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ABSTRAKT

Diplomova praca za zaoberala bioinformatickou analyzou, ktorej cielom bolo najst
vhodného producenta PHA pre priemyselné biotechnologie novej generacie zo zbierky
najdenych termofilnych baktérii. Sucastou experimentalnej Casti bolo najdenie niekolko
termofilnych baktérii na zaklade podobnosti proteinovej sekvencie génu phaC baktérie
Cupriavidus necator. Dal$ou astou prace bola literarna reser§ schopnosti tychto termofilnych
baktérii zamerana na kultivacné podmienky a spektrum vyuzitelnych substratov. Nasledne
na zaklade ziskanych informécii bolo vybratych pét bakterialnych kmerniov, ktoré spliiuju
podmienky pre pouzitie v NGIB. Pocas experimentalnej praci boli pouzité volne dostupné
databazy, pricom evolu¢na analyzy bola vykonana v programe MEGA X a Operon-mapper.
Za najidealnejSieho potencionalneho producenta PHA v NGIB bol zo zbierky najdenych
bakterialnych kmerniov vybraty Rubrobacter xylanophilus so zbierkovym cislom DSM 9941.
Rozhodujucimi tidajmi bola povazovana vysoka kultivacna teplota dosahujuca az 70 °C a vel'ké
mnozstvo utilizovanych sacharidovych substratov. Zaujimavym vysledkom analyzy
Rubrobacter xylanophilus bolo najdenie sekvencii génu dvoch tried PHA syntazy — 1. a IIL
triedu, ako u jediného bakteridlneho kmera z celej zbierky. Pri analyze gendému boli najdené
d’alSie gény napojené na metabolizmus PHA.

ABSTRACT

The thesis deals with bioinformatics analysis, the aim of which was to find a suitable
producer of PHA for new generation industrial biotechnologies from the collection of found
thermophilic bacteria. Part of experiments was the finding of several thermophilic bacteria
based on the similarity of the protein sequence of the phaC gene of the bacterium Cupriavidus
necator. The next part of thesis was a literature search of the abilities of these thermophilic
bacteria focused on culture conditions and the spectrum of usable substrates. Subsequently, five
bacteria were selected for use in NGBI based on the information obtained. Freely available
databases were used during the experimental work, and evolutionary analysis were performed
in MEGA X and Operon-mapper. Rubrobacter xylanophilus with collection number DSM 9941
was selected from the collection of bacterial strains as the most promising PHA producer
for NGIB. The high culture temperature of up to 70 ° C and a large amount of utilized
carbohydrate substrates were considered decisive. An interesting result of the analysis was
to find the gene sequences of two classes of PHA synthase — I. and III. class, as for a single
bacterial strain from the entire collection. Additional genes linked to PHA metabolism were
found in genome analysis.

KCUCOVE SLOVA
Termofilné baktérie, PHA syntaza, phaC gén, Priemyselné biotechnoldgie novej generacie,
bioinformaticka analyza, MEGA X, Operon-mapper

KEYWORDS
Thermophilic bacteria, PHA synthase, phaC gene, Next-Generation Industrial
Biotechnology, bioinformatics analysis, MEGA X, Operon-mapper
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1 Uvop

V poslednych rokoch je jednou znajdolezitejSich celosvetovych tém otazka ochrany
zivotného prostredia. Velkym problémom je obrovské mnozstvo odpadu z nerozloziteInych
materialov, ktoré sa pouzivaji vo vSetkych priemyselnymi odvetviach, v kazde; domacnosti
a spotrebitelia pridu s nimi do kontaktu kazdy den. Nejedna sa len o zvySovanie recyklacie
napriklad syntetickych plastov, ale ¢im d’alej je kladeny vacsi doraz na navrhovanie materialov,
ktoré su vyrobené z biologicky rozloziteI'nych plastov. Kvoli vynikajucim vlastnostiam a cene
syntetickych plastov je miera ich aplikacie velmi velka. Preto vyzvou bioplastov je
dosahovanie takych vlastnosti biologickych materidlov, ktoré by boli konkurencie schopné
z hl'adiska fyzikalnych vlastnosti, ceny materialu a moznostiach aplikacie.

Medzi jedny z potencialnych alternativ k si¢asnym jednorazovym plastom patria materialy
vyrobené z polyhydroxyalkanoatov, ktori su syntetizované mnohymi zastupcami baktérii.
Ajked vyskum polyhydroxyalkanoatov stale viac aviac postva tieto materialy
ku komercializacii, stale nedoslo k nahradeniu sucasnych plastovych materialov biologicky
rozlozitelnymi. Velkym problémom, ktory brzdi pouzitie polyhydroxyalkanoatov su vysoké
naklady biotechnologického procesu, ktoré su stale vel'mi vysoké oproti nakladom pri vyrobe
syntetickym plastov. Vysoké naklady su spojené s udrzanim aseptického prostredia
a zabranenim kontaminacie. Problémom su aj nizke vytazky vysledného produktu a pomaly
rast pouzitych mikroorganizmov.

Tieto problémy riesi aj d’al§ia generacia priemyselnych biotechnologii znama pod skratkou
NGIB. Zaobera sa vyskumom vhodnych mikrobiologickych producentov biotechnologicke;j
produkcie polyhydroxyalkanoatov a to z pomedzi zastupcov extrémofilnych mikroorganizmov.
Tie mozu byt odpovedou na otazku tykajucu sa znizujucich nakladov na biotechnologicku
produkciu biologicky rozloziteInych materialov.

Medzi extrémofilné mikroorganizmy zarad'ujeme aj termofilné baktérie. Tento typ baktérii
nie lenze vynikaju neobycajnymi hodnotami kultiva¢nych teplot, ale vyskumy z poslednych
rokov o nich hovoria ako aj o potencialnych producentoch polyhydroxyalaknoatov. Pouzitie
termofilnych baktérii v biotechnologickom priemysle nas postva blizSie k nahradeniu
syntetickych plastov za biologicky rozloziteIné materialy vd’aka ich §pecialnym vlastnostiam.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st polyestery, ktoré su syntetizované mnohymi zastupcami
gramnegativnych a grampozitivnych baktérii, ako materidly plniace zasobnu funkciu uhlika
a energie. Tieto polyméry su kumulované ako intracelularne zluceniny v cytoplazme buniek
produkujucich baktérii. Monomérne jednotky hydroxyalkanoatov st v D-konfiguracii vd’aka
stereoSpecifickosti syntetického enzymu. V zéavislosti od podmienok rastu mikroorganizmu,
molekularna hmotnost’ polymérov sa pohybuje v rozmedzi od 200 kDa do 3000 kDa. PHA
granule (Obrazok 1) ulozené v cytoplazme bunky dosahuju vel'kost od 0,2 do 0,5 pm [1-3].

Obrazok 1 Snimka tenkych rezov z transmisného elektronového mikroskopu rekombinantych
buniek Cupriavidus necator obsahujucich vo svojej buneénej Struktare granule P(3HB-co-3HHX) [4]

Lipidové inklazie rozpustené v chloroforme boli po prvykrat pozorované
u Azobacter chroococcum v roku 1888 Beijerinckym, no nebolo objasnené aka je ich funkcia
a zlozenie. Podobné chemické zlozenie bolo neskdr pozorované aj u bakteridlneho kmena
Bacillus megaterium. Prvykrat boli tieto intracelularne zlu€eniny oznacené za kyselinu poly(3-
hydroxy maslovu) — PHB. Az v roku 1923 francuzsky vedec Lemoigne v Pasteurovom inStittte
preukazal pritomnost kyseliny 3-hydroxymaslovej v anaerdébnych suspenziach u Bacillus
megaterium, bakteridlneho kmerna schopného tvorit aerdbne spory. Po dostatonom
preskimani tohto mikroorganizmu sa v roku 1927 podarilo extrahovat tuto latku pomocou
chloroformu a Lemoigne dosiel k zaveru, ze sa jedna o polymér kyseliny 3-hydroxymaslovej,
ktory plni funkciu intracelularnej rezervy uhlika a energie [4-7].

V roku 1959 bolo zalozenych niekol’ko spolo¢nosti na vyrobu PHB. Jednou z najzname;jsich
je firma W.R. Grace & Co. Baptistu a Werbera, ktora patentovala niekol’ko postupov
na izolaciu PHB a zacala ako prva komer¢nu vyrobu tohto polyméru. Obmedzeniam, ktorym
vyroba PHB musela Celit, boli vel'mi nizke vytazky produktu a Casta bakterialna kontaminacia
vyrobného procesu. Rovnako proces extrakcie rozpustadlom bol vel'mi nakladny, ¢o obmedzilo
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komer¢nt vyrobu. Ropna kriza v sedemdesiatych rokoch, ale opét’ spustila vyskum alternativ
k syntetickym plastom [5, 7].

Do roku 1973 sa jednotka 3-hydroxybutyratu povazovala za jedinu zlozku
hydroxyalkanoatov. Wallen aRohwedder vroku 1974 identifikovali nové jednotky
hydroxyalkanoatov v chloroformovych extraktoch zo splaskového kalu. Jednalo sa o 3-
hydroxyvalerat (3HV) a 3-hydroxyhexanoat (3HHx). Identifik4cia novych hydroxyalkanoatov
viedla k vyskumu ich charakterizujucich vlastnosti, ktoré sa prejavili na zadujme komercne;j
vyroby polyhydroxyalkanoatov. V tomto obdobi sa zacala 2. etapa priemyselnej vyroby
kopolyméru 3HB a 3HV. V roku 1962 bol PHB patentovany ako material pouzitel'ny na vyroby
biologicky rozlozitel'nych plastov [4].

Pri vyskume kopolymérov sa rovnako pri§lo na to, ze tento material neakumuluju len
gramnegativne baktérie, ale aj Siroké spektrum grampozitivnych baktérii, aerébne baktérie,
anaerobne adokonca aj archea. V dalSej etape vyvoja PHA bola pozornost zamerana
na charakterizaciu génov zapojenych do biosyntézy PHA. Na konci sedemdesiatych rokov nova
revolucia molekularnej biologie priniesla nastroje na desifrovanie genetickej informéacie a tym
pochopenie principu biosyntézy polyhydroxyalkanoatov [4].

Na prelome 20. a 21. storoCia sa vyskum zameral na urCovanie terciarnych a kvartérnych
Struktar PHA  syntdzy. To nam umoznilo porozumiet Kkatalytickym mechanizmom
a substratovej Specifity tejto skupiny enzymov atym aj faktorom urcujucim vyslednu
molekulovi hmotnost’ produktu. V poslednych rokoch prevlada proteinové inzinierstvo, ktoré
umoziiuje manipulacie génmi enzymov zucastnenych v biosyntéze PHA a tym zefektivnenie
priemyselnej vyroby polyhydroxyalkanoatov [4].

2.1.1 Delenie a vlastnosti polyhydroxyalkanoatov

Vo vSeobecnom S§trukturnom vzorci polyhydroxyalkanoatov —rozliSujeme podla
substituovanej skupiny niekol'ko najznamejSich polyhydroxyalkanoatov, ktori st zobrazeni
v obrazku 2.

O
1

R
I
\[\O/HC\(CH ;{qu\

n=1 R=hydrogen Poly(3-hydroxypropionét)

R =metyl Poly(3-hydroxybutyrit)

R=etyl Poly(3-hydrovalerit)

R =propyl Poly(3-hydroxyhexanoat)

R =pentyl Poly(3-hydroxyoktanodt)

R =nonyl Poly(3-hydroxydodekanoat)
n=2 R=hydrogen Poly(4-hydroxybutyrat)
n=3 R=hydrogen Poly(5-hydroxyvalerit)

Obrazok 2 Vseobecny Strukturny vzorec polyhydroxyalkanoatov a najznamejsie polyméry PHA
podl’a charakteru substituovanej skupine v Struktare, upravené z [3, 5]
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Polyhydroxyalkanoaty sa klasifikuju do troch tried podl'a dizky refazca monoméru. Prvou
skupinou si monoméry s kratkym retazcom — s menej ako 5 atomami uhlika (scl-PHA).
Druhou skupinou st monoméry so stredne dlhym retazcom — s 5—14 atdbmami uhlika v ret'azci
(mcl-PHA). Poslednym typom PHA su monoméry s dlhym retazcom — s viac ako 14 atomami
uhlika v Struktire monoméru (Icl-PHA). Zatial o polyméry z scl-PHA su tuhé a krehké,
s vysokym stupniom krystalinity, tak mcl-PHA st naopak pruzné s nizkou hodnotou krystalinity
a vyznacuju sa pevnostou v tahu a nizkou teplotou topenia. NajcCastej§imi zastupcami scl-PHA
su 3-hydroxybutyrat a 3-hydroxyvalerat. Do skupiny mcl-PHA sa zaraduju napriklad 3-
hydroxydekanoat, 3-hydroxyoktanoat a 3-hydroxyhexanoat [6, 7].

Vlastnosti jednotlivych typov PHA sa li§ia vzhl'adom k §trukturalnym odliSnostiam a tym,
¢i sa jedna ohomopolymér alebo kopolymér (Tabulka 1). Polyhydroxyalkanoaty su
nerozpustné vo vode, su vysoko odolné voci hydrolytickému posobeniu a UV ziareniu. PHA
su rozpustné v chloérovych rozpustadlach (napr. chloroform) a maju pomerne vysoku hodnotu
molekulovej hmotnosti, ¢im sa vlastnost'ami priblizuju k vlastnostiam konvenénym polymérom
(napr. polypropylén). Teplota sklovitého prechodu sa pohybuje v rozmedzi od — 50 az 4 °C
ateplota topenia od 40 do 180°C. Polyhydroxybutyrat, ktory je najrozsiahlejSie
charakterizovany, sa v bunke nachadza v tekutom, amorfnom stave. Po extrakcii z bunky
organickymi rozpustadlami sa stava vysoko krystalickym (stupen krystalinity 50 %—60 %). Je
teda tuhym a krehkym materialom, ¢im nedostato¢ne odolnym voci vysokému namahaniu. Aj
ked’ ma vysoku odolnost’ voci vlhkosti, teplota topenia okolo 170 °C je blizka teplote, pri ktore;j
sa polymér rozklada. Mechanické vlastnosti, vratane hodnoty pevnosti v tahu dosahujuce
40 MPa, su podobné mechanickym vlastnostiam polypropylénu. Avsak taznost PHB (5 %) je
markantne niz8ia, nez taznost’ polypropylénu (400 %). Vlastnosti tohto polyméru sa stavaju
v istej miere prekazkou pri jeho spracovani pre viaceré aplikacie. Biotechnologicky vyskum
zamerany na l'ahSie spracovatelné PHA priniesol vznik vyrobu kopolymérov. Jednym z nich je
kopolymér, ktory wvznikd zaclenenim 3-hydroxyvaleratu do Struktairy PHB — poly(3-
hydorxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat). Tento kopolymér riesi vysoku krehkost' a kryStalitu
bezného PHB, ¢im sa zdokonaluje vlastnost polyméru. V porovnani s PHB ma niz§i bod
topenia (130 °C). Polymér poly(4-hydroxybutyrat) je silny a tvarny termoplasticky material
s mimoriadnymi elastickymi vlastnostami. Jeho pevnost’ v tahu sa priblizuje hodnote, ktora je
zrovnatel'na s polyetylénom. Mcl-PHA v porovnani s vysSie spomenutymi PHB a P(3HB-co-
3HV) disponuju este s nizSou hodnotu krystalinity a su pruznejSie, ¢im otvaraju nové moznosti
aplikacii mcl-PHA nez scl-PHA [1, 2, 6, 7, 8].

PHA su biokompatibilné a biologicky odburatelné (podliehaju degradacii v pdde).
Degradacia polyméru zavisi na type a konkrétnom zlozeni PHA a je ovplyvnena vlastnost'ami
okolitého prostredia. Vzhl'adom k tomu, Ze r6zne mikroorganizmy produkuju odli§né typy
PHA (scl-PHA alebo mcl-PHA), spdsob degradacie zavisi aj na vybranom producentovi PHA

[6].
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Tabulka 1 Porovnanie mechanickych vlastnosti poly(3-hydroxybutyratu), poly(3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyvaleratu) obsahujuceho 20 % 3HV, poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyratu)
obsahujuceho 16 % 4HB, poly(3hydroxyoktanoatu-co-4hydroxyhexanoatu) obsahujiuceho 11 % 3HH
a polypropylénu [§]

PHB | P(BHB-co0-3HV) | P(3HB-co-4HB) | P(3HO-co-4HH) | PP

Teplo{fc“]’f’ema 177 145 150 61 176
Teplota sklovitého

prechodu [°C] 2 - 7 —36 -10

Krvy Stalinita [%] 70 56 45 30 60

Taznost [%] 5 50 444 300 400

2.1.2 Aplikacia polyhydroxyalkanoatov

Vdaka vlastnostiam, ktorymi disponuju polyhydroxyalkanoaty, ato predovSetkym
biologickd odburatel'nost, biokompatibilita, termoplasticita a netoxicita, sa stali
konkurencieschopnymi u petrochemickych polymérov. V pociatkoch komercnych aplikacii sa
PHA pouzivali hlavne u predmetov kazdodennej potreby — obalovy material, fTase, bariérova
vrstva proti vlhkosti v detskych plienkach alebo damskych hygienickych potrebach atd’.
Za posledné roky sa zvySila rozmanitost’ a Specializacia aplikacii PHA. Okrem materialovych
aplikacii najdeme vyuzitie PHA aj pri syntéze novych, komer¢ne atraktivnych molekul, akymi
st B-hydroxykyseliny, 2-alkenoové kyseliny, f-aminokyseliny a estery B-hydroxykyselin, ktoré
je mozné vyuzit ako biologicky odburatelné rozpustadla. Velky aplika¢ny potencial PHB
a kopolyméru P(3HB-co-3HV) mdzeme pozorovat aj v biomedicinskej oblasti. Konkrétne
pri vyrobe kardiovaskularnych produktov, v systémoch podavania lieciva, v tkaninovom
inzinierstve a pri liecbe ran [2, 5, 7, 8].

2.1.2.1 PHA v medicinskych aplikaciach

Bolo zistené, ze produkt degradacie PHB - (D)-3-hydroxybutyrat je beznym
medziproduktom metabolizmu u vysSich zvierat. Aj u prokaryotickych a eukaryotickych
organizmoch bol najdeny nizkomolekulovy PHB (obsahujuci 100-200 monomérov), ktory bol
suCastou zlozky i6nového kanala v bunkovej] membrane. Vdaka biokompatibilite PHA
polyméry, ktoré nachadzaju vyuzitie v medicinskych aplikaciach st nayma PHB, P(3HB-co-
3HV), P(4HB), P(3HO) a P(3HB-co-3HHXx). Ich biodegradabilita bola testovana na zvieratach
apotvrdila sa aj biokompatibilita v réznych hostitel'skych systémoch. Vyroba PHA
pre medicinske aplikacie by sa mala zamerat na stratégiu procesu purifikicie a mala by spiiiat’
Specifické poziadavky na Cistotu PHA. AvSak sucasné komeréne dostupné PHA sa skor
zamerané na iné priemyselné vyuzitie, nez na aplikdciu v zdravotnictve a Casto obsahuju
zvyskové proteiny, povrchovo aktivne latky, vysoké hladiny endotoxinov a iné necistoty, ktoré
nespliiaji vysoké poziadavky pre medicinske aplikacie PHA. Aby bolo mozné pouzit' polyméry
PHA v zdravotnictve je potrebné zaistit' vysokua Cistotu vyslednych produktov a zabezpeCit
absenciu organickych rozpustadiel [1, 7].

Vysoka imunotolerancia, nizka toxicita a biologickd odburatelnost’ su vlastnosti, vd’aka
ktorym nasli polyhydroxyalkanoaty vyuzitie v tkaninovom inzinierstve. Pouzitim
hydroxyapatitu zabudovaného do polyméru PHB wvznik4a bioaktivny a biodegradabilny
kompozit, ktory moze najst’ uplatnenie v regeneracii tvrdych tkaniv, napriklad v kostnom
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tkanive, kedy mechanicka pevnost tohto kompozitu je zrovnatelna s I'udskou kostou. PHB
alebo kopolymér P(3HB-co-3HV) je mozné implantovat’ do poSkodeného tkaniva, kde bude
posobit’ ako vyborny skelet — nosné lesenie pre rast novych buniek a regeneraciu tkaniva.
P(4HB) vdaka svoje pevnosti vtahu naSiel uplatnenie v pouziti polyméru ako
kardiovaskularnej naplasti, vaskularnych Stepov alebo ako nahrada srdcovych chlopni. PHA
polyméry sa stali kandidatmi nosicov lie€iv s riadenim uvol'fiovanim. Zvysovanim molekulovej
hmotnosti polyméru sa zvySovala aj rychlost’ uvolfiovania lieCiva. Porovitost’, rychlost’ erozie
ateda aj rychlost uvolfiovania lie¢iva sa d& riadit primesami inych biokompatibilnych
materialov atym ziskat' vacsiu kontrolu nad uvolfiovanim lieCiva. Aj pri inych pouzitiach
v medicine je mozné riadit’ vlastnosti PHA podl'a poziadaviek konkrétnej aplikacii. Bud je
mozné PHA povrchovo upravit alebo zmieSat' sinymi polymérmi, enzymami alebo aj
anorganickymi materialmi, ¢im sa mozu nastavit rozlicné mechanické vlastnosti [5, 7, 9, 10].

2.2 Metabolizmus polyhydroxyalkanoatov

Informécie o metabolizme, biochémii a fyziologie PHA boli upresnené Stidiami
z molekularnej genetiky, kedy velky pocet génov kodujucich enzymy PHA syntézy boli
charakterizované z roznych mikroorganizmov. Potvrdilo sa, ze je vyvinutych viacero drdh —
ciest pre tvorbu PHA. Taktiez sa potvrdilo, ze vplyv na syntézu PHA zavisi aj od podmienok
rastu mikroorganizmu, ateda prispdsobenim kultivaénych podmienok moézeme regulovat
syntézu PHA. Tieto informacie otvaraji moznosti navrhu a konstrukcie rekombinantnych
producentov PHA [8].

2.2.1 Biosyntéza PHA

Struktira PHA je do zna&nej miery zavisla na type dodavaného zdroja uhlika. Zdroje uhlika
sa delia na PHA Strukturalne pribuzné a nepribuzné zdroje. Jednym z prikladov pribuznych
zdrojov st mastné kyseliny, ktoré sa svojou Strukturou podobaji na hydroxyalkanové kyseliny.
Na rozdiel od glukozy, ktoré nemaju Strukturalnu podobnost s PHA a su teda nepribuznym
substratom. Na zaklade typu monomérov zabudovanych v PHA sa preukazalo, ze
pri biosyntéze polymérov st zapojené rozne metabolické drahy [4].

2.2.1.1 PHA cyklus

Biosyntéza PHA pozostava z troch hlavnych mechanizmov syntézy, ktoré zahriiaja priblizne
12 ciest k roznym typom PHA (Obrazok 3). Vsetky tieto cesty su v spojeni s prirodzenymi
alebo umelymi metabolickymi cestami. VSetky cesty syntézy PHA u vacSine mikroorganizmov
vyzaduju pridanie substratov, vac¢Sinou sa jednd o mastné kyseliny a alkoholy. Vzhladom
na vysoku cenu cistych substratov je mozné vytvorit dodatocné cesty k zasobe novych
monomérnych prekurzorov. V takychto pripadoch je mozné pouzit’ sacharidy [11].

