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Abstrakt 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou mikrobiální zásobní polyestery, které mohou představovat 

obnovitelnou a ekologicky šetrnou alternativu k petrochemickým plastům. Jejich výroba 

a využití jsou do velké míry znevýhodněny vysokou produkční cenou. Jednou z možností, jak 

snížit cenu produkce PHA, je využití extrémofilních PHA producentů, které s sebou přináší 

především výhody vyplývající z vysoké robustnosti procesu vůči mikrobiální kontaminaci. 

V předložené práci byla pozornost zaměřena na studium produkce PHA pomocí vybraných 

halofilních a termofilních mikroorganismů. Z halofilních mikroorganismů byly testováni 

především vybraní sbírkoví zástupci rodu Halomonas, a to vzhledem k jejich možnému využití 

k produkci PHA z levného odpadního fritovacího oleje. Byli identifikováni dva slibní PHA 

producenti, a to konkrétně Halomonas hydrothermalis a Halomonas neptunia. Oba kmeny 

dosahovaly v rámci baňkových experimentů solidních výtěžků PHA a při přídavku vhodných 

strukturních prekurzorů byly také schopny produkce kopolymerů se zajímavými materiálovými 

vlastnostmi. Hlavní důraz byl však v práci kladen na studium produkce PHA pomocí 

termofilních mikroorganismů. V rámci práce byla provedena izolace termofilních PHA 

producentů z různých termofilních konsorcií (aktivní kal, kompost atd.). V průběhu izolačních 

experimentů byl navržen originální izolační postup využívající změny osmotického tlaku tzv. 

osmoselekce. Touto originální cestou bylo získáno několik desítek slibných termofilních 

producentů PHA, kteří byli taxonomicky zařazeni pomocí sekvenace genu 16S rRNA a byl 

u nich testován PHA produkční potenciál. Nejslibnějším PHA producentem byl izolát 

klasifikovaný jako Aneurinibacillus sp. H1. K produkci PHA pomocí Aneurinibacillus sp. H1 

lze využít řadu substrátů včetně odpadního glycerolu. Ještě významnější je schopnost 

syntetizovat kopolymery s vysokým obsahem 4-hydroxybutyrátu. Monomerní složení PHA 

kopolymeru, a tím i materiálové vlastnosti připraveného kopolymeru, je možné kontrolovat 

vhodným nastavením kultivačních podmínek. Připravený kopolymer P(3HB-co-4HB) má 

unikátní vlastnosti a velký aplikační potenciál v řadě high-end aplikací například v oblasti péče 

o zdraví, potravinářství nebo kosmetice.  

 

 

 

 

 

 

 

Klíčová slova 

Polyhydroxyalkanoáty, extrémofilní mikroorganismy, termofilní bakterie, izolace bakterií 

  



4 

 

Abstract 

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are microbial storage polyesters that represent a renewable 

and environmentally friendly alternative to petrochemical plastics. However, their production 

and use are severely disadvantaged by the high production cost. The use of extremophilic PHA 

producers is one of the ways to reduce the cost of PHA production. Extremophiles bring 

numerous advantages resulting from the high robustness of the process against microbial 

contamination. In this doctoral thesis, attention was focused on the study of PHA production 

using selected halophilic and thermophilic microorganisms. Representatives of the genus 

Halomonas were mainly from public collections of microorganisms. Two promising PHA 

producers on waste frying oil were identified, namely Halomonas hydrothermalis 

and Halomonas neptunia. Both strains achieved good PHA yields in flask experiments. With 

the addition of suitable structural precursors, they were also able to produce copolymers with 

interesting material properties. However, in the proposed thesis, the main emphasis was placed 

on the study of PHA production using thermophilic microorganisms. As a part of the work, 

the isolation of thermophilic PHA producers from various thermophilic consortia (active 

sludge, compost, etc.) was performed. During isolations experiments, an original isolation 

procedure was designed using changes in osmotic pressure, the so-called osmoselection. 

Dozens of promising thermophilic PHA producers were obtained thanks to this original 

approach. They were taxonomically classified using 16S rRNA and tested for production 

potential. The most promising PHA producer was the isolate which was classified as 

Aneurinibacillus sp. H1. This bacterium is able to utilize a variety of substrates, including waste 

glycerol, to produce PHA. Even more important is the capability of synthesizing copolymers 

with a high content of 4-hydroxybutyrate. The monomer composition of the PHA copolymer 

and thus the material properties of the prepared copolymer can be controlled by suitable 

adjustment of the cultivation conditions. The prepared copolymer P(3HB-co-4HB) has unique 

properties and the great application potential in numerous high-end applications, for example 

in the field of health care, food industry or cosmetics. 
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1. ÚVOD 

Znečištění životního prostředí plasty je jedním z nejnaléhavějších problémů této doby. Nejenže, 

celosvětově stoupá výroba plastů, ale stoupá také procento odpadu, které končí právě 

v životním prostředí, kde dochází k jeho akumulaci. Ročně se do moře z pevniny uvolní okolo 

8 milionů tun plastového odpadu. Tento odpad poté putuje napříč celým světem a hromadí se 

jednak v moři samotném, ale i na přilehlých pobřežích. Vlivem podmínek prostředí také 

dochází k rozpadu odpadu na tzv. mikroplasty, které se akumulují v živočiších, pitné vodě 

a začínají se pomalu akumulovat i v lidském těle.  

Značnou část tohoto odpadu tvoří plasty a výrobky na jedno použití. Jejich aktivní použití 

trvá většinou několik minut, nicméně v životním prostředí setrvávají až stovky let. Přitom lze 

toto znehodnocování přírody omezit, ne-li zastavit úplně, pomocí snížení výroby a použití 

rezistentních syntetických plastů a/nebo nahrazením těchto materiálů ekologicky šetrnějšími 

alternativami. Vhodných materiálů je hned několik. Například klasická plastová brčka lze 

nahradit brčky z nerezové oceli, bambusové, rýžové či obilné slámy. Také plastové vatové 

tyčinky, kterých se ročně vyrobí v řádu stovek miliard kousků a které často končí v oceánech, 

lze nahradit ekologičtější variantou bambusových či papírových tyčinek nebo tyčinkami na více 

použití vyrobených ze silikonu. Téměř každý plastový výrobek na jedno použití má svoji 

ekologičtější variantu. 

Ovšem plasty lze nahradit i jinými polymery, které májí podobné mechanické či fyzikální 

vlastnosti, ale jsou v přírodě rozložitelné a kompostovatelné. Jedná se o přírodní polymery. 

Mezi tyto alternativy k petrochemicky vyráběným polymerům patří také polyhydroxyalkanoáty 

(PHA). Jedná se o mikrobiální polyestery, které jsou plně biodegradabilní. Jsou produkovány 

širokým spektrem bakterií, kterým PHA slouží jako zásobní zdroj uhlíku a energie. Nicméně 

díky svým vlastnostem mohou být biotechnologicky vyrobené PHA slibnou alternativu 

k syntetickým polymerům, která má široké uplatnění v řadě odvětví. Své uplatnění nachází 

jednak jako obalový materiál, který je vhodný i pro potravinářské účely, ale především 

v medicíně, farmacii či kosmetickém průmyslu.  

Nicméně produkce PHA je omezena konkurenceschopností výrobního procesu. Cenu 

produktu ovlivňuje mnoho parametrů. Mezi hlavní z nich patří náročnost na sterilitu 

biotechnologického procesu, cena zdroje uhlíku či produktivita daného použitého bakteriálního 

kmene. Jednou ze strategií, jak snížit cenu procesu, je použití levných uhlíkatých substrátů. 

Většinou se jedná o odpadní substráty z některého z agropotravinářského komplexu. Možností 

je opravdu mnoho a stačí jen nalézt vhodnou variantu pro daný proces. Jako substráty lze 

například využít odpadní rostlinné oleje, odpadní glycerol, syrovátku, melasu, ale i odpadní 

slámu či stébla kukuřice, otruby nebo kávovou sedlinu. Dalším důležitým parametrem je také 

použitý mikroorganismu, jeho produktivita, kultivační podmínky a metabolické nároky. 

Mikroorganismy se k produkci používají již celá tisíciletí, ať už se jedná o výrobu ethanolu, 

chleba či o produkci důležitých enzymů a dalších metabolických látek. Avšak kromě běžně 

„dostupných“ kultur, které se často používají pro biotechnologické procesy, se v poslední době 

dostaly do středu zájmu také extrémofilní mikroorganismy. Díky svým unikátním schopnostem 

jsou schopny nejen přežít, ale také růst a prosperovat v extrémních podmínkách. Díky tomu 
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mikroskopický život najdeme po celé planetě, v mořských termálních průduších, ve slaných 

jezerech, permafrostu, na poušti či v kyselých sopečných jezírkách. Jejich unikátní strategie 

přežití v těchto podmínkách lze biotechnologicky využít. Jejich enzymy snášejí vyšší teploty, 

eventuelně nízké či vysoké hodnoty pH, což umožnuje jejich širší aplikační využití. Také 

poskytují mnoho nových a neprozkoumaných možností. 

Z hlediska biotechnologického procesu ovšem přinášejí ještě jednu nespornou výhodu, a tím 

je snížení nákladů na sterilitu procesu. Díky tomu, že prosperují v extrémních podmínkách, 

nejsou procesy založené na extrémofilech ohroženy běžnou kontaminací, která v těchto 

podmínkách nemá šanci přežít. Proto je možné vést biotechnologické procesy v semi-sterilních 

nebo dokonce v nesterilních podmínkách.  

Přesto však nejsou extrémofily, především v kontextu produkce PHA, dostatečně 

prozkoumány. Proto se tato práce zaměřuje na studium produkce PHA pomocí vybraných 

sbírkových halofilních mikroorganismů, ale také na izolací termofilních producentů PHA 

z přírodních konsorcií.  

Spojení extrémofilních mikroorganismů a PHA přináší řadu výhod, které by mohly časem 

vést k nižšímu znečištění naší planety.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Polyhydroxyalkanoáty 

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou biodegradabilní a biokompatibilní polymery, které jsou 

syntetizovány ve formě intracelulárních granulí širokým spektrem bakterií a některými zástupci 

archea [1; 2]. Mikroorganismům granule PHA slouží jako zásobní zdroj uhlíku a energie a také 

navyšují robustnost bakteriálních buněk vůči řadě stresových faktorů [3]. PHA nezatěžují 

životní prostředí, navíc je lze považovat za alternativu k některým plastům vyráběných z ropy, 

protože mají vhodné chemické i fyzikální vlastnosti. Další výhodou PHA je výroba 

z obnovitelných, případně i odpadních surovin nebo vedlejších produktů. PHA lze využít 

na výrobu nádob, lahví a jiných obalů [4]. Díky jejich biologické rozložitelnosti je lze použít 

také v medicíně jako vstřebatelné chirurgické nitě či ve farmaceutickém průmyslu jako nosiče 

aktivních látek nebo hormonů v léčivech [5]. Právě biodegradabilita je jejich největší výhodou, 

která by mohla snížit znečištění a akumulaci odpadů vyrobených z nerozložitelných plastů [6]. 

Dnes známe asi 150 různých typů monomerů, které mohou být inkorporovány do struktury 

PHA [7]. Z chemického hlediska se jedná o lineární polyestery hydroxykyselin (Obrázek 1). 

PHA můžeme rozdělit podle počtu uhlíku v monomerní jednotce. První skupinou jsou takzvané 

scl-PHA (short chain length) neboli PHA s krátkým řetězcem, které mají v monomeru 3 až 

5 uhlíků a jedním ze zástupců je například poly(3-hydroxybutyrát), který je nejvíce rozšířeným 

a nejznámějším zástupcem z PHA polymerů. Druhá skupina PHA obsahuje v monomerní 

jednotce 6 až 14 uhlíků v monomeru a nazývá se mcl-PHA (medium chain length) neboli PHA 

se středně dlouhým řetězcem, mezi zástupce této skupiny patří například homopolymery 

poly(3-hydroxyhexanoát), poly(3-hydroxyoktanoát) a heteropolymer poly(3-hydroxyhexanoát-

co-3-hydroxyoktanoát) [8]. Obě skupiny se liší svými vlastnostmi. Scl-PHA mají obecně 

vysoký stupeň krystalinity, a tudíž jsou tuhé a křehké, zatímco mcl-PHA mají nízký stupeň 

krystaličnosti a jedná se o elastické materiály. Liší se také teplotou tání, která je obecně u mcl-

PHA výrazně nižší než u scl-PHA. Obecně je vysoká teplota tání většiny scl-PHA považována 

za technologickou nevýhodu, protože teplotní okno pro tavení materiálu bez jeho degradace je 

velice úzké. Například homopolymer 3-hydroxybutyrátu má teplotu tání okolo 170 °C a jeho 

degradace začíná okolo 200 °C [9; 10]. Další skupinou jsou takzvané lcl-PHA, tedy 

polyhydroxyalkanoáty s dlouhým řetězcem. Monomer má více než 14 uhlíků, avšak tento typ 

je neobvyklý a málo prostudovaný [11]. 



12 

 

 

Obrázek 1: Chemická struktura základních polyhydroxyalkanoátů, upraveno z [10] 

Polyhydroxyalkanoáty jsou opticky aktivní polyestery a všechny 3-hydroxyalkanové 

kyseliny jsou v konformaci R v důsledku stereospecifity polymeračního enzymu (PHA 

syntázy). Molekulová hmotnost polymeru se pohybuje v rozmezí 200 000 až 3 000 000 Da 

v závislosti na mikroorganismu, který PHA akumuluje a také na podmínkách jeho růstu [12].   

PHA se vyskytují v bakteriích ve formě intracelulárních granulí (Obrázek 2), které mají 

obvykle 0,2 až 0,5 µm v průměru a nacházejí se v cytoplazmě [11]. Nativní granule PHA mají 

lipidovou povahu, a proto je lze barvit lipofilními barvivy jako je Súdánská čerň B či Nilská 

červeň [10; 13]. Je zajímavé, že nativní PHA granule v bakteriálních buňkách obsahují polymer 

v amorfní formě, která vykazuji vysokou flexibilitu, a svými vlastnostmi připomíná 

podchlazenou kapalinu. Poté co je ochranná vrstva nativních granulí poškozena (například 

při izolaci polymeru z bakteriálních buněk) dochází k rychlé krystalizaci polymeru [14].    
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Obrázek 2: Snímek bakterie Cupriavidus necator H16 CCM 3726 obsahující granule PHA 

z transmisního elektronového mikroskopu 

2.1.1. Syntéza PHA 

Bakterie, které syntetizují PHA, lze rozdělit do dvou skupin na základě podmínek pro syntézu. 

První skupina vyžaduje omezení živin, například fosforu, dusíku, hořčíku nebo kyslíku 

a nadbytek uhlíku. Bakterie patřící do této skupiny PHA hromadí až ve stacionární fázi růstu. 

Druhou skupinu bakterií tvoří druhy, které jsou schopny produkce PHA i během růstové fáze 

a nevyžadují žádnou limitaci živinami [2]. 

Struktura PHA, které se hromadí v bakteriálních buňkách, závisí také na zdrojích uhlíků, 

které daná bakterie využívá. Zdroje uhlíku mohou být různé. Například mastné kyseliny jsou 

strukturně podobné hydroxyalkanovým kyselinám a jsou nazývány příbuznými substráty. Je 

možné využít i substráty, které nemají podobnou strukturu jako PHA. Jedním z nich je 

například hojně využívaná glukóza. Pro syntézu PHA byly popsány tři hlavní mechanismy 

(Obrázek 3). Existuje však až 12 různých metabolických cest pro jejich syntézu [15; 16].  
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Obrázek 3: Tři hlavní mechanismy biosyntézy PHA, upraveno z [16] 

První cesta vede od acetyl-CoA k poly(3-hydroxybutyrátu), zkráceně P(3HB), a jedná se 

o klasický případ syntézy scl-PHA. Dva acetyl-CoA generované ze sacharidů, mastných 

kyselin či aminokyselin jsou pomocí beta-ketothiolázy (PhaA) kondenzovány za vzniku 

acetoacetylu-CoA. Enzym acetoacetyl-CoA reduktáza (PhaB) redukuje acetoacetyl-CoA 

na (R)3-hydroxybutyryl-CoA. Nakonec dochází k polymeraci PHA syntázou (PhaC) za vzniku 

P(3HB) [16]. Tato cesta je charakteristická pro bakterie druhu Cupriavidus necator 

[13; 16; 17]. Tyto bakterie můžou hromadit P(3HB) až do 80 % hmotnosti vztažené na suchou 

hmotnost buněk, při nadbytku C zdroje a limitací dusíku či fosforu [13; 18].  

Přidáním vhodného prekurzoru do kultivačního média může vést syntéza PHA ke tvorbě 

kopolymerů. Při použití kyseliny propionové nebo valerové jako prekurzoru může docházet 

k produkci kopolymeru složeného z 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu (3HV). Přidání 4-

hydroxybutyrátu nebo γ-butyrolaktonu do kultivačního média vede k syntéze odpovídajících 

thioesterů-CoA a jejich začlenění do PHA pomocí PHA syntázy [13].  

Druhá cesta biosyntézy PHA využívá meziprodukty β-oxidačního cyklu a vede k syntéze 

mcl-PHA. Jako zdroj uhlíku jsou využívány mastné kyseliny. V β-oxidačním cyklu jsou mastné 

kyseliny převedeny na enoyl-CoA. Poté se enoyl-CoA transformuje pomocí enoyl-CoA 

hydratázou (PhaJ) na (R)3-hydroxyacyl-CoA, ten je dále polymerizován mcl-PHA syntázou 

na mcl-PHA. Tato biosyntetická dráha je charakteristická pro bakterie rodu Pseudomonas 

(P. putida, P. oleovorans, P. aeruginosa) nebo při tvorbě scl-PHA při růstu bakterií 

na lipidovém zdroji uhlíku [16; 17; 19]. 

Třetí cesta zahrnuje cyklus syntézy mastných kyselin in situ. Klíčovým enzymem je zde 3-

hydroxyacyl-ACP-CoA transferáza (PhaG), která přeměňuje 3-hydroxyacyl-ACP na 3-

hydroxyacyl-CoA, který je základem pro polymeraci pomocí mcl-PHA syntázy. Syntéza 
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mastných kyselin in situ a β-oxidační cyklus mohou být nezávisle regulovány a obě poskytují 

prekurzory pro syntézu PHA [16; 20; 21]. 

2.1.2. Přehled enzymů a genů vztahujících se k metabolismu PHA 

Do metabolismu PHA se zapojuje velké množství enzymů. Enzymy podílející se v metabolismu 

PHA jsou označovány zkratkou PHA. Geny kódující enzymy zapojené do syntézy jsou 

pojmenovány v abecedním pořadí (phaA, phaB, …). Zato enzymy podílející se na degradaci 

PHA jsou pojmenovávány od konce abecedy (phaZ) [22]. Přehled základních enzymů 

a patřičných genů účastnících se biosyntézy nebo degradace PHA je zobrazen v tabulce 1. 

Tabulka 1: Přehled některých vybraných genů [23; 24] 

Kromě základních enzymů podílejících se na biosyntéze PHA (PhaA, PhaB, PhaC) jsou 

dalšími důležitými proteiny phasiny PhaP, které se zapojují do morfologie intercelulárních 

granulí PHA v cytosolu, díky svým amfifilním vlastnostem se sorbují na povrch PHA granulí 

a představují mezifázi mezi hydrofobním polymerem a vodou obsaženou v cytoplazmě 

[25; 26]. Protein PhaF se nejspíše podílí na regulaci exprese genů související s tvorbou mcl-

PHA [27]. Jako přírodní aktivátor P(3HB) syntázy funguje také protein PhaM například 

v bakterii Cupriavidus necator [28]. Protein PhaD není ještě plně prozkoumaný, ale účastní se 

produkce mcl-PHA v bakteriích [29].  

V bakterii Cupriavidus necator jsou geny pro syntézu PHA organizovány v phbCAB 

operonu (Obrázek 4). Syntézy scl-PHA se účastní tři enzymy kódované geny phaA, phaB 

Název genu Kódovaný enzym Funkce enzymu 

phaA β-ketothioláza 
kondenzace acetyl-CoA za vzniku 

acetoacetyl-CoA 

phaB acetoacetyl-CoA reduktáza  
redukce acetoacetyl-CoA na (R)3-

hydroxybutyryl-CoA 

phaC PHA syntáza 
polymerizace hydroxykyselin 

za vzniku PHA 

phaG 
(R)3-hydroxyacyl-ACP-CoA 

transferáza 

transformace 3-hydroxyacyl-ACP 

na 3-hydroxyacyl-CoA 

phaJ enyol-CoA hydratáza 
transformace enoyl-CoA na (R)3-

hydroxyacyl-CoA 

phaM 
aktivátor a urychlovač 

katalytické aktivity 

aktivátor a urychlovač katalytické 

aktivity 

phaP 
phasiny, proteiny sestavující 

granule 
proteiny sestavující granule 

phaZ PHA depolymeráza depolymerační enzym 
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a phaC [22; 30; 31] . Toto uspořádání se však nachází i u jiných bakterií se stejnou strategií 

akumulace PHA [17]. Druhá třída PHA syntázy obsahuje dva geny phaC (phaC1 a phaC2), 

které jsou odděleny phaZ genem kódující PHA depolymerázu. Také se zde nacházejí geny 

kódující proteiny zodpovědné za regulaci PHA metabolismu (např. phaD) [32].  

 

  

Obrázek 4: Schéma CAB operonu a biosyntetické dráhy scl-PHA, upraveno z [31] 

2.1.2.1 PHA syntázy 

PHA syntázy (PhaC) jsou klíčové enzymy při syntéze polyhydroxyalkanoátů. 

Zprostředkovávají polykondenzaci hydroxyalkanových monomerů do polymeru. PHA syntázy 

se mohou dělit na základě jejich podjednotkové kompozice, substrátové specifity, primární 

struktury a na základě kinetiky a mechanismu katalýzy do čtyř tříd [24]. 

PHA syntázy první třídy jsou reprezentovány charakteristickou PHA syntázou modelové 

bakterie Cupriavidus necator (dříve známá také jako Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha 

a Alcaligenes eutrophus). Tato třída enzymů má pouze jednu podjednotku, avšak je katalyticky 

aktivnější ve formě dimeru. Jedna podjednotka má molekulovou hmotnost od 60 do 73 kDa a je 

specifická pro biosyntézu scl-PHA. Z toho důvodu jsou jeho cílovým monomerem 3–5 uhlíku 

dlouhé 3-, 4- nebo 5-hydroxyalkanoáty. Nicméně i některé PHA syntázy třídy I mohou 

katalyzovat inkorporaci 3-hydroxyhexanoátu do struktury polymeru (např. Rhodospirullum 

rubrum či Aeromonas caviae) [13; 32]. 

PHA syntázy třídy II také obsahují jednu podjednotku o velikosti 60–65 kDa (kódovaná 

geny phaC1, phaC2), která polymeruje monomery za vzniku mcl-PHA. Tento typ PHA syntázy 

je charakteristický pro bakterie rodu Pseudomonas (např. Pseudomonas aeruginosa, 

Pseudomonas oleovorans) [13; 22; 30; 33]. 

Enzymy třídy III jsou tvořeny dvěma podjednotkami (podjednotka C = PhaC a podjednotka 

E = PhaE) o molekulové hmotnosti přibližně 40 kDa. Podjednotka PhaC má podobné 

aminokyselinové složení jako PHA syntázy třídy I a II. PhaE nevykazuje žádnou sekvenční 

podobnost s ostatními PHA syntázami. Touto třídou enzymů jsou tvořeny 

polyhydroxyalkanoáty o velikosti 3 až 5 uhlíků (scl-PHA). Třetí třída byla objevena u halofilní 

bakterie Allochromatium vinosum, vyskytuje se však také u sinic či halofilních archeí jako jsou 

například archea rodu Haloferax či Haloarcula [23; 30; 32]. 
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PHA syntázy třídy IV jsou charakteristické pro kmeny Bacillus sp. a tvoří je dvě různé 

podjednotky PhaC a PhaR. Liší se i molekulárními hmotnostmi, kdy PhaC podjednotka má 

40 kDa, zatím co PhaR je poloviční (20 kDa). PHA syntázy čtvrté třídy jsou velmi rozmanité 

a lze je rozdělit do několika podskupin. Nejčastěji dochází k syntéze PHA s krátkým 

řetězcem [16; 23; 32; 34]. 

Všechny PHA syntázy mají konzervovaný cystein, který slouží jako katalyticky aktivní 

místo, kde je kovalentně připojen rostoucí řetězec PHA. Katalytickou triádu kromě cysteinu 

tvoří také histidin a kyselina asparagová. Tato triáda je podobná triádám esteráz. 

Aminokyselinové sekvence PHA syntázy v porovnání se sekvencemi esteráz ukazují, že PHA 

syntázy mají podobné složení jako α/β hydrolázy [26]. Klastr PHA syntáz pro jednotlivé třídy 

je zobrazen na obrázku 5 pomocí známých představitelů dané třídy.  

 

Obrázek 5: Organizace genů zapojených do přímé syntézy PHA a rozdělení PHA syntázy napříč 

jednotlivými třídami, upraveno z [32] 

2.2. Způsoby identifikace PHA u bakterií 

Při hledání nových producentů PHA, což byla jedna z klíčových aktivit této disertační práce, je 

důležitá identifikace PHA pozitivních buněk nebo kolonií, převážně pak ve směsných 

bakteriálních kulturách a konsorciích. Důležitým faktorem je potom rychlá a snadná 

identifikace dané kolonie, která produkuje PHA. Existuje několik způsobů identifikace PHA 

přímo v buňce bakterie bez nutnosti extrakce polymeru z bakteriální biomasy [24]. 
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2.2.1. Lipofilní barviva 

Polyhydroxyalkanoáty mají lipofilní charakter, proto jsou vhodné pro barvení lipofilními 

barvivy. Mezi nejpoužívanější barviva pro selektivní barvení PHA granulí patří Nilská červeň, 

Nilská modř A a Súdánská čerň B [35]. 

Nilská modř A je bazické oxazinové barvivo rozpustné ve vodě a ethanolu. Jeho oxazonová 

forma (Nilská růžová – Nile pink) se tvoří spontánní oxidací ve vodném prostředí 

nebo refluxováním ve zředěné kyselině sírové. Vzniklá Nilská růžová je rozpustná v tekutých 

neutrálních tucích při teplotě barvení [36]. Pro barvení buněk se používá 1% roztok Nilské 

modři A a tepelně fixovaný preparát. K excitaci poté dochází při vlnové délce 460 nm [35; 36]. 

Súdánská čerň B je lipofilní barvivo, které je rozpustné v organických rozpouštědlech, jako 

je například ethanol [8]. Pro barvení PHA inkluzí se používá tepelně fixovaný preparát, který 

je následně obarven a pozorován pod mikroskopem [35; 37; 38]. 

U směsných bakteriálních kultur lze za pomocí barvení intracelulárních lipidických inkluzí 

pomocí Nilské modři A či Súdánské černi B sledovat distribuci PHA ve vzorcích. Pomocí 

kvantitativní analýzy obrazů speciálně vyvinuté pro identifikaci a izolaci bakterií produkujících 

PHA pomocí světelné či fluorescenční mikroskopie lze rychle a snadno rozlišit PHA 

produkující bakterie od neprodukujících [35]. 

Velmi často využívaným lipofilním barvivem je také Nilská červeň (Nile red). Je rozpustná 

v organických rozpouštědlech, nejčastěji se používá ethanol nebo dimetylsulfoxid (DMSO). 

Jedná se o oxazonovou formu se silnou oranžovou fluorescencí při buzení max. 543 nm 

při vazbě na PHA v buňkách [37]. Při barvení Nilskou červení lze barvu přidávat rovnou 

do agarem ztuženého kultivačního média (Obrázek 6) a to v koncentraci 0,5 µg barviva na ml 

média. Tento způsob identifikace PHA produkujících bakterií je snadný a rychlý. Miska 

s narostlou kulturou se osvítí UV lampou a lze vybrat kolonie, které jsou pozitivní na PHA 

a tím je oddělit od neprodukujících bakterií ve směsných kulturách [37; 38]. 
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Obrázek 6: Černobílý snímek kultury obarvené nilskou červení, na kterém je pozorovatelné 

srovnání identifikace kultury obsahující PHA. A1 – Cupriavidus necator H16 produkující PHA; 

A2 – Cupriavidus necator PHB-4 neprodukující PHA [37] 

2.2.2. Infračervená spektrometrie 

Infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací (FTIR) je rychlá metoda sloužící 

k identifikaci a případně také kvantifikaci PHA nejen ve směsných kulturách. Oproti 

klasickému stanovení PHA pomocí plynové chromatografie se jedná o rychlou metodu. Mezi 

její další výhody patří malé množství vzorku či absence jakýchkoli rozpouštědel [39]. Avšak 

její nevýhodou je citlivost metody k vodě, která vykazuje široký absorpční pás. Proto 

ve spektrech interferuje s řadou látek včetně PHA. Z toho důvodu je nutné vzorek před analýzou 

vysušit a tím dojde i k usmrcení bakterií. 

FTIR se zabývá studiem molekulární struktury a jedná se o měření infračerveného (IR) 

záření absorbované vzorkem. Pokud je IR záření absorbováno vzorkem, dojde k přechodu mezi 

vibračními energetickými stavy chemických vazeb v molekule. Tyto vibrační energie jsou 

specifické pro chemické vazby, výsledná spektra poskytují informace o funkčních skupinách 

a chemické struktuře sloučenin ve vzorku [40]. 

Při analýze PHA dochází k intenzivnímu vstřebávání v pásech okolo 1724 cm-1, kde dochází 

k absorpci C=O skupinami, které jsou pro PHA charakteristické. Doprovodné pásy jsou 

umístěny v blízkosti 1280 a 1165 cm-1, kde se jedná o esterové vazby [41]. Porovnání spekter 

bakteriální biomasy, ve které je nebo není přítomen polyester P(3HB), je zobrazeno 

na obrázku 7. Černé šipky ukazují na charakteristické pásy pro identifikaci PHA v bakteriální 

biomase. 
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Obrázek 7: Porovnání spekter bakteriální biomasy naměřené pomocí FTIR. Zelená linka ukazuje 

spektrum bakteriální biomasy obsahující P(3HB), červená pak spektrum pro bakteriální biomasu bez 

P(3HB). Černé šipky ukazují na charakteristické pásy pro stanovení PHA v bakteriální biomase. 

2.2.3. Ramanova spektrometrie 

Také Ramanova spektrometrie slouží ke studii molekulárních struktur a poskytuje informace 

o funkčních skupinách v molekule vzorku. Tato technika je založena na nepružném rozptylu 

dopadajícího záření prostřednictvím interakce s vibračními molekulami. Vzorek je osvětlen 

monochromatickým laserovým paprskem, ten interaguje s molekulami vzorku. Ramanovské 

spektrum je potom vyjádřeno jako změna intenzity v závislosti na vlnové délce, nejčastěji 

v rozmezí 4000–10 cm-1 [42]. 

Stejně jako FTIR je tato metoda rychlá, neinvazivní a lze ji použít ke sledování 

v bioreaktorech online. Ramanova spektrometrie nevyžaduje dlouhou přípravu a na rozdíl 

od FTIR není potřeba zbavovat se vody, protože nedochází k její interferenci. Proto lze PHA 

stanovovat přímo v koloniích na Petriho miskách, kdy charakteristický pás pro P(3HB) je okolo 

1736 cm-1. Z Ramanova spektra lze také vyčíst informace o krystalinitě daného polymeru a je 

možné ji také využít jako rychlý nástroj pro stanovení obsahu PHA v bakteriální biomase [43]. 

S využitím Ramanovské pinzety je možné provést analýzu na úrovni jedné buňky, a dokonce 

s jednotlivými buňkami manipulovat a dále je sortovat. Principiálně se tak jedná o velice 

zajímavý přístup k současné identifikaci a izolaci PHA produkujících buněk ze směsných 

mikrobiálních kultur [44]. 
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2.2.4. Molekulární techniky 

Pomocí molekulárních technik lze zjistit na úrovni genotypu, zda daný mikroorganismus má 

potenciál produkovat PHA. Neberou však v potaz, zda je daný gen aktivní či nikoli 

nebo v jakém množství a za jakých kultivačních podmínek bude PHA syntetizováno. 

Pomocí molekulárních technik se nejčastěji stanovují či hledají geny kódující klíčové enzymy 

biosyntézy PHA, především pak PHA syntázy. Kvantifikace exprese genů zapojených 

do biosyntézy PHA lze realizovat pomocí polymerázové řetězové reakce s reverzní 

transkripcí (RT-qPCR) [45]. 

2.2.4.1 Southernův přenos 

Southernův přenos je jedna z prvních molekulárních technik, která byla použita pro identifikaci 

PHA genů, kdy její princip spočívá v detekci specifických molekul DNA ze směsi DNA [46]. 

Celý experimentální protokol zahrnuje použití restrikčních enzymů, následné gelové 

elektroforézy, přenos fragmentů na blotovací membránu (Southernův přenos – anglicky 

blotting) a následnou hybridizaci pomocí sond, díky kterým dochází k detekci hledaných 

fragmentům DNA [47]. 

Timm a kolektiv už v roce 1994 navrhli specifickou obecnou sondu pha genů na základě 

bakterií Cupriavidus necator a Pseudomonas oleovorans a metodu Southernova přenosu 

využili pro hledání stejných sekvencí u různých mikroorganismů. Avšak prokázali, že je 

vhodná pouze pro producenty s PHA syntázou třídy I a II, ale není schopna detekce pha genů 

syntáz tříd III a IV [48]. 

2.2.4.2 FISH 

Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) je molekulární technika používaná pro detekci 

genového uspořádání, oblastí delece a amplifikace chromozomů či numerických 

chromozomálních abnormalit. Tato metoda využívá fluorescenčně značené DNA sondy 

a následnou fluorescenční mikroskopii [49]. 

Kromě toho, že touto metodou lze identifikovat taxonomické skupiny ve smíšených 

kulturách, lze ji také použít pro identifikaci pha genů. Jedná se o metodu využívající kombinaci 

metody FISH a dvojitého barvení PHA a polyfosfátu pomocí methylenové modři či barvivem 

DAPI-polyfosfát. Ke dvojitému barvení lze navíc použít ještě sekvenční barvení PHA granulí 

Súdánskou černí [45]. 

2.2.4.3 PCR 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je jednoduchá metoda, která umožňuje amplifikaci 

a následnou detekci specifického fragmentu DNA [50]. Proto je tato metoda hojně využívána 

při identifikaci PHA produkujících bakterií. Používá se k prvotnímu screeningu a také je vhodná 

v případech, kdy je detekce jinými technikami obtížná, například kvůli akumulaci PHA 

v malém množství či daný mikroorganismus nemá vhodné podmínky pro produkci PHA [51]. 

Pro PCR analýzu jsou klíčové použité primery, krátké specifické oligonukleotidy. 

V literatuře je možné nalézt celou řadu sad primerů vhodných k identifikaci phaC genů, 
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nicméně celou skutečnost komplikuje heterogenita phaC genů. V tabulce 2 je uveden přehled 

primerů umožňujících detekci genů kódujících PHA syntázy u různých mikroorganismů. Je 

však nutno poznamenat, že použití PCR může vést k falešně negativním výsledkům (bakterie 

disponuje genetickým potenciálem pro syntézu PHA, ale použitá sada primerů jej není schopna 

identifikovat), ale také k falešně pozitivním výsledkům (je detekován příslušný gen, avšak daný 

mikroorganismus není schopen produkce PHA) [45].
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Tabulka 2: Přehled vybraných primerů pro detekci PHA syntáz 

Třída Gen 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 
Příklad použití Zdroj 

I+II 

phaC 

G1-R 
5´GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(GC)

ATCAACAAGT3´ 

551 bp 

potvrzení schopnosti produkovat PHA na úrovni 

genotypu po předchozím fenotypovém (barvením 

Súdánskou černí) stanovení u řady bakterií 

(např. Azospirillum brasilense ATCC 29710, 

Azotobacter chroococcum IBUN 88, 

Pseudomonas fluorescens IBUN 91…) 

[52] 

G-D 
5´GTTCCAG(AT)ACAG(GC)A(G

T)(AG)TCGAA3´ 

phaC 

CF1 
5′ATCAACAA(AG)T(AT)CTAC(

AG)TC(CT)T(CG)GACCT3′ 

500 bp 

identifikace PHA syntáz z metagenomu mořských 

bakterií izolovaných z mořské houby Aaptos 

aaptos 

[53] 

CR4 
5´AGGTAGTTGT(CT)GAC(CG)(

AC)(AC)(AG)TAG(GT)TCCA3´ 

II phaC 

phaCF2 

5′GT(CCC/GG)TTC(GGG/AA)T(

GGG/CC)(AAA/GG)T(CC/G)(TT/

A)(CCC/GG)CTGGCGCAACCC3

´ 

496 bp 

pro screening PHA producentů izolovaných 

z přírodních vzorků, u potvrzených producentů 

na základě genotypu byla jejich produkce také 

podrobena fenotypovým testům 

 [54] 

phaCR4 

5′AGGTAGTTGT(TT/C)GAC(CC

C/GG)(AAA/CC)(AAA/CC)(GGG/

A)TAG (TTT/G)TCCA3´ 
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Třída Gen 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 
Příklad použití Zdroj 

II 

phaC1 

E1-D 
5´GGAGCGTCGTAGATGAGTA

ACAAGAA3´ 

1965 bp 

potvrzení schopnosti produkovat PHA na úrovni 

genotypu po předchozím fenotypovém (barvením 

Súdánskou černí) stanovení u řady bakterií 

(např. Azospirillum brasilense ATCC 29710, 

Azotobacter chroococcum IBUN 88, 

Pseudomonas fluorescens IBUN 91…) 

[52] 

E1R 
5´AGGTTGGCGCCGATGCCGTT

GAA3´ 

phaC1

+ C2 

I-179L 
5´ACAGATCAACAAGTTCTAC

ATCTTCGAC3´ 

540 bp 

pro rychlou genetickou charakterizaci PHA 

syntáz, pro obecný screening mikroorganismů, 

pro identifikaci mcl-PHA producentů, například 

Pseudomonas pseudoalcaligenes HBQ06, 

Pseudomonas nitroreducens 0802 

[51] 

I-179R 
5´GGTGTTGTCGTTGTTCCAGT

A GAGGATGTC3´ 

III phaC 

Haphapcr1 
5´GTTTTAATCGATTACGCNYT

NGTNAAYMGNCCNTAYATG3´ 

500–600 bp 

pro rychlou genetickou charakterizaci PHA 

syntáz, pro obecný screening mikroorganismů, 

pro identifikaci PHA producentů třídy III, kam 

patří například sinice či síran redukující bakterie, 

Allochromatium vinosum, Thiocystis violacea 

a Synechocystis sp. 

[51] 

Haphapcr2 
5´CGGGACTATRAADATCCAY

TTYTCCATNCKTAGAAAGTT3´ 
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Třída Gen 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 
Příklad použití Zdroj 

III 

phaC 

codehopCF 
5′ACCGACGTCGTCTACAAGG

ARAAYAARYT3´ 

280 bp pro studium halofilních archeí schopných 

produkovat PHA, porovnání genů PHA syntáz 

v Halobacteriaceae, potvrzení genů phaC a phaE 

ve vybraných archeí například Haloarcula 

amylolytica 26-3, Halorubrum xinjiangense 25-

13, Halostagnicola larsenii 24-25 a Halorubrum 

litoreum 12-2 

 

[55] 

codehopCR 
5′GGTCGCGGACGACGTCNAC

RCARTT3′ 

phaE 

codehopEF 
5′CGACCGAGTTCCGCGAYAT

HTGGYT3´ 

230 bp 

codehopER 
5′GCGTGCTGGCGGCKYTCNA

VYTC3′ 

phaE 

PhaE3A-F 
5´GAGTTCCGYGATATCTGG

YT3´ 

224 bp 

rychlá a efektivní metoda screenigu PHA 

produkujících haloarcheí, kultivačně nezávislá 

detekce phaE genu, například u archae 

Haloquadratum walsbyi DSM 16854 

s pozitivním výsledkem, u bakterií Bacillus 

megaterium DSM 319 a Cupriavidus necator 

DSM 428 s negativním výsledkem 

[56] 

PhaE3A-R 
5´TGCTGACGACGCTCGASYTC

3´ 
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Třída Gen 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 
Příklad použití Zdroj 

III phaC  

phaC (3.1) -

F 

5´GGGATGTCTATTTGATTGAY

TGG3´ 

360 bp 

detekce phaC genu u cyanobakterií, porovnání 

PCR analýzy s určením producentů na základě 

fenotypových testů, například Plectonema sp. 

UTEX 1541, Spirulina platensis UTEX LB2340, 

Synechococcus leopoliensis UTEX 2434, 

Synechocystis sp. PCC 6803 

[57] 

phaC (3.1) -

R 

5´GGTCGGGACTATCAAAAAT

CCA3´ 

IV 

phaC 

B1F 
5´AACTCCTGGGCTTGAAGAC

A3´ 

590 bp 
pro rychlou genetickou charakterizaci PHA 

syntáz, pro obecný screening mikroorganismů, 

pro identifikaci PHA producentů třídy IV, detekce 

genů bakterií rodu Bacillus, např. Bacillus 

megaterium 

[51] B1R 
5´TCGCAATATGATCACGGCTA

3´ 

B2R 
5´ACGGTCCACCAACGTTACAT

3´ 
380 bp 

phaC 

BmphaC01

5F 

5´CGTGCAAGAGTGGGAAAAA

T3´ 

900 bp 

snaha vyvinout rychlou detekci genů PHA syntáz 

třídy IV, primery navržené pro Bacillus 

megaterium 

[34] 

BmphaC93

1R 

5´TCGCAATATGATCACGGCTA

3´ 
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Třída Gen 
Název 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 
Příklad použití Zdroj 

IV 

phaC 

PhaC-F 
5′CTTGGTTAYTGCATGGGNGG

AAC3´ 

500 bp 

molekulární potvrzení PHA syntáz ve vybraných 

izolátech z termití střevní mikroflóry, 

po identifikaci úseku 16S rRNA se jednalo 

například o bakterie Bacillus aryabhattai 

(KX951938), Bacillus anthracis (KX951940), 

Bacillus cereus (KX951943) 

[58] 

PhaC-R 
5′ACTTGRYRKGGCANDGCRA

TRTGAT3′ 

phaC 

phaCF 
5´CACCATGACTACATTCGCAA

CAGAATG3´ 

1000 bp 

analýza genů podílejících se na produkci PHA 

a na celulolytické aktivitě u bakterie Bacillus 

cereus tsu1 

[59] 

phaCR 
5´ATTAGAACGCTCTTCAAGCC

AA3´ 
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2.2.5. Další techniky pro stanovení PHA 

Existuje mnoho dalších technik, kterými lze PHA detekovat případně i kvantifikovat. Jednou 

z nejvíce používaných technik pro kvantifikaci PHA je plynová chromatografie. Avšak tato 

metoda vyžaduje dlouhou přípravu vzorku a také není vhodná k identifikaci PHA produkujících 

bakterií ve směsných kulturách. Kromě plynové chromatografie lze na stanovení PHA použít 

také kapalinovou chromatografii [60].  

