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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na studium biodegradace polyhydroxyalkanoati, konkrétné
polymeru polyhydroxybutyratu. Prvni cast prace se zabyva studiem biodegradace
polyhydroxybutyratu ve formé PHB prasku a PHB f6lie pomoci vybranych druhii
mikroorganismti z ftad bakterii, kvasinek a plisni. Jako zastupce bakterii byl vybran
mikroorganismus Delftia acidovorans, z fad kvasinek Aureobasidium pullulans a ze zastupcti
plisni Aspergillus fumigatus. Aktivita extracelularni PHB depolymerazy byla analyzovana
turbidemitrickym méfenim suspenze PHB granuli. Zaroven byla stanovena hodnota pH a
teplotniho optima jednotlivych PHB depolymeraz. Z vysledki vyplyva, ze bakterie
D. acidovorans dokéaze castetné degradovat PHB, naopak kvasinka A. pullulans nedokéaze
PHB ucinné¢ degradovat. Nejvyraznéjsi degradacni schopnost vykazovala plisen
A. fumigatus, kterda PHB kompletné degradovala vramci daného testu. Extraceluldrni
enzymy exprimované témito mikroorganismy pii kultivaci na PHB jako jediném zdroji
uhliku byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Druh4 ¢ast prace se zabyva biodegradaci PHB ve form¢ PHB folie, PHB tvrzené folie a
PHB Nanoul textilie v ramci standardniho kompostovaciho testu. Polosucha kultivace
podavala pozitivni vysledky, kdy vintervalu od 14. dni do dvou mésici byly zcela
biodegradovany vSechny formy pouzitych PHB. Co se ty¢e polosuché kultivace, byla touto
metodou jest¢ studovana mira biodegradace polyuretanovych elastomer, kde ¢ast
polyesterového polyolu byla nahrazena PHB (PU-PHB). Testovany byly vzorky obsahujici
komercni PHB od firmy Sigma a vzorky s PHB pfipravené na Fakult¢ chemické VUT
v Bmé. Jednotlivé vzorky se navic liSily rozdilnou koncentraci dispergovaného PHB (1 %,
5% a 10 %) v polyuretanu. Na konci kultivace, kterd trvala dva mésice, byly zjistovany
mechanické zmény materidlu v tahu, U¢innost biodegradace vdzkovou analyzou a zména
povrchu materidlu analyzou mikroskopickou.

Klicova slova:

Biodegradace, polyestery, PHA, PHB, PU-PHB, Delftia acidovorans, Aureobasidium
pullulans, Aspergillus fumigatus



ABSTRACT

The master‘s thesis is focused on the study of biodegradation of polyhydroxyalkanoates,
namely polymer polyhydroxybutyrate. The first part of the thesis is focused on the study of
biodegradation of polyhydroxybutyrate in the form of crystalline granules of PHB and PHB
films using selected species of microorganisms from bacteria, yeasts and fungi. As a
representative of bacteria was chosen microorganism Delftia acidorovans, as yeast was
selected Aureobasidium pullulans and Aspergillus fumigatus as fungi. PHB depolymerase
activity was measured employing turbidemtiric method with suspension of PHB granules as
substrate. The results showed that D. acidorovans can partially degrade PHB. On the
contrary A. pullulans cannot effectively degrade PHB. The most significant degradation
ability revealed A. fumigatus, which was able to degrade PHB completely. Extracellular
enzymes excreted by these microorganisms when cultivated on PHB materials as sole carbon
sources were analyzed by SDS-PAGE.

The second part of the thesis deals with the biodegradation of PHB in the form of PHB
film, PHB hardened foil and PHB Nanoul fabric using standard composting test. Semi-solid
cultivation showed positive results. In the interval from 14 days to two months were all
forms of the PHB completely biodegraded. With semi-solid cultivation was also studied
biodegradation rate of the polyurethane elastomeric films which were modified by partial
replacement of polyester polyol by PHB. The test samples were prepared using PHB from
Sigma and the PHB samples prepared at the Faculty of chemistry VUT. Samples with
different concentrations of the dispersed PHB (1 %, 5 % and 10 %) in the polyurethane were
also object of the study. At the end of the cultivation (after 2 months) were measured
mechanical properties in tension of the material, then efficiency of biodegradation by
gravimetric analysis and modification of the material surface by microscopic analysis.
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1 Uvod

Na celém svété se kazdy rok vyrobi ptiblizné 140 milionti tun syntetickych polymera,
které¢ jsou extrémné stabilni a perzistentni, nelze je U¢inn¢ degradovat a hromadi se v
ekosystému. [1; 2] Tyto materidly jsou vyrabéné z petrochemickych zdroji a vykazuji
vynikajici mechanické, chemické a fyzikalni vlastnosti. Dale jim jejich struktura umoziiuje
dosdhnout Siroké Skaly Gprav, co se tyce sily, elasticity a tvarti. Proto také nasly vyuziti témért
ve vSech oblastech lidské ¢innosti, jako jsou rizné oblasti primyslu, zeméd¢€lstvi, mediciny,
zivotniho prostiedi, atd. Nicméné mnoho syntetickych polymert se pouzivd pouze na
kratkodobé aplikace, jako jsou obalové materidly, komoditni a hygienické vyrobky, Cistici
prostfedky a chemikélie, z c¢ehoz zhruba 30 % vsech plastl jsou pouzivany jako obalovy
materidl. Z tohoto hojného vyuzivani syntetickych polymera vyplyva nevyhoda v hromadéni
odpadt téchto plastl. Je velmi obtizné snizit spotiebu plastovych vyrobkt vzhledem k jejich
vSestrannym vlastnostem, jedinou moznosti je bud’to recyklace ¢i spalovani, které je ale
znacné nakladné a nebezpecné, co se tyce uvolnovani Skodlivych latek do prostiedi, jako
chlorovodik ¢i kyanovodik. DalSim feSenim je mozZnost ndhrady syntetickych plasti
alternativnimi polymernimi materidly, které maji podobné vlastnosti, a které jsou
biodegradovatelné. [3; 4; 5]

Takovouto alternativou jsou mikrobiadlni polyestery, jejichz nejprozkoumanéjSim
odvétvim jsou polyhydroxyalkanoaty, které jsou zcela biosyntetické, biodegradovatelné a
netoxické a daji se vyrobit z obnovitelnych zdroji. Mikrobidlni polyestery jsou vyrdbény
velkou Skalou rtiznych mikroorganismt jako intracelularni zasoba uhliku a energie. PHA
jsou skupinou polyestert s vice nez 150 riiznymi typy monomert, které pak poskytuji rizné
vlastnosti a funkce. PHA dokdzou byt degradovany mikrobiologicky aktivnim prostfedim,
jako je kompost, pida, komundlni odpad ¢i skladky. Jelikoz mikroorganismy dokéazou
vyluCovat depolymerazy, které hydrolyzuji esterové vazby v polymeru pro produkci
monomeru a oligomert, které jsou dale metabolizovany na vodu a oxid uhli¢ity. Nevyhodou
téchto polymert je jejich vysoka vyrobni cena, ktera je v porovnani se syntetickymi plasty
mnohem vyssi. [3; 4; 2]

Cilem prace je studium biodegradabality PHB, neboli polyhydroxybutyratu pomoci
vybranych druhli mikroorganismt z tad bakterii, kvasinek a plisni, kdy jako jediny zdroj
uhliku byl poskytnut PHB material. Druhou c¢asti prace bylo studium biodegradability PHB
pomoci simulace komponovaciho procesu za piitomnosti mikroorganismii pfirozené se
vyskytujicich v piidé€ pii termofilnich podminkach.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Polyestery

Alifatické polyestery patii mezi dulezité, biokompatibilni a biodegradabilni materily,
kterym se v poslednich letech dostava nalezité pozornosti. Souc¢asné vyzkumné ¢innosti jsou
u alifatickych polyesteri zaméteny spiSe na syntézu a charakterizaci, dale také na vyvoj
polymert o ideélnich vlastnostech. [6]

Diky jejich netoxickym, dobrym izola¢nim vlastnostem a dobré termoplasticité jsou valné
vyuzivany v riznych oblastech, jako jsou napf. izolacni materialy, tmely, natérové hmoty ¢i
adheziva. [6]

Polyestery jsou polymery, ve kterych jsou monomerni jednotky spojené esterovou vazbou,
ktera je relativné snadno enzymaticky hydrolyzovatelnd. Enzymy, které jsou schopny
hydrolyzovat esterovou vazbu, se nazyvaji esterazy. [1]

Alifatické polyestery jsou syntetizovany bud’to pomoci chemické syntézy, tedy nejCasteji
polykondenzace nebo pomoci bakteridlni fermentace a nasledné produkce polymeru danym
bakteridlnim druhem.

U chemické struktury polyesterti je charakteristickym znakem pfitomnost esterové
skupiny v fetézci. Polyestery mohou byt rozdéleny do Ctyf skupin na zakladé jejich vyskytu
nebo metody ptipravy.

a) Piirozen¢ se vyskytujici polyestery —rostlinny kutin (voskovy polymer) nebo Selak

(pryskyftice obsahujici smés monoestert)

b) Mikrobiadlni  polyestery — polymery, znadmé pod pojmem PHA, tedy
polyhydroxyalkanoaty, které pouzivd bunka jako zdroj energie a zdsobarnu uhliku,
hromadi se v bunce intracelularné za neptiznivych podminek

¢) Kondenzované polyestery — polyestery pfipravené polykondenzaci

d) Polyestery syntetizované pomoci otevirani kruhu cyklického monomeru (ROP —
v angli¢tiné ring-opening polymerization) — napt. polymery B-butyrolaktonu ¢i o-
valerolaktonu [6]

Biodegradabilita alifatickych polyesterti zavisi na zdkladnim fetézci polyesteru, opakujici
se jednotce, slozeni a sekvenci, morfologii a pfitomnosti dalSich aditiv. [6; 5; 7] VéEtSina
studii je zaméfena na biodegradaci simulujicich podminek v lidském téle, kdy se predpoklada
biodegradace jednoduchou hydrolyzou ovlivnénou pfitomnosti enzymi a iontd. [6] Dalsi
vyzkum biodegradace polyesterii je zaméten na vlhkou ptdu [8; 9; 10; 11; 2; 12] ¢i sladkou
[13;2; 12; 5; 14] nebo slanou vodu. [2; 12; 5; 14]

Diky moznosti biodegradace alifatickych polyesterii jsou tyto materidly pouzivany
v mnoha odvétvich, jimiz nejzakladnéjSimi jsou biomedicinské aplikace, kdy se polyestery
na bazi kyseliny mléné pouzivaji jako biologicky resorbovatelné chirurgické stehy, protézy,
kostni Srouby ¢i zubni implantaty, nebo také jako obalovy material pro kontrolované
uvolnovani 1é¢iv, atd. Dalsi stale se rozvijejici odvétvi je vyzkum ekologickych polymert,
kter¢ by mohly najit uplatnéni i v potravindiském primyslu jako obalové materialy i
materidly pro kazdodenni pouZiti ve formé napt. ndkupnich tasek. [12; 5; 3; 15]

I pfes rozsahlé studie biosyntézy, fyzikalnich vlastnosti, biodegradace je limitujicim
faktorem polyesterii jejich cena, coz se negativné odrazi v jejich pouziti v praktickych
aplikacich. [6; 16; 17; 15; 4]
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2.1.1 PHA - polyestery mikrobialniho piivodu

Mikrobidlni polyestery vyvolaly velky zdjem hlavné diky moznosti biologické degradace
a biokompatibilité. Polyestery vznikaji Cinnosti bakterii, které jsou schopny pii zhorSenych
podminkach produkovat polyestery jako zasobu uhliku a energie. [16; 1; 14; 18; 7] Mezi
nejvice studované alifatické polyestery patii bezesporu polyhydroxyalkanoaty (PHA).

PHA jsou polyestery rtiznych hydroxyalkanoati, které mohou byt syntetizovany mnoha
gram-pozitivnimi 1 gram-negativnimi bakteriemi, z nichZ je zndmo na vice nez 75 druht.
Hlavni vyhodou PHA je ochrana zivotniho prostfedi, jelikoz dokazou byt rychle
biodegradovany za aerobnich i anaerobnich podminek. [5; 17; 15; 14] Jak jiz bylo feceno,
PHA jsou rozsahlou skélou opticky aktivnich biologickych polyesterii obsahujicich (R)-3HA
monomerni jednotky. VSechny 3-hydroxyl alkanové kyseliny jsou v konfiguraci R, diky
stereospecifit¢ PHA syntézy, coz je enzym katalyzujici polymeraci PHA. [12; 7] PHA jsou
pfirodni biologicky rozlozitelné termoplasty, které jsou syntetizovany a kumulovany
intracelularné a pfti stresovych podminkach mohou dosahovat az 90 % hmotnosti v suSing,
jakozto zasobu uhliku a energie. [5; 17; 15; 14; 19] Jiz bylo identifikovano vice nez 150
riznych monomernich jednotek a PHA, coz vytvari moznosti pro vyrobu riiznych biologicky
odbouratelnych polymertt s velikym rozsahem odlisSnych vlastnosti. [5; 16; 15; 20]
monomerni jednotky 3-hydroxybutyratu (R)-3HB. Monomery jsou polymerizovany
v zavislosti na mikroorganismu a rastovych podminkéach do vysokomolekularnich polymerta
s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 200 — 3 000 kDa, mohou nastat ale i ptipady, kdy se
pomoci rekombinantniho kmene E. coli ziskavaji i PHB o molekulové hmotnosti az 20 000
kDa. [12; 21] Dalsi ¢asto studované PHA jsou kopolymer [P(3HB-3HV)], neboli kopolymer
3HB s 3-hydroxyvaleratem 3HV. [12; 16; 15]

PHA se tvoii v bunice jako samostatné ¢astice obvykle s primérem okolo 0,2 — 0,5 um
lokalizované v cytoplasmé a byvaji jasné viditelné svételnym i elektronovym mikroskopem.

PHA jsou produkovany ze Siroké Skaly substratl, jako jsou napf. obnovitelné zdroje
(Skrob, sachardza, celuldza, triacylglyceroly) nebo fosilni zdroje (metan, mineralni olej,
hnédé uhli, cerné uhli) ¢i vedlejsi produkty potravinaiského primyslu (melasa, syrovatka,
glycerol) nebo také chemikalie (kyselina propionova, 4-hydroxy méselnd) atd. [5; 14]

Existuje mnoho typli monomernich slozek PHA, které byvaji rozdéleny do dvou skupin, a
to na ptirodniho a nepfirodniho plvodu. Pifirodni PHA se vyskytuji nahromadéné
v mikroorganismech nalezenych v environmentalnim prostfedi. Jako nejcastéjSim typem
prirodnich PHA je PHB, proto se ¢asto obecny nazev PHA odkazuje Cisté¢ na mikrobialni
polymer PHB. Patrani po novych PHA s unikatnimi vlastnostmi materidlu méa za nasledek
tvorby PHA nepftirodniho piivodu, které jsou produkovany mikroorganismy v laboratofi za
pomoci specifickych chemickych latek jako krmného substratu. [20]

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim negativem polyhydroxyalkanoati je jejich vysoka cena,
z tohoto diivodu jsou Casto syntetizovany kopolymery bud’'to obsahujici hydroxyalkanoatové
monomerni  jednotky  jiné, nez (R)-3HB nebo misenim P3HB s jinymi
polymery. [16; 6; 17; 1; 15; 4; 7]
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2.1.2 Struktura a vlastnosti PHA

R O
( ¥ I
—O—CH—-CH,; —C —
X

Obr. 1: Obecna struktura PHA [5, 7]

PHA jsou netoxické, biokompatibilni a biologicky odbouratelné termoplasty, které mohou
byt vyrobeny z obnovitelnych zdroji. Maji vysoky stupeii polymerace, jsou vysoce
krystalické, opticky aktivni, izotaktické a nerozpustné ve vod¢. Dale disponuji
piezoelektrickymi vlastnostmi. [12; 19; 3; 15]

Podle poctu uhlikid obsazenych v monomeru se PHA rozdé€luji do dvou skupin, a to
PHAgcr (small chain-length), ktery obsahuje fetézec o 3-5 atomech uhliku v monomeru a
PHA L (medium chain-length), ktery obsahuje 6 - 18 atomd uhliku. [20] Co se tedy tyce
PHB, patii do skupiny PHAgcr, jelikoz ve své monomerni struktute obsahuje 4 uhliky.

PHB izolované z bakterii maji 55-80 % krystalinity, molekuly uvnitf bakterie jsou amorfni
a existuji jako ve vod¢ nerozpustné Castice. [12; 22]

Co se tyce fyzikalnich vlastnosti, teplota skelné¢ho ptechodu PHB je okolo 4 °C, teplota
tani je kolem 180 °C. Hustota krystalické formy PHB je 1,26 g/cm’, u formy amorfni je to
1,18 g/em’. [12; 7]

Mechanické vlastnosti, jako Youngliv modul pruznosti vtahu (pomér napéti a jim
vyvolané deformace) je 3,5 GPa, pevnost v tahu 43 MPa, coz naznacuje ze PHB materialy
jsou svymi mechanickymi vlastnostmi podobné polypropylenu (PP), PHB je ale tuzsi a
kieh¢i nez PP (roztaznost PHB je 5 % u polypropylenu je to az 400 %). [12; 5; 19; 22; 18]
Z divodu kiehkosti PHB je kladen daraz na vylepSovani jeho fyzikélnich vlastnosti mnoha
zpusoby jako jsou napi. biosyntéza PHA za pomoci rekombinacnich mikroorganismu,
nejcastéji E£.coli nebo syntéza kopolymert, jako je napt. [P(3HB-3HV]. [12; 21; 5; 23]

2.13 Biosyntéza PHA

2.1.3.1 Piirodni produkce PHA

Pfiroda vyvinula né€kolik rlznych cest ke vzniku PHA. Genetické studie potvrdili, Ze
regulace tvorby PHA v buiice souvisi s podminkami riistu bakterie. Biosynteticka draha PHB
se sklada ze tii enzymatickych reakci katalyzované tfemi riznymi enzymy, viz obr. 2. Prvni
reakce se skladd z kondenzace dvou molekul acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) pfi tvorbé
acetoacetylkoenzymu A pomoci enzymu f-ketoacyl-CoA thioldzy kodované genem phbA.
Druhd reakce je redukce acetoacetyl-CoA na monomerni jednotky (R)-3-hydroxybutyryl-
CoA za pomoci NADPH dependentni acetoacetyl-CoA dehydrogendzy kodované
genem phbB. Tieti reakci je polymerizace monomernich jednotek (acyl-CoA) na PHB
pomoci P(3HB) polymerazy (PHB syntdzy), koddované genem oznacovanym jako phbC. [5]
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Obr. 2: Schéma ptirodni biosyntézy PHA [5]

2.1.3.2 Produkce PHA rekombinantni bakterii

Nekteré bakterie ptirozené produkujici PHA maji spoustu nevyhod, co se tyCe dlouhé
generaéni doby ¢i relativné nizkého teplotniho optima pro rist, Spatn€ lyzuji a disponuji
enzymy k degradaci PHA. Naopak bakterie, jakou je napt. E coli, kterd sice neni schopna
syntézy PHA, ma ale schopnost rychlého rlstu, a to i pii vyssi teploté, coz ji umozni
akumulovat velké mnoZzstvi polymeru. Navic je snadno lyzovatelna, coz Setii naklady na
Cisténi PHA granuli. Proto je kladen velky diraz na intenzivni zkouméani novych
metabolickych cest a rozSifovani moznosti k vyuzitelnosti novych substratt, aby doslo k co
nejvetsimu navySeni syntézy PHA ¢i produkei novych typt PHA.[5] Pro vysokou
produktivitu PHA byly pieneseny vysoce stabilni plazmidy obsahujici geny nutné pro
biosyntézu PHA z Alcaligenes eutrophus do E. coli. Vzhledem k tomu, Ze je E. coli schopna
utilizovat rizné zdroje uhliku vcetné glukoézy, sachardzy laktozy ¢i xylozy, je mozné snizit
naklady i na pouzitém substratu, ktery mize byt napt. melasa, syrovatka ¢i hemicelul6zové
hydrolyzaty. Tato strategie miize byt samoziejme rozsifena na témei jakékoliv bakterie, které
by produkci PHA mohli vylepsit. [5; 21; 24] Déle jsou pouzivany dva pfistupy k vyvoji
rekombinacnich kment produkujicich PHA. Prvnim je zavedeni genu pro vyuzivani levnych
substrati do kment, které jiz dokdzou syntetizovat PHA, druhou variantou je zavedeni
biosyntetickych genli do kment, které PHA syntetizovat nedokazou. V soucasné dobé
prevlada moznost druhd. [5]

2.1.3.3 Produkce PHA geneticky modifikovanymi rostlinami

Plodiny jsou schopny produkovat velké mnozstvi uziteCnych chemickych latek pfi
nakladech vyrazné nizSich, nez je tomu u bakterii nebo kvasinek. Pro produkci PHA pomoci
rostlin je nutné vytvoreni takové transgenni plodiny, ktera vedle vysokych vytézkti bude mit
normdlni rostlinné fenotypy stabilni po nékolik generaci. Vyroba PHA pomoci
modifikovanych plodin by umoznila syntézu biologickych plasti v milionovém tondznim
méfitku ve srovnani s postupy mikrobialni biotechnologie, které umoziiuje syntézu v tisici
tunovém méfitku. Na rozdil od bakterii jsou rostlinné buiiky vysoce ¢lenéné, musi proto byt
geny zodpovédné za syntézu PHA zavedeny tam, kde je vysoka koncentrace acetyl-CoA. Za
dobré plodiny schopné biosyntézy PHA jsou povazovany olejniny, jako je fepka, slunecnice

15



¢1 s6jové boby. [5] Nicméné doposud se nepodafilo pfipravit transgenni rostliny schopné
ekonomicky rentabilni produkce PHA.

2.14 Vyuziti PHA

Vzhledem ke svym vynikajicim mechanickych a tepelnym vlastnostem nasly PHA
polymery Siroké spektrum aplikaci, které 1ze zaméfit na tii hlavni oblasti, a to medicinské
aplikace, zeméd¢lské aplikace a baleni spotfebniho zbozi. [7; 15; 4]

2.1.4.1 Medicinské aplikace

V posledni dobé¢ se termin biomateridl definuje jako nezivotaschopny material pouzivany
v medicinskych aplikacich, ktery je urCen k interakci s biologickym systémem. Dulezita je
ale také jeho biokompatibilita, kterd urcuje, jak bude tkan na tento material reagovat. [7]
Vyvoj biologicky rozlozitelnych plast byl zaméten, co se ty¢e medicinskych aplikaci na:
a) Nahradu nefunkéni ¢i nemocné tkané (kloubni ndhrady, umélé srde¢ni chlopné a cévy,
rekonstrukce zubti, nahrady o¢ni cocky atd.) [7; 5; 6]
b) Pomocny material pro opravu tkané (stehy, desky pro fraktury kosti, material pro
opravu Slach a vazu atd.) [7; 5; 6]
¢) Nahrada funkci hlavnich organti (hemodialyza — ledviny, kyslikova bilance — plice,
komory srdce, perfuze — jatra atd.) [7; 5; 6]
d) Dodavka 1éciv do tela, bud'to pfimo na misto urceni (tzv. targeted delivery) nebo
fizené uvolnovani (tzv. controled release) [7; 5; 6]

2.1.4.2 Zemédélské aplikace

Biodegradabilni materidly jsou v soucasné dobé pouzivany v aplikacich, které zahrnuji
fizené uvolnovani pesticidu ¢i zivin, dale na gelové vysadby, potahy semen a také na ochranu
rostlin. [7; 5] Velkému zajmu se dostavd biodegradabilnim polymerim v problematice
zemédelskych hnojiv a nadob pro péstovani rostlin.

Pouziti mulcovacich fo6lii a plastovych nddob muze pomoci péstitelim s ristem a
mnozenim rostlin, jelikoz diky degradaci materialu v piidé¢ se vyrazné snizi ndklady na
odstrafiovani téchto materialti. Dale jsou plastové folie a nddoby idealni k zachovani vlhkosti,
zvyseni teploty ptidy, ¢imZ se zrychluje rast rostlin a dalSim pozitivem je také zabranéni
rozsifovani plevele a sekundarnimu poskozovani rostlin. Nasledné odstraiiovani materialu a
jeho likvidace je zna¢né pracna, coz pii pouziti biodegradabilniho plastu odpada. [7]

Dal$im odvétvim pouziti biodegradabilnich polymerii v zemédélstvi je pro fizené
uvoliiovani biologicky aktivnich chemickych latek k cilovému druhu rostliny a tento polymer
pak slouzi k fizeni rychlosti dodani a dobu ucinnosti chemické latky. Hlavni vyhodou je
moznost pouziti mensiho mnozstvi chemikalii a tim 1 sniZzeni vlivu na ostatni druhy rostlin,
omezeni jejich vyparovani ¢i degradaci atd. Polymerni systémy s fizenym uvoliiovanim lze
rozdélit do dvou skupin, a to bud’to dispergaci, rozpusténim ¢i zapouzdienim chemické latky
do polymeru. K uvolilovani pak dochazi pomoci difuze ¢i pomoci biologického nebo
chemického poruSeni materidlu. V druhém piipad€ polymery obsahuji u¢innou latku v ramci
sve struktury, tedy bud'to pfimo v fetézci, ¢i na postrannim fetézci polymeru. K uvolnéni pak
dochazi pomoci biologického ¢i chemického Stépeni vazeb polymerového materialu. [7]
Tento typ aplikace byl konkrétné studovan pfi fizeném uvoliiovani herbicidu ametrynu
v PHB. [25]
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2.1.4.3 Obalovy material

Fyzikalni vlastnosti obalovych polymerti jsou zna¢né ovlivnény chemickou strukturou,
molekularni hmotnosti, stupném krystalinity a podminkami zpracovani téchto polymert.
Fyzikalni vlastnosti pozadované k baleni zavisi hlavné na baleném pfedmétu a na prostiedi,
ve kterém bude pfedmét skladovan. Hlavnim cilem ve vyvoji biologicky rozlozitelnych obalt
je tedy idedlni kombinace polymert s idedlnimi vlastnostmi pro konkrétni obalovany
pfedmét ¢i potravinu. V potravinafstvi to mulze byt napiiklad potahovani potravin
pullulanem, ktery je jedly a ma velmi nizkou propustnost pro kyslik a jako vnéjsi obal vyuzit
napt. PBHB-3HV), ktery mé& dobrou pruznost a je vybornou bariérou co se tyce
vlhkosti. [7; 26; 27; 30]

2.2 Biodegradace

Jsou znamé tfi typy biologicky odbouratelnych plastd, a to fotodegradovatelné, semi-
biodegradovatelné a zcela biodegradovatelné materialy. Fotodegradovatelné plasty maji ve
sve struktufe zaClenény fotoreaktivni skupiny citlivé na svétlo, kde se pomoci ultrafialového
svétla vrozmezi tydnli az mésicli rozpadaji polymerni struktury, které mohou byt dale
degradovany piitomnymi mikroorganismy. K semi-biodegradovatelnym plastim se ftadi
takové, které¢ maji ve své strukture zakomponovany casti plné biodegradovatelného materialu
napf. Skrobu, kdy bakterie primarné biodegraduji v kopolymeru $krob a uvolni tak fragmenty
materidlu, ktery jiz zlstava nerozlozitelny. Tietim pfipadem jsou zcela biodegradovatelné
polymery, mezi néz se fadi polysacharidy, alifatické polyestery, polyhydroxyalkanoaty, ¢i
jejich kopolymery a mnoho dalsich. [5]

