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ABSTRAKT

V ramci této prace byly nejprve piipraveny artificidlni PHB granule. Pomoci dynamic-
kého a elektroforetického rozptylu svétla byl studovan vliv pouzitého rozpoustédla PHB,
vliv teploty a délky pisobeni ultrazvukové 1azné, vliv teploty odpateni rozpoustédla a vliv
povahy stabilizac¢nich latek. Nejvhodnéjsi parametry byly pozorovany u granuli pfiprave-
nych rozpusténim PHB v chloroformu, stabilizaci CTAB nebo lecitinem, ultrasonifikaci pfi
35 °C a néslednym odparovanim chloroformu pfi 60 °C. Na zaklad¢ vysledki ATR-FTIR
a Ramanovy spektroskopie bylo zjisténo, ze PHB v artificialnich granulich byl krystalicky.
Nativni PHB granule byly izolovany z bakterii Cupriavidus necator pomoci lysozymu,
deoxyribonukledzy a rozruSenim bunék ultrazvukem nebo digesci bunék s alkalazou, SDS
a EDTA. Granule ziskané obéma izola¢nimi postupy byly charakterizovany pomoci ATR-
FTIR, Ramanovy spektroskopie, technikami rozptylu svétla a DSC. Vysledky analyz uka-
zaly, Ze druhy zminény postup je pro ziskani polymeru v amorfnim stavu mnohem efektiv-
néjsi. Polymer uvnitt granuli izolovanych timto zptisobem byl navic i tepelné stabilngjsi.
Nakonec byly vzorky nativnich PHB granuli vystaveny vlivu acetonu, lipazy a chlornanu
sodného s tim, ze by tyto latky mély v rizné mite zvysit krystalinitu polymeru. Nejvyssi
krystalinity PHB bylo dosazeno po jejich oSetieni lipazou.

ABSTRACT

First artificial PHB granules were prepared under the terms of this thesis. The effect of
used PHB solvent, ultrasonic bath temperature and time, solvent evaporation temperature
and stabilizing agent nature was investigated using dynamic and electrophoretic light scat-
tering. The most proper parameters were demonstrated at samples which were prepared by
dissolving of PHB in chloroform, stabilizing with CTAB or lecithin, ultrasonifying
at 35 °C followed by chloroform evaporating at 60 °C. Based on ATR-FTIR and Raman
spectroscopy results, it was found out that PHB within the artificial granules were in crys-
talline form. The native PHB granules were isolated from Cupriavidus necator using either
lysosyme, deoxyribonuclease and cell disruption by ultrasonification or digestion with
alcalase, SDS and EDTA. Granules obtained by both isolation procedures were characteri-
zed by ATR-FTIR, Raman spectroscopy, light scattering techniques and DSC. According
to the analyses results, the second mentioned procedure turned out to be more effective for
obtaining the polymer in amorphous state. Furthermore, the polymer within granules re-
covered by using this procedure was thermally more stable. Last but not least, the native
PHB granules samples were exposed to effect of acetone, lipase and sodium hypochlorite,
assuming that polymer crystallinity should be increased by these chemicals in varying de-
grees. The highest degree of crystallinity was achieved after their treatment with lipase.
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1 UVOD

V poslednich letech stale vice rostou tendence vyvoje materialii, které by plnohodnotné
nahrazovaly funkci a vyuziti konven¢nich plastii a zaroven by byly Setrné k zivotnimu pro-
stfedi. Jednou z moznosti je produkce bioplasti, tj. polymernich materiald vyznacujicich se
svou biodegradabilitou. Radi se mezi né napf. polymery kyseliny mlééné, polymery odvo-
zené od skrobu nebo polyhydroxyalkanoaty. VétSina znich je navic syntetizovana
Z obnovitelnych zdroji nebo odpadnich substratli pomoci mikroorganism.

K nejvyznamnéjSim bioplastim patii bezpochyby polyhydroxyalkanoaty, zejména pak
polyhydroxybutyrat. Za pocatek zkoumani tohoto polymeru se da povazovat prvni polovi-
na dvacatého stoleti, kdy byl poprvé izolovan z bakterialnich bun¢k. V priibéhu nasleduji-
cich desetileti byly provedeny rozsahlé studie zabyvajici se podminkami a Gpravou jeho
produkce, formou ukladani uvniti mikroorganismti & moznostmi izolace. Kromé toho byla
studovana také struktura tohoto polymeru, jeho vlastnosti a vyuziti, které zatim bohuzel
izolaci z mikroorganismii polyhydroxybutyrat vice ¢i méné krystalizuje. Tim jsou zhorSeny
jeho vlastnosti, coz ¢ini tento polymer hiife zpracovatelnym. Proto je dulezité nalézt vhod-
nou metodu jeho izolace, kterd by zajistila ziskani tohoto polymeru v nativhim amorfnim
stavu, a zaroven také zpisob, jak zabranit jeho spontanni krystalizaci.

Pro studium krystalinity polyhydroxybutyratu uvnitf granuli se nabizi hned nékolik ana-
lytickych metod. Ze spektralnich technik lze vyuzit napf. infraéervenou a Ramanovu spek-
troskopii, UV-VIS spektrometrii nebo rentgenovou difraktometrii. Z ptimych zobrazova-
cich technik se uplatiuji predevsim elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil.
Seridzni vysledky poskytuji i metody termické analyzy.

Cilem prace je nejprve pripravit a charakterizovat artificialni PHB granule. Vysledky
Z této casti experimentu by mohly byt vyuzity pro dalsi studium ptipravy mikrocastic,
popf. nanoc¢astic na bazi tohoto polymeru jako nosi¢li 1é¢iv a jinych bioaktivnich latek.
Hlavni kol spo¢ivéa v nalezeni vhodné metody izolace PHB granuli z bakteridlnich bungk,
po niz by polymer uvniti granuli zistal v co nejvice amorfni formé, a nasledném stanoveni
krystalinity tohoto polymeru pomoci vhodnych a dostupnych analytickych metod.
V neposledni fadé je zde nutné prostudovat i rizné vlivy, které ovliviuji krystalinitu PHB
uvnitt izolovanych granuli a zpasobuji jeho pfechod z amorfni na krystalickou formu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Poly-3-hydroxybutyrat

Poly-3-hydroxybutyrat se fadi mezi nejvyznamnéjsi biopolymery ze skupiny polyhydro-
xyalkanati. PHA jsou polyestery pfislusné hydroxyalkanové kyseliny, které mohou byt
produkovany mnoha druhy bakterii jako zasoba energie. Tyto polymery maji schopnost
rychlé biodegradace [1].

Hlavni monomerni jednotkou poly-(R)-3-hydroxybutyratu je (R)-3-hydroxybutanova
kyselina. Zakladni struktura je znazornéna na Obr. 1.

Obr. 1: Schéma struktury P3HB

2.1.1 Produkce PHB

K biotechnologické produkci PHB jsou vyuZzivany pfedev§im bakterie. Ne¢které druhy
(Alcaligenes latus, rekombinantni Escherichia coli, Azotobacter vinelandii) produkuji PHB
pti dostatku esencialnich Zivin béhem svého ristu. Existuji vSak i bakterie, u kterych pro-
biha biosyntéza PHB pouze v ptipadé nedostatku zdroji esencialnich prvki (napft. dusiku,
fosforu, siry, hoi¢iku) a souc¢asného nadbytku zdroje uhliku. Piikladem takovych bakterii
muze byt Cupriavidus necator, Protomonas extorquens nebo Bacillus subtilis [2, 3].

PHB je rovnéz syntetizovan mikroorganismy domény Archea. Jedna se konkrétné o rody
z Celedi Halobacteriaceae, které akumuluji tento polymer pii dostate¢ném mnozstvi zdroje
uhliku a zaroven nedostatecném mnozstvi zdrojii jinych esencialnich prvki [4].

Mezi potencialni, avSak ne pfili§ efektivni eukaryotni producenty PHB lze fadit 1 nékteré
kvasinky (transgenni Schizosaccharomyces pombe) [5] nebo transgenni rostliny (napf. fep-
ka olejka) [6].

Jak jiZ bylo vySe feceno, k akumulaci PHB potiebuji bakterie zdroj uhliku. Tim mohou
byt jednoduché sacharidy (gluk6za nebo fruktoza), disacharidy (sacharoza, laktéza) nebo
polysacharidy (Skrob). K biosyntéze tohoto polymeru jsou dale vyuzivany substraty obsa-
hujici rostlinné oleje ¢i mastné kyseliny. Jako zdroj uhliku zuzitkovavaji ne¢které druhy
mikroorganisml ziviny na bazi organickych kyselin (kyselina mlé¢na, kyselina octova,
kyselina propionova, kyselina pyrohroznova) a alkoholt (glycerol). Bakterie jsou ovsem
schopny k produkci PHB vyuzivat i komplexnéjsich zdroju, jimiz jsou napf. melasa, syro-
vatka, odpadni vody a odpadni fritovaci oleje [7, 8]. Naopak nékteré z nich (napi. Cupria-
vidus necator) za autotrofnich podminek jsou schopny vyuzivat jednoduchy zdroj uhliku,
jako je oxid uhli¢ity. K tomu vSak musi byt tento plyn pfivadén do bioreaktoru spolecné
S plynnym kyslikem a vodikem ve vhodném poméru [9].

Polyhydroxybutyrat je tvofen v cytoplazmé bakterii a mtize tvotit az 80 % bunécné susi-
ny. Hlavnim prekurzorem pro syntézu tohoto polymeru je acetyl-CoA. V ptipad¢ kultivace
bakterii na sacharidech, glycerolu, kyseliné mlécné, octové ¢i pyrohroznové vznika acetyl-
CoA pftirozenymi katabolickymi drahami urc¢itého mikroorganismu za ucasti ptislusnych



enzymu. Pokud jsou bakterie kultivovany na médiu obsahujicim mastné kyseliny nebo
oleje, vzniku acetyl-CoA (popf. acetoacetyl-CoA) predchazi B-oxidace mastnych kyselin.

V prvnim kroku syntézy PHB kondenzuji dvé molekuly acetyl-CoA za vzniku aceto-
acetyl-CoA. Tuto reakci katalyzuje enzym zvany [-ketothiolaza. Acetoacetyl-CoA je
V nasledujicim kroku za katalyzy NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy stereo-
specificky redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Polymerizaci molekul (R)-3-hydroxy-
butyryl-CoA pomoci enzymu PHB-syntazy za sou¢asného uvolnéni HSCoA vznika poly-
(R)-3-hydroxybutyrat [10]. U nékterych mikroorganismit muze produkce PHB probihat
s ur¢itymi rozdily. Naptiklad v cytoplazmé bakterie Rhodospirillum rubrum nejprve do-
chazi ke vzniku (S)-3-hydroxybutyryl-CoA, ktery je za katalyzy dvou specifickych enoyl-
CoA hydrataz pteveden na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA [11]. Cela syntéza je ptiblizena na
Obr. 2.

Glukoza citratovy cyklus

x _/ r:ltrat syntaza
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a"
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CoA-reduktiza

NADP

(R)-3-hydroxybutyryvl-CoA
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Obr. 2: Schéma biosyntézy PHB [2]

Celd draha syntézy PHB je regulovana koncentraci acetyl-CoA a HSCoA v bunce.
V piipadé kultivace mikroorganismu na médiu s dostatecnym mnozstvim vSech Zzivin je
acetyl-CoA v citratovém cyklu sloucen s oxalacetatem pomoci citrat syntazy za vzniku
citratu a uvolnéni HSCoA, ktery inhibuje ¢innost B-ketothiolazy. NADH vznikajici béhem
citratového cyklu je pribézné metabolizovan. Je-li v§ak v Zivném médiu nedostatek dusi-
ku, zvysi se intracelularni koncentrace NADH (popt. NADPH) natolik, Ze tyto redukované
koenzymy inhibuji aktivitu citrat syntazy a izocitrat dehydrogenazy, tudiz nedochazi
k odbourani acetyl-CoA v citratovém cyklu, ale k syntéze PHB vyse popsanym mechanis-
mem. Vysoké koncentrace NADPH navic také aktivuje funkci NADPH-dependentni ace-
toacetyl-CoA reduktazy [10, 12].
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2.1.2 PHB granule

Syntetizovany PHB si bakterie ukladaji ve form¢ granuli (inkluzi). Velikost a lokalizace
téchto granuli v bunce se liSi s druhem daného mikroorganismu a také s riznymi podmin-
kami kultivace, ale vétSinou spada do rozpéti 200-500 nm.

Vysledky studii z elektronové mikroskopie potvrzuji, ze PHB granule jsou v buiice oba-
leny povrchovou vrstvou odlisnou od polymerniho jadra. PHB se v granulich in vivo vy-
skytuje v amorfnim stavu a je nachylny k hydrolyze intracelularnimi PHB depolymeraza-
mi. OvSem jakmile jsou PHB granule vystaveny chemickému, biochemickému nebo fyzi-
kalnimu stresu, stanou se odolnymi vii¢i ptisobeni PHB depolymeraz a v polymernim fte-
tézci zaCnou prevazovat krystalické ¢asti [13].

Zpocatku se predpokladalo, ze PHB granule jsou obklopeny lipidovou vrstvou, do niz
jsou zabudovany proteiny. Toto tvrzeni ale bylo zalozeno pouze na sloZeni izolovanych
PHB granuli, které obsahovaly zhruba 97,7 % PHB, 1,9 % proteinti a minimalni mnozstvi
lipidi (zejména fosfatidové kyseliny). Zatim neexistuji pfimé dikazy ptitomnosti fosfoli-
pidt v povrchové vrstvé PHB granuli in vivo [13]. Nedavna studie vSak s vyuzitim interak-
ce fluorescenéné znacenych fznich proteint s proteinem, ktery se specificky vaze na fos-
folipidy, potvrdila in vivo ptitomnost fosfolipidii pouze v cytoplazmatické membrang, ni-
koliv v povrchové vrstvé PHB granuli. Piitomnost fosfolipidt in vitro v povrchové vrstvé

wrwe

plazmatické membrany se na né totiz pravdépodobné diky hydrofobnim interakcim nava-
zou [20].

S jistotou lze naopak fici, ze na povrchu PHB granuli je pfitomno nékolik specifickych
proteini zodpovédnych za syntézu a degradaci PHB a tvorbu granuli. PHB syntéza je kli-
c¢ovym enzymem katalyzujici polymerizaci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. PHB depolymera-
za je zodpoveédna za degradaci amorfniho PHB v granulich po vycerpani zdroje energie
z kultiva¢niho média. Phasiny jsou nejvice zastoupenymi proteiny v povrchové vrstvé gra-
nuli. Nekatalyzuji Zaddnou metabolickou reakci, ale funguji jako strukturni materidl. Jsou
tvofeny hydrofobni ¢asti orientovanou do stfedu granuli a hydrofilni ¢asti orientovanou do
cytoplazmy. Vrstva phasinii granule stabilizuje, zabranuje jejich slucovani a vazbé jinych
proteinti nesouvisejicich s metabolismem PHB na jejich povrch. Kromé toho ma mnozstvi
phasinil vliv 1 na velikost a pocet PHB granuli v bunice. Regula¢ni proteiny exprese phasi-
nd (PhaR) se za normalnich podminek kultivace vazou na sekvenci DNA, ktera zahajuje
transkripci genu pro tvorbu phasind. Tim dojde k inhibici tohoto procesu a tvorba phasinti
je tak potlacena. Jakmile za¢ne probihat syntéza PHB, proteiny PhaR se pomoci hydrofob-
nich interakci ireverzibiln¢ vdzou na povrch granuli. SniZenim jejich koncentrace v cyto-
plazmé je znovuobnovena transkripce genli pro syntézu phasinii. K opé&tovné interakci
PhaR proteint s pfislu$nou ¢asti genu pro tvorbu phasintt dochazi tehdy, je-li povrch gra-
nuli zcela pokryt témito proteiny a PhaR proteiny nenachdzi dal$i volné misto k navazani,
tudiz jeho koncentrace v cytoplazmé vzroste. Kromé toho se PhaR proteiny vdzou 1 na
promotor svého vlastniho genu. Jedna se o autoregulacni represi, kterd zajistuje tvorbu
pouze nezbytn€ nutného mnozstvi PhaR proteinli potiebnych k inhibici transkripce genu
pro syntézu phasint [19].

Kromé vyse uvedenych komponent je v jadru PHB granuli obsazeno i malé mnozstvi
vody (5-10 %), ktera zde ptisobi jako plastifikator [21].
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Modely tvorby PHB granuli vychazi z teoretickych predpokladl a experimentalnich dat
ziskanych ze studii chovani bakterie C. necator a jsou zobrazeny na Obr. 3.
A Micelarni model

@@ PHB syntaza
~~ PHB polymer

phasiny

PHB depolymeriza
regulacni proteiny
PhaM

7 fosfolipid

D Modifikovany scaffoldovy
model

C Scaffoldovy model

S a

P
AN

Zer
ppy‘& ®
“~

nucleoid

Obr. 3: Modely tvorby PHB granuli [13]

Podle micelarniho modelu 1ze usoudit, Ze molekuly PHB syntazy zacinaji produkovat
hydrofobni molekulu PHB tehdy, je-li koncentrace substratu ((R)-3-hydroxybutyryl-CoA)
dostate¢né vysoka. Diky své hydrofobicité a malé rozpustnosti PHB ve vodném prostiedi
cytoplazmy se fetézce vznikajiciho polymeru systematicky usporadavaji a vytvari micelar-
ni struktury s ¢astecné hydrofilnimi molekulami PHB syntdzy navdzanymi na rostoucim
konci polymeru. Posléze se na rostouci granule pfipoji phasiny a ostatni vy$e zminéné pro-
teiny. Tvorba granuli je iniciovana v jakémkoli misté cytoplazmy, a tudiz se mohou vysky-
tovat kdekoli v celém objemu buriky.

Tzv. ,,pucici model ptfedpoklada to, ze PHB syntidza je umisténa pifimo uvniti cyto-
plazmatické membrany, nebo je k ni pouze piipojena. Rostouci hydrofobni PHB fetézec je
pak uvolinovan do fosfolipidové dvojvrstvy cytoplazmatické membrany, ¢imz se tvoii nova
PHB granule. Jakmile je granule dostate¢né velka, dojde k jejimu oddéleni od cytoplazma-
tické membrany a ptipojeni phasini a ostatnich vySe zminénych proteint k jejimu povrchu.
Tento model je vSak v rozporu s vySe uvedenou studii [20] popirajici vyskyt fosfolipida
V povrchové vrstvé granuli.

Tteti model tvorby PHB granuli je zaloZen na existenci neznamé podpirné molekuly, na
niZ je navazana PHB syntdza s naristajicim polymernim fetézcem. Lokalizace PHB granuli
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tedy zavisi na povaze a umisténi podptirné molekuly. Tento model vznikl pifedev§im na
zaklad¢ vysledki studie pomoci TEM, kterd potvrdila existenci tmavé zbarvenych tzv.
podptrnych bunéénych struktur ve stfedu burky, v jejiz blizkosti se PHB granule nachéze-
ly. Nov¢jsi studie akumulace PHB s vyuzitim kryotomografie potvrdila vyskyt PHB granu-
li ve stiedu bunky, nicméné zadna podpurna struktura v blizkosti granuli pozorovana neby-
la. Je vSak dilezité podotknout, Ze na kryotomogramech nebyla viditelna oblast nukleoidu.
Tato méfeni tedy nevylucuji, Ze nukleoid by mohl zastavat roli oné podpirné bunécéné
struktury. Kromé toho tato studie vyloucila pravdépodobnost ,,pu¢iciho* modelu, protoze
nedetekovala zadné granule pripojené k cytoplazmatické membrané [13].

2.1.3 Vlastnosti PHB

PHB je izotakticky polymer se vSemi chirdlnimi uhliky v molekule v R konfiguraci, coz
jej ¢ini také semikrystalickym. K jeho krystalizaci ov§em dochazi az po izolaci z bunék,
kde se vyskytuje v amorfnim stavu. Krystalinita PHB zpravidla dosahuje 55-80 %, coz
zapricinuje jeho kichkost, tuhost a také vysokou teplotu tani (kolem 175 °C), ktera je velmi
blizka teploté rozkladu na kyselinu krotonovou (kolem 185 °C). Nizky rozdil téchto dvou
teplot vyrazné znesnadiiuje zpracovatelnost tohoto polymeru. Tento problém lze vyftesit
inkorporaci blokt PHA obsahujicich jinou monomerni jednotku (napt. 3-hydroxyvalerat).
Takto vzniklé kopolymery pak maji kromé snazs8i zpracovatelnosti i ptijatelnéjSi materia-
lové vlastnosti [14].

