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ABSTRAKT 

V současné době se čím dál častěji používají biomateriály v medicínských aplikacích.  Mezi 

tyto biomateriály patří i polyhydroxyalkanoáty (PHA), což je rozsáhlá skupina polymerů, 

které mají schopnost biodegradace a jsou biokompatibilní. Tyto polymery jsou produkovány 

některými mikroorganizmy jako zásoba energie. Objevení těchto PHA producentů a 

pochopení biochemie jejich biosyntézy vede k nalezení vhodných producentů pro výrobu 

PHA, dokonce dokážeme určit jaký substrát pro výrobu PHA preferují a jaký typ PHA 

produkují.  

Tato práce optimalizuje metodu polymerázové řetězové reakce (PCR) pro nalezení genů 

podílejících se na syntéze PHA. Hledanými geny jsou všechny čtyři třídy PHA syntáz 

(kódovány geny phaC, phaE, phaR), které katalyzují polymeraci. Dále jsou hledány klíčové 

geny kódující enzymy podílející se na tvorbě PHA ze sacharidů a mastných kyselin (phaA, 

phaB, phaJ, phaG, fabG). Zoptimalizovaná metoda byla pak použita pro otestování 77 

mikrobiálních kmenů zahrnující 16 různých mikrobiálních rodů.  U většiny z těchto 

mikroorganizmů byla potvrzena přítomnost, alespoň jednoho z nich. Pouze u 10 kmenů 

nebyla potvrzena žádná přítomnost sledovaných genů.  Přítomnost klíčové PHA syntázy 

byla potvrzena u 47 kmenů. 

Zoptimalizovaná metoda v této práci přináší cenné informace o biochemických pochodech 

pro tvorbu PHA u testovaných mikroorganizmů. Díky ní lze nalézt nové producenty PHA a 

substrát, který vyžadují pro tvorbu. 

 

Klíčová slova: polyhydroxyalkanolát, biomateriál, 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. 
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ÚVOD 

Již na počátku 17. století zazněla slavná otázka: „Být či nebýt?“  od slavné postavy Hamleta 

z jedné ze Shakespearových tragédií (Shakespeare, 2016). Dnes se zahlcením zpráv o 

znečistění naší planety především polymerním materiálem bychom tuto otázku mohli upravit 

na: „Být či nebýt s polymery?“. I přes neustále narůstající znečištění polymerním odpadem 

a narůstajícímu se počtu odpůrců polymerů by mělo být odpovědí: „Určitě být“ (Ritchie a 

Roser, 2019). Při hlubším zamyšlení je tato odpověď zřejmá. Protože bez polymerů nelze 

žít. Samotné naše tělo obsahuje polymery (např. bílkoviny, nukleové kyseliny) a i 

v rostlinách jsou polymery. Takže kdyby nebyly polymery, nebyli by lidé, zvířata a ani 

rostliny a tím pádem by nebyl ani život. Pak by tedy otázka: „Být či nebýt?“ byla úplně 

zbytečná (Stoklasa, 2005). Možná lepší otázka by byla: „Být či nebýt se syntetickými 

polymery?“. Zde je odpovědět už těžší. Dnešní společnost je stále obklopena syntetickými 

polymery. Vyrábíme z nich nejrůznější výrobky od nábytku přes různé součástky po obaly, 

biomateriály, a dokonce jsou součástí kosmetických výrobků.  Syntetické polymery jsou 

důležité pro veškerý průmysl (Mishra, 2019). Dokázala by vůbec dnešní společnost se obejít 

bez těchto věcí a tím i bez syntetických polymerů? Přestože první syntetický polymer byl 

vyroben teprve v roce 1907 myslím si, že už bychom nezvládli žít bez syntetických polymerů 

(Crespy, Bozonnet a Meier, 2008). Ovšem pokud budeme nadále znečisťovat naši planetu 

nejspíš už nebudeme kde moct žít. Další otázkou pak je: „Jak žít s polymery?“.  Odpovědí 

by mohlo být předcházení vzniku odpadu, recyklace, používání biodegradovatelných 

polymerů a cirkulární ekonomika. Jedním z příkladu řešením této otázky je i mikrobní 

produkce polyhydroxyalkanoátu (PHA). PHA mají díky své úplné biodegradovatelnosti, 

biokompatibilitě a podobným mechanickým vlastnostem polypropylenu (PP) široké 

uplatnění především jako jednorázový plast (Rai et al., 2011a; Kosior, Messias a Fowler, 

2006). Bohužel výroba PHA oproti PP je dražší, proto nachází uplatnění především jako 

biomateriál (Thorat Gadgil, Killi a Rathna, 2017).  

S prodlužující se délkou života roste potřeba po těchto biomateriálech, proto je nezbytné 

hledat levnější metody produkce, nové producenty a syntetizovat PHA s optimálními 

vlastnostmi pro danou aplikaci. Screening genů podílející se na produkci PHA vede k 

pochopení syntézy PHA a nelezení nových producentů a tím může vést i k snížení ceny PHA 

a nalezení dalších typů PHA.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYHYDROXYALKANOÁTY  

Polyhydroxyalkanoáty (PHA) neboli polyhydroxy mastné kyseliny jsou skupinou 

polyesterů, které jsou syntetizovány mikroorganizmy. Molekula PHA je tvořena 600 až 

35 000 monomerními jednotkami (R)-hydroxy mastné kyseliny (Khanna a 

Srivastava, 2005). Každý mer obsahuje postranní řetězec (R), který je obvykle tvořen 

nasycenou alkylovou skupinou viz (Obr. 1 a Tab. 1) nebo méně často nenasycenou alkylovou 

skupinou, rozvětvenou alkylovou skupinou či substituovanou alkylovou skupinou (Lu, 

Tappel a Nomura, 2009). PHA lze na základě počtu uhlíku postranního řetězce rozdělit na 

PHA s krátkým řetězcem (scl PHA) s 3-5 uhlíky, se středně dlouhým řetězcem (mcl PHA) s 

6-14 uhlíky a dlouhým řetězcem (lcl PHA) s více jak 15 uhlíky (Khanna a Srivastava, 2005). 

Díky této rozmanitosti merů tvořící PHA existuje přes 150 různých typů PHA, které můžou 

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

PHA se řadí mezi biodegradovatelné polymery, což podle normy Mezinárodní organizace 

pro normalizaci ISO 472:2013, 2013 znamená, že jejich chemická struktura podléhá 

degradaci způsobenou biologickou aktivitou, především enzymy. Podle stejné normy (ISO 

472:2013, 2013) patří PHA i mezi biologicky recyklovatelné polymery, protože se za 

řízených podmínek rozpadají až na stabilizované organické zbytky, vodu a oxid uhličitý při 

aerobních podmínkách kompostování a při anaerobních podmínkách navíc vzniká methan. 

Biodegradabilních polymerů je celá řada. Zahrnují jednak přírodní polymery (kolagen, chitn, 

škrob, celulóza atd.) i syntetické (polylaktid, polyglykolid atd.) (Vroman a Tighzert, 2009). 

Výhodou PHA oproti některým jiným biodegradovatelným polymerům je, že na mikrobiální 

produkci PHA se nevyužívá zemědělská půda. Ovšem vzhledem nízké a stále drahé produkci 

se PHA syntetizuje i pomocí geneticky upravených rostlin, kde už je potřebná zemědělská 

půda (Flickinger a Drew, 1999).  Díky své biodegradovatelnosti má potencionální využití 

jako obalový materiál a výrobě zemědělských fólií (Chen, 2011; Bucci, Tavares a Sell, 

2005). Je pravděpodobné, že PHA časem dokonce nahradí typické obalové materiály jako je 

polyetylen, polypropylen a polyetylentereftalát (Kosior, Messias a Fowler, 2006). 

Další výhodou je biokompatibilita PHA s krví a tkáněmi. Lze ho tedy využít jako materiál 

pro chirurgické implantáty a na sutury ran. Ve farmacii se využívá jako materiál na výrobu 

lékových mikrokapslích a jako obalový materiál tablet (Sharma a Mudhoo, 2011). 
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Tabulka 1 Názvy PHA podle počtu uhlíku a navázaného substituentu (upraveno dle 

Tan et al., 2014) 

R skupina  Počet uhlíků Název polymeru 

Methyl 4 Poly(3-hydroxybutyrát) 

Ethyl 5 Poly(3hydroxyvalerát) 

Propyl 6 Poly(3-hydroxyhexanoát) 

Butyl 7 Poly(3-hydroxyheptanoát) 

Pentyl 8 Poly(3-hydroxyoktanát) 

Hexyl 9 Poly(3-hydroxynonanoát) 

Heptyl 10 Poly(3-hydroxydekanonát) 

Oktyl 11 Poly(3-hydroxyundekanonát) 

Nonyl 12 Poly(3-hydroxydodekanonát) 

Decyl 13 Poly(3-hydroxytridekanonát) 

Undecyl 14 Poly(3-hydroxytetradekanonát) 

Dodecyl 15 Poly(3-hydroxypentadekanonát) 

Tridecyl 16 Poly(3-hydroxyhexadekanonát) 

Obrázek 1 PHA (upraveno dle Tan et al., 2014) 
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1.1 Historie 

Historie PHA začala již v roce 1926, kdy Lemoign objevil poly(R-3-hydrovybutyrát) 

(P(3HB)). Lemoing izoloval a charakterizoval P(3HB) z bakterie Bacillus megaterium 

(Lemoigne, 1926). Od té doby bylo PHA nalezeno v řadě grampozitivních i gramnegativních 

bakterií i archebakterií (Lee, 1996). S dalším objevem přišli v roce 1958. Macrae a 

Wilkinson (1958) zjistili, že P(3HB) bakterie produkují při nadbytku uhlíku a nedostatku 

dusíku . Z tohoto objevu usoudili, že mikroorganizmy P(3HB) produkují jako intracelulární 

zásobní látku. S rokem 1973 přišla ropná krize, což vedlo ke hledání alternativních zdrojů 

plastů (Volova, 2004). Této situace využila firma Imperial Chemical Industries (ICI Ltd., 

UK) a přišla v roce 1976 na trh s kopolymerem poly(3-hydroxybutyrát-3-hydroxyvalerát) 

(P(3HB-co-3HV)), který pojmenovali jako Biopol™. Ovšem tento kopolymer byl výrazně 

dražší než obvyklé plasty. Cenu snížila v roce 1996 americká firma Monsanto, která 

zakoupila práva Biopolu™ a začala jej produkovat transgenními rostlinami (Flickinger a 

Drew, 1999).  

Dnes již jsou PHA vyráběny řadou firem pod různými komerčními názvy např. Biocycle, 

Biogreen, Biomer, Ecogen, Goodfellow, Jiangu Nantian, Minerv-PHA, Mirel, Mtabolic, 

Nodax a Tepha (Bugnicourt et al., 2014). Z Českých firem je to firma Nafigate corporate, 

která přišla na trh s konceptem Hydal. Hydal využívá na produkci P(3HB) odpadní fritovací 

olej jako vhodný substrát pro mikroorganizmy. Nafigate prodává jednak know-how výroby 

P(3HB) a také vyrábí z P(3HB) peelingové kousky do sprchového mléka, čím předchází 

k dostávání se mikroplastů do životního prostředí. Jejím dalším produktem je opalovací 

krém, kde využívá P(3HB) jako ochranu proti ultrafialovému záření (UV) (Biotechnologie 

Hydal, c2019). 

1.2 Materiálové vlastnosti 

Polyhydroxyalkanoáty mají podobné materiálové vlastnosti jako tradičně užívané plasty 

(např. PP). Díky nim PHA získal velký zájem ve vědě i průmyslu. Ovšem tyto parametry se 

mohou pohybovat v širokém rozmezí, protože jsou ovlivněny mnoha parametry např. typem 

monomerní jednotky, chemickou strukturou, a především molekulovou hmotností. 

Polyhydroxyalkanoáty s krátkými řetězci jsou nepružné a křehké kvůli vyšší úrovni 

krystalinity, a proto tyto PHA pak nejsou vhodné pro komerční využití jako jsou obaly či 

biomedicínské aplikace. Nicméně mcl PHA mají vyšší elongaci při přetržení a nižší teplotu 

skelného přechodu, proto se chovají elasticky (Rai et al., 2011a).  Podobně jako mcl PHA 
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se chovají i lcl PHA. Polyhydroxyalkanoáty s dlouhými řetězci mají ještě nižší teplotu 

skelného přechodu a vyšší viskozitu. K získání nejlepších vlastností se vytváří kopolymery 

s různě dlouhých řetězců. Díky kopolymeraci mají PHA lepší tažnost a zpracovatelnost i pro 

komerční a biomedicínské aplikace (Singh et al. 2017; Kumar et al., 2015). V (Tab. 2) je 

souhrn tepelných a mechanických vlastností vybraných PHA společně s tradičními 

polymery jako je PP a nízkohustotní polyetylen (LDPE). 

 

Tabulka 2 Materiálové vlastnosti PHA (PHB – polyhydroxybutyrát, PHV – 

poyhydroxyvalerát, PHHD – polyhydroxyhexadekanát, PHOD – polygydroxyoktadekanát, 

PHO – polyhydroxyoktanát, PHHx –polyhydroxyhexanoát, PHA – směs 

polyhydroxyalkanoátů) (upraveno dle Singh et al., 2019) 

Materiál, molové frakce u 

kopolymerů 

Teplota 

tání 

(°C) 

Teplota 

skelného 

přechodu 

(°C) 

Youngův 

modul 

(GPa) 

Pevnost 

v tahu 

(MPa) 

Elongace 

při 

přetržení 

(%) 

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), 

95,7:1,0:1,8:1,5 

131 -14 0,3 19 723 

P(4HB) 53 -48 0,149 104 1000 

P(3HB-co-4HB), 84:16 152 -8 - 26 444 

P(3HO-co-3HHx), 88:12 61 -35 0,008 9 380 

PP 176 -10 1,7 38 400 

LDPE 130 -36 0,2 10 620 

1.3 Využití  

Polyhydroxyalkanoáty se řadí mezi ideální kandidáty materiálů pro balení potravin. Mají 

slibné vlastnosti pro tento účel jako je biologická rozložitelnost, hydrofobicita, netoxicita, 

nelineární optická aktivita, termoplasticita a nepropustnost pro plyny a vodu 
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(Bugnicourt et al., 2014; Koller, 2014; Tan et al.,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). 

Další možnou aplikací PHA jsou potahy papíru a lepenek pro balení potravin. Při nanesení 

potahu z PHB a P(3HB-co-3HV) na papír a karton byla prokázána schopnost snížit absorpci 

vlhkosti a paropropustnosti (Cyras, Soledad a Analía, 2009; Cyras et al., 2007 a Kuusipalo 

2000a, 2000b).  

Jelikož stále roste poptávka po biologicky rozložitelných plastech, která je poháněna 

vládními předpisy i politikou proti plastům na jedno použití a s trendem zavádění 

udržitelného rozvoje a oběhového hospodářství, je stále větší poptávka i po PHA. 

Předpokládá se, že biologicky rozložitelné plasty budou časem dominovat v různých 

aplikací, především v obalových materiálech. Mezi klíčové hráče pro produkci PHA se dnes 

řadí Kaneka Corporation (Japonsko), Danimer Scientific. (USA), Shenzhen Ecomann 

Biotechnology Co., Ltd (Čína), Bio-On Srl (Itálie), Newlight Technologies, LLC (USA) a 

TianAn Biological Materials Co. Ltd. (Čína). Danimer Scientific (USA) je největším hráčem 

na trhu s PHA, která se stále rozšiřuje především do zemích Severní Ameriky a Asijsko-

pacifické oblasti. Kaneka Corrporation (Japonsko), která v roce 2019 chtěla zvýšit svou 

výrobní 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). 

Ovšem cena PHA je stále dražší než u běžně používaných obalových materiálů, proto 

nachází uplatnění především jako biomateriál (Thorat Gadgil, Killi a Rathna, 2017). 

1.3.1 Biomateriál 

Biomateriály jsou materiály používané na zařízení, které nahrazují část těla či jeho funkci 

bezpečným a fyziologicky přijatelným způsobem. Jedná se o materiály pro použití 

v medicínským aplikacím určený ke kontaktu s biologickými systémy (Park a Lakes, 2007). 

Aby mohl být daný materiál použit do biomedicínských aplikací musí být biokompatibilní, 

což je schopnost podporovat vhodně buněčnou aktivitu bez vyvolání systémových reakcí 

pacienta, ani jeho produkty vznikající degradací nesmí vyvolávat záněty (Shoichet, 2010). 

