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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace byla detekce polyhydroxyalkanoaty (PHA) produkujicich
bakterii v aktivovaném kalu a pokus o izolaci té€chto bakterii. Teoreticka ¢ast se zabyva obecnou
problematikou PHA a bakteridlni produkce PHA. Pozornost je vénovana také charakteristice
aktivovaného kalu. Soucasti teoretické casti je 1 popis vybranych metod pouzitych k detekci
PHA produkujicich bakterii v této praci. V experimentdlni Casti byla smésna kultura
aktivovan¢ho kalu kultivovdna s vyuzitim raznych uhlikovych zdroji v Zivném médiu.
Ze ziskanych smésnych kultur byly izolovany potencialni PHA produkujici bakterie na zaklad¢
lipofilniho barveni Nilskou ¢erveni. Pfitomnost genu phaC podminujiciho tvorbu PHA byla
detekovana pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) u 11 vzorki. Sekvenaci DNA
izolované z téchto vzorkli se podafilo identifikovat 8 z 11 vzorkl. Jednalo se o bakterie
Klebsiella pneumoniae (1 x), Paenirhodobacter enshiensis (1 xX) a Pseudomonas putida (6 x).
U dvou z 11 izolovanych kultur byla pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR) prokazana ptitomnost PHA v biomase. Polyhydroxybutyrat (PHB) byl
stanoven pomoci plynové chromatografie na 9,33 % hmot. susiny biomasy (Paenirhodobacter
enshiensis) a 1,18 % (neidentifikovana 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 xX) 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).

KLiCOVA SLOVA
Bakterialni polyhydroxyalkanoaty, aktivovany kal, PCR, PHA syntaza
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Bacterial polyhydroxyalcanoates, activated sludge, PCR, PHA synthase



PLACHY, Petr. Isolace PHA produkujicich bakterii ze smésného mikrobidlniho
konsorcia. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2019. 43 s. Vedouci
bakalatské prace doc. Ing. Stanislav Obruca, Ph.D..

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a Uplné citoval. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn€ a muze byt vyuzita ke komerc¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalaiské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani

Timto bych rad podékoval vedoucimu moji bakalarské prace panu doc. Ing. Stanislavu
Obrucovi, Ph.D. a mé konzultantce Ing. Ivé Pernicové za pomoc, ochotu a trpélivost pti vedeni
této prace.



L UVOD ettt ettt e b ettt a et b ettt et et eaeen 7
2 TEORETICKA CAST ..ouiirriireiireeieseesesseseesise st ssse st sss st essessssssesssssssesees 8
2.1 PolyhydroXyalKanOaty .........ccccecueriiriiriiniiieeieeie ettt 8
2.1 1 HIStorie PHA ..o e 9
2.1.2 Struktura PHA ......ooiiiee ettt ettt neeneeneas 9
2.1.2.1 DIuhy PHA ..ottt s 10
2.1.3 Fyzikalni v1astnosti PHA ........ccccoiiiieeeee et 10
2.1.4 BioSYNteza PHA ....oc.oiiiiiiee ettt ettt et 11
2.1.4.1 Rozd€leni PHA SYNTAZ ......c.coviuiieiiiieiiie ettt 12
2.1.5 Biodegradace PHA .........cooiiiiiiieie ettt et 13
2.1.6 Ekonomickeé aspekty produkce PHA..........ccoooiiiiiiiiieceeeeecee e 14
2.2 AKEVOVANY KAL ..ottt ettt sttt 14
2.2.1 SlozZeni aktivovan€ho Kalu ..........ccocooiiiiiiiiiiiiie e 14
2.3 Vyhody SmESNE KUIUTY .....coceiiiiiiiiiiiieeee e 15
2.4 Bakterialni producenti PHA ...........coooiiiiiiiiieieeceeee et 15
2.5 Metody detekce PHA produkujicich bakterii..........cccooceeiiiiiiiiiiiiiieeeeen 17
2.5.1 Barveni NilSKOU CeIVENT.......coueiiiiiiriiiiiiieiieie et 17
2.5.2 Polymerazova fet€ZoVA 1€aKCE ......cccuvieeeieeeiie ettt e en 17

3 EXPERIMENTALNIT CAST ...ttt 19
3.1 Pouzité chemikalie @ PIIStIOJE ....cevuvieereieeiiieeeiie ettt e sree e e e 19
3.1.1 Chemikalie pouZité ke KultiVacCi .......ccueeriiiriieiieiieeiieeee e 19
3.1.2 Komponenty pro PCR, gelovou elektroforézu a piecisténi DNA...........ccccveeeee. 19
3.1.3 POUZIEE PIISTIOJ@. ueeeeieeiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt e et eeteeeabeebeeesbeesaeenseenaeaans 19
3.2 Kultivace miKroorganiSmU........ccecuvieeruieeeiiieeeiieeeieeeeiieeeereeeireesareeeaaeeeaeeesseeennseeennneas 20
3.2.1 Kultivace smESNE KUITUTY ....c..covuiiiiiiiiiiiiiieiienceee e 20
3.2.2 Kultivace monobakterialnich Kultur.............ccccooviiiiiiiiniieeeeeeeeee 21
3.3 POUZILE MELOAY ...eeeiieniieiieeiieee ettt ettt et ettt e sbe e e e e eateebeeens 22
3.3.1 Spektrofotometrické stanoveni optick€ hustoty .........cocceeeviiiiiiiiiiiieiieccieeee 22
3.3.2 Gravimetrické stanoveni bIOmMAaSY .........cccceeeririiriiiieienieienteseeeee e 22
3.3.3 Selekce bakterii na zakladé barveni NC a izolace pozitivnich kultur..................... 22
3.3.4 1zolace DNA pomoci tepelné IYZe ......cccueeeiuiieiiiieeiii et 22
3.3.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA ...........ccoccvvevieeiiennns 22



3.3.6 Polymerazova fet€zova reakce (PCR).....ooocviiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 22

3.3.7 Stanoveni PCR amplikont gelovou elektroforézou............cccooviiviieniiniieninniene 23
3.3.7.1 Piiprava agar0ZoveEeho GelU.........cccuevviiiiiiiiieiiii et 24
3.3.8 Piiprava vzorkll Na SEKVENACT........ccouiiiiriiriiiiiriiceecece e 24
3.3.9 Priprava vzorkd pro plynovou chromatografii...........cecceevveeviienieeiiienieeieeieeen, 24
3.3.10 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)............cccoceuee. 25

4 VYSLEDKY A DISKUZE ......oovmiiioieioeeeeeeeeeeeeeeee e 26
4.1 Rozdé€leni smésné kultury a stanoveni blomasy .........ccceeecvveercieeeriieeenieeeeieeseeeeevee e 26
4.2 Vybér potencialnich producentti PHA metodou lipofilniho barveni ..........cccccoceenennnee. 26
4.3 Izolace DNA a detekce genti 165 ¥RNA @ PhaC ............ccoveeeeeeeeiieeieeeeieeeeieeeee e 27
4.3.1 Stanoveni Cistoty a koncentrace DINA ........ccoooiiiiiieiiiiiiieiceeeeee e 27
4.3.2 Detekce 16S rRNA a phaC genit pomoci PCR.........cooooviiiiiiiiiiiiececce e 28
4.4 Identifikace bakterialnich druht sekvenaci DNA ..........ccccoooiiiiiiiniininiccee 28

4.5 Stanoveni biomasy a obsahu PHB pfti pouziti NB jako média pro kultivaci inokula .... 29

4.5.1 Gravimetrické stanoveni blomasy ..........ccceecueerieriiieiiieiiieeeee e 29
4.5.2 Spektrofotometrickeé stanoveni zakalu ............occeveviiiiiiiiiiiiiie e 30
4.5.3 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie.........c..ccoceeviriininiiniininicneennns 31

4.6 Stanoveni biomasy a obsahu PHB pii pouziti min. média pro kultivaci inokula........... 31
4.6.1 Gravimetrické stanoveni blomaSY ..........cceecceieriiireriieeriee e eree e e 31
4.6.2 Spektrofotometrické stanoveni zAKalu ............ccooovvieiieiiieiiiniicieeeeeee e 32
4.6.3 Detekce PHB pomoci FTIR ....oocuviiiiiiieeeeeeeeeeee et 33
4.6.4 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie...........ccecceevieeiienieniiienieeieeens 33

5 ZAVER ... 34
6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU .....covvvvimriieriieeiieeeiseseesesessesssssssssssssessssssseseseesos 36
T PRILOHY ..ottt 39



1 UVOD

Vyroba plastii je velmi objemnou a vydélecnou soucasti svétového primyslu. Plasty
jsou velmi vyhodné a uzite¢né materidly. Jejich nejvétsi vyhody spocivaji ve vlastnostech jako
je lehkost, snadna tvarovatelnost, odolnost vii¢i degradaci vlivem vlhkosti, kysliku nebo
mikroorganismu, nulova elektricka vodivost a dal$i. Diky témto vlastnostem a relativné nizkym
nakladiim na vyrobu vzristala jejich vyroba v minulych dekadach pomérné rychlym tempem.
V roce 2015 vzrostla svétova ro¢ni produkce plastti na 380 miliont tun. VétSina konvencnich
plastl kon¢i po svém uziti na skladkach nebo ziistava ptitomna v zivotnim prostredi, ve kterém
se tyto plasty nerozkladaji [1].

