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ABSTRAKT 

Cílem této bakalářské práce byla detekce polyhydroxyalkanoáty (PHA) produkujících 
bakterií v aktivovaném kalu a pokus o izolaci těchto bakterií. Teoretická část se zabývá obecnou 
problematikou PHA a bakteriální produkce PHA. Pozornost je věnována také charakteristice 
aktivovaného kalu. Součástí teoretické části je i popis vybraných metod použitých k detekci 

PHA produkujících bakterií v této práci. V experimentální části byla směsná kultura 
aktivovaného kalu kultivována s využitím různých uhlíkových zdrojů v živném médiu. 
Ze získaných směsných kultur byly izolovány potenciální PHA produkující bakterie na základě 
lipofilního barvení Nilskou červení. Přítomnost genu phaC podmiňujícího tvorbu PHA byla 
detekována pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) u 11 vzorků. Sekvenací DNA 
izolované z těchto vzorků se podařilo identifikovat 8 z 11 vzorků. Jednalo se o bakterie 
Klebsiella pneumoniae (1 x), Paenirhodobacter enshiensis (1 x) a Pseudomonas putida (6 x). 

U dvou z 11 izolovaných kultur byla pomocí infračervené spektroskopie s Fourierovou 

transformací (FTIR) prokázána přítomnost PHA v biomase. Polyhydroxybutyrát (PHB) byl 

stanoven pomocí plynové chromatografie na 9,33 % hmot. sušiny biomasy (Paenirhodobacter 

enshiensis) a 1,18 % (neidentifikovaná kultura). 

 

ABSTRACT 

Aim of this bachelor thesis is detection of polyhydroxyalcanoates (PHA) producing 

bacteria from activated sludge and effort for isolation of these bacteria. The theoretical part 

deals with general issues of PHA and of bacterial production of PHA. Also there is attention 

paid to characterization of activated sludge and to selected methods used in this thesis for 

detection of PHA producing bacteria. In the experimental part, mixed microbial culture of the 

activated sludge was cultivated on different carbon sources. Potential PHA producers was 

isolated from these cultures with the use of lipophilic staining with Nile red and phaC gene 

(essential for PHA synthesis) was detected with the use of polymerase chain reaction (PCR) 

in 11 of the isolated cultures. By DNA sequencing 8 bacterial cultures were identified. It was 

Klebsiella pneumoniae (1 x), Paenirhodobacter enshiensis (1 x) and Pseudomonas putida (6 

x). Presence of PHA in biomass was detected in 2 of the 11 isolated cultures by Fourier 

transformation infrared spectroscopy (FTIR) analysis. The content of polyhydroxybutyrate 

(PHB) was determined with the use of gas chromatography to 9,33 % of dry biomass 

(Paenirhodobacter enshiensis) and to 1,18 % (unidentified culture). 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Bakteriální polyhydroxyalkanoáty, aktivovaný kal, PCR, PHA syntáza 

 

KEY WORDS 

Bacterial polyhydroxyalcanoates, activated sludge, PCR, PHA synthase 
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1 ÚVOD 

Výroba plastů je velmi objemnou a výdělečnou součástí světového průmyslu. Plasty 
jsou velmi výhodné a užitečné materiály. Jejich největší výhody spočívají ve vlastnostech jako 
je lehkost, snadná tvarovatelnost, odolnost vůči degradaci vlivem vlhkosti, kyslíku nebo 
mikroorganismů, nulová elektrická vodivost a další. Díky těmto vlastnostem a relativně nízkým 
nákladům na výrobu vzrůstala jejich výroba v minulých dekádách poměrně rychlým tempem. 
V roce 2015 vzrostla světová roční produkce plastů na 380 milionů tun. Většina konvenčních 
plastů končí po svém užití na skládkách nebo zůstává přítomna v životním prostředí, ve kterém 
se tyto plasty nerozkládají [1]. 

Potenciální řešení poskytují tzv. bioplasty, tedy biodegradabilní polymerní materiály. 
Významnou skupinu těchto materiálu tvoří polyhydroxyalkanoáty (PHA), polymery 

hydroxyalkanových kyselin. PHA jsou produkovány různými druhy bakterií jako zásoba 
energie a uhlíku a jsou rovněž odbouratelné v životním prostředí. Svými vlastnostmi mohou na 
trhu konkurovat běžným plastům vyrobeným z ropy (např. v oblasti jednorázově používaných 
výrobků), avšak náklady na jejich výrobu jsou zatím vyšší, a proto v současné době nemohou 
běžným plastům konkurovat. Vývoj a výzkum se proto soustředí na zefektivnění jejich výroby 
a snížení výrobních nákladů. Součástí tohoto snažení je i hledání nových druhů bakterií 
produkujících PHA [2, 3]. 

Aktivovaný kal je kal používaný biologickým čištěním vod, který obsahuje různé druhy 
mikroorganismů, jedná se tedy o typické směsné konsorcium. V aktivovaném kalu byl 
pozorován výskyt bakteriální PHA už v roce 1972. Účelem této práce je izolovat bakteriální 
producenty PHA z aktivovaného kalu [4, 5]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Polyhydroxyalkanoáty 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou skupina polymerů produkovaných různými druhy 
mikroorganismů. Bakterie syntetizují PHA jako zásobní formu energie a rovněž jako zásobu 
uhlíku ve formě lipofilních granulí (obrázek 1). V cytoplazmě bakterií se vyskytují PHA 

granule o rozměrech 0,2 – 0,5 µm [2]. 

 

Obr. 1: Pseudomonas putida obsahující PHA granule [6] 

Tyto granule vznikají v důsledku syntézy PHA enzymem PHA syntázou, která se 
nachází volně v cytoplazmě. PHA syntáza přetváří vhodné prekurzory na polymerní vlákna 
PHA. Tato vlákna se později shlukují vlivem hydrofobních interakcí a dochází ke zformování 
lipofilní PHA granule. Na povrchu granulí zůstávají PHA syntázy a dále se podílejí 
na prodlužování PHA řetězců, čímž dochází ke zvětšování granulí (obrázek 2) [7]. 

 

Obr. 2: Vznik a struktura PHA granule [7] 
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PHA lze izolovat z biomasy a upravit je do čisté formy podobající se plastům. Díky své 
biodegradabilitě jsou slibným řešením problému akumulace plastového odpadu v životním 

prostředí. Svými fyzikálními vlastnostmi se totiž v mnohých ohledech vyrovnávají konvenčním 
plastům produkovaným z ropy, narozdíl od nich jsou však biodegradabilní, tedy mohou být 
rozkládány organismy přítomnými v životním prostředí. Další výhodou PHA je skutečnost, že 
mohou být produkovány výhradně z obnovitelných zdrojů. V neposlední řadě je třeba zmínit 
biokompatibilitu PHA, díky které jejich potenciální přítomnost v životním prostředí 
nezpůsobuje žádné negativní efekty na toto prostředí. Mimo to jsou díky této vlastnosti 
použitelné i v oblasti medicíny [2]. 

2.1.1 Historie PHA 

PHA byly poprvé popsány v roce 1926 francouzským chemikem M. Lemoignem. 
Jednalo se o polyhydroxybutyrát (PHB), který byl pozorován v bakteriích druhu Bacillus 

megaterium. PHA se střední délkou postranního řetězce (mcl-PHA) byly poprvé pozorovány 
až v roce 1983 u druhu Pseudomonas oleovorans. Výzkum bakteriální produkce PHA byl 

poněkud akcelerován začátkem 70. let v souvislosti s tehdejší ropnou krizí [8]. 

Dnes je důležitou motivací pro výzkum bakteriální produkce PHA ochrana životního 
prostředí. Dalším motivem je snaha o udržitelnou ekonomiku, jelikož díky schopnosti PHA 
produkujících bakterií využívat rozsáhlou paletu zdrojů uhlíku mohou být PHA, narozdíl 
od běžných plastů, produkovány za použití obnovitelných zdrojů. V současnosti jsou PHA 

produkovány maloobjemově, protože náklady na jejich výrobu stále omezují jejich schopnost 
konkurovat na trhu plastům produkovaným z ropných zdrojů. Tato malovýroba se proto 
soustředí ve větší míře na produkci PHA pro biomedicínské aplikace, kde jejich využitelnost 
převažuje nároky na nízkou cenu [2]. 