Na testování požadavků biokompatibility v České republice se využívá norma vydávaná 

Mezinárodní organizací pro normalizaci ISO 10993 - Biologické hodnocení zdravotnických 

prostředků (ISO 10993, 2010).  
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Při studiu biokompatibility in vivo PHA vyvolávaly minimální imunitní odpověď podobnou 

běžně používaným chirurgickým materiálům jako je hedvábí či katgut (Brigham a Sinskey, 

2012). Vývojem PHA lze docílit vhodných mechanických vlastností i požadovanou dobou 

biodegradace pro konkrétní aplikaci (Chen, 2010a). Schopnost biodegradace PHA je 

důležitou vlastností pro aplikace v tkáňovém inženýrství a při dodávkách léků (Chen a Wu, 

2005). Vhodnost této aplikace podporuje i snadná přilnavost a množení buněk jako jsou 

adrenokortikální buňky, epiteliální buňky, fibroblasty, hepatocyty, chondrocyty, 

mezenchymální kmenové buňky, nervové kmenové buňky, osteoblasy a vaskulární buňky 

hladkého svalstva, proto se PHA využívá jako scaffold. Další skvělou vlastností PHA je 

schopnost degradovat povrchovou erozí, proto jsou PHA ideálními kandidáti na použití jako 

nosiče léčiv (Chen, 2010a). 

Dále se PHA používá v široké škále chirurgických materiálů a implantátů jako jsou cvočky, 

chirurgická síť, kolíky, kostní dlahy, kostní hmoždinky, nýty, stehy, svorky, šrouby, 

ortopedické, obvazy na rány, zařízení na opravu menisku, záplaty na implantáty a peány a 

žilní chlopně (Chen, 2010a). V roce 2009 byl objeven potenciál využití PHA granulí jako 

proteinový imobilizér, který lze použít při diagnostice a v terapeutických aplikací 

(Grage et al., 2009).  

Důležitým progresem v použití PHA bylo schválení prvního komerčního produktu z PHA 

TephaFLEX® americkým Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug 

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

Svými jedinečnými vlastnostmi (vysoká kompatibilita s nervovými buňkami a kontrolované 

degradace od povrchu) je PHA ideální kandidát pro výrobu potrubí při opravách periferních 

nervů. Polyhydroxyalkanoláty jsou dokonce vhodnější pro tyto aplikace, než jiné používané 

polymery pro tuto aplikaci jako je např. polylaktid (PLA), polyglykolid (PGA). Protože PHA 

má kontrolovanější degradaci od povrchu, kdežto ostatní degradují hromadnou erozí 

(Lizarraga-Valderrama et al., 2016). U P(3HB) byla dokonce prokázána schopnost opravy 

nervové mezery velké 40 mm (Mohanna, Terenghi a Wiberg, 2009). 

Polyhydroxyakanoláty lze aplikovat i při operacích kardiovaskulárního systému. Jedním 

z využití jsou P(3HB) náplasti, které slouží k uzavření perikardu po operaci srdce k zábraně 

adheze mezi srdcem a hrudní kostí. U těchto náplastí bylo prokázáno snížení zánětu, absence 

infekce a nepřítomnost pooperačních adhezí. Studium P(3HB) náplastí bylo provedeno i na 

léčbu defektu síňového septa, u které zajistily plnou regeneraci endotelu (Williams a 

Martin, 2005).  
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Dále jsou PHA vhodné pro řízenou regeneraci kostí a tkání, která lze použít např. při léčbě 

paradontózy. Toto onemocnění způsobuje degradaci alveolární kosti a paradontu a použití 

bariérové membrány z PHA vede k lepší regeneraci poškozené tkáně (Williams a Martin, 

2005; Zinn, Witholt a Egli, 2001).  

Využití PHA v reparacích kostí je též vhodnou volbou. Díky povrchové degradaci poskytují 

lepší mechanickou oporu a poskytují delší čas pro obnovu kosti než ostatní používané 

polymery a tím snižuje riziko selhání implantátu (Rose a Oreffo, 2002).  Kopolymery 

P(3HB-co-3HHx) jsou vhodné pro použití v tkáňovým inženýrství chrupavek kvůli svým 

elastomerním vlastnostem a podporováním produkce extracelulárního matrixu v kloubní 

chrupavce (Deng et al., 2003).  

Další využití PHA je jako nosič léčiva. Při vnesení naplněné PHA matrice léčivem do těla 

dochází k průběžnému uvolňování léčiva v diskrétních dávkách, protože se PHA postupně 

degraduje pomocí nespecifických lipáz a esteráz. Výhodou PHA nosičů je možnost ovlivnit 

kinetiku uvolňování úpravou polymerních vlastností např. změnou postranních řetězců 

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

Mezi producenty PHA je zahrnováno více jak 70 bakteriálních a archaálních rodů (Lu, 

Tappel a Nomura, 2009; Poli et al., 2011). Mikroorganizmy produkují PHA jako zásobárnu 

uhlíku, která jim pomáhá pro přežití stresových situacích. Proto jsou producenti PHA 

odolnější vůči stresu, jako je UV záření, teplo i osmotický šok (Kadouri et al., 2005). 

Producenti PHA jsou jako biokatalyzátory, kteří dokážou spojovat velké množství uhlíku 

metabolickými dráhami. Mezi zdroje těchto uhlíků paří sacharidy (např. arabinóza, fruktóza, 

glukóza, maltóza), n-alkány (např. hexan, oktan, dodekan), n-alkanové kyseliny 

(např. kyselina octová, kyselina máselná, kyselina valerová, kyselina laurová), n-alkoholy 

(např. methanol, ethanol, glycerol oktanol) a plyny (např. methan a oxid uhličitý) (Verlinden 

et al., 2007; Anderson a Dawes, 1990). Dokonce dokážou producenti PHA přeměňovat 

odpadní látky s obsahem uhlíku na PHA (Koller et al., 2010). Mezi tyto odpady patří např. 

fritovací olej, odpad z octu, potravinový odpad, zemědělský odpad, odpadní voda, surový 

glycerol z výroby bionafty, plastový odpad a skládkové plyny (Tan et al., 2014).  

2.1 Gramnegativní bakterie 

Většina z PHA producentů jsou gramnegativní bakterie (Lu, Tappel a Nomura, 2009). PHA 

s krátkým řetězcem jsou syntetizovány s vysokou produkcí mnoha gramnegativními 

bakteriálními rody např. Azohydromonas, Burkolderia a Cuprividus (Tan et al., 2014). 

U Azohydromonas lata (ATCC 29714) byla prokázána schopnost produkovat   P(3HB) 

v 50 % až 88 % hmotnosti z celkové hmotnosti vysušených buněk (% CDM) z různých 

cukerných zdrojů jako je glukóza, fruktóza a sacharóza (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) vytváří až 69 % CDM P(3HB) z mastných kyselin 

(Chee et al., 2010). U Cupriavidus necator H16 (ATCC 17699) byla prokázána schopnost 

používat rozmanité substráty jako jsou sacharidy (glukóza, fruktóza), CO2, rostlinné oleje 

(kukuřičný, olivový a palmový olej), n-alkanové kyseliny (kyselina 4-hydroxyhexanová) 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).  Kvůli vysoké produkci se často se tyto 

gramnegativní bakterie používají v průmyslu (Chen, 2010b). Dalšími gramnegativními 

producenti produkující scl PHA jsou methylotrofní bakterie, díky kterým by mohlo dojít ke 

snížení ceny PHA, protože methanol je levnější substrát, něž často používané cukerné 

substráty (Khanna a Srivastava, 2005). Mezi tyto methalofilní bakterie patří 
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Methylobacterim extorquens (ATCC 55366) a Paracoccus denitrificans (ATCC 177741) 

s produkcí P(3HB) až 46 % CDM z methanolu a produkcí P(3HV) s až 24 % CDM z n-

penthanolu (Yamane, Chen a Ueda, 1996; Bourque, Pomerleau a Groleau, 1995).  

Mezi producenty mcl PHA se řadí zástupci z rodu Pseudomonas.  Mezi tyto zástupce patří 

Pseudomonas putida mt-2 (NCIMB 10432) s produkcí až 77 % CDM z kyseliny oktanové 

(Shahid et al., 2013).  U některých zástupců z rodu Pseudomonas byla prokázána schopnost 

produkovat kopolymery scl-mcl PHA. Mezi tyto druhy patří P. marginalis (DSM 50276), 

P. mendocina (ATCC 25411), P. putida GPo1 (ATCC 29347) a P. oleovorans (ATCC 8062) 

při použití n-alkanoátů a 1,3-butandiolu jako zdroje uhlíku. Kopolymer scl-mcl PHA u 

většiny pseudomonád obsahuje menší množství scl PHA (méně než 7,8 mol% P(3HB), 

ovšem u P. oleovorans (ATCC 8062) při použití 4-hydroxyhexanové kyseliny jako substrátu 

vzniká scl-mcl PHA kopolymer obsahující mery s převahou scl PHA (92,4 mol% P(3HB)) 

(Lee et al., 1995; Valentin et al., 1994; Gross et al., 1989). Rod Pseudomonas je znám pro 

své bioremediační vlastnosti a dokáže dokonce zpracovat toxické a nerozložitelné substráty 

s aromatickými uhlíky (Poblete-Castro et al., 2012). Této vlastnosti bylo využito a byla 

prokázána u P. putida F1(DSM 6899), P. putida mt-2 (NCIMB 10432) a P. putida CA-3 

(NCIMB 41162) schopnost přeměnit toxické látky (ethylbenzen, benzen, toulen, xylen a 

styren) na mcl PHA (Nikodinovic et al., 2008).  

Tvorba PHA byla zaznamenána i u gramnegativních extremofilních bakterií. U těchto 

bakterií dochází k produkci PHA jen za speciálních kultivačních podmínek, buď 

v substrátech s vysokou koncentrací soli nebo za zvýšené teploty. Mezi tyto extremofilních 

producenty patří halofilní Halomonas boliviensis LC1 (DSM 15516) s produkcí 56 % CDM 

P(3HB) ze škrobového hydrolyzátu a 0,77 M koncentraci NaCl a termofilní 

Termus thermophilus HB8 (ATCC 27634) s produkcí 35,6 % CDM kopolymeru scl-mcl 

PHA ze syrovátky při kultivaci při 70 °C (Pantazaki et al., 2009).  

Velkou nevýhodou použití gramnegativních producentů je přítomnost 

lipopolysacharidových endotoxinů na povrchu buněčné membrány, které se mohou dostávat 

do vyizolovaného PHA (Rai et al., 2011a). Tyto endotoxiny můžou vyvolávat silné zánětlivé 

reakce (Ray et al., 2013), proto by byly takto kontaminované PHA nevhodné pro použití 

jako biomateriál. Endotoxiny lze ovšem z PHA odstranit oxidačními činidly (tj. chlornan 

sodný, NaOH, ozon, peroxid vodíku a benzoylperoxid), opakováním extrakcí rozpouštědlem 

nebo čištěním aktivním uhlím po extrakci rozpouštědlem (Rai et al., 2011a; Wampfler et al., 

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

Mezi grampozitivní producenty PHA jsou zahrnuty rody Bacillus Caryophanon, 

Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus, Microlunatus, Microcystis, Nocardia, 

Rhodococcus, Staphylococcus, Streptomyces (Lu, Tappel a Nomura, 2009). Oproti 

gramnegativním grampozitivní produkují menší množství PHA, proto se v průmyslu moc 

nevyužívají (Valappil et al., 2007; Karr, Waters a Emerich, 1983).  Ovšem existuje i několik 

grampozitivních bakterií s vyšší produkcí, než mají některé gramnegativní bakterie. Mezi 

producenty s vysokou produkcí se řádí Streptomyces sp. (ATCC 1238) s produkcí 

82 % CDM scl PHA při použití glukózy jako substrátu (Valappil et al., 2007; Karr, Waters 

a Emerich, 1983). Některé grampozitivní bakterie dokáží syntetizovat i kopolymery mcl 

PHA či scl-mcl PHA při použití vhodného substrátu a kultivačních podmínek. Například u 

Bacillus megaterium (DSM 509) při použití glycerolu a kyseliny jantarové v minerálním 

médiu doplněného dusíkem se vytváří výhradně P(3HB), ovšem při použití stejného 

substrátu pouze bez dusíku vytváří kopolymery obsahující jednotky scl i mcl PHA (scl-mcl 

PHA) a při kultivaci na kyselině oktanové v nepřítomnosti dusíku výlučně mcl PHA (Shahid 

et al., 2013). I přes nižší produkci jsou grampozitivní producenti vhodnější pro výrobu PHA 

pro medicínské aplikace, protože neobsahují endotoxiny (Valappil et al., 2007). Nicméně 

některé grampozitivní bakterie vytváří lipoglykany nebo lipoteichové kyseliny, které 

vyvolávají obdobnou reakci v těle jako endotoxiny (Ray et al., 2013). Například rody 

Corynebacterium, Nocardia a Rhodococcus vytváří lipoglykany (Sutcliffe, Brown a Dover, 

2010; Nigou, Gilleron a Puzo, 2003; Misaki, Azuma a Yamamura, 1977) a některé kmeny 

z rodu Bacillus, Clostridium a Staphylococcus kyselinu lipoteichovou (Sutcliffe, 1995; 

Ruhland a Fiedler, 1990).  

2.3 Archea 

Dalšími producenty jsou halofilní archea. Mezi tyto producenty se řadí rody Haloferax, 

Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium, Halobiforma, Halococcus, Halopiger, 

Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum, Halostagnicola, Haloterrigena, Natrialba, 

Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus, Natronomonas a Natronorubrum 

(Han et al., 2010). Halofilní archea potřebují pro normální aktivitu svých enzymů vysoké 

koncentrace soli (až 6 M NaCl) (Danson a Hough, 1997). Produkce PHA u halofilních archeí 

byla prokázána z glukózy, těkavých mastných kyselin, škrobu, hydrolyzátu syrovátky, 

vinassi a surového glycerolu produkce bionafty. Jejich produkce PHA je převážně nízká 
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mezi 0,8 až 22,9 % CDM. Ovšem objevily se i halofilní archea s vysokou produkcí. Mezi 

nejlepší producenty se řadí Haloferax mediterranei (DSM 1411) s produkcí 50–76 % CDM 

při nutné přítomnosti NaCl v koncentraci 2–5 M (Hermann-Krauss et al., 2013; 

Bhattacharyya et al., 2012; Han et al., 2010; Koller et al., 2008). Velkou výhodou využití 

halofilních archeí při získávání PHA je jejich schopnost lýze v destilované vodě a tím 

uvolňovat granule PHA, které se pak mohou získávat odstřeďováním při nízké rychlosti 

(Poli et al., 2011). Nemusí se tedy používat při získávání extrakčních rozpouštědel a tím 

představuje snadnější, méně chemicky, energeticky i ekologicky náročný proces 

(Tan et al., 2014).  

2.4 Rekombinantní producenti 

Přirození producenti produkují PHA pomalu s malými výtěžky, a ještě je v průběhu 

degradují. Tato problematika vede k rozvoji rekombinantních producentů PHA, kteří jsou 

schopni akumulovat vysoké množství PHA a nemusí způsobovat degradaci PHA. Díky 

rekombinantním kmenům dochází i k snižování ceny PHA, protože dokáží využívat různé 

zdroje uhlíku. Mezi rekombinantní mikroorganizmy patří Cupriavidus necator. Ten sice 

dokáže PHA dobře produkovat, ovšem roste pomalu. Pomocí genetické úpravy se podařilo 

snížit fermentační čas o 20 % při zachování stejné produkce (Thirumala a Vishnuvardhan 

Reddy, 2012). Divoký kmen Cupriavidus necator nedokáže využívat laktózu jako zdroj 

uhlíku a přirozeně dokáže rozkládat PHA. Tento nedostatek byl odstraněn vybráním genu 

PHA depolymerázy a nahrazením geny pro schopnost trávit laktózu, které byly získány 

z Escherichia coli, což umožnilo tomuto rekombinantnímu kmenu mRePT produkovat 

polymer z laktózy, a i zvýšit výtěžky (Povolo et al., 2010). Dále se hojně upravuje pro 

produkci PHA Escherichia coli, která přirozeně nedokáže PHA tvořit, ale je dobře 

prozkoumána a rychle se množí, proto je hojně využívána. Dále 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 i vyšší organismy (např. kvasinky, hmyz a rostliny).  

Jedním z upravených vyšších organismů je kvasinka Saccharomyces cerevisiae, která 

dokáže produkovat jen 0,5 % CDM P(3HB) (Poirier, Erard a Petétot, 2001). Pro produkci 

P(3HB) byl i upraven hmyz Spodoptera frugiperda s produkcí 0,16 % CDM (Williams, 

Rahn a Sherman, 1996). Vhodnými geneticky upravenými producenty jsou rostliny. 
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Tyto transgenní rostliny mohou vyrábět PHA z CO2 a sluneční energie a tím snížit cenu PHA 

(Thirumala a Vishnuvardhan Reddy, 2012).  

2.5 Biosyntéza polyhydroxyalkanoátů 

Byla popsána celá řada různých cest, které vedou k tvorbě PHA. Znalost těchto cest a 

působících enzymů umožňuje optimalizovat výrobu PHA polymerů šitých na míru pro 

danou aplikaci (Tan et al., 2014). Některé z těchto cest jsou blíže popsány v následujících 

kapitolách.  