Polymér PHB, ktory je vtejto oblasti najviac preStudovany, je syntetizovany tromi
enzymatickymi reakciami katalyzovanymi tromi odliSnymi enzymami. 1. draha biosyntézy
PHB ilustruje klasicky pripad syntézy scl-PHA. Syntéza zacina dvoma molekulami acetyl-
CoA, ktoré do reakcie vstupuju z citratového cyklu. Enzym B-ketotiolaza (PhaA) kondenzuje
dva acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA. Druhou reakciou je redukcia v tretej polohe acetoacetyl-
CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocou acetoacetyl-CoA dehydrogenazy (PhaB). Tato
reakcia je stereoSpecifickd, ¢o znamena, ze vSetky vysledné 3-hydroxybutyryl-CoA st v R-
konfiguracii v tretej polohe. Poslednou reakciou je polymerizacia monomérnych jednotiek (R)-
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3-hydroxybutyryl-CoA na polymér PHB pomocou PHB polymerazy (PhaC). Tato reakcia
prebieha len na povrchu granule. Tvorba PhaB je regulovana intracelularne koncentraciou
acetyl-CoA. V kultivaénych podmienkach, kedy nedochadza k obmedzeniu zivin
(v exponencialnej faze rastu) sa zvySuje koncentracia vol'ného CoASH. Avsak, ak obmedzime
ziviny vtejto faze rastu dochddza k znizeniu hladiny CoASH avtomto momente je
uprednostiiovana syntéza PHB. Enzym [B-thiolaza je kddovany génom phbA, acetoacetyl-CoA
dehydrogenaza je kodovana phbB a PHB polymeraza pomocou phbC [8, 11, 12].

V pripade biosyntézy scl-PHA biosyntetickou I. drahou sa Strukturalne pribuzné substraty,
akymi su napriklad propionat, valerat a 1,4-butandiol pridali do kultivaénych médii
k bakterialnym kultiram. Dochadzalo k syntéze scl-PHA, konkrétne k P(3HB-co-3HV) alebo
P(3HB-co-4HB). Vzhl'adom k toxicite a vysokej cene boli substraty nahradené glukozou
a prebiehala polymerizacia kopolymérov. P(3HP) sa moze kopolymerizovat s d’alSimi
monomérmi za vzniku P(3HP-co-3HB). V pripade pridania 1,4-butandiolu sa 4HB inkorporuje
do PHB za vzniku P(3HB-co-4HB) [12].

II. draha biosyntézy PHA sa tiez nazyva B-oxidacna cesta, pretoze vyuziva medziprodukty
B-oxidacného cyklu mastnych kyselin na zdroj uhlika. Mastné kyseliny sa v prvom kroku
prevedu v B-oxidacii na enoyl-CoA. Ten je nésledne prostrednictvom R-3-hydroxyacyl-CoA
hydratazou transformovany na R-3-hydroxyacyl-CoA, ktory je prekurzorom syntézy mcl-PHA.
B-oxidacna cesta je typicka pre rod Pseudomonas. Bakterialne kmene z rodu Pseudomonas su
schopné rast na Sirokej Skale roznych substratov, ktoré je mozné inkorporovat do PHA.
Do skupiny tychto substratov patria n-alkanové kyseliny, n-alkanaly, n-alkonoly alebo aj n-
alkany. Znizenim regulacie drdhy P-oxidacie mastnych kyselin a zroven 3-hydroxyacyl-
ACPCoA transacylazy v bakteridlnom kmeni Pseudomonas putida je mozné smerovat’ tok
mastnych kyselin k akumulacii PHA zo substratu alebo prekurzorov. Tento kmeri bol schopny
syntetizovat mcl-PHA homopolyméry, napriklad poly(3-hydroxyhexanoat), poly(3-
hydroxyheptanoat) v pritomnosti hexanoatu, heptanoatu a oktanoatu. [-oxida¢na cesta
umoziuje syntézu PHA s definovanymi S§truktirami a tvorby homopolymérov, nahodnych
alebo blokovych kopolymérov [11, 12].

Moze dojst’ k vyuzivaniu sucasne 1. a II. drahy, kedy len niekol'ko PHA syntaz schopnych
kopolymerizacie scl- a mcl-monomérov vytvoria scl-mcl-PHA [11].

III. draha — cyklus, kedy sa dodava R-3-hydroxyacyl-ACP na syntézu PHA z draha syntézy
mastnych kyselin in situ. Konkrétne enzym 3-hydroxyacyl-acyl nosi¢ protein-CoA transferaza
(PhaG) transformuje 3-hydroxyacyl-ACP na 3-hydroxyacyl-CoA. Ukazalo sa, ze cykly syntézy
mastnych kyselin in situ ap-oxidacné cykly moézu byt nezavisle aktivne na dodavani
prekurzorov. To potvrdzuje fakt, ze bakteridlny kmen Pseudomonas aeruginosa je schopny
produkcie mcl-PHA pouzitim nepribuznych substratov — glukozy, ako zdroja uhlika. To
umoziuje pouzitie lacnych surovin ako substratov na vyrobu mcl-PHA [11].
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Obrazok 3 Drahy biosyntézy PHA, upravené z [5]

2.2.1.2 PHA syntdza

PHA syntaza — PhaC je polymerizacny enzym, ktory je kluCovy pri biosyntéze
polyhydroxyalkanoatov. Tento protein je lokalizovany na povrchu PHA inkluzie. PHA syntaza
vykazuje Siroku substratova Specifickost atym aj Siroku Skalu monomérov. Vzhladom
k primarnej Strukture a substratovej Specifickosti rozliSujeme S§tyri hlavné typy PhaC
vyobrazené na obrazku 4. VSetky Styri typy maju striktne zakonzervovany cysteinovy zvysok,
ktory je aktivhym miestom pri polymerizac¢nej reakcii. PHA syntazy I. a Il triedy zahfiaju
enzymy, ktoré pozostavaju iba z jedného typu podjednotky, ktorého molekularna hmotnost’ sa
pohybuje v rozmedzi od 61-68 kDa. PHA syntazy 1. triedy ucinne zaclefiuju monoméry 3-
hydroxylovych kyselin obsahujuce 3—5 atomovou uhlika vo svojej Struktire (3HAscL), zatial
¢o PHA syntazy II. triedy inkorporuju 3-hydroxykyseliny obsahujuce viac ako 5 atobmov uhlika
(3HAMmcL). Enzym PHA syntazy III. triedy pozostava z dvoch réznych podjednotiek — PhaC
podjednotka s molekulovou hmotnostou 40kDa (vykazuje 21-28% podobnost
s aminokyselinovou sekvenciu PHA syntazy 1. a Il. triedy). Druhou podjednotkou je PhaE
s molekulovou hmotnostou rovnako okolo 40 kDa (nevykazuje ziadnu podobnost s PHA
syntazami I. all. triedy). Substratova Specifita III. triedy nie je dostatocne preskiimana,
ale vo vSeobecnosti PHA syntazy III. triedy uprednostiiujiu 3HAscL. Rovnako ako enzym PHA
syntazy III. triedy, aj enzym IV. triedy sa skladd z dvoch réznych podjednotiek — PhaC
podjednotka a PhaR podjednotka s molekulovou hmotnostou okolo 20 kD. Porovnanie 30 PHA
syntaz prinieslo informaciu, ze tieto enzymy u réznych druhov baktérii prejavuju vysoku
podobnost. Vzhl'adom k tejto podobnosti bolo mozné charakterizovat 6 zakonzervovanych
blokov, pricom N terminalna oblast’ je vysoko variabilna a je nenahraditelna vo funkcnosti
aktivneho enzymu [4, 5, 13].

PHA syntazy 1. triedy syntetizuji PHA s vyS$Sou molekulovou hmotnostou v rozmedzi
od 500 000 do niekolko milionov. PHA syntazy II. triedy syntetizuji PHA s molekulovou
hmotnostou 50000 do 500 000, zatial ¢o PHA syntazy III. triedy syntetizuja PHA
s molekulovou hmotnostou medzi tymito hodnotami. Molekulova hmotnost PHA zavisi
od viacerych faktorov. Jednym z faktorov je stupeii expresie PHA syntazy v bunke. Cim vyssia
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je koncentracia aktivnej PHA syntazy, tym nizSia je molekulova hmotnost’ nasyntetizovaného
polyméru [13].

Trieda  Podjednotka Zastupca Substrat
3HAg;-CoA
1 Cupriavidus necator 4}§AC3‘_(£2A
~60-73 kDa SI{ASCL-COZC.LSMASCL-COA
II Pseudomonas aeruginosa 3HA-CoA
~60-65 kDa 2639
3HAg-CoA
111 @@ Allochromatium vinosum (3, -CoA [?C6-C8].
~40 kDa ~40 kDa 4HA-CoA, SHA-CoA)

1V @@ Bacillus megaterium 3HAg-CoA

~40 kDa ~22 kDa

Obrazok 4 Klasifikacia PHA syntazy zaloZenej na primarnej Struktare a substratovej Specifite,
upraven¢ z [14]

PHA syntaza je sulthydrylovy enzym, na zaklade ¢oho bol navrhnuty najpravdepodobnejsi
mechanizmus PHA syntazy, ktory si zaklad4d na dobre charakterizovanej syntéze mastnych
kyselin. Z toho vyplyva, Ze si potrebné dve tiolové skupiny pocas katalytického cyklu. Avsak
vo viacerych porovnani PHA syntdz bolo preukédzané, ze iba jeden cysteinovy zvySok v polohe
319 v struktirnom géne (Cys-319) je zakonzervovany a ktory je zaroven schopny poskytnut
tiolovu skupinu. Vo viacerych studiach sa povazovalo za druhu tiolova skupinu produkt
kovalentnej posttranslacnej modifikécii prostrednictvom 4-fosfopanteteinu. Jeden z kandidatov
na tato modifikaciu je serinovy zvySok (Ser-260), ktory je tiez vysoko zakonzervovany. No
posledné vysledky nedokazali hypotézu o posttransla¢nej modifikacii potvrdit. Sucasny model
aktivnej PHA syntdzy zahriiuje dve podjednotky na tvorbu homodiméru (PHA syntaza I. a IL
triedy) a heterodiméru (PHA syntaza III. triedy). V pripade PHA syntaz 1. all. triedy sa
objavuju tiolové skupiny, ktoré poskytuje konzervovany Cys-319 kazdej PHA syntazy.
Na druhej strane, u PHA syntazy pozostavajuce z dvoch podjednotieck na vytvorenie
heterodiméru sa predpoklada, ze druhd tiolova skupina je poskytovana zakonzervovanym
cysteinovym zvySkom Cys-130 podjednotky PhaE [4, 13].

2.2.2 Degradacia polyhydroxyalkanoatov

Biodegradacia PHA sa rozdeluje na intracelularnu a extracelularnu degradaciu.
Intracelularna degradacia je aktivna degradacia endogénnej, naakumulovanej zasoby PHA
v baktérii. Intracelularne PHA depolymerazy (i-PHA depolymerdzy) st enzymy, ktoré sa
podielaji na intracelularnej degradacii PHA. Extracelularna degradacia je utilizacia
exogenného polyméru, ktory je vyluCovany extracelularnou PHA depolymerazou (e-
PHA depolymeraza). Extracelularny polymér PHA je uvolilovany z naakumulovanych buniek
po smrti alebo po lyze buniek. Intracelularne molekuly PHA sa oznacuju ako nativne granule
PHA (st v amorfnom stave a mobilné). Tieto granule maji povrchovi vrstvu tvorenu
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z proteinov  a fosfolipidov, ktord je senzitivna na chemické a fyzikalne namahanie.
Extracelularne PHA su v Ciastocne krystalickej forme (stupen krystalinity 50-60%) [15].

2.2.2.1 Intracelulirna degradacia

Kedze PHA plnia funkciu zasoby uhlika pre bunku, mikroorganizmus musi disponovat
depolymerizaénym systémom, vd’aka ktorému ziska spétne zdroj uhlika z PHA. Rychlost
degradacie PHA granul je mnohonédsobne pomalsi proces nez syntéza PHA. Metabolicka cesta
intracelularnej degradacie z PHB prostrednictvom PHB depolymerizacie vedie k 3HB. Dalej
pomocou 3HB-dehydrogenazy vznikd acetoacetat a vysledkom je acetyl-CoA. Klucovym
intracelularnym enzymom je uz vySSie spomenuta intracelularna depolymeraza, ktora ma
schopnost’ hydrolyzovat nativne granule polyhydroxyalkanoatov [4, 15].

2.2.2.2 Extracelularna degradacia

Existuji mikroorganizmy, ktoré vyuzivaju extracelularnu PHA depolymerazu na hydrolyzu
polyméru, ktory je zdrojom uhlika a energie. Mikrobidlna degradacia PHA je proces, kedy
enzymatickou povrchovou eréziou polyméru vznikaju vo vode rozpustné monoméry.
Extracelularne depolymerazy prejavuju vysoku stabilitu pri Sirokom rozmedzi pH a rovnako aj
pri rdznych teplotach [15].

2.3 Extrémofilné mikroorganizmy

Na Zemi existuje obrovska rozmanitost’ prostredi s extrémnymi podmienkami, v ktorych nie
len prezivaju, ale dokonca prosperuju extrémofilné organizmy (Obrazok 5). Tieto podmienky,
ktoré oznacujeme za abnormalne, zahriaju fyzikalne a geochemické extrémy. Za extrémne
fyzikalne podmienky povazujeme napriklad vysoku alebo naopak velmi nizku teplotu,
vysoky/nizky tlak alebo ziarenie. Extrémofilné organizmy, ktoré obyvaju extrémne
geochemické prostredia sa musia prisposobit’ neobvyklym hodnotam pH, koncentracii soli,
kysliku atd. Pozornost putaji mikroorganizmy zijuce v tychto podmienkach kvoli ich
mechanizmom biochemickej adaptacie. Coraz viac sa v su¢asnosti vyuZivaji extrémofilné
mikroorganizmy aich enzymy v biotechnologickych procesoch. Enzymy syntetizované
extrémofilnymi mikroorganizmami su spravidla stabilné voc¢i abnormalnym podmienkam. Su
vysoko termostabilné a odolné voci chemickym denaturantom. To umoziuje aplikéaciu tychto
mikroorganizmov v priemyselnych biotechnologiach, napriklad pouzitie biologicky aktivnych
latok z extrémofilov v medicine, kozmetologii alebo v potravinarskom priemysle [16-19].
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Obrazok 5 Priklad ekosystému s extrémnymi podmienkami na zivot - Jazero Searles Lake
v Kalifornii, prevzaté z [20]

2.3.1 Rozdelenie extrémofilnych mikroorganizmov

Extrémofilné organizmy sa klasifikuji na zaklade prostredia, v ktorom ziju. Vzhl'adom
na rozmanitost’ extrémnych prostredi existuje vela roznych tried extrémofilov. Tie
charakterizujeme podla okrajovych udajov rastovych profilov (napriklad Tmin, Topt, Tmax).
Na zaklade kultivacnej teploty rozdel'ujeme extrémofily na termofily s toleranciou na vysoku
teplotu a psychrofily, ktoré sa vyskytuji na miestach s nizkou teplotou. Podl'a hodnoty pH
prostredia mikroorganizmu rozliSujeme acidofily (nizke pH) a alkalifily (vysoké pH).
Extrémofilné mikroorganizmy, ktoré ziji v miestach svysokym tlakom oznacujeme
za piezofily. Halofily patria medzi extrémofily, ktoré su schopné rastu v prostredi s vysokou
koncentraciou soli. Osmofily sa nachadzaju v prostredi s vysokym obsahom organickych latok.
Vo vel'mi suchom prostredi najdeme extrémofily z kategérie xerofilov. Zakladné rozdelenie
extrémofilnych organizmov je uvedené v tabulke 2 [21].
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Tabulka 2 Zakladné rozdelenie extrémofilov a ich rastovy profil, upravené z [17]

Extrémne podmienky | Typ extrémofilov | Optimélne podmienky | Priklad mikroorganizmu
Hypertermofilné > 80 °C Pyrolobus fumarii
Teplota Termofilné 60-80 °C Synechococcus lividis
Psychrofilné <15°C Psychrobacter
Salinita Halofilné 2-5M Dunaliella salina
oH Alkalofillné >9,0 Natronobacterium
Acidofilné <2,0 Cyanidium caldarium
Tlak Piezofilné/barofilné > 0,1 MPa
Radiacia Radiorezistentné — Deinococcus radiodurans
VysuSenie Xerofilné bezvodé Artemia salina
. . Metalofilné tolerancia Cu, As, Cd, Ralstonia sp. CH34
Chemické extrémy Zn
Kapnofilné ¢isty Oz Cyanidium caldarium

2.3.2 Dalia generacia priemyselnych biotechnologii

Tradicné procesy v biotechnologickom priemysle vyzaduji pouzitie bioreaktorov
zo Specialneho materidlu, ktoré nepodliehaju korozii a taktiez je potrebné zabezpecit' zlozité
a cenovo nakladné postupy sterilizacie. Tieto procesy vyzaduju skusenych pracovnikov, ktori
su schopni viest’ biologické spracovanie za sterilnych podmienok. Stcasné biotechnologické
produkcie su celkovo naroné na spotrebu energie a vody. Spominané nevyhody sucasnej
biotechnologickej vyroby by mohla vyriesit nova generacia biotechnologického priemyslu
(NGIB). VNGIB sa pracuje za otvorenych — nesterilnych podmienok pouzitim
mikroorganizmov, ktoré odolavaju kontaminacie inymi mikrobmi. Zarovei je NGIB postavena
na pouziti nizkonakladového substratu, ktory nahradza drahé, cisté uhlikové substraty.
Rovnako v NGIB je moznost’ znizenia spotreby sladkej pitnej vody pouzitim Siroko dostupne;j
morskej vody. Suacasnému biotechnologickému priemyslu NGIB prindSa aj pouzitie
inteligentnych bioprocesorov, ktoré su ovladané umelou inteligenciou, ¢im moze dojst
k znizovaniu celkovej spotrebovanej energie celého procesu [22, 23].

Aby sa vyhlo ¢asovo a cenovo naro¢nému kroku sterilizacie, je NGIB postavena na vyuziti
extrémofilnych mikroorganizmov kultivovanych v nesterilnych podmienkach. Tieto
mikroorganizmy st schopné rastu v abnormélnych hodnotach teploty, pH alebo aj pri vysokom
osmotickom tlaku. To brani kontaminacii biotechnologického procesu zo vzduchu, vody,
substratov alebo celkovo z prostredia inymi mikroorganizmami. Pouzitie extrémofilov v ramci
NGIB taktiez ponuka moznost pouzitia neobvyklych substratov akymi su napriklad celuloza,
chitin alebo dokonca aj kultivaciu na plynnych substratoch (H>, CO, CO», CHy) [23, 24].

Mikroorganizmus zo skupiny extrémofilov pouzity v ramci NGIB by mal byt schopny
rychleho rastu na roznorodych substratoch azaroven odolny voci inej mikrobidlnej
kontaminacii. Vhodny producent v NGIB disponuje najcastejSie kombinaciou viacerych
vynimocnych kultivaénych vlastnosti, ¢im ziskava eSte vacsiu odolnost’ voci kontaminacii.
Mnoho archei spliia spominané poziadavky, no obmedzenie pouzitia v produkcii NGIB je v ich
pomalom raste. Dal§imi moznymi kandidatmi na NGIB producentov sii extrémofilné riasy,
huby a najmi extrémofilné baktérie. V sucasnosti je mozné pouzit nastroje molekularneho
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inzinierstva na navrh idealneho bakterialneho kmena pre NGIB, pokial mame k dispozicii jeho
genomové informacie [22].

2.3.3 Halofilné mikroorganizmy

Extrémofilné mikroorganizmy dokazu rast v prostredi srozmedzim koncentracie soli
od destilovanej vody az po nasyteny slany roztok. Organizmami, ktoré zvladaji vel'mi dobre
osmoticky stres su halofilné alebo halotolerantné mikroorganizmy. Ich zastupcami su rézne
druhy archei, sinic, zelenych rias a baktérii. Tieto mikroorganizmy rastd v prostredi
s koncentraciou soli od 0,5-5,2 M. Halofily sa adaptuju na zivot v prostredi s vysokou
koncentraciou soli pomocou réznych mechanizmov, ktoré im pomahaju udrziavat vysoky
intracelularny osmoticky tlak. Jednym zo spdsobov ako udrzat tento stav, je kumulacia
vysokého obsahu soli v cytoplazme. Tento proces je riadeny cez idbnové pumpy a transportné
proteiny. Dalsim spdsobom, ako halofilné mikroorganizmy vyrovnavaju osmoticky tlak je
akumulaciou vysokych koncentracii organickych osmotickych rozpustenych latok [17, 18, 25].

2.3.4 Halofilné baktérie v NGIB

Vzhl'adom k podmienkam, v ktorych halofilné baktérie ziju, sa stavaju odolnej§imi voci
mikrobialnej kontaminacii. Bolo potvrdené, ze halofily dokazu rast' v otvorenych nesterilnych
podmienkach v prostredi morskej vody bez kontaminacie niekolko tyzdiov az mesiacov
(Obrazok 6). Tym sa stavaju vybornymi kandidatmi na pouzitie v NGIB. Halofilné baktérie sa
uspesne pouzivaju vramci fermentaénych procesov na vyrobu polyhydroxyalkanoatov
pouzitim morskej vody. Zaroven sa nastrojmi genetického inzinierstva halofilnych baktérii
zvysila u€innost’ produkcie PHA, konkrétne napriklad u rekombinantného bakterialneho rodu
Halomonas spp. TDO1. Ide o mozné vylepSenia konkrétnych vlastnosti, vdaka ktorym dojde
k syntéze viacerych produktov. Pri pouziti halofilnych baktérii na produkciu PHA a vynechani
kroku sterilizacie sa uSetri vel'ké mnozstvo vody a energie (premena vody na vysokoteplotnu
vodnu paru) [22, 26].

Recykliacia supernatantu Extracelularny

produkt

Biomasa

}

| Intracelularny produkt

Transparentny
plastovy reaktor

Rast buniek Tvorba produktu

Kontinuilna otvorena nesterilna fermenticia

Obrazok 6 Pouzitie halofiln¢ho bakterialneho kmeria Halomonas bluephagenesis v NGIB.
Biotechnologicky proces prevadzkovany za otvorenych, nesterilnych podmienok s usporou vody
a energie, upravené z [22].
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2.3.5 Termofilné mikroorganizmy

Teplota prostredia mikroorganizmov vo velkej miere ovplyviluyje ich fyzikélne
a biochemické procesy. Pri vysokej teplote sa zvySuje tekutost membran a dochadza
k denaturacii biomolekul. Vzhl'adom na meniacu sa teplotu sa meni aj rozpustnost plynov
(O2, COy), €o sposobuje problém vodnym organizmom. Naopak pri nizkych teplotach sa tvoria
l'adové krystaly, ktoré poskodzuju cytoplazmaticki membranu [17, 18].

