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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca sa zameriava na izolaciu a identifikdciu termofilnych
mikroorganizmov schopnych produkcie polyhydroxyalkanoidtov (PHA) vo vzorke
aktivovaného kalu z ¢isticky odpadovych véd. Z aktivovaného kalu bolo pomocou
kultivacnych technik a metéd molekularnej biologie vyizolovanych 6 vzoriek, ktoré boli
na zaklade nukleotidovych sekvencii génu 76S-rRNA blizSie identifikované a zaradené
k bakteridlnemu rodu Anoxybacillus. Tieto vzorky obsahovali gén phaC koédujiaci PHA-syntazu
a poskytovali pozitivhu odozvu na detekciu intracelularnych lipidickych Struktar farbenim
kolonii Nilskou cervenou. Produkcia PHA s vybranymi izolatmi vSak nebola uspesna.
Dovodom mohlo byt nevyhovujice produkéné médium ¢i nastavené podmienky produkcie.
Pozitivny fenotypovy vysledok pri farbeni Nilskou Cervenou bol zrejme sposobeny produkciou
vel'’kého mnozstva lipidu poskytujiceho podobnu fluorescenciu ako granule PHA.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on isolation and identification of thermophilic
microorganisms capable of production of polyhydroxyalkanoates (PHA) in the sample
of activated sludge from wastewater treatment. 6 culture samples were isolated from activated
sludge by means of cultivation technics and methods of molecular biology. They were closer
specified by comparing nucleotide sequences of /6S-rRNA gene and assigned to bacterial genus
Anoxybacillus. The production of PHA by this genus was not reported in literature so far.
Samples were confirmed to contain phaC gene that codes the enzyme PHA-synthase and they
also gave a positive response to staining colonies with Nile red, what refers to presence
of intracellular lipidic structures. However, the PHA production by isolates was not successful.
The reason should be an inappropriate production medium or conditions. The positive
phenotype result of Nile red dyeing was probably achieved by production of huge amount of
lipids by bacterial cells that provides similar fluorescence than PHA granules.

KLUCOVE SLOVA
Polyhydroxyalkanoaty (PHA), extrémofilné mikroorganizmy, termofily, aktivovany Kkal,
PHA-syntaza, Anoxybacillus
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Polyhydroxyalkanoate (PHA), extremophile microorganisms, thermophiles, activated sludge,
PHA-synthase, Anoxybacillus
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1 UVOD

Syntetické plastové materidly sa globalne vyrabaju a pouzivaji od polovice minulého
storoCia. Vdaka svojej vSestrannosti, variabilite chemicko-fyzikalnych vlastnosti a vel'mi
dobrej cenovej dostupnosti dokazali nahradit’ vacSinu inych materidlov. Dopyt po plastoch
neustale rastie eSte aj dnes, napriek vSeobecnému vedomiu o negativhom dopade na Zivotné
prostredie. Masivna produkcia v kombindcii s extrémnou odolnostou a biologickou
nerozlozite'nost'ou vyustila do celosvetového problému s hromadenim plastového odpadu.
Okrem obrovského mnozstva skladok na pevnine sa odpad hromadi aj v moriach a ocednoch
a drobné plastové CiastoCky a vldkna znecCist'uju i pitnit vodu po celom svete. Odstranovanie
spalovanim nie jej vhodné rieSenie, ked’ze sa tak do ovzdusia uvolfiuju toxické splodiny.

Idedlnym rieSenim sa zd4 byt nahradenie sti¢asnych petrochemickych plastov vhodnou
alternativou, ktora nebude predstavovat’ riziko pre Zivotné prostredie. Takuto alternativu by
mohla poskytnit’ skupina organickych biopolymérov — polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Polyhydroxyalkanoaty su kompletne syntetizované pomocou mikroorganizmov a na rozdiel od
ropnych derivatov sa k ich produkeii vyuzivaju obnovitel'né suroviny. Svojimi vlastnost’ami st
podobné syntetickym polymérom a vd’aka uzasne variabilnej Struktire je mozné ich vlastnosti
d’alej upravovat’.

Hlavnou vyhodou PHA je ich biodegradabilita — posobenim mikroorganizmov sa dokdzu
rozlozit' v kratkom c¢asovom horizonte. Dalo by sa tak predist nadmernému hromadeniu
odpadov a zneCistovaniu prostredia plastami. Inou atraktivnou vlastnostou PHA je
biokompatibilita, o umoziiuje ich vyuzitie v biomedicinskych aplikacidch.

Prekézkou v Sirokom uvedeni do praxe doposial’ zostdva ich vysoka cena v porovnani
s plastami syntetickymi. Preto je v sucasnosti hlavnou témou vyskumu v tejto oblasti
znizovanie nakladov na vyrobu, pricom sa ponuka viacero moznosti. Ked'Ze velkl rolu
vo vyslednej cene ziskaného polyméru zohrava pouZzity substrat, ndklady sa dajii vyznamne
znizit volbou lacného substratu, ako su napr. rézne vedlajSie ¢i odpadné produkty
z priemyselnych a pol'nohospodérskych vyrob (lignocelulézové odpady, odpadny glycerol,
oleje, srvatka, atd’). Inou moZnost'ou je vyuzitie extrémofilnych mikroorganizmov, o pontka
vyhody ako napr. zniZenie néarokov na celkovu sterilitu procesu a iné. Produkcii
polyhydroxyalkanoatov prostrednictvom extrémofilov bola =zatial venovanid len malé
pozornost’, urcite je to vSak oblast, ktora si zasluzi $ir$i prieskum.

Tato praca je venovand hl'adaniu extrémofilnych, konkrétne termofilnych mikroorganizmov
schopnych produkcie PHA. K tomuto ciel'u bol pouzity aktivovany kal z ¢isticky odpadovych
vad, ktory bol zdrojom termofilnych mikroorganizmov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Akumulécia plastového odpadu v zivotnom prostredi je znamy celosvetovy problém.
Plastové materidly na baze ropy v kratkom obdobi nahradili mnozstvo inych dovtedy
pouzivanych materidlov a su Siroko vyuzivané v domacnostiach, medicine ¢i v priemyselnych
odvetviach. Je tomu tak vd’aka ich vSestrannosti a trvacnosti.

Podla sucasnych odhadov vSak dochddza alarmujicou rychlostou k ubytku zasob
minerdlnych olejov, a preto je namieste uvazovat o obnovitenych alternativach. Vaznym
dévodom pre nahradenie produkcie syntetickych plastov je ich minimélna rozloziteI'nost’. Voci
mikrobialnej degradacii st mimoriadne odolné. NavySe dochiadza k hromadeniu odpadu
na skladkach a v moriach. Zavaznou skutocnostou je taktiez fakt, ze spalovanim plastového
odpadu sa do prostredia uvol'iiuju toxické produkty [1,2].

Vhodnou alternativou ku konvenénym plastom by mohli byt polyhydroxyalkanodty,
objavené uz v dvadsiatych rokoch minulého storocia franctizskym mikrobiolégom. Maurice
Lemoigne objavil intracelularne  granule  poly-3-hydroxybutyratu  produkované
Gram-pozitivnou baktériou Bacillus megaterium [1]. Polyhydroxyalkanoaty st tplne
degradovatelné na oxid uhli¢ity a vodu skrz mikrobidlnu mineralizaciu. Syntéza PHA
z prirodnych obnovitelnych zdrojov naviac umoziiuje udrzatel'ny cyklicky proces [3].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st skupinou prirodnych polymérov, presnejSie linedrnych
polyesterov 3,4,5 a 6 — hydroxykyselin (Obrdzok 1). Su syntetizované¢ mnohymi baktériami
v procese fermentacie cukrov, lipidov, alkanov, alkénov a alkdnovych kyselin ako
intracelularna zasoba uhliku a energie [4,5].

Obrazok 1: Struktiira polyhydroxybutyrdatu P(3HB).

V bakteridlnych bunkach st pritomné vo forme samostatnych cytoplazmatickych inkluzii
(Obrazok 2) nerozpustnych vo vode [4,5]. K ich tvorbe dochddza pri nadbytku zdroja uhlika
a stCasnej limitacii niektorou z esencialnych Zivin ako je kyslik, dusik, fosfor, atd’. Uhlikovy
zdroj je bunkou konvertovany na hydroxyalkanoatové zluceniny a nasledne polymerizovany
do Struktir s vysokou molekulovou hmotnostou. PHA st vybornou zasobnou latkou, pretoze
ich pritomnost’ v cytoplazme ani vo vel'kych mnoZstvach nenartiSa osmoticky tlak bunky [4].

PHA su svojimi vlastnostami vel'mi podobné syntetickym plastom a svojou rozmanitostou
a variabilitou v Struktare pred¢ia iné biodegradabilné polyméry, ako napriklad chemicky
syntetizované plasty (kyselina polymlie¢na), ¢i plasty na baze Skrobu. Vdaka svojej
biodegradabilite a biokompatibilite je budlcnost’ ich vyuZitia napriklad v medicinskych
oblastiach sl'ubna, aj napriek ich nédkladnej produkcii [1].



Syntézy polyhydroxyalkanoatov su schopné mnohé gramnegativne aj grampozitivne
baktérie, napriklad rody Pseudomonas, Bacillus, Ralstonia, Aeromonas, Rhodobacter
a niektoré archea, najma prislusnici ¢elade Halobacteriaceae (napr. Haloferax mediterranei)
[5]. Mikroorganizmy produkujuce PHA st schopné konvertovat uhlikové zdroje, ako napriklad
glukézu alebo mastné kyseliny na medziprodukty syntézy polyhydroxyalkanoatov [6].

Vicsina baktérii je schopna akumulovat’ PHA do obsahu okolo 30—50 % suSiny, ale napriklad
vel'mi dobre znamy producent Cupriavidus necator dokaze nazhromazdit' PHA az do 90 %
svojej susiny [7].

Na zéklade poctu uhlikovych atdomov v monomérnych jednotkach sa polyhydroxyalkanoaty
rozdel'uji na PHA s kratkym retazcom (short-chain-length — scl) obsahujuce 3-5 atomov
uhlika, a so stredne dlhym retazcom (medium-chain-length — mcl), ktoré maju 6—14 uhlikovych
atomov [5].

Obrazok 2: PHA granule vnutri mikrobidlnych buniek zobrazené pomocou transmisnej elektronovej
mikroskopie

2.1.1 Kompozicia a fyzikalno-chemické vlastnosti PHA

Prvou pozorovanou formou PHA bol homopolymér poly-3-hydroxybutyrat P(3HB).
Nenachéadza sa len v mikroorganizmoch ako zdsobna latka, ale je pomerne rozSireny v celej
prirode. Nizkomolekuladrne oligoméry (120200 monomérnych jednotiek) boli najdené aj
v rastlinnych, zivo¢isnych a dokonca l'udskych telach. Vo viacerych pripadoch bola tato forma
P(3HB) objavena v bunkovych membranach ako komplex s polyfosfatmi, sliziaci zrejme ako
i6novy prendsac [8].

Izolovany P(3HB) vykazuje 50-80% krystalickost’, kym jeho inkluzie vnltri buniek maji
amorfny charakter a st nerozpustné vo vode [7]. Teplota skleného prechodu P(3HB) lezi
v rozmedzi 4-9 °C a teplota topenia je 173—180 °C. Polymér sa rozkladad pri teplote okolo
200 °C, ¢o je blizko teploty topenia. V pevnom, krystalickom stave tvori pravotocivy hélix
a tato konforméacia zostava zachovana aj v roztoku chloroformu [8]. Hustota krystalického
P(3HB) je 1,26 g-cm™, v amorfnom stave 1,18 g-cm™. Mechanické vlastnosti su veI'mi podobné

10



izotaktickému polypropylénu: Youngov modul 3,5 GPa a pevnost’ v tahu 43 MPa. Podstatne
niz8ia je vSak roztaznost, ktord je u homopolyméru P(3HB) len okolo 3 %. Pre porovnanie,
roztaznost’ polypropylénu je 400 %. Cisty homopolymér P(3HB) je krehky a malo elasticky,
¢o obmedzuje jeho vyuzitie [7-9].

Polyhydroxyalkanoaty st v skuto¢nosti velmi Sirokou skupinou polymérov, ktorych
vlastnosti zavisia na ich variabilnej Struktare. V roku 1995 uz bolo znamych 91 rdznych
hydroxyalkanovych kyselin ako monomérov PHA [10]. Diverzita bola d’alej rozSirovana a boli
rozliSované Struktiry ako homopolyméry, nédhodné kopolyméry, blokové kopolyméry,
blokovo-ndhodné kopolyméry, funkéné polyméry, Stepné polyméry, tiopolyestery a iné. Téato
variabilita je dana odliSnymi druhmi baktérii, ktoré maju odlisné typy PHA-syntdz, odlisné
naroky na substrdt a mozno aj odliSné metabolické drahy [11]. Zabudovanie inych
monomérnych jednotiek do retazca P(3HB) vyrazne zlepsuje jeho mechanické vlastnosti. Je
tak mozné ziskat’ Siroky vyber polyesterov s rozliénymi vlastnost’ami, od vysoko krystalickych
plastov az po elastické gumy [9]. Zabudovanie inej hydroxyalkdnovej kyseliny do retazca
polyméru zavisi na dostupnom uhlikovom zdroji. Kopolymér P(3HB-co-3HV) ma v porovnani
s P(3HB) dve vel'ké vyhody: nizsiu teplotu topenia a urovei krystalickosti. Fyzikalne vlastnosti
kopolyméru zavisia na zastipeni 3-hydroxyvaleratu (3HV) v molekule. Pri vysSich podieloch
3HV je jemnejsi a elastickejsi [9].

Obradzok 3 znazoriuje schematické znazornenie rozdielu v usporiadani monomérov
v homopolyméroch, ndhodnych kopolyméroch a blokovych kopolyméroch PHA.

Y ( w[ r homopolymér
(@ O0@®® @ nshodny kopolymér
[ 900000® bokovy kopolymér

rézne monoméry
Obrdzok 3: Schéma Strukturneho zloZenia homopolyméru, nahodného a blokového kopolyméru PHA

Blokové kopolyméry pozostavaju z polymérnych retazcov obsahujucich dve aviac
samostatnych polymérnych oblasti (blokov). Tieto oblasti su navzdjom viazané kovalentnou
viazbou. Vyslednd Struktira potom zahfiia vlastnosti kazdého bloku a ziskava tak nové
vlastnosti, ktoré¢ sa nedaji dosiahnut’ jednoduchym zmieSanim polymérov [12].

Priklady blokovych kopolymérov PHA, produkéné mikroorganizmy a vyuzivané zdroje
uhlika uvadza Tabulka 1.
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Tabulka 1: Priklady blokovych kopolymérov PHA s priradenym produkujucim mikroorganizmom

a uhlikovym zdrojom.

blokovy litera
0 ovy’ mikroorganizmus zdroj uhlika ! erarfly
kopolymér zdroj

P(3HB-b-3HV) Cupriavidus fruktdéza a kyselina pentanova [13]
necator
Pseudomonas ; . i

P(3HB-b-4HB) . butyrat sodny a gama-butyrolaktoén [14]
putida

P(3HP-b-4HB) | Escherichia coli 1,3-propandiol a 1,4-butandiol [15]
Pseudomonas , , . ,

P(3HB-b-3HHXx) . butyrat sodny a hexanoat sodny [16]
putida

P(3HB-b-3HP) | Escherichia coli fruktoéza a glycerol [13]

2.1.2 Biosyntéza

Struktura PHA, ktoré sa v bunke akumuluji, je vo velkej miere zavisld na vyuzivanom zdroji
uhlika. Tieto zdroje mozeme rozdelit’ na tie, ktoré st s PHA Struktirne pribuzné (napr. mastné
kyseliny, ktoré maju podobnu strukturu ako hydroxyalkanové kyseliny) a Struktirne nepribuzné
(glukéza) [17].

