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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva mikrobialni degradaci Cocamidopropyl Betaine a Ethylhexyl
Salicylate. V teoretické cCasti jsou popsany vlastnosti obou latek, jejich mikrobialni
degradace a vyskyt ve vodach. Prakticka ¢ast je zamétena na izolaci a identifikaci kultur
schopnych rozkladu téchto latek, miru a rychlost degradace sledovanych sloucenin.
Kultury, které byly izolovany =z aktivovaného kalu, byly sledovany z hlediska
biochemickych, rastovych a degradacnich vlastnosti. Identifikace kultur byla provadéna
pomoci molekularné biologické metody — polymerasové fetézové reakce s naslednou
sekvenaci tsekll genu pro 16S rRNA. Ziskané sekvence 16S rRNA byly porovnany s
vysledky ulozenymi v databazi GenBank pomoci programu BLAST.

Klic¢ova slova: Cocamidopropyl Betaine, Ethylhexyl Salicylate, degradace, identifikace,

bakterie

ABSTRACT

The diploma thesis deals with microbial degradation of Cocamidopropyl Betaine and
Ethylhexyl Salicylat. Theoretical part describes properties of these two substances, their
microbial degradation and occurrence in water. Practical part is focused on isolation and
identification of cultures capable to decompose given substances, their extent and rate of
degradation. Cultures, which were isolated from activated sediment, were monitored for
biochemical, growth and degradation properties. Identification of cultures was realized by
molecular biological methods - polymerase chain reaction followed by sequencing of
segments 16S rRNA gene. Extracted sequencies of 16S rRNA gene were compared with

data from GenBank database with use of the programme BLAST.

Key words: Cocamidopropyl Betaine, Ethylhexyl Salicylate, degradation, identification,

bacterium.
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UvVOD

Kosmetické vyrobky a rGzné slouceniny v nich jsou nedilnou soucasti zivota kazdého
zZnas. Kazdodenné, aniz bychom si to uvédomovali, spotiebujeme velké mnozstvi
kosmetickych sloucenin, at’ uz se jedna o kosmetické slouceniny pro osobni péci ¢i myci
prostiedky. Ale co se snimi dée v zivotnim prostiedi? Pouzivanim se dostavaji do
odpadnich vod a na ¢&istirnach odpadnich vod (COV) je nutné je odstranit. Odstranéni
probiha pfevazné biologickym cisténim odpadnich vod. Zajmovou oblasti je, zda
mikroorganismy jsou schopny tyto latky z vod odbourat ¢i ne a v jaké mife. Pro mou
diplomovou préci byly vybrany dvé kosmetické slouceniny, kterymi jsou Cocamidopropyl
Betaine a Ethylhexyl Salicylate. Ob¢ latky jsou bézné pouzivany v piipraveich pro osobni
péci.

Problematika rozkladu latek Cocamidopropyl Betaine a Ethylhexyl salicylate byla
rozpracovana v lofiském roce a tato prace ukézala, Ze ob¢ latky podléhaji bakteridlnimu
rozkladu a byly ziskany kultury bez podrobnéjsiho popisu. Zkoumdni téchto kultur a

ptipadné ziskani novych degrada¢nich kultur se stalo naplni mé préce.
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1 KOSMETICKE SLOUCENINY

1.1 Cocamidopropyl Betaine

Cocamidopropyl Betaine (CAPB) je amfoterni povrchové aktivni latka, ktera se ziskava
dvoustupniovym procesem. Kokosovy olej nebo mastné kyseliny, ziskané hydrolyzou
kokosového oleje (C12 — Cl18), se nechaji reagovat ve vodném roztoku s
dimethylaminopropylaminem pfi teploté cca 160 °C. Kokosovy olej ma riznorodé¢ slozeni
mastnych kyselin, ale pfevladajici mastnou kyselinou je kyselina laurova. Ve druhém
stupni se vysledny dimethylaminopropyl cocoamid necha reagovat s monochloroctanem
sodnym za alkalickych podminek. CAPB se ziskava ve formé roztoku o koncentraci cca
30%. CAPB se sklada ze dvou ¢asti. Jedna z nich je hydrofobni (nepolarni) cast, ktera je
tvofena dlouhym uhlovodikovym fetézcem mastné kyseliny obsazené v kokosovém oleji.
Druhou ¢asti je kvartérni amoniova stl, jako polarni ¢ast. CAPB ma proto zwitteriontovy
charakter, coz znamena, ze v jedné molekule se nachazi jak aniontova, tak i kationova
struktura. Oproti amfoternim latkdm, které v zasaditém prostfedi (médiu) formuji soli,
betainy v tomto prostfedi anionické podminky nevytvaii. Bez ohledu na hodnotu pH,
betainy vzdy obsahuji ¢tyfvazny atom dusiku. [1 — 3, 5] CAPB neptisobi na nékteré
bakterie baktericidné ani v koncentraci 200 mM (tj. 68,5 g/1). [11] Zakladni fyzikalni a

chemické vlastnosti jsou uvedeny v Tab. 1 a strukturni vzorec je uveden na Obr. 1.

Tabulka 1 - Vlastnosti Cocamidopropyl Betainu [4]

Cocamidopropyl Betaine

Sumarni vzorec C19H3gN>03
Molarni hmotnost| 342,52 g/mol
Hustota 1,043 g/ml (25 °C)
Bod varu 212 °C

(N

Obrazek 1 - Chemicka struktura Cocamidopropyl Betaine [4]
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1.1.1 Degradace CAPB

Ringlova testovala biodegradabilitu CAPB v aktivovaném kalu a izolovala poté dvé
bakterialni kultury (F1V a F1M), které¢ byly schopny degradovat CAPB. Kultury F1V a
FIM byly izolovany z kalové suspenze, kterda obsahovala 200 mg/l CAPB. Poté bylo
provedeno ovéteni schopnosti jejich individudlniho ristu s CAPB coby jedinym
substratem. Inkubace trvala po dobu 7 dni, kdy dosSlo k tvorbé zdkalu. Jako vstupni
hodnoty koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC) bylo pouzito mineralni
médium s roztokem vitaminii a CAPB, bez zaoCkovani kulturami. Po 7 dnech byly u vSech
suspenzi zméfeny koncentrace DOC. Porovnanim primérmych hodnot byl vidét pokles
koncentraci DOC u naoc¢kovanych médii, coz ukazalo na degrada¢ni schopnost obou
kultur. V dalsim testu byly proto kultury F1V a FIM zkoumany podrobnéji. Celkovy pokus
degradace CAPB trval 18 dni a v ur€itych intervalech byly odebirany vzorky pro stanoveni
DOC. Z obrazku 2 je patrné snizeni koncentrace DOC u obou kultur v pribéhu inkubace.
U kultury F1V dochazelo k nejvétsimu snizeni koncentrace DOC po 144 hodinéch a dale
se koncentrace snizovala jiz velmi pomalu aZ k hodnotdm kolem 100 mg/l. U kultury FIM
k degradaci dochazelo po dobu 8 dnt a poté se hodnota DOC snizovala jen nepatrné.

Z konec¢nych hodnot DOC vyplynulo, Ze rozklad CAPB byl pravdépodobné jen ¢astecny.
[5]
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Obrazek 2 - Zavislost koncentrace DOC na dob¢ trvani pokusu degradace CAPB kulturami
F1V a FIM [5]
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1.1.2 Pouziti CAPB

CAPB se hojné pouziva v piipravcich osobni péce, naptiklad jako soucast tekutych mydel,
antiseptik, zubnich past ¢i1 produkti péce o plet, a to vdisledku jeho mirného
dermatologického t€inku, dobré biodegradaci a slucitelnosti s jinymi povrchové aktivnimi

latkami. Mimo jiné je pouZzivan i v Cisticich a pracich prostiedcich. [3, 15]

1.1.3 Toxicita CAPB

Toxicita CAPB byla sledovana u bakterie Shewanella oneidensis MR-1. Byly pouzity tii
koncentra¢ni trovné, a to 20, 50 a 100 mM CAPB. Experiment byl rozdélen na 2 skupiny:
stimulované a nestimulované pokusy. Stimulované experimenty, kde bylo pfidano 20 mM
laktatu, byly pouzity k posouzeni toxicity CAPB vuci kultufe Shewanella oneidensis MR-1
béhem jejiho ristu. Nestimulované experimenty, kde laktat nebyl pfidan, byly provedeny
ke zjisténi, zda jsou bakterie schopny vyuzivat CAPB jako zdroj uhliku a energie. Rychlost
rustu stimulovanych kultur klesala se zvySujici se koncentraci CAPB v rlstovém médiu,
prekvapivé vsak pii koncentracich 20 a 50 mM mély kultury vyssi rychlost ristu nez
kontrolni vzorek. Vyrazné sniZzeni poctu bunck vuci kontrole pak bylo pozorovano u
koncentrace 100 mM, a to v prub&hu prvnich 8 h experimentu. Po 24 h inkubace se u
koncentraci 20 a 50 mM CAPB zvysil pocet buné€k, zatimco pocet bunék u 100 mM CAPB
zustal po dalsich 48 hodin konstantni. [11]

v v

nez kontrola. Poc¢ate¢ni nartist bunek byl zaznamenan pti koncentracich 20 a 50 mM CAPB
v prvnich 8 hodinach, ale poté se celkovy pocet bunék zadal snizovat. Zadny rist nebyl
zjistén pii koncentraci 100 mM CAPB a mnozstvi bun€k se béhem prvnich 8 hodin snizilo
pod mez detekce. Po 24 hodinach vSak vzrostlo mnoZstvi bun€k mirn€ nad pocatecni

hodnotu a postupné klesalo po zbyvajici ¢ast experimentu. [11]
Testovani tedy celkové prokézalo, Ze koncentrace 100 mM CAPB je viici bakterii toxicka,
vyznamn¢ zpomaluje jeji rist, avSak neni baktericidni. Také bylo prokézano, ze CAPB

neni pro bakterii ristovym substratem. [11]
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1.1.4 Vyskyt CAPB ve vodach

Xiao-Xia Sun a spol. provedli experimenty s cilem najit syntetické povrchové aktivni latky,
které¢ by zmirnily pfemnozeni fas v moiskych vodach. CAPB prokazovala relativné
vysokou inhibi¢ni G¢innost a rychlou biologickou rozlozitelnost. Pii koncentraci 10 mg/1
vykazoval CAPB vuc¢i tasam Cochlodinium polycricoides a Alexandrium tamarense
inhibici 60% po 5 minutach. Pfi pusobeni CAPB o koncentraci 10 mg/l doslo u
Cochlodinium polycricoides k 1yze bun¢k z 90% po 24 hodinach a pii davce 15 mg/l jiz po
4 hodinach. Zatimco u Alexandrium tamarense doslo klyze bunék jen z 10% po 2
hodinach interakce s 50 mg/l CAPB. V moiské vodé degradace CAPB probéhla z 50%
béhem jednoho dne a z90% do péti dnli. Pocate¢ni koncentrace CAPB byla v téchto
pokusech 100 mg/1 pti 25 °C. [6]

Ve studii Vonlanthen a spol. testovali vliv CAPB vi¢i zelenym fasam Ulva lactuca. Doba
expozice trvala az 120 hodin, koncentrace CAPB byla 0 — 40 mg/l. Pti piisobeni 24 hodin
CAPB zacal jiz degradovat. Poskozeni bunééné membrany fas bylo piesto pozorovano po
48 hodinach, avSak pouze pii koncentraci 40 mg/l CAPB. Po 120 hodinach ptsobeni
CAPB na Ulva lactuca bylo poskozeni evidentni p#i koncentracich > 10 mg/l. CAPB a
ptipadné jeho produkty tedy vyviji rychle a nevratné neptiznivé ucinky vici zelenym fasam
Ulva lactuca, které byly povazovany za relativné imunni vzhledem k ptisobeni chemickych

latek. [16, 17]

