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ABSTRAKT

Tato diplomova prace byla zaméfena na zkoumani rozkladu a vyuzivani sirné téka-
v¢é slouceniny dimethyldisulfidu (DMDS) bakteridlni kulturou Comamonas testosteroni RF
2 za aerobnich podminek. V literarni resersi jsou popsany vlastnosti DMDS, doposud zna-
mé zpusoby jeho odstranéni, jakozto 1 moznosti jeho vyuziti. Vlastni experimentalni vy-
sledky ukazaly, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace DMDS pro bakterialni kulturu RF 2 je
650 mg/l. Z dalsich pokusii bylo potvrzeno, ze bakterie je schopna vyuzivat DMDS jako
jediny zdroj siry. Sledovano bylo také vyuzivani DMDS jako dopliikového zdroje uhliku ¢i
energie, coz se vSak pomoci provedenych testii nepodatilo potvrdit, ackoliv z experimentii
bylo ziejmé, ze DMDS uréitym zptisobem na studovanou bakterii piisobi, nebot’ v testech
bylo pravideln¢ zaznamenavano zvySovani suSiny bun€k v pfitomnosti uréitych ptidavki

DMDS.

Kli¢ova slova: dimethyldisulfid, DMDS, Comamonas testosteroni, acrobni, biofiltr



ABSTRACT

In this master thesis, an examination and utilization of volatile sulphur substance
dimethyl disulfide (DMDS) by bacterial culture Comamonas testosteroni RF2 under aero-
bic conditions was the main objective. The properties of DMDS and known methods for its
removal are described. Outline of possible methods of its utilization follows after. The end
results from experiments indicated that the minimum inhibitory concentration of DMDS
for bacterial culture RF2 is 650 mg/l. Other experiments showed that RF2 bacteriium is
able to use DMDS as the only sulfur source . The utilization of DMDS as an additional
carbon and energy source was monitored as well. Although it was clear from the experi-
ments that DMDS affects studied bacteriium in a certain way (increasing dry cell weight of
growing cells in the presence of DMDS was periodically recorded) the ability of RF2 cells
to utilize DMDS as an additional source of carbon and energy have not been confirmed by

these experiments.

Keywords: dimethyl disulfide, DMDS, Comamonas testosteroni, aerobic, Biofilter
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UvVOD

V soucasné dobé uz neni dbano jen na toxicitu latek, se kterymi se pracuje, ale také
se vice sleduje jejich zapach, nebot’ ¢lovek jiz vyzaduje urCité pohodli. Zapachajici latky
jsou uvolilovany z pramyslovych vyrob, zemédélstvi nebo zpracovani odpadi, ale také jsou
mnohdy piirodniho ptivodu, kde vSak jsou jejich koncentrace fadove nizsi nez v prumyslu.
Mezi tyto latky lze samoziejmé zatadit jakékoliv sirné slouceniny, jejichz zépachy byvaji
velmi specifické 1 pii velmi nizkych koncentracich. Proto se v poslednich letech vypraco-
valo spoustu studii jak tyto latky degradovat nebo eliminovat jejich zapach at’ uz formou
chemickou, fyzikdlni, mechanickou nebo biotechnologickou. Biotechnologicka forma od-
stranéni at’ uz toxickych nebo zapachajicich latek se v soucasnosti zac¢ind vysoce rozvijet a
je to viceméné pozadovany zpisob, protoze jde o vyuziti pfirozenych procesii. Latky, které

timto zpisobem vznikaji, jsou netoxické, vétsinou se jedna o CO, a vodu.

Sirnou slouceninou, kterou jsem se zabyval v této diplomové praci, je dimethyldi-
sulfid (DMDS), je to latka toxicka a siln¢ zapachajici i pfi velmi nizkych koncentracich.
chozich letech, které jako nejvhodné;jsi bakterie k tomuto tcelu urcCily bakterie rodu Thio-
bacillus. V roce 2007 byla popsana bakterie Pseudomonas flourescens, ktera se k odstrang-

ni DMDS hodi jesté vice neZ zminény rod Thiobacillus.

Na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi, byla objevena bakterie, ktera ta-

ké vyuziva DMDS, pozdéji identifikovand jako Comamonas testosteroni RF 2, a ktera byla

vvvvvv

DMDS a jeho vyuzivani je popsan az v této diplomové praci.
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1 DIMETHYLDISULFID (DMDS)

Struktura DMDS: CH; - S-S -CHj;

Obr. 1 Struktura DMDS

1.1 Fyzikalni vlastnosti DMDS

Molekulova hmotnost: 94,2 g/mol
Bod tani: -85 °C

Bod varu: 105 °C
Hustota: 1,046 g/cm’

[1]

1.2 Vlastnosti DMDS

Dimethyldisulfid (DMDS) je pfirozené se vyskytujici sirna tékajici sloucenina, jenz
je charakteristickd ¢esnekovym zapachem i pii velmi nizkych koncentracich.[2] Prahova

koncentrace zapachu ¢ini 0,1 pug / m’.[3]

Jedna se o Cirou, lehce nazloutlou olejovitou hotlavou kapalinu druhé kategorie, kte-
rd patii mezi toxické latky s akutni toxicitou pii vdechnuti 1 oralnim poziti. Toxicka je pie-
devsim, pro nékteré organy jako jsou jatra a ledviny, pfi zasaZeni plic mize byt pfi¢inou
bronchopneumonie. DMDS je chronicky toxicky pro Zivotni prostfedi a muze vyvolat
dlouhodobé neptiznivé podminky v Zivotnim prostfedi. Letalni davka u krys pfi ordlnim

pouziti je stanovena na 300 mg/kg.[1, 2]
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Rizikové H véty pro DMDS:

H225 Vysoce hotlava kapalina a pary.

H302 Zdravi skodlivy pfi poziti.

H319 Zpisobuje vazné podrazdéni oci.

H331 Toxicky pii vdechovani.

H335 Muze zpusobit podrazdéni dychacich cest.

