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ABSTRAKT

V ramci piekladané disertacni prace byla sledovana biodegradace alifatického
aromatického kopolyesteru a tohoto kopolyesteru ve smési se Skrobem v pidé za
mezofilnich podminek. Méefenim produkce CO; (GC/TCD), sledovanim
mechanickych vlastnosti obou materidli, méfenim zmén molekulovych hmotnosti
(GPC) i optickou a rastrovaci elektronovou mikroskopii bylo dokazano, ze
pritomnost Skrobu podporuje biodegradaci PBAT. Pro ziskani celkového obrazu
degradacnich procesiti studovaného kopolyesteru byl také sledovan vliv teploty na
rychlost abiotické hydrolyzy vybranych polyesterd (PBS, PBSA a PBAT).
Vysledky ukézaly, Ze se zvySujici se teplotou rostla mira degradace materialu.
Pomoci molekularné biologickych metod (PCR-DGGE, sekvenovani) byla
identifikovdna degrada¢ni konsorcia PBAT izolovanad z plid. NejCastéji byla
vV pudach zastoupena bakterie Microbispora bispora. Molekularné biologické
metody byly vyuzity také pii posouzeni vlivu aplikace nutrientli a termindlnich
akceptorii elektronti na mikrobialni spolecenstva v anoxickém prostiedi (lokality
kontaminovany BTEX a leteckym petrolejem). Aplikace nutrienti a akceptort
termindlnich elektron podpoftila rist n€kolika bakteridlnich druhi, které jsou
potencidlnimi degradéry BTEX. Aplikace terminalnich akceptorii elektronti také
pozitivné ovlivnila rist nékterych degradéri ropnych uhlovodiki, které jsou
jednou ze slozek leteckého petroleje.

ABSTRACT

The  biodegradation  of the aliphatic  aromatic  copolyester
and this copolyester in the mixture with starch in the soil under mesophilic
conditions was studied. Measurment of CO; production (GC/TCD), mechanical
properties changes, molecular weight changes (GPC) and optical and scanning
electron microscopy demonstrated that the presence of starch promotes
biodegradation of PBAT. To obtain the overall image of the degradation processes
of the studied copolyester, the effect of temperature on the rate of abiotic
hydrolysis of selected polyesters (PBS, PBSA and PBAT) was also monitored.
The results showed that the rate of degradation of materials increased with
Increasing temperature. Members of degrading PBAT consortium isolated from
soils were identified by molecular biology methods (PCR-DGGE, sequencing).
Microbispora bispora was the most frequently present bacterium in soils.
Molecular biology methods were also used to assess the effect of application of
nutrients and terminal electron acceptors on microbial communities in an anoxic
environment (sites contaminated by BTEX and aviation fuel). The application
nutrients and terminal electron acceptors has supported the growth of some
bacterial species that are potential degradators of BTEX. Application of terminal
electron acceptors has also positive influence on the growth of some degradators
of hydrocarbon petroleum, which is one of the components of aviation fuel.
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UVOD

Polymerni materialy, ¢asto nazyvané plasty, jsou pouzivany v kazdodennim
zivoté. Syntetické polymery jsou odolné vici degradaci, coz umoZziuje jejich
vyuziti po dlouhou dobu. Jejich perzistence v prostiedi miize byt ale v nékterych
pfipadech nezddouci. Snaha o zamezeni akumulace konven¢nich plastil
v Zivotnim prostfedi vede k stale vySSi produkci biodegradabilnich polymert
(Emadian a kol., 2017; Ahmed a kol., 2018). Tyto materialy jsou pozivany
zejména na vyrobu oball, baleni potravin a jednorazovych zdravotnickych
prostfedkl, dale také v terapeutickych, chirurgickych a sterilnich vyrobcich.
Jejich vyuziti narusta také v zeméd¢lstvi, napt. mulCovaci folie (Kijchavengkul
akol., 2008). Biologicky rozlozitelné plasty by mély byt aplikovany také tam, kde
dochazi k jejich bezprostredni difiizi do Zivotniho prostiedi nebo pokud je narocné
roztiidit a recyklovat jednotlivé ¢asti odpadu.

K Gspésnému pouzivani biologicky rozlozitelnych plastt je potiebné zhodnotit
a porozumét degrada¢nim mechanismim a mikroorganismam, které jsou spojeny
biodegradaci. Z ekonomického pohledu jsou také velmi dilezité mechanické,
fyzikalni a chemické vlastnosti biodegradabilnich polymert, které musi byt
podobné konven¢nim plastim. Dulezita je 1 nizka cena materiali a vyroby
(Emadian a kol., 2017). Vzhledem ke vzrustajici poptavce po biodegradabilnich
plastech, a jejich vyznamu v ochrané Zivotniho prosttedi, je tedy velmi dtlezité
tyto polymery studovat, stejn€ tak jako mechanismus jejich degradace za riiznych
podminek a v riiznych prostiedich. Tak mohou byt produkovany plasty, které
vyhovuji vy$e zminénym standardiim a potencialné nahradi konvenéni plasty.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biodegradabilni polymery

PIn¢ biodegradabilni polymer je dle Americké spolecnosti pro zkouSeni
a materiadly (ASTM) definovan jako polymer, ktery je kompletné konvertovan
mikroorganismy na oxid uhli¢ity, vodu, mineralni latky a biomasu (pfi anaerobni
biodegradaci je konvertovan na oxid uhli¢ity a methan) bez zanechani jakychkoliv
potencialné¢ skodlivych latek. Podle definice Mezinarodni organizace pro
normalizaci (ISO) jsou odbouratelnymi plasty takové, u kterych dochazi
k degradaci fragmentl s nizkou molekulovou hmotnosti, které vznikaji
plsobenim piirozené se vyskytujicich mikroorganismd, jako jsou bakterie, houby
a fasy. V praxi se mezi biodegradabilni polymery ftadi ty, které jsou
biodegradovany béhem urcen¢ho ¢asového useku, samotné polymery a produkty
jejich degradace nevykazuji ekotoxicitu a nemaji negativni vliv na Zzivotni
prostiedi (Kyrikou a Briassoulis, 2007).Vétsinu z biologicky odbouratelnych
polymerii lze také oznacit jako kompostovatelné. Aby vSak byly skutecné
kompostovatelné, musi spliiovat daldi kritéria, jako je kompatibilita s procesem
kompostovani, rychlost degradace v souladu s jinymi znamymi kompostovacimi
materidly, zadny negativni dopad na kvalitu kompostu a zanechani
pozorovatelnych nebo toxickych zbytkl. Kompostovatelné materialy by mély byt
béhem primyslového kompostovani degradovany béhem 12 tydnti pii teploté nad
50 °C (Song a kol., 2009).

Z hlediska vyroby lze biodegradabilni polymery rozdé¢lit bud’ na polymery,
které jsou primarn¢ zalozeny na obnovitelnych zdrojich, nebo na syntetické
polymery, které jsou vyrobeny z fosilnich zdroja (Witt a kol., 2001).

Mezi biologicky rozlozitelné polymery vyrobené z obnovitelnych zdroju patii:
kyselina polymlécna (PLA);

polyhydroxyalkanoat (PHA);

poly (B-hydroxybutyrat) (PHB) a polyhydroxyvalerat (PHV);
termoplasticky Skrob (TPS).

Biologicky rozlozitelné polymery vyrobené z ropy zahrnuji:

e poly-e-kaprolakton (PCL);

poly (vinylalkohol) (PVA);

Poly (esteramidy) (PEA);

alifatické polyestery na bazi diolti a dikarboxylovych kyselin;
aromaticko-alifatické kopolyestery.

Biologicky rozlozitelné polymery lze vyrdb&t tfemi hlavnimi zplsoby.
NejrozsifenéjSi metodou je konvenéni syntéza s pouzZitim monomerQ



z neobnovitelnych zdroji (PCL, kopolyestery) a monomerti pochézejicich
z obnovitelnych zdroji (PLA). Druhou moZnosti je biotechnologicka cesta, kdy
mohou byt polymery produkovadny bud’ mikrobidlni fermentaci (PHB, xanthan
atd.) nebo z geneticky modifikované kukutice (PHA). Mohou byt také piimo
izolovany z biomasy (naptiklad Skrobu), kterd mize byt ndsledné¢ modifikovdna
pomoci plastifika¢niho ¢inidla (TPS). Rizné biologicky rozlozitelné polymery
jsou ¢asto michany dohromady nebo s konvenénimi plasty a jinymi kompozity,
aby bylo dosazeno optimalnich vlastnosti materiadlu nebo aby se zvysila
biologicka rozlozitelnost (Graulus a kol., 2016).

Biodegradabilni polymery maji potencial nahradit konvencni plasty v mnoha
aplikacich, které jsou shrnuty v Tabulce 1.1 (Chandra a Rustgi, 1998; Shah a kol.,
2008). Tyto materialy jsou vyrabény a distribuovany pod riznymi komerénimi
nazvy.

Tabulka 1.1: Aplikace vyznamnych biodegradabilnich polymert (Chandra
a Rustgi, 1998; Shah a kol., 2008).

Kyselina Vstiebatelné nité, kontrolovatelné uvolfiovani 1é¢iv,
polyglykolova (PGA) implantaty.

Mulcovaci félie, kompostovatelné pytle, systém

Kvsels vmlé&na , JPOSY ’.
yselina polymiccna postupného uvoliiovani pesticidli a hnojiv.

Mulcovaci a jiné¢ zeméd¢€lské folie, nadoby pro

Polykaprolakton ) , . L,
sazenice, pro vyrobu systému pomalu se uvoliiujicich

1€Civ.
Polyhydroxybutyrat Lahve, sackvy, obalovy materlftl, plefly na ;]e(,iflf) pouziti,
nosi¢ pro kontrolované uvolnovani 1é€iv.
Polyhydroxyvalerat Biochemické aplikace, systém pro kontrolované

uvolnovani 1é¢iv a insekticidu.

Vlékna, zahustovadlo a stabilizator suspenzi,
Polyvinylalkohol chirurgické nité, vyroba barev a lepidel, apretace papiru
a textilu.

Polybutylen adipat | Kompostovatelné pytle, folie pro zemédelské tcely, pro
tereftalat pramysl rychlého obcerstveni.

1.1.1 Biodegradabilni polyestery

Biodegradabilnim plastim, které jsou Setrné k zivotnimu prostiedi, je
v poslednich letech vénovana velka pozornost. Jsou ekologickou alternativou ke
konven¢nim plastim, které jiz mohou v mnoha aplikacich nahradit. Mohou byt
naptiklad pouzity jako obalové materidly pro potraviny, jako mulCovaci folie
v zemé&delstvi nebo jako 1ékafsky material (Song a kol., 2009; Tokiwa a kol.,
2009; Fukushima a kol., 2012; Peelman a kol., 2013; Lubkowski a kol., 2015).
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Jednou ze skupin biodegradabilnich polymerd jsou polyestery, ty se déli na
amorfni alifatické plasty (napt. PLA), a semikrystalické polyestery, které obsahuji
také rigidni aromatickou ¢ast (napt. PBAT). Mnoho semikrystalickych polyesterti
je svymi vlastnostmi podobné konvenénim plastim jako polyethylen,
polypropylen ¢i polystyren, coz je déla komeréné zajimavymi. V této praci je
nejveétsi pozornost vénovana polybutylen adipat tereftalatu.

1.1.2 Polybutylen adipat tereftalat

Polybutylen adipat tereftalat je semikrystalicky synteticky kopolyester, ktery
je ziskavan z fosilnich zdroji polykondenzaci 1,4-butandiolu a kyseliny
tereftalové a adipové (Witt a kol., 1997; Witt a kol., 2001; Siegenthaler a kol.,
2012). Jedna se o polymer s neuspofadanou strukturou se stupném
neusporadanosti 0,97-1,02; vysokou flexibilitou a tuhosti. Bod tani PBAT je
104 °C a teplota skelného piechodu -30 °C. Svymi vlastnostmi je PBAT podobny
nizkohustotnimu polyethylenu (LDPE) (Herrera a kol., 2002; Siegenthaler a kol.,
2012). Je klasifikovan jako biodegradabilni, produkty degradace nevykazuji
toxicitu a nemaji negativni efekt na zivotni prostiedi (Muller a kol., 2001; Witt
a kol., 2001). Je také certifikovan jako kompostovatelny (EN 13432, ASTM
6400). Polybutylen adipat tereftalat je komercné dostupny od vice vyrobcii, napf.
jako Ecoflex (BASF, Némecko). Casto je také vyrabén ve smési s jinymi
polymery, napt. Ecovio (BASF, Némecko), kde je smichian s kyselinou
polymlécnou nebo ve smési se Skrobem Mater-bi (Novamont, Italie). Jeho
struktura je patrna z Obrazku 1.1 (Kijchavengkul a kol., 2010a).

HO e utlenl o)

-(cu,)-‘o- -g@j—o- —ﬁ(cm};ﬁ-o-
8 T A

Obrazek 1.1: Struktura PBAT a jeho monomeru 1,4 butanediolu (B),
k. tereftalove (T) a k. adipove (4) (Kijchavengkul a kol., 2010a).

1.2 Abioticka degradace polymeri

Abiotické faktory zplisobujici degradaci materidlu jsou velmi dilezité zejména
v prvni fazi degradace. Mohou pfispivat k biodegradaci nebo mohou piimo zahajit
Stépeni polymerniho fetézce. Abiotickd degradace je délena na mechanickou,
foto, tepelnou a chemickou degradaci.
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1.2.1 Mechanicka degradace

Degradace polymeri mechanickym plisobenim mize byt zplisobena mnoha
béznymi environmentalnimi faktory, jako naptiklad turbulence vzduchu a vody,
tlak sné¢hu na polymer ¢i plsobenim pldnich makroorganisma (ZiZaly).
Mechanické faktory nejsou pii degradaci dominantni, spiSe pfispivaji k ostatnim
abiotickym faktorim (Lucas a kol., 2008).

1.2.2 Fotodegradace

Expozice ultrafialovému zafeni (UV) zplsobuje degradaci mnoha materiali.
Fotosenzitivni karbonylové skupiny, které jsou piitomné v biodegradabilnich
polyesterech, zpusobuji jejich citlivost k fotodegradaci. Biodegradabilni
mulCovaci folie jsou umistovany ve venkovnim prostiedi, kde dochazi
k formovani volnych radikali v pribéhu auto-oxidace, kterou nasleduje také
sekundarni fotooxidace (Kyrikou a Briassoulis, 2007). Fotodegradace muze
zpusobit ndhodné $tépeni hlavnich polymernich fetézcl, coz vede ke ztraté
mechanickych vlastnosti polyesteru. DalS$im mechanismem fotodegradace je
sitovani uvnitf polymeru, které je zpusobené rekombinaci volnych radikalu.
Sitovani zplsobuje ztratu taznosti polymeru a film se stane velmi kiehkym
(Rivaton a Gardette, 1998; Kijchavengkul a kol., 2008). Fotodegradace ovlivituje
také abiotickou hydrolyzu a biodegradaci polyester. Snizeni molekulové
hmotnosti v disledku $tépeni hlavnich polymernich fetézct vede ke zpiistupnéni
fetézce molekuldm vody 1 mikroorganismim. Sitovani mtze ale biodegradaci
negativné ovlivnit tim, Ze snizuje mobilitu fetézcl a vznika nerozpustna gelovita
struktura (Hamid, 1992; Kijchavengkul a kol., 2008; Kijchavengkul, a kol.,
2010a). V piipadé PBAT dochazi vlivem UV piedevsim k sitovani a tvorbé gelu.
V praci Kijchavengkula a kol., (2010a) vzrostl podil gelové frakce mezi 2. a 4.
tydnem inkubace PBAT filmu vlivem UV z 5,7 % na 22,3 % a filmy se staly
kieh¢imi. Zaroven ale dochazelo ke Stépeni fetézcl, coz zplsobilo snizeni
pevnosti v tahu a zménu dalSich mechanickych vlastnosti. Ve studii Stloukala
a kol., (2012) bylo také zaznamenano sitovani a vnik gelovité frakce ve struktufe
PBAT, ale tento fakt biodegradaci vyznamné neovlivnil. Fotodegradace vedla
k rozpadu materidlu na mensi ¢asti s vétSim specifickym povrchem, coz mélo
naopak na biodegradaci pozitivni vliv.

1.2.3 Termalni degradace

Vysoka teplota urychluje degradaci polymeri, obecné¢ vede ke zrychleni reakeci.
V piirodé neni dosazeno teplot, které by samotné zpisobily degradaci polymerti.
Avsak naptiklad pti kompostovani je vyssi teplota dilezitym faktorem degradace
(Fukushima a kol., 2011; Grivalsky a kol., 2018). Mechanismus a produkty
oxidacni reakce probihajici pti tepelné degradaci jsou srovnatelné s mechanismy
a produkty fotodegradace (Ammala a kol., 2011). Hlavni rozdil spociva v iniciaci
degradace teplem ¢i svétlem (R. Tyler, 2007).

12



1.2.4 Hydrolyza

Biodegradaci plastii ¢asto predchazi chemickd degradace. Velmi dulezitym
procesem je abiotickd hydrolyza, kter& milZe urCovat rychlost degradace
polymeru (Husarova a kol., 2014; Dvorackova a kol., 2015). Abioticka hydrolyza
muze byt prvnim degradacnim krokem, ktery otevira kostru polymeru
a zpristupnuje specifickd mista po navazani enzymut (Kijchavengkul a kol.,
2010a). Hydrolyza uvoliiuje polymerni fetézce Stépenim hydrolytickych vazeb
(obsahuji je napt. glykosidy, estery, orthoestery, anhydridy, amidy, uretany,
uhli¢itany) v kostie polymeru pomoci nahodného Stépeni fetézct (Gopferich,
1996; Foulc a kol., 2005; Kijchavengkul a kol., 2010; Muthuraj a kol., 2015).
V piipad¢ PBAT je hydrolyticky Stépena esterova vazba, coZ zkracuje polymerni
fetézce na velikost, kterd mlze byt jednoduSeji degradovdna mikroorganismy
(Kijchavengkul a kol., 2010). Hydrolyticka degradace PBAT je znazornéna
na Obrazku 1.2 (Muthuraj a kol., 2015).

H20
2 o o9
HOFIC_©_8-0_¢CH2}“D_c_‘{CHz}“c%OH
(o] n

A\ lllzu

i 9 i
Ho—(ll:AQ—!:—o—(ch—ou HO ~C—{(CH,),~C—OH
o

Obrazek 1.2: Hydrolytické stépeni esterové vazby v molekule PBAT
(Muthuraj a kol., 2015).

Hydrolyza polyesterti probihd v kyselém, bazickém i1 neutrdlnim prostiedi.
Z vysledki studie zabyvajici se hydrolyzou PLA a PCL ve fosfatovém pufru je
patrné, ze vybrané polyestery jsou rychleji hydrolyzovany pti pH 13 nez pii pH
1, coz je dano moznosti nukleofilniho ataku hydrolyzovanych karbonylovych
skupin (Jung a kol., 2006). Pti srovnani ¢inku extrémniho pH a extrémni teploty
na hydrolytickou degradaci PBAT bylo pozorovano, ze hydrolyza je vyrazné¢ vice
ovlivnéna teplotou nez pH. pH 2,3 mélo spiSe mirny efekt na urychleni hydrolyzy,
zatimco teplota 70 °C rychlost vyznamné ovlivnila (Herrera a kol., 2002). Vysoka
teplota urychluje hydrolyzu polymerd, je nejvyznamnéj$im faktorem prostiedi, ve
kterém dochazi k hydrolytické degradaci, coz je patrné z mnoha studii (Kale
a kol., 2007; Fukushima a kol., 2011; Ndazi a Karlsson, 2011; Saadi a kol., 2013;
Deroine a kol., 2014). Teplota ovliviiuje nejen rychlost hydrolytické degradace,
ale také tvorbu degradac¢nich produkti. V praci Lindstroma a kol., byl métfen pocet
monomertl uvoliovanych do vody po 12 tydnech hydrolyzy PBS. Pocet
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monomerd byl 18% vyssi pii 70 °C nez pii 37 °C (Ratto a kol., 1999). Kromé
teploty a pH hraje dilezitou roli také vlhkost prosttedi (Lindstrom a kol., 2004).
Vlastnosti polymert, kterd velmi ovliviiuje hydrolyzu, je jejich krystalinita.
Amorfni ¢ast polymer obecné podléha degradaci 1épe nez krystalicka (Ahmed
a kol., 2018). Polymerni fetézce v amorfni ¢asti jsou vice pohyblivé a zpiistupiiuji
tak mista, kde dochézi k hydrolyze. Naopak krystalicka ¢ast je tvofena predevSim
aromatickymi doménami, jejichz struktura hydrolyzu ztézuje (Kijchavengkul
a kol., 2008; Kijchavengkul a kol., 2010; Muthuraj a kol., 2015). Z hlediska
struktury PBAT je tedy velmi dulezity obsah kyseliny adipové. Studie sledujici
degradaci PBAT s pomérem adipové a tereftalové kyseliny 40/60, 50/50 a 60/40
uvadi, Ze hydrolyze Iépe podléhd amorfni ¢ast polymeru, kterou tvoii k. adipova
a pti hydrolyze dochazi ke s§tépeni esterové vazby (Kijchavengkul a kol., 2010).
Dalsi z dilezitych vlastnosti polymert je jejich chemicka struktura. Postranni
fetézce, typy vazeb a jejich reaktivita, pfitomnost heteroatomi, flexibilita fetézch
a také molekulova hmotnost méni hydrolytické chovani polymera (Cho a kol.,
2001; Marten a kol., 2005; Numata a kol., 2007; Nakajima-Kambe a kol., 2009).
Dilezitym faktorem je specificky povrch. Cim je vétsi, tim rychleji dochazi
k degradaci (Husarova a kol., 2014).

1.3 Biodegradace polymert

1.3.1 Princip biodegradace polymeri

Biodegradace je komplexni proces skladajici se z nékolika fazi: biodeteriorace,
depolymerizace, asimilace a mineralizace.

e Biodeteriorace

Béhem biodeteriorace dochazi ke snizeni odolnosti a trvanlivosti materialt
puisobenim mikroorganismu nebo/a abiotickych faktort prostfedi (Lucas a kol.,
2008). Riist mikroorganismi na povrchu polymeru muze zpusobit tvorbu trhlin
¢i zvysit velikost port, coz mize dokonce vést k rozpadu materidlu na malé
fragmenty (Bonhomme a kol., 2003). Jako dusledek jsou polymerni fetézce
castecn¢ odkryté a tim jsou pristupnéjsi k depolymeraci. ZvétSuje se také
specificky povrch polymeru.

e Depolymerizace

Vzhledem k tomu, ze fetézce polymeru jsou prili§ velké a nerozpustné ve vode,
nemohou pronikat pfes membrany do bunék mikroorganismi. Paralelné
S biodeterioraci vylucuji mikroorganismy extracelularni enzymy, které spolu
s abiotickymi faktory (svétlo, teplo, a chemicky atak) vyvolavaji Stépeni
polymernich  fetézc. Polymerni fetézce musi byt pied asimilaci
depolymerizovany, tedy pievedeny na nizkomolekuldrni ve vodé& rozpustné
fragmenty (oligomery, dimery ¢i monomery) (Mueller, 2006).
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e Asimilace

Béhem asimilace pronikaji ve vodé€ rozpustné meziprodukty ptes plazmatickou
membranu do cytoplazmy mikroorganismil a jsou vyuzity k vyrobé& energie,
biomasy a primarnich a sekundarnich metabolitti (Kijchavengkul a kol., 2010b).

e Mineralizace
V disledku metabolickych procest se uvoliiuji konecné produkty jako COo,

CHa (anaerobni biodegradace) a H,O (Lucas a kol., 2008).

Schéma biodegradace polymert je patrné na Obrazku 1.3 (Ahmed a kol., 2018).
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Obrazek 1.3: Schéma biodegradace polymeru (Ahmed a kol., 2018).

Biodegradace je ovlivnéna vlastnostmi polymeru, prostfedim a aktivitou
mikroorganismull. Vlastnosti polymera a prosttedi ovliviiujici biodegradaci mayji
vliv také na chemickou degradaci. Mezi dulezité vlastnosti polymert, které
ovliviiyji biodegradaci, patii pritomnost postrannich fetézcli a heteroatomd, typy
vazeb a jejich reaktivita, flexibilita fetézct, krystalinita, molekulova hmotnost,
specificky povrch a v piipadé nckterych polymera také napiiklad takticita.
Obecn¢ je znamo, ze zatimco alifatické polymery jsou snadno biodegradovatelné,
aromatické latky jsou téméf biologicky inertni (Tokiwa a kol., 2009). V piipadé¢
alifatickych aromatickych polymert je biologicka rozlozitelnost ovlivnéna mimo
jiné mobilitou polymernich fetézct v krystalickych doménach. Polymerni fetézec
musi byt dostate¢n¢ mobilni, aby enzymy dosahly katalytického centra (Marten a
kol., 2005; Herzog a kol., 2006). Mobilita mtze byt v korelaci s obsahem
aromatickych sekvenci v alifatickém aromatickém kopolymeru (Marten a kol.,
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2005). Se zvySuyjicim se pomérem aromatickych sekvenci se 1épe vytvari
krystalické oblasti a dochazi ke snizeni mobility fetézcu (Berti a kol., 2008).
Vzhledem k tomu, Ze mikroorganismy lépe degraduji amorfni domény polymeru,
je stupen krystalinity dillezitym faktorem ovliviiujicim biodegradaci. Molekuly
v amorfni oblasti jsou volné¢ zabalené¢ a vice nachylné k degradaci. Krystalicka
cast polymeri je odolnéjsi neZ amorfni oblast. V praci, vénujici se enzymatické
degradaci PLA, se uvadi, ze fetézce v amorfni oblasti, ktera se nachazela mezi
krystalickymi oblastmi, byly spiSe odoIné viic¢i hydrolyze ve srovnani s fetézci ve
volné amorfni oblasti (Tsuji a Miyauchi, 2001). Biodegradace je podpotena
pfitomnosti heteroskupin ve struktufe polymeru. Vzhledem k pfitomnosti
heteroskupin, jsou polymery jako polyestery, polyethery, polyamidy nebo
polyurethany, néachylnéjsi k  biodegradaci neZ napf. polyolefiny
(Okada, 2002; Singh a Sharma, 2008). Dalsi dilezitou vlastnosti polymeru je
velikost specifického povrchu, s vyssi absolutni plochou materialu dochazi
K urychleni abiotické 1 enzymatické degradace a vyS$Simu naristu
mikroorganismti na povrchu polymeru (Stloukal a kol., 2012). Mira biodegradace
je nepfimo umérna molekulové hmotnosti polymeru. Fragmenty s molekulovou
hmotnosti niz§i nez 10 000 jsou povazovany za biodegradabilni a mohou byt
asimilovany mikroorganismy (Stloukal a kol., 2012). Napiiklad PCL s vyssi
molekulovou hmotnosti bylo lipaizami izolovanymi z R. delemar degradovano
pomaleji nez nizkomolekularni PCL (Tokiwa a kol., 2009).

