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ABSTRAKT 

Předložená diplomová práce se zabývá studiem methanogenních mikroorganismů z domény 

Archaea. Cílem této práce bylo vytipovat vzorky obsahující gen mcrA, tedy provést scree-

ning konsorcií methanogenů v rámci společenstva vyskytujícího se ve vybraných hnědou-

helných a černouhelných lokalitách na území České republiky, a vytipovat tak uhelné loka-

lity s největším potenciálem pro podporu biogenní methanogeneze.  

Zacílením na gen mcrA proběhla analýza reálných vzorků černého a hnědého uhlí a také 

důlních vod, dále byly analyzovány další environmentální vzorky. Gen mcrA byl detekován 

pomocí metod PCR a qPCR. Absolutní kvantifikace genu mcrA proběhla metodou klono-

vání. Jednotlivé molekulárně biologické metody byly optimalizovány za účelem zpřesnění 

výsledků. Z toho důvodu byly také navrženy specifické DNA próby. Přítomnost genu mcrA 

byla potvrzena v 15 vzorcích černého uhlí, 13 vzorcích hnědého uhlí a 4 dalších environ-

mentálních vzorcích. 

Klíčová slova: methanogenní mikroorganismy, uhelné doly, gen mcrA, qPCR

 

ABSTRACT 

This diploma thesis deals with the study of methanogenic microorganisms which belong to 

the domain Archaea. The goal of this thesis was to identify samples which contain mcrA 

gene. The goal was to perform the screening of consortium of methanogens within a com-

munity occurring in selected lignite and coal locations in The Czech Republic and to identify 

coal sites with the highest potential for biogenic methanogenenesis support. 

Analysis of real coal and lignite samples, and also mine water, was made by targeting to 

mcrA gene. In the addition to this the analysis of other environmental samples was con-

ducted. PCR and qPCR methods were used to detect mcrA gene. The cloning was used for 

absolute quantification of mcrA gene. Molecular biological methods were optimized to re-

fine the results. Specific DNA probes were designed for this purpose. The presence of mcrA 

gene was confirmed in 15 samples of coal, 13 samples of lignite and 4 other environmental 

samples.  

Keywords: methanogens, coal mines, mcrA gene, qPCR 
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ÚVOD 

Světová ložiska uhlí jsou spojena s výskytem plynu, který je složen z proměnného množství 

methanu, oxidu uhličitého a dusíku. Methan je primárně vytvářen během zuhelňování, ale 

také prostřednictvím anaerobní mikrobiální aktivity v uhelných slojích (USEPA, 2006). 

Methanogeny jsou zodpovědné za produkci až 71 % globálního atmosférického methanu. 

Tento plyn silně absorbuje infračervené záření, a proto je řazen mezi významné skleníkové 

plyny. Ačkoliv methan negativně ovlivňuje životní prostředí, může také sloužit jako poten-

ciální zdroj energie. V oblasti energetiky lze využít methan jako plynné palivo ve směsi 

s jinými uhlovodíky, dále je využíván v automobilové dopravě, a to jako pohonná látka, 

která je součástí stlačeného zemního plynu. Směs kapalného kyslíku a methanu může sloužit 

jako pohonná látka v raketových motorech. 

Methanogeneze představuje proces přijímání terminálních akceptorů elektronů, který kata-

lyzují methanogenní Archaea. Tyto organismy představují jedinečný, leč fylogeneticky růz-

norodý spolek prokaryot, který lze mapovat zacílením na gen mcrA jako funkční marker. 

V této práci byly analyzovány reálné vzorky černého a hnědého uhlí a také důlních vod. 

Z homogenizovaných vzorků byla vyextrahována DNA pomocí komerčního kitu. Koncen-

trace vyizolované DNA byla změřena fluorometricky. Dále byly pomocí metody PCR otes-

továny primery komplementární k úseku genu mcrA. Vzorky byly analyzovány metodou 

qPCR, která byla v průběhu experimentální části optimalizována. Pro zpřesnění výsledků  

a vytipování vzorků obsahujících gen mcrA byla nakonec zvolena metoda qPCR s použitím 

specificky značených DNA prób. Kvantifikace počtu kopií genu mcrA byla provedena me-

todou klonování. Cílem této práce byl screening konsorcií methanogenů ve vybraných čer-

nouhelných a hnědouhelných lokalitách na území České republiky. Dále byly stejnými me-

todami testovány další environmentální vzorky. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 METHAN V ŽIVOTNÍM PROSTŘEDÍ 

Uhlík je jedním z nejdůležitějších prvků na Zemi. Jeho globální cyklus zahrnuje procesy 

odehrávající se v atmosféře, pevninské biosféře, oceánech a sedimentech. Mikrobiální roz-

klad organických sloučenin a odumřelých rostlinných a živočišných tkání vede k emisi CO2 

do atmosféry. Oxid uhličitý je rostlinami utilizován v procesu fotosyntézy. Některé mikro-

organismy, jako například methylotrofní Archaea, využívají oxid uhličitý nebo také methan 

jako zdroj energie, a snižují tak koncentrace těchto plynů v atmosféře. Rovnováha v uhlíko-

vém cyklu je udržována několika chemickými přeměnami, jako jsou fixace oxidu uhličitého, 

methanotrofie, methanogeneze, fermentace a anaerobní dýchání (Kumar a kol., 2016). 

Methan je bezbarvý vysoce hořlavý plyn bez zápachu, složený z 1 atomu uhlíku a 4 atomů 

vodíku. V přítomnosti kyslíku je spalován za vzniku oxidu uhličitého a vodní páry. Methan 

vzniká řadou chemických reakcí během rozkladu organické hmoty v prostředích bez nebo 

s nízkým obsahem kyslíku, jako jsou bažiny a rašeliniště. Jakmile odumřelé části rostlin 

klesnou na dno těchto prostředí, jsou rozloženy mikroorganismy. Methan je emitován také 

bahenními sopkami, rýžovými poli a termitišti a lze jej nalézt také v podzemních ložiscích 

fosilních paliv. Ve vrstvě sedimentu na dně oceánu a také pod permafrostem lze nalézt hyd-

ráty methanu. Tato pevná ložiska podobná ledu se dříve nabízela jako potenciální zdroj ener-

gie, dnes však představují hrozbu uvolňování velkého množství methanu do atmosféry. 

Zejména v podzemních dolech představuje methan vysoké riziko nebezpečí a jeho koncen-

trace musí být snižována ventilací. Důlní methan je termín určený pro methan produkovaný 

ve spojení s těžební činností ze samotné sloje nebo jiných plynných útvarů v podzemí. Množ-

ství methanu generovaného při konkrétní důlní činnosti závisí na produktivitě uhelného dolu, 

množství plynu v uhelné sloji, typu podloží, provozních a geologických podmínkách. Důlní 

methan může být zachycen inženýrskými vrty, které rozšiřují ventilační systém dolu, nebo 

je emitován do důlního prostředí a následně vyčerpán z důlních šachet spolu s ventilačním 

vzduchem (Bonaglia a kol., 2017). 

1.1 Methan jako skleníkový plyn 

Pochopení biochemických procesů regulujících tok uhlíku na Zemi je důležité pro kontrolu 

emisí oxidu uhličitého a methanu a zmírnění klimatických změn. Ty jsou způsobeny nárůs-

tem skleníkových plynů v atmosféře. Skleníkový plyn je jakákoli plynná sloučenina v atmo-

sféře, která je schopna absorbovat infračervené záření, a tím také udržovat teplo. Skleníkové 
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plyny jsou tak zodpovědné za skleníkový efekt, který v konečném důsledku vede ke globál-

nímu oteplování. Nejvýznamnějšími skleníkovými plyny jsou podle Agentury pro ochranu 

životního prostředí (EPA) vodní pára (H2O), oxid uhličitý (CO2), methan (CH4) a oxid dusný 

(N2O) (US EPA, 1994a). Mezi významné zdroje methanu patří úniky zemního plynu a chov 

hospodářských zvířat. Asi 50–65 % celkových emisí methanu pochází z lidských činností – 

energetika, průmysl, zemědělství, nakládání s odpady (Stocker a kol., 2013). Zdroje globál-

ních emisí methanu jsou popsány také v tabulce, která popisuje relativní příspěvek emisí 

methanu z daných zdrojů vztažený na celkovou globální emisi 600 Tg methanu za rok (Ta-

bulka 1). 

Tabulka 1 Zdroje globálních emisí methanu (modifikováno dle Lowe, 2006; 

Prather a Ehhalt, 2001) 

Zdroje 
Emise methanu 

(Tg CH4 ročně) 

Procento  

(%)a 

Přírodní zdroje 

Mokřady 92–237 15–40 

Činnost termitů 20 3 

Oceány 10–15 2–3 

Hydráty methanu 5–10 1–2 

Mezisoučet 127–282 21–47 

Antropogenní zdroje 

Přežvýkavci 80–115 13–19 

Výroba energiíb 75–110 13–18 

Pěstování rýže 25–100 7–17 

Skládky 35–73 6–12 

Spalování biomasy 23–55 4–9 

Nakládání s odpady 14–25 2–4 

Mezisoučet 267–478 45–80 

Celkové zdroje 500–600  
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a – relativní příspěvek emisí methanu ze zdroje vztažený na celkovou globální emisi 600 Tg methanu za rok 

b – methanová ložiska uvolněná těžbou uhlí, ropy, vrtáním a petrochemickou výrobou 

1.2 Methan jako zdroj energie 

Bioplynové stanice 

S postupným úbytkem fosilních paliv vzrůstá zájem o alternativní zdroje energie. Vhodnou 

možností, jak pomoci snížit spotřebu fosilních paliv a zároveň i nadměrnou produkci od-

padu, je využít biomasu pro proces anaerobní digesce (Krátký a Jirout, 2015; Yates a kol., 

2016). Organická hmota je za pomoci mikroorganismů rozložena, přičemž tento proces vy-

žaduje specifické podmínky (Enzmann a kol., 2018). Těmi jsou vlhké prostředí, zabránění 

přístupu kyslíku a světla, stálá teplota a pH, rovnoměrný přísun substrátu a živin (dusíkaté 

sloučeniny, minerální látky a stopové prvky). Anaerobní digesce je rozdělena do 4 fází, jimiž 

jsou hydrolýza, acidogeneze, acetogeneze a methanogeneze. Celý proces je blíže popsán 

v kapitole 1.6. Dále bude diskutován proces vzniku bioplynu v bioplynových stanicích. Mezi 

hlavní produkty anaerobní fermentace patří bioplyn, představující směs oxidu uhličitého, 

vody a methanu. Směs dále obsahuje vodní páru a stopové prvky, přičemž koncentrace jed-

notlivých látek je ovlivněna použitým substrátem (Tabulka 2) (Jelínek, 2001). 

Tabulka 2 Složky bioplynu a jejich procentuální zastou-

pení (převzato z Jelínek, 2001) 

Složka Obsah [%] 

Methan 45–70 

Oxid uhličitý 30–55 

Vodík 0–3 

Sulfan 0,1–1 

Dusík 1–3 

Kyslík 0–2 

Amoniak <1 

Při procesu výroby bioplynu v bioplynových stanicích jsou nejčastěji využívány 2 metody 

lišící se obsahem sušiny ve fermentovaném materiálu, a to anaerobní fermentace mokrých 

organických materiálů („mokrá metoda“) a anaerobní fermentace suchých organických ma-

teriálů („suchá metoda“). Mokrá metoda je rozšířenější, avšak vyžaduje vyšší investiční  

a provozní náklady (Česká bioplynová asociace, 2014). 
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Mezi nejčastěji využívané substráty v bioplynových stanicích patří vepřová kejda, kukuřičná 

siláž, cukrovarnické řízky a drůbeží trus. Před vlastním procesem mokré metody musí být 

substrát řádně upraven. Mletím a drcením biomasy lze dosáhnout její vyšší biologické roz-

ložitelnosti, a tedy i vyšší výtěžnosti bioplynu. Následně je suchý substrát naředěn vodou, 

nebo naopak zahuštěn přídavkem sušiny, pokud je příliš tekutý. Takto připravený substrát je 

rozkládán v anaerobním fermentoru. K zachování stálé teploty v digestoru slouží ohřev  

a míchadlo. Míchadlo také zabezpečuje mísení s čerstvě přidaným substrátem a substrátem 

již vyhnívajícím a dále zabraňuje tvorbě usazenin. Vzniklý plyn je shromažďován v plyno-

jemu, kde zároveň dochází k oddělení pěny a kapalných částic. Bioplyn lze využít přímo 

v bioplynových stanicích jako technologické palivo sloužící k výhřevu digestoru, pro výrobu 

tepla v plynových kotlech nebo palivo pro motory kogeneračních jednotek. Kogenerační 

jednotka je zařízení, které slouží k výrobě tepla a elektrické energie (Appels a kol., 2008). 

Obrázek 1 Schéma bioplynové stanice (Tenza, 2021) 

Během fermentace dochází ke vzniku zbytku (digestátu), který má převážně kapalnou formu. 

Ten obsahuje směs živin a humusu, která již není dále rozkládána. Tato kapalná forma je 

dále využita jako organické hnojivo s obsahem sušiny 5–10 %, nebo lze oddělit tzv. fugát  
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a separát. V případě fugátu se jedná o kapalnou fázi s obsahem sušiny 2–4 %, která je využita 

jako hnojivo kapalné. Separát, který představuje pevný podíl, je využit v zemědělství nebo 

zahradnictví. Digestát je skladován ve skladovací jímce vybavené míchadly (Krátký a Jirout, 

2015). 

Jak již bylo zmíněno, samotný bioplyn může být využit přímo v bioplynové stanici. Nejčas-

tějším způsobem jeho využití je kogenerace, představující společnou výrobu tepla  

a elektřiny. Bioplyn je nejprve zbaven nečistot a sušen, dále je spalován. Asi 20–40 % vy-

generovaného tepla je využito k vytápění celého systému, přebytkové teplo pak slouží k pro-

cesům jako je výroba elektřiny, topení, chlazení nebo sušení. Další využití bioplynu v i mimo 

bioplynové stanice je znázorněno v tabulce (Tabulka 3). Dochází k přeměně bioplynu na 

mechanickou, tepelnou nebo elektromagnetickou energii (Krátký a Jirout). 

Tabulka 3 Využití bioplynu a jeho aplikace, převzato z Krátký a Jirout, 2015 

Aplikace Využití 

Osvětlení Plynová svítidla 

Teplo Hořáky, kotle a plynové sporáky 

Sušení Sušárny 

Chlazení Absorpční chladiče 

Elektřina 
Plynové motory, palivové články, 

mikroturbíny 

Doprava Vozidla na stlačený zemní plyn 

Uchování energie Rozvodná síť zemního plynu 

Náhrada zemního plynu Rozvodná síť zemního plynu 

 

Uhelné doly 

Z aktivních i opuštěných uhelných dolů je uvolňováno značné množství methanu. Důlní plyn 

přispívá ke globálnímu oteplování, zároveň je ale potenciálním zdrojem methanu pro prů-

mysl. Stabilní uhlíkové a vodíkové izotopy naznačují, že methan v důlním plynu je biogen-

nního a nebiogenního původu. V opuštěných dolech je nebiogenní methan výsledkem geo-

logických procesů, biogenní tvorba methanu zde dále pokračuje. Kromě uhlí je zdrojem me-

thanu také důlní dřevo, které se používá při stavbě dolů (Karacan a kol., 2011). 
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Methan se v uhelných dolech nachází v několika formách (Scott, 2002): 

(i) volný plyn v mikropórech uhlí 

(ii) rozpuštěný plyn ve vodě uvnitř uhlí 

(iii) adsorbovaný plyn na povrchů pórů a štěpů uhlí 

(iv) absorbovaný plyn uvnitř molekul uhlí 

Methan se vyskytuje především v něvětraných prostorách, dutinách a na všech stanovištích, 

kde hromadící se methanové vrstvy nelze odvětrávat. Tento plyn pak představuje vysoké 

nebezpečí pro pracovníky důlního provozu. V ovzduší s vyšším obsahem methanu dochází 

k náhlému snížení koncentrace kyslíku, doprovodné vyšší uhlovodíky projevují narkotizující 

účinky a jedinec upadá do bezvědomí. Koncentrace methanu by proto v místech, kde se 

zdržují pracovníci, neměla překročit více než 1 % (vyhláška č. 22/1989 Sb.; Prokop a Zaple-

tal, 2013). 

Důlní methan je v současnosti využíván k mnoha účelům. Těmi jsou vytápění, vaření, ohřev 

kotlů, výroba elektřiny, přímý ohřev vzduchu v důlních ventilačních systémech a sušení uhlí. 

Existují 3 primární důvody pro získání methanu z uhelných dolů. Prvním z nich je zvýšení 

bezpečnosti dolů. Po celém světě byly totiž zaznamenány tisíce úmrtí při výbuchu podzem-

ních dolů, při nichž byl hlavním faktorem přispívajícím k výbuchu právě methan. Díky dre-

nážním a ventilačním systémům lze tomuto předejít. Dalším důvodem je zlepšení těžební 

ekonomiky. Snížením emisí a předcházením výbuchů lze snížit náklady na těžbu. Získaný 

methan může být navíc použit jako palivo v místě těžby nebo prodán jiným uživatelům. 

Třetím důvodem pro využití methanu z uhelných dolů je fakt, že se jedná o významný skle-

níkový plyn (Thiellemann a kol., 2004). 

Asi 83 % methanu z uhelných dolů v České republice je využíváno v kotlích v dolech a také 

v okolních průmyslových odvětvích, jako jsou ocelárny, kombinované teplárny a elektrárny. 

I přestože je tato míra využití ve srovnání s většinou zemí velmi vysoká, většina zemního 

plynu je do České republiky dovážena (Biebler a kol., 1998; USEPA, 2006). 

1.3 Methanogenní mikroorganismy 

Methanogenní Archaea jsou fylogeneticky různorodou skupinou striktně anaerobních mi-

kroorganismů, jež řadíme do kmene Euryarchaeota. Metabolismus methanogenů je omezen 

na tvorbu methanu z CO2 a H2, formiátu, methanolu, methylaminů nebo acetátu (Ferry, 1993; 

Garcia a kol., 2000; Thauer a kol., 1998). Navzdory tomuto omezení mají tyto organismy 
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kvantitativně důležitou roli v globálním uhlíkovém cyklu. Je odhadováno, že přibližně  

1 miliarda tun methanu ročně je tvořena methanogenními mikroorganismy v anoxickém pro-

středí, jako jsou sladkovodní sedimenty, bažiny, rýžová pole nebo střevní trakt. To znamená, 

že přibližně 2 % čistého CO2, který je ročně fixován prostřednictvím fotosyntézy, je přemě-

něno na methan (Thauer a kol., 2008). Existují výzkumy prokazující produkci biogenního-

methanu cyanobakteriemi v doméně bakterií, které zpochybňují paradigma, že methanoge-

neze je výlučná pro Archaea (Pyzik a kol., 2018). 

1.4 Systematika methanogenů 

Po celá desetiletí byla methanogenní Archaea řazena výhradně do kmene Euryarchaeota. 