Biodegradace je pfirodni slozity a komplexni jev. Je definovana jako rozklad latek
plisobenim mikroorganismii, coz vede k recyklaci uhliku z organickych slou¢enin, takzvanou
mineralizaci na CO,, H,O a soli. Samotnd biodegradace je ale komplikovany proces
zahrnujici nékolik krokt, kde se mtize proces zastavit v jakékoliv fazi. Termin biodegradace
navozuje, ze by méla prevazovat biologickd Cinnost, nicméné¢ ale v pfirod¢ k rozkladu
organické hmoty spolu biotické a abiotické faktory ptsobi synergicky. Proto je velmi obtizné
tyto podminky realizovat v laboratofi, kvili obrovskému mnoZzstvi parametrd, které na
materidl ptisobi a daji se jen predvidat. Nicméné¢ je nutné schopnost biologické rozlozitelnosti
aspoii co nejlépe odhadnout. [28; 29; 4; 7]

Prvnim krokem biodegradace je tzv. biologické znehodnoceni, coz je kombinovany
ucinek mikrobidlnich kultur a abiotickych faktori, kdy se ze studovaného materialu odstépuji
malé ¢astecky. [28; 2]

DalSim krokem je depolymerizace, kdy pusobenim katalytickych prostiedka
vylu¢ovanych mikroorganismy, jako jsou enzymy a volné radikaly, které dokazou S$tépit
polymerni molekuly a snizuji tak jejich molekulovou hmotnost. Tento proces vede ke vzniku
oligomerti a monomera. [28; 2]

Tretim krokem biodegradace je tzv. asimilace, kdy jsou nékteré molekuly materidlu
rozpoznany receptory mikrobialnich bunék a mohou tak piejit pfes bunécné obaly a
plazmatickou membranu. V cytoplasmé se transportované molekuly zac¢leni do mikrobidlniho
metabolismu, ze kterych pak buiika ziskava bud'to energii, nebo je schopna produkce nové
biomasy ¢i kumuluje primarni nebo sekunddrni metabolity. Ostatni molekuly materidlu
zustavaji v extracelularnim prostoru a mohou byt jinak modifikovany. [28; 2; 12]

Poslednim krokem je faze mineralizace, kdy né€které jednoduché ¢i komplexni metabolity
mohou byt vylou€eny zpét do extracelularniho prostoru (Casto to byvaji aldehydy, terpeny,
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antibiotika, atd.). Jednoduché molekuly jako CO,, N,, CH4, H,O a rGzné soli, vzniklé
metabolismem buiiky jsou uvolnény do prostiedi. [28; 2; 4]

Mrtva biomasa ) L
Dalsi Biologické
rozklada¢i znehodnoceni
> Biodegradabilni / \
Mikrobialni  pfisobeni materidly
komunita Pumb?m Modifikace Polymerni
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l hmmaR \/
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Obr. 3: Schéma biodegradace polymeru [7]

221 Abiotické vlivy pri biodegradaci

Polymerni materidly, jez jsou vystaveny venkovnim podminkdm, jsou podrobovany
transformacim, jejichz expozici se méni jejich biodegradabilita. Ve vétsiné pripada abiotické
parametry prispivaji k oslabeni polymerni struktury a napomahaji tak samotné biodegradaci.
Tyto parametry slouzi budto synergicky s biotickymi vlivy nebo jako iniciace
biodegradac¢niho procesu. Pro dobry odhad trvanlivosti a schopnosti biodegradace je nutné
tyto abiotické vlivy taktéz zahrnout do celkového biodegradacniho procesu. [28; 2; 29; 4]

2.2.1.1 Mechanicka degradace

K mechanické degradaci mize dojit pii expozici materidlu tlaku, tahu, ¢i smykovym
silam. Casto na makroskopické trovni nemusi byt mechanicka degradace znat, staéi ale, aby
se projevila na Grovni molekularni. Mechanické faktory jako zastupce abiotickych vliva pii
biodegradaci nepievladaji, mohou ji ale iniciovat, ¢i urychlit. V polnich podminkach je
mechanické namahéani materidlu vétSinou v souladu s ostatnimi abiotickymi parametry, jako
jsou teplota, slune¢ni zafeni nebo expozice materidlu chemickym latkam. [28]
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2.2.1.2 Fotodegradace

Pokud je materidl rozlozitelny pomoci svétla, hovoii se o tomto materidlu, jako o
fotosenzibilnim. Energie fotonii slunecniho zafeni tak miize vytvaret nestabilitu riznych
molekul v materidlu. Pfenos energie mtize byt uskuteénén fotoionizaci, luminiscenci,
fluorescenci ¢i tepelnym zafenim. Kvuli této schopnosti biodegradace jsou casto
fotosenzibilni molekuldrni struktury pfidavany do materidlu zamérné, napi. kopolymeraci,
kdy tuto strategii pouzivaji vyrobci polyolefinii ke zvySeni degradace plastovych obald a
tasek. [28; 31; 32] V abiotick¢é degradaci je pusobeni svételného zafeni jednim
z nejdualezitéjsich faktort. [28; 2; 29]

2.2.1.3 Teplotni degradace

Tepelna degradace termoplastickych polymeri nastdva pii teploté tani, kdy se z pevného
polymeru stava polymer kapalny. Tato hodnota teploty je samoziejmé zavisla na molekularni
hmotnosti polymeru. Obecné ale plati, ze je okolni teplota nizsi, nez teplota tani materialu.
Teplota také muze ovlivnit uspofddani polymerniho fetézce. Naptf. u semikrystalickych
polymerti mohou nabyvat pii riznych teplotach bud’to krystalické ¢i amorfni struktury. Tyto
strukturdlni zmény probihaji pii teplotach skelného ptrechodu 7,, nad touto teplotou je
material elasticky a usnadfiuje chemickou a biologickou degradaci, pod teplotou 7, je
material velmi kiehky. [28; 2; 29]

2.2.1.4 Chemicka degradace

Chemicka pfeména je dalSim z dalezitych abiotickych faktorti pfi degradaci materidlu.
Nejcast¢jSimi latkami jsou atmosférické polutanty a agrochemikalie. Asi nejsilng;si
chemikalii navozujici degradaci polymerut je kyslik. Atmosférické formy kysliku, tedy O, a
O; napada kovalentni vazby, vznikaji tak volné radikaly. Mira oxida¢ni degradace zavisi na
struktufe polymeru. Tato oxidace miize synergicky spolupracovat na produkci volnych
radikali se svételnou degradaci. [28; 2]

Dalsim zpusobem chemické degradace je hydrolyza. Pro uskutecnéni degradace pomoci
hydrolyzy musi mit studovany polymer ve své struktufe ester, éter, anhydrid, amid atd.
Parametry nutné ke spravné degradaci jsou optimalni vodni aktivita, teplota a pH. Material,
ktery je amorfni méa vy$$i nachylnost k oxida¢ni a hydrolytické degradaci, naopak u
krystalickych materiali s dobfe organizovanou strukturou tyto struktury zabranuji Sifeni O, a
H,O a tak zna¢né omezuji chemickou degradaci. [28; 2; 12]

2.2.2 Biologické znehodnoceni

Biologické znehodnoceni je povrchova degradace upravujici mechanické, fyzikdlni a
chemické vlastnosti daného materidlu. Biologické znehodnoceni je predevsim vysledek
¢innosti mikroorganismii rostoucich na povrchu ¢i uvniti daného materialu. Mikroorganismy
degraduji materidl mechanicky nebo chemicky, ¢i pfedev§im pomoci enzymi. Mikrobialni
zastoupeni a rust zavisi na vlastnostech materidlu a na konkrétnich podminkéach prostiedi.
Mikroorganismy podilejici se na biologickém znehodnoceni jsou velmi rtznorodé od
bakterii, kvasinek a plisni pfes prvoky nebo také fasy. Casto se shlukuji a vytvaii tak
strukturu zvanou biofilm, ktery zvysuje biologické znehodnoceni materialu. [28; 29; 2]
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2.2.2.1 Fyzikalni zmény

Mikrobidlni druhy mohou pfilnout k povrchu materialu pomoci sekrece adheziva, coz je
komplexni matice zpolymerti na bazi polysacharidii a proteind, kterd méni velikost a
rozdéleni pori a méni tak stupent vlhkosti a teplotni pfenos v materialu. Odolnost a
trvanlivost materidlu jsou tedy oslabeny. Funkci tohoto adheziva je primarné ochrana
mikroorganismil proti nepfiznivym vliviim prostfedi. VIdknit¢é mikroorganismy tvoii za
neptiznivych podminek mycelia. [28; 2]

2.2.2.2 Chemické zmény

Kazdy druh mikroorganismu pfispiva k celkovému chemickému znehodnoceni materialu.
Nékteré mikroorganismy pouzivaji k degradaci anorganické slouceniny jako amoniak,
dusitany, sirovodik, thiosirany, nebo uvoliiuji chemikalie jako kyselina dusi¢na, kyselina
sirovd. Chemoorganotrofni mikroorganismy uvoliiuji organické kyseliny jako kyselinu
jantarovou, Stavelovou, citronovou, glukonovou, glutarovou, fumarovou, adipovou,
mlécnou, atd. Tyto kyseliny maji rizné zpisoby u¢inku. Nekteré reaguji se soucastmi
materidlu a zvysuji tak naruseni povrchu, dal§i mohou vézat kationty z matrice za vzniku
stabilnich komplext, v§eobecné jsou pro tvorbu komplext u¢inngjsi organické kyseliny, nez
kyseliny mineralni, neboli anorganické. [28] Nékteré mikroorganismy jsou schopny vyuzivat
tyto kyseliny jako zdroj uhliku, aby byly schopny rozsifit micelarni komplexy. [28; 33]

2.2.2.3 Enzymatické zmény

Nekteré obtizné rozlozitelné polymery, jako napi. polyuretan, polyvinylchlorid nebo
polyamid jsou predmétem mikrobidlniho enzymatického biologického znehodnoceni,
pravdépodobné pii¢inou lipaz, esteraz, ureaz a protedz. Enzymy podilejici se na biologickém
znehodnoceni ale vyzaduji pfitomnost kofaktori pro degradaci specifickych
vazeb. [28; 2; 29; 12]

Biologické znehodnoceni probihd dvéma riznymi mechanismy, a to bud’to celkovym, ¢i
povrchovym narusenim. V piipadé¢ celkového naruSeni jsou fragmenty materidlu
degradovany v celém objemu polymeru a molekularni hmotnost se méni v zavislosti na
mnozstvi rozStépenych vazeb. Tato lyza je iniciovana chemickymi slouceninami jako jsou
voda, rizné kyseliny a zasady, ¢i zafenim, nikoli vSak enzymy, jelikoz jsou pfili§ velké
k proniknuti do struktury polymeru. V ptipad€ naruseni povrchového je taktéz pozorovatelny
ubytek hmotnosti, ale molekuldrni hmotnost matrice neni vyrazné¢ zménéna. Jestli je difuze
chemikalii v materidlu rychlejsi nez Stépeni vazeb polymeru, jde o celkové naruseni, pokud
se S§tépi vazby rychleji, nez difunduji chemické latky do materidlu, jedna se o povrchové
znehodnoceni. [28; 34]

2.2.3 Depolymerizace

Depolymerace je jev nezbytny pro naslednou asimilaci. Polymery s vysokou molekulovou
hmotnosti nejsou schopné se dostat do builky pfes cytoplasmatickou membréanu, je tedy
nezbytné, aby vtéto fazi vznikly zpolymerii oligomery nebo dokonce monomery.
K dosazeni depolymerace opét zavisi na ruznych faktorech, a to podminkam tepelnym,
svételnym, chemickym, mechanickym nebo biologickym. [28; 2; 29; 12]

U biotickych faktori mikroorganismy S$tépi polymery riznymi zptisoby. Bud'to vylucu;ji
specifické hydrolytické enzymy, nebo enzymy, které generuji volné radikaly. Pii
enzymatické depolymerizaci je vyhodou velka rozmanitost a specifita, mezi jejich nevyhody
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ale patii snadné denaturace, at’ uz jde o tepelnou ¢i svételnou nebo plisobenim povrchoveé
aktivnich latek, nebo tady dalSich faktorti. [28; 2]

Enzymy se d¢li na endoenzymy (endopeptidazy, endoesterdzy) a exoenzymy.
Endoenzymy katalyzuji rozklad polymerniho fetézce podél celého materidlu, exoenzymy
katalyzuji reakce predevSim po okrajich polymerniho fetézce. Dale se enzymy déli na
konstitutivni, pficemz ty se tvoii v buiice v prubéhu celého jejiho zivota bez ohledu na
pritomnost specifického substratu, a na indukované enzymy, které se za¢nou tvofit pouze, je-
li pfitomen specificky substrat. Enzymy tedy nejsou syntetizovany okamzit¢ a je zde nutné
urcit latentni obdobi. [28; 2]

Enzymaticka depolymerizace se nejcastéji uskuteciiuje jako bud'to enzymaticka hydrolyza
(pomoci celuldz, amylaz a kutinaz), enzymaticka oxidace (oxygenazy, peroxidazy, oxidazy)
nebo radikalova oxidace (mikroorganismy schopné produkovat H,O,). [28]

224 Asimilace

Asimilace je jev, kdy uz se fragmenty materialu vzniklé predchozimi postupy dostavaji do
buiiky a zaclenuji se do jejitho metabolismu, ze kterého bunka dostava energii, elektrony a
zéakladni prvky nutné pro vytvoreni bunécné struktury, jako jsou uhlik, dusik, kyslik, fosfor a
sira. Asimilace taktéZ umoziiuje bunice rast a dale se rozmnozovat. Aby mohly byt
monomery asimilovany, musi se nejdiive dostat pfes bunénou membranu. Nekteré
monomery se pies membranu dostavaji pomoci specifickych membranovych pienasecu, jiné
molekuly, které nejsou obycejné ptes membranu propustné, nemohou byt asimilovany. Proto
musi podstoupit biotransformaci, po které jiz mohou byt pfes membranu pfeneseny. [28; 12]

V buiice jsou molekuly oxidovany pomoci katabolickych drah, produkujicich ATP
(adenosintrifosfat). V zavislosti na mikroorganismu existuji tfi katabolické drahy pro vyrobu
ATP. Jsou jimi aerobni dychéni, anaerobni dychéani a fermentace. [28; 2]

225 Metody zjistovani biodegradacni u¢innosti

Je znamo nc¢kolik metod, podle kterych mize byt posouzena biodegradacni ucinnost

studovaného materialu. Mezi nejzékladné;j$i metody patfi:

a) Hodnoceni makroskopickych zmén v materidlech —neboli zdrsnéni povrchu nebo
tvorba dér a trhlin, zména barvy nebo také dle obsahu mikroorganismt na povrchu
materialu.

b) Méfeni miry ubytku hmotnosti —tato metoda je standardizovana pro zkouSku
biologické rozlozitelnosti in situ (NF EN ISO 13432), tato metoda miry ubytku
hmotnosti ale neni pfili§ reprezentativni, jelikoz ztratu hmotnosti mohou zptisobovat i
¢asti materialu, jako jsou napt. biodegradovatelné necistoty.

¢) Zhodnoceni zmén v reologickych vlastnostech materialu — studium pevnosti v tahu,
elasti¢nosti, pruznosti atd.

d) Tvorba produktl — jako indikator degradacni u€innosti miize byt také tvorba produkta,
napf. produkce glukézy dokaze potvrdit degradaci polymernich materiali obsahujici
celulézu. [28]
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2.3 Biodegradace PHB

2.3.1 Extracelularni a intracelularni biodegradace PHB

Biodegradace PHB je hydrolyticka enzymové biodegradace. Hydrolyza je dvoustupiiovy
proces. Prvnim stupném je navazani enzymu na polymerni material, druhym stupném je
katalyza hydrolytického $tépeni. = PHB miZe byt degradovano budto plsobenim
intracelularnich nebo extracelularnich depolymerdaz z bakterii, kvasinek, ¢i plisni.
Intracelularni degradace je hydrolyza endogenni zasoby uhliku, ktery je naakumulovan uvnitt
bunky. Extracelularni degradace je vyuziti vnéj$iho zdroje uhliku. V prabéhu degradace
extracelularni enzymy rozrusSuji vazby polymeru pfi tvorbé kratkych fetézcli, jako jsou
oligomery, dimery a monomery, pro které je pro svoji velikost mnohem snazsi se dostat do
bunky pfes cytoplasmatickou membranu. Molekuly jsou pak v buiice mineralizovany na
konec¢né produkty jako CO,, H,O nebo CHy. [17; 2; 28; 19; 18]

Existuji dva typy PHB polymert, a to nativni a denaturované granule PHB. Nativni PHB
granule jsou rychle a efektivné hydrolyzovany intracelularni PHB depolymerazou.
Denaturované granule PHB, které jsou castecné krystalické, se tézko hydrolyzuji
intracelularné, mohou byt ale degradovany extracelularni PHB depolymerazou. [17; 12]

V této praci byl kladen diiraz na biodegradaci PHB pomoci extracelularnich depolymeraz.

Extracelularni PHB depolymerazy jsou vylu¢ovany fadou rtiznych mikroorganismu a hraji
tak velmi diilezitou roli v problematice Zivotniho prostiedi. [2; 12; 18] PHB depolymerazy jiz
byly izolovany z mnoha druhi mikroorganismi, jako jsou napi. Alcaligenes [35; 18],
Comamonas [13; 18] a Pseudomonas [36; 1; 18], coz poukazuje na fakt, Ze jsou v Zivotnim
prostiedi vSudyptitomné obsazeny mikroorganismy schopny PHB biodegradovat. [17; 2; 37]

Mezi dulezité¢ vlastnosti PHB depolymerdz patii jejich pomérné malou molekulovou
hmotnosti, ktera saha pod 100 kDa, dale vykazuji silnou afinitu k hydrofobnim materialim,
vykazuji pomérné velky rozsah, co se tyce jejich stability pfi urCitych parametrech jako pH
(od 5,5 — 9,8) nebo teplota ¢i iontova sila. [17; 2; 37; 19]

PHB depolymerazy jsou inhibovany serin esterdzovymi inhibitory, které se vazi na aktivni
misto enzymu a zabraiiuji tak navazani substratu. [17; 2]

2.3.2 PHAg(L depolymerazy

Vzhledem k tomu, Ze PHB je pevny polymer o vysoké molekulové hmotnosti a neni tak
schopen transportu pies bunécnou sténu, musi mikroorganismy umeét vylucovat extracelularni
PHB depolymerazu, kterd je schopna hydrolyzovat PHB na ve vodé rozpustné oligomery a
monomery. PHB depolymeraza je slozena z jediného polypeptidového fetézce s molekulovou
hmotnosti od 37 — 60 kDa. VSechny enzymy jsou tvofeny z katalytické oblasti na N-konci,
zesubstrat vazajici oblasti na C-konci a spojovaciho useku, ktery tyto dvé oblasti spojuje.
Katalyticka oblast obsahuje peptidovy lipazovy box, jako aktivni misto pro serinovou
hydrolazu. Extraceluldrni depolymerazy jsou klasifikovany do dvou typt podle rozdilu
v poloze lipazového boxu v katalytické oblasti. Enzymy typu A se lipdzovy box nachéazi ve
sttedu katalytické oblasti, zatimco enzymy B maji lipazovy box pitilehly k N-konci
(produkuje napt.: C. acidovorans). C-konocva oblast pisobi jako substrat vazajici ve vodé
nerozpustné PHB. Adsorpce depolymerazy na povrch PHB je ukazand na obr. 4. Bez C-
konce by PHB depolymerdza =ztratila hydrolytickou aktivitu smérem kve vodé
nerozpustnému PHB, pficemz by byla zachovana aktivita ve vod¢é rozpustnych
oligomeru. [12; 38]
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Obr. 4: Schéema PHB depolymerazy [38]

PHB depolymeraza jiz byla potvrzena u velkého poctu riiznych mikroorganismd, at’ uz se
j edna o G & G~ bakterie nebo aerobni ¢i anaerobni bakterie. J sou znémy i druhy plisni, které
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mikroorganismi vylu€ujicich PHAgcr depolymeréazu je obsazeno v tab. 1. [37; 15]

Tab. 1: Pfehled druhii mikroorganismu syntetizujicich PHAgcr depolymerazu

Charakteristika mikroorganismu | Druh mikroorganismu
G” aerobni bakterie Alcaligenes sp., Comamonas sp., Pseudomonas sp.
G+ aerobni bakterie Streptomyces exfoliatus
Anaerobni bakterie Ilyobacter delafieldi
Plisné Amycolatopsis, Fusarium, Penicilium sp.
233 Metody pro zjiStovani aktivity PHB depolymerazy

Existuje nékolik moZznosti stanoveni aktivity PHB depolymerazy [19], z nichz nejvétsi
zastoupeni maji metody méfeni zdkalu suspenze PHB granuli. Primér granule se kvili
hydrolyze zmenSuje, coz zplsobi pokles optické hustoty suspenze PHB. Tato metoda je
citlivda a snadno proveditelnd. Nicméné testy pomoci méfeni turbidity jsou limitovany
fedénim roztoku PHB granuli. Jako duasledek nizké koncentrace PHB granuli je zména
koncentrace substratu velmi vysokd a muze tak dochdzet k nepfesnému zjisténi PHB
polymerdzové aktivity. [19]

Druhou metodou stanovovani enzymové aktivity jiz neni méfeni ubytku substratu, nybrz
narist produktu, ktery je opét detekovany spektrofotometricky. Principem stanoveni aktivity
je Stépeni esterovych vazeb p-nitrofenylalkanoatu za vzniku 4-nitrofenolu, ktery ma zluté
zbarveni a absorbuje pifi 410nm. Tato metoda je snadno proveditelnd a
citliva. [39; 40; 41; 42; 19]

Alternativou k méfeni zékalu je métfeni Uibytku hmotnosti. Tato metoda je vhodné pro
makroskopické vzorky, nevyhodou této metody je delsi ¢asovy horizont od hodin az po dny,
neni proto tato metoda vhodna k rychlému stanoveni obsahu PHB depolymerazové ¢innosti.
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Uvolnény monomer 3HB je mozné méfit spektrofotometricky pii 210 nm. Tato metoda ma
ale nizkou citlivost, neumoznuje on-line detekci aktivity, nebo miize byt omezena pouze na
urcitou oblast povrchu materialu. Dale také citlivost snizuji necistoty, které také absorbuji
svétlo o vlnové délce 210 nm. [19]

Dalsi metodou je kvantifikace monomeru 3HB pomoci NADPH dependentni acetoacetyl-
CoA dehydrogenazy, tato metoda je ale Casové narocnd, umoznuje pouze detekci
monomernich jednotek a opét neposkytuje on-line informace o hydrolyze. 3HB oligomery
mohou byt nepfimo stanoveny bud’to chemickym S§tépenim oligomerti za pomoci alkalii nebo
enzymatickou hydrolyzou pomoci 3HB oligomerni hydrolazy. [19; 23; 43]

Dalsi vhodnou metodou pfimého stanoveni obsahu PHA depolymerazové aktivity je
stanoveni uvolnéné kyseliny v testovacim systému bez pouziti pufru. Pro kazdou
hydrolyzovanou esterovou vazbu se odstépi karboxylova kyselina, ktera snizuje pH roztoku,
které se pomoci automatického titratoru udrzuje pii konstantni hodnoté pH piidavkem
NaOH. Spotfebovany objem NaOH je pfimo umérny cinnosti depolymerdzové aktivity
pokud je pH vyrazné vyssi nez pK, produkované kyseliny. Metoda je velmi citliva a odhaluje
i velmi pomalé hydrolyzy. Dalsi vyhodou je moznost poskytovani on-line informaci.
Nevyhodou je nutnost vlastnit zafizeni pro udrzeni pH vroztoku a ktomu urceny
software. [19]

Nékteré metody pouzivaji pro zaznam degradace elektronovy mikroskop, 'H-NMR, *C-
NMR, nicméné pro bézné testovani nejsou tyto metody pfili§ vhodné. [19]

Pro stanoveni aktivity PHB depolymerdzy existuji i metody nepiimé, kde se sleduje
kvalitativni depolymerdzova aktivita, jako napf. barveni kolonii hydrofobnimi barvivy. Tato
metoda ale neni vhodna na rutinni testy na PHB depolymerazovou ¢innost. [19]

2.3.4 Metody kultivace mikroorganismu pro produkci PHB depolymeraz

Jsou znadmy tfi rizné metody kultivace mikroorganismu, které se 1isi hlavné tim, jestli
probihaji v homogennim, ¢i heterogennim prostiedi. Jsou to kultivace submerzni, polosucha
a povrchova.

2.3.5 Submerzni kultivace

Kultivace, ktera byva oznacovana jako ,.,homogenni* kultivace. Ve skute¢nosti vSak nikdy
nelze dosahnout homogenniho prostiedi, uz jen pfitomnosti mikroorganismt. Tato kultivace
se vyznacuje dobrym promichavanim kapalného média, Casto se proto pouziva k aerobni
kultivaci, kdy je michdnim podpofena aerace média.

Submerzni kultivace probiha v malém laboratornim métitku na tfepackach, kdy je po
celou dobu kultivace médium promichavano, a tak dosazeno nejen dobré aerace, ale také
dispergace zivin v celém médiu a déle je eliminovana sedimentace narostlé kultury, coz jsou
idedlni podminky pro rGst mikroorganismi. Pfi pouziti termostatované tfepacky je dale
mozné nastavit teplotu, pii které ma dany mikroorganismus idealni podminky pro rust.

Submerzni kultivace déale umozniuje testovani produkce mikrobidlnich metaboliti
kvalitativné 1 kvantitativné, lze velmi efektivné a rychle regulovat pfipadné zmény napf.
zmény pH, aerace, pfidavky potfebnych ¢inidel, induktorti, opakované vyuziti biomasy, atd.
Hojné je submerzni kultivace vyuzivana pro ptipravu inokula.

Nevyhody submerzni kultivace jsou hlavné vysoké ndklady, jak energetické, tak i na
média i zarizeni. [44]
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2.3.6 Polosucha kultivace

Heterogenni kultivace, ktera se vyznacuje riistem mikroorganismi na tuhém, organickém,
témét bezvodém substratu. Tento typ kultivace je tradi€né pouzivan v Asii, napf. pro
produkci syri, hub, atd.

U polosuch¢ kultivace nelze efektivné promichavat médium. Z ¢ehoz vyplyvaji hlavni
negativa této metody. Je zde problém udrzet konstantni teplotu a vlhkost, ¢i zajistit kontrolu
teploty, co se tyCe zahfivani média ¢i kontrolu vlhkosti. Z diivodu nepromichdvani média
neni mozné v prabehu kultivace provadéet radikalni zmény, napt. zménu pH, ¢i pridavek zivin
¢i jinych potfebnych Cinidel. Dale je velmi obtizné zajistit dobrou aeraci média. Dalsi
nevyhodou této kultivace je pomalejsi rast biomasy, velké problémy mitize zplsobovat
nachylnost k mikrobialni kontaminaci. Dal§i nevyhodou je nutnost pouziti kultur, které jsou
tolerantni k niz$i vodni aktivité a rychlym zménam prostiedi, jako je napft. teplota. Nejcastéji
jsou u polosuché¢ kultivace pouzivany kultury smésné.

Vyhody polosuché kultivace jsou vysoké produktivity, nizkd cena média a nizké naklady,
co se tyce zafizeni, dale také nizké energetické naroky a jednoducha technologie.

Polosucha kultivace se vyuziva pro simulaci kompostu ¢i silazi v laboratornim méfitku.
Nejznamé;jsi aplikace polosuché kultivace je pro péstovani Hlivy ustiicné, ¢i Zampiond. [44]

2.3.7 Povrchova kultivace

Kultivace na tuhych médiich ptfedstavuje riist mikroorganismu nejcastéji na vyzivném
tuhém médiu obsahujici jako zesitovadlo agar. Stejné jako u polosuché kultivace neni mozné
médium promichévat, ani provadét radikdlni zmény v prabéhu kultivace. Povrchova
kultivace se ale nejcastéji pouziva pro izolaci Cistych kultur. Nejcastéji pouzivanou metodou
pro mnozeni, izolaci i uchovu je tzv. kiizovy roztér, kdy se kultura nanasi pomoci
mikrobialni klicky na agarovou plotnu. Také tato metoda umoziuje makroskopickou detekci
vyselektovanych kultur. Déle se povrchova kultivace velmi hojné pouziva pro uchovavani
kultur pfi teplotach pod 4 °C. Dale se G¢inné pouziva pro testovani produkce mikrobialnich
metabolitl makroskopickou detekci (napt. acid zony).

