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ABSTRAKT

Diplomova prace popisuje proces Kultivace, izolace a identifikace mikroorganismui,
které byly schopny degradovat PBAT ve vzorcich pid z okoli Zlina. Kultivace degradért
probihala pti 58 °C po dobu 7 dni. Na kultivacnich pidach se submikrocasticemi PBAT
rostly i jiné mikroorganismy, av$ak snahou bylo vybrat k izolaci mikroorganismy, kolem
jejichz kolonii byly prosvétlené zony svédcici o degradaci polymeru. 1zolace DNA byla
provedena metodou chloroform/izoamylalkoholu (24:1). Pomoci metody DGGE byla pro-
vedena identifikace smésnych mikrobialnich konsorcii degradujicich polyester. V ramci
prace byla jako Casty degradujici organismus identifikovana termofilni aktinomyceta
Thermobispora bispora. Dale byly identifikovany mikroorganismy, které se v degraduji-
cich konsorciich rovnéz vyskytovaly napt. Paenibacillus sp., Thermobacillus sp, Bacillus
alveayuensis, Aeribacillus sp, Geobacillus sp. Prace ukazuje, ze v pfirozeném ptdnim pro-

stiedi je mozné nalézt degradéry PBAT a jsou pomérné Cetni.

Kli¢ova slova: PBAT, puda, biodegradace, aktinomycety, identifikace, Thermobispora

bispora



ABSTRACT

The thesis describes the process of cultivation, isolation and identification of mi-
croorganisms that are able to degrade PBAT in soil samples from around Zlin. Cultivation
of degraders was carried out at 58 © C for 7 days. Also other microorganisms grew on cul-
ture media with PBAT micro-particles, but the aim was to choose and isolate microorgan-
isms were bright zones around their colonies indicated the polymer degradation. Isolation
of DNA was performed by chloroform/isoamyl alcohol (24: 1) method. DGGE method
was used for the identification of mixed microbial consortia that degrade the polyester.
In this work as a frequent degrading organism thermophilic actinomycete Thermobispora
bispora was identified. Further, microorganisms have been identified in the degradation
consortia e.g. Paenibacillus sp., Thermobacillus sp, Bacillus alveayuensis, Aeribacillus sp.
Geobacillus sp. This work shows that in natural soil environment PBAT degraders can be

found and are quite ubiquitous.

Keywords: PBAT, soil, biodegradation, actinomycetes, identification, Thermobispora

bispora
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UvVOD

Obrovské zvySovani produkce plastt v riznych sférach prumyslu vede v poslednich
letech k vaznym environmentalnim obavam. Perzistentni syntetické polymery v Zivotnim
prosttedi ptedstavuji v pfirodnim ekologickém systému nadmérné riziko. Zptsobem jak sni-
zit znec€iSténi zivotniho prostiedi plasty je produkce biodegradabilnich plastt, které musi byt

schopny mikrobidlniho rozkladu.

Nekteré typy biodegradabilnich plastii zaloZzenych na bazi polyesteru - jako napiiklad
alifatické a aromatické - jiz byly vytvoreny. Alifatické polyestery a jejich kopolymery se
ukézaly jako pomérn¢é dobie rozlozitelné, ale pro jejich slabé fyzikalni a mechanické vlast-
nosti nedostatecné pro nahrazeni konvencnich plasti. Naproti tomu aromatické polyestery
maji vyborné fyzikalni a mechanické vlastnosti v porovnani s alifatickymi, rychlost jejich
degradace je vsak nizka vzhledem k jejich odolnosti v prostfedi vii¢i mikrobialnimu rozkla-
du.

Pomérné velké spektrum alifatickych a stejné tak i alifaticko-aromatickych biodegra-
dabilnich polymeri jiz bylo vytvoieno a uvedeno na trh béhem poslednich dvou desetileti
pod riznymi obchodnimi nazvy, napf. v roce 1998 spole¢nost BASF vstoupila na trh s bio-

degradabilnim kopolyesterem vyrabénym pod obchodni znackou Ecoflex.

Biodegradabilni polymery jsou pouzivany piedevsim pii vyrobé kompostovatelnych
pytll, zemé&délskych materialti (mulcovaci folie), laminovacich ¢i obalovych materialti [1].
Biodegradabilni plasty a vyrobky z nich jsou po pouziti k t¢elu, k némuz byly urceny, zao-
ravany do pudy a pfimo Vv misté pouZiti zpracovany degrada¢nimi pochody. Timto vSak do-
chazi ke zvySovani obsahu vySe uvedenych plastli v zivotnim prostiedi, proto je nezbytné

zajistit jejich rozlozeni v dané ptidé pomoci pfitomnych mikroorganismi [2].

Znovuziskani monomeru je efektivni zejména pfi recyklaci biodegradabilnich plastt,
protoze vétSina komercné dostupnych biodegradabilnich plasti jsou polyestery, které jsou

snadno ptipustné hydrolyze a rozkladaji se na monomery, jako jsou napi. organické kyseliny
a polyoly [1].
Tato diplomova prace se zabyva izolaci mikroorganismt schopnych degradace dané-

ho kopolyesteru a naslednou identifikaci degradéri za pouziti molekularné biologickych

metod. Pti praci byly pouzity vzorky ptid odebrané v okoli Zlina.
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. TEORETICKA CAST
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1 PUDA

Pida je nejsvrchnéjsi vrstva zemské kiry slozend z zivych organismi, mineralnich 14-
tek, ale také odumfielych zbytkii, vody, organickych latek a vzduchu. Puda je tedy jednim
z nejvyznamnéjsich pfirodnich zdroji. Pficemz urodnost nebo schopnost pudy zadrzovat
vodu zavisi na ptidnim typu, velikosti &astic. Celnimi aspekty jsou i obsah organické hmoty
a druhy pudnich organismu. Dilezitou schopnosti pudy je samoregulace. V piipadé jakého-
koliv zasahu do pudy a naruSeni jeji rovnovahy ma ptida schopnost sama se za Cas vratit

do ptivodniho stavu, pouze vSak, pokud nebyly ptekroceny urcité meze.

V soucasné dob¢ dochazi ke zna¢né degradaci ptidy. Puda rychleji vysycha, neudrzi vo-
du ani ziviny a ma mens$i obsah humusu. V takto zasaZzené pidé€ se nemohou rozvijet ani
vznikat piidni spoleCenstva mikroorganismil. Nedostatecnou péci se piida miize stat vycerpa-

telnym neobnovitelnym zdrojem a obnoveni by trvalo az tisice let [3].

1.1 Pudni mikroorganismy

Zivotnost organismu v pad¢ zavisi na vnéjSim prostiedi. V Cistych kulturach se mikro-
organismy nevyskytuji, ale vytvareji mikrobidlni spoleCenstva. Tyto mikroorganismy se

podileji na tvorb& humusu, dale ovliviiuji vodni a vzdusné rezimy Vv ptdé.

V pade se vyskytuji prakticky vSechny druhy bakterii. Bakterie se zivi latkami, které
jsou v padé piitomné. Vétsina téchto latek, které se v pidé vyskytuji, je mikrobialné rozkla-
dana, mohou se vSak vyskytovat i latky chemicky syntetizované, které aerobni mikroorga-

nismy ptimo atakuji (napf. polychlorované bifenyly) [4].

1.2 Bakterie

Bakterie jsou organismy, které se fadi mezi prokaryotické. Vyskytuji se od béznych
podminek az po extrémni. Zakladni d€leni bakterii je podle slozeni bunécéné stény
na grampozitivni a gramnegativni. Bakteridlni bunky neexistuji samostatnég, ale shlukuji se
do agregétli z vice bunék a tvoii kolonie. Nejcastéji se vyskytuji v prostiedi pidy, vody,

ale také na povrchu materialu [5].
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Tyto mikroorganismy nejen, ze umoziuji biochemické procesy, ale mohou byt rovnéz
puvodci chorob. Jsou pfedmétem studii v souvislosti s kolobéhem prvki v pfirodé. Bakterie
maji rozmanité vyuziti - od produkce antibiotik, pies bioremediaci, az po zpracovani bioroz-

lozitelné ¢asti odpadu. Jejich vyskyt v pudach zavisi predevsim na teploté a vlhkosti [5].

1.2.1 Bakterialni rust

Rust bakterii délime do né€kolika fazi, které lze vidét na ristové kiivce znazornéné

na obr. 1.
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Obr. 1 - Rustova krivka bakterii: 1. Lagova faze, Il. faze zrychleného ristu, II1. exponencidal-

ni faze rustu, 1V. faze zpomaleného riistu, V. staciondrni faze, VI. faze odumirani [6]
Faze se nazyvaji:

e Lagova faze
Dand kultura mikroorganismu (inokulum) je umisténa na médium. Diive nez dojde
k ristu a rozdéleni buniky, musi se mikrobialni kultura adaptovat, vytvofit potfebné

enzymy a syntézu proteint. Tento proces miiZe trvat od né€kolika minut az po hodiny.

e Exponencialni faze
Rychlost bunééného déleni se zvySuje, mikroorganismy se intenzivné mnozi a do-

chazi k exponencialnimu rastu jejich poctu.

e Stacionarni faze
V této fazi dochdzi ke zpomalovani rychlosti mnoZeni bunék, nastava stadium rov-

novahy a pocty bunék se jiz dale neméni.
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e Faze odumirani
Dochazi k vycerpani substratu. Hromadi se metabolity a v kone¢ném procesu docha-

zi k odumirani bunék [7].

1.2.2 Aktinomycety

Aktinomycety jsou prokaryotni organismy, které maji ve své DNA vysoky podil GC
part bazi, tj. guaninu a cytosinu. Jedna se o grampozitivni bakterie. Nékteré typy aktinomy-
cet jsou schopny vétvit sva vldkna, a proto se mohou podobat mycéliim houbovitych orga-

nismi [8].

Mohou se vyskytovat v pudach, které maji vysoké pH a také za nedostatku vody ne-
bo pti vyssich teplotach. Aktinomycety jsou schopny vyuzit v padach se vyskytujici substra-
ty, a to i Spatn¢ rozlozitelné polymerni latky jako hemiceluldza nebo chitin pochazejici

z hmyzu a rostlin [5].
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2 BIODEGRADABILNI POLYMERY

Polymery jsou latky tvofené dlouhymi fetézci velkého poctu atomd, které jsou vzajem-
né vazany chemickymi vazbami. Tyto fetézce tvoii monomerni jednotky, coz jsou pravidel-

n¢ se opakujici ¢asti. Polymery lze, podle pivodu, délit na syntetické a ptirodni [9,10].

Polymery biologického pivodu pochazeji z ptirodnich zdroju (naptiklad rostliny, mi-
kroorganismy nebo zvitata) a jsou vétSinou rozlozitelné v piirodé. Mezi tyto polymery patii
polysacharidy, lipidy a proteiny. Do této skupiny polymeri rovnéz spadaji polyestery, které
jsou produkovany mikroorganismy nebo syntetizovany z monomerti (PLA) [11]. Syntetické
polymery jsou uplatiovany, diky svym pfednostem, Vv fad¢ aplikaci (napt. lehka vaha, odol-
nost vii€i chemikaliim, snadnd zpracovatelnost atd.). Odpad z polymert, ktery neni mozné
dale vyuzit, musi byt ulozen na skladku odpadu. V pfiipadé, ze se tyto odpady dostanou
do volné ptirody, mohou zpusobit nezadouci ucinky (nap¥. pozieni plastd zivoCichy a na-
sledné uvolnéni zdravi skodlivych latek potravinovym fetézcem az do lidské stravy, neustalé
nartstani objemu plastovych odpadi v motich diky znecisténi ptitokovych fek, pozieni plas-
tl vodnimi zivocichy a jejich nasledny thyn, zachytdvani motskych zivoc¢ichl do tzv. odpa-

dovych bludist [12].

Biodegradabilni polymery by se mély vyznacovat dobrymi zpracovatelskymi, mecha-
nickymi a uzitkovymi vlastnostmi. Po ukon¢eni doby pouZzivani by, plisobenim mikroorga-
nismi, mélo v kratkém case dojit k jejich rozloZeni, a to bez Skodlivych zbytkl setrvavaji-

cich v zivotnim prostiedi. [13].

V soucasné dob¢ je produkovano mnoho biodegradabilnich polymert, mezi které patii
napt. kyselina polymlééna (PLA), ktera je vyrabéna z obnovitelnych zdrojl, na bazi ropy
jsou zalozeny polymery jako polyesteramid (PEA), polykaprolaktan (PCL) a rovnéz polybu-
tylen sukcinat (PBS), polybutylen sukcinat/adipat (PBSA) patiici do skupiny alifatickych
kopolyesterti a v neposledni fadé i aromaticko-alifatické kopolyestery, mezi né€z patii poly

(butylen adipat- co- tereftalat) (PBAT) [14].
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2.1 Biodegradace

Biodegradace je ptipad degradace, pti niz dochazi k rozkladu polymeru piisobenim bio-
logickych cCiniteld. Biodegradaci se rozumi biologické odbourani organickych latek. Prova-
s vy$8imi organismy. Biodegradace se tyka jak latek, které se do zivotniho prostedi dostaly

lidskou ¢innosti tak i latek pfirodnich [15,16].

Biodegradace plastii v pidnim prostfedi mize probihat pfi riznych podminkach. Mi-
kroorganismy zodpovédné za degradaci se mezi sebou li§i a kazdy z nich ma v pad¢ své

specifické podminky rustu [16].

Skutecnost, jakym zptisobem bude biodegradace probihat, urcuji podminky prostiedi.
Pii pfitomnosti kysliku hovoiime o aerobni degradaci, kdy za destrukci materialu jsou zod-
povédné aerobni mikroorganismy a kone¢nymi produkty jsou oxid uhli¢ity a voda. Pokud
degradace probiha bez pritomnosti kysliku za anaerobnich podminek, vznika kromé oxidu

uhli¢itého také metan [17].

Biodegradace je definovana jako zména povrchovych vlastnosti rozkladem zakladniho
fetézce a sniZzenim molekulové hmotnosti, asimilaci mikroorganismi, degradaci enzymy,

rozkladem zakladniho fetézce, ztratou mechanické pevnosti polymera [18].

Biodegradace je iniciovana biotickymi nebo abiotickymi vlivy. Polymer je ve vétSiné
ptipadli vystaven plisobeni abiotickych vlivil (slunecni zéfeni, teplo, chemické slou¢eniny
atd.), které mohou na material pusobit a pfispivat tak k degradaci polymeru. Abioticky roz-

klad piedchazi mikrobialni asimilaci [19].

2.1.1 Faze biodegradace

e Biodeteriorace

Proces, pii kterém vlivem mikroorganismii nebo abiotickych faktori dochazi
k rozkladu polymeru na malé fragmenty. Mikroorganismy svou cinnosti rostou
na povrchu daného materidlu nebo uvnitt. Rozvoj téchto mikroorganismi zavisi
na vlastnostech degradujiciho polymerniho materialu a na specifickych podminkach
daného prostiedi. Vyskytujici se mikroorganismy jsou rtiznorodé. Patii mezi né bak-
terie, fasy, prvoci, houby. Mikroorganismy mohou vytvafet konsorcia s biofilmy
[19].
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Depolymerizace

Proces, kdy plsobenim mikroorganismti za pomoci jejich enzymi, které vylucuji
do prostiedi, dochazi ke §té€peni polymert na oligomery a nasledny vznik monomert
nebo dimerl. Tyto enzymy se mohou pfimknout k molekulam polymerd, ¢imz do-
chazi k postupnému snizovani molekulové hmotnosti. Poté dochazi ke St€peni poly-
mert na oligomery a k naslednému vzniku monomert nebo dimerd. Fragmentace je
dulezita pro nasledujici fazi, kterou je asimilace. Molekuly, které maji vysokou mo-
lekulovou hmotnost, nejsou schopny projit pfes bunécnou sténu nebo cytoplazmatic-

kou membranu [17,19].

Asimilace

Meziprodukty, které vznikly depolymeraci, mohou pronikat az do cytoplazmy
pfes membrany bunék, kde dochazi k jejich zpracovani na energii, novou biomasu
a dale ke vzniku primarnich nebo sekundarnich metabolitti. U tohoto procesu dochazi
uvnitt bunky k zaclenéni fragmentli polymerniho materidlu. Za¢lenéni pfinasi mikro-
organismim potiebné zdroje energie, prvki a elektronti pro vytvoreni bunétné struk-
tury. Mikroorganismim umoziuje rovnéz rust a schopnost reprodukovat se

Vv prostiedi pfi spotiebé vyzivného substratu [19].

Mineralizace
Konec¢ny proces, kdy diky metabolickym procestiim daného mikroorganismu vznikaji

metabolity, pfedev§im oxid uhli¢ity, voda a biomasa, ptipadné metan, dusik a soli
[19].

K plné biodegradaci dochazi, zustane-li degradovany polymer beze zbytku.
Uplna mineralizace tedy nastane, kdyZ je polymer pieveden na plynné produkty, soli
a vodu. Cast uhliku je za¢lenéna do humusu a mikrobialni biomasy. Uplné degradace

Ize v§ak malokdy dosahnout [17].
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Obr. 2 - Schéma biodegradace polymeru [19]

2.1.2 Vlastnosti a faktory ovliviiujici biodegradaci

Biodegradace je umoznéna enzymy, které produkuji mikroorganismy. Pro priibéh
kazdé biodegradace je dulezitd existence mikroorganismi, které maji vhodné metabolické
vybaveni k enzymové degradaci ur€itych polymernich materialti. Zpisobilost mikroorga-
nismi degradovat polymery je zavisla na intenzité s jakou produkuji pro dany substrat speci-

fické enzymy (extracelularni) [15,20,21].

Biodegradace je rovnéz ovlivnéna vlivy prostiedi jako jsou svétlo, teplota, pH, zivi-

ny, ptitomnost kysliku a vlhkost.