Bylo rozeznáváno nejprve 5 řádů, a to Methanococcales, Methanobacteriales, Methanosar-

cinales, Methanomicrobiales a Methanopyrales (Stadtman a Barker, 1951; Kurr a kol., 

1991). Mezi lety 2008 a 2012 byly do kmene Euryarchaeota zařazeny další 2 řády, konkrétně 

Methanocellales (Sakai a kol., 2008) a Methanomassiliicoccales (Dridi a kol., 2012; Iino  

a kol., 2013). Další vývoj metagenomového sekvenování a analýza taxonomické a funkční 

rozmanitosti umožnil pochopení úlohy mikroorganismů při anaerobní digesci a produkci 

methanu. Nedávné studie naznačují, že lidstvo teprve začíná vnímat rozmanitost methano-

genů a samotný proces methanogeneze. Nejlépe studovatelná společenství mikroorganismů 

produkujících methan pocházejí z bioplynových reaktorů (Yang a kol., 2014; Stolze a kol., 

2015; Luo a kol., 2016), ale mnoho odpadních materiálů používaných jako doplněk v bio-

plynových systémech by mohlo poskytnout nové mikroorganismy přizpůsobené produkci 

methanu a degradaci organické hmoty (Hess a kol., 2011; Borrel a kol., 2014; 2015; Wallace 

a kol., 2015). Zdá se, že společenství jsou mnohem rozmanitější, leč těžce charakterizova-

telná. 

Organismy z odlišných řádů mají méně než 82 % podobnost sekvence 16S rRNA. Gen 16S 

rRNA kóduje RNA složku 30S podjednotky bakteriálního ribozomu. Je přítomen u všech 

bakteriálních druhů, přičemž jednotlivé druhy mají jednu až více kopií tohoto genu. V prů-

běhu evoluce dochází ke změnám sekvence 16S rRNA a to umožňuje studium bakteriální 

fylogeneze a klasifikace rodů/druhů (Janda a Abbott, 2007). 

 Methanogeny patřící do různých řádů mají odlišnou strukturu buněčné stěny, odlišné slo-

žení lipidů, rozsah substrátů a další biologické vlastnosti. Jednotlivé řády methanogenů jsou 

dále rozděleny do 10 čeledí a 31 rodů. Detailní popisy taxonů jsou uvedeny v publikaci Ber-
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gey´s Manual of Systematic Bacteriology (Whitman a kol., 2001) a The Prokaryotes (Whit-

man a kol., 2006; Garcia a kol., 2006; Bonin a Boone, 2006; Kendall a Boone, 2006; Whit-

man a Jeanthon, 2006). Nedávné studie odhalily přítomnost nových fylogenetických skupin 

methanogenů. Nejsou úzce spjaty se známými organismy a pravděpodobně představují nové 

řády. Například rýžový klastr RC-I, hojný v rýžových polích, tvoří v rámci fylogeneze sa-

mostatnou linii Methanosarcinales a Methanomicrobiales. Sekvence 16S rRNA u RC-I mají 

se známými organismy podobnost méně než 82 % (Lueders a kol., 2001; Conrad a Liesack, 

2006; Erkel a kol., 2006). Tabulka 4 popisuje výskyt methanogenů v přírodě. 

Tabulka 4 Výskyt methanogenů v přírodě (modifikováno podle Liu a Whitman, 2008) 

Řád Typické prostředí 

Methanobacteriales 

Sladkovodní sedimenty, bažiny, bachor přežvýkavců, anae-

robní fermentory 

Trávicí ústrojí živočichů, rýžová pole, tlející dřevo, anae-

robní fermentory 

Trávicí ústrojí živočichů 

Anaerobní fermentory 

Horké prameny 

Methanococcales 

Mořské sedimenty 

Mořské geotermální sedimenty 

Mořské geotermální sedimenty 

Mořské geotermální sedimenty 

Methanomicrobiales 

Podzemní vody, bachor přežvýkavců, anaerobní fermentory 

Mořské sedimenty, sladkovodní sedimenty, rýžová pole, 

ropná pole, horké prameny, anaerobní fermentory 

Anaerobní fermentory 

Mořské sedimenty, sladkovodní sedimenty, rýžová pole, trá-

vicí ústrojí živočichů 

Mořské sedimenty 
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Řád Typické prostředí 

Ropná pole 

Anaerobní fermentory, mořské sedimenty 

Anaerobní fermentory, sladkovodní sedimenty 

Methanomicrobiales Ropná pole 

Methanosarcinales 

Anaerobní fermentory, mořské sedimenty, sladkovodní sedi-

menty, bachor živočichů 

Mořské sedimenty 

Hypersaliní sedimenty 

Hypersaliní sedimenty 

Hypersaliní sedimenty 

Sladkovodní sedimenty, anaerobní fermentory 

Trávicí trakt živočichů 

Hypersaliní sedimenty 

Anaerobní fermentory, sladkovodní sedimenty 

Methanopyrales Mořské geotermální sedimenty 

 

1.5 Metabolismus methanogenů 

Ačkoliv jsou methanogeny velmi rozmanitou skupinou, jejich metabolismus je omezen na 

využití pouze tří typů substrátů - CO2, sloučeniny obsahující methylovou skupinu, a acetát 

(Tabulka 5). Většinu organických látek, například uhlovodíky, mastné kyseliny a alkoholy 

s dlouhým řetězcem, nedokáží methanogenní mikroorganismy využít jako substrát. Tyto 

sloučeniny musí být nejdříve zpracovány anaerobními bakteriemi nebo eukaryoty, a metha-

nogeny jsou tudíž na těchto organismech závislé (Liu a kol., 2008). Na základě současných 

znalostí lze přeměnu organické hmoty na methan rozdělit do čtyř hlavních kroků (Zinder, 

1993):  
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(v) hydrolýza 

(vi) acidogeneze 

(vii) acetogeneze 

(viii) methanogeneze 

Tabulka 5 Typy reakcí během methanogeneze v závislosti na substrátu a organismu 

(modifikováno dle Hedderich a Whitman, 2006; Zinder, 1993). 

Reakce Organismus 

1. CO2  

4 H2 + CO2  CH4 + 2 H2O Většina methanogenů 

4 HCOOH  CH4 + 4 aceton + 2 H20 Většina hydrogenotrofů 

CO2 + 4 isopropanol  CH4 + 4 aceton + 2 H2O Někteří hydrogenotrofové 

CO + 2 H2O  CH4 + 3 CO2 Methanothermobacter a Methanosarcina 

2. Methylované C1 sloučeniny  

CH3OH  3 CH4 + CO2 + 2 H2O  Methanosarcina a další methylotrofové 

CH3OH + H2  CH4 + H2O 
Methanomicrococcus blatticola a Metha-

nosphaera 

2 (CH3)2-S + 2 H2O  3 CH4 + CO2 + 2 H2S Někteří methylotrofové 

4 CH3-NH2 + 2 H2O  3 CH4 + CO2 + 4 NH3 Někteří methylotrofové 

2 (CH3)2-NH + 2 H2O  3 CH4 + CO2 + 2 NH3 Někteří methylotrofové 

4 (CH3)3-N + 6 H20  9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3 Někteří methylotrofové 

4 CH3NH3Cl + 2 H2O  3 CH4 + CO2 + 4 NH4Cl Někteří methylotrofové 

3. Acetát  

CH3COOH  CH4 + CO2 Methanosarcina a Methanosaeta 

První tři kroky produkce bioplynu mohou být prováděny širokým spektrem mikroorga-

nismů, ale poslední krok, methanogeneze souvisí výhradně s methanogenními Archaea 

(Chaban a kol., 2006). 

Methanogeneze může probíhat třemi hlavními cestami: 

(i) hydrogenotrofní (z CO2 a H2) 

(ii) acetoklastická (z acetátu) 
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(iii) methylotrofická (methanol, methylaminy) 

Bez ohledu na typ metabolické dráhy methanogeneze zahrnuje její poslední společný krok 

redukci methyl-koenzymu M na methan. U hydrogenotrofních a acetoklastických drah do-

chází k přenosu uhlíku v šesti, a třech až čtyřech krocích, zatímco v methylotrofické dráze 

je pro redukci methylovaných sloučenin potřebná pouze jedna třída enzymů (methyltrans-

ferázy). Hydrogenotrofní a methylotrofická methanogeneze je termodynamicky příznivější 

než acetoklastická (Hedderich a kol., 2006). Většina methanogenů redukuje oxid uhličitý. 

V řádech Methanosarcinales, Methanobacteriales a Methanomassiliicoccales však existují 

mikroorganismy se schopností přeměnit methylované sloučeniny na methan, zatímco zá-

stupci Methanosarcinales jsou schopni využívat také acetát. Všechny tři dráhy methanoge-

neze byly doposud potvrzeny pouze u Methanosarcina (Liu a Whitman., 2008). 

Většina zdrojů popisuje methanogeny jako vysoce citlivé na přítomnost kyslíku a redoxní 

potenciál Eh > -200 mV (Wang a kol., 2015; Yagi a kol., 1996), tento popis však nemusí být 

zcela správný. Methanogenní mikroorganismy izolované z půdy nejsou podle Fetzer a kol., 

1993; Fetzer a Conrad, 1993 příliš citlivé na vysoký redoxní potenciál ani expozici kyslíku. 

Bylo zjištěno, že některé specifické druhy žijí na stanovištích v oxických podmínkách  

a zjevně jsou schopny přijímat kyslík, pokud je dodáván v nízkých koncentracích (Leadbet-

ter a Breznak, 1996). 

1.6 Methan v uhelných dolech 

Přibližně 71,4 % celosvětových zásob fosilních paliv se nachází ve formě uhlí. Jedná se  

o černou, hnědou nebo hnědočernou sedimentovanou horninu, vzniklou nahromaděním rost-

linné biomasy ve vodním prostředí s nedostatkem kyslíku. Toto anaerobní prostředí, nejčas-

těji rašeliniště, zabránilo kompletní oxidaci rostlinného materiálu a mohlo tak dojít ke vzniku 

uhlí (Dopita a kol., 1985). 

Podle stupně prouhelnění lze uhlí rozdělit na rašelinu, hnědé uhlí, černé uhlí a antracit. 

Hnědé uhlí pochází z terciéru až křídy a celkový obsah uhlíku zde kolísá mezi 60–75 %. 

Černé uhlí s obsahem uhlíku 74–91 % pochází z období karbonu či permu. Nejvyšší obsah 

uhlíku se vyskytuje v antracitu, a to 92–98 % (Dopita a kol., 1985). Jednotlivé složky uhlí 

jsou znázorněny na obrázku (Obrázek 2). 
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Obrázek 2 Složení uhlí (OKD, 2012) 

Je předpokládáno, že methan vzniká v uhelných dolech dvěma odlišnými procesy, termo-

genními a biogenními. Termogenní plyny jsou tvořeny disociací organické hmoty v uhlí, 

zatímco biogenní plyny vznikají mikrobiálním procesem. Termogenní metan vzniká v hor-

ninovém prostředí při tepelném zrání kerogenu hornin a uhlí (Flores, 2008). 

Většina zemních plynů je termogenního původu. Mikrobiální metan vzniká metabolismem 

konsorcií metanogenních Archaea v bezkyslíkovém prostředí, např. v uhelných slojích nebo 

na jejich kontaktu se zvodněnými pískovci. Účinným nástrojem pro rozlišení uvedených 

dvou typů methanu je přitom chemická a izotopová analýza plynů. Mikrobiální methan je 

suchý, tj. neobsahuje vyšší plynné uhlovodíky (ethan, propan, butan). Podpora mikrobiál-

ních konsorcií, která jsou schopna produkovat biogenní methan, představuje jednu z alter-

nativ k neobnovitelným zdrojům energie, protože spalování methanu emituje výrazně méně 

oxidu uhličitého než konvenční fosilní paliva, jako je uhlí a ropa (Flores, 2008). 

UHLÍ

Uhlík

Voda

Jílové 
horniny

Silikátové 
horniny

Sloučeniny 
síry
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Obrázek 3 Typy uhlí podle stupně přeměny (OKD, 2012) 

Jak už bylo zmíněno výše, proces kolifikace (tvorba uhlí) zahrnuje jak biochemické, tak 

geochemické reakce. Rostlinná hmota je nejdříve rozkládána anaerobně pod vodou, mole-

kuly odvozené od počátečního substrátu (acetát, CO2, H2, NH4
+, HS-, mastné kyseliny s dlou-

hým řetězcem) jsou dále metabolizovány. Fermentační Archaea poté produkují methan 

dvěma cestami, a to acetoklastickou reakcí nebo redukcí CO2. V průběhu kolifikace narůstá 

i obsah uhlíku, doprovázený relativním vyčerpáním těkavých sloučenin, jako je vodík a kys-

lík, uvolněných ve formě vody, methanu, oxidu uhličitého a vyšších uhlovodíků dekarboxy-

lačními a dehydratačními reakcemi (Whiticar, 1999). 

Při zvyšování teploty jsou kapalné uhlovodíky tepelně krakovány na methan, což zvyšuje 

množství produkovaného methanu (Faiz a Hendry, 2006). Proces přeměny rostlinného ma-

teriálu v uhlí znázorňují obrázky (Obrázek 3, Obrázek 4). Výsledkem první fáze procesu 

kolifikace je vznik rašeliny a hnědého uhlí. Vertikální tlak vyvíjený hromaděním sedimentů 

přeměňuje rašelinu na lignit. Intenzifikace tlaku a tepla vede k přeměně lignitu na dvouba-

revné uhlí a následně antracit, uhlí s nejvyšším obsahem uhlíku (O´Keefe, 2013). Během 

stadia rašeliny a hnědého uhlí dochází k tvorbě primárního biogenního methanu, který je 

rozpuštěný ve vodě, protože uhlí dosud není strukturováno k zadržení plynu (Kotarba a Rice, 

2001). 

Dřevo Rašelina
Lignit (nejmladší 

hnědé uhlí)

Hnědé uhlí Přechodné typy Černé uhlí

Antracit Grafit (tuha)
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Obrázek 4 Mechanismus tvorby uhlí z rostlinného materiálu (Těžba a využití 

černého uhlí, 2011) 

Ve velkých hloubkách a při vysoké teplotě dochází k tepelné modifikaci sedimentární orga-

nické hmoty a při zvednutí pánve může být spuštěna produkce methanu proudem meteorické 

vody do uhlí. Tímto procesem tak dochází ke vzniku sekundárního biogenního plynu. Sekun-

dární biogenní plyny jsou generovány metabolickou aktivitou bakterií, která je započata 

proudícími meteorickými vodami skrz propustné uhelné lože nebo jiné horniny bohaté na 

organické sloučeniny. Bakterie metabolizují složky mokrého plynu, n-alkany a další orga-

nické sloučeniny při relativně nízkých teplotách za vzniku methanu a oxidu a uhličitého. 

Primární biogenní methan není v uhlí zachován ve významném množství, což naznačuje, že 

většina biogenních plynů nalezených v uhelných ložiscích jsou sekundárního biogenního 

původu. Přítomnost biogenních plynů je tedy řízena především hydrogeologií podloží. Vý-

znamná cirkulace podzemní vody nastává až po vytvoření klastrů, vyzdvižení podloží a ex-

pozici zvodnělých vrstev (Scott a Kaiser, 1994). 

Chemické složení těžebního plynu, stabilní poměry izotopů uhlíku a vodíku methanu, dále 

také izotopová frakcionace mezi CO2 a CH4 jsou běžně používány k rozlišení původu me-

thanu v uhelném dole. Použitím metody stabilního izotopu lze rozlišit původ methanu z růz-

ných uhelných slojí. Ukázalo se, že biogenní methan tvoří asi 20 % zásob plynu na světě 

(Conrad, 2005). Přítomnost termogenního plynu však nenaznačuje potenciál pro biogenní 
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methanogenezi v uhelných slojích, neboť o mikrobiálních komunitách a biogenním potenci-

álu v uhelných dolech je dosud málo známo (Kimura a kol., 2010). 

Termogenní methan je ve srovnání s biogenním methanem izotopicky obohacen  

o 13C (𝛿 13C > 50 ‰), protože methanogeny přednostně využívají pro tvorbu methanu lehčí 

izotopy C z důvodu nižší vazebné energie. Migrace methanu z jednotlivých hloubkových 

zón může ovlivnit izotopové složení (Clayton, 1998). 

Izotopové hodnoty methanu 𝛿 13C vykazují extrémně široký rozsah. Porozumění procesům, 

které toto izotopové složení methanu řídí, vyžaduje zaměření na konkrétní soubor geologic-

kých podmínek v dané lokalitě (Zazzeri a kol., 2016). 

Biogenní tvorba methanu byla identifikována ve studiích zahrnující uhlí nízké kvality, kon-

krétně lignit. Toto uhlí je složeno z frakcí vysoce rozvětvených sloučenin s četnými funkč-

ními skupinami obsahujícími kyslík. Některé z těchto složek jsou biologicky dostupné pro 

mikrobiální společenství v uhelných slojích (Harris a kol., 2008). Naproti tomu uhlí vyšší 

kvality je dle většiny studií pro biogenní tvorbu methanu méně příznivé. I přesto ale byla 

produkce methanu v černouhelných lokalitách popsána (Faiz a Hendry, 2006). 

Fakultativní bakterie nejprve rozloží organické komplexy na meziprodukty, které jsou vyu-

žity jinými kmeny k fermentaci. Vzniklé produkty, kterými jsou především CO2, H2 a acetát, 

slouží jako substrát pro methanogeny. Ty jsou podle typu využívaného substrátu děleny na 

acetoklastické a hydrogenotrofní. Podle Bapteste a kol. napomáhají hydrogenotrofní metha-

nogeny udržovat stabilně nízké hladiny vodíku v atmosféře (Bapteste, 2005). 

Acetoklastické methanogeny využívají acetát, který konvertují do methanu a oxidu uhliči-

tého, zatímco hydrogenotrofové využívají oxid uhličitý a vodík. Finální reakcí je konverze 

substrátů do methyl-koenzymu M a následně do methanu. Tento krok je zprostředkován en-

zymem methyl CoM reduktáza (MCR), který je společný pro všechny methanogeny a umož-

ňuje je tak detekovat prostřednictvím molekulárně biologických metod. Enzym MCR (Ob-

rázek 5) je kódován genem mcrA, který je rovněž přítomen u všech methanogenů (Hallam  

a kol., 2003). 

Prostřednictvím symbiózy mezi anaerobními oxidačními bakteriemi a sulfátredukujícími 

bakteriemi dochází také k anaerobní oxidaci methanu (Hinrichs a kol., 1999). Sulfátová re-

dukce je důležitou metabolickou drahou a má velký význam pro globální cyklus uhlíku  

a síry. Jako akceptor elektronů nebo organická hmota slouží těmto mikroorganismům 

funkční skupina SO4
2-, donorem elektronů je pak vodík. Podzemní vody v uhelných dolech 
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jsou pak členěny do mikrobiálních zón podle prosakování povrchových atmosférických srá-

žek a rozpuštěných minerálů, a jsou tak vhodným prostředím pro methanogeny, aerobní me-

thanotrofní bakterie, anaerobní methan oxidující Archaea (ANME) a sulfát redukující bak-

terie (SRB) (Shen a kol., 2001). 

Obrázek 5 Struktura MCR (Ermler a kol., 1997) 

Aerobní methanotrofní bakterie dominují v prostředí s vysokou koncentrací kyslíku, zatímco 

anaerobní Archaea nebo bakterie Candidatus Methylomirabilis oxyfera (denitrifikační me-

thanotrof) vyžadují extrémně nízkou koncentraci až absenci kyslíku. Například Lai a kol. 