Za konecnu Strukturu polyméru zodpoveda konkrétna metabolickd draha biosyntézy PHA.
Vseobecne sa rozliSuju tri zdkladné metabolické drahy, ktoré mézu byt d’alej upravované
metédami génového inzinierstva na minimalne 12 drah, ktoré¢ vedu k syntéze roéznych
polyhydroxyalkanoatov [17].

KIucova rolu v biosyntéze zohrava acetyl-koenzym A, ktory je dalej enzymaticky
prevadzany na 3-hydroxyalkanoyl-CoA o roznych dizkach retazca ako substrat pre
PHA-syntazy. 3-hydroxyalkanoyl-CoA mdze byt dodéavany taktieZ z B-oxidacie mastnych
kyselin. Do syntézy PHA su priamo alebo nepriamo zapojené viaceré¢ gény kodujice rozne
enzymy [18]. Schematické zndzornenie troch hlavnych metabolickych drah veducich k tvorbe
PHA zobrazuje Obrdzok 4.
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aminokyseliny cukry mastné kyseliny

DRAHA Il

DRAHA Il vlastna
syntéza
mastnych

kyselin

acetyl-CoA

.— | DRAHAI

acetoacetyl-CoA

B-oxidacia

R-3-hydroxyacyl-ACP
¥ 25 3-hydroxybutyryl-CoA

R-3-hydroxyacyl-CoA R-3-hydroxyacyl-CoA

PHB

mcl PHA mcl PHA
scl-mcl PHA

Obrazok 4: 3 hlavné metabolické drahy syntézy PHA [17].

Prva draha zahfna tri klucové enzymy: p-ketothiolazu, NADPH-dependentnu
acetyl-CoA-reduktdzu a PHA-syntdzu kdédované génmi phad, phaB aphaC [18].
B-ketothiolaza konvertuje dva acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA, ktory je druhym enzymom
transformovany na hydroxybutyryl-CoA a nasledne pomocou PHA-syntdzy polymerizovany
do Struktiry polyhydroxybutyratu. Typickym zastupcom tejto drahy je baktéria Cupriavidus
necator (inym menom Ralstonia eutropha), ktora disponuje scl PHA-syntazou [17].

Druha draha syntézy PHA je spdjand s mikrobidlnym prijmom mastnych kyselin.
Po B-oxidécii mastnych kyselin acetyl-CoA vstupuje do procesu syntézy monomérov PHA
[18]. Pomocou enzymu R-3-hydroxyacyl-CoA-hydratazy je enoyl-CoA vznikajuci v B-oxidacii
prevedeny na R-3-hydroxyacyl-CoA, aten je prekurzorom polymerizacie mcl PHA.
Polymerizaciu zabezpecuje mcl PHA-syntdza. Tuto drahu je mozné pozorovat napriklad
u Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans a Pseudomonas aeruginosa [17].

Tretia draha vychadza z in situ syntézy mastnych kyselin. Tento cyklus poskytuje na syntézu
PHA R-3-hydroxyacyl-ACP. Kl'icovym enzymom je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA-transferaza,
ktora prevadza 3-hydroxyacyl-ACP opit na 3-hydroxyacyl-CoA. Ukazalo sa, Ze vlastna
syntéza mastnych kyselin a B-oxiddcia mozu prebiehat nezavisle na sebe k dopliianiu
prekurzorov pre syntézu PHA [17].

2.1.3 PHA-syntazy

PHA-syntaza je enzym zodpovedny za syntézu PHA. PresnejSie, katalyzuje polymerizaciu
CoA-tioesterov hydroxykyselin do polymérov PHA. Gén kodujuci PHA-syntazu je oznaCovany
phaC. ZvycCajne byva stucastou zhluku d’alSich génov zapojenych do syntézy PHA, ako su
napriklad phaAd (B-ketothioldza), phaB (acetoacetyl-CoA-reduktaza), phaG
(3-hydroxyacyl-ACP-CoA-transferaza), phaJ (enoyl-CoA-hydratdza) a iné [19].
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PHA-syntdzy sa rozdel'uju do Styroch tried na zaklade kompozicie ich podjednotiek
a substratovej Specifity. Syntazy tried I a Il pozostavaju z jednej podjednotky (phaC), kym
syntazy tried III alIV ksvojej aktivite vyzaduju okrem podjednotky phaC pritomnost’
podjednotiek phaE a phaR [20].

Syntéazy triedy I uprednostiiuji scl hydroxykyseliny s hydroxyskupinou na uhliku C3 alebo
C4 ako monoméry, avsak pri urcitych podmienkach dokazu rozpoznat’ aj mcl hydroxykyseliny.
Napriklad, ked’ ako zdroj uhlika sluzia mastné kyseliny s parnym poctom uhlikov v retazci,
dochadza k akumulacii P(3HB-co-3HHXx), aked st ako zdroj uhlika vyuzivané mastné
kyseliny s neparnym retazcom, vznika P(3HB-co-3HV). Typickym predstavitelom, ktory
disponuje PHA-syntazou triedy I je baktéria Cupriavidus necator, d’alej napriklad prislusnici
rodu Agrobacterium. Gén kodujuci PHA-syntazu triedy I je oznaCovany phaC [19,21].

PHA-syntazy triedy II polymerizuji najmé tioestery-CoA mcl monomérov, pozostavajicich
70 6—12 atémov uhlika. Tie vznikaju pri B-oxidacii alebo pri syntéze mastnych kyselin de novo.
PHA-syntazy II. triedy sa typicky vyskytuji u baktérii rodu Pseudomonas [19]. PHA-syntazy
triedy II su kodované génmi phaCl a phaC2 [6,21].

Syntazy triedy III st heterodiméry pozostavajuce z podjednotiek phaC a phaE, koédovanych
génmi phaC aphaE. Tato trieda syntdz sa nachadza napriklad u baktérie Allochromatium
vinosum, ale typickymi predstavite'mi st prisluSnici domény archea, konkrétne rody Haloferax
a Haloarcula [6,19].

PHA-syntéazy triedy IV boli objavené ako posledné, pri skiimani tychto enzymov u baktérie
Bacillus megaterium [20]. Taktiez pozostavajii z dvoch podjednotiek: phaC a phaR, ktoré
kodujt gény phaC a phaR [6]. V roku 2005 bolo navrhnuté, ze génové sekvencie pre IV. triedu
PHA-syntdz by mali byt rozdelené¢ do minimélne dvoch podskupin, na zaklade rozsahu
sekvenénych zhod nukleovych kyselin, a to na: podskupinu typu B. megaterium (zahfhajucu
B. sphaericus, B. circulans a B. brevis) a podskupinu typu B. cereus (zahthajacu B. anthracis,
B. thuringiensis a Bacillus sp. INT005) [22]. U B. megaterium je génovy klaster (Obrazok 5)
dlhy 4 104 parov baz a obsahuje 5 pha génov zodpovednych za syntézu PHA: phaP, phaQ,
phaR, phaB a phaC [23].

phaP phaQ phaR phaB phaC

Obrazok 5: Zndzornenie usporiadania génoveho klastera baktérie B. megaterium [23].

Gén phaB koduje acetoacetyl-CoA-reduktazu, ktord posuva hydroxybutyryl-CoA
PHA-synt4ze. PhaQ je protein viazuci sa na DNA, ¢o sposobuje represiu jeho vlastnej syntézy.
Vyprodukovany PHB sa viaZze na phaQ, ¢im odstrdni represiu transkripcie génov phaQ
a phaP [23]. PhaP je oznacenie pre phasin, amfifilny protein, ktory sa viaze na povrch PHA
granule. Phasiny tak vytvaraji akési medzifadzové rozhranie medzi cytoplazmou
a hydrofobnymi granulami PHA a zabranuju tak koalescencii jednotlivych grantl [24].
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2.1.4 Vyuzitie PHA

Vlastnosti ako biodegradabilita, termoplasticita, biokompatibilita a netoxickost’ robia
z polyhydroxyalkanoatov skvelych kandiddtov na ndhradu za petrochemické plasty. Spociatku
boli PHA vyuzivané hlavne ako obalové materialy pre kozmetiku a Cistiace prostriedky, alebo
ako surovina pre vyrobu latexovych naterov. Dal§im bolo ich vyuZitie ako nosi¢ov pre dlhodobé
uvolniovanie pesticidov a insekticidov v agrochemickom priemysle [2].

Stcasnym trendom je vSak vyuzitie PHA v biomedicinskych aplikaciach, a to vdaka
spominanym vlastnostiam. NajvacSia pozornost’ je v tejto oblasti venovana homopolyméru
P(3HB) akopolyméru P(3HB-co-3HV). Momentalne sa zvazuji ako materidly pre
zhotovovanie kardiovaskularnych produktov ako srdcovych chlopni ¢i cievnych §tepov. Dalgie
moznosti poskytuju vo sfére prenosu lieCiv, kde mdzu sluzit’ ako tablety alebo mikronosice pre
liecbu nadorovych ochoreni. Pri oSetrovani zraneni najdu uplatnenie ako stehy, tampony,
svorky, a iné. V ortopédii ako kostné platnicky. Vdaka vysokej imunotolerancii su vyuziteI'né
v tkanivovom inzinierstve [2].

Polyhydroxyalkanoaty st sl'ubnymi biomaterialmi aj v oblasti farmécie. 3-hydroxyalkdnové
kyseliny su vyuzitelné ako prekurzory pre syntézu chemikalii s pridanou hodnotou, ako su
farmaceutikd, antibiotikd, potravinarske aditiva, aromy a vitaminy [2,25]. Ukazalo sa, ze Cisty
mcl homopolymér kyselina 3-hydroxyoktanova vykazuje potencidlnu antimikrobidlnu
aktivitu [26]. V stcasnosti sa skimaji moznosti vyuzitia PHA na enkapsulaciu lieCiv, najma
protinadorového charakteru. Do kopolyméru P(3HB-co-3HV) bolo uspesne enkapsulované
modelové protirakovinové lieCivo ellipticin. Potvrdilo sa tak zvysenie cytotoxického efektu
ellipticinu so zvySenim jeho biologickej dostupnosti [2,27]. Rovnaky kopolymér bol pouzity aj
ako nosi¢ hydrofobneho fotosenzibilizatoru k lie€be rakoviny. Takéto nanocastice vykazuji
vysoku fototoxicitu k ur¢itému typu nadorovych buniek a PHA tak mézu byt atraktivhym
biopolymérom vo fotodynamickej terapii [2,28].

Mikrobialna biosyntéza bioplastov vyZaduje technickt Zivotaschopnost’ a uskuto¢nitel'nost’
uz tak naro¢nej produkcie. Zatial’ ¢o je vyrabana Siroka Skéla polyhydroxyalkanoatov s roznymi
charakteristikami, ich produkcia je stale nizka a nadklady vysoké v porovnani so syntetickymi
plastmi. Téato skuto€nost’ zatial’ zostava prekazkou v ich Sirokom priemyselnom vyuZziti [1].

2.1.5 Moznosti zniZenia produkénych nakladov

Aby sa polyhydroxyalkanoaty mohli stat’ ekonomicky atraktivnou alternativou k materidlom
na baze ropy, je nutné zabezpecit’ zniZenie ich produkénych nékladov. S tymto zamerom bolo
v laboratornom meradle navrhnutych viacero rieSeni. Jednou z najsl'ubnejSich moznosti je
vyuzitie vedlajSich a odpadnych produktov z priemyselnych vyrob, ako napriklad
pol'nohospodarskych surovin, odpadnych rastlinnych olejov ¢i odpadovych vod ako zdrojov
uhlika pre mikrobialnu produkciu [29].

Stcasnd produkcia PHA je realizovand prostrednictvom cistych kultur (napriklad
Cupriavidus necator alebo geneticky upravena Escherichia coli). Avsak produkcia s vyuzitim
zmieSanych kultur umoziuje vyuzitie komplexnych odpadnych substratov, ¢o vyrazne znizuje
naklady na substrat. Prikladom zmieSanej kultury je aktivovany kal pouzivany v zariadeniach
na &istenie odpadovych vod. Dalsou vyhodou vyuZivania zmiesanych kultir je znizena potreba
aseptickosti procesu, ked’Ze sa nejednd o kultivaciu ¢istej kultary [30,31].
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Inou moznostou je vyuzitie extrémofilnych mikroorganizmov. Ich zapojenie do procesu
poskytuje viaceré vyhody. Pri fermentacii za zvySenych teplot napriklad dochadza k zvyseniu
reakénych rychlosti, rychlosti diftizie, ionizécie ¢i rozpustnosti latok. V takychto podmienkach
sa naviac vyrazne znizuje riziko kontaminacie a klesaju aj naklady na chladiace a zahrievacie
procesy [3].

2.2 Extrémofilné mikroorganizmy

Uz z pomenovania vyplyva, Ze sa jednad o organizmy prospievajuce v drsnych, extrémnych
podmienkach. V prostrediach, v ktorych iné organizmy nie su schopné prezitia. Extrémofily st
taxonomicky Sirokou skupinou. Podl'a typu extrémnych podmienok, v ktorych sa vyskytuju, je
mozné rozliSit' termofily, psychrofily, acidofily, alkalofily, halofily, barofily, metalofily
aradiofily. Ich stratégia prezitia v nepriaznivych podmienkach spociva v produkcii
extrémofilnych enzymov (extrémozymov) a protektivnych organickych biomolekul
(extrémolytov) [32].

Termofily st organizmy, ktorych optimélna teplota pre rast je v rozmedzi 60-80 °C.
Organizmy s optimalnou teplotou rastu vySSou ako 80°C sa potom oznacuju ako
hypertermofilné. Prikladom hypertermofilov st prislusnici rodu Pyrolobus [33].

Vyskyt termofilnych mikroorganizmov bol pozorovany v hortcich prameiioch (Obrdzok 6),
hlbokomorskych hydrotermalnych pradoch, vo wvulkanickom prostredi, kompostoch C¢i
na pustiach [34]. Aby mohli v takychto podmienkach prezit, musia mat’ vyvinuté mechanizmy
chraniace najcitlivejSie komponenty bunky, ako st nukleové kyseliny, proteiny a lipidy.
Nukleové kyseliny bezne podliehaju denaturacii uz pri teplotach nad 70 °C. V extrémnych
teplotach je DNA stabilizovand pomocou jednomocnych a dvojmocnych soli, ktoré zatieiiuja
negativne naboje fosfatovych skupin. KCl a MgCl> naviac chrania DNA od depurinacie
a hydrolyzy. Ribozomalna a transferovd RNA moéze byt’ stabilnejSia vd’aka vyssiemu podielu
nukleotidovych parov G—C. Tie su od A-T parov stabilnejSie vd’aka pritomnosti tretej
vodikovej vdzby. V DNA termofilnych prokaryot nebol zisteny vyssi podiel parov G—C, jej
stabilita sa pripisuje enzymu DNA-topoizomeraze, ktord katalyzuje nadSrobovicové vinutie
DNA [35].

Termofilné proteiny su stabilizované pomocou viacerych mechanizmov. Medzi ne patri
zvySeny pocet kovalentnych a nekovalentnych interakcii v rdmci podjednotiek, ako aj medzi
nimi, efektivne zbal'ovanie, niz§ia povrchova hydrofébicita, vy$si podiel sekundarnych
Struktar, menej a kratSie povrchové slucky, viac vizbovych miest pre kovy a aminokyselinové
zlozenie [36].

