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ABSTRAKT

Predlozend bakaldrska praca sa zaoberd Stadiom biotechnologickej produkcie
polyhydroxyalkoanatov (PHA), pouzitim hydrolyzatov z pivovarského mlata a vybranych
bakterialnych zastupcov rodu Schlegelella, Halomonas, Tepidimonas a Burkholderia. Cielom
tejto prace bolo zistit’, ¢i hydrolyzaty pochadzajuce z pivovarského mlata mozu shizit’ ako
vhodny substrat pri produkcii PHA. Déraz bol pritom kladeny na rdzne sposoby predupravy
lignocelulézneho materidlu. Pivovarské mlato bolo podrobené kvantitativnej analyze a pre
komer¢ny enzymovy kokteil pouzivany pri hydrolyze, bolo stanovené teplotné a pH optimum.
NajefektivnejSia premena cukrov na PHA bola dosiahnutd u baktérie H. organivorans za
pouzitia hydrolyzatu mlata, ktoré bolo upravené plazmou. Hydrolyzaty, ktoré boli pripravené
SetrnejSimi metddami, obsahovali menej bakteridlnych inhibitorov a dostatoéné mnoZstvo

cukrov, ¢im sluzili ako vhodnejsi substrat pre rast mikroroganizmov.

KLZUCOVE SLOVA
Polyhydroxyalkoanaty, = extremofilné  mikroorganizmy,  Schlegelella,  Tepidimonas,

Halomonas, Burkholderia, pivovarské mlato, valorizacia



ABSTRACT

The presented bachelor thesis deals with the study of biotechnological production of
polyhydroxyalkoanates (PHA), using hydrolysates of brewer’s spelt grain (BSG) and selected
bacterial strains Schlegelella, Halomonas, Tepidimonas and Burkholderia. The thesis aims to
determine whether it is possible to use BSG hydrolysates as a substrate for PHA production,
with the emphasis on different pretreatment methods of the lignocellulosic material. BSG was
submitted to quantitative analysis and the optimum temperature and pH of the commercial
enzymatic cocktail used for the hydrolysation was determined. The most effective
transformation of sugars to PHA was accomplished by bacteria H. organivorans with the use
of a hydrolysate from plasma pretreated BSG. Hydrolysates which were prepared with
moderate methods, contained less bacterial inhibitors and sufficient amounts of sugars. These

hydrolysates served therefore as preferable substrates for the microorganism growth.
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Polyhydroxyalkoanates,  extremophilic  microorganisms, Schlegelella, Tepidimonas,
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UvoD

Posledné roky si polyhydroxyalkoandty (PHA) =ziskavaju stale viacSiu pozornost.
Vlastnostami sa podobaji petrochemickym plastom, avSak pochadzaju zo znovu
obnovitel'nych zdrojov, su biodegradovatel'né, biokompatibilné a netoxické [1].

V roku 2019 dosiahla ro¢na produkcia plastov priblizne 368 milionov ton, ¢o ma za
nasledok mnohé negativne environmentalne problémy. Ztohto dévodu sa za ucelom
udrzatelnosti hl'adaju stale nové nahrady petrochemickych polymérov, vysoky potencial
pritom vykazujd prave PHA [2]. Aplikujid sa v medicinskych, kozmetickych,
farmaceutickych, pol'nohospodarskych a textilnych odvetviach, alebo sa pouZzivaji ako obaly
a folie [2; 3; 4]. Ich produkcia je limitovana vysokou cenou, pouzitim odpadovych materialov
ako substrat by ju vSak bolo mozné znizit' az o 50 % [1]. PHA sa akumuluju v bunkach
mikroorganizmov kde slizia ako zdroj uhlika a energie [4]. V sucasnej dobe je znamych vySe
300 druhov mikrobov, schopnych syntézy PHA [1]. Do tejto skupiny patria aj extremofilné
mikroorganizmy, ktoré sa vyznacuji vysokou adaptaciou k extrémnym podmienkam. Vd’aka
tejto jedineCnosti prezivaju v prostredi, ktoré pre mezofilné mikroorganizmy nie je vhodné
atym je ich kultivacia menej nachylna ku kontaminacii. Prioritne sU vyuzivané k produkcii
enzymov, predstavuju vSak aj vhodné produkéné kultury, nakolko u nich bola dokazana
akumulacia PHA vo vysokych mnozstvach, aj z odpadovych materialov [5].

Rocne sa vyprodukuje az 1,3 miliard ton potravinarskeho odpadu, ¢o spdosobuje mnohé
zat'aze pre zivotné prostredie [6]. NajCastejSie sa tento odpad odstranuje spalovanim alebo
kompostovanim, tiez mbze slazit’ ako krmivo pre zvierata, hnojivo alebo putuje na skladku.
Valorizacia vSak ponuka ziskanie vysokohodnotnych produktov z potravinarskeho odpadu
environmentalne priatel’skou cestou [7]. Ako vhodny substrat pri biotechnologickej produkcii
PHA, by mohlo slizit’ aj mlato, ktoré tvori vaésinu pivovarského odpadu [8]. Tento materidl
je celoro¢ne dostupny, nesuperi s potravinovym retazcom l'udi a obsahuje vysoké mnozstvo
celulozy, zktorej mozno =ziskat' vysoké koncentracie cukrov. Napriek tomu su

biotechnologické aplikacie pivovarského mlata takmer neprebadané [8; 9].



1 TEORETICKA CAST

1.1. Polyhydroxyalkoanaty

Polyhydroxyalkoanaty (PHA) sU biopolyméry syntetizované r6znymi mikroorganizmami
formou intracelularnych hydrofébnych inkluzii v cytoplazme, dosahujdcich az 90 hm. %
bunky. S0 akumulované pri limitujicom mnozstve dusika, fosforu, siry alebo kyslika a pri
prebytku uhlika. Po vyvaZeni nutriénych zdrojov su degradované intracelularnymi
depolymerazami a d’alej vyuzivané v metabolickych procesoch ako zdroj uhlika a energie [4].

Z chemického hladiska su PHA alifatické, opticky aktivne polyestery zlozené
z monomérov hydroxyalkanovych kyselin. Medzi monomérmi je esterova vazba tvorend
karboxylovou a vedlajsou hydroxylovou skupinou [4; 10]. Ich fundamentalna Struktura je
uvedena na obr. ¢.1 [4]. Najviac zastipenym a preskimanym PHA je poly-3-hydroxybutyrat
(PHB), ktory objavil francuzsky mikrobiolég Maurice Lemoigne v roku 1926 [3]. Monomer
tvoria 3 atomy uhlika, pricom na uhliku ¢. 1 je naviazana karboxylova skupina a na

poslednom je naviazana hydroxylova a alkylova metylova skupina [11].
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Obr. 1: Vieobecna struktira PHA [4]
1.1.1. Zakladné fyzikalno-chemické vlastnosti PHA

Dnes je znamych vySe 150 réznych hydroxyalkdnovych kyselin [3] a vyse 300 druhov
mikroorganizmov [1] podielajucich sa na $truktare a tvorbe PHA. Na zaklade dizky
uhl'ovodikového retazca tvoriaceho monomér, je mozné rozdelit PHA do troch skupin: scl-
PHA obsahujuci 3-5 atdmov C, mcl-PHA obsahujici 6-14 atébmov C a Icl-PHA obsahujdci
viac ako 14 atémov C. Dizka uhlovodikovych retazcov a charakter naviazanych funkénych
skupin vyrazne ovplyviiuju fyzikalne vlastnosti polyméru [4]. Scl-PHA sa vyznacuju
tvrdostou, krehkostou a vysokym stupfiom krystalizacie. U mcl-PHA prevlada flexibilita,
elasticita, nizky stupen krystalizacie a nizka pevnost’ v tahu a teplota topenia [3]. Chemicka
Struktura zavisi od vyberu mikroorganizmu a zdroja uhlika v médiu [10]. Medzi vSeobecné

vlastnosti PHA patri nerozpustnost’ vo vode, dobra rozpustnost’ vV chlérovanych rozpustadlach



(napr. chloroform, dichléretan, dichlérmetéan), odolnost’ vo¢i UV ziareniu a nizka rezistencia
voCi kyselinam a zdsaddm. Najvyznamnejsou charakteristikou je biodegradécia
a biokompatibilita. ~ Vytvaranim zmesi  polymérov s moznostou pridania aditiv
a kopolymerizéciou je mozné upravit’ ich vlastnosti a tym ich vhodne prispdsobit’ k roznym
moznostiam pouzitia [11]. Napr. PHB, patriaci medzi scl-PHA, je krehky, malo elasticky,
termicky nestabilny a vysoko krystalicky s teplotou topenia pod 180 °C. Tieto vlastnosti
limituja jeho pouzitie. Zmes PHB s chitosanom vsak vykazuje vyssiu flexibilitu, termickd
stabilitu a pevnost’ v tahu [3]. Takto optimalizovani zmes moZno pouzit' nha vyrobu

biodegradovatel'nych obalov [11].
1.1.2. Biosyntéza PHA

Na zéklade funkénych skupin, sekvencie aminokyselin a substratovej $pecifity, mozno
rozdelit’ enzymy podiel’ajice sa na syntéze PHA (PHA syntazy) na 4 triedy. Triedy I, Il a IV
su charakteristicke pre syntézu scl-PHA a trieda 1V pre syntézu mcl-PHA. Enzymy 1. a ll.
triedy su nositel'mi bielkoviny PhaC. Triedy Ill aIV vyzaduju k aktivite kombinaciu dvoch
bielkovin ato PhaC aPhaE alebo PhaC a PhaR. Granule PHA s pokryté fosfolipidovou
vrstvou, na ktorej sa nachadzaju vsetky proteiny, okrem regulaéného proteinu PhaD, spojené
so syntézou alebo odburavanim PHA. To znamena polymerazy PhaC; a PhaC, depolymeraza
PhaZ, regula¢ny protein PhaG a phasiny Phal a PhaF. Phasiny Phal a PhaF sU zodpovedné za
Struktaru a vznik granule a vytvaraju fazové rozhranie medzi granulou a cytoplazmou.
Napriek tomu, ze technologické aspekty produkcie PHA sU intenzivne Studované posledné
desatrocia, je tento proces velmi komplexny a zatial’ bolo mozné na molekularnej Urovni,
popisat’ mechanizmy len tychto Siestich proteinov [10].

Pre produkciu PHA s0 najbeznejsie 3 rozne metabolické drahy, zobrazené na obr. 2.
Jedna, typickd pre scl-PHA adve pre mcl-PHA. V drahe |sa pri tvorbe scl-PHA cukry
vprvom kroku, premienané glykolyzou na acetyl-CoA. Dalej vznika Claisenovou
kondenzaciou pomocou enzymu B-ketotiolaza, vazba medzi dvomi molekulami acetyl-CoA,
¢im vznika acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA dehydrogenaza zavisla na NADPH, katalyzuje
stereoselektivnu redukciu acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Poslednou
reakciou, ktora je katalyzovand PHA syntazou, je naviazanie (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na
rastuci retazec PHB esterovou vazbou [12]. Tato metabolickd draha je charakteristicka napr.
pre mikroorganizmy Cupriavidus necator, Aeromonas hydrophila alebo Pseudomonas
stutzeri [10].



Dréaha Il charakteristické& pre produkciu mcl-PHA vedie cez B-oxidaciu mastnych kyselin.
Produkovany enoyl-CoA je mozné katalyzovat' s enoyl-CoA hydratdzou za vzniku 3-keto-
acyl-CoA. Pésobenim (R)-3-hydroxyacyl-CoA hydratdzy na enoyl-CoA a 3-ketoacyl
reduktadzou na 3-keto-acyl-CoA, vznika (R)-3-hydroxyacyl-CoA. Ten je d’alej katalyzovany
PHA syntazou na mcl-PHA [13; 14]. Tato drdha je typickd napr. pre Pseudomonas
oleovorans, P. entmophila, P. aerugiosa alebo P. putina. [12; 14].

V dréhe 1l pochadza mcl-PHA z biosyntézy mastnych kyselin premenou réznych
Strukturne odliSnych a jednoduchych substratov napr. glukézy, fruktozy alebo sacharézy. Tie
st najprv v glykolyze premienané na acetyl-CoA, ktory vo forme acyl-ACP putuje do syntézy
mastnych kyselin, ktorej hlavnym produktom je (R)-3-hydroxyacyl-ACP. Jeho prekurzory su
z ACP formy (acyl carrier protein) konvertované na CoA formu enzymom acyl-ACP-CoA
transacylazou [13; 10]. Tato metabolickd draha bola najdend v takmer vSetkych baktériach
rodu Pseudomonas, okrem P. oleovorans [13].