Biosyntéza PHA je složitá a zahrnuje různé metabolické dráhy (Krebsův cyklus, Calvinův 

cyklus, glykolýza, β-oxidace atd.) (Tan et al., 2014; Lu, Tappel a Nomura, 2009; Madison a 

Huisman, 1999;). Řada meziproduktů těchto metabolických cest je sdílena s PHA 

metabolismem, hlavně acetylkoenzym A (acetyl-CoA). Ovšem metabolismus a vznik 

daného typu PHA je závislý na nutričních podmínkách (Steinbüchel a Hein, 2001). 

Například při podmínkách bohatých na živiny se vytváří velké množství koenzymu A (CoA) 

a tím dochází k blokaci syntézy PHA pomocí inhibice 3-ketothiolázy. Takže vytvořený CoA 

je směřován do Krebsova cyklu pro výrobu energie a růst buněk. Naopak při nevyvážených 

podmínkách živin (při nedostatku základní živiny jako je dusík a fosfor a nadbytku uhlíku) 

hladina CoA nepůsobí inhibičně, proto acetyl-CoA se využívá na tvorbu PHA (Ratledge a 

Kristiansen, 2001; Jung a Lee, 2000). Díky této regulaci pro akumulaci PHA mohou 

producenti PHA maximalizovat zisk z živin při různých podmínkách (Tan et al., 2014). 

2.5.1 Tvorba polyhydroxyalkanátů ze souvisejících zdrojů  

Řada PHA vzniká ze substrátů, které slouží jako prekurzory monomeru. Výsledný PHA je 

pak podobný k výchozímu substrátu. Většina těchto prekurzorů jsou různé varianty 

mastných kyselin, které jsou producenty PHA zpracovány do podoby PHA monomerů 

pomocí enzymatické aktivity β-oxidace. Fyziologickou funkcí β-oxidace (viz Obr. 2 cesta 

A) je katabolizace mastných kyselin pro produkci energie. Mastná kyselina je na začátku 

cyklu aktivována pomocí acyl-CoA syntázy (FadD) a adenosintrifosfátu (ATP). Následně 

aktivovaná mastná kyselina je oxidována acyl-CoA dehydrogenázou (FadE) za vziku 2-

enoyl-CoA, který je poté hydratován enoyl-CoA hydratázou (FadB) za vzniku S-3-

hydroxyacyl-CoA, který je následně oxidován na 3-ketoacyl-CoA. Nakonec působí 3-

ketoacyl-CoA thioláza (FadA) za uvolnění acetyl-CoA a vzniku sloučeniny acetyl-CoA a 

mastné kyseliny, která je zkrácena o dva uhlíky při proběhnutí jednoho cyklu. U 
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pseudomonád je cesta produkce PHA pomocí β-oxidace důležitá pro produkci mcl PHA 

(Witholt a Kessler, 1999). Pro zlepšení produkce mcl PHA je možné i geneticky zablokovat 

FadA a FadB v β-oxidační dráze (Liu a Chen, 2007). Případně lze ovlivnit produkci PHA 

pomocí transkripčního faktoru β-oxidace FadR (Qi, Steinbüchel a Rehm, 1998).  

Meziprodukty β-oxidace (enoyl-CoA a 3-ketoacyl-CoA) mohou být dále využity na tvorbu 

PHA pomocí enzymů. Cesta B (Obr. 2) ukazuje využití enoyl-CoA pro produkci PHA. Při 

nedostatku FadB mohou homologové enzymu FadB: PaaG, PaaF a YdbU vyrábět monomery 

pro výrobu PHA (Park a Lee, 2004; Snell et al., 2002). Kromě toho existují R-specifické 

enoyl hydratázy (PhaJ a MaoC), kteří dokážou zachytávat enoyl-CoA z β-oxidačního cyklu 

mastných kyselin za vzniku monomerů PHA (Park a Lee, 2003; Tsuge et al., 2000; Fukui et 

al., 1999). Při cestě C se (Obr. 2) využívá 3-ketoacyl-CoA na produkci PHA pomocí 3-

ketoacylreduktázy (FabG a RhlG), kteří ho dokáží zachytávat z β-oxidačního cyklu, za 

vzniku R-3-hydroxyacyl-CoA monomerů pro výrobu PHA (Nomura et al., 2008; Park, Park 

a Lee, 2002; Taguchi et al., 1999).    

Obrázek 2 Tvorba PHA pomocí β-oxidace (AMP – adenosinmonofosfát, PPi – difosfát, 

NADH – nikotinamidadenindinukleotid, NADPH – nikotinamidadenindinukleotidfosfát) 

(upraveno dle Lu, Tappel a Nomura, 2009) 
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2.5.2 Tvorba polyhydroxyalkanoátů s krátkým řetězcem z dalších zdrojů 

Jedním ze substrátů na produkci scl PHA je glukóza. Na začátku cesty se glukóza 

metabolizuje glykolýzou a vzniká pyruvát. Při aerobním růstu se pyruvát převádí na acetyl-

CoA, který následně může být využit k výrobě redukčních ekvivalentů pomocí cyklu 

trikarboxylové kyseliny (Obr. 3 cesta A). Z glukózy může vznikat i kopolymer scl PHA 

s laktidem poly(laktid-co-3-hydroxybutyrát (Taguchi et al., 2008). Při syntéze tohoto 

kopolymeru (Obr. 3 cesta B) se pyruvát přeměňuje na laktát pomocí laktátdehydrogenázy 

(LDH). Laktát se poté přeměňuje na laktyl-CoA působením pronionyl-CoA transferázy 

(PCT). Kopolymer nakonec vzniká kopolymerací laktyl-CoA s 3HB monomerem vzniklým 

z cesty C (Valentin a Steinbüchel, 1994). Při této cestě C (Obr. 3) mikroorganizmy 

přeměňují glukózu na pyruvát pomocí glykolýzy a následně z něj vytvoří acetyl-CoA. Poté 

dvě molekuly acetyl-CoA spolu kondenzují pomocí 3-ketothialázy (PhaA) za vzniku 

acetoacetylu-CoA, který se následně redukuje NADPH acetoacetyl-CoA reduktázou (PhaB) 

a vzniká tak hydroxybutyryl-CoA. Posledním krokem je samotná polymerace 

hydroxybutyrylu-CoA pomocí PHA syntázy (PhaC) za vzniku P(3HB) (Lenz a 

Marchessault, 2005). Z glukózy může vznikat i kopolymer P(3HB-co-3HV). Běžná 

mikrobiologická syntéza tohoto kopolymeru probíhá ve směsi glukózy a propionátu 

(Holmes, 1985). Cesta D (Obr. 3) popisuje cestu přeměny threoninu z cyklu 

trikarboxylových kyselin (TCA cyklu) na 2-ketobutyrát pomocí 3-hydroxyvalerát threonin 

deaminázy (IlvA). Poté se 2-ketobutyrát redukuje pomocí pyruvátdehydrogenásou na 

propionyl-CoA, který se následně ve dvou krocích katalyzuje na 3-(R)-hydroxyvaleryl-CoA 

pomocí ketothiolázy (BktB) a PhaB. Na závěr se polymeruje na kopolymer P(3HB-co-3HV) 

(Slater et al., 1998). Další možností tvorby scl PHA z glukózy je cesta E (Obr. 3), která 

popisuje cestu pro vznik P(3HB) přes biosyntetickou cestu mastných kyselin za pomocí 

enzymů acetyl-CoA karboxylázy (AccA), malonyl-CoA:ACP transacylázy (FabD), 3-

ketoacyl-ACP syntázy III (FabH), 3-ketoacyl-ACP reduktázy (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 prostřednictvím koenzym B12 dependentní 

methylmalonyl CoA mutázy (Sbm) přeměňuje na 2-(R)-methylmalonyl-CoA, který je 

následně převeden na propionyl-CoA pomocí methylmalonyl-CoA dekarboxylázy (YgfG). 

Propionyl-CoA se poté převádí na 3-ketovaleryl-CoA a následně na (R)-3-hydroxyvaleryl-

CoA, ze kterého následně vznikne P(3HV) (Aldor et al., 2002). Cesta G (Obr. 3) ukazuje 

produkci P(4HB), při které se využívá k polymeraci monomer 4-hydroxybutyryl-CoA 
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z sukcinyl-CoA vzniklý z trikarboxylázového cyklu. V první fázi sukcinát depolymeráza 

(SucD) katalyzuje proměnu sukcinyl-CoA na sukcinát-semialdehyd, který se pak redukuje 

na 4-hydroxybutyrát pomocí 4-hydroxybutyrát dehydrogenázou (4HbD). Následně se 4-

hydroxybutyrát převádí na 4-hydroxybutyryl-CoA pomocí 4-hydroxybutyrylové kyseliny-

CoA transferázy (Cat1 nebo Cat2) (Hein et al., 1997; Saito a Doi, 1994).  

Obrázek 3 Produkční dráhy scl PHA z glukózy (upraveno dle Lu, Tappel a Nomura, 2009) 
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2.5.3 Tvorba polyhydroxyalkanoátů se středně dlouhým řetězcem z dalších zdrojů 

Existuje řada způsobů biosyntézy mcl PHA z nesouvisejících zdrojů uhlíku s daným PHA 

produktem (Obr. 4). Všechny tyto způsoby jsou odvozeny z dráhy biosyntézy disociované 

kyseliny. Na rozdíl od β-oxidace (viz Obr. 2 cesta A), která redukuje mastné acylové 

substráty o dva uhlíky za uvolnění acetyl-CoA při každém cyklu a kde jsou veškeré 

meziprodukty spojené s CoA, biosyntéza mastných kyselin (Obr. 4 cesta A) vytváří mastné 

kyseliny přidáváním po dvou uhlících za jeden cyklus prostřednictvím meziproduktů 

spojených s acylovým nosným proteinem (ACP). Tyto biosyntetické dráhy mastných 

kyselin jsou přítomny ve všech organismech, proto byly použity u rekombinantního 

producenta PHA Escherichia coli. Schopnost produkovat PHA (Obr. 4 cesta B a E) byla u 

toho mikroorganizmu způsobena pomocí genu pro FabH, který má specifickou mutaci, která 

mění substrátovou specifitu s různými geny PHA syntázy. Tato úprava vede k produkci scl-

mcl PHA kopolymerů při nadbytku glukózy (Nomura et al., 2005; Nomura et al., 2004a; 

Nomura et al., 2004b). Dále lze geneticky modifikovat geny pro thioesterázy (TesA), díky 

čemuž lze produkovat mcl PHA pomocí β-oxidace (Obr. 4 cesta C), ovšem při tomto 

způsobu je nezbytné odstranění genů kódující enzymy zapojené do β-oxidační dráhy (fadR 

a fadB) (Rehm a Steinbüchel, 2001; Klinke et al., 1999). Cesta D (Obr. 4) využívá 

meziprodukt (R)-3-hydroxyacyl-ACP, při které PhaG na něj působí jako hydroxyacyl-ACP 

specifická thioesteráza a vzniká (R)-3-hydroxyalkanová kyselina. Tuto hydroxykyselinu 

aktivuje acyl-CoA syntáza (AlkK) za vzniku (R)-3-hydroxyacyl-CoA, který následně je 

polymerizován (Satoh et al., 2005). 

Přítomnost biosyntetických cest mastných kyselin ve všech organismech činí produkci PHA 

skrz tuto cestu atraktivní, protože tyto systémy můžou být přeneseny na rostliny a tím i snížit 

cenu PHA, díky využití CO2 místo rostlinných olejů a cukrů jako zdroje uhlíku (Lu, Tappel 

a Nomura, 2009).    
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Obrázek 4 Produkční dráhy pro tvorbu mcl PHA (upraveno dle Lu, Tappel a Nomura, 2009) 
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2.5.4 Polymerace pomocí polyhydroxyalkanoát syntázy   

Pro vznik polymeru PHA je klíčovým enzymem u všech cest PHA syntáza, která způsobuje 

polymeraci monomerních jednotek za uvolnění CoA (viz Obr.  5) (Rehm, 2003).  

Existují celkem čtyři třídy PHA syntáz, které se rozlišují na základě jejich primárních 

sekvencích, substrátové specifitě a složením podjednotek (Rehm, 2003). Syntázy 1. a 2. třídy 

jsou tvořeny pouze z jedné podjednotky typu PhaC tvořícího homodimer s molekulovou 

hmotností mezi 61 a 73 kDA, 3. třída tvoří heterodimer z PhaC-PhaE a 4. třída též tvoří 

heterodimer ovšem z PhaC-PhaR. PhaC podjednotka u 3. a 4. třídy má hmotnost asi 40 kDa 

a jeho aminokyselinová sekvence je z 21-28 % podobná s podjednotkou PhaC z 1. a 2. třídy. 

PhaE má molekulovou hmotnost 40 kDa a PhaR 20 kDa (Rehm, 2007).  Syntázy 1., 3. a 4. 

třídy upřednostňují monomery s krátkým řetězcem, proto pomocí nich vznikají scl PHA, a 

2. třída upřednostňuje monomery se střední délkou, proto vytváří mcl PHA 

(Chek et al., 2017).   

U všech tříd syntáz je katalyticky aktivním místem konzervovaný cystein, ke kterému se 

kovalentně připojuje rostoucí řetězec PHA. V aktivním místě je cystein spolu s dalšími 

konzervovanými aminokyselinami (histidin a asparát) spojen a vytváří katalytickou triádu 

(Jendrossek, 2009). 

Díky cysteinu a asparátu se nachází v reakci dvě thiolové skupiny. Pravděpodobně thiolová 

skupina aspartátu (viz Obr. 6) působí jako obecný bazický katalyzátor aktivující 3-

hydroxylovou skupinu 3-hydroxybutyryl-CoA nebo vázaného 3-hydroxybutyrylu pro 

následné reakce za vzniku kyslíkové esterové vazby, což je důležité pro prodlužování řetězce 

(Tian, Sinskey a Stubbe, 2005a).  A cysteinová thiolová skupina slouží jako přijímací místo 

pro substrát (Rehm, 2007).  

Obrázek 5 Polymerace PHA (Rehm, 2003) 
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Syntáza PHA katalyzuje reakci na rozhraní voda–polyester. Vznikající PHA je hydrofobní, 

ovšem substrát, ze kterého PHA vzniká je rozpuštěný ve vodě. Díky doméně PHA syntázy 

exponované ve vodě dokáží mikroorganizmy tento substrát využít pro tvorbu PHA. Syntáza 

PHA zůstává navázána na povrchu PHA granule a vznikající polymer roste dovnitř.  

Dokonce byla prokázána větší enzymatická aktivita syntázy připojené k polymeru než v 

rozpuštěné formě. Ovšem PHA syntáza se dokáže i rozpouštět podle dostupnosti substrátu a 

následného prodloužení hydrofobního PHA řetězce (Rehm, 2003). Díky tomu vznikají 

granule PHA s hydrofobním PHA v jádru a aktivními polyesterovými syntázami na povrchu 

(Rehm, 2007).  

2.6 PHA uvnitř mikroorganizmů 

Mikroorganizmy PHA vytváří jako cytoplazmatické inkluze velké 0,2–0,5µm. Velikost i 

počet těchto inkluzí závisí na daném mikroorganizmu. Inkluze z PHA se též označují jako 

karbosomy, protože se jedná o nadmolekulární komplexy, které uprostřed obsahují PHA 

jádro a na povrchu se nacházejí strukturální a funkční proteiny (viz Obr. 7) (Jendrossek, 

Obrázek 6 Model katolického mechanizmu PHA syntázy (upraveno dle Rehm, 2007) 
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2009). Přesné složení povrchu granulí stále není známo. Byla ovšem prokázána přítomnost 

PHA syntázy, PHA depolymerázy, PhaR a phasinů (Steinbüchel et al., 1995; Wieczorek et 

al., 1995; Pieper-Fürst et al., 1994; Griebel a Merrick, 1971). Syntáza a depolymeráza PHA 

jsou klíčové enzymy pro metabolismus PHA. Syntéza je nezbytná pro polymeraci a uložení 

energie do polymeru, a naopak depolymeráza rozkládá nahromaděné PHA a tím poskytuje 

živiny pro mikroorganizmus při hladovění (Schlegel a Gottschalk, 1962; Schlegel, 

Gottschalk a Von Bartha, 1961). Největší podíl na povrchu PHA granulí zastupují proteiny 

nazývané phasiny, které zabraňují koalescenci granulí in vivo tvorbou proteinové vrstvy 

mezi hydrofilní cytoplazmou a hydrofobním PHA (Wieczorek, Steinblichel a Schmidt, 

1996). Phasiny i ovlivňují kinetiku tvorby snižováním lag fáze (Jurasek a Marchessault, 

2004). Tvorbu phasinů reguluje represor PhaR, který se též nachází na povrch granulí (Pötter 

et al., 2002). 

