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Abstrakt

Pfedmétem této diplomové prace je studium biodegradace polyhydroxybutyratu (PHB)
apolyesteru kyseliny mlééné (PLA). Teoretickéd ¢ast prace pojednava o ptivodu studovanych
biopolyesterti, jejich vlastnostech a vyuziti, a také enzymologii jejich biodegradace.
Experimentalni ¢ast prace je zamétfena na biodegradaci t€chto polymerti v submerznim mediu
vyuzitim termofilnich kmend a na kompostovani téchto bioplastii. Ze Sesti pouzitych kment
termofilnich bakterii projevil vyznamnou PHB-biodegrada¢ni aktivitu pouze jeden — kmen
Schlegelella thermodepolymerans. Rezistenci vici submerzni degradaci vykazovala amorfni
I semi-krystalicka forma PLA. V prostfedi kompostu dochazelo piedev§im k rozpadu obou
forem PLA, proto byl dedukovan primarné abioticky mechanizmus degradace. Béhem 4 tydnti
kompostovani doslo ke ztraté hmotnosti amorfniho PLA o 99 % a semi-krystalického PLA
0 63 hmot. %. Hmotnostni tibytek PHB po stejné dobé kompostovani dosahoval 36 %, navic
bylo pozorovano sniZzeni molekulové hmotnosti na zhruba polovinu hodnoty vyuZitim SEC.
Pro tento polymer byl potvrzen mechanizmus biodegradace formou povrchové enzymatické
eroze vyuzitim SEM. Monitoring aktivity esteraz, lipaz a proteaz béhem celého experimentu
neprokazal statisticky vyznamné ovlivnéni kompostu pfitomnosti biopolymerd.

Abstract

This master’s thesis focuses on biodegradation of polyhydroxybutyrate (PHB) and polylactic
acid (PLA). The theoretical part discusses an origin, properties and applications
of investigated biopolyesters, and so the enzymology of their biodegradation.
The experimenta part deals with biodegradation of these polymers in liquid medium using
several pure thermophilic bacteia strains and controlled composting of these bioplastics.
Amongst six tested thermophilic bacterial strains only one showed PHB-biodegradation
activity — strain Schlegelella thermodepolymerans. No degradation degree of amorphous
or semi-crystalline PLA was observed. Mainly disintegration of both forms of PLA articles
was observed in compost environment, thus the abiotic mechanism of its decomposition was
indicated. After 4 weeks of composting, the relative weight loss of 99 % and 63 % was
detected in amorphous and semi-crystalline PLA respectively. On the contrary, the weight
loss of PHB after 4 weeks of composting reached 36 %, moreover, a haf decrease of molar
mass was observed using SEC. The surface erosive mechanism of PHB-biodegradation was
stated using SEM. By monitoring of esterase, lipase and protease activities, no influence
on the compost by polymer presence was concluded at statistical significance.

Klic¢ova slova
Polyhydroxyalkanoaty, polyester kyseliny mlééné, biodegradace, kompost, Schlegelella
thermodepolymerans
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Polyhydroxyalkanoates, polylactic  acid, biodegradation, compost, Schlegelella
thermodepolymerans
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1 UVOD

Biologicky rozlozitelné plasty poutaji pordd vétsi a veEtSi pozornost soucasné
spole¢nosti. Tento pojem je soblibou pouzivan v riznych kontextech pro zveliceni
ekologickych vlastnosti riznych materiali ¢i pfedmétd, avSak téméf stejné Casto popsan
znacné nekomplexné. Osud odpadnich biopolymerti neni vzdy tak jednoznacny a zaslouzi si
specialni pozornost. Studie degradac¢nich procesi riiznych polymert se ale nejcastéji zaméiuji
pouze na degradovany material, nikoliv na prostfedi, ve kterém d¢j probihd. Vznikd tak
perspektiva prace sledujici rozkladné procesy z jiného thlu pohledu, ktery v SirSim kontextu
popisuje rozkladné procesy bioplastii ve vice ¢i méné pfirozeném prostiedi. Piistupy této
prace propojuji déje probihajici v prostiedi kompostu s degradacnim procesem vybranych
bioplastu, a to zplisobem, ktery povazujeme za relevantni ke studované problematice.

Kompost predstavuje smeés biologického odpadu, ktery podléha rozkladnym procestim
vlivem zejména biologickych ¢initelt. Svym komplexnim obsahem zivin poskytuje optimalni
prostfedi pro rist pestrého mikrobialniho konsorcia. Tento mikrobiom se v ¢ase dynamicky
méni a Vv urCitém Case se nékterym mikrobialnim druhiim dafi vice neZ ostatnim diky jejich
lepsim adaptacnim schopnostem na dané podminky. Kompost tedy ptedstavuje prakticky
idealni prostfedi pro studium biodegradace polymerti av soucasné dobé se kompostovani
polymernich latek vénuje fada studii a norem. Pro hodnoceni biodegrada¢niho potencialu
Cistych kultur je vSak nutné zajistit izolované prostiedi, jakym je naptiklad kapalné zivné
médium. To vSak neumoziuje tak vysokou frekvenci podrobnéjsich analyz a pro hodnoceni
rozlozitelnosti materialt je vhodné&j$im ptistupem pravé kompostovani.

Biodegradabilitou se rozumi schopnost materidlu podléhat dekompozici biologickymi
vlivy a produkty téchto procesii jsou nizkomolekularni latky zpravidla rozpustné ve vodé.
V konecném dusledku jsou tyto latky pak prodychany nebo také vyuzity ke kompozici
bunécné biomasy, cely proces by nemél trvat déle nez rok. Zde se jiz dostavame k novému
pojmu, a sice kompostovatelnosti. Tato vlastnost dale zarucuje, Ze Casovy sled uvedenych
procest biodegradace je vyrazné dynamictéjsi a k uplnému prodychani materidlu by mélo
dojit v maximalné 90 dnech procesu kompostovani. V neposledni fad¢ je dilezité zminit, Ze
kompostovani zarucuje cilené zpfistupnéni zivin a jejich pfeménu na intermediaty vyuzitelné
dal$imi organizmy pro biosyntetické déje.

V soucasnosti je zkoumand cela fada polymeri pro svou biologickou rozlozZitelnost.
Tato prace se vénuje biodegradovatelnosti a kompostovatelnosti polyhydroxybutyratu,
zastupce skupiny biopolyesterti produkovanych bakteriemi. NaSi pozornost upoutal taky
polyester kyseliny mlécné, ktery je vefejnosti vice znamy nez polyhydroxyalkanoaty a
V soucasnosti hodné diskutovan. Uvedené polymery jsou si chemicky zna¢né podobné, avSak
jejich vlastnosti vykazuji odliSnosti. Tudiz pfedpokladame, Ze rozdilnd bude také jejich
biodegradabilita, a to vnimame za predmét hodny podrobnéjsiho prozkoumani.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Prehled studovanych biopolymeri

Pojem biopolymery obecné zahrnuje celou fadu makromolekularnich latek
produkovanych zivymi systémy za raznymi ucely. Mezi tyto polymery fadime od téch
nejjednodussich struktur se zasobni nebo stavebni funkci (napiiklad glykogen nebo celuldza)
az po sofistikované makromolekuly svysokou biologickou aktivitou, jako jsou napiiklad
enzymy nebo nukleové kyseliny. Ztechnologického hlediska jsou nejzajimavéjsi
biomakromolekuly majici v organizmech strukturni nebo zasobni funkci, jez jsou casto
vyuzivany k vyrobé riiznych komercnich materialti. V soucasnosti je pro vyrobu materiala
z biopolymerd velkou motivaci ekologie zpracovani odpadd z téchto materialt, respektive
moznost kompostovani recyklovanych odpadi s potiebou minimalni upravy. V téchto
ohledech se jako vhodné biopolymery jevi polyhydroxyalkanoaty (PHA), bakterialni
polymery slouzici jejich producentiim jakozto zasobni zdroj uhliku k oxidaci pro zisk energie
V nepiiznivych podminkach. Jejich biologicky rozklad je podminény vyskytem vhodnych
extracelularnich hydrolytickych enzymi produkovanych riznymi mikroorganizmy v jgich
prostfedi. Mezi biologicky rozlozitelné polyestery patii také kyselina polymlééna (PLA),
tento polymer vsSak neni biologického ptvodu. I pfes vysoké vyrobni ndklady nachazi
polylaktat neustale vice aplikaci [1].

2.1.1 Polyhydroxyalkanoaty

Jiz zminéné polyhydroxyalkanodty jsou polyestery hydroxylovanych kyselin
produkované Sirokou paletou mikroorganizmi. Jejich fetézec je bud’ homopolymerni nebo
heteropolymerni, coz zavisi na zdroji uhliku vyuzivaném producentem a schopnosti
producenta tento zdroj vyuzivat. Poloha hydroxylové skupiny v monomerech je rovnéz
zavisla na vstupnim substratu pro biosyntézu polymeru, nejcastéji je vSak umisténa na tfetim
uhliku. Tento hydroxylovany uhlik je chirdlni a je nosi¢em postranniho fetézce polymeru.
V zavislosti na po¢tu uhlikti v monomeru jsou PHA biologického pivodu déleny na SCL
PHA (kratky tetézec) s 3 az 5 uhliky a MCL PHA (stfedn¢ dlouhy fetézec) s obsahem 6 az 14
uhlikti [2]. Struktura polyhydroxyalkanoatli je zndzornéna na Obrazku 1. V pfirodé se
nejCastéji  vyskytuji SCL PHA, konkrétné poly-3-hydroxybutyrat je nejrozSifenéjSim
biopolyesterem. Kopolymer 3-hydroxybutyratu a3-hydroxyvaleratu je nejzastoupenéjSim
heteropolymerem. Molekulova hmotnost polyhydroxyalkanoati se pohybuje v rozmezi 200 az
3000 kDa s po¢tem monomertt 1 000 az 30 000 jednotek [3].
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Obrdzek 1 — obecnd struktura PHA biologického pitvodu (prevzato z [4])

2.1.1.1 Metabolizmus polyhydroxyalkanodtit

K biologické tvorbé polyhydroxyalkanoétii jsou producenti nejcastéji stimulovany
dostatecnym mnozstvim uhlikatého substratu v prostfedi a zaroven limitnim mnozstvim
nékteré z dalSich Zzivin, jako je naptiklad dusik nebo fosfor. Geneticka predispozice
producentlit PHA spociva v piitomnosti piislusného operonu, ktery obsahuje 3 geny — phaC
proPHA syntazu, phaA kodujici 3-ketothiolazu a phaB pro NADPH dependentni
acetoacetyl-CoA reduktazu [5]. Tyto enzymy jsou vyuzivany k biosyntéze PHA
tzv. tiikkrokovou cestou, kterd byla popsdna u celé¢ fady mikroorganizml. Vstupnim
metabolitem pro tuto drdhu jsou dvé jednotky acetyl-CoA, které v prvnim kroku kondenzuji
(katalyzuje 3-ketothiolaza), intermediat je dale redukovan na B-uhliku acetoacetyl-CoA
reduktazou a vznikla jednotka 3-hydroxybutyratu je pfipojena k rostoucimu fetézci polymeru
pomoci PHA syntazy [6-10]. Timto zplsoben je syntetizovan polyhydroxybutyrat (viz
Obrazek 2). Syntéza heteropolymeri nebo jinych homopolyhydroxyalkanoatl zavisi také
napiitomnosti vhodného substratu v prostiedi. Kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) je produkovan nékterymi bakteriemi v pfitomnosti propionatu jakozto
prekurzoru pro propionyl-CoA kondenzujici s acetyl-CoA (viz Obrazek 2). Tuto kondenzaci
katalyzuje B-ketothiolaza kédovana genem bktB, ktery je Casto vzdalen od phaCAB operonu
[11]. Nametabolizmu polyhydroxyalkanoati se podileji také dal§i enzymy metabolizmu
mastnych kyselin, jako napiiklad enoyl-CoA hydratiza nebo 3-hydroxyacyl-ACP-CoA
transferaza kodované geny phad respektive phaG [5].
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Obrazek 2 — schéma biosyntézy 3-hydroxybutyrdtu a 3-hydroxyvalerdtu pro syntézu PHA [11]

2.1.1.2 Intracelularni forma polyhydroxyalkanodtii

Vysokd hydrofobicita polyhydroxyalkanoati komplikuje jejich nitrobunéénou
kumulaci. Buiky jsou nuceny vytvaiet efektivni skladovaci granule — karbozomy, jiz
pii samotné polymeraci, protoze substrat pro reakci je na rozdil od produktu rozpustny
ve vode. Syntazy pracuji na fazovém rozhrani a tGcastni se stabilizace polymeru v karbozomu.
Cela granule je obalena mnozstvim stabiliza¢nich proteinti PhaP, tzv. phasint. Tyto proteiny
slouzi jako prevence pred krystalizaci PHA (coz by zna¢né snizovalo rychlost degradace
pii mobilizaci zasob), ovliviiyji strukturu granule a zamezuji agregaci granul, dale se také
podileji na regulaci syntézy a degradace polymeru [12-14]. Povrch granuli obsahuje
i proteiny PhaR, které reguluji mnozstvi phasind v granulich na transkrip¢ni trovni. Doposud
byla identifikovana cela fada phasint Stadou rozmanitych funkci [13].

Formovani karbozomt v buiikach bylo dosud popséno tfemi odliSnymi teoriemi. Prvni
Z nich pojednéva o tvorbé micel na libovolnych mistech v cytosolu. Tato teorie se oznacuje
jako micelarni model. Principem tvorby micely je pocatecni agregace dimerli syntdz
propojenych fetézci PHB a nasledna tvorba polymeru do nartstajiciho jadra micely [14, 15].
Pro tento pribéh je pozadovana vysoka dostupnost 3-hydroxybutyryl-CoA v okoli granule
[16]. Zvétsujici se povrch granule postupné saturuji phasiny, rychlost saturace je ovlivnéna
syntézou phasini [14]. Druhy model, tzv. pucici model, navrhuje tvorbu PHA
V cytoplazmatické membrané mezi dvéma fosfolipidovymi vrstvami. Syntazy jsou piitom
soustiedény na povrchu membrany a PHA fetézec roste do membrany. Rlstem mnozstvi
polymeru granule takika pu¢i z membrany obalena fosfolipidovou monovrtsvou a na jeji
povrch pfisedaji dalsi vySe zminéné komponenty. Po dosazeni urcité velkosti se granule
oddeli od membrany [14]. Vzhledem k represi gent pro syntézu lipidi pii expresi gent
pro syntézu PHA je vSak tento model vysoce nepravdépodobny pro tvorbu zésobnich
karbozomi v cytosolu [17]. Navic by bylo mozné pozorovat signifikantni mnozstvi
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fosfolipidii na povrchu granule. Tteti model navrhuje syntézu PHA na biologickém leSeni
(z angli¢tiny ,,Scaffold model”). Na tomto leSeni jsou vazany PHA syntazy a polymer je
syntetizovan smérem od leSeni, takze granule roste v cytoplazmatické membrané
imobilizovana na této matrici. Tento jev zkoumali J. Tian a spol. v buiikkach C. necator H16
ristu se granule nachdzi v blizkosti stiredu bunky a Vv jeji blizkosti se vzdy vyskytuje tmavé
mediac¢ni t¢lisko, které bylo povazovano za zminéné leSeni [18]. Nékteré dalsi studie dokazali,
ze mediacni téliska nejsou pfitomna pii formaci granule pravidelné (naptiklad studie procesu
pomoci vysokorozliSovaci kryotomografie, viz [19]). I pfesto neni scaffoldovy mechanizmus
tvorby karbozomti vyloucen a v soucasnosti je povazovan za nejpravdépodobnéjsi. VSechny
tii uvedené modely jsou ilustrovany na Obrazku 3.

Micelarni model

o® %o
‘3? = @@ PHB syntaza
page) — PHB polymer
PhaP1
Dalsi PhaP
Pudici model Phaz
PhaR
PhaM
9 Fosfolipid

Obrdzek 3 — popisované modely tvorby karbozomu v bakteridlnich burikdach (prevzato z [13])

2.1.1.3 Biologicky vyznam polyhydroxyalkanodtii

Primarni vyznam produkce polyhydroxyalkanoatl je tvorba zasobniho endogenniho
uhlikového zdroje v bakteridlnich bunkach. V pfipadé nedostatku uhliku v exogennim
prostfedi jsou hydroxykyseliny vzniklé depolymeraci PHA snadno a rychle oxidovany
zazisku energie pro jegich producenta. Mikrobialni polyhydroxyalkanoaty vsak poskytuji
svym producentim fadu dalSich vyhod. Jiz starSi studie ukazaly potencidlni spojitost
degradace zasobniho PHA pro dotaci sporulace v bakterialnich buikach [20-22].
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Znamé je i zapojeni polyhydroxyalkanoati v dalSich stresovych odpovédich. PHA
muzou zvySovat odolnost vii¢i teplotdm, a to jak vysokym, tak nizkym, dokonce 1 vi¢i mrazu
[23-25]. Vyznam polyhydroxyalkanoatl byl prokazan také pii odpovédi na oxidacni stres,
byla pozorovana zvySend produkce po piidavku peroxidu vodiku a ethanolu [26, 27].
Samotny proces degradace intracelularnich PHA je spfazen se zvySenim hladiny ATP
a guanosin tetrafosfatu (ppGpp) v buiikach, coz indukuje expresi genil spojenych se stresovou
odpovédi na ruzné formy stresu [28]. V neposledni fadé¢ byly také monomery 3HB
pozorovany pii stresové odpovédi na osmoticky stres. Tyto monomery rozpustné ve vodnim
prostiedi byly detekovany pii zvySenych koncentracich soli Vv rastovych mediich
Pseudomonas sp. CT13. Cim vyssi byla intenzita osmotického stresu, tim vétsi bylo
pozorované mnozstvi intracelularniho 3HB [29].

Polyhydroxyalkanoaty byly doposud pozorovany v celé fad¢ prokaryotnich bunék.
Pozdé&ji byl vSak vyskyt prokdzan také v mitochondridlnich membrandch nizSich a vysSich
rostlin, dokoncei v burikach Zivocicht. Kratsi oligomerni fetézce se v piirodé vyskytuji témef
ubikvitné v podob¢ komplexi s polyfosfaty a vapenatymi ionty. Komplex je tvofen Sroubovici
PHB obalujicim polyfosfatovou §roubovici, Ca?" jsou chelatovany mezi témito §roubovicemi,
jak je ilustrovano na Obrazku 4. Funkce téchto komplexd nejsou zcela znamé, avSak
vzhledem k umisténi skrz membranu miizou slouzit jako kanaly selektivni pro Ca?
aumoziiovat tak regulaci mnozstvi téchto iontd v intracelularnim prostiedi nebo slouzit
k vapnikové signalizaci [30].

Obrdzek 4 — tvar komplexu PHB s polyfosfitovym fetézcem a Ca® ionty (prevzato z [30])
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2.1.1.4 Viastnosti polyhydroxyalkanodti

Polyhydroxyalkanoaty obecné¢ vynikaji vysokou mirou biodegradability, velkou
biokompatibilitou a nizkou cytotoxicitou, coz jsou vlastnosti smetujici PHA k vyrobé riznych
nanokompozitd [31]. Tyto vlastnosti jsou zajistény prakticky ¢istym zastoupenim monomert
v R-konfiguraci, coz je zdivodnéno vysokou stereospecifitou celého enzymatického aparatu
pro metabolizmus polyhydroxyalkanoati. To ma vyznamny vliv také na jejich fyzikalni
vlastnosti, protoze PHA s kratSimi postrannimi fetézci nasledné vykazuji vysoky stupeii
krystalinity ¢asto dosahujici az 80 % [32].

Fyzikalni vlastnosti PHA jsou zna¢né rozmanité a odviji se od typu monomert
Vv fetézci, coz popisuje Tabulka 1. Vlastnosti SCL PHA jsou vyrazné odlisné od vlastnosti
MCL PHA. Pro SCL PHA obecné plati, ze diky vysokym stupiittim Krystalinity dosahuji
vysoké pevnosti v tahu a tuhosti, ale také kiehkosti [32, 33]. MCL PHA naopak ptedstavuji
flexibilni elastomery s vyrazné niz8i krystalinitou a hustotou, jejichZz ptfednosti oproti PHA
skratkymi fetézci je velké relativni prodlouzeni [34]. Vzhledem K jgich niz§im teplotam tani
se jejich zpracovani jevi mnohem jednodussi nez zpracovani SCL PHA [32]. Pro zlepSeni
mechanickych vlastnosti homopolymeriit PHA je snaha vytvaret heteropolymery s optimalnim
pomérem jednotlivych monomert. Nejcastéji zkoumanym heteropolymerem PHA je
kopolymer 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu — P(3HB-co-3HV). Zvyseni obsahu
3-hydroxyvalerdtu  zplisobi snizeni obsahu krystalickych regioni  zpiisobenych
hydroxybutyratem, v disledku ¢eho klesne teplota tani a zvySi se rdzova houZevnatost
polymeru [32]. Vyrazné se také zvysi relativni prodlouzeni polymeru [35]. P(3HB-co-3HV) je
aktualné vyznamny komeréné vyrabény kopolymer PHA [32].

Tabulka 1 — typické viastnosti PHA ve srovndni s viastnostmi polypropylenu (prevzato z [ 36, 37])

Vlastnost SCL PHA MCL PHA PP
Krystalinita [%0] 40-80 20-40 60-75
Bod tani [°C] 80-180 30-80 170-176
Bod skelného ptechodu [°C] -148-4 -40-150 -10
Hustota [g-cm] ~1,25 ~1,05 0,91
Pevnost v tahu [MPa) ~40 ~20 ~34
Relativni prodlouzeni [%] 6-10 300-450 ~400
Rezistence viici UV zareni Dobra Dobra Slaba
Rezistence viici rozpoustédlim Slaba Slaba Dobra
Biodegradabilita Dobra Dobra Zadna
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2.1.2 Polyester kyseliny mlé¢né (PLA)

Dalsim zajimavym biologicky rozlozitelnym polymerem je polyester kyseliny mlé¢né
neboli polylaktat. Stejné jako v piipadé polyhydroxyalkanoati se jednd o polyester
hydroxykyseliny, avSak hydroxylova skupina se na monomeru vyskytuje na o-uhliku.
Postranni fetézce skeletu jsou tvoifeny methylovymi skupinami. Konfigurace asymetrického
uhliku je zavisla na zptisobu produkce kyseliny mlééné. Samotny polymer totiz neni zcela
piirodnim produktem, polymeraci je nutné provést chemicky, a k tomu tacelu je mozné pouzit
oba enantiomery laktatu [38]. Diky biokompatibilité, vysokym bioabsorbénim schopnostem
abezpecnosti (GRAS status) je PLA aplikovatelné v technologiich baleni potravin i tkafiovém
inzenyrstvi [38, 39].

Dobré biologicka rozlozitelnost neni jedinou motivaci pro vyrobu a aplikace tohoto
polymeru. Dalsi vyhoda PLA je jeho relativné vysoka pevnost v tahu a pruznost (Youngiv
modul) ve srovnani s dal$imi termopolyestery [40]. Polylaktat s vysokou molekulovou
hmotnosti je bezbarvy, priuhledny, tuhy termoplast s vlastnostmi obdobnymi polystyrenu [38].
Dalsi vlastnosti PLA jsou zavislé na strukturnim uspotfadani polymeru, pfedevSim na stupni
krystalinity, ktery se odviji od zastoupeni L- a D-laktatu v polymeru. Vybrané vlastnosti
polylaktatd jsou uvedeny v Tabulce 2. Amorfni polylaktat je rozpustny v béZnych
organickych rozpoustédlech, predevsim v tetrahydrofuranu, benzenu, dioxanu, méné také
v acetonitrilu  anékterych chlorovanych rozpoustédlech. Se stoupajici krystalinitou
rozpustnost PLA zna¢né klesd a vice krystalicky polylaktdt je mozné rozpustit pouze
zavyssich teplot v chlorovanych rozpoustédlech nebo v benzenu [38].

Tabulka 2 — typicke viastnosti PLA ve srovnani s polypropylenem (prevzato z [ 38, 41, 42, 43])

Vlastnost L-PLA D,L-PLA PP
Krystalinita [%0] 0-40 ~0 60-75
Bod tani [°C] 170-200 Netaje (amorfni)  170-176
Bod skelného ptechodu [°C] 55-65 50-60 -10
Hustota [g-cm™] 1,24-1,30 1,25-1,27 0,91
Pevnost v tahu [MPa] 15-150 27-50 ~34
Modul pruznosti v tahu [GPq] 2,741 1-35 ~1,7
Relativni prodlouzeni [%] 4-7 56 ~400
Rezistence vici UV zareni Slaba - Slaba
Biodegradabilita Dobra Vyborna Zadna
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2.2 Degradace biopolyesteri

2.2.1 Mikrobialni rozklad

Na rozdil od intracelularnich polyhydroxyalkanoatt, které jsou utilizovany vSemi
producenty, extracelularni polyestery miZzou pro svij rast vyuzivat pouze nckteré
mikroorganizmy. Zakladni podminkou utilizace je samoziejmé genetické (enzymove)
vybaveni mikroorganizmu. Degradace PHA za aerobnich podminek vede pres Krebstuv cyklus
k tvorb¢ CO2, vody a mikrobialni biomasy. Za anaerobnich podminek je finalnim produktem
degradace uhlikové kostry methan, voda a biomasa. V obou piipadech cely proces zacina
rozpoznanim potencialniho energetického a uhlikového zdroje (PHA) v prostiedi uvazovanym
mikroorganizmem. Tento nasledn¢ produkuje extracelularni depolymerdzy, které Stépi
hydrofobni polymerni strukturu na vod¢ rozpustné oligomerni jednotky. Mensi jednotky jsou
buiikami absorbovatelné pfes bunéfnou sténu a membranu. V nitrobunécném prostoru
vstupuji do procesu intracelularni S$tépici enzymy, a ty St€pi oligomery na samostatné
monomery — hydroxykyseliny. Po jegjich oxidaci pomoci dehydrogenaz na acetoacetyl-CoA
ajeho naslednym S$tépenim B-ketothioldzou vznikd acetyl-CoA. Biodegradace tedy probiha
bez tvorby toxickych meziproduktii a vSechny jeji produkty jsou bézné metabolity [44].

