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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zamétena na studium produkce polyhydroxyalkanoatti pomoci
extremofilnich zastupcti rodu Bacillus a ptibuznych rodl. V rdmci prace byly zkouméany jak
sbirkové mikroorganismy Ureibacillus composti DSM 171951, Alkalibacillus haloalkaliphilus
DSM 5271, Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446, Halobacillus halophilus CCM 3527,
Thermobacillus composti DSM 18247 a Bacillus licheniformis CCM 2206, tak i izolované
mikroorganismy  z ptirodnich  zdroj0  Aneurinibacillus  thermoaerophilus  LK7,
Aneurinibacillus thermoaerophilus  F109,  Aneurinibacillus  thermoaerophilus ~ AFn2,
Geobacillus thermodenitrificans F101, Geobacillus thermodenitrificans F102, Geobacillus
stearothermophilus A12 a Geobacillus sp. AH11.V teoretické ¢asti jsou popsany extremofilni
mikroorganismy, polyhydroxyalkanoaty a jejich vyuziti. V experimentalni ¢asti byla provedena
detekce produkce PHA na trovni genotypu pomoci metody PCR, kde byla zjistovana
ptitomnost PHA syntaz prvni a ¢tvrté tfidy pro urcité zdstupce a taktéZ pifitomnost genu
16SrRNA. Déle byla testovana produkce PHA na trovni fenotypu, kde se testovala utilizace
riznych uhlikovych zdroji a schopnost mikroorganismi tvofit s riznymi prekurzory
kopolymery 4HB a 3HV pfi riiznych teplotach. Kopolymery jsou velice zajimavé svymi
vlastnostmi, diky kterym maji Sirokou Skalu vyuziti. Jako nejlep$im zastupcem se pro produkci
PHA v této praci ukazal mikroorganismus Aneurinibacillus thermoaerophilus AFn2 s produkci
PHA az 1,99 g/l a kopolymeru 3HV az 0,49 g/1.

KLICOVA SLOVA

Polyhydroxyalkanotaty, extremofilni mikroorganismy, Ureibacillus composti, Alkalibacillus
haloalkaliphilus, Thermobacillus composti, Bacillus licheniformis, Alicyclobacillus
acidocaldarius, Aneurinibacillus  thermoaerophilus, Geobacillus thermodenitrificans,

Geobacillus stearothermophilus, Geobacillus sp.



ABSTRACT

This Bachelor thesis is focused on study of production od polyhydroxyalcanoteas
by extremophilic bacteria of genus Bacillus and related genera. In this thesis were studied
microorganisms from german and czech collections Ureibacillus composti DSM 171951,
Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271, Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446,
Halobacillus  halophilus CCM 3527, Thermobacillus composti DSM 18247, Bacillus
licheniformis CCM 2206 and isolated microorganisms from natural sources Aneurinibacillus
thermoaerophilus ~ LK7,  Aneurinibacillus thermoaerophilus  F109,  Aneurinibacillus
thermoaerophilus ~ AFn2,  Geobacillus  thermodenitrificans  F101,  Geobacillus
thermodenitrificans F102, Geobacillus stearothermophilus A12, Geobacillus sp. AHII1.
The theoretical part describes extremophilic microorganisms, polyhydroxyalkanoates and their
applications. In the experimental part, the detection of PHA production at the genotype level
was performed using the PCR method, where the presence of first and fourth class PHA
synthases was detected. Detection of presence of the /6SrRNA gene was performed by PCR.
PHA production was also tested at the phenotype level, where the ability of utilization
of different carbon sources and the ability of microorganisms to form 4HB and 3HV
copolymers with different precursors at different temperatures was monitored. Copolymers
are very interesting because of their properties, which make them suitable for a wide range
of applications. The microorganism Aneurinibacillus thermoaerophilus AFn2 proved to be
the best representative for PHA production in this work, producing PHA up to 1,99 g/l and 3HV
copolymer up to 0,49 g/l.

KEY WORDS

Polyhydroxyalkanoates, extremophilic microorganisms, Ureibacillus composti, Alkalibacillus
haloalkaliphilus, Thermobacillus composti, Bacillus licheniformis, Alicyclobacillus
acidocaldarius, Aneurinibacillus  thermoaerophilus, Geobacillus thermodenitrificans,

Geobacillus stearothermophilus, Geobacillus sp.
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1. UVOD

Polyhydroxyalkanoaty jsou v poslednich letech velice zkoumanym materidlem, ktery
by vbudoucnu mohl ¢aste¢né¢ nahradit syntetické plasty, které velice zatézuji planetu.
Syntetické plasty se vyskytuji takika ve vSech priimyslovych odvéti, at’ uz jako soucastky do aut
nebo obalové materidly. Nejvice vSak zatézuji Zivotni prostfedi plastové vyrobky na jedno
pouziti nebo pravé obalové materialy. Tyto vyrobky by bylo dobré nahradit néjakou vhodnou
alternativou, jako jsou naptiklad polyhydroxyalkanoaty. Polyhydroxyalkanoaty jsou
biodegradabilni a biokompatibilni a diky svym dobrym mechanickym a chemickym
vlastnostem by bylo mozné je vyuzivat ve zdravotnictvi, farmacii a taktéz by mohly slouzit jako
obaly potravin. Ackoli jsou vlastnosti a vyuziti polyhydroxyalkanoatl velice zajimavé, hlavni

prekazkou a problémem jsou vysoké finan¢ni naroky.

Polyhydroxyalkanoaty jsou produkovany mikroorganismy jako zdsobni zdroj uhliku
aenergie. Mezi témito zastupci mikroorganismii se vyskytuji taktéz extremofilni
mikroorganismy. Ty jsou svymi vlastnostmi velice zajimavé, jelikoz vyzaduji bud’ velice
nizkou nebo velice vysokou teplotu, pH, anebo dokonce salinitu. To z jejich prostiedi déla
takové prosttedi, které je velice nevhodné pro bézné druhy kontaminujicich bakterii. Tento fakt
by mohl pomoci ke snizeni finan¢nich nékladt, jelikoz prostiedi produkce by nemuselo
probihat ve velice sterilnich podminkach. TaktéZ pfi vhodném slozeni média a vybéru
vhodnych prekurzorti a teploty, 1ze pomoci mikroorganismti vyprodukovat rtizné polymery,
které se vyznacuji rGznymi vlastnostmi, které vylepSuji mechanické vlastnosti vysledného
polymeru. Lze tedy fict, Ze pfi vhodném vybéru mikroorganismu a podminek pro dany

mikroorganismu by se dala cena produkce PHA sniZit a mohly by tak byt vice dostupné.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Extremofilni mikroorganismy

Za extremofilni mikroorganismy se povazuji takové, které prosperuji v extrémnich
podminkach. Extrémnimi podminkami mohou byt vysoké ¢i velice nizké pH, teplota a salinita
v porovnanim s normalnimi podminkami ve kterych prosperuji bézné organismy. Jako
normalni podminky povazujeme teplotu 2040 °C, hodnota pH okolo 7 a atmosféricky tlak.
Nejen ze mikroorganismy tyto extrémni podminky toleruji, ale i vyZaduji pro rust a pteziti.
Prostiedi, ve kterych se vyskytuji mazou byt solnd jezera, geotermalni prameny, nebo
i Clovékem vytvofené prostiedi jako chladirna. Pteziti v téchto neptiznivych podminkach
se u nich vyvinuly ur¢ité chemické a strukturalni adaptace. Jejich enzymy jsou odlisné a mohou
mit Siroké mnozstvi aplikaci. Rozdéleni extremofilnich mikroorganismli zobrazuje
tabulka 1[1,2].

Tabulka 1: Rozdéleni a ptiklady extremofilnich mikroorganismu [1]

Enviromentalni . s
parametr Typ Podminky Priklady
Hypertermofilni Rist > 80 °C Pyrolobus fumarii
Teplota Termofilni Rust 45-80 °C Synechococcus lividis
Psychrofilni Rist < 15 °C Psychrobacter
Tlak Piezofilni (barofilni) Vyzaduji vysoky tlak
Vyzaduje vysoky
Salinita Halofilni obsah soli (2-5 M Dunaliella salina
NaCl)
o Alkalofilni pH>9 Bacillus firmus
p Acidofilni Nizké pH Cyanidium caldarium
Radiace Toleruji radiaci Delr'zococcus
radiodurans
VysuSeni Xerofilni Toleruji/(r)lg;lostatek Artemia salina

2.1.1. Biotechnologické vyuziti extremofilnich mikroorganismi

Extremofilni mikroorganismy diky svym vlastnostem, které jim umoZziuji pfezit
v nepiiznivych podminkach, jako je vysoka teplota, salinita anebo pH, jsou velice zkoumané
pro jejich schopnost produkce metabolitl, kterymi jsou napiiklad polyhydroxyalkanoaty
a extremozymy, C€OZ jsou

enzymy fungujici v extrémnich podminkach. Uplatnéni

extremofilnich enzymu v primyslu k vidéni v tabulce 2 [3, 4].



Tabulka 2. Aplikace vybranych extremofilnich mikroorganismu a jejich enzymu v pramyslu [4]

Optimalni
Mikroorganismus Zdroj Enzym reakéni Vyuziti
teplota [°C]
Termofilni o Potravmqrsk’y,
. Termalni . farmaceuticky, a
Anoxybacillus sp. a-amylaza 60 bi ok
GXS-BL prameny ioenergeticky
primysl, detergent
Erwinia sp. E602 Zmrzl4 puda Chladuvzdorna 40 MIlécny pramysl

B-galaktosidaza

Alteromonas sp. y 1 Potravinatsky
ML117 Mote B-galaktosidaza 10 primys]
Bacillus subtilis . Alkalitolerantni Biopalivo a
Neni znamo . 60 P
Lucky9 xylanaza potravinarstvi
Cellulomonas fimi . Termostabilni . .
ATCC484 Puda endoglukanaza 65 Biorafinerie
Termofilni Termalni Organické syntéz
Anoxybacillus sp. Alkalické lipaza 50 g yniezy.,
HBB16 prameny detergent, bionafta
Exiguobacterium Antarkticka Chladuvzdorna 30 Biorafinerie,
antarcticum B7 ptda B-glukosidaza ethanol

Termofilni mikroorganismy prosperuji pii vyssich teplotach s optiméalnim rastem okolo
45-80 °C a jsou posledni dobou velice zkoumané pro vyuziti v biotechnologickych procesech.
Nejvice byly vyuzivany pro piipravu ethanolu v laboratornich méfitcich a jsou taktéz
vyznamnym zdrojem termostabilnich enzymi. Termostabilni enzymy nasly Siroké pole
uplatnéni v priimyslu piedevs§im diky jejich odolnosti vii¢i vysokym teplotam a denaturacnim
¢inidlim. Uplatnéni nachézi naptiklad pfi vyrobé bioenergie a pifi anaerobni fermentaci. Dale
je mozné uplatnéni naptiklad v biosenzorech. Dale se daji vyuZit v Cisticich prostfedcich,

kde mohou byt potteba enzymy stabilni pii vysokém pH a vysoké teploté [4, 5].

Psychrofilni mikroorganismy prosperujici v chladném prostftedi a produkuji
exopolysacharidy, které¢ umoziuji psychrofilni bakterii pteZit nizké teploty. Tyto polysacharidy
muzou byt vyuZity v biomedicing, potravindiském primyslu a pro vyrobu biomateridli,
bohuZel jejich produkce pomoci psychrofilnich bakterii je velice nizka. Enzymy psychrofilnich
mikroorganismiit miizou fungovat pii velice nizkych teplotach, coz jim dava urcit¢ vyhody

v biotechnologiich [4].

