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ABSTRAKT

V soucasné dob¢ se ¢im dal Castéji pouzivaji biomaterialy v medicinskych aplikacich. Mezi
tyto biomateridly patii 1 polyhydroxyalkanoaty (PHA), coz je rozsahla skupina polymert,
které maji schopnost biodegradace a jsou biokompatibilni. Tyto polymery jsou produkovany
nékterymi mikroorganizmy jako zasoba energie. Objeveni téchto PHA producenti a
pochopeni biochemie jejich biosyntézy vede k nalezeni vhodnych producentti pro vyrobu
PHA, dokonce dokazeme urcit jaky substrat pro vyrobu PHA preferuji a jaky typ PHA
produkuji.

Tato prace optimalizuje metodu polymerdzové tetézové reakce (PCR) pro nalezeni genti
podilejicich se na syntéze PHA. Hledanymi geny jsou vSechny Ctyfi tfidy PHA syntédz
(kédovany geny phaC, phaFE, phaR), které katalyzuji polymeraci. Dale jsou hledany kli¢ové
geny kodujici enzymy podilejici se na tvorbé PHA ze sacharidii a mastnych kyselin (pha4,
phaB, phaJ, phaG, fabG). Zoptimalizovana metoda byla pak pouzita pro otestovani 77
mikrobidlnich kmenii zahrnujici 16 riznych mikrobidlnich rodi. U vétSiny z téchto
mikroorganizmu byla potvrzena pfitomnost, alespont jednoho z nich. Pouze u 10 kmenti
nebyla potvrzena zadna ptitomnost sledovanych genti. Pfitomnost klicové PHA syntazy

byla potvrzena u 47 kmen.

Zoptimalizovand metoda v této praci pfinasi cenné informace o biochemickych pochodech
pro tvorbu PHA u testovanych mikroorganizmi. Diky ni Ize nalézt nové producenty PHA a

substrat, ktery vyzaduji pro tvorbu.

Klicova slova: polyhydroxyalkanolat, biomaterial, PCR, biotechnologie



ABSTRACT

Nowadays, biomaterials have been increasingly used in medical applications. These
biomaterials incorporate polyhydroxyalkanoates (PHA), a considerable group of polymers
that are both biodegradable and biocompatible. This group of polymers is produced by some
microorganisms as an energy supply. The discovery of these PHA producers and the
comprehension of their biochemistry of biosynthesis lead to the detection of convenient
conditions to produce PHA. Actually, it is possible to determine what is their preferred

substrate for PHA production and what type of PHA they are able to produce.

This thesis optimizes polymerase chain reaction (PCR) method for detecting genes involved
in PHA synthesis. The detecting genes are all four classes of PHA synthase (encoded by the
phaC, phaE, phaR genes), which catalyse polymerization. Furthermore, key genes encoding
enzymes involved in the formation of PHA from carbohydrates and fatty acids (phaA, phaB,
phaJ, phaG, fabG) are sought. Then, the optimized method was used to test 77 microbial
strains comprising 16 different microbial genera. Most of these microorganisms have been
confirmed by the presence of at least one of them. Only in 10 strains no presence of
monitored genes was confirmed. The presence of key PHA synthase was confirmed in 47

strains.

The optimized method in this thesis provides valuable information about biochemical
processes for PHA synthesis in examined microorganisms. Thanks to this are possible to

recover new producers of PHA and the substrate they require for PHA synthesis.

Keywords: polyhydroxyalkanolate, biomaterial, PCR, biotechnology
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UvVOD

Jiz na poCatku 17. stoleti zazné€la slavna otazka: ,,Byt ¢i nebyt? od slavné postavy Hamleta
zjedné ze Shakespearovych tragédii (Shakespeare, 2016). Dnes se zahlcenim zprav o
znecdisténi nasi planety predevsim polymernim materialem bychom tuto otdzku mohli upravit
na: ,,Byt ¢i nebyt s polymery?“. I pies neustale nartistajici znecisténi polymernim odpadem
a narustajicimu se poctu odptrcii polymerti by mélo byt odpovédi: ,,Urcité byt (Ritchie a
Roser, 2019). Pii hlubsim zamysleni je tato odpovéd’ ziejma. Protoze bez polymert nelze
zit. Samotné nasSe t¢lo obsahuje polymery (naptf. bilkoviny, nukleové kyseliny) a i
v rostlinach jsou polymery. Takze kdyby nebyly polymery, nebyli by lidé, zvifata a ani
rostliny a tim pddem by nebyl ani zivot. Pak by tedy otdzka: ,,Byt ¢i nebyt?* byla tplné
zbyte¢na (Stoklasa, 2005). Mozna lepsi otazka by byla: ,,Byt ¢i nebyt se syntetickymi
polymery. Vyrabime z nich nejriznéjsi vyrobky od nabytku ptes rizné soucastky po obaly,
biomaterialy, a dokonce jsou soucasti kosmetickych vyrobkl. Syntetické polymery jsou
dalezité pro veskery primysl (Mishra, 2019). Dokézala by viitbec dnesni spolecnost se obejit
bez téchto véci a tim i bez syntetickych polymert? Pfestoze prvni synteticky polymer byl
vyroben teprve v roce 1907 myslim si, ze uz bychom nezvladli zit bez syntetickych polymeri
(Crespy, Bozonnet a Meier, 2008). OvSem pokud budeme nadale znecistovat nasi planetu
nejspiS uz nebudeme kde moct zit. Dalsi otdzkou pak je: ,,Jak zit s polymery?*“. Odpovédi
by mohlo byt ptedchazeni vzniku odpadu, recyklace, pouzivani biodegradovatelnych
polymert a cirkularni ekonomika. Jednim z pfikladu feSenim této otazky je 1 mikrobni
produkce polyhydroxyalkanoitu (PHA). PHA maji diky své uplné biodegradovatelnosti,
biokompatibilit¢ a podobnym mechanickym vlastnostem polypropylenu (PP) Siroké
uplatnéni pifedev§im jako jednorazovy plast (Rai et al., 2011a; Kosior, Messias a Fowler,
2006). BohuZzel vyroba PHA oproti PP je drazsi, proto nachdzi uplatnéni predevs§im jako
biomaterial (Thorat Gadgil, Killi a Rathna, 2017).

S prodluzujici se délkou Zivota roste potieba po téchto biomaterialech, proto je nezbytné
hledat levnéjs$i metody produkce, nové producenty a syntetizovat PHA s optimalnimi
vlastnostmi pro danou aplikaci. Screening gent podilejici se na produkci PHA vede k
pochopeni syntézy PHA a nelezeni novych producenti a tim mtize vést i k sniZzeni ceny PHA

a nalezeni dalSich typti PHA.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYHYDROXYALKANOATY

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) neboli polyhydroxy mastné kyseliny jsou skupinou
polyestert, které jsou syntetizovany mikroorganizmy. Molekula PHA je tvofena 600 az
35000 monomernimi jednotkami (R)-hydroxy mastné¢ kyseliny (Khanna a
Srivastava, 2005). Kazdy mer obsahuje postranni fetézec (R), ktery je obvykle tvoien
nasycenou alkylovou skupinou viz (Obr. 1 a Tab. 1) nebo méné ¢asto nenasycenou alkylovou
skupinou, rozvétvenou alkylovou skupinou ¢i substituovanou alkylovou skupinou (Lu,
Tappel a Nomura, 2009). PHA Ize na zéklad€ poctu uhliku postranniho fetézce rozdé€lit na
PHA s kratkym fetézcem (scl PHA) s 3-5 uhliky, se stifedné dlouhym fetézcem (mcl PHA) s
6-14 uhliky a dlouhym fetézcem (Icl PHA) s vice jak 15 uhliky (Khanna a Srivastava, 2005).
Diky této rozmanitosti mert tvotici PHA existuje pfes 150 riznych typt PHA, které miizou

byt jako homopolymery i kopolymery (Zinn a Hany, 2005).

PHA se tadi mezi biodegradovatelné polymery, coz podle normy Mezindrodni organizace
pro normalizaci ISO 472:2013, 2013 znamend, Ze jejich chemickd struktura podléha
degradaci zptsobenou biologickou aktivitou, pfedev§im enzymy. Podle stejné normy (ISO
472:2013, 2013) patii PHA 1 mezi biologicky recyklovatelné polymery, protoze se za
fizenych podminek rozpadaji az na stabilizované organické zbytky, vodu a oxid uhliéity pti
aerobnich podminkéach kompostovani a pti anaerobnich podminkach navic vznika methan.
Biodegradabilnich polymerti je celd fada. Zahrnuji jednak pfirodni polymery (kolagen, chitn,
Skrob, celuldza atd.) 1 syntetické (polylaktid, polyglykolid atd.) (Vroman a Tighzert, 2009).
Vyhodou PHA oproti nékterym jinym biodegradovatelnym polymeriim je, ze na mikrobialni
produkci PHA se nevyuZziva zem&délska pida. OvSem vzhledem nizké a stale drahé produkci
se PHA syntetizuje i pomoci geneticky upravenych rostlin, kde uZz je potfebnd zeméd¢lska
puda (Flickinger a Drew, 1999). Diky své biodegradovatelnosti ma potencionalni vyuziti
jako obalovy material a vyrobé zemédé€lskych folii (Chen, 2011; Bucci, Tavares a Sell,
2005). Je pravdépodobné, ze PHA ¢asem dokonce nahradi typické obalové materidly jako je
polyetylen, polypropylen a polyetylentereftalat (Kosior, Messias a Fowler, 2006).

Dalsi vyhodou je biokompatibilita PHA s krvi a tkdnémi. Lze ho tedy vyuzit jako material
pro chirurgické implantaty a na sutury ran. Ve farmacii se vyuziva jako material na vyrobu

1ékovych mikrokapslich a jako obalovy materiél tablet (Sharma a Mudhoo, 2011).
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Obrazek 1 PHA (upraveno dle Tan et al., 2014)

Tabulka 1 Nazvy PHA podle poctu uhliku a navdzaného substituentu (upraveno dle
Tan et al., 2014)

R skupina Pocet uhliki Nézev polymeru

Methyl 4 Poly(3-hydroxybutyrat)
Ethyl 5 Poly(3hydroxyvalerat)
Propyl 6 Poly(3-hydroxyhexanoat)
Butyl 7 Poly(3-hydroxyheptanoat)
Pentyl 8 Poly(3-hydroxyoktanat)
Hexyl 9 Poly(3-hydroxynonanoat)
Heptyl 10 Poly(3-hydroxydekanonat)
Oktyl 11 Poly(3-hydroxyundekanonat)
Nonyl 12 Poly(3-hydroxydodekanonat)
Decyl 13 Poly(3-hydroxytridekanonat)
Undecyl 14 Poly(3-hydroxytetradekanonat)
Dodecyl 15 Poly(3-hydroxypentadekanonat)
Tridecyl 16 Poly(3-hydroxyhexadekanonat)
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1.1 Historie

Historie PHA zacala jiz vroce 1926, kdy Lemoign objevil poly(R-3-hydrovybutyrat)
(P(3HB)). Lemoing izoloval a charakterizoval P(3HB) z bakterie Bacillus megaterium
(Lemoigne, 1926). Od té doby bylo PHA nalezeno v fad€ grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii i archebakterii (Lee, 1996). S dalsim objevem pfisli vroce 1958. Macrae a
Wilkinson (1958) zjistili, ze P(3HB) bakterie produkuji pii nadbytku uhliku a nedostatku
dusiku . Z tohoto objevu usoudili, ze mikroorganizmy P(3HB) produkuji jako intracelularni
zasobni latku. S rokem 1973 pfiSla ropnd krize, coz vedlo ke hledani alternativnich zdroja
plasti (Volova, 2004). Této situace vyuzila firma Imperial Chemical Industries (ICI Ltd.,
UK) a pfisla v roce 1976 na trh s kopolymerem poly(3-hydroxybutyrat-3-hydroxyvalerat)
(P(3HB-co-3HV)), ktery pojmenovali jako Biopol™. OvSem tento kopolymer byl vyrazné
draz$i nez obvyklé plasty. Cenu snizila vroce 1996 americkd firma Monsanto, ktera
zakoupila prava Biopolu™ a zacala jej produkovat transgennimi rostlinami (Flickinger a

Drew, 1999).

Dnes jiz jsou PHA vyrabény fadou firem pod riznymi komerénimi ndzvy napt. Biocycle,
Biogreen, Biomer, Ecogen, Goodfellow, Jiangu Nantian, Minerv-PHA, Mirel, Mtabolic,
Nodax a Tepha (Bugnicourt et al., 2014). Z Ceskych firem je to firma Nafigate corporate,
ktera pfisla na trh s konceptem Hydal. Hydal vyuzivé na produkci P(3HB) odpadni fritovaci
olej jako vhodny substrat pro mikroorganizmy. Nafigate prodava jednak know-how vyroby
P(3HB) a také vyrabi z P(3HB) peelingové kousky do sprchového mléka, ¢im ptedchézi
k dostavani se mikroplastli do Zivotniho prostfedi. Jejim dal$im produktem je opalovaci
krém, kde vyuziva P(3HB) jako ochranu proti ultrafialovému zéfeni (UV) (Biotechnologie

Hydal, c2019).

1.2 Materialové vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty maji podobné materidlové vlastnosti jako tradi€né uzivané plasty
(napt. PP). Diky nim PHA ziskal velky z4jem ve véd¢ i primyslu. OvSem tyto parametry se
mohou pohybovat v Sirokém rozmezi, protoZe jsou ovlivnény mnoha parametry napt. typem
monomerni jednotky, chemickou strukturou, a ptedev§im molekulovou hmotnosti.
Polyhydroxyalkanoaty s kratkymi fetézci jsou nepruzné a kiehké kvali vy$$i Grovni
krystalinity, a proto tyto PHA pak nejsou vhodné pro komeréni vyuziti jako jsou obaly ¢i
biomedicinské aplikace. Nicméné mcl PHA maji vyssi elongaci pii pretrzeni a nizsi teplotu

skelné¢ho prechodu, proto se chovaji elasticky (Rai et al., 2011a). Podobné jako mcl PHA
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se chovaji i Icl PHA. Polyhydroxyalkanoaty s dlouhymi fetézci maji jesté nizsi teplotu
skelného pfechodu a vyssi viskozitu. K ziskdni nejlepsich vlastnosti se vytvari kopolymery
s ruzné dlouhych fetézct. Diky kopolymeraci maji PHA lepsi taznost a zpracovatelnost i pro
komer¢ni a biomedicinské aplikace (Singh et al. 2017; Kumar et al., 2015). V (Tab. 2) je
souhrn tepelnych a mechanickych vlastnosti vybranych PHA spole¢né s tradi¢nimi

polymery jako je PP a nizkohustotni polyetylen (LDPE).

Tabulka 2 Materialové vlastnosti PHA (PHB — polyhydroxybutyrat, PHV —
poyhydroxyvalerat, PHHD — polyhydroxyhexadekanat, PHOD — polygydroxyoktadekanat,
PHO - polyhydroxyoktanat, PHHx —polyhydroxyhexanodt, PHA - smés
polyhydroxyalkanoati) (upraveno dle Singh et al., 2019)

Material, molové frakce u | Teplota | Teplota | Youngiiv | Pevnost | Elongace
kopolymert tani skelného | modul v tahu pri
(°C) | prechodu | (GPa) (MPa) pretrzeni
°C) (o)
P(3HB) 180 4 3,5 40 5
P(3HB-co-3HV), 80:20 145 -1 0,8 20 50
P(3HB-co-3HA), 94:6 133 -8 0,2 17 680
P(3HB-co-3HHD-co-3HOD), 131 -14 0,3 19 723
95,7:1,0:1,8:1,5
P(4HB) 53 -48 0,149 104 1000
P(3HB-co-4HB), 84:16 152 -8 - 26 444
P(3HO-co-3HHXx), 88:12 61 -35 0,008 9 380
PP 176 -10 1,7 38 400
LDPE 130 -36 0,2 10 620

1.3 Vyuziti

Polyhydroxyalkanoéty se fadi mezi idealni kandidaty materialt pro baleni potravin. Maji
slibné vlastnosti pro tento Ucel jako je biologicka rozlozitelnost, hydrofobicita, netoxicita,

nelinearni optickd aktivita, termoplasticita a nepropustnost pro plyny a vodu
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(Bugnicourt et al., 2014; Koller, 2014; Tan et a/l.,2014; Rhim, Park a Ha, 2013; Gao et al.,
2011; Chen, 2009; Thellen et al., 2008; Khanna a Srivastava, 2005; Choi et al., 2003;
Sudesh, Abe a Doi, 2000).

Dalsi moznou aplikaci PHA jsou potahy papiru a lepenek pro baleni potravin. Pfi naneseni
potahu z PHB a P(3HB-co-3HV) na papir a karton byla prokdzana schopnost snizit absorpci
vlhkosti a paropropustnosti (Cyras, Soledad a Analia, 2009; Cyras et al., 2007 a Kuusipalo
2000a, 2000D).

Jelikoz stale roste poptavka po biologicky rozlozitelnych plastech, ktera je pohanéna
vladnimi ptfedpisy i1 politikou proti plastim na jedno pouziti a s trendem zavadéni
udrzitelného rozvoje a obc&hového hospodarstvi, je stile vétsi poptavka i po PHA.
Predpoklada se, ze biologicky rozlozitelné plasty budou casem dominovat v riznych
aplikaci, pfedev§im v obalovych materidlech. Mezi klicové hrace pro produkci PHA se dnes
fadi Kaneka Corporation (Japonsko), Danimer Scientific. (USA), Shenzhen Ecomann
Biotechnology Co., Ltd (Cina), Bio-On Sl (Italie), Newlight Technologies, LLC (USA) a
TianAn Biological Materials Co. Ltd. (Cina). Danimer Scientific (USA) je nejvét§im hra¢em
na trhu s PHA, kterd se stdle rozSifuje pfedev§im do zemich Severni Ameriky a Asijsko-
pacifické oblasti. Kaneka Corrporation (Japonsko), kterd v roce 2019 chtéla zvysit svou
vyrobni kapacitu na 5 000 tun PHA za rok (Polyhydroxyalkanoate (PHA) Market by Type
(Short Chain Length, Medium Chain Length), Production Method (Sugar Fermentation,
Vegetable Oil Fermentation, Methane Fermentation), Application, and Region — Global
Forecast to 2024, 2019).