1.2 Ethylhexyl Salicylate

Ethylhexyl Salicylate (EHS), znamy i pod nazvem 2-Ethylhexyl Salicylate ¢i Octyl
Salicylate, se pfipravuje z 2-ethylhexanolu a kyseliny salicylové azeotropni esterifikaci.
EHS je ¢ira kapalina s charakteristickym zapachem, prakticky nerozpustna ve vodé. Akutni
dermaélni toxicita LDsy EHS pro kréliky a akutni ordlni toxicita pro krysy je vys$i nez 5
g/kg. [8, 9] Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti jsou uvedeny v Tab. 2 a strukturni

vzorec je uveden na Obr. 3.
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Tabulka 2 - Vlastnosti Ethylhexyl Salicylate [4]

Ethylhexyl Salicylate
Sumarni vzorec Ci15H2203
Molarni hmotnost 250,33 g/mol
Hustota 1,014 g/ml (25 °C)
Bod vzplanuti 127,8 °C
Bod varu 331,5°C
o]

/\C\/\Hs
H H

]

Obrazek 3 - Chemicka struktura Ethylhexyl Salicylate [7]

1.2.1 Pouziti EHS

EHS je latkou pouzivanou predevsim jako organicky UV filtr. Takové latky absorbuji UV
zafeni a pouzivaji se na ochranu pokozky proti Skodlivému UV zateni. EHS se proto
pouzivd v kosmetickych piipravcich a v pfipravcich pro osobni péci, predevsim
v opalovacich krémech a prostfedcich, méné pak napt. v Sampodnech, lacich na vlasy,

rténkach atd., kde se pouzivaji jako vonné piisady. [8 - 10]

1.2.2 Degradace EHS

Biodegradaci EHS aktivovanym kalem zkoumala Ringlov4, a to na zakladé spotieby
biologické spotteby kysliku a produkce CO; pomoci respirometru Micro-Oxymax.
Nameéiena spotieba kysliku (52,10 % teoretického mnoZzstvi) naznacila kompletni rozklad
EHS, cozZ potvrdila i produkce CO,, ktera dosahla 71,28 % teoretického mnozstvi. U Ctyf
izolovanych kultur (EHS 1, EHS 2, EHS 3 a EHS 4), které byly ziskany z kalové suspenze,
bylo pozdé&ji prokdzano, Ze byly schopny vyuzivat EHS pro sviij individudlni rist.
Soucasné vSak také vyplynulo, Ze kultury vyuZivaly z EHS pouze ¢ast odpovidajici
salicylanu, nebot’ nebyly schopny rast v prostfedi s 2-ethylhexanolem jako jedinym
organickym substratem. 2-ethylhexanol tak pravdépodobné miiZze po rozkladu EHS danymi

kulturami zustavat ve vodném prostiedi. [5]
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1.2.3 Vyskyt EHS ve vodach

Ve studii Sankoda a spol. védci zkoumali chovani a vyskyt organickych UV filtri ve
vodach podél japonského pobiezi. Koncentrace UV filtrii byly sledovany v motské vodé u
Ctyf rekreacnich plazi (Magushi, Wakamija, Tsurugahama a Otachimisaki) ve dvou ro¢nich
obdobich, a to v 1ét€¢ od Cervence do srpna, a v zimé v prosinci. EHS byl detekovan ve
vSech vzorcich. Jeho koncentrace se v pribéhu dne se zvySujicim se poctem koupajicich
osob prili§ nezvySovala. Jak lze vSak vidét na obrazku €. 4., koncentrace dosahla vrcholu

(2,7 £ 0,9 ng1™) aZ kolem 17-té hodiny, kdy vétsina koupajicich se osob jiz odesla. [10]

5 - 250
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Obrazek 4 - Pocet koupajicich se osob a denni zmény koncentrace

EHS v motské vodé v letnim obdobi 2011 [10]

Autofi tento jev vysvétlili pomérné rychlou fotodegradaci EHS, ke které dochédzelo na
hladiné motské vody.

EHS byl vuvedené studii dale detekovan kromé moiské vody také v tekach, jezerech,
sedimentech, v studni¢nich vodach a dokonce i ve vodé z vodovodu. V letnim obdobi byly
koncentrace EHS v mofich mnohonasobn¢ vyssi nez v zimnim obdobi, takze autofi
predpokladaji, Ze jednim z hlavnich zdroji vyskytu EHS v moiské vodé€ je pravé rekreacni

koupani lidi. [10]
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1.3 2-ethylhexanol

2-ethylhexanol (EhoL) je tékava organickd slouc¢enina (VOC) s aromatickym zapachem.
EhoL je jen caste¢né rozpustny ve vodé a ma niz$i hustotu nez voda. Muze vyvolat
drazdivé ucinky kaze, oci, sliznice, a také miize byt toxicky pii poziti, vdechnuti ¢i
absorpci kuzi. Podili se na zhorSeni kvality vnitiniho prosttedi. Mikroorganismy jsou
schopny 2-ethylhexanol produkovat a zaroven jej oxidovat na kyselinu 2-ethylhexanovou.
Kyselina 2-ethylhexanova je nasledné $tépena na dvé molekuly kyseliny maselné a ty se
dale metabolizuji na acetat. Pseudomonas putida ma tuto zajimavou B-oxida¢ni schopnost
vyuzivat  rozvétvené  substraty.  Mikrobidlni  degradace = zmékcovadel @ je
nejpravdépodobnéjs$im zdrojem 2-ethylhexanolu ve vzduchu v mistnostech. [4, 14]
Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti jsou uvedeny v Tab. 3 a strukturni vzorec je

uveden na Obr. 5.

Tabulka 3 - Vlastnosti 2-ethylhexanolu [4]

2-ethylhexanol
Sumarni vzorec CgH150
Molarni hmotnost 130,23 g/mol
Hustota 0,833 g/ml (25 °C)
Bod tani -76 °C
Bod varu 183 - 186 °C

H3C OH
CHs

Obrazek 5 - Chemicka struktura 2-Ethylhexanolu [13]

1.3.1 Pouziti 2-ethylhexanolu

2-ethylhexanol je pouzivan zejména pii vyrobé esterti, které jsou soucasti zmékcovadel,
adheziv a dielektrickych kapalin do kondenzétort. Také je soucasti struktury nekterych
tzv. syntetickych oleji, sestavajicich z polyesterového fetézce s ethylhexylovymi, estericky

vazanymi postrannimi skupinami. [18 - 20]
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1.3.2 Vyskyt EhoL ve vodach

Hromadéni syntetickych olejt v mnoha sladkovodnich vodach zpasobuje velké
znepokojeni, prevazné ve velkych vnitrozemskych vodstvech, jako napi. Bondesee ¢i Lac
Leman ve Svycarsku. Zdrojem tohoto znecisténi se nejvice piisuzuje zvysenému vyuzivani
rekreaénich plavidel. Ve studii Wyatt a spol. izolovali dvé kultury (S pracovnimi nazvy
20D a 30D) z jezerni vody, které jsou schopné riistu na komeréné vyrabénych syntetickych
mazacich olejich a jsou schopné uvolnovat 2-ethylhexanol ze substratu pomoci esteraz.
Inkubace trvala po dobu 27 dni. Po deviti denni inkubaci byla koncentrace EhoLu 0,8 mM,
po 27 denni inkubaci koncentrace EhoLu vzrostla na 6 mM. Ackoliv kultury 20D a 30D
nejsou schopny EhoL degradovat, byla ziskana bakterie ze stejné jezerni vody, ktery byl
schopen EhoL vyuzit jako zdroj uhliku a energie. Izolovana bakterie byla identifikovdna
jako druh Pseudomonas, nejbliz§im ptibuznym druhem by mohla byt Pseudomonas putida.
[12, 20]
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2 POPIS KULTUR

V praci Ringlové byly ziskany kultury EHS 1-4 z kalové suspenze, kde byl sledovan
rozklad Ethylhexyl salicylate, a poté byly testovany z pohledu jejich individualni degradace
Ethylhexyl salicylate. Kultury F1V a F1M byly také ziskany z kalové suspenze, pochazejici
ovSem z pokust rozkladu Cocamidopropyl betainu. U vSech kultur bylo provedeno nékolik

degradacnich testi. [5]

2.1 Kultury EHS 1-4

Gramovym barvenim byla kultura EHS 1 shledéna jako gramvariabilni, ve tvaru mirné
ohnutych zaoblenych tycCinek. Pomoci KOH testu byla tato kultura potvrzena jako
gramnegativni. Kultura EHS 2 byla gramnegativni, ve tvaru stfedn¢ velkych tycCinek, a
rovnéZ kultura EHS byla 3 vyhodnocena jako gramnegativni. Kultura EHS 4 byla ur¢ena
jako grampozitivni, ve tvaru ty¢inek. KOH test u vSech kultur potvrdil grampozitivitu ¢i

gramnegativitu. [5]

2.2 Kultury F1V a F1M

Gramovym barvenim byly kultury F1V a FIM hodnoceny jako gramnegativni, coZ potvrdil
1 KOH test. Ob¢ kultury maji tvar zaoblenych ty¢inek, buitky F1M byly o néco kratsi nez
bunky F1V. [5]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

FLAVOL KDA (Enaspol a.s., Ceska Republika)

Tento roztok obsahoval 30 hm. % CAPB a 5-7 hm. % chloridu sodného.
Zasobni roztok CABP

Ptiprava: Byl napipetovan 1 ml FLAVOL KDA, zfedén 9 ml destilované vody. Roztok byl
dokonale promichan a poté filtrovan pies sterilni ultrafiltr MILLIPORE MCE s velikosti

p6rh 0,22 pm do sterilni zkumavky.

Lauramide (TCI Europe N.V., Japonsko)

Betaine Anhydrous (TCI Europe N.V., Japonsko)
2-Ethylhexyl salicylate (Sigma Aldrich a.s., Némecko)
Zasobni 10 %-tni roztok salicylanu sodného (SALNa)

Piiprava: Byl navdzen 1 g SALNa a rozpustén v 8 ml destilované vody. Poté byl roztok
doplnén do 10 ml a poté filtrovan ptes sterillni ultrafiltr MILLIPORE MCE 0,22 um do

sterilni zkumavky.
2-ethylhexanol (Sigma Aldrich a.s., Némecko)

R2A agar (HiMedia, Indie)

SloZeni R2A agaru:
— Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 0,125¢
— Pepton masovy 0,125g
— Hydrolyzat kaseinu 0,250 g
— Kvasni¢ny extrakt 0,250 g
—  Glukosa 0,250 g
—  Skrob rozp. 0,250 g

— Hydrogenfosfore¢nan draselny 0,015¢
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— Siran hotfecnaty heptahydrat 0,250 g
— Pyrohroznan sodny 0,015¢
— Agar 7,500 g
- H0 500,0 ml

R2A agar s pridavkem NaCl

Ptiprava: Bylo navazeno 1,8 g R2A agaru/ 100 ml H,O + patfiéné mnozstvi NaClL
Lahvicky s agarem byly umistény do autokldvu a sterilizovany pii 121 °C po dobu 25

minut. Poté byly agary asepticky rozlity do plastovych Petriho misek.
Sterilni fyziologicky roztok

Ptiprava: Bylo navazeno 4,3 g chloridu sodného, rozpusténo v 500 ml destilované vody a

sterilizovéano v autokldvu pfi teploté 121 °C po dobu 25 minut.