Alkalofilni mikroorganismy jsou vyuzivany v biotechnologické vyrobé& produktti pro
bézny trh a taktéz jsou zkoumany pro produkci antibiotik. NejstudovangjSimi mikroorganismy
vtomto odvétvi jsou vSudypfitomné mikroorganismy rodu Bacillus. Alkalofilni
mikroorganismy rodu Bacillus se nepovazuji patogenni a maji vysokou produkéni kapacitu

extracelularnich enzymii. Enzymy alkalofilnich mikroorganismi maji diky jejich termostabilité

10



a substratové specifité potencial pro produkci biopaliv. Taktéz xylanaza alkalofilti ma vyuziti

v procesu béleni sodnych bunicin bez Gpravy pH, coz velice snizuje naklady [4,6,7].

Enzymy acidofilnich mikroorganismti vykazuji stabilitu pfi nizkém pH a vysoké
teploté, coz z nich d€la mikroorganismy, které maji velky potencial pro vyuziti v primyslu.
V Skrobarenském prumyslu by mohla byt vyuzita a-amylasa Alicyclobacillus acidocaldarius
a Bacillus acidicola, kde je potieba enzym, co je stabilni pfi nizkém pH a vysoké teploté. Déle
by mohly najit vyuziti ve farmaceutickém pramyslu a mikrobiohydrometalurgie. Enzym
xylanaza produkovan acidofilni bakterii Penicillium oxalicum GZ-2 je vyuzitelny pii vyrobé

biopaliv, zvifeciho krmeni a v potravinaiském primyslu [4,6,8].

Halofilni mikroorganismy hraji roli pfi fermentac¢ni produkci potravin, kde dodavaji
potravinam charakteristickou chut a aroma. Diky velice slanému prostfedi, ve kterém
prosperuji, je velice nizké riziko kontaminace. Enzymy, jako jsou o-amylaza, lipaza
a glukoamylaza, maji potencial pii vyrobé biopaliv a mastnych kyselin. Kompatabilni soluty,
kterymi jsou ectoiny a hydroxyectoiny, se mohou uplatnit v biotechnologickych aplikacich jako

stabilizatory biomolekul proti stresu [4,6,9]

2.1.2. Termofilni mikroorganismy

Termofilnimi mikroorganismy myslime takové, které prosperuji pii vysokych teplotach.
Vyskytuji se v piid€, vulkanickych prostfedich a geotermalnich pramenech. Jejich schopnost
piezivat a rust v teplotach nad 45 °C je zplisobena tepelné stabilnimi makromolekulami. Diky
rstu ve vysokeé teploté jsou enzymy fyzikalné a chemicky stabilni. Rody Bacillus a Clostridium
jsou bézné v samo ohtevnych prostiedich jako je naptiklad kompost, zde je také velka druhova
rozmanitost mikroorganismi. Na druhou stranu v termélnich pramenech, kde je teplota stabilné
udrzovana nad 60 °C, je druhova rozmanitost podstatné nizsi, vyskytuji se zde naptiklad rody
Thermus a Thermoanaerobium. Druhova rozmanitost zaleZi 1 na dalSich parametrech prostiedsi,
jako je pH a mnozstvi zivin. Alkalické nebo kyselé prostiedi obsahuje mensi zastoupeni druhii
nez neutrdlni prostfedi. Horni teplotni hranice jeSté neni zndma, ovSem vysoka teplota klade
fyzikdln¢ chemické omezeni pro mikroorganismy vyzadujici komplexni membranovou

organizaci [10].

Proteiny, nukleové kyseliny a lipidy maji malé strukturdlni rozdily od mezofilnich
mikroorganismt diky kterym jsou v téchto extrémnich podminkach schopni pfezit.
Produkované specifické polyaminy funguji jako ochrana makromolekul pted vysokou teplotou.
Dalsim pfizplisobenim na extrémni teplotu je vysSi obsah nasycenych mastnych kyselin

v membranovych lipidech, cozZ zajist'uje spravnou funkci membrany [10].

11



2.1.3. Halofilni mikroorganismy

Halofilni mikroorganismy jsou tolerantni vii¢i vysoké koncentraci soli v prostiedi kde
ziji. Mistem vyskytu byvaji sland a solné jezera s vysokou koncentraci NaCl, vétSina téchto
prostiedi vznikla odpafenim motské vody. Pro pfeziti v téchto podminkéch si vyvinuli dva
mechanismy. Prvnim mechanismem je akumulace a syntéza kompatibilnich soluti, které maji
funkci stabilizatoru. Druhym mechanismem je fizeni trovné soli pomoci piijmu K* iontd
do cytoplazmy k vyrovnani osmotického tlaku, z cytoplazmy se uvolfiuje Na“. Mikroorganismy
vyuzivajici tento mechanismus méni chemické slozeni proteint tak, Ze obsahuji vice soli, ¢ehoz
dosahnou zvysSenim koncentrace soli v cytoplazmatické membrané¢ na uroven koncentrace soli

v okolnim prostedi [11,12].

Jsou hlavnim zdrojem zkoumani bioaktivnich sloucenin jako jsou napftiklad
antioxidanty nebo kompatibilni soluty. Kompatibilni soluty, neboli osmoticky aktivni latky,
kterymi mohou byt napiiklad ectoin a hydroxyectoin, udrzuji bunku v pozitivni vodni
rovnovaze a jsou kompatibilni s bunéénym metabolismem. Také se miiZze jednat o sacharidy
(trehal6za) nebo o aminokyseliny a jejich derivaty. Mohou se uplatnit v biotechnologickych
aplikacich jako stabilizatory biomolekul proti stresu. Halofilni mikroorganismy se taktéz
vyuzivaji k produkci polyhydroxyalkanoatt, kde se kproducentim ftadi hlavné

archea Haloferax mediterranei ¢i bakterialni rod Halomonas [6,9,13,14].

2.1.4. Acidofilni mikroorganismy

Jednd se o mikroorganismy, které prospivaji v kyselém prostiedi jako jsou sirné
prameny, kde se vyskytuji predev§Sim Sulfolobus solfataricus, Sulfobolus haonensis
a Vulcanisaeta thermophila, nebo vulkanicka jezera a gejziry. Toto prostfedi se vyznacuje
hodnotou pH okolo 4. Aby tyto mikroorganismy mohly v téchto podminkach ptezit, jsou nutné
ur¢ité bunééné adaptace, které pomaéhaji udrzet pH v bunice okolo 5-7. Maji vyvinuty
mechanismus, ktery pumpuje protony z bunééného prostoru, a tak udrzuji pH cytoplazmy
neutralni. Mikroorganismy produkuji enzymy jako napiiklad amyldzy, ligdzy a esterazy, které
jsou stabilni pfi pH 1,7- 4. Vyhodou téchto mikroorganism je ta, Ze diky rlstu pfi nizkém pH,

se velice sniZuje riziko kontaminace vzorku jinymi mikroorganismy [8,15].

2.1.5. Alkalofilni mikroorganismy

Mikroorganismy, které jsou schopné pfezit a prosperovat v prostfedi s hodnotou pH

okolo 9-10. Pfirozenym prostiedim téchto mikroorganisml jsou naptiklad alkalicka jezera,
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ktera obsahuji Na,COs3;, podzemni voda s obsahem Ca(OH),. Nékteré mikroorganismy
se dokonce vyskytuji i v bézné pudé. V alkalickém prostiedi piezivaji diky stavbé bunécné
stény. Ta obsahuje kyselé¢ polymery, které maji schopnost na povrchu stény adsorbovat

sodikové a hydroxoniové ionty a tim odpuzovat ionty hydroxidové [16,17].

2.2. Vybrani zastupci extremofilnich mikroorganismu

2.2.1. Rod Bacillus

Zastupci rodu Bacillus jsou pievazné aerobni, ale néktefi zastupci jsou fakultativné
anaerobni 1 striktné anaerobni. Jsou to sporulujici tyCinky, které jsou v prirod¢ takika
vSudypfitomné. V tomto rodu jsou k nalezeni jak gram-pozitivni zastupci, tak i gram-negativni.
Jedna se o rozsahli rod s velkou skdlou podminek, ve kterych se vyskytuji. Lze zde najit
termofilni, psychrofilni, alkalifilni, halofilni 1 acidofilni zastupce. Maji taktéz Sirokou Skalu
uplatnéni, naptiklad l1ékafstvi, farmaceuticky prumysl a jiné pramysly, kde se uplatiiuje jejich

schopnost produkce fady enzym [18,19].

2.2.2. Thermobacillus composti

Zastupci rodu Thermobacillus jsou tyCinkovité, nepohyblivé bakterie. Jsou aerobni,
termofilni a tvofi nepravidelné kolonie. Optimalni rist je pii 55 °C a pii hodnot¢ pH 7,8. Taktéz

pro optimalni rlst vyZaduji ptitomnost CO; [20].

Thermobacillus composti je stiedné termofilni, aerobni, nepohybliva ty¢inka s optimalni
teplotou rtistu okolo 50 °C a hodnotou pH pfiblizné 9. Kolonie maji vétSinou kruhovy tvar

a krémové bilou barvu [21].

2.2.3. Alkalibacillus haloalkalophilus

Rod Alkalibacillus zahrnuje pfevazné gram-positivni bakterie, ale u starSich kultur
muzou byt gram-variabilni. Tvofi sférické endospory a jsou pfevazné obligatn¢ aerobni. Tvofi
krémoveé bilé kolonie na médiu obsahujici stl. Optimdlni podminky pro rist jsou
pii koncentrace NaCl je 10 % a pH 7-10 u vétSiny druhti. Teplotni rozsah je 15 az 50 °C
s optimem okolo 30 °C [22,23].

Alkalibacillus haloalkaliphilus jsou striktn€ alkalifilni a halofilni pohyblivé tycCinky,
které tvoti sférické spory. Kolonie na médiu obsahujici 5-10 % NaCl jsou bilé, zatimco
pii obsahu NaCl 20 % maji kolonie nazloutlou barvu. Optimalni pH pro rist je piiblizn€ 9,7

[23].
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2.2.4. Halobacillus halophilus

Bakterie rodu Halobacillus tvoii krémove bilé, Zluté az oranzové kruhové kolonie. Jsou
chemoorganotrofni a striktné aerobni. Optimalni podminky pro rist jsou pfi koncentraci soli
5—-10 %, teploté okolo 35 °C a hodnoté pH mezi 7 az 8. Vyskytuji se v hypersalinnich

prostiedich, jako je naptiklad slané piida nebo fermentované potraviny [24].

Halobacillus halophilus je bakterie s ovalnymi buiitkami, ktera se vyskytuje v parech,
anebo v triddach. Tvoii kulaté kolonie s oranzovym zbarvenim. Optimalni teplota je mezi 15 °C
az 37 °C a optimalni hodnota pH je mezi 7-9. Jedna se o aerobni gram-pozitivni bakterii, ktera
prosperuje v prostiedi obsahujici stl. Bakterie ptivodné izolovéana ze slaného zalivu Severniho
mote v Némecku [24,25].

2.2.5. Alicyclobacillus acidocaldarius

Bakterie rod Alicyclobacillus jsou termo-acidofilni, aerobni ty¢inky. Skoro vSechny
druhy jsou gram-pozitivni, jedinym gram-negativnim zdstupcem je Alicyclobacillus
sendaiensis. Teplota ristu vétSiny zastupct je v rozmezi 20-70 °C a optimdlni teplota ristu
v rozmezi 35-65 °C. Optimalni hodnota vétSiny zédstupct pH je mezi 3-5,5. Zastupci jako
A. disulfooxidans a A. tolerans jsou schopné rist pii hodnoté pH pod 1,5 s optimem mezi 1,5-
2 [26].