Proces biodegradace vsak mohou podporovat i dalsi vlivy, napt. mechanicka degra-
dace, fotodegradace nebo hydrolyza. Hydrolyza mize byt biologicka nebo chemicka - rozdil
je v katalyzatorech. Biologickd hydrolyza je katalyzovdna enzymy a oznaCovéana jako
enzymatickd. Chemicka hydrolyza je katalyzovana kyselinami a zdsadami. Reakce probiha
na povrchu polymeru pii aerobnich podminkach [15,20,21].

vvvvvv

charakteristikami polymeru jsou molekulova hmotnost, krystalinita, teplota tani a skelného

prechodu, chemicka struktura, hydrofilita a hydrofobita. Polymery s postrannimi fetézci jsou
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asimilovany hufe nez polymery bez postrannich tfetézcti. Molekulova hmotnost z hlediska
degradace ovliviiuje vlastnosti polymeru. Se vzristajici molekulovou hmotnosti dochazi
k poklesu degradace mikroorganismy. Enzymy mikroorganismu z hlediska krystalinity po-
lymeru nejdiive atakuji amorfni ¢ast polymeru, protoze molekuly v této ¢asti jsou volné po-
skladany. Tato ¢ast je mén¢ odolna na rozdil od ¢asti krystalické. Proto s narGistem krystali-
nity polymeru rychlost degradace klesa. Polymery, které maji vyssi krystalinitu jsou mikro-
organismim odolné;si. Dale také plati, Ze ¢im je teplota tani polymeru vétsi, tim je biode-

gradace horsi [22].

2.1.3 Abiotické faktory biodegradace

Polymery a jejich polymerni materialy, pokud jsou vystaveny venkovnim vlivim

prosttedi, podléhaji pfeménam:

e Fotodegradace je dulezita hlavné pii abiotickych podminkach. Nestabilniho stavu

muze byt vytvoreno, pokud je energie nesena fotony.

o Tepelna degradace - vlivem vyssi teploty dochazi k pfeméné pevného materialu
na kapalny. K poruseni fetézce a nasledujici biologické a chemické degradaci docha-

zi pt1 nizkych teplotach.

e Chemicka degradace - atmosférickymi imisemi a agrochemikaliemi po reakci

s polymernimi materialy dochazi k rozpadu fetézce. Nejvice reaguji kyslik a ozon.

e Mechanicka degradace - pficinou degradace je napéti, stiith nebo vysoka komprese.

e

degradace neptevlada, mize pouze aktivovat nebo urychlit proces [19].

2.2 Metody stanoveni degradace (biologické) [16,19]

Pro posouzeni miry biodegradace polymernich materiali existuje cela fada metod.
Mezi metody, pomoci nichz méfime mnozstvi uvolnéného CO, po vystaveni polymernich

materiali mikroorganismiim, patii respirometrické testy. Dalsi z testli pouZzivaji sledovani
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ubytku molekulové hmotnosti, zmény fyzikalnich vlastnosti (pevnost tahu) nebo sledovani

produktl probihajicich reakci.

e Meéreni pomoci metod skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Metoda slouzi
k posuzovani morfologie pied a béhem biologického rozkladu, Ize podle ni sledovat

i tepelné vlastnosti.

e Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je pouzivana pro urceni teploty roz-

kladu, teploty tani a urceni bodu tani.

Dalsimi metodami pro degradaci polymeru jsou napt. metoda vyuZivajici infracer-
vené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), rentgenova difrakéni analyza
(XRD), nuklearni magneticka rezonance (NMR), opticka mikroskopie, plynova chro-

matografie (GC) plynova permeacni chromatografie (GPC) [15].

Vizualni stanoveni
Na povrchu polymeru lze pozorovat tvorbu dér, prasklin a roztrzeni, mize dojit
ke zmén¢ barvy a zdrsnéni nebo K vyskytu biofilmu. Pomoci skenovaci elektronové mikro-

v

skopie (SEM) nebo mikroskopie atomarnich sil Ize ziskat podrobnéj$i informace.

Spotiebovany O;, uvolnény CO;

Z hlediska aerobnich podminek ptitomné mikroorganismy oxiduji kyslik na oxid uh-
licity. Nejvice pouzivany zpiisob je pomoci respirometru, kdy se spotfebovava kyslik nebo
pomoci Sturmova testu (vznik oxidu uhli¢itého). Oxid uhliity se mulZe zachytavat
v Ba(OH); a naslednou titraci miizeme pouzit detektory paramagneticky, pfip. infraerveny
pro O, i CO;,

Tvorba jasnych (prosvétlenych) zén

Jednoducha metoda - material daného polymeru je v podobé malych ¢astic rozptylen
ve ztuzeném mineralnim médiu (agaru). Po zaockovani agaru kulturou mikroorganismu
anasledné kultivaci dojde k vytvoteni jasnych zén, coz je dikazem, ze pfitomné kultury

organismi jsou schopny depolymerovat pfitomny polymerni material.

Stanoveni zbytkového polymeru
V testech rozkladu lze pouzit stanoveni zbytkového polymeru za pomoci hmotnost-

niho ubytku zkusebniho vzorku. Problémem pii tomto procesu mize byt nadmérné rozpada-
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vani vzorku. Pro jemné praskovité polymerni materialy je mozné polymer stanovit pomoci

extrakénich metod.

Zmény mechanickych vlastnosti
Zmény nékterych vlastnosti, které jsou citlivé na zmény molekulové hmotnosti, jako

naptiklad pevnost tahu, jsou rovnéz jednim z ukazatelti degradace.
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3 AROMATICKO- ALIFATICKE KOPOLYESTRERY

Bézné pouzivané plastové materialy se ukazaly byt odolné vii¢i mikrobidlnimu napade-
ni 1 vlivu vlhkosti. Polymerni materialy, které ve svych hlavnich fetézcich obsahuji hetero-

atomy, jsou nachylné k hydrolytickému $tépeni (napf. esterové vazby nebo amidové skupi-
ny) [23].

Kopolyestery, které maji aromatické slozeni struktury, vykazuji mechanické a tepelné
vlastnosti s obsahem 35 mol% kyseliny tereftalové. Pokud obsah kyseliny tereftalové pie-
kracuje 55 mol%, mira biodegradace klesa. Pro optimalni biologickou rozlozitelnost je dule-
zitym hlediskem mnozstvi kyseliny tereftalové. Optimalni biologickou rozlozitelnost
a uzite¢né vlastnosti vykazuje kopolyester s mnozstvim kyseliny tereftalové v rozmezi 35-
55 mol% v BTA kopolyesterech [23].

Mezi aromaticko-alifatické kopolyestery patii PBAT. Tento polymer obsahuje stavebni
jednotky a to kyselinu tereftalovou, kyselinu adipovou a 1,4- butandiol.

Polyestery jsou skupinou polymert, které obsahuji esterovou skupinu. Vyborné mecha-
nické vlastnosti vykazuji aromatické polyestery, které jsou vsak témét odolné vici mikrobi-
alnimu rozkladu. Naopak alifatickym polyesterim chybi mechanické vlastnosti a jsou tedy
pomérmn¢e snadno mikrobidlné rozlozitelné. Mechanické vlastnosti jsou rozhodujici

pro vétsinu aplikaci proto nejvyhodnéjsi je jejich spojeni. Alifatické slozky polymeru degra-

duji mnohem rychleji nez slozky aromatické [24].

3.1 Poly (butylen adipat- co- tereftalat) PBAT

Aromaticko-alifaticky kopolymer na bazi kyseliny adipové, 1,4- butadiolu
a dimethyltereftalatu, znamy pod zkratkou PBAT. Na obr. 3 je znazornén strukturni vzorec
PBAT [25].

0O O -~ O
N\ A

i I I/ ; t
/ F—(CHa)y—0—C—(CHy)~C—O- f:,,,-v"m—(CHz),,—O—C—{\/ —C—0—/ —M—

4 s
i [ |

Obr. 3 - Strukturni vzorec PBAT [23]
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3.1.1 Charakteristika PBAT

PBAT je za termofilnich podminek biologicky rozlozitelny polyester. PBAT je line-
arni aromaticko-alifaticky kopolyester slozeny ze dvou typa dimert. V prvni jednotce BT je
obsazeno aromatické jadro, na které je navazan 1,4 butandiol. Druhé jednotka BA je slozena

z monomerd a to kyseliny tereftalové a 1,4 butandiolu [26].

3.1.2 Vlastnosti

Mezi mechanické vlastnosti patii predevsim jeho flexibilita, mékkost a houzevnatost.
Omezeni z hlediska mechanickych vlastnosti (nizka pevnost tahu) a rovnéz pomérné vysoké
vyrobni néklady produkce jsou pfi¢inou snizovani jeho produkce. Materialu s dobrymi
vlastnostmi s nizkymi naklady na jejich vyrobu lze dosdhnout misenim tohoto polymeru
s ruznymi kompozity, které¢ jsou lehce dostupné a jsou ptirodniho ptivodu napt. $krob, sojo-

va moucka [27].

Materialy na bazi PBAT maji srovnatelné vlastnosti jako LD-PE. Film je odolny pro-

ti protrzeni, vzdusné vlhkosti a je rovnéz velmi flexibilni [14].

3.1.3 Zpracovani

PBAT miiZe byt zpracovavan zpisoby, které se pouZzivaji i pro LD-PE napft. vyfuko-
vanim folii - nejvhodnéjSi metoda, kdy neni zapotiebi Zadnych uprav. V zavislosti
na dostupném vybaveni pro zpracovani polymeru Ize ziskat filmy nebo f6lie az 10 um. Pro-
blémem u téchto folii je jejich propustnost vodnim param, proto jsou K jejich Gipravam pou-

Zivany specialni piisady[28].

3.1.4 Vyuziti

V soucasnosti ma PBAT vyuziti zejména v potravinarském primyslu jako obalové
materialy (sacky, boxy na jidlo nebo kelimky). Vyuziti PBAT z environmentalniho hlediska
najdeme mj. v zeméd¢lstvi, kde je pouzivan ve form¢ kompostovatelnych pytla. Pytle musi
odolavat ptistupu vody, musi byt bezproblémove zpracovatelné v kompostovacim zatizeni
a urc¢itou dobu stabilni vic¢i organickému odpadu. Mulcovaci folii mohou byt po sklizni zao-
rany Spolu s rostlinnymi zbytky a nasledné jsou postupné rozlozeny. Laminované materialy
se pouzivaji proti odolnosti vlhkosti a tukim. Vyhodou materialu je snadna likvidace obalil

(papirové obaly, krabice atd.) [28].
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3.1.5 Smés Skrobu a PBAT

Skrob patii mezi levné suroviny dostupné ve velkém mnozstvi. Nevyhodou této surovi-
ny je jeji omezené pouziti diky vysoké absorpci vody a proto, Ze ve svém piirodnim stavu
bez pottebnych prisad nemuze byt zpracovan jako termoplasticky material. Pro ziskani hyd-
rofobni Skrobové smeési a jeho biodegradabilit¢ lze smichat Skrob (hydrofilni)
s biodegradabilnimi polymery (hydrofobni). Tyto smési jsou poté odolné proti vodé
a mohou byt pouzity Vv dalSich aplikacich. Tyto materidly vykazuji dobré mechanické vlast-

nosti jako je propustnost kysliku, vysoka pevnost atd.[28].

3.2 Biodegradace aromaticko-alifatickych polyesteri

Faktorti ovliviyjicich biodegradaci aromaticko-alifatickych kopolyesterti je mnoho.
Biologicka rozlozitelnost je ovlivnéna nejen chemickou strukturou polymeru, funkénimi
skupinami nebo rovnovahou hydrofobni a hydrofilni ¢asti, ale také krystalinitou, teplotou

a dalsimi morfologickymi vlastnostmi [24].

o Obsah kyseliny tereftalové
Ze studie provadéné Miillerem [29] vyplyva, Ze rychlost degradace vyznamné klesa
s rostoucim obsahem kyseliny tereftalové. Pokud maé kyselina tereftalova nad 60%,
rychlost degradace klesne a takovy kopolymer potom mutizeme oznacit jako biologicky
nerozlozitelny. U kopolyesteru, ktery je sloZzeny s kyseliny tereftalové, adipové a 1,4
butandiolu je jako limit pro degradaci uveden obsah kyseliny tereftalové kolem 50-
60%.

o Pohyblivost polymernich Fetézci, krystalinita a bod tani polymeru

Krystalinita je jeden z hlavnich faktort ovliviujici degradaci kopolyesteru. Zacatek
biodegradce nejdiive probiha v amorfni ¢asti a nasledné v casti krystalické. Struktura
kopolyesteru ukazuje, ze amorfni ¢ast je tvofena kyselinou adipovou a krystalicka ¢ast
tvofena kyselinou tereftalovou [24].

Podle popsanych vysledku dle studie Martena [30] ma znaény vliv na rozlozitelnost
pevnost vazby polymerniho fetézce v krystalické oblasti, kde je pevné vazan.
V krystalické oblasti je degrada¢ni rychlost podstatné niz8i. To ovliviiuje teplotu tani

(Tm) daného materialu. V amorfni oblasti polymeru jsou fetézce vysoce pohyblivé
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(nad teplotou skelného ptechodu) a rychle degraduji. Proto mobilita polymernich
fetézcl je urcena rozdilem mezi teplotou tani v krystalickych strukturach a degradacni

teplotou.

. Molekulova hmotnost polymeru
Polymery ziistavaji, pokud je jejich molekulova hmotnost vysokd, imunni vii¢i mikro-
organismiim. Dusledkem vysoké molekulové hmotnosti je pokles rozpustnosti, coz je
nepiiznivé pro mikroorganismy, protoze ty vyzaduji substrat. Béhem degradace mi-

kroorganismy se molekulova hmotnost snizuje [30].

3.2.1 Biodegradace v prostiredi pudy

Vétsina védeckych praci je zaméfena na biodegradaci kopolyesteru pomoci termofil-
nich mikroorganismt rychle rozkladajicich polymery. Rozkladem PBAT za mezofilnich

podminek se v8ak zabyva jen nékolik malo studii [31].

Studie Tan a kol. [31] se zabyvala pouZzitim aerobnich mezofilnich organismt
k rozkladu kopolyesteru. Z padniho prostiedi byly izolovany bakterie, houby a kvasinky
(mezofilni mikroorganismy). Zkoumany Ecoflex byl pouzZit ve formé tenkych folii
a nasledné naockovan suspenzi izolovanych mikroorganismu. Inkubace probihala pfi teploté
30 °C po dobu 21 dni na Petriho miskach.

Soubézné s tim byl Vv reakénich lahvich provadén pokus s polymerem ve formé gra-
nuli a opét byla pouzita suspenze izolovanych mikroorganismu. Inkubace v takto pfiprave-
nych reakénich lahvich probihala po dobu 30 dni a teploté 22 °C.

Nejlepsim degradujicim mikroorganismem z celkového poétu 29 nalezenych mikro-
organismu byla bakterie Bacillus subtilis. Metodou pomoci GC a GC-MS byly sledovany
degradacni produkty. V médiu po degradaci byla nalezena pifitomnost v mensim mnoZstvi
kyseliny tereftalové a kyseliny adipové.

Vzorky, které podléhaly degradaci, byly podrobeny gelové permeacni chromatografii
a u zbytkl degradace byla zjiSténa molekulovd hmotnost.

Ze zjisténych vysledkll vyplyva, Ze biodegradace Ekoflexu mulZe probihat
za mirnych podminek pomoci mezofilnich mikroorganismt, proces je vsak mnohem poma-
lej8i nez u termofilnich. V této studii je uvedeno, Ze vyssi teplota mize byt vysvétlenim roz-

dilu rychlosti biodegradace.
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Studie Marten a kol. [30] se zabyvala biodegradaci Ecoflexu pomoci enzymi.
Ze skupiny hydrolaz ptsobila Thermomonospora fusca na Ecoflex pomoci extracelularnich
enzymu, mikroorganismus Pseudomonas sp. pusobil enzymem lipazou. Na zavér studie bylo
konstatovano, ze biodegradace probihala rovnéZ v pidnim prostiedi. Studie byla dale zamé¢-

fena na plisobeni enzymu na mista ve struktufe kopolyesteru.

Ve studich [23,31] se jednalo o druh piibuzny Isaria fumosorosea. Studie hodnoti
degradaci Ecoflexu za mirnych podminek. Degradace probihala v ptid¢ pii 30 °C. Podstatné
rychleji probihala v prostiedi s pfitomnosti houby, nez v prostfedi kde se houba nevyskyto-
vala. Ztrata z hmotnosti filmu byla 40 % po 30 dnech. Degradace v pide¢, ktera neobsahova-
la vySe uvedenou houbu, probihala pomaleji. Druh houby Isaria fumosorosea je schopnen
Ecoflex mineralizovat v mezofilnim prosttedi na oxid uhli¢ity. V pfirodnich podminkach ma

proto pro biodegradaci zna¢ny vyznam.

Cilem dalsi studie provadéné Kijchavengkul a kol [32] bylo zkoumani degradace
V tropické oblasti.

Degradaci podléhaly mul€ovaci folie, které byly vyrobeny z PBAT. U téchto mulco-
vacich folii byly sledovany po dobu 40 tydnu mechanické vlastnosti, zesitovani polymeru,
vizualni zmény. Pouzity byly rovnéz metody SEM a FTIR. Po 20. tydnu experimentu byl
na povrchu zkoumané folie zaznamenan také biofilm.

Zavérem této studie je konstatovani, Ze mulCovaci folie vystavend slune¢nimu svitu
po 8 tydnech podléha rozpadu, ale vlivem zesitovani se stdva odolnou pro naslednou biode-

gradaci.