Tento polymer se v nékterych mechanickych vlastnostech podoba polypropylenu. Youn-
guv modul pruznosti v tahu PHB ¢ini 3,5 GPa a pevnost v tahu PHB ¢ini 43 MPa. Hodnoty
délkové roztaznosti PHB se pohybuji okolo 3-8 %, coz je o dva fady méné nez v piipade
polypropylenu [15]. Srovnani nékterych fyzikalnich a materidlovych vlastnosti u vybra-
nych polymert je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: Fyzikdlni a materialové viastnosti nékterych polymerii [21]

T T, | krystalinita Youngiiv | pevnost délkvové
polymer ©0) | co) (%) modul vtahu | roztaznost

(GPa) (MPa) (%)
P(3HB) 175 4 70 35 43 3-8
P(3HB-c0-10% 3HV) 162 | -1 59 0,8 20 50

P(3HB-c0-20% 3HV) 135 | -2 58 1,2 32 50-100
PCL 65 | 61 67 0,19 14 500
PP 168 | -20 60 13 36 350

Molekulova hmotnost PHB zavisi na typu producenta. VétSinou se ale nachazi v rozmezi
1-10*-3-108 Da s polydisperzitou okolo 2 [15]. Déle tento polymer vykazuje dobré barié-
rové vlastnosti proti pronikani vlhkosti, pachd a aromat [1]. Rozpousti se v mnoha haloge-
novanych uhlovodicich (napf. v chloroformu, dichlormethanu, 2,2,2-trifluorethanolu nebo
trichlorethylenu) a mnoha jinych organickych rozpoustédlech (napt. v propylenkarbonatu,
dimethylformamidu nebo trioleinu). Caste¢né rozpustny je v benzenu, 1,4-dioxanu, tolue-
nu, anilinu nebo pyridinu a nerozpustny je ve vodé, n-hexanu, etheru, methanolu, ethanolu,
izopropanolu nebo n-butanolu [16].
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Kromée vyse popsanych vlastnosti PHB vynika svou biodegradabilitou. Mikroorganismy
Vv zivotnim prostfedi jsou schopny tento polymer rozlozit pomoci PHB hydrolaz
a PHB depolymeraz az na oxid uhli¢ity a vodu (popf. methan). Rychlost degradace se mii-
ze lisit s molekulovou hmotnosti polymeru anebo s podminkami prostiedi. Nékteré kmeny
pudnich bakterii rozkladaji PHB 1épe za aerobnich podminek, zatimco denitrifika¢ni bakte-
rie jej v pfitomnosti dusi¢nanti dokazi rozlozit pii anaerobnich podminkach. Rozklad po-
lymeru mtze urychlit i UV zafeni. V zivociSnych tkanich dochazi ke $t€peni PHB hydroly-
ticky a pomoci nespecifickych esteraz. Rychlost degradace pak zavisi na mechanickych
vlastnostech polymeru, jeho krystalinité¢ a molekulové hmotnosti [23, 48].

PHB je také vysoce biokompatibilni. Neinhibuje rtst sav¢ich bun¢k ani jejich zivotnost.
Po implantaci do tkani vyvolava pouze nepatrnou zanétlivou reakci. Jednou z pficin jeho
biokompatibility mtze byt pfirozeny vyskyt 3-hydroxybutyratu a jeho oligomerd
v tkanich jakozto meziproduktt degradace tohoto polymeru [23].

2.1.4 Metody izolace PHB

Metody zaloZené na rozpustnosti PHB

Pouziti rozpoustédel pro extrakci PHB z mikrobidlni biomasy je jednou z nejstarSich
metod a dodnes se predevsim diky své jednoduchosti a relativni rychlosti pouziva. Zaklada
se na dvou krocich, kdy je nejprve pomoci vhodnych organickych rozpoustédel (tj. chloro-
form, dichlormethan nebo propylenkarbonat) modifikovana propustnost bunéénych mem-
bran, coZz umozni uvolnéni a rozpusténi PHB. Nasleduje precipitace polymeru piidavkem
methanolu ¢i ethanolu, tzn. rozpoustédla, v némz se PHB nerozpousti.

Mimo jiné nachazi tato izolacni metoda také vyhodu v tom, Ze odstranuje bakterialni
endotoxiny a dochazi pfi ni pouze k nepatrné degradaci polymeru. Tudiz je mozné izolovat
PHB o vysoké Cistoté a vysoké molekulové hmotnosti.

Jeden z hlavnich problému tohoto druhu izolace (ktery mj. spousti i kaskadu dalSich ob-
tizi s nim spojenych) je vyrazné naruSeni pfirozené struktury PHB granuli, ¢imZ dojde
K uvolnéni extrahovaného polymeru do okolniho prostiedi. Pti koncentraci PHB vyssi nez
5 hm.% nastavaji diky vysoké viskozité polymerniho roztoku potize s jeho izolaci z neroz-
pusténych bunéénych zbytku. Proto je nutné pouzit obrovské mnozstvi rozpoustédla, coz
ale v ptipadé napt. halogenovanych uhlovodikii neni Setrné k zivotnimu prostiedi. Z toho
divodu se stale vice jako alternativa uplatiiuji nehalogenovana organicka rozpoustédla.
Velice oblibenym se stal propylenkarbonat, a to predevSim diky jeho nizké toxicité
a vys§imu bodu varu (240 °C), ktery umoziiuje jeho opakované pouziti, coz znacn¢ snizi
I jeho spotiebu [17, 18].

Metody zalozZené na rozpusteni bunécnych komponent

Jednu z moznosti pro rozruseni bunéénych komponent nabizi surfaktanty, jako je napf.
dodecylsulfat sodny (SDS). Ten se inkorporuje do lipidové dvojvrstvy cytoplazmatické
membrany. Pfi zvySujici se koncentraci SDS roste pocet t€chto molekul zabudovanych do
cytoplazmatické membrany do té doby, nez membrana praskne a vytvoii micely slozené
Z membranovych lipidi a molekul SDS, ¢imz se PHB uvolni do prostfedi. SDS je mimo to
schopny denaturovat proteiny a rozrusit i jiné buné¢éné slozky. Nevyhodou pouziti surfak-
tantl pfi izolaci je nizky stupei ¢istoty PHB.
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Dalsi moZznosti je pouziti chlornanu sodného. Takto izolovany polymer vykazuje vyssi
stupen Cistoty, avSak niz§i molekulovou hmotnost. Nativni amorfni PHB granule jsou totiz
vici alkalickému prostiedi nachylné. Jsou tudiz rozkladany na rozpustné monomery a oli-
gomery. Ovsem v pfipad¢ izolace z bakterii C. necator nebo rekombinantni E. coli se mo-
lekulova hmotnost PHB méni jen minimalné.

K rozruSeni biomembran a jinych bunécnych komponent Ize uplatnit 1 rtizné enzymy,
zejména proteolytické. Tyto enzymy efektivné rozkladaji proteiny obsazené v bunécnych
membranach a zaroven nepfispivaji k degradaci PHB. Uginnost izolace a ¢istotu PHB Ize
zvysit napt. pomoci chelatt [17, 18].

Metody zalozené na mechanickém rozruseni bunécnych komponent

Rozruseni bunék muize byt realizovano pomoci tzv. kulickovych mlynt, kde dochazi ke
kontaktu bun€k s pevnymi kuli¢kami, které na né piisobi stfiznymi silami.

V ptipad€ vysokotlaké homogenizace je suspenze bunck vysokotlakou pumpou protla-
¢ena dvéma uzkymi $térbinami, pficemz jsou bunky rozbity.

K odstranéni nepotifebnych bunéénych komponent Ize pouzit i ultrasonifikaci nebo cen-
trifugaci kombinovanou s chemickym nebo enzymatickym zpracovanim [17, 18].

2.1.5 Vyuziti PHB

Kwvili jeho tuhosti, kiehkosti a dal§im ne pfili§ pfiznivym mechanickym a fyzikalnim
vlastnostem zatim nenachézi tento polymer $ir§i uplatnéni. V praxi se vyuziva jeho kopo-
lymer s hydroxyvalerditem pro vyrobu rtiznych recyklovatelnych obalovych materiala
(napt. folii, tasek, ¢i obaly kosmetickych a hygienickych vyrobku) [22].

Cisty PHB lze vyuzit zejména v oblastech, kde neni kladen diiraz na jeho houZevnatost,
ale hlavné na jeho cistotu. Diky jeho biokompatibilité¢ a biodegradabilité mize nalézt své
uplatnéni v humanni medicin€ a farmakologii. Perspektivni oblasti vyuziti PHB je vyvoj
1ékatskych implantati pro zubni a kozni I¢kafstvi nebo ortopedii, jako jsou napt. Srouby,
kostni nahrady ¢i protézy, chirurgické nité, sitky a textilie na bazi tohoto polymeru [23].

Biodegradabilita a biokompatibilita tohoto polymeru také umoznuje jeho aplikaci pti
vyrobé nanoc¢astic a mikrocastic jako nosici 1é¢iv a jinych bioaktivnich latek. Ty se daji
pfipravit bud’ z izolovaného syntetizovaného polymeru s vyuZitim organickych rozpousté-
del a surfaktantd, anebo enzymatickou syntézou PHB ex situ. V piipadé moznosti pouziti
nanocastic pfipravenych prvnim zpusobem pfi terapii je nutné si uvédomit, Ze by mohly
obsahovat zbytky toxickych organickych rozpoustédel, které se nepodatilo odstranit. Diky
tomu by takto pfipravené nosice nebyly prakticky viibec pouzitelné. Dalsim problémem je
pak pfitomnost surfaktantli, které by mohly mit nepfiznivé Gc€inky na lidské zdravi. Tato
uskali fesi druhy uvedeny zptsob piipravy PHB nanocastic. Ty by obsahovaly pouze sa-
motny polymer s enkapsulovanou bioaktivni latkou a proteiny zajist'ujici jejich stabilizaci,
popf. interakci s danym typem bunck. Takto funkcionalizované nanocéstice nebo mikro-
Castice by mohly najit své uplatnéni v teranostice. S jejich pomoci by byla nejprve lokali-
zovana postizena tkan a po této detekci by nasledné dochézelo k postupnému uvoliiovani

Mrwe
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Z PHB lze rovnéz ptipravit scaffoldy pro osazeni bunikami. Pfi vhodné metod¢ jejich
pfipravy mohou byt vyuzity pro tkdnové inzenyrstvi koznich bun¢k [51], nervové tka-
né [52] nebo bun¢k srde¢ni svaloviny [53].

2.2 Metody charakterizace PHB granuli
2.2.1 Ramanova spektroskopie

Tato metoda vibra¢ni molekulové spektroskopie je pojmenovana po svém objevitelovi,
indickém fyzikovi Chandrasekharu Venkatu Ramanovi. Lze ji vyuzit pro kvalitativni
I kvantitativni analyzu Siroké Skaly vzorkt. Poskytuje podobné informace jako infracerve-
na spektrometrie a je s touto technikou komplementarni [24].

Princip

Pti Ramanové¢ spektroskopii interaguje monochromaticky laserovy paprsek s molekula-
mi vzorku, ¢imz dojde k jejich excitaci ze zakladniho elektronového do tzv. virtualniho
energetického (nekvantovaného) stavu. Pokud nastane deexcitace do stavu, v némz se mo-
lekula nachazela pted piisobenim budiciho zafeni, vinova délka emitovaného zatreni pii
deexictaci je stejna jako vlnova délka excitujiciho zafeni. Tento jev se nazyva elasticky
neboli Rayleighiiv rozptyl zareni.

Kromé¢ n¢j ale dochazi i k neelastickému, tzv. Ramanové rozptylu zafeni, ktery je dopro-
vazen zménou energie zafeni. Pfi deexcitaci se totiZ molekula navraci na vyssi excitovanou
vibra¢ni hladinu zékladniho elektronového stavu, a zaroven emituje zéfeni s nizsi energii
(vetsi vinovou délkou), nez bylo zafeni budici. Takové zmény vinové délky se v Ramano-
vé spektru projevi jako Stokesovy linie. Muze vSak nastat pfipad, kdy se molekuly pred
excitaci nachazi na vyssi vibra¢ni hladiné zékladniho elektronového stavu (napt. v disled-
ku tepla). Béhem deexcitace pak dochazi k jejich navratu na zakladni vibra¢ni hladinu za-
kladniho elektronového stavu za sou€asné emise zafeni s vétsi energii (mensi vlnovou dél-
kou). V Ramanové spektru se tyto zmény oznacuji jako anti-Stokesovy linie. Jsou méné
intenzivni nez Stokesovy linie, jelikoZ ve stavu excitovaném se nachazi men$i mnozstvi
molekul nez ve stavu zakladnim [24, 25]. Jednotlivé typy prechodi molekul do riznych
stavil znazornuje Obr. 4.
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Obr. 4: Schéma prechodit mezi riuznymi energetickymi stavy molekul pri excitaci v blizké infracer-
vené oblasti

Vysledkem zaznamu méfeni je Ramanovo spektrum, tedy zavislost intenzity Ramanova
rozptylu na vlnové délce zéieni (popt. relativnim vlnoctu). Byva zaznamenavéno zpravidla
v rozmezi od 4 000 do 10 cm™. Je viak diilezité podotknout, ze v Ramanové spektru jsou
aktivni pouze takové vibrace, které vedou ke zméné polarizovatelnosti molekuly, tzn. ke
zméné miry rozlozeni ndboje v molekule. Nejvice se tedy projevi pasy vibraci nepolarnich
¢asti molekul. Polohy jednotlivych pasti davaji informace o charakteru vazeb a druhu va-
zanych atomil v molekule. Intenzita téchto pasti poskytuje kvantitativni idaj a je imérna
koncentraci dané slozky ve vzorku [24, 25].

Instrumentace

Jako zdroje monochromatického zafeni v Ramanovych spektrometrech dnes vyhradné
slouzi lasery. Byvaji upfednostiovany lasery s vétsi vinovou délkou, a to zejména zelené
(Nd:YAQ), cervené (He-Ne) nebo lasery v blizké infracervené oblasti. Dlivod je ten, ze
lasery s kratsi vinovou délkou (napft. argonovy nebo kryptonovy) vytvari ve vzorku znac-
nou fluorescenci a zptsobuji tak fotochemickou degradaci vzorku. Monochromaticky lase-
rovy paprsek prochazi okénkem do komory s optickou soustavou a je odraZen dielektric-
kym zrcatkem. Dale mifi skrz n€kolik optickych filtri a objektiv pfimo na vzorek, ktery je
ulozen ve sklenéné nebo kiemenné kyveté. Zafeni rozptylené (emitované) vzorkem je po-
moci nékolika zrcatek kolem kyvety nasmérovano na kolektivni optiku, ktera se nachazi
zpravidla v pravém thlu viuéi dopadajicimu paprsku a fokusuje jej na vstupni Sté€rbinu. Po
pruchodu touto $térbinou putuje dale do dvojitého nebo trojitého miizkového monochro-
matoru. Ten spolecné s riiznymi stinicimi filtry odseparuje velmi intenzivni Rayleighovu
slozku rozptyleného zafeni od relativné slabé Ramanovy slozky. Jako detektory mohou
slouzit fotonasobice, soustavy fotodiod nebo jiné sofistikovanéjsi systémy vyuzivajici CTD
senzory. Jejich ulohou je ptevod svételného signalu na elektricky [24, 26].
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Obr. 5: Schéma uspordddani Ramanova spektrometru [26]
Vyuziti

Jak jiz bylo vySe naznaceno, Ramanova spektrometrie Casto jako dopliikova metoda
Kk infracervené spektrometrii naléza své uplatnéni pii identifikaci struktury molekul, popf.
jejich kvantifikaci ve vzorku, ktery mtize byt pevny, kapalny, plynny nebo ve formé prasku
¢i gelu [27].

Co se tyce chemickych a fyzikalnich vlastnosti, oplyva tato technika schopnosti stanovit
obsah vlhkosti vzorku, jeho celkovou morfologii, hustotu, zastoupeni jednotlivych mono-
mernich jednotek v polymeru nebo studovat kinetiku polymerace. Kromé toho je vhodna
pro uréeni krystalinity polymerd [26]. V Ramanové spektru analyzovanych polymert Ize
totiz rozeznat pasy vibraci charakteristické pro jejich amorfni a krystalické ¢asti [28].

Jelikoz se jednd o nedestruktivni analytickou metodu, jeji vyuziti je velmi Siroké. V geo-
logii @ mineralogii ji 1ze pouzit pro identifikaci hornin, nerostti a drahokamui. S jeji pomoci
lze stanovit mnoZstvi vody za¢lenéné do struktury mineralll a pozorovat jejich chovani pti
extrémnich podminkéch. V materidlovém vyzkumu je schopna sledovat ¢istotu nanomate-
riald, uhlikovych ¢i polovodi¢ovych soucastek. Ve farmacii lze prostfednictvi Ramanovy
spektrometrie pozorovat napi. koncentraci a distribuci 1éCivych latek v tabletach, Cistotu
1éCivych piipravki, uniformitu smési nebo polymorfni formy praskt. V biologii pak tato
metoda prispiva svym dilem pii charakterizaci biomolekul a buné€k, analyze struktury kosti
a jinych tkani, diagnostice ¢i studiu interakce 1é¢iv s buiikami [27].
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2.2.2 Rentgenova difraktometrie

Rentgenové zareni

Rentgenové zéieni se v elektromagnetickém spektru nachazi mezi ultrafialovym zarenim
a gama zafenim. Vznika pfi interakci urychleného svazku elektronti s atomy vhodného
materialu. Po dopadu téchto elektronii s dostate¢né¢ vysokou energii na dany atom dojde
k vyrazeni jeho elektroni z vnitinich energetickych hladin. Vytvotfena vakance je obsazena
ptechodem elektronu z vnéjSich orbitall s vyssi energii, jehoz disledkem je uvolnéni kvan-
ta zafeni odpovidajici energetickému rozdilu mezi jednotlivymi orbitaly. Ten je pfesné dan
kvantovanim téchto hladin (orbitaltl), tudiz vzniklé zafeni je charakteristické a ma jedno-
znacn¢ definovanou vinovou délku. Dil¢i preskoky elektronli mezi jednotlivymi energetic-
kymi hladinami pak vytvaii ¢arové spektrum, které je zavislé na pouzitém materialu,
s nimz elektrony o vysoké energii interaguji.

Miize vsak nastat situace, kdy jsou urychlené elektrony zpomaleny vlivem elektrického
pole atomového jadra. Zméni se tedy jejich kineticka energie, coZ zpusobi vyzareni elek-
tromagnetického vinéni s riznymi frekvencemi. Toto zéfeni je oznacovano jako brzdné
a vytvari spojité spektrum [29, 30].

Rentgenové spektrum je tedy tvofeno dvéma slozkami: spektrem brzdného zareni (spoji-
tym) a spektrem charakteristického zafeni (¢arovym) [29].

Difrakce rentgenového zareni

Pti dopadu rentgenového paprsku na krystal se toto zafeni diky periodickému uspotadani
krystalové struktury rozptyli a nasledné interferuje. Tento jev se nazyva difrakce a popisuje
jej Bragguv zakon (1)

2d'sind=nA, Q)
kde d je vzdalenost mezi rovinami, € je difrakéni tihel, n predstavuje fad reflexe a 4 vino-
vou délku dopadajiciho zateni.'

atomoveé
roviny

¥

- - /"\/ ;\_1
d’- sing

Obr. 6: Znazornéni Braggova zdakona pro n = 1 [33]

Difrakci 1ze pozorovat tehdy, dochazi-li ke konstruktivni interferenci rozptyleného zafe-
ni, tedy k jeho zesileni. Jinymi slovy se musi paprsky rozptylené sousednimi atomovymi
rovinami krystalu setkat ve fazi, tzn. ze drahovy rozdil jejich vin musi byt roven celocisel-
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nému nasobku vinové délky dopadajiciho zafeni [29, 31]. Tento jev je schematicky zna-
zornén na Obr. 6.

Sméry jednotlivych difrakci jsou dany velikosti a tvarem zékladnich stavebnich Casti
krystalu, zatimco jejich intenzity zavisi na druhu a uspofadani atomu ve struktute krysta-
lu [32]. Difrak¢ni maxima se vyskytuji pouze u krystalickych latek, zatimco u latek amorf-
nich se neobjevuji z divodu nepravidelné uspoiadané struktury [31].

