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ABSTRAKT

Byla provedena izolace a identifikace mikroorganismu produkujicich depolymerizaéni
enzymy vybranych polymert. Zdrojem zminénych mikroorganismi byly vzorky kom-
posti, které byly naoCkovany na kultivacni pidy obsahujici polyestery polybutylen
adipat/tereftalat (PBAT) nebo kyselinu polymléénou (PLA) v podobé submikrocastic.
Celkem bylo zkoumano 5 vzorka kompostu, které byly dale charakterizovany dostupnymi
fyzikélné — chemickymi vlastnostmi jako je pH, suSina a spalitelny podil. Ze vzorkl
kompostii byla provadéna izolace bakterii schopnych tvofit zény hydrolyzovaného
polymeru kolem svych kolonii, coz bylo povazovano za dikaz produkce extracelularnich
depolymeriza¢nich enzymu. V piipadé¢ kultivacni pudy s obsahem PLA nebyly zony
pozorovany, tudiZ nebyla izolovana Zadna bakterialni kultura hydrolyzujici PLA. Naopak
v piipadé¢ kultivacni pudy s obsahem PBAT byly izolovany c¢tyfi bakterialni kmeny,
pozdéji identifikovany jako blizce piibuzné kmenim Actinomadura rubrobrunea
DSM 43750, Thermobispora bispora DSM 43833 a Thermomonospora curvata
DSM 43183. Pro identifikaci izolovanych bakterii byla pouzita metoda sekvenace genu
16S rRNA, byla izolovana DNA mikroorganismu a po purifikaci vzorku byl tento odeslan

k sekvenaci. Ziskana sekvence nukleotidit DNA byla porovnana v databazi GenBank.

Kli¢ova slova: biodegradace, polybutylen adipat/tereftalat, kyselina polymlécna,

biodegradace za termofilnich podminek, aktinomyceta



ABSTRACT

Isolation and identification of microorganisms producing depolymerizating enzymes
of selected polymers was performed. The source of these microorganisms were samples
of compost that were inoculated into culture medium containing polyesters, polybutylene-
adipate-co-butyleneterephthalate (PBAT) or polylactic acid (PLA) in the form of sub-
microparticles. A total of five samples of compost were examined and further characteri-
zed by available physico-chemical properties such as pH, solids and combustible portion.
Samples of compost were performed isolation of bacteria capable of forming zone hydro-
lysed polymer around their colonies, which were considered as evidence of the production
of extracellular depolymerizating enzymes. In the case of culture medium containing PLA,
the zones were not observed, therefore, no PLA hydrolysing bacterial culture has been iso-
lated. On the contrary, in the case of culture medium containing PBAT, four bacterial
strains were isolated, which were later identified as closely related strains of Thermomo-
nospora curvata DSM 43183, Actinomadura rubrobrunea DSM 43750 and Thermobispora
bispora DSM 43833. The method of sequencing the 16S rRNA gene was used for identifi-
cation of the isolated bacteria, DNA of the microorganism was isolated and after
the purification of the sample, it has been sent to sequencing. The resulting DNA

nucleotide sequence was compared to the GenBank database.

Keywords: biodegradation, polybutyleneadipate-co-butyleneterephthalate, polylactid acid,
biodegradation in thermophilic condition, actinomycet
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UvVOD

Mikroorganismy ucastnici se biodegrada¢nich procest jsou v poslednich letech piedmétem
vyzkumu hlavné pro schopnost nékterych z nich rozkladat polymerni latky, které se staly
nepostradatelnou soucasti zivota lidi. Polymery, které jsou prostfednictvim téchto mikro-
organismil rozkladany, se oznacuji jako biodegradabilni neboli biologicky rozlozitelné.

Mechanismus biodegradace polymert je zkouman.

Biodegradabilni polymery nachazeji ¢im dal castéjSi uplatnéni v rGznych odvétvich
napt. pfi vyrobé obalovych materialti. Zdokonalovanim nejen jejich mechanickych vlast-

nosti by mohly zcela nahradit $patné rozlozitelné konvenéni polymery (napf. polyetylen).

Polymery jsou zajimavymi substraty, protoze kvili jejich hydrofobni povaze je obtizny
ptistup k esterovym vazbam v jejich struktuie. Z tohoto hlediska by mohly byt zajimavé
enzymy rozkladajici polymery, napt. polyestery. Tyto enzymy by mohly najit dale uplat-

néni napf. pii vyrobé¢ detergentnich prostiedkd.

V bakalaiské praci je studovana izolace mikroorganismi produkujicich extracelularni
depolymeriza¢ni enzymy, a to kultivaci mikroorganismu, jejichz zdrojem jsou vzorky
kompostli, na zivnych pidach obsahujicich suspenze submikrocastic polyesteri PBAT
nebo PLA metodou tzv. projasnénych zon. Tato metoda je bézné vyuzivana pii védeckych

vyzkumech biodegradace polymernich materialt.
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1 BIODEGRADABILNI POLYMERY

Makromolekularni latky, skladajici se z velkého poctu jednotek — monomert, jsou oznaco-
vany jako polymery. Vyskytuje-li se v makromolekule dva a vice riznych monomeru,

jedna se o kopolymer.

Degradace je d¢j, pfi kterém vlivem fyzikdlnim, chemickym ¢i biologickym dochazi
ke zménam ve struktuie polymeru. Mezi hlavni zmény patii snizeni molekulové hmotnosti.
Pii biodegradaci je za primarni mechanismus degradace povazovano ptisobeni a metabo-
lismus mikroorganismi, piedev§im bakterii a hub [1, s. 233]. Jedna se 0 enzymatické
reakce zavisejici na okolnim prostfedi, molekulové hmotnosti, krystalinit¢ a chemické
struktufe dan¢ho polymeru. Mezi biodegradabilni patii zejména polymery obsahujici este-

rové ¢i amidové skupiny v fetézci [2, S. 256].

V bakalarské praci byly pouzity biodegradabilni polyestery. Tyto se mohou vyskytovat
prirozené, mohou byt syntetizovany z ropy nebo jsou ziskavany z obnovitelnych zdroja.
Studie zabyvajici se biologickou rozlozitelnosti a mechanismy biodegradace hraji
vyznamnou roli ve vyvoji biodegradabilnich polyestert a jsou také velmi dulezité pro mi-

nimalizovani §kodlivych vlivii pfi odstranovani polyesteri z zivotniho prostiedi [3, s. 259].
1.1 PLA

1.1.1 Charakterizace

Kyselina polymlécnd (PLA) patii do skupiny linearnich alifatickych polyesteri
odvozenych od a-hydroxy kyselin. Monomer PLA, kyselina mlé¢na, se mize vyskytovat
v opticky aktivnim D- nebo L-enantiomeru. V zavislosti na jejich pomérném zastoupeni
v makromolekule je moZno vyrobit polymery PLA s rlznymi materidlovymi
vlastnostmi [4, s. 821]. Pfirozené se vyskytuji oba enantiomery, pii¢emz vétsi zastoupeni
ma L- forma kyseliny mlécné nebo racemicka smés obou forem [5, s. 113]. Kyselina
mlécna (kyselina 2-hydroxypropanova) se vyrabi fermentaci (kvasenim) nebo chemickou
syntézou. Vyuzivanéjsi cestou je vyroba procesem mlééného kvaseni, a to napt. kvili
niz§im vyrobnim ndkladim. U chemické syntézy je také problémem vyroba pouze
zadouciho L-enantiomeru kyseliny mléc¢né, aj. [6, s. 553]. Strukturni vzorec monomerni

jednotky PLA je znazornén na Obr. 1.
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Obr. 1 Chemicka struktura mono-

meru PLA

PLA je biologicky odbouratelny, biokompatibilni a kompostovatelny termoplast ziskavany
z obnovitelnych rostlinnych zdroju jako je Skrob a cukr [7, s. 865], [4, s. 821]. Obecné se
jedna o leskly, tuhy material s vlastnostmi podobnymi polystyrenu (PS). Diky dobrym
mechanickym vlastnostem, jako je pevnost v tahu v rozmezi 50 — 70 MPa nebo modul
pruznosti 3000 -4 000 MPa, mize kyselina polymlécna vtadé aplikaci nahrazovat
konvenéni polymery (aplikace PLA viz kapitola 1.1.2) [8, s. 141]. PLA je mozno pfipravit
ptfimou polykondenzaci kyseliny mlééné nebo prostfednictvim tzv. Ring opening
polymeration (ROP), coz je vyroba zalozena na otevirani laktidového cyklu s naslednou
polymeraci. V priumyslu je vyuzivana spiSe cesta vyroby ptes formaci laktidu (cyklicky
dimer znazornény na Obr. 2) a to hlavné kvuli poskytnuti polymeru PLA o vysoké

[ 24

polykondenzace [6, s. 553], [9, s. 15], [10, s. 3].