Potencidlni feSeni poskytuji tzv. bioplasty, tedy biodegradabilni polymerni materialy.
Vyznamnou skupinu téchto materidlu tvoii polyhydroxyalkanoaty (PHA), polymery
hydroxyalkanovych kyselin. PHA jsou produkovédny riznymi druhy bakterii jako zasoba
energie a uhliku a jsou rovnéz odbouratelné v zivotnim prostiedi. Svymi vlastnostmi mohou na
trhu konkurovat béZnym plastim vyrobenym z ropy (napft. v oblasti jednorazové pouzivanych
vyrobkil), av§ak naklady na jejich vyrobu jsou zatim vyssi, a proto v soucasné dobé nemohou
béznym plastim konkurovat. Vyvoj a vyzkum se proto soustfedi na zefektivnéni jejich vyroby
a snizeni vyrobnich nakladii. Soucasti tohoto snazeni je 1 hledani novych druha bakterii
produkujicich PHA [2, 3].

Aktivovany kal je kal pouzivany biologickym ¢isténim vod, ktery obsahuje riizné druhy
mikroorganismi, jedna se tedy o typické smésné konsorcium. V aktivovaném kalu byl
pozorovan vyskyt bakterialni PHA uz v roce 1972. Ugelem této prace je izolovat bakterialni
producenty PHA z aktivovaného kalu [4, 5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupina polymerti produkovanych riznymi druhy
mikroorganismu. Bakterie syntetizuji PHA jako zasobni formu energie a rovnéz jako zasobu
uhliku ve formé lipofilnich granuli (obrdzek 1). V cytoplazmé bakterii se vyskytuji PHA
granule o rozmérech 0,2 — 0,5 um [2].

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

Tyto granule vznikaji v disledku syntézy PHA enzymem PHA syntdzou, kterd se
nachazi voln¢ v cytoplazmé. PHA syntdza ptretvaii vhodné prekurzory na polymerni vlakna
PHA. Tato vldkna se pozd¢ji shlukuji vlivem hydrofobnich interakci a dochazi ke zformovani
lipofilni PHA granule. Na povrchu granuli zlstdvaji PHA syntdzy a dale se podileji
na prodluzovani PHA fetézcii, ¢imz dochézi ke zvétSovani granuli (obrazek 2) [7].

3-Hydroxybutyryl-CoA g

; ® -
@ 55 Y

v

PHA syntaza
Tvorba PHA PHA granule
L5 PHA polymer @ Fosfolipid
W% PHA depolymeraza & Struktumi protein
@ PHAsyntaza B Regulacni protein

Obr. 2: Vznik a struktura PHA granule [7]



PHA 1ze izolovat z biomasy a upravit je do Cisté formy podobajici se plastim. Diky své
biodegradabilité¢ jsou slibnym feSenim problému akumulace plastového odpadu v Zivotnim
prostiedi. Svymi fyzikalnimi vlastnostmi se totiz v mnohych ohledech vyrovnavaji konvenénim
plastim produkovanym z ropy, narozdil od nich jsou vSak biodegradabilni, tedy mohou byt
rozkladany organismy pfitomnymi v Zivotnim prostfedi. Dal§i vyhodou PHA je skute¢nost, ze
mohou byt produkovany vyhradné z obnovitelnych zdrojii. V neposledni fadé je tieba zminit
biokompatibilitu PHA, diky které jejich potencidlni pfitomnost v zivotnim prostiedi
nezpusobuje zadné negativni efekty na toto prosttedi. Mimo to jsou diky této vlastnosti
pouzitelné i v oblasti mediciny [2].

2.1.1 Historie PHA

PHA byly poprvé popsany v roce 1926 francouzskym chemikem M. Lemoignem.
Jednalo se o polyhydroxybutyrat (PHB), ktery byl pozorovan v bakteriich druhu Bacillus
megaterium. PHA se stfedni délkou postranniho fetézce (mcl-PHA) byly poprvé pozorovany
az vroce 1983 u druhu Pseudomonas oleovorans. Vyzkum bakteridlni produkce PHA byl
ponékud akcelerovan zacatkem 70. let v souvislosti s tehdejsi ropnou krizi [8].

Dnes je diilezitou motivaci pro vyzkum bakterialni produkce PHA ochrana Zivotniho
prostfedi. DalSim motivem je snaha o udrzZitelnou ekonomiku, jelikoZ diky schopnosti PHA
produkujicich bakterii vyuzivat rozsdhlou paletu zdroji uhliku mohou byt PHA, narozdil
od béZznych plastl, produkovany za pouZiti obnovitelnych zdroji. V soucasnosti jsou PHA
produkovany maloobjemové, protoze naklady na jejich vyrobu stdle omezuji jejich schopnost
konkurovat na trhu plastim produkovanym z ropnych zdroji. Tato malovyroba se proto
soustiedi ve vetsi mife na produkci PHA pro biomedicinské aplikace, kde jejich vyuzitelnost
pfevazuje naroky na nizkou cenu [2].

2.1.2 Struktura PHA

PHA jsou polymery hydroxyalkanovych kyselin, které jsou vzdjemné propojeny
esterovou vazbou mezi karboxylovou a hydroxylovou skupinou, jedna se tedy o polyestery.
Obecna struktura PHA a struktury nékolika konkrétnich PHA jsou na obrazku 3. Mohou se
vyskytovat jako homopolymery, tedy obsahujici pouze jeden druh monomeru, nebo
jako kopolymery obsahujici rizné druhy monomerti v jednom fetézci [2].



a) b)

R 0 CH, 0
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Struktura PHA Poly(3-hydroxybutyrat)
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H 1 3-hydroxypropionat (3HP)
CH, 1 3-hydroxybutyrét (3HB)

CH,CH, 1 3-hydroxyvalerat (3HV)

H 2 4-hydroxybutyrat (4HB)

H 3 5-hydroxyvalerat (5HV)

Obr. 3: a) obecna struktura PHA, b) struktura PHB; c) tabulka scl-PHA [8]

2.1.2.1 Druhy PHA

PHA 1ze rozdélit na zaklad€¢ poctu uhlikovych atoml v jednom monomeru. Pokud je
tento pocet nizsi nebo roven 5, jde o scl-PHA, kde zkratka scl znamend short-chain length. Pro
PHA, jejichZ monomerni jednotky obsahuji 6 az 14 uhlikovych atoml, se uziva oznaceni mcl-
PHA (medium-chain length) a PHA s vysS§im poctem uhlikovych atomli v monomeru se
oznacuji jako Icl-PHA (long-chain length). Byly popsany i PHA fetézce obsahujici zaroven
monomery spadajici do skupin scl- a mcl-PHA nebo scl- a Icl-PHA [9].

Néekteré bakterialni kmeny projevuji schopnost zaclenit do struktury PHA rizné funk¢éni
skupiny pifitomné ve slouceninach vyskytujicich se v zivném médiu. Postranni fetézce, které
napft. u PHB tvoii vyhradn€ methylova skupina a u PHV zase ethylova skupina, mohou potom
obsahovat rizné struktury. Jednd se napt. o fenylovou skupinu, fenoxyskupinu, olefinovou
skupinu, halogeny, alkyly a mnoho dalsich. Tato schopnost byla pozorovana u Pseudomonas
putida [10].

V soucasné dobé€ je znamo pfiblizné 150 riznych druhli hydroxyalkanovych kyselin
jako moznych monomeri PHA [8].

2.1.3 Fyzikalni vlastnosti PHA

Fyzikalni vlastnosti PHA zélezi na typech hydroxyalkanovych kyselin v fetézci, a tudiz
na druhu produkujiciho organismu a na typu zdroje uhliku v produkénim médiu [11].

Faktory jako délka postranniho fetézce, pfitomnost funkénich skupin
v postrannim fetézci nebo kombinace riznych typi monomert u kopolymerti mohou vyznamné
ovlivnit fyzikalni vlastnosti vysledného materidlu jako je bod tani, termoplasticita, pevnost
v tahu, ale 1 biokompatibilita a biodegradabilita [2].

Nekteré vlastnosti vybranych PHA jsou porovnany s vlastnostmi polypropylenu
v tabulce 1.
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Tab. 1: Fyzikalni a teplotni viastnosti nekterych PHA a polypropylenu [12]

Vlastnost PHB P@HB-HV)* PHO® polypropylen
Bod tani (°C) 175 145 61 176
Teplota skelného 15 -1 -35 -10
prechodu (°C)

Krystalinita (%) 80 40 30 70
Pevnost v tahu 40 32 10 38
(MPa)

Prodlouzeni pii 6 — 300 400

pretrzeni (%)

“P(HB-HV) kopolymer obsahujici 20 mol. % C5 a 80 mol. % C4
monomeri. "PHO kopolymer obsahujici 4 mol. % C10, 86 mol. % C8
a 10 mol. % C6 monomert.