(2016) zjistili, že chromát lze redukovat pomocí methanu jako donoru elektronů, a to v pří-

padě, že koncentrace rozpuštěného kyslíku v prostředí je 6,2µM a biofilmu dominují aerobní 

methanotrofy. Hranice absolutního obsahu kyslíku, která by určovala, zda budou v prostředí 

převládat aerobní nebo anaerobní mikroorganismy však neexistuje (Ettwig a kol., 2010). 

Anaerobní oxidace methanu (AOM) je zásadním mechanismem pro řízení toku methanu 

z anoxického prostředí. AOM ve spojení s redukcí železa, manganu a sulfátu byla prokázána 

v konsorciích obsahujících anaerobní methan oxidující Archaea (ANME) (Ettwig a kol., 

2010). 

Anaerobní methan oxidující Archaea (ANME) provádí anaerobní oxidaci methanu obráce-

ním methanogenní dráhy. ANME byly poprvé objeveny v mořských sedimentech, kde byla 

AOM spojena s redukcí sulfátu. ANME tedy tvoří metabolicky vzájemně závislá konsorcia 

s bakteriemi SRB (Knittel a kol., 2010).  
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Zatímco během hydrogenotrofní methanogeneze dochází k redukci CO2 na CH4, methylot-

rofická tvorba methanu, kterou využívají ANME, představuje částečně obrácený proces. Me-

than oxidující anaerobní Archaea využívají sloučeniny s 1 uhlíkem, jako jsou methylaminy, 

methanol nebo sloučeniny methylované síry (methanthiol, dimethylsulfid, které jsou aktivo-

vány na methyl koenzym M. I přes odlišný metabolismus obsahují ANME gen mcrA (Dep-

penmeier a kol., 1996). 

Strukturu methanogenního konsorcia ovlivňuje teplota prostředí. Studie Conrad a kol. 

(2009) poukazuje na změnu společenstva acetoklastická/hydrogenotrofní methanogeneze na 

čistě hydrogenotrofní společenstvo, v případě teploty prostředí 42–46 °C. Chin a kol. (1998) 

popsali výskyt Methanosarcinaceae při teplotě 30 °C a převahu Methanosaetaceae při tep-

lotě 15°C. V případě změny teploty vody, prostředí, oxických podmínek nebo kompetici 

jiných mikroorganismů o dostupné elektrony může dojít k inhibici methanogeneze 

(Mc.Hugh a kol., 2003). 

1.7 Podpora methanogeneze 

Z důvodů omezení vypouštění emisí do ovzduší a podpory udržitelné výroby energie je dnes 

o biogenní methan velký zájem (Strapoc a kol., 2011). Uhelné lože se skládá z komplikova-

ného systému zlomů. Nesourodý povrch mikropórů uhelné matrice poskytuje široké spek-

trum uložení plynu. Z toho důvodu lze bez stimulace extrahovat méně než 50 % plynu (Ale-

xeev a kol., 1999). Při extrakci methanu je tok plynu řízen propustností uhlí. Většina uhel-

ných slojí je však charakteristická propustností tak nízkou, že samotné získávání plynu bez 

stimulace nepředstavuje ekonomickou variantu. Během posledních několika desetiletí byla 

však vyvinuta řada stimulačních technik (Fei a kol., 2018). 

Hydraulické techniky, jako je hydraulické štěpení, hydraulické drážkování a hydraulické dě-

rování, jsou pravděpodobně nejrozšířenějšími nástroji vhodnými ke štěpení uhelného tělesa 

a vytvoření nových trhlin pro zlepšení průtoku kapaliny v uhelné sloji a následné vytlačení 

plynu na povrch. Tyto techniky však spotřebovávají značné množství vody, což může mít 

negativní vliv na životní prostředí, a to jak z hlediska využití čisté vody, tak z hlediska možné 

kontamice podzemních vod (Yekeen a kol., 2018).  
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Později byly navrženy tzv. bezvodé stimulační techniky, jako jsou přídavek oxidu uhličitého 

nebo dusíku. Tyto plyny snižují parciální tlak methanu v mikropórech a methan je tak snad-

něji desorbován. V případě oxidu uhličitého tato metoda přináší výhodu pro životní prostředí 

prostřednictvím trvalého skladování CO2 v podzemí (Zhang a kol., 2020). 

Podle stimulačního mechanismu mohou být techniky stimulace rozděleny do tří skupin. 

První skupinou je technika mechanické stimulace, do které se řadí například hydraulická 

technika a tryskání hlubokých děr, která způsobí přerozdělení napětí a tvorbu nových trhlin 

v uhelné sloji. Druhým typem je technika tepelné stimulace (kryogenní kapalný dusík, tech-

nika mikrovlnného ohřevu) a mezi třetí způsob je řazena metoda chemická, a to metoda 

okyselení a metoda mikrobiální stimulace, která může změnit pórovitost uhlí rozpuštěním 

minerálů a organických látek (Zhang a kol., 2020). 

Mikrobiální stimulace methanogeneze zahrnuje přidání živin (dusík a fosfor) a/nebo mikro-

živin (vitamíny a stopové prvky) do uhelných slojí. Živiny mohou být přidávány za účelem 

zvýšení produkce methanu do míst, kde dochází k aktivní tvorbě mikrobiálního methanu, 

nebo jsou přidávány do oblastí, kde nebyla tvorba methanu potvrzena. V tomto případě lze 

stimulovat tvorbu methanogenních komunit a vytvořit podmínky vhodné pro methanogenezi 

(Barnhart a kol., 2013). 

Ačkoliv lze methanogeny stimulovat k produkci methanu pouhým přidáním acetátu a/nebo 

oxidu uhličitého a vodíku, primárním cílem mikrobiální stimulace je podpora methanoge-

neze závislé na uhlí (Schlegel a kol., 2013). V kontextu methanogeneze závislé na uhlí byly 

jedněmi z hlavních studovaných živin buněčné extrakty (kvasničný extrakt). I přes vysoké 

hladiny dusíkatých sloučenin jsou tyto extrakty komplexní směsí dusíku, fosforu, uhlíku  

a dalších mikroživin. Proto je obtížné určit stimulanty, které mají největší dopad na mikro-

biální společenstvo (Fallgren a kol., 2013). 

Mikrobiální augmentace je proces přidávání nových nebo dalších mikroorganismů do uhle-

ných dolů za účelem zvýšení nebo zahájení mikrobiální produkce methanu. Přídavkem může 

být pouze jediný mikroorganismus nebo konsorcium mikroorganismů (bakterie a Archaea). 

V některých případech je nutné upravit redoxní podmínky nebo salinitu uhelného lože. Me-

thanogeneze může být totiž v určitých lokalitách omezena z důvodu vysokých (inhibičních) 

koncentrací síranů nebo chloridů. Může být také značně obtížné získat povolení k vnášení 

mikroorganismů do podpovrchové vrstvy, zejména do vodonosných vrstev, které obsahují 

pitnou vodu (Ritter a kol., 2015). 
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Další z technik podpory methanogeneze je zvětšení dostupné povrchové plochy pro mikro-

biální kolonizaci. Toho lze dosáhnout mletím uhlí (obvykle ex situ), zvětšením uhelné sloje, 

štěpením uhlí, rozpuštěním uhlí pomocí podzemního roztoku k vytvoření dutin nebo zvětšení 

pórovitosti (Strapoc a kol., 2011). 

Přístup ke zvýšení biologické dostupnosti organických látek v uhlí zahrnuje chemické ště-

pení geopolymerů uhlí tak, aby mikroorganismy během tvorby metanu mohly využívat ve-

dlejší produkty. Biotický a abiotický proces štěpení uhlí na meziprodukty je totiž často po-

važován za krok omezující rychlost methanogeneze. Použití rozpuštědla nebo jiných pro-

středků (alkohol, biosurfaktanty, emulgovaný sójový olej) by mohlo zlepšit biologickou do-

stupnost organických látek v uhlí a zvýšit tak rychlost methanogeneze. Laboratorní studie 

naznačují, že přidání silného oxidačního činidla, jako je manganistan draselný nebo peroxid 

vodíku, může pomoci k přeměně uhlí na organické kyseliny (Jones a kol., 2013). 

 Nelze ale vyloučit, že tyto změny mohou zahrnovat chemikálie, které jsou pro methanogeny 

toxické nebo které mohou kontaminovat zdroje pitné vody. Produkce methanu vede ke změ-

nám v půdě, povrchových vodách a systémech podzemní vody. Tyto změny by měly být 

sledovány (Scott, 1999). 

Uhelný methan získávaný domácím trhem snižuje naši potřebu dovážet energii. Pokud jsou 

si geologové vědomi depozičních prostředí, kde by mohlo docházet k produkci methanu, 

náklady na rozsáhlý výzkum jsou sníženy. Dalším aspektem je, že methan představuje rela-

tivně čistý spalovací zdroj energie. Kombinace těchto faktorů tak popisuje tento plyn jako 

vhodný a dostupný lokální zdroj energie. Biogenní methan tak může být s výhodou využíván 

jako obnovitelný zdroj energie a přispívat tak k rozvoji udržitelné ekonomiky (Jones a kol., 

2013). 
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2 VYBRANÉ METODY STUDIA METHANOGENNÍCH 

ORGANISMŮ 

2.1 Analytické a instrumentální metody 

Analytické a instrumentální metody ve studiu methanogenních organismů v uhelných dolech 

se zabývají především měřením vyprodukovaného methanu. Po odběru pevných a kapalných 

vzorků jsou obvykle měřeny následující parametry: teplota, relativní vlhkost a tlak na po-

vrchu, teplota a tlak v místě odběru. Dále jsou prováděna orientační měření chemického 

složení plynů (O2, CH4, CO2, H2S) pomocí mobilních zařízení (Ecoprobe 5, Draeger, Biogas, 

Anagas). V pevných vzorcích uhlí lze následně změřit obsah celkového organického uhlíku 

(TOC – total organic carbon), celkového minerálního uhlíku (TIC – total inorganic carbon) 

a celkové síry (TS – total sulphur), k tomu lze využít přístroje s infračervenou detekcí (Ko-

tarba a Clayton, 2003; Milicka a kol, 1994). 

Chemické složení plynů je možné měřit pomocí plynové chromatografie s TCD/FID detek-

torem. Výsledkem je především obsah CO2, CO, O2, N2, CH4. Geochemické markery me-

thanogenních a methanotrofních konsorcií v pevných vzorcích a ve vzorcích vody lze měřit 

na plynovém chromatografu s hmotnostně selektivním detektorem. Významnou metodou je 

také plynová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií, udávající izotopové slo-

žení uhlíku (δ13C) a vodíku (δD) v methanu (Jones a kol., 2008). 

K analýze pevných vzorků může dále sloužit mikroskopie v odraženém a fluorescenčním 

světle. Fázové složení jílových minerálů v pevných matricích lze měřit práškovou rentgen 

difrakční analýzou (Milicka a kol, 1994). 

2.2 Kultivační metody 

Celkový počet fakultativně anaerobních mikroorganismů je stanoven na agarových miskách 

s Plate Count Agarem, anaerobních mikroorganismů na miskách s anaerobním agarem  

a methanogenních mikroorganismů na médiu určeném pro methanogeny (Apolinario  

a Sovers, 1996). 

Celkový počet mikroorganismů lze stanovit barvením pomocí DAPI (Obrázek 6). Jedná se 

o fluorescenční barvivo, které prochází buněčnou membránou, váže se na oblasti DNA bo-

haté na AT, a proto je ve fluorescenční mikroskopii používáno k barvení buněčných jader. 

Barvit lze přímo kapalný vzorek, při nízké koncentraci biomasy je nutná filtrace. U pevných 
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vzorků je třeba homogenizace a separace buněk od matrice. Barvivo představuje sondu pro 

jadernou, mitochondriální i chloroplastovou DNA. Přednostně se v buňkách váže na dvou-

řetězcovou DNA. Barvenou buňku, která září jasně modrou barvou, lze poté vidět při vlnové 

délce 365 nm (Porter a Feig, 1980). 

Obrázek 6 DAPI (2-(4-amidinofenyl)-

1H-indol-6-carboxamidin)) 

Další metodou je stanovení pomocí fluorescenční mikroskopie, tzv. Live and Dead barvení. 

Po kultivaci methanogenů na selektivním médiu lze pomocí testu sledovat mrtvé a živé 

buňky. Vlastní test se skládá ze dvou komponentů, které pronikají buněčnou stěnou, násled-

nou reakcí s vnitřním prostředím buňky dochází ke vzniku barevné fáze. Živé bakteriální 

buňky s neporušenou buněčnou membránou propouštějí pouze molekuly složky A, a tím 

dochází k výraznému zelenému zabarvení vnitřního prostředí, zatímco buňky mrtvé s poru-

šenou buněčnou membránou jsou prostupné i pro molekuly složky B (propidium jodid), jež 

v redukční reakci se složkou A vytvářejí výrazné červenohnědé zbarvení. Výhodou tohoto 

testu je poměrně krátká doba provedení. V případě methanogenních mikroorganismů lze 

využít i autofluorescenčních vlastností buněk. Buňky lze pozorovat pod UV filtrem jako 

modré objekty. Při nízké koncentraci buněk je nutné před stanovením médium nejprve pře-

filtrovat a methanogeny tak zahustit (Robertson a kol., 2019). 

Intenzitu metabolických procesů lze stanovit pomocí spektrofotometrického měření množ-

ství produktu vzniklého aktivitou buněčných enzymů. Podíl respirujících buněk ve spole-

čenstvu může být odhadnut na základě měření aktivity dehydrogenáz v elektron transport-

ním systému dýchacího řetězce. Iodonitro-tetrazolium chlorid proniká membránovým sys-

témem buňky a je redukován elektron-transportním systémem bakteriální buňky za vzniku 
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fluorescenčního produktu. Ke stanovení aktivity nespecifických esteráz slouží jako substrát 

fluorescein diacetát, který je jejich činností štěpen na fluorescein. Množství produktu vznik-

lého činností buněčných enzymů odráží metabolickou aktivitu společenstva (Battin a kol., 

2001). 

2.3 Molekulárně biologické metody 

2.3.1 PCR 

Polymerázová řetězová reakce je založena na rychlém namnožení úseku DNA. Základním 

principem PCR je opakovaná řízená denaturace dvouřetězcové DNA a následná renaturace 

osamocených řetězců se specifickými oligonukleotidy, které jsou v reakční směsi v nad-

bytku. Tyto oligonukleotidy slouží následně jako primery pro syntézu nového řetězce DNA. 

Reakční směs je tedy složena z templátové DNA, synteticky připravených primerů, směsi 

nukleotidů dNTP, termostabilní DNA polymerázy, přičemž dNTP a DNA polymeráza jsou 

zpravidla součástí tzv. mastermixu. Amplifikace DNA probíhá v opakujících se cyklech, 

které mají následující kroky (Obrázek 7): počáteční denaturace, denaturace řetězců DNA, 

annealing, elongace (Nolan, 2014). 

Obrázek 7 Schéma průběhu PCR (upraveno podle BioNinja) 

Amplifikovaný úsek DNA lze analyzovat např. stanovením velikosti produktu gelovou elek-

troforézou, štěpením restrikčními enzymy a posouzením vznikajících restrikčních fragmentů 

http://www.wikiskripta.eu/w/Denaturace_nukleov%C3%BDch_kyselin,_molekul%C3%A1rn%C3%AD_hybridizace
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(RFLP), hybridizací se značenou sondou komplementární k části sekvence amplifikovaného 

úseku (southern blot) nebo stanovením sekvence DNA (sekvenování). Výhodou PCR je, že 

vyžaduje minimální množství DNA. Touto metodou lze získat 2n kopií DNA, kdy n je počet 

cyklů. Z jedné molekuly DNA lze tedy například získat po proběhnutí 30 amplifikačních 

cyklů více než 109 kopií (Nolan, 2014). 

2.3.2 qPCR 

Kvantitativní realtime PCR využívá speciálního thermocykléru, který umožňuje zazname-

návat množství DNA v průběhu každého cyklu. Toto množství je detekováno prostřednic-

tvím fluorescenčního substrátu. Po navázání substrátu na DNA, dochází k vyzáření flu-

orescenčního záření. Zdrojem fluorescence může být substrát SyberGreen, který je vzhledem 

k vazbě na DNA nespecifický, nebo lze použít vysoce specifické TaqMan sondy, Molecular 

Beacon sondy, Scorpion sondy a další (LabGuide, 2014-2019). 

V počátečních cyklech (Obrázek 8) lze pozorovat exponenciální nárůst amplifikovaných 

sekvencí. Následně dochází k lineární fázi, primery jsou spotřebovávány na neúměrně na-

růstající množství amplikonu a reakce je tak zpomalována. Ve fázi plató již množství pro-

duktu neroste, a to z důvodu vyčerpání primerů. Cyklus, ve kterém je zaznamenán počátek 

exponenciální fáze, je označen hodnotou Ct. Tato hodnota udává počet cyklů, při kterém 

fluorescence překročí práh pozadí, které se v reakci vyskytuje. Ct hodnota je následně vyu-

žívána k dalším výpočtům (Nolan, 2014). 

Obrázek 8 Jednotlivé fáze qPCR (LabGuide, 2019) 

Relativní kvantifikace je provedena srovnáním množství fluorescence testovaného vzorku 

s množstvím fluorescence jiného vzorku. Absolutní kvantifikace představuje přípravu kalib-

rační křivky, která umožňuje odečtení množství DNA o dané koncentraci (Nolan, 2014). 
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S kvantifikačními metodami souvisí také zohlednění účinnosti reakce. Ta závisí na nasedání 

primerů, složení reakce, přítomností PCR inhibitorů nebo enhancerů. Nejprve je třeba vy-

tvořit standardní křivku. Templátová DNA je naředěna desítkovým ředěním a následně je 

provedena qPCR. Propojením hodnot Ct a koncentrací jednotlivých ředění je sestavena stan-

dardní křivka. Účinnost reakce tak lze stanovit ze sklonu standardní křivky. Pokud je efek-

tivita reakce 100 %, sklon standardní křivky je - 3,32. Pokud je hodnota sklonu nižší, reakce 

proběhla s efektivitou menší, než 100 %. Vyšší hodnota naopak značí nízkou kvalitu vzorku 

nebo špatně připravenou reakční směs. V případě nízké účinnosti je přesnost kvantifikace 

nízká. Ke kontrole průběhu reakce v případě použití mastermixu SyberGreen slouží křivka 

tání (melting curve). Křivka umožňuje odlišit nespecifické produkty od specifických a lze ji 

zobrazit po proběhnutí reakce dodaným softwarem k thermocykléru. Dva a více vrcholů 

křivky (Obrázek 9) značí vznik nespecifických produktů (Nolan, 2014). 

 

Obrázek 9 Využití křivky tání k odlišení specifických a 

nespecifických produktů (LabGuide, 2019) 

Pomocí metody je možno specificky detekovat přítomnost methanogenů ve vzorcích a také 

kvantifikovat jejich zastoupení jako počet kopií klíčového funkčního genu v jednotkovém 

množství vzorku. Tímto způsobem je možné také monitorovat dynamiku přítomnosti metha-

nogenů například v průběhu kultivace, nebo v reakci na zásah (Nolan, 2014). 

