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ABSTRAKT

Tato diplomova praca je zamerana na produkciu poly(3-hydroxybutyratu-co-
4-hydroxybutyratu) [P(3HB-co-4HB)], pomocou bakterialneho druhu Cupriavidus
malaysiensis (DSM 19379), Delftia acidovorans (CCM 2410, CCM 283, DSM 39)
a Azohydromonas lata (CCM 4448). Cielom prace bolo §tidium produkcie PHA, jeho nasledna
izolacia a zakladna charakterizacia kopolyméru. Teoreticka Cast sa zaobera zakladnym
popisom polyhydroxyalkanoatov a ich zaradenim do biopolymérov. Dalej boli popisané
najpreskimanejsie PHA, ich biosyntéza a najzname;jsi bakterialny producenti. Prakticka Cast
sa nasledne venuje samotnej kultivacii piatich bakterialnych kmeriov, z ¢oho u Styroch z nich
bolo potrebné spravne nastavit’ kultivacny postup a docielit’ produkciu spravneho polyméru.
Ako prekurzor pre syntézu jednotky 4-hydroxybutyrat boli pouzité dva uhlikové substraty,
butan-1,4-diol  ay-butyrolakton. Po  kultivacii bola  biomasa charakterizovana
spektrofotometricky, gravimetricky a pomocou plynovej chromatografie. Z kazdého
bakterialneho kmeria bol pomocou precistenia v etanole a rozpustenia v chloroforme izolovany
polymér. Takto izolované polyméry boli charakterizované pomocou diferencialnej skenovace;j
kalorimetrie, termogravimetrickej analyzy, velkostne vylucovacej chromatografie
a infracervenej spektrometrie.

ABSTRACT

This diploma thesis studied the ability of Cupriavidus malaysiensis, Delftia acidovorans and
Azohydromonas lata to produce poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate), [P(3HB-co-
4HB)], by using y-butyrolactone and 1,4-butanediol as carbon substrates. The objective of this
work was the production and characterisation of isolated polyhydroxyalkanoates (PHA). The
theoretical part deals with the basic description and classification of polyhydroxyalkanoates.
Next, the biosyntheses of the most investigated PHAs were described. The practical section of
the work discusses and presents the output of the cultivation of five bacterial strains selected
for the production of [P(3HB-co-4HB)], namely, Cupriavidus malaysiensis (DSM 19379),
Delftia acidovorans (DSM 39), Delftia acidovorans (CCM 2410), Delftia acidovorans
(CCM 283) and Azohydromonas lata (CCM 4448).

The effect of the modified cultivation conditions for each of the used bacteria on the PHA
production yields was discussed. The produced biomass after the cultivation was characterised
spectrophotometrically, gravimetrically and by gas chromatography. Polymers were isolated
from the biomass by the extraction in chloroform. The isolated polymers were characterised
from the viewpoint of chemical composition, molecular weight and thermal properties by using
Attenuated total reflection infrared spectroscopy, Size exclusion chromatography, Differential
scanning calorimetry and Thermogravimetric analysis.

KLUCOVE SLOVA
Cupriavidus malaysiensis, Delftia acidovorans, poly(3hydroxybutyrat-co-4hydroxybutyrat),
y-butyrolaktén, butan-1,4-diol
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Cuproavidus malaysiensis, Delftia acidovorans, poly(3hydroxybutyrate-co-4hydroxybutyrate,
y-butyrolactone, 1,4-butanediol
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1 UVOD

Tato praca sa sustredila na biosyntézu polymérov, pomocou piatich bakterialnych kmeriov za
ucelom produkcie kopolyméru poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat). Téma bola
vybrana na zaklade skutocnosti, ze biodegradabilita polyméru je vel'mi ddlezity faktor pre
vyrobu novych polymérnych materialov, pretoze znecistenie zivotného prostredia plastovymi
predmetmi a obalmi predstavuje v poslednej dobe vyrazny ekologicky problém. Preto sa Siroka
Skala vedeckych timov zaobera produkciou vhodnych nahrad za polyméry pochadzajiuce
z petrochemického priemyslu. Jednou z potencionalnych nahrad syntetickych polymérov su aj
polyhydroxyalkanoaty (PHA), jedna sa o polyestery syntetizované ako zasobna latka baktérii.
Produkcia PHA v mikroorganizmoch je odozva na zvySenie mnozstva uhlikového substratu
alebo na limitaciu esencidlnych zivin v produkénom médiu. Granule PHA sa ukladaja
v cytoplazme ako pripadny zdroj zivin na prezitie v stresovych podmienkach. Vyhodou tohto
materialu je jeho schopnost’ rozlozit' sa v prirodnom prostredi za vhodnych podmienok uz v
radoch niekol’kych mesiacov az na oxid uhli€ity a vodu. AvsSak aj PHA maju hned’ niekol'ko
negativnych vlastnosti ako je vysoka cena produkcie a izolacie, vysoké naroky na sterilitu
prace, nizka vytaznost’ a negativum taktiez predstavuje nizka termalna stabilita PHA.

Najviac preskimanym a najpouzivanejS$im polyhydroxyalkanoatom je poly(3-hydroxybutyrat)
(P3HB), ktory bol prvykrat izolovany z bakterialnej biomasy uz v roku 1926 z bakterialneho
kmena Bacillus megaterium. V poslednych rokoch sa na priemyselni produkciu najviac
vyuzivaji rekombinantné bakterialne kmene, popripade Cupriavidus necator, ktory dokaze
vyplnit az 90 % svojej suchej hmotnosti prave polymérom P3HB. Tento polymér sa svojimi
vlastnostami vyznamne podoba polypropylénu, ktory je cCasto vyuzivany na vyrobu
jednorazového riadu, obalov a d’alSich produktov. Nevyhodou P3HB je jeho tuhost’, krehkost),
vysoka krystalinita a malé rozpétie medzi teplotou topenia a teplotou degradacie a z toho
dovodu ma obmedzené termické spracovanie.

Pre zlepSenie jeho vlastnosti sa k tomuto monoméru cielene pridavaju iné monomérne jednotky
za vzniku kopolymérov. Tato diplomova praca sa venuje produkcii kopolyméru, ktory okrem
monomérnej jednotky 3-hydroxybutyratu (3HB) obsahuje aj monomérnu jednotku
4-hydroxybutyrat (4HB) a ma pre termické spracovanie lepSiu stabilitu. Na rozdiel od ¢istého
P3HB je P(3HB-co-4HB) kopolymér viac elasticky a plasticky, mé niz§iu krystalinitu a vyssiu
teplotu topenia. Vdaka tymto vlastnostiam sa termické spracovanie stava jednoduchsim.
Produkcia kopolyméru vybraného pre tuto diplomova pracu je vo viacerych ohladoch
narocnej§ia ako produkcia P3HB. V prvom rade je ovela menSi pocet vhodnych
mikroorganizmov, ktoré su schopné ho syntetizovat, d’alej je potrebny viac §pecificky zdroj
uhlika, popripade geneticky modifikovany mikroorganizmus.

Cast’ prace uzko suvisela s projektom ORION, ten sa venoval produkcii ale aj dal§iemu
spracovaniu pripraveného kopolyméru. Na tato pracu bol vybrany bakterialny kmer
Cupriavidus malaysiensis DSM19378, ktory mal najvyssie vytaznosti polyméru. Projekt mal
nazov ,,3D models with BIO origin“. Dalej sa diplomova praca zaoberala vyberom vhodného
mikroorganizmu a charakterizaciou vyprodukovanych a vyizolovanych kopolymérov.
Vysledkom prace je vyhodnotenie najvhodnejSiecho kmenia =z hl'adiska produkcie
P(3HB-co-4HB).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biopolyméry

V sucasnej dobe, kedy je planéta stale viac a viac zneCistena odpadom z ropného priemyslu, sa
hl'adaju alternativy pre mnohé vyrobky dennej spotreby. Medzi problematické materialy sa
zarad'uju aj synteticky vyrabané polyméry a preto spolocnost’ postupne tla¢i na vyvijanie
novych, prirodnejSich a biologicky rozlozitel'nych polymérov. Nazov biopolyméry vSak zahria
niekol'ko d'al§ich pojmov, ktoré je potrebné presnejsie definovat’, pretoze spotrebitel Casto
siaha po BIO vyrobku v snahe robit’ nie¢o prospesné bez bliz§ich informécii ako sa tieto
materialy vyrabaju, alebo aky maju dopad na zivotné prostredie pri rozklade. [1] Biopolyméry
ako také, su vyrabané z obnovitel'nych zdrojov hlavne vo forme sacharidov a proteinovych
substancii ako je kukuricny Skrob, cukor, drevna bunicina alebo s6jovy protein. Takto vyrobené
polyméry sa definuju tiez ako biodegradabilné cCize biologicky rozlozitelné. [2] Podla
europskej normy moze byt biodegradabilny polymér vyrobeny biologickou i petrochemickou
cestou, podmienkou je schopnost rozpadat’ sa na mensie ¢astice v konkrétnom ¢asovom obdobi
a pri uréitych podmienkach prostredia. Dal§im takymto pojmom je kompostovatelny material,
ten uz ma prisnejsie kritéria rozkladu. V praxi to znamend, ze najmenej 90 % polyméru sa
rozlozi za menej ako 6 mesiacov az na oxid uhlicity a vodu posobenim mikroorganizmov ako
su plesne a baktérie.
Pri priemyselnom kompostovani je nutné pre kazdy typ polyméru vykonat niekol'ko testov.
Ako prvy sa sleduje rozpad v kone¢nom komposte, kedy je skuSobny material kompostovany
s biologickym odpadom po dobu 3 mesiacov a po uplynuti Casového useku musi byt hmotnost’
zbytkov skusobného materialu menej ako 10 % pdvodnej hmotnosti. Ziadne zlozky polyméru
nemOzu mat’ negativny vplyv na kompostovanie a mnozstvo tazkych kovov v polyméry musi
dodrziavat’ stanovené limity. Taktiez je nutné aby menej ako 10 % castic dosahovalo velkost
vacsiu ako 2 mm. [3]
Druhy ddlezity pojem je biobased = polymér na biologickom zéklade. Do tejto skupiny patria
polyméry, ktoré su vyrobené z Casti alebo uplne z obnovitel'nych zdrojov. Finalny produkt sa
z chemického hl'adiska mdze zhodovat’ s polymérmi z petrochemického priemyslu av§ak ako
vstupna surovina je pouzitd obnovitel'na biologicka zlozka ako je kukurica, cukor, §krob a i..
Tento popis ukazuje, ze biopolyméry (alebo bioplasty) sa kategorizuju podla dvoch kritérii,
prvé je zdroj surového materialu a druhé je biodegradabilita polyméru. [4]

0 0

@)

P4HB P3HB

0 0]
0 © 0
n O n
PGL PLA PCL "

Obrazok 1: Vybrané struktiry biopolymérov [5]



2.1.1 Biopolyméry z obnovitel’nych zdrojov, biodegradovatel’né

Do tejto kategorie spadaju synteticky vyrobené polyméry, zobrazené na obrazku 1,
z obnovitel'nych zdrojov, ako je kyselina polymliecna (PLA), [1] hojne vyuzivany alifaticky
polyester derivovany z kukuriéného skrobu, korena a skrobu tapioky alebo cukrovej trstiny. [6]
Produkcia je ako u standardného termoplastu do vlaken alebo filmu a na syntézu sa najcCastejSie
vyuzivaju tieto tri techniky:

a) priama kondenza¢na polymerizacia,

b) azeotropicka dehydratacna kondenzacia,

¢) polymerizacia cez tvorbu laktidu a polymerizacia s otvorenim kruhu (ROP). [7]

Dalej do kategorie biodegradovatelnych biopolymérov z obnovitelnych zdrojov patria
polyméry produkované mikroorganizmami ako s polyhydroxyalkanoaty (PHA). Tieto
polyestery vznikaju ako zasobna latka v cytoplazme mikroorganizmov pri nadmernej
koncentracii uhlikového zdroja, pri limitacii prisunu niektoré¢ho esencialneho mineralu alebo
vystavenim mikroorganizmu oxida¢nému stresu. [8] Posledny typ polymérov v tejto kategorii
su prirodzene sa vyskytujuce biopolyméry ako Skrob a proteiny, ktoré si réznymi cestami
prirodzene syntetizované v biosfére. [1]

2.1.2 Biopolyméry z obnovitel’nych zdrojov, nebiodegradovatel’né

Tato skupina zahriia syntetické polyméry z obnovitel'nych zdrojov ako Specifické polyamidy
zricinového oleja, dalej polyestery =zalozené na biopropandiole, biopolyetyléne,
biopolypropyléne, biopolyvinylchloride syntetizované z bioethanolu, ktory sa vyraba napriklad
z cukrovej trstiny. Zaraduju sa sem aj prirodzene sa vyskytujuce biopolyméry ako prirodny
kaucuk a jantar.

2.1.3 Biopolyméry z fosilnych paliv, biodegradovatel’né

Biopolyméry vyrabané z fosilnych paliv ktoré su certifikované ako biodegradovatelné
a kompostovatel'né, to tejto kategorie patria syntetické alifatické polyestery z ropy alebo
zemného plynu. Poly(e-kaprolakton) (PCL) (Obrazok 1), poly(butylén sukcinat) (PBS) a Cast’
alifatickych aromatickych kopolyesterov, ktoré su aspon Ciastocne vyrobené z fosilnych paliv
ale mozu byt rozlozené mikroorganizmami [1].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su polyestery kyseliny B-,y-,0-,e-hydroxyalkanovej, tiez zname
ako 3-, 4-, 5-, 6- hydroxykyseliny alebo -hydroxykarboxylové kyseliny. Hydroxykyseliny sa
rozliSuju hlavne podl'a pozicie hydroxylovej skupiny ku karboxylovej skupine, ale tiez podla
dizky boéného alkylového retazca ako je to zobrazené na obrazku 2. Znamych je viac ako 150
hydroxylovych kyselin, ktoré boli detegované v bakteridlnych PHA. Tieto zlozky su
produkované mikroorganizmami, ktoré su kultivované na uhlikovom substrate obsahujucom
rozne typy chemickych Struktir ako zasobna latka nachadzajuca sa v cytoplazme vo forme
granul.

PHA monomér méze byt v rozsahu od 3 atomov uhlika ( 3-hydroxypropionat) az po 14 atomov
uhlika ( 3-hydroxytetradekanoat). Vo vSeobecnosti su polyméry zlozené z monomérov
s kratkymi refazcami krehké a s narastajucou dizkou refazcov sa material stava viac
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flexibilnym, napriklad poly(3-hydroxyoktanoat) (P3HO) je elastomér. Podl'a poctu atomov
uhlika sa PHA klasifikuju na PHAscL s kratkym ret'azcom (short chain lenght), ktoré maju 3-5
atomov uhlika a st semikrystalické a druhou skupinou st PHAwmcL so stredne dlhym retazcom
(medium chain lenght), ktoré maju 6-14 atomov uhlika a su to elastoméry s nizkou krystalinitou
a vel'mi nizkou teplotou topenia v rozsahu 24-65 °C (Obrazok 2). [9]

PHA st produkované niekolkymi bakteridlnymi kmefimi, ktorym sluzia ako intracelularna
zasoba uhlika a energie. Mozu zastupovat az 90 % suchej bunecnej hmotnosti baktérii
a nachadzaju sa v cytoplazme vo forme granul. Prirodzene produkované st podnymi baktériami
a nasledne degradované tymi istymi baktériami v pdde, na komposte alebo v morskom
sedimente. [10]

Biodegradacia cistého polyméru zacina, ked’ baktérie rasti na povrchu PHA a zacnu
produkovat’ enzymy, ktoré rozStiepia biopolymér na monomérne jednotky kyseliny
hydroxylovej. Kyselina hydroxylova je nasledne spotrebovana baktériami v rastovej faze
a pouzita ako uhlikovy substrat pre rast bunky.

0 ]
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O
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Poly( 3-hydroxy methyl-valerate) Poly(3-hydroxy hexancate) QO
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Paly(3-hydroxy octanoate)
FHO (P3HO)

Obrdzok 2: Niekolko zdkladnych polyhydroxyalkanodtov rozdelenych podla dizky retazca monoméru [11]

Tato trieda polyesterov predstavuje potenciondlnu alternativu k polymérom vyrobenym
z fosilnych paliv, vyuzitie nasli ako obalové materialy, vrecia na odpadky ale ponuka sa aj
moznost’ vyuzitia v biomedicinskych aplikaciach. Vdaka ich biokompatibilite je mozné
vyrabat' znich chirurgické stehy, obvédzy na rany, lubrikacné prasky, cievy, tkaninové
scaffoldy, chirurgické fixatné implantaty pri zlomenine kosti a iné. Vd'aka ich kompozi¢ne;j
rozmanitosti je mozné produkovat’ PHA so §irokou skélou fyzikalnych vlastnosti. V st€asnosti
medzi komer¢ne vyrabané PHA patria poly(3hydroxybutyrat) (P3HB), poly(3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyvalerat) [P(3HB-co-3HV)], poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
[P(3HB-co-4HB)] a poly( 3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) [P(3HB-co-HHx)]. [12]
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2.2.1 Fyzikalne vlastnosti PHA

Polyhydroxyalkanoaty maju Siroku $kalu fyzikalnych vlastnosti podl'a kompozicie monomérov
a dizky postrannych retazcov. Teplota topenia PHA je v rozmedzi 40 -180 °C, teplota skelného
prechodu je od -55 do -5°C, krystalinita polymérov sa uvadza od 0 % do 80 % pricom rychlost
krystalizacie sa da regulovat’ a prediZenie pri pretrhnuti je priblizne od 5 % aZ po 500 %. Pri
znizovani molekulovej hmotnosti polyméru zostava teplota skleného prechodu relativne
konstantna, avSak teplota topenia sa znizuje. Hustota polyméru sa uvadza okolo 1,18 —
1,26 g/cm?® pre P3HB. [1]

Na rozdiel od inych biopolymérov, ktoré su bud’ rozpustné vo vode alebo citlivé na vlhkost’,
su PHA nerozpustné vo vode a relativne rezistentné voci hydrolytickej degradacii. Vykazuja
tiez dobru priepustnost’ kyslika a odolnost voci posobeniu ultrafialového svetla. Nevyhoda je
nizka stabilita pri vystaveni kyselinAm a zasadam, rozpustné si v chloroforme ainych
chlérovanych rozpuastadlach. [6]

PHA ako su P3HB a P(3HB-co-3HV) maji nevyhodu v tom, Ze su vysoko termosenzitivne
a preto je spracovanie problematické. Ich vysoka teplota topenia (okolo 180 - 190°C) prispieva
k tomu, ze rozdiel medzi oblast'ou topenia polyméru a zaCiatkom tepelnej degradacie (okolo
190- 200°C) je vel'mi uzky a komplikuje spracovanie v tavenine. U niektorych polymérov je
dokonca mozné, ze teplota spracovania v tavenine je vySSia ako zaciatok tepelnej degradacie
¢o sposobuje, ze PHA podliehaju termolyze, to znamena, ze molekulova hmotnost’ polyméru
sa znizuje pocas spracovania a tym sa menia vysledné mechanické vlastnosti vyrobku. Moznym
rieSenim je velmi presné kontrolovanie podmienok spracovania, vdaka ¢omu sa da
minimalizovat termickd degradacia PHA pocas jeho spracovania v tavenine. [1] Jednotlivé
faktory, ktoré musia byt kontrolované, su: teplota pri ktorej je vykondvané spracovanie
v tavenine, Cas kedy je polymér vystaveny vysokej teplote, vlhkost resp. dostatocné vysusenie
polyméru pred spracovanim, §mykové namahanie poas spracovania. Dalsia metoda ako zvysit
termostabilitu PHA je ich sietovanie napriklad pomocou laktonov a laktamov, alebo sietovanie
s acetanhydrydom. Nevyhodou polyhydroxyalkanoatov je ich nizka rychlost krystalizacie
a tendencia lepit’ sa na kovy [13].

