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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zameétila na ovéfeni schopnosti kultury Acinetobacter sp. 1AKL
rust na fenolu pii nizké teploté 8 °C a soucasné vysoké koncentraci trichloroethenu (TCE),
coz ma potencial rozsifit vyuziti této kultury pro bioremediaci podzemnich vod znecisténych
TCE. V prubéhu prace bylo provedeno pét experimenttl, které¢ ukazaly, ze rizné poméry
koncentraci fenolu a tryptonu, pii zvySovani podilu tryptonu v zivném médiu, pozitivné
ovliviuji rast kultury pii expozici TCE. Pozornost byla vénovéna i vlivu tenzidu Tween 80,
ktery byl testovan v jednom z pokust a ukazal, Ze ma ochranny a podpirny ucinek na buiky
kultury pti expozici TCE. Vysledky tak celkove ukazaly, ze kultura Acinetobacter sp. 1AKL
je schopnd efektivné rast v médiich s nizkymi 1 vy$§imi koncentracemi fenolu s ptidavky
tryptonu, a dokonce muize ¢astecné vyuzivat Tween 80 jako zdroj uhliku pro rast. Tato
zjisténi prispivaji k lep§imu pochopeni moznosti biologického rozkladu TCE touto kulturou
a oteviraji cestu pro dalsi vyzkum v oblasti bioremediace kontaminovanych podzemnich

vod.

Kli¢ova slova: Bakterie, fenol, trichloroethen, rist

ABSTRACT

This bachelor's thesis focused on verifying the growth capability of strain Acinetobacter
sp. IAKL on phenol at a low temperature of 8 °C while also in the presence of a high
concentration of trichloroethene (TCE), which has the potential to expand the use of this
strain for the bioremediation of TCE-contaminated groundwater. Throughout the study, five
experiments were conducted that showed that different ratios of phenol and tryptone
concentrations in the nutrient medium positively influenced strain’s growth under TCE
exposure. Attention was also given to the effect of Tween 80, which was tested in one
of the experiments and demonstrated to have a protective and supporting effect on the used
cells under TCE exposure. The results showed that the Acinetobacter sp. 1AKL is capable
of efficiently growing in media with both low and higher phenol concentrations
with the addition of tryptone, and can partially utilize Tween 80 as a carbon source
for growth. These findings contribute to a better understanding of the potential degradation
of TCE by the used strain and pave the way for further research in the field of bioremediation

of contaminated groundwater.

Keywords: Bacteria, growth, phenol, trichloroethene
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UvVOD

V dnesni dobé je lidské ¢innost neoddélitelné spojena s produkci a vypousténim riznych
chemickych latek do zivotniho prostiedi, coz vede k jeho znecisténi. Tyto latky mohou
mit Skodlivy vliv nejen na lidské zdravi, ale mohou negativné ovliviiovat 1 celé
ekosystémy. Existuji ovSem mikroorganismy, které maji schopnost odstrafiovat nékteré
z téchto kontaminujicich latek z prosttedi, dokonce je mohou vyuzivat jako zdroj uhliku.
Tato skutecnost je tedy ucinny zptsob bioremediace. Mezi kontaminanty, které¢ mohou
byt mikrobidlné¢ degradovany, patii napiiklad fenol a trichloroethen (TCE). Tyto latky
jsou vsak v urcitych koncentracich toxické pro mikroorganismy, coz omezuje jejich
schopnost efektivni bioremediace. Trichloroethen, ktery byl Siroce pouzivan jako
rozpoustédlo v pramyslu, je zvlasté problematicky kvili své vysoké toxicité. Motivaci
této prace bylo ovéfit schopnost kultury Acinetobacter sp. 1AKL, kterd byla diive
izolovana a kultivovana na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, rist
na fenolu pfi nizké teploté 8 °C v pfitomnosti zvySené koncentrace TCE. Cilem bylo
najit postupy, které by umoznily eliminovat ¢i vyrazné€ snizZit toxicitu TCE vi¢i této
konkrétni kultufe a tim roz$itit moznosti jejiho vyuziti pro bioremediaci znecisténé¢ho
prostiedi. Tato prace tak prispivd k pochopeni interakci mezi mikroorganismy
a specifickymi kontaminanty a hledani novych metod pro efektivni biologickou sanaci

Zivotniho prostfedi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FENOL

OH

Obrazek 1 Strukturni vzorec fenolu
1.1 Vlastnosti

Fenol je organickd hydroxyslouc¢enina patiici mezi aromatické latky. Je sloZeny
z benzenového jadra, na které je navazdna hydroxylova funkéni skupina. Cisty fenol
je bezbarva hydroskopicka krystalicka latka, na vzduchu méni barvu na rizovou az ¢ervenou
(Brizd’ala, 2020). Komercné se prodava jako kapalina. Fenol je latka se zietelnym sladkym
drazdivym zapachem (NCBI, 2004). Casto se povazuje za nepiirodni latku, ktera
se vyskytuje ve fosilnich palivech, ale fenol se také vyskytuje v nékterych Zivych
organismech, naptiklad v esencidlnim oleji z tabakovych listi nebo jehlic borovice lesni

a v moci nékterych savcii (Tyman, 1996).

1.2 Vyroba fenolu

Fenol byl poprvé objeven roku 1834, kdy byl izolovan z Cernouhelného dehtu. Ziskavani
fenolu z ¢erného uhli neni pfili§ vhodné, ziskany fenol je velmi necisty a vyZaduje peclivou
frakcionaci (Tyman, 1996). Dnes je produkce fenolu zaloZena ptedev§im na technologii

vyroby kumenového fenolu (Schmidt, 2005).

Kumen se vyrabi reakci benzenu a propenu za pouziti kyselého katalyzatoru, obvykle
zeolitu. Zeolit je vhodny z diivodu vétsi Setrnosti k zivotnimu prostfedi nez jiné kyselé
katalyzatory. Poté se kumen oxiduje vzduchem na hydroperoxid. Poslednim krokem
jesmiSeni za urcitych fyzikalnich podminek hydroxyperoxidu s kyselinou sirovou,
kdy dochazi ke vzniku fenolu a propanonu. Produkty se od sebe oddéluji destilaci (ECI,
2017).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.3 Pouziti fenolu

Fenol se pouziva predevsim jako prekurzor spousty materiali jako jsou fenolové pryskytice
nebo plasty (Abdollahi et. al.,, 2014), ty se pouzivaji v preklizkach, automobilovém
pramyslu, stavebnictvi a pii vyrobé spotiebi¢ii. Fenol se dale pouzivd v dezinfekcnich
prosttedcich, lepidlech, impregnacnich prostiedcich, barvach, Ilacich, lepidlech,
rozpoustédlech, v kosmetice, v Iékatrskych prostiedcich, jako jsou kapky do usi a nosu,
pastilky na bolest v krku a jako konzervacni latka pro injekce v humanni i veterinarni

mediciné (NCBI, 2004).

1.4 Toxicita fenolu

Expozice fenolu miiZze narusit metabolicky systém mikroorganismil, zvifat i clovéka. Fenol
ma také schopnost akumulace v zivych organismech. Ve velmi malém mnozstvi se fenol

také vytvari béhem katabolismu bilkovin interakci bakterii uvnitt stfeva (Gami a kol., 2014).

Do zivého organismu se mize fenol dostat tfemi cestami a to koznim kontaktem, pozitim,

a vdechnutim (Gami a kol., 2014).

Fenol i1 né&které jeho derivaty maji schopnost naruSit strukturu membrany buiky a jeji
propustnost, a to kaskadovym efektem. Narusuje tak rovnovahu vnitrobunééného prostredi
bunky a jeji funkce, coz miize zptisobit smrt bunky. Na mikroorganismech bylo zjisténo,
ze pusobenim fenolu dochdzi ke zméné nasyceni u membranovych fosfolipidi z cis-
mastnych kyselin na trans-mastné kyseliny a zméné hydrofilnich skupin fosfolipidi.
Na chemické trovni je toxicita fenolu dana zménami na aromatickém kruhu, kde samotny
benzenovy kruh muize také podléhat nékolika chemickym reakcim, jako je polymerace,
halogenace, alkylace a nitrifikace. Podle Boyda a kol. (2001) se toxicita zvySuje napf.

s mnozstvim atomu chloru, pokud je fenol timto prvkem substituovan (Gami a kol., 2014).

Ukaézalo se, ze existuji dva mechanismy vysvétlujici toxicitu fenolu. Prvnim mechanismem
je nespecifickd toxicita zpisobena hydrofobicitou a druhym mechanismem je tvorba

fenoxylovych radikali (Hansch a kol., 2000; Gami a kol., 2014).
K expozici fenolu miize dojit pifi vykonu povoldni, pfi kontaminaci vody a potravin,
pii pouzivani vyrobkil obsahujici fenol a podobné. Pokud dojde k Siroké distribuci fenolu

v téle, muze se dostat do mozku, matefského mléka nebo projit placentou. Fenol se do téla
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muze dostat inhalaci, pfimym koznim kontaktem nebo pozitim. Nepiiznivé uUcinky

po expozici fenolu jsou razné (EPA, 2000).

1.4.1 AKkutni toxicita

Fenol drazdi kGzi a v disledku jeho leptavych a drazdivych vlastnosti mlze zpusobit
popaleniny, dokonce 1 nekrozu, také poskozuje ledviny, svaly, jatra a o¢i (EPA, 2000; Gami

a kol., 2014).

Tolerance k fenolu je velmi individualni, udava se, ze smrt mtize zpiisobit uz 1 g této latky,
ale je zjisténo, ze ¢lovék mize pirezit i po podani 30 g fenolu. Projevy akutni otravy jsou
suchost v ustech a hrdle, tmavé zbarvend moc, silné podrazdéni sliznic (Michatowicz

a Duda, 2007).

1.4.2 Chronicka toxicita

Mezi chronické ucinky ptisobeni fenolu patii anorexie, postupny ubytek hmotnosti, prijem,
slinéni, zavrat¢ a tmavé zbarveni moci (EPA, 2000). Pti chronickém tc¢inku fenolu na kiizi
muze dojit k ochronéze, podrazdéni kiize a vyrazkam (Gami a kol., 2014; PHE, 2016).
Studie u zvifat prokazala, ze chronicka inhalacni expozice fenolu zpiisobuje poskozeni

centralni nervové soustavy, ledvin a jater, respiracni a kardiovaskularni u¢inky (EPA, 2000).
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2 TRICHLOROETHEN

H Cl

Cl Cl

Obrazek 2 Strukturni vzorec trichloroethenu
2.1 Vlastnosti

Trichloroethen (TCE) patii do tfidy chlorethenii. Je to ethen, ktery je substituovany atomy
chloru v pozicich 1, 1 a 2 (NCBI, 2023). Pti pokojové teploté to je bezbarva nehotlava
kapalina s nasladlym zapachem podobnym chloroformu a sladkou palivou chuti (NCBI,
2023; ECHA, 2023). Ma vyssi hustotu nez voda a ve vod¢ je mirné rozpustny. Dale
je rozpustny v acetonu, tetrachlormethanu, chloroformu a je misitelny s ethanolem.

Je mozné s nim rozpoustét vétSinu pevnych a té¢kavych olejii (NCBI, 2023).