Dlouhá léta se předpokládalo, že se na povrchu granulí nachází i fosfolipidy. Tento 

předpoklad vycházel z nalezení kyseliny fosfatidové a další lipidové sloučeniny při extrakci 

PHA acetonem (Griebel, Smith a Merrick, 2002). Ovšem Bresan et al. (2016) zjistili, že 

karbozomy zástupců α-proteobakterií, β-proteobakterií a γ- proteobakterií nemají fosfolipidy 

in vivo a tím i předpokládají, že u přírodních producentů PHA granule neobsahují 

fosfolipidy. Je proto možné, že se fosfolipidy vážou na hydrofobní PHA v průběhu izolace 

granulí po rozrušení buněk. 

Obrázek 7 Struktura PHA granule (upraveno dle Maestro a Sanz, 2017) 
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Vznik PHA granulí in vivo začíná hned jak je poskytnut substrát tj. (R)-3-hydroxyacyl-CoA 

thioesteráza. Enzym PHA syntáza je stále vyráběna v malém množství a hned při přítomnosti 

substrátu začne katalyzovat jeho polymeraci. Rostoucí řetězec vznikajícího polymeru 

zůstává vázán k enzymu, a tím převádí původně rozpustný enzym na amfipatickou molekulu 

(Hezayen, Steinbüchel a Rehm, 2002). Pro vznik granulí byly popsány dva typy modelů: (A) 

model micely a (B) model pučení (Obr. 8) (Rehm, 2007).  

Pro nalezení správného modelu byla publikována řada prací. Tian, Sinskey a Stubbe (2005b) 

zjistili, že granule vznikají pouze ze středu buňky za účinku mediačních prvků jako lešení, 

které poskytují místa pro syntézu pro zahájení tvorby granulí. Ovšem elektronovou 

mikroskopií byly sledovány denaturované vzorky. Ve stejném roce byla vydána studie 

používající fluorescenční mikroskopii, která zjistila, že granule v raném stadiu jsou 

lokalizovány na pólech buněk, což naznačuje, že tvorba granulí začíná na pólech buněk 

podle modelu pučení (Peters a Rehm, 2005). Vznik granulí PHA na buněčných pólech byla 

též potvrzena barvením granulí PHA nilskou červení (Jendrossek, 2005; Schultheiss et al., 

2005). Tyto studie in vivo podporují model pučení díky lokalizace tvorby granulí v blízkosti 

cytoplazmatické membrány na pólech buněk. V obou modelech se při tvorbě granulí PHA 

syntáza přeměňuje na amfipatickou molekulu připojenou k vznikajícímu PHA řetězci a 

proces sestavování probíhá buď v membráně, nebo v cytosolu (viz Obr. 8). Velikost PHA 

granulí roste s růstem PHA řetězce, protože PHA syntáza neustále připojuje a přivádí 

prekurzory z cytosolu (Rehm, 2007).  

Obrázek 8 Vznik PHA granule – modelem micely (A), modelem pučení (B) (upraveno dle 

Rehm, 2007) 
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3 METODY DETEKCE POLYHYDROXYALKANOÁTŮ  

Existuje řada metod, jak prokázat mikrobiální tvorbu PHA. Tyto metody lze rozdělit na 

kvalitativní, kvantitativní a charakterizační metody, které charakterizují PHA buď přímo 

v biomase nebo po jejich izolaci z mikroorganizmů (Tan et al., 2014).  

Kvalitativní metody, které prokazují schopnost produkovat PHA u mikroorganizmů, 

zahrnují barvení, genetické testy a transmisivní elektronovou mikroskopii (TEM) (Tan et 

al., 2014). Genetické testy detekují geny způsobující produkci PHA a blíže tato metoda je 

popsána v kapitole 3.1. Barvení PHA granulí se využívá k rychlé detekci nových mikrobů 

s potenciálem produkovat PHA díky snadné přípravě vzorků. K detekci se využívají barviva 

nilská modř, nilská červeň a súdánská čerň (Godbole, 2016; Tan et al., 2014; Burdon, 1946).  

Těmito barvami se mnohou jednak barvit kolonie narostené na pevných půdách, ale i 

fixované preparáty pro následnou mikroskopii (Ostle a Holt, 1982; Godbole, 2016). Barviva 

nilská modř a nilská červeň se mohou přidávat i přímo do pevných půd před kultivací 

(Spiekermann et al., 1999). Při barvení kolonií na pevných půdách pomocí súdánské černi 

se barvivo pevně váže na PHA granule a následný oplach kolonií ethanolem u producentů 

PHA nedokáže vymýt barvivo, proto kolonie producentů zůstávají tmavé a kolonie 

neprodukující PHA se odbarví (Liu et al., 1998). U mikroskopické metody se též súdánská 

čerň pevně váže na PHA granule, a i po oplachu xylenem zůstávají PHA granule černé a 

zbytek buňky se dobarvuje do kontrastu safraninem (Burdon, 1946). Barviva nilská modř a 

nilská červeň se též vážou na PHA granule a při ultrafialovém osvětlení PHA granule 

vyzařují oranžové světlo (Godbole, 2016). Ovšem barvení může někdy vykazovat falešné 

výsledky díky přichytávání barviv na nepolyhydroxyalkanolátové lipidové sloučeniny či 

odbarvením PHA granulí (Spiekermann et al., 1999). Oproti tomu TEM poskytuje přímou 

vizualizaci intracelulárních PHA granulí, avšak příprava vzorků je časově náročná a 

vyžaduje použití radioaktivních chemikálií (Bassas Galià, 2010). Všechny tyto kvalitativní 

metody ovšem nedokáží kvantifikovat množství PHA ani poskytnou informace o složení. 

Pro určení množství PHA lze jednak zjistit obsah PHA vážením po izolaci, ale lze použít i 

spektrofotometrické stanovení (Godbole, 2016). Kvantifikovat pomocí spektrofotometrické 

metody lze jenom P(3HB). Při této metodě se P(3HB) přeměňuje na kyselinu krotonovou 

při zahřívání v koncertované kyselině sírové. Následně se obsah P(3HB) stanoví 

spektrofotometricky měřením vzniklého roztoku při vlnové délce 235 nm (Valappil et al., 

2007; Karr, Waters a Emerich, 1983; Ward a Dawes, 1973). Dále lze kvantifikovat i 

charakterizovat PHA pomocí moderních analytických metod, kterými jsou infračervená 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 34 

 

spektroskopie s Fourierovou transformací (Hong et al., 1999), kapalinovou chromatografií 

(Grubelnik et al., 2008; Hesselmann et al., 1999) a plynovou chromatografií (Bassas 

Galià, 2010). 

Pro další charakterizaci PHA lze po izolaci použít nukleární magnetickou rezonanční 

spektroskopii, hmotnostní spektroskopii, stanovit tepelné vlastnosti pomocí diferenční 

skenovací kalorimetrie či diferenciální termické analýzy, krystalinitu a mechanické 

vlastnosti (Tan et al., 2014). 

3.1 Genetické testy 

Pro detekci genů podílející se na tvorbě PHA se využívá polymerázová řetězová reakce 

(PCR) (Tan et al., 2014). PCR je reakce, která umožňuje zesílení specifického fragmentu 

deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (tj. PCR produktu) ze složitého fondu DNA (tj. šablony) 

(Mullis, 1990). V PCR se vytváří kopie daného fragmentu (amplifikace) za potřebí pouze 

stopového množství DNA, proto se jedná o velmi citlivou metodu (Garibyan a Avashia, 

2013).  

Pro provedení PCR je zapotřebí přítomnosti šablony DNA, páru primerů, nukleotidů a 

polymerázy DNA. Nukleotidy (adenin, thymin, cytosin a guanin) slouží jako základní 

kameny pro stavbu výsledného produktu PCR. Tyto nukleoidy jsou spojovány enzymem 

DNA polymerázou (Garibyan a Avashia, 2013).  V PCR se využívá teplotně stabilní 

polymeráza DNA nazývající se Taq DNA polymeráza, která byla získána z bakterie 

Thermus aquaticus (Lorenz, 2012).  

Primery jsou krátké úseky DNA s definovanou sekvencí, které ohraničují cílovou DNA, 

která má být amplifikována a detekována. Jejich délka je 15 až 30 bází. Primery slouží jako 

počáteční bod pro DNA polymerázu, na které může stavět daný PCR produkt (Garibyan a 

Avashia, 2013). Pro prokázání schopnosti produkce PHA jsou páry primerů navrhnuty tak, 

aby došlo k amplifikaci genů podílející se na syntéze PHA, tj. především PHA syntázy (gen 

phaC). PHA syntáza je enzym, který způsobuje produkci PHA.  Přítomnost genu phaC je 

typická u PHA-akumulujících mikroorganizmů a nepřítomnost u neprodukujících 

mikroorganizmů, proto phaC slouží jako základ pro identifikaci potencionálních producentů 

PHA (Revelo Romo et al., 2007). Ovšem pomocí PCR lze detekovat i další geny podílející 

se na produkci PHA, které jsou blíže popsány v kapitole 2.5.  Pro úspěšnou amplifikaci musí 

být dané primery vhodně navrhnuty. Pro jednu sledovanou sekvenci se navrhují vždy dva 

primery. Jeden primer je orientován ve směru 5´ → 3´ (tzv. forward) a druhý v opačném 
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směru 3´ → 5´ (tzv. reverse). Při nevhodném navrhnutí primerů může primer reagovat sám 

ze sebou za vzniku tzv. vlásenek či může reagovat s druhým primerem za vzniku tzv. dimerů. 

Je proto nezbytné sledovat sekvenci navrhovaných primerů a též se musí sledovat i jejich 

teplota tání. Drasticky odlišné teploty tání primerů v PCR reakci totiž neumožní všem 

primerům se efektivně navázat na cílovou sekvenci při annealingovém cyklu PCR 

(Lorenz, 2012).  

Správně navržené primery pak v průběhu PCR nasedají na šablonu DNA při nalezení 

komplementárních bází a následně se podle šablony DNA vytváří daný PCR produkt. Tato 

šablona DNA se získá izolací DNA ze sledovaného mikroorganizmu (Garibyan a 

Avashia, 2013).  

Izolaci DNA lze provést různými způsoby. V prvním kroku jsou buňky lyzovány a následně 

se odstraňují buněčné nečistoty obvykle odstředěním. Proteiny lze denaturovat proteázou či 

se mohou vysrážet organickými rozpouštědly např. fenolem a následně odstranit 

odstředěním. Ribonukleovou kyselinu (RNA) lze odstranit RNázou. DNA se poté nechává 

z roztoku vysrážet pomocí přidání ethanolu. Vzniklá sraženina se poté oddělí od roztoku 

odstředěním a následně se rozpustí ve dvakrát destilované vodě či 

v TE (tris(hydroxymethyl)aminomethan/ethylendiaminotetraoctová kyselina) pufru. Další 

metody izolace jsou technologie založené na bázi oxidu křemičitého, magnetické separaci, 

technologie výměny aniontů a další (Gupta, 2019; Dhaliwal, 2013). Správně zvolený způsob 

izolace by měl vést k účinné extrakci kvalitní DNA, zisku dostatečného množství DNA a 

k úspěšnému odstranění kontaminantů (Dhaliwal, 2013). K posouzení kvality a výtěžnosti 

lze např. využít spektrofotometrie. Nukleové kyseliny mají při vlnové délce 260 nm 

absorpční maximum a proteiny jej mají při vlnové délce 280 nm. Poměr absorbancí 

A260/A280 je u kvalitně vyizolované DNA okolo 1,8. Poměr menší než 1,7 značí kontaminaci 

proteiny (Gupta, 2019).  

Po izolaci DNA se získaná DNA smíchá s primery, nukleotidy a DNA polymerázou. 

Výsledný roztok umístí do stroje (tzv. termocykleru), který umožní opakované cykly 

amplifikace DNA. Termocykler snižuje a zvyšuje teplotu v přesných předem 

naprogramovaných krocích, které jsou vhodné pro vytvoření PCR produktu (Weier a Gray, 

1988). Prvním fází je počáteční denaturace při teplotě obvykle 94 °C až 98 °C trvající okolo 

3 minut v závislosti na DNA polymeráze. Delší doba počáteční denaturace by mohla zničit 

enzymatickou aktivitu DNA polymerázy. Ovšem existují i metody tzv. hot-start, při kterých 

je počáteční denaturace prodloužena (Lorenz, 2012). Při hot-start PCR je DNA polymeráza 
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navázána na protilátku, která brání aktivitě DNA polymerázi a tím i tvorbě sekundárních 

produktů pře zahájením PCR. Při počáteční denaturaci dochází k inaktivaci této protilátky a 

tím k zahájení aktivity DNA polymerázy (Farrell, 2017). Následně se opakují tři kroky (viz 

Obr. 9). Při prvním kroku dochází k zahřátí nad teplotu tání cílové DNA, což způsobí 

oddělení pramenů DNA od sebe. Tento krok se nazývá denaturace. Následně probíhá tzv. 

annealing, při kterém se teplota snižuje na teplotu vhodnou pro navázání primerů na cílenou 

DNA. K navázání primerů dojde jen pokud primer je komplementární s nějakým úsekem 

DNA. Poté se teplota opět zvyšuje na teplotu, při které je DNA polymeráza schopna od 

primerů vytvořit PCR produkt z nukleotidů podle DNA. V tomto kroku dochází k tzv. 

elongaci. Každým opakováním těchto tří kroků dochází k zdvojnásobování daného úseku 

DNA (Garibyan a Avashia, 2013). Po zopakování těchto tří cyklů obvykle 25–40krát nastává 

tzv. závěrečná elongace. V závěrečné elongaci dochází k dokončení syntézy. Na závěr se 

ukončí reakce chlazením roztoku na teplotu 4 °C (Lorenz, 2012). 

Po namnožení cílové sekvence se PCR produkt detekuje. Nejpoužívanější metoda detekce 

je barvení PCR produktu chemickým barvivem, které je schopno vázat se na DNA 

např. ethidiumbromidem. Následně se produkt analyzuje pomocí agarózové gelové 

elektroforézy, při níž dochází k oddělování DNA produktů na základě velikosti a náboje. 

Agarózová gelová elektroforéza tedy umožňuje určit přítomnost i velikost PCR produktu. 

Vedle PCR produktu se na gel nanáší i standardizovaná sada DNA produktů se známými 

velikostmi, která slouží jako měřítko pro určení velikosti PCR produktu (Garibyan a 

Avashia, 2013). 

Obrázek 9 Mechanizmus PCR (upraveno dle Enzoklop, 2020) 
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Ačkoliv PCR je jednoduchá technika, která přináší rychlé výsledky, má i řadu nevýhod. 

Vzhledem k tomu, že PCR je velice citlivá metoda, může jakákoliv kontaminace vzorku i 

malým množstvím DNA přinést zavádějící výsledky (Garibyan a Avashia, 2013; Smith a 

Osborn, 2009). Další nevýhodou pro návrh primerů pro PCR je znalost sekvence cílové 

sekvence. Proto lze pomocí PCR identifikovat pouze známé geny. Dalším omezením je, že 

se primery mohou vázat i na nespecifické sekvence, které jsou podobné, ale ne identické 

s cílovou sekvencí. Mimo to mohou být i nukleotidy nesprávně začleňovány do sekvence. 

Bohužel kvůli těmto omezením mohou vznikat nespecifické PCR produkty (Garibyan a 

Avashia, 2013). 

K zabránění nespecifických produktů lze předejít jednak správným navrhnutím primerům, 

zabráněním kontaminace vzorku, správným nastavením časů a teplotních podmínek v PCR 

cyklech, správnou koncentrací PCR činidel a přidáním aditiv (Lorenz, 2012). Další možností 

je zesílení citlivosti na cílený fragment pomocí nested PCR. V nested PCR se používají dva 

páry primerů, které se zaměřují na jedno místo. První pár zesiluje cílový fragment podle 

šablony DNA pomocí PCR. Druhý pár primerů zesiluje kratší sekvenci z prvního PCR 

produktu, který vznikl pomocí první dvojice primerů (Marmiroli a Maestri, 2007). 

PCR lze detekovat naráz více různých cílů pomocí tzv. multiplex PCR.  V multiplexu PCR 

se do reakce zahrnuje dvě a vice dvojic primerů a díky tomu lze ušetřit čas, úsilí i náklady 

na detekci oproti PCR s jednou dvojicí primerů. Primery v multiplexu PCR musí být pečlivě 

vybrány s podobnou teplotou tání a velikost výsledných PCR produktů by se měla natolik 

lišit, aby se při vizualizaci pomocí gelové elektroforézy vytvořily odlišná pásma. Nevýhodou 

multiplexu PCR je složitější vyvinutí optimální reakce a je méně citlivý (Shen, 2019). 
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4 MOŽNOSTI ZÍSKÁVÁNÍ PHA 

Získávání PHA se jako jiné biotechnologie skládá ze dvou částí upstreamu a downsteamu 

(Zapletal a Trejbal, 2016).  