O
CH,

H,C

O
Obr. 2 Chemicka struktura
laktidu

1.1.2 Aplikace

Kyselina polymlécna ma uplatnéni v mnoha riznych odvétvich. Mezi hlavni oblasti vyuZiti
patii vyroba sackti, oballi na potraviny a napoje v potravindiském primyslu, vyroba folii

a kvétinacu v zem¢edé@lstvi ¢i vyroba vlaken textilii [6, s. 561], [9, s. 16].
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Pro svou biokompatibilitu nachazi PLA uplatnéni také v biomedicing pfi vyrobé riznych
Sroubll a Cepll pro pfipevnéni vazii nebo ndpraveé kosti, pii vyrobé chirurgického Siciho
materialu ¢i implantata [6, s. 562]. Vyuziva se dale v automobilovém pramyslu (Kryty

nahradnich pneumatik, podlahové rohoze) a pii vyrobé elektroniky [11, s. 463, 466].

1.2 PBAT

1.2.1 Charakterizace

Jednim z polyesterii biologicky rozlozitelnych za termofilnich podminek, vyuzivany
ke komerénimu pouziti hlavné diky snadnému zpracovani a podobnym mechanickym
vlastnostem nizkohustotnimu polyetylenu (LD-PE) je polybutylen adipat/tereftalat
(PBAT). Jedna se o linearni aromaticko-alifaticky kopolyester skladajici se ze dvou typu
dimeri. Jednotka BT obsahuje aromatické jadro v podobé¢ kyseliny tereftalové, na kterou je
navazan 1,4-butandiol. Druha jednotka BA je slozena z monomerd 1,4-butandiolu
a kyseliny adipové [12, s. 2641]. Chemicka struktura PBAT je znazornéna na Obr. 3.
Tento synteticky polyester je mozné ziskat z fosilnich zdroju [12, s. 2641], [13, s. 361].
Mezi zminéné mechanické vlastnosti patii vynikajici houzevnatost, mékkost a flexibilita.
Relativné vysoké vyrobni ndklady a ur€itd omezeni tykajici se mechanickych vlastnosti
(napf. nizka pevnost v tahu) jsou vSak divodem ke sniZzovani komeréni vyroby tohoto
biologicky rozlozitelného polymeru. Materialu s dobrymi vlastnostmi za vyuziti niz§ich
nakladti lze dosahnout misenim PBAT s ruznymi, snadné dostupnymi, kompozity

piirodniho ptvodu jako je napt. sojova moucka [14, s. 1, 2], [15, s. 2387].
I i I I
-c— CH2)4 c—o{cHz}—4 oﬂ—Eo@—c—o-{CHg)—o{——
X n y

Obr. 3 Chemicka struktura PBAT

1.2.2 Aplikace

Mezi hlavni uplatnéni PBAT patii vyroba folii a pytlh pouzivanych v zemédélstvi
a domacnostech. Je také vhodnym materidlem pro baleni potravin. Smés PBAT a PLA
je materidlem, ze kterého jsou vyrdbény nddoby pouzivané v rychlém obcerstveni

(kelimky, tacky, talite) [14, s. 2], [9, s. 16].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 BIODEGRADACE ZA TERMOFILNICH PODMINEK

Biodegradace za termofilnich podminek je piirodni proces, pii kterém je organicky
materidl rozkladén na latku podobnou ptidé€, na humus neboli kompost. Jedna se o nejrozsi-
fengjsi zpusob aerobniho zpracovani organickych odpadd. Tento biotechnologicky proces
je zalozen na schopnosti mikroorganismt (zahrnujici bakterie, houby a aktinomycety)
a bezobratlych zivocichii preménovat organické latky zejména cestou rozmélnéni,

mineralizace a humifikace [16, s. 28], [2, s. 256].

2.1 Kompostovatelnost

Jak jiz bylo uvedeno v prvni kapitole za biodegradabilni, je povaZovan plast, ktery
degraduje na zéklad¢ Cinnosti pfirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismd, jako jsou bakte-
rie a houby. Kompostovatelny plast je plast, u kterého dochazi k degradaci biologickymi
procesy pii kompostovani za vzniku srovnatelnych latek jako v pfipadé€ jinych komposto-
vanych materiald, a to oxidu uhli¢itého, vody, anorganickych sloucenin, biomasy
a nezanechava vizualn¢ rozliSitelné nebo toxické zbytky. Pojmy biodegradace
a kompostovatelnost nelze zaménovat, jedna se o odlisné vlastnosti. Lze fici, ze veskeré

kompostovatelné plasty jsou biodegradabilni, ale ne naopak [2, s. 256].

2.2 Optimalni podminky pro ¢innost mikroorganismi v kompostu

Rast a aktivita mikroorganismi Vv kompostovaném materialu jsou zavislé na obsahu
a vzajemném zastoupeni vyuzitelnych makrobiogennich prvkua (C, N, P, K, Mg). Mezi

vvvvvv

kompostu dosahnout hodnot 25 — 30 : 1 (C:N) [16, s. 29].

Jeden zhlavnich faktort ovliviiujici spravnou c¢innost mikroorganismt v kompostu
predstavuje vlhkost (obsah vody). Voda v kompostu slouzi ptedevSim k rozpousténi
a transportu zivin, enzymui a plynd. Jeji obsah v kompostu je idealni mezi 50 az 60 %
[16, s. 30, 31]. Pti nedostatku vody v kompostu dochazi ke zpomaleni biochemickych

pochodt, naopak jeji nadbytek muze zpusobit nezadouci hnilobné procesy [17, s. 14].

Optimalni hodnota pH pro ¢innost mikroorganismi, zabezpecujicich proces kompostovani,
lezi v rozmezi 6,0 — 8,0 [16, s. 31]. Béhem kompostovani se pH méni v zavislosti na meta-
bolitech mikroorganismt, které jsou predevSim kyselého charakteru. Za vhodnych

podminek v8ak dochazi k vyrovnavani pH odbouravanim téchto metabolita [18, s. 14].
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Pro zivot aerobnich organisml je nezbytn¢ nutnd piitomnost dostateéného mnozstvi
kysliku v kompostovaném materialu. Cely objem kompostu by mél byt dostateéné

provzdusnén [9, s. 19], [17, s. 15].

2.3 Priubéh procesu kompostovani

Béhem kompostovani dochazi v kompostovaném materidlu k mnoha biologickym a bio-
chemickym pfeménam, jejichz pribéh miize byt rozdélen do nékolika fazi a to zejména:

1) faze mineralizace, 2) faze strukturni pfemény a 3) faze syntézy (viz Obr. 4).

Prvni faze je zalozena pievazné na vysoké aktivit¢ mikroorganismii rozkladajicich
jednoduché organické latky obsazené v kompostovaném materidlu (cukry, bilkoviny,
aminokyseliny, mastné kyseliny). Toto je doprovazeno uvoliiovanim energie projevujici se
zvySovanim teploty v kompostu. Rychlost rlstu teploty je pfimo umérna aktivité
mikroorganismu, ktera je vSak zavisla i na jinych faktorech jako napt. na chemickém
slozeni kompostovaného materialu, velikosti Castic, poméru obsahu kysliku a vody
[16, s. 32, 33]. Na pocatku procesu kompostovani, je-li teplota kompostovaného materialu
niz§i nez 40 °C, se uplatiuji pifedev§im mezofilni bakterie a houby. Jakmile teplota
prevysi 40 °C, dominantni skupinou mikroorganismil se stavaji termofilni bakterie a houby
[9, s. 21, 22]. V prubéhu prvni faze teplota vkompostu za vhodnych podminek
dosahne 55-65°C. Pii této teploté také dochazi k Caste¢né hygienizaci kompostu,

tj. ke snizeni pocti patogennich organizml, zejména bakterii [16, . 35].

Béhem druhé faze kompostovani probihaji procesy pfemén a ¢aste€ného rozkladu huie
rozlozitelnych organickych latek typu celuloza, hemiceluloza, tukd a ligninu. Rozklad je
katalyzovan mikrobialnimi exoenzymy, piedevsim celulasami, pektinasami a lipasami.
Dale dochézi k castecnému mikrobidlnimu rozkladu proteinti a organickych sloucenin
fosforu a siry. Meziprodukty rozkladu jsou pak ve tfeti fazi vyuZzity k syntéze humusovych
latek za ucasti enzymu fenoloxidas. Druhou a tieti fazi zrani kompostu provazi postupny
pokles teploty a lze je také souhrnné nazvat jako fazi chladnuti a zrani, kde se opét zacinaji
vyskytovat mezofilni bakterie a houby avSak s rozdilnym druhovym zastoupenim oproti
mezofilnim mikroorganismiim uplatiiujicim se na zacatku kompostovani. Ve druhé a tieti

fazi se nachazeji predevsim aktinomycety a protozoa [16, s. 36], [9, s. 22].