2.1.4 Biosyntéza PHA

Mikroorganismy syntetizuji PHA jako zasobni zdroj energie a uhliku. Produkce zna¢né
zavisi na slozeni zivného média, zejména na poméru uhliku a dusiku. Néktefi bakterialni
producenti PHA proto vyzaduji limitaci urcité Ziviny v médiu (napf. dusik, fosfor, hot¢ik, ...)
[13].

Syntéza PHA je realizovana slozitym enzymovym aparatem v mnoha reak¢nich krocich.
Pro syntézu PHB jsou klicové enzymy phbA (acetyl-CoA acetyltransferaza), phbB (acetoacetyl-
CoA reduktaza) a phbC (PHA syntaza). V soucasnosti je detailn¢ znama struktura téchto tfi
enzymli u druhu Cupravidus necator. DNA sekvence kodujici tyto enzymy se nachazi
na jednom operonu (obrazek 4) [14].

o [ Phbff S pthH fth o

Promotor
B-ketothiolaza Acetoacetyl-CoA reduktaza PHB polymeriza

Acetyl-CoA ———p» Acetoacetyl- ———p» Poly(3-hydroxy- ————p Poly(3-hydroxybutyrat)
CoA butyryl-CoA)

Obr. 4: Operon obsahujici geny pro syntézu PHB [15]
PhaA (B-ketothioldza) katalyzuje reakci o dvou krocich. V prvnim kroku se acetyl-CoA,

vvvvvv

je kovalentn€ navazan na enzym thiol-esterickou vazbou a odstupuje volny CoA. V druhém
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kroku pfistupuje k aktivnimu mistu dal§i acetyl-CoA, je deprotonovan a kondenzuje
s pfitomnym acetylem na acetoacetyl-CoA. Bakterie mohou obsahovat i jiné typy enzymu -
ketothiolazy (napt. C. mecator), které umoziuji kondenzaci acetylu s odlisSnymi acyl-CoA,
coz umozni naslednou syntézu raznych druht PHA. PhaB (acetoacetyl-CoA-reduktaza
v ptipad¢ syntézy PHB) redukuje acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Jako
kofaktor se uplatiiuyje NADPH. PhaC (PHA syntiza) je enzym odpovédny za polymerizaci
hydroxyalkanovych kyselin. Schéma metabolické drahy, jak probihd u C. necator, mapuje
obrazek 5. PHA syntazy maji Sirokou substratovou specificitu. V soucasnosti bylo popsano vice
nez 150 raznych acyl-CoA pochazejicich z odlisnych metabolickych drah, které slouzici jako
jeho substrat. Bylo pozorovano vice nez 60 odlisSnych genti kddujicich riizné formy PhaC. Tyto
enzymy byly rozdéleny do 4 tfid na zdklad¢ odliSnosti ve struktufe enzymu a substratové
specificity [14].

TCA cyvlkdus
Glukoza T
\ / < citratsyntdza >
T Acetyl-CoA — —_— -
e . .
\\._,_ -Ketothiolaza ) ) HSCoA
Acetoacel}l CoA D)

\Ee:foacetyl -CoA- redulctaza NADP[—I+I—1+ SR
»NADP*

(R)-3-0OH-butyryl-CoA

ﬂ\\,
< PHB syntdza / 3 HSCoA

PHB

Obr. 5: Metabolicka draha syntézy PHB u C. necator [7]

2.1.4.1 Rozdéleni PHA syntadz,

PHA syntazy byly rozdéleny do 4 tfid na zaklad¢ odliSnosti ve struktufe enzymu
a substratové specificity. Do tiidy I spadaji PHA syntdzy tvofeny jednou podjednotkou PhaC
a jejich produkty jsou vyhradné scl-PHA. Ttidu II tvofi PHA syntazy tvofené také pouze jednou
podjednotkou PhaC, avsak produkujici vyhradné mcl-PHA. PHA syntézy tiidy III se skladaji
ze dvou podjednotek, PhaC a PhaE, zatimco syntazy tfidy IV se skladaji z podjednotek PhaC
a PhaR. Vsechny 4 tfidy zachycuje obrazek 6. PHA syntazy obou poslednich tiid produkuji
pouze scl-PHA stejn¢ jako syntazy tridy I [16].
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Tiida  Podjednotky Druh Substrat

3HAq -CoA

| . Ralstonia eutropha 41({:.: zLCngA

~60-73 kDa 3@?55:?{

I . Pseudomonas aeruginosa 3HAye -COA
(~=C3)

~60-65 kDa
] ] 3HAg-CoA
11 “ Allochromatium vinosum (3HA o -CoA [~C6-C8],

4HA-CoA, SHA-CoA)
~40 kDa ~40 kDa

v “ Bacillus megaterium 3HAsc-CoA

~40 kDa ~22 kDa

Obr. 6: Tridy PHA syntaz [17]

2.1.5 Biodegradace PHA

Biodegradace je proces, pii kterém dochdzi k odbouravani latky ptisobenim zivych
organismu. PHA jsou odbouravany na oxid uhli¢ity, vodu a biomasu. Mohou byt odbouravany
pusobenim mikroorganismii bézné ptitomnych v zivotnim prostfedi (obrazek 7). V SirSim
smyslu se jednd o pfirozené odbourdvani latek v Zivotnim prostiedi [3].

Obr. 7: Biodegradace PHA lahvi v piidé, dvoumésicni expozice [18]

Biodegradace PHA zahrnuje tfi kroky. Prvnim krokem je biodeteriorace, pii niZ se méni
fyzikalni vlastnosti materidlu pisobenim mikroorganismii na povrchu, popt. pod povrchem
materialu. Muze probihat fyzikalni cestou, kdy se mikroorganismy rozristaji na povrchu
biopolymeru a vytvaii sliz, ktery vnika do Stérbin materidlu a narusuje jeho strukturu nebo je
materidl proriistdn mycelii mikroorganismi. Také muaze jit o chemické vlivy,
kdy mikroorganismy mohou produkovat mineralni nebo organické kyseliny a dalsi latky, které
prispivaji k naruseni struktury polymeru. Posledni moznosti je enzymaticka biodeteriorace,
kdy mikroorganismy produkuji specifické enzymy, které rozkladaji dané vazby pfitomné
v polymeru. Druhym krokem je biofragmentace, kdy je polymer piisobenim mikroorganismut
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rozlozen na mensi fragmenty jako jsou oligomery a monomery. Tento jev je zpiisobovan
mikrobialni produkci enzymi nebo volnych radikala. Z hlediska biodegradace PHA je
tedy spotfebovavani fragmentli mikroorganismy za vzniku oxidu uhli¢it¢ho a vody, popf.
integrace téchto fragmentd do biomasy. Fragmenty musi mit dostate¢né maly rozmeér,
aby mohly byt transportovany do nitra buiiky [3, 19].

2.1.6 Ekonomické aspekty produkce PHA

Prestoze PHA nachazeji potencialni uplatnéni ve vice oborech, jejich produkce stale
neni dostatecné ekonomicky efektivni. Ceny PHA se pohybuji od 1,5 do 5 eur za kilogram.
Pro srovnéni cena polypropylenu je vrozmezi 0,2 az 0,4 eur za kilogram. Cena PHA je
navySovana n¢kolika rtiznymi faktory. Jde pfedevSim o cenu substratu, kterym je zivena
produkujici biomasa. Tato polozka zpravidla predstavuje ptiblizné 50 % celkovych nékladi
na produkci. DalSimi faktory jsou relativné nizka vytéznost oproti synteticky produkovanym
plastim. V neposledni fadé¢ se na nakladech podili extrakce produktu z biomasy. Cenu lze snizit
pomoci raznych ptistupti. Jednim z nich je snizit cenu substratu. Z tohoto divodu je provadéno
mnoho vyzkumt, které se zaobiraji moznostmi produkce PHA z riiznych odpadnich substratd,
jako jsou otruby, Skrob, melasa, odpadni oleje, odpadni voda a jiné. Dalsi cestou je koprodukce,
tedy vyroba dalSiho produktu spolecné s PHA, coz znamena vyssi vynos pii zhruba stejnych
nakladech. Z tohoto hlediska ptedstavuji urcitou perspektivu smésné kultury. Jiné vyzkumy se
zase zajimaji o zefektivnéni dosud nakladné extrakce PHA z biomasy. V neposledni fadé se
jako moznost naskytuje zvySeni vytéznosti produkce. Jednim z postupt je hledani novych
bakteridlnich producentii, moderné;si zptisob potom zahrnuje tzv. fizenou evoluci 2, 8].

2.2 Aktivovany kal

Aktivovany kal je smésnd kultura pouzivand pfi aktivatnim procesu v ramci
biologického c¢isténi odpadnich vod. Pivodné vznikl provzdusiovanim méstskych splaski.
Aktivaéni proces se zacal vyvijet ke konci 19. stoleti. Znecisténa voda je ptivadéna do aktivacni
nadrze, kde je smisena s recirkulovanym aktivovanym kalem. Tato smés je provzduSnovana,
pricemz mikroorganismy ptitomné v aktivovaném kalu spotifebovavaji organické latky, probiha
také denitrifikace, odstraniovani fosforu a dalsi procesy. Aktivaénimu procesu musi piedchazet
mechanické odstranéni hrubych necistot. Potom se aktivovany kal separuje od ptecisténé vody
vlocek v aktivovaném kalu. Pfi procesu dochazi k nartstu biomasy, ¢ast aktivovaného kalu se
tedy nerecirkuluje a tvoii tzv. ptebyte¢ny aktivovany kal [4, 20].