2.2.2 Enzymologie rozkladu polyhydroxyalkanoati

Pro schopnost vyuzit zasobni uhlik ve formé polyhydroxyalkanoatti jsou
mikroorganizmy produkujici tento polymer vybaveny specidlnimi depolymerdzami, které se
obecné tfadi do skupiny esteraz. Dosud byla izolovana a charakterizovana cela fada jak
intracelularnich, tak i extracelularnich PHA depolymeraz z rtiznych mikrobidlnich druhd
akment [45]. VSechny zkoumané depolymerazy disponuji obdobnymi vlastnostmi: vysoka
stabilita v Sirokém rozsahu pH, iontovych sil a teplot; relativné malda molekulovd hmotnost
(do 70 kDa) s castym obsahem stejného polypeptidu; pH optimum v alkalické oblasti (7,5 az
9,8), velka ¢ast dPHAscL depolymerédz inhibovéana reduk¢nimi ¢inidly a inhibitory serinové
hydrolazy; vétsina z nich se nevaze na aniontové iontoménice a vykazuje vysokou afinitu
k hydrofobnim materialim [44]. Zna¢na c¢ast izolovanych depolymeraz je zavisla
napiitomnosti Ca?*. Castou modifikaci jednotlivych izoforem je glykosylace [45]. Ptehled
nékterych charakterizovanych depolymeraz, jejich producenti a vlastnosti je uveden
v Tabulce 3. Vzhledem k zaméfeni této prace naprostiedi kompostu jsou v tomto pichledu
uvedeny pouze depolymerazy s teplotnim optimem nad 40 °C.

Esterovou vazbu mezi monomery ale dokazou S$tépit také nékteré lipazy [46].
Substraty pro lipazy (acylglyceroly) jsou silné¢ hydrofobni, a proto tyto enzymy pracuji na
fazovém rozhrani stejné jako PHA depolymerazy, tudiz mtizou rozkladat i PHA. Tento fakt
roz$ifuje spektrum organizmi schopnych degradace polyhydroxyalkanoati, v disledku ¢eho
se zvySuje aplika¢ni potencial téchto polymera [47].
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Tabulka 3 — prehled vybranych depolymerdz, jejich producentii a biochemickych charakteristik (prevzato z [49]); * kmeny pouzité V této praci

Purifikovana M T opt ,
Kmen depolymeriza (kDa] [°C] PHopt  Pozniamka Reference
Aureobacterium saperdae Poly(3HB) depol. 43 45 8,0 Izolovano z pudy [48]
Comamonas testosteroni ATSU ~ Poly(3HB) depol. 49 70 8,5 Dep()lymeira,za s vysokym Top, ale pfi 70 °C [49]
rychle ztraci stabilitu
Poly(3HB) depol. A 59 65 - Reklasifikovan na Pseudomonas
Poly(HAscL) depol. s vysokou poly(3HV) [50]
Poly(3HV) depol. 54 55 8,0 depol. aktivitou
Paucimonas lemoignei PhaZ1 Ple-rec? 44 615 -
Pha 22 Ple-rec” 465 545 - Pro aktivaci nevyzaduji glykosylaci [51]
n 1
PhaZ4Plerec® 655 50 - evyzacult gyKosy
PhaZ5 Ple-rec? 49 51 -
Pseudomonas pickettii Poly(3HB) depol. 40 40 55 Depolymeraza s kyselym pH optimem [52]
Pseudomonas stutzeri YM1414  Poly(3HB) depol. 48 55 9,5 Kmen izolovan z jezerni vody [53]
Sreptomyces exfoliatus K10 Poly(3HB) depol. 49 40 8,5-9,0 K10 hydrolyzuje poly(3HB) apoly(3HO) [54]
Paecilomyceslilacinus (plisern)  Poly(3HB) depol. 48 45 7,0 Depolymeraza plisiového ptuvodu [55]
. . ;. Tendence enzymu agregovat, purifikovan PHB
Aspergillus fumigatus (plisen) Pdf1 PHB depol. 40 4560 85 afinitni chromatografii [56]
Pseudomonas fluorescens GK13  Poly(3HO) depol. 25 45 8,5 Hydrolyzuje poly(3HO), ae ne poly(3HB) [57]
Xanthomonas sp. JS02 Poly(HAvc) depol. 417 60  80-90 Hvdrolyzuepoly(HAuct) saromatickym (58]
postrannim fetézcem
Schlegellela Stépi téZce rozlozitelny kopolymer
ther modepol ymer ans* Poly(3HB) depol. 40 7580 82 P(3HB-co-3MP) [59]
Caldimonas manganoxidans* Poly(3HB) depol. 46 70 8,0 Zrychleni produkce enzymu produktem [60]

enzymatické reakce (3HB v prostiedi)
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2.2.2.1 Substratova specifita PHA depolymeraz

Mira substratové specifity se mize znacné liSit u intraceluldrnich a extracelularnich
PHA depolymeraz. Zatimco intracelularni depolymerazy obecné vykazuji vysokou specifitu
k amorfnim formam polymeru a jsou témé& neschopné  S§tépit  krystalické
polyhydroxyalkanoaty, nékteré extracelularni depolymerazy rozkladaji relativné rychle
I ¢asteCné krystalické PHA. Dokonce nékteré z nich vykazuji také aktivitu vuci vice
krystalickym polyhydroxyalkanoatim. O vysoké substratové specifité vypovida neschopnost
vétsiny extracelularnich PHA depolymeraz rozkladat bézné ptirodni estery, triacylglyceroly,
jako naptiklad triolein [47].

2.2.2.2 Regulace produkce PHA depolymeraz

Syntéza PHA depolymerdz je fizena klasickym principem katabolické represe.
Exprese gent pro tyto specifické esterdzy je v prvni fade podminéna pfitomnosti polymeru
v prostfedi a jeho rozeznanim utilizujicim organizmem. Je-li Vv prostiedi dostupny také
rozpustny a snadnéji vyuzitelny substrat (naptiklad glukéza nebo organicka kyselina), syntéza
depolymeraz je potlatena. Sekrece téchto enzymi do prostfedi je tedy regulovéna jak
derepresi vyvolanou absenci vyuZzitelného substratu, tak katabolickou represi za pritomnosti
snadnéji vyuzitelného substratu [61].

2.2.3 Enzymologie rozkladu polylaktitu

Jelikoz v ptirodé neexistuje enzymaticky aparat pro polymeraci kyseliny mlé¢né, neni
vyskyt PLA v piirod¢ pfirozeny, a neexistuji tak ani specifické depolymerizac¢ni enzymy.
L-laktat je strukturnim analogem L-alaninu, proto mtze byt PLA bunikou rozpoznan jako
polypeptid tvofeny touto aminokyselinou. Existuji tedy protedzy, které jsou schopné
depolymerace PLA [62]. Proteindza K byla pfedmétem mnoha studii degradace PLA
Vv riiznych formach [63-65]. Pti zkoumani degradace PLA pomoci proteinazy K bylo zjisténo,
ze polylaktat je rozkladan daleko rychleji v amorfnich regionech a obecné plati, ze rychlost
enzymatické degradace PLA klesa se stoupajicim stupném krystalinity [64, 66].

2.2.4 Abioticky rozklad biopolyesteri

2.2.4.1 Pyrolyza polyesterii

Polyestery mitizou byt rozlozeny také tadou abiotickych mechanizmti v riznych
nestandardnich podminkach (napiiklad pfi vysokych teplotach). Mira odolnosti biopolyestert
Vv téchto podminkach mtize poskytovat jak vyhody, tak i nevyhody pii vyrobé, vyuziti nebo
likvidaci vyrobkd z nich. Obecné zndmy problém se zpracovanim polyhydroxyalkanoatt je
tepelna odolnost — bod tepelné dekompozice polyhydroxybutyratu (asi 200 °C) je blizky jeho
bodu tani (pfiblizné 175 °C) [67]. Rozkladem polyhydroxyalkanoatti vznikaji krat$i useky
(oligomery, monomery) s dvojnou vazbou mezi a-uhlikem a B-uhlikem, tedy v misté ptivodné
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hydroxylové skupiny na paté vzniklého fetézce (viz Obrazek 5). Tato pyrolyza probiha
cis-elimina¢nim mechanizmem, ktery je znazornény na Obrazku 5 [68]. Degradaci fetézct az
na monomery vznikaji pfislusné alkenové kyseliny [69]. Zpracovani PLA narazi na obdobny
problém. Dekompozicni teplota polylaktatu se pohybuje kolem 190 °C v zavislosti na poméru
L- aD-izomerd, bod tani zase kolem 180 °C [70].
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Obrazek 5— schéma pyrolyzy polyesterii [ 68]

2.24.2 Chemicka hydrolyza esterové vazby

Ve vodném prostiedi podléhd esterova vazba spiSe chemické hydrolyze, kterd muze
byt katalyzovand kysele nebo bazicky. Kyseld hydrolyza polyesteri méa autokatalyticky
charakter — vzristajici koncentrace kyselin jakozto produktd hydrolyzy zvySuje rychlost
reakce. Kinetika kyselé hydrolyzy byla dobfe popsana u PLA. Vzhledem k hydrofobicité PLA
musi reakce probihat v pfitomnosti organického rozpoustédla, které je dobie misitelné
svodou a zaroven rozpousti polymer. Studiem hydrolyzy PLA v acetonitrilu pomoci kyseliny
chlorovodikové bylo zjisténo, ze rychlost reakce zavisi na pH, dostupnosti vody a koncentraci
rozpoustédla [71]. Rychlost reakce je ovlivnéna také pomérem jednotlivych enantiomeri
teplotou a v piipadé nerozpusténych castic polymeru je dale zavisla na velikosti a tvaru
polymerniho materialu [38]. Studiem kyselé a bazické hydrolyzy PHB bylo zjisténo nékolik
jevu: bazicka hydrolyza je mnohem uCinné€j$i nez hydrolyza kyseld; amorfni PHB granule
podléhaji hydrolyze zhruba 30-krat rychleji nez granule krystalické; hydrolyza PHB na 3HB
monomery je energeticky vyhodnéj$i nez dehydratace jednotek za vzniku kyseliny krotonové
(vznik dvojné vazby) arychlost reakce stoupa steplotou [72]. Pribéh dehydratace
hydroxybutyratu je mozny az po hydrolytickém jeho odsStépeni, tato f-eliminace vSak probiha
trochu odlisSnym mechanizmem jako pyrolyza PHB [73].

2.25 DegradaceV prostiedi kompostu

K ur€eni biologické rozlozitelnosti polymeru byva casto sledovano jeho chovani
v prostfedi kompostu. Kompost je organicky prostiedek pro zlepSeni stavu pad vznikly
biodegradaci smesi biologického odpadu, jako jsou Casti rostlin a plody rostlin s dal§imi
organickymi slozkami a limitnim obsahem mineralii [74]. Tato smés je zdrojem pestrého
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mikrobidlniho konsorcia, které utilizuje jednoduché i polymerni slozky smési, proto je tohle
prostiedi vhodné pro rozklad celé fady polymert. Uhlik ziskany timto zpiisobem muze byt
prodychan mikroorganizmy na oxid uhli¢ity a tento d¢j je oznacovan jako biodegradace.
Pojem kompostovani je vSak mnohem $irsi a vyuziva biologického kolobéhu uhliku k tvorbé
zivin pro dal$i aplikace. V prostiedi kompostu dochazi k rozkladu polymeru biologickymi
anebiologickymi Ciniteli soucasné. Proto je rychlost rozkladu polymeru pii kompostovani
ovlivnéna jak biologickymi faktory (pfitomnosti extracelularnich Stépicich enzymi,
hydrofobicitou biosféry, pritomnosti biosurfaktanti apod.), tak i abiotickymi faktory (teplota,
vlhkost, pH, UV zéfeni) [75]. Mechanizmy rozkladu se méni s velice dynamickymi zménami
podminek. V neposledni fad¢ je degradace polymera ovlivnéna také jejich vlastnostmi, jako

naptiklad krystalinitou, morfologii, molekulovou hmotnosti, kompozici nebo zesitovanim
[75].

2.3 Pruamyslova vyroba vybranych biopolymeri

Prestoze se tato prace veénuje biologické degradaci rliznych polymerd a materiald,
pro celkové zhodnoceni jejich Setrnosti k zivotnimu prostfedi a rozlozitelnosti je nutno
zohlednit také jejich vyrobu. I pii biotechnologické produkci biopolymert jsou casto
provadény kroky, které muizou predstavovat ekologické riziko nebo komplikuji zpracovani
odpadli z téchto materiali. Samotné polymery pfitom neztradci své biologicky vyznamné
vlastnosti, vznikaji v§ak materialy, vedlejsi produkty nebo odpady, které jiz mizou vykazovat
rizikové vlastnosti.

Finalizace materialti z polymert ¢asto zahrnuje ptidavek riznych aditiv za ucelem
zlepSeni jejich vlastnosti, jako naptiklad zvySeni tvrdosti ¢i houZevnatosti, zvySeni odolnosti
vici teplu nebo chemikéliim, zména optickych vlastnosti apod. Aditiva jsou zpravidla
nizkomolekularni latky organického nebo anorganického charakteru, nejCastéji jsou to
karboxylové kyseliny a jejich estery, kovy, uhli¢itany, oxidy, fosfore¢nany nebo soli
organickych kyselin [76]. VSechna tato aditiva se z polymernich materiali uvoliluji a migruji
do prostiedi, kde mizou vyznamné ovliviiovat efektivitu biologickych procesi. Tento faktor
muze tedy vyznamné ovlivnit i kompostovatelnost biopolymerda.

Biotechnologicky producent je vybiran na zéklad¢ celé fady poZzadavki. Mezi obecné
pozadavky na producenta patii vysoka vytéznost a schopnost stabilni produkce, vysoka
schopnost produkce biomasy, bezpecnost aplikovanych organizmi, nizké naroky na ziviny,
rychld adaptace na nové prostiedi a ziviny, robustnost kmene vic¢i kontaminacim, nizka
tvorba nezddoucich vedlejSich produkti a vysokd odolnost vii¢i vysokym koncentracim
produktu [3]. Vzhledem k rustové fazi, ve které je tvofen produkt, je Zadouci, aby ostatni faze
ristu producenta byly co nejkrat§si a produkcni faze naopak co nejdelsi. Pro snizeni
nachylnosti systému k nezadoucim kontaminacim se jako producent ¢asto voli extremofilni
organizmus, jako napiiklad termofilni nebo halofilni bakterie. V neposledni fad¢ je také
diilezitda moZnost maximalné efektivni regulace metabolizmu producenta tak, aby produkt
nebyl dale metabolizovan. Tyto obecné rysy biotechnologickych produkci plati také
pro vyrobu biopolymert, produkce konkrétnich produkt v§ak maji svoje dalsi specifika, a to
jak v up-stream procesu, fermentaci nebo down-stream procesu [3].
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2.3.1 Prumyslova vyroba PHA

V soucasnosti jsou znamy desitky az stovky bakteridlnich producenti PHA,
ne vsechny vsak vyhovuji technologickym pozadavkum pro velkoobjemovou produkci. Vedle
obecnych pozadavkil kladenych na producenty pro jejich biotechnologické aplikace jsou
naproducenty PHA kladeny také specidlni naroky, jako napiiklad snadna extrahovatelnost
polymeru, akumulace PHA o vhodné molekulové hmotnosti nebo schopnost produkce
kopolymert [77]. Siroce pouzivany PHA produkujici kmen je Cupriavidus necator (dfive
Ralstonia eutropha), dalsi vyuzivani mikrobialni producenti jsou uvedeny v Tabulce 4.

Soucasna svétova vyroba PHA v komerénim méfitku je zajisténa ¢trnacti spolecnostmi
na Sestnacti mistech svéta. Produkéni kapacity dosahuji az 200 tisic tun PHA ro¢né [78]. Mezi
nejvetsi producenty patii spole¢nosti ADM (Metabolix) (USA) produkujici az 50 tisic tun
riznych PHA ro¢n¢, Meredian (USA) a Bio-On (Italie) produkujici ob€ po 10 tisic tun PHA
zarok, a spole¢nost Tianjin Green Bio-Science (Cina) vyrabg&jici kopolymer P(3HB-co-4HB)
v mnozstvi asi 10 tisic tun ro¢né [78]. Dalsi spolenosti vyrab&jici PHA Vv pramysiném
apilotnim méfitku jsou uvedeny v Tabulce 4. Vyrabény jsou rizné druhy PHA, pievazné
vSak PHB ajeho kopolymery [78].

Tabulka 4 — produkce PHA v roce 2009 (prevzato z [T8]), *geneticky modifikovany kmen

Kmen Substrat Typ PHA [t/rok] X [g/ll] PHA[%] Spoletnost
Tianjin
. Glukoza PHB (10) >200 >80 Northern
Cupriavidus X!
necator Food, Cina
Glukoza + P(3HB-co-3HV) 160 75 ICI, Velka
kys. propionova  (300-2k) Britanie
. Kaneka
P(3HB-co-3HH
Cupriavidus e kyseling  oHB-0030H) 100 >80 aP&.G,
necator* «y
Japonsko
Cupriavidus Tianjin
necator., | Glukoza + P(3HB-co-4HB) ~100 75 Green
Escherichia  1,4-butadiol (>10k) Bioscience,
coli* Cina
Alcaligenes Glukoz’a/ PHB (10-300) ~60 75 Blvomers,
latus sacharoza Némecko
Escherichi i N
SCNENENA 51 ukeza PHB (10) >150 >80 Jang Su Nan
coli* Tian, Cina
Jiangmen
A P(3HB-co-3HH _
eromor.las Kyselina laurova (3 C0-3HHx) <50 <50 Biotech Cir,
hydrophila @D v,
Cina
: Biocycles,
Bacill : har6 PHB > >
acillusspp.  Sachar6za 5) 90 50 Brazilic
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Dalsimi potencidlnimi producenty biopolyesterti jsou rostliny. Prvni pokusy
o vytvofeni eukaryotnich producenti byly uskuteénény na kvasinkach Sacharomyces
cerevisiae a Pichia pastoris, vytéznost PHA byla vsak pfilis nizka [79]. Vzhledem k velice
nizkym naroktm rostlin na zdroj uhliku a prakticky neomezené schopnosti mnozeni a tvorby
biomasy se rostliny jevily jako vhodna alternativa k bakteridlnim producentim. V 90. letech
minulého stoleti pfisla spole¢nost Monsanto (USA) s pilotnimi pokusy o produkci PHB
aP(3-HB-co-3HV) pomoci geneticky upravenych rostlin rodu Arabidopsis (husenicek)
aBrassica (fepka), pficemz byly dosazeny vytézky 12-13 %, respektive 7 % [80]. Dnes jiz
existuje fada studii sledujicich vyhody i nevyhody zapojeni rostlin do velkoobjemové
biotechnologické produkce PHA [81].

Naro¢nou operaci pii biotechnologické produkci PHA je jgich purifikace
z intracelularniho prostoru, k ¢emu jSou pti komer¢ni produkci nejcastéji pouzivana organicka
rozpoustédla. V soucasné dob¢ je nejpouzivanéjsi chloroform, v kterém jsou PHA relativné
dobfe rozpustné. Tato purifikace dale vyzaduje odstranéni dalSich bunéénych komponent
hydroxidem sodnym. Purifikace PHA je tedy zna¢né neekologicka [82].

2.3.2 Vyroba Kkyseliny mlééné a PLA

Jak jiz bylo zminéno, produkce polymeru kyseliny mlééné ma ve srovnani s produkei
PHB jednu velkou nevyhodu — nelze ji vést pouze fermenta¢né. Enzymaticky aparat
Mmikroorganizmi lze vyuzit pouze pro vyrobu monomeru, tedy kyseliny mlécné, polymeraci je
v8ak nutné vykonat chemicky. Samotnou kyselinu mléénou je pfitom mozné vyrobit
i chemickou cestou, a to hned nékolika zptisoby, pfi¢emZ nejznaméjsim z nich je kysela
hydrolyza laktonirilu pfipraveného reakci acetaldehydu skyanovodikem [83]. Avsak tento
proces vede K vyrobé racemické smési obou optickych izomera laktatu, kterd se pro vyrobu
PLA nevyuziva. V souCasné dobé je vétSina svétoveé produkce kyseliny mlécné vedena
fermentac¢né nejen kvili mozZnosti zisku opticky Cistych forem, ale také kvili vyuzitelnosti
potravinafskych a zeméd¢lskych odpadl. Vyuzitelné jsou odpady bohaté na sacharidy, jako
napiiklad melasa, syrovatka, Skrobové odpady nebo lignocelulézové materidly.
Biotechnologickd produkce laktaitu ma také svoje nevyhody, znichz nejveétsi spociva
v down-stream procesu, ptesnéji v purifikaci produktu. Tato operace markantné zvysuje
vyrobni naklady samotné kyseliny mlécné atedy i PLA [1].

2.3.2.1 Babkteridlni produkce LA

Bakterie mlécného kvaseni jsou obecné nejpouzivanégjSimi mikroorganizmy
pro vyrobu kyseliny mlé¢né. Jejich kultivace je relativné jednoducha a produkce kyseliny je
pomérné rychld. Produkce laktitu pomoci bakterii S sebou nese i fadu komplikaci, které
spektrum bakterii k produkci laktatu. Producent je vybiran nejen sohledem na vysokou
vytéznost a efektivitu produkce, ale také na zakladé schopnosti kmenli zkvaSovat cukry
homofermentativné. Navic bakterie disponuji dvéma typy laktatdehydrogendzy (L-LDH
i D-LDH) takze opticky charakter produktu je nespecificky. Dalsi komplikace spociva
vV neschopnosti  vétSiny bakterii produkovat amylazy a celulazy, proto je pouziti
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polysacharidovych substrati  komplikované a vyzaduje hydrolyzu polysacharida
najednoduché sacharidy (mono- a disacharidy). Vyroba kyseliny mlé¢né pro dalsi technické
ucely by ptitom neméla konkurovat potravinarské vyrobé, a proto sev soucasné dob¢ hledaji
nové substraty [84, 85]. Vhodnymi jsou zdroje bohaté na hexdzy. Ty vstupuji do glykolyzy
ajsou oxidovany za vzniku dvou mold pyruvatu a dvou molid ATP zjednoho molu
monosacharidu. Timto zptisobem ziskava producent energii velice rychle, a to je motivaci tuto
drahu zachovat a opakovat i za nedostatku kysliku, kdy je potieba hledat alternativni
reoxidacni ¢inidlo pro kofaktory dehydrogenaz (NADH) samotné glykolyzy. A pravé pyruvat
se stava akceptorem vodiku a elektronli od redukované formy NADH, a je tak redukovan na o
uhliku za vzniku laktatu. Teoreticka vytéznost je tedy 2 moly laktatu z jednoho molu glukézy,
resp. jiné hexdzy. Pentozy se do glykolyzy pfipojuji skrze transaldolacni a transketolacni
reakce — ze tii pentdz vstupujicich do drahy jsou vytvotreny dvé fruktozy-6-fosfat a jeden
glyceraldehyd-3-fosfat. Ziskem je tedy pét molekul laktatu a energie ve formé péti molekul
ATP. V praxi je vSak n&jaka ¢ast uhliku ze substratu vyuzita k tvorbé biomasy a vytéznost se
pii idealnim potlaceni kyslikového efektu pohybuje kolem 90 % (laktatu ze substratu) [38].
K velkoobjemové produkei laktatu se vyuzivaji homofermentativni bakterie mlécného
kvaseni, kam se tadi ptfedevSim zastupci rodu Lactococcus, Enterococcus, Sreptococcus,
nékteré druhy rodu Lactobacillus a dalsi. Obecné jsou bakterie mlééného kvaseni povazovany
zabezpecné pro biotechnologické i potravinaiské aplikace [84]. Bakterie mlééného kvaseni
vSak vyzaduji pro svij rast komplexni zdroj dusiku a vitaminy, takze samotna media jiz
zvySuji naklady produkce. Navic naroky na sterilitu celého procesu jsou vysoké, protoze tyto
bakterie jsou nachylné na fagové infekce a bakterialni kontaminace [85].

2.3.2.2 Eukaryotni producenti LA

Pro vyrobu kyseliny mlécné lze vyuzit také kvasinky nebo plisn€é. Vyhoda jejich
aplikace spociva zejména v nizSich nutri€nich narocich, coZz umoziuje pouZiti mineralnich
médii, zkterych je produkt snadno izolovatelny. Plisné navic disponuji amylolytickou
aktivitou, takze lze jako substrat pouzit suroviny bohaté na polysacharidy bez pitedchozi
sacharifikace. Nekteré kmeny plisni dokonce produkuji opticky Cisté formy laktatu. |zolace
produktu je jednodussi nez v ptipad¢ bakterialnich a kvasinkovych produkci diky vldknitému
nebo kulickovitému rastu [84]. Avsak laktat neni jedinym kvasnym produktem plisni, do hry
vstupuji také relevantni mnozstvi ethanolu a kyseliny fumarové [84, 85]. Vyuziti kvasinek je
komplikovanéjsi. JelikoZ kvasinky za nedostatku kysliku upfednostiiuji ethanolové kvaseni, je
potfebné posilit aktivitu laktatdehydrogendzy a snizit aktivitu pyruvatdekarboxylazy,
eventualng také pyruvatdehydrogendzy pro podporu mlééného kvaSeni. Toho lze dosahnout
deleci samotnych genti a napiiklad u kvasinky Kluyveromyces lactis. Dodatec¢nou
transformaci genu pro heterologni laktatdehydrogenazu bylo dosazeno vytézku az 85 hm. %
laktatu z glukozy [86].
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2.3.2.3 Polymerace kyseliny mlécné

Svétova vyroba PLA rok od roku stoupa. Jiz v roce 2013 ¢inily produk¢ni kapacity
zhruba 200 tisic tun PLA [87]. Od tohoto roku existuje 28 spole¢nosti vyrabgjicich PLA na 34
mistech svéta, z nichZ nejveétsim producentem je spole¢nost NatureWorks (USA) produkujici
140 tisic tun ro¢né [87, 88]. Dalsi vétsi PLA produkéni spole¢nosti jsou Toyobo (Japonsko),
Da Nippon Pronting Company (Japonsko), Mitsui Chemicas (Japonsko), Shimadzu
(Japonsko), PURAC Biomaterials (Holandsko), Hycail (Holandsko), Galactic (Belgie),
Cereplast (USA), FkuR (Némecko), Biomer (Némecko), Stanelco (Némecko) ¢i Snamprogetti
(Cina), viechny produkujici od 1,5 do 10 tisic tun PLA roéné [87, 89]. Plany existujicich
producenti byly v této dekadé zvysit produkci PLA na 800 tisic tun ro¢né [87]. Podle
European Bioplastics byla v roce 2019 produk¢ni kapacita PLA asi 290 tisic tun [90].

