VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

KRYSTALIZACE MIKROBIALNICH POLYESTERU -
METODY STUDIA, BIOLOGICKE KONSEKVENCE

CRYSTALLIZATION OF MICROBIAL POLYESTERS - METHODS AND BIOLOGICAL CONSEQUENCES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Jan Liczka

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Petr Sedlagek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2019



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1389/2018 Akademicky rok:  2018/19
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Student: Jan Liczka

Studijni program:  Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: Ing. Petr Sedlac¢ek, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:

Krystalizace mikrobialnich polyesterd — metody studia, biologické konsekvence

Zadani bakalarské prace:
1. Vypracovat literarni reSersi na téma bakalafské prace.
2. Na zakladé literarni reSerSe zvolit a otestovat vhodné metody pripravy amorfni formy mikrobialnich

polyesterd.
3. Navrhnout a realizovat modelovy experiment pro studium kinetiky krystalizace pfipravenych forem

polyesterd.
4. Zhodnotit vyuzitelnost navrzené experimentalni metodiky pfi diskusi biologickych disledki

krystalizace mikrobialnich polyestert in—vivo.

Termin odevzdani bakalarské prace: 24.5.2019:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplar na sekretariat Ustavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Jan Liczka Ing. Petr Sedlacek, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2019 N
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Cilem bakalaiské prace bylo otestovat vhodné metody pfipravy amorfni formy mikrobidlnich
polyesterti a realizovat modelovy experiment pro studium kinetiky krystalizace pfipravenych
forem polyesteril. V teoretické ¢asti je zpracovana charakteristika PHA a rizné metody izolace
PHB granuli z bakteridlnich bunék. V experimentalni ¢asti byly nejprve otestovany méfici
techniky jako analytickd centrifugace, dynamicky rozptyl svétla (DLS) a infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) slouzici k charakterizaci vlastnosti PHB
granuli. Dale byl proveden experiment o izolaci nativnich PHB granuli z bakterii Cupriavidus
necator pomoci lysozymu, deoxyribonukleazy a rozrusenim bunck ultrazvukem. Vysledky
analyz ukazaly, Ze granule jsou budto izolovany amorfni jen za mokra a po vysuSeni
krystalizuji, nebo ze byly granule zcela amorfni, ale nedoslo k jejich dokonalé izolaci
Z bakterialni bunky.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to test suitable methods for preparation of amorphous form
of microbial polyesters and to perform model experiment to study a kinetics of crystallization
of prepared polyesters. The theoretical part deals with PHA characteristics and various methods
of isolating PHB granules from bacterial cells. In the experimental part, measuring techniques
such as analytical centrifugation, dynamic light scattering (DLS) and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) were tested to characterize the properties of PHB granules. Furthermore,
an experiment was performed to isolate native PHB granules from Cupriavidus necator using
lysozyme, deoxyribonuclease and cell disruption by ultrasonification. The results of the
analyzes showed that the granules were either isolated amorphous only in the wet and
crystallized upon drying, or that the granules were completely amorphous but not isolated from
the bacterial cell.

KLICOVA SLOVA
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1 Uvop

V dnesni dobé je velmi moderni myslet na piirodu a jeji ochranu, z tohoto diivodu stéle vice
a vice rostou tendence vyvoje materialt, které by byly schopny plnohodnotné nahradit latky,
jez se vyrabi v petrochemickém prumyslu. Jednou skupinou takovych latek jsou také bioplasty,
neboli biodegradabilni polymery zalozené na ptirodnich zdrojich.

Mezi bioplasty patii také polyhydroxyalkanoaty (PHA), zejména pak polyhydroxybutyrat
(PHB), coz jsou v ptirod¢ Siroce se vyskytujici zasobni polymery, které se svymi vlastnostmi
velmi podobaji syntetickym plastiim, naptiklad polypropylenu ¢i polyetylenu. Narozdil od nich
je PHB degradabilni, coz znamena, Ze se v piirodnim prostiedi v pomérné kratkém ¢asovém
horizontu zcela rozlozi a nemusi se fesit problém s jeho odpadem.

PHB je polyester ktery se v poslednim ticetileti té§i pomérné velkému zajmu Siroké védecké
komunity zabyvajici se vyvojem biologicky rozlozitelnych polymeri. Kromé samotné
produkce se zkoumala struktura, vlastnosti a izolace tohoto polymeru. Zasadnim tématem je
také vyuziti PHB, protoZe jeho potencidl je obrovsky. Jednim z hlavnich problémi PHB ve
vztahu k jeho potencialnim aplikacim je jeho krystalinita. Krystalizace PHB zhorsuje vlastnosti
polymeru a ¢ini ho htife zpracovatelnym. Proto je dilezité nalézt vhodnou metodu izolace, ktera
by zajistila ziskani polymeru v nativnim amorfnim stavu. Izolace nativnich amorfnich granuli
Z bun¢k mikrobialnich producentdt PHB je zaroven nezbytnym krokem, ktery by umoznil
systematické studium pfirozenych mechanismi, které udrzuji PHB v téchto granulich
v amorfni form¢ a brani jeho samovolné krystalizaci. Z tohoto diivodu se tato bakalafska prace
vénuje optimalizaci postupu izolace granuli PHB z bun¢k modelového producenta PHB,
kterym je bakterialni kmen Cupriavidus necator H16.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterialni kmen — Cupriavidus necator

Mikroorganismus Cupriavidus necator je také znamy pod star§imi nazvy Ralstonia eutropha
a Wautersia eutropha. Jedna se o fakultativné chemolitoautotrofni, gramnegativni bakterii,
ktera netvofi spory. C. necator H16 se v bézné ptirod¢ vyskytuje ve sladké vodeé ¢i v pude, ze
kterych Cerpa organické slouc¢eniny nebo Hz a CO; jako zdroj energie a uhliku. Pfi absenci O3
mize také rust anaerobné za pouziti denitrifikace jako jediného zdroje energie a uhliku [1].

Cupriavidus necator je jedna z nejlépe prostudovanych bakterii, proto také slouzi jako
modelovy mikroorganismus pro genetiku a kontrolu autotrofni fixace oxidu uhli¢itého
a oxidace vodiku. Jedna se také o bakterii produkujici velké mnozstvi polyhydroxybutyratu
(PHB) v ptipadé nevyvazenych rustovych podminek (nedostatek N, P, S a dalsich, nadbytku
uhliku). Tyto polymery jsou tvofeny bakterialnim kmenem ve form¢ intracelularnich granuli,
kdy velikost a mnozstvi granuli PHB zavisi na kultiva¢nich podminkéch a druhu bakterialniho
kmenu. Konkrétné pro Cupriavidus necator ¢ini obsah PHB v burice piiblizné 80 hmotnostnich
%. Vzhledem k svym vlastnostem mize byt buiika v budouci biotechnologii pouZita pro vyrobu
riznych komeréné hodnotnych sloucenin, jako jsou naptiklad metabolity a jiz zminéné
polymery. Tato bakterie byla intenzivné studovana také na potencialni tvorbu kopolymeru,
ktery nabizi $irsi rozsah vlastnosti scl-PHA (viz nize) [1, 2].

Nejnovéjsi studie prokazuji, ze PHB granule v bakterialni bunice C. necator neobsahuji
vV povrchové vrstvé fosfolipidy, jak bylo dfive ptedpoklddano, nybrz se sestdva pouze
Z proteintl, které jsou zodpovédné za syntézu a degradaci PHB a tvorbu granuli. PHB syntaza
je klicovym enzymem Kkatalyzujicim polymeraci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. PHB
depolymeraza je zase zodpovédna za degradaci amorfniho PHB v granulich po vyCerpani zdroje
energie z kultiva¢niho média. Ostatni proteiny slouzi zejména jako strukturni material. Jsou
tvofeny hydrofobni ¢asti orientovanou do stfedu granuli a hydrofilni ¢asti orientovanou do
cytoplazmy. Mimo tyto proteiny je v jadru PHB granuli obsaZzeno i malé mnozstvi vody, ktera
funguje jako plastifikator, a tudiZ pfispiva k udrzovani PHB v amorfnim stavu. Model PHB
granule v bakterialni bunce C. necator je ilustrovan na obrazku 1[3].
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Obrdazek 1: Model in vivo PHB granule v C. necator H16 [3].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou Gstfedni latkou mikroorganismu slouzici pro pteziti stresové
situace. PHA podporuje dlouhodobé piezivani bakterii za nedostatku Zivin tim, ze ptisobi jako
zasobarna uhliku a energie pro nesporulujici i pro sporulujici bakterie. Navic bakterie
obsahujici PHA vykazuji zvySenou odolnost vici stresu zptisobenému riiznymi vnéj§imi vlivy,
jako je naprtiklad ultrafialové (UV) zafeni, teplo, osmoticky Sok a jiné. Do rozsahlé skupiny
PHA patii zejména polyhydroxybutyrat (PHB) [4].

2.2.1 Zakladni charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupina pfirozen¢ se vyskytujicich biopolyesteri 2-, 3- ,4-,
5-, 6- hydroxyalkanovych kyselin patfici mezi biologicky degradovatelné polymery. Vyskyt
PHA je jiz potvrzen u vice nez 90 rodii gram-pozitivnich 1 gram-negativnich bakterii. Diky
jejich biokompatibilit¢ a biodegradabilité se hojné vyuzivaji v rliznych primyslovych
odvétvich. Jejich nejvetsi klad je v tom, Ze predstavuji obnovitelny zdroj bioplastu, ktery
nepiedstavuje jakoukoliv zatéz pro zivotni prostiedi [4, 5].

Jak uz bylo zminéno vySe PHA byva uloZena uvnitf buiiky, konkrétné v bunééné cytoplasmé,
kde slouzi jako zasobni latka zdroje energie a uhliku pro pfipad zhorSeni podminek. Ukladaji
se ve formeé granuli, které jsou obaleny vrstvou proteint. PHA molekula je typicky tvofena 600
az 35000 monomernich jednotek hydroxy kyselin. Kazdd monomerni jednotka obsahuje
skupinu R postranniho fetézce, ktera je obvykle nasycenou alkylovou skupinou, ale mize mit
také formu nenasycenych alkylovych skupin, rozvétvenych alkylovych skupin a velmi vzacné
i substituovanych alkylovych skupin. V zavislosti na po¢tu atomt uhlikti v monomeru PHA lze
polyhydroxyalkanoaty rozdélit do tfi zakladnich skupin. Na skupiny s kratkym fetézcem
(short — chain lenght PHA, scl-PHA), se stfedn¢ dlouhym fetézcem (medium — chain lenght
PHA, mcl-PHA) a na PHA s dlouhym fetézcem (long — chain lenght, Icl-PHA), kde scl-PHA
obsahuje monomer o 3-5 atomech uhliku, mcl-PHA ma 6-14 uhlikii v monomeru a skupina



Icl-PHA se sklad4d z monomeru o velikosti 15 a vice atomu uhliku. Strukturu PHA lze vidét na
Obrazek 2 [5, 6, 7].