2.1.2 Struktura PHA 

PHA jsou polymery hydroxyalkanových kyselin, které jsou vzájemně propojeny 
esterovou vazbou mezi karboxylovou a hydroxylovou skupinou, jedná se tedy o polyestery. 
Obecná struktura PHA a struktury několika konkrétních PHA jsou na obrázku 3. Mohou se 

vyskytovat jako homopolymery, tedy obsahující pouze jeden druh monomeru, nebo 

jako kopolymery obsahující různé druhy monomerů v jednom řetězci [2].  
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Obr. 3: a) obecná struktura PHA; b) struktura PHB; c) tabulka scl-PHA [8] 

2.1.2.1 Druhy PHA 

PHA lze rozdělit na základě počtu uhlíkových atomů v jednom monomeru. Pokud je 

tento počet nižší nebo roven 5, jde o scl-PHA, kde zkratka scl znamená short-chain length. Pro 

PHA, jejichž monomerní jednotky obsahují 6 až 14 uhlíkových atomů, se užívá označení mcl-

PHA (medium-chain length) a PHA s vyšším počtem uhlíkových atomů v monomeru se 

označují jako lcl-PHA (long-chain length). Byly popsány i PHA řetězce obsahující zároveň 
monomery spadající do skupin scl- a mcl-PHA nebo scl- a lcl-PHA [9]. 

Některé bakteriální kmeny projevují schopnost začlenit do struktury PHA různé funkční 
skupiny přítomné ve sloučeninách vyskytujících se v živném médiu. Postranní řetězce, které 
např. u PHB tvoří výhradně methylová skupina a u PHV zase ethylová skupina, mohou potom 

obsahovat různé struktury. Jedná se např. o fenylovou skupinu, fenoxyskupinu, olefinovou 
skupinu, halogeny, alkyly a mnoho dalších. Tato schopnost byla pozorována u Pseudomonas 

putida [10].  

V současné době je známo přibližně 150 různých druhů hydroxyalkanových kyselin 

jako možných monomerů PHA [8]. 

2.1.3 Fyzikální vlastnosti PHA 

Fyzikální vlastnosti PHA záleží na typech hydroxyalkanových kyselin v řetězci, a tudíž 
na druhu produkujícího organismu a na typu zdroje uhlíku v produkčním médiu [11]. 

Faktory jako délka postranního řetězce, přítomnost funkčních skupin 
v postranním řetězci nebo kombinace různých typů monomerů u kopolymerů mohou významně 
ovlivnit fyzikální vlastnosti výsledného materiálu jako je bod tání, termoplasticita, pevnost 
v tahu, ale i biokompatibilita a biodegradabilita [2].  

Některé vlastnosti vybraných PHA jsou porovnány s vlastnostmi polypropylenu 

v tabulce 1. 
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Tab. 1: Fyzikální a teplotní vlastnosti některých PHA a polypropylenu [12] 

 

2.1.4 Biosyntéza PHA 

Mikroorganismy syntetizují PHA jako zásobní zdroj energie a uhlíku. Produkce značně 
závisí na složení živného média, zejména na poměru uhlíku a dusíku. Někteří bakteriální 
producenti PHA proto vyžadují limitaci určité živiny v médiu (např. dusík, fosfor, hořčík, ...) 
[13].  

Syntéza PHA je realizována složitým enzymovým aparátem v mnoha reakčních krocích. 
Pro syntézu PHB jsou klíčové enzymy phbA (acetyl-CoA acetyltransferáza), phbB (acetoacetyl-

CoA reduktáza) a phbC (PHA syntáza). V současnosti je detailně známa struktura těchto tří 
enzymů u druhu Cupravidus necator. DNA sekvence kódující tyto enzymy se nachází 
na jednom operonu (obrázek 4) [14]. 

 

Obr. 4: Operon obsahující geny pro syntézu PHB [15] 

PhaA (β-ketothioláza) katalyzuje reakci o dvou krocích. V prvním kroku se acetyl-CoA, 

tedy jeden z nejdůležitějších prekurzorů syntézy PHA, naváže na aktivní místo enzymu. Acetyl 
je kovalentně navázán na enzym thiol-esterickou vazbou a odstupuje volný CoA. V druhém 
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kroku přistupuje k aktivnímu místu další acetyl-CoA, je deprotonován a kondenzuje 
s přítomným acetylem na acetoacetyl-CoA. Bakterie mohou obsahovat i jiné typy enzymu β-

ketothiolázy (např. C. necator), které umožňují kondenzaci acetylu s odlišnými acyl-CoA, 

což umožní následnou syntézu různých druhů PHA. PhaB (acetoacetyl-CoA-reduktáza 
v případě syntézy PHB) redukuje acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Jako 

kofaktor se uplatňuje NADPH. PhaC (PHA syntáza) je enzym odpovědný za polymerizaci 
hydroxyalkanových kyselin. Schéma metabolické dráhy, jak probíhá u C. necator, mapuje 

obrázek 5. PHA syntázy mají širokou substrátovou specificitu. V současnosti bylo popsáno více 
než 150 různých acyl-CoA pocházejících z odlišných metabolických drah, které sloužící jako 
jeho substrát. Bylo pozorováno více než 60 odlišných genů kódujících různé formy PhaC. Tyto 
enzymy byly rozděleny do 4 tříd na základě odlišností ve struktuře enzymu a substrátové 
specificity [14]. 

 

Obr. 5: Metabolická dráha syntézy PHB u C. necator [7] 

2.1.4.1 Rozdělení PHA syntáz 

PHA syntázy byly rozděleny do 4 tříd na základě odlišností ve struktuře enzymu 
a substrátové specificity. Do třídy I spadají PHA syntázy tvořeny jednou podjednotkou PhaC 
a jejich produkty jsou výhradně scl-PHA. Třídu II tvoří PHA syntázy tvořené také pouze jednou 
podjednotkou PhaC, avšak produkující výhradně mcl-PHA. PHA syntázy třídy III se skládají 
ze dvou podjednotek, PhaC a PhaE, zatímco syntázy třídy IV se skládají z podjednotek PhaC 

a PhaR. Všechny 4 třídy zachycuje obrázek 6. PHA syntázy obou posledních tříd produkují 
pouze scl-PHA stejně jako syntázy třídy I [16]. 
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Obr. 6: Třídy PHA syntáz [17] 

2.1.5 Biodegradace PHA 

Biodegradace je proces, při kterém dochází k odbourávání látky působením živých 
organismů. PHA jsou odbourávány na oxid uhličitý, vodu a biomasu. Mohou být odbourávány 
působením mikroorganismů běžně přítomných v životním prostředí (obrázek 7). V širším 
smyslu se jedná o přirozené odbourávání látek v životním prostředí [3]. 

 

Obr. 7: Biodegradace PHA lahví v půdě, dvouměsíční expozice [18] 

Biodegradace PHA zahrnuje tři kroky. Prvním krokem je biodeteriorace, při níž se mění 
fyzikální vlastnosti materiálu působením mikroorganismů na povrchu, popř. pod povrchem 
materiálu. Může probíhat fyzikální cestou, kdy se mikroorganismy rozrůstají na povrchu 
biopolymeru a vytváří sliz, který vniká do štěrbin materiálu a narušuje jeho strukturu nebo je 
materiál prorůstán mycelii mikroorganismů. Také může jít o chemické vlivy, 
kdy mikroorganismy mohou produkovat minerální nebo organické kyseliny a další látky, které 
přispívají k narušení struktury polymeru. Poslední možností je enzymatická biodeteriorace, 
kdy mikroorganismy produkují specifické enzymy, které rozkládají dané vazby přítomné 
v polymeru. Druhým krokem je biofragmentace, kdy je polymer působením mikroorganismů 



14 

 

rozložen na menší fragmenty jako jsou oligomery a monomery. Tento jev je způsobován 
mikrobiální produkcí enzymů nebo volných radikálů. Z hlediska biodegradace PHA je 

nejdůležitějším jevem produkce extracelulárních PHA depolymeráz. Třetí krok je asimilace, 
tedy spotřebovávání fragmentů mikroorganismy za vzniku oxidu uhličitého a vody, popř. 
integrace těchto fragmentů do biomasy. Fragmenty musí mít dostatečně malý rozměr, 
aby mohly být transportovány do nitra buňky [3, 19]. 