Za standardnich podminek je teplota tani TCE -84,8 °C a teplota varu 86,55 °C. Hustota
pti teploté 25 °C je 1,465 g/mol (ECHA, 2023).

2.2 Vyroba

Trichloroethen byl poprvé ptipraven Emilem Fischerem roku 1864. Komer¢né se TCE zacal
vyrabét v Némecku roku 1920 a v USA v roce 1925. Pivodné se TCE vyrabél z acetylenu,
v soucasné dob¢ je vyrabén z ethylenu (IARC, 2014).

2.3 Pouziti

Trichloroethen se pouzival predevsim jako rozpoustédlo na odmastovani kovi a jinych typt
vyrobkil. Odmastovani je fyzikdlni metodou, kterd odstrafiuje mastnotu, vosk a necistoty
zpovrchu  riznych  vyrobki. TCE se dale pouziva  kcisténi  plastd,
jako je polymethylmetakrylat, polytetrafluorethylen, methakrylatbutadien a dalsi (NCBI,
2023; Bakke a kol., 2007).

Mensi ¢ast pouzivaného TCE ptipada na pouziti v riznych priimyslovych odvétvich. Kromé
toho se pouziva jako slozka do tiskafskych barev a natért, rozpoustédlo lepidel a lakii
nebo pro odstrafiovani skvrn v chemickych distirnach. TCE se pouzival i v pramyslu

potravinaiském k vyrob& aromatickych extrakti a k odstranovani kofeinu z kavy, dokonce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1 v porodnictvi a pfi drobnych chirurgickych zakrocich jako anestetikum a analgetikum

(Bakke, 2007; NTP, 2023).

Ke snizeni pouzivani doslo v 70. letech 20. stoleti (Bakke a kol., 2007). V poslednich letech

je jeho pouzivani vyznamn¢é omezeno (Modra zprava 2011, 2012).

2.4 Toxicita

Trichloroethen se stal, stejn¢ jako mnoho dalSich chlorovanych uhlovodikl, vyznamnou
latkou znecistujici zivotni prostfedi. Je kontaminantem pudy, ovzdusi a vody (Tabrez

a Ahmad, 2009).

Metabolismus TCE probihda dvéma hlavnimi cestami. Prvni cesta je oxidace zavisla
na cytochromu P450, druhd cesta je konjugace s glutathioninem. Hlavni metabolity
odvozené od cytochromu P450 jsou spojeny pifedevSim s jatry a plicemi. Patifi sem
pfedev§im chloralhydrat, trichloroacetat, a dichloroacetdt. Naopak metabolity odvozené
od konjugatu s glutathionem jsou spojeny s ledvinami jako cilovym orgédnem (Tabrez

a Ahmad, 2009).

Nefrotoxicita TCE byla zaznamenana u lidi, ktefi pozili 70 ml TCE. Pfi pokusech
na potkanech, ktefi byli oSetteni trichloroethanolem, ktery je u nich hlavnim metabolitem
TCE, doslo k poskozeni ledvin, které se projevovalo zvySenou aktivitou N-acetyl-beta-D-
glukosaminidazy v moci, vyluCovanim bilkovin, zvySenou bazofilii, akumulaci bilkovin
a tubularnim poskozenim. Byla prokdzédna mirna toxicita v ledvinovych buiikdch samct

potkantl, ale u samic potkanii prok4dzané nebyla (Tabrez a Ahmad, 2009).

2.4.1 Genotoxicita

Kvuli ptitomnosti necistot nebo mutagennich stabilizatori ve zkuSebnim materialu
je genotoxicky potencial trichloroethenu velmi rozporuplny. Informace z prvnich studii

o tomto tématu nemusi byt dostate¢né pro zhodnoceni (Tabrez a Ahmad, 2009).

Studie mutagenity trichloroethenu byly provedeny na nékolika zivych systémech vcetné
bakterii, hub, kvasinek, a kultivovanych sav¢ich bunék. V bakteridlnim testu mutagenity
s pouzitim Salmonella typhimurium nebyl TCE mutagenni, avSak chloralhydrat,
pfedpokladany produkt rozkladu epoxidu TCE, byl v bakteridlnim testu mutagenity

s pouzitim Salmonella typhimurium ptimo mutagenni (Tabrez a Ahmad, 2009).
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2.4.2 Karcinogenita

Trichloroethen se povazuje za karcinogenni pro clovéka. Podle epidemiologické studie byla
prokdzana souvislost mezi expozici TCE a rizikem rakoviny ledvin, jater, lymfatického
systému a v mensi mife také rakoviny délozniho Cipku a prostaty. Nékteré prehledy jesté
vice podpoftily souvislost expozice TCE s rakovinou ledvin, jater a nehodgkinskym
lymfomem. Taktéz byla zaznamenana mozna souvislost mezi expozici TCE s rakovinou

prostaty, hrtanu a tlustého stfeva (Tabrez a Ahmad, 2009).

Uvadi se, ze udaje o TCE jsou klicové pro dokadzani shodnosti mista vyskytu nadoru
u pokusnych zvitfat a u lidi. U pokusnych zvifat byly pozorovany vzacné druhy rakoviny

pii absenci obvyklych nadori (IARC, 2014).

Je pravdépodobné, ze TCE potiebuje metabolickou aktivaci, aby se projevil jeho

karcinogenni t¢inek (Bakke a kol., 2007).
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3 UCINEK TECHTO LATEK VUCI BAKTERIIM

Nekteré kapalné latky v nevodné fazi jsou z divodu pomalého rozpousténi a dobré
prilnavosti k piidnim ¢asticim dlouhodobymi zdroji znec€isténi podzemnich vod. Konvencni

¢isténi je v odstranovani téchto latek neucinné (Singh a Olson, 2010).

Razné mikroorganismy, které ziji v pudé, dokazi rozkladdat mnoho perzistentnich
znecist'ujicich latek v podzemnich vodach a vyuzivat je pro sviij prospéch jako zdroj uhliku
a energie. Tato zalezitost by mohla byt vhodnou strategii pro sanaci zbytkové kontaminace
podzemnich vod. Pfi této bioremediaci in situ je ale potfeba optimalizovat mikrobialni
metabolismus téchto substrati a je nutné znat presné prostorové a casové rozlozeni
zivotaschopnych mikroorganismit s ohledem na kontaminanty v podzemni vodé (Singh

a Olson, 2010).

Bioremediace se ukézala jako slibnd a ekologicky Setrnd metoda Upravy organickych
kontaminantl v pid¢ a ve vod¢€. Aplikace bioremediace je ale do zna¢né miry omezena tim,
ze mikroorganismy obvykle nevykazuji uspokojivou schopnost pteziti a aktivitu, jelikoz ¢eli

zatézovému Soku ve velice heterogennim prostiedi (Zhao a kol., 2020).

Mnoho kontaminanti podzemnich vod, které mohou byt degradovany piidnimi bakteriemi,
jsou zaroven pro tyto bakterie pii prekroceni urcitych prahovych koncentraci toxicke.
Dlouhodobé vystaveni vyssim koncentracim téchto kontaminantii miize zptsobit bakterialni
buiice znacny stres, ktery mize mit za nasledek docasné poskozeni bakterii, trvalou ztratu
schopnosti rozkladat specifické kontaminanty nebo dokonce Uplnou ztratu Zivotaschopnosti
(Singh a Olson, 2010). Piikladem takovych latek mohou byt hydrofobni organicka
rozpoustédla jako je toluen. Pro Zivé organismy jsou toxické, protoze se akumuluji

v bunéénych membranéch a narusuji jejich funkce (Isken a Bont, 1998).

3.1 Utinek trichloroethenu a toluenu viidi Pseudomonas putida F1

Toxické tcinky tékavych organickych kontaminant na bakterie se ¢asto hodnoti inhibici
rustu. Kim a kol. (2005) zaznamenali inhibici ristu u nékolika druhit rodu Pseudomonas
pfi koncentracich benzenu niZ§ich, nez je jeho rozpustnost ve vod¢é. Wackett a Householder
(1989) pozorovali toxicitu TCE pro Pseudomonas putida F1, kdyz byly bakterie vystaveny
pusobeni par TCE (Singh a Olson, 2010).
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Kultura Pseudomonas putida F1 rozklada toluen metabolicky a TCE kometabolicky. Bunky
Pseudomonas putida F1 vykazovaly chemotaxi vi€i toluenu i TCE. Jejich rlst je mozny

na toluenu, ale neni mozny vyhradné na TCE (Singh a Olson, 2010).

V tomto vyzkumu bylo provedeno pét opakovanych testl toxicity jak pro TCE, tak i toluen.
Dve¢ série vzorka bakteridlni suspenze byly pfipraveny ve dvou sériich vialek o objemu 2 ml
se zanedbatelnym prostorem plynné faze. Do jedné série bylo vpraveno 10 ul TCE
(0,5 % v/v), tyto vialky ptedstavovaly bunky v podminkéch zatéze TCE. Druhad série vialek
slouzila jako slepy vzorek, nebyl tam tedy zadny TCE pftidan. V intervalech 30 minut byl
mikroskopicky vyhodnocen pomér mrtvych a Zivych bun¢k v obou sériich (Singh a Olson,

2010).

Aby bylo podpofeno pozorovani vlivu toxicity TCE na fyziologicky stav bunék
Pseudomonas putida F1, byly dale provedeny testy schopnosti rozmnozovani bakterii

vystavenych ptiisobeni TCE po riznou dobu (Singh a Olson, 2010).

Suspenze z vialek, které byly vystaveny plisobeni TCE, byly po urcitych ¢asech expozice
TCE naockovany do tekutého zivného média (Singh a Olson, 2010).

Na obrazku 3 lze vidét snimky obarvenych bun¢k Pseudomona putida F1 v pritbéhu testu
toxicity pfi riznych casovych intervalech. Po vneseni TCE do vzorku dochézelo
k postupnému snizeni podilu Zivych bun¢k a k odpovidajicimu navySeni koncentrace bunck
mrtvych nebo poskozenych. Nejdiive ve vzorku nebyly pozorovany témeét zadné mrtve

buiiky, ale po 2,5 hodindch uz téméf Zadné zivé bunky vidét nebyly (Singh a Olson, 2010).
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Obrazek 3 Zelené bunky (Zivé bunky) —a: ¢as 0 h, b: €as 1 h, c: ¢as 2,5 h a Cervené bunky
(mrtvé buiiky) — d: ¢as 0 h, e: ¢as 1 h, f: ¢as 2,5

(Singh a Olson, 2010)

v

Vliv expozice TCE na pozdéjsi riist prezivsich bunc¢k Pseudomonas putida F1 za ptiznivych
podminek byl posouzen tak, Ze bunky vystavené pusobeni TCE po dobu 1 hodiny a 2,5
hodiny vykazovaly zpozdéni ristu v rozmezi od 2 do 4 hodin v porovnani s kontrolnim
vzorkem. Vliv rozdilné doby expozice TCE na rlstové kiivky Pseudomonas putida F1 je
zndzornén nize na grafu, ktery ukazuje rast bakterii v ¢ase po rizné expozici TCE (Singh

a Olson, 2010).