2.2.2 Biodegradacia polyhydroxyalkanoatov

Biodegradacia PHA in vitro moze prebiehat priamo pode, v komposte alebo v morskom
sedimente. Vyhodou je, ze PHA degraduju ako v aerébnom tak aj anaerobnom prostredi bez
toho, aby vznikali nejaké toxické produkty. Degradaciu ovplyviiuje niekolko zakladnych
faktorov ako je mikrobialna aktivita, vlhkost’ teplota, pH prostredia, velkost’ exponovane;j
povrchovej plochy vzorky, molekulova hmotnost polyméru (kopolyméru), chemické zlozenie
monomérov a krystalinita vzorky. Mikroorganizmy, ktoré su schopné degradovat PHA sa
zarad’'uju do roznych taxonov ako si gram-negativne, gram-pozitivne baktérie a huby. Doteraz
bolo zistenych asi 39 ucinnych bakterialnych druhov. Najvicsie zastupenie maji mezofilné
baktérie. Treba vsak podotknut, Ze aj vel'mi mala Cast' termofilnych mikroorganizmov je
schopna degradovat PHA a to pri teplote 50°C, ako je Bacillus kmeti TT96. [14] Pri porovnani
PHA s inymi biopolymérmy je rychlost’ biodegradacie priblizne v tomto poradi PHA=PCL >
PBS > PLA. Rychlost sa taktiez odvija od zastipenia monomérnych jednotiek v PHA.
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Medzi prvé mikroorganizmy u ktorych bola preukazana schopnost degradacie PHA st druhy
Bacillus, Pseudomonas, Sreptomyces, v sufasnosti sem patria mikroorganizmy z pody
( Pseudomonas lemoigne, Comamonas sp. Acidovorans feacalis, Aspergilus fumigates,
Variovorax paradoxus) z aktivovanych kalov (Alcaligenes feacalis, Pseudomonas, Illyobacter
delafieldi), zo sladkej a morskej vody ( Comamonas testosterone, Pseudomonas stutzeri). [15]
Principialne mikroorganizmy produkuju enzymy, ktoré Stiepia polyméry na jednotlivé zlozky
hydroxykyseliny a tie su d’alej spotrebované mikroorganizmami ako zdroj uhlika. Hlavnym
enzymom sposobujucim biodegradaciu je PHB depolymeraza. Zastipenie mikroorganizmov,
ktoré st schopné degradovat PHB bolo odhadnuté na 0,5— 9,6 % zo vsSetkych existujucich
druhov. Aktualne sa ako sl'ubny sposob degradacie ukazuje kompostovanie pri vyssej teplote
pomocou termofilnych mikroorganizmov (napr. Streptomyces sp.). [16] Vyborné vysledky boli
dosiahnuté termotolerantnou plesiiou Aspergillus sp., ktora degradovala az 90 % PHB filmu po
5 diiovej kultivacii na 50 °C [17]. Vysledkom aerobnej degradacie PHA je premena az na oxid
uhlicity a vodu, pri anaerobnej kultivacii je to oxid uhli¢ity a metan. Degradacia PHA prebieha
Ciastocne aj hydrolyzou. Ako uz bolo spominané, pritomnost’ rozlicnych monomérov v PHA
kopolyméroch ovplyviiuje degradaciu vzorky rézne. [18]

Experiment testujuci hydrolyticky 1 enzymaticky proces degradaciu ukazal, ze pritomnost
jednotky 4HB v polyesteroch zvysSuje rychlost’ oboch typov degradacie. To je sposobené tym,
ze esterové skupiny kopolyesterového retazca 4HB su stéricky menej branené ako jednotky
3HB a 3HV a teda zalezi na kompozicii polyméru. Z literatiry vyplyva, ze rychlost degradacie
resp. erdzie povrchu vzoriek prebieha v poradi P(3HB-co-4HB) > P(3HB) > P(3HB-co-3HV).
Niektori autori tvrdia, ze rychlost degradacie vzorky nie je ovplyvilovana vyslednou
krystalinitou polyméru. [19]

2.2.3 Biomedicinske vyuzitie PHA

Vlastnosti, vd'aka ktorym je mozné pouzitie PHA v biomedicinskych a farmaceutickych
aplikaciach st biodegradabilita a biokompatibilita, vd'aka comu vyhovuji poziadavkam
mnohych aplikécii in vivo. V prvom rade boli PHA zaradené ako adhézne bariéry, chirurgické
sietky, material na rekonstrukciu §liach a kibovej chrupavky, kardiovaskularne naplasti, kozné
stehy, obvizy na rany, nitovacie kostné dosticky, opora kostnej drene, cvocky, svorky, skrutky,
stehy a nadhrady kostného Stepu. [20]

Do budtcna sa rozvija hlavne potencidl vyuzitia PHA ako opory (scaffolds) v tkaninovom
inzinierstve, pretoze sa pomaly zacina upustat od pouzivania syntetickych Stepov
a tkanivovych implantatov a uprednostiiuje sa postup zalozeny na tkanivovom inzinierstve, kde
sa pouzivaju porézne degradovatelné oporné materidly s integrovanymi bunkami
a biologickymi molekulami na obnovenie tkanivovych funkcii a regeneraciu tkaniv a organov.
Regeneracia tkaniva si vSak vyzaduje komplexnu a dobre organizovanu integraciu roznych
bunkovych a molekularnych ¢asti s vhodnou pril'navostou (adhéziou) buniek, proliferaciou,
migraciou a diferenciaciou, ¢o by malo viest' ku komplexnému obnoveniu funkcie tkaniva v 3D
Struktare. [21] [22]
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2.24 Vyuzitie PHA v poI'nohospodarstve

Najvyznamnejsia Cast’ polymérov vyuzivanych v polnohospodarstve su synteticky vyrobené
materialy z fosilnych paliv, ktoré sa samostatne v prirode nerozkladaju a len mala cast’ z nich
je kompostovatel'na. Patri sem: poly-ge-kaprolakton, poly(vinylalkohol), poly(esteramidy) alebo
aj aromaticko-alifatické kopolyestery. Tieto produkty su ale vyuzivané v obrovskych
mnozstvach aich likvidacia predstavuje ekologicky problém. Syntetické polyméry, ako su
polyetylén (napr. Marlex), polykarbonat (napr. Lexan), polytetrafludroetylén (napr. Teflon),
polyvinylchlorid (PVC) alebo fenolformaldehydovy polykondenzat (Bakelit), su
nebiodegradovatelné makromolekuly, ktoré sa hromadia v pdde a vode atym spdsobuju
znecistenie suchozemskej aj vodnej fauny a flory. Taktiez predstavuju potencialnu hrozbu pre
zavlazovacie kanaly a drendzne systémy. Su zname pripady, ked’ dobytok alebo vodné vtactvo
a ryby prehltli plastovy obal, ¢o spdsobilo zablokovanie ich dychacieho alebo traviaceho traktu
a naslednu smrt’ zadusenim alebo vyhladovanim. Z environmentalneho hl'adiska by preto bolo
vyhodné zacat’ pouzivat plne biodegradovatelné polyméry, avSak problémom je vysoka cena
a Casto nedostatocné fyzikalne vlastnosti v porovnani s beznymi polymérmi napr. polyolefinmi.
Od roku 1990 st na trhu biodegradovatel'né polyestery, napriklad kyselina polymlie¢na (PLA),
polykaprolakton (PCL), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBHV). Tieto
polyméry splfiaju poziadavky na biodegradabilitu av§ak, ich pouzitie predstavuje
niekol'’konasobne vysSie naklady a na modifikacii ich fyzikalnych vlastnosti sa stale pracuje.
Vyssie vymenované biodegradovatelné polyestery nasli uplatnenie napriklad ako plastové folie
na sadenie (tzv. mulCovacie folie), obaly na sadenice, a polymérne matrice s inkorporovanymi
insekticidmi alebo lieCivami. [1]

2.3 Doteraz najpreskumanejsie polyhydroxyalkanoaty

2.3.1 Poly(3-hydroxybutyrat)

Poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB alebo PHB) je syntetizovany a ulozeny v bunkach ako zdroj
energie urdoznych mikroorganizmov. P3HB mo6zu byt extrahované z mikroorganizmov
roznymi technikami. Hlavny produkény proces pozostava z 2 krokov: (1) fermentativny krok,
v ktorom mikroorganizmy premiefiaju sacharidy z produkéného média a kumuluja P3HB ako
rezervny zdroj energie, (2) extrakény krok, v ktorom je polymér kumulovany v bunke
extrahovany a purifikovany na Cisté P3HB granule. P3HB je homopolymér v stereoregularnom
usporiadani s vysokou krystalinitou kvoli ¢omu je tento polymér tuhy a krehky. P3HB mé nizku
viskozitu taveniny auzku teplotni Skalu v ktorej je spracovatelny. Prirodzena krehkost
a tepelna nestabilita poCas spracovania taveniny zhorSuje jeho komercné uplatnenie. Na
prekonanie krehkosti tohto materialu sa pouziva niekol'ko metod:
a) plastifikacia P3HB pridavkom plastifikatora,
b) zmena kinetiky krystalizacie pridavkom nukleacného cinidla,
¢) kopolymerizacia 3-hydroxybutyratu s 3-hydroxyvaleratom alebo s vy$sim homologom
PHA,
d) regulacia podmienok pri spracovani,
e) kalandrovanie materialu nad izbovou teplotou, ale pod teplotou topenia v zavislosti od
jeho zlozenia,
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f) po dosiahnuti Uplnej krystalizacie zahrievanie tvarovaného materialu na 120 °C
a viac. [13]
P3HB ma viacero moznych aplikacii, napriklad ako obaly pre jednorazové produkty,
v polnohospodarstve na predizenie uvolfiovania hnojiv a agrochemikalii, v medicine na
kontrolované uvolnovanie medicinskych substancii alebo ako  biofilter
v nebiodegradovatel'nych polyméroch na urychlenie degradacie materialu. [1]

2.3.2 Poly(4-hydroxybutyrat)

Poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB) moze byt produkovany pouzitim transgénnych fermenta¢nych
metod. Fyzikalne vlastnosti polyméru predstavuju teplotu skleného prechodu -51 °C a teplotu
topenia okolo 60°C. Komer¢ny produkt PAHB od spolo¢nosti Tepha, Inc. je silny, ohybny
termoplasticky polyester, ktory ma jednoduchu §trukturu. Biologicka produkcia mé niekol'ko
vyhod oproti klasickej chemickej syntéze, chemickéd syntéza PAHB s vysokou molekulovou
hmotnost'ou je narocna v dosledku tendencie volnej kyseliny laktonizovat' za vzniku relativne
neobmedzeného a kineticky vyhodného pat ¢lenného kruhu. Alternativny postup syntézy
P4HB je polymerizacia otvorenim kruhu s volnymi radikadlmi pomocou 2-metylén-1,3-
dioxolanu, vysledkom je kopolymér obsahujuci jednotky a otvorenym aj zatvorenym kruhom.
P4HB a jeho kopolyméry maju uplatnenie v medicinskych aplikaciach ako implantovatel'né
zdravotné pomodcky alebo na kontrolované uvol'novanie bioaktivnych substanci. [1] [22]

2.3.3 Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [P(3HB-co-3HV)] je kopolymér, v ktorom sa
jednotky 3-hydroxyvaleratu zakomponuju do Struktury P3HB pocas fermentacie. P(3HB-co-
3HV) ma oproti P3HB vysSiu flexibilitu a hizevnatost a nizsiu teplotu spracovania. Komercne
dostupny je P(3HB-co-3HV), ktory obsahuje menej ako 15 mol. % jednotky HV. Tento
komerény kopolymér nema prili§ vysoka hiizevnatost, predizenie v tahu pri pretrhnuti a bolo
by vyhodnejsie, keby koncentracia monomérnej jednotky HV bola vysSia, ale takyto polymér
nie je komercne dostupny kvoli prili§ vysokej produkcénej cene. Na druha stranu aj so
zvySujucim sa obsahom jednotky HV zostava elasticita polyméru viac menej porovnatelna. Vo
vSeobecnosti znamena znizujuci obsah HV zvySovanie teploty topenia, permeability a skelného
prechodu. P3HB aP(3HB-co-3HV) maji zo spotrebitel'ského hladiska niekolko
neuspokojivych vlastnosti, ako je pomald kryStalizacia a nizka viskozita. Taktiez zostava
P(3HB-co-3HV) po tepelnom spracovani lepkavy Co je problém pri extrudaénom spracovani
do formy vlaken, kedy hrozi polepenie a je nutné dodrziavat dlhsi ochladzovaci proces pred
namotanim vlakna na cievku. Komeréne dostupné P(3HB-co-3HV) ma rozsah predizenia pri
pretrhnuti 4 — 42 % pricom u PAHB je to hodnota az 1000 %. P(3HB-co-3HV) nachadza
vyuzitie ako biodegradabilna nahrada pre synteticky vyrobené zivice, rovnako bola Studovana
pre mozné vyuzitie v biomedicinskych materidloch v rovnakom rozsahu ako P3HB. [1] [23]

2.3.4 Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

P(3HB-co-4HB) bol prvy raz izolovany v roku 1988 z bakterialneho kmena Ralstonia eutropha
kultivovanom na kyseline 4-hydroxybutyrovej a kyseline 4-chlorobutyrovej, pouzitych ako
zdroj uhlika. Zakomponovanie jednotky 4HB do P3HB zvySuje moznosti pouzitia tohto
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materialu. Kopolymér dosahuje podla zastipenia jednotky 4HB Siroku Skalu fyzikalnych
vlastnosti od vysoko krystalického polyméru az po vysoko elasticky material. VSeobecne sa pri
kultivacii pouzivaji ako uhlikovy zdroj kyselina 4-hydroxybutyrova, y-butyrolakton a butan-
1,4-diol. Bohuzial su tieto zdroje uhlika ovela drahsie ako glukoza alebo iné zdroje, potrebné
k produkcii P3HB. Vysoké cena vstupného materialu a nizka koncentracia biomasy pocas
kultivacie predstavuju prekazky pri priemyselnom vyuziti tohto kopolyméru aj napriek jeho
vel'mi pozitivnym vlastnostiam. [1] [24]

2.4 Mikrobialny producenti P(3HB-co-4HB)

2.4.1 Cupriavidus malaysiensis sp.

Cupriavidus malaysiensis je druh zo §irokej skupiny rodu Cupriavidus, ktory bol izolovany
v Malajzii z jazera Kulim, rieky Sg. Pinang a z ryzového pola Sg. Manik a bol oznaceny ako
USMAA 1020. Identifikacia a prislusnost’ k rodu Cupriavidus bola dokazana na zaklade génu
16S RNA ktory mal vysoku podobnost s génom 16S RNA referen¢ného kmena Cupriavidus
pauculus a Cupriavidus respiraculli tak isto pomer baz DNA C:G potvrdil, ze sa jedna
o organizmus rodu Cupriavidus. To, Ze ide o novy druh bolo zase dokazané hybridizaciou DNA
medzi USMAA 1020 a najbliz§imi fylogenetickymi pribuznymi rodu Cupriavidus, pretoze
vizba na DNA bola vel'mi mala, 10 % a 17 %. [25]

Druh Cupriavidus malaysiensis sa moze klasifikovat ako aerébna, gram-negativna, pohybliva
baktéria s ty¢inkovitym tvarom, ktora nesporuluje a nekvasi. Jej kolonie vytvaraju na agarovej
platni typické bézové az zlté, hladké ohranicené kolonie. Optimalny bakterialny rast je pri
rozsahu pH od 6 do 7 a pri teplote 30 — 37 °C. Tento druh je tiez schopny rast v pritomnosti
0,5; 1,0 a 1,5 % chloridu sodného ale nie uz na 4,0 %. [26]. Cupriavidus malaysiensis je
schopny produkovat’ polyhydroxyalkanoaty pouzitim réznych druhov uhlikového substratu.
Produkcia kopolyméru P(3HB-co-4HB) je podmienena pritomnost'ou niektorého z prekurzorov
Struktirne podobnych monomérnej jednotke 4HB. Medzi takéto prekurzory patri napriklad 4-
hydroxybutyrova kyselina, butan-1,4-diol, y-butyrolaktén, e-caprolactone, hexan-1,6-diol
alebo dioly a karboxylové kyseliny s hydroxylovou skupinou na poslednom atome uhlika.
U tohto druhu je tiez vyrazny rozdiel v schopnosti utilizovat glukézu a fruktozu ked'ze
koncentracia biomasy na fruktdze bola 10,8 g/ zatial' co koncentracia biomasy na glukédze len
2,3 g/l. Tato skutocnost’ sa odvija od toho, ze pribuzny kmen Cupriavidus necator H16
divokého typu tiez nie je schopny efektivne vyuzit glukozu, pretoze nema aktivitu enzymu
6-fosfofruktokinaza. Tento bakterialny druh je tiez schopny pouzit' ako substrat glycerol, na
ktorom dosahoval pomerne vysoku koncentraciu biomasy avsak produkcia PHA bola pri tomto
substrate najnizsia zo vSetkych vyssie spominanych. [27]

2.4.2 Delftia acidovorans

Jedna sa o znamu baktériu divokého typu, inak nazyvanu aj Comamonas acidovorans, ktora
dokaze efektivne akumulovat’ vysokomolekularne PHA obsahujuce jednotku 4-hydroxybutyrat
(4HB) vo vysokej koncentracii. U tohto bakteridlneho druhu by malo byt mozné dosiahnut
produkciu P(3HB-co-4HB) so §irokou Skalou monomérov 4HB ato pouzitim kombinacie
substratov. Jeden zo substratov je glukdza a k nej sa v roznom pomere pridava Struktarne
podobny prekurzor jednotky 4HB akym je napriklad butan-1,4-diol alebo 4-hydroxybutyrova
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kyselina. Tento bakterialny druh vie velmi podobnym spdsobom produkovat aj
P(3HB-co-3HV) a to pridavkom valeratu sodného. [28] Zaujimavost'ou u tohto bakterialneho
druhu je, Ze jeden z pouzivanych kmenov Delftia acidovorans DSMZ 10474 bol izolovany
z oblasti kontaminovanej herbicidmi v stavebnej suti a bolo vel'mi prekvapivé, ze tento kmen
bol schopny syntetizovat’ kopolymér P(3HB-co-4HB). [29]

Kultivacia tohto bakterialneho druhu prebieha pre zvySenie akumulacie PHA v médiu bez
pritomnosti dusika. Ako bolo uz vyssie spomenuté vhodnou kombinaciou uhlikového substratu
je mozné docielit vysokej koncentracie jednotky 4HB. Bolo zistené, ze kombinaciou glukozy
a butan-1,4-diolu je mozné dosiahnut koncentraciu viac ako 40 hm.% P(3HB-co-4HB) na
sucht hmotnost” biomasy. Pozitivny efekt bol pozorovany pri pouziti glukozy v prvej faze
kultivacie, Co spdsobi premenu glukdzy na monomér P3HB a naslednym pridanim prekurzoru
tvorby monoméru 4HB bola docielena produkcia kopolyméru P(3HB-co-4HB). [24]