2.1.6 Ekonomické aspekty produkce PHA 

Přestože PHA nacházejí potenciální uplatnění ve více oborech, jejich produkce stále 
není dostatečně ekonomicky efektivní. Ceny PHA se pohybují od 1,5 do 5 eur za kilogram. 
Pro srovnání cena polypropylenu je v rozmezí 0,2 až 0,4 eur za kilogram. Cena PHA je 
navyšována několika různými faktory. Jde především o cenu substrátu, kterým je živena 
produkující biomasa. Tato položka zpravidla představuje přibližně 50 % celkových nákladů 
na produkci. Dalšími faktory jsou relativně nízká výtěžnost oproti synteticky produkovaným 
plastům. V neposlední řadě se na nákladech podílí extrakce produktu z biomasy. Cenu lze snížit 
pomocí různých přístupů. Jedním z nich je snížit cenu substrátu. Z tohoto důvodu je prováděno 
mnoho výzkumů, které se zaobírají možnostmi produkce PHA z různých odpadních substrátů, 
jako jsou otruby, škrob, melasa, odpadní oleje, odpadní voda a jiné. Další cestou je koprodukce, 
tedy výroba dalšího produktu společně s PHA, což znamená vyšší výnos při zhruba stejných 
nákladech. Z tohoto hlediska představují určitou perspektivu směsné kultury. Jiné výzkumy se 
zase zajímají o zefektivnění dosud nákladné extrakce PHA z biomasy. V neposlední řadě se 
jako možnost naskytuje zvýšení výtěžnosti produkce. Jedním z postupů je hledání nových 
bakteriálních producentů, modernější způsob potom zahrnuje tzv. řízenou evoluci [2, 8]. 

2.2 Aktivovaný kal 

Aktivovaný kal je směsná kultura používaná při aktivačním procesu v rámci 
biologického čištění odpadních vod. Původně vznikl provzdušňováním městských splašků. 
Aktivační proces se začal vyvíjet ke konci 19. století. Znečištěná voda je přiváděna do aktivační 
nádrže, kde je smísena s recirkulovaným aktivovaným kalem. Tato směs je provzdušňována, 
přičemž mikroorganismy přítomné v aktivovaném kalu spotřebovávají organické látky, probíhá 
také denitrifikace, odstraňování fosforu a další procesy. Aktivačnímu procesu musí předcházet 
mechanické odstranění hrubých nečistot. Potom se aktivovaný kal separuje od přečištěné vody 
sedimentací v dosazovací nádrži (dosazováku). Schopnost sedimentace je zapříčiněna tvorbou 
vloček v aktivovaném kalu. Při procesu dochází k nárůstu biomasy, část aktivovaného kalu se 
tedy nerecirkuluje a tvoří tzv. přebytečný aktivovaný kal [4, 20]. 

2.2.1 Složení aktivovaného kalu 

Aktivovaný kal obsahuje přibližně 98 % vody. Má hnědou barvu a zemitý pach. 
Anorganické látky mohou tvořit 20 – 35 % sušiny. Dále jsou přítomny organické látky 
z odpadních vod, lipidy, sacharidy a bílkoviny. Bakterie jsou v aktivovaném kalu vázány 
na vločky, tedy shluky tyčinkovitých bakterií obklopených gelovou hmotou polysacharidového 
charakteru. Tyto shluky jsou tvořeny bakteriemi Zooglea ramigera, Zooglea uva a dalšími. Dále 
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se zde vyskytují zástupci rodů Pseudomonas, Flavobacterium, Achrobacter, Azotobacter, 

Micrococcus, Bacillus, Acinetobacter, Mycobacterium, Nocardia apod. Také se zde mohou 
vyskytovat denitrifikační bakterie rodů Nitrosomonas a Nitrobacter. V menší míře jsou 
zastoupeny houby, plísně a kvasinky, z vyšších organismů např. vířníci a hlístice [4, 20, 21]. 

2.3 Výhody směsné kultury  

Směsné kultury sestávají ze 2 nebo více mikrobiálních druhů. Typickou směsnou 
kulturou je aktivovaný kal využívaný při čištění odpadních vod. Využití směsných kultur 
na bázi aktivovaného kalu k produkci PHA s sebou nese řadu výhod. Obsah PHA 

v aktivovaném kalu může za anaerobních podmínek dosáhnout až 20 % sušiny. Za přesně 
definovaných aerobních podmínek může hmotnost PHA dosáhnout až 62 % sušiny. Aktivovaný 
kal je poměrně snadno dostupnou směsnou kulturou, která není substrátově tolik specifická jako 
většina čistých kultur a je schopná pro tvorbu PHA využívat odpadní látky. Narozdíl od čistých 
kultur nevyžaduje směsná kultura aseptický přístup, což může značně snížit procesní náklady 

[22]. 

2.4 Bakteriální producenti PHA 

Schopností syntetizovat a akumulovat PHA nedisponují všechny bakterie, ale pouze 
vybrané druhy. Bakterie produkující PHA jsou shrnuty v tabulce 2. Podle některých zdrojů bylo 
od objevení bakteriálního PHB až po současnost popsáno více než 90 bakteriálních druhů 
akumulujících PHA [2]. 

Tab. 2: Rody bakterií produkujících PHA [23] 

Acidovorax Ferrobacillus Paracoccus 

Acinetobacter Gamphospheria Paucispirillum 

Actinobacillus Gloeocapsa Pedomicrobium 

Actinomycetes Gloeothece Photobacterium 

Aeromonas Haemophilus Protomonas 

Alcaligenes Halomonas Pseudomonas 

Allochromatium Hydrogenophaga Ralstonia 

Anabaena Hyphomicrobium Rhizobium 

Aphanothece Chloroflexus Rhodobacter 

Aquaspirillum Chlorogloea Rhodococcus 

Asticcaulus Chromatium Rhodopseudomonas 

Axobacter Chromobacterium Rhodospirillum 

Azohydromonas Klebsiella (rekombinantní) Rubrivivax 
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Azomonas Lamprocystis Saccharophagus 

Azospirillum Lampropedia Shinorhizobium 

Azotobacter Legionella Sphaerotilus 

Bacillus Leptothrix Spirillum 

Beggiatoa Methanomonas Spirulina 

Beijerinckia Methylobacterium Staphylococcus 

Beneckea Methylocystis Stella 

Bradyrhizobium Methylomonas Streptomyces 

Brachymonas Methylosinus Synechococcus 

Burkholderia Methylovibrio Syntrophomonas 

Caryophanon Micrococcus Thiobacillus 

Caulobacter Microcoleus Thiocapse 

Clostridium Microcystis Thiococcus 

Comamonas Microlunatus Thiocystis 

Corynebacterium Microvoleus Thiodictyon 

Cupriavidus Moraxella Thiopedia 

Cyanobacterium Mycoplana Thiosphaera 

Defluviicoccus Nitrobacter Variovorax 

Delftia Nitrococcus Vibrio 

Derxia Nocardia Xanthobacter 

Ectothiorhodospira Nostoc Zoogloea 

Erwinia Oceanospirillum  

Escherichia (rekombinantní) Oscillatoria  

 

Jedná se jak o grampozitivní, tak i o gramnegativní druhy. Některé kmeny jsou 
za určitých podmínek schopné naakumulovat množství PHA dosahující až 90 % hmotnosti 
sušiny buněk. Bakterie produkující PHA zpravidla vykazují relativně nízkou rychlost růstu. 
Teplotní optimum těchto bakterií je rovněž poněkud nižší. Často disponují poměrně tlustou 
buněčnou stěnou, což do značné míry znesnadňuje lyzi buněk, čímž dochází k částečnému 
zvýšení finančních nákladů na downstreamové procedury v potenciálním průmyslovém 
zpracování [15]. 