Upsteamem je kultivační část, která je výrazně ovlivněna podmínky kultivace. Zásadní roli 

hraje použitý bakteriální kmen, substrát, pH a další. Vhodný substrát by měl být bohatý na 

uhlík a měl obsahovat málo dusíku (Zapletal a Trejbal, 2016). 

Downsteamem je už vlastní izolace PHA z bakterií. Vzhledem k rozmanitosti PHA je tato 

část komplikovaná, především u extrační metody. Protože musíme použít vhodné 

rozpouštědlo pro daný PHA. První částí downstamu je zakoncertování kultivačního média. 

Zakoncentrování se většinou provádí odstřeďováním, případně filtrací či lyofilizací. 

Následně je vhodné zakoncetrovaný roztok inaktivovat, aby živé mikroorganizmy 

nezpůsobovaly degradaci PHA. Inaktivace se provádí většinou rychlým zahřátím na 85 °C. 

Zahřátím dojde k narušením membrán, což napomáhá i lepšímu uvolňování granulí PHA. 

Dalším krokem je samotná izolace, kterou lze provádět různými postupy např. extraxcí či 

digescí (Zapletal a Trejbal, 2016).  

U extrakce se granule PHA rozpouští vhodným rozpouštědlem. Roztok PHA se oddělí od 

buněčných zbytků většinou odstředěním za vysokých otáček. Poté se z roztoku PHA nechá 

vysrážet přidáním precipitantu či se nechá z roztoku odpařit rozpouštědlo např. ve sprejové 

sušárně (Zapletal a Trejbal, 2016). 

U digesesce je postup opačný. PHA zůstává v pevné formě a zbytek se nechá rozpustit. 

Rozpuštění zbytků lze provést např. chlornanem sodným (Alper et al., 1963), chlorečnany 

či enzymy. Lze i porušit buněčné stěny pomocí povrchově aktivních látek např. 

dodecylsulfátem sodným (Ramsay et al., 1990). Digesci lze provádět i mechanicky např. 

vysokotlakou homogenizací (Kunasundari a Sudesh, 2011). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem této diplomové práce je vytvořit rychlou a snadnou metodu pro detekci genů (PCR), 

které jsou součástí produkce PHA u mikroorganizmů a touto metodu použít na screning 

producentů PHA. Dílčí cíle jsou: 

• navrhnou vhodné primery pro detekci všech čtyř tříd PHA syntáz a dalších genů 

podílejících se na tvorbě PHA (phaA, phaB, phaJ, phaG a fabG) 

• zoptimalizovat podmínky a průběh PCR pro detekci genů 

• vytvořit a zoptimalizovat multiplex PCR z navrhnutých primerů 

•  pomocí multiplex PCR provést screening u vybraných mikroorganizmů 

• z výsledků screeningu určit producenty PHA, průběh jejich produkce PHA a typ 

vyprodukovaného PHA 
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6 POUŽITÝ MATERÍÁL 

6.1 Testované bakteriální kultury 

Pro optimalizaci PCR metody byly použity bakteriální druhy, jejichž známé sekvence genů 

umožnily návrh primerů. Z České sbírky mikroorganizmů (CCM) byl použit Cupriavidus 

neactor CCM 3726 pro optimalizaci screeningu syntázy 1. třídy a genů phaA a phaB, 

Pseudomonas mendocina CCM 3590 pro syntázu 2. třídy a genu phaG a Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955 pro gen phaJ a fabG. Dále byl pro optimalizaci screeningu syntázy 

3. třídy použit izolát GK CIP 5/1 získaný z mléčných výrobků poskytnutý Výzkumným 

ústavem mlékárenským z Prahy, který byl identifikován jako Stenotrophomonas maltophilia 

(Máčalová, 2019). Pro optimalizaci syntázy 4. třídy byl použit izolát D117 získaný 

z česneku, který byl identifikován jako Bacillus megaterium a pro optimalizaci genu phaG 

byl použit izolát z chilli papričky D68 identifikovaný jako Pseudomonas putida. Jako 

negativní kontrola byl použit transgenní kmen Escherichia coli DH5α, který byl též použit 

jako negativní kontrola v Montenegro et al., 2017.  

Zoptimalizovanou PCR metodou byl proveden screening genů u 52 mikrobiálních kmenů 

získaných ze různých odrůd ovoce a zeleniny, které byli identifikovány pomocí hmotnostní 

spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem 

(MALDI-TOF). Dále byl proveden screening genů u 20 kmenů Escherichia coli 

poskytnutých Mgr. Magdou Janalíkovou, PhD. Všechny použité kmeny s kultivačními 

podmínkami jsou uvedeny v Tab. 3. 

Tabulka 3 Použité mikroorganizmy, jejich původ a kultivační podmínky 

Označení 

kultur 

Mikrobiální druh Původ Teplota 

kultivace 

(°C) 

Půda Vztah ke 

kyslíku 

CCM 3590 Pseudomonas mendocina - 37 BHI aerobní 

CCM 3726 Cupriavidus neactor  - 37 BHI aerobní 

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa - 37 BHI aerobní 

GK CIP 

5/1 

Stenotrophomonas maltophilia  mléčné 

výrobky 

30 BHI aerobní 

DH5α Escherichia coli  - 37 BHI aerobní 

D10 Pantoea agglomerans okurek 37 BHI aerobní 

D11 Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

amyloliquefaciens  

cibule 37 BHI aerobní 

D13 Pantoea agglomerans mrkev 37 BHI aerobní 

D16 Pseudomonas koreensis paprika 37 BHI aerobní 

D17 Pantoea agglomerans  okurek 37 BHI aerobní 
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Označení 

kultur 

Mikrobiální druh Původ Teplota 

kultivace 

(°C) 

Půda Vztah ke 

kyslíku 

D23 Lysinibacillus xylanilyticus kedlubna 37 BHI aerobní 

D27 Pantoea agglomerans okurek 30 M17 aerobní 

D28 Pseudomonas koreensis kedlubna 30 M17 aerobní 

D28b Pantoea agglomerans kedlubna 30 M17 aerobní 

D31 Bacillus simplex  římský 

salát 

30 BHI anaerobní 

D32 Bacillus megaterium  římský 

salát 

30 BHI anaerobní 

D36 Acinetobacter calcoaceticus salát 

ledový 

37 BHI aerobní 

D37 Pseudomonas oryzihabitans římský 

salát 

37 BHI aerobní 

D47 Acinetobacter calcoaceticus zelí bílé 30 BHI aerobní 

D52 Lelliottia amnigena zelí bílé 30 BHI aerobní 

D55 Acinetobacter calcoaceticus  zelí bílé 30 M17 aerobní 

D61 Oceanobacillus caeni římský 

salát 

červený 

37 BHI aerobní 

D68 Pseudomonas putida chilli 

paprička 

37 BHI aerobní 

D69 Citrobacter braakii  lilek 37 BHI aerobní 

D78 Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

plantarum 

paprika 30 M17 aerobní 

D80 Bacillus cereus  rajče 30 M17 aerobní 

D93 Pseudomonas fragi mrkev 6,5 BHI aerobní 

D100 Pseudomonas corrugata okurka 30 BHI aerobní 

D102 Pseudomonas antarctica česnek 30 BHI aerobní 

D105 Oceanobacillus kimchii cibule 

červená 

37 BHI aerobní 

D109 Pantoea agglomerans česnek 37 BHI aerobní 

D111 Staphylococcus sp. okurka 37 BHI aerobní 

D116 Bacillus sp. cibule 

červená 

30 BHI anaerobní 

D117 Bacillus megaterium česnek 30 BHI anaerobní 

D124 Pseudomonas marginalis  česnek 30 M17 aerobní 

D140 Oceanobacillus sp. celerová 

nať 

37 BHI aerobní 

D146 Pseudomonas putida červená 

řepa 

30 BHI aerobní 

D165 Acinetobacter calcoaceticus  salát   37 BHI aerobní 

D171 Acinetobacter calcoaceticus  salát   37 BHI aerobní 

D173 Acinetobacter calcoaceticus salát   30 BHI aerobní 

D180 Pseudomonas gessardii  broskev  30 BHI aerobní 

D183 Pseudomonas 

frederiksbergensis 

broskev  30 BHI aerobní 
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Označení 

kultur 

Mikrobiální druh Původ Teplota 

kultivace 

(°C) 

Půda Vztah ke 

kyslíku 

D186 Pseudomonas veronii  jablko 30 M17 aerobní 

D199 Bacillus megaterium  ředkev  30 BHI anaerobní 

D201 Bacillus megaterium  ředkev 

bílá 

30 BHI anaerobní 

D212 Klebsiella oxytoca ředkev 

bílá 

37 BHI aerobní 

D214 Pseudomonas extremorientalis  ředkev 

bílá 

30 BHI aerobní 

D218 Rahnella aquatilis pórek 30 BHI aerobní 

D220 Pseudomonas chlororaphis kopr 30 M17 aerobní 

D221 Stenotrophomonas sp. ředkev 

bílá 

30 M17 aerobní 

D223 Kosakonia cowanii rajče 30 M17 aerobní 

D228 Pseudomonas tolaasii  pórek 30 BHI aerobní 

D233 Pseudomonas rhodesiae broskev  6,5 BHI aerobní 

D234 Guehomyces pullulans broskev  6,5 BHI aerobní 

D237 Pseudomonas 

frederiksbergensis 

ředkev  6,5 BHI aerobní 

D238 Pseudomonas libanensis ředkev 

bílá 

6,5 BHI aerobní 

D239 Pseudomonas fluorescens kopr 6,5 BHI aerobní 

114 Escherichia coli 

kuřecí 

kůže 

37 BHI aerobní 

119 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

123 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

126 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

F10 Escherichia coli  klíčky 

mungo  

37 BHI aerobní 

F53 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

F77 Escherichia coli  jarní 

cibulka 

37 BHI aerobní 

F108 Escherichia coli  cuketa 37 BHI aerobní 

I/2 Escherichia coli  

bažant 

37 BHI aerobní 

I/3a Escherichia coli  37 BHI aerobní 

I/6a Escherichia coli  37 BHI aerobní 

II/2 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

S7 Escherichia coli  kachna 37 BHI aerobní 

S10 Escherichia coli  kachna 37 BHI aerobní 

S17 Escherichia coli  

bažant 

37 BHI aerobní 

S23 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

S32 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

S33 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

S34 Escherichia coli  37 BHI aerobní 

S35 Escherichia coli  37 BHI aerobní 
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6.2 Použité kultivační média 

Pro kultivaci testovaných mikroorganizmů (viz Tab. 4) byla použita mozko-srdcová infuze 

(BHI, Himedia, Bombaj, Indie) a M17 pevná půda (Himedia, Bombaj, Indie). 

Pevná půda BHI při teplotě 25 °C má finální pH 7,4 ± 0,2 a obsahuje: 

Látka       Množství (g/l) 

Telecí mozek, infuzní forma   200,00 

Hovězí srdce, infuzní forma   250,00 

Proteózový peptid    10,00 

Dextróza     2,00 

Chlorid sodný     5,00 

Fosforečnan sodný    2,50 

Agar      15,00 

 

Finální pH pevné půdy M17 při teplotě 25 °C je 7,1 ± 0,1 a obsahuje: 

Látka       Množství (g/l) 

Trypton     2,50 

Pepton      2,50 

Sójový pepton     5,00 

Extrakt z kvasnic    2,50 

Hovězí extrakt    5,00 

Kyselina askorbová    0,50 

Síran hořečnatý    0,25 

Laktóza     5,00 

β-glycerofosfát disodný   19,00 

Agar      15,00 
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6.3 Použité primery 

Pro screening genů podílejících se na produkci PHA byly navrhnuty primery pomocí 

programu Primer3 (v. 0.4.0) (Singapur). Pro návrh primerů byly použity sekvence daných 

genů získané z Evropského archivu nukleotidů (pro primery phaJ, phaG1 a phaG2) a 

z Národního centra pro biotechnologické informace (pro zbylé ostaní primery). Veškeré 

navrhnuté a použité primery a velikosti jejich PCR produktů jsou uvedeny v Tab. 4. Při 

návrhu primerů byla zvolena teplota jejich tání 59–62 °C a délka PCR produktů, tak aby 

mohlo dojít k jejich vzájemné kombinaci pro vytvoření PCR reakce v multiplexu.  

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

Tabulka 4 Použité primery, jejich sekvence a velikost výsledného PCR produktu v počtu 

párů bází (bp) 

Primer Gen Sekvence primeru (5´-3´) Velikost 

produktu 

(bp) 

phaAF phaA CCATGACCATCAACAAGGTG 262 

phaAR TATTCCTTGGCCACGTTCTC 

phaB1F phaB AATGTGGCTGACTGGGACTC 164 

phaB1R GAGGTCAGGTTGGTGTCGAT 

phaSyn1F phaC 

(PHA syntáza – 1.třída) 

TGCGCAACATGATGGAAGAC 204 

phaSyn1R AGTACTTGTTGATGCACGGC 

phaSyn2aF phaC 

(PHA syntáza – 2.třída) 

GTTCAACACTGGAGGCAGCA 133 

phaSyn2aR GGGTGTGCAGGCCAGATTAC 

phaSyn2bF phaC 

(PHA syntáza – 2.třída) 

TACATCGAGGCGCTCAAGGA 594 

phaSyn2bR GCCGAACAGATGAGCCGATT 

phaSyn3F phaE 

(PHA syntáza – 3.třída) 

CAGTGGATGCTGCAGGGC 463 

phaSyn3R GCAGGCCGATACGTTCACTC 

phaSyn4F phaR 

(PHA syntáza – 4.třída) 

AAATGAAGTAACGGGGCGCT 326 

phaSyn4R CCTGAAGCTGCTCACCTTGA 

phaJF 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 POUŽITÉ METODY 

7.1 Izolace deoxyribonukleové kyseliny 

Izolace bakteriální deoxyribonukleové kyseliny (DNA) byla provedena pomocí kitu 

NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Düren, Německo). Na začátku byla bakteriální 

kličkou z pevné půdy odebrána 24hodinová bakteriální, která byla rozsuspendována do 

200 µl pufru T1. Následně bylo k suspenzi přidáno 25 µl Proteinázi K a 200 µl pufru B3. 

Takto připravená suspenze byla promíchána pomocí vortexu a poté byla zahřívána po dobu 

15 minut na 70 °C.  Po uplynulé době záhřevu došlo k lýze buněk a následně bylo ke vzorku 

přidáno 210 µl 96% ethanolu (Lach-Ner, Neratovice, Česká republika) k vysrážení DNA. 

Vzorek byl promíchán na vortexu acelý obsah vzorku byl přenesen na kolonku 

NucleoSpin®Tissue, která byla vložená do sběrné zkumavky. Takto připravený vzorek byl 

centrifugován při 11 000 ot/min po dobu 1 minuty pro zachycení vysrážené DNA na 

kolonce. Po centrifugaci byl proteklý filtrát odstraněn. Zachycená DNA na kolonce byla 

promyta pomocí 500 µl promývacího pufru BW a vzorek byl poté centrifugován při 

11 000 ot/min po dobu 1 minuty. Filtrát byl opět odstraněn a na kolonku bylo naneseno 

600 µl druhého promývacího pufru B5 a vzorek byl znovu centrifugován při 11 000 ot/min. 

Filtrát byl znovu odstraněn a kolonka promyta 600 µl pufru B5 a zcentrifugována. Na závěr 

promývání byl opět filtrát odstraněn a kolonka centrifugována při 11 000 ot/min po dobu 1 

minuty k dokonalému odstranění promývacích pufrů. Po centrifugaci byla kolonka 

přenesena do 1,5ml mikrozkumavky typu Eppendorf a na kolonku bylo naneseno 50 µl 

elučního pufru BE pro eluci pročištěné DNA. Eluce na kolonce probíhala při pokojové 

teplotě po dobu 5 minut a následně byl roztok centrifugován při 11 000 ot/min po dobu 

1 minuty. U takto získaného vzorku DNA byla stanovena koncentrace a čistota pomocí 

měření absorbance při vlnové délce 260 nm a 280 nm na přístroji Tecan Infinite® 200 PRO 

(Tecan, Männedorf, Švýcarsko).       

7.2 Polymerázová řetězová reakce 

Po izolaci DNA byla získaná DNA smíchána s PCR vodou, primery (Eastport – Metabion, 

Praha,  Česká republika) naředěnými na koncentraci 25 µM a GoTaq® Hot Start Green 

Master mixem (Promega, Madison, USA). Množství jednotlivých činidel podle počtu 

primerů v reakci jsou uvedeny v Tab. 5. Při každé PCR byl vytvořen i kontrolní vzorek se 

stejným složením jen bez DNA. 
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Tabulka 5  Složení PCR směsi s GoTaq® Hot Start 

Činidlo Množství (µl) 

PCR voda 7 5 2 0 

GoTaq® Hot Start 10 10 10 10 

primer 1F 1 1 1 1 

primer 1R 1 1 1 1 

primer 2F - 1 1 1 

primer 2R - 1 1 1 

primer 3F - - 1 1 

primer 3R - - 1 1 

primer 4F - - - 1 

primer 4R - - - 1 

DNA 1 1 2 2 

 

 PCR směs byla následně umístěna do termocykleru Aeris™ (ESCO, Singapur), kde 

probíhala samotná reakce. Průběh PCR je uveden v Tab. 6. 