Médium pro oxidac¢né-fermentacni test

— Pepton 0,20 g
— Chlorid sodny 0,509
— Hydrogenfosfore¢nan draselny 0,03 g
— Bromthymolovéa modf 0,006 ¢
— Glukosa 1,00 ¢
— Cisty agar 0,309

Piiprava: VSechny slozky byly rozpustény ve 100 ml destilované vody a rozvateny ve
vodni 1azni. Po rozvateni agaru bylo upraveno pH na hodnotu 7,2 — 7,4. Médium bylo

rozlito do zkumavek a sterilizovano v autoklavu pti 115 °C po dobu 35 minut.
Mineralni médium:
— Roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného (9,07 g/1) 20,0 ml
— Roztok dihydrogenfosforec¢nanu sodného dodekahydrat
(23,90 g/l) 80,0 ml

— Destilovana voda 858 ml
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— Roztok stopovych prvki 2,00 ml
— Roztok siranu hote¢natého heptahydrat (10 g/1) 10,0 ml
— Roztok siranu amonno Zelezitého heptahydrat (3 g/1) 10,0 ml
— Roztok chloridu vapenatého dihydrat (1 g/1) 10,0 ml
— Roztok chloridu amonného (30 g/l) 10,0 ml

Ptiprava: Vsechny vyse uvedené slozky byly postupné napipetovany a roztok byl dikladné
promichan. Roztok byl rozlit po urc¢itych objemech do sklenénych lahvicek. Poté prob&hla

sterilizace v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 25 minut.

SloZeni roztoku stopovych prvku:

— Kiyselina borita 0,750 g
— Siran Zeleznaty heptahydrat 3,000 g
— Siran zine¢naty heptahydrat 0,100 g
— Siran manganaty tetrahydrat 0,500 g
— Skalice modra 0,050 g
— Siran kobaltnaty heptahydrat 0,1813 g
— (NHg4)2Mo7 "4 H,O 0,050 ¢

Veskeré chemikalie byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.
Roztok MEMs vitamini:

Komercné vyrdbény roztok MEMs vitamind (dodavatel PAA The Cell Culture Company)

obsahoval nasledujici latky.

— Pantothenat vapenaty 0,10 g/l
— Cholinchloride 0,10 g/l
— Kyselina listova 0,10 g/l
—  Glukoza 0,20 g/l
— Nikotinamid 0,10 g/l

— Pyridoxal hydrochlorid 0,10 g/l
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— Riboflavin
— Chlorid sodny
— Thiamin hydrochlorid
Mineralni agar
SloZeni mineralniho agaru:
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid amonny
Siran hotecnaty heptahydrat
Siran Zeleznaty heptahydrat
Chlorid véapenaty
Roztok stopovych prvki
Agar

Voda destilovana

0,01 g/l
8,50 g/l

0,10 g/l

0,10¢g
0,119
0,029
0,001 g
0,001 g
0,10 ml

1,709

Navézka 1,9 g byla suspendovana ve 100 ml destilované vody a po ptipadné upravé pH na

7,5 byl agar sterilizovan pti 121°C po dobu 20 minut.
Albumin (Sigma Aldrich a.s., Némecko)

Byl pouzit hovézi albumin s obsahem bilkovin 98 %.

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Fluka Chemie GmbH, Svycarsko)

Coomasie Brilliant Blue G250 (Fluka Chemie GmbH, évycarsko)

3.2 Pouzité pristroje a vybaveni

Analyzator TOC — 5000A Shimadzu Corporation (Japonsko)
Analytické vahy

Aparatura pro gelovou elektroforézu

Autoklav SanoClav (Merck, SRN)

Centrifuga Mr23i (JOUAN, Francie)
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Laminarni box BIO-II-A (Telstar, Spanélsko)

Mikroskop Olympus CX41, s fotoaparatem Canon EOS 1100D a softwarem Quick
PHOTO MICRO 3.1

Mikrovinna trouba Elektrolux

pH metr pH 730 WTW (Némecko)

TECAN Infinite 200 PRO Tecan Trading (Svycarsko)
UV transluminator Syngene

UV-VIS spektrofotometr UNICAM

Laboratorni tiepacky, inkubatory a dalsi bézné vybaveni mikrobiologické laboratofe

3.3 Postupy identifikace kultur a studia jejich vlastnosti

Testované kultury byly pouzity z ptedeslého vyzkumu, provedeny Ing. Evou Ringlovou, na
Fakult¢ Technologické ve Zling. Tyto kultury byly ziskany z kalovych suspenzi s CAPB a
EHS a maji pracovni ndzvy, a to F1V, FIM, EHS 1, EHS 2, EHS 3 a EHS 4. Pozd¢j$im
testovanim byly v ramci této prace ziskany nové kultury, také z kalové suspenze s obsahem

EHS, ato s pracovnimi ndzvy EHS 11, 12, 14, 15 a 16.

3.3.1 Ovéfeni ristu isolovanych kultur p¥i riznych teplotach

Kultury byly naockovany na Petriho misky s R2A agarem. Byly zvoleny teploty: 5, 12, 25,
30,37 a42°C. Doba kultivace byla 3 — 14 dni.

3.3.2 Ovéreni ristu isolovanych kultur pfi riiznych koncentracich NaCl

Kultury (EHS 1-4, EHS 11-16, F1IM, F1V) byly pfeockovany na Petriho misky s R2A
agarem s pitidavkem NacCl 0; 0,5; 3; 6,5; 10 a 15 %. Kultivace probihala pii 30°C po dobu
10 dni.
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3.3.3 Vlastnosti kultur
Oxidaéné-fermentaéni test

Po sterilizaci a zchladnuti média byla na vyzihanou klicku nabrana zkoumana kultura a
poté byl touto klickou proveden vpich do celého objemu zkumavky s médiem. Zkumavky

byly inkubovany pii 25 °C po dobu 8 dni.
Test na katalasu

Kultura byla nabrana na vyzihanou kli¢cku a rozmichana v kapce 3% peroxidu vodiku.
V piipad¢ piitomnosti katalasy dochazelo k produkci bublinek kysliku. V ptipade

negativniho vysledku nedochazelo k zadné viditelné reakci.
Test na cytochromoxidasu

Test byl provadén pomoci komeréniho testu OXI-test (Pliva-Lachema, Brno). Na specialni
papirek bylo naneseno inokulum. Pozitivni reakce se projevila zmodranim papirku. Pfi

negativni reakci nedoslo k Zadné barevné zméné papirku.
Gramovo barveni

Byl pfipraven nativni preparat, kdy na podloznim sklicku v kapce fyziologického roztoku
byla rozmichdna mikrobidlni kultura vyZzihanou klickou. Po zaschnuti suspenze byla
provedena fixace preparatu v plameni. Fixovany a zaschly roztér na podloznim skli¢ku byl
prevrstven krystalovou violeti po dobu 60 sekund. Barva byla slita a preparat prevrstven
Lugolovym roztokem opét po dobu 60 sekund. Poté byl preparat oplachovan destilovanou
vodou a odbarvovan acetonem, dokud neodtékala barva, av§ak maximalné 20 — 25 sekund.
Preparat byl dikladné oplachnut destilovanou vodou a dobarven safraninem po dobu 60
sekund. Nakonec byl preparat ditkladn¢ oplachnut destilovanou vodou a ponechan ususit.

Po uschnuti byl na preparat nanesen imerzni olej a mikroskopovan piti zvétseni 1000x.

3.3.4 Ovéreni degradace CAPB kombinaci kultur F1V a FIM

Kultury byly suspendovéany ve sterilnim fyziologickém roztoku do vytvofeni suspenze o
hustoté 2. stupné¢ McFarlandovy stupnice. Do 3 sterilnich lahvi¢ek bylo naddvkovano 40 ml
sterilniho mineralniho média (MM), 40 ul sterilniho roztoku MEM vitamind, 300 pl

sterilniho zasobniho roztoku CAPB a poté byly kazda zaockovany 80 pl suspenze kultury
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FIM a 80 pl F1V. Lahve byly inkubovéany na tiepacce ve tmé pii 25°C a postupné byly
odebirany vzorky, filtrovany ptes sterilni MILLIPORE MCE (0,22 um) a ptipadné fedény

destilovanou vodou, do vzorkovnic pro stanoveni celkového organického uhliku (TOC).

Pro abioticky pokus byly pouzity dalsi 2 lahvicky, které byly pfipraveny stejnym
zpusobem, avsak byly ,,zaockovany“ 160 ul inaktivované (autoklavované) suspenze kultury
F1V. Pokus trval 45 dnt. Vzorky byly odebrany na zafatku a na konci pokusu a
prefiltrovany do vzorkovnic pro stanoveni TOC. Lahvicky byly inkubovany pii 25°C.

3.3.5 Pohyb kultur F1V a F1M s CAPB

Dal$im pokusem bylo sledovani pohybu kultur F1V a FIM pod mikroskopem. Lahvicky
s roztoky byly pfipraveny stejnym zpusobem jako pii pokusu degradace CAPB. Pouze
kultury nebyly davkovany dohromady, ale kazda zvlast' do jedné lahvicky. Lahvicky byly
inkubovany pii 25°C na tfepacce, po tiech dnech byl pozorovan pohyb bunék, pomoci

mikroskopu, pfi zvétseni 400 x.

3.3.6  Ovéreni spolecné i samostatné degradace CAPB kulturami F1V a F1IM

Nejprve bylo pfipraveno MM, které bylo za ¢astého michédni rozlito po 40 ml do 11 ks
sklenénych lahvicek o objemu 250 ml. Poté byly tyto lahvicky sterilizovany v autoklavu pti
121 °C po dobu 25 minut. Béhem sterilizace byly pfipraveny bakteridlni suspenze kultur
F1V a F1M, kdy kazd4 kultura byla rozmichina ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Hustota suspenze dosahovala 2. stupné McFarlandovy stupnice. Po sterilizaci lahvi¢ek bylo
do kazdé napipetovano 40 pl sterilniho roztoku MEM vitamini a 400 pl sterilniho
zasobniho roztoku CAPB (tedy koncentrace 300 mg/1). Lahvicky 1-3 byly zaockovany 800
ul suspenze s kulturou F1M, lahvic¢ky 4-6 byly zaockovany 800 ul suspenze s kulturou
F1V, lahvicky 7-9 byly zaockovany 400 ul suspenze s kulturou F1IM a 400 pl suspenze
S kulturou F1V. Lahvicky 10 a 11 nebyly zaockovany suspenzi, slouzily jako kontroly.
Kultivaéni lahvicky byly inkubovany pfi teploté 25 °C na tiepacce. Po promichani lahvi¢ek
byly v ur¢itych intervalech odebrany 4 ml vzorku. 2 ml byly odstiedény pii 10 000 g po
dobu 12 min, pifi 4 °C. Poté bylo odebrano 1,5 ml supernatantu a ten byl ziedén 4,5 ml
destilované vody. Roztok byl pfelit do vzorkovnic pro automaticky analyzator uhliku

Shimadzu. Zbylé 2 ml slouzily ke zméfeni absorbance na spektrofotometru pii 600 nm.
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3.3.7 Pohyb kultur EHS 1, EHS 2, EHS 3a EHS 4

Do péti lahvicek bylo nadavkovano 10 ml MM, 10 pl sterilniho roztoku MEM vitaminii, 5
pl EHS a kazda lahvicka zao¢kovana jednou kulturou. Posledni lahvicka bez zaoCkovani

slouzila jako kontrola. Lahvic¢ky byly inkubovany pii 25°C na tfepacce.