2.3.3 DNA markery 

Jedním z vhodných DNA markerů je gen 16S rRNA. Jedná se o 1542 nukleotidů dlouhou 

sekvenci RNA, která tvoří složku menší 30S podjednotky ribozomu prokaryot. Obsahuje jak 

velmi konzervované oblasti, tak oblasti, které jsou variabilní a charakteristické pro každý 

bakteriální druh. Je tedy možno sledovat jak methanogeny, tak doprovodnou mikroflóru 

(Kim a Chun, 2014; Isaac, 2015). 
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Dalším vhodným markerem je gen mcrA, kterým disponují všechny známé methanogeny. 

Gen mcrA exprimuje enzym methyl koenzym M reduktázu (MCR), který katalyzuje termi-

nální krok v produkci biogenního methanu. V současnosti je přítomnost MCR považována 

za indikátor methanogeneze (Weimer a Zeikus, 1978). Genomy všech methanogenních Ar-

chaeí kódují alespoň jednu kopii mcrA operonu. Enzym mcrA je složen ze tří komponent,  

a to A, C a kofaktoru B. Komponent C představuje místo pro redukci methylu a skládá se 

z podjednotek alfa, beta a gama. Tyto podjednotky jsou kódovány geny mcrA, mcrB a mcrG. 

U samotného mcrA operonu lze rozlišit dvě formy. Zatímco forma MCRI je přítomna  

u všech methanogenů, forma MCRII byla potvrzena pouze u Methanobacteriales a Metha-

nococcales (Luton a kol., 2002). 

Enzym MCR katalyzuje tvorbu heterosulfidové formace mezi koenzymem M a koenzymem 

B z methyl-koenzymu M a koenzymu B, a následné uvolňování methanu (Ellerman a kol., 

1988). Funkční omezení katalytické aktivity enzymu vedla k vysokému stupni zachování 

aminokyselinové sekvence MCR, a to i mezi fylogeneticky vzdálenými methanogenními 

liniemi (Lueders a kol., 2001). 

2.3.4 Klonování 

Jak znázorňuje obrázek (Obrázek 10), principem klonování je izolace DNA z buněk, ampli-

fikace vybrané sekvence a její vložení do klonovacího vektoru (plazmid, bakteriofág). Ná-

sleduje transport vektoru do hostitelské buňky (bakterie), která se dělí, vybraná sekvence je 

tak kopírována a dochází ke vzniku geneticky identických jedinců. Porovnáním sekvence se 

sekvencemi v databázi světové banky klonů lze pomocí počítačových programů určit ve 

vzorku přítomnost specifických taxonů (Brown, 2006). 
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Obrázek 10 Schematické znázornění průběhu klonování (La-

bGuide, 2019) 

2.3.5 Denaturační gelová gradientová elektroforéza 

DGGE představuje modifikaci gelové elektroforézy, která je využívána k oddělení frag-

mentů DNA. Po proběhnutí PCR dochází ke vzniku řady produktů s různou sekvencí DNA, 

které představují mikrobiální populaci přítomnou ve vzorku. Produkty PCR, které mají po-

dobnou velikost (např. 200-700 bp), jsou konvenční separací elektroforézou na agarózovém 

gelu rozlišeny od ostatních pouze jedním bandem, který již nelze více specifikovat. Za úče-

lem překonání tohoto omezení byla vyvinuta technika DGGE, která využívá diferenciální 

denaturační charakteristiky DNA. Krátké restrikční fragmenty stejné velikosti jsou naneseny 

na polyakrylamidový gel s nízkým až vysokým denaturačním gradientem. Zpočátku se frag-

menty pohybují podle molekulové hmotnosti, postupně se dostávají do vyšších denaturač-

ních podmínek, až dosáhnou denaturačního prahu. DNA začne denaturovat, migrace je dra-

maticky zpomalena a lze pozorovat zastavení mobility. Různé sekvence DNA (podle obsahu 

DNA bazí) denaturují při různých koncentracích, a proto vzniká množství bandů představu-

jící odlišnou mikrobiální populaci, kterou lze prostřednictvím sekvenace a dohledání v da-

tabázích blíže určit. Hlavní výhodou DGGE je citlivost (Singh a kol., 2012). 

2.3.6 Sekvenace 

Tato metoda umožňuje určit primární strukturu DNA, tedy pořadí jednotlivých nukleotidů 

v polypeptidovém řetězci. Porovnáním získané sekvence se sekvencemi mikroorganismů, 

které jsou dostupné v databázích lze identifikovat mikroorganismus přítomný v analyzova-

ném konsorciu. Nezávisle na sobě byly popsány v 70. letech 20. stolech metody Maxam-

Gilbert (chemická metoda) a Sanger (enzymatická metoda).  
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Maxam-Gilbertova metoda zahrnuje modifikaci bází DNA chemickými činidly a následné 

specifické štěpení řetězce DNA (Maxam a Gilbert, 1977; Sanger a Coulson, 1977). Podsta-

tou Sangerovy metody je ukončení replikačního procesu DNA na specifických místech po-

mocí terminátorů replikace. Maxam-Gilbertova metoda vykazuje mnohem nižší účinnost, 

z tohoto důvodu tak již není používána (King, 2006). 

Podstatou Sangerova sekvenování je nasednutí 15-25 bp dlouhého primeru komplementár-

ního k začátku sekvenovaného místa. Syntéza DNA probíhá od navázaného primeru za pří-

tomnosti fluorescenčních značek, jimiž jsou dideoxynukleotidy (ddNTP). Dideoxynukleo-

tidy jsou řazeny k nukleotidům původního řetězce DNA a z důvodu absence OH skupiny je 

syntéza zastavena. Dochází tak ke vzniku fluorescenčně značených fragmentů různé délky, 

jež jsou následně rozděleny kapilární elektroforézou v sekvenátoru. Získaný sekvenogram 

znázorňuje pořadí jednotlivých nukleotidů v testované DNA (Sanger a Coulson, 1977). 

Zisk velkého množství osekvenovaných vzorků umožňuje Next Generation sequencing 

(NGS) neboli sekvenování nové generace. Tato metoda paralelizuje proces sekvenování,  

a to umožňuje vznik tisíců až milionů sekvencí současně. Next Generation sequencing zahr-

nuje mnoho technologií, přičemž mezi nejvýznamnější patří sekvenace syntézou, ligací  

a pyrosekvenování (Faure a Joly, 2015). 

2.3.7 FISH 

Pro identifikaci, vizualizaci a porovnání zastoupení methanogenů lze použít také fluorescen-

ční in situ hybridizaci. Methanogeny lze takto vizualizovat nejen v kapalných vzorcích po 

odfiltrování vodné části, ale i v jemnozrnných pevných vzorcích, kde jsou adsorbovány na 

povrchu vzorků. 

Tato metoda (Obrázek 11) spočívá ve fixaci biologických struktur a následné vizualizaci 

methanogenů pomocí fragmentu DNA, který je komplementární k charakteristické sekvenci 

v DNA methanogenů. Tento fragment je označen fluoreskující molekulou. Pro vizualizaci 

methanogenů lze využít například komerčního kitu VIT Methanogenic Bacteria, který je 

vhodný také pro Archaea (Vermicon). 
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Obrázek 11 Schematické znázornění průběhu FISH (Abnova, 2021) 
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3 CÍLE PRÁCE 

TEORETICKÁ ČÁST 

Vypracování literární rešerše zaměřené na methanogenní mikroorganismy, methan a jeho 

výskyt v uhelných dolech, jeho využití a vznik. Teoretická část byla dále zaměřená na me-

tody stanovení methanogenních mikroorganismů v environmentálních vzorcích. 

EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

- optimalizace molekulárně biologických metod pro sledování genu mcrA v různoro-

dých environmentálních vzorcích 

- kvantifikace genu mcrA ve vzorcích odebraných z životního prostředí 

- vyhodnocení výsledků a formulace závěrů práce 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Přístroje 

Analytické váhy SI – 64A (Denver Instrument, USA) 

Analyzátor uhlíku TOC-5000A (Shimadzu, Japonsko) 

Aseptický laminární box Telstar (Španělsko) 

Centrifuga ROTANA 460R (Andreas Hettich, Německo)  

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Německo) 

Centrifuga MR23i (ThermoScientific, USA) 

Dry block heating termostat, Bio TDB-100 (BioSan, Lotyšsko) 

Elektroforetická aparatura HU10 Mini-Plus Horizontal (Scie-Plas, Velká Británie) 

Elektroforetická vana vč. příslušenství MultiSUB Mini (Consort, Belgie) 

Elektrický zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie) 

Chladnička (ARDO, Itálie) 

Kombinovaná chladnička (BEKO, Turecko) 

Laboratorní sterilizátor SANOclav (Wolf, Velká Británie) 

Laboratorní váhy Adventurer Pro 500 (OHAUS, USA) 

Mikropipety Eppendorf (Eppendorf, Německo) 

Mikrovlnná trouba (Electrolux, Švédsko) 

Osobní počítač ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Německo) 

PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Itálie) 

Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur) 

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

Termostat BT 120 (Laboratorní přístroje Praha, Česká republika) 

Třepačka laboratorní vratná (GFL, Německo) 

UV-Transiluminátor InGeniusLHR (SynGene Imaging, Velká Británie) 

Vortex-Genie® 2 Vortex vč. vortexového adaptéru (Mo Bio Laboratories, USA) 
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Vortex V-1 plus (Biosan, USA) 

Ostatní – laboratorní sklo, stojánek na zkumavky, plynový kahan, zápalky, sterilní špičky, 

sterilní spičky pro PCR s filtrem, rukavice, skalpel, pinzeta, třecí miska s tloučkem, kovová 

lžička, sterilní plastové zkumavky 25ml a 50ml, sterilní mikrozkumavky, sterilní mikrozku-

mavky pro PCR 0,2 ml 8 ks ve stripu, sterilní plastová víčka pro mikrozkumavky ve stripu, 

mikrotitrační destička, sterilní jednorázový filtr (Sartorius, Německo). 

4.2 Použité chemikálie a roztoky 

Agaróza SeaKem (Lonza, Švýcarsko) 

DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA) 

EliZymeTM Probe MIX AddROX (Elisabeth Pharmacon, ČR) 

Ethanol 70 % (Sigma-Aldrich, USA) 

Etidiumbromid 1:30 H2O (Sigma-Aldrich, USA) 

GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega, USA) 

High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) 

In-Fusion HD Cloning kit – In-Fusion HD Enzyme premix, linearizovaný pUC 19 vektor, 

kontrolní inzert a Stellar kompetentní buňky (Takara Bio, USA) 

NucleoSpin Gel and PCR clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL, Německo) 

Pevné kultivační médium – SOC médium, 1,5 % Agar Type I, 0,01 % Ampicilin 

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England) 

PowerSoil DNA Isolation Kit (Qiagen) 

Primery 

Redestilovaná voda pro molekulární biologii 

SOC médium – 2% trypton, 0,5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 

10 mM MgSO4, 20 mM glukóza 

Sterilní destilovaná voda 

50x koncentrovaný TAE pufr – 242 g 2M Tris base, 57,1 ml 1M kyselina octová, 100 ml 

0,5M EDTA, doplněno vodou do 1000 ml 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 43 

 

4.3 Charakteristika vzorků 

Experimentální část diplomové práce byla provedena v rámci projektu České technologické 

agentury Řízená podporovaná mikrobiální methanogeneze in situ. Vzorky byly dodány Čes-

kou geologickou službou a dále Výzkumným ústavem pro hnědé uhlí a.s. Vzorky byly ode-

brány z různých lokalit, které se lišily podložím i historií těžby. Lokality byly z geologického 

hlediska dobře charakterizované. 

 K molekulárně biologické analýze výskytu methanogenů byly vybrány reálné vzorky hně-

dého uhlí, černého uhlí a důlní vody. Dále byly Českou geologickou službou dodány různo-

rodé environmentální vzorky, potenciálně obsahující methanogenní a anaerobní methan oxi-

dující Archaea. Vzorky byly dodány z následujících lokalit: 

4.3.1 Hnědouhelné lomy 

Lom ČSA 

Tento rozsáhlý lom nacházející se v blízkosti svahů Krušných hor je tvořen makroskopicky 

monotónní vrstvou jezerních sedimentů. Dříve totiž patřila tato část krajiny Komořanskému 

jezeru, následně zde vznikly rozsáhlé mokřady. Vlivem těžby uhlí docházelo k postupnému 

vysoušení vodní plochy. Těžba skrývkových zemin zde již byla ukončena. Mocnost uhelné 

sloje činí cca 30 m. Podloží sloje tvoří jíly, slíny a pískovce. 

Dodané vzorky: 

Odběrové místo bylo označeno LLC. 

LCAC-1A – překop hlubiny, uhlí 

LCAC-1B – překop hlubiny, uhlí 

LCBC-1A – křížení chodeb, uhlí 

LCBC-1B – křížení chodeb, uhlí 

LCCC-1A – sloj, oranžové Fe okry, uhlí 

LCCC-1B – sloj, oranžové Fe okry, uhlí 
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Lom Bílina 

Jedná se o největší povrchový důl České republiky s vysokou kvalitou hnědého uhlí. Jedná 

se o výplň Mostecké pánve třetitohorního původu. Podloží je tvořeno vulkanickými horni-

nami, pod kterými se nachází mořské usazeniny a v nejhlubších vrstvách rula. Těžba skrývky 

a uhlí má zde dlouhodobou perspektivu. Těleso lomu tvoří složitý komplex písčitých výplní 

říčních koryt a jezerních jílů. 

Bod BIA 

Jedná se o nejsevernější část báze sloje s vývěrem důlní vody z pukliny o průměru 1 cm, 

stěny pukliny jsou pokryty bělavým biofilmem vzhledu chmýří, délka vláken cca 10 mm. 

Po vytažení z vody přilne chmýří na kámen a je sotva patrné. Vně byly pozorovány i zelené 

řasy. Slabý zápach H2S, voda čirá. 

Dodané vzorky: 

BIAB 2A – odryp uhlí z pukliny se zbytky biofilmu a řasou 

BIAB 2B – odryp odryp uhlí z pukliny se zbytky biofilmu 

BIAW 1B – vývěr vody z pukliny asi 2 m nad bází sloje, stěny pukliny a výronu pokryty 

bělavým biofilmem 

Bod BIB 

Soustředěný vývěr v pásmu výronů železitých vod ve stěně při bázi sloje, pásmo cca 200 m 

široké, bez řasy, pokryto rzivými okry, bez zápachu. 

Dodané vzorky: 

BIBC 1B – odkop uhlí v místě vývěru vody 

Vrt Bílina 

Bi179 – písek, hloubka 159 m, místo zavážky staré štoly z války 

Bi180 – hloubka 160 m, uhlí hlavní sloj 

Bi181 – hloubka 161 m, uhlí hlavní sloj 

Bi182 – hloubka 167 m, uhlí hlavní sloj 

Vrt JU2061 v předpolí vrtu Bílina 

I12 – nadložní písky, voda 
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Vrt LB470 v předpolí vrtu Bílina 

I14 – nadložní písky, voda 

Vrt JU1786 v předpolí vrtu Bílina 

I15 – nadložní písky, hloubka 65–100 m, voda 

Lom Vršany 

V centrální části mostecké pánve je situován lom Vršany, jehož uhelná sloj je rozštěpena do 

několika lávek. Mezi první a hlavní slojí je situováno mocné meziloží. Nachází se zde také 

fosilní koryto terciérní řeky, které prochází celou lokalitou a způsobuje pokles hlavní uhelné 

sloje na několik metrů. Kvalita hnědého uhlí je nižší než v případě lomu ČSA. Mocnost 

hlavní uhelné sloje v oblasti lomu značně kolísá. Podloží sloje tvoří především terciérní šedé 

jílovce, písky a křídové slínovce. 

Dodané vzorky: 

Odběrová místa byla označena VRA, VRB, VRC 

VRBW 1A – skap ze stěny při bázi sloje, uhlí 

VRBW 1B – odběr z vyhrabané tůňky při bázi sloje, uhlí 

VRCC 1B – odkop ze stěny v místě zavlhnutí, uhlí 

VRBC 1B – odkop uhlí v místě vývěru vody, uhlí 

VRVAC 1B – odvodňovací příkop, odryp uhlí ze stěny příkopu, uhlí 

Vrt SL437 

VRS1 – vrt SL437, hloubka 56 m, uhlí 

VRS2 – vrt SL437, hloubka 63 m, uhlí 

VRS3 – vrt SL437, hloubka 71 m, uhlí 

Vrt SL438 

VRS4 – vrt SL438, hloubka 79 m, uhlí 

VRS5 – vrt SL438, hloubka 85 m, uhlí 
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Lom Libouš 

Geologická situace lomu Libouš je oproti lomům Bílina a Vršany odlišná. Uhelná sloj je 

relativně jednotná bez neuhelného meziloží. Kvalita hnědého uhlí je nižší, než na lokalitách 

ČSA a Bílina. V místě odběru lze počítat s mocností cca 30 m. Svrchní horizont skrývkových 

zemin je tvořen především ornicí, hlínami a zahliněnými štěrky.  

Dodané vzorky:  

Odběrové místo bylo označeno LIA. 

LIAC 1A – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, zalito vodou, uhlí 

LIAC 1B – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, zalito vodou, uhlí 

LIBC 1A – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, cca 200 m od LIA, bez vody, uhlí 

LIBC 1B – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, cca 200 m od LIA, bez vody, uhlí 

LICC 1A – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, bez vody, uhlí 

LICC 1B – odkop uhlí ze stěny v místě vývěru vody, bez vody, uhlí 

Těžebna Václav 

Tato lokalita se nachází v blízkosti nádraží Duchcov a je velmi odlišná od lokalit předešlých. 

Rozsah těžebny je pouze cca 5 ha a dobývá se zde jedním těžebním řezem zvětralý výchoz 

uhelné sloje. Těžba probíhá příležitostně dle potřeby. Skrývku tvoří pouze hlinitý horizont  

o minimální mocnosti. Mocnost horizontu kolísá, v zásadě činí několik metrů. 

Dodané vzorky: 

Odběrová místa byla označena VAA, VAB, VAC 

VAAC 1A – odkop ze stěny, příležitostně těžená jáma s oxyhumolitem, uhlí 

VAAC 1B – odkop ze stěny, příležitostně těžená jáma s oxyhumolitem, uhlí 

VABC 1A – odkop ze stěny, příležitostně těžená jáma s oxyhumolitem, uhlí 

VABC 1B – odkop ze stěny, příležitostně těžená jáma s oxyhumolitem, uhlí 

VACC 1A – odkop z průzkumné sondy v úrovni hladiny, příležitostně těžená jáma s oxyhu-

molitem, uhlí 

VACC 1B – odkop z průzkumné sondy v úrovni hladiny, příležitostně těžená jáma s oxyhu-

molitem, uhlí 
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4.3.2 Černouhelné doly: 

Doly ČSM 

Doly ČSM se nachází v hornoslezské pánvi, která vznikla v karbonu. V nadloží se vyskytuje 

významný kolektor fosilní mořské vody. Dominantní složkou plynů vyprodukovanými doly 

je izotopově lehký methan. V roce 2018 zde došlo k výbuchu methanu. 

