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ABSTRAKT

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou ptirodni polymery, které jsou zajimavé predevsim jako
alternativa k polymerim petrochemického pavodu. Vlastnosti jako biokompatibilita
a biodegradabilita jsou vhodné pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi jako biomaterialu nebo
pii pramyslovém vyuziti jako obalového materialu pro potraviny. Tyto biopolymery jsou pii
nutricné nevyvazenych podminkach produkovéany Sirokym spektrem mikroorganismt
véetné téch, ktefi prosperuji v extrémnich podminkach (vysoka teplota, salinita, pH),

tzv. extrémofily.

V této praci byla metodou Next generation sequencing (NGS) zkoumana biodiverzita
ptirodnich mineralnich prament z nékolika lokalit v Ceské republice. Na zakladé srovnani
s literaturou byly objeveny nékteré bakterialni rody pattici mezi znamé PHA producenty
(Pseudomonas, Rhodoferax, Thermus). Dale se ze vzorku mineralni vody podatilo izolovat
bakterii Pseudomonas putida, ktera byla podrobena fenotypovym a genotypovym testim na
produkci PHA.

Kli¢ova slova: biodiverzita, extrémofilové, metagenomika, NGS, polyhydroxyalkanoaty



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are biopolymers examined as an alternative to
petroleum-based polymers. Properties such as biocompatibility and biodegradability are
suitable for applications in tissue engineering as a biomaterial or for industrial use
as packaging material for food. These biopolymers are produced under nutrient deficient
conditions by a wide range of microorganisms, including those that thrive in extreme

conditions (high temperature, salinity, pH), so-called extremopbhiles.

In this work Next generation sequencing (NGS) was used to investigate the biodiversity of
natural mineral springs from several locations in the Czech Republic. Based on a comparison
with the literature, some bacterial genera belonging to known PHA producers
(Pseudomonas, Rhodoferax, Thermus) were discovered. Furthermore, it was possible to
isolate the bacterium Pseudomonas putida from one of the water samples, which was
subjected to phenotypic and genotypic tests for PHA production.

Keywords: biodiversity, extremophiles, metagenomics, NGS, polyhydroxyalkanoates
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UvVOD

Snasi neuvéfitelny tlak na dn¢ Marianského piikopu nebo kruté zimy za polarnim kruhem.
Jsou odolni vaci silné kyselému ¢i zasaditému prostiedi. Dokonce prosperuji v horkych
termalnich pramenech s teplotami blizkymi bodu varu. Organismtim, které jsou schopné
zivota v takovych podminkach, se oznacuji jako extrémofilni. Nejcastéji mezi né patii

prokaryotické Archeae, ale své zastupce maji i mezi bakteriemi, a dokonce i eukaryotami.

Jejich vyjimecné stabilni makromolekuly oteviraji dvefe novym pramyslovym aplikacim
diky metodam genového inzenyrstvi. Produkuji také mnohé uzite¢né latky jako jsou barviva,
biosurfaktanty nebo nejruzné&jsi biopolymery. A pravé mezi takovéto biopolymery se fadi
i polyhydroxyalkanoaty (PHA). Nejvice prozkoumanym je pak polyhydroxybutyrat, ktery
se v mnohych aspektech podobd polypropylenu. Oproti nému je vSak jednoduse
rozlozitelny, proto je uvazovan jako alternativni material pro jednordzové obaly nékterych
potravin. Dalsi zasadni vlastnosti je dobra snasenlivost PHA tkanémi, je tak cenény
pfedev§im v tkanovém inzenyrstvi jako biomateridl. Z divodu vysoké ceny a slozité

produkce, jsou v souc¢asné dobé PHA vyuzivany nejvice prave pro tento ucel.

Diky niz$im narokiim na sterilitu prostiedi, oproti béznym bakteriim, by vyuziti
extrémofilnich producentti mohlo snizit naklady na vyrobu. Polyhydroxyalkanoaty by se tak

mohly stat konkurenceschopnymi pro bézn¢ uzivané polymery petrochemického ptivodu.

Tato prace se zabyva analyzou biodiverzity pfirodnich mineralnich prament se zaméfenim
na PHA producenty. U jednoho z izolati byly provedeny fenotypové a genotypové testy na
produkci PHA.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYHYDROXYALKANOATY

Biopolymery jsou dobrou alternativou pro polymery petrochemického puvodu, jelikoz
vykazuji podobné chemicko-fyzikalni vlastnosti jako nékteré konvencné pouzivané plasty.
Oproti nim maji vSsak fadu vyhod, jako je jejich biodegradabilita, recyklovatelnost
a biokompatibilita (Anjum et al. 2016). Mezi takové biopolymery se fadi
i polyhydroxyalkanoaty (PHA), které jsou pfirozené produkovany velkym mnozstvim

bakterii a nékterymi druhy Archeae, jako intracelularni zasobni latka (Goswami et al. 2021).

V soucasné dob¢ je jejich vyuziti vSak limitovdno vysokou cenou, kterd se odviji od
pouzitého mikroorganismu, substratu, zptsobu extrakce, cistoty biopolymeru a mnoha
dalsich faktori. Pro porovnani, americka biotechnologicka firma Merck Group ke dni

14.5.2023 nabizi 100 g polyhydroxybutyrat za 28 300 K¢ a 1 kg polypropylenu za 3 530 K¢.

1.1 Struktura polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty jsou z chemického hlediska biopolyestery, které se obecné skladaji
z (R)-3-hydroxy mastnych kyselin s rozli¢cnymi bo¢nimi fetézci (Obrazek 1). Ty mohou byt
nasycené, nenasycené, alifatické, rozvétvené nebo mohou obsahovat substituent. Podle

poctu uhlik v monomerni jednotce miizeme PHA rozdélit do tii skupin:

a) PHAsq s kratkym fetézcem (short chain lenght), které obsahuji 3-5 atomu uhliku,
b) PHAma se stiedné dlouhym fetézcem (medium chain lenght) obsahujici 6-14
atomu uhliku,

¢) PHAJq s dlouhym fetézcem (long chain lenght), které obsahuji vice nez 14 atomu
uhliku

Dnes je znamo vice nez 150 druhd monomernich jednotek (Visakh P. M. 2014).

O

— n

Obrazek 1 Struktura PHA (upraveno dle Emaimo et al., 2022)
Nejvice rozSifenym a zaroven nejvice prozkoumanym PHA je poly(3-hydroxybutyrat)
(PHB). Jedna se 0 polyester kyseliny B-hydroxymaselné, ktery byl jako prvni objeven
u bakterie Bacillus megaterium (Lemoigne 1926). Takto produkovany PHB je
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semikrystalicky a isotakticky stereoregularni polymer, coz je také diivodem jeho velmi dobré
biodegradability (Bugnicourt et al. 2014).
Mezi dalsi zndmé PHA patii 1 poly(3-hydroxyvalerat) (PHV), jehoz postranni fetézec je

tvofen etylovou skupinou. Casto primyslové vyuzivany a dobie prozkoumany je pak jeho

kopolymer s PHB, poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat) (PHBV) (Obrazek 2).

b) e

O

OA)LO

Obrazek 2 a) PHB, b) PHV, ¢) PHBV (upraveno dle Emaimo et al., 2022)

Polyhydroxyalkanoaty se akumuluji v cytoplazmé jako ve vod¢ nerozpustné granularni
inkluze o velikosti 100 az 500 nm (Obrazek 3). Jejich struktura v dnesni dobé¢ stale neni
dostate¢né prozkoumana, na jejim povrchu byla ov§em prokazana pfitomnost tzv. Granule-
Associated proteins (GAPS). Jmenovité se jedna 0 PHA syntazu (phaC), PHA depolymerazu
(phaz), phasiny (phaP) a regula¢nich proteiny (phaR) (Goswami et al. 2021).

PHA syntaza je kliCovy enzym pro biosyntézu PHA, jelikoz katalyzuje polymeraci
monomeru. Syntdzy jsou rozdélené do Ctyt tiid na zéklade jejich primarni sekvence,

substratové specifity a jejich kompozice:

a) Tridy I a II jsou tvofeny jednou phaC jednotkou,
b) Trida III je tvotena heterodimerem z phaC a phaE podjednotek,
c) Tiida IV je tvofena heterodimerem z podjednotek phaC a phaR.

Tridy I, III a IV syntetizuji PHAs a tiida I produkuje PHAmc (Zher Neoh et al. 2022).

PHA depolymeraza degraduje intracelularni inkluze, pfipadné rozklada granule pfitomné

Vv prostfedi uvolnénych napftiklad z nezivych bunék. Phasiny jsou strukturni proteiny, které
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diky své amfifilni struktuie stabilizuji jednotlivé granule a nedochazi tak k jejich vzajemné
koalescenci (Grage et al. 2009). Regula¢ni proteiny piimo ovliviiuji produkci phasind
a syntézu PHA granuli (Maestro & Sanz 2017). Kromé GAPS nékteré diivéjsi studie uvadéji
i obsah fosfolipidové slozky, ov§em nov¢jsi data poukazuji na to, Ze by jejich piitomnost
v granulich mohla byt zapficinéna zpiisobem extrakce, a tim padem se in vivo nenachazi
(Bresan et al. 2016).

PHA

phasiny

phasiny

- e

'{{’ CrA :
, . S ,
ostatni proteiny %/ depolymeraza

Obrazek 3 Struktura PHA granule (upraveno dle Maestro a Sanz, 2017)
1.2 Biosyntéza polyhydroxyalkanoata

Biosyntéza polyhydroxyalkanoati je slozity metabolicky proces, ktery tzce souvisi
I s dal$imi metabolickymi drahami (glykolyza, Krebsiv cyklus, B-oxidace atd.). Je velmi
ovlivnéna nutri¢énimi podminkami. Pfi podminkach bohatych na ziviny dochazi k vysoké
produkci koenzymu A (CoA), coz inhibuje enzym 3-ketothiolazu (phaA) a acetyl-CoA je tak
pfednostné smérovan do Krebsova cyklu, kde se pfeméinuje na energii a podporuje rlst
bunky. Naopak, pfi nadbytku uhliku a nedostatku zakladnich zivin (napft. dusik, fosfor) neni
phaA inhibovan a acetyl-CoA muize byt vyuzit na tvorbu PHA granuli (Tan et al. 2014).

Znalosti o biosyntetickych drahach jsou zvelké casti omezeny na prekurzory
(R)-3-hydroxyacyl-CoA (Tan et al. 2014). Ctyii zakladni cesty metabolismu jsou popsané

Vv nésledujicich fadcich.
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1.2.1 Biosyntéza ze souvisejich zdroja

Cesty A a B znazornuji produkci PHA ze souvisejicich zdroju, tzn. vychozi substrat je
prekurzorem monomeru. V tomto piipadé se jedna o mastnou kyselinu, kdy je biosyntéza
PHA spojena s B-oxidaci. Nejprve je mastna kyselina enzymaticky aktivovana acyl-CoA
syntazou za spotieby adenosintrifosfatu (ATP) a CoA. Acyl-CoA poté vstupuje do f-oxidace
odkud do biosyntézy PHA mizou vstupovat vzniklé meziprodukty. V piipad¢ cesty A
dochazi k redukci 3-ketoacyl-CoA na (R)-3-hydroxyacyl-CoA pomoci enzymu 3-ketoacyl
reduktazy (fabG). Cesta B popisuje hydrataci enoyl-CoA opét na (R)-3-hydroxyacyl-CoA
za pritomnosti R-specifické enoyl hydratazy (phald). PhaC pak katalyzuje polymera¢ni
reakci za vzniku konkrétniho polyhydroxyalkanoatu (Macalova et al. 2023).

