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Abstrakt 

Tato bakalářská práce se zabývá metabolickými vlastnostmi termofilní bakterie Schlegelella 

thermodepolymerans, která je schopná produkovat polyhydroxyalkanoáty (PHA). Cílem práce 

bylo pochopení metabolismu a utilizace různých sacharidů (xylóza, celobióza, glukóza a jejich 

kombinace) v závislosti na čase kultivace. V experimentální části byly použity dva bakteriální 

kmeny (M15344 a DSM15344). U bakterií byl v průběhu měření sledován nárůst optické 

hustoty. Dále byl stanoven obsah P(3HB) z biomasy pomocí GC-FID a molekulová hmotnost 

polymeru pomocí analýzy SEC-MALS. Díky měření zbytkového cukru pomocí HPLC-RI byl 

stanoven průběh utilizace sacharidů v závislosti na čase. Výsledky obou bakterií byly mezi 

sebou porovnány a vyhodnoceny. Bakterie DSM15344 prokazovala vyšší výsledky při 

produkci P(3HB) než bakterie M15344 a jako nejvhodnější substráty pro produkci P(3HB) se 

jeví celobióza a xylóza. 

Abstract 

This bachelor's thesis deals with the metabolic properties of the thermophilic bacterium 

Schlegelella thermodepolymerans, which is capable of producing polyhydroxyalkanoates 

(PHA). The aim of the study was to understand the metabolism and utilization of different 

carbohydrates (xylose, cellobiose, glucose and their combinations) depending on the 

cultivation time. In the experimental part, two bacterial strains (M15344 and DSM15344) were 

used. The increase in optical density was monitored during the measurements for the bacteria. 

Furthermore, the content of P(3HB) from the biomass was determined using GC-FID and the 

molecular weight of the polymer was determined using SEC- MALS analysis. By measuring 

residual sugar using HPLC-RI, the course of carbohydrate utilization was determined as a 

function of time. The results of both bacteria were compared and evaluated. DSM15344 

showed better results in P(3HB) production than M15344, and cellobiose and xylose appeared 

to be the most suitable substrates for P(3HB) production. 

Klíčová slova 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA), termofilní bakterie, Schlegelella thermodepolymerans 

Keywords 

Polyhydroxyalkanoates (PHA), thermophilic bacteria, Schlegelella thermodepolymerans  
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1 ÚVOD 

V dnešní době se velkou otázkou stává problematika plastů. Plasty sami o sobě nejsou takový 

problém, spíše je problémem to, jak je s plasty nakládáno a co se s nimi následně děje. 

V dnešní společnosti dochází k masivní produkci plastů, která zatěžuje nejen naši planetu, 

ale i každého z nás.  

Petrochemické plasty jsou nejrozšířenější typy plastů, které se vyrábějí z ropy a plynu. Plasty 

jsou používány v mnoha odvětvích, jako je například zpracování potravin, zdravotnictví, 

stavebnictví a mnoho dalších. Bohužel, petrochemické plasty jsou značně neudržitelné, 

protože jsou vyráběny z neobnovitelných zdrojů, nejsou biologicky rozložitelné a často končí 

v přírodě, kde způsobují ekologické škody. Vzhledem k negativním dopadům petrochemických 

plastů na naši planetu je důležité hledat alternativy, které jsou méně škodlivé a obnovitelné 

pro naše životní prostředí. Jednou z možností, jak nahradit petrochemické plasty by bylo 

využívání biodegradabilních materiálů, mezi které patří například polyhydroxyalkanoáty. 

Polyhydroxyalkanoáty jsou skupina biodegradabilních polymerů, které produkují některé druhy 

bakterií, mimo jiné i termofilní bakterie (výhody produkce polyhydroxyalkanoátů pomocí 

termofilních bakterií je například snížené riziko kontaminace mezofilními bakteriemi). Tyto 

biolopymery jsou mnohem udržitelnější než petrochemické plasty, protože jsou vyráběny 

z obnovitelných zdrojů a jsou biologicky rozložitelné. Nicméně, produkce 

polyhydroxyalkanoátů pomocí mikroorganismů je stále velmi nákladná a časově náročná, 

což znamená, že tyto materiály zatím nejsou široce používány. Výhodou použití 

biodegradabilních materiálů je, že jsou šetrnější k přírodě a mohou být snadno rozloženy 

přírodními procesy.  

Technologie se stále vyvíjejí a mohou se objevovat nové materiály a metody výroby, které 

budou více udržitelné a šetrné k naší planetě. Zlepšení pro naši přírodu a lidstvo může být 

dosaženo i díky širšímu podvědomí o problému plastového odpadu a jeho dopadu na naši 

planetu. Celkově lze říct, že odpad představuje významný problém pro naši planetu a pro naše 

zdraví. Je tedy důležité hledat nové způsoby, jak minimalizovat jeho vliv a zlepšit udržitelnost 

plastových materiálů. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Polyhydroxyalkanoáty 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou mikrobiální polyestery, které jsou produkovány pomocí 

prokaryotických mikroorganismů jako lipidové inkluze, a slouží buňce jako zásoba energie 

a uhlíku. PHA jsou přírodní polyestery 3-, 4-, 5- a 6- hydroxyalkanových kyselin. Dnes už je 

nalezeno více než 90 rodů, jak grampozitivních, tak gramnegativních bakterií, které jsou 

producenty PHA za aerobních i anaerobních podmínek. Polyhydroxyalkanoáty mohou být 

tvořeny více než 150 typy monomerů, které se dále dají kombinovat do kopolymerů, což je 

důvod, proč mají PHA materiály odlišné vlastnosti (Obrázek 1) [1]. 

PHA jsou rozděleny do tří skupin, a to podle toho, jak dlouhý je jejich řetězec. Existují 

polyhydroxyalkanoáty s krátkým (scl), středním (mcl) a dlouhým (lcl) řetězcem. Toto rozdělení 

je podle počtu uhlíku v monomerním řetězci [2]. Scl-PHA mají méně než 5 atomů uhlíků, 

mcl- PHA mají 6-14 atomů uhlíku a lcl-PHA obsahují více než 14 atomů uhlíku [3]. Nejznámější 

příkladem scl-PHA je poly(3-hydroxybutyrát). Scl-PHA jsou obecně tužší, křehčí a mají 

vysokou teplotu tání, a nižší prodloužení při přetržení. Tyto PHA jsou díky svým vlastnostem 

vhodné pro aplikace v inženýrství tvrdých tkání. Mcl-PHA, mají v porovnání s scl-PHA vyšší 

pružnost a nižší teplotu tání, a proto se využívají v aplikaci inženýrství měkkých tkání [4]. 

Nejdůležitější biologickou funkcí biopolymerů PHA pro buňky je ukládání uhlíku a energie. PHA 

také dokážou zvyšovat stresovou odolnost bakteriálních buněk vůči velké škále 

environmentálních stresorů [5]. PHA dokážou chránit bakterie před škodlivými účinky 

hypertonických stavů a před výkyvy osmolarity [6]. 

 

Obrázek 1: Obecná struktura PHA [1] 

Polyhydroxyalkanoáty se v bakteriích vyskytují jako granule, které se nacházejí v buněčné 

cytoplazmě a mají průměr 0,2-0,5 μm. Granule PHA je možné pozorovat pomoci optického 

mikroskopu s fázovým kontrastem (díky refraktivitě) [7] a elektronovým mikroskopem 

(Obrázek 2), na kterém jsou vidět inkluze PHA. Mikroorganismy produkující PHA lze detekovat 

pomocí barvení. Jako barviva mohou být použity súdánská čerň B [8] nebo oxazonové barvivo 

nilská modř A. Díky nilské modři A a fluorescenční oxazonové formy nilské modři může být 

přítomnost PHA detekována v rostoucích bakteriálních koloniích. Pokud bychom chtěli určit 

monomerní složení PHA, tak by musela být využita metoda plynové chromatografie 

nebo spektroskopická analýza nukleární magnetické rezonance [9]. 
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Obrázek 2: Fotografie tenkých řezů rekombinantních buněk R. eutropha PHB-4 obsahujících velká 

množství (90 % hmotnosti suché buňky) P(3HB-co-5 mol% 3HHx) získaná s využitím transmisní 

elektronové mikroskopie [10] 

2.1.1 Biosyntéza PHA 

Pro biosyntézu PHA existují tři hlavní cesty (Obrázek 3), které jsou katalyzovány různými 

enzymy a jsou spojeny s biochemickými cestami, jako je například glykolýza, citrátový cyklus 

(TCA), metabolické dráhy mastných kyselin a aminokyselin. U biosyntézy PHA hraje důležitou 

roli acetyl-CoA a také výchozí zdroj uhlíku, který má významnou roli při určování konečné 

struktury PHA [11]. Mikroorganismy obvykle syntetizují PHA za podmínek, kdy mají nadbytek 

uhlíku a chybí jim některá z esenciálních živin, jako jsou dusík, síra, fosfor [12]. Polymery PHA 

mohou být produkovány řadou enzymatických reakcí v organismech. Následné vlastnosti 

polymerů PHA jsou závislé na výchozích zdrojích uhlíku, a na specifických aktivitách 

substrátových enzymů zapojených do procesu [13]. 

Cesta I vede k produkci monomerů 3-hydroxybutyryl-CoA z molekul acetyl-CoA katalyzované 

enzymy β-ketothiolasa (PhaA) a acetoacetyl-CoA reduktáza (PhaB). Nejčastěji pak vznikají 

poly(3-hydroxybutyráty) (P(3HB)). Polymerizační reakce je katalyzována PHA syntázou 

(PhaC). Enzym (PhaC) polymeruje pouze (R)-izomery 3-hydroxybutyrylu a (PhaC) pokračuje 

v přidávání monomerů do rostoucího řetězce až do vyčerpání monomerů nebo do využití 

každého volného místa v buňce. Molekuly acetyl-CoA využívané v dráze I vycházejí 

ze sacharidů, mastných kyselin nebo aminokyselin. Enzym (PhaA) je inaktivován 

koenzymem A, který vznikl za optimálních podmínek pro růst buňky v Krebsově cyklu. Pokud 

je však Krebsův cyklus omezen kvůli nedostatku živin bohatých na uhlík, nevznikne žádný 

volný koenzym A, který by dokázal inhibovat (PhaA), což vede k syntéze PHA využívající 

přebytek acetyl-CoA. Pro cestu I je nejvíce preferovaný zdroj uhlíku glukóza a produkují se 

scl-PHA [14]. 