1.3.2 Mikroorganismy degradujici PBAT

Dominantni skupiny mikroorganismi a degradaéni cesty spojené s rozkladem
polymeru jsou ¢asto uréeny podminkami prostiedi. V pfipad¢, Ze je k dispozici
kyslik, dochazi k biodegradaci pomoci aerobnich mikroorganismt. Naproti tomu
za anoxickych podminek (napfiklad na skladkach) se jedna o fakultativni nebo
striktni anaeroby. Pfi enzymatické degradaci plastii dochédzi nejprve k ptichyceni
mikroorganismii na povrchu plastd, po kterém nasleduje kolonizace
exponovaného povrchu (Kumar a kol., 2017). Enzymaticka degradace polymert
hydrolyzou je dvoustupiiovy proces: nejprve se enzym vaze na polymerni substrat
a nasledn¢ katalyzuje hydrolytické stépeni (Tokiwa a kol., 2009). Polymery jsou
degradovany na oligomery s nizkou molekulovou hmotnosti, dimery a monomery
a nakonec jsou mineralizovany.

Degradace polyesterti pomoci enzymatické hydrolyzy byla poprvé sledovana
ve studii publikované v r. 1977 (Tokiwa a Suzuki, 1977). Od té doby byla
publikovdna tada studii, které se zabyvaji identifikaci, izolaci a popisem
degradért polyesterti z fad bakterii i hub. Intenzivné jsou studovany také samotné
enzymy, které jsou schopny Stépit polymerni fetézce. Tyto enzymy obsahuji ve
svém aktivnim misté tzv. katalytickou triadu, kterd je typickd pro serinové
hydrolazy. Forma, hloubka a okoli katalytického centra se ale vyrazné lisi
(Mueller, 2007). Mikroorganismy mohou pomoci extra a intracelularnich enzymu
degradovat polymery az na monomery a nasledné je mineralizovat. Kasuya a kol.,
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(2009) analyzoval produkty degradace po kultivaci PBAT filmi s kmenem
NKCM1712, ktery je blizky houb¢ Isaria fumosorosea, po dobu 14 dni a pomoci
kapalinové chromatografie zaznamenal pfitomnost riuznych alifatickych
i aromatickych oligomert. Ve studii bylo zjisténo, Ze tento kmen je schopen
vyuzivat monomery z alifatické ¢asti rychleji nez z aromatické, po konci testu
byly v médiu detekovany pouze monomery s obsahem k. tereftalové. Kyselina
adipova nebyla ptitomna v kultivaénim médiu po kultivaci s degradéry PBAT
také v dalSich studiich (Muller a kol., 2001; Tan a kol., 2008). Marten a kol.,
(2005) dosel k podobnym vysledkim, dle studie je pro enzymy (konkrétné lipaza
T. fusca) naro¢néjsi stépit esterovou vazbu v blizkosti k. tereftalové nez esterovou
vazbu, kterd spojuje pouze alifatické Casti fetézce. Ve studii provedené Tanem
a kol., (2008) byl studovan mechanismus biodegradace PBAT pomoci
mezofilnich bakterii. Bylo zjiS§téno, Ze hydrolyza PBAT probihd tzv.
exo-mechanismem, jsou Stépeny koncové ¢asti fetézce polymeru. Produkty
enzymatické hydrolyzy jsou patrné z Obrazku 1.4 (Miiller a kol., 2017).

A Polybutylen adipat tereftalat
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Obrazek 1.4: Chemicka struktura PBAT (A) a mozné produkty enzymatickeé
hydrolyzy (B), pomer k. adipové a tereftalove 50/50 (Miiller a kol., 2017).

Vyznamnym degradérem PBAT je termofilni aktinomyceta T. fusca. Pokud je
Clenem bakteridlniho konsorcia, dochazi k rychlé asimilaci vzniklych
meziproduktt (Witt a kol., 2001). Bakterialni spoleCenstva jsou pravdépodobné
pti degradaci PBAT efektivn€j$i nez izolované kultury. V roce 2017 byla
publikovana studie zabyvajici se potencidlnimi degradéry PBAT spojenymi
s mechem Sphagnum magellanicum, ktery roste v raSeliniStich. Izolované
degrada¢ni enzymy byly zafazeny do skupiny esteraz (Miiller a kol., 2017).
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Mikroorganismy degradujici tento kopolyester se tedy vyskytuji takeé
v extrémnich prostfedich. V roce 2016 byly poprvé publikovany také studie
zabyvajici se anaerobni biodegradaci (Biundo a kol., 2016). Souhrn degradért
PBAT s odkazem na studii, ktera se jim vénovala je uveden v Tabulce 1.2.

Tabulka 1.2: Pfehled mikroorganismi degradujicich PBAT. Razeno abecedng.

Mikroorganismus | Enzym . Typ : Reference
mikroorganismu
Bacillus Termofilni (Grivalsky a kol.,
thuringiensis ] aerobni 2018)
Clostridium Esterdza Mezofilni (Perz, Baumschlager,
botulinum anaerobni a kol., 2016)
Clostridium Esteriza Mezofilni (Perz, Hromic, a kol.,
hathewayi anaerobni 2016)
Geobacillus Termofilni (Grivalsky a kol.,
kaustophilus ] aerobni 2018)
Humicola insolens | Esteraza Termotilni (Perz, Bleymaler, a
anaerobni kol., 2016)
Kmen NKCM
1712 (ptibuzny s I. - Mezofilni aerobni | (Muroi a kol., 2016)
fumosorosea)
(Nakajima-Kambe,
Leptothrix sp. Esteraza | Mezofilni aerobni | Toyoshima, a kol.,
2009)
Pelosinus Lipaza |  Mezolilni 1 g5 040 a kol., 2016)
fermentans anaerobni
q Roseateles Esteraza | Mezofilni aerobni | (Shah a kol., 2013)
epolymerans
Saccharqmo_nospor Kutinaza TermOﬁl,n ! (Kawai a kol., 2014)
a viridis aerobni
Thermobifida Esterdza Termofilni (Perz, Bleymaier, a
cellulosilytica aerobni kol., 2016)
. . Termofilni
Thermobifida fusca | Kutinaza , (Kleeberg a kol., 2005)
aerobni
Thermomonospora Lipaza TermOfﬂ’nl (Wit a kol., 2001)
fusca aerobni

1.3.3 Biodegradace polyesteri v pudé

Biodegradace plasti béhem kompostovani probihd rychleji nez v piidnim
prostiedi (Kale a kol., 2007). Kompostovani vSak vyzaduje infrastrukturu
zahrnujici sbér materialu a jeho zpracovani, proto kompostovani
biodegradabilnich polymert v zemédélstvi neni v porovnani s degradaci pfimo
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v pud¢ prili§ praktické (Diaz, 1999). Vyhodou degradace v pud¢ je niz$i cena,
jelikoZ s pouzitym materidlem neni nutno dale zachdzet, pouze ho po pouziti
zaorat spolu se zbytky rostlin (Kijchavengkul a kol., 2008). Mezi dalsi vyhody
patii pozitivni vliv na vynosy plodin a moZnost inkorporovat do mul¢ovacich folii
hnojiva €1 ptipravky na ochranu rostlin s kontrolovanym uvolnénim do prostiedi
(Tachibana a kol., 2009; Bilck a kol., 2010). Vlastnosti ptdniho prostiedi
(naptiklad teplota, pH, vlhkost, struktura plidy, pidni vzduch, mnozZstvi ptidni
organické hmoty) maji velky vliv na biodegradaci. Pfi nizké teploté a vlhkosti
dochazi v pidé¢ ke zpomaleni hydrolytické degradace a také aktivity
mikroorganism (Kyrikou a Briassoulis, 2007). Koncentrace kysliku ma vliv na
oxidativni degradaci a uruje, zda a v jakém poméru se v plid€ vyskytuji aerobni
¢1 anaerobni procesy. Velikost a pocet porti v pudé urcuje mnozstvi ptidniho
vzduchu, ktery je dilezity pro mikrobialni aktivitu (Schjonning a kol., 2003). Vliv
pH, vihkosti a teploty je patrny napi. ze studie provedené na dvou mistech ve
Vietnamu, ktera sledovala biodegradaci filmu vyrobeného z polyesteru fazené¢ho
mezi polyhydroxyalkanodty. Na prvnim misté doSlo k degradaci ptesahujici
98 %, naopak na druhém misté byly filmy degradovany pouze ze 47 %. Tento
rozdil byl pravdépodobné zpisoben nizkym pH (5,48) na druhé lokalité,
rozdilnymi povétrnostnimi podminkami a rlznymi mikrobidlnimi konsorcii.
Degradace byla na obou mistech pozitivné ovlivnéna vlhkym a horkym podnebim
(Boyandin a kol., 2013). Biodegradaé¢ni experimenty v ptidnim prostiedi reflektuji
podminky, které mohou panovat pii pouziti PBAT v zeméd¢€lstvi. Degradace
PBAT v pidé za mezofilnich podminek je pomaly proces, ktery trva nékolik
mésicl. V nasledujicich studiich byly inkubovany vzorky alifatického
aromatického kopolyesteru v pud¢ pii mezofilnich podminkach. Nékolik studii se
zabyvalo také degradaci PBAT filmi na povrchu pudy. Hlavni vliv na jejich
degradaci zde ale m¢lo UV zaieni a dochazelo tak k fotodegradaci (Kijchavengkul
a kol., 2008; Kijchavengku, a kol., 2010b).

Jednotlivé studie jsou fazeny chronologicky dle data publikovani v odborném
periodiku.

Studie sledujici biodegradabilitu PBAT a jeho nanokompoziti s jilovymi
mineraly a §krobem probihala po dobu 34 tydnd. Ubytek hmotnosti PBAT na
konci experimentu byl 1,7 % (Someya a kol., 2007).

Kijchavengkul a kol., (2008) po dobu 40 tydnt kultivoval filmy PBAT v realné
pudé. Molekulova hmotnost klesla o 48,5 %, autofi z vysledki vyvodili, ze
kompletni degradace filma by byla mozna po 52 tydnech.

Rychter a kol., (2010) uvadi, ze k biodegradaci PBAT v pudé za mezofilnich
podminek dochdzi az po 4 mésicich inkubace. Po 22 mésicich byl ubytek
hmotnosti vzorkt 50 % a molekulovd hmotnost klesla z 12000 na 7500.

Ve studii Morita a kol., (2012) bylo dosazeno 15% poklesu hmotnosti pii
inkubaci v ptadé€ po dobu 10 mésict pti 30 °C.
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Ve studii Wenga a kol., (2013), ktery provedl elementarni analyzu vzorkl pred
a po Ctyfmésicni kultivaci, kleslo mnoZstvi organického uhliku 0 4,2 % a mnoZstvi
kysliku stouplo o0 4,6 %. Na povrchu filmi byly také po skonceni experimentu
pomoci SEM pozorovany trhliny.

V praci Wanga a Kkol.,, (2015) byla sledovana biodegradace PBAT pfi
prumérnych teplotach 5-20 °C, po 3 mésicich kultivace doslo k ubytku hmotnosti
0 3 %. Ve smésich s 20% a 40% ptidavkem plastifikovaného Skrobu byl ubytek
hmotnosti 12 a 35 %. Pevnost v tahu klesla u cistétho kopolyesteru
z 44,4 na 34,4 MPa.

1.3.4 Aditiva a jejich vliv na biodegradaci polymert

Metody, které¢ umoziiuji modifikovat biodegradabilni polymery, a tim rozs§ifit
moznosti jejich vyuZiti bez negativniho efektu na biodegradaci, jsou v soucasnosti
intenzivné studovany. Vznikaji tak smési s jinymi biodegradabilnimi polymery
nebo plnivy (Muthuraj a kol., 2014). Vhodné je také vytvareni nanokompozitd,
které vznikaji michdnim polymerli s nanocasticemi (vétSinou jilové minerdly,
napt. montmorillonit). Pfitomnost ¢astic jilovych mineralt zlepSuje mechanické
a termické vlastnosti vysledného materialu (Fukushima a kol., 2012; Mondal
a kol., 2013). Mize ale dojit k mirnému zpomaleni hydrolytické degradace
v prvnich stadiich rozkladu (Fukushima a kol., 2013). Jako plniva mohou slouzit
také biologické odpadni materidly napf. upraveny odpad skotapek podzemnice
olejné ¢i sisalova vlakna a jiné pfirodni materialy (Wu, 2011; 2012). Jednim
z nejrozsitenéjSich plniv je Skrob. Pfidavek Skrobu ovliviiuje vlastnosti polymerii
(snizuje hydrofobicitu, zvySuje propustnost pro vodu a plyny a zlepSuje termické
vlastnosti) (Shi a kol., 2011; Mekonnen a kol., 2013). Do smési s polymery je
vhodnéjsi plastifikovany, tzv. termoplasticky skrob (TPS), jelikoz piirodni Skrob
ma omezenou termickou zpracovatelnost. Termoplasticky Skrob vznika za
zvysené teploty a tlaku piidavkem molekul, které jsou schopny narusit jeho
krystalickou strukturu, napf. voda, glycerol, ethylen glykol ¢i sorbitol. Pii vyrobé
termoplastického Skrobu se vlivem teplotni a mechanické degradace eliminuje
krystalicka slozka struktury. Dochazi ke snizeni podilu krystalické slozky jednak
depolymerizaci jednotlivych fetézci a dale naruSenim vodikovych vazeb mezi
jednotlivymi molekulami (Da Roz a kol., 2006; Shanks a Kong, 2012; Nafchi
a kol., 2013). Termoplasticky Skrob tak miize byt zpracovan do formy filmu
a folii. Skrob obecné podporuje biodegradabilitu polymert, coZ je patrné z mnoha
studii (Park a kol., 2000; Ke a kol., 2003; Wang a kol., 2003; Sriroth
a Sangseethong, 2006; Shi a kol., 2011; Chaleat a kol., 2012). Byla napt.
sledovana  biodegradabilita ~smési rtznych kopolyesteri a jinych
biodegradabilnich plastii s TPS ¢i ptirodnim Skrobem v pid€ po dobu 6 mésicu.
U vsSech vzorkdl doslo k vyraznému ubytku hmotnosti, chemickym zménam
a narustu mikrobidlni aktivity v jejich okoli (Barragan a kol., 2016). Filmy
alifatick¢ho kopolyesteru PBSA s piidavkem az 30 % Skrobu mohou byt
ptipraveny vyfukovanim (stejnou metodou se pfipravuji filmy z polyethylenu).
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Tyto filmy byly po 60 dnech inkubace v plidé mineralizovany ze 70 %, coZz je
vyznamné urychleni oproti samotnému filmu PBSA, ktery ma polocas rozpadu
231 dni. Pridavek pouhych 5 % Skrobu snizil polocas rozpadu na 80 dni (Ratto
akol., 1999). Velkou vyhodou skrobu je také jeho snadna dostupnost a nizka cena
(Wang a kol., 2003).

1.4 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

Jako prvni se na konci 70. let denaturaéni gradientové gelové elektroforéze
(DGGE) vénovali Lerman a Fisher, kteti popsali princip metody, sestrojili
aparaturu a stanovili zakladni parametry analyzy (Fischer a Lerman, 1979;
Muyzer zac¢al DGGE vyuzivat v oboru mikrobialni ekologie v 90. letech (Muyzer
akol., 1993; Mathys, 1995). V roce 2017 bylo v databazi Web of Science uloZeno
pies 8000 ¢lanki z riznych odvétvi, které obsahuji heslo denaturaéni gradientova
gelova elektroforéza. Tato metoda je tedy hojné vyuzivand a dochdzi k jejimu
rozmachu.

1.4.1 Uvod do metodiky DGGE

Elektroforéza v gradientovém denaturaCnim gelu je metoda umoziujici
separaci DNA fragmenti na zakladé jejich mobility v prostiedi se vzristajicim
denatura¢nim gradientem. Denaturace, tedy rozruSeni sekunddrni a tercidlni
struktury nukleovych kyselin, je zpasobena jejich vystavenim extrémnim
podminkam jako vysoké teploty, extrémni pH nebo denatura¢ni €inidla (napf.
mocovina, formamid). Vodikové mistky ve dvouretézcové DNA (dsDNA) jsou
oddéleny a vytvaii dvé samostatnd vldkna jednotetézcové DNA (ssDNA). Smés
dsDNA fragmentii rtznych sekvenci je separovana pomoci elektroforézy
v akrylamidovém gelu s linedrn¢ vzristajicim gradientem denaturacnich Cinidel.
DNA fragmenty, bohat$i na guanin (G) a cytosin (C), jsou stabilnéj$i nez
fragmenty obsahujici spiSe adenin (A) a thymin (T) a denaturuji az po dosaZeni
vyss§i koncentrace denatura¢niho Cinidla. Dvouietézcové DNA fragmenty migruji
v akrylamidovém gelu lépe, zatimco denaturované ssDNA molekuly zpomali
nebo se zastavi-DNA je tedy v gelu rozd€lena do tzv. bandli na zédklad¢é obsahu
bazi. Tuto metodu lze pouzit naptiklad k pfimé vizualizaci bakterialni diversity,
identifikaci Cleni bakteridlniho konsorcia ¢i monitoringu vyvinu mikroflory
v Case (Muyzer a kol., 1993; Schafer a Muyzer, 2001).

1.4.2 Polymerazova retézova reakce

Pted samotnym rozdélenim DNA fragmentti pomoci DGGE je nutné DNA
namnozit pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).

Tato metoda ale miize vnést do vysledkt nekolik chyb, které se pti technikach
spojenych s PCR objevuji. Mimo moznost kontaminace, které se da ptedejit
dodrZenim spravné laboratorni praxe, se jedna predevsim o vznik nespecifickych
produkti. Jejich vyskyt ale 1ze omezit vhodnou upravou metodiky. Nasledujici
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vycet shrnuje nejcastéjsi typy nespecifickych produktl, které mohou ovlivnit
vyslednou analyzu DGGE a navrhuje zptusoby, jak potlacit jejich vliv na vysledky.

e Chiméry a heteroduplexy

V pribéhu PCR mulzZe dojit k terminaci u amplikonu jesté pted tim, nez je
kompletné dokonéen. V dal§im PCR cyklu se na nedokoncené vldkno mize
navazat vlakno nové a vznikne tak sekvence, ktera se na gelu oddéli do bandu.
Sekvence je tedy kombinaci dvou rliznych organisml a nazyva se podle fecké
mytologie chimérou (Wang a Wang, 1997). Odhalit chiméry je mozné pomoci
specidlnich programa k tomu uréenych (napt. ChimeraSlayer, UCHIME nebo
DECIPHER). Heteroduplexy vznikaji pfimo rekombinaci dvou ssDNA
pochazejicich z riznych organismi ¢i chromozomil.

e Degenerované primery

Degenerované primery jsou smési podobnych, ale ne zcela identickych
primerq, které je vhodné vyuzit, pokud je amplifikovan stejny gen, ktery se ale
nachazi v riiznych organismech. Pfi PCR muze dojit k annealingu téchto primert
ke stejnému fragmentu DNA a jsou generovany kopie tohoto fragmentu s riiznymi
sekvencemi primert.. Pokud jsou sekvence dostatecné dlouhé, dojde na zakladé
odliSnosti v ¢asti obsahujici primery k separaci do samostatného bandu. Tento

problém mulze vyieSit sekvenovani nebo klonovani DNA piislusného bandu
(Thompson a kol., 2002).

e Dimery

Dimery se skladaji z primerti, které se diky komplementarit¢ svych bazi
v pribéhu PCR spoji a vytvori tak samostatny fragment DNA o urcité sekvenci.
Vhodné navrzené primery vnik dimert eliminuji. V pribéhu DGGE migruji
dimery z gelu, proto nejsou zdvaznym problémem (Brownie a kol., 1997
Shawcross a kol., 1997).

e Dvojité a multi bandy

Pro vznik dvojitych bandi neexistuje jednoznacné vysvétleni. Tyto bandy
vznikaji jak pti amplifikaci DNA smésnych vzorka, Cistych kultur ¢i plasmida
a to 1 pfi pouziti nedegenerovanych primeri. Tyto dvojité bandy se na DGGE gelu
vyskytuji blizko u sebe a reprezentuji stejnou sekvenci. Pro eliminaci téchto
bandl je vhodné prodlouzit elongacéni Cas, snizit po¢et PCR cykli, po posledni
elongaci snizit koncentraci templatové DNA (Janse a kol., 2004). Bandy, které
reprezentuji stejnou sekvenci, mohou byt od sebe v gelu také znacné vzdalené.
Dle prace Neilsona a kol., to mize byt zptisobeno tim, ze individualni bandy
reprezentuji rizné strukturni konformace amplikonu, ktery vznika v pribéhu PCR
a tyto konformace vykazuji rizné denaturacni chovani (Neilson a kol.), které
se lisi v sekvencl, tzv. mikroheterogenita v rRNA (Marschner, 2007).

22



1.43 Vyhody a nevyhody DGGE

Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza je metoda, ktera je vhodna ke
studiu bakteridlnich konsorcii, jejich dynamiky a srovnani. Je zdkladnim
nastrojem molekuldrni mikrobidlni ekologie.

Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé bandy, které reprezentuji bakterialni druhy,
mohou byt vyfezany a sekvenovany, je DGGE metoda vyuzivdna ve
fylogenetické analyze a identifikaci mikroorganismti (Muyzer a Smalla, 1998;
Valaskova a Baldrian, 2009). Pro piesné taxonomické zafazeni by ale mély byt
provedeny také mikrobiologické a biochemické testy. Pomoci DGGE lze spole¢né
analyzovat velké mnoZstvi vzorkl, ze kterych mohou byt poté vybrany vzorky
vhodné k dalsimu studiu (Neilson a kol.). Dalsi vyhodou DGGE je citlivost na
variace v DNA sekvencich, diky kterym od sebe mohou byt oddé€leny i fragmenty
blizce pribuznych bakterii (Myers a kol., 1987). Pro PCR, ktera ptedchazi
samotné¢ DGGE je mozno vyuzit jak univerzalnich, tak specifickych primer.
Mohou byt analyzovadna bakteridlni spolecenstva, o kterych nejsou k dispozici
zddné informace a DGGE tak slouzi jako screeningova metoda. Pouziti
specifickych primert je vhodné ke sledovani vybranych skupin bakterii (napf. na
zédkladég jejich metabolismu ¢i pfibuznosti).

Denaturaéni gradientova elektroforéza ma také nékolik omezeni. Nespecifické
produkty PCR reakce mohou nadhodnotit bakteridlni diverzitu. Naopak,
fragmenty DNA s podobnym denaturaénim chovanim se v gelu zastavuji velmi
blizko u sebe a nelze je tak od sebe vizualné oddélit, coz mize diverzitu
podhodnotit. Pokud je ve vzorku ptitomno velké mnoZstvi bakteridlnich druht,
mohou vysledné gely vypadat rozmazané a jednotlivé bandy nejsou ostré, pokud
se jednd o mén¢ zastoupené bakterie, bandy nemusi byt viibec patrné. Vzhledem
k malym odchylkam, které vznikaji pii napousténi gelu a také pii priichodu
elektrického proudu gelem, neni vzdy mozné vysledky reprodukovat mezi gely
a laboratofemi. Délka sekvence, kterou lze pomoci DGGE separovat je max.
1000 bp. coz snizuje piesnost taxonomického zatazeni (Marschner, 2007).
Navzdory limitim této metody ale pfevazuji vyhody, protoZze omezeni spojena
s DGGE lze regulovat.

1.44 Vyuziti DGGE pri identifikaci degradéri biodegradabilnich
polymerti

Denaturacni gradientova elektroforéza byla vyuzita pii sestaveni nové ISO
metodiky tykajici se vyhodnoceni anaerobni biodegradace polymerd. Byla
sledovana dynamika bakterialniho konsorcia degradujiciho PLA a celulozu
v anaerobnim kalu, ktery byl pre-inkubovan pti 55 °C a poté inkubovan pti 37 °C
spolu s vybranymi polymery. Na konci testu nebyl velky rozdil mezi bandy
vzorku s polymery a bez, coz mohlo byt zpisobeno naptiklad tim, ze bakterialni
narust prob&hl uz béhem pre-inkubace kalu, coz potvrdily vysledky analytickych
méteni (Yagi a kol., 2010). M. Kamiya a kol., (2007) vyuzil DGGE pro porovnani
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degradérti z fad hub PCL, PBS, PBSA v realn¢ pude¢. Z fotky ptislusSného gelu je
patrné, Ze na rozkladu téchto polymert se podili taxonomicky blizké houby
(Obrazek 1.5) z oddéleni Ascomycota (predev§im Chaetothyriales).