2.2.1 SloZeni aktivovaného kalu

Aktivovany kal obsahuje pfiblizné¢ 98 % vody. Ma hnédou barvu a zemity pach.
Anorganické latky mohou tvofit 20 — 35 % suSiny. Dale jsou pfitomny organické latky
z odpadnich vod, lipidy, sacharidy a bilkoviny. Bakterie jsou v aktivovaném kalu vazany
na vlocky, tedy shluky ty¢inkovitych bakterii obklopenych gelovou hmotou polysacharidového
charakteru. Tyto shluky jsou tvoteny bakteriemi Zooglea ramigera, Zooglea uva a dalsimi. Dale
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se zde vyskytuji zastupci rodt Pseudomonas, Flavobacterium, Achrobacter, Azotobacter,
Micrococcus, Bacillus, Acinetobacter, Mycobacterium, Nocardia apod. Také se zde mohou
vyskytovat denitrifikacni bakterie rodit Nitrosomonas a Nitrobacter. V mens$i mife jsou
zastoupeny houby, plisn¢ a kvasinky, z vysSich organismu napf. vifnici a hlistice [4, 20, 21].

2.3 Vyhody smésné kultury

Smésné kultury sestavaji ze 2 nebo vice mikrobidlnich druhti. Typickou smésnou
kulturou je aktivovany kal vyuzivany pii Cisténi odpadnich vod. Vyuziti smésnych kultur
na bazi aktivovaného kalu k produkci PHA ssebou nese fadu vyhod. Obsah PHA
v aktivovaném kalu mize za anaerobnich podminek dosdhnout az 20 % suSiny. Za pfesné
definovanych aerobnich podminek mtze hmotnost PHA dosahnout az 62 % susiny. Aktivovany
kal je pomérné snadno dostupnou smésnou kulturou, kterd neni substratove tolik specificka jako
vétsina Cistych kultur a je schopna pro tvorbu PHA vyuzivat odpadni latky. Narozdil od Cistych
kultur nevyzaduje smésné kultura asepticky ptistup, coz mize znacn€ snizit procesni naklady
[22].

2.4 Bakterialni producenti PHA

Schopnosti syntetizovat a akumulovat PHA nedisponuji vSechny bakterie, ale pouze
vybrané druhy. Bakterie produkujici PHA jsou shrnuty v tabulce 2. Podle n¢kterych zdrojt bylo
od objeveni bakteridlniho PHB az po soucasnost popsano vice nez 90 bakteridlnich druht
akumulujicich PHA [2].

Tab. 2: Rody bakterii produkujicich 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 (rekombinantni) | 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 (rekombinantni) | Oscillatoria

Jednad se jak o grampozitivni, tak 1 o gramnegativni druhy. Nékteré kmeny jsou
za ur¢itych podminek schopné naakumulovat mnozstvi PHA dosahujici az 90 % hmotnosti
suSiny bunck. Bakterie produkujici PHA zpravidla vykazuji relativné nizkou rychlost ristu.
Teplotni optimum téchto bakterii je rovnéz pondkud nizsi. Casto disponuji pomémé tlustou
bunécnou sténou, coz do znacné miry znesnadnuje lyzi bunck, ¢imz dochézi k ¢aste¢nému
zvySeni finan¢nich nakladi na downstreamové procedury v potencidlnim primyslovém
zpracovani [15].

Na zéklad¢ kultivac¢nich podminek syntézy polymeru lIze bakteridlni producenty PHA
rozdé¢lit do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinu tvoii bakterie, které jsou schopné syntetizovat
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intracelularni PHA pouze v pfipadé limitujicich koncentraci né€kterych zakladnich biogennich
prvkl (napt. dusik, hoi¢ik, sira, fosfor) za sou¢asného nadbytku uhliku. U nékterych druht
rozhoduje o produkci PHA predevSim pomér dusiku a uhliku v Zivném médiu. Do druhé
skupiny potom spadaji bakterie, které jsou schopné syntetizovat PHA bez téchto limitujicich
faktori a mohou tak akumulovat PHA jiz v rastové fazi produkéniho cyklu. Tuto skupinu tvori
pfedev§im mutantni a rekombinantni bakterialni kmeny [13].

Se stoupajici irovni molekularni biologie a genovych technologii se objevuji i tendence
k vytvareni geneticky modifikovanych producentd. Mezi takové producenty patii napft.
rekombinantni Escherichia coli, do jejichz vyhod spadaji vysSi rtstova rychlost, snadna
manipulace s geny a absence metabolické drahy odbouravajici PHA [15].

2.5 Metody detekce PHA produkujicich bakterii

Existuje vice rtiznych metod detekce PHA produkujicich bakterii. V této kapitole jsou
popsany metody pouzivané v experimentalni ¢asti prace. Jedna se o lipofilni barveni Nilskou
cerveni a detekci genu phaC, ktery u bakterii podminuje produkci PHA.

2.5.1 Barveni Nilskou ¢erveni

Intracelularni PHA granule jsou lipofilni povahy podobné jako lipidové inkluze. Mohou
byt indikovany lipofilnimi barvivy. Vhodnym barvivem pro tuto indikaci je Nilska ¢erven. Jeji
systematicky nazev je 9-(diethylamino)-5SH-benzo[a]fenoxazin-5-on (obrazek 8), patii tedy
mezi fenoxazony. Toto barvivo je mdlo rozpustné ve vodé. Zatimco v polarnim prostiedi
nevykazuje zadnou fluorescenci, v lipofilnim prostfedi je siln€ fluorescentni. Nerozpousti dané
lipofilni latky a chemicky neinteraguje s zivym materidlem, takze dovoluje vitalni barveni.
Nilska cCervenn se rozpousti v lipofilnich inkluzich mikroorganismti. Pti vystaveni téchto
mikroorganismi UV zéfeni emituji takové inkluze jasné zareni, které muze nabyvat zluté
az Cervené barvy. Timto zplsobem lze indikovat piitomnost lipofilnich utvard, do kterych
spadaji i PHA granule. Indikace vSak neni selektivni a projevuje se i v prostredi cholesterolu
a jeho estertl, triacylglycerolt a fosfolipidii. Na zéklad¢ barveni Nilskou Cerveni Ize izolovat
potenciadlni PHA produkujici kultury. Barveni Nilskou ¢erveni ma také vysoky potencial
v oblasti kvantitativniho stanoveni hydrofobnich bakterialnich PHA [24, 25]

LD
U

Obr. 8: Struktura Nilske cervene [24]

2.5.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, kterou je mozné amplifikovat vybrany
gen ze vzorku DNA. Metoda byla vyvinuta Kary B. Mullisem v roce 1985. Pro amplifikaci
konkrétniho genu jsou potieba tzv. primery, coz jsou kratké oligonukleotidové fetézce se
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specifickym pofadim bazi, které¢ je kompatibilni s tiseky vymezujicimi oblast vybraného genu.
Po tepelné denaturaci DNA nasedaji primery na protilehlé polynukleotidové fetézce.
Od kazdého primeru probiha syntéza nového vladkna DNA polymerazou. Vzniklé Gtvary se opét
denaturuji a cely d&j se opakuje. Provadi se n€kolik po sobé jdoucich cyklu a pti kazdém cyklu
se pocet kopii genu zdvojnésobi. Pokud se ve vzorku usek komplementarni pro pouZzité primery
nenachazi, primery se nevazi na templatovou DNA a reakce mé negativni vysledek [26].

S vyuzitim specifickych primert Ize amplifikovat gen phaC podminujici tvorbu enzymu
PHA syntazy. Amplifikaci tohoto genu Ize detekovat bakterialni producenty PHA. Pro ovéteni
bakterialniho ptivodu je mozné provést tzv. multiplex PCR, kdy dochézi k amplifikaci vice
genu pii jedné reakci, v tomto pfipadé genu phaC a zéaroven genu /6S rRNA specifického
pro bakterie. Pfi této metodé vSak miize dochéazet k diskriminaci delSich DNA fragmentt,
vtomto piipad¢ fragmentu 7/6S rRNA. Produkty PCR lze detekovat pomoci gelové
elektroforézy [26, 27].