Némecti autofi Eubeler a kol. [33] se zabyvali studiem biodegradace kopolyesteru
Ecoflex v pudnich podminkach. Experimenty byly provedeny s 29 kmeny bakterii, kvasinek
a plisni, které produkovaly enzymy. Po 21 dnech z vysledkt vyplyvalo, ze Ecoflex byl sté-
pen nékterymi druhy mikroorganismi. S ohledem na skute¢nost, ze experimenty byly pro-
vedeny Vv prostfedi za mirnych podminek a doba trvani byla pomérné kratka, dala se predpo-
kladat omezend biodegradace Ecoflexu. Z vysledkt testli ukédzaly ¢asteCnou degradaci po-
lymeru. Mikroorganismy hydrolyzovaly esterové vazby a prednostné degradovaly alifatické

slozky polymeru.

Weng a kol [34] se zabyvali biodegradaci PBAT v realnim pudnim prostfedi. Testy
probihaly u polymert PLA a PBAT.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Polymery PLA a PBAT byly smichany v poméru 40:60 a vzorky ve formé folii za-
hrabany do realného piidniho prostfedi 40 cm pod povrchem. Zbytky zdegradovanych vzor-
ka byly pravidelné odebirany z pudy a analyzovany metodami SEM, DSC, IR a prvkovou
analyzou.

Analyzy ukazaly, ze PBAT a PLA maji rozdilné biodegrada¢ni mechanismy. Teplota
tani a bod tani se ménil v zavislosti na slozeni PBAT/PLA.

Vysledky této studie ukazaly, ze PBAT je degradovano i v redlnych pudnich pod-

minkach.

3.2.2 Biodegradace v prostiedi kompostu

V praci Adamus a kol [35] byla zkoumana biodegradace Ekoflexu, a to v prostiedi
kompostu, v pidé¢, v moiské vode a v kompostu obsahujici aktivovany kal. Nejlepsi vysled-
ky dosahovala degradace v prostfedi kompostu, coz se také ukazalo jako nejlépe vhodny

postup pro degradaci polymert a obalovych materiala.

Dalsi prace [23] se zabyvala rozkladem kopolyesteru Ecoflex pii pouziti konkrétnich
termofilnich aktinomycet Thermomonospora fusca. Biodegradace touto termofilni akti-
nomycetou probihala po dobu 21 dni a teploté 55 °C, kdy kopolyester byl ve formé prasku
pfidan do kapalného syntetického média. Pomoci plynové chromatografie a gelové per-
meacéni chromatografie byly sledovany produkty a meziprodukty vzniklé degrada¢nimi po-
chody. Méfeni pomoci plynové chromatografie neprokazala hromadéni aromatickych oli-
gomert ani zbytky polymeru. Vychozi polymer byl depolymerizovan na monomery
(1,4 butandiol, adipat a tereftalat) z vice nez 99 %. Testy bylo dokazano, ze delsi aromatické
sekvence kopolyesteru jsou rozstépeny pomoci enzymt a nezustavaji ve formé rozpustnych
nebo nerozpustnych zbytkli. Meziprodukty kratkych, rozpustnych oligomerd jsou
po 3 tydnech hydrolyzovany na monomery, a to jen za pfitomnosti riznorodého mikrobial-
niho slozeni. Thermomonospora fusca je schopna degradovat kopolyester Ecoflex,
ale vzniklé monomery a oligomery neni schopna metabolizovat. Proto bylo pfidano rtizno-

rodé mikrobialni sloZeni po 7 denni degradaci T. fusca z kompostu.

V praci Kijchavengkul a kol. [2] byly pouZity a testovany mulCovaci folie
z Ecoflexu, Ecoflexu s plnivem a LD-PE o odlisné barevnosti (Cerné a bilé) a tloust'ce (Cerna
35 um, a bila folie 25um a 35um). Bilé folie mély piidavek aditiv Titanium 19 Oxid (pfisa-
da k vyrobé bilé barvy ve filmech) - katalyzator fotodegradace. Cerna folie byla s ptidavkem

sazi, které stabilizovaly fotodegradaci. Filmy byly pouzity na pokryti zdhonu rajcat
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(v obdobi kvéten - zari). Fotodegradace probihala diky teploté pudy, pidni vlhkosti, relativni
pudni vlhkosti, teploté vzduchu a slune¢nimu zéateni. Testy probihaly pfi teploté 58 °C, pro-
stiedim byl vyzraly zahradni kompost s vlhkosti 50-60% . Po ukonceni sklizné¢ plodin byly
rostliny raj¢at zlikvidovany a biodegradabilni folie nasledné zaorany do pudy.

Bila folie byla viditeln€ rychleji degradovéana nez folie cerna. U bilé folie byly pozo-
rovany jiz béhem prvnich par tydni praskliny a zacinajici rozpad této folie. Rozklad ¢erné
folie byl pomalejsi - az kolem 8. tydne. Testovana byla také klasickd LD-PE folie, ktera be-
hem testovani nevykazovala zadnou viditelnou degradaci. Béhem 120 denni inkubace
a mefeni produkce CO; byla mineralizace u vSech téchto testovanych folii vice jak 60 %

a u kukuti¢ného Skrobu (pozitivni kontrola) byla mineralizace vétsi nez 70%.

Kijchavengkul a kol. [26] se v dalsi praci zabyvali degradaci PBAT v prostiedi hno-
je, bézného kompostu a v potravinovém kompostu. Pouzité filmy polymeru mély tloustku
38,1 £ 5,1um. Mineralizace, ztrata molekulové hmotnosti a strukturni zmény filmi byly
posuzovany pomoci metod DSC, FTIR a NMR (indikétory biodegradace a hydrolyzy). Film
PBAT degradoval rozdilnymi rychlostmi v hnoji, béZzném kompostu a V potravinarském
kompostu. Nejvyssi rychlost biodegradace byla v hnoji, ktery mél nejvyssi emise CO; a nej-
nizs§i pomér C/N. Celkova biodegradace béhem 45 dni byla tedy nejvyssi v hnoji 67,3 + 2,8
%, nasledoval potravinovy kompost, kde doslo k degradaci téchto filmt 44,9 + 2,6 %, nej-
méné ucinné testované prostredi byl bézny kompost z degradaci 33,9 + 1,5 %. Autofi v této
studii dale uvadi, ze hydrolyze snadnéji podléhaji alifatické ¢asti nez aromatické casti fetéz-

ce.

3.2.3 Biodegradace v prosti‘edi aktivovaného kalu

Prace Wanga a kol. [36] se zabyvala biodegradaci tii rozlozitelnych polymera PHB
(polyhydroxy butyrat), PHBHHx (polyhydroxybutyrat-ko-hydroxyhexanoat) modifikovany
kopolymer a Ecoflex v prostiedi aktivovaného kalu. Tloustka filmt byla 100 pm. Lze fici,
ze biodegradace zavisi na drsnosti filmu a krystalinité polymeru. Po 18 denni degradaci bylo
zjisténo, ze nejpomaleji degradujicim kopolyestrem v prostfedi aktivovaného kalu byl vy-

hodnocen Ecoflex. Kontroly téchto filmua byly provadény metodou SEM.
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4 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Molekularni biologie je v dne$ni dobé zna¢né se rozvijejici obor, ktery je vyuzivan
ve vSech oblastech zkoumani, a to jak biologickych tak chemickych. Z hlediska historie patii
molekularné-genetické a biotechnologické metody k nejmladsim v oblasti ptirodnich véd
[37]. Tyto metody a jejich aplikace maji fadu vyhod. Jednou z nich je kratsi ¢as potiebny
pro identifikaci nebo mozZnost identifikovat mikroorganismy, které diky klasickym metodam

jsou jinak neidentifikovatelné [38].

Izolace 570Va
— PCR — Agarozova —) DGGE —) Identifikace

DNA elektroforéza

Obr. 4 - Schéma posloupnosti molekuldrné biologickych metod

4.1 Izolace nukleovych kyselin (izolace DNA)

Nukleové kyseliny jsou izolovany za pouziti nativniho substratu. Nativni substrat musi
byt v dostatecném mnozZstvi a Cistoté. Problematicka u izolace DNA je lyze buné¢k, a to pte-
dev§im u bakterii grampozitivnich vzhledem k vysokému mnozstvi peptidoglykanu ve své
bunééné sténé [38]. Tento krok je velice dilezity pro nasledujici uspéch dalsich fazi. Izolaci

DNA 1ze rozdé€lit na dalsi dva kroky lyzi bunék a purifikaci DNA [39].

Pomoci lyze bunck dosdhneme uvolnéni DNA z bunky bakterie, kdy dochazi
Kk rozpusténi bunééné stény. Pro tento krok je pouzivan lysozym (enzym) s detergentem
(napt. EDTA), které¢ vazou dvoumocné kationty nebo vysokofrekvencni tfepani s kulickami
[38,39].

Po lyzi bungk je tieba z nukleovych kyselin odstranit pfitomné latky, které se nachazi
v roztoku degradac¢niho ¢inidla spolu se slozkami (DNA, RNA, lipidy, proteiny, sacharidy
atd.) a mohly by branit v pisobeni enzymu - purifikace DNA. Nezadouciho typu a jeho od-
stranéni lze dosahnout pomoci piislusné nukleazy a purifikac¢ni zpisob opakovat. Nukleové
kyseliny lze izolovat metodami napi. fenol-chloroformova extrakce, kdy dochazi
K odstranéni proteind, pomoci chromatografie (nukleové kyseliny se zachyti na nosici
anasledné jsou vymyty) nebo je lze srazet alkoholem za pievedeni nukleovych kyselin
z velkého objemu do malého [38,39]. V soucasné dob¢ se k izolaci nukleovych kyselin vyu-

ziva komercné prodavanych kitt.
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4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je metoda vyuzivajici moznost amplifikace DNA v in vitro podminkach. Princip
této metody je zalozen na cyklicky opakujicich se enzymovych syntézach tseki fetézce
DNA, a dochazi k replikaci DNA smérem 5° — 3° prostiednictvim DNA-polymerazy. Jako
DNA-polymerazy se pouzivaji izolované polymerazy z termofilnich mikroorganismd, které
odolévaji denaturacni teplot¢ DNA. Vybrany tsek je vymezen piipojenim dvou vybranych
primeru. Ty se navazuji na protilehlé fetézce DNA takovym zpusobem, ze konce 3¢ smétuji
k sob&. PCR metoda je citliva a diky tomu lze ve vzorku zjistit i malé mnozstvi téchto nuk-

leovych kyselin [39].

Pied provedenim PCR metody je nutné vhodné zvolit komponenty, které se pfipravuji

a jsou potiebné pied zapocetim amplifikace. Témito komponenty jsou:

e Templatova DNA

Obsahuje cilovou sekvenci nebo jen segment DNA pro PCR reakci.

e Primery
Jedna se o kratké useky nukleovych kyselin (DNA). Primery se navazuji na zakladé
komplementarity k 3’ koncové sekvenci fetézce templatové DNA. Jsou pouzity dva
primery podle mista jejich navazani na fetézce vychozi DNA - primer forward

a reverse primer.

e DNA-polymeraza
Jedna se o enzym, ktery slouzi k nové syntéze nového tfetézce nukleovych kyselin.
DNA-polymeraza prodluzuje navazané primery a pfidava nové nukleotidy. Dochézi

ke vzniku templatového vlakna.

e dNTP
Deoxinukleotid trifosfat - jedna se o nukleotidy (adenin, guanin, thymin, cytosin),

které jsou vyuzity DNA-polymerazou k tvorbé nového fetézce DNA.

e Pufr
Roztok, ktery zajistuje neménnost pH (musi byt stabilni). Je to dilezité pro DNA-

polymerazu a jeji maximalni aktivitu.
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e Magnesium (ionty hor¢iku)
Kofaktor pro funkci DNA-polymerazy. Ionty hot¢iku jsou obvykle pfidavany formou

chloridu hofe¢natého.

e PCRvoda

Pouziva se redestilovana. Jde o vodu v PCR kvalité [39,40].

Samotny proces je slozen ze tii krokt, které jsou znadzornény na obr. 5

1. cyklus 2. cyklus 3. cyklus
% “a— -
23 " S R <
/‘ <} _.'=\ -
1/ Primer N — o — -
/ NOVa ’_ -
o o DNA N e o
'cLJa ‘: N oy | o~ 0 T 5
sekvence\ Py SR - TR
Lz 3=\ L —
L"_ & ’ =
1 - Denaturace s ~a
2 - Pfipojovani primerd

3 -Elongace
Obr. 5 - Princip polymerazové retézové reakce [41]

e Denaturace - v zavislosti na pouzit¢ DNA-polymeraze se teplota v tomto kroku po-
hybuje kolem 94 - 96 °C. Dochazi k rozruseni dDNA a vznikaji dva samostatné fe-

tézce, rovnéz dochazi k zastaveni vSech enzymatickych reakci [39].

e Annealing (pFipojeni primeri) - teplota se pohybuje 30 - 65 °C na zakladé pouzi-
tych primert. Primery se pfipojuji na komplementarni sekvence DNA. Vlivem
Brownova pohybu se primery dostavaji k mistu, kde se maji na SDNA navazat ionto-
vou vazbou. DNA-polymeraza se napojuje a nasledné replikuje nukleotidové sek-

vence [39].
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e Extension (prodluZovani, syntéza novych fetézci) - teplota pro prodluzovani pri-
meru je vrozmezi 65 - 75 °C (za optimalni se povazuje teplota 72 °C). Vlivem
DNA-polymerazy dochazi k syntéze novych fetézcli. Deoxiribonukleotid trifosfat
(dNTP) je v tomto kroku velice dilezity pro DNA-polymerazu. V misté&, kde probi-

ha syntéza se ANTP ptipojuji ke komplementarnim bazim samovolné [39].

421 TouchDown PCR

Tato metoda se vyuziva v ptipadé, kdy primery maji odlisné teploty tani. Problémem
je zde spravné nalezeni annelingové teploty, kdy pfi nespravné annelingové teploté mohou

vznikat nespecifické amplikony.

K odstranéni vzniku nespecifickych amplikont, zvySeni specificnosti a optimalizaci
annelinngové teploty se vyuziva modifikace Touchdown PCR. Primery nasedaji nejdiive
Vv prvnich cyklech na templaty s nejvétsi komplementaritou a vytvoii se pouze specificky

produkt (dojde k zabranéni jakéhokoliv vzniku nespecifickych produkti) [42].

4.2.2 Nested PCR

Jedna se o modifikaci PCR, kdy amplifikace probihd dvoufazové. Zde se vyuziva

vnitinich a vnéjsSich primert. Umoziuje detekovat i jednu molekulu templatové DNA.

V prvni fazi je vyuzita sada vnéjSich primert K namnozeni delsi sekvence nukleové
kyseliny. Vznikéd specificky produkt, ktery je pfeveden do nové zkumavky a dochdzi
k druhému kroku s vnitinimi primery. Jedna se o fazi, kde je amplifikovana kratsi vnitini
sekvence. Po skonceni celé Nested PCR dochazi k detekci specifického produktu pomoci

elektroforézy.

Vyhodou modifikace je specifita a vysoka vytéznost. Pfenos produktu z prvni reakce
do druhé umozni natedéni inhibitort. Mize vSak dojit k riziku mozné kontaminace, coz je

negativem této metody. [39,42]

4.2.3 Hotstart PCR

Jedna se o metodu, ktera zabranuje vzniku nespecifickych produkti béhem PCR. Nej-
Castéji béhem vyhfivani vzorku na teplotu pocatecni denaturace, muze dochazet
k nespecifickému nasedani primerti na templatovou DNA nebo primert mezi sebou a vzniku

dimeridi (dva primery se navzdjem sparuji). Nasledné¢ dochdzi vlivem DNA polymerazy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Kk prodluzovani DNA usekt a tim dochazi ke vzniku nevyhovujicich produktt. Metoda za-

branuje syntéze DNA bé¢hem nab&hové teploty [43].

4.3 FElektroforéza

Elektroforéza je nejpouzivanéjsi separacni technikou pfi izolaci, purifikaci fragmentd,
identifikaci a analyze nukleovych kyselin. Princip elektroforézy je pohyb nabitych Castic
Vv elektrickém poli. V elektrickém poli se nukleové kyseliny pohybuji k opa¢né nabité elek-
trodé (anod¢), kde fosfatové skupiny jsou hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin

(nabité negativné) [39].

4.3.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza se provadi na vhodném nosici (gelu). Agardzové nebo polyakrylamido-
vé gely jsou Casto pouzivané gely pro separaci nukleovych kyselin. Tyto gely nasledné vy-
tvoii sitovou slozitou strukturu polymernich molekul s poéry. Koncentraci polymeru
a slozenim roztoku lze ovlivnit velikosti pori. Pro separaci molekul nukleovych kyselin
o velikosti 100 bp — 50 kb se pouzivaji agar6zové gely a pro separaci mensich molekul 10 -
1000 bp polyakrylamidové gely. Podle polohy gelu na aparatufe délime elektroforézu

na vertikalni a horizontalni, a pokud je gel uvnitt kapilary tak na kapilarni.

Neptimo umérna logaritmu velikosti nukleovych kyselin je elektroforeticka pohybli-
vost, kterd udava rychlost pohybu DNA v gelu. Velikost molekuly DNA nebo jejiho frag-
mentu neznamych velikosti 1ze stanovit pomoci markeru - hmotnostni standard (zname veli-
kost). Marker byva Casto restrikénim fragmentem genomu plazmidovych molekul nebo bak-

teriofagl, kdy sekvencovanim je stanovena piesna velikost.

Pro dobrou identifikaci polohy separovanych molekul DNA se na gelu zviditelni
vhodnym barvivem. Nejcastéji pouzivanym barvivem je etidiumbromid. Barvivo se vmeze-
fuje mezi sousedni pary bazi v DNA a za vzniku komplexu, floreskuje pod UV svétlem.
Molekuly DNA jsou poté na gelu viditelné bandy, koncentrace je imérna jejich intenzite.