Typ biosyntézy nezavisi len na pouzitom MO, ale aj na volbe substratu. Pre navzajom
rozliéné latky, ako je glukdza, glukonat alebo acetét, je charakteristickd metabolicka draha
biosyntézy mastnych kyselin. Kompozicia kone¢ného polyméru pri tom zavisi na pouziti
uhlikového zdroja. V opa¢nom pripade, ked’ st substratom latky navzajom podobné, napr.
mastne kyseliny, syntéza PHA vedie cez B-oxidaciu a Struktara PHA nezavisi na pouzitom
substrate [10].
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Obr. 2: Drahy syntézy PHA [15]. Upravené v aplikacii Autodesk SketchBook.
1.1.3. Aplikacie PHA

Petrochemické plasty sa vyznacuju lahkostou, stabilitou, vysokou rezistenciou voci
vonkaj$im podmienkam a Sirokou Skalou fyzikalnych vlastnosti podl'a potreby pouzitia.
Vdaka tymto vyhodadm, si od roku 1940 rychlo ziskali popularitu a dolezité miesto
v priemysle [3]. V roku 2019 dosiahla ich ro¢na produkcia priblizne 368 milionov ton, ¢im
predstavuju velka zataz pre zivotné prostredie [5]. Ohrozuju morsky ekosystém, znizuju
urodnost’ pody, podiel’aju sa na globalnom oteplovani, pri spalovani uvolfiuji toxické latky
a v podobe mikroplastov sa dostavaji aj do vody. Ztychto dbévodov sa za ucelom
udrzatelnosti hl'adaji stale nové nahrady petrochemickych polymérov, vysoky potencial
pritom vykazuju prave PHA [2]. Maju plastické vlastnosti, avsak pochadzaju zo znovu
obnovitelnych zdrojov, su biodegradovatel'né, biokompatibilné a netoxicke. Ich produkciu
vsak limituje vysoka cena, ktora je 3 az 4-krat vyssia neZ cena produkcie petrochemickych
plastov. Avsak pouzitim odpadovych materidlov ako substrat mozno znizit' cenové naklady
040 az 50 % [1]. Prvotne sa zacali priemyselne vyrabat v roku 1982 anglickou firmou ICI

(Imperial Chemical Industreies) pod ndzvom Biopol®. V roku 1995 bola cena produkcie
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priblizne 13 €/kg, posledné roky je to priblizne 2,8 €/kg. Medzi d’alsie firmy patri napr.
japonska Shenzen Ecomann Biotechnology Co. s ro¢nou produkciou PHA 75 000 ton alebo
americkd firma Metabolix s ro¢nou produkciou 50 000 ton [3]. Dnes tvoria bioplasty len
priblizne 0,6 % (2,05 miliénov ton) z celkovej produkcie komerénych plastov, v roku 2023 by
sa tato hodnota mala vySplhat’ na 2,44 miliénov ton [5].

NajcastejSia aplikacia PHA je vodvetvi obalov afilmov, kam spada az 40 %
produkovanych bioplastov [3]. Napr. rézne tasky, kontajnery, natery, pera, ziletky, damske
hygienické produkty, plienky, pribor, flase, pohéare a potravinarske obaly. PHA méze
nahradzat’ aj polyméry vtoneroch a vo forme latexu tvoria hydrofébny film. Vdaka
biokompatibilite st vhodné aj pre r6zne medicinske aplikécie a nastroje, ako napr. chirurgické
Sijacie materialy, nadhrady koze, sietoviny, implantaty, gazy, spony, detoxikované tampony,
bypassy, dostiCky pouzivané pri frakciach tkaniva a kosti. V ortopédii mozu sluzit' ako
konstrukcia pre spravnu regeneraciu tkaniva, chrupavky alebo kosti. V odvetvi farméacie su
pouzivané ako nositele lieCiva zabezpecujuce postupné uvolnovanie latok [4]. Vyuzivanie
PHA v pol'nohospodarstve zahffia mnoho vyhod. SU biodegradovatel'né, nezatazuju podu
Skodlivymi latkami, ani tazkymi kovmi, redukuju uhlikovd stopu a pri pokryvani pédy ako
mul¢ stabilizuju teplotu korefiov, pomahaji udrzat vlhkost v pdde a potlacaju rast
neziaducich rastlin. Kvoli zvySujucom sa dopyte zakaznikov po ekologickejSich moznostiach,
hraju bioplasty stale vacsiu rolu aj vtextilnom priemysle. Prikladom mézu byt PHB
kopolyméry pouzivané v automobilovych interiéroch [2]. Znamenité vysledky vykazuja PHA
aj pri Cisteni vody. Pri denitrifikaci predstavuju pevny substrat aich absorp¢na schopnost’
olejov umozZiiuje zbavovanie vody hydrofébnych latok. Dalej mozu byt pouZité pri produkcii
vlakien. Hydrolyzou PHA vznikaju monoméry, ktoré mézu fungovat’ ako prekurzory inych
ziadanych zlu¢enin ako napr. B-hydroxy kyseliny, B-amino kyseliny, B-hydroxy estery kyselin
ainé [4]. Posledné roky sa PHA implikuji aj ako material pri 3D tla¢i, najma
v biomedicinskom odvetvi. Casto vo forme kopolymérov napr. s PLA (polymér kyseliny
mliecnej) [16].

1.1.4. Biodegradacia PHA

Na rozdiel od petrochemickych plastov, st PHA schopné biodegradacie a to bez potreby
Specialnych podmienok. Rozklad moze prebichat’ v aerdbnych aj anaerébnych podmienkach,
enzymatickou hydrolyzou, termickym alebo chemickym rozkladom. Enzymaticka hydrolyza
PHA prebieha v pritomnosti mikroorganizmov schopnych sekrécie intra- alebo

extracelularnych  PHA  depolymeraz. Intracelularne  PHA  depolymerazy, vylucuju

11



mikroorganizmy schopné tvorby PHA av pripade potreby energie hydrolyzuju polyméry
akumulované v bunke. Mikroby vylucujiuce extraceluldrne enzymy, degraduju PHA na
hydrofilné mono- alebo oligoméry a mineralizaciou absorbuji zvy$né fragmenty [4]. Do tejto
skupiny sa zarad’uju najma baktérie a huby Aspergillus, Bacillus, Cupriavidus, Pseudomonas,
Ralstonia alebo Streptomyces [17]. Za aer6bnych podmienok je kone¢nym produktom
biodegradacie H.O a CO, za anaerdbnych navySe aj CHa. Degradécia je sprevadzana
redukciou hmotnosti, zvySenim krystalizacie a straty mechanickych vlastnosti. Rychlost’
rozkladu PHA je ovplyvnena mnohymi faktormi: $pecifita a aktivita PHA depolymeraz,
fyzikadlne achemické vlastnosti polymérov, aktivita mikroroganizmov v prostredi,
fyzikalnochemickeé vlastnosti prostredia a iné [4]. Za G¢elom cirkularnej ekonomiky je mozné
ziskané monoméry znova vyuzit’ ako kosubstrat k produkcii PHA. Napr. aplikaciou alkalicky
katalyzovanej depolymerizécie a biotickej repolymerizacie mozno ziskat' Specifické PHA
[17].

1.2. Extremofilné mikroorganizmy

Extremofilné mikroorganizmy (extremofily) si vysoko adaptované a metabolicky aktivne
pod naroénymi podmienkami. Vacésina extremofilov dokaze tolerovat viac extrémnych
parametrov naraz, su charakterizované ako polyextremofily. Adaptécia je spojena s roznymi
stratégiami regulovanymi Specifickymi génmi a metabolitmi. Extremofily mozno klasifikovat’
na zaklade primarnej adaptability k prostrediu. Zakladné rozdelenie je uvedené v tabulke ¢.1.
Aktualne su extremofily vyuzivané prioritne pri produkcii enzymov, pri komerénej produkcii
biopolymérov len mélo. Akumulacia PHA prebieha pocas rastovej fazy ako ochrana organel
pred stresovymi podmienkami. Taktiez sluzia ako zadsoba uhlika a energie. Velka cast’
extremofilov tvori doména Archaea, ktorej membranu tvoria pevnejSie éterové lipidy,
poskytujice vacsiu rezistenciu vocéi teplote, tlaku a vysokej koncentracii soli. Membrana
baktérii je tvorena zo slabsej, esterovej lipidovej dvojvrstvy [5]. Extremofily predstavujd
vhodnych kandidatov na konverziu lignocelulézneho materidlu v biopolyméry. Ich hydrolyza
je sprevadzana uvolnovanim mikrobidlnych inhibitorov ako su fenolické latky, furfuraly
a organicke kyseliny, ktoré komplikuja spracovanie cukrov, tvorenych z réznych pent6z a
hex6z. Ztychto dévodov je kdocieleniu efektivnych vytazkov PHA potreba pouzit
mikroorganizmy, ktoré su rezistentné vo¢i mikrobialnym inhibitorom a ktoré su schopné

konvertovat’ §iroku $kalu cukrov. Prave extremofily tieto poziadavky spinaja [18].
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Tabulka 1: Z&kladneé rozdelenie extremofilnych mikroorganizmov [13]

Rastové podmienky

Prostredie Podkategoria Doména
pH Teplota [°C] Iné
Bacteria  1,3-3,0 32-52
Acidofily
pH Archaea  1,0-2,2 53-96 -
Alkalofily Bacteria  9,0-13,0 45-60
) Bacteria  5,0-10,0 5,0-15,0
Psychrofily -
Archaea 6,0-9,0 1,0-15,0
Teplota i
Bacteria  6,5-7,5 80,0-85,0
Hypertermofily -
Archaea  55-7,0 80,0-06, 0
Koncentréacia Bacteria  6,5-8,0 31,0-50,0
Halofily >0,3 M NaCl
NaCl Archaea 6,5-9,5 30,0-45,0
Vysoké
Aktivita Osmofily organického
vody Bacteria 5070  250-300 rozpustadia
cukrov
Xerofily Eucarya 5,5-6,8 20,0-41,0 aw < 0,86
Tlak Piezofily Bacteria  6,5-8,0 10,0-98,0 > 50 Mpa
o Radiorezistentné ~ Bacteria  6,4-9,5 25,0-55,0
Radiacia > 1 kGy
MO Archaea 6,0-7,5 75,0-88,0

Tabul’ka bola zhotovena v MS Excel

1.2.1. Halofilné mikroorganizmy

Do kategorie halofilov patria mikroorganizmy tolerujice vyse 8,8% salinitu. Pokial
prezivaji vo vy$sej koncentracii NaCl ako 14,6 %, charakterizuju sa ako extremohalofily.
K prostrediu sa adaptuju najcastejSie dvoma stratégiami zabezpecujucimi vyssi alebo rovnaky
intracelularny osmoticky tlak, v porovnani s prostredim. Prvou, vyuzivanou archeénmi, je
akumulacia K* i6nov v cytoplazme. Druhd, ktora uprednostiiuju baktérie, spociva
v akumuldcii organickych biokompatibilnych rozpustnych latok napr. ektoin, betain, glycin
betain a iné. [5; 19]. Niektoré z tychto latok majud vysoku hodnotu pre priemysel, napr. ektoin
sluzi ako osmoprotektant v kozmetike. Dolezit rolu v priemysle hraja aj hydrolytické
enzymy vylucované halofilami, napr. amylazy, celulazy, protedzy a xylanazy a d’alsie latky
ako karotenoidy, povrchovo aktivne latky, bakteriorhodospin a iné. Vyuzivanie halofilov

k produkcii PHA m& mnoho vyhod. Vdaka vysokej salinite prostredia, sa znizuje riziko
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kontaminacie mezofilnymi mikrébmi. Pri extrakcii biopolyméru mozno bunky jednoducho
lyzovat’ vo vode z dévodu vyssieho osmotického tlaku na vnuatornej strane membrény. Taktiez
s schopné vyuzivat' rdozne lacné substraty. Nevyhodou je hrdzavenie bioreaktorov vo
vysokych koncentraciach NaCl [19].