2.4.3 Cupriavidus necator

Bakterialny druh Cupriavidus necator je uz dlhodobo skimany hlavne kvoli produkcii poly-3-
hydroxybutyratu (P3HB). Tento mikroorganizmus patri k fakultativne chemolitotrofnym
gramnegativnym baktériam a v literature je mozné néjst ho pod nazvom Ralstonia Eutropha,
Autersia Etropha alebo Lacaligenes eutrophus. Dokaze vykonavat aerobne aj anaerdbne
dychanie. C. necator je tiez schopny vyuzit jednoduché i zlozité zdroje uhlika a to najma vo
forme sacharidov, olejov, mastnych kyselin alebo aj z oxidu uhli¢itého. Rovnako je schopna
vyuzit ako zdroj uhlika priemyselny odpad, vdaka ¢omu sa daju znizit naklady na produkciu
PHB a zéaroven odpadové latky zuzitkovat. [30]

Okrem schopnosti produkovat polymér P3HB sa uvadza, ze bakterialny druh Cupriavidus
necator dokéaze produkovat kopolymér P(3HB-co-4HB) s roznym zastupenim jednotky 4HB
(0-100 mol. %). Pri kultivacii, s ciel om dosiahnut’ produkciu tohto kopolyméru, je rovnako ako
u vysSie spominanych bakterialnych druhov nutné pritomnost’ uhlikového substratu vo forme
prekurzoru jednotky 4HB a limitéacia koncentraciou dusika v produkénom médiu. [31]
Kultivacia mo6ze ako u predchadzajucich bakteridlnych druhov prebiehat aj pomocou
kombinacie viacerych uhlikovych substratov, napriklad s pouzitim sd6jového oleja
a y-butyrolaktonu. Pri testovani roznych pomerov tychto uhlikovych substratov bolo zistené, ze
zvySovanie koncentracie y-butyrolaktonu v produkénom médiu viedlo k zvySeniu koncentracie
jednotky 4HB. Na druht stranu ma tato latka rovnako aj inhibi¢né ucinky a z toho dévodu sa
pri jej vysSej koncentracii znizovala produkcia biomasy a teda aj celkova koncentracia PHA.
[32]

2.4.4 Rekombinantna Escherichia coli

Uz roku 1884 nemecky mikrobiolog a lekar Theodor Escherich §tudoval detské mikroby a ich
ulohu v traviacom trakte. Pocas Studie objavil rychlo rasticu baktériu, ktoru nazval Bacterium
colicommune dnes uz znadma ako Escherichia coli. Téato baktéria zaala mat' Coraz viac
pozornosti vd'aka jej vybornym mikrobiologickym vlastnostiam ako su: rychly rast, odolnost,
nepatogénnost’, schopnost’ rast’ na niekol'kych zivnych médiach a rovnako moznost’ izolovat’ ju
prakticky od kazdého cloveka. Vdaka tomu sa z tohto druhu stal modelovy organizmus,
s kompletne sekvenovanym genetickym koédom asvyznamnou ulohou v genetickom
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inzinierstve, farmaceutickej vyrobe a v neposlednom rade v biotechnologickom priemysle.
Bakterialny druh Escherichia coli je typicky gram negativny Bacillus, ktory ma asi 1 pm na
dizku a 0,35 pm na §irku a typicky sa nachadza v gastrointestinalnom trakte Gloveka a tvori tak
prevazne nepatogénnu fakultativnu floru T'udského creva. Niektoré kmene tejto baktérie ale
modzu sposobovat’ ochorenie gastrointestinalneho, mocového alebo centralneho nervového
systému. [33]

Z pohl'adu PHA nie je bakterialny druh Escherichia coli schopny syntetizovat P3HB ani
akumulovat’ ziadne iné polyestery vo svojej cytoplazme. Na zaklade toho, a dobre
charakterizovanych genetickych informaciach E. coli, bol vytvoreny rekombinant, ktory je
schopny PHA produkovat. Dosiahnuté to bolo vlozenim génu kodujuceho PHA syntazu
z bakteridlneho kmena Cupriavidus necator a d’alej zavedenie génov sucD, 4hbD a orfZ
z druhu Clostridium kluyveri, ¢o malo ulah¢it’ produkciu 4hydroxybutyrol-CoA a zaclenenie
do kopolyméru P(3HB-co-4HB). Vytvorenie rekombinantnej baktérie na produkciu tohto
kopolyméru malo vel'ku vyhodu oproti vSetkym divokym kmeriom, pretoze vd’aka apravam
v genetickej informdcii bola schopna produkovat kopolymér aj pri kultivacii na glukoze
a nebolo uz potrebné vyuzivat drahé prekurzory jednotky 4BH.

Vytvorenie kopolyméru z glukézy viedlo cez citratovy cyklus kedy sa sukcinyl-CoA najskor
redukoval na sukcinat semialdehyd (SSA), nasledne sa SSA redukoval na 4HB, ktory sa
prevadza na 4HB-CoA prostrednictvom CoA- tranferazy. V poslednom kroku sa 4HB-CoA
polymerizuje pomocou PHA syntazy. Tento proces je mozné vidiet na obrazku 3. Vd’aka tomu,
ze operon PHA syntazy z Cupriavidus necator je v E. coli dostatoCne exprimovany, je mozné
dosiahnut vysoku hladinu PHB a to az 70-80 % suchej hmotnosti biomasy. Poslednym krokom
ako vtomto postupe zvySit koncentraciu H4HB je delécia génov sad a gabD, aby sa
eliminovala sukcinatova tvorba zo sukcinatového semialdehydu, ktory je potrebny na zvysenie
toku uhlika na biosyntézu 4HB. [34], [35]

Glukoza
N
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l Acetyl- CoA
~7 Oxalacetat phaA
Malat \< . N
2 Citrat Acetoacetyl- CoA
Fumarat \ ) \phaB
X Izocitrat
Sukcinat v ~ 3HB-CoA
. + o-ketoglutarat phaC \
»+ Sukcinyl-CoA =
“NKe. orfZ P(3HB-co-4HB)
sad, sucD _74HB- CoA
) Y _~»4HB
gabD Sukcinat
Semialdehyd 4hbD
(SSA)

Obrdzok 3: Geneticky upravena draha produkcie P(3HB-co-4HB) v rekombinantnej E. coli (prevzaté, upravené) [34]
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2.4.5 Azohydromonas lata

Jedna sa o gram negativnu, aerobnu, tyCinkovitu baktériu, inak nazyvanu aj Alcaligenes latus,
ktora je podobna vysSie spominanym divokym druhom. Rovnako dokaze syntetizovat P(3HB-
co-4HB) avsSak len za pritomnosti prekurzoru ako je y-butyrolakton, 4-hydroxybutyrat alebo
butan-1,4-diol. Kultivacie s ciel'om vysSej produkcie PHA prebiehaju v produkénom médiu bez
pritomnosti dusika. Rovnako ako u predchadzajucich bakterialnych druhov aj tu predstavuju
uhlikové prekurzory 4HB prili§ drahy substrat s moznymi inhibiénymi u¢inkami a preto sa
pristupuje ku kombinacii napriklad so sachar6zou. [36]

2.5 Biosyntéza polyhydroxyalkanoatov mikroorganizmami

Vo vacsine baktérii, ako je najznamejsi producent Cupriavidus necator H16, prebieha syntéza
PHA pomerne jednoduchou trojkrokovou reakciou, zacinajucou acetyl-CoA (Obrazok 4).
V prvom kroku kondenzuju 2 molekuly acetyl-CoA za katalyzy 3-beta tiolazy. Nasledne je
vytvoreny Acetoacetyl-CoA stereoselektivne redukovany na R-3-hydroxybutyryl-CoA
pomocou acetoacetyl-CoA reduktazy za spotreby 1 molekuly NADPH. V poslednom kroku su
monoméry R-3-hydroxybutyryl-CoA polymerizované pomocou PHB syntazy. Vyslednym
produktom je poly(3-hydroxybutyrat) a vol'na molekula CoA. [37]

Glukoza TCA cyklus

» e

Acetyl Co A

| Fizal

PhbC | [PhbA| | PhBB Aceto acetyl Co A

B + H* -
NADPH zévisld | NADE H+ H" Mrazam
acetoacetyl reduktaza NADPH

3-OH-Butyryl - Co A

PHE syntiza | l Faza IlT

Poly 3- OH-Butyrit (PHB)

Obrazok 4:Schéma biosyntézy polyhydroxyalkanodtov (prevzaté, upravené) [37]

Dalsou moznostou syntézy je cesta B-oxidacie, tento spdsob sa da pozorovat' predovietkym
u bakterialneho kmena Pseudomonas, kultivovanom na aktivovanych kaloch. Medziprodukty,
ktoré su pocas B-oxidacie konvertované na R-3-hydroxyacyl-CoA. z mastnych kyselin doteraz
neboli uplne detailne popisané. [38]

Nasledujuca cesta syntézy PHB pochadza z de novo syntézy mastnych, ktora premieria
medziprodukty mastnych kyselin alebo sacharidov na rézne R-3-hydroxyacyl-CoA. Tie su
vyuzité ako substraty pre PHA syntazu. [39]
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2.5.1 Biosyntéza P(3HB-co-4HB)

Niekol'ko baktérii, ktoré obsahuju PHAscL syntazu je schopnych inkorporovat’ kyselinu
4-hydroxybutyrova (4HB) do PHA. Zaclenenie tejto jednotky vSak silne zavisi od pouzitia
prekurzorovych substratov ako zdrojov uhlika (Obrazok 5). Tato podmienka plati aj pre vSetky
ostatné zlozky PHA iné ako 3HB, ktoré sa bezne syntetizuju len za podmienky pouzitia
prekurzorového substratu. Doposial nebol popisany ziadny divy kmen baktérie, ktora by
syntetizovala PHA s obsahom 4HB z nepribuzného zdroja uhlika. Jedinou moznost'ou, ako
ziskat’ jednotku 4HB zakorporovani do PHA pri pouziti jednoduchého zdroja uhlika akym je
glukodza alebo aj za pomoci aminokyselin, je vyuzitie genetického inzinierstva, vd’aka ktorému
je mozné pozmenit metabolicki drahu ako je popisané v kapitole 2.4.4. Aktualne je
preferované investovat do vyvoja geneticky modifikovanych bakterialnych kmenov, vd’aka
c¢omu by bolo mozné dosiahnut’ biotechnologicki vyrobu poly-4hydroxybutyratu z lacnych
zdrojov uhlika. [34] [40]

Syntéza jednotky 4HB v divokych kmefioch prebieha pri pouziti prekurzorov akymi su kyselina
4-hydroxybutyrova, butan-1,4-diol, y-butyrolakton [41] PHA obsahujuce jednotky 4HB boli
prvy krat pozorované ubaktérie Cupriavidus necator kultivovanej na kyseline
4-hydroxybutyrove] ako zdroji uhlika. Neskor bola biosyntéza takychto PHA dosiahnuté aj
v d’alSich druhoch obsahujucich PHA syntazu. [40]

Pri pouziti kyseliny 4-hydroxybutyrovej ako uhlikového substratu zacina priebeh syntézy
premenou tejto kyseliny na 4HB-CoAa to pomocou transferazy alebo tiokindzy. Avsak vacsina
bakterialnych kmetiov zabudovava aj jednotku 3HB a tak vznikéd kopolymér a to hlavne pri
vyS§Sej koncentracii PHA v biomase, ¢im viac PHA sa v biomase nachadza, tym viac obsahuje
finalny produkt jednotky 3HB. U vysSieho zastupenia jednotky 4HB je bezna vel'mi nizka
koncentracia polyméru v biomase. Zaclenenie komonoméru 3HB je vysledkom katabolizmu
kyseliny 4-hydroxybutyrovej, tento katabolizmus vedie k medziproduktom, z ktorych sa
syntetizuje 3-hydroxybutyryl-CoA. Pouzitie y-butyrolaktonu bolo rovnako preskimané na
bakterialnom druhu Cupriavidus malaysiensis. Lakton v tomto prekurzore je hydrolyticky
rozstiepeny na 4-hydroxybutyrovt kyselinu, tento krok byva katalyzovany esterazami alebo
laktonazami a d’alSie kroky uz su zhodné s vysSie spomenutym postupom. Premena butan-
1,4-diolu alebo iného w-alkandiolu je spdsobena zase oxidaciou na prislusni ®-hydroxymastnu
kyselinu, ktora je nasledne prevedena na tioester koenzymuA a je d’alej podrobeny B-oxidacii
az kym nevznikne 4HB-CoA a kedze 4HB-CoA nie je na rozdiel od 3HB-CoA chirdlny
medziprodukt, tak moze byt priamo polymerizovany PHA syntazou. [40]

Katabolizmus jednotky 4HB bol detailne pre§tudovany u bakteridlneho druhu Cupriavidus
necator H16, kedy je PHA syntéza schopna viest hlavnu katabolickt cestu pravdepodobne cez
semialdehyd kyseliny jantarove; a kyselinu jantarovu, ktoré su katalyzované 4HB-
dehydrogenazou a semialdehyd-dehydrogenazou kyseliny jantarovej. Kombinaciou génu
koédujuceho tato PHA syntazu u Cupriavidus necator a dalSich génov od Clostridiu kluyveri
(orfZ) zacClenenych do rekombinantnej E. coli vznikd jednotka 4HB aj zjednoduchych
uhlikovych substratov. [34] [40]
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Obrazok 5: Biosyntéza poly(3hydroxybutyrdt-co-4hydroxybutyrdt); (prevzaté, upravené) [42]

2.5.2 Enzym PHA syntaza

PHA syntaza je kl'iCovy enzym potrebny pre biosyntézu polyesterov, ktory premiena rozpustny
monomérny tioester R-hydroxyacly-CoA na nerozpustny polymér za sucasného uvolnenia
koenzymu A. Tento rozpustny enzym sa pocCas kovalentnej katalyzy polyesterového retazca
meni na amfipaticky enzym. PHA syntézy su komplexne skimané a bolo izolovanych viac ako
60 génov kodujucich tento enzym s naslednym rozdelenim do 4 skupin podl'a ich primarne;
Struktary, bakterialneho kmena z ktorého boli izolované, kompozicie jednotiek a substratove;
$pecifity pre monoméry s roznou dizkou retazca. Rozne PHA syntazy produkuju velmi odli§né
typy PHA polymérov a niektoré maju Specifické vlastnosti ako je tepelna rezistencia, tolerancia
k vysokej koncentracii soli a iné. [43]

Trieda IPHA syntazy pozostava zjednej podjednotky PhaC s molekulovou hmotnostou
v rozmedzi 60-70 kDa. Izolovana bola primarne z bakterialneho kmena Cupriavidus necator.
Podl'a substratovej Specifity enzymu vyuziva tato trieda predovsetkym PHAscL s hydroxylovou
skupinou v polohe C3 alebo C4, av§ak za urcitych Specifickych podmienok dokaze pracovat’ aj
s PHAmcL. Napriklad ak je ako uhlikovy zdroj pouzitd mastnd kyselina s paArnym poctom
uhlikov. [44]

Trieda II PHA syntazy je podobna triede I, ma jednu podjednotku PhaCl alebo PhaC2. Podla
studii vykonanych na Pseudomonas aeruginosa trieda II polymerizuje CoA tioester PHAmcL
monomérov pozostavajucich z 6-12 atomov uhlika za predpokladu cesty syntézy z B-oxidacie
mastnych kyselin alebo de novo biosyntézy z mastnych kyselin. Analyza génov PhaC1 a PhaC2
ukazala, ze maju vel'mi podobnu substratovu Specifitu ale rozdiel je v tom, ze PhaC1 dosahuje
vyS§siu katalyticka rychlost’ a produkuje nizsie molekulové hmotnosti PHA ako PhaC2.

Trieda IIT PHA syntazy, od prvych dvoch sa uz vyrazne odliSuje tym, Ze ide o heterodimér,
ktory obsahuje 2 plne aktivne podjednotky. PhaC podjednotka podobna s ostatnymi skupinami
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a PhaE, ktora ukazuje minimalnu podobnost’ s inymi PHA syntdzami. Molekulova hmotnost’ je
priblizne 40 kDa. T4to trieda je pouzivana k syntéze PHAscL a je schopna akumulovat’ do 21 %
polyméru v suchej bunkovej hmotnosti za pritomnosti glukozy.

Trieda IV PHA syntazy, jedna sa opat’ o heterodimér zlozeny z PhaC a PhaR podjednotiek
s molekulovou hmotnost'ou okolo 20kDa. [44]

2.5.3 Tvorba granul

PHA syntaza nie je zakomponovana len v biosyntéze PHA, ale hra dodlezita ulohu aj pri
formovani granul. Okrem nej s s tvorbou granul spojované dalSie tri enzymy a to PHA
depolymerazy, 3HB-oligomérhydroxylaza a phaziny (PhaPs). Vyskumy purifikovanych
granulatov ukazali, Ze granule zvyknu obsahovat’ okrem PHA aj proteiny a lipidy a ich priemer
byva okolo 200 az 500 nm (Obrazok 6). Granule PHB boli identifikované ako drsné s obsahom
roznych trhlin a prasklin. [45] Formovanie a tvorba v bakterialnych bunkéach boli popisané
dvomi modelmi formovania granul: a) micelarny model b) tvorba pucenim [43]

V micelarnom modeli rozpustny enzym premeni hydrofébny monomér-CoA na oligomér, ktory
zostava viazany na enzym. Po dosiahnuti kritickej micelarnej koncentracie, ¢o je koncentracia
oligomérov, po ktorej prekroceni zacina tvorba micel, zatne komplex enzym-oligomér tvorit
micely s enzymami a fosfolipidovou vrstvou umiestnenou na povrchu. Tento proces prebieha
v cytoplazme mimo membranu. Micely expanduju ajavia sa ako intracelularne granulové
Struktary, ktoré sa daju jednoducho pozorovat’ na fazovom kontrastnom mikroskope. Tento
model je podporeny faktom, ze PHA granule mozu byt formované in vitro bez pritomnosti
membrany.

Na druhu stranu §tadia pomocou elektronovej mikroskopie ukazala, ze membrana sluzi ako
material obklopujuci PHA granule, a preto sa priklana k modelu pri ktorom dochédza k tvorbe
granul pucanim. V tomto modeli je PHA polymeraza zakomponovana do cytoplazmaticke;
membrany, jednotlivé oligoméry su taktiez viazané s enzymami avSak hydrofobne prostredie
v ktorom rastie polymér, sa nachadza medzi fosfolipidovou vrstvou a cytoplazmatickou
membranou. [46]

Obrazok 6: Baktérie akumulujiice polyhydroxyalkanodty vo
Jforme graniil vo viiitri buniek, zaberajiice az 90 % suchého
obsahu baktérie Cupriavidus Necator [47]
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2.6 Ciele a motivacia prace

Motivacia a téma zavereCne] prace sa ¢iasto¢ne odvijala od projektu ORION , 3D models with
bio origin®, v ktorom bolo cielom produkovat’ co najvacsie mnozstvo kopolyméru P(3HB-co-
4HB). Ako bolo uz spomenuté tento kopolymér ma lepsie fyzikalne vlastnosti pre spracovanie
v tavenine ako monomér 3HB a preto z neho mal byt vytvoreny vhodny filament na pouzitie
do 3D tlaCiarne. Tym sa inSpirovala diplomova praca, v ktorej bolo testovanych niekol'ko
producentov P(3HB-co-4HB) s cielom vybrat’ toho najlepsieho.