Dalšími technikami jsou mikroskopické metody, například fluorescenční mikroskopie 

s fluorescenčními sondami jako jsou například Nilská červeň či boron-dipyrromethen 

(BODIPY) 493/503, které spíš slouží ke kvalitativnímu vyhodnocení. PHA v buňkách lze také 

pozorovat pomocí elektronové mikroskopie, a to především pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie (TEM) [45]. Komplementární technikou k fluorescenční mikroskopii je pak 

průtoková cytometrie, která často využívá stejné fluorescenční sondy jako mikroskopie, 

nicméně umožnuje současnou analýzu rozsáhlých buněčných populací při zachování single-

cell úrovně analýzy. Také průtokovou cytometrii je možné využít jako zajímavý nástroj 

pro sledování biotechnologického procesu. Například García-Torreiro a kol. nedávno popsali 

využití průtokové cytometrie a barviva BODIPY 493/503 k monitoringu produkce PHA 

pomocí halofilní bakterie Halomonas boliviensis, přičemž průtoková cytometrie byla označena 

za vhodnější a přímočařejší analytickou techniku pro stanovení intracelulárního obsahu PHA 

než rutinní plynová chromatografie [61]. K obdobnému závěru došli Alves a kol., kteří 

vyvinuly průtokově cytometrickou techniku umožňující kvantifikaci intracelulárního obsahu 

PHA v buňkách do 5 minut od odběru vzorku [62]. 

2.2.6. Porovnání metod pro identifikaci akumulace PHA 

Časová náročnost jednotlivých metod pro stanovení PHA (Obrázek 8) se liší. Ramanova 

spektrometrie patří mezi nejrychlejší metody stanovení, protože nevyžaduje žádnou složitou 

přípravu vzorku, stačí pouze narostlá kultura na misce [43]. FTIR je také velmi rychlá metoda, 

avšak je nutné vzorek vysušit, což jednak zvyšuje časovou náročnost metody, ale také dochází 

k inaktivaci buněk [41]. Lipofilní barvení patří mezi rychlé a snadné metody, ale může docházet 

k falešně pozitivním výsledkům například obarvením jiných intracelulárních lipofilních 

částí [35]. PCR jako jediná z metod uvedených na obrázku 8 stanovuje schopnost akumulovat 

na úrovni genotypu. Nicméně tato metoda je náchylná k chybám. Může docházet 

k nespecifickým amplifikacím nebo může docházet k falešně negativním výsledkům použitím 

nevhodných primerů. Také může nastat falešně pozitivní výsledek, kdy je detekován gen, ale 

daná bakterie přesto nedokáže PHA syntetizovat, například mutantní kmen Cupriavidus 

necator PHB-4 není v důsledku bodové mutace schopen akumulovat PHA, nicméně dává 

pozitivní výsledek na přítomnost phaC genu. Proto by byla vhodná kombinace několika metod, 

ideálně metody stanovující akumulaci PHA na úrovni fenotypu a genotypu [45; 51]. Plynová 

chromatografie se nejčastěji používá ke kvantifikaci PHA a analýze monomerního složení 

polymeru. Tato metoda však vyžaduje delší přípravu vzorku [60], proto není vhodná pro prvotní 

detekci při hledání nového producenta PHA. 
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Obrázek 8: Časová náročnost určitých metod pro detekci PHA, RS – Ramanova spektrometrie, 

FTIR – Infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací, barvení – barvení PHA pomocí 

lipofilních barviv, PCR – polymerázová řetězová reakce, GC – plynová chromatografie 

2.3. Extrémofilní mikroorganismy 

Extrémofilní mikroorganismy jsou organismy, které žijí v extrémních podmínkách prostředí. 

Jedná se o horké prameny, sopečné povrchy, podmořské průduchy, zasolená jezera či půdy 

a podobně. Některé mikroorganismy jsou dokonce schopny snášet více těchto extrémů, potom 

o nich hovoříme jako o polyextrémofilních mikroorganismech. Extrémní podmínky mohou mít 

různý charakter, může jednat o fyzikální, chemické či například biologické extrémy. Mezi 

fyzikální extrémy řadíme vysokou či nízkou teplotu, tlak, který je jiný než atmosférický 

(průměr atmosférického tlaku 101,3 kPa), nebo přítomnost záření.  Nízké či vysoké pH, různá 

škála salinity či malá aktivita vody se řadí mezi chemické extrémy. Jako biologické extrémy 

jsou označovány výživové extrémní podmínky. Podle jednotlivého extrému, ve kterém daný 

mikroorganismus žije, můžeme extrémofilní mikroorganismy rozdělit do skupin [63–65]. 

Rozdělení extrémofilních mikroorganismů zobrazuje tabulka 3. 

Tabulka 3: Rozdělení extrémofilních mikroorganismů [63–65] 

Extrémní 

podmínky  
Označení Optimum Příklad 

Teplota 

hypertermofilní > 80 °C 
Pyrolobus fumarii 

(113 °C) 

termofilní 
45/55/60 až 

80 °C  
Synechococcus lividis 

psychrofilní <15 °C rod Micrococcus 

Salinita halofilní 2–5 M NaCl rod Halomonas 

pH 

alkalifilní > 9 rod Spirulina 

acidofilní <2–3 Cyanidium caldarium 
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Extrémní 

podmínky  
Označení Optimum Příklad 

Tlak piezofilní/ barofilní > 0,1 MPa Shewanella benthica 

Vysušení xerofilní bezvodé Artemia salina 

Chemické 

extrémy 

kapnofilní čistý CO2 Cyanidium caldarium 

metalofilní 
 (Zn, Co, Cd, Hg, 

Pb) 

rody Ralstonia, 

Cupriavidus 

Radiace radiorezistentní  Deinococcus radiodurans 

Extrémofilní mikroorganismy mají široké využití. Nejčastěji se používají k produkci 

enzymů – extrémozymů, které mají požadované vlastnosti a stabilitu i při vysoké teplotě či 

velmi nízkém pH apod. Například použití termostabilní DNA polymerázy z bakterie Thermus 

aquaticus umožnilo rozvoj polymerázové řetězové reakce a molekulárních technologií [63]. 

Další biotechnologické využití extrémofilů znázorňuje tabulka 4.  

Použití extrémofilů má také výhody s ohledem na samotný biotechnologický proces. Díky 

extrémním podmínkám kultivace se snižuje riziko kontaminace mezofilními kmeny a nároky 

na sterilizaci systémů, což má pozitivní dopad na snížení nákladů výroby. Vzhledem 

ke sníženému riziku kontaminace je možné využít výhodné kontinuální nebo semi-kontinuální 

kultivační strategie [63–65]. Při biotechnologickém využití termofilů se navíc snižují náklady 

na chlazení a jejich vyšší teplota kultivace pozitivně ovlivňuje rozpustnost produktů a substrátu. 

Při použití termofilů například k výrobě ethanolu, se snižují náklady na získávání produktu, 

protože již při kultivaci okolo 70 °C dochází k těkání produktu, který je následně možné 

kontinuálně jímat v kondenzátorech. Výrazně se tak snižuje toxický efekt produktu během 

fermentace [66; 67]. Mezi extrémofilními organismy se také objevují producenti PHA. Největší 

potenciál produkce PHA extrémofilními mikroorganismy mají halofilní bakterie či archea nebo 

termofilní bakterie [68; 69]. 

Průmyslová biotechnologie příští generace (NGIB z anglického Next Generation Industrial 

Biotechnology) je založena na bioprodukci s nižšími náklady a tím i vyšší 

konkurenceschopností. Snížení nákladů umožňuje právě použití extrémofilů, protože mimo jiné 

lze produkce provádět v otevřených nesterilních podmínkách. NGIB také zahrnuje snížení 

spotřeby pitné vody či energie, upřednostňuje kontinuální výrobní procesy a využívá levné 

odpadní zdroje uhlíku [15; 70]. 
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Tabulka 4: Přehled biotechnologických produktů extrémofilů [67; 68] 

Extrémofilní 

mikroorganismy 
Enzymy Použití 

Příklady komerčního 

použití 

Termofilní 

 

amylázy 

proteázy 

celulázy 

hemicelulázy 

chitinásy 

glykolytické enzymy 

DNA enzymy 

v cukrovarnictví 

pro zpracování 

lignocelulózových 

materiálů 

v pracích a čisticích 

detergentech 

v potravinářství 

v klinické diagnostice 

v molekulární biologii 

Lipolasa 110 L – 

Thermomyces 

lanuginosus 

 

Protex 14 L – Bacillus 

thermoproteolyticus, 

 

Novamyl – Geobacillus 

stearothermophilus 

Psychrofilní 

proteázy 

lipázy 

dehydrogenázy 

mastných kyselin 

celulázy 

hemicelulázy 

v sýrařství a mléčném 

průmyslu 

pro prací a čisticí 

prostředky 

degradace 

lignocelulózových 

materiálů 

Lipáza – Candida 

antartica 

Novozym Kannase – 

Bacillus clausii 

Celluzyme – Humicola 

insolens 

Halofilní 

β-karoten 

kompatibilní látky 

(ectoiny) 

 

v potravinářství 

ve farmacii 

 

ectoiny produkované 

Halomonas elongatou 

a Marinococcem M52 

v kosmetologii – 

RonaCareECtoineTM, 

MedaEctoineSyxylTM 

β-karoten – Dunaliella 

salina 

Alkalofilní 

proteázy 

lipázy 

celulázy 

pro detergentní aditiva 

pro produkci 

cyklodextrinu 

enzymy na výrobu 

cyklodextrinů – 

Bacillus strain 38-2 

Puradax HA – Bacillus 

spp. 

INFIAGETM Neutra – 

Streptomyces spp. 
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Extrémofilní 

mikroorganismy 
Enzymy Použití 

Příklady 

komerčního použití 

Acidofilní oxidázy síry 

pro bioloužení 

k odsíření uhlí 

v těžebním průmyslu 

SPEZYME, Phytase 

5000, Fructozym P 6-L 

– Aspergillus kawachi 

enzymy pro hydrolýzu 

škrobu – 

Thermoplasma 

acidophilum 

bioloužení – 

Leptospirillum 

ferriphilum, 

Sulfobacillus 

thermosulfidoxidans 

Piezofilní lipázy 

možné použití pro 

snížení viskozity ropy 

při vysokém tlaku 

RNA polymerase σ54 

– Shewanella violacea 

geny ORF1,2, cydD 

– Shewanella benthica 

2.3.1. Halofilní producenti PHA 

Halofilní mikroorganismy potřebují pro svůj růst hypersalinní prostředí. Typickým 

představitelem extrémně halofilních archeí je rod Haloferax především Haloferax mediterranei 

[71]. Tato archea utilizují řadu odpadních substrátů (syrovátka, hydrolyzovaná sláma) [69] a má 

PHA syntázu třídy III. H. mediterranei tvoří kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-3-

hydroxyvalerát) i bez prekurzorových sloučenin strukturně podobných hydroxyvalerátu. Avšak 

i jiné haloarchea akumulují PHA (např. Halogeometricum) [69; 72]. Při biotechnologickém 

využití extrémních halofilů se kromě výše uvedených výhod jako je především rezistence vůči 

mikrobiální kontaminaci procesu často uvádí další výhodný aspekt, a to je využití jednoduché 

a cenově nenáročné hypotonické lyze buněk k izolaci polymeru z bakteriální biomasy [73]. 

Halofilní bakterie jsou také schopny akumulace PHA. Mezi takové bakterie patří například 

zástupci rodu Halomonas. Například Halomonas halophila akumuluje P(3HB) až do 82 % 

hmotnosti suché biomasy. Tato bakterie má PHA syntázu první třídy a syntéza P(3HB) probíhá 

stejnou metabolickou drahou jako u bakterie Cupriavidus necator. H. halophila utilizuje řadu 

odpadních substrátů (melasa, syrovátka, lignocelulózové materiály), jejichž využití tedy může 

významně vylepšit ekonomickou stránku PHA [74]. Adaptace řady halofilních bakterií 

na prostředí s vysokou osmotickou silou je většinou spojena s akumulací kompatibilních solutů 

v bakteriálních buňkách, které kompenzují rozdíl v osmotické aktivitě extra a intracelulárním 

prostředí. Mezi kompatibilní soluty patří například ectoin nebo hydroxyectoin, které vykazují 

zajímavou biologickou aktivitu a nachází uplatnění například v oblasti kosmetiky nebo péče 
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o zdraví. Guzmán a kolektiv proto studovali koprodukci PHA a ectoinů pomocí bakterie 

Halomonas boliviensis, přičemž koprodukce obou metabolitů v rámci jednoho procesu by měla 

samozřejmě výrazně pozitivní vliv na ekonomiku procesu [75].  

Přehled dalších halofilních producentů PHA znázorňuje tabulka 5  i s jejich výtěžkem PHA, 

zdrojem uhlíku či použitým množstvím soli [69]. 

Tabulka 5: Přehled některých halofilních producentů PHA 

Mikroorganismus Zdroj uhlíku 
Koncentrace 

soli 
Množství PHA Zdroj 

Halomonas 

boliviensis 

glukóza + 

glutamát 

4,5 až 15 % 

NaCl 

P(3HB) – 

68,5 %, 

koprodukce 

ectoinů 

[75] 

Halomonas TD01 

glukóza + 

kvasniční 

extrakt 

6 % NaCl 
P(3HB-co-

3HV) – 82 % 
[76] 

Bacillus megaterium 

H16 
glukóza 5 % NaCl P(3HB) – 39 % [77] 

Yangia sp. ND 199 
fruktóza + 

prekurzory 
3 % NaCl 

P(3HB) – 

2,6 g/l; P(3HB-

co-4HB) –

1,36 g/l; 

P(3HB-co-

3HV) – 1,44 g/l 

[78] 

Natrinema pallidum škrob 25 % NaCl 
P(3HB-co-

3HV) – 75,5 % 
[79] 

Haloferax 

mediterranei 

hydrolyzovaný 

syrovátkový 

permeát + 

 γ-butyrolakton 

20 % NaCl 

P(3HB-co-

3HV-co-4HB)  

– 14,7 g/l 

[80] 

2.3.2. Termofilní producenti PHA 

Obecně jsou termofilní mikroorganismy definovány tak, že vykazují nejvyšší metabolickou 

aktivitu při teplotách vyšších než 45 °C.  Využití termofilních bakterií v biotechnologických 

procesech je energeticky výhodné, protože jsou výrazně potlačeny náklady na energeticky 

náročné chlazení kompenzující uvolněné metabolické teplo. Dále využití termofilů výrazně 

snižuje nároky na sterilitu procesu, který je tak možno vést v energeticky úsporném semi-
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sterilním nebo dokonce zcela nesterilním procesu. Díky vysoké robustnosti vůči mikrobiální 

kontaminaci je navíc při využití termofilů možné uvažovat o dlouhodobém kontinuálním 

biotechnologickém procesu. I mezi termofily existuje řada producentů PHA (Tabulka 6). 

Schopnost akumulace PHA, podobně jako u halofilů, může poskytovat výhodu při adaptaci 

na extrémní prostředí. Je známo, že se monomery PHA podílejí na ochraně enzymů proti 

vysoké teplotě jako chemické chaperony [66; 69].  

Mezi termofilní producenty PHA patří například termofilní cyanobakterie 

Synechococcus sp. Jedná se o autotrofního producenta P(3HB) [81]. Také u zástupců rodu 

Thermus, respektive Thermus thermophilus byla popsána schopnost produkce PHA. Tyto 

bakterie jsou schopny produkce až při 75 °C až do 40 % hmotnosti suché biomasy. Pokud je do 

kultivačního média přidáván oktanoát sodný dochází k akumulaci kopolyesteru, který obsahuje 

scl- a mcl-PHA. Mezi další termofilní producenty patří například Chelatococcus daeguensis či 

termofilní druhy rodu Bacillus  [69]. 

Tabulka 6: Přehled vybraných termofilních producentů PHA 

Mikroorganismus Zdroj uhlíku Teplota Množství PHA Zdroj 

Thermus thermophilus 
glukonát + 

oktanoát 
75 °C 

scl-co-mcl PHA 

– 40 % 
[82] 

Chelatococcus 

daeguensis TAD1 

glukóza + 

glycerol 
50 °C 

P(3HB) – 

80 % 
[83] 

Chelatococcus sp. 

strain MW10 
glukóza 55 °C 

P(3HB) – 

16,8 g/l 
[84] 

Bacillus shackletonii 

K5 
glukóza 45 °C 

P(3HB) – 

72,6 % 
[85] 

Cupriavidus sp. S-6 glukonát 50 °C 
P(3HB) – 

49 % 
[86] 

Pseudomonas sp. 

SG4502 

acetát + 

oktanoát + 

dodekanoát 

55 °C 
mcl-PHA – 

40,6 % 
[87] 

2.4. Obohacení směsných bakteriálních kultur o bakterie produkující PHA  

Existuje mnoho rodů bakterií, které jsou schopny syntetizovat PHA a které jsou uchovány jako 

čisté izoláty. Tyto čisté kultury se používají pro průmyslovou výrobu PHA. Kromě čistých 

kultur se pro výrobu také používají rekombinantní bakterie, které poskytují určité výhody jako 

je vysoká hustota buněk, rychlý růst či nadprodukce PHA. Jako rekombinantní bakterie 

pro výrobu PHA se používají například Escherichia coli nebo Cupriavidus necator [88–90]. 

Avšak i genetické vylepšení bakteriálního kmene, nese s sebou jisté nevýhody. Výhodnější 
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potřeby na krmení či snížení ekonomických nákladů snížením sterilizace zařízení poskytuje 

použití smíšené bakteriální kultury [89].  

V posledních letech roste zájem o použití směsných kultur pro výrobu PHA. Jako vhodné 

směsné kultury jsou označovány směsná mikrobiální konsorcia, která jsou schopna významné 

akumulace PHA, přičemž se využívají speciální kultivační postupy, které favorizují růst PHA 

produkujících bakterií a akumulaci PHA. Pro využití směsných kultur pro výrobu PHA se 

nejdříve provádí jejich obohacení o bakterie produkující PHA [90].   

2.4.1. Anaerobní/aerobní obohacení 

První produkce PHA pomocí směsných bakteriálních kultur byla pozorována při biologickém 

odstraňování fosfátů aktivovaným kalem v čistírnách odpadních vod, kde dochází ke střídání 

anaerobní a aerobní fáze. Proto první pokusy o obohacení směsných kultur využívaly střídání 

těchto dvou fází. Avšak při tomto obohacování převládají bakterie akumulující polyfosfáty 

a glykogen, u kterých se PHA hromadí během anaerobní fáze, kde dochází k limitaci akceptorů 

elektronů. V aerobní fázi pak bakterie využívá uložené PHA s dostupným kyslíkem, což vede 

k vyšší výtěžnosti adenosintrifosfátů (ATP) ve srovnání se ziskem energie získané 

z anaerobního metabolismu substrátu [90; 91]. 

2.4.2. Aerobní dynamické krmení 

Další ze strategií obohacení směsné kultury PHA produkujícími bakteriemi je aerobní 

dynamické krmeni (ADK) neboli "feast and famine" (čili „blahobyt a hlad“). Jedná se 

o cyklické střídání přebytku a limitace vnějším substrátem, které vede k nárůstu bakterií se 

silnými schopnostmi skladování uhlíku [92; 93]. 

2.4.2.1 Základní princip 

Existuje mnoho variací aerobního dynamického krmení, ale princip všech je stejný. 

V přítomnosti externího zdroje uhlíku dochází k tvorbě PHA, v období limitace 

(„hladu/famine“), kdy chybí externí zdroj uhlíku, je PHA metabolizováno [92; 93]. V praxi se 

jedná o opakující se cyklus vedoucí k zakoncentrování bakterií schopných akumulace PHA. 

Jeden cyklus většinou trvá 12 hodin a zahrnuje fáze „blahobyt“ (feast), „hlad“ (famine), limitaci 

kyslíkem a výměnu média. V první části cyklu mají mikroorganismy dostatek externího zdroje 

uhlíku, který je využit k pokrytí energetických nároků kultury a k růstu (fáze blahobytu).  

Po vyčerpání zdrojů uhlíku postupně cyklus přechází ve fázi „hladu“, která trvá 3 až 5 hodin, 

tudíž dochází k limitaci externím substrátem a případným zdrojem uhlíku a energie se stává 

PHA. Po celou dobu dochází k aeraci, proto je tato část cyklu také označována jako aerobióza. 

Ke konci cyklu dochází ke krátkodobé limitaci kyslíkem. Poté se vymění médium za čerstvé, 

které obsahuje nový zdroj uhlíku a cyklus se znovu opakuje [94]. 

Pro celkový výnos obecně platí, že substráty jako je acetát, butyrát či valerát jsou téměř 

kvantitativně využity pro buněčný růst a syntézu PHA granulí. Některé literární zdroje uvádějí, 

že součet množství PHA v buňce, respirace a výtěžky růstu neodpovídají množství 
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spotřebovaného uhlíkatého substrátu [92].  Proto se předpokládá, že část substrátu, je 

nahromaděn uvnitř buněk jako nízkomolekulární produkty nebo je transformován 

do exopolymerních látek [92; 95]. 

2.4.2.2 Příklady použití aerobního dynamického krmení 

Použitím aerobního dynamického krmení se zaobírá řada výzkumných týmů. L. Huang a kol. 

se zabývali zvýšením produkce PHA pomocí smíšené mikrobiální kultury pomocí ADK. 

Zdlouhavý proces s využitím smíšených kultur byl urychlen prodloužením kultivační části pro 

nárůst biomasy a zároveň zachováním akumulační kapacity PHA. Což vedlo k navýšení 

výtěžku PHA. Vypouštění kalu mělo též pozitivní vliv na akumulaci polymeru. Tento 

kultivační proces lze zapracovat do konvenčního třístupňového procesu [96]. 

Tým F. Valentina se zabýval využitím uhlíku z odpadních vod přes biokonverzi 

na biologicky odbouratelné polymery. Pomocí smíšených mikrobiálních kultur z odpadních 

vod a odpadních vod z průmyslových procesů za pomocí "feast and famine" docházelo 

k obohacení kultur a k propojení výroby PHA s biologickým čistěním odpadních vod 

s přínosem obnovitelných zdrojů a také mineralizaci kalu [97]. 

Směsné kultury obohacené pomocí "feast and famine" byly také využity pro akumulaci PHA 

z odpadních vod palmového oleje jako jediného zdroje uhlíku. Docházelo až ke 100% 

odstranění kyseliny propionové a máselné za tvorby kopolymeru PHA. Bylo dosaženo výtěžku 

0,6833 mg PHA na g biomasy. Vzniklé PHA bylo identifikováno jako poly(3-hydroxybutyrát-

co-3-hydroxyvalerát) zkráceně P(3HB-co-3HV) [98]. 

2.5. Využití odpadních substrátů k produkci PHA 

Polyhydroxyalkanoáty jsou vhodnou alternativou k petrochemicky vyráběným plastům. Mezi 

jejich hlavní nevýhodu patří vyšší ceny biotechnologického procesu. Cenu lze však snížit 

využitím například extrémofilních mikroorganismů, které jsou považovány za novou generaci 

průmyslové technologie [70], ale také využitím odpadních surovin jako vstupní zdroj uhlíku, 

protože cena substrátu může představovat až 40 % ceny produktu [99]. Jako nejslibnější zdroje 

uhlíku, které jsou zároveň i levné, se nabízejí odpadní produkty z potravinářského průmyslu, 

jako jsou například odpadní rostlinné oleje, melasa z cukrovarského průmyslu, lisovaná ovocná 

vláknina (matoliny) a lignocelulózové materiály, odpady z výroby bionafty (odpadní glycerol) 

či odpadní živočišné oleje ze zpracování masa [100; 101]. 

Jednou ze slibných surovin se jeví odpadní olej [102], ať už se jedná o palmový [103], 

řepkový [104], slunečnicový [105] nebo sójový [106] či použitý kuchyňský olej [107]. 

Nejčastěji se k produkci PHA na oleji využívá bakterie Cupriavidus necator, která jednak 

disponuje vysokou schopností akumulovat PHA, tak i vysokou lipázovou aktivitou a efektivitou 

utilizace lipidů.  Při využití odpadního řepkového oleje v bioreaktoru dosahovala produkce přes 

100 g/l P(3HB) [108]. Také k produkci mcl-PHA je možné využít odpadní olej. Dva kmeny 

Pseudomonas G101 a G106 byly použity pro produkci mcl-PHA na odpadním oleji [109]. 

Kromě rostlinných olejů lze použít pro výrobu PHA také odpadní živočišné tuky a oleje[105; 

110; 111]. Jedním z odpadních živočišných tuků je odpadní rybí olej, který je ve směsi 



37 

 

s glycerolem utilizován pomocí mírně halofilní bakterie Salinivibrio sp. produkující P(3HB). 

Tako bakterie je schopna nárůstu do koncentrací okolo 69 g/l s 51% obsahem P(3HB) 

na suchou biomasu [110]. Bakterie Cupriavidus necator H16 lze použít na produkci PHA 

z živočišných tuků. Například za použití živočišného loje bylo dosaženo až 24 g/l P(3HB) 

[111]. Nicméně problematika produkce PHA na živočišných tucích a olejích není tak 

prozkoumána jako na rostlinných olejích [105]. 

Kuřecí maso je jednou z nejvýznamnějších surovin v oblasti masného průmyslu, při jeho 

zpracování však vznikají stamiliony tun odpadního peří ročně. Toto odpadní peří nemá mnohé 

další využití. Část se používá na zkrmení, avšak valná většina končí na skládkách či 

ve spalovnách a dochází k zatěžování životního prostředí [112; 113]. Peří je bohaté 

na keratinový protein, proto je tento materiál vhodným a potenciálním zdrojem pro získávání 

keratinu, který může mít využití například v kosmetickém nebo textilním průmyslu nebo také 

v medicíně [112]. Přímé mikrobiální zpracování surového peří je náročné a musí být využit 

kmen s keratinolytickou schopností [113] nebo musí docházet k hydrolýze keratinu chemickou 

cestou. Peří podrobené alkalické hydrolýze bylo využito jako zdroj dusíku pro produkci PHA 

na odpadním fritovacím oleji s využitím bakterie C. necator, použití hydrolyzátu peří výrazně 

navýšilo výtěžek procesu a při produkci kopolymeru 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu 

měl hydrolyzát peří i výrazně pozitivní vliv na výsledné monomerní složení polymeru [114].  

PHA lze také vyrábět z odpadní syrovátky, která vzniká jako vedlejší odpadní produkt při 

výrobě sýra [115]. Každý rok se vyprodukuje přibližně 120 milionů tun syrovátky. Pouze 

zhruba polovina tohoto „odpadu“ má další využití v potravinářském nebo krmivářském 

průmyslu [116; 117]. Syrovátka je bohatým zdrojem sacharidů (laktózy), vitaminů, bílkovin či 

tuků [118]. Mikroorganismy, které jsou schopné růst na syrovátce, byly schopné ve fermentoru 

produkce PHA až 5,5 g/l [119]. Existuje mnoho producentů, kteří jsou schopni růst 

a produkovat buď přímo na surové nebo upravené syrovátce. Mezi ně patří například halofilní 

archea Haloferax mediterranei DSM 1411 [115], rekombinantní Escherichia coli [120], 

Thermus thermophilus HB8 [121] nebo rekombinantní Cupriavidus necator mRePT [122]. 

Kromě čistých kultur lze syrovátku využít také pro produkci PHA pomocí směsných 

mikrobiálních kultur [123]. 

Řada odpadních surovin obsahuje také významné množství škrobu. Avšak ne všechny 

bakterie jsou schopny utilizovat škrob bez předchozí hydrolýzy, která opět zvyšuje cenu 

biotechnologické produkce. Nicméně bakterie Azotobacter croococcum je schopna utilizovat 

škrob přímo bez předchozí úpravy a zároveň je schopna produkce okolo 50 % P(3HB), kdy 

produkce činila okolo 23 g/l [124]. Termofilní bakterie Caldimonas taiwanensis disponuje 

enzymy, které jsou schopny degradovat škrob. Při využití škrobu jako jediného zdroje uhlíku 

docházelo k produkci P(3HB), zato při využití směsi škrobu a kyseliny valerová byl 

produkován kopolymer P(3HB-co-3HV) [125]. 

Dalším zajímavým odpadním zdrojem je kávová sedlina. Káva je hojně konzumována 

po celém světě. Celosvětová spotřeba kávy se pohybuje okolo 10 milionů tun za rok. Avšak 

při zpracování kávy na nápoj a také při výrobě instantní kávy vznikají miliony tun pevného 

odpadu, který se nazývá kávová sedlina. Tu je také možné biotechnologicky využít. Lze z ní 

vyrábět bioethanol či bionaftu [126]. Kávová sedlina je však bohatá i na kávový olej, který lze 
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využít jako vstupní surovinu pro výrobu polyhydroxyalkanoátů. Extrahovaný olej u kávové 

sedliny byl použit jako jediný zdroj uhlíku pro bakterii Cupriavidus necator H16. Produkce 

PHA dosahovala okolo 90 % hmotnosti suché biomasy, cože vedlo k výtěžku okolo 27 g/l 

P(3HB) [127]. Také polysacharidovou frakci kávové sedliny je možné po chemicko-

enzymatické hydrolýze využít jako surovinu pro produkci PHA [128]. 

Hlavní frakce odpadních substrátů pocházejících ze zemědělství a potravinářství jsou 

lignocelulózové materiály.  Tyto odpady můžeme rozdělit do tří skupin na základě jejich 

původu. Jedná se o zbytky lesního hospodářství, zbytky zemědělských výrob či komunální tuhý 

odpad. Ze zemědělství jsou nejvíce zastoupeny odpady ze zpracování rýže, kukuřice, pšenice 

a cukrové třtiny. Z lesního hospodářství se pak jedná o odpady, jako jsou piliny a dřevní štěpky. 

Složení lignocelulózového materiálu závisí na druhu rostliny, ze kterého pochází. Obecně se 

skládá především z celulózy, hemicelulózy a ligninu (Obrázek 9). Lignocelulózový materiál 

může být využit jako velice zajímavá surovina při výrobě PHA za účelem snížení ceny 

produkce. Avšak vždy musí docházet k jeho předúpravě a hydrolýze polysacharidů 

na fermentovatelné cukry [129]. K produkci PHA na upravených lignocelulózových 

materiálech byla například použita bakterie Bacillus firmus NII 0830, kdy jako vstupní 

lignocelulózový materiál byla použita rýžová sláma [130]. Hydrolyzované pšeničné otruby byly 

použity pro produkci P(3HB) pomocí halofilní bakterie Halomonas boliviensis LC1 [131]. Také 

pšeničnou slámu lze využít pro produkci PHA. Například pomocí bakterie Bulkholderia 

sacchari DSM 17165 bylo dosaženo produkce PHA až 72 % hmotnosti suché biomasy [132]. 

 

Obrázek 9: Schéma zpracování a úpravy lignocelulózových odpadních materiálů pro výrobu 

PHA, upraveno z [129]  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Použité přístroje 

Pro experimentální část byly použity přístroje uvedené v tabulce 7 a základní laboratorní 

vybavení. 

Tabulka 7: Seznam nejdůležitějších přístrojů 

Použité přístroje 

analytické váhy, Ohaus Pioneer PA224C soustava HPLC s RID, SHIMADZU 10A 

ATR-FTIR, Thermo Scientific, Waltham iS50 SEC-MALS-dRI, Wyat Technology 

centrifuga, Boeco U-32R temperovaná třepačka, Heidolph Incubator 100 

centrifuga, Hermle Z36HK temperovaná třepačka, IKA KS4000i control 

centrifuga, Hettich EBA 200 temperovaná třepačka, LABWIT ZWYR-D2401 

centrifuga, Sartorius Sigma 1-15 termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 130 

duální vizualizační systém, Ultra Lum Ultra Viewer termoblok, Bibby Scientific Stuart SBH 200D 

ELISA reader, BioTek, ELx808 termostat, LTE IP100U 

hlubokomrazicí box, Artico termostat, LTE IP60 

laminární box, Euroclone BioAir Auro mini termocycler, BIO-RAD My CyclerTM 

magnetická míchačka, Biosan MMS-3000 transluminátor, Spektroline TVR 3121 

magnetická míchačka, TKO Kartell váhy, Kern EW 620-3NM 

nanofotometr, Implen P300 vizualizační systém, Azure Biosystem c200 

pH metr, Thermo Scientific pHTestr 30 vortex, Benchmark BenchMixer 

plynový chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 

1300 

zdroj pro ELFO, Labnet Enduro Power Supplies 

300V 

3.2. Použité chemikálie 

Seznam použitých chemikálií zobrazuje tabulka 8. Chemikálie, které byly použité 

pro molekulární technologie zobrazuje tabulka 9.  
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Tabulka 8: Seznam použitých chemikálií 

Název chemikálie (Společnost, zkratka státu) 

1,4-butandiol (Sigma-Aldrich, DEU) hydrogenuhličitan sodný (Lach-Ner, CZE) 

1,6-hexandiol (Sigma-Aldrich, DEU) hydroxid sodný (Lach-Ner, CZE) 

acetát amonný (Sigma-Aldrich, DEU) hydroxyectoin (Sigma-Aldrich, DEU) 

acetylaceton (Sigma-Aldrich, DEU) chlorid amonný (Lach-Ner, CZE) 

agar (HiMedia, IND) chlorid kobaltnatý hexahydrát (Lach-Ner, CZE) 

betain (Sigma-Aldrich, DEU) chlorid draselný (Lach-Ner, CZE) 

bromid sodný (Lach-Ner, CZE) chlorid hořečnatý hexahydrát (Lach-Ner, CZE) 

citronan amonno-železitý (Fluka, CHE) chlorid manganatý tetrahydrát (Lach-Ner, CZE) 

D-fruktóza (Lach-Ner, CZE) chlorid nikelnatý hexahydrát (Lach-Ner, CZE) 

D-glukóza (Lach-Ner, CZE) chlorid sodný (Lach-Ner, CZE) 

D-manóza (Sigma-Aldrich, DEU chlorid vápenatý dihydrát (Lachema, CZE) 

dihydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner, CZE) chlorid železitý hexahydrát (Lach-Ner, CZE) 

dusičnan amonný (Lach-Ner, CZE) chloroform p.a. (Lach-Ner, CZE) 

dusičnan sodný (Lach-Ner, CZE) isopropanol p.a. (Lach-Ner, CZE) 

ection (Sigma-Aldrich, DEU) jodid draselný (Lach-Ner, CZE) 

ethanol 99,8% (Lach-ner, ČR) jodistan sodný (Lach-Ner, CZE) 

galaktóza (Lach-Ner, CZE) kvasniční extrakt (HiMedia, IND) 

glycerol (Lach-Ner, CZE) kyselina benzoová (Lach-Ner, CZE) 

hovězí extrakt (HiMedia, IND) kyselina boritá (Lachema, CZE) 

hydrogenfosforečnan amonno-sodný tetrahydrát (Lach-

Ner, CZE) 

kyselina chlorovodíková 35%, p.a. (Lach-Ner, 

CZE) 

hydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner, CZE) kyselina levulová (Sigma-Aldrich, DEU) 

hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát (Lach-Ner, 

CZE) 
kyselina octová 99% p.a. (Lach-Ner, CZE) 
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Název chemikálie (Společnost, zkratka státu) 

kyselina oktanová (VWR Chemicals, USA) síran amonný (Lach-Ner, CZE) 

kyselina sírová (Lach-Ner, CZE) síran hořečnatý heptahydrát (Lach-Ner, CZE) 

kyselina valerová (Sigma-Aldrich, DEU) síran manganatý monohydrát (Lach-Ner, CZE) 

laktóza monohydrát (Lach-Ner, CZE) síran měďnatý pentahydrát (Lach-Ner, CZE) 

methanol (Lach-Ner, CZE) síran zinečnatý heptahydrát (Lach-Ner, CZE) 

močovina (Sigma-Aldrich, DEU) sojový pepton (HiMedia, IND) 

molybdenan sodný dihydrát (Lach-Ner, CZE) Spirit blue agar (HiMedia, IND) 

nutrient broth (HiMedia, IND) thiomočovina (Sigma-Aldrich, DEU) 

pepton (HiMedia, IND) trehalóza (Sigma-Aldrich, DEU) 

propan-1-ol (Sigma-Aldrich, DEU) 
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-Ner, 

CZE) 

propionát sodný (Sigma-Aldrich, DEU) trypton (HiMedia, IND) 

sacharóza (Lach-Ner, CZE) γ-butyrolakton (Sigma-Aldrich, DEU) 

 

Tabulka 9: Seznam chemikálií pro molekulární technologie 

Název chemikálie (Společnost, zkratka státu) 

agaróza (Sigma-Aldrich, DEU) 
Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, 

DEU) 

DNA ladder 1 kb Plus (Nippon Genetics Europe, 

DEU) 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel, DEU) 

DNA ladder 100 bp (Nippon Genetics Europe,DEU) PCR vkládací pufr Yellow load (Top-Bio, CZE) 

ethylendiamintetraacetát sodný (Lach-Ner, CZE) primery (Generi Biotech, CZE) 

chlorid hořečnatý 25mM (Thermo Scientific, USA) 
sterilní voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical, 

DEU) 

Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovaný) se 

standardním pufrem (New England BioLabs, GBR) 
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3.3. Použité mikroorganismy 

V práci byly použity mikroorganismy ze sbírek mikroorganismů (Česká sbírka 

mikroorganismů – CCM; Německá sbírka mikroorganismů a buněčných kultur – DSM), 

seznam těchto mikroorganismů zobrazuje tabulka 10. Kromě sbírkových mikroorganismů byly 

také v práci použity izolované bakterie z přírodních vzorků, a to ze vzorků kompostu (Centrální 

kompostárna Brno, Kompostárna Blansko) a z čistíren odpadních vod (ČOV Brno-Modřice, 

ČOV Bystřice pod Hostýnem). 

Tabulka 10: Seznam sbírkových mikroorganismů 

Mikroorganismus Sbírkové číslo 

Cupriavidus necator H16 CCM 3726 

Bacillus cereus CCM 2010T 

Bacillus coagulans CCM 2658 

Bacillus megaterium CCM 2037 

Pseudomonas putida KT 2440 DSM 6125 

Halomonas halophila CCM3662 

Halomonas organivorans CCM7142T 

Halomonas salina CCM 4361 

Halomonas elongata CCM 3756 

Halomonas ilicicola CCM 7522 

Halomonas neptunia CCM 7107 

Halomonas halmophila CCM 2833 

Halomonas hydrothermalis CCM 7104 

Halomonas meridiana CCM 7105 

Halomonas axialensis CCM 7103 

3.4. Seznam kultivačních médií 

Mikroorganismy byly kultivovány na komplexních médiích. Seznam použitých komplexních 

médií je zobrazen v tabulce 11. Produkce polyhydroxyalkanoátů pak probíhala v minerálních 

médiích, která jsou zobrazena v tabulce 12. 
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Tabulka 11: Seznam komplexních médií 

Označení 

média 
Složení média [g/l] 

Označení 

média 
Složení média [g/l] 

NB 

hovězí extrakt 10 

K2 

pepton 15 

pepton 10 kvasniční extrakt 3 

NaCl 5 NaCl 66 

K3 (B82) 

kvasniční extrakt 10 glukóza 1 

pepton 5 

K4 (B54) 

nutrient broth (NB) 1000 ml 

glukóza 1 NaCl 30 

NaCl 81 MgCl2 ∙ 6 H2O 5 

MgSO4 ∙ 7 H2O 9,6 pH 7,2   

MgCl2 ∙ 6 H2O 7 

K5 (B142) 

kvasniční extrakt 3 

CaCl2 ∙ 2 H2O 0,36 pepton 5 

KCl 2 NaCl 150 

NaHCO3 0,06  pH 7,0   

NaBr 0,026 

K6 (B10) 

pepton 5 

pH 7,2   hovězí extrakt 3 

   
MnSO4 ∙ H2O 0,01 

   
pH 7,0   

 

Tabulka 12: Seznam minerálních médií 

Označení 

média 
Složení média [g/l] 

Označení 

roztoku stop. 

prvků 

Složení roztoku stop. 

prvků [g/l] 

CN 

(NH4)2SO4 1 

MES 

FeCl3 ∙ 6 H2O 9,7 

Na2HPO4 ∙ 12 H2O 11,1 CaCl2 ∙ 2 H2O 7,8 

KH2PO4 1,05 CuSO4 ∙ 5 H2O 0,156 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,2 CoCl2 ∙ 6 H2O 0,119 

po sterilizaci NiCl2 ∙ 6 H2O 0,118 

uhlíkatý zdroj   ZnSO4 ∙ 7 H2O 0,1 

MES 1ml/l 0,1 M HCl 1000 ml 
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Označení 

média 
Složení média [g/l] 

Označení 

roztoku stop. 

prvků 

Složení roztoku stop. 

prvků [g/l] 

ADK-M 
 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,6 

TES I 
 

FeCl3 ∙ 6 H2O 1,5 

NH4Cl 0,16 H3BO3 0,15 

EDTA 0,1 CoCl2 ∙ 6 H2O 0,15 

K2HPO4 0,092 MnCl2 ∙ 4 H2O 0,12 

KH2PO4 0,045 ZnSO4 ∙ 7 H2O 0,12 

CaCl2 ∙ 2 H2O 0,07 
Na2MoO4 ∙ 2 

H2O 
0,06 

thiomočovina 0,01 CuSO4 ∙ 5 H2O 0,03 

po sterilizaci KI 0,03 

množství uhlíku 0,7 

  

TES I   2 ml/l 

Chelatococ. 