Doposud bylo popsano pfiiblizn¢ 150 monomernich jednotek, které mohou tvofit PHA
a tento pocet se stale zvySuje se zavadénim novych typia PHA chemickou nebo fyzikalni
modifikaci pfirozené se vyskytujicich PHA nebo vytvoienim geneticky modifikovanych
organismil. Diky této rozmanitosti je umoznéno biotechnologicky vyrabét PHA s riiznorodymi
vlastnostmi. Konkrétni typ vznikajiciho PHA zéavisi pfedevS§im na pouzitém mikrobidlnim
kmenu, mediu, jeho koncentraci a popiipadé i na délce kultivace [4, 7].

Mezi nejznaméjs$i zastupce scl-polyhyroxyalkanoati patii poly-3-hydroxybutyrat (P3HB)
a poly-4-hydroxybutyrat (P4HB), ale také kopolymery naptiklad poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) — P(3HB-co-3HV) neboli zkracené¢ P3HBV. Z hlediska vlastnosti jsou P(3HB)
a P3HBYV oba krystalické polymery (P3HB 70% krystalinita, P3HBV 60% krystalinita), shoduji
se také v kiehkosti a tvrdosti, maji vysokou teplotu tani (53 — 80 °C). Lisi se teplotou skelného
ptechodu, kde kopolymer ma velmi nizkou teplotu -144 °C, kdezto P3HB ma4 skelny pfechod
pti 4 °C, coz je aplikaéné velmi zajimavé a podporuje to snahu produkovat kopolymery. Dale
pak polymer P(4HB) je silny flexibilni termoplasticky polyester s relativné jednoduchou
strukturou. VSechny scl-PHA maji vys$i pevnost v tahu nez konvenéni plasty zalozené na
petrochemii jako jsou polypropylen a polystyren [5].

Naproti tomu mcl-PHA, jako je naptiklad polyhydroxyoktanoat, vykazuji vlastnosti elastomert
s nizkym stupném krystalinity a se $patnou pevnosti v tahu, ale s velkym prodlouzenim do
pretrzeni. Tato skupina PHA se znaci nizsi teplotou tani (cca. 30 — 80 °C) a teplotu skelného
prechodu (-40 — 150 °C). Na rozdil od polymert slozenych pouze z scl nebo mcl monomerni
jednotky, scl-mcl-PHA kopolymery maji vynikajici fyzikalni, tepelné a mechanické vlastnosti
podobné polyethylenu, nebo polypropylenu, v zavislosti na poméru scl a mcl monomernich
jednotek [5, 6].

Lcl-polyhydroxyalkanoaty zatim nejsou dostate¢né prostudovanou skupinou. Kultura
Pseudomonas aeruginosa (MTCC) 7925 je momentalné jednou z dosud malo publikovanych
organismu schopnych akumulovat novy scl-Icl-PHA kopolymer sestavajici se z jednotek scl
3HA, konkrétné 3HB a 3-hydroxyvalerdtu (3HV), a Icl 3HA jednotek,
3-hydroxyhexadekanoatu (3HHD) a 3-hydroxyoktadekanoatu (3HOD). Vlastnosti kopolymeru
jeste nejsou zcela objasnény [6].
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Obrazek 2. Chemicka struktura polyhydroxyalkanodtu a nomenklatura jednotlivych PHA
sloucenin [4].

Obecné lze shrnout, Ze PHA jsou opticky aktivni polyestery, nerozpustné ve vodé, které
vykazuji vysoky stupeni polymerace. Jejich vlastnosti mohou byt zlepSeny prostiednictvim
vyuziti kopolymerii, modifikaci povrchu nebo kombinaci S jinymi anorganickymi materidly.
V pramyslu se biopolymery diky svym vlastnostem pouzivaly nejprve k vyrobé biologicky
rozlozitelnych, obalovych materiald, dale pro vyrobu natérovych hmot a v neposledni fadé jsou
polyhydroxyalkanoaty vyuZivany v ramci medicinskych aplikaci, a to jako kardiovaskularni
produkty, nosice 1€kt nebo jako proléciva (prekursory 1é¢iv) [4, 7].

2.2.2 Biosyntéza

Biosyntetické drahy PHA jsou spojeny s centralnimi metabolickymi drahami bakterii, véetné
glykolyzy, Krebsova cyklu, B-oxidace, syntézy mastnych kyselin, katabolismu aminokyselin,
Calvinova cyklu a serinové drahy [4].

Jak uz bylo popsano vyse, existuje vice typli PHA, a o tom, jaky typ PHA produkuje dany
mikroorganismus, rozhoduje substrat slouzici jako zdroj uhliku a substratova specificnost PHA
syntazy. VétSina mikroorganismil vyuziva pro produkci PHA biosyntetickou drahu, pfi které se
acetyl-CoA, vznikly katabolismem cukrii, acetatu <¢i pyruvatu, prevadi na
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA, ktery nasledn¢ kondenzuje ptisobenim PHA syntazy. U nékterych
organismi se misto (R)-izomerd generuji (S)-izomery 3-hydroxybutyryl-CoA. Vzhledem
k tomu, Ze PHA syntaza je stereospecificka, konkrétné aktivni pouze pro (R)-izomery, musi
polymeraci piedchazet reakce vedouci k pfeméné (S)-izomeri na (R)-izomery. Tyto pfemény
jsou u fady mikroorganismti katalyzované enoyl-CoA hydrazami. Pokud jsou substratem pro
rast a produkci PHA oleje, dochazi po hydrolyze oleji nejprve k B — oxidaci mastnych kyselin
a jako vychozi latky pro syntézu P(3HB) jsou vyuzivany acetyl-CoA nebo acetoacetyl-CoA [8].
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Pokud jsou jako zdroj uhliku pouzity oleje dochazi nejprve k B — oxidaci mastnych kyselin
a substratem pro syntézu P3HB je pravé acetyl-CoA nebo acetoacetyl-CoA [8].

Jako prvni byl ze skupiny PHA objeveny PHB, a proto je také nejvice prostudovany. Zaroven
je produkce PHB velmi dobfe popsana pravé u bakteridlniho kmene C. necator. PHB je v
téchto bakteriich produkovan jako vedlejsi produkt metabolismu [8].

V prvnim kroku metabolické drahy scl-PHA, enzym 3-ketothiolaza (PhaA) katalyzuje reakci
dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Prostfednictvim dalsiho enzymu
acetoacetyl-CoA reduktazy (PhaB) dochazi k redukci acetoacetyl-CoA za piitomnosti NADH
na 3-hydroxybutyryl-CoA. A nasledné PHB syntaza (PhaC) polymeruje 3-hydroxybutyryl-CoA
na PHB, pficemz je uvoliiovan koenzym. Pouze (R)-izomery jsou akceptovany jako substraty
pro polymerizujici enzym, z divodu jiz zminéné stereospecifity PHB syntazy. Jednoduché
znazornéni této metabolické drahy Ize pozorovat na obrazku 3 [4, 8].

Uhlikowy zdroj

v
acetyl-Coa —P Krebsuv
cyklus
3-ketothioldza (Phah)
v

acetoacetyl-Coh

acetoacetyl-CoA reduktaza (FhaB)

v
(R}-3hydroxybutyryl-Col

PHB syntdza (PhaC)

PHB

Obrdazek 3: Metabolickd draha PHB [8].

Jedna z nejcastéjsich regulaci metabolické drahy PHA se odehrava v zavislosti na nutri¢nich
podminkach. Jestlize se bakterialni kmen naptiklad Cupriavidus necator vyskytuje v prostiedi
bohatém na Zziviny, produkce vysokého mnozstvi koenzymu A z Krebsova cyklu blokuje
syntézu PHA inhibici 3-ketothiolazy (Pha) tak, ze acetyl-CoA je nasmérovan do Krebsova
cyklu pro produkci energie a pro rist bunék. Naopak pii nevyvazenych nutricnich podminkach
(naptiklad kdyZ nezbytna Zivina, jako je dusik a fosfor, omezuje piitomnost prebytecného
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uhliku), jsou hladiny koenzymu A neinhibujici, coz umoziuje acetyl-CoA sméfovat k PHA
syntetickym cestam pro akumulaci PHA [4, 8].

2.3 Kirystalizace

V kontextu biopolymert je krystalizace bézna a uzite¢na laboratorni technika. Muze byt pouzita
k ¢isténi latek a mize byt kombinovana s pokroCilymi zobrazovacimi metodami, aby bylo
mozné pochopit podstatu krystalizovanych latek [10].

Krystalizace je ptirozeny proces, ke kterému dochazi, kdyz materialy piechazi z kapalné faze
do pevné, nebo se vysrazeji z kapalné faze ¢i plynné. To mtize byt zptisobeno fyzikalni zménou,
jako je napiiklad zména teploty, nebo chemickou zménou, jako je kuptikladu nizké pH.
Krystalizace je proces fizeny velikosti a tvary zucastnénych molekul a jejich chemickymi
vlastnostmi. Krystaly mohou byt tvofeny z jediného druhu atomu, riznych druht iontd anebo
dokonce velkych molekul, jako jsou proteiny. N&které velké molekuly maji delsi dobu
krystalizaéniho proces, protoze jejich vnitini struktura neni pfili§ symetricka nebo interaguje
sama se sebou, aby se zabranilo krystalizaci [9, 10].

Zakladnim krokem v procesu krystalizace je nukleace, kdy prvni atomy v hmoté tvorici
krystalovou strukturu (nukleacni jadro) se stavaji sttedem a kolem tohoto jadra se organizuje
vice atomd, coz lze vidét na obrazku 4. Kdyz tato situace nastane, kolem jadra se organizuje
vice a vice atomu, coz vede k vytvofeni malého semenného krystalu. Proces nukleace je
mimotfadné dualezity pii krystalizaci, jadro krystalu bude urcovat strukturu celého krystalu.
Nedokonalosti v jadie a krystalu semen mohou vést k drastickym piestavbam, zatimco se
krystal dale utvari. Nukleace se dé&je v podchlazené kapaliné nebo supersaturovaném
rozpoustédle, ale samoziejmé hodné zaleZi na teploté a s tim souvisejici rozpustnosti [10].

Obrazek 4: Snimek zkrystalizovaného PHB [11].
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2.3.1 Kirystalizace polymeru

U polymernich latek se z morfologického hlediska rozliSuji dva stavy, a to amorfni
a krystalicky, které se vyrazné 1isi svymi vlastnostmi. Pro primyslové zpracovani je vyhodné;jsi
stav amorfni [12].

Amorfni stav se vyznacuje velmi neusporadanou konformaci fetézct, které z energetickych
divoda vytvareji staticka klubka. Pokud takovou latku vystavime vy$$im teplotam, za¢ne
dochazet ke vzniku tavenin, ve kterych plisobi mechanické napéti. Toto napéti miize klubka
rozmotavat a do ur¢ité miry fetézce napiimovat, coz vede ke ztraté struktury [12].

Krystalicky stav je naopak ptipad latek, které jsou schopny urcitého naptimeni fetézct a jejich
pravidelného ukladani do prostoru. NejcastéjSim krystalickym ttvarem pro polymery jsou
sférolity, které vznikaji z taveniny pii krystalizaci. Sférolity vznikaji z monokrystald, jejichz
struktura, pocet a rychlost vzniku tidi supramolekuldrni strukturu a tim i vlastnosti polymeru.

vvvvvv

o Krystalizace se obecné déli na izotermni a neizotermni.

