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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo ziskat bakterie rostouci na fenolu za ztizenych podminek, kde se
jednalo konkrétné¢ o adaptaci na chlad a snizené¢ pH nebo zvySenou salinitu chloridem

sodnym.

Bakterie byly ziskdny zpracovanim deseti vzorkil vod a pud z vné€jsiho prostfedi. Z nich
byly ¢tyii vzorky z vod tekoucich a v jednom piipadé voda stojatd. Dale se jednalo o

vzorky pud.

Vzorky byly nao¢kovany do minerdlnich médii s fenolem a inkubovany pii 8 °C a pH 5,
nebo za zvysené koncentrace chloridu sodného. V piipad€ ristu mikroorganismi byly
jednotlivé Cisté kultury ziskadny kultivaci na pevnych zZivnych padach a byly postupné
ovéieny na schopnost rlstu na fenolu v Cisté kultute.

Celkové byly nalezeny dvé kultury bakterii rostouci na fenolu za snizené teploty a pH 5,2 a
taktéz dveé kultury rostouci na fenolu za snizené teploty a zvySenych koncentraci NaCl.

Z uvedenych ctyt kultur byla jedna gramnegativni a tfi grampozitivni; vSechny kultury

byly dlouhodobg ulozeny v laboratoii UIOZP FT UTB ve Zliné.

Klic¢ova slova: bakterie, fenol, pH, salinita, sniZené teplota



ABSTRACT

This work aims to obtaining bacteria growing on phenol under low temperature and either

reduced pH or increased salinity by sodium chloride.

Bacteria were obtained by processing ten water and soil samples from the external
environment; four samples originated from flowing and one from standing water, the rest

ones comprised soil samples.

The samples were inoculated into mineral media with phenol and were incubated at 8 °C
and pH 5 or under increased sodium chloride concentration. In case of microbial growth,
individual pure strains were obtained by cultivation on solid nutrient media and they were

gradually verified for the ability to grow on phenol in pure culture.

Overall, two strains of bacteria growing on phenol at 8 °C and pH 5.2 were found, as well
as two strains growing on phenol at 8 °C and increased NaCl concentrations. Of these four
strains listed, one was Gram-negative and three ones were Gram-positive; all strains were
long-term stored in the laboratory of the Institute of Environmental Protection Engineering,

Faculty of Technology,Tomas Bata University in Zlin.

Keywords: bacteria, phenol, pH, salinity, reduced temperature



M¢ velké pode€kovani patii zejména panu doc. RNDr. Janu Ruzickovi, Ph.D. za
profesiondlni vedeni diplomové prace, za jeho ochotu a ¢as, cenné rady a trpélivost. Dale
podékovani patii mému synovi Vilickovi, ktery je pro mé nejvétsi motivaci, hnacim
motorem a podporou, bez které bych se neobesla. A v neposledni fad¢ dékuji vSem, ktefi

ve m¢ aspon trochu vérili.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronickd nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



L UAYZ0.J ) IS .10
I TEORETICKA CAST A1
1 FENOL .ccooiiiiiiiiiiinniiicnsnnnnicssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
1.1 CHARAKTERISTIKA ...tettteutteniteeiteeeiteetee st et e st ebeesateebeesateenneesateebeesaseenbaesaneens 12
1.2 POUZITI .ttt et ettt bt e et e sbe e et e e e 13
1.3 VYSKYTV ZIVOTNIM PROSTREDI....c..ceiuiiiiniiiiiniieniieieeeeiceie et 14
1.4  DOPADY NA ZDRAVI LIDI A ZVIRAT ..eouviiiiiiaiieiieeieesiie ettt 14
2 BAKTERIE DEGRADUJICI FENOL ZA NiZKYCH TEPLOT ......cccccoevrserenee 15
2.1 ACINETOBACTER SP. KMEN RTEL.4 ..ot 15
2.2 ACINETOBACTER SP. KMEN BO.....coiiiiiiiiiiii e 17
2.3 PSEUDOMONAS AERUGINOSA MTCC 4996 .......oooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 17
24 ANTARKTICKE BAKTERIE ....coottiiiiiietieiesiienieeteetesteestesntesieeaeentesueesseeseseeenseennens 18
2.5  BIODEGRADACE FENOLICKYCH LATEK KULTUROU BAKTERII
Z AKTIVOVANEHO KALU A Z RICNI VODY ..ouviiiiiiiiniieiieieeieteee e 19
2.6  NIiZKOTEPLOTN{ BIODEGRADACE ROPNYCH UHLOVODIKU CTYRMI
AKTINOBAKTERIALNIMI KMENY ....oootiiiiiiiieniieeiienireeteeniseeseessseeseessneesseesssesnseens 20
2.7  DEGRADACE UHLOVODIKU A ENZYMOVE AKTIVITY BAKTERI{ A KVASINEK
ADAPTOVANYCH NA CHLAD ....viiiiiiiieiiieeitenite ettt et e st et e sitesabeesbeeebeesaaesneens 23
2.8  BIODEGRADACE FENOLU V HYPERSALINNICH PODMINKACH POMOCT
HALOMONAS SP. KMEN PH2-2 ..ot 25
2.9  CHARAKTERISTIKA BIODEGRADACE FENOLU V SOLNYCH ROZTOCICH
MONOKULTURAMI PSEUDOMONAS AERUGINOSA A PSEUDOMONAS
PSEUDOMALLET .....eeeeeee ettt ettt ettt e st e st e sbeeesbeeesneeeeas 27
2.10  MOLEKULARNI IDENTIFIKACE A CHARAKTERIZACE BACILLUS SP. NIGAB-1
PRO DEGRADACI FENOLU PRI ZVYSENE SALINITE .....cooitiiniiieiienieeieeeiieeieesiee e 28
II PRAKTICKA CAST .30
3 METODIKA ...ccoiiiinnniicnnsnricssssansecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss 31
3.1 IMATERIALY ..cittiuitieite ettt ettt ettt ettt et sb e st e sat e et esate st e e sbteeabeensaesaneens 31
3.1.1  Mineralni média (MM) ......c..cooiuiiiiiiieiiie et 31
3.1.2  Roztok stopoVyCh PrvKll ....c.coouiieiiiiiiiiiiiecieeeete e 33
3.1.3  ChemMiKAIIE ...ooeeeiieeiiieceeeee et en 33
3.1.4  Biologicky Materidl..........cccooeriiiiiiiiiiiiienie et 34
3.2 PRISTROJE A LABORATORNI POMUCKY ....veevieiiriieiieiieiienieeiesieeseeensesneesseeneesnee e 35
R 0 B o v 515 (0 [OOSR 35
3.2.2  Laboratorni POMUCKY ........cceeriiiiiieniieiiiesie ettt et 35
3.3 POSTUPY ottt sttt et sttt e st 36



3.3.1 Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pti 8 °C a pti pH 5,2 ........ 36

3.3.2  Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pii 8 °C a pii koncentraci

INACT 3,50 ettt ettt ettt et e et eab e et e e b e e sbeenseenabeebeeenbeennaens 38

3.3.3  Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pii 8 °C a pii koncentraci

INACT 0,5%0 .0ttt ettt ettt et ettt et e e e s taeenbe e taeenbeessaeensaensseesseessseensaens 38

3.3.4  Konzervace ziskanych Kultur ............ccccoooeoiiieiiiciieee e 38

3.3.5  Ovéfeni ristu kultur na fenolu pii 8 °C v rozsahupH 4 —9 ...................... 38

3.3.6 Ovéfeni rustu kultur na fenolu pfi 8 °C vrozsahu koncentraci

NACT 1T = 5 Y0ttt ettt et e aae et e e aaeeabeeaae e 39

3.3.7  Gramovo barveni ziskanych kultur .............ccccovviiiiiiniieniiiiiceeeeeeee, 39

4 VYSLEDKY A DISKUZE .....cooernnereserssrssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssesssesses 40
4.1 ODBERY VZORKU A PRIMARNI INKUBACE VZORKU V MINERALNICH MEDIICH

S FENOLEM ....oiiiiuiiieeeeitieeeastreeeessisteeesssseeeeassssseeasssseeesssssesesassseessasssseessnnssseesanns 40

4.2 PASAZOVANI POZITIVNICH VZORKU ...cuviriieriiiarieniieeirenieeeieenaesseessseeseessnesseens 41

4.3 POTVRZEN{ RUSTU CISTYCH KULTUR V PRISLUSNYCH MM S FENOLEM................ 43

4.4 GRAMOVO BARVENT c..coitiiitiiiiieiiecit ettt ettt sttt e steesbeesnaeesbeenseesnsaens 45

4.5 TESTOVANI RUSTU KULTUR NA FENOLU PRI RUZNYCH HODNOTACHPH ............... 47

4.6  TESTOVANI KULTUR PRI RUZNYCH HODNOTACH KONCENTRACE NACL (0 —

50 ettt ettt e b e taeebe e taeebe e tbeebe e teeebeeetaeereenaneenns 50

ZAVER .aererererenssessrssnnes 52

SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ccvvernruesrssressesssesssessssssssssssssssssssssssssssessssssesssasses 54

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ......cuovvurrrrrrensersssssessssssesssessesssenees 57

SEZNAM OBRAZKU .....ccovurererrreseressrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 58

SEZNAM TABULEK .....uuiiiiiitiitiinnicsnisssissseissicssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 59




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Lidska c¢innost vnasi do prostfedi fadu primyslovych latek, které jsou jak pro Zivotni
prostiedi, tak i pro lidi samotné nebezpecné, toxické ¢i jinak zdravi Skodlivé. Fenol a jeho
derivaty se vyskytuji bézné v ptirod¢ jako produkty mikroorganismd, rostlin, zivo¢ichl
nebo mohou byt synteticky vyrabény a do zivotniho prostfedi se nasledn¢ dostavaji
antropogenni cestou. Celosvétova vyroba fenolu je masivni a ma mnohostranné uplatnéni.
Ve velkém meéfitku se fenol vyrabi pro farmakologicky pramysl, chemicky primysl nebo
naptiklad k vyuzivani v dermatologii ¢i kosmetice, vyuziti nachazi pfi zpracovani dreva,
vyrob¢ plastl, pesticidii a mnohé dalsi. Vzhledem k jeho rozsdhlému vyuziti a toxickym
vlastnostem a soucasné degradac¢ni obtiznosti je fenol zahrnovan mezi nejvice znecist'ujici
latky pro zivotni prostiedi.

K odstranéni téchto Skodlivin jsou vyuzivany rtizné postupy. Mohou to byt fyzikélni,
chemické ¢i biologické metody. Biologické metody se vzhledem k jejich ucinnosti a
Setrnosti k Zivotnimu prostfedi dostdvaji do popiedi. Mikrobiologicky rozklad fenolu a
studium konkrétnich bakterii, které tomu dopomahaji, jsou uz dlouho studovany. Rovnéz je
studovana bakteridlni degradace za méné ptiznivych podminek. My jsme se ovSem zaméfili
na rozklad fenolu pii nizkych teplotach a soucasné za dalSich ztizenych podminek, jako

byla zvySena salinita vlivem NaCl a niz§i hodnota pH.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FENOL

Fenol neboli hydroxybenzen, kyselina karbolova, benzenol, s chemickym vzorcem C¢HgO

je uveden na Obrazek 1.

Obrézek 1 Strukturni vzorce fenolu (IRZ, 2023)

(Enache, Oliveira-Brett, 2011)

1.1 Charakteristika

Fenol je v Cisté podobé bezbarva nebo bild krystalicka pevnd latka s charakteristickym
silné¢ nasladlym antiseptickym zépachem, ktery vykazuje drazdivé ucinky. NejCastéji je
vSak k dostani v tekutém skupenstvi. Jeho mirn€ zneciSténou formu predstavuji
nartizovélé krystaly nebo husta viskézni kapalina.

Je snadno rozpustitelny ve vodé€, jeho rozpustnost ¢ini 84 g/l nebo v organickych
rozpoustédlech jako je napf. benzen, chloroform, aceton, ethanol. Je hotflavy a bod
vzplanuti se pohybuje kolem 75 °C. (Ptibylova a kol., 2010)

Fenol a jeho derivaty se vyskytuji bézné v ptirod€ jako produkty mikroorganism, rostlin,
zivocichll vcetné lidi, nebo mohou byt synteticky vyrdbény. Jsou to praveé pfirozené
derivaty fenolickych latek, které dodavaji chut’ a barvu mnohym pozivatindm. Fenol je
také sloZzkou cernouhelného dehtu a vznikd pifi pfirozeném rozkladu organickych

materiald.
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Tabulka 1 Chemické a fyzikalni vlastnosti fenolu

Veli¢ina Jednotka Symbol Hodnota
Molarni hmotnost g/mol M 94,11
Hustota p¥i 20°C g/ml S 1,07
Rozpustnost ve vodé (20 °C) g/l 84

Bod tani °C 40,5

Bod varu °C 181,7
Tlak pary (20 °C) hPa 0,2
Rozdélovaci koeficient oktanol-voda - 1,47

Bod vzplanuti p¥i 1,013 hPa °C 81
Teplota samovzniceni pfi 1,013 hPa °C 715

(Roth, 2015)

1.2 Pouziti

Celosvétova vyroba fenolu se pohybuje v extrémné velkych mnozstvich. Fenol je pouzivan
znacn¢ ve farmakologickém primyslu - napt. pro vyrobu acylpyrinu, kde je zapotiebi
kyseliny salicylové, jez je pfirodni fenolickou slou¢eninou, nebo se vyskytuje ve
farmakach pouzivajicich se proti bolesti v krku atd. Také je tfeba neopomenout znacné
zastoupeni v dermakologii a kosmetickém primyslu.

VyuzZiti fenol nachazi i pfi primyslové vyrobé& organickych latek jako jsou bisfenol A ¢i
kaprolaktam.

Velkého uplatnéni nalezl v chemickém primyslu, kde se stal hlavnim meziproduktem pro
vyrobu syntetickych vldken a fenolovych pryskyfic.

Pro své biocidni schopnosti je vyuZivan pro oSetfeni materidll, kde je zapotiebi inhibice
mikroorganismu, ¢ili je vyuZivan rovnéZ také jako desinfekéni prostredek napt. v
pramyslovych vodnich systémech.

Déle nachazi uplatnéni pii vyrobé plasti, pesticidi, v kozZed€élném pramyslu, pii

zpracovavani dieva a mnohé dalsi.
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1.3 Vyskyt v Zivotnim prostredi

Biogenni zdroje fenolu a jejich derivata nepiedstavuji zdsadni problém, vzhledem k jejich
nizké produkci.