Tabulka 6 Průběh PCR 

Název kroku Teplota (° C) Čas (min) Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 5 1 

Denaturace 95 0,5 

40 Annealing 55–70 0,5 

Elongace 72 1 

Závěrečná elongace 72 10 1 

Chlazení 4 ∞ 1 

 

Po neúspěšné amplifikaci PCR produktu při optimalizaci byla namíchána směs skládající se 

z primerů o koncentraci 10 µM, PCR vody, DNA a EliZyme™ HS Robust MIX Red 

(Elisabeth Pharmacon, Brno, Česká republika) podle Tab. 7 a následná PCR probíhala stejně 

jak je uvedeno v Tab. 6.  

Tabulka 7  Složení PCR směsi s EliZyme™ HS Robust MIX Red 

Činidlo Množství (µl) 

PCR voda 9,5 

EliZyme™ HS Robust MIX Red 12,5 

primer 1F 1 

primer 1R 1 

DNA 1 
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Po neúspěšné amplifikaci byl dále vyzkoušen vliv aditiva dimethylsulfoxidu (DMSO) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v koncentraci 2, 5 a 10 % se stejným průběhem PCR (viz 

Tab. 6).  Složení PCR reakce je uvedeno v Tab. 8.  

Tabulka 8   Složení PCR reakce s přídavkem DMSO 

Činidlo Množství (µl) 

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 detekovány pomocí agarózové gelové elektroforézy.  

Před zahájením vlastní elektroforézy byl připraven 1,5 % agarózový gel. Na začátku 

přípravy gelu bylo vypočtené množství agarózy (Lonza, Rockland, USA) smícháno v TAE 

(tris-acetát- ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA)) pufru, který obsahoval 0,04 M Tris, 

0,001 M EDTA Na2, 0,02 M kyselina octová (vše Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Výsledná 

směs byla přivedena k varu pomocí mikrovlnné trouby k dokonalému rozpuštění agarózy. 

Do roztoku bylo poté přidáno barvivo GelRed™ (Biotium, Fremont, USA) v koncentraci 

10 µl/100 ml gelu, díky němuž lze vizualizovat DNA. Teplý roztok byl následně vylit do 

horizontální aparatury s hřebínkem. Po ztuhnutí byl hřebínek odstraněn a gel byl ponořen do 

elektroforetické vany obsahující 1x koncentrovaný TAE pufr. Do jamek gelu, které vznikly 

po vyjmutí hřebínku, bylo naneseno 5 µl PCR produktu a 5 µl srovnávacího markeru 

peqGOLD 100 bp Plus (VWR Peqlab, Erlangen, Německo). Po nanesení produktů a markeru 

byla elektroforetická vana zapojena do zdroje elektrického napětí.  Elektroforéza probíhala 

při napětí 120 V po dobu 60 minut. Po proběhnutí elektroforézy byl gel přenesen do 

transiluminátoru InGeniusLHR (Syngene, Cambridge, Velká Británie), kde byl sledován a 

zdokumentován pod UV světlem pomocí fotodokumentačního systému GeneSnap. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Optimalizace screeningu genů 

Optimalizace PCR pro screening genů probíhala vždy na stejném druhu mikroorganizmu, ze 

kterého byla získána sekvence sledovaného genu pro návrh primerů.  Pro primery phaA, 

phaB1a phaSyn1 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 phaJ s fabG na Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955. Dále byla provedena optimalizace PCR pro primery phaG1, phaG2 

na Pseudomonas mendocina CCM 3590 a pro phaG3 na Pseudomonas putida D68.   

V první fázi optimalizace byla stanovena optimální teplota annealingu a následně byly 

primery vhodně zkombinovány pro vytvoření multiplexu PCR. 

8.1.1 Optimalizace teploty annealingu 

Čistota a výtěžek PCR produktů závisí na několika parametrech, do nichž patří i teplota 

annealingu. Při nevhodné teplotě annealingu mohou vznikat vedlejší produkty a snižuje se i 

výtěžek požadovaného produktu. Optimalizace této teploty je obzvlášť důležitá při 

amplifikaci dlouhých PCR produktů či při použití celkové genomové DNA jako šablony 

PCR. Při zvolení nízké teploty annealingu dochází k amplifikaci nespecifických PCR 

produktů, což se projeví výskytem více než jednoho signálu na agarózovém gelu po 

proběhnutí elektroforézy. Naopak při zvolení vysoké teploty dochází k snížení výtěžku až 

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

Optimalizace teploty annealingu proběhla pomocí tzv. gradientové PCR. Při gradientové 

PCR byly otestovány různé teploty annealingu v jedné reakci, což vedlo k rychlému nalezení 

optimální teploty. Díky tomu došlo k snížení až vyloučení vzniku vedlejších produktů PCR 

(Ishii a Fukui, 2001). Pro optimalizaci teploty annealingu bylo sledováno rozpětí 55–70 °C, 

a to vždy pro jeden primerový pár. Ostatní hodnoty PCR programu zůstaly zachovány, jak 

je uvedeno v Tab. 6.  

Primery phaSyn1, phaSyn2a, phaSyn2b, phaA, phaB1a phaJ vytvářely PCR produkt při 

všech testovaných teplotách bez tvorby vedlejšího produktu. Primery phaSyn4 a fabG též 

netvořily vedlejší PCR produkty při všech sledovaných teplotách. Ovšem u primerů phaSyn4 

došlo k zástavě tvorby požadovaného PCR produktu při teplotě 68,8 °C a u primerů fabG 
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(viz Obr. 10) při teplotě 67,4 °C. Naopak primery phaSyn3 (viz Obr. 10) sice tvořily 

požadovaný PCR produkt při všech teplotách ovšem do teploty 63,5 °C vznikal i vedlejší 

produkt. Proto optimální teplota annealingu pro všechny výše zmíněné primery a pro tvorbu 

multiplexu PCR byla stanovena na 65 °C. 

 

Dalšími optimalizovanými primery byly primery pro gen phaG (phaG1, phaG2 a phaG3). 

První optimalizovanou dvojicí primerů byla phaG1. Při PCR s touto dvojicí primerů měl 

vznikat produkt o velikosti 401 bp u Pseudomonas mendocina, ovšem při teplotách do 66 °C 

vznikaly vedlejší produkty a při vyšších teplotách přestal vznikat i produkt s požadovanou 

velikostí. Pro zlepšení amplifikace požadovaného specifického produktu byl proto 

vyzkoušen vliv rozdílného složení PCR směsi.  Tato směs byla připravena s EliZyme™ HS 

Robust MIX Red podle Tab. 7 a PCR reakce probíhala při teplotě annealingu od 58 do 69 °C. 

EliZyme™ HS Robust MIX Red byl vytvořen pro amplifikaci extrémně složitých templátů 

s dosažením výjimečných výsledků s vysokou výtěžností a specifitou produktů i ve směsích 

s PCR inhibitory. Pravděpodobně díky vysoké výtěžnosti nakonec tato reakce vedla ke 

vzniku vedlejších produktů při všech sledovaných teplotách. Dále byl vyzkoušen vliv 

přídavku DMSO na tvorbu specifických PCR produktů. Směs s DMSO byla připravena a 

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

DMSO se obvykle přidává do PCR reakcí s DNA šablonami bohatými na guanin a cytosin. 

Přidává se v koncentracích 1–10 % (Lorenz, 2012). DMSO se dokáže navázat na šablonu 

DNA, což destabilizuje její strukturu dvojité šroubovice (Simon et al., 2009). To je obzvlášť 

Obrázek 10 Agarózový gel s produkty po gradientové PCR při optimalizaci teploty 

annealingu pro syntázu 3. třídy s primery phaSyn3 (vlevo) a pro gen fabG (vpravo) 
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vhodné pro šablony s vyšším množstvím guaninu a cytosinu, jelikož mají zvýšenou pevnost 

vodíkové vazby mezi sebou a tím zvyšují obtížnost denaturace DNA (Chakrabarti a 

Schutt, 2001). Přidání DMSO tedy dokáže zlepšovat výtěžky i specifitu PCR (Hardjasa, Ling 

a Ma, 2010).  

Přídavek 5 a 10 % DMSO zastavil amplifikaci PCR produktů při všech sledovaných 

teplotách a 2% přídavek DMSO nedokázal zabránit vzniku vedlejších produktů (Obr. 11). 

Zástava amplifikace PCR produktů u přídavku 5 a 10 % byla pravděpodobně způsobena 

inhibicí DNA polymerázy, kterou dokáže způsobit přídavek DMSO větší než 2 % 

(Lorenz, 2012).  

 

Jelikož nedošlo k zoptimalizování dvojice primerů phaG1, byly tyto primery vyřazeny 

z následných testů. Pro stejný gen byl navrhnut nový primer phaG2, který byl opět 

optimalizován na Pseudomonas mendocina. PhaG2 primery měly vytvářet produkt o 

velikosti 500 bp. Ovšem při všech sledovaných annealingových teplotách v PCR reakci 

s GoTaq® Hot Start Green Master mixem i s s EliZyme™ HS Robust MIX Red se nevytvořil 

žádný PCR produkt. Proto byla i tato dvojice primerů z dalšího testování vyřazena. Další 

dvojicí primerů na screening phaG genu byla phaG3. Tato dvojice primerů byla získaná ze 

sekvence phaG genu z Pseudomonas putida, proto byla optimalizována na stejném druhu. 

Primery phaG3 (viz Obr. 12) dokázaly vytvořit specifický produkt při všech sledovaných 

annealingových teplotách bez tvorby vedlejších produktů. Tento primer tedy prokázal svou 

schopnost a byl použit pro další screening genu phaG. Neúspěšná optimalizace primerů 

Obrázek 11 Vliv přídavku 2 % (vlevo) a 5 % (vpravo) DMSO na tvorbu PCR produktů 

primerů phaG1  
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phaG1 a phaG2 byla pravděpodobně způsobena nepřítomností genu phaG u kmene 

Pseudomonas mendocina CCM 3590. Jeho přítomnost nebyla potvrzena ani použitím 

primerů phaG3 viz Tab. 9.  

 

Pomocí gradientové PCR byla stanovena optimální teplota annealingu 65 °C. Při této teplotě 

byla provedena optimalizace PCR v multiplexu i následný screening genů u 

mikroorganizmů.  

8.1.2 Vytváření multiplexu PCR 

Po stanovení optimální teploty annealingu byla navrhnuta kombinace několika párů primerů 

k vytvoření PCR multiplexu.   

První skupinou pro vytvoření multiplexu PCR byly PHA syntázy.  První multiplex PCR 

obsahoval všech pět párů PHA syntáz (phaSyn1, phaSyn2a, phaSyn2b, phaSyn3 a phaSyn5). 

Jelikož v optimalizaci byly dvě dvojice primerů pro gen PHA syntázy 2. třídy (primery 

phaSyn2a a phaSyn2b), byly vytvořeny další dva multiplexy, a to jeden s čtveřicí primerů 

s phaSyn2a a druhý s phaSyn2b. U pětice PHA syntáz (Obr. 13) se u Pseudomonas 

aeruginosa CCM 3955 nevytvořil žádný specifický produkt. U Pseudomonas mendocina 

CCM 3590 se měly vytvořit dva specifické produkty použitím primerů phaSyn2a a 

phaSyn2b, ale vznikl pouze jeden od phaSyn2b. Je tedy pravděpodobné, že primery 

phaSyn2b lépe vytváří PCR produkt a svou přítomností zabraňují produkci PCR 

produktuphaSyn2a. Vzhledem k těmto nedostatkům a také horší čitelnosti pěti PCR 

produktů v jedné reakci byl screening pětice PHA syntáz zavrhnut.  

Obrázek 12 PCR produkty primerů phaG3 při různých teplotách annealingu 
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Obrázek 13 PCR produkty všech pěti primerů pro PHA 

syntázy v multiplexu PCR (TA – teplota annealingu)  

Obrázek 14 PCR produkty čtveřice primerů pro PHA syntázy – s primery 

phaSyn2a (vlevo), s phaSyn2b (vpravo)  
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U multiplexu s čtveřicí primerů pro screening syntáz s phaSyn2a (Obr. 14) opět nevznikal 

žádný PCR produkt u Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, ovšem při použití čtveřice 

s phaSyn2b (Obr. 14) byla u tohoto kmene potvrzena přítomnost PHA syntázy 2. třídy.  

Multiplex PCR s phaSyn2b primery byl nakonec použit pro další testování reálných bakterií. 

Dále proběhla optimalizace k nalezení vhodné kombinace ostatních primerů (tj. phaA, 

phaB1, phaG3 phaJ a fabG). Jelikož primery fabG vytváří nejdelší PCR produkt (o velikosti 

750 bp) mohly být zkombinovány se všemi ostatními primery. Byly tedy otestovány dvojice 

fabG + phaA, fabG + phaB1 a fabG + phaJ. U dvojice fabG + phaB1 (Obr. 15) nebyl 

vytvořen specifický produkt phaB1 primeru u Cupriavidus neactor CCM 3726, naopak u 

dvojice fabG + phaJ (Obr. 16) nebyl vytvořen specifický produkt primeru fabG u 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Ovšem při použití dvojice primerů fabG + phaA 

(Obr. 15) došlo k vytvoření obou specifických PCR produktů. Tato sada primerů proto byla 

použita pro další testování. 

 

Obrázek 15 PCR produkty dvojic primerů – fabG + phaA (vlevo), fabG + phaB1 (vpravo)  
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Dále proběhlo hledání vhodného primeru k primerům phaJ. Jelikož phaJ vytváří PCR 

produkty o velikosti 287 bp, nebylo vhodné vytvořit multiplex PCR s phaA, protože primery 

phaA vytváří PCR produkty o podobné velikosti, tj. o velikosti 262 bp.   PCR produkty 

těchto primerů by tedy nešly od sebe dobře odlišit. Primery phaJ byly tedy zkombinovány s 

primery fabG a phaB1 (Obr. 16). Kombinace phaJ a fabG byla popsána již výše. U 

multiplexu PCR phaB1 + phaJ (Obr. 16) vznikaly pomocí obou primerů specifické 

produkty, proto tato dvojice primerů byla použita pro další testování.  

 

Posledním krokem optimalizace k vytvoření multiplexu PCR bylo vytvoření z vhodných 

dvojic primerů (fabG + phaA a phaB1 + phaJ) trojici s phaG3. Trojice primerů 

fabG + phaA + phaG3 (Obr. 17) v multiplexu nevytvářela PCR produkt fabG primerů u 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, proto tato trojice byla posouzena jako nevhodná pro 

další screening genů. Naopak trojice primerů phaB1 + phaJ + phaG3 (Obr. 17) dokázala 

vytvořit všechny specifické PCR produkty, proto byla použita pro screening genů 

testovaných mikroorganizmů. 

Obrázek 16 PCR produkty dvojic primerů – phaB1 + phaJ (vlevo), fabG + phaJ (vpravo) 
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8.2 Screening genů  

Screening genů probíhal pomocí zoptimalizovaných skupin primerů v multiplexu PCR, tj. 

čtveřice PHA syntáz (phaSyn1 + phaSyn2b + phaSyn3 + phaSyn4), trojice primerů 

(phaB1 + phaJ + phaG3) a dvojice (fabG + phaA), při teplotě annealingu 65 °C. Byl 

proveden screening genů podílející se na tvorbě PHA u celkem 77 mikrobiálních kmenů. 

U většiny z těchto mikroorganizmů byla potvrzena přítomnost, alespoň jednoho z nich. 

Pouze u 10 kmenů (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 žádná 

přítomnost sledovaných genů.  Přítomnost klíčové PHA syntázy byla potvrzena u 47 kmenů. 

Výsledky všech testovaných mikrobiálních kmenů jsou uvedeny v Tab. 9.  