Taktiez lipidy su citlivé na teplotu. VysSsie teploty spdsobuji zvySovanie fluidity bunkovych
membran. Na udrZanie optimalnej fluidity membran musi mat’ bunka prispdsobentt kompoziciu
z hladiska mnoZstva atypu lipidov, napriklad pomer a rozmiestnenie nasytenych
a nenasytenych mastnych kyselin. Vyssi podiel nasytenych nerozvetvenych mastnych kyselin,
zvySeny obsah fosfolipidov a silnejSie hydrofobne interakcie znizuji membranovu fluiditu.
Délezity je aj pomer fosfatidyletanolaminu a fosfatidylcholinu [35,37].
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Obrazok 6: Horuce pramene v Yellowstonskom narodnom parku [38].

Halofilné mikroorganizmy sa vyskytuji v prostrediach s vysokym obsahom soli, napriklad
v sol'nych jazerach. Bunky za normalnych okolnosti v tak vysokych koncentraciach soli uhyna
kvoli strate vody v désledku osmotického toku. Halofily sa s tymto javom vysporiadavaju tak,
7e vo svojej cytoplazme uchovavaji vysSie mnozstvo rozpustenych latok, nez sa nachadza
v okolitom prostredi [32,39]. KI'icovym je teda zachovanie osmotickej rovnovahy. Halofilné
mikroorganizmy vyuzivaju dve zédkladné stratégie k udrzaniu osmotickej rovnovéahy [40].

Prva stratégia — akumuldcia intracelularnych i6nov — spociva v hromadeni sodnych
a draselnych i6nov. Vysoka koncentracia intracelularnych iénov si vyZaduje adaptaciu
enzymatického systému. Proteiny halofilnych mikroorganizmov obsahuju vyssi podiel kyslych
aminokyselin, a st tak schopné udrziavat si svoju konformdciu a aktivitu v prostredi
s koncentraciou soli blizkou saturacii [40]. Druhou stratégiou je akumulécia osmolytov, teda
nizkomolekularnych zltcenin s osmotickym potencidlom. Tieto latky vyrovnavaji osmoticky
tlak, a umoZiuju tak fungovanie aj bunkam s obycajnymi proteinmi a enzymami. NajcastejSimi
osmolytmi, ktoré mikroorganizmy vyuZzivajl, st cukry, glycin betain, tetrahydropyrimidiny
alebo a-aminokyseliny ako prolin ¢i glutamin. VSetky st vysoko polarne [41,42].

V doméne archea je mozZné najst mnoho zastupcov halofilov. Zarad’'ujii sa do spolo¢ne;j
celade Halobacteriaceae. VacSina z nich potrebuje pre svoj rast a zachovanie integrity buniek
koncentraciu soli okolo 1,5 M NaCl. Vo vodnom prostredi blizko bodu saturacie prevazuji rody
Haloarcula, Halobacterium a Halorubrum. ViacSina halobaktérii je sfarbena Cerveno alebo
oranzovo v dosledku pritomnosti karotenoidov. Druhy, ktoré v cytoplazmatickej membrane
obsahuju farbivo baktériorodopsin, byvaju sfarbené fialovo. Halofilné baktérie je mozné najst’
v antarktickych jazerdch ¢i v solnych pddach. Ich zastupcovia sa vyskytuji v rodoch
Halomonas, Bacillus, Salinococcus, Marinococcus a inych [41].

Acidofily st prisposobené Zivotu v podmienkach s nizkym pH (pH<5), a k tomu casto
disponuji adaptaciou aj na vysoké teploty, vysoku salinitu ¢i koncentraciu tazkych kovov.
Tieto podmienky sa totiz ¢asto vyskytuji spolu na jednom mieste. Prikladom takého prostredia
je odpad z tazby uhlia alebo niektoré hortce pramene. Acidofily nedokazu tolerovat’ takto
nizke pH vo vnutri svojich buniek, kde by zni¢ilo dblezit¢ komponenty, ale s schopné
udrziavat’ kyseliny mimo buniek.
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Alkalofilom sa dari v zasaditom prostredi, ako su napriklad pody bohaté na uhli¢itany alebo
takzvané sédové jazerd, a Casto su zaroven halofilnymi organizmami.

Réadiofily st schopné prezit’ v prostredi s vysokym oxida¢nym stresom a radiacnym ziarenim
vd’aka schopnosti opravovat’ rozsiahle poskodenia DNA.

V hibkach pod morskou hladinou i pod pevninou sa nachadzajt barofilné mikroorganizmy.
Této skupina extrémofilov produkujtcich polynenasytené mastné kyseliny vytvara multimérne
a antioxida¢né proteiny, ktoré im umoznuju prezit' pod extrémne vysokym hydrostatickym
tlakom. Vacsina  barofilov  patri  k psychrofilnym  Gram-negativnym  baktéridm
a k archeam [32,39].

2.2.1 Vyuzitie extrémofilov v biotechnologickom priemysle

Zaujem o vyuzitie extrémofilnych mikroorganizmov v biotechnologickych procesoch je
Coraz vacsi. Jednou z oblasti zdujmu st ich enzymy nazyvané extrémozymy. Extrémozymy si
vyvinuli molekuldrne mechanizmy k adaptacii na extrémne fyzikélno-chemické podmienky.
Vdaka tomu nachadzaju vyuzitie ako biokatalyzatory v priemyselnych biotransformacnych
procesoch. Poskytujii vysoku stabilitu a znizuju riziko kontamindcie svojich producentov [39].
Enzymy z psychrofilnych a termofilnych mikroorganizmov su aktivne v rozmedzi teplot,
v ktorych uZ klasické enzymy aktivitu nevykazuji. Okrem toho je pre ne typickd zvySena
tolerancia k rozpustadlu a stabilita. Vd’aka tymto unikatnym vlastnostiam su termozymy vel'mi
cennymi nastrojmi pre biotechnoldgie [34].

Alkalofilné¢ extrémozymy, konkrétne protedzy a lipdzy nachddzaji uplatnenie
v detergentoch, ktoré maju obvykle vysoké pH. Naopak, enzymy acidofilnych organizmov
dokézu fungovat’ v extrémne kyslom prostredi. Su teda schopné katalyzovat’ napriklad syntézu
zlucenin v kyslych roztokoch. Pouzivajua sa aj ako aditiva do potravy pre zvierata, priCom maja
zostat aktivne v prostredi traviaceho systému. Specialnou vlastnost'ou halofilnych enzymov je
ich stabilita a schopnost’” katalyzy v prostredi snizkou vodnou aktivitou, napriklad
v pritomnosti organickych rozpustadiel. Lipazy halofilov maji Siroké vyuZzitie, zahfnajiuce
produkciu polynenasytenych mastnych kyselin v potravindrskom priemysle alebo vyrobu
bionafty [32,34].

Inym vyuZitim extrémofilov je bioremedidcia toxickych latok a tazkych kovov. Niektoré
druhy baktérii maji fyziolégiu vhodnl na precipitaciu a imobilizaciu kovov. Metabolické
procesy takychto baktérii vedi k vzniku sulfanu a sulfidov Zeleza, anésledne k tvorbe
mineralov. Tieto mineraly st schopné reagovat’ s tazkymi kovmi za vzniku zrazenin [32,39].

Dal3im vyznamnym bodom je produkcia biopolymérov: biosurfaktantov, exopolysacharidov
a bioplastov. Biosurfaktanty st uzito¢né pri Cisteni pody a vody kontaminovanych olejmi.
ZniZzovanim povrchového napétia zvySuju rozpustnost’ olejov a urychl'uju tak ich degradéciu.
Halofilné mikroorganizmy su z tohto hl'adiska vyuziteI'né napriklad pri bioremediacii morske;
vody znecistenej olejmi.

Extrémofilné organizmy maja velky potencial aj pri produkcii polyhydroxyalkanoatov. Ich
zapojenie do vyroby dokaze zjednodusSit niektoré kroky biotechnologického procesu. Pri
produkcii PHA halofilmi je moZné jednoducho uvolnit’ produkt z biomasy tak, Ze sa vystavia
nizkej koncentracii soli, Co sposobi lyzu buniek [23]. Hlavnymi vyhodami halofilov z hl'adiska
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biotechnologického vyuzitia je nizka naro¢nost’ fermentacného procesu a taktiez nizke naroky
na aseptické podmienky [41].

O termofilné baktérie je z hladiska priemyselnych procesov velky zaujem, pretoze
fermentacia za zvySenych teplot ma niekol’ko vyznamnych vyhod. Medzi ne patria napriklad
vysSia rychlost’ difizie, ionizacie a rozpustania latok. Velkou vyhodou je znizenie rizika
kontamindcie a celkové zniZenie nakladov na chladenie a zahrievanie procesu. V priemysle sa
vyuzivaju napriklad hypertermofily rodu Sulfolobales, a to pri biolthovani sulfidickych rad
a pri odsirovani uhlia. Druhy redukujuce sulfity sa pouzivaji na odsirovanie priemyslovych
odpadnych plynov [41].

2.3 Vybrané termofily produkujuce PHA
2.3.1 Thermus thermophilus

Thermus thermophilus je termofilnd baktéria vyskytujuca sa v horicich prameiioch
s neutralnym az zasaditym pH, v teplej vode alebo v prirodnych vodéach vystavenych tepelnému
znecisteniu. 7. thermophilus a pribuzné druhy rastd v rozmedzi teplot 50-85 °C, pri€om
optimalna teplota rastu je 70 °C [43].

Tvorba PHA bola sledovana s vyuzitim glukondtu sodného a oktanoatu sodného ako
samostatnych zdrojov uhlika. Pri kultivacii s glukondtom sodnym bol dosiahnuty obsah PHA
35 % susiny biomasy. Ziskany polyester pozostaval hlavne z 3-hydroxydekanoatu (64 mol. %),
d’alej z 3-hydroxyoktanoatu, 3-hydroxyvaleratu a 3-hydroxybutyratu. Ked uhlikovy zdroj
tvoril oktanoat sodny, najvys$si obsah PHA bol 40 % a ziskany polymér pozostaval z 35,4 mol. %
3-hydroxyundekanoatu, 24,5 mol. %  3-hydroxybutyratu, dalej z 3-hydroxydekanoatu,
3-hydroxynonanoatu, 3-hydroxydodekanoatu a 3-hydroxyoktanoatu [44].

T. thermophilus je vybornym kandiditom na tvorbu PHA najmd vdaka schopnosti
produkovat’ kopolyméry pozostavajuce z scl a mcl monomérov, ato za vyuzitia ré6znych
zdrojov uhlika. Bola potvrdend jeho schopnost vyuzivat k produkcii PHA srvatku ako
nizkonakladovy zdroj uhlika. Pri kultivacii na médiu s 24% obsahom srvétky bola dosiahnuté
akumulédcia PHA do 34 % hmotnosti biomasy. Z hladiska kompozicie sa jednalo
o heteropolymér pozostavajici z scl 3-hydroxyvaleratu (38 mol. %) a mcl 3-hydroxyheptanoatu
(9,89 mol. %), 3-hydroxynonanoétu (16,59 mol. %) a 3-hydroxyundekanoatu (35,42 mol. %)
[45].

2.3.2 Chelatococcus daeguensis TAD1

Chelatococcus daeguensis TAD1 (Obrazok 7) je termofilna aerdbna baktéria tycinkovitého
tvaru, nedavno izolovana z biofilmu biofiltru sluziaceho k odstranovaniu oxidov dusika
v uhol'nej elektrarni [46]. Jej schopnost akumulovat P(3HB) bola skiimana s vyuzitim
glycerolu ako samostatného zdroja uhliku. V dvojstupiiovej fad-batch kultivécii pri 50 °C bol
v 40. hodine dosiahnuty obsah P(3HB) v suSine biomasy 68,3 %. Koncentracia P(3HB)
v médiu ¢inila 17,4 g/l. Ukéazalo sa tak, ze C. daeguensis TAD1 by mohol byt jednou
zmoznosti na ceste k znizeniu produkénych ndkladov vyroby PHA, ato vdaka svojej
termofilnej povahe a schopnosti utilizovat’ glycerol — nizkondkladovi surovinu vznikajiucu ako
vedl'ajsi alebo odpadny priemyselny produkt. [47]
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Obrazok 7: Chelatococcus daeguensis TADI pozorovany pomocou svetelnej mikroskopie s fazovym
kontrastom [47].

2.3.3 Caldimonas taiwanensis

Caldimonas taiwanensis je termofilnd baktéria izolovand z horticeho prameia v juznom
Taiwane. Je schopna produkcie PHA, k ¢omu dokaze vyuzivat Skrob. Ten je taktiez
povazovany za ekonomicky vyhodny zdroj uhliku, ked’ze je to hojne sa vyskytujica a velmi
l'ahko obnovitelnd surovina. Vdaka svojej enzymatickej vybave je C. taiwanensis schopny
utilizovat’ Skrob bez nutnosti predchadzajticej hydrolyzy. Naviac dokéze do polyméru P(3HB)
inkorporovat’ 3-hydroxyvalerat. Tato skutocnost’ bola skiimana pri kultivacii na glukonate
a valerate alebo Skrobe a valerate ako zmieSanych uhlikovych zdrojoch pri teplote 50 °C. Podiel
3HV moze tvorit’ 10-95 mol. %, v zavislosti na koncentracii pridané¢ho valeratu. Valerat sice
so zvysujucou sa koncentraciou zvySoval inhibi¢ny vplyv na rast biomasy i na tvorbu PHA, to
sa v8ak podarilo do urcitej miery vykompenzovat pridavkom kvasni¢ného extraktu. Pri vyuziti
glukonatu a valeratu ako uhlikového zdroja bol dosiahnuty obsah PHA 51 % suSiny biomasy
a podiel 3HV v polymére P(3HB-co-3HV) 51 %. Ked’ ako zmieSany zdroj uhliku sluzil Skrob
a valerat, obsah PHA bol 67 % suSiny a podiel 3HV ¢inil 13 % [48].

2.4 Aktivovany kal

Zékladnymi krokmi pri Cisteni odpadovych vod uskutochovanymi pomocou
mikroorganizmov su odstranovanie dusika a fosforu. Je nutné, aby bol dusik pri Cisteni
odpadovej vody v o najvySSej miere odstraneny, pretoze prispieva k eutrofizicii vody
a toxicita amoniaku a dusitanov predstavuje vaznu hrozbu pre vodny zivot. Eliminacia dusika
prostrednictvom mikroorganizmov zahffia tri hlavné kroky: nitrifikdciu, denitrifikaciu
a anaerobnu oxidaciu amoniaku. Nitrifikdcia je uskutociovand postupne chemolitotrofnymi
baktériami oxidujlicimi amoniak a baktériami oxidujiicimi dusitany. K baktéridm oxidujucim
amoniak, vyskytujicim sa v nitrifikdtoroch patria Nitrosococcus mobilis a Nitrosomonas
europaea. Dusitany su zase oxidované rodmi Nitrospira, Nitrobacter ainymi [49].
Prostrednictvom anaerdbnej oxiddcie amoniaku su amoniak a dusitany spajané rovno
do plynného dusiku, a to pésobenim ¢lenov kmena Planctomycetes. Odstraiiovanie fosforu je
zabezpeCované organizmami, ktoré st schopné intracelularnej akumulacie polyfosfatu. Tieto
organizmy su vyselektované pocas postupnych anaerébnych a aerdbnych faz. Okrem
polyfosfat-akumulujticich organizmov sa tu nachadzaju aj organizmy akumulujice glykogén.
Medzi tymito druhmi prebieha vzajomna kompeticia o zdroj uhlika [50].
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Obrazok 8: Aerovana nadrz s aktivovanym kalom [51].