18



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

3.1.1 Chemikalie pouzité ke kultivaci

Na;HPOy4 - 12 H>O (Lach-Ner, CR)
KH>PO; (Lach-Ner, CR)

MgSOys - 7 H20 (Lach-Ner, CR)

NH.4CI (Lach-Ner, CR)

CaClz -2 H20 (Lach-Ner, CR)
Fe"™NH;-citrat (Sigma-Aldrich, SRN)
Yeast Extract Powder (HIMEDIA, IND)
Glycerol (Lach-Ner, CR)

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, SRN)
Kyselina levulova (Sigma-Aldrich, SRN)
D-glukéza (Lach-Ner, CR)

Agar powder (HIMEDIA, IND)

Nutrient Broth (HIMEDIA, IND)

Nilska cerveit v DMSO (Sigma-Aldrich, SRN)

3.1.2 Komponenty pro PCR, gelovou elektroforézu a precisténi DNA

Master Mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem
e slozeni: 20 mM Tris-HCI (pH 8,9), 1,8 mM MgCI2, 22 mM NH4CI2, 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 polymeraza (New England Bio Labs,
UK)

25 mM MgCl, (ThermoScientific, USA)

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

Sterilni voda Aqua pro injectione (B.BraunMedical, SRN)

Primery (Generi-Biotech, CR)

Agar6za (Sigma-Aldrich, SRN)

DNA Zebficek 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 Pouzité pristroje

Vahy (Kern EW 620-3NM)

Laminarni box Aura Mini (Bio Air Instruments)

Temperovana tfepacka Heidolph Unimax 1010 + Inkubator 1000
UV — transluminator (Major Science)

Nanofotometr Implen

Analytické vahy (Ohaus)

Centrifuga Hettich EBA 20

Mikrocentrifuga Sigma 1-14
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e Vortex (Benchmark)

e Blokovy termostat Stuart SBH 200D

e Termocykler Biorad MyCycler

e Zdroj napéti MP-300V (Major Science)

e Plynovy chromatograf, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m by
0,25 mm

3.2 Kultivace mikroorganismii

3.2.1 Kultivace smésné kultury

Pro kultivaci smésné kultury byla pouzita ¢tyii mineralni média liSici se uhlikovym
zdrojem. Kazdé médium o objemu 100 ml v 250ml Erlenmayerovée batice bylo zaockovano 2,5
ml vzorku aktivovaného kalu. Kultivace probihala na rotacni tiepacce pii 180 rpm za teploty
30 °C po dobu 72 hodin. Pti ptipravé média s kyselinou levulovou jako uhlikovym zdrojem
bylo pH média upraveno 30% NaOH na pH 7.

Tab. 3: Slozeni mineralniho média:

Na;HPO4- 12 H>O 9¢g

KH,PO4 15¢g
MgSO; - 7 H,O 02g
NH4Cl1 lg

CaCl, - 2 H,O 0,02¢g

Fe'"™NH,-citrat 0,0012 g

Yeast Extract 0,5

TES II thermo 1 ml

Zdroj uhliku

Destilovana voda 1000 ml

Tab. 4: Zdroje uhliku a jejich koncentrace

Glycerol 20 g/l

y-butyrolakton 7,4 g/l

Kyselina levulova | 5 g/l

Glukoza 20 g/1
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Tab. 5: SlozZeni roztoku stopovych prvkii TES Il thermo

EDTA 50¢g

FeCl3 83¢g
ZnCl, 0,84 g
CuCl; - 2 H,0O 0,13 ¢g
CoCl - 6 H,O 0,1g

MnClL -6 H,0 | 0,016 ¢

H;BO; 0,1 g

Destilovana voda | 1000 ml

V prubehu kultivace byly odebrany vzorky smésnych kultur. U vzorkl bylo pouzito tzv.
desitkové fedéni destilovanou vodou. Ziedéné vzorky o objemu 1 ml byly ockovany plosSnym
roztérem na agarové plotny na Petriho miskéach s pfisluSnymi mineradlnimi médii obsahujicimi
Nilskou cervenn v mnozstvi 0,5 mg/ml. Zaockovani probéhlo v lamindrnim boxu pomoci
sterilnich L klicek. Kultury byly kultivovany v termostatu pfi teploté 30 °C. Koncentrace agaru
pro piipravu pevnych médii byla 17 g/l.

3.2.2 Kultivace monobakterialnich kultur

Vybrané bakterialni kultury byly pomoci sterilnich bakterialnich klicek pfeockovany
z agarovych ploten se smésnymi kulturami na nové agarové plotny s ptislusSnymi zivnymi médii
a pridavkem Nilské cervené¢. Ockovalo se metodou kiizového roztéru.

Pro kultivaci inokul bylo pfipraveno opét stejné minerdlni médium o objemu 50 ml
do Erlenmayerovych banék o objemu 100 ml. Do banék byly o¢kovany cCisté bakterialni kultury
z agarovych ploten pomoci sterilnich bakteridlnich klicek.

V jednom z experimentii bylo jako médium pro kultivaci inokula pouzito namisto
mineralniho média komplexni médium Nutrient Broth (NB) v koncentraci 25 g/I. V obou
ptipadech byla inokula kultivovdna na rota¢ni tfepacce za vySe uvedenych podminek po dobu
48 hodin.

Kultivace za ucelem produkce PHA probihala vzdy ve vySe uvedeném mineralnim
médiu s ptislusnym zdrojem uhliku. Pomoci automatické pipety bylo pfeneseno 10 ml inokula
do Erlenmayerovy baiiky o objemu 250 ml obsahujici 100 ml média. Kultivace kultur probihala
opét za uvedenych podminek po dobu 72 hodin.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Spektrofotometrické stanoveni optické hustoty

Pro orientacni posouzeni produkce biomasy byla u vzorkl spektrofotometricky
stanovovana opticka hustota pro zatreni o vinove délce 630 nm proti destilované vod¢€. Vzorky
byly vzdy vhodn¢ zfedény, aby naméfend absorbance nabyvala hodnot od 0 do 1.

3.3.2 Gravimetrické stanoveni biomasy

Z ptislusné bakterialni kultury bylo odebrano 10 ml do centrifugacni zkumavky. V této
zkumavce byl vzorek centrifugovan pti 6000 rpm po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl
odlit, k sedimentu bylo ptidano 10 ml destilované vody, sediment byl resuspendovan na vortexu
a postup byl opakovan. Supernatant byl opét odlit a k sedimentu byl pfidan 1 ml destilované
vody. Po resuspendovani sedimentu byl obsah zkumavky kvantitativné pieveden
do mikrozkumavek typu Eppendorf, které byly pfedem zvaZzeny. V téchto mikrozkumavkach
byl vzorek centrifugovan pii 10000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl odlit a oteviené
mikrozkumavky byly ponechany pfi teploté¢ 60 °C po dobu 24 hodin. Nésledné byly zvazeny
na analytickych vahach a obsah biomasy byl stanoven v g/1.

3.3.3 Selekce bakterii na zakladé barveni NC a izolace pozitivnich kultur

Smésné kultury byly kultivovany na pevném médiu s obsahujicim Nilskou Cerven
zpisobem uvedenym vySe. Petriho misky s témito kulturami byly vloZzeny na UV
transluminator, kde byly prosviceny UV zafenim. Kultury obsahujici lipofilni tvary byly
za téchto podminek vlivem Nilské Cervené zbarveny oranzové. Vybrané kolonie projevujici
tento znak byly pfeockovany na nové agarové plotny metodou kiizového roztéru.

3.3.4 I1zolace DNA pomoci tepelné lyze

Vzorek bakteridlni kultury byl pomoci bakteridlni klicky asepticky piidan
do mikrozkumavky typu Eppendorf k 90 ul lyza¢niho pufru. Takto piipravené vzorky byly
inkubovéany v blokovém termostatu pii teplot¢ 90 °C po dobu 15 minut. Poté byly vzorky
centrifugovany pifi 10000 rpm po dobu 10 minut. Asepticky bylo 70 ul supernatantu
obsahujiciho DNA pifevedeno do ¢&ist¢é mikrozkumavky. Takto pfipravené vzorky byly
uchovavany pii teploté -30 °C.

3.3.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Cistota a koncentrace DNA v lyzatech byla méfena na nanofotometru. Princip metody
spociva v méfeni absorbance pti 260 a 280 nm proti ¢istému lyza¢nimu pufru. Pro méteni byly
pouzivany objemy 3 pl. Pfistroj zobrazoval koncentraci DNA v ng/ul a pomér A260/A280 jako
miru Cistoty DNA. Pomér by se mél idedln¢ blizit hodnoté 1,8. Niz§i hodnoty znamenaji
znecisténi vzorku proteiny, vyssi hodnoty zase znecisténi RNA.

3.3.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

U vzorkih DNA byly pomoci PCR zjistovany geny [6S rRNA pro prokazani
bakteridlniho pivodu DNA a phaC pro prokdzani genotypu umoznujiciho syntézu PHA.
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K amplifikaci fragmentu o délce pfiblizné¢ 1500 bp vztahujiciho se ke genu /65 rRNA byly
pouzity primery 16S-F a 16S-R dodané firmou Generi Biotech. Pro amplifikaci genu phaC
(délka 551 bp) byly vyuzity primery G-D a G1-R.

Tab. 6: Slozeni smési pro PCR

Slozka Objem (ul)
MasterMix 12,5

DNA 2
Mg?" ionty 2,6

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

Sterilni voda 5.9

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

primer sekvence

G-D | GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT

GIR | GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA

16S-F | AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT

Byla ptipravena také pozitivni kontrola, kde byly pouzity 2 ul lyzatu DNA bakterie
Cupriavidus necator H16 namisto 2 pl vzorku a negativni kontrola, kde byly misto vzorku 2 ul
sterilni vody.

