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ABSTRAKT

Predlozena diplomovéa praca je zamerand na Studium produkcie polyhydroxybutyratu
(PHB) u baktérii. Po stru¢nej charakteristike PHB ako najvyznamnejSiecho predstavitel'a
Sirokej skupiny polyhydroxyalkanoitov (PHA) v teoretickej Casti, bola prakticky sledovana
produkcia polyméru PHB, resp. kopolyméru P(HB-co-HV), u vybranych bakteridlnych
kmerniov. V prvej casti bola Studovand produkcia PHB baktériou Bacillus megaterium
na syntetickom médiu. Dosahované koncentracie PHB v bunkidch boli navySené
az prevedenim kultiry do limitovaného média, na ukor rastu. Pridavok etanolu do média
podporil nielen syntézu produktu, ale aj rast (21 % PHB z 1,8 g/l biomasy). Nasledne bolo
otestované produkéné BM médium s pridavkom glukdzy (8 g/I). Produkcia PHB bola viac
ako 1 g/l pri vyraznom néraste kultiry oproti syntetickému médiu. Baktéria B.megaterium
okrem glukézy preukazala schopnost’ utilizovat xylézu a maltozu. Dalsie kultivacie boli
prevedené s baktériou Azotobacter vinelandii syntetizujicou kopolymér P(HB-co-HV).
Maximum rastu a produkcie kopolyméru bolo dosiahnuté na Burkovom médiu s 30 g/l
glukézy. Pridavok peroxidu do média vyvolal narast vobsahu P(HB-co-HV) -
46 % kopolyméru z 2,6 g/l biomasy. Baktéria A.vinelandii najlepSie réastla na maltdze,
dokonca aj v porovnani s glukézou (54 % kopolyméru z obsahu biomasy). V zavere bola
sledovana produkcia PHB s vyuzitim priemyselného odpadného produktu — srvatky.
Modifikécia srvatkového média bola vykonand pomocou Statistickej optimaliza¢nej metddy
Plackett-Burman. Baktéria B.megaterium vyprodukovala na upravenej srvatke 0,5 g/l PHB,
32 % z biomasy.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, polyhydroxybutyrat, Bacillus megaterium, Azotobacter vinelandii,
srvatka.



ABSTRACT

Presented work is focused on study of polyhydroxybutyrate production in bacteria.
In theoretical part short characterization of PHB was given and the most common
representative of wide group of polyhydroxyalkanoates (PHA) were described. Then,
production of PHB and copolymer P(HB-co-HV) in selected bacterial strains was
experimentally proven. First, PHB production in Bacillus megaterium using synthetic medium
was studied. The PHB content in cells was increased during cultivation under limiting
conditions, despite low growth. Addition of ethanol into production media resulted in
increased PHB synthesis as well as biomass production (21 % PHB of 1,8 g/l biomass).
Further, BM medium containing 8 g/l glucose was tested. PHB production was more than
1 g/l at significant growth increase when compared with synthetic medium. The bacteria
B.megaterium showed, except glucose, ability to utilize maltose and xylose. Another
cultivations were tested with bacterial strain Azotobacter vinelandii, which is capable
of copolymer P(HB-co-HV) synthesis. Maximal growth and copolymer content was reached
on Burk's medium with 30 g/l of glucose. Addition of peroxide to growth medium influenced
P(HB-co-HV) synthesis to 46 % of 2,6 g/l biomass. Bacteria A4.vinelandii showed the best
growth on maltose, even compared with glucose (54 % copolymer of biomass content).
Finally, PHB production on industrial waste product — whey was monitored. Using Plackett-
Burman design for statistical media optimization, the whey content was modified.
B.megaterium grown on adjusted whey reached 0,5 g/l PHB, 32 % of cell's content.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates, polyhydroxybutyrate, Bacillus megaterium, Azotobacter vinelandii,
whey.
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2. UVOD

Uz viac ako jedno storocCie su ropné plasty beznou sucastou nasho zivota. Takmer vSetky
potraviny su zabalené prave do plastov. Plasty su v obleCeni aj elektronike. Plasty st vSade.
Ziskali si nasu pozornost’ obdivuhodnymi vlastnostami ako je nizka hmotnost’ v kontraste
s pevnostou ocele, tvarovatelnost, elasticita, tepelnd stilost, moznost rdéznorodych
povrchovych Gprav a zafarbenia. Siroké vyuzitie ropnych plastov je v tomto pripade zasluzilé.

Svetova spotreba petrochemickych polymérov ¢ini viac ako 200 mil. ton, s kazdoro¢nym
narastom priblizne o 5 %, pricom k spracovaniu je potrebné vytazit viac ako 215 mil. ton
fosilnych paliv. ZvySujica sa cena ropy a zemného plynu méze mat’ preto znacny vplyv na
petrochemicky priemysel vyroby plastov. Okrem iného, v dnesnej dobe ohrozuje vyrobu fakt,
ze aj niekol’ko desatroci dokazu odolavat’ rozkladu posobenim prirodnych environmentalnych
sil, aaj ked zacnu podliehat korozivhym vplyvom, uvolfiuju do Zivotného prostredia
mnozstvo nebezpeénych chemickych aditiv pouzivanych pri ich vyrobe [1,2].

V poslednych rokoch bol preto zdujem zamerany na vyvoj ,.ekologicky priatel'skych*
polymérov. Tieto tzv. biopolyméry su rozloziteIné v prirode do niekolkych tyzdiiov,
v zavislosti na ich Struktare. Jediné, o po nich zostane, je voda a oxid uhli¢ity. K vyrobe st
zvacsa pouzivané obnoviteI'né zdroje, inak nezatazujuce zivotné prostredie. Postup beznej
chemickej syntézy je vyuzivany minimalne, najvicsi podiel ma biotechnologicky princip
vyroby pomocou mikroorganizmov alebo transgénnych rastlin [3].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) aich derivaty prestavuji Siroku skupinu biopolymérov
s vybornymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami porovnatelnymi s ropnymi plastmi, ako je
napr. polypropylén alebo polyetylén. Mikroorganizmy ich syntetizuju ako zdsobnu formu
energie a uhlika, pri fermentacii cukrov, lipidov alebo alkanov, véc¢Sinou pod vplyvom
nejakého exogénneho stresu. PHA sa beZzne vyskytuju u réznych druhoch baktérii vo forme
cytoplazmatickych inkluzii, niekedy zaberajucich az 80 % z objemu bunky. Prednosti PHA su
okrem rychlej biodegradovatelnosti aj termoplastickost’ a elasticita, predurCujice Siroké
vyuzitie tychto biopolymérov v obalovom priemysle, medicine ¢i polnohospodarstve [4,5].

Prvym a najviac preskimanym polyhydroxyalkanoatom, z hladiska materidlovej
charakteristiky, biosyntézy a degradacie, je polyhydroxybutyrdt (PHB) produkovany
bakteridlnymi  kmetimi ako je Bacillus megaterium, Azotobacter  vinelandii
a Wautersia eutropha. Vo forme kopolyméru poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),
P(HB-co-HV), pod komerénym nazvom Biopol®, bola britskou firmou ICI nasStartovana tzv.
,»zelend vlna® vyuzivania novych biodegradabilnych polymérov, ktora mala nahradit’ bezné
ropné plasty a postupne ich uplne vytesnit’ z nasho zivota [4].

Predpokladana vizia zatial’ nenastala. Jedinym, za to vyznamnym doévodom je stale vysoka
produk¢nd cena priemyselnych biopolymérov. Takmer 50 % z ceny tvoria substraty potrebné
na kultivaciu mikroorganizmov. Prave utilizacia odpadnych priemyselnych produktov
by mohla radikdlne zniZit' vyrobné naklady na syntézu biopolymérov [6].

Cielom prace je skumat’ priebeh biosyntézy PHB u vybranych bakteridlnych kmenov
a optimalnymi zmenami kultivaénych podmienok, s pripadnym zavedenim stresu alebo
limitacie niektorym z rastovych faktorov, ¢itestovanim niektorych odpadovych substratov
dosiahnut’ maximalnu produkciu polyméru v bunkach.



3. TEORETICKA CAST
3.1. Polyhydroxyalkanoaty

V roku 1923 Maurice Lemoigne z Pasteurovho instititu objavil schopnost’ aerobnych
spoérotvornych baktérii vytvarat' 3-hydroxybutyrat (3HB). Pokracoval vo vyskume a v roku
1926 pomocou chloroformu izoloval z baktérie Bacillus megaterium poly(3-hydroxybutyrat).
Az koncom pitdesiatych rokov, po nazbierani dostatku informdcii o bakteridlnom rode
Bacillus, bola preukazanad vyznamna metabolickd funkcia polyhydroxybutyratu (PHB) ako
zasobnej formy energie a uhlika pre bunku. Vyskyt tohto fenoménu bol dokazany vo vicsine
Gram-negativnych baktérii [3,4,7].

Predpokladalo sa vsak, ze 3HB je jediny hydroxyalkanoatovy (HA) monomér podiel’ajuci
sa na stavbe zasobného polyméru. Az L.L.Wallen a W.K.Rohwedder [29] identifikovali
vroku 1974 odlisné, menej sa vyskytujice HA — 3-hydroxyvalerat (3HV)
a 3-hydroxyhexanoat (3HH). O par rokov neskor sa podarilo dokazat' pritomnost’ d’alSich
11 monomérov [7].

Sirokd moznost vyuzitia polyhydroxyalkanoatov (PHA), prameniaca zich jedineénej
roznorodej Struktiry, podnietila k vyskumu potencidlnych sposobov priemyselnej syntézy
s naslednym vyuzitim PHA v beZnom Zivote.

3.1.1. Struktira PHA
Polyhydroxyalkanoaty su skupinou linedrnych polyesterov 3, 4,5 & 6-hydroxykyselin

syntetizovanych baktériami ako zasobny zdroj energie a uhlika pocas fermentécie cukrov,
lipidov, alkanov, alkénov a alkdnovych kyselin (obr. 1) [4].

R, O R, O
NN
~ CH C J/
o/ (CH,jx \o/ \(\CHE)X/ \o n

Obr. 1: Vseobecna struktura PHA.
(Ri/R; = alkylové skupiny C;— Cy3, x = 1 —4, n =100 - 30 000) [4].

Vyznamnou charakteristikou PHA je R-konfiguricia vSetkych monomérnych jednotiek
spOsobend  stereosSpecifickostou biosyntetizujicich enzymov. Molekulovd hmotnost’
polyesterov je od 200 000 do 3 000 000 Da a zavisi na zlozeni PHA, druhu mikroorganizmu,
ktory ho vyprodukoval a na kultivacnych podmienkach (charakter substratu a i.) [3].

PHA sa delia do dvoch zékladnych podskupin podla poctu uhlikov v monomérnych
jednotkach: PHA s kratkym ret'azcom (pocet C v jednotke 3 —5), alebo aj ,,short-chain-lenght
PHA* (SCL PHA); a s dlh§im retazcom (6 — 14 C v jednotke), inak zname pod skratkou
MCL PHA (,,medium-chain-lenght PHA*). Polyméry SCL PHA su tvrdé aldmavé,
s vysokym stuptiom kryStali¢nosti. Oproti tomu st MCL PHA viac pruzné, so zniZujicou sa
krystalicnost'ou, pevnost'ou v tahu a bodom topenia [3,4].
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3.1.2. Formovanie PHA v bunkach

Polymér sa v bunkach vyskytuje v podobe cytoplazmatickych inklazii — granul pribliznej
velkosti 0,2 £ 0,5 um v priemere. Pocet aj velkost” granil vSak zavisi od druhu bakterialnych
kultar a od substratu utilizovaného baktériou. Hustota PHB granul sa pohybuje v rozmedzi
1,18 - 124 gem® aMCL PHA granal 1,05 gcm™. Granule sa prevazne skladaji
z polyesterov, proteinov a lipidov, v pripade B.megaterium z 97,7 % polyesterov, 1,87 %
proteinov a 0,46 % lipidov a fosolipidov [3].

Obr. 2: Snimka buniek rekombinantnej W.eutropha obsahujucej granule PHB zhotovena
pomocou transmisnej elektrénovej mikroskopie (TEM). Ciara predstavuje velkost 0.5 um [7].

Polymér sa nachadza vo wvnutri granul. Povrch je tvoreny vrstvou fosfolipidov
so zabudovanymi proteinmi plniacimi rézne metabolické funkcie. Zaroven vytvara bariéru
medzi vodnym prostredim cytoplazmy v bunke a hydrofébnym polymérom [7].

Najvyznamnej$im proteinom vo fosfolipidovej vrstve granul je PHA syntdza vyskytujica
sa pravdepodobne v troch modifikaciach liSiacich sa primarnou Strukturou a substratovou
Specifickost'ou, avsak spolocnym znakom je aktivne miesto s inkorporovanym cysteinom.
Prvy typ PHA syntézy katalyzuje syntézu SCL PHA, dlhSie molekuly MCL PHA su
produkované druhym typom syntdzy. Treti typ je od prvych dvoch odlisny na Strukturalne;
urovni. Predchadzajiace 2 typy PHA syntaz st tvorené len jednou podjednotkou vo velkosti
60-70 kDa, zatial’ Co treti typ je tvoreny kombindciou dvoch podjednotiek priblizne rovnake;
vel'kosti (40 kDa): C-podjednotka a E-podjednotka. Obe maju podiel pri syntéze PHA, ale ich
substratova Specifickost’ nie je ostro vyhranend ako u predchédzajacich dvoch typov [7].

PHA depolymeréza sa tiez vyskytuje v granulach — je zodpovedna za vyuzivanie PHA ako
zdroja energie a uhliku pri nedostatku substratov v prostredi bunky. Vyskumy ukazuju, ze
degraddcia PHA intracelularnymi depolymerdzami je priblizne 10krat pomalSia nez ich
syntéza. Regulacia intracelularnych depolymeraz vSak nie je zatial’ Uplne jasna [7].
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PHA inclusion associated proteins

= monolayer
phospholipid
membrane

Obr. 3: Zdkladna schéma Struktiry PHA granule [7].

Na rozdiel od vyextrahovaného polyméru ma PHA v bunke amorfni Struktaru.
Mechanizmy braniace kryStalizacii vo vnutri buniek nie su doposial presne objasnené.
Existuje tedria zakladajica sa na predpoklade, Ze pritomnost’ vody, aj ked’ miniméalna, dokaze
v kostre polyméru vytvarat’ vodikové mostiky s pritomnymi karbonylovymi skupinami
monomeérov [7].

Granule PHA je moZné v Zivych bunkach vyfarbit’ farbivom Sudan Black, indikujucim
lipofilny charakter polyméru. Viac Specifické farbenie je pomocou oxazinového farbiva Nile
Blue A poskytujicim s PHB silne oranZovo fluoreskujtici komplex s absorbanciou pri 460 nm

[5].
3.1.3. Syntéza PHA

Metabolické drahy biosyntézy polyhydroxyalkanoatov su dokladne preskimané u Sirokého
spektra mikroorganizmov. Na obr. 4 vidiet najCastejSie sa vyskytujiice drahy syntézy PHA.
Prave tieto metabolické drahy maju rozhodujicu ulohu v uréeni typu PHA produkovaného
jednotlivymi mikroorganizmami.

Bezne produkovanym PHA je polyhydroxybutyrat. Schéma jeho syntézy je vykreslend na
obr. 4, metabolickd drdha 1 (Pathway I, [8]). Anabolizmus PHB je velmi jednoduchy,
prebieha v troch krokoch, pricom v kazdom kroku je jeden prislusny enzym riadeny jednym
génom. Prvy enzym [-ketothioldza kddovany phad génom katalyzuje kondenzaciu dvoch
molekal acetyl-CoA za tvorby molekuly acetoacetyl-CoA. V druhom kroku je
acetoacetyl-CoA stereoselektivne redukovany na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA
NADPH-dependetnym enzymom acetoacetyl-CoA reduktazou (phaB). Poslednou reakciou je
polymerizacia monoméru (R)-3-hydroxybutyryl-CoA katalyzovana PHA syntazou (phaC) [2].

Podl’a Struktary substratu pouzitého ako pridavku do glukézového média, a Specifickosti
PHA syntdzy, su mikroorganizmy schopné produkovat rozdielne typy monomérov.
Prikladom je baktéria Wautersia eutropha, ktora dokédze utilizovat' kyselinu propiénovu
a kyselinu valérovt, a tak vytvarat’ vyznamny druh PHA kopolyméru P(HB-co-HV). Proces

12



syntézy sa od klasickej drahy PHB 1isi len v prvom kroku katalyzovanom ketothioldzou — na
acetyl-CoA sa naviaze propionyl-CoA [2,8].

Pathway | Pathway Il

Carbon source Fatty acid degradation

(Sugars) (R-Oxidation)
Carbon source
{Faity acids)
TCA cycle -sl—— Acetyl-CoA i
PhaA
Acyl-Coh
Acetoacetyl-CoA \
PhaB
3-Ketoacyl-Cod Enoyl-CoA
[ (A)-3-Hydroxybutyryl-Co | [ K \
PhaC
FabG (?
¢ PhaB ,[[-;; (S)-3-Hydroxyacyl-CoA Phad
PH A -p—— | (A)-3-Hydroxyacyl-CoA |
FhaC
FhaG
FabD (?)
[ H)-3-Hydroxyacyl- ACF
PhaC

[ 4-, 5-, 6-Hydroxyalkacyl-CoAs|
41\

3 ! !

f ' L

L L]
L i b1

3-Ketoacyl-ACP Enayl-ACP

Other pathways Acyl-AGE
* Malonyl-ACP
Related carbon Malonyl-CoA
sources
Pathway Il
Acetyl-CoA Fatty acid
+ biosynthesis

Carbon source
(Sugars)
Obr.4: Zdkladné schéma metabolickych drah podielajucich sa na biosyntéze PHA
v mikrooragnizmoch. (PhaA — p-ketothiolaza, PhaB — NADPH-dependentnd
acetoacetyl-CoA reduktaza, PhaC — PHA syntaza, PhaG — 3-hydroxyacyl-ACP:CoA
transferaza, PhaJ — (R)-enoyl-CoA hydrataza, FabD — malonyl-CoA:ACP transacyladza,
FabG 3-ketoacyl-CoA reduktaza) [8].
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Substrat pre syntézu PHA modZe pochddzat’ napr. z B-oxidacie mastnych kyselin (obr. 4,
Pathway II). Napr. bakteridlny kmen Pseudomonas oleovorans dokéze takto syntetizovat
MCL PHA z alkanov, alkanolov a alkanoatov. Opacnou metabolickou drdhou k B-oxidacii
(syntéza mastnych kyselin de novo) je rovnako mozné zapojit medziprodukty do syntézy
PHA (obr. 4, Pathway III) [8].

Syntéza zasobnych latok byva podmienend nedostatkom zdroja uhlika a limitaciou
niektorymi pre rast dolezitych latkok ako je napr. dusik, fosfor, Zelezo, draslik, sira alebo
kyslik. Biosyntéza PHA je regulovand na enzymovej uUrovni. Vyznamnym regulacnym
faktorom je intracelularna koncentracia acetyl-CoA a voI'ného HSCoA [3].

