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Abstrakt

Bakalarska praca sa zaobera v teoretickej Casti evoluénym inzinierstvom PHA
produkujucich baktérii, principom produkcie PHA arieSenim nevyhod tejto vyroby, ale
taktiez aj vyuzitim tychto biopolymérov. V experimentalnej Casti je opisana produkcia
polyhydroxyalkanoatov baktériou Halomonas halophila s cielom ziskat' ¢o najvyssi obsah
3-hydroxyvaleratu  (3HV) vo vzniknutom kopolymére. Ten bol dosiahnuty pridanim
kyseliny valérovej ako prekurzoru 3HV pre bakteridlne bunky. Bolo zistené, ze vysSie
koncentracie ako 3 g/l nevedu k produkcii dostato¢nej koncentracie PHA. Pri vel'mi nizkych
koncentraciach kyseliny valérovej bol obsah 3HV v PHA nizky. Vyhovujuca koncentracia
tohto prekurzoru, pri ktorej bunky vykazuju dostato¢nu produkciu PHA, je 3 g/I. Taktiez bolo
zistené, ze kyselina by mala byt pridand az po 24 hodinach kultivicie v minerdlnom
produkénom médiu. Praca sa zaobera aj porovnanim pdvodnych kmenov baktérie Halomonas
halophila s kmenmi, ktoré boli adaptované na kyselinu valérova predstavujicu stresovy
faktor pre baktérie. Bol potvrdeny predpoklad, ze u adaptovanych kmenov baktérii dochadza
k lepsej utilizacii kyseliny valérovej a viacsej inkorporacie do kopolyméru, ako u pévodnych
kmenov.

Abstract

This bachelor thesis deals with evolutionary engineering of PHA producing bacteria,
the principle of PHA production and solution of this production’s disadvantages, but also
applications of these biopolymers in the theoretical part. The production of
polyhydroxyalkanoates by bacteria Halomonas halophila, which is focused on gaining the
maximus amount of 3-hydroxyvalerate in formed copolymer, is described in the experimental
part. The precursor valeric acid was added to bacteria due to gain the amount of 3HV. It was
found that the concentrations over 3 g/l aren’t usable for production sufficient concentration
of PHA. The very low concentrations of valeric acid led to low amount of 3HV in PHA. The
available concentration of this precursor for production sufficient concentration of PHA by
bacterial cell is 3 g/l. Moreover, it was found that the valeric acid should be added after
24 hours of cultivation in mineral production medium. The thesis is also concentred on
comparison the original bacterial strains of Halomonas halophila to strains, which were
adapted on valeric acid as stress factor for bacteria. The assumption, that the adapted strains
can better utilize valeric acid and the incorporation to copolymer of it is higher like the
original strains, was affirmed.

Klucové slova
Evoluéné inzinierstvo, adaptacia, polyhydroxyalkanoaty, Halomonas halophila,
kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), kyselina valérova.

Key words
Evolutionary engineering, adaptation, polyhydroxyalkanoates, Halomonas halophila,
copolymer poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), valeric acid.
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1 UVOD

Plasty boli donedavna zname len ako vyrobky z ropy a jej derivatov. Postupne sa stali
nahradou tradi¢nych materidlov a vyuzivame ich dodnes. Tuto zmenu na trhu ovplyvnila
najma niz$ia cena, ale aj niz§ia hmotnost’ oproti kovom [1].

Dopyt po plastoch neustidle narasta vdaka ich Sirokospektrdlnemu vyuzitiu v roéznych
odvetviach priemyslu. Vyuzitie vysokej teploty na zmenu tvaru a modifika¢nych ¢inidiel na
zmenu vlastnosti, popripade Struktiry zabezpecCuje ich rozmanitost. Dosledkom nadmernej
produkcie sa nadm objavuju problémy s ich likvidaciou, a taktiez ich negativny vplyv na
zivotné prostredie. Dostavaju sa don cez vzduch, vodu, pédu a potraviny. Pri skladkovani
odpadov alebo spalovani vznikaji sklenikové plyny (oxid uhli¢ity, oxid dusny, metan). Ich
nadmernd koncentracia v atmosfére sposobuje ekologické problémy ako sklenikovy efekt,
ktory vedie az ku globdlnemu otepl'ovaniu. Cudsky organizmus je ovplyvilovany najmé cez
potraviny, do ktorych plasty uvol'iiuji chemikalie (napr. styrén z polystyrénu).

Plasty sa prirodzene nerozkladaju (velmi pomaly — niekol'ko stoviek rokov), lebo dobre
odolavaju viacerym vonkaj$im vplyvom prostredia. Patria medzi najhorSie recyklovatelné
materidly, a preto sa neustéle rieSia otazky ich opitovného vyuzitia alebo zneskodnenia.

Riesenim je Ciastocné nahradenie konvencnych plastov biodegradovateI'nymi. Medzi takéto
plasty patria len tie, ktoré sa degraduju prirodzenym posobenim mikroorganizmov (baktérii,
hab, rias) vo vymedzenej Casovej peridde bez uvolnovania ekotoxickych latok [2]. Uz
koncom rokov 80-tych boli zname biodegradovatel'né plasty, ktoré boli vyrabané baktériami
aj na Slovensku. Na STU v Bratislave doniesol zmienku o takychto plastoch slovensky
chemik profesor Blazej z Anglicka [3]. Biodegradovatené polyméry vznikaji Ccasto
dosledkom deficitu rastovych prvkov pri dostatocnej koncentracii uhlika Vv bunkach
mikroorganizmov. Zabezpecuju uschovu uhlika a energie, atak sa mikroorganizmy chrania
pred pripadnom zmenou podmienok prostredia (deficit potravy, stres). Medzi
biodegradovatelné polyméry patria aj polyhydroxyalkanoaty [4]. Baktéria Hamolonas
halophila je schopna syntetizovat’ tento prirodny polyester vo forme PHB. Vznik kopolyméru
P(3HB-c0-3HV) je mozné docielit’ s pouzitim vhodnej koncentracie substratu (valératu) pri
kultivacii. Kvoli inhibicii baktérii touto kyselinou je obsah 3HV je v kopolymére nizsi, ako
3HB. Metédami evolu¢ného inzinierstva sa dosiahne mensi inhibi¢ny Uc¢inok a pripadne
vysSie zastupenie 3HV v kopolymére (baktérie sa adaptuji na kyselinu valérovu). Aplikaciou
stresového faktoru v laboratornych podmienkach je mozné docielit’, Ze adaptované organizmy
budid odolnejsie vodi stresu, a teda vhodnejsie pre priemyselna vyuzitie [5]. Dalsie vyuzitie
evoluéného inZinierstva je moznost pomocou analyzy produktov mikroorganizmov
identifikovat’ gény, ktoré podmieniuju vznik fenotypu [6].

Vlastnosti kopolyméru P(3HB-c0-3HV) sa priblizuji konvenénym plastom a mohol by byt
ich nahradou. Zmena pomeru 3-hydroxybutyraru a 3-hydroxyvalerdtu umoziuje menit
vlastnosti dané¢ho kopolyméru podla poziadaviek. Vyskum v oblasti bioplastov neustéile
napreduje. K takmer kazdému konven¢nému plastu a zodpovedajucej aplikacii existuje ako
alternativna ndhrada bioplastovy material. Vacsina vel’kych nadnéarodnych firiem sa snazi
obmedzovat” podiel vyrobkov z konvencénych plastov anahradit’ ich bioplastami (Danone,
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Ikea, Samsung — vyrobky alebo obaly z bioplastov, Lego — stavebnice z bioplastu, Coca-cola,)

[4].

Opatrenia prichddzaji aj od FEurépskej Unie, ktora zakézala bezplatné pouZivanie
jednorazovych plastovych tasiek (na jedného Slovédka pripada rocne 466 tychto tasiek, na
Cecha okolo 300) [7].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Evoluc¢né inZinierstvo

Evoluéné inzinierstvo umoziuje vhodnym nastolenim podmienok prostredia
urychl'ovat’ rast buniek mikroorganizmov a optimalizovat’ podobu metabolitov, ktoré ich
organizmus vyprodukuje [8]. Dosledkom toho mdzeme ziskavat’ rozne zli¢eniny, ktoré sa bez
pouzitia evoluéného inzinierstva aplikovaného na mikroorganizmy pripravuji obt’azne.

2.1.1 Historia

Antonie van Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch a Charles Darwin boli prvi,
ktori sa venovali experimentom s mikroorganizmami a polozili tak zakladné principy, neskor
vyuzivané pre laboratérnu evoluciu. Riadena evolicia je vo vedeckom ponimani vel'mi
dolezitd pri analyze evolu¢nych javov V kontrolovanych laboratéornych podmienkach. Prva
adaptivna evolucia bola realizovana uz pred viac ako 100 rokmi Williamom Dallingerom [9].

2.1.2 Princip

Pri experimentoch nie je nutné poznat' cely gendém organizmu. Pripravou umelych
génov alebo ich pozmenenim a naslednym zavadzanim do gendému organizmu sa zaobera
génové inzinierstvo. Evolu¢né inzinierstvo nevyuziva genotyp, ale fakt, ze vonkajsie
podmienky prostredia ovplyviuju fenotyp organizmu [10].

Principom metddy je rast mikrobialnej populacie pod presne uréenym selekénym tlakom.
Vrodené rysy buniek sa neprejavia [6]. Baktérie st vystavované roznym stresovym faktorom
z vonkajsieho prostredia a dokazu sa adaptovat. Kmene baktérii vyuzivané v priemysle st
neustdle vystavované pocas fermentacie viacerym stresovym faktorom (vysoka alebo nizka
teplota, nizke pH, vysoky osmoticky tlak, nedostatok Zivin, oxidacia). Bunky nasledkom toho
stratia zivotaschopnost’ a neplnia svoju funkciu. Dosledkom toho je mozné vyuzit’ adaptované
organizmy pri fermentacii, pri ktorej su mikroorganizmy odolnejSie voci stresu a zisk
produktu je vaési [11].

Na experimenty su vyuzivané najmé dobre prestudované mikroorganizmy. Za poslednych 25
rokov je evidovany ndrast poCtu experimentov realizovanych s  baktériou
Escherichia coli a kvasinkou Saccharomyces cerevisiae [9].