PCL PBS PBSA
4 10 20 504 10 20 30{4 10 20 24 Soil

a a
m m
b
=
h i * B g,

jidu....uu&.i. A TSRS Y

Obrazek 1.5: DGGE gel zobrazujici fragmenty DNA komunity hub vyskytujici
se na PCL, PBS, PBSA filmech inkubovanych 24 dni v piide
(Kamiya a kol., 2007).

V préaci z roku 2016 byla denaturacni gradientova elektroforéza vyuzita pro
sledovani vlivu PBAT na pidni mikrobiotu-bakterie a houby. Ptida s f6lii PBAT
byla kultivovéna pti 30 °C po dobu 3 az 7 mésicti, pro porovnani byla kultivovdna
také pida bez PBAT. Z téchto dvou pud byla izolovdna DNA, kterd byla
rozdélena pomoci DGGE. Na povrchu folie byl pozorovan nartist hub z oddéleni
Ascomycota. Bakterialni diverzita nebyla folii PBAT vyrazné ovlivnéna.
Pritomnost kopolyesteru ale zvysila celkové mnozstvi bakterii a hub v ptdé
(Muroi a kol., 2016). Uvedené ptiklady dobie ilustruji moznosti vyuziti této
metody-od biotechnologie po fylogenetické studie.
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2.

CILE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo studium degradace biodegradabilnich polymeru,
které piedstavuji ekologickou alternativu konvencnich plasti. Déle byly
hodnoceny procesy biodegradace latek a materidld pomoci molekularné
biologickych metod.

Dil¢i cile disertacni prace byly ndsledovné:

Studium biodegradace alifatického aromatického kopolyesteru v ptdé
v mezofilnich podminkach.

Studium abiotické hydrolyzy vybranych polyestert pii riznych teplotach.

Zavedeni a optimalizace metody PCR-DGGE vV laboratofi molekularni
biologie Ustavu inZenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi pro Sirokou Skalu
environmentalnich vzork.

Screening vyskytu degradérii alifatického kopolyesteru v ptidach
ve Zlinském kraji.

Vyuziti molekularné biologickych metod, pfedevSim PCR-DGGE,
pii identifikaci degradérii alifatického aromatického kopolyesteru
izolovanych z pudy a analyze mikrobidlniho konsorcia na lokalitach
kontaminovanych BTEX a leteckym petrolejem.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Laboratorni pristroje a pomiicky

Analytické vahy SI — 64A (Denver Instrument, USA)

Analyzator uhliku TOC-5000A (Shimadzu, Japonsko)

Asepticky laminarni box Telstar (Spanélsko)
Breeze Chromatographic System (Waters, USA)

Centrifuga ROTANA 460R (Andreas Hettich, Némecko)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga MR23i (ThermoScientific, USA)

Desti¢kovy spektrofotometr Infinite M200 PRO (Tecan Group. Svycarsko)
DGGE 2401-110 (C.B.S. Scientific Company, USA)

Dry block heating termostat, Bio TDB-100 (BioSan, Loty$sko)
Elektroforeticka aparatura HU10 Mini-Plus Horizontal (Scie-Plas, Velka Britanie)
Homogenizator Ultra Turrax T 10 basic (IKA, Némecko)

Chladnicka (ARDO, Italie)

Kalorimetr Mettler Toledo DSCL1 (Sartorius, Némecko)

Kombinovana chladni¢ka (BEKO, Turecko)

Kulovy mlynek MM 301 (Retsch, Némecko))

Laboratorni sterilizator SANOclav (Wolf, Velka Britanie)

Laboratorni vahy Adventurer Pro 500 (OHAUS, USA)

Mikroskop Olympus IX 53 ( Olympus, Japonsko)

pH metr inoLab pH/ION 735 SenTix 81(WTW, Némecko)

Plynovy chromatograf 7890A (Agilent Technologies, USA)

Rastrovaci elektronovy mikroskop VEGA LMU (Tescan, Ceska republika)

Termocykler PIKO, Finnzymes, (Thermo Fisher Scientific, USA)

Termostat BT 120 (Laboratorni p¥istroje Praha, Ceské republika)
Trhaci pristroj 8871 (INSTRON, USA)

Ttepacka laboratorni vratna (GFL, Némecko)

Ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2200 (Bandelin, Némecko)
UV transiluminator In Genius (SynGene Imaging, Velka Britanie)
Vysekavaci stroj (Svit, Ceska republika)

Dale byly pouzivany béZzné laboratorni pomicky, jako davkovace, pipety,
zkumavky, klicky, béZné laboratorni sklo a dal$i laboratorni pomicky.
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3.2 Priprava roztoku, suspenze PBAT a zivnych médii

V této kapitole byly popsany postupy ptipravy pouzitych roztoku ¢i jejich
jednotlivych slozek, dale pak piiprava zivnych médii potiebnych pro kultivaci
bakterii a ptiprava suspenze PBAT.

3.2.1 Suspenda¢ni roztok

Roztok slouzici pro ptipravu vyluhil z plidy. Bylo navazeno 8,5 gNaClal g
Tweenu do 1000 ml odmérné banky a roztok byl doplnén destilovanou vodou na
pozadovany objem. Pfipraveny roztok byl rozlit po 45 ml do vzorkovnic a byla
provedena sterilizace v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 minut.

3.2.2 Roztok stopovych prvkii

Pro ptipravu 1 litru roztoku bylo navazeno:

MgSOs - 5 H0 0,043 g
H3:BO3 0,057 ¢
ZnS0Oq4- 7 H0 0,043 ¢
(N H4) 6M0;054 - 4 H,0O 0,037 g
Co(NOs), - 6 H0 0,025 ¢
CuSO4 - 5 H20 0,040 ¢
Destilovana voda dopInéno do 1000 ml

Latky byly navazeny na analytickych vahach (d=0,0001 g), dale pak smichany
a doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem, roztok byl dikladné
promichan.

3.2.3 Mineralni médium (MM)

Nejprve byly pfipraveny zadsobni roztoky potifebné pro piipraveni mineralniho
média:

Roztok Na;HPO4 - 12 H,O
Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navazeno 23,9 g Na;HPO4 - 12 H20 a doplnéno
destilovanou vodou na pozadovany objem.

Roztok KH2PO4
Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 9,078 g KH,PO, a doplnéno
destilovanou vodou na pozadovany objem.

Roztok NH4CI
Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navazeno 50 g NH4Cl a doplnéno destilovanou
vodou na poZadovany objem.
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Roztok Mg(SO4) -7 H,0O
Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navaZzeno 10 g Mg(SOa) - 7 H,O a doplnéno
destilovanou vodou na poZzadovany objem.

Roztok FE(N H4)2(SO4)2 -6 H,O
Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 3 g Fe(NHa)2(SO4)2 - 6 H2O a doplnéno
destilovanou vodou na pozadovany objem.

Roztok CaCl; - 2 H.0
Pro piipravu 1 1 roztoku bylo navdzeno 1 g CaCl, - 2 H,O a doplnéno
destilovanou vodou na poZadovany objem.

Roztok NaCl
Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navaZzeno 50 g NaCl a doplnéno destilovanou
vodou na pozadovany objem.

Minerdlni médium je zde pouzito jako zdroj mikrobiogennich,
makrobiogennich a stopovych prvkii pottebnych pro zivotni pochody
mikroorganismil.

K ptipravé samotného minerdlniho média o objemu 1000 ml bylo odméieno
a navazeno:

Roztok Na;HPO, - 12 H,O 80 ml

Roztok KH,PO4 20 ml

Roztok NH4CI 10 ml

Roztok Mg(SQ,) - 7 H,0O 10 ml

Roztok Fe(N H4)2(SO4)2 -6 H,O 10 mi

Roztok CaCl; - 2 H,O 10 ml

Roztok NaCl 10 ml

Stopové prvky 1ml

Kvasni¢ni autolyzat 1lg

Destilovana voda doplnéno do 1000 mi

Nasledné byla provedena sterilizace MM pti 120 °C po dobu 20 minut.

3.2.4 Suspenze PBAT

Kopolymer kyseliny adipové, 1,4-butadiolu a kyseliny tereftalové byl
zakoupen u EnPol (Irechemicals, Korea) pod obchodnim nazvem PBAT-G8060.
Suspenze PBAT byla tvofena mikrocasticemi daného kopolyesteru
dispergovanymi ve vodé. K jeji pripravé byla zvolena metoda Oil-in-water
emulsion solvent evaporation method (Jeffery a kol., 1991). Pti této metodé bylo
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vyuzito polyvinyl alkoholu (PVA) jako emulgatoru, sniZujici povrchové napéti
mezi nemisitelnymi latkami-vodou a PBAT.

Byl ptipraven 10% roztok PBAT v chloroformu a 0,5% roztok PVA
v destilované vodé. Roztoky spolu byly michany pomoci vysokorychlostniho
homogenizatoru pii 24 000 otackach po dobu 5 minut. Pro zmenseni velikosti
mikroc¢astic byl pouzit ultrazvukovy homogenizator (amplituda 35%) po dobu
5 minut. Po odpafeni chloroformu bylo vymyto PVA. Vysledna koncentrace
suspenze PBAT ve vodé byla 20 mg . ml™,

3.2.5 Tuha Zivna média pro stanoveni po¢tu mikroorganismii v pudach

Nasledujici text uvadi pouzitd tuhd zivnd média a postup jejich ptipravy.
Vsechny latky byly vzdy rozmichany v uvedeném mnozZstvi destilované vody
a byla provedena sterilizace v autoklavu pfi teploté¢ 120 °C po dobu 20 minut.
Nasledné po ochlazeni byla Zzivna ptida v aseptickém laminarnim boxu rozlita na
Petriho misky.

Tryptone yeast extract agar (TYA)

TYA agar se skladal z enzymatického hydrolyzatu kaseinu, kvasni¢ného
extraktu a agaru. Pro pfipravu tuhého média bylo navazeno 6,3 g TYA agaru
a odméieno 300 ml destilované vody.

Glycerol — dusi¢nanovy agar (GD agar)

Na tomto agaru byly kultivovany aktinomycety, je na ném ale mozno
kultivovat také jiné bakterie 1 plisné. Na ptipravu 300 ml zivného média bylo
navazeno a odméieno:

Glycerol 6,09

NaCl 0,39

KNO3 0,759

CaCOs 0,039

MgSO, - 7 H.0 0,039

K2HPO4 0,24 g

FeSO4 - 7 H,O Stopové mnoZstvi
Agar 6,09

Destilovana voda doplnéno do 300 ml

Pidni agar s bengalskou ¢erveni a chloramfenikolem
Padni agar s bengalskou cerveni a chloramfenikolem byl pouzit se pro
kultivaci ptdnich plisni, jelikoz inhibuje riist bakterii.
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Na ptipravu 300 ml bylo pouZito:

Bengalska cerven 1 % 2,1 ml

Glukosa 3,09

NaN03 0’3 g

KH2PO4 0,39
Chloramfenikol 0,018 g

Agar 5449

Destilovana voda doplnéno do 300 ml

3.2.6 Tuha zZivna média pro izolaci degradéru kopolyesteru

Vsechna tuhd zivna média byla ptipravena dle obecného postupu uvedené¢ho
v Kapitole 3.2.5.

Actinomycete Isolation Agar Médium
Toto médium slouzilo pro kultivaci plidnich aktinomycet. Na ptipravu 250 ml
zivného média bylo navazeno a odméteno:

Actinomycete Isolation Agar 11¢
Glycerol 2,5 ml
Destilovana voda doplnéno do 500 ml

Gym médium
Pro ptipravu 500 ml zivného média bylo navazeno a odméteno:

D-glukéza monohydrat 24

Kvasni¢ni extrakt 24

Sladovy extrakt 5¢

CaCOs 19

Agar Typ | 60

Destilovana voda doplnéno do 500 ml
R8 médium
Pro ptipravu 500 ml zivného média bylo navdzeno a odméieno:

Agar Typ | 119

Kvasni¢ni extrakt 5¢

MgC|2 -6 HzO 2,6 g

L-prolin (20% wt/vol) 7,4 ml

1M NaOH 3,5mi
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5M CaCl, - 2 H20 5 mi
Destilovana voda doplnéno do 500 mi

PBAT médium

Minerdlni médium bylo sterilizovano ve smési spolu s agarem, zatimco
suspenze PBAT musela byt sterilizovana zvlast. Nasledné byly slozky smichany
v aseptickém laminarnim boxu. Dlvodem byl vznik srazeniny polymeru
v piipad¢ sterilizace vSech slozek v jedné vzorkovnici (¢emuz bylo oddélenou
sterilizaci zamezeno). Vysledna koncentrace PBAT v tuhém médiu byla
25 g . IY. Po ochlazeni byla zivna piida v aseptickém laminarnim boxu rozlita na
Petriho misky.

Pro ptipravu 120 ml PBAT média bylo navazeno a odméieno:

MM 100 ml
Agar Typ | 2,2 ¢
Suspenze PBAT 20 ml

PBAT médium se Skrobem
Ptipraveno ve dvou koncentracich rozpustného Skrobu: 2 g nebo 200 mg
rozpustného Skrobu na jeden litr mineralniho média.

MM 100 ml

Agar Typ | 2,29

Suspenze PBAT 20 ml

Rozpustny Skrob 0,2 g nebo 20 mg

3.2.7 Roztoky antibiotik

Cykloheximid byl pfipraven fedénim ze zasobniho roztoku 0 koncentraci
50 mg . ml* v 90% methanolu na pracovni koncentraci 50 ng . ml™. Nystatin byl
ptipraven fedénim dimethylsulfoxidem (DMSO) ze zasobniho roztoku
o koncentraci 5 mg . ml? na pracovni koncentraci 50 ng . ml™,

3.2.8 Tween pro vyluhy z pid

Bylo smichano 0,5 ml zdsobniho roztoku Tweenu a 500 ml destilované vody.

3.2.9 Psoralen

Zasobni roztok psoralenu byl 25x koncentrovany. Pracovni roztok
(2,5x koncentrovany) byl pfipraven smichanim 10 pl zasobniho roztoku
psoralenu a 90 pl dimethylsulfoxidu.
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3.2.10 50x koncentrovany TAE pufr

Pro ptipravu 50x koncentrovaného TAE pufru bylo navaZeno a odméteno:

2M Tris base (C4H11NOs3) 242 g

1 M kyselina octova (CH3;COOH) 57,1 ml

50mM EDTA 100ml 0,5 M EDTA
Destilovana voda doplnéno do 1000 ml

Padesatkrat koncentrovany roztok TAE byl pro laboratorni ucely fedén
destilovanou vodou v poméru 1:50.

3.3 Biodegradace PBAT v pudé

Stanoveni zékladnich fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych parametri
pud a biodegradaéni experiment probihaly ve spolupréci s diplomovou praci
Ing. Jarmily Novéakové.

3.3.1 Stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych
parametri pad

Vzorky pady byly spolu s informacemi o pidnim druhu, obsahu castic,
zrnitostni tfid€, organickém podilu a obsahu tékavych latek dodany Mendelovou
univerzitou v Brng.

U vzorkt pud bylo stanoveno pH dle CSN ISO 10390 (836221). pH bylo
méfeno pomoci sklenéné elektrody v suspenzi pudy v roztoku chloridu
draselného s koncentraci 1 mol . 1"t (pH-KCI). Pomér ptidy a suspenzni kapaliny
byl 1:5. Susina byla stanovena dle CSN 72 1110.

Mikrobiologicky rozbor pid a kompostu byl zaméfen na stanoveni hlavnich
skupin chemoorganotrofnich bakterii, termofilnich bakterii, aktinomycet
a plisni. Na Petriho misky byly rozlity ptipravené agary pro kultivaci vybranych
mikroorganismii (TYA, GD agar a pidni agar s bengélskou Ccerveni
a chloramfenikolem) a byly nadavkovany ptidni suspenze mikroorganismi. Byl
ptipraven vyluh z pid, do 45 ml sterilniho suspendac¢niho roztoku bylo navazeno
vzdy 5 g pudy, dale pak michano po dobu 10 minut na tfepacce. Dalsich 20 minut
byla smés ponechana v klidu, aby doslo k sedimentaci pevnych c¢astic. Poté byl
odebran 1 ml suspenze a nadavkovan na tuhé Zivné médium. Bylo davkovano
také fedéni suspenze 107! a 102 Dany objem byl rozetien pomoci sterilni
sklenéné hokejky. Kultivace plidni suspenze mikroorganismii probihala
pii 25 °C ve tmé po dobu 7 dni pro stanoveni aktinomycet a plisni.
U chemoorganotrofnich bakterii kultivace probihala 3 dny.
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3.3.2 Priprava biodegradacnich testu

Pro biodegradaci byly pouzity filmy vyrobené z kopolyesteru PBAT pod
obchodnim nazvem Ecoflex (BASF, Né&mecko) a Skrobem plnéného
kopolyesteru (Limagrain, Francie). Kopolyester plnény Skrobem obsahoval
70,8 % PBAT; 19,15 % Skrobu; 5,7 % PLA a 4,35 % glycerolu. Oba materialy
byly zpracovany vyfukovanim a tlouStka filmid byla cca 40 pm. Obsah
celkového uhliku byl v Ecoflexu 62,5 % a v Ecoflexu s plnivem 53,67 %.

V testu byly pouzity sklenéné lahve s objemem 500 ml (objem plynné faze byl
580 ml). Lahve byly umyty a sterilizovany v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po
dobu 20 minut. VSechny lahve byly opatieny vickem se septem, vicka byla
sterilizovana pomoci UV zafeni v aseptickém laminarnim boxu 30 minut. Pro
kazdou padu byly pfipraveny 3 paralelni lahve se vzorky filmd Ecoflexu
a Ecoflexu ve smési se Skrobem o velikosti 5x5 mm, dale byly ptipraveny 4 lahve
bez ptidani vzorku slouzici jako slepy pokus a 3 lahve se vzorky celulozy, ktera
slouzila jako pozitivni kontrola. Do kazdé lahve bylo ddvkovano 5 g pfirozené
vlhké pudy, 5 g perlitu (AGRO CS) a 0,1 g vzorku. Smés byla ovlh¢ena
mineralnim médiem na 50 % a lahve byly inkubovany v 25 °C bez pftistupu
svétla, plynnd faze byla odebirdana kazdych 7 dni.

3.3.3 Stanoveni mineralizace materialu pomoci plynové chromatografie

K méfeni produkce CO; byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890, ktery
m¢él v termostatu umisténé 2 napliové sérioveé zapojené sklenéné kolony o délce
1,829 m. Na prvni koloné dochazelo k separaci oxidu uhli¢itého v naplni Porapak
Q s casticemi o velikosti 80/100 MESH. Druha kolona obsahovala molekulové
sito SA s velikosti ¢astic 60/80 MESH a dochazelo zde k separaci kysliku.
Ventily mezi kolonami byly pfepinany pomoci tlakového pfepinace napojeného
na ptivod dusiku, popiipad€ vzduchu.

Po nastfiku vzorku plynovou injekéni stiikackyou Hamilton o objemu
100 ul do inletu plynového chromatografu byla spusSténa analyza. V case
0,65 minut dochdzelo k pfepnuti ventilu na Porapak Q, na kterém se délil CO».
V case 1,5 minut dochézelo k pfepnuti ventilu na druhou kolonu, na které se délil
O,. Helium cistoty 4,6 slouzilo jako nosny plyn. V Tabulce 3.1 jsou uvedeny
zékladni parametry GC analyzy.
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Tabulka 3.1: Podminky méfeni CO; na pristroji GC Agilent 7890.

Parametr Hodnota
Termostat 60
Teplota [°C] Injektor 200
TCD detektor 250
Nosny plyn Typ _ Helium
Priitok (ml . min) 53
Pfepinani ventili Cas (min) 0,65 CO2 1,50,
Plyn Vzduch, N;

Tepelné vodivostni detektor (TCD) slouzil k detekci slozek. Z nasttiku
standardu byla ode¢tena plocha peaku a metodou pfimého srovnani pomoci
stavové rovnice byla dopoctena produkce CO; ve vzorku dle literatury (Muroi
akol., 2016). Koncentrace CO; a O byla odvozena z kalibraéni kiivky. Standard
byl méfen po spusténi plynového chromatografu a po kazdém ndstiiku jiné¢ho
druhu vzorku. Ve standardu Linde Technoplyn byla analyzovana smés CO-
(0,8 %), CHa (4,0 %), N2 (95,2 %).

Po analyze byly lahve provzdusnény pomoci silikonovych hadi¢ek
napojenych na vzduchové Cerpadlo. Provzdusnovaci zatizeni bylo sestaveno z
promyvaci lahve s roztokem 5 mol . It NaOH, ve které dochéazelo k odstranéni
atmosférického CO»,, z lahve s destilovanou vodu slouzici ke zvlhéovani vzduchu
a z promyvaci lahve s roztokem 0,05 mol . It Ba(OH),, ktera byla pouzita jako
pojistka pii vyCerpani veskerého roztoku NaOH vznikem sraZzeniny BaCOs. Aby
nedochdazelo k vyCerpani roztokt, byly ménény 3 x mésicné¢.

3.3.4 Zpracovani dat namérenych pomoci GC

Nameétena data byla zpracovana s pouzitim nasledujicich vzorc:

Denni produkce uhliku ve formé CO>

M X |74 Vst S

Mgy = ch Tp X 10%0 X w(C0,) X S_Z X V_Z X 1000
kde:
Ma)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé CO; [mg]
Mc atomarni hmotnost uhliku; MC = 12 [g . mol?]
P tlak v okamziku provzdusnovani [kPa]
R molarni plynova konstanta; R = 8,314 [J . K1, mol?]
T termodynamicka teplota v okamziku provzdusnovani [K]
Vg plynny objem lahve; V¢ = 580 [ml]

w(CO2 mnozstvi CO; v kalibra¢nim plynu; w = 0,008 [-]
Vs; Vy; davkovany objem plynné faze standardu resp. vzorku do plynového
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chromatografu; Vst Vv, =100 [pl]
Sst; Svz  plocha peaku u standardu resp. vzorku [pV . s7]

Kumulativni produkce uhliku ve formé CO:

Pokud nedochazi k provzdusnovani bioreaktorli, je kumulativni produkce
rovna produkci denni. Pokud je systém provzdusnovan, je kumulativni produkce
uhliku ve form¢ CO; dana vztahem:

Myc, = M)c, T Mu)d,

kde:

M c2 kumulativni produkce uhliku z aktudlniho méteni; [mg]
Mc: kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni; [mg]
Mk)d2 denni produkce uhliku z aktudlniho méfeni; [mg]

Substratova produkce uhliku ve formé CO:

Jedna se o denni produkci uhliku ze systému se vzorky, snizenou o produkci
uhliku ze slepych pokusd, tj. o produkci ze samotnych substrata (pud,
kompostu), je dana vztahem:

Ns)c = M)cy, T Mk)cs,

kde:

Nes)c substratova produkce uhliku ve formé CO2; [mg]
Mgcv: kumulativni produkce uhliku z lahve se vzorkem; [mg]
Mcs: denni produkce uhliku z lahve bez vzorku; [mg]

Procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO>

M(s)c
7 me X TCy, x 100
kde:
Dc procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO2; [%]
Me)c substratova produkce uhliku ve formé CO2; [mg]
Mc hmotnost testovaného materialu; [mg]
TCy, 2 obsah celkového uhliku v Ecoflexu nebo Ecoflexu s pInivem;

TC4,2=0,6254; 0,5367

3.3.5 Priprava bioreaktoru

V pudnich reaktorech probihala kultivace vzorkl, u kterych byly v pribéhu
inkubace méfeny mechanické vlastnosti, zména distribuci molekulovych
hmotnosti a jejichz povrch byl mikroskopicky pozorovan. Skladba reaktoru byla
navrzena dle literatury (Rizzarelli a kol., 2004).

Byla ptfipravena smés 200 g perlitu a 200 g pidy (hnédozem, Cernozem,
fluvizem), 100 ml MM. Na dno reaktoru byly umistény silikonové hadicky
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umoziujici privod vzduchu. Na né byl poloZen roSt z inertniho materialu se
sitkou, aby bylo zabranéno propadavani substratu a nedoslo tim k ucpani
hadi¢ek. Pidni reaktor byl rozdélen na Sest sektort, jelikoz byly testovany tii
druhy ptd. Na ptidu byla rozloZena téliska kopolyesteru a zasypana ptipravenym
substratem. T¢&liska byla vyseknuta pomoci vysekavaciho stroje do tvaru
oboustrannych lopatek z folii Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem o tloust'ce 40 pm.
T¢liska z kopolyesteru byla umisténa postupné na piidu ve tiech vrstvach. Pudni
reaktor byl piekryt f6lii z inertniho materialu, aby nedoslo k odpafovani vody.
Pomoci vzduchovaciho motorku bylo zajiSténo provzdusiovani piad. Horni
vrstva substratu byla pravidelné¢ zvlhCovana rozpraSovacem s destilovanou
vodou. Pldni testy probihaly v mistnosti pti teploté 25 °C, vlhkosti cca 50 %,
bez ptistupu svétla.