H411 Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi G¢inky.[1]

1.3 Vyskyt DMDS

Dimethyldisulfid se pfirozené vyskytuje ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi tam,

kde dochazi k rozkladu organické hmoty, jakymikoli mikrobidlnimi procesy.[2]

1.3.1 Vznik pFirozenymi procesy

Vyzkumem vzniku DMDS bakteridlnimi procesy se zabyval Scholler a kol., ktefi sle-
dovali zéavislost produkce tékavych sloucenin kulturami gramnegativnich bakterii, jako
jsou Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
liquefaciens a Enterobacter cloacae. Jako ristovy substrat bylo pouZito 50 ml mineralniho
média obohacen¢ho o 1 % citronanu sodného nebo glukosy, které bylo uzavieno v 500 ml
kuzelovitych lahvich za neustalého provzdusinovani a michani pti 30 °C. Pokus byl prova-
dén ptes noc, kdy byly odebirany tékavé metabolity a nasledné analyzovany na GC-FID.
Z vysledkl prace bylo zjisténo, Ze DMDS vznika ptevazné u Pseudomonas putida, P. ae-
ruginosa a E. cloacae. Zajimavym zjisténim bylo, Zze DMDS nevznikal ve vzorcich, kde

byla zdrojem uhliku pouZita glukosa.[4]

Bakteridlni produkci DMDS se také zabyvali Tomita a kol., kterym se povedlo izolo-
vat z aktivovaného kalu 24 druhti bakterii, jenz produkuji DMDS. Ziskané bakterie byly
rozdéleny do ¢ty skupin. Ve skupiné A byly 3 kultury rodu Lactobacillus, ve skupiné B 8
kultur rodu Corynebacterium, do skupiny C byl zafazen jen jeden druh rodu Corynebacte-
rium a do skupiny D néleZelo 12 gramnegativnich bakterialnich kultur rodt Pseudomonas,
Achromobacter a Alcaligenes. Nésledné autofi zkoumali produkci DMDS riznymi kultu-

rami na zivnych ptidach z DL-methioninu a S-methyl-L-cysteinu. Vysledkem bylo zjisténi,
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ze z rodu Pseudomonas nevytvaii DMDS na pouzitych zivnych ptidach pouze P. aerugino-
sa. DMDS tedy vytvati P. acidovarans, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes a P. testoste-
roni. Mezi dalsi producenty DMDS se zatradily Alcaligenes denitrificans subsp. xylooxy-

dans, A. denitrificans subsp. denitrificians, A. faecalis a A. odorant.[5]

Produkce DMDS kompostovanim

Na vzniku sirnych tékavych sloucenin jako je sulfan (H,S), methylmerkaptan, dime-
thylsulfid (DMS), dimethydisulfid (DMDS) a oxid sifi¢ity (SO,), se podileji rozkladné pro-
cesy, které probihaji v rdmci kompostovani tuhého komunélniho, rostlinného a kuchynské-

ho odpadu.

Kompostovanim se zabyvali védci Zhang a kol., ktefi porovnavali 3 zpisoby kom-

postovani a jejich vliv na tvorbu DMDS:
e Kompostovani tuhého komunalniho odpadu ve vrstvé 15 — 80 mm
e Kompostovani kuchyiiského odpadu

e Kompostovani kuchyiiského odpadu + kukuficna stébla

cvwr

plynii a zépachu. Odpad ve vSech tfech zpisobech obsahoval mirné odli$né mnoZstvi vaza-
né siry, v prvnim ptipadé to bylo 0,56 %, ve druhém ptipadé 0,69 % a ve tietim zpisobu
odpad obsahoval 0,61 %. Produkce DMDS vSak nebyla dédna jen obsahem siry
v jednotlivych zpisobech kompostovani. Nejvice DMDS bylo produkovano druhym zpt-
sobem a to kompostovanim samotného kuchynského odpadu, jehoz mnoZzstvi ¢inilo 140,5
mg / kg odpadu. Piiblizné€ polovi¢ni koncentrace DMDS byla vyprodukovana kompostova-
nim komunalniho odpadu ve vrstvé 15 — 80 mm a to 75 mg / kg odpadu. Nejméné¢ DMDS
vzniklo kompostovanim kuchyniského odpadu s kukuficnymi stébly, zjisténd hodnota ¢inila
43,9 mg / kg odpadu.

Zajimavym zjiSténim v této studii byl pravé vliv kukufi€nych stébel na snizeni produkce
zapachajicich latek. Pti pouziti poméru odpadu a kukutfi¢nych stébel 4:1 byl obsah vznika-
jictho DMDS nizsi 0 66,8 % nez u samotného kuchyniského odpadu.[6]

Studii na vznik tékavych sirnych slou¢enin v potravinarském odpadu z kuchyni vypra-

covali Ting Wu a kol. Cilem jejich prace bylo zjistit slozeni té¢kavych sirnych sloucenin
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v prub¢hu aerobniho rozkladu potravinaiského odpadu a mnozstvi téchto sloucenin vznika-

jicich ve stanoveném Casovém intervalu.

Autofi odebirali vzorky z popelnic na sidlistich, pficemz odpad nebyl v popelnicich déle
nez 24 hodin. Odpad se skladal z ovocnych slupek, odfezkli zeleniny, zbytki masa a zka-
zenych jidel. Pro urychleni rozkladu byly vétsi kusy nadrceny na kousky o velikosti 0,5-1
cm. Nasledné byl odpad vysusen pii 60 °C po dobu 48 hodin, a bylo zjisténo, ze suSina
odpadu obsahuje 1,3 g siry na kg odpadu. Pokus byl provadén ve valcovém sklenéném re-
aktoru o objemu 11 litrd, ktery mél zabudovany piivod a odvod vzduchu, na dné reaktoru
byla 5 cm vrstva Stérku a sklenénych vldken. Reaktor byl naplnén 2 kg vysuSeného odpadu
spolu s 50 ml vyluhu z aerobniho rozkladu komunalniho odpadu. Pro zajisténi aerobnich
podminek bylo nutné reaktor provzdusnovat. Poté byly kazdy den odebirdny plynné vzorky
a analyzovany na GC-MS. Méfeni probihalo 41 dnt.