Z hladiska teploty rozdel'ujeme mikroorganizmy na psychrofily s optimalnou teplotou rastu
mensou nez je 15 °C a na mezofily, ktorych optimalna teplota rastu je okolo 37 °C. Pokial je
teplota rastu vyssia nez 50 °C hovorime o termofilnych mikroorganizmoch. Hypertermofily
rasta pri teplote vyssej nez 80 °C. Termofilné mikroorganizmy su zastupené roéznymi druhmi
baktérii, napriklad fotosyntetické baktérie (sinice, zelené a fialové baktérie), enterobaktérie
(napriklad Bacillus) a tionické baktérie (napr. Thiobacillus), ale aj archea (Pyrococcus,
Thermoccoccus a iné) [18].

Rovnako ako iné extrémofilné mikroorganizmy, aj termofily sa musia prisposobit na zivot
vo vysokych teplotach tym, ze disponuju Specidlnymi mechanizmami. Jednym z prikladov
dopadu vysokej teploty v zivom organizme je aj meniaca sa permeabilita cytoplazmaticke;j
membrany v zavislosti od teploty. Vzhladom k zvySenej priepustnosti protonov cez
cytoplazmatickic membranu vacsina termofilov sa tomuto deju prispdsobila tak, ze pouziva
bioenergetiku spojent s iontami Na*. Na rozdiel od termofilov, psychrofilné a mezofilné
mikroorganizmy udrzuji konsStantni permeabilitu cytoplazmatickej membrany regulaciou
fosfolipidového zlozenia. Pri teplotnej adaptacii proteinov na vysoku teplotu, bud’ dochadza
k adaptacii aminokyselinovej sekvencie proteinu mutaciami alebo k wvplyvu roznych
metabolitov a kofaktorov. AvSak vzdy sa pozerame na viacero jemnych interakcii, ktoré su
charakterizované pre kazdy druh proteinu [21].

2.3.6 Termofilné baktérie v NGIB

Termofilné baktérie su taktiez odolné voci viacerym d’al§im extrémnym podmienkam, nez
je len vysoka teplota. Denatura¢né cinidla alebo velky rozsah hodndét pH su dalSimi
extrémnymi podmienkami, ktoré rozhoduju o pouziti termofilnych baktérii v NGIB. Enzymy
termofilov (napr. celulazy, xylazy, amylazy, protedzy) maju vd’aka vynimocnym vlastnostiam
Siroké uplatnenie v potravinarskom a farmaceutickom priemysle. Jednym z tychto enzymov je
napriklad xylanaza zbakteridlneho kmenia Thermus brockianus a Thermotoga thermarum.
Vd'aka vysokej optimalnej reakcnej teplote priblizujucej sa k hodnote 95 °C, tepelnej stabilite
avysokej Specifickej aktivite enzymu xylandzy su tieto bakteridlne kmene vhodnymi
kandidatmi na pouzitie v priemyselnych biotechnologiach. Jedine¢né fyziologické,
metabolické a biotechnologické vlastnosti termofilnych baktérii su Studované na zaklade
sekvencie ich gendmu. Thermotoga, Thermus a Caldicellulosiruptor patria medzi najviac
preStudované bakteridlne rody termofilnych baktérii. Dnesné moderné genetické nastroje
prinasaju moznosti pouzitia metabolického inzinierstva pre nové biotechnologické aplikacie
termofilnych baktérii [22].

2.4 Bioinformaticka analyza
Bioinformatika, ako vedny odbor spajajuci bioldgiu s informatikou, sa zaobera skimanim
sekvencii biologickych makromolekal v genome. Jej ulohou je vyhladéavanie, spracovanie
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a analyza dat zo sekvencie a Struktiry nukleovych kyselin a proteinov za pomoci vypoctove]
techniky. Analyza genetického kodu nastrojmi bioinformatiky neprinasa len vysledky
o postupnosti baz DNA alebo odpoved’ou na otazku, ktoré useky sekvencie aminokyselin su
zodpovedné za Strukturalnu a regulacnu tlohu. Ale m6zeme dokonca vyvodit aj zakonitosti,
na zaklade ktorych sme schopni odhadnut funkcie jednotlivych usekov genomu alebo
sekvencnych motivov proteinov. Cielom bioinformatickej analyzy je vyhl'adavanie funkénych
sekvencii v gendmoch, katalogizacia sekvencii proteinov a nukleovych kyselin, napriklad
podl'a evolucnej pribuznosti alebo biologickej tlohe. Bioinformatika sa rovnako zaobera aj
vyvojom algoritmov a programov, ktoré sluzia na spracovanie a analyzu tychto sekvencii.
Dalou z Gloh bioinformatickej analyzy je vzajomné skimanie pribuznych génov, s cielom
vytvorit’ evolu¢nu historiu skimanych organizmov [27].

2.4.1 Verejne dostupné zdroje dat

Vyznamné odborné ¢asopisy pozaduju od autorov vedeckych ¢lankov, ktorych sucastou su
aj sekvencné data, aby tieto data boli volne pristupné odbornej verejnosti. Databazy
rozdelujeme na moderované anemoderované. Nemoderované databazy nie su nijak
kontrolované, moze do nich ktokol'vek prispievat’ s novymi datami, ¢o vedie k otdzke ohl'adne
doveryhodnosti tychto dat. Jedinou podmienkou vlozenia dat do nemoderovanych databaz je,
aby boli data spravneho typu a v spravnom formate. Pri moderovanych databazach médze
spravca vyzadovat od prispievatela niekol'ko kritérii, ako napriklad vlozenie dat, ktoré boli uz
zverejnené v ramci experimentalnych vysledkov v recenzovanom casopise. Dnes existuje
niekol'ko desiatok verejne dostupnych databaz. V pripade DNA sekvencii st dostupné tri
najznamejsie, navzajom prepojené vel'ké online dostupné verejné zdroje dat — GenBank, EMBL
(European molecular biology laboratory data library) a DDBJ (DNA data bank of Japan), ktoré
su sucastou medzinarodného konsorcia — International nucleotide sequence database
collaboration [28, 29, 30].

2.4.1.1 VyhPadavanie v online dostupnych databazach

V pripade aktivneho pouzivatela dat z tychto databaz je vyhodne si zaobstarat kompletné
vydanie celej databazy. Pre uzivatel'a, ktory potrebuje z databazy len konkrétne informacie,
sluzi webové uzivatel'ské rozhranie k vyhladavaniu a stahovaniu zaznamov podl'a vopred
zvolenych kritérii. Aj ked obsah databaz je zjednoteny, kazda databaza sa 1isi uzivatel'skym
rozhranim. Uzivatel sa dostdva k datam prostrednictvom rozhrania Entrez pre databazu
GenBank v americkom Narodnom centre pre biotechnologické informacie (National center
for biotechnology information-NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/) a cez rozhranie
SRS (Sequence retrieval system) pre databazu EMBL na Europskom ustave pre bioinformatiku
(European bioinformatics institute, https://www.ebi.ac.uk/). V oboch rozhraniach je mozné
vyhladavat’ zaznamy na zaklade pristupovych kodov, kIaiCovych slov v nazvoch, mien autorov
alebo literarnych citacii. Vzhl'adom k tomu, ze rozhranie SRS poskytuje viacej nastrojov,
stranky prechadzaji neustdlym vyvojom a teda pouzivanymi nastrojmi sa uzivatel t'azSie
orientuje, je rozhranie Entrez viac oblibené medzi uzivateImi. Aj ked disponuje mens§im
poctom nastrojov na vyhladavanie, je stabilne usporiadané, jednoduchsie a pre zaciatocnikov
ovel'a privetivejsie [27, 28, 29, 30].
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2.4.1.2 Rozhranie Entrez databazy NCBI

Entrez nie je samostatna databaza, ale ide o rozhranie, prostrednictvom ktorého je mozné
do databazy vstapit a prechadzat vsSetky jej Casti. Entrez obsahuje informacie
o nukleotidovych/proteinovych sekvenciach a oich 3D Strukture, d’alej obsahuje mapovacie
informécie a zdznam z PubMed. Entrez poskytuje integrované vyhladavanie informacii
pomocou susednych apevnych odkazov. Koncept susedného odkazu umoziuje
pri prehl'adavani sekvencii, Struktir a informacii z PubMed vzajomné prepojenie zaznamov
vramci databazy ato pouzitim moznosti zobrazenia ,pribuznych objektov*. Napriklad
pri vyhl'adéavani sekvencie, m6zeme pomocou Entrez vyhl'adat’ d’alSie sekvencie, ktoré su
podobné povodnej sekvencii a zaroven pri jednom vyhladavani moézeme ziskat pristup
k odkazom na citacie v PubMed. Pribuzné objekty si vybrané a zoradené na zaklade
kombinécii kritérii, napriklad zhodnych kli€ovych slov, mien autorov [32].

Entrez Gene je génovo Specifickd databaza v Narodnom centre pre biotechnologické
informacie NCBI, ktora poskytuje celociselné identifikatory génov modelovych organizmov.
Data zahfiiaji nomenklatiru, chromozomalnu lokalizaciu, génové produkty aich atributy,
suvisiace markery, sekvencie, podrobnosti variacii, mapy, informécie o expresii, fenotypové
interakcie, odkazy na citacie a mimo in¢ho aj odkaz na externé databazy. Entrez Gene je
sucast’'ou reprezentacie génovych informacii v NCBI [33].

2.4.1.3 Algoritmus BLAST

Algoritmus BLAST bol vyvinuty na vyhladavanie podobnosti medzi nukleotidovymi
sekvenciami DNA alebo aminokyselinovymi sekvenciami proteinov. Je zalozeny na rovnakom
principe ako iné metddy, avSak v porovnani sinymi algoritmami je rychlejsi kvoli
vyhl'adavaniu iba vzacnejSich avyznamnejSich vzorov v aminokyselinovych alebo
nukleotidovych sekvenciach. Medzi pouzivatelmi je program BLAST vel'mi popularny vd’aka
svojej 'ahkej dostupnosti na mnohych webovych lokalitach, napr. v ramci velkého servera
v NCBI [31].

2.4.1.4 PubMed

Pubmed je volne dostupna databdza od roku 1996 na vyhladavanie a ziskavanie
biomedicinskej a prirodovednej literatiry (Obrazok 7). PubMed spada pod NCBI v Narodnej
lekarskej kniznici USA (NLM), ktora sa nachadza v Narodnom institute zdravia (NIH). Je to
opat databaza dostupna cez rozhranie Entrez. Obsahuje viac ako 32 milidnov citacii
a abstraktov. Aj ked’ nezahria celé vedecké ¢lanky, pomocou Pubmed vieme vyhladat odkazy
na cely text z inych zdrojov, napriklad z PubMed Central (PMC). PubMed Central je centralne
ulozisko pre literataru prirodnych vied. Jeho cielom je poskytovat komplexny archiv
recenzovanej literatury v elektronickej podobe [34, 35].

Kazdy vedecky clanok v databaze ma vlastny identifikator. Bud' globalny identifikator
nezavisly na databaze, ktorym je napriklad DOI ¢islo (Digital object identifier). Pokial je
recenzovany clanok zverejneny v PubMed je knemu priradeny eSte aj patentovany
identifikacny systém NLM — PMID (jedine¢né 8-miestne cislo). Priradenie PMID je
nevyhnutnym krokom pri ukladani, vyhl'adavani a nacitani informécii [36].
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Polyhydroxyalkancates (PHAs) are biopolymers synthesized by a wide range of bacteria, which serve
as & promising candidate in replacing some conventional petrachemical-based plastics, PHA synthase
{PhaC) is the key enzyme in the polymerization of PHA, and the crystal structures were successfully
determined using the ctalytic domain of PhaC from Cupriavidus necator {PhaC,,-CAT) and
Chromeobacterium sp. USM2 (PhaC-.-CAT). Here, we review the beneficial mutations discovered in
PhaCs from a structural perspective. The structural comparison of the residues invalved in beneficial
mutation reveals that the residues are near to the catalytic triad, but not inside the catalytic pocket.
For instance, Ala510 of PhaC., is near catalytic His508 and may be involved in the open-close
regulation, which presumably play an important role in substrate specificity and activity. In the class |
PhaC1 from Pseudomonas sp. €1-3 (PhaClg,), Ser325 stabilizes the catalylic cysteine through
hydrogen bonding. Another residue, GIn308 of PhaCls, is located in a conserved hydrophobic pocket
which is next to the catalytic Asp and His. A class |, [l-conserved Phe420 of PhaCg, is one of the
residues involved in dimerization and its mutation to serine greatly reduced the lag phase. The current
structural analysis shows that the Phe362 and Phe515 of PhaC from Aeromonas caviae (PhaCy,) are
assisting the dimer formation and maintaining the integrity of the core beta-sheet, respectively. The
structure-function relationship of PhaCs discussed in this review will serve as valuable reference for
future protein engineering works to enhance the perfarmance of PhaCs and to produce novel
bicpalymers,
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Obrazok 7 Databaza PubMed vedeckych recenzovanych ¢lankov z oblasti prirodnych vied, ukazka
vyhl'adavania klIicového slova PhaC syntaza

2.4.1.5 Uniprot

Uniprot (The universal protein resource) je zbierka proteinovych sekvencii a ich anotacii,
ktora poskytuje vedeckej komunite jediny centralizovany autoritativny zdroj vol'ne dostupnych
informéacii. Pouzivatel moze identifikovat konkrétnu skupinu druhov/poddruhov a kmeriov,
aby mohol sledovat’ povod tychto sekvencii. Pre vSetky zdznamy v Uniprot boli zavedené skore
anotacii, ktoré nadm hovoria o mnozstve informacii o konkrétnom proteine. Toto skore
jeuzitoéné pri identifikacii najviac charakterizovanych proteinov v ramci porovnavacej
analyzy. Vzhladom k nepretrzitému pokroku v sekvenovani d’al§ich generacii proteinov,
existuje vel'a d’alSich, ktoré nebudu experimentalne charakterizované. Zaroven sa vd’aka rychlo
vyvijajucim technolégiam v proteomike a genomike zavadzaju nové datové typy. Toto vSetko
poskytuje velku prilezitost pre biologické a biomedicinske vedy. Preto je velmi dolezité
identifikovat’ v literatire experimentalne charakterizacie proteinov atym ulahcit
vyskumnikom ich vedecké objavy [37, 38].
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2.4.2 Sekvenovanie DNA a proteinov

Sekvencné data su digitalne zapisy linearnej postupnosti monomérov — poradie nukleotidov
v molekule DNA alebo poradie aminokyselin v proteine. Smer sekvencie odpoveda smeru
biosyntézy makromolekuly, teda pre DNA alebo RNA je to od 5" k 3" koncu a pre proteiny
od N-koncu k C-koncu. Najjednoduchsia podoba zapisu sekvencie, ¢i uz nukleotidov alebo
aminokyselin je zapis retazca monomérov v IUPAC v znakoch ulozenych v textovom subore.
Takyto format je ozna¢ovany ako surové data (raw data, raw format) [28].

2.4.2.1 Format FASTA

Aby bolo mozné dalej pracovat so sekvenciami v raw formate a dlhodobo uchovévat
s dodatoénymi  informaciami, sa pouzivaju rozne iné formaty zapisu. Jednym
z najpouzivanejsich je format FASTA, ktory je zobrazeny na obrazku 8. Tento forméat je vhodny
pre nukleotidové a aj aminokyselinové sekvencie. Data zapisané v textovom subore FASTA
zaCinaju znakom vac¢si nez > a za nim pokracuje zapis v hlavicke, kde si zapisané zakladné
informéacie o sekvencii (nazov sekvencie, anotacie a in¢). Samotna sekvencia byva bez medzier
a cudzich znakov. Casto sa stretivame s formatom FASTA, ktory je spojenim viacerych
sekvencii rovnakého typu aje mozné ich naraz importovat do programu a nasledne d’alej
so sekvenciami pracovat’ [28].

»class I poly(R)-hydroxvalkanoic acid synthase Tepidimonas thermarum
MTANPRDGONEPWLOWSQOQALOOWTOAVOTTLOGVEOPAGGAGAVEGSGDAAGLSOVLORLEGOEPVOLDEPR
AWLETQODYLRELGELWROGLOVOQFPPREDDRRFAADAWARNEPVAAY SALWY LLNARTIMRMADAVOADEPET
RARVEFAVOOWIDASAPSNFLATNAEAQQRATETOGES TAKGVONLLHDMEQGEVSMTDHSAFEVGEN VA
TTEGOVVFENELFOLIEYRPLTEEVEERPFLVVPECINEYYIL.DLOPDNSFLEYAVEQCGHRTFVMSWRNP
DAELAQATWDDY IENAVIRATDVVREEIGEADTVNALGFCVGETMLGTALAVLAARCGEREVESVIFLTTLL
DFTDTGVLDVFIDEAFVQLRELQFHNGGILPGRELRTTFSFLRPNDLVWNYVVGNYLKGETPPPFDLLYM
NEDSTHNLPGRYYAWYLEHLY LONELCQOPGTLTVCGERIDLGATDIPAYVYGSREDHIVEPIGGAYATTOHL
GEPVREEVMGASGHIAGVINPARARGERESYWTIGAPNHFPPAVDDWIDAATEHEGEWW T DWAPWLAAHAGPOW
ARPREYGNREHKPIEPAPGRYVRVSAQEATATLAAGGRSY

Obrazok 8 Aminokyselinova sekvencia génu phaC bakterialneho kmena Tepidimonas thermarum

2.4.2.2 Priradenie podobnosti sekvencii

Porovnavanie dvoch alebo viacerych sekvencii rovnakého typu patri medzi najdolezitejsie
operacie v analyze sekvencii. Vysledkom porovnania sekvencii je napriklad néjdenie
podobnosti medzi sekvenciami dvoch proteinov. To nam moze priniest’ informéciu o povode,
Struktare alebo funkcii tychto proteinov v pripade, ak pozname biologické uidaje u pribuznych
typoch proteinov alebo u predka tychto proteinov. Presnost tychto udajov zavisi od toho,
do akej miery su obe sekvencie navzajom podobné [39].

Pri porovnani sekvencii je prvym krokom priradenie — alignment, kedy sekvencie po celej
dizke prilozime k sebe. Tymto zarovnanim ziskame zapis dvoch pod sebou umiestnenych
riadkov tak, aby identické ¢asti aminokyselin alebo baz lezali pod sebou a vytvarali dvojicu.
Dalsim krokom priradime identickej dvojici znakov konkrétnu &iselni hodnotu, ktora bude
vyjadrovat’ vzajomna podobnost’. Napriklad v pripade podobnosti priradime paru hodnotu 1
a v pripade odli$nosti hodnotu 0. Poslednym krokom je vypocet celkovej hodnoty podobnosti
(score). Ten ziskame suctom hodndt podobnosti vSetkych pozicii. Pokial’ porovnavame rozne
dlhé sekvencie, je dolezité¢ vydelit celkovii hodnotu podobnosti poftom jednotlivych
priradenych pozicii. Pri hl'adani podobnosti sekvencii rozli§ujeme globalne a lokalne priradenie
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dvoch alebo viacerych sekvencii. Globalne priradenie je jednoduch$i proces a pouziva sa
napriklad pri proteinoch, pri ktorych predpokladame vysoku podobnost. Alternativou je
lokalne priradenie iba najpodobnejsej Casti sekvencie [27, 28, 39].

Pocas analyzy pracujeme so sekvennymi motivmi, ktorymi moéze byt napriklad poradie
aminokyselin v urcitej skupine proteinov. Tato skupina proteinov je prepojend rovnakym
povodom, teda hovorime o evolucne prepojenych homologickych proteinov, ktoré su evoluc¢ne
konzervované. Motiv definujeme a zapisujeme rovnakym spdsobom ako jednotliva sekvenciu.
V takychto pripadoch motiv zdiela viacero sekvencii, z ktorych pri analyze vychadzame.
Pri viacnasobnom priradeni — multiple alignment sa podobne ako pri jednoduchom priradeni
zapisuju sekvencie pod seba tak, aby sa na tychto poziciach vyskytovali rovnaké, popripade
podobné aminokyseliny. Zarovnanie viacerych sekvencii je wuzito¢né pri identifikacii
pribuznych skupin proteinov na zéklade ich primarnej Struktiry a pomocou Statistickych
modelov je rovnako mozné vyhodnotit' funkény vyznam tychto motivov (napr. identifikacia
aktivnych miest enzymov alebo regulacne dolezité miesta posttranslaénych
modifikacii) [28, 41].

Medzi najbeznejSie formaty suboru pouzivané k zapisu priradenia je format CLUSTAL.
Hlavicka zacina slovom CLUSTAL a mdéze byt v nej zapisany kratky komentar. Konsenzualne
pozicie su vyznacené volitelnym znakom, najCastejSie ,, * “ pre poziciu, ktora je uplne
konzervovana, niekedy tiez ,, : “ a ,, . “ pre pozicie, kde vacSina zastupenia je konzervovana.
Dalsim formatom, ktory je ovel'a jednoduchsi je format FASTA [28].

24.2.3 CLUSTAL

Priradenie sekvencie nukleotidov alebo aminokyselin je vyznamnou metoédou molekularne;j
biologii. Vd'aka multiple alignment dokazeme identifikovat' a charakterizovat , proteinové
rodiny“, detegovat alebo demonStrovat homoldgiu medzi novymi najdenymi sekvenciami
a existujucimi rodinami sekvencii. Dokazeme predpovedat sekundarne a terciarne Struktiry
novych sekvencii alebo navrhnut’ primery pre PCR. Kladie sa velky doraz na vyvoj u¢innych
a presnych automatizovanych postupov konstrukcie viacnasobného priradenia. Konkrétny
pripad stratégie pre plne automaticku konstrukciu viacnasobného priradenia je priklad
algoritmu CLUSTAL, na ktorom je zalozeny program CLUSTAL W. Tento program je volne
dostupny a Casto pouzivany. Stretavame sa s roznymi verziami tohto programu, ktoré sa lisia
uzivatel'skym rozhranim, prednastavenymi parametrami a vyberom menitelnych parametrov.
Na kazdodennu analyzu sluzi kopia programu — CLUSTAL X. Oba programy prijimaja vstupné
data v niekol'kych formatoch, vratane formatu FASTA. Postup k vytvoreniu viacnasobného
priradenia je zarovnanie najbliz§ich pribuznych sekvencii a tie sa potom zarovnavaju k sebe,
pricom sa ponechaju pociatocné zarovnania. Tento postup funguje v pripade, ze su sekvencie
dostato¢ne uzko spojené (viac ako polovica konzervovanych skupin). Rozhranie CLUSTAL X
poskytuje prostredie, kde pouzivatel moze vykonavat’ viac zarovnani, zobrazovat vysledky
a v pripade potreby vylep§it manudlne zarovnanie. Program CLUSTAL OMEGA je opat
pouzivany pri vytvarani viacnasobného priradenia viac ako dvoch homolognych sekvencii
aminokyselin alebo proteinov. Tento program bol navrhnuty na rychle a presné zarovnanie
extrémne vel'kych sekvencii [28, 42, 40].
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2.4.3 Fylogeneticky strom

Molekularna fylogenéza skuma evolucné vztahy medzi makromolekami — medzi génmi
a proteinmi. V ramci fylogenetickej analyzy sa hodnotia zmeny v sekvenciach nukleotidov
a aminokyselin aich korelacie sa ilustruju prostrednictvom dendrogramov. Dendrogram
(z gréckeho slova dendron — strom) je v numerickej taxondmii nazyvany akykol'vek graficky
vykres alebo dvojrozmerny diagram, ktory vytvara taxonomicky systém. Reprezentacia
taxonomického systému je najviac vhodna pri interpretacii vysledkov analyzy z hladiska
taxonomickej hierarchii [43, 44].