Polymeraci laktatu je mozné provést né€kolika zpisoby: piimou polykondenzaci
(v pevném skupenstvi), azeotropni dehydrataéni polykondenzaci anebo polymeraci
sotevienim kruhu cyklickych dimert (laktidd, tzv. ring-opening polymerace) [91]. Piima
polykondenzace je sice nejjednodussi cestou k zisku PLA, avSak pouze nizkomolekularniho,
pro dalsi dosazeni vysokomolekularniho polymeru je nutné ptidani spojovacich ¢inidel nebo
latek podporujicich esterifikaci, coz markantné zvySuje vyrobni naklady [92].
K velkoobjemové vyrobé PLA se pouziva nejcastéji polymerace s otevienim kruhu laktida
vedouci k zisku polymert o vysoké molekulové hmotnosti a ¢istoté [43]. Mechanizmus tohoto
zpusobu polymerace LA spocivé v pocatecni piipravé nizkomolekuldrniho polylaktatu ptfimou
polykondenzaci, naslednou depolymeraci za vzniku cyklickych dimerii a findlni polymeraci
S otevfenim dimerniho kmhu (ViZ Obrazek 6). Vysokomolekularniho PLA lze dosahnout také
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Obrdzek 6 — mechanizmy polymerace kyseliny mlécné [92]
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2.4 Aplikace vybranych biopolymeri

Vzhledem k dobré rozlozitelnosti a nizké odolnosti vici fyzikalnim a chemickym
Cinitelim maji biopolyestery mensi aplikacni potencial. Také narocnost vyroby, zpracovani
anaklady na tyto ukony obecné zhorsuji postaveni biopolymert na trhu. Tyto faktory omezuji
aplikovatelnost PHA a PLA na spotiebni segment. S vyhodou lze tyto polymery vyuzit
pro vyrobu oballl potravin, kosmetiky a spotfebnich materiall, nebo také pro vyrobu pytli
afolii. AvsSak biodegradabilita a biokompatibilita piimo piedurcuji biopolyestery pro
medicinské apotravinaiské aplikace. Nasledujici seznam uvadi nejc¢astéjsi aplikace PHA [78]:

e Spotiebni primysl — obaly a folie;

e Chemicky pramysl — adheziva, gy, latex;

e Zpracovani plastii — SUroviny a pomocna ¢inidla;

e Textilni praimysl — vlakna a nylony;

e Medicina — implantaty, cilena distribuce 1é¢iv, tkanové inzenyrstvi;
e Potravinaisky primysl — zdrava aditiva,

Kyselina polymlécnd nachazi uplatnéni v zemédélstvi a technologiich zivotniho
prostfedi, kde obnova materidlu a jeho opétovné vyuziti neni praktické. Zde se PLA vyuziva
pro vyrobu mulcovacich f6lii a pytli, kompostovacich pytlli nebo Systémil pro uvoliiovani
audrzbu [91]. Dale je PLA vyuzivan K vyrobé specialnich textilii (napf. jednorazové odévy,
calounéni) a pojivovych vlaken, markyz nebo kosmetickych vyrobkl (damské hygienické
potieby, pleny) [91]. V oblasti potravinaistvi je polylaktat vyuzivan pro baleni Cerstvych
vyrobkl a potravin, které nejsou znehodnoceny kyslikem (vysoka propustnost kysliku) [91].
Nejvetsi pozornost je vénovana medicinskym aplikacim PLA. V této sféfe nachazi polylaktat
tato vyuziti [91]:

e Stenty, kotvy aklece;

e Chirurgické stehy;

e Desky a Srouby pro fixaci,

e Interferen¢ni Srouby v kloubech koncetin;
e Cvocky a Spendliky pro ptichyceni vaziv;
e Kraniofacialni augmentace;

o Tkanové matrice a febticky (scaffoldy);

2.5 Soucasny stav FeSené problematiky

Pro laboratorni testy kompostovatelnosti byla vytvofena cela fada norem, napiiklad
IS/1SO 20200 nebo 1SO 14855-1, resp. 1SO 14855-2 (viz [74, 93, 94]). Tyto normy popisuji
rizné metody analyzy dekompozice zkoumanych materiald — norma |S/1SO 20200 navrhuje
stanoveni hmotnostniho Ubytku suSiny, t€kavych organickych latek a poméru C/N; norma
SO 14855 popisuje metody sledovani degradace analyzou uvolnéného oxidu uhli¢itého.
Kompostovaci testy ve vétsim — pilotnim méfitku navrhuje SO 16929 (viz [95]).

Kompostovaci testy se staly populdrnim zplGsobem hodnoceni biodegradability
materidlti. Timto zplsobem jsou zkoumdny razné druhy jak Ccistych polymert, tak
kopolymerti a kompozitl. Ve vétSing testll je objektem analyz pravé polymer a mira jeho
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dezintegrace, zatimco kompost neni pfedmétem studie. Sledovanymi parametry jsou casto
mechanické vlastnosti polymeru v riznych stadiich rozkladu a, samoziejmé, také hmotnostni
ibytek rozkladanych materialti. Castym vystupem testii byvaji snimky polymeru ziskané
zZ rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) nebo FT-IR spekira, ze kterych Ize rozeznat
funk¢éni skupiny rezidui. Tyto prace se vénuji konkrétnim polymerim prevazné
z materidlového hlediska nebo se jim vénuji v riznych rovinach zdjmu, pfi¢emz hodnoti
biodegradacni potencial polymerti pouze okrajové.

Weng a spol. (viz [96]) zkoumali zavislost biodegradability kopolymeru PHB
naslozeni polymeru podle ISO 14855-1. Pro tyto testy vyuzili tenké folie PHB, P(3HB-co-
4HB) aP(3HB-co-3HV) o ruznych obsazich 3HV. Zjistili, Ze polymery snejvyssim obsahem
monomeru 4HB nebo 3HV v kopolymeru podléhaji biodegradaci nejrychleji [96]. Tento dé&j je
pravdépodobné zapfi¢inény nizSim stupném krystalinity kopolymerd, pficemz je obecné
piedpokladéano, Zze krystalické oblasti polymeru podléhaji biodegradaci pomaleji. U vSech
sledovanych vzorkd doslo k 50 % degradaci mezi 30. a 35. dnem experimentu. Na zakladé
snimkl ze skenovaciho elektronového mikroskopu autoii dale dedukuji, Ze biodegradace
pouzitych polymera probiha jako eroze od povrchu do stiedu [96].

Anaerobni biodegradaci PHA f6lii se vénoval Abou-Zeid a spol (viz [97]). Timto
zpusobem byly simulovany podminky skladky odpadd a pfirodnich anaerobnich sedimenti
nebo anaerobni zplsob zpracovani odpadi. Piekvapivé bylo zjisténo, Ze PHB podléha
biodegradaci v nepiitomnosti kysliku rychleji nez kopolymer P(3HB-co-3HV) [97]. Autofi
predpokladaji, ze 3HV vznikajici pfi depolymeraci komplikuje rast anaerobnich
mikroorganizmt [97]. | v tomto piipad¢é byla pozorovana povrchova eroze, po 10 tydnech
experimentu bylo ztraceno 23 % hmotnosti PHB a 22,5 % hmotnosti kopolymeru [97].

Funabashi a spol. kompostovali polylaktat podle normy ISO 14855-2 (viz [98]). Jako
testovany material autofi zvolili PLA prasek, fezy kelimku z PLA, fezy PLA folie
acelulozovy prasek jako referenci, vse inkubovano pii 58 °C. Stupen biodegradace byl urcen
na zéklad¢ stanoveni uvolnéného CO2, ktery dosahnul 80 % po mén€ nez 30 dnech inkubace
Vv ptipad¢ folii, po 50 dnech inkubace Vv ptipad¢ prasku (vysledek obdobny referenénimu
vzorku) a po 100 dnech v piipad¢ fezt z kelimku [98]. Z téchto vysledkt autofi definovali
zéavislost rychlosti biodegradace na velikosti Castic artikli, pficemzZ konstatuji, ze prasek
Scasticemi o distribuci velikosti 0-125 um je nevhodny pro kompostovaci testy kvili
nepiesnosti ziskanych vysledki (stupent degradace vice nez 100 %) [98].

Biodegradabilitu tenkych folii smési PHB/PLA/plastifikator (hm. pomér 60/25/15)
podle normy SISO 20200 zkoumal Mencik a spol. okrajové ve své studii (viz [99]).
V prvnich 30 dnech experimentu nebyl pozorovan Zadny ubytek folie. V nasledujicich dvou
tydnech ubylo z folie zhruba 5 %, posléze byl vSak pribéh rozkladu velice rychly — v 55. den
experimentu byla nalezena pouha Cctvrtina folie a k Gplné degradaci doslo v 65. den
kompostovani [99].

Sarasa a spol. sledovali dezintegraci cylindrickych a konickych kouski PLA
kompoziti obsahujicich 10 % kukutice, a PLA napénéného PS podle IS/ISO 20200 (viz
[100]). Bylo zjisténo, ze napénéné PLA dosahlo primérné 63,6 % dezintegrace a kompozit
PLA dosahl 79,7 % priamérného stupné degradace, pii¢emz stupenn degradace byl popsan jako
nezavisly na velikosti, tloust'ce i tvaru artikla [100].

25



Rozklad PLA lédhvi zkoumal Kale a spol. vyuzitim ASTM D5338 a ISO 14855-1
norem, kde biodegradabilita byla vyjadiena jako stupeil mineralizace vypocteny na zakladé
mnozstvi uvolnéného CO> [101]. Po 58 dnech kompostovani byl pozorovan 84,2 % stupen
mineralizace [101]. Pii vizualnim vyhodnoceni vysledkii experimentu je vSak ziejmé,
ze pro rozklad lahve posta¢ovalo 30 dni (viz Obrazek 7).

Obrdzek T — snimky PLA lahve v pritbéhu kompostovani (prevzato z [101])

Cilem této prace je sledovani biodegradac¢niho déje v kompostu v Sir§im kontextu.
Sledovany jsou zmény nejen v polymerni struktuie jednotlivych artikld, ale také zmény
probihajici v biodegrada¢nim prostiedi (v biosféfe kompostu). Navic se tato prace snazi
simulovat redlné podminky kompostovani v komerénim méfitku — na skladkach odpadii nebo
velkoobjemovych kompostarnach. Ve vyse uvedenych norméch a jimi inspirovanych pracich
jsou degradacni testy provadény pii nizkém zatizeni kompostu materidlem, kde hmotnost
polymeru dosahuje maximalné 10 % hmotnosti kompostu. V experimentech popsanych v této
praci je systém piesycen a pietizen testovanym polymerem. Neméné dulezity rozdil mezi
touto praci a uvedenymi studiemi je také v geometrii testovanych artikld. Téméf vSechny
uvedené studie vyuzivaji k testim biodegradability folie polymerti nebo tenké materialy, které
Jsou diky vétsimu specifickému povrchu degradovany rychleji. V této praci jsou aplikovany
polymerni materialy veformé granulatt, u kterych je piedpoklad pomalejsiho rozkladu
vzhledem k uvadénému mechanizmu rozkladu (eroze od povrchu dovnitt).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materiily a metody

3.1.1 Mikroorganizmy

Pro ovéfeni biodegradacniho potencidlu submerznimi kultivacemi byly vybrany

termofilni bakterialni kmeny (viz Tabulka 5). V prostiedi kompostu lze diky jeho vysokym
teplotdm ocekavat pritomnost mikroorganizmi s Vysokym teplotnim optimem rastu (45—
65 °C). S ohledem na tento fakt byly vybrany bakteridlni kmeny s maximalni rdstovou
schopnosti kolem 50°C. Neméné podstatnym kritériem vybéru byla také schopnost
metabolizovat polyhydroxyalkanoaty, vSechny vybrané kmeny tedy disponuji genetickou
vybavou pro metabolizmus PHA.

Tabulka 5 — pouzité bakteridalni kmeny a sbirky, ze kterych byly porizeny

Kmen

Sbirka

Caldimonas taiwanensis LM G 22827

Schlegelella aquatica LM G 23380

Belgian Coordinated Collections of

Tepidimonas fonticaldi LMG 26746

Microorganisms/Ghent University,

Laboratory for Microbiology, Gent, Belgie

Tepidimonas taiwanensis LM G 22826

Leibnitz Institute, German Collection of

Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 Microorganisms and Cell Cultures,

Braunschweig, Némecko

Caldimonas manganoxidans JCM 10698

Japan Collection of Microorganisms,
Cukuba, Japonsko

3.1.2 Chemikalie

Nutrient Broth (HiMedia)

Y east Etract (HiMedia)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Chlorid draselny (Lach-Ner)

Chlorid amonny (Lach-Ner)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Dihydrat dihydrogenfosforecnan sodny (Lach-Ner)
Dihydrat hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner)
Siran amonny (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siran hore¢naty (Lach-Ner)

Dihydrat chlorid vapenaty (Lach-Ner)

Citronan amonno-zelezity (PENTA)

Hydroxid sodny (Lach-Ner)
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Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

Chloroform (Lach-Ner)

Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich)
p-nitrofenyl palmitat (Sigma-Aldrich)

p-nitrofenyl acetat (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 BioChemica (PanReac AppliChem)
Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich)

Azoabumin (Sigma-Aldrich)

VSechny pouzité chemikalie byly v Cistoté p.a. nebo vyssi.

3.1.3 Pouzité polymery

Polyhydroxybutyrat — granule, Biomer® 310 (Biomer)

Polyhydroxybutyrat, amorfni — pasta, dodano Ustavem chemie materialti, FCH
VUT

Polyhydroxybutyrat, krystalicky — pasta, dodano Ustavem chemie materiald,
FCH VUT

Polylaktat, amorfni — granule, Ingeo™ Biopolymer 4060D (NatureWorks)
Polylaktat, semi-krystalicky — granule, Ingeo™ Biopolymer 4043D
(NatureWorks)

3.1.4 Suroviny a chemikalie pouZité pro kompost

Drevéné piliny

Krmivo pro kraliky

Zraly kompost rostlinného plivodu (Kompostarna Fertia Blansko)
Kukufiény skrob (Amylon)

Kukufti¢ny olej (Olitalia)

Sacharoza, p.a. (Lach-Ner)

Mocovina, p.a. (Sigma-Aldrich)

3.1.5 Pristroje a vybaveni
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Analytické vahy PA224C (Ohaus)

Vahy EW 620-3NM (Kern)

Centrifuga vysokorychlostni chlazena — HERMLE Z 36 HK (HERMLE)
Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich)

Vortex TK3S (Kartell)

Rotator Multi-Bio RS-24 (BioSan)

Termoblok SBH130D (Stuart)

Temperovana orbitalni ttepacka — Incubator 1000 (Heidolph)
Temperovany biologicky inkubator BD 115 (Binder)



e Vodni lazen BL4/150 (WSL)

e ELISA Synergy HTX multi mode reader (Biotek)

e Laminarni box Auramini BioAir (Euroclone)

e Magneticka michacka bez ohfevu — model TKO (Kartell)

e Nanofotometr P300 (Implen)

e pH metr pHTestr (Thermo Scientific)

e SEC chromatograf, kolona: PLgel mixed-C 5um, 300 by 7,5mm (Agilent
Technologies)
detektor: MALS — DAWN HELEOS II, diferen¢ni refraktometr OPTILAB
T-REX (Wyatt Technology)

e Jontovy chromatograf 850 Professional IC (Metrohm)
kolona: Metrosep Organic Acid-250/7.8
detektor: vodivostni detektor 850 Professional IC (Metrohm)

e Rastrovaci elektronovy mikroskop EVO LS 20 (ZEISS)

e Plastové dozy pro kultivaci, objem 3 1, rozméry 19,5x30x7,5 cm (Tontarelli)

e Bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace mikroorganizmi

3.2.1 Skladovani bakterialnich kultur

Bakterialni kultury byly zakoupeny v lyofilizovaném stavu, jejich oziveni bylo
provedeno podle navodu dodavatele. Kultury byly uchovany 10% glycerolu
Vv kryozkumavkach pfi -80 °C.

3.2.2 Priprava a kultivace inokul

Pro vSechny pouzité kultury byla pfipravena stejnd inokula¢ni média, a to kapalna
média NB o koncentraci 25 g1, Kultivace inokul probihala v Erlenmeyerovych batikach
0 objemu 100 ml, pticemz objem inokula v barice tvofil 50 ml. Kazda bakterialni kultura byla
kultivovana ve dvou paralelnich inokula¢nich médiich.

SloZeni inokula¢niho média NB:

e Pepton 10,00 g
o Beef Extract 10,00 g
e NaCl 50049

e Destilovana voda 1000 ml

Potifebné mnoZzstvi praskového media bylo navazeno a rozpusténo v destilované vodé
za neustalého michani na magnetické michacce. Sterilace inokul v bafikach byla provedena
v tlakovych hrncich s uzavienym ventilem. Po sterilaci byla inokula mirné ochlazena
adokazdé banky byl prelit cely objem kryozkumavky skulturami o laboratorni teploté.
Zaockovana inokulacni média byla kultivovdna po dobu 24 h na temperované orbitalni
tiepacce pfi teploté 50 °C a frekvenci tfepani 180 rpm.
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3.2.3 Kaultivace bakterii polymernim substratu

Inokula snarostlymi kulturami byla pifevedena na mineralni média s polymernim
substratem za ucelem ovéteni biodegradacniho potencidlu téchto kultur. Kultivace probihala
v 100 ml mineralniho média v Erlenmeyerovych baikach o objemu 250 ml.

Slozeni mineralniho média pro bakterie rodu Caldimonas (M2):

e (NH4)2S02 39

o KoHPO4 2640

e NaH2POs- 2 H20 0,13 g

e MgSOs-7H20 029

e Yeast Extract 0lg

e Biopolymer 10g

o TESII* 1ml

e Destilovana voda 1000 ml

SloZeni mineralniho média pro bakterie rodu Tepidimonas a Schiegelella (CH):
e NaHPO4- 12 HO 99

o KH2PO4 15¢g

e NH4CI 1lg

e MgSOs-7H20 029

e CaClz-2H0 0,029

e NHJFe'citrat 0,0012 g
e Yeast Extract 059

e Biopolymer 10g

e TESII* 1ml

e Destilovana voda 1000 ml

*Slozeni roztoku stopovych prvki (TESII):

e EDTA 50 g

e FeCls 8,30

e ZnCl; 0,849

e CuCl2-2H0 0,139

e CoCl>-6H0 01g

e MnCl;-6H0 0,016 g
e H3BOs 0lg

e Destilovana voda 1000 ml

Jako zdroj uhliku byly pouzity granule vybranych biopolymeri — polyhydroxybutyrat,
amorfni polylaktat a semi-krystalicky polylaktat. VSechny vybrané bakteridlni kmeny byly
kultivovany na kazdém z uvedenych biopolymeri. Paralelné s kultivacemi byla vedena také
kontrolni media pro kazdou kombinaci medium — substrat (polymer). VSechna media byla
sterilovana s polymernim substratem v bankach umisténych v tlakovém hrnci s uzavienym
ventilem. Po sterilaci byla media mirn¢ ochlazena a nasledné asepticky zaockovana 10 ml
inokula snarostlymi kulturami do media (inokulacni pomér 1:10). Tato pfipravena media
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Skulturami byla inkubovana na temperované orbitalni tiepacce po dobu 168 hodin (7 dni)
pii teploté 50 °C a frekvenci michani 180 rpm.

3.3 Postup prace

3.3.1 Analyza submerzniho biodegradac¢niho déje

Pro hodnoceni miry vyuziti biopolymeri jakozto zdroje uhliku a energie pro rust
bakterialnich kultur bylo provedeno turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy, gravimetrické
stanoveni obsahu biomasy, stanoveni hmotnostniho ubytku polymeru a stanoveni aktivity
vybranych skupin hydrolytickych enzymt. Pro hodnoceni miry schopnosti utilizace
polyhydroxybutyratu bylo dale provedeno stanoveni PHB-biodegradacni aktivity pouzitych
kment. V ramci hodnoceni miry utilizace polylaktatu bylo také provedeno stanoveni
mnozstvi laktatu v médiu po kultivaci pomoci iontové chromatografie.

3.3.1.1 Turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy

Stanoveni obsahu biomasy bylo provadéno ve 24-hodinovych intervalech po celou
dobu kultivace. Z promichané Kkultury byl sterilné odebran 1 ml vzorek, ktery byl
po vychlazeni na laboratorni teplotu pieveden do kyvety s optickou délkou 10 mm, anasledné
byla na nanofotometru zméfena absorbance tohoto vzorku pii vinové délce 630 nm proti
destilované vodé. Vzorky byly dle potfeby vhodné ziedéné tak, aby hodnota absorbance
nepiekrocila hodnotu 1,000.

3.3.1.2 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Pro stanoveni obsahu biomasy v mediu bylo na konci kultivace odebrano 10 ml
kultury. Kultura byla centrifugovana pti 6 000 ot/min po dobu 10 minut, supernatant byl
nahrazen 10 ml destilované vody. Smés byla homogenizovana na vortexu a nasledné¢ znovu
centrifugovana pii 6 000 ot/min po dobu 10 min. Supernatant byl posléze odlit a ziskana
biomasa byla susena pti 60 °C po dobu 24 hodin. Sucha biomasa byla zvazena s piesnosti
na4 desetinnd mista.

3.3.1.3 Gravimetrické stanoveni hmotnostniho ubytku polymeru

Hmotnostni tibytek polymeru byl stanoven vaZenim s ptesnosti na 4 desetinnd mista
pted a po kultivaci. Vazeni pred kultivaci probéhlo jiz pted sterilaci. Po ukonceni kultivace
byl polymer separovan od media filtraci a nésledné byl polymer opakované promyt
destilovanou vodou. Po ususeni pii 70 °C byl polymer zvazen.

3.3.1.4 Stanoveni aktivity lipadz

Principem stanoveni lipolytické aktivity je St€peni p-nitrofenylpalmitatu lipolytickymi
enzymy za vzniku zluté zbarveného p-nitrofenolu, ktery absorbuje svétlo o vinové délce
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410 nm a lze ho tedy detekovat spektrofotometricky. Lipolyticka aktivita je pak definovana
jako mnozstvi enzymu katalyzujicich pfeménu substratu, kterda je doprovazena nartistkem
absorbance o hodnotu 0,001 za jednu minutu a za podminek testu (podie [102]).

Pro stanoveni lipolytické aktivity kultur bylo na konci kultivace odebrano 10 ml
promichané¢ho media, odebrany vzorek byl centrifugovan pii 6 000 ot/min po dobu 10 minut.
Nasledné byl odebran 1 ml supernatantu do zkumavky, k tomuto mnozstvi bylo pifidano
2,5ml 0,1 M Tris-HCI pufru o pH 8,2 a 2,5 ml pfipraveného substratu. Zkumavky se smési
byly inkubovany pii laboratorni teploté po dobu 30 min a nasledn¢ byla zmétena absorbance
pti 410 nm proti blanku.

SloZeni substratu:

e p-nitrofenylpalmitat 0,0135¢

e Triton X-100 0,9345 ml

e SDS (10 % roztok) 0,27 ml

e Destilovana voda doplInéni na 100 ml

Po smichani vSech komponent byl roztok substratu inkubovan ve vodni lazni
pii teploté 65 °C po dobu 15 minut.

3.3.1.5 Stanoveni aktivity esterdz

Stanoveni esterazové aktivity spociva ve stejném principu jako stanoveni lipolytické
aktivity, avSak jako substrat pro reakci je pouzit p-nitrofenylacetat. Pii reakci opét vznika
zluté zbarveny p-nitrofenol, ktery je detekovatelny spektrofotometricky pti 410 nm. Jednotka
esterazové aktivity opét definuje mnozstvi enzymui Stépicich esterové vazby substratu
zavzniku mnozstvi produktu zptsobujiciho nartst absorbance o hodnotu 0,001 za 1 min
azapodminek testu (podle [102]).

Z promichané¢ho media bylo po kultivaci odebrano 10 ml, vzorek byl centrifugovan
pii 6 000 ot/min po dobu 10 min. Ze vzniklého supernatantu byl odebran objem 1 ml do Cisté
zkumavky, k tomuto objemu bylo ptidano 2,5 ml 0,21 M Tris-HCI pufru o pH 8,2 a 2,5ml
piipraveného substratu. Po inkubaci 30 min p#i laboratorni teploté byla zméfena absorbance
pii 410 nm proti slepému vzorku.

Slozeni substratu:

e p-nitrofenylacetat 0,0065 g

e Triton X-100 0,9345 ml

e SDS (10 % roztok) 0,17 ml

e Destilovana voda doplnéni na 100 ml

Roztok substratu byl po ptidavku vSech komponent inkubovdn ve vodni lazni
pii 65 °C po dobu 15 min.

3.3.1.6 Stanoveni aktivity protedz

Principem stanoveni proteolytické aktivity je hydrolyza azoalbuminu jakoZto substratu
proteaz za vzniku azopeptidl, které jsou detekovatelné spektrofotometricky pii 440 nm.
Ptebytecny azoalbumin je na konci reakce vysraZen kyselinou trichloroctovou a odstiedén,
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zatimco vzniklé produkty proteolyzy ziistavaji v supernatantu. Proteolyticka aktivita je
definovana jako mnozstvi enzymu potiebnych k takovému rozkladu substratu, ktery zplsobi
narlst absorbance o hodnotu 0,001 za 1 minutu a za podminek reakce (podle [102]).

Z narostlych medii bylo na konci kultivace odebrano 10 ml dobie promichaného
vzorku a zcentrifugovano pii 6 000 ot/min po dobu 10 minut. 100 ul supernatantu bylo
smichano se 100 ul a tato smés byla inkubovana po dobu 30 min pfii teploté¢ 37 °C.
K zastaveni reakce bylo pouzito 410 ul 10 % roztoku kyseliny trichloroctové, nasledné byla
smés centrifugovana pii 6 000 ot/min po dobu 5 minut. K 500 ul odebraného supernatantu
bylo v kyveté ptidano 700 ul 1 M roztoku NaOH a nakonec byla zméfena absorbance této
smési pii 440 nm proti blanku.

3.3.1.7 Stanoveni mnoZstvi laktdatu v mediich po kultivaci na PLA pomoci IC

Ke stanoveni mnozstvi laktditu v mediich byly vyuzity supernatanty ziskané
centrifugaci medii na konci kultivace, stejné jako supernatanty pro stanoveni lipolytické
aktivity (viz kapitola 3.3.1.4). Ziskané supernatanty byly pielity do zkumavek o objemu
zhruba 15 ml, ty byly vlozeny do autosampleru a nasledné byla spusténa analyza.