(M1) 

Na2HPO4 ∙ 12 H2O 9 

TES II 

EDTA 50 

KH2PO4 1,5 FeCl3 8,3 

NH4Cl 1 ZnCl2 0,84 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,2 CuCl2 ∙ 2 H2O 0,13 

CaCl2 ∙ 2 H2O 0,02 CoCl2 ∙ 6 H2O 0,1 

NH4FeIIIcitrát 0,0012 MnCl2 ∙ 6 H2O 0,016 

kvasniční extrakt 0,5 H3BO3 0,1 

po sterilizaci 

  uhlíkatý zdroj  

TES II  1ml/l 
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Označení 

média 
Složení média [g/l] 

Označení 

roztoku stop. 

prvků 

Složení roztoku stop. 

prvků [g/l] 

Chelatococ. 

(M2) 
 

Na2HPO4 ∙ 12 H2O 9 

TES II 

EDTA 50 

KH2PO4 1,5 FeCl3 8,3 

NH4NO3 1 ZnCl2 0,84 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,2 CuCl2 ∙ 2 H2O 0,13 

CaCl2 ∙ 2 H2O 0,02 CoCl2 ∙ 6 H2O 0,1 

NH4FeIIIcitrát 0,0012 MnCl2 ∙ 6 H2O 0,016 

trypton 0,5 H3BO3 0,1 

po sterilizaci 

  uhlíkatý zdroj  

TES II  1ml/l 

3.5. Oživení a úchova mikrobiálních kmenů 

Sbírkové kmeny mikroorganismů byly oživeny z lyofilizovaného stavu podle návodu 

poskytnutého příslušnou sbírkou, rozetřeny křížovým roztěrem na agarové plotny a také 

zaočkovány do 50 ml tekutého média, vždy s příslušným médiem pro daný mikroorganismus 

definovaným sbírkou. Kultivace byla provedena za optimálních podmínek pro daný 

mikroorganismus 24 až 48 hodin. Poté byly připraveny kryozkumavky, ve kterých byly kultury 

uchovávány v 10% glycerolu při teplotě –80°C. Původní izoláty byly uchovávány stejným 

způsobem. Všechna média, kryozkumavky i laboratorní vybavení pro práci s mikroorganismy 

byly sterilní a práce probíhala v laminárním boxu.  

3.6. Fenotypová identifikace vybraných izolátů 

Vybrané izoláty byly poslány na agarových plotnách s komplexím médiem do České sbírky 

mikroorganismů v Brně, kde proběhla fenotypová identifikace. V rámci komerční identifikace 

byl proveden morfologický popis kolonií a identifikační testy. Také byla v rámci identifikace 

použita metoda Biolog, díky níž byl mikroorganismu na základě podmínek růstu zařazen 

do taxonomického rodu či druhu. 
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3.7. Izolace PHA termofilních producentů ze vzorků aktivovaného kalu nebo kompostu 

Izolace termofilních producentů PHA probíhala ze vzorků aktivovaného kalu z čistíren 

odpadních vod, a to z čistírny odpadních vod Brno-Modřice a čistírny odpadních vod Bystřice 

pod Hostýnem, nebo z kompostárny Brno a z kompostárny Blansko. Odběry byly realizovány 

na podzim v roce 2017 (pouze kal z ČOV Bystřice pod Hostýnem), na podzim roku 2018 byl 

odběr proveden z kompostárny Brno a Blansko a z ČOV Brno-Modřice. V roce 2019 (podzim) 

byly odběry dělány ze všech čtyř odběrových míst. Odběr probíhal do sterilních připravených 

nádob. Po převozu do laboratoře byl vzorek ihned použit k zaočkování média. Aktivovaný kal 

byl uchován v 10% glycerolu při –80 °C, vzorek kompostu byl uchován při –30 °C. 

3.7.1. Aerobní dynamické krmení 

Pro aerobní dynamické krmení I (ADK) bylo použito 100 ml média s označením ADK-M 

uvedené v tabulce 12 ve 250 ml Erlenmayerově baňce.  Jako zdroj uhlíku byl použit acetát 

sodný, xylóza, laktóza a kyselina palmitová o koncentraci 0,7 g/l propočítané na množství 

uhlíku ve sloučenině. Připravené médium bylo zaočkováno 2 ml aktivovaného kalu. Samotný 

proces se skládal ze třech kroků, které byly cyklicky opakovány (Obrázek 10). Prvním krokem 

byla fáze aerobiózy, která trvala 10,5 hodiny při 60 °C a 210 rpm. Poté následovala 1 hodina 

sedimentace, tato fáze probíhala při 60 °C. V následujících 30 minutách byl obsah baňky stočen 

při 4 000 rpm, 5 minut; slit supernatant a sediment byl rozsuspendován v čerstvém médiu se 

zdrojem uhlíku a TES I. Poté opět následoval nový 12hodinový cyklus. Během cyklu byly 

odebírány vzorky na gravimetrické stanovení biomasy a stanovení PHA. Biomasa byla také 

uchovávána ve formě kryozkumavek při –80 °C.  

 

Obrázek 10: Schéma aerobního dynamického krmení 

Aerobní dynamické krmení II probíhalo za stejných podmínek jako první aerobní dynamické 

krmení, avšak jako zdroj uhlíku byl použit pouze acetát sodný. Inokulace byla provedena 2 ml 

aktivovaného kalu uchovaného v 10% glycerolu – označení ADK-KAL. Jako inokulum také 

sloužila kultura ze 7. cyklu z ADK I na acetátu sodném, uchovaná ve formě kryozkumavky. 

Tato linie byla označená jako ADK-ADK. 
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3.7.2. Izolace náhodným výběrem kolonií 

Izolace náhodným výběrem probíhala na pevných agarových plotnách. Vždy z příslušného 

média byly připraveny pevné agarové plotny. Desítkovým ředěním byla kultura vyseta 

na misky, a to v koncentracích 10–2, 10–4, 10–6. Misky byly vysety v paralelním či triplexním 

opakování. Kultivace probíhala po dobu 24 až 48 h při 60 °C. Výběr producenta PHA probíhal 

náhodným výběrem kolonie, která byla přesazena na novou agarovou plotnu křížovým 

roztěrem. 

3.7.3. Izolace pomocí Nilské červeně 

Izolace PHA producentů pomocí Nilské červeně probíhala na pevných agarových plotnách 

s přídavkem lipofilního barviva Nilská červeň. Jako médium bylo použito M1 médium nebo 

ADK-M (Tabulka 12) s příslušným zdrojem uhlíku. Před nalitím misek byla do média přidána 

Nilská červeň, a to v koncentraci 0,5 mg na 1 ml DMSO, do média byla přidána koncentrace 

1 µl na 1ml média. Po ztuhnutí byly misky zaočkovány plošným nátěrem pomocí desítkového 

ředění jako u izolace náhodným výběrem. Kultivace probíhala při 50 °C nebo 60 °C, 24 až 48 h 

v temnu. Poté byly plotny ozářeny UV zářením a detekovány oranžově fluoreskující kolonie, 

které byly následně přesazeny na nové plotny, avšak již bez přidané Nilské červeně.  

3.7.4. Izolační protokol využívající osmotický stres 

Do sterilní zkumavky bylo odebráno 10 ml kultury a stočeno při 6 000 rpm po dobu 5 minut. 

Následně byl supernatant odlit a sediment byl rozsuspendován ve sterilním roztoku 100 g/l 

NaCl a inkubován 10 minut při 50 °C. Poté byl obsah opět stočen při 6 000 rpm, 5 minut. 

Po odlití supernatantu byl sediment rozsuspendován v 10 ml sterilní destilované vody a znovu 

inkubován 10 min při 50 °C. Po inkubaci byl obsah zředěn desítkovým ředěním a vyset 

na misky s minerálním médiem M1 s příslušným zdrojem uhlíku. Kultivace agarových ploten 

probíhala 48 hodin při dané kultivační teplotě (50, 60 nebo 70 °C). Narostlé kolonie byly 

testovány na přítomnost PHA pomocí ATR-FTIR. Část vybrané kolonie byla nanesena 

na povrch krystalu ATR. Po odpaření vody (cca 2 minuty) bylo zaznamenáno spektrum jako 

průměr 32 skenů ve frekvenčním rozsahu 4 000─400 cm─1 se spektrálním rozlišením 1 cm─1. 

Pokud byla kolonie pozitivní na PHA, byl zbytek kolonie přesazen na novou plotnu a poté také 

do submerzního média. Daný izolát byl uchováván ve formě kryozkumavek v 10% glycerolu 

při –80 °C.  

3.7.5. Izolace PHA produkujících bakterií pomocí osmoselekce 

Izolace PHA produkujících bakterií vycházející z kultivace na médiu M1. Do minerálního 

média byly přidány 2 g kompostu nebo 2 ml aktivovaného kalu (odběr z roku 2018). Jako zdroj 

uhlíku byly použity: glukóza 20 g/l, glycerol 20 g/l, γ-butyrolakton 8 g/l nebo kyselina levulová 

5 g/l. Kultivace probíhala 48 hodin při 50 °C a 190 rpm. Poté byla kultura přesazena do nového 

média a kultivace probíhala dalších 48 hodin za stejných podmínek. Poté probíhala selekce 
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PHA produkujících bakterií pomocí osmotického stresu. PHA pozitivní kolonie byly přesazeny 

do tekutého média a kultivovány 24 hodin při dané teplotě a 190 rpm. Poté byly kultury 

uchovány v podobě kryozkumavek v 10% glycerolu při –80 °C. 

3.7.6. Selekce PHA produkujících bakterií při různých teplotách 

Vzorky kompostu z kompostárny z Blanska a z Brna o hmotnosti 1 g byly smíchány se 100 ml 

minerálního média M1. Aktivovaný kal (2 ml) z čističek odpadních vod Brno-Modřice 

a Bystřice pod Hostýnem byl přidán do 100 ml média M1. Jako zdroj uhlíku byla použita 

glukóza 20 g/l, glycerol 20 g/l, γ-butyrolakton 8 g/l a 20 g/l glycerolu s 40 g/l NaCl.  Kultivace 

probíhala 48 h při teplotách 50, 60 a 70 °C při 190 rpm. Selekce PHA produkujících bakterií 

probíhala pomocí aplikace osmotického stresu. Schéma je zobrazeno na obrázku 11. 

 

Obrázek 11: Schéma selekce PHA produkujících bakterií při různých teplotách kultivace 

3.8. Kultivace mikroorganismů v baňkách za účelem studia produkce PHA 

Typická kultivace v baňkách za účelem studia produkce PHA pomocí studovaných 

mikroorganismů probíhala obdobným způsobem během celé experimentální práce. Nejdříve 

bylo připraveno inokulum (50 ml komplexního média charakteristického pro daný 

mikroorganismus), které bylo zaočkováno kulturou z kryozkumavek. Inokulum bylo 

kultivováno 24 h, 180 rpm při dané optimální teplotě.  Samotná produkce PHA probíhala 

v Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml, použito bylo minerálním médiu charakteristické 

pro daný mikroorganismus (Tabulka 12) s přídavkem roztoku stopových prvků a konkrétního 

uhlíkatého substrátu obvykle o koncentraci 20 g/l (není-li v textu uvedeno jinak) o objemu 

100 ml minerálního média. Sterilní roztok stopových prvků a zdroj uhlíku byly přidány až 

po sterilizaci. Samotná kultivace byla zahájena inokulací, zvolený inokulační objem byl 10 % 

(v/v), standardní kultivace probíhala po dobu 72 h, během nebo až po skončení kultivace byly 

odebírány vzorky na stanovení PHA v biomase a případně další analýzy. 
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3.8.1. Produkce mcl-PHA 

Kultivace bakterií rodu Pseudomonas probíhala podle postupů popsaných výše (kapitola 3.8).  

Pro určení schopnosti utilizovat olej byl použit komerční Spirit Blue Agar. Agar byl připraven 

podle návodu poskytnutého výrobcem, po sterilizaci byl přidán sterilní olej a směs byla vylita 

na Petriho misky. Po ztuhnutí byla miska zaočkována danou kulturou a kultivována 24 h 

při 30 °C. V submerzní kultivaci na oleji byl jako zdroj uhlíku použit olej a po 24 hodinách 

kultivace bylo přidáno určité množství kyseliny oktanové (výsledná koncentrace 1; 1,5; 2; 2,5; 

3; 3,5 a 5 g/l).  

Surové peří použité na degradaci bylo nejprve promyto vodou a poté sušeno do konstantní 

hmotnosti. Do minerálního média byla přidána koncentrace 20 g/l a médium bylo 

vysterilizováno. Pro stanovení hmotnostního úbytku peří byl celý obsah baňky přefiltrován pod 

tlakem. Následně byl filtrační koláč sušen do konstantní hmotnosti.  

Dvojstupňová produkce probíhala následujícím postupem. Nejprve bylo zaočkováno 

komplexní médium kulturou z kryozkumavky. Po 24 hodinách kultivace při 30 °C bylo 

zaočkováno produkční médium s 20 g/l peří. Kultivace probíhala 7 dní, avšak čtvrtý den byla 

narostlá kultura použita jako inokulum do produkce druhého stupně. Minerální médium 

obsahovalo 20 g/l oleje. Po 24hodinové kultivaci byly přidány 2 g/l kyseliny oktanové.  

Analýza stanovení naakumulovaného PHA byla provedena podle postupů uvedených 

v kapitole 3.9. 

3.8.2. Produkce PHA pomocí halofilních mikroorganismů 

Kultivace halofilních mikroorganismů probíhala podle všeobecného postupu popsaného 

v kapitole 3.8. Komplexní médium a obsah NaCl pro každou testovanou halofilní bakterii je 

uveden v následující tabulce 13. Jako zdroj uhlíku byl při kultivaci na oleji použit odpadní 

fritovací olej o koncentraci 20 g/l. Při úpravě produkčních podmínek byly změněny pouze 

uvedené parametry. 
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Tabulka 13: Přehled halofilních bakterií rodu Halomonas a jejich použitých koncentrací soli 

a komplexních medií 

Koncentrace soli 

v minerálním médiu 
Halofilní bakterie 

Komplexní 

médium 

30 g/l H. elongata CCM 3756 B54 

60 g/l 

H. halophila CCM 3662 K2 

H. halmophila CCM 2833 B54 

81 g/l 

H. salina CCM 4361 B82 

H. organivorans CCM 7142 B82 

H. neptunia CCM 7107 B82 

H.  hydrothermalis CCM 7104 B82 

H. meridiana CCM 7105 B82 

H. axialensis CCM 7103 B82 

Pro optimalizaci salinity byly použity koncentrace 40, 60, 80 a 100 g/l NaCl.  

Optimalizace teploty zahrnovala kultivaci v rozmezí teplot 30, 35, 40 a 45 °C. Podmínky 

kultivace byly stejné jako ve všeobecné kultivaci halofilních bakterií (produkce 72 h, 20 g/l 

oleje, H. hydrothermalis 40 g/l NaCl, H. neptunia 60 g/l). Optimalizace koncentrace dusíkatého 

zdroje zahrnovala koncentrace síranu amonného 1 a 3 g/l. Pro optimalizaci pH byly použity 

standardní podmínky, kde v minerálním médiu bylo upraveno pH koncentrovaným hydroxidem 

sodným, a to v rozmezí pH 7, 8, 9 a 10. 

Optimalizace zdroje dusíku probíhala podle všeobecného postupu. Koncentrace zdroje 

uhlíku byla přepočítána na počet atomů dusíku ve zdroji, kdy jako základní koncentrace byl 

brán síran amonný o koncentraci celé látky 1 g/l. Jako zdroje dusíku byly použity síran amonný 

(1 g/l), chlorid amonný (0,81 g/l), močovina (0,46 g/l), dusičnan amonný (0,61 g/l), 

hydrogenfosforečnan amonno-sodný tetrahydrát (3,16 g/l) a dusičnan sodný (1,28 g/l).  

Podmínky kultivace pro H. hydrothermalis byly 40 g/l NaCl, pH 8 a 37 °C; pro bakterii 

H. neptunia byly podmínky 60 g/l NaCl, pH 10 a 30 °C. Obě bakterie využívaly jako zdroj 

uhlíku 20 g/l oleje. 

Při produkční kultivaci s prekurzory byl obsah NaCl pro H. hydrothermalis 40 g/l a pro 

H. neptunia 60 g/l. Po 24 hodinách kultivace v minerálním médiu byly do média přidány 2 g/l 

příslušného prekurzoru. Kultivační teplota byla 30 °C. 

Kultivace s recyklací supernatantu zahrnovala dvě následné kultivace. První kultivace 

probíhala podle standardních podmínek kultivace halofilních bakterií (inokulum: 24 h, 30 °C, 

180 rpm; produkce: 72 h, 20 g/l oleje, H. hydrothermalis 40 g/l NaCl, H. neptunia 60 g/l, 1 g/l 

síranu amonného). Na konci první kultivace byla odebrána biomasa na stanovení obsahu PHA. 
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Zbylá biomasa byla centrifugována (5 000 rpm, 5 min), supernatant byl sterilně odebrán 

a ke zbylé biomase bylo přidáno 50 ml sterilní destilované vody, buňky byly rozsuspendovány 

a ponechány 15 minut při 30 °C.  Poté byly znovu centrifugovány a supernatant byl smíchán 

s 50 ml dvakrát koncentrovaného sterilního minerálního média. Poté bylo přidáno 20 g/l oleje. 

Takto připravené minerální médium bylo zaočkováno 10 % (v/v) kultury z nového inokula 

a probíhala druhá kultivace za klasických podmínek (72 h, 30 °C, 180 rpm).  

Produkce s osmolyty probíhala pouze v 50 ml produkčního média za standardních 

podmínek, kdy do každé Erlenmayerovy baňky s produkcí bylo po sterilizaci přidán 1 mg/ml 

příslušné látky (ectoin, hydroxyectoin, trehalóza, betain). Také byla provedena kontrola, která 

neobsahovala žádnou z předchozích přidaných látek.  

3.8.3. Testování produkce PHA u vybraných izolátů získaných pomocí osmoselekce 

Testování produkce PHA u vybraných izolátů bylo provedeno v několika experimentech, kdy 

produkce probíhala dle popisu v kapitole 3.8. Jako komplexní médium byl použit Nutrient 

Broth. Teplota závisela na prováděném experimentu. Jako minerální médium bylo použito 

médium označené jako M1 (Tabulka 12). Podmínky kultivace a zdroj uhlíku zobrazuje 

tabulka 14. Jako zdroje uhlíku byly zvoleny původní zdroje použité při izolaci, mezi které 

patřily glukóza 20 g/l, glycerol 20 g/l a γ-butyrolakton 8 g/l. Seznam izolátů a jejich původní 

zdroj při izolaci zobrazuje tabulka 15. Kultivace na původních zdrojích při 50 a 60 °C byla 

provedena u všech izolátů uvedených v tabulce 15. Další experimenty byly provedeny pouze 

s izoláty z roku 2019. Pro kultivaci na oleji byl použit rostlinný olej o koncentraci 20 g/l. 

Glycerol byl použit o koncentraci 20 g/l a pro kultivace na 1,4-butandiolu byly použity 4 g/l 

1,4-butandiolu.  
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Tabulka 14: Přehled podmínek kultivace pro testování produkce PHA u vybraných izolátů 

 Název 

experimentu 
Zdroj uhlíku 

Kultivační teplota 

[°C] 
Délka 

kultivace 

[h] 
inokula produkce 

Izoláty 

izolované 

při 

teplotě 50 

a 60 °C 

kultivace na 

původním zdroji 

izolace 

uhlíkový zdroj použitý při 

izolaci dané bakterie 
50 50 48/72* 

kultivace na 

původním zdroji 

izolace při 60 °C 

uhlíkový zdroj použitý při 

izolaci dané bakterie 
50 60 72 

kultivace na oleji olej 50 50 72 

kultivace na 

glycerolu 
glycerol 50 50 72 

kultivace na 1,4-

butandiolu 
1,4-butandiol 50 50 48 

Izoláty 

izolované 

při 

teplotě 

70 °C 

kultivace na 

původním zdroji 

izolace 

uhlíkový zdroj použitý při 

izolaci dané bakterie 
70 70 72 

kultivace 

na původním 

zdroji izolace při 

60 °C 

uhlíkový zdroj použitý při 

izolaci dané bakterie 
70 60 72 

kultivace 

na glycerolu 
glycerol 70 70 72 

kultivace na 1,4-

butandiolu 
1,4-butandiol 70 70 72 

* Izoláty izolované z roku 2018 byly kultivovány 72 h, izoláty z roku 2019 byly kultivovány 48 h
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Tabulka 15: Seznam vybraných izolátů a jejich původní uhlík izolace či teplota 

Rok 

izolace 
Původ vzorku 

Název 

izolátu 

Použitý 

substrát 

Teplota 

izolace 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 

2018 
aktivovaný kal, 

Brno-Modřice 

4 glukóza 50 31 glycerol 50 

25 glukóza 50 32 glycerol 50 

28 glukóza 50 34 glycerol 50 

29 glycerol 50 35 glycerol 50 

30 glycerol 50  

2019 

kompost, Blansko Bz glycerol 50  

aktivovaný kal, 

Bystřice pod 

Hostýnem 

  

A1 glycerol 50 A21 glukóza 60 

A2 glycerol 50 A22 glukóza 60 

A3 γ-butyrolakton 50 A23 glukóza 60 

A3a γ-butyrolakton 50 A25 glukóza 60 

A4 glukóza 50 A26 glukóza 60 

A4a glukóza 50 A27 glukóza 60 
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Rok 

izolace 
Původ vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 

2019 

aktivovaný kal, 

Bystřice pod 

Hostýnem 
 

A5 glukóza 50 A28 glukóza 60 

A5a glukóza 50 AFn1 glukóza 60 

A6 glukóza 50 AFn2 glukóza 60 

A7 glukóza 50 AH10 glycerol 70 

A8 glukóza 50 AH11 glycerol 70 

A9 glukóza 50 AH24 glukóza 60 

A12 glukóza 70 AH30 glukóza 60 

kompost, Brno 

F101 glukóza 70 F106 glukóza 50 

F102 glukóza 70 F107 glukóza 50 

F103 glukóza 50 F108 glukóza 50 

F104 glukóza 50 F109 glukóza 50 

F105 glukóza 50 F110 glukóza 50 
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Rok 

izolace 
Původ vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 

2019 
aktivovaný kal, 

Brno-Modřice 

M1 glukóza 50 M5 glycerol 50 

M2 glukóza 50 M6 γ-butyrolakton 50 

M3 glukóza 50 M7 γ-butyrolakton 50 

M4 glycerol 50  
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3.8.4. Testování produkce a optimalizace produkce PHA u izolátů H1, H2 a K2 

Screening produkce PHA u vybraných izolátů byl proveden za standardních podmínek 

uvedených v kapitole 3.8. Prvotní testy probíhaly při 50 °C za využití 20 g/l glycerolu jako 

zdroje uhlíku. Pro optimalizaci produkce PHA byly upravovány podmínky kultivace a také 

složení minerálního média. Kultivace, pokud není uvedeno jinak, probíhala standardně podle 

postupu popsaného v kapitole 3.8. Po kultivaci byla stanovena biomasa gravimetricky (kapitola 

3.9.1) a následně byla v biomase stanovena přítomnost PHA pomocí GC-FID (kapitola 3.9.2). 

Jedním z testovaných parametrů bylo množství komplexního a dusíkatého zdroje. Bylo 

použito minerální médium M1 uvedené v tabulce 12, s různými poměry kvasničného extraktu 

a chloridu amonného zobrazené v tabulce 16.  

Tabulka 16: Poměr kvasničného extraktu a chloridu amonného v minerálním médiu 

Kvasniční extrakt [g/l] Chlorid amonný [g/l] 

0 3 

3 1 

3 0 

0,5 3 

Optimalizace zdroje dusíku probíhala v minerálním médiu s označením M1, s 20 g/l 

glycerolu jako zdrojem uhlíku. Chlorid amonný (1 g/l) byl nahrazen 1 g/l síranu amonného, 

dusičnanu amonného a močoviny. Kontrola obsahovala 1 g/l chloridu amonného.  

Výběr vhodného zdroje komplexní výživy byl proveden v minerálním médiu M1 s 1 g/l 

chloridu amonného. Mezi testované komplexní zdroje byl použit kvasniční extrakt, 

bakteriologický pepton, sojový pepton, trypton a hovězí extrakt v koncentraci 0,5 g/l. 

Optimální kultivační teplota byla testována na minerálním médiu M1 s 20 g/l glycerolu. 

U izolátů H1, H2 a K2 byla testována kultivační teplota 45, 50, 55, 60 a 65 °C. U izolátů H1 

byly testovány také teploty 40 a 35 °C.  

Schopnost produkovat kopolymery P(3HB-co-3HV) byla testována za přídavku prekurzorů. 

K minerálnímu médiu s označením M1 s 20 g/l glycerolu byly přidány 2 g/l příslušného 

prekurzoru. Jako prekurzor byla použita kyselina levulová, propionát sodný, propan-1-ol 

a kyselina valerová. Také byla provedena kontrola, která obsahovala pouze 20 g/l glycerolu. 

Kultivace poté probíhala 72 hodin pří 50 °C a 180 rpm. 

Všechny tři izoláty byly testovány na produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) za využití 8 g/l 

prekurzoru jako jediného zdroje uhlíku. Testované prekurzory tvořily 1,6-hexandiol, 

 γ-butyrolakton a 1,4-butandiol.  
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3.8.4.1 Optimalizace produkce PHA u izolátu s označením H1 

U izolátu H1 byla provedena podrobnější optimalizace produkce. Kultivace probíhala 

za standardních podmínek popsaných v kapitole 3.8. Jako minerální médium bylo použito 

médium s označením M1 nebo M2 a kultivace probíhala 72 h při 50 °C. Prvním testovaným 

parametrem optimalizace produkce byl zdroj uhlíku. Testovanými zdroji uhlíku o koncentraci 

20 g/l byly glycerol, sacharóza, manóza, galaktóza, glukóza, fruktóza a laktóza. Optimalizace 

koncentrace nejvhodnějšího zdroje uhlíku (glycerol) byla provedena v minerálním médiu 

s označením M2 při 45 °C. Testován byl čistý glycerol a odpadní glycerol v koncentracích 10, 

20 a 30 g/l. 

V rámci optimalizace tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB) byly testovány dvě minerální 

média a to M1 (1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/l kvasničného extraktu) a M2 (1 g/l dusičnanu 

amonného a 0,5 g/l tryptonu), kdy byl jako zdroj uhlíku použit 1,4-butandiol o koncentraci 8 g/l. 

Zároveň byly testovány kultivační teploty 45, 50 a 55 °C. Následně byla testována vhodná 

koncentrace 1,4-butandiolu nejprve na dvou médiích, M1 a M2 (Tabulka 12), kdy koncentrace 

1,4-butandiolu byla 4, 8, 12 a 16 g/l. Kultivace probíhala po dobu 72 hodin při teplotě 50 °C.  

Po zúžení rozsahu koncentrace 1,4-butandiolu byly testovány ještě koncentrace 3, 4, 5, 6, 7 

a 8 g/l 1,4-butandiolu. Při kultivaci bylo použito médium M2 a kultivační teplota byla 45 °C. 

Za účelem zvýšení množství biomasy byla také testována směs glycerolu a 1,4-butandiolu. 

Výběr vhodné koncentrace glycerolu probíhal v minerálním médiu M2 a kultivační teplotě 

45 °C. Jako zdroj uhlíku byly použity 4 g/l 1,4-butandiolu a 2, 4, 6, 8 a 20 g/l glycerolu. 

Dalším testovaným parametrem bylo zvýšení osmotického tlaku, kdy do minerálního média 

M2 byl přidán chlorid sodný o koncentracích 10, 20 a 30 g/l a zároveň byla provedena kultivace 

bez chloridu sodného. Jako zdroj uhlíku byla použita směs 1,4-butandiolu s glycerolem 

o koncentraci 4+4 g/l.  

Tvorba terpolymeru probíhala v minerálním médium M2 při 45 °C. Jako zdroj uhlíku byl 

použit 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l a směs 1,4-butandiolu s glycerolem o koncentraci 

4+4 g/l. Prekurzor ve formě kyseliny valerové o koncentraci 2 g/l byl přidán před kultivací 

a po 24 hodinách kultivace, jak znázorňuje tabulka 17.   

Tabulka 17: Tvorba terpolymeru za využití 1,4-butandiolu, glycerolu a kyseliny valerové 

 
Přídavek 2 g/l kyseliny valerové v čase 

kultivace 

1,4-butandiol 4 g/l 0 h 24 h 

1,4-butandiol 4 g/l + glycerol 4 g/l 0 h 24 h 

3.8.4.2 Batch, fed-batch a repeated batch u izolátu H1 

U izolátu Aneurinibacillus sp. H1 byla provedena kultivace ve vsádkovém módu (batch), kde 

probíhalo měření biomasy, PHA, optického zákalu a pH po 4 hodinách. Optický zákal byl 

měřen jako absorbance při vlnové délce 630 nm. Kultivace probíhala při 50 °C na minerálním 



58 

 

médiu M2 (Tabulka 12) a jako zdroj uhlíku byla použita směs 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l 

glycerolu. 

Kromě batch kultivace byla také provedena fed-batch kultivace, které probíhala při 50 °C 

v minerálním médiu M2. Bylo provedeno pět různých variant původního zdroje uhlíku 

a příkrmu, přehled zobrazuje tabulka 18. Každých 24 hodin byl odebrán vzorek na stanovení 

biomasy, optické hustoty, PHA a souběžně bylo měřeno pH. Kultivace trvala 96 hodin 

a každých 24 hodin byl realizován přídavek příkrmu. 

Tabulka 18: Přehled počátečních zdrojů uhlíku a příkrmů ve fed-batch kultivaci bakterie 

Aneurinibacillus sp. H1 

 Počáteční zdroj uhlíku Příkrm 

Kontrola 
4 g/l 1,4-butandiol  

+ 2 g/l glycerol 
bez příkrmu 

1. kultivační 

strategie 

4 g/l 1,4-butandiol 

 + 2 g/l glycerolu 
4 g/l 1,4-butandiol + 2 g/l glycerol 

2. kultivační 

strategie 

4 g/l 1,4-butandiol 

 + 2 g/l glycerol 

4 g/l 1,4-butandiol + 2 g/l glycerol 

+ 0,5 g/l trypton 

3. kultivační 

strategie 

4 g/l 1,4-butandiol 

 + 2 g/l glycerol 
4 g/l 1,4-butandiol 

4. kultivační 

strategie 
10 g/l glycerol 4 g/l 1,4-butandiol 

Repeated-batch kultivace byla provedena v minerálním médium M2 (Tabulka 12) s 4 g/l 

1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu jako zdrojem uhlíku. Kultivace trvala 44 hodin. Při testování 

množství inokula bylo při první vsádce zaočkováno 10 % (v/v) inokula. Při přechodu na další 

vsádku bylo z baňky odčerpáno určené množství profermentovaného média a následně přidáno 

stejné množství čerstvého média. Druhý batch byl zaočkován množstvím 10, 20 a 30 % (v/v) 

inokula. Kultivace druhé vsádky probíhala opět 44 hodin a v průběhu byly odebírány vzorky 

na měření optické hustoty, koncentrace biomasy a PHA a také bylo měřeno pH.  

Následný repeated-batch byl proveden za stejných podmínek jako při výběru vhodného 

inokulačního poměru. První batch byl zaočkován 10 % (v/v) inokula, všechny následující 

vsádky byly zaočkovány 30 % (v/v) inokula. Kultivace jedné vsádky trvala 44 hodin 

a v průběhu kultivace byla měřena optická hustota, pH a koncentrace biomasy a PHA. 
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3.9. Kvantifikace a charakterizace PHA 

3.9.1. Gravimetrické stanovení sušiny 

Vždy bylo odebráno dvakrát 10 ml kultury do centrifugačních zkumavek. Kultura byla 

centrifugována při 6000 rpm po dobu 5 minut. Poté byl odlit supernatant (při některých 

kultivacích uchován pro další stanovení), biomasa byla rozsuspendována v destilované vodě 

a kultura byla opět centrifugována. Po odlití promývací vody byla biomasa sušena 

do konstantní hmotnosti.  

3.9.2. Stanovení PHA pomocí plynové chromatografie 

Suchá biomasa byla zvážena na analytických vahách a bylo odváženo 8 až 11 mg biomasy 

do krimpovacích vialek pro stanovení PHA. Do vialek byl přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml 

esterifikační směsi s vnitřním standardem (15% kyselina sírová v methanolu s 5 mg/ml 

kyseliny benzoové). Vialky byly hermeticky uzavřeny, následná esterifikace probíhala 

při 94 °C tři hodiny. Poté byl obsah vialek smíchán s 0,5 ml 0,05 M NaOH, kde došlo 

k neutralizaci kyseliny a oddělení fází. Ze spodní chloroformové fáze bylo odpipetováno 50 µl 

do 900 µl chloroformu v čisté vialce. Takto připravené vzorky byly analyzovány pomocí 

plynové chromatografie s plamenově ionizačním detektorem. Byla použita kolona TG-

WAXMS (Thermo Scientific, délka 30 m, I.D. 0,32 mm, šířka filmu 0,5 µm), jako nosný plyn 

byl použit dusík s konstantním průtokem 2 ml/min. Stejným postupem byla také připravena 

kalibrační křivka z čistého polymeru, která byla nově připravována pro každé měření. 

3.9.3. Extrakce PHA ze suché biomasy a charakterizace materiálu 

Pro extrakci PHA ze suché biomasy byla celková biomasa z produkce usušena do konstantní 

hmotnosti. Poté bylo přibližně 0,2 g biomasy převedeno do zkumavek, do kterých bylo přidáno 

10 ml chloroformu. Zkumavky byly hermeticky uzavřeny a inkubovány v termobloku 

při teplotě 70 °C 8 hodin. Po ochlazení byla suspenze přefiltrována, aby došlo k odstranění 

přebytečné biomasy. Filtrát byl převeden na Petriho misku, kde došlo k odpaření rozpouštědla 

a k tvorbě PHA fólie. Takto připravené fólie byly uchovávány v temnu a suchu. 

3.9.3.1 Stanovení molekulové hmotnosti pomocí SEC-MALS 

Čisté fólie PHA byly rozpuštěny v chloroformu při 70 °C, koncentrace se pohybovala okolo 

5 mg polymeru na 1 ml rozpouštědla. Po rozpuštění fólie byl roztok přefiltrován a uzavřen 

do vialky. Analýza molekulové hmotnosti probíhala na přístroji SEC-MALS-dRI s průtokem 

0,6 ml/min chloroformu na PL gel mixed-C koloně. 

3.9.3.2 FTIR analýza čistých polymerů 

Analýza spekter PHA fólií probíhala pomocí ATR-FTIR, technikou zeslabeného úplného 

odrazu infračervené spektrometrie s Fourierovou transformací. Spektra byla pořízena 
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spektrometrem iS50 FTIR z povrchu vzorku při laboratorní teplotě na zabudovaném krystalu. 

Absorpční spektra byla získána jako průměr šestnácti skenů s rozlišením 1 cm-1. 

3.9.3.3 Termická analýza 

Termická analýza PHA fólií byla provedena pomocí diferenční skenovací kalorimetrie (DSC 

Q2000). Měření probíhalo pod dynamickou dusíkovou atmosférou v hermeticky uzavřených 

hliníkových celách. Vzorky o hmotnosti přibližně 5 µg byly nejprve stabilizovány při teplotě 

200 °C. Následně byly vzorky ochlazovány s rychlostí 2 °C/min. Při –80 °C došlo opět 

ke stabilizaci přibližně 10 minut a poté byl stejnou rychlostí vzorek zahříván. Pro stanovení 

úbytku hmotnosti byl použit termogravimetrický analyzátor TGA Q5000 v teplotním intervalu 

25 až 600 °C s rychlostí zahřívaní 10 °C za minutu v dynamické atmosféře suchého vzduchu. 

3.9.3.4 Mikroskopické stanovení PHA 

Pro detekci PHA pod fluorescenčním mikroskopem byl 1 ml kultury stočen při 4 000 rpm 

po dobu 5 minut a poté byl sediment rozsuspendován ve vytemperovaném PBS pufru. 

Po opětovném stočení byl znovu přidán 1 ml vytemperovaného PBS pufru a bylo přidáno 

0,5 µl/ml fluorescenční sondy BODIPY o koncentraci 1 mg/ml DMSO. Po inkubaci byl vzorek 

pozorován na fluorescenčním mikroskopu MicroTime 200 (Picoquant GmbH, DE).  

V některých případech byly vzorky zaslány externím spolupracujícím pracovištím k analýze 

pomocí cryo-rastrovací elektronové mikroskopie (Ústav přístrojové techniky AV ČR, v.v.i.) 

případně transmisní elektronové mikroskopie (Biologické centrum AV ČR, v.v.i.). 

3.10. Další použité analytické metody 

3.10.1. Spektrofotometrické stanovení zbytkového glycerolu 

Zbytkový glycerol byl stanoven ze supernatantu.  Stanovení probíhalo kombinací reakcí 

Malaprade a Hantzsch [133]. Pro stanovení bylo nutné připravit roztok činidla I, který 

obsahoval 18 mg/ml jodistanu sodného a 77 mg/ml acetátu amonného v 10% kyselině octové. 

Roztok činidla II se skládal z 1% acetylacetonu v isopropylalkoholu. Na mikrotitrační desku 

bylo napipetováno 40 µl vzorku supernatantu. Poté bylo přidáno 40 µl roztoku činidla I. 

Po 10 minutách inkubace bylo přidáno 125 µl roztoku činidla II.  Deska byla promíchána. 

Absorbance byla měřena při 410 nm po 25 minutách. Zbytkový glycerol byl vypočítán podle 

následující rovnice (1): 

Zbytkový glycerol [
mg

l
] =

∆𝐴vzorek(25 minut−15minut)−∆𝐴blank(25minut−15minut)

přímka lineární regrese [
l

mg
]

 .                    (1) 

Vzorky byly vždy vhodně naředěny a byly měřeny ve dvou opakováních. Místo vzorku byla 

do blanku použita voda. Kalibrační řada byla připravena pomocí čistého glycerolu, stejným 

způsobem jako vzorky. 
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3.10.2. Stanovení zbytkového glycerolu a 1,4-butandiolu pomocí HPLC 

Zbytkový glycerol a 1,4-butandiol byl stanoven pomocí HPLC s refraktometrickou detekcí 

(soustava SHIMADZU). Pro kalibrační řadu byla připravena směs o koncentraci 5 g/l glycerolu 

a 5 g/l 1,4-butandiolu. Po vhodném naředění byly vzorky či kalibrační roztok nastříknuty 

na kolonu (Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid). Mobilní fázi tvořil roztok kyseliny sírové 

o koncentraci 0,005 M. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 1 ml/min. Teplota na koloně byla 

50 °C a teplota na detektoru 40 °C.  

3.11. Molekulární metody 

3.11.1. Izolace DNA 

Izolace DNA byla prováděna buď z tekutých kultur, nebo z kultur na agarových plotnách. 

Pro izolaci DNA z kultur narostlých na agarových plotnách byla odebrána jedna kolonie 

kultury, která byla rozsuspendována ve 100 µl sterilního lyzačního pufru (5 mM TrisHCl pufr, 

pH 8,5). Následně byla mikrozkumavka inkubována po dobu 10 minut. Pro mezofilní 

mikroorganismy byla inkubační teplota pro izolaci DNA 90 °C. Pro termofilní mikroorganismy 

musela být teplota lyze nejprve optimalizována. Jako nejvhodnější teplota byla vybrána teplota 

98 °C, která poskytovala nejvyšší výtěžky a čistotu DNA. Po inkubaci byl obsah 

mikrozkumavek centrifugován při 7 378 ˣ g po dobu 10 minut. Poté byl supernatant obsahující 

DNA přepipetován do čisté sterilní mikrozkumavky a uchován při –30 °C pro další použití. 

Koncentrace a čistota DNA byla stanovena spektrometricky. 

Pro izolaci DNA z tekutého média byl postup obdobný. Do sterilní mikrozkumavky byla 

odebrána kultura z tekutého média. Množství odebrané kultury záviselo na koncentraci 

biomasy. Mikrozkumavka s kulturou byla centrifugována 6 000 rpm, 5 minut. Supernatant byl 

sterilně odebrán a kultura byla promyta v PBS pufru. Po centrifugaci a odebrání supernatantu 

bylo přidáno 100 µl sterilního lyzačního pufru a sediment byl rozsuspendován. Následný postup 

byl stejný jako u izolace DNA z kultur na agarových plotnách. 

3.11.2. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) byly amplifikovány vybrané úseky DNA. 

Multiplex PCR sloužila k detekci genů 16S rRNA, sloužící k potvrzení bakteriální DNA 

a po sekvenaci k taxonomickému zařazení izolátů, a genu phaC, který kóduje PHA syntázu 

první třídy. K bližší charakterizaci PHA syntázy bylo používáno také několik dalších párů 

primerů, Tyto reakce již ale probíhaly samostatně. Pro detekci PHA syntáz bylo nejprve nutné 

navržení primerů (primery pro čtvrtou třídu poddruh Aneurinibacillus) či jejich dohledání 

v literatuře. Poté byla vypočítána annealingová teplota a provedena gradientová PCR 

pro optimalizaci nejvhodnějších podmínek PCR. 

Směs pro multiplex PCR obsahovala 12,5 µl master mixu (One TaqTM Hot Start 2x Master 

Mix with Standard Buffer); 2,6 µl roztoku 25mM MgCl2; 1 µl 20x zředěného primeru (16S-F, 
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16S-R, G-D, G1R); 2 µl DNA; 3,9 µl PCR vody; celkový objem reakční směsi činil 25 µl.  

Kromě testovaných vzorků byla také připravena negativní kontrola, kde místo DNA byla 

přidána PCR voda, a pozitivní kontrola, kde jako matrice DNA byla použita DNA bakterie 

Cupriavidus necator H16 CCM 3726. Teplotní program znázorňuje tabulka 19. Detekce PCR 

produktů byla prováděna pomocí gelové elektroforézy za využití 2% agarózového gelu a TBE 

pufru.  

Tabulka 19: Teplotní program multiplex PCR 

 T [°C]  t [s] počet cyklů 

1. 94 30 1 

2. 

94 30 

30 55* 30 

68 90 

3. 

