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Modifikacia ligninu izolovaného

z vinarenskeho odpadu



ABSTRAKT

V tejto bakalarskej praci boli skimané antimikrobidlne vlastnosti soda ligninu izolovaného z
hroznovych vyliskov. Na izolaciu ligninu sa pouzila laboratorna metéda na pripravu soda ligninu
pomocou rozpustania v alkalickom roztoku hydroxidu sodného. Lignin bol izolovany dvoma sposobmi:
1) konvenéne pomocou laboratdrnej aparatiry za atmosférického tlaku pri teplote 110°C a 2) pomocou
hydrotermdlneho autoklavu vyrobeného pre tito bakalarsku pracu za zvySeného tlaku a pri teplote
110 °C. Obe izolacie boli porovnané hlavne s ohl'adom na vytaznost’ a Cistotu ligninu. [zolacia pomocou
hydrotermalneho autoklavu bola efektivnejsia nez izolacia v reak¢nej fl'asi a umoznila pripravit’ 36,35
g ligninu zo 100 g hroznovych vyliskov. Analyza pomocou infracervenej spektroskopie preukéazala
vyssiu Cistotu ligninu izolovaného v hydrotermalnom reaktore. Lignin izolovany v reakénej fl'asi bol
kontaminovany hemicelulézami a celul6zou.

Antibakteridlne testy ukazali, ze lignin izolovany z hroznovych vyliskov nemal antimikrobialne
vlastnosti. Antimikrobidlna aktivita sa dosiahla az po modifikacii ligninu Casticami striebra in situ.
Antibakteridlna aktivita bola testovand na Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Serratia marcescens, Saccharomyces cerevisiae a Candida glabrata. Bolo zistené, ze komplex
lignin/striebro vykazal antibakterialnu aktivitu voci vSetkym testovanym baktériam, ale nevykazoval
ziadnu antimikrobialnu aktivitu voc¢i kvasinkam.

ABSTRACT

This bachelor thesis provides research on the antibacterial activity of lignin isolated from grape pomace.
To separate lignin from grape pomace was used soda lignin isolation method. This method helps to
dissolve lignin in the solution of sodium hydroxide. Two isolation procedures were used: 1) isolation by
using a conventional laboratory set-up at atmospheric pressure and a temperature of 110 °C and 2)
isolation by using a hydrothermal autoclave at increased pressure and a temperature of 110 °C. The
hydrothermal autoclave was explicitly developed for this bachelor thesis. Both separations methods
were compared from the viewpoint of lignin yields and lignin purity. The lignin yield obtained by using
the hydrothermal autoclave was much higher compared to the conventional laboratory set-up, yielding
about 36.4 g of soda lignin per 100 g of grape pomace. The infrared spectroscopy analysis of both lignins
showed that lignin received by using the conventional laboratory set-up was mixed with hemicelluloses
and cellulose. The isolation by using the hydrothermal autoclave enabled to prepare lignin with higher

purity.

Lignin isolated from grape pomace did not show any antimicrobial activity. The antimicrobial activity
was reached after modification of lignin with silver particles in situ. Antimicrobial activity was tested
against Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Saccharomyces
cerevisiae and Candida glabrata. The lignin/silver compound showed the antibacterial activity against
all tested bacteria, however no antimicrobial activity against yeasts.

KLEUCOVE SLOVA/KEY WORDS
Soda lignin, priemyselny odpad, antimikrobialne vlastnosti, strieborné ¢astice, hybridné materialy z
ligninu

Soda lignin, industrial waste, antimicrobial properties, silver partical, lignin hybrid materials
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1 UVOD

V stcasnej dobe sa kladie doraz na odburavanie a nahradzanie tazko rozlozitenych plastov, pretoze
prave tieto predstavuji najvacsiu zataz pre zivotné prostredie. Popri plastoch sa v§ak produkuje aj vel'ké
mnozstvo odpadu hlavne z potravinarskeho priemyslu. Pre tento odpad nebolo doposial’ takmer ziadne
vyuzitie. Ciastoéne sa pouzival ako palivo, krmivo & hnojivo. Eurdpska tnia stale apeluje na
pokrocilejSie spracovanie organického odpadu a ztohto dovodu prebieha mnozstvo vyskumov ako
napriklad vyuzitie lignocelulozovych materidlov pre vyrobu ethanolu alebo srvatky na vyrobu

polylaktidov.

Tato bakalarska praca sa venuje spracovaniu odpadu z vinarenského priemyslu, ked’ze je jednym
Z najviac rozvinutych po celej Eurdpe, vratane Ceskej republiky. Samotna Ceska republika sa radi medzi
najvacsich producentov vina, ato hlavne Juzna Morava, kde sa nachddzaju vinarske podoblasti
Znojemska, Velkopavlovicka, Mikulovska a Slovacka. V Cechach sa nachadzaji podoblasti MéInicka
a Litoméfickd. Produkcia vina je spojena s vel’kym mnozstvom odpadu, ktory, tak ako iné potravinarske
odpady, nema vel'ké vyuzitie. Pre Gi¢ely vinarenského priemyslu sa ro¢ne vyprodukuje az 67,1 - 10° t
hrozna. Najvacsi podiel odpadu tvoria hroznové vylisky (hlavne Supky a semena), ktoré predstavuju az
18-20 hm. % z celkovej hmotnosti hrozna, ¢o je priblizne 13,4 - 10° t, tym padom ide o lacny

a obnovitelny zdroj.

Hroznové vylisky z najviac¢sej ¢asti obsahujt sacharidy a polyfenoly. Pritomnost’ polyfenolov spésobuje
ich antioxidac¢né vlastnosti. Va¢sina polyfenolov obsiahnutych v hroznovych vyliskoch st ligniny, ktoré

su hlavnym predmetom skiimania v tejto bakalarskej praci.

Ligniny s aromatické biopolyméry s amorfnou Struktrou, ktora okrem aromatickych jadier obsahuje
hydroxylové, karbonylové a karboxylové funkéné skupiny. Ligniny, tak ako mnohé iné polyfenoly,
maju antioxida¢né Ucinky a pre niektoré boli zistené aj antimikrobialne vlastnosti. Vd’aka tymto
vlastnostiam nasli uplatnenie ako aditiva do polymérov, hlavne pre modifikaciu ich nachylnosti voéi
oxidacii. Tato praca sa zaobera moznostou dosiahnutia antibakterialneho ucinku ligninu pomocou
tvorby komplexu so striebrom. Takto modifikovany lignin by potom adiciou do ré6znych polymérov

mohol sluzit' v obalovych materialoch ako antibakteridlne aditivum.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hrozno a vinarensky priemysel

Vino je jednym zo svetovo najpredavanejsich a najviac produkovanych alkoholickych napojov. Krajiny,
ktoré st najvacsimi producentmi vina s najma v Eurdpe a st nimi Francuzsko, Spanielsko a Taliansko.
Avsak v Europe ma takmer kazda krajina minimalne jednu vinarsku oblast’. Pri vyrobe vina vSak vznika
vel’ké mnozstvo vedlajsich produktov, hlavne lignocelulozovych odpadov. Iba v Eurdpe je rocne

produkovanych az 14,5 miliénov ton vinarenského odpadu. [1] [2]

V Ceskej republike je pestovanie hrozna bezné najmi na Morave, kde sa nachadza vicsina Geskych
vinarskych oblasti. Udaje z roku 2011 ukazuji, Ze bolo nazbieranych az 91 253 ton hrozna (Réva vinna),
pre cca 390 - 10° litrov vina. Pri produkeii 1,3 aZz 1,5 kg odpadu na liter vina je mnozstvo odpadu

priblizne 54 tisic ton ro¢ne. Tento odpad sa potom pouziva véacsinou ako hnojivo alebo krmivo. [1-4]
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Obr. 1 Réva vinna [5]



2.2 Lignin

Ligniny su biopolyméry, ktoré st po celuloze a hemiceluldze najrozsirenejsie na Zemi. Ide o0 aromatické
biopolyméry, ktoré sa nachadzaju v bunkovych stenach rastlin vo forme komplexu s celul6zou
a hemicelul6zami, ¢im vytvaraju vyssie usporiadané Struktiry rastlinnych organov/pletiv. Nazov lignin
pochadza z latinského slova ,, lignum “, ¢o zjednodusene znamena drevo. [6] Lignin je amorfny polymér
zlozeny z fenylpropanovych jednotiek s alifatickymi retazcami, ktoré s substituované s réznymi
funkénymi skupinami. NajcastejSie sa tu vyskytuju hydroxylové (OH), karbonylové (C=0)
a karboxylové (COOH) skupiny. [7] Pritomnost’ ligninu v bunkovej stene drevnatych rastlin zvySuje ich
odolnost’ vo¢i mechanickému poskodeniu, zaroven zabrafiuje uniku vody a mikrobialnej degradacii
polysacharidov. Tvorba ligninu, tzv. lignifikacia v rastlinach moéze byt vyvolana aj stresom, napr. pri

mechanickom poraneni, pri nepriaznivych poveternostnych podmienkach, a pod. [8]