Barvenim stifibrem mizeme detekovat molekuly DNA na polyakrylamidovém gelu [39,44].
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4.4 DGGE- denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Jedna se o analytickou metodu, kdy je pouzito polyakrylamidového gelu. Tento gel
obsahuje denaturacni gradient (lineralni), ktery je zajistén koncentraci ¢inidla v gelu (vzras-

ta). Mezi nejcastéji pouzivané denaturacni Cinidla patii formamid a mocovina [39].

Dvouvlaknova DNA putuje rychlosti, kterou je dana jeji molekulova hmotnost,
az do doby nez vstoupi do té ¢asti gelu, kde je odpovidajici koncentrace denatura¢nich latek.
Dochazi k denaturaci dvouvlaknové DNA na jednovlaknovou DNA. Rychlost denaturace
DNA je zavisla na poétu vodikovych mistku. Retézce DNA se od sebe snaze oddéluji
V mistech s bohatym AT pary. Pary GC jsou stabilngj$i. Béhem denaturace dochazi
k nabyvani stejné¢ dlouhych, ale sekven¢né odlisnych useki jinych konformaci atim
k rozdilné elektroforetické pohyblivosti. Kone¢na pozice fragmentu v gelu je zavisla
na denatura¢nim bodu. Oddélena jednovlaknova DNA vytvarela neostré prouzky, proto jsou

pouzivany primery s GC-svorkou (¢aste¢na nikoliv uplna denaturace)[39,45].

Pomoci metody DGGE lze identifikovat vybrané skupiny, napf. sekvenci
a reamplifikaci DNA nebo vyfiznutim bandu. Metoda DGGE poskytuje informace o dosud

neznamych skupinach, pokud jsou amplifikovany [45].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cile prace se daji rozdélit na dva aspekty. Prvnim bylo zpracovani literarni reserSe
a piehledné uvedeni studii zabyvajici se danym tématem. Na zakladé studii potom charakte-

rizovat izolované mikroorganismy, které jsou schopny degradovat kopolymer PBAT.

Druhym cilem diplomové prace bylo osvojeni si metodiky molekuldrné biologickych
metod, a to elektroforézy Vv agarézovém gelu, polymerazové ftetézové reakce (PCR)

a denaturacni gradientové gelové elektoroforézy ( DGGE).

V praktické ¢asti diplomové prace bylo tikolem:

- Kvantifikovat pocet degradéra ve vzorcich pudy.

- Detekovat ptitomnost degradérii po jejich pomnozeni.

- Pokusit se izolovat pfitomné degradéry jako €isté kultury, nebo konsorcia.

- Charakterizovat kultury pomoci molekularné biologickych metod (DGGE).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

6 CHEMIKALIE, ROZTOKY A ZIVNA MEDIA

6.1 Chemikalie
CaCl; . H,0
Co(NO3); . 6 H,0
CuS0O,4 .5 H,0
Fe(NH,),SOx . 6 H,0
HsBO3

K>HPO,

MgCls . 6 H,0
MnSO, . 5 H,O
Na,HPO, . 12 H,0
NaCl

(NH4)§M07024 . 4 H,0
NH,4CI

ZnS0O4. 7 H0

Agar, Agar, Type I.

Agarosa

Ammonium persulfate (APS)
Destilovana voda- Nuclease- Free Water
DNA- Marker GeneRuler 100bp

Ethidiumbromid 10mg/I

Chloroform, Stab.
Izomyalkohol

Kvasni¢ny autolyzat

Chlorid vapenaty dihydrat (Penta, Chrudim)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat (Penta, Chrudim)
Siran méd’naty pentahydrat (Lachema, Brno)

Siran amonno-zeleznaty hexahydrat (Lachema, Brno)
Kyselina boritd (Lachema, Brno)
Hydrogenfosforecnan draselny (Lachema, Brno)
Chlorid hotfe¢naty hexahydrat (Penta, Chrudim)
Siran manganaty pentahydrat (Penta, Chrudim)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lachema, Brno)
Chlorid sodny (Penta, Chrudim)

Molybdenan amonny tetrahydrat (Lachema, Brno)
Chlorid amonny (Lachema, Brno)

Siran zine¢naty heptahydrat (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

(HiMedia)

( Sigma- Aldrich ®)
(SERVA)
(Promega)

(Thermo Scientific)
(SERVA)
(Lach-Ner)
(Lach-Ner)

(HiMedia)
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Mocovina (Promega)

N,N,N*,N*- tetramethylethylendiamid (TEMED) ( Sigma- Aldrich ®)

Nanovlakna Ecoflexu (Spur)

Parafilm “M”’ (Bemis ®)

PBAT- G8060 (EnPol Irechemicals, Korea)
Primery *

TAE- Tris Acetete-EDTA buffer (Sigma- Aldrich ®)

Tween 80 (Lach-Ner)

PVA 205 (Poval)

Voda pro molekularné biologické metody (Sigma- Aldrich ®)

6.1.1 Primery*
Zasobni roztok primertt 100 pmol/ul

Pracovni roztok primerti 20 pmol/pl

Tab. 1 - Prrehled pouzitych primerii

Primer Sekvence
341 F CCT ACG GGA GGC AGC AG
907 R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
FD1 AGAGTTTGATCC TGG TCT AG
RD1 AAG GAG GTG ATC CAG CC
GC341F* CCT ACG GGA GGC AGC AG

*Primer, ktery obsahoval GC svorku ve své sekvenci CGC CCG CCG CGC GCG GCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG.
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6.2 Roztoky

Suspendacni roztok

Pro ptipravu suspendacniho roztoku bylo pouzito:

NaCl o, 8,549
Destilovanavoda .................. 1000 ml
Tween .....oooovviiiiiiiiiiii 1g
Postup:

Nejdiive byl pripraven fyziologicky roztok. Pfislusné mnozstvi navazeného NaCl se
kvantitativné ptevedlo do 1000 ml odmérné banky a doplnilo se destilovanou vodou
po rysku. Pfipraveny roztok se dukladné promichal a nasledné byl rozlit po 50 ml
do vzorkovnic. Nasledné byla provedena sterilizace v autoklavu po dobu 20 minut
pfti teplote 120 °C.

Ptipravené suspendacni roztoky slouzily pro ptipravu vyluhu z pady.

Roztok stopovych prvkit

Na ptipravu 1 litru roztoku stopovych prvki bylo pouZito:

MNSO4 . 5 H20. e 0,043 g
H3BO3 .o, 0,057
ZNSO04. THa0. oo 0,043 g
(NHg)sM07024 . 4 HyO..ooo. 0,037
CO(NO3)2. 6 HaO.vvoeeeee 0,025 g
CUSO4. 5Hz0 ..o, 0,040 g

Navazena mnozstvi latek byla kvantitativné prevedena, rozpusténa v 1 litru destilo-

vané vody a fadné€ promichéna.
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Roztok A
Byl pfipraven rozpusténim 9,078 g KHPO, v 1 litru destilované vody.

Roztok B
Byl piipraven rozpusténim 23,9 g Na;HPO, . 12 H,0 v 1 litru destilované vody.

Roztoky soli pro piipravu minerdlniho média

CaCly . HoO.oo lg
Fe(NH4)2S04 . 6 HoO. .o 3g
MQCly . 6 H20. ..o 10g
NaCl o 50g
NHaCl oo 50g

Navazené soli byly nasledn¢ rozpustény v 1 litru destilované vody.
Mineralni médium

Mineralni médium je vyuzivano jako zdroj prvkll pro Zivot mikroorganismd.
Pro ptipravu mineralniho média byly pouzity roztoky A a B, roztoky soli a stopové prvky.

Na ptipravu 500 ml mineralniho média bylo odmé&feno:

Roztok A (KoHPOg)..uvviviiieicee 10 ml
Roztok B (NaHPO,4 . 12 H0) v 40 ml
CaCly . HoO.oniee i, 5ml
Fe(NH4)2SO4 . 6 HoO v 5 ml
MQCly . 6 H2O. .o 5 ml
NACL o 5 ml
NHaCl. oo 5ml
Stopove prviy.. ..o 0,5 ml
Kvasni¢ny autolyzat.................. Pryyenee et 0,05¢

VSechny latky byly smichany a doplnény na objem 500 ml. Poté byly sterilizovany
po dobu 20 minut a teploté 120 °C.
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6.3 Suspenze PBAT

Pod obchodnim nazvem PBAT- G8060 u EnPol Irechemical Korea byl zakoupen ko-
polymer z kyseliny adipové, 1,4- butadiolu a kyseliny tereftalové. Suspenze PBAT byla tvo-
fena mikrocasticemi tohoto kopolymeru, ktery dispergoval ve vodé. Metoda Oil-in water
emulsion solvent evaporation method byla zvolena k jejimu samotnému vytvofeni. Zde bylo
vyuzito jako emulgatoru PVA, které snizovalo povrchové napéti mezi nemisitelnymi latka-

mi, a to PBAT a vodou a tim do$lo k emulzifikaci.
Obecné plati:
5 g/ 100 ml- PVA/ destilované vody
10 g/ 100 ml- PBAT/ chloroform

Bylo navazeno PVA a pfidéna destilovanéd voda. Poté se cely objem, za neustalého
michani, zahtival az do doby nez doslo k rozpusténi PVA. Teplota vSak nesméla piekrocit
100 °C. Po vychladnuti roztoku bylo pfidano PBAT a nasledné i chloroform. Vytvotfena
smé&s byla po dobu 5 minut a pti 24 000 ota¢kach smichana vysokorychlostnim homogeniza-
torem. Po dobu 5 minut byl pouzit ultrazvuk, ktery mél za ukol zmensit velikost mikrocastic
(amplituda 35%). Pro volné odpateni chloroformu byla smés umisténa na michadlo
do digestofe. KdyZz doslo k Gplnému odpaieni chloroformu, nasledovalo vymyvani PVA.
Smés byla pti 10 000 RPM po dobu 5 minut a teploté 25 °C centrifugovana. PVA obsazené
v tekutin€ bylo slito a zbyla usazenina doplnéna vodou a opét centrifugovana (totéz se opa-
kovalo nasledné jest€¢ 2x). Na zavér byla usazenina doplnéna destilovanou vodou,

pro dosazeni vysledné koncentrace suspenze PBAT, ktera méla €init 20 mg/I1.

Piiprava suspenze PBAT probihala za pomoci Ing. Jany Seré a Ing. Petra Stloukala
PhD.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

6.4 Zivna média
Mineralni médium s PBAT

Na zivné médium bylo potieba:

MM 100 ml
Agar Typ L., 22¢g
Suspenze PBAT........ccoiiiiiiiiiiae, 20 ml

Mineralni médium spolecné s agarem bylo sterilizovano. Suspenze PBAT musela byt
ovSem sterilizovana zvlast, protoze by mohlo dojit ke vzniku srazeniny polymeru, a to
v pfipadé, ze by vSechny latky byly v jedné vzorkovnici. Sterilizace byla provedena
Vv autoklavu po dobu 20 minut pfi teploté¢ 120 °C. Po vyjmuti z autoklavu byly obsahy lahvi
promichany krouzivymi pohyby. Po ochlazeni na cca 50 °C byly komponenty smichany

Vv aseptickém laminarnim boxu, rozlity do sterilnich Petriho misek a ponechany ztuhnout.
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7 POUZITE PRISTROJE

Analytické vahy (Denver Instrument — S1 64A d= 0,0001 g)
Autoklav (Varioklav ® H+P-SN 9868 1104)
Box Aura PCR (BioAir MP- 300 N (Major Science))

Centrifuga chlazena Rotana 460R  (Andres Hettich Gmblt Co. KG)
Centrifuga mini Spin plus (Eppendorf AG)
DGGE- Cipher genetic analysis systém (C.B.S. Scientific Company)

Elektroforéza horizontalni model 4 (Thomas Scientific)

Kombinovana chladnicka (Beko CSA 34020)

Laminarni box MSC advantage (Thermo Scientific)

Mikrovlna trouba (Electrolux)

Nitrilové rukavice (\Vasco)

PCR tube Strips (Bio-Rad)

Susarna Memment (Vercon)

Sterilni $picky rizné velikosti (Bioplastic)

Sterilni $picky s filtry (CAPP Aps)

Sklenéné kulicky 1,0-1,3 (Merci)

Termostat (Biological thermostat BT 120 4307- laboratorni pii-

stroje Praha)
Thermocyklér (FINNRYMES PIKO)
Ttepacka Kavalier LT2 (Verkon)

UV-transluminator InGeniusLHR  (SynGene)
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8 METODIKA PROVEDENYCH POKUSU

8.1 Vzorky pidy

Vzorky pid byly odebrany ze svrchni ¢asti v maximalni hloubce 20 cm. Vzorkovano
bylo 25 lokalit v okoli Zlina. Vzorky pid byly odebrany do PE sacku a uloZeny pfi teploté
6,6 °C. Odebrané vzorky pudy byly poskytnuty Ing. Janou Serou. V piiloze I Jsou uvedeny
typy pud podle BPEJ (Bonitova pidné ekologicka jednotka).

8.1.1 Priprava pidnich vzorki pro pomnoZeni degradériic PBAT

Vzorky odebranych piid byly umistény do vzorkovnic a pfidana suspenze PBAT,
abychom podpoftili rist potencialnich mikroorganismtt schopné PBAT degradovat.
K vytvofeni optimalnich podminek pro zdarné mnozeni mikroorganismu musela byt u pud
rovnéz patiiéné upravena vlhkost. K udrzeni potiebné vlhkosti byl do smési ptidan i perlit,
ktery napomahal ptistupu kysliku do pidy. Pfed samotnym pouzitim perlitu bylo nezbytné
jeho promyti (3x) Vv destilované vodé a nasledné vysuSeni pii 105 °C. Pii teploté¢ 58 °C

po dobu 64 dni probihala inkubace vzorkovnic v termostatu.

V fadé¢ studii byly termofilni aktinomycety prokazany jako degradéii PBAT.
Pro podporu jejich rlstu byl zvolen postup kultivace pti 58 °C. Pro dal$i rGst a namnozeni
byly podminky modelovany tak, aby je bylo mozné kultivovat na tuhém zivém médiu, které
obsahovalo PBAT.

Pro piipravu vzorkovnic:

SUSINA PUAY...cvveiiiiiiieiieas I5¢g
suspenze PBAT..............cooiiennl. 2 ml o koncentraci 20 mg/ |
perlit.....ooi 2g

50 % vlhkost
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Obr. 6 - Inkubacni vzorkovnice

8.2 Vytrep vzorku z pudy

Do sterilniho suspenda¢niho roztoku o objemu 50 ml bylo navazeno 5 g pudy
a po dobu 15 minut intenzivné michano na tfepacce. Po uplynuti doby na tfepacce musela
byt smés pudy a suspendacniho roztoku ponechana v klidu po dobu dal$ich 15 minut, aby

doslo k sedimentaci pevnych piidnich ¢astic.

8.3 Oc¢kovani zivnych pad

Pfipravené kultivaéni ptidy s PBAT byly suspenzi vyluhu z ptidy naockovany nanese-
nim 100 pl pomoci mikropipety se sterilni Spickou na Petriho misky s pfipravenym tuhym
Zivnym médiem a rozetfeny sterilni hokejkou po celé plose misky. Jednalo se o fedéni 107
a fedéni 10 .

Takto zaoCkované Petriho misky byly umistény pfi teploté 58 °C do termostatu. Pokud
byli ptitomni degradéii kopolymeru PBAT, bylo mozné je rozeznat prosvétlenymi zonami,
které byly viditelné po 7 denni kultivaci na Petriho miskdch. Pfitomné mikroorganismy ros-

tou na zivném médiu ve formeé kolonii. (obr. 7).
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Obr. 7 - Kolonie s prosvetlenymi zénami na kultivacni pudé obsahujici PBAT

8.4 Izolace Cisté bakterialni kultury

Abychom ziskali ¢istou kulturu, provadi se tzv. kiizovy roztér (obr. 8). Jedna se
0 metodu, kdy je pomoci vyzihané a sterilni klicky nabrana kultura. Ta se nejdiive dobie
rozetfe u okraje nové misky, na niz je sterilni Zivné médium. Pomoci nové sterilni klicky se

7

ary, opét sterilni klickou, protinaji jiz

4

Z mista roztéru uvadi ¢ary po obvodu misky. Dalsi ¢
vytvoiené ¢ary do kiize. Z nové vytvotenych Car, opét sterilni klickou, vedenych do kiize

¢ar ptivodnich. Naposled je vedena ¢ara ve tvaru hada.

Obr. 8 - Krizovy roztér [46]
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Kultivace termofilnich aktinomycét

Kultivace probihala v termostatu pfi teploté 58 °C. Termofilni aktinomycety se kulti-
vuji optimalné 7 dni. Pro umoznéni vétsiho nartustu aktinomycet byla doba kultivace pro-

dlouzena i na 10 dni.

8.5 Identifikace degradacnich mikroorganismii

8.5.1 lzolace DNA

Piestoze je znamo vice molekularnich metod, byla izolace templatové DNA prove-
dena zpusobem, ktery se jevil jako nejpiijatelnéjsi postup a to pomoci metody chloro-

form/izoamyalkohol (24:1).

Metoda chloroform/ izoamylalkohol (24:1)

Do mikrozkumavky bylo nadavkovano 100 ul sterilni vody a nasledné byla pienese-
na biomasa mikroorganismil, které¢ byly schopny PBAT degradovat. K suspenzi bylo ptida-
no 100 pl roztoku chloroform/izomyalkoholu (24:1). Vzniklad smés byla 5 sekund vortexo-
vana. Po uplynuti 5 sekund na vortexu byla smés dale po dobu 5 minut, pfi teploté 4 °C
a 16 000 otackach centrifugovana. Nasledn€ bylo do sterilni mikrozkumavky odebrano 20 pl

supernatantu z horni vodné vrstvy jako zdroj pro templatovou DNA.