Tab. 8: Teplotni program PCR

Krok | Teplota (°C) | Cas (s) | Po&et cykli
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 1
30 60

3.3.7 Stanoveni PCR amplikont gelovou elektroforézou

Gelova elektroforéza slouzi k detekci PCR produktii. Pro gelovou elektroforézu byl
ptipraven 2% agar6zovy gel. Do jamek v gelu bylo aplikovdno 10 pl smési vzniklé smichanim
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10 pl produktu PCR s 3 ul barviva Midori Green. Do jedné z jamek byl vzdy nanesen tzv. DNA
zebficek, tedy smés DNA fragmentii s definovanou délkou, pro identifikaci amplikonti
na zaklade¢ jejich délky.

Gel snanesenymi vzorky byl umistén do elektroforetické vany a pievrstven TBE
pufrem. Bylo vlozeno napéti 90 V. Elektroforéza probihala po dobu ptiblizné 50 minut. Poté byl
gel vloZen na UV transluminator a byly pozorovany amplikony vzorki.

Tab. 9. Slozeni TBE pufiru (10x koncentrovany)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan | 108 g

Kyselina borita 55¢g
EDTA 93¢g
Destilovana voda 1000 ml

3.3.7.1 Priprava agarozového gelu

V 80 ml TBE pufru bylo rozpusténo 1,6 g agarézy. Smés byla pétkrat povafena
v mikrovinné troubé. Po 3 — 4 opakovanich bylo vyckano az gel ¢astecné zchladne a gel byl
vylit do pfipravené vani¢ky s nastavenym hiebinkem pro tvorbu jamek. Po ztuhnuti byl gel
ptipraven k elektroforéze.

3.3.8 Priprava vzorki na sekvenaci

Produkty PCR ur¢ené k sekvenaci byly piecistény NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
kitu. Vzorky o objemu 30 pl byly smichdny s NTI pufrem v poméru 1:2. Vznikla smés byla
pievedena na kolonku s kfemikovou mikrofiltracni membranou. Kolonka byla vlozena
do sbérné zkumavky. Vzorky byly centrifugovany 30 s pti 11000 x g. Sbérna zkumavka byla
vylita, kolonka se opét vlozila do sbérné zkumavky a bylo na ni pipetovano 700 ul NT3 pufru.
Vzorky byly opét centrifugovany 30 s pii 11000 x g. Obsah sbérné zkumavky byl poté opét
vylit. Po vlozeni kolonky zpét do sbérné zkumavky byla kolonka inkubovdna 3 minuty
pfi teploté¢ 70 °C pro vysuseni NT3 pufru. Nasledné byla opét centrifugovana pii 11000 x g
po dobu 1 minuty.

Kolonka byla poté vlozena do ¢isté Eppendorfovy mikrozkumavky a na membranu bylo
napipetovano 20 ul NE pufru uréeného k eluci DNA. Kolonka byla inkubovana 3 minuty
pii teploté 70 °C. Vzorek byl ndsledné centrifugovan 1 minutu pii 11000 x g.

Vsechny takto precisténé vzorky byly prepipetovany k sekvenaci. Od kazdého vzorku
bylo pipetovano po 5 pl do dvou Eistych Eppendorfovych mikrozkumavek. Ke vzorkim byly
pfidany pfislusné primery, pficemz do jedné zkumavky byl vZdy pfidan ,,forward® primer
a do druhé ,,reverse* primer. Primery byly pfidavany v mnozstvi 5 pl. Takto pfipravené vzorky
byly odeslany na sekvenaci do firmy SEQme s. r. o.

3.3.9 Priprava vzorki pro plynovou chromatografii

Vzorky vysusené biomasy byly odvazeny do vialek. Bylo dbano na to, aby navazka
kazdého vzorku cCinila alespont 8 mg, pokud to mnozstvi vzorku umoznilo. Do vialek byl
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piidavéan 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyselinou sirovou v methanolu s 0,5 mg/ml kyseliny
benzoové jako vnitini standard. Vialky byly zazatkovany a inkubovany v blokovém termostatu
pfi teplot¢ 94 °C po dobu 3 hodin za Ucelem transesterifikace. Vznikld smés byla poté
extrahovana 1 ml 0,05M NaOH. Ze spodni chloroformové faze bylo odebrano 50 ul do Cisté
vialky. K tomuto mnozstvi bylo ptfidano 950 pl chloroformu. Takto pfipravené vzorky byly
analyzovany plynovou chromatografii, pomoci které bylo mozné stanovit obsah methylesterti
hydroxyalkanovych kyselin.

3.3.10 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Vzorek bakteridlni kultury byl odebran z Petriho misky sterilni klickou a nanesen
na ATR krystal. Poté bylo pozorovano charakteristické infracervené spektrum PHB.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rozdéleni smésné kultury a stanoveni biomasy

Smésna kultura byla kultivovdna na minerdlnim médiu s piidavky ¢ty rtuznych
biotechnologicky relevantnich uhlikovych substrati za uUcelem ziskani Sirokého spektra
bakteridlnich kultur. Pro tento experiment byly jako uhlikové substraty vybrany glycerol
(vedlejsi produkt vyroby bio-dieselu), y-butyrolakton (prekurzor pro syntézu kopolymert
obsahujicih 4-hydroxybutyrat), kyselina levulova (ekonomicky relevantni prekurzor
pro syntézu kopolymerti obsahujicich 3-hydroxybutyrat) a glukoza (standardni monosacharid).

Po 72hod. kultivaci byla u téchto smésnych kultur stanoven obsah biomasy
gravimetricky.

Tab. 10: Obsah biomasy u riiznych uhlikovych substratii

uhlikovy substrat | ¢; (g/l) | c2 (g/1) | € (g/1) | Smodch vybér
glycerol 1,80 1,76 1,78 0,03
y-butyrolakton 1,46 1,53 1,50 0,05
kyselina levulova 0,52 0,76 0,64 0,17
glukdza 3,62 3,51 3,57 0,08
4,0
3,5
3,0
— 2,5
2,0
15
1,0
i
0,0
glycerol gamma-butyrolakton kyselina levulova glukdza

Graf 1: Obsah biomasy u riznych uhlikovych substrati
Nejvice biomasy se podafilo ziskat s pouzitim glukdzy. Zhruba poloviéni vytézek byl
ziskan v ptipadé glycerolu a y-butyrolaktonu, pficemz u glycerolu byl vytézek lehce vyssi.
Nejniz8§i mnozstvi biomasy bylo zaznamenano pii pouziti kyseliny levulové.

4.2 Vybér potencialnich producentit PHA metodou lipofilniho barveni

Smésné kultury kultivované na uvedenych uhlikovych substratech byly zaockovany
plosnym roztérem na pevné médium s ptislusSnym uhlikovym substratem a piidavkem Nilské
gervend. Pro rozliseni jednotlivych kolonii bylo pouZito ziedéni 10°, 2 x 10° a 2 x 10’
v zavislosti na koncentraci jednotlivych kultur. Kultury byly poté pozorovany pod UV
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transluminatorem (obrazek 9). Obarvené kolonie byly pfeockovany na nové Petriho misky
kiizovym roztérem. Tyto misky rovnéz obsahovaly Nilskou Cerven a bylo pozorovano zbarveni
kultur. Takto bylo pfipraveno 31 Cistych kultur potencidlnich producentit PHA. Kultury se liSily
nariistem biomasy i intenzitou zbarveni.

Zbarveni

pozitivni

Zbarveni
negativni

Obr. 9: Smesna kultura barvena Nilskou cerveni

4.3 1zolace DNA a detekce genti 16S rRNA a phaC

Pouzitim tepelné 1yze bun€k a nasledné centrifugace byla izolovdna DNA buné&k
jednotlivych kultur. U izolath DNA byla stanovena koncentrace a cistota DNA
spektrofotometricky. Nasledné byla pouzita PCR pro amplifikaci genii /16S rRNA a PhaC.

4.3.1 Stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Spektrofotometricky byla stanovena Cistota a koncentrace DNA v ziskanych izolatech.
Celkem se podafilo ziskat 29 vzorkli DNA pouZitelnych pro PCR. Vysledky tohoto méfeni jsou
uvedeny v tabulce 11. Vzorky 1 — 9 byly izolovany z média s glycerolem, vzorky 10 — 18
z y-butyrolaktonu, 19 — 26 z kyseliny levulové a 27 — 29 z glukdzy.

Tab. 11: Koncentrace a cistota DNA

vz. €. | ¢ (ng/pl) | Azo/Azso | VZ. €. | ¢ (ng/pl) | Azeo/Azso | vz. €. | ¢ (ng/nl) | Aze0/Azs0
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 165 rRNA a phaC genii pomoci PCR

Ziskané¢ vzorky DNA byly pouzity pro multiplex PCR. Amplifikovany byly geny
165 rRNA pro prokazani bakteridlniho pivodu vzorku a phaC pro detekci bakteridlnich
producenti PHA. Produkty PCR byly identifikovany pomoci agarové gelové elektroforézy
(obrazek 10).

