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ABSTRAKT

V préaci byl studovan peet bakterii rozkladajici xanthan a gellan. Vyskghto bakterii byl
sledovan v pdnich vzorcich odebranych z Jizniho Altaje a také&zorku zeradélskeé ze-

miny v CR.

Vysledky ukazaly, Ze degratfd bakterie se vyskytuji ve vSechdmich vzorcich viiznych
poctech, avSak pokusy o izolaci degréwdligh bakterii nebyly zcela U&né a byly ziskany
pievazre bakterie vyuzivajici degradiai produkty polymei.

Kli¢ova slova: xanthan, gellan, degradadelgy bakterie

ABSTRACT

In this thesis the counts of bacteria degradinghamor gellan were studied. The
occurrences of these bacteria were observed insaoiples obtained in South Altaj and

also in one sample of agricultural soil from thee€z Republic.

The results showed that degrading bacteria arepras all soil samples in various
counts. Advances of isolation of degrading bacteree not quite successful, only bacteria

probably utilizing products of polymers degradatwere obtained.

Keywords: xanthan, gellan, degradation, soil, b#ecte
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UvoD

Stale nové poznatky a objevyigpivaji nejen ke zvySovani naSeho pohodli, zle@sbv
technologii, vyrob novych straj, ale také k rychlému rozvoji fomyslu a dalSich odvi.
Mimo jiné s sebou ifindSeji vznik novych organickych latek a spoustpantl, které ged-
stavuji obrovskou z&kt pro Zivotni prosedi. Clovék jako sowéast @irody si musi ugdo-
movat jeji dilezitost pro svoji existenci a tomu také pidit své jednani. JelikoZlovek
stoji na poatku vzniku &chto latek, musi to byt zase on, kdo vezme na sdéabdisledky

svého jednani a paide se s nimi vyp@dat.

Mezi tyto latky se mimo spousty dalSitddi také polysacharidy. K polysachéna pati

nag. xanthan, gellan. Vznikaji v menSimminagiklad pirozenoucinnosti fiznych bakterii
a plisni, ale takéinnosticlovéka prtimyslow. Jsou Siroce pouzivané viipryslovych apli-
kacich jako zahu®vadla, stabilizatory, Zelatitai ¢inidla, v kosmetice do kréiina masek,

ve farmacii a v potravirtatvi.

Bylo zjisteno, Ze tyto pimyslow vyrobené polysacharidy jsou biodegradovateln&rad
vyzkumim zaala byt ¥novana velka pozornost. Vyzkum o odstran tedy rozlozeni
téchto materidl z pid i odpadnich vzork se ponejvic za#iiuje na odstrami biologic-

kymi procesy, které jsou vykonany mikroorganisnjgjech enzymy.

Protoze znalosti o mikroorganismech schopnych eafikikanthanu a gellanu jsou doposud

omezen&i neuplné, a neniifis znamo ani jejich roz&ni v progtedi, stala se tato oblast

néplni diplomové prace.

.Piiroda je nelprosna a nepodplatitelna.

Je ji jedno, zda je lidem srozumiteltiy
nepochopitelny smysl jejiho konani.”
GALILEO GALILEI
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Polysacharidy obecs

Polysacharidy jsou vysokomolekulové latky sestavaimnoha desitek az tigicu-
kernych jednotek, n&astji hexopyranosovych. Vznikaji jejich kondensacivzaiku gly-
kosidovych vazeb. Tvdtak mtizn¢ dlouhé, linearni neboétwvenéietézce. Stavebnimi jed-
notkami polysacharidbyvaji casto disacharidy (napmaltosa). U linearnich polysacharid
pouze posledni zbytetetzce, obsahujici volnou poloacetalovou skupinu,cjgopen se
chovat jako redukujici cukr a také vyvolat mutacot&/étSina v ffirodé se vyskytujicich
polysacharid nejsou chemicka individua, ale &shpodobnych polysachafidizajemrt se
liSicich molekulovou hmotnosti. Polysacharidy js@tsinou nerozpustné ve studené &od

z rekterych Ize v horké vadpripravit koloidni roztoky nebo gely [1].

1.1.1 Exopolysacharidy obec

Z pestré Skaly polysachatidvylu¢ovanych éznymi mikroorganismy (exopolysacha-
ridy), nachazeji uplatmi neutralni polysacharidy (dextran, pullulan, ¢and skleroglukan)
a aniontové heteropolysacharidy (xanthan, alggeitan). Tvdi je nizSi houby (nap pul-
lulan, skleroglukan) i bakterie (mimo jiné xanthgellan, dextran a curdlan). Tvorba exo-
polysacharid nastava obeenv neaktivni faziistu burtk a Ize ji wtSinou zvysit vysokym
pomérem uhlik / dusik v mediu [1]. Mikrobialni exopofeharidy jsoutfdou extracelular-
n¢ produkovanych vodorozpustnych polyringrrodukovanych Sirokym okruhem mikroor-
ganisnii. Vzhledem Kk jejich rozmanitosti ve struktua vlastnostech nasly mikrobialni po-
lysacharidy Sirokou pouZitelnost v potravisi&i, ve farmacii a dalSich jmyslovych od-
vétvich jako stabilizatory, emulgatory a Zelatina¢inidla. Pfimyslow vyrabiné mikrobi-
alni polysacharidy jsou napxanthan, gellan, dextrany, pullulan, curdlan,dniaovy glu-

kan a bakterialni alginaty [2].

1.2 Xanthan

Xanthan je extracelularni polysacharid produkovXapthomonas campestriMa

mnoho p@imyslovych aplikaci jako zahtdvadlo vodnych roztak stabilizator emulzi
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a pEn, dale je pouzivany v mnoha jidlech hajgav, napaj, zmrzliny a salatovych dresin-
gu.

Je odolny proti vysuSeni [3].

Obr.1 Xanthan produkova§anthomonas campestris
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1.2.1 Strukturalni jednotka xanthanu

Obr.2 : Molekularni struktura xanthanu [4]

Xanthan je aniontovy elektrolyt($ - ( 1- 4) D — glukopyranosovou glukanovou
kostrou. Postranrietzce se skladaji z (3 1)a - D — manopyranosy — (2 1) -B-D —
glukoronové kyseliny — ( 4 1) -3 - D — manopyranosy. MenSi polovina (asi 40 %) ma-
nosovych zbytik obsahuji zbytek kyseliny pyrohroznové a imitmanosa je &Sinou ace-

tylovana. Nekteré postranniettzce mohou chyd [4].

1.2.2 Molekularni struktura xanthanu

Kazda molekula se sklada asi ze 7000 pentametanthan je meé&npolydisperzni
nez \¢tSina hydrokoloid. Jeho pirodni stav je bimolekularni antiparalelni dvou&rabe.
Tim miZe tvdit velmi pevné intramolekularni SroubovitédvojSroubovicovée konforma-
ce. Glukanova kostra je chifra stabilnimi postrannintetzci vici kyselindm, zdsadam
a enzynim. Pouziti fiznych kultur nebo kultivénich podminek rize vést ke vzniku de-

rivata xanthanu [4].
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1.2.3 Funkénost xanthanu

Xanthan je povaZzovan za negelujici a uzivany prarktu viskozity vzhledem jeho
vlastnostem. Ve studené vodychle hydratuje bez vytvani shluki. Neni @iliS ovlivnén
(roztok xanthanu) iontovou silou, pH v rozmezi 13; ani teplotou. Je schopny synergis-
tické interakce s polysacharidy tygalaktomanai a glukomanain P téchto interakcich

tvori termoreverzibilni rakké elastické gely [4].

1.3 Gellan

Gellan je extracelularni polysacharid produkovadghingomonas elodeédiive
Sphingomonas paucimobilieboPseudomonas elodpaVia paetné ptimyslové aplikace
jako vysoko viskozni polysacharid jako suspenzmisgedek, Zelatingni ¢inidlo a jeho
benzyl- estery byly asteny jako vhodné prastdky profizené uvatovani |€iv ze zapouz-

dienych I€ivych pripravki [2].

1.3.1 Strukturdlni jednotka gellanu

CH4OH

Obr.3: Molekularni struktura gellanu [5]

Gellan je linearni polysacharid slozeny z tetraaadh 4-L- rhamnosa —( -
1-3) D —glukosa —-{ - 1- 4) — D — glukosa {)- 1- 4) — D — glukosa. Glukosa vazana
v pozici 3 je acetylovana a glycerylovana. Gellad wysokou molekulovou hmotnost,
skladajici se asi 50 000 sacharidovych zibyglobvykle je i pramyslové vyrols deesteri-

fikovan alkalickym zpracovanim £gd pouzitim v potravinach) [5].
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1.3.2 Molekularni struktura gellanu

Gellan tvdi tticlennou dvousroubovici v niz se dietézce stéeji kolem sebe ad-

ti se oviji kolem nich. Jednotliiétézce jsou provazeny vodikovymi vazbami[5].

