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ABSTRAKT 
 Diplomová práce se zabývá testováním, optimalizací a porovnáním metod vhodných pro 
identifikaci bakterií produkujících polyhydroxyalkanoáty. V rámci práce byly využity metody 
kultiva�ní a mikroskopické, kde byly bakteriální bu�ky barveny lipofilními barvivy Nilská 
�erve� a Sudánová �er�. Dále byla využita pr�toková cytometrie a metody spektroskopické, a 
to Ramanova spektroskopie a infra�ervená spektroskopie s Fourierovou transformací a také 
metody molekulárn� biologické, kde byla analyzována p�ítomnost genu kódujícího PHA 
syntázu (phaC) pomocí polymerázové �et�zové reakce (PCR). PCR test se skládá ze dvou 
reakcí, v první reakci je phaC gen amplifikován spole�n� s 16S rRNA oblastí spole�nou pro 
všechny bakterie (multiplexní PCR). Druhá reakce je pak specifická pro PHA syntázu 
katalyzující biosyntézu mcl-PHA. Podle výsledk� práce je p�i identifikaci PHA produkujících 
kmen� za ú�elem eliminace falešn� pozitivních výsledk� metod analyzujících genotyp a 
falešn� negativních výsledk� metod zkoumající fenotyp kombinovat oba p�ístupy. Jako velice 
perspektivní se jeví kombinace PCR pro stanovení p�ítomnosti phaC genu a následné analýzy 
p�ítomnosti PHA v bakteriálních bu�kách. K tomuto ú�elu se nám nejlépe osv�d�ila 
Ramanova mikrospektroskopie, která je schopna zachytit i nízký obsah PHA v bu�kách a 
zárove� nehrozí zám�na PHA za jiné lipidické látky. Výsledky práce poskytují p�ehled 
testovaných metod, jejich výhody a nevýhody a také porovnání r�zných kritérií, dle kterých je 
možné vybrat metodu identifikace v závislosti na nastavených požadavcích.  

ABSTRACT 
 This diploma thesis deals with testing, optimazing and comparing methods for the 
identification of bacteria producing polyhydroxyalkanoates. Work included cultivation and 
microscopy methods, wherein the bacterial cells were stained with lipophilic dyes Nile red 
and Sudan black. Further, we also used flow cytometry and spectroscopic methods - Raman 
spectroscopy and infrared spectroscopy with Fourier transformation, and molecular biological 
methods, which analyzed the presence of a gene encoding PHA synthase (phaC) by 
polymerase chain reaction (PCR). PCR assay consist of two reactions, the firt on eis based on 
amplification of phaC gene along with 16S rRNDA gene, which is common for all the 
bacteria (multiplex PCR). The second reaction is focused on specific amplification of PHA 
synthase catalyzing biosynthesis of mcl-PHA. In order to overcome false positive results 
typical for methods analyzing genotype and also to avoid false negative results occuring in 
fenotype analyzing methods, the best strategy is to combine both aproaches. According to our 
results, analysis of presence of phaC gene by PCR can be combined with methods capable of 
determining presence of PHA in bacterial cells. For this purpose, Raman microspectroscopy 
seems to be very promising tool, since it is able to detect low content of PHA in cells and 
PHA can not be confused with other lipid metabolites. The results provide an overview of test 
methods, their advantages and disadvantages and also to compare different criteria according 
to which it is possible to choose the method of identification in depending on the adjustable 
requirements. 
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1. ÚVOD 
 Syntetické polymery jsou chemickým pr�myslem produkovány od roku 1930, a jelikož 
jsou odolné v��i mikrobiálnímu rozkladu, z�stávají v životním prost�edí, kde se hromadí. 
Práv� kv�li této negativní vlastnosti je snaha o nalezení jiných materiálu, které se budou 
svými vlastnostmi, podobat syntetickým polymer�m, ale které zárove� budou rozložitelné a 
nebudou zat�žovat životní prost�edí. Tyto podmínky by mohly spl�ovat n�které tzv. 
biologicky odbouratelné plasty, nap�íklad polyhydroxyalkanoáty [1, 2]. 
 Polyhydroxyalkanoáty jsou fascinující bakteriální polymery, které mají jednak výrazné 
pr�myslové využití jako biodegradabilní plasty, ale také velice d�ležitou biologickou úlohu, 
protože bakteriím pomáhají p�ežít limitaci substrátem, ale i další stresové podmínky [1, 2]. 
Z pohledu výzkumu PHA produkujících mikroorganism� je pro izolaci klí�ové správn�
identifikovat PHA produkující bu�ky, k �emuž je možné použít �adu technik – kultiva�ních, 
mikroskopických, spektroskopických i molekulárn� biologických. Tato diplomová práce je 
zam��ena práv� na vývoj, porovnání a optimalizaci t�chto technik.   
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2. TEORETICKÁ �ÁST 

2.1 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) – struktura a vlastnosti 
Polyhydroxyalkanoáty jsou p�írodní polyestery mastných hydroxykyselin. �adí se do 

skupiny opticky aktivních biologických monomer�, které obsahují (R)-3-hydroxyalkanové 
kyseliny. Tyto kyseliny jsou v R konfiguraci z d�vodu stereospecifity PHA syntázy [1, 3]. 

Prvním izolovaným polyhydroxyalkanoátem byl polyhydroxybutyrát, z bakterie Bacillus 
megaterium, který byl izolován francouzským chemikem Lemoignem v roce 1926. Od té 
doby byl nalezen v mnoha druzích Grampozitivních i Gramnegativních bakterií a také u 
Archaebakterií. K syntéze polyhydroxyalkanoát� u bakterií dochází, pokud je v prost�edí 
dostatek uhlíkatého zdroje a pokud zárove� dojde k limitaci n�kterou d�ležitou živinou. PHA 
poté slouží jako zásobní zdroj uhlíku, energie a reduk�ní síly. Po vy�erpání uhlíkatého zdroje 
dokáží bakterie PHA rozložit pomocí intracelulárních depolymeráz na uhlík a zdroj energie a 
dále využít na d�ležité bun��né pochody [1, 3]. 

PHA se d�lí na dv� skupiny. Polyestery, které mají ve struktu�e monomeru 3-5 uhlík� se 
nazývají scl-PHA (short-chain-lenght), druhou skupinu tvo�í ty, které mají ve struktu�e 
monomeru 6-14 uhlíkových atom� a nazývají se mcl-PHA (medium-chain-lenght). Tyto dv�
skupiny polyester� se liší délkou �et�zce, a tedy i svými vlastnostmi. Zatímco scl-PHA se 
vyzna�ují vysokým stupn�m krystali�nosti, díky n�muž jsou velmi tuhé a k�ehké, mcl-PHA 
jsou elastické materiály s nižším stupn�m krystali�nosti a také s nižší teplotou tání. [4] 
Schopnost akumulovat mcl-PHA je jedine�ná pro skupinu Pseudomonad [1]. Obecná 
struktura polyhydroxyalkanoát� je uvedena na Obrázku 2. 

Obrázek 1: Granule PHA v bu�ce mikroorganismu [3]
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Obrázek 2: Obecná struktura PHA [1] 

2.1.1 Polyhydroxybutyrát (PHB) 
Nejznám�jším polymerem ze skupiny scl-PHA je 3 – polyhydroxybutyrát (PHB). 

Homopolymer PHB je zcela stereospecifický polyester, který má v R-konfiguraci všechny 
uhlíky asymetrické, a proto je vysoce krystalický. Díky této vysoké krystalinit� je relativn�
k�ehký a tuhý. Teplota tání PHB se pohybuje v rozmezí 173 – 180 °C a teplota degradace 
kolem 200 °C, tedy velmi blízko teploty tání. Mechanickými vlastnostmi se 
polyhydroxybutyrát podobá polypropylenu, nicmén� je ve srovnání s polypropylenem tužší a 
k�eh�í. Využívá se v plastiká�ském pr�myslu a díky biodegradabilit� jej lze také využít pro 
výrobu nosi�� lé�iv. Je netoxický a organismy je tolerován i ve vysokých koncentracích. 
Syntéza PHB je regulována na enzymatické úrovni i na úrovni genové exprese a samotný 
polymer vzniká kondenzací 3-hydroxybutyryl-CoA, katalyzovanou enzymem PHA 
syntázou [1, 5]. 

2.1.2 Kopolymer PHB-PHV
Mechanické vlastnosti polymeru se výrazn� zlepší, pokud se do struktury za�lení jednotky 

3 – hydroxyvalerátu, což je možné díky relativn� široké substrátové specifit� PHA syntázy, 
která je schopna do struktury polymer inkorporovat. A také další hydroxykyseliny ve form�
p�íslušného acyl-CoA. U kopolymeru 3-hydroxybutyrátu (3HB) a 3-hydroxyvalerátu (3HV) 
(P[3HB-co-3HV]) dojde také ke snížení teploty tání, ale teplota degradace z�stává 
zachována [1].  

Obrázek 3: Struktura PHB [6]

Obrázek 4: Obecná struktura kopolymeru P[3HB-co-3HV] [7]
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Díky t�mto vlastnostem lze využít kopolymer pro tepelné zpracování jako taveninu bez 
degradace materiálu. Obecn� lze �íci, že pokles teploty tání i zvýšení flexibility materiálu 
pozitivn� koreluje s molárním obsahem 3HV v polymeru [1]. 

2.1.3 Intracelulární granule PHA 
Polyhydroxyalkanoáty se v bu�ce ukládají ve form� granulí. Spektroskopií nukleární 

magnetické rezonance bylo prokázáno, že se polyester v bu�kách vyskytuje v nestabilní 
amorfní form�. Izolované granule se skládají p�edevším z polyester�, protein� a fosfolipid�
nebo lipid�. Nap�íklad u bakterie Bacillus megaterium je granule tvo�ena z 97,7 % 
z polyesteru, z 1,87 % z protein� a 0,46 % fosfolipid� nebo lipid� [1]. Hustota granulí se 
pohybuje v rozmezí 1,18 – 1,24 g⋅cm-3 a jejich velikost v pr�m�ru je obvykle 
od 0,2 do 0,5 µm [1, 3]. Granule jsou tvo�eny hydrofobním polyesterovým jádrem, které je 
obklopeno vrstvou fosfolipid�, do které jsou zabudovány proteiny pro jejich syntézu nebo 
degradaci. [7] Polyesterová jádra, která se spojují s proteiny, se nazývají phasiny. Phasiny 
jsou nízkomolekulární proteiny, u nichž se p�edpokládá, že umí krom� granule vytvo�it také 
velmi tenkou proteinovou vrstvu. Tato vrstva tvo�í rozhraní mezi hydrofilním prost�edím 
cytoplazmy a hydrofobním prost�edím PHA. Krom� toho se phasiny podílejí také na regulaci 
a ukládání PHA, mechanismus ovšem není zcela objasn�n [1, 3].  

 Množství, velikost a složení granulí závisí na druhu bakterie a také na kultiva�ních 
podmínkách [1]. 

Obrázek 5: Struktura PHA granule [3]
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2.2 Biologická role PHA 
 Mikroorganismy pot�ebují pro sv�j r�st a p�ežití vhodné podmínky prost�edí. P�edevším se 
jedná o dostate�né množství surovin pro tvorbu bun��né hmoty, také zdroj energie a celkov�
vhodné chemické a fyzikální podmínky.  Pokud se prost�edí stane nep�íznivým, dochází 
obecn� ke stresovým podmínkám a mikroorganismus na tyto podmínky reaguje stresovou 
reakcí [8, 9].   
 Bakterie mohou být vystaveny mnoha stresovým faktor�m, jako je nap�íklad hladov�ní a 
špatné fyzikální chemické nebo biologické podmínky. Všechny tyto podmínky jsou 
prom�nné, a proto i bakterie mají r�zné mechanismy, jak se s t�mito zm�nami vyrovnat. 
Jedna ze strategií je i hromad�ní polymer�, jako jsou polyhydroxyalkanoáty [10]. 
  Vztah k akumulaci PHA je r�zný. Kadouri a kolektiv uvádí, že mutantní bakterie 
Azospirillum brasilense s narušenou schopností produkce nebo degradace PHA p�ežívá p�i 
hladov�ní, velkých výkyvech teplot nebo pH, p�i osmotickém šoku, p�sobení volných 
radikál� nebo UV zá�ení kratší dobu než divoký kmen bakterie, který má v bu�kách vyšší 
obsah PHA. Zvýšená odolnost v��i t�mto faktor�m, nemusí být zp�sobena samotnou 
p�ítomností PHA v bu�kách, ale m�že to být i pouhou správnou funkcí PHA cyklu.  Dále také 
uvádí, že akumulace PHA v bu�kách m�že podporovat množení bun�k v nep�ítomnosti 
exogenního zdroje uhlíku. Mechanismy, kterými PHA cyklus napomáhá zvládání stresových 
podmínek, není zcela objasn�n [10, 11].  
 Ruiz a kolektiv uvádí, že zvýšení intracelulární koncentrace ATP a guanosin tetrafosfátu 
(ppGpp) v bu�ce je spjato s degradací PHA. ppGpp slouží jako bun��ný alarmon a aktivuje 
expresy alternativních sigma faktor�, p�edevším pak RpoS. Nár�st koncentrace ATP a ppGpp 
p�i degradaci PHA byl pozorován pouze u divokého typu Pseudomonas oleovorans. U 
mutantu, který nebyl schopen degradace polymeru, k tomuto nedochází. B�hem 
depolymerace u Pseudomonas oleovorans také dochází k  aktivaci exprese gen� podílejících 
se na p�ežití bun�k ve stacionární fázi r�stu a poskytujících ochranu proti r�zným stres�m 
[11].  

2.3 Biosyntéza polyhydroxyalkanoát�

2.3.1 Syntéza scl-PHA 
Biochemie syntézy scl-PHA je p�edm�tem mnoha studií. U v�tšiny bakterií, nap�íklad u 

bakterie Cupriavidus necator H16, je PHB syntetizován ve t�ech krocích. Reakce za�íná 
kondenzací dvou acetyl-CoAza vzniku acetoacetyl-CoA, která je katalyzovaná enzymem β-
ketothiolázou. Produkt reakce je za ú�asti NADP-dependentní acetoacetyl-CoA reduktázy 
stereoselektivn� redukován na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. V posledním kroku syntézy 
dochází k polymeraci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na PHB za sou�asného odšt�pení HS-CoA 
[1, 6, 12].  
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Tento cyklus se aktivuje, jakmile dojde k omezení vstupu acetyl-CoA do Krebsova cyklu 
z d�vodu nedostatku živin (obvykle fosfor, dusík nebo kyslík) pot�ebných k dalšímu 
metabolismu acetyl-CoA pro r�st bun�k [6]. Pro regulaci syntézy PHB je d�ležitá 
intracelulární koncentrace acetyl-CoA a koenzymu A jako takového. Pokud nedochází 
k limitaci žádnou živinou, kdy je organismus kultivován na dostate�n� bohatém médiu, je 
acetyl-CoA odbouráván v Krebsov� cyklu za pr�b�žného odbourávání vznikajícího NADH. 
V médiu s limitujícím množstvím dusíku se hromadí NADH což má za následek inhibici 
enzym� Krebsova cyklu, citrát syntázy a isocitrát dehydrogenázy, a dochází k syntéze PHB 
dle výše uvedeného schématu. Enzym β-ketothioláza je inhibován volným koenzymem A, 
který se uvol�uje p�i oxidaci acetyl-CoA v Krebsov� cyklu. Zdrojem uhlíku pro tvorbu acetyl-
CoA mohou být r�zné substráty nap�íklad cukry, pyruvát nebo acetát [1, 13]. 

Existují však výjimky. Nap�íklad u rodu Rhodospirillum rubrum dochází k tvorb� (S)-3-
hydroxybutyryl-CoA, který je dále p�eveden na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocí dvou 
stereospecifických enoyl-CoA hydratáz  [1]. 

Kopolymer P(3HB-co-3HV) m�že být syntetizován nap�íklad u rodu Cupriavidus necator, 
ale také u �ady dalších mikroorganism�. K tvorb� kopolymeru dochází bu�to na sm�sném 
substrátu obsahujícím cukry a kyselinu propionovou nebo p�ímo z prekurzoru 3-
hydroxyvalerátu. Je-li p�ivád�n propionát, je biochemická cesta tvorby kopolymeru stejná 
jako u syntézy PHB s tím rozdílem, že dochází ke kondenzaci propionyl-CoA a acetyl-CoA 
za vzniku 3-ketovaleryl-CoA, p�i�emž reakce je také katalyzována 3-ketothiolázou. V tomto 
kroku tedy dochází k za�len�ní monomerní jednotky 3-hydroxyvalerátu do polymeru. Pokud 
jsou v reakci zdrojem uhlíku mastné kyseliny s delším �et�zcem, tvo�í se 3-hydroxyvalerát 
pomocí β-oxidace p�ímo z t�chto kyselin [1, 6, 12, 14].   