3.3.1.8 Stanoveni PHB-biodegradacni aktivity pouZitych kmenii

Principem této analyzy je spektrofotometrické méfeni ubytku zdkalu smési
polyhydroxybutyratu a enzymu s depolymerizaéni aktivitou obsazenych v mediu po kultivaci.
Piisobenim téchto enzymit dochazi k §tépeni hydrofobniho polymerniho fetézce, coz vede
k uvolnovani kratSich — oligomernich fragmentt, které jsou rozpustné ve vod¢. To se projevi
ubytkem zakaleni smési.

Tato analyza byla provedena pouze pro srovnani PHB-biodegradac¢nich potencialt
pouzitych kmeni mezi sebou, purifikace specifickych depolymeraz a stanoveni jejich aktivit
provedeno nebylo. K analyze byly vyuzity supernatanty ziskané centrifugaci medii
po kultivaci na PHB, stejné jako supernatanty pro stanoveni lipolytické aktivity (viz kapitola
3.3.1.4). Jako substrat pro depolymerizac¢ni enzymy byl pouzit amorfni a krystalicky PHB,
ob¢ ve formé pasty.

Cely experiment prob&hl ve dvou fazich. V prvni fazi byl pouZit jako substrat pouze
amorfni PHB, a to ve dvou riznych pomérech zastoupeni v reakéni smési. Pasta PHB byla
nejdiive 1 000-krat zfedéna reakénim pufrem (pfiprava substratu), nasledné byla
do mikrotitracni desticky pfipravena reakcéni smés A (45 pl substratu, 180 ul reakéniho pufru
a 25 pl supernatantu) a reakéni smés B (112,5 ul substratu, 112,5 pl reakéniho pufru a 25 pl
supernatantu). Kazdy ze vzorki byl pfipraven ve dvou paralelnich provedenich.
Bezprosttedné po zahdjeni reakce ptidavkem posledniho reakéni komponentu (supernatantu)
byla desticka umisténa do ELISA readeru a bylo spusténo méfeni absorbance pii 650 nm se
snimacim intervalem 30 sekund. Reakce probihala pfi teploté 40 °C po dobu 10 minut.

V druhé fazi byly pouzity obé formy PHB (amorfni i krystalické). Substraty byly
nejdiive nafedény reakénim pufrem (1 mM CaCl, v 100 mM Tris-HCI o pH 8,0) tak, aby
absorbance jejich smési pti 650 nm byla zhruba 1,500 (amorfni: A =1,671; krystalické:
A =1,521). Takto ptipravené substraty byly pouzity pro pfipravu reakéni smési sestavajici
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z50 ul substratu, 150 ul reakéniho pufru a 50 ul supernatantu. Smési byly pfipraveny
do jamek mikrotitraéni desticky, kazdy vzorek ve dvou paralelnich provedenich. Desti¢ka se
smésmi byla umisténa do ELISA readeru a méfeni absorbance pii 650 nm bylo spusténo
bezprostfedné po zahdjeni reakce pfidavkem supernatantu. Reakce probihala pii teploté 40 °C
po dobu 10 minut, snimaci interval méfeni byl 30 sekund.

3.3.1.9 Snimadni povrchu polymerii pomoci SEM

Vzorky polymert po kultivaci vybraného kmene, ktery vykazoval nejvétsi schopnost
utilizace téchto bioplastli byly snimany vyuzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu.
Timto zpisobem byly analyzovany vzorky PHB, amorfniho i semi-krystalického PLA, ale
také kontrolnich vzorkti (inkubace bez kultur). Vzorky byly pfilepeny k matrici pomoci
oboustranné uhlikové pasky, nasledn¢ byly pokovovany (Au s piimési Pd) a nasnimany
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Urychlovaci napéti elektront bylo nastaveno
na5kV,

3.3.2 Biodegradace biopolymera v kompostu

Parametry, na zékladé kterych byl kompost zalozen, byly pievzaty z normy
|S/1SO 20200. Kompostovaci experiment probéhl ve dvou testech — v ramci prvniho testu
byla provedena optimalizace podminek kompostovani a starostlivosti o kompost; v druhém
testu byl zkouman samotny degrada¢ni déj. V obou testech bylo vedeno 12 separovanych
kompostli, znichz 3 obsahovaly granule polyhydroxybutyratu, 3 obsahovai granule
amorfniho polylaktatu, 3 obsahovaly granule semi-krystalického polylaktatu a zbylé 3 byly
prazdné a plnily ulohu blanku. Kompostovaci smés byla namichana podle Tabulky 6.

Tabulka 6 — slozeni suchého kompostu:

Hmotnostni
Komponent ,
zastoupeni [%]
Drevéné piliny 40
Krmivo pro kraliky 30
Zraly kompost 10
Kukufti¢ny skrob 10
Sachar6za 5
Kukufti¢ny olej 4
Mocovina 1
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Krmivo pro kréliky ve form¢ granuli bylo rozdrceno a proseto pfes sita s primérem
2mm. Do vika 31 plastové dozy bylo vyvrtano 8 aeracnich otvorti o priméru 5 mm. Takto
pfipraveny reaktor byl naplnén mnoZzstvim zhruba 200 g suché kompostovaci smési. Kazda
smés byla zalita 244 ml destilované vody, tedy tak, aby vlhkost vsadky ¢&inila 55 %.
Pripravené kompostovaci reaktory byly umistény do inkubatoru temperované¢ho na 58 °C.
Pozice reaktorti v inkubatoru byly stfidany (pfiblizné kazdy druhy den). Inkubator byl na dné
opatien Petriho miskami plnymi destilovanou vodou plnici ulohu odparnikd.

Po 3 dnech inkubace bylo do kazdého reaktoru vlozeno celkem 20 g granul polymeru.
Zatizeni kompostu polymernim materidlem bylo tedy 10 %, coz je vétsi nez navrhuje norma
IS/1ISO 20200. Uéelem takového piesyceni kompostu polymery je simulace prostiedi skladky
bioodpadu. Pro navazky polymerd byly vytvoieny pytliky ze sitového materialu, do kazdého
pytliku byly umistény 2 g granuli (navazky s ptesnosti na dvé desetinna mista). Divodem
umisténi polymert do pytliku byl zdmér pravidelnych odbérit téchto vzorkd za Ucelem
mapovani osudu materidlu béhem degradace. Pytliky byly uzavieny zatavenim protcjSich
stran otvoru. V kazdém pytliku bylo kromé granuli polymeru umisténo také oznaceni vzorku
(¢islo na laminovaném papirku). Pytliky s polymery byly mirn€ zasunuty do vsadek kompostl
dale inkubovanych stejnym zptsobem pfi teploté 58 °C. Cela vsadka s polymerem na pocatku
experimentu je znazornéna na Obrazku 8.

Obrdzek 8 — kompost s polyhydroxybutyrdtem v pytlicich (pocdtek experimentu)
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V prvnim kompostovacim testu (optimalizaci) byly komposty intenzivné zavlazovany
destilovanou vodou pomoci rozprasovace, zvlhceni bylo provadéno témét kazdy den. Timto
zpusobem byl optimalizovan ukon pfidavku vody. Aerace vsadek byla zajiSténa michanim
kompostu kovovou 1zickou, tato operace byla provadéna jednou za tyden. V tomto
kompostovacim testu byly provedeny celkem 2 odbéry polymeru (pytliku) pro stanoveni
hmotnostniho tbytku, a to 10 a 17 dnli po umisténi polymeru do kompostu. Po této dob¢ byl
prvni kompostovaci test ukoncen. Celkové lze prvni kompostovaci test povazovat za pilotni
experiment, kterého pozorovani poslouzilo k potvrzeni funk¢énosti tohoto modelu
ve zvolenych podminkéch, a potvrzeni schopnosti zajistit a udrzet podminky uvedené v normé
IS/ISO 20200. Zaroven byla provedena organizace analyzy a jeji postupti.

Druhy kompostovaci test byl zaloZzen vyuzitim zralého kompostu z prvniho testu
(kompost pripraven stejné — dle Tabulky 6, zraly kompost z prvniho testu). Tento test byl
provadén 4 tydny, kompostovaci procedura byla provedena dle Tabulky 7.

Tabulka 7 — operacni procedura kompostovini v druhém testu

Den ¢. Operace
0 Zalozeni kompostu, zaliti destilovanou vodou a promichani
1,2,3,4,7,9 11, 14 Ptidavek vody, promichani
8, 10, 16, 18, 21, 23, 25, 28 Zvlhéeni destilovanou vodou
7,14, 21, 28 Odbér vzorku kompostu a pytliku s polymerem, analyza

V ramci analyz procesu kompostovani byl v tomto testu sledovan hmotnostni ubytek
polymerti, aktivity vybranych skupin hydrolaz (lipazy, esterdzy a proteazy), dale byly
sledovany zmény molekulové hmotnosti polyhydroxybutyratu pomoci gelové permeacni
chromatografie (SEC-MALS) a povrch polymeru na konci kompostovaciho experimentu
vyuzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM).

3.3.2.1 Stanoveni hmotnostniho ubytku biopolymerii v kompostu

Z kazdého reaktoru byl vybran 1 vzorek polymeru v pytliku. Cely pytlik byl n€kolikrat
promyt destilovanou vodou, umistén na Petriho misku a ulozen do suSarny temperované
na 60 °C do druhého dne. Pytlik byl nasledné rozstiizen a polymer zvazen s presnosti na dveé
desetinnd mista. Polymery byly nasledn€ uchovany ve zkumavkach Eppendorf.

3.3.2.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Pro stanoveni lipolytické aktivity kompostu byl odebran vzorek kompostu z vice mist
reaktoru. Ze smési odbért (v rdmcei jednoho reaktoru) byl odebran 1 g, ke kterému byl pfidan
extrakéni pufr (5 hm. % Triton X-100 v 400 mM Tris-HCl s 10 mM CaCl», pH 8,0) o objemu
10 ml. Smeés byla michana na rotatoru po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Nasledné byla
smés centrifugovana pii 6 000 ot./min pii laboratorni teploté po dobu 10 minut. Takto ziskany
supernatant byl pouzit ke stanoveni lipolytické aktivity podle stejného postupu, jaky byl
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pouzit ke stanoveni lipolytické aktivity pii submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.4).
Analyza byla provedena na ELISA readeru v menSim objemu (300 pl reakéni smeési)
pfi stejném poméru komponent. Jako referencni vzorek byla pouzita smés s reakénim pufrem
misto substratu (p-nitrofenolpalmitatu). Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou paralelnich
provedenich.

3.3.2.3 Stanoveni aktivity esteraz

Stanoveni aktivity esteraz bylo provadéno paralelné se stanovenim lipolytické aktivity
analogickym postupem (viz kapitola 3.3.2.2). Pfi reakci byl vSak pouzit rozdilny substrat,
stejny jako pfi stanoveni aktivity esteraz pfi submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.5).
Jako referencni vzorek byla pouzita smés bez substratu (substituovan reakénim pufrem).

3.3.2.4 Stanoveni proteolytické aktivity

Pro stanoveni proteolytick¢ aktivity byl odebran vzorek kompostu zvice mist
reaktoru, ze smési téchto vzorki byl odebran 1 g pro dalsi postup (reprezentativni vzorek).
Kevzorku bylo ptfidano 10 ml extrakéniho pufru (0,2 hm. % Triton X-100 ve fosfatovém
pufru). Vznikla smés byla néasledn¢ michand na rotatoru ptfi laboratorni teploté po dobu
30 minut. Poté byla smés centrifugovana pti 6 000 ot./min pfi laboratorni teploté¢ po dobu
10 minut. Ziskany supernatant byl nasledné pouzit k analyze stejnym zplsobem, jako je
uvedeno u stanoveni proteolytické aktivity pii submerzni biodegradaci (viz kapitola 3.3.1.6).
Jako referencni vzorek (blank) byla pouzita smeés, do které byl pfiddn supernatant
denaturovany varem ve vodni lazni po dobu 10 minut (ziskany supernatant i substrat
pro reakci jsou zbarveny, proto je nelze substituovat reakénim pufrem).

Slozeni fosfatového pufru:

e NaCl 8 g

e KCI 029

e NaHPOs -2 HO 1,449

e KH2PO4 0,249

e Destilovana voda 1 000 ml

3.3.25 Sledovani zmén v molekulové hmotnosti PHB pomoci SEC

Molekulovd hmotnost byla stanovena gelovou permeacni chromatografii (SEC)
sdetektorem statického rozptylu svétla ve vice uhlech (MALS). Do Sroubovacich vialek byly
ptipraveny 2—-3 ml smési vzorku suchych granuli a chloroformu tak, aby koncentrace PHB po
rozpu$téni v chloroformu ¢inila piiblizné 4 mgml™. Smési byly nasledn& zahtivany
natermobloku pii1 70 °C do maximalniho mozného rozpusténi PHB a poté byly ochlazeny
nalaboratorni teplotu. Zbytky nerozpusténého polymeru byly piefiltrovany pomoci stiikacek
ptes stiikackové filtry s porozitou 0,45 um do Sroubovacich vialek, které byly vlozeny
do autosampleru chromatografu a byla provedena analyza.
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3.3.2.6 Snimdani povrchu bioplastii pomoci SEM

Pro tuto analyzu byly vybrany vzorky pied kompostovanim a po 4 tydnech
kompostovani. Vzorky granul byly pfipevnény k matrici pomoci oboustranné uhlikové pasky,
nasledné byly pokovovany (Au s piimési Pd) a nasnimany pomoci rastrovaciho elektronového
mikroskopu. Urychlovaci napéti elektront bylo nastaveno na 5 kV.
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4 VYSLEDKY MERENI A DISKUZE
4.1 Analyza submerzniho biodegradacniho déje

4.1.1 Turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy

Stanoveni obsahu biomasy turbidimetricky neni kvantitativnim ukazatelem rtstu
mikroorganizmi V submerznim mediu, je vSak vhodnym orientaénim voditkem pro rychlé
ovéfeni stavu (stadia rastu), ve kterém se kultury nachézeji. Grafické zndzornéni naméiené
absorbance (zékalu) v Case je analogické K rtustové kiivce a umoznuje tedy sledovani pribéhu
rastu. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v Grafu 1, Grafu 2 a Grafu 3.
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—8—kontrolaM2 C. taiwanensis C. manganoxidans T. fonticaldi

—&—kontrolaCH —@—S. thermodepolymerans —@—S. aquatica —@—T. taiwanensis
Graf 1 — vysledky submerzni kultivace na PHB

Z Grafu 1 je evidentni, Ze nejvysSi rast pii kultivaci na polyhydroxybutyratu
dosahovala bakterie kmene Schlegelella thermodepolymerans. Jak jiz z nazvu kmene plyne,
schopnosti této termofilni bakterie spocivaji v utilizaci polymernich substratii. Tato termofilni
bakterie byla poprvé izolovana z aktivovaného kalu vroce 2004 skupinou profesora
Alexandera Steinbiichela (viz [103]). Velkou pozornost si zaslouzila diky schopnosti
rozkladat kopolymer poly-3-hydroxybutyrat-co-3-merkaptopropionat, ktery byl do této doby
povaZovan za nerozlozitelny biopolymer.

Relativné vysoké optické hustoty v maximu dosahuji také media s kmeny T. fonticaldi
a S aquatica. U vsech tfech zminénych kment lze pozorovat pomérné prudké zvyseni
zakaleni media po prvnich 24 hodinach kultivace, jakoby byla pfeskoCena adaptacni faze.
Diivodem miize byt velice rychla adaptace na polymerni substrat na urovni genové exprese.
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Vzhledem k rychlému odeznéni faze prudkého zvysSeni zakalu je vSak mozné, ze kmeny
nejprve spotfebovavaly jinou zeslozek média, jako napiiklad nékterou slozku extraktu
z kvasnic (YE). Je vsak pravdépodobné, ze v takovém piipadé by byl pribéh zakaleni medii
stejny u vSech pouzitych kment. Dulezitym aspektem je také vysoka teplota kultivace
(50°C), v dusledku které dochazelo k odpafovani vody zmedii a nasledné c¢astecnému
zakoncentrovani medii, tudiz mohlo dojit k zvySeni absorbance touto cestou. Mira odparu
vody z medii je vSak zavisla na utésnéni kultiva¢nich ban€k pouzitim Spuntd, proto ji nelze
generaizovat.

Urcity rast s delsi adaptacni fazi 1ze pozorovat také v piipadé kment C. taiwanensis
aT. taiwanensis, avSak tento rust neni dostacujici na to, aby byl oekavan markantni ubytek
hmotnosti substratu (polymeru). Kiivky kmene S thermodepolymerans a T. taiwanensis
vykazuji rostouci trend béhem celé¢ doby kultivace. Tyto kmeny by tedy teoreticky mohly
degradovat polyhydroxybutyrat ve vétsi mife pii delSich kultivacich. U ostatnich kment
dochazelo po dosazeni maxima k pozvolnému ubytku zakaleni, coz je pravdépodobné
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Graf 2 — vysledky submerzni kultivace na amorfnim PLA

Vysledky kultivace bakterialnich kmend na amorfnim polylaktatu (Graf 2) ukazuji, Ze
nejlepsi rust na tomto substratu vykazuje opét kmen S thermodepolymerans. Znovu lze
pozorovat rychly nastup rlstu zékalu bez adaptacni faze a s velice kratkym priib&hem této
faze. AvSak absorpcni maxima nedosahuji tak vysoké hodnoty, jako v pripadé kultivace
napolyhydroxybutyratu. Navic se n€které hodnoty nejevi spolehlivé, naptiklad zakal media
skmenem C. manganoxidans po48 h kultivace nebo C. taiwanensis v 96. h kultivace.
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U téchto kmenti tedy nelze odhadnout, do jaké miry byl substrat rozlozen. V piipadé¢ kmene
T. taiwanensis je opét pozorovatelny sice mirny, ale rostouci trend zakaleni po celou dobu.

Pti sterilaci medii s amorfnim PLA doslo ke slepeni a zakaleni ptivodné prihlednych
granuli polymeru. Vzhledem K teplotam skelného ptechodu PLA (viz kapitola 2.1.2, Tabulka
2) je mozné konstatovat, Ze polymer byl sterilaci deformovan a ztratil své funkéni mechanické
vlastnosti. Zmensil se také specificky povrch granuli polymeru, a to mohlo vést ke zpomaleni
jegjich rozkladu.

24 1
2,1 1
1,8 A
el /
- ¢ ——
31,2 -
)
O
0,9
06 —— ®
— —— o —®
0,3 §
0,0 i\o —— : —o ——
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t [h]
—&—kontrolaM2 C. taiwanensis C. manganoxidans T. fonticaldi
—&—kontrolaCH —0—S. thermodepolymerans —@—S. aquatica —@—T. taiwanensis

Graf 3 — vysledky submerzni kultivace na semi-krystalickém PLA

Submerzni kultivace na semi-krystalickém polylaktatu (viz Graf 3) probihala obdobné
jako kultivace naamorfnim PLA. Pribéh nardstu zakalu media s kmenem
S. thermodepolymerans je analogicky pro kultivace na obou typech PLA, stejny trend lze
pozorovat také u kmene S aquatica a T. fonticaldi. Prakticky konstantni zakal 1ze pozorovat
umedia sT. taiwanensis, u kterého ziejmé probiha dlouha adaptacni faze. V piipadée
odumirani (lyze) bun¢k T.taiwanensis by se pravdépodobné projevil pokles turbidity. Pro
bakterie rodu Caldimonas neni z uvedenych vysledki mozné spolehlivé popsat schopnost
degradace semi-krystalického PLA.

Pro turbidimetrické stanoveni obsahu biomasy byly vedeny také slepé vzorky medii
Skulturami (bez polymerniho substratu) pii stejnych kultivaénich podminkéach. Vysledky
stanoveni turbidity slepych vzorku ilustruje Graf 4. Z téchto vysledku je ziejmé, ze nedoslo
k Zadnym relevantnim nartstim pouzitych kultur bez pfitomnosti polymerniho substratu
v prostfedi. U vSech vzorkl byl zaznamenan maly nartist v prvnich 24 hodinach kultivace, coz
mohlo byt zpisobeno utilizaci zbytka inokula. Dale jsou urovné zakaleni medii prakticky
konstantni. Hodnoty jsou zaroven jen mirné niz$i nez hodnoty zakalli medii pfi kultivacich
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napolymernich substratech a je tedy jasné, ze pro zhodnoceni miry degradace téchto
polymert je potiebné je dale analyzovat.
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Graf 4 — vysledky kultivaci slepych vzorkii

4.1.2 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

v

Spolehlivéj§i obraz o ristu kultur poskytuji vysledky gravimetrického stanoveni
obsahu biomasy, které 1ze interpretovat jako koncentrace biomasy jak je uvedeno v Tabulce 8.
Tyto koncentrace biomasy se pohybuji viadech desetin gramd na litr media, coz je
vesrovnani s kultivaci baktérii na snadno utilizovatelnych (nizkomolekularnich) substratech
nizka finalni vytéznost. Avsak vzhledem k povaze substratu a celkovému nastaveni testu lze
tyto vytéZzky biomasy povaZzovat za zajimavé.

Tabulka 8 — koncentrace biomas po kultivacich na polymernich substratech

Biomasa [g-17]

. , Kultivace
Vzorek KultivacepHp ~ Kultivaceamorfni o b o atické
PLA

PLA
C. taiwanensis 0,17 0,16 0,25
C. manganoxidans 0,10 0,19 0,25
T. fonticaldi 0,23 0,23 0,22
T. taiwanensis 0,19 0,25 0,20
S. thermodepolymerans 0,86 0,23 0,38
S aquatica 0,14 0,14 0,18
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Vysledky stanoveni obsahu biomasy potvrzuji, Ze nejintenzivnéj$i rist ze vsech
zkoumanych termofilnich bakterii vykazuje S. thermodepolymerans. Pii kultivaci tohoto
kmene na PLA je vytézek vyrazn€ nizsi nez v piipad€ kultivace na PHB, coz muze byt
zduvodnéno piirozenym vyskytem PHB v ptirodé na rozdil od PLA.

Nekteré vysledky naznacuji, ze se bakteridlni bunky na minerdlnich mediich
Spolymernim zdrojem uhliku nemnozili viilbec nebo se mnozili nepatrné a jejich koncentrace
v mediu je tvofena pievazné preziv§imi buiikami od inokulace. Jako piiklad 1ze uvést
koncentraci bunék C. manganoxidans pii kultivaci na PHB, C. taiwanensis pii kultivaci
naPHB a amorfnim PLA nebo S aquatica ve vSech provedenych kultivacich. Uvedenym
kulturdm pouzité substraty zjevné nevyhovuji (nebo jim v pfipadé PHB nevyhovuje
extracelularni umisténi tohoto zasobniho polymeru).

4.1.3 Gravimetrické stanoveni hmotnostniho ibytku polymeru

Vysledky této analyzy lze interpretovat jako procentudlni ubytek hmotnosti polymeru,
ktery je vypocitan podle Rovnice 1. Tato hodnota na rozdil od absolutniho hmotnostniho
ubytku zohlediuje ptivodni hmotnost polymeru.

Rovnice 1 — vypocet procentudlniho hmotnostniho ibytku polymeru

Am,, = o~ 300

kde mp je pocateéni hmotnost polymeru, my je hmotnost polymeru po kultivaci
akoeficient 100 piedstavuje pievedeni zlomku na procenta.

Tabulka 9 — vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku PHB po submerzni kultivaci

vzor ek absolutni ubytek [g] hm. ubytek [%]
C. taiwanensis 0,0233 2,32
C. manganoxidans 0,0172 1,72
kontrolaM2 0,0099 0,98
T. fonticaldi 0,0143 1,43
T. taiwanensis 0,0137 1,35
S. thermodepolymerans 0,2245 22,20
S aquatica 0,0148 1,46
kontrola CH 0,0109 1,07

Hmotnostni ubytek PHB (viz Tabulka 9) jakozto substratu pro rist bakterie
S thermodepolymerans je signifikantné vyssi nez tbytek obou pouzitych PLA (viz Tabulka
10 a Tabulka 11). Je tedy pravdépodobné, ze S thermodepolymerans disponuje enzymy
schopnymi $tépit esterové vazby polyhydroxyalkanoatt s vysokou substratovou specifitou,
neschopné Stépit esterovou vazbu jiného substratu. Hmotnostni Ubytky ostatnich vzorki
nejsou tak markantni, pohybuji se viadu jednotek procent. Je zjevné, Zze i ostatni
mikroorganizmy projevuji ur¢itou PHA-depolymeraéni aktivitou, avSak pravdépodobné
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k tomuto ucelu vyuzivaji méné efektivni enzymy. Je tedy mozné, Ze nedisponuji genetickym
vybavenim potfebnym pro utilizaci extracelularnich polyhydroxyalkanoati anebo nejsou
schopny rychlé¢ a efektivni adaptace na tento typ substratu. V dasledku toho je
pravdépodobné, ze v piirozeném prostiedi bude jejich rist potlacen riistem mikrobialnich
kment s lepSimi adaptacnimi schopnostmi.

Tabulka 10 — vysiledky stanoveni hmotnostniho ubytku amorfniho PLA po submerzni kultivaci

V zor ek absolutni ubytek [g] hm. ubytek [%]
C. taiwanensis 0,0023 0,22
C. manganoxidans 0,0023 0,23
kontrolaM2 0,0023 0,23
T. fonticaldi 0,0024 0,24
T. taiwanensis 0,0021 0,20
S. thermodepolymerans 0,0025 0,25
S aquatica 0,0023 0,22
kontrola CH 0,0024 0,24

Z vysledkt stanoveni hmotnostniho ubytku amorfniho PLA po kultivaci (viz Tabulka
10) je ziejmé, ze tento polymer byl béhem kultivace rozlozen minimaln¢. Vzhledem k témé&f
stejnému ubytku hmotnosti U vSech kultur 1 kontrolnich vzorkd je pravdépodobnéjsi, ze
substrat se rozklada bez ohledu na ptitomnost baktérii a pro tento déj jejich pfitomnost neni
vyzadovana. Stejny efekt je mozné pozorovat také na vysledcich stanoveni Ubytku PLA
z kontrolnich medii bez zaockovanych kultur. S ohledem na nerozpustnost PLA ve vodé [91]
Ize piedpokladat, ze ubytek jeho hmotnosti je zpisoben spise uvoliiovanim aditiv z granuli
polymeru.