Obsah, typ a koncentracia ligninu v rastlinach zavisi na druhu rastliny, organe, ¢i na ¢asti organu a tiez
prostredi odkial sa rastlina ziskala. Pomocou UV mikroskopu a konfokalneho laserového mikroskopu
bolo moZzné pozorovat® Casti organov, ktoré¢ su viac ¢i menej lignifikované (Obr. 2). Najvyssia
koncentracia ligninu je v bunkach ihli¢natych a listnatych , kde sa nachadza v mnozstve 15 — 36 %, ale
v mensich mnozstvach sa nachadza aj v nizsich rastlinach. [6] Vysoky obsah ligninu bol namerany

Vv hrozne, ktoré v susine obsahuje az takmer 36 % ligninu. [9]
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Obr. 2 Lignifikacia rastlinnych buniek [10]

10



2.2.1 Struktira ligninu

Hlavnymi stavebnymi jednotkami ligninu si monomérne jednotky na baze koniferylalkoholu,
sinapylalkoholu a p-kumarylalkoholu. Tieto monomérne jednotky vznikaju z fenylalaninu pomocou
fenylpopanoid-monolignolovej drahy, ktora prebicha v plastidoch (Obr. 3). [8] Tieto podjednotky st
potom polymerizované, ¢im vznika findlna Struktara ligninu a v nej sa nazyvaju guaiacyl (G), syringyl

(S) a p-hydroxyfenyl (H).

Da sa povedat’, Ze ligniny vznikaju v procese nazyvanom lignifikacia, ¢o je enzymaticky iniciovana
dehydrogenacna polymerizacia monolignolov, ktoré sa viazu bud’ C-C vézbami, alebo esterickymi
vézbami. Tie sa vSak viazu ndhodne a preto su ligniny definované ako heteropolyméry. Pretoze Struktara
ligninov je vel'mi heterogénna (meni sa v zavislosti od zdroja ligninu, druhu izolacie a pripadnej
modifikacie), je velmi naroéné az nemozné urcit’ celkovil chemickt §truktiru. DoterajSie teoretické
modely ligninov su iba hypotetické, takze nezobrazuji skutoénu Struktaru. [11] Pre stanovenie
usporiadania podjednotiek v lignine sa ako najlepSia metdda javi nuklearna magneticka rezonancia
(NMR). Jeden priklad struktury ligninu izolovaného z topol'a, navrhnuty pomocou NMR je uvedeny na
Obr. 5. [8] Co sa tyka molekulovej hmotnosti ligninov, literatira uvadza rozne hodnoty. Tieto hodnoty
maju Siroké spektrum od nizkomolekulovych az po vysokomolekulové ligniny pre viaceré dovody, ako

je zmena Struktiry pocas izolacie, obmedzena rozpustnost’ ligninov a vplyv pouzitej metddy testovania.

[7]

Stavebné jednotky ligninov sa nazyvaju guaiacyl (G), syringyl (S) a p-hydroxyfenyl (H). Ich pomer vo
findlnom lignine zé&visi hlavne na druhu ¢i Casti rastliny, z ktorej bol lignin izolovany. Napriklad
v Struktare ligninu v gymnosperme nahosemennych rastlin sa nachadzaju iba guaiacylové monoméry,
kdezto lignin Vv angiosperme pozostava z guaiacylovych, aj syringylovych monomérov. Ligniny
s obsahom p-hydroxyfenylovych monomérov sa vyskytuju v midkkom dreve alebo v jednoroénych

rastlinach (napr. trava). [8]
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Obr. 3 Syntéza hydroxycinnamylalkoholov z fenylalaninu [8]

V men$om pocéte sa v ligninoch nachadzajt aj iné stavebné podjednotky ako st napr. koniferaldehyd,
dihydrokoniferylalkohol, koniferylalkohol-9-acetat, kyselina ferulova a 5-hydroxyconiferylalkohol
(Obr. 4). [11]
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Obr. 5 Modelova struktura ligninu izolovaného z topol'a (pomocou NMR) [8]

2.2.2 Rozdelenie ligninov

Ligniny je mozné rozdelit’ podl'a rdznych kritérii, ale najméd podla ich povodu a spdsobu izolacie.
Ligniny sa delia podl'a povodu na tri skupiny:

1) Lighiny mikkého dreva (Softwood) — zname aj ako guaiacylové (G-) ligniny, pozostavaju hlavne
z koniferylalkoholovych derivatov (az 90%). ZvyS$nych 10% tvoria hlavne p-kumarylalkoholové
derivaty. Nachadzajt sa napr. v borovici.

2) Ligniny tvrdého dreva (Hardwood) — zname ako guaiaciovo-syringylové (G- a S-) ligniny,

obsahuju kofenylalkoholové a sinapylalkoholové derivaty. Nachadzaju sa napr. v javore.
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3) Ligniny jednoro¢nych rastlin (Grass) — Obsahuji zmes vSetkych G-, S- a H-jednotiek. [7]
Ligniny sa delia aj podl'a sposobu izolacie, pretoze ako bolo spomenuté v predchadzajucich kapitolach,
izolacia zasadne ovplyviiuje ich Struktaru a vysledné vlastnosti. Rozdelenie ligninov podrla izolacie je

schematicky uvedené na Obr. 6.

Metody
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Komeréné
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(kg-tona)

Laboratérna

Izolacia
(mg -g)

1 PRTTI
Organickym Vedfajsi

L I
Organickym Enzymaticky

1
Izolované pomocou lzolované
rozpuitadlom rozpustadlom hydroxidu sodného rboznymi p‘rodukt A
bez katalyzy Enzymaticky s katalvzou (sodium hydroxide) metédami papierenského

ignii riemyslu
Lignin p !

I |
Jodistanovy| [ Couxam
lighin lighin
Organosolv Lignin lignin —
W I T T = -
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Obr. 6 Rozdelenie ligninov podla izolacie [11]

Priemyselné ligniny, vznikaju ako vedl'ajsie produkty procesu rozvlaknovania (tzv. delignifikacii) dreva
V papierenskom priemysle. Patria sem hlavne lignosulfaty a Kraft lignin, ktoré¢ st v dnesnej dobe bezne
dostupnymi komerénymi ligninmi. Ich ro¢na produkcia v krajinach zapadného sveta sa odhaduje na
priblizne 8 - 10° ton. Produkcia lignosulfatov sa v poslednej dobe znizuje, naopak produkcia Kraft
ligninu sa stale zvySuje, zavisi to od toho, aka metdda papierenskej vyroby prevazuje. V minulosti medzi
roz8ireny priemyselny lignin, patril aj organosolv lignin, ktory vznikal pri rozvlakinovani dreva
alkoholom. Tento spdsob rozvlékiiovania sa uz dnes nepouZiva, preto sa tento druh ligninu radi medzi

izolované v laboratoriu. [12]

Lignosulfaty

Lignosulfaty, taktiez nazyvané lignin sulfonaty alebo sulfidy ligninov, vznikaju pri sulfaitovom
rozvlaknovani mikkého dreva, ktorého principom je rozpustenie dreva pomocou suflonacie hlavne
v benzylakohole, benzylaryl éteri apod. Zarovein dochadza k demethylacii, ¢o sposobuje vznik
katecholov a kyseliny sulfonovej. Lignin je poéas tohto procesu fragmentovany a sulfonovany, ¢o
zlepsuje jeho rozpustnost’ vo vode. Sulfonové kyseliny st navyse silné kyseliny, ¢o vedie k tomu, Ze po
naviazani na lignin, pri uréitom pH tvori polyanion. V zavislosti na pouZitej baze vznikaju potom

lignosulfaty s obsahom vapnika, sodika, hor¢ika , ¢i amoniaku. Molekulovd hmotnost’ lignosulfatov sa
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pohybuje od 1000 do 60 000, pri¢om niz§ie hmotnosti maju ligniny tvrdého dreva. Ligniny mékkého
dreva dosahujt vyssie hmotnosti. [12] [13]