Kompostovani je kontinualni proces, a tudiz vySe uvedené faze od sebe nejsou ostie

ohrani¢eny [17, s. 20].
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Obr. 4 Teplotni charakteristika biochemickych premén kompostovaného materidlu
[9,s. 21]
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3 PREHLED MIKROORGANISMU SCHOPNYCH
BIODEGRADACE DANYCH POLYESTERU

Mikroorganismy podilejici se na degradaci polymernich materidlti nejsou vSudyptitomné,
prozatim byly izolovany piedev§im z rtiznych zemin ¢i kompostt. I kvili tomuto faktu

téchto mikroorganismt nebylo dosud zaznamenano mnoho [19, s. 67].

3.1 PLA

Vétsina z dosud izolovanych mikroorganismt schopnych rozkladat kyselinu polymlécnou
jsou aktinomycety, jako je Amycolatopsis spp. a Saccharothrix spp. [19, s. 67]. Aktinomy-
cety jsou vyznamnym kmenem grampozitivnich bakterii, morfologii vSak pfipominaji
plisné. Vytvareji dlouha vétvena vlakna splétajici se v tzv. mycelium. Obsahuji fadu
enzymd, diky kterym jsou schopny rozkladat slozité, obtizné rozlozZitelné organické latky
jak pfirodniho, tak syntetického piivodu. Jsou soucésti kolob&éhu uhliku v ptfirodé€ a tvorby

humusu [20, s. 16].

Pranamuda et al.(1997) ve své praci jako prvni uvedli mikrobidlni degradaci PLA,
a to aktinomycetou Amycolatopsis sp. HT-32. Tento kmen, izolovany z ptidniho vzorku,
byl schopen tvofit tzv. projasnéné zony (,,clear zone*, viz Obr. 5 A) na agarovych plotnach
obsahujicich emulzi kyseliny polymlééné, coz je béZné vyuzivany zplisob hodnoceni
biodegradace polymerd. Od tohoto objevu byly izolovany i dal§i kmeny aktinomycet
spadajici do rodu Amycolatopsis. Jsou jimi napiiklad Amycolatopsis mediterranei
¢i Amycolatopsis sp. K104-1 (viz Obr. 5 B). Béhem dalsich studii rodu Amycolatopsis byla
prokazana schopnost 15 z 25 zkoumanych kment této aktinomycety vytvaiet projasnéné
zony na agarovych plotnach obsahujicich emulzi PLA, tudiz degradovat PLA
[21, s. 424, 425], [22, 5. 772, 773], [23, s. 1637].

Jarerat et al.(2002) ve své praci uvadi testovani 105 kment aktinomycet ze sbirky kultur
na degradaci kyseliny polymlééné metodou projasnéné zony, z nichz v tomto testu uspélo
pouze 5 rodu, vSechny z ¢eledi Pseudonocardiaceae. Jsou jimi vy$e zminény rod Amycola-
topsis, dale pak rody Kibdelosporangium, Saccharothrix, Lentzea a Streptoalloteichus.
Z celkového poctu zkoumanych 12 kmeni rodu Saccharothrix prokéazalo schopnost degra-
dace 9 kment, pricemz nejvyssi schopnost biodegradace prokazala aktinomyceta Saccha-
rothrix waywayandensis. Kibdelosporangium aridum je aktinomycetou podilejici se
na rozkladu vysokomolekularni PLA [21, s. 424, 425], [22, s. 772, 773].
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Obr. 5 Projasnéné zony kolem kolonii Amycolatopsis sp. HT-32 (A)

[23, s. 1638]; snimek Amycolatopsis sp. KI104-Iporizeny elektronovym
mikroskopem (B) [24, s. 347]
Mezi dalsi mikroorganismy schopné rozkladat PLA patii plisen kmene Tritirachium
album, termofilni bakterie Brevibacillus sp. (diive Bacillus brevis), Bacillus stearothermo-
philus a Geobacillus thermocatenulatus [21, s. 425], [22, s. 773]. Kim et al. (2009) izolo-

vali ze vzorkt pidy gramnegativni bakterii vykazujici 92% shodu v sekvenci nukleotidii

DNA s Bordetella petrii schopnou degradace PLA [19, s. 70].

3.2 PBAT

Na degradaci aromaticko — alifatickych kopolyesterti se podileji predevsim termofilni
aktinomycety, napt. druhy Thermomonospora fusca [25, s. 25], [26, s. 92].

Obr. 6 Thermomonospora curvata: A — kolonie s projasnénymi zonami na kultivacni

pudé obsahujici PBAT [9, s. 74]; B — snimek porizeny elektronovym mikroskopem
[27,s. 4]
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Na pracovisti UIOZP fakulty technologické Univerzity Tomase Bati ve Zliné byla
metodou projasnéné zony izolovdna aktinomyceta schopna biodegradace PBAT,
vykazujici 99% podobnost sekvence nukleotidli S organismem Thermomonospora curvata,
jehoz Kolonie na kultivaéni ptid¢ a snimek elektronovym mikroskopem je mozné shlédnout

vyse na Obr. 6 [9, s. 75].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem bakalatské prace bylo izolovani mikroorganismt produkujicich depolymerizaéni
enzymy z ruznych vzorkl kompostu, jejich identifikace a nésledné uchovani pro dalsi
vyuziti. Dal§im tkolem byla charakteristika danych vzorkdi kompostl prostiednictvim

stanoveni susiny, spalitelného podilu a hodnoty pH.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Vzorky

Polyestery:

— PBAT G8060 (polybutyleneadipate-co-butyleneterephthalate), EnPol Irechemicals,
Korea
— PLA 4042D (polylactide), Nature Works, USA

Komposty:

— kompost 1, doméaci kompost tvofeny béznym organickym odpadem ze zahrady

— kompost 2, domaci kompost tvofeny béznym organickym odpadem ze zahrady

— kompost 3, organicky material ziskany ze skladky odpadii tvofeny ptredev§im
suchym listim, vétvemi a papirem

—  kompost 4, komeréni priimyslovy kompost, vyrobce Agro CS, Ceska Skalice

— kompost 5, komer¢ni organicko — humusové hnojivo, vyrobce Rolnicke druzstvo

podielnikov Kos, Slovenska republika
5.2 Priprava materialu

5.2.1 Suspenze PLA a PBAT

Pro pfipravu submikrocastic byla pouzita metoda zvana Oil-in-Water emulsion solvent
evaporation method, pii niz dochazi k emulzifikaci organické a anorganické faze a nasled-

nému odstranéni rozpoustédla faze organické.

Ptiprava roztokd:

Polyvinylalkohol (PVA) ..o, 0,59
Destilovanad voda...........ccocveevivieeiiieeiiie e 100 ml
Polyester (PLA, PBAT) ..cooveiiiieeiie e 10 ¢
ChIoroform.........coviiiiiccc 100 ml

PVA byl navaZzen a za mirného zahfivani rozpustén v destilované vodé. Roztok byl
po vychladnuti kvantitativné preveden do 100 ml odmérné baniky a doplnén destilovanou

vodou po rysku. Dale byl ptipraven roztok daného polyesteru (PLA, PBAT) v chloroformu
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o0 koncentraci 100 mg/ml. Navazené mnozstvi polyesteru bylo kvantitativné prevedeno

do 100 ml odmérné banky a doplnéno chloroformem po rysku.
Ve smési na piipravu emulze je obsazeno:

ROZIOK PVA ..ot 80 ml

ROZtOK POIYESLEIU ..., 20 ml

80 ml roztoku PVA bylo smichdno v kadince s 20 ml roztoku polyesteru a tato smés byla
homogenizovana vysokorychlostnim michadlem pii 24 000 otackach 5 — 10 min, kde do-
chézelo k vytvotfeni emulze a PVA zde slouzil jako jeji stabilizator. Pro zjemnéni velikosti
vytvofenych micel byla pouzita ultrazvukova sonda (cyklus 0,5 a amplituda 35%) po dobu
5 min. Smés byla prelita do erlenmayerovy banky a pomoci vyvévy byl za stalého michani
odpaten chloroform, coz vedlo ke zhrouceni kapic¢ek emulze a vysrazeni daného polyeste-
ru. Smeés byla dale ve zkumavce 10 min centrifugovana pii 8000 otackach/min. Vycefena
tekutina obsahujici PVA byla odlita do odpadni lahve. Pro odstranéni zbytku PVA
obsazen¢ho v usazeniné¢ byla zkumavka doplnéna destilovanou vodou a odstfed’ovana
10 min pii 8000 otackach/min. Tento postup promyti byl proveden celkem dvakrat. Obsah
zkumavky byl pieveden do vzorkovnice, doplnén na objem 80 ml destilovanou vodou

a suspenzi o koncentraci 20 mg/l bylo mozné dale pouzit, jak je popsano v kapitole 5.2.3.

