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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska praca sa zameriava na $tadium produkcie polyhydroxyalkanoatov
(PHA) baktériami Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia a taktiez faktorov, ktoré
produkciu ovplyviuju. Hlavnou skimanou oblastou bola produkcia PHA na substrate
z kukuric¢nej silaze. V teoretickej Casti bola podana stru¢na charakteristika PHA, ako aj
moznosti ich vyuzitia v praxi a moznosti ich bakterialnej produkcie kultivaciou na odpadnych
substratoch. V experimentalnej Casti prace bol sledovany vplyv prekurzorov pridanych do
média na narast biomasy, produkciu PHA a inkorporaciu monoméru 3HV do polymérneho
retazca. Dalej bola optimalizovand metoda hydrolyzy kukuriéného materidlu a na
hydrolyzatoch boli kultivované baktérie. Pri kultivacii na hydrolyzatoch z kukuri¢ného odpadu
boli dosiahnuté najlepSie vysledky s pouzitim hydrolyzatu pripraveného kombindciou
chemickej a enzymatickej hydrolyzy. Kultivacie oboch baktérii boli prevedené aj do
laboratorneho bioreaktoru.

ABSTRACT

This bachelor's thesis is focused on study of polyhydroxyalkanoates (PHA) production by
bacterial strains Burkholderia sacchari and Burkholderia cepacia. It also deals with influence
of various factors on their production. The main studied area was PHA production from
substrate prepared from corn stover. In theoretical part a brief description of PHA was given.
We also summarized options on their practical applications and possibilities of their bacterial
production from waste substrates. In experimental part of work the impact of used precursors
on biomass growth, PHA production and incorporation of 3HV monomer into the polymer
chain was monitored. Further, a method of corn material hydrolysis was optimized. Bacterial
cultures were cultivated on prepared hydrolysates. The best results in cultivation on
hydrolysates of corn silage were achieved when the hydrolysis was performed by combination
of chemical and enzymatic way. Cultivations of both bacteria were also transferred into the
laboratory bioreactor.

KEUCOVE SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty (PHA), Polyhydroxybutyrat (PHB), Burkholderia sacchari,
Burkholderia cepacia, kukuri¢na silaz

KEY WORDS
Polyhydroxyalkanoate (PHA), Polyhydroxybutyrate (PHB), Burkholderia sacchari,
Burkholderia cepacia, corn stover



DINGOVA, T. Produkce polyhydroxyalkanoatii z vybranych odpadnich substrati. Brno:
Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2015. 49 s. Vedouci bakalarské prace
Ing. Stanislav Obruca, Ph.D..

PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som bakalarskou pracu vypracovala samostatne a ze vSetky pouzité
literarne zdroje som spravne a tplne citovala. Bakalarska praca je z hl'adiska obsahu
majetkom Fakulty chemickej VUT v Brne a moéze byt vyuzita ku komerénym acelom len so
stihlasom veduceho bakalarskej prace a dekana FCH VUT.

podpis Studenta

Podakovanie:

Moje podakovanie patri veducemu mojej bakalarskej prace Ing. Stanislavovi
Obrucovi, Ph.D. za cenné rady a ochotni pomoc v laboratériu aj pri vypracovavani samotnej
prace.



UVOD .t b et bbbttt bbbttt 6
TEORETICKA CAST ...t 7
2.1  PolyhydroXyalKanoaty .........c.ccccciriiiiiiiiiiiiiieccsece e 7
2.1.1  Fyzikalno-chemickeé vlastnosti PHA ..........cccccoiiiiiiiiiiii e 8
2.1.2  BIOSYNEEZA ..c.vviiiiiiiieeie et 10
2.1.3  Bilodegradacia......ccccuiiiiiiiiiiiic i 13
2.1.4  Vyuzitie polyhydroxyalkanoatov ...........ccccoiiiiiieiiiiiiiciceesee e 14
2.1.5 Moznosti znizenia produkénych nakladov .........ccccovvviiiiiiiiniiiiiiiie i, 14
2.2 Vyuzitie odpadnych substratov k produkcii PHA ..., 15
2.2.1  Kukuricna silaZ ako odpadny SUbSHIAL .......cccocvieiiiiiiiiiiiie e 15
2.2.2  CRIULOZA ... 15
2.2.3  Hydrolyza CelUlOZy ........ccoiiiiiiiiiiie s 16
2.3  Bakteridlne kmene vyuzivané na produkciu PHA .........cccoooiiiiiiiiiiice 17
2.3.1  Burkholderia CEPaCIA .........cecoviiiiiiicii e 18
2.3.2  Burkholderia SaCChari .........ccocoeveiiiiiiice e 19
EXPERIMENTALNA CAST ...ttt 21
3.1  Pouzité mikroorganizmy, chemikalie, material a pristroje .........ccccvvvervrivrrvennnn. 21
3.1.1  Bakteridlne KMeNe ........ccceeoiuiiiiiiiiiiicciec e s 21
3.1.2  Chemikalie pre kultivaciu mikroorganizmov ...........ccoccevvvereiieiieenenieseennenns 21
313 PrISTIOJC ittt 21
3.2 Kultivacia baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari...................... 21
3.2.1  Uchovavanie kultliry a priprava inokula: ...........ccccooviiiiiiiiiiiee, 21
3.2.2  ZIVOE MEMIA coooouvooeiiiee e 22
3.3 StanoVENie DIOMASY ......ccoviiiiiieie et 22
3.3.1  Stanovenie kalibranej priamky .........ccoccerveiiiiiiiieiiiee e 22
3.4 Stanovenie koncentracie PHA ...........cccooiiiiiiiiii 23
3.4.1  Stanovenie kalibranej priamky .........ccocceviveriiiiiiieiiieee e 23
3.5 Stanovenie glUKOZY ........cccooiiiiiiiii 23
3.5.1  Stanovenie kalibranej priamky .........ccocceviveriiiiiiiieniiseee e 23
3.6 Stanovenie nevyuZitych prekurzorov..........c.ccoeiiiiiiiiiiiiiiie e 23
3.7 Stadium vplyvu typu prekurzoru na narast biomasy a podiel PHA v susine......... 24



3.8 Studium vplyvu koncentracie prekurzoru a Casu pridania prekurzoru na narast

biomasy a podiel PHA V SUSINE........ccoiiiiieieiie ittt sneenne e 24
3.9 Stadium produkcie PHA z kukuri¢ného odpadu ...........ccceeeeeereereererseeiecierieeenen. 24
3.9.1  Stanovenie CEIUIOZY .......ccvviiiiiiiiiiiiiie e 24
3.9.2  Stadium vplyvu typu hydrolyzy kukuri¢nej silaZe na produkciu PHA .......... 24
3.9.3  Stadium vplyvu koncentréacie hydrolyzatu na produkciu PHA ...................... 25

3.9.4  Kultivacia baktérie Burkholderia cepacia na hydrolyzate kukuri¢nej silaze . 25

3.9.5  Kultivacia baktérie Burkholderia sacchari na hydrolyzate kukuri¢nej silaze 26

4 VYSLEDKY A DISKUSIA.......cooiiiiimriimiiinieineseinesiisse s 27
4.1  Kalibratneé priamky ......c.ccoieieiiiiiiiie i 27
411  Stanovenie koncentracie DIOMASY ........cccorerirerirerieeiienresie st siesieeeeeenes 27
4.1.2  StanOVENIE PHA ..o 28
4.1.3  Stanovenie SIUKOZY..........cooiiiiiiiiiieiiie e 29

4.2 Stadium vplyvu typu prekurzoru na narast biomasy a podiel PHA..................... 29
4.3  Stadium vplyvu koncentracie prekurzoru a &asu pridania prekurzoru na nérast
biomasy a podiel PHA V SUSINE........ccciiiiiieieiec ettt enne e 33
4.4  Stadium produkcie PHA z kukuri¢ného odpadu .........c.ccoceeeeeveerevevneeeeceeniseenen. 35
441  Stanovenie ClULOZY ........coviiiiiiiiiiiiiiii s 35
4.4.2  Stidium vplyvu typu hydrolyzy kukuri¢nej silaze na produkciu PHA .......... 35
4.4.3  Stadium vplyvu koncentracie hydrolyzatu na produkciu PHA ...................... 38

4.4.4  Kultivacia baktérie Burkholderia cepacia na hydrolyzate kukuri¢nej silaze
VA F:1 010 ¢2100 00 T0) 100 o) () (erz] (0 ) (I P TR TR 40

445 Kultivacia baktérie Burkholderia sacchari na hydrolyzate kukuri¢nej silaze

V 1aboratOrnom DIOTEAKLOTE ........uueeei bbb aasssannnes 42
/7N V4 =) RO 44
6 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY ...oiiiiiiiieiieisieeteesees s teneses s, 45
7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV ......ccccoveeieiererereeieerieeieeae, 48



1 UVOD

Syntetické plasty st v dnesnej dobe neodmyslite'nou sucast'ou nasich zivotov. Vd’aka ich
vyhovujicim fyzikalno-chemickym vlastnostiam a dobrej cenovej dostupnosti sa stali
obl'ibenymi ndhradami za materidly ako drevo, sklo, kov a iné. Oblast’ vyuzitia plastov je vel'mi
Sirokd, st z nich vyrabané predmety kazdodenného pouzitia, tvoria taktiez podstatnu Cast
obalovych materialov.

Vysoka stalost’” syntetickych polymérov zabezpecena chemickou Strukturou vsak na druhej
strane znemoziuje ich jednoduchu likvidaciu. Doba ich rozkladu sa pohybuje v desiatkach az
stovkach rokov, ¢o pri mnozstve vyrabanych produktov predstavuje zdvazny problém pre
zivotné prostredie. Ekologicky vyrazne nepriaznivé je aj rieSenie likvidacie plastov
spalovanim, pretoze pri nom dochadza k uvolfiovaniu toxickych latok (napr. dioxinov
s karcinogénnymi u¢inkami) do ovzdusia.

Kvoli zmienenym problémom vyvstavajucich z neustéle narastajuceho dopytu po plastoch sa
stalo délezitou témou vyskumu hl'adanie novych materidlov s vlastnostami podobnymi plastom
syntetickym, avSak jednoducho rozlozitelnych a nezatazujucich tak Zivotné prostredie.

Takuto alternativu ponukaju napriklad organické biopolyméry polyhydroxyalkanoaty,
produkované radou baktérii ako zasobné latky. Vlastnosti tychto latok su vel'mi podobné
plastom ako polyetylén ¢i polypropylén a maji tak Siroké moznosti uplatnenia. Jednou z vyhod
oproti syntetickym plastom je, Ze nie si vyrabané z neobnoviteInych zdrojov. Hlavnym
faktorom vyzdvihujucim ich vyuzitie je vSak vyznamna schopnost’ biodegradéacie. Vo
vhodnych podmienkach (za pritomnosti potrebnych mikroorganizmov) sa dokazu v prirodnom
prostredi rozlozit’ v priebehu niekol’kych tyzdinov az mesiacov. Ich produkcia je naviac mozna
s vyuzitim réznych odpadnych substratov, napr. z odpadnych vod, odpadov vznikajucich v
pol'nohospodarskom priemysle ¢i z potravinarskej vyroby.

VyuZivanie odpadnych substratov zaroven zniZuje produként cenu bioplastov, ktord je
doposial’ prekazkou v ich SirSom uplatneni. Je totiZ priblizne patnasobne vyssia ako vyrobna
cena syntetickych plastov. Z tohto dovodu je nevyhnutné nachadzanie najefektivnejSich
spdsobov vyroby polyhydroxyalkanoatov a tym znizenie ndkladov na ich vyrobu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st skupina opticky aktivnych biologickych polyesterov
obsahujicich monomérne jednotky (R)-3-hydroxyalkanovych kyselin [1]. Ich vlastnosti st
vel'mi blizke vlastnostiam syntetickych plastov, ako napriklad polyetylén, polypropylén a iné.
Ich prednostou oproti komeréne vyuzivanym plastom je biodegradabilita a biokompatibilita
[2]. St to jediné bioplasty kompletne syntetizované mikroorganizmami [3].

Niektoré baktérie su schopné syntetizovat PHA ako zasobu uhlika a energie. Deje sa to
vSeobecne ako odpoved’ na stres, alebo v pripade dostupnosti nadbytku zdroja uhlika v situécii,
ked’ je rast obmedzeny nedostatkom niektorej z esencialnych zivin, ako napriklad dusik, kyslik,
fosfor alebo horcik [4].