Po ukonceni inkubace a zméfeni mechanickych vlastnosti testovanych
materialll byl pfipraven dalsi pokus se vzorky, u kterych byly sledovany zmény
distribuci molekulovych hmotnosti a zmény na povrchu materialu. Pokus byl
piipraven dle metodiky popsané v této kapitole. Byl pfipraven také dopliujici
experiment, béhem kterého byly vzorky Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem
inkubovany pouze Vv hnédozemi a odbér vzorkd pro méfeni mechanickych
vlastnosti probihal v prvnich dnech kultivace.

3.3.6 Tahové zkousSky

Mechanické vlastnosti byly stanoveny pomoci trhaciho ptistroje INSTRON
8871 dle technické normy: CSN EN 1SO 527-3. Tahové zkousky byly provedeny
pii 25 °C a rychlost posunu &elisti byla 1 mm . min. Ve zkugebnim stroji na
zkusebni télisko plisobila pomalu se zvySujici sila az do pretrzeni materialu. Byla
zaznamenana zavislost mezi deformaci vzorki a ptsobici silou.

3.3.7 Mikroskopické metody

Pomoci optické mikroskopie byl sledovan ubytek Skrobu ve vzorcich
kopolyesteru plnéného Skrobem. Lugoliv roztok barvi Skrob diky interakci
aniontu I* se Sroubovicovou strukturou polysacharidi (Lanyi, 1988). Byly také
sledovany trhliny v materidlu a zbytky bakteridlnich filament (barveno
safraninem. Safranin barvi primarné¢ kyselé latky jako nukleové kyseliny
a polysacharidy (Alef a Nannipieri, 1995). Vzorky byly pfed samotnym
pozorovanim obarveny, promyty a poté pozorovany pomoci optického
mikroskopu Olympus IX 53 pfi riznych zvétsenich.

Rastrovaci elektronova mikroskopie (VEGA IILMU) byla pouzita
k pozorovani zmén na povrchu filmti v prabéhu biodegradace. VSechny pouzité
vzorky byly potazeny tenkou vrstvou Au/Pd. Mikroskop pracoval ve vysokém
vakuu a pfi napéti 5 kV. Pozorovani pomoci SEM byla provedena ve spolupraci
s Ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.
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3.3.8 Gelova permeac¢ni chromatografie

Na analytickych vahach bylo s ptesnosti + 0,00001 g navazeno 0,004 g vzorku
arozpu$téno v 1 ml tetrahydrofuranu. Rozpusténim materialu v tetrahydrofuranu
doslo k separaci kopolyesteru od Skrobu z jejich smési a mohly tak byt
analyzovany zmény molekulovych hmotnosti samotného kopolyesteru v obou
testovanych materialech. Molekulova hmotnost a distribuce byly sledovany
pomoci GPC na Breeze Chromatographic System (Waters) vybaveném kolonou
PLgel Mixed-D (300x7,8 mm, 5 um, Polymer Laboratories, Ltd.) a detektorem
Dual Absorbance Detector (Waters). Analyza probihala pii 25 °C, pritok
kolonou byl 1 ml . min. Data byla zpracovana za pouziti Waters Breeze GPC
software (Waters). M¢ifeni byla provedena ve spolupraci s Ing. Petrem
Stloukalem, Ph.D.

3.3.9 Kalorimetrie

Na analytickych vahach bylo do uzavieného hlinikového kelimkus piesnosti
+ 0,0001 g navazeno 0,007 g kopolyesteru a kopolyesteru ve smési se Skrobem.
Krystalinita vzorkti byla méfena na pftistroji Mettler Toledo DSC1 systém.
Méfeni probihala v dusikové atmosféie, priitok byl 50 cm?. min™. Nejprve doslo
k zahtati vzorku z 20 °C na teplotu 200 °C, a to rychlosti ohfevu 10 °C. minL,
Nasledné doslo k postupnému zchlazeni vzorku z teploty 200 °C na 20 °C,
rychlost chlazeni 20 °C . min™t. Poté byl vzorek chlazen na 0°C po dobu 5 minut
a opétovné zahiivan na 200 °C 10 °C . mint. Teplota tani a entalpie tani byly
zméfeny béhem prvniho cyklu zahiivani vzorku. Procento krystalinity bylo
vypocteno dle rovnice:

AH
Xe :(AHO JxlOO

m

kde:
AH,, entalpie tani
AHp° tabulkova hodnota entalpie tani pro Ecoflex se 100 %

krystalinitou (115 J.g™1) (Morita a kol., 2012).

Mg¢fteni byla provedena ve spolupraci s Ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.
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3.4 Hydrolyza vybranych polyesterii ve vodném prostiedi

Experimenty sledujici hydrolytickou degradaci polyesteri ve vodném
prostiedi probihaly ve spolupraci s diplomovou praci Ing. Jitiho Cernohouse.

3.4.1 Priprava degradacnich testa

Degradacni testy probihaly ve fosfitovém pufru. Bylo navdzeno 6,805 g
KH2PO4 s piesnosti 0,0001g a doplnéno sterilni destilovanou vodou do 1 1. Pufr
byl nasledné zneutralizovan pomoci 10M NaOH na hodnotu pH = 7. Po
zneutralizovani byly do pufru pfidiny 2 g NaNs pro potlaceni rlstu
mikroorganismi. Z takto pfipraveného pufru bylo do kazdé lahve 0 objemu
500 ml odméfeno 100 ml a navazeno 0,1 g testovaného materialu. Piesné
navazky polyesteril byly zaznamendny a slouzily k vypoctu ubytku hmotnosti na
konci experimentul.

Pro experiment byly lisovdnim pfipraveny folie PBS, PBSA, PBAT
a polybutylenu (PBT). Teploty, pii kterych probihala lisovani jednotlivych
polymeri, byly zvoleny tak, aby byly o cca 30 °C vys$i nez teploty tani
jednotlivych polymert. Hodnoty teplot tani byly dodany vyrobcem
(PBS=115 °C, PBSA=94 °C, PBAT=125 °C, PBT=225 °C). Tloustka vsech
vyrobenych polyesterovych f6lii byla 140 um.

3.4.2 Stanoveni rozpusSténého organického uhliku

Vzorky folii a filtrati pufru po hydrolyze byly odebirany b&hem
130 dnti inkubace. Anallyza probihala na pfistroji Shimadzu 5000A. Filtraty byly
do doby analyzy uchovany v mrazaku. S ohledem na teplotu, pii které hydrolyza
probihala a dobu expozice vzorkd byly pro analyzu celkového organického
uhliku (TOC) zvoleny vhodna fedéni odebranych vzorkd. Pro teplotu 37 °C bylo
zvoleno fedéni 1:1, pro teplotu 58 °C 1:2 a pro teplotu 70 °C 1:5. Celkovy objem
vzorku pro analyzu TOC ¢inil v kazdé vialce 6 ml. Kapalny vzorek byl za pomoci
davkovace nastiiknut do reaktoru o teplot¢ 680 °C opatfenym platinovym
katalyzatorem, na kterém doslo k oxidaci organického a anorganického uhliku
(IC) na COj Oxid uhlicity byl nasledné¢ unaSen proudem kysliku do
infracervené¢ho detektoru. V detektoru doslo k absorpci infracervené¢ho zéateni
o dané vinové délce. Tato odezva byla registrovana jako peak. Vyska peaku byla
pfimo timérna koncentraci TC (celkového uhliku) ve vzorku. Pti stanoveni IC
dochazelo k tomu, ze tentyz vzorek ureny pro analyzu byl v proudu kysliku
nastiiknut do kyseliny fosforecné, ¢imz doslo k vytésnéni CO,. TOC byl
vypocitan z rozdilu TC a IC.
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3.4.3 Zpracovani dat namérenych pomoci analyzatoru TOC

Vypocet stupné hydrolyzy vzorki polyestert

Croc XV,
-
mXWC

H 100

kde:

H = hydrolyticky stupeni [%]

Croc = koncentrace celkového organického uhliku obsazeného v kapalné fazi
po hydrolyze [mg . I!]

m = hmotnost vzorku polyesteru pouzit¢ho pti hydrolyze [mg]

wc = obsah uhliku v testované polyesterové folii [%]

V| = celkovy objem kapalné faze v inkubaéni lahvi (tj. 100 ml) [1]

3.4.4 Stanoveni ubytku hmotnosti

Folie byly po skonCeni experimentu, vysuseny v exsikdtoru a zvazeny na
analytickych vahach (d=0,0001 g). Byl vypo¢itan ibytek hmotnosti.

3.5 Identifikace degradéri PBAT v piidach pomoci
molekularné biologickych metod

Optimalizace izolace DNA a PCR byla provedena ve spolupraci
s diplomovymi pracemi Ing. Denisy Pavlikové a Ing. Radky Zakové.

3.5.1 Odbér vzorku pid

Vzorky pad byly odebrany ze svrchni vrstvy v max. hloubce 20 cm. Vzorky
byly odebrany ze 41 parcel z okoli Zlina a do doby analyzy ulozeny v PE sa¢cich
pii teploté 6,6 °C.

3.5.2 Charakteristika pud

Byla provedena charakterizace vzorkovanych puad dle bonitové pudné
ekologické jednotky (BPEJ). U vzorki ptd bylo stanoveno pH dle CSN ISO
10390 (836221). pH bylo méfeno pomoci sklenéné elektrody v suspenzi pidy
v roztoku chloridu draselného s koncentraci 1 mol . I (pH-KCI). Pomér pidy
a suspenzni kapaliny byl 1:5. Sugina byla stanovena dle CSN 72 1110.

3.5.3 Pre-inkubace degradéri PBAT

V tomto testu byly pouzity sklenéné lahve s objemem 500 ml. Lahve byly
ptipraveny dle metodiky uvedené v Kapitole 3.3.2. Do kazdé lahve bylo
davkovano 15 g pady proseté skrz 2 mm sito, 2 g perlitu, 2 ml suspenze PBAT
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a sm¢s byla ovlhéena na 50 %. Vzorkovnice byly inkubovany po dobu 64 dni
v 58 °C.

3.5.4 Ziskani kultur degradéri PBAT

Suspenze mikroorganismii byla ziskdna extrakci vzorkll pid pied a po
pre-inkubaci do suspendac¢niho roztoku. Dany objem byl rozetien pomoci sterilni
sklenéné hokejky. Takto zaockovand zivna média byla na 10 dni umisténa do
termoboxu s udrzovanou teplotou 58 °C. Po 10 dnech byly pomoci metody
prosvétlenych zon stanoveny kolonie degradérii kopolyesteru. Prosvétlené zony
signalizovaly degradaci polymeru, ktery tvofil v agaru mlé¢né zbarveni.

Z kazdé misky byla vybrana vhodna kolonie, kterd byla dale pteockovéana na
nové médium se suspenzi PBAT. Kolonie byly pfeo¢kovany vzdy minimalné
3% nez bylo ptistoupeno ke kultivaci vét§iho mnozstvi biomasy pro izolaci DNA.

3.5.5 lzolace DNA z kultur degradéra PBAT

Bylo testovano vice metod izolace DNA degradéri PBAT-komer¢ni kity
PowerSoil DNA Isolation Kit a High Pure PCR Template Preparation Kit,
mechanicka lyze, lyze pomoci lysozymu, proteinazy K ¢i lyze varem.

Pii pouziti PowerSoil DNA Isolation Kit byla bakterialni biomasa davkovana
do rozbijecich zkumavek s pufrem chranicim nukleové kyseliny pied degradaci.
Pusobeni anionického tenzidu dodecylsiranu sodného (SDS) spolu s dal§imi
Cinidly a sklenénymi kulickami vedlo k lyzi bunééné stény. Kit obsahoval také
ginidla pro vysrazeni kontaminantt z roztoku. Cista DNA se po piidavku vysoce
koncentrovaného solného roztoku navazala na kiemi¢itou membranu, poté byla

promyvana roztokem s pfidavkem ethanolu. Poslednim krokem byla samotna
eluce DNA.

Pt1 mechanické lyzi byly k suspenzi bakteridlni biomasy v PCR vod¢ ptidany
sterilni sklenéné kulicky, smés byla tfepdna na kulovém mlynu a poté
centrifugovana. Supernatant byl pfenesen do sterilni Eppendorfovy zkumavky.

Dale byl pro izolaci DNA pouzit enzym lysozym, ktery svym plsobenim
narusil buné¢nou sténu. Byl pfipraven zasobni roztok, 10 mg lysozymu na 1 mi
sterilni vody. Poté byla do sterilni mikrozkumavky nadavkovana PCR vody, do
t¢ byla nasledné klickou pfenesena biomasa degradéri PBAT. Smés byla
promichana na vortexu a bylo ptidano 30 pl zdsobniho roztoku lysozymu. Smés
byla vortexovana a centrifugovana. Supernatant byl prenesen do sterilni
Eppendorfovy zkumavky.

Pii izolaci pomoci proteinazy K bylo do sterilni Eppendorfovy zkumavky
nadavkovano 50 ul sterilni vody (dle doporuceni vyrobce proteindzy K), do te
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byla nasledné¢ klickou pfenesena biomasa degradéri PBAT. Smés byla
promichana na vortexu.

Nasledovaly dvé varianty provedeni experimentu:

a) Bylo pfidano 2,8 pl zasobniho roztoku proteinazy K (1 mg . mlt) spolu
s10 sterilnimi sklenénymi kulickami. Smés byla zahfivana v termobloku pfi
70 °C po dobu 10 minut. Nasledné byla ochlazena na pokojovou teplotu. Smés
byla poté titepana na kulovém mlynu a centrifugovana. Supernatant byl pfenesen
do Eppendorfovy zkumavky.

b) Bylo pfiddno 5 pl zasobniho roztoku proteinazy K (I mg . ml?) spolu
s 10 sterilnimi sklenénymi kulickami. Smés byla zahtivana v suchém termobloku
pii 39,5 °C po dobu 1 hodiny a vortexovana. Poté byla znovu inkubovéna, ale jiz
pii 70 °C po dobu 10 minut. Nasledné byla smés ochlazena na pokojovou teplotu.
Poté byla smés byla tfepana na kulovém mlynu, centrifugovana a supernatant byl
ptenesen do Eppendorfovy zkumavky.

Pfi lyzi varem bylo do sterilni Eppendorfovy zkumavky nadavkovano 20 pl
Y-PER pufru, do té byla nasledn¢ sterilni $pi¢kou mikropipety nebo sterilnim
paratkem pifenesena biomasa degradéri PBAT. Suspenze byla vortexovana
a nasledné inkubovana pii 98 °C po dobu 5 minut. Dale byla provedena
centrifugace a supernatant byl pfenesen do Eppendorfovy zkumavky.

Kizolaci bakterialni DNA =ze vzork pidy byla pouzita metoda
chloroform/izoamylalkohol v poméru 24:1 (Roux, 1995). Do sterilni
mikrozkumavky byla nadavkovana sterilni destilovana voda, klickou pfenesena
biomasa degradéru kopolyesteru, dale byl pfidan chloroform/izoamylalkohol,
smes byla vortexovdna a déle centrifugovana pii 4 °C. Bylo odebrano 20 ul
supernatantu z horni vodné vrstvy, kterd obsahovala izolovanou DNA.

3.5.6 Polymerazova ietézova reakce |

Po izolaci bakterialni DNA byla provedena PCR, reak¢ni smés obsahovala
vzorek templatové DNA ziskané jednou z vyse uvedenych metod, sadu dvou
primert, sterilni vodu pro molekularni biologii, mastermix (GoTaq® Hot Start
Green MasterMix) obsahujici slozky potiebné k amplifikaci DNA a ptipadné
ptidavek psoralenu. PCR reakéni smés byla ptipravovana v rekénich objemech
20 pl dle nasledujiciho rozpisu (Tabulka 3.2). Piipadné byl dale navySovan
objem pro potfeby navazujicich metod. Kazda reak¢ni smés byla piipravovana
v aseptickém prostifedi PCR boxu.
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Tabulka 3.2: Slozeni PCR smési.

Komponent Objem (ul)
PCR voda 7

Master mix 10

Forvard primer (5xfedény zas. roztok 1

Reverse primer (5xtedény zas. roztok) 1
Templatova DNA 1

Pro prvni PCR byly pouzity vnéjsi primery fDI1, rD1, produkt byl déle
amplifikovan s vyuzitim vnitfnich primert 341F GC a 907R. Primer 341F GC
obsahoval tzv. GC svorku, coZ je Gsek bohaty na pary guaninu a cytosinu, které
zabranuji tplné denaturaci fetézce DNA a udrzi ji tak v polyakrylamidovém gelu
(Muyzer akol., 1993). Pouziti primert fD1 a rD1, které zahrnuji vétsi asek DNA,
vede k lep$imu vysledku neZz piimé pouziti primerd s GC svorkou. Takto
provedena PCR se nazyva nested PCR. Primery pouzité v této praci jsou uvedeny
v Tabulce 3.3.

Tabulka 3.3: Primery pouzité v disertacni praci.

Nazev primeru Sekvence Vyrobce
fD1 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG SIGMA
rD1 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC SIGMA

341F 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG SIGMA
907R 5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT SIGMA
341F GC * 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG SIGMA
518R 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG SIGMA
S-C-Act-235 5'-CGCGGCCTATCAGCTTGTTG East Port
S-C-Act-878 5'-CCGTAGTCCCCAGGCGGGGG East Port

* Primer obsahujici v sekvenci GC svorku = CGC CCG CCG CGC GCG GCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG.

V této praci byly provadény také optimalizace PCR, proto ndsledujici
metodika obsahuje ramcovy popis pouzitych metod. Nastaveni PCR, které bylo
po optimalizaci pouzito pro amplifikaci DNA degradérti kopolyesteru je popsano
ve vysledkové Casti prace.
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U teplot a ¢asli v rozpisu jednotlivych krokii PCR metod byl uveden rozsah
hodnot. Tyto hodnoty uvadi oblast, ve kter¢ byly provedeny testy v ramci
optimalizaci (Tabulka 3.4 a Tabulka 3.5).

PCR metoda bez modifikaci byla v této praci oznaCena jako ,klasicka™
z divodu odliSeni od pouzitych modifikaci v této praci, tedy lepsi prehlednosti.

Tabulka 3.4: Nastaveni klasické PCR.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94-95 °C 4-7 min
Denaturace 94-95 °C 1 min
Annealing 50-56 °C 1 min 20-35
Elongace 72 °C 1- 1,5 min
ZavéreCna amplifikace 72 °C 10 min 1

V pribéhu optimalizace byla vyuzivana tzv. touchdown PCR. Pii ni byla
v prvnich cyklech annealingu smés zahfivana na vyss$i teplotu, neZ je idealni
teplota pro annealing konkrétnich primert.

Tabulka 3.5: Nastaveni touchdown PCR.

Teplota (°C) Cas (min.) C}Ijlg%et
Pocate¢ni denaturace 94-95 °C 2 min
Denaturace 94-95 °C 30s 9
Annealing 57-61 °C 1 min
Elongace 72 °C 1- 1,5 min
Denaturace 94-95 °C 30s 90-35
Annealing 52-56 °C 30s 205 °Clevklus
Elongace 72 °C 1-1,5 min ’ Y
Zavére¢na amplifikace 72 °C 10 min 1

Nastaveni pro optimalizaci druhé¢ho kroku nested PCR s vnitinimi primery
byla upravena dle klasické PCR.

Po kazdé PCR byla pro kontrolu pribehu reakce a Cistoty produktti provedena
také agarosova gelova elektroforéza. Nejdiive byl ptipraven 1% agarosovy gel
s pfidavkem Ethidiumbromidu (ETB), po ztuhnuti byly naddvkovany PCR
produkty a elektroforetickd soustava byla pfipojena k napéti 95 V po dobu
30 minut. Pti kazdé elektroforéze byl pro odhad velikosti a koncentrace produkti
pouzit marker BioTech1600bp. Dale byl gel vlozen do UV-transluminatoru
a osvicen UV zéafenim. Ethidiumbromid interkalovany mezi baze DNA emitoval
po ozafeni svétlo, ¢imz byla vizualizovana DNA. Vysledek byl zaznamenan
pomoci digitalni kamery a programu GeneShap ve formatu fotografie.
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3.5.7 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza |

Pro sledovani konsorcia mikroorganismi byly vzorky davkovdny do
polyakrylamidového gelu s rliznou zvySujici se koncentraci denaturacnich
slozek. Byly testovany koncentrace 30-60 %, 30-70 %, 40-70 %, 20-80 %
a 40-80 %. SloZeni roztokl pro ptipravu polyakrylamidového gelu je uvedeno
v Tabulce 3.6. Pro polymeraci byly pouzity tetramethylethylenediamin
(TEMED) a peroxodisiran amonny (APS).

Tabulka 3.6: Slozeni roztoki pro ptipravu polyakrylamidového gelu.

Gradient denaturacnich ¢inidel (%)
Chemikalie 20 30 40 60 70 80
Mocovina [g] 8,4 12,6 | 16,8 25,2 29,4 33,6
Formamid [ml] 8 12 16 24 28 32
50x TAE Pufr [ml] 2 2 2 2 2 2
40% Akrylamid [ml] 18,8 | 18,8 | 18,8 18,8 18,8 18,8
Destilovana voda [ml] Pro doplnéni kazdého do 100 ml
Na soustavu byla vramci optimalizace vkladana rizna napéti

(90, 120 a 130 V) a elektroforéza probihala po razné dlouho dobu
(8, 15, 16,5 hodin). Polyakrylamidovy gel byl barven pomoci fluorescen¢niho
barviva GelRed (Biotium). Do barvici vany bylo pfipraveno 500 ml roztoku
barviva v TAE pufru o koncentraci 50ul . 1. Polyakrylamidovy gel byl vloZen
do polypropylenové vany s barvicim roztokem a michan pfi 450 RPM . min po
dobu 1 hodiny. K zobrazeni a zachyceni vysledku byl vyuzit transluminator.
Barvivo GelRed je strukturalné tzce ptibuzné s ethidiumbromidem, sestava ze
dvou ethidovych podjednotek. Toto barvivo je ve srovnani s Ethidiumbromidem
mén¢ toxické a citlivéjsi (Huang a kol., 2010). Vysledek byl zaznamenan pomoci
digitalni kamery a programu GeneShap ve formatu fotografie.

Bandy byly vyfezdny zgelu a rozpousStény piidavkem sterilni vody
a sklenénych kulicek. Smés byla vortexovana a nasledné umisténa do lednice,
kde doslo k volnému rozpousténi gelu a uvolnéni DNA do roztoku.

3.5.8 Nasledna polymerazova retézova reakce a purifikace |

Poté byla provedena PCR reakce s DNA ziskanou vyiezanim bandt z gelu po
DGGE. Byly pouzity primery 341F a 907R. Vzhledem k tomu, ze po PCR byla
amplifikovanda DNA davkovana do 2% agarosového gelu, ve kterém doslo
behem elektroforézy k t¢innému oddé€leni nespecifickych produktii, mohly byt
PCR cykly opakovany az 40 x. Tyto optimalizace jsou uvedeny v Tabulce 3.7.
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Tabulka 3.7: Nastaveni programu nasledné PCR.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykll
Pocate¢ni denaturace 94-95 °C 4-7 min 1
Denaturace 94-95 °C 1 min 30 -40
Annealing 50-56 °C 1 min
Elongace 72 °C 1 min-1,5 min
ZavéreCna amplifikace 72 °C 10 min 1

Dale byla provedena elektroforéza. Vzhledem k vyskytu nespecifickych
produktd byly pfislusné bandy vytezany zgelu a purifikovany pomoci
komeréniho kitu Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid).
Chaotropicka sul spolu s denaturacnimi enzymy rozpustila agarosovy gel.
Fragmenty DNA byly zachyceny na kolonce a kontaminanty odstranény
promyvacim pufrem obsahujicim ethanol, ktery byl poté z kolonek odpaten
pomoci centrifugace. Fragmenty DNA byly poté eluovany pufrem.

3.5.9 Sekvenace a vyhodnoceni vysledki |

Koncentrace a Cistota (pomér absorbanci 260/280 nm = pomér nukleovych
kyselin ku proteinim) eluované¢ DNA byla zmétena na UV/VIS spektrometru
TECAN Infinite® 200 PRO NanoQuant. Pfed piipravou sekvenacni smési byly
vzorky odpaieny a doplnény PCR vodou na objem 10 pl. Sekvenacni smés byla
pfipravena smichanim 1,25 pl primeru 907R o koncentraci 20 ng . pl?
a 8,75 ul PCR vody s DNA o koncentraci minimalné 5 ng . ul. Sekvenaéni
smési byly zaslany do firmy SEQme s.r.o. a sekvenovany pomoci Sangerova
sekvenovani. Vysledné sekvence byly upraveny pomoci programu DNA Baser
a Finch TV. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci databaze BLAST (National
Library of Medicine).

Byla také provedena fylogenetickd analyza a pomoci programu Jalview.
Metodou neighbor joining byl sestaven fylogeneticky strom (Troshin a kol.;
Waterhouse a kol.,, 2009). Fylogeneticky strom je grafické zobrazeni
pfipominajici strom, kterym jsou znazornény piibuzenské vztahy mezi
taxonomickymi jednotkami. V této praci byl sestaven na zaklad€ fragmentl
sekvenci genu 16S rRNA. Metoda neighbor joining vychazi z hvézdicového
fylogenetického stromu, kde maji vSechny organismy stejnou vzdalenost od
spole¢ného predka. V ramci fylogenetické analyzy byla také provedena analyza
hlavnich komponent. Analyza hlavnich komponent je mnohovariacni analyza,
ktera konstruuje proménné, jez mohou byt pouzity pii zkoumani variability mezi
jedinci v daném souboru (Wold a kol., 1987).
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3.6 Molekularné biologicka analyza bakterialnich konsorcii na
lokalitach kontaminovanych BTEX a leteckym petrolejem

Byla provedena molekularné biologick4 analyza bakteridlnich konsorcii na
lokalitach, kde byly pro podporu ristu mikroorganismii aplikovany zakladni
nutrienty a terminalni akceptory elektrond. Aplikace tzv. stimula¢nich roztoku
by méla vést k podpoie degradérii a snizeni koncentrace benzenu, toluenu,
ethylbenzenu a xylenu (BTEX) a ropnych uhlovodikii.