Mezi vyhody této metody patii jeji nenaro€nost, rychlost a nizké naklady. [44]

24 Bakterie Delftia acidovorans

Delftia acidovorans, diive nazyvana Pseudomonas acidovorans nebo také Comamonas
acidovorans je gram-negativni bakterie. Je striktné aerobni, nefermentativni a chemo-
organotrofni. Kolonie tvoii kulovité shladkym ¢i drsnym povrchem, tvar bunck je
tyCinkovity. Je typicky nepigmentovand, kolonie jsou tedy obvykle bezbarvé, ale ziidka
vykazuji tmavé hnédou barvu. Optimalni podminky pro rist jsou 30 °C. D. acidovorans je
povazovana za nepatogenni mikroorganismus. [45; 46; 47]
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D. acidovorans je neobvykla v tom, Ze neni schopna rist na jednoduchych cukrech, jako
substratu, jelikoz nema schopnost produkce enzymu glukosadehydrogenasa. Misto toho jsou
pro optimalni riist dilezité substraty jako aminokyseliny, pepton ¢i jiné organické kyseliny.
Kwvili této neschopnosti rastu na jednoduchych cukrech, vyzaduje selektivni obohacené
médium. [45]

D. acidovorans je vsudyptitomna bakterie vyskytujici se bézn¢ v pade, blate a vodé
dokonce 1 v oleji, rop¢ ¢i odpadnich vodéach. Izolovana byla i1 z dfevénych tiisek a poté
studovana pro schopnost biodegradace ligninu. Déle byla potvrzena degradacni uGc¢innost
nenasycenych karboxylovych kyselin, aromatickych kyselin ¢i sterolu a PHB, kdy specidlné
u PHB je bakterie schopna jej intracelularné akumulovat a déle je schopna i extracelularni
produkce PHB degradujicich enzymt, tzv. PHB depolymeraz . [45; 46; 13; 18]

2.5 Kvasinka Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans je kvasinka, kterd svymi vlastnostmi pfipominé vlaknitou houbu.
Je taktéz znama jako Cerna kvasinka, kvili produkci melaninu. U této kvasinky jsou znamy
tfti charakteristick¢ formy, a to budto jako prodlouzené rozvétvené vlakna, nebo jako
chlamydospory a jako tfeti mensi eliptické kvasinkové bunky. V pocatecni fazi rastu byvaji
kolonie zbarveny do zluta, nebo jsou krémové, svétle rizové, ¢i svétle hnéde. V pozdejsi fazi
rustu kolonie zaCinaji Cernat kvuli produkci chlamydospor, které jsou svym cernym
zbarvenim charakteristické. [48; 49; 50; 51]
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Obr. 6: A. pullulans na agarové plotné¢ a pod mikroskopem [52]

Z ekologického hlediska jsou kmeny A. pullulans téméef vSudyptitomné. Vyskytuje se
predev§im v potravindch, pad¢é, a to i1 vCetn¢ Antarktidy, dale také ve vodé, dievu,
v rostlindch, na skalach a jeji vyskyt byl potvrzen i1 na véapenci. Dale bylo zjiSténo, Ze se
nachazi 1 v podminkach s vysokym obsahem soli, jako jsou hluboké moie i1 pobiezni
vody. [48; 50; 53]

V biotechnologii se pouziva hlavné k produkci pullulanu. Déle se pouziva jako indikator
kvality ovzdusi, nebot’ mize byt obsazena i v prachu. [48; 50; 53]

Kvasinka roste pii 2-35 °C, kdy optimdlni teplota je 25 °C, n¢které kmeny mohou byt
schopné rastu ale i pfi -8 °C, coZ je potvrzeno izolaci 4. pullulans ze zmrazenych potravin,
kdy pfi téchto teplotach stale dochazelo ke znehodnoceni. Co se tyCe pH, A. pullulans pii
nizkém pH roste do mycelia, pfi vy$s§im pH okolo 6 roste jako kvasinka. Vyroba pullulanu se
obvykle provadi u pH 2. [50]

A. pullulans muze u citlivych jedincti vyvolavat respiracni problémy, které mohou vyustit
az v zanétlivé onemocnéni zapal plic Ci pii dlouhodobéjsi expozici az v astma. [50]

2.6 Plisen Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus je vlaknita houba, ktera tvofi sametové, namodralé kolonie tvofici
charakteristické sloupce kulovitych konidii o priméru 2,5-3 um, které se bez problému S§iti
vzduchem. 4. fumigatus je termofilni pliseni, kdy jeho minimalni teplota rtstu je okolo 12 °C,
optimalni teplota se pohybuje okolo 40-42 °C, rast této plisné byl ale potvrzen 1 pti 55 °C. Ke
svému rustu potfebuje nizsi vodni aktivitu okolo 0,78 - 0,88. [49; 50; 54]
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Obr. 7: A. fumigatus na agarové plotné a pod mikroskopem [55]

Z ekologického hlediska je hlavnim vyskytem opét vSudyptitomné plisné A4. fumigatus
hnijici vegetace, ve které zplsobuje spontanni zahiivani, ¢i v produktech, které byly
podrobeny ohfevu nebo jinému tepelnému poskozeni. Jako potravinové zdroje obsahujici
A. fumigatus byly potvrzeny kakaové boby v pribéhu fermentace a po fermentaci, olejnata
semena, obili, kofeni a ve vejcich ¢i ofechach, dale také na masnych vyrobcich. Nejvétsi
vyskyt je zejména v tropech kvili jeho termofilité. A. fumigatus byl taktéz oznalen jako
davod ,,Rio* off-flavouru kavy. [49; 50; 56]

A. fumigatus je dulezitym primarnim spotfebitelem v procesu kompostovani, ve kterém
hraje hlavni roli vrecyklaci uhliku a dusiku. V tomto nehostinném prostiedi je plisen
vystavena riznym stresorim, jako nutriéni omezeni, vykyvy teplot nebo pH. V souvislosti
s ptizpiisobenim se ziskal A. fumigatus ¢etné metabolické a fyziologické vlastnosti, které¢ mu
pomdhaji v adaptaci. Naptiklad termotolerance plisn¢ zplsobuje rychly a silny rist i
v teplejSich podminkéch, coz piispiva k jeho vyskytu jako pftilezitostny patogen a zptisobovat
onemocnéni u jedinct s imunodeficitem, kdy poté zplsobuje infekei v plicich. Rozmnozuje
se bezpohlavnimi vytrusy zvanymi konidie. [56]
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Cil prace

1) ReserSe na téma biodegradabilita polymernich materialti se zamétenim na polyestery

2) Zavedeni experimentalnich testii pro posouzeni biodegradability materidlu

3) Ovéteni biodegradability polyhydroxyalkanoatii s ohledem na zptsob jejich
technologického zpracovani
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje, bakterialni kultury a typy PHB

Pro diplomovou praci byly vSechny pouzité¢ chemikalie v Cistoté p.a. nebo vyssi.

4.1.1 Kultury mikroorganismu

Delftia acidovorans CCM 283 z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v
Brné¢

Aureobasidium pullulans CCM 8182 z Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy univerzity
v Brné

Aureobasidium pullulans CCM F-148 zceské sbirky mikroorganismi Masarykovy
univerzity v Brn¢

Aureobasidium pullulans CCY 027-001-115 ze Slovenské sbirky mikroorganismli Culture
Collection of Yeasts

Aspergillus fumigatus izolovany na Fakulté chemické VUT v Brn¢

4.1.2 Typy PHB

PHB prasek

PHB folie

PHB tvrzena folie

PHB textilie Nanoul

PU-PHB od firmy Sigma Aldrich

PU-PHB piipraveny na fakulté chemické VUT v Brné

4.1.3 Pristroje

ELISA ReaderBioTek ELx808Biotek (DE)

Elektroforetickd aparatura P9DS (Owel Separation Systems, USA)
Laminarni box Aura mini (Bioair Instruments, UK)

Mikroskop Intraco Micro LM 666 PC/e0 40x-1600x LED (CR)
Termostatovana tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (CR)
Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline
Ultrazvukova 1azeiPS02000 (CR)

Mikrocentrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen (SRN)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen, (DE)

Centrifuga Laboratotzentrifugen 3-15,Sigma (DE)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

pH metrSENSODIRECT pH200, Lovibond (UK)

Termostat IP 60, LTE Scientific, (Némecko)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

4.2 Priprava PHB materiali

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace bylo pouzito pét druhit PHB materiald. Pro
degradaci za pouziti znamych druhti mikroorganismil bylo pracovano s PHB praskem a PHB
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folii, u studia biodegradace pomoci ptirozené se vyskytujicich mikroorganismt v kompostu
byly pouzity PHB folie, PHB tvrzena folie, PHB textilie Nanoul a kopolymer PU-PHB.

4.2.1 Piiprava krystalickych PHB granuli

Krystalické granule PHB byly pouzivany z komeréné dostupného PHB (Biomer) ve formé
prasku. Tento PHB prések byl podle potieby dispergovan v nalezitém pufru (20 mM
fosfatovém o pH 4, 6, 7, 8 nebo 10 ¢i 50 mM Tris-HCI pfti stejnych hodnotach pH) a
homogenizace probihala pomoci ultrazvuku po dobu 1 minuty, pfi vlozené energii okolo
10 kJ.

4.2.2 Priprava PHB folie

1 g PHB prasku byl pfidan ke 40 ml chloroformu a ponechan ve vodni lazni pii 60 °C do
uplného rozpusténi PHB. Poté bylo vzdy 5 ml roztoku napipetovano do Cistych Petriho misek
a ponechano pfes noc v digestofi pro odpareni rozpoustédla. Po dokonalém odpateni byly
folie zvazeny a vyfoceny a pouzity k testovani enzymové aktivity.

4.2.3 Priprava PHB tvrzené folie

Tvrzena folie byla pfipravena metodou extruze pracovniky Ustavu chemie materialt
Fakulty chemick¢é VUT v Brné. Jako vstupni surovina poslouzil PHB materidl
naprodukovany bakterialni kulturou Cupriavidus nestor H16 s vyuzitim odpadniho
fritovaciho oleje jako substratu.

4.2.4 Priprava Nanoul textilie

Textilie na bazi nanovldken byla pfipravena ve spolupraci s Technickou univerzitou
v Liberci na pfistroji Nanospider. Vstupni surovinou byl taktéZ materidl naprodukovany
bakteridlni kulturou Cupriavidus necator H16 s vyuzitim odpadniho fritovaciho oleje jako
substratu.

4.2.5 Priprava kopolymeru PU-PHB

Posledni testovany material byl pfipraven pracovniky Ustavu chemie materialti Fakulty
chemické VUT v Brné. Jednalo se o polyuretan, kdy cast polyesterového polyolu byla
nahrazena PHB. Detailni popis syntézy materidld a stejné tak i1 jejich mechanickych
vlastnosti je shrnut v publikaci. [57]

4.3 Submerzni kultivace za pouZiti vybranych druhi mikroorganismi

Jako prvni ¢ast experimentalniho vyzkumu byla studovana schopnost biodegradace PHB
za pomoci submerzni kultivace specifickych druhti mikroorganismii, konkrétné¢ vzdy jeden
zastupce z bakterii, kvasinek a plisni. Jako zastupce bakterii byla vybrana Delftia
acidovorans, za kvasinky tii razné kmeny Aureobasidia pullulans a za plisn¢ Aspergillus
fumigatus, kdy jako zasobni latky uhliku byly pouzity PHB folie, ¢i PHB prasek.

4.3.1 Submerzni kultivace bakterie Delftia acidovorans

Pti submerzni kultivaci bakterie D. acidovorans byly pouzity jako zasobni latky uhliku jak
PHB folie, tak PHB prasek. Média urcend ke kultivaci byla zao¢kovana z inokula obsahujici
adaptovanou kulturu bakterie D. acidovorans.

Pro ptipravu inokula bylo pfipraveno médium viz tab 2.
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Tab. 2: Slozeni zZivného média pro pfipravu inokula bakterie D. acidovorans

Chemikalie c [g/l]
KH2PO4 2,5
Triptone water 10
Soéjovy pepton 3
Glukoza 2,5
Destilovana voda 1000 ml

Kultura bakterie D. acidovorans byla dlouhodobé uchovavana v lednici na Petriho
miskéach obsahujici pevné médium Tryptone Soya broth. Inokulum bylo pfipraveno tak, Ze do
250 ml Erlenmayerovych ban¢k bylo piidano 100 ml Zivného média pro pifipravu inokula,
takto pfipravené médium bylo vysterilovano v paife po dobu miniméalné¢ 30 minut a po
sterilizaci bylo médium zaockovano z agarové plotny obsahujici bakterii D. acidovorans
CCM 283 3krat bakteriologickou klickou. Médium s kulturou bylo néasledné kultivovano 24
hodin pfi 30 °C na rotacni tfepacce pii 130 ot./min. Z takto pfipraveného inokula bylo
zaoCkovano mineralni zivné médium (viz tab. 3) 2 ml inokula, jiz s PHB jako jedinym
zdrojem uhliku.

Tab. 3: Slozeni zivného média pro kultivaci bakterie D. acidovorans

Chemikalie c [g/]
KH,PO, 4,6
Na,HPO, - 12 H,O 11,6
MgSO, -7 H,O 0,5
F6C13 -6 H,O 0,1
CaCl, -2 H,O 0,05
NH,Cl 1
Destilovana voda | 1000 ml

Pro kultivaci bakteridlni kultury byla pfipravena kontrola. Prvni kontrolni vzorek
obsahoval misto Zivného média pouze destilovanou vodu s PHB fo6lii. Druhy kontrolni
vzorek obsahoval zivné médium, které neobsahovalo bakterialni kulturu a jako zasoba uhliku
byla pouzita PHB folie a tfeti kontrolou byla opét destilovand voda s 0,5 g PHB prasku.
Kultivace probihala v Erlenmayerovych batikach o objemu 250 ml se 100 ml média pti 30 °C
a 130 ot./min. po dobu 22 dni. Pfiblizné kazdy tfeti den bylo odebrano 1,5 ml média a u
tohoto vzorku urCovana enzymova aktivita pomoci ELISA Readeru. Po ukonceni kultivace
byl zjistovan hmotnostni ubytek PHB materialu, tedy PHB folie a PHB prasku a molekulové
hmotnosti pouzitych materidl.

4.3.2 Submerzni kultivace kvasinky Aureobasidium pullulans

U submerzni kultivace kvasinky 4. pullulans byla pouZita jako z&sobni latka uhliku jen
PHB folie, pro kultivaci ale byly studovany tii rizné druhy kvasinky A. pullulans a byly
zkoumdny rozdily v enzymové aktivité mezi zaoCkovanim mikroorganismi z inokula a
pfimo z agarové plotny.

Pro uchovéani a piipravu inokula bylo pouzito médium YPD (Yeast extract-peptone-
dextrose broth) [58] a kultura byla taktéz uchovavana v lednici pii 4° C.
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Inokulum bylo pfipraveno identickym zptisobem jako u bakterie D. acidovorans, médium
bylo pouzito mineralni, s Zivinami uvedenymi v tab. 4.

Tab. 4: Slozeni mineralniho média pro ptipravu inokula kvasinky 4. pullulans a plisné
A. fumigatus

Chemikalie c [g/]
NaNOs3 2
KH,PO, 0,1
MgSO, - 7 H,O 0,1
KClI 0,5
Glukoza 80
Peptone 0,5
Yeast extract 0,5
Destilovana voda | 1000 ml

Inokulum bylo kultivovano identicky jak u ptfedchoziho ptipadu, tedy po dobu 24 hodin
pti 30 °C a 130 ot./min.

M¢édium ke kultivaci kvasinky bylo pfipraveno podle tab. 5. Zaockovano bylo 2 ml
inokula.

Tab. 5: Slozeni mineralniho média pro kultivaci kvasinky A. pullulans a plisné
A. fumigatus

Chemikalie c [g/l]
NaNO3 2
KH,PO, 0,1
MgSO4-7 HO 0,1
KCl 0,5
Destilovana voda | 1000 ml

Pro kultivaci kultur A. pullulans byly ptipraveny kontroly. Prvni kontrolni vzorek
obsahoval misto mineralniho média destilovanou vodu s PHB f6lii a druhy kontrolni vzorek
obsahoval mineralni médium bez mikrobidlni Gcasti a jako zasoba uhliku byla pouzita taktéz
PHB f6lie. Kultivace probihala v Erlenmayerovych bankach o objemu 250 ml se 100 ml
média pfi 30 °C a 130 ot./min. po dobu 24 dnt. Pfiblizné kazdy tteti den bylo odebrano
1,5 ml média a u tohoto vzorku urovana enzymova aktivita pomoci ELISA Readeru. Po
ukonceni kultivace byl zjistovan hmotnostni ubytek pouzitych PHB fo6lii a molekulové
hmotnosti pouzitych materiala.

4.3.3 Submerzni kultivace plisné Aspergillus fumigatus

U submerzni kultivace plisn€ A. fumigatus byla pouzita jako zasobni latka uhliku jak PHB
folie, tak PHB prasek. Média uréena ke kultivaci byla zaockovéna zinokula obsahujici
adaptovanou kulturu 4. fumigatus.

Pro uchovéani a piipravu inokula bylo pouzito médium YPD (Yeast extract-peptone-
dextrose broth) [58] a kultura byla stejné jako v pfedchozich pfipadech uchovavana v lednici.

Inokulum bylo pfipraveno identickym zplisobem jako u bakterie A. pullulans, médium
bylo pouzito taktéz mineralni, s Zivinami uvedenymi v tab. 4.
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Inokulum bylo kultivovano obdobn¢ jak v pfedchozich ptipadech, tedy 24 hodin pii 30 °C
a 130 ot./min. Médium ke kultivaci plisné bylo pfipraveno podle tab. 5. Zaockovano bylo
2 ml inokula.

Pro kultivaci kultury A. fumigatus byly pfipraveny 3 kontroly. Prvni kontrolni vzorek
obsahoval destilovanou vodu s PHB fo6lii a druhy kontrolni vzorek obsahoval mineralni
médium bez mikrobialni ucasti a jako zasoba uhliku byla pouzita PHB f6lie a tieti kontrolou
byla destilovana voda s 0,5 g PHB prasku. Kultivace probihala v Erlenmayerovych bankach
o objemu 250 ml se 100 ml média pti 30 °C a 130 ot./min. po dobu 14 dnl. Kazdy den bylo
odebrano 1,5 ml média a u tohoto vzorku urCovana enzymova aktivita pomoci ptislusné
metody stanoveni enzymatické aktivity s vyuzitim ELISA Readeru. Po ukonceni kultivace
byl zjistovan hmotnostni ubytek PHB folie a PHB prasku.

4.4 Stanoveni enzymové aktivity pomoci méreni ubytku hmotnosti

Po piipravé PHB folii vizkap. 4.2.2. byly folie zvazeny na analytickych vahdch
s pfesnosti na 4 desetinnd mista a poté vlozeny do kadinky a po peclivém utésnéni alobalem
ponechany sterilaci v horké pafe po dobu minimaln€ 30 minut. Poté byly opatrné pfeneseny
do Erlenmyerovych ban¢k s jiz vysterilizovanymi médii. V laminarnim boxu pro zachovani
sterility byly vzorky zaockovany inokulem skyzenou kulturou. Takto pfipravené
Erlenmayerovy nadoby byly ponechany kultivaci. Po ukonceni kultivace byly velké casti
PHB f6lie opatrné¢ vyjmuty a mens$i Casti zfiltrovany a vysbirany. Folie byly dikladné
oplachnuty destilovanou vodou a vysuseny pii 80 °C do konstantni hmotnosti.

U PHB prasku byl postup nepatrné odlisny, nejprve bylo navazeno na analytickych
vahach s presnosti na 4 desetinnd mista 0,5 g PHB prasku, poté byl pfenesen do kadinky a
utésnén alobalem. Takto pfipraveny PHB material byl sterilovan horkou parou opét
minimalné¢ 30 minut. V lamindrnim boxu byl kvalitativné ptfeveden do Erlenmayerovych
banck s vysterilovanymi médii. Poté bylo k médiim pfiddano 2 ml inokula s adaptovanou
kulturou mikroorganismii. Po ukonceni kultivace byl zbytkovy PHB prasek zfiltrovan a
nékolikrat promyt destilovanou vodou a vysuSen vsusarné¢ pfi 80 °C do konstantni
hmotnosti.

Hodnoty hmotnostniho tbytku byly zaznamenany a pfepocitany na ubytek procentudlni.

4.5 Spektrofotometrické stanoveni enzymové aktivity

Stanovovani enzymové aktivity bylo provedeno vramci piislusné metody stanoveni
enzymatické aktivity za pomoci piistroje ELISA Reader, kdy byla vZzdy méfena zména
absorbance vzorku, obsahujiciho pufr o urcité koncentraci a pH, substrat a piislusny
extracelularni enzym, v zavislosti na Case. U kazdého pouzitého mikroorganismu bylo
stanoveno pH a teplotni optimum, kdy méla dand extracelularni depolymerdza nejvétsi
ucinnost, tedy nejvétsi rozdil absorbance v pribéhu méfeni. Pro studium enzymové aktivity
byly pouzity dvé metody stanoveni.

4.5.1 Metoda stanoveni enzymové aktivity I

V prvnim pfipadé stanovovani enzymové aktivity byly pouzit jako substrat krystalické
PHB granule a depolymerazova aktivity byla méfena zménou absorbance suspenze PHB
v20 mM fosfatovém pufru v pribéhu 15 minut. Principem stanoveni depolymerdzové
aktivity je degradace PHB granuli pomoci pfidaného enzymu. V prabéhu stanoveni je v
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Casovych intervalech méfena absorbance, kterd se pifi pritomnosti extracelularni
depolymerazy snizuje. Podle miry poklesu absorbance je nasledné vypoctena enzymova
aktivita, kterd je vyjadiena jako mira ubytku substratu za ¢as vztazena na 1 ml.

Byl pfipraven 20 mM fosfatovy pufr o pH navozujicim pH optimum konkrétniho enzymu
ktery byl touto metodou také stanoven. Poté byl prichystdn roztok se substratem, ktery byl
pfipraven smichanim fosfatového pufru a PHB prasku tak, aby koncentrace PHB v roztoku
¢inila 0,4 mg/ml. Tento roztok byl nasledné¢ sonifikovan po dobu 1 minuty pii vlozZené
energii okolo 10 kJ. Roztok obsahujici enzym byl pfipraven nédsledovné. V urcitych ¢asovych
intervalech kultivace dané kultury bylo vzdy odebrano do zkumavek typu Eppendorf 1,5 ml
média obsahujici extracelularni depolymerdzu. Pro odstranéni biomasy byl vzorek
centrifugovan 2 minuty pii 14 000 ot./min. KyZeny enzym byl obsazen v supernatantu, u
kterého byla stanovovana depolymerazova aktivita. Takto pfipravené roztoky byly
napipetovany na mikrotitra¢ni desticku v poméru 3:1 (substrat:enzymu), tedy 190 pl roztoku
se substatem a 60 pl enzymu. Pfidavkem enzymu byl zapocat experiment a tato hodnota
absorbance, méfend pii vinové délce 630 nm, byla brana jako &as to. Casovy interval méfeni
absorbance byl po 1 minut¢ a vzorek byl vzdy tésné pred odectem absorbance
3 sekundy protiepavan. Celkovy ¢as métfeni byl 15 minut. [36]

4.5.2 Metoda stanoveni enzymové aktivity 11

V druhém piipadé stanovovani enzymové aktivity byly taktéZz pouzity jako substrat
krystalick¢é PHB granule a depolymerazova aktivity byla méfena zménou absorbance
suspenze PHB. Hlavnimi rozdily oproti prvni metod¢ jsou v pouzitém pufru, a to 50 mM
Tris-HC1 pufru s2 mM CaCl, a dale probihalo méfeni 1 hodinu. Principem stanoveni
depolymerazové aktivity je identicky jako v pfedchozim ptipadé degradace PHB granuli
pomoci pifidaného enzymu a podle miry poklesu absorbance je nasledné¢ vypoctena
enzymova aktivita, kterd je vyjadfena jako mira Ubytku substratu (absorbance) za cas
vztaZzend na 1 ml.

Byl ptipraven 50 mM fosfatovy pufr o pH navozujicim pH optimum konkrétniho enzymu,
ktery byl timto stanovenim také zjiStovan. Poté byl pfichystan roztok se substratem, ktery
byl pfipraven smichanim Tris-HCI pufru a PHB préasku tak, aby koncentrace PHB v roztoku
¢inila 0,4 mg/ml. Tento roztok byl nasledné sonifikovan po dobu 1 minuty pii vlozZené
energii okolo 10 kJ. Roztok obsahujici enzym byl pouzit ten samy, jako v ptipadé¢
piedchoziho stanoveni. Pfipravené roztoky byly napipetovany na mikrotitratni desticku
v poméru 3:1 (substrat:enzymu). Pfidavkem enzymu byla zapocata reakce a tato hodnota
absorbance, méfend pii vinové délce 630 nm, byla brana jako &as to. Casovy interval méfeni
absorbance byl po 5 minutach a vzorek byl vzdy tésné pied odectem absorbance
3 sekundy protiepavan. Celkovy €as métfeni byl 1 hodina. [39; 59; 13; 60; 61]

4.6 Charakterizace extracelularnich enzymi pomoci SDS-PAGE

Pro charakterizaci extraceluldrnich enzyml ze submerznich kultivaci (D. acidovorans,
A. pullulans a A. fumigatus) byla vybrana metoda SDS-PAGE. Jelikoz mély vzorky
z kultivaci velmi maly obsah extraceluldrnich enzymt, musely byt zakoncentrovany pomoci
ultrafiltrace. Zakoncentrované a rozdélené vzorky byly poté vizualizovany jak pomoci
Coomassie Brilliant Blue G250, tak i pomoci barveni stfibrem.
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4.6.1 Ultrafiltrace vzorku obsahujici extracelulirni depolymerazu

Kvili nizkému obsahu extracelularnich depolymerdz ve vzorku nebylo mozné
vizualizovat ptivodni mnozstvi enzymu pomoci SDS-PAGE. Zakoncentrovani vzorku bylo
provedeno pomoci ultrafiltrace, ktera byla realizovana ve dvou obménach.

Prvnim pfipadem pro ultrafiltraci byly vybrany vzorky, kdy po ukonceni kultivace
urcitého mikroorganismu bylo zbylé médium centrifugovano pii 10 000 ot./min, kdy se
v supernatantu nachazely extracelularni depolymerazy. Ze supernatantu byly odebrany 3 ml a
ultrafiltrovany pies membréanu o 10 kDa.

Jako druhy ptipad pro ultrafiltraci byly pouzity takové vzorky, kde byla naméfena pomoci
stanoveni enzymové aktivity I, I a III nejvyssi aktivita enzymut. Z téchto vzorka bylo
odebrano takové mnozstvi, aby se opét ultrafiltrovaly 3 ml roztoku. Ultrafiltrace opé&t
probéhla pres 10 kDa membranu.

Konecné vzorky byly 10x zakoncentrovany, tedy na objem cca 0,3 ml. Ultrafiltrace byla
provedena na chlazené centrifuze pii teploté 5 °C pii 7000 ot./min po dobu minimalné¢ 1
hodiny. Poté byly vzorky podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE.

4.6.2 Vertikalni SDS-PAGE elektroforéza Laemmli

Pro vertikdlni elektroforetickou separaci proteini byla pouzita aparatura P9DS o
parametrech 16x14 cm. Jako nosi¢ byl pouzit polyakrylamidovy gel. K detekci enzymi bylo
pouzito barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G250 i barveni stfibrem. Jako standard
byla pouzita komeréni smés rekombinacnich proteini BioRad Dual Color.