Geny kódující tvorbu enzym� - β-ketothioláza, NADP-dependentní acetoacetyl-CoA 
reduktáza a PHA syntáza, jsou umíst�ny v bakteriálním genomu, a to na phbCAB operonu 
[1, 6, 12, 14]. Schéma operonu je uvedeno na Obrázku 7. 

Obrázek 6: Schéma syntézy PHA [6]
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2.3.2. Syntéza mcl-PHA 
Tvorba mcl-PHA je typická pro rod Pseudomonas. K syntéze PHA jsou jako zdroj uhlíku 
využívány meziprodukty β-oxidace  mastných kyselin, syntézy mastných kyselin de novo
nebo oxidace r�zných alkan�, alkohol�, p�ípadn� jiných organických slou�enin. Syntéza mcl-
PHA probíhá p�es R(S)-3-hydroxyacyl-CoA, enoyl-CoA, R-3-hydroxyacyl carrier protein 

Obrázek 7: Geny pro tvorbu enzym� nezbytných pro biosyntézu PHB u mikroorganismu 

Cupriavidus necator [1]
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(ACP) nebo p�es p�íslušné 3-ketoacyl-CoA. Tyto slou�eniny jsou prekurzorem pro 
polymerizaci mcl-PHA, která je katalyzována enzymem PHA syntázou [12, 14, 15, 16]. 

2.3.3 PHA syntáza 
PHA syntáza je klí�ový enzym syntézy PHA, který katalyzuje polymerizaci hydroxyacyl-

CoA na polyhydroxyalkanoáty. Nejznám�jšími PHA syntázami jsou scl-PHA syntáza a mcl-
PHA syntáza. Pokud jde o syntázu s nízkou substrátovou specifitou, m�že dojít 
k polymerizaci na scl i mcl PHA. Takovou širokou substrátovou specifitu má ale velmi malé 
množství syntáz. Jako p�íklad lze uvést syntázu u n�kterých bakterií rodu Pseudomonas [15].  

PHA syntázy se v sou�asné dob� d�lí do �ty� t�íd v závislosti na primární struktu�e, 
substrátové specifit� a uspo�ádání podjednotky [12, 14].  

T�ída I a II se skládají pouze z jednoho typu podjednotky (phaC) s molekulovou hmotnosti 
od 60 do 70 kDa. Syntázy t�ídy I (nap�. Cupriavidus necator) využívají p�ednostn� jako 
substrát CoA-thioestery r�zných (R)-3-hydroxy mastných kyselin se 3 až 5 atomy uhlíku. 
Zatímco syntázy t�ídy II využívají CoA-thioestery r�zných (R)-3-hydroxy mastných kyselin 
se 6 až 14 atomy uhlíku [12, 14, 15]. 

Syntázy t�ídy III (nap�. Allochromatium vinosum) jsou tvo�eny dv�ma r�znými 
podjednotkami, z nichž jedna vykazuje podobné sekvence aminokyseliny jako podjednotka 
syntáz t�ídy I a II – phaC (velikost je okolo 40 kDa) a druhá podjednotka (phaE – velikost 
kolem 40 kDa) tyto podobnosti nevykazuje. Jako substrát využívají syntázy t�ídy III CoA-
thioestery (R)-3-hydroxy mastných kyselin se 3 až 5 atomy uhlíku [6, 12, 14]. 

T�ída IV má obdobné uspo�ádání podjednotek jako t�ída III, pouze podjednotka phaE je 
zde nahrazena podjednotkou phaR (asi 20 kDa) [12, 14]. 

Po srovnání více než 50-ti syntáz z r�zných druh� bakterií bylo zjišt�no, že zastoupení 
aminokyselin ve struktu�e se zna�n� podobá [14]. Všechny PHA syntázy mají ve svém 
aktivním míst� aminokyselinu cystein, který funguje (spole�n� s histidinem a aspartátem – 
katalytická triáda) jako katalytické aktivní místo pro p�ipojení rostoucího �et�zce 
polyhydroxyalkanoátu [12]. 

Klí�ovou roli v mechanismu katalýzy hrají dv� thiolové skupiny, které jsou zapojeny do 
aktivního místa pro zahájení reakce a následnou polymerizaci. Po zahájení thiolové skupiny 
vytvo�í thioestery se dv�ma molekulami monomeru, které následn� podstoupí thioester-
oxyester vým�nou reakci v aktivním míst� za vzniku dimeru a sou�asného uvoln�ní jedné 
z thiolových skupin, která se zapojí do dalšího ší�ení reakce. Následuje  p�ipojení dalšího 
monomeru na volnou thiolovou skupinu a k další vým�nné reakci za vzniku trimeru. Tímto 
zp�sobem postupuje reakce dále. Model katalýzy byl navržen dle termodynamicky 
nejvýhodn�jších reakcí [6, 14]. 
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Obrázek 8: Organizace genu kódujících r�zné t�ídy PHA syntáz [14]

Obrázek 9: Model mechanismu katalýzy PHA syntázy [6]
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2.4 Pr�myslová produkce a aplikace PHA  
Jedním z hlavních problému rozší�ení komer�ní výroby a použití PHA jsou vysoké výrobní 

náklady ve srovnání s výrobou plast� z petrochemických zdroj�. Proto je dnes velká snaha o 
výrobu PHA z odpadních zdroj�, nap�íklad z potraviná�ských nebo zem�d�lských výrob, 
�ímž by se zna�n� snížily výrobní náklady t�chto bioplast�. Velmi perspektivní je využití 
PHA jako obalového materiálu, který je zcela kompostovatelný. Tyto materiály mají také 
zajímavé akustické a oscila�ní vlastnosti, což je �iní využitelnými nap�íklad p�i výrob�
sluchátek, mikrofon� nebo m��idel tlaku. Polyhydroxyalkanoáty jsou také, díky své 
biodegradabilit� a šetrnosti k životnímu prost�edí, zajímavé pro potenciální aplikaci 
v zem�d�lství, ve form� mul�ovacích fólií, a v neposlední �ad� také v medicín�, kde by se 
daly využít nap�íklad jako implantáty nebo systémy pro �ízený transport lé�iv [1, 17, 18].  

2.5 Vybraní producenti PHA 

2.5.1 Cupriavidus necator H16
Jedná se o Gram-negativní, fakultativn� chemolitoautotrofní bakterii pat�ící do skupiny 

proteobakterií, vyskytující se v p�d� a sladké vod�. V nep�ítomnosti organického substrátu 
využívá jako jediný zdroj energie vodík a oxid uhli�itý. Pokud není v prost�edí p�ítomen 
kyslík, m�že bakterie p�epnout na kompletní denitrifika�ní dráhu, kdy využívá alternativní 
donory elektron�, jako jsou NO3- a NO2-. Jde tedy o anaerobní respiraci.  Pro metabolismus 
glukózy, fruktózy a dalších sacharid� je využívána Entner-Deudoroffova dráha, jelikož 
bakterie netvo�í enzym fruktóza-1,6-bisfosfát aldolázu. Cupriavidus necator H16 d�íve též 
ozna�ovaný jako Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha a Alcaligenes eutrophus, pat�í mezi 
organismy, které p�i nadbytku zdroje uhlíku a limitaci n�kterými živinami, tvo�í 
polyhydroxyalkanoáty – konkrétn� polyhydroxybutyrát. Jedná se o nejlépe prozkoumanou 
bakterii produkující PHB. D�íve byl tento kmen považován za potenciálního producenta 
tzv. single-cell proteinu, který byl ur�en k výživ� dobytka a kosmonaut�, zde m�lo být 
využito jeho schopnosti fixace CO2 vydýchaného kosmonauty v p�ítomnosti H2. PHB ovšem 
nem�že být v zažívacím traktu zví�at ani lidí stráven, a proto byly vytvo�eny i mutanty tohoto 
kmene, které PHB neprodukují. Nejznám�jším mutantem je Cupriavidus necator PHB-4 
[19, 20, 21]. 

Obrázek 10: Cupriavidus necator H16 s granulemi PHB [22]



19 

2.5.2 Burkholderia cepacia

 Burkholderia cepacia byla popsána poprvé v roce 1950 jako p�vodce bakteriální hniloby 
cibule. Jde o Gram-negativní, nefermentující, pohyblivou, ty�inkovitou bakterii tvo�ící 
biofilm [23]. Tvo�í spole�n� s dalšími bakteriemi tzv. Burkholderia cepacia kompex (BCC- 
zkratka Burkholderia cepacia complex). V sou�asné dob� tento komplex obsahuje dvacet 
úzce p�íbuzných, ale odlišných bakterií, které se vyskytují tém�� všude v p�írod�, zejména 
v p�d� a ve sladké vod�. Organismy pat�ící do BCC komplexu jsou oportunními patogeny. 
Mohou zp�sobit infek�ní onemocn�ní u imunodeficitních jedinc� nebo u osob s cystickou 
fibrózou plic. Bakterie CBB komplexu jsou vysoce rezistentní v��i antibiotik�m [24]. B. 
cepacia je zna�n� rezistentní v��i dezinfek�ním prost�edk�m, nap�íklad v��i kvarterním 
amonným bázím (Ajatin). Dokáže vázat oxid uhli�itý ze vzduchu, a je tedy, do jisté míry, 
schopna rozmnožovat se i v prost�edí pouze se zdrojem dusíku. Napadení dýchacích cest 
touto bakterií zp�sobuje, u lidí trpících cystickou fibrózou plic znatelné zhoršení pr�b�hu 
onemocn�ní. Bakterie roste na b�žných p�dách, kde jako cukerný zdroj uhlíku využívá 
glukózu [25]. Pro produkci PHA využívá jako zdroj uhlíku glukózu, ovšem je schopna 
produkovat také na zdrojích obsahujících xylózu jako jsou nap�íklad hemicelulózové 
hydrolyzáty d�eva [26]. 

Obrázek 11: Burkholderia cepacia pod elektronovým mikroskopem [27] 

2.5.3 Burkholderia sacchari

 Tato bakterie byla izolována v Brazílii z p�dy plantáží cukrové t�tiny. Jde tedy o Gram-
negativní bakterii vyskytující se p�edevším v p�d�, vykazující nepatogenní interakce 
s rostlinami. Hromadí až 75% bun��né hmoty ve form� PHA. Jedná se o kmen perspektivní 
z hlediska produkce PHA, jelikož dokáže tvo�it PHA na substrátech s využitím nap�íklad 
hemicelulózových hydrolyzát� z výlisk� cukrové t�tiny [28]. B. sacchari je schopna 
produkovat PHA také sm�si glukózy, xylosy a arabinosy, ale p�ednostn� využívá jako zdroj 
uhlíku glukosu. P�i využití pentóz dochází k prodloužení procesu a také ke snížení 
produktivity PHA [29, 30]. 
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2.5.4 Pseudomonas putida

 Pseudomona putida je rychle rostoucí, Gram-negativní bakterie, vyskytující se p�edevším 
v p�d� nebo ve vod� [31, 32]. �lenové rodu Pseudomonas mají schopnost r�st 
v jednoduchém médiu na úkor nejr�zn�jších organických látek a rod Pseudomonas putida je 
schopný degradovat nap�íklad toluen, benzen nebo ethylbenzen, což je velmi zajímavé 
z hlediska �ešení zne�išt�ní životného prost�edí. Bakterie produkuje mcl-PHA z r�zných 
mastných substrát� jako n-alkan�, n-alkohol� a n-mastných kyselin. Dále je schopný PHA 
produkovat na surovém glycerolu, r�zných rostlinných olejích nebo na n�kterých odpadních 
látkách, jako je t�eba živo�išný odpad z porážky zví�at nebo zpracování masa [33, 34]. 

Obrázek 12: PHA granule uvnit� bun�k Pseudomonas putida [35] 

2.5.5 Pseudomonas chlororaphis

 Jedná se o Gram-negativní, nepatogenní bakterii. Vyskytuje se nap�íklad v p�d� nebo 
na ko�enech rostlin, které kolonizuje, a je rozší�ena po celém sv�t�. Vykazuje antimikrobiální 
�innost proti r�zným choroboplodným patogen�m.  Dob�e se p�izp�sobuje životnímu 
prost�edí díky komplexnímu regula�nímu mechanismu. Dále také dokáže degradovat 
organické slou�eniny a metabolizovat nitrilové slou�eniny. Tohoto dobrého p�izp�sobování se 
dá využít nap�íklad v zem�d�lství nebo pro podporu produkce n�kterých antibiotik [36]. 
Pseudomonas chlororaphis, stejn� jako Pseudomonas putida, produkuje mcl-PHA, a to 
na obdobných substrátech [37]. 

2.6 Stru�ná charakteristika metod použitých pro identifikaci PHA produkujících 
bakterií 

2.6.1 Barvení Nilskou �ervení 
 Nilská �erve� je fluorescen�ní, lipofilní barvivo, vhodné v rámci spektrofluorimetrie, pro 
kvantitativní analýzu. Obecn�, fluorescen�ní barviva umož�ují nep�ímou detekci 
intracelulárních lipid�. Fluorescence obarvených bun�k se v�tšinou m��í pomocí 
spektrofluorimetrie, kdy se využívá fluorescen�ní mikroskopie nebo pr�toková cytometrie. 
Díky tomu, že metoda je pom�rn� jednoduchá, je možná automatizace procesu m��ení [38].  

2.6.2 Barvení Sudánovou �erní 
 Barvivo Sudan Black je lipofilní barvivo. Barví r�zné lipidy, jako jsou nap�íklad 
fosfolipidy v bun��ných membránách, steroly nebo neutrální tuky nebo granule PHA, které 
mají také lipidický charakter [1, 3, 39]. Tohoto barvení se dá využít pro barvení kolonií p�ímo 
na Petriho misce po kultivaci nebo pro sv�telnou mikroskopii [40]. 
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2.6.3 Fluorescen�ní mikroskop 
 Fluorescen�ní mikroskopie je jedna ze základních metod využívaných v biologii, 
biomedicínských v�dách a p�i výzkumu materiál� tam, kde se nedají využít ostatní 
mikroskopické techniky. Využitím �ady fluorochrom� je možné odd�lit bu�ky a bun��né �ásti 
s vysokým stupn�m specifi�nosti od nefluoreskujícího materiálu. P�i použití více 
fluorescen�ních sond je možné sou�asn� identifikovat n�kolik molekul. Sv�tlo ur�ité vlnové 
délky, vyslané zdrojem, zp�sobí flurescenci vzorku. Vzorek poté emituje fluorescen�ní sv�tlo, 
které dopadne na bariérový filtr, a ten je propustí. To znamená, že vzorek sám o sob�
obsahuje fluorofory nebo je ke vzorku p�idána vhodná fluoresce�ní sonda (nap�íklad Nilská 
�erve�) [41]. 

2.6.4 Pr�toková cytometrie 
 Pr�tokový cytometr je systém, který využívá principy mikroskopie a citlivé detekce 
sv�telného signálu. Analýza bun�k probíhá v m�rné cele, kam se bu�ky dostaly pomocí 
proudu nosné kapaliny. Pro to, aby mohla flurescen�ní sonda rozlišit signál neobarvených 
bun�k od t�ch, které obarveny jsou, je pot�eba nastavit vhodné nap�tí fotonásobi�e cytometru. 
Nap�tí fotonásobi�e umož�uje ovlivnit intenzitu signálu. I u této techniky se využívá 
fluorescen�ních barviv, která mohou procházet p�es membránu do bun�k, kde se navazují na 
lipidové struktury [42].  
 Pr�tokovou cytometrii využili pro monitorování produkce PHB bakteriemi nap�íklad  
Mascow a kolektiv, Vidal-Mas a kolektiv nebo Kacmar a kolektiv.  Všichni pro barvení 
bakteriálních bun�k použili Nilskou �erve�. Uvád�jí, že bu�ky obsahující PHB vykazují p�i 
m��ení pr�tokovým cytometrem vyšší fluorescenci než bu�ky, které PHB neobsahují [43, 44, 
45].  

2.6.5 Ramanova spektroskopie 
 Tato technika se využívá pro zjišt�ní struktury a fyzikálních vlastností látek a zabývá se 
vibra�ními a rota�ními spektry. Sleduje se p�i ní sekundární rozptýlené zá�ení, které vzniká 
p�i dopadu primárního zá�ení (UV, VIS) na molekulu. Velká �ást dopadajícího zá�ení je 
odražena tzv. elastickým Rayleighovým rozptylem s nezm�n�nou vlnovou délkou a u malé 
�ásti zá�ení se v d�sledku neelastické interakce s molekulou posunou frekvence k nižším nebo 
vyšším hodnotám. Hodnoty posun� od posun� od frekvence primárního zá�ení jsou 
charakteristické pro strukturu molekul. U identifikace PHA jde p�edevším o d�kaz vodíkové 
vazby ve struktu�e ( skupina C-H..O). Tato metoda umož�uje analyzovat živé bu�ky [46, 47]. 
 De Gelder a kolektiv zkoumali potenciální využití Ramanovy spektroskopie pro 
monitorování produkce PHB u bakterií. Pro experiment využili kmen Cupriavidus necator
H16 a jeho mutantní formu C. necator PHB-4. Zjistili, že koncentrace PHB p�ímo koreluje 
s pásy na Ramanov� spektru v oblasti 1734 cm-1 a Ramanovu spektroskopii ozna�ili jakou 
rychlou a vhodnou metodu pro monitorování PHB v bakteriích. Uvádí, že spektrum pro PHB 
mutantní formu bakterie vykazuje nižší intenzity pás� v oblasti 1452 a 1734 cm-1, a že 
nejvýznamn�jší p�ísp�vky bakteriálního PHB jsou v oblastech 357, 423, 607, 830, 1055, 
1101, 1351, 1453 a 1734 cm-1. Vibrace v oblasti 1734 cm-1 jsou p�ítomny pouze u kmene 
produkujícího PHB [48].  
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Ciobota a koletiv uvádí, že t
1660 a 1242 cm-1 charakteristické pro vibrace amidových skupin, pásy
viditelné v oblasti 1001 cm-1. Ostré pásy u 1610
tyrosin. Pás v oblasti 1575 cm
guanin, zatímco pásy u cca 1314
Nejvýrazn�jším prvkem Ramanova spektra bakterií je široký pás se st
je vazba CH ve skupinách CH
sacharidech. Signál v oblasti 1735
uvádí, že PHA jsou látky pravd�

Obrázek 13: Ramanovo spektrum pro C.