Polyhydroxyalkanoaty sa akumuluju v cytoplazme baktérii vo forme inklazii S priemerom
0,2 — 0,5 um. Prirodzené inkliizie PHA je mozné nafarbit’ farbivom sudanové ¢ierna B, ¢o
indikuje ich lipofilnu povahu. Na povrchu inkluzii v bunkéch su lokalizované proteiny spojené
s biosyntézou PHA (PHA polymeraza), alebo ich degradaciou a mobilizaciou (intracelularna
PHA depolymeraza).

PHA inclusion associated proteins

maonolayer
phospholipid
membrane

Obrazok 1: Inklizie PHA v bunke (vlavo), schematické zndzornenie inklizie (vpravo) [1]

NajcastejSie sa vyskytujicim PHA je poly(3-hydroxybutyrat) P(3HB) [1]. V poslednych
rokoch bolo zaznamenanych okolo 150 monomérov okrem 3HB ako stavebnych jednotiek
bakterialnych PHA. Tieto monoméry st zabudované do polyesterového retazca spolu
s 3-hydroxybutanovou kyselinou a vytvaraji nahodné kopolyméry alebo zmesi polyesterov [5].
Medzi najbeZnejSie monoméry PHA patria 3-hydroxyvalerat, 3-hydroxyhexanoat,
3-hydroxyoktanoat, 3-hydroxydekanoat a 4-hydroxybutyrat [6].
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Obrazok 2: Vieobecna Struktura PHA [7]
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Obrazok 3: Struktira polyhydroxybutyratu (R = CH3) a polyhydroxyvalerdtu (R = CH-CHs) [8]

Podla poctu uhlikovych atdbmov v monomérnej jednotke mozno PHA rozdelit' do dvoch
skupin: scl (short-chain-length) pozostavajice z 3 — 5 uhlikovych atomov, a mcl
(medium-chain-length), ktoré st tvorené 6 — 14 atomami uhlika [9].

Zatial’ ¢o scl PHA vd’aka relativne vysokému podielu krystalickych Struktar vykazuju skor
termoplastické vlastnosti, mcl PHA disponuji minimalnou krystalickost'ou, si amorfné a maju
clastické a adhezivne vlastnosti [10].

2.1.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti PHA

Bohaté vlastnosti PHA zavisia na ich Struktare [3]. Tieto polyestery maju izotakticka
Struktiru — vSetky sa vyskytuji v (R)-konfigurécii. Je to spdsobené stereoSpecifitou enzymov
biosyntézy [9]. Molekulové hmotnosti PHA sa pohybuji v rozsahu 1 - 10*— 3 - 10%, v zavislosti
na konkrétnom PHA, na mikroorganizme a jeho rastovych podmienkach.
Polyhydroxyalkanodty je mozné oznaCit za termoplasty, ked’Zze ich teploty topenia sa
nachadzaja v oblasti 50 — 180 °C [1,9].

2.1.1.1 Poly(3-hydroxybutyrdt)

Najzname;jsi polyhydroxyalkanoat — P(3HB) sa nenachadza len v mikroorganizmoch ako
zasobna latka, ale je pomerne rozSireny v celej prirode. Nizkomolekuldrne oligoméry
(120 — 200 monomérnych jednotiek) boli najdené aj v rastlinnych, zivo¢isnych a dokonca
ludskych telach. Vo viacerych pripadoch bola tato forma PHB objavend v bunkovych
membranach ako komplex s polyfosfatmi, sliziaci zrejme ako idnovy prenasac [9].

P(3HB) izolovany z baktérii disponuje 50—80% krystalickost'ou, kym jeho inkluzie vnitri
buniek vykazuju amorfny charakter a st nerozpustné vo vode [1]. Teplota skleného prechodu
P(3HB) lezi v rozmedzi 4 — 9 °C a teplota topenia je 173 — 180 °C. Polymér sa rozklada pri
teplote okolo 200 °C, ¢o je blizko teploty topenia. V pevnom, krystalickom stave tvori
pravoto¢ivy hélix a tato konformacia zostava zachovana aj v roztoku chloroformu [9]. Hustota
krystalického P(3HB) je 1,26 g-cm™, v amorfnom stave 1,18 g-cm=. Mechanické vlastnosti st
vel'mi podobné izotaktickému polypropylénu: Youngov modul 3,5 GPa a pevnost’ v tahu 43
MPa. Podstatne nizSia je vSak rozt'aznost’, ktord je u homopolyméru P(3HB) len okolo 3 %.
Rozt'aznost’ polypropylénu je 400 % [1,9].

2.1.1.2 Kopolyméry PHA

V zavislosti na druhu baktérie a rastovych podmienkach moézu byt produkované
homopolymeéry alebo kopolyméry PHA. Prvym objavenym homopolymérom PHA bol P(3HB)
[3]. Cisty homopolymér P(3HB) je viak krehky a malo elasticky, ¢o obmedzuje jeho vyuzitie.
Z tohto dovodu sa vyskum aktualne zaujima o produkciu kopolymérov PHA.

Fyzikalne a termalne vlastnosti kopolymérov PHA sa lisia s ich molekulovymi hmotnost'ami
a zastapenim jednotlivych monomérov v molekule PHA. Zabudovanie inych monomérnych
jednotiek do retazca P(3HB) vyrazne zlepSuje jeno mechanické vlastnosti. Je tak mozné ziskat’
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Siroky vyber polyesterov S rozlicnymi vlastnostami, od vysoko krystalickych plastov az po
elastické gumy.

Kopolymér P(3HB-co-3HV) ma v porovnani s PHB dve vel'ké vyhody: nizsiu teplotu topenia
a uroven krystalickosti. Fyzikalne vlastnosti kopolyméru zavisia na zastapeni 3HV v molekule.
Pri vyssich podieloch 3HV je jemnejsi a elastickejsi [11].

Zabudovanie inej hydroxyalkdnovej kyseliny do retazca polyméru zavisi na dostupnom
uhlikovom zdroji. Bakteridlna produkcia P(3HB-c0-3HV) je zaloZena na pridavku kyseliny
propionovej K uhlikovému zdroju ako prekurzoru 3HV [12].

Tabulka 1: Porovnanie fyzikalnych vlastnosti vybranych PHA s polypropylénom [24,25]

i teplota pevnost’ Youngov rozt'aznost’

polymer topenia [°C] | v tahu [Mpa] | modul [Gpa] [%]
P(3HB) 179 40 3,5 3
P(3HB-co-3HV) 90:10 150 25 1,2 20
P(3HB-co-3HV) 80:20 135 20 0,8 100
P(4HB) 53 104 149 1000
P(3HB-co-4HB) 90:10 159 24 - 242
P(3HB-co-4HB) 10:90 50 65 100 1080
PP 170 34,5 1,7 400




ATP + CoA-SH

Valeric acid
Acyl-CoA synthase AMP+PPi
Glucose Propionic acid Valeryl-CoA
FAD
PREPTR ATP + CoA-SH
cyl-Co. R
syniha Acyl-CoA dehydrogenase
FADH,
AMP+PPi
Acetyl-CoA Propionyl-CoA Pentenoyl-CoA

3-Hydroxyacyl-CoA H,0

3-Ketothiolase
CoA-SH hydrolase

3-Ketothiolase

CoA-SH

L —— 3-Ketovaleryl _2: Ad I.(:S-‘((\'t‘)-3-l-lydroxyvaleryl-CoA
= - rox 0
NADPH+H NADPH+H* {:lehygri‘;inase

+
NADP* NADP* Acetoacetyl-CoA ALY

reductase
R-(-)-3-Hydroxybutyryl- R-(-)-3-Hydroxyvalerly- NADH+H*
CoA CoA
CoA-SH PHA syntha CoA-SH
PHB P(3HB-co-3HV)

Obrazok 4: Navrhovand draha biosyntézy P(3HB) a P(3HB-co-3HV) [28,29,30]

2.1.2 Biosyntéza

PHA moZzu byt’ syntetizované chemickym spdsobom alebo biologickou cestou. Biosyntéza
PHA vedie k vyrazne vy$$im molekulovym hmotnostiam v porovnani s chemickymi metédami
[3]. K syntéze PHA v mikroorganizmoch dochadza obvykle vtedy, ked’ sa nachadzaju
v nadbytku uhlikového zdroja a zaroven v nedostatku inych esencidlnych Zivin. MnozZstvo
a vel’kost’ granil PHA zavisi na druhu mikroorganizmu a jeho faze rastu. Jednotlivé granule st
obalené fosfolipidovou vrstvou, v ktorej su ukotvené proteiny spojené s metabolizmom PHA
(PHA syntazy, depolymerazy, Struktiirne proteiny a regulacné proteiny) [2].

Acetyl-CoA je kI'icovym komponentom v dodavani 3-hydroxyalkanoyl-CoA ako substratu
pre PHA syntazy. 3-hydroxyalkanoyl-CoA méze byt dodavany taktiez z B-oxidacie mastnych
kyselin o roznych dizkach retazca [3].

V syntéze PHA je priamo alebo nepriamo zalenenych mnoho génov kodujucich rézne
enzymy. Zatial’ je znamych osem metabolickych drah biosyntézy PHA.

Prvad draha zahfia tri kI'ai€ové enzymy: B-ketothioldzu, NADPH-dependentnu acetyl-CoA
reduktazu a PHA syntazu kodované génmi phaA, phaB a phaC. Pridruzena draha zahfhajuca
degradaciu PHA katalyzovani PHA depolymerazou, dimér hydrolazou, 3-hydroxybutyrat
dehydrogenazou a acetoacetyl-CoA syntazou pomaha regulovat’ syntézu a degradaciu PHA.
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Druha draha syntézy PHA je spajana s prijmom mastnych kyselin mikroorganizmami. Po
B-oxidacii mastnych kyselin acetyl-CoA vstupuje do procesu syntézy monomérov PHA.
V zasobovani syntézy prekurzorom 3-hydroxyacyl-CoA si zapojené enzymy vratane
3-ketoacyl-CoA reduktazy, epimerazy, (R)-enoyl-CoA hydratazy/enoyl-CoA
hydratazy | a acyl-CoA oxidazy.

Draha 11l zahiha 3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferazu a malonyl-CoA-ACP transacylazu,
ktoré dodavaju  3-hydroxyacyl-ACP, z ktorého je formovany monomér PHA
3-hydroxyacyl-CoA.

V stvrtej drahe je vyuzivanda NADH-dependentna acetoacetyl-CoA reduktdza k oxidacii
(S)-(+)-3-hydroxybutyryl-CoA.

Piata draha vyuziva sukcinyl semialdehyd dehydrogendzu, 4-hydroxybutyrat
dehydrogenazu a 4-hydroxybutyrat-CoA:CoA transferazu k syntéze 4-hydroxybutyryl-CoA,
Z ktorého vznika PHA obsahujtci 4-hydroxybutyrat.

Siesta draha udajne obsahuje laktonazu a hydroxyacyl-CoA syntazu, ktoré katalyzuju vznik
4,5-hydroxyacyl-CoA z 4,5-alkanolaktonu.

V drahe VI je 1,4-butandiol oxidovany na 4-hydroxybutyrat, potom na 4-hydroxybutyryl-
CoA, z ktorého vznika PHA obsahujtci 4-hydroxybutyrat.

V ésmej drahe je 6-hydroxyhexanoat prevadzany na PHA obsahujici 6-hydroxyhexanoat,
a to pésobenim 6smych enzymov [3].

11



Fathway VIl

4

' 28
Hexanedicic ssmialdehyde

A

127
1
1
Adipoyl-CoA
0
126
1
Hexa nedioic acid
'y
1
125
1
& Oxohexanoate

24

———

23
&-Hydroxyhexanoate+——F€

Pathway V

\TCA cycla

Succinyl-CoA
15

Succinic semialdahyda

16

4 -Hyd rowybutyrate

|17

4=Hydrowy butyry -Cob

14
& Hydroxyhexancate- - - —w- E-Hydmyhmanwl?

