultivaci bakterie Cupriavidus necator H16. Kultivace
probihaly ve 250ml Erlenmeyerovych banikach po dobu 72 hodin. Vysledky jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 14 a grafické znazornéni je zobrazeno na obrazku ¢. 12. Nejvice biomasy a PHB
bylo vyprodukovano z oleje. Konkrétné bylo z oleje ziskano 6,20 g/l produktu. Olej se tedy
VvV tomto piipadé ukazal byt nejvhodnéj$im substratem pro produkci PHB. Naopak nejnizsi
vytézky (0,12 g/l PHB) byly ziskany z hydrolyzatu, a to az nékolikanasobn¢ niz§i v porovnani
s fruktozou a olejem. Je zajimavé, Ze zoleje bylo vyprodukovdno i malé mnoZstvi
hydroxyvaleratu.
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Tabulka 14: Vysledky kultivaci na odpadnich sipkovych vzorcich

uhlikovy zdroj biomasa | o5 rog1 | pHB [ | HV [ | PHBY
[9/1] (91
20 g/ fruktoza 8,90+0,37 (61,58+2,315,48+0,07 - -
20 ¢/l olej 10,82+0,44(57,349,94(6,20+0,82(0,03+0,01(6,23+0,82
20 g/l cukry v hydrolyzatu (2,92+0,40 (3,96+1,19(0,12+0,05 - -
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Obrazek 12: Graficke znazornéni vysledkit kultivaci na odpadnich Sipkovych produktech

V tabulce ¢. 15 jsou pro porovnani olejti jako uhlikovych zdroji uvedeny vysledky kultivace
na Sipkovém oleji a vysledky kultivaci od Kovalcik et al. [52], kde byl jako zdroj uhliku pouzit
olej z hroznovych zrni¢ek, olej z kavové sedliny a slune¢nicovy olej po smazeni. Na obrazku
¢. 13 je zobrazeno grafické znazornéni tohoto porovnani. Kultivace od Koval¢ik et al. [52]
probihaly za stejnych podminek jako kultivace Vv této praci. Kdyz tedy porovname tyto
vysledky, zjistime, Zze co se mnozstvi vyprodukovaného PHB tyce, jsou na tom vSechny oleje
velmi podobné. Koncentrace ziskaného produktu se ve vSech ptipadech pohybuje v rozmezi
6,1-6,4 g/l. Da se tedy fict, Ze olej z Sipkovych zrnicek se jako substrat od ostatnich oleju pfilis
nelisi a je tedy vhodnym zdrojem uhliku pro produkci PHB.

Tabulka 15: Porovnani olejii jako uhlikovych zdrojii

b"[’gn;asa PHB [%] |PHB [g/]
olej z hroznovych zrni¢ek 8,3+0,1 |76,8+5,8 [6,4+1,9
olej z kavové sedliny 10,0+0,4 [65,3+1,0 [6,5+0,7
slune¢nicovy olej po smazeni |8,6+0,2 |(70,4+£2,4 |6,1+0,1
olej z Sipkovych zrni¢ek 10,8+0,4 [57,3+0,0 |6,2+0,8
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Obrazek 13: Graficke znazornéni vysledkii kultivaci na riznych olejich jako zdrojich uhliku

5.3 Chemicka analyza PHB ziskaného z kultivace na oleji

Ziskany produkt byl podroben analyze pomoci FTIR. Tato analyza potvrdila, ze se opravdu
jedna o PHB. Na obrazku ¢. 14 je zobrazena fotografie vyprodukovaného PHB a grafické
znazornéni FTIR spektroskopie. Charakteristické piky byly porovnany s literaturou [53].

normalizovana absorbance [a.u.]

2970
D J

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
vinoget [em!] b

Obrazek 14: a — ziskané PHB, b — grafické zndzornéni FTIR spektrometrie pro PHB

Veskeré charakteristické piky a k nim nalezejici vazby jsou uvedeny v tabulce ¢. 16. Nejvice
intenzivni je absorpéni pas lokalizovany okolo 1720 cm™, ten odpovida symetrické vibraci
vazeb C=0 v alifatickych esterech. Pomérné dost intenzivni je také pas nachazejici se v oblasti
kolem 1053 cmL, této oblasti se piifazuje vibrace vazeb O-C-C nasycenych alifatickych esterd.
O trochu méné intenzivni pas v oblasti 1273 cm™ se pfipisuje symetrické vibraci C-O vazeb
alifatickych esterti.
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Tabulka 16: Hodnoty vinoctii a jejich odpovidajici vazby