Za izotermnich podminek rostou vzniklé zarodky nukleacnich jader ve vSech smérech
rovnomérné a maji v ramci moznosti srovnatelné rozmeéry. Vznika tak radialni kulovity sférolit,
pii jehoz rustu dochazi k vétveni nebo ohybu lamel pod uhlem charakteristickym pro kazdy
polymer. Jak uz bylo popsano vyse, krystalizace je velmi zavisla na teploté, a tudiz, kdyz se
krystaliza¢ni teplota pohybuje kolem teploty tani polymeru, dochazi k pomalému riistu malého
mnozstvi sférolitd, které dosahuji velkych rozmért. Krystaliza¢ni teplota urcuje dobu, za kterou
zarodky vzniknou a také jejich koncentraci. Podobné¢ jako teplota plisobi na monokrystaly také
pfitomnost nukleacnich ¢inidel. Za izotermnich podminek roste polomér sférolitu s asem
linearné. Zavislost rychlosti rustu sférolitu na teploté popisuje kiivka (zvonova kiivka), jejiz
maximum lezi uprostied mezi teplotou skelného ptechodu a rovnovaznou teplotou tani (viz
obrazek 5). Rist sférolitu je spoustén dvéma mechanismy, podchlazenim a diftzi
krystalizujiciho materialu k povrchu sférolitu [13].

Oproti tomu za neizotermickych podminek preferuji vzniklé zarodky rtst lamel ve sméru jeho
delky, vétvi se a vytvari snopec, ktery se rozsifuje az dojde k jeho uzavieni. Vznika sférolit
s chomackovitou strukturou nazyvanou dendriticky sférolit nebo dendrit [13].
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Obrazek 5: Zvonova kiivka rychlosti ristu sférolitii [13].

2.3.2 Krystalizace polyhydroxyalkanoatu

V ramci Krystalinity se PHA vyskytuji v Siroké Skale stavi od nekrystalickych az po vysoce
krystalické formy s hodnotami krystalinity mezi 0 % a 70 %. Krystalizace PHB je spojena se
vznikem velkych sférolitd, které rostou velmi pomalou krystalizacni rychlosti.
Vykrystalizovany PHB tak ma vysokou krystalinitu, nizkou houzevnatost a pevnost. Z hlediska
primyslové technologie je cely krystaliza¢ni cyklus PHB neefektivni a pomaly. DileZity je také
fakt, Ze dochazi i1 k postkrystalizaci, béhem které vznikaji na povrchu materidlu nepravidelné
trhliny, které jesté snizuji houzevnatost a zvysuji kiehkost [14, 15, 16].

Velka ¢ast odbornikd a vyzkumnych skupin se zabyva upravou uvedenych vlastnosti, ktera
vede pres modifikaci chemické, molekularni a supramolekuldrni struktury. Zpiisoby, kterymi
lze dosahnout pozadovanych vlastnosti v zavislosti na finalni aplikaci jsou napiiklad
kopolymerace s jinymi, houzevnatéjsimi polymery, ptidavanim aditiv nebo nukleacnich
¢inidel, poptipadé také michani s termoplastickymi polymery [15, 16].

Vysledky studii ukazuji, ze PHB se v granulich vyskytuji v amorfnim stavu a jsou nachylné
Kk hydrolyze intracelularnimi PHB depolymerazami. Pokud vsak dojde v PHB granuli
k chemickému, biochemickému nebo fyzikalnimu stresu, stanou se tyto granule odolnymi vici
pusobeni PHB depolymeraz a za¢ne se projevovat krystalizace v polymernim fetézci. Jak uz
bylo popséano vyse, krystalizace velmi ovlivituje vlastnosti PHB, a proto je snaha o izolaci PHB
v amorfni formé [17].

2.4 Metody izolace

Izolace polyhydroxyalkanoati z bakterialni bunky je nezbytnym krokem k ziskéni surového
PHA. Samotnd izolace vyznamné ovliviiuje nédklady na celkovou produkci a pozdéjsi
zpracovani PHA. Cilem fady védca bylo a je nalézt vhodnou metodu izolace. Takovou, aby
ziskany polymer mohl finanéné konkurovat petrochemickym plastim a zaroven aby byla
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izolace Setrna k zivotnimu prostfedi. Cilem izolace je také ziskat vysoce Cisty polymer, ktery
spliiuje chemické i fyzikalni pozadavky pro dalsi pouziti. Behem tady let bylo vyvinuto velké
mnozstvi postuptl, které lze rozdélit do nékolika skupin — extrakéni izolace, enzymaticka
izolace, mechanickd izolace a dalsi. Vedle izolace Cistého polymeru byla také v poslednich
letech vyvinuta fada izolacnich technik, jejichz cilem je izolovat z buiiky intaktni granule
V nativnim stavu. Témto postupiim se bude vénovat kapitola 3 [17].

2.4.1 Extrakéni izolace

Pouziti organického rozpoustédla k izolaci PHA je jedna z nejstarSich metod izolace. Tato
metoda je zaloZena na rozpustnosti PHA v organickém rozpoustédle, zatimco zbylé bunécné
komponenty zlstavaji nerozpusStény a velmi ¢asto byvaji odstranény z roztoku PHA béznou
filtraci [18].

V prvnim kroku mechanismu plsobeni rozpoustédla je modifikovand permeabilita bunécéné
membrany a az ve druhém kroku dochazi k rozpusténi PHA. Naslednd separace PHA
Z rozpoustedla se provadi bud’ odpafenim rozpoustédla, nebo srazenim v roztocich, které PHA
nerozpousti [18].

Mezi prvnimi testovanymi rozpoustédly byly pyridin, chloroform, ¢i jina rozpoustédla, ktera
obsahuji chlorované uhlovodiky (dichlorethan, trichlorethan, tetrachlorethan) nebo jejich
azeotropické smési (1,1,2-trichloretan s vodou), popiipadé dalsi smési s chloroformem.
V pozd¢jsich letech se z ekologickych a bezpe¢nostnich duvodt zacaly objevovat také
nechlorovana rozpoustédla, jako je napiiklad ethylenkarbonat a propylenkarbonat. Je mozné
pouzit i smés vice rozpoustédel [18, 19].

Extrakce se také velmi liSi v zavislosti na délce fetézce PHA. Jiz zminéna rozpoustédla na bazi
chlorovanych uhlovodikii (napi. chloroform, ¢i dichlorethan) jsou vhodnéd pro rozpousténi
scl-PHA, kdezto mnohem méné narocné mcl-PHA jsou rozpustné v Sir§im spektru chemikalit,
napiiklad nizsi ketony, nizsi alkoholy, ale tfeba také toluen. Tato rozpoustédla jsou zpravidla
levngjsi, a hlavné méné toxicka [20].

Extrakce PHA z bakterie C. necator byla mnohokrat zkoumana. Zjistilo se, Ze nejlepsi vysledky
byly ziskany pro rozpoustédla, ve kterych funkéni atomy uhliku nesou alespon jeden atom
chloru a jeden atom vodiku. Napiiklad za pouziti diolu (1,2-propandiol) vede k 79% vytézku
s Cistotou piesahujici 99 % [18].

Avsak pouziti rozpoustédel ni¢i pfirozenou morfologii granuli PHA, ktera je uZite¢nd v urcitych
aplikacich, jako je napftiklad vyroba silnych vldken. Ale na rozdil od nékterych jinych zptsobi
izolace, extrakce rozpoustédlem nedegraduje polymer a mulze byt proto pouzita pro jiné
vhodné&jsi aplikace, naptiklad v 1ékatstvi. Jak jiz bylo zminéno, dal§im problémem spojenym
S pouzitim rozpoustédel je to, ze velka fada z nich je nebezpecna pro provozovatele a také pro
samotné zivotni prostiedi. To je také ¢astecné divod, pro€ je extrakce rozpoustédlem Siroce
pouzivana v laboratofich, ale s omezenym vyuzitim ve velkoploSném zpracovani. Extrak¢ni
postupy jsou vsak, pfes sv€ nevyhody, schopny poskytovat velmi Cisty produkt se stfedni
molarni hmotnosti rovnajici se témét ptivodni hodnot€, coz je jejich velkd vyhoda ve srovnani
S ostatnimi metodami [18].
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2.4.2 Chemicka digesce bunéénych komponent

Chemickd digesce neboli také metody zalozené na rozpousténi bunécnych komponent
netvoticich PHA. Svym postupem jsou tyto metody prakticky opacné k metodam extrakénim.
Jak uz bylo popsano vyse v kapitole 2.4.1, u extrakci je PHA pfevadéno do kapalné faze,
zatimco u digesci jde naopak o zachovani polymeru v plivodnim stavu a o rozpusténi ostatnich
¢asti bun€k pomoci vhodnych chemikalii. Do této metody spada i vyuziti enzymu [20].

2.4.2.1 Metody vyuZivajici povrchové aktivni latky

Velmi oblibenou metodou je pouziti povrchové aktivnich latkek (PAL), jako je napiiklad
aniontovy dodecylsiran sodny (SDS). Tyto latky narusi buiiky diky jejich inkorporaci do
lipidové dvouvrstvé membrany. Cim vice surfaktantu je pfidano, tim vice ho vstoupi do
membrany a zplsobuje zvySeni objemu az do nasyceni bunky. Dalsi ptidavek PAL zpusobi
Stépeni membrany za vzniku micel povrchové aktivnich latek a membranovych fosfolipidi, coz
vede k uvolnéni PHA do roztoku [18, 21].

Vyhodou pouziti surfaktantu je, Ze tato latka je schopna solubilizace. To znamend, ze
nerozpousti pouze proteiny, ale také jiné bunééné komponenty mimo PHA. Dalsi vyhodou této
metody je skutecnost, Ze povrchové aktivni latky lyzuji buitku bez znamky degradace granuli
polymeru. A zaroven za pouziti surfaktantu neni nutno provadét predbézné tpravy roztoku,
tudiz je mozné ziskavat PHA piimo z kultiva¢nich médii [18, 21].

Naopak nevyhodou této techniky je fakt, Ze neposkytuje tak vysokou Cistotu jako vyse zminéna
extrakéni metoda a také jsou potreba dalsi chemicka ¢inidla, jako naptiklad chlornan a hydroxid
sodny. Je potfeba zminit rovnéz fakt, ze je zapotiebi pouzit zna¢né mnozstvi povrchove aktivni
latky, coz ma za nasledek zvySeni nakladi a také problémy v odpadnich vodach [18].