2.1.3 Stratégie evolu¢ného inZinierstva

Pri realizdcii evolu¢ného inzinierstva mdzeme zvolit' jeden z viacerych moznych
postupov: adaptivnu laboratoérnu evoltciu, gendémova evoluciu a mnohé d’al$ie [6]. Mutacie
nemusia vznikat’ len ako nasledok reakcie organizmu na stresovy faktor, ale aj pdsobenim
roznych fyzikalnych alebo chemickych mutagénov [12].

2.1.3.1 Mutagény

Pri realizécii riadenej evoliicie mozeme cielene vyuzivat' urcity mutagén. Chemické
mutagénny su analdgy zasad. Medzi fyzikdlne mutagénny zaradujeme roézne druhy Ziareni
(UV, a, B, 7). Spdsobuju vzrast frekvencie mutacii viac ako 1000-krat [12]. Avsak frekvencia
priaznivych mutécii je nizka. Mutagenéza pomocou plazmy pri atmosférickom tlaku a izbovej
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teplote (ARTP) poskytuje popri zvysSeni rychlosti mutacii aj vac¢si pocet pozitivnych mutacii.
Dal§imi vyhodami ARTP st velkd rozmanitost mutantov, bezpené operacie pocas prace
a ziadne environmentalne znecistenie [12].

2.1.3.2 Adaptivna laboratorna evolucia

Na akumuléciu dostato¢ného poctu mutacii (vplyvom stresovych faktorov) je nutna
prediZena kultivacia. Na vyvoj mikrobidlnych buniek sa vyuZiva sériova batch-kultivacia
(v bankach, na agarovych platniach), pripadne kontinudlna kultivicia v bioreaktore. Bunky
kultary sa v urCitych intervaloch (v zavislosti na ich raste) prenaSaji do dalSich baniek
s novym médiom vid’. Obr. 1. Podmienky prostredia pre bunky je nemozné takto kontrolovat’.
Kultivacia v chemostate (v bioreaktore) je preto vyhodnejsia a kontrolou parametrov
prostredia zabezpecuje konstantny rast buniek [6].
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Obr. 1 Princip evoluéného inzinierstva [14]

2.1.4 VyuiZitie

Klasické genetické inZinierstvo bolo UspeSne doplnené umelym laboratornym
vyberom buniek mikroorganizmov za tucCelom generovania potencionalne robustnych
a optimalizovanych mikrobidlnych produkénych systémov. Pre priemyselné vyuzitie je
dolezité, aby mal organizmus S§irSiu toleranciu k stresovym faktorom, ¢o mézeme docielit’
U zmutovanych (adaptovanych) organizmov, ktoré¢ tymto podmienkam vystavime. Takéto
mikroorganizmy ndjdu uplatnenie v odvetvi biotechnologii (vyroba biopaliv, priemyselné
chemické syntézy, produkcia priemyselnych a biofarmaceutickych proteinov) [9]. Zaujimavé
je vyuzitie evoluéného inZinierstva na analyzu fenotypov organizmov. Tymto sposobom sa
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dokaze zistit az podstata vzniknutych mutacii a gény, ktoré ich sposobuju. Vyberom
vhodnych mutacii mézeme zlepSovat’ vytazky produktov produkovanych mikroorganizmami.
Realizuje sa to vidcSinou produkciou nativnych zlucenin a aktiviciou moznej cesty
nenativnych metabolitov [6].

Biologicka katalyza pontka oproti obycajnej chemickej syntéze d’alSie vyhody ako napriklad,
produkcia latok so stereoselektivitou. Vyuziva sa stereoSpecifita enzymov, ktoré¢ reakcie
katalyzuju. Pri takejto reakcii vznika jeden stereoizomér v prebytku (takze vznikaju produkty
vysokej Cistoty), zatial' ¢o pri chemickej syntéze vznika Casto racemat — zmes enantiomérov
produktu [9].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty patria medzi prirodné polyestery a st tvorené zo Sirokého
spektra monomérov - retazcov hydroxyalkanoatov (Struktara vid’. Obr. 2). Delia sa preto na
kratko-retazcové scl-PHA (3-5 uhlikov v monomére), PHA so strednym uhlikovym
retazcom mcl-PHA (6—14 uhlikov v monomére) a dlho-retazcové Icl-PHA. Vsetkych PHA
Struktar je znamych viac ako 150 [15]. Poly(3-hydroxybutyrat) patri medzi prvé objavené
PHA. Bol izolovany uz v roku 1926 z bakterialneho kmena Bacillus megaterium a za jeho
objav nesie zasluhu Lemoigne [16].

1 d
O—CH—(CH)—C
100-30000
n=1 R = Vvodik poly(3-hydroxypropionat)
metyl poly(3-hydroxybutyrat)
etyl poly(3-hydroxyvalerat)
propyl poly(3-hydroxyhexanoat
pentyl poly(3-hydroxyoktanat)
nonyl poly(3-hydroxydodekanat)
n=?2 R = vodik poly(4-hydroxybutyrat)
n=3 R = vodik poly(5-hydroxyvalerat)

Obr. 2 Struktarny vzorec PHA [17]

Na Struktiru monoméru inkorporovaného v PHA molekule vplyva PHA-syntaza
(polymeraza), prekurzory hydroxyacyl-CoA thioesteru podporované enzymom, ktory riadi
metabolické procesy v bunke avonkajsi zdroj uhlika. Vlastnosti materialu st zavislé na
zloZeni polyméru (monomérnych jednotkach) a tym je zabezpecena existencia Sirokej Skaly
PHA [18].

2.2.1 Struktira a vlastnosti kopolyméru P(3HB-co-3HV)

Medzi polyhydroxyalkanoaty patri aj P(3HB-co-3HV). Tento termoplast je
biodegradovatelny, netoxicky abiokompatibilny. Vznika kopolymerizaciou dvoch
monomérov 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu (vid’. Obr. 3), ktoré sa v iom nachadzaju
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Vroznom mnozstve podla substrdtov dodanych mikroorganizmu. Podla druhu
mikroorganizmu podmiefniuje pritomnost 3-hydroxybutyratu pouzitie glukdzy, glycerolu,
acetatu, pyruvatu alebo ich kombindcie ako substratu. Retazec 3-hydroxyvaleratu vznika
pocas kultivacie s pouzitim prekurzoru s neparnym poc¢tom uhlikov, napriklad valeratu alebo
propionatu (pripadne ich kombinaciou) [19].

?1 I OH
I
CH,-CH-CH,-COOH + CH,-CH,-CH-CH,-COOH

3-Hydroxybutanoic acid 3-Hydroxypentanoic acid

(O-(IZH—CH?—ﬁ —O—CH—CHQ—(l“T}
I Il
CH, O CH,CH, O

P(3HB-co-3HV)

Obr. 3 Struktara kopolyméru P(3HB-co-3HV) [20]

Podla pomeru 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu ma vysledny polymér rozdielne
vlastnosti. PHB je neohybny a krehky material, ktory je tazké previest do kryStalickej
podoby. 3-hydroxyvalerat dodava vzniknutému polyméru P(3HB-co-3HV) vicsiu ohybnost’
(pokles Youngovych modulov), tuhost (vzrast rizovej hiZevnatosti) a vzrast prediZenia
(materialu). Odolnost’ voc¢i posobeniu tepla (zahrievanie na vysSSie teploty bez termalnej
degradacie) dodava vSak kopolyméru monomér 3-hydroxybutyrat. Zmena mechanickych
vlastnosti je ilustrovana v Tab. 1. P(3HB-c0-3HV) je jediny kopolymér, ktory mdze byt
produkovany vo vel’kych mnozstvach [15,20].
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Tab. 1 Porovnanie vlastnosti polymérov [21]

Teplota Youngove Pevnost’ PrediZenie Razova
Polymér tavenia modely VvV tahu (materialu) | huZevnatost’
[°C] [GPA] [MPa] [%%0] [J/m]
P(3HB) 179 3,5 40 5 50
P(3HB-c0-3HV)
3 mol.% 3HV 170 2,9 38 60
9 mol.% 3HV 162 1,9 37 95
14 mol.% 3HV 150 15 35 X' 120
20 mol.% 3HV 145 1,2 32 200
25 mol.% 3HV 137 0,7 30 400

2.2.2 Porovnanie vlastnosti PHA s konvenénymi plastami

Pri vyrobe biodegradovatel'nych plastov sa kladie doraz na dosiahnutie mechanickych
vlastnosti porovnatel'nych s konvenénymi plastami (najmi teplota tavenia, ktord vyznamne
ovplyviuje procesy spracovania plastov aich vyuzite). Teploty tavenia PHA plastov sa
priblizuju teplotam tavenia viacerych termoplastov (vid’. Tab. 1 a Tab. 2) [22].

Tab. 2 Teplota tavenia konven¢énych termoplastov [22]

Druh plastu | Teplota tavenia [°C]
LPDE 105-115
HDPE 130-135

PP 160-170
POM 165-185
PA 6 215-225
PBT 225-230
PA 66 250-260
PET 250-260

PEEK 335-345
PTFE 340-345

Z environmentalneho hl'adiska produkuju pri chemickom rozklade biodegradovatel'né plasty
menej sklenikovych plynov, ako konvencné plasty. Eliminuje sa tak vzrast globalneho
oteplovania. DalSou vyhodou tychto plastov s niZ§ie poziadavky na energiu pri ich
spracovani (PHA — 57 MJ/kg, konven¢ny plast: Nylon 6 — 120 MJ/Kg) [2].

2.3 Produkcia PHA mikroorganizmami

Vicsina prirodnych polyesterov obsahuje nejaku alebo vsetky monomérne jednotky
vyprodukované fermentaciou mikroorganizmov. PHA st kumulované v prirode Vv bunkach
organizmov. Formuju sa vo forme vnutrobunkovych granul, ktoré st obalené vrstvou

1 ) . , r
Data nie st dostupné.
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Struktarnych a funkénych proteinov vid’. Obr. 4, ¢o zasadne ovplyviiuje izolaciu PHA.
Fosfolipidy boli na zaklade PHB metabolizmu v starSich vyskumoch taktiez zaznacované do
Struktury obalovej vrstvy PHA inkluzie. Bolo vSak zistené, ze ich pritomnost’ v obalovej
vrstve je zalozena na faktoch in vitro [23]. Nemozno ich vyrobit’ synteticky — chemicky.
MozZeme si vSak prispdsobit’ podmienky pre ich efektivnu produkciu. Baktéria, ktoru
vyuzivame pri produkcii PHA patri do skupiny mikroorganizmov, pre ktoré musi byt uhlik
v nadbytku a ostatné esencialne prvky potrebné pre rast mikrobialnej bunky (dusik, fosfor,
hor¢ik, kyslik) v limitnej koncentracii. Dochadza k zabezpeceniu uschovy uhlika a energie.
Vdaka ukladaniu uhlika (pre pripad zhorSenych zivotnych podmienok) mézu byt PHA
katabolizované, ked’ to je potrebné. Niektoré mikroorganizmy vSak tato limitni koncentraciu
esencialnych prvkov nevyzaduja [18,20,24].