1.3.3 Funkénost gellanu

Funkénost gellanu zavisi na stupni acylace a koncenpréomnych iond. Jestlize je
gellan ponechan vifsodni acylované podebtak vytvai mekke, pruzné, pihledné a fle-
xibilni gely, ale v deacylované fofnvytvai tvrdé, nepruzné,ikhké gely. Gellanovy roz-
tok miZe udrZovat nerozpusté ¢astice v suspenzi, ale na rozdil jinych Zelatmeh ¢ini-
del bez vyrazné rostouci viskozity roztoku. Gelpy@mena roztok nastava fiblizne pri
50 °C v zavislosti na koncentraci sk®niny. Termoreverzibilni gely t¥d za chladu,

v pritomnosti nizkych koncentracich katior®,005 az 0,1 hm.% ) [5].

1.4 Biodegradace obec#

Biodegradace (biologicky rozklad) je specialniffippdem degradaceiimiz dochazi
k rozkladu organickych latektpobenim jakychkoliv biologickycinitela. Velmi vy-
znamna je zejména biodegradace mikroorganizmy, thebbezpéuje rozklad latek ve
vngjSim prostedi. Co se tyka biodegradace polymernich materi@ jejich rozkladu se
podili jak bakterie, tak plignci jiné mikroorganismy. Krom podminek pdebnych pro
biologické procesy (vihkost, pH prosti, dostupnost prékapod.) hraji dlezitou roli
i dalSi faktory, zejména struktura polymeru, jehamkinace s jinymi materialy, stupe
st&i, molekulova hmotnost a podahrEnzymy produkované bakteriemi a plisn zpiso-
buji degradaci samotnych polynmer pfipadnych dalSich sloZek plastv drtivé wtSing
piipadi je mikrobialni rozklad polymernich sléenin zahajovandinkem extracelularnich
enzymi, které Stpi polymery na kratSi fragmenty, jez jsou poté gpartovany do bugk

[6].

1.4.1 Biodegradace xanthanu

Biodegradaci xanthanu se zabyvali Cadmus a kolelztlovali cistou kulturuBa-

cillus sp.K11 ze smisi pady a rozkladajici se stromové &rK produkci enzymu z kmene
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K11 byl vyizolovan jako pomocny kmen K17. Kmen Kizblovali ze stejného vzorku
pudy a byl identifikovan jakd-lavobacterium spTuto dvoulennou kulturu nazvali K11 +
K17.

Kromé vySe uvedené s¥ané kultury byl vyizolovan dalSi producent xanttgnkmenBa-

cillus sp.13-4. Byl ziskany z aktivovaného kalu.

Navic, na aktivitu xanthanasy byly testovany sbigk druhyBacillus sp. B. badius, B.
cereus, B. circulans, B. firmus, B. lentus, B.éiciflormis, B. megaterium, B. pasteuriana,

B.polymyxaa B. subtilug7].

Isolaci provadli autori nasledujicim zfisobem. Rdni a kalovy vzorek (0,5 g) ziskali
z raiznych zdroj a lokalit, které byly fidané pocastech k 20 ml pomnoZovaciho média
s xanthanem (dale jen EB) a EB plus s 4% NaCl.\izegknechaly inkubovatip30°C na
rotatni trepace po dobu asi 1 &sice. Na konci této inkubace doslo k vyrazné gwéko-

Zity.

Z aktivovaného kalu vyizolovali kmen 13-4 pomocinpwzeného EB na EB agarovych
miskach.Cista kultura rostla pomalu za standardnich labonétb mediich, ale rychleji

rostla na agaru, ktery obsahoval xanthan [7].

Vysledky produkce xanthanasy samotnym kmenem KW rogSi nez ze smiSené kultury.
K11 + K17 — tato produkovala dvakrat vice xanthgnasz K11 sam. Enzymy z K11
a K11 + K17 byly identické. Ze sbirky kultur bykiskano deset identifikovanych mikro-
organisnii nalezenych vidé. Dewt z nich vzrostly v itomnosti kmene K11. Tento
efekt signalizuje asociaci mezi kmenem K11 a ostatmikroorganismy, ktery nebyl limi-

tovany na jednotlivé rody nebo druhy.

Obk¢ xanthanasy (z kultur K11 i K 13-4) byly prozkourgénhlediska pH-optima a bylo
zZjisteno, Ze jejich maximalni aktivita jerfigppH = 5,4 [7].

Liu a kolektiv izolovali novyCellumonas spXL z padnich vzorki, ktery byl scho-
pen degradace xanthanuXanthomonas campestri$ato degradace vSak byla pctaa
pridanim glukosy. Enzym degradujici xanthan byl ratex supernatantu kultury, kdyz
Cellumonas spXL byl péstovany v médiu s xanthanem jako uhlikatym zdroj@ptimalni

podminky pro reakci degradace xanthanu bylo pHa=6°C [9].
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Podle Ruijssenaarse a kol. je rozkladu xanthanopth i bakteridPaenibacillus
alginolyticus XL-1, isolovana z fdy. Tato bakterie vSak degradovala jgiblzné 28 %
xanthanové molekuly a zanechavala zaklathtfzec nedaten. Resto bylo zjisino,
Ze bakterie vytvd n¢kolik extracelularnich enzyindegradujicich xanthartetné xanthan
lyasy. Produkce xanthan lyasy byla p&#iad glukosou a ro¥d nizkomolekularnimi pro-

dukty enzymové degradace xanthanu [11].

Krom¢ popisu konkrétnich bakterialnich kultur schopnyohkladu xanthanu jsou
i dalSi znamky fitomnosti €chto bakterii v pdnim prostedi. V antarktickych mineralnich
pudach byl podle Kerryho testovan efekt Zivin a vadylepSeni biodegradaci petroleje.
Dusik, fosfor a draslik byly aplikovany v roztokasebo bez xanthanu do &émzneiste-
né zeminy. Bda obohacena xanthanentlanna konci pokusu nejvyssi zbytkové uhlikaté
zneisteni (xanthan tedy nepodporoval biodegradaci uhldiggdiavsak tento polysacharid
byl spotebovan dnimi mikroorganismy jako alternativni uhlikovy efircoz indikovalo

piitomnost bakterii utilizujicich xanthan [10].

1.4.2 Biodegradace gellanu

Podle Sutherlanda a Kennedyho existuje mezi bakberirodu Sphingomonas
schopnych tvorby exopolysacharidu gellanwidyznych polymat, fada kmei vykazuji-
cich konstitutivni gelanasovou aktivitu. V kazdénppd byla degradace deacylovaného
gellanu zfisobena extracelularni lyasami, kterésy vazbu mez3 - D - glukosylovou a
1,4 - - D — glukuronylovou jednotkou v tetrasacharidakygici se jednotky polysacha-
ridu [12].

1.5 Asimilace xanthanu a gellanu

Hashimoto a kolektiv izolovali z vodni stoky bakienozkladajici jak gellan, tak
xanthan a identifikovali ji jakdBacillus sp.Zzjistili dale, Ze jde o sporotvorné ¢ipky
s bitiky. Bakterie byla podobnBacillus circulans a pojmenovali jiBacillus sp GL1.
V dasledku fistu této kultury v gellanovém mediu prudce kigsleo viskozita, coz indi-

kovalo depolymeraci gellanu. Enzym (lyasa) zodjplowy za depolymeraci bylifjomen
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v médiu coby extracelularni enzym a dalSi enzyntygbmé pro rozklad produkidepoly-
merace (exoglykosidasy jako m-L-rhamnosidasy &3-D-glukosidasy) byly nalezeny

uvnitt bursk.

Autori navic uvedli, Ze &které bakterie jsou znamé depolymeraci xanthanyejioh rast
a Ze v zivném médiu se hromadi produkty depolyneeranthanu. Tuto viastnost zjistili
i u isolované kulutryBacillus sp GL1, nebd asimilovla xanthan vifidavku s gellanem.
KdyZz doSlo k éistu bakterii v médiu s xanthanem jako jedinym wuikn zdrojem, visko-
zita média klesla jakotgledek buséného fistu [10].

1.5.1 Depolymerizatni systém pro gellan u bakterieBacillus spGL1

Autori popsali cely enzymovy systém, ktery kultuBacillus sp GL1 vyuZiva

k utilizaci gellanu.

Tetrasacharid (opakujici se uingelanové molekuly) produkovany extracelularni aell
lyasou je transportovan do hikna potom hydrolyzovany na monosacharidy postupnymi
reakcemi katalysovanymi vnitrob&mymi enzymy glukuronidasoup-D-glukosidasou

aa-L-rhamnosidasou [8]. Schéma rozkladu je znaawoma obr. 4.
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Burka

lukosidasa

GlcA Glc l~ RhaI- Glc

Gellan lyasa glukuronidasa ramnosidasa

vy

Gellan lyasa

[ - GIcA — Glc — Rha — Glc — GIcA - Glc — Rha — GJc——>» -GIcA —Glc — Rha — Glc-

Obr.4 Gellan - depolymerizai systém \Bacillus spGL1 [8].