4-Hydrosxybutyry-CoA
i
i 19

1
4-Hydroxybutyrate
0
:20
1,4-Butanediol

FPathway VI

2
-Caprolactone «—— Cyclohexanons =+—— Cyclohexanol

Pathway |
- Sugar
f
{

Acetyl-CoA

1
14 = S-3-hydroxybutyry-Co

1 E—

_———
Acetoacety|-Cod 5 Acetoacetyic acid

2 7
i 6
SrHydroxybutyryl-Cof R-3-Hydroxy butyrate
5//’ Acstyk CoA
S-KetoacyFCoA | Butyryl-Cof——— Butyric acid

2-butenoy+CoA Fatmwayily

» 5-G-HydroxyacyFCob Acyl-tljuﬂr-
- Y
10 '

F-3-Hydroxyacyl-Co A~ Enoyl-Cod Fatty acids
1
I
. 'll’ Pathway ||
4,5-H:.1drnxyas;rl-cn.ﬂ. Teel L 2.cis-enoy-Co
1
118
1
4 5-+Hydroxyalkanoat @ R-3-Hyd oxyacyl-ACP
4 '\
118
! Zrhetoacy-AC P Enoyl-ACP
4, S-alkandactone [
Path way Vi ACET?'FCD.I‘-'I. _ AC,:’II_DDA
4 Pathway /|

4 Malonyl-ACP
21 1
sugar
Obrazok 5: Metabolické drahy biosyntézy PHA [3]

Malonyi-Col

12



2.1.3 Biodegradacia

Polyhydroxyalkanoaty moézu degradovat’ intracelularne poOsobenim intracelularnych
depolymeraz, za ucelom dodania naakumulovaného uhlika a energie v pripade absencie
vhodnych vonkajSich zdrojov. Degradacia sa moze uskutociiovat’ aj extracelularne,
extracelularnymi depolymerazami, pri spotrebovavani monomérov alebo oligomérov plesiiami,
kvasinkami a baktériami. Tato degradacia sa vyskytuje vo vel’kom mnozstve komplexnych
ekosystémov, vratane prostredi S dobrym aj slabym pristupom kyslika, ako napriklad pdda,
morska voda ¢i kal. Medzi faktory ovplyviiujice proces degradacie patria mikrobiologické
parametre daného ekosystému, ako hustota populacie, mikrobidlna diverzita a aktivita
a priestorova distribucia mikroorganizmov. Dal§imi faktormi su fyzikalno-chemické aspekty
prostredia, konkrétne teplota, hodnota pH, vlhkost’, mnoZstvo kyslika, redoxny potencial alebo
zasoba zivin. Rozhodujlice st aj vlastnosti samotnych polymérov, predovsetkym ich
stereoregularita, krystalickost, molekulova hmotnost’ a monomérové zlozenie polyméru [9].
Extracelularne PHA-degradujice enzymy, produkované mikroorganizmami, hydrolyzuju
pevné PHA na monoméry a oligoméry rozpustné vo vode. Tieto nésledne vyuzivaju ako ziviny
[1].
2.1.3.1 Extraceluldarne PHB depolymeradzy

Extracelularne PHB depolymerazy boli purifikované z mnoZstva mikroorganizmov
anasledne charakterizované. Takéto PHB depolymerazy pozostavaju z jedného polypetidového
retazca a ich molekulové hmotnosti sa pohybuju v rozmedzi 37 000 — 60 000. Analyza
Struktirnych génov pre PHB depolymerazy ukazala, Zze vSetky pozostavaju z katalytickej
a vazbovej domény prepojenych spojovacou oblastou. [1]

Enzymatickou hydrolyzou P(3HB) PHB depolymerazou vznikaji ako hlavny produkt diméry
PHB a mensie mnozstvo PHB monomérov. Enzym S§tiepi prednostne druht a tretiu esterova
vézbu od hydroxylového konca [13]. Rychlost’ enzymatického rozkladu P(3HB) je silne zavisla
na koncentracii PHB depolymerazy. Pevny polymér P(3HB) predstavuje vo vode nerozpustny
substrat, kym PHB depolymerazy st vo vode rozpustné. Degradacia P(3HB) je teda
heterogénna reakcia zahfnajuca dva kroky: adsorpciu a hydrolyzu. V prvom kroku enzym
adsorbuje na povrch poly(3-hydroxybutyratu) vizbovou doménou a v druhom kroku dochadza
k hydrolyze polymérnych retazcov aktivnym miestom enzymu [14].

¢ {fiber axis)

P{3HB) single crystal

Linker Il
region
M Adsorption on crystal surface Hydrolysis of single crystal
Catalytic Binding by binding domain by catalytic domain
domalin domai

PHB depolymerase

Obrdzok 6: Schematicky model hydrolyzy krystalu P(3HB) PHB depolymerdzou [1]
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2.1.4 Vyuzitie polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty predstavuju jedine¢ni kombinaciu vlastnosti. Predovsetkym, PHA
maju oproti syntetickym polymérom zakladn vyhodu v tom, zZe pochadzaju z obnoviteI'nych
zdrojov, a nie st zavislé na zasobach ropy. Dalsia vel’ka vyhoda spoéiva v ich biodegradabilite,
teda ze mozu byt kompletne rozlozené na neskodné zakladné molekuly, prirodzene sa
vyskytujuce v prirode. Napriek tomu, ze je jednoduché dosiahnut degradaciu, ich
skladovatelnost’ je teoreticky neobmedzend. K rozloZeniu totiz potrebuju prostredie
S dostatoénym zastupenim mikroorganizmov utilizujucich PHA. Nemenej doblezitou
vlastnost'ou tychto polymérov je ich hydrofobnost, ¢im je zaru¢ena odolnost’ voci vlhkosti [9].

Bioplasty na baze bakterialnych polyhydroxyalkanoatov nachadzaji potencialne vyuzitie ako
obalové materialy, spotrebnd elektronika, medicinske materialy, dalej vyuzitie
v gastronomickom priemysle, v pol'nohospodarstve a zahradnictve, na vyrobu hraciek, textilii
a iné [15].

Prvym komerénym vyuzitim P(3HB) alebo P(3HB-co-3HV) bolo balenie hygienickych
produktov, napriklad Samponové fTasky. Nasledovali d’alSie obalové vyrobky, nadoby, tuby,
tasky i jednorazové ziletky. Medzi funkéne vyuziteI'né predmety mozno zaradit’ vrecia na
odpadky, ktoré je mozné kompostovat’ spolu s ich obsahom, rybarske siete, pol'nohospodarske
zariadenia na dodavku Zivin, hnojiv, pesticidov a insekticidov [9].

Byvala aj terajSia priemyselnd produkcia bioplastov pozostavajucich z PHA je zamerana
najmé na medicinske aplikacie, ako napriklad kozné nahrady, srdcové chlopne, cievne a kostné

transplantaty a mikrocastice ur¢ené na dorucenie lie€iv. Je tomu tak vd’aka biokompatibilite
a biodegradabilite PHA [15].

2.1.5 Moznosti zniZenia produkénych nakladov

Trh s polyhydroxyalkanoatmi je napriek vSetkym vyhodam stale vel'mi obmedzeny. Pri¢inou
je vysoka cena bakterialnej fermentacie, co robi PHA 5—-10 krat drahSie ako plasty na baze ropy.
Trvajtca dostupnost’ vel’kého mnozstva ropy ma za nasledok, ze jej cena v blizkej buducnosti
nebude dramaticky rast. Z tychto dovodov sa v sucasnej dobe vyvijaju stratégie k znizeniu
nakladov pri vyrobe PHA [6].

Néklady na vyrobu PHA klasickym fermentacnym procesom je moZzné rozdelit’ medzi cenu
substratu, prevadzkové vydaje a cenu separacie PHA z mikrobialnej biomasy [9].

Aby mohla byt dosiahnuta vysoké findlna koncentracia produktu, je potrebné ziskat co
najvyssiu hustotu biomasy pri fermentacii. Co najvyssia musi byt’ aj akumulacia PHA v susine
biomasy, idealne nad 90-95 %. Tym by bolo mozné vyhnut sa drahej a komplikovanej
purifikécii vysledného produktu, pretoze vysoky stupent akumulacie PHA v bunkach moéze viest’
k ich nartSaniu, a to ulahéuje proces lyzy buniek. K dosiahnutiu vysokych podielov PHA
v biomase je nevyhnutné zvladnutie manipulacie s mechanizmom syntézy PHA.

Granule PHA by mali byt vel'ké kvoli jednoduchsej separacii. Vel'kost’ je mozné zvysit
manipulaciou s proteinmi asociovanymi s tvorbou granul.
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Ked'Ze najdolezitejsiu ulohu v cene PHA zohrava substrat, na ktorom su mikroorganizmy
kultivované (priblizne 60 %), rozhodujuce je vyuzivat nizkonakladové substraty, a zaroven
dosiahnut’ vysoku efektivitu v konverzii substratu na PHA. RieSenim by mohlo byt’ odstranenie
metabolickych drah vyuzivajacich substrat k inym t¢elom ako k tvorbe PHA.

Spomenuté ciele je mozné dosiahnut metdodami genetického inzinierstva, syntetickej
biolodgie, ¢i ipravami metabolickych drah [6].

2.2 Vyuizitie odpadnych substratov k produkcii PHA

O priemyselna produkciu PHA prostrednictvom mikroorganizmov je vedené mnozstvo
pokusov, ale stale je tu potreba prekonat’ problém ich vysokych produkénych néakladov, aby
mohli cenovo superit’ s konvenénymi plastami. Medzi sucasné pristupy k znizeniu produkénych
nakladov patri hl'adanie novych kmenov schopnych syntetizovat biopolyméry s vysSSou
produktivitou, alebo nahradenie uhlikového zdroja lacnejsim. Dostupnym rieSenim je zatial
vyuzitie substratov ako melasa, Skrob, srvatka z mliekarenského priemyslu, odpadnd voda
z vyroby olivového oleja, xyloza a Siroka skala rastlinnych olejov [16].

2.2.1 Kukuri¢na silaz ako odpadny substrat

Materialy na baze celuldzy, medzi ktoré patria aj poI'nohospodarske odpady ako obilna a
kukuriéna slama, ¢&i  kukuricné oklasky, predstavujii perspektivnu surovinu pre
biotechnologickt vyrobu. VzhI'adom k tomu, ze sa z vel’kej Casti jedna bud’ o odpadné materialy
alebo casti rastlin, ktoré nemajt potravinarske vyuzitie, ich zdroje su obnovite'né a ich cena je
Vv porovnani s pol'nohospodarskymi surovinami vel'mi nizka, mohli by predstavovat’ idealnu
surovinu pre nadvazujici biotechnologicky proces [17].

Kukuri¢na silaz sa sklada z priblizne 41,7 % celuldzy, 20 % hemiceluléz a 17 % ligninu [18].

Lignocellulose Hemicellulose
\ l% P E :% A\ ﬁ{.ﬁl =i ¢ y - W oo
T
A { 2 ; e, Y
S - |t L | A\ N 2R EETT

/ Cellulose
Lignin

Obrazok 1: Zndzornenie usporiadania hlavnych zloziek lignocelulézového materidalu [19]

2.2.2 Celuloza

Celuléza je organickd makromolekula so vSeobecnym vzorcom (CsH100s)n, kde n
predstavuje stovky az desattisice monomérnych jednotiek. Je to kryStalicky polysacharid
pozostavajuci z B-D-glukopyrano6zovych jednotiek viazanymi B-1,4-glykozidovymi vidzbami
do linearnych retazcov [20]. V rastlinnom materiali sa vyskytuje prevazne v krystalickej a v
mense] miere 1 amorfnej forme.
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8CH,OH

Obrazok 8: Struktira celulézy [21]

Jednotlivé celulozové vlakna st v bunkovych stenach rastlin organizované do fibril,
spevnené vodikovymi vizbami a asociované s d’al§imi ochrannymi polymérnymi struktirami,
ktoré su tvorené najma ligninom a hemicelul6zou [22]. Hemiceluldza sprostredkovava spojenie
medzi celulézovymi vlaknami a ligninom a je zlozena prevazne z pentdz, hexdz a uronovych
kyselin, pricom prevazujicou zlozkou st xylany a glukomanany [23]. Aby bolo mozné tento
material vyuzit' pre mikrobialnu vyrobu, je nutné tato komplexni matricu narusit’ a upravit’ tak,
aby boli ziskané fermentovatelné cukry, ktoré mézu byt’ mikroorganizmami vyuzité pre rast a
produkciu metabolitov [17].
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Obrazok 9: Postavenie celulozy v rastlinnej bunke [24]

2.2.3 Hydrolyza celulozy

Konverzia lignocelul6zovej biomasy na cukry vyuzitelné mikroorganizmami moéze byt
realizovana chemickym sposobom za vyuzitia mineralnej kyseliny (H2SOs4), alebo biologickou
cestou s vyuzitim enzymov [25].
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2.2.3.1 Chemicka hydrolyza zriedenou kyselinou

Stiepenie B-1,4-glykozidovych vizieb kyselinami vedie k hydrolyze celulézovych
polymérov za vzniku molektl glukézy alebo oligosacharidov. Na hydrolyzu celuldzy sa
pouzivaji mineralne kyseliny ako HCI a HoSOj4. Lignocelulézové materialy obvykle vyzaduja
predupravu kvoli asociacii troch hlavnych zloziek rastlinnych bunkovych stien — celuldzy,
hemicelul6z a ligninu. Hemiceluldéza predstavuje uréitu bariéru v enzymatickom rozklade
celulozy. Bolo zistené, ze po odstraneni hemicelul6zy prebieha Stiepenie celuldzy enzymami
vyrazne efektivnejsie. Na tento ucel je najvhodnejsia zriedend kyselina sirova, pretoze vykazuje
vysoku efektivitu v separa¢nom procese komponentov bunkovych membran [26,27].