Antropogenni zdroje fenolu mohou oviem zptsobovat vazné problémy. Zivotni prostiedi
muze byt kontaminované fenolem, ptipadné jeho derivaty, pfimo z procesi jeho vlastni
vyroby nebo z pouziti desinfek¢nich vyrobki s obsahem této latky. Dale jsou to spalovaci
procesy, které siln¢ znecistuji zivotni prostiedi, mohou to byt Spatn¢ zajisténé skladky,
emise z natéri obsahujicich fenol a mnoh¢ dalsi.

Fenol mtize byt nasledné obsazen ve vSech slozkach zivotniho prostiedi. V atmosféte,
pude 1 vodé. Zavazny dopad pro Zivotni prostfedi maji predevS§im chlorované derivaty
fenolu, jez vykazuji vysokou stabilitu a bioakumulativnost, a proto jsou velmi toxické pro
suchozemské ZivocCichy a pro vodni organismy vykazuji akutni toxicitu.

Znaéné¢ mnozstvi emisi fenolu vstupuje do ovzdu$i, ze kterého je prevaznd cast
odstrafiovana fotochemickymi reakcemi a mensi ¢ast mokrou depozici.

Detekovan byl rovnéz v deStové vode, povrchové vodé a podzemni vodé. V pudé je
vysoce mobilni. Jeho degradace jak ve vodé, tak i v ptidni slozce pak probiha abiotickymi
a mikrobidlnimi reakcemi. Pfi¢emz u mikrobidlni degradace zavisi na faktorech, jako je

koncentrace, aklimatizace mikroorganism, teplota a pfitomnost dalSich sloucenin.

1.4 Dopady na zdravi lidi a zvirat

Fenol je pro ¢lovéka vysoce toxicky. Jedinci mohou byt kontaminovani fenolem pozienim,
vdechnutim ¢i koznim kontaktem. Toxické projevy fenolu zavisi na mnozstvi fenolu,
zpiisobu podani, koncentraci atd. Exponovani jedinci mohou prokazovat Sirokou Skalu
ucinki fenolu, jako je poSkozeni ledvin, zaZivaciho traktu, respiracni potiZe, neurologické
ucinky, koma a v extrémnim piipad¢ smrt. Fenol zabraniuje transportu kysliku krvi, coz
muze mit za nasledek bolest hlavy, malatnost, nauzeu, modrani koncetin a rtG. Nejnizsi
zaznamenana letalni davka u jedince byla 4,8 g pii poZiti. Kromé expozice vzduchem jsou

vvvvvv

uzené potraviny. (Ptibylova a kol., 2010)
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2 BAKTERIE DEGRADUJICI FENOL ZA NiZKYCH TEPLOT

Rychla urbanizace a industrializace vedly k rozsahlé distribuci ftady toxickych
znecist'ujicich latek v ekosystému. Dle americké Environmental Protection Agency je fenol
diky své toxicité a degradacni obtiznosti zahrnovan mezi nejvice zne€ist'ujici latky pro
zivotni prostiedi.

wrwe

rozpustnosti fenolu ve vodé. Obrovské ,,zasluhy* na zneciStovani zivotniho prostiedi
fenolem maji predevSim riiznd pramyslova odvétvi, kde prvni pficky obsazuji ropné
rafinérie (6 — 500 mg/l), petrochemicky pramysl (2,8 — 1220 mg/l), zpracovani uhli (9 —
6800 mg/1), farmaceuticky prumysl (0,1 — 1600 mg/1) a papirensky pramysl.

Siroka distribuce fenolu v primyslovych odpadnich vodich vyzaduje G¢inné metody
k jeho eliminaci a degradaci. Pro odstranéni fenold je k dispozici tada fyzikalné-
chemickych metod, ale vzhledem k jejich vysoké cen¢ a moznosti uvoliovani
sekundérnich znecist'ujicich latek jsou preferovany biologické metody. Tyto metody jsou
upfednostiiovany zejména diky jejich cené a rovnéz jsou tyto metody povazovany za

ekologicky udrzitelné, co se tyce degradace toxicky znecist'ujicich latek.

Vzhledem k uplné mineralizaci toxickych polutanti na oxid uhli¢ity a vodu, je
biodegradace cili degradace pomoci mikroorganismii z hlediska Zivotniho prostiedi
nejpiijatelnéjsi. Tato varianta je vhodnd pro zpracovani fenolickych odpadi, ovSem
v piipadech, kdy koncentrace fenolu muze piesahovat 1000 mg/l (10,64 mM), muze
dochdzet vlivem jeho toxicity k inhibici mikroorganismti a nizké specifické rychlosti
konverze. Pro vyhnuti se témto rizikiim jsou vyuzivany rizné strategie jako napf.
imobilizace mikroorganismi na nosi¢e nebo enkapsulace do vhodnych matric (napt. geli),
dale aklimatizace mikroorganismd, zajisténi ptidavného zdroje uhliku a vhodnych zdroja
dusiku a fosforu, pouzivani mikroorganismi degradujicich fenol ve formé vicecetnych
kultur (konsorcii) ¢i pouzivani cistych usSlechtilych kmenl s vyjimecnou schopnosti.

(POKIC akol., 2011)

2.1 Acinetobacter sp. kmen RTE1.4

Pouziti nativnich mikroorganismii je uziteCnou strategii pro bioremediaci prostiedi

kontaminovanych fenolem. Jednim ztéchto mikroorganismii je bakteridlni kmen
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pojmenovany RTE1.4, ktery byl izolovan z odpadnich vod chemického primyslu. Kmen
byl schopen riist pti vysokych koncentracich fenolu a jeho derivatl, jako je guajakol, 2,4-

dichlorfenol a pentachlorfenol, rovnéz v médiu obsahujicim primyslové odpadni vody.

Pomoci morfologické, fyziologické, biochemické a 16S rRNA genové analyzy byl tento
bakteridlni kmen identifikovan jako Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. RTE1.4
degradoval fenol v koncentracich 200 az 600 mg/l (2,13 az 6,38 mM) v Sirokém rozsahu
pH 5-9 a v teplotnim rozmezi 25-37 °C, coz prokazuje vysokou adaptacni schopnost na
rizné podminky. Vzhledem k prokdzané aktivit¢ katechol 1,2-dioxygenéazy, bylo

prokézano, ze kmen metabolizoval fenol tzv. ortho-cestou $tépeni aromatického kruhu.

Schopnost kmene Acinetobacter sp. RTE1.4 degradovat fenol ovliviuje fada faktort - pH,
teplota a pocéatecni koncentrace fenolu. RTE1.4 byl schopen degradovat fenol 200 mg/l
(2,13 mM) vrozmezi pH 5 az 11 pfi teploté¢ 28 °C + 2 °C, pfiCemz nejvyssi degradace
fenolu (100 %) bylo dosazeno za neutralnich podminek. Pii pH 5, 6, 8 a 9 byla degradace
stale vysoka (nad 50 %). OvSem pii pH 10 a 11 degrada¢ni schopnost fenolu znatelné

poklesla a bylo odstranéno pouze 10 mg/l (0,106 mM) znecist'ujici latky.

Podobné jako u pH, tak i optimdlni teplota pro odstranéni fenolu byla stanovena inkubaci
bakteridlniho kmene pfi riznych teplotach v rozmezi 25-40 °C, pti pH 7 s 200 mg/1 (2,13
mM) zneciStujici latky a byla zde sledovana zbytkova koncentrace fenolu. Optimalni
stanovena teplota byla 28 °C, pfi niz bylo zaznamenano dosazeni 100% odstranéni fenolu
po 48 hodinach. Rovnéz tato teplota vykazovala statisticky vyznamné rozdily v porovnani
s ostatnimi teplotnimi hodnotami. Pro srovnani pti 25 °C byla degradace fenolu kolem 80
%, pti 33 °C nebo 37 °C byla pozorovana degradace fenolu jiz jen 40 % a pii 40 °C
degradac¢ni schopnost klesla na pouhych 5 %. Dle téchto vysledkt za optimélni podminky
pro odstranéni fenolu kmenem Acinetobacter sp. RTE1.4 byla zvolena hodnota pH 7 a
teplota 28 °C, tyto hodnoty byly zvoleny pro nasledujici experimentalni pouZiti.

Pro analyzu, srovnani stupné biodegradace a potfebného Casu pro uplnou degradaci se
pocatecni koncentrace fenolu pohybovaly v rozmezi 200 - 700 mg/1 (2,13 — 7,45 mM).

Cas potfebny pro degradaci fenolu vzrostl umémé s pocateéni koncentraci fenolu v
kultiva¢nim médiu. Celkova degradace 200 mg/1 (2,13 mM) fenolu nastala po 48 hodinach
a byla pozorovana kratka lag faze (6 hodin). Doba degradace byla prodlouzena na 7 a 11
dni pro 400 a 600 mg/l fenolu, zatimco u 700 mg/l bylo dosazeno pouze 28% degradace
fenolu po 13 dnech. V tomto ptipadé kmen vykazoval lag fazi dlouhou 6 dni pro zahéjeni

rustu a spotiebu fenolu. Kmen byl tedy schopen tolerovat a degradovat vysoké koncentrace
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fenolu a zcela odstranit 200 az 600 mg/l tohoto kontaminantu pti 28 °C a pH 7, coz byly
stanoveny jako optimalni podminky. (Paisio a kol., 2013)

2.2 Acinetobacter sp. kmen B9

Pro dosazeni Uspésné bioremediace prostfedi kontaminovaného fenolem je esencialni
aplikace mikrobidlnich kmenti, které ziskaly toleranci k fenolu a schopnosti k jeho
degradaci.

Tato schopnost byla téz prokdzana i u izolované¢ho kmene Acinetobacter sp. B9, u né¢hoz
byla dosazena vysoka adaptace na zvysSenou koncentraci fenolu postupnym navySovanim
jeho davky. U tohoto adaptovaného kmene byla prokdzéna schopnost ristu na fenolu a
jeho uplnd degradace s koncentraci az 14 mM (1316 mg/l) za 136 hodin. Degradaéni
rychlost nartstala se zvySovanim koncentrace fenolu z 2,0 na 7,5 mM (ze 188 na 705
mg/l), pficemz bylo prokazano, ze tento kmen preferuje neutralni az alkalické rozmezi pH.
Jeho optimum bylo stanoveno na pH 8,0 a optimdlni teplota pro degradaci fenolu se
pohybovala v rozmezi 30-35 °C. Transmisni elektronové mikrofotografie také ukazaly
neorganizovanou a spletitou strukturu bunééné membrany bunck, které byly zasazeny
fenolem, coz je charakteristickym znakem jeho ptisobeni. Enzymatické metody a analyza
metabolitl pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie ukazaly pfitomnost
ortho-§tépné drahy pro degradaci aromatického kruhu fenolu. U¢inna degradace fenolu
byla pozorovana i v pfitomnosti pyridinu a tézkych kovt jako ko-toxickych latek, coz
ukazuje potencial kmene pifi bioremediaci prumyslovych prostiedich kontaminovanych
riznymi typy odpadi. Kmen B9 byl pii praktickém pokusu aplikovan do odpadni vody z
kozeluzny, kde doslo ke 100% odstranéni poc¢ate¢niho 0,5 mM (47 mg/l) fenolu béhem 48
hodin. (Amrik a kol., 2015)

2.3 Pseudomonas aeruginosa MTCC 4996

Schopnost degradace fenolu vykazoval rovnéz kmen MTCC 4996 bakterie Pseudomonas
aeruginosa, ktery byl izolovan z mista kontaminovaného primyslovymi odpadnimi
vodami z vyroby celulézy. Béhem 156 hodin doSlo k rozkladu fenolu na zbytkovou
koncentraci 1,3 mg/l (0,0138 mM). Kompletni degradace byla pozorovana pii hodnotach
pH v rozmezi od 6,0 do 10,0 a teploty od 15 °C az po 45 °C, pfi€emz optimalni pH bylo
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stanoveno jako neutralni a teplotni optimum bylo 37 °C. K plné degradaci dochazelo za
66 hodin pii optimalni rychlosti tfepani 100—125 ot/min, v porovnani se statickymi
podminkami, pii nichz degradace nastavala po 84 hodinach. Glukéza a pepton v nizsich
koncentracich coby ko-substraty zvysily miru rozkladu fenolu. Naopak, rychlost rozkladu
fenolu byla nejcitlivéjsi na pridanou rtut’. Velmi nizké koncentrace kovu (Fe, Cu, Pb, Zn a
Mn) rozklad stimulovaly a zvySovaly rychlost degradace.

Z vysledkt vyplyva, ze tento kmen vykazuje pozoruhodny potencial pro rozklad fenolu v
Sirokém rozmezi teplot, pH a v pfitomnosti tézkych kovl. Proto je velmi vhodny pro
pouziti v oblasti zivotniho prostfedi, v bioremediaci a ¢iSténi odpadnich vod, zejména v

oblasti detoxikaci fenolovych odpadi. (Kotresha, Vidyasagar, 2008)

2.4 Antarktické bakterie

Dalsi studie se zabyvala izolaci tii fenol-degradujicich bakterialnich kmenii z King George
Islandu v Antarktidé. Tyto kmeny byly izolovany ze tfi antarktickych pid v roce 2007.
Pomoci pfedbézného screeningu byly pro podrobnou studii vybrany tfi izolaty AQS5-05,
AQ5-06 a AQ5-07 schopné kompletné degradovat 0,5 g/l fenolu béhem 120 hodin pfi
teplot¢ 10 °C. Na zéklad¢ sekvenci 16S rRNA byly dva z téchto izolath identifikovany
jako Arthrobacter spp. a jeden jako Rhodococcus sp. VSechny tyto kmeny byly
nepohyblivé, gram pozitivni, oxidaza byla u nich negativni a kataldza pozitivni. Pro
optimalizaci podminek pro degradaci fenolu byla provedena studie ucinkti parametri
vcetné teploty, pH, salinity a zdroje dusiku. Coz vedlo k vysledkiim, ze tyto tfi izolaty byly
zatazeny k psychrotolerantnim bakteriim s optimalni teplotou pro degradaci fenolu mezi
10 a 15 °C. Tyto kmeny splilovaly potencialni pouZiti bakterii adaptovanych na chlad pro
bioremediaci pid kontaminovanych fenolem v Sirokém rozsahu nizkych teplot. Tyto
bakterialni kultury byly ziskany tak, ze vzorky pudy (5 g) byly suspendovany ve 40 ml
studeného sterilniho minimélniho mineralniho média (MSM) obsahujiciho 0,5 g/l fenolu a
inkubovany na tfepacim inkubdatoru pii 150 otackach za minutu po dobu 3 dnti pfi teploté 4
°C. Vzorky z této pudni suspenze byly naneseny na agarové plotny s mineralnim médiem
doplnéné fenolem jako zdrojem uhliku a inkubovény po dobu 7 dnii. 1zolaty vykazujici
odlisné kolonie byly subkultivovany na agarovych plotnach s minerdlnim médiem,
doplnénym stejnym substratem, jaky byl pouzit pii plivodnim obohaceni, dokud nebyly
ziskany cisté kultury. Jedna kolonie kazdé z viditeln¢ odliSnych vyslednych bakteridlnich

kolonii byla inkubovana v MSM obsahujicim 0,5 g/l fenolu na tfepacim inkubatoru pii 150
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otackach za minutu a teplot¢ 10 °C po dobu 120 hodin. Inkubaéni teplota 10 °C byla
zvolena tak, aby reprezentovala maximalni letni teplotu na King George Island. Aktivita
kazdé cisté kultury degradujici fenol byla monitorovana ve 24 hodinovych intervalech a
bakterialni riist byl stanoven pomoci méfeni optické hustoty pfi 600 nm. Pro dalsi studie
byly vybréany izolaty dosahujici Gplné degradace fenolu pfi pocatecni koncentraci 0,5 g/l.