Prvky rentgenového difraktometru

Jednim z nejvyznamnéjsich zdroju rentgenového zareni jsou rentgenové trubice, zvané
téZ rentgenové lampy nebo rentgenky. Zhavena katoda (zpravidla wolframové vlakno)
Vv nich produkuje elektrony, které jsou urychleny vysokym elektrickym napétim. Po jejich
dopadu na kovovou anodu (nejéastéji z médi, zeleza, molybdenu nebo chromu) ptedaji
svou energii a diky vySe popsanému procesu vznikne rentgenové zareni charakteristické
pro pouzity material anody. Elektrony piitom dopadaji na anodu fokusovang, k ¢emuz
slouzi bud’ rizné fokusacni prvky, nebo pfimo vhodné tvarovana zhavena katoda. Pii fun-
govani rentgenové lampy vznikd obrovské mnozstvi odpadniho tepla a pouze maléd Cast
dodané energie je vyuzita k tvorbé rentgenového zéteni. Z toho divodu je anoda chlazena
vodou, ktera piebytecné teplo odvadi [30, 34].

Dalsi moznosti produkce rentgenového zatreni jsou tzv. synchrotrony. K tvorbé synchro-
tronového zéaieni dochazi pohybem elektronti urychlenych v elektrickém a magnetickém
poli na rychlost blizkou rychlosti svétla. Jejich draha je kruhové zakiivena. Jeho hlavni
vyhodou je vysoka intenzita v Siroké Casti spektra, pficemz v oblasti rentgenového zareni
prevysSuje I po monochromatizaci o dva az tfi fady intenzitu nejvykonné&jSich rentgenek.
Jedna se ovSem o velice ndkladna zatizeni [29].

Za zdrojem rentgenového zafeni byvaji obvykle umistény optické filtry a monochroma-
tory. Pomoci kolimatort a zrcatek jsou monochromatické paprsky usmérnény tak, aby rov-
nobé&zné mifily na vzorek [34]. Ten je analyzovéan ve formé krystalu nebo prasku. Lze vSak
méfit 1 vzorky na bazi tenkych vrstev [31].

Drzék vzorku a detektor, ktery se pohybuje po kruznici kolem néj, jsou mechanicky pro-
pojeny pomoci goniometru. Ten jimi otaci tak, aby se pozice detektoru vici dopadajicimu
zateni nachazela v dvojnasobném uhlu oproti vzorku [34]. K detekci odrazeného zareni 1ze
pouzit plynovy proporcionalni detektor, zaloZzeny na ionizaci plynu (argonu) v trubici od-
razenym zafenim, pficemz volné elektrony, popt. vysledné napéti odpovidaji energii tohoto
zateni. Scintilacni detektory obsahuji scintilaéni krystal, v némz se po dopadu rentgenové-
ho paprsku excituji elektrony, které pti deexcitaci emituji viditelné zafeni dopadajici na
citlivou fotokatodu. Z ni se pak uvolni elektrony a jsou nasmérovany na dynody fotonaso-
bice. K detekci v rentgenoveé difraktometrii mohou slouzit 1 polovodi€ové nebo pozi¢né
citlivé detektory [35]. Ziskané signaly jsou vzdy posléze zpracovany ptislusnou elektroni-
kou, ptevedeny do pocitace a zobrazeny nejcastéji v podobé pika [34].

Vyuziti
Metoda XRD je vhodna pro identifikaci neznamych krystalickych materialt. Toho Ize

vyuzit pti studiu polymert za ui¢elem zjisténi jejich mechanickych vlastnosti, termostabili-
ty, opacity, polymorfismu nebo velikosti a orientace jejich fetézcu. S jeji pomoci lze také
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sledovat fazové prechody. V okamziku fazového prechodu se diky novému uspotadani
atomt a molekul objevi nové difrakéni piky, zatimco ty staré zaniknou. Pokud tedy pfi
fazovém prechodu napiiklad vznikne nové krystalickd faze, mize byt pivodni série dif-
rak¢nich piku v difraktogramu nahrazena jinou.

Rentgenova difrakce je klicovym nastrojem pro geologicky vyzkum. Kazdy mineral je
totiz definovan svou charakteristickou krystalovou strukturou, jiz odpovida urcity rentge-
novy difrakéni obrazec (popt. pik). To umoziuje identifikovat podil rtiznych mineralnich
latek obsazenych v hornindch a ptdach.

XRD rovnéz hraje vyznamnou roli ve vSech fazich vyvoje novych 1éCiv vcetné jejich
testovani a vyroby. Je nedilnou soucasti analytického vyzkumu, vyvoje a fizeni kvality
aktivnich farmaceutickych substanci i pomocnych latek. Mensi rozdily ve vysledcich ana-
lyzy v pribéhu jejich vyvoje mohou zplsobit problémy pii vyrobé konecéné 1ékové formy
a ovliviiovat tak uc¢innost, biologickou dostupnost a stabilitu 1éCiv.

Kromé¢ vySe wuvedenych aplikaci nalézd rentgenova difraktometrie uplatnéni
V nanotechnologiich a materidlovych védach (napf. pfi studiu nanokrystalt, grafenu, uhli-
kovych nanotrubek nebo kovovych materialll), mikroelektronice, sklafském prumyslu nebo
forenzni analyze [54, 55].

2.2.3 Metody zaloZené na rozptylu svétla
Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je opticka metoda zaloZend na sledovani fluktuaci in-
tenzity rozptyleného svétla ¢asticemi, které se pohybuji ve vzorku na zakladé Brownova
pohybu. Diky neustalym zmé&nam polohy ¢astic vi¢i detektoru se méni i frekvence rozpty-
leného svétla. Na zakladé této fluktuace intenzity rozptyleného svétla je mozné stanovit
difuzni koeficient a z n&j posléze i hydrodynamicky polomér ¢astic. Ten lze definovat jako
polomér koule uréené ¢astici (popi. molekulou), ktera rotuje ve vSech smérech, a jeji hyd-
ratacni vrstvou. Vzajemny vztah téchto veli¢in je popsan Stokes-Einsteinovou rovnici (2)

r- Ke T @
" 6m- n-D’
kde kg je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota, # je viskozita rozpous-
tédla a D je difuzni koeficient. [36].

Pro analyzu velikosti ¢i distribuce velkosti Castic lze vyuZit pfistroj Zetasizer Nano ZS.
Laserovy paprsek prochézejici kyvetou umisténou uvniti pfistroje, je rozptylen ¢asticemi
zkoumaného vzorku a nésledné zachycen detektorem. Ve formé signalu je rozptylené svét-
lo pfevedeno do digitalniho korelatoru, jenz porovnava podobnost dvou signalt za urcitou
casovou prodlevu. Po velmi kratkém casovém useku se intenzity téchto signalii témét neli-
$i (korelace se blizi 1). Po del$i dob¢ se ale shoda mezi jednotlivymi signaly zaéne zmen-
Sovat a korelace postupné bude klesat k nule. Pfi¢inou tohoto jevu je Brownlv pohyb ¢as-
tic [37].

Elektroforeticky rozptyl sveétla

Tato metoda umoziuje stanovit elektrokineticky (zeta) potencial s vyuzitim pohyblivosti
¢astic ve vzorku vlivem vloZeného elektrického pole. Zeta potencial je obecné mirou nébo-
je roviny skluzu v difuzni casti elektrické dvojvrstvy nabité koloidni ¢astice a urcuje stabi-
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litu koloidnich systémi. Stabilni koloidni systém se vyznacuje odolnosti vic¢i pusobeni
ruznych typt sil a jeho ¢astice maji vysokou zédpornou nebo kladnou hodnotu zeta potenci-
alu. V pfipad¢ nestabilnich koloidnich systémii dochazi k maximalnimu sniZeni volné
energie na fazovém rozhrani a ¢astice tudiz inklinuji k agregaci, koagulaci ¢i sedimentaci.
Zeta potencial ¢astic takového systému ma nizkou absolutni hodnotu zeta potencialu (blizi
se nule). Mezi témito rozdilnymi stavy je pro studium stability koloidnich systému uréena
hranice zeta potencialti o hodnoté +30 mV [38, 39].

Zeta potencidl je s vyuzitim pfistroje Zetasizer Nano ZS méten opticky pomoci lasero-
vého paprsku. Ten je veden ze zdroje do d€lice, kde je rozlozen na dva paprsky délici opti-
kou. Kazdy z nich putuje jinym smérem, jeden jako referen¢ni paprsek a druhy jako pa-
prsek smétujici ke kyveté se vzorkem. Zeslabovac nachézejici se pied kyvetou snizuje in-
tenzitu zareni paprsku za ucelem zmirnit riziko pietizeni detektoru. Po interakci paprsku se
vzorkem dojde na ¢asticich k jeho rozptyleni. Intenzita rozptyleného zareni bude diky ¢as-
ticim pohybujicim se vlivem elektrického pole fluktuovat. Frekvence této fluktuace je
umérna rychlosti ¢astic. Referenéni a rozptyleny laserovy paprsek jsou dale smérovany
skrz slucujici optickou soustavu na misto detektoru, jehoz ulohu v tomto piipadé zastavaji
fotodiody nebo fotonasobice. Informace o0 svételném paprsku je prevedena az do pocitace,
kde je na zakladé Dopplerova frekvenéniho posunu vypocitana elektroforeticka pohybli-
vost a zeta potencial [37]. Vzajemny vztah téchto veli¢in je dan Henryho rovnici (3)

V:2~De-C~U1 @)
3-7-1

kde D, je dielektricka konstanta, { je elektrokineticky potencial a # je viskosita prostredi.

Podil UI_ pfedstavuje intenzitu elektrického pole (tedy napéti vlozené na kyvetu o dané

délce) [38].
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Obr. 7: Schematické zndzornéni pristroje Zetasizer Nano ZS pii méieni zeta potencidlu [37]
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2.2.4 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci (n€kdy téz oznacovana jako skenovaci) elektronova mikroskopie vyuziva pti
analyze vzorku svazek urychlenych elektront. Pohybujici se elektron ma podle de Broglie-
ho charakter viny o vinové délce

(4)

a frekvenci

(5)

kde h je Planckova konstanta, me je hmotnost pohybujiciho se elektronu, v jeho rychlost
a E jeho energie, pro niz plati vztah

E:%me-vezze-u, (6)
kde U je urychlovaci napéti. Kombinaci vztahti (4) a (6) 1ze odvodit zavislost vinové délky
na urychlovacim napéti

h

Z:,/2e-me-U ' ()

Zménou urychlovaciho napéti je tedy mozné ménit i vinovou délku svazku elektronti.
A protoze Ize timto dosahnout i velmi malych hodnot vinovych délek, poskytuje elektro-
novy mikroskop mnohem vétsi rozliSeni nez mikroskop svételny [40].

Urychlené elektrony v SEM maji vysokou kinetickou energii, ktera se pfi jejich dopadu
na pevny vzorek rozptyli ve formé riiznych signalll. Tyto signaly zahrnuji sekundéarni elek-
trony, zpétné odrazené elektrony, difraktované zpétn¢ odrazené elektrony, fotony charakte-
ristického rentgenového zateni, viditelné svétlo (katodoluminiscence) a teplo. Pro SEM
analyzu se nejbéznéji vyuzivaji sekundarni a zpétn¢ odrazené elektrony [41]. Sekundarni
elektrony jsou primarnim svazkem excitované elektrony, uvolnéné z elektronovych oball
atomt vzorku. Vznikaji t€sné¢ pod povrchem vzorku a maji nizkou kinetickou energii. Ne-
sou informaci o relié¢fu vzorku s vysokym rozlisenim. Zpétn¢ odrazené elektrony jsou pri-
marni elektrony odrazené po srazce s jddrem atomu vzorku zpét od povrchu. Pfitom si za-
chovaji relativné vysokou energii. Mnozstvi odrazenych elektronii a smér jejich odrazu
zavisi na slozeni vzorku, jeho povrchu, krystalinité, popt. magnetickych vlastnostech. De-
tekce téchto elektronti umoziuje sledovat prvkové slozeni povrchu vzorku [42].

V tubusu se nachazeji vSechny soucasti rastrovaciho elektronového mikroskopu. Zdro-
jem elektroni mize byt Zhavené wolframové vlakno nebo krystal hexaboridu lanthanu.
Primérni elektrony jsou urychlovany napétim mezi anodou a katodou. Na vzorek je pak
takto vznikly vysokoenergeticky svazek elektronti fokusovan soustavou elektromagnetic-
kych cocek. Pomoci rastrovacich civek dochazi k vychyleni svazku primarnich elektront,
ktery potom skenuje plochu povrchu vzorku. Objektiv umistény mezi rastrovacimi civkami
a detektorem urcuje rozlisovaci schopnost elektronového mikroskopu. Vzorek je umistén
na pohyblivém stolku v komote preparati, m¢l by byt vodivy a vysuseny. Detektory jed-
notlivych signalti se nachdzeji v blizkosti stolku se vzorkem. Pro detekci sekundarnich
a zpétn¢ odrazenych elektront slouzi scintilator, ktery po dopadu elektronu generuje foton
ve viditelné oblasti. Ten je fotonasobi¢em pieveden na elektricky signal, jenz je posléze
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mnohonasobné zesilen a veden do pocitace, ktery pomoci vhodného softwaru vytvori
a zobrazi zvétSeny obraz vzorku na monitoru. Dillezitou soucasti rastrovaciho elektronové-
ho mikroskopu je i vakuovy systém udrzujici vakuum uvniti mikroskopu [40, 43].

Pro analyzu hydratovanych a biologickych vzorkl slouzi kryo-rastrovaci elektronovy
mikroskop. Jedna se o rastrovaci elektronovy mikroskop vybaveny tzv. kryo-drzakem. Na
ném lze vzorky fixované nejcastéji prudkym zchlazenim v kapalném dusiku nebo zmraze-
nim pii vysokém tlaku pozorovat pii velmi nizkych teplotach [44].

2.2.5 Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie

Tato metoda termické analyzy se zaklada na studiu zmén chemickych nebo fyzikalnich
vlastnosti riznych latek prostiednictvim pozorovani rozdilu tepelného toku analyzovanym
a referenénim vzorkem pii jejich zahfivani a chlazeni. Jestlize v analyzovaném vzorku
neprobihaji zadné zmény, maji oba vzorky stejnou teplotu. Jestlize vSak K n&jaké zméné
dojde, budou se ve vzorku odehravat exotermni déje, pii nichz se teplo uvoliiuje (napi.
krystalizace), nebo endotermni dé&je, pii nichz se teplo spotiebovava (napf. tani, sublima-
ce).

Existuji dva zakladni typy provedeni kalorimetrt, jejichz systémy se li§i zplisobem me-
feni. Jednim z nich je DSC s tepelnym tokem, pii kterém je méfen rozdil teplot analyzova-
ného a referen¢niho vzorku umisténych ve spolecné cele. Teplotni rozdil je zaznamenéan
teplotnim ¢idlem jako tepelny tok. V ptipadé DSC s kompenzaci ptikonu jsou analyzovany
a referen¢ni vzorek uspotadany v cele se dvéma oddélenymi samostatnymi tepelnymi zdro-
ji a teplotnimi ¢idly. Oba vzorky jsou tudiZ zahfivany i snimany individualng. Pokud bé-
hem méfeni vznikne teplotni rozdil mezi analyzovanym a referenénim vzorkem, odpovida-
jici tepelny zdroj doda potiebnou energii k opétovnému vyrovnani teplot. Tato energie je
zaznamenana jako ptikon [45, 46].

Vzorky jsou analyzovany v malém mnozstvi (v fadech mg) a do cel se vkladaji v malych
panvi¢kach. Referen¢ni vzorek pfedstavuje bud’ prazdnou panvicku, nebo panvicku
S inertnim materidlem. Vysledkem DSC analyz jsou kiivky zéavislosti signélu (napf. tepel-
ného toku nebo piikonu) na teploté nebo ¢ase. Fyzikalni ¢i chemickd zmé&na béhem méteni
je zndzornéna vychylenim kiivky od zékladni ¢ary. Takto lze tedy pozorovat nékte-
ré vlastnosti riznych materialt, napft. teplotu tani, teplotu skelného ptrechodu, teplotu de-
gradace, krystalizaci nebo mérnou tepelnou kapacitu [46, 47].

Zdokonalenim klasické DSC je tzv. teplotné modulovand DSC. Jeji princip spoc¢iva ve
skladani nelinearnich sinusovych modulaci teploty, kdy se rychlost ohtevu (popft. chlazeni)
zvysuje nebo snizuje podle pfedem daného programu. Ziskany signal celkového tepelného
toku je pak matematicky zpracovan a rozdélen na jeho reverzibilni (termodynamickou)
a nereverzibilni (Kinetickou) slozku. Reverzibilni slozka signalu piedstavuje napt. zménu
tepelné kapacity, zatimco nereverzibilni slozka signalu mize odpovidat chemickym reak-
cim nebo nerovnovaznym fazovym prechodiim (chladné krystalizaci, relaxaci). Diky tomu
TMDSC umoznuje jednoduse od sebe odd¢lit a kvantifikovat jevy, které se v signalu cel-
kového tepelného toku piekryvaji. Proto je tato metoda vhodna pro studium fyzikdlnich
vlastnosti polymera [56, 57].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Sledovani vlastnosti PHB ¢astic (granuli) je nezbytné pro vymezeni jejich potencialnich
aplikaci. Velikost, tvar a stabilita téchto ¢astic (granuli) se stavaji dalezitymi parametry pii
jejich vyuziti jako nosict bioaktivnich latek s fizenym a cilenym uvolilovanim. Mira krys-
talinity polymeru uvnitf granuli pak ovlivituje jeho mechanické vlastnosti.

Krystalinitu PHB Ize méfit jak in vivo uvniti bakterialnich bunék, tak i po izolaci granuli
In vitro. V nasledujici studii [58] je PHB uvnitf bakterii Cupriavidus necator H16 analyzo-
van pomoci Ramanovy spektroskopie. Bakterie byly kultivovany na médiu obsahujicim
fruktézu. Bunky byly nejprve promyty 50% ethanolem a odsttedény. Poté byly vysuSeny
pfi laboratorni teplot¢ a proméfeny na Ramanové spektroskopu Vvrozmezi 700 az
1800 cm™. Ve vétsing piipadd zistal PHB uvnité bundk amorfni. V nékterych spektrech
byla ovSem zaznamendna jeho krystalizace, coz se projevilo zvySenim intenzity nebo po-
sunem piku odpovidajiciho PHB. Rozdil mezi krystalickym a amorfnim stavem polymeru
1ze tedy jednoduse pozorovat polohou pfislusného piku, pficemz amorfnimu stavu PHB by
odpovidal pik pfi 1 736 cm™, zatimco hodnota vlnoétu pro krystalicky stav PHB se miize
lisitaz o 15 cm™.

Studiem rtiznych stupiiti krystalinity PHB v nativnich granulich in situ se zabyvala prace
Michaela Portera a Jiana Yu [59]. Pomoci techniky ATR-FTIR byly analyzovany vzorky
suspenzi bakterii Cupriavidus necator obsahujicich PHB granule. Bakterie byly uchovany
ve slabé kyselém prostiedi za i¢elem inhibice buné¢né aktivity. Mohly tak byt pozorovany
pouze vlivy podminek vnéjsiho prostiedi na chovani PHB granuli. Krystalinita PHB byla
pozorovana ve vzorcich suspenzi neoSetfenych bakteridlnich bun¢k, dale bunék odstiedé-
nych pfi vysokych otackach nebo zahiivanych pfi teplot¢ 140 °C po dobu 2 hodin a na-
sledn¢ ochlazenych na laboratorni teplotu. Slab¢ kyselé prostiedi, v némz se bakterie obsa-
hujici PHB granule nachazely, vyvolalo pouze nepatrnou krystalizaci polymeru. To zna-
mena, ze povrchova vrstva granuli ziistala z velké ¢asti neporusend, coz zachovalo polymer
v amorfnim stavu. Ke Kkrystalizaci ve vét§im rozsahu dochazelo po centrifugaci bunék pfi
vysokych otackach. Diky vysoké odstiedivé sile totiz dojde k natésnani granuli na sebe,
¢imz se mohou mechanicky rozrusit. Nejvétsi krystalinity polymeru bylo dosaZeno po za-
hiivani bunécné suspenze, kdy kromé& odstranéni vody uvnitt granuli nastaly zmény
I v intramolekularnim a intermolekularnim uspofadani polymeru. Oproti analyze Ramano-
vou spektroskopii je zde rozdil mezi krystalickym a amorfnim stavem polymeru zazname-
nan prostfednictvim riznych intenzit pika pfislusejicich vibracim krystalické nebo amorfni
faze polymeru.