Informécie ziskané v ramci fylogenetickej analyzy maji zvyCajne formu morfologickych,
behavioralnych alebo molekularnych tidajov. Na zéaklade tejto analyzy sa odhaduju historické
vztahy medzi génmi alebo druhmi. Taxony — §tudované objekty fylogenetickej analyze (gény,
proteiny, druhy alebo ind organiza¢na urovenl) su prepojené prostrednictvom historickych
vztahov. Aplikacia fylogenetickej analyzy je pomerne S§iroka ajej uplatnenie najdeme
v mnohych biologickych a medicinskych odvetviach. Pomocou fylogenetickej analyzy je
mozné zrekonsStruovat' sekvenciu povodnych génov, z ktorych si odvodené existujuce gény.
V ramci medicinskych aplikacii je analyza vhodnd na S§tadium povodu a epidemioldgie
T'udskych chordb a v ramci ekologie sa s fiou stretdvame pri odvodzovani vyvoja ekologickych
vlastnosti a spravania v ¢ase, pri odhade historickych biogeografickych vztahov a tym spojene;j
ochrany ohrozenych druhov. V ramci fylogenetickej analyze sa pri odvodeni vzt'ahov pouzivaju
najzakonzervovanejSie gény, jednym z takychto génov je napriklad gén kodujuci 16S rRNA
ribozomalnu podjednotku. Ribozomalna RNA koduje hlavnu Strukturalnu zlozku ribozémov,
je pritomna pocas celého zivota a vyvija sa tak vel'mi pomaly, ze pri sekvencii rRNA baktérii
a 'udi by bolo mozné n4jst’ este nejaku podobnost’ a vytvorit’ fylogeneticku analyzu [46].

Zakladnou castou fylogenetického stromu s operacné taxonomicke jednotky (Operational
taxonomic unit— OTU), reprezentované sekvenciami makromolekul. Dendrogram spojuje OTU
prostrednictvom vetvi (branches) s uzlami (nodes). Pokial je vo fylogenetickom strome
vyobrazena suvislost’ medzi organizmami, ktora je spojena ¢asom, ide o tzv. zakoreneny strom.
V takom pripade koreii (root) predstavuje spoloéného predka. Dizka vetvi predstavuje evoluént
vzdialenost uzlov, ¢o si mdzeme napriklad predstavit ako polet mutacii, ktoré nastali. Casto
sa ale dizka vetvi v dendrograme neuvadza a zaujem vzbudzuje len topoldgia stromu. Koncové
vetvy znazorfiuju jednotlivé druhy alisty konkrétny organizmus. Fylogenetické stromy
rozdelujeme na zaklade pritomnosti korefia na koretové a nekoreniové apodla obsahu
informacii na fylogram, fenogram a kladogram (Obrazok 9) [28, 47].
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List Vrcholovy uzol A B C D
Vnutorny uzol
A) Kladogram Koreii B) Fenogram
A c D A . D
® s
C) Fylogram

Obrazok 9 Typy fylogentickych stromov [47]

Zakladom klastrovej analyzy je matica podobnosti, ktorej riadky a stipce odkazuju
na operacné taxonomické jednotky — taxony. Jej vstupy si odhady podobnosti medzi tymito
jednotkami. Na zaklade topolégii fylogenetickych stromov je mozné sekvencie patriace do tej
istej rodiny rozdelit’ do podrodin, ¢o ilustruje evoluény vzt'ah a funként rozmanitost' v ramci
jednej rodiny. Ak by sme skumali uz existujice biochemicky experimentalne charakteristiky
proteinov vykreslené vo fylogenetickom strome, vedeli by sme preskimat’ korelaciu medzi
podobnostami sekvencii a biochemickymi vlastnostami. Tym by sme vedeli ziskat’ informacie
o Struktare a funkcii necharakterizovanych proteinovych ¢lenov rodiny [43, 44].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Sucastou experimentalnej Casti diplomove] prace bolo vyhladavanie termofilnych
bakteridlnych kmeniov na zaklade podobnosti proteinovej sekvencie I. triedy génu phaC
termofilnej baktérie Cupriavidus necator. Experimenty boli d’alej zalozené na bioinformaticke;j
analyze zbierky baktérii a to konkrétne na praci v online dostupnych databazach a v softvére
MEGA X a v programe Operon-mapper.

3.1 Pouzité metody

3.1.1 VyhPladavanie termofilnych bakteridlnych kmenov produkujucich PHA

Na vyhl'adavanie termofilnych baktérii bola pouzita sekvencia génu phaC bakteridlneho
kmena Cupriavidus necator (Obrazok 10), ktory je modelovym organizmom pre metabolizmus
PHA. Jednalo sa o 1. triedy PHA syntazy. Na tuto analyzu bola pouzita databaza GenBank, kde
pomocou algoritmu BLAST boli na zéklade podobnosti tejto sekvencie najdeni potencialny
producenti PHA medzi bakteridlnymi kmefimi. Rovnako bol pouzity aj algoritmus HMMER,
ktory pracuje na podobnom principe ako BLAST algoritmus. Nasledne zo vSetkych najdenych
baktérii boli podl'a ndzvu oddelené len termofilné baktérie a to pouzitim filtra, ktory vyhl'adaval
bakteridlne kmene, ktoré v nazve obsahovali -thermo, -tepidi, -caldi, -thio. Termofilita
u najdenych baktérii bola skontrolovana pri vyhl'adavani ich kultivacnych podmienok (hodnoty
optimalnej teploty rastu nad 45 °C) v databazach podl'a Cisla zbierky. Zaroven boli doplnené
d’alsie informécie ohladne grampozitivite/negativite, kultivatnych podmienok (hodnoty
optimalne teploty, pH a koncentracie soli) a webovy odkaz na odborny ¢lanok zahrriujtci
taxonomické zaradenie konkrétnej termofilnej baktérie. Rovnako boli prestudované zakladné
morfologické informéacie o bunkéach a koloniach.

MATGKGAAASTQEGKSQPFKFTPGPFDPATWLEWSRQWQGTEGNGHBAASGIPGLDALAG
VEIEPAQLGDIQORYMEDF SALWOAMARGKAFRATGPLHDRRFAGDAWRTNLEPYRFAALFY
LLNARALTELADAVEADAKTROQRIRFAISOWVDAMSPANFLATNPEAQRLLIESGGESLR
AGVENMMEDLTRGEISOTDESAFEVGRNVAVSEGAVVEENEYFQLLOYRELTDEVHARPL
IMVPPCINKYYILDLOPESSLVEHVVEQGHTVELVSWENPDASMAGSTWDDY IEHARATRA
IEVARDISGQDEINVLGFCVGGETIVSTALAVMARRGODHPARSVTLLTTLLDFADTGILDV
FVDEGHVOLREATLGGRAAGAPCALLRGLELANTEFSEFLERPNDLVWNYVVDNY LEGNTFVEE
DLLFWNGDATNLPGPWYCWYLRHTYLODELEVEPGKLTVCGVPVDLASTIDVPTYIYGSEED
HIVPWTAAYASTALLANKLREFVLGASGHIAGVINPPAKNERSHWTNDALPESPQOWLAGA
TEHHGSWWPDWTAWLAGOAGAKRAAPANYGNARYPATEPAPGRYVEAKA

Obrazok 10 Proteinovy zapis sekvencie génu phaC 1. triedy bakterialneho kmena Cupraviadus
necator vo formate FASTA, na zaklade ktorej boli podl'a podobnosti sekvencii vyhl'adavané
termofilné baktérie v online databazach NCIB BLAST a HMMER

3.1.2 Zbierka utilizovanych substratov pre konkrétne bakterialne kmene

Dal3ou &astou experimentalnej Casti diplomovej prace bolo zhromazdenie moznych druhov
substratov, ktoré¢ dokazu najdené bakteridlne kmene utilizovat ako zdroj uhlika. Tato
informéacia je kl'iCova pre urCenie biotechnologického potencialu daného mikroorganizmu.
Postup pri vytvoreni tejto zbierky pozostaval z vyhladavania vedeckych ¢lankov z online
databaz PubMed a NCBI — taxonomické vyhl'adavanie. Na zaklade nazvu bakterialneho kmena
boli najdené vedecké Clanky obsahujuce taxonomické zaradenie termofilnej baktérie, spolu
s opisom zéakladnych charakteristik tohto bakteridlneho kmera a s experimentami réznych
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druhov substratov, ktoré baktéria vyuzila ako zdroj uhlika. Na zaklade typu substratov boli
nasledne vybraté tie bakteridlne kmene, ktoré boli najviac vhodné pre priemyselné pouzitie
k produkcii polyhydroxyalkanoatov.

3.1.3 VyhPadavanie vedeckych ¢lankov o produkcii PHA termofilnymi baktériami

Pokial’ bolo v ramci BLAST analyzy najdeny bakterialny kmen, ktory disponoval s génom
phaC, nasledne sa overovala produkcia PHA v ramci dostupnej literatary. Na vyhl'adavanie
vedeckych ¢lankov, ktoré obsahovali zmienku o produkcii PHA konkrétnej termofilnej baktérie
alebo uz konkrétne experimenty s produkciou PHA bola opéat’ vyuzita online dostupné databaza
PubMed. Vsetky vedecké Clanky o produkcii polyhydroxyalkanoatov termofilnymi baktériami
boli odcitované a vypisané spolu s informaciami o kultivacnych podmienkach.

3.1.4 VyhPladanie génu phaC/16S rRNA v online dostupnych databazach

V niektorych pripadoch doSlo ktomu, Zze boli najdené informécie o produkcii
polyhydroxyalkanotatov vo vedeckych pracach, no chybala sekvencia phaC génu alebo
frekvencia génu /6S rRNA. V takomto pripade boli opat pouzité vol'ne dostupné databazy.
Pre vyhl'adanie génu phaC bola pouzita databdza UniProt (konkrétne UniProtKb), kde som
do vyhl'adavania zadala ako klicové slove nazov bakterialneho kmena. V pripade sekvencie
génu 16S rRNA bola pouzitd databaza NCBI, kde som v nastaveni skonkretizovala
vyhladéavanie na zdroje o DNA/RNA. Ako kl'i¢ové slovo som opét’ pouzila nazov termofilnej
baktérie a po zobrazeni vysledkov som vyfiltrovala sekvencie zamerané na rRNA.

3.1.5 Sekvencie sekvencie génu phaC u nijdenych termofilnych baktérii

Po vyhladani baktérii na zaklade podobnosti sekvencii génu phaC a nasledného overenia
kultivaénych podmienok, €i sa jedna o termofilné baktérie, sekvencie phaC génu boli stiahnuté
z online databazy BLAST vo formate FASTA a ulozené v textovom dokumente.

3.1.6 Sekvencie génu 16S rRNA u nijdenych termofilnych baktérii

Rovnako ako pri sekvencii génu phaC, boli zoskupené aj sekvencie génu 16S rRNA
najdenych termofilnych baktérii. Gén /6S rRNA je konzervovany a pomaly mutuje a preto bol
vyuzity na fylogeneticki analyzu. Opat’ boli tieto sekvencie pristupné v online databaze
BLAST stiahnuté a ulozené vo formate FASTA v textovom dokumente.

3.1.7 Zarovnanie sekvencii v programe CLUSTAL OMEGA

Aby bolo mozné viacnasobné sekvencie zobrazit a nasledne s nimi pracovat v softvéri
MEGA X, bolo potrebné zozbierané sekvencie zarovnat’ (alignment). Na to bol pouzity online
program CLUSTAL OMEGA (Obrazok 11). Ako prvé boli vSetky najdené sekvencie génu
phaC a 16S rRNA termofilnych baktérii vlozené do jedného textového dokumentu a spravne
popisané. Nasledne boli tieto data vlozené do programu CLUSTAL OMEGA. Po zarovnani bol
vysledok ulozeny vo formate .clustal, s ktorym sa d’alej pracovalo v softvéry MEGA X.
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Obrazok 11 Viacnasobné zarovnanie sekvencii génu phaC najdenych termofilnych baktérii
v online programe Clustal Omega

3.1.8 Vyobrazenie zarovnanych sekvencii softvérom MEGA X

Stiahnuté zarovnané sekvencie génu phaC a 16S rRNA boli vyobrazené pomocou softvéru
MEGA X. Vzhl'adom k tomu, Ze tieto zarovnania boli stiahnuté vo formate .clustal, ktory nie
je podporovany tymto programom, bolo potrebné prekonvertovat stiahnuté zarovnania
do formatu .fasta. Na prekonvertovanie formatu bol pouzity online dostupny program Sequence
conversion (sequenceconversion.bugaco.com). Pri praci v MEGA X je mozné sa rozhodnut
ulozit’ aktualny stav vSetkych zarovnani a v neskor v nom pokracovat pre buduce upravy.

3.1.9 Bioinformaticka analyza v MEGA X

Na bioinformatickl analyzu bol vybrany softvér MEGA X, ktory je vol'ne stiahnutelny.
Jedna sa o pocitacovy program, ktory poskytuje nastroje pre skimanie a analyzu
nukleotidovych a proteinovych sekvencii z evolucného hladiska. Program MEGA vo verzii
MEGA X ponuka pokrocilé vykonnostné schopnosti na konstrukciu fylogenetickych stromov
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a rovnako aj bootstrap testov, ktoré boli vyuzité pri analyze zbierky termofilnych producentov
PHA.

3.1.9.1 Hodnotenie kvality konStrukcie fylogenetickych stromov

Pri hodnoteni kvality metody konstrukcie fylogenetickych stromov bol v programe MEGA
X zhotoveny bootstrap test. Aby bol vysledok relevantny, bolo vytvorenych 1000
bootstrapovych vzoriek. Vzhladom na ciel analyzy a vypocftovii narocnost roznych
konstrukénych metod bola zvolena Neighbor-joining konstrukéna metoda. Vetvy so 70 %
zhodou s povodnym stromom boli povazované za dostatocne podporené.

3.1.9.2 KonsStrukcia fylogenetickych stromov

Na urcenie evolucnej analyzy boli skonstruované fylogenetické stromy metdédou Neigbor-
joining. Pomocou nastrojov, ktoré ponuka program MEGA X boli fylogenetické stromy
upravené do vyslednej podoby.

3.1.10 Analyza operénu

Na analyzu operonu uvybranych 5 potencidlnych producentov PHA zo zbierky
termofilnych baktérii bol pouzity webovy server Operon-Mapper, ktory predpovedal operon
bakterialneho gendmu na zaklade vzdialenosti susednych génov a ich funkcionalite. Najskor
bolo potrebné stiahnutie bakteridlneho genému vo FASTA formate z databazy GenBank
a rovnako aj .gff format suboru s anotaciou gendému [45].
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledkom experimentalnej Casti bola zbierka termofilnych bakteridlnych kmenov
potencialne schopnych produkovat polyhydroxyalkanoaty. Biotechnologicky potencial PHA
produkcie tychto termofilnych baktérii bol potvrdeny na urovni gendmu a pri niektorych
baktériach aj na fenotypovej urovni. Zo ziskanych informécii z online dostupnych databaz
a vedeckych prac boli vypracované zakladné informéacie zahriiujuce napriklad kultivaéné
podmienky danych baktérii a druhy utilizovanych substratov. Po ulozeni sekvencie génu phaC
a 168 rRNA u jednotlivych baktérii nasledovalo zarovnanie sekvencii v programe CLUSTAL
OMEGA. Experimentalna cast pokracovala v softvéri MEGA X, kde bolo na zaklade
zarovnanych sekvencii vykonané fylogenetické porovnanie termofilnych baktérii a ich
zaradenie do dendrogramu. Pomocou programu Operon-mapper bol analyzovany genom
potencialnych  producentov. PHA  zvybranych termofilnych  baktérii. Vysledkom
experimentalne] praci je vyber 5 najlepSich potencialnych producentov z pohladu
priemyselnych biotechnologie, konkrétne NGIB. Tento vyber je teoretickym podkladom pre
experimentalne preskimanie produkcie PHA u termofilnych baktérii.

4.1 Termofilné baktérie — potencialni producenti polyhydroxyalkanoatov pre
NGIB

Na zaklade podobnosti sekvencie génu phaC ainforméacii z dostupnej literatiry bolo
najdenych spolu 44 termofilnych baktérii. Pritomnost L. triedy génu phaC v gendme baktérie
udéva relativnu moznost’ tohto kmena produkovat PHA aj na fenotypovej urovni. Aby sme
urcili, ¢i bakterialny kmeni je vhodnym producentom polyhydroxyalkanoatov pre novu
generaciu priemyselnych biotechnoldgii, bolo potrebné zistit’ a porovnat zékladné kultivacné
podmienky. Konkrétne bola pozornost zamerané na kultivaéni teplotu, hodnotu pH
a koncentraciu soli. Rozhodujucim udajom pre pouzitie extrémofilov v priemysle je sporulacia
a gramovo sfarbenie, ktoré bolo taktiez zaznamenané u kazdej baktérii. Dalsi parameter, ktory
urcuje potencial kandidata produkovat PHA na priemyselnej urovni je typ substratov, ktory je
schopny utilizovat. Z tychto informacii bolo vybratych 5 najzaujimavejSich termofilnych
baktérii, ktoré by z teoretického hl'adiska mohli byt producentami PHA v NGIB.

4.1.1 Kultivacné podmienky u najdenych termofilnych bakterialnych kmenov

Po vytvoreni virtudlnej zbierky termofilnych baktérii boli ziskané zakladné informécie
o podmienkach kultivacie, ktoré su nizS§ie konkrétne popisané. Informacie o schopnosti
utilizacie jednotlivych substratov st obsahom tabuliek v prilohach 8.1.

1. Amphiplicatus metriothermophilus
e O gramnegativne] termofilnej baktérii Amphiplicatus metriothermophilus
s ¢islom zbierky DSM 105738 mame dostatok informécii o kultiva¢nych
podmienkach. Hodnoty teploty rastu tejto baktérie sa pohybuju v Sirokom
rozmedzi od 37 °C do 65 °C a hodnoty optimalnej teploty st 48-50 °C.
Pocas kultivacie je nutné udrzovat hodnoty pH od 6,0 do 9,0, avSak najlepsi
rast baktérie spozorujeme u hodnoty pH 7,5. Tento bakterialny kmen dokaze
rast’ pri maximalnych hodnotach koncentracie soli pri 7,5 %. Amphiplicatus
metriothermophilus je nesporujuca, striktne aerobna baktéria, ktorej bunky
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su pohyblivé pomocou jedného biciku. Bakterialny kmeni je schopny
utilizovat’ N-acetyl-glukosamin, glycerol a rozne alkoholy.

2. Aneurinibacillus danicus

Tento bakteridlny kmer s Cislom zbierky DSM 21566 je gramvariabilna
termofilna baktéria. Teplotny profil tejto baktérie je od 35 °C do 55 °C,
pricom optiméalna teplota je 45-50 °C. Optimélne hodnoty pH su 6,5-7,0.
Koncentracia soli pocas kultivacie je viac nez 5,0 %. Baktéria je schopna
tvorit elipsoidné spory. Bunky su tyCinkovitého tvaru dlhé 4,0-6,0 um
a Siroké 0,8-1,0 um. Kolonie su kruhovitého tvaru, hladké, ploché
a priesvitné, resp. bielej farby. Zdrojom energie pre rast si alkoholové
substraty.

3. Aneurinibacillus terranovensis

Aj tento bakteridlny kmen so zbierkovym cislom DSM 18919 je opéat
gramvariabilny (po 48 hodinach sa meni z grampozitivnej baktérie
na gramnegativnu). Aneurinibacillus terranovensis ma velky teplotny
rozsah od 20 °C az do 55 °C, priCom aj optimum teploty je pomerne Siroké
(3745 °C). Minimalna hodnota pH je 3,5 a maximalna hodnota 6,0, avSak
optimum sa pohybuje okolo 5,0. Koncentracia soli méze dosiahnut’ 2,0—
3,0 %. Bunky st pohyblivé, gulovitého tvaru vo velkosti 0,8—1,0 um §iroké
a 2,0-8,0 um, tvoriace elipsoidné endospory. Kolonie su kruhovitého tvaru,
ploché o priemere 1-5 mm s krémovym zafarbenim a mierne lesklym
vzhl'adom, pripominajuci maslovu konzistenciu. Medzi substratmi, ktoré
tento bakteridlny kmen utilizuje patri vacS§ina monosacharidov, alkohol
glycerol a z aminokyselin glutamat.

4. Aneurinibacillus thermoaerophilus

Bakterialny kmen Aneurinibacillus thermoaerophilus s Cislom zbierky
DSM 10154 je grampozitivna baktéria. Tato termofilna baktéria dokaze rast’
pri teplotach v rozmedzi od 40-60 °C a optimalna teplota rastu je 55 °C.
Hodnoty pH sa pohybuju v rozmedzi od 5,5 do 9,0, pri€om pHop: = 7,0-8,0.
Koncentracia soli poc¢as kultivacie dosahuje hodnoty 2,0 %. Bunky tejto
baktérie su tyCinkovitého tvaru velké 0,5-1,0 pm a dlhé 2,0-6,0 um. Bunky
su pohyblivé, tvoriace elipsoidné endospory, prisne aerobne. Kolonie su
ploché, velké v priemere od 1 mm az do 10 mm, nepravidelného tvaru. St
matné, priesvitné a krémovo-Sedé azbelavé a zaroven nepriehladné v strede.
Energiu pre rast ¢erpa z monosacharidov, aminosacharidov (N-acetyl-
glukosamin), z vel'kého mnozstvo soli kyselin, glycerolu a z aminokyselin
alaninu a aspartatu.

5. Anoxybacillus calidus

Jedna sa o gramnegativnu termofilni baktériu so zbierkovym cislom
DSM 25220. Tato baktéria dokaze rast pri 35 °C a maximum kultivacne]
teploty je az 70 °C. AvSak za optimum kultivacnej teploty sa povazuje
hodnota 55 °C. Optimalna hodnota pH je 8,0-8,5, ale dokaze rast
pri hodnotéach 6,5 az 9,0. Koncentracia soli, pri ktorej je rast maximalny je
hodnota 2,5 %, avsak optimalna hodnota je 0,5 %. Bunky st pohyblivé,
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tvoriace spory, tvaru rovnych tyCiniek s vel'kostou 0,1-0,7 um, §iroké 4,0—
13,0 um. Kolonie o velkosti 1,0-3,0 mm st nepriehl'adné az krémovej farby,
kruhové, s hladkym povrchom, na krajoch zaoblené. Utilizuje mono- a di-
sacharidy a aj alkoholicky cukor manitol.

6. Anoxybacillus vitaminiphilus

Termofilita u tohto grampozitivneho bakteridlneho kmeria so zbierkovym
¢islom JCM 16594 bola potvrdena na zaklade optimalnej kultivacnej teplote
dosahujucu 55 °C, ale rast tejto baktérie je schopny v rozmedzi teplot od 35
do 70 °C. Hodnoty pH st v uzkom rozmedzi od 6,5 do 9,0, pricom za
optimum sa povazuje 8,0-8 5. Tato baktéria dokaze rast’ pri maximalnej
koncentracii soli 2,5 %, avSak optimum je 0,5 %. Bunky su pohyblivé,
tvoriace elipsoidné endospory, striktne aerobne. Maju tvar tycCinky: 0,5—
0,7 um Siroké a 4,0-13,0 um dlhé. Kolonie vel'ké priblizne 1-3 mm su
nepriehladné az krémové, kruhové, s hladkym povrchom, s pravidelnymi
okrajmi a zaoblenymi hranami. Utilizacia opdt mono- adi- sacharidov
a alkoholického cukru manitolu.