2.2.6. Ureibacillus composti

Rod Ureibacillus zahrnuje termofilni aerobni bakterie, které vytvareji sférické

endospory. [27]

Jedna se o gram-negativni pohyblivou tyCinku, tvotici svétle hnédé kruhové kolonie.
Prosperuje pfi velkém rozsahu teploty od 37 °C po 60 °C, rozpéti pH 6-8, toleruje az 5 % NaCl
[28].

2.2.7. Bacillus licheniformis

Jde o gram-pozitivni bakterii bakterii, ktera je blizce ptibuzna mikroorganismu Bacillus
subtilis. VE&tsina Bacillii je ptevazné aerobnich, ovSem Bacillus licheniformis je fakultativné

anaerobni. N¢které izolaty jsou schopny denitrifikace [29].
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2.2.8. Rod Geobacillus

Zastupci rodu Geobacillus jsou gram-pozitivni, termofilni, aerobni, poptipadé
fakultativné anaerobni, mikroorganismy, které tvoii spory. VétSina mikroorganismi z rodu
Geobacillus prosperuje pfi teploté od 45-70 °C. Spory jsou odolné viici ultrafialovému svétlu,

vysuseni a tepelné inaktivaci [30].

2.2.9. Geobacillus thermodenitrificans

Geobacillus  thermodenitrificans je termofilni gram-pozitivni bakterie, ktera
se vyskytuje v geotermalnich oblastech. Produkuje termostabilni enzymy, které by mohly

potencialni vyuziti v pramyslu [31].

2.2.10. Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus stearothermophilus termofilni aerobni bakterie, kterda tvoifi termo-
tolerantni, elipsoidni spory. Optimalni teplota pro rist je 55 °C, pfi které ma vysokou rychlost

ristu. Jde o bézny kontaminant mlé¢nych vyrobku [32].

2.2.11. Aneuribacillus thermoaerophilus
Zastupci rodu Aneurinibacillus jsou pohyblivé tyCinky, které jsou gram-pozitivni
a prevazn¢ aerobni [33].

Aneuribacillus thermoaerophilus je termofilni mikroorganismus, ktery prosperuje
pii 50 °C a pii pH 8. Produkuje termostabilni lipazy, které jsou tolerantni vii¢i organickym
rozpoustédlim [34].

2.3. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biopolymery, které jsou syntetizovany
mikroorganismy jako zdroj uhliku a energie. Vé&tSina mikroorganismii je syntetizuji
pii nadbytku uhliku a pfi omezenych nutri¢nich podminkach. V buiice jsou shromazd’ ovany

ve formé intracelularnich granuli, které je mozné vidét na obrazku 1 [35].

Jsou biodegradabilni a biokompatibilni a diky tomu se taktéZz nazyvaji jako zelené
plasty. Jsou vhodnou alternativou k petrochemickym plastim, které zneciStuji planetu,
a tak snizit zatiZzeni pfirody, ktera je momentdlné¢ velice plasty znecisténd. Vyhodou
polyhydroxyalkanoat je jejich Uplna biodegradabilita na vodu a CO,. Taktéz maji Sirokou
Skélu vyuziti tteba v mediciné jako nosice 1é¢iv nebo diky tomu, ze nemaji negativni G¢inek

na organismus, jako scaffold v tkdflovém inzenyrstvi. Vyuzitelné je ovSem ale pouze malé
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mnozstvi polyhydroxyalkanoatl. Nejvice zddanymi PHA jsou poly-3-hydroxybutyrat (P3HB),
poly-4-hydroxybutyrat (P4HB) a jejich kopolymery. Nevyhodou polyhydroxyalkanoatti jsou
jejich vysoké nadklady na vyrobu, kterd je az 10 — krat vyssi nez vyroba petrochemickych plasti
[35-37].

Obrazek 1. Intracelularni granule PHA [38]

2.3.1. Struktura

Fyzikalni a chemické vlastnosti PHA zéavisi na postrannich fetézcich a chemické
struktufe. V zéklad¢é se skladaji z (R)-3-hydroxy mastné kyseliny s velkou Skélou riiznych
postrannich fetézcich. Ostatni kyseliny maji hydroxylovou skupinou v 4- a 5- skupin¢. PHA
se rozdeluji do tii zdkladnich skupin. Polyhydroxyalkanoéty s kratkym fetézcem PHAscL (short
chain lenght), které obsahuji 3-5 uhlikovych atomt, mohou byt produkovany mikroorganismem
Cuprividius necator, mezi PHAscL se fadi poly-3-hydroxybutyrat (3HB) nebo poly-4-
hydroxybutyrat (4HB). PHAscL jsou kiehké krystalické latky s vysokou teplotou tdni. Druhym
typem PHA jsou se stfedné dlouhym fetézcem PHAwmcL (medium chain lenght), ktery se sklada
z 6-14 uhlikovych atomt, které mohou byt produkovany mikroorganismy jako Pseudomonas
oleovorans. Jsou vice zadané jak PHA s kratkym fetézcem diky jejich vysoké pruznosti,
pevnosti a taktéz nizka teploté tdni. Poslednim typem jsou polyhydroxyalkanoaty s dlouhym
fetézcem PHALcL (long chain lenght), které obsahuji vic jak 14 uhlikovych atomt. Obecna

struktura polyhydroxyalkanoatd na obrazku 2 [39, 40]
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n
Obrazek 2. Obecna struktura PHA [41]

Polyhydroxyalkanoaty taktéz tvoii kopolymery. Na vlastnosti kopolymeru ma velky
vliv procentualni zastoupeni jednotlivych polymert. Kopolymer P(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) ma diky inkorporaci poly-3-hydroxyvaleratu do struktury poly-3-
hydroxybutyratu lepsi vlastnosti jako napiiklad nizsi teplotu tani, je flexibilnéjsi a je méné

krystalicky. Struktura kopolymert na obrazku 3 [42,43].

CHy
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o I CHay  CH I W Il
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m m 2 n

Obrazek 3. Chemicka struktura kopolymert [43]

DalSim ¢astym kopolymerem je poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), kde jsou
opét vlastnosti velice ovlivnény procentudlnim zastoupenim jednotlivych polymert.

Kopolymer je méné krystalicky pfi mensi koncentraci 4-hydroxybutyratu. [43].

2.3.2. Biosyntéza

PHA jsou syntetizovany fadou gram negativnich a gram pozitivnich bakterii.
Mikroorganismy, které produkuji PHA maji metabolickou schopnost polyhydroxyalkanoaty
biosyntetizovat a akumulovat je v cytoplazmé. Nejvice prostudovanym mikroorganismem
pro biosyntézu PHA je Cuprivadius necator a slouzi proto pro popis jako modelovy

mikroorganismus a jeho metabolicka dréha je k vidéni na obrazku 4 [44,45].
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Obrazek 4. Metabolicka draha biosyntézy poly-3hydroxybutyratu Cupravidius necator [45]

Biosyntéza poly-3-hydroxybutyratu je zahdjena kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA
pomoci B-ketothiolazou, kterd je regulovana koenzymem A, za vzniku acetoacetyl-CoA.
Nésledné pomoci NADPH dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy katalyzuje redukce
acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, ze kterého je pomoci PHA syntazy
polymerizovan poly-3-hydroxybutyrat. Pii zvySené koncentraci NADPH a NADH dojde
k inhibici enzymt citratového cyklu, coz zplisobi dostupnost acetyl-CoA a B-ketothiolazy

a mozny prub¢h reakce pro syntézu 3HB [44].

Dalsi biosyntetickou drahou je beta oxidace mastnych kyselin, kdy mastné kyseliny jsou
vyuzity jako zdroj uhliku. Retézec mastné kyseliny se s kazdym cyklem zkrati o dva uhliky
za vniku acetyl-CoA a acyl-CoA. Dalsim krokem je oxidace acyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA.
Nasledné dochazi k polymeraci pomoci PhaC syntdzy R-3-hydroxyacyl-CoA na polymerni
slouceniny [46,47].

Biosyntéza mastnych kyseliny de novo je hlavni drahou pfi riistu na zdroji uhliku, ktery
je metabolizovany za vniku acetyl-CoA. Dochazi k elongaci fetézce, pii které dochazi
ke kondenzaci molekul acetyl-CoA na 3-hydroxyacetyl-CoA, ktery se podili na syntéze PHA
[47,48].

PHA syntdza hraje hlavni roli pfi biosyntéze PHA. PHA syntaza (PhaC) katalyzuje
polymeraci 3-R-hydroxyacyl-CoA do podoby PHA polymerii. PHA syntazy se déli do 4 tiid

na zakladé¢ slozeni podjednotek a substratové specifité. Syntazy tiidy I a II jsou sloZeny z jedné
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podjednotky (PhaC) a mohou produkovat PHAscL a PHAwmcl. 1. tfida vyuziva CoA thioestery
riznych R-3-hydroxymastnych kyselin obsahujici 3—5 atomua uhliku, tfida II. se li§i tim,
ze uptrednostiiuje fetézce s obsahem 6—14 atoma uhliku. Tiida III vyzaduje dva typy
podjednotek PhaC a PhaE, piednostné syntetizuje PHAscL. Posledni IV. tfida je obdobou tiidy
III, ovSem PhaE je nahrazena PhaR, tato tfida je charakteristickd pro bakterie rodu Bacillus

a jemu piibuznym rodim [49,50].

2.3.3. Biodegradace

Nejvice pfinosnou vlastnosti polyhydroxyalkanoatt je jejich biodegradabilita pomoci
aerobni a anaerobnich bakterii a plisni v rozmanitém prostiedi, kterymi jsou plda, jezera,
motskad voda apod. Mira biodegradability je ovlivnéna mnoha vnéjSimi faktory, jako
je napiiklad velikost populace mikroorganismd, teplota, pH a konkrétni vlastnosti daného
polyhydroxyalkanoatu. Konecnym produkt po biodegradaci PHA je oxid uhli¢ity a voda.
U poly-3-hydroxybutyratu trva degradace okolo 70 tydni [51].

Mikroorganismy vyuzivaji extracelularni PHA depolymerazu pro rozlozeni PHA
na ve vodé rozpustné oligomery a monomery, které dale vyuzivaji jako zdroj uhliku.
Extracelularni PHA depolymerazu ma jiné vlastnosti nez intracelularni, jelikoz intracelularni
PHA jsou nekrystalizujici elastomery, které je mozné degradovat pomoci intraceluldrni
depolymerdz. Enzymatickd degradace je heterogenni reakce, jelikoZ polymer PHA je ve vodé
nerozpustny, zatimco enzym je ve vodé rozpustny. Degradace zahrnuje dva kroky, adsorpci

enzymu na povrch PHA a hydrolyzu polymernich fetézct [5,52].

2.3.4. Vyuziti

Diky své biokompatibilit¢ a biodegradabilit¢ jsou PHA potencidlni latky v Sirokém
spektru odvétvi. Polyhydroxyalkanoaty jsou velkym kandiddtem pro c¢éaste€né nahrazeni
petrochemickych plastii. PfedevSim by mohly byt vyuZzity pro baleni potravin, kde by mohla
byt vyhodou ochrana pied zkazenim diky velice vysoké kyslikové bariéie, kterou PHA folie
poskytuji [41,53].

Maji taktéZ potencidl v lékafském odvétvi. V tkdnovém inzenyrstvi Ize
polyhydroxybutyrat vyuzit jako matrici pro proliferaci riznych lidskych bunék. PHA byly
zkoumany v kostnim inZenyrstvi a nezpiisobovaly Zadné chronické zanéty ani po roce
od pouziti. Vyzkumy probihaji 1 vsrdecnim tkadnovém inZenyrstvi, kde by

polyhydroxyalkanoaty mohly byt vyuzity jako scaffold pro konstrukei srde¢ni chlopné [41,53].
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Diky své schopnosti biodegradace je velky zajem o pouziti PHA jako nosi¢ 1ékt. Kdy
je PHA pouzita jako obal, ktery za¢ne uvolnovat 1écivou latku v moment kdy za¢ne degradovat.
Hydrolyza PHA taktéz vede ke zdroji chirdlni synthonti, které lze vyuzit jako material pro

syntézu aromatickych latek, feromont, vitamint a antibiotik [41,53].