0
R.)]\uu

Mastnd kyselina

H
\S—CoA
)}\ ATP
H,C S——CoA
: Acetyl-CoA T
1
\S—COA v AMP + PP,
R*u—CoA l
Acyl-CoA

)J\/“\ a_/\/‘k —CoA
R s—coa  [-oxidace h

Enoyl-CoA
3-ketoacyl-CoA

NADPH + H" H,0

NADP' M
R 5——CoA PhalJ

FabG NAD' =
(S)-3-hydroxyacyl-CoA B
NADH + H’

/‘\/“\ ‘*M 5——CoA
R{ 3=—=—CO0A

(R)-3-hydroxyacyl-CoA
(R)-3-hydroxyacyl-CoA

e A e

PHA

Obrazek 4 Biosyntéza ze souvisejicich zdroji (upraveno dle Macalova et al. 2023)
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1.2.2 Biosyntéza z nesouvisejicich zdroju

Biosyntéza z nesouvisejicich zdroji je na schématu znazornéna cestami C a D, zdrojem
uhliku je glukéza. Ta vstupuje do glykolyzy, kde je enzymaticky $tépena na acetyl-CoA.
Ten muze byt 3-ketothiolazou (phaA) pfeménén na acetoacetyl-CoA, dale dochazi k jeho
redukci NADPH acetoacetyl-CoA reduktazou (phaB) na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA
apomoci phaC pak dochazi k polymeraci na polyhydroxybutyrat (cesta C). Cesta D zahrnuje
meziprodukty syntézy mastnych kyselin. Pfed vstupem do této metabolické cesty je
acetyl-CoA aktivovan acetyl-CoA karboxyldzou za spotfeby ATP na malonyl-CoA.
Biosyntézy PHA se pak tcastni meziprodukt (R)-3-hydroxyacyl-ACP (acyl carrier protein),
a pasobenim enzymu hydroxyacyl-ACP specifické thioesterazy (phaG) dochazi ke vzniku
(R)-3-hydroxylkanové kyseliny. Kondenzaci s acyl-CoA vznika (R)-3-hydroxyacyl-CoA,
ktery nasledné vlivem phaC polymeruje na vysledny produkt (Macalova et al. 2023).
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Obrazek 5 Biosyntéza PHA z nesouvisejicich zdroji (upraveno dle Macalova et al. 2023)
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1.3 Producenti polyhydroxyalkanoati

Schopnost produkovat PHA byla prokézana u vice jak 300 druhti, z nichz pfevaznou vétSinu
tvofi bakterie. Ty muzeme rozdé€lit do dvou skupin na zakladé¢ podminek nutnych pro
syntézu. Prvni skupinou jsou bakterie, které produkuji PHA pouze pii nedostatku zakladnich
zivin jako je dusik, fosfor nebo sira, a naopak vyZzaduji prostfedi bohaté na uhlik. Druhou
skupinou jsou bakterie, které pro syntézu PHA nevyzaduji omezeni nutri¢nich podminek,

tzv. rekombinantni producenti (Anjum et al. 2016).

1.3.1 Gramnegativni bakterie

Nejvice znamych PHA producentl se fadi mezi gramnegativni bakterie. Vysoké vytézky
PHAsq byly prokazany napiiklad u rodi Azohydeomonas, Burkholderia a Cupriavidus.
Cupriavidus necator muze ziskavat energii jak autotrofng, tak i heterotrofng, coz je pro
produkci PHA velmi vyhodné — jako substrat pro PHB lze vyuzit napiiklad CO», sacharidy
(glukéza, fruktdza) a oleje (olivovy, kukufiény, palmovy) s vytézkem 67 az 88,9 %CDM
(hmotnost bunééné susiny) (Tan et al. 2014). Alcaligenus latus syntetizuje PHB z glukozy,
fruktozy a sacharozy s vytézkem 50-80 %CDM (Grothe et al. 1999), u Burkholderia sp. je
udavana produkce PHB az 69 %CDM pii metabolismu mastnych kyselin (Chee et al. 2010).
Bakterie rodu Pseudomonas jsou typicti producenti PHAmq. U P. putida byla pozorovana
produkce s vytézkem 83 %CDM PHAmd z kyseliny kaprylové (Fontaine et al. 2017).

Mezi dalsi producenty PHA patii i nekteré extrémofilni bakterie. Termofilni Thermus
thermophilius ze syrovatky pii kultivaénich podminkach 70 °C produkuje az 35,6 %CDM
kopolymeru PHAsq a PHAma (Pantazaki et al. 2009). Termofilni Schlegelella
thermodepolymerans dokaze utilizovat z xylozy kopolymer PHBV (Kourilova et al. 2020).
Halofilni Halomonas boliviensis pii salinit¢ prostiedi 0,77 M NaCl syntetizuje
ze Skrobového hydrolyzatu PHB s vytézkem az 56 %CDM (Quillaguaman et al. 2005).
Potencidl pro vyuZiti halofilii je zna¢ny. Hlavni vyhodou je niZsi riziko kontaminace, kvili
vysoké salinité¢ kultivaéniho média. Pfi pouziti levnych substrat, naptiklad syrovatky,
dochdzi vlivem pusobeni hydrolytickych enzyma k okyseleni média, které musi byt
neutralizovano. Pti pouziti NaOH vznikd NaCl, které ptispiva k vyssi salinité, ¢imz jsou
podpoteny podminky pro rist (Koller 2017).

Nevyhodou pfi ziskavani PHA z gramnegativnich bakterii je pfitomnost lipopolysacharidi
(LPS) ve vngjsi membrané bunécné stény, které se pii extrakci mohou dostat i do PHA

polymeru. Pfi rozpadu buniky se LPS uvoliuji a ptsobi jako pyrogen, v lidském organismu
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jsou pak zodpovédné za lokalni zanétlivé reakce. To je samoziejmé nevyhovujici pro vyuziti
PHA jako biomaterialu (Raetz & Whitfield 2002). Polymer proto musi byt nasledné

purifikovan, coz vede k redukci molarni hmotnosti a zvySuje jeho cenu (Tan et al. 2014).

1.3.2 Grampozitivni bakterie

U grampozitivnich bakterii byla schopnost produkce PHA pozorovéana u rodt Bacillus,
Caryophanon, Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus, Microlunatus, Microcystis,
Nocardia, Rhodococcus, Staphylococcus a Streptomyces. Vytézky PHA jsou oproti
gramnegativnim bakteriim podstatné nizsi, mezi 2 az 50 %CDM. Z tohoto dtivodu nejsou
zatim komer¢né¢ pro produkci PHA vyuzivany. Na druhou stranu bunééna sténa
grampozitivnich bakterii neobsahuje LPS, coz by z nich potencialné mohlo ¢init lepsi zdroj
PHA pro biomedicinské aplikace. (Tan et al. 2014)

1.3.3 Archea

Schopnost produkovat PHA byla objevena vyhradné u halofilnich archei, konkrétné u roda
Haloferax, Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium, Halobiforma, Halococcus,
Halopiger, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum, Halostagnicola, Haloterrigena,
Natrialba, Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus a Natronomonas. Jako substrat
pro PHAs lze vyuzit glukozu, glycerol, syrovatku nebo Skrob. U vétSiny haloarchei
je vytézek bohuzel velmi nizky (Tan et al. 2014). Primyslové zajimava je vSak Haloferax
mediterranei, ktera pfi koncentraci 2 az 5 M NaCl produkuje 50 az 76 %CDM PHA
(Bhattacharyya et al. 2012).

1.3.4 Rekombiantni producenti

Rekombinantni PHA producenti byli geneticky upraveni pro produkci PHA se specifickymi
vlastnostmi nebo pro zvySeni vytézku oproti divokym kmenim. Diky genetickym

modifikacim dochazi i ke sniZeni ceny, jelikoZ lze vyuZzivat vice zdrojt uhliku.

Escherichia coli nepatii mezi pfirozené PHA producenty, ale protoze je velmi dobie
prozkoumana, fadi se mezi vhodné kandidaty pro genetické modifikace. Rekombinantni
E. coli akumuluje PHB az do 95 %CDM a dokaze produkovat i kopolymer PHBV
(Fidler 1992). Cupriavidus necator je ptirozenym PHB producentem, ktery byl modifikovan
vlozenim gent pro syntézu laktozy ziskanym z E. coli a odstranénim gent pro degradaci

PHA (Povolo et al. 2010).
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Pro produkci PHA byly upraveny kvasinky ¢i rostliny. Z kvasinek 1ze zminit rekombinantni
Saccharomyces cerevisiae, u které byla pozorovana akumulace 2,68 %CDM PHB
(Abd-El-haleem et al. 2007). Zftise rostlin byl geneticky upravovan Huseni¢ek rolni
(Arabidopsis thaliana) pomoci gent ziskanych z Pseudomonas sp. U této rostliny byly
detekovany kopolymery z PHB, PHV a PHHx (Matsumoto et al. 2006).

1.4 Vlastnosti a vyuziti polyhydroxyalkanoati

Vlastnosti polyhydroxyalkanoati se 1isi v zavislosti na jejich chemické struktufe. Zavisi
predevsim na typu obsazené mastné kyseliny, dale zda se jedna o homo nebo kopolymery.
Zatimco PHAsq jsou krystalické a vykazuji vlastnosti typické pro termoplasty, tak PHAmcl
se daji povazovat spiSe za elastomery. Molekularni hmotnost polymeru muze dosahovat
hodnot od 50 000 az po miliony kg/mol, coz jsou parametry ovlivnéné typem pouzitého
mikroorganismu, podminkami rustu a metodou extrakce. Obecné se vSak daji PHA
charakterizovat jako polymery ve vodé nerozpustné, relativné rezistentni vuéi hydrolytické
degradaci, s dobrou odolnosti vi¢i UV zafeni, ale $patné odolné kyselému a zasaditému

prostiedi. Nejsou toxické a vykazuji vysokou biokompatibilitu. (Bugnicourt et al. 2014)

Cisty PHB disponuje fadou vlastnosti porovnatelnych s béznymi polymery ropného ptvodu
(naptiklad s polypropylenem), jako je vysoka teplota tani nebo relativné vysoka pevnost
v tahu. Na druhou stranu je PHB také kiehky, coz se pfipisuje vysokému stupni krystalizace
a sekundarni krystalizaci béhem skladovani. Ta ma za nasledek tvorbu nepravidelnych port
na povrchu a dochazi tak k omezeni flexibility biopolymeru. Dalsi nevyhodou je, ze PHB
zacina degradovat pii teploté blizké jeho teploté tani (Bugnicourt et al. 2014).

Z téchto duvodu jsou také nutné jeho dalsi modifikace. Nejcastéji se jedna o kopolymery
obsahujici PHB a jiné 3-hydroxyalkanoatové jednotky, jako je PHBV, ktery je oproti PHB
charakterizovan jako méné¢ krystalicky a vice flexibilni (Bugnicourt et al. 2014). Ke zlepseni
mechanickych vlastnosti se mohou vyuzivat i smési PHA s plastifikatory, které byvaji také
ptirodniho pivodu. Mezi bézné uzivané plastifikatory se fadi naptiiklad estery kyseliny
citronové, nizkomolekularni polyetylenglykol, oxypropylovany glycerol, glycerol, glycerol
triacetat, 4-nonylfenol, estery kyseliny acetylsalicylové, dibutylftalat, mastné alkoholy nebo
di-2-ethylhexylftalat (Emaimo et al. 2022). V Tabulce 1 je uvedeno porovnani vybranych
mechanickych vlastnosti PHA s polypropylenem.
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Tabulka 1 Porovnani vlastnosti PHA s PP (upraveno dle Rodriguez-Contreras, 2019)

PHBV PHB4HB

PHB PP
(3%) (16%0)

Teplota tani [°C] 177 145 152 176
Teplota skelného piechodu [°C] 4 -1 -8 -10
Pevnost v tahu [MPa] 40 32 26 38
Modul pruznosti v tahu [GPa] 3,5 1,2 - 1,7
Prodlouzeni pfi ptetrzeni [%o] 6 50 444 400

*PHB = poly(3-hydroxybutyrdt);, PHBV = poly(3-hydroxy-co-3-hydroxyvalerdzt);
PHB4HB = poly(3-hydroxybutyrdt-co-4-hydroxybutyrat); PP = polypropylen

1.4.1 Biomedicinské aplikace

Jak jiz bylo zminéno, oproti béznym syntetickym polymerim se PHA vyznacuji dobrou
biodegradabilitou, biokompatibilitou a netoxickym charakterem, coz z nich déla velmi

atraktivni material pro tkanové inzenyrstvi, pfipadné pro farmacii jako nosice 1é¢iv.