Pri ¢isteni odpadovych vod st rozpustené organické latky prevedené do formy jemnych,
vysoko hydratovanych vlociek (aktivovany kal). Tieto vlocky pozostavaju z nezivych cCastic
(molekulové fragmenty rozkladajucej sa organickej hmoty a pevné Ciastocky) a zo zhlukov
mikroorganizmov. Z baktérii sa tu za aerobnych podmienok vyskytuju primarne heterotrofné
fakultativne organizmy. Na vonkajSej strane vlociek sa vytvara lepkava vrstva tvorena
extracelularnymi polymérnymi latkami, ktord baktéridm umoziluje adherovat na povrch
a zéroveil im poskytuje ochranni bariéru. Za tato vrstvu su majoritne zodpovedné rody
Bacillus, Pseudomonas a Klebsiella. Taktiez baktérie rodu Zoogloea vytvaraji vysoko
hydratované agregaty. Maju vSak formu rozvetvenych vlakien vykazujicich zelatinova
Strukturu [52]. Fotografiu nadrze s aktivovanym kalom zobrazuje Obrazok 8.

2.4.1 Aktivovany kal a PHA

Aktivovany kal pouzivany v €istiCkach odpadovych vod bol uz viackrat skimany z hl'adiska
produkcie PHA. Obsahuje totiz mikroorganizmy schopné uchovavat' si uhlikové zdroje
vo forme polyhydroxybutyratu a glykogénu. Tie st elektronovymi donormi pre endogénnu
denitrifikdciu [53]. PHA su najdolezitejSimi zasobami uhlika pre mikroorganizmy
nachadzajuce sa v aktivovanom kale, najmd pri anaerdbno-aerébnych procesoch alebo
systtmoch so zvySenym biologickym odstraiovanim fosforu. V takom procese
mikroorganizmy v aktivovanom kale vyuzivaja hydrolyzu intracelularnych polyfosfaty ako
zdroj energie pre anaerobny prijem uhlikovych substratov. Tie su docasne skladované vo forme
PHA a pri prechode na aerobne podmienky st vyuZité na rast a regeneraciu polyfosfatov [54].

Zastupenie PHA-produkujucich baktérii v aktivovanom kale sa m6ze pohybovat’ v rozmedzi
11-18 % [31].

Aktivovany kal je zmieSana kultira. Produkcia polyhydroxyalkanoatov prostrednictvom
zmieSanej kultiry ma znacné vyhody ako nizke naklady, jednoduchd kontrola procesu,
efektivnejSia utilizacia odpadu a nizke néaroky na sterilitu [30]. Opédtovné vyuzitie organicke;j
hmoty z priemyslovych odpadnych vod za Gcelom produkcie PHA by bolo zaroven vyhodné
z hl'adiska efektivnejSieho odstrafiovania fosforu. Taktiez by sa tak mohol znizit' objem
vypustaného odpadného kalu [55].
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Produkcia polyhydroxyalkanodtov priamo z aktivovaného kalu nie je vyhodna, je nutné
najprv vyselektovat’ mikroorganizmy, ktoré maju vysoku kapacitu akumulacie PHA. Jednou
z najuspesnejsich stratégii je metdda ,,aerébne dynamické kimenie* (feast and famine),
nasledovand produkénym krokom =za limitacie dusikom [31]. Podstatou aerdbneho
dynamického kfmenia je striedanie fazy s dostatkom zivin a vhodnych podmienok (napr.
aeracia) s fazou ,,hladovania® — teda nedostatku zivin, kyslika a pod. V takychto podmienkach
budu zvyhodnené druhy, ktoré su schopné vytvorit’ si pocas prvej fazy energetické zasoby
vo forme PHA. Tie potom mo6zu vyuzivat pocas nedostatku zivin [56].

Pri skiimani produkcie PHA mikroorganizmami pritomnymi v aktivovanom kale z Cisticky
odpadovych vdd v papierni bola k obohateniu kultiry o PHA-produkujuce druhy taktiez
vyuzitd metoda aerobne dynamické kimenie. Medzi vyslednymi PHA-produkujucimi
mikroorganizmami prevazovali filamentdrne druhy (Obrdzok 9). V produkénej faze bol
dosiahnuty obsah PHA v susine 48 % (39 mol. % 3HB a 61 mol. % 3HV) za limitacie
fosforom, 44 % za limitacie dusikom, 43 % za sucasnej limitacie P a N a najnizsi obsah (32 %)

pri nadbytku Zivin [57].
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Obrdzok 9: Filamentarne PHA-produkujuce organizmy v aktivovanom kale z Cisticky odpadnych
vod v papierni zobrazené pomocou mikroskopie s fazovym kontrastom [57].

Vramci dalSej prace bola Studovana tvorba PHA aktivovanym kalom z Cisticky
komunalnych odpadnych vod. Okrem in¢ho bol sledovany vplyv pridavku acetatu a pH na
akumuléciu PHA. Aktivovany kal s pridavkom acetatu v odpadnej vode dokazal akumulovat’
do 30 % PHA, kym bez pridavku acetatu bolo dosiahnutych 20 % PHA v suSine. Hodnota pH
taktieZ ovplyvnila produkciu PHA. Pri udrziavani pH na hodnotach 6—7 bol dosiahnuty vel'mi
nizky obsah PHA v biomase, naopak omnoho lepsie vysledky boli dosiahnuté pri hodnotach
pH 8-9 [54].

Polyhydroxyalkanoaty produkované aktivovanym kalom by mohli byt v ramci Cistenia
odpadovych vod vedlajsimi produktami s pridanou hodnotou. Naviac by bolo mozné
k produkcii vyuzivat rézne priemyselné odpadné substraty, ¢o by vyznamne prispelo
k znizeniu celkovych nakladov na vyrobu PHA [58].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie, material a pristroje
3.1.1 Mikroorganizmy a vzorky z prostredia

V préci boli pouzité nasledovné mikroorganizmy: Bacillus megaterium CCM 2037, Bacillus
cereus CCM 20107, Cupriavidus necator H16 CCM 3726, Cupriavidus necator PHB™,
Pseudomonas putida KT 2440

Vzorkou termofilnej zmieSanej kultiry bol aktivovany kal pochadzajuci z Ccisticky
odpadovych vod Bysttfice pod Hostynem.

3.1.2 Chemikalie pre kultiviaciu mikroorganizmov

e Nutrient Broth (HIMEDIA, IND)

e Peptone (HIMEDIA, IND)

e Beef extrakt (HIMEDIA, IND)

e Yeast extrakt (HIMEDIA, IND)

e Agar powder (HIMEDIA, IND)

e siran amonny p.a., (NH4)2SO4 (Lach-ner, CR)

e hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a., NayHPO4 - 12H20 (Lach-ner, CR)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., KH,PO4 (Lach-ner, CR)
e siran hore¢naty heptahydrat p.a, MgSO4 - 7H2O (Lach-ner, CR)
e chlorid vapenaty dihydrat, CaCl, - 2H,0 (Lachema, CR)

e citrat Zelezito-amonny, Fe" NHu-citrat (Fluka, CR)

e chlorid aménny, NH4Cl (Lach-ner, CR)

e kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA), (Lach-ner, CR)

e hydrogenfosfore¢nan didraselny KoHPO4 (Lach-ner, CR)

e chlorid Zelezity, FeCls (Lach-ner, CR)

e chlorid Zelezity hexahydrat, FeCls - 6 H,O (Lach-ner, CR)

e chlorid zino¢naty, ZnCl, (Lach-ner, CR)

e chlorid kobaltnaty hexahydrat, CoCl, - 6H,O (Lach-ner, CR)
e chlorid med’naty dihydrat, CuCl, - 2H>O (Lach-ner, CR)

e chlorid manganaty hexahydrat, MnCl, - 6H,O (Lach-ner, CR)
e chlorid nikelnaty hexahydrat, NiCl, - 6H,O (Lach-ner, CR)

e molybdénan sodny dihydrat, NaaMoOs - 2 H>O (Lach-ner, CR)
e jodid draselny, KI (Lach-ner, CR)

e siran med'naty pentahydrat, CuSOs - SH>O (Lach-ner, CR)

e siran zino¢naty heptahydrat, ZnSO4 - 7H20 (Lach-ner, CR)

e D-glukéza p.a., C¢H1206 (Lach-ner, CR)

e D-fruktdza p.a., C¢H1206 (Lach-ner, CR)

e laktéza monohydrat p.a., C12H»011 - H>O (Lach-ner, CR)

e D-(+)-xyldoza, CsHi9Os (Sigma-Aldrich, SRN)

e D-galaktoza, C¢H1206 (Sigma-Aldrich, SRN)

e acetat sodny trihydrat p.a., C;HzNaO> - 3 H,O

e propionat sodny, C3HsNaQO,, (Sigma-Aldrich, SRN)
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kyselina levulinové, CsHgO3 (Sigma-Aldrich, SRN)
kyselina DL-mlie¢na, C3HsO3 (Lach-ner, CR)
gama-butyrolaktén (GBL), C4HeO2, (Sigma-Aldrich, SRN)
odpadny glycerol

Chemikalie pouzité pre izolaciu DNA, PCR, agarézova gélova elektroforézu
a ostatné chemikalie

master mix One Taq Hot Start (2% koncentrovany) so Standardnym pufrom; zloZenie:
20 mM Tris-HCI (pH 8,9), 1,8 mM MgClz, 22 mM NH4Cl,, 22 mM KCI, 0,2 mM
dNTPs, 5% glycerol, 0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20, 25 jednotek/ml One
Taq Hot Start DNA polymeraza (New England BioLabs, UK)

25 mM MgCl, (Thermo Scientific, USA)

primery (Generi-Biotech, R)

kyselina borita, H3:BO3 (Lachema, R)

bromfenolova modra (Serva, SRN)

agaroza (Serva, SRN)

Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, SRN)

DNA Standard (New England Biolabs, UK) obsahujtci fragmenty o velkosti 3 000,
1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200, 100 bp
tris(hydroxymethyl)aminometan (Lach-ner, R)

kyselina chlorovodikova 35% p.a., HCI (Lach-ner, CR)

glycerol (Lachema, CR)

Nilska ¢erven (Sigma Aldrich, SRN)

dimetylsulfoxid (DMSO), (CH3),SO (Lachema, CR)

Pristroje

lamindrny box Aura mini (Bio Air Instruments)
laminarny box Biohazard Airstream (ESCO)
inkubétor IP 60 (LTE)

blokovy termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific)
nanofotometr Pearl (Implen)

laboratorna vaha Scout Pro (Ohaus)

laboratérna vaha EW 620 (Kern)

centrifuga AG 1-14 (Sartorius)

centrifiiga Mikro 120 (Hettich)

centrifiga Z 100 M (Hermle LaborTechnik)
gradientovy Palm-cycler (Corbett Research)
termo-cycler MyCycler™ (BIO-RAD)

zdroj napidtia MP 300 V (Major science)

duélny vizualiza¢ny systém Ultra Viewer (Ultra Lum)
transiluminator TVR 3121 (Spectroline)
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3.2 Uchovavanie mikroorganizmov

Vzorka aktivovaného kalu z Cisticky odpadovych vod bola skladovana v objemoch 10 ml,
a to v pomere 2 diely vzorky a 1 diel 30% glycerol. Kone¢né koncentracia glycerolu tak Cinila
10 %. Takto pripravené kryokonzervy boli uchovavané v hlbokomraziacom boxe pri
teplote -80 °C.

Rovnakym spdésobom boli vo forme kryokonzerv uchovévané vzorky odobrané
z jednotlivych tekutych kultur, ale v objeme 1,8 ml.

Mikroorganizmy kultivované na pevnych agarovych platniach v Petriho miskach boli
po ukonceni kultivacie uchovavané v chladnicke.

3.3 Kaultivacia mikroorganizmov

3.3.1 Kultiva¢né média

médium NB:
-komer¢ne dostupné médium Nutrient Broth o zloZeni:
e Beef extrakct 1 g/l
e Pepton 1 g/l
e NaCl 0,5 g/l
o Agar 0,2 g/l
médium PY:
e pepton 2g
e yeast extract lg
e destilovand voda 1 000 ml

meédium CN HI16:

e MgSOs4-7HO 0,2¢g

e (NH4)2SO4 lg

e KH>PO4 1,02 g

e NaHPO;4 - 12 HO 11,1 g

e fruktoza 20g

e roztok stopovych prvkov! 1 ml

e destilovand voda 1 000 ml
'roztok stopovych prvkov:

e FeClz - 6 HO 97¢

e CaClx-2H0O 78 g

e CuSOs-5H0 0,156 g

e CoCl - 6H,0 0,119 ¢

e NiCL - 6 H20O 0,118 g

e 7ZnSO4-7H20 0,lg

e 0,1 MHCI 1 000 ml

médium TSB:

-komer¢ne dostupné médium Tryptone Soya Broth
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e Tryptone Soya Broth 30g

e Destilovana voda 1 000 ml
médium M1:
e MgSOs4- 7 HyO lg
e (NH4)2S04 04¢g
e KH;POq4 6g
e yeast extract 2g
e pepton 6g
e destilovana voda 1 000 ml
médium M2:
e MgSOs4-7HO 0,6 g
e NH4Cl 0,16 g
e EDTA 0,lg
e K>HPO4 0,092 g
e KH>PO4 0,045 g
e CaCl2-2HO 0,07 g
e yeast extract 0,1g
e (CH3NaO:; - 3 H.O 4¢g

e roztok stopovych prvkov? 2 ml
e destilovana voda 1 000 ml

%roztok stopovych prvkov:

e FeCls - 6 HO 1,5¢g

° H3BO3 0,15 g

e CoCL - 6HO 0,15¢

e MnCL -4 HO 0,12 ¢

e 7nSO4-7HO 0,12 ¢g

e NaxMoO4 - 2 HxO 0,06 g

e CuSo4 -5 H0O 0,03 ¢g

e KI 0,03 g

e destilovand voda 1000ml
médium M3:

e NaHPOs4 - 12 H,O 9 g

e KH>PO4 1,5 g

e MgSOs4-7HO 0,2¢g

e NH4Cl lg

e CaCl-2HxO 0,02 g

o Fe'' NHy-citrat 0,0012 g

e yeast extract 05¢g

e glukoza 20g

e roztok stopovych prvkov® 1 ml

e destilovana voda 1 000 ml
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3roztok stopovych prvkov:

e EDTA 50g

o FeCls 83¢g

o 7ZnCl 0,84 g

e CuCl2-2HxO 0,13 ¢

e CoClr- 6 HO 0,1g

e MnCl;- 6 H2O 0,016 g
e H3BOs 0,1¢

e destilovana voda 1 000 ml

3.3.2 Priprava tekutych kultur

Tekuté kultury boli pripravované v objeme 100 ml. Kultivaéné médium bolo vysterilované,
po sterilacii bol pripadne pridany sacharid a roztok stopovych prvkov a v o¢kovacom boxe bolo
naockované danymi mikroorganizmami. Termofilné mikroorganizmy boli kultivované
na trepacke pri otackach 200 rpm a teplote 60 °C.

3.3.3 Priprava kultir na agarovych platniach

Pre pripravu pevnych agarovych platni bol k danému médiu pridany agar o koncentracii
17 g/l. Po sterilécii boli pridané potrebné komponenty a médium bolo rozliate do Petriho
misiek, kde sa nechalo stuhnut’. Po stuhnuti boli misky pomocou sterilnych bakteriologickych
kl'u¢iek naockované mikroorganizmami. Kultivacia prebichala v termostate pri teplote 60 °C
pre termofily a 30 °C pre ostatné mikroorganizmy.