Na základě kultivačních podmínek syntézy polymeru lze bakteriální producenty PHA 
rozdělit do dvou hlavních skupin. První skupinu tvoří bakterie, které jsou schopné syntetizovat 
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intracelulární PHA pouze v případě limitujících koncentrací některých základních biogenních 
prvků (např. dusík, hořčík, síra, fosfor) za současného nadbytku uhlíku. U některých druhů 
rozhoduje o produkci PHA především poměr dusíku a uhlíku v živném médiu. Do druhé 
skupiny potom spadají bakterie, které jsou schopné syntetizovat PHA bez těchto limitujících 
faktorů a mohou tak akumulovat PHA již v růstové fázi produkčního cyklu. Tuto skupinu tvoří 
především mutantní a rekombinantní bakteriální kmeny [13]. 

Se stoupající úrovní molekulární biologie a genových technologií se objevují i tendence 
k vytváření geneticky modifikovaných producentů. Mezi takové producenty patří např. 
rekombinantní Escherichia coli, do jejíchž výhod spadají vyšší růstová rychlost, snadná 
manipulace s geny a absence metabolické dráhy odbourávající PHA [15]. 

2.5 Metody detekce PHA produkujících bakterií 

Existuje více různých metod detekce PHA produkujících bakterií. V této kapitole jsou 
popsány metody používané v experimentální části práce. Jedná se o lipofilní barvení Nilskou 
červení a detekci genu phaC, který u bakterií podmiňuje produkci PHA. 

2.5.1 Barvení Nilskou červení 

Intracelulární PHA granule jsou lipofilní povahy podobně jako lipidové inkluze. Mohou 
být indikovány lipofilními barvivy. Vhodným barvivem pro tuto indikaci je Nilská červeň. Její 
systematický název je 9-(diethylamino)-5H-benzo[a]fenoxazin-5-on (obrázek 8), patří tedy 
mezi fenoxazony. Toto barvivo je málo rozpustné ve vodě. Zatímco v polárním prostředí 
nevykazuje žádnou fluorescenci, v lipofilním prostředí je silně fluorescentní. Nerozpouští dané 
lipofilní látky a chemicky neinteraguje s živým materiálem, takže dovoluje vitální barvení. 
Nilská červeň se rozpouští v lipofilních inkluzích mikroorganismů. Při vystavení těchto 

mikroorganismů UV záření emitují takové inkluze jasné záření, které může nabývat žluté 
až červené barvy. Tímto způsobem lze indikovat přítomnost lipofilních útvarů, do kterých 
spadají i PHA granule. Indikace však není selektivní a projevuje se i v prostředí cholesterolu 

a jeho esterů, triacylglycerolů a fosfolipidů. Na základě barvení Nilskou červení lze izolovat 
potenciální PHA produkující kultury. Barvení Nilskou červení má také vysoký potenciál 
v oblasti kvantitativního stanovení hydrofobních bakteriálních PHA [24, 25] 

 

Obr. 8: Struktura Nilské červeně [24] 

2.5.2 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je metoda, kterou je možné amplifikovat vybraný 
gen ze vzorku DNA. Metoda byla vyvinuta Kary B. Mullisem v roce 1985. Pro amplifikaci 

konkrétního genu jsou potřeba tzv. primery, což jsou krátké oligonukleotidové řetězce se 
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specifickým pořadím bází, které je kompatibilní s úseky vymezujícími oblast vybraného genu. 
Po tepelné denaturaci DNA nasedají primery na protilehlé polynukleotidové řetězce. 

Od každého primeru probíhá syntéza nového vlákna DNA polymerázou. Vzniklé útvary se opět 
denaturují a celý děj se opakuje. Provádí se několik po sobě jdoucích cyklů a při každém cyklu 
se počet kopií genu zdvojnásobí. Pokud se ve vzorku úsek komplementární pro použité primery 

nenachází, primery se neváží na templátovou DNA a reakce má negativní výsledek [26]. 

S využitím specifických primerů lze amplifikovat gen phaC podmiňující tvorbu enzymu 
PHA syntázy. Amplifikací tohoto genu lze detekovat bakteriální producenty PHA. Pro ověření 
bakteriálního původu je možné provést tzv. multiplex PCR, kdy dochází k amplifikaci více 
genů při jedné reakci, v tomto případě genu phaC a zároveň genu 16S rRNA specifického 
pro bakterie. Při této metodě však může docházet k diskriminaci delších DNA fragmentů, 
v tomto případě fragmentu 16S rRNA. Produkty PCR lze detekovat pomocí gelové 
elektroforézy [26, 27]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Použité chemikálie a přístroje 

3.1.1 Chemikálie použité ke kultivaci 

· Na2HPO4 · 12 H2O (Lach-Ner, ČR) 
· KH2PO4 (Lach-Ner, ČR) 
· MgSO4 · 7 H2O (Lach-Ner, ČR) 
· NH4Cl (Lach-Ner, ČR) 
· CaCl2 ·2 H2O (Lach-Ner, ČR) 
· FeIIINH4-citrát (Sigma-Aldrich, SRN) 

· Yeast Extract Powder (HIMEDIA, IND) 

· Glycerol (Lach-Ner, ČR) 
· γ-butyrolakton (Sigma-Aldrich, SRN) 

· Kyselina levulová (Sigma-Aldrich, SRN) 

· D-glukóza (Lach-Ner, ČR) 
· Agar powder (HIMEDIA, IND) 

· Nutrient Broth (HIMEDIA, IND) 

· Nilská červeň v DMSO (Sigma-Aldrich, SRN) 

3.1.2 Komponenty pro PCR, gelovou elektroforézu a přečištění DNA 

· Master Mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovaný) se standardním pufrem 

· složení: 20 mM Tris-HCl (pH 8,9), 1,8 mM MgCl2, 22 mM NH4Cl2, 22 mM 

KCl, 0,2 mM dNTPs, 5% glycerol, 0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20, 

25 jednotek/ml OneTaq Hot Start DNA polymeráza (New England Bio Labs, 
UK) 

· 25 mM MgCl2 (ThermoScientific, USA) 

· Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics Europe, EU) 

· Sterilní voda Aqua pro injectione (B.BraunMedical, SRN) 

· Primery (Generi-Biotech, ČR) 
· Agaróza (Sigma-Aldrich, SRN) 

· DNA žebříček s fragmenty o délce 3000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 
200 a 100 bp (Nippon Genetics Europe, EU) 

· NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, SRN) 

 

3.1.3 Použité přístroje 

· Váhy (Kern EW 620-3NM) 

· Laminární box Aura Mini (Bio Air Instruments) 

· Temperovaná třepačka Heidolph Unimax 1010 + Inkubator 1000 

· UV – transluminátor (Major Science) 
· Nanofotometr Implen 

· Analytické váhy (Ohaus) 
· Centrifuga Hettich EBA 20 

· Mikrocentrifuga Sigma 1-14 
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· Vortex (Benchmark) 

· Blokový termostat Stuart SBH 200D 

· Termocykler Biorad MyCycler 

· Zdroj napětí MP-300V (Major Science) 

· Plynový chromatograf, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m by 

0,25 mm 

3.2 Kultivace mikroorganismů 

3.2.1 Kultivace směsné kultury 

Pro kultivaci směsné kultury byla použita čtyři minerální média lišící se uhlíkovým 
zdrojem. Každé médium o objemu 100 ml v 250ml Erlenmayerově baňce bylo zaočkováno 2,5 
ml vzorku aktivovaného kalu. Kultivace probíhala na rotační třepačce při 180 rpm za teploty 
30 °C po dobu 72 hodin. Při přípravě média s kyselinou levulovou jako uhlíkovým zdrojem 
bylo pH média upraveno 30% NaOH na pH 7. 

Tab. 3: Složení minerálního média: 

Na2HPO4 · 12 H2O 9 g 

KH2PO4 1,5 g 

MgSO4 · 7 H2O 0,2 g 

NH4Cl 1 g 

CaCl2 · 2 H2O 0,02 g 

FeIIINH4-citrát 0,0012 g 

Yeast Extract 0,5 

TES II thermo 1 ml 

Zdroj uhlíku  

Destilovaná voda 1000 ml 

 

Tab. 4: Zdroje uhlíku a jejich koncentrace 

Glycerol 20 g/l 

γ-butyrolakton 7,4 g/l 

Kyselina levulová 5 g/l 

Glukóza 20 g/l 
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Tab. 5: Složení roztoku stopových prvků TES II thermo 

EDTA 50 g 

FeCl3 8,3 g 

ZnCl2 0,84 g 

CuCl2 · 2 H2O 0,13 g 

CoCl2 · 6 H2O 0,1 g 

MnCl2 · 6 H2O 0,016 g 

H3BO3 0,1 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

 

V průběhu kultivace byly odebrány vzorky směsných kultur. U vzorků bylo použito tzv. 
desítkové ředění destilovanou vodou. Zředěné vzorky o objemu 1 ml byly očkovány plošným 
roztěrem na agarové plotny na Petriho miskách s příslušnými minerálními médii obsahujícími 
Nilskou červeň v množství 0,5 mg/ml. Zaočkování proběhlo v laminárním boxu pomocí 
sterilních L kliček. Kultury byly kultivovány v termostatu při teplotě 30 °C. Koncentrace agaru 
pro přípravu pevných médií byla 17 g/l. 