Cell Concentration (OD sg0)

Obrazek 4 Rust kultury F1 po expozici TCE. Ktizky: kultura vystavena TCE po dobu
jedné hodiny; trojuhelniky: kultura vystavena TCE po dobu 2,5 hodiny

(Singh a Olson, 2010)
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Zjisténi ukazuji, ze expozice TCE zplsobuje zpomaleni riistu bun€k Pseudomonas putida
F1, pficemz delsi doba expozice ma vyrazngjsi dopad. Tento efekt 1ze vysvétlit nékolika
faktory. Jednim z nich je, ze vzorky vystavené ptisobeni TCE po delsi dobu obsahovaly
mén¢ zivych bunék, coz vedlo k prodlouzené dob¢, nez se kultury dostaly do exponencialni
faze rustu, tedy k delsi lag fazi. Dale mize byt pozdrzeni rustu Pseudomonas putida F1
zpusobeno docasnymi zménami ve fyziologii zivych bunék, které jsou dusledkem toxicity

TCE (Singh a Olson, 2010).

3.2 Bakterie tolerantni k organickym rozpoustédliim

Toxicita téchto latek je tuzce spojena s logaritmem jejich rozd€lovaciho koeficientu
mezi oktanolem a vodou oznacovanym jako log Kow. Obecné plati, ze latky s log Kow

hodnotou od 1 do 5 jsou toxické pro buiiky (Isken a Bont, 1998).

Rizné bakteridlni kmeny, které se adaptovaly na Zzivot v prostfedi s organickymi
rozpoustédly, dokonce i v podminkach povazovanych za smrtelné, byly uspésné izolovany
a popsany. Tyto kmeny si vyvinuly rizné adaptacni mechanismy, umoznujici jim tolerovat
pfitomnost rozpoustédel. To zahrnuje adaptace ve sloZeni cytoplazmatickych a vné&jSich
membran, které chrani membrany pied destabilizaci rozpoustédly nebo omezuji jejich
pronikani do bunék. Byly také zaznamenany zmény ve tvorbé fosfolipidl, coz ptispiva
k rychlej$i opraveé poSkozeni zplisobeného rozpoustédly. K témto adaptacnim strategiim,
které mirni toxické u€inky rozpoustédel, patii i mechanismy, které aktivné sniZzuji mnoZzstvi
téchto latek uvniti bunky, vcetné specifickych vylu¢ovacich systémi. Rozpoustédla

v prirodé se obvykle vyskytuji v nizkych koncentracich (Isken a Bont, 1998).

Jednim z hlavnich problémd, ktery nastdva pii vyuzivani mikrobidlnich mineralizacnich
procesti pro ¢isténi odpadnich vod, odpadnich plynii nebo v procesech bioremediace, je
nizka stabilita pozadovanych aktivit. Tato nestabilita je vysledkem inaktivace mikrobidlnich
bunék kvili toxickym efektiim, které byly zaznamenany u mnoha polutantt. Tyto toxické

vlivy pak zplsobuji pokles efektivity procesu mineralizace (Isken a Bont, 1998).

Mikroorganismy schopné adaptace a preziti v prostfedi s pfitomnymi organickymi
rozpoustédly jsou velmi zajimavé. Isken a Bont (1998) se ve své resersi soustiedili
na prozkoumani toxickych vlivli organickych rozpoustédel na specifické bakteridlni kmeny,

které jsou odolné viici témto rozpoustédlim (Isken a Bont, 1998).
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Efekt organickych rozpoustédel na mikroorganismy

Organicka rozpoustédla jako alkoholy, aromatické slouceniny nebo fenoly, jsou klasickymi
antimikrobidlnimi ¢inidly. Antimikrobidlni G¢inek rozpoustédla souvisi s hydrofobicitou
latky vyjadfenou logaritmem rozdélovaciho koeficientu slouceniny ve smési n-oktanolu
a vody (log Kow). Organicka rozpoustédla s hodnotami log Kow mezi 1 a 5, jako je toluen,
jsou vysoce toxickd pro mikroorganismy. Tyto vysledky ukazuji, ze membrana, ve které

se rozpoustédla hromadi, je hlavnim cilem toxického ucinku (Isken a Bont, 1998).

U rozpoustédla jako je toluen Ize prokazat unikani makromolekul, véetné RNA, fosfolipidu
a protein, zbuilky. Tento jev (permeabilizace) je disledkem zna¢ného poSkozeni
cytoplazmatické membrany, zatimco vné&j§i membrana zistdvd nedotCena. Druhy
mechanismus, kterym organickd rozpoustédla ovliviiuji membranu, spociva ve snizeni
energetického stavu buiniky. Vzhledem ke snizeni protonmotivni sily tak muze dojit

k poruchdm v syntéze ATP (Woldringh, 1973; Isken a Bont, 1998).

Navzdory obecné toxicité organickych rozpoustédel existuji mikrobidlni kmeny, které jsou
schopné tolerovat vysoké koncentrace latek, jako je toluen. Toto piekvapivé pozorovani,
bylo poprvé ucinéno Inouem a Horikoshi (1989) u kmenu Pseudomonas putida TH-2000,
ktery roste v pfitomnosti kapalné faze toluenu, ovSem neni ho schopny metabolizovat. Toto
ptvodni pozorovani nasledné potvrdili 1 dal§i védci. Tyto kmeny byly izolovany také
na xylenu a styrenu, ale benzen jako druha faze tolerovan nebyl. VSechny tyto kmeny
Pseudomonas putida byly izolovany znormalniho padniho prostfedi. Obdobné byly
izolovany 1 dal$i druhy, které jsou tolerantni k rozpoustédlim, vcéetné¢ Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas mendoncina. Bylo také zjiSténo,
ze 1 bakterie rodu Flavobacterium roste v ptitomnosti druhé faze 5% benzenu. Kmen z rodu
Rhodococccus, ktery je tolerantni k benzenu, byl izolovan zkontaminovaného mista

v Australii na benzenu jako ristovém substratu (Isken a Bont, 1998).

Jinym zpisobem, jak ziskat kmeny tolerantni k rozpoustédlim, je zvySeni odolnosti
netolerantnich kmeni mutacemi. Timto zpisobem byly ziskany mutantni kmeny s vyssi
toleranci k rozpoustédlim u Pseudomonas putida PpGl a Pseudomonas aeruginosa

PAO1161. Ptehled téchto odolnych kment je uveden v tabulce (Isken a Bont, 1998).
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Tabulka 1 Kmeny tolerantni k organickym rozpoustédlim (Isken a Bont, 1998).

Organism Several solvents tolerated Isolation source Isolation solvent Reference
P. putida 1H-2000 Heptanol, toluene Soil Toluene Inoue and Horikoshi 1989
P. putida Idaho Dimethylphthalate Xylene Cruden et al. 1992

Toluene
P. aeruginosa ST-001 Heptanol, toluene Soil Xylene Aono et al. 1992
P. putida S12 Dimethylphthalate Soil Styrene Weber et al. 1993

Toluene
Flavobacterium DS-711 Benzene, toluene Deep sea Benzene Moriya and Horikoshi 1993b
Bacillus DS-994 Benzene, toluene Deep sea Benzene Moriya and Horikoshi 1993b
P. aeruginosa LST-03 Toluene Soil Cyclohexane Ogino et al. 1994
P. putida DOT-T1 Toluene Water Toluene Ramos et al. 1995
Pseudomonas LF-3 Toluene Soil Styrene Yoshida et al. 1997
P. mendocina LF-1 Dimethylphthalate Soil Styrene Tkura et al. 1997
P. mendocina K08-1 Toluene
Rhodococcus strain 33 Benzene Soil Benzene Paje et al. 1997

P., Pseudomonas.

Protoze membrana je hlavnim cilem toxického ucinku piisobeni rozpoustédel, predpoklada
se, ze zmeény ve slozeni membrany hraji kliCovou roli v mechanismech pfispivajicich
k toleranci rozpoustédel. Bylo pozorovdno nékolik adaptacnich zmén ve struktuie
membrany jako reakce na akumulaci organickych rozpoustédel v membranach

mikroorganismu (Isken a Bont, 1998).

Adaptace na urovni cytoplazmatické membrany

v o

Existuje nékolik mechanismi, které se mohou lisit napfi¢ riznymi kmeny bakterii. Tyto
mechanismy zahrnuji miru nasyceni mastnych kyselin, cis/trans izomerie nenasycenych
mastnych kyselin a kompozice skupin vazanych na kyselinu fosfatidovou (Isken a Bont,

1998).
Adaptace na urovni vnéj$i membrany

Gram-negativni bakterie jsou odolnéjsi vii¢i rozpoustédlim nez bakterie gram-pozitivni diky
pfitomnosti vnéj$i membrany, ktera neni u gram-pozitivnich bakterii. Tato dodatecna vnéjsi
membrana piispiva k vyssi toleranci k rozpoustédlim. Odolnost kment Pseudomonas, které
toleruji toluen, je zvysena diky iontfim jako jsou Mg?* nebo Ca?*, které pomaéhaji stabilizovat
strukturu vnéj$i membrany. Bylo zjisténo, ze snizena hydrofobicita bunécné stény souvisi
se zménami v obsahu lipopolysacharidi. U kmene Pseudomonas putida 1daho, ktery je
odolny vii¢i rozpoustédlim, dochdzi ke zménam ve sloZeni lipopolysacharidi po expozici

rozpoustédla (Isken a de Bont, 1998).
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Adaptace na urovni bunécné stény

Bakterie s hydrofobnimi bunéénymi st€énami maji vyssi afinitu k hydrofobnim latkam. Proto
modifikace v téchto sténach, které by snizily jejich hydrofobni charakter, by mohly zlepsit

odolnost bakterii vic¢i rozpoustédliim. (Isken a Bont, 1998).
Adaptace zpiisobena transformaci rozpoustédel

Vzhledem k tomu, ze mnoha toxicka rozpoustédla jsou mikroorganismy schopny rozlozit,
dosazeni tolerance mize byt umoznéno pravé touto schopnosti degradace. To by mohlo
nastavat u kmene rodu Rhodococcus, ktery je odolny proti benzenu a je znam jako efektivni
degradator benzenu. Tento proces vSak nemiize byt hlavnim mechanismem, ktery

by umoznil toleranci Sirokého spektra rozpoustédel (Isken a Bont, 1998).

Zajimavym zjisténim je, ze kdyz se kmen Pseudomonas putida S12, znamy svou odolnosti
vici rozpoustédlim, adaptuje na prostiedi s toluenem, zvySuje se jeho odolnost i proti
riznym antibiotiklim, ktera nemaji s toluenem chemickou ¢i strukturni podobnost. Mezi tyto
antibiotika se fadi napiiklad tetracyklin, chloramfenikol, pnigericin, polymyxin B
a piperacilin. Existuje nékolik moznych vysvétleni tohoto jevu. Jednim z nich je, ze zvySena
odolnost k antibiotikiim mtiZze pochéazet z aktivniho mechanismu, ktery tyto latky odstranuje
z bunky. Alternativni vysvétleni naznacuje, Ze adaptace na toluen mohla aktivovat dalsi

obranné strategie buiiky (Isken a Bont, 1998).