Ovsem cena PHA je stile draz$i nez u bézné pouZzivanych obalovych materialli, proto

nachdazi uplatnéni predevsim jako biomaterial (Thorat Gadgil, Killi a Rathna, 2017).

1.3.1 Biomaterial

Biomaterialy jsou materidly pouZivané na zatfizeni, které nahrazuji ¢ast téla ¢i jeho funkci
bezpe¢nym a fyziologicky pfijatelnym zplsobem. Jedna se o materidly pro pouziti
v medicinskym aplikacim uréeny ke kontaktu s biologickymi systémy (Park a Lakes, 2007).
Aby mohl byt dany materidl pouzit do biomedicinskych aplikaci musi byt biokompatibilni,
coz je schopnost podporovat vhodné bunécnou aktivitu bez vyvolani systémovych reakci
pacienta, ani jeho produkty vznikajici degradaci nesmi vyvolavat zanéty (Shoichet, 2010).
Na testovani pozadavki biokompatibility v Ceské republice se vyuZivd norma vydavana
Mezinarodni organizaci pro normalizaci ISO 10993 - Biologické hodnoceni zdravotnickych

prosttedkt (ISO 10993, 2010).
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Pti studiu biokompatibility in vivo PHA vyvoldvaly minimalni imunitni odpovéd’ podobnou
bézné pouzivanym chirurgickym materialim jako je hedvabi ¢i katgut (Brigham a Sinskey,
2012). Vyvojem PHA l1ze docilit vhodnych mechanickych vlastnosti i pozadovanou dobou
biodegradace pro konkrétni aplikaci (Chen, 2010a). Schopnost biodegradace PHA je
dilezitou vlastnosti pro aplikace v tkdnovém inzenyrstvi a pti dodavkach 1ékti (Chen a Wu,
2005). Vhodnost této aplikace podporuje i snadna ptilnavost a mnozeni bun¢k jako jsou
adrenokortikalni buiiky, epitelidlni bunky, fibroblasty, hepatocyty, chondrocyty,
mezenchymalni kmenové bunky, nervové kmenové bunky, osteoblasy a vaskuldrni bunky
hladkého svalstva, proto se PHA vyuziva jako scaffold. Dalsi skvélou vlastnosti PHA je
schopnost degradovat povrchovou erozi, proto jsou PHA idealnimi kandidati na pouziti jako

nosice 1é€iv (Chen, 2010a).

Dale se PHA pouziva v Siroké skéle chirurgickych material a implantata jako jsou cvocky,
chirurgicka sit, koliky, kostni dlahy, kostni hmozdinky, nyty, stehy, svorky, Srouby,
ortopedické, obvazy na rany, zafizeni na opravu menisku, zaplaty na implantaty a peany a
Zilni chlopné (Chen, 2010a). V roce 2009 byl objeven potencial vyuziti PHA granuli jako
proteinovy imobilizér, ktery lze pouzit pifi diagnostice a v terapeutickych aplikaci

(Grage et al., 2009).

Dulezitym progresem v pouziti PHA bylo schvaleni prvniho komeréniho produktu z PHA
TephaFLEX® americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug

Administration) pro biomedicinské aplikace (Lizarraga-Valderrama et al., 2016).

Svymi jedine¢nymi vlastnostmi (vysoka kompatibilita s nervovymi buitkami a kontrolované
degradace od povrchu) je PHA ideélni kandidat pro vyrobu potrubi pii opravach perifernich
nervil. Polyhydroxyalkanolaty jsou dokonce vhodnéjsi pro tyto aplikace, nez jiné pouzivané
polymery pro tuto aplikaci jako je napf. polylaktid (PLA), polyglykolid (PGA). Protoze PHA
ma kontrolovanéj$i degradaci od povrchu, kdeZzto ostatni degraduji hromadnou erozi
(Lizarraga-Valderrama et al., 2016). U P(3HB) byla dokonce prokdzdna schopnost opravy
nervoveé mezery velké 40 mm (Mohanna, Terenghi a Wiberg, 2009).

Polyhydroxyakanolaty lze aplikovat i pfi operacich kardiovaskularniho systému. Jednim
z vyuZiti jsou P(3HB) néplasti, které slouzi k uzavteni perikardu po operaci srdce k zabrané
adheze mezi srdcem a hrudni kosti. U téchto naplasti bylo prokdzano snizeni zdnétu, absence
infekce a nepfitomnost pooperacnich adhezi. Studium P(3HB) néplasti bylo provedeno i na
1écbu defektu siiového septa, u které zajistily plnou regeneraci endotelu (Williams a

Martin, 2005).
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Dale jsou PHA vhodné pro fizenou regeneraci kosti a tkani, ktera lze pouzit napft. pii 1écbé
paradont6zy. Toto onemocnéni zplisobuje degradaci alveolarni kosti a paradontu a pouziti
bariérové membrany z PHA vede k lepsi regeneraci poskozené tkané (Williams a Martin,
2005; Zinn, Witholt a Egli, 2001).

Vyuziti PHA v reparacich kosti je t¢Z vhodnou volbou. Diky povrchové degradaci poskytuji
lepsi mechanickou oporu a poskytuji delsi ¢as pro obnovu kosti nez ostatni pouzivané
polymery a tim snizuje riziko selhani implantatu (Rose a Oreffo, 2002). Kopolymery
P(3HB-co-3HHX) jsou vhodné pro pouziti v tkdnovym inzenyrstvi chrupavek kvili svym
elastomernim vlastnostem a podporovanim produkce extraceluldarniho matrixu v kloubni
chrupavce (Deng et al., 2003).

Dalsi vyuziti PHA je jako nosi¢ 1é¢iva. Pfi vneseni naplnéné PHA matrice 1é¢ivem do tcla
dochazi k pribéznému uvoliovani 1éciva v diskrétnich davkach, protoze se PHA postupné
degraduje pomoci nespecifickych lipaz a esterdz. Vyhodou PHA nosicl je moznost ovlivnit
kinetiku uvolfiovani Gpravou polymernich vlastnosti napi. zménou postrannich fetézct

monomeru (Lizarraga-Valderrama et al., 2016).
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2 PRODUCENTI POLYHYDROXYALKANOATU

Mezi producenty PHA je zahrnovéano vice jak 70 bakteridlnich a archadlnich rodt (Lu,
Tappel a Nomura, 2009; Poli et al., 2011). Mikroorganizmy produkuji PHA jako zasobarnu
uhliku, kterd jim pomdha pro preziti stresovych situacich. Proto jsou producenti PHA
odolngjsi vuci stresu, jako je UV zéfeni, teplo i osmoticky Sok (Kadouri et al., 2005).
Producenti PHA jsou jako biokatalyzatory, ktefi dokazou spojovat velké mnozstvi uhliku
metabolickymi drahami. Mezi zdroje téchto uhlikt pafi sacharidy (napf. arabinodza, fruktoza,
glukéza, maltoéza), n-alkdny (napf. hexan, oktan, dodekan), n-alkanové kyseliny
(napf. kyselina octova, kyselina maselna, kyselina valerova, kyselina laurova), n-alkoholy
(napf. methanol, ethanol, glycerol oktanol) a plyny (napt. methan a oxid uhli¢ity) (Verlinden
et al., 2007; Anderson a Dawes, 1990). Dokonce dokazou producenti PHA pfeménovat
odpadni latky s obsahem uhliku na PHA (Koller ef al., 2010). Mezi tyto odpady patii napf.
fritovaci olej, odpad z octu, potravinovy odpad, zemedélsky odpad, odpadni voda, surovy

glycerol z vyroby bionafty, plastovy odpad a skladkové plyny (Tan et al., 2014).

2.1 Gramnegativni bakterie

Vétsina z PHA producentl jsou gramnegativni bakterie (Lu, Tappel a Nomura, 2009). PHA
s kratkym fetézcem jsou syntetizovany s vysokou produkci mnoha gramnegativnimi
bakteridlnimi rody napt. Azohydromonas, Burkolderia a Cuprividus (Tan et al., 2014).
U Azohydromonas lata (ATCC 29714) byla prokazana schopnost produkovat P(3HB)
v 50 % az 88 % hmotnosti z celkové hmotnosti vysusenych bunék (% CDM) z riznych
cukernych zdrojt jako je glukoza, fruktéza a sachar6za (Grothe, Moo-Young a Chisti, 1999;
Wang a Lee, 1997; Gomez et al., 1996; Yamane, Fukunaga a Lee, 1996). Oproti tomu
Burkolderia sp. USM (JCM 15050) vytvati az 69 % CDM P(3HB) z mastnych kyselin
(Chee et al., 2010). U Cupriavidus necator H16 (ATCC 17699) byla prokazana schopnost
pouZivat rozmanité substraty jako jsou sacharidy (glukoza, fruktéza), CO-, rostlinné oleje
(kukufi¢ny, olivovy a palmovy olej), n-alkanové kyseliny (kyselina 4-hydroxyhexanova) pro
tvorbu P(3HB) v 67-88,9 % CDM (Fukui a Doi, 1998; Gomez et al., 1996;
Valentin et al., 1994; Sonnleitner et al., 1979). Kvili vysoké produkci se Casto se tyto
gramnegativni bakterie pouzivaji v primyslu (Chen, 2010b). Dal§imi gramnegativnimi
producenti produkujici scl PHA jsou methylotrofni bakterie, diky kterym by mohlo dojit ke
snizeni ceny PHA, protoze methanol je levnéjsi substrat, néz Casto pouzivané cukerné

substraty (Khanna a Srivastava, 2005). Mezi tyto methalofilni bakterie patii
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Methylobacterim extorquens (ATCC 55366) a Paracoccus denitrificans (ATCC 177741)
s produkci P(3HB) az 46 % CDM z methanolu a produkci P(3HV) s az 24 % CDM z n-
penthanolu (Yamane, Chen a Ueda, 1996; Bourque, Pomerleau a Groleau, 1995).

Mezi producenty mcl PHA se fadi zastupci z rodu Pseudomonas. Mezi tyto zastupce patii
Pseudomonas putida mt-2 (NCIMB 10432) s produkci az 77 % CDM z kyseliny oktanové
(Shahid et al., 2013). U nékterych zastupcii z rodu Pseudomonas byla prokézana schopnost
produkovat kopolymery scl-mcl PHA. Mezi tyto druhy patti P. marginalis (DSM 50276),
P. mendocina (ATCC 25411), P. putida GPol (ATCC 29347) a P. oleovorans (ATCC 8062)
pfi pouziti n-alkanoatl a 1,3-butandiolu jako zdroje uhliku. Kopolymer scl-mcl PHA u
vétsSiny pseudomonad obsahuje mensi mnozstvi scl PHA (méné nez 7,8 mol% P(3HB),
ovSem u P. oleovorans (ATCC 8062) pii pouziti 4-hydroxyhexanové kyseliny jako substratu
vznikd scl-mcl PHA kopolymer obsahujici mery s prevahou scl PHA (92,4 mol% P(3HB))
(Lee et al., 1995; Valentin et al., 1994; Gross et al., 1989). Rod Pseudomonas je zndm pro
své bioremediacéni vlastnosti a dokaze dokonce zpracovat toxické a nerozlozitelné substraty
s aromatickymi uhliky (Poblete-Castro et al., 2012). Této vlastnosti bylo vyuzito a byla
prokazéna u P. putida F1(DSM 6899), P. putida mt-2 (NCIMB 10432) a P. putida CA-3
(NCIMB 41162) schopnost pieménit toxické latky (ethylbenzen, benzen, toulen, xylen a
styren) na mcl PHA (Nikodinovic et al., 2008).

Tvorba PHA byla zaznamenana i1 u gramnegativnich extremofilnich bakterii. U téchto
bakterii dochazi k produkci PHA jen za specidlnich kultiva¢nich podminek, bud’
v substratech s vysokou koncentraci soli nebo za zvySené teploty. Mezi tyto extremofilnich
producenty patii halofilni Halomonas boliviensis LC1 (DSM 15516) s produkci 56 % CDM
P(3HB) =ze S$krobového hydrolyzatu a 0,77 M koncentraci NaCl a termofilni
Termus thermophilus HB8 (ATCC 27634) s produkci 35,6 % CDM kopolymeru scl-mcl
PHA ze syrovatky pii kultivaci pti 70 °C (Pantazaki et al., 2009).

Velkou  nevyhodou  pouziti  gramnegativnich  producenti  je  pfitomnost
lipopolysacharidovych endotoxinll na povrchu bunééné membrany, které se mohou dostavat
do vyizolovaného PHA (Rai et al., 2011a). Tyto endotoxiny mizou vyvolavat silné zanétlivé
reakce (Ray et al., 2013), proto by byly takto kontaminované PHA nevhodné pro pouziti
jako biomaterial. Endotoxiny lze ovS§em z PHA odstranit oxida¢nimi ¢inidly (tj. chlornan
sodny, NaOH, ozon, peroxid vodiku a benzoylperoxid), opakovanim extrakci rozpoustédlem
nebo ¢isténim aktivnim uhlim po extrakci rozpoustédlem (Rai et al., 2011a; Wampfler et al.,

2010; Chen a Wu, 2005).
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2.2 Grampozitivni bakterie

Mezi grampozitivni producenty PHA jsou =zahrnuty rody Bacillus Caryophanon,
Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus, Microlunatus, Microcystis, Nocardia,
Rhodococcus, Staphylococcus, Streptomyces (Lu, Tappel a Nomura, 2009). Oproti
gramnegativnim grampozitivni produkuji mensi mnozstvi PHA, proto se v primyslu moc
nevyuzivaji (Valappil ef al., 2007; Karr, Waters a Emerich, 1983). OvSem existuje i n¢kolik
grampozitivnich bakterii s vyssi produkci, nez maji nékteré gramnegativni bakterie. Mezi
producenty s vysokou produkci se tadi Streptomyces sp. (ATCC 1238) s produkci
82 % CDM scl PHA pii pouziti glukozy jako substratu (Valappil ef al., 2007; Karr, Waters
a Emerich, 1983). N¢které grampozitivni bakterie dokazi syntetizovat i kopolymery mcl
PHA ¢i scl-mcl PHA pii pouziti vhodného substratu a kultiva¢nich podminek. Napiiklad u
Bacillus megaterium (DSM 509) pii pouziti glycerolu a kyseliny jantarové v minerdlnim
médiu doplnéného dusikem se vytvaii vyhradné P(3HB), ovSem pii pouziti stejného
substratu pouze bez dusiku vytvari kopolymery obsahujici jednotky scl i mel PHA (scl-mcl
PHA) a pii kultivaci na kyselin€ oktanové v neptitomnosti dusiku vyluéné¢ mel PHA (Shahid
et al.,2013). I ptes nizsi produkci jsou grampozitivni producenti vhodnéjsi pro vyrobu PHA
pro medicinské aplikace, protoze neobsahuji endotoxiny (Valappil et al., 2007). Nicméné
nckteré grampozitivni bakterie vytvaii lipoglykany nebo lipoteichové kyseliny, které
vyvolavaji obdobnou reakci v téle jako endotoxiny (Ray et al., 2013). Napiiklad rody
Corynebacterium, Nocardia a Rhodococcus vytvéti lipoglykany (Sutcliffe, Brown a Dover,
2010; Nigou, Gilleron a Puzo, 2003; Misaki, Azuma a Yamamura, 1977) a n¢které¢ kmeny
zrodu Bacillus, Clostridium a Staphylococcus kyselinu lipoteichovou (Sutcliffe, 1995;
Ruhland a Fiedler, 1990).

2.3 Archea

Dal8imi producenty jsou halofilni archea. Mezi tyto producenty se fadi rody Haloferax,
Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium, Halobiforma, Halococcus, Halopiger,
Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum, Halostagnicola, Haloterrigena, Natrialba,
Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus, Natronomonas a Natronorubrum
(Han et al., 2010). Halofilni archea potfebuji pro normalni aktivitu svych enzymua vysoké
koncentrace soli (az 6 M NaCl) (Danson a Hough, 1997). Produkce PHA u halofilnich archei
byla prokédzéna z glukézy, t€kavych mastnych kyselin, Skrobu, hydrolyzatu syrovatky,

vinassi a surového glycerolu produkce bionafty. Jejich produkce PHA je pfevdzné nizka
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mezi 0,8 az 22,9 % CDM. OvSem objevily se i halofilni archea s vysokou produkci. Mezi
nejlepsi producenty se fadi Haloferax mediterranei (DSM 1411) s produkcei 50-76 % CDM
pii nutné piitomnosti NaCl v koncentraci 2-5 M (Hermann-Krauss et al., 2013;
Bhattacharyya ef al., 2012; Han et al., 2010; Koller et al., 2008). Velkou vyhodou vyuziti
halofilnich archei pti ziskdvani PHA je jejich schopnost lyze v destilované vodé a tim
uvoliovat granule PHA, které se pak mohou ziskavat odstfed’ovanim pfi nizké rychlosti
(Poli et al., 2011). Nemusi se tedy pouzivat pii ziskdvani extrakcnich rozpoustédel a tim
predstavuje snadnéj$i, méné chemicky, energeticky i1 ekologicky ndro¢ny proces

(Tan et al., 2014).

2.4 Rekombinantni producenti

Pfirozeni producenti produkuji PHA pomalu s malymi vytézky, a jest¢ je v prubchu
degraduji. Tato problematika vede k rozvoji rekombinantnich producentti PHA, ktefi jsou
schopni akumulovat vysoké mnozstvi PHA a nemusi zpusobovat degradaci PHA. Diky
rekombinantnim kmeniim dochdazi i k snizovéani ceny PHA, protoze dokazi vyuzivat riizné
zdroje uhliku. Mezi rekombinantni mikroorganizmy patti Cupriavidus necator. Ten sice
dokaze PHA dobte produkovat, ov§em roste pomalu. Pomoci genetické upravy se podatilo
snizit fermentacni ¢as o 20 % pfi zachovani stejné produkce (Thirumala a Vishnuvardhan
Reddy, 2012). Divoky kmen Cupriavidus necator nedokaze vyuZzivat laktézu jako zdroj
uhliku a pfirozené dokaze rozkladat PHA. Tento nedostatek byl odstranén vybranim genu
PHA depolymerazy a nahrazenim geny pro schopnost travit laktézu, které byly ziskany
z Escherichia coli, coz umoznilo tomuto rekombinantnimu kmenu mRePT produkovat
polymer z laktézy, a 1 zvysit vytéZky (Povolo et al., 2010). Déle se hojné upravuje pro
produkci PHA Escherichia coli, kterd ptirozené¢ nedokdZe PHA tvofit, ale je dobie
prozkoumana a rychle se mnozi, proto je hojn¢ vyuzivana. Dale byly upraveny na produkci
PHA Aeromonas hydrophila, Bacillus spp., Corynebacterium glutamicum, Lactoccocus

lactis, Methylobacterium, Paracoccus denitrificans Pseudomonas a Rhizobium meliloti.