2.4.2.2 Metody vyuZivajici povrchové aktivni ldatky ve smési

Pro i1zolaci PHA se rovnéZ vyuZivaji povrchové aktivni latky ve smési s chelatacnimi ¢inidly.
Samotny mechanismus probihd obdobné jako u jizZ zminéné metody vyuZzivajici jen surfaktanty.
Vyjimka je v tom, Ze chelatacni ¢inidlo je schopno tvofit komplexy s ionty, které se nachazi
v bunééné sténé nekterych bakterii a destabilizovat tim vnéjsi membranu. Tato nestabilita vede
k oslabeni vnitini membrany a dochazi nasledné k lyzi samotné buriky. Pouzitim chelata¢niho
¢inidla se da vyznamné zvysit Cistota ziskaného polymeru, pficemZ nedochazi k vaznému
poskozeni Zivotniho prostiedi, avSak je zde problém s velkym mnoZstvim odpadni vody. Tento
nedostatek byl vyfeSen zavedenim cyklu opétovného pouziti odpadni vody S pfimési malého
mnozstvi surfaktantu a chelata¢niho ¢inidla. Toho se vyuziva do doby, nez dojde k poklesu
Cistoty ziskavaného polymeru pod 96 %. Nasledn¢ dochazi k procisténi vody piidavkem
kyseliny chlorovodikové a aktivniho uhli [22].

2.4.2.3 Enzymaticka izolace

Dalsi moznosti izolace PHA je vyuziti enzymd. Metoda vyuzivajici enzymatického S§tépeni
enzymt, byla vyvinuta jako alternativa K extrakcéni izolaci. Pfi izolaci je vyuzivano
proteolytickych enzymi, které vynikaji svou schopnosti S§tépit vazby mezi jednotlivymi
aminokyselinami buné¢né membrany a rozrusit tak obalovou vrstvu PHA a zarovenl maji jen
malé degradacni ucinky vici PHA [18].
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Na podporu popsané metody byla provedena studie, jejiz cilem byla izolace PHA z bakterie C.
necator DSM 545, ve které byly pouzity enzymy trypsin, bromelain a lysozym, jez vykazuji
vysokou proteolytickou aktivitu k dané bakterii. Nejlepsi vysledky ze studie byly ziskany za
pouziti enzymu bromelainu, a to konkrétné 2%. Cistota vysledného PHA ¢&inila 88,8 %, coZ
zaostava oproti ostatnim metodam. Ve studii byl pouzit taktéz pankreatin. Avsak jeho pouziti
vedlo sice ke zvySeni Cistoty, ale na tkor ztraty procentudlni vytéznosti [22].

Byla také publikovana studie, ktera pojednava o kombinované metod¢ zahrnujici alkalazu
a SDS. Cilem metody je zisk PHA z biomasy bakterie Pseudomonas. Postup zahrnuje tepelnou
denaturaci biomasy, po niz nasleduje piidavek nadbytku enzymu a SDS za spoluucasti EDTA.
SDS se vaze na povrch granuli, ¢imz zabrafuje znovunavazani agregat vzniklych z rozruSené
biomasy. Vysledkem je polymer o Cistoté 95 %. Nevyhodou metody vSak je, Ze SDS sniZzuje
Cistotu polymeru [23].

2.4.3 Mechanicka izolace

Mechanické naruseni bunék je Siroce pouZzivano pro oslabeni intraceluldrnich proteind. Tento
zpusob se v zdkladu d€li na dvé hlavni kategorie. Prvni kategorie pfedstavuje metody, ve
kterych dochézi ke kontaktu bun€k s pevnymi piekédzkami. Mezi tyto metody patii naptiklad
kulickové mlyny. U druhé kategorie se jedna o metody, kde je vyuzivano rozdilnosti tlakt, jako
napiiklad pfi vysokotlaké homogenizaci nebo ultrasonifikaci [18].

Kulickovy mlynek se skladd z vertikdlni valcové mleci komory majici soustiedény valec
s rotorem s proménnou rychlosti pro michani. Bunééné suspenze vstupuji do mlynku na jeho
zékladné a protékaji nahoru do prstencového otvoru mezi rotorem a statorem a opousteji
mlynek v blizkosti vrcholu. Samotny provoz mlynku generuje teplo, které je odstranéno
chladicim aparatem. Vyhodou kulickového mlynku je fakt, Zze samotné naruseni je nezavislé na
koncentraci biomasy [18].

Pouziti vysokotlaké homogenizace je jednou z nejzndméjSich metod pro rozruSeni bunck ve
velkém meéftitku. Zatizeni se skldda ze vzduchem pohdnéného Cerpadla, které prevadi bunéénou
suspenzi pies dvé paralelni Stérbiny pod vysokym tlakem. NaruSeni nastava pfi teploté okoli,
coz je udrzovano chladicim aparatem. Vykon homogenizatoru zavisi na koncentraci biomasy.
Vyuzitim vysokotlakého homogenizatoru v pfitomnosti SDS byl ziskan PHA z Methylbacterie
sp. V49 maximalni vytézek 98 % s 95% cCistotou [18].

Dalsi metoda vyuziva kombinace centrifugace a ultrasonifikace, kdy je suspenze s piidavkem
enzymil nejprve nekolikrat odstiedéna a nasledné vystavena ultrazvuku. Ultrazvuk vyvola
v roztoku podtlak, ktery zptisobi, Ze se bunka rozpadne [24].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dobé¢ se v biotechnologickém pramyslu klade velky diraz na zdokonaleni vlastnosti
polyhydroxyalkanoat, a to zejména z divodu jejich mozného vyuziti jako biologicky
rozloziteIného materialu, ktery mize konkurovat vyrobkim z petrochemického pramyslu.
Zavaznym problémem pii zpracovavani PHA je jeho krystalizace, ke které ¢asto dochazi pti
izolaci PHA z bakterialnich bunék. Pfitom nativni PHA granule se nachazeji v amorfni formé,
ktera vykazuje podstatné vyssi elasticitu a flexibilitu ve srovnani s krystalicky izolovanymi
Cistymi polymery. Cilem mnoha experimenti se tudiz stalo studium mechanismu, které
zabranuji Kkrystalizaci PHA v bunéénych granuli, a tedy i metody izolace téchto granuli
V nativnim stavu [17].

Toto téma bylo v minulosti jiz povazovano za zcela vyfeSené, jelikoZ existuje spousta
protokold, pfi kterych se dle autort podatilo extrahovat amorfni PHA. Nicmén¢ z nejnovéjsich
studii vyplyva, ze takto vyextrahované PHA polymery mohou byt zpocatku amorfni, ale po
vysuSeni dochéazi ke krystalizaci. A proto dochazi v dnesni dobé k navratu ke kotfeniim
a k opétovnym pokustim o uspé$nou izolaci PHA v amorfnim stavu [17].

Jak uz bylo feceno v kapitole 2.2, bakterie obsahujici PHA vykazuji zvySenou odolnost vici
stresu. Amorfni stav PHA granuli pfimo souvisi s timto obranym mechanismem bakterii. Touto
problematikou se zabyvala studie P. Sedlacka a spol. (2019). Zaméfila se na otazku, jaky typ
a rozsah pocatecniho stresu piijatého na bunkach ovliviiuje inicializaci a prabéh procesu
krystalizace, a mimo to experiment také pfispé€l k objasnéni mechanismu udrzujiciho granule
v termodynamicky nestabilnim amorfnim stavu. Vyuzitim technik infrac¢ervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR) a transmisni elektronové mikroskopie (TEM) se prokazalo,
ze buiiky C. necator H16 po vyschnuti krystalizuji. Jinymi slovy, bylo prokazéno, Ze pro
vyvolani krystalizace musi byt bunécna kultura nejprve vystavena nepiiznivym podminkam
nasledovanym vysuSenim bun¢k. Studie dale ukazala, Ze pouze stresové faktory, které vedly ke
koalescenci PHA granuli, indukuji krystalizaci polymeru. Experimentaln¢ bylo v této praci
potvrzeno, ze amorfni stav polymeru je stabilizovan nizkou rychlosti krystalizace v malém
objemu malych PHA granuli a voda pfitomna v granulich PHA funguje jako plastifikator neboli
zmékc¢ovadlo chranici polymer pied krystalizaci [17].

Také dalsi prace Y. Kawaguchiho a Y. Doi (1990) mé¢la za cil izolovat nativni PHB granule
z bakterie Cupriavidus necator a studium krystalizace ziskaného polymeru. Izolace probihala
pomoci enzymu, konkrétné lysozymu a deoxyribonukleazy. Dale byla pouzita centrifugace
a nasledné ultrasonifikace. Izolace granuli byla doprovazena osetfenim riiznymi roztoky (roztok
acetonu, chlornanu sodného a hydroxidu sodného), poptipad¢ dal§imi enzymy (trypsin, lipaza).
Studie prokazala, ze neoSetitené PHB granule se vyskytovaly pfevazné v amorfni formé. Avsak
pii pouziti vysSich koncentraci oSetiujicich roztokt se krystalizace PHB stupiiovala, protoze pti
pouziti alkalickych roztokti doslo k odstranéni jisttho mnozstvi proteinti z povrchové vrstvy
granuli. Analyza jednotlivych vzorkt byla provadéna rentgenovou difraktometrii [24].

Izolaci a naslednou studii PHB granuli se zabyval také vyzkum B. Gebauer a D. Jendrosska
(2006). Béhem studie doslo k izolaci a nasledné analyze vice typa granul PHB. Denaturované
PHB (dPHB) granule bez jakychkoliv povrchovych proteinti byly izolovany z PHB bohatych
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bunék C. necator za pouziti NaClO. Nativni granule (nPHB) byly taktéz izolovany z buné¢nych
extrakti C. necator, ziskanych pomoci trojndsobného priichodu ptes French press a naslednou
centrifugaci s hustotnim gradientem glycerolu, ktery byl posléze odstranén dialyzou. Amorfni
PHB granule byly pfipraveny z krystalického materialu rozpusténim v trichlormethanu
a nasledné ultrasonifikaci. V studii se krystalinita zkouma enzymaticky, konkrétné hydrolyzou
PhaZ7, coz je enzym, ktery je specificky pro amorfni PHB a nemuzZe hydrolyzovat dPHB. Na
analyzu vzorku byla pouzita vysokotlaka kapalinova chromatografiec (HPLC) [25].

Rovnéz studie M. Portera a J. Yu (1998) se zabyvala krystalinitou PHB v nativnich granulich
in situ. Zdrojem PHB granuli byla bakterie Cupriavidus necator. Cely experiment byl provadén
tak, aby mohly byt pozorovany pouze vlivy podminek vnéjSiho prostiedi na chovani PHB
granuli. Krystalinita PHB byla patrna z velké Casti u vSech experimentli, po¢inaje suspenzi
neosetienych bakteridlnich buné€k, pfes odstfed’ované bunky az po teplotni naméhani bunek.
Nepatrnou zménou v krystalizaci polymeru byly buiiky, které se nachazely v slabé kyselém
prostfedi. V tomto experimentu se PHB vyskytovalo z velké c¢asti amorfni, avSak stale
S pfitomnosti nepatrné krystalické casti polymeru. Nejvétsi krystalinita polymeru byla
pozorovana u experimentu, kde dochazelo k zahtivani bunécné suspenze a soucasné s tim
dochazelo i k odstranéni vody z granuli. Tento vysledek potvrzuje fakt ze studie [17], Ze voda
pusobi v PHB granuli jako tzv. plastifikator. Pro analyzu vzorkl byla ve studii vyuzita technika
ATR-FTIR [26].