Organizmy schopné produkcie PHA maji gén phaC kodujuci enzym PHA-syntazu, ktora
katalyzuje polymeraciu koenzymu A thioesterov HA do PHA-polymérov. PHA-syntazy st
klasifikované do niekol’kych tried a rozdel'uji sa na prirodné a skonsStruované. Za produkciu
kopolyméru P(3HB-c0-3HV) je zodpovedna prirodna PHA-syntaza triedy 1. Ked’ s zdrojom
uhlika mastné kyseliny s parnym poctom uhlikov v retazci akumuluje sa Vv bunkach
niektorych baktérii P(3HB-co-3HHX). Prevazne vSak baktérie za danych podmienok
produkuju PHB a aZz po pridani prekurzoru mastnych kyselin S nepdrnym poctom uhlikov
vznika kopolymér P(3HB-co-3HV) [25].

“2>4_ PHB polymér
O PHE depolymeraza

. PHE syntaza

(O PGAP s neznamou funkciou
O Phari
@ ke phap

Obr. 4 Struktura PHB inkluzie in vivo [23]

Vyroba sa sklada zdvoch hlavnych ¢asti (vid. Obr. 5): upstreamu (kultivacna cast’)
a downstreamu (izolacia a purifikacia produktu). Na cely proces produkcie PHA wvplyva
viacero faktorov [26].
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Obr. 5 Schéma produkcie PHA [26]

2.3.1 Upstream

V procese upstream je dolezity vyber kmena baktérii: divy alebo geneticky upraveny,
podla teploty — mezofilny alebo extrémofilny, gram-negativny alebo gram-pozitivny, Cista
alebo zmieSand mikrobidlna kultira. TaktieZz je dolezity pomer uhliku ku zdroju dusika,
mnozstvo stopovych prvkov, u¢innost’ aerdcie, pH a proces davkovania zivin. Pri vybere Zivin
je najdolezitejSia ich stabilita, Cistota a sezonnost’ (dostupnost’). Ovplyviuja vysledné
zloZenie polyméru (zastipenie monomérov, molarnu hmotnost’) a jeho senzorické vlastnosti
(farba, vona) [20,27].

2.3.2 Downstream

Po fermentacii nasleduje proces downstream. Pri jeho technologii sa kladie doraz na
minimalizaciu energetickej naro¢nosti, odpadové hospodarstvo a zaclenenie downstreamu do
celého procesu. Na vysledny produkt su kladené poziadavky vysokej Cistoty — min. 99 %
(najmi pre medicinske ucely), vysoky vytazok a zachovanie vysokej molekulovej hmotnosti
polyméru. Downstream sa rozdel'uje na tri Casti (vid. Obr. 5): zakoncentrovanie biomasy,
izolacia PHA, aak je to nutné — precistenie ziskaného produktu (extrakcia aizolacia
ziskaného PHA alebo bielene peroxidom vodika). Zakoncentrovanie sa realizuje filtraciou,
lyofilizaciou alebo odstred’ovanim. V procese izolacie PHA st bunky v biomase rozrusené az
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do zachytenia vznikajuceho polyméru. Existuje viacero sposobov ako ziskat’ PHA z biomasy:
extrakéné postupy, chemickd digescia bunkovych komponentov, mechanickd izolacia
(preduprava pred extrakciou a digesciou) a iné. Casto sa vyuzivajGi aj ich kombinacie
(kombinacia extrakcie a digescie alebo iné) [26]. Spdsob izolacie PHA sa vybera podla
poziadaviek na Cistotu produktu, spotreby ¢inidiel, nakladov na energie, procesnu obsluhu,
mnozstvo odpadu [21].

2.3.2.1 Extrakcia

Pri extrakcii dochadza s vyuzitim vhodného rozpustadla k prestupu PHA do kvapalnej
fazy. Kazdé rozpustadlo je vSak a¢inné na iny typ PHA. NajCastejSie pouzivané su
chloroform, propylénkarbonat dichlormetan, dichléretan. Pre kopolymér P(3HB-co-3HV) sa
pouzivaju dioly, trioly, estery kyseliny malénovej. Vd’aka velkej viskozite PHA roztoku je
potrebné jeho velké zriedenie. Spotreba velkého mnozstva rozpusStadiel je ekonomicky
nevyhodna. Obvykle sa v§ak vyuZziva ich recyklacia [20,27].

2.3.2.2 Chemicka digescia

Chemicka digescia bunkovych komponentov je metdda, pri ktorej sa PHA prevadza do
pevnej faze a ostatné Casti buniek su rozpustené pomocou chemikalii. NajcastejSie sa vyuziva
chlérnan sodny pre jeho silny oxidac¢ny Gc¢inok. Patri sem aj enzymaticka hydrolyza. Vyuziva
sa pri nej vysoka selektivita enzymov. Maji vysoku hydrolyticku aktivitu k polymérnym
zlozkam buniek, ale vel'mi mala alebo ziadnu k PHA [26]. Enzymatickd metoda vo vodnom
prostredi bola vynajdena firmou Imperial Chemical Company. Na zaciatku na biomasu posobi
teplo, potom sa enzymaticky rozrusia bunky a posobenim v €inidlach aniénov sa nakoniec
rozpustia bunkové materialy neobsahujiice PHA [21].

2.4 Alternativne rieSenia nevyhod vyroby PHA

Nevyhodou pre rozSirovanie vyroby bioplastov je v stcastnosti ich vysokd vyrobna
cena. Cena konvenénych plastov je 3 az 4-krat nizSia ako cena PHA-bioplastov. Pri
polypropyléne a polyethyléne sa cena pohybuje okolo 1,3-1,9 US$/kg . Cena PHA plastu je
medzi 5,0-6,1 US$/Kkg. V celkovej vyrobnej cene je zahrnuta vysoka cena vysoko Cistych
substratov (napr. glukdza), nutnost’ produkcie v diskontinudlnom batch alebo fed-batch
kultivaénom mode, velké mnozstvo rozpustadiel apracovnikov (kvoli downstream
procesom). Praca musi byt asepticka (kvoli pouzivaniu Cistej kultury mikroorganizmov), o je
casovo, atiez finanCne naro¢né (sterilizdcia vSetkych pomdcok, priestorov a zariadeni).
Napriek tomu sa nachadzaju vo svete firmy, ktoré sa zaoberaju vyrobou PHA (vid'. Tab.
3) [15].

2.4.1 Vyuizitie odpadov a odpadnych produktov

Mnozstvo vedl'ajsich produktov pri priemyselnej vyrobe, v pol'nohospodarstve alebo
aj V potravinarstve neustale narasta. Tychto odpadov je mozné sa zbavit aj vyuzitim pri
vyrobe inych produktov. Eliminuju sa tak ekologické problémy, ktoré spdsobuje ich
zneskodnovanie a skladovanie (pouzity fritovaci olej), ale aj sa zniZzi cena vyrobnad cena
daného produktu. V sti¢asnosti sa rozvijaju technologie a postupy na ich upravu a zaclenenie
do vyrobného procesu [28].
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Poziadavky na takéto substraty su dostatocné mnozstvo a nemennd kvalita pocas celého roka.

Mali by byt taktiez rezistentné voci mikrobialnej kontamindcii, stabilné, vhodné na
uskladnenie [29].

Zaktpené vysokodCisté substraty mozno nahradit’ odpadnymi surovinami alebo odpadom,
ktory sa ukladad na skladkach. Komunalny odpad obsahuje az 53 % organického materialu,
ktory moze byt po biotransformacii na pridavné produkty pouzity pri produkcii PHA. Vd’aka
uprave chemickou hydrolyzou alebo priamou biotransforméciou triacylglycerolov moze byt
takto vyuzity aj glycerol z vyroby biodieselu alebo odpadny fritovaci olej. Po uprave
polysacharidov na baktériami utilizovate'ni podobu je mozné vyuzitie aj lignocelulézovych
materialov vyskytujticich sa napriklad aj v obaloch kavovych zin [30]. Dalsimi odpadnymi
produktami vhodnymi ako substrat pre baktérie pri tvorbe PHA su vaje¢né Skrupiny, srvatka,
melasa, zemiakovy S§krob, kukuriény Skrob, vylisky z vina, vedl'ajSie produkty pri vyrobe
olivového oleja, korene ¢akanky a iné [29].