Dodané vzorky: 

ČSM 2VA – jímka odvodňovacích vrtů, 42 °C, voda 

ČSM 2VB – jímka odvodňovacích vrtů, 42 °C, voda 

ČSM 8A – čelba, vydatný skap, voda 

ČSM 10A – přesah do polského dolu Morcinek, v místě čerpání na chodbě, voda 

ČSM 10B – přesah do polského dolu Morcinek, v místě čerpání na chodbě, voda 

OKDj11 – hloubka 2 m, sever, uhlí 

OKDj25u – hloubka 150 m, jih, uhlí 

OKDj25p – hloubka 150 m, jih, pískovec 

OKDj29 – hloubka 209 m, jih, pískovec 

Doly Darkov 

Doly Darkov jsou z hlediska methanogeneze analogem ČSM jak z hlediska typu methano-

vého plynu, tak geologického prostředí a složení podzemních vod. 

Dodané vzorky: 

DAR 17 – průsaky u odvodňovacího vrtu, hloubka 160 m, voda 

DAR 18A – hloubka 350 m, voda 

DAR 18B – hloubka 350 m, voda 

DAR 19 – odvodnění degazačního systému, od předešlého dne zastaveno sání, voda 

DAR 20A – vrt do čelby, voda z čelby 

DAR 20B – vrt do čelby, voda z čelby 

DAR 21A – vývěr vody z masivu, hloubka 800 m, voda 
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DAR 21B – vývěr vody z masivu, hloubka 800 m, voda 

Důl ČSA 

Bývalý důlní komplex (Důl Československé armády) je rozdělen do dvou závodů: Jan Karel, 

Doubrava. Jedná se o důl s produkcí kvalitního koksovatelného černého uhlí. Mocnost 

uhelné sloje činí řádově 2–3 m. 

Dodané vzorky: 

OKDj6 – hloubka 52,5 m, uhlí 

ČSA 18A – mísení s vodou z podloží, voda 

ČSA 18B – mísení s vodou z podloží, voda 

ČSA 19 – skap ze stěny sloje, voda 

ČSA 20 – odvodňovací vrt, voda 

ČSA 21 – nečinný vrt, voda 

ČSA 22 – překop do sloje, voda 

ČSA 23 – křížení překopů do sloje, voda 

4.3.3 Další environmentální vzorky 

Důl Staříč 

Důl Staříč představuje horninové a slojové prostředí s typicky termogenním methanovým 

plynem z degazace porubu se zvýšeným obsahem vyšších uhlovodíkových plynů. Jedná se 

o termogenní methan s malou příměsí mikrobiálního methanu. Uzavřené části dolu předsta-

vují typický analog dolů v porúří v Německu, kde byla v nepřístupných bezkyslíkatých čás-

tech chodeb popsána „živá“ methanogeneze působením Archaea (Beckmann a kol., 2011). 

Dodané vzorky: 

Následující vzorky byly odebrány z louže v lokalitě dolu Staříč. 

1-S2 – povrch hladiny, voda 

2-S2 – povrch hladiny, voda 

Sta3/os – západní okraj obce Staříč, potok v hájku, povlaky na hladině, oranžový sediment-

Sta4/ok – západní okraj obce Staříč, potok v hájku, povlaky na hladině, kůra, oranžový po-

vrch 
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Důl Žukov 

Tato lokalita se nachází v oblasti severní Moravy (mezi Příborem a Českým Těšínem). Vy-

skytují se zde ložiska zvětralého a tektonicky porušeného karbonu. V letech 1949–1980 zde 

byl těžen zemní plyn, v současnosti se jedná pouze o podzemní zásobník plynu. 

Dodané vzorky: 

ŽU-1D8 S – ústí zlikvidovaného vrtu Žukov, kal na stěnách otvoru, pevná fáze 

ŽU-1D8 W – ústí zlikvidovaného vrtu Žukov, kal na stěnách otvoru, kapalná fáze 

Hornoslezská uhelná pánev 

Tato lokalita nebyla blíže určena. Jednalo se o 2 vzorky z louže. V této lokalitě byl také 

zaznamenán vývěr methanu. Vzorky byly odebrány z míst průsaků methanu. Vzorek 1 byl 

po filtraci rozdělen na vodnou fázi 1W a sediment 1S. Vzorek 2 obsahující směs vody a listů 

byl rozdělen na vodnou fázi 2W a pevnou fázi 2S. 

1W – sediment, vodná fáze 

2W – směs vody s listy, vodná fáze 

1S – sediment, pevná fáze 

2S – směs vody s listy, pevná fáze 

4.4 Izolace DNA 

Vzorky byly zpracovány ihned po dodání. Pro izolaci DNA z hnědého uhlí vzorku byl na-

vážen 1 g sedimentu, který byl homogenizován v třecí misce s tloučkem, pro izolaci DNA 

z důlní vody bylo centrifugováno 100 ml vodné fáze a izolace proběhla z pelety po centrifu-

gaci. Pevná a kapalná fáze neuhelných environmentálních vzorků byla zpracována obdobně. 

K izolaci DNA byl použit komerční kit PowerSoil DNA Isolation Kit (Quiagen), který ob-

sahuje roztoky C1 – C6, jejichž složení není výrobcem poskytováno.  

POSTUP DLE PROTOKOLU VÝROBCE 

1. Do rozbíjecí zkumavky byl navážen 1 g homogenizovaného vzorku hnědého uhlí, 

nebo přenesen pelet po centrifugaci 100 ml vodné fáze důlní vody. 

2. Do rozbíjecí zkumavky bylo přidáno 60 µl roztoku C1 a řádně vortexováno. 

3. Rozbíjecí zkumavky byly umístěny na vortex a třepány maximální rychlostí po 

dobu 10 min. 
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4. Zkumavky byly zcentrifugovány při 10 000 x g po dobu 30 s. 

5. Supernatant byl přenesen do přiložené 2ml mikrozkumavky. 

6. Bylo přidáno 250 µl roztoku C2, zkumavky byly vortexovány po dobu 5 s a in-

kubovány při 4 °C po dobu 5 min. 

7. Zkumavky byly centrifugovány při 10 000 x g po dobu 1 min. 

8. Do přiložené 2ml mikrozkumavky bylo přeneseno 600 µl supernatantu. 

9. K supernatantu bylo přidáno 200 µl roztoku C3 a vortexováno. 

10. Mikrozkumavky byly inkubovány při při 4 °C po dobu 5 min. 

11. Vzorky byly centrifugovány při 10 000 x g po dobu 1 min. 

12. Do přiložené 2ml mikrozkumavky bylo přeneseno 750 µl supernatantu. 

13. Bylo přidáno 1200 µl roztoku C4 a vortexováno po dobu 5 s. 

14. Do přiložené kolonky bylo přeneseno 675 µl směsi a centrifugováno při  

10 000 x po dobu 1 min. 

15. Přefiltrovaná kapalina byla vylita a do kolonky bylo přeneseno dalších 675 µl 

směsi a centrifugováno stejně, jako v předešlém kroku.  

16. Přefiltrovaná kapalina byla vylita a do kolonky byl přidán zbytek směsi a opět 

centrifugován. 

17. Přefiltrovaná kapalina byla vylita. 

18. Do kolonky bylo přidáno 500 µl roztoku C5 a centrifugováno při 10 000 x g po 

dobu 30 s. 

19. Přefiltrovaná kapalina byla odstraněna a prázdné zkumavky s kolonkami byly 

znovu centrifugovány při 10 000 x g po dobu 3 min. 

20. Kolonka byla přenesena do přiložené 2ml mikrozkumavky. 

21. Doprostřed bílé membrány kolonky bylo přidáno 50 µl roztoku C6, směs byla 

ponechána k absorbci a následně centrifugována při 10 000 x g po dobu 30 s. 

22. Kolonka byla vyjmuta z mikrozkumavky, DNA v mikrozkumavce byla připra-

vena k dalšímu použití. 

4.5 Měření koncentrace DNA 

Koncentrace DNA ve vzorcích bylo měřena pomocí kitu určeného pro velmi nízké koncen-

trace DNA (AccuGreen™ High Sensitivity dsDNA Quantitation Kit) od společnosti Bio-

tium. K měření koncentrace byl použit Fluorometr QFX (DeNovix). 
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POSTUP DLE PROTOKOLU VÝROBCE 

1. Do zkumavky bylo napipetováno 200 µl roztoku DNA Quantification Buffer (sou-

část kitu) a 4 µl barviva AccuGreen™ Dye a obsah zkumavky byl zvortexován. 

2. Do čisté přiložené mikrozkumavky byla napipetováno 190 µl směsi a 10 µl DNA. 

3. Do 2 čistých přiložených mikrozkumavek bylo napipetováno 190 µl směsi a 10 µl 

standardů AccuGreen™ Standard 1 a AccuGreen™ Standard 2. 

4. Nejprve byla změřena koncentrace standardů a následně vzorků obsahujících vyizo-

lovanou DNA. 

4.6 Test primerů na kulturách sbírkových kmenů 

Detekce methanogenů proběhla zacílením na gen mcrA, který je společný pro methanogenní 

i anaerobní methan oxidující Archaea – ANME (Hallam a kol., 2003; Liu a kol., 2016; 

Narihiro a Sekiguchi, 2011; Timmers a kol., 2017). K tomu byly vybrány primery uvedené 

v následující tabulce (Tabulka 6). 
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Tabulka 6 Vybrané sady primerů k detekci genu mcrA 

Primer Sekvence 

Délka amplifi-

kovaného seg-

mentu [bp] 

Zdroj 

931f 

m1100r 

AGG AAT TGG CGG GGG AGC A 

BGG GTC TCG CTC GTT RCC 
180 

Einen a kol., 

2008 

338f 

518r 

BGG GTC TCG CTC GTT RCC 

ATT ACC GCG GCT GCT GG 
180 

Ghyselinck  

a kol., 2013 

mlas 

mcrA-rev 

GGTGGTGTMGGDTTCACMCARTA 

CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT 
400 

Hales a kol., 

1996 

ME3MF 

ME2r 

ATGTCNGGTGGHGTMGGSTTYAC 

TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT 
400 

Steinberg  

a Regan, 2009 

ME3MF-e 

ME2r 

ATGAGCGGTGGTGTCGGTTTCAC 

TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT 
400 

Steinberg  

a Regan, 2009 

 

Vhodnost primerů byla otestována Nested polymerázovou řetězovou reakcí. K tomuto byly 

vybrány 3 sbírkové kmeny methanogenů (Tabulka 7). Byla objednána DNA od společnosti 

DSMZ (Německo). Nested PCR byla provedena ve dvou krocích. V prvním kroku, tzv. touch 

down PCR, byla použita sada vnějších primerů a teplota annealingu byla nastavena na tep-

lotu vyšší, než je optimální Tm primerů, zatímco ve druhém kroku byla nastavena teplota 

optimální. Vznikly tak vysoce specifické produkty, jelikož během první PCR bylo vysokou 

teplotou zamezeno vzniku nespecifických produktů (např. dimery primerů). 

Tabulka 7 Sbírkové kmeny vybrané pro test primerů 

Číslo Sbírkový kmen 

1 Methanoculleus horonobensis 

2 Methanosarcina subterranea 

3 Methanococcus vannielii 
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Jako master mix byl použit GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega), který obsahoval 

DNA polymerázu, MgCl2, deoxynukleotidy (dNTP) a reakční pufr. Sady primerů byly ře-

děny 5x. Reakční směs byla připravována v objemu 20 µl a její složení je zobrazeno v tabulce 

(Tabulka 8). 

Tabulka 8 Složení PCR směsi 

Reakční objem směsi 20 µl Koncentrace v reakční směsi 

Komponenty Objem [µl] - 

PCR voda 7 - 

Master mix 10 1x 

Forvard primer 1 1 µmol/l 

Reverse primer 1 1 µmol/l 

Templátová DNA 1 - 

 

Nastavení touch down PCR i druhého kroku PCR je znázorněno v tabulkách (Tabulka 9, 

Tabulka 10). 

Tabulka 9 Nastavení touch down PCR 

 Teplota (°C) Čas (min.) Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94–95 °C 2 min 

9 
Denaturace 94–95 °C 30 sec 

Annealing 57–61 °C 1 min 

Elongace 72 °C 1–1,5 min 

Denaturace 94–95 °C 30 sec 
20–35 

-0,5 °C/cyklus 
Annealing 52–56 °C 30 sec 

Elongace 72 °C 1–1,5 min 

Závěrečná amplifikace 72 °C 10 min 1 
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Tabulka 10 Nastavení druhého kroku PCR 

 Teplota (°C) Čas (min.) Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94–95 °C 4–7 min 1 

Denaturace 94–95 °C 1 min 20–35 

Annealing 50–56 °C 1 min 20–35 

Elongace 72 °C 1–1,5 min 20–35 

Závěrečná amplifikace 72 °C 10 min 1 

4.7 Horizontální agarózová elektroforéza 

Pomocí gelové elektroforézy bylo ověřeno, zda během PCR vznikly odpovídající produkty. 

Elektroforéza probíhala v prostředí TAE pufru, a to v 1,5 % gelu. Bylo nastaveno napětí  

120 V po dobu 40 min. Gel byl vyhodnocen pomocí UV transiluminátoru při vlnové délce 

302 nm a následně zdokumentován pomocí digitálního fotoaparátu s oranžovým filtrem. Ná-

sledovalo zpracování počítačovým systémem GeneSnap. 

POSTUP 

1. Bylo naváženo 0,75 g agarózy a rozpuštěno v 50 ml TAE pufru. 

2. Roztok byl rozvařen v mikrovlnné troubě. 

3. Po zchladnutí byly přidány 2 μl barviva SimplySafe EURX a gel přelit do elektrofo-

retické vany. 

4. Do gelu byly vloženy hřebínky a gel byl ponechán ke ztuhnutí. 

5. Hřebínky byly odstraněny a gel byl vložen do elektroforetické komůrky naplněné 

TAE pufrem. 

6. Do krajní jamky v každé řadě byly napipetovány 3 μl standardu molekulové hmot-

nosti. 

7. Následně bylo do jamek přeneseno 6 μl vzorku. 

8. Elektroforetická komůrka byla připojena ke zdroji elektrického napětí (120 V), elek-

troforetická separace probíhala asi 40 min. 

9. Po ukončení elektroforézy byl gel vizualizován pomocí transiluminátoru. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 55 

 

4.8 qPCR 

Kvantitativní real-time PCR je metoda, která slouží ke kvantifikaci sledovaného úseku DNA 

v reálném čase. K tomu jsou využívány fluorescenční látky, které jsou schopny navázat se 

na amplifikovaný úsek DNA. Jakmile dojde během reakce k nárůstu fluorescence nad práh 

pozadí, je známa hodnota Ct. Tato hodnota značí číslo cyklu, přičemž nižší číslo představuje 

větší množství templátové DNA dodané do reakce, a naopak. Desítkovým ředěním templá-

tové DNA je připravena standardní křivka, která zároveň vyjadřuje vztah Ct hodnoty vzhle-

dem k množství vstupní templátové DNA. Ze sklonu standardní křivky je následně možno 

vypočítat účinnost reakce. 

4.8.1 Test průběhu qPCR 

K otestování správného průběhu qPCR byla real-time PCR provedena s 10x ředěnou DNA 

sbírkových methanogenů (Tabulka 8). K tomu byly použity primery specifické pro skupinu 

Archaea 931f a m1100r. Amplifikace ředěné DNA byla provedena také s využitím primerů 

mlas a mcrA-rev, které jsou specifické pro methanogenny a ANME. 

Pro qPCR byl použit komerční master mix Luna Universal qPCR Master Mix od společnosti 

BioLabs. Master mix obsahuje polymerázu, reakční pufr i nukleotidy (dNTP). Objem reakce 

byl 25 μl a její složení je zobrazeno v tabulce (Tabulka 11). 

Tabulka 11 Složení qPCR směsi 

Reagencie Obj. [µl] Koncentrace 

Luna Universal qPCR Master Mix 12,5 1x 

H2O 9,5 - 

Forward primer 0,25 300 nmol.1-1 

Reverse primer 0,25 300 nmol.1-1 

DNA 2,5 variabilní 

Celkový objem 25,0  

 

Po napipetování všech reagencií do mikrotitrační destičky byla tato přelepena folií a vložena 

do termocykléru a byl spuštěn vhodný program (Tabulka 12). 
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Tabulka 12 Nastavení programu qPCR 

 Teplota (°C) Čas (min.) Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94–95 °C 4–7 min  

Denaturace 94–95 °C 1 min 20–35 

Annealing 60 °C min 20–35 

Elongace 72 °C min 20–35 

Závěrečná amplifikace 72 °C min 1 

 

4.8.2 Test qPCR na reálném vzorku obsahujícím methanogeny 

 Z anaerobního kalu z bioplynové stanice byla vyizolována DNA. K izolaci byl použit ko-

merční kit PowerSoil Isolation Kit od společnostu Quiagen a DNA byla izolována stejným 

postupem, jako v kapitole 3.4. Koncentrace DNA byla změřena pomocí Fluorometru QFX 

(DeNovix) a kitu určeného pro velmi nízké koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensiti-

vity dsDNA Quantitation Kit (Biotium) podle postupu v kapitole 3.5. Následně byla prove-

dena touch down PCR za použití primerů mlas a mcrA-rev (Tabulka 8, Tabulka 9, Tabulka 

10).  

4.8.3 Analýza methanogenů 

S jednotlivými vyizolovanými vzorky DNA z hnědého uhlí, černého uhlí a důlní vody byla 

provedena qPCR za použití primerů mlas, mcrA-rev. Jako master mix byl použitý komerční 

Luna Universal qPCR Master Mix od společnosti BioLabs. Složení PCR reakce a nastavení 

teplotního programu je znázorněno v tabulkách (Tabulka 13, Tabulka 14). Jako pozitivní 

kontrola sloužila DNA typového kmenu Methanococcus vannielii SB. 

Pro environmentální vzorky dodané ČGS byl použit master mix SYBR Green. Jako pozitivní 

kontrola sloužila DNA typového kmenu Methanococcus vannielii SB. Složení směsi qPCR 

je znázorněno v tabulce (Tabulka 13). Nastavení teplotního programu a použití primerů bylo 

stejné, jako pro vzorky černého a hnědého uhlí. 
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Tabulka 13 Složení PCR směsi environmentální vzorky do-

dané ČGS 

Komponenta Objem [µl] 

SYBR Green Master mix 12,5 

Forward primer 2,5 

Reverse primer 2,5 

DNA 1 

PCR voda 6 

4.9 Návrh nových originálních primerů 

Pro kvantifikaci počtu kopií sledovaného genu byly navrženy nové originální vnitřní speci-

fické primery (Tabulka 14) pro real-time PCR. Tyto primery ohraničují část úseku genu 

mcrA a pro jejich návrh byl použit software Primer – Blast (Basic Local Alignment Search 

Tool) na základě znalosti genomu organismu Methanococcus vannielii SB. Primery byly 

navrženy ve spolupráci s pracovníky laboratoře molekulární biologie Ústavu inženýrství 

ochrany životního prostředí. 