PHA nasly své vyuziti v nanotechnologiich, kde diky své kompatibilit¢ jsou vyuzity
jako vychozi latky pro spoustu produktti, naptiklad pro vyrobu proteinovych ¢ipti pro detekci
viru hepatitida B nebo vyrobu nanogelti. Scaffold z PHA nanovldken byl zkoumdan pro rust
nervovych bunék jako ndhrada ptirodni mezibunééné hmoty, tento scaffold vykazoval dobrou

adhezi a zivotaschopnost bun¢k [53].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Seznam chemikalii pouZzitych pfi experimentech jsou zobrazeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Pouzité chemikalie

Nazvy chemikalii a vyrobce
1,4-butandiol (Sigma-Aldrich)
Agar (HiMedia)
Agarosa (Sigma-Aldrich)

Citrat amonno-zelezity (Fluka)

D-Gluk6za monohydrat (Lach:Ner)
Dihydrogenfosforecnan drasleny (Lach:Ner)
Glycerol (Lach:Ner)

Hovézi extrakt (HiMedia)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach:Ner)
Hydroxid sodny (Lach:Ner)

Chlorid amonny (Lach:Ner)

Chlorid sodny (Lach:Ner)

Chlorid vapenaty dihydrat (Lach:Ner)
Chlorid méd’'naty dihydrat (Sigma-Aldrich)
Chlorid kobaltnaty hexahydrat (Sigma-Aldrich)
Chlorid manganaty hexahydrat (Sigma-Aldrich)
Chlorid Zelezity hexahydrat (Lach:Ner)
Chlorid hotec¢naty hexahydrat (Lach:Ner)
Chloroform p.a. (Lach:Ner)

Isopropylalkohol p.a. (Lach:Ner)

Kvasni¢ny extrakt (HiMedia)

Kyselina benzoova (Lach:Ner)

Kyselina borita (Sigma-Aldrich)

Kyselina sirova (Lach:Ner)

Kyselina valerova (Sigma-Aldrich)

Kyseliny levulova (Sigma-Aldrich)
Molybdenan sodny dihydrat (Sigma-Aldrich)
Nutrient broth (HiMedia)

Pepton (HiMedia)

Propionat sodny (Sigma-Aldrich)

Siran amonny (Lach:Ner)

Siran manganaty monohydrat (Lach:Ner)
Siran hofe¢naty heptahydrat (Lach:Ner)

Siran zine¢naty heptahydrat (Sigma-Aldrich)
Siran kobaltnaty heptahydrat (Sigma-Aldrich)
Sojovy pepton (HiMedia)




Nazvy chemikalii a vyrobce
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach:Ner)

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich)

3.2. Pouzité pristroje

Seznam pouzitych zatizeni zobrazuje tabulka 4.

Tabulka 4. Seznam pouzitych pfistroji

Pouzité pristroje
Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C
Centrifuga, HETTICH EBA200
Centrifuga, HETTICH EBA20
Nanofotometr, Implen
Termostat, BioTech IP60
Termostat, BioTech IP100U
pH metr, IX intruments
Tiepacka, LABWIT ZWYR D2401
Trepacka, IKA KS4000
Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
Termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 130
Vahy, Kern EW 620-3NM
Vortex, Benchmark BenchMixer
Magneticka michacka (Zjistit)
Termocycler, BIO-RAD My CyclerTM

3.3. Pouzité mikroorganismy

Pti této praci byly vyuZity sbirkové mikroorganismy z ¢eské sbirky mikroorganismi
CCM a némecké sbirky mikroorganismli DSM. TaktéZ byly vyuZity termofilni izolaty
z piirodnich vzorkl aktivovaného kalu a kompostu. Izolace a taxonomické zatazeni izolatd
nebylo pfedmétem bakalaiské prace. Taxonomické zatazeni izolath prob&hlo na zakladé
sekvenace genu [/6SrRNA. Seznam pouzitych mikroorganismi je k vidéni v tabulce 5

a v tabulce 6.
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Tabulka 5. Seznam pouzitych sbirkovych mikroorganismu

Pouzité sbirkové mikroorganismy
Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446

Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271
Bacillus licheniformis CCM 2206
Halobacillus halophilus CCM 3527
Thermobacillus composti DSM 18247
Ureibacillus composti DSM 17951

Tabulka 6. Pouzité izolaty

Pouzité izolaty
Aneurinibacillus thermoaerophilus LK7

Aneurinibacillus thermoaerophilus F109
Aneurinibacillus thermoaerophilus AFn2
Geobacillus thermodenitrificans F101
Geobacillus thermodenitrificans F102
Geobacillus stearothermophilus A12
Geobacillus sp. AHI1

3.4. Pouzita média

Pouzitd média pro kultivaci mikroorganismi a produkci polyhydroxyalkanoati jsou

zobrazeny v tabulce 7 a 8.

Tabulka 7. Seznam pouzitych komplexnich medii

Oznaceni SloZeni [g/l]

Sojovy pepton 15
Pepton 5

M 220 NaCl 5
pH 7,3
Pepton 5
Hovézi extrakt 0,3

M 31 MnSO% - HzQ 0,0132
Po sterilizaci
M1 0,01 ml/
pH 9,7

M1 NaHCO3 0,42

NaxCOs3 bezvody 0,53
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Oznaceni | SloZeni [g/1] Oznaceni
CaCly- 2 H,O 0,25
MgSO4 - 7 H,0 0,5
(NH4)2SO4 0,2
M 402 Kvasni¢ny extrakt 2
KH>PO4 3
Po sterilizaci
Glukéza 5
Nutrient broth 25
NaCl 30
M3% VeCh -6 10 5
pH 7.2
(NH4)2S04 1,3
KH>PO4 0,28
MgSO4 - 7 H,0 0,07
FeCl; - 6 H,O 0,002
MnCl - 4 H,O 0,0018
M 88 Na;B40O7 - 10 H,O 0,0045
ZnSO4 - 7 H,O 0,00022
CuCl; - 2 H,0O 0,00005
NaxMoOs - 2 H,O 0,00003
CoS0O4 - 7 H20 0,00001
Kvasni¢ny extrakt 5
pH 9
NB Nutrient Broth 25
médium
Tabulka 8. Seznam pouzitych mineralnich medii
Oznaceni SloZeni [g/1]
NazHPO4 <12 HzO 9
KH>POq4 1,5
NH4Cl 1
MgSO4- 7 H,0O 0,2
PM CaCl- 2 H,O 0,02
NH4Fe"citrat 0,001
Kvasni¢ny extrakt 0,5
Po sterilizaci
Uhlikaty zdroj
TES 11 1 ml/l
EDTA 50
FeCls 8,3
ZnCl, 0,84
CuClz- 2 H>O 0,13
TES CoCl- 6 H,0O 0,1
MnCl - 6 HO 0,016
H3;BO3 0,1
Destilovana voda 1000 ml




3.5. Kultivace mikroorganismi
3.5.1.Piiprava inokuli

Inokula byla pfipravovdna v objemu 50 ml ve 100 ml Erlenmeyerové barce. Pro
sbirkové mikroorganismy byla pouzita originalni média upravena na odpovidajici podminky,
které vyzaduji. Pro izolaty bylo pouzito médium Nutrient Broth. Kultivace mikroorganismu
probihala po dobu 24 hodin. Kultivaéni média a podminky pro jednotlivé sbirkové

mikroorganismy zobrazuje tabulka 9.

Tabulka 9. Kultivaéni podminky sbirkovych mikroorganismi

Mikroorganismus Médium Kultiva¢ni podminky

Ureibacillus composti DSM 17951 M 220 Tep}l)(;‘;a75§) ¢
g . Teplota 30 °C

Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271 M 31 5 9% NaCl
Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446 M 402 Tepll)(;‘;a36;) ¢
Halobacillus halophilus CCM 3527 M 54 Tepll)(;‘;afé) ¢
Teplota 50 °C

Thermobacillus composti DSM 18247 M 88 pHO

0,5% kvasni¢ny extrakt

3.5.2. Priprava produkénich médii

Produkéni média byla pfipravovana v objemu 100 ml v 250 ml Erlenmeyrové barice.
Jako produkéni médium u vSech mikroorganisml bylo pouzZito médium PM., ptfesné sloZeni
v tabulce 8. Jako zdroje uhliku pro sbirkové mikroorganismy byly glukéza 20 g/l, glycerol
20 g/l. Zdroje uhliku u izolath byly glukéza 20 g/, glycerol 20 g/l. U sbirkovych
mikroorganismii  bylo médium upraveno podle vyZadovanych podminek daného
mikroorganismu. Pfipravené produkéni médium bylo zaockovdno zinokuli 10 %
po 24 hodinach kultivace. Délka kultivace mikroorganismil v produkénim médiu byla 72 hodin.

U izolati byl pokus proveden pii 50 °C a 60 °C.

Pro testovani produkce kopolymert s prekurzory 4HB byl u sbirkovych kment pouzit
1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l. U pfirodnich izolatd byly testovany 1,4-butandiol
o koncentraci 8 g/l a y-butyrolakton o koncentraci 8 g/l. Prekurzory slouzily jako jediny zdroj
uhliku.

Po zvoleni ideédlniho zdroje uhliku pro dany izolat bylo pfipraveno produkéni médium

PM s danym zdrojem uhliku a prekurzory 3HV, a to propionat sodny 2 g/1, kyselina valerova
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2 g/l a kyselina levulova 2 g/l. Kultivace byla opét provadéna po dobu 72 hodin a pfi teplotach
50 °C a 60 °C. Prekurzor byl pfidan po 24 hodinach kultivace.

3.6. Stanoveni obsahu biomasy

Stanoveni obsahu biomasy probihalo po 72 hodinach kultivace mikroorganismu

v produk¢nim médiu. Stanoveni probihalo spektrofotometricky a gravimetricky.

3.6.1.Spektrofotometrické stanoveni biomasy

Stanoveni biomasy spektrofotometricky probihalo ve spektrofotometru pii nastavené

vlnové délce 630 nm. Méfilo se oproti destilované vode v kyvete.

3.6.2. Gravimetrické stanoveni biomasy

Pro gravimetrické stanoveni bylo po 72 hodinach kultivace mikroorganismu
v produkénim médiu odebrano 2x 10 ml do centrifugacni zkumavky. Nasledné bylo toto
mnozstvi stoceno v centrifuze pii 6000 otackach/minutu po dobu 5 minut. Po této dob¢ byl
roztok nad sedimentem opatrné slit od sedimentu. Sediment byl nasledné¢ promyt 5 ml
destilované vody a tato smés byla peclivé zvortexovana. Poté byl vzorek opét umistén
do centrifugy, kterd byla taktéZ nastavena na 5 minut a 6000 otacek/min. Supernatant byl slit
a sediment byl suSen do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni byla biomasa zvadzena

na analytickych vahach.