Glukuronidasa

Glukuronidasa katalyzuje hydrolyzu tetrasachiaddyla roviz isolovana z buik
Bacillus sp GL1. Sled nukleotidl genu pro tento enzym byl prozkouman sekvenci a byl
zjisteno, Ze se sklddé z 1131 bp, ktera koduje bilkosimolekulovou hmotnosti 42 859.
Cisty enzym zBacillus spGL1 je monomer s molekulovou hmotou 42 kDa aggktiv-
klad oligosachari@l s nenasycenou kyselinou uronovousgbici na produkty vyt¥ané

polysacharidovymi lyasami [8].
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[D-glukosidasa

Dva geny prd3-D-glukosidasu byly klonované a jejich sledy nukigd byly urce-
né. Jeden zthto geri oznaen jako bglA obsahujici ORF skladajici se 1344 Wip;
ry mize zakodovat bilkovinu (BglA) s molekulovou hmottidsl kDa a druhy ozian
jako bgIB skladajici se 2268 bp, ktery koduje pro{@gIB) s molekulovou hmotnosti 82
kDa. BIgA a BlgB jsou monomérni enzymy a jsou ntjakjSi pii pH = 6 a 8. Substratova
specificita BgIA je SirSi nez u BgIB. Jak vSak dyjiS€no, pouze BglA fisobi na trisa-
charid ( Glc-Rha-Glc) produkovany z tetrasachamgiukuronidasou a hydrolyzuje ji na
glukosu a disacharid (Rha-Glc) [8].

a-L-rhamnosidasa

o-L-ramnosidasa Bacillus spGL1 je monomer s molekularni hmotnosti 100 kDa
a je nejaktivijSi pri pH = 7 a 50C a uvohuje rhamnosu z disacharidu (Rha-Glc) produ-

kovaného enzymem BglA.

Celkow je tedy mozné shrnout, Ze bakterie Bacillus GLIu&yjici gellan lyasu
(140 kDa) do médiaipmeni gellan na tetrasacharidy (GlcA-Glc-Rha-Glc), s opaku-
jici se jednotky polymeru. Produkované tetrasadygsou pak transportované do kkn
a degradovany na monosacharitgnti druhy vnitrobu&énych exoglykosidas (glukuroni-

dasaf-D-glukosidasa a-L-rhamnososidasa) [8].

1.5.2 Depolymeraini systém pro xanthan u bakterieBacillus spGL1

Enzymaticka cesta depolymerace xanthaBacillus sp.GL1 byla analyzovana ur-
¢enim depolymerizaich produkt xanthanu. Bhem fistu bakterie v xanthanovém médiu
byly nahromadné ¥ druhy produkti (P1, P2, P3). P1 s molekulovou hmotnosti 250 byla
stanovena jako pyruvylovana manosa uwoén xanthan lyasou. P2 a P3 s molekularni
hmotnostmi 704 a 662 byly zj@&te jako tetrasacharidy (GIcA-Glc-Man-Glc) slozené
z nenasycené glukuronové kyseliny, manosy a ze dylokosovych zbytk s nebo
bez acetylové skupiny v manosovém zbytku. Prot@ M3 byly povazované za produkty
uvolnéné Ehem reakce enzym@-D-glukanasy na hlavrietzec xanthanu — tento enzym
depolymeruje hlavnifetzec xanthanu mezi glukosovymi jednotkami. Formagemntasa-

charidu (opakujici se jednotka ti xanthan) nebyla té&h zaznamenana, coz indikuje to,
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Ze uBacillus sp.GL1 jako prvni reaguje extracelularni xanthan lyasaanthanovych po-
strannichretézcich a teprve potom extracelulafiD-glukonasa hydrolyzuje spojeni hlav-
nihotetzce na tetrasacharid. Tetrasacharid produkovanpaanyasou $-D-glukonasou
je degradovany na monosacharidy pomoci erizykteré jsou jiz lokalizovany v ikach

(produkty P4 a P5) [8]. Schéma rozkladu je znasmsma Obr.5.
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Xanthan lyasa Buika

A

B-D-glukosidasa

Glc l— Glc

<+«—— a-D-manosidasa

Man

glukoronidasa ——

B-D glukanasa%

[lGIc- Glcl— G|C—G|t-] » Glc—-Gle——
I\/|Ian |Man |Man
G}cA é|CA éIcA
I\/llan: ) I|\Aan xanthan lyasa

Obr.5 Xanthan - depolymerizai systém \Bacillus sp.GL1 [8]
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2 MATERIALY A METODIKA

2.1 Pouzité chemikalie a roztoky
Neni-li uvedeno jinak, byly pouzity chemikalisstoty p.a. firmy LACHEMA
Suspend#ni roztok

100 ml suspendaaiho roztoku bylo ppraveno:

TWEEBN B .ottt e e e 0,15¢
DIfOSTOre&iNan SOANY. ... ..ottt e e e e e e e e e re e aaas 0,49
N = L 0,59

Dané slozky byly navazeny do lahve a bytal@gno 100 ml destilované vody. VSe
bylo promichano a dano v uzané lahvi do autoklavu vysterilizovaiti 120 °C na 15 min.

Suspendéni roztok se pouziva k Mgpu zemin k uvolini padnich bakterii do roztoku.

Roztok A

Bylo navazeno 9,0788 g KRO, (dihydrogenfosforénan draselny) a toto mnozstvi

bylo rozpu&no v 1 | destilované vody.

Roztok B

Bylo navazeno 23,9032 g blP0O,.12 H,O (hydrogenfosforan sodny dodeka-

hydrat) a toto mnozstvi bylo rozp&so v 1 | destilované vody.

Roztok stopovych prvki

MNSQO.5HZO (CISTY) . e vne et it e e e e e e e e e e e 0,043 g
Y= (X 10 0,057 g
ZNSOLTHZO (P8.) e e e e e e e e enn 200,043 @
(NH)6MO7024.4H0 (D-8.) e e e e e 0,037 g

CO(NGS)2.6H2O (Pa8.) e ee et et e et e e e e e e e e et e 0,025 ¢
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CUSQLEHIO (EISLY) - e+ eee e et eeee e ettt e, 0,040 g

Byla navazena mnozstwdhto latek, rozpusha v 1 | destilované vody a vsé-d

kladné promichano.

Mineralni médium pro kultivace (MM), tekuté

Slozeni mineralniho média na 100 ml:

ZASODNT TOZEOK A oo e e e e 2n
ZASODNT FTOZEOK B .o e e e e 8Im
DESHIOVANA VOUA. . . .o ettt e e e e e e e e e e e e e 85 ml

Z&sobni roztok stopovych pritk...........coooii i 20,2 M

Kvasniny autolysat (IMUNA)........oie e e e e e e eee2 4 QY

Soli:

MgSOu. 7H,0 (zAsobni roztok 10 g/1) ... .ceeeneieie e s e e e 1ml
Fe(NH,)2(S0Oy)2.6H,0 (zAsobni roztok 3 g/l)....c.vevvie it e, 1ml
CaCb.2H,0 (zAsobni roztoK 1 g/1) ... .e e e e e 1im
NaCl (zasobni roZtOK 50 /1) ... . cee e e e e e 1ml
NH4CI (Zzasobni roztok 30 g/1) . ... eie e e e e e e e e 1.ml

Mineralni médium s xanthanem / gellanem (MMX / MMG)

Mineralni MEdIUM. ... ... e e 100 m
Xanthan (p.a., FLUKA, korima koncentrace 500 mg/l).........cccooiiiiiiiiineneinnnn, 50 mg
Gellan (deacylovany, p.a., FLUKA, kotréh koncentrace 500 mg/l)................... 50 mg

Rozpou&ni xanthanu a gellanu bylo provdub za tepla ve vodni lazni. Po zchlad-
nuti bylo gipravené mineralni médium rozpipetovano do 50 mvikek po 15 ml. Takto

piipravené lahwviky byly dany sterilizovat do autoklavdid15°C na 20 min.
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Fyziologicky roztok
Pouziva se proifpravu inokula.

Fyziologicky roztok byl pipraven rozpughym 8,5 g NaCl v 1 | destilované vody.

Roztok byl dikladngé promichan a dan vysterilizovat do autoklavul20 °C na 15 minut.