4.6.2.1 Priiprava elektroforetickych pufii

Pro Laemmli SDS-PAGE bylo nutné pfipravit razné roztoky elektroforetickych pufra,
viz tab. 6. Elektrodovy pufr pfipraveny podle tab. 6 je nutno pro potieby elektroforézy jesté
10krat zfedit na objem cca 1 1, jelikoz pro naplnéni elektroforetické aparatury je potieba asi
800 ml. U gelového separacniho pufru je nutné jeste ovétit koneéné pH pufru, které ma mit
hodnotu pH 8,8. [62, 63]

Tab. 6: Tabulka ptipravy elektroforetickych pufra

Elektrodovy pufr Gelovy separacni pufr
Chemikalie MnoZstvi Chemikalie MnoZstvi
Tris 30g Tris 18,1 ¢g
Glycin 144 g HCI (35%) 2,7 ml
SD.S . : 10g Deionizovana 100 ml
Deionizovand voda 1000 ml voda

4.6.2.2 Priprava polyakrylamidového gelu

Pro 10% polyakrylamidovy gel bylo nutno pfipravit 40 ml roztoku (na 1 gel), viz tab. 7.
Po smichani akrylamidu, gelového separa¢niho pufru a destilované vody byl roztok
ultrazvukovan v ultrazvukové lazni kvili odstranéni rozpusténého kysliku ze smési, jelikoz
inhibuje polymeraci gelu. Poté byl pfidan 10% SDS a velmi rychle pfidan TEMED a 10%
APS, ktery byl pfipraven vzdy Cerstvy (0,1 g a 1 ml deionizované vody) a zabalen v alobalu
kvtli jeho fotosenzibilité. Smés byla nasledné opatrné zamichana a napipetovana mezi dvé
skla v nalévacim stojanu a mezi skla byl opatrné vlozen plastovy hieben pro vytvoieni jamek
pro aplikaci vzorkl. Gel byl ponechén 1 hodinu k Gplné polymeraci. [62; 63]
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Tab. 7: Tabulka ptipravy 10% polyakrylamidového gelu

10% polyakrylamidovy gel
Chemikalie Mnozstvi [ml]
Akrylamid (AA) Rothiphorese 30% AA 13,3
Gelovy separacni pufr 10,0
Deionizovana voda 16,3
SDS 10% 0,40
TEMED 0,06
APS 10% 0,20

4.6.2.3 Priprava vzorki

Vzorky urcené k rozdéleni pomoci Laemmli SDS-PAGE byly smichany se vzorkovacim
pufrem viz tab. 8 v poméru 1:1 a ve vodni ldzni povafeny po dobu 4 minut. Na gel bylo
naneseno vzdy 25 upl takto ptfipravenych vzork. Uchovavani vzorka pro ptipadné dalsi
pouziti bylo pii -18 °C. [62; 63]

Tab. 8: Tabulka ptipravy vzorkovaciho pufru

Vzorkovaci pufr
Chemikalie MnoZstvi
Glycerol 5,0 ml
Purf Tris-HCl o pH 6,8 2,13 ml
-merkaptoethanol 2,56 ml
Bromfenolova modf 1,0 mg
SDS 1,0g
Deionizovand voda 10 ml

4.6.2.4 Provedeni elektroforézy

Po polymeraci gelu a Gplném ztuhnuti byl odstranén plastovy hieben a skla s gelem
upevnény do aparatury a utésnény. Poté byl nalit 10krat zfedény elektrodovy pufr. Vzorky
byly naneseny do drazek a aparatura byla ptikryta vikem, utésnéna, pfipojena ke zdroji
napéti. Podminky elektroforézy byly nastaveny na 100 V, 400 mA a doba rozdélovani se
pohybovala od 4-5 hodin. [62; 63]

4.6.2.5 Barveni pomoci Coomassie Briliant Blue G250

Rozdé€leny gel byl vyjmut ze skel a opatrné pienesen do nadoby k barveni. Poté byl
pfevrstven barvicim roztokem, viz tab. 9 a byl ponechan k barveni po dobu 20-30 minut na
ttepacce pii 90 ot./min. Poté byl gel promyt nékolikrat odbarvovacim roztokem a poté
ponechan odbarvovani ptes noc do druhého dne. Druhy den byl gel opatrné vyjmut, vloZen
do eurofdlie a naskenovan.

Velikost fragmentii byla uréena pomoci standardii se znamou molekulovou hmotnosti.
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Tab. 9: Tabulka ptipravy barviciho a odbarvovaciho roztoku

Barvivi roztok QOdbarvovaci roztok
Chemikalie MnoZstvi Chemikalie MnoZstvi
Metanol 50 ml Metanol 200 ml
Kyselina octova 99,8% 10 ml Kyselina octovd 99,8% | 50 ml
Coorpas51e,Br1111ant Blue G250 | 0,25 g Destilovani voda 250 ml
Destilovana voda 40 ml

4.6.2.6 Barveni stiibrem

Rozdé€leny gel byl opét vyjmut ze skel a prfenesen do nadoby na barveni identicky jako
v pfedchozim ptipad¢. Dilezité béhem pirenosu bylo, aby za zadnych okolnosti nepfisel gel
do kontaktu s kovovym predmétem. Samotné barveni stiibrem bylo realizovdno modifikaci
tii zavedenych postupi a protokolt. Roztoky pro barveni za pomoci stiibra byly pfipraveny
podle tab. 10. [64; 65; 66]

Tab. 10: Tabulka piipravy roztoka potfebnych k barveni stiibrem

Chemikalie ‘ MnoZstvi Chemikalie ‘ MnoZstvi

Fixaéni roztok Promyvaci roztok
Metanol 250 ml Metanol 100 ml
Kyselina octova 99,8% 60 ml Deionizovana voda 400 ml
Formaldehyd 37% 0,24 ml Senzibiliza¢ni roztok
Deionizovand voda 190 ml Thiosiran sodny 63,7 mg

Barvici ¢inidlo Deionizovana voda 500 ml
Dusic¢nan sttibrny 0,5¢g Vyvijeci roztok
Formaldehyd 37% 0,18 ml Uhlic¢itan sodny 30g
Deionizovana voda 250 ml Formaldehyd 37% 0,24 ml

Terminacni roztok Senzibilizac¢ni ¢inidlo 2 ml

Ky.sell.na oct(?va 29.8% 60 ml Deionizovana voda 500 ml
Deionizovana voda 440 ml

Gel byl pfenesen do barvici naddoby s fixatnim roztokem a jeSt¢ prevrstven fixaénim
roztokem. Takto byl gel ponechdn po dobu minimaln€ 1 hodiny na tfepacce pii 90 ot./min.
Po odstranéni fixa¢niho roztoku byl gel promyt deionizovanou vodou a pievrstven
promyvacim roztokem. Opé&t byl gel ponechéan na tfepacce pii 90 ot./min. Po 10 minutach byl
promyvaci roztok obménén za novy a proces byl jest¢ 2krat zopakovan. Celkova doba
promyvani tedy Cinila 30 minut. Po odstranéni promyvaciho roztoku byl gel proplachnut
deionizovanou vodou a prevrstven senzibilaénim roztokem a promichavan po dobu 1 minuty.
Poté byl gel proplachnut deionizovanou vodou a pfevrstven barvicim cCinidlem. Gel byl
barven na tfepacce pii 90 ot./min. po dobu 20 minut. Poté byl gel dikladné¢ nékolikrat
proplachnut deionizovanou vodou a kratce proplachnut vyvijecim roztokem a po jeho
odstranéni pievrstven vyvijecim roztokem. K vyvinuti proteinového obrazu doslo béhem 2
minut a po dosazeni kyzené intenzity byla redukce zastavena piidanim termina¢niho roztoku.
Poté byl jesté gel proplachnut samotnym terminac¢nim roztokem po dobu asi 5 minut. Po
ukonceni barveni byl gel opatrné pfenesen mezi eurofdlie a naskenovan. [64; 65; 66]

Velikost fragmentti byla ur¢ena pomoci standardii se znamou molekulovou hmotnosti.
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4.7 Stanoveni molekulové hmotnosti pouzitych PHB materiala

Po degradaci byly pouzité PHB materidly rozpustény v HPLC chloroformu, kdy navazky
PHB materidlu se pohybovaly okolo 3 - 5 mg na ml. Rozpousténi se uskutecnilo pti 60°C po
24 h. Molekulova hmotnost byla stanovena pracovniky Ustavu chemie a technologie ochrany
zivotniho prostfedi Fakulty chemické VUT v Brné pomoci gelové permeacni chromatografie
na piistroji Agilent 1100 Series s vyuzitim chromatografické kolony PL gel Mixed B (300 9
7.5 mm; 10 Im) dle publikace. [67]

4.8 Biodegradace pomoci simulace kompostovacich podminek

Biodegradace za podminek simulujicich kompostovaci proces byla provedena dle normy
IS/ISO 20200 (2004). [8]

Polosucha kultivace za pouziti pfirozené se vyskytujicich mikroorganismt v kompostu je
mezinarodni standardizovana metoda urCovani stupné biodegradability plastovych materialti
v laboratornich podminkach simulujicich intenzivni aerobni proces kompostovani. Testovani
biodegradability plastli ma dvé formy, a to inkubaci termofilni, ¢i mezofilni. Pro diplomovou
praci byla vybrana inkubace termofilni, tedy pii 58 °C. [8; 9; 10]

Hlavnim principem metody je simulace idedlnich podminek kompostovani, tedy piiprava
pevné matrice, ktera obsahuje vhodny pomér odpadu zaoCkovaného kompostem ziskaného
z klasickych podminek. Do této matrice je vlozen studovany polymer, v nasem ptipadé rizné
druhy PHB a kopolymer PHB s polyuretanem. Stupen rozkladu se stanovuje pomoci ubytku
hmotnosti polymeru pted testovanim a po jeho ukonceni. [8; 9; 10]

4.8.1 Pouzité druhy PHB pro testovani biodegradability
a) PHB fo6lie — viz obr. 8

Obr. 8: PHB folie pro biodegradacni test
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b) PHB tvrzena folie — viz obr. 9

Obr. 9: PHB tvrzena folie pro biodegradacni test

c) PHB textilie — viz obr. 10

T\ ST

Obr. 10: PHB Nanoul textilie pro biodegradacni test

d) Kopolymer PHB a polyuretanu (PU-PHB)—jednalo se o polyuretan, kdy cast
polyesterového polyolu byla nahrazena PHB (1,5 a 10 % hm.) — viz obr. 11

Referneéni vzorek ‘
PU-PHB Sigma
(1%, 5%, 10%) ;

PU-PHB FCH
(1%, 5%, 10%)

Obr. 11: Referencni vzorek a vzorky PU-PHB pro biodegradacni test

4.8.2 Podminky experimentu

Ke spravnému pribéhu testu bylo nutné zabezpecit vhodné podminky. Ty musely
spliovat jak synteticky odpad, tak pouzity reaktor, tak i samotny testovany material.
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4.8.2.1 Synteticky odpad

Jako inokulum byl pouzit domaci kompost jako zastupce klasickych podminek pro mirné
pasmo. Dale byl kompost manualné zbaven veSkerych vétsich inertnich objektt, jako jsou
kusy dieva, kameni atd. Pouzity kompost by mél byt Cerstvy, tedy ne starsi, nez 4 mésice.

Synteticky odpad byl pfipraven smichdnim riznych komponent v urcitych pomérech,
viz tab. 11.

Krmivo pro kraliky by mélo obsahovat cca 15 % celuldzy a okolo 20 % proteind.

Celkova hmotnost syntetického odpadu ma byt zalita takovym mnozstvim vody, aby
vysledna hmotnost vody v odpadu byla 55 %. [8]

Tab. 11: Tabulka komponent a jejich procentudlniho zastoupeni v syntetickém odpadu [8]

Material Hmotnost suSiny [%]
Piliny 40

Krmivo pro kréliky 30

Zraly kompost 10
Kukuti¢ny Skrob 10
Sachar6za 5
Kukufti¢ny olej 4
Mocovina 1

4.8.2.2 Reaktor

Ideédlnim reaktorem k testovani biodegradace polymeru pomoci kompostovani by mél byt
box zpolypropylenu s parametry vpoméru 3:2:1 (délka:Sitka:vySka). Pro testovani
biodegradace byla jako reaktor pouzita potravinova doza o parametrech 17,5x15x6,5 cm.

Jelikoz je nutné, aby pfi testovani byl obsah reaktoru aerovén, ale pfitom nedochdzelo
k velkému odpatrovani vody, je potieba podéln¢ reaktor perforovat. Napt. pii délce boxu
20 cm je z obou dvou stran prodéravéna cast dlouhd 6,5 cm o Sifce 5 mm.

Takto pripraveny kontejner je zcela naplnén a peclivé zavien vikem pro zamezeni
odpatovani vody. [8]

4.8.2.3 Priprava testovaného materidalu

Parametry testovaného materialu zavisi na velikosti pouzitého boxu, nejlépe by testovany
material mél byt co nejvétsi, v naSem piipadé byly pouzity PHB folie, PHB tvrzena folie a
PHB textilie o parametrech 10x15 cm. U kopolymeru PU-PHB byly parametry dany piedem,
bylo ale na box pouZito vét§si mnoZstvi materialu.

Testovany materidl byl vysuSen, zvazen a tésné pred vlozenim do boxl se syntetickym
odpadem na 30 s namocen v destilované vod¢ — viz obr. 12. [§]
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Obr. 12 Priprava boxu a PHB Nanoul textilie k experimentu

4.8.3 Experiment — termofilni inkubace

Boxy byly naplnény z poloviny syntetickym odpadem a byla vytvofena souvisla vrstva.
Na tuto vrstvu byl polozen namoceny testovany material v destilované vodé. Na takto
pfipraveny testovany material byla poloZena dalsi vrstva syntetického odpadu. Obsah nebyl
nijak stlacovan, jelikoz bylo nutné zajistit dobrou pfistupnost vzduchu do celého média. Box
byl zalit destilovanou vodou, aby celkova hmotnost vody v médiu byla 55 %. Box byl zvaZzen
a uzavien vikem. [8; 9]

4.8.3.1 Prithéh termofilni inkubace

Ihned po uzavieni byl box inkubovan pii 58 °C — viz obr. 13. Pro zabezpeceni dobrého
kompostovaciho procesu bylo nutné zachovat vhodné podminky prostiedi, hlavné mnozstvi
vody ptitomné v médiu, promichavani média, atd. viz tab. 12.

Pti kazdém zasahu byl box zvdzen a voda byla doplnéna na objem bud'to 100 %, 80 %
nebo 70 % plvodni hmotnosti dle tab. 12

Pokud se médium meélo promichavat, bylo nutné dbat vysoké opatrnosti a vyhnout se
jakémukoliv mechanickému poskozeni testovaného materialu. [8]

Tab. 12: Operace v priibéhu termofilni inkubace kompostovaciho procesu [8]

Cas [dny] Operace

0 Zaznamenat pivodni hmotnost reaktoru

Vézit reaktor a ptidavat vodu na 100 % ptivodni hmotnosti,

1,2,3,4,7,9,11, 14 promichévat médium

8,10, 16, 18, 21, 23, Vézit reaktor a ptidavat vodu na 100 % ptivodni hmotnosti,
25,28 nepromichavat médium

Vazit reaktor a ptidavat vodu na 80 % ptiivodni hmotnosti,

30,45 promichévat médium

Vazit reaktor a ptfidavat vodu na 80 % ptivodni hmotnosti,

3060 (2x tydné) nepromichdvat médium

Vazit reaktor a ptidavat vodu na 70 % ptuvodni hmotnosti,

60 — 90 (2x tydn¢) nepromichavat médium
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Obr. 13: Termofilni inkubace testovanych materialii v syntetickém odpadu

4.8.3.2 Monitorovani experimentu
Monitorovani experimentu bylo provadéno primérné jedenkrat tydné, a to:
a) vyjmutim a vyfocenim testované¢ho materialu
b) kontrola barvy média
c) kontrola zmény odéru

4.8.3.3 Ukoncdeni experimentu

Jakmile v médiu nebyla nalezena zadna rezidua testovaného materiélu, test byl ukoncen.

Pokud by stale po 90 dnech kultivace nebyl viditelny biodegradacni efekt, mohl by
experiment dale pokra¢ovat mezofilni inkubaci.

Pokud by pfi pozitivnim biodegradacnim efektu byly zbytky zkoumaného materidlu
objeveny, musela by byt zjiSténa mira biodegradability. Material by byl dikladné ocistén,
promyt destilovanou vodou, vysusen a zvdzen a hmotnost by byla odectena od ptvodni
hmotnosti zkoumaného materialu. Vysledna hodnota by byla vyjadiena v procentech. 8]

4.8.4 Stanoveni poc¢tu kultur v kompostu

Po ukonceni experimentu bylo zjiStovano, jaké bakterialni druhy se nachézely v médiu
pouzivaném pro testovani nejhojnéji. Z kazdého boxu bylo odebrano ¢ast vzorku, ktery byl
namocen do kadinky s destilovanou vodou. V pribé¢hu luhovani média byly pfichystany 3
druhy agarovych ploten s rozdilnymi Zivinami, a to YPD médium (Yeast extract-peptone-
dextrose broth), NB médium (Nutrient broth) a mineralni médium viz tab. 13.
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Tab. 13: Tabulka ptipravy médii na agarové plotny

YPD médium NB médium Mineralni médium
Latka MnozZstvi | Latka MnoZstvi | Latka MnoZstvi
Yeast extrakt 10g NB extrakt 25¢ NaNO3 20¢g
Pepton 20¢g Agar 20¢g KH2PO4 0,lg
Glukoza 20¢g MgSO4-7H20 0,1g
Agar 15¢ KCl 0,5¢g
Destilovana voda | 1000 ml | Glukéza 60 g
Destilovana voda | 1000 ml Agar 20¢g
Destilovanéd voda | 1000 ml

Takto pfipravend média byla vysterilovana v horké pafe po dobu minimalné 30 minut.
Poté byla rozlita v laminadrnim boxu do sterilnich Petriho misek. Po dokonalém ztuhnuti byly
na kazdou plotnu kapnuty tii kapky vyluhovaného média a rozetieny hokejkou po celém
povrchu agarové plotny. Poté byla Petriho miska utésnéna a ponechana inkubaci pii 60 °C po
dobu 24 hodin.

Po nartistu biomasy byly rtizné kolonie kultivovany jiz jen na YPD médiu. Kultivace
probihala vzdy odbérem jedné kolonie pomoci mikrobidlni klicky a kifizovym roztérem
pfevedeno na sterilni YPD agarovou plotnu. Po utésnéni Petriho misky byla kultura opét
ponechana inkubaci pfi 60 °C po dobu 24 hodin. Pokud na agarové plotné narostlo vice
kultur, byl proces izolace opakovan.

Po izolaci byly rizné druhy bakteridlnich mikroorganismt zkoumany pod mikroskopem
pti zvétseni 40krat.

4.9 Studium zmén mechanickych vlastnosti PU-PHB v pribéhu kultivace

Studium mechanickych vlastnosti v tahu bylo testovano na vzorcich PU-PHB obsahujici
PHB od firmy Sigma a na vzorcich s PHB pfipravenych na Fakult¢ chemické VUT v Brné.
Tahové zkousky byly provedeny u vzorkil, kde vliv biodegradace studovdn nebyl, poté u
vSech vzorkli po 19 dnech biodegradac¢niho testu a nakonec po ukonceni biodegrada¢niho
testu.

Rozméry vzorkd, tzv. dog-bones, byly v souladu s normou ISO 527-2/5B [68], tedy 35
mm dlouhé, v nejuzsi, tedy stfedni ¢asti dlouhé 10 mm, 2 mm S$iroké a tlouStka byla 1 mm.
Délka mezi svorkami byla 20 mm. Pro méteni tloustky a Sitky bylo pouzito posuvné métitko
s ptesnosti na 0,02 mm.

Tahové zkousky byly provedeny na piistroji Zwick Z010/Roell. Méfici hlava byla pouzita
500 N, rychlost testovani bylo 10 mm/min s ptedpétim 0,1 N. VSechny testy probihaly pfi
laboratorni teploté. Celé meétfeni probihalo v souladu s normou ISO 527-2/5A/50 [68].
Vzorky namétené na zaCitku a po degradaci po 19 dnech biodegradacniho testu byly
testovany Skrat, po 2 mésicich testu 4krat. Udaje byly zpramérovany a vyhodnoceny se
smérodatnou odchylkou.
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5 Vysledky

5.1 Biodegradace PHB pomoci kultivace bakterie Delftia acidovorans

Stanoveni probihalo u bakterie Delftia acidovorans CCM 283 z Ceské sbirky
mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné.

Pro biodegrada¢ni stanoveni enzymové aktivity byl studovan rozdil mezi biodegradaci
PHB f6lie a PHB prasku. Pro studium bylo pracovano s 5 rtiznymi médii, z ¢eho 3 byly
vzorky kontrolni, a to K1 obsahujici vodu s PHB {6lii, K2 obsahujici médium s PHB f6lii a
K3 obsahujici vodu s PHB praskem. Dal§i dva vzorky uz v sobé zahrnovaly bakterii
D. acidovorans zaockovanou z inokula, konkrétné vzorek M1 obsahujici médium, PHB f6lii
a bakterii D. acidovorans a vzorek M2 obsahujicim médium, PHB praSek a bakterii
D. acidovorans.

Studovany byly rozdily v biodegradaci PHB f6lie a PHB prasku a vhodnost pouzitych
metod pro detekci enzymové aktivity.

5.1.1 Zavedeni testu stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy

Stanovovani enzymové aktivity PHB depolymerazy se uskute¢nilo pomoci dvou metod,
lisicich se pouzitym pufrem a jejich koncentraci, dobou méfeni a vyskytem Ca" iontii. Prvni
metodou (dale jiz jen metoda I) bylo méteni uskutecnéno s 20 mM fosfatovym pufrem o
optimalnim pH, bez piitomnosti Ca>" iontii. Doba testovani byla 15 minut s intervalem
meéteni absorbance po 1 minuté. Druhym zplisobem (dale jiz metoda II) bylo méfeni
provadéno s 50 mM Tris-HCI pufrem s pritomnosti Ca®* iontél a doba trvani testu byla
1 hodina s intervalem méfeni absorbance 5 minut.

Metoda I

Pro stanoveni aktivity extracelularnich depolymerdaz  vyluCovanych  bakterii
D. acidovorans bylo nutné nejdfive stanovit teplotni a pH optimum, pfi které ma tento enzym
nejvetsi ucinnost. Byly vybrany teploty 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C a 50 °C, u pH optima
byly métené hodnoty pH 4, 6, 7, 8 a 10. Ve vysledcich jsou hodnoty teplotniho optima
poskytnuty pouze pii 50 °C, jelikoz jedin€ u této teploty mély méfené absorbance snizujici se
tendenci.

Tab. 14 obsahuje data naméfend pomoci ELISA Readeru pro vzorek M1, tedy média s
PHB f6lii a bakterii. Stejnym zptisobem byly méfeny i kontroly K1, K2 a K3, pficemz zZadna
nevykazovala enzymovou aktivitu, nebyl tedy u nich naméien zadny pokles absorbance.
Pokud byl u vzorku M1 naméfen narist absorbance, brala se tato hodnota jako nulova
aktivita.
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Tab. 14:Stanoveni pH optima vzorku M1 pti 50 °C

pH 4 pH 6 pH?7 pH S8 pH 10

timin]] A | AA | A |AA | A |AA | A [ AA| A | AA

0 0,298 0,376 0,354 0,474 0,335

1 0,294 0,378 0,353 0,478 0,334

2 0,294 0,379 0,349 0,477 0,336

3 0,290 0,378 0,349 0,473 0,340

4 0,292 0,376 0,345 0,473 0,340

5 0,294 0,374 0,347 0,470 0,341

6 0,293 0,374 0,344 0,468 0,336

7 0,292 0,373 0,347 0,466 0,340

8 0,294 0,000 0,372 0,026 0,340 0,033 0,464 0,008 0,341 0,000

9 0,297 0,373 0,340 0,465 0,339

10 10,307 0,375 0,338 0,464 0,340

11 10,302 0,373 0,334 0,461 0,341

12 10,310 0,364 0,331 0,464 0,343

13 10,310 0,362 0,328 0,465 0,344

14 10,310 0,355 0,320 0,465 0,345

15 10,314 0,350 0,321 0,466 0,346

Nejvyssi pokles absorbance byl zjistén u pH 7, a to 0 0,033. U pH 4 a 10 byl stanoven
nariist absorbance, coz indikuje, Ze nejen Ze pii tomto pH nedochdzelo k degradaci, byla ale i
pravdépodobné méfena sedimentace ¢i agregace PHB granuli v pribéhu testu. Grafické
znazornéni méfeni pti optimalnich podminkach je patrné z grafu 1.

Graf zavislosti absorbance na ¢ase pro vzorek M1 pri pH 7
0,360
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0,350 x x
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Graf 1: Zavislost absorbance u vzorku M1 pri optimalnich podminkach

Identické méteni probihalo i u vzorku M2, ktery obsahoval médium, 0,4995 g PHB prasku
a bakterii D. acidovorans. Vysledky pH optima jsou patrné z tab. 15.
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Tab. 15: Stanoveni pH optima u vzorku M2 pii 50 °C

pH 4 pH 6 pH?7 pH 8 pH 10

timin]] A | AA | A |AA | A |AA | A [ AA| A | AA

0 0,28 0,442 0,457 0,466 0,327

1 0,275 0,445 0,463 0,473 0,326

2 0,274 0,444 0,449 0,466 0,324

3 0,275 0,443 0,447 0,471 0,317

4 0,271 0,442 0,448 0,470 0,319

5 0,273 0,441 0,445 0,466 0,324

6 0,278 0,440 0,446 0,469 0,33

7 0,283 0,441 0,436 0,464 0,337

8 0,281 0,000 0,442 0,002 0,440 0,011 0,467 0,000 0,336 0,000

9 0,279 0,442 0,438 0,463 0,34

10 10,284 0,441 0,438 0,467 0,341

11 10,283 0,440 0,440 0,472 0,342

12 10,287 0,441 0,442 0,472 0,341

13 10,287 0,440 0,440 0,476 0,345

14 10,289 0,440 0,439 0,477 0,347

15 10,296 0,440 0,446 0,481 0,347

V ptipadé¢ vzorku M2 bylo pH 7 jako optimalni pH pro extraceluldrni depolymerazu
bakterie D. acidovorans potvrzeno. U pH 4, 8 a 10 nebyla aktivita detekovana Zadna, opé&t
byl naméfen nardst absorbance, pravdépodobné zpiisobeny sedimentaci, a nebo agregaci
PHB granuli.

Metoda IT

Pro stanoveni aktivity extracelularnich depolymeraz vylucovanych  bakterii
D. acidovorans bylo nutné opét nejdiive stanovit teplotni a pH optimum, pfi které ma tento
enzym nejveétsi ucinnost. Jako optimalni hodnota teploty bylo urceno 50 °C, identicky, jako
v pfipadé¢ minulém. U pH optima byly méfené hodnoty pH jiZ pouze 6, 7 a 8, jelikoz
v z&vislosti na minulé metod¢ se potvrdilo, ze pH 4 a 10 byly extrémni a degradace PHB pfi
nich v Zaddném ptipad€ neprobihala.

Vysledky potvrdily identické optimalni podminky, jako metoda I.

5.1.2 Stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy v pribéhu Kkultivace
bakterie D. acidovorans

Po stanoveni pH optima pro vzorky M1 a M2 byla na ELISA Readeru pfi optimalnich
podminkach méfena absorbance vSech vzorka postupné odebiranych pfi kultivaci bakterie
D. acidovorans.

Pro vypocet depolymerdzové aktivity z rozdilu absorbanci musela byt nejprve stanovena
kalibra¢ni ktivka zavislosti koncentrace suspenze PHB granuli na absorbanci pii 630 nm.
Zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 0,8 mg/ml.