O sledovani rozdilu krystalinity PHB v Zivych butikach a po jeho izolaci pojednava pu-
blikace [60]. Pro tento experiment byly pouzity kmeny bakterii Cupriavidus necator H16
a Pseudomonas oleovorans ATCC 29347. Polymer byl analyzovan v zivych bakterialnich
bunikach, v lyofilizovanych buiikdch a po jeho izolaci. Amorfni stav polymeru v zivych
buiikach byl potvrzen absenci endotermniho piku tdni pomoci DSC. Izolovany polymer
piesel do amorfniho stavu prudkym zchlazenim jeho taveniny. Za ptedpokladu pfitomnosti
plastifikujici slozky v granulich by teplota skelného ptechodu polymeru v Zivych buikach
méla byt znateln€ nizsi neZ pro izolovany polymer. Vysledky méfeni DSC ovSem ukézaly,
ze teplota skelného prechodu izolovaného polymeru byla vZdy stejnd nebo nepatrné nizsi
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nez u polymeru v zivych buikach, a to v pfipadé obou pouzitych kment. Z toho Ize usou-
dit, ze PHB Vv nativni form¢ neobsahuje zadnou vyrazné u¢innou plastifikujici slozku, ktera
by zabranovala krystalizaci tohoto polymeru po jeho izolaci.

Izolaci nativnich PHB granuli z bakterie Cupriavidus necator, jejich dalsi upravou
a charakterizaci krystalinity polymeru se ve své praci zabyvali Yasushi Kawaguchi
a Yoshiharu Doi [61]. Bakterie byly kultivovany na médiu obsahujicim fruktézu. PHB
granule z nich byly izolovany pomoci enzymu (lysozymu a deoxyribonukleazy) s vyuzitim
ultrasonifikace. Izolované granule pak byly oSetfeny vodnymi roztoky acetonu o riznych
koncentracich, roztokem chlornanu sodného a hydroxidu sodného nebo enzymy (trypsinem
a lipazou). Po upravé byly osetfené PHB granule vzdy oddéleny centrifugaci a analyzova-
ny rentgenovou difraktometrii. Vysledky méfeni ukdzaly, ze neoSetfené PHB granule se
nachdzely viceméné¢ v amorfnim stavu (v difraktogramech se nevyskytovaly zZadné ostré
piky). S rostouci koncentraci vodného roztoku acetonu pfi jejich upravé se ovsem zvySoval
podil krystalické &asti polymeru. Uprava granuli roztokem chlornanu sodného a hydroxidu
sodného rovnéz zplsobila krystalizaci PHB. Pasobenim alkalii totiz doSlo k odstranéni
ur¢itétho mnozstvi proteint a lipidd z povrchové stabilizaéni vrstvy granuli. Inkubace PHB
da v ptipad¢ pouziti lipazy. Lipaza vSak byla pii procesu krystalizace polymeru u¢innéjsi.

Sledovani krystalinity PHB v granulich se vénuje i publikace [62]. Ty byly izolovany
obdobnym zpisobem jako v ptfedchozi studii a charakterizovany pomoci TEM, FTIR,
rentgenové difraktometrie a DSC. Ze snimkti TEM bylo patrné, ze granule po lyofilizaci
meély strukturu nekrystalického jadra a krystalického povrchu. Jakmile byly zahtivany pii
vys§ich teplotach (120 °C a 150 °C), zacaly se v jadru granuli tvofit lamelarni krystaly
polymeru. V ziskanych FTIR spektrech byly zaznamenany §iroké pasy vibraci v rozmezi
3500 az 3 300 cm?, které odpovidaly ptitomnosti ~OH skupiny. Tento fakt dokazuje, Ze
se uvnitt PHB granuli vyskytovalo ur€ité mnoZzstvi vody vazané na polymer zfejmé pro-
sttednictvim vodikovych vazeb. Tato voda byla odstranéna aZ vakuovym vysuSenim gra-
nuli, coZ zplsobilo krystalizaci polymeru uvnitt granuli, kterd byla detekovdna pomoci
rentgenové difraktometrie. Na zakladé DSC analyzy byla stanovena teplota skelného pie-
chodu PHB granuli v rozmezi —0,5 az 4 °C. Vysledky této studie naznacuji, ze voda je
zodpov&dna za udrzeni jddra PHB granuli v amorfnim stavu.

Za zminku stoji 1 studie zaloZena na spolupraci vyzkumnych pracovnikli z Boloiiské
a Nové lisabonské univerzity [63]. Jedinym zdrojem uhliku, ktery byl vyuzit pro tvorbu
PHB bakteriemi Cupriavidus necator DSM 428, byl odpadni fritovaci olej. PHB granule
byly z bakterii izolovany pomoci alkalazy, SDS a EDTA. Uloha SDS pii izolaci granuli
spo¢iva v rozruSeni bunéénych struktur bakterii. Molekuly EDTA vytvaii komplexy
s dvojmocnymi kationty (hlavné vapenatymi a hote¢natymi), ¢imz dochazi k destabilizaci
vngjsi strany cytoplazmatické membrany. Po 1yzi bakteridlnich bunék je rozruSeny bunéc-
ny materidl rozlozen alkalazou, pficemz nerozpusSténé bunécéné zbytky se inkorporuji do
vznikajicich SDS micel. VysuSené izolované PHB granule pak byly studovany pomoci
DSC. Pii teploté 3 °C byl stanoven skelny prechod polymeru. Exotermni pik pii 60 °C od-
povidal studené krystalizaci a endotermni pik pii 172 °C teploté tdni polymeru. Vysledky
z rentgenové difraktometrie potvrdily, Ze PHB v granulich ve vlhkém stavu izolovanych
vyse popsanym zpusobem zistal amorfni. Naopak po jejich vysuseni, kdy doSlo ke ztraté
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vody a nasledné kontrakci doprovazené rozrusenim povrchové vrstvy granuli, polymer
zkrystalizoval.

Piipravou a charakterizaci artificidlnich PHB granuli se zaobira publikace [64]. Byly
ptipraveny dispergaci roztoku PHB v chloroformu s dvacetindsobnym mnozstvim vodného
roztoku surfaktantu pomoci ultrazvuku. Organické rozpoustédlo bylo ze smési odstranéno
zahfivanim, michanim pfi laboratorni teploté nebo dialyzou proti vodného roztoku surfak-
tantu. Jako surfaktanty byly pouzity kationogenni detergenty (napt. CTAB a jiné kvarterni
amoniové tenzidy), anionogenni detergenty (napt. SDS a cholaty), neionogenni detergenty
nebo soli mastnych kyselin. Vznikla disperze pak obsahovala amorfni granule stabilizova-
né vrstvou surfaktantu. Pomoci rozptylu svétla a TEM byla stanovena jejich velikost
v rozmezi 0,1 az 0,4 um. Doba plsobeni ultrazvuku, povaha surfaktantu ani jeho koncen-
trace velikost granuli pfili§ neovlivnily. Jejich krystalinita byla studovana pomoci rentge-
nov¢ difraktometrie. Na vysledném difraktogramu pak bylo mozné pozorovat odezvu od-
povidajici amorfnimu stavu polymeru. Po vysuSeni artificidlnich PHB granuli a jejich za-
hiivani pti 125 °C krystalinita polymeru dosahla kvuli destabilizaci povrchové vrstvy sur-
faktantu 73 %. Stejné tak odstranénim povrchové vrstvy artificialnich granuli pomoci dia-
lyzy proti vod¢ doslo k jejich zna¢né flokulaci a néasledné krystalizaci. Artificialni PHB
granule byly ovSem stabilizovany i jinym zptisobem. Odstiedéné granule obalené cholatem
sodnym byly rozpustény v pufru se sojovymi fosfolipidy. Tato suspenze pak byla disper-
govana s pufrem obsahujicim cholét sodny. Vznikla smés pak byla dialyzovana proti fosfa-
tovému pufru s polymerni pryskyfici za i€elem odstranéni choldtu. Diky pfitomnosti fosfo-
lipidd, které vytvotily novou stabilizacni vrstvu, zistaly artificidlni PHB granule viici krys-
talizaci odolné.

Stabilizaci artificidlnich PHB granuli lze vSak provést také pomoci proteinti vyskytuji-
cich se v povrchové vrstvé nativnich PHB granuli. Za timto Géelem byly ve studii [65] po-
uzity phasiny a PHB depolymeraza. Phasiny byly vyrobeny a specificky ozna¢eny meto-
dami genetického inzenyrstvi s vyuzitim pfislusnych plasmida bakterii Cupriavidus neca-
tor a Escherichia coli. Extracelularni PHB depolymeraza byla izolovana z kultury Ralsto-
nia pickettii. Artificialni granule byly pfipraveny dispergaci chloroformového roztoku PHB
a vodného roztoku phasinu a deoxycholatu sodného, pfi¢emz chloroform byl z vysledné
disperze odstranén michdnim pfi laboratorni teploté¢ nebo pii 65 °C. Ze SEM snimkl je
mozné usoudit, Ze odstranéni chloroformu pfi laboratorni teploté vedlo ke vzniku velikost-
né 1 tvarové jednotnéjSich PHB granuli. Ve smési bez phasint (pouze s deoxycholatem) se
vyskytovaly granule nepravidelnych tvarti a riiznych velikosti. S rostouci koncentraci pha-
sinli ve smési ale granule ziskavaly jednotné;jsi kulovitéjsi tvar a jejich rozméry se mirné
zvétSovaly. Inkorporace PHB depolymerazy do povrchové vrstvy artificidlnich granuli byla
zajisténa pridanim tohoto enzymu do vodné faze pred samotnou dispergaci smési. Takoveé
granule pak byly schopny autodegradace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Bakterie
PHB
CTAB
TTAB

SDS

TWEEN® 20
Lecitin
Cholesterol

Tris

HCI

EDTA

NaCl

KCI
NaH,PO,-2H,0
Na,HPO,-2H,0
MgCl,-6H,0

NaClO

Lysozym

Deoxyribonukledza

Cupriavidus necator H16, kmen ziskan z Ceské sbirky
mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné
Polyhydroxybutyrate, Biomer, ¢. Sarze 120
Hexadecyltrimethylammonium bromide, > 99 %,

My = 364,45 g-mol ™, CAS 57-09-0,

SIGMA-ALDRICH spol. s r.o0., ¢. $arze SLBJ9504V
Tetradecyltrimethylammonium bromide, > 98 %,

Mw = 336,41 g-mol?, CAS 1119-97-7,

SIGMA-ALDRICH spol. s r.0., ¢. $arze 1377175 40808244
Sodium dodecyl sulfate, > 99 %, My = 288,38 g-mol’l,

CAS 151-21-3, SIGMA-ALDRICH spol. s r.0.,

¢. Sarze MKCB1798V

TWEEN® 20, My = 1 228 g-mol, CAS 9005-64-5,
SIGMA-ALDRICH spol. s r.o., ¢. Sarze SZBF1740V
Lecithin from soybean, CAS 8002-43-5,

SERVA Electrophoresis GmbH, ¢. Sarze 130571
Cholesterol, My = 386,7 g-mol !, CAS 57-88-5,

SERVA Electrophoresis GmbH, ¢. Sarze 100085
Tris(hydroxymethyl)aminomethane, 99,7 %, Mw = 121,14 g-mol %,
CAS 77-86-1, Lach-Ner, s.r.o.

Hydrochloric acid, 35 % g. r., Mw = 36,46 g-mol ™, CAS /1,
Lach-Ner, s.r.o.

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate g. r.,
Mw = 372,24 g-mol !, CAS 6381-92-6, Lach-Ner, s.r.0.
Sodium chloride g. r., > 99,5 %, My = 58,44 g-mol?,
Lach-Ner, s.r.o.

Chlorid draselny cisty, Mw = 74,56 g-mol’l, CAS 7447-40-7,
Lach-Ner, s.r.o.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a., Mw = 156,01 g-mol™,
CAS 13472-35-0, PENTA s.r.0.

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat p. a., Mw = 177,99 g-mol ™,
CAS 10028-24-7, PENTA s.r.0.

Magnesium chloride hexahydrate g. r., My = 203,30 g-mol ™,

CAS 7791-18-6, LACHEMA, as.

Sodium hypochlorite, 6-14 % Cl active, My = 74,44 g-mol ™,
CAS 7681-52-9, Honeywell Riedel-de Haén®,

¢. Sarze 13440

Lysozyme from chicken egg, Mw = 14,3 kDa, CAS 12650-88-3,
SIGMA-ALDRICH spol. s r.0., ¢. sarze BCBP6286V
Deoxyribonuclease | from bovine pancreas, Mw = 31 kDa,
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Alkalaza
Lipaza
Chloroform
Dichlomethan

Aceton
Voda

CAS 9003-98-9, SIGMA-ALDRICH spol. sr.0.,

¢. Sarze 056K7680

Alcalase® CLEA, >5U-g !, SIGMA-ALDRICH spol. s r.o0.,
¢. Sarze BCBR2330V

Lipase from Rhizopus oryzae, Mw = 43 kDa, CAS 9001-62-1
SIGMA-ALDRICH spol. s r.0., ¢. Sarze BCBC8501
Chloroform stab. with amylene, My = 119,38 g-mol ™,

CAS 67-66-3, Lach-Ner, s.r.o.

Dichlormethane, My = 84,93 g-mol?, CAS 75-09-2,
Lach-Ner, s.r.o.

Acetone, My = 58,08 g-mol ™, CAS 67-64-1, Lach-Ner, s.r.o.
demineralizovana voda Purelab flex ELGA

4.2 Pouzité pristroje

Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments Ltd.

Infracerveny spektrometr Nicolet iS50 FT-IR, jednoodrazovy diamantovy

nastavec iS50 ATR, iS50 Raman Modul;
spektralni rozsah 15-27 000 cm?,
Thermo Fisher Scientific Inc.

Diferen¢ni kompenzaéni kalorimetr DSC Q2000, TA Instruments

Analytické vahy

Ultrazvukova lazen

Ultrazvuk

Vodni lazen

Denver Instrument, max. 220 g, ptesnost
0,0001g

BANDELIN Sonorex Digitec, typ DT 31 H,
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
f=35kHz

BANDELIN SONOREX TECHNIK,
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
Heidolph Instruments, rozmezi teplot 20—-100 °C

Vysokorychlostni centrifuga typ Z 36 HK, HERMLE Labortechnik GmbH,

Mikrocentrifuga

pH metr
Ttepacka
Inkubator

max. 30 000 ot./min, P = 1,6 kW

Sigma 1-14 Microfuge, Sartorius AG,

max. 14 800 ot./min

SensoDirect pH 200, Tintometer GmbH
Heidolph Unimax 1010, Heidolph Instruments
Heidolph Inkubator 1000, Heidolph Instruments

4.3 Priprava a charakterizace artificialnich PHB granuli

4.3.1 Optimalizace rozpousténi krystalického PHB

Dvé navazky 25 mg PHB byly rozpustény v 5 cm® chloroformu, resp. dichlormethanu.
Ke kazdému roztoku bylo pfiddano 100 cm?® zasobniho roztoku CTAB o koncentraci
0,05 mol-dm™3. Ob& smési byly umistény do ultrazvukové 14zné vytemperované na 25 °C,
aby doslo ke stabilizaci rozpusténého PHB pouzitym surfaktantem. PO 20 minutach ultra-
sonifikace bylo z obou smési ve vodni lazni vyhiaté na 60 °C odpafovano organické roz-
poustédlo po dobu 90 minut.
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Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byla u obou vzorkl proméfena distribuce velikosti vytvo-
fenych PHB granuli a jejich zeta potencial. Méfeni bylo uskute¢néno ve sklenénych kyve-
tach, do nichz byla v ptipadé ELS analyzy vlozena Dip cela. Kazdy vzorek byl prométen
celkem tfikrat a mezi jednotlivymi méfenimi byla nastavena ¢asova prodleva 5 s.

4.3.2 Studium vlivu teploty a délky pusobeni ultrazvukové lazné

Jednotlivé navazky 25 mg PHB byly vzdy rozpustény v 5 cm® chloroformu, ktery se na
zakladé predchozi Casti experimentu ukdzal byt vhodnéj$im rozpoustédlem. Ke kazdému
roztoku bylo pfidano 100 cm® zisobniho roztoku CTAB o koncentraci 0,05 mol-dm™.
Smési byly ulozeny do ultrazvukové lazné vytemperované na 25 °C, 35 °C nebo 40 °C.
Jednotlivé vzorky byly ze smési odebirany vzdy po 10, 20, 30 minutach ultrasonifikace
a také po dvou a tiech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pie-
stavkou mezi nimi. Ze vSech ziskanych vzorkti umisténych ve vodni lazni vyhiaté na 60 °C
byl chloroform odpafovan po dobu 90 minut.

Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byla u vSech vzorkl promeétena distribuce velikosti vy-
tvorenych PHB granuli a jejich zeta potencidl pii stejném nastaveni a stejnych podminkéach
jako v ptedchozim piipadé.

4.3.3 Optimalizace postupu odpaieni rozpoustédla

Smési roztoku CTAB a rozpuSténého PHB byly pfipraveny zplsobem popsanym
v kapitole 4.3.2. Dale byly uloZeny do ultrazvukové lazné vytemperované na 35 °C, pii-
¢emz vzorky byly odebrany po 20 a 30 minutach ultrasonifikace. Pii této teploté a dobé
pusobeni ultrazvuku vykazovaly vzniklé artificialni PHB granule v pfedchozi ¢asti experi-
mentu nejvhodnéjsi vlastnosti. Ze vzorkl byl chloroform odpafovan ve vodni lazni vyhiaté
na 50 °C, 60 °C, 70 °C nebo 80 °C po dobu 90 minut, popt. pti laboratorni teploté za stalé-
ho michéni na magnetické michacce.

Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byla u vSech vzorkii proméfena distribuce velikosti vy-
tvofenych PHB granuli a jejich zeta potencial pii stejném nastaveni a stejnych podminkach
jako v predchozich ptipadech. Vzorky umisténé na magnetické michacce byly prométeny
po 1 a 2 dnech michani.

4.3.4 Studium vlivu povahy stabiliza¢nich latek

Jednotlivé navazky 25 mg PHB byly rozpustény v 5cm® chloroformu. Ke kazdé-
mu roztoku bylo piidano 100 cm® piedem piipraveného roztoku surfaktantu (CTAB,
TTAB, SDS nebo TWEEN® 20) o koncentraci 0,05 mol-dm™. Smési byly ulozeny do
ultrazvukové lazn€ vytemperované na 35 °C, pficemzZ vzorky byly odebrany po 20
a 30 minutach ultrasonifikace. Ze vzorkl byl chloroform odpatovan ve vodni lazni vyhtaté
na 60 °C po dobu 90 minut. Pii této teploté odpafovani chloroformu vykazovaly vzniklé
artificialni PHB granule v pfedchozi ¢asti experimentu nejvhodnéjsi vlastnosti.

Dalsi smés byla pfipravena rozpusténim 10 mg PHB, 80 mg lecitinu a 10 mg cholestero-
lu v 1 cm?® chloroformu, k némuz bylo pfidano 10 cm® demineralizované vody. Tato smés
byla dispergovana pomoci ty¢ového ponorného ultrasonifikatoru po dobu 1 minuty pii
frekvenci 20 kHz za soucasného chlazeni studenou vodou. Ze vzniklé disperze byl chloro-
form odpafovan za stalého michani na magnetické michaéce vyhtaté na 60 °C po dobu
45 minut.
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Na piistroji Zetasizer Nano ZS byla u vSech vzorkli proméfena distribuce velikosti vy-
tvofenych PHB granuli a jejich zeta potencidl pii stejném nastaveni a stejnych podminkach
jako v ptedchozich ptipadech.

4.3.5 Charakterizace artificialnich lecitinovych PHB granuli ostatnimi metodami

Pied kazdou analyzou bylo nejprve odebrano 1,5 cm?® suspenze artificidlnich lecitino-
vych PHB granuli (pfipravenych dle postupu uvedeného v podkapitole 4.3.4) do zkumavky
Eppendorf a odstfedéno v mikrocentrifuze pii 5 000 ot./min po dobu 5 minut. Vlhky sedi-
ment byl nanesen na ATR nastavec pfistroje Nicolet iS50 a posléze byla zaznamendvana
infraCervena spektra v ¢ase po dobu 30 minut s poc¢tem skent 8.