Ciobota a koletiv uvádí, že typické bakteriální Ramanovo spektrum má: dva pásy v
charakteristické pro vibrace amidových skupin, pásy

. Ostré pásy u 1610 cm-1 charakteristické pro phenylalanin a 
cm-1 je specifický pro nukleové kyseliny, speciáln

zatímco pásy u cca 1314 cm-1 jsou typické pro vibrace skupin CH
Ramanova spektra bakterií je široký pás se st�edem v
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: Ramanovo spektrum pro bu�ky bakterie Bacillus megaterium 

s obsahem PHB (b) a bez PHB (a) [49]

23 

rozsahu asi 3600 – 
m mezi vibra�ními nebo rota�n�

ní symetrie nebo dipólový moment molekuly, p�ípadn�
ení. Spektra jsou vysoce charakteristická pro daný 

ekter je možné rozlišit i složití biopolymery. P�ítomnost PHA 
(C=O) v okolí 1740 cm-1 s 
�ní PHA v bu�kách. P�i 

oblasti spektra PHA. 
da vhodná pro studium 

sledku vibrací vazby C=O a dále také 

polyhydroxyalkanoát�  pomocí FTIR.  
a v oblastech 2910 – 

]. Hong a kolektiv využili FTIR pro 
kách bakterií a uvádí, že FTIR spektra 

� � [52].  

ky bakterie Bacillus megaterium 



24 

2.6.7 Analýza nukleových kyselin a p
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využívat izolace pomocí adsorp�ních kolonek, kdy se nukleové kyseliny sorbují na povrch 
z oxidu k�emi�itého v p�ítomnosti chaotropní soli (nap�. jodid sodný). Síla vazby p�itom 
závidí na typu nukleové kyseliny, pH prost�edí a jeho iontové síle. Pro izolaci je také možno 
využít fenol-chloroformovou extrakci, izolaci pomocí magnetických �ástic nebo vysolovací 
metodu [39, 53].  
 K amplifikaci DNA dochází pomocí pravidelných a p�esn� regulovaných zm�n teploty, 
které se m�ní v jednotlivých �ástech cyklu. Tyto zm�ny teploty jsou zajišt�ny pomocí tzv. 
termocycleru, do kterého se vkládají zkumavky se vzorky v malém objemu (0,2 nebo 0,5 ml) 
[39, 53].  
Jeden cyklus amplifikace je zajišt�n t�emi základními reakcemi: 
1. Denaturace dvou�et�zcové DNA, která slouží jako matrice pro nov� vznikající 
komplementární �et�zce. Tento krok v�tšinou probíhá p�i teplot� od 94 do 98 °C po dobu 1 –
 10 minut a dochází k rozpletení dvoušroubovice p�vodní DNA.  
2. Navázání primer� na jedno�et�zcové molekuly DNA (rozpletená matrice). Primery jsou 
oligonukleotidy velikosti obsahující 18-28 nukleotid� a každý z dvojice primer� je 
komplementární ke koncové sekvenci na protilehlých �et�zcích amplifikované DNA. Teplota 
p�ipojení primer� je specifická pro každou sekvenci oligonukleotid� a stanovuje se na základ�
zastoupení G/C a A/T pár�. Vhodná teplota p�ipojení primer� (tzv. annealingová teplota) je 
v rozmezí 55-65 °C a doba pot�ebná pro nasednutí primer� se pohybuje od 15 do 60 s.  
3. Prodlužování �et�zc� DNA neboli elongace. Teplota elongace je závislá na použité DNA 
polymeráze a pohybuje se okolo 72 °C a doba elongace je mezi 20-60 s. V�tšinou se využívají 
termostabilní polymerázy izolované z termofilních mikroorganism� (nap�. bakteriální Taq
polymeráza z Thermus aquaticus). Doba prodlužování je závislá na použité polymeráze a také 
na délce prodlužovaného �et�zce, p�i�emž prodlužování probíhá ve sm�ru 5´	 3´ od navázání 
primer� [39, 53].  
 Dostate�né množství produktu je ve sm�si p�ítomno po 30-35 cyklech. Výsledek PCR se 
detekuje nej�ast�ji pomocí agarózové gelové elektroforézy nebo elektroforézou 
v polyakrylamidovém gelu [39, 53]. 
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Jak již bylo uvedeno výše (
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PCR o namnožení úseku DNA, který je z
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Obrázek 16: Schéma PCR 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ �ÁST 

3.1 Použité chemikálie, p�ístroje a bakterie 

3.1.1 Chemikálie pro kultivaci 
• Nutrient Broth (HIMEDIA, IND) 
• Peptone (HIMEDIA, IND) 
• Beef extrakt (HIMEDIA, IND) 
• Agar powder (HIMEDIA, IND) 
• chlorid sodný p.a., NaCl (Lach-ner, �R) 
• síran amonný p.a., (NH4)2SO4 (Lach-ner, �R) 
• hydrogenfosfore�nan disodný dodekahydrát p.a., Na2HPO4 ⋅ 12H2O (Lach-ner, �R) 
• dihydrogenfosfore�nan draselný p.a., KH2PO4 (Lach-ner, �R) 
• síran ho�e�natý heptahydrát p.a, MgSO4 ⋅ 7H2O (Lach-ner, �R) 
• chlorid železitý, FeCl3 (Lach-ner, �R) 
• chlorid vápenatý, CaCl2 (Lach-ner, �R) 
• síran m��natý, CuSO4 (Lach-ner, �R) 
• chlorid kobaltnatý, CoCl2 (Lach-ner, �R) 
• chlorid nikelnatý, NiCl2 (Lach-ner, �R) 
• chlorid m��natýCuCl2 (Lach-ner, �R) 
• chlorid vápenatý dihydrát, CaCl2 ⋅ 2H2O (Lachema, �R) 
• citrát železito-amonný, (Fluka, �R) 
• D – fruktóza p.a., C6H12O6 (Lach-ner, �R) 
• D – glukóza p.a., C6H12O6 (Lach-ner, �R) 
• kyselina chlorovodíková 35% p.a., HCl (Lach-ner, �R) 

3.1.2 Komponenty pro izolaci DNA, PCR a agarózovou gelovou elektroforézu 
• souprava NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, SRN) 
• DNAzol Direct (Molecular Research Center, USA)  
• master mix One Taq Hot Start (2x koncentrovaný) se standartním pufrem; složení: 

20 mM Tris-HCl (pH 8,9), 1,8 mM MgCl2, 22 mM NH4Cl2, 22 mM KCl, 
0,2 mM dNTPs, 5% glycerol, 0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20, 
25 jednotek/ml One Taq Hot Start DNA polymeráza (New England BioLabs, UK)

• 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific, USA) 
• primery (Generi-Biotech, �R) 
• Tris (hydroxymethyl) aminomethan (Lach-ner, �R) 
• kyselina boritá (Lachema, �R) 
• ethylendiamintetraacetát sodný (Lach-ner, �R) 
• bromfenolová mod� (Serva, SRN) 
• glycerol (Lachema, �R) 
• agaróza (Serva, SRN) 
• Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, SRN) 
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• DNA standard (New England Biolabs, UK) obsahující fragmenty o velikosti 1 517, 
1 200, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200, 100 bp 

• DNA standard (New England Biolabs, UK) obsahující fragmenty o velikosti 3 000, 
1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200, 100 bp 

3.1.3 Použité primery 
 V experimentální �ásti se pracovalo se t�emi páry primer�: 

Tabulka 1: Využité primery 

Velikost 

[bp] 
Primer Sekvence bazí 

Teoretická 

teplota tání 

[°C] 

16S rRNA 1500 
16S-F AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 54,6 

16S-R GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 49,4 

phaC 551 
G-D GTG CCG CCS YRS ATC AAC AAG T 62,7 

G1R GTT CCA GWA CAG SAK RTC GAA 54,5 

phaC1 1965 
E1-D GGA GCG TCG TAG ATG AGT AAC AAG AA 58 

E1R AGG TTG GCG CCG ATG CCG TTG AA 66,2 

3.1.4 Ostatní chemikálie 
• ethanol 99,8% pro UV spektrometrii (Lach-ner, �R) 
• Sudánová �er� B (Sigma Aldrich, SRN) 
• Nilská �erve� (Sigma Aldrich, SRN) 

3.1.5 Použité p�ístroje 
• laminární box Aura mini (Bio Air Instruments) 
• laminární box Biohazard Airstream (ESCO) 
• inkubátor IP 60 (LTE) 
• blokový termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific)  
• pr�tokový cytometr Apogee A50 (Apogee Flow Systems) 
• nanofotometr Pearl (Implen) 
• laboratorní váha Scout Pro (Ohaus) 
• laboratorní váha EW 620 (Kern) 
• centrifuga AG 1-14 (Sartorius) 
• centrifuga Mikro 120 (Hettich) 
• centrifuga Z 100 M (Hermle LaborTechnik) 
• gradientový Palm-cycler (Corbett Research) 
• zdroj nap�tí MP 300 V (Major science) 
• duální vizualiza�ní systém Ultra Viewer (Ultra Lum)  
• transiluminátor TVR 3121 (Spectroline) 
• Ramanovský mikroskop (Renishaw) 
• spektrometr Nicolet iS 50 FT-IR 
• fluorescen�ní mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH 
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3.1.6 Použité bakterie 
 V experimentální �ásti se pracovalo s bakteriemi Cupriavidus necator H16 CCM 3726, 
Burkholderia cepacia CCM 2656, Pseudomonas chlororaphis CCM 1975T a Escherichia 
coli CCM 7395, které byly získány z �eské sbírky mikroorganism� Masarykovy univerzity 
v Brn�. Dále s bakteriemi Cupriavidus necator   PHB-4, Burkholderia sacchari DSM 17165 a 
Pseudomonas putida DSM 6125, které pocházejí z Leibnitz Institute DSMZ-German 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures Braunschweig, N�mecko. 

3.2 Kultivace bakterií 

3.2.1 Uchovávání bakterií a p�íprava inokula 
 Bakterie dodávané v lyofilizovaném stavu byly oživeny dle p�iloženého návodu a 
kultivovány na Petriho miskách obsahujících pevné médium Nutrient Broth v termostatu p�i 
teplot� 30 °C. Po kultivaci byly bakterie uchovávány p�i teplot� 4 °C a pravideln�
p�eo�kovávány na nové Petriho misky v intervalu asi 30 dní.  
 Inokula pro všechny kultivace byla p�ipravována v Erlenmeyerových ba�kách o objemu 
100 ml obsahujících 50 ml kultiva�ního média Nutrient Broth. Inokulum bylo t�ikrát 
zao�kováno z agarové plotny pomocí bakteriologické kli�ky. Kultivace byla provád�na na 
temperované t�epa�ce p�i teplot� 30 °C a 170 rpm po dobu 24 hodin. Poté bylo inokulem 
zao�kováno minerální (produk�ní) médium. Do produk�ního média bylo obvykle 
p�idáváno 5 % z celkového objemu. 

3.2.2 Kultiva�ní média 
 Pro uchování všech použitých bakterií bylo použito pevné agarové médium Nutrint Broth o 
složení: 
Pepton 10    g/l 
Beef extrakt 10    g/l 
NaCl   8    g/l 
Agar 20    g/l 

 Minerální (produk�ní) médium pro kultivaci bakterií Cupriavidus necator H16 a 
Cupriavidus necator PHB-4 bylo použito: 
(NH4)2SO4 3 g 
Na2HPO4 ⋅ 12H20  11,1 g 
KH2PO4 1,05 g 
MgSO4 ⋅ 7H20 0,2 g 
Fruktóza 20 g 
Roztok stopových prvk�1 1 ml 
Destilovaná voda  1000 ml 
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1Roztok stopových prvk�
FeCl3 9,7 g 
CaCl2 7,8 g 
CuSO4 0,156 g 
CoCl2 0,119 g 
NiCl2 0,118 g 
CuCl2 0,062 g 
0,1 M HCl 1000 ml 

 Minerální (produk�ní) médium pro kultivaci bakterií Burkholderia cepacia a Burkholderia 
sacchari bylo použito: 
KH2PO4 1,5 g 
Na2HPO4 ⋅ 12H2O 3,54 g 
(NH4)2SO4 1 g 
MgSO4 ⋅ 7H2O 0,2 g 
CaCl2 ⋅ 2H2O 0,01 g 
Citrát železito amonný 0,06 g 
Glukóza 20 g 
Roztok stopových prvk�2 1 ml 
Destilovaná voda 1000 ml 

2Roztok stopových prvk�
ZnSO4 ⋅ 7H2O 0,1 g 
MnCl2 ⋅ 4H2O 0,03 g 
H3BO3 0,3 g 
CaCl2 ⋅ 6H2O 0,2 g 
CuSO4 ⋅ 5 H2O 0,02 g 
NiCl2 ⋅ 6 H2O 0,02 g 
Na2MoO4 ⋅ 2 H2O 0,03 g 
0,1 M HCl 1000 ml 

 Pokud bylo p�ipravováno pevné (agarové) médium, bylo vždy p�idáno 20 g/ l agaru.  

3.3 P�íprava roztok�

3.3.1 0,05% roztok Sudánové �ern�
 5 mg Sudánové �ern� bylo rozpušt�no v 10 ml 99,8% ethanolu. 

3.3.2 0,3% roztok Sudánové �ern�
30 mg Sudánové �ern� bylo rozpušt�no v 10 ml 60% ethanolu. 

3.3.3 Roztok Nilské �erven�
 1 mg Nilské �erven� byl rozpušt�n v 1 ml dimethylsulfoxidu.  
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3.3.4 P�íprava PBS pufru 
 Pro p�ípravu PBS pufru bylo použito: 
NaCl 8 g 
KCl 0,2 g 
KH2PO4 0,24 g 
Na2HPO4 ⋅ 2H2O 1,44 g 
Destilovaná voda 1000 ml 

3.3.5 P�íprava TBE pufru pro gelovou elektroforézu 
 Pro p�ípravu TBE pufru 10x koncentrovaného bylo použito: 
Tris (hydroxymethyl) aminomethan 108 g 
H3BO3  55 g 
EDTA  9,3 g 
Destilovaná voda  1000 ml 

3.3.6 P�íprava nanášecího pufru pro agarózovou gelovou elektroforézu 
 Pro p�ípravu nanášecího pufru bylo použito: 
Bromfenolová mod� 20 mg 
Glycerol 3 ml 
Destilovaná voda 7 ml 

3.3.7 P�íprava 2% agarózového gelu pro elektroforézu 
 Ke 2 g agarózy bylo p�idáno 100 ml TBE pufru. Sm�s byla zah�ívána v mikrovlnné troub�, 
dokud nedošlo k varu a úplnému rozpušt�ní všech pevných �ástic. Poté bylo do gelu p�idáno 
5 µl barviva Midori Green a gel byl nalit do elektroforetické vani�ky s h�ebínky. Po ztuhnutí 
byly h�ebínky vyjmuty a bylo od�íznuto pot�ebné množství gelu. Nespot�ebované množství 
gelu bylo uchováváno zalité 1x koncentrovaným TBE pufrem v lednici.  

3.4 Použité metody 

3.4.1 Kultiva�ní techniky 

3.4.1.1 Barvení kolonií Nilskou �ervení 

 Bylo p�ipraveno 250 ml agarového minerálního média pro bakterie C. necator, B. cepacia
a B. sacchari. Po sterilizaci a vychladnutí média (cca 40 – 50 °C) bylo p�ímo do média 
p�idáno 75 µl barviva Nilská �erve� o koncentraci 1 mg/ml. Média byla nalita na Petriho 
misky a po vychladnutí byla zao�kována p�íslušnými bakteriemi pomocí k�ížového rozt�ru 
bakteriologickou kli�kou a také rozt�rem o�kovací hokejkou. Poté byly bakterie kultivovány 
p�i 30 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byl pod UV analyzátorem pozorován rozdíl 
fluorescence. 