vinocet [cm‘l] odpovidajici vazba
2970 symetricka C-H vazba methylovych skupin
2931 asymetricka C-H vazba methylovych skupin
1720 symetricka C=0 vazba alifatickych estert (krystalicka forma PHB)
1454 asymetricka C-H vazba methylovych a methylenovych skupin
1377 symetricka C-H vazba methylovych skupin (deStnikovy efekt -CHj skupin)
1273 symetrickd C-O skupina alifatickych estert (krystalicka forma PHB)
1261 symetricka C-O skupina alifatickych esterti
1223 symetrickd C-O skupina alifatickych estert (krystalicka forma PHB)
1176 asymetricka C-O-C skupina alifatickych esterii (amorfni forma PHB)
1126 symetricka C-O-C skupina alifatickych esterti
1099 asymetricka O-C-C skupina nasycenych alifatickych estert
1053 O-C-C vazby nasycenych alifatickych estert
980 C-C vazby tvorici zakladni fetézec (krystalickd forma PHB)

Absorpéni pasy lokalizované kolem hodnot vinogétu 1720, 1273, 1223 a 980 cm™ se ptitazuji
krystalické form& PHB. Absorpéni pasy nachézejici se pti hodnotidch 1184 a 1126 cm™ se
naopak ptifazuji PHB, které se nachazi ve formé amorfni. Z poméru Ic-o/l-cHo- (pomér intenzity
pii vinodtu 1226 cm™ a 1454 cm?), 1ze vypoditat index krystalinity, jehoz hodnota je v tomto
ptipadé 3,36. PHB, které analyzovala Kovalcik et al. [53], mé&lo index krystalinity 3,87. Tyto
dv¢ hodnoty se piili$ nelisi.

5.4 Kultivace na fruktéze v riizném poméru s enzymatickym hydrolyzatem

Kviili nizkym vytézkiim z hydrolyzéatu byla v dalsi sérii kultivaci pouZita jako uhlikovy zdroj
fruktéza v rizném pomeéru s enzymatickym hydrolyzatem. Kultivace probihaly za stejnych
podminek jako kultivace v prvni sérii. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 17 a grafické
znézornéni je na obrazku ¢ 15. Nejvice PHB bylo vyprodukovano z média obsahujici 10 g/l
fruktozy a 5 g/l cukrii z hydrolyzatu. Konkrétné bylo z tohoto média ziskano 0,60 g/l PHB.
malé. Mizeme také vidét, ze v tomto médiu vyrostlo nejméné biomasy. Naopak nejvice
biomasy bylo vyprodukovano v médiu s 10 g/ fruktézy a 15 g/l cukrti z hydrolyzatu. Zaroven
ziskano 0,54 g/l PHB. Kdyz tyto vysledky porovname s kultivaci, kde byl jako zdroj uhliku
pouzit pouze enzymaticky hydrolyzat, zjistime, Ze z hlediska vytéznosti produktu i biomasy, je
na tom samotny hydrolyzat nejhiife. I kdyz je na tom kombinace hydrolyzatu s fruktézou o néco
1épe nez samotny hydrolyzat, ziskané vytézky jsou i tak pfilis nizké.

Tabulka 17: Vysledky kultivaci na fruktéze v riizném poméru s enzymatickym hydrolyzdtem

uhlikovy zdroj b'cEg”/‘;]isa PHB [%] | PHB [g/1]
10 g/l fruktoza + 5 g/l cukry v hydrolyzatu |2,7540,30|21,48+8,6]0,60+0,30
10 g/l fruktoéza + 10 g/l cukry v hydrolyzatu |5,26+0,23(4,21+0,82(0,22+0,03
10 g/l fruktoza + 15 g/l cukry v hydrolyzatu |7,74+0,58|6,58+0,00|0,54+0,00
10 g/l frukt6za + 20 g/l cukry v hydrolyzatu |3,18+0,015,49+0,22(0,17+0,01
20 g/l cukry v hydrolyzatu 2,92+0,40(3,96+1,19(0,12+0,05

37



koncentrace [g/1]

10 g/l fruktoza + 5 10 g/l fruktéza + 1010 g/l fiuktéza + 1510 g/l fruktoza +20 20 g/l cukry v
g/l cukry v g/l cukry v g/l cukry v g/l cukry v hydrolyzatu
hydrolyzatu hydrolyzatu hydrolyzatu hydrolyzatu