3.7. Stanoveni obsahu PHA v biomase pomoci plynové chromatografie

Pro stanoveni obsahu PHA ve vzorcich bylo pouzito 5-8 g vysuSené biomasy, ta byla
pfevedena do krimpovacich vialek do které byl nasledné pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml
esterifikacni smési (15 % H2SO4 v methanolu s vnitinim standardem 5 mg/ml kyseliny
benzoové). Vialky byly uzavieny a presunuty do termobloku, kde probihala esterifikace
po dobu 3 hodin pfi teploté 94 °C. Po této dob¢ byly vialky schlazeny a pirevrhnuty do vétSich
vialek s obsahem 0,5 ml 50 mM NaOH. Ze spodni faze bylo odebrano 50 pul vzorku, které bylo
pfevedeno do malé Sroubovaci vialky s obsahem 900 pl isopropylalkoholu. Tato smés byla
uzaviena a analyzovdna pomoci plynového chromatografu s plamenové ioniza¢nim

detektorem.
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3.8. Molekularni metody
3.8.1.1zolace DNA z tekutych kultur

Pro izolaci DNA z tekuté kultury byl odebran jeden 1 ml do sterilni mikrozkumavky,
ktery byl ndsledné pomoci centrifugy odstfedén pii 6000 otackach za minutu po dobu 5 minut.
Supernatant byl steriln¢ odebran a k sedimentu bylo pifiddnol00 pl lyzac¢niho pufru
(5mM TrisHCI, pH 8,5), poté byl sediment rozsuspendovan a inkubovan v termobloku po dobu
10 minut pti 98 °C. Po této dobé byl vzorek centrifugovan po dobu 10 minut pti 10000 otac¢kach

za minutu. Nasledné€ bylo 60 ul supernatantu prevedeno do dalsi sterilni mikrozkumavky.

3.8.2. Polymerazova retézova reakce PCR

Po vyizolovani DNA ze vzorku byly pomoci PCR metody amplifikovany useky DNA.
Smés pro amplifikaci Gseku genu /16SrRNA a phaC, coz je gen kodujici syntazu PHA prvni

tiidy, byla pfipravena smés o slozeni zobrazené v tabulce 10.

Tabulka 10. SloZzeni PCR smési pro amplifikaci /6SrRNA a phaC

Slozka Objem [pl]
MasterMix 12,5
Mg?* 2,6
16S F (20x ziedéné) 1
16S R (20x ziedéné) 1

G-D (20x zfedéné) 1
GiR (20x ziedéné) 1
DNA 2
PCR voda 3,9

Vedle vzorki byla taktéz pfipravena negativni kontrola, kterd misto vyizolované DNA
obsahovala PCR vodu, a pozitivni kontrola, kterd obsahovala DNA modelového
mikroorganismu Cupriavidus necator H16 CCM 3726. Tato reakéni smés byla premisténa
do thermocycleru, kde polymerazova fetézova reakce probihala podle teplotniho programu

zobrazeném v tabulce 11.
Tabulka 11. Teplotni program PCR

Teplota [°C] Cas [s] | Cykly
1. 94 30 1
94 30
2. 55%* 30 30
68 90
3. 68 30 1

* Annealingova teplota

27



Tento proces byl proveden i1 pro amplifikaci seku genu kodujicich PHA syntazy IV.
ttidy, a to pro poddruhy Bacillus cereus, Bacillus megaterium a Aneurinibacillus sp. Slozeni

PCR smési pro jednotlivé poddruhy je vyobrazen v tabulce €. 12.

Tabulka 12. SloZzeni PCR smési pro poddruhy IV. tfidy

Bacillus cereus Bacillus megaterium Aneurinibacillus sp.
Slozka Objem [ul] Slozka Objem [ul] Slozka Objem [ul]
MasterMix 12,5 MasterMix 12,5 MasterMix 12,5
PhaBc F 1 PhaBm F 1 phaC F 1
PhaBc R 1 PhaBm R 1 phaC R 1
PCR voda 8,5 PCR voda 8,5 PCR voda 8,5

Ke kazdé smési byly opét ptidany 2 ul vyizolované DNA, do pozitivni kontroly 2 pl
DNA mikroorganismu pro konkrétni poddruh: Bacillus cereus CCM CCM 2010", Bacillus
megaterium CCM 2037, Aneurinibacillus sp. Hl CCM 8960, a negativni kontrola obsahovala
2 ul PCR vody. Reakéni smés byla pfemisténa do thermocycleru. Teplotni program pro Bacillus
cereus a Bacillus megaterium je zobrazen v tabulce 11. Teplotni program pro Aneurinibacillus

se li8il v annealingové teploté, ktera byla 65 °C.

Sekvence pouzitych primert zobrazuje tabulka 13.

Tabulka 13. Sekvence pouzitych primert

Cilovy gen Veill;l;?“ Primer Sekvence primeru
16S F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16SrRNA [55] 1500 16S R GGTTACCTTGTTACGACTT
PHA syntaza I. Ttidy 551 G-D GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT
[56] GiR GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA
PHA syntaza IV ttidy 500 PhaBc F CTTGGTTAYTGCATGGGNGGAAC
B. cereus [57] PhaBc R | ACTTGRYRKGGCANDGCRATRTGAT
PHA syntaza IV ttidy 1000 PhaBm F CGTGCAAGAGTGGGAAAAAT
B. megaterium [58] PhaBm R TCGCAATATGATCACGGCTA
PHA syntaza IV ttidy 299 phaCF ACACTGGGTATCATTCCACCGG
Aneurinibacillus [59] phaC R GCGGCAATGTTTAGCACGTTTG

3.8.3. Analyza vysledkiit PCR pomoc elektroforézy na agarézovém gelu

Po ukonceni PCR bylo provedena elektroforéza na agar6zovém gelu, kde dochdzi
k rozdé€leni molekul na zakladé velikosti. Gel obsahoval 2 % agarozy v 1x koncentrovaném
TBE pufru (sloZeni TBE v tabulce 14), po rozpusténi agarozy bylo pfidano 6 pl barviva Midori

Green.
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Tabulka 14. Slozeni TBE

SloZeni [g/]
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108
H3;BOq4 55
EDTA 9,3

Vzorek DNA byl smichén s nanaSecim pufrem Yellow load a nasledné byl aplikovan
do jamek gelu. Do jedné z jamek byl aplikovan zebticek FastGenne 100 bp DNA Ladder pro
porovnani velikosti vzorku. Takto ptipraveny gel byl pfemistén do elektroforetické vany a pielit

TBE pufrem. Vyhodnoceni elektroforézy probihalo pod UV svétlem.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byla zkoumdna produkce polyhydroxyalkanoati pomoci extremofilnich
sbirkovych mikroorganismi a pfirodnich izolatd. Byly vybrany extremofilni mikroorganismy
z toho ditvodu, ze diky extrémnim podminkdm, ve kterych prosperuji, se razantné snizuje riziko
pfipadné kontaminace, coz snizuje ndklady na udrZeni sterilniho prostfedi. U vybranych

mikroorganismu byla testovana produkce PHA jak na urovni fenotypu, tak na trovni genotypu.

4.1. Testovani produkce PHA na urovni genotypu

Testovani schopnosti produkce PHA na urovni genotypu probihalo pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Byla zjistovana ptfitomnost useku genu /6SrRNA,
ktery potvrzuje piitomnost bakteridlni DNA a genu kodujici PHA syntdzy urcitych tiid
u vybranych zastupct extremofilnich mikroorganisma, kterymi jsou sbirkové mikroorganismy
Ureibacillus composti DSM 17951, Alkalibacillus  haloalkaliphilus DSM 5271,
Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446, Halobacillus halophilus CCM 3527, Bacillus
licheniformis CCM 2206 a piirodni izolaty, které byly izolovany pomoci osmoselekce
z kompostu a aktivovaného kalu a taxonomicky zafazeny na zakladé sekvenace genu /6SrRNA
v ramci dizertacni prace [59] jako Aneurinibacillus thermoaerophilus LK7, Aneurinibacillus
thermoaerophilus ~ F109,  Aneurinibacillus  thermoaerophilus ~ AFn2,  Geobacillus
thermodenitrificans  F101,  Geobacillus  thermodenitrificans ~ F102,  Geobacillus
stearothermophilus Al2 a Geobacillus sp. AHI11. U sbirkového mikroorganismus
Thermobacillus composti DSM 18247 se nepodafilo vyizolovat DNA v takové kvalite,

aby mohla byt testovana pfitomnost PHA syntazy na Grovni genotypu.

Pomoci multiplex PCR byla zjistovana ptitomnost genu /6SrRNA o velikosti 1500 bp
a genu kodujici PHA syntazu 1. tfidy o velikost 551 bp.

PK.NKE 2

S 1500 bp
S 550 bp

Al

Obrazek 5. Gelova elektroforéza multiplex PCR: PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola, Z — Zebfitek, 1 — DSM
17951,2 - DSM 5271, 3 — DSM 446, 4 — CCM 3527, 5 — izolat AH11, 6 — izolat LK7, 7— CCM 2206, 8 —izolat F101, 9 —
izolat F102, 10 —izolat A12, 11 —izolat F109, 12 — izolat AFn2

Vysledna elektroforéza je zobrazena na obrazku 5. U bakterie Halobacillus halophilus
CCM 3527, 1zolatu Geobacillus sp. AH11 a izolatu Geobacillus thermodenitrificans F101
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nebyla detekovana pfitomnost ani jednoho bendu, coz mohlo byt zptisobeno neprobé&hlou
amplifikaci. To mlze byt zplsobeno inhibici DNA polymerazy, naptiiklad u halofilniho
mikroorganismu Halobacillus halophilus CCM 3527 mohla byt divodem vysoké koncentrace
soli. Pritomnost PHA syntdzy prvni tfidy byla zjiSténa pouze u izolatu A12, ktery se fadi
do rodu Geobacillus. Ovsem pokud se podivime na piibuzné druhy zrodu Geobacillus,
v nasem piipadé€ izolaty F101, F102 a AH11, mtizeme si povSimnout, Ze zde PHA syntaza prvni
tfidy nebyla zjiSténa. Jednak to miize ukazovat na velkou rozmanitost tohoto druhu, ale je také
mozné, ze se muze jednat o jiny druh, jelikoz byly izolaty taxonomicky zafazeny pouze
na zéklad¢ sekvenace /6SrRNA.

Také byla testovana pfitomnost PHA syntaza IV. tfidy. Pro nami pouzité
mikroorganismy by méla byt typicka pravé PHA syntaza IV. tfidy, protoZe je charakteristicka
pro rod Bacillus a jemu piibuzné rody [50]. AvSak Ctvrta tfida je rozmanitd, déli se na vice
podskupin a je tudiz velmi heterogenni. PHA syntazu kategorie ¢tvrté tfidy byla stanovena pro
skupinu B. megaterium a B.cereus. Pozitivni kontrola B. megaterium ma velikost amplikonu
pro gen kodujici PHA syntazu 1000 bp a pozitivni kontrola B. cereus ma velikost amplikonu

500 bp. Ani jedna z téchto podskupin nebyla detekovana u nami vybranych mikroorganismd.

Taktéz byla testovana pritomnost PHA syntaz ¢tvrté tiidy pro skupinu rodu
Aneurinibacillus sp., kde vysledny amplikon ma velikost 299 bp. Vysledna elektroforéza, ktera
je zobrazena na obrazku 6, nam ukazuje, Ze v naSem piipadé se potvrdila pfitomnost PHA
syntazy ctvrté tfidy u izolati AFn2, LK7 a F109, které jsou taxonomicky zatfazeny k rodu
Aneurinibacillus. Tyto tf1 mikroorganismy by mély byt schopni produkce PHA.