Acetyl-CoA je za beznych podmienok rastu oxidovany v Krebsovom cykle, pricom je
produkovany redukovany kofaktor NADH vystupujici v d’alSich biosyntézach. Pri zastaveni
rastu kultury narastd koncentracia NADH, dochadza k zniZzeniu aktivity citratsyntazy
a isocitratdehydrogenazy. Acetyl-CoA nemoéze byt teda oxidovany v Krebsovom cykle
a vstupuje do biosyntetickej drahy tvorby PHB [3].

Enzym 3-ketothioldza je inhibovana vol'nym HSCoA, ktory je produkovany behom
oxidacie acetyl-CoA v Krebsovom cykle v priebehu normélneho rastu mikroorganizmu [3].

3.1.4. Vlastnosti PHB a jeho kopolymérov

Homopolymér PHB je izotakticky s (R)-konfigurdciou vSetkych asymetrickych uhlikov.
Krystalicnost dosahuje vysokych hodnot (50-80 %) co spdsobuje tuhost a krehkost
polyméru. Teplota skleného prechodu je 5-9 °C, teplota topenia 173-180 °C, no uz pri 200 °C
nastava topenie polyméru. V chloroformovom roztoku vytvara pravotocivu zavitnicu.
Mechanickymi vlastnost'ami, ako je napr. Youngov model pruznosti (3,5 GPa) alebo pruznost’
v tahu (40 MPa), pripomina polypropylén, ale pruznostou je PHB (3 %) oproti PP (400 %)
vyrazne odlisny [3].

ZvySenie pruznosti nastava po zabudovani 3HV do $truktiry PHB za vzniku kopolyméru
P(HB-co-HV). Youngov model pruznosti klesne pod 0,7 GPa a pruznost’ v tahu klesne na
30 MPa. So zvySujucim sa podielom 3-hydroxyvaleratu rastie pruznost polyméru. Bod
topenia kopolyméru je 130 °C, klesd vSak aj teplota rozkladu. Vdaka tymto vlastnostiam
mdze byt’ kopolymér taveny bez zapri¢inenia rozkladu polymérnej Struktury [3].

Kopolyméry 3-hydroxybutyratu a 4-hydroxybutyrdtu nevytvaraju krystalické Struktury.
Teplota skleného prechodu klesa od 5 do -50 °C, teplota topenia taktiez klesa od 180 do 54 °C
s rasticim obsahom 4-hydroxybutyratu (0 — 100 %) v polymére. Pre 94 % 4-hydroxybutyrat
je Youngov modul pruznosti priblizne 55 MPa, pruznost’ v tahu 39 MPa a priet'aznost’ 500 %

[3].
3.1.5. Aplikacie PHA polymérov v réoznych odvetviach

Z polyhydroxyalkanoatov sa zacali vyrabat’ predmety na kazdodenné vyuzitie — fl'asky od
Samponov a iné obalové materidly. Prvy spotrebitel'sky produkt priniesla v roku 1990 firma
Wella, ktora zavadzala novi radu Samponov Sanara v biodegradabilnych {Taskéach
vyrobenych z Biopolu® [4].

PHA latex mdze byt pouZity k pokrytiu papiera alebo karténu vodeodolnou vrstvou ako
nahrada za doteraz pouzivany aluminiovy film neschopny biodegradacie.
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Nemecka spolocnost’ Biomer ma technologiu na produkciu P(3-HB) z bakteridlneho
kmena Alcaligenes latus do 90% hmotnosti susiny. Gul'6¢ky polyméru su komeréne dostupné
pre dalSie transformdacie. Kone¢ny produkt je tvrdy, odolava velkej skale teplot (-30°C —
120°C) a v prostredi je degradovany do dvoch mesiacov. Pouziva sa na vyrobu pier, hrebeniov
a projektilov [4].

V USA firma Metabolix vytvorila rekombinantny druh Escherichia coli K12, ktory je
schopny  akumulovat 90%  Metabolix PHA  (zmes  poly(3-hydroxybutyratu)
a poly(3-hydroxyoktanoatu)) z hmotnosti suSiny za 24 hodin. Zdokonal'ovanie Metabolix
PHA vedie k jeho vyuZitiu v potravinarskom obalovom priemysle [4].

Na zaklade ich piezoelektrickych vlastnosti mézu byt z PHA polymérov vytvorené tlakové
senzory na klavesniciach, tahové a akceleratné meracie zariadenia, zariadenia na testovanie
materidlu, senzory narazovych vin a zapalovade. Rovnako su vyuZitelné aj akustické
a oscilaéné schopnosti na vyrobu mikrofénov, ultrazvukovych senzorov, meradiel tlaku
zvuku, sluchadiel, reproduktorov pre ultrazvukovu terapiu a atomizaciu kvapalin.

Vzduchotesnost’ kopolyméru P(3HB-3HV) ma §iroké uplatnenie v baleni potravin a vyrobe
plastovych flia§ na napoje. V podobe filmu sa pouziva na pokrytie kartonov na mlieko alebo
detskych plienok.

Biodegradabilné polyméry polyhydroxyalkanoatov, Specidlne P(3HB), P(3HB-3HV),
P(4HB) a 1., st vyuzivané v tkanivovom inzinierstve na pripravu kostenych platniciek, pretoze
ich mechanickd pevnost’ je podobna kostiam, osteosyntetickych materidlov a chirurgickych
stehov. S vldkien PHA sa produkuju sterilné tampdny a obvdzy. Vyznamny prispevok PHA
v medicine je v kardiovaskuldrnej oblasti — perikardidlne zaplaty, arteridarne ndhrady, cievne
transplantaty a srdcové chlopne [4].

V pol'nohospodérstve nasli svoje uplatnenie mulCovacie filmy z PHA pouZzivané pri
vysadbach. St schopné zadrziavat plyny, odoldvat’ plevelom a udrziavat’ pddnu teplotu.
Moézu byt do nich zakomponované hnojivé a insekticidy postupne sa uvoltujice v priebehu
degradacii filmu [4].

3.1.5.1.  Stratégie priemyselnej vyroby PHA

K priemyselnej produkcii pomocou fermenta¢nych technoldgii je potrebné vybrat’ vhodny
mikroorganizmus na zdklade réznych faktorov — schopnost’ utilizdcie lacnych substratov,
rychlost’ rastu kultiry a syntézy polyhydroxyalkanoatov a maximalna akumulacia polyméru
v bunkach.

Produk¢éné baktérie mozno rozdelit do dvoch skupin. Prvd reprezentuje baktérie
vyzadujuce k podpore syntézy PHA kultivaciu v limitovanom médiu, napr. bez zdroja dusika,
fosforu ¢i horcika a s dostatocnym prisunom substratu. Patria sem bakteridlne kmene ako
Wautersia eutropha a Protomonas oleovorans. Druhd skupina baktérii akumuluje polymér
v priebehu rastu, bez nutnosti limitacie — Azohydromonas lata, Azotobacter vinelandii [3,5].

Vysoké produkcia PHA sa ziskava vsadkovou fed-batch kultivaciou alebo kontinudlnym
procesom. Pre prvy druh produkénych baktérii je typicky dvojfazovy systém — najskor kultara
rastie na kompletnom zZivnom médiu bez limitacie a nasledne je prevedena do limitovaného
média k navodeniu syntézy a akumuldcie PHA. W.eutropha akumuluje vysoké mnoZzstva
polyméru, viac ako 80 % z biomasy, po vycCerpani dusika alebo fosforu z média. Ostatné
baktérie pozaduju aspoil minimalnu koncentraciu limitujacich faktorov k efektivnej produkcii
PHA. Dolezity je teda pomer zdroja uhlika a ostatnych latok v médiu [3,5].
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Baktérie z druhej skupiny vyzaduju pri fed-batch kultivacii optimalnu stratégiu zivenia.
Do média byvaju zviacsa pridavané komplexné dusikaté zdroje (kvasni¢ny autolyzat, peptén)
k podpore rastu buniek asyntézy polyméru. Vyznamni ulohu hrd prave udrziavanie
rovnovahy medzi rastom asyntézou pocas kultivacie, aby sa zabrdnilo nekompletne]
akumulédcii PHA alebo predCasne ukoncenej fermentacii z dévodu nizkej koncentracie
produk¢nej biomasy [5].

3.1.5.2. Vybrané priemyselné formy PHA

Biopol®

Ako uz bolo spominané v ivode kap. 3.1.5., za vyvojom Biopolu® stoji britska spolo¢nost’
ICI. Jednad sa o kopolymér poly(3hydroxybutyratu) a poly(3-hydroxyvaleratu). Je to
termoplast s teplotou topenia 140-180°C. Krystalicnost klesa s narastom obsahu
3-hydroxyvaleratu a polymér sa stdva viac elastickym. Biopol® sa da pouzit' na potiahnutie
papiera alebo kartonu. Antistatickost’ je vyuzitd pri baleni elektronickych suciastok. Taktiez je
pouzivany v medicine. Vldkna boli aplikované na vyrobu rybarskych sieti a lan. Biopol®
pokryty vrstvou poly(vinylalkoholu) je vybornou zivnou pddou pre pestovanie morskych
chaluh. Najviac sa presadil ako materidl na vyrobu {fTaSiek, olejovych kanistrov
a jednorazovych holiacich strojé¢ekov [4].

Nodax™

Pomerne nedavny prirastok do skupiny komerénych PHA polymérov vyvinula firma
Procter&Gamble. Pozostava z 3-hydroxybutyratu a relativne malého mnozstva monomérov
so stredne dlhym retazcom s postrannymi skupinami s minimalne tromi a viac uhlikmi.
Stavebné monoméry obsahuju 3-hydroxyhexanoat, 3-hydroxyoktanoat a 3-hydroxydekanoat.
Nodax™ ma nizSiu krystalicnost’ a teplotu topenia, ¢o sa prejavuje v tvrdosti a taznosti
materidlu s obchodnym vyuzitim.

Podlieha aerdbnej aj anaerdbnej degradacii, je hydrolyticky stabilny a elasticky. Pristupny
je vo forme pien, vldkien a filmov. Mo6ze byt degradovany v septiku, preto sa da pouzit’ na
vyrobu hygienickych utierok atampodnovych aplikdtorov. Vyuziva sa aj pri vyrobe
chirurgickych odevov, calinenia, kobercov, obalov, kompostovate'nych tasiek a viecok,
alebo vedier [4].

DegraPol®

Jedna sa o blok-kopolyester uretdnu. Ten je syntetizovany z poly(3-hydroxybutyrat)-diolu
a a,m-dihydroxy-poly(e-kaprolakton-blok-dietylenglykol-blok-g-kaprolaktonu). Nezavislé
Studie  ukézali, ze peny z DegraPolu® boli pri biodegradéacii atakované makrofagmi
a osteoblastmi. Ich vyuZitie sa teda orientovalo na metddy hojenia kosti [4].

3.1.5.3. Vyvoj priemyselnej produkcie PHA

Trvaly vyskum biopolymérov neustidle napreduje vo vSetkych vyznamnych krajinéch,
avSak je vicSinou sponzorovany sukromnym sektorom. Potreba bioplastov v beznom Zzivote
narastd kazdym dnom. Svetova produkcia biodegradabilnych polymérov prekrocila 300 000 t
za rok. Napriek takmer 20 ro¢nému komerénému vyuzivaniu PHA vSak nedokézal svetovy
obchod prekonat’ priemyselnt trhlinu spésobenti vysokymi cenami. Zaujem bol zamerany na
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vyuzitie vhodnych a hlavne lacnych substratov. Firma Metabolix sa pokusa znizit’ cenu PHA
na cca $ 1 za Ib a svetova spolo¢nost’ Procter&Gamble chce znizit’ vyrobni cenu kopolyméru
Nodax™ na $ 0,45/Ib z podvodnych $ 2,20/1b. Rovnako vyznamnym negativnym aspektom
ovplyviiujacim pouzitie PHA je nedostatocnd informovanost’ I'udi v oblasti biodegradabilnych
materialov [4].

3.1.6. Biodegradacia PHA

Na mikrobidlnej biodegradacii PHA sa podiel’aju bud’ extracelularne alebo intracelularne
depolymerazy. Za extrémnych podmienok (zvySené pH a vysoka teplota) podlicha PHA
hydrolyze, ¢o ma vyznam pri pouziti PHA v medicine — chirurgické stehy, nosi¢e postupne
uvolnujuce lieky. PHA modze byt degradované v rdoznych ekosystémoch celou radou
mikroorganizmov. Samotny proces biodegradacie ovplyviiuju: vlastnosti ekosystému —
populédcia mikrébov, ich hustota, druhova pestrost’, aktivita; charakteristika prostredia — pH,
teplota, pritomnost’ vody, kyslika alebo iného substratu; vlastnosti polyméru — pomer R
a S izoméru, pritomnost’ krystalickej Struktiry, molekulovd hmotnost’, typ monoméru [3].

Vsetky depolymerazy su $pecifické len k R-konfiguracii monomérov PHA. Syntetizovany
PHB zloZeny z S-monomérov nebol prirodnymi PHA depolymerdzami degradovany [3].
Detailnym vyskumom bolo zistené, ze PHB depolymeraza je zlozend z jedného
polypeptidického retazca s molekulovou hmotnostou 37 000- 60 000 Da, pricom obsahuje
N-katalyticki a C-terminalnu doménu, obe typické aj pre iné typy hydrolytickych enzymov
(celulaz, chitinaz) [7, 9, 10].

Schopnost’ biodegradacie PHA bola preukdzand u mnohych mikroorganizmov:
Pseudomonas lemognei, Pseudomonas syringe subsp. savanostoi, Alcaligenes faecalis,
Acidovorax facilis, Variovorax paradoxus, Comamonas testosteroni, Cytophaga johnsonae,
Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa, Wautersia eutropha, Streptomyces spp [11,12].

3.2. Produkéné mikroorganizmy

Ako bolo spomenuté v kapitole 3.1.3., biosyntéza polyhydroxyalkanodtov bola skimana
u Sirokého spektra baktérii, uktorych boli popisané metabolické drahy syntézy PHB,
P(HB-co-HV) ainych PHA. Biosyntetické drahy maju rovnaky zéklad u vSetkych druhov
baktérii, malé odliSnosti su spdsobené najmid substratovou Specifickostou enzymov
a podmienkami za akych prebieha optimalny rast sledovanej kultury. Tieto rozdiely nasledne
ovplyviiuja Struktaru vysledného PHA [2].

K §tadiu produkcie PHA v experimentdlnej Casti prace boli vybraté Styri druhy baktérii —
syntéza PHB bola sledovand na bakteridlnych kmenoch Bacillus megaterium, Wautersia
eutropha, Azohydromonas lata; syntéza kopolyméru P(HB-co-HV) Azotobacter vinelandii.
Nizsie je uvedena strucna charakteristika jednotlivych kmenov [2].

3.2.1. Bacillus megaterium
Bacillus megaterium je prvy bakterialny kmen, u ktorého Lemoigne pozoroval produkciu

poly(3-hydroxybutyratu). Metabolické drahy syntézy PHB aich reguldcia su teda u tejto
baktérie dokladne preskumané.
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B.megaterium je Gram-pozitivna aerobna mezofilné baktéria ty¢inkového tvaru. Vyskytuje
sa najmé v pode, kde sa Zivi latkami odumretych organickych tiel (saprofyt). Tvori typické
endospory a pokial’ je to nevyhnutelné, prechadza na anaerobnu formu dychania. Patri medzi
najvacsie eubaktérie (mega — velky), dosahuju priemer 1,2 -1,5 pm. dokaze odolévat
extrémnym podmienkam. Nie je ndro¢nd na ziviny a rastové faktory. Bunky sa pomocou
extracelularnych polysacharidov navzdjom spdjaju do retazcov [13].

Obr. 5: TEM snimka B.megaterium [14].

Ako uz bolo spomenuté, B.megaterium pouziva kuchovaniu zdsob energie a uhlika
polymér polyhydroxybutyrat. Biosyntézu PHB podporuje rast v limitovanych podmienkach,
pri nedostatku zdroja dusika, prip. fosforu, v Zivnom médiu v§ak musi byt’ dostatocne vysoky
obsah uhlika. Syntéza PHB prebieha tou najjednoduchSou cestou v 3 krokoch s prvotnou
kondenzaciou 2 molekul acetyl-CoA (kap. 3.1.3.).

3.2.2. Azotobacter vinelandii

Gram-negativna mezofilnd baktéria A.vinelandii je zaujimava svojou schopnostou
syntetizovat’ dva vyznamné priemyselné polyméry — alginat a PHA.

Rovnako ako baktéria B.megaterium ma tyCinkovy tvar a jej vyskyt je sustredeny v pode.
Je striktne aerébny diazotrop, ¢o znamend, Ze dokdze viazat' vzduSny dusik, ato aj za
pritomnosti kyslika. Ma vyvinuty mechanizmus na chranenie enzymov — nitrogenaz, ktoré su
u inych diazotropov citlivé na pritomnost’ kyslika [15].

Obr.6: Azotobacter vinelandii s granulami P(HB-.co-H V)[16].

el
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Druh A.vinelandii biosyntetizuje vyznamni formu PHA, kopolymér 3HB a3HV -
P(HB-co-HV). Ten je svojimi vlastnostami (kap. 3.1.4.) zaujimavy pre vyuzitie vo viacerych
priemyselnych odvetviach.

3.2.3. Wautersia eutropha

Jednd sa o najviac Studovanu baktériu z hladiska syntézy PHB a moznosti amplifikacie
obsahu PHB v bunkach az nad 80 % kultivaciou na jednoduchych substratoch. V publikéacidch
sa pouzivaju eSte dva ekvivalenty nazvu druhu — Ralstonia eutropha, Cupriavidus necator
a pod star§Sim nazvom Alcaligenes eutropha [28].

ot ‘ov}:' -

Obr.7: Wautersia eutropha s granulami PHB. Ciara na obrdzku predstavuje 0,5 pm [12].

Tato Gram-negativna fakultativne aerobna baktéria sa vyskytuje vo vode aj v pdde.
Mezofilna W.eutropha nevytvara spdry, je nepatogénna, zvicsa ty¢inkového tvaru a k pohybu
pouziva dva biciky. Syntézu poly(3-hydroxybutyratu) stimuluje kultivacia v limitovanom
médiu, bez pridavku dusika. Vyznacuje sa rychlym rastom do vysokej koncentracie biomasy
[17].

Produkcia PHA je momentilne sledovand umnohych inych Gram-negativnych
a Gram-pozitivnych baktérii: Azohydromonas lata, Methylobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Aeromonas sp., Comamonas acidovorans, Comamonas testosteronii, Caryophanon latum,
Caulobacter crescentus a 1. [2,5,7,30]

Okrem baktérii sa vSak k priemyselnej vyrobe PHA vyuZzivaju aj rekombinantné bunky
E.coli ardzne transgénne rastliny — PHB syntéza prebieha v cytoplazme buniek Arabidopsis
thaliana [5].
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4. EXPERIMENTALNA CAST
4.1. Pouzity material, chemikalie a pristroje
4.1.1. Bakterialne kmene

K sledovaniu produkcie PHB boli pouzité tieto bakteridlne kmene:
e Bacillus megaterium CCM 2037.
e Azotobacter vinelandii CCM 289
o  Wautersia eutropha CCM 3726
e Azohydromonas lata CCM 4448"

Vietky bakteridlne kmene boli ziskané z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovej
univerzity v Brne.