3.3.8 Rust kultur F1V a F1M p¥i riznych koncentracich CAPB

Nejprve bylo pfipraveno 2x koncentrované MM a sterilni zdsobni roztoky CAPB o
koncentraci 10 g/l a 100 g/l. Do sterilni mikrotitra¢ni desticky bylo do jamek sloupcti 1+2,
4+5, 8+9 a 12 nejprve napipetovano 90 pl minerdlniho média, objemy sterilni destilované
vody (viz Tab. 4) a objemy zasobnich roztokti CAPB (viz Tab. 5). V§echny jamky sloupcti
1+2 byly naockovany 10 pl suspenze kultury F1M, sloupce 4+5 byly nao¢kovany 10 pl
suspenze kultury F1V a vSechny jamky sloupct 8+9 byly naockovany 5 ul suspenze kultury
FIM a 5 pl suspenze kultury F1V. Zadna jamka sloupce 12 nebyla naogkovana, sloupec
slouzil jako kontrola sterility. V fadcich A az H tak byly ziskany koncentrace CAPB 0; 0,5;
1; 2; 3; 5; 7,5 a 10 g/l. Desticka byla uzaviena vickem a inkubovana po dobu 14 dnd pfi
teplot¢ 25°C. Na konci pokusu byl zméfen zdakal jednotlivych jamek pomoci

spektrofotometru TECAN pi1 600 nm.

Tabulka 4 - Piidavek sterilni destilované vody do jednotlivych jamek (ul)

1,234 |5|6|7|8]9 101112
A |100|100 100 | 100 100|100 100
B | 90 | 90 90 | 90 90 | 90 90
C | 80|80 80 | 80 80 | 80 80
D | 60 | 60 60 | 60 60 | 60 60
E | 40 | 40 40 | 40 40 | 40 40
F|0]O 00 0] 0 0
G [ 85|85 85 | 85 85 | 85 85
H | 80 | 80 80 | 80 80 | 80 80




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Tabulka 5 - Piidavek zasobnich roztokit CAPB o koncentraci 10 g/l nebo 100 g/1 (ul)

Zasobni roztok CAPB o koncentraci 10 g/
1 2 |3]| 4 5 |6]|7]| 8 9 |10|11| 12
Al O 0 0 0 0 0 0
B| 10 | 10 10 | 10 10 | 10 10
C| 20 | 20 20 | 20 20 | 20 20
D| 40 | 40 40 | 40 40 | 40 40
E| 60 | 60 60 | 60 60 | 60 60
F| 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100
Zasobni roztok CAPB o koncentraci 100 g/l
G| 15 | 15 15 | 15 15 | 15 15
H| 20 | 20 20 | 20 20 | 20 20

3.3.9 Adaptace aktivovaného kalu na 2-ethylhexyl salicylate a 2-ethylhexanol a

izolace degrada¢nich bakterii

Do dvou 500 ml lahvi bylo nadavkovano 5 ml aktivovaného kalu se suSinou cca 5 g/l, 5 ml
sterilntho MM a 40 ml sterilni destilované vody. Po promichédni bylo pfidano do jedné
lahve 50 ul EHS a do druhé 31 pl EhoLu. Po 3 tydnech inkubace ve tmé pti 25°C byly 5 ml
vzorky z kazdé suspense protiepany se sterilnim moiskym piskem, pro desintegraci vlocek,
a poté naoCkovany v objemech 0,1 ml, 10 ul a 2 pl do 10 ml Cerstvého sterilniho MM
Vv lahvich. K suspensim bylo pak ptidano 5 pl EHS, resp. 3 ul EhoLu. Po opé&tovné inkubaci
po dobu 1 tydne byly ob¢ suspense s nejmensim inokulem vyockovany kiizovym roztérem
na TYA agary a R2A agary. Kultivaci pii 25°C pak byly ziskany jednotlivé kultury, které
byly postupné pieockovany a vyéistény. Cisté kultury byly zakonzervovany pii -80°C

v glycerolu.

3.3.10 Ovéieni ristu kultur EHS 11 az EHS 16 na salicylanu sodném

Bylo pfipraveno 15 lahvicek, do kazdé bylo piiddno 10 ml MM a pii 121°C byly po dobu
25 min. vysterilizovany. Po sterilizaci bylo pfidano 10 pl sterilniho roztoku MEM vitaminl
a 40 pl 10 %-tniho sterilniho roztoku salicylanu sodného (SALNa). Poté byly vzdy 2
lahvi€ky naockovany jednou kulturou. Posledni 3 lahvi€ky nebyly ockovany, slouzily
pouze jako kontroly. Lahvic¢ky byly kultivovany na tiepacce pii 25°C. V prubéhu pokusu

byl sledovan rist kultur a na konci pokusu byl proveden odbér vzorkl na stanoveni DOC.
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3.3.11 Stanoveni bunéénych bilkovin v bakterialni suspenzi p¥i rustu ¢istych kultur

na EHS

Do lahvicek bylo nadavkovano 40 ml MM, 40 ul bakterialni suspenze, 20 ul ESH a 40 pl
MEMs vitamint. Kazdou kulturou byly zao¢kovany 2 lahvicky a 2 lahvicky slouzily jako
kontroly, tedy neobsahovaly zddnou bakterialni suspenzi. Poté byly z lahvicek v urcitych

intervalech odebirany vzorky a bylo provedeno stanoveni bunéénych bilkovin.

Byl ptipraven zasobni roztok cinidla pro stanoveni protein rozpusténim 0,02 g barviva
Coomasie Brilliant Blue G250 v 50 ml etanolu. Poté bylo pfidano 700 ml destilované vody
a 20 ml 85%ni kyseliny fosfore¢né. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na 1000 ml.
Pro ziskani kalibracni kiivky byl pfipraven zasobni roztok (200 mg/l) rozpusténim 102,1
mg albuminu v 500 ml destilované vody. Pracovni roztoky byly ziskany nafedénim. Tris —
HCI pufr byl pfipraven rozpusténim 1,2 g Tris(hydroxymethyl)aminomethane v 58,4 ml 0,1
M HCI a smés byla doplnéna do 200 ml destilovanou vodou.

Postup stanoveni: Do zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml Tris — HCI pufru (pH =8) a 0,5
ml vzorku. Poté byly zkumavky vloZeny do vodni 1azn€ a ponechiny po dobu 10 minut
temperovat pii teploté 37 °C. Pak bylo pfidano 5 ml ¢inidla Coomassie Briliant Blue G250
a zkumavky byly dikladné protfepany. Po 5 minutach byly zkumavky vloZeny do vodni
lazn¢ s teplotou 21 °C po dobu 10 minut. Poté byly opét protiepany a byla méfena
absorbance pti 578 nm oproti destilované vodé. Obsah bilkovin byl odecten z kalibra¢ni
ktivky, ktera byla sestavena pomoci roztokli hovéziho albuminu v koncentracich 0 — 200

mg/l.

3.3.12 Ovéieni degradace betainu kulturami F1V a F1M

Nejprve bylo pfipraveno MM, které bylo za castého michéani rozlito po 25 ml do 8 ks
sklenénych lahvicek o objemu 250 ml. Poté byly tyto lahvicky sterilizovany v autoklavu pii
121 °C po dobu 25 minut. Béhem sterilizace byly pfipraveny bakteridlni suspenze kultur
FI1V a FIM, kdy kazd4 kultura byla rozmichéna ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Hustota suspenze dosahovala 2. stupné McFarlandovy stupnice. Také byl pfipraven zasobni
roztok betainu (BET), kdy byl rozpustén 1 g v 8 ml destilované vody, roztok byl promichan
a doplnén do 10 ml. Poté byl sterilizovan filtraci pies 0,22 pm ultrafiltr do sterilni

zkumavky. Po sterilizaci lahvicek bylo do kazdé asepticky napipetovano 25 pl sterilniho
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roztoku MEM vitaminti a 75 pl sterilniho zasobniho roztoku BET. Lahvicky 1-3 byly
zaoCkovany 25 ul suspenze s obsahem kultury F1M, lahvi¢ky 4-6 byly zao¢kovany 25 ul
suspenze s obsahem kultury F1V. Do lahvicek 7 a 8 nebyla pfidana zadné suspenze,
lahvicky slouzily jako kontroly. Kultiva¢ni lahvic¢ky byly inkubovany pfi teploté 25 °C na
ttepacce. Po promichani lahvic¢ek bylo v urcitych intervalech odebirano po 3 ml vzorku. 2
ml byly odstfedény pti 10 000 g po dobu 12 min, pii 4 °C. Poté bylo odebrano 1,5 ml
supernatantu a ten byl zfedén 4,5 ml destilované vody. Roztok byl prelit do vzorkovnic pro
automaticky analyzator uhliku Shimadzu. Zbyly 1 ml byl rozpipetovan po 200 ul do

mikrotitracni desti¢ky a byla zmétena absorbance na spektrofotometru TECAN pii 600 nm.

3.3.13 Posouzeni rozkladu lauramidu na pevnych agarech kulturami F1V a F1M
Byly ptipraveny 4 davky mineralniho agaru:

1) 1,9 g mineralniho agaru + 200 pl roztoku stopovych prvki + 96 ml destilované

vody

2) 1,9 g mineralniho agaru + 200 pl roztoku stopovych prvkt + 96 ml destilované

vody + 50 mg tryptonu

3) 1,9 g mineralniho agaru + 200 pl roztoku stopovych prvki + 96 ml destilované

vody

4) 1,9 g mineralniho agaru + 200 pl roztoku stopovych prvki + 96 ml destilované

vody

Tyto agary byly sterilizovany pfi 121 °C po dobu 25 minut. Béhem sterilizace byly
pfipraveny suspenze obou kultur o hustoté¢ 2. stupné McFarlandovy stupnice. Poté byl
pfipraven zasobni roztok lauramidu (LA) (12,5 g/1), ktery byl rozpustén
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Zasobni roztok LA v DMSO a paralelné i samotny DMSO
byly sterilizovany filtraci, pies 0,22 um ultrafiltr GILLEX — GV (MILLIPORE) do
sterilnich zkumavek. Po sterilizaci agarti bylo do prvni i druhé davky napipetovano 5 ml
samotného DMSO, agary byl dokonale promichany a rozlity do Petriho misek. Do treti
davky byly za stalého michani pfidany 4 ml zasobniho roztoku LA v DMSO, agar byl
dokonale promichan a rozlit do Petriho misek. Do ¢tvrté davky bylo ptidano 100 pl roztoku

vitamind, za stalého michani 4 ml zasobniho roztoku LA v DMSO, agar byl dokonale
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promichan a rozlit do Petriho misek. Kazda kultura byla nao¢kovéna kiizovym roztérem na

vSechny 4 typy agarti. Misky byly kultivovany pii 25 °C v termostatu.

Poté byl jeste jednou piipraven modifikovany agar ¢. 3, kdy po sterilizaci byly ptidany 4 ml
zésobniho roztoku LA v DMSO. Do prazdnych Petriho misek bylo navazeno 100 mg
¢istého LA a tato navéazka byla zalita pfipravenym agarem a promichana. Poté na jedné
misce byl proveden kiizovy roztér kultury FIM, na druhé FI1V. Tteti miska byla
zaoCkovana kulturami FIM a F1V spolecné Vv (,,pecce*) a poté byl proveden kiizovy roztér.
Na ¢tvrté misce byl proveden kiizovy roztér kulturou F1V a kulturou F1M byly provedeny
2 Cary pres kulturu F1V (viz Obr. 6). Na paté misce byl proveden kiizovy roztér kulturou
FA1M a kulturou F1V byly provedeny 2 ¢ary ptes kulturu F1M (viz Obr. 7).