(Thirumala a Vishnuvardhan Reddy, 2012).

Pro produkci PHA byly upraveny 1 vyssi organismy (napf. kvasinky, hmyz a rostliny).
Jednim z upravenych vysSSich organismil je kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera
dokaze produkovat jen 0,5 % CDM P(3HB) (Poirier, Erard a Petétot, 2001). Pro produkci
P(3HB) byl i upraven hmyz Spodoptera frugiperda s produkei 0,16 % CDM (Williams,

Rahn a Sherman, 1996). Vhodnymi geneticky upravenymi producenty jsou rostliny.
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Tyto transgenni rostliny mohou vyrabét PHA z CO; a slune¢ni energie a tim snizit cenu PHA

(Thirumala a Vishnuvardhan Reddy, 2012).

2.5 Biosyntéza polyhydroxyalkanoatii

Byla popsana cela fada rtiznych cest, které¢ vedou k tvorbé PHA. Znalost téchto cest a
pusobicich enzymii umoznuje optimalizovat vyrobu PHA polymert Sitych na miru pro
danou aplikaci (Tan et al., 2014). Nekteré z téchto cest jsou blize popsany v nasledujicich

kapitolach.

Biosyntéza PHA je slozita a zahrnuje riizné metabolické drahy (Krebstv cyklus, Calviniv
cyklus, glykolyza, B-oxidace atd.) (Tan et al., 2014; Lu, Tappel a Nomura, 2009; Madison a
Huisman, 1999;). Rada meziproduktti téchto metabolickych cest je sdilena s PHA
metabolismem, hlavné acetylkoenzym A (acetyl-CoA). OvSem metabolismus a vznik
daného typu PHA je zavisly na nutrinich podminkach (Steinbiichel a Hein, 2001).
Naptiklad pti podminkéach bohatych na ziviny se vytvari velké mnozstvi koenzymu A (CoA)
a tim dochazi k blokaci syntézy PHA pomoci inhibice 3-ketothiolazy. Takze vytvofeny CoA
je smefovan do Krebsova cyklu pro vyrobu energie a riist bun¢k. Naopak pti nevyvazenych
podminkéch zivin (pii nedostatku zakladni Ziviny jako je dusik a fosfor a nadbytku uhliku)
hladina CoA nepisobi inhibi¢né, proto acetyl-CoA se vyuziva na tvorbu PHA (Ratledge a
Kristiansen, 2001; Jung a Lee, 2000). Diky této regulaci pro akumulaci PHA mohou

producenti PHA maximalizovat zisk z Zivin pfi riznych podminkach (Tan et al., 2014).

2.5.1 Tvorba polyhydroxyalkanatii ze souvisejicich zdroju

Rada PHA vznika ze substratil, které slouzi jako prekurzory monomeru. Vysledny PHA je
pak podobny k vychozimu substratu. VétSina téchto prekurzorG jsou rizné varianty
mastnych kyselin, které jsou producenty PHA zpracovany do podoby PHA monomert
pomoci enzymatické aktivity B-oxidace. Fyziologickou funkci B-oxidace (viz Obr. 2 cesta
A) je katabolizace mastnych kyselin pro produkci energie. Mastna kyselina je na zacatku
cyklu aktivovana pomoci acyl-CoA syntazy (FadD) a adenosintrifosfatu (ATP). Nasledné
aktivovand mastnd kyselina je oxidovana acyl-CoA dehydrogendzou (FadE) za vziku 2-
enoyl-CoA, ktery je poté hydratovan enoyl-CoA hydratdzou (FadB) za vzniku S-3-
hydroxyacyl-CoA, ktery je nésledné oxidovan na 3-ketoacyl-CoA. Nakonec ptisobi 3-
ketoacyl-CoA thiolaza (FadA) za uvolnéni acetyl-CoA a vzniku slouceniny acetyl-CoA a

mastné kyseliny, kterd je zkrdcena o dva uhliky pii probéhnuti jednoho cyklu. U
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pseudomonad je cesta produkce PHA pomoci B-oxidace dilezitd pro produkci mcl PHA
(Witholt a Kessler, 1999). Pro zlepseni produkce mcl PHA je mozné i geneticky zablokovat
FadA a FadB v B-oxida¢ni draze (Liu a Chen, 2007). Piipadn¢ Ize ovlivnit produkci PHA
pomoci transkripniho faktoru B-oxidace FadR (Qi, Steinbiichel a Rehm, 1998).

Meziprodukty B-oxidace (enoyl-CoA a 3-ketoacyl-CoA) mohou byt dale vyuzity na tvorbu
PHA pomoci enzymt. Cesta B (Obr. 2) ukazuje vyuziti enoyl-CoA pro produkci PHA. Pfi
nedostatku FadB mohou homologové enzymu FadB: PaaG, PaaF a YdbU vyrabét monomery
pro vyrobu PHA (Park a Lee, 2004; Snell et al., 2002). Kromé¢ toho existuji R-specifické
enoyl hydratazy (PhaJ a MaoC), kteii dokaZou zachytavat enoyl-CoA z B-oxidacniho cyklu
mastnych kyselin za vzniku monomertt PHA (Park a Lee, 2003; Tsuge et al., 2000; Fukui et
al., 1999). Pti cesté¢ C se (Obr. 2) vyuziva 3-ketoacyl-CoA na produkci PHA pomoci 3-
ketoacylreduktazy (FabG a RhlG), kteti ho dokdzi zachytavat z B-oxida¢niho cyklu, za
vzniku R-3-hydroxyacyl-CoA monomert pro vyrobu PHA (Nomura ef al., 2008; Park, Park

a Lee, 2002; Taguchi et al., 1999).
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Obrazek 2 Tvorba PHA pomoci B-oxidace (AMP — adenosinmonofosfat, PP; — difosfat,
NADH - nikotinamidadenindinukleotid, NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
(upraveno dle Lu, Tappel a Nomura, 2009)
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2.5.2 Tvorba polyhydroxyalkanoati s kratkym fetézcem z dalSich zdroji

Jednim ze substrati na produkci scl PHA je glukéza. Na zacatku cesty se glukdza
metabolizuje glykolyzou a vzniké pyruvat. Pfi aerobnim ristu se pyruvat prevadi na acetyl-
CoA, ktery nasledn¢ miize byt vyuzit k vyrobé redukcnich ekvivalentli pomoci cyklu
trikarboxylové kyseliny (Obr. 3 cesta A). Z glukézy miize vznikat i kopolymer scl PHA
s laktidem poly(laktid-co-3-hydroxybutyrat (Taguchi et al., 2008). Pfi syntéze tohoto
kopolymeru (Obr. 3 cesta B) se pyruvat pfeménuje na laktat pomoci laktatdehydrogenazy
(LDH). Laktat se poté¢ pfeméiuje na laktyl-CoA plsobenim pronionyl-CoA transferazy
(PCT). Kopolymer nakonec vznika kopolymeraci laktyl-CoA s 3HB monomerem vzniklym
z cesty C (Valentin a Steinbiichel, 1994). Pii této cest¢ C (Obr. 3) mikroorganizmy
pfeméiuji glukdzu na pyruvat pomoci glykolyzy a nasledné z néj vytvori acetyl-CoA. Poté
dvé molekuly acetyl-CoA spolu kondenzuji pomoci 3-ketothialazy (PhaA) za vzniku
acetoacetylu-CoA, ktery se nasledn¢ redukuje NADPH acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB)
a vznikd tak hydroxybutyryl-CoA. Poslednim krokem je samotnd polymerace
hydroxybutyrylu-CoA pomoci PHA syntazy (PhaC) za vzniku P(3HB) (Lenz a
Marchessault, 2005). Z glukézy mize vznikat i kopolymer P(3HB-co-3HV). Bézna
mikrobiologicka syntéza tohoto kopolymeru probihd ve smési glukézy a propionatu
(Holmes, 1985). Cesta D (Obr.3) popisuje cestu premény threoninu zcyklu
trikarboxylovych kyselin (TCA cyklu) na 2-ketobutyrat pomoci 3-hydroxyvalerat threonin
deaminazy (IlvA). Poté se 2-ketobutyrat redukuje pomoci pyruvatdehydrogenasou na
propionyl-CoA, ktery se ndsledné ve dvou krocich katalyzuje na 3-(R)-hydroxyvaleryl-CoA
pomoci ketothiolazy (BktB) a PhaB. Na zavér se polymeruje na kopolymer P(3HB-co-3HV)
(Slater et al., 1998). Dalsi moZnosti tvorby scl PHA z glukoézy je cesta E (Obr. 3), ktera
popisuje cestu pro vznik P(3HB) pies biosyntetickou cestu mastnych kyselin za pomoci
enzymi acetyl-CoA karboxyldzy (AccA), malonyl-CoA:ACP transacylazy (FabD), 3-
ketoacyl-ACP syntazy III (FabH), 3-ketoacyl-ACP reduktazy (FabG) (Tsay et al., 1992).
Cesta F (Obr. 3) ukazuje cestu k produkci P(3HV) ze sukcinyl-CoA vzniklého cyklem
trikarboxylové kyseliny. Sukcinyl-CoA se prostfednictvim koenzym B12 dependentni
methylmalonyl CoA mutazy (Sbm) pireméinuje na 2-(R)-methylmalonyl-CoA, ktery je
nasledn¢ pfeveden na propionyl-CoA pomoci methylmalonyl-CoA dekarboxylazy (YgfG).
Propionyl-CoA se poté pievadi na 3-ketovaleryl-CoA a nasledné na (R)-3-hydroxyvaleryl-
CoA, ze kterého nésledné vznikne P(3HV) (Aldor et al., 2002). Cesta G (Obr. 3) ukazuje
produkci P(4HB), pii které se vyuziva k polymeraci monomer 4-hydroxybutyryl-CoA
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z sukcinyl-CoA vznikly z trikarboxyldzového cyklu. V prvni fazi sukcinat depolymeraza

(SucD) katalyzuje proménu sukcinyl-CoA na sukcinat-semialdehyd, ktery se pak redukuje

na 4-hydroxybutyrat pomoci 4-hydroxybutyrat

dehydrogenazou (4HbD). Nasledné se 4-

hydroxybutyrat ptevadi na 4-hydroxybutyryl-CoA pomoci 4-hydroxybutyrylové kyseliny-
CoA transferazy (Catl nebo Cat2) (Hein et al., 1997; Saito a Doi, 1994).
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2.5.3 Tvorba polyhydroxyalkanoati se stfredné dlouhym retézcem z dalSich zdroju

Existuje fada zptisobt biosyntézy mcl PHA z nesouvisejicich zdroji uhliku s danym PHA
produktem (Obr. 4). VSechny tyto zpusoby jsou odvozeny z drahy biosyntézy disociované
kyseliny. Na rozdil od B-oxidace (viz Obr. 2 cesta A), ktera redukuje mastné acylové
substraty o dva uhliky za uvolnéni acetyl-CoA pii kazdém cyklu a kde jsou veskeré
meziprodukty spojené s CoA, biosyntéza mastnych kyselin (Obr. 4 cesta A) vytvaii mastné
kyseliny pfiddvanim po dvou uhlicich za jeden cyklus prostfednictvim meziprodukt
spojenych s acylovym nosnym proteinem (ACP). Tyto biosyntetické drahy mastnych
kyselin jsou pfitomny ve vSech organismech, proto byly pouzity u rekombinantniho
producenta PHA Escherichia coli. Schopnost produkovat PHA (Obr. 4 cesta B a E) byla u
toho mikroorganizmu zptisobena pomoci genu pro FabH, ktery mé specifickou mutaci, ktera
meéni substratovou specifitu s riiznymi geny PHA syntdzy. Tato Gprava vede k produkei scl-
mcl PHA kopolymert pfi nadbytku glukézy (Nomura et al., 2005; Nomura et al., 2004a;
Nomura et al., 2004b). Dale 1ze geneticky modifikovat geny pro thioesterazy (TesA), diky
¢emuz lze produkovat mcl PHA pomoci B-oxidace (Obr. 4 cesta C), ovSem pii tomto
zpisobu je nezbytné odstranéni gent kodujici enzymy zapojené do B-oxidacni drahy (fadR
a fadB) (Rehm a Steinbiichel, 2001; Klinke et al., 1999). Cesta D (Obr. 4) vyuziva
meziprodukt (R)-3-hydroxyacyl-ACP, pii které PhaG na n¢j ptisobi jako hydroxyacyl-ACP
specificka thioesteraza a vznika (R)-3-hydroxyalkanova kyselina. Tuto hydroxykyselinu
aktivuje acyl-CoA syntaza (AlkK) za vzniku (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery nasledné je
polymerizovan (Satoh et al., 2005).

Ptitomnost biosyntetickych cest mastnych kyselin ve vSech organismech ¢ini produkci PHA
skrz tuto cestu atraktivni, protoze tyto systémy muzou byt pfeneseny na rostliny a tim i snizit
cenu PHA, diky vyuziti CO2 misto rostlinnych oleji a cukrti jako zdroje uhliku (Lu, Tappel
a Nomura, 2009).
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2.5.4 Polymerace pomoci polyhydroxyalkanoat syntazy

Pro vznik polymeru PHA je klicovym enzymem u vSech cest PHA syntaza, ktera zpisobuje

polymeraci monomernich jednotek za uvolnéni CoA (viz Obr. 5) (Rehm, 2003).

R o OH O CoA R O
-— _L>
0 R~ > SCoA 0
1

i n+1

Obrazek 5 Polymerace PHA (Rehm, 2003)

Existuji celkem cCtyfi tiidy PHA syntaz, které se rozliSuji na zaklad¢ jejich primarnich
sekvencich, substratové specifité a slozenim podjednotek (Rehm, 2003). Syntazy 1. a 2. tfidy
jsou tvofeny pouze z jedné podjednotky typu PhaC tvoticiho homodimer s molekulovou
hmotnosti mezi 61 a 73 kDA, 3. tfida tvoii heterodimer z PhaC-PhaE a 4. tfida téz tvorii
heterodimer ovSem z PhaC-PhaR. PhaC podjednotka u 3. a 4. tfidy ma hmotnost asi 40 kDa
a jeho aminokyselinova sekvence je z 21-28 % podobna s podjednotkou PhaC z 1. a 2. tfidy.
PhaE mé molekulovou hmotnost 40 kDa a PhaR 20 kDa (Rehm, 2007). Syntazy 1., 3. a 4.
ttidy upfednostiiuji monomery s kratkym fetézcem, proto pomoci nich vznikaji scl PHA, a
2. tfida uprednostiiuje monomery se stfedni délkou, proto vytvaii mcl PHA
(Chek et al., 2017).

U vSech tfid syntaz je katalyticky aktivnim mistem konzervovany cystein, ke kterému se
kovalentné ptipojuje rostouci fetézec PHA. V aktivnim misté je cystein spolu s dalSimi
konzervovanymi aminokyselinami (histidin a asparat) spojen a vytvaii katalytickou triadu
(Jendrossek, 2009).

Diky cysteinu a asparatu se nachazi v reakci dvé thiolové skupiny. Pravdépodobné thiolova
skupina aspartatu (viz Obr. 6) plisobi jako obecny bazicky katalyzator aktivujici 3-
hydroxylovou skupinu 3-hydroxybutyryl-CoA nebo véazaného 3-hydroxybutyrylu pro
nasledné reakce za vzniku kyslikové esterové vazby, coz je dulezité pro prodluzovani fetézce
(Tian, Sinskey a Stubbe, 2005a). A cysteinova thiolova skupina slouzi jako ptijimaci misto

pro substrat (Rehm, 2007).
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Obrazek 6 Model katolického mechanizmu PHA syntazy (upraveno dle Rehm, 2007)

Syntaza PHA katalyzuje reakci na rozhrani voda—polyester. Vznikajici PHA je hydrofobni,
ovSem substrat, ze kterého PHA vznika je rozpustény ve vode. Diky doméné PHA syntazy
exponované ve vodé dokazi mikroorganizmy tento substrat vyuzit pro tvorbu PHA. Syntaza
PHA zGstdva navazéna na povrchu PHA granule a vznikajici polymer roste dovniti.
Dokonce byla prok4zana vétSi enzymaticka aktivita syntdzy ptipojené k polymeru nez v
rozpus$téné forme. OvSem PHA syntdza se dokéze i rozpoustét podle dostupnosti substratu a
nasledného prodlouzeni hydrofobniho PHA fetézce (Rehm, 2003). Diky tomu vznikaji
granule PHA s hydrofobnim PHA v jadru a aktivnimi polyesterovymi syntdzami na povrchu

(Rehm, 2007).

2.6 PHA uvnitf mikroorganizmu

Mikroorganizmy PHA vytvéii jako cytoplazmatické inkluze velké 0,2—0,5um. Velikost i
pocet téchto inkluzi zavisi na daném mikroorganizmu. Inkluze z PHA se téZ oznacuji jako
karbosomy, protoZe se jednd o nadmolekularni komplexy, které uprostfed obsahuji PHA

jadro a na povrchu se nachézeji strukturalni a funkéni proteiny (viz Obr. 7) (Jendrossek,
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2009). Presné slozeni povrchu granuli stale neni znamo. Byla ovSem prokazana pfitomnost
PHA syntézy, PHA depolymerazy, PhaR a phasina (Steinbiichel ef al., 1995; Wieczorek et
al., 1995; Pieper-Fiirst et al., 1994; Griebel a Merrick, 1971). Syntdza a depolymeraza PHA
jsou klicové enzymy pro metabolismus PHA. Syntéza je nezbytna pro polymeraci a ulozeni
energie do polymeru, a naopak depolymeraza rozklad4d nahromadéné PHA a tim poskytuje
ziviny pro mikroorganizmus pii hladovéni (Schlegel a Gottschalk, 1962; Schlegel,
Gottschalk a Von Bartha, 1961). Nejvétsi podil na povrchu PHA granuli zastupuji proteiny
nazyvané phasiny, které zabraiuji koalescenci granuli in vivo tvorbou proteinové vrstvy
mezi hydrofilni cytoplazmou a hydrofobnim PHA (Wieczorek, Steinblichel a Schmidt,
1996). Phasiny i ovliviiuji kinetiku tvorby snizovanim lag faze (Jurasek a Marchessault,
2004). Tvorbu phasinti reguluje represor PhaR, ktery se téZ nachazi na povrch granuli (Potter

et al.,2002).