Obr. 10: Gelova elektroforéza produktit PCR obsahujici negativni (N) a pozitivni (P) kontrolu a
polynukleotidovy Zebricek

Priblizné na urovni fragmentu o velikosti 1500 bp byl detekovan gen 16S rRNA.
U nékterych vzorkl byl prokazan gen phaC pobliz Grovné 500 bp. Celkem byl tento gen
prokdzan u 11 vzorki. Jednalo se o vzorky 1, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 a 21. Z vysledku
je patrné, ze metoda piedselekce pomoci barveni Nilskou Cerveni je pouze orientacni. Vzorky,
u kterych nebyl detekovan gen phaC, ziejmé produkovaly jiné lipidické molekuly poskytujici
pozitivni barveni pomoci Nilské ¢ervené. U ne€kterych vzorkii nedoslo k amplifikaci /65 rRNA
v disledku zvyhodnéni kratSich fragmentl pfi multiplex PCR.

4.4 Identifikace bakterialnich druhu sekvenaci DNA

Gen 168 rRNA od vsech 11 vzorkt, u kterych byla prokazana ptitomnost genu phaC,
byl pfipraven k sekvenaci pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu. Vzorky byly
odeslany na sekvenaci do firmy SEQme s. r. 0. Identifikace se zdafila pouze u 8 vzorki z 11
v dusledku znecisténi cizorodou DNA (pravdépodobné se nejednalo o zcela axenické kultury).
U vzorku €. 18 se sekvenace zdafila pouze Castecné. Ziskané sekvence byly vyhodnoceny
programem BLAST® volné dostupnou na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Vysledky
jsouv tabulce 12. Ziskané sekvence a ukazka vystupu ze sekvenatoru jsou v uvedeny Ptilohach.
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Tab. 12: Vysledky sekvenace DNA izolovanych PHA produkujicich bakterii

vz. &. druh pravdépodobnost identifikace
1 Klebsiella pneumoniae 99,51 %
10 | Paenirhodobacter enshiensis 97,96 %
12 Pseudomonas putida 99,91 %
13 polymikrobialni -
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 polymikrobialni -
21 polymikrobialni -

U druht Klebsiella pneumoniae a Paenirhodobacter enshiensis zatim nebyla popsana
schopnost produkovat PHA. Produkce PHA byla popsana u Pseudomonas putida, jedna se vsak
vyhradné o produkci mcl-PHA [28, 29].

K. pneumoniae muze zpusobovat pneumonii, jednd se tedy o patogenni bakterii
nevhodnou pro potencidlni biotechnologické vyuziti [30].

4.5 Stanoveni biomasy a obsahu PHB p¥i pouziti NB jako média pro kultivaci
inokula

V tomto experimentu bylo pouzito komplexni médium pro kultivaci inokula.
Pro naslednou produkci bylo pouzito mineralni médium. Biomasa byla stanovena
gravimetricky. Probéhlo také orientacni méfeni biomasy spektrofotometrickym métfenim
zakalu. V biomase byl poté stanovovan PHB jakoZto nejbéznéji se vyskytujici PHA. PHB byl
transesterifikovan na nizkomolekularni methylester, ktery byl stanovovan plynovou
chromatografii.

4.5.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Tab. 13: Vysledky stanoveni biomasy

vz. €. | c1(g/) | c2(g/l) | € (g/l) | Smodch vybér
1 1,94 1,53 1,74 0,29
10 0,72 0,86 0,79 0,10
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3,5
3,0
2,5
= 20
o 1,5
1,0
0,5
0,0

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

1 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21

Graf 2: Stanoveni biomasy gravimetricky

4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni zakalu

V ramci orientacniho stanoveni biomasy byl stanovovan zakal 10 x zfedénych vzorkt
pfi vinové délce 630 nm.

Tab. 14: Stanoveni zdkalu
vz.& | Ai(-) | A2(-) | As(-) | A(-) | Smodch vybér
1 0,465 | 0,478 | 0,482 | 0,475 0,009
10 |0,269 | 0,270 | 0,276 | 0,272 0,004
12 10,746 | 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 10,136 | 0,133 | 0,126 | 0,132 0,005
16 | 0,855 | 0,897 | 0,877 | 0,876 0,021
17 11,070 | 1,078 | 1,040 | 1,063 0,020
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18 | 1,062 | 1,038 | 1,050 | 1,050 0,012

19 10,430 | 0,432 | 0,452 | 0,438 0,012

21 10,600 | 0,586 | 0,590 | 0,592 0,007

1,4
1,2
1,0

-0,
0,
) I
0,0 .
1 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21

Graf 3: Stanoveni zdkalu

ASO)
N O

Graf 3 znatelné¢ koresponduje s Grafem 2 ziskanym gravimetrickym stanovenim
biomasy. Gravimetrické stanoveni disponuje vyrazn€jSimi odchylkami  méfeni.
Pti gravimetrickém stanoveni mohlo dochézet ke ztratdm v disledku nedokonalé sedimentace.

4.5.3 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

Byla provedena transesterifikace za ucelem ptfevedeni potencidlné pfitomného PHB
na nizkomolekuldrni methylester. Tento methylester mél byt stanoven plynovou
chromatografii. VSech 11 vzorkli zaznamenalo negativni vysledek. Za podminek tohoto
experimentu izolované bakterie neprodukovaly PHB.

4.6 Stanoveni biomasy a obsahu PHB pf¥i pouZiti min. média pro kultivaci inokula

V tomto experimentu probéhla pouze 48 hodinova kultivace na mineralnim médiu
v objemu 50 ml. Biomasa byla stanovena gravimetricky a spektrofotometricky byl stanoven
zékal.

Kultury byly kultivovany také na pevném médiu. Vzorky odebrané z téchto kultur byly
analyzovany metodou infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)
za uCelem detekce PHB. Vzorky z tekutych médii odpovidajici vzorkiim s pozitivni odezvou
na PHB byly analyzovéany s vyuzitim plynové chromatografie za ucelem stanoveni PHB.

4.6.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Tab. 15: Vysledky stanoveni biomasy

vz. ¢ | c1(g/D) | c2(g/N) | € (g/) | Smodch vybér

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

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

12 | 1,38 | 124 | 1,31 0,10
13 | 0,12 | 0,09 | 0,11 0,02
14 | 0,88 | 084 | 086 0,03
15 | 028 | 032 | 030 0,03
16 | 1,35 | 128 | 132 0,05
17 | 1,30 | 125 | 128 0,04
18 | 0,63 | 0,55 | 0,59 0,06
19 | 124 | 127 | 1,26 0,02
21 | 127 | 126 | 127 0,01

1 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21

Graf 4: Stanoveni biomasy gravimetricky

4.6.2 Spektrofotometrické stanoveni zakalu

V ramci orientacniho stanoveni biomasy byl stanovovan zakal 10 x ziedénych vzorka
pfi vinové délce 630 nm.

Tab. 16: Stanoveni zdakalu

vZ.& | A1(0) | A2 () | As () | A(®) | Smodch vybér
1 ]0312]0311 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




18 | 0,250 | 0,231 | 0,249 | 0,243 0,011

19 10,379 | 0,380 | 0,376 | 0,378 0,002

21 10,507 | 0,498 | 0,500 | 0,502 0,005

203
<U)
0,2
01 I I
0,0 -
1 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21

Graf 5: Stanoveni zakalu

4.6.3 Detekce PHB pomoci FTIR

Vzorky kultur odebrané z pevnych médii byly analyzovany pomoci FTIR. Z 11 vzorka
se podaftilo detekovat PHB u 2 vzorkd, §lo o vzorky ¢. 10 a 13. U téchto vzorki byla pozorovana
spektra charakteristickd pro PHB. Oba vzorky pochdzely z médii vyuZivajicich y-butyrolakton
jako zdroj uhliku.

4.6.4 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

Byla provedena transesterifikace za ucelem pievedeni potencidlné pritomného PHB
na nizkomolekularni methylester. Tento methylester byl stanoven plynovou chromatografii.
Obsah PHB v susin¢ biomasy byl stanoven na 9,33 hmot. % u vzorku ¢. 10 a na 1,18 hmot. %
u vzorku €. 13.
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5 ZAVER

Tato prace méla za cil detekovat PHA produkujici bakterie vyskytujici se v aktivovaném
kalu a pokusit se o izolaci téchto bakterii. Vyskyt PHA v aktivovaném kalu je zmifovan
v nékterych védeckych pracich zabyvajicich se touto tématikou, nékteré z nich jsou citovany
v teoretické Casti.

V experimentalni ¢asti byla smésnd kultura aktivovaného kalu kultivovana
na mineralnim médiu s ptidavky Ctyft riznych zdroju uhliku. Pro tento ucel byl vybran glycerol,
y-butyrolakton, kyselina levulova a glukéza. Nejvetsi vytézky biomasy byly ziskany z média

s glukézou, nejnizsi s kyselinou levulovou, média s glycerolem a y-butyrolaktonem
vyprodukovala velmi podobna mnozstvi biomasy.