Ziskavanim amorfnich PHB granuli z bun¢k Cupriavidus necator kultivovanych na odpadnim
fritovacim oleji na vafeni se zabyvala L. Martino a spol. (2014). Izolace PHB granuli byla
provadéna pomoci alkalazy, SDS a ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA). EDTA je
chemické cinidlo, které v suspenzi vytvari komplexy s dvojmocnymi kationty (nejcastéji se
jedna o vapenaté a hofecnaté), diky Cemuz dochazi k destabilizaci wvngjs$i strany
cytoplazmatické membrany. Na zavér alkalaza rozklada bunécny material, ktery se v suspenzi
nachazi po lyzi bakteridlnich bunck. Vysledky experimentu byly takové, Ze izolované¢ PHB
granule ztstaly amorfni jen za vlhka a po vysuseni doslo ke krystalizaci. Pfi experimentu byla
pouzita rentgenova difraktometrie jako metoda urceni krystalinity a ke studii PHB granuli byla
pouzita diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) [27].

Krystalizaci izolované PHB se ve své praci vénuje i C. Lauzier a spol. (1992) Producentem
PHA v experimentu byl bakterialni kmen Alcaligenes eutrophus (star$i nazev pro C. necator).
Izolace granuli byla provedena enzymaticky (lysozym a deoxyribonukleaza) s vyuzitim
ultrasonifikace. Vysledny polymer byl na povrchu krystalicky, zatimco jeho jadro si udrZovalo
svilj amorfni charakter. Pii nasledném zahiivani doSlo ke krystalizaci i samotného jadra. BEhem
meéteni bylo zjisténo, Ze amorfni polymer obsahoval ur€it¢ mnoZstvi vody, a kdyz doslo
K jejimu odstranéni prostfednictvim vysuSeni, polymer zacal krystalizovat. Pro vyzkum byly
pouzity metody FTIR a transmisni elektronové mikroskopie (TEM) doprovazené rentgenovou
difraktometrii a DSC [28].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité bakterie, chemikalie a pFistroje

4.1.1 PouZzité bakterie
V bakalarské praci byla pouzita bakterie Cupriavidus necator H16 CCM 3726, ktera byla
ziskana z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng.

4.1.2 Pouzité chemikalie
e Nutrient Broth, (Himedia), India
e Dihydrogenfosforecnan draselny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Dihydrat hydrogenfosfore¢nan sodny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Siran amonny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Heptahydrat siranu hofe¢natého, (Sigma Ladrich Inc.)
e Fruktéza, p.a., (Lach-Ner, CR)
e Tris (hydroxymethyl) aminomethan, (Lach-Ner)
e Ethylendiamintetraacetat sodny, (Lach-Ner)
¢ Dihydrogenfosfore¢nan draselny, (Sigma-Aldrich)
e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, (Sigma Aldrich)
e Chlorid hotfec¢naty, (Thermo Scientific)
e Glycerol, (Lachema)
e Lysozym, (Sigma Aldrich Inc.)
e Deoxyribonukleaza, (Sigma Aldrich Inc.)
e Deionizovana voda (PureLab systém)

4.1.3 Pouzité pristroje
e Analytické vahy, Boeco
e Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
e Temperovana tiepacka Incubator Heidolph 1000, Labicom s.r.o
e Termostat, LS-35
e Temperovana tiepacka (inkubator) Orbitah shaker ES-20, Biosan
e Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z 36 HK, HERMLE
e Koloidni analyzator Zetasizor Nano Series, Malvern
e FTIR spektrofotometr Nicolet iS50
e Analyticka odstfedivka LUMiSizer 611, LUM
e Ultrazvuk Bandelin Sonopuls Ultrasonic Homogeniser
e Epifluorescenc¢ni mikroskop Nikon Elipse E200
e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

4.2 Kultivace

4.2.1 Priprava inokula
Inokulum pro vsSechny kultivace bylo piipravovano do 100ml Erlenmayerovych banék
s obsahem 50 ml média Nutrient Broth. Vysterilizované inokulum (viz nize) bylo bud'to
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natfikrat  zaoCkovano  bakteriologickou  klickou z agarové plotny (zaockovana
z kryozkumavky), nebo ptimo zaockovano z kryozkumavky obsahujici bakterie Cupriavidus
necator H16. Oba procesy byly provadény v sterilnim prostfedi Laminarnim boxu Aura mini.
Kultivace probihala 24 hodin na temperované tiepacce pti frekvenci ttepani 180 rpm a teplote
30 °C.

Vsechny sterilizace, jak pro inokulum, tak i pro mineralni médium, byly provadény
v uzavieném tlakovém hrnci po dobu pfiblizné 45 minut. Roztok fruktozy se sterilizoval
obdobné jen s otevienym ventilem. Roztoky fruktdézy a stopovych prvka byly umistény
V laminarnim boxu, kde byly sterilizovany UV zédifenim. V laminarnim boxu byly nésledné tyto
roztoky pii laboratorni teploté ptidany do mineralniho média.

4.2.2 Zivna média

Pro piipravu inokula bylo pouzivano submerzni médium Nutrient Broth (NB).

Slozeni Nutrient Broth:

o Beef extract 10 g1t
e Pepton 10 g-I*
e NaCl 59t

e Agar 20 g1t

Pro pfipravu produk¢éniho mineralniho média pro kultivaci bakterii Cupriavidus necator H16
byly pouzity nasledujici mineralni latky:

e (NH4)2SO04 1 g-l'l

o KH2PO4 1,1g1?
e NaHPOs4- 12 H,0O 11,1 g-I*
e MgSOs -7 H0 0,2g-1*
e Fruktosa 20 g1t

e Roztok stopovych prvki 1ml

e Destilovana voda 1000 ml

“Roztok stopovych prvki:

e FeCls 9,79

e CaCl; 789

e CuSO4 0,156 g
e CoCl> 0,119¢g
e NiCl, 0,118 g
e CrCl 0,062 g
e 0,1 MHCI 1000 ml

Produk¢éni mineralni médium bylo pfipravovano do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k obsahujici
100 ml mineralniho media. Stejné jako u inokula (kapitola 4.2.1) byla provedena sterilizace
a po vychladnuti roztoku bylo v laminarnim boxu ptidano 5 ml fruktézy (20 g/1), 100 pl roztoku
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stopovych prvki a 5 obj. % inokula. Pfipravena produkéni média byla kultivovana 72 hodin pfi
30 °C na temperované tiepacce pii 180 rpm.

4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Priprava tris-HCI pufru
Pro piipravu 50 mM tris-HCI pufru o hodnoté pH 8 bylo pouzito:

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan 6,057 g-I*

Navazka Tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 750 ml destilované vody a pH
roztoku bylo upraveno piidanim koncentrované HCI na hodnotu 8. Nasledné byl roztok dolit
destilovanou vodou do celkového objemu 1 litr.

4.3.2 Priprava PBS pufru
Pro ptipravu 100 mM fosfatového pufru o pH 7,4 bylo pouzito:

e NaH:PO;- 2 H20 3,522 g1t
e NaHPO4- 12 H20 27,7272 g-I

Navazka byla rozpusténa v 1 litru destilované vody a posléze byla upravena koncentrace
roztoku na potfebnou hodnotu prostfednictvim ptidani destilované vody dle potieby.

4.4 Postup izolace PHB

Cely proces izolace PHB je spjat s enzymatickym $tépenim a mechanickym rozbijenim bun¢k
za pomoci centrifugy (Z 36 HK HERMLE) a ultrazvuku (Bandelin Sonopuls Ultrasonic
Homogeniser). Prvnim krokem ukonceni kultivace bakterii bylo jejich sesbirani odstiedénim
(5000 rpm, 15 °C, 15 min) celého objemu mineralniho média (100 ml). Dale byla usazenina
rozsuspenzovana ve 100 ml Tris-HCI pufru o hodnoté pH 8 s ptimési 0,19 lysozymu a 0,037 g
EDTY. EDTA v roztoku zastdva funkci chelatacniho c¢inidla. Takto pfipraveny roztok byl
inkubovan na temperované tiepacce (Orbitah shaker ES-20) p#i 200 rpm, 40 °C po dobu
3 hodin. Po uplynuti inkuba¢niho ¢asu byl roztok centrifugovan (5000 rpm, 4 °C, 15 min)
a usazenina byla rozsuspendovana v 100 ml studené destilované vod¢. Suspenze byla posléze
podrobena ultrazvuku. Po ultrazvuku ptichazi na fadu dalsi centrifugace (2000 rpm, 4 °C, 15
min). Usazenina byla tentokrat rozsuspendovana ve 100 ml 50 mM fosfatovém pufru (pH 7.,4)
S piimési 0,2033 g chloridu hofe¢natého a 1 mg deoxyribonukleazy. Nasledné byl roztok
umistén na temperovanou ttepacku, kde doslo k dalsi inkubaci pti 200 rpm, 40 °C po dobu 2
hodin. Jako dals$i krok pfisla na fadu dialyza. Samotna dialyza byla provadéna na magnetické
michacce a cela aparatura byla umisténa v lednici.

Zminény postup byl navrzen na zakladé experimentu popsaného v ¢lanku [24].

4.4.1 Postup izolace PHB s gradientovou centrifugaci

Tento postup byl zpo¢atku totozny S postupem popsanym vyse Vv Kapitole 4.4. Zména nastala
az po druh¢ inkubaci (2 hodiny na temperované tiepacce), kdy doslo k pfidani glycerolu. Prvni
vzorek obsahoval 15 ml 100% glycerolu na 6 ml suspenze obsahujici PHB granule. Druhy
vzorek byl zhotoven ze smési 5 ml 100% glycerolu, 10 ml 50% glycerolu na 10 ml suspenze.
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Vzorky 3 a 4 byly zhotoveny stejné jako vzorek ¢islo 1. Takto pfipravené vzorky byly nasledné
podrobeny odstiedéni, a to konkrétné 7000 rpm pii 4 °C po dobu 20 minut pro vzorky 1, 2, a 3.
Tteti vzorek byl dale promyt 30 ml 50 mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) a cely postup
s glycerolem byl u n&j jesté 2x zopakovan. Ctvrty vzorek byl odstfedén pii 5000 rpm, 4 °C po
dobu 20 minut. VSechny vzorky byly néasledné podrobeny dialyze proti 20 mM fosfatovému
pufru (pH 7,4). Dialyza byla taktéz provadéna za stalého michani pomoci magnetické michacce
a cela aparatura byla umisténa v lednici jako v kapitole vySe. Motivaci této ipravy postupu byla
snaha o Setrn¢jsi separaci uvolnénych granuli od supernatantu pomoci centrifugace v hustotnim
gradientu vzniklém ve smési voda-glycerol.

Postup izolace PHB obohaceny o glycerol byl proveden na zékladé experimentu popsané¢ho
V bod¢ 4.4 a doplnén poznatky z experimentu publikovaném v referenci [25].

4.5 Vizualizace granuli pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
Za icelem vizualizace granuli byly pouzity standardni techniky fluorescen¢niho barveni bun¢k

fluorescen¢nimi barvivy specifickymi pro hydrofobni bunécné struktury (Nilskou cerven
a BODIPY).