V souhrnu byly identifikovany tfi na chlad adaptované fenol-degradujici bakterialni kmeny
izolované z antarktickych ptud jako schopné degradovat fenol az na 0,5 g/l béhem 120
hodinové inkubacni doby pii 10 °C. Optimalni rastové teploty u bakterialnich kment se
pohyboval v rozmezi 10 — 15 °C. U nékterych kmeni rtst pokrac¢oval i nad 20 °C, coz
potvrdilo jejich psychrotolerantni status. Bylo zjisténo, Ze optimalizované fyzikalné-
chemické parametry, véetné teploty, salinity, pH a zdroje dusiku, siln¢ zvysuji aktivitu
kmeni pro degradaci fenolu. Optimalni degradace fenolu byla pozorovana mezi 10 a 15
°C, coz naznacuje, ze léto v Antarktidé poskytuje vhodné plidni podminky pro
bioremediaci ptd kontaminovanych fenolem témito kmeny. Studované bakterialni kmeny
byly také velmi citlivé na pH, vyzadujici téméf neutralni pH pro optiméalni rast a schopnost

degradace fenolu. (Lee a kol., 2018)

2.5 Biodegradace fenolickych latek kulturou bakterii z aktivovaného

wrw

kalu a z ri¢ni vody

Fenoly mohou na mikroorganismy pisobit inhibi¢né nebo piipadné vykazovat i letalni
ucinky. Pro zjisténi, zda odbouratelnost fenolickych latek souvisi s toleranci
mikroorganismi k témto latkdm, byla ziskdna kultura bakterii z aktivovaného kalu se
schopnosti rozkladat 4-chlorfenol a porovnana jeji schopnost rozkladat fenolické latky po
adaptaci na né. Vysledky ukazaly, ze ziskané bakterie rodi Mycopiana, Alcaligenes,
Pseudomonas a Flavobacterium byly po adaptaci vice tolerantni k derivatim fenolu,
v porovnani s bakteriemi, ziskanymi pivodné z fi¢ni vody, a Ze tyto bakterie adaptované
na 4-chlorfenol byly tolerantngj$i i k jinym toxickym latkdm. S uvedenou smésnou
kulturou bakterii zkalu pak byly provadény zkousky degradace chlorfenoli,
dihydroxybenzent a nitrofenoli.

Nejsnaze degradovan byl 4-chlorfenol, konecna mira odstranéni sloucenin byla vice nez 50

% v ptipadé, ze byla do vzorkli vody pifiddna smiSend adaptovana bakteridlni kultura.
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Rychlost degradace stejnych cilovych latek pivodnimi mikroorganismy, ziskanymi z
pfirodni vody, byla pfitom velmi nizka.

Bylo tedy prokazano, ze v dasledku inokulace adaptované bakterialni kultury do fi¢ni vody
se rychlost biologického rozkladu pro vétSinu sloucenin zvysi. Z cehoz vyplyva, ze diky
synergickym uc¢inkiim bakteridlnich kultur je riznorodd mikroflora Casto G¢inn&jSi nez
pouze Cistad kultura pfi degradaci toxickych a perzistentnich kontaminantt.

Po pfidani adaptované bakterialni kultury mira odstranéni 5 mg/l 4-chlorfenolu nebo 2-
chlorfenolu dosahla 100 % v pribéhu 72 hodin. V pfipad€é soucasné piitomnosti 4-
chlorfenolu a 2-chlorfenolu v fi¢nich vodach potiebuji mikroorganismy delsi dobu
aklimatizace pro produkci dostatecného mnozstvi enzymi k metabolizaci cilovych
slou€enin, tudiZ rychlost degradace klesa a polocas obou téchto sloucenin je prodlouzen.
Vlivem adaptované bakterialni kultury je biodegradace 4-chlorfenolu podstatné urychlena.
80 % 4-chlorfenolu se spottebuje za 48 hodin, 2-chlorfenol byl po prodlevé 48 h rychle
degradovan. K uplné degradaci téchto dvou slozek pak dochazi po 60 hodinach.

Zavérem lze Tici, Ze bakterialni kultury, izolované z aktivovaného kalu a adaptované na 4-
chlorfenol, jsou tolerantnéjsi k fenolickym derivatim nez bakterie z feky. Bakteridlni
kultury tak mohou byt adaptovany na to, aby vyuzivaly chlorfenoly, dihydroxybenzeny a
nitrofenoly jako jediny zdroj uhliku a energie. Tyto kultury pak maji vy$si metabolickou
ucinnost vuci témto chemikaliim neZ fi¢ni bakterie. Rychlost odstraiovani chemikalii ve
vod¢ tak mize byt zvySena nejméné o 55 %, kdyz se do vzorkil fi¢ni vody pftidaji

adaptované bakterialni kultury ziskané z aktivovaného kalu. (Guang-Hua Lu a kol., 2009)

2.6 Nizkoteplotni biodegradace ropnych uhlovodiki ¢tyimi

aktinobakterialnimi kmeny

Fenol a fenolické slouceniny jsou Siroce rozsifeny v piirodé jako latky znecistujici Zivotni
prostiedi. Jsou béznou sloZkou mnoha primyslovych odpadnich vod, at’ jsou to vody
produkované z rafinerii ropy ¢i zplynovacich zatizeni uhli. Vzhledem ke své toxicité viici
mikroorganismiim mohou fenolické slouceniny Casto zptsobit poruchu ¢istiren odpadnich
vod inhibici mikrobialniho rastu, a to i pfi relativné nizkych koncentracich, jako jsou 2
mM.

V nasledujici studii byla proto hodnocena schopnost Cctyf bakteridlnich kmend,

adaptovanych na chlad, degradovat n-alkany, aromatické uhlovodiky (z nichZ byl zvolen
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fenol) a polyaromatické uhlovodiky (anthracen a pyren) pii nizkych teplotach. VSechny
Ctyfi kmeny patfily do kmene Actinobacteria a byly identifikovany jako Rhodococcus
erythropolis (kmen BZ4), Rhodococcus cercidiphyllus (kmen BZ22), Arthrobacter
sulfureus (kmen BZ73) a Pimelobacter simplex (kmen BZ91). Kmeny byly schopné rlst v
teplotnim rozsahu 1 az 30 °C a vykazovaly aktivitu katechol-1,2-dioxyogenazy.
Rhodococcus erythropolis BZ4 degradoval vSechny testované slouceniny, vyuzival n-
alkany a vysoka mnozstvi fenolu (7,5 mM), antracenu a pyrenu (50 mg/l) pii 15 °C.
Pimelobacter simplex BZ91 degradoval n-alkany a také az 7,5 mM (705 mg/1) fenolu pii 1
az 30 °C. Rhodococcus cercidiphyllus BZ22 plné degradoval n-alkan C12 pii 1 - 20 °C,
zatimco degradace C16 a C20 byla opozdéna a niz§i ve srovnani s degradaci C12.
Arthrobacter sulfureus BZ73 nejlépe odbouraval fenol a vyuzival az 12,5 mM (1175 mg/l)
fenolu v teplotnim rozsahu 1 az 25 °C. Tyto kmeny jsou tedy slibnymi kandidaty pro
nizkoteplotni ¢isténi prumyslovych odpadnich vod kontaminovanych uhlovodiky.

Vyse zminéné bakteridlni kmeny byly izolovany z pudy kontaminované ropnymi
uhlovodiky, ziskané z byvalé pramyslové ctvrti v Bozenu v Itdlii. Hlavnim divodem
kontaminace byly Uniky ze skladovacich nadrzi ropného oleje. V dobé odbéru vzorkl byla
pramérnd teplota pidy v oblasti odbéru 8 - 10 °C. Piada obsahovala 13 300 mg
uhlovodiki/kg suché pudy, pticemz 40 % a 60 % této kontaminace tvotily uhlovodiky C10
- C20 a C20 - C40, coz ukazuje na vysoky obsah téZkych oleja.

Izolace bakteridlnich kmeni byla provedena na mineralnim agaru obsahujicim motorovou
naftu. Bakteridlni kmeny BZ4, BZ22, BZ73 a BZ91 byly vybrany na zaklad¢ jejich
schopnosti dobfe rlst v pfitomnosti ropnych uhlovodiki.

Kultivace kment v bioreaktoru se zvySujici se koncentraci fenolu byla pouzita pro
stanoveni nejvyssi koncentrace fenolu, kterou bylo mozné testovanymi kmeny odbourat
(obr. 3). Kmeny byly péstovany pii 15 °C. Po vymizeni fenolu byla stejna kultura znovu
obohacena zvysujicimi se koncentracemi fenolu (2,5, 5,0, 7,5, 10, 12,5 a 15 mM fenolu).
Vysledky stanoveni maximalni ristové koncentrace fenolu jsou uvedeny na Obr. 3.

Po stanoveni vlivu teploty na degradaci fenolu bylo zjiSténo, ze nejicinnéjsimi degradatory
fenolu kmeny BZ73 a BZ91, kter¢ byly kultivovany pii 1, 5, 10, 15, 20, 25 a 30 °C pii 150
otackach za minutu za ptfitomnosti 10 mM fenolu. Pro hodnoceni U¢inku michéani byla
kultivace kment BZ73 a BZ91 také provedena pii 15 °C bez michani, stejné jako na

rotacni tfepacce pfi 150 ot./min a 250 ot./min.
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Obréazek 2 Degradace fenolu pti 15 °C ve vsadkovych kulturach tfi aktinobakterialnich

kment. Sipky oznaduji pidavky fenolu. Data jsou primérné hodnoty ze tif replikati.
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Jeden ze Ctyt kmend, R. cercidiphyllus BZ22, nebyl schopen fenol vyuzit. Protoze u
sterilnich kontrol nedoslo k zadné abiotické ztraté fenolu, vymizeni fenolu lze pfipsat
jedin€ biodegradaci. R. erythropolis BZ4 i P. simplex BZ91 pln¢ degradovaly fenol az do
koncentrace 7,5 mM béhem 42 a 26 dnu pii 15 °C, zatimco A. sulfureus BZ73 dokonce
plné€ degradoval 12,5 mM fenol pii 15 °C béhem 19 dni, 15 mM fenolu vsak bylo vyuZzito
pouze ¢astecné (obr. 3).

A. sulfureus BZ73 pln¢ degradoval 10 mM fenolu v teplotnim rozsahu 1 - 25 °C. Fenol
zcela vymizel po 2 a 3 dnech pii 25 °C a 20 °C, zatimco k degradaci 10 mM fenolu pfi 15
a 10 °C bylo zapotiebi 5 a 9 dni. Biodegradace byla tedy zna¢n€ zpozdéna pii nizsich
teplotach, nicméné 10 mM (940 mg/1) fenolu bylo plné¢ degradovano po 26 dnech pii 5 °C
a po 39 dnech pii 1 °C. Se sniZujici se teplotou byla tedy biodegradace fenolu nizsi a pti
teploté 1 az 5 °C byl rlst zna¢n€ opozdén. Tvorba biomasy (z hlediska hustoty buné¢k) vSak
byla vys$si v rozsahu nizkych teplot 1 - 10 °C nez pii 15 - 25 °C (obr. 4), coz demonstruje
chladovou adaptaci kmene.

Témeéf stejny vzor byl pozorovan u P. simplex BZ91. Tento kmen degradoval 5 mM fenolu
v celém rozsahu riistovych teplot 1 az 30 °C. Uplna degradace byla zaznamenéna po 1 dni
(30 °C), 3 - 5 dnech (25 - 15 °C), 11 dnech (10 °C), 35 dnech (5 °C) a 39 dnech (1 °C).
Byla rovnéz pozorovana zrychlena degradace fenolu, kdyz kmeny byly smichany.

Zavérem autofi porovnavali toxicitu aromatickych latek vic¢i bakteriim adaptovanym na
chlad a bakteriim mezofilnim; zjistili, Ze toxicita aromatickych sloucenin se ukazala byt
vyznamné niz§i pro bakterie adaptované na chlad pii 10 °C ve srovnani s 25 °C, zatimco
mezofilni bakteridlni kmeny vykazovaly niZ§i néachylnost k vysokym mnozstvim
aromatickych slouc¢enin pfi péstovani pii 25 °C ve srovnani s 10 °C. (Margesin a kol.,

2013)

2.7 Degradace uhlovodikii a enzymové aktivity bakterii a kvasinek

adaptovanych na chlad

V nasledujici studii byl pozorovan rist a produkce enzymii pti 10 °C u 89 kultivovatelnych
izolatl adaptovanych na chlad, které byly ziskdny z nekontaminovanych stanovist’; z onéch
89 izolath bylo 61 bakteridlnich a 28 kvasinkovych kmend. Byla porovndna ucinnost
bakteridlnich a kvasinkovych kmenid. Teplotni rozsah ristu kvasinkovych kmenl byl

vyznamné men$i nez u bakteridlnich kmenti. Sedesat procent kvasinek, ale pouze 8 %
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bakterii bylo mozné klasifikovat jako skutecné psychrofily, protoze nevykazovaly
schopnost rastu nad 20 °C.