Další možná biosyntetická dráha syntézy PHA, tedy cesta II využívá jako zdroj uhlíku mastné 

kyseliny z β-oxidačního cyklu. Cesta II specificky syntetizuje mcl-PHA jako 

polyhydroxyhexanoát, polyhydroxyheptonoát, polyhydroxyoktanoát a polyhydroxydekanoát, 
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a tato dráha se charakteristicky vyskytuje u mikrobů rodu Pseudomonas (P. oleovorans, 

P. entomophila, P. aeruginosa a P. putida). Acyl-CoA jsou produkovány z mastných kyselin, 

kdy reakce je katalyzována acyl-CoA syntázou (FadD). Tyto mastné acyl-CoA jsou přeměněny 

na enoyl-CoA pomocí acyl-CoA dehydrogenázy (FadE). Enoyl-CoA vzniklý během β-oxidace 

mastných kyselin se přemění na R-3-hydroxyacyl-CoA. 3-ketoacyl-CoA je dalším 

meziproduktem vznikající během β-oxidace po enoyl-CoA působením enoyl-CoA hydratázy 

(FadB). Tvorba R-3-hydroxyacyl-CoA monomerů z enoyl-CoA a 3-ketoacyl-CoA je 

katalyzována R-3-hydroxyacyl-CoA hydratázou (PhaJ) a 3-ketoacyl reduktázou (FabG). 

Monomery jsou dále polymerovány enzymem (PhaC) na mcl-PHA [14]. 

Třetí cesta biosyntéza PHA využívá metabolity ze syntézy mastných kyselin. Nejdůležitějším 

enzymem u třetí cesty je 3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferáza (PhaG), který přeměňuje 

3- hydroxyacyl-ACP na 3-hydroxyacyl-CoA. Z něho následně dochází pomocí (PhaC) 

ke vzniku mcl-PHA [14]. 

 

Obrázek 3: Schématické znázornění metabolických drah, enzymů a genů zapojených do syntézy [11] 

2.1.2 PHA syntázy 

PHA syntázy jsou hlavními enzymy biosyntézy polyesterů, díky PHA syntázám může docházet 

k výrazně vyšší enzymové aktivitě. Podle výběru substrátu a složení podjednotek rozdělit 

do čtyř tříd (Tabulka 1) [15]. 
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Tabulka 1:Typy PHA syntáz a typy produkovaných PHA [15] 

Třída Subjednotky Mikroorganismus Produkt 

I 

PhaC Cupriavidus necator Scl-PHA 

PhaC Aeromonac caviae FA440 Scl-mcl-PHA 

II 

PhaC 

Pseudomonac putidda, 

Pseudomonas oleovorans, 

Pseudomonas aeruginosa 

Mcl-PHA 

PhaC Pseudomonas sp. 61-3 Scl-mcl-PHA 

III 

PhaC 

Allochromatium vinosum Scl-PHA 

PhaE 

IV 

PhaC 

Bacillus megaterium Scl-PHA 

PhaR 

První třída je tvořena z jedné podjednotky (PhaC) s molekulovou hmotností mezi 60 a 70 kDa, 

kde převládá syntéza scl-PHA. Jako modelová bakterie produkující PHA se u Třídy I využívá 

Cupridavidus necator. 

Enzymy patřící do třídy II, obsahují také pouze jednu podjednotku, kódovanou geny (PhaC1) 

nebo (PhaC2). Tyto enzymy katalyzují produkci mcl-PHA. Třídu II zastupují mikroorganismy 

rodu Pseudomonas. 

Třída III se řadí mezi heterodimery, které pro svou aktivitu vyžadují dvě podjednotky, které jsou 

(PhaC) a (PhaE). Bakteriální zástupce, u kterého byla objevena syntáza třetí třídy je 

Allochromatium vinosum, dříve nazývaný Chromatium vinosum. Bakterie, které obsahují tyto 

enzymy jsou četná Haloarchaea, které mají speciální typy PHA syntáz. 

Poslední IV třída zahrnuje pro syntézu PHA enzymy obsahující dvě podjednotky (PhaC) 

a (PhaR), tyto enzymy dokážou polymerovat scl–PHA. Čtvrtá třída je typická pro bakteriální 

rod Bacillus a jim příbuzné rody. U této třídy bylo pozorováno, že pokud se podjednotka (PhaR) 

vyskytuje v přítomnosti alkoholu, dochází k alkoholovému štěpení řetězce PHA. Této vlastnosti 

se dá využít k regulaci molekulové hmotnosti vyrobeného polymeru nebo k modifikaci 

karboxylového konce PHA, a mohou být začleněny aktivní skupiny, jako jsou například 

benzyl- , thiol- nebo hydroxy- skupiny [16]. 

2.1.3 Využití PHA 

Díky vysoké biokompatibilitě, biologické rozložitelnosti a dobrým ekologickým vlastnostem jsou 

PHA široce využívány v mnoha oblastech [17]. Polymery PHA mohou být používány 

v lékařství, farmacii a v nanotechnologiích. Biomedicínské aplikace využívající PHA lze 

rozdělit do čtyř hlavních podskupin: měkké tkáně, tvrdé tkáně, podávání léků a lékařské 
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přístroje. V těchto případech mohou být PHA použity, jako povlaky pro decelularizované 

matrice, aby se zabránilo imunitním reakcím po implantaci [18, 19]. 

1. Měkké tkáňové inženýrství 

Díky dobrým elastickým vlastnostem se mcl-PHA (např. poly(3-hydroxyoktanoát) [P(3HO]) 

a poly(3-hydroxyoktanoát-co-3-hydroxydekanoát) [P(3HO-co-3HD]) hojně používají 

v aplikacích měkkých tkání. Patří sem srdeční náplasti, cévní štěpy, srdeční chlopně, ušní 

rekonstrukce, stehy a obvazy na rány, nervové konduity a chrupavková tkáň [20]. 

Srdeční náplasti byli v nejnovějším výzkumu PHA zkoumány jako náplasti na levou srdeční 

komoru pro nápravu infarktu myokardu. Mechanické vlastnosti P(3HO) byly analyzovány 

při tělesné teplotě (37 °C) a byl naměřen Youngův modul 1,5 ± 0,4 MPa. Tato hodnota klesla 

na 0,41 ± 0,03 MPa se zvýšenou porozitou náplasti, čímž se dostala do rozsahu myokardu 

dospělého člověka (0,02 ± 0,05 MPa). Tento polymer je také vysoce elastomerní při tělesné 

teplotě a díky tomu se dokáže vyrovnat s kontrakcí a relaxací srdečního svalu [21]. 

2. Bioimplantátové náplasti 

Vzhledem k biokompatibilní povaze, nízké zánětlivosti, biologické rozložitelnosti a použití 

při regeneraci tkání mohou být PHA použity jako bioimplantátové náplasti v lidském těle. 

Při léčbě se často provádí lokální resekce a uzávěr poškozené lidské stěny 

v gastrointestinálním traktu suturou (sešitím). Takové uzavření lze provést pomocí 

bioimplantovaných náplastí vyrobených z polymerů, jako je P(3HB) [22]. 

3. Chrupavkové implantáty 

Ztráta chrupavky v důsledku traumatu, věkem podmíněné degenerace nebo vývojových 

poruch může vést k chronické bolesti a invaliditě [23]. Tkáň chrupavky je avaskulární 

a postrádá regenerační schopnosti [24]. V důsledku toho je obvykle vyžadována totální 

náhrada kloubu ke zmírnění bolestí, úzkostí a případné invalidity pacienta. Nedávné pokroky 

v tkáňovém inženýrství chrupavek s použitím materiálů, jako jsou PHA, ukázaly úspěch 

v léčbě časné degenerace chrupavky, a nabízejí tak alternativy k totální náhradě kloubu. 

Předchozí studie prokázaly úspěšnou kultivaci chondrocytů (lidských a králičích) na PHA 

scaffoldech složených z P(3HB-co-3HHX), P(3HB-co-3HV) a P(3HB) [25]. 

V další studii byla nanovlákna vyrobena ze směsí P(3HO) a P(3HB) pomocí elektrostatického 

zvlákňování k napodobení kolagenových vláken nalezených v kloubní chrupavce. Všechny 

čtyři směsná vlákna P(3HO) /P(3HB) prokázala vysokou buněčnou životaschopnost lidských 

kloubních chondrocytů a vysokou expresi kolagenu typu II a došlo se k závěru, že smíšená 

vlákna P(3HB) /P(3HO) v poměru 1:0,25 dokážou napodobit kloubní chrupavku [26]. 

4. Transport léčiv 

Další aplikace PHA je v podávání léčiv, kde mají mnoho výhodných vlastností. Mohou být 

přizpůsobeny výrobním metodám tak, aby uvolňovaly zvolené léčivo po konkrétní požadovaná 

časová období, a mohou být také upraveny tak, aby dosáhly a zacílily na vybrané oblasti v těle. 

Systémy podávání léků mohou být od použití nanočástic (často injekčních), po transdermální 

materiály a zařízení, orální a pulmonální podávání a implantáty pro podávání léků [27]. PHA 
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byly používány pro výrobu nosičů léků zahrnujících použití mikro/nanočástic, náplastí, filmů 

a prototypů, kde je zvláště užitečná jejich laditelná biologická odbouratelnost [28]. 