Ramanovo spektrum artificialnich lecitinovych PHB granuli bylo zméfeno na stejném
piistroji prostiednictvim Raman modulu s rozliSenim 8 a po¢tem skenti 128. VInova délka
excita¢niho laseru ¢inila 1 064 nm.

Zmeény fyzikalnich vlastnosti PHB uvniti artificidlnich lecitinovych granuli v zévislosti
na teploté byly studovany pomoci TMDSC. Vlhky sediment byl analyzovan v uzaviené
hlinikové panvicce v teplotnim rozpéti od 25 °C do 200 °C s krokem 2 °C/min a modulaci
0,53 °C kazdych 100 s.

4.4 1lzolace a charakterizace nativnich PHB granuli

4.4.1 Izolace nativnich PHB granuli pomoci lysozymu, deoxyribonukleiazy a mecha-
nického rozruseni bunék ultrazvukem

Nativni PHB granule byly izolovany z bakterii Cupriavidus necator H16, které byly
centrifugovany pii 5 000 ot./min po dobu 15 minut, aby doslo k jejich oddéleni od média.
Po sliti supernatantu byl sediment resuspendovan ve 100 cm® piedem piipraveného Tris-
HCI pufru o koncentraci 0,05 mol-dm= a pH = 8 obsahujiciho také piesné 0,100 g lysozy-
mu a EDTA o vysledné koncentraci v roztoku 0,001 mol-dm™=. Vznikla suspenze byla mi-
chana 3 hodiny v Erlenmeyerové bafice na tiepacce vyhtaté na 40 °C. Oddé¢leny sediment
byl resuspendovan ve studené vod¢. Suspenze byla umisténa do ledové 1azn¢ a pro defini-
tivni rozbiti bunéénych struktur pouzitych bakterii byla opakované celkem Sestkrat vzdy po
dobu 30 s ultrasonifikovana pomoci ty¢ového ponorného ultrasonifikatoru pii frekvenci
20 kHz. Dale byla suspenze centrifugovana pii 5 000 ot./min po dobu 15 minut. Sediment
byl resuspendovan ve 100 cm® predem pripraveného fosfatového pufru (pH = 7,4) obsahu-
jictho také 0,001 g deoxyribonukleazy a chlorid hofe¢naty o vysledné koncentraci
v roztoku 0,01 mol-dm=3. Tato suspenze byla michana 2 hodiny v Erlenmeyerové batice na
titepacce vyhtaté na 40 °C a nasledné centrifugovana pti 5 000 ot./min po dobu 15 minut.
Oddéleny sediment sestavajici jiz z vétSiny z PHB granuli a malého mnozZstvi nerozpusté-
nych bun&nych zbytkd byl resuspendovan v 20 cm® Tris-HCI pufru o koncentraci
0,05 mol-dm=3a pH = 8.

Pro purifikaci PHB granuli od dosud neoddélenych bunéénych artefaktd byla vznikla
suspenze vpravena do dialyzaéni membriny a dialyzovéana proti 1 dm? Tris-HCI pufru
0 koncentraci 0,02 mol-dm= a pH = 8 za stalého michani na magnetické michaéce po dobu
1 dne. Suspenze izolovanych PHB granuli byla po ukonceni dialyzy uchovavéna
Vv lednicce.

31



4.4.2 Izolace nativnich PHB granuli pomoci alkalazy a SDS

Nativni PHB granule byly izolovany z bakterii Cupriavidus necator H16, které byly od
média oddéleny stejnym zptsobem jako v pfedchozim piipadé. Sediment byl nasledné re-
suspendovan ve 100 cm® piedem piipraveného fosfatového pufru (pH = 7,4) obsahujiciho
také presné 0,090 g alkalazy, 0,450 g SDS a 0,030 g EDTA. Vznikla suspenze byla micha-
na 1 hodinu v Erlenmeyerové bance na tiepacce vyhiaté na 55 °C. Poté byla centrifugova-
na pii 12 000 ot./min po dobu 30 minut. Po sliti supernatantu byl sediment tfikrat promyt
destilovanou vodou a vzdy centrifugovan pii 10 000 ot./min po dobu 15 minut, aby se od-
stranily bunééné zbytky a prebyte¢né mnozstvi pouzitého detergentu a enzymu. Oddéleny
sediment byl resuspendovan ve 20 cm?® Tris-HCI pufru o koncentraci 0,05 mol-dm™
a pH = 8. Suspenze izolovanych PHB granuli byla uchovavéna v lednicce.

4.4.3 Charakterizace nativnich PHB granuli

Pied analyzou pomoci ATR-FTIR, Ramanovy spektroskopie a DSC bylo nejprve ode-
brano 1,5 cm?® suspenze nativnich PHB granuli (izolovanych dle postupli uvedenych
v podkapitolach 4.4.1 a 4.4.2) do zkumavky Eppendorf a odstfedéno v mikrocentrifuze pii
5000 ot./min po dobu 5 minut. Vlhky sediment byl nanesen na ATR nastavec pfistroje
Nicolet iS50 a posléze byla zaznamenavana infracervena spektra v ¢ase po dobu 30 minut
Vv ptipadé granuli izolovanych prvnim zptisobem a po dobu 90 minut v piipadé granuli izo-
lovanych druhym zptisobem s poc¢tem skent 8.

Ramanovo spektrum nativnich PHB granuli (izolovanych dle postupi uvedenych
v podkapitolach 4.4.1 a 4.4.2) bylo zméfeno na stejném pfistroji prostfednictvim Raman
modulu s rozlisenim 8 a poétem skeni 128. VInova délka excitaéniho laseru ¢inila
1064 nm.

Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byly proméfeny distribuce velikosti izolovanych nativ-
nich PHB granuli pomoci techniky DLS a jejich zeta potencial pomoci techniky ELS. M¢&-
feni bylo uskute¢néno Se vzorkem suspenze ve sklenénych kyvetach, do nichz byla
v ptipadé ELS analyzy vlozena Dip cela. Kazdy vzorek byl proméfen celkem tiikrat a mezi
jednotlivymi méfenimi byla nastavena ¢asova prodleva 5 s.

Zmeény fyzikalnich vlastnosti PHB uvnitf nativnich granuli v zavislosti na teploté byly
studovany pomoci TMDSC. Vlhky sediment byl analyzovan v uzaviené hlinikové panvic-
ce Vv teplotnim rozpéti od 25 °C do 200 °C s krokem 2 °C/min a modulaci 0,53 °C kazdych
100 s.

4.5 Uprava nativnich PHB granuli a jejich charakterizace
45.1 Uprava nativnich PHB granuli chlornanem sodnym

Cast suspenze nativnich PHB granuli (izolovanych postupy uvedenymi v podkapitolach
4.4.1 a 4.4.2) byla smisena s roztokem chlornanu sodného v poméru 1:5. Smés byla mi-
chana na magnetické michacce pii laboratorni teploté po dobu 10 minut. Poté k ni bylo
pfidano takové mnozstvi 35% kyseliny chlorovodikové, aby vysledné pH bylo rovno 7.
Smés byla nadale tfikrat promyta destilovanou vodou a vzdy poté centrifugovana pii
5000 ot./min po dobu 10 minut, aby se odstranil vznikly chlorid sodny. Oddéleny sedi-
ment byl resuspendovan v 10 cm?® Tris-HCI pufru o koncentraci 0,05 mol-dm™ a pH = 8.
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45.2 Uprava nativnich PHB granuli lipazou

Cast suspenze nativnich PHB granuli (izolovanych postupy uvedenymi v podkapitolach
4.4.1 a 4.4.2) byla smisena s Tris-HCI pufrem o koncentraci 0,05 mol-dm= a pH = 8 obsa-
hujiciho také 10 mg lipazy v poméru 1:5. Smés byla michana v Erlenmeyerové baice na
tiepacce vyhiaté na 40 °C po dobu 2 hodin. Poté byla centrifugovana pti 5 000 ot./min po
dobu 10 minut. Oddéleny sediment byl resuspendovan v 10 cm?® Tris-HCI pufru o koncen-
traci 0,05 mol-dm=apH = 8.

4.5.3 Uprava nativnich PHB granuli acetonem

Cast suspenze nativnich PHB granuli (izolovanych postupy uvedenymi v podkapitolach
4.4.1 a 4.4.2) byla smisena s 50% vodnym roztokem acetonu v poméru 1:5. Smés byla mi-
chéna na magnetické michacce pti laboratorni teploté¢ po dobu 10 minut. Poté byla centri-
fugovana pti 5 000 ot./min po dobu 10 minut. Oddéleny sediment byl resuspendovan
v 10 cm?® Tris-HCI pufru o koncentraci 0,05 mol-dm=a pH = 8.

4.5.4 Charakterizace upravenych nativnich PHB granuli

Pted analyzou pomoci ATR-FTIR a Ramanovy spektroskopie bylo nejprve odebrano
1,5 cm® suspenze riizné upravenych nativnich PHB granuli do zkumavky Eppendorf
a odstiedéno v mikrocentrifuze pii 5 000 ot./min po dobu 5 minut. Vlhky sediment byl
nanesen na ATR nastavec pfistroje Nicolet iS50. Technikou ATR-FTIR byly prométeny
pouze vzorky upravenych granuli izolovanych pomoci alkalazy a SDS. Jejich infracervena
spektra byla zaznamenavana v ¢ase po dobu 120 minut. Nastaveni prub&hu analyzy bylo
stejné jako v piipadé charakterizace neosetienych nativnich granuli (viz podkapitola 4.4.3).

Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byly prométeny distribuce velikosti vSech rizné uprave-
nych nativnich PHB granuli pomoci techniky DLS a jejich zeta potencidl pomoci techniky
ELS. M¢feni bylo uskute¢néno se vzorkem suspenze ve sklenénych kyvetach, do nichz
byla v ptipad¢ ELS analyzy vlozena Dip cela. Kazdy vzorek byl prométen celkem tiikrat
a mezi jednotlivymi méfenimi byla nastavena ¢asova prodleva 5 s.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Priprava a charakterizace artificialnich PHB granuli

Prvni ¢ést prace byla zaméfena na optimalizaci ptipravy artificidlnich PHB granuli. Pro
tyto ucely byl vyuzit krystalicky PHB (komer¢ni produkt zakoupeny od firmy Biomer).
Nejprve bylo nutné nalézt jeho vhodné rozpoustédlo (podkapitola 5.1.1), nasledné byla
optimalizovéna teplota a zpusob pfipravy artificidlnich PHB granuli (podkapitoly 5.1.2
a5.1.3). V posledni ¢asti této kapitoly pak byla porovnavana jednotliva Cinidla pouzitelna
pro stabilizaci artificialnich PHB granuli (podkapitola 5.1.4). Ve v8ech piipadech pak byly
jednotlivé ptipravené vzorky vzdy charakterizovany metodami rozptylu svétla. Pomoci
dynamického rozptylu svétla byly ziskany distribuce velikosti ¢astic a pomoci elektrofore-
tického rozptylu svétla byly ziskany hodnoty zeta potencialu.

Artificialni PHB granule s nejpfijateln€jsSimi stanovenymi vlastnostmi pak dale byly cha-
rakterizovany pomoci ATR-FTIR, Ramanovy spektroskopie a DSC. Ziskané poznatky
Z této Casti prace byly posléze vyuzity pfi nastaveni metod izolace nativnich PHB granuli
z bakterialnich bunék v nésledujicich kapitolach.

5.1.1 Optimalizace rozpousténi krystalického PHB

V této Casti prace byly nejprve porovnany vzorky artificidlnich PHB granuli pfiprave-
nych rozpusténim krystalického PHB v dichlormethanu a chloroformu. Tato dvé rozpous-
tédla byla zvolena na zakladé zdroja [16] a [64].

Vhodné rozpoustédlo krystalického PHB bylo vybrano na zaklad¢ distribuci velikosti
vzniklych artificidlnich PHB granuli a zprimérovanych hodnot zeta potencialu.
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Obr. 8: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli vzniklych rozpusténim krystalického PHB
V dichlormethanu pop#. v chloroformu (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny
Vv logaritmickém méritku)
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Obr. 8 znazornuje zavislost intenzity rozptyleného svétla jednotlivymi frakcemi artificial-
nich PHB granuli na jejich velikosti. Je patrné, Zze po rozpusténi polymeru
v dichlormethanu vznikaly granule vétSich rozméra nez v piipadé chloroformu.

Pramérné hodnoty velikosti vzniklych granuli, jejich zeta potencialu a indexu polydis-
perzity jsou véetné smérodatnych odchylek uvedeny v Tab. 2. Z naméfenych hodnot je
ziejmé, ze vice polydisperzni systém vznikl po rozpusténi PHB v dichlormethanu. Avsak
diky vysoké hodnoté¢ kladného povrchového naboje artificidlnich granuli (piesnéji feceno
naboje na jejich roviné skluzu) byly oba vzorky stabilni vii¢i agregaci. Jejich zeta potencial
byl v obou ptipadech kladny, coz bylo zptisobeno ptitomnosti kationaktivniho tenzidu
CTAB, ktery byl vyuzit pro jejich stabilizaci.

Jelikoz se hodnoty zeta potencidlu artificidlnich granuli v obou vzorcich pfili§ neliSily,
byl s ohledem na velikost pfipravenych granuli a index polydisperzity jako vhodné&jsi roz-
poustédlo zvolen chloroform.

Tab. 2: Primérné hodnoty velikosti (d), indexu polydisperzity (P) a zeta potencialu () artificidl-
nich PHB granuli pripravenych rozpusténim polymeru v dichlormethanu a chloroformu

rozpoustédlo d (nm) D) Z(mV)
dichlormethan 1 908,00 + 12,02 0,63+0,01 49,87 + 1,86
chloroform 363,10 + 66,58 0,24 +0,18 51,57 + 4,02

5.1.2 Studium vlivu teploty a délky ptisobeni ultrazvukové lazné

Cilem dalsi ¢asti experimentu bylo urcit, pii jaké teploté a po jaké délce ptisobeni ultra-
zvukové 1azné vznikaji artificidlni PHB granule s nejvyssi t€innosti a stabilitou, a zaroven
s co nejmensi polydisperzitou. Pro vSechny teploty a doby plisobeni ultrazvuku byly vytvo-
feny distribuce velikosti vzniklych artificialnich PHB granuli. V hlavni ¢asti této prace
jsou pro piiklad na Obr. 9 znazornény distribuce pro teplotu ultrazvukové lazné 35 °C po
10, 20 a 30 minutach ultrasonifikace a na Obr. 10 distribuce po 30 minutach ultrasonifika-
ce pii 25 °C, 35 °C a 40 °C. Ostatni grafy jsou uvedeny v ptilohach (viz kap. 9).
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Obr. 9: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po 10, 20 a 30 minutdch ultrasonifikace pri
35 °C (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém meritku)
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Obr. 10: Srovndni distribuct velikosti artificialnich PHB granuli po 30 minutdch ultrasonifikace
pri 25 °C, 35 °C a 40 °C (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém mérit-

ku)

Z Obr. 9 lze usoudit, ze artificialni granule nejvhodngjsi velikosti vznikly ve vzorcich
odebranych po 20 a 30 minutach ultrasonifikace. Tyto dva vzorky také byly nejméné poly-
disperzni (viz Tab. 3). Oproti tomu vzorek odebrany po 10 minutach ultrasonifikace vyka-
zoval vysokou polydisperzitu, a to ziejmé z divodu nedokonalé dispergace smési. Je do-
konce mozné, ze vzorek obsahoval i samotné micely pouzitého surfaktantu liSici se svou
mensi velikosti. Z hlediska zeta potencidlu byly nejstabilngj§i vzorky odebrané po
20 a 30 minutach ptisobeni ultrazvuku.

Srovnani distribuci pfi riznych teplotach po 30 minutach ultrasonifikace naznacuje, ze
artificialni PHB granule mély nejpfijatelnéjsi velikost po ultrazvukové lazni pii teploté
35 °C. Pii vyssi teploté jejich velikost vzrostla. Dé€lo se tak pravdépodobné kviili jejich
agregaci, o ¢emz vypovida hodnota zeta potencialu. Granule ultrasonifikované pii nizsi
teplot¢ mély vysokou polydisperzitu, coz se projevilo vznikem dvou intenzitnich piki
v distribuci jejich velikosti. Stfedni hodnoty téchto pikti proto byly v nasledujici tabulce
zvoleny jako primérné hodnoty velikosti obou frakci artificialnich granuli ve vzorku.

Tab. 3. Primeérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidlu artificidalnich PHB
granuli po riznych casech ultrasonifikace pri 25 °C, 35 °C a 40 °C

T, (°C) | t, (min) d (nm) PO Z(mV)
2 930,00 +£ 4,24
25 30 257,20 + 46,18 1,00 + 0,00 29,53 +1,35
10 3 011,50 + 228,40 0,70 + 0,02 44 50 + 0,44
35 20 430,90+ 10,11 0,40 + 0,08 56,95+ 1,06
30 284,30 + 4,00 0,20 + 0,01 61,80 + 1,93
40 30 1570,00 £ 53,74 0,28 £ 0,05 29,17 +£ 3,32
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Primérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidlu artificidlnich PHB
granuli pfipravenych ultrasonifikaci pfi jinych teplotach byly vyhodnoceny na zakladé¢ po-
dobnych kritérii a jsou uvedeny v tabulkach v oddilu Ptilohy (viz kap. 9). V ptipad¢ nizsi
teploty ptsobeni ultrazvukové 1azné vznikaly ve vSech vzorcich polydisperzni systémy
artificidlnich granuli. Pfi vyssi teploté se vytvorené granule vyznaCovaly vétSimi rozméry
(v fadu jednotek um) a primérnd hodnota jejich velikosti byla ve vétSiné ptipadt zatizena
velkou chybou. Cela fada analyzovanych vzorkt vykazovala nizkou stabilitu vici agregaci.
Proto byla pro dalsi faze této Casti experimentu zvolena teplota ultrazvukové 1azné 35 °C
a doba jejiho pisobeni 20 a 30 minut.

5.1.3 Optimalizace postupu odpai‘eni rozpoustédla

Vliv teploty odpafovani chloroformu na tvorbu artificialnich PHB granuli byl studovan
u dvou sad vzorka, a to po 20 a 30 minutach ultrasonifikace. Pro ptiklad jsou v hlavni ¢asti
této prace uvedeny distribuce velikosti artificidlnich granuli po odpafovani rozpoustédla pii
vSech teplotach po 20 minutach ultrasonifikace, resp. srovnani distribuci po odpatrovani
rozpoustédla pii 60 °C po obou casech ultrasonifikce. Ostatni vysledky lze nalézt
v ptilohach (viz kap. 9).
Z Obr. 11 je mozné vycist, ze po odpateni chloroformu pii 50 °C vznikla distribuce
s vice frakcemi €astic o rGzné velikosti, coz se projevilo 1 vyssi hodnotou indexu polydis-
perzity. Vyssi polydisperzita byla zptsobena nejspi§ pomalym a nedostate¢nym odparova-
nim chloroformu ze vzorki. Pii vyssi teploté odpafovani byla polydisperzita nizsi a stejné
tak se snizovala 1 velikost vytvotenych artificidlnich PHB granuli.
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Obr. 11: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po 20 minutdch ultrasonifikace a odparo-
vani rozpoustédla pri riznych teplotach (hodnoty velikosti jsou na vodorovné 0se uvedeny
Vv logaritmickém méritku)
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Obr. 12: Srovnani distribuci velikosti artificidlnich PHB granuli po 20 a 30 minutdch ultrasonifi-
kace a odparovani rozpoustédla pri 60 °C (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny
Vv logaritmickem méritku)

Obr. 12 naznacuje, ze delsi doba ultrasonifikace pted odpafenim chloroformu ze vzorku
m¢ela na tvorbu artificidlnich PHB granuli lepsi vliv. Projevilo se to jejich mensi velikosti
a niz$i hodnotou indexu polydisperzity. Elektrostatickou stabilitu viéi agregaci ¢astic vy-
kazovaly vSechny analyzované vzorky. Primérné hodnoty velikosti vzniklych granuli, je-
jich zeta potencialu a indexu polydisperzity jsou v¢etné smérodatnych odchylek uvedeny
v Tab. 4.