4.1.2. Chemikalie
4.1.2.1. Chemikadlie pre kultivaciu mikroorganizmov

Agar Powder, Himedia (India)

Beef extract, Himedia (India)

Peptone, Himedia (India)

Nutrient Broth, Himedia (India)

LB Broth, Sigma (Nemecko)

Yeast extract, Himedia (India)

Glukéza, Lachema (CR)

Fruktéza, Lachema (CR)

Laktéza, Lachema (CR)

Molybdenan sodny, Lachema (CR)

Siran horeénaty, Lachner (CR)

Siran manganaty, Lachner (CR)

Siran aménny , Lachner (CR)

Siran Zeleznaty, Lachner (CR)
Hydrogénfosfore¢nen disodny, Lachema (CR)
Hydrogénfosforenen didraselny, Lachema (CR)
Dihydrogénfosforeénen draselny, Lachema (CR)

4.1.2.2. Chemikadlie pre stanovenie PHA
Poly[(R)-3-hydroxybutiric acid], Fluka (USA)
P(3HB-3HV) (12% 3HV), Fluka

Kyselina krotonova, Sigma

Vsetky ostatné pouzité chemikalie boli Cistoty p.a.
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4.1.3. Pristrojové vybavenie

Zostava pre GC: Finnigan Trace GC Ultra, koléna — DB-WAX 30 m/0,25 mm, FID
detektor

Zostava pre HPLC: pumpa — Surveyor MS Pump Plus (Finnigan), detektor — Surveyor
PDA Plus Detector (Finnigan), termostat kolény — Column Oven LCO 101 (Ecom), koléna
— Ultra Aqueous C18 5 um 250%4,6 mm (Restek)

Zostava pre HPLC (stanovenie cukrov v srvatke): Ecom spol. s.r.o. CR, programétor
gradientu GP 5, Cerpadlo LCP 4020, degaser DG-1210, davkovaci analyticky ventil
smyckovy C a D, termostat kolony LCO 101, spektrofotometricky detektor LCD 2084,
refraktometricky detektor RIDK 102, integrator Data Apex CSW v. 1.7., HPLC koléna
ZOBRAX NH; 150 cmx 4,6 mm, 5 um, Chromservis (CR)

Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (Vel'ka Britania)
Spektrofotometer UV-VIS, Helios o, Unicam (UK)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
Lyofilizator a koncentrator, Labconco (USA)

Analytické vahy, Boeco (Nemecko)

Laminarny box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA)
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Nemecko)
Termostat, LS-35 (CR)

Termostatovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (CR)
Trepacka, LT 2, Sklarny Kavalier n.p. (CR)

Trepacka, Yellow line, Labkom s.r.0. (CR)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Bezné laboratdrne sklo a vybavenie

4.2. Analytické metody stanovenia obsahu PHA

Cielom experimentu bolo otestovat’ v literatire uvadzané metddy kvantifikdcie obsahu
PHA a vybrat’ najvhodnej$iu metddu, ktora bude pouzivand pre stanovenie obsahu PHA
v biomase vo vsetkych nasledujucich kultiva¢nych experimentoch.

4.2.1. Spektrofotometricka analyza v UV oblasti

K analyze boli pouzité komercné Standardy polyhydroxybutyratu a kyseliny kroténove;,
avzorka biomasy A.vinelandii kultivovanej na Burkovom médiu s 30 g/l glukézy
(kap. 4.4.3.).

V prvom rade bola zostrojend kalibracna zavislost’ absorbancie pri 210 nm a koncentracie
PHB. Do piatich skumaviek bolo postupne navdzenych 20 — 100 mg Standardu PHB,
ku ktorym bolo pridanych po 1 ml 96 % H,SO,. Hydrolyza prebiehala 1 hodinu pri 100 °C.
Schladené vzorky boli zriedené zmesou metanol:voda (1:1) a vytvorend kyselina kroténova
bola premerana pri 210 nm oproti slepej vzorke [18].
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Podobne bola stanovena absorpcnd zavislost' Standardu kyseliny kroténovej, pricom
navazené vzorky vrozmedzi 20 — 100 mg boli rovno zriedené zmesou metanol:voda.
Absorbancia bola zmerand pri 210 nm oproti blanku (¢ista zmes metanol:voda).

V pripade A.vinelandii bolo do skumavky navazenych priblizne 10 mg biomasy
arovnakou metédou ako pri stanoveni Standardu PHB bol stanoveny obsah polyméru
v bunkéch.

Pre vSetky merané vzorky (Standard kyseliny krotonovej, rozpusteny a derivatizovany
Standard PHB a realna vzorka) bolo zaznamenané absorpcné spektrum v rozmedzi vinovych
dizok 180 — 320 nm.

4.2.2. HPLC analyza PHB

Vzorky pripravené pre spektrofotometrické stanovenie PHB v UV oblasti boli pouzité
aj k analyze obsahu polyméru HPLC metodou.

Analyza prebehla na HPLC zostave uvedenej v kap. 4.1.3. Ako mobilna faza bola pouzita
zmes metanol:voda (50:50). Prietokové rychlost’ mobilnej fizy bola 0,3 ml.min™, koldna bola
temperovana na 30 °C. Detekcia prebichala pri 210 nm [19].

Koncentracia PHB v redlnej vzorke bola stanovend s vyuzitim kalibracnej priamky
zostrojenej pomocou kalibraénej rady derivatizovaného Standardu PHB pripravenej
v kap. 4.2.1.

4.2.3. GC analyza PHB a P(HB-co-HV) s FID detekciou

Princip stanovenia spociva v kyslej transesterifikacii polyesterov za vzniku metylesterov
prislusnych hydroxykyselin. Tieto metylestery si nasledne stanovené s vyuzitim plynovej
chromatografie [20].

Do krimpovacich vialiek o objeme 1,8 ml boli navazené cca 2-3 mg Standardov a vzorka
lyofilizovane; biomasy. Po pridani 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirovej
v metanole bol polymér reesterifikovany pri teplote 100 °C po dobu 140 minuit. K ochladenej
zmesi bolo pridanych 0,5 ml 0,25M NaOH azmes bola po dobu 1 minuty intenzivne
pretrepand. Po naslednom oddeleni fazi bola spodna chloroformova frakcia obsahujuca
metylestery kyseliny 3-hydroxybutanovej prevedena do vialky s insertom a pripravend
k analyze.

Samotna analyza prebehla pridefinovanom teplotnom rezime, aby doslo k efektivnej
separacii jednotlivych metylesterov — prvé 4 minuaty 80 °C, narast po 8 °C/min a 160 °C pocas
6 minut. Nosnym plynom bol dusik. Teplota na injektore bola 230 °C, na detektore 275 °C.
K detekcii bol pouzity plamenovy ioniza¢ny detektor — FID.

4.3. Kultivacia baktérie Bacillus megaterium CCM 2037
4.3.1. Uchovavanie kultiary

Ozivena lyofilizovand zbierkova bakteridlna kultira bola kultivovand v temperovanom
boxe pri teplote 30 °C na Petriho miskach obsahujtcich pevné médium pre kultivaciu Bacillus

megaterium. PreoCkovanie bolo vykondvané pravidelne v intervale 14 dni. Narastend kultara
bola uchovéavana v chladnicke pri 4 °C a v tme.
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4.3.1.1.  Zivné médid

1. Bacillus médium - BM

Pepton 5¢g
Beef extrakt 3g
MnSOy4 0,01 g
Agar 20g
Destilovana voda 1000 ml
II. Syntetické médium

Glukoza 10g
(NH4)ZSO4 5 g
NazHPO4 2,5 g
KH,POy4 25¢g
MgSO4.7H20 0,2 g
MnSOq, 0,01 g
FeSOy4 0,0l g
Destilovana voda 1000 ml

I11. NB médium (Himedia)

Pepton 10g
Beef extract 5¢g
NaCl 5¢g
Agar 20¢g
Destilovana voda 1000 ml

Iv. LB médium — LB Broth (Sigma)

Tryptone 10g
Yeast extract 5¢g
NaCl 10 g
Destilovana voda 1000 ml

4.3.1.2.  Kultivacné podmienky

Submerzna kultivacia baktérie Bacillus megaterium bola pocCas vSetkych experimentov
vykonavana v 250 ml (100 ml) Erlenmeyerovych bankédch s 100 ml (50 ml) zivného média,
na temperovanej trepaCke pri 30 °C aneustdlom mieSani (150 rpm). Inokulum bolo
zaoCkované tromi klickami kultary z pevného média. Po 24 hodinédch bolo tymto inokulom
zaoCkované produkéné médium, inokulacny objem odpovedal 5 % produkéného média.
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4.3.2. Rast a produkcia PHB na BM médiu

Kultivacia prebiehala na BM médiu pri podmienkach stanovenych v kap. 4.3.1.2. Odber
bol vykonavany kazdych 5 hodin v ¢asovom rozmedzi 20 — 45 hodin. Biomasa bola
stanovend spektrofotometricky pri 630 nm oproti blanku (Cisté médium), kazdéd vzorka
bola premerana trikrat, pricom koncentracia biomasy bola spocitand s kalibrac¢nej priamky
stanovenia susiny. K stanoveniu obsahu PHB bolo odobranych 10 ml kulttry.

4.3.2.1.  Stanovenie suSiny a kalibrdcia biomasy

Pre stanovenie susiny boli odobrané tri vzorky bunecnej suspenzie po 10 ml. Bunky boli
sto¢ené (8 000 rpm, 5 min.), premyté destilovanou vodou, opidt’ stoené a kvantitativne
prevedené do vopred vysusenych a zvazenych vazeniek. Vazenky s biomasou boli susené do
kons$tantnej hmotnosti pri teplote 100 °C, ochladené na laboratérnu teplotu v exsikatore
azvazené na analytickych vahach. Z rozdielu hmotnosti pradzdnej véazenky a vazZenky
so susinou bola stanovend priemernd koncentrdcia biomasy. Zaroven bola riedenim kultury
o znamej koncentracii biomasy zostrojend kalibra¢na priamka Agsonm = f(X), ktora bola
nasledne pouzitd k urCeniu presnej koncentrdcie biomasy vo vzorkdch. Absorbancia
bola premerana dvakrat pre kazda koncentraciu biomasy kalibra¢nej zavislosti a zo ziskanych
vysledkov bola spocitana priemerna hodnota.

4.3.2.2. Stanovenie koncentrdacie PHB

Odobranych 10 ml kultary bolo stocenych pri 8000 rpm po dobu 10 mintt. Nésledne
rozsuspendovana biomasa v destilovanej vode bola kvantitativne prevedend do plastovej
zkumavky typu Eppendorf a opét’ stocena (10 000 rpm, 10 minut). Po zliati supernatantu bola
biomasa lyofilizovana. Dalsi postup analyzy sa zhodoval s postupom uvedenym v kap. 4.2.3.

4.3.3. Rast a produkcia PHB na syntetickom médiu

Kultara B.megaterium bola taktiez kultivovana na syntetickom médiu. Podmienky boli
rovnaké ako pri predchadzajticej kultivacii. SuSina bola stanovena spektrofotometricky pri
630 nm proti blanku, jednotlivé vzorky boli premerand trikrat k ziskaniu priemernej
hodnoty a smerodajnej odchylky stanovenia, pricom bola pouzitd nova kalibracia pre
syntetické médium (kap.4.3.2.1.) a obsah PHB bol zisteny GC analyzou s FID detektorom
(kap. 4.3.2.2)).

4.3.3.1. Vplyv limitdacie obsahu dusika a fosforu
Po 20-hodinovej kultivécii bola celd kultira sto¢end (5000 rpm, 40 minut) a kvantitativne
prevedena do sterilného média bez zdroja dusika, fosforu a poslednom pripade oboch faktorov

dohromady. Rast kultiry a produkcia PHB bola sledovana po dobu nasledujicich 25 hodin,
odbery boli vykonané vzdy po 5 hodinéch.
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4.3.3.2. Vplyv roznych stresovych faktorov

Pre zvySenie produkcie PHB boli vyskusané rozne vybrané stresové faktory — H,O,, NaCl,
etanol, citrat, NiCl, a 803'2, sterilne pridané do syntetického média tak, aby ich koncentracia
bola: etanol 1% (vol/vol), peroxid vodika 5 mM, NaCl 5 % (w/w), SO;> 1 mmol, citrat
I mmol, NiCl, 2 mmol. Stresové médium bolo zaockované pripravenym inokulom
a kultivacia prebiehala ako v predchadzajucich pripadoch. Pre stanovenie rastu biomasy
a obsahu syntetizovaného PHB boli odoberané vzorky v 20. a 24. hodine. Vysledné hodnoty
boli porovnané s kontrolnou kultivaciou bez stresu.

4.3.4. Kultivacia B.megaterium na d’al§ich médiach

Dalsim krokom bolo testovanie inych produkénych médii k dosiahnutiu vyraznejsicho
rastu kultury B.megaterium a produkcie PHB tymto bakteridlnym kmefiom. Porovnavané boli
komer¢éné média LB broth a Nutrient Broth, spolu so spominanym BM médiom v dvoch
pozmenenych zloZeniach — s pridavkom 5 g/l peptonu alebo 5 g/l glukézy. Kultivacia
prebiehala pri podmienkach stanovenych v kap. 4.3.1.2. Odbery k stanoveniu narastu kultury
a produkcie PHB boli vykonané v 24., 29. a 47. hodine.

4.3.5. Optimalizacia zlozenia BM média

Pre lepsi pomer rastu a syntézy PHB bolo potrebné zistit' optimalny pomer zlozenia BM
média, konkrétne obsah ,,beef extraktu* a pepténu (d’alej len BEP), a koncentracie glukozy.
Experiment prebiehal v dvoch zdkladnych smeroch: v prvom bola zachovana konStantna
koncentracia BEP 8 g/l a menila sa len koncentracia glukézy (5, 10, 15 a 20 g/l); pri druhom
pokuse bola zachovand nemennd koncentracia glukdzy pri réznych koncentraciach BEP (3, 6,
9 a 12 g/l). Na zéklade vysledkov bol v zavere odskisany optimalny pomer BEP a glukézy pri
rovnakych kultivacnych podmienkach.

4.3.6. Rast a produkcia PHB na obohatenom BM médiu

Na zdklade vysledkov =z predchadzajuceho experimentu bol bakteridlny kmei
B.megaterium kultivovany na BM médiu obohatenom o 8 g/l glukézy. Za rovnakych
kultivaénych podmienok bola stanovend rastovd krivka mikroorganizmu, priebeh
koncentracie syntetizovaného PHB touto baktériou a nakoniec aj ubytok glukozy v médiu.
Kultivacia prebiehala po dobu 45 hodin s odbermi kazda 5. hodinu.

4.3.6.1.  Stanovenie koncentrdcie zvySkovej glukozy v médiu

K stanoveniu obsahu glukézy bola pouzitd metéda podla Somogyi-Nelsona zaloZzena na
detekcii redukujuceho cukru, ktory redukuje mednaté kationy za vzniku oxidu medného
a nasledne, pomocou hydrogénarzeni¢nanu, vytvara farebny komplex spektrofotometricky
stanovitel'ny pri 720 nm [21].

V prvom kroku bola zostrojend kalibracnd zavislost’ absorbancie farebného produktu
reakcie na koncentracii cukru. Do 12 skumaviek bolo postupne napipetovanych 0,1 — 5 ml
roztoku glukoézy s koncentraciou 0,2 g/l, ktoré boli doplnené do 10 ml destilovanou vodou.
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K 1 ml takto pripravenych roztokov s gradientom koncentracii bol pridany 1 ml zmesi
Somogyi-Nelsonovych Cinidiel Ta Il v pomere 4:1. Vzorky boli povarené 10 minat a po
ochladeni k nim bolo pripipetovanych 0,5 ml Somogyi-Nelsonového ¢inidla III. PremieSané
vzorky boli doplnené do 10 ml destilovanou vodou a zmerané proti slepej vzorke pri 720 nm.
So zriedenych vzoriek kultivaéného média bolo odobranych 100 pl doplnenych do 1 ml
destilovanou vodou. Dal3i postup analyzy sa zhodoval s postupom pri stanoveni kalibragnej
zavislosti, na zaklade ktorej bola spocitana presna koncentracia glukdzy v danom case.

4.3.6.2. Testovanie limitdcie kyslikom na obohatenom médiu

Kultivacia prebiehala v 250 ml Erlenmeyerovych bankach srozdielnym objemom BM
média obohatenom o 8 g/l glukozy (50, 100, 150 a 200 ml). Vzorky k stanoveniu nérastu
biomasy a obsahu PHB boli odobrané po 48 hodinach.

4.3.7. Kultivacia B.megaterium na roznych sacharidovych substratoch

Bakterialny kmen Bacillus megaterium je S$iroko rozsirena baktéria ¢o predpoklada
schopnost’” utilizovat’ r6zne zdroje uhlika. Preto boli otestované rdézne jednoduché sacharidy
az po komplexnejsie polysacharidy (fruktéza, galaktdza, laktoza, sachardza, maltdza, xyldza,
Skrob, v koncentracii 8 g/l) pridané do povodného BM média. Vzorky boli odobrané po
48 hodinach. Vysledky boli porovnané s rastom a produkciou PHB na BM médiu s gluk6zou

(8 g/).
4.4. Kultivacia baktérie Azotobacter vinelandii CCM 289
4.4.1. Uchovavanie kultary

OzZivena lyofilizovana zbierkova bakteridlna kultdra bola kultivovana na Petriho miskach
obsahujucich pevné zivné médium pre kultiviciu Azotobacter vinelandii v temperovanom
boxe pri teplote 30 °C. PreoCkovanie bolo vykondvané pravidelne v intervale 14 dni.
Narastena kulttra bola uchovavana v chladnicke pri 4 °C a v tme.

4.4.1.1.  Zivné médid
V désledku roéznych moznosti kultivovania baktérie Azotobacter vinelandii [15] boli

v prvom kroku vyskuSané viaceré zivné média k dosiahnutiu optimalneho pomeru rastu
a produkcie PHA, s ktorych bolo vybrané jedno k d’alSim experimentom.

I. Pevné zivné médium pre kultivaciu Azotobacter vinelandii (A)
Glukoza 10g
KH,PO, 0,2¢g
MgS0..7 HO 02¢g
CaC12.2 HQO 0,1 g
NaCl 02¢g
CaCOs; 25¢g
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Agar 20g
Destilovana voda 1000 ml

II. Burkovo médium (B)

Glukéza 10g
KzHPO4 0,9 g
KH,POy4 0,1g
MgSO47 H20 0,1 g
CaCl,.2 H,O 0,1g
FGSO4.7 HZO 10 mg
Na2M004.2 HzO 5 mg
Destilovana voda 1000 ml

II1. PY médium

Glukéza 20g
Pepton 5¢g
Yeast extract 3g
Destilovana voda 1000 ml
IV. Seed and production medium — SP médium

Glukéza 20¢g
(NH4)QSO4 0,6 g
NazHPO4 2 g
MgSO47 H,O 0,3 g
Yeast extract 3g
Destilovana voda 1000 ml

V. Nutrient broth — NB médium

Glukéza 10g
Pepton 10g
Beef extract 10g
NaCl 5¢g
Destilovana voda 1000 ml

4.4.1.2.  Kultivacné podmienky

A. vinelandii je mezofilnda baktéria schopnd fixovat vzduSny dusik, preto bola pocas
vSetkych experimentov kultivovand v 100 ml Erlenmeyrovych bankach (50 ml média),
resp. 250 ml (100 ml Zivného média) pri stanovovani rastovej krivky, na temperovanej
trepacke pri 30 °C a intenzivhom miesani (170 rpm). Inokulum bolo zaockované 3 klickami
kultary z pevného média. Po 24 hodinach bolo tymto inokulom (v objeme 5 % produkéného
média) zaockované produkéné médium.
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4.4.2. Porovnanie rastu A.vinelandii a produkcie PHA na réznych médiach

Kultivacia prebiehala pri podmienkach uréenych v kap. 4.4.1.2 na Zivnych médiach A, B,
PY, SP a NB (kap. 4.4.1.1.). Odber bol vykonany po 70 hodinach rastu. Zakal pre stanovenie
biomasy bol merany spektrofotometricky pri vlnovej dizke 630 nm proti blanku (&isté
médium). Pre stanovenie PHA bolo odobranych 10 ml kultuary.