I ptes to, Ze kmen Pseudomonas putida S12 neni schopen metabolizovat toluen, udrzuje
st nizké vnitini koncentrace toluenu diky aktivnimu transportnimu systému, ktery z bunky
odstraniuje toluen. Tento mechanismus aktivniho transportu, pfispivajici k odolnosti viici
rozpoustédlim, byl pozorovan i u dalSiho kmene Pseudomonas putida, odolného

proti rozpoustédlim (Isken a Bont, 1998).

VéEtsi pocet adaptacnich mechanismii naznacuje, Ze tolerance vic¢i rozpousStédlim neni

zprostfedkovana pouze jednim mechanismem (Isken a Bont, 1998).

3.3 Vliv organickych rozpoustédel na citlivost bioluminiscen¢niho testu
s Vibrio harveyi
Expozice bioluminiscencnich bakterii toxickym latkam zpisobuje snizeni jejich svételné

emise, coz je v piimé korelaci s mirou toxicity zkoumané chemikalie. Existuje fada vysoce

citlivych testl zjistovani toxicity, které vyuzivaji bioluminiscencni mikroorganismy vcéetné
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druhti Vibrio fischeri, Vibrio harveyi nebo specificky selektovanych kmenu Escherichia coli

(Mariscal a kol., 2003).

V urcitych bioluminiscencnich testech bylo pozorovano, Ze piiddni organickych
rozpoustédel mtize zlepsit rozpustnost riznych chemikalii, coz vedlo ke zvySeni nebo zméné
citlivosti bioluminiscencnich bakterii na nékteré toxické latky. Timto zptisobem se podatilo
zvysit citlivost téchto testli na urcité toxikanty diky vyuziti konkrétnich organickych

rozpoustédel (Mariscal a kol., 2003).

Studie Mariscal a kol. (2003) se zamétovala na posouzeni vlivu vybranych organickych
rozpoustédel s nizkou mirou toxicity, ktera jsou zndma pro jejich schopnost permeabilizovat
membrany, na intenzitu bioluminiscence v testech toxicity s vyuZitim bakterie V. harveyi.
Cilem bylo zjistit, zda pouziti téchto rozpoustédel mtize zvysit citlivost bakterie na toxikanty

bioluminiscen¢nimi metodami, za icelem detekce (Mariscal a kol., 2003).

Bylo testovano pét organickych rozpousStédel snizkou mirou toxicity: acetonitril,
dimethylsulfoxid (DMSO), ethanol, methanol a 2-propanol a také tii anorganické latky
znamé pro jejich toxicitu: chlorid kademnaty hemipentahydrat, chlorid rtutnaty a chlorid

zine¢naty (Mariscal a kol., 2003).

Vliv chemikalii na bioluminiscenci byl hodnocen regresni analyzou. Pro stanoveni miry
inhibice bioluminiscence byla vyuzita metodika dle normy ISO 11384 pro akutni testy
s bakterii V. fischeri, kde byla inhibice bioluminiscence porovnana s kontrolnimi vzorky
a procento inhibice bylo spocitano v zavislosti na logaritmu koncentrace testované latky.
a anorganické slouCeniny byla pouZita vySe uvedend metodika. Koncentrace
mikroorganismi byla na po¢atku a konci kazdého experimentu kvantifikovana jako kolonie
tvofici jednotky (CFU) pomoci standardniho pocitani kolonii na agarovych plotnach

s moiskou vodou (Mariscal a kol., 2003).

VSechna testovand rozpoustédla méla vliv na zvySeni bioluminiscence s tim, Ze nejvice
vyrazny narist o 40 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky byl zaznamenan pti pouZiti ethanolu
a DMSO pfi nejvysSim mnozstvi bakteridlniho inokula. Pti pouziti mensiho mnoZstvi
bakterii byl vliv rozpousStédel na zvySeni bioluminiscence méné vyrazny s vyjimkou
ethanolu, ktery zaznamenal mirny nartst bioluminiscence ptesahujici 10 % (Mariscal a kol.,

2003).
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Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v poctu mikroorganismia (CFU/ml)
mezi vzorky se zvySenou bioluminiscenci a kontrolami. Testovani také ukézalo,
ze pti vysSich koncentracich rozpoustédel, pii kterych dosSlo k inhibici bioluminiscence
V. harveyi, doslo k poklesu poctu mikroorganismt ve srovnani s kontrolami (Mariscal a kol.,

2003).
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Obrazek 5 Vliv netoxickych koncentraci organickych rozpoustédel na bioluminiscenci
V. harveyi pti inokulu 10* CFU/ml

(Mariscal a kol., 2003)
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Obrazek 6 Vliv netoxickych koncentraci organickych rozpoustédel na bioluminiscenci
V. harveyi pti inokulu 108 CFU/ml

(Mariscal a kol., 2003)
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4 MOZNOSTI POTLACENI UCINKU PROTIBAKTERIALNICH
LATEK

4.1 Biouhel jako material k podpore biologického rozkladu vysokych

koncentraci fenolu v odpadni vodé

Fenolové kontaminace v prumyslovych odpadnich vodach jsou zavaznym toxickym
znec€isténim, které mize negativné ovliviiovat bakterialni populace, ¢imz komplikuje vyuziti
biologickych metod pro jejich odstranéni. Studie Shi a kol. (2019) ukazala, ze po ptidani
biouhlu, ziskaného z ryzové slamy pii pyrolyze 600 °C, doSlo k nariistu poc¢tu bakterii rod
Comamonas a Cupriavidus, avsak vyssi davky biouhlu mély inhibi¢ni G¢inek na bakterie
rodu Thauera. V dalsi studii Massalha a kol. (2010) zkoumali biodegradaci fenolu v rtiznych
koncentracich mikroorganismy imobilizovanymi na aktivnim uhli a jilu. Ackoliv tyto
materialy vykazaly podplrny ucinek, biodegradacni rychlost pti vyssich koncentraci fenolu
(>260 mg/1) byla nizsi nez u nizsich koncentraci. Dale bylo zjisténo, ze biouhel miize zvysit
efektivitu odstranovani polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAU) bakteriemi
Pseudomonas putida tim, ze ptredkoncentruje PAU a zkracuje tak vzdalenost pro kontakt
mezi zne€iSténim  a degradujicimi  mikroorganismy. Pfi vyzkumu degradace 4-
monobromdifenyletheru bakterii Sphingomonas sp. DZ3 bylo po ptidavku biouhlu dosazeno
ucinnosti 93 %, zatimco kontrolni vzorky vykézaly u¢innost pouze 10 %. Tato studie tedy
naznacuje, Ze biouhel mize zlepsit toleranci mikroorganismii k vysokym koncentracim 4-
monobromdifenyletheru. Studie rovnéZ naznacuji, Ze biouhel miZe podporovat také redukci
tetrabrombisfenolu A a usnadiiovat vyménu zivin mezi riznymi druhy ve smiSenych
kulturéch, coz naznacuje jeho potencidlni vyuziti v bioremediaci. Nicméné€ biouhel miize
mit 1 potencialné negativni vlivy na odstrafiovani organickych kontaminanti. Jeho vysoka
afinita k témto latkdm muZe omezovat jejich biologickou dostupnost pro mikroorganismy

(Zhao a kol., 2020).

Vyzkum Zhao a kol. (2020) se zaméfil na vyuziti biouhlu z araSidovych skotapek, ktery byl
vyroben pfi rGznych teplotach, pro podporu biodegradace fenolu v odpadnich vodach
s vyuzitim bakterie Pseudomonas citronellolis. Biouhel byl ziskan pyrolyzou odpadni
biomasy za podminek omezeného pftistupu kysliku, coz mu dodava polykondenzovanou
strukturu s riznymi kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, ¢etné mikropdry a zasadité

vlastnosti. Tento materidl prokazal efektivitu v odstrafiovani organickych znecistujicich
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latek diky kombinaci fyzikalnich a mikrobialnich procesti, ma schopnost sekvestrovat uhlik

a pfispiva k lepsi trodnosti piidy (Zhao a kol., 2020).

Materidl byl vybran pro svoji strukturu zesiténych vlaken a byl upravovén pti pyrolyznich
teplotach 350 °C, 550 °C a 750 °C. Pro srovnani bylo pouzito aktivni uhli v prasku
s podobnou velikosti ¢astic. Pro biodegradaci byla pouzita gramnegativni aerobni bakterie
Pseudomonas citronellolis, ktera mize vyuzivat fenol jako jediny zdroj uhliku a energie.
Kmeny byly imobilizovany na ¢asticich biouhlu za vzniku malych ¢ernych pelet a jejich
schopnost degradovat fenol byla testovana ve vodném roztoku s vysokymi koncentracemi
fenolu 600, 800, 1000 a 1200 mg/1. Biodegradace fenolu byla provedena 4% (w/v) inokulaci
Pseudomonas citronellois. Bylo zkoumano, jak biouhel mtize ukladat a uvoliovat fenol,
coz ovliviiuje rovnovahu mezi toxicitou a biologickou dostupnosti fenolu pro bakterie.
Pro odliseni adsorbovaného fenolu od degradovaného byl méfen zbytkovy fenol ve vodné
fazi a extrahovany fenol z biouhlu. Jako extrakéni €inidlo byl zvolen systém acetonitril-
voda. U aktivniho uhli byla pozorovdna vice nez 100% desorpce fenolu pifi nizkych
koncentracich, coz bylo zpiisobeno malym mnozstvim fenolu jiz pfitomnym v aktivnim uhli.
Byl zjistén linearni vztah mezi G€innosti regenerace a pocatecni koncentraci fenolu (Zhao

a kol., 2020).

Bylo zjisténo, Ze alkalita biouhlu miZe ovlivnit mikrobialni riist. Zaroven bylo porovnavano
pusobeni demineralizovaného biouhlu a biouhlu ziskaného pyrolyzou pii 550 °C,
aby se zkoumal vliv minerald v biouhlu na vyrovnavani pH a mikrobiélni rist. Poté byla
méfena koncentrace fenolu, pH a koncentrace Ca** a Mg >*. Nésledné byly biouhly smichany
s anorganickym médiem a poté filtrovany a sterilizovany. Rozpustné organické latky
extrahované z biouhll byly pouzity pro kultivaci bakterii. Pro sledovani degrada¢niho
procesu byly pravidelné odebirany vzorky pro méfeni koncentrace fenolu, pH a organickych

latek pomoci plynové chromatografie-hmotnostni spektrometrie. (Zhao a kol., 2020).