Konkrétne ciele boli rozdelené do Styroch bodov:
1) Literarna reSerS na zadanu tému
2) Stadium produkcie PHA pomocou vybranych bakterialnych kmetiov
3) Zékladna charakteristika pripravenych kopolymérov
4) Vyhodnotenie vysledkov, ich diskusia a zaver

Vyber pouzitych producentov sa odvijal od viacerych faktorov. Kmen Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379 bol vybrany podla inej studentky FCH VUT [48], Dalej kmeii Delftia
acidovorans CCM 283 odpovedal aj oznaceniu IFO 13582 a opieral sa o ¢lanok podrla, ktorého
mu bol nakoniec priradeny kultivaény postup, tento kmeni pochadzal z cCeskej zbierky
mikroorganizmov a preto bol l'ahko dostupny. [49] Podobne kmeni Delftia acidovorans
CCM 2410 pochadzal z ceskej zbierky, avSak neopieral sa o ziadny konkrétny ¢lanok islo len
o pouzitie dalSieho kmena rovnakého bakteridlneho druhu. Posledny kmeni od Delftia
acidovorans DSM 39 bol pouzity na zéklade literatary v ktorej bol oznafeny ako vhodny na
produkcia monomérnej jednotky 4HB. [50] Kmen Azohydromonas lata je tiez znamy
schopnostou produkovat’ monomér 4HB a bol otestovany na zaklade toho, ze sa jeden z jeho
kmenov nachadzal v Ceskej zbierke mikroorganizmov, ta bola pre pracu preferovana.
Motivaciou prace bola aj perspektivna téma produkcie PHA, ktora predstavuje ekologickejSiu
nahradu viacerych plastovych vyrobkov a obalov preto je ddlezité venovat sa tejto oblasti.
Hrladanie a uprava novych materialov je téma, ktora ma svoje miesto v biotechnologii, aby sa
umoznilo postupne znizit naklady naich produkciu a izolaciu, vd’aka Comu by sa tento material
mohol rozsirene pouzivat' ako v priemyselnom odvetvi tak v kazdodennom zivote. Konkrétne
vyber kopolyméru P(3HB-co-4HB) ma potencial na vyuzivanie v 3D tlaciariach. PHA sa uz
na vyrobu filamentov pouzivaju av§ak skor ako kompozit k filamentom z PLA. Je teda dolezité
pracovat na vyskume PHA ato ako z pohl'adu pouzitych odpadnych substratov hlavne na
produkciu PHB, znizovanie celkovych nakladov kultivacii a produkcia roznych kopolymérov
a lepSimi vlastnostami ako samotné¢ PHB.
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Na experimentalnu &ast’ boli pouZité baktérie z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej
univerzity v Bme (CCM) druh Delftia acidovorans a Azohydromonas lata. Dalej boli pouzité

mikroorganizmy zakupené v Nemeckej zbierke Liebnitz Institut DSMZ-German Collestion od

Microorganism and Cell Cultures (DSM). ISlo o druh Delftia acidovorans a Cupriavidus

malaysiensis, zoznam konkrétnych kmeriov je uvedeny v tabulke 1.

Tabulka 1: Bakteridlne kmene pouZité pre diplomovii prdacu

Bakterialny druh Zbierkové Eislo Optimalna teplota Optimalne pH
Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 30 °C 7,0
Delftia acidovorans DSM 39 30 °C 7,0
Delftia acidovorans CCM 2410 30 °C 7,0
Delftia acidovorans CCM 283 30 °C 7,0
Azohydromonas lata CCM 4448 30 °C 7,0

3.1.2 Chemikalie

Nutrient Broth, Himedia

Agar — Agar, Roth

Peptone, Himedia

Yeast extract powder, Himedia

Beef extract, Himedia

Chlorid sodny; p.a.; Lachner

D- gluk6za monohydrat; p.a.; Lachner
butan-1,4-diol, p.a.; Sigma Aldrich

v -butyrolakton, >98%; Sigma Aldrich
Chloroform; per HPLC; Fischer Chemical

3.1.3 Pristroje

Spektrofotometer, Spekol 1300
Temperovana trepacka, Unimax1010
Susiaren, Binder FD 53, 2L
Magneticka mieSacka, Benchmark
Bioreaktor, BioFlo 115

Laminarny box s UV lampou, Aura mini
Termostat biologicky,

Centrifuga, EBA 200

Vortex, Heidolph Reax Top
Analytické vahy, Pioneer

Viahy elektronické, Kern 440

Vahy elektronické, Helago EK-300i

24



Vysokorychlostna chladena centrifiuga, Hermle

pH metr, pH Test 30, Thermo Scientific

plynovy chromatograf Trace 1300 GC Ultra FID detector, Finnigan, koléna Agilent J&W DB-
WAX 30 m by 0,25 mm, Agilent Technologies, vyhodnocovaci software: Thermo Software
Xcalibur

SEC chromatograf s kolonou Plgel mixed-C 5 um, 300 by 7,5 mm, Agilent Technologies,
detektory: MALS — DAWN HELEOS I, diferencni refraktometr OPTILAB T-REX, Wyatt
Technology

TA Instruments, QS000IR

Teplotne modulovany kalorimeter, TA Instruments, DSC Q2000

FTIR spektrometer, Nicolet iS50

DSM Xplore 5 & 15 Micro Compounder Model 2009, Verzia 2.0

Dynamometer Instron 4301, Instron Corporation

Pre pracu bolo d’alej pouzité Standardné laboratorne sklo a pomocky

3.2 Kultivacia mikroorganizmov

3.2.1 Ozivenie bakteridlnych kultiar a ich uchovavanie

Vsetky baktérie az na kmeit DSM 19379, ktory uz bol uchovavany v kryoskimavkach na
Fakulte chemickej VUT v Brne, boli dodané v lyofilizovanom stave a boli ozivované podla
navodu od dodavatel'a. Po ich aktivovani boli krizovym rozterom aplikované na pevné agarové
platne na Petriho misky a zao¢kované do kvapalného média. Pred ockovanim boli pripravené
média sterilizované v tlakovom hrnci po dobu 40 minut, d’alej boli ochladené a po zaockovani
bolo tekuté médium ponechané na trepacke pri 30°C a 160 rpm. Petriho misky boli po
zaoCkovani zalepené parafilmom, aby sa zabranilo kontaminacii a vysuSovaniu média a na
niekol'ko dni sa ulozili do termostatu pri teplote 30°C. Kultivacia novych baktérii trvala rézne
dlha dobu v intervale 24-72 hodin. Petriho misky sa nésledne vlozili do chladni¢ky na 8-10°C
a kultura mohla byt takto uchovavanad maximalne na dobu 1 mesiaca, nasledne musela byt
preockovana na nové Petriho misky. Kultara v tekutom médiu bola po kultivacii eSte raz
preockovana do nového tekutého média, aby sa overila jej zivotaschopnost a po 24 hodinach
sa z nej pripravili kryoskimavky, ktoré zarucili uchovanie kultary na dlht dobu.

Zlozenie média na Petriho miske:

Nutrienth Broth: 25¢g
Agar (len pre médium na Petriho misky): 20¢
Destilovana voda: 1000 ml

3.2.1.1 Priprava kryoskumaviek

Pre dlhodobé uchovanie bakteridlnych kultir bolo zkazdého bakteridlneho kmena
pripravenych 20 kryoskumaviek. Do kazdej kryoskimavky bolo pipetované 0,5 ml 30%
roztoku glycerolu, nasledne boli kryoskimavky uzavreté a sterilizované v tlakovom hrnci
40 minat. Po sterilizacii boli ochladené na teplotu 30°C a v o¢kovacom boxe sa do kazdej
pipetoval 1ml inokula daného bakterialneho kmena. Hotové kryoskumavky boli uchovavané
v mraziacom boxe pri teplote -80 °C.
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3.2.2 Priprava inokula

Inokulum bolo vzdy pripravené vel'mi podobnou cestou. Najskor sa v Erlenmeyerovej banke
namiesSal roztok podl'a receptu pre danu bakterialnu kultiru. Vysledny roztok bol sterilizovany
40 minut v tlakovom hrnci so zavretym ventilom. Po sterilizacii a vychladnuti bola do roztoku
zaoCkovana bakterialna kultura v sterilnom prostredi ockovacieho boxu. Kultura sa oCkovala
bud’ z kryoskimavky (1,5 ml kultiry na 100 ml inokulacného roztoku) alebo z Petriho misky
(pomocou vyzihanej kl'u€ky sa z misky priblizne 3 krat preniesla kultara do 10 ml roztoku). Po
zaoCkovani sa Erlenmeyerova banka umiestnila na temperovanu trepacku. Kultivacia inokula
prebiehala vzdy 24 hodin pri 30 °C a 160 rpm. Tento postup v kombindcii so zlozenim inokula
¢. 1 bol pri optimalizacii kultivacii pouzity na vSetky bakteridlne kmene a nakoniec bol vybraty
ako najlepsi pre bakterialne kmene: DSM 19379, DSM 39 a CCM 283.
Zlozenie inokula ¢. 1:

Nutrienth broth 25¢

Destilovana voda 1000 ml

Dvojstupiiova kultivacia inokula pre bakterialny kmen Delftia acidovorans CCM 2410:
V prvom kroku bola pouzita 1 kryoskimavka na 100 ml inokulaéného roztoku €. 1 a kultivacia
prebiehala 24 hodin. V druhom kroku bolo pripravené a vysterilizované inokulum ¢. 2, taktiez
100 ml, ktoré sa odliSovalo pritomnostou glukozy a v laminarnom boxe dofiho boli zaockované
3 ml prvého inokula. Kultivacia opét prebiehala 24 hodin, po nej uz bol bakteridlny kmen
preoc¢kovany do mineralneho média.

Zlozenie inokula ¢. 2:

Nutrienth broth 25¢g
Glukoéza 10g
Destilovana voda 1000 ml

Dvojstupniova kultivacia pre bakterialny kmen Delftia acidovorans CCM 4448: pri kultivacii
tohto bakteridlneho kmeria bola opakovane dosahovana nizka opticka hustota oproti ostatnym
kmeniom, preto bol otestovany aj dvojstupriovy postup kultivacie. V prvom kroku bolo
pripravené inokulum podl'a zlozenia €. 3 s kulturou z kryoskimavky. Zlozenie tohto inokula
bolo prilozené k dodaciemu listu baktérii z Ceskej zbierky mikroorganizmov. Kultivacia
pokracovala podl'a zlozenia mineralneho média €. 4, kapitola 3.2.3. Po dokonceni kultivacie
bola kultura zaoCkovana na Petriho misky, inkubovana 24 hodin pri 30°C a nasledne boli
z tychto Petriho misiek pripravené nové inokuld. Zlozenie roztoku sa neli§ilo, ind bola len
ockovana kultura.

Zlozenie inokula ¢. 3:

Kvasni¢ny extrakt S5¢
Pepton 5¢g
Glukoéza 10g

Destilovana voda 1000 ml
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Inokulum ¢. 4 bolo pouzité pre bakteridlny kmeni Delftia acidovorans DSM 39: priprava
prebehla podla klasického postupu pripravy inokula, popisaného na zaciatku tejto kapitoly.
Kmerni DSM 39 bol dokupeny az neskor a preto boli na jeho kultivaciu vybrané 2 typy inokula.
Zlozenie inokula €. 4 kopiruje zlozZenie iného typu Nutrienth broth, ktory bol pouzity v literatare
a nebol dostupny v laboratoriu.

Zlozenie inokula ¢. 4:

Kvasni¢ny extrakt 3g
Hovadzi extrakt 3g
Pepton 10g
Chlorid sodny 10g
Destilovana voda 1000 ml

3.2.3 Priprava mineralneho média vhodného pre produkciu P(3-HB-co-4-HB)

Po 24 hodinach kultivacie inokula bola bakteridlna kultira preoCkovand do mineralneho
(produkc¢ného) média. Médium bolo podla literatury pripravené do pozadovaného objemu
v Erlenmeyerovej banke. Nasledne sa roztok sterilizoval v tlakovom hrnci minimalne 30 minut
so zatvorenym ventilom. Po steriliz4cii sa roztok nechal vychladnat na teplotu priblizne 30 °C.
Préaca pokracuje v laminarnom boxe, kde bol do sterilného roztoku pridany uhlikovy substrat,
roztok stopovych prvkov v koncentracii 1pul/ml a inokulum v rd6znej koncentracii. Koncentracie
jednotlivych komponentov boli stanovené podla literatary apodla potrieb daného
bakterialneho kmetia. Pre tito diplomovu pracu boli pouzité rozne zlozenia mineralnych médii
a roztokov stopovych prvkov. Po dokonceni produkéného média je toto ponechané na trepacke
pri 30 °C, 160 rpm na 42 hodin alebo 72 hodin podl'a potreby bakterialneho kmeria.
Kultivacia bakterialneho kmena Cupriavidus malaysiensis DSM 19379: na kultivaciu bolo
pouzité mineralne médium ¢. 1 a roztok stopovych prvkov €. 1. Toto mineralne médium bolo
pripravené vysSie opisanym postupom. Po sterilizacii 100 ml média bolo v laminarnom boxe
pridanych 5 ml inokula; 0,1 ml roztoku stopovych prvkov a 8g/l uhlikového substratu. Hotové
produkéné médium bolo ponechané 72 hodin na temperovanej trepacke pri 160 rpm a 30°C. Po
kultivaciu bol cely objem premiestneny do Srubovacej reagencnej flase a vlozeny do suSiarne
na 24 hodin. Tento krok sluzil na zjednoduSenie centrifugécie, pretoze bez zahriatia nebolo
mozné, aby sa biomasa dokonale centrifugovala ani pri vysokych otaCkach a nizkej teplote
v centrifuge.

Zlozenie mineralneho média ¢. 1:

(NH4)SO4 3g
KH>PO4 1,02 g
Na;HPO4 - 12 H2.O I1.1g
MgSOa4 - 7 H20 0,063 ¢
Destilovana voda 1000 ml

Zlozenie roztoku stopovych prvkov ¢.1:

FeCls - 6 H2O 97¢g
CaCl; - 2 H,O 78 g
CuSOs4 - 5 H0 0,156 g
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CoCl, - 2 H,O 0,119 ¢
NiCl, - 4 H,O 0,118 ¢
0,1 M HCI 1000 ml

Kultivacia bakterialneho kmenia Delftia acidovorans CCM 2410: zlozky média boli navazené
podl'a zlozenia mineralneho média ¢. 2 na 100 ml. Médium bolo sterilizované minimalne
30 minut v tlakovom hrnci s uzavretym ventilom. Pocas sterilizacie bol pri teplote 16°C a pri
4000 rfc centrifugovany cely objem, 100 ml, inokula ¢. 2. Do mineralneho média bola sterilne
premiestnend cela centrifugovana biomasa, 10 g/l uhlikového substratu a 0,1 ml roztoku
stopovych prvkov ¢. 2. Hotové produkéné médium bolo ponechané na temperovanej trepacke
pri 30°C a 160 rpm na dobu 48 hodin.

Zlozenie mineralneho média €. 2 [24]:

KoHPO4 37¢g
KH2PO4 58¢
MgSO4 - 7 H20 0,1mM
Destilovana voda 1000 ml

Zlozenie roztoku stopovych prvkov ¢.2 [24]:

FeSO4 - 7 H20 2,78 g
MnCl: - 4 H20 198 ¢
CoSO4 - 7H20 281 ¢g
CaCl; - 2 H2O 1,67 g
CuClz - 2 H,0 0,17 g
ZnSOq4 - 7 H20 0,29 ¢
0,1M HCl 1000 ml

Kultivacia bakteridlneho kmena Delftia acidovorans DSM 39 a CCM 283: zlozky média boli
navazené podla zlozenia mineralneho média ¢. 3 do objemu 100 ml. Nasledne bolo upravené
pH mineralneho média na hodnotu 7 pomocou 30% roztoku hydroxidu sodného. Pripravené
médium bolo sterilizované minimalne 30 min. v tlakovom hrnci so zatvorenym ventilom. Po
vychladnuti bolo do mineradlneho média pipetovanych 0,1 ml roztoku stopovych prvkov €. 3,
10 g/l uhlikového substratu a 10 ml inokula (podl'a zlozenia inokula ¢. 1). Hotové produkéné
meédium bolo ponechané na temperovanej trepacke pri teplote 30°C a 160 rpm na dobu 72
hodin.

Zlozenie mineralneho média ¢. 3 [51]:

Na;HPO4 - 12 H20 7,16 g
KH>PO4 2,65¢
MgSO4 - 7 H20 02¢g
(NH4)2SO4 0,1g
CaCl; - 2 H2O lg
Kyselina citronova 5¢g
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Zlozenie roztoku stopovych prvkov ¢.3 [51]:

CoClz - 6 H0O 0217 g
FeCls - 6 H20 0,0162 g
CaCl; - 2 H2O 0,0078 g
NiClL - 6 H2O 0,118 g
CrCls - 6 H20 0,135 ¢
CuSOs4 - 5 H2O 0,156 g
0,1 M HC1 1000 ml

Mineralne médium pouzité na dvojstupiiova kultivaciu bakteridlneho kmernia Azohydromonas
lata CCM 4448: médium a roztok stopovych prvkov boli pripravené podl'a dodacieho listu,
prilozeného k bakteridlnym kmeriom z Ceskej zbierky mikroorganizmov. Médium bolo
pripravené do Erlenmeyerovych baniek na objem 100 ml. Citrat Zzelezito amoénny bol
rozpusteny v 2 ml vody a sterilizacia prebiehala oddelene od ostatnych zloziek média. Po
sterilizacii bol do roztoku pridany citrat zelezito amonny, 0,5 ml/100 ml TES roztoku
a uhlikovy zdroj (glukoéza a butan-2,4-diol v rdznych pomeroch) v celkovej koncentracii 10 g/l.
Po 72 hodinach kultivacie boli z tejto kultiry zaoCkované nové Petriho misky a cely proces od
inokula cez mineralne médium sa opakoval s pouzitim kultary na novych Petriho miskach. Po
takej kultivacii bola dosiahnuta vyssia opticka hustota a z kultiry mohlo byt izolované malé
mnozstvo polyméru.

ZlozZenie mineralneho média ¢. 4:

NaHPO4 - 12 H,O 29¢
KH2PO4 23¢
MgSOa4 - 7 H20 05¢g
NH4Cl lg
NaHCO3 05¢g
CaCl2- 2 H20 0,01¢g
Citrat zelezito- aménny 0,05 g
Destilovana voda 980 ml

Zlozenie roztoku stopovych prvkov ¢.4:

ZnSO4 - 7 H20 0,1g
MnCl: - 4 H20 0,03 g
H3;BOs3 03¢
CoClz - 6 H,O 02¢g
CuCl2- 2 H,O 0,01¢g
NiClz - 6 H20 0,02 g
NaxMoOs - 2 H20 0,03 g
Destilovana voda 1000 ml

3.2.4 Kultivacia bakteridlneho kmena v bioreaktore

Pre kultivaciu v bioreaktore bola vybrané len bakterialna kultira Cupriavidus malaysiensis
DSM 19378 z ddvodu , ze tato konkrétna baktéria mala uz optimalizované média pre produkciu
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mikroorganizmov v ramci inej diplomovej prace. Ciel'om kultivacie bolo porovnanie produkcie
PHA v prostredi bioreaktoru a v Erlenmeyerovych bankach.