4.4.2.1. Stanovenie susiny a kalibrdcia biomasy

K stanoveniu susiny bola pouzita kultura kultivovana na Burkovom médiu. K zostrojeniu
linearnej zavislosti absorbancie pri 630 nm na koncentracii biomasy bol pouzity rovnaky
postup ako pri kultivacii B.megaterium (kap. 4.3.2.1.).

4.4.2.2.  Stanovenie kopolyméru P(HB-co-HYV)

Baktéria A.vinelandii je schopnd ipri raste na jednoduchom substrate produkovat
kopolymér P(HB-co-HV). V ramci jednej analyzy bol stanoveny obsah dvoch moznych
monomérov: 3-hydroxybutyrdtu a 3-hydroxyvaleratu s pomocou komeréne dostupného
kopolyméru P(HB-co-HV) s 12 % obsahom 3-hydroxyvaleratu (Fluka). Pracovny postup bol
rovnaky ako pri stanoveni PHB (4.3.2.2.).

4.4.3. Optimalizacia koncentracie glukozy v médiu A a Burkovom médiu

Délezitym krokom bolo zistit’ optiméalnu koncentraciu glukézy v médiu pre dostatocny rast
kultary ako aj vyrazni produkciu PHA. Z predchédzajuceho experimentu boli na zdklade
vysledkov vybrané 2 Zivné médid — médium A a Burkovo médium. Kazdé bolo pripravené s 5
réznymi koncentraciami glukézy (10 — 50 g/l) a zaockované inokulom o objeme 5 %
produkéného média. Kultivacia prebiehala za podmienok uvedenych v kap. 4.4.1.2. Po 70
hodinach bola stanovena koncentracia biomasy a obsah PHA, resp. kopolyméru P(HB-co-
HV).

4.4.4. Rast A.vinelandii a produkcia PHA na Burkovom médiu

Priebeh rastu bakteridlneho kmefia A.vinelandii bol sledovany na Burkovom médiu
s koncentraciou glukézy 30 g/l po dobu 100 hodin. Odbery k urceniu rastu biomasy boli
vykondvané kazdu piatu hodinu, zatial' ¢o odbery pre stanovenie produkcie PHA prebichali
vzdy po 10 hodinéch.

4.44.1. Vplyv aplikdcie stresovych faktorov
A.vinelandii bol podrobeny roznym stresovym kultivacidim za ucelom dosiahnutia
vyraznejSej produkcie PHA. Stresové faktory boli aplikované v 50. hodine. Po uplynuti

kultivacie (70 hodin) bol stanoveny vplyv stresovych faktorov na produkciu PHA a biomasy.
Vysledné hodnoty boli porovnané s kontrolnou kultivaciou bez stresu.
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4.4.5. Kultivacia A.vinelandii na ré6znych zdrojoch uhlika

Podobne ako u baktérie B.megaterium (kap.4.3.6.) prebehla kultivacia A.vinelandii
na réznych sacharidoch a polysacharidoch, ako je galaktdza, laktoza, maltdza, fruktdza,
sacharoza, xyldza a Skrob, pridanych v koncentracii 10 g/l. Po 70 hodinovom raste prebehli
odbery kurCeniu narastu biomasy a produkcie PHA, pricom vysledky boli zrovnané
s povodnou kontrolnou kultivaciou na glukéze.

4.5. Kultivacie bakteridlnych kmenov na odpadnej srvatke

Nielen tpravou kultivaénych podmienok je mozné znizit' ndklady na mikrobidlnu syntézu
PHA — vhodnou cestou sa ukazuje vyuzitie odpadnych priemyselnych produktov ako Zivnej
pddy pre produkéné organizmy. Srvatka typickd zlozenim schopnym podporit rast
mikroorganizmov — obsah bielkovin, cukrov a stopovych prvkov, bola vybrand pre d’alSie
kultivacie za ucelom syntézy PHA r6znymi baktériami.

4.5.1. Analyza chemického zloZenia srvatky
4.5.1.1.  Prvotnd uprava srvdtky

Srvatka ziskand od firmy Pribina Pfibyslav, ako odpadny produkt pri vyrobe syra
Hermelin, bola po rozmrazeni okyslend 0,1 M H,SO4 na pH 4,6. Néslednym povarenim
vo vodnom kupeli po dobu 20 min sa vyzrazali bielkoviny — najmé kazeiny a globuliny, ktoré
boli odstredené pri 5000 rpm (10 min). Pred samotnou kultivaciou bolo opét upravené pH
pomocou 1 M NaOH na vysledné pH 7.

4.5.1.2.  Stanovenie susiny

Do troch vopred vysuSenych a zvazenych vazeniek bolo napipetovanych po 5 ml srvatky
a zarovein bola stanovena aj hmotnost’ vzorky srvatky pre ur€enie obsahu vody. Vzorky boli
suSené 1 hod pri cca 100 °C. Vychladnuté vzorky boli opit zvazené a z rozdielu hmotnosti
bol urceny obsah vody a suSiny v srvatke.

4.5.1.3.  Stanovenie popola

Do vyzihaného azvézeného porceldnového kelimku boli napipetované 2 ml srvéatky
s presne ur¢enou hmotnost'ou na Styri desatinné miesta. V prvej faze boli vzorky opatrne
zuhol'natené na elektrickej platni, druhd faza pozostavala zo Zihania v elektrickej peci pri
teplote 800 °C po dobu 2 hodin — az do bielo-Sedého sfarbenia popola. Po vychladnuti
v exsikatore boli vzorky zvazené a bol stanovené presny obsah popola v srvatke.

4.5.1.4.  Biuretové stanovenie bielkovin v srvdtke
Biuretova reakcia sluzi k dokazu peptidickej vdzby —CO-NH- bielkovin vo vzorke.

S roztokom siranu mednatého reaguju v zasaditom prostredi za vzniku cervenofialového
komplexu absorbujiceho pri 550 nm [22].
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K ur¢eniu koncentracie bielkovin bola zostrojend kalibraéna zavislost. Do piatich
skimaviek bolo postupne napipetovanych 0,5 — 2,5 ml zasobného roztoku Standardu
albuminu (0,3 mg/ml). Vzorky boli doplnené do 3 ml destilovanou vodou. Po 30 mindtach
od pridania 0,3 ml biuretového ¢inidla bola zmerand absorbancia pri 550 nm oproti slepej
vzorke.

Rovnaky postup bol pouzity pri urcovani obsahu bielkovin vo vzorke srvatky, z ktorej bol
odobrany vzdy 1 ml. Vyslednd koncentracia bola vypocitand z kalibracnej zavislosti
absorbancie na koncentracii bielkoviny vo vzorke.

4.5.1.5. Celkovy obsah fosforu v popole srvdtky

Podiel fosforu sa zistuje z popola vzorky, kedy fosforecnany reaguji s molybdenanom
amonnym na fosfomolybdenany redukujice sa roztokom zmesi hydrochinénu a siri¢itanu
sodného na molybdénovi modru stanovitel'nt spektrofotometrickymi metoddami.

Do siedmych skimaviek bolo postupne rozpipetovanych 0,1 — 0,7 ml zadsobného roztoku
dihydrogénfosfore¢nanu draselného (25 pg/ml), ku ktorym bolo pridanych po 1 ml
z roztokov molybdenanu amoénneho, hydrochinonu a siri¢itanu sodné¢ho. Obsah sktimaviek
bol doplneny do 10 ml destilovanou vodou. Po 30 minutach bola zmerand absorbancia
vzoriek pri 610 nm oproti slepej vzorke a zostrojena kalibra¢né zavislost’ na koncentracii.

Vzorka popola srvatky rozpustena v 10 % kyseline chlorovodikovej bola kvantitativne
prevedend do 10 ml odmernej banky a doplnend destilovanou vodou po rysku. K 0,1 ml
rozpustenej vzorky bol pridany 1 ml molybdenanu a po chvili aj hydrochinonu a siri¢itanu.
Vzorky boli doplnené do 10 ml destilovanou vodou. Absorbancia bola premerana pri 610 nm
oproti blanku, z ktorej bola po dosadeni do kalibra¢nej rovnice stanovena koncentricia
fosforu v srvatke [23].

4.5.1.6. Urcenie celkového obsahu dusika podla Kjeldalha

Kjeldalhovou metddou je mozné stanovit’ celkovy obsah dusika v mineralizovanej vzorke.
Jednd sa o stanovenie tzv. hrubej bielkoviny, ktord v sebe zahfia aj dusikaté latky
nebielkovinovej povahy.

Do 3 mineralizacnych trubic boli napipetované 2 ml srvatky s hmotnost'ou stanovenou na
dve desatinné miesta. Ku kazdej vzorke v trubici bolo pridanych 10 ml koncentrovanej
kyseliny sirovej a 2 g Weiningerovho katalyzatoru. Trubice boli vloZzené do mineraliza¢ného
bloku, kde prebiehala mineralizacia po dobu 24 hodin, az do ¢ireho sfarbenia vzorky.

Pred samotnym stanovenim obsahu dusika titrdciou museli byt’ Standardizované odmerné
roztoky hydroxidu sodného a kyseliny sirove;.

Vypocitané mnozstvo dihydratu kyseliny Stavelovej k ziskaniu 0,05 M roztoku bolo
kvantitativne prevedené do 100 ml odmernej banky, doplnené destilovanou vodou po rysku
a dokladne premiesané. Do 3 titraénych baniek bolo napipetovanych po 10 ml pripraveného
zasobného roztoku C,H,04.2 H,0 s pridavkom 3 kvapiek indikacného ¢inidla fenolftaleinu.
Titrovalo sa odmernym roztokom NaOH do trvalého ruzového sfarbenia a z priemerne;j
hodnoty spotreby bola vypocitana jeho presna koncentracia.

Rovnakym postupom bola zistovand presnd koncentracia odmerného roztoku H,SOj.
Do troch titracnych baniek s 10 ml kyseliny boli pridané 3 kvapky Tashirovho indikatora.
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Standardizovanym odmernym roztokom NaOH bola kyselina titrovana do prvého trvalého
zItého sfarbenia.

Mineralizat vzorky srvatky bol destilovanou vodou kvantitativne prevedeny do destilacne;j
banky s par kvapkami fenolftaleinu. Po pripojeni banky k destilacnému pristroju bol deliacim
lievikom postupne pridavany 33 % roztok NaOH az do fialového sfarbenia. Amoniak
uvolneny pri reakcii bol vodnou parou predestilovany do predlohy pod hladinu
Standardizovaného roztoku kyseliny sirovej (25 ml). Po ukonceni destilacie (30 min)
bolo do predlohy s destilatom pridanych par kvapiek Tashirovho indikatoru a titrovalo
sa odmernym roztokom NaOH do prvého ZItého sfarbenia.

Obsah celkového dusika bol vypocitany po dosadeni jednotlivych vysledkov do vzorca
[23].

4.5.1.7.  Spektrofotometrickda analyza hrubej bielkoviny v srvdtke

Rovnako ako Kjeldahlovou metédou je mozné z mineralizaitu vzorky srvatky
spektrofotometricky stanovit' obsah bielkovin reakciou s Nesslerovym ¢inidlom. Metoda sa
vSak vyznacuje vy$Sou mierou nepresnosti.

V 100 ml odmernej banke bolo zriedenych 10 ml Standardného roztoku siranu amoénneho
(4,706 g/1). Postupnym napipetovanim 0,2 — 0,6 ml zriedeného zasobného roztoku do piatich
50 ml odmernych baniek, bol po pridani 30 ml destilovanej vody, 2 ml Nesslerovho ¢inidla
a doplnenim po rysku, ziskany koncentra¢ny gradient vrozmedzi 20 — 60 pg dusika.
Absorbancia bola zmerand po 15 mindtach pri 450 nm oproti slepej vzorke. Zo zavislosti
absorbancie na koncentracii dusika bola zostrojena rovnica linedrnej zavislosti.

Mineralizat pripraveny v predchddzajucej metdde (kap. 4.4.1.8.) bol zneutralizovany
roztokom 1 M NaOH, kvantitativne prevedeny do 500 ml odmernej banky a doplneny
destilovanou vodou po rysku. Z roztoku vzorky bolo odpipetovanych 7,5 ml do 50 ml
odmernej banky, ku ktorym boli pridané 2 ml Nesslerovho c¢inidla a destilovana voda.
Po 15 mintach bola zmerand absorbancia pri 450 nm az vyslednych hodnét bola
po dosadeni do spocitanej rovnice linearnej zavislosti stanovend koncentracia dusika
vo vzorke [23].

4.5.1.8.  HPLC analyza obsahu cukrov v srvdtke

Chromatografia prebiehala na kolone Zorbax (4.6 x 150 mm) s aminofdzou (C18-NH2,
5 um) pri 25 °C. Nastrek vzorky bol vykonany pomocou davkovacej smycky. Ako mobilna
faza bola pouzitd zmes so zlozenim: 75 % acetonitrilu a 25 % vody, prietokova rychlost’
mobilnej fazy koldénou bola nastavena na 1 ml.min™. Detekcia bola vykonana pomocou
refraktometrického detektora. K vypoctu koncentracie jednoduchych sacharidov v srvatke
bola pouzitd externd kalibracia s pouzitim prisluSnych Standardnych roztokov.

4.5.2. Porovnanie rastu a produkcie vybranych bakterialnych kmenov kultivovanych
na srvatke

V prvej kultivécii boli otestované Styri r6zne mikroorganizmy — Azohydromonas lata,
Azotobacter vinelandii, Bacillus megaterium a Wautersia eutropha. Z kazdej kultiry bolo
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pripravené inokulum na prislusSnom tekutom zivnom médium. Po 24 hodinach vyvoja bolo
tymto inokulom zaockované produkéné médium — srvatka.

I. Azohydromonas lata

Submerzna kultivacia

Laktéza 10g
Peptone 5¢g
Yeast autolysate S5¢g
Destilovana voda 1000 ml

Pevné médium — NB médium (kap. 4.3.1.1.)
I1. Azotobacter vinelandii
Sumberzna kultivacia — Burkovo médium (kap. 4.4.1.1.) a 15 g/l glukozy.
Pevné médium — A médium (kap. 4.4.1.1.)
I11. Bacillus megaterium
Sumberzna kultivacia — BM médium (kap. 4.3.1.1.) a 8 g/ laktozy.
Pevné médium — BM médium
Iv. Wautersia eutropha

Submerznd kultivacia [24]

Fruktoza 10g
(NH4)QSO4 3 g
NazHPO4 11,1 g
KH2P04 1,02 g
MgS0,4.7 H,O 02¢g
Microelement solution* 1 ml
Destilovana voda 1000 ml
pH 7,6

*Microelement solution (MS 2)

FeCls 9,7¢
Cac12 758 g
CuSO, 0,156 g
CoCl, 0,119¢g
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NiCl,
CI‘Clz
0,1 M HCI

0,118 g
0,062 g
1000 ml

Pevné médium — NB médium (kap. 4.3.1.1.)

Samotna produkéna faza prebiehala na neupravenej aj upravenej srvatke (v oboch
pripadoch predchadzala uprava pH na neutrdlne 1 M roztokom NaOH). Uprava srvatky
spocivala v pridavku soli ainych pre rast dolezitych latok Specifickych pre jednotlivé
bakterialne kmene podla nizSie uvedenej tabul’ky:

Tab. 1.: ZloZenie srvatkového média pre jednotlivé bakterialne kultury.

A.lata A.vinelandii  B.megaterium  W.eutropha
Na,HPO, 1 gl
KH2PO4 1 g/l
(NH4)ZSO4 1 g/l
MgSO47 HZO 0,2 g/l
FeSO4.7 H,O 10 mg/1
NaMoOy. 2 H,O 5 mg/l
MnSO4 0,01 g/1
MS 1* 1 ml/1
MS 2 1 ml/l
* MS 1 — zlozenie [25]:

Citran zelezito-amonny 6g

CaCl,. 2 H,O 10g

H3BO3 0,3 g

CoCl. 6 H,O 02¢g

ZIISO4. 7 HQO 0,1 g

MnCl,. 4 H,O 0,03 g

Na2M004. 2 HZO 0,03 g

NiSOs. 7 H,O 0,02 g

CuSOq. 5 H,O 0,0l g

Dest.voda 1000 ml

Sterilné médium obsahujlice upraventl a neupravenu srvatku bolo zaockované pripravenym
inokulom. Kultivacia prebiehala 70 hodin pri teplote 30 °C a intenzivnom miesani (150 rpm).
Po ukonceni boli odobrané vzorky k spektrofotometrickému stanoveniu nérastu biomasy
a koncentracie vyprodukovanych PHA (kap. 4.3.2.2.).

33



4.5.2.1.  Analyza ubytku cukrov v srvdtke pri kultivdcii roznych baktérii

Zo vzoriek ziskanych pri kultivacii baktérii na srvatke z predchadzajuceho experimentu bol
odobrany supernatant po oddeleni biomasy k HPLC analyze (kap. 4.5.1.8.) laktozy a glukdzy
v srvatkovom médiu. Jednotlivé koncentracie boli porovnané s obsahom cukrov v srvatke
pred kultivaciou.

4.5.3. Kultivacia B.megaterium na upravenej a neupravenej srvatke

Z predchadzajuceho experimentu bol pre dalSie kultivacie na srvatkovom médiu vybrany
bakteridlny kmen B.megaterium. Opiat’ bolo pripravené médium z neupravenej a upravene]
srvatky s pridavkom soli ako v predchadzajiacom pripade, a to podl'a syntetického média pre
kultivaciu B.megaterium (kap. 4.5.2., tab. 1). Rast a produkcia bola sledovana v 25., 30. a 45.
hodine.

4.5.4. Optimalizicia zloZenia srvatky pomocou Statistickej metédy Plackett-Burman

Ziskat médium o zloZzeni maximdlne podporujicom rast kultiry, pripadne syntézy
vyznamného produktu, je ve¢nym ,.kameniom urazu® va¢siny biotechnoldégov. K optimalnemu
zloZeniu média je moZné sa dopracovat pomerne jednoduchym, ale zdihavym procesom,
pri ktorom sa skasaju jednotlivé zlozky v média v réznych koncentraciach postupne jeden
za druhym. Inovaciu do tohto postupu priniesla Statistickd optimalizand metoda
Plackett-Burman umoznujiuca vyhodnotit’ vplyv réznych nezavislych faktorov v niekolko
malo experimentoch [17].