Me¢tenim védci zjistili, Ze ze sirnych t€kavych latek vznikd v potravinovém odpadu nejvice
DMDS a to 309,4 mg DMDS na kg odpadu, pricemz celkova produkce sirnych sloucenin
¢inila 409,9 mg/kg odpadu. Na pocatku byla produkce DMDS minimélni, maximalni pro-
dukce byla mezi druhym a ¢tvrtym dnem, poté produkce prudce klesala a v desatém dnu
byla produkce DMDS nulové, coz pokracovalo az do 41. dne. Védci tedy zjistili, ze
z potravinového odpadu vznika nejvice DMDS a je produkovéan v prvnich 10 dnech od

vhozeni odpadu do popelnice.[7]

Susaya a kol. sledovali vyskyt redukovanych sirnych slouc¢enin ( H,S, DMS a DMDS)
ve vnitinim ovzdus§i v Ansanu v Jizni Koreji. Obsah DMDS v mistnosti byl 0,11 ppb, ob-
sah H,S byl vyssi, a to 0,27 ppb. Celkové autofi zjistili, Ze sirné latky se vyskytuji ve vniti-
nim prostiedi pfirozené a pfispivaji tak k zdpachu zejména v nocnich hodinach v letnich

mesicich.[8]

Dimethyldisulfid nemusi vznikat jen mikrobidlnimi procesy, ale vyskytuje se i
v rostlinach. Dikazem toho je 1 vyskyt v oleji semen rostliny kakostu krvavého[9]. Mezi
dalsi rostliny, které produkuji DMDS, patii i fada sladkovodnich fas a jeho vyskyt byl tak

prokazan ve vodach, kde dochézi k vysokému nartistu sladkovodnich tas.[10]

Vznik DMDS ve vodé zkoumali Lu a kol. Jejich vyzkum spocival ve sledovani znecis-
téné vody, ve kterych dochéazelo k vyraznému ristu fas a sinic a nasledné k eutrofizaci vod.

Autofi porovnavali zneciSténou vodu s pfidavkem aminokyseliny methioninu a samotnou
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znecisténou vodu. V obou pfipadech dochézelo k produkci tékavych sirnych sloucenin
s mirnou dominanci DMDS. Ve vodach s pfidavkem methioninu dochazelo az ke vzniku
tzv. Cern¢ho kvétu, kdy produkce DMDS dosahovala az koncentrace 46,1 mg/l. Ve vodach
bez pridavku methioninu byl obsah DMDS tadoveé nizsi.[11]

Produkce DMDS dribezi

Mezi piirodni producenty zapachajicich sirnych sloucenin lze zatadit i chov drubeze,
ktery ve své studii zkoumali Murphy a kol. S ristem poc¢tu obyvatelstva roste 1 poptavka po
masu a tak je nutné rozSifovat chovy vSech na maso chovanych zvifat v daném ptipadé
driibeze. Rozsifujici chovy s sebou vSak pfinasi i vzrastajici mnozstvi emisi zapachajicich
latek. Zaroven dochazi také ke zptisnéni zakonil o vypousténi emisi téchto latek, coz vedlo

védce ke snaze porozumét vztahu mezi zdpachem a produkci zapachajicich latek.

K méfeni byla vyuzivana metoda plynové chromatografie s hmotnostnim spektromet-
rem (GC — MS). Vzorky plynt byly odebirany z kazdé¢ z péti hal, kde byla dribez ustajena.
Haly byly dlouhé¢ tunely s pfistfeSkem, kde na jednom z koncii byly mechanické vétraky, ze
kterych byly vzorky odebirany. Odebirani probihalo po dobu 35 dnti, vzdy 6 vzorkti mezi 7
a 13 hodinou. Soucasné byla méfena mira zapachu pomoci olfaktometru, ¢imz se zjisti

nejniz$i mozna prahova koncentrace latky, pti které jesté latka zapacha.

(Zapachajicimi latkami se zabyva olfaktometrie a jednotkou zapachu je OUg / m’. Jed-
notka udava mnozstvi odorantu rozptyleného v 1 m’, které vyvola fyziologickou reakci u

respondentl.)

Vysledkem prace bylo zjiSténi, Ze koncentrace DMDS v odebranych vzorcich byla
v rannich hodinach 0,28 pg / m® a v polednich hodinach &inila 0,35 pg / m’. Prahova kon-
centrace pro DMDS je 0,1 pg / m’. Z vysledki autoti usoudili, Ze se zvySujici se teplotou

v pribehu dne se zvySovala produkce pachovych latek.[12]

1.3.2 Antropogenni zdroje DMDS

Mezi antropogenni zdroje vSak patii pfedevsim ty, které jsou uvoliiovany z priimyslo-
vé Cinnosti, kde se DMDS pouZiva pii vyrobé nebo vznikd jako vedlejs$i nezaddouci pro-

dukt.
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DMDS pii odstranéni rtuti

Autofi této studie Asasian a kol. se zabyvali odstranénim rtuti z odpadnich vod. Rtut’
je te€zky kov, vysoce toxicky pro zivotni prostiedi a je nutno ji odstraiiovat. K tomu slouzi
adsorpce na aktivnim uhli, pro zvysSeni ucinnosti se vSak pridavaji k aktivnimu uhli sirné
slouceniny. Dfive byly hojné¢ pouzivany sulfany a sulfidy alkalickych kovi nebo kyselina
sirova. Mezi nové sumarizacni ¢inidlo patii dimethyldisulfid, ktery obsahuje vysoké mnoz-

stvi siry az 68 hmotnostnich % a je hojné vyuZzivan i v jinych primyslovych procesech.

Autofi porovnavali plisobeni modifikovaného aktivniho uhli obohaceného o DMDS a
o sulfid uhlicity (sirouhlik). Domnivali se hned od poc¢atku, ze DMDS bude G¢innéjsi nez
sulfid uhlicity, jelikoz v DMDS je sira vdzana jen jednoduchou vazbou, kdezto v sulfidu
uhli¢itém dvojitou.

Modifikace aktivniho uhli probihala tak, ze se aktivni uhli ponofilo na 48 hodin do
roztoku DMDS za stalého tiepani pti 30 °C. Adsorpce rtuti modifikovanym uhlim trvala 72
hodin. Z vysledki prace je patrné ze DMDS je uc¢inngjsi nez sulfid uhlidity, a to priblizné
1,5 krat. Oproti samotnému aktivnimu uhli bylo aktivni uhli modifikované DMDS ut¢inné;j-

§i dvojnasobné.[13]
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2 DEGRADACE A VYUZiVANI DMDS BAKTERIEMI

2.1 Degradace DMDS bakterii Pseudomonas fluorescens (kmen 76)

Jak jiz bylo popsano vyse DMDS je velmi zapachajici latka, kterd je zaroven toxicka
pro vSechny organismy a je nutné ji odstraniovat. Nejlepsim zptisobem odstranéni DMDS a
latek podobné povahy je biodegradace. Jiz diive byly znamy metabolické pochody pii vyu-
zivani DMDS bakterii Thiobacillus thioparus, Pseudonocardia asaccharolytica a Pseudo-
nocardia sulfidoxydans. Tyto bakterie vyuzivaji DMDS jako jediny zdroj uhliku, ale Spatn¢
rostou pti vysokych koncentracich DMDS. [1, 14, 15, 16]

Degradaci DMDS se zabyvali Takashi a spol., kteti vybrali 8 mikroorganismd, u nichz
predpokladali tuto schopnost. Pfipravili zivné médium, kde jedinym zdrojem uhliku byla
glukéza a zdrojem siry DMDS. Kultivace probihala pfi 30 °C za neustalého tfepani
v uzaviené nadobé¢. Identifikace mikrobakterii probihala fotometricky, kmen 76 byl obje-
ven v UV oblasti pfi 254 nm. Tento kmen byl identifikovan taxonomickou charakterizaci a

sekvenéni analyzou proteint jako Pseudomonas fluorescens.