TYA agar
TYA agar (HIMEDIA). ... e e et e e e e e e e aaeas 2,19
DESHIOVANA VOUA. . . ..o e e e e e e e e e 100 ml

Dana slozka byla navazena, do lahve byldgno 100 ml destilované vody. VSe se
promichalo a dano v uz#gné lahvi do autoklavu sterilizovati 120 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 6TC, byl agar v boxu rozlit do petriho misek a por&chtuhnout.

Tento zivny agar obsahuje trypton a kvasgiihydrolysat a pouziva se jako univer-

salni zivné médium pro kultivaci heterotrofnich teak.

TYA agar s glukosou (TYA — GLU)
TYA agar s glukosou (HIMEDIA).......o e e 2449
DeSHIOVANA VO@... ... e e e e 100 ml

Dana sloZka byla navazena, do lahve byldgno 100 ml destilované vody. VSe se
promichalo a dano v uz&gné lahvi do autoklavu sterilizovatid20 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 6TC, byl agar v boxu rozlit do petriho misek a poré&thtuhnout.

Mineralni agar ( MA)

Zaklad pro mineralni agar:

KoHP Ot . et et e e e, 0,19
NH.CI... 0,11 g
MG SO 7 HoO oo oot 0,02 g

FESQ.7 HO..o i 02, 0,005 0
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Ptiprava mineralniho agaru:

Bylo navazeno 1,9 -2,1 g zakladu pro mineralni agat00 ml destilované vodyiip
dano 0,2 ml roztoku stopovych piivkna 100 ml) a vSe déb promichano. Taktoriprave-
ny mineralni agar byl dan sterilizovat v uranve lahvi do autoklavuipl120 °C na 15 mi-

nut. Po zchladnuti asi na 60 °C, byl agar v bogmlirdo misek a ponechan ztuhnout.

Mineralni agar s glukosou (MA — GLU)

AV T LT =1 = o = 1 1.9
GlUKOSA ..t e e e e 0,59
Kvasnini autolysat (IMUNA).......cooiiiiie i e e e 22022.0,02 @

Dané slozky byly navazeny, do lahve bylodgno 100 ml destilované vody. VSe se
promichalo a dano v uz#gné lahvi do autoklavu sterilizovati 120 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 6TC, byl agar v boxu rozlit do petriho misek a por&chtuhnout.

Mineralni agar s xanthanem / gellanem (MA — X/ MA- G)

AV T LT =L T F= Vo = 1 2,1
Xanthan / Gellan (deacylovany gellan, p.a., FLUKA)..........ccccoiiiiiiiiiiinen . 0,59
Kvasnieni autolySat (IMUNA). ... e e e e e e e e 0,03

Dané sloZzky byly navazeny, do lahve bylodgno 100 ml destilované vody. VSe se
promichalo a dano v uz#géné lahvi do autoklavu sterilizovati 120 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 6TC, byl agar v boxu rozlit do petriho misek a por&chtuhnout.

Gellanovy agar (G — agar)
Gellan (deacylovany, p.a., FLUKA) ... e s e 250

Kvasnini autolysat (IMUNA).........coiiiiiiii e eeeee002.0,02 @
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Dané sloZzky byly navazeny, do lahve bylodano 100 ml destilované vody. VSe se
promichalo a dano v uz#géné lahvi do autoklavu sterilizovati 120 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 6TC, byl agar v boxu rozlit do petriho misek a porg@chtuhnout.

2.2 Biologicky material
Vzorky pad z jizniho Altaje:

* Vzorek A - oblast: Argut, 1281 m.n.m, zemina luvisoVyazre vyvinuty a relativis
mocny (>10 cm) organicky profil, tm&sedo-hidy s velkym obsahem hlinité frakce
a kdenovym systémem hustého travnatého porostu. Mimehdtda pigmentace vy-
sraZzenych oxitl Zeleza je patrna v nizSiclignich partiich. Celkova mocnosigniho

profilu v nizinné periodicky saturované depresi5&em.

* Vzorek B- oblastieka Kuzurmubulak, 2201 m.n.m, brunisol ¢dazem)- slake vy-
vinuty tmaw hnedy organicky horizont, 5-8 cm mocnykgiryvajid na svazitém terénu
swtle hnedy mineralni horizont s malou strukturni konzisteacvysSim obsahem pi-
sené frakce a kamenité klastické slozkydhicového podlozi. Celkova mocnostg

niho profilu 15-25 cm.

* Vzorek C- oblast: step Samacha, 1645 m.nternozem- relativrg vyvinuty, tmaw
hnédy organicky profil, cca. 10 cm mocny, stepnihati@ého porostu a slalyvinu-
tou padni strukturou, fekryvajici tma¥ Sedohidy mineralni horizont s vysokym ob-
sahem pi&té frakce a méh kompaktni struktury. Celkova mocnosidniho profilu

cca. 20-25 cm zformovaného na kamenit@ipigerase.

» Vzorek D- oblast: Katiisky hreben, 2335 m.n.m, brunisol @dozem) — slabvyvinu-
ty tmaw hnédy organicky horizont, cca. 8 cm mocnyekryvajici hrdy mineralni ho-
rizont s vySSim obsahem jilu a kamenité klastideéky podlozi. Celkovd mocnost

pudniho profilu 20-30 cm.
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* Vzorek E- oblastieka Kalanegyr, 2200 m.n.m, brunisol §dnzem) — slabvyvinuty
tmaw hnedy organicky horizont, cca. 10 cm mocnyekryvajici hrdy minerélni hori-
zont s vysSim obsahem jilu a kamenité klastickeksipodlozi. Celkova mocnostig-

niho profilu 20-25 cm.
Vzorek pidy zCR:

e Vzorek F — oblast: ornice ui@hiina, 235 m.n.m, hwozem, v blizkosti listnatych

stromi
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2.3 Pristrojové vybaveni

. Analyzator uhliku 5000 A (Shimadzu, Japa)sk

. pH metr OP — 208 + skléna elektroda (Radelkis, Marsko)

. Centrifuga MR 23i (Jouan, Friaic

. Elektricka susarna (MORZR)

. Elektricka susarna (Memmert, SRN)
. Elektricka sudarna (Chirad®)

. Chladnika (Ard€R)

. Chladntka (ZanuSR )

. Predvazky KERN 440 — 47 (SRN)

. Analytické vahy KERN 770 (SRN)
. Trepaka GFL 3020 (Polsko)
. Elektricky vai¢ ETA CR)

. Mikroskop CX 41 (Olympus)

. Mikroskopicka konirka Cyrus I (Meopt&R)

. Tlakovy hrnec (TesconGR)

. Kyvety do centrifugy (Nagle Cpamy, USA)

50 ml plastové kyvety s plastovymickiy typ Round centrifuge tube,PC.
. Mikrodavkova (1-5 ml, 100-100Gul, 20-200ul) (Biohit, Finsko)
. Laboratorni autoklav St-MCS-203 (Sanoclav, SRN)

. Asepticky laminarni box (Telstar, Sg#sko)
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2.4 Metodika a pracovni postupy

2.4.1 Sterilizace

Béhem prace bylo nutné dodrzovat sterilitu praceled#m na maximalni eliminace
potencialnich kontaminaci. VeSkeré pouzité roziatgtizeni byly gredem vysterilizovany.
VSechny pouzivané roztoky a destilovana vodaiifag/u mineralnich medii byly sterili-
zovany v autoklavu 15 - 20 minutigeplot 120°C, v gripac obsahu glukosy byl pouZit
rezim 115C po dobu 20 minut.

Laboratorni sklo s nimz bylo pracovano, bylo stasitano v susag2 hodiny gi 170°C.

2.4.2 \Vytiep vzorku zeminy

Bylo navadzeno 10g vzorku zeminy do 100 ml sterdnglispendaniho roztoku a 10

minut bylo intenzivi tiepano v ruce.

2.4.3 Stanoveni nejpravdpodobnéjSiho pottu mikroorganismia (MPN)

Metoda MPN je zfisob kvantifikace mikroorganisirve vzorcich bez pouziti agaro-
vych Zivnych @id. Metoda sp&iva v desetinnémredini vzorku a ve vygkovani vybranych
fedni do tekutych Zivnychya, v nichZz je po kultivacitst hledanych mikroorganisim
detekovan urenym zmsobem. Jsou zaznamendvanytpgozitivnich paralelnich test
v jednotlivych fedénich, gicemz za zaklad se obvykle pouzije ttedni, jez ma jest
vSechny i vysledky pozitivni a pak dvziedni nasledujici . Pro odhad ¢ia mikroorga-
nismi ve vzorku se pouzije statistické vyhodnoceni uméde tabulce 1., kde vysledny

odhad je vynasoben hodnotou zakladridgani [13].