Pfiprava suspenzi submikro¢astic polyesteri probihala ve spolupraci sing. Petrem

Stloukalem, Ph.D.

5.2.2 Mineralni médium

Mineralni médium je vyuZivano jako zdroj prvkd nezbytnych pro Zivot mikroorganismu.
Pro jeho piipravu byly pouzity zasobni roztoky latek navazenim jejich ptislusného mnoz-
stvi, kvantitativnim pfevedenim do 1 1 odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou

po rysku. Pouzité slouceniny a jejich navazky potiebné na ptipravu 1 1 zasobnich roztok:

T 0 Y 9g
NaHPO4 - 12 HoO..ooooeveeeeeeeeeeeeeeeeseeeves 24 g
(o7:0] IR = o J 1g
Fe(NH2)2(S04)2 - 6 HoO ovvveeeeeeeeeeeeeeeccsre 39

MG(SO4) - 7 HaO woveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseseeeens 10 g
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MNSO4 5 HpO oo 0,043 g
I8 0,057 g
p4 3t o VIR = o SO 0,043 g
(NH£)5M07024 * 4 HaO v 0,037 g
CONO2)2 = 6 HaO oo 0,025 ¢
CUSOL * 5 HaO oo 0,040 g

Vsechny navazky byly kvantitativné pievedeny do 1 1 odmérné banky, doplnény

destilovanou vodou po rysku a fddn¢ promichany.

Pro ptipravu 100 ml mineralniho média bylo pouzito:

Zasobni roztok KHoPO4 2mi
Zasobni roztok NaoHPO4 - 12 H,0....eeee. 8 ml
Zasobni roztok CaCl - 2 HoO.oovvvveevviviiveie, 1ml
Zasobni roztok Fe(NH;)2(SO4), - 6 H20 .......... 1ml
Zasobni roztok Mg(SOy) - 7 H0 .o 1ml
Zasobni roztok NaCl.........cccocceviiiiiininiieenienns 1ml
Zasobni roztok NH4Cl ......ooovvvviiiiiiiieiiiiieee 1ml
Roztok stopovych prvkli.........ccooviiiiiiiiinns 0,2 mi
Destilovana voda...........cccccvvviviiiiiiiiiiiiieeeieee 84,8 ml

Dana mnozstvi roztoka byla smichana a doplnéna destilovanou vodou na celkovy objem

100 ml, bylo tedy pouzito 84,8 ml destilované vody.

5.2.3 Kaultivaéni pida

Pro ptipravu agarové plidy s polyesterem bylo pouZito:
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Kvasnicny autolyzat..........cccovvviiiiiniiiiiicnnns 4 mg
Mineralni médium............cccovveiiiriiiiniciieeniens 100 ml
Roztok submikroc¢astic polyesteru.................... 20 ml

Navazena mnozstvi agaru a kvasni¢ného autolyzatu byla fddn¢ smichana s mineralnim
médiem a pfisluSnym mnozstvim roztoku submikrocastic polyesteru. Smés byla
sterilizovana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min. Po ochladnuti byla Zivna pida

rozlita v aseptickém laminarnim boxu na Petriho misky.

5.2.4 Suspendaéni roztok

Pro ptipravu suspendacniho roztoku bylo pouzito:

NACH ..o 0,859
Destilovani voda.........coooveeeecoeeeeeeeeeeeeen 100 ml
TWEBN....coi i 0,19

Nejprve byl ptipraven fyziologicky roztok kvantitativnim pfevedenim daného mnozstvi
NaCl do 100 ml odmérné bariky a doplnénim destilovanou vodou po rysku. Takto pfipra-
veny roztok byl rozlit po 45 ml do vzorkovnic, bylo pfidano 0,1 g tweenu do kazdé
vzorkovnice a vznikly suspendaéni roztok byl vlozen do autoklavu ke sterilizaci pii 121 °C

na 20 min.

5.2.5 Agarozovy gel na elektroforézu

Pro ptipravu 1 % gelu bylo pouZzito:

AQATOZA ..o 0,59
Pufr TAE (1% fedény) ......ccoocvveriiineiiieneenen, 50 ml
Ethidium bromid...........ccooooiiiiiiiiice, 30 ul

Agar6za byla kvantitativné pfevedena danym pufrem do erlenmayerovy banky. Po dokona-
1ém rozpusténi smési po ohievu v mikrovinné troubé, bylo pfidano 30 ul ethidium
bromidu. Smés byla promichana a vlita do formy, ktera byla po ztuhnuti gelu vlozena do
elektroforetické vany. Pro vytvoireni jamek potiebnych pfi elektroforéze, byl do formy se

smési pied vznikem gelu upevnén tzv. hiebinek.
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5.3 lzolace degradac¢nich mikroorganismu

5.3.1 Oc¢kovani kultiva¢ni pidy s polyesterem

Pro naockovani degrada¢nich mikroorganismi obsazenych v kompostu, bylo provedeno

jejich prevedeni do suspendacniho roztoku smichanim:
VZ0reK KOMPOStU .....coveuviieieieiciicnieieeeeeens 50
Suspendacni roztoK ........cccccvevveiieeivesenieneenenn, 45 ml

Tato smés byla po dobu 10 min intenzivné¢ michana na tfepacce. Pfipravené kultivacni
pudy s polyesterem byly touto suspenzi naockovany nanesenim daného mnozstvi

mikropipetou na Petriho misky a rozetfenim sterilni hokejkou po celé jejich plose.

Mikroorganismy rostou na kultivaéni pudé ve formé kolonii, pfi¢emz jejich mnozstvi je
uvedeno jako pocet jednotek tvoficich kolonie na jeden gram suSiny vzorku kompostu

(CFU/g susiny vzorku).

5.3.2 Izolace Cisté bakterialni kultury

Pro ziskani ¢isté bakterialni kultury byl proveden tzv. kiizovy roztér. Pti této metodé je
pomoci vyzihané, sterilni klicky nabrana vybrana kultura, ktera je dobfe rozetiena u okraje
nové misky. Pfi pouziti dalsi sterilni klicky jsou z mista roztéru vedeny ¢ary po obvodu
misky. Déle jsou vedeny €ary protinajici jiz vytvofené ¢ary do kiiZe, také sterilni klickou.
Znoveé vytvofenych c¢ar jsou opét sterilni klickou vedeny cary do kiiZe plivodnich.
Nakonec je z naposled vytvofenych ¢ar vedena Cara ve tvaru hada. Postup kiizového

roztéru je znazornén na Obr. 7.

Obr. 7 Krizovy rozter (A); rozter pro narust biomasy (B)
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5.3.3 Roztér pro narist biomasy mikroorganismii a jeji uchovani

Z misky, na které byla pomoci kifizového roztéru ziskana Cistd mikrobidlni kultura, byla
tato sterilni kliCkou nanesena na novou zivnou pudu zpisobem uvedenym na Obr. 7

v kapitole 5.3.2, pro ziskani co nejvétsiho mnozstvi biomasy mikroorganismu.

Biomasa z Petriho misky byla sterilni klickou odebrana a opatrné¢ pienesena do dvou
sterilnich zkumavek s vickem. Obsah jedné zkumavky byl zakapnut glycerolem a vlozen
K uchovani do mrazaku pii -18 °C. Druha zkumavka obsahujici mikroorganismy byla

pouzita pro dal$i postupy.

Veskeré prace s mikroorganismy uvedené v kapitolach 5.3.1, 5.3.2 a 5.3.3 byly provadény
ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Petriho misky s nanesenymi mikroorganismy
zpusoby popsanymi v téchto kapitolach byly umistény ke kultivaci v termostatu pii 58 °C

po dobu potiebnou k nartstu hledanych mikroorganismti, obvykle 7 — 12 dni.

5.3.4 Gramovo barveni

Na podlozni sklicko byl nakapnut fyziologicky roztok, v némz byl teplem zafixovan
vzorek dané bakterie, pievrstven krystalovou violeti a po 60 s piisobeni bylo barvivo slito
a zbytek na sklicku byl néasledné moten Lugolovym roztokem po dobu 60 s. Dale bylo
barvivo opét slito a kratce oplachnuto destilovanou vodou. Preparat byl opatrné, kratce
odbarvovan plsobenim etanolu a na zavér dobarvovan karbolfuchsinem po dobu 60 s.
Preparat byl oplachnut destilovanou vodou, vysuSen filtracnim papirem a po doschnuti na
vzduchu pozorovan pod mikroskopem v imerznim oleji. Grampozitivni bakterie jsou po
testu zbarveny modfe, gramnegativni bakterie ¢ervené. Tuto odliSnost zptisobuje rozdilné

sloZeni bunécné stény obou skupin bakterii.