45.1 Barveni Nilskou ¢erveni

Po ptipraveé suspenze (viz.4.4 a 4.4.1,) nasledovalo stoceni 25 ml suspenze na centrifuze (8000
rpm, 2 min) a nasledna fixace 1 ml 20% ethanolu pii 4 °C po dobu 10 minut. Nakonec byla
suspenze dvakrat promyta 1 ml fosfatového pufru.

Ze zéasobniho roztoku Nilské &ervené, jejiz koncentrace &inila 1 mg-ml?t (rozpousténo
v DMSO), bylo ptidano do 1 ml vzorku buné€k 5 pl roztoku nilské cervenég. Inkubace probihala
pfi laboratorni teploté ve tmé po dobu 15 minut.

Nilska ¢erven excituje pii vinové délce 488 nm, emise byla snimana v kanale 590 + 35 nm.

45.2 Barveni BODIPY
Suspenze vzorku byla pfipravena stejné jako pii barveni Nilskou ¢erveni (viz. 4.5.1).

Zasobni roztok barviva BODIPY 439/503 byl uchovavan v DMSO o koncentraci 1 mg-ml™.
Do vzorku bunééné suspenze o objemu 1 ml bylo pfidano 5 ul barviva.

Excitace byla pozorovana pii vinové délce 488 nm a emise byla snimdna v zeleném
kanale - 535 £ 35 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci mé bakalaiské prace byly provedeny 3 druhy experimentt, pficemz 1. typ experimentt
se zaméfoval na optimalizaci méficich technik a testovani idealniho Casu ultrasonifikace.
Nasledné 2. soubor experimenti se zaméfil na pokus o izolaci nativni formy PHA z bakterii
a testoval vliv amplitudy ultrasonifikace na krystalizaci polymeru a celkovou izolaci PHA.
A nakonec 3. skupina experimentt navazala na vysledky piedchoziho a nastavila idealni
amplitudu ultrasonifikace a zaroven testovala dalsi mozné upravy postupu izolace amorfnich
PHA granuli z bakterialnich bunék.

wwvr

5.1 Optimalizace méricich technik

Béhem prvniho experimentu byla nckolika analytickymi metodami charakterizovana
krystalinita a koloidni vlastnosti vzorku mechanicky rozruSenych bun¢k Cupriavidus necator
H16 (viz 4.4). Samotné méfeni probihalo po ukonceni ultrasonifikace, kdy tycovy ultrazvuk
byl nastaven na 95% amplitudy a jednotlivé vzorky se liSily pouze ¢asem vystaveni ultrazvuku.
Casova zména byla sestavena nasledovné: 0s,30s,60s,90s, 120 s, 150 s, 180 s, 210 s, 240
s, 270 s, 300 s a 360 s. Samotné mé&feni bylo provadéno pomoci analytické odstiedivky,
dynamického rozptylu svétla (DLS) a infracervené spektroskopie (FTIR). Cilem experimentt
byl jednak vybér optimalnich parametrti tohoto klicového kroku izola¢niho postupu, a déle také
otestovani vyuzitelnosti piipadné optimalizace navrzenych analytickych technik.

5.1.1 Analyticka odstfedivka (Lumisizer)

Analyticka centrifugace (LUMIiSizer 611) byla pro tento druh pokusu pouzita poprvé. A proto
nejprve doslo k optimalizaci celého procesu. Pripravené vzorky byly testovany pro rtzné
otacky a odlisny ¢as (2000 rpm, 15 min; 2000 rpm, 30 min), dokud nebylo nalezeno optimalni
nastaveni (4000 rpm, 30 min), pfi nizSich ota¢kach a krat§Sim Case nedochazelo k uplné
sedimentaci, proto byl potiebny posun k vyssim hodnotam. Analyticka odstfedivka vyobrazila
chovani suspenze béhem centrifugace a dala nam také tidaj o rychlosti sedimentace jednotlivych
roztokll. Taktéz v pozdéjsich experimentech dokazala vyhodnotit pfitomnost rtiznych frakci
Vv jednotlivych suspenzich.

Vzorek O s, viz obrazek 6, je ptikladem polydisperzniho systému, ktery relativné rychle
sedimentuje, coz mizeme vidét ze skoseného prvniho profilu (bod 1) a z velkych posunt
transmitacnich profili zaznamenanych v jednotlivych po sob& nasledujicich Casech
odstfed’ovani.
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Obrazek 6: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 0 s.

Vsechny ostatni vzorky byly jiZ velmi podobné, coz Ize vidét v porovnani obrazkl 7 a 8. Ve
vSech pfipadech (obrazky 7 — 8, 31 — 39) se jednalo o polydisperzni systém. UZ na zacatku
dochazi k podstatné pomalejsi sedimentaci ¢astic nez u vzorku 0 s. V bod¢ 1 vyzna¢eném v
obrazku 7 lze vidét postupné usazovani jemnych Castic, coz mize znacit pfitomnost druhé
frakce. Analyticka centrifugace se ukazala byt vhodnou méfici technikou pro jeji rychlé a
jednoduché vyhodnoceni. Zbylé vysledky jsou doloZzeny v kapitole 9.
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Obrazek 7: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 30 s.
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Obrazek 8: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 270 s.

5.1.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Pomoci DLS byly ziskany distribuce velikosti jednotlivych ¢astic v roztocich. Pro méfeni byl
pouzit ptistroj Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). Jednotlivé bakterialni suspenze (0;
30; 60; 90; 120; 150; 180; 210; 240; 270; 300 a 360 s) byly 10x ziedény pro dosazeni
presnéjSich vysledkt, avSak hodnoty byly i tak vyrazné zkresleny, jelikoz tato metoda
prepocitava velikost bun€k na kulovité ¢astice, pfi¢emz tvar bakterii je spise tyCinkovity.

Na obrazku 9 lze vidét, ze vzorek O s vykazoval pouze jednu velkou frakci, coZ naznacuje, ze
se v daném roztoku nachdzeji pouze nerozbité bunky. V ostatnich vzorcich l1ze pozorovat
vyskyt vice pikid, coz znaéi ptitomnost vice frakci o rozdilné velikosti ¢astic. Srovname-li
naméfené vysledky nafedénych suspenzi (30; 60; 150; 210; 300; 360 S) viz obrazky 9 — 11, Ize
pozorovat postupnou tendenci zmenSovani castic. Z téchto vysledkli (kazdé meéteni bylo
provedeno 3x) lze usoudit, Ze ultrasonifikace zdarné slouzi k rozbijené bakterialnich bunék.
Metoda DLS byla pouzita z diivodi rychlé a spolehlivé analyzy bakterialnich suspenzi.
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Obrazek 9: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (0 s — cervena;
30 s —zelend, 60 s— modra, 90 s — cerna).
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Obrazek 10: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (120 s — cervena;

150 s — zelena; 180 s — modra, 210 s — cerna).
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Obrazek 11: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (240 s — Cervend,
270 s —zelena; 300 s — modra; 360 s — cerna).

5.1.3 Infracervena spektroskopie

Pro stanoveni krystalinity PHB v jednotlivych vzorcich byla pouzita metoda FTIR, jelikoz se
osvédcila jako velmi uzitend a spolehliva metoda (viz [17,26,28]). Konkrétné byl k méfeni
pouzit pfistroj Nicolet iS50.

Na obrazku 12 je zobrazeno porovnani dvou spekter PHB ¢astic ve dvou formach, a to
konkrétn¢ v amorfni a krystalické formé. Charakteristické piky odpovidajici krystalinité jsou
znazornény v bodech 1 (1230 cm™), 2 (1270 cm™) a také $ikmy pik v bodé& 3 (1720 cm™). Pik
zobrazeny v bodé 4 (1180 cm™) kles4 s klesajicim obsahem amorfniho PHB ¢&ili u krystalického
spektra roste. Na zakladé porovnani naméfenych spekter jednotlivych vzorkd v experimentu,
zejména specifickych piki byla hodnocena krystalizace. Na obrazku 12 jsou zobrazena pouze
modelova data.

Vysledky méfeni jednotlivych vzorki prokazaly ze vzorek 0 s byl zcela amorfni, coz bylo
zpiisobeno tim, ze PHB granule se stale nachazely v intracelularnim prostfedi bunék, a tudiz
nebyly vystaveny ultrazvuku. Nedoslo tak k naruSeni amorfniho stavu PHB granuli. Také
vzorky 60 s a 90 s vykazovali za mokra zcela amorfni charakter a az po vysuseni byla patrna
tvorba pikd specifickych pro krystalinitu PHB. Vzorky 120 s—360 s vykazovaly postupné se
zvysujici krystalinitu 1 bez nasledné dehydratace. Zavérem méteni bylo, Ze idealni Cas vystaveni
ultrazvuku byl 60-90 sekund pro 95% amplitudu.

29



0,60 3 4
0,50 P /

0,40

0,30 H

0,20

l = krystalické

|
0,10
0,00 -J
2000,00 1800,00 1600,00 1400,00 1200,00 1000,00 800,00 600,00 400,00
vinocet [cm™]

l 1 amorfni

absorbance [-]

Obrazek 12: Modelova FTIR spektra PHB v amorfnim (modra) a krystalickém stavu
(Cervena,).

5.2 Izolace nativnich PHB granuli

V ramci 2. skupiny experimenta byl proveden kompletni izola¢ni protokol amorfnich PHB
granuli Z bakterialni bunky. Na zaklad¢ vysledkt z predchozich experimenta byl realizovan jiz
cely postup izolace (viz 4.4) pro vzorky 60 s a 90 s pti 95% amplitud@ ultrazvuku. Nasledné se
Vv izola¢nim postupu testoval vliv amplitudy ultrasonifikace na krystalizaci polymeru po
kompletni izolaci a precisténi PHA.

5.2.1 Ilzolace PHB

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd z FTIR analyzy (ideédlni Cas sonifikace 60 a 90 s), byl dale
realizovan experiment na izolaci nativnich PHB granuli. Na obrazku 13 je zobrazena
sedimentace vzorku 60 s pii 95% amplitudé¢ ultrazvuku. Mzeme zde pozorovat polydisperzni
systém s rychlou sedimentaci velkych ¢astic vzhledem K pozici prvniho profilu. Déle 1ze na
obrazku 13 vidét zvyraznénd mista (modré Sipky), kde dochdzi k akumulaci profild, coz
indikuje sedimentaci menSich Castic, a tedy pfitomnost vice frakci. Na konci je vidét zakal
tvofeny jemnymi ¢asticemi, ktery sedimentuje pomalu.
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Obrazek 13: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 60 s ultrasonifikace.

Pficemz vzorek 90 s vykazuje podobné zavéry viz obrazek 14 jako vzorek 60 s. Jediny
vyrazngj$i rozdil je ve vzdalenosti prvnich profilti od sebe, kde na obrazku 14 lze pozorovat

tyto profily hustéji na sob&, coz zna¢i pomalejsi sedimentaci, a tudiz se da predpokladat, ze
i mensi velikost sedimentujicich ¢astic.

Transmitace v %

pozice v mm

Obrazek 14: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 90 s ultrasonifikace.