3.2.2 Kultivace monobakteriálních kultur 

Vybrané bakteriální kultury byly pomocí sterilních bakteriálních kliček přeočkovány 
z agarových ploten se směsnými kulturami na nové agarové plotny s příslušnými živnými médii 
a přídavkem Nilské červeně. Očkovalo se metodou křížového roztěru. 

Pro kultivaci inokul bylo připraveno opět stejné minerální médium o objemu 50 ml 
do Erlenmayerových baněk o objemu 100 ml. Do baněk byly očkovány čisté bakteriální kultury 
z agarových ploten pomocí sterilních bakteriálních kliček. 

V jednom z experimentů bylo jako médium pro kultivaci inokula použito namísto 
minerálního média komplexní médium Nutrient Broth (NB) v koncentraci 25 g/l. V obou 

případech byla inokula kultivována na rotační třepačce za výše uvedených podmínek po dobu 
48 hodin. 

Kultivace za účelem produkce PHA probíhala vždy ve výše uvedeném minerálním 
médiu s příslušným zdrojem uhlíku. Pomocí automatické pipety bylo přeneseno 10 ml inokula 
do Erlenmayerovy baňky o objemu 250 ml obsahující 100 ml média. Kultivace kultur probíhala 
opět za uvedených podmínek po dobu 72 hodin. 
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3.3 Použité metody 

3.3.1 Spektrofotometrické stanovení optické hustoty 

Pro orientační posouzení produkce biomasy byla u vzorků spektrofotometricky 
stanovována optická hustota pro záření o vlnové délce 630 nm proti destilované vodě. Vzorky 

byly vždy vhodně zředěny, aby naměřená absorbance nabývala hodnot od 0 do 1. 

3.3.2 Gravimetrické stanovení biomasy 

Z příslušné bakteriální kultury bylo odebráno 10 ml do centrifugační zkumavky. V této 
zkumavce byl vzorek centrifugován při 6000 rpm po dobu 5 minut. Vzniklý supernatant byl 
odlit, k sedimentu bylo přidáno 10 ml destilované vody, sediment byl resuspendován na vortexu 
a postup byl opakován. Supernatant byl opět odlit a k sedimentu byl přidán 1 ml destilované 
vody. Po resuspendování sedimentu byl obsah zkumavky kvantitativně převeden 
do mikrozkumavek typu Eppendorf, které byly předem zváženy. V těchto mikrozkumavkách 
byl vzorek centrifugován při 10000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl odlit a otevřené 
mikrozkumavky byly ponechány při teplotě 60 °C po dobu 24 hodin. Následně byly zváženy 
na analytických vahách a obsah biomasy byl stanoven v g/l. 

3.3.3 Selekce bakterií na základě barvení NČ a izolace pozitivních kultur 

Směsné kultury byly kultivovány na pevném médiu s obsahujícím Nilskou červeň 
způsobem uvedeným výše. Petriho misky s těmito kulturami byly vloženy na UV 
transluminátor, kde byly prosvíceny UV zářením. Kultury obsahující lipofilní útvary byly 
za těchto podmínek vlivem Nilské červeně zbarveny oranžově. Vybrané kolonie projevující 
tento znak byly přeočkovány na nové agarové plotny metodou křížového roztěru. 

3.3.4 Izolace DNA pomocí tepelné lýze 

Vzorek bakteriální kultury byl pomocí bakteriální kličky asepticky přidán 
do mikrozkumavky typu Eppendorf k 90 µl lyzačního pufru. Takto připravené vzorky byly 
inkubovány v blokovém termostatu při teplotě 90 °C po dobu 15 minut. Poté byly vzorky 
centrifugovány při 10000 rpm po dobu 10 minut. Asepticky bylo 70 µl supernatantu 
obsahujícího DNA převedeno do čisté mikrozkumavky. Takto připravené vzorky byly 

uchovávány při teplotě -30 °C. 

3.3.5 Spektrofotometrické stanovení čistoty a koncentrace DNA 

Čistota a koncentrace DNA v lyzátech byla měřena na nanofotometru. Princip metody 
spočívá v měření absorbance při 260 a 280 nm proti čistému lyzačnímu pufru. Pro měření byly 
používány objemy 3 µl. Přístroj zobrazoval koncentraci DNA v ng/µl a poměr A260/A280 jako 
míru čistoty DNA. Poměr by se měl ideálně blížit hodnotě 1,8. Nižší hodnoty znamenají 
znečištění vzorku proteiny, vyšší hodnoty zase znečištění RNA. 

3.3.6 Polymerázová řetězová reakce (PCR)  

U vzorků DNA byly pomocí PCR zjišťovány geny 16S rRNA pro prokázání 
bakteriálního původu DNA a phaC pro prokázání genotypu umožňujícího syntézu PHA. 
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K amplifikaci fragmentu o délce přibližně 1500 bp vztahujícího se ke genu 16S rRNA byly 

použity primery 16S-F a 16S-R dodané firmou Generi Biotech. Pro amplifikaci genu phaC 

(délka 551 bp) byly využity primery G-D a G1-R. 

Tab. 6: Složení směsi pro PCR 

Složka Objem (µl) 

MasterMix 12, 5 

DNA 2 

Mg2+ ionty 2,6 

Primery (16S-F, 16S-R, G-D, G1R) 4 x 1 

Sterilní voda 5,9 

 

Tab. 7: Sekvence použitých primerů (modifikace: Y = C/T, R = A/G, K = G/T, S = G/C, W = A/T) 

primer sekvence 

G-D GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT 

G1R GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA 

16S-F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT 

 

Byla připravena také pozitivní kontrola, kde byly použity 2 µl lyzátu DNA bakterie 
Cupriavidus necator H16 namísto 2 µl vzorku a negativní kontrola, kde byly místo vzorku 2 µl 
sterilní vody. 

Tab. 8: Teplotní program PCR 

Krok Teplota (°C) Čas (s) Počet cyklů 

1 94 30 1 

2 

94 30 

30 55 30 

68 90 

3 
68 300 

1 
30 60 

3.3.7 Stanovení PCR amplikonů gelovou elektroforézou 

Gelová elektroforéza slouží k detekci PCR produktů. Pro gelovou elektroforézu byl 
připraven 2% agarózový gel. Do jamek v gelu bylo aplikováno 10 µl směsi vzniklé smícháním 
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10 µl produktu PCR s 3 µl barviva Midori Green. Do jedné z jamek byl vždy nanesen tzv. DNA 

žebříček, tedy směs DNA fragmentů s definovanou délkou, pro identifikaci amplikonů 
na základě jejich délky. 

Gel s nanesenými vzorky byl umístěn do elektroforetické vany a převrstven TBE 
pufrem. Bylo vloženo napětí 90 V. Elektroforéza probíhala po dobu přibližně 50 minut. Poté byl 

gel vložen na UV transluminátor a byly pozorovány amplikony vzorků. 

Tab. 9: Složení TBE pufru (10x koncentrovaný) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g 

Kyselina boritá 55 g 

EDTA 9,3 g 

Destilovaná voda 1000 ml 

3.3.7.1 Příprava agarózového gelu 

V 80 ml TBE pufru bylo rozpuštěno 1,6 g agarózy. Směs byla pětkrát povařena 

v mikrovlnné troubě. Po 3 – 4 opakováních bylo vyčkáno až gel částečně zchladne a gel byl 
vylit do připravené vaničky s nastaveným hřebínkem pro tvorbu jamek. Po ztuhnutí byl gel 
připraven k elektroforéze. 