5.3.5 Test pro pomnoZeni degrada¢nich mikroorganismu

Pro pomnozeni mikroorganismt schopnych biodegradace polyesterti a tim zvySeni pravdeé-
podobnosti jejich izolace, byl kompost po pfidani urychlovace zrani kompostu, suspenze

submikrocastic PBAT a destilované vody Vv riznych kombinacich kultivovan v termostatu.

Smés A
KOMPOST.......oiiiieiee e 50¢g
SUSPENze PBAT ..o 1ml

Destilovana voda.........eeeeeieeeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeens 5ml
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Smés B

KOMPOSE.......oiiiiiiiec e 50¢g
Destilovana voda..........ccoevvrerenenieiencseseenen, 6 ml
Urychlovac zrani kKompostu........ccoceveeiiveeiinenns 100 mg
Smeés C

KOMPOSE......oiiiiiiiiece e 50¢g
Destilovana voda.........c.cecveeereneneieseseseenenn, 6 ml
Smés D

KOMPOSE.......oiiiieiiee e 50¢g
SuSPENZE PBAT ..o 1mil
Destilovana voda........cc.cceveierenienenencseseenenn, 5ml
Urychlovac zrani kompostu.........ccccceeveiereenne. 100 mg

Jednotlivé slozky byly promichany ve vzorkovnicich a vlozeny do termostatu o teploté
58 °C k inkubaci po dobu 3 tydnt. Po této dob¢ bylo provedeno pfevedeni mikroorganismi
obsazenych v kompostu do suspenze a jejich naockovani na kultivacni pidy obsahujici

polyester postupy uvedenymi v kapitolach 5.3.1, 5.3.2 a 5.3.3.

5.4 Identifikace degradac¢nich mikroorganismii

Identifikace mikroorganismi produkujicich depolymeriza¢ni enzymy byla provadéna
pomoci molekularné biologickych postupli srovnavanim sekvenci nukleotidi v genu

pro 16S rRNA.

5.4.1 1Izolace DNA ze ziskanych mikroorganismii

Izolace DNA byla provedena dle piesné stanoveného postupu pomoci Power Soil ™ DNA

Isolation Kit nasledujicim zptsobem.

Obsah zkumavky, jehoZ ptiprava je popsana v kapitole 5.3.3, byl vloZzen pomoci mikropi-
pety do rozbijeci zkumavky pfilozené v pouzité¢ sad€. Soucasti této rozbijeci zkumavky je
pufr chranici nukleové kyseliny pied degradaci a spolecné s rozbijecimi Césticemi,
napomahajici rozkladnym a homogeniza¢nim proceduram vzorku. Smés byla kratce

promichana na vortexu. Dale bylo pfidano 60 pl pufru obsahujiciho SDS (anionicky
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tenzid) a dalsi rozkladna ¢inidla nezbytna pro celkovy rozklad bunky, kde SDS kromé
zminéného rozkladu buiiky dale rozbiji mastné kyseliny a lipidy vdzané na bunécnou
membranu organismi. Smés byla ve vodorovné poloze vortexovana pii maximalni
rychlosti po dobu 10 min, pficemz se jedna o kriticky bod celé homogenizace a bunécného
rozkladu. Dochazi k rozkladu spojenim ucinku chemickych c¢inidel a mechanického

tiepani. Promichana smés byla 30 s centrifugovana.

K 400 — 500 pl supernatantu (objem zavisi na G¢innosti procesu), pieneseného mikropipe-
tou do Cist¢é mikrozkumavky bylo pfidano 250 pl smési obsahujici slozky srazejici
organické (krom¢ DNA) a anorganické kontaminanty snizujici ¢istotu DNA a inhibujici
naslednou aplikaci DNA. Smés byla kratce promichana na vortexu a néasledné inkubovéana
5 min pii 4 °C, poté byla 1 min za laboratorni teploty centrifugovana. Kromé sedimentu
byl pienesen supernatant (maximalné vsak 600 pl) do ¢isté mikrozkumavky, pfi¢emz bylo
pro nejlepsi kvalitu a vytéznost DNA nutné se pii odebirani disledné vyhnout srazening.
K supernatantu bylo pfidano 200 pl dal§iho roztoku obsahujici latky zptsobujici srazeni
organického (krom& DNA) a anorganického materialu. Roztok byl kratce vortexovan,
inkubovan pii 4 °C a 1 min za laboratorni teploty centrifugovan. Krom¢ sedimentu byl
opét prenesen supernatant do Cisté mikrozkumavky (maximalné vSak 750 ul). K tomuto
bylo pfidano 1200 pl vysoce koncentrovaného solného roztoku a smés byla kratce

vortexovana.

675 ul této smési bylo preneseno na kolonku obsazenou v sadé, poté byla 1 min
centrifugovédna. Pfefiltrovana kapalina byla vylita, na kolonku bylo pteneseno dalSich
675 pul smési, ktera byla 1 min centrifugovana. Zbytek smési byl piefiltrovan stejnym
zptisobem. DNA je selektivné vazana na kiemicitou membranu kolonky pfi vysoké solné

koncentraci a témét vSechny kontaminujici slozky projdou ptes membranu.

Pro odstranéni zbytkil soli a ostatnich necistot navazanych na membrané spolecné s DNA
bylo pouzito 500 pl promyvaciho roztoku na bdzi etanolu nanesenim na membranu
kolonky. Po centrifugaci 30 s, byla piefiltrovana tekutina vylita a kolonka byla pro
odstranéni zbytkového promyvaciho roztoku opét centrifugovana, tentokrat 1 min.
Kolonka byla opatrné pfenesena do Cist¢ mikrozkumavky a doprostied membrany kolonky
bylo naneseno 100 pl sterilniho elu¢niho pufru, pomoci kterého je DNA z membrany po

30 s centrifugaci pfevedena do roztoku.

V celém postupu bylo centrifugovano rychlosti 12 000 otac¢ek/min.
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5.4.2 Metoda PCR a kontrola produkti gelovou elektroforézou
Polymerdzova ietézova reakce

Polymerase chain reaction neboli PCR je metoda pouzivana pro amplifikaci vymezeného
useku DNA za pomoci enzymu, pii¢emz po piipravé potfebné smési obsahujici DNA
a dal$i slozky, samotnd reakce probiha za piesn¢ stanovenych podminek v pfistroji,
tzv. thermocykleru.

Pro ptipravu smési latek pro pomnozeni dané DNA bylo pouzito:

Master mix (Promega GoTaq, obsahujici DNA-polymerasu)........ 12,5 pl

Primer FD1 [28, S. 5] (5% fed@ny) ....cocevveririiiiieieeese e 1wl
Primer RD1 [28, S. 5] (5% fed@ny) .....ccceververinenieieienesie e 1 ul
Destilovand voda..........ccoceeiiiiiieiieeee e 9,5 ul
VZOTEK DINA ..o s 1wl

Jednotlivé slozky byly mikropipetou pieneseny do mikrozkumavky a promichany.
Dale byla do druhé mikrozkumavky pfipravena stejnd smés, avSak bez ptidavku vzorku
DNA. Tato smés ma pouze kontrolni charakter. Mikrozkumavky byly vloZeny do thermo-

cykleru a byl spustén program s nasledujicimi kroky:

Pocatecni denaturace...........cccovevvvveneeiennennns 7 min pii 94 °C

DENALUIACE ..o 1 min pii 94 °C
ANNEALING....cciiiiiiie s 1 min pti 55 °C  } 29 cyklu (= opakovani
ElONQACE.......cci i 1 min pti 72 °C | téchto krokd 29%)
Zaveéretna elongace..........cocovereiiiininieien 30 min pii 72 °C

ULOZENI ... 4°C

Syntetizovany tsek DNA je nejprve denaturovan pii 94 °C, dochazi tedy k rozplétani
dvouSroubovice DNA a na vznikld jednotlivda vldkna DNA pfisedaji primery FDI1
(F-forward) a RD1 (R-reverse). Tento d¢j oznaCovan jako annealing je realizovan
pii 55 °C. Nasleduje syntéza komplementarnich vlaken DNA, tzv. elongace, ktera je
zajistovana DNA-polymerasou pii 72 °C, pfi¢emz k tomuto dochazi v useku ohrani¢eném
primery. Jak je uvedeno v piehledu vySe, dochazi k opakovani cyklu denaturace —

annealing — elongace, a to celkem 29x%, pficemz po 1. cyklu je replikovany usek DNA
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zdvojnéasoben, nasleduje dalsi denaturace a cely cyklus je opakovan. Mnozeni daného use-

ku pokracuje geometrickou fadou.
Kontrola produktit PCR gelovou elektroforézou

Gelova elektroforéza je metoda, slouzici k separaci rizné dlouhych tsekli DNA, jejimz
principem je pohyb zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem k anodé.
Pti elektroforéze slouzi agarézovy gel jako nosi¢ a pufr jako elektrolyt. Z agarézového
gelu, jehoz ptiprava je uvedena v kapitole 5.2.5, byl po ztuhnuti odstranén hiebinek a gel
byl vlozen do elektroforetické vany, do které byl nasledné nalit 1 % pufr TAE tak,
aby pokryl celou plochu gelu. Do jamky v gelu byla opatrné mikropipetou nanesena smés
10 ul amplifikované DNA s 2 pl nanaseciho pufru. Do dalsi jamky bylo stejnym zptisobem
naneseno 12 ul tzv. velikostniho markeru, standardu slouziciho k odhadu velikosti pozoro-
vanych fragmenti DNA. Elektroforéza probihala 45 min pii konstantnim napéti 90 V
a po skonceni byl gel ptenesen do dokumentaéniho systému UV-transluminatoru, kde byla

pomoci UV zafeni a programu GeneSnap potizena jeho fotografie.