Biodegradace fenolu byla zkouméana v tekutych kulturach pti 10 °C. Tti kmeny kvasinek
degradovaly koncentrace fenolu az 10 mM (jeden kmen) nebo 12,5 mM (dva kmeny). Z
osmi bakteridlnich kment dva kmeny degradovaly az 10 mM fenolu.

Vsechny kmeny degradujici fenol produkovaly katechol 1,2 dioxygenazu coby enzym
zabezpecujici St€peni aromatického jadra.

Jednotlivé kmeny byly izolovany na komplexnim médiu, a to ze tii vzorklu kryokonitu z
alpského ledovce a ze vzorkli z riznych alpskych, sibifskych a antarktickych chladnych
prostiedi. Nasledn€ byly tyto kmeny rutinné kultivovany na R2A agarovych plotnach pii
teplotach 2, 10, 15, 20, 25, 30 a 35 °C.

Schopnost vyuzivat riizné uhlovodiky pro riist byla testovana za pouziti pH-neutralniho,
fosfatem pufrovaného minerdlniho média. Screening byl proveden ve 100 ml
Erlenmeyerovych bailkach obsahujicich 10 ml minerdlniho média. Médium bylo
obohaceno 2,5 mM (235 mg/l) fenolu. Po inkubaci pti 10 °C byl stanoven rist. Zbytkova
koncentrace fenolu byla stanovena podle Bastose méfenim absorbance pii 270 nm v
supernatantech kultury pomoci kalibracni kiivky (0-1,4 mM fenolu, pfipraveného v
mineralnim médiu).

Pozitivni kmeny degradujici fenol byly poté kultivovany pii 10 °C a 180 otackach za
minutu ve 100 ml Erlenmeyerovych bankéch, obsahujicich 10 ml mineralniho média, které
bylo obohaceno fenolem. Po 7 dnech kultivace a po vymizeni fenolu byla stejna kultura
znovu obohacena zvySujicimi se koncentracemi fenolu v rozmezi od 2,5 do 15 mM fenolu.
Kmeny degradujici fenol byly poté kultivovany v mineralnim médiu obsahujicim fenol, pii
1,10a20 °C.

Vysledky ukézaly, Ze patnact z testovanych 89 kmenl vykdzalo rist (narast OD > 0,2
béhem inkubace) pii kultivaci s 2,5 mM fenolem. Osm z téchto kmena byly bakterie.
Vsechny kmeny byly schopné degradace 2,5 mM fenolu béhem 3—7 dna pii teploté 10 °C.
Dva z téchto bakteridlnich kment byly identifikovany jako Arthrobacter spp. a Sest z nich

jako Pseudomonas spp.

15 kment vyuZivajicich fenol pro rist bylo vybrano ke studiu vlivu koncentrace fenolu na
biodegradaci pomoci vsadkové kultivace. Jakmile doslo k uplné biodegradaci fenolu z
pfedchozi Upravy, byla stejnd kultura znovu obohacena zvySujicimi se koncentracemi

fenolu. Stejny vzorec byl pozorovan u vSech kment: rist se zvySoval, dokud byl fenol
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degradovan, ale v piipadé¢ Ze se koncentrace fenolu stala toxickou, doSlo k rapidnimu
poklesu.

Z osmi bakterialnich kment Sest kmenl Pseudomonas spp. nemohly degradovat
koncentrace fenolu vyssi nez 2,5 mM, zatimco dva kmeny Arthrobacter spp. degradovaly
10 mM fenol béhem 7 dnti. Pficemz optimalni teplota pro degradaci fenolu byla 20 °C pro
vSech osm bakteridlnich kment. Tti bakterie a jeden kmen kvasinek vykazovaly urcitou
produkci biomasy i pii teploté 1 °C.

Z4dny z bakteridlnich kment nebyl schopen rastu s alifatickymi ani aromatickymi
uhlovodiky jinymi nez fenol.

O degradatorech fenolu adaptovanych na chlad neni nasbirano pfili§ informaci. Kotturi a
spol. prokézali nizkoteplotni degradaci 10,6 mM fenolu (1 g/l) bakterii Pseudomonas
putida, ktera byla tolerantni vii¢i chladu. Bakteridlni kmeny Arthrobacter spp. degradovaly
az 10 mM fenol.

Zajimavosti je, ze tyto zkoumané kmeny navzdory tomu, Ze byly izolovany z chladného
prostfedi, které nebylo kontaminovdno uhlovodiky, byly schopné jejich degradace.

(Margesin a kol., 2003)

2.8 Biodegradace fenolu v hypersalinnich podminkach pomoci

Halomonas sp. kmen PH2-2

Fenolické slouCeniny jsou nebezpecné znecistujici latky, o kterych je zndmo, ze jsou
toxické uz pfi nizké koncentraci. Odstrafiovani fenold z tokt primyslovych odpadnich vod
pted jejich vypousténim do recipienti je v n€kterych zemich povinné. Bylo popsano mnoho
nehalofilnich bakterialnich izolatt degradujicich fenol, ale podrobné informace tykajici se
degradace fenolu halofily jsou spiSe skoupé. Halofilni bakterie by pfitom mohly degradovat
organické slouceniny z primyslovych odpadnich vod s vysokou salinitou, bez nutnosti
snizovani koncentraci soli.

Probiha nékolik vyzkumii v aplikovani halofilnich bakterii k degradaci aromatickych
uhlovodikii (Erdogmus, et al., 2013), formaldehydu (Azachi et al., 1995) a fenantrenu (Gao
et al, 2013), ale vétSina aktualnich informaci tykajicich se halofilni degradace
primyslovych polutantli se zamé&fuje na fenol (Woolard a Irvine, 1994). Fenol ma obecné
baktericidni Uc¢inek, ale zna¢na ¢ast mikroorganismi si vyvinulo mechanismy ochrany a

fenol mohou vyuzivat jako jediny zdroj uhliku a energie.
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Nové popsana halofilni bakterie degradujici fenol, izolovana z hypersalinni pidy pobliz
teheranské rafinérie, byla identifikovéana jako Halomonas sp. kmen PH2-2.

Kmen PH2-2 byl izolovan vicestupiiovymi obohacovacimi a screeningovymi technikami na
mineralnim médiu obsahujicim 100 mg/l fenolu jako jediny zdroj uhliku. Kmen byl
schopen vyuzit fenol a také p-kresol jako jediny zdroj uhliku a energie. Bakterie
Halomonas sp. PH2-2 byla schopna odbourat az 1100 mg/l fenolu, pii vysSich
koncentracich fenolu byl rtist bun€k inhibovan. Kmen byl schopen odstranit fenol v médiu
obsahujicim 18 % NaCl, v porovnani s médiem obsahujicim 7 % NaCl ale G¢innost
odstranéni klesla z 95 % na 64 %. Vysledky ukazaly, ze potencidlni pouziti kmene PH2-2
pro cisténi prumyslovych odpadnich vod obsahujicich fenol v hypersalinnich podminkéach
jako uc¢inné.

Halomonas sp. kmen PH2-2 byl schopen degradovat fenol az do koncentrace 1100 mg/l a
rust pti koncentracich NaCl v rozmezi 50 az 250 g/I. Po 68 hodinach pfi kultivaci v médiu
obsahujicim 400 mg/l fenolu schopnost kmenu odstranit fenol dosahla 18, 46, 72 a 126
mg/l zbytkovych koncentraci pii 7, 12, 15 a 18 % NaCl. Tyto vysledky ukazuji, Ze tento
kmen miiZze G¢inn€ odstranit vice nez 95 % fenolu pfi optimalni koncentraci NaCl 7 % a 88
% fenolu pii 12 % NaCl. ZvySenim salinity az na 15 % NaCl se u¢innost odstranovani
fenolu mirné snizila, kde 82 % ptivodniho fenolu bylo odstranéno po 68 hodinach inkubace.
Dalsi zvysSeni koncentrace NaCl na 18 % vedlo k dalSimu sniZeni degradace fenolu a po
stejné inkubaéni dobé bylo odstranéno pouze 68 % fenolu. Srovnéani ristu bunék béhem
degradace fenolu v pfitomnosti riznych koncentraci NaCl v rozmezi od 7 do 18 % také
ukazuje na evidentni pokles koncentrace biomasy zvySenim salinity.

Halomonas sp. kmen PH2-2 tedy kompletné degradoval 1100 mg/l fenolu za 7 dni, ale
vy$$i pocatecni koncentrace fenolu mély inhibi¢ni G¢inek na rist bakterie. PH2-2 byl také
schopen degradovat m-kresol a p-kresol, ale nemél schopnost degradovat nitro- a
chlorfenoly. Srovnani odolnosti vii¢i solim a degradacnich vlastnosti fenolu u Halomonas
sp. kmen PH2-2 s dfive popsanymi halofilnimi degradéatory fenolli prokdzal svou lepsi
schopnost degradovat vys§i koncentrace fenolu, toto je tedy prvni zpriva o U¢inném
odstranéni fenolu z kapalnych médii obsahujicich vice nez 15 % NaCl. Vysledkem studie je
tedy fakt, Ze Halomonas sp. kmen PH2-2 miZe byt efektivni pro ¢iSténi hypersalinnich

fenolickych odpadnich vod. (Haddadi, Shavandi, 2013)
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2.9 Charakteristika biodegradace fenolu v solnych roztocich
monokulturami Pseudomonas aeruginosa a Pseudomonas

pseudomallei

Bylo odebrano pét reprezentativnich vzorkli odpadnich vod z hlavniho vystupu
farmaceutického primyslu v Pékistanu v 7 dennich intervalech po dobu 35 dnt. U
jednotlivych vzorkd byla koncentrace fenolu, CHSK, BSK, kationtd sodiku a drasliku a
chloridovych a siranovych aniontii stanovena podle standardnich metod. Z téchto vod byly
nasledn¢ izolovany dva bakterialni kmeny schopné vyuzivat fenol jako jediny zdroj uhliku.
Na zékladé¢ morfologickych a biochemickych charakteristik byly kmeny identifikovany
jako Pseudomonas aeruginosa a Pseudomonas pseudomallei. Oba tyto kmeny byly velmi
ucinné pro degradaci fenolu. P. pseudomallei degradoval fenol v maximalni koncentraci
1500 mg/I béhem sedmi dnii se specifickou rychlosti riistu 0,013 h™" a rychlosti degradace
fenolu 13,85 mg/l.h. Maximalni poc¢atecni koncentrace fenolu vyuzivaného P. aeruginosa
byla 2600 mg/I se specifickou rychlosti ristu 0,016 h™' a rychlosti degradace fenolu 26,16
mg/Lh. Déle byl studovan vliv riznych soli, tj. NaCl, KCIl, Na,SO4 a K,SO4 na riist téchto
kment a rychlost degradace fenolu pii 1000 mg/l. V ptitomnosti téchto soli vykazovala P.
aeruginosa az 1,53x rychlejsi rychlost degradace fenolu a specifickou rychlost ristu 1,34x
ve srovnani s P. pseudomallei. Kromé toho P. aeruginosa vykazovala vy$§i miru sniZeni
chemické spotieby kysliku a biochemické spotieby kysliku ve srovnani s kmenem P.
pseudomallei.

Protoze primyslové odpadni vody obsahuji mnoho aniontd a kationti ve vysokych
koncentracich, byly v laboratornim métitku provedeny studie biologického rozkladu fenolu
také v pfitomnosti soli obsahujicich tyto ionty. Do média byly ptidany rtizné soli, aby se
ziskala pfiblizné€ stejna koncentrace iontil, jaka byla nalezena ve vzorcich odpadnich vod
odebranych z farmaceutického primyslu. Koncentrace fenolu 1000 mg/l pro tento
experiment byla udrzovana velmi blizko koncentraci v priimyslové odpadni vodé 1053 +1
62 mg/l. P. aeruginosa kompletné¢ degradovala 1000 mg/l fenolu bé¢hem 48 h s 8
hodinovou lag fazi v piitomnosti 2,5 g/l NaCl. Tyto vysledky byly srovnatelné s
kontrolami, kde nebyla pfiddna z4dnd stl. Pfi rdstu v pfitomnosti NaCl a Na,S04 P.
aeruginosa méla vyssi ucinnost pii degradaci fenolu, vykazovala rychlejsi rist a kratsi lag
periodu nez P. pseudomallei. Podobnd pozorovani byla zaznamenéna s ptfidanym KCI a
K,S04. V ptitomnosti soli méla P. aeruginosa vyssi specifickou rychlost ristu ve

srovnani s P. pseudomallei.
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Mikrobialni pteziti a riist v pritomnosti vS§ech vybranych soli mohou byt zplsobeny tim, ze
v této studii byly pouzity nizké koncentrace soli. Také tyto bakteridlni kmeny mohly
prezivat pii téchto koncentracich soli v kalech odpadnich vod farmaceutického primyslu
po dlouhou dobu. Obecnéji vysledky naznacuji, ze P. aeruginosa se muze ukazat jako
uzite¢na pro zpracovani fenolickych odpadnich vod obsahujicich vysoké koncentrace

soli. (Afzal a kol., 2007)

2.10 Molekularni identifikace a charakterizace Bacillus sp. NIGAB-1 pro

degradaci fenolu pri zvySené salinité

Uloha halofilnich bakterii pti degradaci fenolu je velmi dileZita, proto v této studii byly
izolovany a charakterizovany bakteridlni kmeny schopné degradovat fenol v podminkach
zvySené salinity. Vzorky sedimentu byly odebrany z jezera Rawal v Pékistdnu. Vzorek 30
ml kalu byl obohacen médiem mineralnich soli (MSM) obsahujicim 5 % NaCl a 150 mg/I
fenolu jako jediného zdroje uhliku a energie v bafice a umistén na tfepacce po dobu Sesti
dnti. Po Sesti dnech bylo 50 ul vzorku naneseno na MSM misky obsahujici 200 mg/1 fenolu
s 5 % NaCl a ty inkubovany pii 28 °C.

Nasledné byly ziskané kmeny konzervovany v 70 % glycerolu a udrZzovany pii -80 °C. Na
zakladé sekvenacnich analyz genu pro 16S rRNA byl kmen NIGAB-1 identifikovan jako
¢len rodu Bacillus, ktery sdili 99,71 % identitu s Bacillus marisflavi (AF483624), a ktery
byl schopny odbourat 300 mg/l fenolu pii 4 % NaCl za 120 hodin s primérnou rychlosti
degradace 2,63 mg/1.h.