68 300 

1 

4 60 

      *Annealingová teplota 

PCR směs pro ostatní páry primerů obsahovala 12,5 µl master mixu (One TaqTM Hot Start 

2x Master Mix with Standard Buffer); 2 x 1 µl 20x zředěného příslušného primeru; 2 µl DNA; 

8,5 µl PCR vody; celkový objem reakční směsi činil 25 µl. Také byla provedena negativní 

kontrola, které neobsahovala DNA matrici, a pozitivní kontrola, která obsahovala DNA matrici 

příslušné bakterie. Teplotní program PCR byl stejný jako v případě multiplex PCR 

(Tabulka 19), lišil se pouze v annealingových teplotách. Přehled annealingových teplot 

příslušných primerů a pozitivních kontrol znázorňuje tabulka 20. 
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Tabulka 20: Přehled použitých primerů 

Cílový gen 
Označení 

primeru 
Sekvence primeru 

Velikost 

amplikonu 

[bp] 

Annealingová 

teplota[°C] 
Pozitivní kontrola 

16S rRNA [134] 

16S-F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

1500 55 

Cupriavidus 

necator H16 

CCM 3726 16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT 

PHA syntáza 

třídy I [52] 

G-D GTGCCGCCSYRSATCAACAAG T 

551 55 

Cupriavidus 

necator H16 

CCM 3726 G1R GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA 

PHA syntáza 

třídy II [52] 

E1D GGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAA 

1965 62 

Pseudomonas 

putida KT 2440 

DSM 6125 E1R AGGTTGGCGCCGATGCCGTTGAA 

PHA syntáza 

třídy IV [34] 

PhaBm-F CGTGCAAGAGTGGGAAAAAT 

1000 55 

Bacillus 

megaterium 

CCM 2037 PhaBm-R TCGCAATATGATCACGGCTA 

PHA syntáza 

třídy IV [58] 

PhaBc-F CTTGGTTAYTGCATGGGNGGAAC 

500 55 
Bacillus cereus 

CCM 2010 
PhaBc-R ACTTGRYRKGGCANDGCRATRTGAT 

PHA syntáza 

třídy IV 

phaC_F ACACTGGGTATCATTCCACCGG 

299 65 
Aneurinibacillus 

sp. H1 CCM 8960 
phaC_R GCGGCAATGTTTAGCACGTTTG 
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3.11.3. Sekvenace 

Pro sekvenaci výsledného amplikonu (nejčastěji amplikon 16S rRNA) byla použita PCR směs 

ve dvojnásobném množství vždy s příslušným primerem a daným teplotním programem. 

Po amplifikaci byl výsledný amplikon detekován pomocí agarózové elektroforézy a následně 

přečištěn pomocí komerčního kitu NucleoSpin Gel a PCR Clean-up kitu a zaslán na sekvenaci 

firmě SEQme s.r.o. Po sekvenaci a úpravě byla data vyhodnocena pomocí programu BLAST 

NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


65 

 

4. VÝSLEDKY A DISKUSE 

4.1. Produkce mcl-PHA pomocí bakterií rodu Pseudomonas 

Schopnost produkovat PHA byla studována u třech bakterií rodu Pseudomonas. Jednalo se 

o sbírkový kmen Pseudomonas putida KT2440 DSM 6125 a dva izoláty z půdy zamořené 

ropou, které byly dodány firmou Dekonta, a.s., a po sekvenaci malé ribozomální podjednotky 

klasifikovány jako Pseudomonas gessardii (D2 – označení izolátu) a Pseudomonas fulva (D3 

– označení izolátu). Pro bakterie rodu Pseudomonas je typická produkce polyhydroxyalkanoátů 

se středně dlouhým řetězcem monomeru neboli mcl-PHA. Také pro mcl-PHA platí, že je lze 

vyrobit z obnovitelných zdrojů, jsou biokompatibilní a jsou plně rozložitelné. Avšak oproti 

PHA s krátkým řetězcem mají nižší krystalinitu, nižší teplotu skelného přechodu a vyšší 

tažnost, což z nich dělá elastomerní polymery. Jejich aplikační potenciál je široký a tkví 

ve využití jejich elastomerních vlastností v medicíně či farmaceutickém průmyslu [135; 136]. 

Nejprve byla schopnost akumulace PHA detekována na úrovni genotypu, kde byla 

prokázána přítomnost PHA syntázy u všech testovaných kmenů (Obrázek 12). V následném 

testu byla identifikována jako PHA syntáza druhé třídy, které já typická právě pro bakterie rodu 

Pseudomonas.  

 

Obrázek 12: Detekce PCR produktů multiplex PCR. Stanovení genů 16S rRNA a PHA syntázy 

první a druhé třídy. PK – pozitivní kontrola (Cupriavidus necator H16), NK – negativní kontrola, 

 Ž – žebříček, D2 – izolát (Pseudomonas gessardii), D3 – izolát (Pseudomonas fulva), PP – 

Pseudomonas putida KT 2440 

Po důkazu schopnosti produkovat PHA na úrovni genotypu, byla tato schopnost ověřena 

i na úrovni fenotypu. Původní myšlenka produkce mcl-PHA byla založena na produkci 

polyhydroxyalkanoátů na odpadním oleji s přídavkem kyseliny oktanové jako prekurzoru mcl-

PHA.  Proto byla nejprve otestována schopnost izolátů D2 a D3 růst na oleji, jako jediném 

zdroji uhlíku pomocí testu na agarových plotnách se Spirit Blue agarem. Při schopnosti 
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utilizace oleje vzniká okolo narostlé kolonie odbarvená zóna. Oba izoláty byly schopny olej 

utilizovat.  

 

Obrázek 13: Testování produkce mcl-PHA na oleji s kyselinou oktanovou. Graf závislosti 

biomasy a PHA v g/l na jednotlivých koncentracích kyseliny oktanové. Koncentrace oleje byla 20 g/l. 

Kyselina oktanová byla do média přidána po 24 h kultivace v dané koncentraci. Data měřena po 72 h 

kultivace. D2 – Pseudomonas gessardii; D3 – Pseudomonas fulva; 3HB – 3-hydroxybutyrát; 3HOc – 

3-hydroxyoktanoát; 3HHx – 3-hydroxyhexaonát. Výsledná data jsou uvedena jako průměr 

naměřených hodnot, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

První testy ukázaly, že izolát D3 je schopen účinnější akumulace mcl-PHA, proto výběr 

vhodné koncentrace přídavku kyseliny oktanové byl v širší míře testován právě u izolátu D3 

(Obrázek 13). Na samotném oleji byl nárůst bakteriální biomasy nejvyšší. Přídavek kyseliny 

oktanové působil při vyšších koncentracích inhibičně. Izolát D2 produkoval mcl-PHA 

při přídavku 1 g/l kyseliny oktanové, a to pouze v malé míře, pouze necelých 5 % hmotnosti 

suché biomasy. Na samotném oleji a s přídavkem 2 g/l kyseliny oktanové produkovala D2 

pouze P(3HB), a to pouze do 10 % suché biomasy. Izolát D3 byl schopen vyšší produkce mcl-

PHA. Nejvyšších výtěžků mcl-PHA bylo dosaženo s přídavkem 2 g/l kyseliny oktanové. PHA 

tvořily téměř 40 % hmotnosti v suché biomase, se zastoupením okolo 70 mol % 3HOc (3-

hydroxyoktanoát) a 30 mol % 3HHx (3-hydroxyhexanoát). Pro další experimenty byla vybrána 

koncentrace přídavku kyseliny oktanové 2 g/l k 20 g/l odpadního oleje po 24 hodinách 

kultivace. 

Pro produkci PHA, lze využít také další odpad, který nemá již další uplatnění, a tím snížit 

výrobní cenu polymeru. Jednou z takových surovin je například odpadní kuřecí peří. 

Celosvětově se vyprodukuje několik milionů tun kuřecího peří z drůbežářského průmyslu, které 

nemá již další využití. Neošetřené kuřecí peří není příliš vhodné do krmiv nebo 

na kompostování a většinou končí ve spalovnách, což je neekonomické a také neekologické. 

Přitom peří je bohaté na bílkoviny a obsahuje až 91 % β-keratinu [137]. Neošetřené kuřecí peří 

bylo použito jako jediný zdroj uhlíku v minerálním médiu pro kultivace bakterií Pseudomonas 
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putida KT 2440 (PP), Pseudomonas gessardii (D2) a Pseudomonas fulva (D3). Kultivace 

probíhala sedm dní. Všechny tři testované bakterie byly schopny utilizace surového peří. Peří 

před kultivací a po kultivaci je zobrazeno na obrázku 14.  

 

 

Obrázek 14: Biodegradace neošetřeného odpadního kuřecího peří. A) Neošetřené peří před 

degradací; B) Peří po degradaci v minerálním médiu po 7 dnech pomocí mikroorganismů (PP – 

Pseudomonas putida KT 2440; D2 – Pseudomonas gessardii; D3 – Pseudomonas fulva.  

Během kultivace došlo ke značnému snížení objemu peří a vznikla kašovitá hmota, která by 

již mohla být lépe kompostovatelná. Během kultivace také došlo k hmotnostnímu úbytku peří, 

který je zaznamenám v tabulce 21. Peří je z velké části tvořeno proteiny, především alfa-

keratinem, jedná se tedy o surovinu bohatou na dusík. Obecně platí, že akumulace PHA je 

indukována limitací dusíkem, proto během degradace peří nedošlo k žádné detekovatelné 

produkci PHA u žádné z testovaných bakterií.  

Tabulka 21: Test nárůstu biomasy v minerálním médiu s 20 g/l peřím jako jediným zdrojem 

uhlíku. Celkový úbytek peří je vyjádřený v hmotnostních procentech. D2 – Pseudomonas gessardi, 

D3 – Pseudomonas fulva, PP – Pseudomonas putida KT 2440. 

 Den kultivace D2 D3 PP 

Biomasa [g/l] 

4. den 0,88 ± 0,03 0,41 ± 0,02 0,73 ± 0,02 

7. den 0,97 ± 0,01 0,50 ± 0,01 0,67 ± 0,01 

Celkový úbytek 

peří [hm. %] 

4. den 15,18 10,19 19,78 

7. den 21,94 15,13 28,03 

A) 

B) 
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Nárůst bakteriální biomasy na peří byl inspirací k zavedení dvoustupňové produkce mcl-

PHA, kdy v prvním stupni (degradační) je bakteriální růst zprostředkován na neošetřeném 

kuřecím peří. Tato kultivace vede k degradaci peří, nakultivování bakteriální biomasy 

a k produkci keratináz a dalších proteináz, které lze eventuelně využít k dalšímu zpracování. 

Druhý stupeň kultivace je poté produkčním krokem vedoucím k syntéze mcl-PHA. Tuto 

myšlenku dvojstupňového procesu zobrazuje obrázek 15. Bakteriální kultura z degradačního 

kroku slouží k zaočkování minerální produkce s olejem. Ten slouží jako zdroj uhlíku a jde opět 

o využití odpadní suroviny. Po 24 hodinách kultivace je přidán prekurzor (2 g/l kyseliny 

oktanové) pro tvorbu mcl-PHA. Na základě předchozích dat, byla produkční fáze očkována 

kulturou po čtyřech dnech v degradační fázi. Celková degradační fáze trvala 7 dní, produkční 

fáze 72 hodin. 

 

Obrázek 15: Schéma produkce mcl-PHA za současného rozkladu peří a využití odpadního oleje 

Množství dusíku v produkčním médiu je důležitým faktorem pro produkci PHA. Proto byla 

následná produkce otestována v médiu jak s přidaným, tak bez přidaného dusíku. Využití 

kultivace bez přidaného dusíku bylo možné, protože většina bakteriální biomasy byla 

nakultivována při degradaci peří a v produkční fázi procesu nebyl významný růst bakterií 

nutný. Po 24 hodinách kultivace byla přidána kyselina oktanová. Během prvních 24 hodin došlo 

pouze k produkci PHA obsahujících 3HB (Obrázek 16), a to v malém množství u sbírkového 

kmene Pseudomonas putida v médiu bez přidaného dusíku a u izolátů D2 a D3 v médiu 

s přidaným dusíkem. Po 48 hodinách kultivace v produkčním médiu již byly akumulovány mcl-

PHA. V případě bakterie Pseudomonas putida byla produkce mcl-PHA srovnatelná jak v míře 

naprodukovaného PHA, tak i ve složení kopolymeru, a to ve 48. h kultivace v médiu s přidaným 

dusíkem a po 72 hodinách v médiu bez dusíku. Produkce PHA se v obou případech pohybovala 

okolo 1,2 g/l, kde obsah 3HOc v polymeru se pohyboval okolo 90 mol. %. Produkce mcl-PHA 

u izolátů jednoznačně dosahovala vyšších výtěžků v médiu bez přídavku dusíku. U bakterie 

Pseudomonas gessardii (D2) byla nejvyšší produkce mcl-PHA po 72 h kultivace v médiu bez 

přidaného dusíku. Množství kopolymeru P(3-hydroxyhexanoát-co-3-hydroxyoktanoát) 

dosahovalo téměř 0,7 g/l se zastoupením 80 mol. % 3HOc. Produkce PHA u D3 (Pseudomonas 

fulva) dosahovala již v 48. hodině kultivace necelých 0,5 g/l, kde 3HHx byl obsažen přibližně 

v 30 mol. %. Při ukončení produkce činilo množství kopolymeru P(3-hydroxyhexanoát-co-3-
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hydroxyoktanoát) 65 % hmotnosti suché biomasy. Zastoupení jednotlivých monomerů bylo 

necelých 30 mol. % 3HHx a 70 mol. % 3HOc.  

 

Obrázek 16: Produkce mcl-PHA pomocí dvojstupňové produkce. Graf závislosti biomasy a PHA 

v g/l pro jednotlivé bakterie v průběhu času produkční fáze na rozdílném médiu. Médium s NH4
+ 

obsahovalo 1 g/l síranu amonného, médium bez NH4
+ neobsahovalo síran amonný. PP – Pseudomonas 

putida KT 2440; D2 – Pseudomonas gessardii; D3 – Pseudomonas fulva; 3HB – 3-hydroxybutyrát; 

3HOc – 3-hydroxyoktanoát; 3HHx – 3-hydroxyhexanoát. Data jsou dána průměrem naměřených 

hodnot, chybová úsečka znázorňuje směrodatnou odchylku. 

Spojení degradace peří a následné produkce PHA se ukázalo jako účinné. Tento postup 

spojuje využití dvou odpadních substrátu, které nemají již další využití, a navíc dochází 

k produkci polymeru, který je vhodnou alternativou k plastům vyrobených z ropy a je plně 

rozložitelný v přírodě. Přídavek kyseliny oktanové v koncentraci 2 g/l, se ukázal jako 

dostatečný pro podporu tvorby mcl-PHA, tak aby nedocházelo k inhibici růstu bakterií, jako 

tomu bylo u vyšších dávek tohoto prekurzoru. Na produkci mcl-PHA po degradaci peří má také 

vliv přídavek dusíku do média. Vyšších výtěžků po 72 h kultivace bylo dosaženo v médiích bez 

přidaného dusíku. Článek věnovaný propojení degradace peří a výroby PHA pomocí bakterie 

P. putida je obsahem přílohy 10.1. 

4.2. Produkce PHA na odpadním fritovacím oleji pomocí vybraných zástupců rodu 

Halomonas  

Prvními extrémofilními mikroorganismy, u nichž byla v rámci této disertační práce studována 

produkce PHA byly halofilní mikroorganismy. Jedná se o mikroorganismy, které se adaptovaly 

na vyšší osmotický tlak prostředí. Celkové využití halofilních bakterií v biotechnologickém 

průmyslu nese řadu výhod, mezi které patří především snížení nákladů biotechnologického 

procesu díky možnosti využití mořské vody, snížení rizika kontaminace či koprodukce další 

využitelných metabolitů. Některé halofilní prokaryotní mikroorganismy jsou schopny produkce 
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polyhydroxyalkanoátů [138]. Podle některých studií se zdá, že schopnost produkce PHA je 

dokonce jednou ze strategií buněk, jak se vyrovnat s osmotickým tlakem prostředí a je tedy 

součástí adaptační strategie některých halofilů [69; 139]. Využití halofilních bakterií k produkci 

intracelulárního produktu, jako jsou právě PHA, nese i řadu výhod spojených například s izolací 

finálních produktů – bakteriální buňky je možné snadno dezintegrovat s využitím hypotonické 

lyze. Mezi halofilními mikroorganismy existuje celá řada producentů PHA, jako je například 

Haloferax mediterranei [140–142], Halogeometricum borinquense [143], Yangia sp. 

ND199 [78] nebo také halofilní Bacillus megaterium H16 [77]. Mezi další halofilní producenty 

PHA patří také bakterie rodu Halomonas [75; 76; 144]. Produkce PHA byla například popsána 

pro Halomonas halophila [74], Halomonas bluephagenesis [145; 146], Halomonas boliviensis 

[75; 147], Halomonas campisalis [148] či Halomonas nitroreducens [149]. Ve většině případů 

byl jako zdroj uhlíku pro produkci využit cukernatý substrát. Žádná práce se systematicky 

nevěnovala využití halofilních mikroorganismů k produkci PHA z odpadních olejů případně 

jiných lipidických substrátů. Přitom právě odpadní fritovací oleje a další levné/odpadní 

lipidické substráty jsou obecně považovány za velice slibné suroviny pro výrobu PHA [150].   

Odpadní fritovací olej je vhodnou surovinou k produkci PHA například pomocí mezofilní 

bakterie Cupriavidus necator H16 [151].  

Z české sbírky mikroorganismů bylo vybráno 9 druhů rodu Halomonas a to H. halophila 

CCM 3662, H. hydrothermalis CCM 7104, H. axialensis CCM 7103, H. elongata CCM 3756, 

H. neptunia CCM 7107, H. organivorans CCM 7142, H. salina CCM 4361, H. meridiana CCM 

7105 a H. halmophila CCM 2833. U bakterie H. halophila CCM 3662 byla již produkce PHA 

popsána [74], avšak její produkce PHA na oleji nebyla dosud studována. Vybrané druhy rodu 

Halomonas byly nejprve v rámci standardní baňkové kultivace testovány, zda jsou schopny 

utilizovat olej a současně produkovat PHA (Obrázek 17).  
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Obrázek 17: Screening vybraných druhů rodu Halomonas při kultivaci na oleji. Koncentrace 

biomasy a PHA uvedena v g/l v závislosti na jednotlivém rodu bakterie. Výsledky kultivace jsou brány 

po 72 hodinách kultivace v produkčním médiu s 20 g/l oleje, chybové úsečky zobrazují směrodatnou 

odchylku paralelních měření. 

Z testovaných druhů byly schopny utilizace oleje a nárůstu biomasy na oleji jako jediném 

zdroji uhlíku všechny testované druhy. Avšak významnější produkce PHA na tomto zdroji 

uhlíku vykazovaly pouze tři, a to H. hydrothermalis, H. neptunia a H. organivorans. Obsahu 

PHA nad 20 % hmotnosti suché biomasy dosáhly pouze H. hydrothermalis (23,8 % PHA) 

a H. neptunia (23,4 % PHA). Tyto bakterie se na základě prvního screeningového experimentu 

jevily jako vhodní kandidáti na produkci PHA na oleji, proto u nich byla produkce PHA 

na odpadním fritovacím oleji dále studována a optimalizována.  

Nejdříve vzhledem k jejich halofilnímu charakteru byla optimalizována koncentrace soli 

v minerálním médiu. Množství soli ovlivňuje nejen růst biomasy, ale také množství PHA. 

Testované koncentrace chloridu sodného byly 40, 60, 80 a 100 g/l, výsledky experimentu jsou 

prezentovány na obrázku 18.   
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Obrázek 18: Vliv koncentrace soli na růst a produkci H. hydrothermalis a H. neptunia. Graf 

závislosti biomasy a PHA uvedené v g/l na jednotlivých koncentracích chloridu sodného pro testované 

bakterie. Výsledky kultivace jsou brány po 72 hodinách kultivace v produkčním médiu s 20 g/l oleje, 

chybové úsečky zobrazují směrodatnou odchylku paralelních měření. 

Při počátečním screeningu produkčního potenciálu halofilních bakterií, byla koncentrace 

chloridu sodného pro oba vybrané producenty shodná a to 81 g/l. Tuto koncentraci soli uváděla 

jako optimální Česká sbírka mikroorganismů (CCM), ze které byly bakterie pořízeny. Vliv 

koncentrace soli na nárůst biomasy a PHA je zřejmý u obou producentů. H. hydrothermalis 

dosahuje nejvyššího výtěžku biomasy i PHA u koncentrace soli 40 g/l (Obrázek 18), kdy PHA 

dosahovaly téměř 62 % hmotnosti suché biomasy. Bakterie H. neptunia dosahovala podobných 

nárůstů biomasy a výtěžků PHA při koncentracích 40, 60 a 80 g/l. Nejvyššího zastoupení PHA 

v biomase dosáhla při koncentraci chloridu sodného 60 g/l v minerálním médiu a to 55 % PHA 

hmotnosti suché biomasy. Pro další experimenty byly používány již koncentrace chloridu 

sodného 40 g/l pro H. hydrothermalis a 60 g/l pro H. neptunii. 

Koncentrace soli v médiu neovlivňuje pouze množství PHA, ale také jejich molekulovou 

hmotnost [152]. Se snížením salinity u bakterie H. hydrothermalis roste nejen míra akumulace 

PHA, ale také molekulová hmotnost polymeru. Při koncentraci 40 g/l chloridu sodného byla 

molekulová hmotnost přibližně 381 kDa. Vyšší molekulová hmotnost je žádoucí při zpracování 

polymeru. Zato H. neptunia vykazovala výkyvy a nebylo možno zde najít korelaci mezi 

salinitou média a molekulovou hmotností polymeru. Nejvyšší molekulové hmotnosti dosáhla 

H. neptunia při koncentraci 100 g/l chloridu sodného a to 345,5 kDa. Přehled molekulových 

hmotností polymerů v průběhu změn koncentrace chloridu sodného znázorňuje tabulka 22. Vliv 

salinity na produkci a molekulovou hmotnost PHA je rozdílný pro každý daný druh bakterie 

a je pro ni charakteristický.  Bakterie Halomonas halophila například vykazovala se zvyšující 

se salinitou rostoucí molekulovou hmotnost polymeru. Nejvyšší míry akumulace PHA bylo 

u H. halophila dosaženo při použití 60 g/l NaCl, kde se molární hmotnost polymeru pohybovala 

okolo 793 kDa. Nejnižší produkce PHA byla zaznamenána při koncentraci 100 g/l, kde 

molekulová hmotnost polymeru byla nejvyšší, a to 810 kDa [74]. 



73 

 

Tabulka 22: Molekulová hmotnost polymeru v závislosti na salinitě. Mw – molekulová hmotnost 

polymeru, Ð – polydisperzita. 

 NaCl [g/l] Mw [kDa] Ð 

H. hydrothermalis 

40 381,77 1,17 

60 381,29 1,22 

80 262,39 1,19 

100 245,15 1,28 

H. neptunia 

40 284,93 1,18 

60 293,10 1,26 

80 230,78 1,21 

100 345,47 1,16 

Dalším optimalizovaným parametrem, který má vliv na růst biomasy a akumulaci PHA, je 

teplota.  Testované teploty byly 30 °C, což byla i teplota doporučená sbírkou mikroorganismů, 

dále teploty 35, 40 a 45 °C, jelikož se jedná o bakterie původně izolované z hydrotermálních 

mořských průduchů [153], a je proto možné předpokládat, že jsou schopné tolerovat i vyšší 

teploty. Výsledky jsou uvedeny na obrázku 19.   

 

Obrázek 19: Vliv teploty na růst biomasy a produkci PHA bakterií H. hydrothermalis 

a H. neptunia. Kultivace za daných podmínek probíhala 72 h na 20 g/l oleje jako jediného zdroje 

uhlíku. Výsledná data jsou dána průměrem hodnot, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku 

jednotlivých měření. 

Bakterie H. hydrothermalis byla schopna růstu při všech testovaných teplotách, avšak 

nejvyššího buněčného nárůstu dosahovala při teplotách 30 a 35 °C. Produkce PHA při 30 °C 

byla téměř 50 % hmotnosti suché biomasy, tedy přibližně 1,7 g/l. Při 35 °C byl buněčný nárůst 
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nepatrně menší, avšak PHA dosahovalo téměř 67 % hmotnosti suché biomasy, tedy 2,23 g/l 

PHA.  Při vyšších teplotách docházelo k menšímu nárůstu biomasy i PHA, při 45 °C byl nárůst 

buněk výrazně menší a nepřekročil hranici 0,3 g/l biomasy, avšak stále docházelo k produkci 

PHA, byť zanedbatelnému.  Na druhou stranu bakterie H. neptunia při této teplotě nedokázala 

PHA vůbec akumulovat, ale také narostla ve všech testovaných teplotách. Nejvyšší buněčný 

nárůst byl při teplotě 30 °C, kdy množství PHA činilo přibližně 36 % suché hmotnosti buněk, 

které odpovídalo 0,62 g/l PHA.  

Kromě teploty a salinity je dalším důležitým fyziologickým parametrem růstu také pH. 

Pro zvýšení buněčného nárůstu bylo optimalizováno také počáteční pH minerálního média. 

Samotné minerální médium se všemi komponenty a olejem jako zdrojem uhlíku má na počátku 

pH přibližně 7.  Počáteční testované hodnoty pH byly 7, 8, 9 a 10. Úprava pH byla provedena 

před sterilizací média koncentrovaným hydroxidem sodným a pH bylo také změřeno na konci 

vsádkové kultivace. Výsledná data znázorňuje obrázek 20. 

 

Obrázek 20: Optimalizace pH na růst buněk a schopnosti akumulace PHA u vybraných druhů 

rodu Halomonas. Kultivace probíhala 72 h při 30 °C. Na konci kultivace bylo změřeno konečné pH. 

Výsledná data jsou vyjádřená průměrem naměřených hodnot, chyba zobrazuje směrodatnou odchylku.  

Bakterie H. hydrothermalis byla schopna růstu v celé škále testovaného počátečního pH, což 

naznačuje její mírně alkalofilní charakter, který je pro některé zástupce tohoto rodu typický 

[76]. Nejvyšší nárůst biomasy byl při počátečním pH 8, avšak vyšší schopnost akumulace PHA 

byla při pH 7. Konečné pH se pohybuje okolo neutrálního pH. Pro bakterii H. neptunia mělo 

zásadité pH pozitivní účinek. Paradoxně při počátečním pH 8 a 9, bylo zaznamenáno 

zanedbatelné množství PHA. Při nejvyšším testovaném pH byla akumulace PHA nejvyšší 

a dosahovala okolo 20 % suché hmotnosti buněk, tedy přibližně 0,5 g/l PHA.  

Dalším důležitým faktorem nejen při růstu buněk, ale hlavně při produkci PHA je množství 

dusíkatého zdroje. Ovšem množství PHA také závisí na typu použitého dusíkatého zdroje. 

Nejdříve bylo testováno množství dusíku v minerálním médiu. Původní minerální médium 

obsahovalo 1 g/l síranu amonného. Byla porovnána produkce PHA při použití 1 g/l a 3 g/l síranu 

amonného. U obou bakterií měla zvýšená koncentrace dusíkatého zdroje neblahý vliv na růst 
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biomasy i množství naakumulovaného PHA. U bakterie H. hydrothermalis klesla výsledná 

biomasa téměř o 1 g/l, u H. neptunii dokonce při vyšším obsahu dusíku přesahoval rozdíl 

v nárůstu biomasy 1 g/l. Následné testování zdrojů dusíky, proto probíhalo v koncentraci 1 g/l 

(Obrázek 21). Testovány byly následující anorganické soli – síran amonný, chlorid amonný, 

dusičnan amonný, hydrogenfosforečnan amonno-sodný či dusičnan sodný; a z organických 

látek močovina.  

 

Obrázek 21: Vliv zdroje dusíku na buněčný nárůst a produkci PHA.  Kultivační podmínky byly 

72 h, 20 g/l oleje; H. hydrothermalis: 40 g/l NaCl, 37 °C, počáteční pH 8; H. neptunia: 60 g/l NaCl, 

30 °C, počáteční pH 10. Výsledná data zobrazují průměrnou hodnotu, chybové úsečky zobrazují 

směrodatnou odchylku. 

Vliv dusíkatého zdroje byl testován při optimalizovaných parametrech kultivace pro obě 

bakterie. Použitý zdroj dusíku měl vliv na nárůst bakterie H. hydrothermalis. Vyšších hodnot 

biomasy a PHA bylo dosaženo při použití dusičnanu amonného a hydrogenfosforečnanu 

amonno-sodného. Biomasa při použití hydrogenfosforečnanu činila 3,13 g/l s 42 % PHA 

v suché hmotnosti buněk, tedy 1,31 g/l PHA. Zatím co při použití dusičnanu amonného byla 

celková biomasa 2,43 g/l s 50 % PHA, což činilo 1,2 g/l PHA.  Pro bakterii H. neptunia bylo 

při použití třech zdrojů dusíku dosaženo podobných hodnot akumulace PHA, a to u síranu 

amonného (1,20 g/l PHA), chloridu amonného (1,31 g/l PHA) a hydrogenfosforečnan amonno-

sodného (1,27 g/l).  

Morfologie buněk s naakumulovaným PHA byla následně analyzována pomocí 

transmisního elektronového mikroskopu (TEM). Obě kultury obsahují intracelulární granule 

PHA (Obrázek 22). Vzhled uspořádání granulí v buňce H. neptunia je typický pro PHA 

produkující bakterie a je srovnatelný s dalšími producenty [139]. Buňky obsahují menší 

množství, přibližně 5 až 10, větších granulí PHA. Zato morfologie buněk H. hydrothermalis je 

zcela odlišná. Buňky obsahují vysoký počet menších granulí.  
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Obrázek 22: TEM analýza morfologie buněk a PHA granulí pro bakterie H. hydrothermalis  

a H. neptunia. Kultivace 72 h na oleji jako jediném zdroji uhlíku. 

Kromě optimalizace produkčních podmínek, byla také testována schopnost produkce 

kopolymerů obsahujících kromě 3HB také další monomerní jednotky. Přidání vhodných 

strukturních prekurzorů do minerálního média může vést k zabudování alternativních 

monomerů do polymerního řetězce. Takto připravené materiály mohou poskytovat lepší 

technologické či mechanické vlastnosti než samotný homopolymer. Zařazení 3-

hydroxyvalerátu (3HV) do struktury polymeru snižuje tuhost, teplotu tání či krystalinitu 

samotného P(3HB) [154]. Dalším zajímavým monomerem, který významně mění vlastnosti 

polymeru, je 4-hydroxybutyrát (4HB). Pro indukci syntézy kopolymeru poly(3-

hydroxybutyrát-co-4-hydroxybutyrát) byly jako prekurzory 4HB testovány γ-butyrolakton 

a 1,4-butandiol. Výsledky experimentu jsou předmětem obrázku 23. 
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Obrázek 23: Posouzení schopnosti tvorby kopolymeru. Závislost biomasy a PHA uvedené v g/l 

na přidaných prekurzorech. Kontrola neobsahovala žádný prekurzor. Všechny testované vzorky 

obsahovaly 20 g/l oleje, kultivace probíhala při počátečním pH 7, 30 °C, 72 h. Výsledky jsou dány 

průměrem hodnot, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Žádný z použitých prekurzorů neměl příliš negativní efekt na růst bakterií. Biomasa bakterie 

H. hydrothermalis za využití γ-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu byla dokonce vyšší než 

v kontrolní kultivaci. Při použití γ-butyrolaktonu byla zaznamenána i vyšší produkce PHA. 

U bakterie H. neptunia mělo použití γ-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu podobný výsledek na růst 

biomasy i produkci PHA jako v kontrolním vzorku. Bohužel při použití γ-butyrolaktonu ani při 

aplikaci 1,4-butandiolu nedošlo k začlenění 4-hydroxybutyrátu do struktury polymeru. Ani 

jedna z bakterií tedy nebyla schopna tvořit kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-4-

hydroxybutyrát). 



78 

 

 

Obrázek 24: Jednotlivé složení homopolymeru či kopolymeru. Graf závislosti PHA v g/l 

na použitém prekurzoru udává poměr zastoupených jednotek monomeru v g/l.  Výsledky jsou dány 

průměrem hodnot, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Avšak obě bakterie byly schopny tvořit kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-3-

hydroxyvalerát), což zobrazuje obrázek 24. H. neptunia byla schopna pouze omezené tvorby 

kopolymeru s přidanými prekurzory (propanol, kyselina valerová a propionát sodný). Nicméně 

celková produkce PHA je velmi malá a nepřesahuje 0,2 g/l PHA, přičemž monomer 3HV 

nepřesahoval 10 % hmotnosti suché biomasy. Zato H. hydrothermalis byla schopna produkce 

kopolymeru na kyselině valerové v koncentraci 1,6 g/l PHA. Jednotlivé zastoupení monomerů 

bylo téměř ekvimolární. Díky inkorporaci 3-hydroxyvalerátu do polymeru je materiál 

flexibilnější, má například širší použití v medicínských aplikacích, ale také jako jednorázové 

předměty a obalový materiál v potravinářství [155]. Díky schopnosti produkce kopolymeru 

obsahující významnou frakci 3HV je H. hydrothermalis možné považovat za velice slibného 

halofilního producenta PHA s využitím odpadního fritovacího oleje jako základní vstupní 

suroviny. 

Základní strategií adaptace na hypertonické prostředí u středně halofilních mikroorganismů, 

mezi které patří i zástupci rodu Halomonas, je akumulace osmolytů. Jedná se o organické 

sloučeniny s nízkou molekulovou hmotností rozpustné ve vodě [156]. Typické osmolyty jsou 

trehalóza, betain, nebo ectoiny. Bakterie obvykle akumulují směs těchto látek, přičemž jejich 

intracelulární koncentrace se může řádově pohybovat až v jednotkách molů na litr. Akumulace 

takto velkého množství osmolytů je však energeticky náročná, proto jsou buňky schopny 

přijmout a využít i osmolyty nacházející se v extracelulárním prostředí. V rámci dalšího 

experimentu jsme se tedy pokusili využít hypotonické lyze buněk k uvolnění osmolytů 

z buněčné biomasy a použít takto připravené osmolyty při přípravě média v následné kultivaci. 

Takovéto inovativní kultivační schéma by bylo možné využít jak k izolaci osmolytů 

pro navýšení produktivity následné kultivace, tak k izolaci PHA. Výsledky pilotního 

experimentu ověřující naši hypotézu jsou prezentovány na obrázku 25. 
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Obrázek 25: Produkce PHA za využití recyklace supernatantu. První generace produkce probíhala 

standardním způsobem. Médium pro druhou generaci (kultivaci) bylo připraveno ze supernatantu 

po lyzi buněk z první kultivace. Výsledná data jsou dána průměrnou hodnotou, chybová úsečka 

znázorňuje směrodatnou odchylku. 

Osmolyty z první kultivace by měly usnadnit produkci PHA a celkové biomasy v druhé, 

následné kultivaci. Tento předpoklad se bohužel nepotvrdil u bakterie H. hydrothermalis, kde 

produkce biomasy i PHA v druhé kultivaci klesla. Celková koncentrace biomasy byla ve druhé 

kultivaci menší o více než 1 g/l, produkce PHA klesla z původních 2 g/l na 1,2 g/l. Supernatant 

použitý pro přípravu média pro druhou generaci nejspíše obsahoval nahromaděné metabolity, 

které negativně ovlivnily růst kultury během druhé kultivace. Avšak u bakterie H. neptunia se 

produkce PHA při použití recyklace supernatantu zvýšila oproti první kultivaci, i celkový nárůst 

biomasy byl vyšší. U druhé kultivace produkce PHA stoupla z původních 0,8 g/l na necelých 

1,6 g/l, tedy skoro dvojnásobně. Recyklace supernatantu a tím využití již nasyntetizovaných 

osmolytů se ukázala jako vhodná strategie vedoucí ke zvýšení produkce PHA. 

Mezi nejčastější osmolyty produkované halofilními bakteriemi patří ectoin nebo 

hydroxyectoin. Ectoiny patří mezi další metabolity bakterií rodu Halomonas, které mají využití 

v biotechnologiích například jako ochranné látky pro proteiny, DNA či jako celková ochrana 

savčích buněk [157]. Mezi další látky, které mají osmoprotekční vlastnosti, patří například 

některé cukry (sacharóza, trehalóza), polyoly (glycerol, arbitol), některé aminokyseliny (prolin, 

alanin) či kvartérní aminy (betain, cholin) [158]. Přidání těchto látek do minerálního média by 

mohlo opět vést ke zvýšení produkce PHA ve spojení s nižšími energetickými náklady 

na syntézu osmoprotektantů.  
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Obrázek 26: Využití osmoprotektantů ke zvýšení produkce PHA. Kontrola neobsahuje žádný 

přidaný osmolyt, ostatní osmolyty jsou v koncentraci 1 g/l. Kultivace probíhala 72 h, 30 °C, pH 7. 

Data jsou uváděna jako průměrná hodnota měření, chybové úsečky zobrazují směrodatnou odchylku. 

Bakterie H. neptunia vykazovala vyšší produkci PHA při použití recyklace supernatantu, 

proto byla u této bakterie také vyzkoušena produkce PHA po přidání již komerčně dostupných 

osmolytů, konkrétně ectoinu, hydroxyectoinu, trehalózy a betainu (Obrázek 26). Při přídavku 

ectoinu, hydroxyectoinu a betainu byla produkce PHA nižší než v kontrolním vzorku, který 

neobsahoval žádný přidaný osmolyt. Nicméně přídavek trehalózy měl pozitivní vliv jak 

na celkovou produkci biomasy, tak i na produkci PHA. Biomasa stoupla téměř 2,5krát. 

Produkce PHA vzrostla z původních 0,2 na 0,8 g/l. 

Nicméně celkově se koncepce využití osmolytů ve formě supernatantu po hypotonické lyzi 

buněk z předchozí kultivace nezdá být vhodnou strategií. Navýšení produkce PHA není 

dostatečně vysoké na to, aby ospravedlnilo náročnost celé operace, která především představuje 

navýšení rizika kontaminace. Přidání čistých komerčně dostupných osmolytů má sice 

pravděpodobně lepší potenciál pro navýšení produkce PHA, nicméně z praktického hlediska 

tato možnost (díky vysoké ceně trehalózy a dalších osmolytů) proces spíše ekonomicky 

zatěžuje, než aby jej zlepšovala. Proto nebyla koncepce přídavku osmolytů v práci dále 

rozvíjena. 

Bakterie H. hydrothermalis i H. neptunia se jeví jako zajímaví producenti s dobrým 

potenciálem pro produkci PHA za využití odpadního fritovacího oleje jako zdroje uhlíku. Díky 

vysoké salinitě kultivačního média může jejich využití vést ke snížení nákladů 

biotechnologické produkce (především u nákladů na sterilitu procesu), a tím ke zvýšení 

konkurenceschopnosti PHA. Přídavkem vhodného prekurzoru lze také dosáhnout tvorby 

kopolymeru P(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát), který má lepší mechanické a fyzikální 

vlastnosti než samotný P(3HB) (příloha 10.2). Případná produkce osmolytů a jejich využití by 

mohlo vést k dalšímu snížení ceny produkce. Zajímavá by byla také studie chování těchto 

bakterií ve větším kultivačním objemu v bioreaktorech, která však nebyla předmětem této 
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práce. Také neobvyklá morfologie buněk H. hydrothermalis může být předmětem dalšího 

výzkumu. 

4.3. Izolace termofilních producentů polyhydroxyalkanoátů z přírodních vzorků 

Další slibnou skupinou extrémofilů jsou termofilní mikroorganismy. Jedná se o organismy, 

které přežívají, žijí a prosperují ve vyšších teplotách. Přirozených míst, kde se termofily 

vyskytují, je mnoho. Jedná se především o různé geotermální průduchy, horké prameny 

a podobně [63]. Tyto organismy skrývají velký biotechnologický potenciál. Díky životu 

v extrémních podmínkách jsou například jejich proteiny a enzymy adaptovány k vysokým 

teplotám, proto mají široké uplatnění jako termostabilní látky [159]. Průmyslovou 

biotechnologii založenou na extrémofilních mikroorganismech, která je schopna konkurovat 

běžné výrobě, označil profesor Chen a jeho tým za průmyslové biotechnologie nové generace. 

Tyto biotechnologické procesy nové generace využívají například termofilní bakterie. Díky 

extrémním podmínkám dochází ke snížení rizika kontaminace, a tím může být snížena cena 

biotechnologického procesu a zvýšena konkurenceschopnost produktu [70].  

Polyhydroxyalkanoáty jsou nadějným polymerem, který je biokompatibilní a v přírodě 

rozložitelný. Jejich výroba je navíc založena na obnovitelných zdrojích [160]. Avšak jejich 

produkce u termofilních mikroorganismů není příliš popsána. Produkce PHA u termofilů je 

velmi málo prozkoumána a byla potvrzena jen v několika případech, například u bakterie 

Chelatococcus sp. MW10 [161], Caldimonas taiwanensis [162], Thermus thermophilus [82] či 

Bacillus shackletonii K5 [85]. Proto jsme se zaměřili na izolaci nových termofilních producentů 

PHA z přírodních vzorků pomocí několika izolačních technik. 

4.3.1. Aerobní dynamické krmení 

Aerobní dynamické krmení (ADK) je bioinženýrská strategie řízení směsných mikrobiálních 

konsorcií, jehož cílem je obohacení konsorcia o producenty PHA. Aerobní dynamické krmení 

je cyklicky se opakující kultivace, kde dochází ke střídání fáze bohaté na živiny (feast) a fáze 

limitace živinami (famine). ADK nachází především uplatnění při nesterilní produkci PHA 

z různých odpadních surovin pomocí směsných bakteriálních kultur PHA [94; 97]. Nicméně 

lze principiálně tento postup využít také k izolaci PHA producentů.  