Naslednou analyzou pomoci GC-FID zjistili, Ze kmen 76 je schopen vyuzivat DMDS
jako jediny zdroj siry, avSak nepatifi mezi methanotrofy protoZe neroste na DMDS a slou-
¢eninach obsahujici chlor, pokud jsou tyto slou€eniny jedinym zdrojem uhliku. Do této
doby byly znamy pouze mikroorganismy methanotrofni, které vSak nemély pfili§ velkou
odolnost viic¢i vysokym koncentracim DMDS, jenZ nerostly na koncentracich vysSich nez
188 mg/l DMDS. Kmen 76 ukazal vysokou odolnost a rostl pfi koncentracich vys$sich nez
851,5 mg/l. Na zékladé¢ téchto zjiSténi autofi usoudili, Ze kmen 76 metabolizuje DMDS a

ma dvoji fyziologickou roli, a to rozklad DMDS a asimilaci siry v ném obsaZené.

Zavérem prace bylo zjisténi, Ze kmen 76 diky vysoké odolnosti viici DMDS a jeho vy-

uzivani jako jediného zdroje siry je vhodny pro pouziti k biodegradaci DMDS.[17]

2.2 Chemicka degradace DMDS

Chemické degradaci se vénovali Dallago a spol., ktefi ve své praci popisuji rozklad
DMDS Fentonovou reakei, ktera spoc¢iva v reakci DMDS s peroxidem vodiku za ptidavku
soli zeleza. Studie se vénuje porovnani degradaci samotnym peroxidem vodiku, ktery se

vyuzival jiz diive, a Fentonovou reakci. K pokusu autofi vyuzili standardni komer¢ni
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DMDS, ktery byl nasledné extrahovan na pevnou fazi. Roztok DMDS byl rozdé€len do tii
fad injekénich lahvicek po 20 ml, v kazdé lahvicce bylo 10 ml vzorku, pficemz v prvni
fadg, byl samotny DMDS, ve druh¢ fadé byl DMDS s pfidavkem 30% peroxidu vodiku a
ve tieti fad¢ bylo vyuzito Fentonové reakce, kdy byl k 30 % peroxidu vodiku pfidan roztok
siranu zeleznatého. Cilem prace tedy bylo zjistit maximalni degradaci DMDS s co nejniz-

S$imi ptidavky peroxidu vodiku a siranu Zeleznatého za rtiznych teplot a pH.

Prvni fada lahvicek byla vyuzita k vytvoreni modelu, ze kterého autofti zjistili spolehli-
vost metody pies 95 %. Vysledkem prace bylo zjisténi, Ze maximalni degradace DMDS
v roztoku se samotnym peroxidem vodiku po 30 minutach v roztoku s pH 3 a teplotou
60°C dosahovala 59,7 %. Degradace DMDS Fentonovou reakci se ukazala jako mnohem
ucinnéjsi nez samotnym peroxidem vodiku a dosahovala, az 95 %. Reakce probéhly uzZ po

10 minutach pii pH 3 a teploté 60 °C.[18]
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3 DMDS JAKO INHIBITOR QUORUM SENSING

Quorum sensing je biochemicky systém, ktery umoznuje mezibunécnou komunikaci
bakterialnich bunék a jejich koordinované chovani. Mnoho druhti bakterii pouziva quorum

sensing ke koordinaci své genové exprese v zavislosti na mistni hustoté jejich populace.

Tomuto tématu se vénovali Chernin a kol. Exprese fenotypovych charakteristik u
gramnegativnich bakterii, jako je naptiklad bioluminiscence, tvorba biofirmu, produkce
faktort virulence, exoenzymii, antibiotik a pigmenti je Casto regulovana bunécnou husto-
tou prostiednictvim signalnich latek, coz jsou u gramnegativnich bakterii derivaty N-acyl-
homoserin laktonu. Naproti tomu maji né€které mikroorganismy schopnost degradovat sig-
nalni latky urcitych bakterialnich druhti, coz je oznacovano jako quorum quenching. Quo-
rum quenching je tak dileZitym mechanismem soutéze mezi bakteriemi, kde mlze zvy-

hodnit jeden bakteridlni druh pied druhym.

Autofi prace vychazeli z faktu, Ze systém guorum sensing byl jiZ popsan u mnoha
druhii rhizobakterii, které se vyskytuji v rhizosfére, tedy v oblasti kofeni rostlin. Cilem
jejich prace bylo popsat tékavé organické latky, které produkuji rhizobakterie, a které se
podileji na interakci mezi rostlinami a fytopatogennimi mikroorganismy. U rhizobakterial-
nich té¢kavych organickych latek bylo prok4zano, Ze inhibuji mikrobidlni rostlinné patogeny
a mohou tak vyvolat systémovou rezistenci rostlin, ¢imz podporuji jejich rast. Autofi pro-
kazali, Ze t€kavé latky produkované rhizosférickymi kmeny Pseudomonas fluorescens B-
4117 a Serratia plymuthica 1C1270 drasticky potlacuji rist patogennich bakterii rodu 4g-
robacterium a jsou tedy dulezité pfi potlatovani nemoci ,,crown gall®, postihujici rajcata.
Z vyzkumu bylo ziejmé, Ze je mozné potlacit signaly quorum sensing u n¢kolika patogen-

nich bakterii, jejichZ N-acyl-homoserin laktonové derivaty byly jiZ charakterizovany.