B 7 SeS 6y SO HOSEIETD

Obrézek 6. Gelova elektroforéza Aneurinibacillus PCR stanoveni PHA syntazy ¢tvrté tiidy: PK — pozitivni kontrola, NK —
negativni kontrola, Z — zebticek, 1 — DSM 17951, 2 — DSM 5271, 3 — DSM 446, 4 — CCM 3527, 5 —izolat AH11, 6 —izolat
LK7,7 — CCM 2206, 8 — izolat F101, 9 — izolat F102, 10 — izolat A12, 11 — izolat F109, 12 — izolat AFn2

Vysledkem testovani schopnosti produkce PHA na Urovni genotypu bylo zjisténo,
ze v piipad€ testovani mikroorganismil na piitomnost genu kodujici PHA syntdzu prvni
kategorie byl zjiStén pozitivni vysledek pouze u izolatu A12, taxonomicky zafazen jako
Geobacillus stearothermophilus, u kterého je ptitomnost PHA syntdzy jiz zndma [50]. Ackoli
1 izolaty F101, F102 a AH11 byly taxonomicky zatazeny jako zastupci rodu Geobacillus,

syntdza u nich v naSem ptipad¢ nebyla potvrzena. V piipad€ pfitomnosti PHA syntazy ctvrté
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kategorie pro Aneurinibacillus byla u vSech 3 zkoumanych taxonomicky zatfazenych izolati
jako Aneurinibacillus thermoaerophilus potvrzena ptitomnost PHA syntdzy, kde se taktéz
pritomnost ocekavala [60]. U zbylych mikroorganismi, kde ani v jednom ptipad¢ nebyla PHA
syntdza nami potvrzena, mohlo byt zplisobeno nepadnoucimi primery pro konkrétni

mikroorganismy.

4.2. Screening produkce PHA u sbirkovych mikroorganismu

Produkce polyhydroxyalkanoati byla zkoumana u sbirkovych zastupct extremofilnich
mikroorganismi. Byly zvoleny 2 zdroje uhliku, glycerol a glukéza, taktéz byla zkoumana
produkce s prekurzorem kopolymeru 4HB a to 1,4-butandiolem. Kultivace probihala pod dobu

72 hodin pfi podminkach, které jsou podle sbirky pro mikroorganismy optimalni.

Tabulka 15. Hodnoty biomasy a PHA danych mikroorganismi pfi urcitych zdrojich uhliku

Zdroj uhliku | Biomasa [g/l] PHA [g/1]

Halobacillus | glycerol 0,05 +0,07 -
halophilus | glukoza 0,06 + 0,00 -
CCM 3527 | bez zdroje 0,15+ 0,00 -

Alkalibacillus | glycerol 0,83 +£0,14 0,004 + 0,003
haloalkaliphilus | glukbza 0,52 £0,07 -
DSM 5271 | bez zdroje 0,15+0,01 -

Ureibacillus | glycerol 0,30+ 0,01 0,003 £+ 0,000
composti glukoza 0,22 +0,01 -
DSM 17951 | bez zdroje 0,40+ 0,11 -
Alicyclobacillus | glycerol 0,18 + 0,08 -
acidocaldarius | glukdza 0,17 £ 0,06 -
DSM 446 bez zdroje 0,10 £ 0,00 -
Thermobacillus | glycerol 0,40 £ 0,01 -

composti glukoza 0,41 +0,04 0,002 + 0,000
DSM 18247 | bez zdroje 0,03 +£0,00 -

Z tabulky 15 je patrné, Ze hodnoty biomasy byly ve vSech ptipadech pomérné nizké.
Jedind detekovand hodnota P3HB je patrnd ve velice malych mnoZstvich na glycerolu
u mikroorganismu Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271 a Ureibacillus composti DSM
17951, na gluk6ze u mikroorganismu DSM 18247.

Tabulka 16. Hodnota biomasy a PHA s prekurzorem 1,4-butandiol

Biomasa [g/1] PHA [g/]
CCM 3527 0,11 £0,05
DSM 5271 0,42 + 0,00
DSM 17951 0,33+0,11
DSM 446 0,22 +0,10
DSM 18247 0,02 +0,00




Pti produkci s prekurzorem 1,4—butandiol nebyla v naSem ptipad¢ detekovana zadna
produkce u téchto vybranych mikroorganismui. Taktéz hodnoty biomasy byly ve velice nizkych

hodnotach, které¢ jsou k vidéni v tabulce 16.

Jednd se o velice zajimavé extremofilni mikroorganismy i napfiklad z hlediska
kultivacnich podminek a mohly by se uplatit jako producenti enzymii nebo jinych metaboliti.
V nasem ptipad¢ ovsem kultivaéni podminky produkce nejspiSe nebyly optimalni a byla by
potieba nasledujici optimalizace téchto podminek. Avsak i1 tak neni jisté, zda by v jinych
podminkach produkovaly PHA. Popiipadé mohlo dojit k tomu, Ze mikroorganismim
nevyhovovalo uchovéani v kryozkumavkach, diky ¢emuz nasledné¢ v médiich dostate¢né

nevyrostly a taktéz ani neprodukovaly.

Dalsim zkoumanym mikroorganismem byl Bacillus licheniformis CCM 2206. Produkce
probihala pfi 50 °C se zdroji uhliku gluk6ze a glycerolu. Déle byla sledovana produkce
s prekurzory 4HB 1,4-butandiolem a y-butyrolaktonem. Hmotnost biomasy pii uhlikovych
zdrojich byla velice podobna, ovSem u 1,4-butandiolu byla velice nizka. U prekurzoru v-
butyrolakton byla hmotnost biomasy nulovd. Tento mikroorganismus v nasem piipadé

neprodukoval PHA ani na jedné z testovanych podminek.

4.3. Screening produkce PHA u prirodnich izolati

Studium produkce PHA u izolovanych mikroorganismi z ptirodniho zdroje probihala
pti dvou teplotach 50 °C a 60 °C. Divodem zkoumani riistu a produkce pti 60 °C je predevs§im
to, Ze by se timto mohly vyrazné sniZit nédklady na udrZeni sterilniho prostfedi, jelikoZ riziko
kontaminace je mnohem niz8i, a tim 1 snizit celkové produkéni naklady na vyrobu PHA.
Probihala produkce na dvou uhlikovych zdrojich glycerolu a glukdze, taktéZz byla zkoumana
produkce 4HB s prekurzory 1,4-butandiola a y—butyrolakton a schopnost produkce kopolymert
3HV s prekurzory: kyselina valerova, kyselina levulova a propionat sodny; s vybranym

vhodnym zdrojem uhliku pro dany mikroorganismus.

4.3.1. Vybér uhlikového zdroje

U v8ech izolovanych mikroorganisml z pfirodniho zdroje byla sledovdna schopnost
vyuziti uhlikového zdroje v médiu k produkci polyhydroxyalkanoatt. Jako zdroje uhliku byly
pouzity glycerol a glukéza. Produkce probihala pti 50 °C a 60 °C a po 72 hodinach bylo

stanoveno mnozstvi biomasy a koncentrace PHA.
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Obrazek 7. Graf koncentrace biomasy a PHA u jednotlivych mikroorganismi na ur¢itém zdroji uhliku pii 60 °C

Z obrazku 7 lze vy¢ist, Ze produkce PHA pii 60 °C byla velice nizka. U mikroorganismu
Geobacillus thermodenitrificans F101 a Geobacillus thermodenitrificans F102 lze vidét,
ze ackoli jde o jeden druh, koncentrace biomasy se na kazdém zdroji uhliku lisi. U izolatu F101
byla vys$s§i koncentrace biomasy na glycerolu, zatimco u F102 byla vys$$i koncentrace
na glukoéze. Avsak ani jeden z t€chto mikroorganismii pii 60 °C neprodukoval PHA. Taktéz
u izolatu Geobacillus stearothermophilus A12 nebyla v naSem piipadé zaznamenana 74dna
produkce PHA, i kdyZ byla u tohoto izolatu byla detekovana PHA syntdza prvni tfidy. Dale
muzeme vidét, Zze mikroorganismy Aneurinibacillus thermoaerophilus AFn2, Aneurinibacillus
thermoaerophilus ¥109 a Aneurinibacillus thermoaerophilus 1LK7 vykazovaly produkci PHA.
Ovsem muzeme si vSimnout, ze vlastnosti mikroorganismi jsou velice rozmanité, izolat Lk7
obsahoval vyss§i koncentraci biomasy na glycerolu, kde byla koncentrace biomasy 0,60 g/l
a produkce PHA dosahovala necelych 9 % hmotnosti suché biomasy, zatimco izolat F109 rostl
lIépe na glukéze, kdy koncentrace biomasy dosahovala 0,86 g/l a produkce PHA necelych

15 hm. %. Izolat AFn2 1épe rostl na glukoze, ale vyssi produkce byla zaznamenana glycerolu.

Obrazek 8 zaznamenava produkci PHA na rtznych zdrojich uhliku pii 50 °C.
Z namé&fenych dat je patrné, Ze vétSina mikroorganismu rostla a produkovala daleko vice pfi
50 °C nez pii 60 °C. Maximalni hodnota biomasy pii 50 °C dosahovala az 3,5 g/l u izolatu
AFn2, zatimco pii 60 °C dosahovala hodnota biomasy maximalné 0,9 g/l. U mikroorganismt
F101, F102 a A12 se hodnota biomasy pii obou teplotach pfili§ neliSila. Za to u bakterii
oznacenych jako AH11, Lk7, F109 a AFn2 lze konstatovat, Ze produkce i koncentrace biomasy
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byla podstatné vyssi u 50 °C, takze by se dalo fici, Ze se jedna spiSe o mirné termofily.
U mikroorganismu AFn2 dosahovala produkce nejvyssi procentudlni zastoupeni PHA
v biomase na glukdze, a to 56 % na suchou biomasu, coz odpovida koncentraci 1,99 g/l.
U mikroorganismu Aneurinibacillus thermoaerophilus F109 na glycerolu byl taktéz
zaznamenan vysoky podil PHA v biomase, ato 1,18 g/l. Je zajimavé, ze preferovany zdroj
uhliku se pfi rozdilnych teplotach lisil. Pii 60 °C byl u mikroorganismtt AH11 a Lk7 vétsi rtst
na glukéze, zatim copfi 50 °C mikroorganismy vice rostly na glycerolu. Taktéz
u mikroorganismu F109 mizeme vidét rozdilny rast na riznych zdrojich uhliku pii riznych
teplotach. I procentudlni podil PHA se pii teplotdich podstatné lisil, jak jiz bylo zminéno
pti 50 °C nejvyssi podil PHA v biomase ¢inil hm. 56 %, zatimco pti 60 °C produkce PHA byla

velice nizk4 a procentudlni zastoupeni v biomase neptesahovalo 20 hm. %.
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Obrazek 8. Graf koncentrace biomasy a PHA u jednotlivych mikroorganismi na ur¢itém zdroji uhliku pii 50 °C

Vétsina mikroorganismi produkovala pouze 3HB, ovSem u izolatd Lk7, AHI1, F109
a AFn2 byla zaznamenana i nepatrna produkce 3HV. Nejvyssi zastoupeni 3HV bylo u izolatu
AFn2, kde hodnota na gluko6ze pii 60 °C dosahovala 18 mol. %, ovSem celkova koncentrace
PHA byla velice nizka. Pti 50 °C bylo pozorovano lehce vyssi zastoupeni 3HV na glycerolu.

Mohlo by se tedy jednat o vhodné producenty kopolymeru P(3HV-co-3HB).
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Pfi porovnani nami naméfenych dat u izolath AFn2, Lk7 a FI109, taxonomicky
zatazenych jako Aneurinibacillus thermoaerophilus, s vysledky studie, kterd je zaméfena
na produkci PHA u Aneurinibacillus sp. H1 [60], si Ize v§imnou rozdili produkce PHA mezi
raznymi zdroji uhliku. Ve studii jako nejlep$im zdrojem uhliku pro produkci PHA vychazel
glycerol a druhym nejlepSim zdrojem uhliku glukéza [60]. Glycerol jako nejlepsi zdroj uhliku
pro produkci PHA mizeme v naSem piipad¢€ potvrdit u izolati Lk7 a F109, kde se koncentrace
PHA pohybovala pouze 1 g/l. Toto nelze potvrdit u izolatu AFn2 kde nejlepSim zdrojem uhliku
pro produkci PHA vychdzela glukéza, kde koncentrace v biomase dosahovala témét hodnoty
2,00 g/l, na rozdil od glycerolu, u které byla koncentrace PHA v biomase pouze 0,8 g/l.
Pti 60 °C koncentrace PHA ve studii byla 0,24 g/l [60], ov§em v nasem ptipad¢ u vsech tii
izolatd Lk7, F109 a AFn2 byla produkce velice nizka a mnohdy nedosahovala ani hodnoty
0,1 g/l.