8.5.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

V teoretické ¢asti diplomové prace (kapitola 4.2.) je popsan princip polymerazové fe-
tézové reakce. Je to metoda pouzivana pro amplifikaci vymezeného iseku DNA za pomoci
enzymu pro piipravu reakéni smési obsahujici DNA a dalsi slozKy. Samotna reakce probiha

v tzv. thermocykleru, kde jsou piesné stanovené podminky.
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Priiprava smési pro PCR

Pro pfipravu smési bylo nezbytné pouzit sterilni vodu pro molekularni biologii,
MasterMix (Go-Taq® Hot Start Green MasterMix), sadu dvou primertl, eventualng chlorid

hotecnaty jako pridavek.
MasterMix obsahuje slozky, které jsou potiebné pro spravnou replikaci DNA.

Chlorid hofecnaty je obsazen v MasterMixu. Lepsi polymerazové aktivity 1ze dosah-

nout jeho navySenim.

Primery jsou dodavany v lyofylizované formé&. Pro ziskani pozadované koncentrace
100 pmol/ul byly doplnény, podle doporuceni vyrobce, uritym objemem sterilni vody. Dale
byl roztok primerti zahtaty na teplotu 37 °C, pfi niz byly lyofylizované primery rozpustény
a natedény (vortexovany po dobu 5 sekund). Pracovni koncentrace primert byla nasledné

20 pmol/pl.

Reakéni smés pro PCR byla pfipravovana v objemech 20 pl a 30 ul. Podle nize uvedené

tabulky.
Tab. 2 - Slozeni reakcnich smési pro 20 ul a 30 ul
20 ul 30 ul Koncentrace
Vv reakéni smési
Sterilni voda 7l 10,5 pul
MasterMix 10 pl 15 ul 1x
Forvard primer 1 ul 1,5 ul 1 umol/l
Reserve primer 1 ul 1,5 ul 1 umol/l
DNA 1 ul 1,5 ul

Reakéni smési byly pfipravovany v laminarnim aseptickém prostfedi PCR boxu. Box
byl pied piipravenim smési nejdiive sterilizovan pomoci UV zéfi¢e po dobu cca 25 minut,
aby bylo zamezeno piipadné kontaminaci vzorkt templatové DNA a komponent potiebnych
do reakéni smési. Do tzv. stript (za sebou spojenych 8 PCR mikrozkumavek) byly davkova-
ny komponenty pro reakéni smés PCR (MasterMix, sterilni voda a sada primert) a nasledné

byla pfidana izolovana templatovd DNA. Vznikla reakéni smés byla dikladné promichana
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pomoci vortexu a poté centrifugovana. Pti kazdé reakci byla ptfipravena i negativni kontrola
pro nefunkénost PCR nebo odhaleni kontaminace. U negativni kontroly byla davkovana

sterilni voda pro molekularni biologické metody.

Poucité cykly pro PCR reakce

Stripy s reakéni smési byly vlozeny do thermocykleru a nasledné byl spustén pro-

gram. Nasledné kroky:

Klasicka PCR

Pocatecni denaturace 7 min pfi 94 °C
Denaturace 1 min pii 94 °C
Annealing 1 min pfi 55°C 35-40 x
Elongace 1 min pfi 72 °C
Zavéerecna amplifikace 10 minpti 72 °C
UloZeni 4 °C

Pii teploté¢ 94 °C je synteticky tsek DNA denaturovan, tim dochazi k rozpleteni
DNA Ssroubovice. Dalsim krokem je annealing probihajici zpravidla pii teploté 55 °C, kdy
na vznikla vlakna DNA pfisedaji primery. Nasledné v useku, ktery je ohrani¢eny primery,
probiha pii teploté 72 °C syntéza komplementarnich vlaken DNA (elongace), ktera je zajis-
tovana DNA-polymerazou. Vyse je uveden pribéh celého cyklu. Cyklus denaturace - an-
nealing - elongace se opakuje 35-40x. Replikovany tisek DNA je po jednom cyklu zdvojna-

soben.
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Touchdown PCR

Pocatecni denaturace 2 min pfi 94 °C

Denaturace 30s pii 94 °C )4
Annealing 1 min pii 61-57 °C

Elongace 1 min pfi 72 °C

Denaturace 30s pii 94 °C

Annealing 30s pri 52-56 °C 24X
Elongace 1min pfi 72 °C

Zavéerecna amplifikace 10 minpti 72 °C

Ulozeni 4 °C

8.5.3 Agardzova elektroforéza

Principem gelové agardzové elektroforézy je pohyb molekul DNA, které jsou zapor-
n¢ nabity, smérem k anodé€. Jedna se o metodu, kterd slouzi k separaci rizné€ dlouhych tseku
DNA.

Pti metod¢ elektroforézy slouzi pufr (TAE) jako elektrolyt a agarézovy gel je

V tomto piipadé nosic.

Na ptipravu 1 % agar6zového gelu, na kterém elektroforéza probihala, bylo potieba:
05-1¢ agarozy
50- 100 ml  puftu TAE

30- 60 pul ethidiumbromidu

Na ptipravu 2 % agar6zového gelu, na kterém elektroforéza probihala, bylo potieba:
4¢g agarozy
200 ml pufru TAE

90 pl- 120 pl ethidiumbromidu
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Navazka agarozy byla kvantitativné pfevedena do Erlenmayerovy banky pomoci puf-
ru TAE. Pfipravend smés byla pomoci mikrovinné trouby piivedena k varu, pro lepsi roz-
pustnost agarozy. Poté byl do smési pfidan ethidiumbromid (barvivo pro lepsi floreskaci
pod UV - zaticem). Do gelu byl vlozen hiebinek umoziujici vytvofeni jamek. Do jamek se

nasledné nanasi PCR produkty.

Po ztuhnuti gelu je hiebinek odstranén, gel je umistén do elektroforetické vany a zalit
TAE pufrem. Do prvni vytvofené jamky v gelu bylo naneseno 5 pul DNA-Marker a dale
do nasledujicich jamek bylo davkovano 5 pl produktu PCR. Elektroforéza probihala
pii konstantnim napéti 95 V po dobu cca 45 minut. Vysledny gel byl ptenesen do UV-
transluminatoru a osvicen. Pomoci programu GeneShap bylo mozné pozorovat bandy

a poridit fotografii.

8.5.4 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza ( DGGE)

Prvnim krokem bylo diikladné ocisténi skel pomoci ethanolu, ktery se nasledné ne-
chal voln¢ odpatit. Dulezité bylo spravné sestaveni skel tak, aby pii aplikaci gelu nedocha-
zelo k jeho prosakovani. Na obdélnikové sklo bylo pfipevnéno silikonové tésnéni ve tvaru
pismene ,,U*“. Dale byly vloZeny tzv. spacery o velikosti 1 mm, které zajistovaly poZadova-
nou tloustku vzniklého gelu. Na obdélnikové sklo bylo pftilozeno dalsi, atypické sklo.

Pro zajisténi byly pouzity svorky po stranach skel.
Na piipravu gelu byly nezbytné komponenty uvedené v tabulce 3:

Tab. 3 - Slozeni roztoku gelu

70 % 30 %
Mocovina 8,449 3,69
Formamid 8,82 ml 3,78 ml
TAE buffer- 50x 0,6 ml 0,6 ml
Akrylamid 40 % 5,64 ml 5,64 ml
Destilovana voda doplnéno na 30 ml

U této metody byl vyuzit polyakrylamidovy gel, u kterého se zvySovala koncentrace

denaturacnich sloZzek (mocovina a formamid). Dle tab. 3 byly pfipraveny roztoky 30 %
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a 70 %. Roztoky byly pfipravovany ve vétsSim mnozstvi, pro mozné opakovani plnéni
z divodu vyteceni gelu z aparatury apod.

Do plastové nadobky bylo odméfeno cca 15 ml pfipraveného roztoku podle tab. 3
a nasledn¢ bylo k této smési piidano 6,5 ul katalyzatoru reakce N,N,N‘,N‘- tetramethylethy-
lendiamidu (TEMED) a 104,5 pl polymera¢niho ¢inidla ammonium persulfatu (APS). Poté
byla nadobka uzaviena a promichana. Pro moznou pfed¢asnou polymeraci v nadobce musel
byt tento krok provadén velmi rychle. Pripravené roztoky byly davkovany do valcu. Nejdii-
ve byl davkovan roztok 30 %, 70 % roztok byl poté davkovan blize k ventilku na aparatufe.
Ve valcich s roztoky byla michadélka z divodu homogenizace smési. K valcim s roztoky
byla upevnéna hadi¢ka zakon&ena jehlou. Jehla byla vloZena mezi slozena skla. Cerpani
roztokd bylo zajisténo pomoci peristaltického Cerpadla. Pfi stfednim stupni rychlosti ¢erpa-
dla a otevieném ventilu probihalo davkovani cca 10 minut. Po nadavkovani smési byla vlo-
Zena jehla vyjmuta a misto ni byl mezi skla vlozen hiebinek pro vytvoreni jamek k nadav-
kovani produktu. Uplné polymerace gelu bylo dosaZzeno po 2 hodinach a pfi laboratorni tep-
loté.

Vyhotoveny gel i s formou byl umistén do plastové kazety a pro lepsi stabilitu byl
pripevnén svorkami vV kolmé poloze. Kvuli kontaktu gelu s pufrem a vlozenym napétim bylo
nutné vyjmout tésnéni ze spodni ¢asti skel. Do vyhtatého termostatu na 60 °C byla vlozena
apomoci navodu napojena kazeta s gelem. Po vlozeni kazety byl vyjmut hiebinek
pro davkovani vzorku. Napéti vlozené do aparatury bylo 120 V a proud 36 mA. Do prvni
jamky bylo davkovano 4 ul DNA-Markeru a poté 7 pl vzorku DNA.

Po uplynuti 900 minut, kdy elektroforéza bézela, byla kazeta s gelem vytaZena
z 1x TAE pufru. K oddéleni skel byly pouzity destilovana voda a kopisti. Gel byl umistén
do roztoku, ktery byl slozen ze 450 ml destilované vody, 10x TAE a 50 ul GelStar Nucleic
Acid Gel Stain. Za stalého tfepani po dobu 2 hodin doslo k barveni vysledného gelu.

Gel byl nasledné vlozen do UV-transluminatoru a ozaten. Viditelné bandy byly
z gelu vyfezany a umistény do mikrozkumavek. Vyfiznuté bandy byly 200 ul sterilni vody
rozpustény. Pro umoznéni mechanického plsobeni na bandy bylo pfidano
do mikrozkumavek 5-10 sklenénych kulicek. Po dobu 10 minut byla smés vortexovana
aumisténa do lednice pro volné rozpousténi do druhého dne. Pokud kone¢ny gel
z agar6zové elektroforézy mel mozné amplikony, bylo nutné pracovat s fragmentem DNA.
Jednalo se o fragmenty, které byly ve smési pfitomné spole¢né se slozkami reakéni smési

pro polymerazovou fetézovou reakei.
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Opét byla provedena PCR reakce ze ziskanych fragmentit DNA. Pro PCR reakci byla
pouzita sada primerd 341 F a 907 R. Pted purifikaci se zbyla reakéni smés nanese z divodu
odstranéni moznych nezadoucich fragmentii rozdilnych od pozadovanych. Kone¢né bandy
se vyfezavaji z gelu za pomoci UV-transluminatoru. Znatelné bandy byly vyfezany pomoci
sterilniho skalpelu. Vyfezané bandy byly umistény do sterilnich mikrozkumavek. Vzhledem
k tomu, ze UV-zaieni degraduje DNA, bylo postupovano velmi rychle.

Pomoci komer¢niho kitu Gel/PCR DNA fragments Extraction Kit byly produkty PCR

purifikovany a po purifikaci nasledné¢ zaslany na sekvenaci.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Detekce a kvantifikace degradérii ve vzorcich pid

Prvotni urceni degradért alifaticko-aromatického kopolymeru PBAT, ktefi byli pii-
tomni v pud¢, probihalo vizualné. V piipadé, Ze se na tuhém Zivném médiu, na kterém byl

materidl daného kopolymeru rozptylen v podobé malych ¢astic, tvorily prosvétlené zony,

byli degradéfi pritomni. Zjisténé kolonie degradéri PBAT byly séitany.

9.1.1 Kvantifikace degradéru ve vzorcich piidy pi‘ed pomnoZenim

Vyuzité fedéni pii pfimé detekci degradéri PBAT bylo 102 Na Petriho misky bylo

nadavkovano 100 pl suspenze obsahujici mikroorganismy. Nasledna kultivace probihala

pii 58 °C po dobu 7 dni na kultiva¢ni pudé obsahujici PBAT (tab. 4)

Tab. 4 - Jednotky tvorici kolonie pri primé detekci degradéri

Pocet kolonii na kultivaéni ptdé

&. pady Pii fedéni 107 CFU/ g
1 0 0
3 2 2 -10°
7 0 0
8 0 0
11 1 1-10°
12 2 2 -10°
15 0 0
16 2 2 -10?
20 0 0
25 0 0
28 0 0
29 0 0
32 0 0
34 1 1-10°
35 2 2 -10?
38 0 0
39 0 0
41 0 0
43 0 0
45 0 0
48 4 4 -10°
49 0 0
53 1 1-10°
55 1 1-10°
56 1 1-10°
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Z celkového poctu 25 vzorkl pid odebranych v okoli Zlina byli u 10 vzorku zjisténi
degradéti, ktefi jsou schopni piimou detekci degradovat PBAT. U ostatnich ptd se degradéfi
nevyskytovali, nebo byli pfitomni v tak nizkém poctu, Ze nebyli touto metodou detekovani.
JiZ pti experimentu se ukézalo, Ze na miskach narista také velké mnozstvi mikroorganismi,
které patrné nalezi do taxonomické kategorie Bacillii; sttedy prosvétlenych zon vétSinou
tvorily kolonie vlaknitych mikroorganismu, o kterych jsme se domnivali, Ze se jedna o akti-

nomycety (obr. 9)

Obr. 9 - Narist mikroorganismii na tuhém zZivném médiu obsahujici PBAT

9.1.2 Detekce degradéri po pomnozZeni vV pritomnosti PBAT

Metoda s pomnozenim je uZite¢na pro zvySeni zachytu degradacnich bakterii, zejména
u téch padnich vzorki, které mély nizky pocet degradért zjisténych metodou bez pomnozeni.
Do vzorkovnic s navazenymi odebranymi pudami byla piidana suspenze kopolyestreru PBAT
pro rust potencionalnich mikroorganismu, které by byly schopny degradovat PBAT a tim byly
vytvoreny optimalni podminky pro jejich riist. Rovnéz musela byt upravena i vlhkost pfidanim
perlitu pro jeji udrzovani a napomoci V piistupu kysliku. Inkubace piipravenych vzorkovnic

s ptidami probihala po dobu 64 dni a teploté 58 °C. Vyuzito bylo fedéni 102 a 10,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

V tab.5 jsou hodnoty piepoéteny na 10 a také uréeny podty jednotek, které tvofily

kolonie na gram susiny vzorku ptidy po pomnozeni.

Tab. 5 - Jednotky tvorici kolonie po pomnozeni

Pocet kolonii Navazka pady | SuSina pudy

¢. pudy (Ptepocet na fedéni 10'1) [0] [a] CFUlg
1 7.1-10° 1,92 1,63 4,4 - 10°
3 1,7 - 10° 3,63 3,02 5,7 - 10
7 4,6 - 10° 2,05 1,76 2,7 - 10°
8 32-10° 2,33 1,90 1,7 - 10°
11 1,04 - 10* 2,36 1,99 52 10°
12 2,8 10° 2,07 1,73 1,6 - 10°
15 0 3,22 2,79 0
16 1,9 - 10° 1,90 1,59 1,2 - 10°
20 1,6 - 10* 2,13 1,74 9.2 -10°
25 2,7 - 10 1,97 1,76 1,5 - 10*
28 3,7 - 10* 2,78 2,35 1,6 - 10*
29 1,0 - 10* 3,65 3,19 3,1-10°
32 2,8 -10* 2,35 1,98 1,4 - 10*
34 6 10° 2,08 1,77 3,4 - 10°
35 5-10° 2,11 1,81 2,8 - 10°
38 0 1,95 1,67 0
39 0 3,15 2,55 0
41 6,0 10° 3,01 2,45 2,4 -10°
43 1,1 - 10* 2,55 2,43 4,6 - 10°
45 1,7 - 10* 2,21 1,91 8,9 10°
48 2,4 - 10* 2,09 1,74 1,4 -10*
49 0 2,60 2,28 0
53 45 -10* 1,43 1,16 3,9 - 10
55 7,1-10° 2,63 2,26 3,1-10°
56 3,0-10° 2,68 2,30 1,3-10°

Degradéfi, ktefi jsou schopni PBAT rozkladat byli zjisténi u 21 pad z celkového poctu
25 odebranych vzorkt piid v okoli Zlina. Pokusy byly zaméteny na ptitomnost termofilnich
mikroorganismd, predevsim termofilnich aktinomycet, vzhledem k tomu, ze cilem diplomo-
vé prace bylo zhodnotit perspektivu zpracovani odpadu s pfitomnosti PBAT metodou kom-
postovani. Aktinomycety byly metodou prosvétlenych zon predbézné identifikovany a na-
sledn¢ s nimi bylo, v ramci této diplomové prace, dale pracovano. Nejvice detekovanych
degradéri PBAT po pomnoZzeni bylo u pudy ¢. 53, kde se vytvofily prosvétlené zony
s hnédymi koloniemi bakterii, coz odpovidalo 3,9 - 10* CFU na gram su§iny pudy

po pomnozeni. Podle BPEJ se jedna o typ pidy o kambizem oglejenou. Naopak nejméné
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detekovanych degradéru bylo u pidy ¢. 34, ktera je podle BPEJ typ fluvizem oglejena, kde
bylo viditelnych prosvétlenych zon s jinymi mikroorganismy 3,4 - 10 CFU na gram susiny
pudy po pomnozeni. Zadni degradéfi nebyli nalezeni ani po pomnoZeni u pid &. 15, kde se
podle BPEJ jednalo o typ pidy fluvizem oglejenou, pida ¢. 38, kde typ plidy byla fluvizem
glejova, dale pida ¢. 39 coz odpovidalo podle BPEJ typu modalni ¢ernozemi a ptda ¢. 49,
ktera odpovidala typu pady luvizemi.