5. PHA v nanotechnologiích 

Nanobiotechnologické aplikace, jako je vývoj proteinových čipů využívajících PHA 

pro selektivní imobilizaci proteinu, směřují ke specifické detekci viru hepatitidy B [29]. PHA se 

také používají pro tvorbu tenkého filmu/nanogelů [30]. Pevné nebo částicové disperze s 

rozsahem velikosti 10-100 nm se nazývají nanočástice, ve kterých se léčiva mohou zachytit, 

rozpustit nebo přilnout k povrchu. Nanočástice jsou upřednostňovány před mikročásticemi 

v lékařství a farmacii, a to díky rychlejší intracelulární akceptaci a rychlému pohybu k cíli [31]. 

Termín polymerní nanočástice se speciálně používá pro nanokuličky a nanokapsle, kde 

nanokuličky mají pevnou hmotu; zatímco nanokapsle působí jako rezervoáry vaskulárního 

systému, ve kterých jsou zachyceny požadované sloučeniny [32]. Tyto koloidní nanočástice 

se snadno aplikují jako oční kapky v tekuté formě [33]. 

PHA nanovlákenné scaffoldy a filmy byly zkoumány pro růst nervových kmenových buněk jako 

náhrada extracelulárního matrixu. Je zajímavé, že buňky rostly na tomto materiálu jako 

přirozená extracelulární matrice. Nanovlákenné scaffoldy PHA vykazovaly lepší adhezi buněk 

a dobrou životaschopnost nervových kmenových buněk. Protože je pro implantaci žádoucí 

porézní struktura, ukázalo se, že PHA jsou dobrou volbou pro nápravu poranění míchy 

[34, 35]. 

2.2 Extrémofilní mikroorganismy 

Extrémofilní organismy se vyskytují v prostředí s podmínkami, které běžně se vyskytující 

buňky nepřežívají. Jedná se o vysoce rozmanité bakterie, které lze rozdělit do šesti tříd 

na základě jejich převažujících extrémních vlastností (Tabulka 2): 

1. Termofily se nacházejí na místech s vysokou teplotou a mohou tolerovat teploty někdy 

blízké teplotě varu vody 

2. Psychrofily jsou mikroorganismy žijící na chladných místech s teplotami někdy hluboko 

pod bodem mrazu vody 

3. Piezofily jsou mikroorganismy schopny zvládnout tlak až 1000 atm 

4. Halofily dokážou zvládnout koncentraci solí v některých případech vyšší než 300 g/l 

5. Acidofily jsou bakterie, vyskytující se ve velmi kyselém prostředí 

6. Alkalifily jsou opakem acidofilů, tolerují pH převyšující neutrální 

Výše vyjmenované mikroorganismy jsou schopny produkovat enzymy, které se dají využívat 

pro práci v neobvyklých podmínkách. Extrémofilní bakterie mají velký potenciál například 

v biotechnologických procesech [36]. 
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Tabulka 2: Příklady zástupců extremofilů [37] 

Třídy Zástupce Výskyt Podmínky k životu 

Termofily 
Cyanidium 

caldarium 

Yellowstonský 

národní park, 

komposty, rašeliniště 

Teplota nad 45 °C 

Psychrofily 
Pseudomonas 

fragi 

Hluboká jezera, 

studené vodní 

prameny 

Minimální teplota: - 5-10 °C 

Optimální teplota: 10-20 °C 

Maximální teplota: 25-30 °C 

Piezofily 
Shewanella 

benthica 
Hluboká moře Tlak vyšší než atmosférický 

Halofily 
Halobacterium 

volcanii 

Mrtvé moře, Velké 

solné jezero 

Prostředí s vysokou 

koncentrací solí 

Acidofily Acetobacter aceti 
Kyselé důlní drenáže, 

kyselé vody, 
Kyselé prostředí 

Alkalifily Bacillus okhensis 
Zásaditá voda, Sodné 

jezero Magadi 
Zásadité prostředí 

 

2.2.1 Termofilní bakterie 

Termofilní bakterie jsou mikroorganismy, které dokážou přežívat a prosperovat při teplotách 

nad 45 °C. Nejčastěji bývají rozděleny do tří kategorií (Obrázek 4): 1. středně termofilní, 

které mají optimální teplotu růstu kolem 45-65 °C, 2. extrémní termofily s optimem růstu 

při  65-79 °C, a za 3. hypertermofily, ti mají nejlepší růst při teplotách nad 80 °C [38]. Termofilní 

bakterie se mohou vyskytovat například u vyhřívaných jezer, hlubokomořských průduchů, 

termálních pramenů, nebo na kompostech jak v domácnosti, tak v zemědělství, protože i tam 

může teplota přesáhnout 50 °C [39]. 
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 Obrázek 4: Optimální teploty pro růst vybraných termofilních bakterií [38] 

2.2.1.1 Stavba buňky termofilních bakterií 

Složení buněčné membrány termofilních bakterií je příčinou jejich odolnosti, schopnosti 

přežívat a růst v nepříznivých podmínkách pro život. Lipidy v buněčných membránách jsou 

zásadní pro udržení stability membrán při zvýšené teplotě. Tyto lipidy zajišťují mnoho funkcí, 

jako je například udržování fluidity, transport, intracelulární osmotický gradient nebo stabilita 

proteinových molekul. Chemická stabilita a propustnost membrány je zajištěna díky měnícímu 

se obsahu membránových lipidů v důsledku změny teploty, což umožňuje růst termofilních 

mikroorganismů za vysokých teplot [40]. Dalším důležitým faktorem přežívání termofilních 

bakterií při zvýšené teplotě je poměr nasycených a nenasycených mastných kyselin. 

Mezi další patří obsah guanino-cytosinových vazeb (GC) v genetických konstitucích [41]. Páry 

bází GC mají více vodíkových vazeb než páry bází adenin + thymin (AT, což poskytuje vyšší 

termostabilitu molekule RNA) [42]. 

2.2.1.2 Způsob adaptace na vysokou teplotu 

Způsob adaptace na vysokou teplotu nebo stanovení teplotního limitu pro život není vždy 

jednoduchý. Pro přibližnou tepelnou toleranci můžeme využít molekulární stability, která může 

být použita pro měření různých intracelulárních molekul. Může být měřena pomocí 

makromolekul nebo pomoci metabolitů s nízkou molekulovou hmotností. U termofilních 

bakterií se vyskytují malé intracelulární molekuly nebo metabolity, jako je 

nukleosid- difosfátkináza (NDP), adenosintrifosfát (ATP), adenosindifosfát (ADP), 

Mírní termofily:

Hypertermofily:

Termofily:      

Eukaryotická horní hranice

Horní teplotní limit životnosti

Extremní termofily:

Pyrococcus furiosus

Thermococcus kodakarensis

Sulfolobus acidocaldarius, Termotoga maritima

Metallosphaera sedula, Caldicellulosiruptor bescii

Thermoanaerobacter mathranii, Thermus thermophilus

Topt ≥ 45 °C

Topt ≥ 80 °C

Topt ≥ 70 °C

Topt 45-70 °C
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adenosinmonofosfát (AMP), acetylfosfát, pyridoxalfosfát a acetyl CoA. Bylo zjištěno, že výše 

zmíněné molekuly a metabolity jsou nestabilní in vitro při vysokých teplotách [40]. 

2.2.1.3 Aplikace termofilních bakterií a biotechnologické využití 

Termofilní bakterie mohou být zdrojem průmyslově důležitých termostabilních enzymů, jako je 

například enzym 𝛼-amylasa nebo pululanasa [43]. Díky tomu, že bakterie dokážou přežívat 

v extrémních podmínkách, by tyto enzymy mohly být odolnější vůči kontaminaci a finanční 

náklady na výrobu látek s přidanou hodnotou by nemusely být tak vysoké. Další výhodou je, 

že biotechnologické procesy probíhají za zvýšené teploty, a tak by se metabolické teplo 

a energie rozptýlené mícháním, které vystupují do okolí, daly použít k ohřevu bioreaktoru, 

čím by se mohla snížit spotřeba energie [44]. 

K nejvíce studovaným termofilním bakteriím patří bakteriální rody Caldicellulosiruptor, 

Thermotoga a Thermus. Termofilní bakterie se mohou využívat pro metabolického inženýrství 

díky genetickým nástrojům pro tyto organismy. Genetické nástroje slouží k popisu vnitřního 

metabolismu, fyziologii a pro metabolické inženýrství. Metabolické inženýrství termofilních 

baterií je například využívané pro výrobu biopaliv a chemikálií [45]. Přehled vyvinutých 

a využívaných genetických systémů extrémních termofilů pro metabolické inženýrství 

(Tabulka 3). 

Tabulka 3: Přehled termofilů využívaných pro metabolické inženýrství [46-48] 

Termofilní bakterie Teplota (Topt) [°C] 

Sulfolobus sp. ~80 

Thermococcus kodakarensis 85 

Pyrococcus furiosus 100 

Thermus thermophilus 72 

Thermoanaerobacter mathranii 75 

Caldicellulosiruptor bescii 78 

Metallosphaera sedula 75 

Thermotoga sp. ~80 

Termofilní prokaryoty jsou velmi odolné vůči nepříznivým podmínkám, například vůči 

chemickým denaturačním činidlům, širokému rozmezí pH hodnot, nebo nevodným 

rozpouštědlům. Právě termozymy z termofilů mají dobré vlastnosti a využití [49]. Enzymy, 

které se využívají jsou celulázy, xylanázy, pektinázy, chitinázy, amylázy, pululanázy, proteázy, 

lipázy, glukózoizomerázy, alkoholdehydrogenázy a esterázy [50]. Xylanázy z rodu Thermus 

brockianus a Thermotoga thermarum jsou vhodné pro průmyslové aplikace díky vysoké 

optimální reakční teplotě 95 °C, tepelné stabilitě a vysoké specifické aktivitě vůči rozpustným 

a nerozpustným xylanům. Hypertermostabilní β-manosidáza z Pyrococcus furiosus (archaea) 
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s transglykosylační aktivitou a optimální reakční teplotou 100 °C je vhodným adeptem 

pro aplikace v potravinářském a farmaceutickém průmyslu [51]. 