Obrázek 17 PCR produkty trojic primerů – phaB1 + phaJ + phaG3 (vlevo), 

fabG + phaA + phaG3 (vpravo) 
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Tabulka 9 Výsledky screeningu genů podílejících se na produkci PHA (+ – přítomnost 

daného genu, - – neprokázána přítomnost daného genu)  

Mikrobiální druh 
pha 

Syn1 

pha 

Syn2 

pha 

Syn3 

pha 

Syn4 

pha 

A 

fab 

G 

pha 

B1 

pha 

G3 

pha 

J 

Pseudomonas mendocina CCM 3590 - + - - - + - - - 

Cupriavidus neactor CCM 3726 + - - - + - + - - 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 - + - - - - - - + 

Stenotrophomonas maltophilia 

GK CIP 5/1 
- - + - - - - - - 

Escherichia coli DH5α - - + - - - - - - 

Pantoea agglomerans D10 + - - + - - + - + 

Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

amyloliquefaciens D11 
- - - - - - - - - 

Pantoea agglomerans D13 - - - + - + + - - 

Pseudomonas koreensis D16 + - - - - - - - + 

Pantoea agglomerans D17 - - - - - + + - - 

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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Mikrobiální druh 
pha 

Syn1 

pha 

Syn2 

pha 

Syn3 

pha 

Syn4 

pha 

A 

fab 

G 

pha 

B1 

pha 

G3 

pha 

J 

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 + + - - + - - + - 

Guehomyces pullulans D234 - - - - - - - - - 

Pseudomonas frederiksbergensis D237 - + - + - - + - + 

Pseudomonas libanensis D238 - - - - + - - - - 

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 I/2 + - - - + - - - - 

Escherichia coli I/3a + - - - + - - - - 

Escherichia coli I/6a + - - - + - - - - 

Escherichia coli II/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 genů podílejících se 

na produkci PHA u celkem 77 mikrobiálních kmenů. Byl proveden screening genů všech 

čtyř tříd PHA syntáz, kódované geny phaC (první a druhá třída), phaE (třetí třída) a phaR 

(čtvrtá třída), které jsou blíže popsány v kapitole 2.5.4. Dále byl proveden screening dalších 

genů, které jsou zapojeny do cyklu syntézy PHA. Konkrétně genů zapojených do produkce 

scl PHA z glukózy (geny phaA a phaB) viz kapitola 2.5.2, do produkce PHA ze souvisejících 

zdrojů pomocí β-oxidace (geny phaJ a fabG) viz kapitola 2.5.1 a do produkce mcl PHA 

pomocí biosyntézy disociované kyseliny (gen phaG) viz kapitola 2.5.3. Do testování bylo 

zahrnuto 16 různých mikrobiálních rodů (Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Cupriavidus, 

Escherichia, Guehomyces, Klebsiella, Kosakonia, Lelliottia, Lysinibacillus, 

Oceanobacillus, Pantotea, Pseudomonas, Rahnella, Staphylococcus a Stenotrophomonas) a 

všechny výsledky jejich screeningu genů zapojených do produkce PHA jsou uvedeny 

v Tab. 9. 

8.2.1 Rod Acinetobacter 

Z rodu Acinetobacter bylo do screeningu zařazeno celkem šest kmenů stejného bakteriálního 

druhu Acinetobacter calcoaceticus. U třech z testovaných kmenů (D47, D55 a D165) byla 

potvrzena přítomnost genů pro produkci PHA syntázy 1. třídy. Ovšem pouze Acinetobacter 

calcoaceticus D165 byla potvrzena i přítomnost genu phaB. Proto je pravděpodobné, že 

kmen D165 dokáže produkovat scl PHA z glukózy.   U kmenu Acinetobacter calcoaceticus 

D165 nebyla potvrzena přítomnost phaA genu, což naznačuje, že pravděpodobně vytváří 

P(3HV) pomocí cesty D či F v Obr. 3. U kmenů Acinetobacter calcoaceticus D47 a D55 

nebyla potvrzena přítomnost dalšího genu zahrnutého do metabolizmu PHA, proto nelze říct 

jakou cestou scl PHA vyrábí. U kmenů Acinetobacter calcoaceticus D36, D171 a D173 sice 

nebyla potvrzena přítomnost některé PHA syntázy, ovšem u D36 byla potvrzena přítomnost 

genu fabG, u D171 přítomnost phaB a u D173 přítomnost phaA. Je tedy možné, že tyto geny 

využívají v jiném metabolizmu než na produkci PHA. Obecně lze o rodu Acinetobacter 

konstatovat, že byly v některých z testovaných zástupců objeveny geny pro PHA syntázu 

1. třídy, phaA, phaB a fabG. Díky přítomnosti PHA syntázy 1. třídy by měly přednostně 

vytvářet scl PHA a díky phaA a phaB by tento rod měl být schopen využívat sacharidy. 

Ovšem u jednoho kmene byl objeven i gen fabG, díky jemuž rod Acinetobacter dokáže 

využívat i tuky a tím pádem pravděpodobně vytvářet mcl PHA. Tyto domněnky potvrzují 

Elsayed et al. (2016), kteří pomocí Acinetobacter baumannii dokázali dosáhnout nejlepší 

produkce PHB z kukuřičného oleje. Zatím co Vierkant, Martin a Stewart (1990) zjistili, že 
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zástupci z rodu Acinetobacter dokáží produkovat PHB i ze sacharidů. V jejich studii, u tří 

kmenů ze šesti, bylo dosaženo optimální produkce z glukózy. Jeden kmen preferoval pro 

produkci xylózu a dva z nich nereagovali na monosacharidy.  Schopnost produkovat scl i 

mcl PHA pomocí tohoto rodu byla potvrzena Kung et al. (2007), kteří ze sójového oleje 

dokázali vytvářet PHB a PHHx. Produkci mcl PHA pomocí zástupců z rodu Acinetobacter 

dosáhli i z kukuřičného oleje Song et al. (2008).  

8.2.2 Rod Bacillus 

Z rodu Bacillus bylo otestováno devět kmenů, z toho čtyři (D32, D117, D199 a D201) byly 

stejného druhu Bacillus megaterium. U pěti kmenů (D31, D80, D117, D199 a D201) byla 

potvrzena přítomnost alespoň jedné z PHA syntáz a u třech kmenů (Bacillus 

amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens D11, Bacillus megaterium D32 a Bacillus sp. 

D116) nebyla potvrzena přítomnost ani jednoho ze sledovaných genů. U kmenu Bacillus 

simplex D32 byla prokázána přítomnost PHA syntázy 1. třídy a genu phaA, proto 

pravděpodobně dokáže produkovat scl PHA. U kmene Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

plantarum D78 byla též potvrzena přítomnost genu phaA, ovšem nebyla potvrzena 

přítomnost některé PHA syntázy. Proto pravděpodobně Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

plantarum D78 využívá tento gen pro jiný účel než pro produkci PHA. Dalším testovaným 

kmenem byl Bacillus cereus D80, u kterého byla potvrzena pouze přítomnost PHA syntázy 

4. třídy. Gen PHA syntázy 4. třídy byl objeven též u tří kmenů Bacillus megaterium (D117, 

D199 a D201). Tato PHA syntáza 4. třídy je typická pro rod Bacillus a díky ní vytváří 

scl PHA. Dokonce pro studium PHA syntázy 4. třídy se hojně využívá Bacillus megaterium, 

u kterého byla v roce 1999 objevena (Tsuge, Hyakutake a Mizuno, 2015; McCool a Cannon, 

1999). U Bacillus megaterium D199 byla též objevena přítomnost genu fabG, proto tento 

kmen pravděpodobně dokáže vytvářet PHA se souvisejících zdrojů pomocí β-oxidace (cesta 

C v Obr. 2). Na rozdíl u druhého kmene Bacillus megaterium D201 byla prokázána 

přítomnost genu phaA, který je součástí tvorby PHA z glukózy. U Bacillus spp. byla 

prokázána schopnost využívat ligno-celulózové biologické odpady i cukry pro tvorbu 

homopolymerů i kopolymerů (Singh et al., 2013; Patel et al., 2012; Patel, Singh a Kalia, 

2011; Porwal et al., 2008). Schopnost vytvářet kopolymery u rodu Bacillus je 

pravděpodobně způsobena prokázanou přítomností genů v této diplomové práci, které jsou 

zapojeny jednak do produkce PHA z glukózy, ale i ze souvisejících zdrojů. Tuto myšlenku 

potvrzuje i výzkum Mohandas et al. (2018), kteří prokázali schopnost produkce P(3HB-co-

3HV) z glycerolu u Bacillus cereus. Jejich výsledný kopolymer obsahoval 12 mol. % P3HV 
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při použití surového gycerolu, ovšem přídavek kyseliny propionové zvýšil produkci P3HV 

o 30 mol. %. Díky tomu je pravděpodobné, že geny zapojené do tvorby PHA ze 

souvisejících zdrojů mohou ovlivnit množství P3HV. Pomocí složení substrátu lze tedy i 

dosáhnout požadovaného polymeru na míru dané aplikace. Pomocí správného složení 

substrátu lze získat i čisté homopolymery P3HB, což dokázali Ray a Kalia (2017), kteří 

z glukózy pomocí Bacillus thuringiensis a Bacillus cereus produkovali homopolymer P3HB. 

Velkou výhodou u rodu Bacillus je i nepřítomnost lipopolysacharidů (tj. endotoxinů) ve 

vnější membráně, proto je PHA získané z nich vhodné pro použití i v medicínských 

aplikacích (Singh, Patel a Kalia, 2009). 

8.2.3 Rod Citrobacter 

Z rodu Citrobacter byl do testování zařazen pouze jeden kmen Citrobacter braakii D69, u 

kterého nebyla prokázána přítomnost ani jedno z testovaných genů. Přestože u testovabého 

kmene nebyla prokázána schopnost produkce, u Citrobacter sp. byla prokázána schopnost 

produkce PHA (Rehman, Jamil a Husnain, 2007). Tento rod dokáže produkovat i 

polyfosfáty, které se dají využít též jako biomateriál (Moradali a Rehm, 2020). 

8.2.4 Rod Cupriavidus 

Rod Cupriavidus též v testování zahrnoval pouze jeden kmen Cupriavidus neactor 

CCM 3726. Tento kmen byl použit již při optimalizaci a byla u něj prokázána přítomnost 

PHA syntázy 1. třídy, genu phaA a phaB. Díky kombinaci těchto genů je Cupriavidus 

neactor CCM 3726 schopen vytvářet P(3HB) z glukózy (cesta C v Obr. 3). Cupriavidus 

neactor je jeden z nejpoužívanějších a nejvíce prozkoumaných producentů PHA. Byla u něj 

prokázána přítomnost všech detekovaných genů (PHA syntázy 1. třídy, phaA i phaB) 

(Sagong et al., 2018). Díky detekci těchto genů lze i potvrdit správný průběh a nastavení 

PCR. 

8.2.5 Rod Escherichia 

Dále bylo otestováno 21 kmenů Escherichia coli. Pouze u jednoho kmene 

Escherichia coli F77 nebyla prokázána přítomnost sledovaných genů. U všech kmenů kromě 

F77 a DH5α byla prokázána přítomnost genu phaA. U 12 kmenů Escherichia coli (119, 123, 

126, I/2, I/3a, I/6a, II/2, S7, S32, S33, S34 a S35) byla prokázána přítomnost genů PHA 

syntázy 1. třídy, u kmene Escherichia coli DH5α přítomnost PHA syntázy 3. třídy a u kmenů 

Escherichia coli 123, S32 a S33 přítomnost PHA syntázy 4. třídy. Též byla prokázána 
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přítomnost phaB u kmene Escherichia coli 114. Z těchto výsledků lze usuzovat, že řada 

zástupců z druhu Escherichia coli by mohla být schopna produkovat scl PHA. Přestože 

v této studii byly objeveny geny zapojené do PHA cyklu, je Escherichia coli považovaná za 

PHA neprodukující bakterii. Díky neschopnosti produkce PHA se často využívá pro tvorbu 

rekombinantních PHA produkujících kmenů (Favaro, Basaglia a Casella, 2019; Srirangan et 

al., 2016; Wang et al., 2009). Je proto možné, že některé kmeny z přírodního prostředí jsou 

schopny produkce PHA a tím i dokážou lépe snášet stresové podmínky. Případně můžou mít 

neaktivní geny zapojené do PHA cyklů či mohlo dojít k falešné pozitivitě. K ověření 

schopnosti tvorby PHA by bylo vhodné u těchto kmenů udělat další testy ověřující 

fenotypově produkci PHA např. barvení barvivy súdánskou černí, nilskou modří, nilskou 

červení či provést izolaci případného PHA s následnou charakterizací.  

8.2.6 Rod Guehomyces 

Jediným zástupcem z kvasinek byl kmen Guehomyces pullulans D234, u kterého nebyla 

prokázána přítomnost ani jednoho ze sledovaných genů. Mezi producenty PHA se obecně 

řadí jen bakterie a archea (Poli et al., 2011; Lu, Tappel a Nomura, 2009), ovšem kvasinky 

lze využít na tvorbu rekombinantních producentů PHA. Díky své vyšší odolnosti vůči 

kontaminaci, schopnosti využít širokého spektra substrátů a schopnosti přežít i v drsnějších 

podmínkách představují kvasinky atraktivní potenciál pro tvorbu rekombinantních 

producentů PHA (Biernacki et al., 2017). 

8.2.7 Rod Klebsiella 

Přítomnost ani jednoho genu též nebyla prokázána u jediného zástupce z rodu Klebsiella 

(Klebsiella axytoca D212). Přestože se v této práci nepodařilo prokázat přítomnost 

sledovaných genů zapojený do PHA cyklu, byla u některých zástupců rodu Klebsiella 

prokázána schopnost tvořit PHA z xylózy (Lopes et al., 2009). Dále zástupci z rodu 

Klebsiella dokázali vytvářet kopolymer P(HB-co-HV) ze siřičitanu z tvrdého dřeva a tím i 

dokázali schopnost přežít v drsných podmínkách (Ferreira et al., 2016). Je tedy možné, že 

Klebsiella axytoca D212 může nést ve svém genomu odlišnou sekvenci genů, než byla 

testována, a díky níž je schopna produkce PHA.   

8.2.8 Rod Kosakonia 

K testování byl použit jeden zástupce z rodu Kosakonia (Kosakonia cowanii D223), u 

kterého se potvrdila přítomnost pouze phaA genu. Proto pravděpodobně tento gen využívá 
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v jiném než PHA metabolizmu. Bohužel nebyly zatím zaznamenány další studie, které by se 

tímto rodem zabývaly. Bylo by tedy vhodné provést další studie rodu Kosakonia s více 

kmeny pro ověření neschopnosti produkce PHA. 

8.2.9 Rod Lelliottia 

Screening genů byl proveden též u jednoho zástupce z rodu Lelliottia. U kmene z toho rodu 

Lelliottia amnigena D52 byla prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. třídy a phaA, proto 

pravděpodobně dokáže vytvářet scl PHA. Naneštěstí nebyly doposud publikovány studie, 

které by potvrzovaly či vyvracely schopnost produkce PHA u rodu Lelliottia. Proto by bylo 

vhodné provést další studie s více kmeny tohoto rodu. 

8.2.10 Rod Lysinibacillus 

U zástupce rodu Lysinibacillus (Lysinibacillus xylanilyticus D23) nebyla prokázána 

přítomnost některého z testovaných genů. Ovšem u rodu Lysinibacillus byla prokázána 

schopnost vytvářet PHA v krátkém časovém období z různých zdrojů uhlíku bez přítomnosti 

endotoxinů.  Díky tomu je PHA z rodu Lysinibacillus vhodné pro výrobu biomateriálů 

(Edilane et al., 2016). Je tedy možné, že kmen Lysinibacillus xylanilyticus D23 patří mezi 

PHA-neprodukujícího zástupce z rodu Lysinibacillus případně je schopný produkovat PHA 

pomocí jiné sekvence genů, než byla sledována v této práci.  

8.2.11 Rod Oceanobacillus 

Z rodu Oceanobacillus byly otestovány tři kmeny. U kmene Oceanobacillus caeni D61 

nebyla prokázána přítomnost ani jednoho z testovaných genů.  Screening genů u kmene 

Oceanobacillus kimchii D105 prokázal přítomnost PHA syntázy 1. a 3. třídy a genu phaB, 

proto je pravděpodobné, že tento kmen je schopen vytvářet scl PHA z glukózy. Naopak u 

kmene Oceanobacillus sp. D140 byla též prokázána přítomnost PHA syntázy 3. třídy 

v kombinaci s genem phaJ, proto pravděpodobně Oceanobacillus sp. D140 dokáže vytvářet 

PHA se souvisejících zdrojů pomocí β-oxidace viz cesta B v Obr. 2. Schopnost produkce 

PHA u rodu Oceanobacillus potvrzuje jeho zařazení mezi PHA-produkující bakterie 

(Subramanian, Maruthamuthu a Baltrus, 2019). 

8.2.12 Rod Pantoea 

Z rodu Pantoea bylo otestováno šest zástupců druhu Pantoea agglomerans. U všech z nich, 

kromě Pantoea agglomerans D17, byla prokázána přítomnost PHA syntázy 4. třídy.  Taktéž 
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u všech, kromě Pantoea agglomerans D28b, byla prokázána přítomnost phaB. U kmene 

Pantoea agglomerans D10 byla prokázána také přítomnost genu PHA syntázy 1. třídy a 

phaJ. PhaJ byl nalezen pouze u tohoto kmene ze zástupců z rodu Pantoea. Díky přítomnosti 

kombinace těchto genů je kmen Pantoea agglomerans D10 pravděpodobně schopný 

vytvářet PHA jak z glukózy, tak i ze souvisejících zdrojů pomocí β-oxidace (cesta B 

v Obr. 2). Naopak u kmenů Pantoea agglomerans D13, D17 a D109 byla prokázána 

přítomnost genu fabG. Díky tomu kmeny Pantoea agglomerans D13, D17 a D109 jsou 

schopny pravděpodobně vytvářet PHA z glukózy i se souvisejících zdrojů (cesta C v Obr. 2). 