Uspokojivé odstraniovani fenolu bez pouZiti biouhlu se podatilo dosdhnout pii nizkych
koncentracich fenolu 100 a 200 mg/l, pii kterych byla Gi¢innost odstranéni 100 % a 80 %.
Ale u relativné vysokych koncentraci fenolu 400 a 800 mg/I byly hodnoty pouze 20-40 %.
Vysoké koncentrace fenolu 1000 a 1200 mg/l dokonce bakterie nebyly schopné piezit.
Zvysujici se koncentrace fenolu zptsobovala zpozdéni v pocatecni fazi degradace. I kdyz
fenol miiZe slouZit jako zdroj uhliku pro mikroorganismy, vysoké koncentrace maji toxicky

ucinek a inhibuji jejich metabolickou aktivitu. (Zhao a kol., 2020).
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Obrazek 7 Uéinnost odstraiovéani fenolu pii riiznych poéateénich koncentracich od 100
mg/l do 1200 mg/l se 4% inokulaci Pseudomonas citronellolis bez biouhlu

(Zhao a kol., 2020)
Pouziti biouhlu v experimentech vedlo k vyraznému zvySeni u€innosti odstranéni fenolu
za vSech testovanych podminek. Zpocatku byly porovnavany ucinky biouhll pfipravenych
pfiriznych teplotach. Prvni série experimenti s biouhlem ukdazala rychlé snizeni
koncentrace fenolu, coz bylo disledkem jeho adsorpce na biouhel. Neji¢innéjsi byl biouhel
vznikly pyrolyzou pii1 550 °C, ktery béhem 20 hodin vyrazné sniZil koncentraci fenolu
ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Biouhel pyrolyzovany pii 350 °C také dosahl dobrych
vysledk, avsak s desetihodinovym zpoZzdénim ve srovnani s biouhlem vzniklym pyrolyzou
pti 550 °C. Naproti tomu biouhel pyrolyzovany pti 750 °C mél omezeny Ucinek, jelikoz bylo
adsorbovano pouze 25 % fenolu a bakterie nebyly schopné uspéSné se adaptovat,
pravdépodobné kvili vysoké alkalité materialu, kterd ovlivnila toleranci kmenii na vysokeé
koncentrace fenolu. Mezi specifickym povrchem biouhlu a mnoZstvim adsorbovaného

fenolu nebyla zjisténa jednoznacna korelace (Zhao a kol., 2020).

Studie také hodnotila vliv riznych davek biouhlu a teplot pyrolyzy na degradaci fenolu,
pricemz byly pouzity jiz adaptované kmeny z ptedchozich experimentt. Vysledky ukazaly,
ze vysS$i mnozstvi biouhlu zvétSuje pocatecni snizeni koncentrace fenolu diky adsorpci,

zatimco konec¢néd efektivita degradace zavisi na pieziti mikroorganismi. V situacich
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s fenolovymi koncentracemi 600, 800 a 1200 mg/l bylo pozorovano vyrazné zlepSeni
odstranéni fenolu diky pfidanému biouhlu. Pro zvySeni ucinnosti odstranéni fenolu
pfi vysSich koncentracich byly mikrobidlni kmeny imobilizovany na biouhlu pomoci
alginatu vapenatého, coz vedlo k vyraznému zlepSeni ucinnosti degradace fenolu (Zhao

a kol., 2020).

4.2 ZlepSeni biodegradace za piisobeni Tweenu 80

H(O-CH»-CH3),,O

O(CH,-CHz-0),H

O(CH,-CH,-0),H

O(CHQ'CH2'O)ZY\/\/\/\/\/\/\/\/CH3

o)
Obrazek 8 Strukturni vzorec Tweenu 80
(P-LAB a.s., 2024)

Pti experimentech s bioremediaci pidy intenzifikované ptidavkem povrchové aktivni latky
Tween 80 doslo ke zméndm vlastnosti povrchu bakteridlnich bunék. Bylo prokézano,
ze ucinek Tweenu 80 na biodegradaci bakteriemi je spojen s hydrofobicitou povrchu bunék.
Pro biodegradaci je velmi dilezity kontakt bun¢k s molekulami hydrofobnich organickych
slouCenin. Povrch bakteridlnich bunék je ale také kritickym faktorem, ovliviiujicim
vychytdvani hydrofobnich organickych sloucenin s néslednym transmembranovym
transportem, coz je zasadni krok pro biodegradaci probihajici uvniti bakteridlnich bunék.
Vyssi koncentrace Tweenu 80 ovSem vzdy neodpovidala vys$si hydrofobicité povrchu bunék.
Jedno z moznych vysvétleni tohoto jevu je, Ze adsorpce molekul povrchové aktivni latky
nebo micel na bunéény povrch tuto hydrofobicitu povrchu buné€k snizuji (Cheng a kol.,

2017).

Pfi studiu dvou neiontovych povrchové aktivnich latek (Brij-35 a Tween 80) a beta-
cyklodextrinu (B-CD) na hydrofobicitu povrchu bunék Bacillus licheniformis B1 a degradaci
beta-cypermethrinu (B-CY) bylo zjiSténo, ze nejucinngjsi ¢inidlo pro podporu biodegradace
B-CY byl Brij-35 1 ptes to, ze Tween 80 mél vyssi vliv na zménu hydrofobicity bunééného
povrchu a rozpustnosti B-CY (Zhao a kol., 2015; Cheng a kol., 2017). Tento jev byl
podle Cheng a kol. (2017) zptisobem dvéma mechanismy a to tim, ze Tween 80 je bakterii

Bacillus licheniformis vyuzivan ptrednostné jako substrat a tim se snizuje vyuziti B-CY.
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Druhym mechanismem je snizovani kontaktu mezi bunkami a B-CY, kdyZz koncentrace

Tweenu 80 v systému klesala (Cheng a kol., 2017).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

Pro praktickou ¢ast bakalarské prace bylo pouzito minerdlni médium, zasobni roztok fenolu,

zasobni roztok TCE, trypton a kultura 1 AKL.

5.1 Oziveni kultury

Kultura byla uchovavana pii -80 °C a ozivena byla vyockovanim na agarové médium R2A
(HIMEDIA) a nasledn¢ inkubovana pii teploté 8 °C. Piiprava kultury pro experimentalni

ucely vzdy zahrnovala jeji pfedkultivaci v mineralnim médiu s fenolem 200 mg/1.
5.2 Materialy

5.2.1 Mineralni médium (MM)

Voda destilovand ... ..ot 510 ml
Roztok NasHPO4- 12H20 (23,9 /1) cvvniie et 48 ml
Roztok KHoPO4 (9,078 /1) e e 12 ml
ROZEOK NH4CT (30 @/1) ..o e 6 ml
Roztok MgSO4-7TH2oO (10 @/1) o.nvienniii e e e 6 ml
Roztok FE(NH4)2:(SO4)2:6H20 (3 /1) cnenviniiii e 6 ml
Roztok CaCla-2H2O (1 @/1) . enneiniii e e 6 ml
ROZIOK NACT (10 @/1) . .eenieeee e e e 6 ml
RoZtok StOpOVYCh PIVKI ..o I ml

5.2.2 Roztok stopovych prvki

VodadeStIlOVANG . ... e, 1000 ml
MNSO4:5 HoO. oo 0,043 g
HiaB O o 0,057 g
IS O T HoO oo 0,043 g
(NH4)6MO07024 6 HoO ..o 0,037 g

COMNOS)2 6 HaO oo, 0,025 g
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CuSO4-5H20. .o

5.2.3 Chemikalie

Roztok fenolu 50 g/l (Sigma-Aldrich), sterilizovany filtraci pies sterilni membranovy filtr

Ahlstrom Relia Prep s velikosti pori 0,2 pm do sterilni zkumavky.

Trichloroethen (Sigma-Aldrich)
Trypton (Himedia)

Tween 80 (Fluka)

5.2.4 Zivna média

Pokus 1

Zivné médium A

MM

MM

MM

200 mg/1
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Pokus 2

Zivné médium A

MM

) T ) 175 mg/1
85174 010 o 25 mg/l
TrichlorOCthen ... ..o e e 5—-6 mg/1

MM

FonO] . 150 mg/1
7401 50 mg/1
TriChlOTOCtEN ...\t e 5-6 mg/l

Zivné médium P (porovnavaci, bez TCE)

Stejné médium jako v pokusu 1

Pokus 3 (pokus s inokulem 1%)

Zivné médium A

MM

FenOl .o 150 mg/1
074 010 3 50 mg/1
TrichlorOthen ... ....ooi i e 5-6 mg/l

Zivné médium P (porovnavaci, bez TCE)

Stejné médium jako v pokusu 1
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Pokus 4

Zivné médium A

MM

) T 175 mg/1
85174 010 o 25 mg/l
TrichlorOthen .........oiii e e e 5-6 mg/l
TWEETL B0 ..ottt 200 mg/1

Zivné médium P (porovnavaci, bez TCE)

Stejné médium jako v pokusu 1

Pokus 5

Zivné médium A

MM
0 5751 () T 25 mg/1
TWEEIN 80 ...ttt 200 mg/1

MM

MM
7 0] 1) 25 mg/l
Fenol .. 175 mg/l

5.2.5 Biologicky material
Kultura 1AKL

Pro uptesnéni identity byla vyuzita molekularné biologicka metoda zahrnujici izolaci DNA

kultury, amplifikaci klicové ¢asti genu pro 16S rRNA, sekvenaci ziskaného fragmentu
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a nasledné porovnani jeho sekvence s daty v databazi GenBank. Shoda s daty v databazi

GenBank byla zjisténa pomoci programu BLAST (Ruzicka J., 2023).

Vysledkem bylo, Ze v ramci standardnich databazi byly nejblize ptibuzné Acinetobacter sp.
A12 (z roku 2011) z Baltského mote s 99,32% shodou a Acinetobacter sp. A22 z roku 2011
rovnéz z Baltského mote se shodou 99,39 %. Co se tyce specifickych druh@, shoda
s Acinetobacter haemolyticus (z roku 2001) dosahla 99,39 % a 99,16 % s ¢inskym
Acinetobacter johnsonii (z roku 2021) (Razicka J., 2023).

Pti hledani v databazich rRNA/ITS byl nejblizS§im zastupcem Acinetobacter bouvetii
$ 98,63% shodou, poté Acinetobacter johnsonii se shodou 98,3 az 98,4 %. Shoda
s Acinetobacter Iwolffii byla pouze 96,66 %, je tedy nepravdépodobné, Ze by §lo o tento druh
(Razicka J., 2023).

Tyto prace byly provedeny pracovniky UIOZP.
5.3 Pristroje a laboratorni pomicky

5.3.1 Pristroje

Mgé#i¢ zakalu Densi-la-meter-II, typ Densi-2 (EMO, CR)
Chladni¢ka s mrazakem (Ardo, CR)

Lednicka GZ 48 (GUZZANTI, Italie)

Laboratorni velkokapacitni ttepacka VWR

Sterilizatory

Hlubokomrazici box —80 °C

5.3.2 Laboratorni pomicky
Mikrodéavkovace - rtizné velikosti
Plynotésny davkova¢ Hamilton 100 pl

Vzorkovnice Sample Vials 40 ml (EPA vial, sterilizace v horkovzdusné susarné pti 180°C,

4 hodiny)
Uzavéry k EPA vialkam s teflonovym potahem (sterilizace UV zafenim 2 hodiny)

BéZné laboratorni vybaveni
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5.3.3 Metody méreni
Mg¢teni optické density

Meérieni optické density (OD) pomoci Densi-la-metru II umoznuje rychle zjistit hustotu
mikrobidlni suspenze. Ptistroj pracuje na principu meifeni optické absorbance a hodnoty jsou
zobrazovany piimo v jednotkach McFarlanda (Erba Lachema s.r.o0., 2024). McFarlandova
stupnice je fada standardizovanych suspenzi siranu barnatého, které se piipravuji smichanim
specifickych objemti 1% roztoku chloridu barnatého a 1% roztoku kyseliny sirové.
Naptiklad prvni stupet McFarlandovy stupnice se vytvoii smichanim 0,1 ml chloridu
barnatého s 9,9 ml kyseliny sirové. Druhy stupeni se ptfipravi smichdnim 0,2 ml chloridu
barnaté¢ho s 9,8 ml kyseliny sirové, a tak dale. Tyto stupné odpovidaji pfibliznym poctim
bunék v suspenzi podle specifikovanych podminek (P-LAB a.s., 2024).