Tab.1: NejpravépodobrjSi patet mikroorganism pii pouziti i paralelnich vzonk

v kazdémiedni — paet pozitivnich vysledi [13]

1lredéni | 2.¢edéni | 3Fedéni [pocet mikroorganismi
0 0 0 0
0 0 1 0,3
0 1 0 0,3
0 1 1 0,6
0 2 0 0,6
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Prepaiet paitu bakterii z metody MPN na suSinu:

POCEt DAKLENIT ..o v e 1 g vihkéhazerku

StANOVENA SUSINA (Y0) .. cuevre et e e e e et et e e eae e e aeenaas X g suchéfzorku

X = (paset bakterii / stanovena susina) * 100

Postup metody MPN

Bylo navazeno 10 g zeminy do suspefmiao roztoku a 10 minut bylo intenzi&n
tiepano v ruce. Po 1 mirusedimentace hrubyatasti byl supernatarfedn desetinnou
fadou. Do sterilnich zkumavek bylo asepticky nad&eko 4,5 ml fyziologického roztoku.
Pipetovéano bylo asepticky 0,5 ml z ¥gpu zeminy do prvnihtedsni 10% aZ doredéni 10
® Déle bylo toto fipravenéiedtni nagkovano asepticky po 0,1 ml ddipravenych steril-
nich lahvéek s mineralnim tekutym mediem s xanthanem (MMX)da lahviek
s mineralnim tekutym mediem s gellanem (MMG). Kat&ni bylo davkovano paralein
do ti lahvicek. Takto nachystané lakiky byly nechany inkubovat naepace 10 dni fi
25 °C. Ktmto lahvitkam byly jes¢ pridany # nenagkované lahwiky s MMX a fi
s MMG jako kontroly (K). V kontrolach (K) bez inkubace byly stanoveny hodnoty celko-

vého organického uhliku naiptroji Shimadzu.

Po uplynulé dob inkubace byly zkontrolovany zakaly lakigk se vzorkem, byla
provedena centrifugaceipezimu 10 000 G, 18C po dobu 10 minut, supernatanty byly
narecény destilovanou vodou 1:1 a byly stanoveny hodmetkového organického uhliku

stejnym pistrojem.

2.4.4 Stanoveni celkového p&u bakterii

Vybranaiedni vzorku z metody MPN byla asepticky #kovana po 0,1 ml naip
pravené TYA agary pro stanoveni celkovéhoétpdakterii v pouZzité jolé. Nechano inku-
bovat 7 dni §i laboratorni teplat Po uplynulé dobinkubace byl proveden odget kolo-

nii.
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VZOREK Z VYTREPU (INOKULUM)
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Obr.6 Schéma postuptii pnetodt MPN
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2.4.5 Postup pri ziskavani degrad&nich bakterii (pasazovani)

U vybranychiedénich z metody MPN (lahvky se zakalem) bylo provedeno prvni
a druhé pasazovani. Do sterilni latkyi s MMX resp. MMG bylo asepticky nadavkovano
10 pl suspenze z vybranych lakiek. Nechano inkubovat ngepace 10 dni i 25 °C. Po
této dolé inkubace byla provedena dalSi pasaz, ktera takérmchana inkubovat néet
patce 10 dni fi 25 °C. V rekterych gipadech byla po pasazi 2ilena koncentrace rozpus-
téného organického uhliku pro &eni spatebovani substratu mikroorganismy. Z druhé

pasaze se provedly izolacitpmnych kultur ve vzorku.

2.4.6 Postup priizolaci kultur z pasaze

Nejprve byly gipraveny TYA, TYA agar s glukosou, mineralni agaglgkosou, mi-
neralni agar s xanthanem, mineralni agar s gellamgeilanovy agar. Nafipravené petri-
ho misky s agary bylo asepticky #dbu udtlany kiizové rozéry. Takto gipravené misky
byly nechany podle pi#by a fistu bakterii inkubovatiplaboratorni tepldat Po inkubaci
bylo provedeno bdi dalSi KiZzoveé rozéry pro ziskantistych kultur nebo se ziskané kultury

uschovaly do chladdky pro dalSi pouZziti.
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2. pasaz 2. paséaz

MM s xanthanem MM s gellanem

KRIZOVE
ROZTERY

TYA- GLU MA-GLU MA - X MA -G G-aga TYA

DALSI KULTIVACE

Obr.7 Schéma postuptii izolaci kultur

2.4.7 Postup pri naotkovani ziskanychéistych kultur

Do sterilnich lahwiek s mineralnim médiem MMX resp. MMG byla aseptigkiyg-
kou odebréndista kultura z petriho misky, ktera byla rozmichadaaikovana byla kazda
kultura zvlag a také srés €chto vyizolovanych kultur. Nechano inkubovat fgdinou do-
bu (obvykle 10 — 14 dni) naepace (¥ 25 °C. Po uplynulé dobinkubace byly lahwiky
zcentrifugovany, supernatant bylieeén destilovanou vodou 1:1 a dan &hna Shimad-

Zu na zjis¢ni koncentrace rozpudtého uhliku.

2.4.8 Priprava fixovaného preparatu

PodloZni skiiko bylo poloZzeno naisty filtracni papir. Doprosged skltka byla umis-
téno davkovéem kapka ze zakalené labiky. Sklicko bylo nechano vyschnout a pak bylo
nagrem vzhiru tiikrat protazeno plamenem kahanu. Po vychladnut ylreparatem dale

pracovano.
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2.4.9 Gramovo barveni preparatu

Pripraveny fixovany preparat na podloznim &kii byl prevrstven roztokem krystalo-
vé violeti a ta psobila 60 sekund. Po té bylgvrstven Lugolovym roztokem, kteryigobil
také 60 sekund. Preparat byl oplachnut destilovamoaiou a odbarven v Sikmé poloze eta-
nolem 20 — 25 sekund a &@poplachnut destilovanou vodou. Déle byewrstven karbol-
fuchsinem 60 sekund, oplachnut destilovanou vodporechan uschnout. Mikroskopovan

byl pomoci inverzniho objektivu, celkové&seni 1000x.

2.4.10 Stanoveni pH pidy

Do Erlenmayerovy h&ky bylo navazeno 20 gugdy, pridano 50 ml roztoku 0,2 M
KCI a rozmichano skleémou tyinkou. Za 24 hodin byla suspenziefiitrovana gesiidky
filtr (Cervena paska) a bylo zieno pH.
Roztok 0,2 M KCI byl pipraven navazenim 15 g KCI, ktery byl rozgumst 1000 ml desti-

lované vody [14].

2.4.11 Ztrata zih&anim

Vzorek pidy byl nejdive vysusen v glké misce pi teplo& 105 °C po dobu dvou ho-
din. Po vychladnuti v exsikatoru byl do vyZihanéhpovazného spalovaciho kelimku nava-
Zeno asi 10 g tohoto vysuSeného vzorkiespostit: 0,0001 g a kelimek byl Ziharii 50
°C po dobuetyi hodin [15].

2.4.12 Stanoveni vlhkosti gravimetricky

Do vazenky bylo navaZzeno 5 — 10 g vzorkulyps gesnostit 0,001 g. Vazenka by-
la umistna do susarny nejprve na 2 hodirtiy4D — 60°C a potom je$t na 6 hodin p 105
°C. Po této dobbyla vaZenka uzaena vékem a nechana v exsikatoru nejra@&® minut.

Vychladla vazenka byla zvazenaigegnostit 0,001 g [15].

2.4.13 M éfeni pH

Méieni pH bylo provagho pH-metrem, se skiénou elektrodou. pH-metr bylied

meienim kalibrovan pomociifslusnych pufi.
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3 VYSLEDKOVA A DISKUZNi CAST
3.1 Stanoveni zakladnich charakteristik vzorka pud
Stanoveni pH, stanoveni suSiny, stanoveni ztratyh#&nim
Tab. 2: Nanfené a vypoitané hodnoty vzorkpid
vzorek|A (lesostep) B (mokra C (step)| D (chudaa |E (svah)| F (hnedo-
hnédozem kamenit3 zem)
zemina)
pH 5,6 4,6 4,0 3,4 4,0 5,8
S (%) 28,11 82,62 77,22 54,13 79,80 64,33
Z (%) 76,87 8,87 6,55 9,58 22,30 8,95

S =suSinav %
Z = ztrata Zihanim v % susiny

Z vysledka vyplynulo, Ze diky nizkému pH jde aigly mirné kyselé. Z vypeoitanych
hodnot susSiny ma nejmensi susSinu vzorek A, tiepidda byla velmi mokra. Dale
z vysledk vyplyva, Ze nejvice bylo spaleno vzorku A, ktetysahoval nejvice organicke-

ho substratu.