Některé druhy extrémních termofilů dokážou generovat plynný vodík k recyklaci redukčních 

ekvivalentů generovaných během oxidačního metabolismu. Převážná většina biologických 

reakcí probíhá za energetické rovnováhy, to může změnit reakci endergonickou za mezofilních 

podmínek na reakci exergonickou, která je vhodná za termofilních podmínek. To je případem 

produkce H2 z redukčních ekvivalentů, jelikož se stává mnohem příznivější při zvýšených 

teplotách [52]. Dobrým příkladem je oxidace mravenčanu na vodík pomocí Thermococcus 

onnurineus (Topt 85 °C). Při okolní teplotě jsou redukční potenciály párů mravenčan/CO2 

a H+/H2 téměř identické, ale při 85 °C je ve výhodě produkce vodíku a organismus je schopen 

šetřit energii pro růst [53].  

2.2.1.4 Schlegelella thermodepolymerans 

Tato gramnegativní termofilní bakterie byla izolována na základě své jedinečné schopnosti 

degradovat extracelulární PHA materiály, včetně kopolymerů 3-hydroxybutyrátu 

a 3- merkaptopropionátu. Tyto mikrobiální biopolyestery obsahující jak oxo-, tak thioesterové 

skupiny, které jsou odolné vůči jakékoli mikrobiální degradaci, proto byly před objevením 

S. thermodepolymerans považovány za jedinečné biologicky neodbouratelné biopolymery. 

Schopnost této bakterie rozkládat mikrobiální polyoxoestery a polythioestery byly dále 

zkoumány a byly charakterizovány její extracelulární depolymerázy [54]. 

Schlegelella thermodepolymerans je schopna akumulovat velké množství PHA. Hlavním 

zdrojem uhlíku, díky kterému může docházet u této bakterie k produkci PHA, jsou zdroje 

bohaté na xylózu. Bakterie preferuje xylózu před ostatními monosacharidy a odhaluje 

jedinečnou strukturu xyl operonu. Optimální teplota pro růst této termofilní bakterie je okolo 

55 °C, což také zajišťuje větší odolnost proti mikrobiální kontaminaci při kultivaci. Díky její 

schopnosti produkovat kopolymery s monomery 3HB a 3HV se Schlegelella 

thermodepolymerans zdá být vhodnou termofilní bakterií pro průmyslovou výrobu PHA 

z odpadních substrátů na bázi lignocelulózy (Obrázek 5) [55]. 

 

Obrázek 5: Schlegelella thermodepolymerans a její produkce [55] 

Schlegelella thermodepolymerans
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2.3 Produkce PHA pomocí termofilních bakterií 

Produkce PHA pomocí termofilních bakterií byla popsána u některých druhů, jako je například 

Chelatococcus thermostellatus, protože produkce PHA u termofilů není prozatím tolik 

prozkoumaná, jako u halofilů nebo mezofilů [56]. Další termofilní bakterie, které produkují PHA 

jsou Caldimonas taiwanensis [57] nebo Aneurinibacillus sp [58]. 

V současné době se pro produkci PHA více využívají gram negativní bakterie, i přesto, že jsou 

gram pozitivní bakterie v jistých směrech výhodnější. Výhoda spočívá v tom, že gram pozitivní 

bakterie nevytvářejí kontaminanty, které jsou schopné vyvolat závažnou imunologickou reakci 

v lidském těle, a proto nemůžou být některé PHA (produkované gramnegativními 

mikroorganismy) využívané ve zdravotnictví, kosmetice nebo medicíně [59]. 

2.3.1 Produkce PHA pomocí gram negativních termofilních bakterií 

U termofilních bakterií rodu Chelatococcus je optimální teplota růstu 50 °C a jako zdroj uhlíku 

se využívá zejména glukóza nebo glycerol. Kmen MW10 se používá pro produkci PHA 

v pokročilých cyklických vsádkových kultivacích s vysokou buněčnou hustotou v bioreaktoru 

za semisterilních podmínek [56]. Chelatococcus daeguensis TAD1 je další termofilní bakterie 

rodu Chelatococcus, která je schopna produkce PHA, protože syntéza PHA v této bakterii 

nevyžaduje žádné speciální podmínky (kromě 50 °C) a je schopna vyprodukovat vysoké 

množství PHA za použití glukózy jako jediného zdroje uhlíku. Kromě glukózy je kmen schopen 

utilizovat glycerol nebo škrob [60]. 

Dalším termofilním gramnegativním rodem, u kterého byla prokázána produkce PHA na úrovni 

fenotypu a rovněž na úrovni genotypu je Caldimonas. Tento rod zastupují dva kmeny a oba 

byly použity pro produkci PHA. Prvním je Caldimonas manganoxidans, který byl izolován 

z horkého pramene. Bakterie je schopna akumulovat granule PHA, ale také má schopnost 

degradovat extracelulární P(3HB). Tento kmen bakterie je schopen vysoké produkce PHA 

za krátkou dobu [61]. Druhým kmenem je Caldimonas taiwanensis, u které se na produkci 

PHA využívá škrob, protože vykazuje amylolytickou aktivitu. Kvůli zvýšené teplotě ale dochází 

k větší rozpustnosti škrobu, což snižuje viskozitu a zvyšuje se homogenita granulí, a to se jeví 

jako problém [57]. 

Syntéza PHA by pravděpodobně mohla být možná také u termofilního rodu Tepidimonas, 

jelikož přítomnost genu (PhaC) byla nalezena u řady zástupců rodu, jako Tepidimonas 

alkaliphilus, Tepidimonas aquatica, Tepidimonas fonticaldi, Tepidimonas charontis, 

Tepidimonas ignava, Tepiminidi, Tepidimonas taiwanensis nebo Tepidimonas thermarum, 

ale tyto bakterie ještě nejsou natolik prozkoumané [62]. 

2.3.2 Produkce PHA pomocí gram pozitivních termofilních bakterií 

Bakterie Bacillus thermoamylovorans je gram pozitivní bakterie, která pro produkci PHA 

využívá odpadní kuchyňské oleje. Kultivace probíhá při 45 °C a tato bakterie je schopna 

akumulace PHA po dvou dnech a obsah polymeru v biomase činí až 87 % suché buněčné 

hmoty (CDM) [63]. 

Dalším gram pozitivním rodem je Rubrobacter. Jedná se o bakterie, které netvoří endotoxiny 

a jsou schopné sporulace [64]. Jsou schopné přežívat za různých nepříznivých podmínek 

a jsou odolné proti škodlivým účinkům záření jako UV nebo ionizující záření [65]. Produkce 
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PHA byla dokázaná u dvou zástupců, a to Rubrobacter spartanus, Rubrobacter xylanophilus. 

Bioinformatická analýza prokázala, že Rubrobacter spartanus obsahuje dva geny kódující 

různé PHA syntázy – první gen kóduje třídu I a druhý (PhaC) třídu III, byla určena i druhá 

podjednotka syntázy třídy III - (PhaE). Obsah PHA u testovaných kmenů dosahoval až 50 % 

CDM, PHA polymer se skládal z monomeru 3HB, při doplnění vhodných strukturních podmínek 

byly přítomny také 3HV jednotky. U Rubrobacter xylanophilus probíhala kultivace v rozmezí 

teplot 45-60 °C, tato bakterie vykazovala vysokou odolnost vůči zmíněné teplotě, což mělo 

malý vliv na růst biomasy a akumulaci PHA [64]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Použité chemikálie, přístroje a mikroorganismy 

3.1.1 Použité chemikálie 

− Trypton (HiMedia, Indie) 

− Extrakt z droždí (HiMedia, Indie) 

− Chlorid sodný (LachNer, Česká republika)  

− Glycerol (LachNer, Česká republika) 

− Xylóza (HiMedia, Indie) 

− Glukóza (LachNer, Česká republika)  

− Celobióza (Lachema, Česká republika)  

− Hydroxid sodný (LachNer, Česká republika) 

− Izopropylalkohol (Penta, Česká republika) 

− Chloroform (VWR Internacional, Spojené státy americké)  

− Kyselina sírová (LachNer, Česká republika) 

− Metanol (LachNer, Česká republika)  

− Kyselina benzoová (LachNer, Česká republika)  

− Acetonitril (Fischer scientific, Velká Británie)   

− Nutrient Broth (HiMedia, Indie)  

− Chlorid vápenatý dihydrát (LachNer, Česká republika) 

− Citrát železito-amonný (Fluka, Česká republika) 

− Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát (LachNer, Česká republika) 

− Chlorid amonný (LachNer, Česká republika) 

− Síran hořečnatý heptahydrát (LachNer, Český republika)  

− Chlorid měďnatý dihydrát (LachNer, Česká republika) 

− Kyselina trihydrogenboritá (LachNer, Česká republika) 

− Hexahydrát chloridu kobaltnatého (LachNer, Česká republika) 

− Hexyhydrát chloridu manganatého (LachNer, Česká republika) 

3.1.2 Přístrojové vybavení 

− Předvážky Kern EW 620–3NM (Německo)  

− Analytické váhy (Boeco, Německo)  

− pH metr (Termo Scientific, Nizozemí)  

− Nanofotometr P 300 (Implen, Velká Británie)  

− Centrifuga Hettich EBA 20 (Maneko, Česká republika)   

− Centrifuga EBA 200 (Maneko, Česká republika)   

− Vortex BENCHMIXER (Benchramk Scientific, Inc., Spojené státy americké)  

− Blokový termostat Stuart SBH 200 D (Cole-Parmer, Spojené státy americké) 