Tabulka 2 Stupné¢ McFarlanda odpovidajici ptibliznym poctim bakteridlnich bunék
V suspenzi:

Stupen 0,5 1 2 3 4 5 6 8 10
McF

Stupeti | 1,5-10% | 3,0-10% | 6,0-10% | 9,0-10% | 1,2-10° | 1,5-10° | 1,8:10° | 2,4-10° | 3,0-10°
MCcF

Ptfed samotnym méfenim je nutné vzorek peclivé promichat a prevést do métici zkumavky,
pri¢emz je nutné zkontrolovat, Ze vzorek neobsahuje bublinky, pénu, sediment nebo vlocky
a zkumavka neni orosend. Daéle je tfeba, aby byl pfistroj spravné kalibrovan. Nasledné
se méfici zkumavka se vzorkem umisti do pfistroje Densi-La-Meter II, ktery zobrazi OD

vzorku (Erba Lachema s.r.0., 2024).
5.4 Priprava pokusi

5.4.1 Pokus 1: Ovéreni piidavku 5 mg/l tryptonu na rist kultury Acinetobacter sp.
1AKL, pri 8 °C na 200 mg/1 fenolu v pritomnosti 5-6 mg/l trichloroethenu
(TCE)

Nejprve byla predkultivovana kultura 1AKL. Bylo pfipraveno 600 ml MM, které bylo
nasledné rozdéleno do jedné lahve se 100 ml a tfi lahvi po 160 ml, které byly oznaceny A,
B, C. Do lahvi A a B byl pfidan trypton (vysledna koncentrace 5 mg/l) a nasledn¢ byly

vSechny lahve sterilizovany. Po sterilizaci byl do lahvi A a C pfidan zasobni roztok fenolu
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do koncentrace 200 mg/l. Z lahve se 100 ml byly piipraveny dvé zkumavky, kazda
sobjemem 3,5 ml a tyto zkumavky byly doplnény fenolem do koncentrace 200 mg/l
a zaockovany 10 pl inokula kultury 1AKL z R2A agaru. Zkumavky byly inkubovany 1
tyden pii 8°C a po vyrosteni byla pak kultura, pomnozena na fenolu, pouzita pro zaockovani

testu.

Lahve A, B a C byly zaockovany vyrostlou kulturou 1AKL (inokulem 1 pl/ml, tj. 1 %),
predkultivovanou 1 tyden v MM s fenolem pii 8 °C.

Ptehled davkovani: do lahve A a B bylo ptidano pied sterilizaci 0,8 mg tryptonu (5 mg/1).
Po sterilizaci bylo do lahvi A a C ptidano 0,64 ml zasobniho roztoku fenolu (200 mg/1).

Z kazdé z lahvi A, B, C bylo pfipraveno 13 vialek s 10 ml suspenze a nésledné byl pomoci
plynotésného davkovace pridan zasobni roztok TCE (1 g/l) v objemu 100 pl. Dalsi 2 vialky

byly pfipraveny s 10 ml nepouzitého MM jako visudlni blanky pro srovnani zakalu.

Suspenze zbyvajici v lahvi C byla oznacena jako porovnavaci (P) a byla bez pfidavku TCE

inkubovana jako kontrola ristu kultury bez ptitomnosti TCE.

Vsechny vialky i porovnavaci lahev P byly inkubovany aerobné pti 8 °C na tfepacce 25 dni
a byly proméfovany na hustotu bun¢k pomoci méfeni OD, po promichani a pievedeni

objemu do méfici zkumavky. Kazd4 vialka byla pouZita jen jednou.

5.4.2 Pokus 2: Ovéreni ristu kultury Acinetobacter sp. 1AKL p¥i 8 °C na smésich
fenolu s tryptonem, v piritomnosti 5-6 mg/l TCE

Nejdfive byla 1 tyden pfedkultivovana kultura 1AKL v MM s fenolem (200 mg/1) pii 8°C,

stejné jako v prvnim pokusu.

Bylo pfipraveno 600 ml MM a rozdé€leno do tii lahvi po 200 ml, které byly oznaceny A, B,
P. Do lahvi A a B byly pfidany riizné hmotnosti tryptonu a nasledné byly sterilizovany. Poté
byly vSechny tii ldhve obohaceny fenolem a zaockovany suspenzi predkultivované kultury

1AKL (po 200 pl).

Piehled davkovani: do lahve A bylo naddvkovano 5 mg tryptonu (25 mg/1) a 0,7 ml roztoku
fenolu (175 mg/l), do ldhve B 10 mg tryptonu (50 mg/1) a 0,6 ml roztoku fenolu (150 mg/1)
a do lahve P 0,8 ml roztoku fenolu (200 mg/1).

Z lahvi A a B byly pfipraveny vialky, do kterych byl nasledné¢ pomoci plynotésného
davkovace pfidan zasobni roztok TCE (1 g/l) v objemu 100 pl. Lahev P ziistala pouze
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s fenolem a byla inkubovana spolecné s vialkami jako kontrola rastu kultury. Hodnoceni

rustu bylo provedeno stejné jako v pokusu 1.

Vsechny vialky i ldhev P byly inkubovany aerobné pti 8 °C na tiepacce 12 dni.

5.4.3 Pokus 3: Ovéreni ristu kultury Acinetobacter sp. 1AKL p¥i 8 °C na 150 mg/1
fenolu a 50 mg/1 tryptonu v pritomnosti 5—-6 mg/l trichloroethenu (TCE),

s objemem inokula 1 %

K pokusu byla vyuzita opétovné predkultivovand kultura 1AKL na fenolu za stejnych

podminek jako v ptedchozich experimentech.

Bylo ptipraveno 250 ml MM, které bylo promichano a rozdéleno do dvou lahvi v objemech
200 ml (Idhev A) a 50 ml (I&hev P). Do ldhve A byl pfidén trypton. Obég lahve byly néasledné

sterilizovany a poté zaockovany predkultivovanou suspenzi 1 AKL.

Ptehled davkovani: do lahve A bylo nadavkovano 10 mg tryptonu (kone¢na koncentrace 50
mg/1), po sterilizaci 0,6 ml zasobniho roztoku fenolu (konecné koncentrace 150 mg/1) a 2 ml
suspenze kultury 1AKL - objem inokula tak byl 1 %. Do lahve P s 50 ml MM bylo ptidano
0,2 ml zasobniho roztoku fenolu (kone¢na koncentrace 200 mg/1 jako v pokusech 1 a 2) a 50

ul suspenze kultury 1AKL (standardni inokulum 1 %e.).

Z lahve A bylo ptipraveno 18 vialek s 10 ml suspenze, do kterych byl pomoci plynotésného
davkovace nadavkovan zasobni roztok TCE v objemu 100 pl. 2 vialky byly pfipraveny s 10
ml nepouzittho MM jako visualni blanky pro srovnani zakalu. Hodnoceni rtstu bylo

provedeno stejné jako v piedchozich pokusech.

VSechny vialky 1 lahev P byly inkubovany aerobné pii 8 °C na tfepacce 10 dni.

5.4.4 Pokus 4: Ovéreni ochranného ti¢inku Tweenu 80 na rust kultury Acinetobacter
sp. 1AKL na 175 mg/l fenolu s 25 mg/l tryptonu p¥i 8 °C, v pritomnosti 56

mg/l TCE, se standardnim objemem inokula 1 %o

K pokusu byla vyuzita opétovné predkultivovand kultura 1AKL na fenolu za stejnych

podminek jako v predchozich experimentech.

Nejprve bylo ptipraveno 300 ml MM, které¢ bylo rozdéleno do lahvi v objemech 250 a 50
ml. Do davky 250 ml (A) byl pfidan trypton a Tween 80. Obé ldhve byly nasledné

sterilizovany. Po sterilizaci byly po obohaceni fenolem obé lahve zaockovany
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ptedkultivovanou suspenzi kultury 1AKL v objemu 1 %o. Z ldhve A s 250 ml MM byly
pfipraveny vialky, do kterych byl pfidan TCE.

Ptehled davkovéni: do lahve A bylo pfidano 6,25 mg tryptonu a 50 mg Tweenu 80.
Po sterilizaci bylo do lahve A piidano 0,88 ml zasobniho roztoku fenolu a 250 ul suspenze
kultury 1AKL. Do ldhve s 50 ml (P) bylo ptidano 0,2 ml zédsobniho roztoku fenolu a 50 ul
suspenze kultury 1AKL.

Z lahve A bylo ptipraveno 24 vialek, do kterych byl pomoci plynotésného davkovace
nadavkovan zasobni roztok TCE v objemu 100 pl. VSechny vialky a ldhev P byly

inkubovany aerobné pfi 8 °C na tfepacce 11 dni.

5.4.5 Pokus 5: Ovéreni vyuzivani Tweenu 80 kulturou Acinetobacter sp. 1AKL

Predinkubace kultury 1AKL byla provedena obdobnym zplisobem jako v ptedchozich

pokusech, trvala vSak z asovych divodi jen tfi dny.

Nejprve bylo piipraveno 300 ml MM, které bylo po sterilizaci rozdéleno do tii lahvi
v objemech 100 ml — A, B a P2. Do vSech lahvi byl pfidan trypton a do 1ahve A jesté Tween
80. Vsechny lahve byly nasledné sterilizovany. Po sterilizaci byl do lahve C ptidan zasobni
roztok fenolu. VSechny ldhve byly po zaofkovani inokulem o objemu 1 %o inkubovany

aerobné pfi 8 °C za stalého tiepani.

Piehled davkovani: do vSech lahvi bylo nadavkovano 2,5 mg tryptonu. Poté bylo do lahve
A ptidano 20 mg Tweenu 80. Po sterilizaci bylo do lahve P2 ptidano 0,351 ml zasobniho
roztoku fenolu a vSechny lahve byly zaockovany 100 pl suspenze. Béhem inkubace pii 8 °C
na tfepacce za aerobnich podminek byl rist kultury sledovan obvyklym zplisobem pomoci
densilametru, po promichani obsahu jednotlivych lahvi a pfevedeni do méfici zkumavky.

Inkubace trvala 15 dni.
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6 VYSLEDKY

6.1 Pokus 1: Ovéreni pridavku 5 mg/l tryptonu na rist kultury
Acinetobacter sp. 1AKL, pti 8 °C na 200 mg/1 fenolu v pritomnosti
5—-6 mg/1 trichloroethenu (TCE)

Cilem tohoto pokusu bylo sledovani riistu kultury v ptitomnosti 5—6 mg/l TCE a zhodnoceni

vlivu pfidavku 5 mg tryptonu / 1. Rust bakterii byl monitorovan méfenim densilametrem.

Pted kazdym métenim byla vialka opatrné protfepana. Pokus byl provadén 25 dni. Vysledky

experimentu jsou prezentovany v tabulce 3 a na obrazku 9.