Navazka PHB prasku cinila 0,0170 g, doplnéna byla na 20 ml piisluSnym pufrem.
Néslednym fedénim byl pfipraven rozsah koncentraci PHB v pufru od 0-0,8 mg/ml.
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Z takto pripravenych roztokti bylo odebrano 190 pl do titra¢ni jamky a ptidano 60 pl
fosfatového pufru (ndhrada za roztok enzymu). Celkovéd koncentrace byla pfepocitana na
koncentraci PHB ve 250 pul, viz tab. 16:

Tab. 16: Kalibra¢ni kiivka PHB

¢ A

[mg/ml] | [-]
0,00 {0,000
0,08 |0,181
0,16 |0,285
0,24 10,382
0,32 (0,507
0,48 |0,710
0,65 |0,869

Kalibracé¢ni kiivka PHB

1,0 r
09 r «
0,8 r
0,7 + y=1,441x
0,6 r R2=0,975
0,5 X

04 ¢ x

03 r X

Al
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¢ [mg/ml]
Graf 2: Kalibracni krivka PHB pro vypocet aktivity bakterie D. acidovorans

Metoda I

Kultivace bakterie D. acidovorans trvala 22 dnt, vzorky byly odebirany v intervalu cca 4 dnt,
celkové bylo odbérit 6, viz tab. 17. U namétfenych hodnot byl vypocitdn rozdil absorbance za
meéieny ¢asovy usek 15 minut. Aktivita extraceluldrni depolymerazy bakterie D. acidovorans byla
vypocitana jako rozdil hmotnosti PHB (vypocitané pomoci regresni pfimky y=1,441x) v roztoku
pii ty a na konci méfeni, tedy po 15 minutach. Vysledna koncentrace byla vztahnuta na 1 ml.
Aktivita depolymerazy je udand jako ubytek PHB v pug/ml za 1 minutu, tedy [pg/(ml-min)].
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Tab. 17: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky M1 a M2 v pribéhu kultivace bakterie
D. acidovorans pomoci metody I
M1 M2
Odbér: | AA a AA a
[den]| [] [[pg/(ml'min)]| [-] |[(kg/ml-min)]
0 10,000 0,000 0,000 0,000
5 10,036 1,666 0,026 1,203
8 0,018 0,833 0,018 0,833
12 (0,013 0,601 0,010 0,463
15 10,000 0,000 0,000 0,000
19 10,000 0,000 0,000 0,000
22 10,000 0,000 0,000 0,000

~
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Graf zavislosti aktivity depolymerazy na dobé kultivace metodou I
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Graf 3: Aktivita depolymerazy pro vzorek M1 a M2 v priitbéhu kultivace bakterie
D. acidovorans

Z namétfenych hodnot je patrné, Ze bakterie D. acidovorans vylucovala extracelularni
depolymerazu v pocatecni fazi kultivace, konkrétné od pocatku kultivace po dobu zhruba
dvou tydnl. Nejvyssi aktivita enzymu byla naméfena v obou piipadech vzorku M1 i M2
5.den kultivace, dal$i dny kultivace mély jiz aktivitu niz$i, az do Uplného vymizeni
enzymové aktivity. Pribéh enzymové aktivity v zavislosti na Case a stejn¢ tak i namétené
hodnoty enzymové aktivity byly u obou vzorkt velice podobné.

Metoda I1

U naméfenych hodnot, viz tab. 18 byl vypocitan rozdil absorbance za méfeny ¢asovy usek
1 hodiny. Aktivita extracelularni depolymerazy bakterie D. acidovorans byla vypocitdna jako
rozdil hmotnosti PHB (vypocitané pomoci regresni ptimky, ktera byla sestrojena pro kazdy
systém, a to y=1,432x) vroztoku pfi tp a na konci méfeni, tedy po 1 hodin€. Vysledna
koncentrace byla vztdhnuta na 1 ml. Aktivita depolymerazy je udand jako tbytek PHB
v pug/ml za 1 minutu, tedy [pg/(ml-min)].
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Tab. 18: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky M1 a M2 v prtibéhu kultivace bakterie
D. acidovorans pomoci metody 11
M1 M2
Odbér | AA a AA a

[-]][den]| [-] |[pg/(ml'min)]| [-] |[pg/(ml-min)]
0| 0 0,000 0,000 0,000 0,000
1] 5 (0,093 1,082 0,099 1,152
2| 8 10,080 0,931 0,063 0,733
3| 12 10,032 0,372 0,027 0,314
4

5

6

15 10,000 0,000 0,012 0,140
19 10,000 0,000 0,000 0,000
22 10,000 0,000 0,000 0,000

Graf zavislosti aktivity depolymerazy na dobé kultivace metodou II
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Graf 4: Aktivita depolymerdzy pro vzorek M1 a M2 v pribéhu kultivace bakterie
D. acidovorans

Z namé¢tfenych hodnot je patrné, ze metoda II potvrzuje, Ze bakterie D. acidovorans
vylucovala extracelularni depolymerazu od pocatku kultivace po dobu zhruba dvou tydnd.
Nejvyssi aktivita enzymu byla naméfena v obou ptipadech 5. den kultivace. U vzorku M2
byla detekovana aktivita jest¢ 15. den kultivace. Vzorek M1 jiz v tento den nemél aktivitu
Zadnou.

5.1.2 Stanoveni hmotnostniho ubytku PHB

Krom¢ aktivity extracelularni PHB depolymerazy byl jako dals$i parametr stanoven
hmotnostni tbytek materidlu po ukonceni kultivace. Krom¢ vzorki M1 a M2 bylo toto
méteni paralelné provedeno také u vzorkt K1, K2 (PHB folie) a K3 (PHB prések), u nichz
nebyla stanovena enzymova aktivita. Pfesna hmotnost PHB folii (K1, K2 a M1) a PHB
prasku (K3 a M2) byla zjisténa pied zacatkem kultivace a po jejim ukonceni. Rozdil
hmotnosti je uveden v tab. 19:
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Tab. 19: Hmotnostni a procentudlni ubytek PHB po ukonceni kultivace bakterie
D. acidovorans

Hm?tnost Hmotnost I'be tek I'be tek
Vzorek pr.ed , p.o . | hmotnosti | hmotnosti
kultivaci | kultivaci
(2] [%0]

K1 | Kontrola (H,O) 0,1109 0,1089 0,0020 1,8
K2 | Kontrola (médium) 0,1213 0,1204 0,0009 0,7
M1 | Vzorek s PHB {6lii 0,1185 0,1172 0,0013 1,1
M2 | Vzorek s PHB praskem 0.4995 0,3963 0,1032 20,7
K3 |Kontrola (H,O) s PHB pras. 0,5068 0,4048 0,1020 20,1

Obr. 14: PHB folie pouzité pro kultivaci bakterie D. acidovorans (zleva K1, K2 a M1)
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Obr. 15: PHB folie po ukonceni kultivace bakterie D. acidovorans (zleva K1, K2 a M1)
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Z vysledki je patrné, ze hmotnostni tibytek po kultivaci je celkové docela maly, po odectu
hodnot od kontrol jsou hodnoty hmotnostniho ubytku pro PHB f6lii 0,3 % a pro PHB prasek
0,6 %. U kontroly K1, tedy vody s PHB doslo pfi manipulaci s PHB f6lii k mechanickému
poskozeni, hmotnostni ubytek tedy Cinil vétsi procentualni hodnotu a od vzorku M1 byla
odecitana kontrola M2, tedy médium s PHB folii. Hmotnostni ubytky materiali zptisobené
aktivitou bakterie D. acidovorans jsou tedy velice nizké a experimentéalné stanovené hodnoty
se pravdépodobné kryji s experimentalni chybou. Bakterie tedy sice dokdze utilizovat PHB
ve formé prasku 1 folie, byl pozorovan zakal média zpisobeny ristem kultury a také byla
prokdzana enzymova aktivita PHB depolymerdz. Nicméné za podminek testu je proces
degradace pomaly a neefektivni, takze jej pomoci tak hrubého parametru jako je hmotnostni
ubytek materidlu nebylo mozné zachytit.

5.1.3

Bakterie D. acidovorans a jeji schopnost biodegradace PHB byla studovana pomoci tii
metod, a to dvéma odliSnymi zplsoby turbidimetrického stanoveni a metodou hmotnostniho
ubytku. V tab. 20 je uvedeno porovnani vSech tii metod. Dale byla stanovovana molekulova

Diskuse vysledku enzymové aktivity bakterie Delftia acidovorans
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hmotnost vzorka po kultivaci. Vysledky jsou patrné z tab. 21, kdy M, udava Ciselny stred
molekulové hmotnosti, M, je hmotnostni stfed molekulové hmotnosti a PDI znaci index
polydisperzity, ktery se vypocitd jako podil M,/M,,.

Tab. 20: Porovnani vysledkli enzymové¢ aktivity I a IT a hmotnostniho tbytku pro vzorky

M1 a M2
M1 1 M1II |M1HU M2 1 M2II |M2HU
Odbér: a a m a a m
[-1][den] | [ng/(m!-min)] | [pg/(ml'min)] | [%] | [pg/(ml'min)] | [pg/(ml'min)]| [%]
0| O 0,000 0,000 0,000 0,000
1 5 1,666 1,082 1,203 1,152
2] 8 0,833 0,931 0,833 0,733
31 12 0,601 0,372 0,3 0,463 0,314 0,6
4| 15 0,000 0,000 0,000 0,140
51 19 0,000 0,000 0,000 0,000
6| 22 0,000 0,000 0,000 0,000
Tab. 21: Studium molekulové hmotnosti po ukonceni kultivace
Vzorek M., M,, PDI
1 |Referen¢ni 156900 271400 1.73
2 |[Ml1 132800 259300 1.95
3 (M2 18230 49570 2.72

Z vysledkit vyplyva, ze metoda stanoveni enzymové aktivity I je vhodnéd spiSe pro
zachyceni vysSich hodnot aktivity PHB depolymerazy, nez stanoveni enzymové aktivity II.
Bohuzel, stanoveni enzymové aktivity 1 jiz nedokdzalo zjistit niz§i aktivitu PHB
depolymerazy, co se tyce 15. dne kultivace u vzorku M2, kdy pro tak malé aktivity je doba
méteni 15 minut nedostatecnd a pro detekci aktivity je nutné delsi casova prodleva, kterou jiz
ale dokaze detekovat metoda II. Celkové je pro stanoveni depolymerazové aktivity u bakterie
D. acidovorans vhodnéj§i metoda II, jelikoz tato bakterie vykazuje spiSe nizkou
depolymerazovou aktivitu, dava tak tato metoda piesnéjsi vysledky.

Co se ty¢e hmotnostniho ubytku, jsou u této metody jistd negativa, ktera tuto metodu fadi
ke spise kontrolni metodé nez metod¢ kvalitativné prikazné o PHB depolymerizaéni aktivité.
Hlavnim negativem je u metody hmotnostniho Ubytku manipulace s PHB praskem. Pii
manipulaci s materidlem je velmi problematické a neni mozno reprodukovat identické
zachazeni s materidlem, uZ jen diky prostfedi, ve kterém se nachazi. Co se ty¢e kontrol K1 a
K2, zde je hlavnimi nesrovnalostmi absence mikrobidlni aktivity, kdezto u vzorku M2
mikrobidlni aktivita je a pfi ukonceni kultivace je velice obtizné dokonale odseparovat zbylé
kultury z PHB prasku, ktery se tak pfi gravimetrické analyze zda t€zsi a celkovy ubytek je
poté niz8i. DalS§im negativem je nutnost odbéru stejného mnozstvi PHB prasSku pti kazdé
manipulaci, coz je velmi obtizné hlavné diky nestejnorodé homogenit¢ dvou odlisnych
roztokll. OvSem toto potencidlni omezeni se netykd PHB folie, a tak v pfipad¢ tohoto
stanoveni bude metoda pfi zamezeni mechanického poskozeni folie poskytovat kvalitativné
lepsi vysledky.

Vysledky analyzy molekulové hmotnosti prokdzaly, ze u vzorku exponovanych
bakteridlni kultute D. acidovorans je patrny pokles molekulové hmotnosti oproti
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referenénimu vzorku (M, = 156 900, M, =271 400, PDI = 1,73) ze které¢ho byly materialy
pfipraveny. Pfedevs§im tedy u vzorku M2 (M, = 18 230, M,, =49 570, PDI = 2,72) tedy u
PHB prasku. Naproti tomu u félie (vzorek M1, M, = 132 800, M,,= 259 300, PDI = 1,95) byl
pokles molekulové hmotnosti vyrazné niz$i. Je velice pravdépodobné, Ze rozdil je déan
odliSnou velikosti povrcha vzorka. PHB depolymeraza je schopna degradovat pouze povrch
PHB materialu, ktery byl u PHB praSku mnohonéasobn¢ vyssi nez u PHB folie.

Celkov¢ 1ze shrnout, ze bakterie D. acidovorans je schopna Castecné degradovat PHB, coz
je potvrzeno jak turbidimetrickym stanovenim enzymové aktivity, tak hmotnostnim tbytkem
a nakonec 1 analyzou zmén molekulovych hmotnosti.

5.2 Biodegradace PHB pomoci kultivace kvasinky Aureobasidium
pullulans

Stanoveni probihalo u tfi kment kvasinky A. pullulans, a to vzdy ve dvou obménéach,
prvnim piipadem bylo zaockované médium z pfipraveného inokula a druhé zaockované
médium piimo z agarové plotny.

Prvni druh kvasinky byl pouzit A. pullulans CCM 8182, jehoz zkratka se v této praci
vyskytuje jako Ia (pro zao¢kovani z inokula) a Ib (pro zaoCkovéni z agarové plotny), druhym
ptipadem je A. pullulans CCM F-148 s oznaCenim Ila a IIb a jako tfeti bylo pouzito
A. pullulans CCY 027-001-115 s oznacenim Illa a IIIb. Dale byly pro stanoveni nutné
kontroly, celkem byly ptipraveny dve¢, prvni K1 obsahujici vodu a PHB f6lii, druhd K2
obsahujici médium s PHB folii.

Pro biodegradacni stanoveni enzymové aktivity byla pouzita pouze PHB folie. A
studovany byly rozdily v biodegradaci PHB folie pfi zaockovani média inokulem ¢i
z agarové plotny.

5.2.1 Zavedeni testu stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy

Metoda I

Pro stanoveni aktivity extraceluldrnich depolymeraz vylucovanych kvasinkou 4. pullulans
bylo nejdifive stanovovano teplotni a pH optimum, za kterych ma potencidlni PHB
depolymeraza nejvétsi aktivitu. Jako zastupce teplot byly vybrany teploty 30 °C, 40 °C, a
50 °C, u pH optima byly métené¢ hodnoty pH 4, 6, 7, 8 a 10. Pomoci této metody nebylo
mozné ur¢it pH ani teplotni optimum. Tato metoda byla tedy oznacena jako nedostatec¢né
citliva pro stanoveni aktivity extracelularnich depolymeraz kvasinky 4. pullulans.

Metoda 11

Pro druhou =zvolenou metodu stanoveni aktivity extracelularnich depolymeraz
vylu¢ovanych kvasinkou A. pullulans bylo nutné stanovit teplotni a pH optimum, pii které
ma tento enzym nejveétsi ucinnost. Jako optimélni hodnota teploty bylo urc¢eno 50 °C. U pH
optima byly méfené hodnoty pfi pH 6, 7 a 8. Stanoveni probihalo u vSech tii druhti kvasinky
A. pullulans, v obou dvou obménach, tedy vzorky Ia, Ib, Ila, IIb, Illa a IIIb (a = zaockovano
z inokula, b = zaoCkovéano z agarové plotny). Identickym zptisobem byly méfeny 1 kontroly
K1 aK2.

Data namétfena pomoci ELISA Readeru pro vzorek Ia, tedy média, PHB folie a kvasinky
A. pullulans zaoCkovany z inokula jsou zaznamendny v tab. 22. Méteni probihalo s 50 mM
pufrem Tris-HCl s kationty Ca’” a doba méfeni byla 1 hodina s intervalem méfeni
absorbance 5 minut. Identicky byly méfeny 1 kontroly K1 a K2, pficemz ani jedna kontrola
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nevykazovala enzymovou aktivitu. Pokud byl u vzorkli naméfen nartist absorbance, brala se
tato hodnota jako nulové aktivita.

Tab. 22: Stanoveni pH optima vzorku Ia pti 50 °C:

pH 6 pH7 pH S8

t | A [AA] A [aA] A |aA
[min] [-]

0 [0,285 0,268 0,332

5 10272 0,275 0,340

10 |0,265 0,265 0,334

15 0,267 0,270 0,341

20 [0,262 0,266 0,342

25 {0,261 0,260 0,345

30 10,2620,028(0,244 0,001 0,348/ 0,000
35 10,259 0,260 0,355

40 10,260 0,250 0,360

45 10,258 0,249 0,366

50 10,257 0,259 0,368

55 10,256 0,252 0,379

60 0,257 0,267 0,380

V piipadé vzorku la bylo optimalni pH pii pH 6. Mé&feni vzorku Ia pii optimalnich
podminkéch je znazornéno v grafu 5.

Graf zavislosti absorbance na ¢ase pro vzorek Ia pri pH 6
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Graf 5: Zavislost absorbance u vzorku la pri optimalnich podminkdach
Z dtvodu velkého mnozstvi dat z pH optim jednotlivych vzorki jsou pH optima ostatnich

vzorkl pfedstavena pouze ve form¢ tabulky s hodnotami absorbanci a vypocitanym rozdilem
absorbanci ur¢ujicim optimum, viz tab.: 23, 24 a 25.
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Tab. 23: Stanoveni pH optima vzorku Ib pii 50 °C:

pH 6 pH 7 pH S8

t | A JAA] A [AA ] A | AA
[min] [-]

0 0276 0,282 0,375

5 10,282 0,280 0,362

10 (0,273 0,270 0,351

15 10,276 0,265 0,349

20 10,265 0,265 0,362

25 (0,261 0,266 0,375

30 10,26410,0190,2690,013 0,381 0,000
35 10257 0,267 0,392

40 10,254 0,267 0,406

45 10,253 0,268 0,419

50 10,248 0,268 0,433

55 10,249 0,269 0,440

60 10,257 0,269 0,453

V ptipadé vzorku Ib bylo optimalni pH pfi pH 6, coz potvrzuje spravnost méteni vzorku I,
ktery se lisi pouze zptisobem zaockovani média.

Tab. 24: Stanoveni pH optima vzorku Ila a IIb pii 50 °C

I1a pH 6 pH 7 pH 8 I1b pH 6 pH 7 pH 8

t | A [AA| A [AA ]| A | AA A |AA ] A | AA | A | AA
[min] [-] [-]

0 10,279 0,254 0,381 0,311 0,358 0,345

5 0,283 0,255 0,378 0,310 0,340 0,353

10 (0,274 0,261 0,370 0,319 0,337 0,359

15 0,270 0,254 0,360 0,318 0,343 0,374

20 0,254 0,265 0,366 0,310 0,357 0,365

25 0,254 0,270 0,377 0,294 0,364 0,376

30 [0,264]0,0390,275]0,000|0,383 | 0,000 0,298 0,007 | 0,371 0,000 | 0,381 | 0,000
35 10,241 0,280 0,391 0,297 0,368 0,374

40 0,242 0,282 0,400 0,304 0,364 0,384

45 10,238 0,278 0,399 0,303 0,374 0,368

50 (0,237 0,285 0,404 0,306 0,382 0,381

55 10,237 0,282 0,409 0,291 0,386 0,376

60 |0,240 0,287 0,418 0,304 0,380 0,387
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Tab. 25: Stanoveni pH optima vzorku Illa a IIIb pti 50 °C

1l1a pH 6 pH 7 pH8 |IIb] pHe6 pH 7 pH 8
t | A [AA] A [AA]| A | AA A [ AA] A [ AA ] A [ AA
[min] [-]

0 (0,262 0,232 0,354 0,254 0,305 0,372

5 (0,248 0,230 0,362 0,223 0,275 0,369

10 10,244 0,230 0,363 0,242 0,272 0,360

15 10,238 0,226 0,360 0,232 0,280 0,344

20 10,234 0,223 0,364 0,202 0,288 0,346

25 10,242 0,222 0,367 0,219 0,270 0,338

30 [0,248]0,0220,219]0,006 | 0,377 0,000 0,206 0,063 0,259 0,055 [0,337] 0,062
35 0,245 0,222 0,391 0,204 0,256 0,335

40 10,238 0,231 0,395 0,204 0,274 0,329

45 10,251 0,231 0,378 0,208 0,268 0,326

50 [0,244 0,234 0,379 0,199 0,278 0,319

55 10,254 0,227 0,371 0,195 0,277 0,317

60 10,240 0,226 0,358 0,191 0,250 0,310

V ptipad¢ vsech vzorkt kvasinky A. pullulans bylo zméfeno pH optimum pii pH 6. U

vzorkd I a II byla naméfena mensi rozdil absorbanci u vzorkii zaockovanych z agarové
plotny, coz se da vysvétlit tim, ze kvasinky neméli dostatek zivin k rastu, kdezto pfi
zaoCkovani z inokula mély kvasinky alesponi na pocatku kultivace zasobu Zivin pochazejici z
inokula a byly schopny tak lépe riist a produkovat vétsi mnozstvi enzymu. U druhu III byla
situace opacnd, tedy vétsi rozdil absorbance byl namétfen u vzorku zaockovaného z agarové
plotny.

5.2.2 Stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy v pribéhu Kkultivace

kvasinky A. pullulans

Po stanoveni pH optima pro vzorky I, II a III byla na ELISA Readeru pfi optimalnich
podminkach métena absorbance vSech vzorki postupné odebiranych pii kultivaci.

Pro vypocet depolymerazové aktivity z rozdilu absorbanci byla opét stanovena kalibra¢ni
kiivka, identicky, jako v pfedchozim piipad¢.

Kultivace kvasinky A. pullulans probihala 24 dni s pribéznymi odbéry po 2-3 dnech.
Celkovy pocet odbérii byl 8, viztab. 26 a 27. U naméfenych hodnot byl vypocitan rozdil
absorbance za meéfeny Casovy usek 1 hodiny, viztab.26 a 27. Aktivita extracelularni
depolymerazy kvasinky 4. pullulans byla vypocitana jako rozdil hmotnosti PHB (vypocitané
pomoci regresni piimky y = 1,444x) v roztoku pfi tpa na konci méteni po 1 hodiné. Vysledna
koncentrace byla vztazena na 1 ml. Aktivita depolymerdzy je udana jako ubytek PHB
v pg/ml za 1 minutu, tedy [pg/(ml-min)]. Graficky zndzornény pribeh enzymové aktivity je
viditelny v grafech 6, 7 a 8.
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Tab. 26: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky Ia, Ib a Ila v pribéhu kultivace kvasinky
A. pullulans pomoci metody stanoveni enzymové aktivity 11

a [pg/(ml-min)]

Ia Ib IIa

Odbér | AA a AA a AA a
[1][den]| [ |[ug/mlmin)]| [-] [[ng/(ml'min)]| [-] |[pg/(ml min)]
1 2 10,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2|1 6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 8 10,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
41 10 10,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5| 13 10,035 0,404 0,021 0,242 0,037 0,427
6 | 15 10,029 0,335 0,032 0,369 0,017 0,196
71 20 10,028 0,323 0,000 0,000 0,000 0,000
81 24 10,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tab. 27: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky Ilb, Illa a IIIb v pribéhu kultivace

kvasinky A. pullulans pomoci metody stanoveni enzymové aktivity 11

IIb II1a IIIb

Odbér | AA a AA a AA a
[-]|[den]| [-] |[pg/ml(min)]| [-] |[pg/(ml'min)]| [-] |[pg/(ml-min)]
1| 2 /0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2|1 6 (0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
31 8 10,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4| 10 10,000 0,000 0,000 0,000 0,052 0,600
5| 13 |0,015 0,173 0,041 0,473 0,044 0,508
6| 15 (0,014 0,162 0,026 0,300 0,073 0,843
71 20 10,000 0,000 0,025 0,289 0,068 | 0,785
8| 24 10,000 0,000 0,000 0,000 0,059 0,681
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Graf zavislosti aktivity depolymerazy na dobé kultivace pro Ia a Ib
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Graf 6: Aktivita depolymerazy vzorku la a Ib v prubéhu kultivace
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Graf 7: Aktivita depolymerazy pro vzorek lla a IIb v pritbehu kultivace
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Graf 8: Aktivita depolymerazy pro vzorek Illa a IIIb v prubéhu kultivace

Z namétenych hodnot je patrné, ze metoda stanoveni enzymové aktivity Il potvrzuje, ze
kvasinka A. pullulans vyluCovala extracelularni depolymerdzu v nejvétSim mnozstvi mezi
13-15. dny kultivace. Vzorky zaockované z inokula vykazovaly vyssi aktivitu depolymeraz
nez vzorky zao¢kované piimo z agarové plotny az na vzorek IIIb.

5.2.3

Pfesna

Stanoveni hmotnostniho ubytku PHB
hmotnost PHB f6lii byla zjiSténa pied zacatkem kultivace a po jejim ukonceni.

Hmotnostni ubytek je uveden v tab. 28:
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Tab. 28: Hmotnostni a procentudlni ubytek PHB po ukonceni kultivace kvasinky
A. pullulans

Hm?tnost Hmotnost Ubytek Ubytek Ubytevk po
Vzorek pr.ed , | po kultivaci | hmotnosti | hmotnosti odectu
kultivaci kontrol
[g] [o]
K1 0,1116 0,1112 0,0004 0,4
K2 0,1123 0,1111 0,0012 1,1
la 0,1130 0,1084 0,0046 4,1 3,4
Ib 0,1119 0,1080 0,0039 3,5 2,8
ITa 0,1286 0,1230 0,0056 4,4 3,6
II'b 0,1321 0,1272 0,0049 3,7 3,0
Il a 0,1213 0,1167 0,0046 3,8 3,1
IIb 0,1231 0,1213 0,0018 1,5 0,7

lla [Ib Illa 1Ib
Obr. 16: PHB folie pouzité pro kultivaci kvasinky A. pullulans

Ila b IIb
Obr. 17: PHB folie po ukonceni kultivace kvasinky A. pullulans

Z vysledkl je patrné, ze hmotnostni ubytek po kultivaci je celkové maly, po odectu
zprumérovanych hodnot kontrol jsou hodnoty hmotnostniho ubytku vzdy vyssi u kultury
zaoCkované z inokula, coz podporuje teorii, ze zaockované kultury rovnou z agarové plotny
nemély dostatek zivin ke svému riistu, a tak nebyly schopny tak u¢inné degradovat PHB folii.
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5.2.4

Diskuse vysledkii enzymové aktivity kvasinky Aureobasidium pullulans

Kvasinka A. pullulans a jeji schopnost biodegradace PHB byla studovdna pomoci dvou
metod, a to turbidimetrickym stanovenim enzymové aktivity PHB depolymerazy a metodou
hmotnostniho ubytku. V tab.29 a30 je uvedeno porovnani téchto metod. Dale byla
stanovovana molekulova hmotnost vzorkd po kultivaci. Vysledky jsou patrné z tab. 31, kdy
zkratka M, udava ciselny stied molekulové hmotnosti, My, je hmotnostni stfed molekulové
hmotnosti a PDI znaci index polydisperzity, ktery se vypocita jako podil My,/M;,.