Spomedzi domény Archaea je najvyznamnejSim producentom PHA Haloferax
mediterranei. Disponuje rychlym rastom, metabolickou vsestrannostou, genetickou stabilitou
a efektivnymi vytazkami. Vynimo¢nost'ou je aj akumulécia priemyselne ziadaného poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu) (PHBV) bez prekurzorov, ¢im sa vyrazne znizuju jeho
finan¢né naroky k produkcii. V doméne Bacteria je pre produkciu PHA najéastejSie
vyuzivany rod Halomonas, ktory je charakteristicky pre scl-PHA [19]. Z&stupcami tohto rodu
st napr. H. halophila a H. organivorans. H. halophila je Gram-negativna, striktne aerébna
baktéria, u ktorej bola preukdzana tvorba PHA z r6znych cistych aj komplexnych zdrojov
uhlika. Vytazky PHA prevysujice 80 % suSiny boli dosiahnuté pri kultivacii na galaktoze
(80,7+2,0), glukoze (81,5+10,6) a na celobioze (90,8+1,1). Molarna hmotnost PHA pritom
stupa so zvacsujicou sa koncentraciou NaCl v prostredi [20]. Podobne aj H. organivorans sa
preukazal ako efektivny producent, s najvyssim vytazkom pri pouziti galaktdzy ako substrat
(5,61+0,01 g/L) [21].

1.2.2. Termofilné mikroorganizmy

Na zéklade optimalnej teploty prostredia mozno rozdelit MO na psychrofily (-20-10 °C)
mezofily (25-45 °C), termofily (45-80 °C) a hypertermofily (80-150 °C) [5]. Termofily,
podobne ako halofily, sU z priemyselného hl'adiska dolezité najmé pre produkciu enzymov
ako napr. lipazy, xylandzy, nitrilazy, transaminazy ainé. V porovnani senzymami
pochadzajucich z mezofilov, sa termoenzymy vyznacuju dobrou toleranciou vo¢i vy$$im
teplotam, tlaku a rozpustadlam denaturujucich bielkoviny [22]. Fermentacia prebieha pri
vyssich teplotach, ¢o zabranuje kontaminacii mezofilnymi mikrébmi. Pocas kultivacie je
dodévanie tepla podporované dvoma faktormi. Metabolickymi procesmi ktoré uvoltujia teplo
a mieSanim, pri ktorom vznika energia. Fermentacia vyzaduje mierne zahrievanie a
takmer ziadne chladenie, ¢im sa znizuje jej finan¢na naro¢nost. Tento proces sa nakladmi s
pouzitim mezofilnych baktérii pohybuje vrozmedzi 4,33-5,39 €, v pripade termofilnych
3,36-4,42 €. PHA pritom primarne sluzia ako zdroj energie [15]. 3-hydroxybutyrat (3HB)
vznikajuci degraddciou PHB rdoznymi baktériami a Archae, moze sluzit' ako chemicky

chaperon. Ten napomaha kochrane proteinov, enzymov ainych biomolekul pred
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denaturaciou spdésobenou vysSimi teplotami, tazkymi kovmi alebo oxidaciou [23; 24].
Taktiez moze sluzit’ ako vysokouc¢inny kryoprotektant [24].

U viacerych termofilov bola potvrdena schopnost’ akumulacie PHA, napr. Caldimonas
taiwanensis, Thermus thermophilus, Chelatococcus daeguensis [15], alebo Schlegelella
thermodepolymerans, ktorej potencial produkovat PHB bol uz podrobne Studovany a
potvrdeny v inych pracach [18; 25]. Mnohostrannost’ tejto baktérie spociva v konverzii
roznych zdrojov uhlika, pri¢om najvyssie vytazky PHB (6,27+0,04 g/L) boli dosiahnuté pri
teplote 55°C kultivciou na xyl6ze. Nezvycajnostou je prave preferencia xylozy pred
glukdézou. Toto zistenie je dolezité najma z biotechnologického hl'adiska. Xyloza predstavuje
hlavna zlozku hemicelulézy a tym je druhym najcastejSie sa vyskytujucim cukrom v prirode.
Pri dodani vhodnych prekurzorov, je S. thermodepolymerans schopna inkorporovat’
monoméry 3-hydroxyvaleratu (3HV) do Struktary PHB za tvorby kopolymérov [25].

1.3. Valorizéacia potravinarskeho odpadu

Potravinarsky odpad, predstavuje velky problém v mnohych aspektoch, najmé
V environmentdlnom a v ekonomickom. Podl'a organizicie spojenych narodov pre vyzivu
a pol'nohospodarstvo, sa kazdoro¢ne znehodnoti az 1,3 miliard ton potravy vhodnej na
konzumaciu, v prepocte to predstavuje priblizne 443 milidrd eur. To spdsobuje rdzne
environmentalne zataze: strata vody, zbyto¢né vyuzitie urodnej pody, spotreba hnojiv a
energii [6]. Potravinarsky odpad je navyse zodpovedny za vznik 7 % globalnych sklenikovych
plynov, rovnajlicich sa ro¢nej produkcii 3,3 miliard ton oxidu uhli¢itého. Toto zahiiia
pol'nohospodarsky a priemyselny proces vyroby, logistiku a skladovanie [26]. Zbavovanie sa
potravinarskeho odpadu so sebou prindaSa mnoho komplikacii. Nedostato¢na biologicka
stabilita a vyskyt patogénov podporuje mikrobidlnu aktivitu, vysoka koncentracia vody
zvySuje logistické ndklady a materidl s vysokym obsahom tukov rychlejSie podlieha kazeniu.
NajcastejSie sa potravinarsky odpad odstranuje spalovanim alebo kompostovanim, tiezZ méze
sluzit’ ako krmivo pre zvierata, hnojivo alebo putuje na skladku [7]. Tieto spdsoby vsak len
eliminuju odpad a neprispievaju k cirkularnej ekonomike [6]. Za cielom udrzatelnosti
a ochrany Zivotného prostredia sa ako vhodna stratégia povaZuje valorizacia potravinarskeho
odpadu - ,wuzZivanie potravindarskeho odpadu k zisku hodnotnych latok a/alebo k vyvoju
novych produktov s trhovou hodnotou® [7]. Nakol'’ko sa tato praca sustredi na spracovanie

mlata, nasledovné kapitoly st venovane predovsetkym valorizécii rastlinného odpadu.
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1.3.1. Valorizécia pre produkciu biopaliv

Najcastej$im palivom produkovanym z potravinarskeho odpadu je bioplyn. Obsahuje
vysoké mmnozstvo metanu (55-65 %), oxidu uhli¢itého (30-45 %) a mensie mnozstva
sirovodika, amoniaku a kyslika. Konverzia z potravinarskeho odpadu prebieha pomocou
anaerébnych mikroorganizmov procesom anaerdbnej digescie a tvoria ju $tyri hlavné fazy.
Prvou je hydrolyza, pocas ktorej sa organické polyméry Stiepia na monoméry. Tie sa dalej
procesom acidogenézy Stiepia na prchavé mastné kyseliny a plyny, predovSetkym na oxid
uhli¢ity, vodik a amoniak. Nasledne v priebehu acetogenézy, redukciou oxidu uhli¢itého
a prchavych mastnych kyselin vznika kyselina octova. V poslednej faze zvanej metanogenéza,
reakciou kyseliny octovej, vodika a oxidu uhli¢itého vznika metan. Znamym substituentom
petrochemickych paliv je bioetanol, ktory vznikd fermentéaciou cukrov [27]. Produktom
fermentécie je 60% etanol. Sti€asne sa ako substrat pouziva kukurica alebo cukrova trstina, to
vSak predstavuje konkurenciu pre potravinovy retazec a zvySuje naklady vyroby. Z tychto
dovodov by potravinarsky odpad slazil ako vyhodny substrat [28]. Dalsim zelenym palivom
je biodiesel, ktory je generovany transesterifikdciou mastnych kyselin a alkoholov
v pritomnosti alkalickych alebo acidickych katalyzatorov [27]. V sucasnej dobe je vsak jeho
produkcia finan¢ne naro¢na, pouzitim rias, odpadnych olejov a zivocisSnych tukov by sa tieto
naklady znizili [28; 27]. Fotolyza vody riasami, anaerébna fermentécia sacharidov a fotolyza
organickej hmoty su procesy vyuzivané pri produkcii biovodika. Konven¢ne sa pre tito
metodu vyuziva potravinarsky obsah s vysokym obsahom vody a vysokym pomerom uhlika
a dusika [28].

1.3.2. Valorizacia pre produkciu bioaktivnych latok a enzymov

Bioaktivne latky mozu interagovat’ s proteinmi, DNA a inymi biologickymi molekulami
za tvorby dolezitych latok v l'udskom tele. Prave potravindrsky odpad pontka Siroku skalu
tychto latok s roznou Strukturnou a funk¢énou diverzitou. Patria sem fenolické latky, terpény,
mastné kyseliny, vlaknina a iné. St pridavané do kozmetiky alebo sa pouzivaju ako aditiva do
potravin a vyzivové doplnky [6]. Najviac preskimané st fenolické zlG¢eniny, ktoré sh
mnohostranne vyznamné pre l'udsky organizmus a prirodzene sa vyskytuji vo vSetkych
rastlinach ako sekundarne metabolity [29; 6]. NajvyznamnejSie skupiny tvoria fenolické
kyseliny, flavonoidy a taniny. Disponuji antioxidatnymi a protizapalovymi ucinkami a

chrania telo proti kardiovaskularnym a karcinogénnym ochoreniam. Ich extrakcia bola
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dosiahnutd za pouzitia roznych plodin, napr. hrozno, olivy, jablka, zemiaky, cibule, citrusy
arozne iné.

Terpenoidy tvoria dalSiu vyznamnu skupinu biologicky aktivnych latok. Taktiez sa
nachadzaju ako sekundarne metabolity v rastlinach. Najdolezitej$iu skupinu tvoria
karotenoidy, ktoré predstavujii pigmenty zodpovedné za zIté, oranzové a Cervené sfarbenie
ovocia azeleniny. Bola unich dokazana schopnost’ prevencie voci karcinogénnym
ochoreniam a svalovej degeneracie, antioxida¢na schopnost’ a tvoria prekurzor vitaminu A
[6]. Ich extrakcia je mozna z ré6znych druhov rastlin, ale aj za pouzitia mikroorganizmov
a organického odpadu, napr. melasy, otrab alebo srvatky [6; 27]. Plesiiou Blakeslea trispora
V pritomnosti fritovacieho oleja, kukuriéného vyluhu a butylhydroxytoluénu mozno ziskat
karotény. Produkcie Gerveného pigmentu za pouzitia hroznového extraktu ako subtratu, je
schopnd Monascus purpureus a zlty pigment mozno ziskat' baktériou Chryseobacterium
artocarpi za pritomnosti odpadoveho ananasu [27].

Pektin je dalSia vyznamna latka vyuzivana v potravinarstve, v medicine avo
farmaceutike. Konvencne sluzi ako gélové cinidlo, zahustovadlo a stabilizator ovocnych
Stiav. Ako vhodny zdroj pektinu slizia jabléné vylisky, citrusové kory alebo zvysky cukrovej
repy [27].

Enzymy st doélezitou sucastou réznych priemyselnych odvetvi, ich produkcia zo
surovych zdrojov je vSak finan¢ne naro¢na. LacnejSia alternativa spociva v mikrobialnej
produkcii enzymov pri pouziti potravinarskeho odpadu ako substratu. Tymto spdsobom bola
dokazana produkcia Sirokej $kaly enzymov, napr. amylazy z mangovych jadier hubovym
komplexom Fusarium solani, proteazy zo zemiakovych Supiek baktériou Bacillus subtilis,

alebo lipazy z kavovych usadenin plesiou Phoma glomerata. [30; 6].
1.3.3. Valorizacia pre produkciu biopolymérov

Okrem PHA, je dal$im rozSirenym bioplastom polymér kyseliny mliecnej (PLA).
Kyselina mlie¢na moze tvorit’ dva stereoizoméry, ktoré urcuju fyzikdlne vlastnosti kone¢ného
polyméru [31]. Polyméry s prevladajicim mnozZstvom L-formy su semi-krystalické, naopak
D-forma tvori polyméry s amorfnym charakterom. PLA sa komer¢ne vyraba dvomi sposobmi,
pricom primarny spociva v otvarani laktidového cyklu a naslednou polymeriziciou. Menej
vyuzivany spdsob je polykondenzicia kyseliny mlie¢nej. Vdaka vlastnostiam podobnym
petrochemickym plastom, sa PLA vyuziva pri ich nahrade v medicinskych, v textilnych
avobalovych odvetviach sro¢nou produkciou priblizne 600000 ton [31; 6].