Dlouhd 1éta se predpokladalo, ze se na povrchu granuli nachdzi i fosfolipidy. Tento
predpoklad vychdzel z nalezeni kyseliny fosfatidové a dalsi lipidové slou€eniny pfi extrakci
PHA acetonem (Griebel, Smith a Merrick, 2002). OvSem Bresan et al. (2016) zjistili, ze
karbozomy zéstupct a-proteobakterii, B-proteobakterii a y- proteobakterii nemaji fosfolipidy
in vivo a tim i ptredpokladaji, ze u pfirodnich producenti PHA granule neobsahuji
fosfolipidy. Je proto mozné, ze se fosfolipidy vazou na hydrofobni PHA v prubéhu izolace

granuli po rozruseni buné¢k.

Fosfolipiaovél L \ons
vrstva (7) e, 0

PHA
depolymeraza

Obrazek 7 Struktura PHA granule (upraveno dle Maestro a Sanz, 2017)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Vznik PHA granuli in vivo za¢ina hned jak je poskytnut substrat tj. (R)-3-hydroxyacyl-CoA
thioesteraza. Enzym PHA syntdza je stale vyrabéna v malém mnozstvi a hned pfi pfitomnosti
substratu zacne katalyzovat jeho polymeraci. Rostouci fetézec vznikajiciho polymeru
zustava vazan k enzymu, a tim pievadi ptiivodné€ rozpustny enzym na amfipatickou molekulu
(Hezayen, Steinbiichel a Rehm, 2002). Pro vznik granuli byly popsany dva typy modeli: (A)
model micely a (B) model puceni (Obr. 8) (Rehm, 2007).

Pro nalezeni spravného modelu byla publikovana fada praci. Tian, Sinskey a Stubbe (2005b)
zjistili, ze granule vznikaji pouze ze stiedu bunky za u¢inku media¢nich prvka jako leSeni,
které poskytuji mista pro syntézu pro zahdjeni tvorby granuli. OvSem elektronovou
mikroskopii byly sledovany denaturované vzorky. Ve stejném roce byla vydana studie
pouzivajici fluorescenéni mikroskopii, ktera zjistila, Ze granule v raném stadiu jsou
lokalizovany na podlech bun€k, coZ naznacuje, Ze tvorba granuli zacind na polech bunck
podle modelu puceni (Peters a Rehm, 2005). Vznik granuli PHA na bunécnych pdlech byla
téz potvrzena barvenim granuli PHA nilskou ¢erveni (Jendrossek, 2005; Schultheiss et al.,
2005). Tyto studie in vivo podporuji model puceni diky lokalizace tvorby granuli v blizkosti
cytoplazmatické membrany na polech bunék. V obou modelech se pii tvorb& granuli PHA
syntaza pfeménuje na amfipatickou molekulu ptipojenou k vznikajicimu PHA fetézci a
proces sestavovani probihd bud’ v membrang, nebo v cytosolu (viz Obr. 8). Velikost PHA
granuli roste s ristem PHA fetézce, protoze PHA syntdza neustale pfipojuje a privadi

prekurzory z cytosolu (Rehm, 2007).
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Obrazek 8 Vznik PHA granule — modelem micely (A), modelem puceni (B) (upraveno dle
Rehm, 2007)
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3 METODY DETEKCE POLYHYDROXYALKANOATU

Existuje fada metod, jak prokazat mikrobidlni tvorbu PHA. Tyto metody Ize rozd€lit na
kvalitativni, kvantitativni a charakterizatni metody, které¢ charakterizuji PHA bud’ pfimo

v biomase nebo po jejich izolaci z mikroorganizmi (Tan ef al., 2014).

Kvalitativni metody, které prokazuji schopnost produkovat PHA u mikroorganizmd,
zahrnuji barveni, genetické testy a transmisivni elektronovou mikroskopii (TEM) (Tan et
al., 2014). Genetické testy detekuji geny zpusobujici produkci PHA a blize tato metoda je
popsana v kapitole 3.1. Barveni PHA granuli se vyuziva k rychlé detekci novych mikrobil
s potencialem produkovat PHA diky snadné ptiprave vzorki. K detekci se vyuzivaji barviva
nilskd modf, nilska Cerven a sidanska cern (Godbole, 2016; Tan et al., 2014; Burdon, 1946).
Témito barvami se mnohou jednak barvit kolonie narostené na pevnych pudach, ale i
fixované preparaty pro naslednou mikroskopii (Ostle a Holt, 1982; Godbole, 2016). Barviva
nilskd modi a nilska Cervein se mohou ptidavat i pfimo do pevnych pud pted kultivaci
(Spiekermann et al., 1999). Pti barveni kolonii na pevnych pidach pomoci sidanské cerni
se barvivo pevné vaZe na PHA granule a nasledny oplach kolonii ethanolem u producentt
PHA nedokdze vymyt barvivo, proto kolonie producentii ziistavaji tmavé a kolonie
neprodukujici PHA se odbarvi (Liu et al., 1998). U mikroskopické metody se téz sudanska
cerii pevné vaze na PHA granule, a i po oplachu xylenem zlstavaji PHA granule ¢erné a
zbytek buiiky se dobarvuje do kontrastu safraninem (Burdon, 1946). Barviva nilska modf a
nilskd Cerven se t€Z vazou na PHA granule a pfi ultrafialovém osvétleni PHA granule
vyzatuji oranzové svétlo (Godbole, 2016). OvSem barveni miize nékdy vykazovat faleSné
vysledky diky pfichytavani barviv na nepolyhydroxyalkanolatové lipidové slouceniny ¢i
odbarvenim PHA granuli (Spiekermann et al., 1999). Oproti tomu TEM poskytuje ptimou
vizualizaci intracelularnich PHA granuli, avSak pfiprava vzorkll je ¢asové naro¢nd a
vyzaduje pouziti radioaktivnich chemikalii (Bassas Galia, 2010). VSechny tyto kvalitativni

metody ovSem nedokazi kvantifikovat mnozstvi PHA ani poskytnou informace o slozeni.

Pro ur¢eni mnozstvi PHA lze jednak zjistit obsah PHA vaZenim po izolaci, ale 1ze pouzit i
spektrofotometrické stanoveni (Godbole, 2016). Kvantifikovat pomoci spektrofotometrické
metody lze jenom P(3HB). Pfi této metode se P(3HB) preménuje na kyselinu krotonovou
pfi zahiivani v koncertované kyselin¢ sirové. Nasledné¢ se obsah P(3HB) stanovi
spektrofotometricky méfenim vzniklého roztoku pfi vinové délce 235 nm (Valappil et al.,
2007; Karr, Waters a Emerich, 1983; Ward a Dawes, 1973). Dale lze kvantifikovat 1

charakterizovat PHA pomoci modernich analytickych metod, kterymi jsou infracervena
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spektroskopie s Fourierovou transformaci (Hong et al., 1999), kapalinovou chromatografii
(Grubelnik et al., 2008; Hesselmann et al., 1999) a plynovou chromatografii (Bassas
Galia, 2010).

Pro dalsi charakterizaci PHA Ize po izolaci pouzit nuklearni magnetickou rezonanc¢ni
spektroskopii, hmotnostni spektroskopii, stanovit tepelné vlastnosti pomoci diferencni
skenovaci kalorimetrie ¢i diferencidlni termické analyzy, krystalinitu a mechanické

vlastnosti (Tan et al., 2014).

3.1 Genetické testy

Pro detekci gent podilejici se na tvorbé PHA se vyuziva polymerdzova fetézova reakce
(PCR) (Tan et al., 2014). PCR je reakce, kterd umoziuje zesileni specifického fragmentu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (tj. PCR produktu) ze slozitého fondu DNA (tj. Sablony)
(Mullis, 1990). V PCR se vytvaii kopie dané¢ho fragmentu (amplifikace) za potiebi pouze
stopového mnozstvi DNA, proto se jedna o velmi citlivou metodu (Garibyan a Avashia,

2013).

Pro provedeni PCR je zapotiebi pifitomnosti Sablony DNA, paru primert, nukleotidi a
polymerazy DNA. Nukleotidy (adenin, thymin, cytosin a guanin) slouzi jako zakladni
kameny pro stavbu vysledného produktu PCR. Tyto nukleoidy jsou spojovany enzymem
DNA polymerdzou (Garibyan a Avashia, 2013). V PCR se vyuZziva teplotn¢ stabilni
polymerdaza DNA nazyvajici se Tag DNA polymeraza, kterd byla ziskdna z bakterie

Thermus aquaticus (Lorenz, 2012).

Primery jsou kratké useky DNA s definovanou sekvenci, které ohranicuji cilovou DNA,
ktera ma byt amplifikovana a detekovana. Jejich délka je 15 az 30 bazi. Primery slouzi jako
pocatecni bod pro DNA polymerazu, na které mtize stavét dany PCR produkt (Garibyan a
Avashia, 2013). Pro prokéazéani schopnosti produkce PHA jsou pary primerii navrhnuty tak,
aby doslo k amplifikaci gent podilejici se na syntéze PHA, tj. pfedev§im PHA syntazy (gen
phaC). PHA syntdza je enzym, ktery zpusobuje produkci PHA. Pfitomnost genu phaC je
typickd u PHA-akumulujicich mikroorganizmi a nepfitomnost u neprodukujicich
mikroorganizmd, proto phaC slouzi jako zaklad pro identifikaci potencionalnich producenti
PHA (Revelo Romo et al., 2007). OvSem pomoci PCR lze detekovat i1 dalsi geny podilejici
se na produkci PHA, které jsou bliZze popsany v kapitole 2.5. Pro Gispé€Snou amplifikaci musi
byt dané primery vhodné navrhnuty. Pro jednu sledovanou sekvenci se navrhuji vzdy dva

primery. Jeden primer je orientovan ve sméru 5" — 3’ (tzv. forward) a druhy v opacném
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sméru 3" — 57 (tzv. reverse). Pfi nevhodném navrhnuti primeri mize primer reagovat sam
ze sebou za vzniku tzv. vlasenek ¢i mize reagovat s druhym primerem za vzniku tzv. dimera.
Je proto nezbytné sledovat sekvenci navrhovanych primera a téz se musi sledovat i jejich
teplota tani. Drasticky odlisné teploty tani primert v PCR reakci totiz neumozni vSem
primerim se efektivné navazat na cilovou sekvenci pfi annealingovém cyklu PCR

(Lorenz, 2012).

Spravné navrzené primery pak v pribéhu PCR nasedaji na Sablonu DNA pii nalezeni
komplementarnich bazi a nasledné se podle Sablony DNA vytvéaii dany PCR produkt. Tato
Sablona DNA se ziskd izolaci DNA ze sledovaného mikroorganizmu (Garibyan a

Avashia, 2013).

Izolaci DNA Ize provést riznymi zplsoby. V prvnim kroku jsou buriky lyzovany a nasledné
se odstranuji bunééné necistoty obvykle odstfedénim. Proteiny lze denaturovat protedzou ¢i
se mohou vysrazet organickymi rozpoustédly naptf. fenolem a nasledné odstranit
odstfedénim. Ribonukleovou kyselinu (RNA) lze odstranit RN4azou. DNA se poté nechava
z roztoku vysrazet pomoci pfidani ethanolu. Vznikla sraZenina se poté oddé¢li od roztoku
odstredénim a  nasledné se rozpusti  vedvakrat destilované vod¢é @ ¢i
v TE (tris(hydroxymethyl)aminomethan/ethylendiaminotetraoctova kyselina) pufru. Dalsi
metody izolace jsou technologie zalozené na bazi oxidu kfemicitého, magnetické separaci,
technologie vymény aniontti a dalsi (Gupta, 2019; Dhaliwal, 2013). Spravn¢ zvoleny zptisob
izolace by mél vést k u¢inné extrakci kvalitni DNA, zisku dostatecného mnozstvi DNA a
k uspésnému odstranéni kontaminant (Dhaliwal, 2013). K posouzeni kvality a vytéZnosti
lze napt. vyuzit spektrofotometrie. Nukleové kyseliny maji pfi vinové délce 260 nm
absorpni maximum a proteiny jej maji pii vlnové délce 280 nm. Pomér absorbanci
A260/A2g0 je u kvalitn€ vyizolované DNA okolo 1,8. Pomé&r mensi nez 1,7 znac¢i kontaminaci

proteiny (Gupta, 2019).

Po izolaci DNA se ziskanda DNA smicha s primery, nukleotidy a DNA polymerazou.
Vysledny roztok umisti do stroje (tzv. termocykleru), ktery umozni opakované cykly
amplifikace DNA. Termocykler snizuje a zvysSuje teplotu v piesnych piedem
naprogramovanych krocich, které jsou vhodné pro vytvotreni PCR produktu (Weier a Gray,
1988). Prvnim fazi je pocatecni denaturace pfi teploté obvykle 94 °C az 98 °C trvajici okolo
3 minut v zavislosti na DNA polymeraze. Delsi doba pocatecni denaturace by mohla znicit
enzymatickou aktivitu DNA polymerdzy. OvSem existuji i metody tzv. hot-start, pfi kterych

je pocatecni denaturace prodlouzena (Lorenz, 2012). Pti hot-start PCR je DNA polymeraza



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

navazana na protilatku, kterd brani aktivit¢ DNA polymerazi a tim i tvorb¢é sekundéarnich
produktl pte zahajenim PCR. Pfi pocatecni denaturaci dochazi k inaktivaci této protilatky a
tim k zah4jeni aktivity DNA polymerazy (Farrell, 2017). Nasledn¢ se opakuji tii kroky (viz
Obr. 9). Pii prvnim kroku dochézi k zahtati nad teplotu tani cilové DNA, coz zpusobi
oddéleni pramenti DNA od sebe. Tento krok se nazyva denaturace. Nasledné probihd tzv.
annealing, pfi kterém se teplota snizuje na teplotu vhodnou pro navazani primert na cilenou
DNA. K navazani primert dojde jen pokud primer je komplementarni s né¢jakym tsekem
DNA. Pot¢ se teplota opét zvysuje na teplotu, pii které je DNA polymeraza schopna od
primerd vytvofit PCR produkt z nukleotidii podle DNA. V tomto kroku dochazi k tzv.
elongaci. Kazdym opakovéanim téchto tii krok dochazi k zdvojnasobovéani daného tseku
DNA (Garibyan a Avashia, 2013). Po zopakovani téchto tfi cykli obvykle 25-40krat nastava
tzv. zavérecnd elongace. V zavéreéné elongaci dochazi k dokonceni syntézy. Na zavér se

ukon¢i reakce chlazenim roztoku na teplotu 4 °C (Lorenz, 2012).

Po namnozeni cilové sekvence se PCR produkt detekuje. Nejpouzivangjsi metoda detekce
je barveni PCR produktu chemickym barvivem, které je schopno véazat se na DNA
napt. ethidiumbromidem. Nasledné se produkt analyzuje pomoci agardézové gelové
elektroforézy, pii niz dochazi k oddélovani DNA produkti na zéklad¢ velikosti a naboje.
Agardzova gelova elektroforéza tedy umoziuje urcit ptitomnost i velikost PCR produktu.
Vedle PCR produktu se na gel nanasi i standardizovana sada DNA produktti se zndmymi
velikostmi, kterd slouzi jako méfitko pro urceni velikosti PCR produktu (Garibyan a

Avashia, 2013).
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Ackoliv PCR je jednoducha technika, ktera piinasi rychlé vysledky, ma i fadu nevyhod.
Vzhledem k tomu, ze PCR je velice citlivd metoda, mtze jakakoliv kontaminace vzorku i
malym mnozstvim DNA pfinést zavad¢jici vysledky (Garibyan a Avashia, 2013; Smith a
Osborn, 2009). Dalsi nevyhodou pro navrh primera pro PCR je znalost sekvence cilové
sekvence. Proto 1ze pomoci PCR identifikovat pouze zndmé geny. DalSim omezenim je, Ze
se primery mohou vdazat i na nespecifické sekvence, které jsou podobné, ale ne identické
s cilovou sekvenci. Mimo to mohou byt i nukleotidy nespravné zacleniovany do sekvence.
Bohuzel kvili t¢émto omezenim mohou vznikat nespecifické PCR produkty (Garibyan a

Avashia, 2013).

K zabranéni nespecifickych produktii Ize piedejit jednak spravnym navrhnutim primertim,
zabranénim kontaminace vzorku, spravnym nastavenim casu a teplotnich podminek v PCR
cyklech, spravnou koncentraci PCR ¢inidel a pfiddnim aditiv (Lorenz, 2012). Dal§i moznosti
je zesileni citlivosti na cileny fragment pomoci nested PCR. V nested PCR se pouzivaji dva
pary primerd, které se zamétuji na jedno misto. Prvni par zesiluje cilovy fragment podle
Sablony DNA pomoci PCR. Druhy par primert zesiluje krat$i sekvenci z prvniho PCR

produktu, ktery vznikl pomoci prvni dvojice primert (Marmiroli a Maestri, 2007).

PCR lze detekovat naraz vice ruznych cilit pomoci tzv. multiplex PCR. V multiplexu PCR
se do reakce zahrnuje dvé a vice dvojic primera a diky tomu lze uSetfit Cas, usili i naklady
na detekci oproti PCR s jednou dvojici primerti. Primery v multiplexu PCR musi byt peclivé
vybrany s podobnou teplotou tani a velikost vyslednych PCR produktli by se méla natolik

li8it, aby se pfi vizualizaci pomoci gelové elektroforézy vytvotily odliSna pasma. Nevyhodou

wevr
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4 MOZNOSTI ZISKAVANI PHA

Ziskavani PHA se jako jiné biotechnologie sklada ze dvou casti upstreamu a downsteamu

(Zapletal a Trejbal, 2016).

Upsteamem je kultivaéni ¢ast, ktera je vyrazné ovlivnéna podminky kultivace. Zasadni roli
hraje pouzity bakterialni kmen, substrat, pH a dalsi. Vhodny substrat by m¢l byt bohaty na
uhlik a m¢l obsahovat malo dusiku (Zapletal a Trejbal, 2016).