3.4.1.2 Barvení kolonií Sudánovou �erní 

 Byly p�ipraveny Petriho misky s agarovým minerálním médiem pro C. necator, B. cepacii
a B. sacchari. Poté byla média zao�kována p�íslušnými bakteriemi pomocí k�ížového rozt�ru 
a kultivována p�i 30 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci bylo na kolonie rozprášeno 800 µl 
0,05% ethanolického roztoku barviva Sudánová �er� a barvivo bylo ponecháno na koloniích 
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po dobu 30 minut. Poté byly kolonie promyty 96% ethanolem a byl pozorován rozdíl ve 
zbarvení.  

3.4.2 Mikroskopické techniky 
 Bakterie pro p�ípravu vzork� pro mikroskopické techniky byly kultivovány v tekutém 
minerálním médiu.  

3.4.2.1 Barvení bun�k Nilskou �ervení 

 Byl odebrán 1 ml bakteriální kultury, který byl zcentrifugován (10 000 rpm/5 min), 
supernatant byl slit a nahrazen 1 ml PBS pufru. Sm�s byla poté centrifugována 
(10 000 rpm/3 min) supernatant byl odlit, byl p�idán 1 ml 20% ethanolu a vzorek byl umíst�n 
na 10 minut do lednice. Poté byl vzorek op�t centrifugován (10 000 rpm/3 min), byl odlit 
ethanol a byl op�t p�idán 1 ml PBS pufru a vzorek byl centrifugován (10 000 rpm/3 min). 
Poté byl op�t odlit supernatant, ke vzorku byl p�idán 1 ml PBS pufru a 5 µl barviva Nilská 
�erve� o koncentraci 1 mg/ml. Takto p�ipravený vzorek byl pozorován pomocí 
fluorescen�ního mikroskopu.  

3.4.2.2 Barvení bun�k Sudánovou �erní 

 Byl odebrán 1 ml bakteriální kultury. Poté byla sm�s dvakrát promyta 1 ml PBS pufru a 
centrifugována (10 000 rpm/3 min). Po promytí byl p�idán 1 ml PBS pufru a vzorek byl 
nakápnut na podložní sklí�ko a ponechán vyschnout na vzduchu p�i laboratorní teplot�. Po 
vyschnutí byl p�evrstven 0,3% ethanolickým roztokem Sudánové �ern� a ponechán 10 minut 
stát. Po té bylo p�ebyte�né barvivo slito, vzorek byl promyt destilovanou vodou a sledován 
pod mikroskopem.  

3.4.3 Spektroskopické techniky 

3.4.3.1 Infra�ervená spektroskopie s Fourierovou transformací (FTIR) 

 Pro infra�ervenou spektroskopii byly bakterie kultivovány v tekutém minerálním médiu. 
Bylo odebráno 10 ml kultury. Odebrané vzorky byly centrifugovány (10 000 rpm/3 min), poté 
byla biomasa promyta destilovanou vodou a op�t centrifugována (10 000 rpm/3 min). Vzorky 
byly poté sušeny p�i 74,5 °C do kompletního vysušení. 

3.4.3.2 Ramanova spektroskopie 

 Pro Ramanovu spektroskopii byly vzorky p�ipraveny k�ížovým rozt�rem p�íslušných 
bakterií na agarové minerální médium, p�i�emž bakterie byly kultivovány p�i 30 °C po dobu 
48 hodin, a poté bylo m��eno Ramanovo spektrum na Ramanovském mikroskopu Renishaw 
p�ímo na bakteriální kultu�e na Petriho misce (bez jakékoliv p�edúpravy).  

3.4.3 Pr�toková cytometrie 
 Vzorky pro pr�tokovou cytometrii byly p�ipraveny stejným zp�sobem jako vzorky pro 
fluorescen�ní mikroskopii, viz kapitola 3.4.2.1. P�ipravené vzorky byly m��eny na 
pr�tokovém cytometru p�i 600 PMT, kdy byl nastaven nást�ik vzorku na 16,7 µl/min a 
dávkování vzorku bylo 120 µl. Jako excita�ní zdroj byl využit laser o vlnové délce 488 nm. 
Detekce fluorescence Nilské �erven� navázané na PHA granule byla uskute�n�na v kanále 
FL2.   
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3.4.4 Molekulárn� biologické metody 

3.4.4. 1 Izolace bakteriální DNA 

 Pro izolaci DNA byly bakterie o�kovány k�ížovým rozt�rem bakteriologickou kli�kou na 
agarové médium Nutrient Broth a kultivovány p�i teplot� 30 °C po dobu 48 hodin. Vzorky 
izolované DNA byly uchovávány p�i -30 °C.  

Izolace pomocí komer�ního kitu Nucleo Spin Tissue 
 Do sterilní Eppendrofovy zkumavky bylo napipeotváno 200 µl T1 pufru. Poté bylo p�idáno 
a resuspendováno asi 107 bun�k (asi 3 bakteriologické kli�ky), dále bylo p�idáno 25 µl 
proteinasy K a 200 µl pufru B3. Vše bylo promícháno a inkubováno p�i 70 °C podobu 
15 minut. Po inkubaci bylo p�idáno 210 µl 96% ethanolu a sm�s byla op�t d�kladn�
promíchána. Následn� byly použity speciální nástavce se silikátovou membránou do sb�rných 
Eppendofových zkumavek. Vzorek byl napipetován na membránu a centrifugován 
(10 000 rpm/1 min). Sb�rná zkumavka byla vylita a znovu použita. Na membránu bylo poté 
napipetováno 500 µl BW pufru a vzorek byl op�t centrifugován (10 000 rpm/1 min). Dále 
bylo na membránu napipetováno 600 µl B5 pufru a vzorek byl centrifugován stejn� jako 
v p�edchozích p�ípadech. Poté byla sb�rná zkumavka vylita a vzorek byl ješt� jednou 
centrifugován. Membrána byla vložena do sterilní Eppendorfovy zkumavky, na membránu se 
vzorkem bylo p�idáno 100 µl BE pufru a vzorek byl op�t centrifugován jako v p�edešlých 
p�ípadech. Pokud nebyl vzorek ihned využit pro PCR, byl, uchován pro další použití. 

Izolace pomocí DNAzol Direct Reagent 
 Suspenze bakteriálních bun�k byla p�ipravena tak, že ve 100 µl sterilní vody byla 
resuspendována jedna bakteriologická kli�ka bun�k. Do sterilní Eppendorfovy zkumavky 
bylo napipetováno 100 µl DNAzolu a bylo p�idáno 10 µl p�ipravené suspenze. Vzorek byl 
inkubován p�i 90 °C po dobu 15 minut, a pokud nebyl ihned využit pro PCR, byl uchován pro 
další použití.  

Izolace tepelnou lyzí bu�ky v BE pufru 
 Ve 100 µl BE pufru byla resuspendována jedna bakteriologická kli�ka bun�k a vzorek byl 
inkubován p�i 90 °C po dobu 15 minut. Poté byl vzorek centrifugován (10 000 rpm/15 min) a 
supernatant byl následn� odebrán do sterilní Eppendorfovy zkumavky. Pokud nebyl vzorek 
ihned využit pro PCR, byl uchován pro další použití.  

3.4.5 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a �istoty DNA 
 M��ení bylo provád�no na spektrofotometru NanoPhotometerTM Implen (lid 5), kdy byl 
jako blank využit BE pufr (izolace tepelnou lyzí bu�ky) nebo DNAzol (izolace DNAzolem) 
v množství 5 µl. Poté byly prom��eny vzorky izolované DNA v množství také 5 µl. 
Na p�ístroji byla p�ímo ode�tena hodnota koncentrace DNA v ng/µl a také pom�r A260/A280, 
jako ukazatel �istoty DNA.  



34 

3.4.6 Polymerázová �et�zová reakce (PCR) 
 Pro PCR byla provád�na amplifikace fragmentu DNA ovelikosti 1500 bp pomocí primer�
16S-F a 16S-R. Jedná se o fragment 16S rRNA, který se vyskytuje u všech bakterií a archaeí a 
kóduje ribozomální RNA [59]. Byla provád�na také amplifikace fragmentu DNA o velikosti 
551 bp pomocí primer� G-D a G1R, které selektivn� amplifikují phaC gen kódující tvorbu 
syntázy t�ídy I a II. Dále také fragmentu DNA o délce 1965 bp, pomocí primer� E1-D a E1R, 
pro selektivní amplifikaci PHA syntázy t�ídy II (syntéza mcl-PHA).  

3.4.6.1 P�íprava PCR sm�si 

 Všechny komponenty pro PCR byly p�ed použitím krátce centrifugovány. Do zkumavky 
pro PCR bylo napipetováno 12,5 µl master mixu, 8 µl sterilní vody, po 1 µl p�íslušných 
dvojic vhodn� na�ed�ných primer� a 2 µl vzorku DNA. Pro negativní kontrolu byla místo 
DNA matrice p�idána sterilní voda o objemu 2 µl.  

3.4.6.2 Pr�b�h amplifikace 

 P�ipravené vzorky byly krátce centrifugovány a umíst�ny do termocycleru. Použitý 
teplotní program se lišil dle dvojic primer� a bude popsán ve výsledkové �ásti.   

Optimalizace annealingové teploty 
Pro optimalizaci annealingové teploty (teplota p�ipojení primer�) byla p�ipravena PCR 

sm�s pro 13 reakcí dle kapitoly 3.4.6.1, která byla rozpipetována do dvanácti zkumavek pro 
PCR. Pro optimalizaci byla použita stejná DNA. P�ipravené vzorky byly krátce 
centrifugovány a umíst�ny do jedné �ady termocycleru (12 pozic), kde byl nastaven gradient 
annealingové teploty dle dvojic primer�, jejichž annealingové teploty byly optimalizovány.  

Optimalizace koncentrace Mg2+ iont�
Do osmi zkumavek pro PCR bylo napipetováno 12,5 µl master mixu, po 1 µl p�íslušných 

dvojic vhodn� na�ed�ných primer� a 2 µl vzorku DNA. Poté bylo do zkumavek dopipetováno 
vypo�tené množství roztoku MgCl2 a sterilní vody, pro získání požadované koncentrace Mg2+

iont� v reakci. Pro optimalizaci byla použita stejná DNA. P�ipravené vzorky byly krátce 
centrifugovány a umíst�ny do termocycleru, kde byl použit teplotní program s již 
zoptimalizovanou annealingovou teplotou, který se op�t lišil dle použitých dvojic primer�. 

Optimalizace �asových úsek� PCR 
 Optimalizace �asových úsek� byla provád�na pouze u primer� E1-D a E1R. Do jedné 
zkumavky byla p�ipravena sm�s pro PCR dle kapitoly 3.4.6.1 (s již zoptimalizovanou 
koncentrací Mg2+). Takto p�ipravený vzorek byl poté krátce centrifugován a byl vložen do 
termocycleru, kde byl použit teplotní program se zoptimalizovanou annealingovou teplotou a 
s prodlouženými �asy n�kterých krok� reakce (viz kapitola 4.5.6.3).  

 3.4.6.3 Detekce PCR produkt� agarózovou gelovou elektroforézou 

 Byl p�ipraven 2% agarózový gel. K 5 µl nanášecího pufru bylo p�idáno 10 µl PCR 
produktu. Sm�s byla promíchána a nanesena do jednotlivých kom�rek gelu v množství 10 µl, 
do zvláštní kom�rky byl nanesen standard. Vani�ka s gelem byla vložena do elektroforetické 



vany a p�evrstvena asi 800 ml TBE pufru. Poté byla elektroforéza spušt
P�ibližn� po 90 minutách byla elektroforéza zastavena a gel byl poz
analyzátorem.  

3.4.6.4 Velikostní standardy 

Pro stanovení velikosti produkt
dva DNA standardy. Standardy obsahovaly následující f

Obrázek 

ml TBE pufru. Poté byla elektroforéza spušt�na p
minutách byla elektroforéza zastavena a gel byl poz

Pro stanovení velikosti produkt� PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy byly vyu
dy obsahovaly následující fragmenty DNA: 

Obrázek 17: DNA standardy (100 bp) 
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ml TBE pufru. Poté byla elektroforéza spušt�na p�i nap�tí 90 V. 
minutách byla elektroforéza zastavena a gel byl pozorován pod UV 

 PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy byly využity 



36 

4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
 Práce je zam��ena na metody vhodné pro identifikaci bakterií produkujících PHA a jejich 
p�ípadnou kvantifikaci ve sm�sném bakteriálním konsorciu. V rámci práce byly využity 
kultiva�ní, mikroskopické, spektroskopické a také molekulární metody. Jednotlivé metody 
byly nejen otestovány a optimalizovány, ale také porovnány, a to dle �asové a finan�ní 
náro�nosti, reprodukovatelnosti, opakovatelnosti i dalších aspekt�.  

4.1 Kultiva�ní techniky 
 Pro kultiva�ní techniky byly vybrány bakterie Cupriavidus necator H16, Burkholderia 
cepacia, Burkholderia sacchari jako kmeny PHA produkující, a jako kmen PHA 
neprodukující mutantní bakterie Cupriavidus necator PHB-4. 

4.1.1 Barvení kolonií Nilskou �ervení 
 Nilská �erve� je hydrofobní fluorescen�ní sonda, která p�i inkorporaci do hydrofobního 
prost�edí, jako jsou práv� PHA granule, ale také nap�íklad lipidické inkluze, vykazuje 
intenzivní oranžovou fluorescenci. Voda pak fluorescenci Nilské �erven� zháší. Spiekeeman a 
kol. vyvinuli metodu spo�ívající v p�ídavku Nilské �erven� do média p�ed zatuhnutím agaru. 
B�hem r�stu Nilská �erve� penetruje do bakteriální bu�ky a bakteriální bu�ky obsahující 
PHA granule vykazují pat�i�nou fluorescenci [60]. 
  Cílem experimentu bylo otestovat tuto techniku s výše uvedenými kmeny a pozorovat 
rozdíly ve fluorescenci pod zdrojem UV zá�ení v závislosti na nep�ítomnosti resp. p�ítomnosti 
PHA.   



Obrázek 18:Cupriavidus necator PHB

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu 

Cupriavidus necator PHB-4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sa

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu s p�ídavkem Nilské �erven

k�ížovým rozt�rem
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4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari 

�erven� o�kované 
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 Na Obrázku 18 a Obrázku 19
�ervení. Z obou obrázk� je patrné, že vyšší fluorescenci
kultury, které PHA produkují, a to 
Burkholderia sacchari. U mut
fluorescenci nižší, což je zp�sobeno nep
u PHA neprodukující bakteriální kultury pravd
byla schopna poskytovat flu
obsahujícími PHA výrazn� nižší.
hokejkou (Obrázek 19). Z tohoto obrázku je
bu�ky bakterie Burkholderia cepacia

Tuto metodu je tedy principieln
akumulujících kmen� ve sm�
m�žeme za�adit její relativn� rychlé a

Obrázek 19: Cupriavidus necator PHB

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu 

zku 19 jsou demonstrovány výsledky barvení kolonií Nilskou
 je patrné, že vyšší fluorescenci pod UV analyzátorem 

, které PHA produkují, a to Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacia
. U mutantní bakterie Cupriavidus necator PHB

�sobeno nep�ítomností PHA granulí. Malá �ást Nilské 
u PHA neprodukující bakteriální kultury pravd�podobn� inkorporovala do membrány, kde 
byla schopna poskytovat fluorescenci, ale její intenzita byla v porovnání s

� nižší. Rozdíly v intenzit� fluorescence jsou viditeln
tohoto obrázku je také patrné, že nejvyšší fluorescenci vykazují

Burkholderia cepacia.  
Tuto metodu je tedy principieln� možno využít pro identifikaci p�ípadn�

 ve sm�sném bakteriálním konsorciu. Mezi hlavní výhody
rychlé a jednoduché provedení a vyhodnocení

Cupriavidus necator PHB-4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sa

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu s p�ídavkem Nilské �e

rozt�rem hokejkou

jsou demonstrovány výsledky barvení kolonií Nilskou 
pod UV analyzátorem vykazují 

Burkholderia cepacia a 
PHB-4 pozorujeme 

�ást Nilské �erven� se 
 inkorporovala do membrány, kde 

porovnání s bu�kami 
 fluorescence jsou viditeln�jší p�i rozt�ru 

vyšší fluorescenci vykazují

ípadn� kvantifikaci PHA 
Mezi hlavní výhody metody 

hodnocení. Ovšem výsledky 

4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari 

ídavkem Nilské �erven� o�kované 
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jsou ovlivn�ny kultiva�ními podmínkami. Je možné, že kultiva�ní podmínky (zvolené 
kultiva�ní médium, teplota, uhlíkatý substrát, atd.) neaktivují akumulaci PHA ani u n�kterých 
bakteriálních kmen�, které disponují schopností biosyntézy PHA (falešné negativní 
výsledky). Vyhodnocení m�že být v n�kterých p�ípadech nejednozna�né – což jsme mohli 
pozorovat u k�ížového rozt�ru bakterií na Obrázku 18 a technika m�že také poskytovat 
falešné výsledky, jelikož Nilská �erve� je barvivo, které se neselektivn� váže na všechny 
lipofilní struktury v bu�ce, jako jsou nap�íklad bun��né membrány a membrány organel. Je 
tedy možné, že PHA akumulující bakteriální izoláty mohou být nesprávn� ozna�ena. Totéž 
platí pro bakteriální bu�ky schopné akumulace lipid� p�ípadn� bakteriální izoláty vykazující 
silnou autofluorescenci.  