2.2.3.2 Engzymaticka hydrolyza

Enzymaticky rozklad lignocelul6zovej biomasy je kvoli jej Struktirnym zlozkam a ich
vzajomnym interakciam vel'mi naro¢ny. Uskutociiuje sa pdsobenim celuldzy, ¢o je kombinacia
hydrolytickych enzymov katalyzujucich reakciu celulézy s vodou za vzniku kratSich retazcov,
az nakoniec rozpustnej glukozy [27].

Samotné -1,4-glykozidové vazby nie je narocné rozstiepit’, avSak vd’aka vodikovym vizbam
tvori celul6za pevne zbalené krystély, cez ktoré niekedy nemoze preniknit’ voda ani enzymy.
V tychto situaciach je efektivna exoglukondza, podskupina celulazy Stiepiaca terminalne
glykozidové vézby, priCom sa uvoliiuji celobidza a glukéza. Amorfné oblasti celulozy zas
umoziuju preniknutie endoglukonézy, d’alSej podskupine celuldzy, ktord katalyzuje hydrolyzu
vnutornych vézieb. Posobenim endoglukonazy vznikaju oligosacharidy o r6znej molekulovej
hmotnosti. Hydrolyza amorfnej celulozy prebieha rychlejSie ako hydrolyza krystalickej
celulozy. Hydrolyzu vzniknutych molekul celobidzy katalyzuje B-glukozidaza [17,28].

e elale’a'e ole olale’s)
|
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Cellobiose @ Cellobiohydrolase
l 0 Endo-B-1,4-glucanase

O O Glucose B-glucosidase

Obrdzok 10: Zndzornenie enzymatickej hydrolyzy celulozy [29]

2.3 Bakterialne kmene vyuzZivané na produkciu PHA

Produkéné bakterialne kmene vyuzivané k priemyselnej produkcii PHA by mali spiiiat
niekol’ko dolezitych kritérii, ako je nepatogenita, Cisté genomické pozadie, jednoducha
gendmova manipulacia a rychly rast na mineralnom médiu. TaktieZ by nemali by produkovat’
toxické latky. Vhodnou vlastnost'ou je SirSie rozmedzie teploty a hodnoty pH, pri ktorom su
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baktérie schopné rychleho rastu. Pre jednoducht izolaciu a purifikaciu PHA z biomasy by
bakterialne bunky mali byt’ vel'ké, s krehkou bunkovou stenou a 'ahkou flokulaciou [6].

Na produkciu PHA sa pouzivaju zastupcovia rodov Acinetobacter, Alcaligenes, Alcanivorax,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Delftia, Klebsiella, Marinobacter, Pseudomonas,
Ralstonia, Rhizobium, a mnohé iné [15].

2.3.1 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia je gram-negativna baktéria schopna utilizovat mnozstvo uhlikovych
zdrojov a produkovat’ scl polyhydroxyalkanoaty vratane homopolymérov P(3HB) a P(3HV).
Pri $pecifickych kultivacnych stratégiach dokaze produkovat’ aj kopolymér hydroxybutyratu
a hydroxyvaleratu P(3HB-co-3HV) [30].

Obrazok 11: Burkholderia cepacia [31]

2.3.1.1 Produkcia PHA baktériou Burkholderia cepacia na hemiceluléozovom hydrolyzdte
Javorového dreva
Burkholderia cepacia bola kultivovana na detoxikovanom hemicelulézovom hydrolyzate
javorového dreva spdsobom fed-batch po dobu 96 hodin. Kultivacia prebiehala vo fermentore
0 objeme 1 1, pricom zaéiatoén vsadku tvoril 40% hydrolyzat obsahujici 31,9 g-I? xylozy
a7,5 g1 (NH4)2S04 ako zdroj dusika. V 24. a 48. hodine kultivacie bolo pridanych po 200 ml
hydrolyzatu [30].
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Obrazok 12: Vysledky kultivdcie B. cepacia na hydrolyzate javoroveho dreva; Sipky oznacuju
pridanie hydrolyzatu do fermentoru [30]
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Najviac biomasy bolo dosiahnuté v 32. hodine fermentacie a najvyssi podiel PHA v suSine
biomasy na konci kultivacie — v 96. hodine (51,4 %). Findlny vytaZzok predstavoval 0,37 g
biomasy na 1 g xylozy a 0,19 g PHA na 1 g xylozy.

Ziskany P(3HB) mal molekulovi hmotnost’ 450,8 kDa, teplotu skleného prechodu 7,3 °C,
teplotu topenia 174,4 °C a teplotu rozkladu 268,6 °C [30]. V tabulke 2 st uvedené niektoré
vlastnosti PHA, zistené pri kultivacii baktérie Burkholderia cepacia na roéznych typoch
substratu: detoxikovany hydrolyzat javorového dreva, 2,2% xyloza a 3% glycerol.

Tabulka 2: Vlastnosti PHA ziskanych kultivaciou baktérie Burkholderia cepacia na roznych

substratoch [30]
. . sklenéh lekulova
t. topenia t. sklencho t. rozkladu | MO " ov,a
C prechodu °C hmotnost
[°C] [kDa]
PHA z d§t0X1k0Vf1neho 1744 73 268.6 450.8
hydrolyzatu javorového dreva
PHA z 2,2% xylozy ako 273,4
177 4 4
jediného zdroja uhlika 0 (0,8% 3HV) 69
PHA z 3% glycerolu ako
181,9 1,6 281,5 87-162
jediného zdroja uhlika

2.3.2 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari (DSM 17165) je gram-negativna baktéria izolovana z pddy plantaze
cukrovej trstiny v Brazilii. Bolo zistené, ze v pritomnosti sachar6zy ako jediného zdroja uhlika
dokaze akumulovat’ PHB do 68 % bunkovej susiny [32]. Je taktiez schopna inkorporacie 3HV,
4HB a 3HHx do polyméru PHA [33].

Tabulka 3: Obsah PHA a podiel monoméru 3HV v susine pri pouziti réznych prekurzorov [33]

kon_centrécia Obsahvl.:’HA podiel 3HB podiel 3HV
prekurzor biomasy v susine [%] [%]
[g17] [%0]

k. octovéa 1,32 11,2 100 -

k. propidonova 1,97 448 71,6 28,4

k. valérova 1,25 35,9 34,7 65,3
k. hexanova 2,08 51,5 98,4 -

k. heptanova 2,35 23,4 71,9 28,1
k. oktanova 2,05 36,3 100 -

k. nonanova 1,81 26,2 80,2 19,8
k. dekanova 1,71 35,5 100 -

k. undekanova 2,38 32,2 78,2 21,8
k. dodekanova 1,87 45,1 100 -
k. palmitova 2,32 25,9 100 -
k. linolova 1,01 14,8 100 -
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2.3.2.1 Produkcia P(3HB-co-3HV)

Baktéria Burkholderia sacchari bola kultivovand za ucelom tvorby kopolyméru
P(3HB-c0-3HV) zo sacharozy a kyseliny propionovej. Ziskany kopolymér obsahoval podiel
3HV od 6,5 — 40 mol. %, pricom vytaznost 3HV z kyseliny propionovej (Y3Hviprop)
predstavovala 1,10 — 1,34 g-g** [12].

2.3.2.2 Produkcia P(3HB-co-4HB)

V inom experimente bola baktéria Burkholderia sacchari vyuzita k tvorbe kopolyméru
P(3HB-c0-4HB) z hydrolyzatu pSeni¢nej slamy a gama-butyrolaktonu ako prekurzoru
monoméru 4HB. Kultivacia prebiehala kontinualne v 2 | reaktore s poc¢iatocnym objemom

vsadky 1,3 1. Pridavany roztok obsahoval hydrolyzat pSenicnej slamy o koncentracii glukézy
465,3 g-I". Hydrolyzat d’alej obsahoval 146,3 g:I"t xylozy a 41,5 g-1"! arabinézy [5].

Tabulka 4: Obsah PHA a 4HB v susine doiahnuty pri kultivacii na hydrolyzate pSenic¢nej slamy s
pouzitim gama-butyrolaktonu ako prekurzoru [5]

koncentraicia Vny:l’Z:k obsah PHA | podiel 4HB
biomasy [g-17] [o11] v suSine [%] | [mol. %]
88 24 27 5
80 18 22 55
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie, material a pristroje
3.1.1 Bakterialne kmene

V experimentalnej Casti prace boli pouzité bakterialne kultury Burkholderia cepacia CCM
2656 a Burkholderia sacchari DSM 17165.

3.1.2 Chemikalie pre kultivaciu mikroorganizmov

Burkholderia sacchari: Nutrient Broth, Himedia (India)
Burkholderia cepacia : Yeast Extract

Proteose Peptone

Casamino Acids

Glucose

Soluble Starch

Na-pyruvate

K2HPO4

MgSOs - 7 H20

3.1.3 Pristroje

Centrifuga Boeco C-28, Hettich Mikro 200

Analytické vahy Boeco

Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments

Termostat, LS-35

Temperovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0.
Plynovy chromatograf

- Trace GC Ultra FID detektor, Finnigan (USA)

- Koléna — DB-WAX 30 m by 0,25 mm pre stanovenie P(3HB)
Fermentor Sartorius BIOSTAT 51 B® plus

ELISA reader BIOTEK EL 808

Mikrocentrifiga Boeco

3.2 Kaultivacia baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari
3.2.1 Uchovavanie kultiry a priprava inokula:

Inokula baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari boli pripravené do 100 ml
Erlenmeyerovych bank v objeme 50 ml tekutého Zivného média. Ich kultivacia prebiehala na
trepacke pri 30 °C. Po 24 hodinach boli inokulami nao¢kované produkéné média.
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3.2.2 Zivné média

Pre pripravu inokula baktérie Burkholderia cepacia bolo pouzité tekuté mineralne médium

0 zloZeni:

Yeast Extract 0549
Proteose Peptone 0549
Casamino Acids 059
Glucose 10 g
Soluble Starch 0,59
Na-pyruvate 03¢
K2HPO4 0,39
MgSOs - 7 H20 0,05¢g
destilovana voda 1000 ml

Pre pripravu inokula baktérie Burkholderia sacchari bolo pouzité tekuté komercne dostupné
zivné médium Nutrient Broth o zlozeni:

Beef extrakct 109
Pepton 10 g
NaCl 59
Agar 29
Destilovana voda 1000 ml
Ako produkéné médium bolo pouzité mineralne médium o zlozeni:
(N H4)2304 19
NazHPO; - 12 H20 6,80
KH2PO4 159
CaClz - 2 H20 0,19
NHs-Fe(III) citrat 0,06 g
MgSOs - 7 H20 0,29

roztok glukozy (100g/1) 40 mi
roztok stopovych prvkov 1 ml
destilovana voda 1000 ml
Kultary boli kultivované na trepacke pri teplote 30 °C po dobu 72 hodin.

3.3 Stanovenie biomasy

Koncentracia biomasy bola stanovovand spektrofotometricky prostrednictvom merania
zékalu. Kultary boli vhodne nariedené destilovanou vodou. Néasledne bola premerand ich
absorbancia pri vlnovej dizke A = 630 nm oproti destilovanej vode. Koncentracia biomasy bola
vypocitana z kalibra¢nej priamky.

3.3.1 Stanovenie kalibra¢nej priamky

Kalibra¢na priamka bola zostrojena riedenim suspenzie buniek destilovanou vodou. Pre
stanovenie susiny bolo odobranych 10 ml kultiry. Roztok biomasy bol stoceny (8000 rpm,
5 minut). Supernatant bol zliaty, k biomase bolo pridanych 10 ml destilovanej vody
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a centrifugéacia bola zopakovana este raz. Roztok bol zliaty a biomasa vysuSena v suSiarni
v predom zvazenych centrifugaénych skumavkéach. Po vybrati a ochladeni boli skiimavky
znovu zvazené. Rozdiel hmotnosti tvorila hmotnost’ biomasy v 10 ml kultary. Riedenim kultary
0 znamej koncentracii biomasy bola zostrojena kalibra¢na priamka Ae30 = f (Cbiomasa).