Ristové parametry Bacillus sp. NIGAB-1 byly pozorovany pfi riiznych koncentracich
fenolu a pti 5 % NaCl. Schopnost ristu byla zaznamenéna pii 50-550 mg/1 fenolu, zatimco
pii 600-750 mg/l fenolu byl pozorovan zanedbatelny nebo zadny rist. Optimalni
koncentrace fenolu pro NIGAB-1 byla stanovena na 300 mg/l, kde opticka hustota doséhla
0,405. Témér stejny rist byl vSak pozorovan pti 350 mg/1 fenolu.

Pro stanoveni potencidlu degradace fenolu byl zvoleny kmen Bacillus sp. NIGAB-1
naockovan do MSM bujéonu obsahujiciho 50 mg/l fenolu a 5 % NaCl. Ve vSech
provedenych experimentech byl jako jediny zdroj uhliku a energie pouzit fenol. Po dvou
dnech byla pozorovéana kultura jako zakalenad a pouzita jako inokulant pro MSM bujon
obsahujici 300 mg/1 fenolu a 10 % NaCl. Avsak pfii této koncentraci soli nebyl pozorovan

zadny rust bakterii. Koncentrace NaCl byla poté snizena na 8 %, 6 % a 4 % a koncentrace
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fenolu byla udrzovéana stejna. Zadny rist nebyl pozorovan pii 8 % NaCl a zanedbatelny
rust byl zaznamenan pti 6 % NaCl v pritomnosti 300 mg/1 fenolu. Nicméné pii 4 % NaCl
byl pozorovan enormni rast. Paralelné probihaly dva typy kontrol. Jednou kontrolou byl
MSM bujon s inokulem a bez fenolu a druhou kontrolou byl MSM bujon obsahujici 300
mg/l fenolu bez inokula. U kontrol nebyl pozorovéan zadny riist.

Je pozoruhodné, ze Bacillus sp. NIGAB-1 kompletn¢ degradoval 300 mg/1 fenolu za 108
hodin s primérnou rychlosti degradace 2,63 mg/l.h. Rychlost degradace nebyla konstantni
a dosahla vrcholu za 24 hodin (Obrazek 3). Po 12 hodinéach inkubace byla pozorovana 12,5
% degradace fenolu, kde OD dosahovala jen hodnoty 0,11. Nejvyssi rst byl zaznamenan

po 96 hodinach inkubace (OD 0,47), kdy byla pozorovana 96,26 % degradace fenolu.
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Obrazek 3 Degradace fenolu Bacillus sp. NIGAB-1 v médiu obsahujicim 4 % NaCl a 300

mg/l fenolu.

Rist Bacillus sp. NIGAB-1 byl déle testovan pii riznych pH, koncentracich NaCl a pfi
ruznych teplotach. Maximalniho ristu tato bakterie dosahovala v rozmezi pH 5-9, pii c¢emz
jako optimalni pH byla zaznamenana hodnota 7. Ackoliv schopnost riistu kmene byla
zaznamenana v teplotnim rozmezi 10-45 °C, optimalni teplota byla pti 30 °C. Schopen
rustu byl tento kmen pii 0,0 — 24 % NaCl, pficemz maximalni rst byl zaznamenan pii
koncentraci 8-10,0 % NaCl. Bakteriadlni kmen B. marisflavi rostl dobfe pii pH 6-8, teplote
30-37 °C a NaCl 0-5 % a jeho optimalni G¢innost byla pozorovéana jako degradace 300
mg/l fenolu za 108 hodin. Bacillus sp. NIGAB-1 je mozné proto zafadit mezi
mikroorganismy, které jsou uzitecné pii degradaci odpadnich vod obsahujicich fenol, kde

je vysoka koncentrace soli. (Nazir a kol., 2020)
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

3.1 Materialy
V této diplomové praci bylo pouzito fady roztoki, biologického materidlu, chemikalii a
zivnych médii.

3.1.1 Mineralni média (MM)

Mineralni médium s pH 5,2 — 5,3 (M5)

Slozeni na 100 ml:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)eeeieeiiniiiin. 0,3 ml
Roztok KH,POy4 (9,078 g/1)cueeniiiiiiiiii 9,7 ml
Voda destilovana............coooiiiiiiiiiiiiiiii 85 ml
Roztok NH4CI (30 g/1).iiuiiiiiiiiiiiiiiiieeae I ml
Roztok MgSO4.7H,0 (10 g/1)eeeeieiiiiiiiiins 1 ml
Roztok Fe(NH4),.(S04)2.6H,0 (3 g/1).cceeiiiiiiiiii. 1 ml
Roztok CaCl,.2H20 (1 /1) eeviiiiniiiiiiiiiiiiiieen, I ml
Roztok NaCl (10 @/1)c.iieiiiiiiiiiiiiiieeea I ml
Roztok stopovych prvkl ... 0,2 ml
Cycloheximide (Actidion)...............ccceviiiiiieiea ... 6 Mg

pH media pted sterilizaci 5,35 (po sterilizaci 5,30)

Mineralni média s pH 4,25; 4,75; 5,25a MM opH 6,7,8 a9
Slozeni na 100 ml:
Piiprava téchto mineralnich médii méla totozné slozeni jako M5 s vyjimkou

roztokl fosfore¢nani a tato média také jiz neobsahovala cycloheximid.

Ptiprava MMs:

Slozeni na 200 ml:

pH 6:
Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1).ceiviiiiiinnnn.. 2,5 ml
Roztok KH,PO4 (9,078 g/1).eeeiieiiiiiiiii, 17,5 ml
pH 7:
Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1).ceiviiiiiiiinnnn.. 13,8 ml

Roztok KH,PO4 (9,078 g/1)eueeinnniiiiiiiiiiae, 6,2 ml
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pH 8:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)eeeeiieiiiiiniinin.. 19,0 ml
Roztok KH2,PO4 (9,078 g/1).eeveiniiiiiiiiiiiiiinn 1,0 ml
pH 9:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)eeeeiiiiiiiinininn. 20,0 ml
Roztok KH;PO4 (9,078 g/1).cuviniiiiiiiiiiiin 0,0 ml

Mineralni médium s pH 4,25:

Slozeni na 200 ml:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)ecvinniiiiiiiinn.. 0,1 ml
Roztok KH,POy4 (9,078 /1) cueeeiiiiiiiiiii 19,9 ml

Mineralni médium 4,75:

MM 4,75 vzniklo smichanim sterilnich MM5 a MM s pH 4,25 v poméru 1 : 1.

Mineralni médium s 3,5% NaCl (M3)

Slozeni na 100 ml:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)eeeiviiiiiiinnnn.. 8 ml
Roztok KH2PO4 (9,078 /1) eeiniiiiiiiiiiiiiiee, 2 ml
Voda destilovand..........coooiiiiiiiii 85 ml
Roztok NH4CIL (30 /1) .eueiieiiiiiiiie 1 ml
Roztok MgSO4.7H,0 (10 g/1).eeeeiiiiiiiiine. 1 ml
Roztok Fe(NHy4)2.(SO4)2.6H,0 (3 g/1)eevinvinininnn.n... 1 ml
Roztok CaCl,.2H,0 (1 @/1)eeeeneiiiiiiiiiia, 1 ml
Roztok stopovych prvkl ... 0,2 ml

NaCl o e i . 35 g
pH media pted sterilizaci 6,65; uprava na 7,5 (NaOH), (po sterilizaci 7,3)

Mineralni médium s 6,5 % NaCl (M6)

Slozeni na 100 ml:

Roztok Na,HPO4.12H,0 (23,9 g/1)eecviiiniiiniinn... 8 ml
Roztok KH,PO4 (9,078 g/1).eeeieiiiiiiii, 2 ml
Voda destilovVana.....oooen e 85 ml

Roztok NH4CI (30 g/1).eiiniiiiiiiiiiiiee 1 ml
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Roztok MgS0O4.7H,0 (10 g/1).eviieiiiiiiiiiiiiiinn, I ml
Roztok Fe(NH4),.(SO4)2.6H,0 (3 g/l).eeeviiniiiin.a... 1 ml
Roztok CaCl;.2H,0 (1 g/1).eieeiiiiiiiiiiiiae 1 ml
Roztok stopovych prvkl ... 0,2 ml
NaCl o e e e . 05 g

pH media ptfed sterilizaci 6,45; uprava na 7,45 (pomoci 1M NaOH), (po

sterilizaci 7,2)

Piiprava minerdlniho média s koncentraci chloridu sodného 1 — 5 % m¢éla

stejné slozeni jako pfedchozi médium, jen se liSila v pfidavku NaCl.

3.1.2 Roztok stopovych prvkii

MDSO4.5 Ho0 .o, 0,043 g
H3BOs oo 0,057 g
ZNSO04T HoO oo, 0,043 g
(NH4)6MO07024.6 HaO oo 0,037 g
COMNOL)2.6 HaO .o 0,025 g
CUSO4.5 H20 oo e 0,040 g

Vsechny latky byly rozpusStény v 1000 ml destilované vody.

Mineralni média s fenolem

Do 100 ml sterilniho minerdlniho média bylo vzdy aplikovdno asepticky
100 pl roztoku MEM vitamint a nasledné¢ 320 pl sterilniho zasobniho
roztoku fenolu o koncentraci 50 g/l. Smés byla dikladn€ promichdna a
asepticky rozplnéna po 3 ml do sterilnich zkumavek, které byly skladovany
ve tmé& a v chladu. Koncentrace fenolu ve zkumavkéach tak byla cca 159

mg/l.

3.1.3 Chemikalie

Fenol (Sigma-Aldrich)
Trypton (T, Himedia)
MEM vitaminy (Biosera)
Ethanol (Penta)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Cycloheximid (Merck)

Bézné dostupné mineralni soli

3.1.4 Biologicky material

Jednotlivé kultury byly izolovany ze vzorkd vod a piad. Odbér pid i vod v riznych
prostiedich byl proveden asepticky pomoci sterilnich zkumavek (vzorky vod) nebo pomoci
sterilnich plastikovych saCkl, do nichz byla nabrana zemina. Objem jednotlivych vzorki
byl cca 3 - 4 ml v pfipadé vod, u pud bylo odebirano 10 — 20 g. Lokalizace a data odbérta

jsou uvedeny v prehledu v nasledujici Tabulce 2.

Tabulka 2 Lokalizace a data odbéru vzorku

Cis.vz. | Vzorek, oékovany objem, GPS Dat?m
odbéru
1 Voda Dievnice, Zlin, 100 pl 7.8.22
GPS N 49°12.80125"', E 17°35.70725' e
Pida Lemberk, lesni, 10 pul
2 GPS N 50°30.18243"', E 15u°4.62635' 20.8.22
3 Pida Bilé Karpaty, lesni, 10 pl 6.8.22
GPS N 48°55.93130', E 17°50.44917'
4 Pida Mostek, luéni, 10 pl 6.8.22
GPS N 50°29.80422', E 15°41.76730'
5 Voda stojata, Zlin, 100 pl 3.8.22
GPS N 49°13.00595',E 17°41.55748'
6 Pida luéni, Zlin, 10 pl 3.8.22
GPS N 49°12.90525"' E 17°42.08768'
3 Puda nivni, Zlin 10 pl 4.8.22
GPS N 49°13.12765"' E 17°37.49105'
10 Voda Kudlovsky potok, 100 pl 5.8.22
GPS N 49°12.5559' E 17°40.5177' o
11 Puda Bilé Karpaty, lu¢ni, 10 pl 14.8.22
GPS 48.9426839N, 17.8500547E
12 Voda Bilé Karpaty, potok, 100 pl 14.8.22
GPS 48.9403653N, 17.8558483E
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3.2 Pristroje a laboratorni pomiicky

3.2.1 Pristroje
Ttepacka VWR (USA)
Chladni¢ka s mrazdkem (Ardo, CR)
Lednicka GZ 48 (GUZZANTI, Italie)
Inkubator MY TEMP Mini (Benchmark, Némecko)
Chlazena centrifuga Mr 23i (Jouan, Francie)
MEéti¢ zakalu Densilameter-1I1, typ Densi-2 (EMO, CR)
pH metr inoLab 720 + sklenéna elektroda (WTW, SRN)
Asepticky laminarni box BIO-II-A (Telstar, Spanélsko)
Mikroskop Olympus CX41
Hlubokomrazici box (-80 °C) pro konzervaci kultur

Laboratorni autoklavy

3.2.2 Laboratorni pomiicky
Mikrodavkova¢ - 2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml, 5-10 ml (Biohit, Finsko)
Mikrodévkovac¢ (Hamilton, USA)
Zkumavky (Gama, CR)
Mikrozkumavky (eppendorfky)

Filtry Ahlstrom ReliaPrep sterilni — velikost port 0,2 pm (Ahlstrom, Némecko)
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3.3 Postupy

3.3.1 Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pri 8 °C a pii pH 5,2

Vzorek kazdé vody v objemu 100 pl byl naockovan do zkumavky s minerdlnim médiem
M5 a fenolem a zkumavky byly inkubovany pfi teploté¢ 8 °C po dobu 4 tydnii. V pribéhu
inkubace byla sledovana opticka denzita ve zkumavkach pomoci densilametru a v piipad¢
zvySené optické denzity (OD, minimalné o 0,3) bylo provedeno pfeockovani 10 ul do
zkumavky se stejnym médiem a zkumavka byla inkubovéna pti 8°C po dobu potiebnou
k namnoZeni kultury; tento postup byl pak jesté¢ jednou opakovan (= tzv. pasdzovani). Pti
kultivaci byly pouzity i nenaockované zkumavky jako blank.

U vzorka pudy byl nejprve kazdy vzorek protfepan 10 minut se sterilnim fysiologickym
roztokem (8,5 g NaCl/l) vpoméru 1:5 a poté, po kratké sedimentaci hrubych Ccastic,
odebran objem 10 pl a naoCkovan do 1 zkumavky s M5 s fenolem a nasledné inkubovan
pfti teploté 8 °C po dobu 4 tydnti. Dalsi postup byl identicky jako v ptipad¢ vzorkl vod.