7. Aquabacterium tepidiphilum

Zbierkové Cislo tohto bakteridlneho kmeria je YIM 730274. Jedna sa o opat
o gramnegativnu termofilni baktériu, ktora rastie pri teplote 25-50 °C. Jej
optimalna teplota sa pohybuje v rozmedzi od 37—45 °C. Hodnoty pH su 6,0
az 8,5, pricom za optimalnu hodnotu povazujeme 7,0 az 8,0. Koncentracia
soli je vrozmedzi od 0,5-1,0 % aoptimum 0,5 %. Bunky su aerobne,
pohyblivé, tyCinkovitého tvaru o velkosti 1,0-1,3 pum a 1,6-2,0 um dlhé.
Bunky netvoria spory. Utilizovanymi substratmi pre rast si mono- a di-
sacharidy, aminosacharid N-acetylglukosamin, alkoholovy cukor manitol
a zopar aminokyselin.

8. Bacillus thermoamylovorans

Termofilita u tohto grampozitivneho bakteridlneho kmeria so zbierkovym
cislom DSM 28918 bola potvrdena na zaklade optimalnej kultivacnej teplote
50 °C. Hodnoty pH su v izkom rozmedzi do 5,4 do 8,5, pricom za optimum
sa povazuje 6,5-7,5. Bunky su rovng, tyCinkovitého tvaru, Siroké 0,45—
0,5 um a dlhé 3,0-4,0 um, mierne pohyblivé pomocou peritrichoznych
bi¢ikov. Baktéria je fakultativne anaerobna a nesporujuca. Utilizuje vel'ké
mnozstvo monosacharidov a len par disacharidov.

9. Caldimonas manganoxidans

O gramnegativnej termofilnej baktérie so zbierkovym ¢islom JCM 10698
mame informacie, ze hodnoty optimalnej teploty su 50 °C a optimalne
hodnoty pH su 7,0 az 8,0. Bunky su ty¢inkovitého tvaru o priemere 0,6—
2,6 um, spory neboli pozorované. Kolonie si kruhové, konvexné,
nepriechladné az  krémovo-Sedé.  Utilizdcia  velkého  mnozstva
monosacharidov a disacharidov, glycerolu, alkoholovych cukrov a soli

kyselin.
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10. Caldimonas taiwanensis

Gramnegativny bakterialny kmen s ¢islom zbierky LMG 22827 je schopny
rastu pri teplotach v rozmedzi od 35 °C do 60 °C, pricom hodnota 55 °C
a pH = 7,0 su optimalne hodnoty rastu. Bunky v tvare tyCiniek sa vel'ké 0,6—
0,8 um adlhé 1,2-2,2 um. Vyskytuyju sa jednotlivo, su pohyblivé
a nesporujuce. Utilizuje rovnaké typy substratov nez rod Caldimonas
manganoxidans, avSak ich mnozstvo je menSie.

11. Dichotomicrobium thermohalophilum

Zbierkové Cislo tohto bakterialneho kmena je DSM 5002. Jedna sa o opat
o gramnegativnu termofilna baktériu, ktorej optimalna teplota je 44-50 °C.
Hodnoty pH sa pohybuju okolo 5,8 az 9,5, pricom za optimalnu hodnotu
povazujeme 8,0 az 8,5. Koncentracia soli je v rozmedzi od 8,0-14,2 %.
Bunky o velkosti 0,8—1,8 um a0,8-2,0 um su nesporujuce. Utilizuje
monosacharidy, velké mnozstvo soli kyselin a z aminokyselin aspartat
a glutamat.

12. Elioraea tepidiphila

U gramnegativneho bakterialneho kmena Elioraea tepidiphila
so zbierkovym c¢islom DSM 17972 mame opat dostatok informacii
o kultiva¢nych podmienkach. Optimum kultivacnej teploty je 45 °C az 50 °C
a optimum pH hodnoét je 8,0 az 8,5. Optimalnu koncentracia soli pocas
kultivacie je 1,5 %. Bunky su dlhé 1,0-1,5 pum a Siroké 0,5-1,0 pm,
pohyblivé, striktne aerdbne a nevytvarajuce endospory. Koldnie nie su
pigmentované. Utilizuje par sacharidov, vel’kého mnozstva soli kyselin a par
aminokyselin.

13. Elioraea thermophila

Gramnegativna termofilna baktéria s Cislom zbierky YIM 72297 ma
rozmedzie hodnot kultivacnej teploty od 45 °C do 60 °C a optimalnu teplotu
rastu pri 55 °C. Tento bakterialny kmen dokéaze rast pri hodnotach pH od 5,0
do 9,0. Informacie o hodnotach koncentracie nie su zname. Bunky su
zakrivené, tyCinkovitého tvaru, 0,7-0,9 um Siroké a 2,2-3,2 um dlhé,
nepohyblivé. Rod Elioraea nevytvara endospory. Svetlo ruzové koldnie sa
Casom menia na tmavoruzovo. Schopny utilizdcie vicSieho mnozstva
sacharidovych substratov nez bakterialny rod Elioraea tepidiphila, ziadne
aminokyseliny, ale len alkoholy a alkoholové cukry.

14. Geobacillus kaustophilus

Na rozdiel od predchadzajticej baktérii je bakterialny kmen s ¢islom zbierky
DSM 7263 grampozitivna termofilnd baktéria s Topr = 55 °C. Pohyblivé
bunky vytvarajice spory su aerdbne, resp. fakultativne anaerobne. Kolonie
u rodu Geobacillus su v priemere vel'ké 1 mm, gul'ovitého tvaru, bezfarebné.
Utilizacia len mono- a disacharidov.

15. Geobacillus stearothermophilus

Kultivaéné podmienky grampozitivneho bakterialneho kmena Geobacillus
stearothermophilus su podobné ako pri vySSie zmienenej termofilne]
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baktérie, kedy Topx = 60 °C. Rovnako aj bunky st opat pohyblivé,
vytvarajuce spory. Kolonie vel'ké 1 mm su gul'até a bez farby. Opét utilizuje
len mono- a disacharidov.

16. Hydrogenophilus thermoluteolus

Podl'a zbierkového c¢isla DSM 6765 tejto gramnegativnej termofilnej
baktérie bolo zistené, ze optimalna teplota rastu sa pohybuje okolo 50-52 °C
a pH optimum je 7,0. Bunky o vel'kosti 0,55-0,6 pm ku 2,05-3,0 um rastuce
jednotlivo su nesporujuce, striktne aerobne. Kolonie su matne, zltej farby.
Utilizacia len soli kyselin ako napr. laktat, pyruvat a iné.

17. Chelatococcus thermostalatus

Tento bakteridlny kmen s ¢islom zbierky DSM 28244 je gramnegativna
termofilna baktéria s Tope = 50 °C a pHope = 7,0-7,5. Bunky st pohyblivé,
v tvare tyCinky (0,2-0,4 pm Siroké a 1,0-2,5 pm dlhé). Rast je aerobny
bez spor. Kolonie su kruhové, s jasne bielou farbou, jemne do bézova
o priemere 0,5-1,0 mm. Utilizuje z monosacharidov len manézu
a z disacharidov — sachardzu a trojsytny alkohol glycerol.

18. Inmirania thermothiophila

Zbierkové Cislo tohto bakterialneho kmeria je DSM 100275. Jedna sa opat
o gramnegativnu termofilni baktériu, ktora rastie pri teplote 35-68 °C. Jej
optimalna teplota je 65 °C. Hodnoty pH sa pohybuju okolo 5,5 az 8,8, priCom
za optimalnu hodnotu povazujeme 6,5. Koncentracia soli je v rozmedzi
od 0,5-3,5 % a optimum 1,5-2,0 %. Bunky s velkost'ou 0,6-0,7 um ku 1,0—
20um su  pohyblivée vdaka bi¢ikom, nesporujuce. Rast je
chemolitoautotrofny za pouzitia siry/tiosiry, pricom kvasnicovy extrakt
stimuluje rast. Neutilizuje ziadne sacharidy, alkoholy alebo aminokyseliny,
ale len vel'ké mnozstvo soli roznych organickych kyselin.

19. Pseudonocardia thermophila

O gramnegativhom bakteridAlnom kmeni Pseudonocardia thermophila
s Cislom zbierky DSM 43832 mame len informaciu o optimalnej kultivacnej
teplote dosahujucu hodnotu 50 °C. Bunky st schopné tvorit spory
za fakultativne aerdbnych podmienok. Kolonie si viacfarebné s prevahou
zltej farby ostro ohranicené. Nie su zverejnené ziadne informacie o utilizacii
substratov.

20. Rubellimicrobium thermophilum

Rovnako aj pri tejto gramnegativnej termofilnej baktérii chyba dostatok
informécii o kultivacnych podmienkach. AvSak hodnoty optimalnej teploty
rastu dosahujuce 45-52 °C ju zarad'uju ku potencidlnym extrémofilnym
producentom PHA. Bunky o velkosti 0,6-0,8 um ku 2,0-4,0 um su
pohyblivé pomocou bicikov. Rod Rubellimicrobium nevytvara spory.
Kolonie su kruhové, celé, konvexné, hladké a Cerveno pigmentované. K rastu
nedochadza pri anaerobnych podmienkach. Utilizacia velkého mnozstva
roznych sacharidov, alkoholovych cukrov, soli rozlicnych kyselin a par
aminokyselin.
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21. Rubrobacter spartanus

Tato termofilnd grampozitivna baktéria s ¢islom zbierky DSM 102139 ma
pomerne maly rozsah kultivaénych teplot od 45°C do 55 °C, pricom
Topt = 50 °C. Optimalne hodnoty pH pocas kultivacie, kedy tato baktéria
vykazuje najlep$i rast sa 7,5 az 9,5. Bunky su kratke, nepravidelné tyc¢inky
o dizke 1 pm, vyskytujice sa jednotlivo, ale aj v zhlukoch. Vytvara kolonie
svetloruzovej farby. Nie su zverejnené informacie o sporulécii.
V utilizovanych substratoch prevazuju sacharidy, d’alej asimiluje trojsytny
alkohol glycerol a z aminokyselin je to prolin a alanin.

22. Rubrobacter xylanophilus

O grampozitivnom bakteridlnom kmeni Rubrobacter xylanophilus
so zbierkovym cCislom DSM 9941 existuji len zakladné informacie
o podmienkach kultivacie. Optimalna hodnota kultivacnej teploty je 60 °C
a pH optimum 7,5-8,0. Maximalna dovolend koncentracia soli je 6,0 %.
Bunky st pleomorfné kratke tycinky §iroké 0,9—1,0 um a dlhé 1,0-3,0 um.
Kolonie velké v priemere 1,5-2,0 mm sa kruhové, konvexné, hladké,
nepriehladné, svetlo ruzovej farby. Pohyblivost a endospory nie su
pozorované. Za anaerobnych podmienok nedochadza k rastu. Utilizuje
mens$ie mnozstvo monosacharidov ako bakteridlny kmeni Rubrobacter
spartanus, ale mozna utilizacia oligosacharidov, alkoholu glycerol
a alkoholovy cukor sorbitol, velké mnozstvo soli rdéznych kyselin
a z aminokyselin len glutamin.

23. Schlegelella aquatica

e Tento gramnegativny bakteridlny kmen ma Cislo zbierky LMG 23380.
Kultivacna teplota sa pohybuje od 30 °C do 60 °C a Topc = 50 °C. Rozsah pH
hodnét je pomerne uzky, od 6,0 do 8,0 aoptimum pH je 7,0. Bunky
nevytvarajuce spory maja ty&inkovity tvar o priemere 0,4-0,5 um a dizke
0,8-2,0 um. Bunky sa vyskytuju jednotlivo a st pohyblivé pomocou bicika.
Kolonie su krémovej alebo bielej farby s celistvym okrajom o vel'kosti 1,0—
1,5 mm. Rod Schlegelella je nesporujuci. Utilizuje malé mnozstvo
monosacharidov, z disacharidov len maltoézu, N-acetyl-glukosamin,
a polysacharidy, soli kyseliny mlie¢nej, kyseliny pyrohroznovej a kyseliny
jabl¢nej. Z aminokyselin utilizuje len alanin, prolin a asparagin.

24. Schlegelella thermodepolymerans

Bakterialny kmen so zbierkovym c¢islom DSM 15344 je gramnegativny
mikroorganizmus s kultiva¢nou teplotou od 37-60 °C, pricom optimalna
teplota sa pohybuje medzi 45-50 °C. Optimalna hodnota pH je 7,0, pricom
tento bakteridlny kmen je schopny kultivacie uz pri hodnote pH od 3,7.
Informécie o koncentracii soli pocas kultivacii nie st zname. Bunky st dlhé
1,0-2,8 um a Siroké 0,5-0,6 um, pohyblivé vd’aka bi¢iku. Kolonie su biele
a hladké, s celym okrajom, bud’ nepriehladné alebo priesvitné. Rod
Schlegelella je nesporujuci. Utilizuje vac§ie mnozstvo monosacharidov ako
predchadzajtica termofilna baktéria. Dalsimi utilizovanymi substratmi su soli
kyseliny mlie¢nej a jantarove;.
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25. Tepidicella baoligensis

Opét u tohto bakteridlneho kmenia méame dostatok informacii o kultivaénych
podmienkach. Jedna sa o gramnegativnu termofilnu baktériu so zbierkovym
¢islom KCTC-62779. Tato baktéria dokaze rast’ uz pri 20 °C a maximum
kultivacnej teploty je pri 60 °C. AvSak za optimum kultivacnej teploty sa
povazuje hodnota 45 °C. Optimalna hodnota pH je 7,5-8,5, ale dokaze rast
uz pri hodnotach 6,5 az 10,5. Koncentracia soli, pri ktorej je rast maximalny
je hodnota 3,0 %, avSak optimalna hodnota je 0,5 %. Bunky su aerobne,
nesporujuce, pohyblivé vd’aka biciku, ty¢inkovitého tvaru (Sirka 0,5-1,0 um
a dizka 1,5-2,5 um). Koloénie (0,5-1,0 mm) st krémovo-biele, kruhové,
hladké s pravidelnymi okrajmi. Neutilizuje ziadne sacharidy a alkoholy, len
vel'ké mnozstvo soli réznych kyselin a aminokyseliny.

26. Tepidicella xavieri

Gramnegativna termofilnd baktéria s Cislom zbierky DSM 19605 ma
rozmedzie hodnoét kultivacnej teploty uz od 25 °C az do 55 °C a optimélnu
teplotu rastu pri 45 °C. Tento bakterialny kmen dokaze rast’ pri hodnotach
pH od 8,5 do 9,0. Opit’ nie su zname hodnoty koncentracie soli. Bunky su
tyCinkovité v priemere 0,5-1,0 pm 1,0-2,0 um, pohyblivé bi¢ikom. Rod
nesporuluje. Kolonie su krémovo-biele, prisne aerdbne
a chemoorganotrofné. Utilizuje niekol’ko aminokyselin a organickych

kyselin.

27. Tepidimonas alkaliphilus

Tento bakteridlny kmen so zbierkovym c¢islom YIM 72238 ma optimalne
kultivacné podmienky: Top =45 °C, pHopr = 7,0-9,0. Pohyblivé bunky
tyCinkovitého tvaru maju rozmery 0,6-0,7 um ku 1,0-1,6 um. Kolonie su
nepigmentované, kruhové a hladké. Pri tomto bakterialnom kmeni nie su
zverejnené informacie o sporulacii, avSak sa dozvedame, ze rod
Tepidimonas nesporuluje. Neutilizuje ziadne substraty zo sacharidov
a alkohol, len par aminokyselin.

28. Tepidimonas aquatica

Jedna sa o gramnegativnu termofilnu baktériu so zbierkovym c¢islom DSM
14833. Tato baktéria dokaze rast’ uz pri 35 °C a maximum kultivacne]
teploty je pri 60 °C. AvSak za optimum kultivacnej teploty sa povazuje
hodnota 55 °C. Optimalna hodnota pH je 7,0. Koncentracia soli, pri ktorej
je rast maximalny je hodnota 0,2 %, avSak dokaze rast aj pri 1,0 %
koncentracie soli. Tvori ty&inkovité bunky o dizke 1,0-2,0 pm a 0,5-1,0 pm
priemere. Nesporujuce bunky st pohyblivé bicikom. Koldnie nie su
pigmentované, ich priemer je 1,0-2,0 mm. Bakteridlny kmen je prisne
aerobny. Utilizacia soli roznych kyselin ako napr. malat, laktat, pyruvat a par
aminokyselin.

29. Tepidimonas fonticaldi

Termofilita u tohto gramnegativneho bakteridlneho kmertia so zbierkovym
cislom LMG 26746 bola potvrdena na zaklade optimalnej kultivacnej teploty
55 °C, ale rast tejto baktérie je schopny v rozmedzi teplot od 35 °C do 60 °C.
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Hodnoty pH st v izkom rozmedzi od 7,0 do 9,0, pricom za optimum sa
povazuje hodnota 7,0. Tato baktéria dokéaze rast’ pri maximalnej koncentracii
soli 1,0 %, avsak optimum je 0,2 %. Bunky su aerdbne, pohyblivé,
ty¢inkovité s priemerom 0,3-0,5 um a dizky 0,6-1,7 pm. Kolénie st
nepigmentované, kruhové, hladké a konvexné s celym okrajom (priemer
1,0-2,0 mm). Pri tomto bakterialnom kmeni nie si zverejnené informacie
o sporulacii. Rovnako ako vSetky kmene zrodu Tepidimonas neutilizuje
ziadne sacharidy. Z mala pouzivanych substratov na rast vSak utilizuje
glycerol a z aminokyselin len glutamin.

30. Tepidimonas charontis

Bakterialny kmen Tepidimonas charontis s Cislom zbierky LMG 30884
je gramnegativna termofilna baktéria s kultivacnou teplotou pohybujucou
sauz od 25 °C a az do 60 °C, pricom Top je 50 °C. Optimélne hodnoty pH
st 7,5 az 9,0. Kratke ty&inkovité bunky o Sirke 0,5-0,8 pm a dizky 1,0-
2,0 um netvoria endospory Bunky su pohybujuce pomocou biciku. Kolonie
velkosti 1,0-2,0 mm si bez pigmentu. Opidt ako v predchadzajucich
pripadoch bakteridlnych kmenlov z rodu Tepidimonas, je mozné utilizacia
vel'kého mnozstva aminokyselin a soli roznych kyselin.

31. Tepidimonas ignava

Tento bakterialny kmeri je gramnegativna termofilna baktéria. Na zaklade
Cisla zbierky DSM 12034 bola zistena optimalna kultivacna teplota, ktora
sa pohybuje od 50 °C do 55 °C. Optimalne hodnoty pH su 7,5 az 8,5. Kratke
ty&inkovité bunky o dizke 1,0-2,0 pm a priemere 0,5-1,0 um st pohyblivé
pomocou bicikov a s prisne aerdbne. Rod netvori endospory. Kolonie nie
su pigmentované (priemer 1,0-2,0 mm). Bakterialny kmen Tepidimonas
ignava utilizuje vel'ké mnozstvo aminokyselin a soli roznych kyselin.

32. Tepidimonas sediminis

Bakterialny kmeni so zbierkovym cislom YIM 72259 je gramnegativna
termofilna baktéria. Kultiva¢na teplota je od 37 °C do 55 °C, pricom za
optimalnu teplotu sa povazuje teplota 45 °C. Tato baktéria dokaze rast
pri hodnotach pH od 6,0 do 11,0. Najlepsi rast bol pozorovany pri pH 7,0—
9,0. Optimalna koncentracia soli poc¢as kultivacie je 0,5 %. Pohyblivé bunky
maju tyCinkovity tvar o velkosti 0,6-0,8 um ku 0,7-1,0 um. Kolonie st bez
pigmentu, kruhové a hladké. Pri tomto bakteridlnom kmeni nie si zverejnené
informécie o sporulacii, avSak sa dozvedame, ze rod Tepidimonas
nesporuluje. Ako zdroj energie vyuziva aminokyselinové substraty.

33. Tepidimonas taiwanensis

Gramnegativny bakteridlny kmen so zbierkovym c¢islom LMG 22826 ma
podobné kultivaéné vlastnosti ako Tepidimonas fonticaldi : Top = 55 °C
a pHopt = 7,0. Nesporujuce, tyCinkovité bunky st 0,4-0,5 um Siroké a 0,8—
2,0 um dlhé. Vyskytuju sa jednotlivo a pohybuju sa bi¢ikom. Kolonie su
krémovej farby, okruhle, konvexné a s vlnitym okrajom. Tento kmefi
utilizuje amokyseliny a soli kyselin ako zdroj uhlika a energie.

34. Tepidimonas thermarum
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Zbierkové Ccislo gramnegativneho bakteridlne kmeria je LMG 23094.
baktéria dokaze kultivovat’ na Sirokom rozpéti hodnot teploty a to od 25—
60 °C. Vzhl'adom k optimalnej kultivacnej teplote, ktora sa pohybuje
v rozmedzi od 50-55 °C mdzeme bakterialny kmen Tepidimonas thermarum
oznacit’ za termofilnu baktériu. Aj rozmedzie hodndt pH je Siroké : 5,5-9.8.
Kratke ty¢inkovité bunky 1,0-2,0 pm dlhé a 0,5-1,0 um Siroké su pohyblivé
bi¢ikom. Kolonie velké 1,0-2,0 mm st pigmentované a prisne aerdbne.
Pri tomto bakterialnom kmeni nie si zverejnené informacie o sporulacii,
avSak sa dozvedame, ze rod Tepidimonas nesporuluje. Tepidimonas
thermarum utilizuje ovel'a mensSie mnozstvo substratov z radu aminokyselin
a soli nez predchadzajuce kmene z rodu Tepidimonas.

35. Tepidiphilus margaritifer

Bakterialny kmen so zbierkovym cislom DSM 15129 je gramnegativna
termofilna baktéria s moznostou rastu pri teplote uz od 25 °C do 60 °C,
pricom Topr = 50 °C. Optiméalne hodnoty pH su 6,0 az 8,0. Tycinkovité
bunky dizky 2,0 um a0,7 um $iroké su nesporujlice a pohybujuce sa
bi¢ikom. Koloénie su perletové, s priemerom 1,0-2,0 mm. Roznorodost
substratov pouzitych pre rast tohto bakterialneho kmeria je vel'ka, avsak nie
vSetky substraty dokaze utilizovat. Z pomedzi alkoholov je to etanol
a z aminokyselin prolin a asparagin.

36. Tepidiphilus succinatimandens

O gramnegativnej termofilnej baktérie Tepidiphilus succinatimandens
so zbierkovym c¢islom DSM 15512 pozname len zakladné kultivacné
podmienky ato hodnoty Topt = 50-55°C a pHopr = 6,5-7,0. Bunky su
nesporujuce, kratke tyCinky, pohyblivé vdaka bi¢ikom a schopné anaerdbny
rastu. Kol6nia su krémovej farby. Z monosacharidov je mozné pouzit
pre rast tohto kmena substrat glukozy ardzne aminokyseliny, resp. soli

kyselin.