Tabulka 11 — vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku semi-krystalického PLA po submerzni kultivaci

V zor ek absolutni ubytek [g] hm. ubytek [%]
C. taiwanensis 0,0014 0,14
C. manganoxidans 0,0021 0,21
kontrolaM2 0,0021 0,21
T. fonticaldi 0,0020 0,20
T. taiwanensis 0,0022 0,22
S. thermodepolymerans 0,0012 0,12
S aquatica 0,0019 0,19
kontrola CH 0,0018 0,18

Jesté mensi hmotnostni Gbytek byl pozorovan u semi-krystalické formy PLA (viz
Tabulka 11). Tento vysledek je vzhledem ke hmotnostnimu tbytku amorfniho PLA

24

pomalgii.
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Polymery svys§im obsahem krystalickych oblasti obecné piedstavuji problém
pro depolymeraéni enzymy, a to kvuli jejich nizké ptirozené ptitomnosti v piirodé. Z tohoto
divodu lze ptredpokladat také rychlejsi biodegradaci u vice amorfnich polymeru.

Kontrolni vzorky dosahly v nékterych piipadech vétsiho ubytku nez vzorky
skulturami — to muze byt dusledek menSiho uvoliiovani aditiv do media s kulturami
v dasledku vyssi osmotické sily téchto medii, kterou zvySuji mikrobidlni produkty a slozky
inokula, které byly do medii pfeneseny béhem inokulace.

4.1.4 Stanoveni aktivity lipaz, esteraz a proteaz

Schopnost utilizace polymernich substrati je podminéna schopnosti produkce
vhodnych extracelularnich hydrolytickych enzymti. Tyto enzymy miizou disponovat riiznou
specifitou, proto jsou ¢asto produkovany rizné druhy enzymu soucasné. V této praci byly
jako substraty pouzity polyestery, proto lze o¢ekavat produkci riznych esteraz. Jak jiz bylo
zminéno, polyhydroxyalkanoaty mtzou byt $tépeny také nékterymi lipazami (viz kapitola
2.2.2), proto lze ocekavat zvySenou bakterialni produkci extracelularnich lipolytickych
enzymu pii kultivaci na PHB. Vzhledem k povaze vazby mezi jednotkami laktatu v polymerni
struktufe je mozné, Ze bakterie produkuji lipazy i v pfitomnosti PLA v prostfedi. Do skupiny
esteraz se kromé lipaz tfadi také depolymerazy polyhydroxyalkanoati. Na rozdil od lipaz
PHA-depolymerazy vykazuji vyrazné vyssi substratovou specifitu a nejsou schopny §tépit
esterovou vazbu lipidi (triacylglyceroltl) [47]. Z tohoto divodu byly ocekavany rozdilné
vysledky stanoveni aktivity esterdz a lipaz. V testovanych systémech déle existuji polymerni
vazby geometricky zna¢n¢ podobné vazbam esterovym — amidové vazby v polypeptidovych
fetézcich, a proto lze ocekavat také urcitou aktivitu proteolytickych enzymu pii kultivaci
na polyesterech.

Ziskané vysledky poskytuji nahled nejen na schopnost utilizace konkrétnich substrati,
ale také vypovidaji o schopnosti kultur rozeznat povahu nebo typ substratu v submerznim
prostiedi. Pro popsani téchto jevi jsou vysledky aktivit vSech tii skupin enzymu seskupeny
pro jednotlivé kultivace (viz Graf 5, Graf 6 a Graf 7).

45



4.1.4.1 Stanoveni aktivit hydrolytickych enzymii po kultivaci na PHB
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Graf 5 — vysledky stanoveni aktivit lipdz a esteraz v mediich s PHB

Z Grafu 5 je patrné, ze aktivita lipaz tvoii pouze cast celkové esterazové aktivity. Je
tedy mozné, Ze nékteré pouzité kmeny jsou producenty extracelularnich PHA-depolymeraz,
avSak nelze fict, Ze rozdil mezi aktivitou lipdz a esterdz tvoii vyhradné aktivita téchto
enzymu. Esterdzy tvoii Sirokou paletu enzymi s riznou specifitou. V nékterych ptipadech
tvoii aktivita lipaz az polovinu z celkové esterazové aktivity. To miize byt dusledek rozeznani
lipofilni povahy substratu producentem. Protedzova aktivita nebyla ve vzorcich z kultivace
naPHB detekovana. Monomer 3HB neni analogem zadné z kdédovanych aminokyselin, coz je
nevhodnym piedpokladem pro produkci protedz v ptitomnosti PHB.

Paradoxné k predchozim vysledkiim lze pozorovat nejvyssi aktivitu esterdz u kmene
T. taiwanensis a obou bakterii rodu Caldimonas. Tyto bakterie vykazovali nejniz§i schopnost
ristu na PHB a nezpiisobily ani markantni ubytek hmotnosti substratu. Je vSak ziejmé, ze se
témto kmeniim podafilo rozeznat povahu substraitu a nésledné zacaly produkovat
extracelularni esterazy, které vSak nebyly vhodné pro efektivni hydrolyzu daného substratu.
Naopak, kmen S thermodepolymerans ziejmé produkoval mens$i mnozstvi vysoce
specifickych esteraz schopnych depolymerovat polyhydroxybutyrat, a proto neplytval energii
k produkci nespecifickych enzymt pro zvyseni celkové esterazové aktivity.
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4.1.4.2 Stanoveni aktivit hydrolaz po kultivaci na amorfnim PLA

Velice rozmanité aktivity esterdz, lipdz a protedz byly pozorovany u vzorkd medii
samorfnim polylaktatem (viz Graf 6). Ze zkoumanych skupin enzymi lze opét pozorovat
nejvyssi aktivitu esterdz, ve srovnani s kultivaci na PHB je vSak jejich aktivita vyrazné nizsi.
U nékterych vzork byla jiZ pozorovana malé proteolyticka aktivita. Jeji hodnoty vSak nejsou
vyznamné a jsou zatizeny velkou odchylkou.
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Graf 6 — aktivity lipdz, esterdz a protedz v mediich s amorfnim PLA

Obecné pro vSechny zkoumané kmeny lze fict, Ze pfitomnost amorfniho PLA indukuje
produkci extracelularnich esterdz, pficemz lipdzy tvoii pouze maly podil téchto esteraz.
Vyjimku tvoii kmen S aquatica, kterého lipazova aktivita tvofi zhruba 75 % celkové
esterazové aktivity. Po uvazeni piedeslych vysledkd je ziejmé, ze S aquatica rozeznava
pouze lipofilni povahu amorfniho PLA, avSak neni schopna produkce extracelularnich
hydrolaz, které by $tépili tento substrat.

Vysledky aktivit hydrolaz produkovanych pii kultivaci na amorfnim PLA jsou znacné
prekvapivé, o¢ekavana byla vyssi proteolytickd aktivita, jak naznacuji vysledky dosavadnich
studii (viz naptiklad [63-66]). L-laktat je totiz strukturnim analogem L-alaninu a PLA je
Castokrat bunkou rozeznan jako polypeptid sloZzen z jednotek této kodované aminokyseliny. Je
vSak mozné, Ze rozeznani tohoto polymeru je zna¢né zavislé na jeho vlastnostech (hustota,
specificky povrch, podil krystalickych regioni apod.) nebo charakteru aditiv. Dal$i mozné
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vysvétleni této odchylky od dosavadnich studii spociva v pouzitych kmenech a jejich
rozmanitosti, resp. odliSnosti od ostatnich kmenii. Spole¢nymi znaky kmenii pouzitych v této
praci jsou naroky na podminky kultivace. Ani z tohoto diivodu vSak nelze chovani pouzitych
kmenu Vv pFitomnosti stejného substratu generalizovat.

4.1.4.3 Stanoveni aktivit hydrolaz po kultivaci na semi-krystalickém PLA

Zajimavejsi vysledky poskytly stanoveni aktivit vybranych hydrolaz v mediich
se semi-krystalickym polylaktatem. Dosavadni studie se zaméfili pfedev§im na srovnani
stupni degradace amorfniho a casteCné krystalického PLA, ne vSak na stanoveni aktivit
enzymu produkovanych v jejich ptitomnosti (viz [104]).

Vysledky tohoto stanoveni (viz Graf 7) naznacuji, ze pfi kultivaci termofilnich kment
na casteCné krystalickém PLA byla aktivita enzyma mirné vyssi nez pii kultivaci na zcela
amorfnim PLA. Lze tedy ocekdvat stejnou nebo velice podobnou katabolickou represi
zaptitomnosti obou forem PLA v prostiedi. Schopnost vyprodukovanych enzymu $tépit tyto
substraty je vSak minimalni (jak naznacuji vysledné ubytky polymerd — viz kapitola 4.1.3).
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Graf 7 — aktivity lipdz, esterdz a protedz v mediich se semi-krystalickym PLA

Pomémé vysokou esterazovou aktivitu vykazovalo medium s C. manganoxidans.
Tomuto kmeni se podafilo dosdhnout také relativné vysokého zakaleni media pti kultivaci
nasemi-krystalickém PLA. Vzhledem K nizkému hmotnostnimu tubytku PLA pii této
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kultivaci (viz Tabulka 11) je ziejmé, Ze tyto esterdzy nejsou vhodnymi hydrolazami pro
utilizaci semi-krystalického polylaktatu.

Pti kultivaci na semi-krystalickém PLA tvofi opét aktivita lipdz mensi ¢ast z celkové
esterazové aktivity, vyjimkou je vSak kuriézné vyssi aktivita lipdz nez aktivita esteraz
Vv piipadé S aquatica. Je pravdépodobné, Ze pti stanoveni jedné z téchto dvou hodnot doslo
k chybé. Je vsak také mozné, ze veskeré esterazy vyprodukované touto bakterii byly lipazy,
kterych aktivita viici p-nitrofenylacetatu je nizsi nez vii¢i p-nitrofenylpalmitatu.

4.1.5 Stanoveni mnoZstvi laktatu v mediich po kultivaci na PLA pomoci IC

V mediich po kultivacich na obou formach PLA nebyl detekovan zadny laktat. Je vSak
pravdépodobné, ze 1 pies moznou PLA-depolymeracni aktivitu zkoumanych bakterialnich
kment by byla spotieba laktatu buitkami tak rychla, ze by nedochazelo k akumulaci tohoto
produktu hydrolyzy PLA ve vétSich mnozstvich v prostiedi media.

4.1.6 Stanoveni PHB-biodegradacni aktivity vybranych kmeni

Stanovenim rychlosti rozkladu polyhydroxybutyratu pii enzymatické reakci lze také urcit
aktivitu PHA depolymeraz [105]. Pro tento ucel je vSak nutné depolymerazy purifikovat.
V provedeném experimentu byl pouzit supernatant z medii obsahujici pestrou enzymatickou
smes, kterd pravdépodobné obsahuje i vice enzymi rozkladajicich PHB. Zdmérem této prace
je prozkoumani biodegradability pouzitych materiali v pokud mozno co nejrealnéj$im
prostfedi a také prozkoumani biodegradac¢niho potencidlu vybranych bakteridlnich kment.
Proto omezeni degradacniho déje aktivitou vyhradné PHA depolymerdz v této préaci neni
relevantni a pouzity supernatant bez jakékoliv tipravy byl vnimén jako vhodny zdroj enzymi
degradujicich PHB. Vysledky této analyzy jsou shrnuty v Grafu 8 a Grafu 9, degradacni
aktivita je vyjadiena jako zména absorbance za 1 min reakce a za podminek testu.
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Graf 8 — vysledky stanoveni PHB-biodegradacni aktivity viici amorfuimu PHB (smés A — 5 555-krat
reden, smes B — 2 222-krat reden)

Celym provedenym experimentem je mozné pozorovat hned nékolik dé&ju. Jiz
z prvniho z provedenych testl (viz Graf 8) je zfejmé, ze mezi zkoumanymi kmeny disponuje
nejvétsim PHB-biodegradaénim potencidlem S thermodepolymerans, které degradacni
aktivita zhruba devitindsobné presahuje degradacni aktivitu ostatnich zkoumanych kment.
Vzhledem k vysledktim dosavadnich studii o PHB-degrada¢ni aktivité tohoto kmene (viz [59,
depolymeréazami.

Uvedené vysledky dale evidentné naznacuji, ze stanoveni presné hodnoty
depolymeracni aktivity je ovlivnéno dostupnosti substratu. Smés A piedstavuje vice fedény
substrat a degradujici enzymy tedy nebyly plné saturovany timto substratem. Popsana situace
predstavuje obecnou mezeru této metody stanoveni depolymeracni aktivity [105]. Pro
presnéjsi uréeni takového parametru by bylo nutno hloubéji studovat kinetiku téchto procesu,
coz vSak neni pfedmétem této prace. Pro komparativni hodnoceni biodegrada¢niho potencialu
zkoumanych bakteridlnich kment tyto pfistupy plné€ postacuji.
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Graf 9 — vysledky stanoveni PHB-biodegradacni aktivity viic¢i amorfnimu a krystalickému PHB

Dalsi vyznam této analyzy spociva v porovnani biodegradability odlisnych forem
extracelularniho polyhydroxybutyratu. Vysledky uvedené v Grafu 9 indikuji, ze zkoumané
kmeny ptednostn¢ rozkladaji amorfni formu PHB, zatimco krystalickd forma PHB je vici
biologické degradaci stabilnéjsi. V ptipadé extracelularniho polyhydroxybutyratu je o¢ekavan
veétsi  vyskyt krystalickych regionli nez v intracelularni formé, kterd je bakteriemi
produkovana v amorfni formé&. Predpoklada se, Ze extracelularni depolymerdzy jsou schopny
degradovat i PHA svyssimi stupni krystalinity [107]. Bylo vsak také zjisténo, Ze vyssi stupné
krystalinity PHA potlacuji jejich biodegradaci [107]. Dale Iwata a spol. zjistili, Ze degradace
krystalického PHB probihd exogenné, coz omezuje degradaci na konce fetézcu krystalickych
regiont [108]. To by mohlo vysvétlovat ziskané vysledky. Také se domnivame, ze krystalické
PHB je obtiZzn¢ degradovatelné jinymi esterdzami, které v§ak vici amorfnimu PHB miiZou byt
aktivngjsi. Je tedy ziejmé, pro¢ byla v tomto experimentu detekovana nizSi degradacni
aktivita vici krystalickému PHB.

Srovndnim jednotlivych vysledka tohoto stanoveni lze dale konstruovat stejné zaveéry
jako v predeslych analyzach submerzniho experimentu — z pouzitych bakterialnich kment je
pro submerzni biodegradaci PHB nejvhodnéjsi kmen S thermodepolymerans. Ostatni
zkoumané kmeny nevykazuji vyznamnéjsi biodegradacni potencial polyhydroxybutyratu.
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4.1.7 Snimani povrchu polymeri pomoci SEM

Pro analyzu povrchu polymer po kultivaci byly vybrany pouze vzorky z kultivaci
kmene S thermodepolymerans. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich snimcich (viz
Obrazek 9, Obrazek 10 a Obrazek 11), jako porovnani kontrolniho vzorku (kultivovan bez
kultur) avzorku po kultivaci uvedeného kmene.

Obrazek 9 — snimky povrchu PHB kontrolniho vzorku (A) avzorku po kultivaci (B), priblizeni 1 000X

Ze snimku povrchu PHB je patrné, ze doSlo k ¢astecné degradaci materidlu.
Dezintegrace povrchu polymeru naznacuje mechanizmus biodegradace — povrchovou
enzymatickou erozi, jaka jiz byla popsana v nékolika studiich (viz napiiklad [96, 97]).

Obrdzek 10 — snimky povrchu amorfiniho PLA kontrolniho vzorku (A) avzorku po kultivaci (B),
priblizeni 1 000x

Povrch amorfniho PLA je ocividné neporuseny (viz Obrazek 10), coz naznacuje, Ze
nedochéazi k biodegradaci tohoto materialu v submerznim prostiedi za piitomnosti S
thermodepolymerans. Tento vysledek koreluje s vysledky stanoveni hmotnostniho ubytku
polymeru po kultivaci.
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Obrdzek 11 — snimky povrchu semi-krystalického PLA kontrolniho vzorku (A) a vzorku po kultivaci
(B), priblizeni 1 000X

Stejného zavéru, jaky byl vyvozen pro amorfni formu PLA lze diskutovat také
Vv ptipad¢ semi-krystalické formy tohoto polymeru. Svéd¢i o tom snimky uvedené na Obrazku
11, na kterych nelze pozorovat Zadné zmény v povrchu materialu po kultivaci. Je ziejmé, ze
tento material je rezistentni vici ¢innosti specifickych enzymt produkovanych kmenem S
thermodepolymerans pro depolymeraci PHB. Druhou variantou vysvétleni téchto vysledku je
neschopnost S. thermodepolymerans adaptace na PLA, respektive rozpoznani polyesterového
charakteru tohoto substratu.

4.2 Biodegradace biopolymeri v kompostu

4.2.1 Popis parametri kompostovaciho experimentu

Cely kompostovaci experiment byl navrZzen za Ucelem simulace prostfedi skladky
odpadu biologického puvodu, jednotlivé kompostovaci reaktory reprezentuji samostatné
vedené hromady, které nejsou na sobé vzajemné zavislé. Zavedeni téchto reaktoru lze
povaZzovat za downscale proces vhodny pro charakterizaci a popis d&ji probihajicich
samovolné také v makroméfitku. Pro tento ucel existuje celd fada norem navrhujici rizné
postupy a metody analyzy procesu kompostovéani. V rameci této prace byl zvolen jiny pfistup
ke studované problematice, a to jak zpohledu analytickych metod, tak z pohledu
inzenyrskych postupt.

V prvni fad¢€ je nutno poukdzat na rozdilnou formu polymernich artikld pouZitych pro
studium degradace biopolymert. Dosud publikované studie vyuzivaji k popisu
biodegradac¢niho procesu pievazné tenké filmy a folie studovanych polymera (viz [96-99])
nebo dokonce vyrobky z téchto materialt,, jako napiiklad lahve (viz [101]). VSechny tyto
zminéné formy polymert predstavuji témét idedlni artikly pro povrchovou biodegradaci
(erozi) diky svym velkym pomérim povrchu a objemu.

Proto byl v této praci pouzit granulat polymernich materialti reprezentujici urcitou
formu dezintegrovaného odpadu prakticky jednotné velikosti. Diky tomu lze vzajemné
srovnavat biodegradaci zkoumanych biopolymerti bez ohledu na rozdilné hodnoty jejich
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specifickych povrchii. Na druhou stranu je zfejmé, ze tento faktor signifikantné ovliviiuje
biodegradaci a znevyhodnuje tak vysledky této prace.

Dale je nutné poukdzat na zptisob umisténi polymernich artikli do prostiedi kompostu
ve form¢ propustnych pytliki. To je pomérné netradicni forma aplikace, ktera limituje veétsi
distribuci degradovaného materialti do celého objemu kompostu. Avsak je mozné material
kdykoliv odebrat a analyzovat, coz umoZiiuje mapovani pribéhu degradace. Casteténé
zanofeni pytliki s polymery do vsadky kompostu zlepSovalo kontakt materialu
skompostovaci hmotou, a tim byla ¢astecné kompenzovana nedostatecna distribuce artikla
v kompostu.

V neposledni fad¢ je dulezitym faktorem biodegradace také pocatecni stupen zatizeni
kompostu degradovanym materialem, ktery byl v této praci nastaven na 10 hmot. %, coz je
radove vyssi zatizeni, nez je navrhovano normou IS/ISO 20200. Z téchto diivodi je srovnani
vysledkt interpretovanych v této praci s vysledky dostupnych studii pon¢kud komplikované,
coz je vSak vzhledem k pilotnimu charakteru provedeného experimentu ocekavané.

4.2.2 Hodnoceni udrzby a reZimu kompostovani

Pozorovani a hodnoceni vlastnosti kompostu je kliCovou casti péfe usmérnujici
veskeré exekutivni kompostovaci operace. Tyto operace nésledné¢ ovliviiuji podstatné
vlastnosti kompostu, jako naptiklad vlhkost nebo vzdusnost hmoty, coz vyznamné ovliviiuje
degradacni procesy. Stav a pribéh kompostovani se odviji od zkuSenosti operatora, které lze
ziskat pouze prakticky. Proto maji tato pozorovani pro nas vysokou relevanci, povazujeme je
také za zajimavé a kli¢ové pro zhodnoceni biodegradac¢niho procesu.

Vsechny tyto provadéné operace odliSuji kompostovaci experimenty od bézného
domaciho kompostovani, které lze vzhledem k Castému vynechani téchto operaci oznacit
spiSe za skladovani biologického odpadu.

4.2.2.1 ZavilaZovani kKompostu

Je bezpochyby ziejmé, Ze pro realizaci biologickych procest je nezbytna dostupnost
vody jakozto ptirozeného prostiedi. Pfi kompostovani je pravé vlhkost nejcastéji podcenénym
nebo Upln€é zanedbanym parametrem, proto byla zavlaZzovani v€novéna velkd pozornost.
V ramci prvniho kompostovaciho testu byl kompost nejdiive zavlaZen tak, aby ptidana voda
tvotila 55 % hmotnosti vsadky dle pokynt normy IS/ISO 20200. Po dobu tydne byl kompost
zavlazovan pomoci stficky téméf kazdy den. B&hem tohoto tydne nedochéazelo k vétSim
zménam zbarveni nebo pachu kompostu a kompost se lokalné¢ vysuSoval. Proto byl déle
pouzivan rozprasovac, ktery umoznil preciznéjsi zavlazeni celého povrchu vsadky. Pach bylo
mozné popsat jako kysely zapach podobny vlhkému senu a také bylo citit krmivo pro kraliky.
Béhem dalsiho tydne se podaftilo zintenzivnit biologické procesy, coz se projevilo na zménach
V pachu a zbarveni vsadky. Zapach zacinal pfipominat hnilobné procesy, pozorovatelné byly
pachy odpadni vody nebo kalu. Ve tfetim tydnu byl kompost prelit, to znamena, Ze se na dné
reaktoru vyskytovala volnd voda a stlaCenim casti kompostu dochdzelo k uvolnéni dal§iho
mnozstvi vody. To mize mit negativni vliv na pfistup kysliku k nékterym ¢astem vsadky.
Nadruhé strané¢ se vSak zvysila aktivita vody a zlepSila se také pfistupnost Zivin pro
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mikrobiom, coz mélo za nésledek zintenzivnéni veskerych biologickych procesi vcetné
nezadoucich anaerobnich déji. Nasledkem toho doslo k zintenzivnéni zapachu a ztmavnuti
kompostu. Zapach bylo mozné popsat jako pach odpadni podestylky, odpadni vody nebo kalu,
kyselost mirné ustoupila a nahradili ji nepfijemné pachy sirnych slou¢enin. To mize indikovat
pfitomnost sulfat redukujicich bakterii. Rovnéz bylo mozné pozorovat vyrazny rozvoj
plisiovych kultur, a to jak v pachu, tak vizualné na povrchu vsadky (popsano dale). Zbarveni
bylo tmavé zelené az hnédé, piipominajici bahno.

Vyvoj druhého kompostovaciho experimentu byl pozvolnéjsi. Ze zacatku byl kompost
zvlhcen stejnym zptisobem dle pokynti normy. Dale byl kompost zavlazovan dle pokyni
normy (viz Tabulka 7). V prvém tydnu byla vlhkost optimalni, tedy kompost nebyl vysusen
ani nedochézelo k hromadéni volné vody na dn¢ reaktoru. V druhém tydnu doslo k lehkému
vysuSeni kompostu, coz zpomalilo biologické procesy. Zapach nebyl tak intenzivni ani
nepiijemny jako v piipad¢ kompostu ve druhém tydnu prvniho testu, bylo citit krmivo pro
kraliky. Ve tretim tydnu se vSak zapach zvyraznil a objevily se v ném néaznaky plisni.
Pfitomnost plisni je v prvnich tydnech kompostovani velice dilezitd ponévadz jsou tyto
mikroorganizmy vyznamnymi producenty extraceluldrnich hydroldz Stépicich polymerni
struktury jako polysacharidy (celulézu, lignocelulézy, Skroby) nebo bilkoviny.
Po zpiistupnéni této formy uhliku nastupuje rozvoj bakterialnich kultur utilizujicich $tépné
produkty nebo jiné nizkomolekularni latky dostupné z dezintegrované hmoty. V tomto ohledu
se druhy kompostovaci experiment vyvijel spravné. Ve ¢tvrtém tydnu testu doslo k mirnému
preliti, které v§ak nemélo dopad na pozorovatelné vlastnosti kompostu.

4.2.2.2 Aerace kompostu

Zpracovani biologického odpadu kompostovanim je obecné€ aerobni proces a vyzaduje
tedy pfitomnost velkého mnozstvi kysliku. Veskeré hnilobné procesy zpusobené nedostatkem
kysliku jsou povazovany za neZadouci a projevuji se uvoliiovanim nepiijemnych pacht.
Projgich zamezeni je potfebné zajistit dostateCnou aeraci vsadky, to se v praxi provadi
piehazovanim hromad kompostu, pro laboratorni kompostovaci testy je tato operace zajiSténa
michanim. To zajiSt'uje také homogenizaci vsadky, respektive hromady.

V provedeném experimentu byla aerace zajiSt€éna michanim kovovou 1Zi¢kou, béhem
této operace doslo k zptistupnéni spodnich — vlh¢ich ¢asti kompostu pro vzduch a doslo téz
k distribuci ptitomné vlahy (vody) napfic celé vsadky. Frekvence této operace tedy méla vliv
také na vlhkost urcitych ¢asti kompostu, ale déale také na dostupnost polymerniho materidlu
pro pfislusné hydrolazy. Castym michanim také dochazi k distribuci a smichani riznych
mikrobidlnich kultur, coZz také ovliviiuje degradaci zkoumanych materidld. V prvnim
kompostovacim testu byla aerace (michéni) provadéna pouze jednou za tyden. Tento postup
byl shledan za nespravny, protoze vedl k nepiijemnému zapachani kompostu, které bylo
pozorovéno jiz od druhého tydne. Z tohoto diivodu byl pro druhy kompostovaci experiment
zvolen postup popsany vnorm¢ IS/ISO 20200 (viz Tabulka 7). Béhem druhého
kompostovaciho experimentu byl pozorovatelny nepiijemny zdpach pouze u nékterych
reaktorti (naptiklad kontrolni reaktory bez polymeru), a to pouze v malé mife. Je nutné
poznamenat, ze michani kontrolnich reaktorit bylo snadnéjsi nez michani vsadek s polymery,
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proto lze predpokladat, ze aerace probéhla ve vétsi mife. V disledku toho se zrychlily
biologické procesy, které vyzadovaly potad vice kysliku, ktery vSak byl dostupny potad ve
stejné mife. Dale proto mohly nastoupit anaerobni procesy ve vétsi mife nez v piipadé
kompostd s polymery, v ramci kterych jesté probihala adaptace na polymerni substrat.