Izolacia lignosulfatov sa potom priemyselne robi hlavne Howardovym procesom, kedy je vapenaty
lignosulfat precipitovany zroztoku pridanim nadbytku vépna. Tymto sposobom je mozné ziskat’
vyt'azok ligninu az okolo 95 % (pocitané na teoreticky obsah ligninu vo vzorke). Menej ¢asto sa pouziva
ultrafiltracia alebo idbnové vylucovanie (ion-exclusion). Z laboratérnych metod sa pouZziva napr. dialyza,
elektro dialyza, ionové vyluCovanie, precipitacia v alkohole alebo je mozné ich pripravit’ aj zo soda
ligninu. Lignosulfonaty sa prejavujii ako hydrofébne a zarovenn hydrofilné. Su rozpustné vo vode
a pomocou modifikacii sulfonatovymi skupinami, karbohydrdtmi a malym mnozstvom extraktov

z dreva je mozné docielit’ rozpustnost’ aj v organickych rozpustadlach. [12] [13] [14]

Kraft ligniny

Kraft ligniny, nazyvané aj alkalické ligniny, alebo sulfatové ligniny, st ligniny izolované rastlinnych
buniek (prevazne z dreva) povarenim v roztoku NaS/NaOH pri teplote 155-175 °C. Fazy vzniknutej
zmesi sa nasledne odseparuj, pricom ziskame celulozu a tzv. ¢iernu tekutinu alebo vyluh (black liquid).
Lignin sa z je potom izolovany z ¢iernych vyluhov zrazanim kyselinou sirovou alebo chlorovodikovou.

Vyzrazany Kraft lignin je nasledne oddeleny filtraciou a vysuseny. [12] [15]

Kraft ligniny st hydrofébne asi rozpustné v alkalickych roztokoch, dioxane, acetone
a dimethylfomamide. Naopak nerozpustné su vo vode s neutralnym, alebo kyslym pH. Ich molekulové

hmotnosti sa pohybuji od 2000-3000. [12] [15] [16]

Soda ligniny

Soda ligniny alebo aj alkali ligniny, vznikaj{ pri procese rozvlakfiovania pomocou hydroxidu sodného.
Tento proces sa v Eurdpe pouziva len malo, avsak v Cine je naopak vel'mi &asty. Je spojeny s velkym
zneCistenim odpadovych vdd preto pomaly ustupuje z praxe anahradzaju ho iné, ekologickejsie,

varianty. [17]

Organosolv ligniny

Organosolv ligniny vznikaju pri organosolvovom procese rozvlakiniovania, ktory je zaloZzeny na
opakovanom prevarani tvrdého dreva vo vodnom roztoku ethanolu alebo methanolu pri primeranych
teplotach a pH. Tymto postupom sa do roztoku rozpusti lignin, hemicelul6za a ostatné komponenty
dreva, okrem celulozy, ¢im vznikne tzv. Cierna tekutina. Z tej je potom lignin precipitovany a je

oddeleny centrifugiciou. Molekulova hmotnost’ organosolv ligninov je spravidla niz8ia ako 1000. [12]
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2.3 Poutzitie ligninov

Ligniny st lacnym a znovuobnovitelnym prirodnym zdrojom, a tak prebiehalo mnozstvo vyskumov,
vd’aka ktorym maju dnes ligniny Sirokospektralne vyuzitie. Ich polyfenolova struktura umoziuje
absorpciu UV Ziarenia, preto je mozné ich aplikovat’ ako UV filtre v polyméroch. Dalej sa vyuzivaji
ako vypliovy material do polymérov, ako aditiva do polyuretanov, pre vytvaranie filmov Skrob-lignin,
na vyrobu dusikatych hnojiv, alebo st ligniny pouzité ako zdroj uhlika pre uhlikové vlakna. Tabul'ka 1

zobrazuje pouzitie roznych ligninov do ako aditiva do roznych polymérov. [18-27]

Prikladom vyuzitia ligninu ako aditiva méze byt jeho interkorporacia do Struktary polypropylénu.
V tomto pripade je potrebné pouzit' nizkomolekularne ligniny S nizkym obsahom hydroxylovych
skupin, pre zvySenie ich kompatibility s polypropylénom. Takto upraveny polypropylén je potom menej

nachylny k oxidacii, avSak disponuje mierne hor§imi mechanickymi vlastnostami. [28]

2.4 Vlastnosti ligninov

2.4.1 Fyzikalne a chemické vlastnosti

Ligniny st amorfné prasky, ZItej az tmavo hnedej farby s relativnou molekulovou hmotnost'ou 102 - 108,

a roznou polydisperzitou. Rozpustnost’ ligninu v kvapalinach zavisi od jeho Struktury.

Na ligninoch moze prebiehat’ mnozstvo reakcii ako st oxidacia, redukcia, odfarbovanie, hydrolyza a iné
chemické alebo enzymatické reakcie. Principom va¢Siny reakcii je schopnost’ fenolovych
hydroxylovych skupin tvorit’ reaktivne intermediaty ako napriklad peroxidovy radikal (a), chinonmethid
(b) a peroxidovy anion (c)., ktorych Struktira je uvedena na Obr. 7. [12] Aby bolo ligniny mozné
pridavat’ ako aditiva do plastov, je nutné ich chemicky alebo fyzikalne modifikovat’. Niektoré vybrané

modifikacie st uvedené v Tabulke 1.
CH

| OCH; ~Nr" NOCH: ~ OCH,
- 0 |8

a) b) c)

Obr. 7 Priklady intermediatov fenolovych hydroxylovych skupin [12]
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Tabul’ka 1 Modifikacie ligninov pre ich adiciu do polymérov

Druh ligninu podla Modifikacia Aditivum/kompatibilizér Polymér Zmenena vlastnost’ Literatura
izolacie
Alcel .orgranosolv Thermoplastic Zvyéen.ier \./'yt’aiku pr%
hardwood lignin karbonizacii, = menej
— ; - elastomer polyuretane , . [18]
Kraft Hardwood lignin | Hydroxyproplovany (TPU) prazdnych miest
V Struktire
Non-wood soda lignin : MAPE HDPE Zvjsenlc  pevnosti [19]
V tahu a ohybe
Zamedzenie
priepustnosti UV (280
Soda lignin Esterifikacia - PBAT —400 nm) pri¢om [20]
neboli zmenené mech.
vlastnosti
Organosolv Corn Porovnatel'né alebo
stover lignin (Cistota . rovnaké  mechanické
96%) ’ ( Acetylacia i PLA vlastnosti ako Cisté [21]
PLA
L, Mensi objemovy
- - Nenasyteny polyester ibytok
Organosolv lignin ZlepsSené tahové [22]
Allyltrimethoxy silane anarazové vlastnosti;
VACESi objemovy tbytok
N Hexamethylen Flexibilny biofilm,
Alkali lignin . , PCL roztaznost  246,36%, [23]
diisokyanat
UV ochrana
Zvysenie
Alkali lignin . y-d|V|n_y|-3- . Polyfosfat amonny PLA ter,m ostability, pevvn 0§t| [24]
aminopropyltriethoxysilane Vv tahu; zlepSenie
samozhasavosti
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2.4.2 Antimikrobialne vlastnosti

Ako bolo spomenuté V predchadzajucich kapitolach, ligniny v rastlinnych bunkach plnia hlavne
ochrannu funkciu proti mechanickému poskodeniu, avSak ich syntéza je podmienend aj réznymi
stresovymi faktormi, ako su napriklad mikrobialne infekcie, alebo mechanické poranenie. Zo
skuto¢nosti, ze st hlavne syntetizované v procese rastliny v boji proti r6znym mikrobialnym infekciam

sa da predpokladat’, Ze ligniny mézu vykazovat’ isté antimikrobialne uéinky. [8]

V rastlinach sa vSak nachadzaju aj iné latky, ktoré pdsobia antimikrobilne. Z dévodu, Ze vicsina stadii
zameranych na antimikrobialne vlastnosti sa zaobera vaésinou rastlinnymi extraktami a nie ¢istymi
izolovanymi ligninmi, nie st antibakterialne vlastnosti ligninu dobre preskiimané. Antimikrobialne
vlastnosti ligninov boli va¢sinou skimané iba na modelovych zliceninach a tieto vysledky sa mozu
vyrazne odliSovat’ od izolovanych ligninov kvoli ich odlisnym fyzikalnym a chemickym vlastnostiam.
Z dostupnych vysledkov v literatire je zname, Ze antimikrobialne vlastnosti ligninu st zavisle hlavne
na podmienkach pocas rastu rastliny a na spdsobe ich izolacie. [11]

Vyskumom ligninov z réznych zdrojov boli zistené nasledovné poznatky: [30]

1. Na modelovych zlac¢eninach obsahujucich guaiacylové a syringylové stavebné podjednotky
bola preukazana nizka antibakterialna a protiplesiova aktivita hydroxycinnamylalkoholov a na
druhej strane vysoka antibakteridlna a protiplesiiova aktivita hydroxycinnamylaldehydov a
tiez vysoka antibakterialna a nizka protiplesiova aktivita kyseliny hydroxyskoricove;j.