37. Tepidiphilus thermophilus

Bakterialny kmen so zbierkovym cislom DSM 27220 je gramnegativna
termofilna baktéria. Dokaze rast’ uz od 30 °C a najvysSia teplota, pri ktore;j
je schopna rastu dosahuje az 60 °C. Za optimalnu kultivaéna teplotu
povazujeme 50-55 °C. Optimum pH je 6,5-7,0. Bunky su nesporujuce,
Siroké 0,6-0,65 um a dlhé 1,5-1,8 um, schopné rastu pri aerdbnych
aj pri anaerobnych podmienkach a len v pritomnosti dusi¢nanov. Kolonie st
gulaté, krémové, hladké s priemerom 1,0-2,0 mm. Utilizacia
monosacharidov a malého mnozstva aminokyselin.

38. Thauera hydrothermalis

Thauera hydrothermalis je opat gramnegativna termofilna baktéria, ktorej
Cislo zbierky je CGMCC 1.15527. Teplota, pri ktorej tento bakterialny kmeri
je schopny kultivacie sa pohybuje v rozmedzi od 37 °C do 55 °C, pricom
hodnoty optimalnej kultivacnej teploty st 45-50 °C. Optimum je 7,0-7,5, aj
ked’ tato baktéria je schopna rast uz pri pH 5,5 alebo aj pri hodnote 11,0.
Koncentracia NaCl pocas kultivacie mdze dosiahnut az 4,0 %. Bunky

40



ty¢inkovitého tvaru (0,3-0,5 pm S§iroké a 1,0-2,5 um dlhé) netvoria spory.
Kolénie st kruhové, celé, hladké, nepriehladné a bielej farby. Utilizuje
vel'ké mnozstvo monosacharidov a aminokyselin, rovnako aj etanol a soli
kyseliny mlie¢nej a kyseliny jantarove;j.

39. Thermomonas hydrothermalis

Pri gramnegativnom bakteridlnom kmeni Thermomonas hydrothermalis
so zbierkovym c¢islom DSM 14834 si zname len hodnoty optimalne;
kultivacnej teploty ato konkrétne 50-55 °C. Bunky tycinkovitého tvaru
Siroké 0,6-0,9 um a 2,0-4,0 um dlhé su nepohyblivé. Koldnie svetlo hnedej
farby maju priemer 0,5-2,0 mm a rasta aerobne. Nie su informacie o tom, ¢i
baktéria tvori spory. Skor nez monosacharidy, bakterialny kmen
Thermomonas hydrothermalis uprednostiiuje pre rast disacharidy
a aminokyseliny.

40. Thermosyntropha lipolytica

Grampozitivna termofilna baktéria Thermosyntropha lipolytica ma
zbierkové ¢islo DSM 11003. Tato baktéria méa vysoké maximum kultivacne;
teploty ato az 70 °C. Optimalna teplota sa pohybuje v rozmedzi od 60—
66 °C. Pocas kultivacie by sa mali pH hodnoty pohybovat medzi 7,5-9,5,
pHope = 8,1-8,9. Bunky st rovné alebo mierne zakrivené tyCinky velkosti
od 0,3-0,4 pm do 2,0-3,5 um, nesporujuce a nepohyblivé. Kolonie su biele
a 0,5 mm vel'ké. Utilizuje malé mnozstvo sacharidovych substratov.

41. Thermus thermophilus

O gramnegativnom bakterialnom kmeni Thermus thermophilus s ¢islom
zbierky DSM 579 mame len informéciu o optimalnej kultivacnej teplote
Topt =75 °C. Bunky ty€inkovitého tvaru maju rozmer od 0,5-3,0 um. Nebola
pozorovana ziadna pohyblivost’ a ziadne spory. Kolonie gul'ovitého tvaru
(1mm) s hladkym, plochym povrchom a zltooranzovou farbou rasta aerobne.
Utilizuje monosacharidy a disacharidy, glycerol a z aminokyselin len serin
a asparagin.

42. Ureibacillus terrenus

Gramnegativna termofilna baktéria s ¢islom zbierky DSM 12654 ma rozsah
kultivaénych teplot od 42 do 65 °C, Tope = 55 °C. Optimalna hodnota pH je
9,0 akoncentracia soli je 5,0 %. Bunky tyCinkovitého tvaru Siroké 0,5—
0,7 um a dlhé 1,0-6,0 um rasti aerdbne, jednotlivo alebo v retazci. Tvoria
sférické endospory. Kolonie su kruhové, celé, ploché a priehl'adné. Pre rast
utilizuje sacharidové substraty, ale aj alkoholovy cukor manitol. Rod
Ureibacillus neutilizuje ziadne aminokyseliny.

43. Ureibacillus thermophilus

DSM 17952 je zbierkové cCislo gramnegativneho bakterialneho kmena
Ureibacillus thermophilus. Rozsah kultivacnych teplot sa pohybuje medzi
hodnotami 30 °C az 65 °C. Pri teplote 50 °C dokaze tato baktéria rast
najlepSie ateda mozno tito hodnotu povazovat za optimalnu. Ako
aj pri predchadzajucom bakteriAlnom kmeni, koncentracia soli pocas
kultivacie je 5,0 %. Bunky tyCinkovitého tvaru s 0,8—1,2 um Sirkou a 2,5—
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3,5 um dizkou su sporujice, ktoré nerasti v anaerobnych podmienkach.
Pohyblivé kolonie su svetlo hnedé a gulaté. Utilizuje rovnaké druhy
substratov ako bakterialny kmen Ureibacillus terrenus.
44. Zhizhongheella caldifontis

o Zhizhongheella caldifontis je opat gramnegativna termofilna baktéria, ktore;j
Cislo zbierky je DSM 27262. Hodnoty optimalnej kultivacnej teploty st 40—
50 °C. Optimum pH sa pohybuje okolo 8,0-9,0. Koncentracia NaCl pocas
kultivacie moze dosiahnut’ 3,0 %. Nie st informdacie otom, ¢i sa jedna
o sporulujucu baktériu. Kolonie su svetlo hnedé, kruhovité, konvexné
a schopné rastu len pri aerobnych podmienkach. V utilizacii substratov
preferuje sacharidy, z alkoholov glycerol. Neutilizuje ziadne aminokyseliny.

N4jdené termofilné baktérie s ich zakladnymi informaciami o kultivacnych podmienkach su
zhrnuté v tabulke 3. Udaje o kultivatnej teplote a pH su doplnené aj o gramovo sfarbenie.
Pokial’ sa jedna o grampozitivny bakterialny kmer, je uitho uvedeny symbol , +“. V pripade
gramnegativity su baktérie oznaené znakom —. V pripade, zZe bunky bakterii su sporujuce, su
oznaCené opit’ znakom ,.+“ a naopak, v pripade, ze netvoria spory, su oznacené znakom ,—.
Stretavame sa ale aj s termofilami, u ktorych nebolo mozné najst’ tieto informacie a preto
u jednotlivych tidajoch najdeme symbol ,,X“. V tabulke 3 su citacie publikéacii, ktoré hovoria
o taxonomickom zaradeni konkrétnej termofilnej baktérii, popripade morfolégiu buniek
a kolonii, ktoré su opisané vyssie.
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Tabulka 3 Prehl'ad informécii o kultivaénych podmienkach najdenych termofilnych baktérii v databaze BLAST/HMMER spolu s odkazmi na vedecké

¢lanky obsahujuce taxonomické zaradenie konkrétnych bakterialnych kmetov.

o e Zdroj
. . " . o Gramovo Kultivacna Topt . .| informacii
Nézov bakterialneho kmeia Zbierkové ¢islo . teplota o pH pHopt Sporulécia
sfarbenie °C] [°C] o
taxonomii
Amphiplicatus metriothermophilus DSM 105738 — 37-65 48-50 | 6,0-9,0 7.5 — [48]
Aneurinibacillus danicus DSM 21566 gramvariabilnd | 35-55 45-50 X 6,5-7,0 + [49]
Aneurinibacillus terranovensis DSM 18919 gramvariabilnd | 20-55 3745 | 3,5-6,0 5,0-5,5 + [50]
Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 10154 + 40-60 55 5,5-9,0 7,0-8,0 + [51]
Anoxybacillus calidus DSM 25220 — 35-70 55 6,5-9,0 8,0-8.,5 + [52]
Anoxybacillus vitaminiphilus JCM 16594 + 35-70 55 6,5-9,0 8,0-8.,5 + [53]
Aquabacterium tepidiphilum YIM 730274 — 25-50 37-45 6,0-8,5 7,0-8,0 — [54]
Bacillus thermoamylovorans DSM 28918 + 50 X 5,4-8,5 6,5-7,5 — [55]
Caldimonas manganoxidans JCM 10698 — 50 X X 7,0-8,0 — [56]
Caldimonas taiwanensi LMG 22827 - 35-60 55 7,0 X - [57]
Dichotomicrobium thermohalophilum DSM 5002 — 20-65 44-50 | 5,8-9,5 8,0-8.,5 — [58]
Elioraea tepidiphila DSM 17972 — X 45-50 - 8,0-8.,5 — [59]
Elioraea thermophila YIM 72297 — 45-60 55 5,0-9,0 X — [60]
Geobacillus kaustophilus DSM 7263 + 55 X X X + [61]
Geobacillus stearothermophilus CCM 2062 + 60 X X X + [61]
Hydrogenophilus thermoluteolus DSM 6765 - X 50-52 - okolo 7,0 - [62]
Chelatococcus thermostalatus DSM 28244 — X 50 - 7,0-7,5 — [63]
Inmirania thermothiophila DSM 100275 — 35-68 65 5,5-8,8 4,5 — [64]
Pseudonocardia thermophila DSM 43832 - 50 - - - + [65]
Rubellimicrobium thermophilum DSM 16684 - 28-56 45-52 X X - [66]
Rubrobacter spartanus DSM 102139 + 45-55 50 7,5-9,5 X — [67]
Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 + 40-70 60 7,5-8,0 X — [68, 69]
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o e Zdroj
. . " . o Gramovo Kultivacna Topt . .| informacii
Nézov bakterialneho kmeia Zbierkové ¢islo . teplota o pH pHopt | Sporulécia
sfarbenie °C] [°C] o
taxonomii
Schlegelella aquatica LMG 23380 — 30-60 50 6,0-8,0 7,0 — [70]
Schlegelella thermodepolymerans DSM 15344 - 37-60 | 45-50 | 3,7-6,0 7 - [71]
Tepidicella baoligensis KCTC -62779 — 20-60 45 6,5-10,5 7,5-8,5 — [72]
Tepidicella xavieri DSM 19605 — 25-55 45 8,5-9,0 X — [73]
Tepidimonas alkaliphilus YIM 72238 — 37-55 45 6,0-11,0 7,0-9,0 - [74]
Tepidimonas aquatica DSM 14833 — 35-60 55 7,0-9,0 7,0 - [75]
Tepidimonas fonticaldi LMG 26746 — 35-60 55 7,0-9,0 7,0 - [76]
Tepidimonas charontis LMG 30884 — 25-60 50 6,5-9,5 7,5-9,0 — [77]
Tepidimonas ignava DSM 12034 — 50-55 X 7,5-8,5 X — [78]
Tepidimonas sediminis YIM 72259 — 37-55 45 6,0-11,0 7,0-9,0 - [79]
Tepidimonas taiwanensis LMG 22826 — 35-60 55 6,0-8,0 7,0 — [80]
Tepidimonas thermarum LMG 23094 — 25-60 50-55 | 5,5-9.,8 7,5-8,5 - [81]
Tepidiphilus margaritifer DSM 15129 - 25-61 50 6,0-8,0 X - [82]
Tepidiphilus succinatimandens DSM 15512 — 50-55 X 6,5-7,0 X — [83]
Tepidiphilus thermophilus DSM 27220 — 30-60 50-55 5,5-7.5 6,5-7,0 — [84]
Thauera hydrothermalis CGMCC 1.15527 — 37-55 45-50 | 5,5-11,0| 7,0-7.5 — [85]
Thermomonas hydrothermalis DSM 14834 - 50-55 X X X X [86]
Thermosyntropha lipolytica DSM 11003 + 52-70 60-66 | 7,5-9,5 8,1-8,9 — [87]
Thermus thermophilus DSM 579 - 75 X X X - [88, 89]
Ureibacillus terrenus DSM 12654 — 42-65 55 9,0 X + [90, 91]
Ureibacillus thermophilus DSM 17952 — 30-65 50 6,0-8,0 X — [92]
Zhizhongheella caldifontis DSM 27262 — 40-50 X 8,0-9,0 X X [93]
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Vicsina najdenych bakteridlnych kmeriov st gramnegativne termofilné baktérie, schopné
rastu v rozmedzi uz od 20 °C do 75 °C. Bakterialne kmene Aneurinibacillus terranovensis,
Dichotomicrobium thermohalophilum a Tepidicella baoligensis patria medzi tie s najnizsou
kultivacnou teplotou, priCom termofilna baktéria Thermus thermophilus je baktéria, ktorej
hodnota kultivacnej teploty dosahuje najvyssie hodnoty teploty z pomedzi vSetkych najdenych
kmeriov ato az 75°C. U niektorych bakterialnych kmefioch mézeme hovorit skor
o termotolerancii, avSak v priemere sa hodnoty optiméalnej teploty rastu pohybuju okolo 50 °C
pri vSetkych najdenych termofilnych baktériach a preto aj nizS§ie mozné hodnoty teploty
kultivacie tento dojem o termotolerancii neguji. Rozmedzie pH hodnét je pomerne §iroké —
hrani¢nymi hodnotami su 3,5 a 11,0, priCom optimalna hodnota pH sa najCastejSie pohybovala
pri hodnote 7,0.

4.1.2 VyhPadanie sekvencie génu phaC a publikicii o produkcii PHA z online
dostupnych databaz

Pri blastovani termofilnych baktérii na zaklade podobnosti s proteinovym zapisom PHA
syntazy bola ziskana sekvencia phaC génu vo FASTA formate. V pripade, ak bola baktéria
pridana do zbierky potencialnych producentov na zéklade zverejnenych publikacii, tak bola
dohl'adana sekvencia phaC génu v NCBI alebo Uniprot databaze. U niektorych bakterialnych
kmenoch aj napriek tomu neboli tieto sekvencie najdené. Rovnako boli vyhl'adané aj triedy
PHA syntazy. Pokial existuje publikidcia, v ktorej je zverejnend produkcia
polyhydroxyalkanoatov u istych baktérii a zarover nie je osekvenovany gén phaC, trieda PHA
syntazy bola doplnend na zaklade informacii zo zmienenej publikécii. Ku kazdej sekvencii
phaC génu bolo ulozené accesion number pre jednoduchsie vyhl'adavanie proteinu v konkrétne;j
databaze. VSetky tieto informacie su uvedené v nasledujucej tabulke 4.

Tabulka 4 Prehl'ad informacii o produkcii PHA u termofilnych bakterialnych kmefioch

. Literarny
Trieda .
Nézov bakterialneho kmeia p hsz Databaza| Accesion number | génu zdroj .
gén phaC o produkcii
PHA
Amphiplicatus metriothermophilus + Uniprot AO0A239PPAO I
Aneurinibacillus danicus + Uniprot AOAS511V2LS I [94-97]
Aneurinibacillus terranovensis + NCBI WP_027415498 I [94-97]
Aneurinibacillus thermoaerophilus + Uniprot AOAIGT7TYNGS I [94-97]
Anoxybacillus calidus + NCBI WP_181538453 11T
Anoxybacillus vitaminiphilus + Uniprot AOA327YRB8 11T
Aquabacterium tepidiphilum + NCBI WP_119153972 I [53]
Bacillus thermoamylovorans — — — — [98-100]
Caldimonas manganoxidans + NCBI WP_026330149 I [56, 101]
Caldimonas taiwanensi + NCBI WP_062192707 — [102]
Dichotomicrobium thermohalophilum + Uniprot AOA397PFH9 I
Elioraea tepidiphila + NCBI WP_019014986 I
Elioraea thermophila + NCBI WP_114377842 I
Geobacillus kaustophilus — — — — [103]
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Geobacillus stearothermophilus

[104]

NCBI

WP_119336121

Hydrogenophilus thermoluteolus + I [105]
Chelatococcus thermostalatus - - - - [63]
Inmirania thermothiophila + Uniprot AOA3N1XZJ2 —
Pseudonocardia thermophila + Uniprot | AOAIMO6NS27 —
Rubellimicrobium thermophilum + Uniprot S9R3VO0 I
Rubrobacter spartanus — — — [106]
Rubrobacter xylanophilus + Uniprot AOA510HIB4 LI [106]
Schlegelella aquatica - - - - [70]
Schlegelella thermodepolymerans + NCBI WP_104356814 I [107-110]
Tepidicella baoligensis + NCBI WP_180683314 I
Tepidicella xavieri + Uniprot AOA4R6UK17 I
Tepidimonas alkaliphilus + Uniprot | AOAS54WAEI1 I
Tepidimonas aquatica + Uniprot AOAS554WST1 I
Tepidimonas fonticaldi + Uniprot AO0A554XR46 I
Tepidimonas charontis + Uniprot AO0AS554XJ58 I
Tepidimonas ignava + Uniprot AOA4R3LLD4 I
Tepidimonas sediminis + Uniprot | AO0A554WVC5 I
Tepidimonas taiwanensis + Uniprot AO0AS54X3G4 I
Tepidimonas thermarum + Uniprot AOAS554X158 I
Tepidiphilus margaritifer + NCBI WP_083961935 I [82]
Tepidiphilus succinatimandens + NCBI WP_141055803 I
Tepidiphilus thermophilus + NCBI WP_055423697 I
Thauera hydrothermalis + NCBI WP_114649837 1
Thermomonas hydrothermalis + Uniprot | AOAIMSAXZ2 -
Thermosyntropha lipolytica + Uniprot SHG52908
Thermus thermophilus — — — — [111-113]
Ureibacillus terrenus + Uniprot AO0A540V6RO I
Ureibacillus thermophilus + Uniprot AO0A4P6UST4 I
Zhizhongheella caldifontis + Uniprot | AO0A2S5SUW7 I

Pri blastovani termofilnych baktérii na zaklade podobnosti génu phaC termofilnej baktérie
Cupriavidus necator bolo zo 44 bakterialnych kmeniov najdenych 37 sekvencii phaC génu

z databaz NCBI a Uniprot. Pokial' termofilna baktéria mala osekvenovany gén phaC bola
vykonana aj analyza triedy tohto génu. Vo viacsine pripadov sa jednalo o I. triedu génu phaC.
Pri bakteridlnom kmeni Bacillus thermoamylovorans nebola najdena sekvencia génu phaC,
avSak v dostupnej literature, ktora hovori o produkcii PHA touto baktériou, bola detekovana 1.
trieda PHA syntazy. U bakterialneho kmena Rubrobacter xylanophilus boli najdené dve triedy
phaC syntazy — 1. a IIL. trieda. S najvacSou pravdepodobnost'ou existuju v skuto¢nosti viaceré
mikroorganizmy s viacerymi triedami PHA syntazy, avSak v dostupnych databéazach tieto
sekvencie neboli najdené. Vsetky informacie o PHA syntaze vychadzaju len z dostupnych

databaz, resp. publikacii.
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4.1.3 Vyber najlepSich potencialnych producentov PHA pre NGIB

Na zéklade informécii o kultivaénych podmienkach a produkcie PHA z prechadzajucich
kapitol bolo vybratych nasledujucich 5 termofilnych baktérii z virtualnej zbierky potencialnych
producentov PHA pre NGIB. Tie su spolu s ich zakladnymi informéciami spisané v tabul'ke 5.
Kritérium vyberu tychto termofilnych baktérii bola kombinacia ¢o najvyssej kultivacnej teploty
a ¢o najvacsie mnozstvo utilizovanych sacharidov. Monosacharidy glukédza, galaktdza, xyloza,
arabindza a disacharidy sachardza, laktéza amaltoza boli vybraté ako
biotechnologicky vyhodné substraty pre produkciu PHA. Ku kazdému bakterialnemu kmertiu
bolo pripisané dosiahnuté skore. Body v skore boli ziskané za kazdy sacharidovy substrat, ktory
kmen dokaze utilizovat’ ako zdroj energie a uhlika. V pripade ak su bakterialne bunky sporujuce
povazujeme to za biotechnologicku prekazku. Ak nastane nejaky biotechnologicky problém
(néhla zmena teploty/pH) vytvoria sa spory. Na tento proces bunky vyuzijii naakumulované
PHA v bunkéch ako zdroj energie a tym padom klesa mnozstvo PHA v ziskanej biomase. Preto
pokial' baktéria nepatri medzi sporujuce, opét ziskala pomyselny bod vo finadlnom skore.
Rovnako aj grampozitivita je v biotechnologickom priemysle ziadana. Grampozitivne bunky
neprodukuju endotoxiny, ktoré st vyznamnymi kontaminantami PHA, ¢o komplikuje vyuzitie
PHA vo viacerych aplikaciach. Opét’ ak sa jednalo o grampozitivnu baktériu, jej skore mohlo

mandza,

dosiahnut’ vyssie hodnoty. Avsak v praxi sa Casto stretdvame s tym, ze sporujuce baktérie su
grampozitivne. Aby bola mozna d’alSia bioinformaticka analyza bakteridlneho kmena, bolo
potrebné, aby potencialny producent PHA mal zverejneni sekvenciu génu phaC v online

dostupnych databazach. Pokial

polyhydroxyalkanoatov, opat’ je zacitovana v tabulke 5.

existuje publikacia, vktorej je popisana produkcia

Tabul'ka 5 Vyber piatich biotechnologicky najvyhodnejSich potencialnych producentov PHA na

zaklade ziskaného skore zo zbierky termofilnych bakterialnych kmenov.

Bakterialny | Anoxybacillus | Caldimonas | Rubellimicrobium| Rubrobacter | Zhizhongheella
kmen vitaminiphilus | manganoxidans | thermophilum xylanophilus caldifontis
Zbléeig‘sve JCM 16594 | ICM 10698 DSM 16684 DSM 9941 | DSM 27262
Gramovo N _ _ N _
sfarbenie
Sporulacia + + + - X
Kultivacna
teplota 35-70 50 28-56 40-70 40-50
[°C]
Sekvencia + + + + +
phaC génu
Trieda
aénu phaC I11. L. L. L., III. L.
Databaza Uniprot NCBI Uniprot Uniprot Uniprot
Accesion
number WP _156787884
pre phaC AOA327YRBS8 | WP_026330149 S9R3VO0 AOAS1OHIB4 AO0A2S5SUW7
gen
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Zdroj
o produkcii X [56],[101] X [106]70 X

PHA
Glukoéza + + + - +
Galaktoza - + + + +
Xyloza — + + + +
Manoza - + + + -
Arabinoza — + + + +
Sacharoza + + + - +
Laktoza + + - - +
Maltoza + + + - -

Skore 5/10 8/10 7/10 6/10 6/10

V tabulke 5 su zhrnuté zakladné kultivaéné podmienky a informacie o moznej produkcii
PHA u termofilnych baktérii Anoxybacillus vitaminiphilus, Caldimonas manganoxidans,
Rubellimicrobium thermophilum, Rubrobacter xylanophilus a Zhizhongheella caldifontis.
Vyber tychto baktérii disponuje I. alll. triedou PHA syntazy. Obe triedy PHA syntazy
zacleruju do svojej Struktiry monoméry s 3—5 atomami uhlika — teda PHA s kratkym retazcom.
Informacie o type triedy vychadzaju z dostupnych informacii z jednotlivych databaz.