Celkové lze zhodnotit druhy kompostovaci experiment za 1épe provedeny z hlediska
aerace 1 zavlazovani. Dostupnost kysliku a vlhkost kompostu spolu vzajemné souviseji
avzajemné se ovliviiuji. Zanedbani jednoho z uvedenych faktori ma za nasledek naruseni
druhého, coz vede k obtizné udrzitelnosti systému.

4.2.2.3 Pozice kompostovaciho reaktoru v inkubdtoru

Tento faktor je zalezitosti vyhradné laboratorniho kompostovani, ve velkoobjemovém
kompostovani, které probihd zpravidla v exteriéru, hraji ulohu jiné povétrnostni podminky,
kterym jsou hromady vystaveny. Rozdilné pozice reaktorti v inkubatoru zajistuji rtizné
lokalni podminky, které se od sebe mizou vzajemné lisit v malé mife. Inkubator byl slozen
Z 3 pater, které byly plné obsazeny — kazdé patro Ctyimi reaktory. Inkubator byl vyhfivan
zespodu (dnem inkubdtoru), na kterém byly umistény odparniky vody pro zvlhéeni celého
prostoru. V zadni stén¢ reaktoru byl otvor pro zajisténi piivodu vzduchu, pro vétsi
zavzdu$néni byl vSak inkubétor ponechan otevieny po dobu provedeni zavlazovéani a michani
(tyto operace byly provedeny mimo inkubatoru). Je tedy ziejmé, ze vlhkost a teplota se mohla
napiic¢ prostorem inkubdtoru lisit, obzvlasté v dobé&, kdy byl inkubator otevieny. V dasledku
toho mohlo dochazet k rozdilné intenzité odpafovani vody z reaktoru, vysuSovani jeho vsadky
nebo jeho zahfati. Pozice reaktorti byly pravidelné stfidané, jednou za tyden byl proveden
posun reaktorti na vyssi patro (reaktory z nejvyssiho patra pak piesunuty na spodni) a kazdy
druhy den byly vyménény pozice reaktori v ramci patra. I pfes tyto zmény pozic reaktort
byly pozorované rozdily ve vySe popsanych jevech, a to zejména intenzivnéjSi odpar vody
(vysychéani) v reaktorech umisténych na stfednim a vrchnim patru nebo také vysychani
reaktortl pfi dvetich inkubétoru. Objektivni zhodnoceni dynamiky téchto jevli a miry jejich
dopadu na biologické procesy probihajici uvnité reaktord je pomérné naro¢né a vyzaduje
samostatny experiment. Pro hodnoceni dalSich vysledki této prace je dilezité uvédomit si, Ze
i tento faktor ma vliv na vysledky studovaného procesu, tedy samotné biodegradace.

4.2.3 Vizualni hodnoceni kompostu

Pozorovanim vzhledu kompostu Ize do urcité miry také hodnotit intenzitu
biologickych procest, které¢ ve vsadce probihaji. Vzhled nebo pfedev§im zbarveni kompostu
muze naznaCovat stddium oxidace nckterych slozek kompostu. Béhem kompostovani lze
pozorovat zejména hnédnuti v disledku enzymatické oxidace polyfenoltl, tento jev je znamy
jako enzymatické hnédnuti. Jak jiz bylo naznaceno, zmény vhledu kompostu, se odvijeji také
od jeho celkové udrzby. V této kapitole jsou uvedeny snimky komposti v zajimavych
momentech experimentu.
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Obrazek 12 — vizualni pritbéh druhého kompostovaciho experimentu, reaktory 1-4

Pribéh zmény zbarveni kompostu je ilustrovan na Obrazku 12. Po 7 dnech
kompostovani se zbarveni neliSilo od zacatku experimentu, proto neni snimek z této doby
uveden. Tyto reaktory reprezentuji jedno patro, vramci kterého byl vzhled komposti
prakticky stejny.

Na dalSim snimku (viz Obrazek 13) je moZzné pozorovat dalsi zajimavy jev, a to rozvoj
plistovych kultur ve vsadce kompostu v reaktoru sPHB. Rozvoj se projevil vytvotrenim
bilych map na povrchu vsadky, jakoby byla vsadka bilou poprasena. K tak intenzivnimu
projevu ristu plisni doslo pouze v jediném reaktoru ve tfetim tydnu prvniho kompostovaciho
experimentu. V disledku tohoto déje doslo ke zvyraznéni plisfiového zapachu této vsadky.
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Obrazek 13 — rozvoj plisniovych kultur v reaktoru 1 (prvaiho kompostovaciho testu) ve 3. tydnu testu

K projeviim rastu plisni doslo také na nékterych pytlicich s polymerem v prubéhu
obou testli. Lze tedy predpokladat, ze tyto plisné¢ byly schopné ristu na degradovanych
polymernich materidlech. Rozvoj plisni informuje o dobrém stavu kompostu, respektive
o pribé¢hu biologickych procesti ve spravném (pozadovaném) potadi. V poslednim tydnu
experimentu bylo jiZ mozné pozorovat plisiovy rist na povrchu téméf vSech pytlika s PHB

anckolika pytlik s obéma formy PLA napfi¢ vSemi reaktory. Tento jev je mozné pozorovat
na Obrazku 14.
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Obrazek 14 — rozvoj plisni na povrchu pytliku s PHB vV prvni poloviné 3. tydne (druhy kompostovacit
test, reaktor 2)

4.2.4 Sledovani hmotnostnich tbytkii polymeri béhem kompostovani

Vysledky této analyzy odrazeji aktudlni stupen degradace zkoumanych materidlt.
Casovy pribsh degradace jednotlivych polymerti je vsak mnohem zajimavéjsi pohled
pro monitoring celého procesu. Dil¢imi odbéry vzorku Ize sledovat vybrané parametry artikl
ahodnotit Gspésnost degradace, a to jak v prubéhu kompotovani, tak i makroskopicky najeho
konci. Timto zpisobem je mozné optimalizovat podminky kompostovani za chodu abez
nutnosti zastavit ¢i zpomalit tento proces, porovnavat pribéh rozkladu vice materiald
soucasn¢, nebo predikovat dal$i osud rozkladanych materiali. K hodnoceni téchto aspektii
vyznamn¢é pomohly sitkové pytliky, které poskytly snadny a spolehlivy zpisob ziskani
experimentalnich dat.

Vysledky této analyzy jsou uvedeny ve formé sloupcového grafu, ktery se jevil kvili
vysokym odchylkam jako nejpiehlednéjsi (viz Graf 10 a Graf 11). Uvedené hmotnostni
ubytky jsou vyjadieny v procentech a byly spocteny jako primérné hodnoty hmotnostnich
ubytkd daného polymeru v kazdém reaktoru. Hodnoty jsou tedy priméry tii stanovenych
hodnot ze tii nezavislych vsadek, které muzou vykazovat znacnou diverzitu. Je nutné
uvédomit si, ze kazdy kompost piedstavuje samostatny biologicky systém. Analytické
postupy provadéné v ramci téchto experimentl jsou tedy zatizeny velkou odchylkou. Avsak
pravé tyto informace povazujeme také za dulezité vysledky provedenych experimentd,
protoze umoziuji nejen dal$i postup této prace, ale také obecny vyvoj metodologie
piistupujici k dané problematice.

V prvnim kompostovacim testu byl potvrzen ubytek hmotnosti u vSech sledovanych
artikla (viz Graf 10). Diky zna¢né variabilité vzorkd je odchylka tohoto stanoveni vysoka
anelze z téchto dvojic dat formulovat zavéry. Bylo vSak potvrzeno, Ze v tydennim intervalu
dochazi k pozorovatelnym zménam v hmotnosti polymert, a to svéd¢i o funkénosti testu.
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Graf 10 - vysledky sledovani uibytku hmotnosti polymerii vyjadiené jako procentudlni hmotnostni
ubytek (1. kompostovaci test)
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Graf 11 — vysledky sledovani ubytku hmotnosti polymerii vyjadiené jako procentudlni hmotnostni
ubytek (2. kompostovaci test)
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Z vysledku druhého kompostovaciho testu uvedenych v Grafu 11 je na prvni pohled
mozné usoudit, ze nejvyssi stupen degradace v pfipadé¢ vykazuje ve vSech relevantnich
bodech amorfni polylaktat. Prvni tyden experimentu piedstavuje adaptacni fazi, béhem které
doslo jen k nepatrnému ubytku hmotnosti polymeri. V pfipadé PHB a semi-krystalického
PLA 1ze povazovat i druhy tyden testu zalag-fazi biodegradace. Je pravdépodobné, Ze ubytek
amorfniho PLA jiz po 14 dnech testu pfesahoval 20 %, avSak smérodatnd odchylka je diky
variabilité analyzovanych vzorka pfili§ vysoka pro formulaci jist&jSich zavéru. Vzhledem
ke skokovému vyvoji degradace této formy PLA je tbytek pétiny hmotnosti ve dvou tydnech
adekvatni. Naopak, biodegradace PHB se jevi jako pozvolnéjsi.

Béhem celého experimentu dochazelo k rozpadu obou forem PLA na mensi — ostiejsi
castice az dosahovaly prachové podoby. Tento jev byl konstatovan jako dusledek piisobeni
zvySené teploty v kombinaci svlhkosti. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze k degradaci PLA
vyznamné prispély tyto abiotické faktory. To vysvétluje rozdily v prubéhu degradace PLA a
PHB, pticemz PHB je vii¢i fyzikalnimu rozkladu relativné stabilnéjsi.

Po 4 tydnech kompostovani tedy doslo k pfiblizné 99 % degradaci amorfniho PLA
azhruba 63 % degradaci semi-krystalické formy tohoto polymeru. Z vysledki plyne, ze vyssi
stupenl krystalinity polylaktatu negativné ovlivituje jeho rozklad. Ke stejnému zavéru dosli
Pantani a spol. ve své studii (viz [109]). Vysledky studie také dokazuji, Ze biodegradace
praskové semi-krystalické formy PLA probiha rychleji a dosahuje obdobné rychlosti jako
Vv ptipadé amorfniho PLA [109]. Dale vsak zjistili, Ze amorfni PLA dosahlo 60 % degradace
zaasi 5 tydni a semi-krystalické PLA bylo rozlozeno pouze z 30 % po 60 dnech
kompostovani [109]. Teplota kompostovani byla v uvedené studii stejnd, jako v této praci,
avSak cely experiment byl postaven na odlisnych normach (ISO 14855 a ASTM D5338), coz
muze vysvétlovat rozdily v ziskanych vysledcich. Také byl pouzit mirn€ odlisny polymerni
material (Ingeo™ Biopolymer 4043D, NatureWorks), ktery byl pied testy lisovan. Mira
degradace byla stanovena metodou méteni uvolnéného oxidu uhli¢itého. Tyto rozdily mizou
stat za odliSnostmi v ziskanych vysledcich.

Zajimavé jsou vysledky kompostovacich testd, které provedli Sarasa a spol. (viz
[100]) podle stejné normy (IS/ISO 20200) byl zjistén stupen biodegradace 63,6 %, avsak PLA
podrobené témto testim bylo smési obsahujici 35 hmot. % pénového PLA [100]. Obdobné
studie provedli i Kunioka a spol. (viz [110]), ktefi na zéklad¢ postupii normy ISO 14855-1
doséhli 90 % stupné biodegradace PLA (Mitsui Chemicals) o neznamém stupni krystalinity
po 35 dnech [110]. Tohoto vysledku bylo dosazeno po dezintegraci pelet PLA na prasek.
V nasem experimentu dochazelo K rozpadu pelet na prach az pii samotném kompostovani,
osud prasku jsme ale nebyli schopni dale pozorovat, protoze byl skrze sit’ pytliku uvolnén do
prostiedi kompostu. Z tohoto ohledu se jevi metoda urceni stupné biodegradace stanovenim
uvolnéného CO2 (jako popisuje norma SO 14855-1) vhodnéjsi ke studiu této problematiky,
na druhou stranu v nasich experimentech byly do kompostu aplikovany vétsi artikly, kterych
maly specificky povrch zna¢né omezuje reakéni plochu ve srovnani s praskem.

Tabas a spol. (viz [111]) zkoumali biodegradaci PLA (10 % D-monomerni formy,
NatureWorks) a PHB (Biomer® P209, Biomer) upravenych do tenkych film@ vyuzitim normy
ASTM D5338. Metodou stanoveni uvolnéného oxidu uhli¢itého zjistili stupné stupen
degradace PLA 70 % a PHB 80 % po 28 dnech kompostovani [111]. Opé¢t 1ze konstatovat, ze
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pomér povrchu a objemu byl mnohem ptiznivéjsi pro biodegradaci ve srovnani s nasi studii,
coz se projevilo na vyssim stupni degradace PHB. V nasi studii Ize téZzko odhadnout, kdy
doslo k uplné degradaci PLA prasku po jeho uvolnéného do kompostu. V dalsich obdobnych
studiich byly dosazeny podobné vysoké stupné biodegradace PHB (zhruba 80 % degradace
po 110 dnech kompostovani dle ISO 14855-1, viz [96]; apod.), vSechny vSak zkoumali
biodegradabilitu folii.

4.2.5 Sledovani zmén molekulové hmotnosti PHB béhem kompostovani

Pii hydrolytickém Stépeni polymeru dochéazi ke zkracovani jeho fetézce, coz se,
samoziejme, projevi na jeho molekulové hmotnosti. Tato analyza tedy poskytuje informaci
o ucinnosti hydrolaz pii depolymeraci PHB. Vhodnym ukazatelem zmény délky fetézcu
polymeru se jevi hmotnostné stfedni molekulovd hmotnost Mw. Pii enzymatickém Stépeni
vSak ¢asto dochazi k prednostnimu Stépeni fetézct na povrchu materialu, polymer tak zlstava
V jadru artiklu nedotéen. Dusledkem tohoto jevu muze byt pozorovdano dokonce zvySeni
molekulové hmotnosti. V takovém pfipadé je nutno zhodnotit také pocetné stiedni
molekulovou hmotnost Mn (pracuje spocetnim zastoupenim jednotlivych délek) a dale
stanovit index polydisperzity B (vypocet viz Rovnice 2), ktery vyjadiuje distribuci velikosti
¢astic (neboli miru uniformity velikosti fetézct polymeru).

Rovnice 2 — vypocet indexu polydisperzity b:

MW
D=—%
M

n
kde My je hmotnostné stfedni molekulova hmotnost a Mn je pocetné stiedni
molekulova hmotnost. V idedlnim ptipad¢ uniformity je tento index roven 1, se zvySujici se
hodnotou indexu roste rozmanitost molekulovych hmotnosti polymeru. Z ¢asového hlediska
by tedy vysledky této analyzy mély doplnovat vysledky stanoveni hmotnostniho bytku PHB.
Pro toto stanoveni byly vybrany vzorky ziskané v druhém kompostovacim testu.

Tabulka 12 — vysledky stanoveni molekulovych hmotnosti PHB béhem druhého kompostovaciho testu

Den Mw [kDa] Mn [kDa] b [-]
0 183,22 + 2,80 137,64 + 8,84 1,34+ 0,10
7 153,00+ 5,11 120,24 + 8,04 1,28+0,10
14 118,06 + 8,62 93,32+ 7,78 1,27 £ 0,06
21 101,98 + 3,83 81,31+ 8,26 1,26+ 0,09
28 86,84 + 3,65 65,68 + 3,37 1,32+ 0,06

Vysledky uvedené v Tabulce 12 vypovidaji o zkracovani fetézc polymeru béhem
provedeného testu. Ztrata molekulové hmotnosti je patrnd jiz po 7 dnech kompostovani, a to
Vv ptipad¢ obou sledovanych hodnot molekulové hmotnosti. Béhem celého testu také dochazi
Kk mirnému snizovani indexu polydisperzity, coz naznacuje, ze Stépné produkty nabyvaji
stejné délky. Tento fenomén muize byt zpisoben piednostni utilizaci kratSich fetézct, které
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jsou pro enzymy dostupnéjsi. Pokles hodnot indexu polydisperzity je vSak velice maly, proto
lze pravdépodobnéji konstatovat lokdlni degradace polymernich fetézci az na kratké
oligomery rozpustné ve vodé a jejich uvoliiovani do prostiedi kompostu.

Zmény molekulové hmotnosti PHB v kompostu zkoumali také Weng a spol. (viz
[96]), zaméFili se pouze na stanoveni pocetné stiedni molekulové hmotnosti. Ve své studii
pozorovali stejny jev, jaky byl pozorovan v naSem experimentu. Béhem 30 dni kompostovani
vSak pozorovali men$i ubytek Mpn — pfiblizn€ 25 %, coz je zhruba polovina ubytku
pozorovana v této praci. Rozdil v hodnotdich My je vSak pozorovatelny jiz v pocatecnich
hodnotach, ve studii Wenga a spol. byla stanovena na 404 kDa, tedy asi tfikrat vyss$i nez
molekulova hmotnost PHB pouzitého v téchto experimentech [96].

Na zakladé ziskanych vysledkiu lze tvrdit, Ze evidentné dochazi k rozkladu
polyhydroxybutyratu béhem kompostovani. Pro stanoveni molekulové hmotnosti PLA zatim
nemame standardizovanou metodu, kvlili omezené rozpustnosti tohoto polymeru.

4.2.6 Stanoveni aktivit vybranych skupin hydrolaz

Casté piedsudky, které jsou kladeny zpracovateli biologického odpadu, odsuzuji
bioplasty na pouhé skladkovani. Ve vétsing piipadi kompostarny ani nejsou schopny
formulovat raciondlni divody odmitdni zpracovat tuto formu bioodpadu. Duvody, Zze
pritomnost bioplastd v kompostu narusSuje dynamiku procesi v ném probihajicich,
povazujeme za studiemi nepodlozené. Proto byla vykonana tato studie zaméfujici se
naporovnani kompostu bez a sobsahem bioplasti. Aktivita vybranych hydrolytickych
enzymil je dulezitd i vsamotném kompostu neobsahujici bioplasty, protoze dochazi
k degradaci jinych biopolymeri, které se v biologickych systémech vyskytuji. Je mozné
predpokladat, Ze se aktivita hydrolaz stépicich biopolymery jejich piidavkem zvysi, coz ale
nelze povazovat za negativni vliv. Pro hodnoceni téchto aspektli byly vybrany samoziejmé ty
skupiny enzymd, které souviseji s degradaci pouzitych polymeri. Vysledky této analyzy jsou
uvedeny ve formé sloupcovych grafii (viz Graf 12, Graf 13 a Graf 14), které umoznuji
srovnani uvedenych aktivit kompostii obsahujici bioplasty skompostem bez ptidanych
polymeri. Vysledky umoznuji takovy nahled na kazdy tyden druhého kompostovaciho testu.
Hodnoty aktivity jsou uvedeny jakoZto specifické aktivity vztaZzené na 1 g vlhkého kompostu.

Stanovené aktivity byly srovnany v rdmci kazdého tydne analyzou rozptylu (ANOVA)
vyuzitim Tukeyova HSD testu pro normalni distribuci dat a Kruskal-Wallisovym testem
pro neparametrickd data. K zhodnoceni normality dat byl pouzZit Shapiro-Wilkav test.
Konfidenéni hladina byla ve vSech testech zvolena 95 %. Cela analyza dat byla provedena
v softwaru Statistica
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Graf 12 — vysledky stanoveni aktivit esteraz béhem druhého kompostovaciho testu

Jiz na prvni pohled je vysledkli monitorovani aktivity esteraz (viz Graf 12) patrné, ze
nedoslo k markantnimu ovlivnéni aktivity esteraz piidavkem bioplasti do kompostu.
Zpracovani dat analyzou rozptylu také nepotvrdilo statisticky vyznamné rozdily mezi
naméfenymi hodnotami. Na jedné strané je tedy ziejmé, Ze pritomnost PHB ani pouZzitych
PLA neindukuje tvorbu esterdz, na druhé strané je vSak velmi pozitivni, Ze tyto bioplasty
neovliviiuji tuto dynamiku. Odchylky stanoveni jsou opét ponékud vyssi, coz svédci o velké
diverzit¢ vedenych komposti. Velky vliv na stanoveni ma odbér vzorku. Tento krok byl
vzorku, coz bylo v praxi zajiSténo odebranim malého mnozstvi kompostu z nékolika riznych
mist vsadky, jejich homogenizace a nasledny odbér potfebného mnozstvi vzorku Kk analyze.
Tento zpisob zajistuje nahled na cely systém, avSak negativné ovliviuje spolehlivost
vyslednych hodnot.

Z uvedenych vysledkt je dale evidentni, Ze produkce specifickych PHA-depolymeraz
probihd bud’ ve vsech sledovanych kompostech jakozto soucast enzymatického koktejlu
slouziciho k zisku zivin, nebo neprobiha viibec. Je vsak také mozné, Ze adaptace na tento typ
substratu zahrnuje potlaceni aktivity jinych esterdz, coZz je logické vzhledem k tomu, Ze
produkce enzymil vyzaduje velké mnozstvi energie. Pro hlubsi analyzu procesu adaptace
na PHB jakozto substrat je dale nevyhnutné sledovat aktivitu specifickych depolymeraz.

Esterazy jsou velice obecnou skupinou hydrolytickych enzymu vzhledem k plosnému
vyskytu esterovych vazeb v biosfére. Ocekava se tedy, Ze hodnota jejich aktivit bude vyssi
nez aktivita lipaz, ktera je uvedena v Graf ul3.
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Graf 13 — vysledky stanoveni aktivit lipaz béhem druhého kompostovaciho testu

Vysledky sledovani aktivity lipdz naznacuji obdobné zavéry — dynamika produkce
rozkladnych enzymi neni ovlivnéna piitomnosti bioplastd v kompostu. To bylo potvrzeno
také statistickym zpracovanim téchto vysledkii. Zajimavé je vSak srovnani aktivit lipaz
aesteraz v jednotlivych Casech stanoveni. Lipazové aktivity kompostd v 14. den testu
presahuji aktivity esteraz v té samé dob¢. Je mozné, Ze rychlost hydrolyzy esterti s kratkym
nepolarnim fetézcem lipdzami je niZz8i nez rychlost odSt€povani fetézcii mastnych kyselin
(p-nitrofenylpalmitatu) nez vici obecnéj§imu substratu, jakym je p-nitrofenylacetat. Je
potiebné vzit v tvahu také fakt, ze lipdzy pracuji na fazovém rozhrani, coZ nemusi nutn¢ platit
pro vSechny esterdzy.

Dale je zajimavy obrovsky pokles aktivity lipaz ve tietim tydnu experimentu, zatimco
Vv pfipad€ esterdz byl zaznamenan vyrazn€ mensi pokles. To mlZe naznafovat produkci

wvewr

v

depolymeraz). Stanovené aktivity lipaz v 21. a 28. den experimentu jsou jiz spolehlivéjsi, a to
muze vypovidat o ustadleni a homogenite systému.
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Graf 14 — vysledky stanoveni aktivit protedz behem druhého kompostovaciho testu

Z vysledku stanoveni aktivity proteaz uvedenych v Grafu 14 nelze formulovat jasné
zavery, protoze tyto hodnoty dosahuji velice malych rozméri. Odchylky stanoveni casto
ptresahuji samotné hodnoty, coz vypovida o nizké spolehlivosti metody. Pro dalsi studium
téchto enzymatickych procest je nutné najit citliveéjsi zplisob stanoveni proteolytické aktivity.
Alesponn minimalni ¢innost proteaz je v prostiedi kompostu ofekavana vzhledem k jgjich
Sirokému vyskytu v pfirodé (obzvlast u plisni). VEtSi Cinnost protedz byla ocekavana
v kompostech spolylaktatem, jelikoz byla jejich aktivita pii rozkladu PLA popsana velkym
mnozstvim studii (viz [112). Tento jev byl popsan jako disledek analogie L-laktatu a L-
alaninu, na ktery se zamétuji nékteré serinové proteazy [113].

Zavérem této kapitoly bychom radi konstatovaly, ze dodrzenim vhodného rezimu lze
tedy oCekavat normalni prib¢h kompostovaciho procesu i za pfitomnosti téchto studovanych
bioplasti. Ani v jedné z provedenych analyz enzymatickych aktivit nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi ¢istym kompostem a komposty s obsahem bioplastii. Tyto vysledky by
m¢éli slouzit k snizeni obecné obavy z kompostovani bioplastii. To je pro zpracovani odpadu
tohoto charakteru velice dulezité, ponévadz pii jejich sklddkovani dochazi v dasledku
nedokonalé aerace skladky k tvorbé produktl anaerobni degradace, jejichz necilend (nefizend)
produkce negativné ovlivituje zivotni prostiedi. Pfikladem takového produktu je naptiklad
methan, jakoZto antropogenni sklenikovy plyn.

66



427 Hodnoceni vzhledu bioplasti béhem biodegradace

K zisku prvotni informace o mife rozkladu materidlu mtze snadno poslouzit
hodnoceni jeho vzhledu. Toto hodnoceni byva s oblibou provedeno automaticky, ihned
po odbéru vzorku jako soucast bézného vnimani operatora. Vyhodou takového hodnoceni je
jeho rychlé a snadné provedeni, avsak je zna¢né subjektivni a nepfesné, proto na jeho zakladé
nelze formulovat striktni kvantitativni zavéry. Pro tento experiment je hodnoceni vzhledu
doplinkem k provedenym analyzam mapujici dezintegraci artikli béhem kompostovani, coz
muze napoveédét, jakym zpisobem byl dany material degradovan.

Hodnoceni tohoto aspektu bylo rozdéleno do dvou urovni — makroskopické,
pozorovatelné volnym okem; a mikroskopické pozorovani povrchu vyuzitim elektronové
mikroskopie (SEM). Vystupem obou ¢asti experimentu jsou vyhradné snimky.

4.2.7.1 Makroskopické pozorovani zmén vzhledu bioplastit

Zmény ve vzhledu jednotlivych materidll byly znaéné odlisné, zejména zmény
ve vzhledu PHB byly tplné vzdalené zméndm vzhledu kterékoli formy PLA. Zatimco u PHB
se tvar artikla prakticky neménil, PLA podléhalo makroskopické dezintegraci. Postup zmén

vzhledu PHB béhem druhého kompostovaciho experimentu lze pozorovat na Obrazku 15,
zmény vzhledu amorfniho a semi-krystalického vzhledu ilustruje Obrazek 17, respektive
Obrazek 19. Podrobngji lze sledovat vzhled poslednich vzorki na Obrazku 16 (PHB),
Obrazku 18 (amorfni PLA) a na Obrazku 20 (semi-krystalické PLA).