5.4.3 Purifikace amplifikované DNA

V ziskaném vzorku namnozené DNA po PCR jsou obsazeny latky (primery aj.), které by
mohly zpisobit komplikace pii nasledné sekvenaci, tudiz bylo provedeno piecisténi tohoto
vzorku. Purifikace amplifikované DNA byla provedena pomoci Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit.

Do mikrozkumavky bylo mikropipetou vloZeno 15 pl amplifikované DNA a 75 pl ptislus-
ného pufru, smés byla kratce promichdna na vortexu. Do cisté zkumavky byl vlozen filtr,
na ktery byla pfevedena smés pufru a DNA a zkumavka byla 30 s centrifugovana. Piefil-
trovana tekutina byla vylita, na filtr bylo naneseno 600 pl promyvaciho pufru s obsahem
etanolu, zkumavka byla ponechana v klidu po dobu 1 min a poté byla 30 s centrifugovéna.
Prefiltrovana kapalina byla opé&t vylita a zkumavka byla centrifugovana 3 min pro odstra-
néni zbytku promyvaciho pufru. Na filtr, ktery byl vlozen do ¢isté mikrozkumavky bylo
naneseno 20 pl elu¢niho pufru. Po 10 min, coZ byl ¢as pro navazani DNA usazené na filtru
do elu¢niho pufru, byla mikrozkumavka pro pfevedeni elu¢niho pufru s DNA na jeji dno

centrifugovéana 2 min.

V celém postupu bylo centrifugovano rychlosti 14 500 otac¢ek/min.
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5.4.4 Sekvenace produktu amplifikované DNA
Pred odeslanim vzorku DNA k sekvenaci bylo potieba ptipravit vhodnou smés smichanim:
Vzorek purifikované DNA............ccccoeveieiiennn, 5ul
Primer 341f (20% fed€ny) .....cccccevvevreieerirenene 5ul

Slozky byly mikropipetou pievedeny do mikrozkumavky a odeslany k sekvenaci
do SEQme s.r.0., Dobiis. Pii sekvenaci dochazi pomoci biochemickych metod

ke zjistovani potadi bazi dané¢ DNA.
5.4.5 Vyhodnoceni ziskané sekvence nukleotidii

Sekvence nukleotidi DNA ziskana prostfednictvim SEQme s.r.0., Dobti$ byla zobrazena
pomoci programu Sequence Scanner a ndsledné porovnana v databazi GenBank dostupné
online na http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ pomoci programu BLAST. Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) je program srovnavajici sekvence nukleotidi nebo proteint

se sekvencemi v databazi a statisticky zhodnocujici vyznam nalezené shody.
5.5 Charakteristika kompostu

5.5.1 Stanoveni susiny

Na pfedem vysuSenou a zvazenou Petriho misku byly navaZeny 3 g kompostu, ktery byl
susen v susarn€ pii 105 °C do konstantni hmotnosti. Po vyndani misky s vysusenym kom-
postem byla tato vlozena do exsikatoru pro zchladnuti na laboratorni teplotu a nasledné
zvazena. Pro kazdy kompost byla vytvofena vzdy 3 paralelni stanoveni, vdzeni byla
provadéna s presnosti na 0,0001 g. Ze ziskanych hmotnosti byly vypocteny jednotlivé

susiny a dale pak primérna hodnota susiny pro kazdy vzorek dle rovnic 1 a 2.

S, = Z%Zz -100 (1)
Spr = 2212100 )

Kde:
Sx dil¢i hodnoty susin z paralelnich stanoveni [%0]
Spr primérna hodnota susiny kompostu [%]

m; hmotnost Petriho misky s ¢erstvym kompostem [mg]


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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my hmotnost Petriho misky s vysusenym kompostem [mg]

m3 hmotnost prazdné Petriho misky [mog]

5.5.2 Stanoveni spalitelného podilu

Do pfedem vyzihaného a zvazeného kelimku byly navazeny 3 g kompostu, které byly
nasledné vlozeny do muflové pece a zihany 2 hodiny pii 550 °C. Po vyndani z pece byl
kelimek s kompostem vlozen do exsikdtoru do zchladnuti na laboratorni teplotu a poté
kelimek obsahujici zbytek po spaleni zvazen. Véazeni se stanovovala s pfesnosti na 0,0001
g. Dle rovnic 3 a 4 byly vypocteny dil¢i hodnoty spalitelného podilu a primérnd hodnota
spalitelného podilu vyjadiend v % ze suSiny. Pro kazdy vzorek kompostu byla
provedena 3 paralelni stanoveni.

mp—m;

Spx = TE2- 100 ©)
Sppr = EP2TIE 40 (4)

Kde:
Spx dil¢i hodnoty spalitelného podilu z paralelnich stanoveni [%]
Spor pramérna hodnota spalitelného podilu [% susiny]
m; hmotnost vysuseného kompostu [mo]
m; hmotnost spaleného kompostu [ma]

5.5.3 Stanoveni pH

Do kadinky obsahujici 50 ml destilované vody bylo vlozeno 10 g kompostu. U smési bylo

za stalého michani magnetickym michadlem stanoveno pH pfistrojem InoLab 730.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakteristika vzorka komposti

K dispozici pro bakalafskou praci bylo 5 druhti kompostu (viz kapitola 5.1), u kterych byla
stanovena suSina, spalitelny podil a hodnota pH. VSechny vzorky byly pied pouzitim

k ptislusSnému stanoveni oddéleny od hrubsich ¢astic presetim.

Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.2 idealni hodnota pH pro ¢innost mikroorganismi vysky-
tujicich se v kompostovaném materialu a podilejicich se na degradaci polymerti se
pohybuje v rozmezi 6 — 8. Z tohoto hlediska vyhovuji kompost 1 s hodnotou pH 6,98,
kompost 2 s hodnotou pH 7,13 a kompost 5 s hodnotou pH 6,34. Komposty 3 a 4 vykazo-
valy pH niz$i a to 5,23 a 5,71.

Dalsim dilezitym faktorem ovlivitujicim spravnou ¢innost mikroorganismi v komposto-
vaném materialu je vlhkost, jejiz hodnota by se méla pohybovat mezi 50 a 60 %. Z tohoto
hlediska idealni podminky pro rust a ¢innost mikroorganismi vykazuje kompost 3
s vlhkosti 56,01 %. Kompost 5 obsahoval 66,76 % vlhkost. Vzorky kompostu 1
s vlhkosti 33,41 %, kompost 2 s vlhkosti 41,84 % a kompost 4 s vlhkosti 11,83 % byly

spiSe suché.

Hodnoty naméfenych a vypoctenych spalitelnych podiltt kompostt jsou uvedeny v Tab. 1
jako % ze stanovené suSiny. V této tabulce jsou shrnuty stanovené fyzikalné — chemické

vlastnosti vSech vzorkti kompostt.

Tab. 1 Stanovené fyzikdalné — chemické vlastnosti danych

kompostii
aktualni spalitelny
vzorek susina

pH vihkost podil

kompostu [%] .
[%] [% susiny]

1 6,98 | 66,59 33,41 15,68

2 7,13 | 58,16 41,84 29,19

3 523 | 43,99 56,01 55,81

4 571 | 88,17 11,83 62,88

5 6,34 | 33,24 66,76 43,52
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6.2 Izolace mikroorganismu na agarové pudé s polyesterem

Ze suspenze vzorku kompostu byly naockovany dvé kultivaéni pidy a to nanesenim 10 pl
suspenze na jednu pidu a 100 pl suspenze na pidu druhou s vyjimkou prvniho testované¢ho
kompostu, kde bylo naneseno pouze 10 pl suspenze obsahujici mikroorganismy. Ptiprava

suspenze kompostu je uvedena v kapitole 5.3.1.