Biokompatibilitou se rozumi schopnost materialu byt pii specifické aplikaci snésen zivym
systétmem, pii¢emz musi dojit k odpovidajici reakci piijemce (ISO 10993-1:2018).
To polymery jako PHB a PHBYV spliiuji, jelikoz jejich monomerni jednotky jsou pfirozenym
metabolitem lidského organismu a mohou byt dale §tépeny az na oxid uhlicity. Po implantaci
in vivo u nich nebyla pozorovana zanétliva reakce, kalcifikace, nekroza okolni tkané ani
tvorba abscest ¢i tumorigeneze (Pulingam et al. 2022). Dalsim benefitem PHA je jejich
konstantni lokalni pH 1 pfi degradaci, kterd probiha kontrolované na rozdil od jinych
polymerd, které se v medicinské praxi vyuzivaji. Piikladem téchto polymerd mtzou byt
poly(e-kaprolakton), poly(mlé¢na-co-glykolova kyselina), poly(glykolova kyselina) nebo
poly(mlé¢na kyselina). (Rodriguez-Contreras 2019)

PHA mohou byt pouzity K tvorbé scaffoldd s vys$si mechanickou pevnosti, které podporuji
adhezi a proliferaci bun€k. Napiiklad pii pouziti scaffoldu z PHBVHx byl prokazan
vyznamny pozitivni uc¢inek pfti 1é¢bé jaterni tkané (Su et al. 2014), u kompozitniho scaffoldu
zPHB a PHBHx bylo pozorovdno, ze napomahd pii tvorbé chrupavcitych tkani
(Ye et al. 2009). Kompozity PHB s hydroxyapatitem mohou fungovat jako scaffoldy pro
kostni tkan, kde také napomahaji jeji regeneraci (Shishatskaya et al. 2012). Byly zkoumany
I u¢inky PHA jako nosice pro antibiotika s pomalym uvolnovanim, kdy byl tetracyklin
enkapsulovan do struktury PHB a PHBYV a byla pozorovana jeho antibakterialni aktivita.
(Panith et al. 2016). Jako dalsi mozné vyuziti PHA lze jmenovat vyroba rtznych

medicinskych prostfedkd, mezi které patii implantaty pojivoveé, srde¢ni, cévni ¢i nervové
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tkan¢, ale také sutury, stenty, naplasti, chirurgické sit¢ nebo biosenzory
(Pulingam et al. 2022). V soucasnosti je také zkouman jejich ti¢inek pti 1é¢bé rakoviny, viru
HIV (Thorat Gadgil et al. 2017) nebo Alzheimerové chorobé (Ray & Kalia 2017).

1.4.2 Vyuziti jako obalovy material

Kromé vyjimecné biokompatibility disponuji PHA také velmi dobrou biodegradabilitou,
a diky jejich mechanickym vlastnostem jsou povazovany za vhodnou alternativu pro bézné
uzivané polymery ropného puvodu v oblasti jednorazovych obalovych materialt

V potravinafském pramyslu.

Pti zkoumani propustnosti vihkosti, oxidu uhli¢itého a organickych rozpoustédel skrz film
tenky 25-50 um tvoreny PHB a PHBV byly pozorovany srovnatelné bariérové schopnosti
jako u PET (Mishra 2018). Také byly z PHB piipraveny kelimky o objemu 500 ml, které
byly vystaveny riznym fyzikalnim testim a vysledky byly porovnany s polypropylenem.
Bylo zjisténo, ze PHB je oproti UV zafeni srovnatelné odolny. Na rozdil od PP se obal z PHB
rozlozil béhem kratkého casového intervalu uplné. Na druhou stranu v tzv. Drop testu
vykazoval PHB az o 50 % nizsi schopnost deformace nez PP, byl tak charakterizovan jako
vice rigidni a méné flexibilni. Pfi niz8ich teplotach vykazoval lepsi vlastnosti PP, pti vyssich
teplotach naopak byly leps$i mechanické vlastnosti u PHB, coZ ovSem pro potravinaiské
vyuziti neni limitujici. Pfi senzorické analyze bylo u PHB pozorovano zhorSeni
organoleptickych vlastnosti u potravin obsahujici vyssi procento vody. Ze studie tedy
vyplyva, Zze PHB by mohl nahradit obaly z PP pouzivané pro potraviny s vysokym obsahem
tuku (majonézy, margariny), vhodné jak pro skladovani pti nizkych teplotach, tak i pro ohiev

v mikrovinné troubé (Bucci et al. 2005).
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2 BIODIVERZITA

Biologicka diverzita, zkracen¢ biodiverzita, kvantitativné popisuje veskerou rozmanitost
zivé piirody (Storch 2019). Lze ji zkoumat na riznych arovnich, od genetické informace
az po celé ekosystémy. NejCastéji je ovSem vyuzivana taxonomicka diverzita se zaméfenim

na pocet druhii vyskytujicich se v dané lokalité (Primm 2023).

Pravdépodobné nejpocetnéjsi skupinou na Zemi, co se druhii tyce, jsou mikroorganismy.
Dvé ze tii znamych domén, Bacteria a Archeae, jsou ¢isté mikrobialniho charakteru. Tteti
doména Eucarya je primarné mikrobialni, vzhledem k obrovskému mnozstvi druhti protistii
a vlaknitych mikroskopickych hub. Rozmanitost napfi¢ touto skupinou, tedy mikrobialni
diverzitu, lze pozorovat zdsadnimi rozdily v jejich fenotypu, bunééném metabolismu,
fyziologii a morfologii, v jejich distribuci v zivotnim prostiedi, ve struktufe genomu, expresi

a evoluci (Dunlap 2001).

2.1 Extrémofilni mikroorganismy

Jako extrémofili se oznacuji organismy, které prospivaji v extrémnich prostfedich. Takové
prostiedi 1ze obecné chapat jako netolerovatelné ¢i dokonce letalni pro vétSinu zivych
soustav. Extrémofily lze najit napfi¢ vSemi doménami, kdy nejpocetnéjsi skupinu tvofi
mikroorganismy (ptedevsim Archeae), ale existuji i zastupci z fad prvoku, hub, fas ¢i vice
buné&¢nych organismt (Merino et al. 2019).

Podle podminek, ve kterych takové organismy prosperuji, jsou dale klasifikovany
(Tabulka 2). Byva obvyklé, ze v daném prostifedi pusobi vice fyzikalné-chemickych
parametrl, které dosahuji extrémnich hodnot, proto se také casto pouZivd oznaceni

polyextrémofilové. (Merino et al. 2019).

Tabulka 2 Klasifikace extrémofilnich mikroorganisma (Upraveno dle Merino et al., 2019)

Parametr Chovani Idealni podminky

Hypertermofil >80 °C

Teplota Termofil 45 az 80 °C
Psychrofil <20°C
oH Acidofil pH <5
Alkalofil pH>9
Salinita Halofil >8,8 %

Tlak Barofil, Piezofil 10-50 MPa

Aktivita vody Xerofil <0,7
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2.1.1 Adaptace na extrémni podminky

Rada mikroorganismii byla objevena za extrémnich Zivotnich podminek v prostfedich
od Yellowstonskych termalnich pramenti (Marsh & Larsen 1953), pies Sibifsky permafrost
(Rivkina et al. 2000) az po Mariansky ptikop s hloubkou 11 000 metri (Kato et al. 1998).

Ptiklady dalSich ekosystému s extrémnimi podminkami jsou na Obrazku 6.

permafrost, hydrotermalni  termalni prekyselend
ledovce

kyselé dilni

bahenni sopky pousteé vody

priduchy prameny jezera

N
J : s : 37 4 v
s, _ 2

podmoiska podlhoi'ské serpentiniza¢ni podmoiské sediment alklalicka jaderng
hypersalinni hydrotermalni  prostiedi sedimenty mofskéhodna  jezera kontaminované
jezera praduchy oblasti

ofiolity

Obrazek 6 Ekosystémy s extrémnimi podminkami (Upraveno dle Merino et al., 2019)

Extrémofilové jsou strukturné adaptovani na takové zivotni podminky na molekularni
urovni. Proteiny, nukleové kyseliny a membrany mohou oproti neextrémofilnim analogiim
vykazovat zmény v relativnim zastoupeni aminokyselin nebo jinou konformaci, ¢imz se
stavaji vice stabilni v daném prostiedi (Kohli et al. 2020). Mohou obsahovat také
extremolyty, coz jsou malé organické molekuly, které chrani makromolekuly a bunééné
struktury pred nepfiznivymi podminkami (Becker & Wittmann 2020). V prostiedi s vysokou
koncentraci soli nebo vlivem teplotniho stresu tvofi stabilni ochranou vodni vrstvu
(Sahle et al. 2018). Pii stresu zptisobeném UV zateni dokazi sinice produkovat chemické
latky, které se chovaji jako fotoprotekce, naptiklad mykosporinu podobné aminokyseliny
(Fuentes-Tristan et al. 2019). Extremozymy, enzymy izolované z extrémofilt, jSou vysoce
stabilni za extrémnich teplot, pH a jsou Casto rezistentni viici detergentiim nebo organickym

rozpoustédlum (Kochhar et al. 2022).
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2.1.2 Primyslové vyuziti

Pro své jedinecné vlastnosti a schopnosti pfezivat v extrémnich podminkach nachazi
extrémofilové vyuziti pfi riznych pramyslovych aplikacich. Patii sem agrikultura, vyroba
biopaliv, bioremediace, biotechnologie, farmacie, kosmetika, medicina, papirnicky prumysl,

textilni primysl a mnoho dalsich (Kochhar et al. 2022).

Mnoho extrémofili produkuje enzymy, které vynikaji svou stabilitou pii extrémnich
podminkach. Jsou tedy uzite¢né napiiklad pfi zpracovani potravin, ve farmacii nebo
Vv biotechnologiich. Typickym piikladem takového enzymu je Taq DNA polymeraza
izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Ta pfi teploté nutné k denaturaci DNA
neztraci svoji enzymatickou aktivitu a je nedilnou soucasti polymerazové tfetézové reakce
(Chien et al. 1976). T. aquaticus produkuje i dalsi termostabilni enzymy jako jsou naptiklad
aldolaza (Freeze & Brock 1970) nebo RNA polymeraza (Air & Harris 1974).

Enzymy psychrofili (protedzy, amylazy, lipazy, celuldzy) nachazi vyuziti V pracich
prascich. Diky témto enzymim je mozné efektivné prat pii nizSich teplotach, ¢imz se
zaroven snizuje dopad na zZivotni prostiedi. Amylazy a proteazy se uplatiuji

I V potravinaiském prumyslu pii zpracovani mléka (Kirk et al. 2002).

U halofilnich archei byla prokazana schopnost produkce PHA (Mitra et al. 2020). Halofilni
a halotolerantni bakterie jsou vyuzivany i pro tvorbu dal$ich biopolymeru jako je kyselina
hyaluronova (Parada-Pinilla et al. 2021) nebo biosurfaktanti jako furanomycin
(Farig & Yasmin 2020). Jejich dalsi moznou aplikaci je vyuziti jejich enzymi pii vyrobé

fermentovanych potravin (Margesin & Schinner 2001).