4.1.2 Barvení kolonií Sudánovou �erní 
 Další testovanou lipofilní barvi�kou byla Sudánová �er�. I tu je možné využít k barvení 
bakteriální kultury narostlé na pevném médiu, nicmén� na rozdíl od Nilské �erven� ji není 
možné p�idat p�ímo do kultiva�ního média. Barvení ethanolovým roztokem Sudánové �ern� a 
následné odbarvení pomocí ethanolu je podrobn� popsáno v kapitole 3.4.1.2 a jeho provedení 
prakticky ukon�í kultivaci, protože ethanol bakteriální kulturu spolehliv� inaktivuje. Naopak 
u barvení pomocí Nilské �erven� popsanému v kapitole 4.1.1 je teoreticky možné pozorovat 
zm�nu v obsahu PHA v pr�b�hu kultivace opakovan�. 
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Obrázek 20: Cupriavidus necator PHB

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu 

 Po obarvení bun�k Sudánovou
jednotlivých bakteriálních kultur. Bakteriální kult
zbarvena v�bec, zatímco ostatní testované
Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia
bakterie produkující PHA získávají 
zp�sobeno p�ítomností lipofilních granulí PHA v
podobné jako v p�edchozím p�
negativní stanovení izolát� v
s PHA akumula�ním potenciálem a naopak falešn
bakteriálních izolát� akumulujících významné množst
metody je v�tší �asová náro�nost oproti barvení Nilskou 
�erní barví až po kultivaci. 

Cupriavidus necator PHB-4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sa

(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerálním médiu s následným obarvením ethanolickým roztokem 

Sudánové �ern�

Sudánovou �erní m�žeme vid�t z�etelné rozdíl
jednotlivých bakteriálních kultur. Bakteriální kultura Cupriavidus necator

zatímco ostatní testované bakteriální kultury – Cupriavidus necator
Burkholderia cepacia jsou zbarveny mod�e. M�

bakterie produkující PHA získávají p�sobením Sudánové �ern� modré zbarvení
ítomností lipofilních granulí PHA v bu�ce. Výhody a nevýhody metody jsou 

edchozím p�ípad�. Za daných kultiva�ních podmínek tedy hrozí
� v d�sledku nedostate�né aktivace biosyntézy PHA

ním potenciálem a naopak falešn� pozitivní stanovení p
 akumulujících významné množství lipid�. Ovšem další nevýhodou této 

�nost oproti barvení Nilskou �ervení, jelikož se bu

4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari 

s následným obarvením ethanolickým roztokem 

etelné rozdíly ve zbarvení 
Cupriavidus necator PHB-4 není 

Cupriavidus necator H16, 
�žeme tedy �íci, že 

modré zbarvení, což je op�t 
dy a nevýhody metody jsou 

ních podmínek tedy hrozí falešn�
né aktivace biosyntézy PHA u izolát�

 pozitivní stanovení p�i analýze 
Ovšem další nevýhodou této 

ervení, jelikož se bu�ky Sudánovou 



4. 2 Mikroskopické techniky
Pro mikroskopické techniky byly vybrány bakterie 

Cupriavidus necator PHB-4. Bakteriální bu
�erní podle postupu uvedeného v

4.2.1 Barvení bun�k Nilskou �
  Bu�ky obarvené Nilskou �ervení byl

Obrázek 21: Cupriavidus necator PHB

�ervení pozorovány fluorescen

  
Ob� bakterie mají ty�inkovitý tvar. Zatímco bu

fluorescen�ním mikroskopem 
z bun��ných obal�), u bakterie
m�žeme také pozorovat, že bu
patrné, že vyšší fluorescenci vykazovaly bu
techniky je to, že vidíme p�ímo bu
vylou�eny falešné pozitivní výsledky
lipid�. Mezi nevýhody bychom mohli za
kultiva�ních technik a stejn�
na vhodnosti kultiva�ních podmínek pro biosyntézu PHA u testovaných bakt

4.2.2 Barvení bun�k Sudánovou
 Jelikož Sudánová �er� není fluorescen
tímto barvivem využit sv�telný mikroskop. 

. 2 Mikroskopické techniky
Pro mikroskopické techniky byly vybrány bakterie Cupriavidus necator

Bakteriální bu�ky byly obarveny Nilskou �ervení a 
podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.2.1 a 3.4.2.2. 

k Nilskou �ervení  
Nilskou �ervení byly pozorovány fluorescen�ním mikroskop

: Cupriavidus necator PHB-4 (A) a Cupriavidus necator H16 (B) po obarvení Nil

ervení pozorovány fluorescen�ním mikroskopem

�inkovitý tvar. Zatímco bu�ky mutantního kmene jsou 
ním mikroskopem viditelné jako celek (Nilská �erve� slab

, u bakterie C. necator H16  jsou v bu�kách z�eteln
žeme také pozorovat, že bu�ky s obsahem PHA jsou protaženy do v�

yšší fluorescenci vykazovaly bu�ky C. necator H16. Velkou výhodou této 
techniky je to, že vidíme p�ímo bu�ky a m�žeme tedy pozorovat obsah PHA, 

eny falešné pozitivní výsledky v d�sledku silné autofluorescence p�ípadn
. Mezi nevýhody bychom mohli za�adit v�tší �asovou náro�nost,

a stejn� jako v p�edchozím p�ípad� je výsledek analýzy závislý 
ních podmínek pro biosyntézu PHA u testovaných bakt

Sudánovou �erní 
není fluorescen�ní barvivo, byl pro pozorování bun
�telný mikroskop.   
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Cupriavidus necator H16 a 
�ervení a Sudánovou 

ikroskopem.  

4 (A) a Cupriavidus necator H16 (B) po obarvení Nilskou 

ky mutantního kmene jsou pod 
� � slab� fluoreskuje 
�etelné granule PHA a 

obsahem PHA jsou protaženy do v�tší délky. Je tedy 
Velkou výhodou této 

žeme tedy pozorovat obsah PHA, �ímž jsou 
sledku silné autofluorescence p�ípadn� i akumulace 

, než tomu bylo u 
 je výsledek analýzy závislý 

ních podmínek pro biosyntézu PHA u testovaných bakteriálních kultur.  

ní barvivo, byl pro pozorování bun�k obarvených 
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Obrázek 22: Cupriavidus necator PHB

�erní pozorovány sv

  
I zde je z�ejmé, že bakterie 

bun�k obou kmen� m�žeme �
viditelné, naopak bu�ky obsahující PHA granule jsou pravd
kontrastu daného Sudánovou
nep�íliš patrné a p�i nižším obsahu PHA by pravd
PHA neakumulující kultury prakticky nemožné odlišit
techniky kultiva�ní. 

4.3 Pr�toková cytometrie
Pr�toková cytometrie byla v

fluorescence bakterií Cupriavidus nec
sacchari a Burkholderia cepacia
Nilská �erve�. Ukazatelem intenzity fluorescence byla st
výsledky je také možné znázo
signálu p�íslušné fluorescence a na ose Y po
signálu. Histogram tedy umož
v testované bakteriální populaci, p
píky v histogramu. P�íkladem m
na Obrázku 23 (D). �ervená šipka ukazuje subpopulaci bun
fluorescence, tedy bun�k které pravd

Cupriavidus necator PHB-4 (A) a Cupriavidus necator H16 (B) po obarvení 

�erní pozorovány sv�telným mikroskopem 

ejmé, že bakterie C. necator mají ty�inkovitý tvar. Po porovnání viditelnosti 
žeme �íci, že bu�ky bakterie C. necator PHB-4 jsou pom

ky obsahující PHA granule jsou pravd�podobn� v
�erní lépe viditelné. Ovšem rozdíly mezi ob

i nižším obsahu PHA by pravd�podobn� bylo PHA produ
PHA neakumulující kultury prakticky nemožné odlišit. Metoda je op�t �asov

toková cytometrie byla v rámci diplomové práce využita pro stanovení intenzi
Cupriavidus necator PHB-4, Cupriavidus necator

holderia cepacia. Fluorescence byla u bun�k vždy m��ena s
. Ukazatelem intenzity fluorescence byla st�ední hodnota fluorescence (Mean), 

ornit ve form� histogramu, kde na ose X je vynesena intenzita 
íslušné fluorescence a na ose Y po�et událostí (bun�k) odpovídající dané intenzi

signálu. Histogram tedy umož�uje provést relativn� podrobnou analýzu ur
teriální populaci, p�i�emž jednotlivým subpopulacím odpovídají jednotlivé 

íkladem m�že být záznam cytometrické analýzy kultury 
ervená šipka ukazuje subpopulaci bun�k vykazující nízkou intenzitu 
k které pravd�podobn� neobsahovaly PHA. Zelená šipka pak ozna

(B) po obarvení Sudánovou 

Po porovnání viditelnosti 
4 jsou pom�rn� špatn�
� v d�sledku vyššího 

y mezi ob�ma kmeny jsou 
 bylo PHA produkující kulturu od 

� �asov� náro�n�jší než 

rámci diplomové práce využita pro stanovení intenzity 
H16, Burkholderia 

��ena s použitím barviva 
ední hodnota fluorescence (Mean), 

 histogramu, kde na ose X je vynesena intenzita 
k) odpovídající dané intenzit�

 podrobnou analýzu ur�itého znaku 
emž jednotlivým subpopulacím odpovídají jednotlivé 

že být záznam cytometrické analýzy kultury B. cepacia
k vykazující nízkou intenzitu 

 neobsahovaly PHA. Zelená šipka pak ozna�uje 



majoritní subpopulaci vykazující výrazn
Pr�toková cytometrie je tedy schopná postihnout hetero
v bakteriálních monokulturách. Pomocí vhodného softwaru je možn
absolutní i relativní kvantifikaci jednotlivých sub
pozitivních a kolik PHA negativních.

Obrázek 23: Histogram p�i m��

necator PHB-4 (A) a producent

Burkholderia cepacia (D) p

 Tabulka 2: St�ední hodnoty fluorescence testovaných kmen

Mikroorganismus St�

Cupriavidus necator PHB-4

Cupriavidus necator H16 

Burkholderia sacchari 

Burkholderia cepacia 

 Princip barvení Nilskou �ervení pro pr
nebo barvení pro fluorescen�
zaznamenána u bun�k Burkholderie
vykazovaly bu�ky bakterie 

majoritní subpopulaci vykazující výrazn� vyšší fluorescenci, tedy bu�ky bohaté na PHA. 
toková cytometrie je tedy schopná postihnout heterogenitu distribuce PHA i 

ích monokulturách. Pomocí vhodného softwaru je možné snadno provést 
absolutní i relativní kvantifikaci jednotlivých subpopulací a ode�íst tak, kolik bun
pozitivních a kolik PHA negativních.

��ení fluorescence mutantního, neprodukujícího kmene 

4 (A) a producent� PHA Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari 

Burkholderia cepacia (D) p�i obarvení Nilskou �ervení 

ední hodnoty fluorescence testovaných kmen� p�i m��ení pr�tokovým cytometrem

St�ední hodnota fluorescence

78 

1697 

3186 

1441 

�ervení pro pr�tokovou cytometrii je stejný jako u barvení kolonií
nebo barvení pro fluorescen�ní mikroskop. Nejvyšší pr�m�rná intenzita fluor

Burkholderie sacchari, naopak nejnižší inten
bakterie Cupriavidus necator PHB-4 . Rozdíly mezi intenzitou 
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�ky bohaté na PHA. 
genitu distribuce PHA i 

ích monokulturách. Pomocí vhodného softwaru je možné snadno provést 
kolik bun�k je PHA 

mutantního, neprodukujícího kmene -- Cupriavidus 

Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C), 

tokovým cytometrem

tokovou cytometrii je stejný jako u barvení kolonií 
rná intenzita fluorescence byla 

, naopak nejnižší intenzitu fluorescence 
4 . Rozdíly mezi intenzitou 
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fluorescence producent� a mutantního kmene jsou znatelné. Zatímco producen
intenzitu fluorescence v �ádech tisíc

Obrázek 24: Ozna�ení populace (SALS 

4.4 Spektroskopické techniky
Pro spektroskopické techniky byly využity bakterie 

Burkholderia cepacia, Burkholderi

4.4.1 Infra�ervená spektroskopie s
Další potenciáln� velice užite

Nejd�íve jsme se v�novali infra
molekul a jednozna�n� prokázat jejich p
mohla pro náš úkol, stanovení p
Výsledky FTIR analýzy pro bakterie 
sacchari jsou presentovány na

 a mutantního kmene jsou znatelné. Zatímco producen
ádech tisíc�, u mutantního kmene je to pouze �ád desítek. 

ení populace (SALS - Small angle light scattering, LALS -

scattering) 

Spektroskopické techniky
Pro spektroskopické techniky byly využity bakterie Cupriavidus necator

Burkholderia sacchari a Cupriavidus necator PHB-4. 

ervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
 velice užite�nou skupinou metod jsou spektroskopické techniky. 

novali infra�ervené spektroskopii. Ta je schopna detek
 prokázat jejich p�ítomnost ve vzorku. Díky této své vlastnosti by 
stanovení p�ítomnosti PHA v bakteriálních bu�

Výsledky FTIR analýzy pro bakterie C. necator H16 a C. necator PHB
jsou presentovány na Obrázku 25. 

 a mutantního kmene jsou znatelné. Zatímco producenti vykazují 
�ád desítek. 

large angle light 

Cupriavidus necator H16, 
4. 

nou skupinou metod jsou spektroskopické techniky. 
ervené spektroskopii. Ta je schopna detekovat širokou paletu 

ítomnost ve vzorku. Díky této své vlastnosti by 
bakteriálních bu�kách, být ideální. 

HB-4, B. cepacia a B. 



Obrázek 

Spektra jednotlivých bakteriálních kultur jednozna
v infra�ervené oblasti existují pí
pásy). Takže FTIR spektroskopii je principi
biomase. Vzhledem k povaze FTIR je možné dokonce p
spektra by bylo možné identifikovat typ polymeru (mcl
stranu, velkou nevýhodou FTIR je, že analyzované vz
biomasy nejen komplikuje identifikaci p
požadavky na minimální množství biomasy, ale také znemož
s analyzovanými bakteriálními izoláty.

4.4.2 M��ení Ramanova spektra Ramanovským mikroskopem
M��ení probíhalo na Ramanovském

Akademie v�d �R v Brn�, p� �
PHB-4, Cupriavidus necator
na minerálním agarovém médiu. M
miskách.  