Aplikace nutrientdi a terminalnich akceptort elektroni na kontaminovanych
lokalitdich byla zajiSténa firmou EPS biotechnology s.r.o., stejné¢ tak odbér
vzorkl a jejich doddni k molekuldrné biologické analyze.

3.6.1 Aplikace nutrienti a terminalnich akceptori elektroni

V rdmci remediace postizenych lokalit byly cilené stimulovany autochtonni
anaerobni mikroorganismy, a to pomoci aplikace nutrientt (dusik a fosfor)
a vhodného terminalniho akceptoru elektronti. Striktn¢ anaerobni i fakultativné
anaerobni mikroorganismy vyuzivaji pii respiraci v prostiedi bez kysliku
nahradni akceptory elektronti (NO¥, Fe3*, Mn**, SO4%), jejichz mnoZstvi je spolu
s nedostatkem zékladnich nutrienti pro bakteridlni konsorcia limitujicim
faktorem.

Nutrienty 1 termindlni akceptory elektroni byly na lokalit¢ kontaminované
BTEX aplikovany pomoci aplika¢nich sond formou koncentrovanych roztoki.
Fosfor byl aplikovan ve formé PO4> a dusik ve formé& NH,4". K aplikaci dusiku a
fosforu bylo vyuzito technickych chemikalii NP-sol a (NH4)2SO4. Pomér mezi
zakladnimi nutrienty C:N:P byl 100:10:1. Jako zdroj terminalniho akceptoru
elektront byly vyuzivany ionty NO*, které byly aplikovany ve form& KNO3. Na
lokalit¢ byl zachovan vhodny pomér terminalniho akceptoru elektronti ku
koncentraci zdroje uhliku. Na 1 mol zdroje uhliku bylo aplikovano 6 mold
NO?,

Béhem pilotnich testil byla zjiSténa odolnost autochtonnich mikroorganismi
ke zménam fyzikalné-chemickych parametrti prostiedi (teplota, pH). Dillezitym
limitujicim faktorem byl ale rozpustény kyslik, jehoz koncentrace by neméla
piesahnout 1 mg . I,

Na lokalité kontaminované leteckym petrolejem bylo opét pro podporu ristu
autochtonnich anaerobnich mikroorganismi vyuzito terminalnich akceptora
elektroni. Na rozdil od lokality kontaminované BTEX, byly ale do dvou vrta
aplikovany samotné dusicnany a do dvou vrti komplexni ¢inidlo, které
se skladalo z NO*, SO,* a Fe®*,

3.6.2 Odbér vzorki z vrtii a jejich znaceni

Na odbérovych mistech na lokalit¢ kontaminované BTEX byl vyhodnocen
stav bakterialniho spoleCenstva té€sné pred aplikaci (1), v dob¢ aplikace (2) tyden
po posledni aplikaci (3) a jeden mésic po posledni aplikaci (4) nutrientl
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a terminalniho akceptoru elektronii. Vzorky byly odebirany v aplika¢nim obdobi
(Cerven, zafi) a také v post-sanacnim obdobi (listopad). Vrt NK1 byl vybran jako
kontrolni, bez vlivu aplikace zivin. Kontaminace BTEX ve vrtech stoupala
v poradi (A)<(B)<(C). Toto potadi bylo dodrzeno pii davkovani vzorkl
do polyakrylamidového gelu.

Na lokalit¢ kontaminované leteckym petrolejem bylo pro aplikaci
termindlnich akceptorti elektronti a odbér vzorkdt vybrdno nékolik wvrtd,
NK 2 (nekontaminované pozadi), dale PK (kontaminované pozadi), N_AaN_B
(aplikace dusi¢nantl) a KC_A, KC_B (aplikace komplexniho ¢inidla). Byly
prlpraveny 2 gely, prvni obsahoval DNA izolovanou ze vzorkli NK 2, PK, N A
a KC_A. Na druhy gel byla nanesena DNA NK 2, PK, N B a KC B (znaéeni
v Tabulce 3. 8).

Tabulka 3.8: Znaceni vzorkl odebranych z lokalit kontaminovanych leteckym
petrolejem.

NK 2 PK KC A KCB | NA | NB
Nekontam. Kontam. | Aplikace komplexniho Aplikace
pozadi pozadi Cinidla dusi¢nanii
Pofadi Datum odbéru Doba odbéru
na gelu
ey L, 5 tydnii pted
1. |15.6.2017 | 15.6. 2017 | ' Wdnupfedapliakei | o 0156,
15. 6. 2017
2017
Den aplikace 18.
2. X 18. 7. 2017 X 7 2017
. 2 tydny po
3. |31.7.2017 |31.7.2017 | Denaplikace3L 7. ikacial. 7.
2017
2017
, . 5 tydnti po
4, 22.8.2017 | 22.8.2017 | O Wdnypoaplikaci | uoiioo g
22. 8. 2017
2017
o o 9 tydnt po
5. | 18.9.2017 | 18.9.2017 |  Wdnupoaplikaci | uosig g,
18. 9. 2017 2017
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3.6.3 lzolace DNA ze vzorku z lokalit kontaminovanych BTEX
a leteckym petrolejem

Vzorky odebrané z aplika¢nich vrti byly nejprve centrifugovany a DNA byla
izolovana z pevného podilu pomoci kitu PowerSoil DNA Isolation Kit. Izolace
timto kitem byla popsana v Kapitole 3.5.5. Koncentrace a Cistota izolované DNA
byla zmétena na UV/VIS spektrometru TECAN Infinite® 200 PRO NanoQuant.

3.6.4 Polymerazova retézova reakce Il

Izolovana DNA byla amplifikovana pomoci nested PCR. Prvni PCR, jejiz
prubéh byl upraven na touchdown, byla provedena s vnitfnimi primery fD1, rD1.
Druhd PCR byla provedend s vnitinimi primery 341F GC a 907R. Optimalni
nastaveni programu bylo vybrano pomoci testovani nastaveni uvedenych
v Kapitole 3.5.6. Tato nastaveni PCR programu byla optimalizovana pro
amplifikaci DNA vzorki s velkou bakterialni diverzitou.

3.6.5 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza |1

Pro polyakrylamidovy gel byla po sérii pokusti zvolena jako nejvhodné;si
koncentrace denaturanich cinidel 20-70 %. Pii této koncentraci doSlo
Kk nejlepSimu a nejostiej$imu rozdéleni jednotlivych bandi. Dale byly testovany
koncentrace 30-70 % a 20-80 %, ale vysledné bandy byly bud’ neostré, nebo
piili§ tenké a neSly tedy z gelu vyfezat. Do soustavy bylo vlozeno napéti
90 V a elektroforéza probihala po dobu 16,5 hodin. DNA byla v gelu obarvena
pomoci barviva Gel Red. Bakterialni diverzita ve vzorcich byla velmi vysoka,
proto bylo problematické od sebe oddé¢lit jednotlivé bandy, byly tedy vyfezany
jen ty, u kterych doslo v obdobi aplikace nutrientli a termindlniho akceptoru
clektroni ke zméné intenzity. Tyto bandy byly tiepany s PCR vodou
a sklenénymi kulickami a pies noc ponechany v lednici.

3.6.6 Nasledna polymerazova ietézova reakce a purifikace |1

Nasledna PCR reakce byla nastavena dle optimalizaci uvedenych
v Kapitole 3.5.8. Bandy obsahujici DNA byly poté vyfezany z 2% agarosového
gelu, a purifikovana pomoci Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid).

3.6.7 Sekvenace a vyhodnoceni vysledku |1

Poté byly ptipraveny sekvena¢ni smési dle metodiky uvedené v Kapitole 3.5.9
a zaslany k sekvenaci do firmy SEQme s.r.o. Sekvence byly upraveny pomoci
programu DNA Baser a Finch TV. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci
databaze BLAST (National Library of Medicine).
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4. VYSLEDKY

V prvni ¢asti disertani prace byla sledovana biodegradace alifatického
aromatického kopolyesteru polybutylen adipat tereftalatu spolecné se smési
tohoto kopolyesteru se Skrobem v pid¢é za mezofilnich podminek. Métenim
produkce oxidu uhli¢itého byla charakterizovdna mira a rychlost mineralizace
obou materiali. Zmény na povrchu materidli byly sledovany mikroskopicky,
byly také méfeny zmény v mechanickych vlastnostech a molekulové hmotnosti
béhem biodegradace. Byla sledovdna také abiotickd hydrolyza nékolika
polyesteri (mj. PBAT) pfiirtuznych teplotach, byla méfena produkce
organického uhliku v kultivatnim meédiu a stanoveny Ubytky hmotnosti
testovanych materiall. Na tuto c¢ast prace bylo navazdno také vyuzitim
molekularné-biologickych metod. Bylo izolovdno degrada¢ni konsorcium
kopolyesteru a po optimalizaci izolace DNA a metody PCR-DGGE byly
identifikovdni jeho clenové. V posledni ¢asti se prace zabyva piedevSim
analyzou konsorcia bakterii na lokalitdch kontaminovanych BTEX a leteckym
petrolejem a optimalizaci metody PCR-DGGE pro vzorky s vysokou bakterialni
diverzitou.

4.1 Biodegradace alifatického aromatického kopolyesteru

V této Casti prace byla po dobu 100 dni sledovana biodegradace folii PBAT
a smési tohoto kopolyesteru se Skrobem V piidnich bioreaktorech pii 25 °C.

4.1.1 Zakladni fyzikalné-chemické a mikrobiologické parametry pad

Testované pady patfily mezi bézné pidy vyskytujici se v Ceské Republice.
Pudy byly odebrany z lokalit vyuzivanych k dlouhodobému a intenzivnimu
zemedelstvi a je mozné povazovat je za typické zastupce zemédélskych puad. pH
testovanych pad bylo stanoveno vrozmezi 6,45-6,85. SuSina pid byla
u fluvizemé cca 74 %; u cernozemé 83 % a u hnédozemé 85 %. Obsah tékavych
latek byl ve fluvizemi cca 26 %, u Cernozem& 24 % a u hnédozemé
21 %. Organicky uhlik byl stanoven na 2,5 % ve fluvizemi; 1,8 % v hnédozemi
a 1% v Cernozemi. S mnozstvim organického uhliku koreluje zmétené mnozstvi
pudni organické hmoty, které bylo 4,3 % ve fluvizemi, 3 % v hnédozemi
a 1,7 % v ¢ernozemi. Obsah castic riznych velikosti byl u testovanych ptd
podobny. Pudy obsahovaly nejvice ¢astic o velikosti 0,05-0,002 mm; v rozmezi
54-60 %. Dale bylo zméteno procento ¢astic o velikosti 2-0,05 mm (12-20 %)
a ¢astic o velikosti < 0,002 mm (25-27 %).

Zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky ptd jsou shrnuty v Tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1: Vybrané fyzikalné chemické charakteristiky testovanych pud.

Hnédozem | Cernozem Fluvizem
Fluvizem
Taxonomicky klasifika¢ni Hnédqze@ Cerr}oz’em mordélpi, ha
systém piid CR modalril. modalrg na nevap.r’ntych
na sprasi sprasi aluvialnich
sedimentech
pH (KCI) 6,85 6,72 6,45
Susina (%0) 85,23 82,64 73,79
Obsah tékavych latek (%6) 20,68 23,64 25,51
Cox (%0) 1,77 0,97 2,50
SOM (%) 3,05 1,67 4,30
Obsah 2-0,05 mm 20,24 12,19 17,68
gastic (%) 0,05-0,002 mm 53,48 60,39 57,55
<0,002 mm 26,28 27,43 24,77

Cox, oxidovatelny uhlik; SOM, plidni organickd hmota (soil organic matter).

Mikroorganismy hraji vyznamnou roli pii rozkladu organickych latek
V pudnim prostfedi, proto bylo jejich stanoveni provedeno na pocatku
biodegrada¢niho experimentu. Pudy obsahovaly mnoZzstvi mikroorganismu
srovnatelné s dal$imi studiemi (Nasrabadi a kol., 2013; Eugen a kol., 2015)
a byly povazovany za mikrobialn¢ aktivni.

Na TYA agaru byly stanoveny chemoorganotrofni bakterie. Inkubace pidni
suspenze mikroorganismi probihala 3 dny pii teploté 26 °C, vysledky
testovanych pud se od sebe navzajem ptili§ neliily. Glycerol-dusi¢nanovy agar
byl pouzit ke kultivaci aktinomycet. Inkubace ptidni suspenze probihala 7 dni pii
teploté 25 °C. Na paralelnich miskach o vhodném fedéni byly pocitany kolonie
bun¢k ve tvaru vétvenych vlaken, tvofici Casto hustd mycelia. Vysledky
jednotlivych vzorkd pid byly mezi sebou srovnatelné. Na pudnim agaru
s bengalskou cCerveni a chloramfenikolem byly kultivovany ptdni vlaknité
plisné. Inkubace probihala pfi teploté¢ 25 °C 7 dni. Pidni vlaknité plisné byly
pozorovany jako vlaknité hyfy a vatovita mycélia. Jejich pocty se v jednotlivych
pudach na rozdil od bakterii liSily v fadech.

Vysledky mikrobiologického rozboru pid jsou shrnuty v Tabulce 4.2
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Tabulka 4.2: Stanoveni celkovych poctl hlavnich skupin mikroorganismu
v pudé.

Celkové pocty mikroorganismil
Typ pudy Chemoorganotropni . Pidni vlaknité
aecrobni bakterie Aktinomycety houby
Hnédozem 4,22 - 10° 3,40 - 10° 4,34 - 10
Cernozem 3,87 - 10° 2,90 - 10° 4,96 - 10°
Fluvizem 6,50 - 10° 5,42 - 10° 3,93-10°

4.1.2 Biodegradace PBAT

Pokus probihal po dobu 100 dni (14 tydn®). Plynna faze z bioreaktort byla
odebirdna v tydennich intervalech plynotésnou injekéni stiikaCkou Hamilton
o objemu 100 pl a analyzovana pomoci plynové chromatografie (GC/TCD).
Biodegradace v pidnim prostfedi byla stanovena pomoci méfeni produkce oxidu
uhli¢itého. Po odbéru byly lahve provzdusnovany po dobu 20 minut. Oba
srovnavané materidly byly kultivovany v padéach pti 25 °C. Aby bylo mozno
statistické srovnani vysledkt, k testu byly pouzity tii druhy pad, vzdy ve tfech
opakovanich, to umoznilo Sledovat biodegradaci v S$ir§im spektru padnich
prostiedi a bylo tak ¢astecné¢ mozné vysledky zobecnit.

Na Obrazku 4.1 je zaznamenana zavislost mineralizace filmt Ecoflexu
a Ecoflexu se Skrobovym plnivem na Case v ptidnim prostiedi. V ptipad¢ ¢istého
Ecoflexu probihala do 40. dne pravdépodobné tzv. lag faze, béhem které
dochazelo k pozvolngjSimu ristu produkce oxidu uhli¢itého. Po 40 dnech se
zacala rychlost biodegradace zvySovat. Dle o¢ekavani byla biodegradace Cistého
kopolyesteru omezena, po 100 dnech inkubace byl degradovan z cca 6 %.
Podobnych vysledki bylo dosazeno i v jinych studiich, kde je popsana pouze
limitovana degradace testovaného kopolyesteru. Studie, ve které byla provedena
elementarni analyza PBAT, PLA a BPAT/PLA smési po 4 mésicich inkubace v
realném pidnim prostiedi pii teploté 23 °C uvadi, ze obsah organického uhliku
klesl 0 4,2 % u PBAT, 03 % uPLA a 1,4 % u smési PLA/PBAT (Weng a kol.,
2013). V dalsi studii bylo PBAT degradovano o 10 % po 75 dnech v pudé
pti 30 °C (Saadi a kol., 2013).

Velmi zajimavych vysledka bylo ale dosazeno pii sledovani biodegradace
kopolyesteru se Skrobem, intenzivni degradace této smési zacala jiz prvni dny
experimentu, coz bylo pravdépodobné  zplsobeno  mineralizaci
nizkomolekularnich plastifikatord a Skrobu (Sriroth a Sangseethong, 2006;
Nayak, 2010). Vyznamnym vysledkem je, Ze mineralizace intenzivné
pokracovala 1 po dosazeni 30 % (obsah Skrobu+glycerolu byl 25 %). Po 100
dnech inkubace bylo dosazeno mineralizace filmi z 53 % pro hnédozem
a fluvizem a 45 % pro ¢ernozem. Tyto vysledky dokazuji, Ze vyznamna frakce
kopolyesteru byla mineralizovana. Vzhledem ke zndmému slozeni materialu
bylo stanoveno, Ze PBAT byl degradovan z 15-28 %. Biodegradace Skrobu tedy
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pravdépodobné zvétsila aktivni  specificky povrch, coz zpusobilo vétsi
mikrobialni aktivitu. Skrob mohl také pro degradéry kopolyesteru pfedstavovat
dopliiyjici Zivinu a proces mohl byt formou kometabolismu. Tuto hypotézu
potvrzuje fakt, ze aktinomycety, které patii mezi dilezité degradéry PBAT, jsou
kultivovany na médiich obsahujicich Skrob (Kala a Chandrika, 1993; Vieira
a Nahas, 2005; Du a kol., 2008).
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Obrdazek 4.1: Mineralizace cistého Ecoflexu a Ecoflexu plnéného skrobem
v hnédozemi, cernozemi a fluvizemi pri 25 °C.

4.1.3 Zmény mechanickych vlastnosti béhem biodegradace

Mechanické vlastnosti materialu a jejich zmény béhem degradace patii mezi
zakladni aspekty praktickych aplikaci. Testovany polymer je velmi casto
pouzivan v zemédélstvi, naptiklad jako mul¢ovaci folie, mél by tedy byt stabilni
V obdobi pouziti, po kterém by mél byt zac¢lenén do ptidy. V tomto obdobi by jiz
mechanické vlastnosti mély byt vyrazné ovlivnény degradaci, aby doslo
k rozpadu materialu, ktery by mél probéhnout rychle a u¢inn¢, aby ¢astice filmu
negativné neovlivnily strukturu piudy. Za ptredpokladu, Ze z materialu nejsou
uvoliovany Skodlivé latky nebo toxicke produkty degradace, milize dalsi
biodegradace probihat pomérné pomalu az do dalSiho sezonniho pouziti filmi.

V ramci disertacni prace byly zmény mechanickych vlastnosti sledovany
béhem kultivace kopolyesteru PBAT a tohoto kopolyesteru ve smési se Skrobem
ve vybranych ptidach (Obrazek 4.2 a Obrazek 4.3). Film vyrobeny z Cistého
kopolyesteru vykazoval b&hem experimentadlniho obdobi vyznamné zmény
v mechanickych vlastnostech. Pevnost v tahu se v riznych pidach snizila
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z 36,6 MPa na 8,5-11,5 MPa a prodlouZeni pii pietrzeni kleslo z 858 %
na 352-523 %, ale film si i na konci experimentu zachoval integritu a nebylo na
ném patrné vyznamné poskozeni. Tento vysledek souhlasi s vysledky sledovani
zmén distribuénich kiivek molekulovych hmotnosti. Kopolyester ve smési se
Skrobem se v pidé rozpadl na drobné castice jiz po 20 dnech inkubace a jeho
mechanické vlastnosti tak nemohly byt dale sledovany.
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Obrdazek 4.2: Vyvoj napéti pri pretrzeni cCistého kopolyesteru a kopolyesteru

se Skrobovym plnivem béhem kultivace v pude pri 25°C.
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Obrazek 4.3: Vyvoj prodlouzeni pri pretrzeni cistého kopolyesteru
a kopolyesteru se Skrobovym plnivem behem kultivace v pude pri 25°C.

Aby mohly byt Iépe a detailnéji sledovany zmény v mechanickych
vlastnostech kopolyesteru se Skrobovym plnivem v prvnich dnech inkubace, kdy
doslo k vyraznému naruSeni materidlu a zméndm mechanickych vlastnosti, byl
proveden dopliujici experiment. Lopatky Ecoflexu s plnivem byly inkubovany
vV hnédozemi a odebirany béhem prvnich 20 dna experimentu. Po 4 dnech se
napéti pfi pietrzeni snizilo na 27,3 MPa, po 8 dnech na 3,5 MPa a 16. den na
1,15 MPa. Nejprudsi snizeni napéti pii pietrzeni probihalo mezi 4. a 8. dnem
inkubace. Tento vyvoj je patrny z Obrazku 4.4 rodlouZeni pii pretrZzeni se po
4 dnech inkubace snizilo z 367 % na 104,5 % a po dalsSich 4 dnech na 20,8 %.
Po 16 dnech inkubace doslo ke snizeni na 16,45 %. Jak je patrné také z Obrazku
4.5, k prudkému poklesu prodlouzeni pii pretrzeni doslo jiz béhem prvnich 4 dnti
inkubace.

54



45

40

35

30

25

20

15

Napéti pfi pretrzeni [MPa]

10

2 4 6 8 10 12 14

Dny

16

18

20

Obrazek 4.4: Vyvoj napeéti pri pretrzeni kopolyesteru se Skrobovym plnivem

behem kultivace v pude pri 25°C.

450 ~

400 -

Zeni pti pfetrzeni [%]

Prodlou

100 -

50 ~

4
350 -
300 -
250 -
200 -

150 -

e ——

4 6 8 10 12 14 16
Dny

18

20

Obrazek 4.5: Vyvoj prodlouzeni pri pretrzeni kopolyesteru se Skrobovym

plnivem behem kultivace v pude pri 25°C.
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Pti inkubaci kopolyesteru plnéného Skrobem doSlo k rychlé zméng
mechanickych vlastnosti jiz béhem prvnich dni experimentu. Jeho praktické uziti
v zemédélstvi by tedy mélo byt uzpiisobeno jeho rychlému rozpadu (pouziti pti
nizkych teplotdch nebo po kratkou dobu). NaruSeni materidlu je patrné také
z Obrazku 4.6 v prubéhu inkubace doslo ke kichnuti a ztrat¢ elasticity
a vytvorily se trhliny. Po 70 dnech byl jiz material v nékterych ¢astech zcela
rozloZen.

Obrdazek 4.6: Fotografie lopatek vyrazenych z filmu kopolyesteru se Skrobem.
A — na zacatku experimentu; B — po 20 dnech; C — po 70 dnech inkubace v pude
(hnédozem) pri 25 °C.

4.1.4 Zmény na povrchu materialu béhem biodegradace

K pozorovani zmén na povrchu testovanych materiala byla vyuzita rastrovaci
elektronova mikroskopie. VVzhledem k rychlejsi biodegradaci kopolyesteru ve
smeési se Skrobem, bylo ptedpokladano, Ze na jeho povrchu budou patrné
vyraznéj$i zmény nez na povrchu ¢istého kopolyesteru, film byl proto pozorovan
také pomoci optické mikroskopie.

Skrobova zrna vytvaii s Lugolovym roztokem fialové zbarveny komplex,
mohla byt proto po obarveni pozorovana optickym mikroskopem (Obrazek 4.7).
Na fotografii vzorku pfed biodegradaci byly pozorovany Casti materialu tvotrené
Skrobem a také cela Skrobova zrna. Vyznamné zmény v jejich struktufe bylo
mozno pozorovat jiz 20. den inkubace. Domény obsahujici Skrob nebyly na
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fotografiich patrné, pravdépodobné podlehly abiotické a biotické degradaci. Ve
vzorcich byly stale viditelné tmavé skvrny, zfeyme pozlstatky kompaktnich zrn.
Po uplynuti 50 a 70 dnti tmavé skvrny postupné zmizely a ve struktufe vzorkl
byly viditelné paralelné usporddané kratké trhliny. Tyto struktury byly dale
detailné pozorovany pomoci SEM. Celkovy Vyvoj zmén ve struktuie materiélu

Obrdzek 4.7: Fotograf ie filmii PBAT ve smési se Skrobem, barveno Lugolovym
roztokem. Skrob je zbarven fialové. A-pied biodegradaci, B-20.den, C-50.den,
D-70. den biodegradace ve fluvizemi. Zvetseno 200 X.

Soucasné byl barvenim safraninem vizualizovan vyvoj biologickych struktur
na povrchu filmu. Na povrchu ¢istého kopolyesteru byl béhem inkubace v malé
mife viditelny rast mikrobidlnich vldken, ale zmény ve struktuie polymeru
nebyly témét patrné. Na fotografiich smési kopolyesteru se Skrobem (Obrazek
4.8) 1ze pozorovat jiz 4. den inkubace vladkna, patrné bakteridlniho pivodu. Tyto
bakterie byly dle jejich rozmérti, morfologie a pfitomnosti exospor urceny jako
bakterie patfici do kmenu Actinobacteria. V prubéhu inkubace (16. den) se sit’
vlaken stavala hustsi a zaCaly se objevovat také trhliny v materidlu. Tyto trhliny
se tvofily predeviim v okoli bakteridlnich filament. Sedesaty &tvrty den jiz
nebyla patrnd bakteridlni vladkna a vyrazné trhliny byly pozorovany na celém
povrchu materialu.
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Obrdazek 4.8: Fotografie filmit PBAT ve smési se Skrobem, barveno safraninem.
A-pred biodegradaci, B-2. den, C-4. den, D-16. den, E-32. den a R-64. den
biodegradace ve fluvizemi. Filamenta a exospory jsou oznaceny bilymi Sipkami.
Zvétseno 600 Xx.