Dulezitym odvétvim je také vyroba biopaliv. Mezi vhodné alternativy k fosilnim paliviim se
fadi vodik. Termofilni bakterie Caldicellulosiruptor saccharolyticus je povaZovana
za vyborného kandidata pro primyslovou bioprodukci vodiku, jelikoz degraduje substraty
obsahujici celulézu a hemicelul6zu na jednodussi sacharidy, které jsou poté fermentovany
za vysoké produkce H: (Bielen et al. 2013). Biosurfaktanty z termofilnich mikroorganismu
mohou slouzit i k bioremediaci praimyslovych odpadnich vod a pid kontaminovanych ropou
(Ptaza et al. 2006).
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2.2 Prirodni mineralni prameny

Ceska republika diky své pestré geologické stavbé oplyva znaénym pfirodnim bohatstvim.
V disledku pifhodnych podminek se na tuzemi Ceské republiky vyskytuji prameny
mineralnich, termalnich a radioaktivnich vod (MZCR 2020).

Podle tzv. Lazeniského zakona (Zékon €. 164/2001 Sb.) se mineralni vodou rozumi pfirozené
se vyskytujici podzemni voda plivodni Cistoty s obsahem rozpusténych pevnych latek
nejméné 1 g/l nebo s obsahem nejméné 1 g/l rozpusténého oxidu uhli¢itého nebo s obsahem
jin¢ho pro zdravi vyznamného chemického prvku anebo kterd méd u vyvéru pfirozenou
teplotu vyssi nez 20 °C nebo radioaktivitu radonu nad 1,5 kBg/l. Zdrojem ptirodni mineralni
vody je ptirozené se vyskytujici podzemni voda piivodni Cistoty, stalého sloZeni a vlastnosti,
kterd ma z hlediska vyzivy fyziologické u€inky dané obsahem mineralnich latek, stopovych
prvki nebo jinych soucasti, které umoziuji jeji pouziti jako potraviny a k vyrob¢ balenych
mineralnich vod, a o tomto zdroji bylo vydano osvédceni podle tohoto zédkona.

Vyhlaska €. 423/2001 Sb. upravuje zplisob hodnoceni a vyuZivani ptirodnich 1é¢ivych zdroji
a zdroji prirodnich mineralnich vod. Hlavni kritéria hodnoceni pifirodnich mineralnich vod

je podle celkové mineralizace, podle obsahu rozpusténych plynii a obsahu vyznamnych

slozek, podle teploty u vyvéru a podle osmotického tlaku (Tabulka 3).

Tabulka 3 Kritéria pro hodnoceni zdroji mineralnich vod

Celkova mineralizace Obsah rozpusténych plyni
(obsah rozpusténych latek) a vyznamnych sloZek
Velmi slabé mineralizované <50 mg/l Uhlicité > 19 COl
Slabé mineralizované 50-500 mg/Il Sirné > 2 mg titrovatelné siry/l
Stfedné mineralizované 500-1500 mg/I Jodidové > 5 mg jodidi/1
Silné mineralizované 1500 mg/1-5 g/l Ostatni napf. fluorida (> 2mg/l)
Velmi silné mineralizované >5 g/l (zvySeny obsah) | kys. kiemicité (>70 mg/1)
Teplota u vyvéru Osmoticky tlak
Studené <20 °C Hypotonické <710 kPa
Termalni vlazné 20-35°C Izotonické 710-760 kPa
Termalni teplé 35-42 °C
Termalni horke 10 °C Hypertonické 760 kPa

*titrovatelnd sira = sulfan disociovany v rizném stupni, thiosirany
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Mineralni voda a plyn u vyvéru z loziska musi byt zdravotn¢ nezavadné. Nesmi vykazovat
mikrobialni zndmky fekalniho nebo jiného druhu znecisténi z vnéjsiho prostfedi a nesmi
obsahovat mikroorganismy, jez by mohly pifedstavovat zdravotni rizika pro clovéka.
U zdroji pfirodnich mineralnich vod uréenych k plnéni do lahvi jsou vyhlaskou
423/2001 Sb. ur¢eny limity mikrobiologickych ukazatelti (Tabulka 4).

Tabulka 4 Pozadavky na mikrobiologickou jakost zdroji mineralnich vod

Ukazatel Jednotka Limit Typ limitu
Escherichia coli KTJ/250 ml 0 NMH
Koliformni bakterie KTJ /250 ml 0 MH
Enterokoky KTJ/250 ml 0 NMH
Pseudomonas aeruginosa KTJ /250 ml 0 NHM

*KTJ = kolonii tvorici jednotka, NMH = nejvyssi mezni hodnota, jejiz prekroceni vylucuje vyuzivani zdroje,

MH = mezni hodnota, jejimz prekrocenim ztrdaci zdroj vyhovujici jakost v daném ukazateli, ma indikacni funkci

2.2.1 Horni MoSténice

V Hornich Mosténicich (Olomoucky kraj) se nachdzi zdroj Hanacké kyselky, kterd
je charakterizovana jako pfirodni minerdlni voda silné mineralizovana, uhliditd,
hydrogenuhli¢itano-vapenato-sodnd, se zvySenym obsahem fluoridi. Dale se tadi mezi
studené a hypotonické prameny s obsahem volného oxidu uhli¢itého 1304 mg/l
(Ministerstvo zdravotnictvi). V Tabulce 5 je uveden vytah chemické analyzy dostupny

z informacni tabule pfimo u zdroje.
Tabulka 5 Chemické slozeni Hanacké kyselky
ion Na* K* Ca** Mg?* F Cl I HCOs
c[mg/l] | 250 15,5 266 69,6 3,2 170 0,165 1578

2.2.2 Karlovy Vary

Karlovarské prameny se fadi mezi termalni sttedn¢ mineralizované vody proplynéné oxidem
uhli¢itym s vysokym obsahem iontit HCOs", SO4%, CI, Na*, K*, Ca?" a Mg?*. Vyznacuji se
niz§im obsahem Zeleza, zvySenym obsahem fluoridl a SiO2. Obecné se oznacuji také jako

hydrouhli¢itano-sirano-chloridové sodné vody (Vylita 1991).

Komplexnimi analyzami minerdlnich zdroji byla detekovana ptitomnost vice nez 60 prvki,
jednotlivé prameny lisi ve sloZeni pouze vyskytem nékterych stopovych prvki (Solc 2001).
Koncentra¢ni stabilitu vykazuji F-, Li*, Be?* a Mn?* (Vylita 1991). Obsah iontt Viidla dle
Spravy ptirodnich 1é¢ivych zdroju a kolonad (SPLZaK) je uveden v Tabulce 6.
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Tabulka 6 Chemické slozeni Viidla

ion Lit Na* K* Be?* | Mg* | Ca* Sr* Mn?* Fe?*
¢ [mg/l] 2,9 1699 93,2 0,07 45,2 124 0,48 0,09 1,3

ion Zn* | Cu* F Cl Br I SO+ | HPO,* | HCOs
¢ [mg/1] 0,06 0,01 6,4 598,5 1,4 0,03 1629 0,359 2150

NejvyznaméjSimi rozdily mezi jednotlivymi prameny jsou jejich teplota, proplynénost
oxidem uhli¢itym a v neposledni fad¢ jejich vydatnost. Tyto parametry vSech volné

pfistupnych prament jsou popsany v Tabulce 7, opét podle (SPLZaK).

Tabulka 7 Vybrané parametry karlovarskych pramenti

Pramen Teplota [°C] CO; [mg/1] Vydatnost [I/min]
Viidlo 72 400 2000

Karel 1V. 65,8 250-450 2,4
Dolni Zamecky 52,9 600 2,0
Horni zamecky 53,6 600 1,1
Trzni 63,8 500 51
Mlynsky 57,8 600 3,7
Rusalka 60,4 600 3,7
Vaclav 1. 66,1 500 4,8
Vaclav II. 64,5 500 3,8
Libuse 63,4 550 3,1
Svoboda 63,2 550 48
Sadovy 42,8 750 2,2
Stépanka 14,2 >1200 0,4
Hadi 28,1 1600 1,8
Skalni 449 650 1,2
Zeleznat}'/ 11,9 1600 1,8

2.2.3 Luhadovice

V Luhacovicich se nachazi jeden sirny pramen a Sestnact vysoce proplynénych
hydrogenuhlicitano-chlorido-sodnych kyselek. Jejich teplota se pohybuje mezi 10 az 14 °C.
Pro pitnou kiru jsou vyuzivany prameny Aloiska, Ottovka, Vincentka a pramen
Dr. Stastného. Prvni tfi mineralni vody jsou z hlediska tonicity hypotonické, pramen
Dr. Stastného je hypertonicky. Vytah zchemické analyzy t&chto pramenii je uveden

v Tabulce 8 (Luhacovice).
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Tabulka 8 Chemické slozeni vybranych luhac¢ovickych prament
Na* NH4* Ca?* Mg? Fe?* Cr I SO+ | HCOgz
Vincentka | 2150 9,6 231 14,8 0,80 1510 7,99 <5 4700
Aloiska 2050 7,7 206 46,1 0,17 1460 7,58 110 3900
Ottovka 1710 59 306 54,2 0,21 1320 7 50 3400
Dr. Stastny | 2980 12 224 12,3 0,46 2250 12 <5 6100

Pro pitnou 1écbu je vyuzivan i pramen svatého Josefa. Pro balneologické ti¢ely jsou urceny
prameny Amandka, Viola, Marie, Elektra 1, Bystrica, Nova Citarna, Nova Janovka,
Vladimir, Jaroslava a sirny pramen (Luhacovice). V obci Podhradi u Luhacovic se vyskytuje
sirny pramen Sir¢ena S typickym zapachem po sulfanu (Mécala 2013). Obsah volného CO>
je 28,6 mg/l. Chemicky rozbor pramene je uvedeny v Tabulce 9, zdrojem byla infotabule

u pramene.
Tabulka 9 Chemické slozeni Sirceny
ion Na* K* Ca* Mg* | Mn?* F CI SO.* | HCOgs
c[mg/l] | 23,6 1,5 97,9 16,0 0,06 0,16 13 106 299

2.2.4 Podébrady

Pfirodni mineralni prameny nachézejici se v zfidelni struktufe Podébrady (Stredocesky kraj)
se fadi mezi studené vody siln€é mineralizované, uhlicité, hypotonické
a hydrogenuhli¢itano-chlorido-sodno-vapenaté. Proplynénost oxidem uhli¢itym je udavana
jako 2200 mg/l a teplota 13,9 °C (Ministerstvo zdravotnictvi). Obsah nejcastéji

zastoupenych iontdl mineralni vody Podébradky jsou uvedené v Tabulce 10 (Podébradka).

Tabulka 10 Chemické slozeni Podébradky
ion Na* K* Ca* Mg? F Cl SO.* HCOs
c[mg/l] | 464 | 585 158 63,1 12 400 793 1320

2.3 Next generation sequencing

Metagenomika je véda zabyvajici se studiem genetického materialu ziskaného z riznych
prostiedi a dava nam tak informaci o jeho specifické biodiverzité (Segre 2023). Pro tyto
ucely je v mikrobiologii hojné vyuzivana metoda Next generation sequencing (NGS), ktera
umoznuje sekvenaci velkého mnozstvi genetické informace i u doposud nekultivovanych

mikroorganismi. Technologie [llumina patii, diky své nizké cen¢ a vysokému vytézku, mezi
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Siroce uzivané techniky NGS (GLENN 2011). Tato metoda je zalozena na principu
mustkové PCR a sklada se ze 3 zakladnich krokt (Obrazek 7).

Prvnim krokem je pfiprava knihovny, kdy je nejprve templatovd DNA fragmentovana
na kratsi useky a poté dochazi k navazani dvou typt adaptérti ke konciim fragmentu. Na
jednom fragmentu jsou tak oba typy adaptéru, kazdy z jednoho konce. VSe probiha v reakéni
komdrce, ktera je pokrytd dvéma typy oligonuklidi komplementarnim k pouzitym

adaptéram (lllumina).