®biomasa ™PHB

Obrazek 15: Graficke znazornéni vysledkii kultivaci na fruktoze v rizném pomeéru s enzymatickym

hydrolyzatem

Na obrazku ¢. 15 mizeme vidét, Ze koncentrace biomasy nejprve roste az do koncentrace
15 g/l cukri v hydrolyzatu a poté klesa. Je mozné, ze od vyssi koncentrace mé enzymaticky
hydrolyzat vac¢i Cupriavidus necator inhibi¢ni u¢inky. Na to by ale byly potieba provést dalsi
analyzy. Ackoliv Sipkovy hydrolyzat neni vhodnym substratem pro Cupriavidus necator H16,
mohl by byt dobrym substratem pro jiné bakterie produkujici PHA, naptiklad bakterie rodu
Halomonas. Také je mozné, Ze nebylo dosazeno presné homogenity hydrolyzatu, protoze kdyz
se podivame do grafu na mnoZstvi vyprodukovaného PHB, vidime, Ze koncentrace PHB
s rostouci koncentraci hydrolyzatu nerose ani neklesa, ale je rizna. Pravdépodobné tedy pfi
koncentraci 10 g/l cukrd v hydrolyzatu, bylo v médiu ve skute¢nosti o néco mensi koncentrace
redukujicich cukrli, neZ bylo minéno a bakterie tedy zacaly spotfebovavat PHB jako uhlikovy
zdroj.

V tabulce ¢. 18 je uvedeno porovnani vysledkii mych kultivaci na samotném Sipkovém
et al. [52], kde byl jako zdroj uhliku vyuzit enzymaticky hydrolyzat z hroznovych vyliska.
Kultivace provedené Kovalcik et al. [52] probéhly opét za stejnych podminek jako kultivace
V této praci. Grafické znazornéni tohoto porovnani je zobrazeno na obrazku ¢. 16. Kovalcik et
al. [52] ve své praci pouzila takové davkovani hydrolyzatu, aby médium obsahovalo 20 g/
celkovych cukrt. Z tabulky i z grafu mtizeme vidét, ze z média obsahujici Sipkovy hydrolyzat
bylo ziskdno nékolikandsobné méné produktu nez z média s hydrolyzitem z hroznovych
vyliskt, a to i v pfipadé kdy byl jako substrat pouzit hydrolyzat v kombinaci s fruktozou. Kdyz
ale porovname mnozstvi biomasy, zjistime, ze V médiu s Sipkovym hydrolyzatem vyrostlo sice
biomasy mén¢ nez V médiu s hydrolyzatem z hroznovych vyliskd, ale ne o tolik. To znamena,
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ze $ipkovy hydrolyzat neni Spatnym substratem pro rust bakterie Cupriavidus necator H16. Je
mozné, ze Sipkovy hydrolyzéat obsahuje Ziviny, které podporuji riist bakterie, ale nevytvareji
dostatecny stres pro tvorbu a akumulaci PHB. To by se dalo zjistit dal$imi analyzami.
Naslednymi optimalizacemi by se potom mohlo produkéni médium upravit tak, aby pro
bakterie vytvafelo dostateéné stresujici prosttedi a my bychom ziskali vyssi vytézky nami

zadaného produktu.

Tabulka 18: Porovnadni hydrolyzatii jako uhlikovych zdrojii

biomasa

(10 g/l fruktéza + 5 g/l cukry v hydrolyzatu)

uhlikovy zdroj [0/l PHB [%] | PHB [¢/]
hydrolyzat z hroznovych vyliskt (20 g/l cukrti) [4,10+0,00 |47,20+2,10]1,90+1,50
Sipkovy hydrolyzat (20 g/1 cukrtr) 2,92+0,40 [3,96+1,19 |0,118+0,051
Sipkovy hydrolyzat v kombinaci s fruktézou 2.7540.30 |21,48+8.67 [0,603+0,302
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Obrazek 16: Graficke znazornéni porovnani hydrolyzati jako uhlikovych zdroju
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6 ZAVER
Cilem této bakalaiské prace byla produkce PHB z odpadnich produkti rize Sipkové po vyrobé
likért a nahrazeni drahych uhlikovych zdroji levnéjsSimi variantami. V rdmci této prace byla

také provedena charakteristika téchto uhlikovych zdroji (olej a enzymaticky hydrolyzat),
likéru, ze kterého byly ziskany Sipkové odpady a samotného Sipku.