3.3.4 Odber biomasy a stanovenie podielu suSiny

Z tekutej kultary bolo odobranych 10 ml, ktoré boli nasledne stocené na centrifuge
rychlost'ou 6 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant bol vyliaty, biomasa bola premyta 10 ml
destilovanej vody a opét’ scentrifugovana. Supernatant bol potom vyliaty a biomasa uloZena
do suSiarne s teplotou 70 °C. Po vyschnuti bola suSina zvdZena na analytickych vahach. Ziskana
hmotnost’ tvorila podiel bunkovej susiny v 10 ml kultury.

3.3.5 Stanovenie podielu PHA v biomase

Celkova koncentracia P(3HB) v suSine bola stanovovana plynovou chromatografiou s FID
detekciou. Do vialiek bolo navaZenych priblizne 10 mg bunkovej suSiny s presnostou
na 0,1 mg. K vzorkdm bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% H>SOs v metanole
s vnutornym Standardom kyselinou benzoovou o koncentracii 5 g/ml. Uzavreté vialky boli
umiestnen¢ do termobloku vyhriateho na 94 °C po dobu troch hodin. Po transesterifikacii boli
vzorky zneutralizované v 0,5 ml 0,05 M NaOH a pre analyzu bolo odobratych 50 pl spodnej
chloroformovej fazy. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 950 pl chloroformu a vzorky boli
analyzované plynovym chromatografom.

3.3.6 Farbenie kolonii Nilskou ¢ervenou

Roztok Nilskej cervene bol pripraveny rozpustenim 0,5 mg Nilskej cervene v 1 ml
dimetylsulfoxidu. Do kultivacného agarového média bol po vysterilovani a tesne pred naliatim
na misky pridany roztok Nilskej cervene v koncentrdcii 1 pul na 1 ml média. Konecna
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koncentracia Nilskej Cervene v médiu tak c¢inila 0,5 ug/ml. Po stuhnuti boli na misky
naockované koldnie, u ktorych bola predpokladana schopnost akumulacie PHA granul.
Po ukonceni kultivacie bola prostrednictvom UV-analyzatora sledovana fluorescencia Nilskej
cervene zabudovanej do lipofilnych ¢astic vnutri buniek.

3.4 Izolacia DNA
3.4.1 Priprava lyza¢ného pufru

Ako lyza¢ny pufor bol pouzity S mM TrisHCI (pH 8,5), ktory bol pripraveny rozpustenim
0,032 g tris(hydroxymetyl)aminometanu v 50 ml destilovanej vody. Pomocou HCI bolo
upravené pH roztoku na hodnotu 8,5. Po wvysterilovani bol pufor rozpipetovany
do Eppendorfovych skumaviek a uchovavany v mraznicke.

3.4.2 Izolacia DNA

Izolacia DNA bola uskuto¢novana z tekutych kultar, aj z kultur narastenych na agarovych
platniach. Pre izolaciu DNA z tekutych kultar bol odobrany 1 ml z kultiry do sterilnej
Eppendorfovej skimavky a pomocou centrifugacie pri 4 000 rpm po dobu 3 minut bola ziskana
biomasa. Na precistenie biomasy bol bunkovy sediment rozsuspendovany v 1 ml sterilného
fyziologického roztoku a nasledne scentrifugovany pri rovnakych podmienkach. Supernatant
bol vyliaty a k precistenej biomase bolo pridanych 100 ul lyzaéného pufru.

Izolacia DNA z kultur na pevnych agarovych platniach prebiehala tak, ze bola odobrana
jedna bakteriologicka kl'ucka narastenych kolénii anasledne bola biomasa uvolnena
do lyzaéného pufru o objeme 100 pl. Biomasa bola v pufri rozsuspendovana a podrobend lyze
buniek.

Lyza buniek prebiehala v termobloku prostrednictvom zvysenej teploty po dobu 15 min. Pre
termofilné mikroorganizmy bola teplota optimalizovand, na ostatné mikroorganizmy bolo
posobené teplotou 90 °C. Po termolyze boli suspenzie opat’ scentrifugované — pri 10 000 rpm
po dobu 10 min. Supernatant obsahujici uvol'nentt DNA bol odpipetovany do novej sterilnej
Eppendorfovej skimavky a uchovavany v mraznicke pri -30 °C.

3.4.3 Optimalizacia lyza¢nej teploty

Pre termofilné kultiry bola optimalizovana lyza¢na teplota, a to pre tekuté aj pevné kultary.
Na kultivaciu bolo pouzité médium M1 s pridavkom laktézy (4 g/l). Na pripravu lyzatu bol
z tekutej kultary odobrany 1 ml, ktory bol scentrifugovany pri otackach 4 000 rpm po dobu
3 minaty. Bunkovy sediment bol precisteny v 1 ml sterilného fyziologického roztoku
a nasledne scentrifugovany pri rovnakych podmienkach. Nésledne bol vyliaty supernatant
a k bune¢nému sedimentu bolo pridanych 100 pl lyzacného pufru. Kultary z misiek boli
bakteriologickou kl'u¢kou odobrané priamo do lyza¢ného pufru, kde boli rozsuspendované.

Pre experiment bolo zvolenych 6 lyza¢nych teplot: 90, 95, 100, 105, 110 a 115 °C. Tymto
teplotam boli bunky vystavené po dobu 15 minut a nasledne boli scentrifugované pri otackach
10 000 rpm po dobu 10 minut. Vysledky boli stanovené pomocou agardzovej gélovej
elektroforézy.
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3.4.4 Stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

Koncentracia a Cistota vyizolovanej DNA bola stanovovana spektrofotometricky.
K stanoveniu bol pouzity sektrofotometer NanoPhotometer™ Implen (lid 10). Ako blank sltzil
lyzacny pufor. Roztok DNA bol nanasany v objeme 3 pl. Z displeja pristroja bola odc¢itana
namerand koncentracia, ako ukazovatel Cistoty sluzil pomer absorbancii A (260/280).

3.5 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Polymerazovej retazovej reakcii (PCR) boli podrobované tseky DNA kodujuce enzym
PHA-syntéazu tried I, IT a IV, a d’alej usek 76S-rRNA kodujici 16S podjednotku ribozomalne;j
RNA. Amplifikované gény a prislusné primery, ktoré boli k amplifikacii pouzité,
zahtia Tabulka 2.

Tabulka 2: Zoznam pouzitych primerov, priradené gény a prislusné enzymy.

Amplifiko- | Velkost’ ) .. L i
., Primery sekvencia primeru Prislusny enzym
vany gén [bpl

G-D GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT PHA-syntaza
phaC[59] | 551 ]

GIR GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA triedy I a II

E1-D GGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAA | PHA-syntaza
phaCl[59] | 1965 .

EIR AGGTTGGCGCCGATGCCGTTGAA triedy II
16S-TRNA 16S-F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

1 600 16S-rRNA

[60] 16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT
phaC (Bm) phaCBm-F | CGTGCAAGAGTGGGAAAAAT PHA-syntaza triedy
[61] phaCBm-R | TCGCAATATGATCACGGCTA IV (B. megaterium)
phaC (Bc) phaCBc-F | CTTGGTTAYTGCATGGGNGGAAC PHA-syntéza triedy
[62] phaCBc-R | ACTTGRYRKGGCANDGCRATRTGAT IV (B. cereus)

PCR mix pre multiplex PCR génov phaC a 16S-rRNA obsahoval 12,5 pl master mixu, 2,6 pul
i6nov Mg*", po 1 pl prislusnych primerov, 3,9 pl vody a 2 ul DNA. Ako negativna kontrola bol
PCR mix namiesto DNA doplneny 2 ul vody, pozitivna kontrola obsahovala DNA baktérie
Cupriavidus necator H16. Pripravené vzorky boli kratko scentrifugované a umiestnené
do termocycleru, kde prebiehala amplifikiacia vybranych tsekov DNA podla teplotného
programu, ktory uvadza Tabulka 3.

Tabulka 3: Casovo-teplotny program pre PCR fragmentov 16S-rRNA a phaC.

teplota [°C] cas [s] pocet cyklov
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300 1
3 4 60 1
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PCR mix pre amplifikaciu génu phaCl obsahoval 12,5 pl master mixu, 1,8 pl iénov Mg?*,
po 1 ul oboch primerov, 6,7 ul vody a 2 ul DNA. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA
baktérie Pseudomonas putida. Pripravené vzorky boli kratko scentrifugované a umiestnené
do termocycleru. Casovo-teplotny program reakcie uvadza Tabulka 4.

Tabulka 4: Casovo-teplotny program pre PCR fragmentu phaCl.

teplota [°C] céas [s] pocet cyklov
1 94 30 1
94 30
2 62 30 30
68 90
68 300 1
: 30 60 1

3.5.1 Optimalizicia annealingovej teploty pre primery phaCBm

Primery phaCBm koduju gén PHA-syntazy IV. triedy baktérie Bacillus megaterium [61]. Pre
optimalizaciu annealingovej teploty (teploty nasadania primerov) polymerazovej retazovej
reakcie bolo zvolené rozpitie teplot 50-70 °C. ZloZzenie PCR mixu bolo nasledovné: 12,5 pl
master mixu, po 1 pul kazdého z dvojice primerov, 8,5 ul vody a 2 ul DNA baktérie Bacillus
megaterium. Optimalizacia prebiehala pomocou gradientovej PCR.

3.5.2 Optimalizacia annealingovej teploty pre primery phaCBc

Primery phaCBc st cielené do oblasti génu PHA-syntazy IV.triedy, konkrétne pre
bakteridlny druh Bacillus cereus [62]. Pre PCR uskutocfiovanu s tymito primerami boli
testované dve annealingové teploty. Na zdklade udajov v uvedenom literdrnom zdroji bola
otestovana teplota 48 °C. Druha teplota zvolena pre optimalizaciu reakcie bola 55 °C. Zlozenie
PCR mixu bolo nasledovné: 12,5 pul master mixu, po 1 pl kazdého z dvojice primerov, 8,5 ul
vody a 2 pl DNA baktérie Bacillus cereus.

3.6 Agarozova gélova elektroforéza
3.6.1 Priprava TBE pufru, agar6zového gélu a nanasacieho pufru

10x koncentrovany TBE pufor bol pripraveny nasledovne:

e tris(hydroxymetyl)aminometan 108 g

e H3;BO3 55 g

e EDTA 93¢

e destilovana voda 1 000 ml

Na pripravu 2% agar6zového gélu boli navazené 2 g agardzy azaliate 100 ml 1x
koncentrovaného TBE pufru. Na pripravu 0,8% agar6zového gélu bolo navdzenych 0,8 g
agardzy azaliatych 100 ml 1x koncentrovaného TBE pufru. Roztok bol zahrievany
do viacnasobného prevarenia a uplného rozpustenia agar6zy. Po vychladnuti na priblizne 70 °C
bolo do roztoku pridanych 7 pl interkalaéného farbiva Midori Green. Nasledne bol gél naliaty
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do vanicky s vlozenymi hrebenmi, ktoré boli po stuhnuti gélu odstranené. Gél, ktory nebol
thned’ pouzity, bol uchovavany v chladnicke v 1x koncentrovanom TBE pufri.

Nanasaci pufor bol pripraveny nasledovne:

e bromfenolova modra 20 mg
e glycerol 3 ml
e destilovana voda 7 ml

3.6.2 Detekcia PCR produktov agarozovou gélovou elektroforézou

10 ul vzorky bolo zmieSanych s 5 ul nanaSacieho pufru. 10 pl vzniknutej zmesi bolo
napipetovanych do jamky agar6zového gélu. Popri vzorkach bol na gél naneseny rebri¢ek
Standardu (Obrdzok 10). Vanicka s gélom bola vlozena do elektroforetickej vane a zaliata TBE
pufrom. Elektroforéza prebiehala pri napati 90 V po dobu 60—80 minut. Po skoceni bol gél
pozorovany prostrednictvom UV-analyzatora.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

40 — 3,000
70 — 1,500
gﬁ E égogoo
30 — 700
30 — 600
20 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

Obrazok 10: Rebricek standardu pouzity pri detekcii PCR produktov agarozovou gélovou

elektroforézou.

3.7 Priprava PCR produktov na sekvenaciu DNA

Pred samotnou sekvenaciou DNA bolo nutné PCR produkty precistit’. Precistovanie DNA
prebiehalo pomocou komeréného kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit podl'a prilozeného
navodu. Precistenim sa DNA zbavila zvySkov proteinov, soli, vol'nych nukleotidov a inych
kontamindcii.

Kazda vzorka bola v objeme 5 pl napipetovanéd do malej Eppendorfovej skimavky. K vzorke
bolo pridanych 5 pul 20x zriedeného primeru. Primery (predny a zadny) boli k vzorkam
pridavané zvlast’. Takto pripravené vzorky boli zaslané na sekvendciu do firmy SEQme s.r.o.
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3.8 Vplyv typu média na rast termofilnych MO z aktivovaného kalu

Do 250 ml Erlenmeyerovych bank boli v objemoch 100 ml pripravené nasledujuce 4 typy
tekutych kultivacnych médii:
1. médium M1 + laktoza (12 g/1)
2. médium M1 + galaktéza (12 g/l)
3. médium M1 + xyldza (12 g/l)
4. TSB

Vsetky kultivacné média boli vysterilované a zaockované 1,5 ml vzorky aktivovaného kalu.
Kultary boli kultivované na trepacke pri teplote 60 °C a otdckach 200 rpm. Po 24 hodinéch boli
preockované do tekutych aj na pevné médid rovnakého zlozenia. Kultiry na miskach boli
kultivované v termostate pri teplote 60 °C po dobu 24 hodin. Mikroorganizmy boli
prec¢istované opakovanym presadenim na nové misky so zhodnymi médiami.

Po narasteni bola z kultur izolovana DNA. Ziskané izolaty boli podrobené PCR na overenie
pritomnosti bakteridlnej DNA (gén /6S-rRNA) a génu phaC.

3.9 Cistenie kultar z aktivovaného kalu

Vzorkou aktivovaného kalu bolo zaoCkované tekuté meédium M2  a pritomné
mikroorganizmy boli podrobené metode ,aerdobne dynamické kimenie* za UCelom
vyselektovania producentov PHA. Kultivacia prebiehala na trepackach pri otdckach 200 rpm
a teplote 60 °C. Narastend kultara bola kazdych 12 hodin prevedend do nového média, pricom
boli pravidelne uskuto¢nované odbery biomasy v objeme 10 ml, v ktorych bol stanovovany
obsah PHA. Z tekutej kultary boli popri odberoch pripravované kryokonzervy, ktoré boli
uchovavané v hilbokomraziacom boxe pre d’alSie pouzitie.

3.9.1 Kultivacia na médiu M2

Z prebiehajicej tekutej kultivacie (metdda ,,dynamické aerdébne kifmenie®) boli 6. den
krizovym rozterom naoCkované agarové misky s M2-médiom. Kultiry boli kultivované
v termostate pri teplote 60 °C po dobu 24 hodin.

Z narastenych kolonii na agarovych miskéch, 1 priamo z tekutej kultiry bola izolovand DNA
a zistovana pritomnost’ génov phaC a 16S-tRNA. Tento postup bol v priebehu nasledujucich
tyzdnov este niekol’kokrat zopakovany.

3.9.2 Kultivacia na médiu NB

Vybrané kultiry narastené na agarovych miskach s médiom M2 boli preo€kované na misky
obsahujuce pevné médium NB. Na misky s NB-médiom boli ockované aj vzorky z prebiehajlce;j
tekutej kultivacie na meédiu M2 (podrobovanej selekénej metode ,,dynamické aerdbne
kfmenie*). Kultiry boli precistované viacnasobnym preockovanim na nové pevné média.