9.2 Pokus o izolaci a charakterizaci ¢istych kultur degradéri

Pivodni kolonie, které se vyskytovaly na tuhém zivném médiu obsahujici submikro-
castice PBAT tvorily po vyluhu pidy prosvétlené zony. Prvnim krokem v ramci diplomové

prace byl pokus o izolaci ¢istych mikrobialnich kultur.

Pomoci metody kiizového roztéru (kapitola 8.4) byla kolonie tvofici prosvétlenou z6-
nu pieockovana na nové sterilni tuhé zivné médium obsahujici submikroc¢astice kopolyeste-
ru PBAT. Metoda kiizového roztéru byla pouzivana i na nasledné pieockovani, az do doby

vizualniho potvrzeni Cisté kultury.

PreoCkovani bylo ¢asové narocné a zdlouhavé. Kultivace termofilnich aktinomycet

probihala optimaln¢ 7 dni, pfipadné byla prodlouzena na 10 dni.

Obr. 10 - Bakteridalni kultura izolovana z pidy

Na ptde se vyskytovaly i jiné bakteridlni kultury, kolem kterych nebyly typické zony,
které byly problémem u samotného preockovani. Kolonie tvofily na tuhych Zivnych médiich
s PBAT Sifici se porosty, které znesnadiovali izolaci ¢istych kultur. Pravdépodobné se jed-
nalo o kolonie bakterie rodu Bacillus. Je mozno shrnout, Ze ani u jednoho vzorku pudy se

nepodatilo izolovat Cistou degradujici kulturu, spiSe se vzdy jednalo o konsorcium vice mi-
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kroorganismti, kde je mozno konstatovat, Ze ¢asto byla zfeteln¢ pfitomna bakterie, kterou
bylo mozno vizudlné oznacit jako aktinomycetu a také dals$i mikroorganismy, které se jevily

jako nalezejici do skupiny Bacillii.

9.3 Charakterizace degrada¢nich konsorcii pomoci DGGE

VSechny bakterie obsahuji gen 16S rRNA, proto byly pouzity primery vhodné na tento
gen, ktery umoziuje identifikaci a taxonomické zafazeni mikroorganismt. Pro syntézu pro-
teinll je nezbytna ribozomalni RNA. Struktura a funkce jsou konzervovany a nachézi se
ve vSech bakteriich. Sekvence pro gen 16S rRNA je dlouha zhruba 1500 bp. Primarni struk-
tura dale obsahuje variabilni Gseky. Variabilni Giseky umoziuji rozliseni mikroorganisma

na jednotlivych taxonomickych urovnich [47].

V ramci diplomové prace byla pouzita chloroform/izoamylalkohol (24:1) metoda
proizolaci bakterialni DNA. Dale byly provedeny metody PCR a metoda DGGE
pro charakterizaci konsorcii schopnych degradovat PBAT. Vysledek PCR byl kontrolovan
pomoci agardzové elektroforézy. Soubor provedenych PCR reakci je rozsédhlejsi, jelikoz

bylo pouzito vice sad primert.

Testované primery byly univerzalni pro vSechny bakterie. Primery, které byly oznaco-
vany FD1 a RDI, amplifukuji fragment, ktery zahrnuje témét celou sekvenci genu 16S rR-
NA. Dale byly zkouseny PCR reakce s primery 341 F a 907 R, které zajistuji prubéh kratsi-
ho tseku genu 16S rRNA na templatové DNA. Nésledné byla pouzita dalsi skupina univer-
zalnich primerd GC 341F a 907R pro PCR, kde jako templat byl pouzit produkt reakce
s primery FD1 a RD1. Vyslek PCR reakci byl opét kontrolovan v 1 % agarozovém gelu.

Charakterizace konzorcii degradujicich PBAT byla provedena pomoci DGGE
Vv polyakrylamidovém gelu. Na gel byly jako vzorky naneseny produkty druhé PCR reakce
(s primery GC 341 F a 907 R) a doslo k jejich elektroforetickému rozdéleni. Nasledné byl

pomoci UV-transluminatoru zaznamenan vysledek v programu GeneSnap.

Jako velikostni standart fragmenti byl pouzit DNA Marker-Gene Rulet 100 bp. Zaro-
ven byla také pouzitad pro kontrolu PCR smési negativni kontrola, kde nebyl ptidavek tem-

platové DNA. V néasledujicich kapitolach jsou uvedeny vysledky téchto jednotlivych krokii.
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9.3.1 Polymerazova fetézova reakce s primery FD1 a RD1

Pro prvni stupeit PCR reakce byly pouzity primery FD1 a RD1. Jedné se o primery
amplifikujici fragmenty, které zahrnuji skoro celou sekvenci genu 16S rRNA. Casto pouZi-
vanou technikou, kterd se vyuziva pro ziskani produkti z polymerdzové tetézové reakce
pro DGGE je ta, pfi niz se pouzivaji primery FD1 a RDI. Jak jiz bylo diive zminéno, prime-
ry zahrnuji vétsi isek DNA a v nasledné polymerazové fetézové reakci primer forward ob-
sahuje GC svorku. Jedna se o postup, ktery vede k lepsimu vysledku nez pii pfimém pouZiti

primeru s GC svorkou.

Templatovd DNA byla izolovand z vytifepu pud na tuhych zivnych médiich
s obsahem kopolyesteru PBAT, které byly kultivovany pfi teploté 58 °C. Davkovana byla

I negativni kontrola bez ptidavku templatové DNA.

Pro prvni stupent PCR reakce byly pouZity primery FD1 a RDI.

Sekvence pouzitych primert:

FD1: AGAGTT TGATCC TGG TCT AG
RD1: AAG GAG GTG ATC CAG CC

Vyslednému zdznamu predchazelo provedeni lyze bunck pomoci chlorofor-
mu/izoamyalkoholem. V tomto experimentu jsme se pokusili aplikovat DNA konsorcii

vSech pud, které obsahovaly prosvétlené zony.

Byla pfipravena smés o objemu 20 pl (kap. 8.5.2) bez ptidavku hotfe¢natych iontd.

PCR cyklus byl v thermocykleru proveden programem TouchDown:

Pocate¢ni denaturace po dobu 2 min pfi teploté¢ 94 °C, denaturace 94 °C po dobu
30's, Annealing 61-57 °C po dobu 1 min (teplota snizovana o 0,5 °C na cyklus v prub&hu
9 cyklu), Elongace 72 °C po dobu 1 min, zavére¢na amplifikace 72 °C po dobu 10 min, Ulo-

zeni 4 °C nekonecn¢ dlouho. Faze denaturace, annealing a elongace se opakuji v 24 cyklech.

V PCR reakci jsme se pokusili ziskat produkt odpovidajici pro ¢ast genu 16S rRNA
pro DNA izolovanou z degradacnich konsorcii izolovanych z pad €. 11, 41, 25, 20.
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marker 11 41 25

Obr. 11 - PCR reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1), Touch-
Down PCR, 11- puda ¢. 11, 41- piida ¢. 41, 25- puda ¢. 25, 20- piida ¢. 20, N-negativni kon-
trola

Na obr. 11 je viditelny uspokojivy vysledek. Vytvoieny produkt mél délku piiblizné
1400 bp. Produkty vykazuji silnou odezvu, tzn. vysokou koncentraci amplifikovanych frag-
mentd DNA. Ve spodni ¢asti gelu jsou slabé viditelné pozistatky nezreagovanych primert,

popf. se muze jednat také o nizkomolekularni nespecifické produkty.

V dalsi PCR reakci jsme se pokusili ziskat produkt odpovidajici pro ¢ast genu 16S
rRNA pro DNA z degradacnich konsorcii izolovanych z ptd €. 55, 43, 8, 7, 34, 1, 48, 32.

Marker 55 43

Obr. 12 - PCR reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1), Touch-
Down PCR, 55- puda ¢. 55, 43- puda ¢. 43, 8- puda ¢. 8, 7- piida ¢. 7, 34- puda ¢. 34, I-
puda ¢. 1, 48- puda ¢. 48, 32- puda ¢. 32, N-negativni kontrola
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Na obr. 12 mizeme vidét, ze vysledek nebyl plné uspokojivy ve vSech sloupcich.
Marker jako ukazatel délky bazi byl v krajni draze a doslo k jeho deformaci. V drahach ob-
sahujici DNA konsorcii pud ¢. 55, 43, 8, 7 a 34 produkty nejsou viditelné, ale i pfesto se da

predpokladat dostate¢né mnozstvi DNA pro amplifikaci s jinymi primery.

V draze obsahujici vzorek DNA z konsorcia z pidy ¢. 1 vykazoval slabsi band (ode-
zvu). Pravdépodobné byla ve vzorku slabsi koncentrace templatové DNA. V drahach obsa-
hujici DNA konsorcii z pud ¢. 48 a ¢. 32 byl produkt viditelny a v minimalnim mnozstvi
byly viditelné také nespecifické produkty. Z vyiezu z gelu je patrné, Zze negativni kontrola

neobsahovala zddnou amplifikovanou DNA.

V dalsi PCR reakci jsme se pokusili ziskat produkt odpovidajici pro ¢ast genu 16S
rRNA pro DNA z degradacnich konsorcii izolovanych z ptd €. 28, 29, 35, 45, 53, 56.

Marker 28

Obr. 13 - PCR reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1), Touch-
Down PCR, 28- puda ¢. 28, 29- puda ¢. 29, 35- puda ¢. 35, 45- puda ¢. 45, 53- puda ¢. 53,
56- puda ¢. 56, N-negativni kontrola

Produkt se vytvoril o predpokladané délce asi 1400 bp (obr. 13). Vytvotené produkty
byly slabé viditelné, v draze obsahujici DNA konsorcii z pud €. 53 a €. 56 lze také vidét
velmi slab¢ s naznakem nespecifickych produkti. V draze s korsorciem z pidy ¢. 45 se pro-
dukt nevytvoril, opét se da piredpokladat dostate¢né mnozstvi pti amplifikaci s jinou sadou

primerQ. Negativni kontrola neobsahovala Zadnou amplifikovanou DNA.
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V nasledné PCR reakci jsme se pokusili ziskat produkt odpovidajici pro ¢ast genu
16S rRNA pro DNA z degradac¢nich konsorcii izolovanych z pud €. 3, 12, 16.

3 ! Marker

Obr. 14 - PCR reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1), Touch-
Down PCR, 3- puda ¢. 3, 12- puda ¢. 12, 16- piida ¢. 16, N-negativni kontrola

Na obr. 14 jsou ziejmé vytvoiené produkty ve vSech drahach. Negativni kontrola vy-
Sla. V draze s DNA ze vzorku pldy ¢. 16 byl vznikly produkt nejjasnéjsi (nejvyssi koncen-
trace templatové DNA), avsak v této draze bylo soucasné vétsi mnozstvi vytvofenych ne-
specifickych produkti. V draze obsahujici DNA z pidy ¢. 12 je produkt viditelny, rovnéz
i zde je pozorovatelné minimalni mnozstvi vzniklych nespecifickych produkti. Ve spodni
¢asti gelu u vSech vzorki miizeme vidét dimery, které pravdépodobné vznikly jako disledek

nadbytku primerid nebo vytvotenim nespecifickych produktii.

Na obrazku je viditelné, Ze doslo k Spatnému rozseparovani DNA-markeru, pravde-

podobné kviili kratkému casu, po ktery elektroforéza probihala.
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9.3.2 Polymerazova ietézova reakce s primery 341F a 907 R

Byly provedeny PCR reakce se vzorky templatové DNA izolovanych konzorcii, a to

sadou univerzalnich primertt 341F a 907R. Primery zajistuji prub¢h kratSiho tseku genu

16S rRNA.

Sekvence pouzitych primert:

341F: CCT ACG GGA GGC AGC AG
907R: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

Byla piipravena smés o objemu 20 ul (kap. 8.5.2). PCR cyklus byl v thermocykleru
proveden programem ,,Klasické PCR*:

Pocatecni denaturace pii 94 °C po dobu 2 min, Denaturace pii 94 °C po dobu 30 s,
Annaeling pti 55 °C po dobu 30 s, Elongace pii 72 °C, Zavérecna amplifikace pti 72 °C
po dobu 10 min, Ulozeni pti 4 °C nekonecné dlouho. Faze denaturace, annaeling, elongace

se opakuji v 35 cyklech.

V experimentu byly aplikovany vzorky DNA z degradac¢nich konsorcii izolovanych
z pud 41, 25, 20, 11 pro kratky Gsek casti genu 16S rRNA.

Obr. 15 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),

Klasicka PCR, 41- puda ¢. 41, 25- pida ¢. 25, 20- puda ¢. 20, 11-puda ¢. 11, 41+- puda ¢.

41- 10x redeéné DNA, 25- piida ¢.25- 10x Fedené DNA,20 - puda ¢. 20-10x redené DNA, 11-
puda ¢. 11-10x redéné DNA, N-negativni kontrola

Ve vSech drahach s DNA byly vytvotfeny viditelné produkty (obr. 15). Produkty
v drahach s DNA konsorcii z pid €. 41, 25 bylo davkovano mnozstvi 1 pl nefedéného rozto-

ku DNA. V téchto drahach byl produkt viditelny a rovnéz jsou v nich pozorovatelné vzniklé
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nespecifické produkty. V draze se vzorkem DNA konsorcia z ptdy ¢. 20 je vidét slabsi band
(odezvu). V draze se vzorkem DNA konsorcia z pidy ¢. 11 je band viditelny, ale navic je
zde | minimalni mnozstvi nespecifickych produktd. V drahach se vzorky 41+, 25+, 20+, 11+
bylo davkovano 1 pl 10x fedéného zakladniho DNA. Vysledek byl uspokojivy. Ve spodni
¢asti gelu miZzeme vidét nizkomolekularni nespecifické produkty. Negativni kontrola vysla

v poradku, tedy bez amplifikacni DNA.

Dalsi PCR reakce probihala pro kratky Gsek ¢asti genu 16S rRNA se vzorky DNA
z degradacnich konsorcii izolovanych z pid 28, 29, 35, 45, 53, 56.

Marker 28 29 35 45

Obr. 16 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),
Klasicka PCR, 28- puda ¢. 28, 29- piida ¢. 29, 35- piida ¢. 35, 45- pida ¢. 45, 53- piida
¢. 53. 48- piida ¢. 48, N-negativni kontrola

Amplikony (obr. 16) byly vyhodnoceny jako fragmenty o velikosti 560 bp. V draze
se vzorkem DNA konsorcia z pidy ¢. 28 byl produkt ve velmi malém mnozstvi, neni ziej-
mé, zda vzorek alespont malé mnozZstvi produktu obsahoval. Naproti tomu Vv dalSich drahach
se vzorky DNA konsorcii z pud ¢. 29, 35, 45, 53 jsou produkty slabé viditelné. Z neznamych
divodi doslo ke zdeformovani produkti v drahdch se vzorky €. 45 a 53. Nejjasnéji viditelny
produkt byl v draze se vzorkem DNA z pudy ¢. 56, kde také vznikly dalsi nespecifické pro-
dukty. Slabé viditelny band byl zaznamenan i u negativni kontroly. Divodem muiZe byt kon-

taminace slozek PCR smési.
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Provedena PCR reakce byla pro kratky tsek ¢asti genu 16S rRNA se vzorky DNA
z degradacnich konsorcii izolovanych z pud 55, 43, 8, 7, 34, 1, 48, 32.

Marker 55

)

’
L

. 4

Obr.17 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),
Klasicka PCR, 55- puda ¢. 55, 43- puda ¢. 43, 8- puda ¢. 8, 7- puda ¢. 7 34- piida ¢. 34, 1-
puda ¢.1, 48- piida ¢. 48, 32- piida ¢. 32, N-negativni kontrola

Byly zaznamenany amplikony o velikosti pfiblizné cca 520 bp. Pfi¢ina negativniho
vysledku v drahdch s DNA konzorcii zpid ¢ 55 a 43 spocivala pravdépodobné
v templatové DNA pouzité do PCR smési. Produkty zde nejsou viditelné, ale mizeme pied-
pokladat dostate¢né mnozstvi produktu pro amplifikaci s primery GC 341 F a 907R. V draze
se vzorkem DNA z pudy ¢. 8 a 7 lze vidét slabsi odezvy bandu. V drahach obsahujici DNA
konsorcii z pid €. 34, 1, 48, 32 vysledné amplikony zobrazuje jasn€. Negativni kontrola vy-

Sla bez amplifikacni DNA.
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Provedena PCR reakce byla pro kratky usek ¢asti genu 16S rRNA se vzorky DNA z

degradacnich konsorcii izolovanych z pud 3, 12, 16.

Obr. 18 - PCR reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1), Klasic-
ka PCR, 3- piida ¢. 3, 12- puda ¢. 12, 16- piida ¢. 16, N-negativni kontrola

Na vysledném zaznamu, lze vidét vzniklé produkty velmi jasn¢ a ve vysokych ode-
zvach amplikond, bohuzel vznikly i nespecifické produkty. Ve spodnich ¢astech gelu rovnéz
vznikly nespecifické nizkomolekularni produkty. V 1. a 6. draze, v nichz byl davkovan mar-
ker, doslo k jeho $patnému rozseparovani kvili kratkému ¢asu, po ktery elektroforéza probi-

hala.