Prvym krokom pri kultivacii v bioreaktore je priprava inokula. V tomto konkrétnom pripade to
bol bioreaktor s objemom 2 1, ktory je potrebné naplnit’ vzdy maximalne do % objemu a preto
bol kultivacny objem vSetkych komponentov dohromady 1,51. Inokulum tvorilo 10 %
celkového objemu, teda 150 ml. Zlozenie a priprava su popisané v kapitole 3.2.2. (zloZenie
inokula ¢. 1). Mineralne médium bolo pripravené priamo v nadobe bioreaktoru podla kapitoly
3.2.3. (zlozenie mineralneho média €. 1 a zlozenie roztoku stopovych prvkov ¢.1). Po namieSani
mineralneho média bol pridany vy- butyrolakton v koncentracii 10 g/l a 1,5 ml roztoku
stopovych prvkov. Po skompletizovani roztoku bol bioreaktor dokladne uzavrety
a sterilizovany v autoklave. Po sterilizacii sa bioreaktor zapol, pripojili sa pH sonda, mieSanie,
aeracia, teplotny detektor a zaockovalo sa 150 ml inokula. Kultivacia prebiehala pri 30 °C, pH 7
a pri koncentracii rozpusteného kyslika 20 %. Pocas kultivacie bol 2 krat pridany protipenivy
pripravok a po 12 hodinach kultivacie bolo pridanych d’al§ich 10 g/l y- butyrolaktonu a teda
finalna koncentracia uhlikového substratu bola 20 g/l. Kultivacia prebiehala celkovo 23 hodin
a pH bolo regulované na stabilnej hodnote 7 pomocou pritoku 30% NaOH a H2SOs.

Pocas kultivacie boli prvych 12 hodin odoberané vzorky kazdé 3 hodiny a po noci boli odobraté
eSte v Case 21 a 23 hodiny kultivacie. Vzorky sa odobrali vzdy paralelne do dvoch 10 ml
centrifugacnych skimaviek a bola na nich odmerana opticka hustota, d’alej boli vzorky pouzité
pre gravimetrické stanovenie biomasy, vid kapitola 3.3.1 a analyzu pomocou plynovej
chromatografie.

3.2.5 Optimalizacia produkcie polyméru kmenom Delftia acidovorans CCM 2410
pomocou analyzy vplyvu koncentracie kyslika

Predpokladalo sa, Ze koncentracia jednotieck 3HB a4HB modze byt ovplyviiovana
koncentraciou kyslika pritomného pri kultivacii. Pre tento pokus bolo pouzitych Sest 500 ml
Erlenmeyerovych baniek v ktorych bol rézny objem mineralneho média od 50 do 300 ml . Tym,
ze médium v banke siahalo do roznej vysky, bola tu aj rozna koncentracia kyslika. Ostatné
kroky kultivacie boli rovnaké ako §tandardna kultivacia kmetia CCM 2410 uvedena v kapitole
2.3.2.

3.2.6 Optimalizacia produkcie polyméru kmenom Delftia acidovorans CCM 2410
pomocou analyzy vplyvu koncentracie inokula

Pre kultivaciu kmenia CCM 2410 bola pouzita 2 stupriova kultivacia inokula pricom Standardne
sa v druhom kroku pridavali 3 obj.% prvého inokula. V tomto pokuse boli otestované rdzne
ockovacie koncentracie prvého inokula. Priprava zacala rovnako ako §tandardna priprava podla
postupu v kapitole 3.2.2. Prvé inokulum bolo pripravené z kryoskimavky alebo z Petriho
misky. Po 24 hodinéch bol pripraveny roztok na druhé inokulum, ktory obsahoval aj glukézu
(zlozenie inokula €. 2, kapitola 3.2.2.). Do piatich 100 ml roztokov sterilného média bolo
postupne ockované 1,3,5,7 a9 ml zprvého inokula a dalej prebiehala kultivacia podla
Standardného postupu pre dany bakterialny kmer.

30



3.3 Zakladna charakterizacia biomasy a izolacia PHA

3.3.1 Stanovenie biomasy gravimetrickou metédou

Po kazdej bakterialnej kultivacii bolo odobratych 10 ml do presne zvazenej centrifugacnej
skamavky. Biomasa bola podl'a konkrétnej potreby daného bakterialneho kmeina stoCena na
centrifige. Ciry roztok, ktory zostaval nad biomasou bol vyliaty a k biomase bola pipetovana
voda, v ktorej sa za pomoci vortexu biomasa znovu uvolnila zo steny skimavky a bolo mozné
precistitt ju pomocou dalSej centrifugacie. Tento postup bol opakovany este raz. Po
centrifugacii bola biomasa ponechana v susiarni na 70°C az do uplného vysusenia. Nasledne
bola skimavka znovu zvazena a bolo vypocitané mnozstvo biomasy v roztoku v g/l1.

3.3.2 Stanovenie obsahu polyméru v biomase pomocou plynovej chromatografie

Mnozstvo polyméru v biomase a zastipenie monomérov v PHA boli zistované pomocou
plynovej chromatografie. Postup nadvézoval na stanovenie biomasy gravimetrickou metddou,
kapitola 3.3.1. VysuSena biomasa bola presne vazena na analytickych vahach v rozmedzi 9-
10 mg do krimpovacej vialky, k biomase bol pipetovany 1 ml chloroformu a 0,8 ml
transesterifikacnej zmesi ( 15% roztok kyseliny sirovej v methanole s vnutornym Standardom
5 mg/ml kyseliny benzoovej). Vialky boli zatvorené a ponechané na 3 hodiny v termostate pri
teplote 100 °C kde prebieha hydrolyza PHA a esterifikécia za vzniku prislusnych methylestrov.
Po 3 hodinéch boli vialky pred otvorenim ochladené na laboratérnu teplotu, aby sa zamedzilo
uniku prchavych latok. Pocas chladnutia bolo do véacsich Srubovacich vialiek pipetovanych
0,5ml 0,05M roztoku NaOH aprida sa do nich cely obsah zkrimpovacej vialky po
esterifikacii. Vialka sa zaSraubuje, pretrepe a necha sa rozdelit. Do mensej Srubovacej vialky
sa pipetuje 950 ul chloroformu a 50 ul spodnej chloroformovej fazy, ktora vznikla po extrakcii.
Tato vialka sa jemne zaSraubuje atymto je pripravena na analyzu pomocou plynovej
chromatografie.

3.3.3 Stanovenie optickej hustoty bakterialnych kultar

Pocas optimalizacii kultivatnych médii bola vzorka odoberand kazdych 24 hodin. Po
optimalizacii vSetkych podmienok kultivacie sa vzorka odoberala az po ukoncené kultivacie.
Z kultary bol v sterilnych podmienkach odobraty 1ml, ten bol podla potreby riedeny
najcCastejSie 5 krat a na spektrofotometrii bola zmerana opticka hustota pri 600 nm. Ako blank
bola pouzita destilovana voda.

3.3.4 Izolacia vyprodukovaného P(3-HB-co-4-HB)

Po ukonceni kultivacie bol roztok s biomasou niekol'ko krat zamrazeny a rozmrazeny z dévodu,
ze vznikajuce kryStaliky vody rozruSovali cytoplazmaticki membranu, vdaka ¢omu sa
nasledne mohol polymér jednoduchsie uvoliiovat’ z bunky. Po finalnom rozmrazeni bola
biomasa centrifugovana. Baktéria Cupriavidus malaysienis DSM19379 sa centrifugovala pri
otackach 10 000 rpm po dobu 10 min len raz bez pre€istenia. Ostatné 4 bakterialne kmene boli
centrifugované pri nizSich otackach 8 000 rpm, rovnako dlhu dobu. Nasledne bola stocena
biomasa eSte 2 krat rozmieSana v destilovanej vode a znovu cetrifugovana, aby doslo k jej
precisteniu od zbytkov produkéného média. Biomasa sa z centrifuga¢nych nadob premiestnila
do 250 ml Erlenmeyerovych baniek, bola zaliata priblizne 200 ml etanolu a uzatvorena tak, aby
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sa zabranilo uniku prchavych latok. Erlenmeyerova banka bola 24 hodin purifikovana na
magnetickej mieSacke. Po 24 hodinach sa suspenzia filtrovala na Biichnerovom lieviku za
znizeného tlaku. Filtrat mohol byt zlikvidovany a filtraCny kola¢ obsahujtci biomasu
s polymérom bol naspédt premiestneny do 250 ml Erlenmeyerovej banky, zaliaty priblizne
200 ml chloroformu auzavrety. Tato biomasa v chloroforme bola opédt ponechana na
magnetickej mieSacke na 24 hodin. Po uplynuti tohto Casu bola suspenzia za stdleho mieSania
zahrievand. Ohrev prebiehal az do varu chloroformu a pri danej teplote bola suspenzia
udrziavanad 30 minut. Tymto krokom bolo docielené rozpustenie uvolneného polyméru
v chloroforme a roztok dostal hnedu farbu a slizku konzistenciu. Po prevareni bola suspenzia
filtrovana na Buchnerovom lieviku za znizeného tlaku do etanolu. Filtra¢ny kolac sa po
filtrovani vratil naspat’ do Erlenmeyerovej banky a postup s chloroformom sa opakoval az
pokial nezostali po filtracii len suché a sypké kusky biomasy. Vo filtrate bol viditelny polymér,
ktory bol vyzrazany vd’aka etanolu. Tento filtrat sa nechal odparovat, popripade bola pouzita
elektricka odparka. Po dokladnom vysuSeni a odpareni bol vyizolovany polymér zvazeny
a mohol byt pouzity na d’alSie analyzy.

3.4 Zakladna charakterizacia pripravenych PHA

3.4.1 Velkostne vylucovacia chromatografia s detektorom statického rozptylu svetla
vo viacerych uhloch ( SEC- MALS)

Priemerné molekulové hmotnosti a polydisperzita izolovanych polymérov boli analyzované
pomocou velkostne vyluCovacej chromatografie. Vzorka polyméru bola navazena do
Srubovacej vialky a bolo k nej napipetované 1,5 ml chloroformu (HPLC kvalita) v koncentracii
4 mg/ml. Vialka bola uzatvorend a umiestnend do termobloku na 70 °C, po niekol'kych
minutach sa vialka pretrepala a vizualne bolo skontrolované uplné rozpustenie polyméru. Po
schladeni na laboratornu teplotu boli vzorky podrobené analyze, na nastrek na kolénu bolo
pouzitych 100 pl roztoku a analyza prebiehala pri prietoku 0,6 pl/min.

3.4.2 Diferencialna skenovacia kalorimetria (DSC)

Pomocou tejto metddy boli pozorované teplota topenia, entalpia topenia, skelny prechod
a krystalinita polyméru. Bolo na to pouzité malé mnozstvo polyméru, ktoré bolo umiestnené do
hlinikovej misky svieCkom a analyza prebiehala v cykloch. V prvom cykle bola vzorka
zahrievana od teploty 25 °C do 190 °C, druhy cyklus predstavovalo chladenie z 190 °C
na -60 °C a treti cyklus bolo opédtovné zahriatie na 190 °C. Rychlost’ zahrievania bola vzdy 10
°C/min a medzi cyklami bola teplota podrzana na konstantni hodnotu po dobu 1 minuty.

3.4.3 Termogravimetricka analyza (TGA)

Metoda vyuzivana na §tadium priebehu termolyzy a horenia polymérov, pri ktorom sa sleduju
zmeny hmotnosti pri tepelnom namahani. Na analyzu bolo pouzité malé mnozstvo vzorky,
ktora bola ulozena do hlinikovej nddobky a zohrievana rychlostou 10 °C/min od teploty 25 °C
az po teplotu 500 °C. Pomocou tohto merania bola zistovana tepelna stabilita ziskanych vzoriek
PHA, pociatocna teplota rozkladu (Tq) stanovena z termogravimetrickej krivky a teplota, pri
ktorej rychlost’ rozkladu dosahovala maximum (Tmax) bola stanovena z termogravimetrickej
krivky derivovanej podl'a teploty s percentudlnou hodnotou hmotnosti na ose Y.
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3.4.4 Infracervena spektrometria (FT-IR)

Tymto meranim bola stanovena chemicka Struktura izolovanych PHA. Vzorky boli merané
pomocou ATR FTIR, ¢o predstavuje infracervenu spektrometriu s Fourierovou transformaciou
merani metodou zoslabeného tplného odrazu na jedno odrazovom diamantovom nadstavci.
Spektrum bolo merané v oblasti od 4000 — 400 cm! pri laboratornej teplote a vysledna struktira
bola porovnavana s hodnotami dostupnymi v odbornej literature.

3.4.5 Spracovanie vyprodukovaného P(3-HB-co-4-HB) do podoby filamentu

Touto metodou je zakladny material zmieSany v tavenine s aditivami za vzniku homogénnej
zmesi. Polymér bol spracovany pomocou DSM Xplore Micro Compounder s dvomi sthlasnymi
Snekmi a 15 ml zmieSavacou komorou. Bakteridlnym kmenom Cupriavidus malaysiensis
DSM19379 bolo naprodukované dostatocné mnozstvo polyméru pre spracovanie do podoby
filamentu. Izolovany, vysuSeny polymér bol nastrihany na malé kusky s pribliznym priemerom
0,5 cm. Na jeden filament bolo pouzitych 10 g polyméru, ten bol nadavkovany do Micro
Compondera pri teplote 165 °C pri otackach 50 rpm pomocou nasypky. Po nadavkovani sa
nasypka vytiahla, zlozila sa zatka a otacky boli zvySené na 100 rpm po dobu 5 minut, aby sa
zabezpecila dokladna homogenizacia celej zmesi. Po 5 minutach boli otacky opat’ znizené na
50 rpm a bola otvorena vypustacia komora, z ktorej sa extrudoval polymér. Hrubka filamentu
bola regulované ru¢ne navijanim na uzatvorenu valcoviti nadobu naplnent studenou vodou.
Voda zabezpecila rychlejsie chladenie filamentu, ktory sa po stuhnuti vlozil do zatvaracieho
vrecuska, aby sa nachadzal v prostredi s konstantnou vlhkost'ou. Pri nespravnom uchovavani
by sa mohli menit vlastnosti vytvoreného filamentu.

3.4.6 Mechanické tahové skusky polyméru

Mechanické tahové skusky polyméru boli stanovované na vzorkach izolovanych
z bakterialneho kmena Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 a konkrétne na filamente z tohto
polyméru. Kus filamentu s dizkou priblizne 10 cm bol pripevneny zoboch koncov do
Dynamometra Instron 4310, ktory je ureny na testovanie mechanickych vlastnosti materialov
v tahu. Po zapnuti zacal dynamometer polymér natahovat az do momentu pretrhnutia.
Z merania bolo mozné stanovit Yougov modul, pevnost v tahu a dizkové predizenie pri
pretrhnuti.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Vyber vhodného kultiva¢ného média pre jednotlivé bakteridlne kmene

Pre diplomovu pracu boli vybraté 3 bakterialne kmene z ¢eskej zbierky mikroorganizmov,
ktorych kultivaciu bolo potrebné optimalizovat. Dalej bol pouzivany kmeti Cupriavidus
malaysiensis DSM 19379, ktorého kultivacia a produkcia uz boli optimalizované a bol vyuzity
hlavne pre vysoku vytaznost PHA. S odstupom casu bol doobjednany a otestovany este jeden
bakterialny kmeti DSM 19379.

Cielom bolo izolovat' a charakterizovat PHA z kazdého z tychto kmenov. Ako prvé bolo
testované zlozenie inokula, minerdlneho média a roztoku stopovych prvkov, ktoré boli
prilozené v dodacom liste baktérii. Ako je mozné vidiet' v Tabulka 2 2, na kultivaciu bolo
pouzité inokulum €. 1 a inokulum €. 3. U vSetkych troch baktérii sa ukazalo ako vhodnejSie
inokulum €. 1, ked’Ze dosahovali vyssiu vytaznost biomasy a tiez vyssi zakal ktory sa prejavil
na hodnote absorbancie. Pri prvej kultivacii bolo pozorované, ze bakterialny kmeni CCM 4448
sa od d’al§ich dvoch kmeriov vyrazne odliSuje niz§ou produkciou biomasy, ale hlavne nizs§im
zakalom kultivacného média. Ako zdroj uhlika bol zvoleny butan-1,4-diol v koncentracii 10g/1,
pretoze prave tato latka predstavuje jeden z moznych substratov pre bakterialnu produkciu
poly(3hydoxybutyrat-co-4hydroxybutyratu).

Tabulka 2: Hodnoty absorbancie a koncentracia biomasy u vybranych bakteridlnych kultir; I11: inokulum ¢.1; 13: inokulum
¢.3; MM4: minerdlne médium ¢ 4

Bakterialny Kultivacia Bl%tan— 1,4- Biomasa A600nm A600nm A600nm
kmeri diol (g/1) (g/) 24 hod. 48 hod. 72 hod.
CCM 283 I1; MM4 10 0,23 0,753 0,8 0,782
CCM 2410 | 11; MM4 10 0,42 0,856 0,971 1,032
CCM 4448 | 11; MM4 10 0,13 0,661 0,726 0,539
CCM 283 13; MM4 10 0,14 0,386 0,434 0,485
CCM 2410 | 13; MM4 10 0,33 0,588 0,699 0,811
CCM 4448 | 13; MM4 10 - 0,01 0,019 0,044

Nizsia aktivita kmenia CCM 4448 bola pozorovana aj na Petriho miskach, kde boli baktérie
ockované krizovym rozterom. Na obrazku 7 aab su bakteridlne kmene CCM 2410
a CCM 283, ktoré tvorili na agarovej platni hladké plynulé kolonie aboli vhodné na
uchovéavanie v chladnicke ako zaklad pre ocCkovanie inokula. Na druhu stranu, kmen
CCM 4448 na obrazku c¢ tvoril len malé mnozstvo kolonii vo vacsej vzdialenosti od seba, ¢o

otvrdila aj nizka koncentracia biomas vch bankach.

po kultivacii v Erlenmeyero

Obrazok 7: Bakteridlne kultiiry na Petriho miskdch; a: CCM 2410; b: CCM 283; ¢: CCMA4448
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Vysledky ztabul'ky 2 bolo mozné jednoducho potvrdit’ vizudlne, ihned po kultivacii, ¢o je
zobrazené na obrazku 8. Na prvy pohl'ad sa da odlisit, ze produkcia bakteridlneho kmena
CCM 4448 bola od d’al§ich dvoch kmeriov nizsia. Tento kmeti bol d’alej kultivovany s pouzitim
glukoézy a az potom sa pridaval butan-1,4-diol, ¢o je blizsie popisané v kapitole 4.3. Taktiez sa
na plynovej chromatografii nepreukazala schopnost’ utilizacie jednotky 4HB a preto bol kmen
CCM 4448 z d’alsej optimalizacie vyradeny.

Obrazok 8: Zdkal minerdlneho média po ukonceni kultivacie troch bakterialnych kmeriov

Mineralne médium ¢. 4 (MM4), prilozené k dodaciemu listu nebolo konkrétne prispésobené na
produkciu ziadaného PHA, preto boli vyhl'adané d’al§ie moznosti kultivacie. Kultivacie d’ale;
prebiehali podl'a zloZenia inokula €. 1 a podl'a zloZzenia mineralneho média €. 2,3 a 4.
Mineralne médium €. 2 bolo pouzité 2 roznymi sposobmi. Najskor sa na kultivaciu vyuzilo
10 % inokula, ¢o predstavovalo na 100 ml média 10 ml inokula. Tymto postupom vsak bola
dosiahnuta len vel'mi nizka koncentracia biomasy u oboch testovanych bakterialnych kmeriov.
Druhy postup bol zvoleny prenesenim celej hmotnosti biomasy z inokula do mineralneho média
popisany v kapitole 3.2.3. Po vyuziti tohto postupu bol zaznamenany vyrazny narast
koncentracie biomasy u vSetkych testovanych kultur.

Dalgie testované bolo mineralne médium & 3 (MM3). Toto médium sa podl'a koncentracie
biomasy ukéazalo ako velmi ucinné pre bakterialny kmen CCM 283 a DSM 39 abolo
pripravované podla kapitoly 3.2.3.

Tabulka 3:Vyber najvhodnejsieho minerdlneho média pre kultivaciu réznych bakterialnych kmeriov

Bakterialn ., inokulum Butan-1,4- Biomasa . .