2.4.2 Neasepticky proces produkcie PHA

Pre produkciu PHA moézu byt vyuzité aj zmieSané kultury, ktoré su schopné PHA
akumulovat’. Vytazok polyméru pri produkcii je mensi ako pri jednej Cistej kultare. Vyhodou
je v8ak niz8ia cena produkcie (nie je nutné dodrziavat® asepticitu) [30].
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Tab. 3 Firmy produkujiuce PHA vo svete [15]

Firma Oblast’ zaujmu Substrat Biokatalyza
. ) Nepatogénna,
Biomatera, v Obnovitel'né prirodné cpa .oge’nna .
PHA Zivice . netransgenicka baktéria
Kanada materialy ) L.
izolované z pody
Biomer, Nemecko PHB granulat Cukor (sacharoza) X
Bio-On Srl. PHB, PHVB .
. ’ . Cukrov Cupravidus necator
Taliansko oblasti vktova repd P
Danimer Scientific, mel-PHA Za studena I,ISOV?lny «
USA kanolovy olej
Kaneka
Corporation, PHB-PHH, Rastlinné oleje X
Japonsko
Newlight Kyslik zo vzduchu
Technologies PHA Zivice a uhlik zo zachytenych X
L.L.C., USA emisii metanu
PHB Industrial PHB, PHBV Sacharéza Alcaligenes sp.
S.A., Brazilia
. Prirodzene vybrané
PolyFerm, Kanada mcl-PHA Cukor, rastlinné oleje . i
mikroorganizmy
Shenzhen PHA granulat,
Ecomann e .
. Zivice, Cukor alebo glukéza X
Biotechnology Co. mikrokoralk
L.td., Kanada Y
. . Odpadny frit i
SIRIM Bioplastics o, pa,ny .rl ovact
. Rozli¢né druhy palmovy olej (POME),
Pilot Plant, , . X
. PHA surovy palmovy olej
Malajzia , L
ziskany z jej jadra
TianAn Biologic Dextréza ziskand
Materials Co. PHB, PHBV e, © , > ) Cupravidus necator
v Z maniokového Skrobu
L.td., Cina

Tianjin GreenBio
Material Co., Cina

P (3,4HB) folie,
granulat/penovy
granulat

Cukor

2.5 Bakterialne druhy produkujuce PHA

Viac ako 90 druhov baktérii je schopnych produkovat PHA (napriklad kmene:
Acinetobacter, Alcaligenes, Alcanivorax, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Cupravidus,
Delftia, Halomonas, Klebsiella, Marinobacter, Pseudomonas, Rhizobium). Organizmus na ich
syntézu sa vybera podla rozlicnych kritérii. Musi byt nepatogénny, a tiez neschopny
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produkcie toxinov. Délezita je aj schopnost’ jeho buniek utilizovat’ nadbyto¢ny uhlik, rychlost’
rastu, rychlost syntézy polyméru a maximalne mnozstvo naakumulované¢ho polyméru.
Vyhodou pri izolacii PHA je aj tensia bunkova stena [20,30].

2.5.1 Halomonas halophila

Starsim nazvom Deleya halophila je gram-negativna striktne aerdbna baktéria.
Povodne bola izolovana blizko Alicante v juhovychodnom Spanielsku [31]. Patri medzi
halofily. Tato skupina mikroorganizmov je schopna prezivat' v prostrediach s vysokymi
koncentraciami soli: 3-25 % (najma NaCl). Dosledkom vyrovnavania sa s tymito sol'ami je
akumulacia organickych zla¢enin (osmoprotaktantov) Vvich bunkach [32]. V désledku
adaptacie enzymov na tlak vonkajSicho prostredia je na ich povrchu vytvorené velké
mnozstvo negativne nabitych aminokyselinovych zbytkov ako prevencia precipitacie [33].

2.5.1.1 VyuZitie halofilov

V prostrediach s niz§imi koncentraciami soli je rozpustnost’ enzymov halofilov nizka,
¢o zvidcSa obmedzuje ich vyuzitie. Vyvoj ukazuje, ze to méze byt vyhoda prave pri
aplikaciach, kedy chceme zachovat' aktivitu a stabilitu enzymu (napriklad z baktérie
Halobacterium salinarum enzym p-nitrofenylfosfat-fosfatdza po zachyteni Vv reverznych
micelach v organickom médiu s nizkou koncentraciou soli) [33].

Tieto baktérie mdézu byt vyuzité ako producenti biodegradovatelnych plastov. Bunky
halofilov st schopné akumulovat PHA, ked’ sa vyrovnavaju s osmotickym tlakom. Pri vybere
organizmu na produkciu PHA sa zohladnoval fakt, ze vysoky obsah soli eliminuje
mikrobialnu kontaminaciu, a taktieZ mozné ziskanie PHA z halofilov pomocou hypotonickej
1yzy buniek [34].

2.6 Vyuzitie PHA

Priemyselny svet moZe byt vyrobeny z biologicky rozloziteI'ného materialu. Prva
komeréna vyroba PHA bola realizovana Baptisom a Wernerom vo firme W.R. Grace & Co.
(U.S.A). Vdaka ziskaniu patentu na produkciu a izolaciu P(3HB) zacali vyrabat’ protetické
komponenty a nite [35]. Sirokospektralne pouzitie dokazuje aj aplikécia tychto polymérov pri
konstrukcii réznych druhov elektrickych a mechanickych pristrojov. Polyhydroxyalkanoaty sa
tiez vyuzivaju nielen v obalovom a baliarenskom priemysle na vyrobu folii a fl'asiek (napr. na
Sampony), ale aj v zdravotnictve ako docasné implantaty, nahrady srdcovych chlopni.
Vyskum prebieha aj v oblasti tkanivového inzinierstva — vyvoj materidlov pre scaffoldy, na
ktorych bude mozné kultivovat nové tkaniva (musia byt biokompatibliné a zaroven
bioresorbovatelné). V buducnosti je mozné aj pouzitie rozloziteIného biopodkladu, na ktorom
budu rast’ celé nahradné organy [36]. V oblasti priemyslu dizajnu sa testuje vyroba modnych
a bytovych doplnkov (vyroba rdmov okuliarov, nabytok). Pouzitie je mozné aj na zubné
kefky, ktoré tvoria tiez zna¢nu cCast odpadu [37]. PHA moézu tvorit' aj sucast’ zivic
pouzivanych pri tepelnom spajani spojov. Pre metabolické inzinierstvo ich vyuzivame ako
modelovu zluceninu. TaktieZ st vhodné nahrady plastov ziskanych z fosilnych paliv (zemny
plyn, ropa). Vdaka Sirokym moznostiam uplatnenia tychto zlicenin, dochadza k rozvoju
optimalizovanych kontrolnych systémov pre syntézu PHA vo fermentdciach velkych
objemov [18,25,38].
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2.7 Likvidacia biodegradovatelnych plastov

Po ukonceni zivotnosti plastového produktu (opotrebovany alebo nechceny vyrobok) ho
zneSkodnime bud’ biodegradaciou alebo recyklaciou (nie spolu s konvenénymi). Spalovanie
je taktiez mozné, pretoze ak st materidly vyrobené z ekologickych zdrojov, obnoviteI'nych
(nie z fosilnych), tak ani spalovanie nie je Skodlivé [3].

Tak ako u konvencnych plastov je aj pri plastoch z PHA mozna recyklacia. Zabezpecuje sa
tak vyuzitie odpadnych plastov na vyrobu novych plastovych produktov. Pri recyklacii sa
vyrobok z plastu rozdrvi a regranuluje. Vzniknuty granulat sa tepelne upravi a spractiva sa na
novy produkt. Plasty sa nemdzu recyklovat’ nespocetne velakrat. Po kazdej recyklacii sa
menia (zhorSuju vlastnosti) daného polyméru. Z toho vyplyva, ze plast sa moéze vyuzit' na
vyrobu produktu s nizSou kvalitou [39].

2.7.1 Biodegradacia plastov z PHA

Vyhodou plastov z PHA je ich biodegradacia a zaclenenie do ekosystému vid’. Obr. 6.
Bioplasty st biologicky uplne rozlozitelné na vodu a oxid uhli¢ity, ktory je vyuzivany
V procese fotosyntézy. Zabezpecuje sa okrem produkcie kyslika aj tvorba uhlikového zdroja
(sacharidov, ktoré su pri fermentacii substratom pre mikroorganizmy). Ich ¢innost'ou vznika
PHA polymér, ktory sa vyuZije na tvorbu produktu a proces sa opakuje. Biodegradacia je
realizovana neenzymaticky alebo enzymaticky pomocou extracelularnych enzymov
mikroorganizmov [21,40].

»“ g =
PO s H,0
0
v ¥ < Biodegradacia

! \

fﬁ Recyklacia | =

Rastliny

\4 Plastové
Sacharidy produkty/"

PHA polymér

Fermentacia —

Obr. 6 Cyklus bioplastov [21]
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2.7.1.1 Neenzymaticka biodegraddcia

Neenzymaticka hydrolyza (napriklad v roztoku NaOH) sposobuje degradaciu
polymérov nachadzajicich sa vnutri organizmu (implantaty). Dochddza k zmene Struktary
povrchu polyméru. Pri vy§§om obsahu 3HV v P(3HB-c0-3HV) je povrch hladsi, koncentracia
dier v Struktare je menSia, a teda aj rychlost’ degradacie je nizSia. Tento jav moze sposobovat’
vzrast hydrofébneho charakteru pri vy$som obsahu 3HV v kopolymére [40].

2.7.1.2 Enzymaticka biodegraddcia

Extracelularna enzymaticka biodegradacia zahina dve fazy (vid. Obr. 7). Spdsobuje to
heterogénny charakter enzymatickej reakcie. PHB polymér je hydrobobny, ale enzymy su vo
vode rozpustné. Extracelularne enzymy PHB depolymerdzy, ktoré st vyluCované
mikroorganizmami mimo bunku, obsahuju katalyticki a vdzbovi doménu. V iniciacnej
(prvej) faze dochadza k ataku mikroorganizmu na polymérny retazec (vdzbova doména
zabezpeci adsorbciu enzymu na povrch polyméru). Mnozstvo naadsorbovaného enzymu
zavisi na pocte esterovych vizieb na povrchu krystalu polyesteru. Dévodom je, Ze Specificka
reakcia prebieha medzi tymito vizbami a vizbovou doménou enzymu. Druhou fazou je redlny
proces biodegradacie, pri ktorom katalyticka doména zabezpeéi hydrolyzu polymérneho
ret’azca ktory sa rozpada na vo vode rozpustné monoméry, diméry alebo zmes oligomérov. St
transportované do buniek a vyuzité ako zdroj uhlika a energie [2,41]. Po hydrolyze PHA
moézu byt teda vyuzité monomérne jednotky hydroxyalkanovych kyselin ako chiralny
Startovaci material pre chemicky, farmaceuticky priemysel alebo medicinu [35]. Prvym
objavenym kmenom mikroorganizmov na degradaciu PHA bol Pseudomonas. Chowdhury v
roku 1963 z neho izoloval PHA depolymerazu [41].