Tabulka 3 Priméry optické density suspenzi ve vialkdch s TCE i bez TCE:

Doba kultivace | Fenol 200 bez Fenol 200 + Tryp 5+ TCE Fenol 200 +
(dny) TCE Tryp 5 + TCE TCE

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 1,9 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
7 2,1 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,1
10 2 0,4 0,4 0,1 0,1 0,2 0,3
13 1,9 0,9 1,1 0,1 0,1 0,3 0,4
17 1,8 1,7 1,8 0,1 0,1 0,4 0,5
21 1,8 1,7 0,1 0,1 0,7
25 1,7 1,7 1,7 0,1 0,1 1,5 1,6

V porovnavacim médiu bez TCE byl rlst kultury na fenolu zaznamenan jiz 3. den kultivace

a maxima dosahla kultura 7. den.

V médiu s fenolem (200 mg/l) a tryptonem (5 mg/l) bylo za ptitomnosti TCE nejvétsiho
rustu dosazeno 17. den, zatimco v médiu pouze s fenolem a TCE doslo k nejvysSimu naristu
optické density az 25. den po zahéjeni kultivace. Toto zpozdéni I1ze pficist toxickym Gc¢inkiim
TCE. Naproti tomu médium se samotnym tryptonem a TCE, které neobsahovalo fenol
jako zdroj uhliku pro kulturu, projevilo pouze mirny nartist optické density bez nasledného
trvalého rlstu, coz naznacuje omezenou schopnost kultury adaptovat se a rst v prostiedi

s ptitomnosti pouze TCE bez nutri¢ni podpory fenolu.
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Obrazek 9 Rust kultury v médiu s fenolem, tryptonem v riiznych koncentracich (mg/l)
v pritomnosti TCE (5—-6 mg/l) ve srovnéni s kontrolou

Z grafu lze vyvodit, Ze v médiich obsahujicich TCE bylo zaznamendno vyrazné pozdé;si
nastartovani ristu kultury v porovnani s kontrolnim médiem bez TCE (modra kiivka).
Ptitomnost tryptonu vsSak zpilisobila, ze kultura v médiu s fenolem, tryptonem a TCE
(Cervena kiivka) rostla rychleji ve srovnani s kulturou v médium bez néj (zlutd kiivka).
Kultura, kterd rostla v médiu (zelend kiivka), které obsahovalo pouze trypton a TCE
a neobsahovalo fenol jako zdroj uhliku pro kulturu, projevila pouze kratkodoby nepatrny
rust, odpovidajici velmi malému zastoupeni Zivin, a nasledné se jeji opticka densita snizila.
Vysledky tedy ukazuji na rychlejsi rist na fenolu v pfitomnosti TCE pii ptidavku tryptonu

5 mg/l.

6.2 Pokus 2: Ovéreni ristu kultury Acinetobacter sp. 1AKL p¥ri 8 °C na
smési fenol + trypton, v pritomnosti 5—-6 mg/1 trichloroethenu (TCE),
pri vyssi koncentraci tryptonu a sniZené koncentraci fenolu

Z ptedchoziho experimentu vyplynulo, Ze ptidavek 5 mg/l tryptonu pozitivné ovliviiuje rist

kultury na fenolu v pfitomnosti TCE. Na zéklad¢ tohoto zjisténi byl realizovan dalsi pokus,
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ktery testoval vliv dvou riznych zvySenych koncentraci tryptonu (25 a 50 mg/l) v zivném

médiu na rist kultury; souc¢asné byly odpovidajicim zptisobem snizeny koncentrace fenolu.

Tabulka 4 Optické density suspenzi ve vialkach s TCE a v kontrole bez TCE:

Doba kultivace | Fenol 200 bez Fenol 175 + Fenol 150 +
(dny) TCE Tryp 25+ TCE | Tryp 50 + TCE

0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
3 0,6 0,6 0,1 0,1
5 1,3 1,3 038 | 048 | 058 | 058
6 2,0 2,0 058 | 078 | 078 | 0,7B
7 2,1 2,0 088 | 07B | 07B | 11B
8 2,1 2,0 128 | 128 | 1,88 | 198
10 2,0 2,0 1,8 1,7 2,0 2,1
12 2,0 2,0 2,0 2,1 2,0 2,1

B biofilm na sténé vialek

Kontrolni rist na fenolu bez TCE prob¢hl v souladu s pfedpoklady, stejné jako v prvnim
experimentu a kultura pln€¢ vyrostla béhem 6-7 dnli. V médiu s fenolem (175 mg/l)
a tryptonem (25 mg/l) a TCE byl vrchol ristu zaznamenan 12. den po inokulaci, zatimco
v médiu s fenolem (150 mg/l) a tryptonem (50 mg/l) a TCE jiz 10. den. V patém aZ osmém
dni pokusu byl také ve vialkdch s fenolem, tryptonem a TCE pozorovan vznik biofilmu,
takze pred kazdym meéfenim optické density bylo nutné vzorky dikladné protiepat
k ptevedeni bunc¢k z biofilmu do suspenze. Lze ptredpokladat, Ze k vyraznéjsi tvorbé
biofilmu dané kultury pfispély pouZité zvySené koncentrace tryptonu. Experiment byl
ukoncen dvanacty den, protoZe na zaklad€ vysledkl ptedchoziho pokusu nebyl oc¢ekavan

dalsi narast optické density.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

2,5

=
n

Opticka hustota (-)

0,5 T

14

Doba kultivace (dny)

-O—Fenol 200 bez TCE A-Fenol 175 + Tryp 25+ TCE  =00~Fenol 150 + Tryp 50 + TCE

Obrazek 10 Rist kultury v médiu s fenolem a tryptonem v riznych koncentracich
v pritomnosti TCE (5—-6 mg/l), ve srovnani s kontrolou bez TCE

Z grafu vyplyva, ze kultura s vyssi koncentraci tryptonu (50 mg/l, Cervena kiivka) ukéazala
rychlejsi rast ve srovnani s kulturou pfi niz8i koncentraci tryptonu (25 mg/l, Zluta kiivka),
pfi¢emZ nejvyraznéjsi rozdil byl zaznamenan osmy den kultivace. Pfesto vSak ani
pii kombinaci fenolu a tryptonu (150 + 50 mg/1) nerostla kultura tak dobte jako kontrolni

vzorek na samotném fenolu bez TCE, ktery se vyvijel v souladu s vysledky prvniho pokusu.

6.3 Pokus 3: ovéreni rustu kultury Acinetobacter sp. 1AKL p¥ri 8 °C na
150 mg/1 fenolu a 50 mg/l1 tryptonu v piitomnosti 5-6 mg/1
trichloroethenu (TCE), s objemem inokula 1 %

Vzhledem k vysledkiim pokusu €. 2, ktery prokézal ptinos kombinace 150 mg/1 fenolu a 50

mg/l tryptonu, byla tato kombinace pouzita znovu. Na rozdil od pfedchozich experimentl

bylo vSak tentokrat pouZito desetinasobné vétsi inokulum, jehoZ objem €inil 1 %. Vysledky

méfeni rastu kultury za téchto podminek, v porovnani s ristem na fenolu bez TCE, jsou

uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5 Optické density suspenzi ve vialkach s TCE a v kontrole bez TCE:

Fenol 200 bez Fenol 150 + Tryp
Doba kultivace TCE 50 + TCE
(dny) Inokulum 1 %, Inokulum 1 %
0 0,0 0,0 0,1 0,1
3 0,3 0,3 03 | 03| 03
4 0,5 05 048048058
5 13 13 1098[098|1,08
6 2,0 20 138138168
7 2,0 2,1 [2,1B]20B[208B
10 2,0 2,0 20 | 2,0 | 2,0

V experimentu s 1% objemem inokula v médiu obsahujicim kombinaci fenolu a tryptonu
a TCE bylo zji§téno, Ze maximum optické density bylo dosaZeno jiZ 7. den po zahdjeni
kultivace, coz ukazuje na rychlejsi rast kultury v porovnani s pfedchozim experimentem,
kde byla pouzita nizs§i koncentrace inokula (1 %o). Ve stejném médiu byl mezi 4. a 7. dnem
znovu zaznamenan biofilm, coZ opét vyZzadovalo diikladné protepani vialek pfed méfenim
OD densilametrem, aby byl biofilm rozptylen do suspenze. Kontrolni vzorek se choval
v souladu s o¢ekavanim a vysledky piedchozich pokusii. Graficky je rast kultury vyjadien

na nasledujicim grafu.
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Obrazek 11 Rast kultury v médiu s fenolem (150 mg/l), tryptonem (50 mg/1) a TCE (5-6
mg/l) ve srovnani s kontrolou

Graf ukazuje, Ze zvySeni koncentrace inokula v médiu s fenolem (150 mg/l), tryptonem
(50 mg/l) a TCE vede k rychlejsimu nartstu kultury ve srovnani s obéma ptredchozimi
experimenty a Ze se zahdjeni ristu kultury i pribéh kultivace velmi ptibliZily ristu kultury
na fenolu bez ptitomnosti TCE. Jinymi slovy, toxicita TCE byla pouzitim této kombinace

fenolu a tryptonu velmi vyznamné potlacena.

6.4 Pokus 4: ovéieni ochranného uc¢inku Tweenu 80 na rist kultury
Acinetobacter sp. 1AKL na 175 mg/1 fenolu s 25 mg/l tryptonu pri

8 °C, v pritomnosti 5-6 mg/l TCE, se standardnim objemem inokula
1 %o

V tomto experimentu byl testovan ochranny efekt neionogenniho surfaktantu Tween 80
v koncentraci 0,2 g/l proti toxickému plisobeni TCE na bakteridlni kmen Acinetobacter sp.
1IAKL piinizsi koncentraci tryptonu (25 mg/l) a standardnim objemu inokula (1 %eo).
PrestoZze ptredchozi pokus 3 ukazal pozitivni vliv vy$si koncentrace tryptonu a vét§iho

objemu inokula na rist kultury, z praktického hlediska neni vzdy mozné pouzivat velké
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mnozstvi inokula. Tween 80 je znamy svou schopnosti neutralizovat negativni efekty
nékterych konzervantl pti mikrobiologickych testech, a proto byl v tomto kontextu v této
praci zkouman jako mozna alternativa pro ochranu bakterialnich bunék pied Skodlivym

vlivem TCE. Vysledky ristu kultury jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Optické density suspenzi ve vialkach s TCE a v kontrole bez TCE:

Doba kultivace letei] Ly <F Uiy s Fenol 200 bez
d 25 + Tween 200 TCE
(dny) + TCE
0 0,1 0
1 0,1 0,1 0,1 0,1
2 0,2 0,3 093 074
4 1,0 | 1,1 1,0 1,3 1,3
5 138128138 1,5 1,5
6 1,58 1,4B1,58] 1,7 1,7
7 1,7B116B|18B 2,0 2,0
8 20B(21B(208B 2,0 2,0
11 20B[2,18(2,18B 2,0 2,0

Z tabulkovych dat vyplyva, ze v médiu s fenolem, tryptonem, Tweenem 80 a TCE
aspouzitim 1 %o inokula byla dosazena maximalni opticka densita 8. den kultivace,
coz se viceméné shoduje s vysledky predchézejiciho experimentu, kde byla pouZita vyssi
koncentrace inokula. Ve stejném médiu se od ¢tvrtého dne experimentu také objevil biofilm,
proto bylo potieba vialky pred méfenim OD dikladné protfepat, aby byl biofilm rozptylen
do suspenze. Rist kultury se tedy za ptritomnosti Tweenu 80 i1 ptes obsah TCE velmi blizil

rustu v porovnavacim médiu s fenolem bez TCE, kde se kultura chovala konzistentné

vvvvvv
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Obrazek 12 Rast kultury v médiu s fenolem (175mg/1), tryptonem (25 mg/1), Tweenem 80
(200 mg/1) a TCE (5—6 mg/l) ve srovnani s kontrolou

Z grafu lze vycCist, Ze rust kultury Acinetobacter sp. IAKL v médiu s fenolem, tryptonem,
Tweenem 80 a TCE pfi standardnim objemu inokula 1 %o mél zlepSeny prubeh vici pokusu
¢. 3. Z toho vyplyva, Ze Tween 80 mél na rist pouzité kultury stabiliza¢ni vliv, coZ naznacuje

jeho potencidlni protektivni ucinek v prostiedich s pfitomnosti toxickych koncentraci TCE.