3.4 Stanovenie koncentracie PHA

Celkova koncentracia PHA v suSine, ako aj koncentracia P(3HB) a P(3HV) boli stanovované
plynovou chromatografiou s FID detekciou. Do vialiek bolo navazenych priblizne 10 mg suSiny
Z paralelnych kultivacii s presnostou na 0,1 mg. K vzorkam bol pridany 1 ml chloroformu
a 0,8 ml 15% kyseliny sirovej v metanole a uzavreté vialky boli umiestnené do termostatu
vyhriateho na 95 °C po dobu troch hodin. Po hydrolyze boli vzorky extrahované v 0,5 ml vody
a pre analyzu bolo odobratych 50 pl spodnej chloroformovej fazy. Ku kazdej vzorke bolo
pridanych 950 pl chloroformu a vzorky boli analyzované plynovym chromatografom.

3.4.1 Stanovenie kalibra¢nej priamky

Kalibra¢na priamka bola zhotovena pomocou standardov P(3HB) a P(3HB-co-3HV), ktoré
boli v koncentraciach 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mg-ml™ napipetované do vialiek a doplnené na
1 ml chloroformom. K roztokom bolo pridanych 0,8 ml 15% kyseliny sirovej v metanole a
uzavreté vialky boli umiestnené do termostatu vyhriateho na 95 °C po dobu troch hodin. Po
hydrolyze boli vzorky extrahované v 0,5 ml vody a pre analyzu bolo odobratych 50 ul spodnej
chloroformovej fazy. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 950 ul chloroformu a vzorky boli
analyzované plynovym chromatografom s FID detekciou.

3.5 Stanovenie glukozy

V ziskanych supernatantoch bola stanovovana koncentracia nevyuzitej glukdzy. Ako ¢inidlo
bola pouzita kyselina 3,5-dinitrosalicylova. Do skumavky bolo napipetované 0,1 ml vzorky
supernantantu, 0,4 ml destilovanej vody a 0,5 ml ¢inidla (1 g kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej,
20 ml hydroxidu sodného o koncentracii 2 mol-I?3, 50 ml vody, 30 g vinanu sodnodraselného).
Nasledne boli skimavky umiestnené do vodného kupel’a vyhriateho na 70 °C na dobu 10 minut.
Po vychladeni bolo k vzorkam pridanych 10 ml destilovanej vody a pomocou spektrofotometra
bola premerana absorbancia pri vinovej dizke A = 540 nm oproti blanku, ktory tvorilo ¢inidlo
s destilovanou vodou. Koncentracia glukézy bola vypocitana z kalibracnej priamky.

3.5.1 Stanovenie kalibra¢nej priamky

Pre stanovenie kalibracnej priamky boli pripravené roztoky o znamej koncentracii glukozy.
Z kazdého roztoku bolo odobranych 0,5 ml do skiimavky a pridanych 0,5 ml ¢inidla — kyseliny
3,5-dinitrosalicylovej. Rovnakym postupom ako pri stanoveni glukézy bola premerana
absorbancia oproti blanku a zostrojena kalibracna priamka Asso = f (Cglukéza)-

3.6 Stanovenie nevyuzitych prekurzorov

Koncentracia prekurzorov v supernatantoch bola stanovovand idonovou chromatografiou.
V skumavkach bolo 0,5 ml supernatantu zriedenych deionizovanou vodou o objeme 9,5 ml.
Vzorky boli analyzované i6novym chromatografom.
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3.7 Stadium vplyvu typu prekurzoru na narast biomasy a podiel PHA v susine

V Erlenmeyerovych bankach boli kultivované baktérie Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari v objeme 100 ml zivného média. Po 24 hodinach kultivacie boli pridané nasledujtice
prekurzory: do dvoch bank propionat (3 g-I), do dalsich dvoch valerit (3 g-1") a do dvoch
bank levulinat (3 g-I™Y). Dve kultivécie zostali ako kontrolné, bez pridania prekurzoru.
Kultivacia bola ukonéena po d’alSich 48 hodindch. V narastenych kultarach bola stanovovana
koncentracia biomasy spektrofotometrickym meranim zakalu, koncentracia PHA v suSine
plynovou chromatografiou, v supernatantoch bola stanovovana zvyskova glukoza kyselinou
3,5-dinitrosalicylovou a koncentracia prekurzorov ionovou chromatografiou.

3.8 Stadium vplyvu koncentracie prekurzoru a &asu pridania prekurzoru na
narast biomasy a podiel PHA v suSine

Vplyv koncentracie prekurzoru a Casu pridania prekurzoru bol sledovany na kultivacii
baktérie Burkholderia cepacia. Pouzitym prekurzorom bol propionat v troch koncentraciach:
0,5; 1 a 2 g-I't. Propionat o tychto koncentraciach bol pridany po 24 a 48 hodinach kultivacie.
Celkova kultivacia trvala 72 hodin, potom boli kultury sto¢ené a analyzované. V jednotlivych
vzorkach bola stanovovana koncentracia biomasy spektrofotometrickym meranim zakalu,
koncentracia PHA v suSine plynovou chromatografiou, v supernatantoch bola stanovovana
zvyskova glukéza kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou a koncentracia prekurzoru idénovou
chromatografiou.

3.9 Stidium produkcie PHA z kukuri¢ného odpadu
3.9.1 Stanovenie celulozy

Do 100 ml Erlenmeyerovej banky bolo navazenych priblizne 0,8 g vzorky s presnost'ou na
0,0001 g. Nasledne bolo pridanych 30 ml zmesi 80% kyseliny octovej a kyseliny dusi¢ne;j
v pomere 10:1. Banka so suspenziou bola vlozena do vriaceho vodného kupela po dobu
1 hodiny. Potom bola suspenzia kvantitativne prevedena do predom zvazenej frity s vel’kost'ou
pérov 15 pm (oznacenie S4) a pomocou vyvevy prefiltrovana. Filtraény zvySok na frite bol
premyty etanolom a frita bola vysuSena v suSiarni pri 100 °C. Po usuSeni frity a vychladnuti
v exikatore bola zvaZzenia na analytickych vahach. Vzorka z frity bola prevedena do
Erlenmeyerovej banky pomocou etanolu, ktory bol nésledne odpareny pomocou vodného
kupela. Do banky bolo pridanych 20 ml 72% kyseliny sirovej a suspenzia sa nechala
hydrolyzovat’ na trepacke pri 30 °C 1 hodinu. Hydrolyzat bol prevedeny na fritu s vel'kost'ou
pérov 30 pm (oznaenie S3) a prefiltrovany. Frita so zvySkom bola vysuSena v suSiarni a po
vychladeni v exikatore zvazena.

3.9.2 Stidium vplyvu typu hydrolyzy kukuri¢nej silaZe na produkciu PHA

3.9.2.1 Priprava hydrolyzdtov

Pre kultivaciu boli navazené 3 vzorky kukuri¢ného odpadu — suchého Supolia a stoniek
0 hmotnostiach priblizne 12 g. Vzorky boli podrobené trom typom hydrolyzy: enzymatickej
(vzorka A), zriedenou kyselinou sirovou (vzorka B) a kombinaciou oboch spésobov (vzorka
C). Vzorka A bola doplnena dihydrogenfosfore¢nanom draselnym (7,5 g-1"t) na objem 250 ml.
K vzorke bolo pridanych 0,5 ml enzymu celulazy. Vzorka B bola doplnend 1% kyselinou
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sirovou na objem 250 ml a varena po dobu 30 minut pri teplote 120 °C. Vzorka C bola doplnena
na objem 250 ml taktieZ 1% kyselinou sirovou a opit’ vystavena 30 minutovému varu pri 120
°C. Po vychladeni a uprave pH bolo pridanych 0,5 ml enzymu celulazy. U vSetkych vzoriek
bolo upravené pH pomocou hydroxidu sodného na hodnotu priblizne 4,5. Hydrolyza vzorick B
a C prebiehala na trepacke pri 50 °C. Vsetky vzorky boli hydrolyzované 24 hodin. Po ukonceni
hydrolyzy boli vzorky prefiltrované, filtracné zvySky boli vysuSené v suSiarni a zvazené.
Filtraty boli po uprave pH vysterilované. Vo vsetkych hydrolyzatoch bola stanovena
koncentracia glukozy.

3.9.2.2 Kultivicia baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari na hydrolyzdte

Na kultivaciu boli do Erlenmeyerovych bank pripravené zivné média o objeme 50 ml.
K zivhym médiam bolo pridanych po 50 ml pripravenych hydrolyzatov. Kultivacia prebiehala
na trepacke pri 30 °C po dobu 72 hodin. Po ukonceni kultivacie bola stanovena koncentracia
biomasy spektrofotometrickym meranim zékalu a narastené kultiry boli scentrifugované.
V supernatantoch bola stanovena koncentracia glukézy, biomasa bola vysusend v suSiarni
a plynovou chromatografiou boli stanovené PHA.

3.9.3 Stidium vplyvu koncentracie hydrolyzitu na produkciu PHA

3.9.3.1 Priprava hydrolyzdtu kukuricnej silaze

Hydrolyzat kukuri¢nej sildZze bol pripraveny kombinaciou enzymatickej hydrolyzy
a hydrolyzy zriedenou kyselinou sirovou. 25 g kukuri¢ne;j silaZe bolo doplnenych 500 ml 1%
kyseliny sirovej. Zmes bola vysterilovana v autoklave a po vychladeni bolo upravené pH na
hodnotu priblizne 4,5. Nasledne bolo pridanych 0,5 ml enzymu celulazy a zmes bola
hydrolyzovand na trepacke pri teplote 50 °C 24 hodin. Pred kultiviciou bol pripraveny
hydrolyzat este raz vysterilovany.

3.9.3.2 Kultivdcia baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari

Inokula baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari boli pripravené do objemu
50 ml a kultivované 24 hodin. Pripraveny hydrolyzat bol pridany k sterilnému produkénému
médiu v troch réznych pomeroch: 25:75, 50:50 a 75:25 tak, aby vysledny objem zZivného média
bol vzdy 100 ml. Baktérie boli kultivované na pripravenych médidch po dobu 72 hodin.
Nasledne bola v jednotlivych vzorkach zmerana koncentracia biomasy a kultary boli stocené.
V su$ine biomasy bol stanoveny podiel PHA a v supernatantoch nevyuzité cukry.

3.9.4 Kultivacia baktérie Burkholderia cepacia na hydrolyzate kukuri¢nej silaze

Inokula baktérie Burkholderia cepacia boli pripravené v objeme 50 ml a kultivované 24
hodin na trepacke pri teplote 30 °C. Hydrolyzat kukuri¢nej silaZe bol pripraveny rovnakym
postupom ako v predchadzajicom experimente. Do Erlenmeyerovych bank boli pripravené
zivné médid zmieSanim minerdlneho produkéného média a hydrolyzatu v pomere 50:50,
s celkovym objemom 100 ml. Do tohto média bolo preo¢kované inokulum (10 ml), pridany
roztok stopovych prvkov (0,1 ml) a kultira bola kultivovana d’alSich 24 hodin za rovnakych
podmienok. Po 24 hodinach bola zmerana koncentracia biomasy kultary.

Na kultivaciu vo fermentore bolo pripravené mineralne produkéné médium v objeme 450 ml.
Fermentor spolu s médiom bol vysterilovany v autoklave. K médiu bolo pridanych 900 ml
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vysterilovaného hydrolyzatu, roztok stopovych prvkov a 150 ml kultary Burkholderia cepacia.
Celkovy objem vsadky bol 1,5 1.

Z fermentoru bolo odobranych 6 vzoriek v réznych ¢asoch fermenticie. V jednotlivych
vzorkach bola stanovovana koncentracia narastenej biomasy, mnozstvo naakumulovanych
PHA v susine a koncentracia nevyuzitych cukrov v supernatantoch.

3.9.5 Kultivacia baktérie Burkholderia sacchari na hydrolyzate kukuri¢nej silaze

Inokula baktérie Burkholderia sacchari boli pripravené v objeme 50 ml a kultivované 24
hodin na trepacke pri teplote 30 °C. Po tomto ¢ase boli inokula preockované do zivnych médii
0 rovnakom zloZeni a objeme 100 ml. Po 24 hodinach bola kultivacia prevedena do fermentoru,
pricom bolo pouzitych 150 ml kultary, 450 ml minerdlneho média a 900 ml hydrolyzatu
kukuricnej silaze.