6.2.1 Kultiva¢ni ptida obsahujici PLA

Po naockovani kompostt €islo 1 a 2 na kultivacni piidu obsahujici kyselinu polymléénou
na téchto nenarostly kultury bakterii vytvarejici typické projasnéné zony hydrolyzovaného
polyesteru kolem svych kolonii, které jsou povazovany za dukaz produkce extracelularnich
depolymeriza¢nich enzymt. V dusledku toho s polyesterem PLA nebylo dale pracovano.
Na Obr. 8 je znazornéna Petriho miska s kultivaéni pidou obsahujici PLA, na které byl
proveden kiizovy roztér pro oddeleni Cisté bakteridlni kultury potencionalné se podilejici

na biodegradaci PLA.

Obr. 8 Kultivacni puda obsahujici PLA po krizovém roztéru

6.2.2 Kultiva¢ni pida obsahujici PBAT
Izolace mikroorganismii 7 kompostu 1

Po naockovani 10 pl suspenze obsahujici mikroorganismy vyskytujici se v kompostu 1
a nasledné kultivaci po dobu 10 dnti na zivné pudé s polyesterem PBAT se vytvorilo 8 pro-
jasnénych zoén s bilymi koloniemi bakterii, coz odpovida 1,2-10* koloniim na 1 g susiny
kompostu 1. Na pud¢ se vyskytovaly i jiné bakterialni kultury, kolem kterych vSak nebyly
typické zony.
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Pro ziskani cisté bakteridlni kultury byl proveden kiizovy roztér a néasledny roztér pro
ziskani vétsiho mnozstvi hledanych bakterii, jejichz postup je uveden v kapitolach 5.3.2
a 5.3.3. U té&chto bakterii byla provedena izolace DNA, amplifikace DNA metodou PCR,
kontrola PCR produktu gelovou elektroforézou a nasledna purifikace ziskané¢ho roztoku
(viz kapitoly 5.4.1, 5.4.2 a 5.4.3). Kone¢ny produkt, roztok obsahujici DNA, byl po upra-
veni dle kapitoly 5.4.4 poslan k sekvenaci firm¢ SEQme s.r.0., Dobiis. Pomoci programu
BLAST byla zjiSténa 99% shoda sekvence nukleotidii ziskané DNA (viz Ptiloha PI)
s bakterii Thermomonospora curvata kmen DSM 43183. Na Obr. 9 jsou znazornény
Petriho misky s pfislusnou kultivaéni pudou, na niz po kiizovém roztéru narostl kmen
bakterii vytvafejicich projasnénou zonu v jinak mlécné zakalené pudé. V pripadé Casti A

tohoto obrdzku se jednd o mikroorganismy, jejichZ ptivodem je kompost 1.

Obr. 9 Znazornéni projasnéné zony kolem kolonie bakterialniho druhu Thermomo-

nospora curvata: izolované z kompostu 1 (4), izolované z kompostu 2 (B)

Izolace mikroorganismii z kKompostu 2

Po naockovani 10 pl suspenze obsahujici mikroorganismy vyskytujici se v kompostu 2
a nasledné kultivaci pifi 58 °C po dobu 6 dnti na kultiva¢ni ptidé s polyesterem PBAT bylo
napocitano 20 projasnénych zo6n s bilymi koloniemi bakterii. Tento tdaj odpovida
3,4-10%koloniim na 1 g sudiny kompostu. Na pudé se vyskytovaly i jiné bakterialni

kultury, kolem kterych vSak nebyly typické zony.

Pro ziskéni cCisté bakterialni kultury a jeji naslednou identifikaci byl proveden stejny
postup jako Vv ptipadé piedchoziho kompostu 1. Porovnanim ziskané sekvence nukleotida
DNA (viz Pfiloha PI) v databazi BLAST byla zjisténa jeji 99% shoda se sekvenci
nukleotidit DNA bakterie Thermomonospora curvata kmen DSM 43183.
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Po naockovani 100 pl suspenze na miskach nenarostly zadné kultury s typickymi zénami.
Na Obr. 9 ¢ast B je znazornéna Petriho miska s pfislusnou kultivac¢ni ptidou, na niz je
mozno vidét kmen bakterii vytvatejici projasnénou zoénu v jinak zakalené pud¢, pticemz se

jedna o mikroorganismus izolovany z kompostu 2.

Izolace a nasledna identifikace aktinomycet blizce pfibuznych druhu Thermomonospora
curvata z kompostti 1 a 2 probihala bez komplikaci. Po naoc¢kovani ¢i pieockovani bakteri-

alnich kultur tyto vZdy na Zivnych ptidach narostly a nebylo potieba opakovani postupi.
Izolace mikroorganismii z kKompostu 3

Naockovanim suspenze kompostu 3 na kultiva¢ni ptidu obsahujici polyester PBAT nebylo
dosazeno pozadovaného vysledku. Na miskach nenarostly zadouci mikroorganismy. Pokus

o izolaci biodegrada¢nich bakterii byl opakovan dvakrat, av§ak bezvysledné.

Po prvni kultivaci bylo zjisténo, ze ristu zadoucich mikroorganismi mize branit velikost
castic PBAT v suspenzi, ktera se v disledku dlouhodobého stani suspenze a agregace
Castic zvétsuje. Z tohoto diivodu byla déle suspenze polyesteru vzdy pred pouzitim fadné
promichana v homogenizatoru. AvSak i po naoCkovani suspenze kompostu 3 na noveé
vytvofené kultiva¢ni pidy nebyly ziskany pozadované mikroorganismy. Na Obr. 10 je
mozné vidét rozdil mezi kultiva¢ni ptidou, pfi jejiz ptiprave byla pouzita usazena suspenze
submikrocastic PBAT a kultivaéni ptdou, pfi jejiz pripravé byla pouzita cerstveé
homogenizovana suspenze submikrocastic. Ani na jedné z misek vSak nejsou bakterialni

Kultury s projasnénymi zoénami, narostly zde bilé a hnédé kolonie bakterii bez zon.

Obr. 10 Kultivacni puida obsahujici usazenou suspenzi PBAT (A);

kultivacni piida obsahujici homogenizovanou suspenzi PBAT (B)
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Izolace mikroorganismii z kompostu 4

Protoze testy u komposti 3 a 4 probihaly paraleln¢, doslo u ockovani suspenze kompostu 4
také k piipravé nevhodné kultivaéni pudy s pouzitim starsi, pted pouzitim nezhomogenizo-
vané suspenze submikrocastic PBAT. Po naockovani suspenze mikroorganismi na tuto

pudu nebyl zaznamenan narist hledanych mikroorganismd.

Po vytvofeni novych kultiva¢nich ptid s obsahem homogenizované suspenze submikroc¢as-
tic PBAT byly tyto opét naockovany. Na pudé s naockovanymi 10 pl suspenze kompostu
bylo spodteno 15 projasnénych zoén s bakteriemi odpovidajici 1,7-10* CFU/g susiny
kompostu. Po naockovani 100 ul suspenze kompostu bylo spocteno 20 projasnénych zén
s bakteriemi odpovidajici 2,3-10° CFU/g suSiny kompostu. Na kultivatni pids
se vyskytovaly 1 jiné bakteridlni kultury, kolem kterych vSak nebyly typické zony, a proto

S nimi nebylo déale pracovano.

Pro ziskani Cisté bakterialni kultury byl proveden kiizovy roztér podle kapitoly 5.3.2, ktery
vSak musel byt n¢kolikrat opakovan, protoze po inkubaci zivnych pud po tomto roztéru

nedoslo k nartstu kolonii bakterii produkujicich extracelularni depolymeriza¢ni enzymy.

Vzhledem k problémim s izolaci hledanych bakterii u kompostu 4, byl u tohoto proveden
pokus 0 pomnozeni mikroorganismu 3tydenni kultivaci kompostu v termostatu po pridani
urychlovace zrani kompostu, suspenze submikrocastic PBAT a destilované vody Vv rizné
kombinaci. Jednalo se o smés A (PBAT, kompost, destilovana voda), smés B (urychlova¢
zrani kompostu, kompost, destilovana voda), smés C (kompost, destilovana voda)
a smé&s D (PBAT, urychlova¢ zrani kompostu, kompost, destilovana voda), jejichz presny

pomér jednotlivych slozek je uveden v kapitole 5.3.5.

Po inkubaci v termostatu bylo provedeno ptevedeni mikroorganismt obsazenych
v kompostu do suspenze (viz kapitola 5.3.1) a jejich naockovani stejné jako v predchozich

ptipadech.