U vzorkl, kde doslo k riistu mikroorganismti béhem primdrni inkubace i po dvojim
pteockovani (pasazovani), byly mikrobidlni suspenze vyockovany kiizovym roztérem na
R2A agary a inkubovany pii 8 °C, coz znazorfiuje Obr. 4. Po narosteni kolonii byly
jednotlivé typy kolonii individualng pteokovany na povrch Cerstvych R2A agarti k ziskéani
Cistych kultur a inkubovany za stejnych podminek. Po tomto vyciSténi jednotlivych
mikrobidlnich kultur byly €isté kultury nao¢kovany do novych zkumavek s MS5 s fenolem a
inkubovany pfi 8 °C, pro potvrzeni jejich schopnosti rist v M5 s fenolem v podobé ¢isté
kultury. V pozitivnich piipadech byly takové kultury vyo€kovany z potvrzovacich
zkumavek na R2A agary (pro kontrolu cistoty) a po narosteni biomasy byly takové

pozitivni kultury zakonzervovany.
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Vzorek vody
¢i pudy

Inkubace v MM-+fenol

Rist: 2 x pasaZovani BRI ukonceni inkubace
v MM + fenol vzorku po 1 mésici

i Inkubace pii 8 °C

Riist: kiizovy roztér na
R2A ze druhé pasaze

Ockovani jednotlivych Cistych kultur zR2A do stejného
MM-+fenol (pro potvrzeni schopnosti rlstu Cistych kultur)

V pozitivnim ptipadé vyockovani z MM kiiZzovym roztérem na R2A
(potvrzeni Cistoty kultury a ziskani biomasy pro zakonzervovani)

Sledovani rhstu, popis kolonii na R2A,
zakonzervovani kultury

Obrazek 4 Postup zpracovani vzorkl a prace s kulturami



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

3.3.2 Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pri 8 °C a pri koncentraci

NaCl 3,5%
Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pti 8 °C a pti koncentraci NaCl 3,5% byl
identicky postupu ziskavani bakterii s pH 5,2 s rozdilem pouziti mineralniho média, zde

bylo pouzito namisto M5 mineralni médium M3.

3.3.3 Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pri 8 °C a pii koncentraci

NaCl 6,5%

Postup ziskavani bakterii rostoucich na fenolu pti 8 °C a pti koncentraci NaCl 6,5% byl
identicky postupu ziskavani bakterii s pH 5,2 s rozdilem pouziti mineradlniho média, zde

bylo pouzito namisto M5 mineralni médium M6.

3.3.4 Konzervace ziskanych kultur

Biomasa byla sebrana sterilni lancetou do sterilnich plastovych mikrozkumavek a dokonale
promichana s dvéma kapkami sterilniho glycerolu, mikrozkumavky byly uloZeny pfti -80

°C.

3.3.5 Ovéreni riastu kultur na fenolu p¥i 8 °C v rozsahu pH 4 — 9

Po pfipravé jednotlivych MM bylo zméteno jejich pH, kazdé médium bylo rozdéleno 2x
po 100 ml (nebo 200 ml) a vSe sterilizovano v mikrovinném pfistroji. Pfes noc bylo vSe
zchlazeno v ledni¢ce. Poté bylo asepticky piidano 100 ul roztoku MEM vitamini a zasobni
roztok fenolu (50 g/1) v objemu 0,3 (0,6) ml do kazd¢ lahve a vzdy v jedné bylo pfeméteno
pH.

Po definitivni ptipravé MM a dokonalém promichdni byla MM asepticky rozplnéna po 3,5
ml do 18 sterilnich zkumavek. Zkumavky byly skladovany ve tmé v chladu. Koncentrace
fenolu ve zkumavkéch ¢inila 150 mg/1.

Kazdd kultura byla suspendovana ve fyziologickém roztoku a naoCkovana do dvou
zkumavek kazdého média. Poté prob&hla inkubace pii 8 °C vcetné blankl a sledovani ristu

kultur pomoci méteni optické density.
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3.3.6 Ovéreni ristu kultur na fenolu p¥i 8 °C v rozsahu koncentraci NaCl 1 -5 %

Po definitivni pfipravé jednotlivyjch MM s odstupiiovanymi koncentracemi NaCl a
dokonalém promichani byla MM doplnéna fenolem a asepticky rozplnéna po 3,5 ml, kazdé
MM do 18 sterilnich zkumavek, a ty skladovany ve tmé v chladu. Koncentrace fenolu ve

zkumavkach byla 150 mg/1.

Kazda kultura byla suspendovéna ve fyziologickém roztoku a naockovana do dvou
zkumavek kazdého média. Poté probehla inkubace pii 8 °C a sledovani rastu kultur pomoci

méteni optické density.

3.3.7 Gramovo barveni ziskanych kultur

Kultura byla promichana na podloznim sklicku ve sterilnim fyziologickém roztoku,
osusena nékolik minut a fixovana plamenem. Nasledovalo barveni krystalovou violeti 1
minutu, oplach Lugolovym roztokem a nasledné plisobeni 1 minutu Lugolovym roztokem,
s oplachem destilovanou vodou. Preparat byl poté¢ 20 sekund smyvan acetonem, opé&t
oplachnut vodou a barven safraninem po dobu 1 minuty.

Preparaty byly pozorovany imerznim objektivem pii celkovém zvétsSenim 1000x.

Pro kontrolu grampozitivnich kultur byl proveden KOH test. Test byl proveden v kapce
3% KOH na podloznim sklicku, do které byla nanesena klicka biomasy zkoumané kultury.
V ptipadé pfitomnosti gramnegativnich bakterii dochazi pfi rozmichavéani biomasy v KOH
k rozpousténi bunécné stény a uvolilovani cytoplazmy a DNA buné€k do kapaliny, coz se
projevi jako viskosni vlakno mezi klickou a sklickem, pti oddalovani klicky pfiblizn€ 1 cm
od skli¢ka. U grampozitivnich kultur k takovému jevu nedochazi a obsah bunék s DNA se

do KOH nevyléva.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Odbéry vzorki a primarni inkubace vzorki v mineralnich médiich

s fenolem

Zacatek prace spocival v odbéru vod a pud z riiznych mist a rtizné¢ho prostiedi, coz lze
vycCist z Tabulky 2, viz Biologicky materidl. Dle postupu v metodice byly vzorky
naockovany do tii riznych MM s fenolem a inkubovany pfti 8 °C bud’ pii pH 5,2 (v M5)
nebo za zvySenych koncentraci NaCl (v M3 a M6). Riist mikroorganismti byl sledovan
prostfednictvim optické denzity v pritbé¢hu primarni kultivace vzorki, coz je zaznamenano

v Tabulce 3.

Tabulka 3 Méteni optické density v prib&hu kultivace ptfi 8 °C

Opticka densita v pribéhu kultivace pri 8 °C

VS;ill?u BAERRD | ZZOENels dfli d?u’ dl;i dl:i dlri;l’ (12111i ﬁii dzl?i
Blanky 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1 M3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 M5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,5 0,7
1 Mo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 M3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 M5 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 0,8 1,1 1,0 1,0
2 Meé 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 M3 1,2% 1,2% [ 1,2% | 1,2% [ 1,2% | 1,2*% | 1,2*% | 1,2* | 1,2%*
3 M5 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,8 0,8 0,8
3 Meé 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
4 M3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 M5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4
4 M6 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 M3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 M5 0,1 0,2 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8 0,9 1,0
5 M6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 M3 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
6 M5 0,3 0,3 0,6 0,9 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0
6 Mo 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
8 M3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,4 0,8 1,4
8 M5 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
8 Mo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
10 M3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,6 1,1 1,5 1,5
10 M5 0,0 0,1 0,2 0,9 1,4 1,4 1,4 1,5 1,6
10 Mé6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
11 M3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3
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11 [ M5 [ 04 [06 [0 [00 [0 09 [ 09 [ 07 [ 037 |
11| M6 | 04 |04 0404 |04]03] 03] 03053
12 | M3 | 00 |00 0000 |00]00]0.0 0000
12 [ M5 | 00 |05 D8 | 08 |08 | 058 | 08 | 08 | 08 |
12 | M6 | 00 000000 0000000000

0
Modie zaznacené vzorky jsou vzorky vody. Zlutd barva znaci pocatek rustu a zelend barva
nartist mikroorganismu.

* velké mnozstvi ptidnich castic

4.2 Pasazovani pozitivnich vzorki

Nasledné probéhla z pomnozenych vzorki dvé pasdzovani do zkumavek se stejnym
mineralnim médiem a stejnou koncentraci fenolu. Drtiva vétSina vzorkl diive ¢i pozdéji
vyrostla, s vyjimkou vzorku ¢islo 6, u kterého neni jasna pfic¢ina, pro¢ nevyrostl, proto

s timto vzorkem nebylo déle pokracovano. Vysledky rdstu pasazovanych vzorkil jsou

uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Méfeni optické density v pribéhu kultivace pifi 8 °C pfi
pasdzovani pozitivnich vzorkl
Eislo Opticka densita v prubéhu kultivace p¥i 8 °C
1 s 3
vzorku | Mé4U™ |7 cstek |4 dny |5 dnd |7 dnd| JL | 15| 18 doggna| 25
dnia | dnu | dnu dnu
Blank 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 M5 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,6 0,9 1,0
6 M5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
10 M5 0,0 0,1 0,1 0,3 ,7 0,9 1,2 1,3 1,3
11 M5 0,0 0,1 0,4 0,6 1,0 1,3 1,4 1,5 1,6

2 M5 0,0 0,0 0,5 1,2 1,5 1,5 1,3
3 M5 0,0 0,0 0,3 ,9 1,0 1,2 1,1
10 M3 0,0 0,0 | 0,25 0,7 1,1 1,5 1,5
8 M3 0, 0,0 0,0 0,3 0,6
1 M5 0,1 0,0 0,3 0,6 0,7

10

M35

11

M5
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2 M5 0,1 0,2 0,9 1,2
3 M5 0,0 0,1 0,7 0,9
10 M3 0,0 0,0 0,3 0,7

1 M5

0,5 0,7

5 MS

0,9

Jedinou vyjimkou byl prvotni pomnozeny vzorek ¢. 12, ktery vyrostl nejrychleji a byl

pfimo ockovan na R2A agary a nebyl pasdzovan.

U vSech ostatnich vzorkl bylo néasledné provedeno vyockovani z pomnozenych zkumavek

druhé pasaze, a to formou kiizového roztéru na R2A agary (inkubace pfi 8 °C). Vyrostlé

kolonie byly pfeo¢kovany na dalsi Cerstvé agary pro ziskani ¢istych kultur.

Vysledkem téchto praci bylo ziskani téchto kultur, viz Tabulka 5:

Tabulka 5 Ptehled ziskanych ¢istych kultur

Ziskané Cisté

Cis. vz. | Vzorek, o¢kovany objem, GPS
’ y objem, kultury

Voda Dtevnice, Zlin, 100 pl

1 GPS N 49°12.80125', E 17°35.70725" Kultura 1A ZS (MS)

) Piuda Lemberk, lesni, 10 pl Kultura 2A ZS (M5)
GPS N 50°30.18243', E 15°4.62635' Kultura 2B ZS (

3 Pida Bilé Karpaty, lesni, 10 pl Kultura 3A ZS (M5)
GPS N 48°55.93130', E 17°50.44917' Kultura 3B ZS (

4 Pida Mostek, lu¢ni, 10 pl rek n rostl
GPS N 50°29.80422', E 15°41.76730" Tt vzorek nevyros

5 Voda stojata, Zlin, 100 ul Kultura SA ZS (M5S)
GPS N 49°13.00595',E 17°41.55748' Kultura 5B ZS (

6 Puda luéni, Zlin, 10 pl e nevvrostla 1. pasiz
GPS N 49°12.90525' E 17°42.08768' y P
Pida nivni, Zlin 10 pl

8 GPS N 49°13.12765' E 17°37.49105' Kultura 8A 7S (M3)

10 Voda Kudlovsky potok, 100 pl Kultura 10A ZS (M3)
GPS N 49°12.5559' E 17°40.5177" Kultura 10B ZS (M5)

11 Pida Bilé Karpaty, lu¢ni, 10 pl Kultura 11A ZS (
GPS 48.9426839N, 17.8500547E Kultura 11B ZS ( )

12 Voda Bilé Karpaty, potok, 100 pl Kultura 12A ZS (
GPS 48.9403653N, 17.8558483E Kultura 12B ZS ( )
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Vsech téchto ziskanych 14 c¢istych kultur bylo individualné testovano na
schopnost ristu na fenolu v pfislusnych minerdlnich médiich (M5, M3, M6)
a vysledky z tohoto testovdni jsou uvedeny v Tabulce 6. Tyto testy byly
délany postupné, jak byly jednotlivé <¢isté kultury v pribéhu praci

ziskavany.

Tabulka 6 Testovani ristu na fenolu vSech ziskanych ¢istych kultur

C.vz.| MM Opticka densita v priibéhu kultivace p¥i 8 °C
Cista kultura | Zadatek 4 dny 18 dnu 21 dni 25 dni
10A | M3 0,0 0,1 1,3 1,5 1,5
Cista kultura | Zadatek 11 dni 14 dni 18 dni 22 dnu 26 dnu
2A M5 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
3B M5 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
8A M3 0,0 1,0 1,5 1,5 - -
10B M5 0,0 0,9 0,9 1,0 - -
I11A M5 0,0 0,1 0,1 0,1 - -
Cista kultura | Zadlatek 3 dny 7 dnu 11 dnu
2B | M5 0,1 0,4 0,6 0,6
Cista kultura | Zadatek 4 dny 8 dni -
5A M5 0,1 0,8 0,8 -
5B M5 0,2 0,9 1,1 -
Cista kultura | Za&atek |4 dny |8 dnii [14 dni | 21 dni
1A M5 0,1 0,1 0,2 0,4 0,7
I1TA M5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 ukonceno
11B M5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 ukonceno
3A M5 0,1 0,6 0,8 0,9 -
12A M5 0,2 0,7 0,8 - ukonéeno
12B M5 0,2 0,7 0,8 - ukonéeno

4.3 Potvrzeni rustu ¢istych kultur v prisluSnych MM s fenolem

Z Tabulky 7 nize, ktera shrnuje vSechny pozitivni kultury, 1ze vy¢ist, Ze kultury 8A a 10A
v mineralnim médiu M3 (tedy s 3,5% NaCl) a kultury 1A, 2B, 3A, 5A, 5B, 10B, 12A a
12B v minerdlnim médiu M5 (vychozi pH 5,2) potvrdily rist v identickém médiu
s fenolem, které bylo pouzito na prvotni kultivaci vzorkii. Celkové se tedy podatilo ziskat
10 cistych kultur ze vzorkil pid i vod. Tyto pozitivni kultury byly zakonzervovany pfti
teploté -80 °C v glycerolu.