Ze studie zaméfené na produkci PHA pomoci Geobacillus sp. AY946034 vyplyva,
ze nejlepSim zdrojem uhliku pro produkci PHA pii 60 °C je glukdza a zatim co produkce PHA
na glycerolu nebyla zaznamenana [64]. OvSem v naSem piipadé u izolatu Geobacillus sp. AH11
byla zaznamenana produkce na glycerolu, ovSem zadnd produkce nebyla zaznamenana
na glukoze. Zatim co pfi 50 °C byla zaznamenina produkce na obou zdrojich uhliku,

kde se jako leps$i zdroj uhliku pro produkci PHA ukézala glukdza.

Z namétenych dat vypliva, Ze kazdy mikroorganismus reaguje na rizny zdroj uhliku pfi
rozdilné teploté jinak. VSeobecné byla koncentrace biomasy u v§ech mikroorganismu pii 60 °C
nizsi, avSak rist na jednotlivych zdrojich uhliku byl pfi riznych teplotich u nékterych
mikroorganismech rozdilny. Produkce PHA byla taktéZ teplotou velice ovlivnéna,
kdy pti 60 °C byla produkce v porovnani s produkci pii 50 °C niz§i, ovSem u né&kterych
mikroorganismu byla sledovana zména zdroje uhliku, na kterém vice produkovaly, pfi riznych

teplotach.

4.3.2. Testovani produkce kopolymeru s 4HB

Poly-4-hydroxybutyrat je svymi vlastnostmi velice zajimavy, jde o termoplasticky
biopolymer, ktery je velice silny, avSak jeho mechanické vlastnosti jsou zajimavé predevsim
diky tomu, ze se mlize az 10x natdhnout, nez dojde k poruseni [61]. Taktéz diky své dobré
biokompatibilité je velice zajimavym biopolymerem pro télni implantaty [61]. Kopolymery
s4HB jsou taktéZ velice zajimavé svymi vlastnostmi. Procentudlni zastoupeni 4HB
v kopolymeru ovliviiuje pfedevsim jeho elastické vlastnosti, kde pti vy$Sim zastoupeni 4HB

je kopolymer vice elasticky, a naopak pii nizkém zastoupeni 4HB je velice krystalicky [43].
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Produkce 4HB byla testovana u vSech izolatl a byly vyuzity prekurzory 1,4-butandiol
a y-butyrolakton jako jediny zdroj uhliku. Produkce probihala pfi teplotach 50 °C a 60 °C.

Piti 60°C byla zaznamenana produkce PHA stémito prekurzory pouze
u mikroorganismi  Aneurinibacillus  thermoaerophilus AFn2 a F109. U zbylych
mikroorganismil byly tyto podminky nevyhovujici a nebylo tak mozné ani stanoveni biomasy.
Na obrazku 9 u mikroorganismu F109 mizeme sledovat, ze produkce u 1,4-butandiolu byla
podstatné vyssi nez uz y-butyrolakton, a dokonce dosahovala témét stejnych hodnot jako pii
pouziti glycerolu jako zdroj uhliku. Celkové byla koncentrace biomasy u izolatu F109 vyssi
nez u izolatu AFn2. Ackoli obsah biomasy byl na 1,4-butandiolu vyssi, aniu jednoho
z mikroorganismi nebyla zaznamenana produkce 4HB. S prekurzorem y-butyrolakton byla
produkce PHA velice nizkd, avSak u obou mikroorganismi byla zaznamenana produkce 4HB,

avSak velmi zanedbatelna a nedosahovala ani 5 mol. %.
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Obrazek 9. Graf koncentrace biomasy a PHA pti 60 °C

Vysledky produkce PHA pti 50 °C za vyuziti prekurzori monomeru 4HB je zobrazena
na obrazku 10. U izolatd AH11 a A12 nebyla opét zaznamendna Z4dna koncentrace biomasy,
nastavené kultiva¢ni podminky tedy nejspiSe nejsou vhodné pro tyto bakterie. Izolaty F101
a F102 byly schopny utilizovat pouze 1,4-butandiol, avSak tento prekurzor nebyly schopny
vyuzit pro tvorbu PHA. Izolaty Lk7, F109 a AFn2 byly schopny produkovat PHA i kopolymer
a lze zde opét sledovat rozdily produkce PHA u jednoho rodu mikroorganismu. U izolati AFn2
a F109 byla zaznamenana velice nizka produkce PHA. Pro tvorbu 4HB u téchto dvou izolatu

byl lepSim prekurzorem y-butyrolakton, ov§em koncentrace PHA se pohybovala pouze okolo
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hodnoty 0,06 g/l, ale molarni podil 4HB zde dosahoval hodnot az 22 mol. % V ptipadé
prekurzoru 1,4-butandiol se koncentrace PHA pohybovala pouze okolo hodnoty 0,03 g/l
a molarni zastoupeni 4HB okolo 12 mol. %. U izolatu Lk7 byl pro produkci PHA lepsi
prekurzor 1,4-butandiol, kde ackoli koncentrace PHA byla 0,37 g/l, moléarni zastoupeni 4HB

bylo pouze do 5,5 mol.%.
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Obrazek 10. Graf koncentrace biomasy a PHA pfi 50 °C

Tabulka 18 zobrazuje zastoupeni jednotlivych monomeri pti produkci PHA za vyuziti
prekurzori pro 4HB. Ackoli se jednd o druhové stejné mikroorganismy, vSechny
tf1 jsou taxonomicky zatazeni jako Aneurinibacillus thermoaerophilus, lze mezi nimi
pozorovat znacné rozdily. U mikroorganismu Lk7 byly hodnoty 4HB nizké, zastoupeni
4HB pfi pouziti 1,4-butandiolu se pohybuje okolo 5 mol. %. U mikroorganismti F109
a AFn2 byly hodnoty podstatné vys$im. U izolatu F109 dokonce zastoupeni monomeru 4HB
pii pouziti y-butyrolaktonu dosahuje témét 23 mol. %. Izolaty F109 a AFn2 vice produkovaly
4HB na y-butyrolaktonu, zatimco u izolatu Lk7 bylo vyssi zastoupeni 4HB bylo pouziti 1,4—

butandiolu.
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Tabulka 17. Procentudlni zastoupeni monomert u mikroorganismi a uréitych prekurzorech

3HB 4HB
PHATMN | 11101L%] | [mol.%]
LKT 1,4-butandiol | 0,367 = 0,007 93,5 5,5
y-butyrolakton | 0,041 + 0,026 95,0 1,8
F109 1,4-butandiol | 0,069 = 0,003 82,8 12,7
y-butyrolakton | 0,084 + 0,021 75,4 22,5
AFn2 1,4-butandiol | 0,024 + 0,001 84,7 13,0
y-butyrolakton | 0,020 + 0,016 83,9 16,1

Izolaty F101, F102, A12 a AH11 nevykazovaly produkci PHA ani pii jedné teplot¢, 1ze
tedy fici, ze tyto podminky nebyly pro tyto mikroorganismy vhodné. V ptipad¢ izolatu Lk7 byla
zaznamenana produkce PHA pouze pti 50 °C, zatimco u izolath F109 a AFn2 byla produkce
PHA zaznamenana pifi obou teplotich. Ze studie produkce PHA pomoci bakterie
Aneurinibacillus sp. H1 [60] byla stejné jako v nasem ptipadé u izolatu Lk7 lepsi produkce
4HB zaznamenana u 1,4-butandiolu. Rozdil nastavd u izolati AFn2 a F109, kde byla
zaznamenana vyssi produkce 4HB pfi pouziti y-butyrolaktonu. Na rozdil od bakterie uvedené
ve studii, kde produkce dosahovala zastoupeni az 79 mol. % monomeru 4HB v kopolymeru,
ve vSech naSich pfipadech bylo zastoupeni monomeru 4HB v kopolymeru velice nizké

a dosahoval nejvyssi zastoupeni maximalné 22 mol. % o koncentraci 0,02 g/I1.

4.3.3. Testovani produkce kopolymeru 3HV

Polyhydroxyalkanoaty maji velikou rozmanitost vlastnosti, kterd je dana velkou
moznosti kopolymerti. Na rozdil od €istého poly-3-hydroxybutyratu jsou kopolymery poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) vice biodegradabilni, rychlost rozkladu je o poznani
rychlejsi, ovSem velice zalezi na pomérech jednotlivych polymert [62]. Pomér jednotlivych
polymert ovlivituje i jeho mechanické vlastnosti, kdy na termostabilité se pfevazné podili praveé
3HV [62]. Kopolymery s 3HV jsou taktéz méné krystalické a vice flexibilni [43]. 3HV je tedy
velice zajimavym objektem pro studium produkce u extremofilnich bakterii, pfevazné diky

témto vlastnostem.

Jako prekurzory 3HV byly pouzity propionat sodny, kyselina valerova a kyselina
levulova. Byla taktéZ provedena kontrola bez pfidavku prekurzoru. Prekurzory byly piidany
po 24 hodinach, protoZe mohou mit inhibicni u€inek na rist danych mikroorganismi. Pokus
byl opét proveden pti dvou kultivaénich teplotéch, a to pti 50 °C a 60 °C. Pro mikroorganismy
F101, F102, A12, AH11 a F109 byl vybran zdroj uhliku glycerol, pro AFn2 byla vybréana jako
zdroj uhliku glukoza.
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Screening produkce PHA pii 60 °C za vyuziti prekurzordt 3HV u mikroorganismt
muzeme pozorovat na obrazku 10. I prestoze byly izolaty Geobacillus thermodenitrificans
F101, F102 a Geobacillus stearothermophilus A12 schopni ristu 1 v pfitomnosti prekurzora,
nebyla u nich detekovana zddné produkce PHA. U izolatu Geobacillus sp. AH11 si miizeme
povsimnou, ze koncentrace biomasy byla vyssi s prekurzory nez u samotné kontroly. Produkce
PHA byla vyssi nez u kontroly pouze s prekurzorem kyselinou levulovou, kde koncentrace byla
1,12 g/l a zastoupeni PHA dosahovala hodnoty 21 % hmotnosti suché biomasy. U izolatu
Aneurinibacillus thermoaerophilus 1Lk7 byly zaznamenany lehce vyssi hodnoty biomasy i PHA
s prekurzory propionatem sodnym a kyselinou valerovou nez u samotné kontroly. U izolatu
Aneurinibacillus thermoaerophilus F109 pievazovala koncentrace biomasy u kontroly.
Koncentrace biomasy u prekurzori se pohybovala okolo 0,50 g/l, zatim co u kontroly
byla koncentrace biomasy 0,62 g/l. V pripadé PHA byla koncentrace téme¢t stejna u kontroly
a prekurzoru propionatu sodného, kde hodnota dosahovala 19,7 % hmotnosti suché¢ biomasy.
U zbylych prekurzort zastoupeni PHA v suché biomase neptesahlo 15 hm. %. Taktéz u izolatu
AFn2 byla zaznamenéana vys$i koncentrace biomasy u kontroly nez u prekurzord. V ptipadé
produkce PHA byla zaznamenéana nejvyssi koncentrace u kyseliny valerové, ktera ¢inila 0,12
g/l a zastoupeni 21 % hmotnosti suché biomasy, u kontroly a zbylych prekurzorti nepfeséhla
hodnota koncentrace PHA 0,03 g/l. Molarni zastoupeni 3HV nebylo u zddného ze zkoumanych
mikroorganismu piili§ vysoké. Zastoupeni 3HV u izolath AH11, Lk7 a F109 neptekrocilo
v Zadném vzorku 8 mol. %. Pouze u mikroorganismu AFn2 byla zaznamenana s prekurzorem