Tab. 29: Porovnani vysledkd metody II a hmotnostniho ubytku pro vzorky Ia, Ib, Ila a IIb

Odbér Ia Ib IIa ITb
1 |[dny] a__ m a__ m a__ m a__ m
[ng/(ml-min)] |[%] | [ug/(ml-min)] | [%] | [ug/(ml-min)] | [%] | [ug/(ml-min)] | [%]
1 2 0,000 0,000 0,000 0,000
2 6 0,000 0,000 0,000 0,000
3 8 0,000 0,000 0,000 0,000
4 10 0,000 0,000 0,000 0,000
5 13 0,404 34 0,242 28 0,427 3,6 0,173 3.0
6 15 0,335 0,369 0,196 0,162
7 20 0,323 0,000 0,000 0,000
8 24 0,000 0,000 0,000 0,000
Tab. 30: Porovnani vysledkli metody II a hmotnostniho ibytku pro vzorky Illa a IIIb
Odbér II1a I1Ib
a m a m
|t i mim)] | (%] | [g/mI-min)] |[%]
1 2 0,000 0,000
2 6 0,000 0,000
3 8 0,000 0,000
4 10 0,000 0,600
5 13 0,473 31 0,508 0.7
6 15 0,300 0,843
7 20 0,289 0,785
8 24 0,000 0,681

Tab. 31: Studium molekulové hmotnosti po ukonceni kultivace

Vzorek M, My PDI
1 |Referencni | 156900 | 271400 | 1.73
2 |Ia 117200 | 222800 | 1.90
3 |Ib 187280 | 373920 | 2.00
4 |lla 170900 | 353800 | 2.07
5 |IIb 145740 | 278180 | 1.91
6 |Illa 142550 | 254600 | 1.79
7 |1IIb 202680 | 261200 | 1.29

Z vysledkt vyplyva, ze metoda stanoveni enzymové aktivity I je nevhodna, jelikoz doba
mefeni 15 minut je pro velmi malé aktivity nedostate¢nd. Co se tyce stanoveni enzymové
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aktivity II, depolymerazova aktivita je jiz zaznamenana diky dobé méfeni, kterd trva 1
hodinu. Celkové je pro stanoveni depolymerazové aktivity 4. pullulans vhodné metoda II,
jelikoz kvasinka A. pullulans vykazuje nizkou depolymerazovou aktivitu. Aktivni enzym byl
detekovan az od 13. dne kultivace a tato aktivita se udrzela az do dne 15., u nékterych vzorki
1 do 20. Po této dob¢ jiz zase zadna aktivita detekovana nebyla a je pravdépodobné, ze
mikroorganismus jiz nebyl na konci kultivace Zivotaschopny.

Co se tyce hmotnostniho ubytku, dosSlo u kazdého vzorku ke snizeni hmotnosti PHB folie
na konci kultivace. Metoda hmotnostniho tbytku je ale zna¢né nepifesna v piipadé velmi
malého rozdilu hmotnosti, jelikoz v pribéhu kultivace miize dochazet k riznym
mechanickym namahdnim materidlu, které nakonec nemusely mit souvislost s degradaci
materidlu pomoci enzyml. U kazdého druhu kvasinky byl pokles vétsi u vzorku
zaockovaného inokulem. U vzorku IIIb je mozné, Ze se vyskytla kontaminace.

Na rozdil od bakteridlni kultury nebyl u zddného vzorku PHB materidlu exponovaného
kvasince A. pullulans pozorovany vyrazny ubytek molekulové hmotnosti materialu. Tady
skutecnost spolecné s nizkou aktivitou PHB depolymerdzy dokldda nizkou biodegradacni
aktivitu kvasinky vii¢i materialim na bazi PHB.

V porovnani s bakterii D. acidovorans dosahuje kvasinka mnohem niz§ich hodnot
namétenych aktivit a nebyl také u zddného vzorku PHB materidlu exponovaného kvasince
A. pullulans pozorovany vyrazny Ubytek molekulové hmotnosti materialu. Celkové l1ze tedy
shrnout, ze 4. pullulans mé velmi nizkou aktivitu depolymeraz, je tedy diskutabilni, jestli se
da tato aktivita povazovat za schopnost ¢aste¢né degradace PHB nebo je-li aktivita tak nizka,
ze kvasinka neni schopna PHB degradovat.

5.3 Biodegradace PHB pomoci kultivace plisné Aspergillus fumigatus

Stanoveni probihalo u plisné druhu A. fumigatus izolované na Fakulté¢ chemické VUT
v Brné.

Pro biodegrada¢ni stanoveni enzymové aktivity byl studovan rozdil mezi biodegradaci
PHB f6lie a PHB prasku. Pro studium bylo pracovano s 5 rtiznymi médii, z ¢eho 3 byly
vzorky kontrolni, a to K1 obsahujici vodu s PHB {6lii, K2 obsahujici médium s PHB f6lii a
K3 obsahujici vodu s PHB praskem. Dals§i dva vzorky v sobé zahrnovaly jesté plisen
A. fumigatus zaockovanou z inokula, konkrétné vzorek P1 obsahujici médium, PHB f6lii a
plisen A. fumigatus a vzorek P2 obsahujicim médium, PHB prasek a plisen A. fumigatus.

Studovany byly rozdily v biodegradaci PHB fo6lie a PHB prasku a vhodnost pouzitych
metod pro detekci enzymové aktivity.

5.3.1 Zavedeni testu stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy

Metoda I

Pro stanoveni aktivity extracelularnich depolymeraz vylucovanych plisni A. fumigatus
bylo nutné nejdiive stanovit pH optimum, pti kterém ma tento enzym nejvyssi t€innost. Jako
zastupce pH optima byly méteny hodnoty pH 4, 6, 7, 8 a 10. Jako optimalni teplota bylo opé&t
zvoleno 50 °C.

Tab. 32 obsahuje data naméfena pomoci ELISA Readeru pro vzorek P1, tedy média s
PHB folii a plisni A. fumigatus. Stejnym zptisobem byly méfeny i1 kontroly K1, K2 a K3,
pficemz zadnd nevykazovala enzymovou aktivitu. Pokud byl u vzorkli naméfen nartst
absorbance, brala se tato hodnota jako nulova aktivita.
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Tab. 32: Stanoveni pH optima vzorku P1 pii 50 °C

pH 4 pH 6 pH?7 pH 8 pH 10

t | A [B8A] A [bA] A [BA] A [bA]| A [8A
[min] [-]

0 10270 0,479 0,476 0,466 0,316

1 [0,271 0,477 0,474 0,468 0,329

2 0,272 0,476 0,470 0,464 0,333
310273 0,474 0,471 0,464 0,324

4 10272 0,471 0,473 0,460 0,332

5 10275 0,471 0,473 0,455 0,336

6 0272 0,474 0,470 0,457 0,330

7 10277 0,473 0,470 0,458 0,325

8 10,279 0% [0,475| %01 [0,465] %012 0,450 | %910 325 %000
9 10,282 0,471 0,469 0,456 0,324

10 0,289 0,468 0,468 0,457 0,321

11 [0,281 0,470 0,465 0,457 0,319
120,280 0,471 0,466 0,455 0,319

13 [0,281 0,470 0,465 0,451 0,321

14 [0,284 0,468 0,465 0,450 0,319

15 [0,278 0,468 0,464 0,450 0,319

Nejvyssi pokles absorbance byl zjistén u pH 8, a to 0 0,016. U pH 4 a 10 byl stanoven
nartist absorbance, coz muze byt zpisobeno sedimentaci, a nebo agregaci PHB granuli
v pribé¢hu testu, k degradaci PHB tedy nedochazelo. Grafické znazornéni méfeni pii

optimalnich podminkéch je patrné z grafu 9.

Al
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Graf zavislosti absorbance na ¢ase pro vzorek P1 pri pH 8
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8
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Graf 9: Zavislost absorbance u vzorku Pl pri optimalnich podminkach

a plisen 4. fumigatus. Vysledky pH optima jsou patrné z tab. 33.
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depolymerazu plisné A. fumigatus.

Tab. 33: Stanoveni pH optima u vzorku P2 pii 50 °C

pH 4 pH 6 pH7 pHS8 pH 10

t | A [B8A] A [bA] A [BA] A [bA]| A [8A
[min] [-]

0 [0254 0,462 0,462 0,454 0,293

1 [0,260 0,456 0,454 0,452 0,299

2 [0,269 0,453 0,458 0,453 0,298

3 10,268 0,458 0,455 0,453 0,300

4 [0,268 0,458 0,450 0,445 0,298

5 10,265 0,454 0,443 0,443 0,297

6 10,267 0,450 0,448 0,437 0,296

7 10,265 0,454 0,444 0,435 0,296
810,263 0% 0,443] %04 [0,439] %9900 427] %995 [0 280 %7
9 10,264 0,446 0,430 0,421 0,287
100,260 0,443 0,430 0,415 0,285

11 0,256 0,448 0,425 0,406 0,276

12 10,257 0,434 0,416 0,390 0,273

13 [0,261 0,412 0,410 0,381 0,270

14 [0,258 0,403 0,408 0,372 0,261

15 ]0,261 0,414 0,402 0,359 0,254

V piipadé

vzorku P2 bylo pH 8 jako optimalni

pH potvrzeno pro extracelularni

U pH 4 nebyla aktivita detekovdna zadna, opéct byl

nameéten nartist absorbance, pravdépodobné zptisobeny sedimentaci PHB. Jednotliva méfeni
vzorku P2 pfi riznych hodnotach pH jsou znazornéna v grafu 10.
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Graf 10: Zavislost absorbance u vzorku P2 pri optimalnich podminkach

Metoda 11

16

Druhou metodou bylo opét stanovovano pH optimum. Hodnoty pH byly méfené pH jiz
pouze 6, 7 a 8, jelikoz v zavislosti na minulé metodé se potvrdilo, Ze pH 4 a 10 byly opét
extrémni a degradace PHB pfii nich neprobihala.
Tato metoda potvrdila optimalni podminky PHB depolymerazy, jako metoda I.
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5.3.2 Stanoveni enzymové aktivity PHB depolymerazy v prubéhu kultivace plisné
A. fumigatus

Po stanoveni pH optima pro vzorky P1 a P2 byla na ELISA Readeru pfi optimalnich
podminkach méfena absorbance vSech vzorkl postupné odebiranych pii kultivaci bakterie
D. acidovorans.

Pro vypocet depolymerazové aktivity zrozdilu absorbanci byla stanovena kalibra¢ni
ktivka identicky, jako v minulych ptipadech.

Kultivace plisné A. fumigatus trvala 14 dnl, vzorky byly odebirdny v intervalu 1 dne,
celkové bylo odbért 9, viz tab. 34. U namétfenych hodnot byl vypocitan rozdil absorbance za
méfeny Casovy usek 15 minut (1 hodiny). Aktivita extracelularni depolymerazy plisné
A. fumigatus byla vypocitana jako rozdil hmotnosti PHB (vypocitané pomoci regresni piimky
y = 1,454x) v roztoku pfi tp a na konci méfeni, tedy po 15 minutach (1 hoding). Vysledna
koncentrace byla vztazena na 1 ml. Aktivita PHB depolymerdzy je udana jako ubytek PHB
v pg/ml za 1 minutu, tedy [pg/(ml-min)].

Tab. 34: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky P1 (PHB fo6lie) a P2 (PHB prasek)
v prabehu kultivace plisn€ 4. fumigatus pomoci metody [

P1 P2

Odbéry | AA a AA a
[-1][den]| [-] |[pg/(ml'min)]| [-] |[pg/(ml-min)]
1] 2 [0,008 0,476 0,000 0,000
21 3 10,009 0,536 0,000 0,000
3] 6 0,082 4,881 0,018 1,071
41 7 10,122 7,262 0,016 0,952
51 8 10,114 6,786 0,012 0,714
6| 9 10,025 1,488 0,025 1,488
71 10 10,020 1,190 0,088 5,238
8| 13 10,017 1,012 0,072 4,286
91 14 10,000 0,000 0,016 0,952

Graf zavislosti aktivity depolymerazy na dobé kultivace metodou I
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Graf'11: Aktivita depolymerazy pro vzorek Pl a P2 v priibéhu kultivace metodou [
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Z namétenych hodnot je patrné, Ze plisen A. fumigatus vyluCovala extracelularni
depolymerazu po celou dobu kultivace do doby tuplného degradovéani veskerého PHB.
Nejvyssi aktivita enzymu byla naméfena u vzorku P1, 7. den kultivace, u vzorku P2 to bylo
az 10. den kultivace kviili odlisSnému ¢asovému profilu exprese depolymerazy v zavislosti na
formé¢ PHB materidlu. Rychlej$i nastup piku aktivity u praSkového vzorku je disledkem
odlisného mechanismu degradace.

Tab. 35: Hodnoty namétenych aktivit pro vzorky P1 (PHB f6lie) a P2 (PHB prasek)

3,0
2,5
2,0

1,5

a [pg/(ml-min)]

1,0
0,5

0,0

v prub¢hu kultivace plisn€ A. fumigatus pomoci metody II

P1 P2

Odbéry | AA a AA a
[-]{[den]| [-] |[pg/(ml'min)]| [-] |[pg/(ml'min)]
1| 2 10,000 0,000 0,000| 0,000
21 3 10,000 0,000 0,000| 0,000
31 6 (0,115 1,756 0,049 0,562
41 7 10,103 1,573 0,094 1,077
5/ 8 0,155 2,367 0,110 1,261
6| 9 (0,076 1,160 0,125| 1,433
71 10 0,111 1,695 0,211 2,419
81 13 (0,047 0,718 0,200 2,293
91 14 10,024 0,366 0,130 1,490

Graf zavislosti aktivity depolymerazy na dobé kultivace metodou II

—x— Pl
Coo+P2
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doba kultivace [dny]
Graf 12: Aktivita depolymerazy pro vzorek Pl a P2 v prubéhu kultivace metodou I1

15

Stanoveni aktivity PHB depolymerazy metodou II potvrzuje, Ze plisen A. fumigatus ma

odli$ny ¢asovy profil exprese PHB depolymerdzy podle formy PHB materialu.

5.3.3

Stanoveni hmotnostniho ubytku PHB

Presna hmotnost PHB f6lii ze vzorkd K1, K2 a P1 a PHB prasku ze vzorkd K3 a P2 byla
zjisténa pred zacatkem kultivace a po jejim ukonceni. Rozdil hmotnosti je uveden v tab. 36:
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Tab. 36: Hmotnostni a procentualni ubytek PHB po ukonceni kultivace plisné

A. fumigatus

Hmotnost Hmotnost | Ubytek | Ubytek
Vzorek pied kultivaci | po kultivaci | hmotnosti | hmotnosti
[g] [Yo]
K1 | Kontrola (H,0O) 0,1173 0,1166 0,0007 0,60
K2 | Kontrola (médium) 0,1207 0,1198 0,0009 0,75
K3 | Kontrola (H,O) s PHB praskem 0,5152 0,3550 0,1602 31,1
P1 | Vzorek s PHB folii 0,1087 0,0000 0,1087 100
P2 | Vzorek s PHB praskem 0,5160 0,0000 0,5160 100

inkubovana v pritomnosti plisnée byla kompletné rozlozena

Obr. 19: PHB folie po ukonceni kultivace plisné A.fumigatus (zleva jiz jen K1, K2), folie

Z vysledkii je jasné, ze hmotnostni ubytek po kultivaci je zcela kompletni, tedy byl
degradovan cely hmotnostni obsah PHB f6lie 1 PHB prasku bez zbytkovych rezidui.

5.3.4

Diskuse vysledkii enzymové aktivity plisné Aspergillus fumigatus

Plisen A. fumigatus a jeji schopnost biodegradace PHB byla studovéana pomoci tii metod,
a to dvéma odliSnymi zptsoby turbidimetrického stanoveni a metodou hmotnostniho ubytku.
V tab. 37 je uvedeno porovnani vsech tii metod.
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Tab. 37: Porovnani vysledkli enzymov¢ aktivity I a I a hmotnostniho bytku pro vzorky

Pl aP2

y P11 [P11I|P1HU| P21 |P21I [P2HU

Odbéry:
a a m a a m

[-1][dny] | [pg/(ml'min)]| [%] |[pg/(ml'min)]| [%]
1] 2 (0364 |0,000 0,000 | 0,000
21 3 |0,410 0,000 0,000 | 0,000
31 6 [3,734|1,318 0,820 | 0,562
4| 7 |5,556 1,181 0,729 | 1,077
5/ 8 [5191|1,777| 100 |0,546 | 1,261 | 100
6| 9 |1,1380,871 1,138 | 1,433
71 10 0911 1,272 4,007 | 2,419
8| 13 |0,774 | 0,539 3,279 | 2,293
9| 14 |0,000 | 0,275 0,729 | 1,490

Z vysledkil vyplyva, ze metoda stanoveni enzymové aktivity I dava ve vétsiné piipada
vétsi hodnotu aktivity, nez stanoveni enzymové aktivity II. Tento jev je pravdépodobné
zpusoben strm¢j$im poklesem absorbance pti métfeni po dobu 15 minut, nez 1 hodiny, kde se
absorbance po delsim casovém tUseku ustaluje, respektive kdy je v jamce titracni desticky
stale zmensSujici se mnozstvi PHB. V nékterych ptipadech byl veskery substrat degradovan a
hodnota absorbance klesla az na hodnotu blanku. V ptipad¢ velmi efektivni degradace je tedy
vhodnéjsi pouzit metodu stanoveni aktivity I, jelikoz neni substrat limitujicim faktorem
reakce. Celkové je pro stanoveni depolymerazové aktivity vhodnéj$i metoda I, jelikoz plisen
A. fumigatus velmi u¢inné degraduje PHB v obou pouzitych forméach a tato metoda tedy
podava mnohem piesnéjsi vysledky.

Co se tyCe hmotnostniho ubytku, byla zde jasnd i makroskopicky viditelna tplna
degradace.

Pti porovnani vysledki enzymatick¢ degradace PHB folie a PHB prasku je znacné
rozdilny mechanismus samotné degradace, viz obr.20. U degradace PHB folie tvoril
A. fumigatus malé kulovité shluky kolonii, které se naadsorbovaly na povrch PHB f6lie a
postupné ji degradovaly. Co se ty¢e PHB prasku, kultura nejprve narostla do velkych
kulovitych shluki. A teprve poté zacala na sebe PHB prasek navazovat a degradovat, coz
vysvétluje opozdéni narlistu depolymerazové aktivity v ptipadé PHB prasku oproti degradaci
PHB folie.
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Obr. 20: Mechanismus biodegradace plisné A. fumigatus (vlevo A. fumigatus s PHB folii,
vpravo A. fumigatus s krystalickym PHB)

Celkové lze shrnout, ze plisent A. fumigatus je schopna zcela degradovat PHB, coz je
potvrzeno jak turbidimetrickym stanovenim, hmotnostnim ubytkem, tak i makroskopicky.

5.4 Vizualizace extracelularnich enzymi pomoci SDS-PAGE

Po skonceni kultivaci bylo zbylé médium uchovéano a z nich odebrany 3 ml na ultrafiltraci.
Po 10ti ndsobném zakoncentrovani pomoci ultrafiltrace byly vzorky naneseny na gel a
separovany SDS-PAGE na 10% gelu a vizualizovany pomoci barveni Coomassie Brilliant
Blue, viz obr. 21 a pomoci sttibra viz obr. 22. Pro porovnani byly pfipraveny ty samé vzorky
jesté z pribéznych odbért, kde dosahovala aktivita PHB depolymeraz nejvyssi hodnoty. Tyto
vzorky byly identicky zakoncentrovany ultrafiltraci, jako u pfedchoziho piipadu a naneseny
k vizualizaci na gel. Pokud se jednalo o vzorky odebrané¢ po kultivaci, jsou oznaceny
symbolem s, pokud jsou vzorky nanesené¢ na gel z prubéznych odbéri, maji symbol v.
Symbol S oznacuje standard Biorad Dual Color.

68



250 kDa (& 250 kDa

150 kDa & 150 kDa
100 kDa /& 100 kDa
75 kDa & 75 kDa
50 kDa (o4 50 kDa
37 kDa [ 37 kDa
25 kDa §4 25 kDa
20 kDa |8 20 kDa
15 kDa 15 kDa

Obr. 21: Vizualizace vzorku z kultivaci zkoncentrované ultrafiltraci barvené pomoci
Coomassie Brilliant Blue G250

Pouzité vzorky:

S — Standard BioRad Dual Color

I, IT a IT — tf1 rizné kmeny kvasinky A. pullulans (a = zaockovano z inokula, b = zaoCkovéano
z agarové plotny)

M1 — kultivace D. acidovorans s PHB folii

M2 — kultivace D. acidovorans s PHB praskem

P1 — kultivace A. fumigatus s PHB folii

P2 — kultivace A4. fumigatus s PHB praskem

Vsechny mikroorganismy byly v pritbéhu testi kultivovany v mineralnich médiich, které
neobsahovali zadné komplexni zdroje, jako je naptiklad pepton nebo kvasni¢ny extrakt.
Proto mizeme ptedpokladat, ze vSechny proteiny detekované pomoci SDS-PAGE byly
extracelularni proteiny/enzymy produkované jednotlivymi mikrorganismy. Vzhledem
k tomu, Ze jediny zdroj uhliku v médiu byl materidl na bazi PHB, miZeme ptedpokladat, Ze
detekované enzymy jsou zapojeny do metabolizace tohoto zdroje uhliku.

Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue G250 potvrdilo pfitomnost
extracelularnich depolymerdz u vzorkti M1, M2 (z kultivace bakterie D. acidovorans), P1 a
P2 (z kultivace plisné A. fumigatus). Ani jeden vzorek z kultivace kvasinky A. pullulans
vizualizovan nebyl, pravdépodobné¢ z diivodu velmi malého mnozstvi enzymu, které nebylo
schopné barveni Coomassie Brilliant Blue G250 detekovat, jelikoz detek¢ni limity tohoto
zpusobu barveni jsou 10 — 100 ng. [69; 62]

U plisné 4. fumigatus, konkrétné u vzorki P1 a P2 byly zjiStény 4 zony, a to o velikosti
odpovidajici cca 100 kDa, 60 kDa, 40 kDa a 20 kDa. V nejvétsi mife byla zastoupena zdéna o
molekulové hmotnosti okolo 40kDa, coz odpovidd molekulové hmotnosti PHB
depolymerazy, ktera se pohybuje okolo 40 kDa. [70; 12]

U bakterie D. acidovorans, konkrétné¢ u vzorkt M1 a M2 byly tyto zony taktéz, jen
v mens$im mnozstvi, coZ podporuje piedchozi vysledky, ze na rozdil od plisné A. fumigatus,
ktera ucinn¢ PHB degraduje, ho bakterie D. acidovorans degraduje pouze c¢astecné.
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V nejvétsi mife byl detekovan fragment o molekulové hmotnosti okolo 70 kDa. Molekulova
hmotnost PHB depolymerdzy vylu¢ované bakterii D. acidovorans je okolo 45 kDa. [70; 12]

S la lla llaMIM2 P1 P2 P2 P P2 M1 Ilalllb S
. gl g Ve aV, vV
250 kDa b'-V,"'I' P""'l"'"" bl e b J 550 kDa

150 kDa i 150 kDa

100 kDa 1 100 kDa

75 kDa 75 kDa
]

50 kDa ! 50 kDa

37kDa ‘ 37 kDa

25 kDa 25 kDa

20 kDa
15 kDa !

10 kDa

Obr. 22: Vizualizace vzorkii z kultivaci zkoncentrované ultrafiltraci barvené pomoci
stribra

Pro zlepSeni citlivosti vizualizace jednotlivych zon po separaci pomoci SDS-PAGE bylo
provedeno barveni stiibrem. Barveni gelu pomoci stfibra potvrdilo pfitomnost potencialnich
extracelularnich depolymeraz u vzorkit M1, M2 (z kultivace bakterie D. acidovorans), P1 a
P2 (z kultivace plisn€ 4. fumigatus).

U plisné€ 4. fumigatus, konkrétné u vzorkti P1 a P2 byly potvrzeny 4 zony, a to o velikosti
okolo 120 kDa, 60 kDa, 40 kDa a 30 kDa. U bakterie D. acidovorans byly taktéz potvrzeny
podobné zoény, bohuzel kvuli pfitomnosti vzduchové bubliny vjamce nebyla separace
jednotlivych zén piesna, ale z vysledkli pomoci barveni Coomassie se da usuzovat, ze
bakterie produkovala enzymy o podobné velikosti jako pliseit 4. fumigatus.

Na rozdil od barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G250 byly vizualizovany i zény
potencialni extracelularni depolymerdzy u kultury A. pullulans, jelikoz detekéni limity tohoto
zpusobu barveni jsou 2-4 ng. [69; 62]

Konkrétné byly detekovany fragmenty u vzorkt la (4. pullulans CCM 8182), u které¢ byl
vizualizovan pouze zény o molekulové hmotnosti okolo 130 kDa a vzorku Ila (4. pullulans
CCM F-148), kde byly vizualizovany fragmenty dva, a to o molekulové hmotnosti okolo
120 kDa a 60 kDa.

Z vysledkt je dale patrné, ze vizualizace vzorkil prob&hla vyrazné lépe pifi pouziti
zakoncentrovanych vzorkli ze supernatantu po ukonceni kultivaci, jelikoz médium
obsahovalo vétsi mnozstvi enzymu. I pfesto, Ze byly tyto enzymy pii ukonceni kultivaci
neaktivni, bylo je schopné pomoci SDS-PAGE vizualizovat.

5.5 Biodegradace za simulovanych podminek kompostovaciho procesu

Krom¢ biodegradacnich testll s Cistymi kulturami byl v rdmeci této diplomové prace také
zaveden standardni (viz Norma IS/ISO 20200 (2004) [8]) biodegradacni test simulujici
kompostovaci podminky. U biodegradac¢niho testu bylo v intervalech viz tab. 38 zjiStovan
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stupen biodegradace pouzitého materialu. Dale byly zjistovany parametry zmény média, jako
odér, barva a dalsi vizualni zmény.

Tab. 38: Testovani urcitych druhtit PHB materiali

. . PU-
PHB folie PHBf;IIizzena PHt]leji?;om Refel:‘IeJncnl I(’;Jl-l;i]; PHB
g (FCH)

1. den Pocatek biodegrada¢niho testu

5.den Zjistovani stupné degradace ‘ -

10. den Zjistovani stupné degradace

15. den Zjstovani stupné i

degradace
19. den Zjistovani stupné degradace
23. den Zjistovani PIng Studium mechanickych vlastnosti
24. den . stupné degradovan -
PIné e 1 ”
30. den . degradace Zjistovani stupné degradace
degradovan
38. den -
46. den PIné Zjistovani stupné degradace
' degradovan ) P £
Ukonceni testu, studium
57. den Ukonceni testu mechanickych vlastnosti, méfeni
ubytku hmotnosti

5.5.1 Biodegradace PHB folie

pocatku experimentu byly vSechny média svétlé zluté a nijak nezapachaly.

Stupeni biodegradace byl zjisStovan od pocatku biodegradacniho testu u PHB folie
5.,10.,15. a 19. den testu, pficemz 19. den jiz byla folie zcela degradovdna. Na pocatku
testovani byla PHB folie zcela prtihledna a pevna o hmotnosti 1,3700 g, viz obr. 23. Na

Zména média doposud nebyla nijak markantni, co se ty¢e barvy ani odéru.

Obr. 23: PHB folie pred biodegradacnim testem a 1. den biodegradacniho testu

Pti prvni kontrole stupné biodegradace, tedy 5. dne biodegradacniho testu byla folie stale
pruhledna a pevna, jako na pocatku testovani. Byl na ni ale jiz obsazen film vlhkého média.
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U druhé kontroly stupné biodegradace, tedy 10. den biodegradacniho testovani byla folie
ve zna¢ném stupni rozkladu. Film ulpéného média na povrchu folie jiz byl znacny a samotna
folie byla velmi kiehk4 na mechanické zachazeni. Déle byla zna¢né zazloutld a daly se u ni
detekovat drobné perforace materidlu po celém povrchu, viz obr. 24 a 25. Zména média jiz
byla taktéz detekovana, a to jak barvou, kterd byla od ptivodni naZloutlé Zlutohnéda, tak i
odérem, kde byl patrny silny amoniakalni zapach, a na povrchu média byly detekovany malé
kolonie bilé plisné.

Tieti kontrola byla studovana 15. den biodegrada¢niho testu, kdy bylo v médiu nalezeno
jen velmi malé mnozstvi testovaného materidlu zna¢né rozlozeného a bylo velmi obtizné
materidl vyjmout z média, aniz by nebyl mechanicky poskozen. Perforace povrchu byla jiz
znacnd a soudrznost materidlu tak byla velmi mald. Zména média byla opét v barve, kterd se
stale vice ztmavovala az k tmavé hnéd¢, amoniakalni zapach byl vyraznéjsi, kolonie bilé
plisn¢ byly zastoupeny ve vétsi mife.