Tab. 4. Primeérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencialu artificialnich PHB
granuli PO odparovani rozpoustédla pri vsech teplotdach po 20 minutdch ultrasonifikace, resp. po
odparovani rozpoustédla pri 60 °C po 30 minutach ultrasonifikace

ty (min) | T (°C) d (hm) P ) & (mV)
276,20 + 29,98
50 827 50 + 154,30 0,76 + 0,22 41,33 + 3,04
20 60 430,90 + 10,11 0,40 + 0,08 56,95 + 1,06
70 327,45 + 35,43 0,63 + 0,01 49,63 + 4,29
80 257,60 + 23,00 0,60 + 0,08 57,20 + 2,26
30 60 284,30 + 4,00 0,20 + 0,01 61,80 + 1,93

Viceméné podobnych vysledkii bylo dosazeno u vzorkl artificidlnich PHB granuli,
Z nichz byl chloroform odpatfovan po 30 minutach ultrazvukové lazné€. Vzorek, z n€hoz se
chloroform odpatoval pfi teploté 50 °C, vykazoval vysokou polydisperzitu. Vzriistem tep-
loty odpatovéni tohoto rozpoustédla o 10 °C se ale index polydisperzity vyrazné€ snizil.
Dal$im nartistem teploty odpafovani chloroformu vSak polydisperzita opét znacné vzrostla.
bilizaci granuli, diky ¢emuz pak vznikly agregaty nebo naopak samostatné micely CTAB.
Po odpateni chloroformu ze vzorkt pii laboratorni teploté vznikaly granule vétSich rozmé-
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i, pricemz vyssi polydisperzita byla zaznamendna jen U vzorkii méfenych po dvou dnech
odpatovani. Z hlediska zeta potencidlu byly vSechny pfipravené vzorky opét stabilni.

S ohledem na ziskané distribuce, primérné velikosti vytvofenych PHB granuli a hodnoty
indexu polydisperzity byla vybrana teplota 60 °C pro odpafovani chloroformu jako nej-
vhodné;jsi.

5.1.4 Studium vlivu povahy stabiliza¢nich latek

Na zékladni sledované parametry ptipravenych artificialnich PHB granuli m¢ly vyrazny
vliv i jednotlivé pouzité stabilizacni latky. Tato problematika byla studovana u dvou sad
vzorkl, a to po 20 a 30 minutach piisobeni ultrazvukové 1azné. Pouze v piipad¢ granuli
stabilizovanych lecitinem byla dispergace provedena pomoci ponorného ultrasonifikatoru
po dobu pouh¢ jedné minuty. V hlavni Casti prace jsou uvedeny distribuce velikosti artifi-
cidlnich granuli stabilizovanych pouzitymi tenzidy po 20 minutach ultrasonifikace a leciti-
nem. Distribuce velikosti artificialnich granuli po 30 minutach ultrasonifikace se nachazeji
v ptilohach (viz kap. 9).
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Obr. 13: Srovndni distribuci velikosti artificidlnich PHB granuli stabilizovanych tenzidy po
20 minutdch ultrasonifikace s distribuci velikosti artificialnich PHB granuli stabilizovanych leciti-
nem (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém méritku)

Z distribuci znazornénych na Obr. 13 je ziejmé, Ze nejvétsich velikosti dosahovaly gra-
nule stabilizované tenzidem TWEEN® a TTAB. Naopak mnohem u¢innéji se vytvofily po
stabilizaci lecitinem nebo CTAB, pii¢emz tyto vykazovaly i nizkou polydisperzitu. Malé
velikosti granuli bylo dosazeno také po jejich stabilizaci SDS, ale jejich polydisperzita
spole¢n¢ s polydisperzitou granuli stabilizovanych TTAB byla ze vSech vzorkd nejvyssi.
Podobné vysledky byly ziskany i u artificidlnich granuli stabilizovanych tymiz tenzidy po
30 minutach ultrasonifikace. V ptipadé stabilizace pomoci TWEEN® 20 byl tento tenzid
V obou vzorcich ve velkém nadbytku, a proto mnozstvi jeho samotnych micel zna¢né pte-
vysSovalo pocet granuli. V distribuci se to projevilo vznikem velmi intenzivniho piku kolem
10 nm, ¢imz byly téméf zcela zastinény piky odpovidajici velikosti artificialnich granuli.
Z toho dtivodu byl pik ptislusejici témto micelam vyloucen a distribuce byla posléze pie-
pocitana.
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VUci agregaci byly v obou pfipadech stabilni granule stabilizované TTAB, CTAB
a SDS, pricemz nejvyssi stabilitu vykazovaly vzdy granule stabilizované CTAB. Znamén-
ko zeta potencialu je dano kationaktivni resp. anionaktivni povahou pouzité¢ho tenzidu.
U vzorkil granuli stabilizovanych neionogennim tenzidem TWEEN® 20 byl naméten zeta
potencial blizky nule, coz vypovida o elektrostatické nestabilité téchto vzorka. Tendenci ke
shlukovani vzniklych artificialnich PHB granuli 1ze predpokladat i v pfipad¢ stabilizace
lecitinem. Primérné hodnoty velikosti granuli, jejich zeta potencialu a indexu polydisperzi-
ty jsou v¢etné smérodatnych odchylek uvedeny v Tab. 5.

Jako nejvhodné;jsi stabilizacni latky byly na zaklad¢é ziskanych distribuci velikosti vznik-
Iych artificidlnich PHB granuli a indext polydisperzity uréeny CTAB a lecitin.

Tab. 5: Primerné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidalu artificialnich PHB
granuli stabilizovanych riiznymi tenzidy a lecitinem

1 057,00 + 165,60
TTAB 137,00 + 24,35 0,88 + 0,05 40,43+ 0,15
CTAB 430,90 + 10,11 0,40+ 0,08 56,95 + 1,06
20 SDS 254,15+ 21,71 0,50+0,18 -53,70+1,13
6 084,00 + 90,39
TWEEN® 20 596,00 58,94 0,22 +£0,02 -10,45+ 0,83
2 235,00+ 43,13
TTAB 294,80 <+ 54.94 0,58 + 0,04 42,70 +£1,04
CTAB 284,30 + 4,00 0,20+ 0,01 61,80 +£ 1,93
30 219,20 £ 6,20
SDS 1 663,00 + 79,20 0,65+ 0,06 -41,67 +1,85
7 705,00 + 935,30
TWEEN® 20 414,90 + 90,25 0,35+ 0,05 -2,32+0,81
1 lecitin 166,00 + 2,40 0,22 +£0,00 -23,33+ 1,57

5.1.5 Charakterizace artificialnich lecitinovych PHB granuli

Pro sledovani krystalinity PHB uvnitf artificidlnich granuli byly vybran vzorek stabili-
zovany lecitinem. Pomoci metody ATR-FTIR byla po dobu 60 minut zaznamenavana in-
fracervena spektra téchto granuli s tim, jak postupné vlhky vzorek vysychal. Pro srovnani
zmén krystalinity polymeru v prib¢hu vysychani artificidlnich granuli byla vybrana spek-
tra namétena po 1 minuté, 10 minutach a 30 minutach analyzy (viz Obr. 14).
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Obr. 14: Infracervené spektrum artificialnich lecitinovych PHB granuli zaznamenané po 1 minuté,
10 minutach a 30 minutdch analyzy

Intenzivni pik v rozmezi 1 750 az 1 725 cm™ odpovida vibracim esterovych skupin vysky-
tujicich se v polymeru. Piky pii 1278 a 1226 cm! piedstavuji vibrace krystalické faze
polymeru, zatimco pik pii 1 184 cm™ predstavuje vibrace amorfni fize polymeru [59].
Z tohoto obrazku je ziejmé, ze se spektra v jednotlivych Casech viceméné piekryvaji. To
znamena, ze S€ PHB uvnitf artificidlnich granuli od samotného pocatku analyzy nachazel
témét vyhradné v krystalickém stavu a jeho krystalinita se v ¢ase takika vibec neménila.
Tento fakt by mohl vypovidat o tom, Ze pfipravou artificidlnich granuli z krystalického
PHB pravdépodobné neni mozné dosdhnout amorfniho stavu tohoto polymeru.

3350

230 300

&as (man)

10.0 150 200

S.0

vlnoget (cm™)

Obr. 15: Zndzornéni zmén infracervenych spekter artificialnich lecitinovych PHB granuli
Vv pritbehu analyzy
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Vyse uvedeny obrazek je jinym moznym vystupem analyzy artificialnich lecitinovych
PHB granuli pomoci ATR-FTIR. Jedna se o zaznam zmén hodnot absorbance
Vv infracerveném spektru v Case, pficemz tyto intenzitni zmény jsou znazornény zménou
barvy. Modra barva ptfedstavuje pozadi (Sum) a naopak Cervend znazoriiuje pik s nevyssi
hodnotou absorbance v daném spektru. Na Obr. 15 &ervena &ara kolem 1 750 cm™ odpovi-
da piku pfislusicimu vibraci esterovych skupin. Vyraznéjsi zelena cara by mohla znazor-
novat piky pfi 1 278 a 1 226 cm™ piislusici krystalické fazi polymeru. Barvy téchto &ar se
Vv ¢ase neméni, ¢imz bylo potvrzeno, ze béhem celé analyzy skutecné nedochéazelo ke zmé-
n¢ krystalinity polyesteru uvnitf artificialnich granuli.

Pro ovéfeni spravnosti vysledkt ziskanych metodou ATR-FTIR bylo dale zméteno Ra-
manovo spektrum artificialnich lecitinovych PHB granuli, které je zobrazeno na Obr. 16.
V Ramanové spektru odpovida amorfnimu stavu PHB pas vibrace pti 1 736 cm™ [58]. Jest-
lize se ale tento polymer do urcité miry nachazi v krystalickém stavu, dochazi k posunu
tohoto pasu vibrace smérem k niz§im hodnotdm vinoétu, a to az o 15 cmL. Kromé toho je
se zménou krystalinity PHB moZné pozorovat i zménu polohy pasu vibrace vi¢i piivodni
hodnoté& vInoctu pii 841 cm™. V piipadé artificialnich lecitinovych PHB granuli byly za-
znamenany posuny k 1 725 cm™, piipadné k 838 cm™. Tyto posuny jsou dokladem toho,
ze byl polymer uvnitt vytvorenych granuli krystalicky.
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Obr. 16: Ramanovo spektrum artificidalnich lecitinovych PHB granuli

Pomoci TMDS byly studovany nékteré fyzikalni vlastnosti PHB uvnitt artificidlnich
lecitinovych granuli. Kromé toho byly také pozorovany zmény celého vzorku béhem jeho
zahtivani. Obr. 17 znazoriuje cely zaznam TMDSC analyzy tohoto vzorku, tedy teplotni
zavislost celkového signalu tepelného toku vcetné jeho rozdéleni na reverzibilni a nerever-
zibilni slozku, které jsou od sebe v termogramu odliSeny riznymi barvami kiivek a 0s.
U kiivky odpovidajici nereverzibilni sloZce signélu tepelného toku lze pozorovat endo-
termni pik v oblasti mezi 50 a 90 °C, ktery odpovida vypafovani vody ze vzorku. U k¥ivky
odpovidajici reverzibilni sloZce signalu tepelného toku je patrny naopak exotermni pik
v oblasti mezi 80 a 90 °C. Tento pik by teoreticky mohl odpovidat probihajici krystalizaci
PHB, protoze se v termogramu nachdzi v oblasti teplot vypafovani vody. Je vSak piili§
vyrazny na to, aby znazornoval tento jev. Pfesto se jedna o velice zajimavou oblast v celém
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termogramu, na kterou je tfeba se zaméfit v dalsim vyzkumu. V kiivce celkového signdlu
tepelného toku tento pik na rozdil od endotermniho piku vypatovani vody zcela chybi.
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Obr. 17: Cely zaznam TMDSC analyzy artificidlnich lecitinovych PHB granuli

Obr. 18 se v zaznamu TMDSC analyzy zaméfuje na rozmezi teplot, ve kterém dochazi
k tani polymeru. U k#ivky odpovidajici reverzibilni slozce signalu tepelného toku lze roz-
poznat dva endotermni piky. Pik pii 173,47 °C by mohl znazortiovat bud’ jakési uvolnéni
napéti v polymeru, nebo druhou teplotu tani. Druhd uvedend moznost by naznacovala, Ze
ve vzorku byly pfitomny dvé rizné krystalické formy polymeru. Tato zaleZitost proto jisté
bude pfedmétem podrobnéjSiho studia v dalSich pracich. Méné vyrazny pik je vidét
I u kiivky odpovidajici nereverzibilni slozce signalu tepelného toku, avsak pro piehlednost
termogramu do néj nebyl zaznaen. V kiivce celkového signalu tepelného toku je patrny
pouze jeden pik odpovidajici jedné teploté tani PHB, a to 177,72 °C.
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Obr. 18: Cast zdaznamu TMDSC analyzy artificialnich lecitinovych PHB granuli ve vybraném roz-
mezi teplot
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5.2 Charakterizace nativnich PHB granuli

Druhé cast prace se zabyvala nalezenim vhodného postupu izolace nativnich PHB gra-
nuli z bakterialnich buné€k, aby polymer uvniti granuli zGstal v co nejvice amorfni formé.
Na zaklad¢ literarni reserSe byly zvoleny dvé izolacni metody. Prvni z nich byla zalozena
na pusobeni lysozymu, deoxyribonukleazy a mechanickém rozruseni bun¢k ultrazvukem.
Druhy zptsob spocival v digesci bakterii s alkalazou, SDS a EDTA. Nativni granule izolo-
vané témito dvéma postupy pak byly charakterizovany jednak z hlediska krystalinity a jed-
nak technikami rozptylu svétla za ucelem pozorovani jejich chovani v koloidnich systé-
mech.

5.2.1 Infracervena spektroskopie

Pomoci metody ATR-FTIR byl po dobu 30 minut analyzovan vzorek nativnich PHB
granuli izolovanych prvnim zptusobem (lysozym, deoxyribonukleaza, ultrazvuk) a po dobu
120 minut vzorek nativnich PHB granuli izolovanych druhym zplisobem (alkaldza, SDS).
Obr. 19 znazoriiuje zaznam zmén hodnot absorbance v infracerveném spektru v ¢ase pro
prvni vzorek. Nejprve je nutné si pov§imnout zelené oblasti mezi 4 000 a 3 000 cm™ na
pocatku analyzy. Tato oblast popisuje, jak dlouho tento vzorek zadrzoval vlhkost.
V piipad¢ prvniho vzorku se tedy jednalo o pouhé 3 az 4 minuty, po nichz doslo k jeho
vysus$eni, které bylo doprovazeno krystalizaci tim, jak nativni granule ztracely vodu, ktera
v nich pusobila jako plastifikator. Tento jev lze pozorovat zménou barvy car kolem
1750 cm™, 1278 cm™ a 1 226 cm ! priblizné v ¢ase vysychani vzorku. Je ovsem moZné,
ze se polymer v granulich nachazel do jist¢ miry v krystalickém stavu uz na samotném
pocatku méteni, coz dokazuje zelend a zelenomodra barva Car u pfislusnych hodnot vl-
noctl v pocatecnich casech analyzy.
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Obr. 19: Zndzorneni zmén infracervenych spekter v prithéhu analyzy nativnich PHB granuli izolo-
vanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem

44



Obr. 20 znazornuje zaznam zmén hodnot absorbance v infraterveném spektru v ¢ase pro
druhy vzorek. Oproti pfedchozimu piipadu tento vzorek zadrzoval vlhkost mnohem déle
(az 80 min). Z toho divodu trvala jeho analyza 2 hodiny. Slaba intenzita svétle modré bar-
vy ¢ar kolem 1 278 a 1 226 cm™ a zaroveti silngjsi intenzita téZe barvy ¢ary pii 1 184 cm™
na pocatku méfeni poukazuje na to, Ze se V tu dobu polymer uvniti granuli vyskytoval do
velké miry v amorfnim stavu. Samotny proces krystalizace (zména barev piislusnych car
Z modré na zelenou) také probihal delsi dobu nez u piredchoziho vzorku tim, jak se vzorek
pomaleji zbavoval vody. Ke konci méfeni byly modré &ary pti 1 278 a1 226 cm™ inten-

zivn&jsi nez modra &ara pfi 1 184 cm2, coz je diikaz toho, Ze polymer byl jiz krystalicky.
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Obr. 20: Zndzorneni zmén infracervenych spekter v prithéhu analyzy nativnich PHB granuli izolo-
vanych pomoci alkalazy a SDS

Na zaklad¢ téchto obrazku byla dale vybrana infracervena spektra zméfena po 1 minuté,
10 minutach a 30 minutach (popt. 90 minutach) analyzy. V hlavni ¢ésti prace jsou pro pie-
hlednost uvedena pouze spektra svybranym rozmezim vIno¢td zméfena po 1 minuté
a 30 minutach (popt. 90 minutach) analyzy obou vzorkt. Cela spektra v uvedenych ¢asech
analyzy lze nalézt v ptilohach (viz kap. 9).

Na Obr. 21 jsou porovnana infracervena spektra ziskana po 1 minuté analyzy obou vzor-
kit nativnich PHB granuli. Ve spektru prvniho vzorku jsou viditelné piky pfi
1278 a1 226 cm™ odpovidajici vibracim krystalické faze polymeru, zatimco ve spektru
druhého vzorku tyto piky chybi. Naopak pik pii 1 184 cm™ piislusejici vibracim amorfni
faze polymeru je intenzivnéjsi ve spektru druhého vzorku neZ v pfipadé spektra prvniho
vzorku. Z téchto spekter Ize tedy vycist, ze PHB uvnitf nativnich granuli izolovanych dru-
hou metodou se na pocatku méteni vyskytoval v amorfnim stavu, zatimco PHB uvnitf na-
tivnich granuli izolovanych prvni metodou byl jiz do jisté miry krystalicky. To je potvrze-
no i celkovou symetrii piku odpovidajiciho vibracim esterovych skupin v rozmezi 1 750 az
1725 cm™, kdy v ptipadé amorfniho stavu polymeru je tento pik viceméné symetricky
a Vv pripadé krystalického stavu polymeru je naklonén na stranu smérem k niz§im hodno-
tdm vInoctu.
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Obr. 21: Srovnani infracervenych spekter zaznamenanych po 1 minuté analyzy nativnich PHB gra-
nuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunek ultrazvu-
kem (vzorek ¢. 1) a pomoci alaklazy a SDS (vzorek ¢. 1)

Na Obr. 22 jsou porovnana infracervena spektra ziskana po 30 minutach analyzy obou
vzorkl a spektrum ziskané po 90 minutach analyzy vzorku €. 2. Zatimco prvni vzorek byl
po pil hodiné¢ méfeni jiz zcela vysuSen, druhy vzorek si stale udrzoval svou pivodni vlh-
kost. Diky tomu byl PHB v prvnim vzorku zcela krystalicky, a naopak PHB uvnitt granuli
druhého vzorku se zatim pordd nachazel v amorfnim stavu, nebot’ v jeho spektru stale ne-
byly zaznamenany piky ptislusejici krystalické fazi tohoto polymeru. Ty bylo mozné pozo-
rovat az ve spektru ziskaném po 90 minutach analyzy tohoto vzorku, ktery byl po této dobé
J1Z do zna¢né miry vysuSen. Stejné tak dosSlo k nédklonu piku odpovidajiciho vibracim este-
rovych skupin na stranu smérem k niz§im hodnotam vinoctu.
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Obr. 22: Srovnadni infracervenych spekter zaznamenanych po 30 minutich (popr. 90 min) analyzy
nativnich PHB granuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruse-
ni bunék ultrazvukem (vzorek ¢. 1) a pomoci alkaldzy a SDS (vzorek ¢. 2)
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Jelikoz je intenzita sledovanych pikl v jednotlivych spektrech odlisnd, musela byt mira
krystalizace PHB u obou vzorkii ve vSech vybranych ¢asech analyzy zjisténa pomoci inde-
xu krystalinity [59]. Ten byl vypocitan podélenim hodnot absorbanci piki p#i 1 278 cm™
apfi 1 184 cm™. Jeho hodnoty jsou s piislusnou dobou analyzy pro kazdy vzorek uvedeny
v Tab. 6. Na zakladé¢ téchto hodnot lze jasné stanovit, ze nejméné krystalicky byl PHB ve
druhém vzorku prvni ptil hodinu analyzy, pfi¢emz po 90 minutach jeho krystalinita znacné
vzrostla. U prvniho vzorku byla mira krystalizace PHB vys§i od samotného zac¢atku méteni
a v pribéhu analyzy se jesté postupné zvysovala.