Jak jiz bylo uvedeno, oba materidly byly detailn¢ pozorovany pomoci SEM.

Na povrchu Cc¢istétho kopolyesteru nedosSlo k téméf Zzadnym zménam
(Obrazek 4.9). Z fotografie, ktera byla pofizena 28. den inkubace v ptidé pomoci
SEM, byla patrna mikrobidlni filamenta, ale nedoslo k viditelnému poskozeni
filmu. K viditelnému poskozeni nedoSlo ani po 78 dnech inkubace. Toto
pozorovani je v souladu s vysledky biodegrada¢niho pokusu, kde bylo po
99 dnech dosazeno cca 6 % degradace kopolyesteru.
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Povrch kopolyesteru plnéného Skrobem byl pted inkubaci v piidé pomérné
hruby, s vystupujicimi zrny Skrobu (Obrazek 4.10). Po 28 dnech inkubace v pud¢
byl material pokryt bakterialnimi vlakny a rozvijejicim se systémem trhlin. Pfi
vétSim zvétSeni bylo zfejme, Ze praskliny se objevily v bezprosttedni blizkosti
bakteridlnich vlaken. Je pravdépodobné, Ze bakterie produkovaly extracelularni
enzymy, které zaCaly rozkladat polymer. Zajimavé je, ze vSechny praskliny na
celém povrchu vzorku byly navzajem rovnob&zné a zaroven byly orientovany
kolmo k mikrobidlnim filamentim.

Po podrobném pozorovani nékolika dalSich mikroskopickych vzorkl bylo
ovéteno, ze praskliny byly orientovany ve sméru kolmém ke sméru zpracovani
filmu. Film byl zpracovan vyfukovanim, které zahrnuje roztaZeni plastu a poté
jeho rychlé zchlazeni. Tento proces ziejm¢ indukoval biaxialni orientaci
polymernich fetézcli, dominantni smér jejich orientace byl paralelni se smérem
produkce materialu. Stépeni polymernich fetézcti v okoli bakterialnich filament
vedlo Kkuvolnéni celé soustavy, coZz se projevilo vytvofenim paralelné
orientovanych trhlin. Po 78 dnech byl vzorek hluboce erodovan. Material v okoli
bakteridlnich filament byl jiz zcela degradovén, coz dokladd, Ze asimilovdna
nebyla pouze Skrobova slozka, ale také kopolyester.
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Obrazek 4.9: Fotografie filmit PBAT ziskané pomoci SEM. A, B pred
biodegradaci, C, D-28 dni, E, F-78 dni biodegradace ve fluvizemi. Leva strana
obrazku (4, C, E) zvétseno 1000 X, prava strana (B, D, F) zvétseno 5000 X.
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Obrazek 4.10: Fotografie filmit PBAT ve smési se Skrobem ziskané pomoci SEM.
A, B pred biodegradaci, C, D-28 dni, E, F-78 dni biodegradace ve fluvizemi.
Leva strana obrazku (A, C, E) zvétseno 1000 X, prava strana (B, D, F) zvétseno
5000 x. Bakterialni filamenta jsou oznacena cervenymi Sipkami. Bile Sipky znacit
orientaci pri vyrobé filmu.
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4.1.5 Zmény molekulové hmotnosti a jeji distribuce béhem biodegradace

Vysledky biodegradace kopolyesteru a kopolyesteru ve smési se Skrobem byly
rozsifeny o sledovani zmén molekulové hmotnosti pomoci gelova permeacéni
chromatografie. Data byla poté pfevedena do podoby distribu¢nich kiivek.
Vzorky byly odebirany na zac¢atku experimentu a v priab&éhu inkubace.

Ve vzorku cistého kopolyesteru byly pozorovany vyznamné zmény PO
pouhych 16 a 32 dnech inkubace (Obrazek 4.11). Doslo k nepatrnému posunu
distribu¢nich kiivek smérem k niz§im molekulovym hmotnostem, ale tyto
fragmenty s niz$i My, nebyly dostate¢né malé, aby podléhaly biodegradaci, byly
mineralizovany a do$lo k produkci CO,. Zmény v My, které byly zpisobené
pravdépodobné hydrolytickym S§tépenim fetézcii uvniti polymeru, souvisely se
zménami v mechanickych vlastnostech filmu.

12

dw/d log

Extrap Mw

Obrazek 4.11: Zména distribucnich kiivek molekulovych hmotnosti v cistém
kopolyesteru béhem inkubace v hnédozemi pri 25 °C.

V ptipad¢ filmu, ktery obsahoval také Skrob, bylo pocatecni rozdéleni My
kopolyesteru (Obrazek 4.12) posunuto K niz§im hodnotam ve srovnani s ¢istym
kopolyesterem. To ziejmé odrazelo odliSnou historii vzorkl véetné intenzivniho
termoplastického zpracovani v piipadé smési. Po 16 dnech inkubace zustaly
distribu¢ni kiivky My, prakticky totozné. V pocate¢ni fazi degradace doslo
Kk relativné intenzivni mineralizaci uhliku (o ¢emz svéd¢i produkce COy), ale
primarnim zdrojem tohoto uhliku byla pravdépodobné Skrobova sloZzka
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materidlu. Po delsi dob& inkubace (32 a 64 dni) doSlo ke snizeni peakl
distribu¢nich kiivek a kiivky se posunuly smérem k niz§im My,. Byly formovany
nizkomolekularni produkty v oblasti odpovidajici My Vv fddu nékolika tisict.
Tyto fragmenty mohou jiz byt asimilovany mikroorganismy (Stloukal a kol.,
2012; Husarova a kol., 2014; Stloukal a kol., 2015). Sledovani vyvoje
distribu¢nich kiivek molekulovych hmotnosti v kopolyesteru ve smési se
Skrobem podpofilo vysledky biodegradacnich experimentli a mechanickych
zkousek.
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Obrazek 4.12: Zména distribucnich krivek molekulovych hmotnosti v
kopolyesteru se Skrobem béhem inkubace v hnédozemi pri 25 °C.

4.1.6 Krystalinita kopolyesteru a kopolyesteru ve smési se Skrobem

Krystalinita polymert mize ovlivnit jejich biodegradabilitu (Muthuraj a kol.,
2015). Obecné¢ jsou kompaktngjsi krystalické domény méné nachylné
k chemické 1 biologické degradaci. PBAT vykazuje nizkou krystalinitu
(Kijchavengkul a kol., 2008; Kijchavengkul a kol., 2010). Krystalinita pouzitych
vzorktli byla pomoci kalorimetrie (DSC) stanovena na 9,0 % pro Cisty kopolyester
a 7,2 % pro kopolyester ve smési se Skrobem. Tyto hodnoty jsou srovnatelné
a krystalinita samotna tedy nemohla ovlivnit zrychlenou biodegradaci PBAT ve
smési se Skrobem.
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4.2 Hydrolyticka degradace vybranych polyesterii ve vodném
prostredi a ibytek hmotnosti

Testované polyestery (PBT, PBS, PBSA a PBAT) jsou Vv zivotnim prosttedi
degradovany piedevsim hydrolyticky, a to S§t€penim esterovych vazeb nebo
nahodnym §tépenim fetézct (Foulc a kol., 2005; Muthuraj a kol., 2015).

SniZzeni hmotnosti a rostouci mnozstvi rozpusténé¢ho uhliku ve fosfatovém
pufru bylo zaznamenano pro vSechny testované vzorky a teploty, kromé¢ PBT
(Obrazek 4.13). Nizké hodnoty degradace PBT byly pravdépodobné zplisobeny
strukturou polybutylenu, ktera je tvofena zejména tézce hydrolyzovatelnou
rigidni aromatickou slozkou (Marten a kol., 2005).
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Obrazek 4.13: Hydrolyticka degradace PBT.

Obecné rychlost hydrolytické degradace polyestert roste s teplotou (Kanerva
a Euranto, 1982; Musiol a kol.,, 2011). Stupenn hydrolyzy polyestera
inkubovanych v 37, 58 a 70 °C se dle ptedpokladu zna¢né lisil. Vysledky métfeni
produkce TOC byly v korelaci s ubytky hmotnosti polyestera.

Nejvyssi snizeni hmotnosti bylo zaznamendno u PBAT v 70 °C, kde bylo
dosazeno 83% ubytku hmotnosti a také nejvyssi hydrolytické degradace-75,6 %.
Ubytek hmotnosti PBSA byl 78,1 % a stupeii hydrolyzy 71,5 %; hmotnost PBS
klesla o 67,4 % a hydrolyticky stupen byl stanoven na 70 %. Hmotnost
polybutylenu se snizila o 3,3 % a materidl byl degradovan z 3,1 %.

Béhem inkubace polyesteri v 58 °C byl PBAT hydrolyzovan z 65,0 %
a ubytek hmotnosti byl stanoven na 62,0 %, PBSA degradoval z 51,3 %
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a hmotnost se snizila o 53,88 %, degradace PBS dosahla 30,7 % a hmotnost se
snizila o 30,2 %. V ptipadé¢ PBT doslo za teplotnich podminek kompostovani
k degradaci z 1,56 % a tbytku hmotnosti o 1,1 %.

Rychlost degradace v 37 °C byla ve srovnani s vy$$imi teplotami nizka.
Polybutylensukcinat byl degradovan z 7,6 %, PBSA z9,1 %, PBAT
hydrolyzoval z 10,3 % a PBT 0 0,9 %. Hmotnost PBS se snizila o 12,7 %, PBSA
0 13,3 %, PBAT 016 % a PBT 0 1,8 %.

Hydrolyticka degradace PBAT (Obrazek 4.14) probihala rychleji a dosahla
vy$$ich hodnot nez v nékterych dalSich studiich (Dvorackova a kol., 2015;
Muthuraj a kol., 2015). Rychlost degradace mohla byt ovlivnéna naptiklad
vétvenim fetézcil testovaneho PBAT. Ve studii, ktera se vénovala hydrolytické
degradaci polybutylen adipatu (PBA), bylo zji§téno, Ze mnozstvi monomer,
které vznikly v pribéhu hydrolyzy vétveného PBA, bylo 1,5 krat vys$i nez
mnozstvi monomertt formovanych v prib&hu hydrolyzy linedrntho PBA
a 2,5-3 krat vys$i nez mnozstvi monomerti vzniklych v pribéhu degradace
linearniho vysokomolekularniho PBA (Lindstrom a kol., 2004). Dalsim
divodem pomérné rychlé degradace PBAT mohla byt jeho obecné nizka
krystalinita. Stanovené procento krystalinity je shodné s hodnotami uvedenymi
v dalSich pracich (Mohanty a Nayak, 2012; Li a kol., 2015). V Kapitole 4.1.2
jsou uvedeny vysledky biodegradace PBAT v ptd¢ v 25 °C, kopolyester dosahl
7% mineralizace po 100 dnech inkubace. Po 100 dnech inkubace ve vodném
prostiedi fosfatového pufru v 37 °C byla tato folie hydrolyzovana z 8 %. Na
zéklad¢ téchto vysledki Ize odvodit, Zze hlavnim procesem degradujicim PBAT
pii mezofilni teploté je abiotickd hydrolyza. Biodegradace je pravdépodobné
vyznamng¢j$i spiSe pii vysSSich teplotach, kterych je dosazeno béhem
kompostovani.
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Obrazek 4.14: Hydrolyticka degradace PBAT.

Vyznamny rozdil mezi rychlosti degradace testovanych alifatickych
polyesterti se projevil predev§im pii 58 °C. Vzhledem Kk nizsi krystalinité
a flexibilnéj$im fetézciim, podléha PBSA hydrolyze 1épe nez PBS (Cho a kol.,
2001; Musiol a kol., 2011). Rychlost degradace obou alifatickych polyesterti je
patrna z Obrazku 4.15 a 4.16.
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Obrazek 4.15: Hydrolyticka degradace PBS.
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Obrazek 4.16: Hydrolyticka degradace PBSA.
Hydrolytickd degradace béhem prvnich dni probihala pomalu, mezi
8 a 16 dnem ale doSlo k jejimu vyraznému zrychleni. Tento trend se projevil

pouze pii inkubaci v 37 a 58 °C, pti 70 °C byla rychlost hydrolyzy vysoka jiZ na
zacCatku inkubace a po 64 dnech se mirng snizila.
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Ubytky hmotnosti polyesterti a stupeti hydrolytické degradace po 130 dnech
inkubace jsou uvedeny v Tabulce 4.3.

Tabulka 4.3: Shrnuti hydrolytické degradace pfi tfech rliznych teplotach.

Material | Teplota [°C] | Stupeii hydrolyzy [%]| Ubytek hmotnosti [%]

37 7,46 12,7

PBS 58 30,66 30,2
70 69,98 67,4

37 9,07 13,3

PBSA 58 53,88 51,3
70 71,55 78,1

37 10,25 16,0

PBAT 58 64,99 62,0
70 75,60 83,5

37 0,86 1,8

PBT 58 1,56 1,1
70 3,13 3,3

Z méfeni lze v souladu s literaturou odvodit, ze zvySeni mobility polymernich
fetézcll, které je zplisobeno vysokou teplotou, vyznamné ovliviiuje kinetiku
reakce. Akcelerace rychlosti abiotické hydrolyzy pocate¢niho zvySeni teploty by
tedy mohla zna¢n¢ urychlit degradaci polyestert (Hakkarainen a kol., 1996; Lyu
a kol., 2007).

4.3 Analyza degradérii kopolyesteru v pudach pomoci
molekularné biologickych metod

V dalsi casti se disertacni prace zabyvala pfedev§im prokazanim piitomnosti
termofilnich degradéri polybutylen adipat tereftalaitu v ptadach, jejich
identifikaci pomoci molekuldrné biologickych metod a optimalizaci metodiky
PCR-DGGE.

Biodiverzita a vyskyt mikroorganismi degradujicich polymer se lisi
v zavislosti na prostfedi, jako je pida, mote, kompost, aktivovany kal atd. Je
proto nutné zkoumat distribuce a populace mikroorganismu, které rozkladaji
polymer v riznych ekosystémech.
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4.3.1 Zakladni charakteristiky pud, kultivace degradéru kopolyesteru
a pocty CFU

Pudy, ze kterych byly izolovany bakterie degradujici PBAT, byly odebrany na
podzim 2013 ve Zlinském kraji. Pidy byly odebirany z pozemkovych parcel,
kter¢ mély v katastru nemovitosti uvedenou bonitovanou plidné ekologickou
jednotku (BPEJ). Jednd se o pétimistny ¢iselny koéd slouzici pro rozliSeni
klimatickych podminek zemédélsky vyuzivané pidy v Ceské republice.
Bonitovana pidné ekologickd jednotka udava podrobnou informaci o plidné-
produkéni charakteristice Uzemi, ale zejména 1 o pudné-genetickych,
pudné-ekologickych, pidné-retencnich, geologickych, morfologickych,
klimatickych a hydrologickych vlastnostech stanovisté. Vzhledem Kk tomu, ze
Cisla parcel, ze kterych byly odebirdny vzorky, byla zaznamendna, bylo poté
mozno dohledat pldni typ a také obsah organického uhliku. Pidni typy
vyskytujici se v oblasti, ze které byly vzorky odebirany, jsou uvedeny také
na Obrazku 4.17. Jednalo se predevS§im o fluvizem, luvizem, hnédozem
a kambizem. Né&kolik vzorkdh bylo odebrdno také =z pld zafazenych
do kategorie pararendzina a ¢ernozem. Pudy byly odebrany z orné pudy (pole),
z okoli potoki, sadi, lesa a trvalého travniho porostu. pH piid bylo stanoveno
vrozmezi 5,03-6,75. Konkrétni zatazeni odebranych vzorkd do pldni
klasifikace, habitat a pH je uvedeno v PRILOZE 1.

pararendziny
fluvizemeé
Cernice
ternozemé
hnédozemé
luvizemeé
kambizemé

0 10 20 Km
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Obrazek 4.17: Pidni typy na odberovych mistech vzorku pid, ze kterych byli
izolovani degradéri kopolyesteru (Ministerstvo zivotniho prostredi).

K detekci degradért kopolyesteru byly vyuzity zivné pudy, ve kterych byl
jedinym zdrojem uhliku pravé PBAT (suspenze PBAT). Degrada¢ni
mikroorganismy byly detekovany pomoci metody prosvétlenych zon
vznikajicich depolymerizaci kopolyesteru, které se tvotily kolem jejich kolonii
V jinak mlééné¢ zbarveném médiu. Prosvétlené zony kolem kolonii degradéri
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PBAT jsou dobfe pozorovatelné na Obrazku 4.18. Detekéni limit metody byl 100
CFU . g? susiny ptdy. Pii kultivaci vyluhu pfipraveného pi¥imo z testovanych
pud nebyl vyskyt degradéri u vétSiny vzorkl potvrzen nebo byly jejich pocty
tésné¢ nad hranici detekce. Vyskyt degrada¢nich mikroorganismii byl vyssi se
stoupajicim pH vzork ptid (p=0,024).

Obrazek 4.18: A-urceni degradéri kopolyesteru pomoci metody prosvétlenych
zon, B-kultura konsorcia degradérii na tuhéem zivnéem médiu se suspenzi PBAT.

Vzhledem Kk tomu, Zze se degradéfi PBAT v pudach nachazeli v malém
mnozstvi, byli pro dalsi praci selektivné pomnozeni (smés pudy, suspenze PBAT
a mineralniho média byla inkubovéana v 58 °C po dobu 2 mé&sicti) a vyluh byl
opét kultivovan na zivné pudé¢ s PBAT jako jedinym zdrojem uhliku. Po
pomnoZzeni byly degrada¢ni mikroorganismy piitomné ve vétSiné testovanych
ptd v poétech 102 az 10* CFU . g? suSiny ptidy. Nebyla zjisténa korelace mezi
CFU a pH ¢i CFU . g susiny pidy pfed pomnoZenim. Podty degradért PBAT
pfed i po pomnozeni jsou uvedeny v PRILOZE 1. Z vysledki je patrné, Ze
termofilni mikroorganismy degradujici PBAT se v pudé vyskytuji a v ptipadé
zpracovani odpadovych materidlu s obsahem PBAT by za termofilnich
podminek nebyly limitujicim faktorem biodegradace.

Na zakladé¢ mikroskopického pozorovani bakterialni mikroflory v okoli
projasnénych zén byl zjistén vyskyt predev§im vlaknitych bakterii, patficich
s nejvyssi pravdépodobnosti ke kmenu Actinobacteria. Dale se zde vyskytovaly
tyCinkovité bakterie, pozd¢ji identifikované jako termofilni bakterie tfidy Bacilli.
Na miskéch nebyly pozorovany zadné mikroskopické houby.

Prvotnim cilem bylo ziskat ¢istou mikrobialni kulturu, ale ani po opakovaném
pteockovani to nebylo mozné. K izolaci ¢isté kultury aktinomycet, u kterych byl
pfedpoklad degradace PBAT, bylo pfipraveno nékolik specifickych médii
(Actinomycete Isolation Agar, Gym médium, R8 médium), dale byly k médiu se
suspenzi kopolyesteru piidany ristové faktory ¢i sladovy extrakt nebo Skrob jako
kosubstrat. Média Actinomycete Isolation Agar a R8 se neprokazala jako natolik
selektivni, aby bylo vyhodné je pouzivat. Médium Gym mélo pravdépodobné
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pro rust mikroorganismii vyskytujicich se v plidé nevhodné slozeni. Bylo
zjisténo, Ze pridavek Skrobu €1 antibiotik mohl byt vyuZit jako alternativa média
se suspenzi PBAT pro ucely pfeockovavani Cisté kultury degradérii z kmene
Actinobacteria. Ve vysledku bylo tedy slozeni zivného média obohaceno o skrob
a antibiotika, ale nedoslo ke zjednoduseni nebo urychleni metodiky, ktera by
vedla k zisku ¢isté kultury. Z tohoto diivodu nebylo téchto latek dale vyuzivano.
V ptipadé pridavku Skrobu také musela byt navic prodlouzena doba kultivace,
po kterou by doslo k vyCerpani Skrobu mikroorganismy. Pak by mikroorganismy
teprve zacaly degradovat PBAT a degradéfi mohli byt uréeni pomoci metody
prosvétlenych zon.

Pokusy o izolaci ¢isté kultury bakterii ze skupiny Actinobacteria nebyly
uspéSné. Dochédzelo k vymizeni aktinomycet, ztrat¢ jejich degradacnich
schopnosti nebo nebylo dosazeno izolace cCisté kultury a na miskach se
vyskytovala kontaminace bakteriemi ze tiidy Bacilli. Smé&sna kultura byla po
pireockovani stale schopna rGstu na médiu obsahujicim PBAT, coz bylo
kontrolovano metodou prosvétlenych zon. Rust degradérii probihal pomérné
pomalu, kolonie byly na miskach vzdy patrné nejdiive po 10 dnech inkubace
v 58 °C, coz znacné prodlouzilo dobu experimentli. Bylo tedy usouzeno, Ze
termofilni aktinomycety jsou nezbytnou sloZkou konsorcia degradujiciho PBAT,
ale nejsou na tomto médiu schopny samostatného rastu. Toto zjisténi bylo
v souladu s literaturou, ve které se uvadi, Ze aktinomyceta T. fusca izolovana
Z kompostu neni schopna vyuzivat monomery, které vznikaji degradaci PBAT.
Pokud je ale tato bakterie ¢lenem konsorcia, dochazi k rychlé asimilaci vzniklych
meziproduktt (Witt a kol., 2001). Bakterialni spolecenstva jsou pravdépodobné
pii degradaci PBAT efektivnéj$i nez izolované kultury. Ddéle bylo tedy
kultivovano konsorcium degradérit PBAT. Biomasa z centra prosvétlené zony
byla pifenesena na nové médium se suspenzi PBAT jako jedinym zdrojem uhliku.
Tento postup byl opakovan tfikrat, aby bylo prokazano zachovani degradacni
aktivity mikroorganismd i pii opakovaném pieockovani.

4.3.2 Optimalizace metodiky izolace DNA a PCR

K optimalizaci izolace DNA bylo na zéklad¢ literatury vybrano vice metod:
lyze varem, pomoci lysozymu, proteindzy K, metodou
chloroform/izoamylalkohol a komer¢nimi kity High Pure PCR Template
Preparation Kit a PowerSoil DNA Isolation Kit. Byly testovany rtzné
uzpusobeni PCR, optimalizace PCR byly kontrolovany agarosovou gelovou
elektroforézou. Tyto optimalizace byly provadény pospolu. V diserta¢ni praci
jsou uvedeny jen ilustracni vysledky z mnoha provedenych izolaci DNA
a naslednych PCR a elektroforéz v agarosovém gelu. Cilem této ¢asti prace bylo
zavést ucinnou a robustni metodu izolace DNA degradéra kopolyesteru. Dale
také optimalizovat PCR tak, aby bylo amplifikovano dostate¢ni mnozstvi DNA
a ptitom dochéazelo k minimalnimu vzniku nespecifickych produkti.
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Jako standard pro porovnavani velikosti fragmentit DNA byl pouzity DNA
Marker-GeneRuler 100 bp, DNA Ladder 0,5 pg . ult (Thermo Scientific). Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA identifikovand jako termofilni
aktinomyceta v ramci diplomové prace Martiny Martinkové na UIOZP
Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢ (2013). Jako negativni kontrola slouzila PCR
smes bez piidavku templatové DNA.

K PCR smési byly nejprve piidany Mg?* ionty, které ale mohou snizovat
specificitu reakce, proto byly pouZivany jen omezené v ramci optimalizace
(Roux, 1995).

V prvotnich fazich optimalizace byl k PCR smési pifiddvan také psoralen,
ktery inaktivoval amplifikaéni produkty kontaminujici PCR. Psoralen,
isopsoralen a jejich derivaty se interkaluji mezi baze DNA a pokud jsou ozaifeny
UV zafenim o vinové délce 320-400 nm, dojde K jejich kovalentnimu navazani
na nukleové kyseliny a blokaci reakce s polymerazou (Jinno a kol.). Vzhledem
K tomu, Ze byly dodrzeny podminky sterilni prace v PCR boxu, nebyl dale
psoralen do PCR reakce ptidavan.

Izolace DNA degradérii kopolyesteru pomoci proteinazy K byla zcela
nevhodna a k amplifikaci DNA dochazelo jen ojedinélelzolace povatenim DNA
se ukazala také jako nevhodna a nebyla izolovana Zadna DNA, stejné tak pti
izolaci pomoci lysozymu, mechanické lyze a komer¢niho kitu High Pure PCR
Template Preparation Kit. Kizolaci DNA byl pouzit také komeréni kit
PowerSoil DNA Isolation Kit, izolace timto kitem vykazovala velmi dobré
vysledky.  Pozitivnich  vysledkd  bylo  dosazeno také  metodou
chloroform/izoamylalkohol. Pro izolaci DNA degradéri kopolyesteru byl tedy
vybran komer¢ni kit PowerSoil a také rychla a levna metoda izolace pomoci
smesi chloroform/izoamylalkohol. Vzhledem k rychlosti provedeni a nizsi cené,
byla déle pro izolaci DNA vyuzivana metoda chloroform/izoamylalkohol.

V prvni Casti této kapitoly jsou uvedeny vysledky amplifikace useku genu
16S rRNA ohrani¢eného primery fD1 a rD1, pomoci tohoto setu byl
amplifikovan tém¢et cely tisek tohoto genu. PCR je pro piehlednost nazvana jako
klasicka, jelikoz dale jsou v praci uvedeny jeji modifikace, napt. nested PCR
a touchdown PCR.