Pii ctvrté kontrole 19. dne biodegradacniho testu jiz nebyly nalezeny zadné stopy
studovaného materidlu, PHB f6lie tedy mohla byt oznacena, jako zcela degradovédna a
kultivace ukonc¢ena. Médium bylo, co se tyce barvy a zapachu, obdobné predchozi kontrole.

Zmény materialu v priabchu jednotlivych kontrol jsou zndzornény na obr. 24.

5. den biogedrada¢niho testu 10. den biodegradac¢niho testu  15. den biodegradaé¢niho testu
Obr. 24: PHB folie v pritbehu biodegradacniho testovani

Mechanismus degradace materidlu je viditelny na obr. 25. Z tohoto detailniho pohledu je

patrné, ze se velké struktury materidlu rozpadaji kvili velkému poctu malych, stale se po
okrajich zvétSujicich dér.
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Obr. 25: Detail PHB folie pri 2. kontrole biodegradace, tedy 10. den biodegradacniho
testu

Od pocatku biodegradacniho testu bylo k tiplnému rozpadu materialu potieba minimalné
19. dni. Nejrychleji byla degradovéana stfedni ¢ast materidlu, pravdépodobné z divodu
nejvyssi vodni aktivity, kde byly podminky pro mikroorganismy rozkladajici PHB
nejidealngjsi.

5.5.2 Biodegradace PHB tvrzené folie

Stupen biodegradace byl zjistovan od pocatku biodegrada¢niho testu u PHB tvrzené folie
5.,10.,15. a 19. den, pficemz 19. den jiZ byla prostiedni ¢ast tvrzené folie zcela degradovana,
zbylé dvé byly dale pozorovany a kontroly byly provadény dale 24.,30.,38. a 46. den
kultivace. Uplna biodegradace materialu byla stanovena na 46. den testovani.

Material pouzity k biodegradacnimu testu byl tmavé hnédy a velmi pevny (klasickou
mechanickou manipulaci nemohl byt nijak poskozen). Pro testovani byly pouZity tii rizné
velké ¢asti PHB tvrzené folie, viz obr. 26, nejvetsi ¢ast o hmotnosti 3,9116 g, prostfedni ¢ast
o hmotnosti 1,9260 g a nejmensi ¢ast o hmotnosti 1,3454 g.

Obr. 26: PHB tvrzena folie pred biodegradacnim testem a 1. den biodegradacniho testu
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U prvni kontroly stupné biodegradace, tedy 5. dne biodegradacniho testu byla tvrzena
folie mikrobidlné nedotCena. Jejich povrch byl pevny stejné jako na pocatku testu. Na jediné
prostiedni ¢asti tvrzené folie byl vétsi nanos média, nez na ostatnich dvou. Zména média byla
obdobna, jako u PHB folie, tedy, barva nazloutla, odér minimalni.

Druhd kontrola stupné biodegradace, neboli 10.den biodegradacniho testovani byl
materidl husté¢ obalen vlhkym médiem, na povrchu tvrzené folie byla ve velkém mnozstvi
obsaZena bila pliseni, nejvice vSak na prostfednim dilu materialu, ktery byl od prvni kontroly
mnohem vice mekky a pruzny. Bylo nutné u tohoto dilu dbat na opatrn€j$i mechanické
zachdzeni. Zbylé dvé Casti si zanechaly pivodni pevnost. Perforace materidlu zatim nebyla
rozpoznana ani v jednom piipad¢. Zmeéna média byla detekovana zlutohnédym zbarvenim a
silnym amoniakalnim zapachem a v celém objemu média byly odhaleny kolonie bilé plisn¢,
nejvice jich bylo akumulovano na studovaném materialu.

Tteti kontrola byla studovana 15. den biodegradacniho testu, kdy bylo na materialu jiz
prichyceno velké mnozstvi média az trojnasobek jejich pocatecni tloustky. Bilé kolonie
plisné byly po celém povrchu materidlu. Krajni dvé ¢asti byly podobné, jak v hustoté osidleni
materidlu byla mnohem hustéji obalena vrstvou plisné a jeji pevnost jiz byla velmi nizka a
hrozilo zde mechanické poskozeni, bylo tedy nutné velmi opatrné zachazeni. Perforaci
povrchu nebylo mozné G¢inn¢ detekovat z diivodu velkého mnozstvi nanosu média a plisné
na materidlu. Zmény média byly v barvé, kdy odstin sahal k tmavé hnédé, amoniakalni
zapach byl vyraznéjsi a kolonie bilé plisné byly zastoupeny ve vétsi mife.

Pti ctvrté kontrole 19. dne biodegradacniho testu jiz nebyla nalezena prostfedni ¢ast PHB
tvrzené folie, ostatni dvé Casti vypadaly obdobné jako u piredchozi kontroly, byly ale
vyrazngji kieh¢i a nachylnéjsi na mechanické posSkozeni. Médium bylo, co se tyCe barvy a
zapachu, obdobné piedchozi kontrole.

U paté kontroly 24. den biodegradacniho testu byly zbylé dvé ¢asti PHB tvrzené folie zase
kfeh¢i a nachylngjsi, v médiu se jiz nachazelo vice mensich fragmentli, PHB tvrzena folie se
tedy jiz zaCinala rozpadat. Médium ztmavlo v jistych ¢astech az do cerného zbarveni,
amoniakalni zdpach média jiz ale nebyl tak vyrazny.

30. den biodegradac¢niho testu byla provedena kontrola Sesta, kdy PHB tvrzena folie jiz
byla vyrazné mensi, nez u kontroly paté. Pro velky nénos plisn€¢ a média ale nebylo mozné
posoudit mechanismus biodegradace, ale z divodu zmenSovani materialu se dé predpokladat,
7ze se postupné folie rozpada po okrajich. Perforace materidlu totiz nebyla detekovana.
Médium si zachovalo stejné vlastnosti jako u predchozi kontroly.

Sedmé kontrola 38. den biodegrada¢niho testu jiz méla blizko k plné degradaci, bylo ale
stale nalezeno malé mnozstvi rezidui z PHB tvrzené folie. Pies velky ndnos média uz byly
tyto nepatrné ¢asti obtizn¢ detekovany, rozpoznany byly pouze diky nanosu bilé plisné, ktera
se jinak v médiu neobjevovala, pouze na PHB tvrzené folii. Nalezené casti mély v priméru
maximalné 1 cm. Médium si opét zachovalo pivodni vlastnosti, jen odér byl méné vyrazny.

Osma kontrola provedena 46. biodegradac¢niho testu byla PHB tvrzena folie povazovana
za pln€ degradovanou, jelikoz nebyly k nalezeni jiz zaddné stopy studovaného materidlu.
Médium, co se tyce barvy, bylo identické pifedchozi kontrole, zapach byl opet o néco mensi.

Zmény PHB tvrzené folie v pribéhu jednotlivych kontrol jsou zndzornény na obr. 27.
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5. den biodegradac¢niho testu

e,

15. den biodegrada¢niho testu 19. den biodegradac¢niho testu

24. den biodegradac¢niho testu 30. den biodegrada¢niho testu

Y P

38. den biodegradacniho testu

Obr. 27: PHB tvrzena folie v prubéhu biodegradacniho testovani

Od pocatku biodegradacniho testu bylo k tplnému rozpadu materidlu potfeba minimalné
46 dnt. Nejrychleji byla degradovana stiedni ¢ast materialu, a to jiz 19. den od pocatku testu,
coz mohlo byt zpisobeno, identicky jako u PHB folie, vétsim mnozstvim vody ve stfedu
biodegradac¢niho boxu, kde mély mikroorganismy rozkladajici PHB vhodnéjsi podminky pro
biodegradaci, nez na okrajich nadoby.

5.5.3 Biodegradace PHB Nanoul textilie

Stupent biodegradace byl zjiStovan od pocatku biodegradac¢niho testu u PHB Nanoul
textilie 5.,10. a 15. den, pficemz jiz 15. den byl materiél zcela degradovan.

Material pouzity k biodegradacnimu testu byl bily, neprihledny, velmi jemny a nepfili§
pevny. Bylo tedy nutné dbéat zvySené opatrnosti pfi manipulaci s timto materidlem jiz od

75



pocatku testu. Pro testovani byla pouzita PHB Nanoul textilie o parametrech 15x10 cm a
hmotnosti 0,1531 g, viz obr. 28.

- - ]
o i A -

Obr. 28: PHB Nanoul textilie pred biodegradacnim testem a 1. den biodegradacniho testu

U prvni kontroly stupné biodegradace 5. dne biodegrada¢niho testu byla textilie jiz
znatelné zménéna. Textilie méla ve své struktufe obsazené ¢asti média a na jistych mistech
byla viditelna perforace materiadlu. Povrch materidlu za¢inal mit nahnédlé zbarveni. Samotna
textilie byla extrémné kfehkd a hrozilo zde mechanické poskozeni. Zména média byla
nepatrna, odstiny barvy tmavsi, neZ na pocatku testovani, odér nepfili§ znatelny.

10. den biodegradacniho testovani probéhla druhd kontrola, pfi¢emz byly v médiu
pozorovany jen fragmenty zbylé z PHB textilie. Fragmenty se nicméné zdaly pocitové
mechanicky odolnéjsi, nez u predchozi kontroly, pravdépodobné z divodu manipulace s
mensim povrchem. Textilie byla v tento den testovani ve zna¢ném stupni rozkladu. Barva
textilie byla po celém povrchu zezloutld az hnédd. Po celém povrchu fragmentd byly
detekovatelné malé perforace, viz obr. 29. Zména média jiz byla taktéZ detekovana, a to jak
barvou, kterd byla od puvodni nazloutlé zlutohnéda, tak i odérem, kde byl znatelny
amoniakalni zpach.

Tteti kontrola byla studovéna 15. den biodegrada¢niho testu, kdy jiz nebyly nalezeny
zadné fragmenty studovaného materidlu, PHB textilie tedy mohla byt oznacena, jako zcela
degradovana a kultivace byla ukon¢ena. Médium bylo, co se tyce barvy a zapachu, obdobné
pfedchozi kontrole.

Zmény materialu pti prvni a druhé kontrole jsou znazornény na obr. 29.
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5. den biodegradac¢niho testu 10. den biodegradaéniho testu

Obr. 29: PHB Nanoul textilie v priitbehu biodegradacniho testovani

Od pocatku biodegradacniho testu bylo k Giplnému rozpadu materidlu potieba minimalné
15 dnt. Nejrychleji byla opét degradovéana stfedni Cast materidlu, kvili nejidedlnéjSim
podminkdm pro mikroorganismy rozkladajici PHB.

554 Izolace bakterialnich kultur z kompostu

Po ukonceni polosuché kultivace bylo odebrano z kazdého reaktoru ¢ast média, které bylo
nasledné rozmichdno v destilované vod¢. Takto pfipravené vzorky byly ponechany ke
kultivaci na agarovych plotnach obsahujici 3 rtizné média obsahujici odlisné Ziviny.
Kultivace na agarovych plotnach probihala 24 hodin a narostlé kultury byly dale izolovany
pro zjisténi poctu kultur zpisobujicich biodegradaci PHB, viz obr. 30 a 31

YPD - vzorek z YPD - vzorek z YPD - vzorek z média s
média s PHB textilii média s PHB folii PHB tvrzenou folii

Obr. 30: Narostlé kultury po zaockovani YPD média z polosuché kultivace pomoci hokejky

Z vysledkil je patrné, ze mira zastoupeni mikroorganismli zavisela na pouzitém PHB
nejpevnéjsim pouzitém materidlu, kdy bylo pro degradaci nutny vétsi pocet mikroorganismd.
U YPD média, u vzorku s PHB tvrzenou folii tvofily kolonie souvislou vrstvu a nebylo
mozné urcit, kolik riznych druhii mikroorganismt bylo zastoupeno. V ptipadé druhych dvou
vzorktl, tedy PHB textilie a PHB folie, byly zde jasné viditelné dvé kultury, jedna tvotila
vetsi kolonie, druha tvofila kolonie znatelné mensi.
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NB - vzorek z NB - vzorek z NB - vzorek z média s
meédia s PHB textilii.  média s PHB folii PHRB tvrzenou folii

Mineralni - vzorek z
média s PHB folii

Obr. 31: Narostlé kultury po zaockovani NB média a mineralniho média z polosuché
kultivace pomoci hokejky

Pti pouziti NB média byl diky vysoké mife zastoupeni detekovan taktéz pouze jeden druh
mikroorganismu. Opét byl detekovan nértist mikroorganismi u vzorku z biodegradace PHB
tvrzené folie. Nejméne¢ jich obsahoval vzorek s PHB textilii, jakozZto co se tyCe vahy, nejlehci
pouzity material.

U mineralniho média byl narist biomasy minimalni, byla zde detekovana pouze jedna
kultura, ktera tvorila malé kulovité kolonie.

Vsechny rozpoznané kultury byly déle izolovany pomoci kiizového roztéru na agarovou
plotnu obsahujici YPD médium. Vysledky jsou viditelné na obr. 32.
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Obr. 32: Izolované kultury z polosuché kultivace

Z vysledkil 1ze tvrdit, Zze po kultivaci bylo izolovdno 5 riznych druh mikroorganismil,
které za podminek testu vyrazné pievazovali v pfirozené kultufe a je mozné, Ze se podileli na
biodegradaci vSech pouzitych forem PHB. Jestli tyto kmeny byly schopny biodegradace
PHB, ¢i nikoliv, se neda surCitosti potvrdit. DalSim testovanim téchto izolatd, co do
schopnosti degradovat PHB bude cilem dalSi prace. Izolované vzorky byly ndsledné
analyzovany mikroskopicky, viz obr. 33, 34 a 35.

Obr. 33: Izolované kultury pod mikroskopem pri zvétseni 40x
Prvni izolovana kultura méla bunky velmi dlouhé a tyc¢inkovité, které vykazovaly

spiralovity tvar. Délka bunék byla primérné okolo 0,5 mm.
Druhé izolovana kultura méla bunky valcovitého tvaru v priméru okolo 20 pm.
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Obr. 34: Izolované kultury pod mikroskopem pri zvétseni 40x

Tteti izolovana kultura méla bunky valcovité az ty¢inkovité. Délka bun€k byla primérné
okolo 30 um.
Ctvrta izolovana kultura méla buiiky ty&inkovité dlouhé v priméru okolo 1 mm.

Obr. 35: Izolovana kultura pod mikroskopem pri zvétseni 40x

Pata izolovana kultura méla bunky ty¢inkovitého tvaru, které tvotily fetizky. Bunky byly
dlouhé primérn¢ 0,6 mm.

5.5.5 Diskuse vysledkii biodegradace PHB simulaci kompostovaciho procesu

Biodegradace pomoci pfirozené se vyskytujicich mikroorganismii v kompostu byla
provedena u tfi druh PHB materialu, a to PHB folie, PHB tvrzené foliec a PHB Nanoul
textilie, viz tab. 39.

Tab. 39: Porovnani degrada¢ni u¢innosti pouzitych PHB materiala

Hmotnost Doba
Forma PHB materialu | biodegradace
[-] Igl [dny]
PHB folie 1,3700 19
PHB tvrzena folie| 7,1830 46
PHB textilie 0,1531 15
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Z hodnot ztab. 39 vyplyva, Ze doba degradace je primarné¢ zavisla na hmotnosti
degradovaného materialu, poméru plochy a hmotnosti a také pevnosti materialu. U PHB folie
a PHB textilie, které byly n€kolikanasobné leh¢i, nez PHB tvrzena folie, byla doba tiplné
degradace mnohem mensi. Co se ty¢e porovnani degradovanych materiali, ma nejlepsi
vysledky Nanoul textilie, poté PHB folie a nakonec PHB tvrzena folie, coz je pravdépodobné
zpusobeno mnozstvim PHB depolymerdz obsazenych v médiu. Pfi kratkodobé kultivaci
nejsou schopny mikroorganismy vyluCovat takové mnozstvi PHB depolymeraz, které by
degradovaly velké mnozstvi PHB. Cim déle ale kultivace trv4, tim vice mikroorganismii je
v médiu obsazeno, a tim vice depolymeraz je schopno rozkladat PHB material. Pfi nizkych
hmotnostech PHB sta¢i malé mnozstvi enzymu k degradaci, a tak i celkovy ¢as kultivace
byva nizsi. Naopak u PHB tvrzen¢ folie byla doba nutna k uplné biodegradaci 46 dnd, kdy se
mikroorganismy byly schopny pomnozit do takového mnozstvi, aby jejich depolymerazy
rozlozily veskery obsah biodegradovatelného materialu. Vysledky biodegradac¢nich
experimentl jednozna¢né potvrdily tvrzeni, ze PHB je zcela biodegradabilni material. Podle
normy IS/ISO 20200 (2004) [8] je mozné za biodegradabilni materidl povazovat takovy,
ktery se b&hem testu rozlozi béhem 90 dni, coz vSechny vzorky bezpochyby splnily.
Zavedeny test byl nasledné vyuzit na posouzeni biodegradability vice rezistentnich materiala
(polyuretanovych filmt obsahujici PHB) a mize byt v budoucnu pouzit jako standardni test
posouzeni biodegradability rozlicnych materiali pfipadné¢ pro posouzeni vlivu
technologickych uprav respektive modifikaci na biodegradabilitu PHA materidli.

5.5.6 Biodegradace kopolymeru PU-PHB

Jako kopolymer PHB byl testovan PU-PHB ve dvou variantach. Prvni varianta jsou tfi
koncentrace PHB dispergované v polyuretanu od firmy Sigma, ktery byl pouZit jako ndhrada
polyesterového polyolu v podilu odpovidajici 1, 5 a 10 hm. % polyolu, druhou variantou jsou
stejné koncentrace PHB v polyuretanu, pouzity PHB byl vtomto ptfipadé piipraven na
Fakult¢ Chemické v Brné (taktéz 1 %, 5 % a 10 %). Referen¢nim vzorkem byl Cisty PU bez
PHB. Stupen biodegradace byl zjiStovan od pocatku biodegrada¢niho testu u referencniho
vzorku PU a vSech variant PU-PHB 10., 19., 30., 46 a 57. den kultivace, pticemz 57. den
byla kultivace ukoncena a vSechny varianty PU-PHB i referen¢niho vzorku podrobeny
analyze pod mikroskopem, vazkové analyze a studiu mechanickych vlastnosti.

Referenéni vzorek

PU-PHB Sigma sA Hp— -
AT

PU-PHB FCH
(1%, 5% a 10%)

Obr. 36: Vzorky PU-PHB a referencni vzorek PU pouZzité na biodegradacni test
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Referencni vzorek a PU-PHB zobr. 36 byly pred biodegradacnim testem a zvaZeny.
Hodnoty navazek jsou viditelné v tab.40.

Tab. 40: Navazky pouzitych vzorki PU-PHB

Vzorek Navazka
[-] [g]

Ref. vzorek 0,5035

1 % PHB od firmy Sigma v PU 0,4868

5% PHB od firmy Sigma v PU 0,6703

10 % PHB od firmy Sigma v PU | 0,8765

1 % PHB z FCH v PU 0,8430
5% PHB z FCH v PU 0,9489
10 % PHB z FCH v PU 0,3848

Vzorky byly vloZzeny do reaktoru zpuali naplnéného médiem, viz obr.37. Takto
pripraveny material byl pfevrstven médiem, zalit vodou, uzavien a ponechan dobie aerované
inkubaci pti 58 °C.

10% 5% 1%
Vzorky s rozdilnou koncentraci PHB v PU

1. den biodegradagniho testu
Sigma

Referenéni vzorek 1. den
biodegradac¢niho testu

10% 5% 1%
Vzorky s rozdilnou koncentraci PHB v PU

1. den biodegradaéniho testu
Fakulta chemicka VUT v Brné

Obr. 37: Vzorky PU-PHB a referencni vzorek PU 1. den biodegradacniho testu
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Pti prvni kontrole stupné biodegradace, tedy 10. dne biodegradac¢niho testu byly vzorky
materidlu zna¢né odlisné od prvniho dne biodegradacniho testu hlavné, co se tyce barvy
vzorkll. Ze zcela prihledného materidlu se v pribéhu 10 dnt stal zluté¢ zakaleny material,
nejméné koncentrované PHB v PU byly stile prithledné, jen zbarveni bylo Zluté, u
nejkoncentrovanéjSich vzorkl byla transparentnost mnohem vice sniZzena a odstin zluté barvy
sytéjsi. U kazdého vzorku byly dale viditelné malé¢ tmavsi mista, ktera byla rozmisténa
nahodné po celém povrchu materialu. Dle koncentrace PHB v PU se zakaleni zvySovalo a
zbarveni tmavlo. Nejvétsi rozdil zbarveni mély vzorky PU obsahujici PHB z Fakulty
chemické. Zména média byla jak v barvé, které preslo do tmavé zluté barvy, tak i odérem,
ktery mé¢l amoniakalni zapach.

U druhé kontroly stupné biodegradace, tedy 19.den biodegradacniho testovani byly
vzorky, co se tyce barvy, tmavsi. U referencniho vzorku byla jedind zména, a to v barvé. U
vzorkli s PHB od firmy Sigma byla taktéz indikovdna pouze zména zbarveni materidlu,
nebylo mozné piesné urcit, zdali se méni zbarveni podle koncentrace zastoupeni PHB v PU.
Nejveétsi rozdily byly detekovany u vzorka s PHB pfipravenym na Fakulté chemické (dale
jen FCH). Zde jiz bylo makroskopicky detekovatelné malé perforace materidlu na povrchu.
Perforovan byl nejvice vzorek snejvétsim zastoupenim PHB v polyuretanu. Diky
biodegradaci doslo k znatelné zméné vSech tii vzorkl, které byly na dotek lepivé, coz
indikuje zménu molekulové hmotnosti polymeru. Dal§i zménou u téchto vzorkli byly
viditelné rozdily zakaleni materidlu, kdy nejméné koncentrovany vzorek byl nejvice
pruzracny, nejkoncentrovanéjsi nebyl prahledny viibec. Co se ty¢e mechanickych vlastnosti,
vykazovaly vSechny vzorky stejné vlastnosti jako pfed pocatkem testovani. Zména média
byla opét v barvé, kterd byla stale tmavsi a dosahovala barvy az k tmaveé hnéd¢, amoniakalni
zapach byl velmi vyrazny. Nebylo moZzné makroskopicky detekovat zadné shluky
mikroorganismi.

Tteti kontrola byla studovana 30. den biodegradacniho testu. Subjektivné se zdaly byt
vzorky identické predchozi kontrole, jak z pohledu mechanickych vlastnosti, barvy, ¢i u
ptipadu vzorkti obsahujici PHB z FCH i lepivosti. Zména média byla opét v barve, ktera se
stale vice ztmavovala od tmaveé hnédé az misty po ¢ernou, amoniakalni zapach byl ustaleny.

Pii Ctvrté kontrole 46. dne biodegradacniho testu byly vzorky subjektivné opét velmi
podobné kontrole predchéazejici. U vzorkt PU-PHB s PHB od firmy Sigma se zdaly byt
tmav¢ zluté skvrny na povrchu tmavsi, nez v ptipadech piedchozich. U této kontroly jiz byl
viditelny rozdil vzorkl podle miry zastoupeni PHB v polyuretanu, kdy nejkoncentrovangjsi
vzorek byl mnohem vice zakalen. U vzorkid obsahujicich PHB z FCH byl material velmi
vzorky s rtiznou koncentraci PHB v PU, kdy dispergovany PHB (bilé krystaly) vykazoval
syté zluté zbarveni dispergovanych castic, pomoci barvy tak byl snadno detekovan obsah
PHB v PU. Médium bylo obdobné¢ jako u pfedchozi kontroly.

Posledni kontrola byla provedena 57. den, po které byla kultivace ukoncena. Vzorky
vykazovaly podobné vlastnosti jako u kontroly pfedchozi. Nasledn¢ byly vzorky dikladné
omyty destilovanou vodou a ponechany vyschnout. Poté byly vzorky zvazeny a byla
vypocitana procentudlni ztrata hmotnosti. Vzorky byly taktéZ podrobeny analyze pod
mikroskopem a dale u nich byly stanoveny mechanické vlastnosti v tahu.

Zmény materialu v pribehu jednotlivych kontrol jsou zndzornény na obr. 38.
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Referenéni vrorak ' Y _‘;;

PU-PLI Sizma
(1%, %, 10%)

PU-PIIG FCH
(1%4, 5%, 10%5)

1ih, den kultivace

v \
ey il —— P o ~== Il

19, den kultvace 30, den kulivacs

Referentni vzorsk -" D

PU-PHE Sigma ——— -

(196, $%, 105

PU-PHB FCH ‘
(1%, 5%, 10%) vp ‘ ‘r

46, den kulivace 57, den kulivace

Eeferenéni vzorek

PI-FHE FOH
(1%, 5%, 10%)

Obr. 38: Referencni PU a vzorky PU-PHB v prubéhu biodegradacniho testovani
Na obr. 39 je zndzornén prubéh biodegradace pro vzorky PU-PHB obsahujici PHB

pripravené na FCH, zmény co se ty¢e barvy a transparentnosti. Na obrazku jsou taktéz
viditelné barevné zmény média v priabehu celé kultivace.
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1% 5% 10% 1% 5% 10% 1% 5% 10%
1. den kultivace 10. den kultivace 19. den kultivace

1% 500 10%% 1% 5% 10%
30. den kultivace 46. den kultivace

Obr. 39: Prubéh biodegradace pro PU-PHB (FCH)
Vsechny vzorky byly analyzovany pod mikroskopem vzdy v porovnéni se vzorkem pied

biodegradaci (vlevo) a po skonceni kultivace (vpravo). Snimky byly foceny pii zvétSeni 4krat
a poté 40krat.

pied Referenéni vzorek po
Obr. 40: Referencni vzorek pri zvétseni 4x pred a po biodegradacnim testu

85



pred Referenéni vzorek po

40x

Obr. 41: Referencni vzorek pri zvétseni 40x pred a po biodegradacnim testu

U mikroskopické analyzy referen¢niho vzorku PU nebyly pred kultivaci ani pfi jednom
zvétseni znatelné perforace povrchu materidlu. Lze vidét, Ze vzorek nebyl dokonale Cisty, ale
obsahovat drobné necistoty.

Po kultivaci byl vzorek vice zne€istén, pfi zvétSeni 4x nebyly zmeény na povrchu materidlu
prilis znatelné, pti zvétseni 40x jsou jiz viditeIné drobné perforace povrchu.

pred . PU-PHB 1% Siga po
Obr. 42: 1 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétseni 4x preda po biodegradacnim testu

pred PU-PHB 1% Sigma po

Obr. 43: 1 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétseni 40x pied a po biodegradacnim testu
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U vzorku obsahujici ve své struktufe polyuretanu 1 % PHB od firmy Sigma jsou ¢éastecky
PHB v materialu dobfe viditelné, hlavné u zvétSeni 40x. Pti zvétSeni 4x jsou viditelné pouze
necistoty v materidlu.

Po kultivaci lze pozorovat velké znecisténi povrchu, ani ale pfi zvétSeni 40x nejsou
pozorovany zmény na povrchu materialu.

pred PU-PHB 5% Sigma po.
Obr. 44: 5 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétseni 4x pred a po biodegradacnim testu

pred PU-PHB 5% Sigma po

Obr. 45: 5 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétseni 40x pred a po biodegradacnim testu

U vzorku obsahujici ve své struktufe polyuretanu 5 % PHB od firmy Sigma jsou castecky
PHB v materidlu dobfe viditelné, opét pti zvétseni 40x.