Downsteamem je uz vlastni izolace PHA z bakterii. Vzhledem k rozmanitosti PHA je tato
cast komplikovand, pfedev§im u extratni metody. ProtoZze musime pouzit vhodné
rozpoustédlo pro dany PHA. Prvni ¢asti downstamu je zakoncertovani kultivacniho média.
Zakoncentrovani se vétSinou provadi odstfedovanim, piipadné filtraci ¢i lyofilizaci.
Nésledné je vhodné zakoncetrovany roztok inaktivovat, aby zivé mikroorganizmy
nezpusobovaly degradaci PHA. Inaktivace se provadi vétSinou rychlym zahiatim na 85 °C.
Zahiatim dojde k narusenim membran, coz napomaha i lepSimu uvoliiovani granuli PHA.
Dalsim krokem je samotnd izolace, kterou lze provadét riznymi postupy napft. extraxci ¢i

digesci (Zapletal a Trejbal, 2016).

U extrakce se granule PHA rozpousti vhodnym rozpoustédlem. Roztok PHA se odd¢li od
bunécnych zbytkl vétSinou odstfedénim za vysokych otacek. Poté se z roztoku PHA necha
vysrazet pfidanim precipitantu ¢i se necha z roztoku odpafit rozpoustédlo napt. ve sprejové

susarné (Zapletal a Trejbal, 2016).

U digesesce je postup opacny. PHA zlistavd v pevné formé¢ a zbytek se necha rozpustit.
Rozpusténi zbytkl 1ze provést napt. chlornanem sodnym (Alper et al., 1963), chlore¢nany
¢i enzymy. Lze 1 poruSit bunééné stény pomoci povrchové aktivnich latek napf.
dodecylsulfatem sodnym (Ramsay et al., 1990). Digesci lze provadét i mechanicky napf.

vysokotlakou homogenizaci (Kunasundari a Sudesh, 2011).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace je vytvorit rychlou a snadnou metodu pro detekci gent (PCR),
které jsou soucasti produkce PHA u mikroorganizmil a touto metodu pouzit na screning

producentit PHA. Dil¢i cile jsou:

e navrhnou vhodné primery pro detekci vSech ctyt tiid PHA syntdz a dalSich gent

podilejicich se na tvorbé PHA (phaAd, phaB, phaJ, phaG a fabG)
e zoptimalizovat podminky a prabéh PCR pro detekci gent
e vytvofit a zoptimalizovat multiplex PCR z navrhnutych primert
e pomoci multiplex PCR provést screening u vybranych mikroorganizmi

e zvysledkd screeningu urcit producenty PHA, prubéh jejich produkce PHA a typ
vyprodukovaného PHA
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Testované bakterialni kultury

Pro optimalizaci PCR metody byly pouzity bakterialni druhy, jejichz znamé sekvence genti
umoznily navrh primert. Z Ceské sbirky mikroorganizmt (CCM) byl pouzit Cupriavidus
neactor CCM 3726 pro optimalizaci screeningu syntazy 1. tfidy a genlt phaAd a phaB,
Pseudomonas mendocina CCM 3590 pro syntazu 2. tiidy a genu phaG a Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 pro gen phaJ a fabG. Déle byl pro optimalizaci screeningu syntazy
3. tiidy pouzit izolat GK CIP 5/1 ziskany z mlécnych vyrobkli poskytnuty Vyzkumnym
ustavem mlékarenskym z Prahy, ktery byl identifikovan jako Stenotrophomonas maltophilia
(Mécalova, 2019). Pro optimalizaci syntazy 4. tfidy byl pouzit izoldt D117 ziskany
z ¢esneku, ktery byl identifikovan jako Bacillus megaterium a pro optimalizaci genu phaG
byl pouzit izolat z chilli papricky D68 identifikovany jako Pseudomonas putida. Jako
negativni kontrola byl pouZit transgenni kmen Escherichia coli DH5a, ktery byl téz pouzit

jako negativni kontrola v Montenegro et al., 2017.

Zoptimalizovanou PCR metodou byl proveden screening genti u 52 mikrobidlnich kmeni
ziskanych ze riznych odriid ovoce a zeleniny, které byli identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G€asti matrice s pruletovym analyzitorem
(MALDI-TOF). Déle byl proveden screening gentt u 20 kmenl Escherichia coli
poskytnutych Mgr. Magdou Janalikovou, PhD. VSechny pouzité¢ kmeny s kultivaénimi

podminkami jsou uvedeny v Tab. 3.

Tabulka 3 Pouzité mikroorganizmy, jejich ptivod a kultivaéni podminky

Oznaceni Mikrobialni druh Pivod | Teplota | Puda | Vztah ke
Kultur kultivace kysliku
O

CCM 3590 Pseudomonas mendocina - 37 BHI | aerobni
CCM 3726 Cupriavidus neactor - 37 BHI | aerobni
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa - 37 BHI | aerobni
GK CIP Stenotrophomonas maltophilia | mlééné 30 BHI | aerobni
5/1 vyrobky

DH5a Escherichia coli - 37 BHI | aerobni
D10 Pantoea agglomerans okurek 37 BHI | aerobni
D11 Bacillus amyloliquefaciens ssp. | cibule 37 BHI | aerobni

amyloliquefaciens

D13 Pantoea agglomerans mrkev 37 BHI | aerobni
D16 Pseudomonas koreensis paprika 37 BHI | aerobni
D17 Pantoea agglomerans okurek 37 BHI | aerobni




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42
Oznaceni Mikrobialni druh Pivod | Teplota | Pida | Vztah ke
kultur kultivace kysliku

O
D23 Lysinibacillus xylanilyticus kedlubna 37 BHI | aerobni
D27 Pantoea agglomerans okurek 30 M17 | aerobni
D28 Pseudomonas koreensis kedlubna 30 M17 | aerobni
D28b Pantoea agglomerans kedlubna 30 M17 | aerobni
D31 Bacillus simplex fimsky 30 BHI | anaerobni
salat
D32 Bacillus megaterium fimsky 30 BHI | anaerobni
salat
D36 Acinetobacter calcoaceticus salat 37 BHI | aerobni
ledovy
D37 Pseudomonas oryzihabitans fimsky 37 BHI | aerobni
salat
D47 Acinetobacter calcoaceticus zeli bilé 30 BHI | aerobni
D52 Lelliottia amnigena zeli bilé 30 BHI | aerobni
D55 Acinetobacter calcoaceticus zeli bilé 30 MI17 | aerobni
D61 Oceanobacillus caeni fimsky 37 BHI | aerobni
salat
cerveny
D68 Pseudomonas putida chilli 37 BHI | aerobni
papricka
D69 Citrobacter braakii lilek 37 BHI | aerobni
D78 Bacillus amyloliquefaciens ssp. | paprika 30 M17 | aerobni
plantarum
D80 Bacillus cereus rajce 30 M17 | aerobni
D93 Pseudomonas fragi mrkev 6,5 BHI | aerobni
D100 Pseudomonas corrugata okurka 30 BHI | aerobni
D102 Pseudomonas antarctica Cesnek 30 BHI | aerobni
D105 Oceanobacillus kimchii cibule 37 BHI | aerobni
cervena
D109 Pantoea agglomerans ¢esnek 37 BHI | aerobni
DI11 Staphylococcus sp. okurka 37 BHI | aerobni
D116 Bacillus sp. cibule 30 BHI | anaerobni
cervend
D117 Bacillus megaterium Cesnek 30 BHI | anaerobni
D124 Pseudomonas marginalis Cesnek 30 M17 | aerobni
D140 Oceanobacillus sp. celerova 37 BHI | aerobni
nat’
D146 Pseudomonas putida cervena 30 BHI | aerobni
fepa
D165 Acinetobacter calcoaceticus salat 37 BHI | aerobni
D171 Acinetobacter calcoaceticus salat 37 BHI | aerobni
D173 Acinetobacter calcoaceticus salat 30 BHI | aerobni
D180 Pseudomonas gessardii broskev 30 BHI | aerobni
D183 Pseudomonas broskev 30 BHI | aerobni
frederiksbergensis
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Oznaceni Mikrobialni druh Pivod | Teplota | Pida | Vztah ke
kultur kultivace kysliku

O
D186 Pseudomonas veronii jablko 30 MI17 | aerobni
D199 Bacillus megaterium redkev 30 BHI | anaerobni
D201 Bacillus megaterium redkev 30 BHI | anaerobni
bila
D212 Klebsiella oxytoca fedkev 37 BHI | aerobni
bila
D214 Pseudomonas extremorientalis | tedkev 30 BHI | aerobni
bila
D218 Rahnella aquatilis porek 30 BHI | aerobni
D220 Pseudomonas chlororaphis kopr 30 M17 | aerobni
D221 Stenotrophomonas sp. fedkev 30 M17 | aerobni
bila
D223 Kosakonia cowanii rajce 30 M17 | aerobni
D228 Pseudomonas tolaasii porek 30 BHI | aerobni
D233 Pseudomonas rhodesiae broskev 6,5 BHI | aerobni
D234 Guehomyces pullulans broskev 6,5 BHI | aerobni
D237 Pseudomonas fedkev 6,5 BHI | aerobni
frederiksbergensis
D238 Pseudomonas libanensis fedkev 6,5 BHI | aerobni
bila
D239 Pseudomonas fluorescens kopr 6,5 BHI | aerobni
114 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
119 Escherichia coli kureci 37 BHI | aerobni
123 Escherichia coli ktze 37 BHI | aerobni
126 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
F10 Escherichia coli klicky 37 BHI | aerobni
F53 Escherichia coli mungo 37 BHI aerobni
F77 Escherichia coli jarni 37 BHI | aerobni
cibulka
F108 Escherichia coli cuketa 37 BHI | aerobni
12 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
I/3a Escherichia coli bazant 37 BHI | aerobni
I/6a Escherichia coli 37 BHI | aerobni
1172 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
S7 Escherichia coli kachna 37 BHI | aerobni
S10 Escherichia coli kachna 37 BHI | aerobni
S17 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
S23 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
S32 Escherichia coli . 37 BHI aerobni
S33 Escherichia coli bazant 37 BHI | aerobni
S34 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
S35 Escherichia coli 37 BHI | aerobni
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6.2 Pouzité kultivaéni média

Pro kultivaci testovanych mikroorganizmu (viz Tab. 4) byla pouzita mozko-srdcova infuze

(BHI, Himedia, Bombaj, Indie) a M17 pevna piida (Himedia, Bombaj, Indie).

Pevna ptida BHI pfi teploté 25 °C ma finalni pH 7,4 £ 0,2 a obsahuje:

Latka

Mnozstvi (g/1)

Teleci mozek, infuzni forma
Hovézi srdce, infuzni forma
Protedzovy peptid

Dextroza

Chlorid sodny

Fosfore¢nan sodny

Agar

200,00
250,00
10,00
2,00
5,00
2,50

15,00

Finalni pH pevné piidy M17 pii teploté 25 °C je 7,1 £ 0,1 a obsahuje:

Latka Mnozstvi (g/1)
Trypton 2,50
Pepton 2,50
Séjovy pepton 5,00
Extrakt z kvasnic 2,50
Hovézi extrakt 5,00
Kyselina askorbova 0,50
Siran hotecnaty 0,25
Laktoza 5,00
B-glycerofosfat disodny 19,00
Agar 15,00
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6.3 Pouzité primery

Pro screening genil podilejicich se na produkci PHA byly navrhnuty primery pomoci

programu Primer3 (v. 0.4.0) (Singapur). Pro navrh primert byly pouzity sekvence danych

genu ziskané z Evropského archivu nukleotidii (pro primery phal, phaGl a phaG2) a

z Narodniho centra pro biotechnologické informace (pro zbylé ostani primery). Veskeré

navrhnuté a pouzité primery a velikosti jejich PCR produktt jsou uvedeny v Tab. 4. Pii

navrhu primera byla zvolena teplota jejich tani 59-62 °C a délka PCR produktti, tak aby

mohlo dojit k jejich vzajemné kombinaci pro vytvoieni PCR reakce v multiplexu.

Dale byly pouzity primery fabGF a fabGR pro detekci genu fabG z Ren et al. (2000).

Tabulka 4 Pouzité primery, jejich sekvence a velikost vysledného PCR produktu v poctu

pari bazi (bp)
Primer Gen Sekvence primeru (5°-3°) Velikost
produktu

(bp)

phaAF phaA CCATGACCATCAACAAGGTG 262

phaAR TATTCCTTGGCCACGTTCTC

phaB1F phaB AATGTGGCTGACTGGGACTC 164

phaB1R GAGGTCAGGTTGGTGTCGAT

phaSynlF phaC TGCGCAACATGATGGAAGAC 204

phaSynlR | (PHA syntiza — 1.tfida) AGTACTTGTTGATGCACGGC

phaSyn2aF phaC GTTCAACACTGGAGGCAGCA 133

phaSyn2aR | (PHA syntiza — 2.tfida) GGGTGTGCAGGCCAGATTAC

phaSyn2bF phaC TACATCGAGGCGCTCAAGGA 594

phaSyn2bR | (PHA syntiza — 2.tfida) GCCGAACAGATGAGCCGATT

phaSyn3F phaE CAGTGGATGCTGCAGGGC 463

phaSyn3R | (PHA syntaza — 3.tfida) GCAGGCCGATACGTTCACTC

phaSyn4F phaR AAATGAAGTAACGGGGCGCT 326

phaSynd4R | (PHA syntaza — 4.tfida) CCTGAAGCTGCTCACCTTGA

phalF phaJ CGAGTACACCAGCAGCATCG 287

phaJR GGTTCTTCGGCAGCTTCTCG

fabGF fabG TGGCTCGAGAGAGAGAAAGGAGA 750

fabGR TTCCGCAACGAATTCTAGAC

phaG1F phaG GATGCGCGACTATCTGGACC 401

phaG1R TGACATTGCGGGTGTTCTCG

phaG2F phaG ACGTAACCTGCACCCACAGT 500

phaG2R GCACCGGGATGTTGATATTG

phaG3F phaG AGAAGGCAGTGGTGAGTTCG 425

phaG3R ACAGGCGGTCTTGTTTTCCA
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7 POUZITE METODY

7.1 Izolace deoxyribonukleové kyseliny

Izolace bakteridlni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) byla provedena pomoci kitu
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko). Na zacatku byla bakterialni
klickou z pevné pudy odebrana 24hodinova bakterialni, ktera byla rozsuspendovana do
200 pl pufru T1. Nésledné bylo k suspenzi ptidano 25 pl Proteindzi K a 200 pl pufru B3.
Takto pfipravena suspenze byla promichdna pomoci vortexu a poté byla zahtivana po dobu
15 minut na 70 °C. Po uplynulé dobé zahtevu doslo k 1yze bunék a nasledn¢ bylo ke vzorku
pfidano 210 ul 96% ethanolu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika) k vysrazeni DNA.
Vzorek byl promichdan na vortexu acely obsah vzorku byl pfenesen na kolonku
NucleoSpin®Tissue, kterd byla vlozena do sbérné zkumavky. Takto pfipraveny vzorek byl
centrifugovan pii 11 000 ot/min po dobu 1 minuty pro zachyceni vysraZené DNA na
kolonce. Po centrifugaci byl protekly filtrat odstranén. Zachycena DNA na kolonce byla
promyta pomoci 500 ul promyvaciho pufru BW a vzorek byl poté centrifugovan pti
11 000 ot/min po dobu 1 minuty. Filtrat byl opét odstranén a na kolonku bylo naneseno
600 pl druhého promyvaciho pufru B5 a vzorek byl znovu centrifugovan pii 11 000 ot/min.
Filtrat byl znovu odstranén a kolonka promyta 600 ul pufru BS a zcentrifugovéana. Na zavér
promyvani byl opét filtrat odstranén a kolonka centrifugovana pii 11 000 ot/min po dobu 1
minuty k dokonalému odstranéni promyvacich pufri. Po centrifugaci byla kolonka
pfenesena do 1,5ml mikrozkumavky typu Eppendorf a na kolonku bylo naneseno 50 pl
elu¢niho pufru BE pro eluci procistéené DNA. Eluce na kolonce probihala pii pokojové
teploté po dobu 5 minut a nasledné byl roztok centrifugovan pii 11 000 ot/min po dobu
I minuty. U takto ziskaného vzorku DNA byla stanovena koncentrace a Cistota pomoci
meéfeni absorbance pii vinové délce 260 nm a 280 nm na pfistroji Tecan Infinite® 200 PRO

(Tecan, Minnedorf, Svycarsko).

7.2 Polymerazova retézova reakce

Po izolaci DNA byla ziskand DNA smichana s PCR vodou, primery (Eastport — Metabion,
Praha, Ceska republika) nafedénymi na koncentraci 25 uM a GoTaq® Hot Start Green
Master mixem (Promega, Madison, USA). Mnozstvi jednotlivych ¢inidel podle poctu
primerQ v reakci jsou uvedeny v Tab. 5. Pti kazdé PCR byl vytvoien i kontrolni vzorek se

stejnym sloZenim jen bez DNA.
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Tabulka 5 SloZzeni PCR smési s GoTaq® Hot Start

Cinidlo Mnozstvi (ul)
PCR voda 7 5 2

GoTaq® Hot Start 10 10 10
primer 1F 1

()

—_
()

primer 1R 1

primer 2F -

primer 2R -

primer 3F - -

primer 3R - -

primer 4F - - -

primer 4R - - -
DNA 1 1 2

DN = | | e [ [ | e | [

PCR smés byla néasledné¢ umisténa do termocykleru Aeris™ (ESCO, Singapur), kde

probihala samotna reakce. Pribéh PCR je uveden v Tab. 6.

Tabulka 6 Prib¢h PCR
Nazev kroku Teplota (° C) Cas (min) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 5 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 55-70 0,5 40
Elongace 72 1
Zaveérecna elongace 72 10 1
Chlazeni 4 00 1

Po neuspésné amplifikaci PCR produktu pfi optimalizaci byla namichana smés skladajici se
z primert o koncentraci 10 uM, PCR vody, DNA a EliZyme™ HS Robust MIX Red
(Elisabeth Pharmacon, Brno, Ceska republika) podle Tab. 7 a nasledna PCR probihala stejné

jak je uvedeno v Tab. 6.

Tabulka 7 SloZeni PCR smési s EliZyme™ HS Robust MIX Red

Cinidlo MnoZstvi (ul)
PCR voda 9,5
EliZyme™ HS Robust MIX Red 12,5
primer 1F 1
primer 1R 1
DNA 1
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Po neuspésné amplifikaci byl dale vyzkouSen vliv aditiva dimethylsulfoxidu (DMSO)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v koncentraci 2, 5 a 10 % se stejnym pritbéhem PCR (viz
Tab. 6). Slozeni PCR reakce je uvedeno v Tab. 8.