Na zakladé¢ lipofilniho barveni bylo izolovéano 31 kultur. 9 kultur vyuzivalo jako zdroj
uhliku glycerol, dalsich 9 y-butyrolakton, 8 kyselinu levulovou a 5 glukézu. U 29 z nich bylo
mozné provést PCR pro amplifikaci gentt /16S rRNA a phaC. Timto experimentem bylo
detekovano 11 bakterialnich producenti PHA. Jako zdroj uhliku vyuzivala 1 kultura glycerol,
8 y-butyrolakton a 2 kyselinu levulovou.

U 11 ziskanych vzorki PHA produkujicich bakterii prob&hl pokus o identifikaci téchto
bakterii pomoci sekvenace genu /6S rRNA. Bylo identifikovano 8 kultur, u 3 zbyvajicich se
identifikace nezdatfila vlivem zneciSténi vzorki cizorodou DNA. Jeden vzorek byl
identifikovan jako Klebsiella pneumoniae (vyuzivajici jako zdroj uhliku glycerol), jeden vzorek
jako Paenirhodobacter enshiensis a u zbyvajicich 6 se jednalo o Pseudomonas putida (oba
druhy vyuzivajici y-butyrolakton). Celkem se tedy podafilo izolovat 3 rizné bakterialni kultury
disponujici genem phaC. Je znamo, ze P. putida produkuje PHA, omezuje se vSak na mcl-PHA.
Pravdépodobné z tohoto divodu nebyl u tohoto druhu detekovan PHB. U K. prneumoniae
a P. enshiensis nebyla dosud popsana schopnost produkce PHA.

Byla provedena submerzni kultivace téchto vzorkd na mineralnim médiu. V priméru
dosahovaly nejvyssich vytézkl biomasy kultury vyuzivajici y-butyrolakton. Vytézky biomasy
vSak byly pomérné razné. Spektrofotometrické stanoveni vykazovalo relativné nizsi statistické
odchylky paralelnich pokusii nez gravimetrické stanoveni, mohlo vSak byt ovlivnéno vice
faktory souvisejicimi se slozenim méfenych vzork.

Pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci byl detekovan vyskyt
PHB v biomase 2 z 11 izolovanych kultur kultivovanych na pevném minerdlnim médiu
s ptisluSnymi uhlikovymi zdroji. Oba pozitivni vzorky vyuzivaly jako zdroj uhliku
y-butyrolakton. Jeden z pozitivnich vzorki byl na zédkladé predchazejici sekvenace vyhodnocen
jako Paenirhodobacter enshiensis, u druhého vzorku se identifikace nezdafila.

Tyto dva vzorky byly kultivovany submerzné. V prvnim experimentu byla inokula
kultur kultivovana na komplexnim médiu (NB). Po 72 kultivaci téchto kultur v mineralnim
médiu s pfisluSnym uhlikovym zdrojem probéhl pokus o stanoveni obsahu PHB v biomase
s vyuzitim plynové chromatografie. Bylo zjisténo, ze za danych podminek zadna z kultur
neprodukovala PHB.
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V nasledujicim experimentu byly vzorky kultur zaoCkovany do minerdlniho média
(bez kultivace inokula v komplexnim médiu), doba kultivace byla z ¢asovych divodi zkracena
na 48 hodin. Nésledné¢ byl opét stanovovan obsah PHB v biomase pomoci plynové
chromatografie. Zde bylo dosaZeno pozitivnich vysledkii u obou vzorkd. Obsah PHB v biomase
Paenirhodobacter enshiensis byl stanoven na 9,33 %, obsah PHB v biomase neidentifikované
kultury byl stanoven na 1,18 %. V porovnani s vytézky PHB pozadovanymi pro primyslovou
produkci PHB jde o velmi slabé vytézky.

Za danych podminek kultivace byly izolované bakterie schopné produkovat PHB
ve velmi omezené mife, nebo neprodukovaly vibec. V piipad¢ K. pneumoniae je potencidlni
biotechnologické vyuziti omezené skutecnosti, Ze se jedna o patogenni druh. Zvyseni produkce
PHB témito bakteriemi je teoreticky mozné optimalizaci kultivacnich podminek. Tyto
podminky se mohou tykat napt. sloZzeni zivného média, teploty kultivace nebo pH prostiedi.
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7 PRILOHY

Ptiloha 1: Sekvence genu /6S rRNA u vzorku €. 1

GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAAYGTCGCAAG
ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTAAGGT
TAATAACCTTGGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCACGCAGGCGGTCCGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG
GGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCC
AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCTCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAC
TTTGCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAA
CTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCA

Ptiloha 2: Sekvence genu /6S rRNA u vzorku €. 10

CGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGCCGACGATCCATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TCTTAGACAATGGGGGAAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGC
CTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGATAATGACGGTACCAGCAGAAGA
AGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTT
GTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGGAAAGTTGGGGGTG
AAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCCTCCAAAACTCCCAGTCTTGAGGTCGA
GAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAA
TGCCAGTCGTCGGCAAGCATGCTTGTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAA
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CCCTTGACATCGAGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTCGGCTGGAT
CTTAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAA
GTCCGGCAACGAGCGCAACCCACACTTCCAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTC
TGGAAGAACTGCCGATGATAAGTCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTC
ATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGATGACAATGGGCTA
ATCCCAAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAG

Ptiloha 3: Sekvence genu /6S rRNA u vzorku ¢. 12

ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAG
CCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT
AACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG
AAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGG
TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCG
TTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACA
TGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAG
CGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCG
AGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGTCGG

Ptiloha 4: Sekvence genu /65 rRNA u vzorku €. 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

Ptiloha 5: Sekvence genu /6S ¥rRNA u vzorku €. 15

AGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAG
TTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAAT
ACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATT
TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
GTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTC
ACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT

Ptiloha 6: Sekvence genu /6S rRNA u vzorku €. 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

Ptiloha 7: Sekvence genu /6S rRNA u vzorku €. 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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Piiloha 8: Castecna sekvence genu /6S rRNA u vzorku &. 18

ACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTT
GGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTA
GAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATT
AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGG
GCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGA
GGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGA
TCGCAGTCTGCAA

Ptiloha 9: Vystup ze sekvenatoru pro vzorek ¢. 10

User name: lva Pemicova

86S EQ me Sample name: PP2_16SF Order no.: 192110404

Order date: 14.02.2019

GOARC GAC@O. G CTA ({ ATGMA G CGAGCGAG ‘('IT(((\]('] (l GGG 1((»(1( AGT \l(l(’l(n(-( AVCGE ‘((('T11(l|((‘ AAT (l(1((»(»( W (1(»(»( ‘('T\\l CCGT 1(1(1(11((:((
10 30 140

GGAAAGATTTATCGGCAA ()( ATCGOCCCGCGTTGGAT T l()(:T l.(iﬂ'b(’](_v AGGT A \(‘(;(1 TL ACCA. xb( L(_I ACGAT (L\T \(I T(;(J‘I’YT(J AGAGGATG ﬂ( AGCCAC x( ‘Ib(b ACTG \( SL ACGGOCC \(_v ACTCCT AC (v(L
150

Ao A Y M mm.umm t.nuuhuummmmmuumm mlm.mmnmm )

AGOCAGC \(T(Kl( AT CTTAGACAATGGOGGAACCCTGATCTAGCCATGCCGOGT GAGOGAT G \\(K((TI AGGGTTGT \\\(X'T('T'I]( AGCTGOGAAGAT AAT GACGGT ACCAGCAGAAGAAGOCCCGGCT AACTCOCG
300 310 320 330 340 360 380 390 400 410 420

My muuummh o e A W uummh mmnmmma A i e e v

[rGgee \G( \(“‘(‘G(G(‘I’ \\T%((‘K‘\(‘(XX‘K‘('I AGCGTTGTTCGG \\TI’ \( TGGGC (’l \\\(X(X‘KW \(‘(‘( (“‘ATT(X x\('lT(X‘K‘(ﬂY‘ SATCCCGGGGETC \\(‘( TCGGA ('F(‘((T(( \\\X(’T(‘(CJK’T(TT(‘\(
a0 460 520 560

| Muh.uuummu MummmmwuMmmmlmam u&hmuu xmmnuuuu WY

TCGAGAGAGGTG \(](l AATTOCG ‘( l("l AG (:(1(1\\\11((" \l \1 ATTCGG ‘(( AACACC. ‘( I(IJ(( A (l»(h(p("l( AC T(v(iﬂ( ATAC I( \((;( TG \b('l(i( ‘(»(("(XKK“(K'\ \( \(,( ATTAG l \((
570

«meywwmmmmmm wwwwwww

TGGTAGTOC \('(i('('(ﬂ ACGATG. \\T(l( \('](‘ T( GGCANGC T(X TTC 1((XT( ACAC, \((1 \\((K ATT \\(X \11(((:(‘ 1(:(:(1 AGT \((l TCGCANG \11 AAAACTC \\\(l MTTG ‘((KXKK('(‘((K ACA
10 720

T( K ATC TI((X 1T WGET OCGGE ANCG ((’(( AAOCCACACTT OCAG rl((l \T( ATTCAGTT GO \lT(1(X AMGAACTGOCGATGAT \ 1(‘(( AMGAMG
1010 1020 1030 1050 0 1070 090
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