3.3.8 Příprava vzorků na sekvenaci 

Produkty PCR určené k sekvenaci byly přečištěny NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 

kitu. Vzorky o objemu 30 µl byly smíchány s NTI pufrem v poměru 1:2. Vzniklá směs byla 
převedena na kolonku s křemíkovou mikrofiltrační membránou. Kolonka byla vložena 
do sběrné zkumavky. Vzorky byly centrifugovány 30 s při 11000 x g. Sběrná zkumavka byla 
vylita, kolonka se opět vložila do sběrné zkumavky a bylo na ni pipetováno 700 µl NT3 pufru. 
Vzorky byly opět centrifugovány 30 s při 11000 x g. Obsah sběrné zkumavky byl poté opět 
vylit. Po vložení kolonky zpět do sběrné zkumavky byla kolonka inkubována 3 minuty 
při teplotě 70 °C pro vysušení NT3 pufru. Následně byla opět centrifugována při 11000 x g 
po dobu 1 minuty. 

Kolonka byla poté vložena do čisté Eppendorfovy mikrozkumavky a na membránu bylo 
napipetováno 20 µl NE pufru určeného k eluci DNA. Kolonka byla inkubována 3 minuty 
při teplotě 70 °C. Vzorek byl následně centrifugován 1 minutu při 11000 x g. 

Všechny takto přečištěné vzorky byly přepipetovány k sekvenaci. Od každého vzorku 
bylo pipetováno po 5 µl do dvou čistých Eppendorfových mikrozkumavek. Ke vzorkům byly 
přidány příslušné primery, přičemž do jedné zkumavky byl vždy přidán „forward“ primer 
a do druhé „reverse“ primer. Primery byly přidávány v množství 5 µl. Takto připravené vzorky 
byly odeslány na sekvenaci do firmy SEQme s. r. o. 

3.3.9 Příprava vzorků pro plynovou chromatografii 

Vzorky vysušené biomasy byly odváženy do vialek. Bylo dbáno na to, aby navážka 
každého vzorku činila alespoň 8 mg, pokud to množství vzorku umožnilo. Do vialek byl 
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přidáván 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyselinou sírovou v methanolu s 0,5 mg/ml kyseliny 

benzoové jako vnitřní standard. Vialky byly zazátkovány a inkubovány v blokovém termostatu 
při teplotě 94 °C po dobu 3 hodin za účelem transesterifikace. Vzniklá směs byla poté 
extrahována 1 ml 0,05M NaOH. Ze spodní chloroformové fáze bylo odebráno 50 µl do čisté 
vialky. K tomuto množství bylo přidáno 950 µl chloroformu. Takto připravené vzorky byly 
analyzovány plynovou chromatografií, pomocí které bylo možné stanovit obsah methylesterů 
hydroxyalkanových kyselin. 

3.3.10 Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací (FTIR) 

Vzorek bakteriální kultury byl odebrán z Petriho misky sterilní kličkou a nanesen 
na ATR krystal. Poté bylo pozorováno charakteristické infračervené spektrum PHB. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Rozdělení směsné kultury a stanovení biomasy 

Směsná kultura byla kultivována na minerálním médiu s přídavky čtyř různých 
biotechnologicky relevantních uhlíkových substrátů za účelem získání širokého spektra 
bakteriálních kultur. Pro tento experiment byly jako uhlíkové substráty vybrány glycerol 
(vedlejší produkt výroby bio-dieselu), γ-butyrolakton (prekurzor pro syntézu kopolymerů 
obsahujícíh 4-hydroxybutyrát), kyselina levulová (ekonomicky relevantní prekurzor 
pro syntézu kopolymerů obsahujících 3-hydroxybutyrát) a glukóza (standardní monosacharid). 

Po 72hod. kultivaci byla u těchto směsných kultur stanoven obsah biomasy 

gravimetricky. 

Tab. 10: Obsah biomasy u různých uhlíkových substrátů 

uhlíkový substrát c1 (g/l) c2 (g/l)  ! (g/l) Smodch výběr 

glycerol 1,80 1,76 1,78 0,03 

γ-butyrolakton 1,46 1,53 1,50 0,05 

kyselina levulová 0,52 0,76 0,64 0,17 

glukóza 3,62 3,51 3,57 0,08 

 

 

Graf 1: Obsah biomasy u různých uhlíkových substrátů 

Nejvíce biomasy se podařilo získat s použitím glukózy. Zhruba poloviční výtěžek byl 
získán v případě glycerolu a γ-butyrolaktonu, přičemž u glycerolu byl výtěžek lehce vyšší. 
Nejnižší množství biomasy bylo zaznamenáno při použití kyseliny levulové. 

4.2 Výběr potenciálních producentů PHA metodou lipofilního barvení 

Směsné kultury kultivované na uvedených uhlíkových substrátech byly zaočkovány 
plošným roztěrem na pevné médium s příslušným uhlíkovým substrátem a přídavkem Nilské 
červeně. Pro rozlišení jednotlivých kolonií bylo použito zředění 105, 2 x 105 a 2 x 107 

v závislosti na koncentraci jednotlivých kultur. Kultury byly poté pozorovány pod UV 
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transluminátorem (obrázek 9). Obarvené kolonie byly přeočkovány na nové Petriho misky 
křížovým roztěrem. Tyto misky rovněž obsahovaly Nilskou červeň a bylo pozorováno zbarvení 
kultur. Takto bylo připraveno 31 čistých kultur potenciálních producentů PHA. Kultury se lišily 
nárůstem biomasy i intenzitou zbarvení. 

 

Obr. 9: Směsná kultura barvená Nilskou červení 

4.3 Izolace DNA a detekce genů 16S rRNA a phaC 

Použitím tepelné lýze buněk a následné centrifugace byla izolována DNA buněk 
jednotlivých kultur. U izolátů DNA byla stanovena koncentrace a čistota DNA 
spektrofotometricky. Následně byla použita PCR pro amplifikaci genů 16S rRNA a PhaC. 

4.3.1 Stanovení čistoty a koncentrace DNA 

Spektrofotometricky byla stanovena čistota a koncentrace DNA v získaných izolátech. 
Celkem se podařilo získat 29 vzorků DNA použitelných pro PCR. Výsledky tohoto měření jsou 
uvedeny v tabulce 11. Vzorky 1 – 9 byly izolovány z média s glycerolem, vzorky 10 – 18 

z γ-butyrolaktonu, 19 – 26 z kyseliny levulové a 27 – 29 z glukózy. 

Tab. 11: Koncentrace a čistota DNA 

vz. č. c (ng/µl) A260/A280 vz. č. c (ng/µl) A260/A280 vz. č. c (ng/µl) A260/A280 

1 222 1,939 11 51,1 1,619 21 83,7 1,898 

2 143 1,851 12 140 1,667 22 27,1 2,077 

3 36,1 1,565 13 95,7 1,769 23 53,1 1,828 

4 55,6 1,881 14 172 1,949 24 28,1 1,647 
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5 234 1,627 15 30,1 2,069 25 7,014 2,000 

6 66,6 1,928 16 149 1,774 26 152 1,634 

7 155 1,907 17 209 1,610 27 313 1,441 

8 199 1,704 18 307 1,698 28 327 1,436 

9 124 1,810 19 153 1,614 29 313 1,408 

10 118 1,542 20 208 1,582    

4.3.2 Detekce 16S rRNA a phaC genů pomocí PCR 

Získané vzorky DNA byly použity pro multiplex PCR. Amplifikovány byly geny 
16S rRNA pro prokázání bakteriálního původu vzorku a phaC pro detekci bakteriálních 
producentů PHA. Produkty PCR byly identifikovány pomocí agarové gelové elektroforézy 
(obrázek 10). 

 

Obr. 10: Gelová elektroforéza produktů PCR obsahující negativní (N) a pozitivní (P) kontrolu a 

polynukleotidový žebříček 

Přibližně na úrovni fragmentu o velikosti 1500 bp byl detekován gen 16S rRNA. 