Jak autofi zjistili, hlavni produkovanou tékavou latkou kmene Serratia plymuthica
IC 1270 je DMDS, proto byla tato latka testovana na aktivitu quorum quenching. Uginek
DMDS byl testovan do koncentrace 200 uM, coz odpovida 18,84 mg/l. Inhibice systému
20 uM (0,942 — 1,884 mg/l), nejvice zietelnd vSak byla pfi koncentracich 50 — 100 uM
(4,71 — 9,42 mg/l). Ke zjisténi, zda pozorovand inhibice quorum sensing t€kavymi organic-
kymi latkami ucinkuje v disledku potlaceni produkce N-acyl-homoserin laktonu nebo

v dtsledku inaktivace jiz vytvofenych molekul N-acyl homoserin laktonu, byly provedeny
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série pokust s modelovymi kulturami bakterii, a to s P. chlororaphis 449 a P. aeruginosa
PAOI, znichz byly po kultivacich ziskavany ethyl acetatové extrakty. Tyto kultury byly
pestovany na tfech agarech: na agaru s pritomnosti t€ékavych organickych latek emitova-
nych S. plymuthica 1C1270, na agaru s DMDS a na agaru bez ptidavku (kontrolni ¢isty
agar). Extrakty ziskané z kultury rostoucich v pfitomnosti DMDS (50 umol = 4,71 mg/l) a
v pfitomnosti t€kavych organickych latek z S. plymuthica IC1270 ukazaly, ze k tvorb¢ sig-

nalnich latek, které by byly schopny indukovat quorum sensing, vlibec nedoslo.

Vysledky tedy celkové ukazaly, ze pozorovany ucinek (quorum quenching) téchto té-
kavych organickych latek a konkrétn€ DMDS je disledkem potlaceni schopnosti patogen-

nich bakterii vyrabét N-acyl-homoserin lakton a ne jeho pfimou inaktivaci.[19]
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4 ODSTRANOVANI DMDS A PODOBNYCH LATEK V
BIOFILTRECH

Dimethyldisulfid stejné jako fadu jinych podobnych latek Ize odstraiiovat pomoci bio-

filtr s vhodnou naplni a vhodnym kmenem bakterii toto odstranéni umoziujici.

4.1 Biofiltrace tékavych organickych sloucenin siry

Jak jiz bylo vySe popsano, t¢kavé organické sirné slouCeniny vznikaji anaerobnim i
aerobnim rozkladem organické hmot. Tyto procesy probihaji jak v pfirodé€, tak ptimo ve
meéstech, napt. v kanalizaci, v primyslovych objektech zpracovavajicich ropu, papir, uhli,
olej a pfi fad¢ dalSich chemickych procest. V nékterych procesech se DMDS pouziva

ucelng, v jinych vznika jako nezaddouci odpadni produkt.

Zvlaste v primyslovych procesech, kdy koncentrace téchto latek ptresahuji tnosnou
mez, je zapotiebi jejich odstranéni. Biofiltry k tomuto slouzici musi mit téméf 100 % - ni

ucinnost, jelikoZ pachové koncentrace sirnych latek jsou velmi nizké.

Utinnost biofiltru zkoumali Caceres a kol. V préaci autofi zkoumali vliv sirovodiku
(H2S) na pH biofiltru, kdy dochazi ke sniZovani pH a tim vznikaji neptiznivé podminky
pro pouzité bakterie Thiobacilus thioparus a nedochazi tak k poZadovanému rozkladu me-
thylmerkaptanu, dimethylsulfidu (DMS) a dimethyldisulfidu. Tento problém byl autory
vyfeSen dvéma biofiltry za sebou zapojenych v sérii, kdy v prvni fazi acidofilni bakterie
odstrani vétSinu H,S a ve druhé fazi jsou teprve odstranovany methylmerkaptan, DMS a
DMDS. Biofiltr byl provozovan v ustaleném stavu za konstantniho tlaku a teploty, kyslik
byl pfitomen v nadbytku, aby nedochazelo k nedostatku Zivin. Na povrchu nosice biofiltru

byl vytvoten biofilm skladajici se prevazné z T. thioparus.

Poté se autofi snazili dadvkovat rizné koncentrace sirovodiku, aby zjistili, zda nedo-

chézi k velkym zménam pH, jelikoZ oxidaci sirovodiku vznika kyselina sirova:
H,S +2 O, — H,SOq4

Pt nulové koncentraci sirovodiku doslo k vyraznému sniZeni mnozstvi DMDS azZ na
10 % piivodni koncentrace, pficemz z poc¢atku ubyvalo mnozstvi DMDS rychleji, postupné
dochazelo ke zpomaleni. P¥i koncentraci sirovodiku 5 g siry / m’h bylo odstranéno piibliz-

né& 20 % DMDS, pii 50 g S / m’h se zachytilo 30 % a pfi 150 gS / m’h cca 38 % DMDS. U
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nejvyssi koncentrace H,S byl prubéh biofiltrace DMDS téméf linedrni. Z vysledkt je tedy

patrné, ze sirovodik ma vyrazny vliv na odstranéni DMDS v biofiltrech.[20]

V jiné studii vénujici se biofiltrim se autofi Cabrol a kol. zabyvali odolnosti biofiltra
na zmény Vv pfitoku zachytdvanych latek. Biofiltry jsou schopné reagovat na mensi zmény,
ale autofi se zaméfili na vyrazné zmény zpusobené poruchami. K pokusu pouzivali 4
sloupcové biofiltry o vnitinim priiméru 15 mm a vysce 230 mm naplnéné smrkovou na-
Stépkovanou kirou, 2 biofiltry byly vyuzity pro experiment a 2 jako slepé vzorky. Vyska
napln¢ byla 150 mm, pfi¢emz, byly v plasti vyvrtany sondy pro odbér plynu ve vysce 0, 30,
60, 90, 120 a 150 mm. Do biofiltru byla kontinualné pfivadéna smés emisi vznikajicich
kompostovanim obsahujicich amoniak a tékavé organické latky (VOC), véetné DMDS.
Experiment spo&ival v davkovani amoniaku o koncentraci 21,3 mg/m® a VOC 4,9 mg/m’.
Zkoumany byly reakce na zvySeni koncentrace 2 — 44 krat ve dnech 42, 58, 91, 121, 169 a
224. Kazdy Sok byl pouzit tehdy, kdyZ byl biofiltr v ustadleném stavu a trval 6 dntl, nez byla

znovu ustalena pivodni koncentrace.