Druhym krokem je mustkovd PCR, kdy dojde k navazani fragmentu k povrchu komurky,
amplifikaci a poté denaturaci na ssDNA. Templatové vlakno je vymyto, nové vlakno ziistava
vazané na komirce. Volny konec fragmentu se na zakladé komplementarity navaze
K nejbliz§imu oligonukleotidu, ¢imz se vytvoii mistek. Adaptor na fragmentu funguje jako
primer a dochdzi k syntéze nového vldkna. Dvoutetézcovy mustek je denaturovan a volny
konec ssDNA ptisedd k volnym oligonukleotidiim komirky. Po amplifikaci je vzdy reverzni

vlakno uvolnéno. Proces se cyklicky opakuje (Illumina).

Sekvenace syntézou je tfetim krokem. Probihd pomoci sekvenac¢nich primert, které ptisedaji
k adaptérim. Nukleotidy ve smési jsou oznaceny fluorochromy, kdy kazdy z nich po

navazani k fragmentu vyzafi jinou barvu a signal je zaznamenan detektorem (Illumina).

1. Priprava knihovny 2. Mustkova PCR 3. Sekvenace

S ettt aa e eess

Obrazek 7 Schéma Illumina NGS (upraveno dle Illumina)
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3 METODY DETEKCE POLYHYDROXYALKANOATU

Mezi zakladni metody pro detekci bakterialnich producentt PHA patii barveni
a polymerazova tetézova reakce (PCR). Tyto metody umoziuji analyzu relativné velkého
mnozstvi vzorkii béhem kratkého ¢asového intervalu a samotna ptiprava vzorki neni ptilis
narocna. Pokrocilejsi metodou je transmisni elektronova mikroskopie, ktera ndm navic
umoziuje piimou vizualizaci intracelularni PHA. Na druhou stranu je ale pfiprava vzorkt
oproti predeslym metodam ¢asové naro¢na a také vyzaduje pouziti radioaktivnich chemikalii

(Tan et al. 2014).

Tyto metody nam vSak neposkytuji informaci o kvantitativnim ani kvalitativnim slozeni
PHA. Pro tyto ucely jsou vyuzivdny moderni analytické metody jako infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), kapalinova chromatografie a plynova

chromatografie (Tan et al. 2014).

3.1 Fenotypové metody detekce

Pro fenotypové testy produkce PHA, jako je barveni nebo FTIR, je nezbytné zvolit
predev§im spravné kultivaéni podminky. Jak jiz bylo popsano v kapitole 1.2, PHA jsou
produkovany za nevyvazenych nutri¢nich podminek jako je nedostatek dusiku, fosforu nebo

siry, a naopak pti nadbytku uhliku (Higuchi-Takeuchi et al. 2016).

3.1.1 Barveni

Diky lipidové povaze inkluzi polyhydroxyalkanoatti 1ze pro jejich snadny primarni screening
vyuzit barviva jako jsou Nile Blue nebo Sudan Black. U této metody mize dochazet
I k fale$né pozitivnim vysledkiim, kdy se barvivo navaze na jinou lipofilni slozku, nez jsou

inkluze PHA (Higuchi-Takeuchi et al. 2016).

Typicky jsou kolonie barveny na Petriho miskdch s médiem bohatym na zdroj uhliku
(napt. sacharidy, mastné kyseliny). Na ty je naneseno dostatecné mnozstvi barviva, které
je rozpusténé v organickém rozpoustédle. Granule PHA barvivo zadrzuji a po promyti
prebytecného barviva z misky je Ize vizualné identifikovat. Po barveni Nile Blue jsou
pozorované PHA inkluze pod UV zafenim rizové. Pti pouziti Sudan Black ziistavaji kolonie
producent po oplachnuti etanolem zbarvené ¢erné (Solaiman & Ashby 2005). V nékterych
studiich je vyuzivana i metoda, kdy se barvivo ptida ptimo do kultivaéniho média a PHA
jsou detekovany po 24 h inkubaci (Chaudhry et al. 2011).
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3.2 Genotypové metody detekce

Pii hledani novych potencialni producenti PHA jsou vyuzivané genotypové metody jako
je PCR. Obvykle jsou primery designovany specificky pro amplifikaci genu phaC
(Solaiman & Ashby 2005), ktery byl popsan v kapitole 1.1.

3.2.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézovad reakce je molekularné biologickd metoda, ktera umoznuje
amplifikaci specifické sekvence nukleotidi dvouretézcové DNA (dsDNA). Tato sekvence
je identifikovana pomoci paru primert, coz jsou oligonukleotidy, které se vazi na zaklad¢
komplementarity ke koncovym tsekim DNA, jez ma byt amplifikovana. Za samotnou
syntézu nové DNA je zodpovédna Tag DNA polymeraza (Attwood 2006).

PCR probiha ve 3 krocich (Obrazek 8). V prvnim kroku je dSDNA zahi#ivana na teplotu 94
°C, kdy dochazi krozruSeni vodikovych mustki mezi jednotlivymi fetézci, tedy
k denaturaci, a tim padem i ke vzniku dvou jednofetézcovych molekul DNA (ssDNA).
DalSim krokem je tzv. annealing probihajici pfi teplotach mezi 50 az 65 °C. V této fazi
nasedaji primery na komplementdrni mista templatu SSDNA oznacujici pozadovanou
sekvenci genetického kodu. Poslednim krokem je elongace, kdy pfi teploté 72 °C naseda na
usek oznaceny primerem DNA polymeraza a na zakladé komplementarity syntetizuje ve
sméru od 5 konce ke 3 konci nové vldkno. Vysledkem jsou tedy dvé kopie pivodni DNA.
Tyto kroky se nasledné cyklicky opakuji. Teoreticky vytézek je 2", kde n odpovida poctu
cykli. Z jedné molekuly DNA po 30 cyklech je mozné ziskat az miliardu kopii. Jedna se tak

o velice u¢innou metodu (Attwood 2006).
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Obrazek 8 Schéma PCR (upraveno dle ABM Inc.)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této bakalarské prace byla analyza biodiverzity ptirodnich minerdlnich prament
lokalizovanych v Ceské republice spoleéné s identifikaci producentt PHA, kteii se v téchto
biotopech vyskytuji. Toho bylo docileno pomoci literarni reserSe, mikrobiologickych

a molekularné-biologickych metod.
Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly:
e detekci a identifikaci mikroorganismt metodou NGS;
e identifikaci vybranych mikroorganismi kultivaénimi a biochemickymi metodami;
e screening phaC molekularné-biologickymi metodami
e fenotypizacni testy na produkci PHA

e analyzu biodiverzity a nalezeni PHA producentl na zaklad¢ srovnani s literaturou
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5 MATERIAL

5.1 Vzorky

Pro praktickou ¢ast bakalatské prace bylo pouzito celkem 11 vzorkli minerdlnich vod
z riznych lokalit v Ceské republice, které byly ziskany p¥imo u povrchového zdroje.

Konkrétné se jedna o prameny z Karlovych Vara, Podébrad, Hornich Mosténic a Luhacovic.

Tabulka 11 Charakteristika vzorku a jejich pivod

Oznaceni pramene Teplota [°C] Obsah CO; [mg/l] Lokalita

KV1 72 400

KVv2 64,5 500

KV3 449 650

KV4 65,8 250-450

KV5 42,8 750 Karlovy Vary
KV6 28,1 1600

KV7 57,8 600

KVv8 14,2 1200

P9 13,9 2200 Podébrady

HM10 10 1304 Horni Mosténice

L11 9,6 28,6 Luhacovice

5.2 Laboratorni pristroje

Aeris™ PCR Thermal Cycler ESCO, Singapur

Bead ruptor elite Omni, USA

BéZné laboratorni pomtcky a laboratorni sklo

Binokularni mikroskop Intarco Micro, Ceska republika
Centrifuga Hermle Z 100 M LaborTechnik GmbH, Rakousko
Digestot Aura PCR BioAir, Italie

Elektroforeticka vana Cleaver Scientific Ltd, UK
InGenius transluminator Syngene, UK

Mikropipety Eppendorf, Némecko
NEFERMtest 24 Erba Lachema, Ceska republika
QFX Fluorometr DeNovix Inc., USA

Sekvenator MiSeq Ilumina, USA
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Software ComplexHeatmap
Software DADA2

Software SnapGene InGenius
Software TNW

Stolni centrifuga miniSpin
Ttepacka vortex V-1

Vortex Genie 2

Zdroj energie EV243

5.3 Chemikalie

Aceton

Agardza

DNeasy Blood and Tissue kit
DNeasy PowerSoil Pro Kit

dsDNA Hight Sensitivity Assay Kit
EliZymeTM HS Robust Mix RED

Etanol

GelRed Nucleic Acid Stain 10 000x Water

Glukoza

Imerzni olej
Indexy i7 a i5
Krystalova violet’
Kyselina propionova
Lugolav roztok
Nile Blue

Parafin

PBS pufr

PCR voda
peqGOLD 100 bp
Primery

Safranin

Sudan Black

Tris-acetatovy pufr

Syngene, UK

Eppendorf, Némecko
Biosan Ltd., Litva
Scientific Industries, USA

Consort, Belgie

Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Qiagen, Némecko

Qiagen, Némecko
DeNovix Inc., USA
Elisabeth Pharmacon, Ceska republika
Penta, Ceska republika
Biotium, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
[llumina, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Avantor, Litva
Metabion, Némecko
Himedia, Indie
Sigma-Aldrich, USA
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5.4 Kultiva¢ni média

Tabulka 12 Mozko-srdcova infuze (BHI); Himedia, Indie

Latka Mnozstvi [g/1]
Teleci mozek, infuzni forma 200,0
Hovézi srdce, infuzni forma 250,0
Proteazovy peptid 10,0
Dextroza 2,0
Chlorid sodny 50
Fosfore¢nan sodny 2,5
Agar 15,0
Destilovana voda do 1000 ml

Tabulka 13 Hugh-Leifson médium; Sigma-Aldrich, USA

Latka MnozZstvi [g/l]
Pepton 0,2
NaCl 0,5
K2HPO4 0,03
Bromthymolova modf 0,006
Glukoéza 1,0
Agar 0,3
Destilovana voda do 100 ml
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6 METODIKA

6.1 Vzorkovani

Do sterilni sklenéné lahve byl asepticky odebran u povrchového volné dostupného zdroje
vzorek mineralni vody 0 objemu 1 litr. Pfepravni a skladovaci teplota byla dle teploty
pramene (Tabulka 11). Z 500 ml byla membranovou filtraci (velikost p6rti 0,25 um) ziskana
biomasa, urcena pro metagenomiku mineralnich prament metodou NGS. Z dalsich 500 ml
byla opét membranovou filtraci ziskana biomasa, ktera byla pouzita ke kultivaci, izolaci

bakterii a ndslednym testim pro detekci polyhydroxyalkanoata.

6.2 Next generation sequencing

Analyza biodiverzity mineralnich prament byla provedena metodou NGS, jejiz princip byl
popsan v kapitole 2.3.