NajvyuzivanejSou metddou vyroby kyseliny mlie¢nej, je fermentacia jednoduchych cukrov
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baktériami z rodu Lactobacillus. Ako substrat mozno pouZit' aj potravinarsky odpad, napr.

vylisovana cukrova trstina, zemiakové Supky , pSeni¢né otruby a slama, melasa a iné [6].
1.4. Lignocelul6zny material

Lignocelul6za je najzastupenej$im surovym materidlom na Zemi s ro¢nou produkciou
priblizne 180,5 milidrd ton [32]. Jej Strukttru tvori najma celuldza (35-50 %), hemicelul6za
(20-35 %) a lignin (5-25 % ), ktoré s zobrazené na obr. 3. V mensich mnozstvach st
zastupené aj iné latky, ako napr. pektin alebo proteiny. Celuléza je polysacharid tvoreny
monomermi D—glukézy spojenymi B-1,4-glykozidickymi vézbami. Retazec hemicelulbézy
okrem D-glukdzy tvoria aj iné monosacharidy, napr. xyl6za, arabindza, mandza a galaktdza.
Lignin je hydrofébny polymér tvoreny aromatickymi podjednotkami a na polysacharidy je
naviazany kovalentnymi, vodikovymi, ionovymi a hydrofobnymi interakciami. Procesom
hydrolyzy lignocelulézy, mozno ziskat monosacharidy a tie d’alej vyuzit' na produkciu inych
latok, napr. biopaliva (etanol, butanol, metanol), organické kyseliny (kyselina fumarova,
kyselina octova), polyoly (glycerol, xylitol), bioplyn, PHA a d’alsie. Termochemickymi
a biologickymi procesmi je mozné konvertovat’ aj lignin na rézne hodnotné latky, napr.
lipidy, kyselina adipova, bioplyn, syntézny plyn a polyméry (PLA, polyester, polyamid, PHA
a iné) [33].
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Obr. 3: Chemicka struktira (a) celuldzy, (b) hemicelulozy a (c) ligninu [34]. Upravené

v skicari.
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1.4.1. PHA z lignocelulézneho odpadu

Vyuzitie lignocelulézneho odpadu ako substratu pre produkciu PHA je prospesné
z mnohych hladisk. Je 'ahko a celoro¢ne dostupny a nestperi s potravinovym retazcom ludi.
Doélezité kroky pri jeho spracovani su preduprava a nasledna hydrolyza, za ucelom separacie
ligninu a polysacharidov a ich premeny na redukujice cukry [35; 33]. Do predUpravy patria
metddy fyzikélne (drvenie, mletie, tepelnd Uprava), chemické (Uprava kyselinami, zasadami,
organickymi rozpustadlami), biologické (pouzitie mikrobialnych enzymov) a ich kombinécie.
Hydrolyza najéastejSie predstavuje pouzitie kyselin a enzymov [33]. Vysoké vytazky PHA
boli dosiahnuté zroznych lignoceluléznych materidlov, napr. z hydrolyzatu slne¢nic
(Ralstonia eutropha; 0,73 g PHA/g biomasy), z kdvovej usadeniny (Burkholderia cepacia;
0,55 g PHA/g biomasy), z hydrolyzovanych smrekovych pilin (Burkholderia cepacia; 0,75 g
PHA/g biomasy) alebo z hydrolyzatu dreva (Paraburkholderia sacchari; 0,58 g PHA/g
biomasy) [35]. Dolezity limitujuci faktor je vSak lignin, ktory inhibuje dostupnost’
polysacharidov a aktivitu enzymov. Bola vsak dokazana aj konverzia ligninu na PHA napr.
druhom Pseudomonas. Tieto mikroorganizmy su schopné degradécie ligninu na oligoméry,
ktoré su dalej premienané katabolickymi drdhami na acetyl-CoA aten je dalej syntézou

mastnych kyselin konvertovany na PHA [33].
1.4.2. PHA z mlata

Mlato predstavuje odpad produkovany v pivovarnictve, pricom moze tvorit az 85%
odpadu [8]. Primarne sa vyuziva ako krmivo pre polnohospodarke zvieratd, najmi pre
hovadzi dobytok, vo forme muky sa pridava aj do peéiva urCeného primarne pre ludi
trpiacimi traviacimi tazkostami. Tento material bol uplatneny aj pri produkcii bioplynu,
uholnych tehal, papiera alebo ako adsorbent pre rozne latky [36]. StruktGru mlata tvoria
najma celuléza a hemiceluldza, v mensich mnozstvach aj lignin, lipidy, proteiny, makro-
a mikroziviny podporujuce rast mikroorganizmov. Prave vysokym obsahom celulozy
a nizkym mnozstvom ligninu predstavuje potencialny material pre biotechnologické aplikéacie.
Kone¢né zloZenie mlata vSak zAvisi od spdsobu spracovania. Napriek tomu sd
biotechnologické moznosti mlata takmer neprebadané ak jeho vyuzitiu ako substrat pre
produkciu PHA boli vykonaneé len dve stadie [9; 8]. K spristupneniu polysacharidov je nutné
podrobit’ material hydrolyze, ktora ¢asto komplikuje proces fermentacie kvoli uvolfiovaniu
neziaducich latok. Stiidiou zameriavajiicou sa na rozne spdsoby predupravy, bolo zistené, ze

hydrolyza mlata s predipravou za pouzitia kyselin, najlepsie spristupiiuje redukujuce cukry,
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avSak uvolnuje aj najvyssi obsah bakteridlnych inhibitorov. Pokial mlato obsahuje mensie
mnozstvo ligninu, vysoké hodnoty cukrov je mozné dosiahnut’ aj bez drastickej predupravy,
za pouzitia enzymov. Prave tymto spdsobom bol dosiahnuty najvyssi vytazok PHA,
kultivaciou s Burkholderia cepacia (0,31 + 0,029 PHB/g biomasy), prave vd’aka malému
mnozstvu uvol'nenych fenolickych latok [8]. Druha préaca sa zameriavala na vyuzitie r6znych
hab k produkcii lignocelul6znych enzymov z mlata a naslednt vyrobu PHA z hydrolyzétov,
kultivaciou s B. cepacia a Cupriavidus necator. Hydrolyzu tvorila prediprava s objemovym
¢inidlom na zvysenie porovitosti zmesi, sterilizacia a pridanie hib alebo komeréného enzymu.
Vysledky ukazali, ze lepSim producentom je C. necator bez ohl'adu na pouziti hubu alebo
enzym. Maximalny vyt'azok bol vSak dosiahnuty pri hydrolyze komerénym enzymom. Pre C.
necator 0,25 + 0,03 g PHB/g biomasy a pre B. cepacia 0,21 + 0,03 g PHB/g biomasy [9].
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2 EXPERIMENTALNA CAST
2.1. Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje
2.1.1. Pouzité mikroorganizmy

V praktickej Gasti bakalarskej prace sa pracovalo s 2 kmefimi baktérii z Ceskej zbierky
mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne (CCM - Czech Collection of
Microorganisms), s 3 kmenimi baktérii z nemeckej zbierky Leibnitz Institut v Braunschweig
(DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroroganismen und Zellkulturen) a s jednym kmeniom
pochédzajicim z Ghent Univerzity v Belgicku (BCCM/LMG).

e Schlegelella thermodepolymerans DSM 15264
e Schlegelella thermodepolymernas DSM 153447
e Tepidimonas taiwanensis LMG 32826

e Halomonas orgnivorans CCM 71427

e Halomonas halophila CCM 3662

e Burkholderia sacchari DSM 17165

2.1.2. Pouzité chemikalie

e 3,5-dinitrosalycilova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Bromid sodny (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Citrat zelezito-amonny (Fluka, Svaj¢iarsko)

e Citronan sodny (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e D-gluk6za monohydrat, p.a. (LachNer, Ceska republika)

e Dihydrat chloridu vapenatého (LachNer, Ceska republika)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LachNer, Ceska republika)
e Dihydrogenfosfore¢nan sodny (LachNer, Ceské republika)

e Dodekahydat hydrogenfosfore¢nanu sodného (LachNer, Ceska republika)
e Folin-Ciocalteau ¢inidlo

e Hydrogenuhli¢itan sodny (LachNer, Ceska republika)

e Hydroxid sodny (LachNer, Ceské republika)

e Chlorid amonny (LachNer, Ceska republika)
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Chlorid draselny(LachNer, Ceska republika)

Chlorid hore¢naty hexahydrat (LachNer, Ceska republika)
Chlorid sodny, p.a. (LachNer, Ceska republika)
Chloroform (LachNer, Ceské republika)
Isopropylalkohol (LachNer, Ceska republika)
Karboxymetylcelul6za (HiMedia, India)

Kazein (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia, India)

Kyselina benzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kyselina citronové (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kyselina sirova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Metanol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Nutrient Broth w/1 % peptone (HiMedia, India)
Peptone, Himedia (HiMedia, India)

Pyrohroznan sodny (Penta, Ceské republika)

Siran amonny (LachNer, Ceska republika)

Siran hore¢naty heptahydrat (LachNer, Ceska republika)
Skrob rozpustny (Penta, Ceské republika)

Uhli¢itan sodny (LachNer, Ceské republika)

Xylan (VWR Chemicals, Spojené Staty americké)

. Pouzité pristroje

Analytické vahy PA224C Pioneer

Véha Kern EW 620—-3NM

Laminarny box Aura mini. BioAir, Euroclone

Temperovana trepacka IKA KS 4000 i

Temperovana trepacka ZWYR-D2401, LABWIT

Temperovana trepacka UNIMAX 1010, Heidolph

Magneticka miesacka, Kartell, TKO

Vodna vani¢ka WSL

Vortex, Suspendor Bench mixer, Benchmark

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

e Kuvapalinovy chromatograf SHIMADZU, kolona Waters Carbohydrate Analysis,
3,9x200 mm, refraktometricky detektor

e Blokovy termostat Stuart SBH 200D, Bibby Scientific

e Centrifiga EBA 20, Hettich

e Nanofotometer, PEARL

e Dbezné laboratorne sklo a vybavenie
2.2.Priprava hydrolyzatu z mlata

Pri neutrdlnej prediprave bolo mlato najprv pomleté a zaliate vodou tak, aby jeho
koncentracia tvorila 100 g/l. Pri kyslej prediprave bol namiesto vody pouzity 1% roztok
H2SO.4. Takto pripravené suspenzie boli nasledne vlozené do autoklavu pri 130 °C na dobu 40
minat. Pri alkalickej prediprave slizil ako kvapalna zlozka, 0,5% roztok NaOH. Suspenzia
bola nasledne sterilizovana v autoklave pri 110 °C na dobu 60 minut. Po vychladeni, bolo pH
zmesi upravené na hodnotu priblizne 5, kvoli optimalizacii podmienok pre spravnu aktivitu
enzymového koktailu od firmy ASA. Zmesi boli nasledne vlozené do vyhrievanej trepacky
(50 °C, 160 rpm) po dobu 24 hodin. Nasledne bol hydrolyzat oddeleny od pevnej zlozky
centrifugéciou pri 10000 rpm po dobu 10 minut. Kvoli dosiahnutiu vyssej Cistoty a znizenia
rizika kontaminacie, bol ziskany hydrolyzat prefiltrovany pod zniZzenym tlakom. Takto
ziskané extrakty z mlata boli pripravené na pouzitie ako kvapalna zlozka mineralnych médii.