3.2 Stanoveni p@&tu degradacnich bakterii ve vzorcich pid metodou
MPN

Cilem tétocasti prace bylo zjistit kolik jefitomnych bakterii rozkladajici xanthan
gellan ve vybranych vzorcichig, odebranych v oblasti Jizniho Altaje a ze vzarkuoe-
délské zeminy \CR. Metoda byla provedena podle postupu podtqimpsaného v kapitole
2.4.3. Princip spsival v nagkovani sadyedni vzorki do tekutych Zivnych médii s obsa-
hem xanthanu nebo gellanu, v nichZ byla po inkulbecdnocena iitomnost¢i absence
degradanich bakterii pomoci zbytkovych koncentraci rozgného organického uhliku
(DOC). V jednotlivych tabulkach uvedenych nize jsmym tiskem kold) ozna&ena ta
redni vzorki, kterd byla pouzita pro vypet patu degradénich bakterii v jednotlivych
pudach. Za pozitivni vzorky byly povazovany ty, vimichodnoty DOC dosahovaly maxi-

malre 30 mg/l.
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3.2.1 Jednotlivé vzorky
Vzorek A

- oblast: Argut, 1281 m.n.m, zemina luvisolyazreé vyvinuty a relativé mocny (>10
cm) organicky profil, tma¥ Sedo-hidy s velkym obsahem hlinité frakce ai&oovym
systémem hustého travnatého porostu. Mineralgddmigmentace vysrazenych okid
Zeleza je patrna v nizSichiginich partiich. Celkova mocnostigniho profilu v nizinné

periodicky saturované depresi 30-50 cm.

Tab.3: Nangtené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaeckni

xanthan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l} hodnocenfDOC (mg/l){ hodnocenj DOC (mg/l) | hodnoceni
102 24,98 + 15,00 + 19,12 +
10° 8,97 + 19,05 + 9,84 +
10 13,10 + 15,94 + 10,15 +
10° 120,0 - 110,0 - 23,54 +
10° 59,08 - 158,7 - 118,0 -
K1 124,2 - 134,9 - 145,6 -
K2 131,2 - 130,8 - 201,4 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiuh)

Po uplynulé dob inkubace bylo zaznamenano, Ze l&kyise zedsnim 10? 107,
10* byly v8echny zakalené, tudiZ doslo k jistému nafenéd mikroorganisiy u Zedsni
10° doslo k z&kalu jen v jedné paralelce a ve dvowajigich nedoslo, utedsni 10°
k zakaleni nedoslo. Z vysledllDOC je zejme, Ze zakaly odpovidaji hodnotam uvedenych
v tabulcec.3. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganisma rozkladajich xanthan je 1,6 *
10 bakterii / g suchého vzorku. Orietité paset mikroorganisri na TYA agaru byl 6,0 *
10° CFU / g suchého vzorku.
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Tab.4: Nangtené hodnoty rozpudtého organického uhliku (DOC) po kultiva&eni

gellan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l)f hodnocenfDOC (mg/l)l hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocen

102 25,84 + 13,69 + 26,64 +
10° 74,66 - 119,3 - 50,57 -
10 72,50 - 80,68 - 123,3 -
10° 88,64 - 155,2 - 147,1 .
10° 119,4 - 150,7 - 157,6 -
K1 181,3 : 210,2 - 118,8 -
K2 215,4 : 221,6 : 214,6 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, e u labkise redsnim 107, 10°, 10%, 10° doslo
k zakalu, u Fecdéni 10° byl zaznamenan jen jemny zékal. Z vysie@OC je vSak vidt, ze
zakaly neodpovidaji hodnotam v tabuled a Ze tedy vékterych fedtnim dosSlo jen
k ¢asténému rozkladu substratu. Bylo vyhodnoceno, Zgepmikroorganism rozkladaji-
cich gellan je 8,9 * 10bakterii / g suchého vzorku. Orietit® paset mikroorganism na
TYA agaru byl 6,0 * 16 CFU / g suchého vzorku.

Vzorek B

- oblast:feka Kuzurmubulak, 2201 m.n.m, brunisol gdazem)— slaké vyvinuty tmaw
hneédy organicky horizont, 5-8 cm mocnyjgryvajid na svazitém terénawtle hredy
mineralni horizont s malou strukturni konzistenciydSim obsahem pi&e frakce a ka-

menité klastické slozkyttalicového podlozi. Celkova mocnostigniho profilu 15-25 cm.
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Tab.5: Nangtené hodnoty rozpudtého organického uhliku (DOC) po kultiva&eni

xanthan
nélez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)| hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocen}i
10° 9,17 + 8,02 + 9,15 +
10° 7,03 + 8,58 + 8,57 +
10* 4,35 + 4,47 + 7,81 +
10° 76,10 - 78,32 - 72,58 -
10° 77,58 - 91,12 - 82,59 -
K2 51,00 - 58,70 - 69,28 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)

- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, 7e u lagkise redtnim 10% 10° 10* doslo
k zakalu, u Fecéni 10°, 10° k z&kalu nedoslo. Z vysledlDOC je Zejmé, Ze zakaly odpo-
vidaji hodnotam uvedenych v tabulé®. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganism
rozkladajicich xanthan je 3,0 * 4®akterii / g suchého vzorku. Orietaé paset mikroor-

ganisnii na TYA agaru byl 2,7 * 10CFU / g suchého vzorku.
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Tab.6: Nangiené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaedkni

gellan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)| hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocenj

102 24,92 + 17,39 + 12,82 +
10° 11,18 + 7,16 + 5,87 +
10* 9,65 + 92,54 - 102,7 -
10° 97,82 - 94,56 - 89,42 -
10° 102,4 - 88,80 - 66,48 -
K2 71,42 - 82,72 - 77,86 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise ¥edsnim 10% 10° doslo k zakalu,
u zredsni 10* doslo k zakaleni u jedné paralelky a ve dvou p&thtk zakalu nedoslo,
u Zredsni 10°, 10° k zakalu nedoslo. Z vysledlDOC je zejmé, Ze zakaly odpovidaji hod-
notam uvedenych v tabul¢es. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganisra rozkladajich
gellan je 5,4 * 18 bakterii / g suchého vzorku. Oriettid paset mikroorganismi na TYA
agaru byl 2,7 * 18CFU / g suchého vzorku.

Pfi méreni hodnot DOC doSlo pragpodobré ke Spatnému davkovani vSech vzowkpri-
stroji Shimadzu, nelokoncentrace DOC v kontrolach i ve vzorcich vysdkiedni byly
neuangrné nizké (viz tabulky 5 a 6). Skuted gitomnost degradaich bakterii
v zap@itanychredsnich (10* u degradatdr xanthanu a 18 u degradatdr gellanu) byla
proto potvrzenaip poz&jSim pasazovani, kdy byly hodnoty DOC po kultivgigkontro-
lovany (po opra¥ pristroje), a kdy bylo zjiho, Ze v obou fipadech byl vloZzeny substrat

zcela spatbovan (koncentrace DOC pod 30 mg/l).
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Vzorek C

— oblast: step Samacha, 1645 m.rternozem- relativre vyvinuty, tmae hnédy organic-
ky profil, cca 10 cm mocny, stepniho travnatéhooptar a slab vyvinutou mdni struktu-
rou, grekryvajici tma¥ Sedohsdy mineralni horizont s vysokym obsahemcjiés frakce
a merk kompaktni struktury. Celkova mocnostdmiho profilu cca 20-25 cm zformované-

ho na kamenito-péié terase.

Tab.7: Nangtené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaeckni

xanthan
nalez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l)l hodnocenjDOC (mg/l)| hodnocenf DOC (mg/l) | hodnocer}i
102 22,82 + 20,94 + 30,3 +
10° 26,38 + 17,27 + 13,64 +
104 170,3 - 169,3 - 171,3 -
10° 169,7 - 1715 - 169,2 -
10° 172,5 - 169,5 - 168,6 -
K2 186,7 - 180,7 - 182,6 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise redsnim 10% 10° doslo k zakalu,
u Zedsni 10*, 10°, 10° k z&kalu nedoslo. Z vysledkDOC bylo usouzeno, Zeskteré za-
kaly odpovidaji zcela sp@bovanym substr@in u rekterych Zedni vSak nikoliv. Lze
tedy gedpokladat, Ze v takovychipadech doSlo jen &ast&éné degradaci polysacharidu,
protoZe hodnoty koncentraci DOC byly niZSi neZ otiad. Na zaklad ziskanych vysledk
bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganism rozkladajicich xanthan je 3,2 * 3bakterii /
g suchého vzorku. Orieritai paset mikroorganisri na TYA agaru byl 3,8 * 90CFU / g

suchého vzorku.
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Tab.8: Nangtené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaedkni

gellan
nalez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)l hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocerji

102 18,35 + 19,22 + 19,35 +
10° 22,22 + 21,84 + 19,02 +
10 81,26 - 38,08 + 171,2 -
10° 174,5 - 178,1 - 178,5 -
10° 178,1 - 176,5 - 178,6 -
K2 192,5 - 190,7 - 190,2 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise ¥edsnim 10% 10° doslo k zakalu,
u zredsni 10 doslo k zakaleni u dvou paralelek a v jedné k zékadoslo, u Eedni 10°,
10° k z&kalu nedoslo. Z vysledDOC bylo posouzeno, Zekteré zakaly odpovidaji hod-
notam a u &kterych Zedni doslo kéast&éné degradaci, proto jsou hodnoty nizsi nez kont-
roly. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganism rozkladajich gellan je 5,8 * $akte-
rif / g suchého vzorku. Orientai patet mikroorganism na TYA agaru byl 3,8 * 10CFU

/ g suchého vzorku.