V tomto pripade sa jedna o vplyv zlozenia srvatkového média na rast a produkciu kultary
B.megaterium. K sledovaniu bolo vybranych pét faktorov — riedenie srvatky, pridavok
dusi¢nanov a fosforecnanov, hor¢ika a kvasni¢ného autolyzatu. Koncentracia parametrov bola
zvolend vo vysokej (1) a nizkej hladine (-1) optimalnej pre rast kultary.

parameter 1 -1
A srvatka neriedena riedena 4x
C NazHPO4; KH2P04 5 g/l 1 g/l
D MgSO4 0,2 g/l 0,04 g/1
E Yeast autolysate (YA) 1 g/l 0,1 g/1

Pomocou pocitacového programu Minitab® bol zostaveny experiment s 12 rozliénymi
kombinéciami parametrov (kombinacie hladin 1 a -1), z ktorych boli pripravené produkcné
média pre baktériu B.megaterium kultivovani za Standardnych podmienok (48 h, 30 °C,
150 rpm). Do kazdého média bol pridany MnSO4 (0,01 g/1) ako nevyhnutny faktor pre rast
B.megaterium.
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Tab. 2: Zlozenia experimentov zostavené podla programu Minitab® (uvedené hodnoty st
koncentracie v g/l).

Srvatka Dusik* | Fosfor* Mg* YA

1 neriedena 1,00 5,00 0,04 0,10

2 neriedena 5,00 1,00 0,20 0,10

3 riedena 5,00 5,00 0,04 1,00

4 neriedena 1,00 5,00 0,20 0,10

5 neriedena 5,00 1,00 0,20 1,00

6 neriedena 5,00 5,00 0,04 1,00

7 riedena 5,00 5,00 0,20 0,10

8 riedena 1,00 5,00 0,20 1,00

9 riedena 1,00 1,00 0,20 1,00
10 | neriedena 1,00 1,00 0,04 1,00
11 riedena 5,00 1,00 0,04 0,10
12 riedena 1,00 1,00 0,04 0,10

* dusik bol pridany vo forme (NH),SO,, fosfor — Na,HPO,
a KH>POy (1:1), horcik — MgSOy

Vyhodnotenie experimentu prebehlo opédt’ v programe Minitab® dosadenim vyslednych
hodnét koncentracie biomasy a nasyntetizovaného PHB do tabulky, kde boli spocitané T a P
hodnoty jednotlivych parametrov. T hodnota uddva aky vplyv mé4 dand zloZka na sledovanu
premennu (biomasa, PHB) — pokial’ je T hodnota kladna, vplyv je pozitivny a opacne, pokial
ma zapornl hodnotu, vplyv je negativny. Zmysluplnost T hodnoty urcuje prave P hodnota.
Test je zalozeny na hladine Statistickej vyznamnosti 0,05 — ak je P hodnota vyssia ako 0,05,
T hodnota je Statisticky nevyznamna [17].

4.5.5. Optimalizacia riedenia srvatky

Zriedena srvatka mala pozitivny vplyv pre rast a rovnako aj pre produkciu PHB u baktérie
B.megaetrium, bolo vSak potrebné zistit’ optimalny pomer riedenia.

Podl'a vysledného obsahu laktdzy v srvatke boli pripravené Styri média s riedenou srvatkou
(5, 10, 20, 30 g/l laktézy) ajedno s neriedenou (laktéza — 40 g/). Kultivacia prebehla za
Standardnych podmienok, s pridavkom MnSO,. Po 48 hodinach bol porovnany rast biomasy
a koncentracia produkovaného PHB.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1. Porovnanie metod analyzy PHA
5.1.1. Spektrofotometrické stanovenie v UV oblasti

Polyhydroxybutyrat sa pdsobenim koncentrovanej kyseliny sirovej hydrolyzuje na kyselinu
krotonovu absorbujucu UV ziarenie pri 210 nm, preto boli porovnané absorbancie Standardu
PHB aaj Standardu kyseliny krotonovej so vzorkou lyofilizovanej biomasy A.vinelandii

(kap. 4.4.3.).

Tab. 3: Hodnoty pre stanovenie kalibracnej zavislosti absorbancie pri 210 nm na obsahu
kyseliny kroténove;.

Ni;:/:gz)ka ek (mg/ml) A 2100m
19,9 0,0199 0,249
40,0 0,0400 0,500
60,4 0,0604 0,656
100,9 0,1009 1,030

Graf 1: Kalibra¢na zavislost’ absorbancie na koncentracii k. kroténove;.
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Obr.8: Absorpcné spektrum Standardu kyseliny krotonovej.
Obe kalibra¢né rovnice — kyseliny krotonovej a Standardu PHB boli zostrojené s vybornou
spolahlivostou (graf 1 a 2). Jednotlivé vzorky boli este pred samotnym meranim 1000krat

zriedené, aby bola dosiahnuta primerana hodnota absorbancie.

Tab. 4: Hodnoty kalibra¢nej zavislosti absorbancie pri 210 nm na obsahu PHB .

Navazka C PHB y
(mg) (mg/ml) 210 nm
20,0 0,0200 0,303
40,7 0,0407 0,590
59,6 0,0596 0,879
80,3 0,0803 1,075
100,3 0,1003 1,363
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Graf 2: Kalibra¢na zavislost’ absorbancie na koncentracii PHB.
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Obr.9: Absorpcné spektrum standardu PHB.

Pre optimalne koncentrované vzorky boli rovnako zostrojené absorpcné spektra v rozmedzi
vinovych dizok 180 — 320 nm (obr. 8 a 9). Standard kyseliny kroténovej a PHB vykazuje
hladky pik v okoli 210 nm, pri€om vzorka mala viac roztiahnuty priebeh, zrejme v dosledku
pritomnosti kopolyméru a inych latok obsiahnutych v biomase.
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Tab. 5: Hodnoty absorbancie a vyslednej koncentracie PHB meranych vzoriek.

Navazka CPHB 0
Vzorka (mg) A 210 nm (mg/ml) PHB (%)
Al 10,1 0,121 8,7599 86,73
A2 10,1 0,135 9,7734 95,82
Absorbance
0,14
0,12
0,10 ~
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

180 200 220 240 260 280 300 320
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Obr.10: Absorpcné spektrum vzorky biomasy A.vinelandii obsahujicej kopolymér
P(HB-co-HV).

Vysledna koncentracia polyméru vo vzorke A.vinelandii bola stanovend na 91% z obsahu
biomasy, ¢o by v kone¢nom ddsledku bol vel'mi pekny zisk, ale nie je redlny, a to najmi
v porovnani s ostatnymi metéodami, kde je bola namerana nizsia koncentracia PHB v biomase.
Keby sa k stanoveniu koncentracie PHB pouZila kalibracia na kyselinu krotonovu, vysiel by
nerealny obsah PHB — viac ako 100%.

Pravdepodobne su takto vysoké vytazky sposobené pritomnost'ou d’alSich latok v biomase,
taktiez absorbujucich pri 210 nm za danych podmienok. Priame spektrofotometrické
stanovenie PHB preto nie je vhodné a pred UV analyzu by bolo potrebné zaradit’ separacny
krok — HPLC.

5.1.2. HPLC analyza PHB

HPLC analyzou boli premerané rovnaké vzorky a Standardy ako pri spektrofotometrickom
stanoveni, bola zostrojend nova kalibracné zévislost, tentokrat plochy piku od koncentracie
PHB, avzavere bol stanoveny obsah PHB vo vzorke biomasy A.vinelandii ako
v predchadzajicom pripade.

Nizsie st uvedené priklady chromatogramov — Standardu PHB a vzorky biomasy,
s reten¢nym ¢asom PHB okolo 16,4 mintte (obr. 11 a 12).
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Tab. 6: Hodnoty kalibracnej zavislosti plochy pikov od navazky Standardu PHB.

PHB (mg) Plocha pika

1 81688
3 151518
5 268704
10 607355

Graf 3: Kalibra¢na zavislost’ plochy pikov od navazky PHB.
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Tab. 7: Hodnoty absorbancie a vyslednej koncentracie PHB meranych vzoriek metdédou
HPLC analyzy.

Vzorka ~ \AVaZKa  poha PHB(mg)  PHB %
(mg)
Al 10.1 359704 6.11 60,45
A2 10,1 349813 5.94 58,79

V porovnani s priamou spektrofotometrickou metédou analyzy obsahu PHB bolo
vo vzorke biomasy zistenych o 30 % menej polyméru, ¢o s predpokladanou spolahlivostou
chromatografickych  metdd  poukazuje na  znani  nepresnost  spominaného
spektrofotometrického stanovenia PHB. Zaradenie separacného kroku je pre spolahlivé
stanovenie PHB nevyhnutné.
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5.1.3. GC analyza PHB a P(HB-co-HV) s FID detekciou

GC analyza sa od predoslych dvoch metdd li§i najmé v priprave vzorky, ked'ze sa
nestanovuje kyselina krotonova, ale obsah metylesterov prislusSnych hydroxykyselin.

U baktérie A.vinelandii bola zistena predispozicia k syntéze kopolyméru P(HB-co-HV)
[15], preto bol kstanoveniu potrebny aj Standard, ktorého chromatogram, ako aj
chromatogram PHB, je zobrazeny nizsie (obr.13, 14). Reten¢né Casy su u GC analyzy takmer
o polovicu kratsie.

7.56 PHB

S

Obr.13: Chromatogram Standardu PHB.

6.198 PHB
-

7.267 PHY
-

S LA

Obr.14: Chromatogram standardu P(HB-co-HYV).
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Obr.15: Chromatogram vzorky A.vinelandii.

Tab. 8: Hodnoty pre stanovenie kalibrac¢nej zavislosti plochy piku od mnozstva metylesteru
3-hydroxybutyrovej kyseliny.

PHB (mg) Plocha pika

0,01 357963

0,10 3014028
0,50 12522100
1,00 25112453
1,50 39560270
2,00 51112345
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Graf4: Kalibracnd priamka zéavislosti plochy piku od obsahu metylesteru
3-hydroxybutyrovej kyseliny (GC analyza s FID detekciou).
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Tab. 9: Hodnoty pre stanovenie kalibrac¢nej zavislosti plochy piku od mnozstva metylesteru
3-hydroxybutyrovej kyseliny.

PHB (mg) Plocha pika

0,01 282606
0,04 1130425
0,09 2227907
0,17 3982366
0,34 7964732
0,72 17920647

44



Graf 5: Kalibra¢na priamka zavislosti plochy piku od obsahu metylesteru 3-hydroxyvalerovej
kyseliny (GC analyza s FID detekciou).
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Tab. 10: Hodnoty absorbancie a vyslednej koncentracie PHB meranych vzoriek metodou GC
analyzy s FID detekciou.

Navazka

Vzorka PHB %
(mg)
Al 10,1 60,24
A2 10,1 58,74

Tab. 11: Vysledné porovnanie analyzy PHB metédami GC, HPLC a spektrofotometricky
v UV oblasti

Vzorka PHB %
GC HPLC UV
Al 60,24 60,45 86,73
A2 58,74 58,79 95,82
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Graf 6: Zrovnanie vysledkov jednotlivych analyz.
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Plynovou chromatografiou bol stanoveny obsah PHB vo vzorke biomasy A.vinelandii na
60 %. Aj ked sa vysledok zhoduje s HPLC metddou a priemerny Cas na pripravu vzoriek
jeu GC analyzy o nie¢o dlhsi, bola k d’al§im analyzam zvolena prave poslednd metdda
plynovej chromatografie. Dovodom bola moZnost vyuzitia autosamplera v pristrojovej
zostave GC FID, ktory umoznil pripravit’ naraz zostavu vzoriek a celkovo znac¢ne usetril Cas
jednotlivych analyz. NavySe je GC analyza najcastejSie citovanou analytickou metddou
stanovenia PHA v odbornej literatare [17,20,26,27,28].

5.2. Kultivacia baktérie Bacillus megaterium CCM 2037
5.2.1. Rast a produkcia na BM médiu

Kalibra¢na priamka linearnej zavislosti absorbancie zdkalu pri 630 nm na koncentracii
biomasy v médiu bola zostrojend optimdlnym riedenim kultiry s vdzkovo stanovenou

susinou. Pred kazdym meranim absorbancie boli vzorky vhodne riedené. Jednotlivé vysledky
boli vypocitané ako priemer dvoch paralélnych merani (graf 7).
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Graf 7: Kalibra¢na zavislost’ — rast na BM médiu.
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Kazd4 kultivacii bola vykonand vzdy v 2 paralelnych stanoveniach, pre stanovenie
biomasy boli jednotlivé vzorky paralélnych stanoveni zmerané eSte trikrat a pre urcenie

koncentracie PHB len dvakrat. Z nameranych hodndt paralelnych stanoveni boli spocitané
vysledné priemerné hodnoty a smerodajné odchylky.

Tab. 12: Hodnoty rastovej krivky B.megaterium na BM médiu.

Cas (h) X (g/1)
20 1,2916 + 0,0006
25 1,3006 + 0,0011
30 1,3552 + 0,0006
35 1,3582 +0,0018
40 1,2924 + 0,0014
45 1,2878 +0,0016
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Graf 8: Priebeh rastu B.megaterium na BM médiu po dobu 45 hodin

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

O’O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Cas (h)

X (g

Z priebehu rastovej krivky na predchadzajucom grafe je vidiet' najméd rychly priebeh
narastu kultary B.megaterium z pozvolnym poklesom po 35. hodine. Ked’ze boli odbery
robené az od 20. hodiny, nie je v grafe vidiet priebeh /lag fazy, ktord je u tohto
mikroorganizmu pomerne kratka s rychlym nastupom exponencialnej fazy.

Tab. 13: Produkcia PHB pocas rastu B.megaterium na BM médiu.

Cas (h) PHB (%) PHB (g/1)
20 9,1551 + 0,0647 0,1160 % 0,0008
25 0,8982 + 0,0023 0,0065 = 0,0027
30 0,1375 + 0,0295 0,0036 = 0,0004
35 0,0635 + 0,0050 0,0009 = 0,0001
40 0,0307 + 0,0075 0,0003 = 0,0001
45 0,0539 +0,0117 0,0007 = 0,0001

Dosiahnuta produkcia PHB u B.megaterium na testovanom BM médiu bola vel'mi nizka,
maximum bolo dosiahnuté v 20. hodine rastu, a to len 9 % PHB z obsahu biomasy, ¢o nebolo
k d’al§im experimentom postacujuce, a preto boli testované iné média k dosiahnutiu vyssej
produkcie PHB. Avsak kultivacia na BM médiu posluzila k prvotnej predstave priebehu rastu
a produkcie PHB baktériou B.megaterium.

5.2.2. Rast a produkcia PHB baktériou B. megaterium na syntetickom médiu
5.2.2.1.  Stanovenie rastovej krivky

Pred d’alSou kultivaciou bola zostrojend nova kalibra¢nd rovnica pre syntetické médium
(kap. 4.3.1.1.) na zéklade ktorej bol stanoveny narast biomasy pocas 45 hodin kultivacie.
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Rovnako ako pri odoberani vzoriek na urcenie zékalu, bola kazdu piatu hodinu odobrana aj
vzorka na stanovenie produkcie PHB.

Graf 9: Kalibra¢na zavislost’ — rast na syntetickom médiu.
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Tab. 14: Hodnoty rastovej krivky B.megaterium na syntetickom médiu.

Cas (h) X (g/l)
5 0,1863 +0,0136
10 1,1622 + 0,0387
15 1,4242 +0,0389
20 1,7984 + 0,0408
25 1,7599 + 0,1018
30 1,6573 + 0,0432
35 1,6402 + 0,0687
40 1,4194 + 0,0453
45 1,4792 + 0,0895
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Tab. 15: Produkcia PHB pocas rastu B.megaterium na syntetickom médiu.

Cas (h) PHB (%) PHB (g/1)
10 10,61 + 1,27 0,1231 + 0,0298
15 16,31 + 0,57 0,2327 + 0,0225
20 21,35+0,18 0,3177 + 0,0637
24 19,76 + 1,71 0,2571 + 0,0186
30 13,94 + 1,23 0,2310 + 0,0418
35 14,16 + 1,25 0,2338 = 0,0504
40 13,13 + 0,23 0,1814 + 0,0057
45 9,48 + 0,59 0,1404 + 0,0188

Graf 10: Priebeh rastu a produkcie PHB baktériou B.megaterium na syntetickom médiu.
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Z priebehu rastu (graf 10) vidiet' spominanu kratku /ag fazu prechadzajucu do prudkej
exponencialnej fazy s maximom rastu B.megaterium v dvadsiatej hodine. Rovnako bol v 20.
hodine dosiahnuty najvyssi obsah PHB - 0,32 g/l predstavujuci 21 % z obsahu biomasy.
Syntéza PHB je voci celkovému obsahu biomasy stale nizka, avSak dvojnasobne vyssia ako
pri kultivéacii baktérie na BM médiu.

5.2.2.2.  Rast na syntetickom médiu so zniZenym obsahom dusika a fosforu

Bakteridlny kmen B.megaterium dokaze navysit' produkciu PHB, pokial’ je kultivovany
v médiu so zniZzenym obsahom pre rast doleZitych latok, ako je dusik alebo fosfor.

S rastom na kompletnom syntetickom médiu bol porovnany rast a produkcia PHB na
syntetickom médiu so zniZenym obsahom dusika, fosforu a oboch latok zaroven, do ktorého
boli bunky sterilne prevedené v 20. hodine rastu. Cas aplikacie limitacie bol zvoleny
na zaklade znalosti rastovej krivky (5.2.2.1.) tak, aby boli bunky vystavené Ilimitacii
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v stacionarnej faze rastu. Jednotlivé hodnoty koncentracie biomasy a PHB v 20., 25., 35. a 45.
hodine sti uvedené v tab. 16 a 17.

Tab. 16: Rast B.megaterium na syntetickom médiu so znizenim obsahom N a P.

Cas (h) X (g/l)

20 1,4640 = 0,0410
Kompletné 25 1,4461 + 0,0247
médium 35 1,6225 + 0,0297
45 2,9072 + 0,0731
20 1,4640 + 0,0410
. 25 1,4327 + 0,0444
Limitacia N 35 14894 + 0,0667
45 1,5450 + 0,1035
20 1,4640 + 0,0410
25 1,4621 + 0,0975

Limitacia P
35 1,1954 + 0,0294
45 1,2055 + 0,0874
20 1,4640 + 0,0410
Limitacia NP 25 1,4124 + 0,0502
35 1,3451 + 0,0233
45 1,1911 +0,0132

Graf 11: Priebeh rastu B.megaterium na syntetickom médiu s limitaciou N a P v porovnani
s kompletnym médiom.
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Tab. 17: Produkcia PHB pocas rastu B.megaterium na syntetickom médiu s limitaciou.