Pri hydrolyze vysSich objemov bol tento postup opakovany v bioreaktore.
2.3. Priprava hydrolyzatu s extrakciou fenolickych latok a bielkovin

Z mlata a 70 % obj. roztoku etanolu bola pripravend zmes s koncentraciou mlata 100 g/l.
Tato suspenzia bolo podrobena ultrazvuku na dobu 20 minat. Nasledne bol pevny podiel
oddeleny od extraktu s fenolickymi latkami centrifugaciou (10000 rpm, 10 minuUt) a suseny
pri 50 °C do konstantnej hmotnosti. Po vysuseni bol k mlatu priliaty 1mol/l roztok NaOH tak,
aby kone¢na koncentracia mlata v zmesi znova Cinila 100 g/l. Tato zmes bola mieSana
mechanickym miesadlom pri teplote 40 °C a rychlosti 500 rpm po dobu 90 minat. Po tomto
procese bol pevny podiel oddeleny od extraktu obsahujiceho bielkoviny centrifugaciou
(10000 rpm, 10 minut) a suSeny pri 50 °C do konstantnej hmotnosti. Takto spracované mléato,
z ktorého boli extrahovane fenolické latky a bielkoviny, bolo pripravené pre d’alie Gipravy

a hydrolyzu. Z prvej polovice vytazku bola prichystana zmes mlata a 0,5 % obj. roztoku
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NaOH v 500ml Erlenmeyerovych bankach, ktoré boli nasledne sterilizované v autoklave pri
110 °C po dobu 60 minut. S druhou polovicou vytazku sa postupovalo obdobne, namiesto
alkalického roztoku bolo mlato zaliate vodou a bolo podrobené sterilizacii v autoklave pri 140
°C po dobu 60 minat. Tieto zmesi boli odstredené (10000 rpm, 10 mindt) a prefiltrované pod
znizenym tlakom. Takto ziskané extrakty z mlata boli pripravené na pouzitie ako kvapalna
zlozka mineralnych médii. Nakolko bol tento hydrolyzat pripraveny podla gréckeho

protokolu, nesie oznacenie GR.

2.4. Kultivacie mikroorganizmov

Baktérie boli uchovavané v kryoskimavkach v 10% glycerole pri — 80 °C. Vsetky
inokula¢né média boli po priprave vysterilizované a mikroorganizmy boli zaockované
v sterilnom prostredi v laminarnom o¢kovacom boxe. Kultivacia mikroorganizmov prebiehala
po dobu 24 hodin, u termofiloch pri 50 °C a 160 rpm, u halofiloch a B. sacchari pri 30 °C
a 160 rpm. Nasledna produkcia prebiehala pri rovnakych podmienkach ako kultivacia, ale po
dobu 72 hodin.

2.4.1. Kultivaéné média

Inokula¢né média boli pripravené v 100ml Erlenmeyerovych bankach po objeme 50 ml.
Kultivacia trvala 24 hodin a zlozenie média (Tabulka 3, 4, 5, 6) zaviselo od pouzitého

mikroorganizmu (Tabulka 2).

Tabulka 2: Pouzité mikroorganizmy s prislusnymi inokulacnymi médiami

Mikroorganizmus Inokulum
S. thermodepolymerans DSM 15264 K1
S. thermodepolymernas DSM 153447 K2
T. taiwanensis LMG 32826 K3 (B82)
H. orgnivorans CCM 71427 NB
H. halophila CCM 3662 NB
B. sacchari DSM 17165 NB
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Tabulka 3: Inokulacné médium K1

Latka

Koncentrécia [g/1]

Kvasni¢ny extrakt
Pepton

Kazein

Glukoza
Rozpustny skrob
Pyrohroznan sodny
KH2PO4

MgSO4 - 7 H20

2

2
0,5
10
0,5
0,3
0,3
0,05

Tabulka 4: Inokulacné medium K2

Latka

Koncentracia [g/l]

Pepton
Kvasni¢ny extrakt
NaCl

Glukéza

15
3
66
1

Tabulka 5: Inokulacné médium K3 (B82)

Latka

Koncentracia [g/l]

Kvasni¢ny extrakt
Pepton

Glukoza

NaCl

MgSO4 - 7 H20
MgClz - 6 H20
CaCl2 - 2 H20
KCI

NaHCOs3

NaBr

10

5

1

81
9,6
7
0,36

0,06
0,026
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Tabulka 6: Inokulacné médium NB

Latka Koncentrécia [g/1]
Pepton 10

Hovadzi extrakt 10

NaCl 5

2.4.2. Mineralne média

Po 24 h inokul&cii, nasledovala kultivacia v minerdlnom médiu. Kultivacia prebiehala
v 250ml Erlenmayerovych bankach s objemom média 100 ml, pricom hydrolyzaty, shizili ako
kvapalna zlozka médii a zdroj sacharidov. Pouzitie a zlozenie jednotlivych mineralnych médii
je uvedené nizsie (Tabulka 7, 8, 9, 10). Po sterilizacii boli média o¢kované v pomere 1:10, az
na Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344, kde sa na zaklade predchadzajucich
optimalizécii zvolil pomer 1:20. Zaroven bol do médii pridany roztok stopovych prvkov
oznaceny ako MES, TES a TES II (Tabul’ka 11, Tabul'ka 12, Tabul’ka 13).

Tabulka 7: Pouzité mineralne média pre jednotlivé mikroorganizmy

Mikroorganizmus Mineralne médium
S. thermodepolymerans DSM 15264 M1
S. thermodepolymernas DSM 153447 M2
T. taiwanensis LMG 32826 M2
H. orgnivorans CCM 71427 M3
H. halophila CCM 3662 M3
B. sacchari DSM 17165 M3

Tabulka 8: Mineralne médium M2

Latka Koncentrécia [g/1]
(NH4)2S04 3

Naz;HPO, - 12 H20 11,1

KH2PO4 1,05

MgSO4 - 7 H20 0,2

MES* 1 ml/i

* pridané po sterilizacii
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Tabulka 9: Mineralne médium M3

Latka Koncentrécia [g/1]
Na;HPO4 - 12 H,O 9

KH2PO4 15

NH4CI 1

MgSOs - 7 H20 0,2

CaCl> - 2 H:0 0,02
NHJFe'citrat 0,0012
Kvasni¢ny extrakt 0,5

TES II* 1 mi/l

* pridané po steriliz&cii

Tabulka 10: Mineralne médium M1

Latka Koncentracia [g/l]
(NH4)2S04 1

Na,HPO4 - 12 H,0 9,02

KH2PO4 15

CaCl; - 2 H20 0,1

NHjFe''citrat 0,06

MgSO; - 7 H20 0,2

TES* 1 ml/l

* pridané po sterilizacii

Tabulka 11: Roztok stopovych prvkov MES

Latka Koncentracia [g/l]
FeCls - 6 H2.0 9,7

CaCl2 - 2 H20 7,8

CuSO4 - 5 H0 0,156

CoClz - 6 H.0 0,119

NiClz - 6 H20 0,118

CrCl 0,062

0,1 M HCI 1000 ml

27



Tabulka 12: Roztok stopovych prvkov TES

Latka

Koncentrécia [g/1]

ZnS0Oq - 7 H20
MnCl; - 4 H.0
H3BO3

CoCl; - 6 H.0
CuSO4 - 5 H0
NiClz - 6 H.0
NaMoO; - 2 H.0

0,1
0,03
0,3
0,2
0,02
0,02
0,03

Tabulka 13: Roztok stopovych prvkov TES Il

Latka

Koncentracia [g/l]

EDTA

FeCls

ZnCl,

CuClz - 2 H20
CoCl; - 6 H2.0
MnCl; - 6 H.0
H3BO3

50
8,3
0,84
0,13
0,1
0,016
0,1

2.5. Pouzité metody
2.5.1. Analyticky rozbor mlata

3.4.4.1 Priprava materialu

Pre rozbor bolo pouzité Spanielske mlato z piva leziakového typu s ozna¢enim Pilsen L
21049. Mlato bolo upravené vo vode, v alkalickom a v kyslom prostredi obdobne ako
v odseku 3.2. NedoSlo vSak k hydrolyze pouZitim enzymov a pre kazdu predupravu bolo

navazenych 10 g usuSené¢ho mlata. So vzorkami sa dalej pracovalo podla protokolu od

Michaela loelovicha [38].
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3.4.4.2 Stanovenie ligninu nerozpustného v kyseline

Zo ziskanych vzoriek jednotlivo upraveného mlata bolo odobranych 0,3 g do 100 ml
Erlenmeyerovej banky. Do banky bolo pridanych 5 ml 75 hm.% H2SOs a nasledovala
inkub&cia pri 25 °C po dobu 2 hodiny vo vodnej lazni. Po skonceni inkubacie bol obsah
jednotlivych baniek prevedeny do baniek s gulatym dnom, do ktorych bolo pridanych 45 ml
vody. Banky boli umiestnené do topného hniezda a ich obsah bol podrobeny varu po dobu 2
hodiny za pouzitia refluxu. Po vychladeni na laboratornu teplotu, bola zmes prenesena do
50ml centrifuga¢nych skumaviek a odstredend pri 10000 rpm po dobu 15 mindt. Sediment
ligninu bol d’alej premyty s teplou vodou (priblizne 50 °C), s5 hm.% NaHCOs a vodou
s laboratérnou teplotou az po dosiahnutie neutralneho pH. Lignin bol d’alej suSeny pri teplote

70 °C az do konstantnej hmotnosti.

3.4.4.3 Stanovenie holoceluldzy

Z jednotlivo upraveného mlata bolo odobratych 0,5 g do 100ml Erlenmeyerovej banky,
do ktorej bol pridany roztok obsahujuci 40 ml vody, 0,5 g NaClO, a 1 ml bezvodej kyseliny
octovej. Erlenmeyerove banky boli inkubované vo vodnej lazni pri 90 °C po dobu 45 minut za
obcCasného miesania. Po uplynuti 45 minut, bolo do banky pridanych dal§ich 0,5 g NaClO:
al ml octanového pufru. Inkubacia bola vykonavana dalSich 45 minat. Po ochladeni na
laboratornu teplotu, bola tato zmes prevedena do 50ml centrifuga¢nych skumaviek. Vzorky
boli odstredené pri 10000 rpm po dobu 15 minat a vzniknuty sediment bol premyty teplou
vodou (priblizne 50 °C) avodou laboratornej teploty az po dosiahnutie neutralneho pH.
Ziskana holoceluloza bola susena pri 70 °C az do konstantnej hmotnosti a d’alej bola pouzita

k stanoveniu celulézy.

3.4.4.4 Stanovenie celulozy

Jednotlivé vzorky holocelulzy boli zvazené a prevedené do baniek s gulatym dnom, do
ktorych bol pridany 2 hm.% roztok HCl. Banky boli nasledne vloZené do topného hniezda
a inkubované pri teplote varu po dobe 2 hodiny, pouzitim refluxu. Po vychladeni na
laboratérnu teplotu bola zmes prevedena do 50ml centrifugaénych skiimaviek, podrobena
odstred’ovaniu pri 10000 rpm po dobu 15 mintt. Ziskana celul6za bola premyta s teplou
vodou (priblizne 50 °C), s1 hm.% NaHCOsz avodou s laboratornou teplotou az po
dosiahnutie neutralneho pH. Celul6za bola d’alej susena pri teplote 70 °C az do konStantne]

hmotnosti.
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2.5.2. Stanovenie redukujucich cukrov v hydrolyzatoch pomocou DNS
3.4.1.1 Priprava DNS ¢Cinidla

K priprave 200 ml ¢inidla, je potrebné najprv previest' 2 g kyseliny 3,5-dinitrosalycilovej
do 100 ml vody. Do roztoku sa prida 40 ml 2 mol/l NaOH a 60 g vinanu sodno-draselného.
Tento roztok sa dopini vodou na celkovy objem 200 ml.

3.4.1.2 Priprava kalibracnej krivky

K zostrojeniu kalibra¢nej krivky (obr. 3) bol pouzity zasobny roztok glukozy
s koncentréaciou 3 g/l. Riedenim s vodou, boli pripravené roztoky s koncentraciou 0,6; 1,2;
1,8; 2,4 a 3,0 g/l. Jednotlive roztoky boli napipetované do skumaviek po 0,5 ml a k nim bolo
pridanych 0,5 ml DNS ¢inidla. Skimavky boli temperované vo vodnej lazni pri teplote 70 °C
po dobu 10 minlt. Po skonceni temperacie boli za tmy ochladené na laboratérnu teplotu,
doplnené vodou na objem 10 ml a premieSané na vortexe. Nasledne bola zmerana absorbancia

roztokov pri 540 nm.
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Obr. 3: Kalibracna krivka pre stanovenie cukrov pomocou DNS

3.4.1.3 Priprava vzoriek

Pri merani obsahu redukujacich cukrov vo vzorkach, sa postupovalo rovnako ako pri

priprave kalibracnej krivky. Namiesto roztokov glukézy vSak boli pouzité vzorky
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hydrolyzéatov, supernatantov po Kkultivacii a voda, ktora sluzila ako blank. Meranie obsahu
redukujicich cukrov pred apo kultivacii slizilo k ziskaniu prehladu o spotrebovanom

mnozstve cukrov.