− Blokový termostat Stuart SBH 130 (Cole-Parmer, Spojené státy americké) 

− Plynový chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300 

− Kapalinový chromatograf (Shimadzu corporation, Japonsko) 

− SEC chromatograf s kolonou PLgel mixed-C 5 𝜇m, 300 by 7,5 mm, Agilent Technolo-

gies; detektory: MALS – DAWN HELEOS II, diferenční refraktometr OPTILAB T-REX, 

Wyatt Technology 

− Magnetická míchačka Kartell (MERCI s.r.o., Česká republika)  

− Třepačka KS 4000 (IKA-WERKE, Německo) 
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− Třepačka termostatovaná TS-1000C (Biosan, Lotyšsko) 

− Ultrazvuková čistička (KRAINTEK s.r.o., Slovenská republika) 

− Běžné laboratorní sklo a vybavení  

3.1.3 Použité mikroorganismy  

Schlegelella thermodepolymerans M15344 (z německé sbírky lyofilizovaná v české sbírce, 

do které nebyla zařazena)    

Schlegelella thermodepolymerans DSM15344 (modelový kmen z německé sbírky)  

3.2 Kultivace bakterií 

3.2.1 Příprava a složení inokulačního média  

Do 100 ml Erlenmeyerových baněk bylo přidáno 50 ml komplexního média (LB medium 

o koncentraci 20 g/l bylo použito pro bakterii M15344 (Tabulka 4), NB medium o koncentraci 

25 g/l bylo použito pro bakterii DSM15344 (Tabulka 5)). Následně byla připravená inokulační 

média sterilizována a po sterilizaci temperována na 50 °C. 

Tabulka 4: Složení LB komplexního média 

Chemikálie c [g/l] 

Trypton 10 

Extrakt z droždí 5 

Chlorid sodný 5 

Tabulka 5: Složení NB komplexního média 

Chemikálie c [g/l] 

Pepton 10 

Hm pepton B# 10 

Chlorid sodný 5 

 

3.2.2 Příprava a složení produkčního média  

Produkční (minerální) média byla připravována do 250 ml Erlenmeyerových baněk (Obrázek 

6), které obsahovaly 100 ml „chelatococcového média“ (Tabulka 6). Následně byla produkční 

média vysterilizována.  

 



22 

 

Tabulka 6: Složení minerálního média na produkci 

Chemikálie c [g/l] 

Na2HPO3 ∙ 12 H2O 9,0 

KH2PO4 1,5 

NH4Cl 1,0 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,2 

CaCl2 ∙ 2 H2O 0,02 

Fe(III)NH4 citrate 0,0012 

Yeast extrakt 0,5 

TES II 1 ml/l 

Tabulka 7: Složení TES II 

Chemikálie c [g/l] 

EDTA 50,0 

FeCl3 ∙ 6 H2O 13,8 

ZnCl2 0,84 

CuCl2 ∙ 2 H2O 0,13 

CoCl2 ∙ 6 H2O 0,1 

MnCl2 ∙ 6 H2O 0,016 

H3BO3 0,1 
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Obrázek 6: Minerální médium 

3.2.3 Průběh kultivace  

Do připravených inokulačních médií byly očkovány vybrané bakteriální kmeny, které byly 

uchovávány v kryozkumavkách při –80 °C v 10 % roztoku glycerolu. Kultury byly přidávány 

do médií ve sterilním boxu a po přidání byla média vložena na třepačku, kde byly bakteriální 

kmeny kultivovány při 50 °C a 180 rpm. Zaočkovaná inokula se nechala růst 24 hodin 

(Obrázek 7). 

 

Obrázek 7: Zaočkované LB médium 

3.3 Růstové křivky  

Do minerálních medií bylo přidáno 5 obj. % inokula po 24 hodinách růstu, 1 ml/l TES II 

(Tabulka 7) a zdroj uhlíku (sacharid), aby výsledná koncentrace v médiu byla 20 g/l. Přidávala 

se xylóza, glukóza a celobióza. Růstová křivka se měřila po dobu 72 hodin. Vzorky byly 

odebírány po 12 hodinách (včetně času 0 hodin). Odebrané vzorky byly centrifugovány 

(5 minut, 6000 RPM). Dále se u vzorků měřila optická hustota pomocí spektrofotometru 

při  600 nm. Biomasa se nechala vysušit do konstantní hmotnosti. V čase 24, 48 a 72 hodin 

byl stáčen celý objem.  
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3.4 Gravimetrické stanovení biomasy a stanovení P(3HB) pomocí plynové 
chromatografie 

Biomasa byla stanovena gravimetricky. Usušená biomasa byla zvážena na analytických 

vahách a následně přepočítána na g/l. Příprava vzorků na GC-FID (plynová chromatografie 

s plamenově ionizačním detektorem) probíhala následovně. Na analytických vahách byla 

biomasa navážena do krimpovacích vialek (optimální hmotnost biomasy činila 8–11 mg). 

Do vialek byl přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml interního standardu (esterifikační směs 15 % 

kyseliny sírové v methanolu + 5 mg/ml kyseliny benzoové). Takto připravený vzorek se dal 

na tři hodiny esterifikovat při 94 °C. V termobloku docházelo ke kysele katalyzované hydrolýze 

polyhydroxyalkanoátů a následně k transesterifikaci monomerních jednotek za vzniku 

methylesterů hydroxyalkanových kyselin. Po třech hodinách byl celý objem přelit do větší 

vialky, která obsahovala 0,5 ml 50 mM hydroxidu sodného, aby došlo k neutralizaci vzorku. 

Následovalo protřepaní, při kterém se oddělily fáze a ze spodní organické fáze se odebralo 

50 𝜇ml do šroubovací vialky, která obsahovala 0,9 ml izopropylalkoholu. Obsah P(3HB) byl 

následně stanoven pomocí GC-FID.  

3.5 Sledování úbytku sacharidu pomocí kapalinové chromatografie  

Nejprve byla změřena kalibrační křivka pro xylózu, glukózu a celobiózu, zásobní roztok měl 

koncentraci 20 g/l. Ze zásobního roztoku byla připravena kalibrační řada o koncentracích 20, 

15, 10 a 5 g/l.  

Mobilní fáze pro kapalinovou chromatografii se skládala z acetonitrilu s miliQ vodou 

(poměr 80:20). Takto připravená mobilní fáze se dala odplynit do ultrazvuku.  

Supernatanty, které byly odebrány při měření růstových křivek, byly přefiltrovány přes nylonový 

filtr s póry o velikosti 0,45 μm. Poté probíhala samotná analýza na kapalinovém chromatografu 

(Tabulka 8) a z ploch píků byla pomocí kalibrační křivky vypočtena koncentrace sacharidu, 

který se ve vzorku nacházel. 

Tabulka 8: Separační podmínky  

Kolona Waters, Carbohydrate Analysis, 

3,9x300 mm 

Rozpouštědlo Acetonitril:miliQ voda v poměru 80:20 

Separační teplota 40 °C 

Průtok 1,2 ml/min 

Množství vzorku 10 μm 

Detektor refraktometrický 

Separace Izokraticá 
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3.6 Izolace P(3HB) a příprava vzorků na SEC-MALS 

Z vysušené biomasy ze stočených celých objemů se izolovaly P(3HB) folie pomocí 

chloroformu. Biomasa byla převedena do pyrexových zkumavek, přidal se chloroform 

a ponechala se v termobloku po dobu 12 hodin při 70 °C. Po dvanácti hodinách byly vzorky 

přefiltrované přes filtrační papír do Petriho misky a zbylý chloroform se nechal odpařit, 

než vznikly folie. Následovala příprava vzorků na SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography 

with Multi-Angle Static Light Scattering = Vylučovací chromatografie s detektorem měřícím 

statický rozptyl světla ve více úhlech). Fólie byly naváženy do vialek, zality chloroformem 

(2 mg/ml) a vialky se nechaly 10 minut v termobloku na 70 °C. Po 10 minutách byly vzorky 

přefiltrovány přes stříkačkový filtr do šroubovacích vialek a byly analyzovány pomocí 

SEC- MALS.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Schlegelella thermodepolymerans je slibným termofilním producentem PHA, proto byla tato 

práce zaměřena na studium metabolismu, produkci PHA a utilizaci různých sacharidových 

zdrojů, jako byla xylóza, glukóza, celobióza a kombinace těchto sacharidů (Obrázek 8). Měření 

zákalu umožňovalo sledovat růst bakterií. Přidání různých substrátů do média mělo vliv 

na průběh růstových křivek použitých bakteriálních kmenů. 

 

Obrázek 8: Schéma experimentu 

4.1 Růstové křivky při použití jednoho zdroje uhlíku  

Růstové křivky jsou grafické zobrazení růstu mikroorganismů v čase a jsou důležité 

pro studium biologických procesů. Růstové křivky bakterií mají různé fáze a to: lag fázi, 

exponenciální, stacionární a fázi odumírání [66]. 

4.1.1 Xylóza  

Xylóza se řadí mezi monosacharidy a skládá se z pěti atomů uhlíku. Molekulový vzorec xylózy 

je C5H10O5 a existuje ve dvou formách: D-xylóza a L-xylóza. Vyskytuje se například v bříze, 

slámě, kukuřici. Xylóza (Obrázek 9) je využívaná v potravinářství (sladidlo xylitol), 

farmaceutickém a kosmetickém průmyslu [67]. 

 

Obrázek 9: Strukturní vzorec xylózy [67] 

Z výsledků růstové křivky bakterie M15344 vidíme (Obrázek 10), že lag fáze byla přibližně 

12 hodin, v lag fázi nedochází k nárůstu bakterií a je žádoucí, aby tato fáze byla co nejkratší. 