= Kultura F1V
== Kultura FIM

Obrazek 6 - Ktizovy roztér (F1V + F1M)
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== Kultura FIM
== Kultura F1V

Obrazek 7 - Kiizovy roztér (FIM + F1V)

3.3.14 Ovéieni ristu kultur EHS 11 — 16 v pFitomnosti 2-ethylhexanolu

Nejprve bylo pifipraveno MM, které bylo za ¢astého michdni rozlito po 20 ml do 10 ks
sklenénych lahvic¢ek o objemu 250 ml. Poté byly tyto lahvicky sterilizovany v autoklavu pii
121 °C po dobu 25 minut. Béhem sterilizace byly pfipraveny bakteridlni suspenze kultur
EHS 11 -16, kdy kazda kultura byla rozmichana ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Hustota suspenze dosahovala 2. stupné McFarlandovy stupnice. Po sterilizaci lahvi¢ek bylo
do kazdé asepticky napipetovano 20 pl sterilniho roztoku MEM vitaminti a 12 pl roztoku
EhoLu, kromé& lahvicek 9 a 10, které slouZily jako kontroly. Lahvi¢ky 1-8 byly zaockovany
20 ul suspenze s obsahem kultury EHS 11 — 16, kazda kultura vzdy do dvou paralelnich
lahvicek. Kultivacni lahvi¢ky byly inkubovany pii teploté 25 °C na tfepacce. Po
promichéani lahvicek bylo v ur€itych intervalech odebirano po 1 ml vzorku, ktery byl
rozpipetovan po 200 pl do mikrotitracni desticky a byla zméfena absorbance na

spektrofotometru TECAN pii1 600 nm.

3.3.15 lzolace DNA, PCR, Purifikace

Identifikace kultur byla provadéna pomoci molekularné biologické metody — polymerasové

fetézové reakce s ndslednou sekvenaci usekti genu pro 16S rRNA.
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Isolace DNA ze ziskanych bakterii

Cerstvé narostlé kultury na R2A agaru byly kli¢kou umistény do zkumavky s rozbijejicimi
kuli¢kami a poté probéhla rychla a dokonald homogenizace. K isolaci DNA byl pouzivan

Power Soil™

DNA lIsolation Kit a byl pouzit postup dle pokynti vyrobce. Ke kulturam bylo
pfidano 60 pl roztoku CI1, zkumavky byly umistény na Mo Bio Vortex a 10 minut
vortexovany, poté 30 sekund centrifugovany pti 14 100 RPM. Supernatant byl pfenesen do
¢isté 1,5 ml zkumavky, bylo napipetovano 250 ul roztoku C2, vortexovano 5 sekund a poté
inkubovéano 5 minut pfi 4 °C. Po inkubaci byla smés centrifugovana pti pokojové teploté
po dobu 1 minuty a kromé peletky bylo pfeneseno maximalné 600 pl supernatantu do Cisté
1,5 ml zkumavky. Bylo ptidano 200 ul roztoku C3, kratce vortexovano a opét inkubovano
5 minut pii 4 °C. Poté byly zkumavky centrifugovany po dobu 1 minuty. Kromé peletky
bylo pfeneseno max. 750 pul supernatantu do nové 1,5 ml zkumavky. Bylo pfidano 1200 pl
roztoku C4 a vortexovano 5 sekund. Pfiblizn€¢ 675 pl bylo pfeneseno do kolonky a
centrifugovano 1 minutu. Pfefiltrovana kapalina byla vylita a tento postup byl opakovan
jesté 2x. Poté bylo napipetovano 500 pl roztoku CS5 a centrifugovano 30 sekund.
Prefiltrovana kapalina byla vylita a smés opét centrifugovana po dobu 1 minuty. Kolonka
byla opatrné pienesena do Cisté 1,5 ml zkumavky, bylo napipetovano 30 pl roztoku C6
doprostied bilé membrany uvnitt kolonky a ponechano 5 minut stat. Poté byly zkumavky
centrifugovany po dobu 30 sekund. Po vyjmuti kolonky byla DNA pfipravena k dal§imu

zpracovani.
Piiprava smési latek pro zmnozZeni dané DNA a samotny postup PCR

Jednotlivé slozky uvedené v Tab. 6 byly napipetovany do mikrozkumavky a poté byly
vSechny piipravené mikrozkumavky zcentrifugovany pii 14 100 RPM po dobu 1 minuty.
Byly pouzity primery (syntetické oligonukleotidy) — 341F (CCTACGGGAGGCAGCAG) a
907R (CCGTCAATTCCTTTGAGTTT). Vzorky byly ptipraveny jak nefedéné, tak fedéné
vpoméru 1 : 9 a byl proveden i slepy pokus, kdy misto vzorku byla pouZzita voda pro

molekularni biologii.
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Tabulka 6 - Roztoky pro pfipravu reakéni smési

Voda pro mol. biologii 9,5ul
Roztok primeru 341F 1,0 ul
Roztok primeru 907R 1,0 ul

MasterMix 12,5 ul
Vzorek 1,0 ul

Nasledovalo vlozeni mikrozkumavek do termocykleru a spusténi programu S kroky,

uvedenymi v Tab. 7.

Tabulka 7 — Program PCR

95 °C 2 min

95 °C 30s

61°C | 30s Hx
- opakovani

72 °C 1 min

72 °C | 10 min

Postup kontroly PCR gelovou elektroforézou

1% agarosovy gel byl rozpustén ve 100 ml trisacetatového pufru, roztok byl rozvaien
v mikrovinné troubé. Gel byl samovolné zchlazen na 60 °C a poté byly ptidany 4 kapky
roztoku etidium bromidu. Gel byl rozlit na plotnu s hiebinkem. Po ztuhnuti byl vytazen
hiebinek a gel byl vlozen do elektroforetické vany a zalit trisacetdtovym pufrem. Do jamek,
které byly vytvofeny hiebinkem, byly davkovany vzorky. Do prvni jamky byly
napipetovany 4 ul markru, do ostatnich 4 ul upravenych vzorki. Elektroforéza probihala
20 minut pfi konstantnim napéti 90 V. Po skonceni byl gel vyjmut a vloZzen do UV

transluminatoru.
Purifikace amplifikované DNA

Purifikace byla provedena pomoci protokolu High Pure PCR Product Purification Kit. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pul PCR produktu a 100 ul vazebného pufru a smés
byla vortexovana. Tato smés byla pfenesena na kolonku, které byla vlozena do Cisté
mikrozkumavky a centrifugovana po dobu 60 sekund pti 14 100 RPM. Piefiltrovany roztok
byl vylit a kolonka byla vlozena zpét do stejné zkumavky. Bylo ptfiddno 500 pl
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promyvaciho pufru a centrifugovano po dobu 1 minuty. Roztok ve zkumavce byl opét vylit
a bylo pridano 200 pl promyvaciho pufru a opét centrifugovano po dobu 1 minuty. Poté
byla kolonka pienesena do Cisté mikrozkumavky, bylo ptfidano 30 pl vymyvaciho pufru a
ponechano 15 minut stat. Mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 1 minuty. Kolonka

byla vyhozena a v mikrozkumavce byla piecisténa DNA.
Priprava na sekvenaci

Pied odeslanim vzorktt DNA k sekvenaci bylo nutné k 8,5 ul vzorku ptidat 1,5 ul roztokt
primera 341F a 907R. Mikrozkumavky byly poté poslany na externi pracovisté¢ k

sekvenaci.
Vlastni identifikace

Ziskané sekvence 16S rRNA byly porovnany s vysledky ulozenymi v databazi GenBank

pomoci programu BLAST. Sekvence po vyhodnoceni jsou uvedeny v piiloze I.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zakladni vlastnosti kultur F1V a F1M

Kultura F1M byla schopna rist v teplotnim rozmezi 12 — 42 °C a pfi ptidavku max. 0,5%
NaCl. Je tedy mozné ji oznaCit za mesofilni a za velmi citlivou k pfitomnosti NaCl.
V ptedeslé diplomové praci bylo prokazano, Ze kultura je gramnegativni. Kultura je
nefermentujici a glukdzu rozklada pouze aerobné. Test na katalasu a cytochromoxidasu byl
pozitivni, coZ znamend, ze rozklada 3% peroxid vodiku. Kultura po tfech dnech inkubace
vytvarela jemnou suspenzi s malym mnozstvim mikrovloc¢ek (Obr. 8). Mikroskopickym

pozorovanim se jevila jako pohybliva.

Obrazek 8 - Kultura F1IM — vloc¢ka, zvétseni 400x

Kultura F1V byla schopna ristu pii piidavku max. 3% NacCl a v teplotnim rozmezi 12-37
°C, prokazala tedy pon€kud odlisné vlastnosti od kultury FIM. Kultura je gramnegativni,
nefermentujici a glukozu rozklada pouze aerobné. Test na katalasu a cytochromoxidasu byl
pozitivni. Po 3 dnech inkubace kultura siln¢ flokulovala. Pozorovanim mikroskopem se

kultura jevila jako nepohyblivé ty€inky.

4.2 Spolecna degradace CAPB kulturami F1M a F1V

Test degradace CAPB byl proveden za pomoci kultur FIV a FIM. Jiz v predeslé
diplomové praci bylo prokazano, ze kultury FIM a F1V jsou individualné schopny CAPB
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rozkladat, ale obé jen Caste¢né. Na zaklad¢ této informace byl proto proveden orientaéni
test, kdy kultury F1M a F1V byly nasazeny spole¢né. Popis piipravy a provedeni testu je
uveden v kapitole 3.3.4. V testu byl sledovan ubytek rozpusténého organického uhliku
(DOC). Pocate¢ni koncentrace CAPB byla 300 mg/l, po 10 denni inkubaci koncentrace
DOC Kklesla na 23 mg/l. Z Obr. 9 je také zfetelné, Ze spoleénym pasobenim byly kultury
schopné degradovat CAPB z 90 % jiz béhem 72 hod.
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Obrazek 9 - Spolecna degradace CAPB kulturami F1IM a FIV

V dal$im, jiz podrobn&jsim testu byly kultury nasazeny jednak samostatné a jednak
spole¢né. Popis piipravy a provedeni testu je uveden v kapitole 3.3.6. Opét se potvrdilo
(Obr. 10), ze spolecnd degradace je rychld a U¢inngj$i nez samostatnid. Kultura FIM
zpocatku degradovala CAPB pomaleji nez kultura F1V, ale ke konci pokusu byly obé
kultury schopny individualné odbourat pfiblizné stejné mnozstvi CAPB. Z Obr. 10 je
zietelné, Ze kultury F1V a FIM rozlozily CAPB zhruba z 50 % za 14 dnt. Kultury pfi
spole¢ném pisobeni vSak opét dosahly 90 % degradace za 96 hodin, do konce pokusu se
hodnoty jiz pfili§ neménily, po 10 denni inkubaci degradace CAPB dosahovala 92,5 %.
Koncentrace v kontrolnich lahvickach (abioticky pokus) se v pribéhu pokusu nijak
neménila. Zaroven byl kromé ubytku DOC méfen zédkal suspensi pii 600 nm. I zde bylo

potvrzeno, Ze spole¢ny rist kultur na CAPB je rychlejsi a G€innéjsi. Kultura F1IM m¢éla
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pomalejsi narust zékalu, ale v intervalu