Zaznamenany band byl 1 u negativni kontroly, coZ neni standartni. Vznikly band
U negativni kontroly miize byt diisledek kontaminace né&které ze slozek pro ptipravu PCR
smési (pravdépodobné kontaminované primery, protoze laboratofe jsou pouzivany velkym

mnozstvim osob) nebo muze byt zplisobena bakterialni DNA vyskytujici se ve vzduchu.
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9.3.3 Polymerazova ietézova reakce s primery GC 341F a 907R

Pro amplifikaci druhého stupné PCR reakce bylo vyuzito sady primeru GC 341 F
a 907 R. Oznaceni GC u prvniho primeru znamena, Ze komplementarnim bazim piedchazi
GC svorka, ktera je nutna pro aplikaci na DGGE. Primery s GC svorkou ¢asto vytvaii ne-
specifické produkty [45].

Jako templatova DNA byla pouzita, ktera byla produktem PCR reakce s primery FD1
a RDI1. Do posledni zkumavky DNA nebyla davkovana, slouzila jako negativni kontrola.
Byla ptipravena smés na PCR 0 objemu 20 ul (kap. 8.5.2.) PCR cyklus byl v thermocykleru
proveden programem ,,Klasické PCR*:

Pocatecni denaturace pii 94 °C po dobu 2 min, Denaturace pti 94 °C po dobu 30 s,
Annaeling pti 55 °C po dobu 30 s, Elongace pii 72 °C, Zavérecnd amplifikace pii 72 °C
po dobu 10 min, Ulozeni pti 4 °C nekonecné dlouho. Faze denaturace, annaeling, elongace

se opakuji v 35 cyklech.

Sekvence pouzitych primert:
GC341F. CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGLLT
ACGGGAGGCAGCAG
907 R: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

PCR reakce byla provedena pomoci produktu z prvniho stupné s DNA konsorcii izo-
lovanych z ptd 55, 43, 8, 7, 34, 1, 48, 32.

Marker 55 43 8 7 N Marker

Obr. 19 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),
Klasicka PCR, 55- puda ¢. 55, 43- puda ¢. 43, 8- puda ¢. 8, 7- puda ¢. 7 34- piida ¢. 34, 1-
ptida ¢.1, 48- puda ¢. 48, 32- puda ¢. 32, N-negativni kontrola
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Byly zaznamenany vyrazné amplikony ve vSech sloupcich se vzorky templatové
DNA konsorcii o o¢ekavané délce 217 bp avSak doslo i k vzniku nespecifickych produktt
(obr. 19). V draze se vzorkem DNA konsorcia z pudy ¢. 7 je produkt méné jasny nez
Vv ostatnich drahach a je zde pozorovatelné i minimalni mnozstvi nespecifickych produktu.

Negativni kontrola vysla v poradku - neobsahovala amplifikovanou DNA.

PCR reakce byla provedena pomoci produktu z prvniho stupné s DNA konsorcii iz0-
lovanych z pud 41, 25, 3, 12, 16.

41 25

Obr. 20 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),
Klasicka PCR, 41- puda ¢. 41, 25- piida ¢. 25, 3- piida ¢. 3, 12- piida ¢. 12, 16- puda ¢. 16,

N-negativni kontrola

Vysledek zdznamu PCR (obr. 20) byl uspokojivy. Produkty PCR reakce se vytvoftily
o predpokladané délce cca 200 bp. Produkty byly opét viditelné ve vSech drahach velmi jas-
né. Na zaznamu lze dale vidét velké mnozstvi nespecifickych produkti o vysSich poctech

bp. Negativni kontrola vysla v pofadku, neobsahovala zadnou amplifikovanou DNA.
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PCR reakce byla provedena pomoci produktu z prvniho stupné z DNA konsorcii izO-

lovanych z pud 28, 29, 35, 45, 53, 48.

28

Obr. 21 - PCR reakce s reakce s izolovanou DNA pomoci chloroform/izoamylalkohol (24:1),
Klasicka PCR, 28- puda ¢. 28, 29- puda ¢. 29, 35- puda ¢. 35, 45- puda ¢. 45, 53- pida ¢.
53. 48- puda ¢. 48, N-negativni kontrola

Na zaznamu z PCR reakce (obr. 21) Ize vidét uspokojivy vysledek. Produkty jsou vidi-
telné ve vSech drahach o oc¢ekavané délce 216 bp. Ve vSech drahach jsou vidét nespecifické

produkty. Negativni kontrola vysla Cisté a neobsahovala amplifikovanou DNA.

9.4 Denaturacni gradientova elektroforéza — DGGE

Na DGGE byly pouzity krat$i PCR produkty s GC svorkou (GC 341 F a 907 R). Me-
todika byla provadéna podle kapitoly 8.5.4. Do sampléru bylo davkovano 7 pl amplikonu.
Jako standart byl pouzit Marker- Quick-Load 100 bp DNA Ladder. Vysledek je znazornén

na polyakrylamidovém gelu.

Bylo ptedpokladéano, Ze vysledkem by nemusely byt pouze termofilni aktinomycety,
ale i jina konsorcia, které mohou byt pritomna Vv blizkosti aktinomycet nebo se ¢astecné po-
dilet na degradaci. Pomoci metody DGGE bylo dosazeno identifikace smésné mikrobidlni

kultury ptitomnych ve vzorcich pld.
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Potadi vzorkli na gelu bylo nasledujici: 11- vzorek DNA z pady ¢. 11, 45- vzorek
DNA z pady ¢. 45, 25- vzorek DNA z pidy ¢. 25, 20- vzorek z pudy ¢. 20.

Vysledek denaturacni gradientové gelové elektroforézy je znazornén na polyakrylami-

dovém gelu (obr. 22), kde jsou patrné signaly dominantnich mikroorganismd.

Obr. 22 - Vysledek DGGE analyzy na polyakrylamidovém gelu - ocislované bandy poslany
na sekvenaci a identifikovany - pudy 11,45,25,20 (Tab. 6, 7)

V jamce se vzorkem DNA zpudy ¢. 11 bylo mozné sledovat 2 ruzné signaly.
V jamkach se vzorkem DNA z pidy €. 45 a 25 se signdly z neznamych divodu nezobrazily.

V jamce se vzorkem DNA z pidy ¢. 20 byly pozorovatelné 4 rtizné signaly.

Signaly dominantnich mikroorganisma bylo moZno sledovat pii ozafeni polyakryla-
midového gelu pomoci UV - transluminétoru. Pozorovatelné signdly (bandy) byly oznaceny
a z gelu nésledné sterilnim skalpelem vyfezdny a umistény do sterilnich miktozkumavek,

poté bylo ptidano 200 pl destilované vody a 5-10 kulicek, smés byla vortexovana a pone-

chana do druhého dne.

Opétovné byla provedena PCR reakce pro DNA fragmenty s primery 341 F a 907 R
(jiz bez GC svorky), kdy byla pfipravena podle tab. 2 smés na PCR reakci 0 objemu 30 pl.
PCR cyklus byl v thermocykleru proveden programem ,,Klasické PCR*.
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Obr. 23 - Nasledna PCR reakce s DNA pro identifikaci mikroorganismii z pud 11, 20

Pted purifikaci byla smés nanesena na 2 % agar6zovy gel, Z divodu odstranéni neza-
doucich fragmentt od pozadovanych. Bandy byly pomoci UV- transluminatoru vyfezany

sterilnim skalpelem a umistény do sterilnich mikrozkumavek (obr. 23).

V namnozeném ziskaném vzorku DNA po PCR reakci jsou obsazeny latky (napft
primery). Latky obsazené v DNA by mohly zptsobit komplikace pti sekvenacich, proto bylo
provedeno preciSténi vzorkl. Produkt byl purifikovan pomoci komer¢niho kitu Gel/PCR

DNA fragments Extraction Kit.

Sekvence nukleotidi DNA u pud byly ziskany prostfednictvim SEQme s.r.o0. Dobfis,
kde byla zobrazena pomoci programu a v databazi GenBank porovnana pomoci programu
BLAST - jedna se o program, ktery srovnava sekvence nukleotidi se sekvencemi v databazi

a statisticky zhodnoti vyznam nalezené shody.

Vysledkem sekvenovani byly identifikovany mikroorganismy schopné degradovat

PBAT nebo se na degradaci ¢aste¢né podilet.

Tab. 6 - Vysledky identifikace mikroorganismii pro pudu ¢. 11

band ¢. pudy Mikroorganismus shoda
sekvence
1 Thermoactinospora rubra, Thermobispora bispora 87 %
11 . .
2 Thermobispora bispora 91 %
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Vysledkem sekvenovani u piidy €. 11 byl nejsilngjsi band ¢. 2 identifikovan mikro-
organismus jako Thermobispora bispora se shodou sekvence 91 %. Jedna se o mikroorga-
nismus, ktery ¢asto byva izolovan z kompostu jako degradér polyestert. I druhy signal byl
identifikovan jako aktinomyceta Thermobispora bispora se shodou sekvence 87 %, ktera se

v tomto konsorciu mohla na degradaci podilet.

Tab. 7 - Vysledky identifikace mikroorganismii pro piidu ¢. 20

band ¢. pudy Mikroorganismus shoda
sekvence
3 Paenibacillus sp. 93 %
4 Thermobacillus sp 94 %
20
5 Bacillus alveayuensis 88 %
6 Thermobispora bispora 96%

Vysledkem sekvenovani u pidy ¢. 20 byla identifikovana termofilni aktinomyceta
Thermobispora bispora se shodou sekvence 96 %. Dale byly identifikovany mikroorganis-
my vyskytujici se v tésné blizkosti degradérit PBAT. Band ¢. 3 byl identifikovan jako mi-
kroorganismus Paenibacillus sp. Se shodou sekvence 93 %, band ¢. 4 byl identifikovan
na zakladé sekvenci nukleotidt jako Thermobacillus sp se shodou sekcence 94 % a band €. 5
Bacillus alveayuensis se shodou sekvence 88 %. Pii zpracovani vzorkl a izolaci Cisté mi-

krobialni kultury je pro podobné podminky ristu od aktinomycet bylo obtiZzné odstranit.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_296090785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_296090785
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Potadi vzorkli na gelu bylo nasledujici: 41- vzorek DNA z pady ¢. 41, 25- vzorek DNA
z pudy ¢. 25, 3- vzorek DNA z pady ¢. 3, 12- vzorek z pady €. 12, 16- vzorek s DNA z pady
¢. 16, 28- vzorek DNA z pudy ¢. 28, 29- vzorek DNA z pudy ¢. 29, 35- vzorek DNA z pady
¢. 35, 45- vzorek z pudy ¢. 45, 53- vzorek s DNA z pudy ¢. 53, 56- vzorek DNA z pudy 56.

Vysledek denaturacni gradientové gelové elektroforézy je zndzornén na polyakryla-

midovém gelu (obr. 24), kde jsou viditelné signaly dominantnich mikroorganismd.

Obr. 24 - Vysledek DGG analyzy na polyakrylamidovém gelu - ocislované bandy zaslany
na sekvenaci a identifikovany- pudy 41, 25, 3, 12, 16, 28, 29, 35, 45, 53, 56 (Tab. 8)

V jamce se vzorkem DNA zpudy ¢. 41 bylo mozné sledovat 3 ruzné signaly.
V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 25 byl pozorovatelny 1 signal. V jamce se vzorkem
DNA z ptdy ¢. 3 byl pozorovatelny 1 signal. V jamce s DNA z pidy ¢. 12 byly pozorova-
telné 2 rizné signaly. V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 16 byl viditelny 1 signal. V jamce
se vzorkem DNA z pudy ¢. 28 byly viditelné 2 rizné signaly. V jamce se vzorkem DNA
z pudy €. 29 bylo mozné sledovat 3 rtizné signaly. V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 35
byly viditelné 2 rizné signaly a v jamkach se vzorky DNA z pud ¢. 53 a 56 bylo po jednom

viditelném signalu.

Signaly dominantnich mikroorganismt bylo mozno sledovat pfi ozafeni polyakryla-

midového gelu pomoci UV - transluminatoru. Pozorovatelné signaly (bandy) byly oznaceny
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a Z gelu nasledné sterilnim skalpelem vyiezany, poté bylo ptidano 200 pl destilované vody

a 5-10 kulicek, smés byla vortexovana a ponechana do druhého dne.

Opcétovné byla provedena PCR reakce pro DNA fragmenty s primery 341 F a 907 R
(jiz bez GC svorky), kdy byla pfipravena podle tab. 2 smés na PCR reakci o objemu 30 pl.
PCR cyklus byl v thermocykleru proveden programem ,,Klasické PCR*.

7 8 9 10 11 12 13 14

Obr. 25 - Nasledna PCR reakce s DNA pro identifikaci mikroorganismii pro pudy 41,
25, 3,12, 16, 28, 29, 35, 45, 53, 56

Pied purifikaci byla smés nanesena na 2 % agar6zovy gel, z divodu odstranéni neza-
doucich fragmentti od pozadovanych. "Bandy pomoci UV - transluminatoru vyfezany steril-
nim skalpelem a umistény do sterilnich mikrozkumavek (obr. 25). Nasledné byly produkty
purifikovany pomoci komeréniho kitu Gel/PCR DNA fragments Extraction Kit, vzhledem
k tomu, Ze v namnozeném vzorku DNA po nasledné PCR reakci jsou obsazeny latky (prime-
ry aj.), které by mohly zptsobit potize pii sekvenci nukleotidi DNA, byvaji vzorky pired

sekvenaci pfedcistény.

Sekvence nukleotidit DNA u ptd byly ziskany prostfednictvim SEQme s.r.o. Dobfi$
byla zobrazena pomoci programu a Vv databazi GenBank porovndna pomoci programu
BLAST - program na zakladé sekvence nukleotidl srovnava a statisticky zhodnoti vyznam

nalezené shody.
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Na zékladé¢ sekvenci nukleotidll byly identifikovany mikroorganismy schopné degra-

dovat PBAT nebo se na degradaci ¢astecné podilet.

Tab. 8 - Vysledky identifikace mikroorganismii pro vzorky pud 41, 25, 3, 12, 16, 28, 29, 35,

45, 53, 56
Band C. pudy Mikroorganismus Shoda
sekvence

1 Paenibacillus sp. 97 %
2 41 Paenibacillus sp. 85 %
3 Chiméra X
4 25 Paenibacillus sp. 90 %
5 3 Aeribacillus pallidus 99 %
6 Chiméra X
7 12 Sporolactobacillaceae bacterium 99 %
8 16 Geobacillus sp 99 %
9 Paenibacillus sp 99 %
10 28 Alicyclobacillus sp. 91 %
11 Smésny vzorek X
12 Paenibacillus sp. 92 %
13 29 Kyrpidia sp. 95 %
14 Kyrpidia sp. 98 %
15 35 Sporolactobacillaceae bacterium 93 %
16 53 Smésny vzorek X
17 56 Hyphomicrobiaceae bacterium 97 %

V probéhlém experimentu nebyl identifikovan Zadny mikroorganismus jako termo-
filni aktinomyceta. Jak jiz bylo dfive zminéno, pfi izolaci €isté kultury bylo obtiZzné odstranit
tyto mikroorganismy od aktinomycet pro jejich podobné podminky rastu. Nasledné doslo
Kk tomu, ze nebyly identifikovany aktinomycety, ale vySe uvedené mikroorganismy. Pravde-
podobné doslo ke vzniku konsorcii mikroorganismu, které se z ¢asti mohou podilet na bio-

degradaci PBAT.

U vzorku ptd €. 41 a 12 byly identifikovany chiméry. Jedna se o sekvence, které jsou

tvofené ze dvou a vice sekvenci, které se amplifikovali dohromady. Béhem naslednych cyk-
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It PCR, kde castecné prodluzuje fetézec a mize se vazat na templat DNA z jiné podobné

sekvence.

Potadi vzorkti na gelu bylo nasledujici: 55 - vzorek DNA z pudy ¢. 55, 43 - vzorek
DNA z pudy ¢. 43, 8 - vzorek DNA z pudy ¢. 8, 7 - vzorek z pudy €. 7, 34 - vzorek s DNA
z pudy ¢. 34, 1 - vzorek DNA z pudy ¢. 1, 48 - vzorek DNA z pudy ¢. 48, 32 - vzorek DNA
z pudy ¢. 32

Vysledek  denatura¢ni  gradientové gelové elektroforézy je  znazornén
na polyakrylamidovém gelu (obr. 26), kde jsou viditelné signaly dominantnich mikroorga-

nismu.

Marker

Obr. 26 - Vysledek DGGE analyzy na polyakrylamidovém gelu - oc¢islované bandy zaslany
na sekvenaci a identifikovany- pudy 55, 43, 8, 7, 34, 1, 48, 32 (Tab 9, 10)

V jamce se vzorkem DNA zpudy ¢. 55 bylo mozné sledovat 3 rizné signaly.
V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 43 byly viditelné 4 rizné signaly mikroorganismi,
V jamce se vzorkem DNA z pidy ¢. 8 byly pozorovatelné 3 signaly. V jamce, kde bylo
DNA z pudy ¢. 7 viditelné 2 rizné signaly. V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 34 byly vi-
ditelné 4 rizné signaly. V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 48 byly viditelné 3 rizné signa-

ly. V jamce se vzorkem DNA z pudy ¢. 32 byl viditelny pouze 1 odlisny signal.
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Signaly jednotlivych dominantnich mikroorganismi bylo mozné sledovat pomoci
UV - transluminatoru. Pozorovatelné a oznacené amplikony byly pomoci sterilniho skalpelu
vytezany, poté bylo ptidano 200 pul destilované vody a 5-10 kuli¢ek, smés byla vortexovana

a ponechana do druhého dne.