Tabulka 8 Slozeni PCR reakce s ptidavkem DMSO

Cinidlo MnozZstvi (ul)
2 % DMSO 5 % DMSO 10 % DMSO

PCR voda 6,6 6 5
GoTaq® Hot Start 10 10 10
primer 1F 1 1 1
primer 1R 1 1 1
DMSO 0,4 1 2
DNA 1 1 1

7.3 Elektroforéza

PCR produkty byly detekovany pomoci agardézové gelové elektroforézy.

Pred zahajenim vlastni elektroforézy byl pifipraven 1,5 % agarézovy gel. Na zacatku
pripravy gelu bylo vypoc¢tené mnozstvi agardzy (Lonza, Rockland, USA) smichano v TAE
(tris-acetat- ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)) pufru, ktery obsahoval 0,04 M Tris,
0,001 M EDTA Nay, 0,02 M kyselina octova (vSe Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Vysledna
smés byla pfivedena k varu pomoci mikrovinné trouby k dokonalému rozpusténi agarozy.
Do roztoku bylo poté pfidano barvivo GelRed™ (Biotium, Fremont, USA) v koncentraci
10 pul/100 ml gelu, diky némuz lze vizualizovat DNA. Teply roztok byl nésledné vylit do
horizontalni aparatury s hiebinkem. Po ztuhnuti byl hfebinek odstranén a gel byl ponoten do
elektroforetické vany obsahujici 1x koncentrovany TAE pufr. Do jamek gelu, které vznikly
po vyjmuti hiebinku, bylo naneseno 5 ul PCR produktu a 5 pl srovnavaciho markeru
peqGOLD 100 bp Plus (VWR Peqlab, Erlangen, Némecko). Po naneseni produktii a markeru
byla elektroforetickd vana zapojena do zdroje elektrického napéti. Elektroforéza probihala
pii napéti 120 V po dobu 60 minut. Po prob&hnuti elektroforézy byl gel prenesen do
transiluminatoru InGeniusLHR (Syngene, Cambridge, Velké Britanie), kde byl sledovéan a

zdokumentovan pod UV svétlem pomoci fotodokumenta¢niho systému GeneSnap.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Optimalizace screeningu geni

Optimalizace PCR pro screening gentl probihala vzdy na stejném druhu mikroorganizmu, ze
kterého byla ziskana sekvence sledovaného genu pro navrh primeri. Pro primery phaA,
phaBlaphaSynl byla provedena optimalizace PCR na Cupriavidus neactor CCM 3726. Pro
primery phaSyn2a, phaSyn2b byla provedena optimalizace PCR na Pseudomonas
mendocina CCM 3590, pro phaSyn3 na Stenotrophomonas maltophilia GK CIP 5/1, pro
phaSyn4 na Bacillus megaterium D117 a pro primery phal s fabG na Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955. Déle byla provedena optimalizace PCR pro primery phaG1, phaG2
na Pseudomonas mendocina CCM 3590 a pro phaG3 na Pseudomonas putida D68.

V prvni fazi optimalizace byla stanovena optimalni teplota annealingu a nasledné byly

primery vhodné zkombinovany pro vytvofeni multiplexu PCR.

8.1.1 Optimalizace teploty annealingu

Cistota a vytézek PCR produkti zavisi na nékolika parametrech, do nichz patii i teplota
annealingu. Pfi nevhodné teploté annealingu mohou vznikat vedlejsi produkty a snizuje se i
vytézek pozadovaného produktu. Optimalizace této teploty je obzvlast dulezitd pii
amplifikaci dlouhych PCR produkti ¢i pii pouziti celkové genomové DNA jako Sablony
PCR. Pii zvoleni nizké teploty annealingu dochéazi k amplifikaci nespecifickych PCR
produktl, coz se projevi vyskytem vice neZ jednoho signdlu na agarézovém gelu po
probéhnuti elektroforézy. Naopak pti zvoleni vysoké teploty dochazi k snizeni vytézku az

zastave tvorby PCR produktu (Rychlik, Spencer a Rhoads, 1990).

Optimalizace teploty annealingu probéhla pomoci tzv. gradientové PCR. Pfi gradientové
PCR byly otestovany rizné teploty annealingu v jedné reakci, coZ vedlo k rychlému nalezeni
optimalni teploty. Diky tomu doslo k snizeni az vylouceni vzniku vedlejSich produktii PCR
(Ishii a Fukui, 2001). Pro optimalizaci teploty annealingu bylo sledovano rozpéti 55-70 °C,
a to vzdy pro jeden primerovy par. Ostatni hodnoty PCR programu zlistaly zachovany, jak

je uvedeno v Tab. 6.

Primery phaSynl, phaSyn2a, phaSyn2b, phaA, phaBla phal vytvarely PCR produkt pfi
vSech testovanych teplotach bez tvorby vedlej$iho produktu. Primery phaSyn4 a fabG téz
netvofily vedlej§i PCR produkty pti vSech sledovanych teplotach. OvSem u primerti phaSyn4
doslo k zastave tvorby pozadovaného PCR produktu pii teploté 68,8 °C a u primert fabG



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

(viz Obr. 10) pii teploté 67,4 °C. Naopak primery phaSyn3 (viz Obr. 10) sice tvoftily
pozadovany PCR produkt pii vSech teplotach ovSem do teploty 63,5 °C vznikal i vedlejsi
produkt. Proto optimalni teplota annealingu pro vSechny vyse zminéné primery a pro tvorbu

multiplexu PCR byla stanovena na 65 °C.

fabG
1,5% gel
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

phaE (3. tfida)
1,5% gel
Stenotrophomonas maltophilia GK CIP 5/1
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Obrazek 10 Agardzovy gel s produkty po gradientové PCR pfii optimalizaci teploty
annealingu pro syntazu 3. tfidy s primery phaSyn3 (vlevo) a pro gen fabG (vpravo)

Dal$imi optimalizovanymi primery byly primery pro gen phaG (phaG1, phaG2 a phaG3).
Prvni optimalizovanou dvojici primerti byla phaG1l. Pii PCR s touto dvojici primertt mél
vznikat produkt o velikosti 401 bp u Pseudomonas mendocina, ovsem pfi teplotach do 66 °C
vznikaly vedlejsi produkty a pii vysSich teplotach prestal vznikat 1 produkt s poZadovanou
velikosti. Pro zlepSeni amplifikace poZadovaného specifického produktu byl proto
vyzkousen vliv rozdilného sloZeni PCR smési. Tato smés byla ptfipravena s EliZyme™ HS
Robust MIX Red podle Tab. 7 a PCR reakce probihala pfi teploté annealingu od 58 do 69 °C.
EliZyme™ HS Robust MIX Red byl vytvotfen pro amplifikaci extrémné slozitych templati
s dosazenim vyjimec¢nych vysledkl s vysokou vytéznosti a specifitou produktt i ve smésich
s PCR inhibitory. Pravdépodobné diky vysoké vytéznosti nakonec tato reakce vedla ke
vzniku vedlejSich produktii pii vSech sledovanych teplotich. Déle byl vyzkouSen vliv
ptidavku DMSO na tvorbu specifickych PCR produktii. Smés s DMSO byla pfipravena a

pouzita v koncentraci 2, 5 a 10 % (viz Tab. 8).

DMSO se obvykle pfidava do PCR reakci s DNA Sablonami bohatymi na guanin a cytosin.
Ptidava se v koncentracich 1-10 % (Lorenz, 2012). DMSO se dokaze navazat na Sablonu

DNA, coz destabilizuje jeji strukturu dvojité Sroubovice (Simon et al., 2009). To je obzvlast’
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vhodné pro Sablony s vy$§im mnozstvim guaninu a cytosinu, jelikoZ maji zvySenou pevnost
vodikové vazby mezi sebou a tim zvySuji obtiznost denaturace DNA (Chakrabarti a
Schutt, 2001). Pfidani DMSO tedy dokaze zlepSovat vytézky i specifitu PCR (Hardjasa, Ling
a Ma, 2010).

Ptidavek 5 a 10 % DMSO =zastavil amplifikaci PCR produkti pii vSech sledovanych
teplotach a 2% ptidavek DMSO nedokézal zabranit vzniku vedlejSich produkt (Obr. 11).
Zastava amplifikace PCR produkti u pfidavku 5 a 10 % byla pravdépodobné zpiisobena
inhibici DNA polymerdzy, kterou dokaze zplsobit pfidavek DMSO vétsi nez 2 %
(Lorenz, 2012).

phaG1+5 % DMSO
1,5% gel
Pseudomonas mendocina CCM 3590

phaG1+2 % DMSO
1,5% gel
Pseudomonas mendocina CCM 3590
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Obrézek 11 Vliv ptidavku 2 % (vlevo) a 5 % (vpravo) DMSO na tvorbu PCR produktt
primerti phaGl

Jelikoz nedoSlo k zoptimalizovani dvojice primert phaGl, byly tyto primery vytazeny
z naslednych testl. Pro stejny gen byl navrhnut novy primer phaG2, ktery byl opét
optimalizovan na Pseudomonas mendocina. PhaG2 primery mély vytvaret produkt o
velikosti 500 bp. OvSem pii vSech sledovanych annealingovych teplotach v PCR reakci
s GoTaq® Hot Start Green Master mixem 1s s EliZyme™ HS Robust MIX Red se nevytvoiil
zadny PCR produkt. Proto byla i tato dvojice primera z dalSiho testovani vytazena. Dalsi
dvojici primerii na screening phaG genu byla phaG3. Tato dvojice primera byla ziskana ze
sekvence phaG genu z Pseudomonas putida, proto byla optimalizovdna na stejném druhu.
Primery phaG3 (viz Obr. 12) dokazaly vytvotit specificky produkt pii vSech sledovanych
annealingovych teplotach bez tvorby vedlejSich produkti. Tento primer tedy prokazal svou

schopnost a byl pouzit pro dalsi screening genu phaG. NelspéSna optimalizace primert
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phaGl a phaG2 byla pravdépodobné zplsobena neptitomnosti genu phaG u kmene
Pseudomonas mendocina CCM 3590. Jeho pfitomnost nebyla potvrzena ani pouzitim

primertt phaG3 viz Tab. 9.

phaG3, 1,5% gel
Pseudomonas putida D68
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Obrazek 12 PCR produkty primerit phaG3 pfi riznych teplotach annealingu

Pomoci gradientové PCR byla stanovena optimalni teplota annealingu 65 °C. Pfi této teploté
byla provedena optimalizace PCR v multiplexu 1 nasledny screening genii u

mikroorganizmd.

8.1.2 Vytvareni multiplexu PCR

Po stanoveni optimalni teploty annealingu byla navrhnuta kombinace nékolika par primert

k vytvoteni PCR multiplexu.

Prvni skupinou pro vytvofeni multiplexu PCR byly PHA syntdzy. Prvni multiplex PCR
obsahoval vSech pét partt PHA synt4z (phaSyn1, phaSyn2a, phaSyn2b, phaSyn3 a phaSyn5).
JelikoZ v optimalizaci byly dvé dvojice primert pro gen PHA syntazy 2. tfidy (primery
phaSyn2a a phaSyn2b), byly vytvofeny dalsi dva multiplexy, a to jeden s ¢tvefici primert
s phaSyn2a a druhy sphaSyn2b. U pétice PHA syntdz (Obr. 13) se u Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 nevytvoftil zadny specificky produkt. U Pseudomonas mendocina
CCM 3590 se mély vytvofit dva specifické produkty pouZitim primerti phaSyn2a a
phaSyn2b, ale vznikl pouze jeden od phaSyn2b. Je tedy pravdépodobné, Ze primery
phaSyn2b Iépe vytvaii PCR produkt a svou pfitomnosti zabraniuji produkci PCR
produktuphaSyn2a. Vzhledem k témto nedostatkim a také hor$i Citelnosti péti PCR

produktl v jedné reakci byl screening pétice PHA syntaz zavrhnut.
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Obrazek 13 PCR produkty vSech péti primerti pro PHA
syntazy v multiplexu PCR (Ta — teplota annealingu)
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U multiplexu s ¢tvefici primerQ pro screening syntaz s phaSyn2a (Obr. 14) opét nevznikal
zadny PCR produkt u Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, ovSem pfi pouziti Ctvefice
s phaSyn2b (Obr. 14) byla u tohoto kmene potvrzena ptfitomnost PHA syntazy 2. tiidy.
Multiplex PCR s phaSyn2b primery byl nakonec pouzit pro dalsi testovani realnych bakterii.

Dale prob¢hla optimalizace k nalezeni vhodné kombinace ostatnich primerd (tj. phaA,
phaB1, phaG3 phal a fabG). Jelikoz primery fabG vytvaii nejdelsi PCR produkt (o velikosti
750 bp) mohly byt zkombinovany se vSemi ostatnimi primery. Byly tedy otestovany dvojice
fabG + phaA, fabG + phaB1 a fabG + phal. U dvojice fabG + phaB1 (Obr. 15) nebyl
vytvoren specificky produkt phaB1 primeru u Cupriavidus neactor CCM 3726, naopak u
dvojice fabG + phalJ (Obr. 16) nebyl vytvofen specificky produkt primeru fabG u
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. OvSem pfi pouziti dvojice primert fabG + phaA
(Obr. 15) doslo k vytvoteni obou specifickych PCR produkti. Tato sada primert proto byla

pouzita pro dals$i testovani.
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1,5% gel, T, =65 °C

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas mendocina CCM 3590
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fabG + phaA
1,5% gel, T, =65 °C

Marker peqGOLD 100bp Plus
Stenotrophomonas maltophilia GK CIP 5/1
Cupriavidus neactor CCM 3726

Bacillus megaterium D117

Escherichia coli DH5a.

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas mendocina CCM 3590

kontrola

Obrazek 15 PCR produkty dvojic primert — fabG + phaA (vlevo), fabG + phaB1 (vpravo)
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Dale probéhlo hleddni vhodného primeru k primerim phal. Jelikoz phal vytvaii PCR
produkty o velikosti 287 bp, nebylo vhodné vytvotit multiplex PCR s phaA, protoze primery
phaA vytvaii PCR produkty o podobné velikosti, tj. o velikosti 262 bp. PCR produkty
téchto primert by tedy nesly od sebe dobte odlisit. Primery phal byly tedy zkombinovany s
primery fabG a phaB1 (Obr. 16). Kombinace phal a fabG byla popsana jiz vyse. U
multiplexu PCR phaB1 + phal] (Obr. 16) vznikaly pomoci obou primerd specifické

produkty, proto tato dvojice primerua byla pouzita pro dalsi testovani.

Marker peqGOLD 100bp Plus
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas mendocina CCM 3590
Cupriavidus neactor CCM 3726

Bacillus megaterium D117

Escherichia coli DH5a

Stenotrophomonas maltophilia GK CIP 5/1

Stenotrophomonas maltophilia GK CIP5/1
kontrola

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas mendocina CCM 3590

Cupriavidus neactor CCM 3726
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Escherichia coli DH5a
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phaB1 + phal

phal + fabG
1,5% gel, T, =65 °C

1,5% gel, T, = 65 °C

Obrazek 16 PCR produkty dvojic primert — phaB1 + phal (vlevo), fabG + phal (vpravo)

Poslednim krokem optimalizace k vytvofeni multiplexu PCR bylo vytvofeni z vhodnych
dvojic primerd (fabG +phaA a phaBl + phal) trojici sphaG3. Trojice primerQ
fabG + phaA + phaG3 (Obr. 17) v multiplexu nevytvarela PCR produkt fabG primert u
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, proto tato trojice byla posouzena jako nevhodna pro
dalsi screening gent. Naopak trojice primert phaB1 + phal + phaG3 (Obr. 17) dokézala
vytvofit vSechny specifické PCR produkty, proto byla pouZzita pro screening gen

testovanych mikroorganizmd.
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Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas mendocina CCM 3590
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Stenotrophomonas mailtophilia GK CIP 5/1
Pseudomonas putida D68

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
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Bacillus megaterium D117

Escherichia coli DH5a

Stenotrophomonas maltophilia GK CIP 5/1
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phaG3 + phal + phaB1 phaG3 + fabG + phaA
1,5% gel, T,=65°C 1,5% gel, T, =65 °C

Obrazek 17 PCR produkty trojic primert — phaB1 + phal + phaG3 (vlevo),
fabG + phaA + phaG3 (vpravo)

8.2 Screening genii

Screening gentli probihal pomoci zoptimalizovanych skupin primerti v multiplexu PCR, t;.
¢tvefice PHA syntdz (phaSynl + phaSyn2b + phaSyn3 + phaSyn4), trojice primert
(phaB1 + phal] + phaG3) a dvojice (fabG + phaA), pfi teploté¢ annealingu 65 °C. Byl
proveden screening geni podilejici se na tvorbé PHA u celkem 77 mikrobidlnich kmend.
U vétSiny z téchto mikroorganizmli byla potvrzena pfitomnost, alespoii jednoho z nich.
Pouze u 10 kmenl (tj. Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens D11,
Lysinibacillus xylanilyticus D23, Bacillus megaterium D32, Oceanobacillus caeni D61,
Citrobacter braakii D69, Pseudomonas antarctica D102, Bacillus sp. D116, Klebsiella
oxytoca D212, Guehomyces pullulans D234 a Escherichia coli F77) nebyla potvrzena zadna
pritomnost sledovanych genti. Pfitomnost klicové PHA syntazy byla potvrzena u 47 kmenti.