Dale byly tyto vzorky proméfeny i pomoci techniky DLS, kde z naméfenych vysledki neni
patrny vyrazny rozdil mezi roztoky 60 s a 90 s. Pfi porovnani vzorkd roztokl a usazenin
(60 a 90 s), viz obrazek 15 a 16, lze pozorovat mirny posun ve velikosti jednotlivych ¢astic.
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Z toho vyplyva, ze v usazeniné se pravdépodobné nachazely poziistatky bakteridlnich bungk,
nebo jiz doslo k agregaci PHB granuli.
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zaznam 72: 60_cely postup_roztok 1 zaznam 73: 60_cely postup_roztok 2 1
zaznam 74: 90_cely postup_roztok 1 zaznam 75: 90_cely postup_roztok 2 1

Obrazek 15: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (cervend —60 s 1,
zelena —60 s 2; modra — 90 s 1, cernd — 90 s 2). Pro méreni byl pouZzit roztok nad
usazeninou, kde se nachazelo méné castic.
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Obrazek 16: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (¢ervend — 60 s 1,
zelena — 60 s 2; modra —90 s 1, cernd — 90 s 2). Pro meéreni byl pouZit roztok zhotoveny
ziredénim usazeniny.

Z FTIR vysledkt bylo patrné, ze vzorky byly nejprve amortni, ale pfi postupném vysychani
vykazovaly krystalicky charakter. Ze zavéru méfeni vyplyva, ze PHB granule byly amorfni,
dokud nedoslo k jejich dehydrataci. Z vysledki DLS, ale bylo zjisténo, ze detekované Castice
byly pftilis veliké, coz naznacuje, ze bunky nebyly ultrazvukem dostate¢né rozbity. A proto se
zacaly testovat rizné amplitudy ultrasonifikace sohledem na efektivitu rozbijeni bunék
a krystalizaci uvolnénych PHB granuli.
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5.2.2 Vliv amplitudy ultrasonifikace na krystalizaci polymeru

Jak uz bylo zminéno na zacatku této kapitoly, bylo nutno otestovat vliv amplitudy jejim
postupnym snizovanim, kdy doba sonifikace byla vzdy pfepocitana vic¢i dané hodnoté
amplitudy, tzn: 1) 95% —60's, 2) 95% —90's, 3) 85% — 67 s, 4) 85% — 101 s, 5) 75% — 76 3, 6)
75% — 114 s, 7) 50% — 114 s, 8) 50% — 171 s, 9) 35% — 163 s, 10) 35% — 244 s,
11) 20% — 285s, 12) 20% — 428 s a 13) 10% — 855 s. Pro orientaci a porovnani byl méfen
i vzorek bakterii v mineralnim médiu a vzorek, ktery byl podroben celému izola¢nimu postupu
pouze bez vystaveni ultrazvuku. A proto bylo nejprve prométeno prvnich 8 vzorki
(. amplitudy od 95% po 50%). Vysledky analytické centrifugace zobrazily pro prvnich 5
vzorki (95% — 60 s; 95% — 90 s; 85% — 67 s; 85% — 101 s; 75% — 76 S) znatelné rozdéleni do
frakci podle rozdilné rychlosti sedimentace. Ve zbylych 3 vzorcich (75% - 114 s;
50% — 114 s; 50% — 171 s) lze pozorovat pouze postupnou sedimentaci vSech ¢astic. Vybrana
data z experimentu jsou piedmétem prilohy (obrazky 40 a 41).

Prométfenim vzorkt (95% — 60 s; 95% — 90 s; 85% — 67 s; 85% — 101 s; 75% — 76 s;
75% — 114 s; 50% — 114 s a 50% — 171 s) pomoci FTIR se zjistilo, ze PHB granule ve vzorcich
jsou ¢astené v krystalickém stavu, coz znadi piitomnost piki u 1230 cm?, 1270 cm™ a sikmy
ultrasonifikace viz obrazek 17. Diky témto poznatkiim se pieslo na testovani jeSté niz$ich
amplitud (35% — 163 s; 35% — 244 s; 20% — 285 s; 20% — 428 s a 10% — 855 s), ze kterych
bylo zjisténo, ze jednotlivé vzorky jsou za hydratovaného stavu zcela amorfni.
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Obrazek 17: Porovnani vybranych FTIR spekter vzorkui.

Pro dal$i analyzu vzorki (35% — 163s; 35% — 244s; 20% — 285s; 20% — 428s
a 10% — 855 ) o rtuzné amplitud¢ ultrazvuku byla vyuzita analytickd centrifugace, ke byl
prokézan vyskyt vice frakci. Zejména pak bylo patrné samotné usazovani malych céstic
v roztoku. Nicméné vysledky mezi jednotlivymi vzorky nebyly vyrazngji odlisné viz obrazek
18.
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Obrazek 18: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 35% - 163 s.

V ramci testovani vlivu amplitudy bylo pro porovnani (se vzorky amplitud, viz vyse) provedeno
i odstfedéni vzorku mineralniho média (obrazek 19) a vzorku po provedeni celého postupu bez
vystaveni ultrazvuku (obrazek 20). Tyto vzorky se liSily jenom v enzymatickém namahani
bakteridlnich bunék, konkrétné lysozym naruSuje bakteridlni sténu buiky a tim dopomaha
K jejimu rozstépeni a deoxyribonukledza slouzi k odstranéni piebytené DNA z bakterialni
suspenze. Za uvedenych podminek jsou patrné zmény v poctu frakei a diky témto vysledkiim
Ize usuzovat, Zze samotné enzymy odvadi podstatnou praci pii procesu izolace. V obou
pripadech se nicmén¢ jedna o polydisperzni systém s postupnou sedimentaci.
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Obrazek 19: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek bakteridlnich bunék v mineralnim
médiu.
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Obrazek 20: Vysledky sedimentacni analyzy vzorku po izolacnim postupu bez pouziti
ultrazvuku.

Jak uz bylo zminéno na zacatku této kapitoly, prostiednictvim metody FTIR byl zji§tén ¢astecné
amorfni charakter vSech vzorki, nicméné z vysledki méfeni DLS je patrné, Ze hodnoty pro
vSechny vzorky jsou pfili§ vysoké S porovnanim velikosti se vzorkem bakteridlnich bun¢k
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Vv minerdlnim médiu (Cervend — 20% 428 s; zelend — 35% 163 s; modra — 35% 244 s
a ¢erna — mineralni médium — MM) (viz obrazek 21). Na zaklad¢ téchto vysledkt bylo
usouzeno, Ze buiiky nejsou dostate¢né rozbité.
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zaznam 89: 35% 244s 1 zaznam 92 UM 1

Obrazek 21: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vybranych vzorcich
(Cervena — 20% 428 s; zelena — 35% 163 s; modra — 35% 244 s cerna — mineralni
médium — MM). Soucasné probéhlo i srovnani se vzorkem obsahujici mineralni médium.

5.3 Optimalizace vybranych izola¢nich kroki nativnich PHB granuli

Béhem 3. skupiny experimentu byl zafazen test 75% amplitudy ultrazvuku v zavislosti na dobu
pusobeni vici bakteridlnim suspenzim. Jednotlivé vzorky byly pojmenovany dle casu
sonifikace: 1) 0s,2) 305s,3)60s,4)90s,5) 120 s, 6) 150 s, 7) 180 s, 8) 210 s. Nasledné byl
pro nejlepsi interval sonifikace proveden cely postup izolace (viz 4.4), konkrétné: a) 30 s, b)
40, ¢) 50 s, d) 60 s. V ramci 3. experimentu byl vyzkousen odli§ny postup izolace (viz 4.4.1)
pro vzorky 75% 30 s a 75% 40 s.

5.3.1 Casova fada 75% amplitudy

Casova fada 75% amplitudy byla testovana stejné jako v 5.1, ¢ili k méfeni doslo hned po
ukonceni ultrasonifikace. Nejprve byla proméiena velikost astic pomoci metody DLS, ze které
bylo patrné, ze doslo k rozpadu bakterialnich bunék a uvolnéni granuli PHB viz obrazek 22
(zbylé vzorky viz kapitola 9).
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Obrazek 22: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vybranych vzorcich
(Cervena — 75% 30 S; zelend — 75% 60 s; modra — 75% 90 s cerna — 75% 120 s).

RovnéZ i tu byly vzorky podrobeny analyze FTIR, kde bylo zjisténo, Ze nejlepsi vysledky
v ramci amorfniho charakteru vychazi v intervalu od 30 do 60 sekund.

Z vysledki analytické odstfedivky (obrazek 23) je patrné, Ze se jedna o polydisperzni suspenzi.
Lze nicméné pozorovat vyskyt minimalné dvou separatnich frakei. Pii porovnani vzorkt 30 s

a50s (viz obrazek 23 a 24) lze vidét postupné jednotnéjsi profily v ptipadé 50 s ultrasonifikace,
coz znac¢i pomalejsi sedimentaci.
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Obrazek 23: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 30 s ultrasonifikace.
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Obrazek 24: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 50 s ultrasonifikace.

Avsak vysledky méfeni DLS prokazaly pomérné vysoké hodnoty velikosti ¢astic u jednotlivych
vzorkt (Cervena — 75% 40 s; zelena — 30 s; modra — 75% 50 s a ¢erna — 60 S) viz obrazek 25.
Zavérem mefeni byla domnénka, Ze buiiky stale nejsou rozbité.
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zaznam 128: 75% 50s 1 zaznam 131: 75% 60s 1
Obrazek 25: Srovnani distribuci velikosti castic v jednotlivych vzorcich (¢ervena — 75% 40 s;

zelena — 75% 30 s, modra — 75% 50 s a ¢ernd — 75% 60 S).

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této domnénky ohledné nerozbitych bakteridlnich bunék byl pouzit
mikroskop (Nikon Elipse E200 s fotoaparatem Nikon Coolpix5400). Jednotlivé vzorky

a) 75% 30 s;
451a45.2.

b) 75% 40 s; ¢) 75% 50 s a d) 75% 60 s byly piipraveny podle postupt v bodech
Na obrazku 26 lze vidét jednotlivé snimky vzorkd roztokti. Bylo pouzito barvivo

bodipy, které je charakteristické svym hydrofobnim charakterem a v bunkach se vaZze na
hydrofobni ohrani¢eni bunék — fosfolipidovou dvojvrstvu a na hydrofobni granule PHA. Co se
tyce porovnani vzorkd, tak ve vzorku a) byl patrny vétsi pocet bakterii nez v ostatnich vzorcich.
Ve vzorku b) bylo vidét jisté ohraniceni bunék (v ostatnich vzorcich to nebylo tak patrné) a jiz
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znatelny ubytek bakterii. Na snimku se vzorkem c) byly krasn¢ vidét dva druhy bunék, mohlo
se tedy jednat o neposkozené buiiky a o uvolnéné granule. Snimek d) se ptili§ nelisi od bunék
zobrazenych na snimku b), avSak ohrani¢eni neni tak znatelné.

a) -b -
C) -d -

Obrdzek 26: Snimky jednotlivych vzorkii z mikroskopu. Jedna se o barvivo bodipy a vzorky
Jjsou odebrany z roztoku nad usazeninou jednotlivych suspenzi.