Z tohoto důvodu bylo ADK v práci použito pro izolaci PHA produkujících termofilních 

bakterií ze vzorků aktivovaného kalu. Aktivovaný kal byl poskytnut ČOV v Bystřici pod 

Hostýnem, která je v rámci ČR unikátním provozem využívajícím termofilní biologické čištění 

odpadních vod. Kal je zde aktivován při teplotách 50 až 60 °C, a proto lze předpokládat, že 

obsahuje vysoký podíl termofilních a termotolerantních mikroorganismů. Jako zdroj uhlíku byl 

v našem experimentu použit acetát sodný, jedná se o relativně snadno utilizovatelný zdroj 

uhlíku, který vedl při použití v rámci ADK ve směsných mezofilních kulturách až k produkci 

65 % P(3HB) [90]. Dále byly vyzkoušeny i náročnější zdroje uhlíku jako xylóza, laktóza či 

kyselina palmitová. Motivací zařazení těchto substrátů bylo vyizolovat PHA produkující 

termofilní bakterie schopné konverze těchto substrátů na PHA. Avšak již v 9. cyklu se ukázalo, 
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že tyto složitější zdroje uhlíku nejsou vhodným zdrojem uhlíku pro ADK. Biomasa se ve třetím 

cyklu pro laktózu a kyselinu palmitovou pohybovala okolo 0,35 g/l, pro xylózu jen okolo 

0,14 g/l. Při použití laktózy byly ve třetím cyklu naměřeny necelé 3 % P(3HB). U xylózy 

a kyseliny palmitové nebylo detekováno žádné množství P(3HB). Při využití složitějšího zdroje 

uhlíku nebyla již po 9. cyklu detekována biomasa, a proto byl pokus ukončen.  

Selekce PHA produkujících bakterií za využití acetátu sodného však byla úspěšnější 

(Obrázek 27). Biomasa již ve třetím cyklu stoupla na 0,5 g/l a naměřené množství PHA bylo 

okolo 10 % ze suché hmoty biomasy. Množství biomasy víceméně rostlo až do ukončení 

pokusu. Množství PHA bylo proměnlivé a bylo ovlivněno především časem odběru v cyklu 

aerobního dynamického krmení. PHA slouží jako zdroj uhlíku a energie a jsou produkovány 

při nadbytku uhlíku [163] a limitaci například fosforu či dusíku. Proto například v 7. a 19. cyklu, 

kdy byl odběr udělán dvakrát během jednoho cyklu, a to na začátku a v půlce první fáze v době 

dostatku živin, je množství PHA odlišné. Při prvním odběru, který byl proveden po fázi 

sedimentace a 12 hodin od přidání zdroje uhlíku, bylo detekováno pouze nízké množství PHA. 

Ve druhém odběru, který již byl po přidání zdroje uhlíku, což v aerobní fázi cyklu vede 

k navýšení množství PHA v buňce, bylo opravdu zaznamenané vyšší množství PHA. PHA poté 

slouží jako zdroj uhlíku a energie v době chudé na živiny, popřípadě v sedimentační fázi chudé 

i na kyslík. Pokus byl ukončen po 19. cyklu aerobního dynamického krmení, kdy biomasa 

dosahovala téměř 3 g/l a množství PHA bylo okolo 12 %. Veškeré detekované PHA byly 

tvořeny pouze polymerem složeným z 3HB.  

V literatuře je popsáno, že při práci v sekvenačním vsádkovém reaktoru s mezofilními 

směsnými kulturami lze dosáhnout stabilní produkce až 53 % P(3HB) za využití acetátu 

sodného jako zdroje uhlíku při aerobním dynamickém krmení po dobu 30 dní. Při prodloužení 

celkové doby na dva měsíce produkce stoupla až na 79 % P(3HB), což vede k zefektivnění 

pro komerční procesy [164]. Použití ADK v sekvenačních reaktorech po dobu jednoho roku 

vedlo také k navýšení množství P(3HB) u směsných kultur téměř na 74 %. Takto vysoké 

množství polymeru je srovnatelné s produkcí pomocí čistých bakteriálních kultur [94]. 
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Obrázek 27: Aerobní dynamické krmení termofilní směsné kultury – zdroj uhlíku acetát sodný. 

Graf závislosti biomasy v g/l a množství PHA v % na fázi a počtu cyklu aerobního dynamického 

krmení, teplota kultivace 60 °C. Chybové úsečky znázorňují směrodatnou odchylku.  

ADK je tedy velice efektivním nástrojem umožňujícím obohacení směsného mezofilního 

bakteriálního konsorcia o PHA producenty, nicméně u termofilního konsorcia je podle našich 

výsledků a zkušeností situace výrazně složitější. Bakteriální kultura po ukončení 19. cyklu (kdy 

obsah PHA v biomase dosáhl svého maxima) byla rozetřena na agarovou plotnu a vybrané 

kolonie byly pomocí sekvenace 16S rRNA přibližně taxonomicky zařazeny. Většina kolonií 

byla určena jako polymikrobiální, i když na agarové plotně se jevily jako čisté kolonie. Izolát 

ADK 3 byl určen jako Tepidiphilus sp. s podobností 81,80 %. Tato bakterie se řadí do kmene 

Proteobacteria a třídy Hydrogenophilalia. Johnson a kolektiv při sekvenaci izolátu z ADK 

v sekvenačním reaktoru zařadily izoláty do stejného kmene, avšak třídy 

Gammaroteobacteria [164] .  

Rod Tepidiphilus je gram negativní nesporulující bakterie. Jedná se o termofilní rod 

s optimální teplotou růstu okolo 50 °C. Je aerobní, avšak je schopen anaerobního růstu 

v přítomnosti dusičnanů [165; 166]. Produkce PHA u tohoto rodu nebyla doposud příliš 

popsána. Bohužel viabilitu izolátu ADK 3 se nepodařilo udržet, a proto nebylo možné podrobně 

prostudovat jeho PHA produkční potenciál. Na základě bioinformačních údajů bylo zjištěno, 

že zástupce tohoto rodu bakterie Tepidiphilus thermophilus DSM 27220 obsahuje PHA syntázu 

[167]. Proto byla schopnost produkovat PHA u rodu Tepidiphilus zkoumána právě pomocí 

bakterie Tepidiphilus thermophilus DSM 27220. Celkově je možné konstatovat, že schopnost 

produkovat PHA byla potvrzena jak na úrovni genotypu, tak fenotypu. Avšak produkce PHA 

se nezdá být z biotechnologického hlediska příliš atraktivní. Celkově bakterie vykazovala 

velice malé výtěžky biomasy i PHA (obsah PHA do cca 10 % hmotnosti suché biomasy) a další 

slabinou této bakterie je velice omezené spektrum substrátů, které dokáže utilizovat. Jedná se 

především o krátké organické kyseliny (acetát, propionát atd.), naopak sacharidy ani lipidy 

nedokáže tato bakterie prakticky vůbec využít ke svému růstu. Proto nebyla této bakterii 

věnována další pozornost.      
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V prvním experimentu s aerobním dynamickým krmením bylo dosaženo pozitivních 

výsledků. Byl vybrán vhodný zdroj uhlíku a také zmapován průběh akumulace PHA. Pro druhý 

test s ADK byl použit jako zdroj uhlíku pouze acetát sodný. Avšak byly porovnány dvě linie. 

Jedna byla zaočkována opět aktivovaným kalem (ADK-KAL), druhá byla zaočkována kulturou 

z aerobního dynamického krmení I ze 7.cyklu (ADK-ADK). Tyto dvě linie poté byly 

porovnány v nárůstu biomasy i v množství naakumulovaného PHA. Výsledný průběh biomasy 

znázorňuje obrázek 28 A) a množství PHA obrázek 28 B).  

Průběh koncentrace biomasy byl velmi podobný. V prvních cyklech byla biomasa vyšší 

u linie ADK-ADK, která byla zaočkována kulturou již z předchozího aerobního dynamického 

krmení, ale již od 10. cyklu byla biomasa porovnatelná. Odběry probíhaly po 2 či 7 hodinách 

aerobiózy nebo na konci sedimentační fáze. V rámci aerobiózní fáze většinou docházelo 

k navýšení biomasy v průměru o 0,22 g/l biomasy pro ADK-ADK a pro ADK-KAL bylo 

navýšení během aerobiózy v průměru o 0,29 g/l biomasy.  Nejvyššího nárůstu linie ADK-ADK 

dosáhla již ve 12. cyklu, kdy bylo měření provedeno na konci sedimentační fáze, kdy se 

biomasa pohybovala okolo 1,7 g/l. Podobného výsledku bylo dosaženo ještě po 7. hodině 

aerobiózy 15. cyklu. Linie zaočkovaná přímo z kalu takových hodnot nedosáhla, avšak její 

maximum bylo také dosaženo po 7. hodině aerobiózy v 15. cyklu, a to 1,51 g/l biomasy. Při 

ukončení experimentu byly hodnoty koncentrace biomasy obou linií téměř totožné.  Jiný průběh 

však mělo množství PHA. Do šestého cyklu bylo pro obě linie zaznamenáno pouze 

zanedbatelné množství PHA do 2 % hmotnosti suché biomasy. Množství PHA do 2 % suché 

hmoty biomasy bylo také zaznamenáno při odběrech na konci sedimentační fáze s výjimkou 

16. cyklu, kdy se PHA pohybovaly mezi 2 až 4 %.  
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Obrázek 28: Porovnání biomasy a množství PHA v průběhu ADK II. Linie ADK-KAL byla 

zaočkována z kalu, linie ADK-ADK byla zaočkována kulturou z ADK I ze 7. cyklu.  A) Graf 

závislosti biomasy uvedené v g/l na fázi cyklu a pořadí cyklu aerobního dynamického krmení. B) Graf 

závislosti PHA v % na fázi cyklu a pořadí cyklu během aerobního dynamického krmení, kultivační 

teplota 60 °C. Chybové úsečky znázorňují směrodatnou odchylku. 

Během 17. cyklu ADK II byla provedena také analýza buněk pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. PHA granule byly potvrzeny u obou linií. Obrázek 29 znázorňuje PHA granule 

v buňce obarvené fluorescenční sondou BODIPY. Na obrázku je patrné, že buňka obsahuje 

intracelulární granule PHA. Obě linie pod mikroskopem vykazovaly obdobné výsledky 

i velikost PHA pozitivních bakterií. Mezi pozorovanými bakteriemi se vyskytovaly i buňky, 

které obsahovaly pouze minimum PHA nebo jej neobsahovaly vůbec. Tyto bakterie byly 

schopny přežít podmínky ADK i bez schopnosti produkovat PHA.  
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Obrázek 29: Zobrazení PHA granulí v buňce pod fluorescenčním mikroskopem pro kulturu 

z aerobního dynamického krmení II pro linii ADK-KAL  

Aerobní dynamické krmení II také vedlo k obohacení směsného konsorcia o PHA 

producenty.  Ve snaze získat čistý kmen termofilního producenta PHA, byly kultury z konce 

cyklu ADK II rozetřeny na agarové plotny obsahující Nilskou červeň. Nilská červeň je lipofilní 

barvivo, které umožňuje rychlou detekci PHA produkujících bakterií [37].  Po nárůstu kultury 

byly misky osvíceny UV zářením a byly detekovány PHA pozitivní kolonie (Obrázek 30), které 

vykazují oranžově-červenou fluorescenci. Tyto kolonie byly poté přesazeny na čisté plotny 

pomocí křížového roztěru. Z osmi izolátů označených NC1 až NC8 byly pomocí sekvenace 

16S rRNA taxonomicky zařazeny pouze tři, ostatní vzorky byly buď polymikrobiální nebo se 

nepodařilo daný úsek DNA vůbec amplifikovat. Izoláty z ADK-AKD byly určeny jako 

Anoxybacillus geothermalis s podobností 99,69 % (NC1) a Anoxybacillus sp. se shodou 

94,27 % (NC3). Pro linii ADK-KAL byla taxonomicky zařazena pouze jedna kolonie a to NC4, 

která byla vyhodnocena také jako Anoxybacillus geothermalis 99,70 %.  

Rod Anoxybacillus je kvalifikován jako skupina gram pozitivních, mírně až středně 

termofilních bakterií, které se nachází převážně v geotermálních pramenech, kompostu nebo 

v zařízeních na zpracování mléka [168]. Zástupci rodu Anoxybacillus jsou obvykle také 

tolerantní vůči alkalickému prostředí, proto jsou zajímaví pro různé průmyslové aplikace [169–

171]. Také jsou zajímaví skrz produkci termostabilních enzymů, které jsou schopny snášet 

alkalické pH [172]. Produkce PHA však u žádného zástupce rodu Anoxybacillus dosud nebyla 

popsána. Je nutné poznamenat, že ani v našich experimentech jsme neprokázali schopnost 

produkce PHA na úrovni genotypu ani fenotypu. V submerzní kultivaci nebylo detekováno 

PHA ani pomocí plynové chromatografie ani pomocí fluorescenční mikroskopie. Při roztěru 

na agarové plotny s Nilskou červení vykazovaly všechny izoláty přibližně klasifikované jako 

zástupci rodu Anoxybacillus pozitivní barvení. Podle některých studií je rod Anoxybacillus 
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schopen produkce polárních intracelulárních lipidů [173], je tedy možné že tyto lipidické látky 

poskytovaly falešně pozitivní výsledek při barvení pomocí Nilské červeně. 

 

Obrázek 30: Snímek agarové plotny obsahující Nilskou červeň s nárůstem bakteriální kultury 

z ADK II 

Aerobní dynamické krmení má vliv nejen na akumulaci PHA, ale také na samotné buňky 

bakterií. Bylo zjištěno, že ve fázi s limitací živin jsou bakterie více „hydrofobní“, což umožňuje 

lepší agregaci a adhezi. Agregace buněk je jednou ze strategií přežití mikroorganismů v této 

limitující fázi. V cyklickém opakování limitující fáze se tento jev posiluje a mikrobiální kultura 

se stává kompaktnější a vzniká lépe flokulující kal [174]. 

Celkově je možné konstatovat, že v průběhu vedení termofilních ADK experimentů se 

ve směsném bakteriálním konsorciu nacházeli producenti PHA, což dokazuje přítomnost PHA 

v bakteriální biomase. Obsah PHA byl v některých případech relativně vysoký (až 15 % 

hmotnosti suché biomasy), což dává naději, že PHA producenti představují významnou složku 

mikrobiálního konsorcia. Nicméně následná izolace čistých PHA produkujících kultur byla 

do velké míry neúspěšná. Na základě experimentu ADK se podařilo identifikovat potenciální 

termofilní produkční organismus Tepidiphilus thermophilus, u kterého byla následně schopnost 

produkce PHA prokázána u zakoupeného typového sbírkového kmene, ale samotný izolát nebyl 

dlouhodobě viabilní v axenické kultuře. V rámci ostatních experimentů nebyl vyizolován žádný 

PHA produkující kmen, a to ani v případě, že jako preselekční metoda byla využita vizualizace 

PHA pozitivních kolonií pomocí Nilské červeně. Polyhydroxyalkanoáty mají lipofilní 

charakter, tudíž jsou dobře barvitelné lipofilními barvivy jako je právě Nilská červeň. Aplikací 

Nilské červeně přímo do média lze rychle na pevných plotnách detekovat PHA produkující 

kolonie ve směsných kulturách. Spiekermann a kolektiv použili Nilskou červeň do agarových 

ploten k rychlé detekci PHA kolonií, což vedlo k detekci PHA pozitivních bakterií bez jejich 

usmrcení. Výborné výsledky byly pozorovány především u gram negativních bakterií, avšak 

méně vhodný byl na použití gram pozitivních bakterií [37].  Zdá se, že barvení Nilskou červení 

není vhodné nejen pro gram pozitivní bakterie, ale není optimální ani při analýze termofilních 

kultur. Použití Nilské červeně vedlo k falešně pozitivním výsledkům. Mnohé kultury 

vykazovaly pozitivní odezvu na barvení, avšak při další charakterizaci se již nepotvrdila 

schopnost produkce PHA. Zdá se tedy, že ADK není vhodnou metodou pro izolaci čisté 
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termofilní bakteriální kultury schopné akumulace PHA. Je také možné, že PHA producenti, 

kteří byli ve směsné kultuře získané pomocí ADK přítomni, nejsou schopni růstu jako axenické 

kultury.                

4.3.2. Izolace pomocí změn osmotického tlaku 

Lze tedy předpokládat, že aerobní dynamické krmení není vhodné jako izolační metoda vedoucí 

k získání termofilních producentů schopných produkce PHA. Proto byla zvolena alternativní 

originální strategie pro izolaci termofilních producentů PHA.               

Je známo, že přítomnost PHA granulí v buňkách pomáhá zvyšovat míru přežití bakterií 

při vystavení osmotickému stresu, ať už navýšení osmotického tlaku v hypertonickém prostředí 

[175] či nižšímu tlaku v hypotonickém prostředí [139]. Na základě této osmoprotektivní funkce 

PHA byla navržena nová izolační metoda. Přírodní vzorek (kompost, kal) byl smíchán 

s minerálním médiem a daným zdrojem uhlíku a byla provedena kultivace tak, aby došlo 

k maximální možné akumulaci PHA u přítomných producentů. Poté následoval selekční krok 

využívající osmotickou změnu tlaku znázorněnou na obrázku 31. Kultura byla nejprve 

vystavena hypertonickému prostředí, které představoval roztok chloridu sodného o koncentraci 

100 g/l. Následným promytím v destilované vodě byly buňky vystaveny hypotonickému 

prostředí. Na závěr byly vysety na agarové plotny. Pro eliminaci náhodného výběru pozitivních 

kolonií byl zařazen další krok, a to detekce PHA pomocí ATR-FTIR, kdy část narostlé kolonie 

byla nanesena na krystal ATR-FTIR a bylo detekováno PHA.  

 

Obrázek 31: Schéma selekce PHA produkujících bakterií pomocí změn osmotického tlaku 

Po vysušení a změření vzorku, které trvalo 2 až 3 minuty, bylo možné detekovat 

charakteristické absorpční pásy polyesterů při 1 734 cm-1 (C=O vazby) a 1 180 cm-1 (C-O-C 

vazby) a zvýšené absorpce v oblasti 1 050 cm-1 (C-C-O) [176]. Při pozitivní odezvě byla 

kolonie nanesena na novou agarovou plotnu a po nárůstu byla převedena do submerzního 

média a poté uchována ve formě kryozkumavky v 10% glycerolu při –80 °C.  

Při testování této metody byl počet životaschopných kolonií před osmoselekcí u vzorku 

aktivovaného kalu z čistírny odpadních vod Brno-Modřice za využití glycerolu jako zdroje 
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uhlíku 1,29 · 1010 na ml. Po osmoselekci klesl počet životaschopných kolonií na 6,6 · 108 na ml. 

Zato se však zvýšil poměr PHA pozitivních kolonií ku negativním, a to z 1:14 na 8:7. Takže 

pravděpodobnost výběru PHA pozitivní kolonie se znásobila téměř 8krát. Tzv. osmoselekce 

tedy sloužila k selekci a obohacení konsorcia o producenty PHA, pomocí rychlé a snadné 

detekce díky ATR-FTIR bylo možné určit PHA pozitivní kolonie (příloha 10.3). Přehled 

účinnosti osmoselekční metody znázorňuje tabulka 23. 

Tabulka 23: Porovnání účinnosti osmoselekční metody k izolaci PHA produkujících 

termofilních bakterií 

 Před 

osmoselekcí 

Po 

osmoselekci 

CFU na ml 1,29 · 1010 6,6 · 108 

PHA pozitivní kolonie : PHA negativní kolonie 1:14 8:7 

% pozitivních kolonií ze všech testovaných 

kolonií 
7 53 

Navržený izolační protokol byl použit na selekci PHA pozitivních kolonií ze vzorku 

aktivovaného kalu z čistírny odpadních vod Brno-Modřice a kompostu z centrální kompostárny 

Brno. První selekce bakterií byla provedena na různých zdrojích uhlíku. Jednalo se o glukózu, 

glycerol, kyselinu levulovou a γ-butyrolakton. Teplota kultivace i izolace byla 50 °C. Avšak 

v případě kyseliny levulové a γ-butyrolakton nebyly nalezeny žádné PHA pozitivní kolonie ani 

u jednoho ze vzorků kompostu nebo kalu. Celkový nárůst biomasy byl před „osmoselekcí“ 

malý a obsah PHA se pohyboval do 2 % hmotnosti suché biomasy. Zato glukóza a glycerol 

v případě aktivovaného kalu se ukázaly jako vhodné zdroje uhlíku pro selekci PHA 

produkujících bakterií. Před osmoselekcí bylo ve vzorku s glukózou naměřeno kolem 8 % PHA 

a ve vzorku s glycerolem dokonce 16 % PHA na suchou hmotu biomasy. Jednalo se výhradně 

o P(3HB). Ze vzorku aktivovaného kalu bylo celkově vyizolováno přibližně 40 PHA 

pozitivních kolonií, které byly číselně označeny. Izoláty s označením 1 až 28 byly vyizolovány 

za využití glukózy a izoláty získané za použití glycerolu byly označeny 29 až 40. V případě 

vzorků z kompostu byly celkové PHA před osmoselekcí, za využití glukózy jako zdroje uhlíku, 

velmi nízké, nedosahovaly ani 2 %, zato u vzorků kompostu na glycerolu jako zdroje uhlíku 

byl obsah PHA před osmoselekcí 17 % hmotnosti suché biomasy. I přesto bylo ze vzorku 

kompostu na glycerolu vyizolováno pouze 5 pozitivních kolonií. Izoláty nesly označení H1, 

H2, H3 a K1 a K2.  Všechny izoláty byly přesazeny na nové misky. Některé z izolátů ani 

po 48 hodinách kultivace při 50 °C na minerálním médiu a daným zdrojem uhlíku, na kterém 

byly izolovány, nenarostly. Kolonie, které narostly, byly přeočkovány do submerzního média 

a byly uchovány ve formě kryozkumavek. Seznam uchovaných izolátů je zobrazen 

v tabulce 24. 

  



90 

 

Tabulka 24: Seznam uchovaných izolátů ze vzorku aktivovaného kalu a kompostu pomocí 

osmoselekce (rok 2018) 

Vzorek 
Označení 

izolátu 

Zdroj uhlíku při 

izolaci 

Aktivovaný kal, Brno-

Modřice 

4 

glukóza 

5 

8 

9 

10 

25 

28 

29 

glycerol 
 

30 

31 

32 

34 

35 

Kompost, Brno 

H1 

glycerol 
 

H2 

K2 

Selekce PHA produkujících bakterií pomocí osmoselekce byla využita i při izolaci bakterií 

z dalších vzorků kompostu z kompostárny Brno a kompostárny Blansko, a také z aktivovaného 

kalu z čistíren odpadních vod Brno-Modřice a Bystřice pod Hostýnem odebíraných na podzim 

roku 2019. Jako zdroje uhlíku pro selekci byla vybrána glukóza o koncentraci 20 g/l, glycerol 

20 g/l a γ-butyrolakton 8 g/l. Na základě předchozích výsledků byl glycerol vyhodnocen jako 

vhodný zdroj uhlíku pro selekci PHA produkujících bakterií. Proto ve snaze najít 

polyextrémního producenta PHA, který by byl halofilní termofil, bylo také použito jako zdroj 

uhlíku 20 g/l glycerolu s 40 g/l NaCl.  Současně byly testovány i tři různé teploty kultivace a to 

50, 60 a 70 °C (Obrázek 11). Těchto 48 kombinací bylo podrobeno osmoselekci a následné 
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detekci PHA produkujících bakterií pomocí ATR-FTIR. Po následné kultivaci izolátů bylo 

celkem získáno a uchováno 44 izolátů jejichž přehled je uveden v tabulce 25. 

Tabulka 25: Seznam izolátů při využití osmoselekce za různých teplot kultivace (rok 2019) 

Vzorek 
Označení 

izolátu 

Zdroj uhlíku při 

izolaci 

Teplota izolace 

[°C] 

Kompost, Blansko Bz glycerol 50 

Aktivovaný kal, 

Bystřice pod 

Hostýnem 

A1 glycerol 50 

A2 glycerol 50 

A3 γ-butyrolakton 50 

A3a γ-butyrolakton 50 

A4 glukóza 50 

A4a glukóza 50 

A5 glukóza 50 

A5a glukóza 50 

A6 glukóza 50 

A7 glukóza 50 

A8 glukóza 50 

A9 glukóza 50 

A12 glukóza 70 

A21 glukóza 60 

A22 glukóza 60 

A23 glukóza 60 

A25 glukóza 60 

A26 glukóza 60 
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Vzorek 
Označení 

izolátu 

Zdroj uhlíku při 

izolaci 

Teplota izolace 

[°C] 

Aktivovaný kal, 

Bystřice pod 

Hostýnem 

A27 glukóza 60 

A28 glukóza 60 

AFn1 glukóza 60 

AFn2 glukóza 60 

AH10 glycerol 70 

AH11 glycerol 70 

AH24 glukóza 60 

AH30 glukóza 60 

Kompost, Brno 

F101 glukóza 70 

F102 glukóza 70 

F103 glukóza 50 

F104 glukóza 50 

F105 glukóza 50 

F106 glukóza 50 

F107 glukóza 50 

F108 glukóza 50 

F109 glukóza 50 

F110 glukóza 50 

Aktivovaný kal, 

Brno-Modřice 

M1 glukóza 50 

M2 glukóza 50 

M3 glukóza 50 
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Vzorek 
Označení 

izolátu 

Zdroj uhlíku při 

izolaci 

Teplota izolace 

[°C] 

Aktivovaný kal, 

Brno-Modřice 

M4 glycerol 50 

M5 glycerol 50 

M6 γ-butyrolakton 50 

M7 γ-butyrolakton 50 

4.3.2.1 Taxonomická charakterizace izolátů 

Jednotlivé izoláty byly taxonomicky zařazeny na základě sekvence genu 16S rRNA. Díky 

znalosti sekvence malé ribozomální podjednotky (pro prokaryota 16S rRNA) lze daný 

organismus přibližně identifikovat a klasifikovat [177].  Sekvence genu se následně porovnají 

s databází mikroorganismů (například blast.ncbi.nlm.nih.gov) a daný izolát se taxonomicky 

zařadí. Se shodou nad 97 % lze daný organismus zařadit na rodové i druhové úrovni [178], 

v rozmezí pod 95 % do 80 % na úrovni rodu, pokud je shoda nižší, lze daný organismu zařadit 

pouze na úrovni čeledi či pouze řádu [179; 180]. K úplnému korektnímu taxonomickému 

zařazení je však potřeba využití více metod a kombinace genotypických a fenotypických 

přístupů [181; 182].  

Mezi izolovanými bakteriemi se vyskytovaly jak gram negativní, tak gram pozitivní 

bakterie. Z taxonomického hlediska lze dané izoláty rozdělit do dvou kmenů či oddělení, a to 

kmen Proteobacteria, který je zastoupen pouze minimálně, a Firmicutes, kde všechny ostatní 

izoláty patří do třídy Bacilli. Schéma taxonomického zařazení izolátů zobrazuje obrázek 32.  

Proteobacteria jsou gram negativní bakterie, které zahrnují jak fototrofy, heterotrofy 

i chemolitotrofy. Tento kmen také zahrnuje mnoho známých lidských, živočišných 

i rostlinných patogenů [183]. Izolát s označením 34 byl klasifikován jako Chelatococcus 

composti. Produkce polyhydroxyalkanoátů pomocí bakterií Chelatococcus již byla popsána 

u příbuzných termofilních bakterií Chelatococcus daeguensis [184]  či Chelatococcus sp. 

MW10 [84]. 
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Obrázek 32: Schéma taxonomického zařazení izolátů získaných pomocí osmoselekce, v závorce 

je uveden počet izolátů spadající do konkrétního rodu. 

Zbylých 50 izolátů patří do kmene Firmicutes. Firmicutes zahrnuje třídy Bacilli, Clostridia 

či Erysipelotrichia [185] a jedná se o gram pozitivní bakterie, které zahrnují více jak 250 

bakteriálních rodů [186]. Naše izoláty patří do třídy Bacilli a řádu Bacillales, kde jsou 

zastoupeny dvě čeledě, a to Bacilaceae a Paenibacillaceae [187]. Do čeledi Bacillaceae patří 

rod Bacillus a jemu příbuzné rody jako například Geobacillus. Do rodu Geobacillus patří 

především izoláty získané při kultivaci při 70 °C. U rodu Bacillus je produkce PHA relativně 

dobře prostudována a popsána [188]. PHA byly dokonce poprvé pozorovány právě v bakterii 

Bacillus megaterium, kdy v roce 1926 M. Lemoigne pozoroval intracelulární granule 

PHA [189]. Nicméně taxonomie jednotlivých rodů v rámci čeledě se relativně často mění díky 

hlubšímu pochopení fylogenetické a evoluční příbuznosti jednotlivých rodů [190].  

Rod Geobacillus zahrnuje gram pozitivní tyčinkovité bakterie, které tvoří spóry a mají 

optimální teplotu růstu mezí 55 až 65 °C [191]. Dříve byly zařazovány do rodu Bacillus. 

Bakterie rodu Geobacillus jsou izolovány z mírného i horkého prostředí, typický je výskyt 

v okolí horkých pramenů, hlubinných mořských sedimentů či ropných polí, cukrovarů, 

konzerváren potravin nebo mlékáren. Rod Geobacillus má značný význam v oblasti 

biotechnologií, například pro výrobu termostabilních enzymů, nebo při bioremediaci [192]. 

Všechny izoláty izolované pomocí osmoselekce při 70 °C byly právě zařazeny do rodu 

Geobacillus. Jako Geobacillus stearothermophilus byl klasifikován izolát nesoucí označení 

A12. Izoláty AH10, F101 a F102 byly klasifikovány jako Geobacillus thermodenitrificans 

a izolát AH11 byl vyhodnocen jako Geobacillus sp. Bakterie Geobacillus thermodenitrificans 

T12 izolovaná z kompostu je schopna utilizace xylózy a produkce kyseliny mléčné na xylanu, 

což ji činní biotechnologicky zajímavou [193]. Izoláty patřící do rodu Geobacillus mohou 

skrývat velký biotechnologický potenciál s nižšími nároky na sterilitu procesu díky jejich vyšší 

kultivační teplotě. 
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Další velmi početně zastoupeným rodem izolovaných bakterií je rod Bacillus. Tento rod 

zahrnuje převážně gram pozitivní sporulující bakterie, které patří do více než 260 druhů. 

Zástupci rodu Bacillus mohou být pohybliví či nepohybliví, aerobní či fakultativně anaerobní, 

ve výjimečných případech i striktně anaerobní. Hojně se vyskytují v přírodě a zahrnují i řadu 

druhů, které by bylo možné označit jako extrémofily např. halofily, alkalofily, psychrofily 

i termofily. Rod Bacillus obsahuje nejen mnoho známých patogenů, ale také biotechnologicky 

významné druhy, které se používají například pro produkci vitamínu B2 či B12, produkci 

antibiotik nebo k produkci enzymů pro detergenty [194; 195]. Mezi izolovanými bakteriemi 

byly po taxonomickém zařazení zástupci Bacillus subtilis, jimiž byly izoláty M1 a M2. Izolát 

označený jako 25 byl určen jako Bacillus amyloliquefaciens, který úzce souvisí s B. subtilis 

a dříve byl dokonce řazen jako jeho kmen či podruh [196].  

Izoláty 31, A2, F103 a F106 byly klasifikovány jako B. licheniformis a izolát 4 jako 

B. paralicheniformis.  Na základě fylogenetické analýzy byla zjištěna blízká příbuznost mezi 

B. licheniformis a B. paralicheniformis, ale existují i genetické rozdíly v genomu, díky kterým 

lze tyto druhy od sebe rozlišit. Oba druhy mají biotechnologický význam. Používají se 

například k výrobě enzymů či antibiotik [197]. Dalším druhem blízce příbuzným 

s B. licheniformis je B. hyanesii, tento druh vykazuje vysokou podobnost s druhem 

B. licheniformis, ale na základě fenotypových odlišností a fylogenetických analýz se ukázalo, 

že se jedná o nový druh [198]. Podle sekvenací genu 16S rRNA byly proto izoláty A4, F104 

a F105 určeny jako B. hyanesii, B. licheniformis a B. paralicheniformis se stejnou podobností. 

Další podobnost s druhem B. licheniformis vykazuje také druh B. piscis, ale na základě 

fylogenetických a fenotypových údajů byl Bacillus piscis klasifikován jako nový druh, který je 

schopen růstu v rozmezí 0 až 10 % přídavku NaCl či v rozmezí pH 6 až 10 [199]. Právě jako 

B. piscis byly klasifikovány izoláty F107 a M4.  

Izolát M5 byl určen jako Bacillus cytotoxicus, tento druh vykazuje podobnost se skupinou 

bacilů podobných druhu B. cereus, ale na základě odlišností byl klasifikován jako nový 

samostatný druh. Jedná se o aerobní až fakultativně anaerobní sporotvorné bakterie, které se 

často vyskytují na potravinách a které jsou potenciálními původci potravinové otravy [200]. 

Izolát s označením M7 byl identifikován jako Bacillus shackletonii. Tento druh dokáže růst 

v širokém rozsahu pH a to od 5 až do 9, jedná se o aerobní bakterie schopné růst při teplotách 

od 15 do 55 °C [201]. K rodu Bacillus přísluší také izoláty s označením A3 a A3a, které byly 

klasifikovány jako Bacillus coagulans. Tento druh bakterie vykazuje vlastnosti patřící jak 

k Bacillaceae tak k Lactobacillaceae, a tím komplikuje své jednoznačné taxonomické zařazení. 

Je schopen produkce kyseliny mléčné, ale také tvoří endospory [202]. Jedná se ovšem 

o probiotický druh, který má široký potenciál využití, protože právě díky sporám je schopen 

přežít vysoké teploty, ale zachovat si svou probiotickou funkci [203].  

Další čeledí je Paenibacillaceae, která je rozdělena do dvou fylogenetických klastrů, kdy 

první skupinu tvoří Paenibacillus, Bravibacillus, Cohnella a Thermobacillus a druhou skupinu 

tvoří rody Aneurinibacillus, Ammoniphilus a Oxalophagus. Izolát označený jako Bz byl určen 

jako Paenibacillus sp. Tento rod bakterií je charakterizován jako aerobní nebo fakultativně 

anaerobní sporulující bakterie vyskytující se na různých zdrojích od půd, přes slané a sladké 

vody, kompostů či potravin, až po klinické vzorky. Některé druhy toho rodu vykazují 
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patogenitu [204]. Dalším izolátem patřícím do stejné skupiny je izolát s označením A1, který 

byl klasifikován jako Brevibacillus sp. Některé druhy tohoto rodu jako je například 

B. laterosporus jsou spojovány s lidskými infekcemi, ale celkově má tento rod značný 

biotechnologický potenciál díky produkci enzymů, které jsou schopny biodegradovat 

polyethylen, a také jsou vhodné jako laboratorní modely, díky vysoké účinnosti elektroporace 

[205]. Největší zastoupení zařazených izolátu má rod Aneurinibacillus patřící do druhého 

klastru čeledi Paenibacillaceae. Dvacet čtyři izolátů bylo klasifikováno jako Aneurinibacillus 

thermoaerophilus a dva jako Aneurinibacillus sp. Jedná se o gram pozitivní tyčinkovité 

bakterie, které tvoří elipsoidní spory. Většina z nich je striktně aerobní, ale některé druhy 

mohou být i mikroaerofilní. Optimální růstové teploty se u tohoto rodu pohybují v rozmezí 

20 až 65 °C [206]. Přehled taxonomického zařazení všech izolátů získaných ze vzorků 

kompostu a aktivovaného kalu pomocí změn osmotického tlaku zobrazuje tabulka 26. 

Sekvence genu 16S rRNA izolátů byla uložena v GeneBank pod evidenčními čísly, které jsou 

rovněž zobrazeny v tabulce 26. 
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Tabulka 26: Přehled taxonomického zařazení všech izolátů 

Rok 

izolace 

Původ 

vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 
Taxonomické zařazení 

GeneBank 

číslo 

2018 

aktivovaný 

kal, Brno-

Modřice 

4 glukóza 50 Bacillus paralicheniformis 100 % MT636944 

25 glukóza 50 Bacillus amyloliquefaciens 99,79 % MN595610 

28 glukóza 50 polymikrobiální   

29 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,75 % MN595898 

30 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,48 % MN595683 

31 glycerol 50 Bacillus licheniformis 99,93 % MN595618 

32 glycerol 50 Aneurinibacillus sp. 99,84 % MN595897 

34 glycerol 50 Chelatococcus composti 100 % MN596015 

35 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 100 % MN596016 

kompost, 

Brno 

H1 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,91 % MT112889 

H2 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,83 % MT636552 

K2 glycerol 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,91 % MT636552 

2019 
kompost, 

Blansko 
Bz glycerol 50 Paenibacillus sp. 82,87 %  * 
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Rok 

izolace 

Původ 

vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 
Taxonomické zařazení 

GeneBank 

číslo 

2019 

aktivovaný 

kal, 

Bystřice 

pod 

Hostýnem 

A1 glycerol 50 Brevibacillus sp. 94,73 % MT636463 

A2 glycerol 50 Bacillus licheniformis 99,63 % MT634704 

A3 γ-butyrolakton 50 Bacillus coagulans 99,11 % MT634705 

A3a γ-butyrolakton 50 Bacillus coagulans 99,72 % MT634707 

A4 glukóza 50 Bacillus haynesii 99,91 % MT634706 

A4a glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,46 % MT634709 

A5 glukóza 50 polymikrobiální   

A5a glukóza 50 polymikrobiální   

A6 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634710 

A7 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,77 % MT634711 

A8 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,55 % MT634713 

A9 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634712 

A12 glukóza 70 Geobacillus stearothermophilus 99,89 % MT634714 



99 

 

 

Rok 

izolace 

Původ 

vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 
Taxonomické zařazení 

GeneBank 

číslo 

2019 

aktivovaný 

kal, 

Bystřice 

pod 

Hostýnem 

A21 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634715 

A22 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636923 

A23 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634718 

A25 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634716 

A26 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636926 

A27 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634719 

A28 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636925 

AFn1 glukóza 60 polymikrobiální   

AFn2 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636942 

AH10 glycerol 70 Geobacillus thermodenitrificans 99,75 % MT634721 

AH11 glycerol 70 Geobacillus sp. 100 % MT634722 

AH24 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,55 % MT634737 

AH30 glukóza 60 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,70 % MT636943 
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Rok 

izolace 

Původ 

vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 
Taxonomické zařazení 

GeneBank 

číslo 

2019 

kompost, 

Brno 

F101 glukóza 70 Geobacillus thermodenitrificans 99,85 % MT634739 

F102 glukóza 70 Geobacillus thermodenitrificans 100 % MT634740 

F103 glukóza 50 Bacillus licheniformis 99,70 % MT634742 

F104 glukóza 50 Bacillus haynesii 99,99 % MT634741 

F105 glukóza 50 Bacillus haynesii 99,99 % MT634743 

F106 glukóza 50 Bacillus licheniformis 99,63 % MT634744 

F107 glukóza 50 Bacillus piscis 100 % MT634745 

F108 glukóza 50 polymikrobiální   

F109 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT634746 

F110 glukóza 50 Aeurinibacillus sp. 100 % MT634747 

aktivovaný 

kal, Brno-

Modřice 

M1 glukóza 50 Bacillus subtilis 99,93 % MT636249 

M2 glukóza 50 Bacillus subtilis 99,93 % MT636934 

M3 glukóza 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,78 % MT636367 
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Rok 

izolace 

Původ 

vzorku 

Název 

izolátu 

Substrát 

izolace 

Teplota 

izolace 
Taxonomické zařazení 

GeneBank 

číslo 

2019 

aktivovaný 

kal, Brno-

Modřice 

M4 glycerol 50 Bacillus piscis 99,74 % MT636370 

M5 glycerol 50 Bacillus cytotoxicus 99,89 % MT636369 

M6 γ-butyrolakton 50 Aneurinibacillus thermoaerophilus 99,63 % MT636459 

M7 γ-butyrolakton 50 Bacillus shackletonii 99,12 % MT636458 

* Sekvence genu 16S rRNA izolátu Bz nebylo možné vložit do systému GenBank a tím získat GenBank číslo, protože i přes opakované izolace a sekvenace nebylo dosaženo kvalitních 

výsledků
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Pomocí sekvencí genu 16S rRNA, které sloužily i k taxonomickému zařazení jednotlivých 

izolátů do bakteriálních rodů, byl vytvořen fylogenetický strom pomocí programu Geneious 

Prime, metodou UPGMA a genetickým distančním modelem Tamura-Nei. Na obrázku 33 lze 

pozorovat fylogenetický strom jednotlivých izolátů získaných pomocí osmoselekce 

z aktivovaného kalu a kompostu. Jednotlivé rody jsou odděleny, akorát rod Bacillus je rozdělen 

na dvě nesouvisející větve. Rody Brevibacillus a Paenibacillus tvoří společnou větev, protože 

tvoří jeden klastr čeledi Paenibacillaceae.  

 

Obrázek 33: Fylogenetický strom pomocí sekvencí genu 16S rRNA izolátů. Fylogenetický strom 

byl vytvořen ze sekvencí genu 16S rRNA pomocí programu Geneious Prime, metodou UPGMA 

a genetickým distančním modelem Tamura-Nei.  

4.3.3. Detekce PHA syntázy termofilních izolátů 

Klíčovým enzymem při produkci polyhydroxyalkanoátů je PHA syntáza. Substrátem pro tento 

enzym jsou (R)-hydroxyalkanové kyseliny koenzymu A. Hydroxyalkanové kyseliny mohou mít 

rozdílnou délku uhlíkatého řetězce a také různé substituenty [207]. Na základě primární 

struktury, složení podjednotek a substrátové specifity se PHA syntázy dělí do čtyř tříd [208]. 

První třída je tvořena jednou podjednotkou PhaC se substrátovou specifitou k řetězcům 

dlouhým pouze 3 až 5 uhlíků, tvoří tedy scl-PHA. Mezi typické zástupce patří Cupriavidus 
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necator. Druhá třída je taktéž tvořena podjednotkou PhaC, ale dochází k tvorbě mcl-PHA a je 

typická pro bakterie rodu Pseudomonas. Syntáza třetí a čtvrté třídy je tvořena dvěma 

podjednotkami. Třetí třída s podjednotkami PhaC a PhaE tvoří scl-PHA, ale dokáže 

syntetizovat i mcl-PHA. Čtvrtá třída PHA syntáz je typická pro rod Bacillus a jemu příbuzné 

rody se substrátovou specifitou k tvorbě scl-PHA [209].  

U vybraných izolátů byla snaha detekovat gen PHA syntázy pro vybrané třídy pomocí PCR 

a příslušných primerů. Pro třídu I byly vybrány primery se širokou specifitou a jako pozitivní 

kontrola byla použita bakterie Cupriavidus necator H16 CCM 3726. Pokud byla u izolátu 

potvrzena přítomnost první třídy, byl daný izolát otestován příslušnými primery i na druhou 

třídu, kde jako pozitivní kontrola byla použita DNA z bakterie Pseudomonas putida KT2440 

DSM 6125. Po taxonomickém zařazení izolátů bylo zjištěno, že převážná část izolátů patří 

do třídy Bacilli, proto byla PHA syntáza izolátů detekována pomocí tří různých sad primerů 

pro čtvrtou třídu. První pár primerů byl pro skupinu phaC spadající do skupiny Bacillus cereus. 