Vysledky vSech testovanych mikrobialnich kmeni jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tabulka 9 Vysledky screeningu genti podilejicich se na produkci PHA (+ — pfitomnost
daného genu, - — neprokazana piitomnost daného genu)

Mikrobialni druh

pha
Synl

pha
Syn2

pha
Syn3

pha
Syn4

pha
A

fab
G

pha
B1

pha
G3

pha

Pseudomonas mendocina CCM 3590

+

+

Cupriavidus neactor CCM 3726

+

+

+

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

+

Stenotrophomonas maltophilia
GK CIP 5/1

+

Escherichia coli DH5a

Pantoea agglomerans D10

+

Bacillus amyloliquefaciens ssp.
amyloliquefaciens D11

Pantoea agglomerans D13

+

Pseudomonas koreensis D16

Pantoea agglomerans D17

+ |1

Lysinibacillus xylanilyticus D23

Pantoea agglomerans D27

Pseudomonas koreensis D28

Pantoea agglomerans D28b

Bacillus simplex D31

Bacillus megaterium D32

Acinetobacter calcoaceticus D36

Pseudomonas oryzihabitans D37

Acinetobacter calcoaceticus D47

Lelliottia amnigena D52

Acinetobacter calcoaceticus D55

Oceanobacillus caeni D61

Pseudomonas putida D68

Citrobacter braakii D69

Bacillus amyloliquefaciens ssp.
plantarum D78

Bacillus cereus D80

Pseudomonas fragi D93

Pseudomonas corrugata D100

Pseudomonas antarctica D102

Oceanobacillus kimchii D105

Pantoea agglomerans D109

Staphylococcus sp. D111

Bacillus sp. D116

Bacillus megaterium D117

Pseudomonas marginalis D124

Oceanobacillus sp. D140

Pseudomonas putida D146

Acinetobacter calcoaceticus D165

Acinetobacter calcoaceticus D171

Acinetobacter calcoaceticus D173
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Mikrobialni druh

Pseudomonas mendocina CCM 3590

Cupriavidus neactor CCM 3726

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Pseudomonas gessardii D180

Pseudomonas frederiksbergensis D183

Pseudomonas veronii D186

Bacillus megaterium D199

Bacillus megaterium D201

Klebsiella oxytoca D212

Pseudomonas extremorientalis D214

Rahnella aquatilis D218

Pseudomonas chlororaphis D220

Stenotrophomonas sp. D221

Kosakonia cowanii D223

Pseudomonas tolaasii D228

Pseudomonas rhodesiae D233

R

Guehomyces pullulans D234

Pseudomonas frederiksbergensis D237

Pseudomonas libanensis D238

4+ |1

Pseudomonas fluorescens D239

Escherichia coli 114

Escherichia coli 119

Escherichia coli 123

Escherichia coli 126

Escherichia coli F10

Escherichia coli F53

]

Escherichia coli F77

Escherichia coli F108

Escherichia coli 1/2

Escherichia coli 1/3a

Escherichia coli 1/6a

Escherichia coli 11/2

Escherichia coli S7

Escherichia coli S10

Escherichia coli S17

Escherichia coli S23

Escherichia coli S32

Escherichia coli S33

Escherichia coli S34

Escherichia coli S35
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Zoptimalizovanou metodou multiplexu PCR byl proveden screening 9 gent podilejicich se
na produkci PHA u celkem 77 mikrobidlnich kmeni. Byl proveden screening genii vSech
Ctyt tiid PHA syntaz, kodované geny phaC (prvni a druhé tiida), phaE (tfeti tfida) a phaR
(Ctvrta tiida), které jsou blize popsany v kapitole 2.5.4. Déle byl proveden screening dalSich
gend, které jsou zapojeny do cyklu syntézy PHA. Konkrétné gent zapojenych do produkce
scl PHA z glukozy (geny phaA a phaB) viz kapitola 2.5.2, do produkce PHA ze souvisejicich
zdrojii pomoci B-oxidace (geny phaJ a fabG) viz kapitola 2.5.1 a do produkce mcl PHA
pomoci biosyntézy disociované kyseliny (gen phaG) viz kapitola 2.5.3. Do testovani bylo
zahrnuto 16 riznych mikrobialnich rodu (Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Cupriavidus,
Escherichia,  Guehomyces,  Klebsiella, = Kosakonia, Lelliottia,  Lysinibacillus,
Oceanobacillus, Pantotea, Pseudomonas, Rahnella, Staphylococcus a Stenotrophomonas) a
vSechny vysledky jejich screeningu genii zapojenych do produkce PHA jsou uvedeny

v Tab. 9.

8.2.1 Rod Acinetobacter

Z rodu Acinetobacter bylo do screeningu zafazeno celkem Sest kmeni stejného bakteridlniho
druhu Acinetobacter calcoaceticus. U tfech z testovanych kment (D47, D55 a D165) byla
potvrzena pfitomnost genti pro produkci PHA syntazy 1. tiidy. OvSem pouze Acinetobacter
calcoaceticus D165 byla potvrzena i ptitomnost genu phaB. Proto je pravdépodobné, ze
kmen D165 dokéze produkovat scl PHA z glukézy. U kmenu Acinetobacter calcoaceticus
D165 nebyla potvrzena ptitomnost phaAd genu, coZ naznacuje, Ze pravdépodobné vytvari
P(3HV) pomoci cesty D ¢i F v Obr. 3. U kmenQ Acinetobacter calcoaceticus D47 a D55
nebyla potvrzena pfitomnost dalSiho genu zahrnutého do metabolizmu PHA, proto nelze fict
jakou cestou scl PHA vyrabi. U kment Acinetobacter calcoaceticus D36, D171 a D173 sice
nebyla potvrzena ptitomnost nékteré PHA syntazy, ovSem u D36 byla potvrzena piitomnost
genu fabG, u D171 ptitomnost phaB a u D173 ptitomnost phaA. Je tedy moZné, Ze tyto geny
vyuzivaji v jiném metabolizmu neZ na produkci PHA. Obecné 1ze o rodu Acinetobacter
konstatovat, ze byly v n€kterych z testovanych zastupcti objeveny geny pro PHA syntazu
1. tfidy, phaA, phaB a fabG. Diky ptitomnosti PHA syntazy 1. tfidy by mély pfednostné
vytvaret scl PHA a diky phaAd a phaB by tento rod mé&l byt schopen vyuZzivat sacharidy.
Ovsem u jednoho kmene byl objeven i1 gen fabG, diky jemuZz rod Acinetobacter dokéaze
vyuzivat 1 tuky a tim padem pravdépodobné vytvaret mcl PHA. Tyto domnénky potvrzuji
Elsayed et al. (2016), ktefi pomoci Acinetobacter baumannii dokazali dosdhnout nejlepsi

produkce PHB z kukufi¢ného oleje. Zatim co Vierkant, Martin a Stewart (1990) zjistili, ze
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zastupci z rodu Acinetobacter dokazi produkovat PHB i ze sacharidi. V jejich studii, u tii
kment ze Sesti, bylo dosazeno optimalni produkce z glukézy. Jeden kmen preferoval pro
produkci xylézu a dva z nich nereagovali na monosacharidy. Schopnost produkovat scl 1
mcl PHA pomoci tohoto rodu byla potvrzena Kung et al. (2007), ktefi ze sdjového oleje
dokazali vytvaret PHB a PHHx. Produkci mcl PHA pomoci zéstupct z rodu Acinetobacter
dosahli i z kukutiéného oleje Song et al. (2008).

8.2.2 Rod Bacillus

Z rodu Bacillus bylo otestovano devét kment, z toho ¢ty (D32, D117, D199 a D201) byly
stejné¢ho druhu Bacillus megaterium. U péti kmenti (D31, D80, D117, D199 a D201) byla
potvrzena pritomnost alespon jedné zPHA syntaz a u tfech kment (Bacillus
amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens D11, Bacillus megaterium D32 a Bacillus sp.
D116) nebyla potvrzena piitomnost ani jednoho ze sledovanych genti. U kmenu Bacillus
simplex D32 byla prokazana pritomnost PHA syntazy 1. tfidy a genu phaAd, proto
pravdépodobné dokaze produkovat scl PHA. U kmene Bacillus amyloliquefaciens ssp.
plantarum D78 byla téZ potvrzena pfitomnost genu phaAd, ovsem nebyla potvrzena
ptitomnost nekteré PHA syntazy. Proto pravdépodobné Bacillus amyloliquefaciens ssp.
plantarum D78 vyuziva tento gen pro jiny ucel nez pro produkci PHA. DalSim testovanym
kmenem byl Bacillus cereus D80, u kterého byla potvrzena pouze ptitomnost PHA syntazy
4. tfidy. Gen PHA syntazy 4. tfidy byl objeven téz u tfi kment Bacillus megaterium (D117,
D199 a D201). Tato PHA syntaza 4. tfidy je typicka pro rod Bacillus a diky ni vytvafi
scl PHA. Dokonce pro studium PHA syntazy 4. tfidy se hojné€ vyuziva Bacillus megaterium,
u kterého byla v roce 1999 objevena (Tsuge, Hyakutake a Mizuno, 2015; McCool a Cannon,
1999). U Bacillus megaterium D199 byla téz objevena ptitomnost genu fabG, proto tento
kmen pravdépodobn¢ dokaze vytvaret PHA se souvisejicich zdroji pomoci B-oxidace (cesta
C v Obr. 2). Na rozdil u druhého kmene Bacillus megaterium D201 byla prok4zana
pritomnost genu phaA, ktery je soucasti tvorby PHA z glukézy. U Bacillus spp. byla
prokézéna schopnost vyuzivat ligno-celul6zové biologické odpady i cukry pro tvorbu
homopolymeri i kopolymert (Singh et al., 2013; Patel et al., 2012; Patel, Singh a Kalia,
2011; Porwal et al., 2008). Schopnost vytvaiet kopolymery u rodu Bacillus je
pravdépodobné zplisobena prokdzanou piitomnosti genli v této diplomové praci, které jsou
zapojeny jednak do produkce PHA z glukodzy, ale i ze souvisejicich zdrojii. Tuto mySlenku
potvrzuje 1 vyzkum Mohandas et al. (2018), kteti prokazali schopnost produkce P(3HB-co-
3HV) z glycerolu u Bacillus cereus. Jejich vysledny kopolymer obsahoval 12 mol. % P3HV
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pti pouziti surového gycerolu, ovS§em ptidavek kyseliny propionové zvysil produkci P3HV
o 30 mol. %. Diky tomu je pravdépodobné, ze geny zapojené do tvorby PHA ze
souvisejicich zdroji mohou ovlivnit mnozstvi P3HV. Pomoci sloZeni substratu lze tedy 1
dosahnout pozadovaného polymeru na miru dané aplikace. Pomoci spravného slozeni
substratu lze ziskat i ¢isté homopolymery P3HB, coz dokdzali Ray a Kalia (2017), kteti
z glukdzy pomoci Bacillus thuringiensis a Bacillus cereus produkovali homopolymer P3HB.
Velkou vyhodou u rodu Bacillus je 1 neptitomnost lipopolysacharidi (tj. endotoxinil) ve
vnéjsi membrang, proto je PHA ziskané znich vhodné pro pouziti 1 v medicinskych

aplikacich (Singh, Patel a Kalia, 2009).

8.2.3 Rod Citrobacter

Z rodu Citrobacter byl do testovani zafazen pouze jeden kmen Citrobacter braakii D69, u
kterého nebyla prokazana pfitomnost ani jedno z testovanych genti. Piestoze u testovabého
kmene nebyla prokazana schopnost produkce, u Citrobacter sp. byla prokazana schopnost
produkce PHA (Rehman, Jamil a Husnain, 2007). Tento rod dokaze produkovat i
polyfostaty, které se daji vyuzit téZ jako biomaterial (Moradali a Rehm, 2020).

8.2.4 Rod Cupriavidus

Rod Cupriavidus téz v testovani zahrnoval pouze jeden kmen Cupriavidus neactor
CCM 3726. Tento kmen byl pouzit jiz pfi optimalizaci a byla u néj prokazana pfitomnost
PHA syntazy 1. tfidy, genu phad a phaB. Diky kombinaci téchto gend je Cupriavidus
neactor CCM 3726 schopen vytvaret P(3HB) z glukézy (cesta C v Obr. 3). Cupriavidus
neactor je jeden z nejpouzivanéjSich a nejvice prozkoumanych producenti PHA. Byla u né;j
prokazana ptitomnost vSech detekovanych genti (PHA syntazy 1. tfidy, phad i phaB)
(Sagong et al., 2018). Diky detekci téchto genli Ize 1 potvrdit spravny prubéh a nastaveni

PCR.

8.2.5 Rod Escherichia

Dale bylo otestovano 21 kmenl Escherichia coli. Pouze u jednoho kmene
Escherichia coli F77 nebyla prokazana ptitomnost sledovanych genti. U vSech kmenti kromé
F77 a DH5a byla prokézana pfitomnost genu phaAd. U 12 kmentl Escherichia coli (119, 123,
126, 1/2, 1/3a, 1/6a, 11/2, S7, S32, S33, S34 a S35) byla prokazana ptitomnost genti PHA
syntazy 1. tiidy, u kmene Escherichia coli DH5a ptitomnost PHA syntazy 3. tfidy a u kment
Escherichia coli 123, S32 a S33 ptitomnost PHA syntazy 4. tfidy. Téz byla prokdzana
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ptfitomnost phaB u kmene Escherichia coli 114. Z téchto vysledkl 1ze usuzovat, ze fada
zastupct z druhu Escherichia coli by mohla byt schopna produkovat scl PHA. Prestoze
v této studii byly objeveny geny zapojené do PHA cyklu, je Escherichia coli povazovana za
PHA neprodukujici bakterii. Diky neschopnosti produkce PHA se ¢asto vyuziva pro tvorbu
rekombinantnich PHA produkujicich kment (Favaro, Basaglia a Casella, 2019; Srirangan et
al.,2016; Wang et al., 2009). Je proto mozné, ze n¢které kmeny z pfirodniho prosttedi jsou
schopny produkce PHA a tim i dokézou Iépe snaset stresové podminky. Pfipadné mizou mit
neaktivni geny zapojené do PHA cykli ¢i mohlo dojit k falesné pozitivité. K ovéfeni
schopnosti tvorby PHA by bylo vhodné u téchto kment udélat dalsi testy ovéfujici
fenotypove produkci PHA napft. barveni barvivy sidanskou ¢erni, nilskou modfi, nilskou

Cerveni Ci provést izolaci piipadného PHA s naslednou charakterizaci.

8.2.6 Rod Guehomyces

Jedinym zastupcem z kvasinek byl kmen Guehomyces pullulans D234, u kterého nebyla
prokazana pritomnost ani jednoho ze sledovanych gend. Mezi producenty PHA se obecné
fadi jen bakterie a archea (Poli ef al., 2011; Lu, Tappel a Nomura, 2009), ovSem kvasinky
lze vyuzit na tvorbu rekombinantnich producentii PHA. Diky své vy$§i odolnosti vici
kontaminaci, schopnosti vyuzit Sirokého spektra substratd a schopnosti prezit i v drsnéjsich
podminkach predstavuji kvasinky atraktivni potencidl pro tvorbu rekombinantnich

producenti PHA (Biernacki et al., 2017).

8.2.7 Rod Klebsiella

Pfitomnost ani jednoho genu téZ nebyla prokazéana u jediného zéstupce z rodu Klebsiella
(Klebsiella axytoca D212). Ptestoze se v této praci nepodafilo prokazat piitomnost
sledovanych gent zapojeny do PHA cyklu, byla u nékterych zastupcii rodu Klebsiella
prokdzana schopnost tvofit PHA zxylozy (Lopes et al., 2009). Dale zastupci z rodu
Klebsiella dokézali vytvaret kopolymer P(HB-co-HV) ze sificitanu z tvrdého dfeva a tim 1
dokazali schopnost piezit v drsnych podminkach (Ferreira et al., 2016). Je tedy mozné, Ze
Klebsiella axytoca D212 mize nést ve svém genomu odliSnou sekvenci gentl, nez byla

testovana, a diky niz je schopna produkce PHA.

8.2.8 Rod Kosakonia

K testovani byl pouzit jeden zastupce z rodu Kosakonia (Kosakonia cowanii D223), u

kterého se potvrdila pfitomnost pouze phaA genu. Proto pravdépodobné tento gen vyuziva
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v jiném nezZ PHA metabolizmu. Bohuzel nebyly zatim zaznamenéany dalsi studie, které by se
timto rodem zabyvaly. Bylo by tedy vhodné provést dalsi studie rodu Kosakonia s vice

kmeny pro ovéieni neschopnosti produkce PHA.

8.2.9 Rod Lelliottia

Screening geni byl proveden téz u jednoho zastupce z rodu Lelliottia. U kmene z toho rodu
Lelliottia amnigena D52 byla prokazéna pfitomnost genu PHA syntdzy 1. tfidy a phaA, proto
pravdépodobné dokaze vytvaiet scl PHA. Nanestésti nebyly doposud publikovany studie,
které by potvrzovaly ¢i vyvracely schopnost produkce PHA u rodu Lelliottia. Proto by bylo

vhodné provést dalsi studie s vice kmeny tohoto rodu.

8.2.10 Rod Lysinibacillus

U zastupce rodu Lysinibacillus (Lysinibacillus xylanilyticus D23) nebyla prokazana
pfitomnost n¢kterého z testovanych gend. OvSem u rodu Lysinibacillus byla prokazana
schopnost vytvaret PHA v kratkém ¢asovém obdobi z riznych zdroji uhliku bez pfitomnosti
endotoxini. Diky tomu je PHA zrodu Lysinibacillus vhodné pro vyrobu biomaterialti
(Edilane et al., 2016). Je tedy mozné, ze kmen Lysinibacillus xylanilyticus D23 patii mezi
PHA-neprodukujiciho zastupce z rodu Lysinibacillus ptipadné je schopny produkovat PHA

pomoci jiné sekvence gend, nez byla sledovana v této praci.

8.2.11 Rod Oceanobacillus

Z rodu Oceanobacillus byly otestovany tfi kmeny. U kmene Oceanobacillus caeni D61
nebyla prokdzana pfitomnost ani jednoho z testovanych genl. Screening genli u kmene
Oceanobacillus kimchii D105 prokazal pfitomnost PHA syntdzy 1. a 3. tfidy a genu phaB,
proto je pravdépodobné, Ze tento kmen je schopen vytvaret scl PHA z gluk6zy. Naopak u
kmene Oceanobacillus sp. D140 byla téz prokdzana ptitomnost PHA syntazy 3. tfidy
v kombinaci s genem phaJ, proto pravdépodobné Oceanobacillus sp. D140 dokaze vytvaret
PHA se souvisejicich zdrojii pomoci B-oxidace viz cesta B v Obr. 2. Schopnost produkce
PHA u rodu Oceanobacillus potvrzuje jeho zatazeni mezi PHA-produkujici bakterie

(Subramanian, Maruthamuthu a Baltrus, 2019).