Likér, ze kter¢ho byly ziskany Sipkové odpady, byl ziskan maceraci plodi Sipku ve 40%
vodce. Po scezeni likéru byly tuhé ¢asti odd€leny na duzinu a zrnicka. Z duziny byl
enzymatickou hydrolyzou vyroben hydrolyzat a ze zrni¢ek byl vyextrahovan olej. Protoze byl
hydrolyzat pouzivan jako uhlikovy zdroj, byl v ném stanoven obsah redukujicich cukri. Obsah
cukru byl stanoven i v likéru, do kterého byl ale pii vyrob¢ piidan med. V obou produktech byl
zjistén obsah fruktézy a glukozy. Likér obsahoval cukru vice (89,0 g/1) nez hydrolyzat (20 g/1).
Dale byl ve vSech produktech stanoven obsah celkovych polyfenolii a flavonoidi. Nejvice
bohaty na tyto latky byl likér (12,36 g GAE/I polyfenoli a 4,57 g CAE/l flavonoid). Jako druhy
byl hydrolyzat (6,05 g GAE/l polyfenold a 1,55 g CAE/l flavonoidi) a nakonec olej
(2,04 g GAE/l polyfenolt a 1,56 g CAE/l flavonoidl). S obsahem téchto latek souvisi
antioxidacni aktivita. Ackoli mél likér nejvyssi obsah polyfenolt, jeho antioxidac¢ni aktivita
byla nejnizsi (1,25 mmol TE/l). Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval hydrolyzat
(2,03 g TE/l). Antioxida¢ni aktivita oleje byla stanovena na 1,93 mmol TE/l. Antioxida¢ni
aktivita ale neni dana pouze obsahem polyfenolil, ale také karotenoidd, kyselinou askorbovou
a n¢kterych enzymi. Obsah téchto latek nebyl v této praci stanoven, takze je mozné, ze
hydrolyzat a olej obsahovali téchto latek vice nez likér. Obsah karotenoidu a jinych barviv
stanoven byl, ale pouze v oleji. Analyzou bylo zjisténo, Ze olej obsahoval 4,47 mg/g oleje
celkovych karotenoidd. Nejvice obsazenym barvivem byl betakaroten, jehoz koncentrace ¢inila
1,71 mg/g oleje. Soucasti analyzy oleje bylo i stanoveni obsahu mastnych kyselin. Celkovy
obsah mastnych kyselin byl stanoven na 8518 mg/l oleje. Nejvice zastoupené byly
polynenasycené mastné kyseliny (78,43 %), poté mononenasycené mastné kyseliny (17,30 %)
a nejméné se v oleji nachazelo nasycenych mastnych kyselin (4,26 %). Hlavnimi zastupci
mastnych kyselin v Sipkovém oleji byly kyselina linolova (48,70 %), alfa-linolenova (29,73 %)
a olejova (16,29 %). Dale byla provedena analyza na pfitomnost mineralnich latek. Tato
analyza byla z diivodu vysoké naroc¢nosti ptipravy vzorkl provedena pouze na samotném Sipku.
Byly analyzovany zvlast’ duzina se slupkou a zvlast’ zrnicka. Obsah jednotlivych minerali se
v obou castech Sipku lisil. Celkovy obsah minerali byl v duziné se slupkou vyssi nez
v zrni¢kach. Nejvice zastoupenym prvkem byl v obou piipadech draslik (1414,1 mg/100 g
suchého plodu Sipku v duziné se slupkou a 393,3 mg/100 g suchého plodu v zrni¢kach).
Z mikroprvku byl v duziné se slupkou nejvice zastoupen mangan (2,1 mg/100 g) a v zrnickach
zelezo (1,6 mg/100 g). V duziné se slupkou se obecné nachazela vyssi koncentrace
makroprvkl, konkrétné vapniku, drasliku, hoiciku a sodiku. AvsSak fosforu najdeme vice
v zrni¢kach. Naopak zrnicka obsahovala vyssi koncentrace mikroprvka nez duzina se slupkou.
Jsou to teda méd’, zelezo a zinek. Ale manganu, ktery se téz fadi mezi mikroprvky najdeme vice
Vv duzin€ se slupkou nez v zrnic¢kach.