11).

od 4 do 7 dne méla velky narust zakalu (viz Obr.
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Obrazek 10 - Spolec¢na i samostatna degradace CAPB
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Obrazek 11 - Opticka densita pii ristu kultur jednotliveé i spole¢né
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Dalsi test byl provadén v mikrotitracni desticce a byl zaméfen na zjiSténi maximalni
ristové koncentrace CAPB, jak individualng, tak i pfi spolecném rtstu obou kultur. Popis
piipravy a provedeni testu je uveden v kapitole 3.3.8. V prub¢hu 14 denni inkubace byl
meéten zakal pti 600 nm a kone¢né hodnoty, uvedené ¢ervenymi Cisly v Tab. 8 vypovidaji o
schopnosti rastu kultur na CAPB. Jiz pfi prvnim odectu zakalu, ktery probéhl po 3 dnech
inkubace, sloupce 4+5 a 8+9 ve vSech jamkach, kromé tadku A, byly pozitivni na zakal.
Sloupce 1+2 byly pozitivni na zakal po 3 dnech v fadcich B - D. Zména probéhla az 10.
den inkubace, kdy ve sloupci 1 se objevil i zakal v fadku E a 14. den inkubace i v fadku F.
Celkové bylo mozno shrnout, ze kombinace kultur F1V a FIM i kultura F1V samotna jsou
schopny rast i pii koncentraci 10 g/l CAPB. Kultura FIM byla schopna rist pii
koncentracich CAPB 0,5 — 5 g/l, pti¢emz pfi koncentracich 3 a 5 g/l kultura FIM vyrostla
jen v jediné paralelni jamce. Bylo proto provedeno kontrolni vyockovani jamek El a F1,
zda nedoslo ke kontaminaci, coz se nepotvrdilo. Je tedy pravdépodobné, ze koncentrace 3 —

5 g/l jsou pro kulturu hrani¢ni a o jejim rastu rozhoduji zatim neznamé faktory.

Tabulka 8 - Rust kultur pii koncentracich CAPB 0 — 10 g/I

Koncentrace F1iM F1Vv FIM + F1V Kontrola
[9/1] 1 2 4 5 8 9 12
A 0 0,065 | 0,062 | 0,062 | 0,064 | 0,062 | 0,065 0,035
B 0,5 0,264 | 0,261 | 0,302 | 0,315 | 0,294 0,32 0,044
C 1 0,446 | 0,501 | 0,463 | 0,525 | 0,535 | 0,541 0,042
D 2 1,014 | 0,621 | 0,634 0,69 0,913 | 0,992 0,043
E 3 0,607 | 0,048 | 0,301 | 0,459 | 0,491 0,68 0,044
F S 0,319 | 0,044 | 0,332 | 0,388 | 0,426 0,74 0,042
G 7,5 0,043 | 0,045 | 0592 | 0,573 | 0,867 | 0,798 0,036
H 10 0,043 | 0,046 | 0,672 | 0,672 | 0,734 0,87 0,041

4.2.1 Studium podstaty spole¢né degradace CAPB kulturami F1IM a F1V

CAPB je tvofena predevSim lauramidopropyl betainem a sklada se tedy ze 2 strukturné
odlisnych ¢asti. Jednou z nich je lauramid a druhou ¢asti je betain. Z predchozich vysledkt
nebylo ziejmé, kterou ¢ast kultury vyuzivaji k rustu a spotiebovavaji ji tak. Proto bylo dalsi
testovani zaméfeno na kazdou ¢ast CAPB zvlast. Testy degradace betainu byly provedeny
obdobnym zpiisobem jako dosavadni degradacni pokusy (sledovani procesu rozkladu

prostfednictvim uUbytku DOC + sledovani ristu kultur sledovanim optické denzity
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suspenzi), zkousky degradace lauramidu v8ak musely byt vzhledem k jeho velmi omezené
rozpustnosti provedeny na pevnych Zzivnych agarech, kde byl sledovan rast kultur a

pfipadné projasiiovani agari se suspendovanami ¢asteckami lauramidu (LA).

4.2.2 Degradace Lauramidu

Nejprve byly kultury nao¢kovany na zivné agary s 500 mg/l. Vzhled misek po kultivaci je
uveden na Obr. 12 a 13.

Obrazek 12 - Kultura F1IM

Obrazek 13 - Kultura F1V
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Kultura F1M slab¢ rostla i na kontrolnim mineralnim agaru bez lauramidu a byla tedy
schopnd rlst stejnym zpusobem na minerdlnim agaru s piidavkem LA. K zadnému
projastiovani agaru vSak pii tom nedochazelo a bylo tak zfejmé, Ze kultura LA K rastu
nevyuzivala (viz Obr. 12). Kultura F1V na kontrolnim mineralnim agaru nerostla a rust
kolonii nebyl zaznamenan ani na misce s LA, avSak dobie bylo projasnéni agaru (viz Obr.
13). Znamenalo to tedy, ze kultura F1V lauramid sice nevyuziva pro svuj rist, ale jistym

zpusobem jej pfeménuje nebo solubilizuje.

Byly proto ptipraveny nové agary, se zvySenou koncentraci ¢astic LA, a naockovany jak
jednotlivymi kulturami, tak 1 jejich kombinacemi. Vzhled misek po kultivaci je uveden na

Obr. 14 —18.
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Obrizek 14 - Kultura F1IM Obrazek 15 - Kultura F1V

Obrazek 16 - Miska &. 3 (FIM + F1V) Obrézek 17 - Miska &. 4 (F1V + F1M)

Obrazek 18 - Miska ¢. 5 (FIM + F1V) Obrazek 19 — Miska ¢. 5 (FIM + F1V)
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Ani v tomto pokusu, kde byl LA navazen na Petriho misky a zalit agarem, kultury F1M
(Obr. 14) ani F1V (Obr. 15) samostatné nerostly. Bilé tecky na obrazcich 14 a 15 nejsou
kolonie bakterii, ale zrni¢ka LA. Naproti tomu na misce, kde byly kultury nao¢kovany
spole¢né Vv kiizovém roztéru, byl zaznamendn vyrazny rast kolonii, a to zejména
v koncovych ¢astech kiizového roztéru (Obr. 16). Na misce, kde kiizovy roztér byl
proveden kulturou F1V a kulturou FIM c¢ary pies né&j, byl zaznamenan nartst biomasy
pouze v provedenych Carach a rist kiizového roztéru byl velmi slaby (Obr. 17). Naopak na
paté misce, kde kiizovy roztér byl proveden kulturou FIM a kulturou F1V ¢ary pies néj,
byl rust biomasy Vv ¢arach velmi nepatrny (Obr. 18), zatimco rust kiizového roztéru kultury

F1M byl velmi zietelny, opét nejlépe v koncovych ¢astech roztéru (Obr. 19).

Kultura F1V tedy snejvétsi pravdépodobnosti zahdji degradaci LA, ale neni schopna
vznikly produkt (¢i produkty) dale vyuzivat. Tento produkt (¢i produkty), které F1V
vytvori, vSak vyuziva kultura FIM pro svij rast, t€¢ velmi pravdépodobné chybi enzymy

pro primarni degradaci nebo neni schopna transportu LA do bunék.

4.2.3 Degradace Betainu

Kazda kultura byla nasazena do tii lahvicek s MM a zasobnim roztokem betainu. Popis
ptipravy a provedeni testu je uveden v kapitole 3.3.12. Vysledky jsou graficky
dokumentovany na Obr. 20 a 21.
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Obrazek 21 - Degradace betainu pomoci kultury F1V
Obrazek 20 zobrazuje degradaci BET kulturou F1M. Kultura FIM se chovala velmi

zvlastng, jelikoz v kazdé paralelni lahviéce spotiebovavala BET rozdilnou rychlosti. Z toho
duvodu bylo z kazdé lahviéky vyockovano inokulum na R2A agar, zda nedoslo ke
kontaminaci testu. Kontaminace vsak zjisténa nebyla, v lahvi¢kach se vyskytovala pouze
kultura F1M. V lahvi¢ce 1. doslo k degradaci BET z cca 92 % za 19 dni, vétSina substratu
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vsak jiz byla rozlozena 4. den. Proces v lahvi¢ce 2. zpoc¢atku stagnoval, ale po 19 dnech
inkubace doslo k poklesu koncentrace ze 69,5 %. V lahvic¢ce 3. probéhla degradace BET
pouze ze 43 %. Pri¢inu takového rozdilného chovani kultury FIM se nepodatilo objasnit,
bylo vSak dobie patrné, ze tato kultura vyuzivd BET podstatné pomaleji nez kultura F1V,
ktera byla schopna spotiebovat piiblizn¢ 93 % betainu za 96 hodin (Obr. 21). Vysledky
dobfte koresponduji s vysledky degradace celého CAPB jednotlivymi kulturami (viz. Obr.
10).

Zaroven byla meéfena pii pokusech degradace BET optickd denzita pifi 600 nm, jejiz

vysledky jsou graficky dokumentovany na Obr. 22 a 23.
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Obrazek 22 - Opticka denzita rastu kultury F1M v pfitomnosti BET
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Obrazek 23 - Optické denzita rastu kultury F1V v pfitomnosti BET

Me¢teni optické denzity potvrdilo, ze kultura FIM byla schopna rist na BET, S riznou
rychlosti v kazdé lahviéce (viz. Obr. 22). V prvni lahviéce doslo béhem 96 hodin
Kk rychlému nartustu zakalu. V druhé lahvicce byl zpocatku nartst zakalu pomalejsi, avSak
na konci pokusu dosahovala pfiblizné stejnych hodnot jako lahvicka 1. Ve tfeti lahvicce

doslo pouze k mirnému zakalu.

Rust kultury F1V byl rychly a odpovidal poklesu DOC (viz. Obr. 23).

4.3 Zakladni vlastnosti kultur EHS 1-4 a EHS 11 - 16

V této Casti prace byly studovany vlastnosti jak kultur pochazejicich z DP Ringlové (EHS 1
- 4), tak i kultury, které byly ziskany v ramci této prace (EHS 11 — 16).

Kultura EHS 1 byla schopna riist v teplotnim rozmezi 12 — 37 °C a pfi ptidavku max. 0,5%
NaCl. V ptedeslé diplomové praci bylo prokazano, ze kultura je gramnegativni. Kultura je
nefermentujici a gluk6ézu nerozkldd4 viibec. Test na katalasu a cytochromoxidasu byl

pozitivni, coz znamena, Ze rozklada 3% peroxid vodiku.
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Obrazek 24 - Kultura EHS 1 — mikrovlocky, zvétseni 400x

Kultura po 21 dnech inkubace v tekutém médiu vytvaiela jemnou suspenzi, Smalym

mnozstvim mikrovlo¢ek (Obr. 24). Pomoci mikroskopu se jevila jako pohybliva.

Kultura EHS 2 byla schopna rist v teplotnim rozmezi 12 — 42 °C a pti ptidavku max. 3%
NaCl. V ptedeslé diplomové praci bylo prokazano, ze kultura je gramnegativni. Kultura je
nefermentujici a glukozu rozklada jen aerobné. Test na katalasu a cytochromoxidasu byl

pozitivni, coz znamena, ze rozklada 3% peroxid vodiku.

Obrazek 25 - Kultura EHS 2 — vlocka, zvétseni 400x
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Obrazek 26 - Kultura EHS 2 — vlocka, zvétseni 400x

Kultura EHS 2 po 17 dnech siln¢ flokulovala a vytvarela vlocky (Obr. 25, Obr. 26). Pod

mikroskopem se jevila jako pohyblivé, pon¢kud zaoblené ty¢inky.