Pocas kultivacie bolo odobranych sedem vzoriek v roznych ¢asoch fermentacie. V tychto
vzorkach bola zmerana koncentracia biomasy, stanoveny podiel PHA v suSine a mnoZstvo
nevyuzitych cukrov v supernatantoch.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Kalibracné priamky

4.1.1 Stanovenie koncentracie biomasy

Koncentracia biomasy bola stanovovana spektrofotometricky prostrednictvom merania

zakalu pri vinovej dizke A = 630 nm. Kalibracna rada bola zhotovena riedenim kultiiry o zname;j

koncentracii biomasy. Hmotnost’ susiny bola stanovena v troch paralelnych meraniach.

Tabulka 5: Stanovenie koncentracie susiny biomasy baktérie Burkholderia sacchari

Tabulka 6: Stanovenie koncentracie susiny biomasy u baktérie Burkh

Tabulka 7: Zavislo

hmotnost’ susiny [g]

koncentracia suSiny
biomasy [g'17]

0,0121 1,21
0,0127 1,27
0,0121 1,21
priemer 1,2300 + 0,0283

olderia cepacia

hmotnost’ susiny [g]

koncentracia suSiny
biomasy [g°17]

0,0132 1,32
0,0115 1,15
0,0131 1,31
priemer 1,2600 = 0,0779

st” absorbancie na koncentracii biomasy u baktérie Burkholderia sacchari

Kkoncentracia

biomasy [g-17] Acso
0,041 0,141
0,082 0,273
0,123 0,383
0,164 0,527
0,205 0,684
0,246 0,829
0,287 0,950
0,328 1,093
0,369 1,208
0,410 1,344

Zo zavislosti absorbancie na koncentracii biomasy baktérie Burkholderia sacchari bola
stanovena rovnica kalibracnej priamky: y=3,2971x. Graf kalibracnej zavislosti je uvedeny

Vv prilohe A.
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Tabulka 8: Zavislost’ absorbancie na koncentracii biomasy u baktérie Burkholderia cepacia

koncentracia Acso
biomasy [g-17]
0,042 0,105
0,084 0,210
0,126 0,335
0,168 0,447
0,210 0,571
0,252 0,694
0,294 0,805
0,336 0,921
0,378 1,015
0,420 1,119

Zo zavislosti absorbancie na koncentracii biomasy baktérie Burkholderia cepacia bola
stanovena rovnica kalibra¢nej priamky: y = 2,7004x . Graf kalibracnej zavislosti je uvedeny

Vv prilohe A.
4.1.2 Stanovenie PHA

Kalibra¢né priamky pre stanovenie koncentracii P(3HB) a monoméru 3HV boli zostrojené
riedenim roztokov Standardov o vhodnych koncentradcidch a naslednou analyzou vzoriek
plynovou chromatografiou s FID detekciou.

Zo zévislosti plochy pikov na koncentracii P(3HB) bola zostrojena rovnica kalibracnej
priamky y = 0,8183x. Graf kalibra¢nej zavislosti je uvedeny v prilohe A.

Zo zévislosti plochy pikov na koncentracii 3HV bola zostrojené rovnica kalibra¢nej priamky
y = 0,9212x. Graf kalibra¢nej zévislosti je uvedeny v prilohe A.
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4.1.3 Stanovenie glukozy

Kalibracna rada pre stanovenie glukozy bola pripravend riedenim roztokov glukozy
0 znamej koncentracii. Po reakcii s ¢inidlom a vhodnom zriedeni bola premerana ich
absorbancia pri vinovej dizke A = 540 nm.

Tabulka 9: Zavislost’ absorbancie na koncentracii glukozy

koncentracia Asio
glukézy [g-1"]
0,15 0,037
0,3 0,067
0,6 0,159
0,9 0,286
1,2 0,362
15 0,449
1,8 0,555
2,1 0,651
24 0,858
2,7 0,843
3 0,938

Zo zavislosti absorbancie pri vlnovej dizke A = 540 nm na koncentracii glukézy bola
stanovend rovnica kalibra¢nej priamky: y =0,3093x . Graf kalibracnej zavislosti je uvedeny

Vv prilohe A.

4.2 Stidium vplyvu typu prekurzoru na narast biomasy a podiel PHA

Vplyv pridaného prekurzoru na narast biomasy a podiel PHA v suSine bol sledovany
u baktérii Burkholderia sacchari aj Burkholderia cepacia. Pouzitymi prekurzormi boli
propionat, valerat a levulinat.

Tabulka 10: Stanovenie biomasy, PHA, podielu 3HV a vytaznostnych koeficientov baktérie

Burkholderia sacchari

k tracia | k traci bsah PHA .
on_cen racia oncentracia | Opsal 5 \' pOdIE' 3HV Y3HV/prek Yers
prekurzor biomasy PHA suSine (%] [mol-mol] []
6 . -
[g17] [g-17] [%0]

kontrolna | 4,54 +0,11 563+0,30 | 58,93+239 1,73 £ 0,06 - 0,411 +£0,016
propionat | 1,20+ 0,03 2,80+0,99 16,59 +4,99 | 11,36 +1,62 | 0,023+ 0,001 | 0,062 + 0,010
valerat 1,02 +£0,03 4,16 +0,00 | 18,30+5,34 | 11,54+2,93 | 0,031+0,000 | 0,059 + 0,022
levulinat 1,23 £0,03 235+0,79 | 27,67+345 | 6,44+1,49 | 0,035+0,000 | 0,099 + 0,021
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Tabulka 11: Koncentracie zistenych organickych kyselin u baktérie Burkholderia sacchari po

ukondeni kultivacie

prekurzor k. octova k. propionova k. valérova k. levulinova
[g17] [g17] [g17] [g17]
kontrolna 2,672 £0,425 | 0,049 £0,021 - -
propionat 2,864 +£0,063 | 2,024 +0,143 - -
valerat 2,305 +0,003 | 0,029 £0,008 | 1,979 +0,204 | 0,201 + 0,000
levulinat 2,330 £ 0,022 - 0,140 £0,000 | 1,571 +0,124

Graf 1: Znazornenie pociatocného a vyuzitého mnozstva glukozy (Burkholderia sacchari)
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Graf 2: Znazornenie pociato¢ného a vyuzitého mnozstva prekurzoru (Burkholderia sacchari)
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Tabulka 12: Stanovenie biomasy, PHA, podielu 3HV a vytaznostnych koeficientov baktérie
Burkholderia cepacia

kon.centracm koncentracia obsahvl.:’HA podiel 3HV Yanviorek Yers
prekurzor biomasy PHA V susine [%] [mol-mol] []
[g1] [g-17] [%0]
kontrolna 8,80+ 0,81 6,32 + 0,25 60,46 + 1,00 2,22 +0,05 - 0,293 £ 0,016
propionat 2,01 £0,12 0,99 +0,16 42,10 £ 3,21 9,03 +£1,93 0,050 +0,016 | 0,118 0,062
valerat 1,36 £ 0,11 0,98 + 0,25 57,00 £ 0,00 2,98 £0,00 | 0,036+ 0,000 | 0,239 + 0,000
levulinat 1,24 +£0,07 1,72+ 0,36 51,08 £ 6,06 5,06 1,52 0,035 +0,001 | 0,131 +£0,044

Tabulka 13: Koncentracie zistenych organickych kyselin u baktérie Burkholderia cepacia po ukonc¢eni

kultivacie
prekurzor k. octova k. propionova | K. valérova k. levulinova
[g1] [g17] [g1] [g17]
kontrolna 2,189 +£0,002 | 0,131+ 0,000 - -
propionat 2,378 £ 0,006 | 0,677 0,075 | 0,390 + 0,000 -
valerat 2,110 £ 0,009 | 0,027 £0,006 | 2,066+0,128 | 0,350+ 0,000
levulinat 2,047 £ 0,000 - 0,073 £0,000 | 1,367 +0,000

Graf 3: Znazornenie pociato¢ného a vyuzitého mnozstva glukozy (Burkholderia cepacia)
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Graf 4: Znazornenie pociatoéného a vyuzitého mnoZstva prekurzoru (Burkholderia cepacia)
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Vseobecne mozno povedat, Ze pridavok vSetkych testovanych prekurzorov vyrazne
inhiboval rast bakteridlnej kultiry v porovnani s kontrolnou kultivaciou. Pri baktérii
Burkholderia sacchari bol zaznamenany najvyss§i narast biomasy s pouzitim levulinatu ako
prekurzoru. Rozdiely v koncentraciach vsak neboli velmi vyrazné. Vyraznej$i rozdiel
vykazovala koncentracia biomasy pri kultivacii baktérie Burkholderia cepacia pri pouziti
propionatu ako prekurzoru. Propionat sa ukazal ako najvynosnejsi z hl'adiska narastu biomasy
kultary, z ¢oho vyplyva, ze je zo vsetkych testovanych prekurzorov najmenej toxicky.

Motivaciou pre pouzitie prekurzorov veducich k akumulacii kopolyméru su lepSie
mechanické vlastnosti tohto materidlu oproti homopolyméru PHB, napriklad pevnost’ v tahu
vyrazne rastie s rastucim zastipenim 3HV v kopolyméri.

Najvyssi obsah PHA pri kultivacii Burkholderie cepacia bol dosiahnuty s pouzitim valeratu
ako prekurzoru. Pri kultivacii v Zzivnom médiu s obsahom propionatu bolo v celkovom obsahu
PHA najvysSie percentualne zastipenie 3HV oproti ostatnym kultivaciam. Tato kultivacia
vykazovala najvyssi vytaznostny koeficient pre tvorbu 3HV z prekurzoru. Znamena to, ze
najlepSie podmienky pre inkorporaciu monoméru 3HV do polyméru PHA je mozné dosiahnut’
s pridavkom propionatu do kultivacného média.

Kultivaciou baktérie Burkholderia sacchari boli dosiahnuté nizSie koncentracie PHA v
suSine. Najvyssi obsah vykazovala kultivacia s pouZitim levulinatu ako prekurzoru. Zastipenie
3HV v PHA bolo najvysSie s pouZitim valeratu a propionatu, pricom tieto vysledky sa lisili len
minimalne. Vytaznostné koeficienty pre tvorbu 3HV z prekurzoru boli vel'mi podobné.

Stanovenim organickych kyselin i6novou chromatografiou bolo zistené, ze pri kultivaciach
vznika pravdepodobne ako vedl'ajsi extracelularny metabolit kyselina octova, a to v prekvapivo
vysokych koncentraciach (cca 2 g-I"), ktoré su takmer porovnatelné s hlavnym produktom
zamyslane] technologie — PHA. Tento jav je zaujimavy aj preto, ze rovnako ako PHA, tak aj
kyselina octova sa odvodzuju od toho istého metabolitu — acetyl-CoA. Kyselina octova je teda
Z nasho pohladu neziaducim vedlajSim metabolitom, pretoze ,,konkuruje* tvorbe hlavného
produktu — PHA. Stvislostou medzi extracelularnou produkciou acetatu a akumulaciou PHA
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sa podl'a naSich znalosti zatial’ nikto systematicky nevenoval, preto by si tdto téma urcite
zasluzila vacsiu pozornost’.

4.3 Stidium vplyvu koncentracie prekurzoru a €asu pridania prekurzoru na

narast biomasy a podiel PHA v suSine

Vplyv koncentracie prekurzoru a casu pridania prekurzoru do kultary bol sledovany
S pouzitim propionatu. Kultivovanou baktériou bola Burkholderia cepacia. Propionat bol
pridany po 24 hodinach v troch roznych koncentraciach: 0,5; 1 a 2 g-1I'"t. Rovnaké koncentracie
boli pouzité aj v pridavku po 48 hodinach.