Poté následovala exponenciální fáze a od 60 hodiny přešla do stacionární fáze. Bakterie 

M15344 měla maximální optickou hustotu v čase 72 hodin s hodnotou 14. Bakterie DSM15344 

dosáhla vyšších výsledků optické hustoty, a to až do hodnoty 23. Od času 0 do 12 hodin 

probíhal u bakterie DSM15344 zrychlený růst, následně přešla do exponenciální fáze, kde byla 

do 60 hodin a poté nastala fáze stacionární do 72 hodin, poté byla ukončena produkce 

(Obrázek 10). Vyšší výsledky optické hodnoty u bakterie DSM15344 můžou být způsobeny 

Jeden sacharid

Kombinace dvou sacharidů

Kombinace tří sacharidů

xylóza 20 g/l

glukóza 20 g/l

celobióza 20 g/l

xylóza 10 g/l + celobióza 10 g/l

xylóza 10 g/l + glukóza 10 g/l

celobióza 10 g/l + glukóza 10 g/l

xylóza 6 g/l + glukóza 6 g/l + celobióza 6 g/l
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tím, že tato bakterie byla schopna lépe využít xylózu pro svůj růst, čemuž odpovídají i výsledky 

obsahu biomasy a utilizace tohoto sacharidu.  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 10: Růstová křivka bakterií při použití xylózy v minerálním médiu 

Ze stanovení obsahu biomasy a P(3HB) jde vidět, že bakterie DSM15344 měla vyšší výtěžky 

P(3HB) než bakterie M15344 (Obrázek 11). Nejvyšší obsah biomasy u bakterie M15344 je 

v čase 60 hodin, kdy koncentrace byla 3,6 g/l a nejvyšší obsah P(3HB) u této bakterie můžeme 

sledovat v čase 48 hodin s koncentrací 1,6 g/l. Bakterie DSM15344 měla nejvyšší obsah 

biomasy a P(3HB) v čase 72 hodin, a to s koncentracemi 4,4 g/l biomasy a 2,9 g/l P(3HB).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 11: Obsah biomasy a P(3HB) při použití xylózy jako zdroje uhlíku 

Z výsledků utilizace xylózy je možné pozorovat, že nedošlo k vyčerpání xylózy v průběhu 

kultivace bakterie M15344. I přesto, že na začátku byla nedopatřením přidána poloviční 

koncentrace tohoto sacharidu. Přestože M15344 nevyužila celou koncentraci xylózy, tak byla 

schopná buněčného růstu a produkce P(3HB). Naopak bakterie DSM15344 byla schopná 

postupně utilizovat xylózu z počáteční koncentrace 20 g/l na koncentraci 3 g/l. To naznačuje, 

že bakterie mají odlišné mechanismy pro využívání tohoto sacharidu, což může mít 

za následek rozdílné výsledky co se týče obsahu biomasy a P(3HB) (Obrázek 12).  
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Obrázek 12: Utilizace xylózy 

4.1.2 Celobióza  

Celobióza (Obrázek 13) je redukující disacharid, který se skládá ze dvou molekul glukózy. Tyto 

molekuly jsou spojeny β-(1,4) glykosidickou vazbou. Získává se štěpením z celulózy 

nebo z materiálů, které obsahují vysoký podíl celulózy (například papír, bavlna) [68].  

 

Obrázek 13: Strukturní vzorec celobiózy [68] 

Při měření růstové křivky, kdy do minerálního média byla přidána celobióza, můžeme 

u bakterie M15344 pozorovat, že byla od času 12 hodin do 60 hodin v exponenciální fázi růstu, 

následně přešla do stacionární fáze, ve které došlo k ukončení kultivace po 72 hodinách. 

U DSM15344 došlo od 36 hodiny k poklesu optické hustoty z hodnoty 12,4 na hodnotu 5,2. 

Následně se hodnota optické hustoty od 48 hodiny do 60 hodiny zvýšila a poté zase klesala. 

Změna růstové křivky u DSM15344 již od 36 hodiny by mohla naznačovat, že buňky této 

bakterie byly citlivější na podmínky růstu nebo byly náchylnější k hromadění odpadních 

produktů v médiu, do kterého byla přidána celobióza, jako zdroj uhlíku (Obrázek 14). 
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Obrázek 14: Růstová křivka bakterií při použití celobiózy v minerálním médiu 

Z výsledků obsahu biomasy a obsahu P(3HB) jde vidět, že bakterie DSM15344 měla vyšší 

výtěžky biomasy i P(3HB) oproti bakterii M15344 (Obrázek 15). V čase 72 hodin měla bakterie 

M15344 nejvyšší koncentraci biomasy 2,8 g/l a 0,9 g/l P(3HB), naopak bakterie DSM15344 

měla v tomto čase koncentraci biomasy 7,1 g/l a 4,9 g/l P(3HB). To ukazuje, že bakterie 

DSM15344 je schopná lépe využívat celobiózu pro růst biomasy a tvorbu P(3HB).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 15: Obsah biomasy a P(3HB) při použití celobiózy jako zdroje uhlíku 

Výsledky utilizace celobiózy naznačují, že termofilní bakterie M15344 je schopná efektivně 

využít celobiózu a zpracovat ji rychleji než bakterie DSM15344 (Obrázek 16). I přesto, 

že M15344 byla rychlejší ve spotřebě sacharidů, tak bakterie DSM15344 produkovala více 

biomasy a P(3HB). Spotřebování celobiózy v čase 36 hodin u M15344 je rychlejší 

než u DSM15344, která spotřebovala celobiózu až v čase 48 hodin. Zároveň došlo u obou 

bakterií k uvolnění glukózy z celobiózy. Bakterie DSM15344 byla následně schopná utilizovat 

glukózu z koncentrace 15,4 g/l na konečnou koncentraci 4,2 g/l. U bakterie M15344 nedošlo 

k efektivnímu využití uvolněné glukózy, a tak se glukóza začala hromadit v médiu. 
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Obrázek 16: Utilizace celobiózy 

4.1.3 Glukóza 

Glukóza patří mezi monosacharidy ze skupiny aldohexóz. Glukóza (Obrázek 17) existuje 

ve dvou formách, a to jako D-glukóza a L-glukóza. Právě D-glukózu lze získat krystalizací 

z rostlinných šťáv a můžeme jí označit jako hroznový cukr. V přírodě se D-glukóza nachází 

v rostlinách a slouží jako zásoba energie [69]. 

 

Obrázek 17: Strukturní vzorec glukózy [69] 

U bakterie M15344 probíhala exponenciální fáze růstové křivky od času 12 hodin do 48 hodin, 

poté bakterie přešla do stacionární fáze. U bakterie DSM15344 nedocházelo k žádnému růstu 

bakterií a optická hustota této bakterie se po celou dobu pohybovala kolem hodnoty 

0,5 (Obrázek 18). Výsledky naznačují, že bakterie DSM15344 není schopná využít glukózu 

pro svůj růst, a naopak bakterie M15344 preferuje pro svůj růst glukózu.  
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Obrázek 18: Růstová křivka bakterií při použití glukózy v minerálním médiu 

Další výsledky ukazují, že M15344 měla vyšší výnosnost obsahu biomasy, ale i tak je obsah 

P(3HB) zanedbatelný i přesto, že tato bakterie je schopná využívat glukózu pro svůj růst 

(Obrázek 19). Kdežto bakterie DSM15344, nebyla schopná využít glukózu pro svůj růst, 

a tak je jak obsah P(3HB), tak biomasy minimální, čemuž odpovídá i změřená růstová křivka 

u této bakterie.   

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 19: Obsah biomasy a P(3HB) při použití glukózy jako zdroje uhlíku 

Při sledování úbytku glukózy byla bakterie M15344 schopná utilizovat tento sacharid 

z koncentrace 8 g/l na koncentraci 2,7 g/l (Obrázek 20). Bakterie DSM15344 utilizovala 

glukózu do času 48 hodin a následně se koncentrace glukózy začala zvyšovat. Jeden 

z možných důvodů může být rozdílná strategie využívání sacharidů u obou kmenů této 

bakterie. Pravděpodobně u bakterie M15344 došlo při oživení a lyozilizaci v české sbírce 

ke změnám, a tak se od sebe tyto bakterie liší v schopnosti využívání sacharidů. 
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Obrázek 20: Utilizace glukózy 

4.2 Růstové křivky při použití kombinace dvou sacharidů 

4.2.1 Xylóza a glukóza 

Výsledky z měření růstových křivek v minerálním médiu s přidanou glukózou a xylózou 

ukazují, že bakterie M15344 dosáhla maximální hodnoty optické hustoty v čase 60 hodin, 

po které následoval pokles růstové křivky. Pokles může být způsoben vyčerpáním zdroje 

uhlíku. Jelikož bakterie M15344 neutilizovala xylózu, mohla být glukóza vyčerpána a růst se 

zastavil. Bakterie DSM15344 dosáhla přibližně dvakrát vyšší hodnoty optické hustoty v čase 

60 hodin oproti bakterii M15344 (Obrázek 21). Bakterie DSM15344 byla od 36 hodiny 

v exponenciální fázi do času 60 hodin a poté byla ve stacionární fázi do konce produkce. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 21: Růstová křivka bakterií při použití kombinace xylózy a glukózy v minerálním médiu 

Z výsledků obsahu biomasy a P(3HB) jde vidět, že bakterie DSM15344 vyprodukovala vyšší 

množství biomasy a P(3HB) než bakterie M15344 (Obrázek 22). V čase 72 hodin měla bakterie 

DSM15344 dvakrát vyšší obsah biomasy a P(3HB). Nejvyšší výsledek obsahu biomasy 

u M15344 byl v čase 48 hodin s koncentrací 1,9 g/l, za to u kmene DSM15344 dosahovala 

biomasa ve stejné hodnotě 3,7 g/l a koncentrace polymeru byla 2,1 g/l. Za nižším nárůstem 

bakterie M15344 můžou být změny, které nejspíše byly způsobeny opětovnou lyofilizací 

původní kultury.  
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Obrázek 22: Obsah biomasy a P(3HB) při použití xylózy a glukózy jako zdroje uhlíku 

Výsledky utilizace ukazují (Obrázek 23), že M15344 preferovala glukózu před xylózou. 