6.5 Pokus 5: ovéreni vyuzivani Tweenu 80 kulturou Acinetobacter sp.
1AKL

Tento experiment zkoumal moZznost vyuziti Tweenu 80 (koncentrace 0,2 g/l) jako Zivného
substratu pro rist kultury Acinetobacter sp. 1 AKL, aby se zjistilo, zda jeho pozitivni efekty,
pozorované v predchozim experimentu €. 4, vyplyvaji jen z ochrany bunék, nebo zda piimo
podporuje jejich rist a reprodukci. Vysledky rtstu kultury ve tfech médiich jsou uvedeny

v tabulce 7 a na obrazku 13.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Tabulka 7 Optické density suspenzi v kultivacnich lahvich bez TCE

Doba(;lll)l’t)ivace T'R;l::: Zz(fﬂlrrfg/il—i_ Trypton 25 mg/l ;;%T(ﬁﬁil
175 mg/l
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,2 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0
2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
4 0,5 0,5 0,1 0,2 0,2 0,2
5 0,7 0,8 0,2 0,2 0,3 0,3
6 0,8 0,8 0,2 0,3 0,4 0,4
7 0,8 0,9 0,3 0,3 0,5 0,5
8 0,8 0,9 0,3 0,3 0,7 0,7
10 0,8 0,9 0,3 0,3 1,2 1,2
13 0,8 0,8 0,3 0,3 1,6 1,6
14 0,8 0,8 0,3 0,3 1,7 1,7
15 0,8 0,8 0,3 0,3 1,7 1,7

Z dat v tabulce vyplyva, ze kultura v médiu s Tweenem 80 a tryptonem pii pouziti 1 %o
inokula dosahla vrcholu optické density 7. den, a hodnota 0,8-0,9 byla zieteln¢ vyssi
nez v médiu se samotnym tryptonem. Tyto vysledky tak ukazaly, Ze kultura Acinetobacter
sp. 1AKL Tween 80 alesponi ¢astecné vyuziva jako substrat. Médium s fenolem a tryptonem
vykéazalo nejvyS$si optickou densitu sice az 14. den, ale hodnoty byly vyrazné vyssi
nez u média s Tweenem 80. V médiu s pouhym tryptonem dosahla opticka densita maxima
Jiz 7. den, ale byla vyrazné niZ§i ve srovnani s ostatnimi médii. Je zajimavé, ze pti kultivaci
v médiu s Tweenem 80 bylo i na konci experimentu (15. den) pozorovano silné pénéni
suspenze, coz naznacuje, ze Tween 80 nebyl kulturou Uplné€ rozlozen a vznikly metabolit

stale vykazoval vlastnosti tenzidu.
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Obrazek 13 Srovnéni rastu kultury v médiu s Tweenem 80 (200 mg/1)
a Tryptonem (25 mg/1) s ristem na médiich z pfedchozich experimentli bez TCE

Z grafu je zfejmé, Ze kultura Acinetobacter sp. 1 AKL vykazovala nejlepsi riist v ovéfeném
médiu obsahujicim fenol (175 mg/l) a trypton (25 mg/l). Ristova rychlost v tomto médiu
vSak mirné€ klesla ve srovnani s ptedchozimi pokusy, coZ mohlo byt diisledkem nedostate¢né
adaptace kultury na fenol pfed za¢atkem experimentu (pfedkultivace byla oproti piedchozim

pokustim pon¢kud zkracena), coz vedlo k poc¢ate¢nimu zpomaleni ristu.

Dale vysledky ukazaly, ze kultura je schopna rist v médiu s Tweenem 80, coZ potvrzuje,

Ze tento kmen miiZe tento substrat vyuZivat.

V bakalatské praci Hany RySavé (2023) bylo zjisténo, ze kultura Acinetobacter sp. 1AKL
je za urcitych podminek schopna rtistu na hexadekanu a tetradekanu, které jsou alifatickymi
uhlovodiky. Vzhledem k tomu, ze Tween 80 obsahuje alifaticky uhlovodikovy fetézec,
ptipojeny k hydrofilni ¢asti molekuly, 1ze se domnivat, ze kultura spiSe vyuziva praveé
tuto hydrofobni cast této molekuly. Tento zavér podporuje 1 skutecnost, ze OD kultury
dosahla pouze hodnoty 0,8. Po dosazeni této hodnoty se rlst zastavil, coz naznacuje neuplné
vyuziti molekuly Tweenu 80. Navic i po ukonceni riistu bylo zaznamenano intenzivni pénéni
suspenze v MM s Tweenem 80, coz svéd¢i o ptitomnosti latky s detergentnimi vlastnostmi,

ktera nebyla pln¢ metabolizovéna.
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6.6 Vysledky stanoveni koncentrace TCE plynovou chromatografii

V pribéhu praci bylo také ptipraveno nékolik vialek s 10 ml minerdlniho média
a s pridavkem 100 pl zasobniho roztoku TCE, tedy objemové¢ identicky jako v pokusech 1
az 4. V takto piipravenych vialkach byla po tiech dnech umisténi pii 8 °C (doba nutna
k rozdéleni TCE do obou fazi) zméfena pracovniky UIOZP koncentrace TCE plynovou
chromatografii v kapalné fazi ve vialkach, aby bylo ovéfeno, Ze po dosazeni rovnovahy
mezi plynnou a kapalnou fazi doséhla pocatecni koncentrace TCE v pokusech ve vialkach

skute¢né hodnoty vyssi nez 5 mg/l.

Tabulka 8 Vysledky stanoveni koncentraci TCE plynovou chromatografii:

Vialky s 10 ml MM + 100 pl roztoku TCE

1 2 3
Koncentrace TCE 5,351 5,415 5,617
v kapalné fazi
(mg/1)

Primér (mg/l) 5,461
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ZAVER
Hlavnim cilem bakaléiské prace bylo ovéfit schopnost ristu kultury Acinetobacter sp. 1AKL
na fenolu pii teploté 8 °C a pii vysoké koncentraci TCE, s cilem rozsifit vyuziti této kultury

pro bioremediaci podzemnich vod znecisténych TCE. Tato kultura byla dfive izolovana

a kultivovéana na UIOZP.

Béhem prace bylo realizovano pét experimentli zaméfenych na schopnosti kultury 1AKL
rust v pritomnosti TCE, pfi¢emz prvni Ctyii experimenty se zabyvaly schopnosti rustu
na fenolu a posledni z experimentli zkoumal schopnost kultury vyuzivat Tween 80 jako

rustovy substrat.

Prvni experiment testoval rast kultury na fenolu (200 mg/1) za ptitomnosti TCE (5—-6 mg/I)
a s ptidavkem tryptonu (5 mg/l), ktery dle vysledkl skute¢né zlepsil rast kultury v porovnani

s prostiedim bez tryptonu.

Druhy experiment se zaméfil na optimalizaci poméru koncentraci tryptonu a fenolu
v zivném médiu pro rist kultury v ptitomnosti TCE. Srovnavany byly dvé varianty médii:
prvni se 175 mg/1 fenolu a 25 mg/1 tryptonu a druhé se 150 mg/1 fenolu a 50 mg/1 tryptonu.
Vysledky ukazaly, Ze médium s vy$$im obsahem tryptonu vedlo k lepSimu ristu kultury

a vyraznéjSimu potlaceni toxickych uc¢inki TCE.

Na zéklad¢ vysledkt z druhého pokusu bylo ve tifetim experimentu opét pouzito médium
se 150 mg/l fenolu a 50 mg/l tryptonu. V tomto pifipad€ vSak byl pouZit zvySeny objem
inokula 1 % a médium bylo vystaveno plsobeni TCE. Rist kultury byl opét rychlejsi
nez v predchozich experimentech a jeho rychlost se jiz zna¢né piibliZila kontrole, ktera

obsahovala 200 mg/1 fenolu bez ptitomnosti TCE.

JelikoZ v praxi neni pouziti takto velkého inokula vhodné, ve Ctvrtém experimentu bylo
zkoumano, zda Tween 80 poskytuje ochranu butikdm Acinetobacter sp. 1 AKL pfii expozici
TCE. V tomto pokusu bylo do média se 175 mg/1 fenolu a 25 mg/1 tryptonu ptidano 200 mg/1
Tweenu 80 se standardnim inokulem 1 %.. Rast kultury byl podobny jako ve tfetim pokusu,

1ze tedy konstatovat, Ze Tween 80 mél ochranny ¢i podplrny G¢inek na bakterialni bunky.

Jelikoz Ctvrty pokus ukédzal velmi dobré vysledky, bylo v poslednim pokusu zkoumano,
zda mtze kultura Acinetobacter sp. 1AKL ke svému rlstu vyuzivat samotny detergent
Tween 80. Bylo pouzito médium obsahujici 200 mg/l Tweenu 80 a 25 mg/l tryptonu.

Vysledky prokazaly, ze kultura je skute¢né schopna vyuzivat Tween 80 ke svému rustu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Vzhledem k tomu, Ze opticka densita buné€k po ukonceni riistu dosahovala niz§ich hodnot
nez v médiu s fenolem a zarovein médium stale pénilo, je pravdépodobné, ze Acinetobacter

sp. lAKL dokaze ke svému riistu vyuzit pouze ¢ast molekuly Tweenu 80.

Tato bakalaiska prace ovérila schopnost ristu kultury Acinetobacter sp. 1AKL na fenolu
za soucasné expozice 5—6 mg/l TCE za nizké teploty kolem 8 °C. Zaroven piispéla k hledani
optimalnich podminek pro rtst této kultury pti expozici TCE a prokazala schopnost kultury

vyuzivat Tween 80 jako substrat pro svij rust.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1AKL
ATP
CFU
DMSO
DNA
MM
oD
PAU
R2A
RNA
rRNA
TCE
UIOZP
B-CD

B-CD

Oznaceni bakterialniho kmenu
Adenosintrifosfat

Kolonie tvofici jednotky
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
Mineralni médium

Optické denzita

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Nutri¢né redukované médium
Ribonukleova kyselina

Ribosomadlni ribonukleova kyselina
Trichloroethen

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Beta-cypermethrin

Beta-cyklodextrin
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