6.2.1 Izolace deoxyribonukleové kyseliny

Izolace deoxyribonukleové kyseliny byla provedena kitem DNeasy PowerSoil Pro. Postup
je schematicky zobrazen na Obrazku 9. U takto ziskané DNA byla zmétena jeji koncentrace

metfenim na QFX Fluorometru pomoci kitu dsSDNA High Sensitivity.
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Membranovy

filtr s biomasou

Odstranéni peletu

Odstranéni filtratu

Odstranéni filtratu

Odstranéni filtratu

l

Voriex
Homogenizace (8 mfs; 30 s)
Centrifugace (14500 ot/min; 1 min)

h

Prepipetovdni supernatantu do nové
mikrozkumavky

800 pl puiru CDA1

200 pl pufru CD2

600 pl pufru CD3

h 4
' Ty
Voriex
Centrifugace (14500 ot/min; 1 min)
b -
h 4
' "y
Vortex
Filtrace lyzatu pfes MB Spin kolonu do
nové mikrozkumavky
b A
h 4

Centrifugace (14500 ot/min; 1 min)

¥
i ™y

Fremisténi ME Spin kolony na movou
mikrozkumavku

(60 °C)

A -
-+ 500 pl EA pufru
v
-/
Centrifugace (14500 ot/min; 1 min)
Ty
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Obrazek 9 Izolace DNA pomoci kitu DNeasy PowerSoil Pro
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6.2.2 Priprava knihovny pro NGS

Pro nalezeni bakterialni DNA byly pouzité univerzalni primery pro amplifikaci regiont
VS-VG genu 16S rRNA (Tabulka 14).

Tabulka 14 Primery na gen 16S rRNA (Sasinkova et al. 2022)
Forward primer (5'—3")
CCTACGGGAGGCAGCAG

Reverse primer (5'—3")
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT

Celkovy objem reak¢éni smési pripravené podle Tabulky 15 byl 25 ul. Dale byla ptipravena

1 kontrolni smés primert bez pfitomnosti templatové DNA o celkovém objemu 23 pl.

Tabulka 15 Slozeni prvni PCR smési pro NGS

Komponenty Objem [ul] Koncentrace ve smési
PCR voda 8,5 -
2x Elizyme™ HS Robust Mix RED 12,5 1x
Forward primer (10 umol/l) 1 0,4 umol/1
Reverse primer (10 pmol/I) 1 0,4 umol/1
Templatova DNA 2 neznama

PCR smés byla na vortexu promichana a nasledné centrifugovana. Samotna reakce byla

provedena v termocykleru Aeris™ pii zvoleni teplot, asii a po&tu cyklt podle Tabulky 16.

Tabulka 16 Pribéh PCR pro NGS

Nazev kroku Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 55 0,5 35
Elongace 72 1
Zaveérecna amplifikace 72 10 1
Chlazeni 4 00 1

Amplifikace DNA byla zkontrolovana elektroforeticky nal,5 % agarozovém gelu
v transiluminatoru InGenius LHR, kde byla reakce sledovana pod UV svétlem pomoci
software GeneSnap.

Pro druhou PCR byly pouzité primery obsahuji indexy i7 a i5. Kazdy vzorek obsahoval jinou

kombinaci indext. Celkovy objem reakéni smési podle Tabulky 17 je 50 pl.
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Tabulka 17 Slozeni druhé PCR smési pro NGS

Komponenty Objem [pl] Koncentrace ve smési
PCR voda 19 -
2x Elizyme™ HS Robust Mix RED 25 1x
Forward primer (10 pmol/l) 2 0,4 umol/1
Reverse primer (10 pmol/1) 2 0,4 pmol/l
Templat PCR 1 2 neznama

Reakce byla opét provedena v termocykleru podle programu uvedeném v Tabulce 16.

Reakce byla zobrazena na 1,5 % agarozovém gelu pomoci transiluminatoru a GeneSnap.

Pooling byl proveden pipetovanim 10 pl od kazdého vzorku do mikrozkumavky, ktera byla
uchovéna pii -20 °C do pfijezdu kuryrni sluzby.

6.2.3 Sekvenace a analyza dat

Sekvenace probéhla v sekvenatoru MiSeq Vexterni laboratofi SEQme s.r.o.
(Dobiis, Ceska republika). Data byla poté zpracovana pomoci balicku DADA2
a vizualizovana pies software ComplexHeatmap. Taxonomie byla pfifazena pomoci

referencéni databaze SILVA 132 SSU NR 99.

6.3 Metody izolace a identifikace

Druha polovina membranového filtru byla poloZena na BHI agar. Kultivace probihala pii
30 °C 72 h. Tato teplota byla vybrana za Géelem ziskani kolonii mezofilnich bakterii.
Ziskané kolonie byly identifikovany pomoci Gramova barveni a dale navazujicich

biochemickych metod.

6.3.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni slouzi k zdkladnimu rozliSeni bakterii podle typu bunécné stény
na grampozitivni a gramnegativni (Tripathi & Sapra 2023). Na podlozni sklicko byla
nanesena bakterialni suspenze, ktera byla pomoci plamene fixovana. Sklicko bylo obarveno:
60 sv roztoku krystalové violeti, dale bylo 30 s ponofeno do Lugolova roztoku. Na
fixovanou kulturu byl nanesen aceton pro odbarveni po dobu cca 2 s. V poslednim kroku
bylo sklicko ponotfeno do roztoku safraninu 60 s. Skli¢ko bylo oplachnuto destilovanou

vodou a po oschnuti mikroskopovano.
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6.3.2 Oxidaéné-fermentaéni test

Touto metodou je sledovan zptsob vyuziti glukdzy za aerobnich a anaerobnich podminek.
Bakterie oxidujici, pfipadn¢ fermentujici glukozu, zptisobi barvenou zménu pH indikatoru,
diky ¢emuz médium zeZloutne. Pokud Kk barevné zméné nedojde, bakterie za danych

podminek neni schopna gluko6zu jako zdroj uhliku vyuzit (Aryal 2022).

Dvé zkumavky s Hugh-Leifson médiem byly zockovany zkoumanym mikroorganismem.
Jedna ze zkumavek byla pielita parafinovym olejem pro zajisténi anaerobnich podminek.

Obé¢ zkumavky byly inkubovany 24 h pfi teploté 30 °C.

6.3.3 NEFERMtest 24

NEFERMtest 24 je diagnosticky test urCeny pro identifikaci gramnegativnich
nefermentujicich bakterii (Erba Lachema s.r.0.). Sterilni desticka se 24 jamkami obsahuje
specifické typy zivnych ptud. Do kazdé jamky bylo pipetovano 0,1 ml bakteridlni suspenze.
Desticka byla uzaviena do sterilniho sacku a 48 h kultivovana pii 30 °C. Identifikace

probéhla pomoci software TNW.

6.4 Detekce polyhydroxyalkanoatu

U izolované bakterialni kultury Pseudomonas putida byla testovana metodou PCR
piitomnost genu phaC tfid 1 a Il. Poté byla zkoumana fenotypova schopnost P. putida

produkovat inkluze PHA barvenim.

6.4.1 Polymerazova retézova reakce

Pseudomonas putida byla kultivovana 72 h na BHI agaru, ktery obsahoval 20 g/l zdroje
uhliku (glukdza, kyselina propionova). Inokulum bylo rozsuspendovano v 200 pl PBS pufru
(Phosphate Buffered Saline).

Pro izolaci DNA byl pouzity DNeasy Blood and Tissue kit. Schématicky je postup zobrazen
na Obrazku 10. Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na QFX Fluorometru pomoci
dsDNA High Sensitivity Assay Kitu.
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Obrazek 10 Izolace DNA pomoci Blood and Tissue kit

Pro prvni PCR byly pouzity primery pro identifikaci genu phaC tiidy | a Il, které jsou

uvedené v Tabulce 18.

Tabulka 18 Primery pro detekci genu phaC (Macalova et al. 2023)

Gen Forward primer (5'—3") Reverse primer (5'—3") Produkt

phaC | TGCGCAACATGATGGAAGAC | AGTACTTGTTGATGCACGGC | 204 bp
(Ttida T)

phaC | TACATCGAGGCGCTCAAGGA | GCCGAACAGATGAGCCGATT | 594 bp
(Ttida 1)
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Tabulka 19 SloZeni prvni PCR smési

Celkovy objem reak¢ni smési pfipravené podle Tabulky 19 byl 25 ul. Déle byla pfipravena

1 kontrolni PCR sm¢s bez ptitomnosti templatové DNA o celkovém objemu 24 pl.

Komponenty Objem [pl] Koncentrace ve smési
PCR voda 9,5 -
2x Elizyme™ HS Robust Mix RED 12,5 1x
Forward primer (10 umol/1) 1 0,4 umol/1
Reverse primer (10 umol/I) 1 0,4 umol/1
DNA 1 neznama

PCR smés byla promichana na vortexu. Samotna reakce byla provedena v termocykleru
podle Tabulky 20.

Tabulka 20 Program PCR

Nazev kroku Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 5 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 55 0,5 40
Elongace 72 1
Zaveérecna amplifikace 72 10 1
Chlazeni 4 ) 1

Pritomnost genu phaC byla vizualizovana pomoci elektroforézy na 1,5 % agarozovém gelu

v transiluminatoru a sledovana pod UV svétlem pomoci software GeneSnap.

6.4.2 Barveni

Testovana bakterie byla kultivovana 72 h na BHI agaru s obsahem 20 g/l zdroje uhliku

(glukdza, kyselina propionova).

Na Petriho misku bylo pipetovano 10 ml 0,05% etanolického roztoku Nile Blue. Barva se
nechala pasobit 30 minut ve tmé. Poté byla miska promyta destilovanou vodou a sledovédna

na fluorescen¢nim mikroskopu.

Pti barvenim sudanskou ¢erni bylo na Petriho misku pipetovano 10 ml 0,02% roztoku Sudan
Black v etylenglykolu. Barva se nechala pusobit 30 minut, nasledné byla miska promyta
96% etanolem.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Mikrobialni diverzita v pFirodnich mineralnich pramenech

Piedpokldda se, Ze na Zemi Zije az 102 mikrobialnich druht, z nichz 99 % zGstava zatim
neobjeveno, a pouze mala ¢ast je sou¢asnymi technikami kultivovatelna (Bodor et al. 2020).

Nekultivovatelné, ale jiz dobfe charakterizované bakterie se oznacuji provizornim jménem

Candidatus (Pallen 2021).

Nekteré soucasné techniky screeningu, jako je NGS, jsou omezené referen¢nimi
sekvencemi, které¢ jsou dostupné ve vefejnych databazich. Ty se vSak zaméiuji spiSe
na potravinaiské, klinicky ¢&i jinak technologicky vyuzivané mikroorganismy, nikoliv
na enviromentalni diverzitu. Artefakty jsou také zavedené piitomnosti DNA z mrtvych
a neaktivnich organisma (Cordier et al. 2021). Ke zkresleni vysledkt piispivaji i aberace
zpusobené pii pripravé vzorkii nebo pii samotném sekvenovani. Literatura uvadi, ze
ptiblizné 0,1 az 1 % bazi neni uréeno spravné (Fox et al. 2014), coz je pro odvétvi jako je
metagenomika limitujici. Z téchto divodi budou vysledky uvedeny na trovni domén

(Obrazek 11), kment (Obrazek 12) a rodt (Obrazek 13).

7.1.1 Taxonomicka biodiverzita

Sloupcovy graf (Obrazek 11) zobrazuje abundantni rozloZeni genetické¢ informace ve
zkoumanych mineréalnich vodach na taxonomické trovni domén. Ve vzorcich KV6, KV§
a P9 byla objevena pouze bakterialni DNA. U vzorkit MH10 a L11 byla identifikovana
i doména Archeae s abundanci mensi nez 5 %. VSechny tyto prameny maji teplotu nizsi nez
30 °C. U prament s vyssi teplotou (43-72 °C), KV1 az KV5 a KV7, je jiz pozorovano

vyznamné zastoupeni domény Archeae s abundanci mezi 25 az 60 %.