Z narastenych kolonii bola izolovana DNA, ktord bola amplifikovand pomocou PCR
s vyuzitim primerov pre gény phaC a 16S-TRNA.
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3.9.3 Selekcia producentov farbenim kolénii Nilskou ¢ervenou

Pre zefektivnenie h'adania PHA-produkujtcich druhov boli koldnie, ktoré pri PCR poskytli
pozitivhu odozvu, naockované na agarové zivné médium (médium M3) s pridavkom farbiva
Nilskej cervene, ktoré sa vyuziva na detekciu lipidovych Castic v bunkach. Zoznam vybranych
vzoriek uvadza Tabulka 5.

Tabulka 5: Zoznam vzoriek s preukazanym phaC génom nasadenych na médium s pridavkom

Nilskej cervene.

vzorka | oznacenie | médium a popis kultiry

M12 NC 1 M2 ,biela kolonia“

MI15 NC 2 M?2 ,priesvitna kolonia®
M16 NC 3 M2 ,biela kolonia“

M17 NC 4 M?2 biela kolonia“

M21 NC 5 M2 , priesvitna kolénia*
M22 NC 6 M2 ,biela kolénia“

M23 NC 7 M2 ,biela kolénia“

NB4 NC 8 NB ,strapata kolonia*
NBI10 NC 9 NB , biela kolénia*

Tieto vzorky na Petriho miskach boli kultivované v termostate pri teplote 60 °C. Pre
pozitivnu a negativnu kontrolu bola pripravena miska s médiom CN H16, pridavkom fruktozy
(20 g/1) a Nilskou cerveniou. Tato miska bola po stuhnuti rozdelend na dve €asti, z ktorych jedna
bola zaockovana baktériou Cupriavidus necator H16 (PK) a druhd mutantnym kmenom
netvoriacim PHA (NK). Misky s PK a NK boli kultivované v termostate pri teplote 30 °C.

Po 24 hodinach boli narastené kultiry pozorované cez UV-analyzator. U kolonii bola
sledovana fluorescencia indikujuca pritomnost’ lipidickych castic. Koldnie poskytujice
najintenzivnejSiu odozvu boli presadené na nové pevné médid (médium M3) bez Nilskej
cervene a kultivované rovnakym spdsobom.

Na agarové médium M3 boli naockované aj vzorky z tekutej kultivacie.

Zo vSetkych narastenych kultir bola izolovana DNA a nasledne amplifikovand s vyuZitim
primerov pre gény phaC a 16S-rRNA.

3.10 Sekvenacia génov phaC a 16S-rRNA

Pre sekvenaciu génov phaC a I16S-TRNA bolo vybranych 6 vzoriek, uktorych bol
preukazany gén phaC pomocou PCR a agar6zovej gélovej elektroforézy. Pred zaslanim vzoriek
na sekvenaciu boli vybrané izoldty DNA podrobené PCR s primerami pre gény /6S-rRNA
a phaC. Ziskané amplikony boli precistené pomocou komeréného kitu NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up kit a poslané na sekvenéciu do firmy SEQme s.r.o.
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3.11 HPadanie génov pre iné typy PHA-syntaz
3.11.1 PHA-syntazy II triedy

DNA 6 vyizolovanych kultar bola podrobena PCR s primerami E-D a E1R cielenymi
do oblasti génu phaCl koédujiceho PHA-syntazy triedy II. Vysledky boli stanovené pomocou
agarozovej gélovej elektroforézy.

3.11.2 PHA-syntazy IV. triedy

Boli objednané¢ dve sady primerov zamerané na useky DNA kodujice PHA-syntazy
IV. triedy. Pre tieto primery boli optimalizované annealingové teploty. Vo vzorkach
Siestich vyizolovanych kultar bola overovand pritomnost PHA-syntaz IV. triedy pomocou
tychto primerov. Boli teda uskuto¢nené dve PCR: jedna s vyuzitim dvojice primerov
phaCBm-F/phaCBm-R a druha s vyuzitim primerov phaCBc-F/phaCBc-R. Vysledky oboch
reakcii boli stanovené pomocou agardzovej gélovej elektroforézy.

3.12 Produkcia PHA s vybranymi izolatmi

Do 100 ml Erlenmayerovych bank boli pripravené inokulacné média (PY-médium) v objeme
50 ml. Po sterilécii boli zaockované izolatmi oznacenymi 1—6 z kultur na agarovych miskéch.
Jedna sa o izolaty, ktoré boli poslané na sekvenaciu. Inokula boli kultivované na trepackach pri
otackach 200 rpm a teplote 60 °C po dobu 24 hodin.

Do 250 ml Erlenmayerovych bank boli pripravené produkéné médid (médium M3) v objeme
100 ml. Tieto média boli po sterilacii zaoCkované narastenymi inokulami (objemom 10 ml)
a kultivované pri rovnakych podmienkach po dobu 72 hodin.

Po 48 a 72 hodinach kultivacie bol uskutocneny odber kultury v objeme 10 ml. Kultara bola
sto¢end pomocou centrifugy pri 6 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant bol vyliaty, biomasa
bola premyta etanolom a opit’ scentrifugovand. Nésledne bola uloZena do suSiarne s teplotou
70 °C az do uplného vysuSenia. SuSina jednotlivych vzoriek bola zvdzena a prostrednictvom
plynovej chromatografie v nej bola stanovena koncentracia PHA.

3.12.1 Vyber vhodného uhlikového zdroja pre kultivaciu a produkciu PHA

Bolo pripravené médium M3 s pridavkom agaru a Nilskej ¢ervene. Namiesto glukézy boli
do vysterilovaného média pridané r6zne uhlikové zdroje v koncentracii vzdy 20 g/1. Média boli
potom naliate na Petriho misky a odloZené do stuhnutia. Misky boli fixkou rozdelené na 6 Casti,
oc¢islovanych 1-6 podl'a vzoriek (Obrazok 11). Na kazdu Cast’ bola naokovana odpovedajtica
vzorka.
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Obrazok 11: Schéma rozdelenia misky pre pokus s Nilskou cerverniou. Na kazdu ocislovanu cast bola

naockovana odpovedajica vzorka

Pre pozitivnu a negativnu kontrolu bola pripravend miska s médiom CN H16, pridavkom
fruktozy (20 g/l) a Nilskou Cerveniou. Tato miska bola po stuhnuti rozdelena na dve casti,
z ktorych jedna bola zao¢kovana baktériou Cupriavidus necator H16 (PK) a druha mutantnym
kmenom netvoriacim PHA (NK).

Misky s PK a NK boli kultivované v termostate pri teplote 30 °C a misky s termofilnymi
vzorkami v termostate pri 60 °C po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach boli misky pozorované
prostrednictvom UV-analyzatora.

3.12.2 Zopakovanie produkcie PHA s vybranymi izolatmi

Do Erlenmayerovych bank boli pripravené inokula (bolo pouzité médium M3) o objemoch
50 ml. Kultary pouzité k zaoCkovaniu médii pochadzali z kryokonzerv (vzorky €. 2, 3, 6)
a z agarovych misiek (vzorky €. 2, 3, 6). Kultivécia prebiehala na trepacke pri 200 rpm a teplote
60 °C. Po 24 hodinach boli inokuld preo¢kované do produkéného média (opat’ medium M3)
a kultivované rovnakym spdsobom. Po 72 hodinach bola kultivacia ukoncend. Z kazdej vzorky
bola odobrana biomasa, ktora sa nechala vysusit’ v susiarni pri 70 °C. V suSine bol stanoveny
obsah PHA. Pritomnost’ polyhydroxyalkanoatov bola overend aj prostrednictvom infraervene;j
spektroskopie s Fourierovou transformaciou (FTIR).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimentalna cast' prace bola zamerand na izolaciu termofilného producenta PHA
zo vzorky aktivovaného kalu. K tomuto ciel'u boli vyuzité viaceré techniky: selekénd metdda
,dynamické aerdbne kfmenie* sliziaca k zakoncentrovaniu PHA-produkujucich druhov
v zmieSanej kultare, farbenie kolonii Nilskou ¢erveniou k priamej detekcii kolonii obsahujucich
lipidické Castice, a d’alej metody molekularnej biologie (PCR).

Selekcia producentov prebiehala v tekutych kultarach, aj prostrednictvom cistenia kultur na
agarovych miskach. V priebehu prace bola zo vzoriek pravidelne izolovand DNA a overovana
pritomnost’ génu phaC kbédujiceho enzym PHA-syntazu. Amplifikované useky génu
165-TRNA vybranych izolatov boli zaslané na sekvenaciu za ucelom blizSej identifikacie.
S tymito izoladtmi s preukdzanym génom phaC bola otestovand produkcia PHA. Vysledky
produkcie boli stanovované pomocou plynovej chromatografie.

4.1 Optimalizacia lyzacnej teploty

Pre vybranie optimalnej lyzacnej teploty buniek sledovanych termofilnych mikroorganizmov
bolo testovanych 6 réznych teplot: 90, 95, 100, 105, 110 a 115 °C. Vyizolovand DNA bola
zobrazend na 0,8% agar6zovom géle po prebehnuti elektroforézy. Gél bol sledovany pod
UV-analyzatorom. Vysledok zobrazuje Obrazok 12. Z vysledného gélu je zrejmé, Ze u vsetkych
vzoriek pripravenych z misiek doslo k 1yze buniek a vyizolovaniu DNA pri vSetkych teplotach
rovnako. Pri izoléacii nedoslo k degradacii DNA, a to ani pri najvyssich skimanych teplotach.
Znamky degradacie nevykazovali ani vzorky pripravené ztekutej kultary. Kvantita
vyizolovanej DNA z tekutych kultir vSak bola nizSia a rozne lyzacné teploty vykazovali rozne
vysledky. Ako najefektivnejSie sa ukazali najvyssie teploty: 110 a 115 °C. Teplota 115 °C bola
zvolena pre termolyzu buniek z tekutych kultar a bola pouzivania pocas celej prace. Pre
termolyzu buniek z pevnych kultir bola zvolena teplota 105 °C.

Obrazok 12: Vysledok optimalizacie lyzacnej teploty. Lyzaty pripravené z kultiur na agarovej miske
su oznacené pismenami A—F, zoradené od najnizsej lyzacnej teploty po najvyssiu. Lyzaty pripravené

z tekutej kultury su oznacené cislami 1-6, zoradené rovnako od najnizsej lyzacnej teploty po najvyssiu.

4.1.1 Optimalizicia annealingovej teploty pre primery phaCBm

Pre primery phaCBm bola optimalizované annealingova teplota PCR v rozmedzi 50-70 °C.
K optimalizécii bola vyuzitd gradientova PCR. Na prvom géle (Obrdzok 13) je vidiet vysledok
prvej polovice, teda teplot 50—60 °C. V celom tomto rozmedzi teplot bola dosiahnutd vel'mi
dobra uroveri amplifikdcie. Na géle vpravo (Obrdzok 13) je zobrazeny vysledok reakcie
v rozmedzi teplot 60—70 °C. Prvé tri teploty poskytli opat’ dobré vysledky, bend patriaci teplote
63,7 °C uz vykazoval priblizne polovi¢nu intenzitu a pri vyssich teplotach uz k namnoZzeniu
DNA nedoslo.
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Set primerov phaCBm ma pomerne Siroku Skdlu optimalnej annealingovej teploty (50—
61,9 °C). Pre dalSie reakcie s vyuzitim tychto primerov bola zvolend annealingova teplota
55 °C, a to kvoli moznosti uskutociiovania PCR s vyuzitim rovnakého programu, ako multiplex
PCR vyuzivajtca primery G-D/G1R a 16S-F/16S-R.

Obrdazok 13: Optimalizdcia annealingovej teploty primerov phaCBm. Cisla oznacujii prislusné
teploty v °C.

4.1.2 Optimalizacia annealingovej teploty pre primery phaCBc

Pre primery phaCBc boli overované dve annealingové teploty: 48 a 55 °C. Teplota 48 °C
bola odporucana v literarnom zdroji, podl'a ktorého boli primery vybrané. S touto teplotou bol
dosiahnuty velmi dobry vysledok — po elektroforéze bol viditelny vyrazny bend
amplifikovaného useku DNA. Nasledne bola otestovana este teplota 55 °C, ked’Ze je nastavena
ako annealingova teplota pre va¢Sinu pouZzivanych primerov. Vysledok bol rovnako dobry aj
pre tato teplotu, preto bola zvolena ako optimalna teplota pre PCR s danou dvojicou primerov
(Obrazok 14).

Obrdazok 14: Vysledok testovania annealingovej teploty 55 °C pre primery phaCBc-F/phaCBc-R.
Bc - B. cereus, NK - negativna kontrola, R - rebricek standardu. Amplifikovany fragment je velkosti
priblizne 550 bp.

4.2 Vplyv typu média na rast termofilnych MO z aktivovaného kalu

Vzorkou aktivovaného kalu z Cisticky odpadovych vod boli naoCkované 4 typy tekutych
kultivaénych médii. Narastené kultiry boli po 24 hodinach presadené na agarové misky
s odpovedajucimi médiami.

U tekutych kulttr bol sledovany zdkal. Mikroorganizmy v médiu s pridavkom xylézy nerastli
vobec, zrejme nie si schopné xylézu utilizovat. Toto médium bolo z d’alSich kultivacii
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vyradené. Na médiu s pridavkom galakt6zy a na médiu ,,tryptone soya broth* mikroorganizmy
narastli, ich koncentracia vSak bola nevyznamna. NajlepSie podmienky pre rast poskytlo
médium s pridavkom laktézy. Z nasledujucich kultivacii na agarovych miskach sa taktiez
najviac osved¢ilo médium s pridanou laktézou. Pre d’alSie experimenty bolo zvolené toto
médium.

Z narastenych koloénii na agarovych miskach bola vyizolovana DNA. Ziskané izolaty boli
podrobené PCR na overenie pritomnosti génov /6S-rRNA aphaC. PCR produkty boli
detekované prostrednictvom agardzovej gélovej elektroforézy. Kontrolné overenie pritomnosti
phaC génu bolo uskutocnené u kultur narastenych na agarovych miskach obsahujucich
médium M1 s pridavkom laktozy. VSetky vzorky poskytli negativny vysledok. Narastené
kultary ale boli znane zmieSané. Je teda mozné, Ze koldnie obsahujuce hladany gén sa
zo zmieSanych kultir nepodarilo izolovat. Z tohto dovodu boli kultary d’alej preistované
presadzanim na nové misky.

U vzoriek DNA pripravenych z d’alSich generacii bola opit’ potvrdend pritomnost’ génu
16S-rRNA. Ani u jednej vzorky vsak nebol pritomny gén phaC.

Zvolena stratégia hl'adania producenta PHA v aktivovanom kale sa ukézala ako neefektivna.
Na vybranych médiach réastli mikroorganizmy bud’ vel'mi slabo, a bolo tak tazké vyizolovat
¢istu koloniu, alebo rastli zmieSané kultary, ktoré mohli pripadnych producentov prerast’.

4.3 Cistenie kultar z aktivovaného kalu

4.3.1 Kultivacia na médiu M2

V tekutej kultire podrobovanej metode ,,dynamické aerébne kfmenie* bol pomocou plynove;j
chromatografie zisteny obsah PHA v mnozstve 12 % suSiny biomasy.

Vzorka kultury, u ktorej bol potvrdeny obsah PHA, bola zasland na transmisn elektronovi
mikroskopiu, pomocou ktorej je mozZné vizualizovat' polyhydroxyalkanodtové granule
v mikrobialnych bunkéch. Fotografiu nasnimanu pri pozorovani zobrazuje Obrazok 15. Granule
PHA su v bunkéch jasne viditeI'né, a to vo vd¢Som mnozstve, nez 12 %. Obrazok 16 ukazuje
vystup z pozorovania buniek pomocou fluorescenénej mikroskopie, na ktorom je mozné
rozlisit’ lipofilné Castice.
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Obrazok 15: PHA granule vautri mikrobidalnych buniek zobrazené pomocou TEM, vyznacend

uisecka odpoveda dizke 1 um.