Jak uz bylo tfeceno, Sipkové produkty byly vyuzity jako uhlikové zdroje pro produkci PHB
pomoci bakterie Cupriavidus necator. Tato bakterie byla kultivovana v mineralnim médiu
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S obsahem mikroelementii po dobu 72 hodin a jako uhlikovy zdroj byl pouzit Sipkovy ole;j,
enzymaticky hydrolyzat z Sipku a fruktéza. Fruktdza se ke kultivaci Cupriavidus necator
pouziva bézné&, poslouzila ndm tedy jako referen¢ni uhlikovy zdroj. Z média obsahujici 20 g/l
oleje, bylo ziskano 10,82 g/l biomasy a 6,20 g/l PHB. Mnozstvi ziskan¢ho produktu bylo
Vv tomto ptipadé o 11,61 % vyssi nez z média s 20 g/l fruktozy (5,48 g/l PHB). Na oleji vyrostlo
1 vice biomasy a to o 17,74 % vice nez na fruktéze (8,90 g/l biomasy). V tomto médiu se také
po ukonceni kultivace vyskytovalo 0,03 g/l HV. Naopak z média obsahujici 20 g/l cukra
V hydrolyzatu bylo vyprodukovano pouhych 0,12 g/l PHB, cozZ je az o 97,85 % mén¢ nez
z fruktozy. Celkovy obsah biomasy v médiu €inil 2,92 g/, a to je 0 67,25 % méné nez v médiu
s fruktozou. Kvuli nizkym vytézktim z hydrolyzatu, byla provedena dalsi série kultivaci, kde
byla uhlikovym zdrojem fruktéza v rizném poméru s enzymatickym hydrolyzatem. Nejvice
PHB bylo v této sérii vyprodukovano v médiu s 10 g/I fruktézou a 5 g/l cukrt v hydrolyzatu.
Obsah PHB v médiu ¢inil 0,60 g/, coz je 0 89,00 % méné nez v médiu s 20 g/l fruktdzy. Co se
tyCe biomasy, ¢inil jeji obsah v médiu po ukonceni kultivace 2,75 g/1, to je 0 69,10 % méné nez
v médiu s fruktézou. Z hlediska mnozstvi biomasy na tom byla v této sérii nejlépe kombinace
10 g/1 fruktézy a 15 g/l cukra v hydrolyzatu. Za 72 hodin zde vyrostlo 7,74 g/l biomasy, coz je
0 13,03 % méné, neZ vyrostlo na samotné fruktoze. Co se ale tyce produktu, bylo zde ziskano
090,22 % PHB méné nez z fruktozy, coz je 0,54 g/l PHB. V této sérii to byl z hlediska mnozstvi
produktu druhy nejuspesnéjsi experiment.

Enzymaticky hydrolyzat, jak samotny, tak v kombinaci s frukt6zou, se na rozdil od oleje
neukazal byt pfili§ efektivni jako uhlikovy zdroj pro Cupriavidus necator. V zadné literatuie
nejsou popsané experimenty a jejich vysledky kultivaci na enzymatickém hydrolyzatu z Sipku
nebo Sipkovém oleji. Sipkovy olej ale vykazuje podobné vysledky jako olej z hroznovych
zrnicek, olej z kdvové sedliny nebo slunec¢nicovy olej po smazeni. Da se tedy fict, Ze Sipkovy
olej je vybornym substratem pro Cupriavidus necator. Je ale tfeba zvazit jeho dostupnost. Jeho
vytézky jsou pomérné nizké, ze 100 g suchého Sipku bylo ziskdno pouhych 4,05 ml oleje. Také
je zde otazka, zda nema Sipkovy olej vzhledem k jeho zajimavému sloZeni lepSi vyuZziti,
napiiklad v kosmetice nebo jako aktivni dopln€k stravy. Hydrolyzat z Sipku mizeme porovnat
S hydrolyzatem z hroznovych wvyliski. Oproti hydrolyzatu z hroznovych wvyliskii bylo
Z hydrolyzatu z Sipku vyprodukovano velmi malé mnozstvi PHB. Co se ale ty¢e mnoZstvi
biomasy, nebyl mezi hydrolyzaty az tak velky rozdil jako u PHB. Je nékolik moznosti, pro¢
byly z hydrolyzatu ziskany tak nizké vytézky. Mohlo to byt tim, ze hydrolyzat ma vuci
Cupriavidus necator inhibi¢ni u¢inky, nebo nebylo pii jeho davkovani dosazeno homogenity,
anebo nevytvari pro tuto bakterii dostate¢n¢ stresujici prostiedi, a tak nedoslo k produkci PHB.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA
PHB
P3HB
HV
PHBV
scl-PHA
mcl-PHA
Icl-PHA
NPCM
DNS
SDS
CTAB
NB
SFA
MUFA
PUFA

polyhydroxyalkanoat(y)

poly-3-hydroxybutyrat

poly-3-hydroxybutyrat

hydroxyvalerat
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
short-chain lenght PHA (PHA s kratkym fetézcem)

medium-chain lenght PHA (PHA se stiedné dlouhym fetézcem)

long-chain lenght PHA (PHA s dlouhym fetézcem)

non-PHA cell material

3;5-dinitrosalicylova kyselina

dodecylsiran sodny

cetrimoniumbromid

Nutrient Broth

saturated fatty acids (nasycené mastné kyseliny)
monosaturated fatty acids (mononenasycené mastné kyseliny)

polysaturated fatty acids (polynenasycené mastné kyseliny)
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