Tabulka 14: Stanovenie biomasy, PHA, podielu 3HV a vytaznostnych koeficientov

konc. kon.c entracia | koncentricia obsah PHA | podiel 3HV Y 3HV/prek Yris
tihl'| prop. | biomasy PHA 1§ susine [%6] [%] [mol-mol1] L]
[g1] [g1] [g1']
0,5 4,19+ 0,92 4,67+0,49 | 43,40+3,96 | 11,82+0,25 | 0,691 +0,087 | 0,251 + 0,026
24 1,0 2,51+£0,17 417+0,17 | 38,83+0,40 | 5,73+0,31 | 0,149+0,006 | 0,233 0,010
2,0 2,04 +0,33 3,37+£0,56 | 37,76 £3,16 | 4,10+ 0,46 | 0,042 +0,002 | 0,195+ 0,033
0,5 5,47 +0,07 5,39+ 00 49,02+ 0,00 | 3,38+0,00 | 0,069+ 0,000 | 0,299 + 0,000
48 1,0 5,98 £0,14 4,82+0,00 | 45,04+0,00 | 2,30+0,00 | 0,069+ 0,000 | 0,281 + 0,000
2,0 5,19 + 0,05 5,33+0,19 | 46,73 + 2,09 1,96 = 0,06 | 0,033 £0,000 | 0,349 +0,013
Tabulka 15: Koncentracie zistenych organickych kyselin po ukonc¢eni kultivacie
¢as pridania konc. propionat k. octova k. propionova
propionitu [h] [g1] [g1] [g-17]
0,5 0,043+0,012 0,112 + 0,058
24 1,0 0,201 + 0,016 0,659 + 0,055
2,0 0,257 + 0,019 1,479 +£ 0,222
0,5 0,069 + 0,033 0,413+0,171
48 1,0 0,079+ 0,012 0,646 + 0,062
2,0 0,114 + 0,008 1,378 £ 0,162
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Graf 5: mnozstvo pociatocnej a vyuzitej glukozy

(pod stipcami st vyznagené koncentréacie propionatu v g-17%)
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Graf 6: Znazornenie pociato¢ného a vyuzitého mnozstva propionatu
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Vyssie koncentracie biomasy boli dosiahnuté v pripadoch neskorSieho pridania prekurzoru
do kultivaénych médii, teda az po 48 hodinach. Znamena to, ze toxicky efekt prekurzorov je
vyrazne niz8i u uz narastenej bakteridlnej kultury. V kultivacii s propionatom pridanym po 24
hodinach bol zaznamenany najvy$§i narast biomasy pri koncentracii prekurzoru 0,5 g-I7.
V pripade pridania propionatu po 48 hodinach bola najvyssia koncentracia biomasy dosiahnuté
pri koncentracii propionatu 1 g-I'. Z hladiska narastu biomasy sa tato moznost javi ako
najvyhodnejsia.

Celkovy obsah PHA v suSine bol najvyssi (49,02 %) pri kultivaciach baktérie s propionatom
pridanym az po 48 hodinach, a to pri koncentracii 0,5 g:I"*. Pri sledovani inkorporacie
monoméru 3HV do polymérneho retazca bolo zistené, Ze najvyssi podiel 3HV (11,82 %) bol
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dosiahnuty pridanim 0,5% propionatu po 24. hodine kultivacie. Aj vytaznostny koeficient
Y 3Hviprek J€ V tomto pripadne vyrazne vyssi od ostatnych.

Vseobecne mozno povedat’, ze z hladiska syntézy kopolyméru P(3HB-co-3HV) sa ako
najlepsi javi pridavok niz$ej davky prekurzoru (0,5 g-1™t) po 24. hodine kultivacie. Vyssia davka
prekurzoru prekvapivo skor znizuje zastupenie 3HV v kopolyméri. Neskorsi pridavok
prekurzoru sice Ciastone navysi vytazok PHA i biomasy, obsah 3HV je vSak aj tak vyrazne
nizsi.

4.4 Stadium produkcie PHA z kukuri¢ného odpadu

V nasledujucich kapitolach su popisané experimenty zaoberajice sa §tidiom produkcie PHA
z odpadného substratu. Pouzitym odpadnym substratom bola kukuri¢na silaz, v ktorej bol
najprv stanoveny obsah celulézy. Dalej bol experimentalne uréeny najvhodnej$i sposob
hydrolyzy materidlu na cukry vyuzitelné baktériami. Na pripravenych hydrolyzatoch boli
kultivované baktérie Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia, pricom bola sledovana
produkcia PHA.

4.4.1 Stanovenie celulozy

Obsah celulézy bol zistovany v dvoch vzorkach kukuri¢nej biomasy. Prvou skumanou
vzorkou boli listy, druhou stonky listov kukurice.

Tabulka 16: Stanovenie celuldzy vo vzorkach kukuri¢nej silaze

vzorka obsah celulézy [%]
listy 30,81 £ 1,06
stonky 35,64 £2,18

Vyssi obsah celuldzy bol zisteny v kukuri¢nych stonkéach, ktoré obsahovali 35,64 + 2,18 %
celuldzy. Kukuri¢éné listy obsahovali 0 4,82 % celul6zy menej, a to 30,81 %.

4.4.2 Stadium vplyvu typu hydrolyzy kukuri¢nej silaZe na produkciu PHA

Aby baktérie mohli vyuzivat’ kukuri¢nu silaZ ako odpadny substrat, musia byt’ stavebné
polysacharidy hydrolyticky rozstiepené na straviteI'né cukry. V uvedenom experimente bola
hydrolyza uskuto¢iovana enzymaticky, posobenim celuldzy (hydrolyzat A), chemickym
sposobom — 30 minutovym varom v 1% kyseline sirovej pri 120 °C (hydrolyzat B)
a kombinaciou oboch ciest, pricom kukuricnd silaz bola najprv vystavena posobeniu 1%
kyseliny sirovej (30 mintutovy var pri 120 °C) a po vychladeni a uprave pH na hodnotu priblizne
4,5 bol pridany enzym celuléza.
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Obrazok 13: Pripravené hydrolyzaty a zvysky z filtracie

Tabulka 17: Koncentracia glukozy v hydrolyzatoch A, B a C

koncentracia
hydrolyzat redukujucich cukrov
[g1]
A 1,568 + 0,115
B 13,498 + 0,645
C 22,847 + 0,908

Hydrolyza pésobenim samotného enzymu celulazy (Obrdzok 13, A) bola najmenej efektivna.
Filtrat obsahoval 1,568 + 0,115 g1 glukdzy, vzhl'adom k ostatnym bol pomerne &iry a filtraény
zvySok tvorili najmenej porusené zvysky kukuri¢ného materidlu. Pri hydrolyze zriedenou
kyselinou sirovou (Obrdzok 13, B) bol dosiahnuty vyssi obsah glukézy, 13,498 + 0,645 g-1™.
Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri kombindcii uvedenych metdd hydrolyzy (Obrdzok 13,
C). Tymto spdsobom bolo ziskanych 22,847 + 0,908 g-1? glukozy.

4.4.2.2 Kultivacia baktérii Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari na hydrolyzdte
Kultivacia baktérii prebiehala na hydrolyzatoch kukuri¢nej silaze.

Tabulka 18: Obsah PHA v su$ine baktérie Burkholderia sacchari

.. koncentracia
hydrolyzat lfoncentracl_zll PHA Obs?,h Anlaity Yess [-]
biomasy [g 1] [e-17] susine [%]
A 1,83 +0,04 1,24 +0,18 15,70+ 0,13 1,858 + 0,267
B 3,54+0,12 2,03+0,09 31,58 +1,28 0,421 + 0,019
C 3,35+0,33 3,08 +0,99 49,03 £ 5,24 0,583+ 0,187

36




Graf 7: MnozZstvo pociato¢nej a vyuzitej glukozy pri kultivacii baktérie Burkholderia sacchari na
hydrolyzatoch A, Ba C
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Tabulka 19: Obsah PHA v susine baktérie Burkholderia cepacia
koncentracia | koncentracia .
hydrolyzat biomasy PHA Olsjlslz::nepl[_‘l’f]v pOdl[ilo?HV Yess [-]
(1]
lg17] [g-17]
A 2,02+ 0,04 0,62+0,12 9,01+1,16 - 0,900 £ 0,175
B 3,82+0,10 1,79+0,13 20,71+ 2,74 - 0,272 £ 0,020
C 5,31+0,44 4,92 + 0,39 47,81+ 2,90 2,56+0,31 | 0,505+ 0,040

Graf 8: Mnozstvo pociatoénej a vyuzitej glukozy pri kultivacii baktérie Burkholderia cepacia na
hydrolyzatoch A, Ba C
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Pri kultivacii baktérie Burkholderia sacchari na hydrolyzatoch kukuri¢nej silaze bol najvyssi
obsah biomasy dosiahnuty s pouzitim hydrolyzatu B, pripraveného posobenim zriedenej
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kyseliny sirovej. Najviac PHA v suSine (49,03 + 5,24 %), vSak obsahovali bunky baktérii
kultivovanych na hydrolyzate C, ktory vznikol kombinovanou metodou.

Najlepsie vysledky z hl'adiska narastu biomasy, aj podielu PHA v suSine pri kultivacii
baktérie Burkholderia cepacia vykazoval hydrolyzat C, pripraveny kombinovanou metoédou.
Tento vysledok bol ocakavany, ked'Zze v tomto hydrolyzate bolo zistené najvyssie mnozstvo
redukujucich cukrov. V tejto kultivécii bola navyse zistend pritomnost’ 3HV v suSine biomasy,
a to vo vzorke C. Je mozné, ze prekurzorom pre syntézu 3HV bol niektory z produktov kyslej
hydrolyzy, napriklad kyselina levulinova, ktora vznika degradaciou hex6z [34].

Co sa tyka koeficientov vytaznosti pre produkciu PHA zo substratu Ypss, bolo zistené, Ze
najvyssie hodnoty dosahuje pri kultivaciach na enzymatickom hydrolyzate (hydrolyzat A). Aj
napriek relativne nizkemu pociatoénému obsahu sacharidov v hydrolyzatoch boli obe kultiry,
aj tieto vzorky vyuzité k rastu a produkcii PHA. Je mozné, Ze pri kultivacii boli utilizované aj
d’alSie komponenty biomasy, ktoré sa z kukuricnej silaze uvolnili v priebehu hydrolyzy
(proteiny, fenolické latky, atd’.). V tomto kontexte mdze byt hodnota vytaznostného
koeficientu, v ktorej st ako jediny substrat uvazované sacharidy, ¢iasto¢ne nekorektna. Celkovo
boli najvyssie vytazky biomasy i PHA u oboch baktérii dosiahnuté pri hydrolyzate C, ako
ideéalna preduprava substratu sa teda javi kombindcia chemickej a enzymatickej hydrolyzy.

4.4.3 Stidium vplyvu koncentracie hydrolyzitu na produkciu PHA

V tomto experimente bol na kultivaciu baktérii Burkholderia sacchari a Burkholderia
cepacia pouzity hydrolyzat kukuri¢nej silaze pripraveny kombinaciou hydrolyzy 1% kyselinou
sirovou a enzymom celuldzou. Skiimanym faktorom ovplyviiujicim produkciu PHA bol pomer
hydrolyzatu a mineralneho kultivacného média.

Tabulka 20: Obsah PHA v su$ine baktérie Burkholderia sacchari

koncentracia | koncentracia | obsah PHA v .
pomer . . podiel 3HV Yris
hvdrolvzat : médium biomasy PHA suSine (%] []
v [g1] [g1] [%]
25:75 2,47+ 0,02 3,33+0,20 31,82 +1,11 - 0,580 + 0,034
50:50 431+0,16 424 +0,44 38,28 + 3,48 1,18 + 1,20 0,405 + 0,042
75:25 0,97 +£ 0,62 0,70 £ 0,02 15,09+ 7,44 - 0,391 + 0,009
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Graf 9: MnozZstvo pociato¢nej a vyuzitej glukozy pri kultivacii baktérie Burkholderia sacchari (pod
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stipcami je vyznageny objem hydrolyzatu v 100 ml média)
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Tabulka 21: Obsah PHA v sus$ine baktérie Burkholderia cepacia

koncentracia | koncentracia | obsah PHA v .
pomer . .. podiel 3HV Yris
hydrolyzit : médium | O PHA susine [%] []
vy [g1] [g1"] [%]
25:75 3,02+ 0,22 1,32+ 0,03 12,22 + 0,45 1,78 + 3,08 0,222 + 0,006
50:50 483 +0,27 3,05+0,19 29,21 +2,23 3,98+0,12 0,278 +£ 0,017
75:25 5,27 +£0,21 3,34+0,25 30,17+ 1,31 4.35+0,43 0,291 + 0,022

Graf 10: Mnozstvo pociatocnej a vyuzitej glukdzy pri kultivacii baktérie Burkholderia cepacia
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(pod stipcami je vyzna¢eny objem hydrolyzatu v 100 ml média)
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Pri kultivacii v médiach s réznymi koncentraciami hydrolyzatu boli u baktérie Burkholderia
dosiahnuté najlepSie vysledky z hladiska narastu biomasy aj produkcie PHA pri

sacchari
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pomere hydrolyzat : minerdlne médium 50 : 50. Pri tejto kultivacii bola zaroven dosiahnuta
najvyssia hodnota koeficientu vytaznosti PHA zo substratu a bolo zaznamenané aj urcité
mnozstvo monoméru 3HV. Pri pouziti niz§ieho podielu hydrolyzatu bola bakteridlna kultura
pravdepodobne limitovana zdrojom uhlika. Pri vysSej koncentracii hydrolyzatu je zas zrejma
inhibicia bakterialnej kultary, ktord je pravdepodobne spdsobend niektorymi komponentami
nachadzajucimi sa v hydrolyzate (polyfenoly, furfural a jeho derivaty, organické kyseliny,
atd’.).