Cas (h) PHB (%) PHB (g/l)

20 2135+ 0,36 0313 + 0,064

Kompletné 25 19,76 + 3,50 0,286 £0,019
médium 35 14,16 £ 2.55 0,230 + 0,050
45 9,48 + 1,20 0.276 + 0,019

20 20,62+ 1.62 0303 0,027

o 25 18,51 + 1,20 0266 + 0,019
Limiticia N 35 24,04 + 1,41 0,360 0,029
45 7.7 +0.47 0.113 + 0,010

20 20,62 + 1,62 0.303 + 0,027

Limicace b 25 23,04 + 0,41 0,336 + 0,003
35 14,86 + 0,83 0.177 0,009

45 14,48 + 0,49 0,174 + 0,003

20 20,62+ 1.62 0303 + 0,027

Loy 25 22.26 + 0,38 0314 + 0,006
35 17,65 0,00 0,237 + 0,001

45 15.42 + 0,95 0,184 + 0,012

Graf 12: Zrovnanie obsahu PHB v 25.hodine rastu pri limitovanej kultivécii.
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Vplyv limitacie je vyznamny vo vSetkych pripadoch, pokial' vysledky porovnavame
s rastom na kompletnom médiu. Oproti ostatnym limitdcidm ma najvyraznejs$i vplyv na rast
limitacia fosforom, aj ked’ ma iny priebeh ako limitacia dusikom.
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Produkcia PHB bola najvysSia v médiu snizkym obsahom dusika (24% z obsahu
biomasy). Limitacia fosforom alebo kombinovana limitdcia dusikom a fosforom nevedie
k vyraznému navyseniu biosyntézy PHB, avSak vplyv na rast kultury je znacny.
5.2.2.3. Vplyv aplikdcie stresovych faktorov na rast a produkciu PHB

Podobne ako limitované médium moéze pozitivhe na syntézu PHB vplyvat aj stres
vyvolany pridavkom roznych faktorov do zivného média. Vplyv aplikacie stresovych
podmienok na produkciu PHB je zatial malo experimentalne preStudovany jav. Podla
niektorych stadii st PHA zapojené do stresovej odpovede baktérii, mechanizmus vsak este
nie je Uplne objasneny. Cielom tohto experimentu bolo overit, ¢i je mozné vyuzit’ niektoré
stresové faktory k zvySeniu produkcie PHB u baktérie Bacillus megaterium.

Vysledky stanovenia koncentracie biomasy a PHB v 20. a 24. hodine (faza stacionarneho
rastu B.megaterium — maximum rastu aj produkcie PHB) st uvedené v tabulke 18. Najvacsi
vplyv bol dosiahnuty aplikaciou etanolu do syntetického média pri vytazku 1,7 g/l biomasy
$ 20% obsahom PHB.

Tab. 18: Rast a produkcia B.megaterium na syntetickom médiu so stresovymi faktormi.

Cas (h) Biomasa (g/l) PHB (%) PHB(g/1)
20 0,047 £ 0,001 . -
H,0,

24 0,042 + 0,000 ; ;
20 0,134+ 0,039 6,864 = 0,082 0,016 = 0,001

Nacl 24 0,430 £ 0,016 ; ;
20 1,693+ 0,018 20,430 % 0,483 0,346 + 0,008
Etanol 24 1,812 0,029 20,793 + 0,358 0,377 + 0,007
. 20 1,744+0,050 19,881+ 0,612 0345 + 0,011
50s 24 1,733£0,029 15,407 0,265 0.267 + 0,005
Citrit 20 1,563+ 0,046 13,066+ 0,128 0,204 + 0,002
24 1739+£0,025 14,620 + 0,054 0254 + 0,001

NiCh 20 0,053 + 0,000 . -

24 0,055 + 0,001 ; ]
20 1,762+ 0,009 17,030+ 0,179 0,300 = 0,003

Kontrola

24 1,567+£0,009 17,768 + 0,437 0,282 + 0,007

Podra tychto vysledkov je jasné, ze aplikacia vhodného stresového faktoru moze efektivne
navysit produkciu PHB. U etanolového stresu doSlo k zvySeniu produkcie PHB o 34 %
(v 24. hodine kultivacie). Vyzerd to teda, Ze aplikdcia stresového faktoru do kultiva¢ného
média moze byt vhodnou stratégiou, kedy jednoduchym pridavkom lacnej exogénnej
stresovej latky do kultivaéného média nastane vyznamné navySenie produkcie PHB ako
stresového metabolitu. Ak je vSak koncentracia stresového faktoru prili§ vysoka, nie je
bakteridlna kultira schopnd rast’ a teda ani akumulovat PHB (H,O,, NaCl, NiCl,).
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5.2.3. Rast baktérie B. megaterium na réznych zivnych médiach

Otestovanie inych médii pre kultivaciu B.megaterium sa ukéazalo ako vhodna cesta
k dosiahnutiu vyhovujiceho pomeru rastu a syntézy PHB. Popri modifikovanom BM médiu
boli odskusané jednoduché komeréné média (LB a NB broth). Obsah biomasy a PHB
v bunkach bol stanovené v troch Casovych intervaloch, aby bolo mozné ziskat’ dostacujuci
prehl'ad o priebehu rastu baktérie B.megaterium.

Tab. 19: Rast a produkcia PHB baktériou B.megaterium na réznych médiach.

Médium Cas (h) Biomasa (g/l) PHB (%) (g/g) PHB (g/1)
24 1,4793 £ 0,0133 - -
NB 29 1,4996 + 0,0070 4,7777 +0,1179 0,0717 +£0,0018
47 1,4323 £ 0,0133 0,0000 + 0,0000 0,0000 + 0,0000
24 1,2231 +0,0156 - -
LB 29 1,3251 +£0,0461 6,4867 + 0,0094 0,0877 + 0,0001
47 0,9411 +£0,1561 0,0000 + 0,0000 0,0000 + 0,0000
24 1,3529 + 0,0023 - -
]i)ﬁ;ijug 29 1,3443 £ 0,0083 4,7568 £0,1554 0,0639 + 0,0021
47 1,6301 +0,1032 0,7474 + 0,0283 0,0122 + 0,0005
24 2,4553 +£0,0954 - -
Bgﬁl:()zyg 29 2,4685 £ 0,0753 27,9648 +0,0482 0,6903 + 0,0012
47 2,1747 £ 0,0641 18,4979 £ 0,0452 0,4023 +0,0010

Graf 13: Rast a produkcia PHB baktériou B.megaterium na rdznych médiach (29.hodina).
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K posudeniu vhodnosti média bola porovnana koncentracia biomasy a PHB v 29. hodine.
ZlozZenie skumanych médii ovplyvnilo kultivaciu baktérie B.megaterium tak, ze ¢im viac
koplexnych zdrojov obsahovali (peptén, misovy extrakt), tym hor$i bol rast a hlavne
produkcia PHB. Pridavok glukézy ako zdroja uhlika do pdévodného BM média podporil
okrem rastu aj samotnu syntézu polyméru, preto je pravdepodobne vyznamny vhodny pomer
zlozitého 1 jednoduchého zdroja uhlika.

Dalsie experimenty boli preto zalozené na modifikicii BM média s dostatoénym
pridavkom glukozy. Optimalizacii zlozenia BM média je venovana nasledujuca kapitola.

5.2.4. Optimalizacia zlozenia BM média

Za ucelom navySenia vytazkov PHB bol vykonany experiment, v ktorom bol
optimalizovany obsah BM média a glukézy. Zlozenie BM média bolo modifikované
rozdielnym obsahom BEP a glukdzy — pri konStantnej koncentracii glukézy (8 g/l) sa menil
obsah BEP, a pri konstantnom obsahu BEP (8 g/l) sa menil obsah glukézy. Hodnoty narastu
biomasy a koncentrécie syntetizovaného PHB su uvedené v tab. 20.

Tab. 20: Namerané hodnoty rastu a produkcie PHB.

Pridavok ¢ (g/l) X (g/) PHB (g/1) PHB (%)
3 1351£0,126 0,828 + 0,012 61,29
6 1,599£0,088 0,607+ 0,021 37,96
BEP 9 1431£0,049  0,182+0,018 12,72
12 1,614£0,059  0314+0,015 19,46
5 17450369 0,204+ 0,045 11,69
, 10 1,8090,191 0,602 £ 0,077 33,28
Glukoza o 21120258  0,714+0,179 33,81
20 2,184+0,177 0,371 +0,056 16,99

Graf 14: Rast a produkcia PHB.
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Porovnanim vysledkov z grafu bol dosiahnuty najvyssi pomer biomasy k PHB v médidch
s koncentraciou BEP 3 g/l a glukézy 15 g/l. V zavere bolo odskusané modifikované médium
a vysledky boli porovnané s kultiviciou na pévodnom BM médiu (kap. 4.3.1.1.) obohatenom
8 g/l glukdzy (tab.21). Aj ked’ bol dosiahnuty vyssi obsah polyméru v bunkach, celkovy rast
bol nizs§i oproti pdvodnému médiu, pravdepodobne v nedostatku rastovych faktorov
obsiahnutych v BEP.

Tab. 21: Rast a produkcia PHB na BM médium s vyslednym optimalizovanym pomerom
BEP a glukézy.

médium X (g/) PHB (%) PHB (g/1)
BM 2,8623 +0,1019 22,04 £ 1,85 0,6309
BMopt 1,5007 +0,0366 27,70 £2,34 0,4157

Dalsie experimenty boli teda vykonané na povodnom BM médiu (8 g/l BEP)
modifikovanym 8 g/l glukozy, pretoze na tomto médiu vykazovala kultira najstabilnejSie
rastové aj produkéné vlastnosti.

5.2.5. Rast na obohatenom BM médiu

Kultivaciou na pévodnom BM médium obohatenom o 8 g/l glukdzy bola ziskand rastova
krivka a priebeh syntézy polyméru popri ubytku glukézy v médiu.

Tab. 22: Rast B.megaterium na obohatenom BM médiu.

Cas (h) Biomasa (g/l) Glukoza (g/1)

0 0,010 £ 0,000 8,00
2,5 0,098 + 0,002 7,98
5 0,302 + 0,025 6,69
10 1,289 £ 0,020 6,10
15 1,260 £ 0,018 6,05
20 1,756 £ 0,016 3,94
25 2,963 + 0,060 2,93
30 2,801 £ 0,040 2,35
35 2,677 £0,026 1,56
40 2,822 +£0,036 0,90
45 2,602 £ 0,050 0,15

Koncentracia glukézy v médiu bola stanovend metddou Somogyi-Nelsona [22].
Po odstredeni buniek pri stanoveni PHB bolo zo supernatantu odobranych 100 pl média
a postupom uvedenym v kap. 4.3.6.1. bola z nameranej absorbancie pri 720 nm uréeny obsah
glukozy.
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Tab. 23: Produkcia PHB baktériou B.megaterium na obohatenom BM médiu.

Cas  PHB (%) (g/g) PHB (g/1)
15 2505+0,42 03158+ 0,0053
20 31,30+ 0,35 0,5497 £ 0,0061
25 30,20+ 0,35 0,8949 +0,0074
30 3220+ 1,50  0,9017 +0,0420
35 31,78 40,70  0,8510+0,0189
40 31,16+ 1,04  0,8915+0,0292
45 44,72 +3,29 1,1635 + 0,0855

Graf 15: Rast a produkcia PHB na obohatenom BM médiu.
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Rastova krivka ukazuje priebeh kultivacie bakteridlneho kmena B.megaterium na
obohatenom BM médiu so syntézou polyhydroxybutyratu. Mierny pokles narastu kultury
v exponenciadlne] faze je spdsobeny javom zvanym diauxia, kedy baktéria po vycerpani
primarneho zdroja uhlika prechadza na druhy, t.j. po spotrebovani bielkovin obsiahnutych
v BM médiu zafina v cca 20. hodine utilizovat glukézu. Rovnako je tento jav vidiet
aj na priebehu ubytku glukézy v médiu. Zaujimavy je aj stdly narast koncentracie PHB
v médiu v konec¢nej rastovej faze s maximom na takmer 45% obsahu biomasy.

5.2.5.1. Vplyv limitdcie kyslikom v médiu na rast a produkciu PHB
Obmedzenie prisunu kyslika do média aerdbnej baktérie moze vyvolat’ stres podporujici

syntézu PHB. Znizenie obsahu rozpustného kyslika bolo dosiahnuté zvySovanim objemu
média v 250 ml Erlenmeyerovej banke.
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Tab. 24: Namerané hodnoty rastu a produkcie PHB na obohatenom BM médiu
s limitovanym obsahom rozpusteného kyslika v médiu.

Objem média X (g/1) PHB (g/) PHB (%)
50 ml 2,398 + 0,079 0,074 + 0,003 3,09
100 ml 1,482 + 0,031 0,340 + 0,015 22,94
150 ml 1,276 + 0,090 0,623 + 0,033 48,82
200 ml 0,695 + 0,034 0,328 + 0,008 47,19

Graf 16: Rast a produkcia PHB na obohatenom BM médiu s limitovanym obsahom
rozpusteného kyslika v médiu.
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Limitacia kyslikom sice navysila obsah polyméru v bunkach, ale zaroven vyrazne
ovplyvnila rast baktérie, ¢im vysledné percenta obsahu PHB stracaju na hodnote. Dostupnost’
kyslika je teda dolezitym regulaénym faktorom. Aj ked limiticia kyslikom podporuje
akumuldciu PHB v bunkach, dochadza zéaroven k dramatickej inhibicii rastu bakteridlnej
kultary, o méze viest’ k niz§im celkovym vynosom polyméru.

5.2.6. Kultivacia B.megaterium na réoznych substratoch

Dnesna produkcia PHB je eSte stile prili§ ndkladnd aby boli ceny biodegradabilného
polyméru ekvivalentné tym beznym ropnym polymérom. PouzZitie priemyselného odpadného
produktu ako suroviny na kultivaciu PHB-syntetizujiicich baktérii by vSak mohlo celkové
naklady radikalne znizit'.

K tomu, aky substrat by bol pre kulturu B.megaterium najvhodnejsi, bolo potrebné zistit,
aky zdroj uhlika dokaze utilizovat’. Okrem glukdzy boli vybrané d’alSie monosacharidy, oligo-
a polysacharidy pridané do BM média v rovnakej koncentracii (8 g/1).
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Tab. 25: Namerané¢ hodnoty rastu a produkcie PHB baktériou B.megaterium na rdznych

substratoch.
Cukor X (g/D) PHB (%) (g/g) PHB (g/1)
Glukéza 2,601 + 0,039 54,87 + 1,06 1,427 £ 0,028
Fruktoza 1,196 + 0,130 11,55+3,78 0,138 £0,045
Galaktoza 2,404 + 0,121 1,42 +1,03 0,034 £ 0,025
Xyléza 2,933 + 0,092 32,16 3,11 0,943 + 0,091
Sacharoéza 1,034 + 0,117 5,60 £ 0,47 0,058 = 0,005
Maltéza 2,701 £ 0,193 32,11 +2,32 0,867 = 0,063
Laktoza 1,932+ 0,391 12,53 £ 0,42 0,242 + 0,008
Skrob 2,150 0,275 21,05+ 1,45 0,453 +£ 0,031
Bez cukru 1,288 + 0,005 0,05 £ 0,00 0,001 £ 0,000
Graf 17: Rast a produkcia PHB na r6znych substratoch.
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Podl'a predpokladu najviac PHB syntetizovala baktéria B.megaterium na glukéze (55 %
PHB z obsahu biomasy), ale zaujimavy bol vysoky rast na xyloze — 2,9 g/l biomasy a maltoze
— 2,7¢/1 biomasy, saz 32 % obsahom polyméru v oboch pripadoch. Tieto vysledky
predurcuju ku kultivacii odpadné produkty, ako st napr. drevné zvySky. Rovnako dobry rast
bol aj na galaktdze a laktoze, ale s malou produkciou PHB. Avsak vhodnou upravou média
a pripadnym zavedenim stresu by mohol byt ku kultivacii pouzity aj odpadny substrat
obsahujuci laktozu, napr. srvatka.
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5.3. Kultivacia baktérie Azotobacter vinelandii CCM 289
5.3.1. Rast a produkcia P(HB-co-HV) baktériou A.vinelandii na ro6znych médiach
5.3.1.1.  Stanovenie kalibracnej zavislosti ndrastu biomasy

Kalibra¢na priamka linearnej zavislosti absorbancie zdkalu pri 630 nm na koncentracii
biomasy v médiu bola zostrojena optimalnym riedenim kultary s vazkovo stanovenou
suSinou. Pred kazdym meranim absorbancie boli vzorky vhodne riedené (kap. 4.3.2.1.).
Graf 18: Kalibra¢na zavislost’ (rast na Burkovom médiu)
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5.3.1.2.  Porovnanie rastu A.vinelandii na roznych médidach

V prvej kultivacii  A.vinelandii bolo vyskuSanych pit réoznych médii uvedenych
v kap. 4.4.1.1. Kultivacia prebehla v dvoch paralelnych stanoveniach
(s opakovanym premeranim stanovovanej hodnoty) pre kazdé médium pri Standardnych
podmienkach (kap. 4.4.1.2.).

Tab. 26: Stanovené hodnoty rastu a produkcie P(HB-co-HV) na r6znych médiach.

médium Xg/ PHA (%) PHA (g/l) Y pis
A 1,138 £ 0,308 49,13 £ 6,93 0,580 % 0,229 0,058

B 2,111 +0,161 50,85 + 3,92 1,076 £ 0,121 0,108
PY 0,815 + 0,024 18,23 + 14,21 0,146+ 0,113 0,015
SP 1,051 £ 0,063 572+ 2,48 0,061 + 0,027 0,006
NB 0,404 + 0,063 28,96 + 4,68 0,116 + 0,023 0,012
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Na Burkovom médiu [15] a médiu A (médium uvéadzané v zbierke CCM) boli namerané
vysoké hodnoty koncentracie P(HB-co-HV) v bunkich. O polovicu vyss§i vytazostny
koeficient Yp/s bol vSak dosiahnuty pri kultivacii v Burkovom médiu (0,108).

Graf 19: Pomer biomasy a produktu pri kultivacii A.vinelandii na rdznych médiach.

2,5 1

2,0

1,5 -

1,0 -

X, PHA (g/l)

0,5 1

A B PY SP NB
. média
® biomasa ®pha

Graf 20: Pomer monoméru 3HV vo vyprodukovanom P(HB-co-HV) baktériou A.vinelandii.
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V jednotlivych vzorkach polyméru bol stanoveny pomer monoméru 3HV z celkového
obsahu PHA v bunke. Takmer 20 % obsah 3HV bol zisteny v bunkéch kultivovanych na NB
médiu, a kedZe vysoky obsah valeratu v P(HB-co-HV) zlepSuje jeho vlastnosti, bolo by
vhodné pouzit NB médium pre dalSie kultivdcie zamerané na ziskavanie kopolyméru
s optimalnymi vlastnostami. Napriek tomu, celkové vytazky PHA na NB médiu vel'mi nizke,
vzhl'adom k vysokej cene NB média (obsahuje drahé zlozky ako pepton a kvasni¢ny
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autolyzat), nebolo toto médium v dalSich experimentoch pouzité. Naopak boli pre
nasledujucu pracu vybrané dve médid — médium A a Burkovo médium.

5.3.1.3. Vysledky optimalizdcie obsahu glukozy v médidch

V nasledujucom kroku bolo potrebné zistit' optimdlnu koncentraciu glukézy v médiu
A a v Burkovom médiu. Koncentracia glukézy bola zvolend v rozmedzi 10 — 50 g/l. Po 70
hodindch kultivacie boli odobraté vzorky k stanoveniu obsahu biomasy a PHA, prislusné

hodnoty st uvedené v tabul’kach 27 a 28.

Tab. 27: Stanovené hodnoty rastu a produkcie P(HB-co-HV) na A médiu.