Kmer Y| Kultivacia (%) diol (/1) (/) Riedenie A600nm
CCM 283 I1; MM2 10 10 0,19 - 0,496
CCM 283 I1; MM2 100 10 1,39 5x 0,599
CCM 283 I1; MM3 10 10 2,05 5x 0,473
CCM 283 I1; MM4 10 10 0,23 - 0,8
CCM 2410 |11; MM2 10 10 - - 0,591
CCM 2410 |11; MM2 100 10 1,44 5x 0,674
CCM 2410 |11; MM3 10 10 0,78 5x 0,207
CCM 2410 |11; MM4 10 10 0,42 - 0,971
DSM 39 I1; MM2 100 10 1,22 5x 0,129
DSM 39 I1; MM3 10 10 1,4 5x 0,552
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Postupnym testovanim a kultivaciami baktérii na réznych mineralnych médiach bolo pre kazdy
bakterialny kmefi vybrané jedno médium, ktoré bolo vyuzivané na jeho kultivaciu s cielom
izolovat' o najvysSie mnozstvo PHA. Zeleno vyznaCené riadky v tabul'ke 3 ukazuju aké
kultivacné média boli vybrané pre jednotlivé kmene. Najvyraznejsie zakalenie a teda aj hodnotu
absorbancie dosahoval kmeit CCM 2410, koncentracia biomasy u vybraného média MM2
predstavovala 1,44 g/l. Dalsie dva bakterialne kmene dosahovali vy$§iu koncentraciu u MM3
ato 1,4 g/l u DSM 39 a 2,05 g/l u CCM283.

Bakterialnemu druhu Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 bolo od zaciatku priradené MM,
ktoré uz bolo optimalizované a dosahovalo vysoku koncentraciu biomasy okolo 4,0 g/l
a zakalenie produkcného média ¢im prevySuje vSetky ostatné testované kmene.

4.2 Kultivacia bakteridlneho kmena Cupriavidus malaysiensis DSM 19379

Bakterialny kmen Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 bol vybraty a otestovany Studentkou
Ing. Katefinou Drabkovou v diplomovej praci s nazvom Biotechnologickd produkcia PHA
pomocou Cupriavidus malaysiensis; 2019. Tento kmenl bol vybraty znovu, pretoze podla
dostupnej literatury dosahuje jednu z najvyssich produkcii P(3HB-co-4HB) a vd’aka tomu sa
dalo izolovat’ dostato¢né mnozstvo polyméru na vytvorenie viacerych filamentov.

Kultivacia zacala podla postupu popisaného v kapitole 3.2.2, inokulum ¢. 1 a pokracovala
podl'a kapitoly 3.2.3, mineralne médium €. 1. V ramci projektu ORION bolo cielom izolovat
aspont 30 g P(3HB-co-4HB), kultivacia preto prebiehala v 25 Erlenmeyerovych bankéach
s objemom meédia 200 ml. Zakal minerdlneho média na konci kultivacie je zachyteny na
obrazku 9. Kultura mala po kultivacii vyrazny kyslo- mlie¢ny pach.
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Obrazok 9: Kultivacia kmerna DSM 19379

Po niekol’kych opakovaniach a priprave priblizne 20 litrov kultiry prebehla izolacia PHA podl'a
postupu v kapitole 3.3.4 a tak bol dosiahnuty ciel 30 g kopolyméru. Na Obrazok 10 10 A je
mozné vidiet’ zbytok biomasy po izolacii PHA a na obrazku B je izolovany polymér. Polymér
ma na obrazku bielu aj zIta farbu to je sposobené tym, ze vacsie mnozstva polyméru izolované
v prvé dva dni boli suSené pomocou elektrickej odparky, ktora bola zahrievana a PHA mal po
uplnom vysusSeni nazltnuta farbu. Izolacia, ktora prebiehala na 3 deni obsahovala uz len malé
mnozstvo polyméru a preto sa nechala volne odparit’ v digestori pri laboratornej teplote
a polymér zostal Cisto biely.
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Obrazok 10: : Biomasa(A) a PHA izolované (B) z bakterialneho kmeria DSM 19379

Izolovany polymér bol v ramci projektu ORION dalej pouzity na vytvorenie 4-filamentov
podl'a kapitoly 3.4.5. Filamenty boli vyrobené s cielom pouzitia filamentu do 3D tlaiarne na
vytvorenie scaffoldu z biodegradovatelného materidlu. Fyzikalne vlastnosti izolovaného
polyméru sa dostato¢ne odliSovali od tuhého a krehkého P3HB, aj ked zastupenie jednotky
4HB v kopolyméri predstavovalo len priblizne 10 hm. %. Na obrazku 11 je mozné vidiet’ dva
pripravené filamenty. Filament A obsahuje pridavok plniva, antioxidacného Ccinidla aj
zmékcovadla a filament B obsahuje len plnivo a antioxidacné Cinidlo. Fyzikalne vlastnosti
pripravenych filamentov je mozné porovnat’ s &istym P3HB, napriklad dizkové predizenie pri
pretrhnuti u P3HB ma hodnotu 5 %, pevnost' v tahu je 43 MPa a krystalinitu ma okolo 60 %.
Hodnota dizkového predizenia pri pretrhnuti uizolovaného P(3HB-co-4HB) dosiahlo
priemernu hodnotu az 1521 %, pevnost’ v tahu sa znizila az na 18,8 MPa a krystalinita po
tepelnom spracovani do podoby filamentu klesla na 15 %, i ked” samotny izolovany polymér
mal kryStalinitu 28 %. Tym bolo potvrdené, ze uz pri malom pridavku jednotky 4HB, sa
z tuhého a krehkého materialu akym je P3HB stava jemnej$i a flexibilnej$i material s moznym
vyuzitim do 3D tlace.

Obrazok 11:Filamenty vytvorené z PHA izolovaného z bakterialneho kmeria DSM 19379
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4.2.1 Vplyv koncentracie inokula na produkciu polyméru pri pouziti dvoch réznych
zdrojov uhlika

Na kultivaciu bakterialnej kultury boli pouzité dva rozne druhy uhlikového substratu, prvym
z nich bol 1,4-butandiol a druhym y- butyrolakton. Oba tieto substraty boli vybrané podl'a
literatary ako prekurzory tvorby kopolyméru P(3HB-co-4HB). Pri vyuziti glukozy, ktora
predstavuje najcastejSie vyuzivany zdroj uhlika nie je bakterialny kmen schopny tvorit
jednotku 4HB.

Inokulum bolo pripravené podla kapitoly 3.2.2, zlozenie inokula ¢.1. Kultivacia prebiehala
v 250 ml Erlenmeyerovych bankach, do ktorych sa pripravilo 100 ml mineralneho média.
Koncentracia uhlikového substratu pre tento bakteridlny kmen bola vzdy pri kultivacii
v Erlenmeyerovych bankach 8 g-1"'. Do mineralneho média bolo za sterilnych podmienok
pipetovanych 5,10 a 15 % inokula a to pre oba uhlikové substraty. Dohromady mal teda tento
experiment 6 vzoriek.

Prvy testovany uhlikovy zdroj bol y-butyrolakton, na obrazku 12 je mozné vidiet porovnanie
koncentracie biomasy a naprodukovaného PHA na konci kultivacie. Mineralne médium bolo
v tomto pripade zaoCkované 5 %, 10 % alebo 15 % inokula. Ako je mozné vidiet’, koncentracia
inokula nemala vyrazny vplyv na koncentraciu polyméru pretoze jeho koncentracia sa
pohybovala od 2,0 g/l do 2,6 g/l. Na druhu stranu koncentracia biomasy bola najvyssia pri
pouziti 5% inokula. Ako najvyhodnejsia koncentracia inokula bola vybrana hodnota 5 % pri
ktorej boli najvyssie vytazky.
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Obrazok 12: Koncentrdcia biomasy a PHA pri pouZiti y-butyroldktonu ako uhlikového zdroja a réznej koncentracii inokula

Druhym testovanym uhlikovym zdrojom bol butan-1,4-diol, ktory bol rovnako ako v-
butyrolakton pridany do mineralnych médii s 3 réznymi koncentraciami inokula. V tomto
pripade bol pozorovany rozdiel hlavne v koncentracii biomasy, ktora vzrastla az na 6,1 g/, na
druhu stranu koncentracia PHA bola pri pouziti butan-1,4-diolu o nie¢o nizsia a to od 1,5 g/l do
2,4 g/1. Z Obrazok 13 13 je teda mozné urcit, ze najvhodnejsia koncentracia inokula pri pouziti
butan-1,4-diolu je 15 %.
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Obrdzok 13: Koncentrdacia biomasy a PHA pri pouZiti 1,4-butandiolu ako uhlikového zdroja a roznej koncentrdcii inokula

Po analyze vysuSenej biomasy na plynovej chromatografii bol zisteny jeden vyraznejsi rozdiel
medzi dvomi pouzitymi uhlikovymi substratmi. Na obrazku 14 je wviditelny rozdiel
v percentualnom zastupeni jednotiek 3HB a 4HB. Zatial’ o pri pouziti y- butyrolaktonu (y-BL)
bola koncentracia jednotky 4HB v rozmedzi od 5 % do 14 %, pri pouziti butan-1,4-diolu
(1,4-BD) sa koncentracia jednotky 4HB zvySila az na 30 % a pri pouziti vSetkych troch
koncentracii inokula bol pomer medzi jednotkami 3HB a 4HB vel'mi podobny.

Vysledkom tohto experimentu teda je, ze vyhodnejsi uhlikovy zdroj na produkciu 4HB je
butan-1,4-diol, no vyssia koncentracia PHA bola dosiahnuta pomocou y- butyrolaktonu.
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Obrdzok 14: Percentudlne zastiipenie jednotiek 3HB a 4HB pri pouZiti dvoch uhlikovych
substrdtov a roznej koncentrdcii inokula;
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4.2.2 Kultivacia v bioreaktore

Kedze bakterialny kmeft DSM 19379 sa v Erlenmeyerovych bankach ukézal ako vyborny
producent PHA, bola otestovana aj kultivacia v bioreaktore. Postup pripravy je uvedeny
v kapitole 3.2.4. Vzorky z kultivacie boli na zaciatku odoberané kazdé 3 hodiny a cez noc
vznikla 9 hodinova medzera pocas ktorej sa vzorky neodoberali. Z bioreaktoru bolo odobratych
vzdy 2 x 10 ml za sterilnych podmienok, aby nedoslo ku kontaminécii obsahu bioreaktoru.
Vysledky z analyzy odobratych vzoriek su zobrazené v tabulke 4. Pri vzorkach odobratych
v ¢ase 0 a 3 hodiny chybaju informacie o PHA, je to z toho dovodu, ze v odobratom mnozstve
média eSte nebolo dostatocné mnozstvo biomasy, ktora by mohla byt pouzitd na plynovu

chromatografiu.
Tabulka 4: Analyza biomasy bakterialneho kmernia DSM 19379 po kultivacii v bioreaktore
¢as [hod] | biomasa [g/l] | PHA [g/l] | PHA hm.% | 3HB[%] | 4HB[%] | Riedenie | A s00nm
0 0,08 - - - - -| 0,582
3 0,33 - - - - 2x 0,58
6 1,14 0,10 8,46 82,74 17,26 10x | 0,356
9 4,7 0,45 9,57 86,78 13,22 10x | 0,914
12 14,76 0,79 5,36 45,01 54,99 20x | 0,569
21 7,38 2,07 28,08 93,06 6,94 50x | 0411
23 20,47 0,52 12,33 46,71 53,29 50x | 0,431

Kultivacia v bioreaktore sa od vsadkovej kultivacie v bankach odliSovala v koncentracii
uhlikového substratu. Do bioreaktoru bol pridany y-butyrolakton 10g/1 dva krat, na zaciatku
kultivacie a po 11 hodinach, zakalenie média je mozné vidiet na Obrazok 15 15. Rovnako bolo
2 krat pridané aj c¢inidlo proti peneniu, prvy raz po 10 hodinach a druhy raz po 12 hodinach
kultivacie. Dalgim rozdielom bola velmi vysoka opticka hustota a koncentracia biomasy.
V tabulke 4 je mozné vidiet, ze biomasa dosiahla na konci kultivacie koncentraciu az 20,47 g/l
¢o predstavuje 6,5 nasobny narast oproti Erlenmeyerovym bankam. Ale zial’, koncentracia PHA
vyrazne klesla az na 0,52 g/l z povodnych 2,6 g/1. To indikuje, ze kopolymér bol spotrebovany
ako zdroj energie. Poslednym rozdielom bola vyraznd zmena senzorickych vlastnosti
suspenzie, ktora mala na konci kultivacie vel'mi sladky pach.

Obrazok 15: Kultivacia bakteridlneho kmena DSM 19379
v bioreaktore v ¢ase Ohod. a v c¢ase 23hod.
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Pocas kultivacie v bioreaktore bola po celt dobu sledovana a regulovana hodnota pH a hodnoty
sa zaznamenavali kazdu minutu. Pri odchyleni pH od hodnoty 7,0 sa automaticky pridavala
kyselina alebo zasada. Na Obrazok 16 16 je zaznamenana tato uprava pH v ¢ase. Prvotny skok
v ¢ase 0 ukazuje upravu pH na pozadovanu hodnotu. Po prvych 15 minatach sa hodnota ustalila
a do sterilného média bolo pridané inokulum.
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Obrazok 16: UdrZiavanie pH pocas kultivacie v bioreaktore, zaznamenané pridavky kyseliny a zdsady v case

Bakterialny rast ma vzdy pri kultivacii niekol'ko krokov. Prvym je lag faza, v ktorej sa kultira
prisposobuje prostrediu a nedochadza k takmer ziadnemu rastu. Tejto faze podla nizkych
pridavkov zasady odpoveda prvych 6-8 hodin. Toto tvrdenie potvrdzuje aj koncentracia
biomasy, ktora do 6 hodin bola okolo 1,1 g/l a az potom sa zaCala zvySovat. DIhé trvanie lag
fazy je pre kultivaciu neziaduce, pretoze pocas nej eSte nedochadza k produkcii PHA. Po lag
faze nastupuje faza zrychleného rastu pocas ktorej sa bakteridlna kultira mnozi najvysSou
rychlost'ou. Nasleduje exponencialna faza, ktorej vSak predchadzal pridavok y-butyrolaktonu.
Tento uhlikovy substrat narazovo znizil pH v bioreaktore, preto bola v case 11 hodin
zaznamenana skokovd zmena pridavkov kyseliny a zasady. V exponencidlne; faze doslo
k vyraznému narastu produkcie biomasy az na 14,8 g/l a zdsada bola pridavana vo vacSom
mnozstve, moze za to tvorba kyslych metabolitov. Koncentracia PHA v exponencialnej faze
bola 0,8 g/l. Medzi 18 a 20 hodinou kultivacie dochadzalo postupne k spomaleniu rastu baktérii
za ¢o mohlo postupné vycerpanie uhlikového substratu. Po priblizne 20 hodinach kultivacie
teda zacala stacionarna faza, v ktorej zacina hladovanie a postupné odumieranie baktérii,
rovnako dochadza k tvorbe sekundarnych metabolitov mikroorganizmov a preto bola
koncentracia PHA pocas stacionarnej fazy 2,1 g/l. Poslednou fazou ktori je mozné pozorovat
na obrazku 16 je odumieranie kultary, ktoré sa da identifikovat’ pridavanim kyseliny v Case
22,5 hodiny. Pocas tejto fazy dochadza k hladovaniu a teda aj spotrebovavaniu PHA, ktoré
bunky maju ako zasobnu latku a do média sa dostavaju zasadité bazické splodiny rozpadnutych
bakterialnych buniek. Koncentracia PHA po ukonceni kultivacie zase klesla na 0,5 g/1.
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Obrazok 17: Zastipenie jednotiek 3HB a 4HB v PHA pri kultivacii v bioreaktore

Pocas kultivacie bakterialneho kmenna DSM 19379 bolo v odobratych vzorkach sledované aj
zlozenie PHA, to je mozné vidiet na obrazku 17. Prva vzorka analyzovana na plynovom
chromatografe bola odobrata v Case 6 hodin. V tomto Case bola eSte koncentracia PHA vel'mi
nizka a vysSie zastipenie mala jednotka 3HB. Po 9 hodinéach kultivacie bolo zlozenie vel'mi
podobné, no koncentracia PHA sa zvysila z 0,1 g/l na 0,4 g/l. Po 12 hodinach je mozné
pozorovat’ vyrazny narast koncentracie jednotky 4HB az na 55 %, tato skutocnost’ mohla byt
zapricinena pridavkom y-butyrolaktonu po 11 hodinach kultivacie. V 21 hodinach kultivacie
bola koncentracia PHA najvysSia no vysSie zastipenie mala zase jednotka 3HB. Na konci
kultivacie uz dochadzalo k postupnému spotrebovaniu PHA hladujicimi baktériami ¢o mohlo
zapricinit pokles zastipenia jednotky 3HB, ktora mohla byt metabolizovana ako prva. Ked'ze
PHA su intracelularne sekundarne metabolity bola ich koncentracia v stacionarnej faze
najvyssia, ale pravdepodobne po nedostatoénom mnozstve uhlika v médiu, doslo k spotrebe
PHA ako zdroj energie.

Vysledna podoba izolovaného polyméru a zbytku biomasy st zobrazené na obrazku 18.
Biomasa na obrazku A sa morfologicky vyrazne odliSovala od biomasy, ktora zostala po
izolacii polyméru kultivovaného v Erlenmeyerovych bankach. Biomasa z bioreaktoru mala
ovel'a bledSiu farbu aj ked’ sa jednalo o jeden a ten isty bakteridlny kmer. Rozdielna bola
aj izolacia PHA, biomasa rozmieSana v chloroforme sa vyrazne zlozitejsie filtrovala a aj na
niekol'ko pokusov nebolo mozné dostat znej cely obsah PHA. Kym u kultivacie
v Erlenmeyerovych bankach bola biomasa na konci izolacie v podobe suchych tmavych
zhlukov tak biomasa z bioreaktoru zostala na filtraCnom papieri ako kompaktna lepkava hmota.
Na druhu stranu izolovany polymér bol na prvy pohlad totozny s polymérom z vsadkovej
kultivacie.