U kmene Pantoea agglomerans D109 byla navíc objevena přítomnost genu phaG, proto 

pravděpodobně dokáže vytvářet PHA i pomocí biosyntézy disociované kyseliny (cesta D 

v Obr. 4). U kmene Pantoea agglomerans D17 sice nebyla prokázána přítomnost žádné PHA 

syntázy, ale byla prokázána přítomnost genů fabG a phaB, proto možná využívá tyto geny 

v jiném metabolizmu než pro tvorbu PHA. U kmene Pantoea agglomerans D27 byla 

prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. a 4. třídy a phaB, proto pravděpodobně tvoří 

PHA z glukózy. U kmene Pantoea agglomerans D28b byly též objeveny geny PHA syntázy 

1. a 4. třídy, ale už ne žádný jiný. Proto je kmen Pantoea agglomerans D28b pravděpodobně 

schopný vytvářet PHA jinou cestou, která nebyla zahrnuta do screeningu. Schopnost 

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

8.2.13 Rod Pseudomonas 

Z rodu Pseudomonas bylo otestováno celkem 21 kmenů a byla u tohoto rodu potvrzena 

přítomnost všech sledovaných genů alespoň u některých z nich. Pravděpodobně díky tomu 

rod Pseudomonas dokáže vytvářet různě typy PHA z různých substrátů. Schopnost využívat 

rozmanité substráty byla u rodu Pseudomonas potvrzena řadou studií a díky tomu se tento 

rod řadí mezi atraktivní producenty PHA (Pereira et al., 2019; Naveen et al., 2015). Syntáza 

PHA 2. třídy, která byla u řady kmenů z tohoto rodu potvrzena, je typická pro rod 

Pseudomonas a díky ní dokáže tento rod vytvářet mcl PHA (Mozejko-Ciesielska, 

Szacherska a Marciniak, 2019). 

U kmenu Pseudomonas mendocina CCM 3590 byla prokázána přítomnost genu PHA 

syntázy 2. třídy a fabG, proto tento kmen pravděpodobně vytváří mcl PHA ze souvisejících 

zdrojů pomocí β-oxidace (cesta C v Obr. 2).   Schopnost produkce PHA u Pseudomonas 

mendocina potvrdila výzkumná skupina Rai et al. (2011b), kteří pomocí Pseudomonas 

mendocina vytvářeli PHO z octanátu sodného.  
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U kmene Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byla též prokázána přítomnost genu PHA 

syntázy 2. třídy a genu phaJ. Lze tedy předpokládat tvorbu mcl PHA (cesta B v Obr. 2).  

Takvou cestu tvorby potvrzují studie, která u Pseudomonas aeruginosa prokázala schopnost 

vytvářet mcl PHA z technické kyseliny olejové, mastných kyselin, ale i z odpadních olejů a 

sacharidů (Fernández et al., 2005; Hoffmann a Rehm, 2004). 

Dále byly otestovány dva kmeny stejného druhu Pseudomonas koreensis D16 a D28. Kmen 

Pseudomonas koreensis D16 má ve svém genomu gen pro PHA syntázu 1. třídy a phaJ, 

proto pravděpodobně dokáže vytvářet scl PHA ze souvisejících zdrojů (cesta B v Obr. 2). 

Gen phaJ byl prokázán i u druhého kmenu Pseudomonas koreensis D28, ovšem u tohoto 

kmene nebyl nalezen gen PHA syntázy 1. třídy. Pseudomonas koreensis D28 prokázala 

přítomnost PHA syntázy 3. třídy a genu phaA, proto patrně dokáže vytvářet PHA z glukózy 

i ze souvisejících zdrojů.  

Další testovaný kmen Pseudomonas oryzihabitans D37, prokázal pouze přítomnost phaB. 

Z druhu Pseudomonas putida byly otestovány dva kmeny D68 a D146 a u obou byla 

prokázána přítomnost genu fabG. Kmen Pseudomonas putida D68 navíc obsahoval gen 

phaG, ale žádnou z PHA syntáz. U kmenu Pseudomonas putida D146 byla prokázána i 

přítomnost genu PHA syntázy 3. třídy, proto nejspíš dokáže produkovat PHA pomocí β-

oxidace ze souvisejících zdrojů (cesta C v Obr. 2). Obecně se Pseudomonas putida považuje 

za přirozeného producenta mcl PHA (de Eugenio et al., 2010). Tento druh je geneticky a 

metabolicky rozmanitý, díky čemuž je schopný produkovat mcl PHA z různých zdrojů 

uhlíku, jako jsou mastné kyseliny pomocí β-oxidace, nebo z cukrů a aromatických sloučenin 

pomocí biosyntézy disociované kyseliny.   To bylo našem případě prokázáno přítomností 

genu phaG i fabG, a také popsáno ve studiích autorů Nikel a de Lorenzo (2014) a 

Prieto et al. (2016).  Ovšem pro produkci mcl PHA nebyl prokázán gen PHA syntázy 2. třídy 

u testovaných kmenů. Což lze vysvětlit tím, že přítomnost PHA syntázy 2. třídy je kmenově 

závislá. 

Schopnost produkce PHA byla prokázána i u Pseudomonas fragi D93 pomocí PHA syntázy 

4. třídy a u Pseudomonas corrugata D100 pomocí PHA syntázy 1. třídy. Naopak u kmenu 

Pseudomonas antarctica D102 nebyla prokázána přítomnost žádného ze sledovaných genů. 

U Pseudomonas marginalis D124 byla prokázána přítomnosti řady genů (PHA syntázy 

1., 2. a 3. třídy, phaA a fabG). Díky tomu by Pseudomonas marginalis D124 mohla být 

schopna vytvářet scl i mcl PHA, a dokonce i jejich vzájemné kopolymery (scl-mcl PHA) 

z glukózy i ze souvisejících zdrojů.  U kmenů Pseudomonas gessardii D180, Pseudomonas 

frederiksbergensis D183, Pseudomonas veronii D186 a Pseudomonas libanensis D238 
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nebyla prokázána přítomnost ani jedné z PHA syntáz, ale pouze přítomnost ostatních genů 

zapojených 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 

otestován ještě jeden kmen Pseudomonas frederiksbergensis D237, u kterého byla 

prokázána přítomnost PHA syntázy 2. a 4. třídy, phaB a phaJ. Díky přítomnosti těchto genů 

je Pseudomonas frederiksbergensis D237 nejspíš schopna vytvářet scl i mcl PHA a jejich 

vzájemné kopolymery z glukózy i ze souvisejících zdrojů (cesta B v Obr. 2). U kmene 

Pseudomonas extremorientalis D214 byla objevena přítomnost PHA syntázy 1. a 3. třídy, 

phaA, phaG a phaJ, proto je tento kmen pravděpodobně schopen vytvářet PHA ze 

souvisejících zdrojů pomocí β-oxidace (cesta B v Obr. 2), z glukózy i pomocí biosyntézy 

disociované kyseliny (cesta D v Obr. 4). U kmenu Pseudomonas chlororaphis D220 byla 

prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. třídy a phaB, proto nejspíš dokáže produkovat 

scl PHA z glukózy. Kmen Pseudomonas tolaasii D228 též pravděpodobně produkuje scl 

PHA z glukózy, jelikož byly u něj nalezeny geny PHA syntázy 1. třídy a phaA. U kmene 

Pseudomonas rhodesiae D233 byla prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. a 2. třídy, 

phaA a phaG, díky tomu má tento kmen potenciál vytvářet scl, mcl i scl-mcl PHA z glukózy 

i pomocí biosyntézy disociované kyseliny. Posledním otestovaným kmenem z rodu 

Pseudomonas byl kmen Pseudomonas fluorescens D239, u kterého byla detekována 

přítomnost genu PHA syntázy 1. a 4. třídy, fabG a phaB. Díky těmto genům je 

pravděpodobně schopný syntetizovat scl PHA z glukózy i ze souvisejících zdrojů (cesta C 

v Obr. 2). Tyto výsledky se shodují s výzkumem Lim, Rhie a Kim (2018), ve kterém u 

Pseudomonas fluorescens KLR101 prokázali schopnost produkovat scl PHA z cukrů a 

mastných kyselin a též prokázaly gen PHA syntázy1. třídy. 

8.2.14 Rod Rahnella 

Z rodu Rahnella byl otestován jeden kmen Rahnella aquatilis D218, u kterého byla 

potvrzena pouze přítomnost genu phaG. Je tedy možné, že tento kmen využívá gen phaG k 

jiným účelům než na tvorbu PHA. Případně může obsahovat PHA syntázu s jinou než 

detekovanou sekvencí. Přestože v této práci nebyla potvrzena schopnost produkce PHA u 

tohoto rodu, Kumar et al. (2018) dokázali zástupcem tohoto rodu vyprodukovat P3HB 

z glukózy. 
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8.2.15 Rod Staphylococcus 

Z rodu Staphylococcus byl do screeningu zahrnut pouze jeden Staphylococcus sp. D111, u 

něhož byla prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. třídy a phaJ. Tudíž pravděpodobně 

dokáže vytvářet scl PHA ze souvisejících zdrojů pomocí β-oxidace (cesta B v Obr. 2). U 

zástupce stejného rodu Staphylococcus epidermis byla prokázána schopnost produkce PHB 

ze sladu, odpadu ze sóji, mléka, octu a sezamového oleje (Wong et al., 2004, 2005). 

Schopnost využívat olej za výroby PHB (scl PHA) koresponduje s detekovanými geny 

v tomto rodu. 

8.2.16 Rod Stenotrophomonas 

Posledním testovaným rodem byl Stenotrophomonas. U kmene Stenotrophomonas 

maltophilia GK CIP 5/1 byla prokázána pouze přítomnost genu PHA syntázy 3. třídy. Je 

možné, že tento kmen dokáže vytvářet scl PHA, ovšem pravděpodobně odlišnou cestou, než 

byly sledovány v této práci. Dalším kmenem z tohoto rodu byl Stenotrophomonas sp. D221, 

u kterého byla prokázána přítomnost genu PHA syntázy 1. a 4. třídy, phaB a phaJ. Díky 

kombinaci těchto genů pravděpodobně Stenotrophomonas sp. D221 dokáže vytvářet 

scl PHA z podobných zdrojů pomocí β-oxidace i z glukózy. Schopnost produkce z glukózy 

potvrdili Iqbal, Khan a Jamil (2016), kterým se podařilo vyprodukovat PHB také 

z bramborového škrobu.  
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ZÁVĚR 

Řada mikroorganizmů dokáže přirozeně produkovat PHA. PHA jsou polymery, které díky 

své biodegradovatelnosti a biokompatibilitě mají široké využití především jako jednorázový 

plast a biomateriál. Bohužel výroba PHA je stále drahá a složitá. Ovšem díky pochopení 

biosyntézy PHA a nalezení nových producentů, může dojít ke snížení ceny PHA, 

zoptimalizování produkce PHA i nalezení nových typů PHA. 

V této práci byla navržena a zoptimalizována rychlá a jednoduchá metoda pro detekci 

9 genů, které jsou zapojeny do produkce PHA. Hledanými geny v této metodě jsou všechny 

čtyři třídy PHA syntáz (kódovány geny phaC, phaE, phaR), které katalyzují polymeraci. 

Dále jsou detekovány klíčové geny kódující enzymy podílející se na tvorbě PHA ze 

sacharidů a mastných kyselin (phaA, phaB, phaJ, phaG, fabG). Pomocí této metody lze 

nalézt vhodné producenty pro výrobu PHA, a dokonce určit jaký substrát pro výrobu PHA 

preferují, jakou cestou a jaký typ PHA produkují. Což přináší cenné poznatky pro výzkum i 

průmysl. 

Výslednou vhodnou metodou bylo vytvoření tří skupin primerů v multiplexu PCR, tj. 

čtveřice PHA syntáz (phaSyn1 + phaSyn2b + phaSyn3 + phaSyn4), trojice primerů 

(phaB1 + phaJ + phaG3) a dvojice (fabG + phaA) a nalezení vhodné teploty 

annealingu 65 °C. Tato metoda může sloužit k rychlému screeningu genů dalších možných 

producentů PHA. 

Následně byl touto metodou proveden screening genů podílejících se na tvorbě PHA u 

celkem 77 mikrobiálních kmenů zahrnujících 16 různých mikrobiálních rodů 

(Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Cupriavidus, Escherichia, Guehomyces, Klebsiella, 

Kosakonia, Lelliottia, Lysinibacillus, Oceanobacillus, Pantotea, Pseudomonas, Rahnella, 

Staphylococcus a Stenotrophomonas).  U většiny z těchto mikroorganizmů byla potvrzena 

přítomnost, alespoň jednoho z nich. Pouze u 10 kmenů (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 žádná přítomnost sledovaných genů.  Přítomnost klíčové PHA 

syntázy byla potvrzena u 47 kmenů.  
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Tato metoda zkoumá pouze genetickou vybavenost mikroorganizmů, a proto by bylo vhodné 

po rychlém počátečním screeningu genů provést ještě fenotypové testy u vytipovaných 

producentů. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

% CDM  Hmotnostní procenta z celkové hmotnosti vysušených buněk 

4HbD   4-hydroxybutyrát dehydrogenáza 

AccA   Acetyl-CoA karboxyláza 

Acetyl-CoA  Acetylkoenzym A 

ACP   Acylový nosný protein 

AlkK   Acyl-CoA syntáza 

AMP   Adenosinmonofosfát 

ATP   Adenosintrifosfát 

BHI   Mozko-srdcová infuze 

BktB   Ketothioláza 

bp   Páry bází 

Cat1   4-hydroxybutyrylové kyseliny-CoA transferáza 

Cat2   4-hydroxybutyrylové kyseliny-CoA transferáza 

CCM   Česká sbírka mikroorganizmů 

CoA   Koenzym A 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

EDTA   Ethylendiamintetraoctová kyselina 

FabD   Malonyl-CoA:ACP transacyláza 

FabG   3-ketoacyl-ACP reduktáza 

FabG   3-ketoacylreduktáza 

FabH   3-ketoacyl-ACP syntáza III 

FadA   3-ketoacyl-CoA thioláza 

FadB   Enoyl-CoA hydratáza 

FadD   Acyl-CoA syntáza 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 96 

 

FadE   Acyl-CoA dehydrogenáza 

FadR   Transkripční faktor β-oxidace  

IlvA   3-hydroxyvalerát threonin deamináza 

ISO   Mezinárodní organizace pro normalizaci 

lcl PHA  PHA s dlouhým postranním řetězcem (s více jak 15 uhlíky) 

LDH   Laktátdehydrogenáza 

LDPE   Nízkohustotní polyetylen 

M17   M17 pevná půda 

MALDI-TOF Hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti 

matrice s průletovým analyzátorem 

MaoC   R-specifická enoyl hydratáza 

mcl PHA  PHA se středně dlouhým postranním řetězcem (s 6-14 uhlíky) 

NADH   Nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH  Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

P(3HB)  Poly(R-3-hydrovybutyrát) 

P(3HB-co-3HV) Poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 

PCR   Polymerázová řetězová reakce 

PCT   Pronionyl-CoA transferáza 

PGA   Polyglykolid  

PHA   Polyhydroxyalkanoát 

PhaA   3-ketothialáza 

PhaB   NADPH acetoacetyl-CoA reduktáza 

PhaC   PHA syntáza 

PhaG   Hydroxyacyl-ACP specifická thioesteráza 

PhaJ   R-specifická enoyl hydratáza 

PhaR   Represor phasinů 
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PHB   Polyhydroxybutyrát 

PHHD   Polyhydroxyhexadekanát 

PHHx   Polyhydroxyhexanoát 

PHO   Polyhydroxyoktanát 

PHOD   Polygydroxyoktadekanát 

PHV   Poyhydroxyvalerát 

PLA   Polylaktid 

PP   Polypropylen 

PPi   Difosfát 

RhlG   3-ketoacylreduktáza 

RNA   Ribonukleová kyselina 

Sbm   Koenzym B12 dependentní methylmalonyl CoA mutáza 

scl PHA   PHA s krátkým postranním řetězcem (s 3-5 uhlíky) 

scl-mcl PHA  kopolymery obsahující jednotky scl i mcl PHA 

SucD   Sukcinát depolymeráza 

TA    Teplota annealingu 

TAE   Tris-acetát-EDTA 

TCA cyklus  Cyklus trikarboxylových kyselin 

TEM   Transmisivní elektronová mikroskopie 

TesA   Thioesteráza 

UV   Ultrafialová 

YfgG   Methylmalonyl-CoA dekarboxyláza 
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