Ramanova mikrospektroskopie má oproti FTIR spektros
biologických vzork�, protože umož
viabilních bun�k. Zatímco v
pík, který interferuje a svou intenzitou zastíní v
skupin, v Ramanov� spektroskopii poskytuje voda ve spektru relativn
neinterferuje s dalšími významnými skupinami. Proto bylo v
analýzu p�ítomnosti PHA granulí v
(viz. Obrázek 26). Tuto techniku je tedy možné použít k
akumulujících kmen� ve sm�
postupn� mohou být prom��

25: I� spektra vybraných bakteriálních kmen�

Spektra jednotlivých bakteriálních kultur jednozna�n� dokazují, že v absorp
ti existují píky typické pro PHA (na Obrázku 25 znázorn

pásy). Takže FTIR spektroskopii je principiáln� možné použít k pr�kazu PHA v
povaze FTIR je možné dokonce p�edpokládat, že podrobnou analýzou 

ylo možné identifikovat typ polymeru (mcl-PHA a nebo scl
stranu, velkou nevýhodou FTIR je, že analyzované vzorky musí být zbaveny vody. Vysušení 
biomasy nejen komplikuje identifikaci p�edevším svými �asovými nároky a také vysokými 

na minimální množství biomasy, ale také znemož�uje další kultiva
analyzovanými bakteriálními izoláty.

ení Ramanova spektra Ramanovským mikroskopem
ení probíhalo na Ramanovském mikroskopu Renishaw na Ústavu p�

, p�i�emž jako vzorky byly využity bakterie Cupriavidus necator
H16, Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia

na minerálním agarovém médiu. M��ení bylo provád�no p�ímo na  koloniích na Petriho 

Ramanova mikrospektroskopie má oproti FTIR spektroskopii velkou výhodu p
, protože umož�uje p�ímou analýzu vysoce hydratovaných vzork

k. Zatímco v infra�ervené spektroskopii vykazuje voda široký ab
který interferuje a svou intenzitou zastíní v�tšinu analyticky relevantních funk

 spektroskopii poskytuje voda ve spektru relativn� úzký pík, který navíc 
dalšími významnými skupinami. Proto bylo v našem p�ípad

ítomnosti PHA granulí v bakteriálních bu�kách p�ímo na Petriho miskách 
). Tuto techniku je tedy možné použít k analýze zastoupení PHA 

 ve sm�sné bakteriální kultu�e, která byla vyseta na mis
��eny jednotlivé kolonie a jednozna�n� m�
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absorp�ním spektru 
znázorn�ny oranžovými 
kazu PHA v bakteriální 

edpokládat, že podrobnou analýzou 
PHA a nebo scl-PHA). Na druhou 

orky musí být zbaveny vody. Vysušení 
asovými nároky a také vysokými 

uje další kultiva�ní práci 

stavu p�ístrojové techniky 
Cupriavidus necator

Burkholderia cepacia o�kované 
ímo na  koloniích na Petriho 

kopii velkou výhodu p�i analýze 
ímou analýzu vysoce hydratovaných vzork�, tedy i 

zuje voda široký absorp�ní 
tšinu analyticky relevantních funk�ních 

� úzký pík, který navíc 
�ípad� možné provést 

ímo na Petriho miskách 
analýze zastoupení PHA 

e, která byla vyseta na misku, protože 
m�že být prokázána 
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p�ítomnost nebo absence PHA granulí v
prakticky nemožné b�hem m��
z d�vodu pravd�podobné kontaminace možné dále kultiva
  

Obrázek 26: Me�ení Ramanova spektra Ramanovským mikroskopem
necator PHB-4, celkový pohled (vlevo) a detail p

Obrázek 27: Ramanovo spektrum nam
necator PHB-4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sa

cepacia (D), barevnými zónami jsou znázorn

ítomnost nebo absence PHA granulí v bu�kách. Nevýhodou této metody je pak to, že je 
hem m��ení udržet sterilní podmínky a s analyzovanými vzo

podobné kontaminace možné dále kultiva�n� pracovat.  

ení Ramanova spektra Ramanovským mikroskopem u bakterie Cupriavidus 
4, celkový pohled (vlevo) a detail p�i excitaci laserem (vpravo)

: Ramanovo spektrum nam��ené Ramanovským mikroskopem pro Cupriavidus 
4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C) a Burkholderia 

, barevnými zónami jsou znázorn�ny pásy jednozna�n� p�íslušející PHA

kách. Nevýhodou této metody je pak to, že je 
analyzovanými vzorky není 

u bakterie Cupriavidus 
erem (vpravo)

oskopem pro Cupriavidus 
hari (C) a Burkholderia 

 p�íslušející PHA



Obrázek 28: Povrch bakteriálních kolonií Cupriavidus necator 

necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C) a Burkholderia cepac

  
 Jak již bylo uvedeno v kapitole
pásy v oblasti 1734 cm-1. Na 
�ty�i testované kmeny. Z tohoto obr
nevykazuje žádný pás v oblasti 1734
v této oblasti pásy viditelné. Dále m
necator H16  (B), dále B. sacchari
výhodou této metody, p�i m��ení Rmanovským mikroskopem, je její nenáro
že analýza probíhá p�ímo po kultivaci na miskách
pr�kaznou analýzu.  Další významnou výhodou Ram
popsaným kultiva�ním a mikroskopickým technikám je jednozna
v bakteriálních bu�kách, protože 
s lipidy ani jinými významnými metabolity. Ramanovská
jednozna�n� detekován i nízké obsahy PHA v
dokonce je možné p�edpokládat, že p

: Povrch bakteriálních kolonií Cupriavidus necator PHB-4 (A), Cupriavidus 

(B), Burkholderia sacchari (C) a Burkholderia cepacia (D) pozorovaných Rmanovským 

mikroskopem p�i excitaci laserem 

kapitole 3.4.3.2, pro kmeny produkující PHA jsou 
. Na Obrázku 27 m�žeme vid�t Ramanovo spektrum pro všechny 
tohoto obrázku je patrné, že mutantní bakterie C. necator
oblasti 1734 cm-1, zatímco všechny ostatní bakteriální kultury

této oblasti pásy viditelné. Dále m�žeme také �íci, že nejvyšší obsah PHA mají bu
B. sacchari  a nejmén� PHA obsahují bu�ky B. cepacie
� ��ení Rmanovským mikroskopem, je její nenáro
ímo po kultivaci na miskách, jde o velmi rychlou

Další významnou výhodou Ramanovy mikrospektroskopie oproti výše 
ním a mikroskopickým technikám je jednozna�nost pr
kách, protože Ramanovský pás odpovídající PHA není možné zam

lipidy ani jinými významnými metabolity. Ramanovská mikrospektroskopie je t
n i nízké obsahy PHA v bu�kách (viz B. cepacia (D) na
edpokládat, že p�i správné interní kalibraci by bylo možné provést i
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4 (A), Cupriavidus 

pozorovaných Rmanovským 

jsou charakteristické 
t Ramanovo spektrum pro všechny 

C. necator PHB-4 (A) 
bakteriální kultury mají 

íci, že nejvyšší obsah PHA mají bu�ky C. 
B. cepacie. Velkou 

ení Rmanovským mikroskopem, je její nenáro�nost. Díky tomu, 
jde o velmi rychlou, jednoduchou a 

anovy mikrospektroskopie oproti výše 
�nost pr�kazu PHA 
není možné zam�nit 

ospektroskopie je také schopna 
(D) na Obrázku 27) a 

i správné interní kalibraci by bylo možné provést i 
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p�ibližnou kvantifikaci obsahu PHA v analyzovaných vzorcích. Nevýhoda této techniky je, 
stejn� jako u všech analytických technik analyzující PHA na úrovni fenotypu, závislost 
výsledk� analýzy na kultiva�ních podmínkách a tedy možnost falešn� negativního ur�ení 
PHA akumula�ního potenciál� u bun�k kultivovaných za nevhodných podmínek.           

4. 5 Identifikace schopnosti akumulovat PHA pomocí molekulárn� biologických 
technik 
 Cílem této �ásti práce bylo zavést metodu, která bude schopna identifikovat potenciál 
bakteriálních kmen� akumulovat PHA na úrovni genotypu. Jako metodu jsme využili 
polymerázovou �et�zovou reakci (PCR), která dokáže namnožit specifický úsek DNA. 
P�edkrokem PCR je samotná izolace DNA. Za tímto ú�elem jsme využili t�í r�zných 
izola�ních p�ístup� a tyto �áste�n� srovnali. Jedná se o izolaci pomocí komer�n� dostupného 
izola�ního kitu Nucleo Spin Tissue a dále o rychlou izolaci založenou na chemické lyzi bu�ky 
pomocí reagentu DNAzol Direct a taktéž jsme využili teplotní lyze bu�ky. 
 Za ú�elem amplifikace byly navrženy reakce tak, aby v první reakci byly detekovány jak 
16S rRNA (kontrola izolace), tak sou�asn� i phaC gen zodpov�dný za syntézu PHA. Toto 
bylo navrženo jako multiplexní PCR (využívající více primer� v jedné reakci). Poslední 
nezávislá PCR spo�ívala v amplifikaci genu phaC1, umož�ujícího ur�it substrátovou specifitu 
PHA syntázy, protože amplikon vznikající v této reakci je specifický pro PHA syntázu 
katalyzující biosyntézu mcl-PHA. Jednotlivé reakce byly optimalizovány a budou 
specifikovány v textu níže. 

4.5.1 Izolace bakteriální DNA kitem Nucleo Spin Tissue  
 DNA byla izolována z bakteriálních bun�k Cupriavidus necator H16, Burkholderia 
cepacia a Escherichia coli pomocí komer�ního kitu Nucelo Spin Tissue. P�ítomnost 
bakteriální DNA byla prokázána pomocí PCR reakce s primery cílenými do oblasti 16S rRNA 
a produkty reakce byly následn� detekovány agarózovou gelovou elektroforézou a 
vizualizovány pomocí interkala�ního �inidla MidoriGreen, který p�edstavuje bezpe�n�jší 
alternativu k potenciálnímu karcinogennímu ethidium bromidu. Jako DNA standard byl 
využit žeb�í�ek obsahující fragmenty od 1517 do 100 bp. Podmínky PCR byly nastaveny 
podle protokolu k použité polymeráze a annealingová teplota byla volena podle vypo�tených 
teoretických teplot jednotlivých primer�.  U jednoho vzorku byla také provedena orienta�ní 
PCR s primery pro phaC gen, tzn. annealingová teplota zde byla stejná jako u 16S rRNA. 
V tomto p�ípad� jednalo o zkoušku, zda budou primery cílené na phaC gen nasedat p�i stejné 
teplot� jako primery pro 16S rRNA. Koncentrace Mg2+ iont� byla 1,8 mM. Pro PCR (primery 
cílené do oblasti 16S rRNA a phaC genu) byl navržen následující teplotní program:  



Tabulka 3: Teplotní program pro PCR s primery cílenými do oblasti

Krok Teplota [°C] �as [s]

1 94 30 

2 

94 30 

54 30 

68 90 

3 68 300 

 4 60 

Obrázek 29: Agarózová gelová elektroforéza produkt

Nucleo Spin Tissue z bakteriálních bun

byla nanesena také izola�

Výsledek agarózové gelové elektroforézy, uvedený na
amplifikovaného fragmentu o veli
16S rRNA je totiž typická pro všechny bakterie, kdežto 
bakterií. B�hy 1 – 3 ukazují pozitivní výsledek amplifikace 
pozitivní výsledek PCR s primery 
touto problematikou se budeme zabývat dále. 
nevykazuje žádné známky p
komponent pro PCR a také správná manip

ní program pro PCR s primery cílenými do oblasti 16S rRNA a phaC

Po�et cykl�

1 

30 

1 

1 

: Agarózová gelová elektroforéza produkt� PCR reakce po izolaci DNA komer

in Tissue z bakteriálních bun�k C. necator H16 (1, 4), B. cepacia (2) a E. coli (3). Do gelu 

byla nanesena také izola�ní kontrola (5), negativní kontrola (6) a DNA stand

Výsledek agarózové gelové elektroforézy, uvedený na Obrázku 29, prokázal p
mplifikovaného fragmentu o velikosti asi 1500 bp (16S rRNA). Amplifikace oblasti 

rRNA je totiž typická pro všechny bakterie, kdežto phaC gen není p
3 ukazují pozitivní výsledek amplifikace 16S rRNA.

primery cílenými na  phaC gen. Zde jde pouze o orienta
touto problematikou se budeme zabývat dále. Negativní kontrola, nanesená v
nevykazuje žádné známky p�ítomnosti bakteriální DNA, �ímž byla potvrzena 
komponent pro PCR a také správná manipulace s nimi. B�h 5 pak p�
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16S rRNA a phaC

 PCR reakce po izolaci DNA komer�ním kitem 

6 (1, 4), B. cepacia (2) a E. coli (3). Do gelu 

ní kontrola (5), negativní kontrola (6) a DNA standard (7).

prokázal p�ítomnost 
Amplifikace oblasti 

gen není p�ítomen u všech 
V b�hu 4 je potom 

pouze o orienta�ní reakci, 
Negativní kontrola, nanesená v b�hu 6, 

ímž byla potvrzena �istota 
h 5 pak p�edstavuje izola�ní 
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kontrolu, což je kontrola komponent izola
DNA. Jelikož se izola�ní kontrola d
kmeny se ihned po manipulaci uzavír
silná, byla zp�sobena špatným pracovním postupem. Zde p
p�iložené filtra�ní zkumavky apod. byly kontaminované bakteriální DN
výrobce nedeklaruje DNA a bacterial
složitosti izolace, a také k p�
využívána.  

4.5.2 P�ímá izolace bakteriální DNA pomocí DNAz
 Pro izolaci byly využity bakteriální kultury
PHB-4, Burkholderia cepacia
chlororaphis a Escherichia coli
izola�ních komponent (DNAzolu a pufru)
v Tabulce 3 s koncentrací Mg
obsahující fragmenty od 1517 do 100

Obrázek 30: Kontrola �istoty 

izolace DNAz

 V levé �ásti Obrázku 30
sterilace. V b�hu ozna�eném jako IK1 a IK2 jsou jasn
1500 bp (16S rRNA charakteristickou pro bakterie
DNA izolovaná z bakterie C. necator

kontrolu, což je kontrola komponent izola�ního kitu a �istoty pracovního postupu izolace 
ní kontrola d�lala jako první a všechny zkumavky s

kmeny se ihned po manipulaci uzavíraly, nep�edpokládáme, že by kontaminace, která je dost 
sobena špatným pracovním postupem. Zde p�edpokládáme, že komponenty, 
ní zkumavky apod. byly kontaminované bakteriální DNA již z výroby. Taktéž 

bacterial DNA free kit. Vzhledem k pom�rn� vysoké náro
p�ítomnosti kontaminace, nebyla metoda nadále pro izolaci 

lace bakteriální DNA pomocí DNAzolu a tepelnou lyzí bu
žity bakteriální kultury Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator

Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari, Pseudomonas putida
Escherichia coli. Po izolaci byla provedena PCR pro kontrolu 

(DNAzolu a pufru). PCR probíhala p�i teplotním programu popsaném 
koncentrací Mg2+ iont� 1,8 mM. Jako DNA standard byl využit žeb

obsahující fragmenty od 1517 do 100 bp.

istoty izola�ních komponent p�ed sterilací (vlevo) a po 

izolace DNAzolem (1), izolace tepelnou lyzí bu�ky (2) 

jsou výsledky kontroly �istoty izola�ních roztok
eném jako IK1 a IK2 jsou jasn� viditelné produkty PCR o velikosti asi 

rRNA charakteristickou pro bakterie). Jako pozitivní kontrola (PK) byla použita 
C. necator H16 tepelnou lyzí bu�ky. Jelikož byly i tyto izola

istoty pracovního postupu izolace 
lala jako první a všechny zkumavky s bakteriálními 

edpokládáme, že by kontaminace, která je dost 
edpokládáme, že komponenty, 

ní zkumavky apod. byly kontaminované bakteriální DNA již z výroby. Taktéž 
� � vysoké náro�nosti a 

metoda nadále pro izolaci 

lyzí bu�ky
Cupriavidus necator

Pseudomonas putida, Pseudomonas 
provedena PCR pro kontrolu �istoty 

i teplotním programu popsaném 
Jako DNA standard byl využit žeb�í�ek 

ed sterilací (vlevo) a po sterilaci (vpravo), 

ních roztok� bez jejich 
produkty PCR o velikosti asi 

Jako pozitivní kontrola (PK) byla použita 
Jelikož byly i tyto izola�ní 



komponenty kontaminované, byla na
teplot� 121 °C po dobu 25 minut. Výsledky kontroly 
vidíme v pravé �ásti Obrázku 30
kontaminace. V obou p�ípadech m
kontaminována.  