Tabulka 14 Nové originální primery pro kvantifikaci počtu kopií sledovaného genu 

Primer Sekvence 
Délka amplifikovaného 

segmentu [bp] 
Zdroj 

mlas7 

mcrA-

rev7 

GCTACAGCAGCATACACCGA 

TGCAATGTCTTCTACTACGTCCA 
123 Vlastní 

 

4.10 Specificky značená DNA próba 

Pro zpřesnění výsledků a vytipování vzorků obsahujících gen mcrA byly v rámci projektu 

navrženy (program Primer3) specifické TaqMan próby detekující tento gen. Bylo tak zame-

zeno vzniku tzv. nespecifických produktů, které mohou ztížit vyhodnocení výsledků. Navr-

žené sekvence primerů jsou znázorněny v tabulce (Tabulka 15). Sekvence hybridizační oligo 

(próby) s modifikací 5´FAM a 3´Tamra je uvedena v tabulce. Sondy byly navrženy ve spo-

lupráci s pracovníky laboratoře molekulární biologie Ústavu inženýrství ochrany životního 

prostředí. 
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Tabulka 15 Specificky značená DNA próba 

Primer Sekvence 
Délka amplifikovaného 

segmentu [bp] 
Zdroj 

oligoM7 CGATATCTTGGACGATTTCTCA 123 Vlastní 

 

Pro qPCR byl použit mastermix EliZymeTM Probe MIX AddROX (Elisabeth Pharmacon). 

Složení reakční směsi je zobrazeno v tabulce (Tabulka 16), program qPCR je uveden v ta-

bulce (Tabulka 17). 

Tabulka 16 Složení reakční směsi qPCR s použitím specifické DNA próby 

Reagencie Obj. [µl] Koncentrace 

2x EliZYMETM Probe Mix 10 1x 

H2O 7 - 

Forward primer 0,8 400 nmol.1-1 

Reverse primer 0,8 200 nmol.1-1 

próba 0,4 variabilní 

DNA 1 - 

 

Tabulka 17 Nastavení programu qPCR s použitím specifické DNA próby 

 Teplota (°C) Čas (min.) Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94–95 °C 2–3min  

Denaturace 94–95 °C 5 s 40 

 Annealing 60 °C 30 s 

Analýza křivky tání - 

 

4.11 Kvantifikace počtu kopií genu mcrA 

Kvantifikace počtu kopií genu mcrA byla provedena metodou klonování. Jedná se o proces, 

během kterého vznikají funkční kopie identické s původní předlohou - klony. 

Ke klonování byl použit komerční kit In-Fusion HD Cloning kit a DNA mikroorganismu 

Methanococcus vannielii SB, nesoucího gen mcrA. In-Fusion HD Cloning kit obsahuje In-
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Fusion HD Enzyme premix, linearizovaný pUC 19 vektor, kontrolní inzert a Stellar kompe-

tentní buňky. In-Fusion klonování je založeno na homologní rekombinaci 15bp konců in-

zertu (cizí DNA) a vektoru, což umožňuje vložení inzertu do vektoru. 15bp přesahy kom-

plementární k 15bp koncům vektoru se do inzertu vnesou pomocí PCR primerů. Pro inte-

graci vektoru s vloženým inzertem do bakterií (Stellar kompetentních buněk) je využíváno 

tzv. kompetence, což je schopnost bakterií přijmout cizorodou DNA. Transformace, pro-

stupnost cytoplazmatické membrány kompetentních buněk pro vektor, je provedena mírným 

teplotním šokem. Klonovací systém In-fusion se vyznačuje až 90 % účinností transformace. 

Po kultivaci a namnožení buněk vyroste na Petriho miskách s pevným kultivačním médiem 

s ampicilinem z každé kompetentní buňky jedna kolonie-jeden klon. 

POSTUP DLE PROTOKOLU VÝROBCE 

1. Nejdříve byl pomocí metody PCR amplifikovaný požadovaný úsek DNA. Složení 

reakční směsi a nastavení PCR je uvedeno v tabulkách (Tabulka 8, Tabulka 9, Ta-

bulka 10). 

2. Výsledný amplifikovaný produkt byl purifikován. K tomu byl použit komerčně do-

stupný kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit. 

- Vzorek byl upraven na objem min. 30 l. 

- Vzorek byl následně smíchán s NTI pufrem v poměru 1 : 2. 

- Směs byla převedena na kolonku obsahující křemíkovou mikrofiltrační membránu. 

- Kolonka byla vložena do sběrné mikrozkumavky. 

- Vzorek byl centrifugován po dobu 30 s při 11 000 x g. 

- Roztok ze sběrné zkumavky byl odstraněn a na kolonku bylo napipetováno 700 l 

NT3 pufru. 

- Vzorek byl centrifugován 30 s při 11 000 x g. Roztok ze sběrné zkumavky byl opět 

odstraněn. 

- Pro vysušení kolonky byla tato inkubována po dobu 3 min při teplotě 70 °C a ná-

sledně znovu centrifugována po dobu 1 min při 11 000 x g. 

- Kolonka byla vložena do nové sterilní mikrozkumavky a na membránu bylo napipe-

továno 20 l NE pufru. 

- Zkumavka byla inkubována při teplotě 70 °C po dobu 3 min. 

- Vzorek byl následně centrifugován po dobu 1 min při 11 000 x g. 

- Eluát byl připraven k následnému použití. 
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3. Následně byl purifikovaný PCR produkt vložen do vektoru PUC19. Složení reakční 

směsi je uvedeno v Tabulce 18. 

Tabulka 18 Složení reakční směsi 

 Objem [µl] Množství v reakci 

Purifikovaný PCR produkt 2 10–200 ng 

Vektor pUC19 1 50–200 ng 

5 x In-Fusion HD Enzyme Premix 2 1 x 

Deionizovaná voda 5  

Reakční objem 10  

 

4. Směs byla inlubována 15 min při 50 °C, poté na ledu. 

Následně byla provedena transformace vektoru s vloženým inzertem do Stellar kom-

petentních buněk: K 50 µl Stellar kompetentních buněk bylo přidáno 2,5 µl reakční 

směsi. Reakční směs byla inkubována na ledu 30 min, poté byla vystavena teplotnímu 

šoku při 42 °C 45 sekund, poté znovu inkubována na ledu 1–2 minuty. 

5. Následně byly kompetentní buňky s vloženým vektorem kultivovány. 

6. SOC médium bylo předehřáto na na 37 °C a přidáno ke kompetentním buňkám do 

celkového objemu 500 µl. 

Směs byla inkubována v v třepačce 160–225 rpm při 37 °C 1 hodinu. 

Buňky byly následně očkovány na Petriho misky s pevným kultivačním médiem 

s ampicilinem o koncentraci 100 µg/ml: 5 µl namnožených kompetentních buněk 

bylo smícháno s 95 µl SOC média a rovnoměrně rozetřeneno na Petriho misku. 

Na další Petriho misku bylo rozetřeno 100 µl neředěných namnožených kompetent-

ních buněk. Zbylý objem kompetentních buněk byl centrifugován při 6000 rpm  

5 minut, supernatant byl odstraněn a k peletu bylo přidáno 100 µl SOC média. 

7. Pelet byl rozpuštěn a rozetřen na další Petriho misku. 

8. Petriho misky byly inkubovány při 37 °C 24 hodin. 

9. Následně byl z narostlých kolonií izolován plazmid. 
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Izolace plazmidu 

K izolaci plazmidu byl použit High-Speed Plasmid Mini Kit. Tento mini kit byl navržen pro 

rychlou izolaci plazmidové DNA z 1-5 ml kultivovaných bakateriálních buněk. Metoda mo-

difikované alkalické lýzy s přídavkem RNázy zajišťuje zisk čirého buněčného lyzátu s mi-

nimálním množstvím genomové DNA a RNA kontaminantů. V přítomnosti chaotropní soli 

je plazmidová DNA navázána na matrici kolonky. Kontaminanty jsou odstraněny promýva-

cím pufrem a vyčištěná DNA je následně eluována pufrem s nízkým obsahem soli. 

POSTUP DLE PROTOKOLU VÝROBCE 

1. Do mikrocentrifugační zkumavky bylo přeneseno 1,5 ml bakteriální kultury, směs 

byla centrifugována při 16 000 x g po dobu 1 min. 

2. Následně byl odstraněn supernatant. 

3. K peletu bylo přidáno 200 µl PD1 pufru a směs byla zvortexována. 

4. Poté bylo přidáno 200 µl PD2 pufru, směs byla rozsuspendována pipetováním a ná-

sledně inkubována při pokojové teplotě po dobu 2 min. 

5. Bylo přidáno 300 µl PD3 pufru, směs směs byla rozsuspendována pipetováním  

a následně centrifugována při 16 000 x g po dobu 3 min. 

6. Do 2ml mikrozkumavky byla vložena kolonka. 

7. Supernatant byl napipetován na kolonku, následně byla směs zcentrifugována při 

16 000 x g po dobu 30 s. 

8. Kapalná část byla z mikrozkumavky odstraněna. 

9. Kolonka byla vložena do čisté mikrozkumavky. 

10. Následně bylo na kolonku napipetováno 600 µl promývacího pufru, kolonka byla 

zcentrifugována při 16 000 x g po dobu 30 s. 

11. Kapalná část byla z mikrozkumavky odstraněna, kolonka byla znovu zcentrifugo-

vána. 

12. Následně byla kolonka přenesena do čisté mikrozkumavky. 

13. Na kolonku bylo přidáno 50 µl elučního pufru, následně byla provedena inkubace při 

pokojové teplotě po dobu 5 min. 

14. Kolonka byla zcentrifugována při 16 000 x g po dobu 2 min. 

15. Obsah mikrozkumavky byl připraven k následujícím molekulárně biologickým me-

todám. 
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Ověření přítomnosti vloženého úseku genu mcrA do klonovacího plasmidu bylo provedeno 

pomocí PCR, sekvenováním a následnou identifikací v databázi BLAST (Basic Local Alig-

nment Search Tool).  

Počet kopíí genu mcrA v dodaných vzorcích bylo následně vypočteno pomocí metody ab-

solutní kvantifikace. Nejdříve byla vytvořena standardní křivka. Vzorky standardu (Metha-

nococcus vannielii SB) byly sériově naředěny 0x, 10x, 100x, 1 000x, 10 000x a byla prove-

dena qPCR (kapitola 4.10.) Pro každé ředění byla získána Ct hodnota. Propojením Ct hodnot 

s hodnotami daného ředění byla získána standardní křivka. Podle rovnice přímky  

y = -bx + a byla vypočtena efektivita reakce. Parametr y je závislá proměnná a představuje 

výstup, parametr b vyjadřuje sklon křivky, parametr x je nezávislá proměnná představující 

vstup a parametr a značí odklon počátku regresní přímky od nulového bodu. Efektivita re-

akce je pak vypočítána ze sklonu standardní přímky podle rovnice: E = (10(-1/b)-1) x 100. 

Pokud je efektivita reakce 100 %, sklon standardní křivky je -3,32. Nižší hodnota sklonu 

představuje efektivitu nižší než 100 %, zatímco hodnota vyšší, než -3,32 ukazuje nízkou 

kvalitu vzorku nebo problémy při přípravě vzorku (LabGuide). 

Pro výpočet kopií genu mcrA byly použity hodnoty ředění, u kterého byla vypočtena nejlepší 

efektivita reakce. Následně byla ze série standardů získaná kalibrační křivka metodou line-

ární regrese. Kalibrační přímka byla získána ze závislosti delta Ct hodnot na logaritmu kon-

centrace standardů. 

Dodané vzorky byly amplifikovány (kapitola 4.10.) společně se standardem o známé kon-

centraci (Methanococcus vannielii SB). Vzorky i standardy byly sériově naředěny 0x, 10x, 

100x, 1000x a následně napipetovány do mikrotitrační destičky. Každé ředění bylo pipeto-

váno ve dvou opakováních. Následně byla provedena qPCR (kapitola 4.10.).  
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Optimalizace molekulárně biologických metod 

Vhodnost primerů (tabulka) byla testována na sbírkových kmenech Methanoculleus horo-

nobensis SB (Shimizu a kol., 2013), Methanosarcina subterranea SB (Shimizu a kol., 2015) 

a Methanococcus vannielii SB (Stadtman a Barker, 1951). Byla provedena Nested PCR. 

Teplota annealingu v první části touchdown PCR zvolena na 60 °C a ve druhé na 54°C. 

Počet cyklů byl nastaven na 35. Jako master mix byl použit GoTaq® Hot Start Green Master-

Mix (Promega) a výsledky byly zkontrolovány pomocí elektroforézy v agarosovém gelu 

(Obrázek 12, Obrázek 13). Číslování jednotlivých bendů v obrázku představuje sbírkové 

kmeny v pořadí Methanoculleus horonobensis SB (1), Methanosarcina subterranea SB (2), 

Methanococcus vannielii SB (3). Negativní kontrola je značena jako N. Obrázek 12 znázor-

ňuje test primerů 931f, 1100r a mlas, mcrA-rev, zatímco na obrázku 13 byly v reakci použity 

primery ME3MF, ME2r a ME3MFe, ME2r. Jak lze na obrázcích vidět, všechny vybrané 

primery reagovaly se sbírkovými kmeny pozitivně a mohly být tedy dále použity.  

 

Obrázek 12 Test primerů a) 931f a 1100r b) mlas a mcrA-rev 

a)      b) 

Marker    1       2          3         N           Marker     1     2         3          N   
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Obrázek 13 Test primerů a) ME3MF a ME2r b) ME3MFe a ME2r 

a)           b) 

Marker     1           2  3   N     Marker  1    2    3  N 

5.1.1 Test qPCR 

Byla provedena qPCR s 10x ředěnou DNA sbírkových kmenů methanogenů s využitím pri-

merů specifických pro skupinu Archaea 931f a m1100r (endogen). Pro qPCR byl použit 

komerční master mix Luna Universal qPCR Master Mix od společnosti BioLabs. Složení 

směsi a nastavení programu qPCR je znázorněno v tabulkách. Jak lze vidět na obrázku (Ob-

rázek 14), exponenciální fáze amplifikace DNA nastala již ve 13. cyklu. Dále byla otesto-

vána amplifikace 10x ředěné DNA s využitím primerů specifických pro methanogenní  

(a anaerobní methan oxidující) Archaea mlas a mcrA-rev. Exponenciální fáze proběhla  

v 12. – 15. PCR cyklu. Jak naznačuje obrázek (Obrázek 15), křivky tání byly v optimálních 

hodnotách. Teploty annealingu byly nastaveny dle teploty tání primerů. 

 

Obrázek 14 Amplifikační křivka s využitím primerů 931f a m1100r 
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Obrázek 15 Amplifikační křivka s využitím primerů mlas a mcrA-rev 

5.1.2 Stanovení meze detekce methanogenů 

Pro hlubší kontrolu metody byla testována mez detekce genu mcrA. Bylo sledováno, při 

jakém nejvyyšším ředění DNA bude ještě možné sledovat pomocí qPCR gen mcrA. 

Ke stanovení meze detekce byla použita DNA vyizolovaná z anaerobního kalu z bioplynové 

stanice. Na základě charakteru kalu byl předpokládán vysoký výskyt methanogenů. K izolaci 

DNA byl použit komerční kit PowerSoil Isolation Kit od společnostu Quiagen. Koncentrace 

DNA byla změřena pomocí Fluorometru QFX (DeNovix) a kitu určeného pro velmi nízké 

koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensitivity dsDNA Quantitation Kit (Biotium) podle 

postupu v kapitole 3.5. Koncentrace DNA v anaerobním kalu byla 144 ng/µl. 

 Následně byla provedena touch down PCR. Složení směsi a nastavení programu PCR je 

znázorněno v tabulkách (Tabulka 8, Tabulka 9, Tabulka 10).  

Vzorek anaerobního kalu byl využit také ke stanovení meze detekce genu mcrA. Při ampli-

fikaci byly použity primery mlas a mcrA-rev. Vzorek anaerobního kalu byl metodou desít-

kového ředění naředěn až na 10-5 a následně byla provedena qPCR. Složení směsi a nastavení 

programu qPCR je znázorněno v tabulce. Efektivita reakce pro všechna ředění byla 96 % 

 a křivky tání potvrdily pro všechna ředění také specificitu reakce. Vzorek bylo tedy možno 

naředit až 10 000x, to znamená, že gen mcrA mohl být detekován při minimální koncentraci 

DNA 0,00144 ng/µl. 

Výsledné amplifikační křivky včetně negativní kontroly (poslední křivka) jsou uvedeny na 

obrázku (Obrázek 16). 
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Obrázek 16 Amplifikační křivka vzorku anaerobního kalu s použitím primerů mlas  

a mcrA-rev 

5.2 Detekce genu mcrA 

Pro molekulárně biologickou analýzu byly dodány reálné vzorky černého, hnědého uhlí  

a důlní vody. Ihned po dodání byla provedena izolace DNA komerčním kitem PowerSoil 

DNA Isolation Kit (Quiagen). Pro izolaci DNA z kapalných vzorků bylo filtrováno 500 ml 

pomocí vakuové filtrace (velikost pórů 0,45 µm) a DNA byla izolována z pevného podílu 

po filtraci. Pro izolaci DNA z pevných vzorů byl navážen 1 g homogenizovaného uhlí. Po-

stup izolace DNA je uveden v kapitole 4.4. 

Následně byla změřena koncentrace DNA ve vzorcích (Tabulka 19). Pro měření koncentrace 

DNA byl použit Fluorometr QFX (DeNovix) a kit určený pro velmi nízké koncentrace DNA 

AccuGreen™ High Sensitivity dsDNA Quantitation Kit (Biotium). Fluorescenční barva je 

vázána k DNA, metoda je tak citlivá a je vhodná pro měření koncentrace vzorků, které mají 

být dále analyzovány metodou qPCR. Postup měření koncentrace DNA je uveden v kapitole 

4.5. 

V tabulce 19 lze vidět naměřené hodnoty koncentrace vyizolované DNA v ng/µl ve vzorcích 

černého uhlí. Nejvyšší množství DNA bylo vyizolováno ze vzorku ČSA 21A, a to konkrétně 

3,41 ng/µl, naopak nejméně bylo vyextrahováno ze vzorku DAR 21A, a to 0,007 ng/µl. 

Tabulka 19 Naměřené hodnoty koncentrace vyizolované DNA ve vzorcích 

černého uhlí 

Důl Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

Darkov DAR 21B 0,027 

Darkov DAR 20A 0,95 

ČSM ČSM 2VA 0,023 

ČSM ČSM 2VB 0,049 
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Důl Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

ČSM ČSM 8A 0,02 

Darkov DAR 19 0,997 

Darkov DAR 21A 0,007 

Darkov DAR 18A 0,107 

Darkov DAR 18B 0,264 

Darkov DAR 17 0,056 

Darkov DAR 20B 0,425 

ČSM ČSM 10A 0,022 

ČSM ČSM 10B 0,062 

ČSM OKDj 11 0,123 

ČSM OKDj 29 0,18 

ČSM OKDj 25u 0,055 

ČSM OKDj 25p 0,071 

ČSA OKDj6 0,023 

ČSA ČSA 18A 0,117 

ČSA ČSA 18B 0,552 

ČSA ČSA 19 0,017 

ČSA ČSA 20A 0,038 

ČSA ČSA 21A 3,41 

ČSA ČSA 22 0,019 

ČSA ČSA 23 0,033 

 

V tabulce 20 lze vidět naměřené hodnoty koncentrace vyizolované DNA v ng/µl ve vzorcích 

hnědého uhlí. Nejvyšší množství DNA bylo vyizolováno ze vzorku I14, konkrétně  

3,95 ng/µl, naopak nejméně bylo vyextrahováno ze vzorků VAAC 1B, BIBW 1B  

a BICC 1B. 