Tab. 6: Hodnoty indexu krystalinity PHB u obou vzorkii nativnich granuli ve vybranych casech
analyzy

¢islo vzorku doba analyzy (min) index krystalinity (-)

1 1,56

1 10 1,67

30 2,00

1 0,55

5 10 0,55

30 0,55

90 1,33

5.2.2 Ramanova spektroskopie

Pro potvrzeni vysledkt z analyzy ATR-FTIR byla ddle zméfena Ramanova spektra obou
vzorkd nativnich PHB granuli. Tato spektra jsou porovnana na Obr. 23.
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Obr. 23: Srovnani Ramanovych spekter nativnich granuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxyri-

bonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem (vzorek ¢. 1) a pomoci alkalazy a SDS
(vzorek ¢. 2)
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Vyrazng&j$i rozdil lze nalézt pouze v piipadé posunu pasu vibrace pfi 1736 cm™.
V Ramanové spektru druhého vzorku byla zaznamendna maximalni intenzita piku pfi
1735cm™ a v Ramanové spektru druhého vzorku pii 1 726 cm™?, piicemz tento pik byl
mnohem méné intenzivni. Tento posun svéd¢i o tom, Ze polymer uvnitt nativnich granuli
izolovanych prvnim zplisobem se v krystalickém stavu nachéazel ve vétsi mife nez polymer
uvnitf nativnich granuli izolovanych druhym zptisobem. V obou spektrech si lze rovnéz
povSimnout nepatrné zmény polohy pasu vibrace vuci ptvodni hodnoté vinoctu pii
841 cm, avsak rozdily mezi témito posuny v obou spektrech nebyly pozorovany.

5.2.3 Rozptyl svétla

Pomoci dynamického rozptylu svétla byly ziskany distribuce velikosti nativnich PHB
granuli izolovanych obéma zpusoby.
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Obr. 24: Srovnani distribuci velikosti nativnich PHB granuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxy-
ribonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem (vzorek ¢. 1) a pomoci alkalazy a SDS
(vzorek ¢. 2) — hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém meritku

Distribuce znazornéné na Obr. 24 vypovidaji o tom, ze PHB granule izolované pomoci
lysozymu, deoxyribonukledzy a ultrazvuku mély mensi velikost nez PHB granule izolova-
né pomoci alkalazy a SDS. V¢Etsi zmeéteny rozmér granuli izolovanych druhym zminénym
zpiisobem muze byt dan ptitomnosti SDS, ktery snizil jejich povrchové napéti, diky cemuz
se granule shlukly do vétsich celkt. Oba vzorky také vykazovaly nizkou polydisperzitu.

Z hlediska zeta potenciadlu byly oba vzorky nestabilni. Zaporné€jsi hodnota zeta potencia-
lu u vzorku ¢. 2 by mohla potvrzovat ptfitomnost SDS v povrchové vrstvé izolovanych
PHB granuli. Primérné hodnoty velikosti granuli, jejich zeta potencialu a indexu polydis-
perzity jsou v¢etné smérodatnych odchylek uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7: Priimérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencialu nativnich PHB granuli
izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunek ultrazvukem
(vzorek ¢. 1) a pomoci alkaldzy a SDS (vzorek ¢. 2)

¢islo vzorku d (nm) D) Z(mV)
1 922,11 + 11,03 0,11+0,02 -3,08+1,29
2 1210,00 + 12,73 0,12+0,01 14,10 + 2,55

5.2.4 Teplotné modulovana diferenéni kompenzacni kalorimetrie

Pro studium nékterych fyzikalnich vlastnosti PHB byla provedena TMDSC analyza
obou vzorki izolovanych nativnich granuli.

-

vzorek &, 1
- vzorsk €. 2

Wig)

Lepelny Lok

nereverzibiln tepelng tok (Wig)

reverzibilni tepelny Lok (Wig)

T —
25 175 200
Exo Up teplota (°C)

Obr. 25: Srovndni celych zdaznamii TMDSC analyzy nativnich PHB granuli izolovanych pomoci
lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem (vzorek ¢. 1) a pomoci
alkaldazy a SDS (vzorek ¢. 2) — jeden dilek na svislé ose odpovida poloviné jednotky tepelného toku

Na Obr. 25 je zobrazen cely zaznam TMDSC analyzy obou vzorki nativnich PHB granuli.
Jedna se o jednotlivé teplotni zavislosti celkového signalu tepelného toku vcetné jeho roz-
déleni na reverzibilni a nereverzibilni slozku, které jsou od sebe v termogramu odliSeny
riznymi barvami kiivek a os. Z vyskytu endotermnich pikd u kiivky odpovidajici celko-
vému signalu tepleného toku a jeho nereverzibilni sloZzce je patrné, Ze v oblasti mezi
60 a 90 °C dochazelo k vyparovani vody ze vzorku. U obou vzorku je v ptipadé kiivky pro
nereverzibilni slozku tepelného toku pfitomen nepatrny exotermni pik po ukonceni procesu
vyparovani vody, a to pi1 91 °C, resp. pii 92,08 °C. Tento pik by teoreticky mohl odpovi-
dat krystalizaci PHB, ktera probé&hla po odpaieni vody ze vzorku. U kiivky odpovidajici
reverzibilni slozce tepelného toku pro vzorek €. 2 se ale pfiblizné pfi stejné teploté vysky-
tuje slaby endotermni pik, kterému predchézi stejné intenzivni exotermni pik, coZ by moh-
lo zpochybnit ptedchozi domnénku. Z toho divodu je nutné vénovat se problematice toho-
to jevu podrobnéji v dal§im vyzkumu.
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Obr. 26: Srovnani casti zaznamu TMDSC analyzy nativnich PHB granuli izolovanych pomoci lyso-
zymu, deoxyribonukleazy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem (vzorek ¢. 1) a pomoci al-
kalazy a SDS (vzorek ¢. 2) ve vybraném rozmezi teplot — jeden dilek na svislé ose odpovida setiné
jednotky tepelného toku

Obr. 26 znazornuje zmény tepelného toku v rozmezi teplot TMDSC analyzy, v némz
dochazi k tani polymeru. V ktivkach ptislusejicich reverzibilni nebo nereverzibilni slozce
signalu tepelného toku pro oba vzorky je patrny vzdy pouze jeden pik odpovidajici jedné
teploté tani PHB. Obé slozky pak pfispivaji podobnou mérou celkovému signalu tepelného
toku. Na zaklad¢ teplot tani stanovenych v tomto obrazku lze tedy jasné ftici, ze PHB
v granulich izolovanych pomoci alkalazy a SDS je teplotné stabiln¢jSi nez PHB
v granulich i1zolovanych pomoci lysozymu deoxyribonukledzy a mechanického rozruSeni
bunék ultrazvukem.

5.3 Charakterizace upravenych nativnich PHB granuli

V posledni ¢asti prace byly sledovany vlivy pisobeni raznych ¢inidel na miru krystali-
zace polymeru uvnitf izolovanych granuli. Jako ¢inidlo byl za témito tcely zvolen aceton,
ktery puisobi dehydratatnim ucinkem, dale lipaza, ktera $té€pi lipidy z povrchové vrstvy
granuli, a chlornan sodny, odstranujici proteiny a lipidy z povrchové vrstvy granuli svym
vysokym pH. Tyto latky by mély svym plisobenim v rizné mite vyvolat krystalizaci PHB.

Takto upravené PHB granule byly charakterizovany pouze pomoci ATR-FTIR a technik
rozptylu svétla. U vysledkli z Ramanovy spektroskopie ¢i TMDSC by totiz zmény spojené
S upravou granuli pravdépodobné nebyly pozorovatelné.

5.3.1 Infracervena spektroskopie

Pro analyzu pomoci ATR-FTIR byly vySe uvedenymi ¢inidly upraveny pouze granule
izolované pomoci alkalazy a SDS, ponévadz v nich polymer zlstal viceméné amorfni.
Zmeény jeho krystalinity by tudiz mélo byt snazsi detekovat nez v pripad¢ ¢aste¢né krysta-
lického PHB v granulich izolovanych prvnim zptGsobem. VSechny upravené vzorky byly
analyzovany 120 minut.
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Obr. 27 znazornuje zaznam zmén hodnot absorbance v infraterveném spektru v ¢ase pro
vzorek nativnich PHB granuli upravenych chlornanem sodnym. Je z néj patrné, Ze vzorek
zadrzoval vlhkost necelych 110 minut, coz je dokonce jesté¢ déle nez v pripad¢€ neoSetie-
nych PHB granuli. Tim, jak byl signal zkreslen pfitomnosti vody, proto ani nelze fadné
porovnat intenzitu svétle modré barvy ¢ar kolem 1278 cm™, 1226 cm™ a 1 184 cm™. Po
jejich dukladnéj§im prohlédnuti je ale mozné fici, Ze jejich intenzita kolem
1278a1226 cm™ je nepatrné vyssi nez pti 1 184 cm™. Od pocatku vysouseni vzorku
byly rozdily mezi intenzitami barev jednotlivych Car sndze rozpoznatelné, pficemz vySsi

intenzitu mély Cary pii vlnoctech odpovidajicim vibracim krystalické faze polymeru.
o

70 80 90 100 110

~3

&5
b

0

10 20 30 40

vlnodet (cm?)

Obr. 27: Zndzornéni zmén infracervenych spekter v pribéhu analyzy nativnich PHB granuli upra-
venych chlornanem sodnym

Pro dikladnéjsi rozbor vysledkt ATR-FTIR analyzy tohoto vzorku byla dale vybrana
infracervend spektra zméfend po 1 minuté, 10 minutich, 30 minutich a 120 minutach.
V hlavni ¢asti prace jsou pro prehlednost uvedena pouze spektra s vybranym rozmezim
vlnocti. Cela spektra 1ze nalézt v ptilohach (viz kap. 9).

Na Obr. 28 lze pozorovat zmény jednotlivych spekter v prub&éhu vysouseni vzorku bé-
hem analyzy. Spektra zmétend po 1 minuté, 10 minutach a 30 minutach analyzy jsou vy-
razn¢ zkreslena pfitomnosti vody. To se projevilo jednak vy$$imi hodnotami absorbanci
zakladnich linii téchto spekter a jednak minimalnim rozdilem intenzit pikd pfi vinoctech
1278 cm™, 1226 cm™ a1 184 cm™. Pik p#i 1 278 cm™ je nicméné vzdy intenzivnéjsi nez
pik pfi 1 184 cm™, pfigemz tento intenzitni rozdil se v prab&hu analyzy zvétsuje. Na konci
méfeni byl vzorek jiz zcela vysusen, a proto ve spektru doslo k poklesu hodnot absorbance
zakladni linie, a zaroven ke zintenzivnéni rozdilu mezi sledovanymi piky. Pik pii
1 278 cm™! mél vyssi intenzitu nez pik pti 1 184 cm™, z ¢ehoZ vyplyva vysokd mira krysta-
lizace PHB. Asymetri¢nost piku v oblasti mezi 1 750 a 1 725 cm! zaznamenand ve viech
spektrech naznacuje, ze polymer uvnitf upravenych granuli byl krystalicky uz od samotné-
ho pocatku analyzy.
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Obr. 28: Srovndni infracervenych spekter zaznamenanych ve vybranych casech analyzy nativnich
PHB granuli upravenych chlornanem sodnym

Obr. 29 znazoriuje zaznam zmén hodnot absorbance v infracerveném spektru v ¢ase pro
vzorek nativnich PHB granuli upravenych lipazou. Lze z n&j vycist, Ze vzorek zadrzoval
vodu zhruba 30 minut. Stejné jako v predchozim ptipadé ptitomnost vody do urcité miry
signal zkreslovala, avSak rozdil intenzit svétle modré barvy ¢ar pii pozorovanych hodno-
tach vinoét byl jiz rozpoznatelny. Céra pti vinoétu o hodnoté 1 278 cm™ je uz na pocatku
analyzy intenzivnéj$i nez ¢ara v oblasti kolem 1 184 cm™. Z toho plyne, Ze vysokd mira
krystalizace PHB byla zaznamenana i pies to, Ze byl signal zkreslen vysokou vlhkosti
vzorku. Samotny proces vysuSeni vzorku (doCasnd zména barev piisluSnych car ze svét-
le modré na zelenou) probéhl pomérné rychle. Krystalinita polymeru uvnitf upravenych
granuli po ném jesté vice vzrostla, coz lze vy¢ist z intenzivnéj§i barvy ¢ary pri 1 278 cm™,

100 11012C
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3000 2000 1000
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Obr. 29: Znazornéni zmén infracervenych spekter v pribéhu analyzy nativnich PHB granuli upra-
venych lipdazou
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Dale byla pro nazornost vybrdna infracervend spektra zméfena po 1 minuté,
10 minutach, 30 minutdch a 120 minutach. V hlavni ¢ésti prace jsou pro prehlednost uve-
dena pouze spektra s vybranym rozmezim vinocti. Cela spektra lze nalézt v ptilohach (viz
kap. 9).

Infracervena spektra na Obr. 30 potvrzuji vySe uvedeny komentai k ptedchozimu obraz-
ku. Spektra zméfena po 1 minuté a 10 minutach analyzy jsou vyrazné zkreslena pfitomnos-
ti vody. Sice v nich Ize rozeznat pik pii 1 278 cm™, ale pik pti 1 184 cm™ je od jejich za-
kladni linie takika nerozliSitelny. Pfesto by tento intenzitni rozdil mohl vypovidat o tom, Ze
polymer uvniti granuli byl jiz v této fazi analyzy krystalicky. Po 30 minutach méfteni, kdy
ve vzorku zacalo dochazet k tbytku vody, se ve spektru vyrazngji projevily rozdily intenzit
pikt piislusejicich vibracim krystalické, resp. amorfni f4zi PHB. Na konci méteni byl vzo-
rek jiz zcela vysusen, a proto ve spektru doslo k poklesu hodnot absorbance zakladni linie,
a zaroven i intenzity sledovanych pika. Jejich intenzita byla mensi jednoduse proto, ze v ni
nebyl obsaZen signél odpovidajici pfitomnosti vody. Krystalicky stav PHB uvnitt uprave-
nych granuli je opét potvrzen pfitomnosti asymetrického piku v rozmezi 1750 az
1 725 cmt ve vech spektrech.
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Obr. 30: Srovndni infracervenych spekter zaznamenanych ve vybranych casech analyzy nativnich
PHB granuli upravenych lipazou

Vzorek nativnich PHB granuli upravenych acetonem zadrzoval vlhkost pfiblizné stejnou
dobu jako vzorek nativnich PHB granuli upravenych lipazou. Barva ¢ary pii vinoctu
0 hodnoté 1278 cm™ je uz na pocatku analyzy nepatrné intenzivnéj$i nez barva &ary
v oblasti kolem 1 184 cm™. Tento rozdil ale nebyl diky zkresleni signalu piitomnosti vody
ptili§ rozpoznatelny. Proces vysuSeni vzorku probehl oproti pfedchozimu ptipadu pozvol-
n¢ji. Krystalinita polymeru uvniti upravenych granuli se po ném jesté vice zvysila, coz je
zfejmé z intenzivnéjsi barvy ¢ary pfi vinoctu odpovidajici vibracim jeho krystalické faze.
Obrézek znézoriiujici zaznam zmeén hodnot absorbance v infracerveném spektru v Case pro
tento vzorek lze nalézt v prilohach (viz kap. 9).

Dale byla pro nazornost vybrdna infracervend spektra zméfena po 1 minuté,
10 minutach, 30 minutach a 120 minutach. V hlavni ¢asti prace jsou pro prehlednost uve-
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dena pouze spektra s vybranym rozmezim vinocti. Cela spektra lze nalézt v ptilohach (viz
kap. 9).

Na Obr. 31 Ize pozorovat zmény jednotlivych spekter v prub&éhu vysouSeni vzorku bé-
hem analyzy. Spektra zméfena po 1 minuté a 10 minutach analyzy jsou opét vyrazné zkres-
lena piitomnosti vody. Stejné jako v pfedchozim ptipad¢ je v nich pik odpovidajici vibra-
cim amorfni faze polymeru téméi nerozlisitelny od jejich zékladnich linii, zatimco pik pfi
1278 cm™ Ize rozpoznat snadngji. Lze tedy predpokladat, Ze jiz na podatku analyzy byl
PHB uvnitf granuli upravenych acetonem krystalicky. Jeho krystalinita byla vice patrna od
okamziku poklesu vlhkosti vzorku, kdy ve spektru zacaly byt znatelné rozdily intenzit pika
pii 1278 cm™ a 1 184 cm™L. Krystalicky stav PHB uvniti upravenych granuli je opét po-
tvrzen piitomnosti asymetrického piku v rozmezi 1 750 az 1 725 cm™! ve vSech spektrech.
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Obr. 31: Srovnani infracervenych spekter zaznamenanych ve vybranych casech analyzy nativnich
PHB granuli upravenych acetonem

Jelikoz je intenzita sledovanych pikl v jednotlivych spektrech odlisnd, musela byt mira
krystalizace PHB u vSech vzorkli ve vSech vybranych casech analyzy zjisténa pomoci in-
dexu krystalinity. Ten byl vypo&itan podélenim hodnot absorbanci pik pii 1278 cm™
apfi 1 184 cm™. Jeho hodnoty jsou s piislusnou dobou analyzy pro kazdy vzorek uvedeny
v Tab. 8. Na zaklad¢ téchto hodnot lze jasné stanovit, Ze krystalinita PHB se nejvice zvysi-
la po upravé granuli lipazou, pficemz jeji mira dale rostla s tim, jak vzorek postupné vy-
sychal. Po tpravé granuli chlornanem sodnym a acetonem bylo dosazeno totozné urovné
krystalinity PHB, ale po jejich vysuSeni byl vice krystalicky polymer v granulich uprave-
nych acetonem.
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Tab. 8: Hodnoty indexu krystalinity PHB u vsech vzorkit upravenych nativnich granuli ve vybra-
nych casech analyzy

typ Gpravy doba analyzy (min) index krystalinity (-)
1 1,20
chlornan 10 1,21
sodny 30 1,29
120 1,71
1 1,50
., 10 1,52
lipaza
30 2,00
120 2,33
1 1,20
10 1,22
aceton
30 1,73
120 1,83

5.3.2 Rozptyl svétla

Na zékladé¢ méteni dynamického rozptylu svétla byly ziskany distribuce velikosti nativ-
nich PHB granuli upravenych riiznymi zptsoby. Na Obr. 32 jsou porovnany distribuce
upravenych nativnich PHB granuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy
a mechanického rozruSeni bun€k ultrazvukem s distribuci neupravenych nativnich PHB
granuli.

25 1
20 A
nPHB

S 1 ——nPHB + aceton
.% nPHB + lipaza
N ]
g 10 - ~———nNPHB + NaClO

5 .

0 : T v — T > ——

10 100 1000 10000
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Obr. 32: Srovndni distribuci velikosti upravenych a neupravenych nativnich PHB granuli izolova-

nych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem (hodnoty
velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém meritku)
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Je zfejmé, Ze po Upravé nativnich PHB granuli acetonem doslo k jejich zvétSeni. Naopak
po jejich oSetfeni lipazou ¢i chlornanem sodnym se rozmér PHB granuli zmensil.
V ptipad¢ upravy chlornanem sodnym navic vznikla frakce Castic s vyrazné mensi velikos-
ti, coz lze v odpovidajici distribuci pozorovat zvySenim intenzity kolem 100 nm. Tato
frakce by mohla predstavovat lipidy ¢i proteiny odstranéné z povrchové vrstvy granuli pu-
sobenim chlornanu. V distribucich velikosti vSech upravenych granuli se také vyskytuji
mens$i piky odpovidajici frakcim ¢astic s VEtsi velikosti. Je ale dulezité si uvédomit, ze vét-
§i Castice rozptyluji svétlo v mnohem vétsi intenzité. Zde se tudiz vyskytuji jen
v zanedbatelném mnozstvi. V opa¢ném piipadé by totiz tvofily dominantni pik a rozptyl
svétla malymi ¢asticemi by byl v intenzitni distribuci kompletné piekryt.