Vzorek D

— oblast: Katisky hreben, 2335 m.n.m, brunisol @¢dozem) — slabvyvinuty tmaw hne-
dy organicky horizont, cca. 8 cm mocnygkryvajici hdy mineralni horizont s vy3Sim
obsahem jilu a kamenité klastické slozky podloZElk@va mocnostjmniho profilu 20-30

cm.
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Tab.9: Nangtené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaedkni

xanthan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l)f hodnocenjDOC (mg/l)| hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocerji
102 31,78 + 32,36 + 143,6 -
10° 141,0 - 150,4 - 151,8 -
10 158,3 - 151,3 - 151,7 -
10° 151,8 - 157,1 - 153,7 -
10° 175,1 - 169,2 - 165,5 -
K2 169,4 - 167,2 - 166,1 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, 7e u labkise redsnim 10° byla velka pitom-
nost viaiek bez zakalu, uredsni 10° byla mensi fitomnost vigek bez zékalu, uiedsni
10%, 10°, 10° byla mala pitomnost vigek také bez zakalu. Vysledky DOC jsou uvedené
v tabulce ¢.9. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganism rozkladajich xanthan je
1,6 * 107 bakterii / g suchého vzorku. Orietitd paset mikroorganism na TYA agaru byl
9,2 * 16 CFU / g suchého vzorku.
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Tab.10: Namfené hodnoty rozpudtéeho organického uhliku (DOC) po kultivaeEni

gellan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)l hodnocenj DOC (mg/l) | hodnocerji

102 143,6 - 52,20 + 118,9 -
10° 37,56 + 195,6 - 165,5 -
10 167,5 - 171,7 - 175,4 -
10° 173,5 - 173,9 - 184,4 -
10° 193,4 - 176,7 - 191,4 -
K2 193,8 - 192,2 - 194,8 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negfitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepifub)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise redsnim 10° 10° byly ve dvou
paralelkach velkaiftomnost vigek bez zakalu a jedna paralelka byla zakalenakewel
piitomnosti vigek, u Zedsni 10%, 10°, 10° byla mala pitomnost vigek bez zakalu. Vy-
sledky DOC jsou uvedené v tabuléd0. Bylo vyhodnoceno, Ze @et mikroorganism
rozkladajicich gellan je 1,3 * $Makterii / g suchého vzorku. Orietit@ paset mikroorga-
nismi na TYA agaru byl 9,2 * T0CFU / g suchého vzorku.

Vzorek E

— oblastiieka Kalanegyr, 2200 m.n.m, brunisol §dnzem) — slabvyvinuty tmaw hnédy
organicky horizont, cca. 10 cm mocnyekryvajici hidy mineralni horizont s vy$Sim ob-
sahem jilu a kamenité klastické slozky podlozi.kGed mocnost jdniho profilu 20-25

cm.
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Tab. 11: Namsené hodnoty rozpudtiého organického uhliku (DOC) po kultivaeéni

xanthan
nélez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l)| hodnocenjDOC (mg/l) hodnocenfDOC (mg/l)|hodnoceni
10° 25,7 + 16,75 + 13,27 +
10° 9,56 + 10,87 + 12,79 +
10* 19,42 + 78,64 - 21,16 +
10° 119,8 - 17,34 + 97,34 -
K2 136,5 - 148,3 - 146,5 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negfitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepuh)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise redsnim 10% 10°doslo k zékalu,
u zedsni 10*doslo k mirnému zéakalu, derkni 10°k mirnému zakalu doslo u jedné para-
lelky u dvou ne. Z vysledkDOC je Zzejme, Ze zakaly odpovidaji hodnotam uvedenych
v tabulce¢.11. Bylo vyhodnoceno, Ze pet mikroorganism rozkladajicich xanthan je
1,8 * 1¢* bakterii / g suchého vzorku. Orietitd poset mikroorganisri na TYA agaru byl
8,4 * 10 CFU / g suchého vzorku.
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Tab. 12: Namsrené hodnoty rozpudtiého organického uhliku (DOC) po kultivaeéni

gellan
nalez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)| hodnocenfDOC (mg/l)| hodnocenj

10° 17,51 + 14,08 + 95,6 -
10° 147,2 - 160,74 - 168,1 -
10 68,78 - 78,38 - 108,5 -
10° 138,1 - 149,8 - 177,9 -
K2 80,52 - 115,3 - 148,1 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)
- negfitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepifub)

Po inkubaci bylo zaznamenano, e u labkise redinim 10° doslo k zéakalu,
u Zedéni 10° 10* 10°k z&kalu nedoslo. Z vysledkDOC je Zejmé, Ze zakaly odpovidaji
hodnotam uvedenych v tabuléd 2. Bylo vyhodnoceno, Ze et mikroorganism rozkla-
dajicich gellan je 1,1 * fobakterii / g suchého vzorku. Orietit® paet mikroorganisria
na TYA agaru byl 8,4 * 10CFU / g suchého vzorku.
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Vzorek F

— oblast: ornice uEhkiina, hidozem, v blizkosti listnatych strédm

Tab. 13: Namstené hodnoty rozpudtého organického uhliku (DOC) po kultiv&eEni

—

xanthan
nalez
redni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)] hodnocenij DOC (mg/lhodnocen
102 14,68 + 25,58 + 16,44 +
10° 13,8 + 13,81 + 22,6 +
10 18,52 + 32,54 + 13,17 +
10° 20,32 + 140,06 - 78,58 -
10° 120,24 - 142,8 - 146,84 -
K2 121,34 - 139,44 - 135,76 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)

- negfitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepiub)

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u labkise redtnim 10°doslo k vyviakovani a

mirnému zékalu, uiedéni 10° do$lo u jedné paralelky k vymkovani a mirnému zéakalu,

u dvou doslo k zakalu i k vyviovani, u #edsni 10* doslo k zakalu, uiedsni 10° doslo

u jedné paralelky k zakalu, u druhé paralelky ddShirnému zékalu a udti paralelky

doslo k vyvi@kovani, u #edtni 10° do$lo u jedné paralelky k mirnému zékalu a u dvou

paralelek ne. Vysledky DOC jsou uvedené v tabdlt8. Bylo vyhodnoceno, ze pet mi-

kroorganisni rozkladajicich xanthan je 6,9 * 4@akterii / g suchého vzorku. Orietmé

pocet mikroorganisri na TYA agaru byl 5,7 * 10CFU / g suchého vzorku.
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Tab. 14: Namsrené hodnoty rozpudtiého organického uhliku (DOC) po kultivaeéni

gellan
nalez
redéni 1 2 3
DOC (mg/l) hodnocenjDOC (mg/l)] hodnocenii DOC (mg/[hodnoceni

102 16,44 + 16,18 + 10,1 +
10° 16,59 + 88,96 - 30,38 +
10 10,74 + 90,2 - 12,17 +
10° 107,1 - 121,28 - 85,3 -
10° 146,46 - 170,88 - 158,12 -
K2 146,42 - 167,52 - 169,14 -

+ pritomnost degradaich bakterii (Uplna degradace substratu)

- negitomnost degradaich bakterii (Uplna degradace nepuh)

Po inkubaci bylo zaznamenéno, 7e u labkise rectnim 10%,10° doslo u jedné

paralelky k zakalu i k vyvigkovéni, u druhé paralelky dosSlo k mirnému zakalu

i k vyvlockovani a uieti paralelky doslo k vyvitkovani, u #edsni 10* do$lo u dvou pa-

ralelek k zakalu a v jedné paralelce nedo$lo klzékezedsni 10° doslo k zékalu u jedné

paralelky a ve dvou nedoslo k zakalu,fadni 10° doslo k vyvigkovani bez zakalu. Vy-

sledky DOC jsou uvedené v tabuléd4. Bylo vyhodnoceno, Ze @&t mikroorganism

rozkladajicich gellan je 3,1 * I®akterii / g suchého vzorku. Orietté paset mikroorga-

nismi na TYA agaru byl 5,7 * 10CFU / g suchého vzorku.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 48

3.2.2 Srovnani vzorki

V nasledujici tabulcé.15 jsou souboghuvedeny ziskané vysledky pro porovnani
poctu degradanich bakterii ve zpracovanych vzorcich a pro jepcbvnani s celkovymi

pocty bakterii v fidach.