2. Na Kraft lignine izolovaného z biomasy boli preukazané inhibi¢né G¢inky pre gram-pozitivne
baktérie a kvasinky pri alkoholovom kvaseni, av§ak pre gram-negativne baktérie boli inhibi¢né
ucinky nulové.

3. Kraft lignin z papierenského priemyslu rozpustny v methanole ihniboval rast patogénnych
baktérii a navyse sa zistilo, ze konverziou aldehydovych a keténovych skupin na alkoholické
a naslednou acetylaciou sa zvysuje antibakterialna aktivita.

4. Zvysena teplota a pridavok aditiv zvycajne nepriaznivo vplyva na antibakteridlne vlastnosti.

Mechanizmus antibakterialnej aktivity ligninov nie je zatial’ dobre znamy, predpokladé sa, Ze lignin
interaguje s cytoplazmatickou membranou gram-pozitivnych a gram-negativnych baktérii. [11] Ligniny
st schopné inhibovat rastova aktivitu baktérii a hib a navySe §tidie zameriavajlice sa na cytotoxicitu
preukazali, ze ligniny a komplexy lignin-karbohydratov nie st Skodlivé pre zvierata. Kvoli tymto

vlastnostiam sa d’alej skiima ich vyuzitie v medicine, farmacii ¢i kozmetike. [30]
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2.4.3 Antioxidaéné vlastnosti

Vyskumy zamerané na zltnutie dreva preukazali, ze ligniny inhibujt radikalova peroxidaciu a teda maji
antioxida¢né u¢inky. Fenolové modelové zluceniny vyskytujuce sa v ligninoch maju vyznamné
antioxidacné ucinky, ktoré d’alej zavisia na tom, ¢i vedl'ajsi propylovy retazec obsahuje konjugovany
systém dvojitych vizieb. Struktury, ktoré majii vo vedlajsom propylovom ret'azci konjugovany systém
dvojitych vézieb maju priblizne dvakrat silnejSie antioxidacné tcinky ako tie, ktoré maju nasyteny
vedlajsi ret'azec alebo si v nom pritomné izolované dvojité vizby. Dimérne a tetramérne fenolové
modelové zlu€eniny majii omnoho silnejSie antioxidacné u€inky. Tetramérne modelové zliceniny maju
priblizne rovnaké antioxidaéné uéinky ako di-terc-butylhydrogyanizol, ktory je znamy ako komerény
antioxidant. [31]

Ligniny majt Sirokospektralne vyuzitie ako nahrada syntetickych aditiv proti radikalovej oxida¢nej
degradacii materialov. Mnohé z nich je mozné pouzit’ v potravinarstve alebo v kozmetike na ochranu
pred oxidaciou mastnych kyselin a lipidov, v priemysle napr. ako tuzidla do gum a pri vyrobe sklenej

vaty, kde sa vo forme amoniovej soli pridava do rozpusteného skla a zlepSuje tak ohybnost’ vlakien. [7]

2.5 Modifikacie ligninu

V poslednej dobe prebieha vyskum v oblasti vyuzitia ligninov ako aditiv do plastov, kvoli tomu, Ze st
povazované za biodegradovatelné (za uréitych podmienok Vv pritomnosti Specialnych hub)
a biokompatibilné latky, a navySe sa ziskavaju z priemyselnych odpadov. Moézu byt pouzité ¢i uz
modifikované alebo nemodifikované, zalezi na cielovej aplikacii. Problémom nemodifikovanych
ligninov je hlavne ich nizka rozpustnost’ v organickych rozpustadlach a nasledne vysoka viskozita v
roztoku. V pripade pouzitia ligninov ako plniva pre plasty, je problémom ich nizka kompatibilita
s vacsinou polymérov. Nemodifikované ligniny mézu byt priamo inkorporované do polymérnej matrice
pre zniZenie vyrobnych nakladov a zlepSenie vlastnosti. Do polymérov sa vSak méze pridat’ iba malé
mnozstvo ligninu (do 5%), pretoze vac¢sie mnozstva spdsobia zhor§enie mechanickych vlastnosti a ¢asto
aj znizenie termostability. Z tohto dévodu sa hl'adaju vhodné modifikacie na zvySenie ich kompatibility
S roznymi polymérmi. Zvolena modifikacia zavisi od chemickej Struktury polyméru, do ktorého sa
lignin planuje pridat’. Vyhodou ligninov je, Ze obsahuju vel'ké mnozstvo roéznych funkénych skupin,
ktoré je mozné rézne modifikovat’. V Tabulke 1 je mozné vidiet pouzitie rdznych ligninov a modifikacii
pre zlepSenie vlastnosti polymérov. Medzi najcastejSie modifikacie ligninov patri esterifikacia,

alkylacia, hydroxyalkylacia a pod. [18-27]
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2.5.1 Komplexy lignin-striebro

Striebro sa vd’aka jeho silnym redoxnym a antimikrobialnym vlastnostiam v praxi pouziva vel'mi ¢asto.
Ma rozsiahle vyuzitie v medicine a v kozmetike, kde sa vyuZziva koloidné striebro na lie¢enie vonkajsich
poraneni ako ochrana proti infekciam. Dalej sa aplikuje vo forme roznych masti alebo pri popéaleninach
na urychlenie hojenia ran. Medicinske vybavenie sa taktiez pokryva striebrom, aby bolo znizené riziko

infekcie. Z finan¢nych a ekologickych dévodov sa vsak hl'adaju efektivnejSie varianty vyuzitia striebra.

V §tadii vedenej Man Li, bol s pouZitim nanocastic striebra a lignosulfatu vytvoreny hydrogél s dobrou
biokompatibilitou za pouZzitia pomerne nizkej koncentracie striebra (0,1 ml 0,05M AgNOs). Tento
hydrogél vykazoval antimikrobialny G¢inkok voéi Escherichia coli a Staphylococus aureus . Navyse
mal tento hydrogél dobré mechanické vlastnosti . [34] Dalsie vyskumy boli zamerané na inkorporaciu
nanocastic striebra do Kraft ligninu. Takto modifikované ligniny vykazovali antibakterialne vlastnosti
proti gram pozitivnym a gram-negativnym baktériam. Kalle Lintinen a kol. pripravil komplex lignin-
striebro, v ktorom striebro zostalo stabilne zakomponované v demineralizovanej vode, avSak vo
fyziologickych podmienkach sa striebro hned” uvolnilo. Ztohto dévodu bolo potrebné takto
modifikovany lignin pouzit’ ihned’ po priprave. V d’alSej praci publikovanej Lukasz Klapiszewski a kol.
zostalo striebro v lignine stabilné aj po dlh§om ¢ase. Dovodom bol iny postup prace, ktory zahriioval pripravu
komplexu povrchovo modifikovaného oxidu kremiéitého a ligninu. Tieto komplexy boli schopné adsorbovat’
farbiva, enzymy, tazké kovy ¢i iné skodlivé latky, ¢o bolo d’al$im ich atribitom. Tento material tak ziskal

potencial pre ré6zne medicinske aplikacie. [35-36]
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3 CIEL PRACE

Cielom prace tejto bakalarskej prace bolo pripravit antibakterialny lignin izolaciou z hroznovych
vyliskov ziskanych z vinarstva Vavii¢ek. Tato praca bola sicastou vicsieho eurdpskeho projektu
Somopro, ktory bol rieSeny doc. Kovalc¢ik. Délezitym bodom tejto prace bolo ziskat lignin v
dostatocnom mnozstve, zistit' jeho antibakterialne vlastnosti a tie dalej zvysit modifikaciou so
striebrom.

Jednotlivé ciele boli zadané nasledovne:

1. Literarna reSer§ zamerana na danu tému.

2. Porovnanie izolacie ligninu z hroznovych vyliskov pomocou konvenénej laboratornej aparatiry a v
reaktore.

3. Testovanie vplyvu modifikécie ligninu ¢asticami striebra na vysledné antibakterialne vlastnosti.

4. Vyhodnotenie vysledkov a diskusia.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a materialy
4.1.1 Chemikalie pre izolaciu a modifikaciu lignivnu
Susené hroznové vylisky (Vavri¢ek, Biezi u Mikulova, CR, zber jeseni 2018, mix odrody Veltlinske
zelené a Sauvignon Blanc)

Destilovana voda (FCH VUT v Brné 0,7 ps-cm?)

Hydroxid sodny (p.a.)

Kyselina sirova (96 %)

Peroxid vodika (35%)

Oxid kremicity (kremelina)

Vinyltrimethyloxysilan

Jodistan sodny (98 %)

Dusi¢nan strieborny (p.a.)

Polyvinylpyrrolidon (PVP K12, 2000-3000 g/mol)
Tetrahydroboritan sodny (>97%)

Citrat sodny p.a.

4.1.2 Pomocky pre izolaciu a modifikaciu ligninu
Kévovy mlynéek

Reakéné flase (SIMAX)

Hydrotermalny autoklav (Vyrobeny na zakazku firmou ENSECO s.r.0., Nitra, Slovensko)
Susiaren

Mixér

Magneticka miesacka s automatizovanym ohrevom

Laboratdrne sklo

Lyofilizator

Laboratérne vahy

Analytické vahy

Dialyza¢né membrany

4.1.3 Mikroorganizmy
Pre stanovenie antimikrobialnej aktivity jamkovou difuznou metédou boli pouzité Styri druhy baktérii

a dva druhy kvasiniek. Ako zastupcovia gram-pozitivnych baktérii boli pouzité druhy Bacillus subtilis
(CCM 1999) a Micrococcus luteus (CCM 1569) a zo skupiny gram-negativnych baktérii boli pouZité
druhy Escherichia coli (CCM 3954) a Serratia marcescens (CCM 8587). Z kvasiniek boli pouzité druhy
Candida glabrata (CCM 8270) a Saccaromyces cerevisiae (CCM 8191). Vsetky pouzité kultury

mikroorganizmov st z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne.
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je fakultativne anaerébna chemoorganotrofna gram-pozitivna sporulujuca baktéria
ty¢inkovitého tvaru roznych dizok. Endospory st velmi rezistentné voéi nepriaznivym podmienkam.
Metabolizmus Bacillus subtilis je kvasny alebo respira¢ny. Bezne sa vyskytuje v pdode, ale bola

preukazana aj v traviacom trakte ¢loveka. [33-35]

Micrococcus luteus

Microccocus luteus je striktne aerdbna chemoorganotrofna gram-pozitivna nesporulujica kokova
baktéria gulatého az sférického tvaru. Bezne sa vyskytuje v dvojiciach, Stvoriciach alebo
nepravidelnych zhlukoch. Micrococcus luteus ma respiraény metabolizmus a produkuje ZIty pigment.

Vyskytuje sa na kozi cicavcov a Gstnej dutine ¢loveka. [33,34]

Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativne anaerébna chemoorganotrofna gram-negativna baktéria ty¢inkovitého
tvaru. Je jednym z najddlezitejSich druhov ¢revnej mikroflory stavovcov a jej pritomnost’ je potrebna
pre spravne fungovanie traviacich procesov v ¢revach. Niektoré kmene E.coli st p6vodcami ochoreni

traviacej a vyluCovacej sustavy. Zaroven su indikatorom fekalneho znecistenia vody. [33,34]

Serratia marcescens

Serratia marcescens je fakultativne anaerobna chemoorganotrofna gram-negativna pohybliva baktéria
ty€inkovitého tvaru s respiraénym aj kvasnym charakter metabolizmu. Vyskytuje sa vo vode a pode, jej
kolonie maju charakteristické cervené sfarbenie. Je rezistentnd voci niekolkym antibiotikdm, co
sposobuje pritomnost’ R-faktorov. U ¢loveka je povodcom infekcii mocovych a dychacich ciest

a zriedkavo moze vyvolat’ zapal vnitornej strany srdca, zapal pluc, sepsu a pod. [33,34,36]

Candida glabrata
Candida glabrata patri medzi kvasinky rodu Candida, ktory sa radi do triedy Fingi Imperfecti. V. malom
pocte sa prirodzene vyskytuje v traviacom trakte alebo na kozi ¢loveka. U ¢loveka mdze vyvolat pl'icnu

hubovu infekciu, kandidozu, kandidémiu a ¢asto sa nachadza v urogenitalnom trakte. [37]

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je kvasinka vol'ne sa vyskytujica na ovoci, kvetoch alebo v kore stromov. Je
vyuzivana v mnohych priemyselnych odvetviach (vyroba liehu, piva, vina), d’alej ako modelovy
organizmus pre vyskum eukaryot, v medicine ako probiotikum a pod. Pri premnoZeni v organizme méze

sposobovat’ ochorenia pohlavnej a traviacej ststavy. [38]
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4.1.4 Chemikalie pre kultivaciu mikroorganizmov
Nutrient Broth

Yeast Extract Powder
Monohydrat glukozy
Peptone

Agar Powder

4.1.5 Pomacky pre kultivaciu mikroorganizmov
Laboratorne vahy

Laminarny box Airstream
Tlakovy hrniec
Mikropipety

Laboratdrne sklo
Skleneny korkotvor
Eppendorf ampulky
Vortex

4.2 Pristrojové vybavenie
Prehlad pristrojového vybavenia pouzitého pre izolaciu, modifikaciu a charakterizaciu ligninu.

Hydrotermalny autoklav

Hydrotermalny autoklav bol vyrobeny na zakazku priamo pre tuto bakalarsku pracu v spolupréci s
firmou ENSECO s.r.o0. (obr. 9). Tento autoklav bol pouzity pre izolaciu ligninu z hroznovych vyliskov
pri teplote 110 °C.

Lyofilizator

Lyofilizator bol pouzity pre suSenie vzoriek, kvoli ich moznej nizkej tepelne;j stabilite.

Elektricka pec

Elektricka pec bola pouzita pre stanovenie popola vo vzorkach.

Elementarna analyza
Elementarnou analyzou bol vo vzorkach stanoveny obsah uhlika, vodika, dusika a siry pomocou CHNS

analyzatora Euro Vector EA 3000.
Spektrometer

Pre zistenie infraderveného spektra bol pouzity FTIR spektrometer Nicolet 1550 (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA).
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4.3 Izolacia ligninu

4.3.1 Izolacia a precipitacia ligninu v reak¢nej fPasi

Bolo navazenych 10 gramov vzorky hroznovych vyliskov, ktoré boli nasledne nasypané do primeraného
mnozstva 1,5 M roztoku NaOH Vv reakénej fTasi tak, aby vznikla zmes hroznovych vyliskov k roztoku
NaOH v pomere 1:10. Zasobny roztok NaOH (1,5 M) bol pripraveny rozpustenim 60 g NaOH v 1 |

destilovanej vody.

Reakéna fTasa bola umiestnena do olejového kupela rozohriateho na 110 °C na 1 hodinu a 10 mint.
Pocas reakcie bolo obcas potrebné odokryvat’ veko reakcnej flase, kvoli znizenou penenia. Po reakcii

bola vzniknutd zmes prefiltrovana filtraciou za znizeného tlaku.

Filtrat bol preliaty do dialyzacnej membrany. Dialyza prebiehala do neutralneho az slabo bazického pH,
pricom bola kazdy deni vymienana voda v dialyzacnej nadobe. Po ukonceni dialyzy bola suspenzia
preliata do lyofiliza¢nej nadoby, zamrazena a zlyofilizovana. Tymto spésobom bola izolovana frakcia

¢.1.

Filtra¢ny kola¢ bol prevedeny spat’ do reakcnej flase a zmieSany s 1,1 M roztokom NaOH tak, aby
vznikla zmes filtraného kolaca k roztoku NaOH v pomere 1:5. Zasobny roztok NaOH (1,1 M) bol
pripraveny rozpustenim 44 g NaOH v 1 | destilovanej vody. Reakéna fl'aSa bola nasledne umiestnena
do olejového kupela rozohriateho na 155 °C na 3 hodiny a 10 minat. Po prebehnuti reakcie bola

vzniknuta zmes prefiltrovana filtraciou za znizeného tlaku.

Filtrat bol precipitovany 72 % kyselinou sirovou. Po precipitacii bola suspenzia preliata do dialyza¢nej
membrany. Dialyza prebiechala do neutralneho az slabo bazického pH, pricom bola kazdy den
vymienana voda v dialyza¢nej nadobe. Po ukoncéeni dialyzy bola suspenzia preliata do lyofilizacnej
nadoby, zamrazena a zlyofilizovana. Tymto sposobom bola izolovana fakcia ¢.2. Obe frakcie boli
zmie$ané dokopy a oznacili sa ako lignin (Lr). Vzorka bola potom analyzovana pomocou elementarnej

analyzy a infralervenej spektrometrie (IC).

4.3.2 Izolacia a precipitacia ligninu v hydrotermalnom autoklave
Zmes hroznovych vyliskov v1,5 M roztoku NaOH bola dokladne premiesana a preliata do

hydrotermalneho autoklavu (Obr. 8), ktory bol po utesneni vlozeny do susiarne vyhriatej na 110 °C.
Zmes sa nechala reagovat’ po dobu 4 h s 10 minatami navySe pre zahriatie. Po ochladeni bol obsah

prefiltrovany filtraciou za znizeného tlaku.
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Obr. 8 Hydrotermalny autoklav navrhnuty v spolupraci s firmou ENSECO s.r.0., Nitra, Slovensko

Filtrat bol precipitovany 72% kyselinou sirovou az do pH 1-2. Po precipitacii bola suspenzia preliata do
dialyza¢nej membrany. Dialyza prebiehala do neutralneho az slabo bazického pH (7-8), pricom bola
kazdy dent vymietiand voda v dialyzac¢nej nadobe. Po ukonceni dialyzy bola suspenzia preliata do
lyofilizacnej nadoby, zamrazena a zlyofilizovana. Tymto spdsobom bola izolovana vzorka soda ligninu

Lr. Vzorka bola potom analyzovana pomocou IC.

4.4 Vyroba komplexu ligninu a ¢astic striebra
Pre pripravu komplexu ligninu s ¢asticami striebra boli pouzité tri postupy.

441 Priprava komplexu oxid kremicity/soda lignin s ¢asticami striebra
Priprava komplexu oxid kremicity/soda lignin

Pre zvySenie afinity oxidu kremicitého k soda ligninu bolo potrebné modifikovat povrch oxidu
kremicitého pomocou vinyltrimethyloxysilanu podl’a Teofila Jeionowskeho a kol. Pre aktivaciu molekul
ligninu bola navazka soda ligninu dispergovana v roztoku dioxan:voda (9:1) abol pridany roztok
jodistanu sodného. Po 30 minutach bol do vzniknutej zmesi pridany modifikovany oxid kremicity
a zmes bola mieSand 2 hodiny bez pristupu svetla. Vzniknuty komplex oxid kremicity/soda lignin bol
potom odfiltrovany, niekol’kokrat premyty pre odburanie necistot a vysuSeny a oznaceny ako SiLg,
Pripravena vzorka SiLgr, bola potom dispergovana vo vode a boli pridané Castice striebra. Po 30
minuatach bol vzniknuty komplex odfiltrovany, niekol’kokrat premyty a vysuSeny a bol oznaceny ako

AgSiLr. [35]
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4.4.2 Priprava komplexov soda ligninu s ¢asticami striebra
Metoda 1

Priprava ¢astic striebra

Roztok A bol pripraveny rozpustenim dusi¢nanu strieborného v 5% vodnom roztoku PVP tak, aby
vysledna koncentracia AgNOs bola 500 ppm. Roztok B bol pripraveny rozpustenim NaBHs v 5%
roztoku PVP tak, aby vysledna koncentracia NaBH4 bola 1000 ppm. Roztok bol poc¢as rozpustania
NaBHj; chladeny. Roztoky boli potom zmiesané v pomere 1:1 (v/v) a reakcia sa nechala bezat’ 15 mintt.
Vzniknuté Castice striebra boli potom skladované pri 4 °C. [35]

Priprava komplexov soda ligninu s ¢asticami striebra
Strieborné ¢astice boli priamo zmieSané so soda ligninom. Reakcia sa nechala bezat’ cez noc a na druhy

deii bol produkt odfiltrovany filtraciou za zniZzeného tlaku. Vzorka bola vysusena pri teplote 85 °C a

oznacena ako AgLr-1.

Metéda 2

Castice striebra boli pripravené podl'a protokolu Angela Pinedo-Flores a kol. Na konci tejto metody (asi
po 10 mintutach) sa pridal lignin a zmes sa nechala miesat’ pri laboratornej teplote 12 hodin. Ziskana
zmes bola prefiltrovana za znizeného tlaku, ziskany material sa vysusil pri 85°C 24 hodin a oznacil ako
AgLr-2. [45]

4.5 Kultivacia mikroorganizmov
Pre stanovenie antibakterialnych vlastnosti ligninov Lg, AgQSiLr, AgLr-1, AgLr-2 boli zvolené

bakterialne kmene Microccocus luteus a Bacillus subtilis, ako zastupcovia gram-pozitivnych baktérii,
Serratia marcescens a Eschcerichia coli ako zastupcovia gram-negativnych baktérii. Dalej boli pouZité

kmene kvasiniek Candida glabrata a Saccharomyces cerevisiae.

Praca s mikrobialnymi kultirami prebiehala v sterilnom boxe Airstream a kultary boli o¢kované do
kvapalnych a tuhych médii. Pred kultivaciu mikroorganizmov boli kultivaéné média vysterilizované
v tlakovom hrnci pri teplote 120 °C na 30 minut. Kultivacia v kvapalnom médiu prebiehala v 100 ml
Erlemeyerovych bankach, pricom mikrobialna kultiira bola do kvapalného média zaockovana z pevného

média. Inkubacia takto pripravenych tuhych aj kvapalnych médii prebiehala pri 30 °C po dobu 24 hodin.

45.1 Priprava kultivaénych médii
Na pripravu kvapalného média pre bakterialne kultary bolo pouzité zivné médium Nutrient Broth w/1%

peptone (NB), so zlozenim:

Nutrient Brot 25 g/l

Priprava prebichala rozpustenim pozadovaného mnozstva NB pre pripravu potrebného objemu

kultivaéného média. Po dokladnom premiesani bol roztok sterilizovany v tlakovom hrnci.
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Pre pripravu tuhého kultiva¢ného média bol naviac do roztoku pridany agar v mnozstve 20 g/l. Na
pripravu 100 ml tuhého kultivaéného média (6-8 Petriho misiek) bolo teda potrebné rozpustit’ 2,5 g NB
a2 g agaru v 100 ml destilovanej vody. Po sterilizacii v tlakovom hrnci bol eSte horuci roztok vyliaty
do Petriho misiek v sterilnom boxe, kde sa nechal 20 minut tuhnut’. Nasledne boli takto pripravené
Petriho misky prelepené parafilmom, aby sa zabranilo pripadnej kontaminacii zivného média
cudzorodymi bakrériami. Takto pripravené Petriho misky boli potom skladované obratené hore dnom

V chladnicke.

Pre pripravu kvapalného média pre kvasinkové kultiry bolo pouzité Zivné médium Yeast Extract-

Peptone-Dextrose (YPD), so zlozenim

Yeast Extract 10 g/l
Peptone 20 g/l
Dextrose 20 g/l

Na pripravu 100 ml média bol rozpusteny 1 g kvasinkového extraktu, 2 g pepténu a 2 g dextrozy v 100

ml vody. Po dokladnom premiesani bol roztok sterilizovany v tlakovom hrnci.

Pre pripravu tuhého kultivacného média bol k roztoku YPD pridany agar, v mnozstve 20 g/l. Na pripravu
100 ml tuhého kultiva¢ného média bolo teda pouzitych 100 ml roztoku YPD, ku ktorému boli pridané
2 g agaru. Vzniknuty roztok bol sterilizovany v tlakovom hrnci a nasledne za hortca vylievany do
Petriho misiek v sterilnom boxe, kde sa nechal 20 minuat tuhntt’. Nasledne boli takto pripravené Petriho
misky prelepené parafilmom, aby sa zabranilo pripadnej kontaminacii zivného média cudzorodymi

bakrériami. Takto pripravené Petriho misky boli potom skladované obratené hore dnom v chladnicke.

4.6 Stanovenie antimikrobialnej aktivity latok
Antimikrobialna aktivita bola stanovena pomocou jamkovej difiznej metdédy na tuhom agarovom

kultivaénom médiu. Stanovenie prebichalo pre vzorky ligninov Lg, AgSiLr, AgLr-1 a AgLR-2 .