Glukéza (g/1) X (g/l) PHA (%) PHA (g/1) Y b
10 1,994 + 0,035 22,71+ 1,32 0,452 + 0,022 0,045
20 2,820 + 0,284 46,10 £ 2,10 1,306 + 0,189 0,065
30 2,977 + 0,060 47,84 £ 1,15 1,424 + 0,025 0,048
40 3,210+ 0,046 52,23+ 0,79 1,701 + 0,026 0,043
50 3,163 + 0,000 54,14 + 0,60 1,713 £0,019 0,034

Graf 21: Rast a produkcia 4.vinelandii na A médiu s rdznym obsahom glukozy.
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Vdaka pouzitiu lucovych grafov je vidiet vplyv zvySujicej sa koncentracie glukdzy
v médiu na rast kultiry asyntézu polyméru. Na A médiu nie je poznat vplyv inhibicie
substratom, ktora je dobre viditeI'na u Burkovho média (graf 22).
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Tab. 28: Stanovené hodnoty rastu a produkcie P(HB-co-HV) na Burkovom médiu.

Glukoza (g/1) X (g/D) PHA (%) PHA (g/1) Y pss
10 2,477 + 0,034 51,98 £4,43 1,289 £ 0,126 0,129
20 3,057 £ 0,041 53,56 £3,72 1,637 £0,107 0,082
30 3,108 £ 0,016 60,07 £ 3,97 1,867 0,118 0,062
40 3,035+ 0,024 53,20+ 2,54 1,619+0,078 0,041
50 2,448 £ 0,162 59,52+ 1,71 1,460 £ 0,137 0,029

Graf 22: Rast a produkcia 4.vinelandii na Burkovom médiu.
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V4csi rast aaj vysSia produkcia boli ziskané pri kultivacii A.vinelandii na Burkovom
médiu. Aj ked je vytazostny koeficient Y pis= 0,129 najvyssi pri 10 g/l glukdzy, celkovy
obsah PHA v bunkach v porovnani s narastom biomasy je vyrazne vyssi pri kultivacii s 30 g/l
glukézy v médiu — 60 % PHA z 3,1 g/l biomasy.

5.3.2. Rast a produkcia A.vinelandii na Burkovom médiu s 30 g/l glukézy

Pred stresovymi kultivaciami bolo potrebné urCit’ priebeh rastu A.vinelandii spolu
s produkciou kopolyméru P(HB-co-HV). Kultivacia prebiehala na Burkovom médiu s 30 g/l
glukézy za Standardnych kultivaénych podmienok. Odbery k stanoveniu koncentracie
biomasy boli vykonané kazda piatu hodinu a pre stanovenie obsahu PHA v bunkéch kazdu
desiatu hodinu.
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Tab. 29: Rast a produkcia A.vinelandii na Burkovom médiu.

Cas (h) X (g/) PHA (%) PHA (g/1) Y pss
10 0,204 + 0,001 10,29 + 1,67 0,021 + 0,003 0,001
20 0,360 + 0,014 14,47 + 1,42 0,052 + 0,005 0,002
30 0,671 + 0,027 15,08 + 0,96 0,101 £ 0,006 0,003
40 1,133 0,015 29,40 + 0,83 0,333 £ 0,009 0,011
50 1,451 0,073 33,60 £ 0,67 0,488 + 0,010 0,016
60 2,180 + 0,064 37,44 + 0,41 0,816 + 0,009 0,027
70 2,516 + 0,049 40,60 + 2,49 1,021 + 0,063 0,034
80 2,568 + 0,091 33,60 + 1,43 0,863 + 0,037 0,029
90 2,729 + 0,073 46,58 + 1,89 1,271 + 0,052 0,042
100 2,989 + 0,062 40,14 + 1,96 1,200 + 0,059 0,040

Graf 23: Rast a produkcia PHA baktériou 4.vinelandii na Burkovom médiu.
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Rastova krivka A.vinelandii nema v porovnani s rastom B.megaterium typicky sigmoidny
priebeh. Pravdepodobne je to spdsobené neustdlou limitaciou dusikom, ked’ze v Burkovom
médiu nie je obsiahnuty zdroj dusika. Aj ked je baktéria A.vinelandii schopna fixovat
vzdusny dusik a mieSanie na temperovanej trepacke bolo rychlejsie ako pri inych kultarach, aj

tak nebol pravdepodobne dosiahnuty optimalny prestup N, do média k bunkam.

Odlisna je aj doba rastu A.vinelandii — viac ako 100 hodin oproti 45 hodindm kultivacie
B.megaterium. PocCas celého rastu je stdly ndrast obsahu kopolyméru P(HB-co-HV).
Maximum rastu bolo dosiahnuté az v 100. hodine (2,99 g/l biomasy), aj ked’ sa uz syntéza
kopolyméru zastavila a naopak mierne poklesla.
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5.3.2.1. Vplyv aplikdcie stresovych faktorov

V 50. hodine kultivacie bakteridlneho kmena A.vinelandii boli aplikované stresové faktory
(uvedené v tab.30) vrdzne vysokych koncentraciach (kap. 4.4.1.1.). Po nasledujucich

dvadsiatich hodinéch boli vykonané odbery a prislusné analyzy.

Tab. 30: Rast a produkcia PHA po aplikécii stresu do Burkovho média.

Stresovy MnozZstvo

faktor X g/l PHA % PHA g/l Y pis
0,5% 2,299 £ 0,170 35,82 +£5,51 0,823 £0,127 0,027

NaCl 1% 1,977 £ 0,146 40,69 £ 0,75 0,804 £ 0,015 0,027
5% 0,423 £ 0,021 18,23 +£1,33 0,077 £ 0,006 0,003

0,5% 2,322 £0,222 25,08 £6,76 0,583 + 0,157 0,019

Etanol 1% 2,108 £ 0,090 42,90 + 0,37 0,904 + 0,008 0,030
3% 1,680 +0,117 42,32 £1,57 0,715 £ 0,027 0,024

0,5 mmol 2,488 + 0,286 32,10 +2,93 0,799 £ 0,073 0,027

H,0, 3mmol  2,592+0,177 44,80 + 0,64 1,161 £0,017 0,039
7mmol 2,238 +0,117 34,74 £ 0,18 0,777 £ 0,004 0,026

0,5% 2,319+£0,119 40,46 £ 4,19 0,938 £ 0,097 0,031

Metanol 1% 1,864 £ 0,059 29,29 £0,43 0,546 + 0,008 0,018
3% 1,856 £ 0,071 29,57 £0,54 0,549 £ 0,010 0,018

0,5% 1,963 + 0,080 36,46 + 1,16 0,716 £ 0,023 0,024

Propanol 1% 1,814 + 0,033 35,77+ 2,93 0,649 + 0,053 0,022
3% 1,580 + 0,040 34,54 £ 0,20 0,546 + 0,003 0,018

Kontrola 2,539+ 0,339 29,36 £2,00 0,752 £ 0,152 0,025
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Graf 24: Vplyv stresovych faktorov na rast a produkciu P(HB-co-HV) A.vinelandii.
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Zda sa, ze vicSina stresovych faktorov ma schopnost’ navysit produkciu PHA
u bakteridlneho kmena A.vinelandii. Avsak jedine peroxid vodiku vyzera ako vel'mi efektivny
stimulaény faktor. Pravdepodobne zvysuje intracelularny pomer NADPH/NADP", ktory ma
pozitivny regulacny efekt na enzym acetoacetyl-CoA reduktadzu (druhy krok syntézy PHA),
¢im dojde k posilneniu PHA syntetickej drahy.

Pozitivny vplyv na produkciu PHA maju taktiez alkoholové stresy, predovSetkym
etanolovy. Aj tu mozno v priebehu odburavania stresového faktoru dochadza k navyseniu
obsahu redukovanych koenzymov, ktoré st pravdepodobne baktériou Ciasto¢ne vyuzité ako
donor vodika prave v PHA biosyntetickej drahe. Navyse, vyslednym produktom odburavania
etanolu je acetyl-CoA, teda substrat PHA biosyntézy [3,8].

Na zéklade tychto vysledkov by mohla byt aplikacia stresového faktoru putavou stratégiou
zefektivnenia vyroby PHA atym paddom aj zniZenia ceny. Jednoduchd aplikécia lacného
peroxidu vodika navysila produkciu PHB o 54 %.

5.3.3. Rast A.vinelandii na r6znych substratoch

Podobne ako pri kultivacii bakteridlneho kmena B.megaterium boli aj pre kultivaciu
A.vinelandii otestované rozne sacharidy a polysacharidy ako zdroj uhlika.
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Tab. 31: Rast A.vinelandii na Burkovom médiu s r6znymi substratmi.

substrat X (g/) PHA (%) PHA (g/1) Y pis
gluko6za 2,579 £ 0,096 48,26 + 0,92 1,244 £ 0,062 0,124
galaktéza 2,076 £ 0,156 27,21 +£191 0,565 £ 0,032 0,056
laktoza 0,113 + 0,007 20,66 + 6,38 0,023 £ 0,003 0,002
maltoza 2,651 +0,073 53,65+ 0,44 1,423 + 0,043 0,142
fruktéza 2,206 £ 0,167 41,02 + 0,29 0,905 £ 0,028 0,091
sacharéza 2,432 £0,209 43,87 £ 0,65 1,067 + 0,055 0,107
xyloza 0,167 £ 0,008 14,38 + 3,83 0,024 + 0,006 0,002
Skrob 0,189 £ 0,001 6,88 £ 0,41 0,013 +£0,003 0,001

Graf 25: Porovnanie rastu a produkcie PHA baktériou 4.vinelandii na réznych substratoch.
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U baktérie A.vinelandii bol dosiahnuty najvyssi rast a produkcia na maltéze (54 % z 2,7 g/l
biomasy). Podobne bola baktéria schopna utilizovat’ okrem glukoézy aj fruktézu a sachardzu,
preto by najvhodnej$im odpadnym priemyselnym substratom mohla byt’ prave melasa.
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Graf 26: Pomer 3HV monoméru v celkovom obsahu P(HB-co-HV) syntetizovanom
baktériou A.vinelandii na Burkovom médiu s rdznymi zdrojmi uhlika.
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Aj ked bola syntéza kopolyméru na laktdéze a Skrobe minimélna, takmer pétinu obsahu
P(HB-co-HV) tvoril monomér 3HV.

5.4. Kultivacia bakterialnych kmeriov na srvatke
5.4.1. Chemické zloZenie upravenej srvatky
5.4.1.1.  Stanovenie susiny

Tab. 32: Obsah vody a suSiny v srvatke.

vzorky my, (g) m (g) Mypsus () Miys (8) m, (g) wy (%)

1. 16,0210 5,1457 16,3318 0,3108 4,8349 93,96
2. 16,4112 5,1662 16,7228 0,3116 4,8546 93,97
3. 15,7509 5,2012 16,0641 0,3132 4,8880 93,98

Obsah v S ml: 0,3119 4,8592 93,97

Vazkovym stanovenim obsahu susiny vo vzorke bol stanoveny predpokladany vysoky
obsah vody v srvatke na 94 % a koncentracia suSiny na 60 g/l. Boli vykonané tri stanovenia
z jednej vzorky srvatky (kap. 4.5.1.2.).

Analyza suSiny (a aj ostatnych parametrov) srvatky bola vykonand len raz, na jednej
vzorke srvatky, ktora bola pouzita aj pre kultivacné exerimenty. Tieto vysledky maji skor
informativny charakter o pribliznom chemickom zlozeni srvéatky, preto je k ziskaniu
objektivnejSich vysledkov potrebna opakovana analyza viacerych vzoriek analyzy.
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5.4.1.2.  Stanovenie popola

Tab. 33: Namerané hodnoty obsahu popola v srvatke.

vzorka  mi(g) @ ms(g)  mep (@) mp(g Wy (%)
1. 44,0547 2,0552 44,1232 0,0685 3,33
: 44,1794 2,0462 442350  0,0556 2,72
3 44,1865  2,0446 442476  0,0611 2,99
Obsah v 2ml: 0,0617 3,01

Z jednej vzorky srvatky bol stanoveny priemerny obsah popola (3 paralélne stanovenia)
v srvatke na 31 g/l, €o je priblizne polovica obsahu celkovej susiny (kap. 4.5.1.3.).

5.4.1.3.  Biuretové stanovenie rozpustnych bielkovin v srvdtke
Biuretovou metddou (kap. 4.5.1.4.) sa urCuje obsah rozpustnych bielkovin vo vzorke. Pri
merani absorbancie boli jednotlivé koncentrdcie albuminu premerané trikrat a rovnako

aj kazda vzorka srvatky. Vyslednd koncentracia bola spocitand z kalibracnej zavislosti
y=0,221x (R*=0,993).

Tab. 34: Kalibra¢na zavislost’ absorbancie pri 550 nm na obsahu bielkovin v srvatke.

albumin

(mg/ml) A 550nm
0,5 0,109 £ 0,001
1,0 0,246 +0,003
1,5 0,326 £0,002
2,0 0,435 + 0,005
2,5 0,557 £ 0,004

Tab. 35: Stanovené hodnoty koncentracie bielkovin v srvatke.

vzorka albumin (mg/ml)
1 2,0860 + 0,1476
2 2,0407 £ 0,1065
3 1,8733 +£0,1491

V srvatke su aj po uprave (kyslim zrazanim bielkovin) stale pritomné rozpustné bielkoviny
v priemernej koncentracii problizne 2 g/l.
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5.4.1.4.  Stanovenie celkového obsahu fosforu v popole srvitky

Celkovy obsah fosforu je pocitany pomocou kalibra¢nej rovnice ziskanej postupnym
riedenim zasobného roztoku fosforecnanu (kap. 4.5.1.5). Pri stanoveni kalibra¢nej zavislosti
boli jednotlivé koncentracie premerané vzdy trikrat, vzorky bola taktiez kazda zmerana
trikrat. Vysledna koncentracia bola spocitana z kalibracnej zavislosti
y = 0,008x - 0,041(R* = 0,984).

Tab. 36: Hodnoty kalibracnej zévislosti absorbancie pri 610 nm oproti koncentracii fosforu.

Fosfor (ng) A 610 nm
5,0 0,002 £+ 0,002
7,5 0,022 £ 0,001
10,0 0,036 £ 0,001
12,5 0,052 + 0,001
15,0 0,082 + 0,001
17,5 0,105 + 0,001

Tab. 37: Stanovené hodnoty obsahu fosforu vo vzorkach popola srvatky.

vzorka fosfor (ug)
1 1,2271 £0,0164
2 1,2604 +0,0156
3 1,2729 +0,0332
Obsah v 0,1 ml: 1,2535

Po prepocitani riedenia vzoriek bol stanoveny celkovy obsah fosforu v srvatke stanoveny
na 63 mg/l.

5.4.1.5.  Stanovenie celkového dusiku podla Kjeldahla

Stanovenim jednotlivych parametrov rovnice bolo moZzné vypocitat’ obsah celkového
dusiku — bielkovin a inych latok obsahujucich dusik, z mineralizatu srvatky:

— mineralizacia 2 ml srvatky, navdzka: m; =2,05 g; my;=2,03 g

— Standardizécia odm.roztoku NaOH k.§tavelovou : ¢ (NaOH) = 0,1093 M

— Standardizacia odm.roztoku H,SO4 odm.roztokom NaOH: ¢ (H,SO4) = 0,0532 M
— spotreba NaOH: V(NaOH); = 22,95 ml; V(NaOH), = 22,95 ml

— spotreba H,SO4: V| =V,= V(H;S04) =25 ml

CNaoH- VNaoH
2 (CH2504- Vi,so, == 5 )-My

WN1 =
my
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2(0,0532.0,025 — 0'1093'3'02295) 114,007
WNL = 2.05
wyi = 0,001036
Wyp = 0,001046

V upravenej srvatke (po vyzrazani vicSiny bielkovin) sa nachddza 0,1041 % celkového
dusika. Po prepocitani — vyndsobenim univerzalnym faktorom 6,25 bol spocitany obsah
hrubej bielkoviny na 0,6506 %.

5.4.1.6.  Spektrofotometrické stanovenie obsahu bielkovin Nesslerovym Cinidlom

Jednoduch$§im stanovenim celkového obsahu hrubej bielkoviny v srvatke je
spektrofotometrickd analyza pomocou Nesslerovho ¢inidla.

K stanoveniu bol pouzity mineralizat srvatky z predchadzajicej Glohy upraveny postupom
uvedenym v kap. 4.5.1.7. Kalibra¢na zavislost’ absorbancie pri 450 nm na obsahu dusika vo
vzorke bola zostrojend riedenim Standardného roztoku siranu amoénneho. Vyslednd
koncentracia bola spocitand z kalibragnej zavislosti y = 0,137x (R* = 0,971).

Tab. 38: Hodnoty kalibra¢nej zavislosti absorbancie pri 450 nm na koncentracii dusika.

N (ng/ml) A 450 nm
0,4 0,055+ 0,001
0,6 0,074 + 0,000
0,8 0,099 £+ 0,001
1,0 0,143 + 0,001
1,2 0,172 + 0,001

Tab. 39: Obsah dusika vo vzorkach srvatky.

vzorky my (mg/ml)
1 1,3869 + 0,006
2 1,3479 £ 0,015

_ 2my 21,3869
WNI= 117000~ 2,07.1000

=0,00134=0,134%

wyz = 0,00130 = 0,130%

Analyzou bol spocitany obsah celkového dusika v srvatke na 0,132 % a teda celkovy obsah
hrubej bielkoviny na 0,825 %. Metoda stanovenia dusika Nesslerovym c¢inidlom dost
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nepresnd, ale po zrovnani vysledkov so stanovenia Kjeldahlovou metédou nie je vidiet’ prili$
vel'ku odchylku.

5.4.1.7.  HPLC analyza obsahu cukrov v srvdtke

Analyza obsahu cukrov v srvatke bola vykonand pomocou metédy popisanej v kap.
4.5.1.8. Kalibra¢né zavislosti pre dany cukor su uvedené v tabulkdch nameranych hodnot

(tab. 40, 41, 42).

Tab. 40: Hodnoty kalibra¢nej zavislosti plochy pikov od obsahu laktozy.

Laktoza (mg/ml) Plocha pika

1,0 1369,66
2,5 2868,59
5,0 5374,88
7,5 8375,42
10,0 11767,89

y =1146,8x — 10,051 (R*=0,997)

Tab. 41: Hodnoty kalibra¢nej zavislosti plochy pikov od obsahu glukézy.

Glukoéza (mg/ml) Plocha pika

0,5 329,78
1,0 1082,55
2,5 1918,56
5,0 3769,32

y =742,95x + 82,735 (R* = 0,990)

Tab. 42: Hodnoty kalibra¢nej zavislosti plochy pikov od obsahu galaktozy.

Galaktoza (mg/ml)  Plocha pika

0,5 189,51
1,0 730,86
2,5 1356,84
5,0 1906,80

y =381,63x + 149,87 (R* = 0,933)
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Tab. 43: Vysledné hodnoty stanovenia obsahu cukru v srvatke.

Cukor c (g
Lakto6za 39,60
Glukoéza 0,35

Galaktoza Nedetekovana

Tab. 44: Vysledné hodnoty analyzy chemického zlozenia srvatky.

Zlozky Mnozstvo
Voda - 94 %
Susina - 60 g/l
PopoTl - 31 g/l
Laktéza - 40 g/1
Glukéza - 0,4 g/l
Fosfor - 63 mg/l
Rozpustné bielkoviny — 2¢g/1
Celkovy dusik - 0,12 %

Pokial' porovndme zloZenie napr. BM média so stanovenym zloZenim srvatky — obsah
bielkovin a dusikatych latok, taktiez fosfor a vysoky obsah laktézy ako zdroja uhlika, mdze
byt upravena srvatka pouzita pre kultivaciu bakteridlnych kmetiov za ucelom zefektivnenia
produkcie PHA.