Kultura EHS 3 byla schopna rist v teplotnim rozmezi 12 — 37 °C a pfi piidavku max. 3%
NaCl. Kultura je grampozitivni, nefermentujici a glukézu nerozklada vibec. Test na
katalasu byl pozitivni, coz znamend, ze rozkladd 3% peroxid vodiku. Test na

cytochromoxidasu byl negativni.

Obrazek 27 - Kultura EHS 3 — zvétseni 400X
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Obrazek 28 - Kultura EHS 3 — zvétseni 1000x

Kultura EHS 3 po 3 dnech inkubace vytvafela jemnou suspenzi s malym mnoZstvim
mikrovlo¢ek (Obr. 28). Pod mikroskopem kultura vypadala jako nepohyblivé, silné az
esovité zprohybané ty¢inky (Obr. 27).

Kultura EHS 4 byla schopna rtst v teplotnim rozmezi 12 — 42 °C a pfi ptidavku max. 3%
NaCl. V piedeslé diplomové praci bylo prokazano, ze kultura je grampozitivni. Kultura je
nefermentujici a glukézu nerozklada viibec. Test na katalasu byl pozitivni, cozZ znamena, Ze

rozklada 3% peroxid vodiku. Test na cytochromoxidasu byl negativni.

Obrazek 29 - Kultura EHS 4 — zvétseni 400x
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Obrazek 30 - Kultura EHS 4 — zvé&tseni 1000x

Kultura EHS 4 po 3 dnech inkubace siln¢ flokulovala a vytvatela vloc¢ky (Obr. 29, Obr.
30). Pod mikroskopem se kultura jevila jako nepohyblivé kratsi tyCinky, rovné se

zaoblenymi konci, ob¢as mirné prohnuteé.

Kultura EHS 11 byla schopna rtst v teplotnim rozmezi 12 — 30 °C a pfi ptidavku max.
0,5% NaCl. Kultura je gramnegativni (Obr. 31). Kultura je nefermentujici a glukézu
nerozklada viibec. Test na katalasu byl negativni, coZ znamena, ze nerozklada 3% peroxid

vodiku. Test na cytochromoxidasu byl negativni.

Obrazek 31 - Gramovo barveni — EHS 11
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Obrazek 32 - Kultura EHS 11 — zvétSeni 400x

Kultura EHS 11 po 3 dnech inkubace silné flokulovala a vytvarela vlocky. Pod
mikroskopem kultura vypadala jako pohyblivé esovité prohnuté ty¢inky (Obr. 32).

Kultura EHS 12 byla schopna rast v teplotnim rozmezi 5-30 °C a pii ptidavku max. 6,5%
NaCl. Kultura je grampozitivni (Obr. 33). Kultura je nefermentujici a glukdzu nerozklada
vibec. Test na katalasu byl pozitivni, coz znamena, Ze rozklada 3% peroxid vodiku. Test

na cytochromoxidasu byl negativni.

Obrazek 33 - Gramovo barveni — EHS 12
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Obrazek 34 - Kultura EHS 12 — zvétSeni 400x

Kultura EHS 12 po 3 dnech inkubace vytvaiela volnou suspenzi a tvofila i mikrovlocky.
Pod mikroskopem kultura vypadala jako nepohyblivé mirn¢ prohnuté ty¢inky (Obr. 34).

Kultura EHS 14 byla schopna rtst v teplotnim rozmezi 12-37 °C a pii ptidavku max. 0,5%
NaCl. Kultura je gramnegativni (Obr. 35). Kultura je nefermentujici a glukdzu nerozklada
vubec. Test na katalasu byl negativni, coz znamena, Ze nerozklada 3% peroxid vodiku. Test

na cytochromoxidasu byl pozitivni.

Obrazek 35 - Gramovo barveni — EHS 14
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Obrazek 36 - Kultura EHS 14 — zvét$eni 400x

Kultura EHS 14 po 3 dnech inkubace siln¢ flokulovala a vytvaiela mikrovlocky (Obr. 36).
Pod mikroskopem se kultura jevila jako pohybliva, tvar kulovity az ovalny.

Kultura EHS 15 po 14 dnech inkubace vytvaiela vlocky (Obr. 37, Obr. 38). Kultura je
nefermentujici a glukézu nerozklada vibec. Test na katalasu i cytochromoxidasu byl
negativni. Pod mikroskopem se kultura jevila jako nepohybliva. Jelikoz tato kultura byla
velmi citliva, i pfes to, Ze pfi prvnim testovani rostla na EhoLu, pozd€ji na miskach i pfi

konzervaci nepiezila.

Obrazek 37 - EHS 15 — vlocka, zvétseni 400x
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Obrazek 38 - Kultura EHS 15, zvétseni 400x

Kultura EHS 16 byla schopna rist v teplotnim rozmezi 12-37 °C a pii ptidavku max. 0,5%
NaCl. Kultura je gramnegativni (Obr. 39). Kultura je nefermentujici a glukoézu rozklada
aerobné. Test na katalasu byl pozitivni, coZ znamena, Ze rozklada 3% peroxid vodiku. Test

na cytochromoxidasu byl negativni.

Obrazek 39 - Gramovo barveni — EHS 16
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Obrazek 40 - Kultura EHS 16 — zvétseni 400x

Kultura EHS 16 po 14 dnech inkubace silné flokulovala a vytvatela mikrovlo¢ky (Obr. 40).
Pod mikroskopem se kultura jevila jako nepohybliva.

4.4 Degradace EHS

Z predeslé diplomové prace vyplyva, ze kultury EHS 1 — 4 jsou schopny rust pouze na
salicylanu sodném, a proto byl nejprve orientaéné testovan rust i novych kultur EHS 11 -
16 na SALNa. Popis postupu stanoveni je uveden v kapitole 3.3.10. Vstupni koncentrace
SALNa byla 400 mg/l. Po 7 — 10 denni inkubaci byl stanoven DOC — viz Tab. 9.

Tabulka 9 - Hodnoty DOC po
inkubaci kultur v MM se SALNa

Kultura [E)n(;/CI]
EHS 11 71,53
EHS 12 26,48
EHS 14 33,99
EHS 15 305,7
EHS 16 88,29
Kontrola 307,52

Kromé kultury EHS 15 byly vSechny kultury schopné na SALNa rist. Nejvetsi ubytek

koncentrace substratu byl zaznamenan u kultury EHS 12, ktery dosahoval cirka 81%.
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Ostatni kmeny degradovaly SALNa z vétsi poloviny, tedy kromé kultury EHS 15, ktera
SALNa nespotiebovavala (viz Tab. 9).

Dalsi test byl jiz zaméfen na ovéteni, zda jsou jednotlivé kultury schopny rast na EHS jako
jediném zdroji uhliku a energie. Ke sledovani rastu kultur bylo pouzito stanoveni
bunéénych bilkovin. Toto bylo provadéno vzhledem k nerozpustnosti EHS a tedy vzhledem
k nemoznosti vyuzit ke sledovani rozkladu EHS ani pfistrojového stanoveni DOC ani
méieni optické denzity. V pribéhu inkubace, ktera trvala 24 dnti, byly odebirany vzorky a
v nich stanovovana koncentrace bilkovin, dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.11.

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 41.
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Obrazek 41 - Koncentrace bilkovin pfi rastu kultur EHS 11 — 14 na EHS

Mira koncentrace bilkovin se postupné u vSech kultur zvySovala, avSak nejvetsi nartst
koncentrace bilkovin u vSech kultur zapocal 13. dnem inkubace. V lahvic¢ce s kulturou
EHS 16 na konci pokusu, ktery trval 18 dnd, bylo ptfitomno 55,79 mg/1 bilkovin, coZ bylo
nejvetsi mnozstvi ze vSech kultur. V lahvicee s kulturou EHS 14 tomu bylo 40,79 mg/l po
24 denni inkubaci. V lahvi¢ce s kulturou EHS 12 bylo po 18 denni inkubaci pfitomno
s kulturou EHS 11. Koncentrace bilkovin dosahovala 19,09 mg/1. Pokus tak dokumentoval,
ze kultury EHS 11, 12, 14 a 16 jsou schopné vyuzit EHS jako jediny zdroj pro svij rist,

nebot’ v kontrolnich vzorcich koncentrace bilkovin naméteny nebyly.
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4.5 Rist kultur EHS 11 — 16 na 2-ethylhexanolu

Byly ptipraveny lahvicky s MM a EhoL, a poté byly zaockovany kulturami EHS 11 - 16,
vzdy samostatné. Inkubace trvala po dobu 20 dnii. V pribéhu inkubace byly odebirany
vzorky a byla méfena optickd denzita pii 600 nm. Podrobny popis a postup stanoveni je

popsan v kapitole 3.3.14.
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Obrazek 42 - Opticka denzita kultur EHS 11 — 16 Vv pfitomnosti EhoL

V obrazku 42 je vyobrazen priibéh pokusu, kdy je ztetelné, ze kultury nejsou schopny rist
na EhoLu jako jediném zdroji uhliku a energie. Hodnoty absorbance suspensi, které
obsahovaly kultury, se pohybovaly na stejné trovni jako suspense bez zaoCkovani
kulturami. Témi byly kontroly. Kultury EHS 11 — 16 tedy nevyuZzivaji EhoL ke svému
rustu, coZ tedy vyzdvihuje vyznam testu rastu téchto kultur na SALNa. Je pravdépodobné,
ze kultury pfi rGstu na EHS degraduji tuto latku na salicylanovou c¢ast a Cast

ethylhexanolovou, ale ke svému ristu vyuziji pouze salicylanovou ¢ast.
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4.6 Identifikace kultur

Identifikace kultur byla uskute¢néna amplifikaci ¢asti genu pro 16S rRNA pomoci

polymerazové fetézové reakce (PCR) s naslednou sekvenaci ziskanych amplikond.

Nejdiive byla izolovdana DNA vsech kultur, poté byla provedena PCR, kontrola PCR
gelovou elektroforézou, purifikace amplifikované DNA a poté byla DNA pfipravena na

sekvenaci. Popis pfipravy a provedeni testii je uvedeno v kapitole 3.3.15.