Druhou skupinu tvořily primery pro detekci phaC genu pro bakterii Bacillus megaterium [210]. 

Bohužel se ukázalo, že gen rodu Aneurinibacillus není možné amplifikovat s využitím výše 

popsaných primerů. Proto byly navrženy nové primery přímo pro rod Aneurinibacillus a tyto 

primery byly zařazeny jako třetí stanovená skupina u čtvrté třídy.  

Vybrané izoláty z roku 2019 byly podrobeny detekci PHA syntázy (Tabulka 27). První třída 

byla potvrzena u izolátů Bz, A1, A2, A3, A4, AH10, F101, F106, M1, M2 a M4. Což bylo 

překvapivé, protože se jedná o bakterie rodu Bacillus nebo jemu příbuzné rody a pro ně je 

charakteristická PHA syntáza třídy IV [210]. Tyty izoláty byly také otestovány na PHA syntázu 

druhé třídy, která byla potvrzena u izolátů Bz, A1 a A3.  Druhá třída je typická pro rod 

Pseudomonas a ve třídě Bacilli se často nevyskytuje, avšak jsou známy případy, kdy bakterie 

rodu Bacillus byly schopny produkce mcl-PHA [211]. Izoláty, u kterých byla potvrzena PHA 

syntáza druhé třídy, by měly být také schopny produkce mcl-PHA.  
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Tabulka 27: Stanovení genů PHA syntázy u izolátů z roku 2019 

 

 Třída I Třída II Třída IV 

pozitivní kontrola 

Cupriavidus 

necator 

H16 

Pseudomonas 

putida 

Aneurinibacillus sp. 

H1 
Bacillus cereus 

použité primery G-D/G1-R E1-D/R phaCAb-F/R phaCBc-F/R 

Označení 

izolátu 

taxonomické zařazení 

izolátu 
přítomnost genu pro PHA syntázu 

Bz Paenibacillus sp. + +   

A1 Brevibacillus sp. + +   

A2 Bacillus licheniformis +    

A3 B. coagulans + +   

A3a B. coagulans     

A4 B. haynesii +    

A4a 
Aneurinibacillus 

thermoaerophilus 
  +  

A5 polymikrobiální   +  

A5a polymikrobiální   +  
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Označení 

izolátu 

Taxonomické zařezaní 

izolátu 
Třída I Třída II 

Třída IV 

(Aneurinibacillus) 

Třída IV  

 (Bacillus cereus) 

A6 A. thermoaerophilus   +  

A7 A. thermoaerophilus   +  

A8 A. thermoaerophilus   +  

A9 A. thermoaerophilus   +  

A12 G. stearothermophilus     

A21 A. thermoaerophilus   +  

A22 A. thermoaerophilus   +  

A23 A. thermoaerophilus   +  

A25 A. thermoaerophilus   +  

A26 A. thermoaerophilus   +  

A27 A. thermoaerophilus   +  

A28 A. thermoaerophilus   +  

AFn1 polymikrobiální   +  
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Označení 

izolátu 

Taxonomické zařezaní 

izolátu 
Třída I Třída II 

Třída IV 

(Aneurinibacillus) 

Třída IV 

 (Bacillus cereus) 

AFn2 A. thermoaerophilus   +  

AH10 G. thermodenitrificans +    

AH11 Geobacillus sp.     

AH24 A. thermoaerophilus   +  

AH30 A. thermoaerophilus   +  

F101 G. thermodenitrificans +  +  

F102 G. thermodenitrificans     

F103 B. licheniformis     

F104 B. haynesii     

F105 B. haynesii     

F106 B. licheniformis +    

F107 B. piscis     

F108 polymikrobiální   +  
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Označení 

izolátu 

Taxonomické zařezaní 

izolátu 
Třída I Třída II 

Třída IV 

(Aneurinibacillus) 

Třída IV (Bacillus 

cereus) 

F109 A. thermoaerophilus   +  

F110 Aneurinibacillus sp.   + + 

M1 B. subtilis +    

M2 B. subtilis +    

M3 A. thermoaerophilus   +  

M4 B. piscis +    

M5 B. cytotoxicus     

M6 A. thermoaerophilus   +  

M7 B. shackletonii   +  
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PHA syntáza třídy IV pro skupinu B. megaterium nebyla prokázána u žádného z izolátů. 

Skupina PHA syntáz na základě B. cereus byla prokázána pouze u jednoho izolátu, a to u F110, 

který byl taxonomicky zařazen jako Aneurinibacillus sp. U tohoto izolátu byla také potvrzena 

PHA syntáza specifická pro rod Aneurinibacillus.  Syntáza třídy IV, kde byly primery navrženy 

právě podle bakterie Aneurinibacillus sp. XH2, jejíž genom je veřejně dostupný [212], byla 

potvrzena u všech izolátů taxonomicky zařazených jako rod Aneurinibacillus. Dokonce 

i u izolátů, které se nepodařilo taxonomicky zařadit, protože jejich sekvence byly 

polymikrobiální, byla potvrzena PHA syntáza třídy IV spadající pod rod Aneurinibacillus. 

Avšak tato PHA syntáza byla potvrzena i u dalších bakteriálních rodů, jako byl například izolát 

F101, který byl klasifikován jako Geobacillus thermodenitrificans a byla u něho potvrzena 

i první třída PHA syntázy. Je zajímavé, že u izolátu F102, který byl taxonomicky zařazen 

ke stejnému rodu i druhu, nebyla potvrzena žádná testovaná PHA syntáza. Také u izolátu M7 

byla potvrzena PHA syntáza třídy IV charakteristická pro rod Aneurinibacillus. Avšak tento 

izolát byl taxonomicky zařazen jako Bacillus shackletonii.  

U některých izolátů nebyla detekována pomocí námi dostupných primerů žádná PHA 

syntáza. To ovšem neznamená, že izoláty nemohou být schopny akumulace PHA. Pro PHA 

syntázy spadající do třídy IV neexistuje univerzální sada primerů a navíc se ukazuje, že tato 

třída PHA syntáz bude velice rozmanitá a bude obsahovat více podskupin. 

4.3.4. Testování produkce PHA u vybraných izolátů  

Potenciál produkce PHA byl testován u všech izolátů získaných pomocí osmoselekce. 

Testování probíhalo ve více experimentech. Nejprve byla schopnost produkovat PHA ověřena 

na substrátech použitých pro izolaci jednotlivých kmenů za standardních podmínek, jak je 

popsáno v kapitole 3.8.3. Teplota kultivace byla 50 a 60 °C, pouze izoláty, které byly izolovány 

při 70 °C, byly kultivovány při 60 a 70 °C. Izoláty izolované z odběrů v roce 2019 byly 

testovány i na více zdrojích uhlíku, jako byl například glycerol, olej či také byla testována 

schopnost produkce kopolymeru na 1,4-butandiolu.  

Výsledky screeningu produkce PHA pomocí termofilních izolátů zobrazuje tabulka 28.  

Izoláty, které byly izolovány v roce 2018, měly obecně vyšší výtěžky biomasy, což mohlo být 

způsobeno tím, že produkce probíhala 72 h, zatímco izoláty z roku 2019 byly kultivovány pouze 

48 h. Avšak pro prvotní screening schopnosti akumulace PHA vliv o něco delší kultivační doby 

zanedbatelný. Produkce PHA byla potvrzena u všech izolátů z roku 2018 při kultivační teplotě 

50 °C, kromě izolátu označeného jako 28. Izolát 28 byl pomocí sekvenace genu 16S rRNA 

klasifikován jako polymikrobiální, takže PHA producenta mohla „přerůst“ mikrobiální kultura, 

která není schopna produkce PHA. Izoláty 4, 25 a 31 patří do rodu Bacillus, pro které je 

produkce PHA charakteristická a hojně popsaná [213–215], avšak nebyly schopny produkce 

PHA při vyšší kultivační teplotě. I nárůst biomasy byl znatelně nižší. Jejich optimální teplota 

růstu se bude nejspíše pohybovat okolo nebo pod 50 °C, a bude se spíše jednat o termotolerantní 

bakterie nežli o pravé termofily. Izolát 34 byl schopen produkce PHA na glycerolu u obou 

kultivačních teplot. Jedná se o izolát určený jako Chelatococcus composti. U jeho příbuzných 

kmenů byla produkce PHA již dříve popsána. Například bakterie Chelatococcus dauguensis 

TAD1 byla schopna produkovat okolo 2 g/l P(3HB) na glycerolu při 50 °C [184]. Také 
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Chelatococcus sp. MW10 byl schopen produkovat P(3HB) [84].  Izoláty 29, 30, 32, 34 a 35 

byly schopny produkce PHA také v obou testovaných teplotách. Ve všech případech se jedná 

o izoláty zařazené pod rod Aneurinibacillus, u kterého byla popsána produkce PHA pouze 

v rámci publikace Z. Y. Xiao a kolektivu [216]. 

Tabulka 28: Produkce polyhydroxyalkanoátů pomocí termofilních izolátů na uhlíkatém zdroji 

izolace při kultivační teplotě 50 a 60 °C 

Rok 

izolace 

Zdroj 

uhlíku 

Označení 

izolátu 

Kultivační teplota 50 °C Kultivační teplota 60 °C 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

2018 

glukóza 

4 0,62 ± 0,13 0,08 ± 0,01 0,23 ± 0,03 n.d. 

25 2,79 ± 0,18 1,53 ± 0,15 0,17 ± 0,02 n.d. 

28 1,21 ± 0,05 n.d. 0,29 ± 0,08 n.d. 

glycerol 

29 1,44 ± 0,16 0,65 ± 0,01 0,96 ± 0,07 0,24 ± 0,01 

30 1,51 ± 0,04 0,70 ± 0,01 0,90 ± 0,01 0,32 ± 0,01 

31 3,37 ± 0,21 2,09 ± 0,15 0,19 ± 0,01 n.d. 

32 1,34 ± 0,09 0,64 ± 0,01 0,94 ± 0,01 0,21 ± 0,01 

34 3,37 ± 0,01 1,25 ± 0,05 1,47 ± 0,24 0,50 ± 0,01 

35 1,77 ± 0,16 0,91 ± 0,01 1,01 ± 0,04 0,25 ± 0,02 

2019 

glycerol Bz 1,00 ± 0,05 0,01 ± 0,00 n.d. n.d. 

glycerol 

A1 1,41 ± 0,08 0,04 ± 0,00 n.d. n.d. 

A2 0,42 ± 0,06 0,01 ± 0,00 n.d. n.d. 

γ-

butyrolakton 

A3 n.d. n.d. 0,07 ± 0,01 n.d. 

A3a 0,34 ± 0,02 n.d. n.d. n.d. 

glukóza 

A4 n.d. n.d. n.d. n.d. 

A4a 1,47 ± 0,08 0,28 ± 0,01 0,41 ± 0,02 n.d. 

A5 1,79 ± 0,01 0,49 ± 0,03 0,25 ± 0,02 0,03 ± 0,01 

A5a 0,84 ± 0,17 0,06 ± 0,01 0,20 ± 0,06 n.d. 
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Rok 

izolace 

Zdroj 

uhlíku 

Označení 

izolátu 

Kultivační teplota 50 °C Kultivační teplota 60 °C 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

2019 

glukóza 

A6 1,57 ± 0,10 0,35 ± 0,02 0,15 ± 0,01 n.d. 

A7 1,70 ± 0,21 0,39 ± 0,02 0,13 ± 0,01 n.d. 

A8 1,43 ± 0,02 0,29 ± 0,01 0,14 ± 0,04 n.d. 

A9 1,71 ± 0,12 0,48 ± 0,02 0,15 ± 0,01 n.d. 

A21 1,28 ± 0,08 0,31 ± 0,01 0,10 ± 0,01 n.d. 

A22 1,61 ± 0,14 0,34 ± 0,02 0,34 ± 0,05 0,02 ± 0,01 

A23 1,43 ± 0,30 0,36 ± 0,02 0,13 ± 0,01 n.d. 

A25 1,69 ± 0,02 0,45 ± 0,02 0,73 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

A26 1,63 ± 0,18 0,33 ± 0,02 0,25 ± 0,06 0,03 ± 0,01 

A27 2,39 ± 0,10 0,78 ± 0,04 0,57 ± 0,03 0,01 ± 0,00 

A28 1,09 ± 0,32 0,25 ± 0,01 0,17 ± 0,03 n.d. 

AFn1 0,83 ± 0,16 0,14 ± 0,01 0,34 ± 0,03 n.d. 

AFn2 2,27 ± 0,09 1,09 ± 0,05 0,15 ± 0,01 n.d. 

AH24 1,37 ± 0,01 0,31 ± 0,02 0,34 ± 0,01 n.d. 

AH30 2,29 ± 0,04 0,71 ± 0,03 0,77 ± 0,06 0,02 ± 0,00 

glukóza 

F103 0,24 ± 0,11 n.d. n.d. n.d. 

F104 0,37 ± 0,02 0,01 ± 0,00 n.d. n.d. 

F105 0,42 ± 0,02 n.d. n.d. n.d. 

F106 n.d. n.d. n.d. n.d. 

F107 0,67 ± 0,01 n.d. 0,73 ± 0,01 0,01 ± 0,00 

F108 1,29 ± 0,02 0,42 ± 0,02 0,15 ± 0,01 n.d. 
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Rok 

izolace 

Zdroj 

uhlíku 

Označení 

izolátu 

Kultivační teplota 50 °C Kultivační teplota 60 °C 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

2019 

glukóza 

F109 0,90 ± 0,02 0,05 ± 0,01 0,11 ± 0,01 n.d. 

F110 0,77 ± 0,06 0,06 ± 0,01 0,10 ± 0,01 n.d. 

glukóza 

M1 0,78 ± 0,18 n.d. 0,60 ± 0,04 n.d. 

M2 0,82 ± 0,17 n.d. 0,75 ± 0,04 n.d. 

M3 2,33 ± 0,01 0,81 ± 0,04 0,04 ± 0,01 n.d. 

glycerol 

M4 0,61 ± 0,04 n.d. 0,25 ± 0,01 0,02 ± 0,00 

M5 1,22 ± 0,05 0,01 ± 0,00 0,27 ± 0,02 0,04 ± 0,01 

γ-

butyrolakton 

M6 0,12 ± 0,03 0,01 ± 0,00 n.d. n.d. 

M7 n.d. n.d. n.d. n.d. 

n.d. – nedetekováno  

Všechny izoláty z roku 2019, které patří do rodu Aneurinibacillus (A4a, A6, A7, A8, A9, 

A21, A22, A23, A25, A26, A27, A28, AFn2, AH24, AH30, F109, F110, M3 a M6), byly 

schopny produkce PHA při 50 °C. Nejvyšších hodnot produkce dosahovaly izoláty A27 

s produkcí 0,78 g/l P(3HB), M3 s produkcí P(3HB) 0,81 g/l a izolát AFn2 s produkcí 1,09 g/l 

P(3HB). Jednalo se o produkci na glukóze jako jediném zdroji uhlíku. Izolát Aneurinibacillus 

sp. XH1 izolovaný z ropného pole byl schopen produkce P(3HB) pouze okolo 0,1 g/l [216]. 

Oproti izolátům zařazených do rodu Aneurinibacillus z roku 2018, byly schopny produkce PHA 

při 60 °C pouze některé izoláty, a to izoláty s označením A22, A25, A27 a AH30, kdy však 

jejich produkce PHA rapidně klesla.  

Produkce PHA při 60 °C byla také zaznamenána u izolátů označených jako A5, tento vzorek 

byl vyhodnocen jako polymikrobiální, ale produkoval P(3HB) v malé míře právě i za zvýšené 

teploty. Izoláty F107 a M4 byly taxonomicky zařazeny jako Bacillus piscis, tyto izoláty byly 

také schopny produkce P(3HB) při obou teplotách. U tohoto druhu ještě nebyla popsána 

produkce PHA.  

Izoláty označené jako M1 a M2, které jsou taxonomicky zařazeny jako Bacillus subtilis, 

nebyly schopny téměř žádné produkce PHA, přitom právě produkce biopolymeru PHA je 

u tohoto druhu hojně popsána a zkoumána [217].  

Izoláty z roku 2019 byly podrobeny detailnějšímu screeningu biotechnologického potenciálu 

produkce PHA. Dalším testovaným zdrojem uhlíku byl glycerol, který byl použit jako jediný 
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zdroj uhlíku v koncentraci 20 g/l u všech izolátů bez ohledu na to z jakého uhlíkatého zdroje 

byly získány. Glycerol je hlavním vedlejším produktem při výrobě bionafty. Tím, jak roste 

spotřeba bionafty, tím víc vzniká odpadního glycerolu. Čištění odpadního glycerolu je však 

velmi drahé, proto se hledají alternativní způsoby využití. Jednou z nich je například získávání 

mono, di či triacylglycerolů [218]. Dále je možné využít odpadní glycerol do dřevěných pelet 

[219] nebo může sloužit jako vstupní surovina pro produkci polyhydroxyalkanoátů [220; 221]. 

Vzhledem k předchozím výsledkům screeningu produkce při různých teplotách bylo 

rozhodnuto, že následující experiment bude probíhat pouze při 50 °C. Jako jediný zdroj uhlíku 

byl použit glycerol. Naměřená data jsou uvedena na obrázku 34. U většiny izolátů lze pozorovat 

vyšší nárůst biomasy na glycerolu než na glukóze či na γ-butyrolaktonu, které byly využity jako 

substrát při izolaci. Je zajímavé, že množství biomasy bakterie Bz (Paenibacillus sp.) se 

navýšilo téměř čtyřnásobně, i když zdroj uhlíku i podmínky kultivace zůstaly stejné. I množství 

P(3HB) se zvýšilo, téměř na 1 g/l. Také u izolátů, které byly původně izolovány z γ-

butyrolaktonu (A3, A3a, M6 a M7), se zvýšilo množství biomasy. Přesto však izoláty A3 a A3a 

neprodukovaly téměř žádný P(3HB). Avšak u izolátů M6 a M7 byla zaznamenána produkce 

P(3HB) okolo 1 g/l.  Izoláty, které byly taxonomicky zařazeny do rodu Bacillus (A2, A4, F103 

až F107), produkovaly téměř zanedbatelné množství P(3HB) nebo nebyly schopny produkce 

vůbec. Aby došlo ke zvýšení produkce PHA pomocí rodu Bacillus, bylo by nejspíše nutné 

optimalizovat složky v minerálním médiu. U skupiny izolátů taxonomicky patřících k rodu 

Aneurinibacillus se produkce PHA na glycerolu oproti glukóze ve většině případů spíše 

navýšila.  Proto lze říci, že izoláty rodu Aneurinibacillus by mohly být vhodné pro produkci 

PHA na odpadním glycerolu. Spojení termofilních bakterií a odpadního zdroje jako vstupní 

surovinu by mohlo vést ke snížení nákladů na biotechnologickou produkci PHA, a tím i zvýšení 

konkurenceschopnosti tohoto biodegradabilního polymeru.   

 

Obrázek 34: Produkce PHA na 20 g/l glycerolu jako jediném zdroji uhlíku u vybraných izolátů. 

Kultivace probíhala 72 h při 50 °C.  Výsledné hodnoty jsou dány průměrem paralelního měření, 

chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Dalším testovaným uhlíkatým substrátem pro produkci PHA byl olej. Výsledky produkce 

PHA na oleji pomocí termofilních izolátů zobrazuje obrázek 35. Některé izoláty (A3, A4, A6, 

A27, F103, F106, M1, M3 a M7) nebyly schopny olej utilizovat. Izoláty s označením A2, F104, 

F105 a M5 byly schopny utilizovat olej, avšak nebyly schopné produkce PHA. Ostatní izoláty 
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byly schopny jak utilizovat olej, tak i produkovat PHA. Produkce PHA byla všeobecně nižší 

než na ostatních zdrojích uhlíku. V nejlepším případě dosáhlo množství PHA pouze okolo 10 % 

hmotnosti suché biomasy, a to u izolátu A21. Produkce PHA byla spíše zaznamenána u izolátů 

zařazených do rodu Aneurinibacillus. V rámci těchto izolátů byl však pozorovatelný značný 

rozdíl v nárůstu biomasy i v produkci PHA. I když některé izoláty byly shodně zařazeny pod 

stejný rod i druh, vyskytují se na základě fenotypových znaků značné rozdíly mezi jednotlivými 

izoláty.  

 

Obrázek 35: Testování potenciálu utilizovat olej a produkovat PHA u vybraných izolátů. 

Produkce probíhala při 50 °C za využití 20 g/l rostlinného oleje jako jediného zdroje uhlíku. Výsledné 

hodnoty jsou dány průměrem paralelního měření, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Využití oleje k produkci PHA pomocí termofilních izolátů se neukázalo příliš vhodné kvůli 

malé produkci biomasy i PHA.  Některé izoláty byly sice schopny utilizace oleje a produkce 

PHA, ale celková rentabilita procesu je pravděpodobně nulová. 

V rámci screeningu produkce PHA u termofilních izolátů byla také ověřena schopnost 

produkovat kopolymer P(3HB-co-4HB) nebo dokonce samotný P(4HB). Jako zdroj uhlíku 

a zároveň strukturní prekurzor 4HB byl použit 1,4-butandiol v koncentraci 4 g/l. Inkorporace 

4HB do polymeru vede ke změnám fyzikálních i mechanických vlastností kopolymeru. 

Kopolymery se 4HB jsou výrazně méně krystalické, mají nižší teplotu tání a jsou značně 

flexibilnější než ostatní zástupci scl-PHA. Proto mají vysoký aplikační potenciál v řadě oblastí. 

Za zmínku stojí například využití v oblasti biomedicínských aplikací [8; 222].  Izoláty označené 

jako A2, F103 a F104 nebyly schopny utilizace 1,4-butandiolu. Zato izoláty A1, A3, A3a, F106, 

F107, M1, M2 a M5 byly schopny tento substrát utilizovat. Jejich bakteriální nárůst se 

pohyboval do 0,5 g/l, avšak nebyly schopny produkovat žádné PHA. Izolát označený jako Bz 

byl schopen vyššího bakteriálního nárustů okolo 1,3 g/l, ale také nebyl schopen produkce PHA. 

Tyto izoláty pro přehlednost nejsou uvedeny na obrázku 36, který znázorňuje výsledky 

screeningu schopnosti produkovat kopolymer na 1,4-butandiolu jako jediném zdroji uhlíku. 

Na základě naměřených dat lze konstatovat, že rod Aneurinibacillus je dobrým producentem 

kopolymeru P(3HB-co-4HB). Průměrně je kopolymer složený z více jak 80 mol.% 

z monomeru 4HB. Nejlepších výsledků dosáhl izolát označený jako A26, kdy jeho produkce 

kopolymeru bez jakékoliv optimalizace dosahovala téměř 2 g/l s 87 mol. % 4HB. Tento izolát 

byl klasifikován jako Aneurinibacillus thermoaerophilus. Izolát F105, klasifikován jako 
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Bacillus haynesii, a izolát M4 (Bacillus piscis) byly schopny produkce kopolymeru se 

zastoupením 4HB vyšších než 90 mol. %. Dalším slibným producentem, u kterého dosahovalo 

množství PHA až 70 % hmotnosti suché biomasy, byl izolát M7 taxonomicky zařazen jako 

Bacillus shackletonii. Kopolymer zahrnoval více než 80 mol. % monomeru 4HB.  

 

Obrázek 36: Testování potenciálu tvořit kopolymer P(3-hydroxybutyrát-co-4-hydroxybutyrát). 

Kultivace probíhala 48 h při 50 °C na 4 g/l 1,4-butandiolu jako jediném zdroji uhlíku u vybraných 

izolátů. Chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Screening potenciálu produkce PHA proběhl také u izolátů kultivovaných při teplotě 70 °C.  

Mezi tyto izoláty patřily izoláty s označením AH10, AH11, A12, F101 a F102. Jejich schopnost 

produkovat PHA byla testována při dvou kultivačních teplotách a to při 70 a 60 °C. Jako 

uhlíkatý substrát byl použit původní zdroj izolace, tedy glukóza nebo glycerol v koncentraci 

20 g/l. Pro studium syntézy kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl jako jediný zdroj uhlíku použit 

1,4-butandiol, a to v koncentraci 4 g/l. Všechny izoláty byly taxonomicky zařazeny pod rod 

Geobacillus. Dříve spadaly bakterie rodu Geobacillus taxonomicky pod rod Bacillus [223; 

224], proto lze předpokládat, že by mohly být bakterie rodu Geobacillus schopné produkce 

PHA. Avšak produkce tímto rodem je popsána jen v několika separátech, přičemž kmeny 

popisované v těchto publikacích nejsou dostupné ve veřejných sbírkách mikroorganismů. Proto 

produkci PHA ani správnou taxonomickou klasifikaci tedy není možné ověřit [225–227].  

Výsledky testování produkce PHA za využití izolátů patřících k rodu Geobacillus zobrazuje 

tabulka 29. Všechny izoláty byly schopny alespoň malého růstu na všech zdrojích uhlíku 

při 70 °C, avšak s nižším množstvím biomasy než při 60 °C. Výjimku představuje izolát 

s označením AH11, který vykazoval vyšší výtěžky biomasy při 70 °C na glycerolu než 

při 60 °C. Nicméně produkce PHA při 70 °C byla spíše zanedbatelná. Jako vhodnější kultivační 

teplota pro produkci PHA se jevila teplota 60 °C. Při této teplotě byly izoláty s označením F101 

a F102 schopny produkce PHA jak na glukóze, tak na glycerolu, avšak na glukóze byla 

produkce až třikrát vyšší. Tyto izoláty byly také schopny produkovat kopolymer P(3HB-co-

4HB). Produkce PHA u izolátu F101 dosahovala 0,22 g/l se zastoupením téměř 80 mol. % 4HB. 

Izolát s označením F102, i když byl taxonomicky zařazeny ke stejnému rodu i druhu jako F101, 

měl produkci nižší a to 0,14 g/l se zastoupením 4HB 59 mol. %. Produkce kopolymeru P(3HB-

co-4HB) u rodu Geobacillus nebyla dosud popsána.  
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Tabulka 29: Screening produkce PHA u izolátů získaných při 70 °C. Produkce probíhala po dobu 

72 h při 60 a 70 °C za využití různých zdrojů uhlíku. 

Teplota Uhlíkatý zdroj 
Označení 

izolátu 
Biomasa [g/l] PHA [g/l] 

3HB 

[mol. %] 

4HB 

[mol. %] 

60 °C 

původní 

zdroj 

glycerol AH10 0,43 ± 0,03 n.d. n.d. n.d. 

glycerol AH11 n.d. n.d. n.d. n.d. 

glukóza A12 0,33 ± 0,01 n.d. n.d. n.d. 

glukóza F101 2,57 ± 0,01 1,01 ± 0,02 100 n.d. 

glukóza F102 2,30 ±0,01 0,73 ± 0,06 100 n.d. 

Glycerol 

AH10 0,43 ± 0,03 n.d. n.d. n.d. 

AH11 n.d. n.d. n.d. n.d. 

A12 0,45 ± 0,04 n.d. n.d. n.d. 

F101 0,88 ± 0,12 0,31 ± 0,01 100 n.d. 

F102 0,89 ± 0,01 0,31 ± 0,00 100 n.d. 

1,4-butandiol 

AH10 0,20 ± 0,03 n.d. 100 n.d. 

AH11 0,21 ± 0,02 n.d. n.d. n.d. 

A12 0,39 ± 0,01 0,13 ± 0,01 11,6 88,4 

F101 0,57 ± 0,17 0,22 ± 0,01 21,3 78,7 

F102 0,51 ± 0,01 0,14 ± 0,01 41,0 59,0 

70 °C 
původní 

zdroj 

glycerol AH10 0,26 ± 0,02 n.d. 100 n.d. 

glycerol AH11 0,33 ± 0,04 0,01 ± 0,00 100 n.d. 

glukóza A12 0,09 ± 0,01 0,01 ± 0,00 100 n.d. 

glukóza F101 0,23 ± 0,01 n.d. 100 n.d. 

glukóza F102 0,44 ± 0,04 n.d. 100 n.d. 
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Teplota Uhlíkatý zdroj 
Označení 

izolátu 
Biomasa [g/l] PHA [g/l] 

3HB 

[mol %] 

4HB 

[mol %] 

70 °C 

glycerol 

AH10 0,26 ± 0,02 n.d. 100 n.d. 

AH11 0,33 ± 0,04 0,01 ± 0,00 100 n.d. 

A12 0,36 ± 0,08 n.d. 100 n.d. 

F101 0,01 ± 0,00 n.d. 100 n.d. 

F102 0,31 ± 0,07 n.d. 100 n.d. 

1,4-butandiol 

AH10 0,24 ± 0,04 n.d. 100 n.d. 

AH11 0,27 ± 0,02 n.d. 100 n.d. 

A12 0,05 ± 0,01 n.d. 100 n.d. 

F101 0,19 ± 0,04 n.d. 100 n.d. 

F102 0,61 ± 0,05 0,01 ± 0,00 100 n.d. 

n.d. – nedetekováno 

 U vybraných termofilních izolátů byla testována produkce PHA při více kultivačních 

teplotách a na různých zdrojích uhlíku, jako byla například glukóza, glycerol, olej či 1,4-

butandiol. Obecně byla produkce PHA vyšší při 50 °C, nejvyšší produkce dosáhl izolát 

s označením 31 na glycerolu a to přes 2 g/l P(3HB). Také byla testována produkce PHA na oleji, 

ukázalo se však, že kvůli nízkým výtěžkům nejsou testované termofilní izoláty příliš vhodné 

k produkci PHA na oleji. Dále byla testována schopnost produkce kopolymeru se 4HB, který 

výrazně ovlivňuje mechanické i fyzikální vlastnosti daného polymeru. Jako zdroj uhlíku 

a zároveň prekurzor kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl použit 1,4-butandiol v koncentraci 4 g/l. 

Izoláty patřící do rodu Aneurinibacillus se ukázaly jako výborní producenti tohoto kopolymeru, 

kdy například produkce PHA izolátu s označením A26 dosahovala 2 g/l se zastoupením 

87 mol. % 4HB. Produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) byla také zaznamenána u izolátu F101 

taxonomicky zařazeného pod rod Geobacillus, u kterého produkce činila 0,2 g/l s 80 mol. % 

4HB. Produkce kopolymeru byla také zaznamenáno u některých izolátů patřících do rodu 

Bacillus. Některé izoláty se proto jeví jako zajímaví producenti PHA, navíc je možné, že mají 

další biotechnologický potenciál, například produkci dalších metabolitů jako jsou termostabilní 

enzymy či jiné metabolity, kterým nebyla v práci věnována pozornost. Také je nutno 

poznamenat, že všechny screeningové produkce byly prováděny bez jakékoli optimalizace 

produkčních i kultivačních podmínek. Proto je pravděpodobné, že optimalizací produkčních 

podmínek by bylo možné výtěžky výrazně navýšit. 
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4.4. Charakteristika a screening produkce PHA izolátů s označením H1, H2 a K2 

Izoláty s označením H1, H2 a K2, které byly vyizolované z kompostu z kompostárny Brno 

(2018) pomocí osmoselekce, byly taxonomicky zařazeny pod rod Aneurinibacillus. Jelikož se 

jednalo o rod, u kterého byla pouze minimálně popsána produkce PHA [216], byly tyto izoláty 

detailněji podrobeny studiu produkce PHA.  

Kvůli komplexnějšímu taxonomickému zařazení byly izoláty identifikovány také 

fenotypově Českou sbírkou mikroorganismů v Brně. Izoláty byly taxonomicky zařazeny nejen 

díky sekvenci genu 16S rRNA (kapitola 4.3.2.1), ale také na základě fenotypové identifikace. 

Všechny tři izoláty byly stanoveny jako sporulující gram pozitivní tyčinky patřící do rodu 

Aneurinibacillus. Izoláty se původně barvily negativně, ale KOH test potvrdil gram pozitivní 

buněčnou stěnu. Pomocí fenotypické identifikaci (Tabulka 30) a komerční analýzy metodou 

Biolog byly izoláty vyhodnoceny následovně: izolát H1 nebylo možné určit na úrovni druhu 

a byl zařazen pouze jako Aneurinibacillus sp., izoláty H2 a K2 byly zařazeny jako 

Aneurinibacillus migulans. 

Tabulka 30: Fenotypická identifikace izolátů H1, H2 a K2 

H1 

morfologie matné, ploché, béžové, okraj nepravidelný 

pozitivní test 

anaerobní růst, kataláza, ureáza, hemolýza, 

hydrolýza želatiny, kaseinu, ONPG a lecitinu, 

kyselina z glukózy, xylózy a laktózy, 

růst v přítomnosti 7 % NaCl, růst při 60 °C 

negativní test 

hydrolýza škrobu, Tweenu 80, eskulinu, tyrosinu a DNA, 

acetoin, redikce nitrátů, 

kyselina z manitolu, celobiózy, fruktózy a inositolu, 

růst v přítomnosti 10 % NaCl, růst při 30 a 65 °C, 

Simmons citrát, arginin dihydroláza 

H2 

morfologie matné, ploché, béžové, okraj nepravidelný 

pozitivní test 

kataláza, ureáza, hemolýza, 

hydrolýza želatiny, kaseinu, ONPG, DNA a lecitinu, 

kyselina z glukózy, fruktózy a celobiózy, 

růst v přítomnosti 7 % NaCl, růst při 60 °C 
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H2 negativní test 

anaerobní růst, hydrolýza škrobu, Tweenu 80, eskulinu     

a tyrosinu, 

acetoin, redikce nitrátů, 

kyselina z xylózy, manitolu, laktózy a inositolu, 

růst v přítomnosti 10 % NaCl, růst při 30 a 65 °C, 

Simmons citrát, arginin dihydroláza 

K2 

morfologie matně lesklé, ploché, béžové, okraj nepravidelný 

pozitivní test 

anaerobní růst, kataláza, ureáza, hemolýza, 

hydrolýza želatiny, kaseinu, tyrosinu, ONPG a lecitinu, 

kyselina z glukózy, 

růst v přítomnosti 7 % NaCl, růst při 60 °C, 

arginin dihydroláza 

negativní test 

hydrolýza škrobu, Tweenu 80, eskulinu a DNA, 

acetoin, redikce nitrátů, 

kyselina z xylózy, manitolu, laktózy, fruktózy a inositolu, 

růst v přítomnosti 10 % NaCl, růst při 30 a 65 °C, 

Simmons citrát 

Izoláty byly také testovány na přítomnost PHA syntázy. Protože se jedná o rod 

Aneurinibacillus, byly použity speciálně navržené primery právě pro tento rod. Obrázek 37 

ukazuje, že všechny tři izoláty mají PHA syntázu třídy IV typickou pro rod Aneurinibacillus. 

Byla také provedena PCR reakce pro ostatní skupiny třídy IV a pro PHA syntázu první třídy. 

V těchto případech však byly výsledky negativní. 
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Obrázek 37: Stanovení PHA syntázy třídy IV za použití primerů navržených pro rod 

Aneurinibacillus. K2 – izolát Aneurinibacillus migulans K2; H2 – izolát Aneurinibacillus migulans 

H2; H1 – izolát Aneurinibacillus sp. H1; Ž – žebříček. 

4.4.1. Optimalizace produkce PHA u izolátu K2, H1 a H2 

Prvotní test schopnosti produkovat PHA byl proveden na substrátu, který byl využit při izolaci, 

tedy na glycerolu. Výsledky znázorňuje obrázek 38. Izoláty označené H1 a H2 vykazovaly 

podobný bakteriální nárůst, okolo 2,2 g/l, i když se podle taxonomické charakterizaci jedná 

o dva rozdílné druhy. Zato K2, přestože by se mělo jednat o stejný druh jako H2, měla nižší 

bakteriální nárůst. Izolát K2 byl také schopen menší produkce PHA oproti zbylým dvěma 

izolátům. Všechny tři izoláty produkovaly P(3HB). Produkce izolátu H1 dosahovala okolo 

1 g/l, zatím jediná publikovaná produkce PHA u rodu Aneurinibacillus dosahovala pouze okolo 

0,1 g/l [216]. 

 

Obrázek 38: Prvotní test produkce PHA na glycerolu při 50 °C. Hodnoty jsou dány průměrem 

z paralelního měření a chybová úsečka představuje směrodatnou odchylku měření. 

Izoláty se tedy jeví jako schopní termofilní producenti PHA, proto bylo jejich minerální 

médium upraveno ve snaze získat vyšší produkci PHA a bakteriální nárůst. Jedním z prvních 

upravovaných paramentů byl poměr dusíkatého zdroje, kterým byl chlorid amonný, 

a komplexního zdroje, který představoval kvasniční extrakt. Byla také provedena kontrola, 

K2        H2                H1                   Ž        

Ž 
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která obsahovala původní množství testovaných látek a to 1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/l 

kvasničného extraktu (YE). Výsledky první optimalizace média zobrazuje obrázek 39. Jedním 

z testovaných poměrů bylo zvýšení koncentrace chloridu amonného na 3 g/l a absence 

komplexního zdroje. Tato možnost se ukázala jako nevýhodná. Všechny tři izoláty měly 

na tomto složení média nejnižší výtěžek biomasy, nárůst byl menší téměř o 1 g/l a také se snížila 

produkce PHA. Z toho lze usuzovat, že izoláty potřebují ke svému růstu komplexní zdroje 

dusíku a dalších prvků. V médiu, kde byla zvýšená dávka komplexního zdroje dusíku na 3 g/l, 

ale chyběl anorganický zdroj uhlíku v podobně chloridu amonného, byl sice výtěžek biomasy 

vyšší, ale produkce PHA byla velmi nízká. I tato kombinace se ukázala jako nevhodná. 

Kombinace poměrů chloridu amonného a komplexního zdroje 1:3 g/l a 3:0,5 g/l sice vedly 

ke zvýšení produkce PHA i biomasy, ale všeobecně lze říci, že nejvýhodnější variantou je 

původní poměr a to 1 g/l chloridu amonného a 0,5 g/l kvasničného extraktu. 

 

Obrázek 39: Optimalizace poměru dusíku a komplexního zdroje. Kultivace probíhala po dobu 

72 h při 50 °C. YE – kvasniční extrakt. Hodnota je dána průměrem paralelního měření. Chybová 

úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Po testování poměru anorganického dusíku a komplexního zdroje, bylo zjištěno, že pro vyšší 

nárůst biomasy i produkci PHA je nutné, aby v minerálním médiu byly zastoupeny oba zdroje. 

Proto dalším testovaným parametrem byl výběr vhodného dusíkatého zdroje o koncentraci 

1 g/l. Mezi testované zdroje patřily chlorid amonný jako kontrola, síran amonný, dusičnan 

amonný a močovina. Z obrázku 40 je patrné, že rozdíly mezi izoláty H1 a H2 v porovnání s K2 

jsou značné a že H1 a H2 budou slibnějšími producenti PHA. Jak u izolátu H1, tak u H2 měl 

pozitivní vliv na růst buněčné biomasy i produkci PHA síran amonný a dusičnan amonný.  



121 

 

 

Obrázek 40: Výběr vhodného zdroje dusíku. Kultivace probíhala 72 hodin při 50 °C 

na minerálním médiu M1. Výsledná hodnota je dána průměrem paralelního měření. Chybová úsečka 

zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Po zvýšení produkce PHA výběrem vhodného zdroje dusíku, byl také optimalizován vhodný 

komplexní zdroj. Mezi testovanými komplexními zdroji o koncentraci 0,5 g/l byl původní 

kvasničný extrakt a dále pepton, sojový pepton, trypton a hovězí extrakt (Obrázek 41). I u této 

změny parametru lze pozorovat, že se výtěžek biomasy i produkce PHA u izolátu K2 znatelně 

liší od zbylých dvou izolátů. Změna komplexního zdroje u izolátu K2 nevedla ani ke zvýšení 

koncentrace biomasy ani ke zvýšení produkce PHA a všechny ostatní testované zdroje kromě 

původního kvasničného extraktu mají podobné výtěžky biomasy i PHA. Ani izolát H2 

nereagoval na změnu komplexního zdroje zvýšením nárůstu biomasy či produkce PHA. Změna 

ovlivnila růst převážně negativně, kdy u peptonu, sojového peptonu a tryptonu je dokonce nižší 

než s kvasničným extraktem. Při použití hovězího extraktu byly výsledky srovnatelné 

s kvasničným extraktem. Proto je pro izoláty K2 a H2 vhodným komplexním zdrojem kvasniční 

extrakt.  Zato izolát H1 reagoval pozitivně na změnu komplexního zdroje. Nejvyšší koncentrace 

biomasy dosáhl izolát H1 na tryptonu jako komplexním zdroji. Produkce P(3HB) dosahovala 

téměř 2 g/l. 
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Obrázek 41: Výběr vhodného komplexního zdroje. Kultivace probíhala 72 hodin při 50 °C 

na minerálním médiu M1. Výsledná hodnota je dána průměrem paralelního měření. Chybová úsečka 

zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Dalším důležitým kultivačním parametrem je teplota. Izoláty byly izolované při teplotě 

50 °C, ale nemusí se jednat o jejich optimální teplotu růstu. U izolátu K2 a H2 byla testována 

teplota 45, 50, 55, 60 a 65 °C. U izolátu H1, který se v přechozích testech jevil jako nejlepší 

producent PHA, byla kromě již zmíněných teplot testována také teplota 40 a 35 °C. Podle 

fenotypové charakterizace provedené v České sbírce mikroorganismů, by izoláty K2, H1 a H2 

neměly být schopny růstu při 30 °C. Testování optimální teploty růstu zobrazuje obrázek 42.  

 

Obrázek 42: Optimalizace kultivační teploty pro izoláty K2, H1 a H2. Kultivace probíhala 

po dobu 72 h při různých teplotách na minerálním médiu M1 za využití glycerolu jako jediného zdroje 

uhlíku. Výsledky jsou dány průměrem hodnot paralelního měření. Chybová úsečka potom představuje 

směrodatnou odchylku. 

Jako nejvhodnější kultivační teplota u všech třech izolátů byla teplota 45 °C. Při této teplotě 

izoláty dosahovaly nejvyšší koncentrace biomasy i nejvyšší produkce PHA. Je zajímavé, že 
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také všechny tři izoláty byly schopny růst při teplotě 65 °C, a izoláty H1 a K2 byly také schopny 

při této teplotě produkovat PHA, přestože při fenotypové charakterizaci Českou sbírkou 

mikroorganismů v Brně, byla teplota 65 °C určena jako nevhodná k růstu mikroorganismů. 