Studie ukazuji, ze kombinace vysokych teplot a nizkych hodnot pH prostfedi, jsou piimo
asociovany s vysSi abundanci archei (Rupasinghe et al. 2022). Metogenomicka studie
(Menzel et al. 2015) porovnavala diverzitu n€kolika termalnich prament, které jsou
geograficky vzdalené. U vody odebrané z italského termalni pramene (76 °C/pH 3) bylo
identifikovano 17,6 % archedlni a 78,6 % bakteridlni DNA. Jiny termélni pramen
z Kamcatky (64 °C/pH 5,8) obsahoval 29 % archeii a 54,3 % bakterii. Dalsim vzorkem byl
I ¢insky pramen (65 °C/pH 7), kdy 19,3 % sekvenci odpovidalo domén¢ Archaea a 72,1 %
domén¢ Bacteria. U vzorku z Yellowstonského narodniho parku (79 °C/pH 1,8) byla

vyrazné pievazujici abundance archei (96,4 %) nad bakteriemi (0,2 %).
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Obrazek 11 Biodiverzita na urovni domén

Na Obrazku 12 je graficky zndzornéna abundance mikroorganismi na Grovni kment.
U vzorki KV6, KVS8, P9 a HM10 mé nejvyznamnéjsi podil zastoupeni (>80 %) kmen
Proteobacteria. Spole¢nym fyzikalné-chemickym znakem téchto pramenti je vysoky obsah
oxidu uhli¢itého (>1200 mg/1) a zaroven teplota nizsi nez 30 °C. Proteobakterie jsou velice
rozmanity kmen bakterii, ktery se podstatné v mineralnich pramenech podili na dynamice
CO2 (Maheshwari & Sankar 2023). Tyto parametry naznacuji pfitomnost mezofilnich
a autotrofnich proteobakterii, kam se fadi napiiklad Gallionella, Sideroxydans nebo
Sulfuritalea, které budou v textu popsany pozdgji. U prament s teplotou nizsi nez 15 °C
(KV8, P9, HM10, L11) jsou abundantni i kmeny Acidobacteriota, Actinobacteriota,

Bacteroidota a Verrucomicrobiota.

Na této taxonomické urovni lze také sledovat podobnost mezi vSemi karlovarskymi
termalnimi prameny (KV1-KV5, KV7). V téchto vzorcich jsou nejvice dominantni
archeické kmeny Altiarchaeota, Crenarchaeota a Hydroxythermarchaeota a bakterialni

kmeny Acidobacteriota, Firmicutes, Chloroflexi a Nitrospirota.

Studie, ktera se zabyvala mikrobialni diverzitou u geotermalnich pramenti na Sri Lance
s teplotami 36-59 °C, uvadi jako predominantni kmeny Proteobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria a Firmicutes. S nizkou abundanci byly ve vétSin€ prament také detekovany
Acidobacteria, Bacteroidetes a Chloroflexi (Rupasinghe et al. 2022). Podobné vysledky
zminuje i indicka studie prament s teplotami 39 a 46 °C (Panda et al. 2016). Vysokou
abundanci kment Firmicutes a Proteobacteria v pramenech s teplotami 54 a 65 °C popisuje



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

dalsi indicka studie (Chaudhuri et al. 2017). Pramen o teplot¢ 44 °C, lokalizovany
v Arménii, vykazoval nejvyssi relativni zastoupeni kmenti Bacterioidota, Cyanobacteria,

Firmicutes a Proteobacteria (Panosyan & Birkeland 2014).

Proteobacteria

Neznamé

Ostatni
Hydrothermarchaeota
Altiarchaeota

Chloroflex

Acidobacteriota
Bacteroidota %
Crenarchaeota .
Elusimicrobiota 40
Nitrospirota 0
Actinobacteriota 0
Firmicutes
Yerrucomicrobiota
Desulfobacterota
Patescibacteria
Nanoarchaeota
Myxococcota

Cyanobacteria

KV1 Kv2 KV3 Kv4 KV5 Kve6 Kv7 Kv8 P9 HMI10 L1l

Obrazek 12 Biodiverzita na Urovni kmenu

Na Obrazku 13 je zobrazena taxonomicka diverzita na urovni rodi. Metagenomicka studie
Ctyf vybranych termalnich prament z Karlovych Varid, uvadi vyskyt rodi Rhodoferax,
Sideroxydans, Desulfacinum, Thiomonas, Thermodesulfitimonas, Halothiobacillus,
Sulfurimonas, Sulfuricurvum a Thermoanaerobaculum (Smrhova et al. 2022). Ve zminéné
studii byly odebrany vzorky ve dvou ro¢nich obdobich (jaro, podzim). Pfi porovnani
mikrobialni kompozice u pramene Stépanka (14,2 °C) byly mezi vzorky z jara a podzimu
vyznamné rozdily. Rody Rhodoferax a Sulfurimonas predstavovaly celkové zastoupeni pies
60 %. Na jafe byl predominantni rod Rhodoferax, na podzim Sulfurimonas. U zbyvajicich

vzorki zastalo prokaryotické slozeni konzistentni.

V této Casti byl z kazdého zastoupeného rodu diskutovan konkrétni mikrobialni druh, na

zaklad¢ srovnani s literaturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pramene (kapitola 2.2).
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Obrazek 13 Biodiverzita na arovni rodu
7.1.1.1 Termalni horké prameny

Mezi termalni horké prameny jsou zatfazeni zastupci abundantni ve vzorcich s teplotou vyssi

nez 43 °C (KV1 az KV5 a KV7).

Rod Candidatus Altiarchaeum byl ptitomny ve vzorcich KV1, KV4 a KV7. Studie
(Probst et al. 2014) uvadi hojny vyskyt Candidatus Altiarchaeum hamiconexum hluboko
Vv podzemnich vodach pfi striktné anaerobnich podminkach. Jde zatim o nekultivovaného
Clena domény Archeae. Metabolismus neni jednozna¢né objasnén, data poukazuji na
autotrofni prubéh specificky vyvinuté redukce acetyl-CoA. Diky tomu se predpoklada jeho

vyznamna role pii fixaci uhliku ve svych biotopech.

Candidatus omnitrophus je nekultivovand, gramnegativni, chemolitoautotrofni,
magnetotakticka bakterie (MTB), ktera byla detekovana ve vzorcich KV3 a L11. Kolinko
et. al uvadi jejich pfitomnost ve vodném prostiedi s vy$§im obsahem Zeleza. MTB syntetizuji
krystalky FesO4 nebo FesSs obalené lipidovou dvojvrstvou, tzv. magnetosomy. Ty umoziuji
bakteriim orientaci podle magnetického pole Zemé (Kolinko et al. 2016). MTB maji
potencial pro vyuziti napiiklad v mediciné pii 1écbé rakoviny nebo pro cilené uvolnovani

1éciv (Kotakadi et al. 2022).

Hydrogenobacter byl nejvice abundantni v prameni KV1 s teplotou 72 °C. H. thermophilus
byl izolovan z termalnich prament v Japonsku (Kawasumi et al. 1984). H. thermophilus je
gramnegativni, obligatné¢ chemolitotrofni vodikova bakterie. Vodikové bakterie ziskavaji

energii oxidaci vodiku za vzniku vodu v pfitomnosti hydrogenazy. Neni sporulujici a je
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nepohybliva. Optimalni teplota pro rust je mezi 70 az 75 °C a tadi se mezi striktné termofilni
bakterie.

Rod Pseudomonas, piitomny v prameni KV5, reprezentuje fyziologicky a geneticky velmi
pestrou skupinu, jejiz zastupci se vyskytuji ve vSech obvyklych zivotnich prostfedich. Jsou
gramnegativni, nesporulujici, motilni a obligatné aerobni. Pseudomonas aeruginosa
je podminény lidsky patogen zpusobujici napiiklad chronické plicni infekce
(Zago & Chugani 2009). Pseudomonas putida ma vSestranny metabolismus a je pfistupna
pro genetické modifikace. Je proto bézné€ vyuzivana pii vyzkumu a v riznych priimyslovych
aplikacich, naptiklad pii produkci PHA nebo biosurfaktanta (Mozejko-Ciesielska 2021).

Byla izolovana z mnoha prostiedi, véetné termalnich pramenut (Ghrairi et al. 2015).

V prameni KV5 byl pozorovan i rod Thermosulfidibacter. Z termalniho priaduchu
u japonského ostrova Okinawa byl izolovan T. takaii, ktery patii mezi gramnegativni,
pohyblivé, obligatné anaerobni, chemolitoautotrofni, vodikové a sirné bakterie.
Metabolismus tedy spoc¢iva v oxidaci vodiku spojeny s redukci elementarni siry, T. takaii
patii konkrétn€ mezi siru redukujici bakterie. Optimélni teplota ristu je 70 °C

(Nunoura et al. 2008).

Abundanci kolem 30 % vykazoval u pramene KV1 rod Thermus. T. aquaticus je
gramnegativni, aerobni, heterofilni, nesporulujici a nepohybliva bakterie. Patii mezi
termofilni bakterie, optimalni riistova teplota odpovida 70 az 75 °C. Jako prvni byla
izolovdna ztermdlnich prament v Yellowstonském narodnim parku americkym
mikrobiologem Thomasem D. Brockem v roce 1969. T. aquaticus produkuje karotenoidy,
které zpasobuji Zluté zabarveni termalnich jezer a ziidel (Brock & Freeze 1969).
Z biotechnologického hlediska je vyznamnd pfedevsim pro svou vysoce termostabilni DNA
polymerazu pouzivanou pii PCR (kapitola 3.2.1) (Chien et al. 1976). Dal$im zastupcem je
bakterie Thermus thermophilus, ktera se bézné vyskytuje v termalnich pramenech. Zajimavé

je, ze ze syrovatky dokaze produkovat PHA (kapitola 1.3.1) (Pantazaki et al. 2009).
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7.1.1.2 Termalni vlainé a studené prameny

V této Casti jsou diskutovany mikroorganismy z pramenti o teploté 30 °C a nizsi, tedy vzorky

KV6, KV8, P9, HM10 a L11.

V prameni KV6 byl z vice jak 80 % zastoupeny rod Candidatus Nitrotoga. C. Nitrotoga
fabula je gramnegativni, nemobilni, chemolitoautotrofni nitrifika¢ni bakterie (NOB).
Nitrifikace je proces oxidace amoniaku na dusi¢nany. Jako jedna z mala NOB byla
C. Nitrotoga fabula izolovana, a to z aktivovaného kalu. Jinak jsou velmi duleZitou soucasti
kolobéhu dusiku v ptirod¢, kde jsou Siroce rozsifené jak v pudé, tak ve vod¢. Jsou mezofilni,
optimalni teplota rustu se pohybuje mezi 24 az 28 °C. Tyto bakterie maji potencial pro

prumyslové vyuziti naptiklad v Cistickach odpadnich vod (Kitzinger et al. 2018).

Z vice jak 80 % byl ve vzorku P9 abundantni rod Gallionella. Hallebeck a Pedersen uvadi
vyskyt G. ferruginea v chladnych podzemnich vodach s vysokym obsahem Zeleza a COx.
Je charakterizovana jako chemolitoautotrofni, mikroaerofilni, pohybliva, zelezita bakterie.
Zelezité bakterie ziskavaji energii oxidaci Fe?* na Fe®. Roste i pfi teplotaich mezi

5az 10 °C, optimum je 20 °C (Hallbeck & Pedersen 1990).

V prameni KV8 byl pozorovan bakterialni rod Halothiobacillus. Literatura uvadi vyskyt
H. kellyi ve vodnich prostiedich s vy$§im obsahem siry s teplotou mezi 37 az 42 °C. Je to
gramnegativni, striktné aerobni, chemolitoautotrofni, halotolerantni, sirna, pohybliva
bakterie. Energii ziskava oxidaci elementarni siry nebo sirovodiku na thiosirany, sifi¢itany

nebo tetrathionaty, to znamena, Ze se fadi mezi siru oxidujici bakterie (Sievert et al. 2000).