Produkcia polyméru v bioreaktore sa v tomto pripade ukazala ako menej ucinna ako kultivacia
v bankach, ked’ze chod bioreaktoru je energeticky naro¢ny a zastipenie PHA v biomase bolo
nizke a izolacia mala zlozitejsi priebeh.
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Obrazok 18: Biomasa(A) a PHA izolované (B) z bakteridlneho kmeiia DSM 19379 po
kultivacii v bioreaktore

4.2.3 Vysledky z DSC, TGA analyzy

Polyméry izolované z baktérie Cupriavidus malaysiensis DSM 19379 boli dostupné na analyzu
v troch podobach. Prvy bol PHA izolovany po kultivacii v Erlenmeyerovych bankach, druhy
bol filament vytvoreny z tohto polyméru a treti bol PHA izolovany po kultivacii v bioreaktore.
Tieto tri formy polyméru boli testované na diferenciadlnej skenovacej kalorimetrii,
termogravimetrickej analyze a velkostne vyluCovacej chromatografii, aby bolo mozné
porovnat’ ich vlastnosti.
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Obrazok 19:DSC analyza PHA produkovaného jednym bakterialnym kmeiiom v réznych formdch

Tabul'ka 5 zobrazuje hodnoty teploty topenia (Twm), enthalpie topenia (AHm), teploty studenej
krystalizacie (Tcc), entalpie studenej krystalizacie a vyslednej sumy enthalpie (3> 'H). Vysledna
suma enthalpie poukazuje na hodnotu a zmenu stupnia krystalinity vo vzorke. Ked’ porovname
teploty topenia u kopolyméru izolovaného zprodukcie v Erlenmeyerovych bankach
a v bioreaktoru, tak kopolymér izolovany z bioreaktoru ma o 6°C nizsiu teplotu topenia, ¢o je
ovplyvnené rozdielnym pomerom monomérnych jednotiek v kopolyméri. Teplota topenia
vzorky filamentu sa od teploty topenia kopolyméru z Erlenmeyerovych baniek takmer nelisi,
¢o suvisi zjeho povodom.  Filament bol pripraveny zkopolyméru kultivovaného
v Erlenmeyerovych bankach. Najvacsi rozdiel zaznamenany medzi tymito troma vzorkami bol
v teplote studenej krystalizacie, Co suvisi s rozdielnou kinetikou kryStalizacie vzoriek.
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Vysledna hodnota enthalpie, >H, sa odlisSuje vyraznejSie kvoli rozdielnemu zlozeniu
kopolymérov a ich spracovaniu v pripade filamentu, ktory uz presiel teplotnou Upravou pocas
spracovania v tavenine. Molekulova hmotnost' bola najvysSia pri vzorke z bioreaktora, ¢o
mohlo byt zapri¢inené vysSSou pritomnostou jednotky 4HB v polyméri. Po spracovani
polyméru do podoby filamentu molekulova hmotnost klesla, no rozdiel bol iba 12,5 kDa, vd’aka
tomu mdzeme predpokladat’, ze nedoslo k vyraznej degradacii polyméru. Stupei polydisperzity
dosahoval najvysSiu hodnotu zase uvzorky izolovanej z bioreaktoru arovnako ako
u molekulovej hmotnosti to mohlo byt zapri¢inené vy$sou koncentraciou jednotky 4HB a rozne
dlhymi retazcami PHA.

Tabulka 5: Vysledky z DSC, TGA a SEC-MALS analyz na PHA izolovanom z jedného bakteridlneho kmeria; Tm: teplota
topenia; AHm: entaplia topenia; Tcc: teplota studenej krystalizdacie; Xc: krystalinita; Td:teplota degraddacie; Tmax:
teplota degraddcie s najvyssou rychlostou rozkladu polyméru; Mw: molekulovd hmotnost; D: polydisperzita

DSC 2 ohrievaci cyklus TGA SEC-MALS
Vzorka AHm | Tcc AHcc JH Tg Tmax Mw
Tm [°C, s 2 | 1d [cC . D
P9I\ wa | ra | wa | we | ra ™ rg | Koo
PHA
banky 158 27,6 | 65 35,9 -83 | -7,5 245 261 365,5 1,31
PHA
bioreaktor 152 37,6 49 32,6 5,0 -6,2 259 277 601,9 1,74
Filament 157 20 71 25,9 -59 | -10,8 | 249 269 353 1,26

Vysledky ztermogravimetrickej analyzy su zobrazené na obrazku 20. Hodnoty su velmi
podobné. Najnizsia odolnost’ voci teplotnému posobeniu bola pri vzorke izolovanej z kultivacie
v bankach pretoze teplota degradacie bola 245 °C, teplota degradacie u vzorky z biorektoru
bola vyssia o 14 °C. V porovnani s ¢istym polymérom P3HB, ktory ma teplotu degradacie
okolo 270 °C mali izolované kopolyméry nizsiu tepelnt odolnost’.
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Obrazok 20: TG analyza PHA produkovaného jednym bakteridlnym kmeriom v réznych formach
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4.3 Kultivacia bakterialneho kmena CCM 4448

- o

Kultivacia bakterialneho kmeria CCM 4448 prebiehala opakovane vel'mi neuspesne a pomocou
uhlikovych prekurzorov vhodnych na produkciu jednotky 4HB nebolo mozné dosiahnut
vyraznej$i rast bakterialnej kultary. Pri pouziti glukodzy ako uhlikového substratu sa podarilo
dosiahnut’ vyssi zakal kultivaéného média a tiez vysSiu koncentraciu biomasy. Ked uz bola
kultura zivotaschopna bolo pripravené mineralne médium ¢. 4 podl'a kapitoly 3.2.3. Do média
boli zaockované tri rozne typy inokula. Prvé bolo povazované za prva generaciu a bolo
ockované z kryoskumavky, druhé bolo z Petriho misky a bola to kultura, ktord uz raz presla
rastom na glukéze a tretie inokulum bolo tiez z Petriho misky na ktort bola ockovana kultura
kultivovana na butan-1,4-diole. Druhé a tretie inokulum boli v tomto pripade povazované za
druhtl generaciu pretoze Standardne sa Petriho misky ockuju z 24 hodinového inokula, no
v tychto dvoch pripadoch bola na Petriho misky zaoCkovana kultura z mineralneho média na
konci kultivacie.

Na obrazku 21 je vidiet rozdiel v zivotaschopnosti kultiry, na obrazku a je kultira zaoCkovana
z inokula vytvoreného z kryoskumavky. Druhé dve st vyssie popisané kultury druhej generacie
ockované z mineralneho média.

Tabulka 6: Rozne kultivacné techniky pouZité na bakteridlny kmeii CCM4448, vysledky koncentracie biomasy po kultivacit

a hodnoty absorbancie bakteridalnych kultur po kultivacii ( 11: inokulum ¢.1; GLU: glukdza; 1,4-BD: butan-1,4-diol, MM4:
minerdlne médium &. 4, kryo: kultira z kryoskimavky)

Kultivacia P6vod ller) | LIEITE AR || [TEe Riedenie Asoonm
(g/N) diol (g/1) g/l 48 hodin

11, MM4 1. generacia 10 0 1,7 10x 0,579
11 kryo; MM4 1. generdcia 2 8 1 5x 0,545
11 kryo; MM4 1. generdcia 4 6 1,97 10x 0,658
11 kryo; MM4 1. generacia 6 4 0,92 5x 0,667
11 kryo; MM4 1. generacia 8 2 0,52 5x 0,399
11 GLU; MM4 2. generacia 2 8 0,89 5x 0,9
11 GLU; MM4 2. generacia 4 6 1,68 10x 0,76
11 GLU; MM4 2. generacia 6 4 1,53 10x 0,673
11 GLU; MM4 2. generacia 8 2 1,55 10x 0,722
I111,4-BD; MM4 | 2. generacia 2 8 0,68 5x 0,89
I111,4-BD; MM4 | 2. generacia 4 6 1,77 10x 0,729
I111,4-BD; MM4 | 2. generacia 6 4 1,2 10x 0,747
I111,4-BD; MM4 | 2. generacia 8 2 0,91 10x 0,636
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Ked'ze bakterialny kmeti dosahoval vyssiu optickt hustotu pri pouziti glukozy ako uhlikového
substratu tak boli na experiment pouzité rdzne pomery uhlikovych substratov, uvedené
v tabul'ke 6. Kultivacie prebiehali 48 hodin a nasledne boli odobrané vzorky na gravimetrické
stanovenie biomasy. Po dokonalom vysuSeni a zvazeni biomasy bolo viditené, ze najlepsie
vysledky namnozenia bakteridlneho kmena boli dosiahnuté pri kombinacii 4 g/l glukézy + 6 g/l
butan-1,4-diolu. Vzorky ktoré mali stanovent koncentraciu biomasy na viac ako 1 g/l boli
navazené a podla kapitoly 3.3.2 boli pripravené na analyzu pomocou plynovej chromatografie.
Vysledky vSak ukazali, ze vzorky obsahuju len malé mnozstvo jednotky 3 HB a to maximalne
v koncentracii 0,1 g/l ajednotka 4HB nebola vo vzorkéach zastipena vobec. Pocas toho ako
prebiehala analyza na plynovej chromatografii bol z biomasy izolovany polymér. Polymér sa
podarilo izolovat’ ztroch vzoriek, vsSetky tri boli kultivované na kombinacii uhlikového
substratu 4 g/l glukézy a 6 g g/l butan-1,4-diol. Po izolacii bol polymér v roztoku etanolu
a chloroformu ponechany pri laboratornej teplote v Petriho miskach. Po odpareni a dokladnom
vysuseni vytvorili polyméry nestuvisly povlak ¢isto bieleho polyméru zobrazeny na obrazku 22.
Polymér bol z Petriho misiek opatrne zoskrabany Spachtl'ou, zvazeny a pouzity na diferencialnu
skenovaciu kalorimetriu ana stanovenie molekulovej hmotnosti. Izolovany polymér
z bakterialneho kmetia CCM 4448 mal vahu maximalne okolo 10 mg na 100 ml mineralneho
média. Toto mnozstvo nebolo dostatocné na vykonanie dalSich analyz ako je
termogravimetrické stanovenie alebo infracervena spektrometria.

Kultivacia daného bakteridlneho kmeria bola tymto experimentom ukoncend, ked’Ze mal
najnizsie koncentracie biomasy zo vSetkych testovanych kmefiov a na plynovej chromatografii
sa nepreukazala schopnost utilizovat’ jednotku 4HB.

Obrazok 22: polymér izolovany z bakteridlneho kmeiia CCM 4448; A: 11 kryo MM4; B: 11 GLU
MM4; C: 11 1,4-BD MM4
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4.4 Kultivacia bakterialneho kmena Delftia acidovorans CCM 2410

Pre bakterialny kmei CCM 2410 bolo vybrané vhodné médium na kultivaciu v kapitole 4.1.
Tento kmeni mal zo vSetkych testovanych baktérii najvyssie zastipenie jednotky 4HB a to
priblizne 80- 90 hm. %. Mnozstvo polyméru v celkovej hmotnosti suchej biomasy bolo okolo
17 hm. % co v priemere predstavovalo 0,27 g/l. 1zolacia polyméru prebiehala podl'a postupu
uvedeného v kapitole 3.3.4 a biomasa zacala po dvoch opakovaniach procesu izolacie tvorit
suché zhluky. Tym Ze biomasa sa po izolacii zmenila na suchu hmotu dalo sa predpokladat, ze
cely obsah polyméru sa podarilo izolovat. V pripade, ze by biomasa zostala tekuta a lepkava
izolacia by pokracovala. Izolovany P(3HB-co-4HB) mal po dokladnom vysuseni Cisto bielu
farbu ako ukazuje Obrazok 23 B. Polymér bol po izolacii charakterizovany pomocou
diferencialnej skenovacej kalorimetrie, termogravimetrickej analyzy, infraCervene]
spektroskopie abola stanovend molekulovda hmotnost pomocou velkostne vylucovace]
chromatografie.

B

Obrazok 23: Biomasa(A) a PHA izolované (B) z bakteridlneho kmenna CCM 2410

4.4.1 Analyza vplyvu koncentracie inokula

Podl'a postupu k mineralnemu médiu €. 4 boli pri kultivacii pouzité 3 ml inokula €. 1 s optickou
hustotou A= 2,0 na zaoCkovanie inokula ¢.2 podla kapitoly 3.2.2. V tomto experimente boli
otestované aj dalSie koncentracie inokula. Do 100 ml mineralneho média boli postupne
pipetované 1,3,5,7 a9 ml inokula ¢. 2. Po ukonceni kultivacie boli odobraté vzorky biomasy
a obsah polyméru bol stanoveny gravimetricky a plynovou chromatografiou. Na obrazku 24 je
mozné vidiet ze zastupenie monomérnej jednotky 3HB ajednotky 4HB sa pri zmene
koncentracie pouzitého inokula takmer neli§ilo a na vysledné vlastnosti polyméru nemalo
vplyv. Podobne to bolo s koncentraciu celkového PHA v biomase, ktord bola najniz§ia pri
pouziti 3 % inokula a ostatné koncentracie vychadzali opat’ vel'mi rovnako. Tym, ze rozdiely
medzi jednotlivymi vzorkami boli prili§ malé, bolo mozné zliat’ vSetky nakultivované roztoky
do jedného, vdaka ¢omu bol dosiahnuty vyssi finalny objem kultiry na izolaciu polyméru.
Izol4cia pri pouziti vacsieho objemu prebiehala jednoduchsie, u malych objemov bolo naro¢né
premiestnit’ vzdy kvantitativne celtl biomasu z centrifugacnej skimavky, popripade rozmiesat
dokonale celt hmotnost’ v chloroforme bez toho, aby biomasa nezostavala na stenach pouzitého
laboratorneho skla.
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Obrdzok 24:Vplyv koncentracie inokula na zloZenie a obsah PHA
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Koncentracia pouzitého inokula sice nemala vplyv na koncentraciu monomérnych jednotiek,
ale koncentracia biomasy mala najvyssiu hodnotu pri pouziti 7 % inokula. Podobna hodnota
bola namerana aj pri pouziti 9 % inokula, tym padom aj najvysSia koncentracia PHA bola
namerana pri pouziti 7 % inokula a bolo to 0,36 g/l P(3HB-co-4HB). Pre kultivaciu s cielom
izolovat’ o najvysSie mnozstvo biomasy a PHA bola vybrana koncentracia 7 %. Podl'a opticke;j
hustoty vykazovala najvysSiu hodnotu absorbancie pri 5 nasobnom zriedeni vzorka s 9 %
inokulom a to A= 0,740 a najnizsiu absorbanciu mala vzorka s pouzitim 1 % inokula A= 0,55.
Absorbancia vzoriek tu mala vzostupny charakter. Experiment nakoniec ukazal, ze aj ked’ sa
na oc¢kovanie minerdlneho média pri kultivacii kmetia CCM 2410 pouziva cela hmotnost
centrifugovanej biomasy, tak koncentracia bakterialnych buniek pouzitych na zaockovanie
inokula nema na finalny produkt takmer ziadny vplyv.
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Obrazok 25: Vphv koncentrdcie inokula na produkciu PHA
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4.4.2 Analyza vplyvu koncentracie kyslika

Koncentracia dostupného kyslika je pre kultivaciu aerobnych bakteriadlnych kultir nevyhnutny
faktor a podla toho bol navrhnuty dal§i experiment. Priprava experimentu je popisana
v kapitole 3.2.6. Kultivacia vsetkych 6 vzoriek prebiehala v rovnakych 500 ml nadobach, ktoré
boli uzavreté po celt dobu kultivacie. Po 42 hodinach a ukonceni kultivacie boli odobraté
vzorky a po vysuSeni biomasy bolo analyzované gravimetrické stanovenie biomasy a rozbor
polyméru pomocou plynovej chromatografie.

Vysledky gravimetrického stanovenia biomasy ukazali u prvych dvoch vzoriek koncentraciu
biomasy nizsiu ako je 1 g/l. Koncentracia biomasy sa vzostupne zvySovala s pribudajicim
objemom v jednotlivych vzorkach. Najvyssia koncentracia biomasy bola teda u vzorky, ktora
mala v 500 ml banke objem média 300 ml.

Percentualny hmotnostny podiel PHA na suchi hmotnost’ biomasy a v tomto pripade aj celkova
koncentracia PHA mala najvyssiu hodnotu u vzorky, ktora obsahovala 200 ml média v 500 ml
banke. Tato vzorka mala 0,34 g/l polyméru Co predstavovalo 32,5 % z hmotnosti biomasy.
Naopak najniz§ie mnozstvo PHA bolo stanovené na prvé 2 vzorky s najniz§im objemom média,
kedy bola koncentracia PHA len 0,13 g/l a 0,17 g/l a podobne na tom bola aj posledna vzorka
s objemom 300 ml média a s koncentraciou PHA 0,24 g/1.

Na Obrazok 26 26 je mozné vidiet, ze zastupenie monomérnych jednotiek 3 HB a 4HB vo
vyslednom polyméri je opat’ velmi podobné tak ako aj u predchadzajuceho experimentu. Z toho
dovodu bolo opédt’ mozné vSetky vzorky zmiesSat’ a izolovat’ sucasne. Pri detailnejSom rozbore
je ale mozné vidiet, ze najvyssie zastupenie jednotky 4HB je vo vzorke obsahujucej 200 ml
média v 500 ml banke. V tejto vzorke mala jednotka 4HB 85,9 hm.%. Naopak najnizsia
koncentracia jednotky 4 HB bola pri poslednej vzorke obsahujicej 300 ml média a to 79 %.

Z tohto experimentu je mozné urcit, Ze najlepsia je vzorka obsahujuca 200 ml média v 500 ml
Erlenmeyerovej banke. Pre d’alSie kultivacie s cielom produkovat €o najvacSie mnozstvo
polyméru bol dalej pouzivany uz len tento objem. Po vybrati najvhodnejSicho média
a kultiva¢ného postupu bol vzdy tento postup niekolkokrat zopakovany s cielom izolovat
dostato¢né mnozstvo polyméru potrebné na jeho charakterizaciu pomocou réznych analyz.
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Obrazok 26: Vphv koncentrdcie kyslika na kultivaciu kmeinia CCM 2410
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4.5 Kultivacia bakterialneho kmena Delftia acidovorans CCM 283 a DSM 39

Poslednymi testovanymi bakteridlnymi kmetimi boli Delftia acidovorans CCM 283 a DSM 39.
Pre tieto kmene bolo ako najvhodnejsie médium vybrané MM2. Na obrazku 27 je mozné vidiet,
ze na kultivaciu bolo testované aj mineralne médium ¢. 2, ktoré bolo vyuzivané na kultivaciu
bakteridlneho kmeria CCM 2410 avSak obsah naprodukovaného PHA sa pri tychto dvoch
médiach vyrazne odliSoval. Zatial co pri médiu MM2 bolo u oboch kmefiov vyrazné zastiipenie
jednotky 4HB ako pri kmeni CCM 2410, tak pri médiu MM3 zase vyrazne prevySovala
koncentracia jednotky 3HB a jednotka 4HB mala zastapenie len okolo 11% podobne ako pri
kultivacii bakterialneho kmeiia DSM 19379.