PCR cyklus klasické PCR byl zvolen dle doporuceni dodavatele primert
a Master mixu a byl ¢asteCné upraven. Byla pouzita tzv. hot start polymeraza
s ptfidavkem teplotn¢ nestabilnich latek, které aktivitu polymerazy inhibuji pti
pokojové teploté a az pii pocateCni denaturaci se latky uvolni a polymeraza je
aktivovana. Toto uzptisobeni brani piedCasné nespecifické amplifikaci DNA
v prab&hu piipravy reakéni smési. Po¢atecni denaturace byla zafazena na zacatek
cyklu, trvala 7 minut pi1 teploté 95 °C. Denaturace DNA pote¢ probihala po dobu
1 minuty pfi teplot¢ 95 °C. Annealing primeri k templatové DNA probihal
I minutu pii 54 °C. Zvolena teplota annealingu byla pomérné nizka, aby doslo
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K co nejvétsi tispéSnosti nasednuti primerti. Obecné musi byt teplota nasedani
primerl dostatecné vysokd, aby nedoSlo k nespecifickému navazani primert
k templatové DNA, pokud by ale byla pftili§ vysokd, primery by se nenavazaly
vibec. Vzhledem k tomu, ze PCR smés byla zahfivana na nizkou teplotu,
dochazelo ke vzniku nespecifickych produkti. Elongace DNA fetézce probihala
1,5 minuty pii 72 °C. Cyklus PCR byl opakovan 35x. Zavére¢nd amplifikace
slouzila k dokonceni syntézy fetézci. Probihala 10 minut pfi 72 °C. Teploty
a délka jednotlivych kroki PCR jsou shrnuty v Tabulce 4.4. Obrazky
agarosovych gelt s PCR produkty jsou uvedeny souhrnné pod tabulkou.

Tabulka 4.4: PCR cyklus klasické PCR-DNA izolovana z konsorcii
degradért kopolyesteru.

Teplota (°C) Cas (min.) | Pocet cykl
Pocate¢ni denaturace 95 7 1
Denaturace 95 1
Annealing 54 1 35
Elongace 72 1,5
ZavereCna extenze 72 10 1

Marker vz.1 vz. 2 vz.3 PK NK

Obrazek 4.19: Kontrola klasické PCR pomoci agarosové elektroforézy. Vz. 1, 2
a 3-DNA izolovand pomoci proteinazy K; PK-pozitivni kontrola;, NK-negativni
kontrola.
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Marker vz.1 vz.2 vz.3 vz4 PK NK

Obrazek 4.20: Kontrola klasické PCR pomoci agarosové elektroforézy. Vz. 1-3
DNA izolovand pomoci kitu PowerSoil; vz.4-3 DNA izolovand pomoci
proteindzy K;. PK-pozitivni kontrola; NK-negativni kontrola.

Marker vz.1 vz.2 PK NK
Obrazek 4.21: Kontrola klasické PCR pomoci agarosové elektroforézy. Vz. 1-
DNA izolovand pomoci lysozymu; vz. 2-DNA izolovana pomoci kitu High Pure
PCR Template Preparation Kit; PK-pozitivni kontrola;, NK-negativni kontrola.

Marker vz.l vz.2 vz.3 vz4 wvz.5 PK NK

Obrazek 4.22: Kontrola klasické PCR pomoci agarosove elektroforézy.
Vz. 1,2-DNA izolovana varem; vz. 3, 4, 5-DNA izolovand pomoci Kitu
PowerSoil; PK-pozitivni kontrola; NK-negativni kontrola.

V pritbé¢hu optimalizace zac¢ala byt vyuzivana tzv. touchdown PCR. Pfi ni byla
v prvnich cyklech annealingu smés zahtivana na vyssi teplotu, nez je idealni
teplota pro annealing konkrétnich primeri. Doslo tedy k velmi malému vytézku
PCR produktl v prvnich cyklech, nicméné tyto produkty byly specifické. Dale
pak byla teplota postupné snizovana az pod teplotu optimalni pro annealing
pouzitych primerti, pii které jiz mohlo dochazet k vzniku nespecifickych
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produktl. Pocate¢ni denaturace trvala 2 minuty pfi teploté 95 °C, prvni 1 druha
denaturace probihaly pti 95 °C po dobu 0,5 minuty, teplota prvniho annealingu
byla 59 °C, druhého 54 °C a ¢as obou 1 minuta, prvni 1 druha elongace probihaly
pf1 72 °C 1,5 minuty. Zavérecna extenze probihala 10 min pti 72 °C. Prvni cykly
PCR byly opakovany 10 X, pii kazdém dosSlo o niZeni teploty o 0,5 °C. Druha
cast PCR byla opakovéana 24x. Teploty a délky jednotlivych krokt PCR jsou
shrnuty v Tabulce 4.5.

Tabulka 4.5: PCR program touchdown PCR-DNA izolovana z konsorcii
degradért kopolyesteru.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 2
Denaturace 95 0,5 10
Annealing 59 1
Elongace 72 1,5 -0,5 °Cleyklus
Denaturace 95 0,5
Annealing 54 1 24
Elongace 72 1,5
ZavéreCna extenze 72 10 1

Marker vz.1l wvz.2 vz.3 PK NK

Obrazek 4.23: Kontrola touchdown PCR pomoci agarosové elektroforézy. DNA
izolovana metodou chloroform/izoamylalkohol; PK — pozitivni kontrola;
NK — negativni kontrola.

Po touchdown PCR byla provedena dalsi PCR reakce, a bylo tedy pouzito
metody nested PCR, ktera zvySuje citlivost. V prvnim kroku byla pouzita sada
vngjSich primerti fD1 a rD1.V druhém kroku byla pouzita sada vnitfnich primert,
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341F GC a 907R, které nasedly na vnitini ¢ast specifického produktu z prvniho
kroku. Pfenos produktu z prvni reakce do druhé vedl k natedéni ptipadnych
inhibitort a zvySeni kone¢ného mnoZzstvi amplifikované DNA.

Vzhledem k piedpokladu, ze hlavnim degradérem PBAT byla bakterie patiici
ke skupiné Actinobacteria, byly pro prvni PCR pouzity také specifické primery
S-C-Act-235 a SC-Act-878. Vysledky PCR s témito specifickymi primery jsou
patrné z Obrazku 4.24. Specifické primery oproti primerim fD1, rD1 (1500 bp)
ohranicuji krat$i sek (643 bp) genu 16S rRNA. Jako vnitini primery pro druhé
kolo PCR byly proto vyuzity primery 341F GC a 518R, které ohraniCuji tisek
dlouhy pouze 177 bp. Identifikace bakterii na zaklad€ sekvenace takto kratkého
useku by byla méné spolehliva. Po n€kolika experimentech byly tedy pro prvni
PCR pouzity primery fD1 a rD1 a jako vnitini primery 341F GC a 907R. Takto
bylo dosazeno amplifikace Giseku dlouhé¢ho 560 bp a mohly byt identifikovany
také bakterie nepattici k aktinomycetam.

Marker PKNK vz.1vz.2vz.3vz.4vz.5vz.6 vz.7vZz.8vz.9vz.10vz. 11 vz.12vz.13

Obrdazek 4.24: Kontrola touchdown PCR pomoci agarosové elektroforézy.
DNA izolovana metodou chloroform/izoamylalkohol; PK — pozitivni kontrola;
NK — negativni kontrola. Specifické primery pro skupinu Actinobacteria.

Nevyhodou nested PCR je vysSi riziko vzniku nespecifickych produktt
Vv pribéhu reakce (Roux, 1995). Optimalizace tedy spocivala v nastaveni vhodné
teploty annealingu a poctu cykld, tak, aby bylo amplifikovano dostate¢né
mnozstvi DNA a pfitom minimalizovan vznik nespecifickych produktt. Teploty
a délky jednotlivych kroki PCR 2 s vnitinimi primery 341F GC a 907R jsou
shrnuty v Tabulce 4.6. Vysledky optimalizace jsou patrné na Obrazku 4.25
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Tabulka 4.6: PCR program PCR 2-DNA izolovana z konsorcii degradéra
kopolyesteru.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 10 1
Denaturace 95 1
Annealing 60 1 25
Elongace 72 1,5
ZavéreCna extenze 72 10 1

Obrazek 4.25: Kontrola nested PCR (vnéjsi primery fD1, rDI1 a vnitini 341F
GC, 907R) pomoci agarosové elektroforézy. DNA izolovand metodou
chloroform/izoamylalkohol; PK-pozitivni kontrola, NK-negativni kontrola.

Po sérii testll riznych metod izolace DNA byla jako nejvhodnéj$i zvolena
metoda chloroform/izoamylalkohol. Pro amplifikaci vybraného useku genu
16S rRNA byly zvoleny vnéjsi primery fD1 arD1 a vnitini 341F GC, 907R. Jako
prvni byla provedena tzv. touchdown PCR. Po optimalizaci PCR byla
amplifikovana DNA v dostatecném mnozstvi a kvalité, byl také minimalizovan
vznik nespecifickych produkti.

4.3.3 Optimalizace denaturacni gradientové gelové elektroforézy

Optimalizace DGGE spo¢ivala jednak v zavedeni metody na UIOZP, jednak
nastaveni nejvhodnéjSiho gradientu denatura¢nich cinidel pro rozdéleni
fragmenti DNA degradéri kopolyesteru. Gradient denaturacnich Cinidel ma
vyznamny vliv na ostrost a reprodukovatelnost bandl, které reprezentuji
konkrétni fragmenty DNA. Byly testovany gradienty 30-60 %, 30-70 %,
40-70 %, 20-80 % a 40-80 %. Posledni uvedeny gradient poskytl nejlepsi
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vysledky. Dale bylo optimalizovano napéti vkladané do soustavy pii pribéhu
elektroforézy a doba, po kterou elektroforéza probihala. Nejprve bylo testovano
napéti 120 V, které na soustavu plisobilo 15 hodin. Bylo také testovano urychleni
celé elektroforézy, kdy probihala pii 130 V po dobu 8 hodin, nedoSlo ale
K ostrému rozd¢leni bandt. Jako nejvhodnéjsi napéti bylo vyhodnoceno 90 V.
Elektroforéza probihala pfes noc po dobu 16,5 hodin.

4.3.4 Vysledky denaturacni gradientové elektroforézy a identifikované
mikroorganismy

Metoda nested PCR nasledovana DGGE byla vyuzita pro analyzu
bakteridlnich konsorcii degradujicich PBAT, ktera byla izolovéana z pidy. Po
izolaci DNA byl amplifikovan fragment regionu V3-V35, ktery je soucasti genu
16S rRNA. Amplifikovanda DNA byla pomoci DGGE rozdé¢lena do bandt na
zaklad¢é své mobility v gelu se stoupajicim denaturaénim gradientem (Obrazek
4.26). Nejintenzivnéj$i bandy byly z gelu vyfezany a po nésledn¢ PCR
a purifikaci sekvenovany firmou SEQme s.r.0. Sekvence DNA byly pak
taxonomicky zatazeny.

Ve vzorcich pad lze pozorovat vzdy vice bandu, které reprezentuji DNA
riznych skupin bakterii. Jiz z vizudlniho posouzeni lze tedy ptedbézné odvodit,
ze ve vzorcich se pravdépodobné nachazelo bakterialni konsorcium degradérii
PBAT. Vyskyt bakterialnich konsorcii degradujicich PBAT v ptidach byl
potvrzen po vyhodnoceni sekvenci a jejich pfifazeni konkrétnim bakterialnim
taxonim.
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Obrazek 4.26: a; b.: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze
konsorcia degradérii PBAT. Cisla ve spodni ¢asti obrdzku oznacuji cislo piidy.
Cisla bandii jsou prirazena identifikovanym bakteriim (PRILOHA 2).

U vétsiny konsorcii byl pfifazen nejméné jeden signal (reprezentovany
bandem) druhu fadicimu se k aktinomycetam, nejéastéji k Microbispora
bispora. Tato bakterie se jevila jako hlavni termofilni degradér PBAT, ktery je
Siroce rozSiten v pudach ve sledované oblasti (vychodni Morava). V ramci
disertani prace byla poprvé Microbispora bispora identifikovana jako c¢len
konsorcia degradért biodegradabilniho polymeru. Tato bakterie je znama pro
svou celulolytickou aktivitu. Idealni teplota pro jeji rist byla ve studii Waldrona
a kol.,, (1986) stanovena na 55 °C. Microbispora bispora produkuje
extracelularni celulazu (endoglukanaza) s vytézkem 5,9 U . ml. Tento enzym je
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aktivni v Sirokém rozmezi pH a je teplotn¢ stabilni (Waldron a kol., 1986).
Microbispora bispora byla zatim izolovana pouze z kompostu (Henssen, 1957;
Waldron a kol., 1986; Steger a kol., 2007). V ramci diserta¢ni prace byla zjiSténa
také ptitomnost této bakterie v plidach a v konsorciu degradujicim PBAT.

Mezi signaly, které nepatfily zastupci aktinomycet Microbispora bispora,
byly nejvice zastoupeny bakterie fadici se mezi termofilni bacilli, pfedevSim
druh Geobacillus sp. Bakterie Geobacillus kaustophilus byla ve studii
Grivalského a kol., zatazena k degradérim PBAT (Grivalsky a kol., 2018).
V n¢kolika dalSich studiich byla popsana degradacni aktivita bakterii rodu
Geobacillus, bakterie byly schopné degradovat alifatické uhlovodiky s dlouhym
fetézcem (Feng a kol., 2007; Park a kol., 2017), ropné uhlovodiky (Zhou a kol.,
2018) a také alifatické polymery Nylon-12 a Nylon-66 (Tomita a kol., 2003).
Bakterie rodu Geobacillus nebyly dosud v jiné praci sledovany v souvislosti
s degradaci alifatickych-aromatickych polyesteri. Ostatni bakterie se fadily do
kmenu Proteobacteria. Identifikované bakterie a jejich taxonomické zafazeni
jsou uvedeny v PRILOZE 2.

4.3.5 Fylogeneticka analyza

Studium vzajemnych vztahli mezi riznymi taxonomickymi skupinami lze
provést pomoci fylogenetické analyzy. Ptibuzenské vztahy lze posuzovat napf.
na zéklad¢ genetické piibuznosti. Grafickym znazornénim fylogenetické analyzy
je fylogeneticky strom.

Ve fylogenetickych stromech mohou misto taxonomickych jednotek
vystupovat pfimo jednotlivé biologické druhy nebo i jednotlivé geny. V tomto
piipadé byla ve fylogenetickém stromu vizualizovana pfibuznost mezi
sekvencemi genu 16S rRNA aktinomycety Microbispora bispora V programu
Jalview byl pomoci metody neighbor joining sestrojen fylogeneticky strom.
Srovnanim ziskanych sekvenci bakterie Microspora bispora bylo zjisténo, ze
tyto kmeny mohou byt rozdéleny do dvou skupin. Pokud bylo v jedné pudé
piifazeno vice bandu bakterii Mikrobispora bispora, byly jejich sekvence velmi
podobné, coz ukazuje na blizkou piibuznost nalezenych kmenti (Obrazek 4.27).

Z vysledkt analyzy hlavnich komponent je ziejmé, ze Microbispora bispora
spolu s riiznymi zastupci tfidy Bacilli byla mezi identifikovanymi organismy
nejvice rozsifena. Dalsi bakterie patfily, stejné jako Microbispora bispora do
kmene Actinobacteria a také Proteobacteria které jsou v ptd¢ hojné zastoupeny
(Spain akol., 2009) (Obrazek 4.28).
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Obrazek 4.27: Fylogeneticky strom zaloZeny na ziskanych sekvencich
Microbispora bispora useku V3-V5 genu 16S rDNA.

Microbispora

Actinobacteria

Bacilli

Protfeobacteria

Obrazek 4.28: Analyza hlavnich komponent zalozZend na sekvencich useku V3-
V5 genu 16S rDNA ziskanych z DGGE analyzy a sekvenovani.
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4.4 Vyuziti molekularné biologickych metod pri biodegradaci
BTEX a ropnych uhlovodikii in situ

Podstatou této bioremedia¢ni technologie byla podpora biodegradace BTEX
a ropnych uhlovodikii za anoxickych podminek. Byla sledovana diverzita
a vyvoj bakterialniho spoleCenstva na lokalitach s vysokou koncentraci BTEX
a leteckého petroleje ve zvodnélé horninové vrstvé. Bylo vyhodnoceno, zda méla
aplikace nutrientd a termindlniho akceptoru elektroni pfimo na vybranych
lokalitach pozitivni vliv na diverzitu a mnoZstvi potencialnich degradér.

Testované vzorky byly charakteristické vysokou bakterialni diverzitou, proto
bylo provedeno né€kolik optimalizaci PCR a DGGE, aby bylo mozZné spolehlivé
vyhodnotit vysledky.

Dosazené vysledky byly prezentovany ve spolupraci s EPS biotechnology
s.r.0. a Univerzitou Pardubice v ramci projektu Technologické agentury CR
Pokrocilé technologie lithotrofni imobilizace a anaerobni bioremediace pro
napravu a prevenci $kod na zivotnim prostiedi-,, ANAREM*.

4.4.1 Optimalizace polymerazové retézové reakce pro vzorky s vysokou
bakterialni diverzitou

Vyuziti molekularné biologickych metod pii identifikaci bakteridlnich
konsorcii s vysokou diverzitou mize byt problematické. Béhem PCR miize
dochazet k preferenéni amplifikaci DNA nékterych bakteridlnich skupin.
V ¢lanku Gonzales a kol., (2012) se uvadi, Ze relativni efektivita amplifikace
riznych bakteridlnich druhii neni umérnd jejich zastoupeni ve vzorcich.
Ptitomnost bakterialnich skupin, které se vyskytuji s niz§i abundanci tak mtze byt
podcenéna. S rostouci teplotou amplifikace dle ¢lanku Sipos a kol., (2007) rostla
také preferenéni amplifikace nejvice zastoupenych druhii. Pfi nizké teploté ale
béhem PCR vznikaji nespecifické produkty (Friedrich a kol., 2006). Proto bylo v
této Casti prace optimalizovano nastaveni PCR tak, aby bylo co nejvice zamezeno
vzniku nespecifickych produkti a zaroven preferen¢nim amplifikacim. Cilem
bylo analyzovat zmény v diverzit¢ a abundanci bakterii, které se na lokalité
vyskytovaly po aplikaci zdkladnich zivin a terminalnich akceptort elektront
a identifikovat bakterialni skupiny degradujici vysokomolekularni uhlovodiky.
Z toho duvodu byl kladen diraz na celkovy obraz bakteridlniho spoleCenstva,
ktery by nepodcenil pfitomnost nékterého z dilezitych druht. V Tabulkach
4.7 a 4.8.je uvedeno nastaveni PCR programu, které poskytovalo nejlepsi
vysledky.
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Tabulka 4.7: PCR program touchdown PCR-DNA izolovana z
kontaminovanych lokalit.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 2 1
Denaturace 95 0,5 10
Annealing 58 1
Elongace 72 1,5 -0,5 °C/eyklus
Denaturace 95 0,5
Annealing 53 1 24
Elongace 72 1,5
ZavereCna extenze 72 10 1

Tabulka 4.8: PCR program PCR 2 DNA izolovana z kontaminovanych lokalit.

Teplota (°C) Cas (min.) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 10 1
Denaturace 95 1
Annealing 61 1 25
Elongace 72 1,5
ZavereCna extenze 72 10 1

Stejné¢ jako v Kapitole 3.5.6 byla nejprve provedena touchdown PCR
(Obrazek 4.29), ve které doslo k amplifikaci 1500 bp dlouhého fragmentu DNA.

Poté nasledovala druhd PCR s vnitinimi primery a byl amplifikovan tasek DNA
dlouhy 560 bp (Obrazek 4.30).
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Obrazek 4.29: Kontrola TD PCR (vnéjsi primery fD1 rD1) pomoci agarosové
elektroforezy.

Obrazek 4.30: Kontrola nested PCR (vnéjsi primery fD1, rD1
a vnitini primery 341F GC, 907R) pomoci agarosové elektroforézy.
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4.4.2 Vysledky denaturacéni gradientové elektroforézy a bakterie
identifikované ve vzorcich z lokality kontaminované BTEX

Na lokalit¢ kontaminované BTEX byly odebrany ze zvodnélé horninové
vrstvy vzorky, ze kterych byla izolovina DNA a identifikovani clenoveé
bakteridlniho konsorcia.

Vzhledem k tomu, Ze byly analyzovany environmentélni vzorky s vysokou
bakteridlni diverzitou, a kompletni analyza tedy nebyla prakticky mozna, byly
primarn¢ sekvenovany bandy, u kterych doslo v pribéhu casu ke zméné
Intenzity. Zména intenzity znac¢i rozvoj ¢i ubytek konkrétniho bakterialniho
kmene. DNA kazdého vzorku byla do gelu davkovana dle data odbéru a vzorky
po sob¢ nasledovaly od nekontaminovaného pozadi az po vzorek, kde byla
zjisténa nejvyssi kontaminace BTEX.

NK1 A B C

Obrazek 4.31: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze
konsorcia izolovaného z lokality kontaminované BTEX behem aplikacniho
obdobi nutrientii a akceptorii termindlnich elektromi. Cisla ve spodni cdsti

obrazku oznacuji posloupnost odbéru; NK 1-kontrolni vrt; A-B-C-vrty se
vzristajici kontaminaci BTEX. Cisla bandii jsou pFirazena identifikovanym
bakteriim (PRILOHA 3).

Z vysledk lze usoudit, ze u kontrolniho vrtu NK 1 doSlo v pribéhu
vzorkovani k mirnému zvySeni bakteridlni diverzity a k pomnozeni pfedevSim
bakterii rodu Zooglea, Treponema a Dokdonella. Bakterie rodu Dokdonella byly
kromé¢ kontrolniho vrtu identifikovany také ve vrtech B a C. U téchto vrtii doslo
u rodu Dokdonella pouze k mirnym zménam v diverzité. Vzhledem k jejich
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naristu v kontrolnim vrtu, do kterého nebyly aplikovany Ziviny ani terminalni
akceptor elektrond, lze soudit, ze jejich rozvoj byl ovlivnén také jinymi faktory.
Ve vrtu B byly aplikaci nutrienti nejvice ovlivnény bakterie rodu Azoarcus
(band ¢. 14). Jedna se o anaerobni nebo fakultativné anaerobni denitrifika¢ni
bakterie degradujici aromatické uhlovodiky (Rabus a Widdel, 1995; Springer
a kol., 1998). Jako terminalni akceptor elektronii vyuzivaji v anaerobnim
prostfedi dusi¢nany (Carmona a kol., 2009; Zamarro a kol., 2017). Ve vrtu
C doslo po aplikaci nutrientti ke zvySeni mnozstvi bakterii Geothrix fermentans
(band &. 21). Tato anaerobni bakterie je schopna redukce Fe3*, byla u ni (nebo
blizce pribuzného druhu) také prokazana schopnost degradace BTEX (Coates
a kol., 1999; Rooney-Varga a kol., 1999; Da Silva a Corseuil, 2012; Klueglein
akol., 2013). G. fermentans muze vyuzivat jako akceptor terminalnich elektron
Fe3*, pfipadné Mn**, dusi¢nany, 2,6-anthraquinone disulfonat a fumarat (Bond a
Lovley, 2005; Coates a kol., 1999). V nejmén¢ kontaminovaném vrtu A neméla
aplikace podplrnych latek velky vliv na zmény v bakterialni diverzité. Mezi
potencialné zajimavé identifikované bakterie, které se vyskytovaly v podzemni
vod¢ odebrané z tohoto vrtu, se fadi také Candidatus Nitrotoga arctica. Jedna se
0 psychrofilni nitrifikaéni bakterii diive identifikovanou ve vzorcich permafrostu
(Alawi a kol.). Ve vodach byly kromé& anaerobnich a fakultativné anaerobnich
bakterii identifikovany také bakterie aerobni (napt. Dokdonella sp., Acidovorax
sp., Candidatus Nitrotoga arctica), tyto bakterie pravdépodobné nebyly
metabolicky aktivni. Na lokalit¢ byly identifikovany bakterie pattici do tiid
Bacilli, Betaproteobacteria, Clostridia, Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Spirochaetia. Identifikované Dbakterie a jejich
taxonomické zatazeni jsou uvedeny v PRILOZE 3.

Molekularné-biologickymi metodami byly stanoveny zmény ve slozeni
bakteridlniho konsorcia, byly identifikovany bakterie pfitomné na lokalité, mezi
nimi také potencialné¢ zajimavé, které nejvice reagovaly na aplikaci nutrient
a mohou mit potencidl pii degradaci BTEX.

Aplikace nutrientti a akceptori termindlnich elektront tedy podpofila rist
bakterialnich druhti, které jsou potencialnimi degradéry BTEX, z literatury byla
potvrzena pritomnost dvou druhli degradérii na lokalitich kontaminovanych
aromatickymi uhlovodiky. Podpora rlstu téchto bakterii mohla byt pouzita jako
soucast sanacnich praci, které na lokalité probihaly.

443 Vysledky denaturacni gradientové elektroforézy a bakterie
identifikované ve vzorcich zlokality kontaminované leteckym
petrolejem

Byla provedena molekularné-biologicka analyza vlivu aplikace dusi¢nant
a komplexniho ¢inidla na bakteridlni diverzitu a vyvoj konsorcia bakterii na
lokalit¢ dlouhodobé kontaminované leteckym petrolejem. Bakterialni diverzita
byla velmi vysoka, a proto byly sekvenovany jen vybrané bandy.
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Obrazek 4.32: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze konsorcia
izolovaného z lokality kontaminované leteckym petrolejem behem aplikacniho obdobi
akceptorii termindlnich akceptorii elektronii. Cisla ve spodni cdsti obrazku oznacuji
posloupnost odberi; NK 2-nekontaminované pozadi; PK-kontaminované pozadi,
N_A, N_B-aplikace dusicnanii, NC A, NC B-aplikace komplexniho cinidla. Cisla
bandii jsou prifazena identifikovanym bakteriim (PRILOHA 4).
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V ptipadé aplikace dusi¢nanii nedoSlo k vyraznym zménam v diverzité
bakteridlniho konsorcia. K nejvyraznéj$i zméné intenzity doslo 2 tydny po
aplikaci u bandu 37, ktery pattil Saccharofermentans acetigenes, pii dal$im
vzorkovani jiz nebyl band patrny.