U některých vzorků byl prokázán gen phaC poblíž úrovně 500 bp. Celkem byl tento gen 
prokázán u 11 vzorků. Jednalo se o vzorky 1, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 a 21. Z výsledku 
je patrné, že metoda předselekce pomocí barvení Nilskou červení je pouze orientační. Vzorky, 
u kterých nebyl detekován gen phaC, zřejmě produkovaly jiné lipidické molekuly poskytující 
pozitivní barvení pomocí Nilské červeně. U některých vzorků nedošlo k amplifikaci 16S rRNA 

v důsledku zvýhodnění kratších fragmentů při multiplex PCR. 

4.4 Identifikace bakteriálních druhů sekvenací DNA 

Gen 16S rRNA od všech 11 vzorků, u kterých byla prokázána přítomnost genu phaC, 

byl připraven k sekvenaci pomocí NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu. Vzorky byly 

odeslány na sekvenaci do firmy SEQme s. r. o. Identifikace se zdařila pouze u 8 vzorků z 11 

v důsledku znečištění cizorodou DNA (pravděpodobně se nejednalo o zcela axenické kultury). 
U vzorku č. 18 se sekvenace zdařila pouze částečně. Získané sekvence byly vyhodnoceny 

programem BLAST® volně dostupnou na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Výsledky 
jsou v tabulce 12. Získané sekvence a ukázka výstupu ze sekvenátoru jsou v uvedeny Přílohách. 
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Tab. 12: Výsledky sekvenace DNA izolovaných PHA produkujících bakterií 

vz. č. druh pravděpodobnost identifikace 

1 Klebsiella pneumoniae 99,51 % 

10 Paenirhodobacter enshiensis 97,96 % 

12 Pseudomonas putida 99,91 % 

13 polymikrobiální - 

14 Pseudomonas putida 99,82 % 

15 Pseudomonas putida 99,91 % 

16 Pseudomonas putida 99,91 % 

17 Pseudomonas putida 100,00 % 

18 Pseudomonas putida 100,00 % 

19 polymikrobiální - 

21 polymikrobiální - 

 

U druhů Klebsiella pneumoniae a Paenirhodobacter enshiensis zatím nebyla popsána 
schopnost produkovat PHA. Produkce PHA byla popsána u Pseudomonas putida, jedná se však 
výhradně o produkci mcl-PHA [28, 29]. 

K. pneumoniae může způsobovat pneumonii, jedná se tedy o patogenní bakterii 

nevhodnou pro potenciální biotechnologické využití [30]. 

4.5 Stanovení biomasy a obsahu PHB při použití NB jako média pro kultivaci 

inokula 

V tomto experimentu bylo použito komplexní médium pro kultivaci inokula. 
Pro následnou produkci bylo použito minerální médium. Biomasa byla stanovena 
gravimetricky. Proběhlo také orientační měření biomasy spektrofotometrickým měřením 
zákalu. V biomase byl poté stanovován PHB jakožto nejběžněji se vyskytující PHA. PHB byl 
transesterifikován na nízkomolekulární methylester, který byl stanovován plynovou 
chromatografií. 

4.5.1 Gravimetrické stanovení biomasy 

Tab. 13: Výsledky stanovení biomasy 

vz. č. c1 (g/l) c2 (g/l)  ! (g/l) Smodch výběr 

1 1,94 1,53 1,74 0,29 

10 0,72 0,86 0,79 0,10 
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12 0,95 1,55 1,25 0,42 

13 3,19 2,94 3,07 0,18 

14 2,22 2,34 2,28 0,08 

15 0,30 0,31 0,31 0,01 

16 2,56 2,29 2,43 0,19 

17 2,84 2,01 2,43 0,59 

18 1,95 3,00 2,48 0,74 

19 1,59 1,37 1,48 0,16 

21 1,47 1,42 1,45 0,04 

 

 

Graf 2: Stanovení biomasy gravimetricky 

4.5.2 Spektrofotometrické stanovení zákalu 

V rámci orientačního stanovení biomasy byl stanovován zákal 10 x zředěných vzorků 
při vlnové délce 630 nm. 

Tab. 14: Stanovení zákalu 

vz. č. A1 (-) A2 (-) A3 (-)  ! (-) Smodch výběr 

1 0,465 0,478 0,482 0,475 0,009 

10 0,269 0,270 0,276 0,272 0,004 

12 0,746 0,782 0,781 0,770 0,021 

13 1,140 1,176 1,196 1,171 0,028 

14 0,888 0,902 0,834 0,875 0,036 

15 0,136 0,133 0,126 0,132 0,005 

16 0,855 0,897 0,877 0,876 0,021 

17 1,070 1,078 1,040 1,063 0,020 
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18 1,062 1,038 1,050 1,050 0,012 

19 0,430 0,432 0,452 0,438 0,012 

21 0,600 0,586 0,590 0,592 0,007 

 

 

Graf 3: Stanovení zákalu 

Graf 3 znatelně koresponduje s Grafem 2 získaným gravimetrickým stanovením 
biomasy. Gravimetrické stanovení disponuje výraznějšími odchylkami měření. 
Při gravimetrickém stanovení mohlo docházet ke ztrátám v důsledku nedokonalé sedimentace. 

4.5.3 Stanovení PHB pomocí plynové chromatografie 

Byla provedena transesterifikace za účelem převedení potenciálně přítomného PHB 

na nízkomolekulární methylester. Tento methylester měl být stanoven plynovou 
chromatografií. Všech 11 vzorků zaznamenalo negativní výsledek. Za podmínek tohoto 
experimentu izolované bakterie neprodukovaly PHB. 

4.6 Stanovení biomasy a obsahu PHB při použití min. média pro kultivaci inokula 

V tomto experimentu proběhla pouze 48 hodinová kultivace na minerálním médiu 
v objemu 50 ml. Biomasa byla stanovena gravimetricky a spektrofotometricky byl stanoven 

zákal. 

Kultury byly kultivovány také na pevném médiu. Vzorky odebrané z těchto kultur byly 
analyzovány metodou infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací (FTIR) 

za účelem detekce PHB. Vzorky z tekutých médií odpovídající vzorkům s pozitivní odezvou 
na PHB byly analyzovány s využitím plynové chromatografie za účelem stanovení PHB. 

4.6.1 Gravimetrické stanovení biomasy 

Tab. 15: Výsledky stanovení biomasy 

vz. č. c1 (g/l) c2 (g/l)    (g/l) Smodch výběr 

1 0,99 1,17 1,08 0,13 

10 0,07 0,10 0,09 0,02 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21

A
6

3
0

(-
)



32 

 

12 1,38 1,24 1,31 0,10 

13 0,12 0,09 0,11 0,02 

14 0,88 0,84 0,86 0,03 

15 0,28 0,32 0,30 0,03 

16 1,35 1,28 1,32 0,05 

17 1,30 1,25 1,28 0,04 

18 0,63 0,55 0,59 0,06 

19 1,24 1,27 1,26 0,02 

21 1,27 1,26 1,27 0,01 

 

 

Graf 4: Stanovení biomasy gravimetricky 

4.6.2 Spektrofotometrické stanovení zákalu 

V rámci orientačního stanovení biomasy byl stanovován zákal 10 x zředěných vzorků 
při vlnové délce 630 nm. 

Tab. 16: Stanovení zákalu 

vz. č. A1 (-) A2 (-) A3 (-)  ! (-) Smodch výběr 

1 0,312 0,311 0,363 0,329 0,030 

10 0,031 0,030 0,033 0,031 0,002 

12 0,461 0,463 0,457 0,460 0,003 

13 0,161 0,148 0,153 0,154 0,007 

14 0,370 0,370 0,353 0,364 0,010 

15 0,122 0,118 0,117 0,119 0,003 

16 0,562 0,547 0,529 0,546 0,017 

17 0,390 0,390 0,399 0,393 0,005 
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18 0,250 0,231 0,249 0,243 0,011 

19 0,379 0,380 0,376 0,378 0,002 

21 0,507 0,498 0,500 0,502 0,005 

 

 

Graf 5: Stanovení zákalu 

4.6.3 Detekce PHB pomocí FTIR 

Vzorky kultur odebrané z pevných médií byly analyzovány pomocí FTIR. Z 11 vzorků 
se podařilo detekovat PHB u 2 vzorků, šlo o vzorky č. 10 a 13. U těchto vzorků byla pozorována 
spektra charakteristická pro PHB. Oba vzorky pocházely z médií využívajících γ-butyrolakton 

jako zdroj uhlíku. 