Po upravé PHB granuli vzdy mirné vzrostla jejich polydisperzita a zeta potencial klesl
do zaporngjsich hodnot, avsak v§echny vzorky zistaly nestabilni. Primérné hodnoty veli-
kosti granuli, jejich zeta potencialu a indexu polydisperzity jsou v¢etné smérodatnych od-
chylek uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9: Srovnani prumérnych hodnot velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidalu upravenych

a neupravenych nativnich PHB granuli izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a me-
chanického rozruseni bunek ultrazvukem

typ Gpravy d (nm) D(-) Z(mV)
bez Gpravy 922,11 + 11,03 0,11+ 0,02 -3,08+1,29
aceton 1139,33+ 135,20 0,33+0,02 -20,80+ 0,61
lipaza 736,30 + 38,40 0,24 + 0,03 -24,40+1,40
) 823,72 + 278,30
chlornan sodny 121,54 + 25,09 0,51+ 0,09 22,87 +0,76

Podobné vysledky byly ziskany 1 po oSetfeni nativnich PHB granuli izolovanych pomoci
alkalazy a SDS (viz Obr. 33). Ve vzorku s granulemi upravenymi chlornanem sodnym
vsak intenzita frakce vyrazné¢ mensSich Castic nebyla tak velka. To by se dalo odivodnit
tim, Ze povrchova vrstva granuli nebyla v takové mife stabilizovana proteiny ¢i lipidy, pro-
toze V ni byl z velké ¢asti zastoupen i SDS. Piisobenim chlornanu bylo tudiZ z povrchové
VIstvy odstranéno pouze ono mensi mnozstvi proteint a lipidd, coZ se projevilo mensi in-
tenzitou piku okolo 200 nm v porovnani s predchozim zptisobem izolace.
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Obr. 33: Srovndni distribuci velikosti upravenych a neupravenych nativnich PHB granuli izolova-
nych pomoci alkalazy a SDS (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickem

méritku)
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pouzitém zpusobu upravy hodnoty zeta potencidlu do oblasti elektrostatické stability (popf.
na jeji hranici). Primérné hodnoty velikosti granuli, jejich zeta potencialu a indexu poly-

disperzity jsou véetné smérodatnych odchylek uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: Srovndni primérnych hodnot velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidlu uprave-
nych a neupravenych nativnich PHB granuli izolovanych pomoci alkalazy a SDS

typ Upravy d (hm) b () ¢(mv)
bez Upravy 1210,00+12,73 0,12 +0,01 -14,10 £ 2,55
aceton 1 098,00 + 49,50 0,33+0,14 -29,33+0,25
lipaza 667,55 + 20,17 0,10+ 0,02 -38,77+4,12
) 945,55 + 36,56
chlornan sodny 229,40 + 37,34 0,40+ 0,03 -36,37 + 0,83
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se vénuje studiu chovani polyhydroxybutyratu uvniti granuli izo-
lovanych z bakteridlnich bun¢k s vyuzitim vhodnych analytickych technik. Nejdiive byla
popséna produkce a zplisob akumulace tohoto polymeru v bakteridlnich buiikach, jeho
vlastnosti, moznosti izolace a vyuziti. Posléze byly nashromazdény poznatky o analytic-
kych metodach umoznujicich jeho charakterizaci, zejména z hlediska krystalinity polyme-
ru. Dale byla provedena literarni reSerse tykajici se souc¢asného stavu této problematiky se
zaméefenim na charakterizaci artificialnich PHB granuli, nativnich PHB granuli uvniti bu-
nék a po izolaci z bunék.

Prvnim tkolem v rdmci experimentalni ¢asti prace byla ptiprava a charakterizace artifi-
ciadlnich PHB granuli. Na zaklad¢ distribuci velikosti vytvotfenych artificidlnich PHB gra-
nuli, jejich zeta potencialu a indexu polydisperzity byl nejprve zvolen chloroform jako
optimalni rozpoustédlo PHB. Nasledn¢ byl studovan vliv teploty a délky ptisobeni ultra-
zvukové lazné na tvorbu granuli. Optimalnich parametrt (velikost ¢astic, polysdisperzita,
zeta potencial) piipravenych PHB granuli bylo dosazeno pii teplot¢ 35°C a po
20 a 30 minutach ultrasonifikace. Pfi studiu vlivu teploty odpafovani chloroformu se uka-
zala byt nejvhodnéjsi teplota 60 °C. Podle téchto vysledkt pak byly pfipraveny artificialni
PHB granule stabilizaci lecitinem nebo surfaktanty CTAB, TTAB, SDS a TWEEN® 20.
Nejpiijatelngjsi vlastnosti (velikost, zeta potencial a index polydisperzity) mély granule
stabilizované lecitinem a CTAB, coz bylo mozné rozpoznat i vizualng€. Disperze téchto
dvou typt granuli byly v podobé nepruhledného mlécného zakalu. V ostatnich disperzich
se bud’ vytvoftila vlockovitd srazenina, nebo sediment, diky ¢emuz byl jejich zakal mno-
hem méné intenzivni. Lecitinové artificidlni PHB granule pak byly dale charakterizovany
z hlediska krystalinity. Vysledky analyzy pomoci ATR-FTIR ukazaly, ze polymer uvnitf
téchto granuli byl od samotného pocatku méteni krystalicky. Tento poznatek byl nasledné
potvrzen na zdkladé¢ ziskaného Ramanova spektra. Pfipravou artificidlnich granuli
Z krystalického PHB tudiz nelze dosdhnout amorfniho stavu tohoto polymeru.

Hlavnim pfedmétem experimentélni ¢asti prace bylo nalézt takovou metodu izolace na-
tivnich PHB granuli z bakterialnich bunék, ktera by zajistila co nejmensi miru krystalizace
polymeru. Za témito Gc€ely byly na zaklad¢ literarni reSerSe vybrany dva zplsoby izolace.
Prvni zpisob spocival v digesci suspenze buné¢k s lysozymem a EDTA, nasledné destrukci
bunék ultrazvukem a dalsi digesci S deoxyribonukleazou. Druha izola¢ni metoda byla zalo-
Zena na pusobeni alkalazy, SDS a EDTA. Technikou ATR-FTIR pak byla méfena infra-
cervena spektra téchto dvou vzorkti PHB granuli v ¢ase. Bylo zjiSténo, Ze polymer uvnitt
granuli izolovanych prvnim zptsobem byl do urcité miry krystalicky jiz na pocatku méte-
ni, pficemz jeho krystalinita v prib&hu analyzy jesté vzrostla s tim, jak vzorek postupné
vysychal. Naopak PHB uvniti granuli izolovanych druhou izolaéni metodou zistaval dlou-
hou dobu v amorfnim stavu, coz bylo dano schopnosti vzorku zadrzovat vlhkost. Krystali-
zace PHB byla zaznamenana az po vice nez 80 minutach analyzy vznikem pika odpovida-
jicich vibracim krystalické faze polymeru v infra¢erveném spektru. Druhy zminény izolac-
ni postup se tedy ukézal byt Setrnéjs$i pro zachovani PHB v amorfnim stavu. Lze to oda-
vodnit tim, Ze pfi ném nebyla pouzita metoda mechanického rozruseni bunéénych struktur
ultrazvukem, pfi kterém béhem prvniho izolacniho postupu mohlo dojit k poSkozeni sa-
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motnych nativnich PHB granuli. Bakterialni bunky navic nepodléhaly tak intenzivnimu
enzymatickému pusobeni, které pii prvni izola¢ni metodé mohlo rovnéz piispét k naruseni
povrchové vrstvy granuli. Vyznamnou roli jisté sehral i SDS, ktery granule pravdépodobné
jesté vyraznéji stabilizoval vuci Krystalizaci polymeru. Jeho piitomnost v povrchové vrstvé
se projevila i zaporné&jsi hodnotou naméfeného zeta potencialu. Krom¢ vyse uvedeného se
na zakladé vysledki z TMDSC analyzy polymer uvniti granuli izolovanych pomoci alka-
lazy, EDTA a SDS jevil také jako tepelné stabilnéjsi.

Nakonec byla sledovana mira krystalizace PHB po uprave nativnich granuli chlornanem
sodnym, lipadzou a acetonem. Pomoci ATR-FTIR byly studovany pouze upravené granule
izolované pomoci alkalazy, SDS a EDTA, jelikoz v nich polymer po izolaci zustal
v amorfnim stavu, a proto bylo piedpokladano, ze zmény jeho krystalinity budou snaze
pozorovatelné nez v piipadé ¢asteéné krystalického PHB v granulich izolovanych pomoci
lysozymu, EDTA, deoxyribonukleazy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem. Dalo
by se oCekavat, Ze krystalinita PHB vzroste nejvice po oSetfeni nativnich granuli chlorna-
nem sodnym, ktery z jejich povrchové vrstvy G€inkem vysokého pH odstrani jak proteiny,
tak lipidy. Vysledky analyzy ovSem ukazaly, Ze krystalinitu polymeru nejvice zvysilo pu-
sobeni lipazy, pficemz mira Krystalizace PHB po upravé granuli chlornanem sodnym byla
stejna jako v pfipadé granuli oSetfenych acetonem. To by se dalo vysvétlit tim, ze lipaza
interagovala s nativnimi PHB granulemi mnohem déle nez chlornan sodny, ¢imz vice pfi-
sp¢la ke krystalizaci tohoto polyesteru. Vyrazny vliv na krystalinitu PHB v granulich upra-
venych chlornanem sodnym méla bezesporu i vysoka vlhkost vzorku, diky niz byla po vét-
Sinu ¢asu méfeni zastinéna intenzita pikl ptisluSejicich vibracim krystalické a amorfni faze
polymeru v infracerveném spektru. Technikami rozptylu svétla byly studovany upravené
granule izolované obéma zpusoby. Bylo zjisténo, ze po jejich tpravé dochazelo vzdy ke
zmén¢ jejich velikosti, coz mohlo souviset se zvétsenim, popf. eliminaci hydrata¢niho oba-
lu. Ramanovou spektroskopii a TMDSC nebyly analyzovany zadné upravené nativni PHB
granule, jelikoz by ve vysledcich z téchto metod zmény spojené s oSetfenim granuli prav-
dépodobné nebyly detekovatelné.

Na zavér lze poznamenat, Ze pro charakterizaci PHB uvniti granuli se pouzité metody
ukazaly byt vhodné zvolené. Metoda ATR-FTIR poskytla nejdivéryhodnéjsi vysledky
z hlediska krystalinity polymeru, které byly ¢aste¢né potvrzeny Ramanovou spektroskopii.
Techniky zaloZené na rozptylu svétla umoznily sledovat chovani PHB granuli v koloidnich
systémech. Vysledky z TMDSC pak doplnily pfedevS§im informace o tepelné stabilité po-
lymeru uvnitf granuli. Aby byla tato technika pouzitelna pro studium krystalinity PHB,
bylo by nutné jednotlivd méteni nékolikrat zopakovat, a zadroven se zamétit na neobvyklé
jevy vyskytujici se V zdznamech analyzy. Pro ziskani ucelenéj$ich poznatkii o chovani
PHB granuli a jejich komplexnéjsi charakterizaci by jisté poslouZila naptiklad rentgenova
difraktometrie nebo néktera ze zobrazovacich metod.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

Zkratka
PHA
PHB
nPHB
CoA
NADH
NADPH
PhaR
TEM
HV
PCL

PP

uv
SDS

Nd
YAG
He-Ne
CTD
PDA
XRD
DLS
ELS
SEM
DSC
TMDSC
UV-VIS
ATR
FTIR

CTAB
TTAB
EDTA

Vyznam

polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat

nativni polyhydroxybutyrat

koenzym A

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat

regulacni protein exprese phasinti

transmisni elektronova mikroskopie

hydroxyvalerat

polykaprolakton

polypropylen

ultrafialovy (ultraviolet)

dodecylsulfat sodny

neodym

yttrium aluminium granat

helium-neon

zafizeni pfenosu naboje (charge transfer device)

diodové pole (photodiode array)

rentgenova difraktometrie

dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
elektroforeticky rozptyl svétla (electrophoretic light scattering)
rastrovaci elektronova mikroskopie (scanning electron microscopy)
diferencni kompenzacni kalorimetrie (differential scanning calorimetry)
teplotné modulovana diferen¢ni kompenzacéni kalorimetrie
ultrafialova a viditelna oblast spektra (ultraviolet-visible)
zeslabeny uplny odraz (attenuated total reflectance)
infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (Fourier
transform infrared)

cetyltrimethylammonium bromid
tetradecyltrimethylammonium bromid
ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)

8.2 Seznam symbolii

Symbol
nm

pm

mm

cm

Vyznam
nanometr
mikrometr
milimetr
centimetr
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cmt
dm
Da
°C
GPa
MPa

sv933

— -
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a <
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cm < 3 5 >
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= ® @

VL4

— =t
CC

reciproky centimetr
decimetr
Dalton
stupen Celsia
gigapascal
megapascal
milivolt
miligram
gram
sekunda
watt

teplota tani

teplota skeln¢ho prechodu

vibra¢ni kvantové ¢islo

vzdélenost mezi atomovymi rovinami krystalu

difrak¢ni thel

vlnova délka

rad reflexe

Planckova konstanta
hmotnost elektronu
rychlost elektronu
energie

napéti

hydrodynamicky polomér ¢astice
Boltzmannova konstanta
termodynamicka teplota
Ludolfovo ¢islo
viskozita

diftzni koeficient
elektroforeticka pohyblivost
dielektricka konstanta
zeta potencial

délka kyvety
molekulova hmotnost
velikost ¢astic

index polydisperzity
doba ultrasonifikace
teplota ultrasonifikace
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9 PRILOHY
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Priloha ¢. 1: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po ultrasonifikaci pri 35 °C ve vzorku
¢.4acd 5, tedy po dvou a tiech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pre-

stavkou mezi nimi (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém méritku)

Priloha ¢. 2: Priumérné hodnoty velikosti a zeta potencialu artificialnich PHB granuli po ultrasoni-
fikaci pri 35 °C ve vzorcich ¢. 1 az ¢. 5 (tedy po 10, 20, 30 minutdch ultrasonifikace a po dvou a
trech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou prestivkou mezi nimi)

¢islo vzorku d (nm) D) {(mV)
1 3011,50 + 228,40 0,70+ 0,02 44,50 + 0,44
2 430,90 + 10,11 0,40 + 0,08 56,95 + 1,06
3 284,30 + 4,00 0,20 + 0,01 61,80 +1,93
4 665,65 + 263,40 0,57 +£0,28 13,30 + 0,64
5 79,70 + 16,40 0,91+0,14 50,10 +£2,12
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Priloha ¢. 3: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po ultrasonifikaci pri 25 °C ve vzorku
¢ 1, ¢ 2ac 3, tedy po 10, 20 a 30 minutdch ultrasonifikace (hodnoty velikosti jsou na vodorovné

ose uvedeny v logaritmickém méritku)
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Priloha ¢. 4: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po ultrasonifikaci pri 25 °C ve vzorku
¢. 4 ac. 5, tedy po dvou a tFech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pre-
stavkou mezi nimi (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickem méritku)
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Priloha ¢ 5: Prumérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidalu artificidlnich
PHB granuli po ultrasonifikaci pri 25 °C ve vzorcich ¢. 1 az ¢. 5 (tedy po 10, 20, 30 minutdach ul-

trasonifikace a po dvou a trech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pre-
stavkou mezi nimi)

¢islo vzorku d (nm) D) Z(mV)
1 103,00 + 73,54
1 364,1 + 26,58 1,00 £ 0,00 53,23 £ 4,80
2 1 414,00 £+ 508,50 0,95+ 0,03 51,57 + 4,02
2 930,00 + 4,24
3 257,20 + 46,18 1,00 £ 0,00 29,53+ 1,35
3 389,00 + 309,70
4 228.30 + 3,54 0,98 £ 0,02 25,77 £ 2,23
181,40 + 38,68
5 758,10 + 58,19 0,56 + 0,07 40,77 £ 2,05
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Priloha ¢. 6. Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po ultrasonifikaci pri 40 °C ve vzorku
¢ 1, ¢ 2ac 3, tedy po 10, 20 a 30 minutdch ultrasonifikace (hodnoty velikosti jsou na vodorovné
ose uvedeny v logaritmickém méritku)
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Priloha ¢. 1: Distribuce velikosti artificialnich PHB granuli po ultrasonifikaci pri 40 °C ve vzorku
¢. 4 ac. 5, tedy po dvou a tiech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pre-
stavkou mezi nimi (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém méritku)

Priloha ¢. 8: Prumérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidalu artificialnich
PHB granuli po ultrasonifikaci pri 40 °C ve vzorcich ¢. 1 az ¢. 5 (tedy po 10, 20, 30 minutach ul-
trasonifikace a po dvou a tiech desetiminutovych intervalech ultrasonifikace s pétiminutovou pre-
stavkou mezi nimi)

¢islo vzorku d (nm) D) Z(mv)
1 2 078,00 +£57,8 0,30+ 0,03 36,60 + 1,87
1 489,00 + 177,50
2 5 070,00 + 463,20 0,48 + 0,03 38,83 +4,43
3 1570,00 +53,74 0,28 + 0,05 29,17 + 3,32
4 8 230,50 + 2 028,69 0,14 + 0,05 19,45 + 1,63
5 5899,00 + 257,77 0,55+ 0,03 42,87 +£1,17

Priloha ¢ 9: Prumérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidalu artificidlnich

PHB granuli po 30 minutach ultrasonifikace a odparovani rozpoustédla pri riiznych teplotach

T(°0) d (nm) D () ¢(mv)
2 441,00 + 354,40
50 12310 + 18.48 0,98 + 0,02 40,15 + 1,63
60 284,30 + 4,00 0,20 + 0,01 61,80 + 1,93
70 382,20 + 38,94 1,00 +0,00 45,43 + 3,27
137,00 + 10,14
80 547 70 4 75.79 1,00+ 0,00 53,00 + 2,54
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Priloha ¢. 10: Distribuce velikosti artificidlnich PHB granuli po 20 a 30 minutach ultrasonifikace
a po 1 a 2 dnech odparovani rozpoustédla pri laboratorni teplote (hodnoty velikosti jsou na vodo-
rovné ose uvedeny v logaritmickém méritku)

Priloha ¢. 11: Priumeérné hodnoty velikosti, indexu polydisperzity a zeta potencidlu artificialnich
PHB granuli po 20 a 30 minutdach ultrasonifikace a po 1 a 2 dnech odparovani rozpoustédla pri
laboratorni teploté

t, (min) | t(den) d (nm) D) Z(mV)
1 763,40 + 19,23 0,39 + 0,05 46,20 + 157
20 2 1212,50 + 7,78 0,52 + 0,05 36,73+ 0,76
1 1204.00 + 14.14 0,38+ 0,03 4817 + 3,26
30 2 1 298,00 + 24,04 0,59 +0.13 39.80 + 2,85
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Priloha ¢. 12: Srovnani distribuct velikosti artificialnich PHB granuli stabilizovanych tenzidy po
30 minutdch ultrasonifikace (hodnoty velikosti jsou na vodorovné ose uvedeny v logaritmickém

méritku)
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Priloha ¢. 13: Srovnani infracervenych spekter v uvedenych casech analyzy nativnich PHB granuli
izolovanych pomoci lysozymu, deoxyribonukledzy a mechanického rozruseni bunék ultrazvukem
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Priloha ¢. 14: Srovnani infracervenych spekter v uvedenych casech analyzy nativnich PHB granuli
izolovanych pomoci alkaldzy a SDS
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Priloha ¢. 15: Srovndni infracervenych spekter zaznamenanych v uvedenych casech analyzy nativ-
nich PHB granuli upravenych chlornanem sodnym

73



0,6

05 1
__ 04 E —— 1 min
< E —— 10 min
g i
S 03 1 —30 mer
X ] 120 min
2 ]
o 0,2 4
@ 1

01 1

0,0 ] T T T T T T T T T T T T = T Ll T T T T T T T T T T T 1

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

vinoéet (cm™)

Priloha ¢. 16: Srovnani infracervenych spekter zaznamenanych v uvedenych casech analyzy nativ-
nich PHB granuli upravenych lipazou
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Priloha ¢. 17: Zndzornéni zmeén infracervenych spekter v pritbéhu analyzy nativnich PHB granuli
upravenych acetonem
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Priloha ¢. 18: Srovnani infracervenych spekter zaznamenanych v uvedenych casech analyzy nativ-
nich PHB granuli upravenych acetonem
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