2.5.3. Stanovenie obsahu cukrov pomocou HPLC
3.4.2.1 Priprava kalibracnych kriviek

Boli pripravené kalibra¢né roztoky xylozy, fruktozy, glukozy a maltdzy s koncentraciou
5; 10; 20 a 40 g/L. Tieto roztoky boli zanalyzované pomocou HPLC, kde mobilna fazu tvorila
zmes acetonitrilu avody v pomere 80:20. Na zaklade koncentrécii jednotlivych cukrov

a plochy pikov boli zostrojené kalibra¢né krivky uvedené na obr. 4.
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Obr. 4: Kalibracné Krivky vybranych cukrov

x Fruktdza

Glukoza

3.4.2.2 Priprava vzoriek

Kvapalinovou chromatografiou boli analyzované hydrolyzaty s alkalickou a neutralnou
preddpravou. Tieto vzorky boli najprv zneutralizované na pH 7, prefiltrované injekénou

strickackou a filtrom a néasledne zanalyzovaneé pomocou HPLC.
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2.5.4. Spektrofotometrické stanovenie fenolickych latok

3.4.3.1 Priprava kalibracnej krivky

K priprave kalibra¢nej krivky pre fenolické latky (obr. 5) bol pouzity roztok kyseliny
gallovej s koncentraciou 1 g/l, z ktorého boli pripravené roztoky s koncentréaciou 25; 50; 100
a 200 mg/l. Do skdamavky bol napipetovany 1 ml 10krat zriedeného Folin-Ciocalteuvho
Cinidla a 50 pl roztoku o zndmej koncentrécii. Ako blank bola namiesto roztoku pouzita voda.
Sktimavky boli premiesané a inkubované pri laboratérnej teplote po dobu 5 minat. Nasledne
bol do skimaviek pridany 1 ml nasyteného roztoku Na,COs, skimavky boli znovu
premieSané a inkubované pri laboratornej teplote po dobu 15 minat. Po inkubéacii bola
zmerana absorbancia jednotlivych roztokov pri 750 nm.
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Obr. 5: Kalibracna krivka pre stanovenie fenolickych latok

3.4.3.2 Priprava vzoriek

Na zmeranie obsahu fenolickych latok v hydrolyzatoch bolo potrebné vzorky 5nasobne

zriedit’' s vodou. Dalej sa postupovalo obdobne ako pri kalibragnych roztokoch.
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2.5.5. Stanovenie mnoZstva biomasy

Stanovenie biomasy bolo vykonané gravimetricky. Po skonceni kultivicie bolo 10
ml produkéného média prevedenych do centrifugacnych skimaviek. VVzorky boli odstredené
pri 6000 rpm po dobu 5 mindt. Supernatant bol odliaty pre stanovenie redukujucich cukrov,
biomasa bola premyta s 5 ml vody a vzorky boli znova podrobené centrifugécii pri 6000 rpm
po dobu 5 mindt. Po odstredeni bola prebyto¢na kvapalina odliata a biomasa bola suSena pri

70 °C do konstantnej hmotnosti.

2.5.6. Analyza PHA pomocou plynovej chromatografie

Vysusena biomasa bola navazena do krimpovacich vialiek v hmotnostnom rozmedzi 8-11
mg. Do vialiek bol pridany 1 ml chloroformu, a 0,8 ml transesterifikacnej zmesi, ktora
obsahovala 15 % H>SOs v metanole s vnitornym S$tandardom kyselinou benzoovou
s koncentraciou 5 mg/ml.  Vialky boli uzavreté a umiestnené do termobloku, ktory bol
vyhriaty na 94 °C po dobu 3 hodiny. Po skonceni esterifikacie boli vialky ochladené na
laboratérnu teplotu a ich obsah prevedeny do vécsich vialiek, do ktorych bolo pridanych 0,5
ml 0,05 mol/l NaOH. Vialky boli pretrepané a nechali sa ustalit’ fazy. Do Srobovacich vialiek
bolo napipetovanych 0,9 ml izopropylalkoholu a 50 ul zo spodnej organickej fazy, kde bolo
extrahované PHA. Vzorky boli uzavreté a analyzované plynovym chromatografom s FID

detekciou.
2.5.7. Stanovenie optimalnej teploty a pH pre enzymovy kokteil

V experimentalnej ¢asti bakalarskej prace sa pracovalo s enzymovym kokteilom od firmy
ASA. Jeho zlozenie a optimalne rozmedzie tepl6t a pH vsak neboli zverejnené. Za cielom
dosiahnutia najvys$sej aktivity enzymov, bolo potrebné tieto udaje stanovit. Pri hladani
optiméalnej teploty sa pracovalo v teplotnom rozmedzi 30 — 70 °C po kroku 10 °C. Do 100ml
Erlenmayerovych baniek bolo navazenych 5 g rozmletého mlata, ktoré bolo zaliate s 50 ml
vody. pH zmesi sa upravilo na priblizni hodnotu 5 a nasledne boli k suspenzii pridané
enzymy v objeme 50 pl. Banky sa uzavreli a vlozili do suSiarni s prislusnou teplotou. Po
uplynuti 1 hodiny boli odobrané vzorky, po uplynuti d’alsich 4 hodin bola hydrolyza
ukoncena. Pre pH sa zvolilo rozmedzie 3,5 — 6,0 s krokom 0,5 pH. Navazka 3,5 g rozmletého
mlata v 100ml Erlenmayerovej banke bola zaliata s prislusnym citratovym pufrom s objemom
35 ml. Uzavreté banky boli vlozené do susiarne s teplotou 50 °C a po uplynuti 1 hodiny boli

zo zmesi odobrane vzorky. Po uplynuti d’alSich 4 hodin sa hydrolyza ukoncila. Odobrané
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vzorky boli scentrifugované pri 6000 rpm po dobu 5 minut. Ziskany hydrolyzat bol
optimalizovany na pH 7 a sfiltrovany. Takto pripravené vzorky boli analyzované pomocou

HPLC. Na zéklade uvolnenych mnozstvach cukrov bola stanovena relativna ucinnost
enzymov.

34



3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo zistit’, ¢i mlato pochadzajlce z piva
leziakového typu, moze byt’ vyuzité k produkcii PHA, akym spésobom je nutné tento material
upravit' Kk dosiahnutiu najvys$Sicho vytazku PHA a stanovit’ teplotné apH optimum
koktailového enzymu od firmy ASA, pouzitého pri hydrolyze mlata. MIato, s ktorym sa
pracovalo bolo charakterizovane, ¢im sa stanovil obsah hemicelulézy, celulozy a ligninu na

zaklade pouzitej predupravy.
3.1. Stanovenie teplotného a pH optima enzymov

Pocas hydrolyzy mlata boli dvakrat odobrané vzorky a to po uplynuti 1 hodiny a 5 hodin.
Odbery boli vykonané z dovodu spozorovania rozdielu a rychlosti v schopnosti enzymov
rozkladat’ polysacharidy. V préci su vsak vyhodnotene vysledky len po dobe 5 hodin, nakol’ko
v skimanom teplotnom rozmedzi, bola pozorovana zretel'nejSia tendencia hodnét. V pripade
pH rozmedzia, boli ziskané hodnoty z odberov vel'mi podobné. V rdmci jednotnosti k
vysledkom teplotného rozmedzia, su aj tieto data vyhodnotené po uplynuti 5 hodin.

Z obr. 6 mozno vidiet, Zze najvysSiu aktivitu dosiahli enzymy pri teplote 60 °C, kde
dokazali rozstiepit maximalne mnozstvo polysacharidov za uvolnenia cukrov. Najmenej
ucinné boli enzymy pri teplotach 30 a 40 °C, kde relativna ucinnost’ nepresiahla 65 %. Pocas
hydrolyz, kde sa ziskany hydrolyzat vyuzil pri kultivacidch ako uhlikovy zdroj, bola pouzita
teplota 50 °C aj naprick tomu, Ze pri tejto teplote nebola dosiahnutd najvysSia ucinnost’
enzymu. Bola zvolend z dévodu praktického vyuzitia vo vacsich objemoch, nakolko je
potrebné menej energie k dosiahnutiu dostato¢nej relativnej u¢innosti enzymu (80,82 %). Pri
teplote 70 °C enzymy pravdepodobne zacali podliehat denaturacii, nakolko ich relativna

ucinnost’ poklesla na 77,59 %.
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Obr. 6: Relativna ucinnost enzymu v zavislosti od teploty

V prostredi s rozmedzim pH 3,5 — 6,0 mozno z Obr. 7 vyc¢itat, ze pre enzymovy kokteil
je optimalnejsie kyslé prostredie s pH < 5, nakolko pri iom dosiahol najvyssiu relativnu
ucinnost. Maximalna relativna u¢innost’ bola dosiahnuta pri pH 3,5. So stupajdcim pH
v prostredi postupne Kklesala ucinnost, avsak tieto rozdiely boli pomerne malé. Preto mozno
povedat’, Ze enzymy vykazuju aktivitu v Sirokom rozmedzi pH, optimum je v8ak v rozmedzi

3,5 4,0 pH.
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Obr. 7: Relativna ucinnost enzymu v zavislosti od pH
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ZloZenie enzymového kokteilu nebolo zverejnené a tym nebolo zndme, aky substrat sd
schopné tiecto enzymy Stiepit. Jeho pouzitim Kk hydrolyze bolo mozné vo vysokych
koncentraciach ziskat' cukry z lignocelulozneho materialu (tabulka 15) a analyza s HPLC
ukazala, ze uvolnené cukry boli najmé arabinoxylany a glukéza (tabul’ka 16). Tym mozno
povedat, ze vpouzitom enzymovom koktaili sa nachadzali xylandzy uvolnujuce

arabinoxylany z hemicelul6zy a celulazy odstepujice molekuly glukézy z celuldzy.
3.2. Charakterizacia mlata

Cielom charakterizdcie mlata bolo stanovenie obsahu polysacharidov a ligninu
nerozpustného v kyselindch na zéklade pripravy vzorky. Dosiahnuté stanovenia si uvedené
v tabul’ke 14. Pocas kyslej Upravy mlata bolo z hemicelul6zy odstiepenych najviac cukrov.
NakoTlko sa stanovoval lignin nerozpustny v Kyselinach, jeho obsah pri kyslej Gprave dosiahol
najvyssiu hodnotu, az 66,89 hm. %. Pri tejto vzorke bol stanoveny aj najvyssi obsah celulozy,
az 34,38 hm. %. Pri alkalicky pripravenej vzorke sa odstiepilo najviac cukrov z celuldzy,
ktora tvorila kone&né mnoZstvo 4,73 hm. %. Cast’ ligninu sa touto metddou rozpustila a jeho
obsah bol stanoveny na 30,52 hm. %. Podobna hodnota ligninu bola dosiahnuta aj pri
neutrdlnej uprave ato hm. 32,89 %. Holoceluléza sa dokazala najmenej rozstiepit’ pocas
neutrdlnom spracovani mlata, v ktorom ¢inila jej koncentracia 64,16 hm. %. Nepresnosti
Vv meraniach boli spdsobené najma tym, ze obsahy ligninu a holocelulézy boli stanovovane
z dvoch roznych vzoriek. Napriek tomu, ze pochadzali z rovnakého mlata, tato latka nie je
homogénna. NavySe boli k analyze pouzit¢é malé navazky. Ztychto ddévodov mohli pri
rozbore mlata ako jednotného materidlu vzniknat’ nepresnosti.

Zlozenie mlata sa vSak na zaklade spracovania moze lisit’ a preto su jeho zlozky uvadzané
v literatdre v SirSom rozmedzi. Obsah ligninu sa m6ze pohybovat’ v rozmedzi 7,0 — 27,8 %.
Pre polysacharidy je toto rozmedzie menSie. Hemicelul6za najCastejSie obsahuje 28,4 az 35 %
mlata. Celul6za je uvadzana v rozmedzi 16,8 — 25,4 % [39]. Ziskané data sa blizia hodnotam

uvadzanym v literatare, avSak obsah ligninu je vyssi.