Vysledkem pokusu bylo zjisténi, Ze biofiltr 1 pfi Sokovych zménéach koncentraci ne-
ztratil svoji funk¢nost, prestoze se tékavé organické latky dostavaly do nizsi polohy biofil-
tru, tam vSak byly uspésné zachytavany a nedochézelo k jejich tiniku. Po 6 dennim ustaleni
dochazelo opét k zachytavani VOC a NHj jiz v horni Casti a biofiltr nadéle pracoval sprav-

n&.[21]

Soupramanien a kol. testovali odstranéni tékavych sirnych sloucenin véetné DMDS
v tekutém mineralnim médiu, které bylo nao¢kovano aktivovanym kalem z Cistirny odpad-
nich vod s obsahem sirnych slou¢enin. Koncentrace sirnych latek ¢inila 100 pg/l vzduchu,
ktery byl probublavan rychlosti 100 ml/min mineralnim médiem. Po sérii testl zjistili, Ze
pii pH 7 a pH 5 dochdzelo k uplnému odstranéni DMDS. Pti pH 3 a pH 1 bylo odstranéni
DMDS jen okolo 20 %. Naslednou elektroforézou v gradientovém denaturacnim gelu a
sekvenaci byly zjistény dominantni mikroorganismy, pii pH 7 to byl Thioalcalibacter a pti

pH 5 Dyella.[22]
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S BAKTEIE COMAMONAS TESTOSTERONI RF 2

Rod Comamonas je charakteristicky rovnymi nebo mirné¢ zakiivenymi gramnegativ-
nimi tyCkami, které se vyskytuji jednotlivé nebo po dvou. Pohybuji se pomoci svazku po-
larnich bicikt, uvniti bunék dochazi k akumulaci poly-p- hydroxybutyratu. Jsou to striktné
aerobni, nefermentujici, chemoorganotrofni, oxidaza a kataldza pozitivni. Dobie rostou na
médiich, kterd obsahuji organické kyseliny, aminokyseliny nebo peptony. Neprodukuji

flurescentni pigmenty, vétSinou nevyuzivaji sacharidy.
C. testosteroni
e vyskytuje se v pudé, ptivodné se nazyval Pseudomonas testosteroni

e rozklada: toluen, etylbenzen, 2-,3-a 4-chlorfenol, 4-sulfofenol, nitrofenol, notroben-

zen, p-toluensulfonat, 3-chloranilin a 3,4-dichloranilin.[23, 24]
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6 DOSAVADNI VYLSEDKY ZISKANE NA FT UTB

6.1 Vysledky studentské a diplomové prace V. Hutécky

Uplné prvni zminku o DMDS najdeme v odborné praci V. Huté¢ky, ktery pii mikro-
bialnim rozkladu trichloretylenu chromatografickou analyzou objevil v Sestnacté minuté

zédznamu neznamou latku, kterou pomoci GC-MS identifikoval jako DMDS.[25]

Vzniku DMDS se vénoval V. Hutécka i ve své diplomové praci, ve které popisuje, ze
DMDS nesouvisi s pfitomnosti trichloretylenu a je produkovan bakteriemi pfirozenym
zptisobem. Autor se jesté¢ vénoval izolaci bakteridlnich kmenti, schopnych DMDS odstra-
novat. Izolaci ziskal 5 mikrobidlnich kultur, pfi¢emz nejvyssi schopnost degradace DMDS

vykazovala bakterie pozdéji identifikovana jako Comamonas testosteroni.[26]

6.2 Vysledky diplomové prace B. Valové

Dalsimi pokusy vénujicimi se dimethyldisulfidu se ve své diplomové praci zabyvala
B. Valova, na jejiz praci navazuje i tato diplomova prace. Autorka provedla n¢kolik testi,
jako zkouska ristu Comamonas testosteroni RF2 na DMDS jako na jediném zdroji uhliku
a energie, ktery pfinesl negativni vysledek se zavérem, Ze bakterie RF neni schopna vyuzi-

vat DMDS jako jediny zdroj uhliku a energie.

Dale byly provedeny dva testy sledovani vyuzivani DMDS jako zdroje siry. Kultiva-
ce byla provadéna v kompletnim minerdlnim mediu a bezsirném minerdlnim mediu,
z vysledkll bylo patrné, Ze bakterie C. testosteroni RF2 vyuzivd DMDS jako zdroj siry.

Tento pokus byl proveden 1 v ramci této diplomové prace.

Dal$im provadénym testem bylo sledovani produkce formaldehydu kulturou RF2 pfi
degradaci DMDS, z jehoz vysledk je patrné, ze formaldehyd rozkladem DMDS nevznika.
Také bylo testovano, zda kultura RF2 neni schopna formaldehyd vyuzivat jako riistovy

substrat, nasledné vysledky byly negativni.

Autorka dale stanovovala toxicitu DMDS pro kulturu RF2. Z vysledkd je zietelné, Ze
koncentrace 200 mg/l nema na bakterie jesté¢ zadny vyrazny vliv, koncentrace 300-400 mg/1
zpomaluji rast bakterii a jako minimalni inhibi¢ni koncentrace byla zjiSténa koncentrace

500 mg/l DMDS.[27]
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II. PRAKTICKA CAST
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7 POUZIVANE CHEMIKALIE, ROZTOKY, ZIVNA MEDIA,
BAKTERIALNI KULTURY A PRISTROJOVE VYBAVENI

7.1 Pouzivané chemikalie, roztoky a Zivna média

7.1.1 Zasobni roztok citronanu sodného

Bylo pfipraveno 100 ml roztoku citronanu sodného navdzenim a rozpusténim 11,407
g v destilované vodé. Nasledné bylo pomoci HCI upraveno pH z 9,55 na 7,85. Poté byla

provedena sterilizace v autoklavu pti 120 °C po dobu 25 minut.

7.1.2 Kompletni mineralni médium (KMM)

Nejprve byly ptipraveny roztoky jednotlivych soli: Roztok A (KH>PO4 9,07 g/l), roz-
tok B (Na,HPO, . 12 H,0 23,9 g/1), MgS0,4.7 H,O (10 g/1), Fe(NH4)2(SO4),.6 H,O (3 g/1),
CaCl,.2H,0 (1 g/l), NH4C1 (30 g/l) a NaCl (50 g/).

Na ptipravu 100 ml mineralniho média bylo pouzito:

Destilovand voda 85 ml
Roztok A (KH,PO4 9,07 g/1000 ml dest. vody) 2 ml
Roztok B (Na;HPO4.12H,0 23,90 /1000 ml dest. vody) & ml
MES 04 THoO (10 /D) 1,0 ml
Fe(NH4)2(S04)2.6Ho0 (B /D) e 1,0 ml
CaClo. 2HoO (1 @ D) 1,0 ml
NHACT (B0 /D) 1,0 ml
NACL (50 @) 1,0 ml
Roztok stopovych prvK 0,2 ml

MnSO4.5H,0 (CiStY) o 0,043 g/l

HiBOo (0a.) e 0,057 g/l

ZnSO4.TH20 (P-Q) o 0,043 g/1

(NH4)6M07024.4H20 (p.a.) oo 0,037 g/l
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Co(NO;3),.6H,0 (p.a.) 0,025 g/l

CuS04.5H,0 (&isty) 0,040 g/l

7.1.3 Bezsirné mineralni médium (BMM)

Nejprve byly ptipraveny roztoky jednotlivych soli: Roztok A (KH,PO4 9,07 g/l), roz-
tok B (Na,HPO4.12H,O 23,9 g/l), MgCl,.6H,0O (8,25 g/1), FeCl;.6H,O (2,5 g/),
CaCl,.2H,0 (1 g/1), NaCl (25 g/1), NH4C1 (30 g/1).