Tabulka 20 Naměřené hodnoty koncentrace vyizolované DNA ve vzorcích 

hnědého uhlí 

Důl Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

Vršany VRBW 1B 0,64 

Vršany VRCC 1B 0,166 
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Důl Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

Václav VAAC 1B 0,001 

Vršany VRBC 1B 0,214 

Václav VABC 1B 0,011 

Vršany VRVAC 1B 0,002 

Václav VACC 1B 0,283 

Bílina BIAC 1B 0,042 

Bílina BIBC 1B 0,019 

Bílina BICC 1B 0,001 

Bílina BIAW 1B 0,02 

Bílina BIBW 1B 0,001 

Libouš LICC 1A 0,022 

Libouš LIBC 1A 0,069 

Libouš LIAC 1A 0,024 

ČSA LCBC 1A 0,022 

ČSA LCCC 1A 0,037 

ČSA LCAC 1A 0,099 

ČSA LCAC 1B 0,584 

Libouš LIAC 1B 0,069 

ČSA LCCC 1B 0,014 

Libouš LICC 1B 0,035 

ČSA LCBC 1B 0,03 

Libouš LIBC 1B 0,084 

Bílina Bi179 0,449 

Bílina Bi180 0,292 

Bílina Bi181 0,226 

Bílina Bi182 0,238 

Vršany VRS 1 0,33 

Vršany VRS 2 0,051 

Vršany VRS 3 0,89 

Vršany VRS 4 0,64 

Vršany VRS 5 0,85 
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Důl Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

Bílina I12 2,88 

Bílina I14 3,95 

Bílina I15 2,13 

 

Před vlastní analýzou dodaných vzorků byly nejprve metodou polymerázové řetězové reakce 

otestovány primery mlas, mcrA-rev a ME3MF, ME2r. Bylo vybráno celkem 26 vzorků (Ta-

bulka 19), které byly podrobeny qPCR analýze. Složení směsi a nastavení programu qPCR 

je znázorněno v tabulkách (Tabulka 11, Tabulka 12). Jako pozitivní kontrola sloužila DNA 

izolovaná z anaerobního kalu odebraného v bioplynové stanici. Zároveň každá reakce pro-

běhla se 3 druhy master mixu, a to SYBR Green, Luna a Sso Fast Eva Green. Vyhodnocení 

real-time PCR proběhlo na základě Ct hodnoty. Jednotlivé reakce jsou znázorněny v tabulce 

(Tabulka 21). Nejdříve byly vzorky testovány použitím master mixu Luna. Detekovatelné 

množství DNA a gen mcrA obsahovaly vzorky ČSA 21A, DAR 18A, DAR 18B, DAR 17, 

ČSA 18A, ČSM 10A. Gen mcrA je společný pro methanogenní i anaerobní methan oxidující 

Archaea. U vzorků, které jsou v tabulce uvedeny s otazníkem, došlo v reakci k tvorbě ne-

standardních křivek tání, nebylo proto možno rozeznat, zda se jedná o nespecifické, nebo 

specifické produkty. Zda se v těchto vzorcích opravdu nachází gen mcrA, bylo ověřeno další 

qPCR za použití master mixu SYBR Green, který by měl zajistit citlivou a přesnou detekci 

DNA fragmentů amplifikovaných při qPCR. Při použití master mixu Sso Fast Eva Green 

však u vzorků ČSA 19, ČSM 2VA, DAR 21A, ČSA 22, ČSM 10B, ČSA 18B přítomnost 

genu mcrA prokázána nebyla.  

Tabulka 21 Výsledky qPCRż se vzorky černého, hnědého uhlí a důlní vody 

Vzorek 
Přítomnost genu 

mcrA (Luna) 

Přítomnost genu 

mcrA (SYBR Green) 

Přítomnost genu 

mcrA (Sso Fast Eva 

Green) 

BIAB 2a x x x 

BIAB 2b x x x 

BIAB 2c x x x 

BIBC 2a x x x 
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Vzorek 
Přítomnost genu 

mcrA (Luna) 

Přítomnost genu 

mcrA (SYBR Green) 

Přítomnost genu 

mcrA (Sso Fast Eva 

Green) 

BIAW2/1 x x x 

BIAW 1b x x x 

DAR 21B ? Ano x 

DAR 20A ? Ano Ano 

ČSA 20 ? Ano Ano 

ČSA 19 ? Ano x 

ČSM 2VA ? Ano x 

ČSM 2VB ? Ano Ano 

ČSM 8A ? Ano Ano 

DAR 19 ? Ano Ano 

DAR 21A ? Ano x 

ČSA 21A Ano Ano Ano 

DAR 18A Ano Ano Ano 

DAR 18B Ano Ano Ano 

DAR 17 Ano Ano Ano 

ČSA 18A Ano Ano Ano 

DAR 20B ? Ano Ano 

ČSA 22 ? Ano x 

ČSA 23 ? Ano Ano 

ČSM 10A Ano Ano Ano 

ČSM 10B ? Ano x 

ČSA 18B ? Ano x 
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5.2.1 Specificky značené DNA próby 

S použitím nespecifických master mixů (Luna, SYBR Green, Sso Fast Eva Green) nebylo 

možné s určitostí stanovit vzorky uhlí, které obsahovaly Archaea s genem mcrA. PCR pri-

mery mohou vytvářet nespecifické produkty a v některých případech tak může být vyhod-

nocení výsledků ztíženo. Proto byla provedena doplňující analýza pomocí specifických 

TaqMan prób (sond) detekujících gen mcrA. Tyto próby byly navrženy pro detekci genu 

mcrA. To zpřesnilo výsledky, a bylo tedy možné vytipovat vzorky obsahující gen mcrA. 

Specificky značené DNA próby byly následně použity pro analýzu všech dodaných vzorků 

černého a hnědého uhlí a environmentálních vzorků dodaných ČGS. Složení směsi a nasta-

vení programu qPCR se specificky značenými DNA próbami je popsáno v kapitole 4.10. 

5.2.2 Detekce genu mcrA ve vzorcích černého uhlí 

Proběhla detekce genu mcrA v následujících vzorcích: DAR 17, DAR 18B, DAR 20A, DAR 

20B, ČSM 10A, ČSM 10 B, ČSM 2VB, OKDj11, OKDj29, OKDj25p, OKDj25u, OKDj6, 

ČSA 18A, ČSA 21A, ČSA 23 (Tabulka 22), celkem tedy v 15 z 25 testovaných vzorků. 

Co se týká dolu Darkov, gen mcrA byl detekován ve 4 z 8 analyzovaných vzorků. Celkem 

9 vzorků uhlí odebraných z dolu ČSM bylo podrobeno analýze qPCR, přičemž přítomnost 

genu mcrA byla potvrzena u 7. Na první pohled zajímavé výsledky přineslo místo odběru 

označené jako OKD. Ve vzorcích z dolu ČSA byl gen mcrA potvrzen ve 3 ze 7 odebraných 

vzorků. 

Tabulka 22 Výsledky qPCR se vzorky černého uhlí 

s použitím specifických DNA prób 

Vzorek Přítomnost genu mcrA 

DAR 17  

DAR 18A  

DAR 18B  

DAR 19  

DAR 20A  

DAR 20B  

DAR 21A  

DAR 21B  

ČSM 2VA  
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Vzorek Přítomnost genu mcrA 

ČSM 2VB  

ČSM 8A  

ČSM 10A  

ČSM 10B  

OKDj11  

OKDj29  

OKDj25p  

OKDj25u  

OKDj6  

ČSA 18A  

ČSA 18B  

ČSA 19  

ČSA 20A  

ČSA 21A  

ČSA 22  

ČSA 23  

5.2.3 Detekce genu mcrA ve vzorcích hnědého uhlí 

Proběhla detekce genu v následujících vzorcích: VRS 1, VRS 2, VRS 3, VRA 4, VRS 5, 

BIAW 1B, Bi179, Bi180, Bi181, Bi182, I12, I14, I15 (Tabulka 23), celkem tedy ve 13 z 31 

testovaných vzorků. 

Zajímavé výsledky byly získány u vzorků z lomu Vršany, zde byla přítomnost genu mcrA 

potvrzena u 5 z celkového počtu 10 odebraných vzorků. Celkem u 8 z 11 vzorků pocházejí-

cích z dolu Bílina byla přítomnost genu mcrA potvrzena. Zde se jednalo jak o uhelnou ma-

trici, tak i důlní vodu nebo nadložní písky. Sledovaný gen nebyl nalezen v žádném vzorku 

z dolu Libouš, ani z těžebny Václav.  

Tabulka 23 Výsledky qPCR se vzorky hnědého uhlí 

s použitím specifických DNA prób 

Vzorek Přítomnost genu mcrA 

VRBW 1A  

VRBW 1B  
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Vzorek Přítomnost genu mcrA 

VRVAC 1B  

VRBC 1B  

VRS1  

VRS2  

VRS3  

VRS4  

VRS5  

LIAC 1A  

LIAC 1B  

LIBC 1A  

LIBC 1B  

LICC 1A  

BIAW 1B  

BIBW 1B  

VAAC 1B  

VABC 1B  

LCAC 1A  

LCAC 1B  

LCBC 1A  

LCBC 1B  

LCCC 1A  

LCCC 1B  

Bi179  

Bi180  

Bi181  

Bi182  

I12  

I14  

I15  
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5.2.4 Detekce genu mcrA v dalších environmentálních vzorcích 

Vzorky dodané ČGS mohly potenciálně obsahovat methanogenní a methylotrofní Archaea. 

Vzorky byly zpracovány ihned po dodání. Pro izolaci DNA z kapalné fáze vzorků bylo cen-

trifugováno 100 ml vodné fáze a DNA byla izolována z pevného podílu po centrifugaci. Pro 

izolaci DNA ze sedimentu byl navážen 1 g sedimentu. DNA byla izolována pomocí komerč-

ního kitu PowerSoil Isolation Kit od společnosti Qiagen. Postup izolace DNA je uveden 

v kapitole 4.4. Koncentrace DNA byla změřena pomocí Fluorometru QFX (DeNovix) a kitu 

určeného pro velmi nízké koncentrace DNA AccuGreen™ High Sensitivity dsDNA Quan-

titation Kit (Biotium). Postup měření koncentrace DNA je uveden v kapitole 4.5. Koncen-

trace DNA jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 24). Nejvyšší množství DNA bylo vyizolováno 

ze vzorku Sta3/os, konkrétně 4,72 ng/µl, naopak nejméně bylo vyextrahováno ze vzorku 

1W, a to 0,29 ng/µl. 

Tabulka 24 Naměřené hodnoty koncentrace vzorků doda-

ných ČGS 

Vzorek Koncentrace DNA [ng/µl] 

1-S2 1,31 

2-S2 0,28 

Sta3/os 4,72 

Sta4/ok 3,82 

ŽU-1D8 S 2,1 

ŽU-1D8 W 0,8 

1W 0,29 

2W 0,45 

1S 1,25 

2S 1,34 

 

DNA byla amplifikována pomocí real-time PCR s primery mlas a mcrA-rev. Byla použita 

specificky značená DNA próba. Jako pozitivní kontrola sloužila DNA typového kmenu Me-

thanococcus vannielii SB. Nastavení melting temperature bylo po předešlých neúspěšných 

testech při 60 °C zvoleno na 57 °C. Složení PCR směsi a nastavení programu qPCR je zob-

razeno v tabulkách. Stejně jako u vzorků uhlí, vyhodnocení real-time PCR proběhlo na zá-

kladě Ct hodnoty (Tabulka 25). 
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Přítomnost genu mcrA byla potvrzena u vzorků Sta3/os, Sta4/ok, 1W a 1S. Vzorky 1W a 1S 

pocházely z dolu Staříč, jednalo se o oranžový sediment a kůru. Ve vzorcích pocházejících 

z místa uzavřeného vrtu v lokalitě Žukov přítomnost genu mcrA potvrzena nebyla. Naopak 

u vzorků 1W a 1S, které byly odebrány z louže s průsakem methanu v Hornoslezské uhelné 

pánvi, byl gen mcrA potvrzen. 

Tabulka 25 Vyhodnocení qPCR pro vodné fáze a sedi-

menty. 

Vzorek Přítomnost genu mcrA 

1-S2  

2-S2  

Sta3/os  

Sta4/os  

13W  

ŽU-1D8 S  

ŽU-1D8 W  

1W  

2W  

1S  

2S  

 

5.3 Absolutní kvantifikace genu mcrA v dodaných vzorcích 

Absolutní kvantifikaci byly podrobeny vzorky, ve kterých byla potvrzena přítomnost genu 

mcrA. Absolutní kvantifikace využívá metodu standardní (kalibrační) křivky. Pomocí této 

metody je možné stanovit reálný počet kopií sledovaného genu ve vzorcích, který se porov-

nává se standardy o známém množství tohoto genu. 

Standardy byly připraveny pomocí klonování. K zaklonování byla použita DNA mikroorga-

nismu Methanococcus vannielii SB. Nejprve byl zaklonován plasmid, který byl přenesen do 

kompetentní buňky. Z kompetentních buněk (Obrázek 17) byla poté izolována plasmidová 

DNA. Ověření přítomnosti vloženého úseku genu mcrA do klonovacího plasmidu v kompe-

tentních buňkách bylo provedeno pomocí PCR, sekvenování a identifikace v databázi 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).  
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Obrázek 17 StellarTM Competent Cells + plazmid 

s vloženým sledovaným úsekem genu mcrA. 

Plazmidová DNA s vloženým úsekem mcrA genu byla použita pro přípravu standardů  

o známých počtech kopií genu. Tato DNA byla sériově naředěna (0x, 10x, 100x, 1000x, 

10000x, 100000x), a to vždy v duplikátech. Mezi jednotlivými duplikáty by neměly být vy-

soké standardní odchylky. Ty totiž značí chybu v pipetování nebo přítomnost inhibitorů. 

Výstupem je soubor Ct hodnot. Amplifikační křivky lze pozorovat na obrázku (Obrázek 18). 

 

Obrázek 18 Výsledné standardní křivky vzniklé sériovým naředěním 

plazmidové DNA a provedením qPCR 
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 Pomocí vytvořených standardních křivek byl kvantifikován počet kopií úseku genu mcrA 

(6,665 . 1011 kopií genu mcrA v 1 µl plazmidu).  

Efektivita reakce byla vypočtena ze sklonu standardní křivky (Obrázek 19).  

 

Obrázek 19 Standardní křivka qPCR pro absolutní kvantifi-

kaci 

Efektivita reakce byla 100,1 %, leží tak v rozmezí akceptovaných hodnot (90–110 %). Efek-

tivita může být vyšší než 100 % kvůli formování nespecifických produktů během reakce 

(Rogers-Broadway a kol., 2015).  

Ze známého množství genu mcrA v kalibraci a Ct hodnot byla vytvořena kalibrační křivka 

(Obrázek 20), která sloužila pro určení počtu kopií úseku genu mcrA ve vzorcích, ve kterých 

byl tento gen detekován pomocí specifických prób TaqMan.  
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Obrázek 20 Kalibrační křivka pro stanovení počtu kopií úseku 

genu mcrA ve vzorcích 

5.3.1 Absolutní kvantifikace genu mcrA ve vzorcích černého uhlí 

Přesné množství kopií genu mcrA bylo vypočteno z kalibrační křivky pomocí metody line-

ární regrese (kapitola 5.6). Ve všech testovaných černouhelných lokalitách byla potvrzena 

přítomnost genu mcrA, ovšem ne ve všech vzorcích. Bylo tedy potvrzeno, že výskyt tohoto 

genu je ovlivněn nejen geografickým umístěním uhelného dolu, ale také přesným odběrným 

místem.  

Tabulka 26 a obrázek 21 popisuje přesný počet kopií genu mcrA v jednotlivých vzorcích. 

Lze si povšimnout, že tyto počty se pohybují v intervalu desítek až desetitisíců kopií. Jak lze 

vidět v grafu, nejvyšší množství kopií tohoto genu bylo zjištěno u vzorku DAR 20B. Jedná 

se o kapalný vzorek vody z čelby. Množství 15 040 kopií genu v 1 ml vody bylo v porovnání 

s ostatními vzorky až tisícinásobně vyšší. Vzorek DAR 20A pocházející taktéž ze stejného 

dolu obsahoval 6 768 kopií genu mcrA. Lze tedy říci, že důl Darkov představuje z hlediska 

methanogeneze oblast s nejvyšším potenciálem výskytu sledovaného genu ze všech analy-

zovaných černouhelných lokalit. Vzorky byly odebrány na místech nedaleko od sebe, de-

tailnější charakteristika vzorků však nebyla dodána, a proto nelze diskutovat, čím může být 

způsoben tak markantní rozdíl v počtu kopií genu mcrA. 

Jako vzorek s nejnižším počtem kopií genu mcrA byl vyhodnocen ČSA 23. Jednalo se  

o vzorek vody z lokality dolu ČSA odebraný v místě křížení překopů sloje. Počet kopií genu 

mcrA ve všech vzorcích je uveden v tabulce. 
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Kromě vzorků OKDj11, OKDj25u, OKDj25p, OKDj6, OKDj29 se jednalo o vzorky ka-

palné. Zajímavé výsledky přinesla také analýza vzorků OKD. Vzorky OKDj11, OKDj6  

a OKDj25u představovaly uhelnou matrici, zatímco vzorky OKDj25p a OKDj29 pískovec. 

Vzorek OKDj25p byl odebrán v hloubce 150 m, vzorek OKDj29 v hloubce 209 m. Počty 

kopií genu mcrA byly vyšší ve vzorku pocházejícím z větší hloubky. 

Z dolu ČSA byly dodány vzorky kapalné, nejvyšší počet kopií genu mcrA byl zjištěn ve 

vzorku ČSA 21A, který pocházel z nečinného vrtu. 

Nejvyšší počet kopií genu mcrA ve vzorcích odebraných v dole ČSM byl zjištěn ve vzorku 

ČSM 10A. Tento vzorek pocházel z místa přesahu do polského dolu Morcinek a jednalo se 

o kapalný vzorek. Ze stejné lokality pocházel také vzorek ČSM 10B. 

Tabulka 26 Počet kopií genu mcrA v pozitivních vzorcích čer-

ného uhlí. Přepočteno na počet kopií genu v 1 ml (důlní voda) 

nebo 1 g (uhlí, voda z čelby – hustá směs pevné a kapalné fáze). 

Vzorek Počet kopií genu/ml 

ČSM 2VB 255 

ČSM 10A 920 

ČSM 10B 612 

DAR 17 375 

DAR 18B 280 

DAR 20A 6 768 

DAR 20B 15 040 

OKDj11 591 

OKDj29 

 

 

1386 

OKDj25u 90 

OKDj25p 200 

OKDj6 209 

ČSA 18A 202 

ČSA 21A 318 

ČSA 23 41 
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Obrázek 21 Počet kopií genu mcrA v 1 ml důlní vody nebo 1 g černého uhlí. 