Izolát H1 však potvrdil, že teplota 35 °C bude představovat spodní mez pro růst bakterií, 

a teplota 30 °C určená při fenotypové charakterizaci jako nevhodná pro růst bude správná. Lze 

tedy všeobecně konstatovat, že všechny tři izoláty patřící k rodu Aneurinibacillus jsou schopny 

růstu od 35 °C do 65 °C s optimální teplotou růstu okolo 45 °C. Bude se jednat nejspíše 

o termotolerantní organismy nebo o mírné termofily. 

4.4.2. Produkce kopolymerů PHA pomocí izolátů K2, H1 a H2 

Po optimalizaci kultivačních podmínek byla testována také schopnost produkovat kopolymery 

PHA, a to jak kopolymer P(3HB-co-3HV) tak P(3HB-co-4HB). Pro produkci kopolymerů bylo 

nejprve nutné určit vhodné prekurzory, ale také to, jestli je daný izolát vůbec schopen produkce 

kopolymeru. Pro testování schopnosti produkovat kopolymer s 3-hydroxyvalerátem, byly 

použity prekurzory kyselina levulová, propionát sodný, propan-1-ol a kyselina valerová. 

Prekurzory byly přidány do média na začátku kultivace o koncentraci 2 g/l. Kromě prekurzoru 

byl v médiu také obsažený uhlíkatý zdroj a to 20 g/l glycerolu. Byla také provedena kontrola, 

která neobsahovala žádný prekurzor. Výsledky testování schopnosti produkovat kopolymer 

P(3HB-co-3HV) zobrazuje tabulka 31. 

Tabulka 31: Testování produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) pomocí izolátů K2, H1 a H2. 

Kultivace probíhala v minerálním médiu M1 s 20 g/l glycerolu a 2 g/l příslušeného prekurzoru, který 

byl přidán hned na počátku kultivace. Výsledné hodnoty jsou dány průměrem paralelního měření 

a chyba vyjadřuje směrodatnou odchylku měření. 

Izolát Prekurzor 
Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. %] 

3HV 

[mol. %] 

K2 

Kontrola 0,71 ± 0,05 0,23 ± 0,01 100 n.d. 

kyselina 

levulová 
1,51 ± 0,01 0,31 ± 0,01 100 n.d. 

propionát sodný 0,98 ± 0,11 0,08 ± 0,01 100 n.d. 

propan-1-ol 0,86 ± 0,06 0,33 ± 0,01 100 n.d. 

kyselina 

valerová 
1,04 ± 0,01 0,21 ± 0,01 52,9 47,1 

H1 

Kontrola 1,09 ± 0,06 0,53 ± 0,02 100 n.d. 

kyselina 

levulová 
1,08 ± 0,06 0,39 ± 0,01 100 n.d. 
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Izolát Prekurzor 
Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

 [mol. %] 

3HV 

 [mol. %] 

H1 

propionát sodný 1,11 ± 0,04 0,31 ± 0,01 67,9 32,1 

propan-1-ol 1,47 ± 0,04 0,66 ± 0,01 96,3 3,7 

kyselina 

valerová 
1,90 ± 0,02 0,71 ± 0,02 33,4 66,6 

H2 

kontrola 1,31 ± 0,03 0,67 ± 0,03 100 n.d. 

kyselina 

levulová 
0,83 ± 0,07 0,31 ± 0,01 100 n.d. 

propionát sodný 1,21 ± 0,11 0,38 ± 0,05 68,0 32,0 

propan-1-ol 2,10 ± 0,10 0,95 ± 0,06 100 n.d. 

kyselina 

valerová 
2,12 ± 0,07 0,74 ± 0,15 34,2 65,8 

 n.d. - nedetekováno 

I když byl izolát H2 a K2 určen jako stejný druh, již předchozí výsledky ukázaly, že se tyto 

dva izoláty od sebe velmi liší. Stejné je to i v případě schopnosti produkovat kopolymer s 3-

hydroxyvalerátem (3HV). Izolát K2 nebyl schopen s žádným testovaným prekurzorem tvořit 

kopolymer. Se všemi testovanými prekurzory došlo pouze ke zvýšení množství biomasy, ale 

pouze s kyselinou levulovou a propan-1-olem byla jeho produkce P(3HB) vyšší oproti kontrole. 

Avšak izoláty H1 a H2 byly schopny s některými prekurzory tvořit kopolymer P(3HB-co-

3HV). Izolát H2 byl schopen inkorporovat 3-hydroxyvalerát do polymeru v případě využití 

propionátu sodného a kyseliny valerové. V případě použití propionátu sodného klesla produkce 

PHA téměř na polovinu oproti kontrole, pouze na 0,38 g/l ale se zastoupením 32 mol. % 3HV. 

V případě kyseliny valerové stoupla biomasa na 2,12 g/l a produkce PHA byla 0,74 g/l se 

zastoupením okolo 66 mol. % 3HV. Je zajímavé, že nejvyšší produkce PHA dosáhl izolát H2 

za použití propan-1-olu, kdy biomasa i PHA byla vyšší než v kontrolní kultivaci. Koncentrace 

PHA pak dosahovala téměř 1 g/l, ale zastoupen byl pouze 3HB.  

Také izolát H1 byl schopen inkorporace 3HV, a to za použití prekurzorů propionátu 

sodného, propan-1-olu a kyseliny valerové. V případě použití propionátu sodného dosahovala 

produkce PHA pouze 0,3 g/l s 32 mol. % 3HV. Za přítomnosti propan-1-olu v médiu byla 

produkce PHA téměř dvojnásobná a to okolo 0,66 g/l, ale zastoupení 3HV kleslo na necelá 

4 mol. %. Jako nejvhodnější zdroj pro akumulaci kopolymeru P(3HB-co-3HV) se ukázala 

kyselina valerová, kde se nárůst biomasy pohyboval okolo 1,9 g/l s 0,7 g/l PHA. Kopolymer 

obsahoval i nejvyšší množství 3HV a to téměř 67 mol. %. Izoláty H1 a H2 se ukázaly jako 

vhodné pro produkci polymeru s 3HV především za využití kyseliny valerové. Také je zajímavé 
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vysoké zastoupení 3-hydroxyvalerátu v kopolymeru. Většina bakterií produkuje P(3HB-co-

3HV) spíše do 30 až 50 mol. % koncentrace 3HV [228–232]. Využití kopolymeru P(3HB-co-

3HV) je široké. Díky začlenění 3HV do řetězce dochází ke zlepšení mechanických 

a technologických vlastností materiálu [233]. Díky jeho biokompatibilitě a biologické 

rozložitelnosti je tento materiál vhodný pro lékařské účely a jeho využití lze například 

najít v chirurgických nitích, při uvolňování léků, tkáňových náplastech a podobně [234–237]. 

Svoji roli také hraje míra zastoupení 3HV v polymeru, protože s rostoucím obsahem 3HV klesá 

krystalinita a také teplota tání [238].  

Mezi dalšími testovanými schopnostmi izolátů byla schopnost tvořit kopolymer P(3HB-co-

4HB) za přítomnosti vhodných strukturních prekurzorů. Použité prekurzory byly 1,6-

hexandiol, γ-butyrolakton a 1,4-butandiol o koncentraci 8 g/l. Prekurzory byly přidány 

na počátku kultivace a sloužily zároveň jako jediný zdroj uhlíku. Z tabulky 32, která zobrazuje 

výsledky kultivace na prekurzorech 4HB, je viditelné, že všechny tři izoláty byly schopny 

produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) na dvou z testovaných prekurzorů, a to na γ-

butyrolaktonu a 1,4-butandiolu. Produkce kopolymeru u izolátu K2 na γ-butyrolaktonu se 

pohybovala okolo 0,18 g/l s necelými 64 mol. % 4HB a na 1,4-butandiolu byla jeho produkce 

okolo 0,5 g/l s frakcí 4HB okolo 80 mol. %. Izoláty H1 a H2 produkovaly polymer s vyšším 

zastoupením 4HB, a to konkrétně produkce kopolymeru u H1 na γ-butyrolaktonu dosahovala 

0,45 g/l s 84 mol. % 4HB a na 1,4-butandiolu byla produkce kopolymeru PHA 0,77 g/l 

s 88 mol.% 4HB. U izolátu H2 byla produkce velmi podobná.  

Všechny tři izoláty jsou schopny produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB). Nejslibnějším 

producentem se zdá být izolát H1. Je na místě poznamenat, že kopolymer P(3HB-co-4HB) má 

v rámci skupiny PHA materiálů unikátní mechanické vlastnosti (nízká krystalinita, vysoká 

elasticita, nízká teplota tání) [239] a má velice široký aplikační potenciál [240]. Izoláty K2, H1 

a H2 jsou extrémně zajímavými producenty P(3HB-co-4HB), protože jsou schopny produkce 

kopolymerů s opravdu vysokými obsahy 4HB. 

Tabulka 32: Testování tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB). Kultivace probíhala v minerálním 

médiu M1 na 8 g/l příslušeného prekurzoru, který byl přidán hned na počátku kultivace. Výsledné 

hodnoty jsou dány průměrem paralelního měření a chyba vyjadřuje směrodatnou odchylku měření. 

Izolát Prekurzor 
Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. %] 

4HB 

[mol. %] 

K2 

1,6-hexandiol 0,13 ± 0,02 0,02 ± 0,01 100 n.d. 

γ-butyrolakton 0,37 ± 0,02 0,18 ± 0,02 36,6 63,4 

1,4-butandiol 0,89 ± 0,03 0,50 ± 0,01 20,1 79,9 

H1 

1,6-hexandiol 0,37 ± 0,08 0,03 ± 0,01 100 n.d. 

γ-butyrolakton 0,52 ± 0,03 0,45 ± 0,01 15,9 84,1 
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Izolát Prekurzor 
Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. %] 

4HB 

[mol. %] 

H1 1,4-butandiol 1,02 ± 0,04 0,77 ± 0,01 11,6 88,4 

H2 

1,6-hexandiol 0,32 ± 0,01 0,01 ± 0,01 100 n.d. 

γ-butyrolakton 0,36 ± 0,21 0,26 ± 0,01 17,3 82,7 

1,4-butandiol 1,05 ± 0,10 0,84 ± 0,01 12,2 87,8 

 n.d.- nedetekováno 

4.4.3. Optimalizace produkce a produkční potenciál izolátu H1 

Na základě předchozích výsledků byl izolát s označením H1 vybrán jako nejslibnější 

z testovaných izolátů pro podrobnější studium produkce PHA.  Prvním z testovaných parametrů 

byla schopnost utilizace různých zdrojů uhlíku. Mezi testovanými sacharidy byla sacharóza, 

manóza, galaktóza, glukóza, fruktóza a laktóza. Testovaný izolát byl schopen růstu na všech 

zmíněných uhlíkatých zdrojích (Obrázek 43). Nicméně významnějšího růstu dosáhl pouze 

na glukóze, kdy výtěžek biomasy byl okolo 2 g/l s 0,5 g/l P(3HB). Při kultivaci na glycerolu 

dosahovala kultura koncentrace biomasy přes 3,5 g/l a produkce P(3HB) mírně přesahovala 

2 g/l. Glycerol se tedy ukázal jako nejlepší zdroj uhlíku pro kultivaci izolátu H1. 

 

Obrázek 43: Screening produkce PHA na různých zdrojích uhlíku o koncentraci 20 g/l pomocí 

izolátu H1. Kultivace probíhala na minerálním médiu M1 při 50 °C po dobu 72 h. Výsledné hodnoty 

představují průměr naměřených hodnot a chybová úsečka udává směrodatnou odchylku měření. 

Produkce PHA na glycerolu nese jistá pozitiva. Se zvýšenou spotřebou bionafty vzniká 

odpadní glycerol, pro který se hledá další využití, které nevyžaduje složitou rafinaci. Jedním 

z možných použití odpadního glycerolu je například výroba hluboce eutektických rozpouštědel 

[241]. Bohužel znečištění odpadního glycerolu, který obsahuje mimo jiné například i methanol, 

zbytkové katalyzátory, anorganické a organické soli a další kontaminanty [242], není vhodné 
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pro lékařské, farmaceutické či kosmetické použití. I přes kontaminanty, které mohou působit 

inhibičně, je možné využití odpadního glycerolu jako suroviny v biotechnologickém průmyslu. 

Jsou popsány procesy využívající odpadní glycerol jako surovinu pro produkci PHA, například 

pomocí bakterie Cupriavidus eutrophus [243] či termofilní bakterie Caldimonas 

manganoxidans [244]. 

Srovnání produkce na čistém a odpadním glycerolu pomocí izolátu H1 zobrazuje 

obrázek 44. Byly testovány tři různé koncentrace glycerolu a to 10, 20 a 30 g/l. Izolát 

Aneurinibacillus sp. H1 byl schopen růstu na odpadním glycerolu bez jakékoli úpravy 

odpadního glycerolu. Jeho produkce na odpadním glycerolu je téměř srovnatelná s produkcí 

na čistém glycerolu. Jako nejméně vhodná koncentrace bylo 10 g/l glycerolu, kdy byla kultura 

očividně limitovaná zdrojem uhlíku. Použití 30 g/l glycerolu působilo spíše inhibičně. 

V odpadním glycerolu byla hodnota biomasy téměř poloviční ve srovnání s použitím pouze 

20 g/l. Nejvhodnější koncentrace u obou typů glycerolu byla hodnota 20 g/l. Je tedy možné 

konstatovat, že izolát Aneurinibacillus sp. H1 je vhodný pro produkci P(3HB) z odpadního 

glycerolu. 

 

Obrázek 44: Testování produkce PHA na čistém a odpadním glycerolu pomocí izolátu H1. 

Kultivace probíhala na minerálním médiu M2, 72 hodin při teplotě 45 °C.  Výsledné hodnoty 

představují průměr naměřených hodnot a chybová úsečka udává směrodatnou odchylku měření. 

Morfologie PHA granulí v buňce rostoucí na glycerolu byla zkoumána pomocí transmisní 

elektronové mikroskopie (TEM). Snímek morfologie buněk s vnitřními endospory a granulemi 

PHA zobrazuje obrázek 45. Jednotlivé buňky obsahují v průměru 3 až 15 granulí PHA, které 

jsou rozprostřeny po buňce. Mimo granulí PHA jsou v některých buňkách také obsaženy 

endospory, které většinou nejsou vítány během biotechnologického procesu nebo při akumulaci 

PHA. Studie u rodu Bacillus ukazují, že sporulace souvisí s metabolismem PHA, kdy vede 

ke snížení PHA v buňkách [245–247]. Avšak v případě izolátu H1 je i po 72 hodinách kultivace 

pouze malé množství bakterií ve sporulujícím stavu (pod 10 %). I v buňkách, kde se nachází 

endospora, se stále vyskytují granule PHA, takže ani sporulace by neměla být překážkou 

v zavedení izolátu Aneurinibacillus sp. H1 do průmyslové výroby. 
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Obrázek 45: TEM snímek izolátu Aneurinibacillus sp. H1 po kultivaci na 20 g/l glycerolu, 

72 hodin, 45 °C. Zelené šipky ukazují na endospory v bakteriální buňce, oranžové pak ukazují 

na příklad granule PHA v buňce. 

4.4.3.1 Studium produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB)  

Kopolymer P(3HB-co-4HB) má široké potenciální uplatnění v medicíně, farmacii či 

kosmetickém průmyslu, navíc zvýšené množstvím monomeru 4HB má lepší biokompatibilitu 

a mechanické vlastnosti [248; 249]. Proto bylo provedeno studium produkce kopolymeru 

P(3HB-co-4HB) pomocí izolátu Aneurinibacillus sp. H1. Jako zdroj uhlíku a zároveň jako 

prekurzor pro tvorbu 4HB byl použit 1,4-butandiol.  

Prvním krokem optimalizace produkce kopolymeru bylo porovnání původního média M1 

a upraveného média M2 za využití 8 g/l 1,4-butandiolu při různých kultivačních teplotách 

(Obrázek 46). Nejvyšších produkcí bylo dosaženo při teplotě 45 °C, jak již bylo stanoveno při 

optimalizaci P(3HB). Avšak vyšší produkce bylo dosaženo na minerálním médium M1, kdy 

množství kopolymeru bylo 1,10 g/l s 92 mol. % 4HB.  
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Obrázek 46: Produkce P(3HB-co-4HB) na 1,4-butandiolu v závislosti na použitém médiu 

a kultivační teplotě. Jako zdroj uhlíku bylo použito 8 g/l 1,4-butandiolu. Výsledky jsou dány 

průměrem naměřených hodnot a chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Dalším testovaným parametrem byla koncentrace uhlíkatého zdroje a to konkrétně 1,4-

butandiolu. Testovány byly koncentrace 4, 8, 12 a 16 g/l v obou minerálních médiích, výsledky 

zobrazuje tabulka 33. Vyšších hodnot koncentrace biomasy bylo dosaženo v minerálním médiu 

M2, tedy s dusičnanem amonným a tryptonem. Jako nejvhodnější koncentrace 1,4-butandiolu 

se ukázala hodnota 4 g/l. Obecně lez říci, že molekulová hmotnost kopolymeru se vzrůstající 

koncentrací 1,4-butandiolu klesala, a to u obou minerálních médií, nejvyšší molekulová 

hmotnost byla naměřena v případě 4 g/l 1,4-butandiolu v minerální médium M2 a to téměř 

120 kDa a index polydisperzity byl 1,06.  

Obecně nižší molekulová hmotnost polymeru v přítomnosti 1,4-butandiolu může být také 

dána unikátními vlastnostmi PHA syntázy třídy IV. Tyto syntázy nejenže katalyzují polymeraci 

PHA, ale dochází také k alkoholytickému štěpení řetězců PHA, pokud je v médiu přítomen 

alkohol. Tato vlastnost může být vhodná pro regulaci molekulové hmotnosti PHA, ale také 

může vést k modifikaci karboxylových konců PHA [210]. Tato alkoholytická aktivita může být 

příčinou, proč s rostoucí koncentrací 1,4-butandiolu v médiu tak dramaticky klesá molekulová 

hmotnost výsledného polymeru. 
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Tabulka 33: Optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu za použití dvou médií (M1 a M2) 

pro produkci P(3HB-co-4HB) bakterií označenou jako H1. Mw – molekulová hmotnost polymeru, 

Ð – polydisperzita. 

Médium 
1,4-

butandiol 

Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. 

%] 

4HB 

[mol. 

%] 

Mw [kDa] Ð 

M1 

4 g/l 0,93 ± 0,03 0,48 ± 0,04 14,6 85,4 99,10 ± 2,65 1,05 

8 g/l 0,85 ± 0,11 0,46 ± 0,02 16,1 83,9 88,50 ± 2,39 1,10 

12 g/l 0,72 ± 0,06 0,36 ± 0,05 18,4 81,6 41,28 ± 2,28 1,19 

16 g/l 0,56 ± 0,05 0,26 ± 0,01 17,6 82,4 37,86 ± 3,53 1,18 

M2 

4 g/l 1,41 ± 0,02 0,64 ± 0,37 15,4 84,6 119,83±3,55 1,06 

8 g/l 0,88 ± 0,01 0,38 ± 0,22 16,4 83,6 30,69 ± 0,46 1,56 

12 g/l 0,79 ± 0,09 0,35 ± 0,20 15,2 84,8 44,96 ± 1,58 1,21 

16 g/l 0,68 ± 0,01 0,29 ± 0,17 14,0 86,0 35,78 ± 1,50 1,28 

 

I při opakování experimentu dosahovalo vyšších výtěžků minerální médium M2, proto bylo 

vybráno jako vhodnější produkční médium pro akumulaci P(3HB-co-4HB) i při dalších 

experimentech. Ještě jednou byla zopakována optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu, kdy 

byly použité koncentrace nižší, a to 3, 4, 5, 6, 7 a 8 g/l, vzhledem k předchozím výsledkům. 

Nejvyšší produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) bylo dosaženo na koncentracích 4 a 6 g/l 1,4-

butandiolu (Tabulka 34). Molekulová hmotnost polymeru byla také téměř stejná při těchto dvou 

koncentracích substrátu a to 128 kDa pro 4 g/l a 130 kDa pro 6 g/l. Molární frakce 4HB 

v kopolymeru je pro všechny testované koncentrace 1,4-butandiolu srovnatelná a obecně velice 

vysoká – 88 až 92 mol. %.  V dalších experimentech byla počáteční koncentrace 1,4-butandiolu 

4 g/l.   
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Tabulka 34: Podrobnější optimalizace koncentrace 1,4-butandiolu v produkčním médiu pro 

tvorbu P(3HB-co-4HB) pouze v minerálním médiu M2. Mw – molekulová hmotnost polymeru, 

 Ð – polydisperzita. 

1,4-

butandiol 

Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB  

[mol. %] 

4HB 

[mol. 

%] 

Mw [kDa] Ð 

3 g/l 1,22 ± 0,11 0,61 ± 0,05 9,4 90,6 115,61 ± 7,58 1,05 

4 g/l 1,67 ± 0,02 0,91 ± 0,03 9,1 90,9 128,97 ± 3,85 1,12 

5 g/l 1,24 ± 0,23 0,57 ± 0,01 11,7 88,3 101,13 ± 6,68 1,16 

6 g/l 1,60 ± 0,15 0,89 ± 0,01 7,2 92,8 130,69 ± 2,32 1,13 

7 g/l 1,13 ± 0,01 0,58 ± 0,01 12,0 88,0 120,81 ± 17,9 1,26 

8 g/l 0,96 ± 0,01 0,42 ± 0,04 13,1 86,9 30,69 ± 0,46 1,56 

Izolát H1 tedy disponuje unikátní schopností produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) s velice 

vysokým podílem 4HB. Nicméně při použití 1,4-butandiolu jakožto jediného substrátu jsou 

výtěžky biomasy i polymeru obecně nízké. Proto bylo v rámci dalších experimentů testováno 

využití kombinace 1,4-butandiolu a glycerolu, přičemž by glycerol plnil především funkci 

substrátu podporujícího růst mikrobiální kultury a 1,4-butandiol představoval především 

strukturní prekurzor 4HB. Koncentrace 1,4-butandiolu byla vybrána na základě předchozích 

experimentů, a to 4 g/l. Koncentrace glycerolu byla testována v koncentracích 2, 4, 6, 8 a 20 g/l.  

Při použití směsi 1,4-butandiolu a glycerolu došlo ke zvýšení koncentrace biomasy, a to 

ve všech případech přes 2 g/l. Také došlo ke zvýšení produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB). 

Poměr složek ve směsi zdrojů uhlíku se odrazil ve složení kopolymeru (Tabulka 35). V případě 

použití pouze 2 g/l glycerolu bylo zastoupení 3HB pouze okolo 16 mol. % a se zvyšující se 

koncentrací glycerolu se zvyšuje i zastoupení 3HB, kdy v případě použití 20 g/l glycerolu bylo 

zastoupení 3HB 95 mol. %. Jak již bylo zmíněno, množství 4HB v kopolymeru ovlivňuje jeho 

mechanické i technologické vlastnosti, tudíž podle požadovaných vlastností lze jednoduše 

úpravou kultivačních podmínek řídit zastoupení 4HB v kopolymeru. Nejvyšší produkce pak 

bylo dosaženo při použití koncentrací glycerolu 2 a 4 g/l, kdy koncentrace PHA dosahovala 

v obou případech přes 1,8 g/l. Avšak při použití 2 g/l glycerolu bylo zastoupení 4HB vyšší 

a molekulová hmotnost polymeru dosáhla hodnoty 120 kDa. Pokud byla použita vyšší 

koncentrace glycerolu, molekulová hmotnost klesla na 86 kDa. 
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Tabulka 35: Produkce P(3HB-co-4HB) v kombinaci 1,4-butandiolu s glycerolem jako zdrojem 

uhlíku v minerálním médiu M2. Mw – molekulová hmotnost polymeru, Ð – polydisperzita. 

1,4-

butandiol + 

glycerol 

Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. 

%] 

4HB 

 [mol. 

%] 

Mw [kDa] Ð 

4 g/l + 2 g/l 2,69 ± 0,15 1,83 ± 0,02 16,4 83,6 120,03 ±2,06 1,27 

4 g/l + 4 g/l 2,79 ± 0,03 1,82 ± 0,10 25,6 74,4 86,01 ± 1,66 1,32 

4 g/l + 6 g/l 2,28 ± 0,26 1,15 ± 0,03 57,5 42,5 76,05 ± 1,38 1,78 

4 g/l + 8 g/l 2,43 ± 0,01 0,99 ± 0,12 63,6 36,4 66,28 ± 1,22 1,59 

4 g/l + 20 g/l 2,56 ± 0,11 1,14 ± 0,05 95,4 4,6 9,61 ± 0,59 1,03 

PHA pomáhají bakteriím přežívat nepříznivé podmínky, mezi které se například řadí 

i osmotický stres [250]. Proto byl testován vliv navýšené osmotické síly kultivačního média 

(10, 20 a 30 g/l NaCl) na produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB). Rovněž byla provedena 

kontrola, která neobsahovala přídavek chloridu sodného. Přídavek 10 g/l NaCl měl pozitivní 

vliv na růst biomasy, produkce PHA však byla mírně nižší. Vyšší koncentrace chloridu sodného 

vedly ke snížení biomasy i produkce PHA. Je zajímavé, že při použití 30 g/l se rapidně snížilo 

množství 4HB v kopolymeru, a to pouze na 24 mol.%.  

 

Obrázek 47: Vliv přídavku chloridu sodného na produkci P(3HB-co-4HB) pomocí izolátu 

označeného H1. Jako zdroj uhlíku byla použita směs 4 g/l 1,4-butandiolu a 4 g/l glycerolu. Výsledné 

hodnoty jsou dány průměrem měření a chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

V rámci testování produkčního potenciálu bakterie Aneurinibacillus sp. H1 byla také 

zkoumána možnost produkce terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB). Jednotky 3HV a 4HB 

v terpolyesteru zlepšují mechanické a fyzikální vlastnosti materiálu, který má široké uplatnění, 

například v lékařských či farmaceutických aplikacích [251]. Schopnost produkce terpolymeru 
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P(3HB-co-3HV-co-4HB) byla již dříve u některých mikroorganismů popsána [252], ale jednalo 

se spíše o mezofilní druhy. Produkce terpolymeru je například zaznamenána u bakterie 

Cupriavidus necator, kdy byla schopna produkce P(3HB-co-3HV-co-4HB) na glukóze, 

kyselině propionové a za použití prekurzoru 4HB buď γ-butyrolaktonu nebo kyseliny 4-

hydroxybutanové. Největší frakci ve výsledném terpolymeru ale stále zaujímal 3HB [253].  

Vyššího obsahu 4HB v terpolymeru bylo dosaženo u bakterie Alcaligenes sp. A-04, avšak 

dvojstupňovým procesem [254].  Schopnost tvořit terpolymer byla také zaznamenána u archeae 

Haloferax mediterranei avšak opět s minimálním zastoupením 4HB [255].  

Při produkci terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB) byly vyzkoušeny dvě varianty aplikace 

zdroje uhlíku. První variantou byla směs 1,4-butandiolu a glycerolu, oba o koncentraci 4 g/l, 

kdy glycerol sloužil především pro podpoření tvorby biomasy a 1,4-butandiol sloužil jako 

prekurzor tvorby 4HB. Druhá varianta obsahovala pouze 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l jako 

zdroj uhlíku a zároveň jako prekurzor 4HB jednotek. V obou případech byla přidána kyselina 

valerová o koncentraci 2 g/l jako prekurzor 3HV. Kyselina valerová byla přidána ve dvou 

časech kultivace, do první sady vzorků byla přidána hned na počátku kultivace, do druhé sady 

byla přidána po 24 hodinách kultivace. Výsledky experimentu zobrazuje tabulka 36.  

Tabulka 36: Tvorba terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB) za využití různých substrátů. Jako 

zdroj uhlíku byl použit samotný 1,4-butandiol o koncentraci 4 g/l a směs 4 g/l 1,4-butandiolu (1,4-BD) 

a 4 g/l glycerolu, do obou variant zdroje uhlíku byly přidány 2 g/l kyseliny valerové, a to buď v čase 

kultivace 0 h nebo 24 h. Kultivace probíhala 72 hodin při 45 °C.  Mw – molekulová hmotnost 

polymeru, Ð – polydisperzita. 

Zdroj 

uhlíku 

Přídavek 

kyseliny 

valerové 

Biomasa 

[g/l] 
PHA [g/l] 

3HB 

[mol. 

%] 

4HB 

[mol. 

%] 

3HV 

[mol. 

%] 

Mw [kDa] Ð 

1,4-BD 

+ 

glycerol 

0 h 0,71 ± 0,35 0,16 ± 0,01 52,0 0,0 48,0 117,91 ± 2,95 2,14 

24 h 1,41 ± 0,15 0,51 ± 0,05 94,6 3,5 1,8 77,86 ± 1,19 2,18 

1,4-BD 

0 h 1,44 ± 0,06 0,58 ± 0,03 12,7 54,2 33,1 117,84 ± 0,72 1,55 

24 h 0,84 ± 0,03 0,30 ± 0,01 29,3 69,8 0,9 192,00 ± 5,19 1,61 

Z tabulky 36 je patrné, že izolát Aneurinibacillus sp. H1 je schopen produkce terpolymeru 

P(3HB-co-3HV-co-4HB). Zastoupení monomerních jednotek se liší v závislosti na použitém 

zdroji uhlíku a na čase přídavku kyseliny valerové. V případě směsi 1,4-butandiolu a glycerolu 

nebyl při přídavku kyseliny valerové v čase 0 tvořen terpolymer, ale pouze kopolymer P(3HB-

co-3HV), kdy zastoupení monomeru 3HV bylo 48 mol. % a celková produkce PHA byla 

0,16 g/l. Pokud se kyselina valerová přidala do směsi 1,4-butandiolu a glycerolu až 

po 24 hodinách kultivace biomasa vzrostla na 1,41 g/l s obsahem 0,51 g/l terpolymeru P(3HB-

co-3HV-co-4HB), kdy byl převážně zastoupen monomer 3HB a to v 94,6 mol.%, 3,5 mol. % 

zaujímal monomer 4HB a necelé 2 mol. % tvořila jednotka 3HV. V případě použití pouze 1,4-

butandiolu jako zdroje uhlíku bylo zastoupení 4HB vyšší. Při přídavku kyseliny valerové 

po 24 hodinách kultivace byla biomasa nižší a to 0,84 g/l. Terpolymer pak obsahoval nejvíce 
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4HB a to téměř 70 mol.%, dále byl tvořen přibližně z 29 mol. % 3HB a necelé 1 mol. % 

zaujímal 3HV. Molekulová hmotnost takto tvořeného terpolyesteru byla 192 kDa, což byla 

nejvyšší naměřená molekulová hmotnost PHA ve srovnání s ostatními hodnotami. Nejlepších 

výsledků bylo dosaženo při použití samotného 1,4-butandiolu jako zdroje uhlíku s přídavkem 

kyseliny valerové hned na počátku kultivace. Biomasa byla 1,44 g/l s 40 % PHA na suchou 

biomasu. Všechny monomerní jednotky byly zastoupeny ve vyšších koncentracích. Nejvyšší 

podíl zastoupení měl 4HB a to 54,2 mol. %, poté byl nejvíce zastoupen 3HV 33,1 mol. % 

a nejmenší zastoupení měla jednotka 3HB s 12,7 mol. %. Molekulová hmotnost tohoto 

terpolymeru se pohybovala okolo 117 kDa s indexem polydisperzity 1,55. Na základě dostupné 

literatury neexistují zmínky o termofilním producentovi terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB) 

s vyšším zastoupením 4HB, proto se izolát Aneurinibacillus sp. H1 jeví jako vhodný kandidát 

pro průmyslovou tvorbu terpolymeru s vysokým zastoupením 4HB, protože právě monomer 

4HB dává materiálu vhodné mechanické a technologické vlastnosti. Navíc je jeho výroba 

pouze jednostupňová a nevyžaduje drahé prekurzory jako je například kyselina 4-

hydroxybutanová [222].  

Izolát Aneurinibacillus sp. H1 prokázal velký biotechnologická potenciál, co se týká 

produkce PHA. Tato termofilní bakterie je schopna produkce PHA nejen na čistém glycerolu, 

ale také na odpadním glycerolu, a navíc bez jakékoliv další úpravy. Kromě polymeru P(3HB) 

je také schopna tvořit kopolymer P(3HB-co-3HV) se zastoupením až 66 mol. % 3HV. Kromě 

toho je také schopna za přídavku prekurzoru 1,4-butandiolu tvořit kopolymer P(3HB-co-4HB), 

který má široké uplatnění v medicíně či farmacii. Obsah monomeru 4HB zaleží na použitém 

zdroji uhlíku, popřípadě poměru glycerolu a 1,4-butandiolu, kde se podíl zastoupení 4HB 

jednotky pohybuje od 4 do 95 mol. %. Tato skutečnost přispívá ke konkurenceschopnosti 

biotechnologického potenciálu daného izolátu, kdy v rámci úpravy vstupního zdroje lze upravit 

poměr jednotek v polymeru dle požadované aplikace. Mimo již zmíněných kopolymerů je také 

schopna produkce terpolymeru P(3HB-co-3HV-co-4HB). Na základě úpravy kultivačních 

podmínek lze opět připravit terpolymer o různém zastoupení monomerních jednotek. Díky 

těmto vlastnostem byla bakterie uložena v České sbírce mikroorganismů v Brně jako patentová 

kultura pod číslem CCM 8960 (příloha 10.4). Výsledky shrnující optimalizaci produkce 

a produkci kopolymeru P(3HB-co-4HB) pomocí izolátu Aneurinibacillus sp. H1 byly také 

publikovány formou článku v impaktovaném časopise (příloha 10.4). Materiálová 

charakterizace polymerů připravených pomocí bakterie Aneurinibacillus sp. H1 je shrnuta 

v článku Sedláček a kolektiv [256].  

4.4.4. Batch, fed-batch a repeated-batch izolátu H1 

Kultivaci mikroorganismů lze provádět ve více kultivačních módech a každá z nich nese určitá 

pozitiva i negativa. Vždy je to ovlivněno daným mikroorganismem, použitým substrátem či 

podmínkami kultivace. Snad nejstarším běžně používaným typem kultivace je klasická vsádka 

(batch) [257]. Přidáváním živin do klasické batch kultivace vznikla fed-batch kultivace tedy 

přítoková vsádka. Během procesu jsou dodávány do reaktoru živiny, ale buňky a produkty 

zůstávají v reaktoru. Pokročilou variantou vsádkové kultivace je repeated-batch kultivace, 

během které dochází k periodickému odebírání média (včetně buněk i produktu), které je 
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nahrazováno čerstvým médiem [258]. Dalším typem je kontinuální kultivace, kdy během 

kultivace dochází ke kontinuálnímu přítoku i odtoku kultivačního média z reaktoru [259].  

Také produkci polyhydroxyalkanoátů lze provádět ve všech zmíněných módech. Dokonce 

správně zvolenou kultivační strategií lze zvýšit produkci PHA a s používáním levných zdrojů 

uhlíku snižovat cenu biotechnologického procesu a zvyšovat konkurence schopnost 

polymeru [260].  

V rámci testování produkce PHA pomocí termofilního izolátu Aneurinibacillus sp. H1 bylo 

také vyzkoušeno několik kultivačních strategií. Základní myšlenku těchto strategií kultivace 

zobrazuje obrázek 48. Vliv na tvorbu kopolymeru P(3HB-co-4HB) byl testován pomocí 

klasické batch kultivace či během fed-batch kultivace, při které byly testovány čtyři různé 

příkrmy. Rovněž byl testován vliv strategie repeated-batch na produkci PHA. 

 

Obrázek 48: Schéma kultivací batch, fed-batch a repeated-batch u bakterie Aneurinibacillus sp. 

H1. A) Schéma batch kultivace – klasická vsádka; B) schéma fed-batch – kultivace začíná jako 

vsádka, ale každých 24 hodin byl do baňky přidán příslušný zdroj uhlíku; C) schéma repeated-batch – 

kultivace probíhala jako klasická vsádka, ale každých 48 hodin byla část média odčerpána a bylo 

přidáno čerstvé médium, následně pokračovala kultivace. 

Kultivace bakterie Aneurinibacillus sp. H1 v režimu batch probíhala na směsi 4 g/l 1,4-

butandiolu a 2 g/l glycerolu jako zdroje uhlíku. Průběh kultivace byl monitorován. Každé čtyři 

hodiny bylo měřeno pH, buněčná hustota, koncentrace biomasy, koncentrace PHA a jednotlivé 

zastoupení monomerů v polymeru. Na obrázku 49 je zaznamenán průběh změny buněčné 

hustoty, která je vyjádřená absorbancí měřenou při 630 nm, a změna pH. Hodnota pH 
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na počátku kultivace se pohybuje okolo 7 a v prvních třiceti hodinách kultivace klesla 

na hodnotu 6,2. Od 32. hodiny má spíše stoupající trend. Kultivace byla ukončena v 72. hodině, 

kdy byla hodnota pH 6,5. Změna trendu v hodnotě pH může být zapříčiněná vyčerpáním směsi 

zdrojů uhlíku. Průběh změny buněčné hustoty má rostoucí charakter do 35. hodiny, poté už 

spíše dochází k zastavení růstu a přechodu kultury do stacionární fáze. 

 

Obrázek 49: Křivka růstu bakterie Aneurinibacillus sp. H1 při kultivaci na směsi 4 g/l 1,4-

butandiolu a 2 g/l glycerolu. Graf zobrazuje závislost absorbance optického zákalu (OD 630) 

a změnu pH na čase kultivace.  

Na obrázku 50 je zobrazena závislost koncentrace biomasy a množství PHA v průběhu 

kultivace. Křivka zobrazující koncentraci biomasy má podobný průběh jako průběh křivky 

zobrazující buněčnou hustotu, kdy od 36. hodiny začíná stacionární fáze a koncentrace biomasy 

se pohybuje okolo 2,5 g/l. Nejvyšší koncentrace bylo dosaženo v 68. hodině a to 2,81 g/l. 

Koncentrace PHA byla stanovována až od 8. hodiny kultivace. V prvních dvaceti hodinách 

dochází k akumulaci PHA do koncentrace 0,5 g/l a polymer je složen převážně z 3HB. V této 

fázi bakterie nejspíše využívá převážně glycerol, proto vzniká téměř čistý homopolymer 

P(3HB). Od 24. hodiny je již zaznamenáno vyšší zastoupení monomeru 4HB, což značí, že 

bakterie začíná využívat 1,4-butandiol jako prekurzor pro tvorbu 4HB. Nejvyšších hodnot 

koncentrace PHA bylo dosaženo po 40. hodině kultivace, když až na mírný pokles v 52. 

a 56. hodině, byla stabilní až do konce kultivace.  
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Obrázek 50: Závislost koncentrace biomasy a PHA na čase kultivace pro bakterii 

Aneurinibacillus sp. H1. Jako zdroj uhlíku byla použita směs 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu. 

Kultivace probíhala při 50 °C po dobu 72 hodin. Výsledné hodnoty jsou dány průměrem naměřených 

hodnot, chybové úsečky pak zobrazují směrodatnou odchylku. 

Ve vybraných hodinách byla také stanovena molekulová hmotnost polymeru pomocí metody 

SEC-MALS, výsledky jsou zobrazeny v tabulce 37. V průběhu času kultivace dochází 

ke zvyšování molekulové hmotnosti polymeru. Od 56. hodiny kultivace se již příliš nemění 

složení kopolymeru, avšak molekulová hmotnost se ještě nepatrně zvýšila, kdy nejvyšších 

hodnot dosáhla až na konci kultivace a to 126 kDa. Index polydisperzity se v průběhu celého 

experimentu pohybuje okolo 1,5. 

Tabulka 37: Koncentrace PHA a jednotlivé zastoupení monomeru v polymeru, molekulová 

hmotnost a index polydisperzity během batch kultivace bakterie Aneurinibacillus sp. H1. 

Kultivace probíhala na směsi 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu po dobu 72 hodin.  

 PHA [g/l] 3HB [mol. %] 4HB [mol. %] Mw [kDa] Đ 

24 h 0,98 ± 0,21 54,6 45,4 65,08 ± 1,42 1,56 

36 h 1,33 ± 0,05 29,8 70,2 92,96 ± 1,14 1,66 

40 h 1,53 ± 0,08 26,1 73,9 98,76 ± 0,41 1,57 

56 h 1,27 ± 0,11 23,0 77,0 112,86 ± 1,86 1,59 

68 h 1,54 ± 0,27 21,1 78,9 117,02 ± 0,91 1,50 

72 h 1,41 ± 0,08 21,8 78,2 126,65 ± 0,07 1,63 

Pomocí HPLC byly stanoveny zbytkové zdroje uhlíku v médiu. Průběh zbytkové 

koncentrace uhlíkatých zdrojů zobrazuje obrázek 51. Z naměřených dat vyplývá, že glycerol 

byl vyčerpán během prvních dvaceti hodin kultivace. Zároveň s glycerolem byl také utilizován 

1,4-butandiol. K vyčerpání veškerého zdroje uhlíku došlo až okolo čtyřicáté hodiny. Z průběhu 

zbytkové koncentrace uhlíkových zdrojů a z koncentrací PHA a jejich monomerního 
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zastoupení v kopolymeru, je patrné, že k produkci 4HB dochází až po vyčerpání veškerého 

glycerolu v médiu, i když k utilizaci prekurzoru 4HB, tedy 1,4-butandiolu, dochází od začátku 

kultivace. 

 

Obrázek 51: Zbytková koncentrace 1,4-butandiolu (1,4-BD) a glycerolu během batch kultivace. 

Výsledné hodnoty jsou dány průměrem naměřených hodnot, chybová úsečka zobrazuje směrodatnou 

odchylku měření. 

Z monitoringu produkce PHA v kultivačním batch módu je patrné, že lze kultivaci ukončit 

již dříve, protože již v 40. hodině kultivace dochází téměř k nejvyšším hodnotám produkce 

a také k vyčerpání zdrojů uhlíku. Zkrácením kultivační doby opět dochází ke snížení nákladů 

biotechnologického procesu. Rovněž lze jako výhodu považovat fakt, že i když vrcholu 

produkce PHA bylo dosaženo již okolo 40 hodiny a rovněž došlo k vyčerpání uhlíkatého zdroje, 

nedocházelo k intenzivnímu využití PHA granulí jako zdroj energie. 