Tabulka 14: Charakterizacia mlata

Priprava vzorky Lignin [%] Holocelul6za [%] Hemicelul6za [%] Celul6za [%]

Kysla 66,89 58,15 23,77 34,38
Alkalicka 30,52 44,97 40,24 4,73
Neutralna 32,89 64,16 48,32 15,84
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3.3. Charakterizacia hydrolyzatov mlata
3.3.1. Stanovenie redukujucich cukrov pomocou DNS

Obsah redukujucich cukrov v hydrolyzatoch mlata bol spektrofotometricky stanoveny
pomocou DNS. Najvyssiu koncentriciu dosiahol hydrolyzat mlata, ktoré bolo upravené
plazmou ato 398,06 + 11,54 g/l. Vzorka je v8ak koncentrat, ktory bol dodany v spolupraci
s gréckymi vedcami z Pol'nohospodarskej univerzity v Aténach (Agricultural University of
Athens). Vysoky obsah cukrov bol dosiahnuty aj kyslou predupravou ato 51,10 + 4,12 g/l.
Alkalickou a neutralnou predapravou boli uvolnené vel'mi podobné vytazky cukrov v
koncentraciach 23,16 + 3,09 g/l a 24,32 + 2,72 g/l jednotlivo. Alkalicky hydrolyzat vsak aj po
filtracii obsahoval vela necistot, ktoré sposobovali zakal. Najnizsia koncentracia redukujacich
cukrov bola dosiahnuta pri mlate, z ktorého boli extrahované bielkoviny a fenolicke latky (v
Tabulke 15 oznacené ako GR). Toto mlato bolo d’alej upravené alkalickou a neutralnou
metddou, ktorou sa uvolnilo 16,93 + 0,48 a 15,53 + 0,28 g/l cukrov jednotlivo. Zistené

hodnoty su uvedené v tabulke 15.

Tabulka 15: Obsah redukujucich cukrov pomocou DNS

Preduprava Obsah redukujucich cukrov [g/1]
Kysla 51,10 + 4,12

Alkalicka 23,16 + 3,09

Neutralna 24,32 £ 2,72

GR - alkalicka 16,93 £ 0,48

GR - neutralna 15,53 + 0,28

Plazmou (koncentrét) 398,06 £ 11,54

3.3.2. Analyza cukrov pomocou HPLC

Kvalitativna a kvantitativha analyza cukrov v hydrolyzatoch bola prevedena s HPLC.
Jednotlivé vzorky obsahovali najma arabinoxylany a glukozu, hydrolyzat z mlata s neutralnou
preddpravou obsahoval aj maltézu v koncentracii 5,75 £ 0,01 g/l (vid’ tabul’ku 16). Najviac
arabinoxylanov aj glukézy sa uvolnilo pri kyslej preduprave v koncentraciach 20,51 + 0,07
g/l a 30,76 + 1,15 g/l jednotlivo. Alkalicka aj neutralna hydrolyza uvoltiuju najma glukozu
(24,40 £ 0,24 g/l a 14,24 + 0,06 g/l) a ve'mi podobné mnozstva arabinoxylanov (2,60 + 0,01

g/l a 2,27 £ 0,01 g/l), no v porovnani s kyslou predupravou su koncentracie arabinoxylanov
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vel'mi nizke. Hydrolyzéty z ktorych boli extrahované bielkoviny a fenolické latky, neboli
analyzované pomocou HPLC z dévodu netspesnych kultivacii a nizkych koncentracii cukrov

stanovenych pomocou DNS.

Tabulka 16: Analyza cukrov v hydrolyzatoch pomocou HPLC
Sacharid [g/I]

Preduprava Arabinoxylany Glukéza Malt6za Celkovy obsah cukrov
Kysla 20,51 + 0,07 30,76 £ 1,15 n. 51,27 +£1,08
Alkalicka 2,60 £ 0,01 24,40 £ 0,24 n. 27,00 £ 0,23
Neutralna 2,27 £0,01 14,24 + 0,06 575+£0,01 22,27 £0,06

n. = nedetekované

Pocas analyzy cukrov v hydrolyzate s mlatom upravenym plazmou, bolo medzi pikmi pre
arabinoxylany a glukézu, mozné pozorovat dva nezname piky, ktoré vsak nezodpovedali
ziadnym zo Standardnych cukrov, ktoré boli testované (fruktdza, mandza, galakt6za) a tak boli
ich koncentracie orientacne stanovené pomocou kalibra¢nej krivky glukozy. V porovnani so
spektrofotometrickym stanovenim redukujdcich sacharidov, boli ziskané obdobné hodnoty. Z
tohto mozno usudit, Ze ide o latky s charakterom redukujucich cukrov, aivzhladom
k vysledkom kultivacii, je pravdepodobné, Ze tieto zatial neidentifikované latky st
utilizovatelné pre baktérie. Jednozna¢ne najvysSiu koncentraciu z cukrov obsiahnutych

v danom hydrolyzate vykazuje glukéza a to 362,67 + 1,29 g/l.

Tabulka 17: Analyza cukrov v hydrolyzate s mlatom upravenym plazmou

Sacharid [g/1]

) Neznamy Neznamy ] Celkovy obsah
Arabinoxylany ) Glukéza
sacharid ¢. 1 sacharid ¢. 2 cukrov
5,57 £ 0,05 10,91+ 1,08 65,89 + 0,61 362,67 + 1,29 445,03 + 3,03

Ziskané hodnoty pri oboch metédach boli velmi podobné. V porovnani so
spektrofotometrickou metddou je analyza s HPLC presnejSia aje flou mozné urCit’ aj
zastupenie jednotlivych cukrov, nie len ich celkovi koncentriciu. Je to vSak casovo
naro¢nejsia metdda a pri potrebe rychleho zistenia celkovej koncentracie redukujucich cukrov

je spektrofotometrické meranie pomocou DNS dostato¢ne vhodna metdda.
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3.3.3. Stanovenie celkovych fenolickych latok v hydrolyzatoch

Obsah  fenolickych  latok v jednotlivych  hydrolyzatoch  bol  stanoveny
spektrofotometricky. Hodnoty sl prepocitané na koncentraciu cukrov pouzitd na kultivaciu
pri jednotlivych hydrolyzatoch. To znamena, ze hydrolyzaty s kyslou a plazmovou Upravou
mlata, boli pri kultivacii zriedené na pribliznu koncentraciu cukrov 20 g/l a tomuto riedeniu je
prispdsobeny aj obsah fenolickych latok. Najvyssia hodnota bola dosiahnutéd pri alkalickej
predlprave a to 2,01 £ 0,03 g/l. Tento hydrolyzat bol vSak zakaleny aj po filtracii, ¢o mohlo
skreslit’ spektrofotometrické meranie. Velmi vysoké hodnoty fenolickych latok boli
stanovené aj pri hydrolyzéatoch pripravenych z mlata, ktorého prediprava mala extrahovat’
bielkoviny a fenolické latky. Na zaklade vysledkov v obr. 8 mozno oznadit’ tento postup ako
neucinny. Pomerne vysoké hodnoty boli dosiahnuté aj pri kyslej preduprave s koncentraciou
1,04 + 0,04 g/I. Nizke mnozstvo fenolickych latok bolo uvolnené pri plazmovej (0,24 £ 0,03
g/l) a neutralnej (0,48 £ 0,01 g/l) preduprave. Ziskané hodnoty mozno vysvetlit' tym, ze pri
pouziti drastickej predupravy, kyselinou alebo zasadou, sa z ligninu odstepuje vacsie
mnozstvo fenolickych latok. Tato skuto¢nost bola potvrdena aj vedcami z katalanskej
Univerzity vo Vic. Pri kyslej aj alkalickej preduprave boli ziskané vysokeé koncentracie

inhibi¢nych latok. Pri kyslej predtprave sa uvoltioval primarne furfural, pri alkalickej fenoly

[8].

Koncentracia fenolickych latok [g/l]
'_'

Kysla Alkalicka Neutrdlna GR - alkalicka GR - Plazmou
(zriedené) neutralna (zriedené)

Preduprava

Obr. 8: Stanovenie fenolickych latok uvolnenych pri jednotlivych predupraviach mlata
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3.4.Vyhodnotenie schopnosti produkcie PHA

Ziskané hydrolyzaty boli pouzit¢é ako uhlikovy zdroj pri kultivicii vybranych
mikroroganizmov. Pri hydrolyzatoch s kyslou preddpravou a s extrakciou bielkovin
a fenolickych latok, vSak boli dosiahnuté vel'mi malé vytazky biomasy a PHA (< 5 hm. %
PHA z biomasy). Hydrolyzaty obsahovali vysoké mnozstva fenolickych latok, inhibujdce rast
mikroorganizmov a extrakcia fenolov sa ukazala ako neGéinna a pracna, ¢im je tazSie
aplikovatel'na do praxe. Mikroorganizmom pravdepodobne nevyhovovala vyssia idonova sila
spésobena pouzitim drastickych metod Upravy spojend s vyraznou zmenou pH. Z tychto
ddévodov su v préci vyhodnotené len kultivacie s hydrolyzatmi s alkalickou, neutralnou
a plazmovou predupravou. Koncentracia PHA bola stanovena pomocou GC a zvyskové cukry
v supernatantoch boli stanovené spektrofotometricky pomocou DNS. Na zaklade tychto dat

boli vypocitané vytaznostné koeficienty.
3.4.1. Kultivéacia s hydrolyzatom alkalicky upraveného mlata

Pri kultivacii pouzitim hydrolyzatu mlata s alkalickou predupravou boli dosiahnuté
najmensie vytazky spomedzi vyhodnotenych kultivacii. Zobrazené su v tabulke 18. Najvyssie
mnozstvo biomasy a PHA bola schopna vyprodukovat’ H. halophila v koncentracii 8,02 +
0,10 g/l a 1,20 £ 0,32 g/l PHA jednotlivo. B. sacchari akumulovala PHA v koncentréacii 0,74
+ 0,25 g/l. Zvy$né mikroorganizmy neboli schopné vysSej produkcie PHA nez 0,05 g/l.
Hydrolyzat obsahoval vysoké mnozstvo fenolickych latok, ktoré inhibovali rast bakteérii.
Vsetky vzorky biomasy boli hnedej farby, aj pri viacnasobnom premyti vodou boli vzorky

pokryté hnedym kalom. Ticto neéistoty z hydrolyzatu skresl'ovali hmotnost’ biomasy.

Tabulka 18: Vyhodnotenie produkcie PHA pouzitim hydrolyzatu s alkalickou predupravou

Mikroorganizmus Biomasa [g/l] PHA[hm. %] PHA [g/l]

S. thermodepolymerans DSM 15264 2,74 £0,35 1,17 £ 0,04 0,03 £ 0,00
S. thermodepolymernas DSM 153447 2,72 £0,51 1,44 £ 0,32 0,04 £0,01
T. taiwanensis LMG 32826 1,49+ 0,51 1,63+0,14 0,02 £ 0,00
H. orgnivorans CCM 71427 5,13+0,21 0,26 0,11 0,01 +0,01
H. halophila CCM 3662 8,02 £ 0,10 1495+4,20 1,20+0,32
B. sacchari DSM 17165 7,21 +0,68 10,26 £3,41 0,74 £0,25
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3.4.2. Kultivacia s hydrolyzatom neutrélne upraveného mlata

Kultivaciou za pouzitia hydrolyzatu mléta s neutralnou predipravou bolo mozné
vyprodukovat’ pomerne vysoké mnozstva PHA. NajvyssSie vytazky boli dosiahnuté
u halofiloch. Najvyssiu koncentraciu PHA dosiahla H. organivorans a to 3,16 + 0,18 g/l PHA.
Dobrym producentom je aj H. halomonas, ktora vyprodukovala 2,49 + 0,16 g/l PHA.
Percentualne je obsah PHA v biomase u halofiloch vel'mi podobny (vid’ tabulka 19), H.
halophila vSak vyprodukovala vyrazne menej biomasy. Pri kultivicii s B. sacchari bola
priemernd koncentracia PHA 1,90 + 0,31 g/l s vysokou tvorbou biomasy, 5,40 + 0,75 g/l.

vwZ

PHA. Této baktéria vytvorila aj najmenej biomasy, len 2,10 £ 0,17 g/I.