Obrazek 43 - Kontrola provedené PCR - po separaci
v agarosovém gelu (1 - marker, 2 —EHS 1, 3 - EHS 2, 4 — EHS 3,
5—-EHS4,6-F1V,7-F1M,8-EHS 11,9 -EHS 12, 10 - EHS
14,11 -EHS 16, 12 -EHS 1, 13 - EHS 2, 14 — EHS 3, 15 - EHS
4,16 - F1V, 17 - FIM, 18 - EHS 11, 19 - EHS 12, 20 — EHS 14,
21 — EHS 16, 22 — slepé stanoveni)

Po izolaci DNA, ptipravé vzorkl na PCR a samotné PCR byla provedena kontrola ¢istoty
PCR gelovou elektroforézou. Na Obr. 43 jsou vyobrazeny vzorky z UV transluminatoru.
Cislo 1 piestavuje marker, &isla 2 — 11 predstavuji vzorky nefedéné, Gisla 12 — 21 vzorky
fedéné 1 : 9. Cislo 22 je slepé stanoveni. K purifikaci a nasledné sekvenaci byly pouZity

nefedéné vzorky s Cisly 3, 4, a fedéné vzorky s ¢isly 12 a 15 — 21.
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Tabulka 10 — Vlastni identifikace kultur

Kultura Vysledek Shoda
EHS 1 | Neidentifikovano -
EHS 2 | Neidentifikovano -

Rhodococcus sp. | 100%

EHS 3 Nocardia sp. 100%
Brevibacteri . | 100%
EHS 4 | Gailussp, | 100%
X hill 97%
ERS 11 Ver]i(Z)F\)/olralj(Sssp? 97‘2
Rhod : 99%
e Ty

EHS 14 Acidovorax sp. 99%
EHS 16 | Caulobacter sp. 99%
F1M Rhizobium sp. 97%
F1V Pseudomonas sp. | 100%

V Tab. 10 jsou uvedeny pravdépodobné identifikace studovanych kultur. Kultury EHS 1 a
EHS 2 se nepodafilo identifikovat. Kultura EHS 3 byla 100% shodna s n¢kolika druhy rodi
Rhodococcus a Nocardia. Kultura EHS 4 byla identifikovana bud’ jako Brevibacterium sp.
nebo Bacillus sp., se 100% shodou. Kultura EHS 11 byla na 97% shodna s bakteriemi rodu
Xenophillus a Variovora. Kultura EHS 12 byla na 99% shodna s bakteriemi rodu
Rhodococcus a Nocardia. Tato kultura je s nejvétsi pravdépodobnosti shodna s kulturou
EHS 3. Kultura EHS 14 byla na 99% shodna s bakterii rodu Acidovorax. Kultura EHS 16
byla na 99% shodna s bakterii rodu Caulobacter. Kultura F1M byla na 97 % shodna
s bakterii rodu Rhizobium. Nejbliz§im pfibuznym druhem by mohla byt bakterie Rhizobium
daejeonense. Kultura F1V byla na 100 % shodna s bakterii rodu Pseudomonas. V tvahu
pfipadaji tfi druhy bakterii, a to Pseudomonas denitrificans, Pseudomonas citronellolis a

Pseudomonas delhiensis.

Je tedy vidét, Ze u vétSiny kultur je mozna ,,pouze rodové identifikace a Ze vysledky
ukazuji na n€kolik moznych druhii. Rozhodnuti by tak musely pifinést dalsi sady testa (u
kazdé kultury zfejmée jiné), které z Casovych i vécnych divodi jiz nebylo mozné v rdmci

této DP provést.

Kultura EHS 15, ktera neni v Tab. 10 uvedena, byla izolovana, byla i ovétena z hlediska

mozného rustu na salicylanu sodném, ale jeji rist na 2-ethylhexanolu byl jiz dale ovéfovan
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v ramci doktorské prace M. Mérkové. V prubéhu dal$ich tydnu z ni bylo v ramci prace M.
Meérkové izolovano né€kolik dalsich subkultur, a to kultury EHS 15 MB1, EHS 15 MB2 a
EHS 15 M. Tyto tifi kultury jsou v soucasnosti testovany z hlediska rozkladu 2-
ethylhexanolu v ramci uvedené doktorské prace a v ramci mé diplomové prace byla u
téchto kultur provedena prace sméfujici k molekularné biologické identifikaci. Kultury
EHS 15 M a EHS 15 MB 1 se vsak identifikovat nepodatilo, kultura EHS 15 MB 2 byla

shodna na 99 % s bakterii druhu Zooglea resiniphila.
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ZAVER
Zakladnim cilem prace bylo studium diive ziskanych kultur rozkladajicich dvé vyznamné

slouceniny pouzivané pii vyrobé kosmetickych prosttedki, a to CAPB a EHS. Druhym

cilem bylo ziskat vlastni kultury, degradujici EHS, z aktivovaného kalu.

Studium kultur FIM a F1V ukazalo, Ze rozklad CAPB v aktivovaném kalu zabezpecuje
spolecny ucinek téchto 2 mikrobidlnich kultur, pficemz spole¢ny Ucinek je nutny pro
rozklad Lauramidu, coz je nepolarni ¢ast CAPB. Obé kultury byly naopak schopny
vyuzivat betainovou ¢ast molekuly CAPB jako jediny zdroj uhliku a energie, i kdyz kazda
s ruznou rychlosti. Kultury byly identifikovany jako Rhizobium sp. (FIM) a Pseudomonas
sp. (F1V).

Dalsi ¢ast prace byla vé€novana kulturdm degradujicim EHS. Ze vzorku kalu bylo pomérné
snadné ziskat dalsi kultury schopné tohoto procesu, nicméné jak ukazaly testy rozkladu
salicylanu sodného a 2-ethyl hexanolu, vétsina ziskanych kultur vyuziva ke svému rtstu
pouze ¢ast EHS odpovidajici kyselin¢ salicylové. Jak ukazaly identifikaéni prace, na
rozkladu EHS se podili jak gramnegativni, tak i grampozitivni bakterie rodti Rhodococcus
a Nocardia (EHS 3), Brevibacterium nebo Bacillus (EHS 4). Kultury EHS 1 a EHS 2
nebyly identifikovany. Dale kultury byly identifikovany jako bakterie rodd Xenophillus a
Variovora (EHS 11), Rhodococcus a Nocardia (EHS 12), Acidovorax (EHS 14) a
Caulobacter (EHS 16). Kultura EHS 15 byla izolovana a v ramci doktorské prace M.
Meérkove bylo izolovano nékolik dalSich subkultur a to kultury EHS 15 MB1, EHS 15 MB2
a EHS 15 M. Kultury EHS 15 M a EHS 15 MB 1 se vSak identifikovat nepodatilo, kultura
EHS 15 MB 2 byla identifikovana jako Zooglea resiniphila.

U vétSiny kultur byla mozna ,,pouze* rodova identifikace a vysledky ukazovaly na nékolik

moznych druht.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BET
bp
CAPB
cov
DMSO
DNA
DOC
EhoL
EHS
LA
LDso
MM
ODs0o
PCR
RNA
RPM
SALNa
TOC

VOC

Betain

Pary bazi (base pair)
Cocamidopropyl Betaine

Cistirna odpadnich vod
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
Rozpustény organicky uhlik
2-ethylhexanol

Ethylhexyl Salicylate

Lauramid

Davka piisobici 50% umrtnost
Minerélni médium

Opticka denzita méfena pii 600 nm
Polymerazové fetézova reakce
Ribonukleova kyselina

Otacky za minutu (round per minute)
Salicylan sodny

Celkovy organicky uhlik

Tékava organicka latka
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SEZNAM PRILOH

Piiloha P I

Ziskané sekvence izolovanych kultur (primer 341F)



PRILOHA P I: ZISKANE SEKVENCE IZOLOVANYCH KULTUR
(PRIMER 341F)

Kultura EHS 1 — neidentifikovano
Kultura EHS 2 — neidentifikovano
Kultura EHS 3 (bp 483)

GTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCACGCTTTCG

TTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGAGACCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCC

TGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTGCAGTAC

TCAAGTCTGCCCGTATCGCCTGCAAGCCAGCAGTTGAGCTGCTGGTTTTCACAA
ACGACGCGACAAACCGCCTACGAACTCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACG

CTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTT

CTGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGA
AGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAA
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGCCCCCCGTGLCCLCLLGLLececaGLeeaee

Kultura EHS 4 (bp 578)

TGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCAC
GCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTG
TTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTT
CTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTT
TCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG
GCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTT
CCCTAACAACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGGCGTTGC
TCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGC
CCCCCGTGCCCCCGCCCCGLCLCLGLLGLGLGLGGLGGEGLE

Kultura F1V (bp 531)

CCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCA
ACGGCTAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCG



CCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCA
CCACCCTCTACCGTACTCTAGTCAGGCAGTTATGGATGCAGTTCCCAGGTTGAG
CCCGGGGATTTCACATCCATCTTACCAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGT
TAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTG
CCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGC
GGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACT

Kultura F1IM (bp 514)

GCGGATGTTTATGCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTCAACTGCCCGACGGCTA
ACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC
ACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTTACC
TCTTCCATACTCAAGATACCCAGTATCAAAGGCAGTTCCAGAGTTGAGCTCTG
GGATTTCACCCCTGACTTAAATATCCGCCTACATGCGCTTTACGCCCAGTAATT
CCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGC
CGGGGCTTCTTCTCCGGTTACCGTCATTATCTTCACCGGTGAAAGAGCTTTGGA
CCCTGAGGCCTTCGTGGCTCACCCGACGTGGCTGGATTCGCCTGGCGAGTACG
GTCGCAATTWACAAASTCGAAAWYYYGRAGGGA

Kultura EHS 11 (bp 469)

GCGGTCACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGAAAGTGAATTCCCAACAACC
AGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCC
CACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTGCAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATC
GGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCC
CTCTGCCGCACTCCAGCGATGCAGTCACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCG
GGGATTTCACAACTGTCTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAAT
TCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGC
CGGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCGTGAACTCTCTTTATTAGAAAGAACCTTT
TCGTTCCKTACAAGAGCGGTTTAAAATCCCAAGGCCTTTA

Kultura EHS 12 (bp 512)

GCGGGGCGCTTATGCGTTAGCTACGGCACGGATTCCGTGGAAGGAACCCACAC
CTAGCGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTA



CCCACGCTTTCGTTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGAGACCCGCCTTCGCCAC
CGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCT
CCCCTGCAGTACTCAAGTCTGCCCGTATCGCCTGCAAGCCAGCAGTTGAGCTG
CTGGTTTTCACAAACGACGCGACAAACCGCCTACGAACTCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGGACAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTCGTCCCTGCTGAAAGAG
GTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTC
GCCCATTGTGCAATAGTCCCCACTGCTGC

Kultura EHS 14 (bp 527)

GCGGTCACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACC
AGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCC
CACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATC
GGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCC
CTCTGCCGTACTCTAGCTATACAGTCACAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGG
GGATTTCACATCTGTCTTATATAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATT
CCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGACGTAGTTAGCC
GGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCATGGACCCCAGGTATTAACCAGAGTCTTTT
CGTTCCGTACAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGCACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTG

Kultura EHS 15 M — neidentifikovano
Kultura EHS 15 MB1 - neidentifikovano
Kultura EHS 15 MB2 (bp 579)

CCCAGGCGGTCACTTCACGCGTTAGCTGCGTTACTCAATGAGTCTCCTCACCGA
ACAACTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACTGGCCCAGGAGGCTGCCTTCG
CCATCGGTGTTCCTCCGCATCTCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCA
CCTCCCTCTGCCGTACTCGAGTGATGCAGTCACAAACGCAGTTCCCAGGTTGA
GCCCGGGGATTTCACATCTGTCTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG
TTAGCCGGTGCTTCTTCTTACGGTACCGTCATCCTCCCGGGGTATTAGCCCAGA
AGATTTCTTTCCGTCTGAAAGAGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACTCACG



CGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCT
CCCGTAGGCCCCCCGTGCCCCCGLCCCCGLCLCLGLLGLGGLG

Kultura EHS 16 (bp 510)

CCCATGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGTCACCGACAGGCATGCCTGCCG
ACAACTAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTAACGGACCAGTATGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAGTTCCA
CATACCTCTTCCGTACTCAAGACTGCCAGTATCAAAGGCAATTCCAAGGTTGA
GCCCTGGGCTTTCACCTCTGACTAAACAGTCCGCCTACGCTCCCTTTACGCCCA
GTAATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAA
GTTAGCCGGGGCTTCTTCTCCGGGTACCGTCATTATCGTCCCCGGTGAAAGAAT
TTTACAATCCTAAGACCTTCATCATTCACGCGGCATGGCTGCGTCAGGCTTTCG
CCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTG



