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ABSTRAKT

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupina biopolymerG vyskytujicich se uvnitf bunck
mikroorganismii. Na zéklad¢ jejich zjiSténych fyzikalné-chemickych vlastnosti je mozné
vnimat je jako alternativu bézn¢ pouzivanych materialti petrochemického ptivodu jako jsou
polypropylen a polyethylen.

Bakalarska prace se zabyva izolaci konkrétniho druhu PHA zbiomasy a obsahuje
experimentalni ¢ast a literarni reSerSi tykajici se této problematiky. Pojedndva o ptivodu
a vyuzitelnosti PHA, uskalich jejich biotechnologické produkce a pfedevsim se zabyva riznymi
moznostmi jejich izolace. Pfedmétem experimentalni ¢asti bylo srovnat vysledky extrakce PHA
z biomasy pomoci dvou rozpoustédel na esterové bazi. Sledovanymi parametry byla
molekulova hmotnost polymeru, extrakéni schopnost rozpoustédel a jejich odolnost proti
hydrolyze. Cilem prace bylo ovétit koncept izolace P3HB pomoci nehalogenovaného bio-
rozpoustédla za vhodnych podminek.

KLICOVA SLOVA
PHA, nehalogenované rozpoustédlo, extrakce, PHB, biopolymery
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates are a group of biopolymers which occur in cells of microorganisms.
These biopolymers can be considered as alternatives to commonly used petrochemical materials
such as polypropylene and polyethylene due to their physical and chemical properties.

This bachelor thesis focuses on isolation of particular kind of PHA from biomass and contains
both experimental and theoretical part. It consists of information about the origin and usage of
PHA, challenges and problems of their biotechnological production and mainly various ways
of downstream. Experimental part includes comparison of PHA extraction from biomass done
by two ester solvents. Studied parameters were molecular weight of the polymer, solvent
extraction ability and their resistance against hydrolysis. The main goal of this thesis was to
verify the best process conditions of isolation done by nonhalogenated bio-solvent.

KEYWORDS

PHA, nonhalogenated solvent, extraction, PHB, biopolymers
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1 UVOD

asfaltové silnice nebo interiéry vétSiny automobilli maji ptivod pravé v petrochemii. Zejména
U polymernich materiali petrochemického ptvodu je jednou z nejcharakteristi¢téjSich
vlastnosti jejich odolnost. Materidly polypropylen a polyethylen, které jsou v dneSni dobé
produkovany ve znacném mnozstvi, cca 400 Mt ro¢né, vydrzi pfi bézném tlaku a teploté
zemského povrchu zna¢nou dobu nepozménéné. Jejich odolnost je pro praktické vyuziti velmi
zadouci, zaroven pro nakladani s jejich odpady se jedna o velice zradnou vlastnost. Pokud
polymery ropného ptivodu nebudou bezezbytku recyklovany, opétovné vyuzity nebo alesponi
energeticky vyuzity, je pravdépodobné, Ze skonci na skladkach ¢i v ocedanech. V tomto ptipadé
se pak pozadovana vlastnost odolnosti stdva problémem.

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupina biopolyestert. Jde o0 produkty hospodafeni
mikroorganismu s zivinami slouzici jako zasobni forma energie. K jejich syntéze je zasadni,
aby na produkujici mikroorganismy pusobily stresové faktory v uréité fazi ristu. Piikladem
takové situace je naptiklad prostiedi s omezenym mnozstvim prvki jako je napt. dusik a fosfor,
nebo pokud je producent v piitomnosti konkrétni latky, ktera stres vyvolava.

PHA se v mikroorganismech vyskytuje ve form¢ amorfnich granuli. Pokud jsou tyto granule
oddéleny od bunék jejich producentil a zpracovany, maji vlastnosti prakticky stejné jako jiz
zminény polypropylen a polyethylen. Na rozdil od polymert petrochemického ptivodu vSak
disponuji vlastnosti biodegradability, coz znamena, ze PHA mohou byt rozlozeny pisobenim
biologickych ciniteld. Tito c¢initelé (dekompozitofi) mohou byt vSudypfitomné bakterie,
nachazejici se v pudach a vodach kdekoli na Zemi. Jsou tedy ptiznivéjsi variantou pro pouziti
v souvislosti s nakladani s jejich odpady. Biodegradovatelné polymery by vSak nemély byt
v zadném piipadé koncipovany jako materialy na jedno pouziti. Biodegradovatelnost je nutno
vnimat jako pojistku pro ptipad Uiniku materidlu do Zivotniho prostiedi.

Izolace PHA zbun¢k producenti vSak piedstavuje dalsi problém. Jelikoz jsou
polyhydroxyalkanoaty vzhledem ke své chemické struktufe nerozpustné ve vode¢, je zapotiebi
pouzit pro jejich oddéleni napf. organicka rozpoustédla. Nejpouzivanéjsimi rozpoustédly byly
halogenované slouceniny (chloroform), které pii velké produkci a pouzivani pro izolaci
znamenaly velkou zaté€z pro Zivotni prostiedi. Jejich dalsi nevyhodou je jejich toxicita.

Cilem této prace je zaméfit se na izolaci konkrétniho zastupce PHA. Timto zastupcem
je poly(3-hydroxybutyrat). V této praci budou srovnany dvé konkrétni esterova rozpoustédla,
ktera by mohla byt variantou toxickych halogenovanych rozpoustédel. Na zaklad¢ vysledka
experimentl bude navrzen koncept izolace P3HB za vhodnych podminek.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Charakterizace polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty jsou skupinou biopolymert produkovanych bézné€ v ptirod€. Na zakladé
jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti a zpisobu jejich syntézy v mikroorganismech byla
navrzena jejich primyslova produkce, ktera je predmétem biotechnologii. Vyroba PHA
je komplexni zalezitosti, kterou charakterizuje nékolik tuskali. Své vyuziti nalézad konecny
produkt v nejriiznéjsich odvétvich [1].

2.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

PHB je soucasti piirodnich polyester které se nazyvaji polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Z chemického hlediska jde o polyestery, které polymeruji diky karboxylové skupiné
a hydroxylové skupiné esterovou vazbou. Ob¢ tyto skupiny jsou soucasti jedné molekuly,
pfi¢emZ hydroxylova skupina se miiZze vyskytovat na jakémkoli uhliku fetézce, kromé& C1 a C2
[1]. Podle vyskytu hydroxylové skupiny se pak objevuje jak v nazvu, tak ve zkratce Cislo
lokantu, na kterém se skupina nachazi.

Ve vétsing ptipadi se v molekule na misté substituentu R- vyskytuje nasyceny alkylovy fetézec.
V ojedinélych piipadech se pak na tomto mist¢ mohou vyskytovat nenasycené a rozvétvené
fetézce, popiipadé jesté takové, které obsahuji dalsi substituenty. PHA monomery mizeme
rozd¢lit podle délky jejich fetézce na:

e Kratké: obsahuji 3-5 atomt uhliku (scl-PHA)
e Stifedni: obsahuji 6-14 atomut uhliku (mcl-PHA)
e Dlouhé: obsahuji 14 a vice atomt uhliku [2]
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Obrazek 1 a) obecny vzorec PHA, proménnd x nejcastéji nabyvda hodnot 1-8, pocet
monomernich jednotek n se pohybuje v rozmezi 100-1000; b) je grafické zndzornéni rozdéleni
PHA podle délky retézce. Soucasti obrazku je také snimek organismu s intracelularnim PHA
[80].



Pro syntézu scl-PHA (jako je naptiklad PHB) slouzi mastné kyseliny a dalsi jiné alifatické
uhlikové substraty a vysledna struktura PHA polymeru se pak 1isi podle konkrétnich pouzitych
substratd. Navic je znamo, ze intenzita syntézy PHA v producentech je nevyrovnana a ovliviuji
ji razné faktory, jako napiiklad nedostatek mikrozivin, coz muize také ovlivnit vlastnosti
vysledné molekuly [3]. Mcl-PHA maji charakteristické fyzikalni vlastnosti, kterymi se 1isi od
PHA s kratkymi fetézci. Mcl-PHA maji nizkou krystalinitu (podil krystalické ¢asti struktury
polymeru, kterd je zavisla nejen na strukturnich podminkach, ale také na zptsobu zpracovani)
a také nizkou teplotou tani a teplotou skelného prechodu (coz jsou mezni teploty, kdy polymer
zasadn¢é méni své fyzikalni vlastnosti, jako napfiklad modul pruznosti, celkovou taznost) [5].
Naproti tomu scl-PHA jsou typicky velmi kichké a tuhé, vykazuji vysokou krystalinitu [4].

Razné druhy aplikaci vyzaduji také zménu nebo Upravu charakteristickych vlastnosti jednoho
druhu polyhydroxyalkanoatu. Napiiklad PHB je tuhy a kiehky a proto ma omezené vyuziti. Ke
znacné termodegradaci polymeru dochazi jiz pfi teploté tani, kterd se pohybuje okolo 180 °C,
coz komplikuje naptiklad proces vytlaceni a formovani polymeru v priimyslovych zavodech.
Variantou, kterou se daji upravovat vlastnosti homopolymeru PHB je kopolymerace PHB
s monomery hydroxyvaleratu (HV). Pokud je hydroxyvalerat integrovan do struktury PHB,
ziskava vysledny polymer taznost, snizuje se jeho teplota tani a teplota skelného piechodu [7].

Polymer mikrobialniho puvodu je piezoelektricky (krystaly polymeru jsou schopny generovat
elektrické napéti pfti jejich deformaci nebo naopak jsou deformovany v elektrickém poli [77])
a je dokonale izotakticky (obsahuje pouze (R)-konfiguraci substituentti). Dale je hydrofobni,
nerozpustny ve vodé, biokompatibilni a v burikach se vyskytuje bez piimési (je ¢isty) [9].

Vlastnosti polyhydroxyalkanoat jsou srovnatelné s vlastnostmi polymerii petrochemického
pramyslu, coZ je ¢ini potencialni konkurenci a alternativou na stale rostoucim trhu polymert.
Zejména scl-PHA vykazuji vlastnosti typické pro termoplast polypropylen (PP) [7]. Nicméné
ditvodem malého povédomi a vyuzivani této alternativy je jeji vysoka cena. Rozhodujicim
faktorem ceny PHA jsou pfedevsim nakladné substraty pro kultivaci. V soucasné dob¢ je snaha
pouzivani riznych odpadnich surovin z potravinatskych vyrob k produkci PHA [6].

2.1.2 Biologicky vyznam

PHA jsou syntetizovany vybranymi mikroorganismy a to za Gcelem zasobniho zdroje energie
a také zdroj k redoxnim reakcim, které¢ jsou v metabolismu nepostradatelné. Mikroorganismy
pak PHA syntetizuji typicky v nepfiznivych Zivotnich podminkach, kdy by hrozil nedostatek
uhlikatého zdroje, kysliku, fosforu nebo dusiku [8]. Zasobni molekuly jsou pak syntetizovany
intracelularn¢ jakozto nerozpustné cytoplazmatické konglomeraty a mohou se v burtice
vyskytovat ve velkém mnozstvi, protoze neovlivituji osmotickou rovnovahu [9].

Tvorba PHA anéslednéd akumulace je zavisla na genomu mikroorganismt a mnoho genti koduje
enzymy, které se pfimo nebo nepiimo podili na syntéze. Klicové enzymy, které figuruji pfi
tvorbé polymeru jsou napt. B-ketothioldza, NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktdza
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a PHA syntetaza. Tyto enzymy jsou kdédovany geny phaA, phaB a phaC, které¢ se dohromady
nachazeji v operonu a jejich exprese je konstantni béhem produkce PHA [9,10].

Biosyntéza byla velice piesné prostudovana na modelovém organismu Ralstonia eutropha.
Jedna se pouze o jednu z moznych cest syntézy, kterd jako uhlikovy zdroj vyuziva sacharidy.
Uhlikovy zdroj je konvertovan na CoA-thioestery kyseliny (R)-hydroxyalkanové (obecné).
Prvni ze zminénych enzymt B-ketothiolaza pak katalyzuje kondenzaci dvou CoA-
thioesterovych monomerd. Nésledn¢ probihd stereo-specifickd redukce ((R)-specificka
redukce), jejiz produktem je (R)-3-hydroxybutyryl-CoA (v piipadé kondenzace dvou acetyl-
CoA) poptipadé (R)-3-hydroxyvaleryl-CoA (v pfipad¢ kondenzace acetyl-CoA a propionyl-
CoA). Tento metabolicky krok je katalyzovany acetoacetyl-CoA reduktazou a jeho produkt
je pomoci PHA syntetazy konvertovan na PHA [9,10].

Regulace metabolismu PHA muze probéhnout na n¢kolika trovnich:

e Aktivace genové exprese genil phaA, phaB a phaC na zékladé specifickych signali
prostedi jako je stradani organismu

e Aktivace syntézy PHA specifickymi bunéénymi komponenty nebo metabolickymi
intermediaty

e Inhibice kompetitivnich enzymi, které vyuzivaji stejny substrat, jako enzymy syntézy
PHA

e Kombinace piedeslych moznosti [11]

Prikladem je naptiklad inhibice B-ketothioldzy volnym acetyl-CoA, ktery figuruje v Krebsoveé
cyklu. V momenté, kdy ma organismus omezeny pfistup k nutnym prvkiim (krom¢& uhliku),

je znemoznény piistup acetyl-CoA do Krebsova cyklu a buiika se za¢ne orientovat na syntézu
PHA [9].

Pokud je rtstu organismu ovlivnén z jiného diivodu, nez nedostatek potfebnych prvki (mtize
se jednat o nepfiznivé podminky okoli), zastavi se genova exprese a butika prestane syntetizovat
bilkoviny. Diisledkem je pak naristajici pomér NADH ku NADPH, coz zpomali Krebsiv
cyklus a acetyl-CoA se orientuje do metabolismu syntézy PHA [12].

2.1.3 Producenti polymeru

Vice nez 300 druhi Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii dokdze syntetizovat PHA,
stejné jako nékteti ¢lenové Archaea [8]. V mnoha ptipadech vsak neni jednoduché kontrolovat
struktury syntetizovanych PHA. Pomoci mikrobialni produkce mizeme dostat homopolymery,
statistické kopolymery a blokové kopolymery s riznym mnozstvim strukturnich jednotek [13].

Zpusob kontrolované syntézy vSech druhti PHA struktur byl vSak objeven u organisml
Pseudomonas putida a Pseudomonas entomophila. Za ptedpokladu oslabeni beta-oxida¢niho
cyklu u téchto druhli organismi pak muzeme dostat polymery s pozadovanou strukturou,
jestlize jsou jako prekurzory syntézy zvoleny mastné kyseliny [13,14].
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Velky potencial pro nendkladnou produkci PHA maji halofilni bakterie. Nutnost kultivace
tohoto organismu v médiich s vysokym obsahem soli o vysokém pH a velkym teplotnim
rozmezim poskytuje prevenci proti kontaminaci ostatnimi mikroorganismy. Média pro tyto
druhy organisml pak nejsou potieba sterilizovat. Vyzkumnici se proto zaméfili na vyvoj
zpusobii genetické manipulace halofilnich bakterii za icelem realizace produkce kopolymeru
PHB-HV s co nejmensi substratovou specifitou. Vysledkem genetického inzZenyrstvi je
rekombinantni druh Halomonas spp., ktery kromé kopolymeru PHB-HV produkuje napiiklad
5-aminolevulovou kyselinu [15,16].

TellEDTE.

Obrazek 2 Betaproteobakterie Cupriavidus necator péstované v kultivacnim mediu [81].

Pfedmétem vyzkumu se staly naptiklad zastupci kmenti Pseudomonas, Azobacter a jini, ktefi
byli lokalizovani v arktickych oblastech. Vzhledem k tomu, ze cilem produkce PHA
v organismech je zajisténi zasobni energie béhem neoptimalnich podminek, da se predpokladat,
ze akumulace PHA u organismt, které jsou nepfetrzZité vystaveny extrémnim podminkam bude
o to vyS$i. Cilem experimentu tedy bylo vytvofit rekombinantni producenty PHA s geny
organismu vyskytujicich se v oblastech s nepfiznivymi podminkami [18].
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Tabulka 1: Srovndni riiznych zpiisobut biosyntézy scl-PHA pomoci rekombinantnich bakterii

[33]
scl-PHA homopolymer
Kmen Kultivace = Zdroj gent Typ Zdroj Cs PHAV | Vytézek
PHA uhliku [g/l] = biomase PHA
[%] [9/1]
E. coli Fed-batch | Cupriavidus  P(3HB) @ Glycerol | 41,9 63 26,4
K24KL necator
E. coli Vzdu$nény = Azobacter P(3HB)  Glycerol | 9,43 37,2 3,5
K24KP | batch sp. (FA8)
E. coli Batch Azobacter P(3HB)  Glycerol 12,23 | 27 3,3
K24KP sp. (FAS8)
E. coli Batch Bacillus P(3HB) | Glycerol 9,3 80 7,4
JM109 megaterium
NBRC1530
8T
Bacillus
cereus YB-
4
E. coli Batch Ralstonia P(3HP)  Glycerol | 5,35 18,41 1,0
eutropha

Tabulka 2: Srovnadni riznych zpisobi biosyntézy mcl-PHA pomoci rekombinantnich bakterii

[33]
mcl-PHA homopolymer
Kmen | Kultivace = Zdroj genii Typ Zdroj Cs PHAV | Vytézek
PHA uhliku [g/l] | biomase PHA
[%0] [9/1]
E. coli Batch Pseudomonas | mcl- Melasa 4,05 755 3,06
sp. LDC-5 PHA
E. coli Batch Pseudomonas | mcl- Glukéza - 15 -
aeruginosa PHA

PAO1
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Tabulka 3: Srovnadni riznych zpiisobii biosyntézy kopolymerit PHA pomoci rekombinantnich
bakterii [33]

Komopolymery

Kmen Kultivace Zdroj Typ | Zdroj uhliku cs PHAvV | Vytézek

genu PHA [a/l] @ biomase PHA
[%] [9/1]
E. coli Batch Comamon | P(3HB | Glukdza 16 46,1 0,7
JM109 as sp. -co-
EB172 3HV)
Burkholder @ Fed-batch = Aeromona @ P(3HB @ Surovy 1,7 | 66 1,1
ia sp. USM S caviae -Co- palmojadrovy
(JCM 3HHXx) | olej
15050)
Cupriavidu | Fed-batch | Burkholde | P(3HB | Surovy 2,4 | 66 1,6
S necator ria sp. -Co- palmojadrovy
USM 4HB) | olej
(JC™M
15050)
Shimwellia ' Dvoustup | Ralstonia | P(3HB | Glycerol 23,2 30,7 7,1
blatae novy fed- | eutropha | -co-
batch 3HP)

V souvislosti s kontaminaci medii, kde probihala kultivace producenti PHA byl proveden
experiment s producentem Pseudomonas fluorescens tykajici se monitorovani koncentrace
amoniaku v médiu. Amoniak v médiu slouzi jako zdroj dusiku pro organismy. Zejména
bakterialni mikroorganismy jsou obecné¢ velmi nenaro¢né na zdroj dusiku a neni zapotiebi
do média ptidavat naptiklad dusik v organické formé. Z pofizenych dat koncentrace amoniaku
béhem kultivace bylo zjisténo, ze pii vSech sledovanych teplotach média (25, 30 a 35 °C)
dochazelo ke stejné situaci. V prvnim kroku koncentrace amoniaku poklesla, protoze
organismus jej vyuzil pro tvorbu potfebnych bilkovinnych struktur, nasledné se vSak jeho
koncentrace opét zvysila. K tomuto pribéhu dochazi, pokud je v bunce jiz velké mnozstvi
intracelularniho PHA, nebo pokud ma bunika nevhodné podminky pro riist a vyvoj jako je napt.
vysoka teplota, velké smykové napéti nebo pfitomnost kompetitivnich organisma [17].

2.1.4 Biotechnologicka produkce

Polyhydroxyalkanoaty se zaCaly produkovat od roku 1980, avSak na trhu nezaznamenaly velky
uspéch. Vzhledem v tomu, ze PHA je produkovéano kultivac¢ni (biotechnologickou) cestou,
je vyroba biopolymert draha a ma i fadu dalsich uskali [13].
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Tabulka 4: Porovnadni vybranych parametrii chemickych technologii a biotechnologii [13]

Srovnavaci parametr

Biotechnologie

Chemicka technologie

Vstupni surovina
Reak¢ni podminky
Prabéh procesu
Délka procesu

Spotieba energie

Spotireba vody
Produkovana
koncentrace

Cena zpracovani
produktu

Potencial pro
kvantitativni konverzi
substrat - produkt
Riziko pFi vyrobé

Zpracovani odpadni vody

Zemédé@lské produkty,
popiipadé CO2
Atmosféricky tlak, vodné
prostiedi a mirna teplota
Vétsinou diskontinualni
vsadkovy proces

Od inokuace po
downstream 1-2 tydny
Vysoka, vzhledem ke
sterilizaci a nepfetrzité
aeraci

Vysoka

Obecné nizk4, rozsah mg
az 200 g/1

Vysoka

Nizky

Nizké

Obtizné vzhledem k
vysokému obsahu
organického uhliku po
kultivaci

15

Ropa

Vysoky tlak a teplota, organicka
rozpoustédla

Kontinualni proces
Vétsinou v fadu dni
Zavisi na produktu
Nizka

Pies 500 g/l

Nizka

Vysoky

Vysoké kvtli hotlavym a
explozivnim vlastnostem

Obtizné vzhledem k toxicité a
prilis kyselému/zasaditému pH



Tabulka 5. Seznam problémii spojenych s produkci mikrobialniho PHA, jejich priciny a mozna

reseni [19]

Problém

Divod

ReSeni

Vysoké energetické naklady
Diskontinualni proces

Nizka substratova konverze

Nestabilni PHA struktura

Nestabilni molekulova
hmotnost (Mw)
Pomala kultivace
Drahy downstream

Sterilizace a intenzivni
aerace
Zabranéni kontaminace

Substrat je konzumovan pro
jiné ucely, nez je syntéza
produktu

Vice metabolickych cest,
ruznorodé vstupni substraty
a prekurzory

Nestabilni aktivita PHA
syntetazy

Binarni déleni bun¢k
Komplexni a ndkladny

Nesterilni a mikro-aerobni
proces

Pouziti kment odolnych vici
kontaminaci
Presmérovani/omezeni
nezédoucich metabolickych
cest

Presmérovani/omezeni
nezédoucich metabolickych
cest

Kontrolovatelna aktivita
PHA syntetazy
Vicenasobné déleni
Morfologické inzenyrstvi

proces extrakce a purifikace

1) Nesterilni proces kultivace, pouziti odolnych kmend

Produkce PHA by se v budoucnu méla sousttedit na kmeny odolné proti kontaminaci, zejména
extremofily (mikrobialni organismy, které Ziji v extrémnich podminkach [20]). Genetické
inZenyrstvi vztahujici se na extremofilni organismy (nesouci nazev "Next Generation Industry
Biotechnology" nebo "NGIB") se zamétuje zejména na rozsiteni moznych uhlikovych substrati
pro syntézu PHA, u kterych by zaroven bylo mozné kontrolovat molekulovou hmotnost (M)
polymeru [19]. O konkrétnich extremofilnich organismech, jejich vyskytu a experimentech jiz

bylo pojednano v pfedchézejici kapitole.
2) Ptresmérovani/omezeni nezadoucich metabolickych cest

Strukturu vysledného PHA ptfimo ovliviiuje pouzity substrat. Mastné kyseliny jsou obecné
metabolickou drahou beta-oxidace ptevedeny na acetyl-CoA, a pouze ¢ast mastnych kyselin je
pouzita pro tvorbu PHA. A pravé pfili§ vysoka spotieba acetyl-CoA v ostatnich metabolickych
drahach (napf. pro zisk energie) opét navysuje cenu PHA [21]. V beta-oxidaci figuruje cela fada
enzymul katalyzujicich mezikroky reakce, mezi které patii FadA a FadB. Pfi experimentu
s organismy Pseudomonas putida a Pseudomonas entomophila byla provedena delece gentl,
kédujicich FadA a FadB, coz mélo za nésledek narist produkce PHA. Velkd vétSina
intermediatu beta-oxidace 3-hydroxyacyl-CoA byl totiz organismem pouzit pro drahu PHA,
nikoli pro oxidaci a nasledné odstépeni acetyl-CoA [22].
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3) Kontrolovatelna aktivita PHA syntetazy

Kolisani aktivity PHA syntetazy a rizné substraty maji za nasledek rozdilnou M; produktt
Z kazdé jednotlivé kultivace. Nestabilni hodnota M; je pak disledkem produkce polymert
odlisnych vlastnosti, coz je pro zpracovatele problém. Organismus Pseudomonas putida
(oznacen jako KT2442), ktery byl pouzit v pfedeslém experimentu poslouzil jako modelovy
piiklad pro syntézu polyhydroxyalkanoati s piedem urcenou a pevnou skladbou monomerd.
Principem experimentu bylo dosahnout piesné kontrolovaného zastoupeni druhti mastnych
kyselin v kultivaénim médiu. Vysledkem pak byly kopolymery PHBHHx s piesnym
zastoupenim monomera 3-hydroxybutyrat (3HB) a 3-hydroxyhexanoat (3HHX) [23,24].

Aktivita (koncentrace) PHA syntetazy kolisa, protoZze tento enzym Kkatalyzuje jak reakci
syntézy, tak degradace zasobniho polymeru v organismech. Celkového snizeni molekulové
hmotnosti v PHA muze byt dosazeno reakénimi ¢inidly - alifatickymi alkoholy jako jsou
methanol, enthanol, isopropanol, popifipadé polymerem poly(ethylen glykol) (PEG). Tyto
slou€eniny jsou pfidany do média a ovliviiuji produkci a mutace N-konce PHA syntetazy, coz
obecné vede k vétsi degradaci PHA [25,26].

Mimo tento zptisob miize byt M, vysledného polymeru ovlivnéna piimou tipravou aktivity PHA
syntetdzy. Aktivitu enzymu miZzeme ovlivnit napf. kontrolou transkripce genu kddujiciciho
enzym, coz je PhaC pomoci nékteré z metod genového inzenyrstvi, napiiklad metodou
CRISPR. Vysledkem manipulace genomu producenta bylo zjisténi, ze podil PHB ve vysledném
polymeru a také Mw byly téméf nepfimo umérné aktivité genu PhaA (respektive aktivit¢ PHA
syntetdzy). Experiment pak prokazal, Ze timto zplisobem lze zastoupeni PHB ovlivnit v rozmezi
2-75 % z celkové hmotnosti susiny polymeru. M se pak mize pohybovat v rozmezi od
200 000 - 600 000 Daltond. Stupent polydisperzity uruje pomér hmotnostni a ¢&iselné
molekulové hmotnosti polymeru. Vysledné fyzikalni vlastnosti pak nejsou konstantni hodnoty
a pohybuji se v intervalu daném minimem a maximem M; soucasti polymeru [5,19,27].

4) Zrychleni ristu bunék

Vétsina bakterii se rozmnoZuje bindrnim délenim. Wu Hong a kolektiv pak dokazali zménit
binarni déleni E. coli na vicenasobné diky deleci genli minC a minD, které reguluji déleni
bunék. Déle pak zvysil Cetnost genové exprese mnoha genil, které podporuji riist bunék a také
PHA produkci (napt. geny ftsQ, ftsL). Vysledky tohoto experimentu byly narist hmotnosti
susiny polymeru a nariist akumulace PHB vice nez o 80 % oproti kultivaci organismu, ktery
disponoval pouze binarnim délenim [28].

5) Morfologické inzenyrstvi

Velikost organismd, které produkuji PHA vyznamné ovliviluje downstream. S piihlédnutim
k faktu, ze je tieba izolovat intracelularni produkt a s malymi ¢asticemi se v pramyslovém
meéftitku pracuje Spatn€é (pomald sedimentace, komplikovana filtrace) nabizi se vyuziti
morfologického inZenyrstvi. Tento obor se zabyva zménami velikosti a tvarti bun€k pomoci
metod genového inzenyrstvi [29]. Geny ftsZ a mreB jsou zasadni pro rust bunék a zachovani
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tvaru bakterialnich bun¢k [30,31]. Pomoci metody genového inzenyrstvi CRISPRi bylo
dosazeno regulace genové exprese genu ftsZ a mreB v bakterii E. coli. Bylo zjisténo, Ze ¢im
vEtsi je represe aspon jednoho, nebo obou gend, tim vétsi jsou vysledné bunky E. Coli. Spolu
s dosazenim vétsich bunék bakterii bylo také dosazeno vétSiho mnozstvi syntetizovaného PHB.
Nartst bun€k zvysil syntézu PHB na konkrétnim organismu o 40 %. Vétsi velikost bun¢k takeé
umoznila snazsi separaci biomasy od média [28,32].

2.1.5 Praktické vyuziti

Polyhydroxyalkanoaty si zasluhuji pozornost predevsim diky podobnosti fyzikéalnich vlastnosti
s petrochemickymi polymery jako jsou polyethylen, polypropylen a polystyren. Vlastnosti mcl-
PHA se pak odlisuji od scl-PHA (tabulka 6). Vzhledem k tomu, se slozeni PHA je zavislé
na zvoleném producentovi, druhu substratu, metabolické draze atd. je potieba fermentacni
proces, pii kterém PHA vznika, uzpusobit podle pozadovanych vlastnosti vysledného produktu
[33].

Tabulka 6. Srovnani nekterych fyzikalnich viastnosti riiznych druhit PHA a PP [33,78,79]

Homopolymer | Homopolymer = Kopolymer = Kopolymer | Polypropylen

PHB PHO P(3HB-co- | P(3HB-co-  (PP)
3HV) 6%3HD)
Te[°C] 179 53,6 137-170 130 176
Tg[°C] 4 -43,5 (-6)-10 -8 -10
E[GPa] 35 - 0,7-2,9 - 1,7
Al[%] 5 300 15 680 38
Rm 30-35 - < 690 17 400

[MPa]

PHA jsou povazovany za vhodnou alternativu petrochemickych polymert zejména pro tyto
vlastnosti:

e Termoplasticita

e Biokompatibilita

e Biodegradabilita

e Kompostovatelnost

Jesté pred par lety vidéli investofi potencial PHA v oblasti obalové techniky. Avsak dnes
je vyuziti PHA zamétuje hlavné v oblasti mediciny, poptipadé uplatnéni v zemédé€lstvi. Cilem
je hledat odbyt s co nejvétsi ptidanou hodnotou. Polymery s vysokou molekulovou hmotnosti
pak mohou najit uplatnéni v rybatstvi pro vysoce pevna vlakna siti [34].
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Uplatnéni PHA mohou byt nésledujici:

e Materidlovy primysl
o Obalové materialy
o Kazdodenni spotifebni material
o Chytré materiadly - pamétovy gel
o Hygienické vyrobky
e Medicinské ucely
o Bio-implantaty
o Ortopedické potieby
o Nosice léciv
o Materialy pro tkanové inzenyrstvi
o Dopliky vyzivy
e Vyroba pohonnych hmot
o Aditiva bio-paliv
e Primyslova mikrobiologie
o PHA syntéza v mikroorganismech jako metabolicky regulator [34]

S ptihlédnutim k vlastnostem méa PHA nejvétsi potencidl v biomedicingé. Zejména pak
kopolymer P(3HB-c0-3HV) je cilem vyzkumu pro vyuziti v této oblasti. Studie zabyvajici
se hybridnimi smési kopolymeri PHA s kolagenem byla provedena za tcelem vytvoteni
potencialniho produktu pro tkanové inzenyrstvi [35]. Za G¢elem zdokonaleni vlastnosti, které
by vyhovovaly biologickym pozadavkim lidské tkané jsou polyhydroxyalkanoaty
obohacovany také o jiné slozky, nez jiz zminény kolagen. Dal$imi pfimési mohou byt
hydroxyapatit (HA), Zelatina nebo hedvabi. Pouziti nano-¢astic keramiky spolu s PHA ma pak
potencial pro aplikace v kostnich tkanich [36]. Zminéné smési s hydroxyapatitem byly
studovany v souvislosti s proliferaci a diferenciaci bunék in vitro. Smés P(3HB-c0-3HV)
a hydroxyapatitu slouzila jako substrat pro mezenchymalni kmenové bunky (MSC). Vysledky
experimentu prokazaly, Ze proliferace MSC probihala 1épe na statistickém kopolymeru P(3HB-
co-3HV), ktery neobsahoval pfimés HA. Zéaroven bylo prokézéno, Zze po jednom az dvou
tydnech vyvijeni MSC se ve smési zaCaly objevovat osteoprogenitorové markery jako jsou
napiiklad alkalicka fosfatdza (ALP) a osteokalcin (OCN) coz prokézalo iniciaci diferenciace
MSC na buniky kostni tkané¢ — osteoblasty [37]. Na zéaklad¢ téchto vysledkd pak byly nano-
vlakna P(3HB-co-3HV)/HA implantovany do kralika trpiciho defektnimi kostmi. Bylo
zaznamenano signifikantni zlepseni kritickych kostnich poruch zkoumaného kralika [33,38].

Dalsi studie, ktera se zabyvala vyuZitim smési PHA, prokazala, Ze smési o riznych pomérech
poly(3-hydroxyoktanoatu) a poly(3-hydroxybutyratu) (P(3HO)/P(3HB)) mohou slouzit jako
stavebni material pro inZenyrstvi nervovych tkani. V provedené studii byly nervové bunky
NG108-15 zavedeny do smési P(3HO)/P(3HB) a to v pomérech 1:3, 1:1, 3:1. Pfestoze smési
vSech pomért byly biokompatibilni a tudiz vhodné pro vyvoj bunék, smés P(3HO)/P(3HB)
o0 poméru 1:3 podpofila rast a diferenciaci bunék znacné I€pe, nez ostatni dvé smesi.
Mechanické vlastnosti PHA smési korespondovaly s vlastnostmi, které maji periferni nervy
[39,40].
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Farmacie je dalSim cilovym odvétvim, kde se mohou polyhydroxyalkanoaty uplatnit. Byly
produkovany 3-hydroxyalkanové kyseliny (3HA) pomoci geneticky modifikovaného
organismu Pseudomonas entomophila, které slouzi jako prekurzory pro syntézu riznych
chemickych sloucenin jako jsou 1é¢iva, antibiotika, potravinaiska aditiva, aroma nebo vitaminy
[41]. Bylo také prokazano, je monomerni jednotky mcl-PHA (ve formé kyseliny) jako napiiklad
3-hydroxyoktanova kyselina (30H) vykazuji potencidlni antimikrobidlni aktivitu [42].
V poslednich letech se vyzkum PHA ubiré také smérem vyvoje nano-castic, které by slouzily
jako nosice lécivych latek. Predpoklada se totiz, ze PHA mohou byt nosi¢em, ktery bude
schopny uvolnit 1éCivé latky v lidském téle na principu mikroenkapsulace. Principem
mikroenkapsulace je umisténi, v tomto piipad¢ 1€civé latky, do mikrokapsule, kterd se sklada
Z polopropustné, sférické, tenké a silné polymerni membrany, ktera obklopuje 1é¢ivo v kapalné
formé. Prumér kapky 1écivé latky se pak pohybuje od n€kolika mikroni (mikrometrit)
az po 1 mm [43]. Technologie mikroenkapsulace slouzi pro pfipravu nano-¢astic (NP) rizného
slozeni. Céstice kopolymeru P(3HB-c0-3HV) byly navrzeny a nasledné ispé$né vyvinuty jako
nosice lé¢iv proti infekénim onemocnénim. Tyto ¢asticové komplexy maji zkratku PHBV-CEF.
Funkce téchto castic byla potvrzena jako potencionalni moznost 1é¢by infek¢nich chorob
u hospodaiskych zvitat [33,44].

Déle byly také castice tvofené stejnym kopolymerem navrZeny jako nosice hydrofobnich
fotosenzibilizatorti (pTHPP) pro 1é¢bu rakoviny. Autofi navrhu prokazali, ze PHA nano-¢astice
nesouci pTHPP vystavily HT-29 rakovinné buniky vysoké fotocytotoxicité a usuzuji tedy,
ze by se tedy nano-¢asticové nosi¢e mohly stat alternativou klasickych zptisobui 1é¢by rakoviny,
ktera by fungovala na principu fotodynamické terapie [33,45].

Spekulovalo se o vyuziti PHA jako o alternativé k bézné pouzivanym chemickym slouc¢eninam
zajist'ujici snizeni bakteridlni rezistence. Bylo prokdzano, Ze produkované ptirodni bakteridlni
modifikované polyhydroxyalkanoaty (PHACOS) inhibovaly rist organismu Staphylococcus
aureus, ktery vykazuje rezistenci proti methicillinu. Autofi vyzkumu taktéz uvedli, Ze ¢im vice
antimikrobialnich thioesterovych ligandi bude pfipojeno k fetézci PHA, tim siln&j$im
biocydem PHACQOS bude [33,46].

2.2 Metody extrakce PHA z bakterialni biomasy

Downstream je nedilnou slozkou biotechnologického procesu a je mnohdy naro¢néjsi, nez
samotna biotechnologicka produkce pozadované slouceniny. Jde o proces oddélovani a ¢isténi
produkovanych sloucenin. Biotechnologicky produkt se muize vyskytovat jak vné bun€k
producentd, tak primo uvniti bunék. U polyhydroxyalkanoaty se jedna o druhy ptipad. Je tedy
zapotiebi fosfolipidovou dvojvrstvu, ktera tvofi cytoplazmatickou membranu vech organismii,
narusit, abychom byly schopni z bunék oddélit ve vodé nerozpustné PHA. K downstreamu

polyhydroxyalkanoati se pouZzivéa nasledujicich zplsobi.
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2.2.1 Extrakce rozpoustédlem

Zpusob oddéleni PHA od biomasy pouze pomoci rozpoustédla je jeden z nejdéle pouzivanych.
Pribé¢h izolace pomoci rozpoustédla se déli na dvé faze. V prvnim kroku je rozpoustédlem
naruSena propustnost cytoplazmatické membrany bunck, ve kterych se PHA vyskytuje,
vV druhém kroku je polymer rozpustén v rozpoustédle [47]. Tento princip byl poprvé popsan
v letech 1923-1951 a nasledné 1967 dvéma riznymi autory. Prvni experimenty pak byly
provedeny s organismy Bacillus megaterium a Rhodospirillum rubrum. Jako rozpoustédla
Vv tomto ptipad¢ poslouzily slouceniny chloroform, 1,2-dichlorethan, chlormethan a nékteré
cyklické slouceniny. Jednou z téchto cyklickych slou¢enin byl propylenkarbonat (4-methyl-
1,3-dioxolan-2-on). Kromé pouziti Cistych rozpoustédel byly také pouzity smési napiiklad
chloroform/methanol nebo dichlomethan/ethanol v rGznych pomérech. Izolace konkrétné
P(3HB) pak byla realizovana odpafenim rozpoustédla [48,55].

Pozdéji byla problematika extrakce rozpoustédlem zkoumana s vyuzitim organismu
Rhodospirillum eutropha a kapalnych chlorovanych rozpoustédel jako napiiklad chlorethan
a chlorpropan. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pfi pouziti rozpoustédel, které ve své
struktufe obsahuji aspoti jeden atom chloru a jeden atom vodiku [49]. Dal$im zjisténim byl fakt,
ze pokud nebylo dosazeno stoprocentni vytéznosti polymeru, Cistota polymeru byla velice
vysoka. Kromé chlorovanych rozpoustédel byly studovany extrakénich schopnosti riznych
rozpoustédel. Vysledky studie jsou uvedeny v tabulce 7 [50].

Tabulka 7: Vysledky extrakce pomoci nehalogenovanych rozpoustédel [50]

Vytéznost [%0] Cistota [%]  Teplota extrakce [°C]
1,2-propandiol 79 99,1 140
Glycerol 85 99,7 120
Diethyl sukcinat 90 100 110
Butyrolakton 90 99,5 110

V patentu Procter & Gamble byl poprvé popsan dalsi zptisob izolace PHA. Metoda spociva ve
smichani biomasy se smési rozpoustédel. V jednom z nich je PHA rozpustné, v druhém polymer
rozpustit nelze. PHA je oddé€leno od biomasy pomoci smésného rozpoustédla, pevné zbytky
biomasy ochuzené o polymer jsou odstranény a v poslednim kroku se extrahovana slozka
vysrdzi po oddéleni (destilaci) dobrého rozpoustédla ze smési. PHA se tedy vyskytuje v
suspenzi slouceniny, ve které je nerozpustny [51].

Tento zplisob izolace PHA pomoci vysrazeni byl pak vyuZit pro dalsi experimenty. Rakouska
spole¢nost Chemie Linz aplikovala metodu na bunky organismu Alcaligenes latus a jako
rozpoustédlo zvolila dichlormethan. Obdobny princip také zvolila spolecnosti Imperial
Chemical Industries, nachéazejici se ve Velké Britanii. Zpsob byl vSak prohlasen piili§
nakladnym vzhledem k zjisténi, ze rozpoustédlo, které obsahovalo jiz 5 hm. % polymeru, bylo
velice viskdzni a odstranéni nerozpustného podilu ochuzené biomasy bylo komplikované. To
by znamenalo, Ze pro oddéleni urcitého mnozstvi PHA by v praxi bylo potieba dvacetindsobné
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mnozstvi rozpoustédla. Vysoké naklady spojené s mnozstvim pouzitého rozpoustéla je mozné
fesit recyklaci. Po pfidani vody je mozno organické rozpoustédlo ze smési oddestilovat [47].

Negativnim dopadem pouziti organickych rozpoustédel miize byt poruseni ptirodni morfologie
astic PHA. Castice mohou byt nedokonale vykrystalizované po izolaci z rozpoustédla a to
muze zasadné ovlivnit jejich vlastnosti. Vyhodou je vSak fakt, Ze rozpoustédla nedegraduji
polymer (molekulova hmotnost se nezmensuje) za predpokladu, Ze rozpoustédlo je pouzito
Vv kratkém cCasovém intervalu a nemd pftiliS vysokou teplotu. A dalsi vyhodou pouziti
rozpoustédel je eliminace endotoxinli, které produkuji Gram negativni bakterie. Bylo
prokazano, ze po extrakci P(3HB) pomoci chloroformu z biomasy organismu Escherichia coli
polymer obsahoval pfipustné mnozstvi endotoxint, ¢ili je bez problému vhodny pro medicinské
ucely [47,52].

Izolace PHA z biomasy pomoci halogenovanych rozpoustédel s sebou nese vyznamné dopady
na zivotni prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze obecné halogenovanid rozpoustédla jsou
Vv laboratornim méfitku pouZivana nejcastdji, dostivd se jim velka pozornost. Rada
halogenovanych rozpoustédel jsou silné karcinogeny a také je jedné o t€kavé latky, coz je velice
nezadouci kombinace. Z toho a mnoha dalSich divodia vznikla iniciativa pouziti rozpoustédel
neobsahujici halogeny. K tomuto ucelu byly studovany alifatické i cyklické alkoholy, estery,
amidy a ketony, jejichz uhlikaty fetézec byl tvofen 4-10 atomy uhliku. Ne&které
Z nehalogenovanych rozpoustédel byly testovany jiz v minulosti z hlediska uc¢innosti extrakce
PHA, viz tabulka 7 [47,53,54].

2.2.2 Chemické dezintegra¢ni metody

Dezintegra¢ni metody obecné pracuji na principu rozloZeni, naruseni nebo chemické interakce
s bunikami mikrobidlni biomasy za tc¢elem uvolnéni nakumulovaného PHA z bunék. Jedna
Z metod dezintegrace buniky je chemickd. Principem je pfidani riznych chemickych sloucenin,
které jsou schopné reagovat s ¢astmi bunc¢k biomasy. Podle pouzitych chemikalii pak chemicka
dezintegrace zahrnuje nasledujici konkrétni metody [47].

1) Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (PAL), jako je napiiklad dodecylsulfat sodny (SDS) jsou schopny
narusit strukturu buiiky svym zaclenénim do fosfolipidové dvojvrstvy cytoplazmatické
membrany. Ze strukturniho hlediska jsou PAL skupinou organickych latek, které je jiz pfi
nizkych koncentracich hromadi na mezifazovém rozhrani a svym piisobenim snizuji energii,
ktera se nachazi na styku dvou riznych fazi. SDS je pak iontové povahy a disponuje
ambivalentnim charakterem. Dodecylsulfat sodny obsahuje dlouhy nepolarni uhlikovy fetézec
a zaroven polarni sulfatovou skupinu, ke které je iontovou vazbou vazany sodik [56]. Téchto
vlastnosti se pak da vyuzit pravé pro oddéleni PHA z bakteridlnich bun¢k. Na mezifazovém
rozhranni se hromadi molekuly povrchové aktivni latky az do zaplnéni kompletné celé
mezifazové plochy. V okamziku, kdy je mezifdzova plocha buiiky pln¢ obsazena, dochézi
k poruSeni cytoplazmatické membrany a cytosol bufiky je smichan s okolnim prostiedim
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V jednu fazi. Po naruSeni membrany se PAL jiZ nemohou hromadit na rozhrani a tvofi agregaty
tzv. micely. Vysledkem je pak roztok, ve kterém se nachazi volné PHA a povrchové aktivni
latky pak kromé rozruSeni membrany také zajisti rozpusténi proteint a ostatnich bunécnych
soucasti kromé samotného PHA [57].

K tomuto zptisobu byly pouzity razné PAL a také rtizné metody jejich piidavku k biomase. Byl
proveden experiment s karnitinovym esterem kyseliny palmitové, coz je zastupce ptirodnich
povrchové aktivnich latek. Jednd se o palmitovou kyselinu, kterd je zdrojem dlouhého
nepoléarniho fetézce uhlikl, na kterou je esterovou vazbou navazany karnitin, coz je slouc¢enina
zajistujici transport acyl-CoA do matrix mitochondrie pii metabolismu mastnych kyselin.
Nevyhodou pfi pouziti této povrchové aktivni latky je nutnost Gpravy biomasy pro extrakci,
vyhodou je potom skute¢nost, Ze tyto konkrétni PAL nezptsobuji degradaci polymeru [58].

Dalsi testovanou metodou byly odd€leni PHA z biomasy bez uprav média, ve kterém byly
organismy kultivovany. V tomto ptipadé byl pouze pfiddn SDS a smés byla promichéna pii
zvySené teploté. Hlavni vyhodou této metody je moznost provadéni izolace s velkymi
koncentracemi biomasy v roztoku. Nicméné pouziti PAL nezajisti vysokou c¢istotu PHA
(<97 %) a dalsi problém nastava pii pouziti vétsi davky PAL. Se zvySujicim mnoZstvim
povrchove aktivnich latek se zvysuji naklady na ¢isténi odpadni vody [47].

Tabulka 8: Srovnani vysledkii izolace PHA pomoci chemické dezintegrace riiznych PAL
[47,58,59]

Nazev Druh PAL Vytéznost = Cistota Upravy média

mikroorganismu PHA izolovaného PHA

R. eutropha Karnitinovy ester | 70 % <97 % pH 7,0; 30 °C;
kyseliny 60 min
palmitové

A. latus Karnitinovy ester = >85 % <97 % pH 7,0; 30 °C;
kyseliny 60 min
palmitové

R. eutropha SDS >90 % 95 % zadné

2) Chlornan sodny (NaClO)

DalSim zptsobem chemické dezintegrace bakteridlnich buné€k je pouZiti chlornanu sodného.
Tato metoda ma vSak jeden zasadni problém a to je znacné degradace izolovaného PHA, ktera
v praxi znamena az 50% redukci molekulové hmotnosti. Tento jev byl pozorovan jiz v roce
1963 a pozorované parametry byly absolutni molekulova hmotnost extrahované smeési a vnitini
viskozita. Bylo zjisténo, Ze amorfni forma PHA, ktera se nachézi v bunikach biomasy je citliva
na alkalické zmydelnovani a snadno se rozpadd na mensi oligomerni ¢asti [60]. Izolace PHA
pomoci chlornanu sodného byla studovana na organismu Pseudomonas putidia KT2442.
K extrakci bylo pouzito 35 ml 4,1% roztoku NaClO a vysledek extrakce byl 78 % vytéZnost
a 99% cistota ziskaného polymeru. Av§ak molekulova hmotnost PHA byla 53 000 Da [61].
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Vzhledem k vysoké Cistoté¢ extrahované¢ho polymeru vznikaly snahy o pouziti této metody
za soucasného zmirnéni degradace molekulové hmotnosti. Byl proto navrhnut koncept, ktery
spojuje vyhody extrakce pomoci NaClO a halogenovanych rozpoustédel. Tato navrhovana
metoda ma tfi faze. V prvni fazi se vyuziva ptisobeni chlornanu, ktery dezintegruje bunky
biomasy a uvolni PHA. Ve druhém kroku je shromdzdéna vSechna ochuzena biomasa a ve tieti
fazi prejde veskery polymer do halogenovaného rozpoustédla (chloroformu). Vysledkem
tohoto postupu je znacné zachovani molekulové hmotnosti, coz je zdiivodnéno bezprostiednim
piechodem PHA do chloroformu. Polymer je tedy vystaven piisobeni NaClO jen velmi kratkou
dobu [62].

3) Chelaty

Chelaty jsou slouceniny, kterych se vyuziva pfi praci s kationty kovi naptiklad Ca* a Mg?*.
Tyto slouceniny jsou schopny s témito ionty reagovat a zabudovavat je do své struktury, ¢ehoz
se vyuziva napftiklad pii vyrobé potravinovych doplikl s vysokou vstiebatelnosti v lidském
organismu. Dal$im vyuzitim pak mize byt chelatometricka titrace v analytické chemii
napiiklad pro stanoveni hofecnatych iontli ve vodé. Jednim z nejcastéji vyuZivanym
chelata¢nim ¢inidlem je ethylendiamintetraoctova kyseliny (EDTA) [63]. V kontextu izolace
PHA z biomasy se chelati vyuziva naptiklad pfi extrakci pomoci povrchové aktivnich latek.
Pidanim t&chto slou¢enin se zvysi rychlost procesu. Uéinek je pak piisuzovan vyskytu kationti
Ca?*a Mg?" na vnéjsi membrané nékterych Gram-negativnich bakterii. Chelaty reaguji s témito
kationty, coz vede k destabilizaci cytoplazmatické membrany a ta je pak nachylnéjsi naptiklad
vici PAL. Prestoze je metoda velice ucinna a poskytuje produkt vysoké kvality, jejim hlavnim
problémem je vysoka produkce odpadnich vod. Z toho divodu byl navrzen recyklacni
kontinudlni proces vyroby spocivajici v opakovaném pouziti vody s doplnénim potiebného
mnozstvi PAL a chelatd. Voda, kterou jiz neni mozné pouzit je pak oSetiena kyselinou
chlorovodikovou za soucasného piidavku aktivniho uhli za ucelem adsorpce polutantl
[47,58,64].

2.2.3 Enzymatické dezintegra¢ni metody

Extrakce pomoci enzymatické dezintegrace byly vyvinuty jako dalsi alternativa k extrakci
rozpoustédlem. V tomto piipadé se vyuziva zejména proteolytickych enzym, které zajisti
rozpusténi proteinli bun€k biomasy a PHA je tak snadnéji pfistupny k oddé€leni. Zaroven maji
tyto proteolytické enzymy minimalni efekt na degradaci PHA. Hlavnim problémem pro
provozni vyuziti enzymu je vSak jejich vysoka cena [58,65].

Enzymy samy o sobé nezle k extrakci pouZit a je nutné je zapojit napiiklad do metod chemické
dezintegrace. Pti vyuziti PAL je postup extrakce nasledujici. Buné¢na suspenze obsahujici PHA
je podrobena zahfevu volenému tak, aby se projevita aktivita zvolenych enzymii. Nasleduje
ptidavek povrchové aktivnich latek, které¢ bunky biomasy oddéli od PHA a v poslednim kroku
je pridan peroxid vodiku, ktery slouzil jako bélidlo. Touto metodou byla provedena izolace
PHA z organismu R. eutropha. Byly provedeny experimenty s riznymi enzymy a nejlepSim
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vysledkem byla 88% cistota PHA pfi pouziti 2% roztoku bromelainu (smés proteolytickych
enzymu izolovanych z ananasu [66]) za teploty 50 °C a pH 9,0 [67].

Dalsi kombinaci s chemickou dezintegraci je vyuziti enzymt s povrchové aktivnimi latkami
a chelaty. Konkrétné byly zvoleny slouceniny SDS a EDTA. Enzymi bylo testovano vice pro
zvoleni optimalni kombinace. Zastupci testovanych enzymut byli alkalaza, lecitaza nebo
lyzozym. Experiment byl proveden na organismu Pseudomonas putidia s kombinaci alkalaza,
SDS a EDTA. Bylo zji§téno, Ze ptispévek enzymu na celkovou extrakci byl 71,5 %, Cistota
polymeru byla 92,6 %, vytéznost 90 % [68].

2.2.4 Mechanické naruseni

Mechanické narusovani bunék je proces vyuzivany zejména za ucelem zisku intracelularnich
bilkovin, avSak byl aplikovan také na izolaci PHA. Hlavnimi vyhodami tohoto zptisobu izolace
PHA jsou nizké procesni naklady (avSak vysoka pofizovaci cena stroji), nepatrné poskozeni ¢i
degradace produkti a v neposledni fadé¢ minimalizace zneciSténi Zzivotniho prostiedi.
Nevyhodou je pak ¢asova naro¢nost procesu [58].

1) Perlovy mlyn (smykové namahani pevné faze suspenze biomasy)

Perlovy mlyn izoluje PHA na principu smykového naméahani pevné faze. Coz znamena, ze
perlovy mlyn je pfimo v kontaktu s bunécnou suspenzi obsahujici PHA a na zékladé
mechanického poskozeni z nich uvoliiuje polymer [69]. Samotny mlyn je slozen z vertikalni
valcovité mleci komory s malymi ocelovymi nebo sklenénymi kulickami, v jejimz stfedu se
nachazi valcovy rotor S regulovatelnou rychlosti otaceni. Bunééna suspenze je vpravena do
mlynu, buiikky biomasy podlehnou mechanickému naruseni a vychazi otvorem na druh¢ strané
valce. Pfi tomto mechanickém zasahu dochazi k zahtivani mlynu v dasledku tfeni, coZ je feSeno
vodnim chlazenim pomoci chladiciho plasté kolem komory, kudy mtize protékat chladici voda.
Koncentraci vstupni suspenze bunék je nutné volit v rozmezi 8-66 kg susiny na 1 m® suspenze.
Experimentalné pak bylo také zjisténo, ze praimér kulicek v mleci komote nezrychli proces,
avSak znacné ovlivituje kapacitu komory. Podle vysledkl experimentu bylo ke kompletnimu
naruseni vSech bun€k potieba osm prichodi jedné konkrétni suspenze za konkrétnich
podminek:

e 52 800 otacek na minutu

e 85% plnéni mleci komory

e Kuli¢ky o priméru 512 um

e 90 ml za minutu priutoku suspenze [69,70]
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2) Vysokotlaka homogenizace - HPH (smyk kapalné faze)

Vysokotlaky homogenizator se sklad4d z jednoho nebo vice objemovych Cerpadel. Suspenze
bun¢k je vtazena komory Cerpadla. Na suspenzi je vyvijen pfesné¢ urceny tlak objemovym
Cerpadlem, ktery lze regulovat pomoci restriktoru [69]. Objemové Cerpadlo funguje na principu
uvadeéni kapaliny do pohybu pomoci vnéjsi mechanické sily [71]. Na rozdil od perlového mlynu
v tomto pfipad¢ UcCinnost izolace zavisi na koncentraci suspenze (u mlynu je dané rozmezi
koncentrace pro konstantni ucinnost). U HPH bylo zjisténo, Ze idedlni koncentrace suspenze je
45 kg susiny na 1 m® suspenze. Nevyhodou u vysokotlakého homogenizatoru je moznost ucpani
nastavitelného $krticiho ventilu pevnou fazi suspenze [70]. Experimentalné byla provedena
izolace P(3HB) z organismu Methylobacterium sp. V49 pomoci HPH za asistence SDS.
Maximalni dosazena Cistota produktu byla 98 % pii tlaku 40 MPa. Byly provedeny dva cykly
a pouzit 5% roztok SDS [47].

3) Rozruseni ultrazvukem

Metoda vyuziti ultrazvuku pro izolaci PHA byla testovana na organismu Haloferax
mediterranei. Pro tento postup je nutné stanovit akusticky vykon, index naruSeni velikosti
a dobu procesu. Suspenze bunék byla po zakroku ultrazvuku podrobena centrifugaci, ¢imz byly
odstranény zbytky bunék a oddélen polymer. Ultrazvuk byl také pouzit jako pfipravny krok pro
izolaci pomoci chemické dezintegrace [47].

2.2.5 Superkriticka fluidni extrakce

Superkritické tekutiny maji jedine¢né fyzikalné-chemické vlastnosti, které jsou velice vhodné
pro extrakéni Gcely. Nadkritickou tekutinou rozumime slouceninu, kterou jiz nelze zkapalnit
zménou tlaku nebo teploty. Takové fazi pak fikdme superkritické fluidum, které ma nasledujici
vlastnosti:

e Stlacitelnost - 1ze ménit hustotu

e Radové mensi viskozita, nez u kapalin
e Absence povrchového napéti

e Vysoka difuzivita [72,73]
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Pro SFE se nejcastéji vyuziva oxid uhli¢ity (CO2). Vyhodami jsou zejména mald toxicita
a reaktivita, snadné podminky pro pfevedeni do stavu superkritického fluida (31 °C a 7,5 MPa),
Sirokéa dostupnost, nizka cena a nehotlavost. Proces SFE probihé v nasledujicich krocich:

1) CO:2 v kapalném stla¢eném stavu je odebiran pomoci ¢erpadla ze zasobni nadoby.

2) Nasledné je stlacen na nadkriticky tlak (stale je v kapalném stavu).

3) Postupuje do extrak¢éni komory, ktera je opatiena termostatem - dochazi ke zvyseni
teploty na nadkritickou.

4) Nastiik latky, ktera je extrahovana je zpravidla provadén do protiproudu extrakéniho
Cinidla.

5) Extrakt pokracuje z extrakéni komory do zachytného rozpoustédla pies kapilaru
(restriktor). Dochazi tak k tlakového gradientu extraktu a ten zlstavd ve fazi
nadkritického fluida.

6) Sbérna komora s rozpoustédlem je jiz vystavena atmosférickému tlaku - CO: je
odpafeno a poté nasato Cerpadlem a opét zkapalnéno, extrakt je zachycen ve sbérném
tanku [72,73].

27



Superkriticka fluidni extrakce ktera vyuziva jako extrakcni ¢inidlo oxid uhlicity ma pak tyto
specifika:

e Extrakéni podminky je nutno precizné optimalizovat.

e Pouzivani ptidavnych rozpoustédel - modifikator. (COz je zcela nepolarnim extrakénim
¢inidlem, za ucelem extrakce polarnich sloucenin se vyuziva modifikator jako naptiklad
metanol, acetonitril, voda)

e Obsah vody v extrahované matrici ovliviiuje u¢innost extrakce.

e Béhem extrakce se mohou tvofit agregaty (hrudky).

e Zasadni je ptiprava vzorku pro extrakei - idedlni je drceni Castic na 10 - 50 um.

o Ucinnost extrakce je vyssi pii teplotach do 200 °C [72,73].

SFE pak krom¢ izolace intracelularnich proteinii mtize poslouzit také v extrakci PHA. Byla
provedena studie tohoto zpusobu oddé€leni konkrétné P(3HB) z organismu R. eutropha.
Optimélni podminky procesu byly pak navrzeny takto: proces trvajici 100 minut, tlak 20 MPa,
teplota 40 °C, modifikator metanolu (v divodu vyssi polarity PHA), CO2 jako extrakéni €inidlo.
Vytéznost tohoto procesu byla 89 %. Experiment byl dale pfedmétem dalSich studii, které se
zamé&fovaly na vyuZiti NaOH a NaCl jako sloucenin pro pfipravny krok SFE za Gi¢elem naruSeni
buné¢nych stén [74,75].

2.2.6 Vyuziti kirehkosti bunék

U n€kterych vybranych organismi, jako napiiklad Azotobacter vinelandii a u rekombinantni
E. coli lze vyuzit poruseni pevnostni bunéénych membran v dusledku vysokého obsahu
intracelularniho PHA. Pti procesu akumulace PHA se zvySuje tzv. osmoticka kiehkost bunééné
¢im dal vice zaplhovan polymerem. Tento princip byl popsén jak u Gram-negativnich, tak
u Gram-pozitivnich bakterii [47],[58]. Organismus A. vinelandii se stal pfedmétem testovani
tohoto zpusobu extrakce. Biomasa se syntetizovanym PHA byla vystavena 1M roztoku NH3
0 pH 11,4 pfi teploté 45 °C na 10 minut. Timto zakrokem bylo odstranéno 10 % hmotnosti
buné¢k z cehoz bylo 0 % PHA a 60-77 % bilkovin. Timto zdkrokem doSlo k poruSeni osmotické
rovnovahy bunky s okolim a lyzi vétSiny hmoty biomasy. Vyslednym produktem byla smés
slozena z 94 % P(3HB), 2 % bilkoviny a 4 % ostatni nebilkovinné hmoty [76].

Stejny princip byl pouzit v ptipadé experimentu s rekombinantni E. coli jejiz obsah P(3HB)
pred extrakei Cinil 77 %. Misto amoniaku byl pouzit 0,2M roztok NaOH, proces probihal
60 minut pii teploté¢ 30 °C. Dosazena Cistota polymeru byla 98,5 %. Pfi pouziti 1M roztoku
NaOH a teploté 50 °C bylo pak dosazeno 99% Ccistoty [47,58].
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2.2.7 Vzduchové tridéni

Metoda byla testovana na organismu R. eutropha. V prvni fazi je suspenze biomasy vystavena
pusobeni ultrazvukovych vin za ucelem uvolnéni PHA z bunck. Dale je tato suspenze
vymrazena a namleta na mensi Castice. Vzorek byl pak podroben vzduchovému tfidéni, jehoz
vysledek byl 38 % ¢istého podilu a 62 % hrubého podilu. Cisty podil byl nasledn& podroben
rozpusténi v chloroformu, probéhla extrakce P(3HB) a nasledné vyvlockovéani pomoci
metanolu. Vysledkem byl polymer o ¢istoté 95 %. Vytézek byl 85 % [47].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii a pomiicek pro méieni

3.11

Pouzité chemikalie

Biomasa kultivovana na MBU AV CR, v. v. i.
DEO (diethyloxalat)

AETLA (ethyl 2-(acetyloxy)propionat)
Chloroform (Lach-ner)

Aceton (Lach-ner)

EA (ethylacetat) (Lach-ner)

Glycerol (Lach-ner)

Vodik (SIAD Czech spol.)

Destilovana voda (FCH VUT)

Pouzité pristroje a pomucky

Predvazky OHAUS PRECISION (PIONEER)

Analytické vahy OHAUS PA213 (PIONEER)

Termoclanck TM-902C

Termostat (JULABO GmbH)

Membranové vyvéva FB 65453 (FISHERBRAND)
Magneticka michac¢ka IKA RCT basic (IKAMAG)

Hiidelové michadlo LLG-uniSTIRRER OH2 (LLG Labware)
Susarna (Memmert)

Centrifuga C-28A (Boeco Germany)

Plynovy chromatograf Varian CP 3900

Chromatograf HPLC — GPC Agilent 1260 infinity (HPST s.r.o0.)
UV-VIS spektrofotometr Spekol 211 (Carl Zeiss Jena)
Mikropipeta (Fischer Scientific s.r.0.)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni (SIMAX)
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3.2 Pouzita biomasa

Biomasa pouzitd pro experimentalni cast pochazi z Mikrobiologického tstavu AV.
Kultivovanym organismem byla bakterie Cupraviadus necator H16 (dfive Ralstonia eutropha)
a jako substrat slouzil pouzity fritovaci olej. Biomasa byla uchovavana pfi teploté -40 °C.
Konkrétni pouZivana SarZe biomasy obsahovala 65,9 % P3HB. Tento udaj je platny pouze pro
studovany vzorek, jelikoz obsah polymeru se u kazdé biomasy lisi. Pfed pouzitim bylo
zapotiebi mrazenou biomasu vysusit. SuSeni bylo provadéno pomoci vakuové destilace
a infracerveného zafeni po dobu osmi hodin, pfi¢emZz byla biomasa kaZzdou hodinu
promichavana. UsuSend biomasa pak byla pomoci tfeci misky s tlou¢kem rozdrcena na sypkou
smes, kterd byla tfidéna pomoci soustavy sit. Frakce byly rozdéleny podle velikosti ok
pouzitych sit na ¢astice 2-4 mm, 1-2 mm, 0,5-1 mm, 0,25-0,5 mm.

Obrazek 4 Frakce castic susené biomasy o velikosti 1-2 mm. Biomasa byla drcena v treci misce
s tlouckem

3.3 Hydrolyticka stabilita esterovych rozpoustédel

Hydrolyticka stabilita esterovych rozpoustédel (dle jen ester) je zasadnim parametrem pro
moznost jejich recyklace pii jejich primyslovém vyuziti. Pokud je stabilita nizka, je nutné
rozpoustédlo ¢asto ménit a nemize byt opétovné pouzivano. Parametr byl zjistovan u roztoku
esteru a vody v nadstechiometrickém molarnim poméru pfi teploté 100 °C.
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Obrazek 6 Schéma hydrolyzy diethyloxaldtu.

Nejprve byl navazen ester, ktery byl temperovan v termostatu na 100 °C. Poté byla navaZena
voda v poméru 4:1 s esterem. Divodem zvoleni nadstechiometrického molarniho poméru je
potlaceni vlivu chemické rovnovahy. Voda byla pfilita k vytemperovanému esteru. Roztok byl
intenzivné promichavan pii teplot¢ 100 °C hfidelovym michadlem, pficemz se jednalo
0 dvoufazovy roztok z divodu malé rozpustnosti esterd ve vodé. V ptipadé DEO se po
100 minutach faze spojily a zacala se v roztoku srazet kyselina Stavelova. Vzorky byly
odebirany v intervalech 10-20 minut. Analyzovanym parametrem byla kyselost roztoku
vyjadiena &islem kyselosti. Cislo kyselosti je definovano jako mnozZstvi hydroxidu draselného
v miligramech k neutralizaci kyselin v 1 g vzorku.

Pro analyzu roztoku AETLA byla zvolena acidobazicka titrace. Produktem hydrolyzy esteru je
kyselina octova (viz obrazek 4) nebo 2-(acetyloxy)propionova, které jsou vhodné pro titracni
stanoveni. Organicka faze byla titrovana odmérnym roztokem 0,1M KOH v metanolu a jako
indikator byla pouzita bromthymolova modf. Tento indikator byl pouzit z toho divodu, ze
indikuje konec titrace pfi pH 7, coz je vtomto pfipadé¢ zadouci. Jakykoli dals§i ptidavek
odmérného roztoku mize ovlivnit urceni hydrolytické stability rozpoustédla.

Pro rozpoustédlo DEO byla zvolena strategie zjiSténi mnoZstvi etanolu ve smési metodou GC.
Mnozstvi ethanolu bylo pfepocitdino na mnoZstvi hydroxidu draselného potfebného pro
neutralizaci. Pro chromatografickou analyzu byla pouzita napliova kolona (2 m dlouha, praimeér
2 mm, naplit Chromosorb AW 80-100 mesch smoc¢eny 10 % PEG 4000), nosny plyn vodik (10
ml/min) a detektor TCD. Diivodem pouziti této metody byl zejména rychly prubéh hydrolyzy
DEO. Zaroven etanol diky je bodu varu 78,37 °C vhodnym analytem pro plynovou
chromatografii. Po odebrani vzorku byl roztok ponechan pii laboratorni teploté, aby se oddélila
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organicka avodna faze. K analyze byla pouzivana jen organicka faze. Analyza byla
vyhodnocena metodou vnitiniho standardu. Jako vnitini standard byl zvolen aceton. Odebrany
vzorek roztoku po hydrolyze byl smichan s acetonem v hmotnostnim poméru 2:1. Stejnym
zpusobem byl upraven také standardni (kalibracni) roztok DEO a ethanolu 0 zndmém mnozstvi
(10 % ethanolu v DEO). Roztok s acetonem byl ru¢né nastiiknut (0,2 ul) na kolonu. Pik acetonu
slouzil k normalizaci odezvy, ktera neni stejnd pro chybu zplsobenou ru¢nim nastfikem.
Ethanolovy pik vzorku byl porovnavan s ethanolovym pikem standardniho roztoku. Z poméru
ethanolovych piku a zndmého mnozstvi ethanolu ve standardu bylo uré¢eno mnozstvi etanolu ve
vzorku.

3.4 Extrakce P3HB pomoci esterii

Extrakce P3HB z biomasy pomoci estert byla provedena za ucelem dal$i analyzy P3HB. Cilem
extrakce bylo predevsim prevést polymer do roztoku a néasledné odd¢lit pevné zbytky biomasy
filtraci. Pro extrakci byla pouzita frakce ¢astic biomasy 1-2 mm (viz 3.2) a teplota 135 °C. Smé&s
se za téchto podminek dobie filtrovala a rozpoustédlo se tolik nevypatovalo. Pro studium
degradace neptecisténého P3HB slouzil surovy roztok po filtraci, ktery reprezentuje redlny
ptipad pfirozené se vyskytujicich kontaminantii v roztoku béhem extrakce a nasledné rafinace
roztoku. Pro studium modelového chovani ¢istého P3HB byl vyextrahovany polymer promyvan
EA a nasledné op€tovné rozpustén v Cistém esteru.

Nejprve byl navazen ester, ktery byl temperovan v termostatu na 135 °C. Poté byla navazena
biomasa v mnozstvi odpovidajici hmotnostnimu poméru 1:10 vici esteru a vpravena do
roztoku. Extrakce probihala 15 minut pfi teploté 135 °C. Behem extrakce se zvySovala viskozita
roztoku v dusledku piechazeni polymeru do roztoku. Nasledné byla smés za horka filtrovana
za snizen¢ho tlaku na Biichnerové nalevce s filtracnim papirem. Biomasa po extrakci se dale
nezpracovavala. Roztok polymeru byl ponechédn pfi laboratorni teploté. Pfi niz$i teplot€ ma
polymer mens$i rozpustnost a vysrazi se z rozpouStédla. Nevznika vSak suspenze, ale
rozpoustédlo je vazano do struktury polymeru. Vysledny surovy roztok ma strukturu podobnou
zelating. Takto pfipraveny surovy roztok byl pouzit pro studium degradace nepiecisténého
P3HB.

Pro pfipravu roztoku piecisténého P3HB bylo nejprve oddéleno esterové rozpoustédlo
mechanickym vymackanim surového roztoku. Vymackany polymer byl podroben promyvani
pomoci EA, kterého bylo stejné mnoZstvi jako vymackaného esterového rozpoustédla. Polymer
byl smichdn s EA a opét vymackan. Tento proces promyvani byl proveden celkem tfikrat.
Oddé¢lené filtraty esterového rozpoustédla a EA po promyvani (viz obrazek 7) byly uchovany
pro dalsi studium. Piecistény polymer byl susen pii 90 °C po dobu 2 dni.
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Obrdazek T Filtraty ethylacetdtu a esterového rozpoustédla po vymyvani polymeru, zleva: filtrat
esterového rozpoustédla; filtrat po prvnim promyti ethylacetdatem; filtrdat po druhém promyti
ethylacetatem, filtrat po tretim promyti ethylacetatem.

3.5 Analyza filtrati pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Esterové rozpoustédlo a EA se po procesu promyvani (viz 3.4) zbarvily do Zluta. Divodem
zbarveni je piechod barevnych latek z biomasy do roztoku spolu s polymerem, hlavné
zbytkového oleje, ktery je substratem fermentace (viz 3.2). Substrat se tak stava soucasti susené
biomasy. Intenzita zbarveni dobfe odpovida urovni kontaminace roztoku polymeru témito
latkami, a proto miiZe slouzit ke studiu uc¢innosti promyvani surového polymeru.

Intenzita zbarveni byla méfena ve sklenéné kyveté pii vinové délce 410 nm a délka optické
drahy byla 1 cm. Jako blank slouzilo esterové rozpoustédlo poptipadé EA.

3.6 Degradace P3HB za zvySené teploty

Molekulova hmotnost P3HB se pii extrakci snizuje v duisledku zvysené teploty procesu. Jde
zejména o termodegradacni proces tzv. beta-eliminace a v mensi mife o hydrolyzu zptisobenou
piitomnosti malého mnozstvi vody v biomase (viz 3.2). Dlouhé fetézce P3HB se §tépi na mensi.
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jak rychle probiha sniZovani molekulové hmotnosti pfi
4 konkrétnich teplotach.
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Surovy roztok po filtraci obsahoval 4,1 % neptecisteného P3HB. Roztok precisténého P3HB
byl pfipraven o totozné koncentraci. Roztok polymeru byl vystaven teplotam 120 °C, 140 °C,
160 °C a 180 °C po dobu 60 minut. Vzorek byl odebiran kazdych 10 minut a ponechdn pii
laboratorni teploté. VSechny odebrané vzorky byly zbaveny rozpoustédla vymackéanim a suSeny
pti teploté 90 °C po dobu 2 dni. Po uplynulé dobé byly vzorky suSiny navazeny do vialek
a rozpusStény v chloroformu na definovany roztok pro gelovou permeaéni chromatografii
(GPC).
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Obrazek 9 Aparatura pro studium degradace polymeru.
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3.7 Gravimetrické stanoveni suSiny extraktii obsahujici P3HB

Parametry extrakce:

e Konstantni teplota (140 °C) a rizné frakce biomasy (2-4 mm, 1-2 mm, 0,5-1mm, 0,25-
0,5 mm)
e Jedna frakce biomasy (1-2 mm) a riizné extrakéni teploty (120°C, 140°C, 160 °C)

Extrakce probihala stejné jako v ptipadé 3.4. Interval odebirani extrakéni smési byl pro kazdou
teplotu jiny:

e 10 minut pro 120 °C
e 5 minut pro 140 °C
e 3 minuty pro 160 °C

Odebrany vzorek byly za horka odstiedén pii 4000 ot.min po dobu 2 minut. Diivodem
odstfedéni bylo oddéleni pevnych zbytkii biomasy, ktery byly odebrany se vzorkem roztoku.
Odstiedény roztok byl ponechén k volnému vychladnuti na laboratorni teplotu za tcelem
vysrazeni polymeru. Vychladlé vzorky roztoki pak byly navaZzovany na analytickych vahach
na samostatné Petriho misky. NavaZené vzorky byly suSeny v susarné pii teploté 90 °C po dobu
2 dni za ucelem oddéleni veskerého rozpoustédla. Po ususeni byly misky opét zvazeny na

analytickych vahach a z rozdilu hmotnosti byla zjisténa hmotnost vyextrahované susiny.
Vzhledem k Zlutému zbarveni rozpoustédel béhem extrakce bude soucasti susiny kromé& P3HB
také rizné ptimési biomasy jako je zbytkovy substrat po kultivaci (viz 3.2).

Obrazek 10 Prubeh srazeni polymeru z roztoku pri ochlazovani.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Z namétfenych hodnot mame moznost posoudit, ktery ze dvou pouzitych estert je vhodnéjsi pro
extrakci P3HB z biomasy. Krom¢ extrakce samotné byla posouzena hydrolyticka stabilita
pouzitych esterd. Hlavnim srovnavanym parametrem béhem samotné extrakce je zavislost
rychlosti degradace molekulové hmotnosti na teploté roztoku precisténého i nepiecisténého
P3HB. Tato vlastnost je diilezita zvlasté pro naslednou technologii priimyslového zpracovani
polymeru. Dal§im srovnavanym parametrem je rychlost a vytéznost extrakce.

4.1 Hydrolyticka stabilita esterovych rozpoustédel

Hydrolyticka stabilita je zasadni pro zjiSténi pouzitelnosti rozpoustédel. Hydrolyzované
rozpoustédlo neni mozné znovu pouzit pro extrakci. Béhem procesu hydrolyzy dochazi ke
zméng vlastnosti rozpoustédla a vzniku vedlejSich produktd (viz 3.3). Vedlejsi produkty jako
jsou alkoholy a karboxylové kyseliny mohou svymi vlastnostmi dale zvySovat hydrolytickou
nestabilitu rozpoustédla a mohou ovliviiovat jeho extrakéni schopnosti a zptisobovat korozi
vyrobniho zafizeni. Krom¢ toho mohou urychlovat degradaci extrahovaného polymeru.
Vysledkem studia hydrolytické stability estert je zavislosti zmény &isla kyselosti v ¢ase pfi
teploté 100 °C.
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Graf 1 Zavislost zmény cisla kyselosti esterového rozpoustédla na délce hydrolyzy pri
100 °C.

Z grafu 1 je patrné, Ze AETLA vykazuje vyssi hydrolytickou stabilitu, nez DEO. Priibéh zmény
kyselosti DEO je exponencidlni, coZ mé4 pravdépodobné za nasledek autokatalyza procesu.
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U tohoto esteru také doslo ke spojeni vodné a organické faze a zacaly se objevovat krystalky
kyseliny Stavelové, coz znamend, ze hydrolyza prob¢hla z casti do druhého stupné
(viz obrazek 5). U DEO vzrostla kyselost stokrat, u AETLA bez mala tfikrat. Pribéh zmény
kyselosti u AETLA se da v tomto pfipad¢€ povazovat za linedrni, nicmén¢ jde patrné o pocatek
hydrolyzy, takze se je prub¢h pravdépodobné zménil na exponencialni.

4.2 Degradace molekulové hmotnosti P3HB

Pii extrakci PHB pomoci rozpoustédla dochdzi v disledku zvySené teploty a ptfitomnosti
vlhkosti ke snizovani molekulové hmotnosti polymeru (viz obrazek 6). Zaroveii mohou mit na
degradaci vliv také rtzné piimési jako je zbytkovy kultivacni substrat (viz 3.5) a takeé
hydrolyticka stabilita esterového rozpoustédla (viz 3.3). Pfimési piechazi do rozpoustédla
stejné, jako P3HB. Hydrolyzované rozpoustédlo uvoliuje vedlejsi produkty jako je kyselina
octova a ethanol, které mohou pfispivat k degradaci. Roztok ptecisténé¢ho i neptrecisténého
P3HB byl vystaven zvysené teploté po dobu 60 minut. Odebirané vzorky byly analyzovany
pomoci GPC. GPC nam poskytne informace o stfedni molekulové hmotnosti a na zékladé
distribuce makromolekul ziskdme veli€iny:

e Hmotnost hmotnostné stiedni molekulova (Mw): primérna molekulova hmotnost
polymeru vypoctena z molekulovych hmotnosti jednotlivych makromolekul

e Hmotnost ¢iselné stiedni molekulova (Mn): primérna molekulova hmotnost
polymeru vypocitana z hmotnosti vzorku a po¢tu makromolekul v ném obsazenym
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Obrdazek 11 Distribucni kiivka a srovnani viastnosti degradovaného polymeru [5]
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1) Pregistény PHB
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Graf 2 Zavislost relativni zmeény My precisteného P3HB v case.

Pribéh degradace molekulové hmotnosti piecisténého P3HB je prakticky totozny u obou
esterovych rozpoustédel pro danou studovanou teplotu. Zatimco pifi 120 °C se molekulova
hmotnost nesnizila ani na 95 %, u teploty 180 °C byla jen 20% ve srovnani se standardem. U
této teploty je taky ze zacatku patrny rychlejsi pribéh, ktery byl nasledné zpomalen. To mize
byt pfi¢inou autokatalyzy poptipadé mohly rychlost degradace ovliviiovat pfiméesi obsazené jen
Vv malém mnozZstvi, které se postupujici degradaci vycerpa.

2) Nepiecistény PHB
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Graf 3 Zavislost relativni zmény My neprecisteného P3HB v cCase.
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V ptipadé neptecisténého P3HB je patrna zména pribéhu v porovnani s precisSténym
polymerem. U niZSich teplot jsou zjevné rozdily v rychlosti degradace mezi esterovymi
rozpoustédly. Roztok AETLA vykazuje mensi rychlost degradace. Pro srovnani: rychlost
snizovani molekulové hmotnosti je prakticky totozna pro roztok AETLA pfi 140 °C a roztok
DEO pfi 120 °C (viz graf 2). Rozdily mezi estery se snizuji se zvySujici se teplotou. Pti teploté
180 °C je prubeh prakticky stejny jako v ptipadé precisténého P3HB (viz graf 1). Rozdily
V rychlosti degradace polymeru mohou byt pfi¢inou vyssi hydrolytické stability AETLA. Do
roztoku se tak uvolnuje mensi mnozstvi vedlejSich produktl hydrolyzy, které mohou
podporovat degradaci. DalSim faktorem mohlo byt vétsi mnozstvi ptimési v roztoku DEO,
molekulové hmotnosti Z obecného trendu =zavislosti lze vSak usuzovat, ze samotné
rozpoustédlo nema na rychlost termodegradace P3HB zéasadni vliv, a jedné se proto hlavné
0 vlastnost samotného polymeru.

4.3 UV-VIS spektrofotometrie filtrati

Spektrofotometrické analyza slouZi ke zjisténi intenzity Zlutosti esterového rozpoustédla a EA
po extrakci. Zlutost roztoku miize byt mirou obsahu pfimési, protoze roztok pfipraveny
Z ¢istého polymeru je bezbarvy a ¢iry. Pfi tiistupiiovém promyvani se viditeln€ sniZzuje intenzita
zlutosti EA i polymeru.
8 -
7 .

6 -

Graf 4 Absorpcni spektrum vymackaného EA.

Z duvodu Zlutého zbarveni se absorpéni maximum nachazi v UV oblasti (310 nm). Pro
spektrofotometrii byla zvolena vinova délka 410 nm a to z divodu relativné nizkych hodnot
naméienych absorbanci. Pokud bychom méfili v oblasti absorpéniho maxima, naméiené
hodnoty absorbance by byly pfili§ vysoké a bylo by zapotiebi vzorek fedit. Lambert-Beertiv
zakon, kterym se tidi UV-VIS spektrofotometrie plati pro v§echny hodnoty vinovych délek, pfi
kterych se méfi, proto je mozné pouzit pro méteni vinovou délku mimo absorpéni maximum.
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Graf 5 Zavislost zmeny absorbance na poctu promyvani EA.

Z vysledkl analyzy je patrné, Ze vymackané esterové rozpoustédlo (pocet promyti 0) AETLA
vykazuje o 33 % niz$i hodnotu absorbance, nez DEO. Po prvnim promyti vykazovaly oba estery
stejnou absorbanci a dale je niz$i hodnota zjevna u DEO. Z toho vypliva, ze AETLA je pro
extrakci P3HB selektivngjsi, nez DEO. Z pribéhu zmén absorbanci je evidentni, ze Zlutost se
da 1épe odstranit z DEO. Tento trend naznacuje, ze se jedna pouze o neselektivni fedéni
necistot, které se pifi vymyvani piechazi do filtratu. Rozhodujicim parametrem ovliviujci
vymyvatelnost necistot je pravdépodobné afinita EA jako promyvadla k polymeru, které tak
muze ptivodni esterové rozpoustédlo spolu s neCistotami z polymeru vytésiovat.

4.4 Prubéh extrakce P3HB

Hlavnim cilem gravimetrické analyzy bylo zjisténi prubehu extrakce, ktery byl monitorovan
méfenim suSiny extraktli odebiranych béhem extrakce. Vzorky byly v rliznych casovych
intervalech odebirany (podle teploty extrakce), odstiedény od pevnych zbytki biomasy,
ponechany pii laboratorni teploté pro vysrazeni polymeru a zvazeny. Rozpoustédlo bylo
odpafeno a nasledné¢ byla stanovena sus$ina extraktu. Z hodnot hmotnosti susiny je mozZné urcit
rovnovazny stav extrakce, kdy se hmotnost suSiny uz vyrazn€ nezvysuje. Tato analyza byla
provadéna vzdy sjednim proménnym parametrem: teplotou, nebo frakci velikosti ¢astic
biomasy (viz 3.2).

42



1) Zavislost rychlosti extrakce na teploté

Zvyseni teploty extrakce je dilezité zejména pro zajisSténi maximalni difuzivity rozpoustédla
a rozpousteécich schopnosti polymeru. Tyto parametry jsou zdsadni pro zisk co nejvyssiho
mnozstvi extrahovaného polymeru. Pro kazdou teplotu byla zvolena jinak dlouh4a doba méieni
a to z diivodu rozdilné rychlosti dosazeni rovnovazného stavu extrakce.
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Graf 6 Zavislost zmény hmotnostniho zlomku susiny extraktu v roztoku na case pro rizné
teploty extrakce pro frakci castic 1-2 mm.

V grafu 6 je uveden pribéh extrakce esterovymi rozpoustédly pifi konkrétnich teplotach.
V grafu se také nachazi vodorovna cCara, kterd oznacuje maximalni teoreticky hmotnostni
zastoupeni P3HB v roztoku pro danou biomasu a pomér biomasa-rozpoustédlo. Studovana
biomasa obsahuje 65,9 % P3HB a roztok byl tvofen biomasou a esterem v hmotnostni poméru
1:10. Nejvyssi hodnota hmotnostniho zlomku samotného P3HB v roztoku je tedy zaokrouhleng
6,18 %. Rovnovazny stav extrakce pii 120 °C se ustanovil pfiblizné¢ v 30 % této nejvyssi
hodnoty. Teplota 120 °C zifejm¢ neni dostate¢na pro dosazeny potiebnych rozpoustécich
vlastnosti. V piipad¢ teplot 140 °C a 160 °C nastal rovnovazny stav extrakce ptiblizné v 115 %
hodnoty nejvyssiho hmotnostniho zlomku P3HB. U kazdého esteru a teploty se tento
rovnovazny stav ustanovil zarozdilnou dobu. Je patrné, Zze tyto teploty jiz zajistuji vyssi
difuzivitu rozpoustédla a potfebnou rozpustnost polymeru. Vyssi (nad 100%) hodnota
(viz 3.2). U vSech studovanych teplot byl hmotnostni zlomek suSiny extraktu v roztoku vyssi
u DEO. Intenzita zlutosti byla také vy$si u DEO (viz 4.3). DEO je tedy zfejm¢& schopné
extrahovat vét$si mnozstvi ptimesi biomasy.
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2) Zavislost rychlosti extrakce na velikosti ¢astic biomasy

Velikosti ¢astic ovliviiuje rychlost extrakce ptedevsim z divodu rtizné velikosti mezifdzového
rozhrani, na kterém dochazi k extrakci. Rovnovazny stav extrakce nastava rychleji u extrakce
castic o nejmensi velikosti. S mensim objemem ¢astic také nariista difuzivita rozpoustédla.
Diftize rozpoustédla do center malych castic probiha rychleji.
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Graf 7 Zavislost zmeény hmotnostniho zlomku susiny extraktu v roztoku na ¢ase pro riizné
velikosti extrahovanych castic pri teploté 140 °C.

Rovnovazny stav extrakce pro vSechny frakce ¢astic biomasy nastal nad maximalni hodnotou
hmotnostniho zlomku P3HB v roztoku (viz 1) 4.4) zhruba na hodnoté 105 — 115 % maxima.
Dlivodem dosaZeni rovnovahy v tomto intervalu bude pravdépodobné rozdilna difuzivita
rozpoustéla pii extrakci rtiznych frakci ¢astic biomasy. Pro frakce 0,5-1 mm a 0,25-0,5 mm
nastala rovnovéha uz po 5 minutach, u ostatnich frakci byla tato doba delsi (viz graf 7). Ve
vSech piipadech byl hmotnostni zlomek extraktu susiny vy$si u DEO stejné jako v pfedchozim
ptipadé (viz 1) 4.4).
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5 ZAVER

V teoretické Casti prace byla vypracovana literarni resSerSe tykajici se vlastnosti, produkce
a vyuziti polyhydroxyalkanoatli a zpusoby jejich extrakce. Predmétem experimentdlni Casti
bylo provést experimenty tykajici se extrakce polymeru s dvéma esterovymi rozpoustédly
a naméfené hodnoty porovnat.

Prvnim provedenym experimentem bylo studium hydrolytické stability esterovych
rozpoustédel, o které vypovida zména jejich kyselosti v ¢ase. Zatimco u DEO vzrostla kyselost
zhruba stokrat, u AETLA vzrostla pouze ttikrat. U DEO navic doSlo ke spojeni organické
avodné dvoufazového roztoku a zacala se srazet kyselina Stavelova, ktera je indikaci
pokrocilého stupné hydrolyzy. Po dvou hodinach méfeni kyselost DEO rostla exponencialné,
coz naznacuje zapojeni autokatalyzy. U AETLA byl prubéh po stejné dlouhé dobé prakticky
linearni.

Experiment tykajici se degradace molekulové hmotnosti polymeru poskytl totozné vysledky
priabéhu u obou esterovych rozpoustédel pro modelovy piipad precisténého polymeru.
V realném piipadé neptrecisténého polymeru vykazoval roztok AETLA a polymeru mensi
pokles molekulové hmotnosti nez roztok DEO u vSech studovanych teplot extrakce. Divodem
je ziejmé vyssi hydrolyticka stabilita AETLA. Zména rychlosti degradace vi¢i modelovému
vzorku ¢istého polymeru byla pravdépodobné zptisobena zbytkovou vlhkosti po suseni biomasy
a jejimi ostatnimi pfimésmi. Jako hlavni termodegrada¢ni pochod nezavisly na typu pouzitého
rozpoustédla lze vSak oznaCit beta-Stépeni. Tato teorie vychdzi znezéavislosti rychlosti
degradace na typu rozpoustédla v piipad¢ degradace Cistého polymeru.

Z méfeni zlutosti esterovych rozpoustédel a promyvaciho rozpoustédla ethylacetatu bylo
zjisténo, Ze Zlutost DEO je o 33 % vySsi neZ u AETLA pfi zachovani extrakénich podminek.
V piipadé promytého polymeru byla kone¢na Zlutost u polymeru extrahovaného do AETLA.
Tyto vysledky nasvédcuji tomu, ze AETLA je sice selektivnéjsi pro extrakci polymeru
z biomasy, ale ptimési jako substrat pro kultivaci producenta polyhydroxyalkanoati ptechazeji
vice do DEO. Promyvani polymeru je podle vysledki uc¢innéjsi u roztoku DEO.

Pribéhu extrakce byl monitorovan jako susina extraktu gravimetricky. U teplot 140 °C a 160
°C bylo pravdépodobné dosaZeno rovnovazného stavu, pii kterém byl témér veskery polymer
extrahovan. U teploty 120 °C zfejmé nebylo dosazeno potiebné rozpoustéci sily rozpoustédla.
Vyssi susiny bylo dosazeno u vsech teplot v roztoku DEO pravdépodobné z divodu vétsiho
mnozstvi koextrahovanych kontaminanti. U pribéhu extrakce s rizné velkymi Casticemi
biomasy bylo dosazeno rovnovazného stavu u vSech frakei ¢astic pfiblizné na stejné hodnoté
extraktu suSiny. Pro dvé nejmensi frakce nastala tato rovnovaha po 5 minutach, u ostatnich
frakci byla tato doba vyssi. U nejvétsi frakce bylo extrakéni rovnovahy dosazeno ptiblizné po
40 minutach. Divodem rozdilné doby ustaveni rovnovdhy je zejména rizna velikost
mezifazového povrchu biomasy a rozpoustédla.
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Na zaklad¢ zjisténych informaci z vysledki experimentd byl navrzen zpusob extrakce P3HB
do esterovych rozpoustédel. Vhodné rozpoustédlo je AETLA vzhledem ke své vyssi
hydrolytické stabilité a pravdépodobné vyssi extrakeni selektivité. Vhodna teplota extrakce se
pohybuje okolo 140 °C zdidvodu malého snizeni molekulové hmotnosti polymeru za
soucasného rychlého pribc¢hu extrakce. Vhodna frakce velikosti ¢astic suSené biomasy se
pohybuje v rozmezi 1-2 mm. Tyto ¢astice jiz 1ze snadno oddg¢lit filtraci a dochazi k rychlému

ustanoveni rovnovazného stavu extrakce a pfechodu vétSiny polymeru do rozpoustédla
v kratkém case.
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7 SEZNAM ZKRATEK

PHA
Scl-PHA

Mcl-PHA

PHB
HV

PP

PE
NADPH

NADH

P3HB
P3HP
P3HHX
Mw

Mn
CRISPR

HD
PHO
MSC
PAL
SDS
EDTA

HPH
SFE
DEO

Polyhydroxyalkanoaty (polyhydroxyalkanoates)
Polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem (short chain
polyhydroxyalkanoates)

Polyhydroxyalkanoaty se stfedn¢ dlouhym fetézcem (medium chain
polyhydroxyalkanoates)

Polyhydroxybutyrat (polyhydroxybutyrate)

Hydroxyvalerat (hydroxyvalerate)

Polypropylen (polypropylene)

Polyethylen (polyethylene)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

Nikotinamidadeninnukleotidfosfat (nicotinamide adenine nucleotide
phosphate)

Poly(3-hydroxybutyrat) (poly(3-hydroxybutyrate))
Poly(3-hydroxypentanoat) (poly(3-hydroxypentanoate))
Poly(3-hydroxyhexanoat) (poly(3-hydroxyhexanoate))
Hmotnost hmotnostné stiedni molekulova

Hmotnost ¢iselné stiedni molekulova

Segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
Hydroxydekanoat (hydroxydecanoate)

Polyhydroxyoktanoat (polyhydroxyoctanoate)

Mezenchymalni kmenové buiiky (mezenchymal stam cells)
Povrchové aktivni latky

Dodecylsultat sodny (sodium dodecylsulfate)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic
acid)

Vysokotlakd homogenizace (high pressure homogenization)
Superkriticka fluidni extrakce (supercritical fluid extraction

Diethyloxalat (diethyloxalate)
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AETLA
Cs
Tt

Al

Rm
MBU
AV CR
TCD

Ethyl 2-(acetyloxy)propionat (ethyl 2-(acetyloxy)propanoate)
Koncentrace biomasy

Teplota tani

Teplota skelného piechodu

Youngtv modul pruznosti

Délkové prodlouzeni

Pevnost v tahu

Mikrobiologicky ustav

Akademie véd Ceské republiky

Tepelné vodivostni detektor (thermal conductivity detector)
Ethylacetat (ethylacetate)

Absorbance

Vinové délka

Hmotnostni zlomek
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8 PRILOHY
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Graf 8 Zavislost relativni zmény My precisteného P3HB v case u ethyl 2-(acetyloxy)propiondtu.
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Graf 9 Zavislost relativni zmeény Mn precisteného P3HB v case u diethyloxyldtu.
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Graf 10 Zavislost relativni zméeny Mn neprecisteného P3HB Vv ethyl 2-(acetyloxy)propiondtu
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Graf 11 Zavislost relativni zmény Mn precisteného P3HB v case u diethyloxylatu.
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