Také na obrazku 27 lze pozorovat snimky vzorka (a) 75% 30 s; b) 75% 40 s; ¢) 75% 50 s
a d) 75% 60 s), které byly pfipraveny z usazenin jednotlivych suspenzi. Pro mikroskopovani
bylo pouzito barvivo nilska Cervenl. Usazeniny musely byt oproti roztoklim jesté navic 10x
ziedéné z duvodu velké koncentrace bunék, a i tak se v nich nachazelo mnohonasobné vice
bakterii. U usazenin bylo pozorovano 1 velké mnozstvi necistot, vV tomto piipadé¢ bunécnych
komponent, zatimco barvivo bodipy bylo lepsi na viditelnost jednotlivych bun¢k. Ve vzorcich
a), b) a d) l1ze vidét pomérné rozsahlou agregaci bun¢k. Vzorek c) je zajimavy piitomnosti
velkého mnozstvi jiz zminénych neéistot. Tyto necistoty (bunééné komponenty) byly
V nepatrné mife pozorovany u vSech vzorkl. Na zaklad¢ vysledka ziskanych prosttednictvim
mikroskopu 1ze predpokladat, ze ptedeslé vysledky ziskané pomoci techniky DLS byly zna¢né
ovlivnény vz4jemnou agregaci jednotlivych buné¢k ¢i necistot.
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Obrazek 27: Snimky jednotlivych vzorkii z mikroskopu. Jedna se o barvivo nilskou cerven
a vzorky jsou zhotoveny ziedenim usazeniny jednotlivych suspenzi.

5.3.2 Izolace za pouziti gradientové centrifugace

Béhem izolace nativnich PHB se pracovalo i s postupem popsaném V kapitole 4.4.1. Tento
postup obsahoval centrifugace v hustotnim gradientu glycerolu, kdy byly zhotoveny 2 sady
vzorkll. Prvni sada byla pfi 75% amplitud¢ ultrazvuku po dobu 30 sekund a druha sada byla pfi
stejné amplitudé po dobu 40 sekund. Jednotlivé vzorky (lisi se otackami, koncentraci glycerolu
a opakovanim, viz kapitola 4.4.1) vykazovaly velmi odli$ny vizualni charakter, coz lze vidét
na obrazku 28.
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Obrazek 28: Vizudlni charakter vzorki (1 — 15 ml 100% glycerolu na 6 ml suspenze, 7000
rpm, 4 °C, 20 min; 2 —smeés 5 ml 100% glycerolu, 10 ml 50% glycerolu na 10 ml suspenze,
7000 rpm, 4 °C, 20 min; 3 — 15 ml 100% glycerolu na 6 ml suspenze, 7000 rpm, 4 °C, 20 min,
nasledovano promytim 30 ml 50 mM fosfatovym pufrem a cely postup jeste 2 x zopakovan) po
centrifugaci za pouZziti postupu 4.4.1.

Jako prvni bylo provedeno méteni DLS, které mélo neprokazatelné vysledky, navic jednotliva
méfeni, kazdy vzorek se jako ve vSech ostatnich métenich proméfoval 3x, vykazovalo rozdilné
vysledky. Za pouziti glycerolu se neprojevila zadna viditelnd zména oproti postupu bez pouziti
glycerolu (popsaném v bod¢ 4.4). Méteni DLS je zobrazeno na obrazku 29.
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Obrazek 29: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vzorcich (viz kapitola 4.4.1)
pri postupu s glycerolem.

Po vysledcich z méfeni DLS byly vzorky nasledné pozorovany pod mikroskopem. Z tohoto
pozorovani vsak taktéz nebyly patrné vyraznéj$i zmeny oproti postupu bez glycerolu. Pod
mikroskopem byl pozorovatelny velky zakal bunéénych komponent, ktery velmi znesnadiioval
samotné pozorovani. Ve vzorku 1) Ize vidét krasné oddélené bunky, oproti tomu ve vzorcich 2)
a 4) 1ze pozorovat agregaci velkého mnozstvi bunék. Snimky jsou vidét na obrazku 30. Na
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zéklad¢ vysledkl lze usoudit, ze vyuziti glycerolu jako stabilizujici slozky pro amorfni
charakter vyzaduje dalsi experimentalni optimalizaci.

Obrazek 30: Snimky jednotlivych vzorkii z mikroskopu. Postup zahrnoval i centrifugaci
V hustotnim gradientu s pouzitim glycerolu. Jedna se o vzorky 75% amplitudy po dobu 30
sekund.
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma krystalizace mikrobialnich
polyesterti a na zaklad¢ této reSerSe zvolit a otestovat vhodné metody ptipravy amorfni formy
mikrobidlnich polyesterti. Déle také navrhnout a realizovat modelovy experiment pro studium
kinetiky krystalizace pfipravenych forem polyestert a na zavér zhodnotit vyuzitelnost navrzené
experimentalni metodiky pti diskuzi biologickych diisledki krystalizace mikrobidlnich
polyestert in vivo.

V ramci prvniho experimentu byly otestovany jednotlivé méfici techniky pfi zkoumdni
krystalinity suspenze PHB granuli po ultrazvuku pro ¢asovou fadu. Analyticka centrifugace se
projevila jako velmi ¢innd metoda k posuzovani rychlosti sedimentace a charakteru suspenze.
Jako jiz rutinné vyuzivana metoda byla pro stanoveni velikosti ¢astic pouzita metoda
dynamického rozptylu svétla (DLS) a samotna krystalinita se zkoumala pomoci metody FTIR,
kterd v rdmci par vtefin dokdze analyzovat vzorek a vyhodnotit miru krystalinity. Zavérem
zkoumani krystalinity pro casovou fadu bylo stanoveni idedlni doby vystaveni vzorku
ultrazvuku pti 95% amplitud¢. Tato doba byla stanovena na rozmezi 60-90 s, jelikoz v téchto
Casech vykazovaly vzorky nejdéle amorfni charakter.

Cilem druhého experimentu bylo pokusit se o izolaci PHB v nativnim amorfnim stavu. Zacatek
experimentu navazoval na ten pfedchozi a pracoval s ¢asy 60 a 90 s. Nicméné po provedeni
celého postupu izolace PHB granuli se vysledky méfeni FTIR nijak nezménily a vzorky stale
po vysuSeni vykazovaly znamky krystalizace. Na zaklad¢ téchto vysledkli byla testovana
zéavislost amplitudy ultrasonifikace na krystalinit¢ PHB granuli a vyuziti téchto poznatkl pro
izolaci. Metoda FTIR vyhodnotila vzorky s niz§i amplitudou jako amorfni i uréitou dobu po
vysuSeni, nicméné z vysledki DLS bylo patrné, Zze buiniky nebyly rozbité, a tudiZ nedoslo
k izolaci granuli.

Béhem zavére¢ného experimentu byla proméfena casova fada pro 75% amplitudu
ultrasonofokaci a z ni byl vybran interval, jenz vykazoval nejlepsi vysledky krystalinity. Tento
interval byl nasledné pouzit pro izolaci a ani tentokrat z vysledki nebylo patrné, ze byly bunky
zdarn€ rozbité. Po mikroskopickém pozorovani bunék se ukazalo, Ze jeSté spousta bakterii byla
ve form¢ kompletnich bunék. Finalnim pokusem experimentu byla izolace za pouziti hustotniho
gradientu glycerolu pii centrifugaci, nicméné vysledky pozdéjSich méteni neukazaly zadné
vyraznéjsi zmény.

Tato prace byla zalozena na publikaci Y. Kawaguchiho a Y. Doi (1990). Vysledky jejich
experimentll se vSak v nasich podminkach nepodafilo zopakovat. Na zaklad¢ vysledkia této
prace by pro izolaci nativnich amorfnich PHB granuli mohla byt v pfistim experimentu pro
naruseni bunék pouzita jind metoda nez ultrasonifikace, naptiklad French press, nebo naruseni
bun¢k pomoci sklenénych kulicek. Na zavér zbyva poznamenat, Ze pro charakterizaci PHB
granuli se ukazaly byt zvolené metody velmi vhodné a da se tedy predpokladat, ze se tyto
testované techniky stanou cennym metodickym apardtem v navazujicich experimentech,
zamétenych na studium PHB granuli a dalSich pokust o izolaci nativniho amorfniho polymeru
PHB.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
PHA — polyhydroxyalkanoaty (3HA)

PHB — polyhydroxybutyraty (3HB)

DLS — dynamicky rozptyl svétla

FTIR — infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
scl-PHA — short-chain-lenght PHA

mcl-PHA — medium-chain-lenght PHA

Icl-PHA — long-chain-lenght PHA

P3HB — poly-3-hydroxybutyrat

P4HB — poly-4-hydroxybutyrat

P3HBYV - poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
3HV — 3-hydroxyvalerat

3HHD — 3-hydroxyhexadekanoat

3HOD - 3-hydroxyoktadekanoat

SDS — dodecylsiran sodny

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
dPHB — denaturované PHB

NPHB — nativni PHB

HPLC — vysokotlaka kapalinova chromatografie
ATR — zeslabeny tplny odraz

DSC — diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

NB — Nutrient Broth

DMSO - Dimethylsulfoxid
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Obrazek 31: Vysledky sedimenta
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Obrazek 32: Vysledky sedimenta
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Obrazek 33: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 120 s.
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Obrazek 34: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 150 s.
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Obrazek 35: Vysledky sedimenta
Obrazek 36: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 210 s.
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Obrazek 37: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 240 s.
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Obrazek 38: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 300 s.
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Obrazek 39: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 95 % 360 s.
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Obrazek 40: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 85 % 67 s. Vybrana data z méreni

Vv experimentu 2.

53



Transmitace v %

z % - - % % 3
pozice v mm

Obrazek 41: Vysledky sedimentacni analyzy pro vzorek 50 % 171 s. Vybrana data z méreni
Vv experimentu 2.
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Obrazek 42: Srovnani distribuci velikosti jednotlivych castic ve vybranych vzorcich
(Cervena — 75% 150 s; zelena — 75% 180 s; modrd — 75% 210 s). Méreni DLS bylo provedeno
ihned po ukonceni ultrasonifikace. Jedna se o zbylé vzorky z experimentu 3 kapitoly 5.3.1.

54



Obrazek 43: Snimky jednotlivych vzorkil z mikroskopu. Jednda se o barvivo BODIPY a vzorky
Jjsou zhotoveny ziedenim usazeniny jednotlivych suspenzi. Experiment 3 kapitola 5.3.1.

Obrdazek 44: Snimky jednotlivych vzorkii z mikroskopu. Jedna se o barvivo nilskou cervern
a vzorky jsou zhotoveny z roztoku nad usazeninou jednotlivych suspenzi. Experiment 3
kapitola 5.3.1.
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Obrazek 45: Snimky jednotlivych vzorkii z mikroskopu. Postup obsahoval pouziti glycerolu.
Jedna se o vzorky 75% amplitudy po dobu 40 sekund. Experiment 3 kapitola 5.3.2.
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