[sjug]sjueny

[sulu| ay ney

Obrazok 16: Zobrazenie lipofilnych castic (PHA) pomocou fluorescencnej mikroskopie.

Po potvrdeni pritomnosti baktérii produkujucich PHA v tekutej kultare boli z kryokonzervy
naockované agarové misky s médiom M2. Pouzita kryokonzerva pochadzala zo 6. dna tekute;j
kultivacie, kedy bol pomocou GC-FID v kultare zisteny 12% obsah PHA.
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Z tekutej kultury 1 z kultar na agarovych miskach boli pripravené izolaty DNA, ktoré boli
podrobené multiplex PCR pre zistenie pritomnosti génov /6S-tRNA a phaC. Obrdzok 17
zobrazuje agardzovy gél, na ktorom st detekované PCR produkty izolatov z tekutych kultur, aj
izolatov pripravenych z koldnii narastenych na agarovych miskéach. U vzoriek tekutych kultar
je gén phaC dobre viditelny a vzorka €. 3 z pevnej kultiry mé len vel'mi slabo pozorovatel'ny
prislusny bend. Tabulka 6 uvadza dosiahnuté vysledky oznacené ako ,,1. odber®.

Vysledky ukazali, ze pouzity aktivovany kal obsahuje bakteridlne druhy disponujuce génom
pre produkciu polyhydroxyalkanoatov a metddou ,,aerobne dynamické kfmenie* sa podarilo
tieto druhy ,,zakoncentrovat™. Na misky, u ktorych gén phaC potvrdeny nebol, ale boli ziskané
preockovanim z phaC-pozitivnej tekutej kultiry, sa produkujiuce druhy nemuseli dostat’, alebo
mohli byt’ potlacené inymi druhmi.

Po potvrdeni pritomnosti génu phaC v tekutej kultire bolo zahajené precistovanie koldonii
na agarovych miskach. Z vyslednych misiek i tekutého média boli pripravené lyzaty a v DNA
bola opét’ overend pritomnost’ génu phaC. Obe vzorky z tekutej kultury a 6 z 10 vzoriek kultar
na agarovych miskach obsahovali gén phaC. Tabulka 6 uvadza tieto vysledky oznacené ako
,,2. odber*.

Obrazok 17: Ukazka vysledkov kultivacie na médiu M2. 1, 2 — vzorky z tekutej kultury podrobovanej
metode ,,dynamické aerobne kimenie*; 3, 4 — vzorky z agarovych misiek; viditelné su namnozené
useky o velkosti 1 500 bp (gén 16S-rRNA) a 551 bp (gén phaC); NK a PK — negativna a pozitivha

kontrola; R — rebricek Standardu.

Tabulka 6: Suhrn vysledkov jednotlivych vzoriek kultivovanych na médiu M2. Vzorky pripravené

z tekutych kultur su oznacené pismenom ,, T*, vzorky z misiek su oznacené pismenom ,, M.

médium | vzorka | phaC | 16S-rRNA

T3 + +

2 T4 + +
E

_ M12 + +

T5 +

2| T6 +
%

s M14 — +
N

MI15 + —
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Mil6 + —
M17 +
M18 - +
M19 - +
M20 —

M21 + +
M22 + +
M23 + +

Médium M2 sa ukazalo ako dobré médium na selekciu baktérii produkujacich PHA, avSak
mikroorganizmy na flom rastli veI'mi slabo, na mnohych naockovanych miskach nenarastli
vobec.

4.3.2 Kultivacia na médiu NB

Z dovodu velmi slabého rastu baktérii na médiu M2 boli kultiry narastené na miskéach
s tymto médiom preockované na agarové misky obsahujuce médium NB. Nutrient Broth je
komplexné médium so Sirokym zaberom na mikroorganizmy. Vd’aka tomu sa na fiom dobre
darilo aj sledovanym baktériam. AvSak v izolovanej DNA z narastenych kultir nebol zisteny
gén phaC. S najvacsou pravdepodobnost'ou boli PHA-produkujuce mikroorganizmy prerastené
kontaminaciou — druhmi, ktoré phaC génom nedisponuju.

Na agarové misky s médiom NB boli naockované aj vzorky priamo z tekutej kultivacie
podrobovanej zvolenej selekénej metdde. Na miskach bolo po narasteni zrejmych niekol'ko
odlignych kolonii (Obrdzok 18). Misky boli d’alej precistované a pritomnost’ génu phaC bola
overovana u viacerych kolonii v ramci kazdej misky. Tento gén bol zisteny u dvoch vzoriek
ziskanych precistovanim, po ich d’alSom presadeni sa ho uz potvrdit’ nepodarilo.

Obrazok 18: Vzorka z tekutej kultivacie naockovana na agarovu misku s médiom NB.
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Meédium NB zrejme podporilo rast mikroorganizmov neprodukujacich PHA, ktoré prerastali
druhy disponujtice génom phaC. Tie potom tvorili kontaminaciu, kvoli ktorej sa h'adané druhy
nepodarilo izolovat’. Z tohto dovodu sa médium NB ukazalo ako neefektivne pre hl'adanie
druhov produkujiacich PHA.

Sthrn vzoriek kultivovanych na médiu NB a dosiahnuté vysledky st uvedené v Tabulka 7.

Tabulka 7: Suhrn vysledkov a vzoriek na médiu NB.

médium | vzorka | phaC | 165-rRNA | vzorka | phaC | 16S-rRNA

NB1 - + NBI12 —

NB2 - + NBI13 — +

NB3 — + NB14 — +

NB4 + + NBI15 — +

NB5S — + NB16 - +

NB NB6 - + NB17 - +

NB7 — — NBI18 - +

NB3 — + NB19 - +

NB9 — + NB20 - +

NB10 + + NB21 _ +

NBIl | - - NB22 | - T

4.3.3 Selekcia producentov farbenim kolénii Nilskou ¢ervenou

Predchadzajuce dve médié sa pri ziskavani Cistej kultiry termofilnych producentov PHA
zo vzorky aktivovaného kalu neosvedcili. Bola preto zvolena d’alSia metdda — farbenie kolonii
Nilskou Cervenou, pre priamu selekciu druhov obsahujicich PHA vo svojich bunkach. Nilska
cerveil je lipofilné farbivo, ktoré sa pri utilizacii Zivného média dostava do bakteridlnych buniek
a zabuduje sa do intracelularnych lipidickych Struktar. Pod UV Ziarenim poskytuje
fluorescenciu, vd’aka ktorej je mozné rozoznat’ koldnie obsahujuce polyhydroxyalkanoatove
granule.

Kolonie, uktorych bol v predchddzajucich experimentoch potvrdeny gén phaC, boli
presadené¢ na nové polosyntetické médium (médium M3) s pridavkom Nilskej Cervene.
Po narasteni boli vzorky, uktorych bolo zretelné fluorescencné vyZzarovanie, presadené
nanové misky smédiom M3 bez Nilskej cervene. Na tomto médiu rastli termofilné
mikroorganizmy vel'mi dobre. U narastenych kultir bol postup s naoCkovanim na médium
s Nilskou cervenou a preoCkovanim pozitivnych kolonii na médium bez Nilskej cervene este
raz zopakovany. Priklady kultir na médiu s Nilskou cerveiiou pozorovanych cez
UV-analyzator zobrazuje Obrdzok 19. Vzorky NC1, NC4 aNC9 vykazuju fluorescenciu
zhodnt s pozitivnou kontrolou, na zaklade ¢oho je mozné predpokladat, Ze pritomné
mikroorganizmy obsahuju granule PHA.
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Obrazok 19: Vysledok farbenia kolonii Nilskou cerverou. Vzorky NC 1, NC 4 a NC 9 vykazujii
Sfluorescenciu poukazujiicu na pritomnost lipidickych Struktur v pozorovanych bunkach, kolonie na

miske NC 8 fluorescenciu nevykazuju.

Z vyslednych kultur, ktoré presli opisanym cistenim, boli vybrané 4 vzorky, z ktorych bola
izolovand DNA a zistované gény phaC a 16S-rRNA. U vSetkych Styroch vzoriek boli oba gény
potvrdené. Gél s detekovanymi PCR produktami zobrazuje Obrazok 20 (vzorky 3—6).

Na médium M3 bez Nilskej Cervene boli naockované aj dve vzorky z tekutej kultivacie
podrobovanej metode ,,aerobne dynamické kfmenie“. Obe obsahovali gén phaC (Obrazok 20:
vzorky 1 a 2, Tabulka §: oznacenie Al, A2).

Obrazok 20: Agarozovy gél so zobrazenymi PCR produktami vzoriek 1—6. R - rebricek Standardu,
NK - negativna kontrola, PK - pozitivna kontrola.

Amplifikované useky génov 16S-rRNA a phaC Siestich vybranych izolatov (vzorky 1-6) boli
precistené a poslané na sekvendciu. Zoznam vybranych vzoriek a oznacenie ziskanych izolatov
DNA st uvedené v Tabulka §.
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Tabulka 8: Zoznam vybranych vzoriek a oznacenie izolatov DNA, precistené PCR produkty tychto

vzoriek boli zaslané na sekvendciu.

vzorka oznacenie | pritomnost’ pritomnost’
izolatu génu phaC | génu 16S-rRNA

Al 1 + N
A2 2 + N
NC 1 3 N n
NC 9a 4 N N
NC 9b 5 N n
NC 4 6 - n

Meédium M3 sa osvedcilo ako z hl'adiska kultivacie termofilnych mikroorganizmov, tak aj
pre rast druhov obsahujucich gén phaC. Gén bol potvrdeny aj u opakovane preoCkovanych
vzoriek.

Selekéna metoda, pri ktorej sa kolonie farbili Nilskou ¢erveiou, sa ukazala ako efektivna pri
hl'adani termofilnych producentov PHA vo vzorke aktivovaného kalu.

4.4 Sekvenacia génov phaC a 16S-rRNA

Bolo vybranych 6 izolatov s preukazanym phaC génom, ktorych amplifikované useky DNA
kédujuce gény phaC a 16S-rTRNA boli zaslané na osekvenovanie. Gén kodujuci 16S
podjednotku ribozomdalnej RNA sa pouziva na identifikdciu baktérii az na urovni druhov.
Cielom sekvendacie tohoto génu bolo zistenie, ¢i su ziskané kultiry polymikrobialne, alebo
tvorené jednym bakteridlnym druhom. V pripade Cistej kultury taktiez zistit’, o aky bakteridlny
druh sa jedna.

Vysledky porovnania sekvencii génu /6S-rRNA jednotlivych vzoriek s databazou st
uvedené v Tabulka 9.

Tabulka 9: Vysledky sekvendacie usekov DNA kodujucich 16S-rRNA vzoriek 1—6.

vzorka mikroorganizmus zhoda
Anoxy.baci.llus 100 %
1 rupiensis
Anoxybacillus sp. 100 %
5 Anoxy.baci.llus 100 %
rupiensis
Anoxy.baciillus 100 %
rupiensis
3 Anoxybacillus sp. 100 %
Geobacillus sp. 100 %
4 Anoxybacillus sp. 100 %
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Anoxy'baci'llus 100 %
5 rupiensis
Anw'cyba'cillus 100 %
rupiensis sp.
6 Anoxybacillus sp. 99 %

Sekvencie génu /6S-rRNA vsetkych vzoriek sa podla databdzy NCBI Nucleotide BLAST
zhodovali so sekvenciami génu /6S-rRNA naleziacimi rodu Anoxybacillus. Vac¢sina vysledkov
poukazovala na druh Anoxybacillus rupiensis, avSak sekvencie génu /6S-rRNA jednotlivych
druhov rodu Anoxybacillus su si vel'mi podobné (92—99% podobnost’) [63]. Z toho dévodu nie
je mozna jednoznacna klasifikacia az na tirovni druhov len na zéklade jedného identifikaéného
udaju. U vzorky €. 3 bola zistend aj zhoda s rodom Geobacillus, ktory je spolu s rodmi
Saccharococcus a Aeribacillus taxonomicky najviac pribuzny rodu Anoxybacillus [63].

Rod Anoxybacillus je zndmy pomerne kratku dobu, v porovnani s pribuznymi rodmi Bacillus
alebo Geobacillus. Nazov pochadza od prvych objavenych druhov, ktoré mali anaer6bny
charakter. Postupne boli objavené druhy fakultativne anaerdbne, fakultativne
aerdbne 1 aerobne, rodovy nazov vsak ostal nezmeneny. Vac¢sina druhov rodu Anoxybacillus
ma optimdlnu teplotu rastu v rozmedzi 50-65 °C. Su alkalofilné ¢i alkalo-tolerantné, vicSina
z nich vsak dokaze rast’ pri neutralnom pH.

Druhy rodu Anoxybacillus st vdaka svojim vlastnostiam zaujimavé pre radu
biotechnologickyxh procesov. Vyznacujl sa rychlym rastom, znesu extrémne podmienky a ich
enzymy su termostabilné a tolerantné voci alkalickému prostrediu. Svoje uplatnenie najdu aj
vo viacerych oblastiach bioremediacie [63]. Su schopné odstraiiovat’ farbiva z odpadovych vod,
ktorych teplota dosahuje 40—60 °C [64]. Inou moznostou je bioremediacia tazkych kovov,
napr. ortuti [65]. Produkcia PHA podl'a dostupnej literatiry urodu Anoxybacillus zatial
pozorovand nebola.

4.5 HPradanie génov pre iné typy PHA-syntaz
4.5.1 PHA-syntazy II. triedy

Sest’ vybranych vzoriek s potvrdenym génom phaC bolo otestovanych aj na pritomnost’ génu
phaCl. Testovanie prebiehalo za pomoci PCR s vyuzitim dvojice primerov E-D/EIR,
Specifickych pre gén phaCl. Pozitivny vysledok by poukazoval na schopnost’ tvorby mcl-PHA.
Z vybranych vzoriek ale ziadna gén phaCl neobsahovala.

4.5.2 PHA-syntazy IV. triedy

Porovnanim sekvencii génov /6S-tRNA s databazou sa zistilo, Ze vyizolované kultury
nalezia do celade Bacillaceae, pre ktort st charakteristické PHA-syntazy IV. triedy. Ich
hlavnymi predstavitel'mi st Bacillus megaterium a Bacillus cereus. Gény pre PHA-syntazy
tychto dvoch druhov sa ciastocne liSia, boli preto objednané 2 sady primerov. Primery
phaCBm-F/phaCBm-R su zamerané na typ PHA-syntazy, ktorym disponuje B. megaterium,
kym dvojica phaCBc-F/phaCBc-R cieli na PHA-syntazu baktérie B. cereus.

Pritomnost’ tohto typu enzymov bola overovana v DNA vyizolovanej z narastenych kultar B.
megaterium a B. cereus, ako aj vo vSetkych Siestich vzorkach. Obrazok 21 zobrazuje vysledky
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z PCR uskutocnenej pre izolaty oboch baktérii a vzorku €. 3 zo ziskanych izolatov 1-6.
Velkosti amplifikovanych fragmentov sa priblizne zhoduju s literatiirou, na zaklade ktorej boli
primery objednané.

Obrazok 21: Vysledky PCR s primerami pre phaC gén B. megaterium (vlavo) a B. cereus (vpravo).

NK - negativna kontrola, Bm - B. megaterium, Bc - B. cereus, vz.3 - vzorka ¢. 3 z izoldtov, R - rebricek

Standardu. Sipka znact odhadnutii dizku amplikénu podla rebricku.