Po kultivaci 1ze pozorovat velké znecisSténi povrchu, kvilli némuz nelze pozorovat zmény
na povrchu materidlu. Pii zvétSeni 40x jsou jiz znatelné trhlinky v materidlu a lehké
perforace.
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pred PU-PHB 10% Sigma po
Obr. 46: 10 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétSeni 4x pred a po biodegradacnim testu

pred PU-PHB 10% Sigma po

Obr. 47: 10 % PHB od firmy Sigma v PU pri zvétSeni 40x pred a po biodegradacnim testu

U vzorku obsahujici ve své struktuie polyuretanu 10 % PHB od firmy Sigma jsou
castecky PHB v materialu dobfe viditelné jiz i pfi zvétSeni 4x, jelikoz se zde nachazi uz velka
mira PHB. U vzorku pted kultivaci neni ani pii zvétSeni 40x vidét perforaci.

Po kultivaci 1ze pozorovat velké zneciSténi povrchu, kvilli némuz nelze pozorovat zmény

na povrchu materialu pii zvétSeni 4x. Pii zvétSeni 40x jsou jiz znatelné drobné trhlinky
v materialu.

pred PU-PHB 1 FC | - po
Obr. 48: 1 % PHB z FCH v PU pri zvétSeni 4x pred a po biodegradacnim testu
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pred PU-PHB 1% FCH po

Obr. 49: 1 % PHB z FCH v PU pri zvétSeni 40x pred a po biodegradacnim testu

U vzorku obsahujici ve své struktufe polyuretanu 1 % PHB z Fakulty chemické jsou
castecky PHB v materidlu dobfe viditelné i pfi zvétSeni 4x, jelikoz jsou dispergované
¢asteCky PHB mnohem vétsi, nez jak to bylo u vzorka s pouzitym PHB od firmy Sigma. U
vzorku pted kultivaci pfi zvétSeni 40x jsou vidét lehké defekty na povrchu.

Po kultivaci lze pozorovat velké znecisténi povrchu, ale i pii 4ndsobném zvétSeni jdou
pozorovat perforace na materidlu. Pii zvétSeni 40x jsou jiz dobfe viditelné trhlinky
v materidlu.

ored - ' " PU-PHB 5% FCH - T po
Obr. 50: 5 % PHB z FCH v PU pri zvétSeni 4x pred a po biodegradacnim testu
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pred PU-PHB 5% FCH po

Obr. 51: 5 % PHB z FCH v PU pri zvetseni 40x pred a po biodegradacnim testu

U vzorku obsahujici ve své struktufe polyuretanu 5 % PHB z Fakulty Chemické jsou
¢asteCky PHB v materidlu husté zastoupeny pfi zvétSeni 4x opét z diivodu jejich velikosti. U
vzorku pted kultivaci nejsou u Zadného zvétSeni viditelné defekty na povrchu materialu.

Po kultivaci Ize pfi Ctyfnasobném pftiblizeni pozorovat témét identicky obraz, ale i pii
Ctyficetindsobném zvétSeni je dobfe viditelnd perforace a opét jsou ptitomny trhliny
materialu.

pred " PU-PHB 10% FCH N N : po
Obr. 52: 10 % PHB z FCH v PU pri zvétseni 4x pred a po biodegradacnim testu

pred PU-PHB 10% FCH po

3

Obr. 53: 10 % PHB z FCH v PU pri zvétseni 40x pred a po biodegradacnim testu
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U vzorku obsahujici ve své struktufe polyuretanu 10% PHB z Fakulty Chemické jsou
casteCky PHB v materidlu tak husté zastoupeny, Ze téméf nelze vidét pfi zvétSeni 4x nic
jiného, nez krystaly PHB. Nicméné¢ pti zvétSeni 40x nejsou zadné defekty viditelné.

Po kultivaci Ize pifi 4ndsobném pfiblizeni pozorovat obdobny profil, pii zvétSeni 40x
dobfte viditelna znac¢na perforace povrchu a opét jsou pfitomny i trhliny materidlu.

5.6 Stanoveni mechanickych vlastnosti PU-PHB v tahu

Studium mechanickych vlastnosti v tahu bylo testovano na vzorcich PU-PHB obsahujici
PHB od firmy Sigma a na vzorcich s PHB pfipravenym na Fakulté¢ chemické VUT v Brné.
Tahové zkousky byly provedeny u vzorkil pted biodegrada¢nim testem, poté u vzorki po 19
dnech biodegradacniho testu a nakonec po ukonceni biodegradace.

Z namétenych dat je mozZné vycist Ey — Younglv modul pruznosti, oz —napéti v tahu pfi
pretrzeni a gg — deformace pfi pretrzeni.

Tab. 41: Udaje z tahové zkousky u vzorke pied biodegradaénim testem

Vzorek E, OB &8
[-] [MPa] [MPa] [Yo]
REF (PU) 1.6 0.1 1.0£0.1 80+ 8
Sigma 1 % 1.7+0.1 1.1£0.1 97+ 11
Sigma 5 % 1.7+0.1 1.50+0.04 | 147+9
Sigma 10 % 2.0+ 0.04 1.8+£0.2 161 £25
FCHPHB 1 % 1.6 0.1 1.0£0.1 87+5
FCH PHB 5 % 1.9+0.1 0.9+0.1 66 + 10
FCH PHB 10 % 24+0.1 1.1+0.1 65+ 7

20 - Porovnani referencniho PU se vzorky od firmy Sigma pied
]'8 | biodegradacnim testem
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Obr. 54: Krivky napéti a protazeni pro referencni vzorek PU a vzorky s PHB od firmy
Sigma v PU pred biodegradacnim testem
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Obr. 55: Krivky napéti a protazeni pro referencni vzorek PU a vzorky s PHB z Fakulty
chemické v PU pred biodegradacnim testem

Namétené hodnoty dokazuji, ze PHB zaclenény do polymeru PU ma na mechanické
vlastnosti materidlu velky vliv. Hodnoty Youngova modulu pruznosti se v porovnani vzorkl
PU-PHB (PHB od firmy Sigma) s referenénim vzorkem ¢istého polyuretanu zvysuji, material
je tedy tuzsi. Nejveétsi tuhost materiadlu vykazuje 10% piidavek PHB do PU. Tento jev miize
byt zpisoben vazbou koncovych OH skupin polymeru PHB s isokyandtovymi skupinami
pridavanymi do PU v nadbytku. [71] Napéti v tahu pii pretrzeni se taktéz zvySuje se zvysujici
se koncentraci PHB v PU. Hodnoty dale potvrzuji i zvySeni elasticity materialu opé&t
vzestupnou tendenci k mite PHB v PU.

Pii porovnani PU-PHB vzorkli s PHB pfipravenym na Fakult¢ chemick¢ VUT v Brn¢ a
referen¢niho vzorku (samotné PU) maji hodnoty Youngova modulu pruznosti opét zvysujici
se tendenci, PHB tedy taktéz plisobi na material pozitivn€ z hlediska tuhosti. Napéti v tahu
pii pretrzeni dosahuje podobnych hodnot jako referencni vzorek. Co se tyCe elasticity,
nejvetsi elasticitu vykazuje vzorek s 1% PHB v PU. Tento jev mize byt zpiisoben
nehomogenitou pouzitych castic PHB do matrice polymeru. I kdyz mize mit material
teoreticky elasticitu vétsi (porovnanim se vzorky pifi pouziti PHB od firmy Sigma),
nehomogenni ¢astice mohou obsahovat kavity, které pak snaze iniciuji pretrzeni materialu.

Tab 42: Udaje z tahové zkousky u vzorki po 19. dnech biodegradaéniho testu

Vzorek E, OB &

[-] [MPa] [MPa] [Yo]
Sigma 1 % 1.4+02 | 1,1+0.1 104 + 8
Sigma 5 % 14+01 | 1.5+0.1 | 155+18
Sigma 10 % 1.7+£0.1 | 1.7+£0.1 | 184 +25

FCHPHB 1 % 14+£03 | 1.0£0.1 93+7
FCH PHB 5 % 1.6+02 | 09=+0.1 83 +£8
FCHPHB10% | 1.7+£0.2 | 0.9+0.1 77 €17
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2.0 1 Porovnanivzorki od firmy Sigma po 19 dnech biodegradac¢niho testu
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Obr. 56: Krivky napéti a protazeni pro vzorky s PHB od firmy Sigma v PU po 19 dnech
biodegradacniho testu

Porovnani vzorki z Fakulty chemické po 19 dnech biodegrada¢niho
testu

FCH 1%
—FCH 5%
=—=FCH 10%

0,0 | | | | | | | 1 | |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€ [%]

Obr. 57: Krivky napéti a protazeni pro vzorky s PHB z Fakulty chemické v PU po 19
dnech biodegradacniho testu

Vzorky po 19 dnech biodegradace vykazuji ve vSech ptipadech sniZzeni Youngova modulu
pruznosti, hodnoty napéti v tahu pfi pretrzeni jsou velmi podobné, jako ptred biodegradaci,
nicmén¢ byla zaznamendna vétsi elasticita. Nejvétsi rozdil elasticity dosahly vzorky s PHB
od firmy Sigma se vzrustajici elasticitou ke zvySujici se koncentraci PHB v PU. U vzorkl
s PHB ptipravenym na FCH, byly hodnoty elasticity vyrazné nizsi a byl zaznamenan opacny
trend, tedy nejvétsi elasticitu mél opét vzorek s 1 % PHB, nejmensi pak s 10 % PHB. Opé¢t to
muZe byt zplsobeno pritomnosti nehomogennich ¢astic ve struktufe, kdy 1 % PHB je stale
jesté mala koncentrace k vytvoreni vét§iho mnozstvi trhlin v materialu.
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Tab 43: Udaje z tahové zkousky u vzorkii po ukonéeni biodegradaéniho testu

Vzorek E, OB B
[-] [MPa] [MPa] [Ye]
Sigma 1 % 1.35+£0.09 | 1,09+£0.12 | 115+12
Sigma 5 % 1.41+0.08 | 1.38+0.04 | 149+ 12
Sigma 10 % 1.52+0.05 | 1.50+0.16 | 183 +£26
FCHPHB 1 % 1.2+0.2 0.79 +0.08 91+6
FCH PHB 5 % 1.4+0.1 0.79 +0.08 79+9
FCH PHB 10 % 1.5+£0.1 0.85+0.03 94 +7
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Obr. 58: Krivky napéti a protazent pro vzorky s PHB od firmy Sigma v PU po ukonceni
biodegradacniho testu
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Obr. 59: Krivky napéti a protazeni pro vzorky s PHB z Fakulty chemické v PU po
ukonceni biodegradacniho testu
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Po ukonceni biodegradacniho testu bylo u vSech vzorkli zaznamendn dalsi pokles
Youngova modulu pruznosti. Zaznamenan byl taktéz pokles hodnot napéti v tahu pfi
pfetrzeni. Mira elasticity se od piedchozi kontroly opét zvétsila.

Co se tyce vzorkl obsahujici PHB od firmy Sigma, mély vzorky v prubéhu biodegradace
Vzorek s 10 % PHB v PU m¢l hodnoty vzdy nejvyssi. Celkové se v pribéhu biodegradace
snizoval Younglv modul pruznosti, material byl tedy po biodegradaci mnohem méné tuhy,
nez pred testovanim. Hodnoty napéti v tahu pfi pretrzeni si udrzely svoji plivodni hodnotu.
Hodnota elasticity materialu se v pribéhu biodegradace zvysila. Celkové byl studovany
material po biodegradaci elasti¢téjsi a méné tuhy. Biodegradace pravdépodobné zplsobila
rozpad kratSich fetézct polymeru PHB, coz vedlo ke sniZzeni Youngova modulu pruznosti.
Zbylé dlouhé¢ fetézce, které jsou pravdépodobné schopny relaxace, degradovany nebyly, ve
vysledku jsou tedy zodpovédné za zvySovani elasticity.

U vzorkidl obsahujici PHB z Fakulty chemické doSlo biodegradaci k velkému poklesu
Youngova modulu pruznosti. Dale byl uz znatelny i pokles napéti v tahu pti pretrZzeni a opét
zvySeni elasticity. Vzorky mély podobny charakter pfed a po 19 dnech biodegradacniho
testu, a to opacny, jak v pripadé vzorkti s PHB od firmy Sigma. Tedy nejvétsi elasticitu
vykazoval vzorek s 1 % PHB a nejmensi s 10 % PHB v PU. Ptevrat nastal aZ po ukonceni
kultivace, kdy vzorek s 10 % PHB vykazoval elasticitu nejvyssi. U téchto vzorkt
pravdépodobné dochdzelo ke kolizi dvou faktort, a to trhliny materidlu zpiisobené velkymi
granulemi pouzitého PHB, které snizovaly elasticitu a biodegradace kratkych fetézcti PHB,
kdy ptitomnost dlouhych fetézcii zase elasticitu zvySovala.

Co se ty€e naméfenych hodnot, byly porovnany i zmény mechanickych vlastnosti v tahu
jednotlivych vzorkl v priabéhu testovani, viz obr. 60, 61, 62, 63, 64 a 65.

L4 ¢ Porovnani vzorku PU-PHB 1% Sigma v prubéhu biodegradace
1.2 F
1.0
=
& 0.8
=
00 pied testem
T
po 19 dnech
0.4 r po ukonéeni
0.2 r
0.0 L 1 1 1 1 1 1
0 20 40 GO 30 100 120 140

£1%]
Obr. 60: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 1 % (Sigma)
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Obr. 61: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 5 % (Sigma)

Porovnini vzorku PU-PHB 10% Sigma v prubéhu biodegradace
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Obr. 62: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 10 % (Sigma)

-------- pa ukonéeni

Vzorek s 1% PHB od firmy Sigma v PU vykazoval v pribéhu biodegradace snizovani
nap¢ti v tahu pfi pretrZeni a zvySovani elasticity.

Druhy vzorek (5 % PHB v PU) vykazoval v pribéhu biodegradace lehké sniZzovani napéti
v tahu pfi pretrzeni a témét konstantni elasticitu. ZvySend hodnota elasticity po 19 dnech
kultivace je stale v intervalu spolehlivosti dané¢ smérodatnou odchylkou.

Posledni studovany vzorek (10 % PHB od firmy Sigma v PU) vykazoval nejvétsi snizeni
napéti v tahu. Po 19 dnech kultivace byla hodnota elasticity témét identicka.
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Obr. 63: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 1 % (FCH)
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Obr. 64: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 5 % (FCH)
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Obr. 65: Pevnosti v tahu u vzorku PU-PHB 10 % z (FCH)
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Vzorky obsahujici PHB z FCH vykazovaly v priabéhu biodegradace vétsi snizovani napéti
v tahu pfi pfetrzeni, nez u vzorki obsahujici PHB od firmy Sigma. Naopak hodnoty elasticity
byly mnohem mensi.

VSechny vzorky vykazovaly trend snizeni napéti vtahu pii pietrzeni a zvySovani
elasticity.

5.7 Diskuze k vysledkiim biodegradace PU-PHB

Pro studium biodegradace kopolymeru PU-PHB byla provedena polosuchd kultivace
trvajici presné 57. dni. V prabehu kultivace byly zkoumany makroskopické zmény materialu.
Po kultivaci byla stanovovana vazkova analyza. Vysledky jsou uvedeny v tab. 44.

Tab. 44: Porovnani ubytku hmotnosti pied a po kultivaci

Hmotnost pred Hmotnost po .
e . < . . ‘. Rozdil
Material biodegradac¢nim | biodegrada¢nim ,
hmotnosti
testem testu
[-] 2] 2] [g] | [%]
Referen¢ni vzorek 0,5035 0,4902 0,0133 | 2,6
PU-PHB 1% 0,4868 0,4832 0,0036 | 0,7
Sigma | PU-PHB 5% 0,6703 0,6663 0,0040 | 0,6
PU-PHB 10% 0,8765 0,8713 0,0052 | 0,6
PU-PHB 1% 0,8430 0,8374 0,0056 | 0,7
FCH | PU-PHB 5% 0,9489 0,9291 0,0198 | 2,1
PU-PHB 10% 0,3848 0,3720 0,0128 | 3,3

Z vysledkt vyplyva, Ze materidl PU-PHB byly pfidavkem PHB od firmy Sigma
v porovnani s referen¢nim vzorkem pouze PU vice odolnéjsi k biodegradaci. Jelikoz byl ale
referencni vzorek nepatrné mechanicky poskozen (viditelné na obr. 33), nebude rozdil
hmotnosti pred a po kultivaci tak markantni. Jelikoz byla ztrdta jen nepatrnd, nelze
predpokladat procentudlni rozdil vice nez 0,5 %. I tak ale vychazi PU-PHB (Sigma) zna¢né
odoln¢jsi, nez samotny PU. Pfiporovnani vzork obsahujici PHB od firmy Sigma je
zajimavé, ze bez ohledu na koncentraci dispergovaného PHB byl procentudlni ubytek
hmotnosti témét identicky. Diivodem muze byt velmi dobra dispergace malych ¢astic PHB
vPU, kdy se depolymerazy vylucované bakteriemi nemohly efektivné dostat ptes
polyuretanovy material, PHB tedy pouze zvysil pevnost polymeru. Z vysledkti mechanickych
vlastnosti materiadlu v tahu bylo potvrzeno, Ze PU-PHB je oproti referenénimu vzorku tuzsi.
V pribéhu biodegradace se tato tuhost prezentovana jako Younglv modul pruznosti
snizovala, naproti tomu se elasticita vyrazné zvySovala.

U vzorki PU-PHB (FCH) je jiz znatelny rozdil v porovnani jak vzorki mezi sebou, tak i
vzorkl s referencnim PU. Opét bylo u vzorku 1 % PHB dokazano, Ze ptitomnost PHB v PU
zhorSuje biodegradacni Uc¢innost. Pfi porovnani vzorkd mezi sebou, je zde jasny trend
zvySovani procentualniho ubytku v zavislosti na koncentraci PHB v PU. Diivodem muzZe byt
dispergace velkych (makroskopicky viditelnych) ¢astic PHB v PU, PHB depolymerazy tak
mély vétsi moznost dostat se k ¢asticim a G€inné je degradovat. Ditkazem je 1 zna¢na lepivost
vzorkl, kterd se objevila v prib¢hu kultivace, coz je potvrzeni snizovani molekulové
hmotnosti materidlu. Studium mechanickych vlastnosti ukézalo, ze PHB v PU je op¢t
polymer zlepSujici mechanické vlastnosti materidlu, co se tyCe tuhosti. Nicmén¢ velikost
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PHB granuli v PU umoznila lepsi pfistup k biodegradaci a tim jsou potvrzeny hodnoty, které
ukazuji vetsi sniZzeni Youngova modulu pruznosti a napéti v tahu pii pietrzeni u vzorka
obsahujici PHB z FCH, nez u vzorkii s PHB od firmy Sigma. Dale vykazuji také horsi
elastické vlastnosti materidlu, nez vzorky s PHB od firmy Sigma.

99



100

Zavér

Vramci predlozené prace byly studovany moznosti  biodegradace
polyhydroxybutyratu (PHB). Pfi studiu za kontrolovanych podminek byla
posuzovand biodegradabilita PHB a jeho riznych forem (PHB prasku a PHB f6lie)
pomoci tii druht mikroorganismi, vzdy jednoho zastupce za bakterie (Delftia
acidovorans), kvasinky (Aureobasidium pullulans) a plisn¢ (Aspergillus
fumigatus). Materialy byly pii kultivaci jednotlivych mikroorganismi pouzity jako
jediny dostupny zdroj uhliku.

Jako zéastupce bakterii byla studovana D. acidovorans CCM 283. Aktivita
extracelularnich PHB depolymeraz byla stanovovana v pribéhu celé kultivace
pomoci turbidimetrické metody. Pomoci této metody byly stanoveny optimalni
podminky pro aktivitu extracelularni PHB depolymerazy jako 50 °C a pH 7.
Nejvétsi enzymatickd aktivita byla namétena 5. den kultivace. Maximalni hodnoty
aktivit se pohybovaly okolo 1,3 pg/ml-min. Hmotnostni tbytek PHB f6lie Cinil
0,3 %, u PHB prasku to bylo 0,6 %. Vzhledem k malym hmotnostem ubytku
materidlu se stanoveni hmotnostniho ubytku nejevi byt jako optimalni zplisob
studia degradace PHB materidlu za podminek testu. Stanovena byla také
molekulova hmotnost materidld po expozici bakterialni kultufe. Pokles
molekulové hmotnosti byl vyrazny predevsim u materidlu ve formé prasku, coz je
pravdépodobné disledkem vyrazné vétsiho povrchu.

Jako zastupce kvasinek byl studovan A. pullulans, konkrétné tii druhy, a to CCM
8182, CCM F-148 a CCY 027-001-115. Zde byly studovany rozdily ve schopnosti
biodegradace mezi zaoCkovanim kultury zinokula a pfimo zagarové plotny.
Aktivita extracelularnich depolymeraz byla stanovovana v pribéhu celé kultivace
op¢t pomoci turbidimetrické metody a bylo také provedeno gravimetrické
stanoveni Ubytku materialu. Obdobné¢ jako u bakterie, i zde byly stanoveny
optimalni podminky pro aktivitu extracelularni PHB depolymerazy jako 50 °C a
pH 6. V prabéhu kultivace se u vSech druhii zaockovanych z inokula pohybovaly
aktivity okolo 0,42 pg/ml-min. Pii zaoCkovani kultury zagarové plotny byly
maximalni hodnoty naméfeny 15. den kultivace, zde byly jiz vétsi rozdily
v naméfenych aktivitaich pouzitych kment, hodnoty byly tedy v rozmezi od 0,17-
0,37 pg/ml-min. Gravimetrie ukazala, Ze hmotnostni ubytek byl pokazdé mensi, co
se tyce kultury zaoCkované z agarové plotny, coz dokazuje, ze zplisob zaockovani
kultury A. pullulans ma vliv na degradaci PHB. Pfi zaoCkovani z agarové plotny
nemély pravdépodobné bunky dostatek zivin pro rist a vyslednd aktivita
extracelularnich depolymeraz tak byla mensi, nez v ptipad¢ zaockovani z inokula.
Primérny hmotnostni ubytek pii zaockovani kultur z inokula se pohyboval okolo
3.5 %, v ptipadé zaoCkovani z agarové plotny okolo 2,9 %.

Zastupcem plisni byl 4. fumigatus izolovany na Fakulté¢ chemické VUT v Brné.
Pii kultivaci plisné byly pouzity jako zdroj uhliku PHB prasek a PHB folie.
Aktivita extracelularnich depolymeraz byla stanovovana v pribéhu celé kultivace
opét pomoci turbidimetrické metody a po kultivaci byla pouzita metoda
gravimetrickd. Prvni metodou byly méfeny optimalni podminky enzymu, které
byly 50 °C a pH 8. Nejvétsi enzymaticka aktivita byla naméfena 7. den kultivace,
kdy byla hodnota aktivity enzymu 5,556 pg/ml-min pii pouziti PHB folie jako
zdroje uhliku, pti pouziti PHB prasku byla maximalni aktivita naméfena den 10., a
to 1,777 pg/ml-min. Gravimetrie podala jasné vysledky, a to v obou dvou
ptipadech 100 % hmotnostni Ubytek.



U plisné A. fumigatus byl zaznamenan odliSny mechanismus degradace PHB pfi
porovnani PHB prasku a PHB folie. V ptipad¢ pritomnosti PHB prasku jako
jediného zdroje uhliku vykazovala kultura nartst velkych kulovitych shluka
kultury, které poté zacaly absorbovat PHB granule. Z tohoto divodu jsou
maximalni hodnoty aktivit o par dnti opozdény, na rozdil od kultury s PHB f6lii,
které narostly jen do drobnych kuli¢ek a ihned PHB degradovaly.

Extracelularni proteiny vSech tii kultur byly analyzovany pomoci SDS-PAGE, kde
byly detekovany zony odpovidajici PHB depolymerdze u bakterie D. acidovorans
a plisné A. fumigatus.

Z prvni Casti experimentalni Casti prace vyplyva, Ze bakterie D. acidovorans
dokaze ¢astecné degradovat PHB, kvasinka A. pullulans degraduje PHB v tak malé
mife, ze se da diskutovat, jestli je PHB degradace schopna. Naopak u plisné¢
A. fumigatus je schopnost degradovat PHB nevyvratitelna.

Druha cast experimentdlni prace se zabyvala biodegradaci PHB materialt
v podminkach simulujicich komponovaci proces v laboratornim méfitku.
Pouzitymi materidly byly PHB fo6lie, PHB tvrzena folie a PHB Nanoul textilie.
Nejlepsi vysledky vykazovala PHB textilie, diky své nizké hmotnosti a relativné
velkému povrchu byla zcela degradovana za pouhych 15. dni. U PHB félie bylo
k uplné degradaci zapotitebi dni 19., jako nejpomaleji degradovanym materidlem
byla nutna kultivace po dobu 46 dnt.

Dalsim smérem druhé ¢asti experimentdlni prace bylo testovani vlivu
kompostovaciho procesu na polyuretanové materidly obsahujici PHB jako
¢astenou ndhradu (1,5a10%) polyesterového polyolu. K modifikaci
polyuretanovych materiala bylo jednak pouzito komeréné dostupné PHB od firmy
Sigma a také PHB piipravené¢ na FCH VUT. Samotné PU-PHB materidly byly
pfipraveny pracovniky Ustavu chemie materiali.

Po kultivaci bylo zjisténo, ze PU-PHB obsahujici PHB od firmy Sigma vykazoval
niz§i miru biodegradability, nez referen¢ni PU a rozdily ve vzorcich obsahujici
ruzné podily PHB byly maélo prikazné. PU-PHB obsahujici PHB vyrobeny na
FCH taktéz vykazoval vyssi rezistenci vic¢i biodegradaci, nez samotny PU, pouze
zjisténo, Ze mira degradace se zvySovala s rostoucim obsahem PHB v PU.
Nejvyssi hmotnostni tibytek tedy vykazoval 10 % PU-PHB, s ubytkem hmotnosti
3,3 %.

Mechanické vlastnosti vtahu PU-PHB ukédzaly zvySeni tuhosti materidlu
v zé&vislosti na pfidaném PHB. V prib¢hu biodegradacniho testu byl u vzorku
obsahujicich PHB od firmy Sigma pozorovan pokles Youngova modulu pruZnosti
a narust elasticity. Tento trend pak koreloval sobsahem PHB v materialu.
Vysvétlenim tohoto jevu muze byt pfednostni degradace kratSich tetézci PHB,
které jsou zodpovédné za tuhost materialu, v materidlu pak zlstaly fetézce dlouhé,
schopné relaxace, které zpusobovaly vétsi elasticitu materialu. Biodegradace
vzorkli obsahujici PHB z Fakulty chemické vykazovaly podobny trend, az na
hodnoty elasticity, kdy shluky velkych PHB granuli mohou mit mikrotrhliny
iniciujici pfetrZzeni materialu pfi urcité hodnoté napéti (okolo 1 MPa na pocatku a
po 19 dnech testu a okolo 0,8 MPa na konci testu). Nejvyssi elasticitu tedy
vykazoval vzorek s 1% PHB v PU. Na konci kultivace jiz mél nejvétsi miru
elasticity 10 % PU-PHB.
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7 Seznam pouzitych zkratek

PHA
PHB
P3HB
PHV
P3HV

[P(3HB-3HV)]

PHBV
PHAscL
PHAwmcL
PU
PU-PHB
FCH
YPD
NB

Tg

ATP
Acetyl-CoA
NADPH

102

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

poly[(R)-3-hydroxybutyrat]

polyhydroxyvalerat

poly-3-hydroxyvalerat

kopolymer poly-3-hydroxyvaleratu a poly-3-hydroxybutyratu
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
polyhydroxyalkanoaty s kratkou délkou fetézce (3—5 atomi uhliku)
polyhydroxyalkanoaty se stfedni délkou fetézce (5—16 atomt uhliku)
polyuretan

kopolymer polyuretanu a polyhydroxybutyratu

Fakulta chemicka

yeast extract-peptone-dextrose broth

nutrient Broth

teplota skelného prechodu

adenosintrifosfat

acetyl koenzymA

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
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