8.2.12 Rod Pantoea

Z rodu Pantoea bylo otestovano Sest zastupci druhu Pantoea agglomerans. U vSech z nich,

kromé& Pantoea agglomerans D17, byla prokézéana ptitomnost PHA syntazy 4. tiidy. Taktéz
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u vsech, kromé¢ Pantoea agglomerans D28b, byla prokdzana ptitomnost phaB. U kmene
Pantoea agglomerans D10 byla prokazéana také ptitomnost genu PHA syntdzy 1. tiidy a
phaJ. PhaJ byl nalezen pouze u tohoto kmene ze zastupct z rodu Pantoea. Diky ptitomnosti
kombinace téchto gent je kmen Pantoea agglomerans D10 pravdépodobné schopny
vytvatet PHA jak z glukozy, tak i ze souvisejicich zdroji pomoci B-oxidace (cesta B
v Obr. 2). Naopak u kmenti Pantoea agglomerans D13, D17 a D109 byla prokazana
pritomnost genu fabG. Diky tomu kmeny Pantoea agglomerans D13, D17 a D109 jsou
schopny pravdépodobné¢ vytvaret PHA z glukozy i se souvisejicich zdrojt (cesta C v Obr. 2).
U kmene Pantoea agglomerans D109 byla navic objevena ptfitomnost genu phaG, proto
pravdépodobné dokaze vytvaret PHA i pomoci biosyntézy disociované kyseliny (cesta D
v Obr. 4). U kmene Pantoea agglomerans D17 sice nebyla prokazana ptitomnost Zddné PHA
syntazy, ale byla prokazéana ptitomnost genl fabG a phaB, proto mozna vyuZiva tyto geny
v jiném metabolizmu nez pro tvorbu PHA. U kmene Pantoea agglomerans D27 byla
prokazana ptitomnost genu PHA syntazy 1. a 4. tfidy a phaB, proto pravdépodobné tvori
PHA z glukézy. U kmene Pantoea agglomerans D28b byly téZ objeveny geny PHA syntazy
1. a 4. tfidy, ale uz ne Zadny jiny. Proto je kmen Pantoea agglomerans D28b pravdépodobné
schopny vytvaiet PHA jinou cestou, kterd nebyla zahrnuta do screeningu. Schopnost

produkovat PHA u rodu Pantoea potvrdili i Gasser, Miiller a Berg (2009).

8.2.13 Rod Pseudomonas

Z rodu Pseudomonas bylo otestovano celkem 21 kmeni a byla u tohoto rodu potvrzena
pfitomnost vSech sledovanych gent alespon u nékterych z nich. Pravdépodobné diky tomu
rod Pseudomonas dokéaze vytvaret rizné typy PHA z riznych substrati. Schopnost vyuzivat
rozmanité substraty byla u rodu Pseudomonas potvrzena fadou studii a diky tomu se tento
rod fadi mezi atraktivni producenty PHA (Pereira et al., 2019; Naveen et al., 2015). Syntdza
PHA 2.tfidy, ktera byla u fady kmend ztohoto rodu potvrzena, je typickd pro rod
Pseudomonas a diky ni dokéze tento rod vytvaret mcl PHA (Mozejko-Ciesielska,
Szacherska a Marciniak, 2019).

U kmenu Pseudomonas mendocina CCM 3590 byla prokazana pfitomnost genu PHA
syntazy 2. tfidy a fabG, proto tento kmen pravdépodobné vytvari mcl PHA ze souvisejicich
zdrojti pomoci B-oxidace (cesta C v Obr. 2). Schopnost produkce PHA u Pseudomonas
mendocina potvrdila vyzkumna skupina Rai et al. (2011b), ktefi pomoci Pseudomonas

mendocina vytvareli PHO z octanatu sodného.
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U kmene Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byla téz prokézana ptitomnost genu PHA
syntazy 2. tiidy a genu phaJ. Lze tedy predpokladat tvorbu mcl PHA (cesta B v Obr. 2).
Takvou cestu tvorby potvrzuji studie, kterd u Pseudomonas aeruginosa prokazala schopnost
vytvaret mcl PHA z technické kyseliny olejové, mastnych kyselin, ale i z odpadnich oleji a
sacharidt (Fernandez et al., 2005; Hoffmann a Rehm, 2004).

Déle byly otestovany dva kmeny stejného druhu Pseudomonas koreensis D16 a D28. Kmen
Pseudomonas koreensis D16 ma ve svém genomu gen pro PHA syntazu 1. tfidy a phaJ,
proto pravdépodobn¢ dokaze vytvaret scl PHA ze souvisejicich zdroju (cesta B v Obr. 2).
Gen phaJ byl prokazan i u druhého kmenu Pseudomonas koreensis D28, ovSem u tohoto
kmene nebyl nalezen gen PHA syntazy 1. tfidy. Pseudomonas koreensis D28 prokazala
pfitomnost PHA syntazy 3. tfidy a genu pha4, proto patrné¢ dokaze vytvaiet PHA z glukozy
1 ze souvisejicich zdroju.

Dalsi testovany kmen Pseudomonas oryzihabitans D37, prokazal pouze ptitomnost phaB.
Z druhu Pseudomonas putida byly otestovany dva kmeny D68 a D146 a u obou byla
prokdzana pfitomnost genu fabG. Kmen Pseudomonas putida D68 navic obsahoval gen
phaG, ale zadnou z PHA syntdz. U kmenu Pseudomonas putida D146 byla prokdzana i
pritomnost genu PHA syntdzy 3. tfidy, proto nejspi§ dokaze produkovat PHA pomoci f-
oxidace ze souvisejicich zdrojt (cesta C v Obr. 2). Obecné se Pseudomonas putida povazuje
za ptirozené¢ho producenta mcl PHA (de Eugenio ef al., 2010). Tento druh je geneticky a
metabolicky rozmanity, diky ¢emuZ je schopny produkovat mcl PHA z riznych zdroji
uhliku, jako jsou mastné kyseliny pomoci B-oxidace, nebo z cukrii a aromatickych sloucenin
pomoci biosyntézy disociované kyseliny. To bylo naSem ptipad¢ prokazano ptitomnosti
genu phaG 1 fabG, a také popsano ve studiich autori Nikel a de Lorenzo (2014) a
Prieto et al. (2016). OvSem pro produkci mcl PHA nebyl prokdzan gen PHA syntéazy 2. tiidy
u testovanych kment. Coz lze vysvétlit tim, Ze ptitomnost PHA syntdzy 2. tfidy je kmenové
zavisla.

Schopnost produkce PHA byla prokazana i u Pseudomonas fragi D93 pomoci PHA syntazy
4. tiidy a u Pseudomonas corrugata D100 pomoci PHA syntazy 1. tfidy. Naopak u kmenu
Pseudomonas antarctica D102 nebyla prokazéana pifitomnost zaddného ze sledovanych genti.
U Pseudomonas marginalis D124 byla prokazana ptitomnosti fady genti (PHA syntazy
1., 2. a3. tfidy, phaA a fabG). Diky tomu by Pseudomonas marginalis D124 mohla byt
schopna vytvaret scl i mcl PHA, a dokonce i jejich vzajemné kopolymery (scl-mcl PHA)
z glukozy 1 ze souvisejicich zdroji. U kmenl Pseudomonas gessardii D180, Pseudomonas

frederiksbergensis D183, Pseudomonas veronii D186 a Pseudomonas libanensis D238



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

nebyla prokézana ptitomnost ani jedné z PHA syntaz, ale pouze pfitomnost ostatnich genti
zapojenych do drah tvorby PHA. Gen phaA byl nalezen u Pseudomonas frederiksbergensis
D183 a Pseudomonas libanensis D238, gen phaB u Pseudomonas veronii D186 a gen fabG
byl nalezen u Pseudomonas gessardii D180. Z druhu Pseudomonas frederiksbergensis byl
otestovan jeSté jeden kmen Pseudomonas frederiksbergensis D237, u kterého byla
prokdzana ptitomnost PHA syntazy 2. a 4. tfidy, phaB a phaJ. Diky ptitomnosti téchto genti
je Pseudomonas frederiksbergensis D237 nejspiS schopna vytvaret scl 1 mcl PHA a jejich
vzajemné kopolymery z glukozy i1 ze souvisejicich zdroju (cesta B v Obr. 2). U kmene
Pseudomonas extremorientalis D214 byla objevena pfitomnost PHA syntazy 1. a 3. tfidy,
phad, phaG a phaJ, proto je tento kmen pravdépodobné schopen vytvaret PHA ze
souvisejicich zdrojii pomoci B-oxidace (cesta B v Obr. 2), z gluk6zy 1 pomoci biosyntézy
disociované kyseliny (cesta D v Obr. 4). U kmenu Pseudomonas chlororaphis D220 byla
prokazana ptitomnost genu PHA syntazy 1. tfidy a phaB, proto nejspis dokaze produkovat
scl PHA z gluk6zy. Kmen Pseudomonas tolaasii D228 téz pravdépodobné produkuje scl
PHA z glukozy, jelikoz byly u néj nalezeny geny PHA syntazy 1. tfidy a phaAd. U kmene
Pseudomonas rhodesiae D233 byla prokézéana ptitomnost genu PHA syntazy 1. a 2. tfidy,
phaA a phaG, diky tomu ma tento kmen potencial vytvaret scl, mcl i scl-mcl PHA z glukozy
1 pomoci biosyntézy disociované kyseliny. Poslednim otestovanym kmenem z rodu
Pseudomonas byl kmen Pseudomonas fluorescens D239, u kterého byla detekovéana
pfitomnost genu PHA syntdzy 1.a4.tfidy, fabG a phaB. Diky témto geniim je
pravdépodobné schopny syntetizovat scl PHA z glukozy 1 ze souvisejicich zdrojh (cesta C
v Obr. 2). Tyto vysledky se shoduji s vyzkumem Lim, Rhie a Kim (2018), ve kterém u
Pseudomonas fluorescens KLR101 prokazali schopnost produkovat scl PHA z cukri a

mastnych kyselin a téZ prokazaly gen PHA syntazyl. tfidy.

8.2.14 Rod Rahnella

Z rodu Rahnella byl otestovan jeden kmen Rahnella aquatilis D218, u kter¢ho byla
potvrzena pouze pritomnost genu phaG. Je tedy mozné, Ze tento kmen vyuziva gen phaG k
jinym ucelim neZ na tvorbu PHA. Pfipadné¢ mize obsahovat PHA syntdzu s jinou neZ
detekovanou sekvenci. Pfestoze v této praci nebyla potvrzena schopnost produkce PHA u
tohoto rodu, Kumar et al. (2018) dokazali zastupcem tohoto rodu vyprodukovat P3HB
z glukozy.
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8.2.15 Rod Staphylococcus

Z rodu Staphylococcus byl do screeningu zahrnut pouze jeden Staphylococcus sp. D111, u
nehoz byla prokazana ptitomnost genu PHA syntazy 1. tiidy a phaJ. Tudiz pravdépodobné
dokaze vytvaiet scl PHA ze souvisejicich zdrojii pomoci B-oxidace (cesta B v Obr. 2). U
zastupce stejného rodu Staphylococcus epidermis byla prokazana schopnost produkce PHB
ze sladu, odpadu ze sdji, mléka, octu a sezamového oleje (Wong et al., 2004, 2005).
Schopnost vyuzivat olej za vyroby PHB (scl PHA) koresponduje s detekovanymi geny

v tomto rodu.

8.2.16 Rod Stenotrophomonas

Poslednim testovanym rodem byl Stenotrophomonas. U kmene Stenotrophomonas
maltophilia GK CIP 5/1 byla prokdzana pouze pfitomnost genu PHA syntazy 3. tidy. Je
mozné, ze tento kmen dokdze vytvaret scl PHA, ovSem pravdépodobné odlisnou cestou, nez
byly sledovany v této praci. Dalsim kmenem z tohoto rodu byl Stenotrophomonas sp. D221,
u které¢ho byla prokazana pritomnost genu PHA syntazy 1. a 4. tfidy, phaB a phaJ. Diky
kombinaci téchto gen pravdépodobné Stenotrophomonas sp. D221 dokdze vytvéret
scl PHA z podobnych zdroji pomoci B-oxidace i z glukézy. Schopnost produkce z glukozy
potvrdili Igbal, Khan a Jamil (2016), kterym se podafilo vyprodukovat PHB také

z bramborového Skrobu.
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ZAVER

Rada mikroorganizmti dokaze piirozené produkovat PHA. PHA jsou polymery, které diky
své biodegradovatelnosti a biokompatibilité maji Siroké vyuziti piedevs§im jako jednorazovy
plast a biomaterial. BohuZzel vyroba PHA je stale draha a slozitd. OvSem diky pochopeni

biosyntézy PHA a nalezeni novych producentii, mize dojit ke snizeni ceny PHA,

zoptimalizovani produkce PHA 1 nalezeni novych typti PHA.

V této praci byla navrzena a zoptimalizovdna rychld a jednoduchd metoda pro detekci
9 gent, které jsou zapojeny do produkce PHA. Hledanymi geny v této metodé jsou vSechny
¢tyfti ttidy PHA syntdz (kodovany geny phaC, phaE, phaR), které katalyzuji polymeraci.
Dale jsou detekovany klicové geny kodujici enzymy podilejici se na tvorbé PHA ze
sacharidii a mastnych kyselin (phad, phaB, phaJ, phaG, fabG). Pomoci této metody lze
nalézt vhodné producenty pro vyrobu PHA, a dokonce urcit jaky substrat pro vyrobu PHA
preferuji, jakou cestou a jaky typ PHA produkuji. Coz ptindsi cenné poznatky pro vyzkum i

primysl.

Vyslednou vhodnou metodou bylo vytvofeni tfi skupin primerd v multiplexu PCR, tj.
ctvefice PHA syntdz (phaSynl + phaSyn2b + phaSyn3 + phaSyn4), trojice primerQ
(phaB1 + phal + phaG3) a dvojice (fabG+phaA) a nalezeni vhodné teploty
annealingu 65 °C. Tato metoda mulze slouzit k rychlému screeningu genti dal§ich moznych

producenti PHA.

Nasledné byl touto metodou proveden screening gend podilejicich se na tvorbé PHA u
celkem 77 mikrobidlnich kmend zahrnujicich 16 riznych mikrobidlnich roda
(Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Cupriavidus, Escherichia, Guehomyces, Klebsiella,
Kosakonia, Lelliottia, Lysinibacillus, Oceanobacillus, Pantotea, Pseudomonas, Rahnella,
Staphylococcus a Stenotrophomonas). U vétSiny z téchto mikroorganizmu byla potvrzena
pritomnost, alesponi jednoho z nich. Pouze u 10 kmeni (tj. Bacillus amyloliquefaciens ssp.
amyloliquefaciens D11, Lysinibacillus xylanilyticus D23, Bacillus megaterium D32,
Oceanobacillus caeni D61, Citrobacter braakii D69, Pseudomonas antarctica D102,
Bacillus sp. D116, Klebsiella oxytoca D212, Guehomyces pullulans D234 a Escherichia coli
F77) nebyla potvrzena zadnd ptitomnost sledovanych gent. Pfitomnost klicové PHA

syntazy byla potvrzena u 47 kment.
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Tato metoda zkouma pouze genetickou vybavenost mikroorganizmd, a proto by bylo vhodné
po rychlém pocateCnim screeningu genti provést jest¢ fenotypové testy u vytipovanych

producent.
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% CDM Hmotnostni procenta z celkové hmotnosti vysuSenych bunck
4HbD 4-hydroxybutyrat dehydrogenaza

AccA Acetyl-CoA karboxylaza

Acetyl-CoA Acetylkoenzym A

ACP Acylovy nosny protein

AlkK Acyl-CoA syntaza

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

BHI Mozko-srdcova infuze

BktB Ketothioldza

bp Pary bazi

Catl 4-hydroxybutyrylové kyseliny-CoA transferaza
Cat2 4-hydroxybutyrylové kyseliny-CoA transferaza
CCM Ceska sbirka mikroorganizmi

CoA Koenzym A

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

FabD Malonyl-CoA:ACP transacylaza

FabG 3-ketoacyl-ACP reduktdza

FabG 3-ketoacylreduktaza

FabH 3-ketoacyl-ACP syntaza I1I

FadA 3-ketoacyl-CoA thioldza

FadB Enoyl-CoA hydrataza

FadD Acyl-CoA syntéza
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FadE
FadR
IIvA
ISO

Icl PHA
LDH
LDPE
M17

MALDI-TOF

MaoC
mcl PHA
NADH
NADPH
P(3HB)
P(3HB-co-3HV)
PCR
PCT
PGA
PHA
PhaA
PhaB
PhaC
PhaG
PhaJ

PhaR

Acyl-CoA dehydrogenaza

Transkrip¢ni faktor B-oxidace

3-hydroxyvalerat threonin deaminaza

Mezinarodni organizace pro normalizaci

PHA s dlouhym postrannim fetézcem (s vice jak 15 uhliky)
Laktatdehydrogenéaza

Nizkohustotni polyetylen

M17 pevna ptuda

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti

matrice s priletovym analyzatorem
R-specifickd enoyl hydrataza

PHA se stfedné dlouhym postrannim fetézcem (s 6-14 uhliky)
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Poly(R-3-hydrovybutyrat)
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
Polymerazova tfetézova reakce
Pronionyl-CoA transferaza

Polyglykolid

Polyhydroxyalkanoét

3-ketothialdza

NADPH acetoacetyl-CoA reduktaza

PHA syntaza

Hydroxyacyl-ACP specifické thioesteraza
R-specifickd enoyl hydrataza

Represor phasinli



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

PHB
PHHD
PHHx
PHO
PHOD
PHV
PLA

PP

PPi
Rh1G
RNA
Sbm

scl PHA
scl-mcl PHA
SucD
Ta

TAE
TCA cyklus
TEM
TesA
uv

YtgG

Polyhydroxybutyrat

Polyhydroxyhexadekanat
Polyhydroxyhexanoat

Polyhydroxyoktanat

Polygydroxyoktadekanat

Poyhydroxyvalerat

Polylaktid

Polypropylen

Difosfat

3-ketoacylreduktaza

Ribonukleova kyselina

Koenzym B12 dependentni methylmalonyl CoA mutéaza
PHA s kratkym postrannim fetézcem (s 3-5 uhliky)
kopolymery obsahujici jednotky scl i mcl PHA
Sukcinat depolymeréaza

Teplota annealingu

Tris-acetat-EDTA

Cyklus trikarboxylovych kyselin

Transmisivni elektronova mikroskopie
Thioesteraza

Ultrafialova

Methylmalonyl-CoA dekarboxyldza
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