Najlepsie podmienky pre narast biomasy a tvorbu PHA baktérie Burkholderia cepacia boli
vytvorené zmieSanim hydrolyzatu s mineralnym médiom v pomere 75 : 25. Na rozdiel od
baktérie Burkholderia sacchari nebola u tejto baktérie pozorovana inhibicia vy$Sou davkou
hydrolyzatu. Zda sa teda, Ze baktéria Burkholderia cepacia je vo¢i mikrobialnym inhibitorom
pritomnym v hydrolyzate kukuri¢nej silaze rezistentna. Pri tomto pomere bola zistena najvyssia
hodnota vytaznostného koeficientu Yp/s @ najvacsi obsah PHA v su$ine: 30,17 + 1,31 %.
Vysledky dosiahnuté pri pomere 50 : 50 sa ale vel'mi nelisili (29,21 + 2,23 % PHA v suSine).
Naviac pri vSetkych kultivaciach vznikal aj monomér 3HV, najvacsi podiel pri pomere
hydrolyzat : médium 75 : 25.

4.4.4 Kultivacia baktérie Burkholderia cepacia na hydrolyzate kukuri¢nej silaZe
v laboratérnom bioreaktore

Baktéria Burkholderia cepacia bola kultivovana na hydrolyzate kukuri¢nej silaze.
Hydrolyzat tvoril 60 % objemu vsadky. Kultivacia prebiehala vo fermentore po dobu 43 hodin.
Pocas tejto doby bolo odobranych celkom 6 vzoriek obsahu fermentoru, v ¢asoch 0; 14; 18,5;
24; 38 a 43 hodin kultivacie. Vo vzorkach bola sledovana koncentracia biomasy a produkcia
PHA.

Obrazok 14: Kultivacia baktérie Burkholderia cepacia v laboratornom bioreaktore na hydrolyzdate
kukuricnej silaze
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Tabulka 22: Obsah PHA v suSine

. Y e . koncentracia
cas . on_c entracia | koncentracia obsah PHA | podiel 3HV | zvySkovych Yris
odobrania biomasy PHA . o
1 a v susine [%)] [9%6] cukrov [-]
vzorky [h] [g17] [g17] 4
[g-1"]
0 0,83+ 0,04 0,58 6,58 - 13,14 + 0,39 -
14 2,34+ 0,02 1,29 13,36 2,87 8,95+ 0,09 0,225
18,5 5,62 + 0,09 1,97 18,36 3,00 7,82 +0,15 0,369
24 4,95+0,43 2,01 18,98 - 6,05+ 0,15 0,232
38 1,93+0,10 2,03 20,55 - 4,74 £0,12 0,242
43 1,32+ 0,05 1,55 20,16 - 4,78 £ 0,36 0,186

Graf 11: Priebeh kultivacie baktérie Burkholderia cepacia v laboratornom bioreaktore
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Baktéria Burkholderia cepacia bola otestovana aj v ramci pilotného experimentu
Vv laboratornom reaktore. Laboratorny bioreaktor umoziuje na rozdiel od kultivacie v bankach
regulaciu niektorych zasadnych velic¢in, ako je pH a koncentracia rozpusteného kyslika.
V priebehu kultivaciu bolo pH regulované na hodnote 7 a koncentracia rozpusteného kyslika
na hodnote 30 %. V ramci kultivacie bol zvoleny zakladny kultivaény vsadkovy rezim, kedy
ako jediny zdroj uhlika bol vyuzivany hydrolyzat kukuri¢nej silaZe pripraveny kombinéaciou
chemickej a enzymatickej hydrolyzy. Bakterialna kultira bola schopna substrat efektivne
utilizovat’ a aj napriek technickym problémom s prevzdusnovanim bola po 18,5 hodinach
kultivacie dosiahnuta relativne solidna koncentracia biomasy — 5,6 g-I"t. Obsah PHA bol v$ak
relativne nizky — 18,4 %. V d’alSom priebehu kultivacie zacala koncentracia biomasy v reaktore
dramaticky klesat, po 48. hodine kultivacie bolo v reaktore len 1,32 g-I'* biomasy. Tento trend
naznacuje, ze bunky bolo v neskorsej faze kultivacie vystavené silne stresovému prostrediu
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(mozna je limitacia uhlikovym zdrojom, pripadne negativny vplyv latok pouzitych k regulécii
pH), ¢o viedlo k lyze buniek a znehodnoteniu vytazku. Pre dosiahnutie lepSich vytazkov
a overenie realizovatel'nosti priemyselnej produkcie PHA s vyuzitim hydrolyzatu kukuri¢nej

silaZze by bolo vhodné kultivaciu zopakovat’ a pripadne overit’ kultiva¢nu stratégiu fed-batch,
ktora by mala zabranit’ limitacii zdrojom uhlika.

445 Kultivacia baktérie Burkholderia sacchari na hydrolyzate kukuri¢nej silaze
v laboratérnom bioreaktore

Baktéria Burkholderia sacchari bola kultivovana na hydrolyzate kukuri¢nej silaze, pricom
kultivacia prebichala za rovnakych podmienok ako v predchadzajucom experimente. Doba
kultivacie bola 42 hodin a vzorky boli odobrané v ¢asoch 0, 18, 21, 24, 26 a 42 hodin.

Tabulka 23: Obsah PHA v suSine

cas koncentracia | koncentracia koncventrz’icia
odobrania biomasy PHB Obsii,h PI:B v | zvyskovych Yess [-]
—— (g1] [g11] susine [%o] cukrov
[g-17]
0 0,552 +0,013 | 0,65+0,00 7,10+0,00 | 13,45+0,11 -
18 0,536 £0,027 | 0,39+0,02 3,98 +£0,72 12,30+ 0,02 | 0,176 0,145
21 1,834 £0,068 | 0,61+0,13 558+0,99 | 11,56+0,02 | 0,212+0,176
24 2,178 £0,070 | 0,58 + 0,08 5,28 £ 0,56 9,80+0,22 | 0,158 £0,022
26 2,608 £0,017 | 0,60+ 0,04 5,80 = 0,09 8,56+ 0,65 | 0,123 £0,008
42 3,231+0,022 | 1,24+0,30 11,77 £2,39 1,77+£0,02 | 0,106+ 0,026

Graf 12: Priebeh kultivacie baktérie Burkholderia sacchari v laboratérnom bioreaktore
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Baktéria Burkholderia sacchari bola taktiez otestovana v laboratornom bioreaktore. Schéma
kultivacie bola prakticky totozna so schémou pouzitou pre kultivaciu baktérie Burkholderia
cepacia. Experimentom bolo overené, Ze aj baktéria Burkholderia sacchari je schopna
utilizovat’ pouzity substrat, avSak dynamika kultivacie bola vel'mi nizka. Vytazky biomasy
a PHA su taktiez velmi nizke. Pravdepodobne sa prejavila relativne nizka rezistencia
bakteridlnej kultury voc¢i mikrobidlnym inhibitorom pritomnym v hydrolyzate kukuri¢ne;j
silaze. Z tohto dévodu sa zda, Ze baktéria Burkholderia sacchari nie je vhodnym produkénym
kmeniom pre tvorbu PHA na testovanom substrate.
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5 ZAVER

Praca bola zamerana na $tadium produkcie polyhydroxyalkanoatov baktériami Burkholderia
sacchari a Burkholderia cepacia a taktiez faktorov, ktoré produkciu ovplyviuji. Tvorba PHA
bola sledovana aj na lignocelul6zovom odpadnom substrate — kukuri¢nej silazi.

V teoretickej casti bola podand stru¢nd charakteristika polyhydroxyalkanoatov
a ich najvyznamnejsiecho zastupcu — polyhydroxybutyratu. Dalej boli zhrnuté
fyzikalno-chemické vlastnosti PHA a opisany proces biosyntézy a biodegradacie, ako aj
moznosti ich vyuzitia v praxi ako biodegradabilnych plastov. Taktiez boli spomenuté mozné
cesty k znizeniu produkénych nakladov a opisané moznosti bakterialnej produkcie PHA
prostrednictvom kultivacie na odpadnych substratoch. Niekolko kapitol bolo venovanych aj
vlastnostiam lignocelulé6zovych materidlov a spdsobom ich hydrolyzy na cukry straviteIné
baktériami.

V experimentalnej Casti prace bol sledovany vplyv pouzitych prekurzorov, ako aj ich
koncentracie a ase pridania do kultivacného média na narast biomasy kultury, produkciu PHA
a inkorporaciu monoméru 3HV do polyméru. Ako najvynosnejsi z hl'adiska narastu biomasy sa
pri baktérii Burkholderia cepacia ukazal propionat, ktorého pridavok zaroven vyvolal najvyssi
podiel 3HV v polyméri. Najvyssia akumulacia PHA bola dosiahnuta s valeratom. Baktéria
Burkholderia sacchari dosahovala najvyssiu koncentraciu biomasy a najvacsi podiel PHA
Vv susine pri pridavku levulinétu, najvyssi podiel 3HV s pouzitim valeratu a propionatu.

Pri $tadiu vplyvu koncentracie a Casu pridania prekurzoru do média, lepsSie vysledky boli
Z hl'adiska narastu biomasy a podielu PHA v suSine dosiahnuté v pripadoch pridania propionatu
az po 48 hodinach kultivacie. Co sa tyka koncentracie prekurzoru, va¢si narast biomasy a taktieZ
vyssi podiel PHA v susine vykazovala kultivicia s najniz§ou koncentraciou — 0,5 g-I"%. Pre
tvorbu kopolyméru P(3HB-co-3HV) je najvyhodnejsi pridavok prekurzoru v koncentracii
0,5 g-I"t po 24 hodinach kultivacie.

Tvorba PHA bola skiimana aj kultivaciou na odpadnom substrate. Ako odpadny substrat bola
pouzita kukuri¢na silaz. V tomto rastlinnom materiali bol stanoveny obsah celulozy a nasledne
bol podrobeny hydrolyze tromi spésobmi — enzymatickym, chemickym a kombinaciou oboch
spOsobov. Najviac vyuZitelnych cukrov bolo =zistenych v hydrolyzate pripravenom
kombinaciou chemickej a enzymatickej hydrolyzy. Tato cesta sa ukdzala ako najvhodne;jsi
sposob predipravy kukuri¢nej silaZe aj ¢o sa tyka kultivacie baktérii a produkcie PHA.

Pri sledovani vplyvu koncentracie hydrolyzatu pridavaného do kultiva¢ného média bolo
zistené, ze baktérii Burkholderia sacchari najviac vyhovuje zmieSanie hydrolyzatu
s produkénym médiom v pomere 50 : 50, zatial’ ¢o baktéria Burkholderia cepacia dosahovala
najlepsie vysledky pri pomere hydrolyzat : minerdlne médium 75 : 25.

Obe baktérie boli na hydrolyzate kukuri¢nej silaze kultivované aj v laboratérnom
bioreaktore. Baktéria Burkholderia cepacia bola schopna uspesne utilizovat’ zvoleny substrat
a dosiahla koncentraciu biomasy 5,6 g%, po uréitom ¢ase vsak biomasa zagala prudko klesat’
a aj vytazok PHA bol pomerne nizky. RieSenim by mohla byt’ kultivacia metodou fed-batch,
kedy by sa predislo limitacii uhlikovym zdrojom. Druha sktimana baktéria, Burkholderia
sacchari sa na zvolenom substrate vel'mi neosvedcila, vytazky biomasy aj PHA boli pomerne
nizke a cela kultivacia sa vyznacovala nizkou dynamikou.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

PHA

PHB

P(3HB)

P(4HV)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
PP

3HHXx

3HV

4HB

scl PHA

mcl PHA

polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
polypropylén

3-hydroxyhexanoat

3-hydroxyvalerat

4-hydroxybutyrat

short-chain-length polyhydroxyalkanoaty
medium-chain-length polyhydroxyalkanoaty
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