kyselinou valerovou zastoupeni 3HV 12,6 mol. % o koncentraci 0,015 g/I.
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Obrazek 11. Graf koncentrace biomasy a PHA pii 60 °C s prekurzory: propionat sodny, kyselina valerova a kyselina levulova
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Izolaty F101, F102 a A12 nebyly schopny produkovat PHA pii 50 °C (Obrazek 12),
hodnota biomasy byla taktéz velice nizka. U bakterie Geobacillus sp. AH11 byla zaznamenéna
lehce vyssi koncentrace biomasy u propionatu sodného nez u kontroly. Koncentrace biomasy
u propionatu sodného ¢inila 1,75 g/, zatim co u kontroly, kde byl zdroj uhliku glycerol, byla
koncentrace 1,70 g/l. V piipadé PHA byla taktéz nejvyssi koncentrace zaznamenana
u propionatu sodného s koncentraci PHA 0,74 g/l a zastoupenim 42 % hmotnosti suché
biomasy. U izolatu Aneurinibacillu thermoaerophilus 1k7 hodnoty biomasy i PHA byly
nejvyssi u kontroly, ovSem nejvyssi zastoupeni PHA bylo zaznamenano u prekurzoru kyseliny
levulové, kde zastoupeni PHA dosahovalo 66 % hmotnosti suché biomasy. U kontroly, kde
zdrojem uhliku byl glycerol, koncentrace biomasy dosahovala 1,83 g/l a zastoupeni PHA 61 %
hmotnosti suché biomasy, coz odpovidd koncentraci 1,12 g/l. Taktéz izolat F109 dosahoval
v pfitomnosti glycerolu u kontroly vyssi koncentrace biomasy a PHA nez a prekurzort.
Koncentrace biomasy u kontroly zde dosahovala hodnoty 2,3 g/l s koncentraci PHA 1,41 g/l
a produkce dosahovala 61 % hmotnosti suché¢ biomasy. V piipadé prekurzorti zde byl
nejvhodnéj§im prekurzorem propionat sodny, ktery dosahoval koncentrace PHA 0,8 g/l.
U izolatu AFn2 byla zaznamenéana vysokéa produkce PHA na propionatu sodném a kyseliné
valerové, kde dokonce koncentrace biomasy i PHA pievySovaly produkci pouze na glukdze
jako jediném zdroji uhliku. U propionatu sodného byla zaznamenana vysoka koncentrace PHA,

ato 1,93 g/l, u kyseliny valerové byla koncentrace PHA 1,62 g/I a na kontrole 1,59 g/I.
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Obrazek 12. Graf koncentrace biomasy a PHA pii 50 °C s prekurzory: propionat sodny, kyselina levulova a kyselina valerova
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Zastoupeni jednotlivych monomerti v kopolymeru pfti kultivaci pti 50 °C zobrazuje
tabulka 20. U izolatu Geobacillus sp. AH11 bylo zaznamenano nejvyssi molarni zastoupeni
3HV s prekurzorem propionatem sodnym, které dosahovalo hodnoty 39 mol. %, ov§em celkova
koncentrace PHA zde byla pouze 0,74 g/l. Vysoké zastoupeni 3HV 29,8 mol. % bylo
zaznamenano u izolatu Aneurinibacillus thermoaerophilus 1k7, kde koncentrace PHA
dosahovala hodnoty 1,4 g/l. U izolatu Aneurinibacillus thermoaerophilus F109 bylo
zaznamenano nejvyssi zastoupeni 3HV u propionatu sodného, kde koncentrace PHA ¢inila
témet 0,8 g/l a zastoupeni monomeru 3HV zde bylo 21 mol. %. U AFn2 byl zaznamenan
nejvyss$i podil 3HV s kyselinou valerovou, kde byl podil 3HV 30,8 mol. % a celkova
koncentrace PHA dosahovala 1,6 g/l. Miizeme si pov§imnou, Ze ackoli se u izolatd Lk7, F109
a AFn2 jedna o stejny druh, nejvyssi koncentrace 3HV byla u AFn2 zaznamenana u kyseliny
valerové, zatim co u F109 a Lk7 u propionatu sodného. Je tedy mozné, ze se v piipadé¢ AFn2
by se jednalo o jiny kmen, jelikoZ jde pouze o taxonomické zatazeni na zédklad¢ sekvenace
16SrRNA, pro 100 % uréeni o jaky mikroorganismus se jedna by bylo zapotiebi vice testu.
Ovsem z podobnych vysledki u izolath F109 a Lk7 miizeme fici, Ze se bude jednat o ptibuzné

druhy.

Tabulka 18. Procentualni zastoupeni 3HB a 3HV u jednotlivych mikroorganismil a prekurzori

3HB 3HV
PHATN | 019%) | [mol.%]
propionat sodny | 0,742 £0,015 61,0 39,0
AHIL kyselina valerovéd | 0,424 + 0,000 78,2 21,8
kyselina levulova | 0,609 + 0,024 95,4 4.6
kontrola 0,627 + 0,028 94,2 5,8
propiondt sodny | 0,761 £ 0,037 70,2 29,8
LK7 kyselina valerovéd | 0,601 £ 0,021 94,4 5,6
kyselina levulova | 0,624 + 0,028 64,9 5.9
kontrola 1,121 £ 0,119 93,7 5,7
propiondt sodny | 0,799 + 0,055 78,9 21,1
F109 kyselina valerovéd | 0,547 £ 0,041 96,4 3,6
kyselina levulova | 0,495 + 0,098 97,2 2,8
kontrola 1,411 +0,117 96,6 3,4
propiondt sodny | 1,930 + 0,358 84,8 15,2
AFn2 kyselina valerovd | 1,618 0,014 69,2 30,8
kyselina levulova | 0,354 +0,014 97,0 3,0
kontrola 1,597 + 0,371 98,2 1,8

Pfi porovnani teplot miizeme fici, ze vhodnéjsi teplotou pro produkci kopolymeru 3HV
je v nasem piipad¢€ u vSech zkoumanych izolatt 50 °C. Nejvyssi molarni zastoupeni 3HV byla
zaznamenana pii 50 °C s kyselinou valerovou 0,50 g/l u izolatu AFn2, ktery jako jediny mél

zdroj uhliku glukozu. Ze studie zamétujici se na produkci PHA u Aneurinibacillus sp. H1,
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vychdzi, Zze nejvhodnéjsim prekurzorem pro tvorbu 3HV byla kyselina valerova [60]. Tato
skute¢nost byla potvrzena i v naSem pfipad€ u izoldtu AFn2. OvSem v piipade izolatd Lk7
a F109, ackoli se jedna o stejny druh, se jako nejvhodnéjsim prekurzorem ukézal propionat
sodny, zatim co produkce s prekurzorem kyselinou valerovou v téchto dvou piipadech

nevykazovala ptilis velkou tvorbu kopolymeru 3HV.
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5. ZAVER

Tato bakalafska prace se zamétovala na studium produkce PHA pomoci extrémofilnich
zastupct rodu Bacillus a pitibuznych rodi. Byly vyuzity jak sbirkové mikroorganismy
Ureibacillus composti DSM 171951, Alkalibacillus  haloalkaliphilus DSM 5271,
Alicyclobacillus  acidocaldarius DSM 446, Halobacillus  halophilus CCM 3527,
Thermobacillus composti DSM 18247 a Bacillus licheniformis CCM 2206, tak i izolované
mikroorganismy  z pfirodnich  zdroji  Aneurinibacillus  thermoaerophilus — LK7,
Aneurinibacillus thermoaerophilus  F109,  Aneurinibacillus  thermoaerophilus  AFn2,
Geobacillus thermodenitrificans F101, Geobacillus thermodenitrificans F102, Geobacillus
stearothermophilus A12 a Geobacillus sp. AH11.

V experimentalni ¢asti bylo provedeno testovani schopnosti produkce PHA na urovni
genotypu, kde byla pomoci metody PCR zkouména ptitomnost genu /6S¥rRNA a PHA syntaz
prvni a ¢tvrté tiidy pro rizné bakterie. Pfitomnost PHA syntazy prvni tfidy byla detekovana
pouze u izolatu Geobacillus stearothermophilus A12. PHA syntazy ctvrté tiidy pro zastupce
Aneurinibacillus byla potvrzena u vSech naSich zastupcli tohoto rodu (Aneurinibacillus
thermoaerophilus 1k7, Aneurinibacillus thermoaerophilus F109 a Aneurinibacillus
thermoaerophilus AFn2), ovSem PHA syntaza ctvrté tfidy pro zastupce rodu Bacillus nebyla

zjisténa u zddného ndmi zkoumaného mikroorganismu.

Taktéz byla sledovana produkce PHA na zdrojich uhliku, kterymi byly glycerol
a glukéza, pii 50 °C a 60 °C. U izolath Geobacillus thermodenitrificans F101, Geobacillus
thermodenitrificans F102 a Geobacillus stearothermophilus Al12 nebyla v naSem ptipade
prokéazana produkce PHA na zadném zdroji uhliku ani pfi jedné teploté. U izolath AH11, F109
a Lk7 byl stanoven jako nejvhodnéjsi zdroj uhliku glycerol, u bakterie AFn2 byla jako
nejvhodnéjsi zdroj uhliku stanovena glukéza. Produkce PHA dosahovala vyssich koncentraci
pti kultivaci pfi teploté 50 °C. Dale byla zkouména produkce kopolymeri 4HB s prekurzory
1,4-butandiolem a y-butyrolaktonem pii 50 °C a 60 °C. Pii 60 °C byla produkce PHA
zaznamenana pouze u izolatd AFn2 a Lk7, kde v obou dvou ptipadech byla produkce 4HB
velice nizka a pouze na prekurzoru y-butyrolaktonu. V tomto ptipadé se opét jako vhodné;si
teplota pro produkci PHA potvrdilo 50 °C. Produkce PHA byla prokazéana pouze u izolati F109,
Lk7 a AFn2. U izolatu Lk7 byl vhodné&j$im prekurzorem pro produkci 4HB 1,4-butandiol, zatim
co u izolatdi F109 a AFn2 byla zaznamenana vys$$i produkce 4HB s prekurzorem v-

butyrolakton.

Pti testovani schopnosti mikroorganismil tvofit kopolymer P(3HB-co-3HV) se opét

jako nejvhodnéjsi teplota prokdzalo 50 °C. Produkce kopolymeru byla opét prokdzana pouze
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uizolatd AH11, Lk7, AFn2 a F109. Jako vhodny prekurzor pro tvorbu 3HV se u AFn2 ukazala
kyselina valerova, u izolatd AHI11, Lk7 a F109 byl vhodnym prekurzorem propionat sodny.
Celkové jako nejlepSim producentem 3HV se ukazal izolat taxonomicky zatazeny jako
Aneurinibacillus thermoaerophilus AFn2, ktery vykazoval vysoké hodnoty PHA 1 zastoupeni
monomeru 3HV, kde zastoupeni s prekurzorem kyselinou valerovou dosahovalo az hodnoty

30 mol. % a koncentrace PHA zde dosahovala hodnoty 1,61 g/1.
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7. SEZNAM ZKRATEK

DNA
PHA
3HB
3HV
4HB
PCR
TBE
P(BHB-co-3HV)

Deoxyribonukleova kyselina
Polyhydroxyalkano4t
Poly-3-hydroxybutyrat
Poly-3hydroxyvalerat
Poly-4-hydroxybutyrat
Polymerazova fetézova reakce
Tris-borat-EDTA pufr

Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat)
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