Na ptipravu 100 ml mineralniho média bylo pouZito:

Destilovana voda 85 ml
Roztok A (KH,PO4 9,07 g/1000 ml dest. vody) 2ml
Roztok B (Na,HPO4.12H,0 23,90 g/1000 ml dest. vody) & ml
MEC.6HoO (8,25 @/1) 1,0 ml
FeCl3.0HoO (2,5 @) 1,0 ml
CaCla.2HoO (1 @) 1,0 ml
NHUC B0 /) 1,0 ml
NACL 2 &1 o 1,0 ml
Bezsirny roztok stopovych prvka 0,2 ml

MG 0,035 g/l

H3BO2 (D) e 0,057 g/l

InCly (DY) 0,028 g/1

(NH4)sM07024.4H0 (p-a.) o] 0,037 g/l

Co(NO3)2.6HoO (p.a.) ] 0,025 g/l

CuCla.2HoO 0,027 g/l
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7.1.4 TYA agar

Nejprve bylo rozpusténo 2,1 g suSeného zakladu (Himedia) ve 100 ml destilované vo-
dy. Poté byl obsah sterilizovan v autoklavu po dobu 30 minut pii 115 °C. Nakonec byl agar

ochlazen a rozlit do Petriho misek.

7.1.5 Sabouraudiv agar

Nejprve bylo rozpusténo 5,9 g suseného zakladu (Imuna) ve 100 ml destilované vody.
Poté byl obsah sterilizovan v autoklavu po dobu 30 minut pii 115 °C. Nakonec byl agar

ochlazen a rozlit do Petriho misek.

7.1.6 Standardni roztok DMDS

Do 10 ml odmérné baiiky se zabrusovou zatkou bylo nepipetovano 9,8 ml methanolu.
Bylo nutné nechat odpatit methanol ze stén nad ryskou. Poté byla banka s metanolem zva-
Zena na 5-mistnych vahach a nasledné ptidano 20 ul DMDS pfimo do methanolu, poté opét
byla bailka opét zvazena, doplnéna po rysku a ihned uzaviena a dokonale promichéana.

Koncentrace DMDS ¢inila 2,057 g/1.

7.1.7 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipravovan rozpusténim 8,5 g NaCl v 1 1 destilované vody a

nasledné sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 2 hodin.

7.1.8 Zasobni vodny roztok DMDS (ZVR DMDS)

Byl pfipraveny nasyceny roztok DMDS v destilované vodé¢ o koncentraci 2,5 g/l, ktery
byl skladovan v chladnicce pii 5 °C.

7.1.9 Fosfatovy pufr

Fosfatovy pufr byl pfipraven smichdnim 2 ml roztoku A (KH;PO4 9,07 g/1) a 8 ml roz-
toku B (Na,HPO4.12H,0 23,9 g/1) ve 100 ml destilované vody.
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7.2 Popis pouzivanych mikrobialnich kultur

7.2.1 Comamonas testosteroni RF

Byla pouzivana kultura Comamonas testosteroni RF 2, ziskana v ptfedchozich DP vy-

pracovanych na FT UTB ve Zlin¢ a ulozena pii -80 °C v mikrobiologické laboratoii FT.

7.3 Pristrojové vybaveni

. Plynovy chromatograf HP 5890
. Koncentrator LSC 2000

. Integrator

. Analyzator uhliku 5000 A

. UV/VIS Spektrofotometr

. Asepticky box

. Asepticky box

. Centrifuga MR 23i

. Elektricka susarna

. FElektricka susarna

. Elektricka pec LAC mikro Therm 825

. Chladnicka

. Chladnicka

. Laboratorni vahy

. Laboratorni vahy

. Ttepacka T 22

. Ttepacka GFL 3020

. Mikroskop Olympus

. Mikroskopicka komtrka Cyrus II

. Fotoaparat OLYMPUS

(Hewlett Packard, USA)
(Tekmar, USA)
(Hewlett Packard, USA)
(Schimadzu, Japonsko)
(UNICAM UV 500)
(Telstar Bio — I1 — A, Spanélsko)
(PMV)
(Jouan, Francie)
(MORA,CR)
(Chirana, CR)
(LAC, CR)
(Ardo, CR)
(Zanusi)
(Sartorius)
(Adventurer Pro)
(Autocentrum Praha, CR)
(CR)
(Japonsko)
(Meopta, CR)

(Japonsko)
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. Vzorkovnice Sample Vials (Supelco, USA)
40 ml vialky uzaviené silikonovymi septy s teflonovou f6lii a Sroubovatelnymi uza-
very

. Vzorkovnice (Supelco, USA)

120 ml lahvicky uzaviené silikonovymi septy s teflonovou folii a Sroubovatelnymi

uzaveéry
. Mikrodavkovac plynotésny — 10, 50, 100 a 200 pl (Hamilton, USA)
. Mikropipety (HT, Polsko)
. Autoklav (VARIOKLAYV, Némecko)
. Autoklav (SANO clav, Némecko)
. pH metr (Waterproof)

. Termostat (BT 120)
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8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 Stanoveni toxicity DMDS na rostouci buiikky Comamonas testostero-

ni RF2

Principem testu byla kultivace bakteridlni kultury RF 2 v minerdlnim médiu
s roztokem citronanu sodného o koncentraci 300 mg/l jako organickym substratem a

s odstupnovanymi koncentracemi DMDS v rozsahu 300 mg/l az 1 g/l.

Do 18 vialek bylo asepticky napipetovano 10 ml MM s roztokem citronanu sodného,
do kazdé bylo pridano 50 ul suspense Comamonas testosteroni RF2 (2. st. McFarlandovy
stupnice) a mnozstvi DMDS uvedené v Tab. 1. Kultivace probihala pii 25 °C ve tmé na
rotacni tiepacce pti 100 ot/min, s rezimem pohybu 15 minut pohyb / 15 minut klid. Vyhod-
noceni spocivalo ve vizualnim sledovani zékalu v intervalu 2, 7, 14 dni, na konci testu bylo

provedeno vyockovani vybranych vialek na TY A agary pro zjisténi pieziti bunéck.