V cistych kultirach B. megaterium a B. cereus boli gény pre prislusSni PHA-syntdzu
potvrdené. Amplifikéacia fragmentov DNA izolovanej z B. megaterium sa s pouZitim primerov
pre B. cereus nepodarila, rovnako ani naopak. PouZité primery s zrejme vysoko Specifické.
Vo vzorkdch 1-6 taktiez k amplifikécii cieleného tseku nedoSlo, ato ani s jednou sadou
primerov. Vzhl'adom k zmienenej Specifickosti primerov vSak nie je vylucené, Ze skimané
kultary PHA-syntazu IV. triedy vo svojej enzymatickej vybave obsahuji. V tomto smere by
bolo vhodné dokladnejsie preskumanie genetickej vybavy izolovanych vzoriek, napriklad
s vyuzitim vSeobecnejsich primerov pre PHA-syntazy IV. triedy.

4.6 Produkcia PHA s vybranymi izolatmi

Inokula¢né média boli zao¢kované izolatmi 1-6 v objemoch 50 ml. Inokula narastli pomerne
slabo. Zvolené inokulaéné médium (médium PY) im pravdepodobne nevyhovovalo.
Po 24 hodinach kultivacie pri teplote 60 °C boli inokuld prevedené do produkénych médii
(médium M3) v objemoch 100 ml, kde boli kultivované v rovnakych podmienkach.
Po 48 a 72 hodinach bol z kazdej kultary uskutocneny odber biomasy v objeme 10 ml. SuSina
bola zvdzend a bol v nej stanoveny podiel PHA prostrednictvom plynovej chromatografie.
Zistené koncentracie biomasy jednotlivych vzoriek su uvedené v Tabulka 10.

Tabulka 10: Obsah biomasy v g/l vo vzorkdch 1-6 po 48 a 72 hodindch kultivacie.

vzorka 1 2 3 4 5 6
c(48) 0,88 0,70 1,01 1,34 1,00 1,08
c1(72) 1,00 0,95 0,75 0,70 0,79 1,22
c2(72) 1,04 1,09 1,00 0,97 0,70 0,60

Vo vzorkach nebol zisteny takmer ziaden obsah PHA. Je mozné, Ze zvolené médium nebolo
pre baktérie vyhovujuce z hl'adiska produkcie PHA.
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4.6.1 Vyber vhodného uhlikového zdroja pre kultivaciu a produkciu PHA

Vzorky 1-6 boli naockované na agarové misky s roznymi uhlikovymi zdrojmi a pridavkom
Nilskej ¢ervene.
Pouzité uhlikové zdroje boli nasledovné:
e D-glukéza
o D-fruktdza
e laktdza monohydrat
e D-(+)-xyloza
e acetat sodny trihydrat
e propionat sodny
e acetat sodny trihydrat + propionat sodny
o D-glukéza + acetat sodny trihydrat
e kyselina levulinova
e kyselina DL-mlie¢na
e gama-butyrolaktén (GBL)
e odpadny glycerol

Na ockovanie boli pouzité narastené¢ kultary na miskach (vzorky 1, 2, 3, 4, 5, 6)
a kryokonzervy (vzorky 2, 3, 6). Po 24 hodinach bol zhodnoteny nérast kulttry na jednotlivych
zdrojoch uhlika a prostrednictvom UV-analyzatoru bola sledovana fluorescencia Nilskej
cervene v jednotlivych vzorkach.

Najlepsi ndrast biomasy bol pozorovany na médiu s pridavkom glukézy a odpadného
glycerolu. Baktérie narastené na tychto médidch vykazovali zdrovenn aj velmi dobri
fluorescenciu, Cize pritomnost pomerne vysokych mnozstiev intracelularnych lipidickych
Struktir. Velmi dobra fluorescencia bola viditelnd aj u mikroorganizmov na médidch
s fruktézou, xylozou, kyselinou mlie¢nou, GBL, acetaitom a spolo¢nym pridavkom glukézy
a acetatu. Vyrazne negativny vplyv na rast vSetkych vzoriek malo len médium s pridavkom
kyseliny levulinovej. Tento uhlikovy zdroj izolované vzorky utilizovat’ zrejme nedokazu.
Na vSetkych ostatnych zdrojoch uhlika baktérie rastli pomerne dobre. Nazorné zhrnutie
vysledkov je uvedené v Tabulka 11.

Tabulka 11: Zhodnotenie narastu bakterii a fluorescencie na réznych uhlikovych zdrojoch. + + + :

velmi dobré, + + : dobré, — : narast/fluorescencia neboli zaznamenané.

. ockované z pevnych kultar ockované z kryokonzerv
uhlikovy zdroj ) .
narast fluorescencia narast fluorescencia
glukodza +++ +++ +++ +++
fruktoza +++ +++ +++ +++
laktoza +++ ++ +++ ++
xyloza ++ +++ ++ + +++
acetat +++ +++ +++ ++
propionat ++ ++ +++ ++
propionat + acetat | ++ ++ +++ ++
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glukdza + acetat ++ +++ +++ +4++

kys. levulinova — — — _

kys. mliecna +++ + 4+ + + +++
GBL ++ +++ +++ ++
odpadny glycerol | +++ +++ +++ +++

Medzi vzorkami ockovanymi z pevnych kultar a z kryokonzerv neboli zaznamenané vyrazné
rozdiely. Rovnako aj jednotlivé vzorky 1-6 sa na jednej miske spravali vzdy rovnako, z ¢oho
je mozné usudzovat, ze sa uvsSetkych jednd o rovnaké, alebo vel'mi blizke zlozenie
mikrobidlnej kultary. Obrdzok 22 zobrazuje fotografiu misky obsahujucej vzorky 1-6
naockované na médiu s pridavkom glukozy.

Obrazok 22: Vzorky 1-6 na agarovom médiu s pridavkom glukozy.

4.6.2 Zopakovanie produkcie PHA s vybranymi izolatmi

V prvom pokuse o produkciu PHA nebol v biomase vzoriek zisteny takmer Zziaden obsah
PHA. Po naockovani vzoriek na rovnaké médium s Nilskou Cervenou vSak vSetky vydavali
fluorescenciu zhodnu s pozitivnou kontrolou. Z tohto dévodu bol pokus o produkciu
zopakovany.

Pre zopakovanie experimentu s produkciou PHA bola ako uhlikovy zdroj zvolena opét
glukoza, pretoze v porovnavacom pokuse poskytla najlepsie vysledky z hl'adiska rastu kulttry,
aj obsahu lipidickych Struktur detekovanych pomocou Nilskej Cervene.

Ako inokula¢né médium bolo tentoraz zvolené médium M3, ktoré bolo pouzité zaroven aj
ako produkcéné, kedZe predchadzajuce inokulacné médium sa z hladiska rastu izolatov
neosvedc¢ilo. Na tomto médiu inokula narastli lepSie, avSak po 24 hodindch uZ neboli
rovnomerne rozptylené, ale tvorili zhluky, ¢o svedc¢i o prerasteni kultiry. Podobne sa kultary
spravali aj v médiu o objeme 100 ml, kde po 72 hodinéch kultivacie boli uz takisto vytvorené
zhluky. Skiimané izoldty maju zrejme rychlejSie prebiehajice metabolické reakcie, ¢o
s najvacsou pravdepodobnost’ou suvisi s ich termofilnou povahou.

Z dovodu rychleho rastu mikroorganizmov bola vyskaSana aj skratend varianta
kultivacie — 48 hodin produkcénej doby. Ani toto skratenie ale nepomohlo, kultary boli
vyzrazané aj po 48 hodinach. V tejto faze by bolo vhodné podrobnejSie zmapovanie rychlosti
rastu danych mikroorganizmov, napriklad zostrojenim rastovej krivky. Podrobnejsie skiimanie
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by bolo potrebné aj z hl'adiska dynamiky tvorby PHA. Tieto aspekty su uz vSak nad ramec
predlozenej prace, preto d’alSie podmienky kultivacie a produkcie PHA uz testované neboli.

Obsah PHA vo vzorkéch sa prostrednictvom plynovej chromatografie opét’ nepotvrdil.

Kvoli overeniu pritomnosti PHA boli vzorky skumané eSte pomocou metody FTIR
(infracervend spektroskopia s Fourierovou transformaciou), pomocou ktorej je mozné sledovat’
PHA granule priamo v neporuSenych mikrobidlnych bunkéch. Ani prostrednictvom tejto
metddy sa obsah PHA nepotvrdil.

Zvolené médium sa z hladiska produkcie PHA vybranymi izoldtmi neosvedc¢ilo. Tekuté
kultary netvorili PHA a kultiry na miskach s Nilskou ¢ervenou sice poskytli pozitivnu odozvu
na pritomnost’ lipidickych ¢astic, metodou FTIR sa vSak obsah PHA granul vyvratil. Znamena
to, ze kultury tvorili iné latky lipidového charakteru.

Nésledny prieskum dostupnej literatiry priniesol zistenie, Ze niektoré druhy rodu
Anoxybacillus disponuju unikatnym lipidovym vybavenim. Konkrétne u druhu Anoxybacillus
rupiensis boli podrobnou analyzou zistené¢ jedinecné polarne lipidy, ako napriklad
plazmalogény. Medzi zistenymi polarnymi lipidmi prevazovali alanyl-, lyzyl-
a glukozyl-fosfatidylglyceroly a kardiolipiny. Prostrednictvom ESI-MS/MS bolo medzi nimi
identifikovanych takmer 200 molekulovych druhov ndleZiacich do 9 tried polarnych lipidov
[66].

Plazmalogény patria do skupiny éterovych fosfolipidov, konkrétne ide o derivaty kyseliny
sn-glycero-3-fosforecnej obsahujucej éterova vizbu v sn-1 pozicii alkenylovej skupiny.
Sthrnne sa oznacujii ako plazmenyl-fosfolipidy a beZne sa vyskytujo medzi Zivo¢iSnymi
lipidmi, vratane l'udskych. NajvyznamnejSie st plazmalogén fosfatidylcholin, plazmalogén
etanolamin, plazmalogén fosfatidylglycerol a plazmalogén kyselina fosfatidova [66].

Napriek tomu, Ze izolaty 1-6 podl'a vysledkov obsahovali gény pre syntézu PHA a i podla
fenotypovych testov s vyuzitim lipofilnej fluorescen¢nej sondy Nilska Cerven sa zdali byt
PHA-pozitivne, ich schopnost’ produkcie PHA nebola preukazand. Kombinované testovanie
fenotypu a genotypu je obvykle povazované za komplexny spOsob detekcie a izolacie
biotechnologicky zajimavych mikrobialnich kmend. V tomto pripade vSak ani kombinacia
sledovania pozitivnych fenotypovych a genotypovych znakov neviedla kizolacii PHA
produkujicich termofilnych baktérii. Izolaty totiz nerealizovali metabolickli drdhu syntézy
PHA, aj ked’ obsahovali gén kodujici PHA-syntazu. Pozitivny vysledok farbenia kolonii
Nilskou Cerveniou bol pravodepodobne sposobeny tym, ze bunky produkovali vysoké mnozstvo
intracelularnych lipidov, ktoré pri tomto pokuse vykazuju podobnu fluroescenciu ako PHA
granule.
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5 Zaver

Cielom predlozenej prace bola izolacia a identifikdcia extrémofilnych mikroorganizmov
schopnych produkcie polyhydroxyalkanoatov. Ako zdroj pre izolaciu bol vybrany aktivovany
kal z ¢isticky odpadovych vod — polymikrobidlna kultira obsahujtica termofilné mikroorganizmy.

Na kultivaciu mikroorganizmov bolo pouzitych niekol’ko zivnych médii. Na médiach M1
a NB rastli kultary vel'mi dobre, avSak na ziskavanie Cistej kultury producentov PHA sa ukézali
ako nevhodné, ked’ze podporovali rast druhov, ktoré gén pre tvorbu PHA nemali. Médium M2
sa osvedcilo z hl'adiska hl'adania producentov PHA — v precistenych koloniach bol potvrdeny
gén phaC, avSak mikroorganizmy na iom rastli vel'mi slabo a pre produkciu by bolo nevhodné.
Dobré¢ vysledky z hl'adiska rastu kultir i Cistenia kolonii poskytlo médium M3.

V jednotlivych vzorkach bola overovand pritomnost génov koédujucich 16S-rRNA
a PHA-syntazu prostrednictvom PCR. Pre dva objednané sety primerov (cielenych do oblasti
génu pre PHA-syntazu IV. triedy) boli optimalizované annealingové teploty PCR. Ako vhodna
annealingova teplota pre obe sady primerov bola zvolena teplota 55 °C.

K izol4acii termofilnych baktérii produkujucich PHA z aktivovaného kalu bolo vyuzitych
niekol’ko metdd. Ako najefektivnejSie sa ukazali metdda ,,aerobne dynamické kfmenie, ktord
viedla k selekcii druhov obsahujucich gén pre PHA-syntdzu a farbenie kolonii Nilskou
cervenou, ¢o umoznilo detekciu kolonii obsahujucich intracelularne lipidické Struktury. Tieto
metddy viedli k vyizolovaniu pomerne Cistych kultar, ktorych precistené amplikony génov
phaC a 16S-TRNA boli zaslané na sekvenaciu. VSetky vzorky boli na zéklade identifikacie
porovnanim sekvencii génov /6S-rRNA zaradené k bakterialnemu rodu Anoxybacillus, jedna
zo vzoriek vykazovala rovnakil zhodu aj staxonomicky pribuznym rodom Geobacillus.
Vicsina vzoriek vykazovala 100% zhodu s druhom Anoxybacillus rupiensis.

Sest’ vybranych izolatov bolo otestovanych na produkciu PHA. Ako uhlikovy zdroj bola
pouzita glukéza. Vo vzorkach vSak nebol obsah PHA zisteny, ani plynovou chromatografiou,
ani metodou FTIR. Z hladiska produkcie PHA mohlo byt nevyhovujice pouzité médium alebo
nastavené podmienky.

Napriek faktu, Ze pri kultivacii ziskanych izolatov nebol v ich biomase zisteny obsah PHA,
vSetky vzorky vykazovali pozitivne vysledky v genotypovych (pritomnost génu phaC)
1 fenotypovych testoch (fluorescencia na médiu s pridavkom Nilskej Cervene). 1zolaty zrejme
produkovali vel’ké mnozstvo lipidov vykazujucich pri farbeni Nilskou cerveniou podobnu
fluorescenciu ako polyhydroxyalkanoaty. Mohlo by sa jednat’ o urcité latky s protektivnou
funkciou pre termofilné mikroorganizmy.

Optimalizacia produkcie PHA ablizSia identifikdcia zistenych lipidickych Struktar
u ziskanych izolatov s uz nad ramec tejto prace, ale poskytuji zaujimavé moznosti pre d’alsi
vyskum.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

PHA

P(3HB)
P(3HB-co-3HV)
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-b-3HV)
P(3HB-b-4HB)
P(3HP-h-4HB)
P(3HB-b-3HHXx)
P(3HB-b-3HP)
3HHx

3HB

3JHV

scl PHA

mcl PHA

A

T

C

G

PCR

GC-FID

FTIR

TEM

polyhydroxyalkanoat

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-b-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-b-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxypropionat-b-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-b-3-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxybutyrat-b-3-hydroxypropionat)
3-hydroxyhexanoat

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

short-chain-length polyhydroxyalkanoaty
medium-chain-length polyhydroxyalkanoaty
adenin

tymin

cytozin

guanin

polymerazovéa ret'azova reakcia

plynova chromatografia s plamefilovym ionizacnym detektorom
infraervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou

transmisnd elektronova mikroskopia
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