4.6.4 Stanovení PHB pomocí plynové chromatografie 

Byla provedena transesterifikace za účelem převedení potenciálně přítomného PHB 
na nízkomolekulární methylester. Tento methylester byl stanoven plynovou chromatografií. 
Obsah PHB v sušině biomasy byl stanoven na 9,33 hmot. % u vzorku č. 10 a na 1,18 hmot. % 
u vzorku č. 13. 
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5 ZÁVĚR 

Tato práce měla za cíl detekovat PHA produkující bakterie vyskytující se v aktivovaném 
kalu a pokusit se o izolaci těchto bakterií. Výskyt PHA v aktivovaném kalu je zmiňován 
v některých vědeckých pracích zabývajících se touto tématikou, některé z nich jsou citovány 
v teoretické části. 

V experimentální části byla směsná kultura aktivovaného kalu kultivována 
na minerálním médiu s přídavky čtyř různých zdrojů uhlíku. Pro tento účel byl vybrán glycerol, 
γ-butyrolakton, kyselina levulová a glukóza. Největší výtěžky biomasy byly získány z média 
s glukózou, nejnižší s kyselinou levulovou, média s glycerolem a γ-butyrolaktonem 

vyprodukovala velmi podobná množství biomasy. 

Na základě lipofilního barvení bylo izolováno 31 kultur. 9 kultur využívalo jako zdroj 
uhlíku glycerol, dalších 9 γ-butyrolakton, 8 kyselinu levulovou a 5 glukózu. U 29 z nich bylo 

možné provést PCR pro amplifikaci genů 16S rRNA a phaC. Tímto experimentem bylo 
detekováno 11 bakteriálních producentů PHA. Jako zdroj uhlíku využívala 1 kultura glycerol, 
8 γ-butyrolakton a 2 kyselinu levulovou. 

U 11 získaných vzorků PHA produkujících bakterií proběhl pokus o identifikaci těchto 
bakterií pomocí sekvenace genu 16S rRNA. Bylo identifikováno 8 kultur, u 3 zbývajících se 
identifikace nezdařila vlivem znečištění vzorků cizorodou DNA. Jeden vzorek byl 
identifikován jako Klebsiella pneumoniae (využívající jako zdroj uhlíku glycerol), jeden vzorek 
jako Paenirhodobacter enshiensis a u zbývajících 6 se jednalo o Pseudomonas putida (oba 

druhy využívající γ-butyrolakton). Celkem se tedy podařilo izolovat 3 různé bakteriální kultury 
disponující genem phaC. Je známo, že P. putida produkuje PHA, omezuje se však na mcl-PHA. 

Pravděpodobně z tohoto důvodu nebyl u tohoto druhu detekován PHB. U K. pneumoniae 

a P. enshiensis nebyla dosud popsána schopnost produkce PHA. 

Byla provedena submerzní kultivace těchto vzorků na minerálním médiu. V průměru 
dosahovaly nejvyšších výtěžků biomasy kultury využívající γ-butyrolakton. Výtěžky biomasy 
však byly poměrně různé. Spektrofotometrické stanovení vykazovalo relativně nižší statistické 
odchylky paralelních pokusů než gravimetrické stanovení, mohlo však být ovlivněno více 
faktory souvisejícími se složením měřených vzorků. 

Pomocí infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací byl detekován výskyt 
PHB v biomase 2 z 11 izolovaných kultur kultivovaných na pevném minerálním médiu 
s příslušnými uhlíkovými zdroji. Oba pozitivní vzorky využívaly jako zdroj uhlíku 
γ-butyrolakton. Jeden z pozitivních vzorků byl na základě předcházející sekvenace vyhodnocen 
jako Paenirhodobacter enshiensis, u druhého vzorku se identifikace nezdařila. 

Tyto dva vzorky byly kultivovány submerzně. V prvním experimentu byla inokula 
kultur kultivována na komplexním médiu (NB). Po 72 kultivaci těchto kultur v minerálním 
médiu s příslušným uhlíkovým zdrojem proběhl pokus o stanovení obsahu PHB v biomase 

s využitím plynové chromatografie. Bylo zjištěno, že za daných podmínek žádná z kultur 

neprodukovala PHB. 
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V následujícím experimentu byly vzorky kultur zaočkovány do minerálního média 
(bez kultivace inokula v komplexním médiu), doba kultivace byla z časových důvodů zkrácena 
na 48 hodin. Následně byl opět stanovován obsah PHB v biomase pomocí plynové 
chromatografie. Zde bylo dosaženo pozitivních výsledků u obou vzorků. Obsah PHB v biomase 

Paenirhodobacter enshiensis byl stanoven na 9,33 %, obsah PHB v biomase neidentifikované 
kultury byl stanoven na 1,18 %. V porovnání s výtěžky PHB požadovanými pro průmyslovou 
produkci PHB jde o velmi slabé výtěžky. 

Za daných podmínek kultivace byly izolované bakterie schopné produkovat PHB 
ve velmi omezené míře, nebo neprodukovaly vůbec. V případě K. pneumoniae je potenciální 
biotechnologické využití omezené skutečností, že se jedná o patogenní druh. Zvýšení produkce 
PHB těmito bakteriemi je teoreticky možné optimalizací kultivačních podmínek. Tyto 
podmínky se mohou týkat např. složení živného média, teploty kultivace nebo pH prostředí. 
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7 PŘÍLOHY 

Příloha 1: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 1 

GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAAYGTCGCAAG

ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA

GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG

GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT

GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTAAGGT

TAATAACCTTGGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCACGCAGGCGGTCCGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG

GGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCC

AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG

CCTCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT

GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC

GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG

TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAC

TTTGCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG

TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

ATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAA

CTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG

ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAG

TCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCA 

 

Příloha 2: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 10 

CGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGT

GAGGTAACGGCTCACCAAGCCGACGATCCATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAG

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA

TCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGC

CTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGATAATGACGGTACCAGCAGAAGA

AGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTT

GTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGGAAAGTTGGGGGTG

AAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTCCAAAACTCCCAGTCTTGAGGTCGA

GAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGA

ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAA

TGCCAGTCGTCGGCAAGCATGCTTGTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTC

CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAA



40 

 

CCCTTGACATCGAGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTCGGCTGGAT

CTTAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAA

GTCCGGCAACGAGCGCAACCCACACTTCCAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTC

TGGAAGAACTGCCGATGATAAGTCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGATGACAATGGGCTA

ATCCCAAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAG 

 

Příloha 3: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 12 

ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAG

CCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT

AACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC

CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG

AAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG

GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCC

GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGG

TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGA

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCG

TTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGG

GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACA

TGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGC

TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAG

CGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG

CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC

GGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCG

AGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG

ACTGCGTGAAGTCGG 

 

Příloha 4: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 14 

ACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC

ACAGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTCGGGAATATT

GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC

GGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGT

TTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT

GGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAA

ACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
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ATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATA

CTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCG

CAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC

AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGA

TTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCA

GCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT

GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACA

ATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACC

GATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG 

 

Příloha 5: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 15 

AGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAG

TTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG

ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG

AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAAT

ACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

GCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC

TGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGT

AGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT

GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA

CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATT

TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT

TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA

ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAG

AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA

GTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA

GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACAC

GTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTC

ACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT 

 

Příloha 6: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 16 

GAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT

AGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGA

GGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG

CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTG
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TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAG

CTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT

AAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTG

GGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC

CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA

CCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTT

GAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACT

TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTG

TCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTA

ATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG

TCGG 

 

Příloha 7: Sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 17 

TTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA

ATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACT

GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA

CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGAT

TGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTG

ACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT

TGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTG

GCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGA

CACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGC

TAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT

GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC

GCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA

GATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACG

TTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA

TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT

CGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCG

TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAAC 
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Příloha 8: Částečná sekvence genu 16S rRNA u vzorku č. 18 

ACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG

CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTT

GGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTA

GAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA

GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGT

GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

CGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATT

AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC

CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG

AACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG

TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGG

GCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA

GTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGA

GGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGA

TCGCAGTCTGCAA 

 

Příloha 9: Výstup ze sekvenátoru pro vzorek č. 10 

 