Ve vrtech, ve kterych bylo aplikovano komplexni ¢inidlo, byla mikrofléra
ovlivnéna vyrazngji, k zesileni bandu, které reprezentuje zvySeni mnoZzstvi
DNA, doslo po aplikaci komplexniho ¢inidla pfedev§im u bandi oznacenych
jako 31 a 42. DNA vbandu 31 patiila Sulfuricella denitrificans. Jedna se
o fakultativné anaerobni, siru oxidujici bakterii (Watanabe a kol., 2014). DNA,
ktera byla pfitomna v bandu 42 byla identifikovana jako Rhodanobacter sp.
Nékteré kmeny bakterii rodu Rhodanobacter maji potencial pii degradaci
benzo[a]pyrenu, ktery je slozkou motorové nafty (Kanaly a kol., 2002). Jako
terminalni elektron jsou vyuzivany pfedevsim dusi¢nany, dusitany N,O a Fe3*
(Prakash a kol., 2011).

V nekontaminovaném (kontrolnim) vrtu byli identifikovani zastupci tfid
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria
a Betaproteobacteria. Ve vrtu s kontaminovanym pozadim byly identifikovany
bakterie patfici do tfid Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, Clostridia,
Acidobacteria, Betaproteobacteria. Mikroflora vrtt, ve kterych probéhla
aplikace komplexniho ¢inidla, se skladala ze zastupcu tiid Betaproteobacteria,
Actinobacteria a Spirochaetia. Ve vrtech, do kterych byly aplikovany dusi¢nany,
se vyskytovaly bakterie patfici do tfid Betaproteobacteria, Spirochaetia
a Clostridia.

Z vysledki identifikace bakterii pfitomnych na lokalitach je patrna velka
bakterialni diverzita. Vyskytuji se zde také bakterie, u kterych je z literatury
znama schopnost degradovat latky ptitomné v leteckém petroleji, napt. bakterie
Syntrophus sp., Dechloromonas sp., Curvibacter sp. nebo Albidiferax sp.
(Meckenstock, 1999; Chakraborty a kol., 2005; Chiu a kol., 2013; Yang a kol.,
2014). Nepodafilo se ale prokazat pozitivni reakci na pridavek akceptoru
termindlnich elektrond.

Stejné jako ve vzorcich odebranych z lokality kontaminované BTEX, i na
lokalit¢ kontaminované leteckym petrolejem se vyskytovaly aerobni bakterie
(napf. Hydrocarboniphaga  dagingensis, Granulicella paludicola,
Dokdonella sp.). Jednalo se pravdépodobné o metabolicky neaktivni bakterie.
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5. ZAVER

Diserta¢ni prace se vénovala problematice biodegradace polymeri a dale také
vyuziti molekularné biologickych metod pro analyzu environmentalnich vzorki.
Ze ziskanych vysledki 1ze odvodit nasledujici zavéry:

Biodegradace filmi komerén€ vyrabéného alifatického aromatického
kopolyesteru  polybutylen adipat tereftalatu probihala pi1i 25 °C
ve 3 druzich pid dle ocekdvani pomérné¢ pomalu. Paraleln€ probihal
biodegrada¢ni experiment s filmy vyrobenymi ze smési tohoto kopolyesteru se
Skrobem (termoplasticky Skrob). Vysledky dokumentuji, Ze mineralizace
smésného filmu zacala jiz v prvnich dnech a intenzivné pokrac¢ovala po celou
dobu experimentu. Pfitomnost Skrobu v materialu podpofila biodegradaci
samotného kopolyesteru.

Film vyrobeny z Cistého kopolyesteru vykazoval zmény v mechanickych
vlastnostech, ale film si i na konci experimentu zachoval integritu bez
vyznamného poskozeni. Kopolyester ve smési se Skrobem se v ptid¢ rozpadl na
drobné ¢astice jiz po 20 dnech inkubace. Dal§imi experimenty bylo prokazano,
ze pevnost vtahu i napéti pfi pfetrzeni se vyrazné snizily jiz na zacatku
experimentu.

M¢éteni zmén molekulovych hmotnosti obou materidli a sledovani vyvoje
distribu¢nich  kiivek  molekulovych  hmotnosti  podpofilo  vysledky
biodegrada¢nich experimenti a mechanickych zkousek a prokdzali, Zze
kopolyester byl skute¢né biodegradovan a asimilovan ptidnimi mikroorganismy.

Pomoci barveni Lugolovym roztokem a optické mikroskopie byl v pribéhu
degradace pozorovan rapidni ubytek Skrobovych zrn ve smési Skrobu
a kopolyesteru. Barvenim safraninem byl vizualizovan vyvoj biologickych
struktur na povrchu filmu. Rastrovaci elektronova mikroskopie ukazala, ze na
povrchu materidlu vyroben¢ho ze smési se Skrobem vznikaly v prabéhu
biodegradace paralelné orientované trhliny a byly zde také pritomny bakterialni
filamenta a spory.

Biodegradacni experiment byl podpotfen také vysledky méfeni abiotické
hydrolyzy, experimenty byly provedeny s polyestery PBS, PBSA a PBAT, jako
negativni kontrola slouzil PBT. Vzorky ve vodném prostiedi byly inkubovany
pii 30, 58 a 70 °C. Teplota mé¢la na degradaci vyznamny vliv, se zvysujici se
teplotou rostla mira degradace materidla.

Ze 30 vzorkl pud se podatilo po selektivnim pomnozeni izolovat termofilni
degradacni konsorcia (biodegradace kopolyesteru PBAT) a stanovit pocty CFU.
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Pomoci metody PCR-DGGE a sekvenace byli identifikovani ¢lenové konsorcii.
Nejcastéji byla v pidach zastoupena bakterie Microbispora bispora.

Ve spolupraci s firmou EPS biotechnology s.r.o. bylo provedeno posouzeni
vlivu nutrientii a akceptorti terminalnich elektroni na vyvin bakteridlnich
konsorcii a identifikace jednotlivych bakterii ve zvodnélé horninové vrstvé na
lokalitdch kontaminovanych BTEX a leteckym petrolejem. Prace byly provedeny
V ramci sanaci kontaminovanych lokalit.

Aplikace nutrientil a akceptorti terminalnich elektronil na lokalité¢ kontaminované
BTEX podpofila rist bakteridlnich druhti, které jsou potencidlnimi degradéry
téchto polutanti.

V ptipadé lokality kontaminované leteckym petrolejem byly jako termindlni
akceptory elektronii aplikovany dusi¢nany a také komplexni ¢inidlo (NO*, SO4*
a Fe’). Po aplikaci dusi¢nani nedoSlo k vyraznym zménidm v diverzité
bakteridlniho konsorcia. Ve vrtech, ve kterych bylo aplikovano komplexni
¢inidlo, byla mikroflora ovlivnéna vyraznéji.
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6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI
Ptinosem pro védu je zjisténi, Ze:
1. Pfitomnost Skrobu podporuje biodegradaci PBAT v pid¢ v mezofilnich

podminkach.

2. Analyzou 41 vzorkl pud byla prokazana ptitomnost degradéri PBAT
V Zivotnim prostiedi.

3. Metoda DGGE potvrdila hypotézu, Ze biodegradace PBAT se ucastni
bakteridlni konsorcia, kteréd jsou efektivnéj$i nez izolované kolonie.

4. Na UIOZP byla zavedena a optimalizovana metoda PCR-DGGE, ktera je
Vv soucasnosti $iroce vyuzivana V dal$ich védeckych experimentech.

Ptinosem pro praxi je to, Ze:
1. Studium biodegradace polyesteri v redlnych pidach za mezofilnich

podminek mutze pomoci docilit efektivniho rozkladu polymert po jejich
uziti na zemédelskych plochéach ¢i na skladkach.

2. Ziskané poznatky mohou piispét k vyzkumu a vyvoji v oblasti vyroby
a pouziti napiiklad biodegradabilnich mulcovacich f6lii.

3. Molekularné biologickd analyza kontaminovanych lokalit mize byt
aplikovana do environmentalni praxe a vyuzita v rdmci sanaci.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A Adenin

APS Peroxodisiran amonny

ASTM Americka spole€nost pro zkouSeni a materialy
BPEJ Bonitovana pudné ekologicka jednotka
BTEX Benzen, toluen, ethylbenzen, xylen
CFU Colony forming units

Cox Oxidovatelny uhlik

C Cytosin

DGGE Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza
DNA Deoxyribonukleova kyselina

DMSO Dimethylsulfoxid

DSC Diferencialni skenovaci kalorimetrie
dsDNA Dvoufietézcova DNA

EN Evropské norma

ETB Ethidiumbromid

GC Plynova chromatografie

GD agar Glycerol — dusi¢nanovy agar

GPC Gelova permeacni chromatografie

G Guanin

IC Anorganicky uhlik

ISO Mezinarodni organizace pro normalizaci
LDPE Nizkohustotni polyethylen

MM Mineralni médium

Mw Molekulova hmotnost

PBAT Polybutylen adipat tereftalat

PBA Polybutylen adipat

PBS Polybutylen sukcinat

PBSA Polybutylen sukcinat adipat

PBT Polybutylen

PCL Poly-e-kaprolakton

PCR Polymeréazova tfetézova reakce

PE Polyethylen

PEA Poly (esteramidy)

PHA Polyhydroxyalkanoat
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PHB
PHV
PLA
PVA
RNA
rRNA
SDS
SEM
SOM
SSDNA

TC
TCD
PCR
TEMED
TOC
TPS
TYA
UIOZP
uv
AHpn

Poly (B-hydroxybutyrat)
Polyhydroxyvalerat

Kyselina polymlé¢na

Poly (vinylalkohol)

Ribonukleova kyselina
Ribozomdlni RNA

Dodecylsiran sodny

Rastrovaci elektronovad mikroskopie
Pidni organicka hmota
Jednotetézcova DNA

Thymin

Celkovy uhlik

Tepelné vodivostni detektor
Touchdown PCR
Tetramethylethylenediamin
Celkovy organicky uhlik
Termoplasticky Skrob

Tryptone yeast extract agar

Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Ultrafialové zateni

Entalpie tani
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13. PRILOHY

PRILOHA 1

Hlavni charakteristiky pid a pocty CFU.

CFU1x10? | CFU2x10?
*
C. ((:33) Habitat | Pudni typ pH Qs 1: Siny 0s lf Siny
pudy pudy

1 | 0,87-1,74 Sad Fluvizem 6,60 2 44
2 | 0,87-1,74 Potok Fluvizem 5,85 <1 9,9
3 1,5-3 Pole Luvizem 6,2 0 0
4 1,5-4,5 Pole Fluvizem 6,41 0 0

5 1,5-4,5 Pole Fluvizem 6,59 0 0

6 0’5>81"11’610; Eg?ggtl Luvizem | 6,10 <1 5,7
7 0’5>81"11’§0; Potok | Fluvizem | 5,90 <1 25
8 0,87-1,74 Potok Fluvizem 6,05 1 15
9 0,87-1,74 Pole Luvizem 6,12 <1 4,6
10 | 0,87-2,61 Eg?;;ltl Fluvizem | 5,40 <1 4,3
11 | 1,45-2,03 Pole Luvizem 6,43 2 12
12 | 0,87-2,61 Les Luvizem 5,30 <1 3,3
13 | 0,58-1,45 Les Pararendzina | 5,24 <1 1,3
14 | 0,58-1,45 Pole Pararendzina | 5,45 <1 93
15 | 0,87; >1,45 Pole Kambizem 5,80 <1 8,8
16 | 1-1,9;>2 Potok Fluvizem 6,27 0 0
17 | 1,5;>25 Pole Kambizem 5,97 0 0
18 | 0,87; >1,45 Pole Kambizem 6,4 <1 8,7
19 1,5-3 Pole Fluvizem 6,42 0 0
20 | 0,87; >1,45 ;(r)a::)n; Fluvizem 5,93 <1 7,7
21 | 0,87;>1,45 Pole Fluvizem 5,30 <1 92
22 | 0,87-2,61 Potok Fluvizem 6,25 <1 15
23 | 0,87-2,61 Potok Fluvizem 5,57 1 140
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CFU1x10? | CFU2x10?
¥ CO* . oy, / /
C. (%) Habitat | Pudni typ pH g susiny g susiny
pudy pudy
24 | 0,87-2,61 Sad Kambizem 6,10 1 22
25 | 2-3;:>3 Pole Cernozem 5,75 0 0
26 | 0,87-1,74 Les Kambizem 5,03 <1 32
0,58-1,10; Travni )
27 >1.16 norost Kambizem 6,50 <1 24
28 | 0,87;>1,45 Les Kambizem 5,23 <1 9,6
20 | 087:>1.45 | VM|« ozem | 6,65 <1 89
porost
30 | 145203 | AV o ozem | 677 <1 18
porost
31 1,5-45 Pole Fluvizem 5,81 0 0
32 | 1.25 | mavnpo oem | 612 0 0
porost
33 | 1-25 | mavnllo vizem | 614 0 0
porost
1,16-1,74; )
34 174 Pole Luvizem 6,72 <1 70
1,16-1,74; )
35 174 Pole Luvizem 5,90 0 140
36 | 0,58-1,45 Pole Pararendzina 6,10 1 51
37 | 0,58-1,45 Potok Kambizem 6,19 1 16
38 |0,87;>1,45| Potok Cernozem 6,61 <1 31
39 | 1,45-2,03 Pole Fluvizem 6,7 2 31
40 1,5-45 Les Fluvizem 5,59 0 0
41 | 1,45-2,03 Pole Fluvizem 6,75 2 13

a

Corg, Obsah organického uhliku; hodnoty poskytnuty Vyzkumnym udstavem

melioraci a ochrany pudy, Zabovreska 250, 156 27 Praha 5 — Zbraslav, CR.
bCFU1, poéty degradérii pfed pomnozenim.
¢ CFU2, pocty degradérti po pomnozeni.
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PRILOHA 2

Identifikovani degradéti kopolyesteru.

2

2

C. C. Ttida Nejblizsi piibuzny Shoda
puady | bandu v databazi (%)
1.1 Bacilli Saccharococcus sp. 97
1 1.2 Bacilli Paenibacillus 92
1.3 Actinobacteria Microbispora bispora 97
1.4 Actinobacteria Microbispora bispora 97
2.5 Bacilli Geobacillus sp. 99
2 2.6 Actinobacteria Microbispora bispora 97
2.7 Actinobacteria Microbispora bispora 97
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6.8 Bacill Aeribacillis . 96
6 6.9 Bacilli caldoxylosilyticus 29
6.10 Actinobacteria . Xylostiyticu 99
Microbispora bispora
7 7.11 Actinomadura rubrobrunea 98
.
8 8.13 Bacilli caldisaponilyticus 29
8.14 Actinobacteria S yt 96
Microbispora bispora
9.15 Bacilli Bacillus sp. 99
9 9.16 Betaproteobacteria Diaphorobacter sp. 93
9.17 | Alphaproteobacteria Methylobacterium sp. 95
9.18 Actinobacteria Microbispora bispora 96
o || |
10.20 Bacilli . 99
Geobacillus sp.
11.21 Bacilli Geobacillus sp. 99
11 11.22 Bacilli Geobacillus sp. 99
11.23 Actinobacteria Microbispora bispora 97
12 12.24 Actinobacteria Propionibacterium 100
12.25 Actinobacteria Microbispora bispora 99
13.26 Bacilli Flectobacillus sp. 99
13.27 Bacilli Flectobacillus roseus 99
13.28 Bacilli Geobacillus sp. 94
13 13.29 Bacilli Bacillus sp. 99
13.30 | Alphaproteobacteria Methylobacterium sp. 97
13.31 Actinobacteria Microbispora bispora 96
13.32 Actinobacteria Actinobacteria 88
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C. C. Trida Nejblizsi pfibuzny v Shoda
piady | bandu databazi (%)
14.33 Bac!ll! Flectoba}cillus sp. 99
' Bacilli Flectobacillus roseus 99
14 14.34 - :
14.35 _BaC|II| _ _ Geo_bacnlus Sp. 94
Actinobacteria Microbispora bispora 99
15 15.36 Actinobacteria Microbispora bispora 99
15.37 Actinobacteria Microbispora bispora 99
16 - - -
17 - - -
18.38 Bacilli Paenibacillus sp. 93
18.39 Bacilli Thermobacillus sp. 95
18 18.40 Bacilli Aeribacillus sp. 99
18.41 | Alphaproteobacteria Blastochloris sp. 87
18.42 Actinobacteria Microbispora bispora 99
19 - - -
20.43 Bacilli Geobacillus sp. 99
20 20.44 Actinobacteria Microbispora bispora 99
20.45 Actinobacteria Microbispora bispora 99
21 21.46 Bacilli Geobacillus debilis 99
21.47 Actinobacteria Microbispora bispora 99
99 22.48 Bacilli Paenibacillus sp. 88
22.49 Bacilli Alicyclobacillus 90
23 23.50 Bacilli calggs)ﬁig:::/liiscus %9
23.51 Actinobacteria : ; } 99
Microbispora bispora
24 24.52 Bacilli Aeribacillus sp. 99
24.53 Bacilli Aeribacillus sp. 95
25 - - -
e |
26 26.55 Bacilli Blastochloris sp | %
26.56 | Alphaproteobacteria Actinomadura sp. 96
26.57 Actinobacteria ' 96
Actinobacteria Microbispora bispora gs
27.58 Actinobacteria Microbispora bispora 9%
97 27.59 Bacilli Geobacillus
27.60 thermoglucosidasius 99
27.61 Bacilli Parageobacillus
thermoglucosidans
28 28.62 Actinobacteria Microbispora bispora 99
28.63 Bacilli Kyrpidia tusciae 9%
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C. C. Trida Nejblizsi pfibuzny v Shoda
piady | bandu databazi (%)
29.64 Bacilli caﬁj?gglté%(i:llll'ttiﬁus %9
29.65 Bacilli poni’y 91
- Thermobacillus sp.

29 29.66 Bacilli Paenibacillus s 89
29.67 Bacilli pacnibacillus sp. o4
29.68 Bacilli ovbacillu 99
29.69 Bacilli ANOXy . 99

caldicaldiproteolyticus

30.70 Actinobacteria m:g:gg::pgg E::pgg 99
30.71 Actinobacteria pora bisp 99

30 - Parageobacillus
30.72 Bacilli thermoglucosidans 9
30.73 Bacilli 9 80

Bacillus sp.

31 - - -

32 - - -

33 - - -
34.74 Gammap:gteobacter Dokdonella sp. 97

34 34.75 Actinobacteria Microbispora bispora 99
34.76 . . Microbispora bispora 99

Actinobacteria

35 35.77 Bacilli Paenibacillus ehimensis 93
35.78 Clostridia Thermoanaerobacterium 87
6.79 Thermoa_maerobacter Caldicellulosiruptor sp. 97

iales :

36 36.80 Betaproteobacteria Pelomonas aquatica 99

36.81 ) Methylobacterium sp. 98
Alphaproteobacteria I )
36.82 X . Propionibacterium sp. 99
Actinobacteria

37 37.83 Betaproteobacteria | Comamonadaceae bacterium 99
37.84 Actinobacteria Microbispora bispora 99

38 38.85 Bacilli Geobacillus sp. 98
38.86 Actinobacteria Microbispora bispora 98
39.87 Bacilli Aeribacillus sp. 99

39 39.88 Bacilli Geobacillus sp. 100
39.89 Actinobacteria Microbispora bispora 96

40 - - -

41 41.90 Betaproteobacteria Pelomonas sp. 95
41.91 Actinobacteria Microbispora bispora 98
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PRILOHA 3

Vysledek identifikace mikroorganismi ptitomnych ve vzorcich odebranych
z lokality kontaminované¢ BTEX.

1 Spirochaetia Spirochaetaceae Treponema sp. 91
2 Gammaproteobacteria | Rhodanobacteraceae Dokdonella sp. 90
3 Betaproteobacteria Rhodocyclaceae Zooglea sp. 97
4 Spirochaetia Rhodanobacteraceae Ei)r%ﬁc?tr;iel Iilsa 98
5 Deltaproteobacteria Desulfobulbaceae Desulfobulbaceae 83
6 Bacilli Paenibacillaceae Paenibacillus sp. 94
7 Betaproteobacteria Gallionellaceae Ni t?oatgggjgtrlgica 99
8 Betaproteobacteria Comamonadaceae Acidovorax sp. 91
9 Bacilli Paenibacillaceae Paenibacillus sp. 93
10 Clostridia Clostridiaceae Clostridium sp. 93
11 Betaproteobacteria Comamonadaceae Acidovorax sp. 100
12 Spirochaetia Rhodanobacteraceae Dir?qlﬂggﬁlilsa 98
13 Betaproteobacteria Comamonadaceae Malikia sp. 99
14 Betaproteobacteria Rhodocyclaceae Azoarcus sp. 99
15 Spirochaetia Rhodanobacteraceae | Rhodanobacteraceae 87
16 Spirochaetia Rhodanobacteraceae | Rhodanobacteraceae 89
17 Spirochaetia Rhodanobacteraceae [?r?]lﬁ?ggiellilsa 97
18 Spirochaetia Rhodanobacteraceae [?;ﬁggﬁlilsa 98
19 Spirochaetia Rhodanobacteraceae | Rhodanobacteraceae 81
20 Spirochaetia Rhodanobacteraceae [?r?qi:gggﬁlilsa 98
21 Holophagae Holophagaceae Geothrix fermentans 99
22 | Gammaproteobacteria | Xanthomonadaceae | Xanthomonadaceae 88
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PRILOHA 4

Vysledek identifikace mikroorganismi pfitomnych ve vzorcich odebranych
Z lokality kontaminované leteckym petrolejem.

1 Gammaproteobacteria Sinobacteraceae Hyd gg%e:;z 22;?2619& 91
2 Alphaproteobacteria Acetobacteraceae cozna:\pg?;\i:oi?is 99
3 Gammaproteobacteria Pseudomonadaceae Rugamonas rubra 92
4 Betaproteobacteria Comamonadaceae Rhodoferax sp. 84
5 Betaproteobacteria Comamonadaceae Curvibacter sp. 99
6 Betaproteobacteria Comamonadaceae Rhodoferax sp. 99
7 Betaproteobacteria Comamonadaceae Albidiferax sp. 99
8 Betaproteobacteria Comamonadaceae Curvibacter sp. 96
9 Neuvedeno Neuvedeno Meth?/?;rg:?:tt)lijlsis . 93
10 Deltaproteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio sp. 98
11 Betaproteobacteria Comamonadaceae Rhodoferax sp. 82
12 Betaproteobacteria Comamonadaceae Curvibacter sp. 92
13 Deltaproteobacteria Syntrophaceae Syntrophus sp. 96
14 Deltaproteobacteria Syntrophaceae Syntrophus sp. 92
15 Betaproteobacteria Azonexaceae Dechloromonas sp. 87
16 Clostridia Peptococcaceae Z??;?OT]?;%EJQ 98
17 Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium sp. 95
18 Deltaproteobacteria Syntrophaceae Syntrophus sp. 95
19 Acidobacteria Acidobacteriaceae Gpr;ﬁléliigslléa 91
20 Betaproteobacteria Azonexaceae Dechloromonas sp. 89
21 Clostridia Peptococcaceae T)erl(;);?()n;?;léhur? 97
22 Clostridia Peptococcaceae T)erl(;);?()n;?;létjr? 96
23 Betaproteobacteria Comamonadaceae Delftia acidovorans 91
24 Spirochaetia Spirochaetaceae Treponema sp. 94
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B?d Ttida Celed Nej lz]lijiit E[l::',l;lzny Id(?;(t)i)ta
25 Betaproteobacteria Gallionellaceae (?eur:{tur T]'cff:r‘; 98
26 Betaproteobacteria Comamonadaceae Rhodoferax sp. 85
27 Spirochaetia Rhodanobacteraceae Frateuria sp. 96
28 Spirochaetia Spirochaetaceae Treponema sp. 93
29 Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Herbaspirillum sp. 95
30 Betaproteobacteria Oxalobacteraceae Herminiimonas sp. 86
31 Betaproteobacteria Gallionellaceae dseur:{tur T}fggﬂi 98
32 Neuvedeno Neuvedeno Delta %ﬁfﬁgﬁterium 85
33 Actinobacteria Mycobacteriaceae Mycobacteriaceae 79
34 Clostridia Ruminococcaceae Saccharo_f ermentans 97

acetigenes
35 Clostridia Ruminococcaceae Rumbiggtce or(i:ltj:ﬁqceae 91
36 Betaproteobacteria Comamonadaceae Delftia sp. 82
37 Clostridia Ruminococcaceae Saccr;i:t):‘ggnmeesntans 94
38 Betaproteobacteria Comamonadaceae Delftia sp. 88
39 Betaproteobacteria Azonexaceae Dechloromonas sp. 94
40 Spirochaetia Rhodanobacteraceae | Dokdonella immobilis 96
41 Spirochaetia Rhodanobacteraceae Dokdonella sp. 86
42 Spirochaetia Rhodanobacteraceae Rhodanobacter sp. 97

128