Uprava vzoriek ligninov pre testovanie antibakterialnych vlastnosti
Vzorky boli pripravené v Eppendorf ampulkach rozsuspendovanim pomocou vortexu v destilovanej
sterilnej vode. Boli pripravené suspenzie vzoriek v koncentraciach 1250 a 2500 ppm. Tieto vzorky boli

pouzité ihned’ po ich priprave a pred vyliatim boli znovu vortexované.
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4.6.1 Jamkova difiizna metéda
Na Petriho misky s tuhym médiom NB pre baktérie alebo YPD pre kvasinky bolo napipetovanych 100 pl

tekutého média s obsahom danej mikrobialnej kultiry. Nasledne bola napipetovand kvapka rozotreta
sterilnou hokejkou dokladne po celom povrchu agarovej platnicky. Po rozotreti boli misky ponechané
cca 20 minut stat’. Nasledne boli do Petriho misiek pomocou sterilného skleného korkovrtu vyrezané 4
jamky. Do jednej jamky bolo vzdy pipetovanych 100 pl ¢istého rozpustadla. Do zvys$nych troch jamiek
bolo pipetovanych 100 pl vzorky alebo bola rozsupendovana vzorka vyliata do jamky priamo
z Eppendorf ampulky. Pre kazdu kultaru a riedenie bol postup zopakovany dvakrat. Pripravené Petriho
misky boli potom inkubované pri 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubécii bola zmerana velkost

inhibi¢nych zon a zhotovena fotodokumentacia jednotlivych Petriho misiek.

4.7 Analyza vzoriek

4.7.1 Elementarna analyza

Elementarne zlozenie vzorky ligninu Lr bolo zistené pomocou CHNS analyzatora Euro Vector EA 3000.
Vzorky boli uzavreté do cinovych kapstl po 0,5 — 1,5 mg a boli umiestnené do spal’ovacej pece pri
980 °C s kyslikom ako spalovacim plynom a héliom ako nosnym plynom. Elementarne zloZenie bolo
ur¢ené pomocou tepelne vodivostného detektora (TDC). Kalibra¢né krivky C, H, N a S boli zmerané
pre Standardiza¢nu vzorku sulfanilamidu. Percentualne zastipenie kyslika bolo vypocitané z rozdielu

zastipenia CHPS a popola vo vzorke po stanoveni obsahu popola. [46]

4.7.2 Infradervena spektrometria

Infradervené spektrum vzorieck bolo zmerané infraervenou spektroskopiou s Fourierovou
transformaciou meranim na ATR diamantovom krystali pomocou spektrometra Nicolet 1550 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Malé mnozstvo vysusenej vzorky bolo umiestnené na ATR krystal.
ATR spektra boli potom zaznamenéavané v rozmedzi 4000 — 400 cm pri rozliseni 8 cm a priemerne
32 scanoch. [46]
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Porovnanie izolicie ligninu z hroznovych vyliskov pomocou konven¢nej

laboratornej aparatiary a v reaktore.
Bol skimany rozdiel vo vytaznosti medzi izolaciou soda ligninu v reakénej fl'asi a v hydrotermalnom

autoklave z hroznovych vyliskov. Izolaciou ligninu v reak¢nej fl'asi bola dosiahnuta vytaznost’ 16,79 g
soda ligninu na 100 g hroznovych vyliskov (16,79 %). Tento sposob izolacie bol vSak casovo vel'mi
naroény a reaként zmes bolo potrebné neustale sledovat’ kvoli Gastému peneniu. Cast’ reagujiicej zmesi
kvoli peneniu dostala do olejového kupel’a, ktory zacal burlivo vriet’ a znizila sa jeho teplota. Takto
kontaminovany olej nebolo pre d’alSiu izolaciu mozné pouzit. Zaroven k dochadzalo k odparovaniu
vody zo zmesi, ¢o zvySovalo koncentraciu NaOH, ¢o mohlo viest’ k degradacii ¢asti ligninu. Metoda
bola kvoli nizkej vytaznosti a vysokej Casovej naro¢nosti nahradena metodou izolacie ligninu pomocou

hydrotermalneho autoklavu.

Kvoli nizkej efektivite izolacie ligninu v reakénej fl'asi bol v spolupraci so spolo¢nostou ENSECO
s.r.o., Nitra, Slovensko navrhnuty hydrotermalny auklav (Obr. 8), ktory je schopny udrzat’ tlak do 10
MPa, vydrzi vysoké teploty a zaroven nereaguje s reak¢nou zmesou. Z ddévodu vysokych teplot nebolo
mozné pouzit’ plast, pretoze by sa pri 110 °C a vysokom tlaku deformoval. Preto bola pouzita antikorova
ocel. Ako tesnenie bola pouzitd teflonova guma, taktieZz kvoli vysokej tepelnej odolnosti. V tomto
hydrotermalnom autoklave bolo potom mozné dosiahnut’ vytaznost az 36,35 g soda ligninu na 100 g
hroznovych vyliskov (36,35 %), ¢o je viac ako dvojnasobna vytaznost’ oproti izolacii v reakénej fl'asi.
Navyse nie je potrebna pritomnost’ pocas priebehu izolacie. Jedinou nevyhodou je, ze reaktor pozostava
z pomerne hrubych kusov antikorovej ocele — az 20 mm hruba obruba — kvoéli ¢omu je potrebné ho po

dokonceni izolacie dlho chladit’. Zaroven je pomerne tazky, preto sa s nim obtiazne manipuluje.

Vysledky oboch izolacii aj s elementarnou analyzou vzorky Lg ukazuje Tabulka 2. Elementarne
zlozenie vzorky Lr nebolo stanovené z ¢asovych dovodov. Na Obr. 9 s uvedené vzorky Lr a Lr pre
vizualne porovnanie. Vzorky sa od seba odlisuju farebne aj Strukturalne. Vzorka ligninu Lr ma vlaknita

Strukturu, zatial’ Co vzorka Lr ma Struktiru praskova.
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Tabul'ka 2 Vytaznost, elementarna analyza a stanovenie popola

Hmotnost’ e Obsah [%]
Vzorka | na100g | VYtaznost
[q] [%] C H N 0 S Popol
Le 16,79 16,79 41,3 8,1 2,6 27,4 0 20,7
Lr 36,35 36,35 n n n n n n

n- nebolo stanovené

Obr. 9 Vysledné vzorky Le a Lg

Struktira ligninu bola uréend pomocou infradervenej spektrometrie s Fourierovou transformaciou
(FTIR). Bolo preukazané, Ze oba ligniny, Lr aj Lg, st alifaticko-aromatické polyméry. Infracervené
spektrum vzoriek Lr aj Lr je uvedené na Obr. 10. Obe vzorky ligninov vytvarali vibracie pretahovania
vizieb C — H na aromatickych jadrach v rozmedzi 3 070 — 3010 cm?, zaroven s deforma¢nymi
vibraciami C — H v rozmedzi 900 — 820 cm™. To, Ze vzorky su zaroveh alifatické preukazuju vibracie
v rozmedzi 3 000 — 2800 cm, kde vInové dizky 2924 cm* a 2853 cm™ st charakteristické pre kmity
C — H vizieb v CH2 skupinach. VInova dizka 2958 uréuje vibracie v CHs vizbach. Vinové dizky 1541
cm?, 1508 cm™ a 1447 cm™ indikuju pritomnost’ aromatického kruhu vo vzorke. Vlnové dizky 1265
cm™ a 1277 cm™ su typické pre C — O vizbu karbonylov (~1280 cm™). Vlnova dizka 1223 cm™ je
charakteristicka pre vibracie C-C, C-O a C=0 valen¢né (stretching) vazby v aromatickom G kruhu
ligninu. Vibracie pri 1081 cm™* a 1095 cm? charakterizuji C — O strech vizby sekundarnych alkoholov
a alifatickych eterov. Najvyssi pik v spekire L, ktory sa nachadza aj v spektre L pri vinovej dizke 1045
cm? je charakteristicky pre C-O vizby priméarnych alkoholov, ¢o indikuje kontaminéciu polysacharidmi
. Pre vzorku ligninu izolovaného v reakénej fl'asi je dany pik najvyssi, ¢o znamena, Ze je polysacharidmi

do zna¢nej miery kontaminovany. Spektra boli vyhodnotené podla literatary. [46] [47]
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Obr. 10 Infracervené spektrum vzoriek Lr a Lr

Podrla tohto experimentu je efektivnejSou metdodou pre izolaciu soda ligninu z hroznovych vyliskov
metdda pomocou hydrotermalneho autokldvu, pretoze je mozné vyizolovat’ vacsie mnozstvo materialu
a to jednoduchsim spésobom bez nutnej neustalej asistencie operatora. Tato metéda méa omnoho vyssiu
vytaznost, je menej Casovo ndrocna a lignin, ktory je pomocou nej izolovany je Cistejsi. Z tohto dévodu

bola vzorka Lr pouzita pre vsetky d’alsie postupy.