Mineralne médium ¢. 3 bolo u tychto 2 kmenov vyradené, pretoze aj ked dosahovalo vysoky
pomer jednotky 4HB tak celkova koncentracia PHA bola prili$ nizka a to len 8,5 — 13 hm. %
z biomasy. Na druht stranu mineralne médium ¢. 3 malo obsah PHA 20,8 — 24,7 hm. %

z biomasy.
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Obrazok 27: Zmena zloZenia polyméru pri pouZiti 2 réznych MM na bakteridlne kemene
CCM 283 a DSM 39

Kultivacia bakterialneho kmena CCM 283 uz d’alej pokrac¢ovala len podla zlozenia inokula €. 1
a zlozenia mineralneho média ¢. 3. Okrem vyberu vhodného kultivaéného média bola testovana
vhodna koncentracia inokula a to pri pouziti 5 % a 10 % inokula okovaného do produkcéného
média. Koncentracie boli vybrané na zédklade toho, Ze pri bakteridlnom kmeni DSM 19379 bola
najlepsia koncentracia pouzitého inokula 5 %, no pri CCM 283 bola pouzivana koncentracia
10 % vybrana na zéklade literatury prisluchajucej k danému zlozeniu minerdlneho média.
Vysledky ukazali, ze vhodnejsia je koncentracia 10 % kvoli vyS$Sej koncentracii biomasy
i polyméru. Vysledky su zobrazené na obrazku 28. Na druhu stranu zastipenie jednotky 4HB
bolo vyssie pri pouziti 5 % inokula, kedy tento monomér predstavoval 15 % celkovej hmotnosti
polyméru a u 5 % inokula mala jednotka 4 HB zastipenie 10 % z celkovej] hmotnosti polyméru.
Ked'ze dosiahnuté¢ vysledky boli dostacujuce abolo mozné izolovat kopolymér
P(3HB-co-4HB) s tymto bakteridlnym kmetniom, uz neprebiehali ziadne d'al§ie experimenty.
Pomocou zvoleného postupu boli kultivované 3 litre média, z ktorych bolo mozné izolovat
dostato¢né mnozstvo polyméru.
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Obrazok 28: Vplyv koncentracie inokula na bakteridlny kmen CCM 283

Bakterialny kment DSM 39 bol do diplomovej prace zaradeny ako posledny. Na jeho kultivaciu
bolo v kapitole 4.1 vybrané vhodné mineralne médium, na ktorom bol mozny bakterialny rast.
Po vybere vhodného média boli otestované eSte aj rozne zdroje uhlikového substratu na
koncentraciu PHA v médiu. Vysledky experimentu st vyhodnotené na obrazku 29 ajasne
ukazuju, ze najlepsim uhlikovym substratom pre kmen DSM 39 je butan-1,4-diol. Najnizsia
koncentracia PHA bola namerana pri pouziti glukoézy. Butan-1,4-diol sa teda ukazal ako vel'mi
vhodny prekurzor na kultivaciu kopolyméru P(3HB-co-4HB) pre 3 testované bakterialne
kmene druhu Delftia acidovorans a y-butyrolakton bol pouzity len na kultivaciu baktérie
Cupriavidus malaysiensis DSM 19379. Na obrazku 29 je tiez zobrazené pouzitie dvoch
roznych inokul. Inokulum €. 1 bolo komplexné médium Nutrienth broth a Inokulum €. 2 bolo
vybrané z literatary, kde bolo pouzité v kombinacii s mineralnym médiom ¢. 3. Zlozenie
inokula, ale nemalo vyrazny vplyv na priebeh kultivacie a preto bolo d’alej pouzivané
inokulum ¢. 1.
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Obrazok 29: Vplyv zloZenia inokula na produkciu bakteridlneho kmenia DSM 39
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u bakteridlneho kmeria DSM 39

Obrazok 30 ukazuje vplyv pouzitého uhlikového substratu na zlozenie PHA. Ako najvhodnejsi
substrat bol vybrany butan-1,4-diol, ktory mal zastipenie jednotky 4HB 17,8 g/l ¢o je velmi
podobna hodnota ako pri kultivacii kmenia CCM 283. Pouzitie y- butyrolaktonu ukéazalo vyssie
zastupenie jednotky 4HB a to az 27,5 hm. %. Takéto zastapenie by bolo vhodné na izolaciu
polyméru pretoze polymér izolovany z kmetia DSM 19379 mal okolo 10 hm.% jednotky 4HB,
a kmeni CCM 2410 mal koncentraciu 4HB okolo 90 hm. %. Koncentracia 27,5 hm. % by preto
bola vhodna na porovnanie mechanickych vlastnosti izolovanych polymérov, no aj napriek
vhodnému pomeru monomérov nebol y- butyrolakton vhodny substrat kvoli nizkej celkovej
koncentracii PHA, ktora bola 0,07 g/l. Glukoza bola pouzita ako substrat len na porovnanie
koncentracie biomasy pretoze nie je prekurzorom na tvorbu 4HB. Na dalSie kultivacie
a izolaciu P(3HB-co-4HB) bol teda pouzity substrat butan-1,4-diol s koncentraciou polyméru
0,12 g/l.

Na izolaciu polyméru boli z oboch kmeriov kultivované 1,5 — 3 litre média. Izolacia kmeria
CCM 283 prebiehala 3 krat a po dokonceni zostala biomasa sypka a tuha. Izolacia kmena
DSM 39 prebiehala 5 krat pretoze biomasa bola po kazde;j filtracii este prilis viskozna a tekuta.
Po poslednej, piatej, filtracii zostala biomasa stidle v tekutom stave no s vyrazne nizSou
viskozitou. Biomasy z oboch kmetiov boli vysusené v susiarni na 75°C. Izolované polyméry
boli v roztokoch etanolu a chloroformu a po izolacii boli ponechané v Petriho miskach na
odparenie pri laboratornej teplote. Po odpareni boli polyméry prilepené na Petriho miskach
v jednotnej hladkej vrstve.

Obrazok 31: Biomasa(A) a PHA izolované (B) z bakterialneho kmeria CCM 283
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Na obrazku 31 a obrazku 32 je vysledok izolacie polyméru. Na obrazku A su zbytky biomasy
ana obrazku B je izolovany polymér. Biomasa z bakterialneho kmetia CCM 283 bola po
vysuSeni jemna a praskova so svetlosivou farbou, ¢im sa vyrazne odliSovala od ostatnych
vzoriek, ktoré mali biomasu prevazne hnedej farby. Polymér bol v tomto pripade Cisto bielej
farby a z Petriho misky bol odstraneny Spachtl'ou. U bakteridlneho kmefia DSM 39 bola
biomasa po vysuseni taktiez prilepend na Petriho misku pretoze pred suSenim to bola stale
suspenzia v prevazne kvapalnom stave. Izolovany polymér bol rozdeleny na dvoch miskach.
Na prvej bol polymér izolovany v prvych 4 diioch a na druhej bol polymér z poslednej izolacie.
Misky sa odliSovali v tom, Ze prva bola pokryta suvislou bielou vrstvou polyméru, ktory bolo
treba oddelit’ §pachtl'ou a na druhej miske sa vytvoril jemny film, ktory nebolo treba zo skla
odlepovat’. Film je viditeIny na obrazku 32 B. Po vysuSeni boli vzorky pripravené na analyzu
pomocou diferencialnej skenovacej kalorimetrie, termogravimetrickii analyzu, infracervenu
spektrometriu a vel'kostne vylucovaciu chromatografiu.

Obrazok 32: Biomasa(A) a PHA izolované (B) z bakterialneho kmena DSM 39

4.6 Porovnanie mechanickych vlastnosti izolovanych polymérov

Pomocou optimalizacie kultivacii jednotlivych bakteridlnych kmeniov sa podarilo izolovat
dostatocné mnozstvo vSetkych piatich polymérov. Najvacsie mnozstvo polyméru bolo
izolované z baktérie Cupriavidus malaysiensis a to viac ako 30 g. Kultivacie tohto kmeria boli
opakované niekol'kokrat a koncentracia izolovaného polyméru dosahovala va¢§inou hodnotu
1,6-1,8 g/l, aj ked =zastupenie polyméru v biomase bolo podla stanovenia plynovou
chromatografiou vyssie. K stratam dochadzalo napriklad pri centrifugacii, pretoze tento kmen
musel byt centrifugovany pri vel'mi vysokych otackach a jeho sedimentacia nebola ideélna.
Dalsie straty nastavali pri filtrovani a premiestiiovani biomasy pocas izolacie kedy sa mohlo
stat’, ze urCité mnozstva biomasy zostavali na laboratornom skle alebo na plastovych
centrifugacnych skimavkach. Pri izolacii polyméru z kmetia CCM 4448 bol vytazok zo 100 ml
priblizne 10 mg, u tohto kmena nebola vykonana opakovana kultivacia pretoze sa nepotvrdila
pritomnost’ jednotky 4HB. Bakteridlne kmene CCM 283, CCM 2410 a DSM 39 mali po
izolacii vel'mi podobnu vytaznost a zo vsetkych troch sa podarilo izolovat priblizne 0,5 h
polyméru z 2 litrov kultivovaného média.
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4.6.1 Vysledky z DSC a TGA analyzy

Ako prva bola porovnana teplota topenia izolovanych polymérov. U §tyroch vzoriek sa vyrazne
prejavila pritomnost’ jednotky poly-3-hydroxybutyrat, ktora ma teplotu topenia okolo 160 °C.
Posun teploty topenia do nizSich teplot bol vyrazny u vzorky DSM 39 kedy bola teplota topenia
stanovena na 126 °C. Tento pokles teploty topenia bol spdsobeny pritomnostou jednotky 4HB.
Dalej pritomnost 4HB vyrazne ovplyvnila krystalinitu kopolymérov, ako je vidiet z nizkych
hodnét sumy vyslednej entalpie (XH) u vzoriek CCM 4448, DSM 19379 a DSM 39. Kopolymér
izolovany z CCM 2410 mal tiez nizku hodnotu entalpie topenia, ale od ostatnych vzoriek sa
vyrazne odliSoval pritomnost'ou dodato¢ného piku topenia pri teplote 52 °C. Tento novy pik
moéze indikovat pritomnost dalSej monomérnej jednotky v kopolyméry, ktory nebol
identifikovany no v podobnom teplotnom okruhu sa nachydza teplote topenia monomérnej
jednotky 4HB. VsSetky namerané hodnoty si zaznamenané v tabulke 7. Porovnanie
molekulovych hmotnosti izolovanych polymérov ukazuju vysSiu molekulova hmotnost

u polyméru s vys§im zastupenim jednotky 4HB.

Tabulka 7: Vysledky z DSC, TGA a SEC-MALS analyz na PHA izolovanom z réznych bakterialnych kmeiov; Tm:
teplota topenia; AHm: entaplia topenia; Tcc: teplota studenej krystalizacie; > AH= AHm- AHcc, Td:teplota
degraddcie; Tmax: teplota degradacie s najvyssou rychlostou rozkladu polyméru; Mw: molekulova hmotnost; D:
nolydisperzita

Bakteridlny DSC 2. ohrievaci cyklus TGA SEC-MALS

kmeki Tm AHm Tcc | 4Hee | SAH 1d [°C) Tmax Mw D
[°C] [J/g] [°C] | [J7g] | [J/g] [°C] [kDa]

DSM 19379 158 27,6 65| 359 -83 245 261 3655 1,31

CCM 2410 52; 160 16,4 - -1 164 270; 338 | 293;377| 445,15 149

CCM 283 139; 157 43,2 66| 39,0 4,2 252 269 - -

CCM 4448 159 46,8| 45| 91| 377 - - - -

DSM 39 126 30,6 361 269 3,7 219 237 - -

— N

TS
V V
-50 0 50 100 150
Teplota (°C)
e CCM 2410 Izolovany polymér DSM 19379 Izolovany polymér
CCM 4448 |zolovany polymér CCM 283 Izolovany polymér

= DSM 39 Izolovany polymér

Obrazok 33: Porovnanie vysledkov DSC analyzy zo vSetkych izolovanych PHA
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Dalej boli vzorky analyzované termogravimetrickou metddou, pomocou nej bola stanovena
teplota zaciatku degradacie (Tonset) a teplota, pri ktorej dosahuje degradacia najvyssiu rychlost’
(Tmax). Najvyraznejsi vysledok bol zaznamenany u vzorky z bakteridlneho kmetia CCM 2410,
u ktorej boli skokovo detegované dve teploty degradacie, prva bola pri teplote 270 °C a druha
pri teplote 338°C, vySsia teplota degradacie priblizne odpoveda hodnote pre Cisty polymér
P4HB. Vd'aka najvysSej koncentracii jednotky 4HB bola vzorka CCM 2410 najviac odolna na
tepelné posobenie a degradovala ako posledna. Podl'a obrazka 34 je mozné povedat’, Ze najviac
podobny priebeh mali vzorky DSM 19379 a CCM 283 a najmensSiu odolnost’ na posobenie tepla
mala vzorka DSM 39, ktora mala najnizsiu hodnotu teploty degradacie.
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Obrazok 34: Porovnanie vysledkov TG analyzy z izolovanych PHA

4.6.2 Vysledky z FTIR analyzy

Vysledné spektra z FTIR analyzy Styroch izolovanych polymérov su zobrazené na obrazku 35.
Vysledky jednotlivych vzoriek st velmi podobné a piky odpovedaju vyskytu PHA. Da sa
predpokladat’, ze ziadna zo vzoriek neobsahuje vacSie znecCistenie, ktoré by sa odrazalo na
vyslednom spektre. Najvyraznejsi pik namerany pri vinovej dizke 1720 cm™ patri karbonylovej
vibracii v esterovej skupine, dva piky v oblasti 3000-2800 cm™' zobrazuju charakteristické
metylové a metylénové skupiny P3HB. Piky v okoli hodnot 1450 cm™ a 1380 cm™ su zasa
asymetrické a symetrické vibracie metylovej skupiny. Pritomnost’ alifatickej esterovej skupiny
charakterizuje pritomnost krystalickej fazy ato v okoli pikov shodnotou 1276 cm™
a 1226 cm!, na druhu stranu pritomnost amorfnej fazy je mozné pozorovat pri hodnote
1261 cm™ a 1176 cm™.
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Obrazok 35: Porovnanie vysledkov FTIR analyzy z izolovanych PHA
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5 ZAVER

e Cielom diplomovej prace bola biotechnologickd produkcia aizolacia polyméru
poly(3hydoxybutyratu-co-4hydroxybutyratu, na ktora bolo vybranych 5 bakterialnych
kmenov. Dostupné boli Delftia acidovorans DSM 39, CMM 283 CCM 2410;
Azohydromonas lata CCM 4448 a Cupriavidus malaysiensis DSM 19379.

e V prvom kroku boli pre vSetky baktérie otestované rozne mineralne média a pre kazdu
bolo vybrané médium na ktorom bola dosiahnutd najvyssSia opticka hustota
a koncentracia biomasy. Vysledkom bolo pouzitie jedného média pre kmen
DSM 19379, d’alSieho pre kmefi CCM 2410 a tretie pre kmene DSM 39 a CCM 283.

e Kultivacia C. malaysiensis bola okrem diplomove] prace pouzita aj v ramci projektu
ORION apreto boli kultivacie opakované niekolkonasobne s cielom izolovat
minimalne 30g polymér. Tento ciel bol splneny pomocou kultivéacii
v Erlenmeyerovych bankach a nasledne bol izolovany polymér pouzity na vytvorenie
niekol'kych filamentov, ktoré boli d’alej vyuzité na vytlacenie scaffoldov na 3D tlaciarni
Ceskej znacky Prusa

e Kultivacia kmena C. malaysiensis CCM 19379 bola otestovana aj pomocou bioreaktora
no vysledna koncentracia PHA v biomase bola vyrazne nizSia ako pri produkcii
v Erlenmeyerovych bankach. Na druhu stranu vyhodou bola vysSia molekulova
hmotnost’ a vyssia teplotna odolnost’ podl'a vysledkov TGA bola teplote degradacie
polyméru z bioreaktoru T¢=269°C a teplote degradacie polyméru z baniek bola
Tq=245°C.

e Dalsia testovana baktéria bola Azohydromonas lata CCM 4448, tento bakterialny kmei
vykazoval od zaciatku najniz§iu produkciu biomasy. Po niekol'kych pokusoch sa
podarilo izolovat polymér aj ztohto kmena avSak na vysledkoch plynovej
chromatografie sa ukazalo, ze obsahuje len P3HB a rovnako vysledok z DSC sa vel'mi
odliSoval od ostatnych testovanych kmetiov a preto bol tento z d’alSich experimentov
vyradeny.

e Najvyssia koncentracia monomérnej jednotky 4HB v kopolyméri P(3HB-co-4HB) bola
detegovana u bakteridlneho kmena CCM 2410 a to az na koncentraciu okolo 90 hm. %.
Koncentracia polyméru bola v tomto pripade priblizne 0,27 g/l. Pre tento kmeni bol
vybraty experiment s pouzitim rdéznych koncentracii prvého inokula arovnako
experiment na koncentraciu dostupného kyslika pocas kultivacie. Vysledkom bolo, ze
koncentracia inokula nemala vyrazny vplyv na produkciu polyméru. Pri koncentracii
kyslika boli uz rozdiely zretel'nejSie a najvyssia produkcia bola dosiahnutd pri pouziti
200 ml média do 500 ml Erlenmeyerovej banky a to 0,34 g/l a najnizsia koncentracia
bola vo vzorke 50 ml média v 500 ml banke a to 0,13 g/1.

e U tohto polyméru sa vyrazne prejavila pritomnost jednotky 4HB aj na DSC kde sa
objavili 2 piky teploty topenia a rovnako 2 piky na TG analyze, zobrazujuce 2 teploty
degradacie, jeden pre P3HB a druhy pre PAHB

e Posledné 2 bakterialne kmene mali najvysSiu produkciu polyméru aaj samotnej
biomasy pri pouziti rovnakého mineralneho média MM3. Bolo na nich testované aj
mineralne médium MM2 a aj ked pri jeho pouziti dosahovali vac§iu koncentraciu
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jednotky 4HB tak bolo zvolené médium MM3 kde bola vyssia celkova koncentracia
kopolyméru P(3HB-co-4HB) s niz§im zastipenim jednotky 4HB.

Z bakterialnych kmeriov CCM 283 a DSM 39 mal vyS$Siu vytaznost’ kmeit CCM 283 a
bol na iom vykonany experiment s dvomi roznymi koncentraciami inokula a to 5 %
a 10 %. Vysledky ukazali, ze vhodnej$ia koncentracia inokula pouzita na zaoCkovanie
mineralneho média je 10 %. Pri tejto koncentracii v kombinacii s mineralnym médiom
¢. 3 bola dosiahnutd najvyssia koncentracia P(3HB-co-4HB) zo vsetkych troch
kmenov bakteridlneho druhu Delftia acidovorans a to 0,57 g/l1.

Bakterialny kmeti DSM bol poslednym testovanym a rovnako bol do diplomovej prace
zaradeny az neskor a okrem vyberu vhodného média s nim bol vykonany experiment na
vyber vhodného uhlikového substratu. Testované boli tri ato butan-1,4-diol,
y-butyrolaktén a glukoza. Z experimentu vysiel ako najlepsi substrat butan-1,4-diol pri
ktorom boli dosahované najvysSie koncentracie biomasy aj PHA. Koncentracia bola ale
i tak najniz§ia zo vSetkych 3 kmenov baktérie Delftia acidovorans a bolo to 0,12 g/1.
Vysledkom prace bolo, ze kopolymér P(3HB-co-4HB) bol uspesne izolovany z troch
kmenov bakterialneho druhu Delftia acidovorans a z bakterialneho druhu Cupriavidus
malaysiensis. NeuspeSne prebehla len kultivacia a produkcia pomocou bakterialneho
druhu Azohydromonas lata.

Izolované polyméry boli porovnané auvSetkych okrem CCM 2410 vyrazne
prevazovali charakteristické rysy polyméru P3HB a to ako pri DSC analyze tak pri TGA
analyze. Jedine kmefi CCM 2410 mal vyrazné zastipenie PAHB a preto sa vyrazne
odliSovali jeho teploty topenia, teploty degradacie.

Z pohl'adu vytaznosti dosiahol najlepSie vysledky kmen Cupriavidus malaysiensis
DSM 19379 pri kultivacii v Erlenmeyerovych bankach a to az 4 g/l biomasy a 2,6 g/l
kopolyméru P(3HB-co-4HB) so =zastipenim monomérnej jednotky 4HB okolo
10 hm. %.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

PHA
P3HB
P4AHB
P(3HB-co-4HB)
P3HO
PHBHV
PHBHHXx
PVC
PLA
ROP
PCL

PBS

SCL
MCL
CCM
DSM
SEC-MLAS
DSC
TGA

IRS

GC

polyhydroxyalkanoaty
poly-3-hydroxybutyrat
poly-4-hydroxybutyrat
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly-3-hydroxyoxanoat
poly(hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat)
poly(hydoxybutyrat-co-hydroxyhexanoat)
polyvinylchlorid

polylactic acid

ring open polymerization
polycaprolactone

polybutylene succinate

short chain lenght

medium chain lenght

czech collection of microorganisms
deutsche sammlung von mikroorganismen

size exclusion chromatography with multi-angle scattering analysis

diferencialna skenovacia kalorimetria
termogravimetricka analyza

infrared spectroscopy

gas chromatoraphy

mineralne médium

inokulum

v- butyrolakton

butan-1,4-diol
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