Tabulka 19: Vyhodnotenie produkcie PHA pouzitim hydrolyzdtu mldta s neutralnou

predupravou.

Mikroorganizmus Biomasa [g/l]] PHA [%] PHA [g/1]
S. thermodepolymerans DSM 15264 3,10£2,81 11,63 £ 5,53 0,28 £0,16
S. thermodepolymernas DSM 153447 4,71 £ 0,00 5,73+£0,00 0,27 £ 0,00
T. taiwanensis LMG 32826 2,10 £0,17 7,01+£1,02 0,15+ 0,03
H. orgnivorans CCM 71427 5,69 £ 0,44 55,51 +1,12 3,16 £0,18
H. halophila CCM 3662 4,48 + 0,22 55,67 + 0,92 2,49 £ 0,16
B. sacchari DSM 17165 5,40 £ 0,75 35,04 + 0,91 1,90 £ 0,31

3.4.3. Kultivacia s hydrolyzatom mlata upraveného plazmou

Kultivaciou za pouzitia hydrolyzatu mlata upraveného plazmou boli dosiahnuté najvyssie
vytazky PHA (vid tabul’ka 20). Najvyssie koncentracie PHA vyprodukovali halofily a nizsie
termofily, obdobne ako pri pouziti hydrolyzatu s neutralne predupravenym mlatom. Najvyssia
produkcia PHA bola dosiahnuta u H. organivorans, az 5,12 + 0,12 g/l s koncentraciou
biomasy 6,10 + 0,12 g/l. Druhy najvyssi vytazok dosiahla H. halophila s produkciou PHA
3,79 + 0,37 g/l. Napriek tomu, Ze percentudlna koncentradcia PHA v biomase dosiahla pri
kultivacii s T. taiwanensis hodnotu 48,42 + 0,65 %, je vytazok biomasy len 1,40 + 0,06 g/l.

Tym je koncentracia PHA v biomase len 0,68 + 0,04 g/l a konverzia substratu na produkt

evve
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vwe

fenolickych latok, len 0,24 + 0,03 g/l (obr. 8), ¢o tvorilo vhodné prostredie pre rast baktérii.

Tabulka 20: Vyhodnotenie produkcie PHA pouzitim hydrolyzatu mldta s plazmovou

preddpravou

Mikroorganizmus Biomasa [g/l]] PHA [%] PHA [g/1]
S. thermodepolymerans DSM 15264 2,07 £1,06 42,99 + 4,44 0,91 +0,55
S. thermodepolymernas DSM 153447 1,29 £ 0,09 31,51 +3,87 0,40 £ 0,02
T. taiwanensis LMG 32826 1,40 + 0,06 48,42 + 0,65 0,68 = 0,04
H. orgnivorans CCM 71427 6,10 £ 0,12 84,03 + 3,70 512 +£0,12
H. halophila CCM 3662 5,22 +0,15 72,51 +511 3,79+£0,37
B. sacchari DSM 17165 4,03 £ 0,04 45,80 £ 3,24 1,85+0,11

3.4.4. Vyhodnotenie kultivacii

Schopnost” premeny cukrov na PHA je zobrazena v Tabulke 21 vo forme vytaznostnych
koeficientov. Najhor$iu schopnost’ premieniania uhlikového substratu na PHA prejavili
mikroorganizmy pri kultivacii s hydrolyzatom alkalicky upraveného mlata. To bolo
ovplyvnené najma vysokym obsahom fenolickych latok v hodnote 2,01 + 0,03 g/l (obr. 8).
Najvyssi vytaznostny koeficient pri danej preduprave bol stanoveny u H. halophila a to
0,125. Tato hodnota je vSak skreslena vyskytom necistot v hydrolyzate, ktoré sa po odstredeni
usadili na dne skumavky a tvorili sa¢ast hmotnosti biomasy. Po H. halophila dosiahla
najvyssi vytaznostny koeficient B. sacchari s hodnotou 0,107. Pri kultivaciach zvy$nych
mikroorganizmov boli ziskané hodnoty vel'mi nizke, az zanedbatelné.
stanovené u termofiloch S. thermodepolymernas DSM 153447 a T. taiwanensis v hodnote
0,007. Naopak najefektivnejsia produkcia PHA bola dosiahnuta u halofiloch s vytaznostnymi
koeficientami 0,180 u H. halophila a 0,200 u H. orgnivorans.

NajefektivnejSia kultivacia bola pozorovana pri pouZiti hydrolyzatu mlata upraveného
plazmou. Obdobne ako aj pri predoslych kultivaciach, plyna termofily ako horsi producenti
PHA. Najvyssi vytaznostny koeficient bol stanoveny u H. organivorans a to 0,317. Vysoka
hodnota bola dosiahnutd aj pri H. halophila, konkrétne 0,244. B. sacchari sa ako jedina

mezofilna baktéria spomedzi vybranych mikroorganizmov, stanovenymi hodnotami pohybuje
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prave medzi termofilmi a halofilmi. Jej schopnost’ premienat’ substrat na produkt, v pripade

hydrolyzatu plazmou opracovaného mlata, bola stanovena koeficientom 0,146.

Tabulka 21: Vytaznostné koeficienty pre jednotlivé mikroorganizmy a predipravy

Yeis na zaklade predupravy

Mikroorganizmus Alkalicka Neutralna Plazmovéa
S. thermodepolymerans DSM 15264 0,021 0,014 0,096
S. thermodepolymernas DSM 153447 0,011 0,007 0,051
T. taiwanensis LMG 32826 0,002 0,007 0,068
H. orgnivorans CCM 71427 0,004 0,200 0,317
H. halophila CCM 3662 0,125 0,180 0,244
B. sacchari DSM 17165 0,107 0,089 0,146

U vybranych mikroorganizmov bola uz viackrat potvrdena produkcia PHA z odpadovych
substratov. Napr. pri kultivacii s S. thermodepolymerans za pouzitia ryzovej slamy bolo PHA
akumulovane v koncentrécii 3,94 + 0,21 g/l PHA [18]. Pre T. taiwanensis boli vhodnym
substratom vinne vylisky z odrody Vetlinské c¢ervené rané, pri ktorych dokéazala
vyprodukovat’ PHA v mnozstve 2,09 + 0,08 g/l [37]. Kultivaciou B. sacchari v pritomnosti
bagasy bolo mozné vyprodukovat’ 1,52 + 0,02 g/l PHA s vytaznostnym koeficientom 0,29.
V pripade halofilov je v oblasti produkcie biopolymérov prebadanejsia H. halomonas u ktorej
bola dosiahnuta akumulacia PHA v koncentracii 3,98 + 0,10 g/l za pouzitia pSeni¢nej slamy
[18] a 3,26 £ 0,27 g/l PHA v pritomnosti srvatkového hydrolyzatu [20]. U H. orgnivorans
bola doposial’ potvrdend produkcia PHA len z Cistej latky, s najvys$Sim vytazkom 5,80 + 0,22
g/l za pouzitia galaktozy [21]. Na zaklade tychto idajov mozno povedat, Ze pivovarské mlato
slazi ako vhodny substrat pre produkciu PHA, s najvys$§imi vytazkami za kultivacie H.
organivorans, pri ktorej boli dosiahnuté podobné vytazky PHA ako pri kultivacii na ¢istom

substrate.
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ZAVER

Polyhydroxyalkoanaty (PHA) si za posledné roky ziskavaju velka pozornost, nakolko
sluzia ako environmentalne priatel'ska alternativa plastov, vyuzivana v mnohych odvetviach.
Najvacsim limitujucich faktorom pri ich produkcii je vSak vysoka vyrobna cena. Pouzitie
potravinarskeho odpadu ako zdroja uhlika pri biotechnologickej produkcii PHA, by tieto
finan¢né naroky mohlo znizit’ az o polovicu. Vhodnou alternativou uhlikového zdroja moze
byt’ pivovarské mlato. Je celoro¢ne dostupné, priamo nesuperi s potravinovym retazcom l'udi
a obsahuje vysoké mnozstvo celuldzy, ktort mozno hydrolyzovat’ na skvasiteI'né cukry. Pri
hydrolyze mlata vSak dochadza k uvolnovaniu latok, ktoré inhibujii rast baktérii. Z tohto
dovodu boli pre experimentalnu cast’ tejto prace vybrané termofilné a halofilné
mikroorganizmy rodu Schlegelella, Halomonas a Tepidimonas, ktoré su prispdsobené
extréemnym podmienkam prostredia. Navyse je pri ich kultivacii znizené riziko kontaminacie
mezofilnymi mikroorganizmami. Okrem extremofilov bola vybrand aj jedna mezofilna
baktéria rodu Burkholderia, pri ktorej bola dokazana produkcia PHA z réznych odpadovych
substratov.

V celej experimentalnej Casti sa pracovalo so Spanielskym mlatom z piva leziakového
typu, pochadzajuceho z pivovaru Cerveza Mica. Najprv bol tento material podrobeny
analytickému rozboru. Bolo zistené, ze na zaklade pouzitej pripravy vzorky, obsahuje mlato
rozne percentualne mnozstva hemicelulozy, celuldézy a ligninu nerozpustného v kyselinach.
Kysla tiprava podnietila odStepovanie cukrov najmé z hemicelulozy, alkalicka z celul6zy.

K vyuzitiu pivovarského mlata ako substrat pre mikroorganizmy, bolo tento material
potrebné najprv hydrolyzovat' na skvasitelné cukry. Mlato bolo podrobené 4 réznym
predupravam: kyslej, alkalickej, neutralnej a prediprave s extrakciou fenolickych latok
a bielkovin. Cielom tychto metdod bolo dosiahnutie ¢o najefektivnejSiecho spristupnenia
polysacharidov, ktoré boli nasledne rozstiepené komerénym enzymovym kokteilom od firmy
ASA. Hydrolyzaty ziskané jednotlivymi Upravami boli charakterizované stanovenim
koncentrécie cukrov a fenolickych latok. Najviac cukrov bolo uvolnenych v kyslom prostredi,
najmenej pri extrakcii bielkovin a fenolickych latok. ZastGpend bola najma glukdza
a arabinoxylany. Az na hydrolyzat ziskany z neutralne upravené¢ho mlata, obsahovali zvy$né
hydrolyzaty vysoké koncentracie bakteridlnych inhibitorov. Z tychto metdd bola vybrana
alkalicka a neutralna, nakolko pri vyuziti zvy$nych uprav, nebola po skonceni kultivacie

vytvorena takmer ziadna biomasa. V spolupréci s gréckymi vedcami bol dodany aj koncentréat
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hydrolyzatu mlata upraveného plazmou, ktory obsahoval najmenej bakterialnych inhibitorov
zo vSetkych hydrolyzatov.

Najvyssie vytazky PHA boli dosiahnuté pri kultivacii s plazmovo upravenym mlatom.
Najefektivnejsiu produkciu PHA preukézala H. organivorans s koncentraciou 5,12 + 0,12 g/l
PHA a vytaznostnym koeficientom 0,317. Pomerne vysoké mnozstva biopolyméru dokazala
vytazky. Pri kultivacii s neutralne upravenym mlatom, produkovali halofily znova najvyssie
koncentracie PHA. H. organivorans 3,16 + 0,18 g/l PHA a H. halophila 2,49 + 0,16 g/l PHA.
jedina baktéria dokazala vyprodukovat’ spomenutia hodny obsah PHA v koncentracii 1,20 +
0,32 g/l. Hydrolyzat bol navysSe zakaleny aj po filtracii a tieto necistoty ostali prilnuté
k biomase, ¢im skreslovali vytazky. Ztychto poznatkov vyplyva, Ze mikroorganizmy
preferuji hydrolyzaty, ktoré boli pripravené Setrnej$imi spdsobmi, s nizkym vplyvom iénovej
sily a obsahuju nizku koncentraciu fenolickych latok, ktoré limituja ich rast.

Dal§im cielom priace bolo aj stanovenie teplotného apH optima pouzivaného
komeréného enzymového kokteilu. Téato analyza bola prevedena hydrolyzou mlata vo
vybranych podmienkach. Hydrolyzaty ziskané po dobe 1 hodiny a 5 hodin boli nasledne
podrobené analyze cukrov pomocou HPLC, ¢im bola stanovena ich relativna u¢innost’. Tymto

spdsobom bola stanovena optiméalna teplota 60 °C a idealne pH v rozmedzi 3,5 az 4,0.
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