Glukóza byla kompletně spotřebována, zatímco xylóza zůstala v původní koncentraci. Za to 

bakterie DSM15344 nejprve utilizovala xylózu, kterou během kultivace celou spotřebovala. 

Zároveň DSM15344 utilizovala glukózu, kdy byla její původní koncentrace 9 g/l snížena 

na koncentraci 5 g/l. Z vyšlých výsledků je možné říct, že bakterie M15344 není schopná 

využívat xylózu, a naopak bakterie DSM15344 je schopná využít oba sacharidy, ale preferuje 

xylózu před glukózou. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 23: Utilizace xylózy a glukózy 

4.2.2 Xylóza a celobióza 

Další testovanou kombinací sacharidů byla xylóza společně s celobiózou. Z výsledků plyne, 

že kultivace vybraných bakteriálních kmenů v médiu obsahující kombinaci xylózy a celobiózy 

měla vliv na průběh růstových křivek bakterií. Z porovnání růstových křivek lze říct, že bakterie 

DSM15344 byla schopná využít jak xylózu, tak celobiózu. Bakterie DSM15344 rostla rychleji 

a docházelo u této bakterii k diauxii, kdy nejprve využila jeden zdroj sacharidu pro svůj růst 

a následně druhý (Obrázek 24). Průběh růstové křivky bakterie M15344 byl odlišný, lag fáze 

lze pozorovat až do 24 hodiny kultivace, poté přechází do exponenciální fáze a od 60 hodiny 

byla bakterie ve stacionární fázi až do konce kultivace. Hodnoty optické hustoty jsou u bakterie 

DSM15344 přibližně třikrát vyšší než u bakterie M15344.  
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Obrázek 24: Růstová křivka bakterií při použití kombinace xylózy a celobiózy v minerálním médiu 

Rozdílnost kmenů je možné pozorovat i na koncentracích biomasy a naprodukovaného PHA. 

Když byla v minerálním médiu využita kombinace xylózy a celobiózy, tak DSM15344 byla 

schopná vyprodukovat vyšší množství biomasy a P(3HB) než bakterie M15344 (Obrázek 25). 

Nejvyšší hodnota biomasy u M15344 byla v čase 72 hodin s koncentrací 2,2 g/l a nejvyšší 

obsah P(3HB) byl v čase 60 hodin s hodnotou 0,5 g/l. Bakterie DSM15344 měla v čase 

60 hodin dvakrát vyšší obsah P(3HB) oproti M15344 a to 2,5 g/l, v tomto čase měla DSM15344 

i nejvyšší obsah biomasy. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 25: Obsah biomasy a P(3HB) při použití xylózy a celobiózy jako zdroje uhlíku 

Z průběhu měření zbytkového sacharidu (Obrázek 26) pro bakterii M15344 je možné 

pozorovat, že bakterie přednostně využívá celobiózu, kterou celou spotřebovala, dále 

využívala xylózu, ale tu pouze v prvních 24 hodinách, poté už nebyla utilizována. Od 24 hodiny 

se začala zvyšovat koncentrace glukózy, která vznikla štěpením celobiózy. Naopak bakterie 

DSM15344 byla schopná využít veškerou celobiózu i xylózu. DSM15344 nejprve utilizovala 

celou dostupnou koncentraci celobiózy, kdy došlo k jejímu vyčerpání do 48 hodin kultivace, 

koncentrace xylózy byla vypotřebována až v čase 72 hodin. Zároveň u bakterie DSM15344 

docházelo k uvolňování glukózy z celobiózy již od počátku kultivace.  
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Obrázek 26: Utilizace xylózy a celobiózy 

4.2.3 Celobióza a glukóza  

Výsledky naznačují, že bakterie DSM15344 má lepší schopnosti pro využití různých zdrojů 

uhlíku pro svůj růst než bakterie M15344. Průběh růstové křivky u DSM15344 ukazuje diauxii, 

kdy bakterie prvně využívala pro svůj růst celobiózu a následně probíhal růst díky využívání 

glukózy. Pro bakterii M15344 se jeví jako vhodný zdroj uhlíku pro růst pouze glukóza, 

a proto má nižší optickou hustotu a nižší průběh růstové křivky než bakterie DSM15344, 

která byla schopná využít oba sacharidy (Obrázek 27).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 27: Růstová křivka bakterií při použití kombinace celobiózy a glukózy v minerálním médiu 

Z výsledků, obsahu biomasy a P(3HB), jde vidět, že bakterie M15344 má nižší výnosnost 

než bakterie DSM15344. Nižší výsledky u M15344 mohou být způsobeny tím, že bakterie byla 

schopná pro svůj růst využít pouze glukózu. Obsah biomasy je u DSM15344 přibližně dvakrát 

větší než u bakterie M15344 (Obrázek 28). Nejvyšší obsah biomasy u bakterie M15344 byl 

v čase 72 hodin s koncentrací 2,2 g/l, v tomto čase měla bakterie DSM15344 dvakrát vyšší 

obsah biomasy. U bakterie DSM15344 byl nejvyšší obsah biomasy a P(3HB) v čase 48 hodin 

a to 4,9 g/l biomasy a 2,5 g/l polymeru. 
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Obrázek 28: Obsah biomasy a P(3HB) při použití celobiózy a glukózy jako zdroje uhlíku 

Výsledky utilizace sacharidů ukazují, že bakterie M15344 nebyla schopna využít celobiózu 

jako zdroj uhlíku, zatímco glukóza byla postupně utilizována až do úplného vyčerpání. To 

naznačuje, že bakterie M15344 je schopna využívat pouze glukózu jako zdroj uhlíku. Naopak 

bakterie DSM15344 byla schopna využít celou koncentraci celobiózy už v čase 24 hodin, 

zároveň byla schopna využít uvolněnou glukózu z celobiózy a její původní koncentrace se 

nejprve zvýšila a následně klesla na 4 g/l (Obrázek 29). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 29: Utilizace celobiózy a glukózy 

4.3 Růstové křivky při použití tří sacharidů 

V rámci studia metabolismu kmene S. thermodepolymerans byla také otestována kombinace 

všech tří použitých sacharidů. Výsledky měření růstových křivek bakterií M15344 a DSM15344 

v minerálním médiu s přidanou celobiózou, glukózou a xylózou jako zdrojem uhlíku ukazují, 

že bakterie DSM15344 přešla z exponenciální fáze do stacionární fáze růstové křivky. 

Kdežto bakterie M15344 rostla minimálně, čemuž odpovídá i nižší změřená optická hustota 

(Obrázek 30). To může být způsobeno tím, že bakterie DSM15344 byla schopná lépe využít 

přidané sacharidy jako zdroje uhlíku než bakterie M15344.  
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Obrázek 30: Růstová křivka bakterií při použití kombinace tří sacharidů v minerálním médiu 

Obsah P(3HB) při spojení tří sacharidů v minerálním médiu je u bakterie M15344 

zanedbatelný oproti bakterie DSM15344. Bakterie DSM15344 měla přibližně pětkrát vyšší 

výtěžky obsahu biomasy než bakterie M15344 (Obrázek 31). Koncentrace PHA u bakterie 

DSM15344 dosahovala 4,2 g/l, takže PHA tvořilo téměř 71,1 % hmotnosti suché biomasy. 

Nízké hodnoty biomasy a P(3HB) u bakterie M15344 můžou být způsobeny tím, že bakterie 

není schopná utilizovat xylózu, a tak neměla dostatek živin pro svůj buněčný růst. Naopak 

bakterie DSM15344 byla schopná využít všechny tři dostupné sacharidy, tím pádem má vyšší 

obsah biomasy i P(3HB). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 31: Obsah biomasy a P(3HB) při použití xylózy, celobiózy a glukózy jako zdroje uhlíku 

Bakterie M15344 utilizovala nejprve glukózu, kterou vyčerpala v prvních 36 hodinách kultivace, 

následně spotřebovala celobiózu, k jejímu vyčerpání došlo ve 48 hodinách kultivace a zároveň 

nebyl pozorován růst glukózy z celobiózy. Na druhé straně, bakterie DSM15344 byla schopna 

spotřebovat xylózu i celobiózu zároveň. U utilizace glukózy byl pozorován rozdíl v čase 

spotřeby mezi oběma kmeny. Zatímco bakterie M15344 spotřebovala glukózu jako první, 

bakterie DSM15344 ji začala spotřebovávat až po 36 hodinách, což znamená, že pro tuto 

bakterii je glukóza méně vhodným zdrojem sacharidu než xylóza a celobióza (Obrázek 32). 

 

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

O
D

 [
6

0
0

 n
m

]

t [h]

M15344 

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

O
D

 [
6

0
0

 n
m

]

t [h]

DSM15344

0

1

2

3

4

5

6

7

0 12 24 36 48 60 72

c
[g

/l
]

t [h]

M15344

Biomasa P(3HB)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 12 24 36 48 60 72

c
[g

/l
]

t [h]

DSM15344

Biomasa P(3HB)



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 32: Utilizace xylózy, celobiózy a glukózy 

4.4 Porovnání vlivu použitého substrátu na molekulovou hmotnost polymeru 
PHA  

Pomocí metody SEC-MALS byly měřeny vzniklé polymery P(3HB) u bakterie M15344 

a bakterie DSM15344 z času 72 hodin.  

Z výsledků pro bakterii M15344 (Tabulka 9) jde vidět, že nejvyšší molekulovou hmotnost měly 

polymery, které obsahovaly pouze jeden zdroj uhlíku v minerálním médiu, a to xylózu, 

celobiózu nebo glukózu. Nejnižší molekulová hmotnost byla u vzorku, kde byla v minerálním 

médiu použita kombinace xylózy a celobiózy, jako zdroj uhlíku. Nižší molekulové hmotnosti 

u tohoto vzorku mohou být způsobeny tím, že u této kombinace byl minimální obsah P(3HB). 