Obrázek 31: Gelová elektroforéza produkt

1 a 8 – C. necator H16, b�h 2 a 9 

sacchari, b�h 5 a 12 – P. chlororaphis, b

Pro PCR byly využity ob� sady primer
multiplexní PCR. V b�hu 1 –
pufru (tepelná lyze) a v b�hu 8
obou typ� izolace m�žeme �íci, že PCR produkty izolované 
pufru vykazují viditeln�jší výsl
došlo k amplifikaci obou gen�. 
pro phaC a v b�hu 11 prob�hla pouze amplifikace genu pro
amplifikace pouze phaC genu a ne 
mít tedy ve všech p�ípadech pozitivní výsledek) byla zp
amplikonu. Amplikon specifický pro 
k preferen�ní amplifikaci. Amplikon oblasti
p�i pozitivním výsledku amplifikace 
genu není amplikon 16S rRNA d
negativního výsledku amplifikace 
nebyly optimalizovány, ale šlo pouze o
potvrzena u izolát� z C. necator
U izolátu P. chlororaphis došlo pouze k
detekován žádný výsledek amplifikace. 
detekovány kontaminace. Následn

komponenty kontaminované, byla navržena jejich sterilace. Sterilace byla provád
minut. Výsledky kontroly �istoty pro sterilované izola

Obrázku 30. Zde je již patrné, že ob� izola�ní kontroly
adech m�žeme také sledovat, že negativní kontrola (NK) 

roforéza produkt� izolace tepelnou lyzí bu�ky (1-7) a DNAz

h 2 a 9 – C. necator PHB-4, b�h 3 a 10 – B. cepacia, b

P. chlororaphis, b�h 6 a 13 – P. putida a b�h 7 a 14 

� sady primer� (pro 16S rRNA a pro phaC gen) v
– 7 je nanesena DNA izolovaná tepelnou lyzí bu

�hu 8 – 14 DNA izolovaná DNAzolem (chemická lyze)
žeme �íci, že PCR produkty izolované tepelnou lyzí bu

jší výsledky než izolace DNAzolem. V b�hu 1 – 4
amplifikaci obou gen�. Naopak v b�hu 5, 6, 8, 10 a 12 došlo k amplifikaci pouze genu 

hu 11 prob�hla pouze amplifikace genu pro 16S rRNA.
genu a ne 16S rRNA (která je typická pro všechny bakterie a m

ípadech pozitivní výsledek) byla zp�sobena velikostí výsledného 
Amplikon specifický pro phaC gen je mnohem kratší úsek a dochází zde tedy 

amplifikaci. Amplikon oblasti 16S rRNA se tedy v n�kterých p
i pozitivním výsledku amplifikace phaC objevit. P�i pozitivním výsledku amplifikace 

rRNA d�ležitý. Amplikon 16S rRNA nás informuje v
ho výsledku amplifikace phaC genu o správnosti izolace. Podmínky této PCR 

nebyly optimalizovány, ale šlo pouze o kontrolu izolace DNA. Izolovaná DNA byla 
C. necator H16, C. necator PHB-4, B. cepacie, B. sacchari

došlo pouze k amplifikaci genu pro phaC a u izolátu
detekován žádný výsledek amplifikace. U izola�ních kontrol ani negativní kontroly nebyly 

ásledn� byla provedena optimalizace PCR – bude uvedeno dál
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vržena jejich sterilace. Sterilace byla provád�na p�i 
istoty pro sterilované izola�ní roztoky 

�ní kontroly jsou bez 
sledovat, že negativní kontrola (NK) není 

7) a DNAzolem (8-14), b�h 

B. cepacia, b�h 4 a 11 – B. 

h 7 a 14 – E. coli 

gen) v jedné reakci – 
lyzí bu�ky za použití 

(chemická lyze). Po srovnání 
lyzí bu�ky za použití 

a 9 a 13 vidíme, že 
amplifikaci pouze genu 

V prvním p�ípad�, 
rRNA (která je typická pro všechny bakterie a m�la by 

sobena velikostí výsledného 
gen je mnohem kratší úsek a dochází zde tedy 

kterých p�ípadech nemusí 
i pozitivním výsledku amplifikace phaC

rRNA nás informuje v p�ípad�
Podmínky této PCR 

DNA. Izolovaná DNA byla 
B. sacchari a P.putidy. 
izolátu z E. coli nebyl 

negativní kontroly nebyly 
bude uvedeno dále. 
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4.5.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a �istoty izolované bakteriální DNA 
 Pro stanovení koncentrace a �istoty izolované DNA byl použit p�ístroj NanoPhotometerTM

Implen. Pro posouzení �istoty DNA sloužila hodnota A260/A280. �istá DNA obvykle vykazuje 
hodnoty pom�ru A260/A280 v rozmezí 1,8 – 2,0 p�i�emž hodnoty nižší než 1,8 poukazují na 
kontaminaci proteiny, pokud je naopak hodnota vyšší než 2, je vzorek kontaminován RNA 
[61].  

Tabulka 4: Koncentrace a �istota izolované DNA

Typ izolace 

Tepelná lyze bu�ky DNAzol 

Vzorek c DNA [ng/µµµµl] A260/A280 c DNA [ng/µµµµl] A260/A280

C. necator H16 191,0 2,068 72,8 1,540 

C. necator PHB-4 290,0 1,983 106,0 1,527 

B. cepacia 149,0 1,697 31,5 1,432 

B. sacchari 124,0 1,814 7,5 1,364 

P. chlororaphis 158,0 1,667 22,0 1,630 

P. putida 77,5 1,330 44,0 1,323 

E. coli 68,8 1,425 29,0 1,390 

 Koncentrace izolované DNA se pohybovala od 7,5 do 290 ng/µl. P�i izolaci tepelnou lyzí 
bu�ky byla izolována DNA ve vyšší koncentraci než p�i izolaci DNAzolem, p�i�emž nejvyšší 
koncentrace DNA byla izolovaná z bakterie C. necator PHB-4 a to tepelnou lyzí bu�ky. DNA 
izolovaná DNAzolem, vykazovala v�tší zne�išt�ní proteiny než DNA izolovaná tepelnou lyzí 
bu�ky.  

4.5.4 Optimalizace PCR s primery cílenými do oblasti 16S rRNA a phaC 

 Byla provedena optimalizace annealingové teploty, pro kterou byl vybrán vzorek B. 
sacchari izolovaný tepelnou lyzí bu�ky a dále také optimalizace koncentrace Mg2+ iont�, kde 
byl využit vzorek P. putida izolovaný DNAzolem. Jako DNA standard byl využit žeb�í�ek 
obsahující fragmenty od 1517 do 100 bp. Gelová elektroforéza produkt� PCR s t�mito 
primery je uvedena na Obrázku 31 v kapitole 4.5.2.

4.5.4.1 Optimalizace annealingové teploty pro oba primery – gradientová PCR 

 Pro optimalizaci annealingové teploty byl použit teplotní program popsaný v Tabulce 3, 
na termocycleru byl nastaven gradient od 52 do 62 °C (tzv. gradientová PCR, což znamená, 
že p�i stejném cyklu lze nastavit v r�zných pozicích termocycleru r�zné teploty). Teploty 
v jednotlivých pozicích termocycleru jsou uvedeny v Tabulce 5:

Tabulka 5: Teploty annealingu v jednotlivých pozicích termocycleru (16S rRNA a phaC) 

Pozice 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

T [°C] 51,9 52,8 53,8 54,7 55,7 56,5 57,4 58,2 59,1 60,0 60,9 61,8 



Obrázek 32: Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt

primery cílené do obl

   
PCR byla provedena pro oba primery zvláš

multiplexní PCR. Na Obrázku
dohromady bylo dosaženo v b�
To odpovídá teplotám 53,8 °C 
annealingová teplota zvolena teplota 5

4.5.4.2 Optimalizace koncentrace Mg

Pro optimalizace koncentrace Mg

Tabulka 6: Koncentrace Mg2+

�íslo vzorku 1*

c Mg2+ [mM] 1,8

* p�vodní koncentrace  

: Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt� optimalizace annealingové teploty pro 

cílené do oblastí 16S rRNA a phaC, Ž – žeb�í�ek 

PCR byla provedena pro oba primery zvláš
 a také dohromady v
Obrázku 32 je jasn� viditelné, že nejlepšího výsledku pro oba primery 

b�zích 3 a 4, p�i�emž nejsiln�jší bandy jsou viditelné u 
°C (3) a 54,7 °C (4). Z výsledku optimalizace byla jako nejlepší 

annealingová teplota zvolena teplota 55 °C. 

.5.4.2 Optimalizace koncentrace Mg
2+

 iont� (multiplexní PCR oblasti 16S rRNA a phaC)

Pro optimalizace koncentrace Mg2+ iont� byly zvoleny koncentrace uvedeny v

2+ iont� pro optimalizaci 

2 3 4 5 6

1,8 2,0 2,2 2,4 2,5 2,6
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 optimalizace annealingové teploty pro 

jedné reakci, jako 
 viditelné, že nejlepšího výsledku pro oba primery 

jší bandy jsou viditelné u �ísla 4. 
výsledku optimalizace byla jako nejlepší 

16S rRNA a phaC)

y zvoleny koncentrace uvedeny v Tabulce 6:  

7 8 

2,8 3,0 
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 Pro PCR byl využit teplotní program s

Tabulka 7: Teplotní program PCR pro optimalizaci koncentrace

Krok Teplota [°C] �as [s]

1 94 30 

2 

94 30 

55 30 

68 90 

3 68 300 

 4 60 

  

Obrázek 33: Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt

 Z Obrázku 33 je patrné, že n
s koncentrací Mg2+ 2,6 mM (b�

4.5.5 PCR s primery cílenými 
 Byla provedena orienta�ní PCR se sadou primer
iont� 1,8 mM. Jako vzorky byly využity izoláty DNA z
B. sacchari a P. putida izolované DNAz
fragmenty od 1517 do 100 bp. Pro PCR byl nastaven následující teplotní progr

využit teplotní program s již zoptimalizovanou annealingovou teplotou

: Teplotní program PCR pro optimalizaci koncentrace Mg2+ iont�

Po�et cykl�

1 

30 

1 

1 

: Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt� - optimalizace koncentrace 

Mg2+(16S rRNA a phaC) 

je patrné, že nejlepšího výsledku PCR bylo dosaženo 
b�h 6).  

cílenými na phaC1 gen  
�ní PCR se sadou primer� pro phaC1 p�i p�vodní

. Jako vzorky byly využity izoláty DNA z bakterií C. necator
izolované DNAzolem. DNA standard byl žeb

bp. Pro PCR byl nastaven následující teplotní progr

ou teplotou 55 °C: 

iont�

optimalizace koncentrace 

ejlepšího výsledku PCR bylo dosaženo 

vodní koncentraci Mg2+

C. necator H16, B. cepacia, 
žeb�í�ek obsahující 

bp. Pro PCR byl nastaven následující teplotní program: 



Tabulka 8: Teplotní program pro PCR s primery cílenými do oblasti

Krok Teplota [°C] �as [s]

1 94 30 

2 

94 30 

60 30 

68 90 

3 68 300 

 4 60 

Obrázek 34: Gelová elektroforéza produkt

1 –C. necator H16, b�

 V této reakci byla využita 
1965 bp odpovídající genu pro 
zodpov�dné za produkci mcl
vzorku naneseném v b�hu 4 –
práce, schopnost produkce mcl
kmeny využité v reakci tuto schopnost nemají

4.5.6 Optimalizace PCR s primery 
Pro optimalizaci byl použit izolát 

standard byl využit žeb�í�ek obsahující fragmenty od 3000 do 100

4.5.6.1 Optimalizace annealingové teploty

 Pro optimalizaci annealingové teploty byl použit teplotn
s nastaveným gradientem teplot od 55
jsou uvedeny v následující tabulce:

ní program pro PCR s primery cílenými do oblasti phaC1

Po�et cykl�

1 

30 

1 

1 

: Gelová elektroforéza produkt� orienta�ní PCR s primery cílenými do oblasti 

H16, b�h 2 – B. cepacia, b�h 3 – B. sacchari, b�h 4 – P. putida

této reakci byla využita sada primer� pro amplifikaci fragmentu DNA o velikosti 
bp odpovídající genu pro phaC1, tedy genu kódujícího tvorbu enzymu PHA syntáza 

dné za produkci mcl-PHA. Je z�ejmé, že k amplifikaci fragmentu došlo pouze u 
– Pseudomonas putida. Jak již bylo uvedeno v

práce, schopnost produkce mcl-PHA mají bakterie rodu Pseudomonas. Ostatní bakteriální 
o schopnost nemají, a proto nemohlo dojít k amplifikaci fragmentu.  

primery cílenými na phaC1 gen 
Pro optimalizaci byl použit izolát Pseudomonas putida, izolovaný DNAz

ek obsahující fragmenty od 3000 do 100 bp. 

.5.6.1 Optimalizace annealingové teploty – gradientová PCR  

ptimalizaci annealingové teploty byl použit teplotní program popsaný v
nastaveným gradientem teplot od 55 do 65 °C.  Teploty v jednotlivých celách termocycleru 

jsou uvedeny v následující tabulce:

55 

phaC1

ní PCR s primery cílenými do oblasti  phaC1, b�h 

P. putida

 pro amplifikaci fragmentu DNA o velikosti 
, tedy genu kódujícího tvorbu enzymu PHA syntáza 

amplifikaci fragmentu došlo pouze u 
Jak již bylo uvedeno v teoretické �ásti 

. Ostatní bakteriální 
amplifikaci fragmentu.  

, izolovaný DNAzolem. Jako DNA 

í program popsaný v Tabulce 3
jednotlivých celách termocycleru 
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Tabulka 9: Teploty annealingu v jednotlivých pozicích

Pozice 1 2 3

T [°C] 55,0 55,8 56,8

Obrázek 35: Agarózová gelová elektrof

U této optimalizace bylo vyhodnocení nejvhodn
všechny bandy jsou málo viditelné
transiluminátorem) byly vyhodnoceny vzorky v
61,3 °C (8), 62,2 °C (9) a 63,1
zvolena teplota 62 °C.  

4.5.6.2 Optimalizace koncentrace Mg

 Pro optimalizaci koncentrace Mg
optimalizace 16S RNA a phaC
na Obrázku 36. Nejlepšího výsledku bylo dosaženo u vzorku 
iont� 1,8 mM, která je sou�ástí master mixu.

ealingu v jednotlivých pozicích termocycleru (phaC1)

4 5 6 7 8 9 

56,8 57,7 58,6 59,5 60,4 61,3 62,2 

: Agarózová gelová elektroforéza produkt� PCR s primery cílenými do oblasti

optimalizaci annealingové teploty 

U této optimalizace bylo vyhodnocení nejvhodn�jší teploty pom�rn�
viditelné. Jako nejlepší výsledky (lépe viditelné pouhým okem pod 

y vyhodnoceny vzorky v b�zích 8, 9 a 10, které odpovídají teplotám 
(9) a 63,1 °C (10). Jako nejlepší annealingová teplota byla

.5.6.2 Optimalizace koncentrace Mg
2+

 iont� (phaC1) 

trace Mg2+ iont� byly zvoleny stejné koncentrace jako v
phaC. Koncentrace jsou uvedeny v Tabulce 6

Nejlepšího výsledku bylo dosaženo u vzorku �íslo 1, tedy koncentrace Mg
�ástí master mixu.

(phaC1)

10 11 12 

63,1 64,1 65,0 

ými do oblasti phaC1 p�i 

�rn� obtížn�, jelikož 
(lépe viditelné pouhým okem pod 

8, 9 a 10, které odpovídají teplotám 
Jako nejlepší annealingová teplota byla nakonec 

 byly zvoleny stejné koncentrace jako v p�ípad�
Tabulce 6. Výsledky potom 

íslo 1, tedy koncentrace Mg2+



Obrázek 36: Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt

4.5.6.3 Optimalizace �asových úsek

 Vzhledem k v�tší velikosti amplifikova
optimalizace �asu jednotlivých krok
teplotou 62 °C, koncentrací Mg

Tabulka 10: Teplotní program pro 

Krok Teplota [°C] �as [s]

1 94 30 

2 

94 45 

62 45 

68 120 

3 68 600 

 4 60 

Agarózová gelová elektroforéza PCR produkt� - optimalizace koncentrace Mg

asových úsek� jednotlivých krok� PCR reakce

tší velikosti amplifikovaných fragment� DNA byla provedena také 
asu jednotlivých krok� PCR. Probíhala s již zoptimalizovanou annealingovou 

teplotou 62 °C, koncentrací Mg2+ 1,8 mM dle následujícího programu: 

rogram pro PCR - optimalizace �asových úsek�

Po�et cykl�

1 

30 

1 

1 

57 

optimalizace koncentrace Mg2+ (phaC1) 

 DNA byla provedena také 
optimalizovanou annealingovou 
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Obrázek 37: Agarózová gelová elektroforéza produkt

programu (1) a p

 V b�hu 1 je nanesen PCR produkt, který
(uveden v Tabulce 8, na stran
amplifikovaný za použití nového programu, t
v Tabulce 10. Program s prodlouženými 
gelu, a tedy vzhledem k délce programu bude zachován p

4.5.6.1 Amplifikace izolované DNA za použití zoptim

oblasti 16S rRNA a phaC  

 V této �ásti práce byla DNA izolovaná z
DNAzolu a tepelnou lyzí bu�
cílenými na oblasti 16S rRNA a 
multiplexní PCR. Optimální podmínky pro reakci jsou

Tabulka 11: Optimální podmínky PCR (16S rRNA a phaC)

c Mg2+ [mM] Teplotní program

2,6 Krok Teplota [°C]

 1 94

2 

94

55

68

3 68

4

: Agarózová gelová elektroforéza produkt� PCR probíhající p�i p�

rogramu (1) a p�i novém �asovém programu (2)

je nanesen PCR produkt, který byl amplifikován za použití p�
na stran� 55). V b�hu 2 je detekován PCR produkt

amplifikovaný za použití nového programu, tedy s prodlouženými 
prodlouženými �asy nijak výrazn� neovlivnil intenzitu fragmentu na 

délce programu bude zachován p�vodní s kratšími �

Amplifikace izolované DNA za použití zoptimalizované PCR s primery 

ásti práce byla DNA izolovaná z bakteriálních kmen� rychlou izolací (pomocí 
lyzí bu�ky) amplifikovaná za použití zoptimalizované PCR s

rRNA a phaC. Amplifikace obou oblastí probíhala v
multiplexní PCR. Optimální podmínky pro reakci jsou uvedeny v Tabulce 11

: Optimální podmínky PCR (16S rRNA a phaC)

Teplotní program

Teplota [°C] �as [s] Po�et cykl�

30 1 

30 

30 30 

90 

300 1 

60 1 

i p�vodním �asovém 

byl amplifikován za použití p�vodním programu 
produkt, který byl 

prodlouženými �asy uvedeného 
 neovlivnil intenzitu fragmentu na 

kratšími �asy. 

primery cílenými do 

 rychlou izolací (pomocí 
ky) amplifikovaná za použití zoptimalizované PCR s primery 

. Amplifikace obou oblastí probíhala v jedné reakci jako 
Tabulce 11. 