5.3.2 Absolutní kvantifikace genu mcrA ve vzorcích hnědého uhlí 

V tabulce (Tabulka 27) jsou zaznamenány počty kopií sledovaného genu ve vzorcích hně-

dého uhlí. Jednotlivé hodnoty se pohybují od desítek ke stovkám kopií. Tato čísla jsou tedy 

mnohem nižší než u vzorků uhlí černého. 

Tabulka 27 Počet kopií genu mcrA ve vzorních hnědého uhlí 

Vzorek Počet kopií genu/ml/g 

Bi179 104 

Bi180 91 

Bi181 113 

Bi182 115 

VRS1 158 

VRS2 139 

VRS3 200 

VRS4 308 

VRS5 363 

BIAW 1B 273 

I12 3 

I14 5 
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Vzorek Počet kopií genu/ml/g 

I15 3 

 

Nejvyšší počet kopií genu mcrA, a to 363 buněk, byl zjištěn u vzorku VRS5 (Obrázek 22), 

který pochází z dolu Vršany. Vzorek byl získán z hloubky 85 m vrtu SL438. Jedná se o 

pevný vzorek.  

 

Obrázek 22 Počet kopií genu mcrA v 1 ml důlní vody nebo 1 g hnědého uhlí. 

Velmi zajímavé výsledky lze pozorovat u vzorků z lomu Bílina (Bi179, Bi180, Bi181, 

Bi182, BIAW 1B. Vzorky Bi180, Bi181 a Bi182 jsou řazeny podle narůstající hloubky od-

běru (160 m, 161 m, 167 m). V grafu lze vidět, že tedy s narůstající hloubkou odběru roste  

i počet kopií genu mcrA. Důležitým poznatkem je také to, že se se tento gen nevyskytuje 

pouze v uhlí (Bi180, Bi181, Bi182), ale také v písku (Bi179 – hloubka 159 m) a rovněž 

v místě vývěru vody ze stěny sloje (BIAW 1B).  

Vzorky VRS1, VRS2 a VRS3 pochází z dolu Vršany a byly získány z vrtu SL437. Opět jsou 

řazeny podle narůstající hloubky odběru (56 m, 63 m, 71 m). Zde však již závislost počtu 

kopií genu mcrA na hloubce odběru pozorovat nelze. I přesto ale lze konstatovat, že jeho 

nejvyšší počet byl zjištěn ve vzorku VRS3, tedy v nejhlubším místě odběru vrtu SL437. 

Vzorky VRS4 a VRS5 pochází z vrtu SL438. Hloubka odběru byla 79 a 85 m. Z grafu vy-

plývá, že v tomto vrtu jsou příznivější podmínky pro organismy obsahující gen mcrA ve 

větší hloubce. 
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Za zmínku stojí také vzorek BIAW 1B (273 kopií genu mcrA v 1 ml vody). Jednalo se  

o vývěr vody ze stěny sloje lomu Bílina. Odběrové místo BIA se nacházelo v nejsevernější 

části báze sloje a z pukliny o průměru 1 cm zde vyvěrala voda. Stěny pukliny byly pokryty 

bělavým biofilmem vzhledem připomínajícím chmýří. Voda slabě zapáchala sulfanem, byla 

však čirá. 

Vzorky I12, I14 a I15 (voda z nadložních písků) se lišily hloubkou odběru. Z největší 

hloubky dolu Bílina pocházel vzorek I14, který také obsahoval nejvyšší počet kopií sledo-

vaného genu.  

Obrázek 23 popisuje počet genu mcrA v kapalných vzorcích. Modře jsou znázorněny vzorky 

pocházející z hnědouhelných lokalit a červeně z lokalit černouhelných.  

 

Obrázek 23 Srovnání počtu kopií genu mcrA v kapalných vzorcích hně-

dého uhlí (modře) a černého uhlí (červeně) 

Z obrázku je patrné, že počty kopií genu mcrA ve vzorcích vody z černouhelných lokalit 

byly v řádu tisíců a desetitisíců, zatímco v lokalitách hnědouhelných se tyto počty pohybo-

valy pouze v řádu jednotek až stovek kopií genu mcrA v 1 ml. Nejvyšší počet kopií genu byl 

zjištěn u vzorků DAR 20A a DAR 20B, tedy u vody z čelby. Jednalo se o hustou směs pevné 

a kapalné fáze. Vzorek BIAW 1B obsahoval výrazné množství částic uhlí (vrtná drť) a počet 

kopií genu mcrA výrazně převyšoval obsah genu ve vzorcích vody pocházející z hnědouhel-

ných lokalit. Tato skutečnost navádí k hypotéze, že se methanogeny vyskytují v biofilmu, 

kde jsou poměrně silně vázány a neochotně se uvolňují do vody. Největší methanogenní 
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potenciál by tak mohly představovat vzorky s pevnou matricí a na ní adherovaným biofil-

mem. Vysoké počty kopií genu mcrA byly zjištěny také u vzorku ČSM 10A (přesah do pol-

ského dolu Morcinek) a také ČSA 21A (nečinný vrt). 

5.3.3 Absolutní kvantifikace genu mcrA v dalších environmentálních vzorcích 

V tabulce (Tabulka 28) je zaznamenán počet kopií genu mcrA v environmentálních vzorcích 

dodaných ČGS. Analýza potvrdila, že tento gen není přítomen pouze v uhlí, ale i v jiných en-

vironmentálních vzorcích. 

Tabulka 28 Počet kopií genu mcrA ve vzorcích dodaných ČGS 

Důlní voda Počet kopií genu/ml 

Sta3/os 9460 

Sta4/ok 128 

1W 17 

1S 31 

 

Jak ukazuje obrázek (Obrázek 24), zajímavé výsledky přinesla také analýza vzorku Sta3/os 

s 9460 kopiemi genu mcrA v 1 ml. Jednalo se o oranžový sediment z dolu Staříč. Přítomnost 

genu byla potvrzena i v kůře, získané taktéž z lokality Staříč. Stejně jako předešlý vzorek,  

i Sta4/ok pokrývala oranžová vrstva. Množství genu zde však bylo nižší (128 kopií v 1 ml). 

Sledovaný gen byl potvrzen také ve vzorku vody 1W a sedimentu 1S. Tyto vzorky pocházely 

z místa vývěru methanu v oblasti Hornoslezské uhelné pánve. Počet kopií genu mcrA v po-

rovnání s lokalitou Staříč zde však byl mnohem nižší. 
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Obrázek 24 Počet kopií genu mcrA v environmentálních vzorcích 

dodaných ČGS 

5.3.4 Diskuze získaných dat s literaturou 

Methanogeneze je v životním prostředí připisována především anoxickým stanovištím, jako 

jsou mokřady, rýžová pole, sedimenty a další, nicméně nepatrné množství methanu bylo 

prokázáno také v nezaplavených půdách a sedimentech. Je také známo, že tok methanu je 

ovlivněn sezónními výkyvy půdní vlhkosti a změnami hladiny podzemní vody při přechodu 

půdních podmínek z oxických na anoxické (Glinski a kol., 2011). Methanogeny mají také 

schopnost snášet podmínky ve vysušené matrici, v prostředí s vysokou hladinou kyslíku,  

a mohou po dlouhou dobu přežít i v převážně suchých a oxických půdách navzdory skuteč-

nosti, že netvoří spory ani jiná stadia (Liu a kol., 2008). Tato skutečnost by tedy mohla být 

potvrzena i u vzorků vody z nadložních písků lomu Bílina (I12, I14, I15), v nichž byl příto-

men gen mcrA. Tyto kapalné vzorky se lišily hloubkou odběru. Vzorek I14, odebraný nej-

hlouběji, obsahoval nejvyšší počet kopií genu mcrA. Vzorek I12 (hloubka 70–95 m) obsa-

hoval stejný počet kopií genu mcrA jako vzorek I15 (65–100 m). Tato skutečnost by teda 

mohla napovídat tomu, že hloubka odběru má na methanogenní společenstva vliv nejen  

u černého a hnědého uhlí, ale také jiných matric. 

Mezi samotné parametry tvorby methanu patří stupeň zuhelnatění, základní chemické a fy-

zikální vlastnosti uhlí (těkavé látky, popelovina, obsah vody), macerální složení uhlí a jeho 

pórovitost. Studie Hemza a kol. zmiňuje také migraci plynů, erozi georeliéfu, tektoniku uhel-

ného dna, charakter povrchu ložiska a anomálie vývoje uhelné sloje (Hemza a kol., 2009). 
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Ve studii Hemza a kol. bylo zjištěno, že se obsah plynu v uhelných slojích značně liší. 

Obecně se množství plynu v uhelných ložích s hloubkou snižuje. Tento pokles není lineární, 

ale charakterizují jej maxima a minima. Nejvýraznější interval s vyššími hodnotami plynu 

sahá do hloubky 150 m (zejména v místech nepropustné skrývky). U vzorků vody z nadlož-

ních písků lomu Bílina lze pozorovat nárůst počtu kopií genu mcrA s přibývající hloubkou. 

Rovněž vzorek VRS3, získaný z nejhlubšího odběrového místa (71 m) vrtu SL437, obsaho-

val nejvyšší počet kopií genu v porovnání se vzorky VRS1 a VRS2 získanými z téhož vrtu. 

Poté následuje interval do hloubky 100–200 m, kde jsou relativně odplyněná uhelná dna. Ve 

vzorcích Bi180, Bi181, Bi182, které byly odebrány z této hloubky, ale bylo kvantifikováno 

větší množství genu mcrA. Hloubka 600–700 m je pak charakteristická vyšší koncentrací 

plynu, ale ne tak vysokou, jako v místech skrývky. Vzorek DAR 18B pocházející z dolu 

Darkov a hloubky 350 m je zástupcem nejníže položených odběrových lokalit. V porovnání 

s ostatními vzorky DAR, obsahoval DAR 18B nejnižší počet kopií sledovaného genu. Lze 

tedy odvodit, že výskyt genu mcrA nemusí korelovat s množstvím methanu, toto množství 

ale zároveň může být ovlivněno hloubkou odběru. Detailní analýza nebiogenního a biogen-

ního methanu na odběrových místech bude provedena v rámci projektu. 

Dalším faktorem ovlivňujícím množství plynu je také stupeň prouhelnění. Byl popsán trend, 

ve kterém zvýšení stupně prouhelnění koreluje se sníženým obsahem plynu v uhlí z dané 

lokality. Tento pokles je také charakterizován maximy a minimy. Množství plynu v uhlí 

ovlivňují také makropóry, mikropóry a migrační procesy v uhelné matrici (Hemza a kol., 

2009). 

Mnoho výzkumů zabývajících se methanogenezí poukazuje na fakt, že tento proces probíhá 

především v hnědouhelných ložiscích (Faiz a Hendry, 2006, Harris a kol., 2008, Fallgren  

a kol., 2013, Haider a kol., 2013). Při srovnání testovaných vzorků z černouhelných a hně-

douhelných lokalit však lze vidět, že v případě černého uhlí byly zjištěny stovky-tisíce kopií 

genu mcrA, zatímco hnědouhelné lokality jsou charakteristické stovkami kopií. Analýze 

bylo podrobeno celkem 39 vzorků hnědého uhlí, z toho ve 13 vzorcích byla potvrzena pří-

tomnost genu mcrA, dále bylo otestováno 25 vzorků černého uhlí, z nichž celkem 15 obsa-

hovalo sledovaný gen. Zajímavým výsledkem této práce je zjištění, že methanogeneze ne-

musí probíhat především v hnědouhelných ložiscích. 

Předmětem zájmu mnoha výzkumných týmů je také methanogeneze v uhlí vyšší kvality. 

Výzkumný tým Xiao a kol. projevil úsilí o pochopení biologického odbourání antracitu. Pří-
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kladem je studie zaměřená na tvorbu bioplynu v pánvi Qinshui, která je bohatá na nebiode-

gradabilní uhlí. Xiao a kol. ale tvrdí, že těkavé látky patří mezi řídící faktory methanogeneze 

v různých typech uhlí. Například antracit obsahuje 2–8 % těkavých látek. Jedná se o složky 

uhlí, které jsou uvolňovány ve formě plynu při vysokých teplotách. Těkavé látky představují 

také malé procento zachycených plynů, jako jsou vodík, oxid uhličitý, methan a další nízko-

molekulární uhlovodíky v uhelných macerálech (Strapoc a kol., 2011). Přítomnost takových 

sloučenin zajišťuje vysokou vznětlivost, těkavá hmota je ale také důležitá pro pochopení 

potenciálu produkce biogenního methanu z uhlí (Xiao a kol., 2013). Zajímavý je fakt, že 

s přítomností nízkomolekulárních uhlovodíků a plynných sloučenin, mohou methanogenní 

komunity inicializovat využití substrátu ve vysoce kvalitním uhlí bez pomoci bakterií a hub 

degradujících uhlí. Největší potenciál pro generování methanu má vysoce těkavé černé nebo 

hnědé uhlí (Sekhohola a kol., 2013). Vysoké množství těkavých látek není příznivé pro ži-

votní prostředí, zatímco nízké množství fixovaného uhlíku v daném typu uhlí představuje 

problémy pro ekonomické účely. Díky těmto vlastnostem je uhlí s vysokou těkavostí a níz-

kým obsahem uhlíku méně žádoucí při spalování. Na druhou stranu mohou tyto vlastnosti 

pozitivně ovlivnit konečnou produkci methanu (Fallgren a kol., 2013). 

Gen mcrA je společný pro methanogenní i anaerobní methan oxidující Archaea.Vysoké po-

čty kopií genu mcrA obsahovaly vzorky DAR 20A a DAR 20B (voda z čelby, hustá směs 

pevné a kapalné fáze), dále pak vzorek BIAW 1B (odebrán ze stěny pukliny, bělavý biofilm 

vzhledem připomínající chmýří). Konsorcia v biofilmu jsou chráněna před odplavením vod-

ním proudem. Biofilm zároveň představuje bariéru před extrémními podmínkami prostředí 

jako je pH, teplota, UV záření, vysychání nebo působení toxických látek. Matrice biofilmu, 

která je tvořena převážně z polysacharidů, také akumuluje živiny a umožňuje koexistenci 

více mikrobiálním druhům. Methanogeny jsou striktní anaerobové, biofilm tedy musí mít 

dostatečnou tloušťku a umožnit tak vznik anoxického prostředí. Jak již bylo zmíněno, me-

thanogeny využívají produkty metabolismu jiných druhů, které se v biofilmu taktéž vysky-

tují (Lock, 1994).  
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ZÁVĚR 

Teoretická část diplomové práce byla zaměřena na methanogenní mikroorganismy ze sku-

piny Archaea, jejich výskyt a význam v životním prostředí, především však v uhelných do-

lech. Práce byla zároveň zaměřena na metody detekce genu mcrA pomocí molekulárně bio-

logických metod. 

Cílem této práce bylo optimalizovat metodiku stanovení genu mcrA pomocí molekulárně 

biologických metod, dále tento gen analyzovat v reálných vzorcích černého a hnědého uhlí, 

důlní vody a dalších různorodých vzorcích, které byly dodány Českou geologickou službou 

a v neposlední řadě také kvantifikovat jejich množství zacílením na gen mcrA. 

V rámci optimalizace metod byla nejprve otestována vhodnost primerů metodou Nested 

PCR na kulturách sbírkových kmenů Methanoculleus horonobensis SB, Methanosarcina 

subterranea SB, Methanococus vannielii SB. Správný průběh reakce byl ověřen horizontální 

agarózovou elektroforézou. Dále byla otestována qPCR a stanovena mez detekce genu mcrA 

za použití DNA vyizolované z anaerobního kalu z bioplynové stanice. 

Následné detekci bylo podrobeno celkem 75 vzorků, z toho 25 vzorků z černouhelných lo-

kalit, 39 vzorků z lokalit hnědouhelných a 10 dalších environmentálních vzorků. Ihned po 

dodání vzorků byla vyizolována DNA komerčním kitem PowerSoil DNA Isolation Kit, kon-

centrace vyextrahované DNA byla změřena na přístroji Fluorometr QFX za použití kitu pro 

velmi nízké koncentrace DNA. K analýze qPCR byly vybrány 3 druhy master mixů – Luna, 

SYBR Green a Sso Fast Eva Green. Tyto master mixy však reagovaly nespecificky, proto 

nebylo možné s určitostí stanovit vzorky obsahující gen mcrA. Z tohoto důvodu byla navr-

žena specifická TaqMan próba. To zpřesnilo výsledky a umožnilo určit vzorky obsahující 

tento gen. Tato próba byla následně použita pro analýzu všech dodaných vzorků. Absolutní 

kvantifikace genu mcrA byla provedena metodou klonování.  

Gen mcrA byl potvrzen v 15 vzorcích černého uhlí, 13 vzorcích hnědého uhlí a 4 dalších 

environmentálních vzorcích. Sledovaný gen nebyl nalezen pouze v pevných uhelných ma-

tricích, ale také v důlní vodě, vodě z čelby, nadložních píscích, kůře a sedimentech. Počty 

kopií genu mcrA v 1 ml/g se pohybovaly v jednotkách až stovkách kopií v případě hnědou-

helných lokalit a tisíců až desetitisíců kopií v případě černouhelných lokalit. Zároveň bylo 

zjištěno, že výskyt genu mcrA není ovlivněn pouze geografickým umístěním uhelného dolu, 
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ale také polohou odběrového místa. S hloubkou odběru rostl i počet kopií genu mcrA. Dal-

ším zjištěním byla také skutečnost, že největší methanogenní potenciál představovaly vzorky 

s pevnou matricí a na ní adherovaný biofilm. 

Výsledky této práce pomohly vytipovat uhelné lokality s největším potenciálem pro podporu 

biogenní methanogeneze. Na těchto lokalitách proběhne po dalších testech cílená podpora 

methanogenů s cílem zvýšit produkci biogenního methanu, který má potenciál sloužit jako 

obnovitelný zdroj energie. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

A 

AOM 

ANME 

bp 

CH4 

CO2 

Ct 

DAPI 

ddNTP 

DGGE 

DNA 

 Adenin 

Anaerobní oxidace methanu 

Anaerobní methan oxidující Archaea 

počet párů bazí 

Methan 

Oxid uhličitý 

Cyklus, kdy dochází k nárůstu fluorescence nad práh pozadí 

2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin 

dideoxynukleotid 

Denaturační gradientová gelová elektroforéza 

Deoxyribonukleová kyselina 

Eh 

EPA 

FISH 

MCR 

mV 

NGS 

PCR 

qPCR 

 Oxidačně-redukční potenciál 

Agentura pro ochranu životního prostředí 

fluorescenční in-situ hybridizace 

Methyl-koenzym M reduktáza 

Milivolt 

Next Generation Sequencing 

Polymerázová řetězová reakce 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

RFLP 

rRNA 

SRB 

T 

TAE 

 Polymorfismus restrikčních fragmentů 

Ribozomální RNA 

Sulfát redukující bakterie 

Thymin 

Tris-acetát-EDTA 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 111 

 

TCD/FID 

TIC 

TOC 

TS 

Plynová chromatografie s tepelně vodivostním/plamenoionizačním detektorem 

Celkový anorganický uhlík 

Celkový organický uhlík 

Celková síra 
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