Obrdzek 15 — priibeh degradace PHB druhého testu (v prvnich 7 dnech nebyla pozorovatelnd zména)

Na uvedeném snimku je mozné pozorovat, Ze pouzité pelety PHB se béhem degradace
v kompostu pouze zmenSovaly, jejich tvar se ménil nepatrné. Misty se v oblasti hran pelet
objevilo mlé¢né zakaleni, a to pfevazné u vzorkl z poslednich dvou tydnli experimentu.
Tohoto jevu lze lépe pozorovat na detailnim snimku (Obrazek 16). Zadné dalsi zmény
ve vzhledu PHB nebyly pozorovany.
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Obrazek 16 — detailni snimek PHB po 28 dnech kompostovani (2. kompostovaci test)

Pozorované zmény PHB naznacuji, ze se skute¢né jedna o rozklad biologickymi
C¢initeli a mechanizmus degradace ma povrchovy nebo exogenni charakter. Zcela jiny zaveér
Ize vyvodit z pozorovani geometrickych zmén PLA, jak ilustruje Obrazek 17. Z tohoto
snimku je evidentni, Ze zkoumany materidl se spiSe rozpada na mensi fragmenty, coz indikuje
spiSe abioticky rozklad tohoto materialu. Navice dochazelo k mlé¢nému zakaleni celé granule,
coz naznacuje morfologické zmény ve strukture polymerniho materidlu. Tento jev je mozné
pozorovat na detailnéj§im snimku (viz Obrazek 18).

Obrdazek 17 — priibéh degradace amorfuiho PLA druhého testu (v prvnich 7 dnech nepozorovdna
zadna zména vzhledu materialu, v 28. den jiz Zadny material nezbyl)
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Obrazek 18 — detailni snimek amorfniho PLA po 21 dnech (2. kompostovaci test)

Makroskopické strukturni zmény semi-krystalického PLA se principidlné neodliSovaly
od zmén pozorovanych u amorfni formy téhoz polymeru, pouze nastavaly pomaleji (viz
Obrazek 19). V prvnich dvou tydnech kompostovani dochazelo k vét§imu zakaleni PLA
granuli, postupné az k iplnému vyblednuti granuli (bila barva granuli v 21. den, Obrazek 19).
Po nésledném popraskani granuli byl rozpad pomérné rychly. Béhem praskani doslo k tvorbé
fyzikalnimi nebo obecné abiotickymi Ciniteli. Detailni zabér na granule semi-krystalického
PLA zbylych po poslednim tydnu testu a malych castic vzniklych jejich rozpadem Ize
detailnéji pozorovat na Obrazku 20.

Obrazek 19 — pribéh degradace semi-krystalického PLA v druhém kompostovacim testu (po prvnich 7
dnech nebyla pozorovana zadna zména vzhledu materialu)
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Obrazek 20 — detailni snimek semi-krystalického PLA po 28 dnech (2. kompostovaci test)

U vsech sledovanych artikld byla zaznamenana urcita lag-faze, béhem které nedoslo
k vyznamnym zménam vzhledu granuli. Tato charakteristika byla variabilni nejen napii¢
polymery, ale také vramci jednotlivych reaktori. Ve vSech pfipadech tato doba trvala
minimaln¢ tyden, jak jiz indikuji uvedené makroskopické snimky. Lag-faze je typicka
charakteristika biologickych procesti. Vzhledem ktomuto faktu nelze urcit striktni
mechanizmus rozkladu polylaktatu z dosavadnich vysledkd. Vznika zde pozadavek na pohled
do mikroskopické struktury studovanych materiala.

4.2.7.2 Mikroskopické sledovani povrchu bioplastit pomoci SEM

Elektronova mikroskopie je oblibenou metodou sledovani degradaénich a erozivnich
procesti na povrchu riznych materiali. I v ptipad¢ studia biodegradace PHB nebo PLA byla
tato technika jiz n€kolikrat pouzita a vyznamn¢ ptitom pfispéla k vysvétleni nékterych jevi
(viz naptiklad [96, 99, 108, 111]). Za velkou vyhodu této analyzy lze povazovat snadnou
orientaci v ziskanych datech (snimcich), jejich snadné pochopeni a rychlé odvozeni zavéra.
V tomto smyslu lze diskutovat i zde interpretované vysledky, které jsou uvedeny na Obrazku
21, Obrazku 22 a Obrazku 23.
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Obrazek 21 — snimky povrchu PHB pred kompostovanim (4) a po kompostovani (B), vzorek z druhého
kompostovaciho testu (priblizeni 1 000X)

Z Obrazku 21 je jasné pozorovatelna eroze povrchu granule polyhydroxybutyratu
po 28 dnech kompostovani. Nékterd mista jsou naruSena méné, coz je dusledek rozdilné
dostupnosti ploch granule pro hydrolytické enzymy (naptiklad misto kontaktu 2 granuli).
Zesnimku je vSak ziejmé, ze PHB podléha biodegradaci, a to formou ezymové eroze od
povrchu dovnitt materialu, coz je vysledek shodujici se se zavéry dalSich studii (viz [96,
114)).

Obrazek 22 — povrch amorfniho PLA pred kompostovanim (4) a po kompostovani (B), vzorek
Z druhého kompostovaciho testu (priblizeni 1 000X)

Vysledky skenovani povrchu amorfniho PLA elektronovym mikroskopem uvedeny
na Obrazku 22 naznacuji, Ze tato forma PLA je degradovana spiSe abioticky. Tento vysledek
koreluje smakroskopickym hodnocenim dezintegrace granul. Povrch odStépkd granul je
zvrasnény a Clenity, bez ndznaku kavitace. Neni vSak vylouceno, Ze dalsi osud mensich ¢astic
PLA urcuji enzymy nebo se alespon podileji na jejich rozkladu, to vSak touto analyzou neni
mozné urcit.

Kale a spol. a Tabasi a spol. také navrhuji a popisuji dvoustupiiovy mechanizmus
degradace PLA béhem kompostovani, piicemz popisuji stejné zmény vzhledu a struktury,
jaké byly pozorovany v experimentech této prace [98, 101]. Dvoustupniovy proces
biodegradace amorfniho PLA tedy povazujeme za nejpravdépodobnéjsi.
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Obrazek 23 — povrch semi-krystalického PLA pred kompostovanim (4) a po kompostovani (B), vzorek
Z druhého kompostovaciho testu (priblizeni 1 000X)

Analogicky jev byl konstatovan z vysledkl skenovani povrchu semi-krystalické formy
polylaktatu. Z ptedeslych analyz jiz vime, ze jediny rozdil v degradaci dvou forem PLA byla
rychlost tohoto procesu. Na snimku povrchu semi-krystalického PLA (Obrazek 23)
po kompostovani je mozné pozorovat trhlinu a zvrasnény povrch granule. To naznacuje
abioticky pribéh degradace, coz koreluje s vysledky ptedeslych analyz. Celkove lze tento
rozkladny proces popsat stejné, jako byl popsan v ptipadé amorfniho PLA, rozdily budou
spocivat pouze v rychlosti. Na zakladé téchto vysledkd tedy konstatujeme, ze zkoumané
formy polylaktatu se v prostfedi kompostu primarné rozpadaji.
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5 ZAVER

Veskeré experimenty provedené v této praci byly navrzeny s dojmem nedostateéného
prozkoumani tematiky z tohoto uhlu pohledu dosavadnimi studiemi. Pouzité kompostovaci
parametry se jevi originaln¢ vzhledem K ostatnim dostupnym studiim (naptiklad Stupen
nasyceni kompostu materidly nebo geometrie pouzitych materiali). Submerzni degradacni
testy také zasahuji do urcité mezery v literatuie. Celkova logika pouzitych postupt a analyz je
prakticky unikétni. Ztohoto diivodu je obtizné porovnat ziskané vysledky s jinymi
publikacemi ¢i dostupnou literaturou a provedené experimenty je nutné povazovat spise
Zapilotni.

V prvni Casti experimentalni Cinnosti byl zkouman PHA-biodegradacni potencial
vybranych termofilnich bakterii, jejichz rust lze oc¢ekavat pravé v kompostech s pridanymi
biopolyestery. Ze Sesti kment projevil vyraznéj$i degrada¢ni schopnosti pouze jeden kmen,
Schlegelella thermodepolymerans, ato pouze vuci PHB. Tato bakterie je zndma svou robustni
depolymeracni aktivitou. Béhem tydne kultivace S. thermodepolymerans na granulich PHB
byl zaznamenan ubytek hmotnosti polymeru pies 22 %. Biodegradaéni schopnost tohoto
kmene byla také potvrzena pti stanoveni PHB-depolymera¢ni aktivity a zajimavy pohled
napovrchovou erozi granuli poskytly snimky z elektronového mikroskopu. Potencidlni
vyuziti kmene S. thermodepolymerans vidime napiiklad v inokulaci kompostu bohatém
na odpadni polyhydroxyalkanoaty.

Druhd polovina prace byla zaméfena na biodegradaci biopolyesterit v prostiedi
kompostu. Za cenny vysledek této prace lze povazovat jiz samotnou metodologii, respektive
technické parametry a analytické pfistupy pouzité ke studiu kompostovatelnosti biopolymeri.
Celkovy design studia této problematiky vnimame jako funkéni a navrhujeme tyto pfistupy
k dalsi aplikaci.

Béhem 4 tydn kompostovani doslo k redukci hmotnosti granul polyhydroxybutyratu
0 36 % jgjich puvodni hmotnosti, pficemz ztrata hmotnosti vykazuje linearni prubéh v Case.
Hmotnostn¢ stiedni a pocetné stiedni molekulova hmotnost klesla na zhruba polovinu
puvodni hodnoty. Amorfni PLA bylo béhem 4 tydni kompostovaciho testu prakticky uplné
degradovdno na malé Castice, které nebylo moZné zkompostu preparovat. Relativni
hmotnostni Uibytek na konci testu €inil 99 %. Tento Ubytek rostl v ¢ase spiSe exponencialné,
coz naznacuje rozpad granuli této formy PLA. V piipadé¢ semi-krystalického PLA byla
pozorovana 63 % redukce hmotnosti, pribéh rozkladu téchto granuli byl analogicky rozpadu
amorfnich granuli, av§ak mirn¢ opozdény. Prozatim nejsme schopni stanovit molekulovou
hmotnost PLA, coZ lze vnimat jako perspektivu dalsi prace.

Sledovani biodegradace bioplasti monitoringem enzymatickych aktivit vybranych
skupin hydrolaz nemé velky vyznam pro studium tohoto procesu. Ziskané vysledky indikuji,
ze pouzité biopolyestery nezpusobuji statisticky vyznamné zmény v aktivitach esteraz, lipaz
ani proteaz béhem celé¢ doby kompostovani.

Hodnoceni miry degradace PHB a obou pouzitych forem PLA sledovanim
makroskopickych zmén v jejich vzhledu se jevi jako vhodny dopln€k analytickych postupi.
Toto pozorovani naznacuje primarn¢ abioticky charakter degradace PLA, pro formulaci
zavéri vSak nepostaCuje. Velice vhodnou metodou ur¢eni rozkladného mechanizmu
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biopolyesterti je rastrovaci elektronova mikroskopie. Pomoci této metody bylo potvrzeno, ze
biodegradace PHB probihd formou povrchové eroze. Rovnéz snimky ztéto techniky
potvrdily, ze PLA, nezavisle na krystalické morfologii, primarné degraduje vlivem
abiotickych vlivi.

Ke studiu této problematiky muze byt pouzita fada dalSich pfistupti, o cemz vypovida
existence mnozstvi norem navrhujici rizné kompostovaci parametry, technicka uspotradani
ametody analyzy vSech slozek kompostu. Perspektivni se jevi naptiklad infraervena
spektroskopie sFourierovou transformaci (FT-IR), ktera umoziiuje sledovani zmén slozek
kompostu na chemické urovni metodou otisku palce. Ke studiu biologickych zmén je vhodné
biologické piemény. Dale je vhodné zabyvat se biologii kompostu také na urovni
mikrobiomu, respektive genomu. K tomuto ucelu slouzi rizné molekularné-biologické
techniky (naptiklad PCR, sekvenovani) nebo komeréné dostupné kity umoziujici ploSnou
analyzu mikrobialniho konsorcia. VSechny tyto pfistupy jsou vhodné pro pokrocilou analyzu
procesu kompostovani a piedstavuji tak potencial dalsi odborné prace.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PHA

SCL PHA

MCL PHA
dPHAscL

PHB

Poly(3HB)
Poly(3HV)
Poly(3HO)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-3HHX)
P(3HB-co-3MP)
PLA

PP

PS

3HB

3HV

LA

Poly(3HB) depol.
Poly(3HV) depol.
Poly(3HO) depol.

Poly(HAscL) depal.
Poly(HAmcL) depol.

L-LDH
D-LDH
CoA
ATP
NADH
NADPH
YE
TEM
SEM
FT-IR
SEC

MALS

GC-FID
IC

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty s kratkymi postrannimi fetézci
Polyhydroxyalkanoaty se stiedné dlouhymi postrannimi fetézci
Denaturované polyhydroxyalkanoaty s kratkymi fetézci
Polyhydroxybutyrat (obecné&)

Poly-3-hydroxybutyrat

Poly-3-hydroxyvalerat

Poly-3-hydroxyoktanoat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat
Poly-3-hydroxybutyrat-co-3-merkaptopropionat

Kyselina polymlécna

Polypropylen

Polystyren

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

Kyselina mlécna

Poly-3-hydroxybutyrat depolymeraza

Poly-3-hydroxyvalerat depolymeraza

Poly-3-hydroxyoktanoat depolymeraza

Depolymeraza polyhydroxyalkanoatt s kratkymi postrannimi fetézci
Depolymeraza  polyhydroxyalkanoati  se
postrannimi fetézci

sttedné¢  dlouhymi
L-laktatdehydrogenaza

D-laktatdehydrogenaza

Koenzym A

Adenosintrifosfat

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Extrakt z kvasnic (z anglictiny: ,,Yeast Extract™)

Transmisni elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie

Infrac¢ervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Gelova permeacni chromatografie (z anglictiny: ,,Size-Exclusion
Chromatography*)

Detektor statického rozptylu svétla ve vice uhlech (z anglictiny:
»Multi-Angle Light Scattering*)

Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
Iontova chromatografie
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ELISA Imunologickd metoda stanoveni protilatek/antigenti  vyuZzitim

enzymatického znaceni (z angliCtiny: ,,Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay*)

uv Ultrafialové (zateni)

GRAS Obecné povazovan za bezpeény (z anglic¢tiny: ,,Generally Recognised
As Safe®)

76



7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

WEE, Young-Jung, Jin-Nam KIM a Hwa-Won RYU. Biotechnological production
of lactic acid and its recent applications. FOOD TECHNOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY. 2006, 44(2), 163-172. ISSN 1330-9862.

STEINBUCHEL, A., E. HUSTEDE, M. LIEBERGESELL, U. PIEPER, A. TIMM
aH. VALENTIN. Molecular basis for biosynthesis and accumulation
of polyhydroxyalkanoic acids in bacteria. FEMS Microbiology Letters. 1992, 103(2-
4), 217-230. DOI: 10.1111/j.1574-6968.1992.tb05841.x. ISSN 03781097.

KESSLER, Birgit a Bernard WITHOLT. Poly(3-Hydroxyalkanoates). Encyclopedia
of Bioprocess Technology: Fermentation, Biocatalysis, and Bioseparation [online]. 1.
Ann Arbor (Michigan): Wiley, 1999, s. 2024-2040 [cit. 2020-04-13]. ISBN
9780471138228.

KOLLER, Martin, Denis VADLJA, Gerhart BRAUNEGG, Aid ATLIC a Predrag
HORVAT. Formal- and high-structured kinetic process modelling and footprint area
analysis of binary imaged cells. Tools to understand and optimize multistage-
continuous PHA biosynthesis. The EuroBiotech Journal. 2017, 1(3), 203-211. DOI:
10.24190/1SSN2564-615X/2017/03.01. ISSN 2564-615X.

REHM, Bernd H.A. a Alexander STEINBUCHEL. Biochemical and genetic analysis
of PHA synthases and other proteins required for PHA synthesis. International
Journal of Biological Macromolecules. 1999, 25(1-3), 3-19. DOI: 10.1016/S0141-
8130(99)00010-0. ISSN 01418130.

PEOPLES, Oliver P. a Antony J. SINSKEY. Poly-g-hydroxybutyrate (PHB)
Biosynthess in  Alcaligenes  eutrophus H16 -  IDENTIFICATION
AND CHARACTERIZATION OF THE PHB POLYMERASE GENE (phbC).
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 1989, 264(26), 15298-15303.

PEOPLES, Oliver P. a Antony J. SINSKEY. Poly-f-hydroxybutyrate Biosynthesis in
Alcaligenes eutrophus H16 - Characterization of the genes encoding p-ketothiolase
and acetoacetyl-CoA reductase. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY.
1989, 264(26), 15293-15297.

MOSKOWITZ, Gerad Jay a Joseph M. MERRICK. Metabolism of poly-B-
hydroxybutyrate. [l. Enzymic synthesis of D-(-)-p-hydroxybutyryl coenzyme A
by an enoyl hydrase from Rhodospirillum rubrum. Biochemistry. 2002, 8(7), 2748-
2755. DOI: 10.1021/bi00835a009. ISSN 0006-2960.

FUKUI, Tetsuya, Akio YOSHIMOTO, Mamoru MATSUMOTO, Shunji
HOSOKAWA, Terumi SAITO, Hiroko NISHIKAWA a Kenkichi TOMITA.
Enzymatic synthesis of poly-S-hydroxybutyrate in Zoogloea ramigera. Archives
of Microbiology. 1976, 110(2-3), 149-156. DOI: 10.1007/BF00690222. ISSN 0302-
8933.

SCHUBERT, P, A STEINBUCHEL a H G SCHLEGEL. Cloning of the Alcaligenes
eutrophus genes for synthesis of poly-beta-hydroxybutyric acid (PHB) and synthesis
of PHB in Escherichia coli. Journal of Bacteriology. 1988, 170(12), 5837-5847. DOI:
10.1128/JB.170.12.5837-5847.1988. ISSN 0021-9193.

77



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

SLATER, Steven, Kathryn L. HOUMIEL, Minhtien TRAN, Timothy A. MITSKY,
Nancy B. TAYLOR, Stephen R. PADGETTE a Kenneth J. GRUYS. Multiple B-
Ketothiolases Mediate Poly(B-Hydroxyalkanoate) Copolymer Synthesis in Ralstonia
eutropha. Journal of Bacteriology. 1998, 180(8), 1979-1987. DOI:
10.1128/JB.180.8.1979-1987.1998. ISSN 1098-5530.

KUCHTA, Kenny, Lifeng CHI, Harald FUCHS, Markus POTTER a Alexander
STEINBUCHEL. Studies on the Influence of Phasins on Accumulation
and Degradation of PHB and Nanostructure of PHB Granules in Ralstonia eutropha
H16. Biomacromolecules. 2007, 8(2), 657-662. DOI: 10.1021/bm060912e. ISSN
1525-7797.

JENDROSSEK, Dieter a Daniel PFEIFFER. New insights in the formation
of polyhydroxyalkanoate granules (carbonosomes) and novel functions of poly(3-
hydroxybutyrate). Environmental Microbiology. 2014, 16(8), 2357-2373. DOI:
10.1111/1462-2920.12356. ISSN 14622912.

STUBBE, JoAnne aJiamin TIAN. Polyhydroxyalkanoate (PHA) homeostasis: the role
of the PHA synthase. Natural Product Reports. 2003, 20(5). DOI: 10.1039/b209687Kk.
ISSN 0265-0568.

GERNGROSS, T. U., K. D. SNELL, O. P. PEOPLES, A. J. SINSKEY, E. CSUHAI,
S. MASAMUNE a J. STUBBE. Overexpression and Purification of the Soluble
Polyhydroxyalkanoate Synthase from Alcaligenes eutrophus: Evidence for a Required
Posttranslational Modification for Catalytic Activity. Biochemistry. 2002, 33(31),
9311-9320. DOI: 10.1021/hi00197a035. ISSN 0006-2960.

GRIEBEL, R., Z. SMITH a J. M. MERRICK. Metabolism of poly(B-
hydroxybutyrate). 1. Purification, composition, and properties of native poly(B-
hydroxybutyrate) granules from Bacillus megaterium. Biochemistry. 2002, 7(10),
3676-3681. DOI: 10.1021/bi00850a047. ISSN 0006-2960.

BRIGHAM, Christopher J., Charles F. BUDDE, Jason W. HOLDER, Qiandong
ZENG, Alison E. MAHAN, ChoKyun RHA a Anthony J. SINSKEY'. Elucidation of -
Oxidation Pathways in Ralstonia eutropha H16 by Examination of Global Gene
Expresson. Journal of Bacteriology. 2010, 192(20), 5454-5464. DOI:
10.1128/JB.00493-10. ISSN 0021-9193.

TIAN, Jiamin, Anthony J. SINSKEY a JoAnne STUBBE. Kinetic Studies
of Polyhydroxybutyrate Granule Formation in Wautersia eutropha H16
by Transmission Electron Microscopy. Journal of Bacteriology. 2005, 187(11), 3814-
3824. DOI: 10.1128/JB.187.11.3814-3824.2005. | SSN 0021-9193.

BEEBY, M., M. CHO, J. STUBBE a G. J JENSEN. Growth and Localization
of Polyhydroxybutyrate Granules in Ralstonia eutropha. Journal of Bacteriology.
2012, 194(5), 1092-1099. DOI: 10.1128/JB.06125-11. ISSN 0021-9193.

SLEPECKY, Raph A. a John H. LAW. SYNTHESIS AND DEGRADATION
OF POLY-B-HYDROXYBUTYRIC  ACID IN CONNECTION WITH
SPORULATION OF BACILLUS MEGATERIUM. Journal of Bacteriology.
1961, 82(1), 37-42. DOI: 10.1128/JB.82.1.37-42.1961. ISSN 0021-9193.

78



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

KOMINEK, Leo A. a H. Orin HALVORSON. Metabolism of Poly-p-
Hydroxybutyrate and Acetoin in Bacillus cereus. Journal of Bacteriology. 1965, 90(5),
1251-1259. DOI: 10.1128/JB.90.5.1251-1259.1965. ISSN 0021-9193.

WU, Qiong, Honghua HUANG, Guohong HU, Jinchun CHEN, KP HO a Guo-Qiang
CHEN. Production of poly-3-hydroxybutyrate by Bacillus sp. JMab cultivated
inmolasses media.  Antonie  van  Leeuwenhoek. 80(2), 111-118. DOI:
10.1023/A:1012222625201. ISSN 00036072.

WU, Dandan, Jin HE, Yuhua GONG, et a. Proteomic analysis reveals the strategies
of Bacillus thuringiensis YBT-1520 for surviva under long-term heat stress.
PROTEOMICS 2011, 11(13), 2580-2591. DOI: 10.1002/pmic.201000392. ISSN
16159853.

AYUB, Nicolas D., Paula M. TRIBELLI a Nancy 1. LOPEZ. Polyhydroxyalkanoates
are essential for maintenance of redox state in the Antarctic bacterium Pseudomonas
sp. 14-3 during low temperature adaptation. Extremophiles. 2009, 13(1), 59-66. DOI:
10.1007/s00792-008-0197-z. ISSN 1431-0651.

PAVEZ, P., J. L. CASTILLO, C. GONZALEZ a Miguel MARTINEZ. Poly-B-
Hydroxyalkanoate Exert a Protective Effect Against Carbon Starvation and Frozen
Conditions in Sphingopyxis chilensis. Current Microbiology. 2009, 59(6), 636-640.
DOI: 10.1007/s00284-009-9485-9. ISSN 0343-8651.

AYUB, Nicolas D., M. Julia PETTINARI, Jimena A. RUIZ a Nancy |. LOPEZ. A
Polyhydroxybutyrate-Producing Pseudomonas sp. Isolated from  Antarctic
Environments with High Stress Resistance. Current Microbiology. 2004, 49(3). DOI:
10.1007/s00284-004-4254-2. ISSN 0343-8651.

OBRUCA, S., I. MAROVA, Z. SYOBODA aR. MIKULIKOVA. Use of Controlled
Exogenous Stress for Improvement of Poly(3-hydroxybutyrate) Production
in Cupriavidus necator. Folia Microbiologica. 2010, 55(1), 17-22. DOI:
10.1007/s12223-010-0003-z. ISSN 0015-5632.

RUIZ, J A., N. I. LOPEZ, R. O. FERNANDEZ a B. S. MENDEZ.
Polyhydroxyalkanoate Degradation Is Associated with Nucleotide Accumulation
and Enhances Stress Resistance and Survival of Pseudomonas oleovorans in Natura
Water Microcosms. Applied and Environmental Microbiology. 2001, 67(1), 225-230.
DOI: 10.1128/AEM.67.1.225-230.2001. ISSN 0099-2240.

SOTO, Gabridla, Lorena SETTEN, Christian LISI, Camila MAURELIS, Matteo
MOZZICAFREDDO, Massimiliano CUCCIOLONI, Mauro ANGELETTTI a Nicolas
Daniel AYUB. Hydroxybutyrate prevents protein aggregation in the halotolerant
bacterium Pseudomonas sp. CT13 under abiotic stress. Extremophiles. 2012, 16(3),
455-462. DOI: 10.1007/s00792-012-0445-0. ISSN 1431-0651.

REUSCH, R. N. Poly-g-hydroxybutyrate/Calcium Polyphosphate Complexes
in Eukaryotic Membranes. Experimental Biology and Medicine. 1989, 191(4), 377-
381. DOI: 10.3181/00379727-191-42936. ISSN 1535-3702.

79



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

LEMES, A. P, T. L. A. MONTANHEIRO, F. R. PASSADOR a N. DURAN.
Nanocomposites of Polyhydroxyalkanoates Reinforced with Carbon Nanotubes:
Chemical and Biological Properties. Eco-friendly Polymer Nanocomposites. Springer
India, 2015, 2015-6-23, 75(1), 79-108. Advanced Structured Materials. DOI:
10.1007/978-81-322-2470-9_3. ISBN 978-81-322-2469-3.