V pribéhu celé prace nebyl zaznamenan absolutné zadny rist mikroorganismi v

mineralnim médiu s fenolem a s vyraznéji zvySenou salinitou, tj. se 6,5 % NaCl.
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Tabulka 7 Piehled ziskanych ¢&istych kultur v médiich s fenolem a jejich

maximalni hodnota naristu ptfi 8§ °C, vyjadienda optickou densitou

Max. opticka

Médium Kultura Typ vzorku demsiin mh § OC
M3 8A ZS Pida nivni, Zlin 1,5
M3 10A ZS Voda Kudlovsky 1,5
potok

M5 1A ZS Voda Dfevnice, 0,7
Zlin

M5 2B ZS Pida Lemberk, 0,6
lesni

M5 3A ZS Pida Bilé Karpaty, 0,9
lesni

ﬁg zg ;S Voda stojata, Zlin (1):?

MS 10B ZS Voda Kudlovsky 1,0
potok

M5 12A 7S Voda Bilé Karpaty, 0,8

M5 12B ZS potok 0,8

Celkove¢ tedy ze 14 testovanych Cistych kultur jich 10 prokdzalo schopnost

ristu v danych médiich s fenolem. Kultury se zna¢né rlznily v dosazené

hustoté bunék, coz je dobfe patrné z maximalnich hodnot jejich densit pfi

ukonceni inkubace. Bylo takto ziskdno 8 kultur, které rostly v médiu

s fenolem a cycloheximidem pti vstupni hodnoté pH 5,2 a pouze dvé

kultury byly ziskdny za vyuziti M3 s fenolem a se zvySenym obsahem

NaCl.
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4.4 Gramovo barveni

Tabulka 8 reprezentuje vysledky Gramova barveni ziskanych mikrobialnich kultur. Princip

barveni viz Postupy.

Tabulka 8 Gramovo barveni a ziskani mikrobialnich kultur

C. | Vzorek Ziskané kultury Gramovo barveni
G+ ty¢ky se zaoblenymi
Voda Dtevnice konci, rizné délky, ojedinéle
U | Ziin Kultura 1A Z8 (M3) | | 141nit6 bunky; delsi buiky
mirné prohnuté; jednotlivé
Pada lesni G- rovné tycinky, konce
2 Lemberk Kultura 2B 75 (M) zaoblené; vétSinou jednotlive
Pada lesni G- mirné ovalné Kkratsi
3 ‘1 Kultura 3A ZS (MS) |tycinky, konce zaoblené;
Bilé Karpaty s .
vétSinou ve shlucich
G- rovné nebo nepatrné
prohnuté tycinky, konce
o Kultura 5A ZS (MS) L o
Voda stojata zaoblené; jednotlivé nebo ve
> Zlin dvojicich
Kultura 5B ZS (M) | &~ mirn€ ovalne tycinky,
zaoblené; spiSe jednotlivée
Pada nivni G+ ty¢ékyv i G- tyvEéky, kratsi,
8 Z1in Kultura 8A ZS (M3) | mirné ovalné; jednotlivé nebo
v parech
G+ tycéky i G- tycky, kratsi,
Voda Kultura 10A ZS (M3) | mirné ovalné; jednotlivé nebo
10 | Kudlovsky v parech
otok - §i i
P Kultura 10B Zs (Mg | G- kratsi ty€inky, konce
zaoblené; vétSinou jednotlive
G- vétSinou primé tycinky,
Kultura 12A ZS (MS5) | konce zaoblené; jednotlivé
nebo v parech
12 Voda potok

Bilé Karpaty

Kultura 12B ZS (M3)

G- kratké zaoblené tycinky
az kokotyCinky; vétSinou
jednotlivé  nebo v malych
shlucich; slabé&ji barvitelné
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Obrazek 5 Kultura 1A, Gram+ tyCinky

Obrazek 6 Kultura 2B, Gram— ty¢inky

Obrazek 7 Kultura 8A, Gram+ i Gram—
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Obrazek 8 Kultura 10A, Gram+ 1 Gram—

Neékteré kultury se ukazaly jako gramnegativni a nékteré byly grampozitivni. Z divodu
odbarveni nékterych bun€k u kultur 8A ZS a 10A ZS, viz obrazek 7 a 8, byl proveden
KOH test. Vzhledem k tomu, ze nedochédzelo k Zadnému rozpousténi bunck a uvoliovani

bunécéného obsahu, test prokazal grampozitivitu obou téchto bakterii.

4.5 Testovani ristu kultur na fenolu pri riiznych hodnotach pH

Prvni série byla provadéna se vSemi kulturami, které byly ziskany ze vzorkl vod a pid za
pomoci M5 s fenolem a cycloheximidem a tyto kultury byly nejprve testovany na
schopnost jejich ristu na fenolu pii vyraznéji snizenych hodnotach pH, a to 4,25; 4,75 a
kontrolng 1 pfi 5,25. Protoze v téchto pokusech jiz bylo pracovéano s Cistymi kulturami,
kultivaéni média jiz neobsahovala cycloheximid. Vysledky testovani jsou uvedeny
v nasledujicich tfech tabulkach 9 — 11. VSem kulturam byla také do jejich oznaceni piidana
zkratka ,,ZS*“ — diivodem bylo vylouceni zdmén s jinymi kulturami studovanymi ve stejné

dobé& v mikrobiologickych laboratotich UIOZP.
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Tabulka 9 Testovani kultur pfi pH 4,25 — hodnoty optické density béhem pokusu
pH 4,25
Doba 1A 2B 3A 5A 5B 10B | 12A | 12B
inkubace | 22K | 7 | zs | zs | zs | zs | zs | zs | zsS
0 0,2 03(0,3/0,2{0,3({0,3/0,3{0,3/0,2{0,2({0,310,210,3(0,2]/0,2(0,2(0,3
4 0,3 03(0,3/0,3{0,3(0,4/0,4/0,3/0,3{0,1{0,3/0,210,3(0,2/0,2(0,2(0,3
7 0,2 03(0,3/0,3{0,3(0,4/0,3{0,3/0,2{0,2({0,310,210,3(0,2]/0,2(0,2(0,3
8 0,3 0o/,0{0}0]0]O0O|0]0102/03{0,2(/0,3/10,2/0,2/0,2]10,3
11 0,3 0,2(0,3/0,3{0,3(0,3/0,3{0,2/0,2{0,3{0,3/0,210,3({0,3/0,3[{0,3(0,3
15 0,3 0,2{0,310,3/0,3(/0,3(0,3{0,2{0,2{0,3{0,3{0,2{0,3/0,3(0,2(0,3[0,3
18 0,3 03(0,3/0,3{0,3(0,3/0,4{0,3/0,3{0,3({0,3/0,3/0,3({0,3/0,3/0,3(0,3
22 0,3 0,2{0,310,2/0,2(0,3(0,3{0,3{0,2{0,3{0,2{0,3{0,2/0,2(0,2(0,2(0,3
29 0,3 0,2(0,3/0,2{0,2(0,3/0,3{0,3/0,2{0,3({0,2|0,310,2(0,2]|0,2(0,2(0,3
Tabulka 10 Testovani kultur pti pH 4,75 — hodnoty optické density béhem pokusu
pH 4,75
Doba 1A 2B 3A 5A 5B 10B | 12A | 12B
inkubace | B2" | 7o | zs | zs | zs | zs | zs | zs | zs
0 0 0,2(0,1(0,1{0,1} 0 |0,1/0,2/0,1{0,1{0,1{0,2{0,1]10,210,1]0,210,1
4 0 o1(0,1/0,1{0,110,1{0,1{0,2{0,1{0,1/0,1{0,2{0,210,2]0,1{0,2]0,1
7 0 o,1/o0,1y0,1y0,1(0,1(0,1{0,2/0,1{0,1|0,1/0,2{0,2/0,3{0,2{0,2/0,1
8 0,1 0(0102{02/0|10(01|0102{02{0,1/02| 0 [0,1] 0 |0,1
11 0 01(01{04/05|0(0,1(0,1{0,1/0,4|0,5|0,1{0,2{0,1{0,1{0,1]0,1
15 0,1 |0,2/03[06/0,5/0,1]0,1/02[0,1]0,6/0,5[0,1[0,2]/0,1]0,1/0,1]0,1
18 0,1 |04]0,4]06/05]0,1]01]02]0,1]06[05[0,1/02]0,2[02]0,1]0,1
22 0,1 |04/04[06/05] 0 [01/0,1]01]0,6]/05]0,1[0,1/02[0,2]0,1]0,1
29 0,1 |04]0,4]06/05] 0 ]0,1]0,1]0,1]06]05[0,1/0,1]0,2]02]0,1]0,1
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Tabulka 11 Testovani kultur pti pH 5,25 — hodnoty optické density béhem pokusu

pH 5,25
Doba
. Blank | 1AZS | 2BZS | 3AZS | SAZS | 5BZS |10BZS | 12AZS | 12B ZS
inkubace
0 0 o001y 0(0(O0O|0]01(01]0]0]|O0]02/0]0]O0
4 0 0(01/i01f 0| 0}0|0]0(01]0|0]O01]02(01| 0|0,
7 0 o|jo0|01y0(0|O0O|0]O01]02(03  O|O0]01]0]0]O
8 0 ojo0,0y0(0(O0O|0]O01]03{04 0| O0]|01]0]0]O
11 0 01010 1(01{0]0]0)|01/06(07|07]O01(01]0]0]O0
15 0 04(05/ 0 (01000 )|01/07(07|01]O01(02{01|0]0
18 0 0606 0 101|000 )|01/08(08 0} O0102[01| 0] O
22 0 0606 0 O 0|00 |0/|08(08/ 0}|O01(01]0]O0]O0
29 0 0606 0 O O0O|O0O|0|0/|08(08/ 0|O01(01]0]O0]O0

Pti pH 4,25 neprokazala rist zadnd kultura, pfi pH 4,75 a 5,25 piekvapivée
pouze dvé kultury z osmi testovanych (1A ZS a 5B ZS). Lze vyslovit
domnénku, ze ostatni kultury v pfedchozich c¢astech préace rostly diky
pfitomnosti cycloheximidu, nikoliv fenolu, a proto v testech, kde

cycloheximid chybél, nevyrostly.

Kultury 1A ZS a 5B ZS byly dale testovany z hlediska rlstu na fenolu pfi
dalSich hodnotdch pH, a to pH 6; 7; 8 a 9. Vysledky jsou uvedeny v
Tabulkach 12 — 15.

Tabulka 12 Ovéfeni ristu kultur 1A ZS a 5B ZS pii pH 6

pH 6
Doba inkubace Blank 1A ZS 5B ZS
0 0 0,05 0,05
7 0 0,05 0,05
14 0 0,5 1,2
21 0 1,45 1,2
28 0 1,5 1,2
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Tabulka 13 Ovéfeni ristu kultur 1A ZS a 5B ZS pti pH 7

Doba inkubace Blank 1A ZS 5B ZS
0 0 0,05 0
7 0 0,05 0
14 0 0,55 1,2
21 0 1,5 1,2
28 0 1,4 12

Tabulka 14 Ovéieni rastu kultur 1A ZS a 5B ZS pii pH 8

Doba inkubace Blank 1A ZS SB ZS
0 0 0 0
7 0 0 0
14 0 0,25 0
21 0 1,4 0,1
28 0 1,3 0,1

Tabulka 15 Ovéfeni ristu kultur 1A a 5B pfi pH 9

Doba inkubace Blank 1A ZS 5B ZS
0 0 0 0,1
7 0 0 0,1
14 0 0,15 0
21 0 1,15 0
28 0 1,35 0

Z vysledki je vidét, ze kultura 1A ZS prokazala Sir§i schopnost rastu, nebot

rostla pfi pH 4,75 — 9, kdezto kultura 5B rostla jen v rozmezi pH 4,75 — 7.

4.6 Testovani kultur p¥i riznych hodnotach koncentrace NaCl (0 — 5%)

Kultury 8A ZS a 10A ZS vzhledem k tomu, Ze byly schopné ristu pii koncentraci NaCl 3,5
%, byly dale testovany na schopnost riistu na fenolu pii koncentracich chloridu sodného

v rozpéti 0 — 5 % NaCl, vysledky jsou znazornéné v Tabulkach 16 a 17.
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Tabulka 16 Testovani kultury 8A ZS pfti riznych koncentracich NaCl

Kultura 8A ZS
Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl

inkubace| 0% 1% 2% 4% 5%
0 0 0 0 0 0
3 0,15 0,05 0 0 0
6 0,85 0,95 0,5 0 0
7 1,1 1,25 0,9 0,1 0
9 1,45 1,55 1,4 0,3 0
10 1,5 1,55 1,7 0,5 0,15
14 1,45 1,45 1,7 1,25 04
17 1,45 1,45 1,7 1,8 0,8
21 1,3 1,4 1,6 1,6 1,1
24 KONEC 1,3
28 1,3

KONEC

Tabulka 17 Testovani kultury 10A ZS pfi riznych koncentracich NaCl

Doba NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
inkubace 0% 1% 2% 4% 5%

0 0 0 0 0

3 0,2 0,15 0 0 0

6 0,6 0,65 0,5 0 0

7 0,8 0,9 0,8 0,1 0

9 0,95 1,4 1,4 0,45 0
10 1,1 1,45 1,6 0,75 0,05
14 1,1 1,45 1,6 1,5 0,65
17 1,1 1,45 1,6 1,7 1,35
21 1 1,45 1,55 1,6 1,3

24 KONEC

Ob¢ kultury prokazaly schopnost ristu i v 5 % NaCl, coz je vice nez primérnd salinita
v motské vodé (cca 3,5 %), ackoliv pti zvySovani koncentrace NaCl se rust zpomaloval a
lagova faze byla del§i. Kultury vzhledem k tomu, ze byly schopné ristu v mineralnim

médiu 1 bez ptidavku NaCl Ize proto oznacit jako halotolerantni, nikoliv jako halofilni.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo ziskat bakterialni kultury schopné rstu na fenolu pii
teploté 8 °C za ztizenych podminek, jimiz bylo snizené pH nebo zvySena salinita.

Cela prace byla zahajena odbérem 10 vzorkil vod a ptid z rizného prostfedi. Vzorky byly
naockovany do tfi typt minerdlnich médii s fenolem - do mirné kyselého média s pH 5,2,
do média s 3,5 % NaCl a do média s ptidavkem 6,5 % NaCl - a rst mikroorganismil byl
detekovan prostiednictvim optické denzity v pribshu kultivace. Zadny z téchto vzorka
neprokazal schopnost rGstu v minerdlnim médiu se salinitou 6,5 % NaCl. Naopak
nejvetsSiho bakteridlniho ristu vykazovalo mineralni médium s pH 5, kde pozitivitu ristu
vykazalo 8 vzorkl, v médiu s 3,5 % NaCl to uz byly pouze dva vzorky. Z pomnoZenych
vzorkd nasledovala dv€ pasdzovani (pfeockovani) do novych zkumavek se stejnym
médiem a stejnou koncentraci fenolu. Drtiva vétSina pasazovanych vzorkli pfi nasledné
inkubaci pii 8 °C vyrostla, s vyjimkou vzorku ¢islo 6, u kterého neni jasna pficina, proc¢
nevyrostl, proto s timto vzorkem nebylo ddle pracovéano. Poté uz probéhlo vyockovani
druhych pasdzi na R2A agary a vyrostlé kolonie byly pfeockovadny na dalsi
cerstvé agary pro ziskani ¢istych kultur.