(a) (b) (c)

¢ PHB krystal

—

- ‘v';:" > " ; I
o
PHB depolymeriza

L 1

Obr. 7 Depolymerizacia PHB, (a) povrchova Struktara, (b) vdzba depolymerazy na povrch PHB, (¢)
hydrolyza, (i) katalytickd doména PHB depolymerazy, (ii) spajacia ¢ast’ PHB depolymerazy, (iii)
vizbova doména PHB depolymerazy [27]

Cela biodegradacia zavisi na viacerych faktoroch ako su napriklad: vlastnosti polyméru
(pritomnost’, krystalinita, povrch), teplota, pristup kyslika (pri anaerobnych podmienkach
vznika metan), druh mikroorganizmu [21]. Napriklad so zvySujucou sa krystalinitou klesa
rychlost’ biodegradacie. Pri vysSSom obsahu 3HV v kopolymére je reakcna rychlost’ vyssia, ¢o
je sposobené tym, Zze esterové vizby medzi jednotkami 3HV st hydrolyzované
depolymerazou rychlejsie ako esterové vazby medzi 3HB jednotkami [40]. Pri tomto procese
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sa menia mechanické vlastnosti dosledkom rasticich chyb materidlu sposobenych
degradaciou. ZniZuje sa Youngov model pruznosti a aj celkova molekulova hmotnost’ [42].

K intracelularnej enzymatickej biodegradacii dochddza po dodani limitujiceho faktoru
mikroorganizmu alebo prekroceniu ¢asu kultivaéného procesu (naakumuluje sa nadmerné
mnozstvo polyméru v jeho bunkach). Nastava wvnutrobunkovd depolymerizacia PHA
a dochadza k degradacii polyméru ucinkom intramolekularnych enzymov. Metabolizuje sa
a sluzi ako zdroj uhlika a energie [21].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Experimenty praktickej Casti bakalarskej prace boli uskuto¢fiované s baktériou
Halomonas halophila. Baktérie boli vystavené stresovému faktoru — kyseline valérovej, ktora
ma pozitivny vplyv na zvySovanie obsahu PHA (konkrétne polyhydroxyvaleratu vo
vyprodukovanom kopolymére), ale taktieZ je inhibitorom rastu a delenia bakterialnych
buniek. Po ich adaptacii na tento stres boli tieto bunky izolované a po
kultivacii bolo u nich analyzované mnozstvo biomasy, PHA a monomeérov
polyhydroxyvaleratu a polyhydroxybutyratu. Hodnoty boli porovnavané s neadaptovanymi
kmenmi.

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje, mikroorganizmy
3.1.1 Pouzité chemikalie

- Agar powder, baktériologicky (HIMEDIA, India)

- D-Glukéza monohydrat (LACH-NER, Ceska republika)

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LACH-NER, Ceské republika)
- Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (LACH-NER, Ceska republika)
- Heptahydrat siranu hore&natého (LACH-NER, Cesk4 republika)
- Glycerol, bezvody (LACH-NER, Ceska republika)

- Hydroxid sodny (LACH-NER, Cesk4 republika)

- Chlorid sodny (LACH-NER, Cesk4 republika)

- Chloroform (LACH-NER, Ceska republika)

- Kyselina benzoova (LACH-NER, Ceska republika)

- Kyselina sirova (LACH-NER, Cesk4 republika)

- Kyselina valérova (SIGMA-ALDRICH, Nemecko)

- Metanol (VWR CHEMICALS PROLABO, USA)

- Pepton, baktériologicky (HIMEDIA, India)

- Propionat sodny (SIGMA-ALDRICH, USA)

- Siran aménny (LACH-NER, Ceska republika)

- Yeast extrakt (HIMEDIA, India)

3.1.2 Pouzité pristroje

- Analytické vahy PIONEER model PA 224C, OHAUS

- Centrifuga Hettich EBA 20

- Centrifuga SARTORIUS SIGMA AG model 1-14

- Laboratorne sklo a vybavenie

- Laminarny box Aura mini, BioAir — Euroclone

- Inkubator 1000, HEIDOLPH

- Magneticka mieSacka, Kartell, TKO

- Magneticka mieSacka MMS-3000

- pH meter, pHTestr 30, Thermo Scientific

- Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm
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- Spektrofotometer NanoPhotometer Pearl - Implen

- Temperovana trepacka (inkubator), Biosan ES-20

- Temperovana trepacka UNIMAX 1010, Heidolph, Incubator 1000
- Termoblok, Stuart, SBH200D

- Vahy SCOUT PRO, OHAUS

- Vortex, Kartell, TK3S

- Vortex, Suspendor Bench Mixer, BENCHMARK

3.1.3 PouZité mikroorganizmy

Bakterialne kultary Halomonas halophila CCM 3662 boli dodané v lyofilizovanom
stave z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne a z nich boli
pripravené kultiry do kryoskumaviek.

3.2 Kaultivacia mikroorganizmov
3.2.1 Kaultivacia bakteridlnych inokul

Bolo pripravené zivné médium CNM pre bakterialne bunky (zlozenie vid’. Tab. 4). Pre
pripravu pevného zivného média (agarovu platiu) bol pridany do uréenej banky aj agarovy
prasok (17 g/1). Vsetky banky boli premieSané, uzavreté zatkami a sterilizované. Uréeny pocet
Petriho misiek bolo naliatych v sterilnom ockovacom boxe a po zatuhnuti pevného zivného
média boli kultury naockované bakterialnom kulturou Halomonas halophila z kryoskiimavky.
Banky s tekutym Zivnym médiom boli po ochladeni na laboratdrnu teplotu taktieZ naockované
bakteridlnou kultirou. Inokulé boli kultivované v 100 ml Erlenmeyerovych bankach s 50 ml
objemom média 24 hodin pri 30 °C a otackach 190 rpm. Petriho misky boli kultivované
Vv termostate (inkubatore) bez trepania 24 hodin a po naraste kolonii boli uchovavané v chlade.

Tab. 4 Zlozenie zivného média

zlozka CNM | koncentracia [g/l]
pepton 15
yeast extrakt 3
glukoza 1
NaCl 66
agar powder 17

3.2.2 Kultivacia baktérii v mineralnom produkénom médiu s vyuZitim réznych
substratov

Pre ucel produkcie biomasy PHA bolo pripravené minerdlne produkéné médium pre
bakterialne bunky v 1 000 ml destilovanej vody (zlozenie vid. Tab. 5). Substraty pre
bakterialne bunky boli pridané do jednotlivych baniek podla Tab. 7. Kombinacie substratov
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boli zvolené podl'a vyskumu C. Simon-Colina, ktory sa zaoberal produkciou PHA halofilnymi
baktériami. Baktérie Halomonas profundus produkovali pri pouziti tychto substratov PHA
S najvacsim obsahom 3HV [19]. Glycerol, glukéza a roztok MES boli pridavané az po
sterilizacii, pretoze roztoky boli predtym pripravené a sterilizované samostatne. Roztok média
bol rozliaty do Erlenmeyerovych baniek so substratmi. Pre kazdti kombinaciu substratov boli
realizované 2 paralelné¢ pokusy v 250 ml Erlenmeyerovych bankach s 100 ml objemom
média. Po uprave roztokov na pH 7 boli banky premiesané, uzavreté zatkami a sterilizované.
Po ochladeni baniek na laboratéornu teplotu prebiehala praca vyhradne v ockovacom boxe v
sterilnych podmienkach. Glukéza a glycerol boli pridané do ur¢enych baniek podl'a Tab. 7.
Do vSetkych baniek bol pridany 100 ul roztoku MES (zlozenie vid’. Tab. 6) a boli nao¢kované
mnozstvom bakteridlnej kultary z inokula odpovedajucom 10% objemu média. Vsetky banky
boli kultivované 72 hodin pri 30 °C (otacky 190 rpm).

Tab. 5 Zlozenie mineralneho produkéného média

zlozka koncentracia [g/l]
(NH4),SO4 3
KH,PO, 1
Na,HPO,.12 H,0 11,1
MgS0O,.7 H,O 0,2
NaCl 66
zloZka po sterilacii
MES 1 ml/l
Glukéza 20 g/l

Tab. 6 Zlozenie roztoku MES

zlozka koncentracia [g/1]
FeCl3.6 H,0O 9,79
CaCl,.2 H,0O 78¢
CuS0,.5 H,0O 0,156 g
CoCl,.6 H,0 0,119 g
NiCl,.6 H,0O 0,118¢
ZnS0,4.7 H,0O 0,19

0,1 M HCI 1 000 ml

Tab. 7 Substraty pre bakterialne bunky

¢. substrat [g/1] substrat [a/1]

%. I;yse:!na Va}e::rova,i - %
: selina valérova ukdza

3. kzselina valérova | 5 pyrivét sodny 10

4. | kyselina valérova | 5 | propionat sodny | 10

5. | kyselina valérova | 5 glycerol 10
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3.3 Kultivacia baktérii s vyuzitim kyseliny valérovej ako substratu

Pre d’alSiu produkciu biomasy PHA bol zvoleny substrat Kyselina valérova (pri pouziti
glukozy s koncentraciou 20 g/1). Mnozstvo 5 g/l kyseliny valérovej bolo pre bunky inhibujtce
a neviedlo k produkcii dostatoéného mnozstva biomasy. Jej koncentracia bola zniZena.
V niektorych kultivaciach bola kyselina valérova pridavana az po 24 hodinach kultivacie
vV mineralnom produkénom médiu. Baktérie mohli rast' aadaptovat sa na podmienky
prostredia v priebehu 48 hodin kultivacie. Kyselina valérova mala po pridani do média na ne

cvwr

3.3.1 Kultivacia baktérii s niZSou koncentraciou Kkyseliny valérovej

Bolo pripravené zivné médium CNM (bez agaru) pre bakterialne bunky (zloZenie vid'.
Tab. 4). Vsetky banky boli premieSané, uzavreté zatkami a sterilizované. Média boli
zaoCkované bakterialnou kultarou z Petriho misiek aboli kultivované 24 hodin pri 30 °C
(otacky 190 rpm).

Mineralne produkéné médium bolo pripravené pre bakteridlne bunky rozmieSanim zloziek
v destilovanej vode (zlozenie vid. Tab. 5). Roztok MES a glukéza boli pridavané az po
sterilizacii pretoze boli sterilizované predtym samostatne. Do Erlenmeyerovych baniek boli
navazené substraty 0 koncentracii valeratu 2 g/l a 3 g/l. Roztok média bol rozliaty do baniek
so substratmi. Pre kazdu koncentraciu substratu boli realizované 2 paralelné pokusy v 250 ml
Erlenmeyerovych bankach s 100 ml objemom média. Po uprave roztokov na pH 7 boli banky
premieSané, uzavreté¢ zatkami a sterilizované. Po ochladeni baniek na laboratornu teplotu
prebichala praca vyhradne v o¢kovacom boxe v sterilnych podmienkach. Do vSetkych baniek
bolo pridanych 100 ul roztoku MES (zloZenie vid’. Tab. 6), 20 g/l glukézy a boli naockované
mnozstvom bakteridlnej kultiry z inokula odpovedajuicom 10 % objemu média. VSetky banky
boli kultivované 72 hodin pri 30 °C a otackach 190 rpm.

3.3.2 Kultivacia baktérii s pridanim Kkyseliny valérovej o roznych koncentraciach po 24
hodinach kultivacie

Postup kultivacie bol realizovany obdobne ako pri predchadzajucej kultivacii vid'.
kapitola 3.3.1. Kyselina valérova o koncentraciach 0,1 g/1, 0,5 /1, 1 g/1, 2 g/l a 3 g/l bola
pridavana aZ po 24 hodinach kultivacie v mineralnom produkénom médiu.

3.4 Kultivacia baktérii pre porovnanie povodnych
kmenov a adaptovanych kmenov na kyselinu valérovu

Pre porovnanie produkcie PHA a obsahu 3HV v kopolymére medzi pévodnym kmeniom
a kmenimi adaptovanymi na kyselinu valérovu boli realizované kultivacie s cielom zisku
adaptovaného kmena vid’. Obr. 8.
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3.4.1 Kaultivacia bakterii na pevnom Zivhom médiu pre ich naslednu izolaciu

Bakterialne inokula boli pripravené obdobne ako pri predchadzajtcej kultivacii vid'.
kapitola 3.3.1. Bolo pripravené mineralne médium pre bakteridlne bunky
navazenim a rozmieSanim zloziek v destilovanej vode (zlozenie vid. Tab. 5). Taktiez bol
pridany aj agarovy prasok o koncentracii 17 g/l. Roztok MES a glukéza boli pridavané az po
sterilizacii, pretoze boli sterilizované predtym samostatne. Do Erlenmeyerovych baniek bol
taktiez pridany valerat s koncentraciou 1 g/l, 2 g/l, 3 g/l, 5 g/l a7 g/l. Po tprave roztokov na
pH 7 boli banky premieSané, uzavreté¢ zitkami a sterilizované. Po ochladeni baniek na
laboratornu teplotu prebiehala praca vyhradne v ockovacom boxe V sterilnych podmienkach.
Do vSetkych baniek bol pridany 100 ul roztoku MES (zlozenie vid’. Tab. 6), 20 g/l glukézy,
valerat o koncentracii 1 g/l aboli naockované bakterialnou kultirou z inokula. Pre kazda
koncentraciu valeratu boli pripravené 4 agarové platne (2 boli ockované kultirou s riedenim
10" 2107, zvys$né 2 boli o¢kované neriedenou kultarou). VSetky misky boli kultivované pri
30 °C az do narastu kolonii (cca 7 dni) a d’alej boli vyuzité len misky s narastenymi
koloniami.

3.4.2 Kultivacia izolovanych adaptovanych baktérii v mineralnom produkénom médiu

Bolo pripravené zivné médium CNM (bez agaru) pre adaptované bakterialne bunky
(zloZenie vid’. Tab. 4) s pridanim valeratu o koncentracii 1 g/l. Po uprave roztokov na pH 7
boli vsetky banky premieSané, uzavreté zatkami a sterilizované. Média boli zaoCkované
adaptovanou bakterialnou kultarou z vybranych Petriho misiek (vid’. Tab. 8) a pre porovnanie
aj s neadaptovanou kultarou a boli kultivované 24 hodin pri 30 °C otackach 190 rpm. Bolo
pripravené minerdlne produkéné médium pre bakteridlne bunky rozmieSanim zloZiek
v destilovanej vode (zlozenie vid’. Tab. 5). Roztok MES a glukéza boli pridavané az po
sterilizacii, pretoze boli sterilizované predtym samostatne. Banky boli vysterilizované. Po
ochladeni baniek na laboratornu teplotu prebiehala praca vyhradne v o¢kovacom boxe
v sterilnych podmienkach. Do vSetkych baniek bol pridany 100 pl roztoku MES (zloZenie
vid’. Tab. 6), 20 g/l glukézy aboli naockované mnozstvom bakterialnej kultary z inokula
odpovedajucom 10% objemu média. VSetky banky boli kultivované 24 hodin pri 30 °C
(otacky 190 rpm). Do Erlenmeyerovych baniek bol pridany valerat s koncentraciou 3 g/l. Po
uprave roztokov na pH 7 boli banky premieSané, uzavreté zatkami a kultivované 48 hodin pri
rovnakych podmienkach.

Tab. 8 Adaptované kmene pouzité ku kultivacii s cielom produkcie PHA

oznac. | Kys. valérova [g/l]
A 3
B 3 (ried. 107
C 2
D 1
E 1 (ried. 107
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Halomonas halophila

Zivné médium CCM s agarom — Kultivacia na agarovych platniach
(CCM 3662 ) :

Kmeri pouZity na ockovanie

3.4 Kultivacia

PN 4

Mineralne produkéné médium s agarom - ) )
Inokulum = oncentracia kyseliny valerovej: 1 /1, 2 o/l, 3 g/l 5 g/l, 7 g/) + 1 g/l kyselina valerova

|

Povodny kmen
X «— PripouZiti inych koncentracii kyseliny
valerovej a riedeni — =

J s
Inokulum s 1 g/| Adaptované kmene  Kultivicia na agarovych platniach . L
kyselinou valerovou — A, B,CD,E - do narastu kolonif Mineralne produkéné médium s agarom

l pouzité na ockovanie

2

}

Kultivacia v minerdlnom _ + 3 g/l kyselina valerova Kultivacia v mineralnom . -
produkénom médiu (po 24 hodindch) —  produkénom médiu —  Odber vzoriek a analyza

Obr. 8 Schéma kultivacii vedicich k zisku adaptovanych kmenov baktérii

3.4.3 Priprava kryoskiumaviek s adaptovanymi baktériami

Boli pripravené kryosktimavky (4 pre kazdu koncentraciu valeratu) napipetovanim 1 ml
bakterialnej kultiry z inokula do 0,5 ml 30 obj. % glycerolu. Kryoskamavky boli
uschovavané pri teplote -80 °C pre d’alSie vyuzitie.

3.5 Stanovenie obsahu biomasy

Obsah biomasy bol stanovovany po 48 hodinach kultivacie. U vSetkych vzoriek bolo
pouzité gravimetrické stanovenie obsahu biomasy a U niektorych experimentov boli vzorky
analyzované aj spektrofotometricky.

29



3.5.1 Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy

Koncentracia biomasy bola stanovovand meranim absorbancie (intenzity zakalu)
v triplikatoch kvoli Statistickej vahe dat pri 630 nm proti destilovanej vode ako blanku.
U vsetkych vzoriek bolo pripadne pouzité vhodné riedenie destilovanou vodou.

3.5.2 Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy

Na centrifugaciu bol uskutocneny odber po 10 ml z kazdej banky so suspenziou
paralelne do 2 centrifugacnych skumaviek. Odobraté vzorky boli odstred'ované 5 minut na
centrifuge pri otackach 6 000 rpm. Supernatant bol zo skimaviek odliaty a sediment bol
rozsuspendovany s 1 ml destilovanej vody. Obsah skumaviek bol prevedeny do mensich
centrifugacnych skimaviek a boli stdi¢ané na centrifuge 4 minaty pri otdckach 1000 rpm.
Supernatant bol odliaty a obsah skiimavky bol suseny v susiarni 72 hodin. Po vysu$eni boli
skimavky zvazené a bola urcena koncentracia biomasy v g/l.

3.6 Stanovenie obsahu PHA (a jednotlivych monomérov) v biomase

Biomasa z jednotlivych vzoriek bola analyzovana na plynovom chromatografe s FID
detekciou na obsah PHA a zastipenie jednotlivych monomérov v kopolymére. Plynova
chromatografia nie je absolitna metdda, preto je nutné porovnavat vzorky na ziklade
rovnakého mnozstva vnatorného Standardu (transesterifikaéna zmes — 5 mg/ml kyselina
benzoova v 15% H,SO, v metanole). Kyslou hydrolyzou a naslednou esterifikaciou vznikaju
prchavé metylestery 3-hydroxyalkanovych kyselin, ktoré mozno analyzovat plynovou
chromatografiou.

3.6.1 Priprava Standardov pre kalibra¢nu zavislost’

Bola pripravena kalibra¢na rada pre stanovenie obsahu monomérov v jednotlivych
vzorkach navazenim znamych mnozstiev $tandardu kopolyméru P(3HB-co-3HV) s obsahom
12 mol. % 3-hydroxyvaleratu Vv rozmedzi 2—10 pg. Uréené mnozstva boli navazené do
krimpovacich vialiek, do ktorych bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifika¢nej
zmesi. Po zakrimpovani bol obsah vialiek esterifikovany v termobloku 180 min. pri teplote
94 °C. Po vychladeni bola zmes extrahovana 500 pl 0,05 M NaOH. Po oddeleni faz bolo do
novej skrutkovacej vialky pipetovanych 950 ul chloroformu a 50 ul spodnej fazy (obsahovala
methylestery kyselin). Standardy boli analyzované na plynovom chromatografe s plametiovo-
ioniza¢nym detektorom.

3.6.2 Priprava vzoriek na ich analyzu plynovou chromatografiou

Mnozstvo 9-11 mg biomasy z gravimetrického stanovenia bolo navazenych do
krimpovacich vialiek. 1 ml chloroformu a 0,8 ml tranesterifikacnej zmesi bolo pridanych
k biomase. Po zakrimpovani bol obsah vialiek esterifikovany v termobloku 180 min pri
teplote 94 °C. Po vychladeni bola zmes extrahovana 500 pl 0,05 M NaOH. Po oddeleni faz
bolo do novej skrutkovacej vialky pipetovanych 950 pul chloroformu a 50 pl spodnej fazy
(obsahovala methylestery kyselin). Vzorky boli analyzované na plynovom chromatografe. Pri
kazdej vzorke boli uskutocnené 2 paralelné stanovenia.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Kultivacia baktérii v mineralnom produkénom médiu s vyuZitim
roznych substratov

Na kultivaciu baktérii v minerdlnom produkénom médiu bol vyuzity valerat alebo
kombinacia valeratu s inym substratom podla vyskumu C. Simon-Colina, ktory sa zaoberal
produkciou PHA halofilnymi baktériami. Baktérie Halomonas profundus produkovali pri
pouziti tychto substratov PHA s najva¢sim obsahom 3HV [19].

Pri pouziti kyseliny valérovej (¢. 1), kombinacie substratov Kkyselina valérova a glukoza
0 vySSej koncentracii (¢. 2) alebo kyselina valérova a propionat (¢. 4) boli pozorované
nerozpustné zrazeniny v bankach po kultivacii (vid’. Obr. 10). Najvacsi zakal bol pozorovany
v bankach po pouziti substratov kyseliny valérovej a pyruvatu (¢. 3). V jednotlivych bankach
nedoslo po kultivacii k zmene pH. Vzorky boli analyzované na obsah biomasy. Vznik
dostato¢ného mnozstva biomasy bol docieleny len pri pouziti kyseliny valérovej a pyruvatu
(kombinacia €. 3). Tieto vzorky boli analyzované na obsah PHA na plynovom chromatografe
(vid’. Tab. 9). Pri ostatnych kombinaciach nebolo dosiahnuté pozadované mnozstvo biomasy
vyprodukovanej baktériou H. halophila na analyzu vzorky plynovou chromatografiou.
Z analyzy vzorky vyplyva, ze obsah 3HV v mol. % bol v kopolymére vysoky, ale mnozstvo
vytvorenej biomasy bolo vel'mi nizke (menej ako 0,1 g/l). Obsah kopolyméru v biomase
dosiahol tiez nizke hodnoty. Substraty mali pri danej koncentracii inhibujiici u¢inok na
produkciu biomasy baktériami.

Obr. 9 Bakterialne bunky Halomonas halophila na pevnom zivnom médiu
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Obr. 10 Erlenmeyerove banky s Halomonas halophila po kultivacii s vyuzitim roznych substratov

Tab. 9 Analyza vzorky na obsah PHA

substrat Chiomasa [0/1] | PHA [hm. %] PHA [o/l] 3HV [mol. %]
Kys. valérova (S g/l + | ) 7, ( 3 247 1,64.10° 87,07
pyruvat (10 g/1)

4.2 Kaultivacia baktérii s vyuzitim Kkyseliny valérovej ako substratu

4.2.1 Kultivacia baktérii s niZSou koncentraciou kyseliny valérovej

Koncentracia kyseliny valérovej 5 g/l bola pre bunky inhibujuca a neviedla k

produkcii dostatocného mnozstva biomasy. Pri kultivacii baktérii boli pouzité nizSie

koncentracie 2 a 3 g/l. Va¢si obsah PHA bol zisteny vo vzorke pri pouziti kyseliny s vys$Sou
koncentraciou 3 g/l. Obsah monoméru 3HV bol vsak pri tejto koncentracii niz$i v porovnani
so vzorkou z kultivacie, poc¢as ktorej bola pridana kyselina valérova o koncentracii 2 g/1 (pri
pouziti glukdzy s koncentraciou 20 g/l).

Tab. 10 Analyza vzoriek na obsah PHA

Kys. valérova [g/l] | Cpiomasa [0/1] PHA [hm. %] PHA [g/l] 3HV [mol. %]
2 0,41 £0,01 10,14 4,16.10° 90,71
3 0,71 + 0,02 12,30 8,80.10” 89,34
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4.2.2 Kaultivacia baktérii s pridanim Kkyseliny valérovej o roznych koncentraciach po
24 hodinach kultivacie

Kyselina valérova bola pridivana do mineralneho produkéného média az po
24 hodinach kultivacie baktérii v mineralnom produkénom médiu. Baktérie mohli vd’aka
tomu lepSie rast a adaptovat’ sa na podmienky prostredia. U baktérii prebehla lag-faza.
Kyselina s inhibi¢énym tG¢inkom pdsobila na baktérie az v Stadiu exponencialnej faze rastu.
Koncentracie kyseliny valérovej, ktoré boli pouzité pri kultivacii boli nizSie alebo rovnaké
ako v predchadzajucej kultivacii popisanej v kapitole 4.2.1 (0,1 g/l, 0,5 g/l, 1 g/l, 2 g/l a 3 g/l).

Pri koncentracii pouzitej kyseliny 2 g/l a 3 g/l bol dosiahnuty vyssi obsah PHA v hm. %, ako
pri kultivacii 4.2.1, kde bola kyselina priddvand bezprostredne po naockovani média
baktériami (pocas lag-fazy). Najvyssi obsah PHA dosahovali vzorky s niz§imi koncentraciami
valeratu 0,1 a 0,5 g/l. Obsah 3-hydroxyvaleratu bol vsak pri predchadzajicej kultivacii vyssi.
Z vysledkov analyzy tejto kultivacie vyplyva, ze obsah 3HV v kopolymére je najvyssi pri
pouziti koncentracie valeratu 3 g/l, ato 23,41 mol. %. Pri kultivacii s pridavkom kyseliny
valérovej bezprostredne po ockovani bol vSak dosiahnuty obsah 3HV vo vzorkach cez
80 mol. % (vid. Tab. 10), ale celkové vytazky kopolyméru boli takmer zanedbatelné.
opticka hustota u vzorky, pri ktorej bola pouzita koncentracia valeratu 1 g/l a najvyssia pri
najnizsej koncentracii valeratu 0,1 g/1.

Tab. 11 Analyza vzoriek na obsah PHA

Kys. valérova [g/l] | Chiomasa [0/1] | PHA [hm. %] | PHA [g/1] | 3HV [mol. %]
0,1 4,87+0,00| 61,93 +2.82 [3,11+£0,00] 2,19+0,03
0,5 4,73+0,33 | 62,74+6,53 |2,95+0,10| 8,63+0,65
1 1,96+ 1,05 | 51,17+7,93 |1,04£0,69| 17,57 £3,09
2 457+021| 61,85+5,82 |2,83+0,39| 6,56+0,16
3 2,11 £1,33 | 58,47+5,02 |1,17+£0,67| 23,41+ 0,39

Tab. 12 Opticka hustota vzoriek pri 630 nm

Kys. valérova [g/l]| ODgso [a.U.]
0,1 26,500 + 0,450
0,5 7,200 + 0,300
1 5,700 £ 0,150
2 24,750 + 0,552
3 8,375+ 0,125
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4.3 Porovnanie povodného kmena baktérii a adaptovanych kmenov na
kyselinu valérovia

Baktérie boli adaptované na kyselinu valérovt ako stresovy faktor. Po kultivacii baktérii

na pevnom zivnom médiu neboli pozorované kolonie pri vysSich koncentraciach kyseliny
valérovej 5 g/l a 7 g/l a taktiez aj pri koncentracii kyseliny valérovej 2 g/l pri pouziti riedenia
kultry 10™ (vid. Obr. 12). Mineralne produkéné médium bolo pri kultivacii zaockované
adaptovanymi baktériami na koncentracie kKyseliny valérovej 1 g/l, 2 g/l (okrem riedenia
kultiry 107) a3 g/l. Baktérie sa teda dokazali adaptovat’ na kyselinu valérovii o nizsich
koncentraciach (vid. Obr. 11 a Obr. 12). Koncentracie 5 g/l a7g/l boli pre baktérie
inhibujuce.

Obr. 12 Adaptované bakterialne kolonie na agarovych platniach v porovnani s platiiou bez
pozorovateI'nych kolonii
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Po kultivécii adaptovanych baktérii v mineralnom produkénom médiu bol pozorovatelny
vacsi zakal ako pri povodnom kmeni baktérii (vid’. Obr. 13). Z vysledkov analyzy vzoriek na
plynovom chromatografe vyplyva, Ze najvédcsia koncentracia vytvorenej biomasy a taktiez
najvacési obsah monoméru 3HV bol u vzorky B (baktérie adaptované na koncentraciu kyseliny
valérovej 3 g/l s riedenim kultiry 10™). Pri predchadzajicej kultivacii 4.2.2, kde bol pouzity
povodny kmen pri rovnakej koncentracii kyseliny valérovej, bolo vytvorené mnozstvo
biomasy a obsah 3HV v mol. % vyssi. U vzorky z tejto kultivacie bola namerana dvojnasobne
vécsia opticka hustota ako u vzoriek pri tomto experimente. Najniz§ie mnozstvo vytvorenej
biomasy nebolo pri tejto kultivacii u povodného kmena baktérii (kontrolna vzorka), ale
u vzorky A (baktérie adaptované na koncentraciu kyseliny valérovej 3 g/l). Obsah 3HV vo
vytvorenom kopolymére bol najniz§i uvzorky C (baktérie adaptované na koncentriciu
kyseliny valérovej 2 g/l). Analyzovana vzorka pdévodného kmena baktérii (kontrolna
vzorka) vykazuje ale nizke hodnoty koncentracie biomasy a obsahu 3HV v porovnani so
vzorkou B. Najmens$iu nameran®i optick(l hustotu ma vzorka z kultivacie podvodnych kmenov
baktérii a najvacsiu vzorka B, ¢o potvrdzuje dosiahnuty najvacsi obsah biomasy v tejto
vzorke. Kmen B sa podla vysledkov vyznamne odliSuje od povodného. Zatial’, ¢o ostatné
kmene st celkom podobné.

Zal
) g7

Obr. 13 Adaptované bakterialne bunky po kultivacii v mineralnom produkénom médiu v porovnani s
neadaptovanymi bunkami
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Tab. 13 Analyza vzoriek na obsah PHA

oznaé. | kys. valérova [g/1]° | Chiomasa [9/L] | PHA [hm. %] PHA [g/l] 3HV [mol. %]
A 3 1,055 +£0,055| 50,76 £2,86 |0,5339 +0,0023| 5,28 + 6,15E-02
B 3 (ried. 10'1) 1,185+ 0,015| 60,36 £0,14 |0,7152 +0,0074 | 20,24 + 4,01E-03

C 2 1,125+ 0,015| 59,75+0,08 |0,6722 +0,0098 | 4,43 + 1,61E-03

D 1 1,095 +£0,025| 55,74 +1,98 |0,6099 +0,0078 | 7,47 +2,51E-02

E 1 (ried. 10'1) 1,120 £ 0,080 | 43,85+2,66 |0,4890 +0,0053 | 8,84 +3,75E-01
Kontrola 3 (neadapt.) 1,070 +£0,010| 51,63 +1,19 |0,5525+0,0179| 6,74 +4,94E-02

Tab. 14 Opticka hustota vzoriek pri 630 nm

oznag. | kys. valérova [g/l]°| ODes [a.u.]
A 3 4,300+ 0,100
B 3 (ried. 101 4,950 + 0,075
C 2 4,425 £ 0,075
D 1 4,638 £ 0,038
E 1 (ried. 0% 3,913 +0,013
Kontrola 3 (neadapt.) 3,825+ 0,100
25 -
20 -
S 15 -
o
E,
Z 10 -
o
0 B
3 3 (ried. 10-1) 2 1 (ried. 10- 1) 3 (neadapt.)

Kyselina valerova [g/ 1]

Graf 1 Mnozstvo 3HV v kopolymére u baktérii adaptovanych na rézne koncentracie kyseliny
valérovej vV porovnani s neadaptovanym kmenom

? Koncentracia kyseliny valerovej na ktort boli baktérie adaptované. Priddvana koncentracia prekurzoru kyseliny
valerovej bola 3 g/I.
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1Y

3 (ried. 10-1)

2
Kyselina valerova [g/l]

m Koncentracia biomasy

m Koncentracia PHA

1 (ried. 10-1) 3 (neadapt.)

Graf 2 Mnozstvo biomasy a PHA u baktérii adaptovanych na rozne koncentracie kyseliny valérovej v

porovnani s neadaptovanym kmenom

1

50
4,5

4,0 -

3,5
=3 3,0
o 2,5
8 2,0

15

1,0

0,5

0,0

3 (ried. 10-1)

2
Kyselina valerova [g/l]

1 (ried. 10-1) 3 (neadapt.)

Graf 3 Opticka hustota pri 630 nm u baktérii adaptovanych na rézne koncentracie kyseliny valérovej v

porovnani s neadaptovanym kmenom
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5 ZAVER

Ciel'om bakalarskej prace bola produkcia polyhydroxyalkanoatov baktériami Halomonas
halophila so zameranim sa na vys$i obsah 3-hydroxyvaleratu v kopolymére P(3HB-co-3HV),
ktory sa v tychto baktériach tvori intracelularne. Vznik kopolyméru bol dosiahnuty pridanim
kyseliny valérovej ako prekurzoru pre bakteridlne bunky. Kultivaéné podmienky boli
optimalizované, pretoze kyselina valérovd ma zaroven inhibi¢ny efekt na rast buniek. Vyssie
koncentracie ako 3 g/l nevedu k produkcii dostato¢nej koncentracie biomasy ani PHA. Pri
velmi nizkych koncentraciach Kyseliny valérovej 0,1 g/l a0,5 g/l bol obsah 3HV v PHA
nizky. Vyhovujica koncentricia tohto substratu, pri ktorej bunky vykazuju dostatocnu
produkciu PHA, je 3 g/l. Kyselina by mala byt pridana az po 24 hodinach kultivacie
V minerdlnom produkénom médiu. Bunky st uz takmer v staciondrnej faze a inhibi¢ny efekt
kyseliny ma na nich mensi vplyv, ¢o navysi mnozstvo utilizovanych PHA.

Metdédami evolu¢ného inzinierstva boli ziskané kmene baktérii Halomonas halophila
adaptované na kyselinu valérova. Narast kolonii bol pozorovany pri nizSich koncentraciach
kyseliny 1 g/, 2 g/l (okrem riedenia kultry 10™) a 3 g/l. Koncentracie kyseliny 5 g/l a 7g/I
boli pre baktérie inhibujuce. Porovnanim povodného kmena baktérii a kmeniov adaptovanych
na rozne koncentracie kyseliny valérovej z hladiska produkcie PHA aobsahu 3HV
Vv kopolymére bolo zistené, ze vyssi obsah 3HV v kopolymére bol dosiahnuty u adaptovanych
kmenov. U adaptovaného kmena ozna¢eného ako B bol obsah 3HV v kopolymére
20,24 mol. %. U povodnych kmenov bol pri pouziti rovnakej koncentracie kyseliny zisteny
obsah 3HV v kopolymére len 6,74 mol. %. Je teda zrejmé, Ze evoluéné inZinierstvo je nastroj,
ktory ma potencial pre zlepSenie produkénych vlastnosti H. halophila, a to nielen v zmysle
navysenia vytazku, ale tieZ vylepSenia materidlovych vlastnosti pripravenych materialov. Pre
overenie redlneho biotechnologického potencidlu kmena B je potrebné jeho d’alSie testovanie,
a to predovsetkym pri kultivacii v bioreaktore.

Dalsie experimenty by mohli byt zamerané samostatne na uskuto¢nenie adaptacnych
experimentov. Realizaciou vac¢siecho mnozstva kultivacii po dlhsi ¢as by mohol byt’ potvrdeny
predpoklad, Zze u adaptovanych kmenov baktérii Halomonas halophila dochadza k tvorbe
PHA s vy$§im obsahom 3HV v kopolymére ako u povodnych kmenioch baktérii. Baktérie by
boli po aplikacii stresového faktoru (vdaka adaptacii) odolnejSie voci stresu a mali by lepsie
priemyselné vyuzitie. Optimalizaciou kultivaéného procesu by mohli byt’ dosiahnuté aj vyssie
koncentracie biomasy v g/l. Vyssi obsah 3HV v kopolymére by zmenil jeho vysledné
vlastnosti a zabezpecil tak lepsie vyuzitie v niektorych priemyselnych procesoch a odvetviach
(napr. zvySenie ohybnosti kopolyméru). PHA ako prirodné polyestery by mohli nahradit’
konven¢né plasty. Nepredstavovali by tak hrozbu pre zivotné prostredie a boli by rozkladané
neenzymaticky alebo enzymaticky pomocou extracelularnych enzymov mikroorganizmov.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
3HB — 3-hydroxybutyrat
3HV — 3-hydroxyvalerat
HDPE — vysokohustotny polyetylén
LPDE — nizkohustotny polyetylén
P(3HB-c0-3HV) — poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
PA 6 — polyamid 6
PA 66 — polyamid 66
PBT — polybutyléntereftalat
PEEK — polyaryléterketon
PET — polyetyléntereftalat
PHA — polyhydroxyalkanoaty
POM — polyoxymetylén
PP — polypropylén

PTFE — polytetrafludretylén



8 PRILOHY

8.1 Kalibracia metody pre stanovenie jednotlivych monomérov v
kopolymére

Biomasa z jednotlivych vzoriek bola analyzovand na plynovom chromatografe s FID
detekciou na obsah PHA a zastpenie jednotlivych monomérov v kopolymére. Kalibra¢na
zéavislost’ pre obsah 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu v kopolymére bola zostavena na
zaklade analyzy Standardu kopolyméru (postup vid’. kapitola 3.6.1). Pre stanovenie obsahu
monomérov v kopolymére boli pouzité rovnice regresie prislichajuce kalibracnej krivke zo
zavislosti pomeru ploch pikov jednotlivého monoméru (3HB alebo 3HV) k internému
Standadu — kyseline benzoovej (ISTD) na koncentracii daného monoméru (3HB alebo 3HV).
Namerané hodnoty pomeru ploch pikov a prislichajice koncentracie su uvedené vid'.

. Kalibra¢na zavislost’ pre vypocet obsahu 3HV v biomase je dana rovnicou regresie
3HV/ISTD = 0,0935. c3qy S indexom korelacie R? = 0,9734. Pre vypocet obsahu 3HB
v biomase je kalibraéna zavislost' uréena rovnicou regresie 3HB/ISTD = 0,0797. Csus
s indexom korelacie R? = 0,9677.

Tab. 15 Namerané hodnoty pomeru ploch pikov a prisliichajiuce koncentracie

3HV/ISTD [a.u.] ¢ [mg/ml] 3HB/ISTD [a.u.] ¢ [mg/ml]
0,020 0,200 0,125 1,470
0,031 0,401 0,194 2,939
0,051 0,601 0,314 4,409
0,074 0,802 0,456 5,878
0,100 1,002 0,632 7,348
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Graf 4 Kalibracna zavislost pomeru ploch pikov 3-hydroxyvaleratu k internému Standardu na
koncentracii 3HV

o
o
1

o
ol
1

y =0,0797x
R2=0,9677

3HB/ISTD [a.u.]
o o
w ~
X

o
N
X

o
[N
I

=
[=)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
¢ [mg/ml]

Graf 5 Kalibra¢na zavislost pomeru pléch pikov 3-hydroxybutyratu k internému $tandardu na
koncentracii 3HB
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8.2 Analyza biomasy na plynovom chromatografe s FID detekciou

Analyzou biomasy na plynovom chromatografe sFID detekciou boli ziskané
chromatogramy pre jednotlivé vzorky. Chromatogram zaznamendva zavislost odozvy
(signalu) detektoru na reten¢nom cCase. Reten¢ny Cas je doba, ktora uplynie od nadavkovania
vzorku aZ po objavenie sa piku na chromatograme. Cas v ktorom sa ziska maximum piku
danej latky charakterizuje latku kvalitativne. Na chromatograme (vid’. Obr. 14) mozno vidiet
peaky pre 3HB (1. peak, najkratsi reten¢ny ¢as bol 5,69 min.), 3HV (2. pik, reten¢ny Cas bol
6,36 min.) a interny $tandard kyselinu benzoovu (3. pik, reten¢ny ¢as = 7,25 min.). Plocha
piku suvisi s kvantitou danej latky. VacSie mnozstvo latky v danom case poskytuje vacsi
signal. Najvacsi signal bol dosiahnuty pri internom Standarde a najmensi pri 3HV, ktory je
Vv kopolymére P(3HB-c0-3HV) v menSom zastipeni ako 3HB, ktorého signal dosahuje
samozrejme vysSiu hodnotu.
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Obr. 15 Chromatogram pre vzorku B z kultivacie popisanej v kapitole 3.4.2
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