LEE, Sang Y up. Bacterial polyhydroxyalkanoates. Biotechnology and Bioengineering.
1996, 49(1), 1-14. ISSN 0006-3592.

PHILIP, S., T. KESHAVARZ a |I. ROY. Polyhydroxyalkanoates. biodegradable
polymers with a range of applications. Journal of Chemical Technology
and Biotechnology. 2007, 82(3), 233-247. DOI: 10.1002/jctb.1667. ISSN 02682575.
GAGNON, K. D., R. W. LENZ, R. J. FARRIS a R. C. FULLER. Crystalization
behavior and its influence on the mechanical properties of a thermoplastic elastomer
produced by Pseudomonas oleovorans. Macromolecules. 1992, 25(14), 3723-3728.
DOI: 10.1021/ma00040a018. ISSN 0024-9297.

ARCOS-HERNANDEZ, Monica V., Bronwyn LAY COCK, Bogdan C. DONOSE,
Steven PRATT, Peter HALLEY, Saah AL-LUAIBI, Alan WERKER a Paul A.
LANT. Physicochemical and mechanical properties of mixed culture
polyhydroxyalkanoate (PHBV). European Polymer Journal. 2013, 49(4), 904-913.
DOI: 10.1016/j.eurpolym;j.2012.10.025. ISSN 00143057.

ZINN, M. a R. HANY. Tailored Materia Properties of Polyhydroxyalkanoates
through Biosynthesis and Chemical Modification. Advanced Engineering Materials.
2005, 7(5), 408-411. DOI: 10.1002/adem.200500053. ISSN 1438-1656.
AKARAONYE, Everest, Tgali KESHAVARZ a Ipsita ROY. Production
of polyhydroxyalkanoates the future green materials of choice. Journal of Chemical
Technology & Biotechnology. 2010, 85(6), 732-743. DOI: 10.1002/jcth.2392. 1SSN
02682575.

GARLOTTA, Donald. A Literature Review of Poly(Lactic Acid). Journal of Polymers
and the Environment. 9(2), 63-84. DOI: 10.1023/A:1020200822435. ISSN 15662543.
CONN, R.E., J.J. KOLSTAD, JF. BORZELLECA, D.S. DIXLER, L.J. FILER, B.N.
LADU a M.W. PARIZA. Safety assessment of polylactide (PLA) for use as a food-
contact polymer. Food and Chemical Toxicology. 1995, 33(4), 273-283. DOI:
10.1016/0278-6915(94)00145-E. ISSN 02786915.

ENGELBERG, Israel a Joachim KOHN. Physico-mechanical properties of degradable
polymers used in medical applications. A comparative study. Biomaterials.
1991, 12(3), 292-304. DOI: 10.1016/0142-9612(91)90037-B. ISSN 01429612.

VAN DE VELDE, K a P KIEKENS. Biopolymers: overview of several properties
and conseguences on their applications. Polymer Testing. 2002, 21(4), 433-442. DOI:
10.1016/S0142-9418(01)00107-6. ISSN 01429418.

ZHANG, Chunmei, Changzhen MAN, Weiwei WANG, Long JANG a Yi DAN.
Degradation of Poly( L -lactide) Films under Ultraviolet Irradiation and Water Bath.
Polymer-Plastics Technology and Engineering. 2011, 50(8), 810-817. DOI:
10.1080/03602559.2011.551970. ISSN 0360-2559.

80



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

CASTRO-AGUIRRE, E., F. INIGUEZ-FRANCO, H. SAMSUDIN, X. FANG a R.
AURAS. Poly(lactic acid)—Mass production, processing, industrial applications,
andend of life. Advanced Drug Delivery Reviews. 2016, 107, 333-366. DOI:
10.1016/j.addr.2016.03.010. ISSN 0169409X.

JENDROSSEK, Dieter a René HANDRICK. Microbial Degradation
of Polyhydroxyalkanoates. Annual Review of Microbiology. 2002, 56(1), 403-432.
DOI: 10.1146/annurev.micro.56.012302.160838. | SSN 0066-4227.

JENDROSSEK, Dieter. Extracellular Polyhydroxyalkanoate Depolymerases. The Key
Enzymes of PHA Degradation. Biopolymers Online [onling]. 2005, 41-75 [cit. 2020-
04-13]. DOI: 10.1002/3527600035.bpol 3b03.

SHARMA, Parveen K., Nisha MOHANAN, Ravinder SIDHU a David B. LEVIN.
Colonization and degradation of polyhydroxyalkanoates by lipase-producing bacteria
Canadian Journal of Microbiology. 2019, 65(6), 461-475. DOI: 10.1139/cjm-2019-
0042. ISSN 0008-4166.

JAEGER, K E, A STEINBUCHEL a D JENDROSSEK. Substrate specificities
of bacterial polyhydroxyalkanoate depolymerases and lipases. bacteria lipases
hydrolyze poly(omega-hydroxyalkanoates). Applied and environmental microbiology.
1995, 61(8), 3113-3118. DOI: 10.1128/AEM.61.8.3113-3118.1995. ISSN 0099-2240.

SADOCCO, Patrizia, Silvia NOCERINO, Ernestina DUBINI-PAGLIA, Alberto
SEVES a Graziano ELEGIR. Characterization of a Poly(3-hydroxybutyrate)
Depolymerase from Aureobacterium saperdae: Active Site and Kinetics of Hydrolysis
Studies. Journal of Environmental Polymer Degradation. 1997, 5(1), 57-65. DOI:
10.1007/BF02763569.

KASUYA, Ken-ichi, Yoshiharu DOl a Tadashi YAO. Enzymatic degradation
of poly[(R)-3-hydroxybutyrate] by Comamonas testosteroni ATSU of soil bacterium.
Polymer Degradation and Sability. 1994, 45(3), 379-386. DOI: 10.1016/0141-
3910(94)90208-9. ISSN 01413910.

MULLER, Beate a Dieter JENDROSSEK. Purification and properties of poly(3-
hydroxyvaleric acid) depolymerase from Pseudomonas lemoignei. Applied
Microbiology and Biotechnology. 1993, 38(4). DOI: 10.1007/BF00242943. ISSN
0175-7598.

JENDROSSEK, D, A FRISSE, A BEHRENDS, M ANDERMANN, H D KRATZIN,
T STANISLAWSKI aH G SCHLEGEL. Biochemical and molecular characterization
of the Pseudomonas lemoignei polyhydroxyalkanoate depolymerase system. Journal
of bacteriology. 1995, 177(3), 596-607. DOI: 10.1128/JB.177.3.596-607.1995. ISSN
0021-9193.

YAMADA, Kenji, Katsuyuki MUKAI a Yoshiharu DOI. Enzymatic degradation
of poly(hydroxyalkanoates) by Pseudomonas pickettii. International Journal
of Biological Macromolecules. 1993, 15(4), 215-220. DOI: 10.1016/0141-
8130(93)90040-S. ISSN 01418130.

81



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

MUKAI, Katsuyuki, Kenji YAMADA a Yoshiharu DOI. Efficient hydrolysis
of polyhydroxyalkanoates by Pseudomonas stutzeri Y M1414 isolated from lake water.
Polymer Degradation and Sability. 1994, 43(3), 319-327. DOI: 10.1016/0141-
3910(94)90002-7. ISSN 01413910.

KLINGBEIL, Britta, Reiner M. KROPPENSTEDT a Dieter JENDROSSEK.
Taxonomic identification of Streptomyces exfoliatus K10 and characterization of its
poly(3-hydroxybutyrate) depolymerase gene. FEMS Microbiology Letters.
1996, 142(2-3), 215-221. DOI: 10.1111/j.1574-6968.1996.tb08433.x. ISSN 03781097.
ODA, Yuji, Hidekazu OSAKA, Teizi URAKAMI a Kenzo TONOMURA.
Purification and Properties of Poly(3-Hydroxybutyrate) Depolymerase from the
Fungus Paecilomyces lilacinus D218. Current Microbiology. 1997, 34(4), 230-232.
DOI: 10.1007/s002849900174. ISSN 0343-8651.

IYER, Srividya, Ruchir SHAH, Ashima SHARMA, Dieter JENDROSSEK a Anjana
DESAI. Journal of Polymers and the Environment.8(4), 197-203. DOI:
10.1023/A:1015249811314. ISSN 15662543.

ANDREAS, Schrimer, Jendrossek DIETER a Schlegdd HANS G. Degradation
of poly(3-hydroxyoctanoic acid) [P(SHO)] by bacteria: purification and properties
of aP(B3HO) depolymerase from Pseudomonas fluorescens GK13. Applied
and Environmental Microbiology. 1993, 59(4), 1220-1227.

KIM, H., H.-S. JU a J. KIM. Characterization of an extracellular poly(3-hydroxy-5-
phenylvalerate) depolymerase from Xanthomonas sp. JS02. Applied Microbiology
and Biotechnology. 2000, 53(3), 323-327. DOI: 10.1007/s002530050028. ISSN 0175-
7598.

ELBANNA, Khaled, Tina LUTKE-EVERSLOH, Dieter JENDROSSEK, Heinrich
LUFTMANN a Alexander STEINBUCHEL. Studies on the biodegradability
of polythioester copolymers and homopolymers by polyhydroxyalkanoate (PHA)-
degrading bacteria and PHA depolymerases. Archives of Microbiology. 2004, 182(2-
3). DOI: 10.1007/s00203-004-0715-z. ISSN 0302-8933.

TAKEDA, Minoru, Jun-Ichi KOIZUMI, Kenji YABE a Kenji ADACHI.
Thermostable poly(3-hydroxybutyrate) depolymerase of a thermophilic strain
of Leptothrix sp. isolated from a hot spring. Journal of Fermentation
and Bioengineering. 1998, 85(4), 375-380. DOI: 10.1016/S0922-338X(98)80080-9.
ISSN 0922338X.

JENDROSSEK, Dieter, Ingrid KNOKE, Rahim Bahodjb HABIBIAN, Alexander
STEINBUCHEL a Hans Giinter SCHLEGEL. Degradation of poly(3-
hydroxybutyrate), PHB, by bacteria and purification of a novel PHB depolymerase
from Comamonas sp. Journal of Environmental Polymer Degradation. 1993, 1(1), 53-
63. DOI: 10.1007/BF01457653. ISSN 1064-7564.

TOKIWA, Yutaka a Buenaventurada P. CALABIA. Biodegradability
and biodegradation of poly(lactide). Applied Microbiology and Biotechnology.
2006, 72(2), 244-251. DOI: 10.1007/s00253-006-0488-1. ISSN 0175-7598.

82



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

MACDONALD, Renée T., Stephen P. MCCARTHY a Richard A. GROSS.
Enzymatic Degradability of Poly(lactide): Effects of Chain Stereochemistry
and Material  Crystallinity. Macromolecules. 1996, 29(23), 7356-7361. DOI:
10.1021/ma960513). ISSN 0024-9297.

TSUJI, Hideto a Shinya MIYAUCHI. Poly(L-lactide): VI Effects of crystalinity
on enzymatic hydrolysis of poly(L-lactide) without free amorphous region. Polymer
Degradation and Sability. 2001, 71(3), 415-424. DOI: 10.1016/S0141-
3910(00)00191-9. ISSN 01413910.

MOON, Sung-ll, Hiroshi URAYAMA a Yoshihaau KIMURA. Structura
Characterization and Degradability of Poly(L-lactic acid)s Incorporating Phenyl-
Substituted -Hydroxy Acids as Comonomers. Macromolecular Bioscience. 3(6), 301-
309. DOI: 10.1002/mabi.200390038. ISSN 16165187.

CAl, Hua, Vipul DAVE, Richard A. GROSS a Stephen P. MCCARTHY . Effects
of physical aging, crystallinity, and orientation on the enzymatic degradation
of poly(lactic acid). Journal of Polymer Science Part B: Polymer Physics. 1996, 34(6),
2701-2708. DOI: 10.1002/(SICI)1099-0488(19961130)34:16<2701::AlD-
POLB2>3.0.CO;2-S.

LEE, Sang Y up. Bacterial polyhydroxyalkanoates. Biotechnology and Bioengineering.
1996, 49(1), 1-14. DOI:  10.1002/(SICI)1097-0290(19960105)49:1<1::AlD-
BIT1>3.0.CO;2-P ISSN 0006-3592.

MORIKAWA, Hiromichi a Robert H. MARCHESSAULT. Pyrolysis of bacterial
polyalkanoates. Canadian Journal of Chemistry. 1981, 59(15), 2306-2313. DOI:
10.1139/v81-334. ISSN 0008-4042.

MARTELLI, Silvia Maria, Matteo PIETRINI, Elizabeth Grillo FERNANDES a Emo
CHIELLINI. Poly[(R)-3-hydroxy butyrate] Melt Processing: Strategy for Prevention
of Degradation Reactions. Journal of Polymers and the Environment. 2013, 21(1), 39-
45. DOI: 10.1007/s10924-012-0550-2. ISSN 1566-2543.

JAMSHIDI, K., S.-H. HYON a Y. IKADA. Thermal characterization of polylactides.
Polymer. 1988, 29(12), 2229-2234. DOI: 10.1016/0032-3861(88)90116-4. ISSN
00323861.

SIPARSKY, Georgette L., Kent J. VOORHEES a Fudu MIAO. Hydrolysis
of Polylactic Acid (PLA) and Polycaprolactone (PCL) in Aqueous Acetonitrile
Solutions: Autocatalysis. Journal of Polymers and the Environment. 6(1), 31-41. DOI:
10.1023/A:1022826528673. ISSN 15662543.

YU, Jian, David PLACKETT a Lilian X.L. CHEN. Kinetics and mechanism of the
monomeric products from abiotic hydrolysis of poly[(R)-3-hydroxybutyrate] under
acidic and alkaline conditions. Polymer Degradation and Sability. 2005, 89(2), 289-
299. DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2004.12.026. ISSN 01413910.

YU, Gaer a RH. MARCHESSAULT. Characterization of low molecular weight
poly(B-hydroxybutyrate)s from akaline and acid hydrolysis. Polymer. 2000, 41(3),
1087-1098. DOI: 10.1016/S0032-3861(99)00230-X. ISSN 00323861.

83



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

PLASTICS - DETERMINATION OF THE DEGREE OF DISINTEGRATION
OF PLASTIC MATERIALS UNDER SIMULATED COMPOSTING CONDITIONS
INA LABORATORY-SCALE TEST. 1. New Dehi: BUREAU OF INDIAN
STANDARDS, 2004.

KIJCHAVENGKUL, Thitisilp a Rafad AURAS. Compostability of polymers.
Polymer International. 2008, 57(6), 793-804. DOI: 10.1002/pi.2420. ISSN 09598103.
CHAPTER 1. Introduction. BART, Jan C. J. Additivesin polymers: Industrial analysis
and applications. 1. Chichester (England): Wiley, 2005, s. 1-27. ISBN 0-470-85062-0.
BYROM, David. Production of poly-g-hydroxybutyrate: poly-g-hydroxyvaerate
copolymers. FEMS Microbiology Letters. 1992, 103(2-4), 247-250. DOI:
10.1111/j.1574-6968.1992.tb05844.x. ISSN 03781097.

CHEN, Guo-Qiang. A microbial polyhydroxyalkanoates (PHA) based bio-
and materials  industry. Chemical Society Reviews. 2009, 38(8). DOI:
10.1039/b812677c. ISSN 0306-0012.

SURIYAMONGKOL, Pornpa, Randall WESELAKE, Suresh NARINE, Maurice
MOLONEY a Sdeh SHAH. Biotechnologica approaches for the production
of polyhydroxyalkanoates in microorganisms and plants — A review. Biotechnology
Advances. 2007, 25(2), 148-175. DOI: 10.1016/j.biotechadv.2006.11.007. ISSN
07349750.

VALENTIN, Henry E., Debra L. BROYLES, Laura A. CASAGRANDE, et a. PHA
production, from bacteria to plants. International Journal of Biological
Macromolecules. 1999, 25(1-3), 303-306. DOI: 10.1016/S0141-8130(99)00045-8.
ISSN 01418130.

POIRIER, Yves. Production of Polyesters in Transgenic Plants. Biopolyesters. Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 2001, 2001-5-18, 71, 209-240. Advances
in Biochemica Engineering/Biotechnology. DOI: 10.1007/3-540-40021-4 7. 1SBN
978-3-540-41141-3.

RAMSAY, J. A., E. BERGER, R. VOYER, C. CHAVARIE a B. A. RAMSAY.
Extraction of poly-3-hydroxybutyrate using chlorinated solvents. Biotechnology
Techniques. 1994, 8§(8), 589-594. DOI: 10.1007/BF00152152. ISSN 0951-208X.
CASTILLO MARTINEZ, Fabio Andres, Eduardo Marcos BALCIUNAS, José Manuel
SALGADO, José Manuel DOMINGUEZ GONZALEZ, Attilio CONVERTI aRicardo
Pinheiro de Souza OLIVEIRA. Lactic acid properties, applications and production:
A review. Trends in Food Science & Technology. 2013, 30(1), 70-83. DOI:
10.1016/}.tifs.2012.11.007. ISSN 09242244.

ABDEL-RAHMAN, Mohamed Ali, Yukihiro TASHIRO a Kenji SONOMOTO.
Recent advances in lactic acid production by microbial fermentation processes.
Biotechnol ogy Advances. 2013, 31(6), 877-902. DOI:
10.1016/j.bi otechadv.2013.04.002. ISSN 07349750.

LITCHFIELD, John H. Microbiological Production of Lactic Acid. Advances
in Applied Microbiology. Elsevier, 1996, 1996, 42, 45-95. DOI: 10.1016/S0065-
2164(08)70372-1. ISBN 9780120026425.

84



[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

BIANCHI, M. M., L. BRAMBILLA, F. PROTANI, C.-L. LIU, J. LIEVENSE a D.
PORRO. Efficient Homolactic Fermentation by Kluyveromyces lactis Strains
Defective in Pyruvate Utilization and Transformed with the Heterologous LDH Gene.
Applied and Environmental Microbiology. 2001, 67(12), 5621-5625. DOI:
10.1128/AEM.67.12.5621-5625.2001. ISSN 0099-2240.

DAMMER, Lara, Michael CARUS, Achim RASCHKA a Lena SCHOLZ. Market
Developments of and Opportunities for biobased products and chemicals [onling].
Hiirth (Germany) [cit. 2020-04-13].

AESCHELMANN, Florence a Michaedl CARUS. Biobased Building Blocks
and Polymers in the World: Capacities, Production, and Applications-Status Quo
and Trends Towards 2020. Industrial Biotechnology. 2015, 11(3), 154-159. DOI:
10.1089/ind.2015.28999.fae. ISSN 1550-9087.

JAMSHIDIAN, Mgjid, Elmira Arab TEHRANY, Muhammad IMRAN, Muriel
JACQUOT a Stephane DESOBRY. Poly-Lactic Acid: Production, Applications,
Nanocomposites, and Release Studies. Comprehensive Reviews in Food Science
and Food Safety. 2010, 9(5), 552-571. DOI: 10.1111/j.1541-4337.2010.00126.x. ISSN
15414337.

BIOPLASTICS MARKET DEVELOPMENT UPDATE 2019. In: European
Bioplastics e.V. [onlin€]. Berlin, 2019 [cit. 2020-04-13].

FARAH, Shady, Daniel G. ANDERSON a Robert LANGER. Physical and mechanical
properties of PLA, and their functions in widespread applications — A comprehensive
review. Advanced Drug Delivery Reviews. 2016,107, 367-392. DOI:
10.1016/j.addr.2016.06.012. ISSN 0169409X.

HARTMANN, M. H. High Molecular Weight Polylactic Acid Polymers. Biopolymers
from Renewable Resources. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 1998,
1998, 367-411. DOI: 10.1007/978-3-662-03680-8 15. ISBN 978-3-642-08341-9.
Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic materials under
controlled composting conditions — Method by analysis of evolved carbon dioxide —
Part 1: General method. 1. Geneva: SO, 2005.

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic materials under
controlled composting conditions — Method by analysis of evolved carbon dioxide —
Part 2: Gravimetric measurement of carbon dioxide evolved in a laboratory-scale test.
2. Geneva: 1S0, 2018.

Plastics — Determination of the degree of disintegration of plastic materials
under defined composting conditionsin a pilot-scale test. 3. Geneva: 1SO, 2019.
WENG, Yun-Xuan, Xiu-Li WANG a Yu-Zhong WANG. Biodegradation behavior
of PHAs with different chemical structures under controlled composting conditions.
Polymer Testing. 2011, 30(4), 372-380. DOI: 10.1016/j.polymertesting.2011.02.001.
ISSN 01429418.

ABOU-ZEID, Dunja-Manal, Rolf-Joachim MULLER a Wolf-Dieter DECKWER.
Degradation of natural and synthetic polyesters under anaerobic conditions. Journal
of Biotechnology. 2001, 86(2), 113-126. DOI: 10.1016/S0168-1656(00)00406-5. ISSN
01681656.

85



[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

FUNABASHI, Masahiro, Fumi NINOMIYA a Masao KUNIOKA. Biodegradability
Evaluation of Polymers by SO 14855-2. International Journal of Molecular Sciences.
2009, 10(8), 3635-3654. DOI: 10.3390/ijms10083635. ISSN 1422-0067.

MENCIK, Pfemysl, Radek PRIKRYL, Ivana STEHNOVA, Veronika MELCOVA,
Sofia. KONTAROVA, Silvestr FIGALLA, Pavol ALEXY a Jian BOCKAJ. Effect
of Selected Commercial Plasticizers on Mechanical, Thermal, and Morphological
Properties of Poly(3-hydroxybutyrate)/Poly(lactic acid)/Plasticizer Biodegradable
Blends for Three-Dimensiona (3D) Print. Materials. 2018, 11(10). DOI:
10.3390/mal11101893. ISSN 1996-1944.

SARASA, Judith, Jose M. GRACIA a Calos JAVIERRE. Study
of the biodisintegration of a bioplastic material waste. Bioresource Technology.
2009, 100(15), 3764-3768. DOI: 10.1016/j.biortech.2008.11.049. ISSN 09608524.
KALE, Gaurav, Rafael AURAS, Sher Paul SINGH a Ramani NARAYAN.
Biodegradability of polylactide bottles in real and simulated composting conditions.
Polymer Testing. 2007, 26(8), 1049-1061. DOI:
10.1016/j.polymertesting.2007.07.006. ISSN 01429418.

MATOUSKOVA, Petra. Produkce a charakterizace extraceluldrnich hydroliz
zvybranych druhii plisni. Brno, 2011. Diplomova prace. Vysoké uceni technické
v Brné. Vedouci prace Prof. RNDr. Ivana Marovéa, CSc.

ELBANNA, Khaled, Tina LUTKE-EVERSLOH, Stefanie VAN TRAPPEN, Joris
MERGAERT, Jean SWINGS a Alexander STEINBUCHEL. Schlegelella
thermodepolymerans gen. nov., sp. nov., a novel thermophilic bacterium that degrades
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-mercaptopropionate).  International  Journal  of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 2003, 53(4), 1165-1168. DOI:
10.1099/ijs.0.02562-0. ISSN 1466-5026.

TOKIWA, Yutaka a Amnat JARERAT. Biodegradation of poly(L-lactide).
Biotechnology Letters. 2004, 26(10), 771-777. DOI:
10.1023/B:BILE.0000025927.31028.€3. ISSN 0141-5492.

JENDROSSEK, Dieter. Peculiarities of PHA granules preparation and PHA
depolymerase activity determination. Applied Microbiology and Biotechnology.
2007, 74(6), 1186-1196. DOI: 10.1007/s00253-007-0860-9. ISSN 0175-7598.
ROMEN, Fabian, Simone REINHARDT a Dieter JENDROSSEK. Thermotolerant
poly(3-hydroxybutyrate)-degrading bacteria from hot compost and characterization of
the PHB depolymerase of Schlegelella sp. KBla. Archives of Microbiology.
2004, 182(2-3). DOI: 10.1007/s00203-004-0684-2. ISSN 0302-8933.

TOKIWA, Y utaka a Buenaventurada P. CALABIA. Review Degradation of microbial
polyesters. Biotechnology Letters. 2004, 26(15), 1181-1189. DOI:
10.1023/B:BILE.0000036599.15302.€5. ISSN 0141-5492.

IWATA, Tadahisa, Yoshiharu DOI, Ken-ichi KASUYA a Yoshio INOUE.
Visualization of Enzymatic Degradation of Poly[( R )-3-hydroxybutyrate] Single
Crystals by an Extracellular PHB Depolymerase. Macromolecules. 1997, 30(4), 833-
839. DOI: 10.1021/ma961352m. ISSN 0024-9297.

86



[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

PANTANI, Roberto a Andrea SORRENTINO. Influence of crystalinity on the
biodegradation rate of injection-moulded poly(lactic acid) samples in controlled
composting conditions. Polymer Degradation and Sability. 2013, 98(5), 1089-1096.
DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2013.01.005. ISSN 01413910.

KUNIOKA, Masao, Fumi NINOMIYA a Masahiro FUNABASHI. Biodegradation of
poly(lactic acid) powders proposed as the reference test materials for the international
standard of biodegradation evaluation methods. Polymer Degradation and Sability.
2006, 91(9), 1919-1928. DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2006.03.003. ISSN
01413910.

TABASI, Ramin Yousefzadeh a Abdelanh AJJ. Selective degradation of
biodegradable blends in simulated laboratory composting. Polymer Degradation and
Sability. 2015, 120, 435-442. DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2015.07.020. 1SSN
01413910.

QI, Xiang, Yiwel REN a Xingzu WANG. New advances in the biodegradation of
Poly(lactic) acid. International Biodeterioration & Biodegradation. 2017, 117, 215-
223. DOI: 10.1016/j.ibiod.2017.01.010. ISSN 09648305.

JARERAT, Amnat, Y utaka TOKIWA aHideo TANAKA. Microbia Poly(L-Lactide)-
Degrading Enzyme Induced by Amino Acids, Peptides, and Poly(L-Amino Acids).
Journal of Polymers and the Environment. 2004, 12(3), 139-146. DOI:
10.1023/B:JOOE.0000038545.69235.f2. ISSN 1566-2543.

MOLITORIS, H. P., S. T. MOSS, G. J. M. DE KONING a D. JENDROSSEK.
Scanning electron microscopy of polyhydroxyalkanoate degradation by bacteria.
Applied Microbiology and Biotechnology. 1996, 46(5-6), 570-579. DOI:
10.1007/s002530050863. ISSN 0175-7598.

87