Ze 14 takto ziskanych Cistych kultur jich ndsledné¢ 10 prokédzalo schopnost
rastu ve stejnych médiich s fenolem v podobé cisté kultury. Jednotlivé
kultury se zna¢né ruznily v dosaZzené hustoté bunék. Bylo takto ziskdno 8
kultur, které rostly v minerdlnim médiu s fenolem a cycloheximidem pfti
vstupni hodnoté pH 5,2 a pouze dvé kultury byly ziskdny za vyuziti média s
obsahem NaCl 3,5 %. Pozitivni kultury byly zakonzervovany pfi teploté¢ -80 °C v
glycerolu.

Déle byly kultury pomoci Gramova barveni rozdéleny na grampozitivni a
gramnegativni. Sedm kultur bylo gramnegativnich a tfi grampozitivni; u
dvou z nich v8ak bylo zapotfebi potvrdit grampozitivitu KOH testem.
Néasledné byly kultury ziskané ze vzorkl pid a vod otestovany na schopnost
ruastu na fenolu pfi nizSich hodnotach pH, a to 4,25; 4,75 a 5,25. Pfi pH
4,25 neprokazala rast zadna kultura, pfi pH 4,75 a 5,25 piekvapivé pouze
dvé kultury z osmi testovanych — a to kultury pracovné oznacované jakol A
ZS a 5B ZS. Zbyvajici kultury pravdépodobné rostly v pfedchozich ¢astech

prace jen diky pfitomnosti cycloheximidu, ktery byl obsazen v minerdlnim
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médiu s pH 5 pfi prvotnich kultivacich vzorkl a pti ziskavani cistych
kultur.

Kultury 1A ZS a 5B ZS byly poté dale testovany z hlediska ristu na fenolu
kultura 1A ZS, nebot rostla v rozmezi pH 4,75 — 9, kdezto kultura 5B ZS
rostla pouze v rozmezi pH 4,75 — 7.

Kultury 8A ZS a 10A ZS byly testovany nasledné pii raznych koncentracich NaCl, a to
vrozpéti 0 — 5 %. Obé tyto kultury prokazaly schopnost ristu na fenolu pii kazdé
jednotlivé koncentraci NaCl, ackoliv pfi zvySovani koncentrace NaCl se jejich rast
zpomaloval a lagova faze byla delsi. Vzhledem k tomu, Ze bakterie vykazovaly rist i v
médiu bez obsahu NacCl, Ize tyto bakterie oznacit jako halotolerantni.

Vysledkem prace tak byly ziskany 4 bakteridlni kmeny, schopné vyuzivat fenol k riistu za
ztizenych podminek pfi teplot¢ 8 °C, které jsou jiz nyni vyuzivany pro dal$i prace
v laboratoti UIOZP FT UTB ve Zliné. Rovnéz potencial jejich vyuZiti je mozny v praxi pii
biodegradaci fenolu z mirné kyselych podzemnich vod nebo z vyraznéji mineralizovanych

podzemnich vod.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

SEZNAM POUZITE LITERATURY

AFZAL, Muhammad; IQBAL, Samina; RAUF, Sakandar a KHALID, Zafar M., 2007.
Characteristics of phenol biodegradation in saline solutions by monocultures of
Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas pseudomallei. Online. Journal of Hazardous
Materials.  Ro¢. 149, ¢ 1, s.  60-66. ISSN  03043894. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2007.03.046. [cit. 2024-03-28].

BHATTACHARYA, Amrik; GUPTA, Anshu; KAUR, Amarjeet a MALIK, Darshan,
2015. Assessment of phenol-degrading ability of Acinetobacter sp. B9 for its application in
bioremediation of phenol-contaminated industrial effluents. Online. Chemistry and
Ecology. 2015-09-28, ro¢. 31, ¢ 7, s. 607-621. ISSN 0275-7540. Dostupné
z: https://doi.org/10.1080/02757540.2015.1075517. [cit. 2024-03-28].

BHATTACHARYA, Amrik; GUPTA, Anshu; KAUR, Amarjeet a MALIK, Darshan,
2015. Assessment of phenol-degrading ability of Acinetobacter sp. B9 for its application in
bioremediation of phenol-contaminated industrial effluents. Online. Chemistry and
Ecology. 2015-09-28, ro¢. 31, ¢ 7, s. 607-621. ISSN 0275-7540. Dostupné
z: https://doi.org/10.1080/02757540.2015.1075517. [cit. 2024-03-28].

PAISIO, Cintia E.; TALANO, Melina A.;, GONZALEZ, Paola S.. PAJUELO-
DOMINGUEZ, Eloisa a AGOSTINI, Elizabeth, 2013. Characterization of a phenol-
degrading bacterium isolated from an industrial effluent and its potential application for
bioremediation. Online. Environmental Technology. Ro€. 34, €. 4, s. 485-493. ISSN 0959-
3330. Dostupné z: https://doi.org/10.1080/09593330.2012.701238. [cit. 2024-04-28].

DOKIC, LIDIJA, TANJA NARANCIC, JASMINA NIKODINOVIC-RUNIC, SANJA
BAJKIC a BRANKA VASILJEVIC, 2011. FOUR BACILLUS SP. SOIL ISOLATES
CAPABLE OF DEGRADING PHENOL, TOLUENE, BIPHENYL, NAPHTHALENE AND
OTHER AROMATIC COMPOUNDS EXHIBIT DIFFERENT AROMATIC CATABOLIC
POTENTIALS. 1 Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of
Belgrade, 11010 Belgrade, Serbia, 1-12.

ENACHE, Teodor Adrian a OLIVEIRA-BRETT, Ana Maria, 2011. Phenol and para-
substituted  phenols electrochemical oxidation pathways. Online. Journal of
Electroanalytical Chemistry. Ro€. 655, ¢. 1, s. 9-16. ISSN 15726657. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.02.022. [cit. 2024-03-31].



https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2007.03.046
https://doi.org/10.1080/02757540.2015.1075517
https://doi.org/10.1080/02757540.2015.1075517
https://doi.org/10.1080/09593330.2012.701238
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.02.022

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

GUANG-HUA LU; CHAO WANG a ZHE SUN, 2008. Biodegradation of Complex
Bacteria on  Phenolic Derivatives in  River Waterl. BIOMEDICAL  AND
ENVIRONMENTAL SCIENCES. Vol. 2009, no. 22, s. 6.

HADDADI, Azam a SHAVANDI, Mahmoud, 2013. Biodegradation of phenol in
hypersaline conditions by Halomonas sp. strain PH2-2 isolated from saline soil.
Online. International Biodeterioration & Biodegradation. Ro€. 85, s. 29-34. ISSN
09648305. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/].ibiod.2013.06.005. [cit. 2024-03-28].

KOTRESHA, D. a VIDYASAGAR, G. M., 2008. Isolation and characterisation of phenol-
degrading Pseudomonas aeruginosa MTCC 4996. Online. World Journal of Microbiology
and Biotechnology. Ro¢. 24, ¢. 4, s. 541-547. ISSN 0959-3993. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s11274-007-9508-2. [cit. 2024-03-28].

LEE, Gillian Li Yin; AHMAD, Siti Aqlima; YASID, Nur Adeela; ZULKHARNAIN,
Azham; CONVEY, Peter et al., 2018. Biodegradation of phenol by cold-adapted bacteria
from Antarctic soils. Online. Polar Biology. Ro€. 41, €. 3, s. 553-562. ISSN 0722-4060.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00300-017-2216-y. [cit. 2024-03-28].

MARGESIN, Rosa; GANDER, Silvia; ZACKE, Gabriele; GOUNOT, Anne Monique a

SCHINNER, Franz, 2003. Hydrocarbon degradation and enzyme activities of cold-adapted
bacteria and yeasts. Online. Extremophiles. 2003-12-1, ro€. 7, €. 6, s. 451-458. ISSN 1431-
0651. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00792-003-0347-2. [cit. 2024-03-28].

MARGESIN, Rosa; MOERTELMAIER, Christoph a MAIR, Johannes, 2013. Low-

temperature biodegradation of petroleum hydrocarbons (n-alkanes, phenol, anthracene,
pyrene) by four actinobacterial strains. Online. International Biodeterioration &
Biodegradation. Roc. 84, S. 185-191. ISSN 09648305. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.ibiod.2012.05.004. [cit. 2024-03-28].

Nazir Ahmad; Muhammad Ramzan Khan, Ghulam Muhammad Ali, January 2020.

Molecular Identification and Characterization of Bacillus sp. NIGAB-1 for Phenol
Degradation Under Saline Conditions. [ranian J Biotech. Vol. 2020, no. 2275, s. 18. ISSN
10.30498/1JB.2020.133622.2275.

ROTH, Carl, 2015. Bezpecnostni list: Fenol. Online. Carl Roth. 11.08.2015, 8.8.2022.
Dostupné z: https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-
CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNIY3VyaXRSRGFOYXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8Y XBwb
Gl YXRpb24veGRMmfHNIY3VyaXRSRGFOYXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODMONTc



https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2013.06.005
https://doi.org/10.1007/s11274-007-9508-2
https://doi.org/10.1007/s00300-017-2216-y
https://doi.org/10.1007/s00792-003-0347-2
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2012.05.004
https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8YXBwbGljYXRpb24vcGRmfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODM0NTczMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc2OGJhNTcyMzE3ZjljYzJjOTRiZTBlYzZkNzllM2E0ZGU0MmJjMWEwMzQ4YTE
https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8YXBwbGljYXRpb24vcGRmfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODM0NTczMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc2OGJhNTcyMzE3ZjljYzJjOTRiZTBlYzZkNzllM2E0ZGU0MmJjMWEwMzQ4YTE
https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8YXBwbGljYXRpb24vcGRmfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODM0NTczMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc2OGJhNTcyMzE3ZjljYzJjOTRiZTBlYzZkNzllM2E0ZGU0MmJjMWEwMzQ4YTE

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

zMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc20GJhNTcyMzE3ZjljYzJjOT
RiZTBIYzZkNzIIM2EOZGUOMmJIMWEwWMzQA4YTE. [cit. 2024-03-31].

Toxické latky, 2010. Online. PRIBYLOVA, Jarmila; KLEGER, Ladislav a VALEK, Petr.
Arnika. 29. 11. 2010, 31. 08. 2022. Dostupné z: https://arnika.org/toxicke-latky/databaze-

latek/fenoly. [cit. 2024-03-31].


https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8YXBwbGljYXRpb24vcGRmfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODM0NTczMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc2OGJhNTcyMzE3ZjljYzJjOTRiZTBlYzZkNzllM2E0ZGU0MmJjMWEwMzQ4YTE
https://www.carlroth.com/medias/SDB-3215-CZ-CS.pdf?context=bWFzdGVyfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0c3wzNzgxMzZ8YXBwbGljYXRpb24vcGRmfHNlY3VyaXR5RGF0YXNoZWV0cy9oNjgvaDUyLzkwODM0NTczMDY2NTQucGRmfDhhOTdkNTQzYzA3ZmI3ZDU4Njc2OGJhNTcyMzE3ZjljYzJjOTRiZTBlYzZkNzllM2E0ZGU0MmJjMWEwMzQ4YTE
https://arnika.org/toxicke-latky/databaze-latek/fenoly
https://arnika.org/toxicke-latky/databaze-latek/fenoly

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

57

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MM Mineralni médium



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Strukturni VZOTCE TENOIU ... .coeeeeeeeeeeee e 12

Obrazek 2 Degradace fenolu pii 15 °C ve vsadkovych kulturach tfi aktinobakterialnich

kment. Sipky oznaduji ptidavky fenolu. Data jsou primémé hodnoty ze i

TEPIIKAL. ..o e 22
Obrézek 3 Degradace fenolu Bacillus sp. NIGAB-1 v médiu obsahujici 4 % NaCl a 300
ME/ L ONOIU ..o e 29
Obrazek 4 Postup zpracovani vzorki a prace s kulturami.......................37
Obrazek 5 1A, Gram + tyCINKY . ....ouiietitiit e et e e neaene e 46
Obrazek 6 2B, Gram — tyCinky.......ooooiuiiiii i 46
Obrazek 7 8A, Gram + 1 GIam -.......c.oiiiiii i e e 46

Obrazek 8 10A, Gram 1 GraIml - ...ooiiii e 47



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Chemické a fyzikalni vlastnosti fenolu ..., 13
Tabulka 2 Lokalizace a data odbérti vzorkil.............ccooiiiiiiii s 34
Tabulka 3 M¢éteni optické density v priab¢hu kultivace

Tabulka 4 Méfeni optické density v prabéhu kultivace pii 8 °C a ndasledné
pasdazovani jednotlivych vzorka............coo i 4
Tabulka 5 Prehled ziskanych Cistych kultur..................ooi 42
Tabulka 6 Testovani ristu na fenolu vSech ziskanych Cistych  kultur

.43
Tabulka 7 Potvrzeni ristu kultur v ¢istém médiu a méieni optické density

DEL 8 ©C et e e A4

Tabulka 8 Gramovo barveni a ziskani mikrobialnich kultur....................... .. 45
Tabulka 9 Testovani kultur pii pH 4,25, ... e 48
Tabulka 10 Testovani kultur pii pH 4,75 ... e, 48
Tabulka 11 Testovani kultur pfi pH 5,25 ..o 49
Tabulka 12 Oveéteni ristu kultur TA aSBpiipH 6., 49
Tabulka 13 Ovéfeni ristu kultur TA aSBpfipH 7o 50
Tabulka 14 Ovéfeni ristu kultur TA aSBpfipH 8. 50
Tabulka 15 Oveéteni ristu kultur TA aSBpiipH 9. 50
Tabulka 16 Testovani kultury 8 A ZS pii riznych koncentracich............................... 51

Tabulka 17 Testovani kultury 10A ZS pfi riiznych koncentracich NaCl...................... 51