5.2 Antibakterialna ucinnost’ izolovaného a modifikovaného ligninu
Antimikrobialna aktivita bola stanovena pre 4 vzorky: soda lignin (Lr), komplex oxid kremicity/soda

lignin s nanocasticami striebra (AgSiLr) a komplexy soda ligninu s ¢asticami striebra (AgLr-1, AgLr-
2). Stanovenie prebiehalo jamkovou difiznou metddou a pre kazdy mikroorganizmus bolo stanovenie
zopakované dvakrat. Po zmerani velkosti inhibiénych zon boli vysledky zaznamenané do tabuliek 3-6.

Pri ziadnej zo vzoriek neboli zaznamenané antimikrobialne vlastnosti voc¢i kvasinkam.

Vzorka soda ligninu izolovaného pomocou hydrotermalneho reaktora (Lr) pri jamkovej difiznej metode
tvorila inhibi¢né zony pre E. coli 1,5 mm pri koncentracii 2500 ppm a Bacillus subtilis 1,8 mm pri
rovnakej koncentracii (Obr. 11, A). Pri opakovanych skuskach vsak k tvorbe inhibi¢nych z6n nedoslo,
preto boli skusky povazované za negativne. Pre vzorku AgSiLgr nevznikla inhibi¢na zona pre Ziadny zo
skumanych mikroorganizmov (Obr. 11, B). Vo vyskume vedenom Lukaszom Klapisziewskim mal takto
modifikovany lignin antibakterialne vlastnosti bakterialnym kmenom gram-pozitivnych aj gram-
negativnych baktérii. Skuto¢nost, Ze mnou vytvoreny komplex nemal antibakterialne vlastnosti moze
byt sposobena pouzitym oxidom kremicitym. V ¢lanku bol pouzity oxid kremicity s vel'mi velkym
povrchom, ktory som nemal k dispozicii a bol modifikovany inym silanom. Neboli zndime ani pomery
v akych sa latky pridavali poc¢as modifikacie ligninu ¢i oxidu kremicitého, vd’aka comu mohlo tiez dojst’
k chybe. Zaroveni nebol vzniknuty komplex z ¢asovych dovodov analyzovany, takZze je mozné, Ze

striebro nebolo efektivne naviazané na povrchu ligninu. [35]
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1250 ppm

Obr. 11 Antimikrobialne testy vzoriek Lr (A — pozitivna vzorka na BS) a AgSiLr (B)

Najlepsie antimikrobialne vlastnosti vykazuje vzorka AgLr-2 (Obr. 12), ktora posobila antibakterialne
pre vSetky pouzité bakterialne druhy, d’alej Aglr-1 (Obr. 12), ktora posobila antimikrobidlne voci
druhom Bacillus subtilis, Micrococcus luteus a E. coli. Vysledky antimikrobalnych testov st uvedené
v tabul’kach 3 — 6.

Obr. 12 Antimikrobialny test pre vzorky Aglr-1 a AgLr-2
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Tabul'ka 3 Vysledky antimikrobialnych testov pre koncentraciu vzoriek 2500 ppm

Gram-poz. Bacillus subtilis Micrococcus luteus
Vzorka 1 priemerna 1 ) Priemern
hodnota 4 hodnota
Lr 1,8 - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 0,9 0,8 0,8 53 4.8 5,0
AgLr-2 3,5 3,7 3,6 6,0 5,6 58
Gram-neg. Escherichia coli Serratia marcescens
Lr 15 - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 1,0 1,5 1,2 - - N
AgLr-2 3,0 3,8 34 3,7 33 35
Kvasinky Candida glabrata Saccharomyces cerevisiae
Lr - - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 - - N - - N
AglLg-2 - - N - - N
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Tabul’ka 4 Vysledky antimikrobalnych testov pre koncentraciu vzoriek 1250 ppm

Gram-poz. Bacillus subtilis Micrococcus luteus
Vzorka 1 2 preiemer 1 2 priemer
Lr - - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 - - N 4,3 4.4 4,3
AgLr-2 2,4 2,3 2,3 53 5,0 51
Gram-neg. Escherichia coli Serratia marcescens
Lr - - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 - - N - - N
AgLr-2 2,0 2,2 2,2 2,3 2,2 2,2
Kvasinky Candida glabrata Saccharomyces cerevisiae
Lr - - N - - N
AgSiLr - - N - - N
AgLr-1 - - N - - N
AgLr-2 - - N - - N
Tabul’ka 5 Jamkova difizna metoda vzoriek Lgr, AgLr-1 a AgLr-2
Vzorka Lr AglLg-1 AglLg-2
Mikroorganizmus 1250 2500 125r>T(]) 1250 2500

Bacillus subtilis

Seratia
marcescens

Microccocus
luteus

Escherichia coli

Saccharomyces

cer.

Candida glabrata

__ppm __
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6 ZAVER

V tejto bakalarskej praci bola studovana efektivita izolacie ligninu z hroznovych vyliskov konven¢nou
laboratdornou metddou v reakénej flasi a pomocou hydrotermalneho autoklavu. Izolacia soda ligninu
konvencnou laboratérnou metddou je vysoko neefektivna kvoli vysokej Casovej narocnosti a nizkej
efektivite. Vytaznost tohto procesu je 16,79 g soda ligninu na 100 g hroznovych vyliskov, ¢o je vel'mi
nizka vytaznost’ v porovnani s vytaznostou izolacie pomocou hydrotermalneho autoklavu, ktora je
36,35 g na 100 g vyliskov. Efektivita hydrotermalneho autoklavu je teda viac ako dvojnasobna oproti
reakcnej fl'asi. Navyse sa takto ziskany lignin javi ako Cistejsi, 1 ked’ Struktaru ligninu izolovaného v
tejto bakalarskej praci bude este treba hlbsie preStudovat’ a stanovit’ napriklad metdédou NMR a SEC-
MALLS.

V tejto praci boli tispesne pripravené komplexy ligninu a Castic striebra. Antimikrobialne vlastnosti boli
skumané pre nemodifikovany soda lignin (Lr) a pre vozrky ligninu modifikovaného ¢asticami striecbra
(AgSiLr, AgLr-1 a AgLr-2), pricom najvyssiu antimikrobialnu aktivitu vykazovala vzorka ligninu
modifikovaného striebornymi ¢asticami ziskanymi metédou 2 podla protokolu od Angela Pinedo-Flores
a kol. (AgLr-2). [45] Tato vzorka pdsobila antibakterialne proti vSetkym pouzitym gram-pozitivnym a
gram-negativnym bakterialnym kultGram uz pri koncentracii 1250 ppm. Vzorka AgLr-1 bola pri
koncentracii 1250 ppm aktivna len vo¢i M. luteus. Pri zvyseni jej koncentracie na 2500 ppm bola jej
antibakterialna aktivita zvySena ale s vynimkou S. marscencens. [35] Vzorky Lr a AgSiLr nemali
7iadne antimikrobidlne vlastnosti. Ziadna z testovanych vzoriek nepdsobila antimikrobidlne vo&i
kvasinkam.

Pre d’al$i vyskum by bolo zaujimavé stanovit’ stabilitu lignin/striebro komplexov za r6znych podmienok

a pokusit’ sa ocharakterizovat’ spdsob tvorby komplexu a jeho moznu toxicitu na bunky.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

G

S

H

NMR

HDPE

PBAT

PLA

PCL

PVP

NB

YPD

FTIR

Lr, Lr, AgSiLr
AgLr-1, AgLr-2

Guaiacyl

Syringyl

p-hydroxyfenyl

Nuklearna magneticka rezonancia
High density polyethylene
Polybutylene adipate terephthalat
Polylaktat

Polycaprolactone
Polyvinylpyrrolidon

Nutritient Brot

Yeast extrat, peptone, dectrose
Infracervena spektrometria s Fourierovou transformaciou

Vzorky
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