Rod Rhodoferax byl identifikovan ve vzorku KV8. Finneran uvadi vyskyt R. ferrireducens
vV podzemnich vodach s vys$sim obsahem zeleza. Tato bakterie je gramnegativni, fakultativné
anaerobni, psychrotolerantni. Na rozdil od ostatnich zastupct rodu Rhodoferax neziskava
energii primarné fotosyntézou, ale redukci Fe3*. Teplotni optimum je 25 °C, rist byl vsak
pozorovan i pii 4 °C. Zajimavé je, ze u R. ferrireducens byla pozorovana produkce PHA

inkluzi po nabarveni Nile blue A (Finneran 2003).

V prameni KV8 byl vyznamné zastoupen i rod Sulfurimonas. S. autotrophica byla jiz
izolovana napiiklad z hydrotermalniho sedimentu v Japonsku. Roste pii 10 a 40 °C,
s optimem 25 °C. Je to gramnegativni, anaerobni, pohybliva, chemolitoautotrofni bakterie.

Oxiduje elementarni siru, sulfidy a thiosirany (Inagaki 2003).
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Rod Sulfuritalea byl ptitomny ve vzorku P9. S. hydrogenivorans roste pfi teplotach mezi
8 az 32 °C, optimum je 25 °C. Tato bakterie byla izolovana naptiklad ze sladkovodniho
jezera (Kojima & Fukui 2011) nebo z aktivovaného kalu (Mcllroy et al. 2016).
S. hydrogenivorans je gramnegativni, pohybliva, fakultativné anaerobni a fakultativné
autotrofni. Pfi autotrofnim metabolismu vyuziva energii ziskanou oxidaci vodiku,
elementarni siry a thiosulfatu. Z dat vyplyva, Ze je pravdépodobné také schopna vyuzivat

NO2’, a podili se na procesu denitrifikace (Kojima & Fukui 2011).

Escherichia coli a Shigella sp. jsou blizci pfibuzni fadici se do ¢eledi Enterobakcteriaceae.
Fenotypové sdileji spolecné velké mnozstvi znakli. Obé jsou fakultativné anaerobni,
nesporulujici gramnegativni tyCinky. Odlisuji se naopak v motilité, kdy Escherichia je
pohybliva a Shigella nikoliv. Zasadnim rozdilem je i jejich epidemiologicky a klinicky
vyznam (Devanga Ragupathi et al. 2018). Tyto rody byly abundantni (~50 %) v prameni
HM10. E. coli se ptirozené¢ vyskytuje ve stfevni mikroflofe teplokrevnych zivocichu a je
podminéné patogenni. Jeji teplotni optimum je 37 °C a je znacné odolna. Radi se mezi
koliformni bakterie, to znamena, Ze pfti teploté 30 °C zkvasuje laktozu a mize zptisobovat
projimava onemocnéni. Pfitomnost koliformnich bakterii ve vod¢ je indikatorem fekalniho
zneCisténi (Ministerstvo zemédélstvi). Shigella sp. je pivodcem bacilarni tuplavice,
shigelozy, coZz je vysoce nakazlivé priymové onemocnéni (Statni zdravotni ustav).
Zde je nutno zdiraznit, Ze vzorek byl odebran z vetejné dostupného zdroje, nikoliv ze staceci

stanice, ktera podléha ptisné kontrole hygienické Cistoty.

V prameni HM10 byla nalezena také geneticka informace o rodu Sideroxydans.
S. lithotrophicus byla izolovana z podzemnich vod s vy$§im obsahem Zeleza. Roste pfi
teplotaich mezi 10 az 35 °C, optimalni teplota je 30 °C. Bakterie je gramnegativni,
mikroaerofilni, chemolitoautotrofni, Zelezitd. Kromé oxidace Fe?* dokaze také vyuzit

elementarni siru a thiosiran jako zdroj energie. (Emerson et al. 2013).

7.1.2 Analyza diverzity

Mikrobidlni diverzita mineralnich pramenii je pfimo ovlivnéna fyzikaln&-chemickymi
parametry. Druhova rozmanitost silné¢ koreluje s teplotou pramene, kdy pik diverzity
odpovida 24 °C a smérem k extrémiim klesd. Vyznamnym faktorem je také pH (a tim padem
1 chemicka kompozice pramene), ktera ma na biodiverzitu vSak podstatné nizsi vliv nez
teplota. Korelace mezi diverzitou a zemépisnou Sitkou u geotermalnich vzorkd nebyla

pozorovana (Sharp et al. 2014).
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V ekologii je pomoci alfa diverzity vyjadfovana primérna druhova diverzita v konkrétni
lokalité (Whittaker 1960). Simpsontiv index (D) popisuje pravdépodobnost, Zze dva nahodné
vybrani jedinci budou patiit ke stejnému druhu a klade diiraz na vyrovnanost. Ta vypovida

0 relativnim zastoupeni jednotlivych druhti ve vzorku a je dana vztahem (1) (Zeleny 2023).

D =ipi2 1)

i=1
*S = pocet druhii ve spolecenstvu; p = relativni abundance druhu i

Pokud by tedy index nabyval teoretické hodnoty 0, jednalo by se o spoleCenstvo tvoiené
pouze jednim druhem, naopak pii hodnoté 1 by kazdy druh byl zastoupen pravé jednim

jedincem.

Nejnizsi druhova diverzita (<0,7) byla detekovana ve vzorcich KV6, P9 a HM10. Vsechny
tyto vzorky maji nizkou teplotu mezi 10 az 28 °C a obsahuji vysoky podil volného oxidu
uhlic¢itého (>1300 mg/l). Moznym vysvétlenim mize byt to, Ze S rostouci koncentraci CO»

klesa pH vody a biodiverzita je tak limitovana dal$im pfirodnim faktorem (Boyd 2015).

Simpson

1.01

®

0.9 1

0.6
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Obrazek 14 Alfa diverzita, index Simpson
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7.2 lzolace a identifikace

Ze vzorku KV5 se podafilo ziskat 11 kolonii. VSechny byly metodou Gramova barveni

urceny jako gramnegativni ty¢inky.

Tti vybrané kolonie byly poté podrobeny oxida¢né-fermentacnimu testu, u kterého vSechny
vykazovaly stejnou reakci. Pii anaerobnich podminkach nedoslo k barevné zméné¢ média,
za acrobnich podminek byla barevna zména pozorovana. Bakterie byly vyhodnoceny jako

striktn€ aerobni, nefermentujici.

Pomoci NEFERMtestu 24 a software TNW byly vSechny bakterie identifikovany jako
Pseudomonas putida s pravdépodobnosti 99,78 %.

7.3 Detekce polyhydroxyalkanoati u Pseudomonas putida

U bakterii z rodu Pseudomonas byla prokazana tvorba PHA z riznych substrati. Pro tento
rod je typicka piitomnost PHA syntazy tfidy II, diky niz dokaze vytvafet PHAme
(Mozejko-Ciesielska et al. 2019). Naptiklad u P. medocina byla pozorovana schopnost

generovat PHAmq z poly(3-hydroxyoktanoatu) (Rai et al. 2011).

Izolovana bakterie Pseudomonas putida z pramene KV5 byla testovana na pfitomnost PHA
syntaz téidy | a 1. V nasem ptipadé nebyl zadny ze sledovanych genti u P. putida prokazan
(Obrazek 15). Stejny piipad byl jiz popsan v literature (Macalova 2021), kdy autorka
provadéla screening i pro geny zbyvajicich PHA syntdz a dalSich enzymt podilejicich se na
biosyntéze PHA. V jeji praci byla u jednoho z testovanych kment P. putida prokazana
ptritomnost gent phaG a phaC tiidy III, z ¢ehoz lze predpokladat, ze dokaze produkovat
PHA i z nesouvisejich zdroji podle cesty D (Obrazek 5). To bylo pozorovéna i v dalsich
studiich, kde P. putida syntetizovala PHA z glukozy (Borrero-de Acuiia et al. 2014),
glycerolu (Escapa et al. 2013) nebo kyseliny glukonové (Follonier et al. 2011). Zdroje
ovSem uvadi nejcastéji tvorbu PHAme, Z ¢ehoz 1ze usuzovat, Ze pfitomnost phaC tfidy II

je kmenové zavisla.
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Velikost produktt
phaC (ttida I) — 204 bp
phaC (tiida II) — 594 bp
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=
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%
~t
s
Q.
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Obrazek 15 Vysledek PCR pro primery na gen phaC tiidy I a II

Pii fenotypovém stanoveni metodou barveni, byla prokazana schopnost P. putida
produkovat inkluze PHA z glukdzy a kyseliny propionové (Tabulka 21). Shodné vysledky
uvadi i studie, kde bylo vySetfovano 24 kmenu P. putida, a vSechny po barveni Sudan Black
vySly z glukézy PHA pozitivni (Agrawal et al. 2015). Kyselina propionova patii také mezi

mozné substraty (Cerrone et al. 2014), coz potvrzuje i dalsi zdroj (Macalova et al. 2023).

Tabulka 21 Vysledky fenotypizace barvenim u P. putida

Sudan Black Nile Blue

Glukoéza Kys. propionova Glukéza Kys. propionova

+ + + +
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ZAVER

V praktické ¢asti této prace byla metodou NGS prozkoumana a zhodnocena mikrobialni
diverzita jedenacti mineralnich pramenti ze &ty¥ riznych lokalit v Ceské republice. Zvlastni
pozornost poté byla vénovana producentim biodegradabilniho a biokompatibilniho
polymeru PHA. Bohuzel, vyroba PHA je stale draha a slozita. Jednou z moznosti, jak snizit
vyrobni naklady, je vyuziti extrémofilnich mikroorganismii, které maji niz§i ndroky

na sterilitu prostiedi.

Porovnanim s literaturou byly v mineralnich vodach identifikovany rody Pseudomonas,
Rhodoferax a Thermus, u kterych jiz produkce PHA byla pozorovana. Krom& PHA
producentt byly v pramenech zastoupeny i rizné vodikové, sirné a nitrifika¢ni bakterie,
které maji potencidl predev§im pro primyslové enviromentdlni vyuziti (bioremediace,
Cisticky odpadnich vod). Dalsi zajimavou bakterii je Candidatus omnitrophus, ktera
je specificka svou schopnosti tvorit magnetické nanocastice. Uplatnéni by mohla nalézt

naptiklad pfi 1é¢bé rakoviny.

U izolované bakterie Pseudomonas putida byly provedeny zkousky na fenotypovou
a genotypovou vybavenost pro produkci PHA. Pritomnost gentt PhaC tiid I a IT u P. putida
nebyla prokazana. OvSem pii fenotypovych testech byla pozorovéana produkce inkluzi PHA

jak z glukozy, tak z kyseliny propionové.

Vyzvou vSak dale zustava zajistit extrémofilnim mikroorganismim vhodné kultivaéni

podminky pro dal$i mozné zkoumani.
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%CDM hmotnost bunécné susiny

ACP acyl carrier protein

ATP adenosintrifostat

BHI mozko-srdcova infuze

CoA koenzym A

D Simpsoniiv index

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsDNA dvouretézcova deoxyribonukleova kyselina
fabG 3-ketoacyl reduktaza

FTIR infracervena mikroskopie s Fourierovou transformaci
GAPs granule-Associated proteins

KTJ kolonii tvofici jednotka

LPS lipopolysacharidy

MH mezni hodnota

MTB magnetotaktické bakterie

MZCR ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

NADPH fosforylovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NGS next generation sequencing
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phaA 3-ketothiolaza

phaC PHA syntaza

phal R-specificka enoyl hydrataza
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PHBHXx
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PHBVHXx
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PP
RA%
rRNA
SPLZaK
sSDNA

polyhydroxyalkanodaty s kratkym fetézcem
PHA depolymeraza

poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat-co-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxyhexanoat)
poly(3-hydroxyvalerat)

polypropylen

ratio

ribozomalni ribonukleova kyselina

Spréva ptirodnich 1é¢ivych zdroji a kolonad
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