Bakterie DSM15344 má v porovnání s M15344 vyšší molekulové hmotnosti u všech vzorků, 

které byly měřeny (Tabulka 10). Nejvyšší molekulová hmotnost u DSM15344 byla naměřena 

u polymeru, jehož produkce probíhala za využití kombinace xylózy a celobiózy. Naopak 

nejnižší molekulová hmotnost byla detekována u polymeru, u kterého byla při produkci použita 

xylóza.  

Jako další byla změřena polydisperzita, která charakterizuje zastoupení jednotlivých délek 

makromolekul ve vzorku. Čím blíže je hodnota polydisperzity číslu 1, tím je polymer 

monodisperznější, to znamená, že řetězce polymeru ve vzorcích jsou přibližně stejně dlouhé. 

U bakterie M15344 byla nejnižší polydisperzita naměřena u polymeru, kde byla v minerálním 

médiu použita celobióza, naopak nejvyšší polidysperzita byla změřena u polymerů, u kterých 

byla při produkci použita kombinace dvou sacharidů, a to xylóza s celobiózou a glukóza 

s celobiózou. U bakterie DSM15344 byla nejnižší polydisperzita u vzorku, ve kterém byla 

použita kombinace tří sacharidů v minerálním médiu. Naopak nejvyšší polydisperzita byla 

změřena u vzorku, kde byla pro kultivaci využita kombinace xylózy a celobiózy. 
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Tabulka 9: Výsledky stanovení molekulových hmotností P3HB v čase 72 hodin pro bakterii M15344 

Sacharid 
Molekulová hmotnost 

(kDa) 

Polydisperzita 

(–) 

Množství 

PHA (g/l) 

Xylóza 377,69±6,56 1,26±0,10 1,28±0,00 

Glukóza 288,57±0,30 1,31±0,00 0,26±0,01 

Celobióza 376,32±12,33 1,21±0,02 0,93±0,25 

Xylóza 

s celobiózou 
94,91±3,50 1,52±0,05 0,47±0,20 

Xylóza 

s glukózou 
116,22±4,56 1,38±0,05 0,29±0,02 

Glukóza 

s celobiózou 
105,53±5,71 1,52±0,05 0,45±0,06 

Tabulka 10: Výsledky stanovení molekulových hmotností P3HB v čase 72 hodin pro bakterii 

DSM15344 

Sacharid 
Molekulová hmotnost 

(kDa) 

Polydisperzita 

(–) 

Množství PHA 

(g/l) 

Xylóza 292,38±0,38 1,29±0,03 2,78±0,50 

Celobióza 305,36±15,15 1,27±0,03 4,96±0,47 

Xylóza 

s celobiózou 
402,15±1,60 1,72±0,07 1,62±0,00 

Xylóza 

s glukózou 
379,14±7,42 1,43±0,07 2,43±0,06 

Glukóza 

s celobiózou 
312,86±6,49 1,31±0,11 0,63±0,00 

Xylóza, 

glukóza, 

celobióza 

328,33±4,40 1,19±0,00 4,23±0,00 
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5 ZÁVĚR 

Bakalářská práce se zaměřovala na sledování metabolických vlastností termofilní bakterie 

Schlegellela thermodepolymerans se sbírkovými čísly M15344 a DSM15344 v závislosti 

na přidaných substrátech do minerálního média a jejich schopnosti produkovat P3HB.  

U všech měřených vzorků byla stanovena růstová křivka, průběh utilizace sacharidů pomocí 

kapalinové chromatografie, obsah P3HB pomocí plynové chromatografie, množství biomasy 

bylo stanoveno gravimetricky, a nakonec byla stanovena molekulová hmotnost 

a polydisperzita ve výsledném polymeru P(3HB).  

Ze změřených růstových křivek je možné pozorovat, že bakterie DSM15344 vykazovala 

optimálnější průběhy růstových křivek než bakterie M15344. Pouze v případě, ve kterém byla 

použita glukóza jako jediný zdroj uhlíku, vykazovala bakterie DSM15344 minimální průběh 

růstové křivky. Což dokazuje, že glukóza není vhodným zdrojem uhlíku pro kmen DSM15344. 

Bakterie DSM15344 dosáhla nejvyšších výsledků obsahu biomasy a P(3HB) při kultivaci 

s přidanou celobiózou v čase 72 hodin, a to s výsledky 7,1 g/l biomasy a 4,9 g/l P(3HB). 

Nejnižší výsledky obsahu biomasy a P(3HB) v čase 72 hodinu byly změřeny u kultivace, 

kde byla použita glukóza jako zdroj uhlíku s obsahem biomasy 0,03 g/l a žádným P(3HB). 

U bakterie M15344 byl nejvyšší obsah biomasy a P(3HB) naměřen u kultivace s přidáním 

xylózy do minerálního média s výsledky 3,4 g/l biomasy a 1,3 g/l P(3HB). Naopak nejnižší 

výsledky v čase 72 hodin vykazovala bakterie u měření, ve kterém byla použita kombinace tří 

sacharidů, obsah biomasy byl 1,5 g/l a obsah P(3HB) byl 0,1 g/l.  

Dále byl sledován průběh utilizace sacharidů měřením zbytkového sacharidu v médiu. 

Zbytkové sacharidy byly měřeny, aby se dalo určit, který sacharid danému bakteriálnímu 

kmenu vyhovuje a bude tak nejvhodnějším substrátem pro případnou produkci P(3HB).   

Bakterie DSM15344 nejrychleji dokázala utilizovat celobiózu, čemuž odpovídají i nejvyšší 

výsledky obsahu biomasy a P(3HB), při použití tohoto substrátu. Z výsledků měření utilizace 

pro M15344 jde vidět, že bakterie nebyla schopná utilizovat xylózu, ale i přesto docházelo 

k produkci P(3HB) a biomasy při použití tohoto substrátu v minerálním médiu.  Nejzajímavější 

výsledek utilizace sacharidů byl pozorován u měření, ve kterém byla použita kombinace xylózy 

a glukózy, kdy jsme mohli pozorovat, že bakterie M15344 preferuje glukózu, a naopak bakterie 

DSM15344 preferovala xylózu.  

Výsledky stanovení molekulových hmotností P(3HB) ukazují rozdílné výsledky u obou 

bakteriálních kmenů v závislosti na použitém substrátu v minerálním médiu. U bakterie 

M15344 je nejnižší molekulová hmotnost při použití kombinace xylózy a celobiózy 

v minerálním médiu s hodnotou 94,91 kDa, naopak při této kombinaci u bakterie DSM15344 

je molekulová hmotnost nejvyšší ze všech měření, a to s hodnotou molekulové hmotnosti 

402,15 kDa. Nejvyšší naměřená molekulová hmotnost pomyleru u bakterie M15344 byla 

377,69 kDa v médiu s přidanou xylózou, naopak u DSM15344 byla molekulová hmotnost 

s přidanou xylózou v minerálním médiu nejnižší (292,38 kDa), i přesto, že se pro DSM15344 

jeví xylóza, jako vhodný substrát pro produkci P(3HB). 

Na závěr lze říct, že bakterie DSM15344 dokáže produkovat vyšší obsah P(3HB) než bakterie 

M15344. Nejvýhodnější substrát pro růst DSM15344 je xylóza a celobióza. U bakterie M15344 

bylo zjištěno, že není schopná utilizovat xylózu a pro svůj růst preferuje glukózu. Z toho 
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vyplívá, že bakterie mají nejspíše rozdílné metabolické schopnosti ve využívaná sacharidů 

pro využití uhlíku ke svému růstu. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

PHA      polyhydroxyalkanoáty 

P(3HB)    poly(3-hydroxybutyrát) 

P(3HB-co-3HHX)   poly(3-hydroxyburyrát-co-3-hydroxyhexanoát) 

P(3HB-co-3HV)   poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát)  

P(3HO-co-3HD)    poly(3-hydroxyoktanoát-co-3-hydroxydekanoát)  

P(3HO)     poly(3-hydroxyoktanoát)  

3HV     3-hydroxyvalerát 

3HB     3-hydroxybutyrát 

Scl-PHA    PHA s krátkým řetězcem 

Mcl-PHA    PHA se středně dlouhým řetězcem 

Lcl-PHA    PHA s dlouhým řetězcem 

SEM-MALS  vylučovací chromatografie s detektorem měření statický 

rozptyl světla ve více úhlech 

HPLC-RI  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s refraktometrickým detektorem 

GC-FID plynová chromatografie s plamenově ionizačním 

detektorem 

PhaA     acetyl-CoA-acetyltransferáza 

PhaB     acetoacetyl-CoA-reduktáza 

PhaC     PHA syntáza 

PhaG     3-hydroxyacyl-ACP-CoA-transferáza 

PhaJ     enoyl-CoA-hydratáza 

PhaR     regulační protein PHA syntézy 

FadD     acyl-CoA syntáza 

FadB     enoyl-CoA hydratáza 

FadE     acyl-CoA dehydrogenáza 

FabG     ketoacyl-ACP-reduktáza 
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GC     guanino-cytosinová vazba 

AT     adenino-thyminová vazba 

NDP     nukleosid-difosfátkináza  

ACP     acylový nosný protein 

ATP     adenosintrifosfát  

ADP     adenosindifosfát 

AMP     adenosinmonofosfát 

TCA     citrátový cyklus 

CoA     koenzym A 

CDM     hmotnost suché buňky 

EDTA     kyselina ethylendiaminteraoctová 

TES II     roztok stopových prvků  
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8 PŘÍLOHY  

 

Obrázek 33: Kalibrační křivka pro xylózu 

 

Obrázek 34: Kalibrační křivka pro glukózu 
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Obrázek 35: Kalibrační křivka pro celobiózu 

 

Obrázek 36: Chromatogram kalibrační křivky 
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