Dalším testovaným kultivačním módem byla fed-batch kultivace, kdy každých 24 hodin 

byly do média přidány živiny. Protože během batch kultivace se musí dbát na to, aby kultura 

nebyla limitovaná zdrojem uhlíku a nedocházelo k využívání produktu jako zdroje 

uhlíku [261], je fed-batch vhodnou alternativou. Právě fed-batch kultivace se řadí mezí metody 

kultivace, které vedou k dosažení vysoké koncentraci buněk a s tím spojeného intracelulárního 

produktu [262].  V rámci testování fed-batch kultivace u izolátu Aneurinibacillus sp. H1 byly 

testovány čtyři různé příkrmy a také byla provedena kontrola, do které nebyl přidán příkrm. 

Kontrola a další tři kultivační strategie vycházely z počátečního zdroje uhlíku, kterým byla 

směs 4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu. U čtvrtého experimentálního uspořádání bylo jako 

původní zdroj uhlíku použito 10 g/l glycerolu. Kontrola byla bez příkrmu. Přehled příkrmů 

pro jednotlivé kultivační strategie je popsán v tabulce 18. Výsledky fed-batch kultivace, tedy 

průběh koncentrace biomasy a PHA během jednotlivých příkrmových kultivací je zobrazen 

na obrázku 52. 
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Obrázek 52: Průběh koncentrace biomasy a PHA v rámci fed-batch kultivace bakterie 

Aneurinibacillus sp. H1. Kultivace probíhala při 50 °C po dobu 96 hodin. Počáteční zdroj uhlíku je 

zobrazen v grafu, příkrm byl přidáván vždy po 24 hodinách a je také zobrazen v grafu. Byla provedena 

také kontrola, do které nebyl přidáván příkrm. 1,4-BD – 1,4-butandiol; glyc – glycerol. Výsledky jsou 

dány průměrem paralelního měření a chybová úsečka představuje směrodatnou odchylku měření. 

Postupné přidávání živin do média nemělo bohužel příliš pozitivní efekt na produkci PHA. 

U prvního experimentálního uspořádání nedošlo oproti kontrole ke zvýšení biomasy a spíše 

došlo ke snížení produkce PHA, u kterého byl navíc monomer 4HB zastoupen pouze pod 

50 mol. %. Produkce PHA se již od 48. hodiny kultivace až do konce příliš neměnila. U druhého 

kultivačního uspořádání, kde byl kromě zdroje uhlíku také přidáván komplexní zdroj bohatý 

na dusík, byla produkce biomasy vyšší oproti kontrole. Maxima bylo dosaženo na konci 

kultivace a to v 96. hodině, kdy se biomasa pohybovala okolo 2,5 g/l a množství PHA 

přesahovalo 1 g/l s 65 mol. % 4HB. Třetí strategie uspořádání příkrmu vedla opět k poklesu 

produkce biomasy i PHA oproti kontrole, kde nedocházelo k žádnému příkrmu. Čtvrtá 

kultivační strategie, která vycházela pouze z glycerolu a byl přidáván 1,4-butandiol, dosáhla 

vyšší produkce biomasy než v kontrolním vzorku. Již po 48 hodinách kultivace se koncentrace 

biomasy pohybovala nad 2 g/l a množství PHA se pohybovalo okolo 1 g/l. Nicméně výsledný 

polymer byl tvořen pouze monomerem 3HB a ani přidávání prekurzoru nevedlo k tvorbě 

kopolymeru P(3HB-co-4HB). Je otázkou, zda by prodloužení kultivace vedlo k produkci 

kopolymeru, kdy by se po vyčerpání veškerého glycerolu začal utilizovat 1,4-butandiol.  

Vhodná úprava biotechnologického procesu může vést ke zvýšení produkce PHA a tím 

ke snížení nákladů na výrobu. Fed-batch kultivace je hojně používaná za cílem co nejvíce zvýšit 

produkci PHA a zároveň zabránit limitaci zdrojem uhlíku. Důležité je však sledování vývoje 

kultivace a vhodné načasování přídavku živin [263]. Po monitoringu růstu a po nastavení 

vhodného dávkování glycerolu do kultivačního média vzrostla výtěžnost PHA u bakterie 

Zobellela denitrificans MW1 téměř šestinásobně, koncentrace P(3HB) na konci fed-batch 

kultivace dosahovala až 54,2 g/l [264]. Také správná koncentrace a načasování přídavku 

uhlíkatého zdroje obsahující prekurzory může vést k tvorbě kopolymerů, jak tomu bylo 

například za použití bakterie Burkholderia sacchari DSM 17165. U této bakterie bylo využito 

glukózy jako původního zdroje a přídavku γ-butyrolaktonu pro tvorbu P(3HB-co-4HB). Bylo 

dosaženo celkové produkce PHA 42 g/l se 7 mol. % 4HB [265]. Také vhodně zvoleným 
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přídavkem uhlíkatého substrátu a dusíku byla zvýšena produkce PHA u bakterie Cupriavidus 

malaysiensis USMAA1020, kdy díky přídavku směsi 1,4-butandiolu a 1,6-hexandiolu došlo 

také k akumulaci P(3HB-co-4HB) s vysokým zastoupeném 4HB v monomeru pohybující se 

mezi 92 až 99 mol. % [266]. 

Na konci kultivace byla stanovena u každé strategie příkrmu a také u kontroly molekulová 

hmotnost výsledného kopolymeru (Tabulka 38). Molekulová hmotnost kontrolního vzorku byla 

208 kDa, zato molekulová hmotnost polymeru u první a druhé kultivační strategie velice 

poklesla, a to až na hodnoty okolo 53 kDa. Avšak nejnižší hodnotu molekulové hmotnosti měl 

polymer P(3HB), tedy čtvrtý pár testovaných příkrmů, kdy molekulová hmotnost byla pouze 

45,5 kDa. Přídavky zdroje uhlíku ovlivnily nejen složení polymeru, ale také molekulovou 

hmotnost. 

Tabulka 38: Přehled zastoupení monomerů v polymeru P(3HB-co-4HB) a molekulová hmotnost 

výsledných polymerů při produkci PHA pomocí bakterie Aneurinibacillus sp. H1 při fed-batch 

kultivaci. 1,4-BD – 1,4-butandiol; glyc – glycerol; Mw – molekulová hmotnost; Đ – index 

polydisperzity. 

 
Počáteční 

zdroj 

uhlíku 

Typ příkrmu 
PHA 

[g/l] 

3HB 

[mol. 

%] 

4HB 

[mol. 

%] 

Mw 

[kDa] 
Đ 

kontrola 
4 g/l 1,4 BD 

+ 2 g/l glyc 
bez příkrmu 

1,14 ± 

0,04 
26,5 73,5 

208,41 

± 1,72 
1,35 

1. 

strategie 

4 g/l 1,4 BD 

+ 2 g/l glyc 

4 g/l 1,4 BD + 

2 g/l glyc 

0,75 ± 

0,01 
61,5 38,5 

52,19 ± 

1,51 
1,56 

2. 

strategie 

4 g/l 1,4 BD 

+ 2 g/l glyc 

4 g/l 1,4 BD + 

2 g/l glyc + 

0,5 g/l tryptonu 

1,09 ± 

0,03 
46,8 53,2 

53,63 ± 

0,92 
1,44 

3. 

strategie 

4 g/l 1,4 BD 

+ 2 g/l glyc 
4 g/l 1,4 BD 

0,89 ± 

0,12 
33,9 66,1 

88,34 ± 

1,51 
1,34 

4. 

strategie 

10 g/l 

glycerol 
5 g/l 1,4 BD 

1,06 ± 

0,12 
97,8 2,2 

45,51 ± 

1,13 
1,42 

Dalším testovaným typem kultivace ve snaze zvýšit efektivitu produkce PHA byla repeated-

batch, tedy opakovaná vsádka. Tento typ kultivačního módu nese řadu výhod. Při srovnání 

s klasickou vsádkou je čas na přípravu procesu menší, protože není potřeba mezi každou novou 

vsádkou promývání kultivační nádoby a sterilizace [267; 268]. Protože se používá kultura 

z předešlé vsádky jako inokulum, není potřeba vytvářet nová inokula. Tímto dochází k úsporám 

práce i času [269]. Mohou se však vyskytovat rozdíly v produkci mezi jednotlivými šaržemi, 

může kolísat například i produkce a kvalita polymeru či molekulová hmotnost [270]. 
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Na základě předchozích měření byly vybrány podmínky pro repeated-batch kultivace izolátu 

Aneruinibacillus sp. H1. Pro podpoření tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB) byla jako zdroj 

uhlíku použita směs 4 g/l 1,4-butandiol se 2 g/l glycerolu. Délka kultivace byla dána 

monitoringem klasické batch kultivace, kdy už po 40 hodinách kultivace již nedocházelo 

ke změnám produkce PHA. Změna vsádky byla proto provedena ve 44. hodině kultivace.  

Poměr inokulačního objemu je velmi důležitý pro budoucí produkci PHA. Ovlivňuje nejen 

celkovou koncentraci biomasy ale také PHA [148]. Proto byl nejdříve stanoven správný 

„inokulační objem“ – objem ponechaný v kultivační nádobě z předchozího cyklu, kdy po první 

vsádce došlo k odčerpání média a pro další vsádku bylo ponecháno 10, 20 a 30 % média 

s buňkami jako inokulum pro další šarži.  

Během experimentu byla v průběhu první a druhé kultivace sledována změna pH a nárůst 

buněčné hustoty, která byla měřena spektrofotometricky. Výsledky jsou zobrazeny 

na obrázku 53. Během prvního cyklu vsádky došlo během 44 hodin kultivace ke snížení pH 

na hodnotu 6,5. Přibližně ve 40. hodině poté došlo k jejímu vzrůstu na hodnotu 6,6. Nová 

vsádka vycházela z pH minerálního média, tedy 7,1. Podobnou křivku změny pH vykazuje 

křivka pro inokulum 30 %, avšak svého minima dosáhla již po 24 hodinách kultivace. 

Nejnižšího pH bylo dosaženo při vsádce zaočkováné 20 %, kdy po 24 hodinách kleslo pH 

na hodnotu 6,3. Co se týká buněčné hustoty, tak během druhé kultivace nebylo dosaženo vyšší 

nebo stejné hodnoty absorbance jako u první vsádky. Průběh křivek během druhé vsádky je 

podobný a liší se až ke konci kultivace. Při použití pouze 10 % dochází ke slabému úbytku, 

zatím co při použití 20 % se na konci kultivace buněčná hustota vyrovnala kultivaci vycházející 

ze 30 % inokula.  
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Obrázek 53: Průběh změny pH a optické hustoty během kultivace v režimu repeated-batch 

při testování vhodné koncnetrace inokula. A) Závislost pH na čase v průběhu repeated-batch. B) 

Graf závislosti absorbance měření při vlnové délce 630 nm na průběhu kultivace repeated-batch. 

Výsledky optické hustoty jsou dány průměrem měření a chybová úsečka zobrazuje směrodatnou 

odchylku. 

Kromě pH a buněčné hustoty byla monitorována také změna koncentrace biomasy a PHA. 

Taktéž bylo sledováno jednotlivé zastoupení monomerů v polymeru P(3HB-co-4HB), které je 

zobrazeno na obrázku 54. Během první batch kultivace bylo dosaženo nejvyšší koncentrace 

biomasy a to 2,5 g/l a také PHA, kdy koncentrace polymeru dosahovala téměř 1,8 g/l 

s 82 mol. % 4HB. Při použití 10 % inokula byla produkce biomasy i PHA nejnižší a celková 

biomasa dosahoval sotva koncentrací PHA v první vsádce. Koncentrace PHA při použití 30 % 

jako inokula má vzrůstající charakter a na konci druhé vsádky je koncentrace ze všech 

A) 

B) 



143 

 

testovaných inokulačních poměrů nejvyšší a to 1,6 g/l s téměř 86 mol. % 4HB. Pro další 

repeated-batch kultivace bylo jako nejvhodnější inokulační poměr vybráno právě 30 % inokula.  

 

Obrázek 54: Závislost koncentrace biomasy a PHA na průběhu kultivace repeated-batch 

pro různé množství inokulačního poměru pro druhý batch. Jako zdroj uhlíku byla použita směs 

4 g/l 1,4-butandiolu a 2 g/l glycerolu. Hodnoty jsou dány průměrem a chybová úsečka zobrazuje 

směrodatnou odchylku. 

Během repeated-batch kultivace byla také měřena koncentrace zbytkových zdrojů uhlíku 

v médiu. Glycerol byl v průběhu první batch kultivace spotřebován do 16. hodiny kultivace 

a při druhé batch kultivaci byla změřena nulová koncentrace glycerolu u všech třech poměrů. 

Průběh zbytkového 1,4-butandiolu (Obrázek 55) je podobný v prvním batch jako v klasické 

vsádce a k vyčerpání dochází okolo 40. hodiny kultivace. V druhé vsádce již nedochází 

k úplnému vyčerpání 1,4-butandiolu a úbytek je dán poměrem inokula. Průběh křivek je pro 

všechny tři poměry inokula podobný. Na konci kultivace je nejvyšší zbytková koncentrace 1,4-

butandiolu u 10 % inokula a to 1,42 g/l. Nejnižší je potom u 30 % inokula, kdy bylo naměřeno 

pouze 0,55 g/l. Což odpovídá i nárůstu biomasy a PHA, kdy při 30 % inokula bylo na konci 

kultivace dosaženo nejvyšší koncentrace PHA. 



144 

 

 

Obrázek 55: Měření zbytkového 1,4-butandiolu v médiu během repeated-batch kutlivace 

pro různé inokulační poměry. Naměřené hodnoty jsou dány průměrem naměřených hodnot. 

Chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Na konci první vsádky a na konci druhé vsádky pro každý inokulační poměr byla u polymeru 

rovněž stanovena molekulová hmotnost a index polydisperzity (Tabulka 39). Z naměřených 

hodnot je patrné, že inokulační poměr má vliv nejen na koncentraci PHA, ale také na kvalitu či 

molekulovou hmotnost polymeru [271]. Na konci druhé batch kultivace je rozdíl 

v molekulových hmotnostech polymeru, kdy nejnižší je u inokulačního poměru 10 % a nejvyšší 

u 30 %. Polymer s použitím 30 % inokula má srovnatelnou molekulovou hmotnost jako 

na konci první batch kultivace. 

Tabulka 39: Molekulová hmotnost polymeru a jednotlivé zastoupení monomerních jednotek 

v P(3HB-co-4HB) na konci jednotlivých kroků repeated-batch kultivace. Mw – molekulová 

hmotnost; Đ – index polydisperzity. 

 PHA [g/l] 
3HB 

[mol. %] 

4HB 

[mol. %] 
Mw [kDa] Đ 

1. batch 1,79 ± 0,09 17,7 82,3 119,19 ± 1,47 1,35 

10 % – 2. batch 1,07 ± 0,02 24,2 75,8 84,49 ± 0,99 1,39 

20 % – 2. batch 1,41 ± 0,04 16,5 83,5 107,68 ± 0,43 1,36 

30 % – 2. batch 1,65 ± 0,25 14,3 85,7 115,33 ± 1,03 1,46 

Repeated-batch kultivaci lze považovat za cyklicky se opakující vsádku, která připomíná 

aerobní dynamické krmení, které se hojně používá k produkci PHA pomocí směsných 

mikrobiálních kultur či k zakoncentrování PHA produkujících bakterií [272]. Při repeated-

batch lze víceméně opakovat cykly, dokud nedojde ke kontaminaci šarže [273]. Limitace 
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kontaminací je eliminována použitím extrémofilních mikroorganismů. Při provádění repeated-

batch v bioreaktorech, kde dochází k plnému monitoringu biotechnologického procesu, je 

většinou následující batch kratší a rychlejší [274]. Nicméně pro experiment v baňkách, zůstal 

čas kultivace jednotlivých batch kultivací zachován. Každá jednotlivá kultivace trvala 48 hodin. 

Jako zdroj uhlíku byla opět použita směs 4 g/l 1,4-butandiolu se 2 g/l glycerolu a jako inokulum 

pro další vsádky bylo vždy použito 30 % kultivačního média z předchozí batch kultivace. 

Celkově byla vsádka zopakována šestkrát.  

Během celého repeated-batch experimentu byly opět sledovány parametry jako je změna pH, 

buněčná hustota, koncentrace biomasy a PHA. Změnu pH a buněčné hustoty zobrazuje 

obrázek 56. Již na první pohled je patrné, že změna pH a buněčné hustoty jsou si svým 

zrcadlovým odrazem. Nejvyšší buněčné hustoty a tím spojeného nejnižšího pH bylo dosaženo 

již v druhé batch kultivaci, dokonce buněčná hustota při druhé kultivaci byla téměř 

dvojnásobná oproti první vsádce. S každou další vsádkou se buněčná hustota pomalu snižuje. 

To stejné lze říci o změně pH, kdy k nejnižšímu poklesu došlo právě v druhé vsádce, a poté se 

pH s každou další kultivací již příliš neměnilo od původní hodnoty média.  
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Obrázek 56: Změna pH a optické hustoty v průběhu repeated-batch kultivace bakterie 

Aneurinibacillus sp. H1. A) Graf závislosti pH na čase v průběhu repaeted-batch kultivace. B) Graf 

závislosti absorbance optické hustoty na průběhu kultivace během repeated-batch módu. Absorbance 

je dána průměrem naměřených hodnot, chybová úsečka udává směrodatnou odchylku. 

Průběh koncentrace biomasy a PHA během repeated-batch kultivace je zobrazen 

na obrázku 57. Koncentrace biomasy je v každé následné batch kultivaci vyšší než při první 

vsádce, dokonce na konci druhé, třetí a páté batch kultivace je srovnatelná a pohybuje se okolo 

1,8 g/l. Během čtvrté vsádky došlo k poklesu biomasy, avšak i tak je vyšší než při první vsádce. 

Také poslední (šestá) vsádka již dosahuje nižších hodnot koncentrace biomasy a to pod 1,5 g/l. 

I když hodnoty biomasy jsou dobré, a i v páté vsádce je koncentrace vysoká, produkce PHA 

rapidně klesla. Nejvyšší produkce polymeru P(3HB-co-4HB) je dosaženo v druhém cyklu batch 

kultivace, kdy na konci vsádky dosahuje produkce 1,2 g/l, což je téměř dvojnásobek oproti 

první vsádce. Zastoupení 4HB v polymeru se pohybuje okolo 89 mol. %. Od třetího cyklu batch 

kultivace však produkce PHA klesá, kdy například v pátém cyklu klesla pouze na 0,2 g/l 

a hlavním zastoupeným monomerem je 3HB se 75 mol. %. Na konci šestého cyklu je 

produkován již čistý P(3HB). 

B) 

A) 
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Obrázek 57: Průběh koncentrace biomasy a PHA běhěm repeated-batch kultivace. Kultivace 

probíhala při 50 °C, kdy jako zdroj uhlíku byla použita směs 4 g/l 1,4-butandiolu a  2 g/l glycerolu. 

Výsledné hodnoty jsou dány průměrem paralelního měření a chybová usečka zobrazuje směrodatnou 

odchylku. 

S každým následujícím cyklem se obvykle zrychluje produkce, což pravděpodobně 

zapříčinilo tak rapidní pokles produkce PHA. Nastavení opakování cyklů a včasné přidání 

čerstvého média je lepší při monitoringu v bioreaktoru, kde díky včasné detekci změn 

v produkci může docházet ke zvýšení produkce PHA než během obyčejné vsádky. Například 

při použití bakterie Cupriavidus necator NRRL B14690 bylo již při druhém cyklu repeated-

batch kultivace dosaženo téměř trojnásobnému zvýšení produktivity oproti obyčejné vsádce. 

Produkce P(3HB) pomocí repeated-batch dosahovala 25 g/l [275]. Také použití repeated-batch 

kultivace pro produkci PHA pomocí Azohydromonas australica DSM 1124 vedlo ke zvýšení 

produkce, a to více než trojnásobnému na celkovou koncentraci 20,5 g/l P(3HB) na konci 

čtvrtého cyklu [263]. Zkrácení času kultivace a zvýšení produkce PHA bylo rovněž naměřeno 

u bakterie Alcaligenes latus TISTR 1403 při repeated-batch kultivaci. Čtvrtý cyklus byl kratší 

o 9 hodin a produktivita vzrostla více než dvakrát na 0,21 g/l·h oproti první vsádce. Konečná 

produkce pak činila 3,10 g/l PHA [273]. 

Dalším z měřených parametrů během repeated-batch kultivace byla koncentrace zbytkových 

zdrojů uhlíku. Průběh naměřených koncentrací zobrazuje obrázek 58, kdy část A) zobrazuje 

křivku pro glycerol a část B) 1,4-butandiol. Z křivky koncentrace zbytkového glycerolu je 

patrné, že došlo k úplnému vyčerpání glycerolu během prvních 24 hodin kultivace. Zato 1,4-

butandiol byl naměřen i ve 48. hodině kultivace. Při druhé vsádce došlo k téměř 

úplnému vyčerpání 1,4-butandiolu již za 24 hodin, kdy byl nárůst biomasy i produkce PHA 

nejvyšší. V následujících dvou batch kultivacích bylo detekováno pouze minimální množství 

1,4-butandiolu až při měření v 48. hodině. V pátém a šestém cyklu byl rozdíl zbytkové 

koncentrace 1,4-butandiolu mezi 24. a 48. hodinou téměř minimální a pohyboval se okolo 

0,5 g/l. Během těchto cyklů docházelo také k malému nárůstu produkce PHA a kopolymer 

obsahoval převážně monomer 3HB. Na základě výsledků tohoto experimentu se zdá, že ani 

repeated-batch kultivace není zcela vhodný kultivační mód. Dochází k fyziologické změně 
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produkční kultury, kterou doprovází pokles schopnosti akumulace PHA. Bylo by určitě 

zajímavé v dalších experimentech objasnit podstatu fyziologické změny indukovanou repeated-

batch kultivací, nicméně tento úkol již přesahuje tuto disertační práci. 

 

Obrázek 58: Koncentrace zbytkového zdroje uhlíku v g/l během repeated-batch kultivace. 

A) Koncentrace zbytkového glycerolu; B) Koncentrace zbytkového 1,4-butandiolu. Hodnoty jsou 

dány průměrem naměřených hodnot a chybová úsečka zobrazuje směrodatnou odchylku. 

Na konci každé vsádky byla u polymeru také stanovena molekulová hmotnost (Tabulka 40).  

Molekulová hmotnost nebyla stanovena v šestém cyklu, kvůli nízké produkci PHA. Na konci 

prvního cyklu byla naměřena molekulová hmotnost 102 kDa. S každým dalším cyklem 

molekulová hmotnost rostla, kdy na konci pátého cyklu dosáhla téměř 180 kDa. Jedinou 

odchylkou bylo měření molekulové hmotnosti po třetím cyklu, molekulová hmotnost výrazně 

poklesla, a to dokonce pod hodnotu prvního cyklu na hodnotu 98 kDa. 
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Tabulka 40: Přehled koncentrace PHA a jednotlivé zastopení monomerů v polymeru během 

jednotlivých vsádek repeated-batch. Z konců jednotlivých vsádek byla u polymeru také stanovena 

molekulová hmotnost polymeru (Mw) a index polydisperzity (Đ). 

Číslo 

vsádky 
Čas PHA [g/l] 

3HB 

[mol. %] 

4HB 

[mol. %] 
Mw [kDa] Đ 

1. batch 48 h 0,72 ± 0,01 35,2 64,8 102,39 ± 1,83 1,31 

2. batch 96 h 1,23 ± 0,18 10,4 89,6 159,23 ± 2,94 1,28 

3. batch 144 h 0,44 ± 0,07 33,2 66,8 98,58 ± 2,73 1,53 

4. batch 192 h 0,24 ± 0,01 80,7 19,3 161,89 ± 1,72 1,39 

5. batch 240 h 0,20 ± 0,01 74,8 25,2 179,80 ± 4,56 1,43 

Použitá strategie kultivace hraje důležitou roli při zefektivnění biotechnologického procesu. 

Fed-batch či repated-batch vykazují zvýšení produkce PHA oproti klasické vsádce, nicméně je 

nutná jejich optimalizace a vhodné dávkování. Během sledování batch kultivace izolátu 

Aneurinibacillus sp. H1 byl pozorován průběh tvorby kopolymeru P(3HB-co-4HB), který má 

hojné využití v medicínských aplikacích. Na směsi 1,4-butandiolu a glycerolu byl nejdříve 

tvořen čistý P(3HB) až po vyčerpání glycerolu byl tvořen kopolymer. Avšak při fed-batch 

kultivaci, kdy na začátku byl v médiu pouze glycerol a po 24 hodinách přidán 1,4-butandiol 

nedocházelo ani po 96 hodinách kultivace k tvorbě kopolymeru P(3HB-co-4HB). Fed-batch 

kultivace měla výrazný vliv na molekulovou hmotnost výsledného polymeru, kdy došlo 

k rapidnímu snížení tohoto parametru. Během repeated-batch kultivace byl nejprve testován 

vhodný poměr inokulace, který na základě průběhu křivek a molekulové hmotnosti výsledného 

polymeru byl zvolen na 30 %. Při samotné repeated-batch kultivaci, která se skládala z šesti 

na sebe navazujících vsádek, nedošlo k výraznému nárůstu produkce, spíše naopak. Při druhé 

vsádce sice stoupla produkce P(3HB-co-4HB) na 1,2 g/l, poté však s každou následující 

vsádkou produkce klesala až na hodnotu 0,2 g/l. Zdá se, že během cyklické repeated-batch 

kultivace došlo k fyziologické změně kultury, která byla spojena s nižší akumulací PHA, což 

je významně nežádoucí efekt. Během testování kultivačních strategií bylo zjištěno, že 

nejvhodnějším typem kultivace je nejspíše batch, nicméně by bylo vhodné všechny testované 

strategie vyzkoušet i ve větších objemech v bioreaktoru.  
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5. ZÁVĚR 

Jedním z cílů předložené disertační práce bylo otestovat vybrané procesy a postupy, které by 

mohly výrazně snížit produkční cenu PHA. Jednou z možností je použití levného odpadního 

substrátu. Celosvětově se ročně vyprodukuje několik milionů tun odpadního peří pocházejícího 

z drůbežářského průmyslu. Tento odpad byl testován jako vstupní materiál k produkci PHA 

pomocí bakterií rodu Pseudomonas. V rámci práce byl vyvinut dvojstupňový proces valorizace 

odpadního peří, který je založena na využití bakterie Pseudomonas putida KT2440. V prvním 

stupni dochází k degradaci peří a nárůstu bakteriální biomasy. Poté je narostlá kultura využita 

k inokulaci produkčního média, které obsahuje odpadní olej. Supernatant z degradace peří je 

bohatý na proteinázy, především na keratinázy, a lze ho tedy považovat za zdroj těchto 

hodnotných enzymů. Pro produkci mcl-PHA je do produkčního média přidána kyselina 

oktanová o koncentraci 2 g/l po 24 hodinách kultivace. V tomto uspořádání dosahovala 

produkce PHA na konci dvojstupňového procesu okolo 1,2 g/l s obsahem okolo 90 mol. % 

3HOc. Tento dvojstupňový proces se zdá být dobrou alternativou využití odpadního kuřecího 

peří. 

Další možností, jak snížit cenu biotechnologického procesu, je využití extrémofilních 

producentů PHA. Mezi první testované extrémofily v této práci patřily halofilní bakterie. 

Produkce u halofilních bakterií je již částečně popsána, avšak žádná dosavadní literatura se 

přímo nevěnuje využití halofilních mikroorganismů k produkci PHA s využitím odpadního 

oleje jako substrátu. Za tímto účelem bylo otestováno devět sbírkových druhů halofilní bakterie 

rodu Halomonas (H. halophila CCM 3662, H. hydrothermalis CCM 7104, H. axialensis CCM 

7103, H. elongata CCM 3756, H. neptunia CCM 7107, H. organivorans CCM 7142, H. salina 

CCM 4361, H. meridiana CCM 7105 a H. halmophila CCM 2833). Avšak významnější 

produkce PHA (nad 20 % hmotnosti suché biomasy) na oleji jako jediném zdroji uhlíku byly 

schopny pouze dvě a to H. hydrothermalis a H. neptunia. Protože tyto bakterie nejsou 

dostatečně prostudovány, byly optimalizovány jejich kultivační/produkční parametry.  

Pro halofilní bakterie je jedním z nejdůležitějších parametrů přítomnost soli v médiu. 

Koncentrace chloridu sodného neovlivňuje pouze koncentraci bakteriální biomasy, ale také 

produkci PHA a jeho výslednou molekulovou hmotnost. Nejvhodnější koncentrace chloridu 

sodného pro H. hydrothermalis je 40 g/l, zato pro H. neptunia je optimální koncentrace 60 g/l. 

Molekulová hmotnost výsledného polymeru u bakterie H. hydrothermalis roste se snižující se 

koncentrací chloridu sodného, kdy při optimální koncentraci (40 g/l NaCl) byla molekulová 

hmotnost (Mw) P(3HB) 381,7 kDa. U bakterie H. neptunia nebylo možné najít korelaci mezi 

množstvím soli a molekulovou hmotností polymeru.  

Kromě optimalizace produkčních podmínek byla u halofilních bakterií také testována 

produkce PHA kopolymerů s využitím vhodných strukturních prekurzorů. Ani jeden kmen 

nebyl schopen zařadit do struktury polymeru 4HB, avšak bakterie H. hydrothermalis byla 

schopna produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV), pokud byla jako strukturní prekurzor 

využita kyselina valerová. Produkce kopolymeru dosahovala koncentrace 1,6 g/l s téměř 

50 mol. % zastoupení 3HV. 
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Významná část práce se zabývala studiem produkce PHA pomocí termofilních organismů. 

Produkce PHA u termofilních bakterií je jen zřídka popsána, proto jsme se zaměřili na izolaci 

nových termofilních producentů z přírodních vzorků jako je kompost či aktivovaný kal. Izolace 

termofilních producentů PHA probíhala několika způsoby. Prvním izolačním postupem bylo 

aerobní dynamické krmení. Jedná se o 12hodinový stále se opakující cyklus, který vede 

k zakoncentrování PHA produkujících bakterií. V práci bylo vyzkoušeno více zdrojů uhlíku. 

Ukázalo se však, že jediným vhodným zdrojem uhlíku pro ADK vedeném v termofilním režimu 

(60 °C) je acetát sodný. Na konci 19. cyklu dosahoval obsah PHA v mikrobiálním konsorciu 

až 12 % hmotnosti suché biomasy. Z ADK byl získán izolát, který byl po sekvenaci malé 

ribozomální podjednotky 16S rRNA klasifikován jako Tepidiphilus sp. Bohužel se nepodařilo 

udržet jeho viabilitu pro otestování produkčního potenciálu. Proto byl pořízen sbírkový kmen 

Tepidiphilus thermophilus DSM 27220, u kterého byla testována produkce PHA. Schopnost 

produkovat PHA byla prokázána jak na úrovni genotypu, tak fenotypu. Avšak podle našich 

výsledků se nezdá, že by Tepidiphilus thermophilus byl biotechnologicky zajímavým 

producentem PHA.  

V rámci práce pak byl vyvinut původní postup pro izolaci termofilních producentů PHA 

ze směsných mikrobiálních konsorcií. Je známo, že PHA granule pomáhají zvyšovat robustnost 

bakterií vůči osmotickému stresu. Tento fakt byl využit k návrhu izolační metody využívající 

právě změny v osmotickém tlaku. Vzorek kompostu či kalu byl smíchán s produkčním médiem. 

Po následné kultivaci byla kultura vystavena nejdříve hypertonickému prostředí představující 

roztok 100 g/l NaCl a následně byla promyta destilovanou vodou. Poté byla kultura vyseta na 

agarové misky PHA a pozitivní kolonie byly identifikovány pomocí ATR-FTIR. Pomocí tohoto 

izolačního postupu došlo k výraznému zvýšení úspešnosti v izolaci termofilních producentů 

PHA. Pomocí této metody bylo z různých vhodných konsorcií získáno několik desítek izolátů, 

které byly následně studovány ve smyslu jejich taxonomické klasifikace i schopnosti produkce 

PHA s využitím různých substrátů. 

Izoláty, které byly schopny opětovného růstu, byly taxonomicky zařazeny pomocí sekvenace 

genu 16S rRNA. Mezi izoláty se vyskytovaly jak gram negativní, tak gram pozitivní bakterie. 

Také byly zastoupeny dva kmeny, a to Proteobacteria a ve větší míře kmen Firmicutes, 

především však třída Bacili. Mezi izoláty jsou v menší míře přítomni zástupci rodu 

Chelatococcus, Brevibacillus, Paenibacillus nebo Geobacillus. Ve větším zastoupení jsou poté 

izoláty patřící do rodu Bacillus a více než polovinu všech izolátů představují zástupci rodu 

Aneurinibacillus.  

U izolátů byla provedena detekce přítomnosti PHA syntázy pomocí PCR. PHA syntáza je 

klíčový enzym v metabolismu PHA a dělí se do čtyř tříd. Čtvrtá třída PHA syntáz je 

charakteristická pro bakterie patřící do rodu Bacillus. Avšak tato třída syntáz se dělí do několika 

podskupin a jejich molekulární detekce s využitím PCR není díky jejich heterogenitě snadná. 

Proto byla navržena nová sada primerů pro detekci PHA syntázy přímo pro rod 

Aneurinibacillus. U většiny izolátů se podařilo detekovat alespoň jednu PHA syntázu. Je 

zajímavé, že u některých izolátů byla pozorována přítomnost PHA polymeráz spadajících 

do dvou tříd, nebo byla identifikována PHA polymeráza, která není charakteristická pro daný 

rod. Například u izolátu F106, který byl taxonomicky zařazen jako Bacillus licheniformis byla 
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detekována PHA syntáza třídy I. U izolátu A2 (Bacillus coagulans) byla stanovena PHA 

syntáza třídy II, tudíž by měl být schopen produkce mcl-PHA. 

Některé z izolátů dosahovaly velmi slibné produkce PHA bez jakýchkoliv optimalizací 

produkčních podmínek. Například produkce PHA u izolátu 31 na glycerolu při 50 °C 

dosahovala 2 g/l. V rámci práce byla také testována produkce kopolymeru P(3HB-co-4HB) 

s využitím 1,4-butandiolu jako strukturního prekurzoru 4HB. Ukázalo se, že mnoho izolátů je 

schopno tvořit tento kopolymer, především pak zástupci rodu Aneurinibacillus. Nejlepších 

výsledku dosáhl izolát s označením A26, jehož biomasa dosahovala koncentrace okolo 2,6 g/l 

a produkce PHA se pohybovala těsně pod 2 g/l a kopolymer P(3HB-co-4HB) obsahoval 

87 mol. % 4HB. Kopolymery s takto vysokým zastoupením 4HB v jednostupňové kultivaci 

jsou neobvyklé, ale velmi žádoucí. 

Tři izoláty s označením H1, H2 a K2 byly studovány podrobněji. Taxonomicky byly 

zařazeny k rodu Aneurinibacillus. Kvůli komplexnějšímu zařazení byly izoláty zaslány 

do České sbírky mikroorganismů v Brně, kdy byly zařazeny i na základě fenotypových 

vlastností. Bylo zjištěno, že se jedná o sporulující gram pozitivní bakterie. Izolát H1 byl 

identifikován jako Aneurinibacillus sp., zbylé dva izoláty H2 a K2 byly zařazeny jako 

Aneurinibacillus migulans. U všech tří izolátů byla potvrzena PHA syntáza třídy IV, pomocí 

primerů navržených přímo pro rod Aneurinibacillus.  

Pro zvýšení produkce PHA u těchto tří izolátů byly optimalizovány kultivační podmínky 

a produkční médium. Mezi optimalizované parametry patřily zdroje dusíku, komplexní zdroje, 

jejich koncentrace a kultivační teplota. Optimální teplota kultivace se pohybuje okolo 45 °C, 

proto se jedná spíše o mírné termofily až termotolerantní bakterie.  

Také byla testována schopnost tvořit PHA kopolymery. Pro tvorbu kopolymeru s 3HV byly 

testovány následující prekurzory – kyselina levulová, propionát sodný, propan-1-ol a kyselina 

valerová. Izolát H1 byl schopen produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) s propionátem sodným 

a kyselinou valerovou. Výsledný kopolymer při použití propionátu sodného jako prekurzoru 

obsahoval 32 mol. % monomeru 3HV, zato při použití kyseliny valerové obsahoval téměř 

67 mol. % 3HV. Schopnost tvořit kopolymer P(3HB-co-4HB) byla testována za využití 1,6-

hexandiolu, γ-butyrolaktonu a 1,4-butandiolu jako prekurzoru, které také sloužily jako jediný 

zdroj uhlíku. Všechny tři izoláty byly schopny produkce žádaného kopolymeru. Nejvyšší 

produkce pak dosahoval izolát H1. 

Na základě průběžných výsledků se izolát Aneurinibacillus sp. H1 jevil jako neslibnější 

producent PHA, proto byl u něj dále testován a rozvíjen potenciál produkce PHA. Byl proveden 

screening produkce PHA na různých zdrojích uhlíku, kde nejlepších výsledků dosahoval 

glycerol. Také byla testována vhodná koncentrace glycerolu a zároveň byl jako substrát 

testován i odpadní glycerol, který vzniká při výrobě bionafty a jedná se tak o levný odpadní 

zdroj uhlíku.  

Dále také bylo u izolátu H1 rozvíjeno studium produkce materiálově zajímavého 

kopolymeru P(3HB-co-4HB). Jako nejvhodnější zdroj uhlíku pro produkci kopolymeru P(3HB-

co-4HB) se ukázala směs glycerolu a 1,4-butandiolu. Jejich vzájemné koncentrační poměry 

ovlivňují složení výsledného kopolymeru, kdy v závislosti na obsahu 1,4-butandiolu v médiu 
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lze kontrolovat obsah 4HB v rozmezí 4 až 95 mol. %. Tento fakt přispívá ke zvýšení 

konkurenceschopnosti výroby PHA pomocí izolátu H1, kdy pouhou úpravou kultivačních 

podmínek je možné připravovat kopolymery s různým složením monomerů, a tedy různými 

mechanickými vlastnostmi.  

Za účelem zvýšení produkce a zlepšení biotechnologického procesu, byly také testovány 

různé kultivační módy. Pomocí baňkových testů byl vyzkoušen klasický mód batch kultivace, 

kultivace s různými typy příkrmů (fed-batch) a opakovaná vsádková kultivace (repeated-batch). 

Každá z těchto variant má své výhody i nevýhody. Během fed-batch kultivace bylo řešeno 

několik strategií příkrmu. Jednalo se převážně o varianty směsí glycerolu a 1,4-butandiolu. Je 

zajímavé, že pokud kultivace začínala pouze na glycerolu, nedošlo k inkorporaci 4HB 

do řetězce polymeru, i když byl později v médiu přítomen prekurzor 1,4-butandiol. Repeated-

batch kultivace umožňuje další snížení ceny vstupních nákladů na výrobní proces. Proces byl 

vedený tím způsobem, že po skončení vsádky bylo odčerpáno 70 % média a bylo nahrazeno 

čerstvým. Tento postup byl několikrát opakován tak, že bylo uskutečněno celkem šest po sobě 

jdoucích batch kultivací. Bohužel opakování vsádek mělo neblahý vliv na produkci PHA, která 

postupně klesala a nejspíše došlo i k nežádoucím fyziologickým změnám v kultuře.  

Předložená práce potvrzuje, že mezi extrémofilními mikroorganismy se vyskytuje celá řada 

zajímavých producentů PHA. Někteří zástupci jsou vhodnými kandidáty pro další studium 

případně i pro průmyslovou produkci PHA. Izolát Aneurinibacillus sp. H1 je podle našich 

výsledků slibný producent PHA kopolymerů, proto byl uložen v České sbírce mikroorganismů 

jako patentová kultura Aneurinibacillus sp. H1 CCM 8960 a produkce PHA pomocí tohoto 

izolátu byla patentově chráněna patentem číslo 308626.   
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6. POUŽITÉ ZKRATKY 

1,4-BD   1,4-butandiol 

3HB   3-hydroxybutyrát 

3HHx   3-hydroxyhexanoát 

3HOc   3-hydroxyoktanoát 

3HV   3-hydroxyvalerát 

4HB   4-hydroxybutyrát 

ADK   aerobní dynamické krmení 

ADK-Ac  aerobní dynamické krmení – acetát sodný 

ADK-ADK  aerobní dynamické krmení – očkováno kulturou z předchozího ADK 

ADK-KAL  aerobní dynamické krmení – očkováno kalem 

ATR-FTIR infračervená spektrometri s Fourierovou transformací s útlumem 

celkové odrazivosti (attenuated total reflection-Fourier transform 

infrared spectroscopy) 

CFU   počet životaschopných buněk (Colony forming units) 

Ð   index polydisperzity 

GBL   γ-butyrolakton 

glyc   glycerol 

lcl-PHA  polyhydroxyalkanoáty s dlouhým řetězcem 

M1   médium 1 (Tabulka 12) 

M2   médium 2 (Tabulka 12) 

mcl-PHA  polyhydroxyalkanoáty se středně dlouhým řetězcem 

Mw   molekulová hmotnost  

n.d.   nedetekováno 

NCBI průmyslová biotechnologie příští generace (Next Generation Industrial 

Biotechnology) 

PHA   polyhydroxyalkanoáty 

P(3HB)  poly(3-hydroxybutyrát) 

P(3HB-co-4HB) poly(3-hydroxybutyrát-co-4-hydroxybutyrát) 

scl-PHA  polyhydroxyalkanoáty s krátkým řetězcem 

TEM   transmisní elektronový mikroskop 

YE   kvasniční extrakt 
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10. PŘÍLOHY 

10.1. Interconnection of waste chicken feather biodegradation and keratinase and mcl-

PHA production emloying Pseudomonas putida KT2240 
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10.2. Production of polyhydroxyalkanoates on waste frying oil employung selected 

Halomonas strains 
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10.3. Application of osmotic challenge for enrichment of microbial consortia in 

polyhydroxyalkanoates producing thermopfilic and thermotolerant bacteria and 

their subsequent isolation 
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10.5. Introducing the newly isolated bacterium Aneurinibacillus sp. H1 as an auspicious 

thermophilic producer of various polyhydroxyalkanoates (PHA) copolymers–1. 

isolation and characterization of the bacterium 
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