Tab.15: Pehledova tabulka vysledk

A B C D E F

pH 5,6 4,6 4,0 3,4 4,0 5,8
susina (%) 28,11 8262 77,22 54,13 79,80 6433
ztrata Zihanim (% susiny) 76,87 8,87 6,35 9,p8 (@23,38,95
odhad potu bakterii (CFU/g) 6,019 2,7*1¢ | 3,8*1C° | 9,2*10° | 8,4*10° | 5,7*1(°

MPN — bakterie rozkladajici 1,6*10°| 3,010 | 3,2*10° | 1,6*1(% | 1,8*10% | 6,9*10
xanthan (bakt./g such.vzorku

MPN — bakterie rozkladajici gellas,9*10%| 5,4*10° | 5,8+10° | 1,3*1(7 | 1,1*1(% | 3,1*10°
(bakterie /g such.vzorku)

3.3 Pomnozeni a ziskavani degradmich bakterii (pasazovani, isolace)

Pasazovani bylo provedeno z&el@m najit wité mikroorganismy nebo sfsi mik-
roorganisni rozkladajici xanthaui gellan. Postup pasazovani byl proveden podleupaost
podrobré popsaného v kapitole 2.4.4. Pasazovani bylo pened mdnich vzork ozna-
¢enych jako A, B, C a bylo nasledovano isolaci jetiwah kultur na pevnych Zivnych

médiich.

U vzorku A bylo vyizolovano # ,xanthanovych* kultur (AX1, AX2, AX3, AX4
a AX5). Kultury byly nagkovany kazda zvlasdo mineralniho média s xanthanem. Jest
byla nagkovana smis €chto kultur. Ri prabéhu inkubace byl sledovan stav v latkéach.
Po 7 dnech inkubace byly v lakige s kulturou AX1 okem vighy vlakna. Tyto vlakna byla
mikroskopovana a bylo usouzeno, Ze jde p¢pedobr o vlakna celulosy. Tyto vlakno je
vyfotografovano na oht. 8. Pravdpodobre tedy kultura AX1 spdebovava postranrie-

tézce xanthanu a tim jef@ménuje na nerozpustnou celulosu.
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Obr.8: Vlakna celulosy (200x Ztsené)

Tab.16: Nansrené hodnoty rozpudiého organického uhliku (DOC) po kultivaci kultur

kultura AX1 AX2 AX3 AX4 AX5 SIS
DOC (mg/l)| 57,62 | 74,52 141,7 1443 148,8 136|3

hodnoceni - - - - - -

Po uplynulé dob inkubace byly suspenze z labek s nadkovanymi kulturami
zcentrifugovany, na@dny a dany zr&it na gistoj Shimadzu. Z vysledkje vidét, Ze doslo
k cast&né degradaci substratu u kultur AX1 a AX2, ale é@potebovani substratu neby-
lo zaznamenano u Zadné z kultur ani u pouzit&ssmBylo tedy ¥ejmé, Ze pokus o ziskani
degradanich kultur se nevydda.

U vzorku B bylo vyizolovano Sest ,xanthanovych” kul (BX1, BX2, BX3, BX4,
BX5 a BX6). Kultury byly nadkovany kazda zvlaSdo mineralniho média s xanthanem.
Jest byla nadgkovana smis tchto kultur. Ri prabéhu inkubace byl sledovan stav

v lahvickach. Asi po 5 dnech inkubace byly v latog s kulturou BX3 okem vighy vloc-
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ky. Tyto viatky byly mikroskopovany a bylo zji&o, Ze jde o bakterialni why. Tato
vlocka je vyfotografovana na obro.

Obr.9: Bakterialni vidka (200x z¥tSené)

Tab.17: Namitené hodnoty rozpu&tého organického uhliku (DOC) po kultivaci kultur

kultura BX1 BX2 BX3 BX4 BX5 BX6 sms
DOC (mg/ly 159,3 153,7 154,2 167,4 157,1 156(8 140|556
hodnoceni - - - - - - -

Po uplynulé dob inkubace byly suspenze z labek s nadkovanymi kulturami
zcentrifugovany, nadiny a dany zr¥it na gistoj Shimadzu. Z vysledkje vidét, Ze ogt
nedoSlo k Uplné degradaci substratu a degradsakterie tedy aft chykely.

U vzorku C bylo vyizolovano devatenact ,gellanovydtultur (CG1 — CG19).
Vzhledem k vysokému gtu kultur byla do mineralniho média s gellanem dkawana
pouze smss €chto kultur.

Po uplynulé dob inkubace byla suspenze s tlamvanou smisi zcentrifugovana,

supernatant byl fadén a byla zmifena koncentrace DOC ngigtroji Shimadzu. Rstro-
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jem bylo zngteno, Ze rozpudhého organického uhliku bylo 132,8 mg/l. Z toholygplo,

Ze nedoSlo k uplné degradaci substratu.

Tyto neuspsSné pokusy o isolaci bakterialnich kultiikonsorcii degradujicich po-
uzité bakterialni polysacharidy tedy ukazaly, Zzgomnozenych vzorcich praggbdobré
pieviadaly bakterie bez schopnosti polysacharidy lyeperovat. Tyto bakterieigjme vy-
uzivaly produkty rozkladu polysachatidvytvoirené fistow naranéjSimi kulturami, které
se isolovat nepod#o. Tyto prace tak ukazaly na relativni némost ziskavani depolyme-
ranich bakterii z pomnoZenych vzdrla na nutnost zémy metodiky pi ziskavani &chto

mikroorganisnd.
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ZAVER

V mé diplomové praci jsem studovala vyskyt bakteviikladajici xanthan resp.
gellan. Vyskyt échto bakterii jsem sledovala wgnich vzorcich odebranych z Jizniho Al-
taje a také ze vzorku zeédelské zeminy WCR. Vyskyt €chto bakterii jsem stanovovala
metodou nejpravipodobrjSiho patu (MPN). Bylo zjiS€no, Ze degradai bakterie se
vyskytovaly ve vSechtalnich vzorcich. Vysledky ukazaly, Zegab bakterii rozkladajicich
xanthan se pohybovaly od 1,6 **191,6 * 16 bakterii / g suchého vzorku. Dale zkougky
ukazaly, Ze peet bakterii rozkladajicich gellan byl od 1,1 **198,9 * 16 / g suchého
vzorku. Byly také orientmé stanoveny celkové pty bakterii, které kolisaly od 9,2 * 16
8,4 * 1 CFU / g suchého vzorku. Z vysleidkyplyva, Ze nejutsi paset bakterii rozklada-
jici xanthan resp. gellan byl zjt ve vzorku A (lesostep). Domnivam se, Ze vzordkyA

bohaty na Ziviny i organické substraty pro namnobakterii.

Cilem takeé bylo pokusit se o izolagstych kultur z idnich vzork a dale tyto kul-
tury testovat v tekutém mineralnim médiu s xanthanesp. s gellanem. Zigniho vzor-
ku ozn&ovaného jako vzorek A se ndm pdtaizolovat gt ,xanthanovych* kultur AX1,
AX2, AX3, AX4 a AX5. Tyto kultury rostly na miskack TYA agarem, v lahekach
s mineralnim médiem s xanthanem jako jedinym satestr vSak projevily jen nepatrny
rast. Dale jsme izolovali Sest ,xanthanovych* kul@X1, BX2, BX3, BX4, BX5 a BX6
z padniho vzorku ozngeného jako vzorek B. Tyto kultury ro¥h v podold samostatnych
kultur neprojevily schopnost xanthan rozkladato ami ve snisi. Dale jsme izolovali de-
vatenact ,gellanovych” kultur CG1 — CG19 &dmiho vzorku ozngeného jako vzorek C.
Tyto kultury také neprojevily zadné degrada (inky vaci pouzitému polysacharidu.
Z vysledk Ize fici, Ze kultury nedegradovaly xanthan resp. geltafrz pravédpodobré

vyuzivaly degradini produkty polymei.

Na zaklad téchto vysledk je mozno zdraznit, Ze izolace degrattdch bakterii neni jed-

noducha a bude ji muset byinovana dalSi vyzkumnénnost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

uiozp

EB

MM

MMX
MMG
TYA-GLU
MA

MA - GLU
MA — X
MA -G

G — agar
MPN

DOC

— Ustav inZenyrstvi ochrany Znibb prostedi
— pomnozovaci médium

— mineralni médium

— mineralni médium s xanthanem

— mineralni médium s gellanem
— TYA agar s glukosou

— mineralni agar

— mineralni agar s glukosou

— mineralni agar s xanthanem

— mineralni agar s gellanem

— gellanovy agar

— metoda nejpraypbdobrjSi pastu mikroorganism

— rozpusty organicky uhlik (mg/l)
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