5.4.2. Rast a produkcia PHA vybranych bakterialnych kmeriov kultivovanych na
srvatke

Po zékladnej Uprave srvatky (vyzraZanie bielkovin, odstredenie a uprava pH) bol
odskusany pridavok soli do srvatkového médi, aby vyhovoval jednotlivym bakteridlnym
kmeniom schopnym produkovat’ PHA — Azotobacetr vinelandii, Azohydromonas lat, Bacillus
megaterium a Wautersia eutropha.

Neupravenad srvatka je v tomto pripade srvatka po zékladnej Gprave, ale bez pridavku pre
rast dolezitych latok (kap. 4.5.2.). Kultivacia prebiehala za Standardnych podmienok (30 °C,
150 rpm, 70 h), paralelne na neupravenej a upravenej srvatke so vSetkymi Styrmi baktériami.

Tab. 45: Rast na neupravene;j srvatke.

X (g/) PHB (g/1) PHB (%)
A.vinelandii 0,2499 + 0,0351 - —
A.lata 0,1342 +0,0067 - -
B.megaterium 0,5242 +0,0046 - -
W.eutropha 0,4723 £0,0333 0,0865 £ 0,0047 18,32
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Tab. 46: Rast na upravenej srvatke.

X (g PHB (g/1) PHB (%)
A.vinelandii 0,2860 + 0,0103 0,0325 +0,0079 11,37
A.lata 0,2897 + 0,0296 - -
B.megaterium 0,9995 + 0,1580 0,0972 £ 0,0212 9,73
W.eutropha 0,1651 +0,0093 0,0047 +0,0010 2,84

Graf 27: Pomer rastu bakterialnej kultary k produkcii PHB na neupravenej srvatke.

=1L

X, PHB (g/1)

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

A.vinelandii

A.lata

M biomasa

B.megaterium

= PHB

W.eutropha

Graf 28: Pomer rastu bakteridlnej kultary k produkcii PHB na upravenej srvatke.
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Rast baktérii na neupravenej a upravenej srvatke mal podobny efekt, aj ked vyrazny
rozdiel nastal v pripade W.eutropha kultivovanej na neupravenej srvatke, ktora mala vyssi
narast biomasy (0,5 g/l) spojeny smalou syntézou PHB (18 %), ako pri kultivacii
na upravenej srvatke. Opacne, B.megaterium dokdzal lepsie rast’ na upravenej srvatke (1 g/l),
ale produkcia PHB bola zrovnateI'nd s baktériou W.eutropha. Rozdiel v kultivécii
B.megaterium spdsobil najma pridavok MnSO4— nevyhnutného rastového faktoru pre tuto
bakteridlnu kultaru.

Ostatné baktérie nepreukazali schopnost’ vyraznejSieho rastu na srvatke, ato ani po
pridavku soli, tento efekt je pravdepodobne spdsobeny nedostatkom enzymového vybavenia
k Stiepeniu laktézy. Vychadzajiac z tychto vysledkov, pre d’alSie optimalizacie kultivacie na
srvatke bola vybrana baktéria Bacillus megaterium.

5.4.2.1.  Utilizdcia laktozy baktériami

Vzorka srvatky bola analyzovand pred (kap.5.4.1.7.) apo kultivacii vybranych
bakterialnych kmenov (kap. 4.5.2.). Kultivacia prebiehala pri 30 °C, po dobu 70 hodin
a 150 rpm. Pri analyze bolo sledované mnozstvo laktézy a glukdzy v srvatke a ubytok

laktézy po kultivacii.

Tab. 47: Obsah laktozy a glukozy v srvatke pred a po kultivécii s roznymi baktériami.

srvatka .
cukor (g /1) (pred) B.megaterium A.lata W.eutropha
gluko6za 0,35 2,04 0,85 2,27
laktéza 39,6 26,18 18,34 33,02

Bakterialnu kultaru Wautersia eutropha nie je mozné na zaklade ziskanych dat vyuzit
k produkcii PHB z odpadnej srvatky. Spomenutd kultira nedokaze laktézu dostatocne
vyuzivat. Baktéria Azohydromonas lata dokézala laktozu utilizovat’, ale narast biomasy bol
vel'mi nizky. Ako najvhodnejsi bakteridlny kmen pre produkciu PHB zo srvatky sa zda byt
Bacillus megaterium, ktory dokdzal srvatku najefektivnejsie vyuzit.

5.4.3. Rast baktérie B.megaterium na upravenej a neupravenej srvatke
Predchéddzajuca kultivacia prebiehala dlhS§iu dobu (70 hodin) ako je priebeh rastu

bakterialneho kmena B.megaterium. Rast bol teda sledovany na neupravenej a upravenej
srvatke po dobu 45 hodin, s troma odbermi k stanoveniu koncentracie biomasy a PHB.

75



Tab. 48: Porovnanie rastu a produkcie PHB baktériou B.megaterium na srvatke.

Cas X (g/) PHB (g/1) PHB (%)
. 25 0,389 + 0,006 - -
cupravena 5, 0,422 0,009 _ _
srvatka
45 0,389 £0,012 _ _
, 25 1,427 + 0,021 0,204 + 0,004 14,29 + 0,31
Upravend 30 1,222 + 0,031 0,189 + 0,005 15,46 + 0,37
srvatka
45 1,612 + 0,058 0,202 + 0,004 12,51 + 0,22

Predpokladany vyssi rast bol na upravenej srvatke — s pridavkom soli, spolu s produkciou
PHB az do 15 % biomasy. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze bude potrebné upravit
pomer pridavanych soli k ziskaniu dostatocného rastu a produkcie polyméru.

5.4.4. Optimalizacia zloZenie srvatky pomocou Statistickej metody Plackett-Burman

Optimalne zloZenie zivného média pre dosiahnutia vysokého rastu biomasy a produkcie
ziadaného polyméru nie je jednoduché stanovit. VacSinou sa jedna o testovanie pridavku
jednej zlozky v réznych koncentraciach za predpokladu, Zze dana latka nie je ovplyviiovana
ostatnymi zlozkami média.

Urychlenim jednoduchého testovania je aplikécia Statistického modelu podl'a Placketta
a Burmana, ktorym sa po vyhodnoteni mensej skupiny experimentov stanovy pozitivny alebo
negativny vplyv pridavku pre rast doélezitych latok. V tomto pripade bol hodnoteny vplyv
riedenia srvatky, pridavku dusi¢nanov a fosfore¢nanov, hor¢ika a kvasni¢ného autolyzatu.

V pravej Casti tabul'ky st vypisané zloZzenia média u jednotlivych experimentov, u ktorych
bol stanoveny rast aj koncentracia PHB v bunkéach (I'ava cast’ tab. 48). V pravej casti su
uvedené rastové a produkéné charakteristiky.
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Tab. 49: Vysledné hodnoty rastu a produkcie PHB na jednotlivych upravenych médiach.

Srvatka Dusik Fosfor Mg YA | Biomasa PHB (%) PHB (g/1)

1 neriedena 1,00 5,00 0,04 0,10 0,895 2,058 0,018
2 neriedend 5,00 1,00 0,20 0,10 0,756 3,202 0,024
3  riedend 5,00 5,00 0,04 1,00 2,564 16,262 0,417
4 neriedend 1,00 5,00 0,20 0,10 0,921 1,901 0,018
5 neriedend 5,00 1,00 0,20 1,00 0,765 5,080 0,039
6 neriedend 5,00 5,00 0,04 1,00 0,751 1,954 0,015
7  riedena 5,00 5,00 0,20 0,10 2,401 27,355 0,657
8  riedena 1,00 5,00 0,20 1,00 2,016 12,723 0,257
9  riedend 1,00 1,00 0,20 1,00 1,949 13,512 0,263
10 neriedend 1,00 1,00 0,04 1,00 1,013 2,172 0,02
11 riedena 5,00 1,00 0,04 0,10 2,465 35,480 0,874
12 riedena 1,00 1,00 0,04 0,10 2,989 35,486 1,061

Podstatne vysSia koncentracia buniek bola stanovena v médiach s riedenou srvatkou,
takmer 3 g/l biomasy s 30 % obsahom PHB.

Tab. 50: Vysledky statistického vyhodnotenia vplyvu skimanych faktorov.

Biomasa (g/l) PHB (%) PHB (g/1)
Parameter
T value P value T value P value T value P value

Srvatka -11,46 0,000 -7,53 0,000 -6,40 0,001
Dusik -0,10 0,923 1,30 0,241 0,73 0,493
Fosfor -0,48 0,647 -1,98 0,095 -1,70 0,139
Horcik -2,31 0,051 -1,79 0,123 -2,17 0,073
YA -1,69 0,142 -3,26 0,017 -3,09 0,021

T hodnoty vtab. 51 hovoria o vplyve skumaného parametra: zapornd hodnota znaci
negativny vplyv a sucasne P hodnota (< 0,05) udava Statisticki vyznamnost’ zistenych
udajov T hodnét [17].

Vyhodnotenie nameranych udajov jednotlivych médii v programe Minitab® dokazalo
vyrazny negativny vplyv koncentrovanej srvatky na rast biomasy B.megaterium ako aj na
produkciu PHB. Jedine u srvatky akvasnicného autolyzatu bola potvrdend Statisticka
vyznamnost’ stanovenych T hodndét. Kvasni¢ny autolyzat mal prekvapivo negativny vplyv na
produkciu polyméru (pravdepodobne mala baktéria dostatocny prisun zivin a nemala potrebu
syntetizovat’ zasobny polymér — podobne ako to vyslo vkap. 5.2.3. pri kultivacii
B.megaterium na LB médiu).

U ostatnych ~ parametrov — pridavok dusi¢nanov, fosforecnanov a horcika, nebol
preukdzany vyznamny vplyv na rast a produkciu.
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5.4.5. Optimalizacia riedenia srvatky

Na zdklade vyhodnotenia Statistického modelu Plackett-Burman sa otestovali rézne
riedenia srvatky zalozené na koncentracii laktézy. Povodna koncentracia bola stanovena na
40 g/1 laktézy. Postupnym riedenim s destilovanou vodou sa ziskali koncentracie 30, 20, 10
a 5 g/l. Kultivacia B.megaterium prebiehala za Standardnych podmienok s pridavkom MnSOy.

Tab. 51: Rast aprodukcia PHB baktériou B.megaterium na riedenej srvatke s odliSnou
koncentraciou laktézy vo vyslednom médiu.

Médium  Laktoza (g/l) X (g/) PHB (g/l) PHB (%)
1 5 0,693 + 0,022 0,081 + 0,006 11,71
2 10 0,779 + 0,097 0,118 £ 0,044 15,12
3 20 1,688+ 0,016 0,533 +0,021 31,60
4 30 1,198+ 0,056 0,216 + 0,034 18,00
5 40 1,005+ 0,026 0,054 £ 0,027 5,41
Graf 29: Narast biomasy a produkcia PHB na riedenej srvatke.
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Maximalny rast biomasy bol stanoveny na riedenej srvatke (50:50) s 20 g/l laktdzy.
Produkcia polyméru dosiahla 32 % z obsahu biomasy pri vytazku 1,7 g/l bunkovej hmoty.
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6. ZAVER

Predlozena diplomova praca bola zamerand na Stadium produkcie polyhydroxybutyratu
u vybranych bakteridlnych kmenov — Bacillus megaterium, Azotobacter vinelandii, Wautersia
eutropha a Azohydromonas lata. Cielom bolo vhodnou modifikaciou kultivacnych
podmienok dosiahnut’ maximalny obsah PHB v bunkach.

V prvej Casti boli porovnané moznosti analyzy PHB z dovodu vhodného vyberu metody
pre d’alSie experimenty. Znac¢nd miera nepresnosti bola zistend pri UV spektrofotometrii
(stanovenych 95 % PHB z biomasy), rychlej ana zariadenia nenarocnej metody. Pricina
pramenila v interferencii ostatnych zloziek biomasy, ktoré absorbovali pri rovnakej vinovej
dizke ako PHB. Tieto zloZky je potrebné oddelit’ od analytu, a to zaradenim separa&ného
kroku pred UV detekciou. Preto bola d’alej testovana HPLC analyza PHB s UV detekciou,
ktorou sa oddelil Cisty analyt od absorbujucich primesi a vo vysledku bol namerany redlny
obsah PHB predstavujuci 60 % z obsahu biomasy. Ako d’alSia mozna metoda stanovenia PHA
bola testovana plynovd chromatografia GC/FID, kde presnost detekcie PHB bola
porovnatel'na s HPLC metdédou. Aj ked’ priprava vzoriek pre analyzu GC vyzadovala
derivatizaciu, bola nakoniec tdto metdda pouzivana ku vSetkym analyzam v predloZenej préci.
Jedna sa o najviac citovani metodu stanovenia obsahu PHB v bunkach vo vicsine publikacii
a navySe bolo mozné vyuzivat’ autosampler a tym usetrit’ Cas potrebny na analyzu.

V prvej casti experimentov bola sledovand biosyntéza PHB v priebehu kultivacie
bakteridlnej kultiry Bacillus megaterium na réznych médiach. Na syntetickom médiu bol
najvyssi rast dosiahnuty v 20. hodine — podiel PHB tvoril 21 % z 1,8 g/l biomasy. ZvySenie
produkcie nastalo prevedenim buniek v stacionarnej faze rastu do limitovaného média so
znizenym obsahom dusika (24 % z 1,5 g/l biomasy). Limitacia fosforom a kombinacia
limitacie oboch faktorov len mierne zvysila produkciu polyméru, a to na tkor rastu buniek.
Vychéadzajac z domnienky, ze baktérie reaguju na stres zvySenou syntézou zasobnych latok,
boli do syntetického média pridané rozne stresové faktory (peroxid vodiku, etanol, NaCl a 1.).
Jedine etanol stimuloval produkciu PHB, prekvapivo spojent s narastom biomasy
(v porovnané s kontrolnou kultiviciou bez stresu). Efekt etanolu bol pravdepodobne
spdsobeny pozitivnym vplyvom na regulaciu metabolickej drahy syntézy PHB na enzymove;j
urovni.

V d’alsom kroku bolo pre kultivaciu B. megaterium testované BM médium obsahujice
misovy extrakt a peptdn. Prvotné kultivacie vykazovali pomerne nizke produkcie, ale po
optimalizacii zlozenia média spojenej s pridavkom jednoduchého zdroja uhlika — glukozy, bol
ziskany 50 % narast biomasy oproti syntetickému médiu s maximom rastu v 25. hodine.
Vytazok PHB prekrocil hodnotu 1 g/l. Testovana limitacia kyslikom v BM médiu
predstavovala dolezity regula¢ny parameter kultivicie aerdbnej baktérie B.megaterium.
V zavere bola sledovana schopnost’ baktérie utilizovat’ r6zne substraty. Vyznamny nérast bol
zaznamenany na glukdze, xyloze a maltdze.

Druhym mikroorganizmom zvolenym pre kultivacie za ucelom produkcie PHB bol
bakteridlny kmeni Azotobacter vinelandii vyuzivany k priemyselnej produkcii alginatu a PHA.
Tato baktéria je zaujimava svojou schopnostou syntetizovat' kopolymér P(HB-co-HV).
Syntéza kopolyméru bola sledovand na Burkovom médiu s obsahom glukézy 30 g/l,
vybranom po selektivnej kultivacii na réznych médidch s optimalizaciou obsahu substratu.
Baktéria A.vinelandii je schopnda viazat' vzduSny dusik, preto sa v zloZzeni Burkovho média
ziaden nenachadzal a vyvoj bol tak cela dobu kultivacie limitovany obsahom dusika vo
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vzduchu nad médiom. Obsah biomasy sa zvySoval az k 100. hodine rastu (3 g/l), oproti
miernemu poklesu koncentracie PHB — maximum 47 % v 90. hodine kultivacie.

Pridavok stresovych faktorov (NaCl, etanol, H,O,) do média navys$il produkciu
P(HB-co-HV) takmer o polovicu (54 % vpripade 3 mM H,0;) oproti nestresovanej
kultivécii, a prave peroxid vodika najviac ovplyvnil produkciu kopolyméru — 45 % z 2,6 g/l
kultary. To, Ze jednoducha aplikacia lacného stresového faktora takto vyznamne navysi
produkciu PHB, mdéze byt zékladom vyvoja novej fermentacnej stratégie, ktord moze
umoznit’ efektivnejSiu biosynteticki vyrobu PHA, ¢o by viedlo k poklesu ceny tychto
materidlov. Rast A.vinelandii na rozdielnych substratoch poukdzal na moznost' vyuzitia
odpadnych produktov obsahujucich najmid maltozu, fruktézu ¢i sacharézu (v porovnani
s kultivaciou na glukéze).

V poslednej etape experimentov bol na kultivaciu so zameranim na biosyntézu PHB
testovany odpadny produkt vyroby syra — srvatka. Analyza zlozenia potvrdila dostato¢ny
obsah latok dolezitych pre rast baktérii (dusik 0,12 %, fosfor 63 mg/l, laktéza 40g/l).
Porovnanie rastu a produkcie PHA u Styroch bakteridlnych kultir na upravenej a neupravene;j
srvatke viedlo k zisteniu, ze vhodnym kmeniom schopnym rast’ na laktéze a dostato¢ne
produkovat’ PHB je Bacillus megaterium. K navyseniu produkcie polyméru bolo potrebné
upravit’ zloZenie srvatkového média. Optimalizdcia bola vykonand pomocou Statistickej
metddy Plackett-Burman [17]. Vyznamny negativny vplyv na rast aj produkciu mala vyssia
koncentracia srvatky. Poslednym experimentom bolo teda optimalizované riedenie srvatky.
Kultivacia B.megaterium na srvatke zriedenej destilovanou vodou 50:50 (laktoza 20 g/1)
priniesla vytazok 31 % PHB z biomasy. Najvyssi vytazok dosiahnuty pri kultivécii na srvatke
bol 1,061 g/l PHB (35 % z obsahu biomasy). Tato hodnota je porovnatel'na s vytazkami
dosiahnutymi pri kultivacii na nepomerne drahSom BM médiu obohatenom o 8 g/l glukézy.
Vyuzitie odpadnych substratov tak moze vyrazne prispiet’ k poklesu cien PHA.

Srvatka by v buducnosti mohla zastupit’ drahé substraty pouzivané na kultivaciu baktérii
v priemyselnej produkcii polyhydroxybutyratu. Vhodnou aplikdciou lacného stresového
faktoru, napr. v pripade bakteridlnej kultury Bacillus megaterium pridavok etanolu, by bolo
mozné stimulovat’ syntézu polyméru pri raste na srvatke, ¢im sa vysledné naklady opédt’ mizu
zniZit' a cena komercného PHB by mohla byt postupne konkurencieschopnd dneSnym
petrochemickym polymérom.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

PHA

PHB
P(HB-co-HV)
3HB

3HV

SCL PHB
MCL PHB
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N 2 2 2R

Polyhydroxyalkanoates (polyhroxyalkanoaty)
Polyhydroxybutyrate (polyhydroxybutyrat)
Poly(hydroxybutyrate-co-hydroxybutyrate)
3-hydroxybutyrate

3-hydroxyvalerate

Short-Chain-Lenght Polyhydroxybutyrate
Medium-Chain-Lenght Polyhydroxybutyrate