1. Anoxybacillus vitaminiphilus
Termofilnd grampozitivna baktéria Anoxybacillus vitaminiphilus so zbierkovym cislom

JCM 16594 ma optimalnu kultivacnu teplotu 55 °C, no pri kultivacii m6zeme dosiahnut’ az
hodnoty okolo 70 °C. Sekvencie génu phaC pod identifikacnym c¢islom AOA327YRBS8 sme
ziskali z dostupnej databazy Uniprot. Jedna sa o IIL. triedu phaC génu. Aj ked termofilna
baktéria Anoxybacillusn vitaminiphilus neutilizuje vela nami vybranych sacharidovych
substratov, aj tak je zaradena do zbierky potencialnych producentov PHA. Spomedzi ostatnych
bakteridlnych kmenov ju jej neobyCajné kultivatné podmienky a grampozitivita zarad’uje
k producentom PHA pre NGIB. NajcastejSie utilizuje disacharidy sacharozu, laktézu a maltozu,
ale aj z monosacharidov glukézu. Produkcia OHA utohto kmena je predpokladana len
na zaklade pritomnosti génu kodujiceho PhaC, na urovni fenotypu nebola schopnost’ produkcie
doposial’ popisana. Tato skutocnost by mohla byt nametom pre nadvézujucu experimentalnu
pracu.

Bakterialny kmeni Anoxybacillus vitaminiphilus bol izolovany z horiceho prameria Puge
v juhozapadnej geotermalnej oblasti Ciny. Po 40 hodinach inkubacie kmeti vytvara belavo-zIté
a priesvitné kolonie, ktoré maju voskovy povrch a zubkovanymi okrajmi o priemere okolo
3 mm. Bunky v tvare tyciniek st pohyblivé, tvoriace elipsoidné endospory a s grampozitivnou
stenou. Jedna sa o striktne aerdbny rast, v anaerobnom raste nebol pozorovany absolutne ziadny
rast ani s anaerobnym dychanim prostrednictvom NO3, Fe**, S$2S03% alebo SO4* ako
receptorov elektronov. NajvyraznejSou charakteristikou tohto bakteridlneho kmera, ktora
odliSuje kmen Anoxybacillus vitaminiphilus spomedzi inych kmenov v rode Anoxybacillus je
rast kmena zavislého od vitaminovej zmesi alebo rast len pri pridavku kvasnicového extraktu.
Z tejto podmienky rastu je odvodeny aj nazov tejto termofilnej baktérie.
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2. Caldimonas manganoxidans
Bakterialny kmen so zbierkovym c¢islom JCM 10698 nema uvedenych vela informacii

o kultivaénych podmienkach, avSak jeho termofilita je potvrdena pomerne vysokou kultiva¢nou
teplotou dosahujucou 50 °C. Tato termofilna baktéria bola vybrata za potencialneho producenta
na zaklade dostupnej sekvencie L. triedy phaC génu, ktora je ulozena v databaze NCBI
pod pristupovym kédom WP_026330149. Rovnako su dostupné informéacie o produkcii
polyhydroxyalkanoatov bakteridlnym kmenom Caldimonas manganoxidans v dvoch
dostupnych vedeckych publikaciach. Zarovenn d’al§im dovodom, preco je tento bakterialny
kmeni vhodnym kandidatom pre produkciu PHA v rdmci NGIB je mnozstvo utilizovanych
substratov. V tomto pripade Caldimonas manganoxidans utilizuje vSetky nami vybrané mono-
a disacharidy.

Tento bakteridlny kmen bol izolovany z horuceho pramenia v Matsue v Japonsku ako
termofilna baktéria, ktora degraduje PHB. Jedna sa o gramnegativnu, aerébnu baktériu, ktorej
bunky maju tvar ty¢inky.

V studiach od Hsiao a kol. sa vykonavali experimenty na produkciu PHB touto termofilnou
baktériou, konkrétne na vplyv zdroja uhlika, pH a limitacia dusika, kyslika na bakterialny rast
a PHB produkciu. V tejto praci bola zistena suvislost medzi bakterialnym rastom,
koncentraciou PHB a pociatocnou koncentraciou glukozy dosahujucu 20 g/l. Pokial
koncentracia glukézy presahovala 30 g/l, nastala inhibicia substratu a vyrazne sa znizila
produkcia PHB. Pri poklese koncentracie glukézy pod 5 g/l klesol obsah PHB z 50 % na 10 %.
Tento fakt sa pripisal k indukcii expresie phaZ génu, ktory bol v bakteridlnom kmeni
Caldimonas manganoxidans detekovany v stresovych podmienkach pri nizkej koncentracii
substratu, ktora by bola vhodna pre bakterialny rast, ale zarover by sa pri nej mal brat’ do uvahy
inhibicia substratu a indukcia phaZ génu. Na zaklade tejto informacii bola vykonana d’alSia
bioinformatickd analyza v databazach NCBI a Uniprot, zamerana na d’alSie gény napojené
na metabolizmus PHA. V databaze Uniprot bola n4jdend jedna PHA depolymeraza — gén phaZ
ulozeny pod pristupovym kédom QILBNG6. Rovnako je tato sekvencia dostupna aj v databaze
NCBI pod pristupovym kodom WP_019559620. Dalej neboli v databazach najdené Ziadne
d’alsie gény, ktoré by suviseli s metabolizmom PHA [101].

Zaverom odvodenym ztejto Stadie je slubné zastupenie Caldimonas manganoxidans
vo vyrobe PHB s vysokou molekulovou hmotnostou na priemyselnej trovni. Aj ked jedna
z vyhod — vysoka kultiva¢na teplota znizuje koncentraciu rozpusteného kyslika, o moze viest
k obmedzenie fermentacii s vysokou hustotu buniek, vyrovnava vysoka Specificka rychlost
rastu. Produkcia tejto termofilnej baktérie je porovnatelna s produkciou PHB mezofilnymi
baktériami, ktoré sa pouzivaju v komer¢nej vyrobe PHB.

3. Rubellimicrobium thermophilum

O termofilnej baktérii so zbierkovym c¢islom DSM 16684 méame viac informacii
o podmienkach kultivacie, priCom optimalna kultiva¢na teplota presahujuca 50 °C je d’alSou
vyhodou pri biotechnologickej produkcii v NGIB. Jedina informéacia o moznej produkcii PHA
je dana dostupnou sekvenciou L. triedy phaC génu z databazy Uniprot pod pristupovym kédom
S9R3VO0. V tomto pripade nie je zverejnena ziadna publikacia, ktora by potvrdila produkciu
PHA na Grovni fenotypu. Daldim dovodom, preo bola tato termofilna baktéria zaradena do
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vyberu idealnych producentov PHA je mnozstvo sacharidovych substratov, ktoré dokaze
utilizovat. Tento bakterialny kmen bol izolovany z farebnych mikrobidlnych usadenin
biofilmov, ktoré sa vytvorili po¢as vyroby papiera. Prirodzené prostredie vyskytu bakterialneho
kmena Rubellimicrobium thermophilum nie je zname. Pri vyhl'adavani sekvencii d’alSich génov
pripojenych k metabolickej drahe PHA bol v databaze NCBI néjdeny represor génu phaR.
Sekvencia tohto génu je ulozena v databaze pod pristupovym koédom WP_021097564 [106].

4.  Rubrobacter xylanophilus
Aj ked bakteridlny kmen Rubrobacter xylanophilus so zbierkovym c¢islom DSM 9941

utilizuje len polovicu vybranych sacharidov, jeho vyber medzi idealnych kandidatov na NGIB
produkciu PHA mu zaistuje vel'mi vysoka kultivacna teplota dosahujuca az 70 °C. Optiméalna
kultivacna teplota 60 °C vynikéa z pomedzi vSetkych termofilnych producentov PHA. Medzi
sacharidové substraty, ktoré dokaze tento bakteridlny kmen utilizovat zaradujeme
monosacharidy galaktézu, manozu, xylozu a arabindzu. Ako u jediného bakteridlneho kmena
bolo mozné vyhl'adat’ sekvencie dvoch tried PHA syntazy — L. a III. triedu génu phaC dostupnej
v databaze NCBI a Uniprot pod pristupovym kodom WP_156787884 (pre I. triedu v databaze
NCBI) a AOA510HIB4 (pre II1. triedu v databaze Uniprot bola najdena sekvencia podjednotky
PhaC). Grampozitivne bunky su pleomorfné ty¢inkovité utvary. Kolonie svetlo-ruzovej farby
st hladké, kruhové a konvexné. Tento bakterialny kmerni vynikd tym, ze nesporuluje. Totiz
bacily tvoriace spory prinasaju vel'a komplikacii do biotechnologického procesu v Case nahlej
sporulacie, ktord zastavi metabolicktl aktivitu tejto kultary. Tento proces je spojeny
s mobilizaciou naakumulovanej PHA, o znizuje celkové vytazky produktu.

Pre konkrétny bakteridlny kmeri nebolo mozné ngjst’ d’alSie sekvencie génov tykajucich sa
PHA syntazy, resp. PHA depolymerazy. AvSak zo zverejnenej publikacie sa dozvedame
pritomnost génov intracelularnej nPHAscL adokonca aj extracelularnej nPHAwmcL
depolymerazy u rodu Rubrobacter.

Existuju aj stadie potvrdzujice produkciu PHA na fenotypovej urovni. Tento bakterialny
kmen dosahoval najvys§ie mnozstvo PHA pri pouziti sacharidového substratu, kedy pritomnost’
v biomase dosahovala az 50 w/w% v suSine. Aj na inych uhlikovych substratoch bola
pozorovana produkcia PHA, avSak mnozstvo nedosiahlo ani 10 % v suSine. Rovnako bol
potvrdeny Siroky rozsah teplot pri kultivacii, ktory nemal absolutne ziaden vplyv na akumuléaciu
PHA. DalSou vlastnostou, ktora nespochybiiuje moznost produkcie PHA v NGIB tymto
bakterialnym kmefiom je schopnost inkorporovat 3HV do polymérnej Struktury atym
vyprodukovat’ prekurzor. Pouzite kyseliny valerovej prindSalo velké celkové vytazky
polyméru a rovnako aj pomerne vysoky podiel jednotiek 3HV v Strukture.

5. Zhizhongheella caldifontis
Bakterialny kmen Zhizhongheella caldifontis so zbierkovym c¢islom DSM 27262 bol

do vyberu potencialnych producentov PHA vybrany na zaklade vysokej kultivacnej teploty
a mnozstva utilizovanych sacharidov. V pripade tejto termofilnej baktérie neexistuji zatial
ziadne informacie o produkcii polyhydroxyalkanoatov vo vedeckych publikaciach. Zaroven
disponuje phaC génom a teda je mozné experimentalne overit’ produkciu PHA. Sekvencia tohto
génu bola vyhl'adavana v databaze Uniprot pod pristupovym koédom AOA2S5SUW?7. Jedna sa
o alkalitolerantny a striktne aerébny bakterialny kmen, ktory bol izolovany z horuceho pramena
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Hehua v juhozapadnej Cine. Kolonie boli svetlo-hnedej farby, vypuklé a okruhle. Na zaklade
morfologickych, fyziologickych, chemotaxonomickych a fylogenetickych Stadii bol tento
bakteridlny kmen zaradeni pod celad” Comamonadaceae. V pokraCovani bioinformaticke;j
analyze bola najdena sekvenciu represoru génu phaR pod pristupovym kodom AOA2S5SUNS.

4.1.4 Analyza bakterialnych termofilnych kmenov z fylogenetickych stromov

Fylogenetické stromy (obrazok 12 a obrazok 13) boli skons§truované metddou Neighbor-
Joining v programe MEGA X. Vysledky vykonanych bootstrap testov ukazuju, ze vybrana
metoda konstrukcie fylogenetickych stromov je vhodna na evolu¢nu analyzu. V analyze boli
ponechané aj sekvencie, ktorych uzly maju mensiu podporu nez 70 %. Teda pozicie niektorych
bakteridlnych kmeriov v ramci fylogenetického stromu nie su dobre Statisticky podlozené,
avSak v ramci tejto diplomovej prace su ziskané informacie dostaCujuce na interpretaciu
evolu¢ného vysledku.
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Tepidimonas thermarum
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Obrazok 12 Fylogeneticky strom vytvoreny zo sekvencii génu /6S rRNA, pomocou programu
MEGA X, metdédou Neighbor-joining a vypoctom s pouzitim Maximum Composite Likelihood
metody
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Fylogeneticky strom na obrazku 12 je zostrojeny NJ metdodou zo 43 sekvencii génu
16S rRNA. Z fylogenetického stromu je viditeIné vetvenie na dve Casti. Jedna z hlavnych vetvi
je vytvorena z bakteridlnych kmeriov patriacich medzi aktinobaktérie a bacily, druhu —
najvacsiu vetvu tvoria proteobaktérie. Samostatni vetvu tvori bakteridlny kmeni Thermus
thermophilus. Fylogeneticky strom sekvencie génu /6S rRNA poskytuje informacie o evoluc¢nej
rychlosti mikroorganizmu ato konkrétne zdizky vetvy. Pri bakterialnych kmefioch
zrovnakého druhu je dizka vetvy identickd, Go zna®i podobnu evoluénii rychlost.
Vo fylogenetickom strome na obrazok 12 je viditeI'nych niekol’ko zhlukov, ktoré si vytvorené
kvoli viacerym bakterialnym kmenom z rovnakého druhu. Najvacsi zhluk tvori bakterialny
rod Tepidimonas. Rody Tepidicella a Tepidimonas su si evolu¢ne podobné, o potvrdzuje fakt,

ze vychadzaju z rovnakého radu Burkholderiales.
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Obrazok 13 Fylogeneticky strom vytvoreny zo sekvencii génu phaC, pomocou programu
MEGA X, metodou Neighbor-joining a vypoctom p-distance
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Fylogeneticky strom na obrazok 13 zostrojeny metdédou NJ pre 39 sekvencii génu phaC
(I. triedy PhaC) je rozdeleny na dve casti — pre gény kodujuce 1. a III. triedu PHA syntazy.
Najviacsiu cast’ tvori L. trieda PHA syntazy a druhou skupinou vo fylograme tvoria bakterialne
kmene, ktorych gén phaC kéduje 111 triedy PHA syntazy. To potvrdzuje aj informacie, ktoré
boli ziskané z databaz a publikacii k jednotlivym bakteridlnym kmeriom. U termofilnej baktérii
Thermosyntropha lipolytica nebolo mozné v predchadzajuce] analyze najst zaradenie
osekvenovaného génu do konkrétnej triedy. Vzhl'adom k tomu, ze vo fylogenetickom strome
tento bakterialny kmen tvori d’alSiu vetvu, jedna sa pravdepodobne o inu triedu PHA syntazy,
nez je I. a IIl. trieda. Na druhu stranu tento vysledok mohol vzniknut aj z nizkej podobnosti
génu phaC baktérie Thermosyntropha lipolytica ku sekvencii génu phaC baktérii Cupriavidus
necator. Pri vyhladavani termofilnych baktérii sa v ramci experimentalnej Casti tejto
diplomovej prace nebrala do uvahy podobnost’ sekvencii.

Pri porovnani oboch skonstruovanych fylogenetickych stromov boli pozorované rozdiely
v dizkach vetvy pri niektorych bakterialnych kmefioch. To sved&i o tom, Ze sa ligi evolugna
rychlost’ pre cely mikroorganizmus a pre gén phaC. Velky rozdiel je napr. viditelny
pri baktériach Thermomonas hydrothermalis, Inmirania thermothiophila alebo pri rode
Schlegelella.

4.1.5 Predikcia operonu v bakterialnom genome

Program Operon-Mapper pomocou konkrétneho algoritmu oznacil gény, ktoré sa
nachadzaju v rovnakom operone a su zapojené do jednej rovnakej metabolickej drahy. Vopred
bolo potrebné ziskat gendom a anotaciu ku gendmu jednotlivych 5 potencialnych producentov
PHA z databazy GenBank. Analyza bola zamerana na gény suvisiace s metabolizmom PHA.
Ziskali sa informacie o operone, v ktorom sa nachadzal gén phaC, rovnako sa vyhl'adali v
genome d’alSie gény napojené na PHA metabolizmus. Vzhl'adom k tomu, ze Operon-mapper
oznaci za operdn v niektorych pripadoch len jeden gén, pre spravnu interpretaciu budeme d’ale;
hovorit namiesto operonu o transkripcnej jednotke. Vsetky tieto informécie boli spisané do
nasledujucich tabuliek k jednotlivym 5 vybranym potencialnym producentom PHA v NGIB.

Anoxybacillus vitaminiphilus:

Program Operon-mapper predikoval 1945 transkripénych jednotiek. V dokumente — list of
operon boli najdené gény spojené s metabolizmom PHA a nasledne boli vyhl'adavané zakladné
informécie o d’alSich génoch nachadzajucich sa vtejto transkripcnej jednotke. Opéat
na doplnenie informacii o génoch bola pouzita databaza NCBI Protein. V tabul'ke 6 s zapisané
vSetky ziskané informacie o tychto génoch.
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Tabul’ka 6 Informéacie o génoch metabolizmu PHA pre bakterialny kmen Anoxybacillus

vitaminiphilus
Operon | Oznacenie génu | Accesion number Predikovana funkcia génu

26 phaC WP_111643468.1| Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza

WP_111643467.1 | WP_111643467.1 3-oxoacyl-ACP reduktaza
phaQ WP_111643465.1 PHB represor

24 PhaP_Bmeg |WP_111643464.1 PHA inkluzny protein
WP_181502669.1 | WP_181502669.1 | (R)-$pecificka enoyl-CoA hydrataza

25 phaR WP_111643466.1 podjednotka PHA syntazy

V tabul'ke 6 su vypisané tri transkripné jednotky najdené v genome baktérie Anoxybacillus
vitaminiphilus, z toho su 2 operény. V operone s génom phaC je d’alsi gén s accesion number
WP_111643467.1. Pri analyze v databaze NCBI bolo zistené, Ze sa jedna o gén kodujici enzym
3-oxoacyl-ACP reduktaza, ktory sa podiel'a na biosyntéze mastnych kyselin. Dal§im operon
obsahuje gény phaQ, PhaP_Bmeg a gén kodujuci (R)-Specificka enoyl-CoA hydratazu. Gén
s oznacenim phaQ kéduje represor PHB (PhaQ protein), ktory reguluje expresiu génov phaR
a phaQ. Inkluzny protein je zabudovany v granulach PHA ajeho ulohou je ukladanie
aminokyselin. Gén kodujuci tento protein ma oznaCenie PhaP_Bmeg. (R)-Specificka enoyl-
CoA hydrataza katalyzuje hydrataciu trans-2-enoyl-CoA na (R)3-hydroxyacyl-CoA. Tento
enzym je opat’ sucast'ou biosyntetickej drahy PHA. V genome bol najdeny aj gén phaR kodujici
druht podjednotku IV. triedy PHA syntazy. Téato informécia prindsa moznost’ pritomnosti IV.
triedy PHA syntazy, avSak pri predchadzajucej analyze nebola najdena sekvencia tejto triedy.

Caldimonas manganoxidans:

V pripade bakterialneho kmena Caldimonas manganoxidans program Operon-mapper
predikoval dokopy 1542 transkripcnych jednotiek. Rovnako ako v predchadzajicom pripade
boli vSetky informacie o génoch suvisiacich s metabolizmom PHA dohl'adané v databaze NCBI
a suhrn tychto informacii je v tabul'ke 7.

Tabul’ka 7 Informacie o génoch metabolizmu PHA pre bakterialny kmeni Caldimonas

manganoxidans
Operon | Oznacenie génu | Accesion number Oblast’
phaC WP_026330149.1 | Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza
723 | WP_019560719.1 | WP_019560719.1 | Acetyl-CoA-C-acetyltransferaza
phbB WP_019560720.1 Acetoacetyl-CoA reduktaza
phaR WP_019562122.1 Represor PHA syntazy
1382 WP_026330382.1 | WP_026330382.1 PLP transferaza
WP_019562120.1 | WP_019562120.1 Hypoteticky protein
rimQO WP_019562121.1| 2-methylthioadenin syntetaza

V tabulke 7 su vyznacené dva operony obsahujuce gény podielajiice sa na metabolizme
PHA. Prvym operénom je transkripcna jednotka v poradi 723 a obsahuje phaC, phbB gén a gén
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bez oznaCenie s accesion number WP_019560719.1. Pri analyze bolo zistené, ze gén
s oznaCenim  phbB koduje acetoacetyl-CoA reduktazu, ktora patri medzi alkoholové
dehydrogenazy s kratkym refazcom. Acetyl-CoA-C-acetyltransferaza je enzym patriaci
do skupiny acyltransferaz a je sucast'ou niekol’kych dolezitych metabolickych drah ako napr.
metabolizmus mastnych kyselin alebo syntéza a odburavanie ketolatok. Rovnako ako
pri baktériit Anoxybacillus vitaminiphilus aj tento bakteridlny kmeni ma gén kodujuci PhaR —
represor PHA syntazy. PhaR je regulacny protein, ktory sa nachadza v blizkosti inych proteinov
spojenych s biosyntézou a regulaciou PHA. Konkrétne reguluje bud’ samych seba alebo faziny,
ktoré obal'uju granule PHA. Tiez napriklad reguluju enzymy, ktoré ovplyviiuju ukladanie
uhlika do polymérov. C-koncova oblast je v rodine tychto proteinov slabo zakonzervovana.
Dali predikovany operéon obsahuje 3 gény: 2 bez oznafenie saccesion number
WP_026330382.1 a WP_019562120.1 a jeden gén s oznacenim rimQ, ktory suvisi s enzymom
2-methylthioadenin syntetaza.

Rubellimicrobium thermophilum:

Program Operon-mapper pri analyze gendmu bakteridlneho kmena Rubellimicrobium
thermophilum predikoval 1537 transkripénych jednotiek, o ktorych boli doplnené informacie
z databazy NCBI Protein a Uniprot. V tabulke 8 su zhrnuté vSetky ziskané informacie.

Tabulka 8 Informacie o génoch metabolizmu PHA pre bakterialny kmen Rubellimicrobium

thermophilum
Operon | Oznacenie génu | Accesion number Oblast’
682 phaC WP_021097566.1 Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza
WP_021097565.1 | WP_021097565.1 Hypoteticky protein
683 phaZ S9SJZ3 Poly (B-hydroxyalkanoat) depolymeraza
681 phaR - Necharakterizovany protein

V tabulke 8 si naznaCené tri predikované transkripéné skupiny bakteridlneho kmemia
Rubellimicrobium thermophilum, pricom len jednu z nich mézeme oznacit’ za operon. Spolu
s génom phaC je v operone gén bez oznacCenia s accesion number WP_021097565.1, ktorého
funkcia je neznama. Baktéria obsahuje vo svojom gendme gén phaR, ktory sice bol oznaceny
ako necharakterizovany, avsak pravdepodobne sa jedna o gén suvisiaci s proteinom PhaR alebo
o enzymaticki podjednotku IV. triedy PHA syntazy. Rubellimicrobium thermophilum
disponuje aj s génom phaZ kodujucim intracelularnu depolymerazu PHA.