Ptehled poctu kolonii hledanych bakterii vyskytujicich se na kultivatni pade€ po
naockovani jednotlivych smési a kultivaci, je uveden v Tab. 2. Pro vypocet CFU/g susiny
kompostu byly vybrany kultiva¢ni pidy, na kterych bylo mozné pocty jednotlivych kolonii
nejlépe spocitat. V piipade smési A, B a C byla pouzita piida s fedénim 1073, u smési D

puda s fedénim 1072
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Tab. 2 Prehled poctu zaznamenanych kolonii s projasnénymi zonami u

riiznych smési kompostu 4

Druh Pocet kolonii na kultivacni ptidé CFU/g susiny
smési [ peroqent 10° | Prifeden 107 | 2OTKU kompostu
A 216 260 2,5:10°
B 148 200 1,7-10°
C 144 264 1,6:10°
D 6 18 2,0-10°

Pro ziskani €istych bakteridlnich kultur byl proveden kiiZovy roztér, ktery bylo potieba pro
ziskani bakteridlni kultury schopné rozkladu PBAT opét n€kolikrat opakovat.

Vizualnim porovnanim vsech kolonii ziskanych pfeockovanim pomoci kiizového roztéru
u kompostu 4 bylo pozorovano, Ze se pravdépodobné celkové jedna o dvé odlisné kultury
bakterii. Jedna tvofici bilé kolonie (viz Obr. 11 A) a druha s koloniemi hnédé barvy obklo-
penymi bilymi utvary, zfejm¢& sporami bakterii (viz Obr. 11 B). U mikroorganismi
na téchto obrazcich byla provedena identifikace postupy popsanymi v kapitole 5.4.

Obr. 11 Bakterialni kultury izolované z kompostu 4 — bilé kolonie (A);
hnédé kolonie (B)
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V ptipad¢ bakterialni kultury na Obr. 11 A byla zjisténa jeji blizkd pfibuznost kmeni
Thermobispora bispora DSM 43833, a to z 99 %. Ziskana sekvence nukleotidi bakterialni
kultury na Obr. 11 B vykazovala 99% shodu sekvence nukleotidi DNA s kmenem
Actinomadura rubrobrunea DSM 43750. Ziskané sekvence nukleotidi DNA izolovanych

mikroorganismu viz Ptiloha PL

U téchto mikroorganismi bylo dale provedeno Gramovo barveni popsané v kapitole 5.3.4.
Z vysledného zabarveni bakterii vSak nebylo mozné uréit, zda se jedna o bakterie

grampozitivni nebo gramnegativni.
Izolace mikroorganismii z kKompostu 5

Po naocCkovani 10 ul suspenze obsahujici mikroorganismy vyskytujici se v kompostu 5
a nasledné kultivaci po dobu 7 dnd, na kultivacni padé s polyesterem PBAT narostlo
1,3-10° kolonii/g suSiny tohoto kompostu. V piipadé¢ naockovani 100 pl suspenze kom-
postu po kultivaci narostlo 8,1-10* kolonii/g susiny kompostu. Na ptadach se vyskytovaly
i jin¢ bakterialni kultury, kolem kterych vSak nebyly typické projasnéné zony svédéici o

produkci extracelularnich depolymerizaénich enzyma bakteriemi.

Jelikoz prace s komposty 4 a 5 probihala paralelné, bylo provedeno vizudlni porovnani
Cistych bakterialnich kultur ziskanych kiizovym roztérem u obou komposti. Timto bylo
zjisténo, ze se Vv piipadé kolonii izolovanych z kompostu 5 pravdépodobné jedna o stejné
kolonie jako v piipadé kompostu 4. Kidentifikaci byly vybrany bakterie izolované

z kompostu 4 uvedené na Obr. 11.

V Tab. 3 jsou shrnuty tidaje poctu jednotlivych kolonii pfi dvou rtiznych fedéni vyskytuji-
cich se na kultivacnich ptdach s obsahem PBAT. Jsou zde také uvedeny hodnoty
po ptepoctu na CFU/g suSiny pfisluSného vzorku kompostu, pficemz pro vypocet byla
vzdy pouzita hodnota po&tu kolonii pii fedéni 107, kde bylo mozné lépe spoditat pocet

jednotlivych kolonii na kultivacnich ptidach.
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Tab. 3 Pocty kolonii degradacnich mikroorganismii jednotlivych vzorkii

kompostii
Druh Pocet kolonii na kultiva¢ni ptadée CFU/g susiny

KOMPOSIU | o voden 107 | P redent 102 | V20r<E KOOt

1 8 - 1,2:10°

2 20 0 3,4-10*

3 0 0 0

4 15 20 1,7-10*

5 44 268 1,3-10°
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ZAVER

Hlavnim cilem bakalaiské prace byla izolace, identifikace a uchovani mikroorganismut
produkujicich depolymeriza¢ni enzymy vybranych syntetickych polymert. Potencionalnim
zdrojem téchto mikroorganismti bylo 5 vzorkli kompostu, u kterych byly stanoveny
fyzikéln¢ — chemické vlastnosti, jakozto podminky prostedi ovlivilujici ¢innost a aktivitu
degradacnich mikroorganismti. Témito vlastnostmi byly hodnota pH, suSina a spalitelny

podil.

Z téchto 5 vzorkli kompostl byly izolovany a nésledn¢ identifikovany 4 kultury bakterii
produkujici extracelularni depolymerizacni enzymy, a tim hydrolyzujici polyester
obsazeny v kultivaéni padé. Dvé bakterialni kultury izolované z kompostii 1 a 2 byly
identifikovany jako blizce pfibuzné kmeni Thermomonospora curvata DSM 43183.
Bakterialni kultury izolované z komposti 4 a 5 byly identifikovany jako blizce piibuzné
kmenim aktinomycet Actinomadura rubrobrunea DSM 43750 a Thermobispora bispora
DSM 43833. Na kultivac¢nich piadach rostly i jiné mikroorganismy, avsak k izolaci byly
vybirany pouze kultury bakterii, kolem jejichz kolonii se tvofily tzv. projasnéné zony
hydrolyzovanych polyesterti. V pfipadé identifikovanych aktinomycet se jednalo
0 degradaci polyesteru PBAT. V piipad¢ kultivacni pady s obsahem polyesteru PLA

nebyly izolovany zaddné bakterialni kultury.

Izolované mikroorganismy by mohly byt pfedmétem dalS§iho vyzkumu zameétfeného
na studium extracelularnich depolymeriza¢nich enzymi, které dané aktinomycety

produkuyi.
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PRILOHA P I: SEKVENCE NUKLEOTIDU DNA IZOLOVANYCH
MIKROORGANISMU

— sekvence nukleotidi DNA mikroorganismu izolovaného z kompostu 1

(vykazujiciho blizkou ptibuznost druhu Thermomonospora curvata)

GGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT
CGCGTCTGTCGTGAAAGCCCACGGCTTAACCGTGGGTTTGCGGTGGATACGGG
CAGGCTAGAGGCAGGTAGGGGAGCATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGCAGATATCGGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTGCTCTGGGCCTGTTCT
GACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTTCTTCCACGGATTCCGCG
CCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATT
CGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCCGAAAACCTGCAG
AGATGCAGGGTCCCTTCGGGGGCGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCC
ATGTTGCCAGCGGGTTATG

— sekvence nukleotidi DNA mikroorganismu izolovaného z kompostu 2

(vykazujiciho blizkou ptibuznost druhu Thermomonospora curvata)

GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCACCGACGAATGAAGGACGGTAG
GTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT
CGCGTCTGTCGTGAAAGCCCACGGCTTAACCGTGGGTTTGCGGTGGATACGGG
CAGGCTAGAGGCAGGTAGGGGAGCATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGCAGATATCGGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTGCTCTGGGCCTGTTCT
GACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTTCTTCCACGGATTCCGCG
CCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGGAGCATGTTGCTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCCGAAAACCTGCA
GAGATGCAGGGTCCCTTCGGGGGCGGGTG
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— sekvence nukleotidi DNA mikroorganismu izolovaného z kompostu 4

(vykazujiciho blizkou ptibuznost druhu Thermobispora bispora)

AAGTTGACGTGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTCATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGCCTGCCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGGTCTGCGGCGGATACGGGCGGGCTTGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAA
TTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCT
GGGTGTGGGGGCTTTCCGCGGTTCCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGCGC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAAGGTTTGACATGCTGGGAAATCCCGCAGAGATGCGGGGTGCC
TTCGGGCGCCTGGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGTAACCC

— sekvence nukleotidi DNA  mikroorganismu izolovaného z kompostu 4

(vykazujiciho blizkou ptibuznost druhu Actinomadura rubrobrunea)

GCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GCGGGGACGAAGCCTCTTTTGGGGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGATGTGA
AAGCCCACGGCTTAACTGTGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGGC
AGGTAGGGGAGCATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATC
GGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTGCTCTGGGCCTTGCCTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTTCTTCCACGGATTCCGCGCCG
TAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTA
ATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCCGAAAACC
TGCAGAGATGTGGG