Opé&tovné byla provedena PCR reakce pro DNA fragmenty s primery 341 F a 907 R
(jiz bez GC svorky), kdy byla pfipravena podle tab. 2 smés na PCR reakci o objemu 30 pl.
PCR cyklus byl v thermocykleru proveden programem ,,Klasické PCR*.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

—— GESED CENND AR e
16 17 18 19 20

Obr. 27 - Nasledna PCR reakce s DNA pro identifikaci mikroorganismui pro piidy 55,
43,8,7,34,1, 48, 32

Dtive nez byly vzorky purifikovany, byla PCR smés nanesena na 2 % agar6zovy gel,
aby doslo k odstranéni nezadoucich fragmentd. Viditelné bandy (obr. 27) byly vyfezany
a umistény do sterilnich mikrozkumavek. Nasledné byly purifikovany pomoci komeréniho
kitu Gel/PCR DNA fragments Extraction Kit, a to proto, ze v takto namnozenych DNA
po PCR reakci mohou byt obsazeny napt. primery nebo jiné latky, které by mohly byt pro-
blematické pti sekvenaci.

Produkty PCR smési byly odeslany na sekvenaci do SEQme s.r.o. Dobiis,

kde jednotlivé sekvence nukleotidi DNA byly zobrazeny pomoci programu a Vv databazi

GenBank porovnany pomoci programu BLAST .
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Tab. 9 - Vysledky identifikace mikroorganismii pro vzorek pidy 55

Band C. pady Mikroorganismus Shoda
sekvence

1 Aeribacillus sp. 99 %

2 55 Geobacillus sp. 99 %

3 Thermobispora bispora 96 %

Vysledkem sekvence nukleotidu DNA byl u pudy €. 55 identifikovan mikroorganis-
mus jako termofilni aktinomyceta Thermobispora bispora se shodou sekvence 96 %.
Pti pokusu o ziskani ¢isté kultury mikroorganismu, pro podobné podminky rtstu bylo pro-
blematické odstranit ptitomné konsorcia. V té€sné blizkosti aktinomycety, byly v pid¢ identi-
fikovany mikroorganismy Aeribacillus sp. Se shodou sekvence 99 % a Geobacillus sp.

99 %, kter¢ se z ¢asti mohly podilet na biodegradaci kopolyesteru PBAT.

Tab. 10 - Vysledky identifikace mikroorganismii pro vzorek pudy 43, 8, 7, 34, 48, 32

Band C. pudy Mikroorganismus Shoda
sekvence

4 Thermobacillus sp 95 %
5 Nizka koncentrace templatu X
6 . Alicyclobacillus pohliae 97 %
7 Kyrpidia tusciae 94 %
8 Pelomonas puraquae 99 %
9 8 Sporolactobacillaceae bacterium 99 %
10 Geobacillus sp. 99 %
11 Paenibacillus sp. 99 %
12 7 Cohnella sp. 95 %

13 artefakt X
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14 Paenibacillus sp. 93 %
15 artefakt X
16 Geobacillus thermoleovorans 99 %
17 Paenibacillus ehimensis 94 %
18 48 Fragment X
19 Alicyclobacillus pohliae 99 %
20 32 Nizka koncentrace templéatu X

V probéhlém pokusu se vzorky DNA pud (tab. 10) nebyla na zakladé sekvenci nuk-
leotidli v DNA identifikovana zadna termofilni aktinomyceta. Jedna se o konsorcia, ktera
byla komplikacemi pii pieockovani a ziskéni Cistych kultur mikroorganismti vzhledem
K podobnym vlastnostem rdstu. Samotné mikroorganismy se mohou vyskytovat v blizkosti
termofilnich aktinomycet, ale jsou pravdépodobné schopny samostatné PBAT caste¢né de-

gradovat.

Ve vzorku DNA z pidy ¢. 43 a 32 nebylo mozné mikroorganismy identifikovat kvili

nedostate¢né koncentraci templatové DNA.

Pomoci metody DGGE bylo dosaZeno identifikace sm&sné mikrobidlni kultury pfi-

tomné v blizkosti prosvétlenych zon kolonii aktinomycet nebo aktinomycet samotnych.

V diplomové praci Pavlikové [48] byly identifikovany termofilni aktinomycety:
Thermobispora bispora, Actinomadura rubrobrunea a Thermomonospora sp. Pomoci meto-
dy DGGE byly rovnéz identifikovany mikroorganismy, které se vyskytovaly v blizkosti ak-

tinomycet napt. Geobacillus sp a Geobacillus thermoglucosidasius.
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ZAVER
Hlavnim cilem diplomové prace byla detekce, kvantifikace, izolace a identifikace

mikroorganismu, které byly schopny degradovat kopolyester PBAT. Potencionalnim zdro-

jem jejich pritomnosti bylo 25 vzorki ptid odebranych v okoli Zlina.

U vzorkt pidy pired pomnozenim byl pocet jednotek nejvice u pldy €. 48, coz odpo-
vidalo asi 4.10° CFU na gram pudy. Ukdazalo se, Ze pocty degradéru se pohybuji pfirozené
zfejmé v blizkosti detekéniho limitu pouZitého postupu (1.10* CFU). Je mozné, Ze z tohoto

divodu nebyli degradéfi asi u poloviny pid detekovani pfed pomnozenim vibec.

U vzorkd po pomnoZzeni bylo nejvice degradért detekovano u vzorku ptdy ¢. 53, coz
odpovida 3,9 - 10* CFU na gram susiny pidy po pomnoZeni. Naopak nejméné degradéri
bylo detekovano v pidé ¢. 34, coz odpovida 6 - 10° CFU na gram suSiny pudy

po pomnozeni.

V ramci prace bylo vyuzito mikrobiologickych a molekularné biologickych metod.
Pro ziskani ¢isté mikrobialni kultury bylo nutno pieockovani na tuha zivna média, ktera ob-
sahovala submikrocastice PBAT, nékolikrat opakovat. Nasledné probéhla kultivace pii tep-
loté 58 °C, optimalni doba kultivace byla stanovena na 7 dni. Na kultivacnich ptidach rostly
i jiné mikroorganismy, avSak byla snaha vybirat k izolaci pouze kultury bakterii, kolem je-
jichz kolonii byly vytvofeny prosvétlené zony svédéici o degradaci polymeru. 1zolace DNA

byla provedena metodou chloroform/izoamylalkoholu (24:1)

Pomoci metody DGGE byla provadéna identifikace a charakterizace smésnych mi-
krobialnich kultur. Degrada¢ni konzorcia izolovana z pud ¢. 11, 20 a 55 obsahovala bakterii
identifikovanou jako termofilni aktinomyceta Thermobispora bispora. Dale byly identifiko-
vany mikroorganismy, které se v pudach rovnéz vyskytovaly napt. Paenibacillus sp., Ther-
mobacillus sp, Bacillus alveayuensis, Aeribacillus sp, Geobacillus sp. Jelikoz podminky
jejich ristu byly podobné aktinomycetam, bylo problematické jejich odstranéni a nelze vy-
loucit ani to, ze se na degradaci PBAT rovnéZ podileji. U konzorcii z n€kterych pid nebyla
ptitomnost aktinomycet zjisténa (¢. pud-3, 7, 8, 12, 16, 25, 28, 29, 32, 34, 35, 41, 43, 48, 53,
56). Tato konsorcia mikroorganismu, nejsou pravdépodobné zavisla na pritomnosti akti-
nomycet, ale jsou schopny sama ¢astecné PBAT degradovat. Na zakladé identifikaci smés-

nych mikrobidlnich kultur bylo zjisténo, ze degradéfi jsou pomérné Cetni.
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Lze tedy konstatovat, Ze v pfirozeném pudnim prostfedi je mozné nalézt degradéry
PBAT a z hlediska ptidy nejsou kritickym problémem pii degradaci samotného kopolyesteru

PBAT, nebo jeho zpracovani pomoci kompostovani.
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bp

C
CFU
DGGE
DNA
dDNA
dNTP
DSC
EDTA
FTIR
G

GC
GPC
GC-svorka
LDPE
MM
NMR
PBAT
PBS
PBSA
PCL

PCR

Adenin

Peroxodisiran amonny

Pary bazi

Cytosin

Pocet jednotek tvorici kolonie

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Deoxyribonukleova kyselina

Dvoutetézcova deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleotit trifosfat

Diferencialni skenovaci kalorimetrie
Kyselina ethylendiamintetraoctova
Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
Guanin

Plynova chromatografie

Plynova permeacni chromatografie

Sekvence pfiblizn¢ 20 nukleotidii guaninu a cytosinu
Nizkohustotni polyethylen

Mineralni médium

Nuklearni magneticka rezonance

Polybutylen adipat-co-tereftalat

Polybutylen sukcinat

Polybutylen sukcinat/adipat

Polykaprolaktan

Polymerazova tetézova reakce
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PEA

PE

PLA
PBAT/PLA
PHBHHXx
PVA

®

RPM

RNA

SEM

TAE

Tm
TEMED
uv

XRD

Polyesteramid

Polyethylen

Kyselina polymlé¢na

Smés polybutylen adipat-co-tereftalat a kyselina polymléc¢na
Polyhydroxybutyrat-co-hydroxyhexanoat
Polyvinyalkohol

Registrovana ochrana znacka

Otacky za minutu

Ribonukleova kyselina

Skenovaci elektronova mikroskopie
Thymin

Pufr Tris-acetat EDTA

Teplota tani
N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamid
Ultrafialové zateni

Rentgenova difrakéni analyza
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PRILOHA P I: CHARAKTERISTIKA VZORKOVANYCH PUD

Na zakladé BPEJ- Bonitové pudné ekologické jednotky

C.pudy | Geneticky pidni piedstavitel - Bonitova pidné ekologicka jednotka ( BPEJ)

1 Fluvizem modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé
modalni

3 Fluvizem modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé
modalni

7 Fluvizem modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé
modalni

8 Luvizem modalni, hnédozem luvicka- véetné slabé oglejenych variet

11 Pseudogleje modalni, pseudogleje luvické, kambizemé oglejené

12 Fluvizemé oglejené

15 Fluvizemé oglejené

16 Hnédozemé luvické oglejené, luvizemé oglejené

20 Pelozemé modalni, vyluhované a melanické, regozemé pelické, kambizemé pelické i
pararendziny pelické

25 Fluvizemé pelické kambické eubazické aZ mezobazické

28 Hnédozemé luvické oglejené, kambizemé oglejené, luvizeme oglejené, rendziny
kambické oglejené a pseudogleje modalni

29 Hnédozemé luvické oglejené, luvizemé oglejené

32 Hnédozemé luvické, luvizemé oglejené, fluvizemé glejové, gleje modalni

34 Fluvizemé glejové

35 Cernozemé modalni a ¢ernozemé pelické, hnédozemé, luvizemé, poptipadé i kambi-
zemé luvické

38 Fluvizemé glejové

39 Cernozemé modalni a ¢ernozemé pelické, hnédozemé, luvizemé, poptipadé i kambi-

zemé€ luvické




41

Luvizem¢é modalni, hnédozemé luvické, véetné slab¢ oglejenych

43 Luvizemé modalni, hnédozem¢ luvické, vcetné€ slabé oglejenych

45 Cernozemé modalni a ernozemé pelické, hnddozems, luvizemé, poptipads i kambi-
zem¢ luvické

48 Luvizemé¢ modalni, hnédozemé luvické, vcetné slabé oglejenych

49 Luvizemé modalni, hnédozem¢ luvické, vcetné slabé oglejenych

53 Kambizem oglejend, pararendzina kambicka oglejena, pseudoglej modalni

55 Fluvizem¢ modalni eubazické azZ mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé
modalni

56 Fluvizemé glejové




PRILOHA P II. IDENTIFIKOVANE KULTURY KONSORCIi
Puda ¢. 11
Thermobispora bispora  Shoda sekvence - 91 %

ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGGAGCTGACGCAGGAC
GTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGC
CTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGCGGCTTAACCGTGGGTCTGCGGTGGATA
CGGGTGGGCTTGAGGCTGGTAGGGGCAAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGGGGCAAAAGCGGCTTGAGGGGCCAG
TTCTAAAGATGAACAAGAAAGCGTGGCGAACAAACACGTTAATACCCTGGTAG
TCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGCTTTCCACGGTTCCCGTGC
CGTAGCTAACGCATAAGCGCCCCGC

Thermoactinospora rubra, Thermobispora bispora Shoda sekvence- 87 %

CTTACCCAGGCGGAGGGCATAATTAACGCGTTAGGGCTACCGCAAAGACAAG
AAAGCCCCCATGCACGTAGAGCATCTCATGTTTCGTATAGCGCGTGGAACCAC
CAGGGTATAATAATCGTGTTCGCTCCCCCCACGCTTTCGCTCATCAGAGTCAGA
ACGGGCCCAGCAAGCCGCGCTTCGCCACAGGTGTTCCTCTCAGTTATATCTGCG
AATTTCACACGCTACACCAGGAAATCCACACGCCTCTACCACCCTCAACCCCA
CCCGTATCCACAGCACACCCACGGTTAAGCCCCGGGCTTTCAAGGCAAACGCG
ACAAGCCGCCTAAGAGCTCTTTACGCCCAATAAATCCAGACAACGCTCGCCCC
CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAAGGAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGT
ACACGTCACCTTTCGTCCCTGCCGAAAGGAGGTTTACAACTCCAAAGGCCCTC
ATCCACCTCACAGCGGCGTCACTGCGTCAGCTTCCCCCCAGTGCNCAAGATTCC
CCACTGCTGCCCC



Puda ¢. 20
Thermobispora bispora  Shoda sekvence- 96 %

GCGSTMTCCATGCGGGGCGCTTATGCGTTAGCTACGGCACGGGAACCGTGGAA
AGCCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGAACTGGCCCAGCAAGC
CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAG
GAATTCCACTTGCCCCTACCAGCCTCAAGCCCACCCGTATCCACCGCAGACCC
ACGGTTAAGCCGCGGGCTTTCACGGCAGACGCGACAGGCCGCCTACRAGCTCT
TTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTYGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCCTG
CTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACACGGCGTCGCTGCG
TCAGGCTTCCGCCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCCCCCSGTAGRRAA

Paenibacillus sp.  Shoda sekvence - 93 %

GCGGATGCTTACTGTGTTACTTCGGCACCAAGGATATCGAAACCCCTAACACC
TAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGGCCAGAAAGTCGCCTTCGCCACT
GGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCCC
CTCTCCTGCACTCCAGTCGCCCAGTTTCCCGTGCGTACCGGGGTTGAGCCCCAG
TCTTATACACGGGAATTAAACGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTC
CGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCC
GGGGCTTTCTTCTCAGGTACCGTCACCATGTTTGCAGTTACTCAAACATGTGTT
CTTCCCTGGCAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCCTCGCTCACGCGGCGT
TGCTCCGACAGACTTGCGCCCATTGCGGAAGGTTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA
GG


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_296090785

Thermobacillus sp.  Shoda sekvence- 94 %

GGGAGCCCCCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAACCCTGACGGAGGCT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGCCGTTTAAGTCCTGTGTATAAGACCGGGGC
TCAACCCTGGTTCGCATGGGAAACTGGGCGGCTGGAGTGCAGGAGAGGGAAG
CGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTCCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGE
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAG
GTGTCAGGGGTTTTGACACCCTTGGTGCCGAAGTAACACAGTAAGCATCCCCG
GGGGGAGTAGGGTCGGAAAGAARAAACTCAGGGGCTTTTC

Bacillus alveayuensis Shoda sekvence- 88%

GCGGAGTGCTTACTGCGTTAGCTGCGGCACTAAGGGKGGGAACCCTCGACACY
TAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC
CCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGGCCAGAAAGCCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTC
CCTCTCCTGCACTCAAGCCCCCCAGTTTCCAATGCAAACCCGGGGTTAACCCGC
GACATTTCACCACGAACTAAACGGGCCGCCGGCCACCGCTTTACCCCCAAAAA
TTCCGAACAACGCTYGCCCCCTACKAATTACCGCGGCGGCGGGCACGAATTTA
SCCGGGCCTTCTTCTCCAGGACCCTCCCAGGATCAGCCCTGTTCAAAASCTTTTT
GTTTCCCCGGGACAACAAACTTTCAAAACCAAAAAACTTCTTGCTCTCGCGCG
GTGTCACCCATTCGCATTTGCTCCCTTCGGAAAGAATCCYAAAG



Pida €. 55
Thermobispora bispora Shoda sekvence- 96 %

GGCGSGTMTCCCAGGCGGGGCGCTTATGCGTTAGCTACGGCACGGGAACCGTG
GAAAGCCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGAACTGGCCCAGCA
AGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACAC
CAGGAATTCCACTTGCCCCTACCAGCCTCAAGCCCACCCGTATCCACCGCAGA
CCCACGGTTAAGCCGCGGGCTTTCACGGCAGACGCGACAGGCCGCCTACRAGC
TCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTYGCGCCCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCC
TGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACACGGCGTCGCTG
CGTCAGGCTTCCGCCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGYCCCCCKAAA

Aeribacillus sp. Shoda sekvence- 99 %

CCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGTGGATACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGGCCAGAGAGCCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
GCTCCCCTCTCCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGGCCGCTCGCGGTTGA
GCCGCGAGATTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGACCACG
TAWTTAGCC

Geobacillus sp. Shoda sekvence- 99 %

TGAGCGTMTCCAGGCGGAGTGCTTATCGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGTGT
GACCCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTGCAGGCCAGAGA
GCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACG
TGGAATTCCGCTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCCCCCAGTTTCCAATGACCCTC
CACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGRACCGCCTGCGCGCGC


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_296090785

TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTCCTCGTGAGGTACCGTCACCGCGCCGCCCTS
TTCRAACGGCGCTCCTTCGTCCCTCACAACAGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTT
CTTCGCTCACGCGGCGTCGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCC
TACTGCTGCYTYCCCGTAGGAA