Rubrobacter xylanophilus:

Z gendmu bakteridlneho kmenia Rubrobacter xylanophilus bolo predikovanych 1330
transkripcnych jednotiek, z toho 2 jednotky obsahujuce po 2 gény boli d’alej analyzované
v databazach NCBI. V3etky ziskané informacie su spisané v tabulke 9.
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Tabul'ka 9 Informacie o génoch metabolizmu PHA pre bakterialny kmeni Rubrobacter

xylanophilus
Operon | Oznacenie génu | Accesion number Nazov génu
930 phaC WP_011565326.1| Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza
WP_083760190.1 | WP_083760190.1 dihydrolipoamid acyltransferaza
931 phaC_2 WP_011565327.1| Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza
936 phaQ WP_197735430.1 PHB represor
WP_011565332.1 | WP_011565332.1 hypoteticky protein

Program Operon-mapper v tejto analyze predikoval 2 operony obsahujuce gény spojené
s metabolizmom PHA. Prvy operdn s oznacCenim transkripénej jednotky 930 obsahuje gén phaC
koédujuci druht podjednotku PhaC syntazy II1. triedy. Okrem phaC génu je predikovany v tejto
transkripénej jednotke aj neoznaceny gén s accesion number WP_083760190.1. Tento gén je
napojeny na enzym dihydrolipoamid acyltransferaza, ktory funguje ako podjednotka E2
komplexu pyruvatdehydrogendzy. Je nevyhnutny pri glykolyze a v citratovom cykle. Program
operon-mapper predikoval aj gén s oznaCenim phaC_2. Podla proteinove] sekvencie boli
v databaze NCBI Protein vyhl'adané informacie o tom, ze sa jedna o gén phaC kodujuci L. triedu
PhaC syntazy. V d’alSom operdne 936 transkripcnej jednotky je gén phaQ, ktory sa viaze na
PHB represor a gén s necharakterizovanym prepojenim na metabolizmu.

Zhizhongheella caldifontis:

Program Operon-mapper predikoval v gendme termofilnej baktérie Zhizhongheella
caldifontis 1547 transkripcnych jednotiek. Operdn obsahujuci phaC gén bol d’alej analyzovany
opat’ v databaze NCBI Protein a ziskané zakladné informacie su v tabulke 10.

Tabul'ka 10 Informéacie o génoch metabolizmu PHA pre bakterialny kmen Zhizhongheella

caldifontis
Operon | Oznacenie génu | Accesion number Nazov génu
phaC WP_211286910.1| Poly (3-hydroxyalkanoat) syntéza
825 phbB WP_104302467.1 Acetoacetyl-CoA reduktaza
WP_104302468.1 | WP_104302468.1 Acetyl-CoA acetyltransferaza
769 phaR - Necharakterizovany protein

Z vysledkov v tabulke 10z programu Operon-mapper boli analyzované 2 transkripéné
jednotky, kde jednu z nich mézeme oznacit za operon. V operone s oznacenim 825 boli okrem
génu phaC pritomné dal§ie dva gény napojené na metabolizmus PHA. Prvym génom
koédujucim acetoacetyl-CoA reduktazu je gén s oznacenim phbB. Druhy je gén bez oznacenia
s accesion number WP_104302468.1, ktory suvisi s acetyl-CoA acetyltransferaza. Poslednym
detekovanym génom je phaR, ktorému v tomto pripade nebola pridelena funkcia, avsak
pravdepodobne sa opit’ jedna o gén kodujuci represor PHB — PhaR alebo o podjednotku
enzymu PHA syntazy patriacej do IV. triedy.
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Pri porovnani vysledkov génovej analyzy z databdaz NCBI Protein/Uniprot a z programu
Operon-mapper su viditeIné malé rozdiely. V pripade bakteridlneho kmena Anoxybacillus
vitaminiphilus sa pri vyhl'adavani génov napojenych na metabolizmus PHA v databazach
nepodarilo ngjst’ ziadne iné gény okrem génu phaC. Na druhu stranu vysledok z programu
Operon-mapper hovori otom, ze tato baktéria ma dostato¢né mnozstvo dalSich génov
suvisiacich s biosyntézou PHA. To isté plati aj pre termofilnu baktériu Caldimonas
manganoxidans. Pri analyze Rubellimicrobium thermophilum v databdzach NCBI Protein
a Uniprot bola najdend sekvencia len génu phaR aj napriek tomu, ze v Operon-mapper bol
najdeny aj gén suvisiaci s depolymeraciou PHA. Naopak pri bakteridlnom kmeni Rubrobacter
xylanophilus bola v databazach najdena sekvencia génu depolymerazy PhaZ, avSak v Operon-
mapper tento gén nebol predikovany. Podobny vysledok vidiet aj pri baktérii Zhizhongheella
caldifontis.
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S ZAVER

e Vysledkom tejto prace je rozsiahla teoreticka priprava experimentalnej praci skimania
produkcie polyhydroxyalkanoatov termofilnymi baktériami, ktora napoméha
pri vybere potencialneho producenta PHA z radu extrémofilov. V rdmci prace bolo
pomocou podrobnej literarnej reSersi a bioinformatickej analyze celogenomovych
sekvencii identifikovanych 44 termofilnych bakteridlnych kmenov, ktoré su
na zaklade pouzitych informécii schopné produkovat PHA. Jednym zo zistenim prace
je, ze aj napriek tomu, ze niektoré kmene su pravdepodobne schopné produkcie PHA,
avsak su z viacerych dévodov nevhodné na pouzitie v NGIB.

e Vsetky zozbierané informéacie o termofilnych baktériach, s ktorymi sa pracovalo
v tejto praci pochadzaja z online dostupnych databaz a literarnych reSersi. Data, ktoré
sme dostali s najvacSou pravdepodobnostou sa moézu stiahnut na cely rod alebo
pribuzné bakteridlne kmene v danom rode.

e Pri fylogenetickej analyze génov phaC a 16S rRNA bolo vyvodenych niekol'ko
informéacii, resp. boli potvrdené vysledky =z predchadzajuce; analyzy. Oba
fylogenetickych stromy boli rozdelené na dve vel'ké skupiny. V pripade fylogramu
zostrojeného z génu /6S rRNA boli bakteridlne kmene rozdelené na aktinobaktérie
a bacily a na druhu vetvu vytvorenu z proteobaktérii. Fylogenicky strom zostrojeny
z génu phaC je rozdeleny na dve zakladne vetvy — L. a II. triedu PHA syntazy. Tieto
udaje odpovedaju aj predchadzajucej analyze tried génu phaC. Spolo¢nym rysom
oboch fylogenetickych stromov je tvorba velkého mnozstva zhlukov z toho dovodu,
ze v analyze sa nachadzalo mnoho bakteridlnych kmenov patriacich do rovnakého
rodu.

e Analyza gendmu piatich vybranych potencidlnych producentov  PHA priniesla
informacie o génoch napojenych na PHA metabolizmus. Po doplneni vysledkov
z databaz programom Operon-mapper boli zistené dalSie gény suvisiace s PHA
biosyntézou a to najcastejSie gény phaR, phaQ, phaZ a gény koédujuce rdzne enzymy
z metabolizmu PHA. V tejto analyze mal najvicSie zastupenie génov PHA bakterialny
kmen Caldimonas manganoxidans.

e 7o zbierky potencialnych producentov polyhydroxyalkanoatov bol vybraty jeden
termofilny bakterialny kmeti, ktory najviac spiiia poziadavky novej generacie
priemyselnych biotechnologii. Tymto bakteriAlnym kmetom je Rubrobacter
xylanophilus vedeny pod zbierkovym ¢islom DSM 9941. Jedna sa o grampozitivnu,
nesporujucu termofilnu baktériu, ktorej hodnoty kultivacnej teploty sa pohybuja
v rozmedzi od 40 °C do 70 °C, priCom optimalna hodnota teploty pre rast je 60 °C.
Mozna produkcia PHA je na genotypovej urovni potvrdena dostupnou sekvenciou
phaC génu v databaze Uniprot pod Cislom AOAS5S10HIB4. Tento bakterialny kmen
disponuje 1. alll. triedou PHA syntazy. Je dostupnd jedna vedecka publikacia
zahriiujuca informécie o produkcii PHA. Medzi substraty, ktoré dokaze utilizovat’ patri
galaktoza, riboza, xyloza, manodza, arabindza, rafindza, glycerol, sorbitol, acetat,
laktat, fumarat, malat, sukcinat a glutamin. V ramci fylogenetickej analyzy génu phaC
sa nachadzal vo viac zastupenej Casti fylogramu, ktora je charakteristicka pre 1. triedu
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PHA syntazy, co odpoveda aj analyze z dostupnych databaz. V porovnani s d’al$im
bakteridlnym kmefiom zrovnakého druhu — Rubrobacter spartanus, s ktorym sa
zhlukuje, ma Rubrobacter xylanophilus nizsiu evolu¢nu rychlost’ génu phaC. To isté
plati aj v pripade fylogenetického stromu zostaveného z génu 165 rRNA. Tato baktéria
vykazuje evolucni podobnost’ génu phaC (L. trieda PhaC syntazy) s bakterialnymi
kmenmi z rodu Elioraea as bakteridlnym kmenom Dichotomicrobium
thermohalophilum. Na druht stranu je vidiet' pribuzensky vztah v ramci génu
16S rRNA s bakterialnym kmeriom Pseudonocardia thermophila.
Pri bioinformatickej analyze gendému boli najdené dalSie gény napojené
na metabolizmus PHA, pricom jednym z nich okrem phaC génu je gén phaQ. Na
zaklade tychto informacii je mozné hovorit o Rubrobacter xylanophilus ako
o vhodnom producentovi PHA v ramci NGIB, resp. o jeho blizko pribuznych kmenioch
v rode.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

3HV 3-hydroxyvalerat

3HHx 3-hydroxyhexanoat

3HHp 3-hydroxyheptanoat

pum mikrometre

DDBJ DNA datova banka Japonska (DNA Data Bank of Japan)

EMBL Europska kniznica laboratornych dat molekularnej bioldgie

(European Molecular Biology Laboratory data library)

IUPAC Medzinarodna nia pre Cistu a aplikovani chémiu (Union of Pure
and Applied Chemistry)

kDa kilodaltony

Icl-PHA polyhydroxyalkanoaty s dlhym retfazcom

mcl-PHA polyhydroxyalkanoaty so stredne dlhym retazcom

NCBI Narodné centrum pre biotechnologické informacie (National

Center for Biotechnology Information)

NIH Narodny institut zdravia (National Institutes of Health)

NJ Neighbor-joining

NLM Narodna lekarska kniznica USA (National Library of Medicine)
UPGMA Unweighted Pair Group Method with Aritmetic mean

OTU Operacna taxonomicka jednotka (Operational Taxonomic Unit)
P(3HB-co-3HHXx) poly(3-hydroxyvalerat-co-3-hydroxyhexanoat)
P(3HB-co-3HV) poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu)

P(3HB-co-4HB) poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyratu)
P(3HO-co-4HH) poly(3hydroxyoktanoatu-co-4hydroxyhexanoatu)

PHA polyhydroxyalkanoat

PhaC polymeriza¢ny enzym biosyntézy polyhydroxyalkanoatov
PHB poly(3-hydroxybutyrat)

PMC databaza PubMed Central

PMID Identifikacné ¢islo databazy PubMed (PubMed ID)

PP polypropylénu

scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkym retazcom
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8 PRILOHY

8.1 Utilizované substraty

Tabul’ka 11 Prehl'ad moznych utilizovanych substratov u bakterialnych termofilnych kmenoch Amphiplicatus metriothermophilus (DSM 105738),
Aneurinibacillus danicus (DSM 21566), Aneurinibacillus terranovensis (DSM 18919), Aneurinibacillus thermoaerophilus (DSM 10154), Anoxybacillus
calidus (DSM 25220), Anoxybacillus rupiensis (DSM 17127), Anoxybacillus vitaminiphilus JCM 16594), Aquabacterium tepidiphilum (YIM 730274),
Bacillus thermoamylovorans (DSM 28918), Caldimonas manganoxidans (JCM 10698), Caldimonas taiwanensi (LMG 22827), Dichotomicrobium
thermohalophilum (DSM 5002), Elioraea tepidiphila (DSM 17972), Elioraea thermophila (YIM 72297), Geobacillus kaustophilus (DSM 7263) a Geobacillus
stearothermophilus (CCM 2062).

Glukoéza | Fruktoza |Galaktoza |Ribdza | Xyldza | Manodza | Arabindza [ Ramnoéza | Sorboza | Sachardza

Amphiplicatus metriothermophilus — = — = — _ — — _ _

Aneurinibacillus danicus -

Aneurinibacillus terranovensis +

Aneurinibacillus thermoaerophilus -

Anoxybacillus calidus

+ o+ [+ |+ |+
!
!
!
!
!
+
!

Anoxybacillus vitaminiphilus

Aquabacterium tepidiphilum

Caldimonas manganoxidans

Caldimonas taiwanensi

+
+
+
Bacillus thermoamylovorans +
+
+
+

Dichotomicrobium thermohalophilum

Elioraea tepidiphila —

Elioraea thermophila

Geobacillus kaustophilus

o e A N R s

Geobacillus stearothermophilus
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Celobioza

Laktoza

Maltoza

Melibidza

Trehaloza

Rafin6za

N-acetyl-
glukosamin

Glykogén

Etanol

Glycerol

Amphiplicatus metriothermophilus

+

+

Aneurinibacillus danicus

Aneurinibacillus terranovensis

Aneurinibacillus thermoaerophilus

+ |+ |+ |+

Anoxybacillus calidus

Anoxybacillus vitaminiphilus

Aquabacterium tepidiphilum

Bacillus thermoamylovorans

Caldimonas manganoxidans

Caldimonas taiwanensi

Dichotomicrobium thermohalophilum

Elioraea tepidiphila

Elioraea thermophila

Geobacillus kaustophilus

Geobacillus stearothermophilus
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Arabitol

Xylitol

Manitol

Sorbitol

Acetat

Glycerat

Laktat

Pyruvat

Fumarat

Malat

Sukcinat

Oxaloacetat

Amphiplicatus metriothermophilus

Aneurinibacillus danicus

+

Aneurinibacillus terranovensis

Aneurinibacillus thermoaerophilus

Anoxybacillus calidus

Anoxybacillus vitaminiphilus

Aquabacterium tepidiphilum

Bacillus thermoamylovorans

Caldimonas manganoxidans

Caldimonas taiwanensi

Dichotomicrobium
thermohalophilum

Elioraea tepidiphila

Elioraea thermophila

Geobacillus kaustophilus

Geobacillus stearothermophilus
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a-Ketoglutarat

Alanin

Serin

Asparagin

Aspartat

Treonin

Glutamat

Glutamin

Amphiplicatus metriothermophilus

Aneurinibacillus danicus

Aneurinibacillus terranovensis

+

Aneurinibacillus thermoaerophilus

Anoxybacillus calidus

Anoxybacillus vitaminiphilus

Aquabacterium tepidiphilum

Bacillus thermoamylovorans

Caldimonas manganoxidans

Caldimonas taiwanensi

Dichotomicrobium thermohalophilum

Elioraea tepidiphila

Elioraea thermophila

Geobacillus kaustophilus

Geobacillus stearothermophilus
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Leucin

Prolin

Arginin

Histidin

Isoleucin

Lysin

Fenylalanin

Tryptofan

Ormnitin

Amphiplicatus metriothermophilus

+

Aneurinibacillus danicus

Aneurinibacillus terranovensis

Aneurinibacillus thermoaerophilus

Anoxybacillus calidus

Anoxybacillus vitaminiphilus

Aquabacterium tepidiphilum

Bacillus thermoamylovorans

Caldimonas manganoxidans

Caldimonas taiwanensi

Dichotomicrobium thermohalophilum

Elioraea tepidiphila

Elioraea thermophila

Geobacillus kaustophilus

Geobacillus stearothermophilus
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Tabulka 12 Prehl'ad moznych utilizovanych susbtratov pre bakterialne termofilné kmene Hydrogenophilus thermoluteolus (DSM 6765), Chelatococcus
thermostalatus (DSM 28244), Inmirania thermothiophila (DSM 100275), Rubellimicrobium thermophilum (DSM 43832), Rubrobacter spartanus (DSM
102139), Rubrobacter xylanophilus (DSM 9941), Schlegelella aquatica (ILMG 23380), Schlegelella thermodepolymerans (DSM 15344), Tepidicella
baoligensis (KCTC-62779), Tepidimonas alkaliphilus (YIM 72238), Tepidimonas aquatica (DSM 14833), Tepidimonas fonticaldi (LMG 26746),
Tepidimonas charontis (LMG 30884), Tepidimonas ignava (DSM 12034), Tepidimonas sediminis (YIM 72259) a Tepidimonas taiwanensis (LMG 22826).

Glukoza

Fruktoza

Galaktoza

Riboza

Xyloza

Manoza

Arabinoza

Ramnodza

Sorboza

Sacharoza

Hydrogenophilus thermoluteolus

Chelatococcus thermostalatus

+

Inmirania thermothiophila

Rubellimicrobium thermophilum

Rubrobacter spartanus

Rubrobacter xylanophilus

Schlegelella aquatica

Schlegelella thermodepolymerans

Tepidicella baoligensis

Tepidimonas alkaliphilus

Tepidimonas aquatica

Tepidimonas fonticaldi

Tepidimonas charontis

Tepidimonas ignava

Tepidimonas sediminis

Tepidimonas taiwanensis
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Celobioza

Laktoza

Maltoza

Melibidza

Trehaloza

Rafin6za

N-acetyl-
glukosamin

Glykogén

Etanol

Glycerol

Hydrogenophilus thermoluteolus

Chelatococcus thermostalatus

Inmirania thermothiophila

Rubellimicrobium thermophilum

Rubrobacter spartanus

Rubrobacter xylanophilus

Schlegelella aquatica

Schlegelella thermodepolymerans

Tepidicella baoligensis

Tepidimonas alkaliphilus

Tepidimonas aquatica

Tepidimonas fonticaldi

Tepidimonas charontis

Tepidimonas ignava

Tepidimonas sediminis

Tepidimonas taiwanensis
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a-Ketoglutarat

Alanin

Serin

Asparagin

Aspartat

Treonin

Glutamat

Glutamin

Hydrogenophilus thermoluteolus

+

Chelatococcus thermostalatus

Inmirania thermothiophila

Rubellimicrobium thermophilum

Rubrobacter spartanus

Rubrobacter xylanophilus

Schlegelella aquatica

Schlegelella thermodepolymerans

Tepidicella baoligensis

Tepidimonas alkaliphilus

Tepidimonas aquatica

Tepidimonas fonticaldi

Tepidimonas charontis

Tepidimonas ignava

Tepidimonas sediminis

Tepidimonas taiwanensis
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Leucin

Prolin

Arginin

Histidin

Isoleucin

Lysin

Fenylalanin

Tryptofan

Ornitin

Hydrogenophilus thermoluteolus

Chelatococcus thermostalatus

Inmirania thermothiophila

Rubellimicrobium thermophilum

Rubrobacter spartanus

Rubrobacter xylanophilus

Schlegelella aquatica

Schlegelella thermodepolymerans

Tepidicella baoligensis

Tepidimonas alkaliphilus

Tepidimonas aquatica

Tepidimonas fonticaldi

Tepidimonas charontis

Tepidimonas ignava

Tepidimonas sediminis

Tepidimonas taiwanensis
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Tabulka 13 Prehl'ad moznych utilizovanych substratov pre bakterialne termofilné kmene Tepidimonas thermarum (LMG 23094), Tepidiphilus margaritifer
(DSM 15129), Tepidiphilus succinatimandens (DSM 15512), Tepidiphilus thermophilus (DSM 27220), Thauera hydrothermalis (CGMCC 1.15527),
Thermomonas hydrothermalis (DSM 14834), Thermosyntropha lipolytica (DSM 11003), Thermus thermophilus (DSM 579), Ureibacillus terrenus (DSM
12654), Ureibacillus thermophilus (DSM 17952) a Zhizhongheella caldifontis (DSM 27262).

Glukoéza | Fruktoza | Galaktoza [ Ribodza | Xyloza [ Manoza | Arabindza | Ramnoza | Sorbdza | Sachardza
Tepidimonas thermarum — — — — - — — - _ _
Tepidiphilus margaritifer - - - — — — — — — _
Tepidiphilus succinatimandens + — — — - — _ - _ _
Tepidiphilus thermophilus + + - — — — + — _ _
Thauera hydrothermalis — — + + + + + — — _
Thermomonas hydrothermalis + — - — - - - - _ _
Thermosyntropha lipolytica — - — + 4 — — — _ _
Thermus thermophilus + + - - - — _ _
Ureibacillus terrenus + - — - - + + _
Ureibacillus thermophilus + — — — — + - _ _
Zhizhongheella caldifontis + + + - - + — + _
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Celobioza

Laktoza

Maltoza

Melibidza

Trehaloza

Rafin6za

N-acetyl-
glukosamin

Glykogén

Etanol

Glycerol

Tepidimonas thermarum

Tepidiphilus margaritifer

Tepidiphilus succinatimandens

Tepidiphilus thermophilus

Thauera hydrothermalis

Thermomonas hydrothermalis

Thermosyntropha lipolytica

Thermus thermophilus

Ureibacillus terrenus

Ureibacillus thermophilus

Zhizhongheella caldifontis
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Arabitol | Xylitol | Manitol | Sorbitol | Acetat | Glycerat | Laktat | Pyruvat | Fumarat | Malat | Sukcinat | Oxaloacetat
Tepidimonas thermarum — — — — + — + + - — + _
Tepidiphilus margaritifer - - = - a - — — _ + _ _
Tepidiphilus succinatimandens — — — — — - — + _ _
Tepidiphilus thermophilus - - - - - — — + _
Thauera hydrothermalis — — + - — — 4 — — — _
Thermomonas hydrothermalis - - - - + - - — _ _ _
Thermosyntropha lipolytica — — - — — — — — - _ _
Thermus thermophilus - - - — - - - - _ _ _ _
Ureibacillus terrenus - - — — - - - - - _ _
Ureibacillus thermophilus — — — — — — - — - _ _
Zhizhongheella caldifontis - - - - + — + - + - _
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a-Ketoglutarat | Alanin [ Serin [ Asparagin [ Aspartat | Treonin [ Glutamat | Glutamin
Tepidimonas thermarum — + - _ — _ + +
Tepidiphilus margaritifer - — = + _ — _ _
Tepidiphilus succinatimandens - - - - — _ _
Tepidiphilus thermophilus — = _ _ — _ _
Thauera hydrothermalis - — — 5 + _ +
Thermomonas hydrothermalis - - — - — - _
Thermosyntropha lipolytica - - - — — — — _
Thermus thermophilus - — + + - - - _

Ureibacillus terrenus

Ureibacillus thermophilus

Zhizhongheella caldifontis

85




Leucin [ Prolin [ Arginin | Histidin [ Isoleucin | Lysin | Fenylalanin | Tryptofan | Ornitin
Tepidimonas thermarum + + — — + + — _ +
Tepidiphilus margaritifer — + - — — _ — _ _
Tepidiphilus succinatimandens — - — — - — — _ _
Tepidiphilus thermophilus — — = _ _ — _ _
Thauera hydrothermalis — — — — _ + _ _
Thermomonas hydrothermalis - - - - - + - _ +

Thermosyntropha lipolytica

Thermus thermophilus

Ureibacillus terrenus

Ureibacillus thermophilus

Zhizhongheella caldifontis
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