Obrázek 38: Agarózová gelová elektroforéza 

16S rRNA a phaC, DNA izolovan

necator H16, b�h 2 a 9 – C. necator PHB

12 – P. chlororaphis, b�h 6 a 13

U vzork� DNA izolovaných p
izolace DNAzolem (8 – 14). Z
(7 a 14), došlo k amplifikaci fragmentu o velikosti asi 500
tvorbu PHA syntázy, která je zodpov
detekujeme i v b�hu 2 a 9, kde je nanesena DNA izolována z
nemá schopnost produkce PHA. Zjistili jsme tedy, ž
struktu�e DNA p�ítomen úsek kódující PHA syntázu, ale PHA syntáza n
jsme si ostatními technikami ov
jsou zam��eny na detekci p�ítomnosti P
znaku fenotypu), u kterých je 
bakteriálních isolát�, molekulárn
(p�ítomnost genu phaC) mohou na
p�íklad bakterie C. necator PHB
geny p�ípadn� geny, které nejsou aktivivn
schopnsti akumulovat PHA 
p�ístupy – tedy anlýzu genotypu i fenotypu.

Amplifikaci fragmentu o velikosti asi 1500
DNA o této velikosti odpovídá genu pro 
K jeho amplifikaci u ostatních kmen
který jak již bylo �e�eno, má menší velikost a amplifikuje se tedy snadn

Agarózová gelová elektroforéza optimalizované PCR s primery cílenými do oblasti 

rRNA a phaC, DNA izolovaná tepelnou lyzí bu�ky (1 – 7) a DNAzolem (8 –

C. necator PHB-4, b�h 3 a 10 – B. cepacia, b�h 4 a 11 –

h 6 a 13 – P. putida, b�h 7 a 14 – E. coli, NK – negativní kontro

žeb�í�ek 

 DNA izolovaných p�ímou lyzí bu�ky (1 – 7) jsou bandy op�
Z Obrázku 38 je z�ejmé, že u všech vzork�, krom

amplifikaci fragmentu o velikosti asi 500 bp. Jde o úsek DNA kódující 
tvorbu PHA syntázy, která je zodpov�dná za produkci scl-PHA i mcl-PHA.

hu 2 a 9, kde je nanesena DNA izolována z bakterie C. necator
nemá schopnost produkce PHA. Zjistili jsme tedy, že mutantní kmen C. necator

ítomen úsek kódující PHA syntázu, ale PHA syntáza není funk
jsme si ostatními technikami ov��ili, že tento kmen PHA neprodukuje. Oproti metodám, které 

eny na detekci p�ítomnosti PHA v bakteriálních bu�kách (analýze konkrétního 
znaku fenotypu), u kterých je �astá falešn� negativní chyba schopnosti akumulovat PHA u 

, molekulárn� biologické metody zacílené na konkrétní znak genot
) mohou naopak generovat falešn� pozitivní výsledky. Jak ukazuje 

PHB-4 molekulárn� biologické metody detekují také nefunk
 geny, které nejsou aktivivn� exprimovány. Proto je pro objektivní analýzu 

schopnsti akumulovat PHA u vybraných bakteriálních kmen� ideální kombinovat oba 
tedy anlýzu genotypu i fenotypu.

Amplifikaci fragmentu o velikosti asi 1500 bp m�žeme vid�t pouze v b�
DNA o této velikosti odpovídá genu pro 16S rRNA charakteristickou pro všechny bakterie. 

jeho amplifikaci u ostatních kmen� z�ejm� nedošlo v d�sledku amplifikace 
má menší velikost a amplifikuje se tedy snadn�ji.
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optimalizované PCR s primery cílenými do oblasti 

– 14),b�h 1 a 8 – C. 

– B. sacchari, b�h 5 a 

egativní kontrola, Ž – 

7) jsou bandy op�t viditeln�jší než u 
�, krom� vzorku E. coli

bp. Jde o úsek DNA kódující 
PHA. Tento úsek DNA 
C. necator PHB-4, která 
C. necator PHB-4 má ve 

ítomen úsek kódující PHA syntázu, ale PHA syntáza není funk�ní, jelikož 
Oproti metodám, které 

kách (analýze konkrétního 
 negativní chyba schopnosti akumulovat PHA u 

 biologické metody zacílené na konkrétní znak genotypu 
 pozitivní výsledky. Jak ukazuje 

 biologické metody detekují také nefunk�ní 
 exprimovány. Proto je pro objektivní analýzu 

 ideální kombinovat oba 

b�hu 1, 4 a 11. Úsek 
o všechny bakterie. 

sledku amplifikace phaC genu, 
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4.5.6.2 Amplifikace izolované DNA za použití zo

phaC1 gen 

 V této �ásti práce byla DNA izolovaná z
DNAzolu a tepelnou lyzí bu�
cílenými na oblast phaC1. Optimální podmínky pro reakci j

Tabulka 12: Optimalizované podmínky pro PCR (phaC1)

c Mg2+ [mM] Teplotní program

1,8 Krok Teplota [°C]

 1 94

2 

94

62

68

3 68

4

Obrázek 39: Agarózová gelová elektroforéza 

phaC1, DNA izolovaná tepelnou lyzí bu

b�h 2 a 9 – C. necator PHB-4, b

chlororaphis, b�h 6 a 13 – P. putida, b

  
Výsledky elektroforézy ukazují, že produkty PCR byl

Tyto b�hy odpovídají DNA izolované z
odpovídají izolaci tepelnou lyzí b
že úsek DNA kódující tvorbu PHA syntázy zodpov
pouze u bakterií rodu Pseudomonas

Amplifikace izolované DNA za použití zoptimalizovaná PCR s primery 

ásti práce byla DNA izolovaná z bakteriálních kmen� rychlou izolací (pomocí 
lyzí bu�ky) amplifikovaná za použití zoptimalizované PCR s

Optimální podmínky pro reakci jsou uvedeny v Tabulce

: Optimalizované podmínky pro PCR (phaC1)

Teplotní program

Teplota [°C] �as [s] Po�et cykl�

30 1 

30 

30 30 

90 

300 1 

60 1 

: Agarózová gelová elektroforéza optimalizované PCR s primery cílenými do oblasti 

tepelnou lyzí bu�ky (1 – 7) a DNAzolem (8 – 14),b�h 1 a 8

4, b�h 3 a 10 – B. cepacia, b�h 4 a 11 – B. sacchari, b

P. putida, b�h 7 a 14 – E. coli, NK – negativní kontrola, Ž 

Výsledky elektroforézy ukazují, že produkty PCR byly detekovány v b�
DNA izolované z bakterií rodu Pseudomonas, p� �

lyzí bu�ky a b�hy 12 a 13 izolaci DNAzolem. Reakcí jsme ov
že úsek DNA kódující tvorbu PHA syntázy zodpov�dnou za produkci mcl

Pseudomonas a nikoli u ostatních bakterií použitých

imery cílenými na 

 rychlou izolací (pomocí 
ky) amplifikovaná za použití zoptimalizované PCR s primery 

Tabulce 12. 

optimalizované PCR s primery cílenými do oblasti 

h 1 a 8 – C. necator H16, 

B. sacchari, b�h 5 a 12 – P. 

negativní kontrola, Ž – žeb�í�ek 

b�hu 5, 6, 12 a 13. 
, p�i�emž b�hy 5 a 6 

Reakcí jsme ov��ili, 
dnou za produkci mcl-PHA je p�ítomen 

v experimentu.  



4.6 Porovnání jednotlivých metod.6 Porovnání jednotlivých metod  
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V Tabulce 13 jsou shrnuty r�zné aspekty, které byly hodnoceny u metod testovaných v rámci 
práce.  
 Kultiva�ní techniky, tedy barvení kolonií na miskách, se �adí mezi nejrychlejší metody 
identifikace produkce PHA bakteriemi. Barvení kolonií Nilskou �ervení je díky tomu, že 
barvivo se p�idává již do média, metodou nejrychlejší. Mezi další výhody metod m�žeme 
za�adit také nízké náklady na jejich provedení. Kultiva�ní techniky jsou schopné detekovat 
produkci PHA na úrovni fenotypu. Mají velkou nevýhodu v podob� interferencí látkami 
lipidické povahy, které jsou p�ítomny v bu�kách bakterií. U barvení kolonií Nilskou �ervení 
se k této nevýhod� �adí také možná autofluorescence bun�k. Kultiva�ními technikami nejsme 
schopni kvantifikovat množství PHA v bu�kách a také nelze rozlišit, o jaký typ PHA se jedná.  
 Mikroskopické techniky a pr�toková cytometrie jsou metody �asov� náro�n�jší než 
metody kultiva�ní, ale stále je m�žeme za�adit mezi metody rychlé. Stejn� jako u kultiva�ních 
technik je možná detekce na úrovni fenotypu a i zde dohází k interferencím lipidickými 
látkami a autofluorescencí. Ani jedna z metod není schopna rozlišit, jaký typ PHA bakterie 
produkuje. Fluorescen�ní mikroskopie je metoda pom�rn� nákladná, avšak má dobrou 
citlivost a její velkou výhodou je viditelnost PHA granulí pod fluorescen�ním mikroskopem. 
Naproti tomu na mikroskopii s využitím Sudánové �ern� nejsou tak vysoké náklady, ale 
metoda poskytuje nízkou citlivost. Mikroskopické techniky nemají, narozdíl od pr�tokové 
cytometrie, možnost kvantifikace PHA.   
 FTIR analýza je metoda mající vysokou citlivost, je chopna rozlišit o jaký typ polymeru se 
jedná a také je možné kvantifikovat množství PHA v bu�kách. Nedochází zde k žádným 
interferencím, jako tomu bylo u kultiva�ních a mikroskopických technik a pr�tokové 
cytometrie. Je to ovšem analýza vyžadující nákladné za�ízení a v rámci testovaných metod jde 
o nejvíce �asov� náro�nou analýzu, kv�li nutnosti odstran�ní vešk�ré vody ze vzorku. 
 Ramanova mikrospektroskopie poskytuje obdobné výhody a nevýhody jako FTIR analýza, 
s tím rozdílem, že možnost rozlišení typu PHA je obtížn�jší než v p�edchozím p�ípad�. Po 
srovnání �asové náro�nosti je z�ejmé, že se Ramanova mikrospektroskopie �adí, spole�n�
s kultiva�ními technikami, mezi nejrychlejší metody. Oproti FTIR je její velkou výhodou také 
to, že umož�uje analýzu viabilních bun�k bez nutnosti odstranit vodu. D�kaz p�ítomnosti 
PHA Ramanovou spektroskopií je jednozna�ný a metoda navíc dovoluje detekovat i nízký 
obsah PHA v bakteriálních bu�kách.  
 PCR detekce phaC genu m�žeme za�adit do metod �asov� náro�n�jších a také 
nákladn�jších a to z p�edevším z hlediska spot�ebního materiálu. Touto metodou není možná 
kvantifikace množství PHA v bu�kách, ale její výhodou je vysoká citlivost, schopnost ur�ení 
typu produkovaného PHA a také to, že nedochází k žádným interferencím. Jako jediná 
z použitých metod detekuje PCR tvorbu PHA na úrovni genotypu.  
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5. ZÁV�RY 
• Diplomová práce byla v�nována testování r�zných metod pro identifikaci PHA 

produkujících bakterií. Práce je �len�na do �ty� v�tších kapitol – kultiva�ní techniky, 
mikroskopické techniky a pr�toková cytometrie, spektroskopické techniky a 
molekulárn� biologické techniky identifikace.  

• Barvení kolonií Nilskou �ervení se ukázalo jako metoda vhodná pro rychlou analýzu 
produkce PHA bakteriemi, ne však pro možnou kvantifikaci PHA v bu�kách ani pro 
stanovení typu produkovaného PHA. Byla potvrzena vyšší fluorescence u 
bakteriálních kultur, které PHA produkují v d�sledku navázání lipofilního barviva 
Nilské �erven� na lipidické granule PHA. Tuto metodu je principiáln� možné využít 
pro identifikaci PHA produkujících bakterií ve sm�sné kultu�e po jejím rozo�kování 
na Petriho misky. 

•  P�i barvení kolonií Sudánovou �erní byly viditelné z�etelné rozdíly mezi jednotlivými 
bakteriálními kulturami, p�i�emž bakterie, které mají schopnost produkce a akumulace 
PHA získaly modré zbarvení také v d�sledku navázání barviva na granule PHA. 
Kultiva�ní techniky se tedy ukázaly jako velmi rychlé a pom�rn� nenákladné techniky 
pro identifikaci produkce PHA bakteriemi. Jejich nevýhodou ovšem je, že mohou 
poskytovat falešné negativní nebo pozitivní výsledky �asov� náro�ná je pak také 
samotná kultivace. 

• Fluorescen�ní mikroskopie tyto falešné pozitivní nebo negativní výsledky eliminuje, 
jelikož vidíme p�ímo do bu�ky a tedy vidíme i PHA granule uvnit� bu�ky. Jedná se 
také o metodu pom�rn� rychlou, která je ale finan�n� náro�ná a není vhodná pro 
kvantifikaci množství PHA v bu�kách ani pro ur�ení typu polymeru akumulovaného 
bakteriemi.  

• Optická mikroskopie s využitím Sudánové �ern� se jeví jako nejmén� vhodná metoda 
pro identifikaci PHA akumulujících bakterií, jelikož citlivost metody je pom�rn� nízká 
a rozdíly mezi produkujícími a neprodukujícími bakteriálními kulturami jsou špatn�
viditelné a p�i nižším obsahu PHA by bylo obtížné tyto kultury odlišit.  

• P�i využití pr�tokové cytometrie vykazují vyšší fluorescenci bakterie produkující a 
akumulující PHA. Rozdíly v hodnot� fluorescence mezi produk�ními a neproduk�ními 
kmeny jsou znatelné. Metodou je také možné kvantifikovat kolik bun�k je PHA 
pozitivních a kolik PHA negativních, ovšem není možné stanovit, zda bakterie 
produkují scl nebo mcl PHA a metoda se �adí mezi metody nákladn�jší co do ceny 
za�ízení.  

• Pomocí spektroskopických technik je možná i kvantifikace PHA v bu�kách, p�i�emž 
je možné také ur�it typ produkovaného PHA. P�i Ramanov� mikrospektroskopii je 
možné analyzovat bu�ky p�ímo po kultivaci na Petriho miskách, je tedy možné 
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analyzovat i viabilní bu�ky, takže se tato metoda �adí mezi velmi rychlé analýzy. 
Ovšem identifikace typu PHA je obtížn�jší než u FTIR. FTIR analýza má proti 
Ramanov� mikrospetroskopii p�i analýze biologických vzork� nevýhodu v podob�
sušení vzorku, a tedy delší doby jeho p�ípravy. Ob� metody se �adí mezi finan�n�
náro�n�jší.   

• PCR detekce phaC genu umož�uje detekci produkce PHA na úrovni genotypu. 
Pomocí PCR byl nejd�íve detekován pouze phaC gen, tedy gen zodpov�dný za tvorbu 
PHA sybtázy t�ídy I, který byl detekován u všech bakterií využitých v experimentu, a 
to i u bakterie PHA neprodukující – C. necator PHB-4. Tato bakterie má tedy gen pro 
tvorbu PHA syntázy p�ítomen, ale vzniklá PHA syntáza je z�ejm� nefunk�ní, jelikož 
ostatní techniky, které detekující akumulaci PHA na úrovni fenotypu, produkci 
polymeru u tohoto kmenu nezaznamenaly. Byla provedena také detekce phaC1 genu, 
kódujícího syntézu PHA syntázu t�ídy II, p�i�emž tyto geny byly detekovány pouze u 
bakterií rodu Pseudomonas, které se �adí mezi producenty mcl-PHA. Metoda tedy 
umož�uje identifikaci typu PHA, ale neumož�uje jeho kvantifikaci. Jedná se o velice 
citlivou metodu, která je ale �asov� i finan�n� náro�n�jší.  

• Metody, které jsou zam��eny na detekci p�ítomnosti PHA v bakteriálních bu�kách 
(analýza konkrétního znaku fenotypu), jsou náchylné k falešn� negativním chybám, 
kdy za podmínek kultivace nedojde k akumulaci PHA i p�esto, že je toho daná 
bakterie schopna. Naopak molekulárn� biologické metody zacílené na konkrétní znak 
genotypu (p�ítomnost genu phaC) mohou generovat falešn� pozitivní výsledky, 
protože gen identifikovaný pomocí PCR technik nemusí být v dané bakterii 
exprimován v aktivní enzym. Proto je pro objektivní analýzu schopnosti akumulovat 
PHA u vybraných bakteriálních kmen� ideální kombinovat oba p�ístupy – tedy 
analýzu genotypu i fenotypu. Z námi otestovaných metod umož�ujících detekci PHA 
v bakterii na základ� fenotypu se jako velice perspektivní jeví Ramanova 
mikrospektroskopie, která je rychlá, umožnuje analyzovat bu�ky bez jakékoliv 
p�edchozí úpravy a zárove� je schopna identifikovat i nízké bun��né obsahy PHA, 
p�i�emž d�kaz PHA je velice specifický a prakticky znemož�uje interferenci jiných 
lipidických látek  
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