Tab. 1 Rozpis davkovani DMDS do vialek

Koncentrace DMDS Davkovani DMDS
Vialka

[mg/1] [ui]
1,2 0 0
3,4 300 3.3
5,6 400 4.4
7,8 500 5,5
9,10 600 6,6
11,12 700 7,7
13,14 800 8,8
15,16 900 9,9
17,18 1000 11

Test byl zopakovan pro upfesnéni koncentraci, podle vysledkl predchoziho testu by-

ly vybrany nasledujici koncentrace DMDS popsané v Tab. 2:
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Tab. 2 Rozpis davkovani DMDS s pfesnéjsimi koncentracemi

Vialka Koncentrace DMDS Davkovani DMDS

e/ (1]

1,2 0 -
3,4 500 55
3,6 550 6.05
7,8 600 6.6
9,10 650 7,15
11,12 700 77
13,14 750 825

8.2 Stanoveni toxicity DMDS na rostouci buiniky E. coli

Tento test byl provadén obdobné jako u urceni toxicity DMDS na bakterii RF 2,
principem byla kultivace bakterie E. coli v minerdlnim médiu s glukézou o koncentraci 250
mg/l a tryptonem o koncentraci 50 mg/1 jako organickymi substraty s odstupniovanymi kon-

centracemi DMDS v rozmezi 200 mg/l az 1 g/I.

Do 20 vialek bylo asepticky nepipetovano 10 ml MM s glukosou a tryptonem, do
kazdé bylo ptfidano 50 pl suspense E. coli (2. st. McFarlandovy stupnice) a nize uvedené
mnozstvi DMDS popsané v Tab. 3. Kultivace probihala pii 25 °C ve tm¢ na tfepacce. Vy-
hodnoceni bylo provedeno za 2, 7, 14 dni vizualng, na konci testu vyockovani vybranych

vialek na TY A agary pro zjiSténi pfeZiti bunék.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Tab. 3 Rozpis koncentraci DMDS pro urceni toxicity na E.coli

Vialka Koncentrace DMDS Davkovani DMDS

[me/1] [w]

1,2 0 5
3,4 200 %
5,6 300 33
7,8 400 4
9,10 500 55
11,12 600 6.6
13,14 700 77
15,16 800 38
17,18 900 99
19,20 1000 11

8.3 Sledovani ristu bakterie C. testosteroni na DMDS jako zdroji siry

Test byl provadén v 54 vialkach, které byly rozdéleny do 3 sérii. V prvni sérii bylo
kompletni mineralni médium s pfidavkem citronanu sodného o koncentraci 500 mg/l, ve
druhé sérii bylo pouzito bezsirné¢ mineralni médium s ptidavkem citronanu sodného o kon-
centraci 500 mg/l a ve treti sérii bylo pouZito bezsirné mineralni médium s citronanem
sodnym o koncentraci 500 mg/1 a ptidavkem DMDS o koncentraci 25 mg/l. Do vSech via-
lek bylo nadavkovano 50 pl suspenze RF 2 (2. st. McFarlandovy stupnice). Rozpis davko-

vani je uveden v Tab. 4.

Kultivace probihala stejné jako v predchazejicich pokusech, vzorky byly priib&zné

odebirany a méteny zakaly na UV/VIS spektrofotometru pii 600 nm.

Tab. 4 Rozpis davkovani do vialek pro stanoveni vyuzivani siry

. (. Koncentrace
. Mineralni . Koncentrace
Vialka . ae citronanu
médium DMDS [mg/1]
[mg/1]
1-18 KMM 500 -
19 - 36 BMM 500 -
37 -54 BMM 500 25
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8.4 Vyuzivani DMDS jako dopliikového zdroje uhliku

Do 12 sterilnich plynotésnych lahvicek se septy bylo asepticky plnéno 20 ml mine-
ralniho média, citronan sodny, suspenze RF 2 podle 2. st. McFarlandovy stupnice a DMDS.

Podrobny popis pouzitych koncentraci je popsan v Tab. 5:

Tab. 5 Rozpis davkovani pro test vyuzivani DMDS jako zdroje uhliku

Lahev Mineralni Koncentrace Koncentrace Suspenze
médium citronanu [mg/1] DMDS [mg/1] RF 2 [pl]
1-4 KMM 300 - 20
5-8 KMM 300 150 20
9-12 BMM 300 150 20

Inkubace probihala 48 hodin ve tmé na tfepacce, po inkubaci bylo z kazdé¢ 1ahve ode-
brano 20 pl suspenze s naslednym mikroskopovanim a pocitdnim bun€k v komirce Cyrrus
II. Zbytek suspenzi byl odstfedén na odstiedivce po dobu 12 minut, teploté 4 °C a 20000 g.
Nasledné byl opatrné odlit supernatant a tercik bunék byl rozmichan ve 20 ml fosfatového
pufru, opét nasledovalo odstfedéni, sliti supernatantu a znovu promichani s pufrem. Po
odstfedéni byla kazda suspenze opét promichéana s fosfatovym pufrem a mikropipetou bylo
odebrano 5 ml, které byly davkovany do porcelanovych, pfedem vyzihanych a schladlych
kelimkt. Kelimky byly poté vysuseny pii 105 °C po dobu 3 hodin a nasledovalo vychlad-

nuti v exsikatoru a stanoveni susiny.

8.5 Vyuzivani DMDS jako doplitkového zdroje uhliku se stanovenim
miry odstranéni DMDS
Tento test probihal podobné¢ jako ptedchozi, kdy do 16 sterilnich plynotésnych lahvi-

¢ek se septy bylo davkovéano 20 ml MM, citronan sodny, suspenze RF 2 podle 2. st. McFar-
landovy stupnice a DMDS, dle nésledujiciho rozpisu v Tab. 6.
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Tab. 6 Rozpis davkovani pro test vyuzivani DMDS jako zdroj uhliku se stanovenim

miry odstranéni DMDS
Lahev Mineralni Koncentrace Koncentrace Suspenze
médium citronanu [mg/1] DMDS [mg/1] RF 2 [pl]
1-4 KMM 300 - 20
5-8 KMM 300 50 20
9-12 KMM 300 150 20
13-16 KMM 300 300 20

Inkubace probihala 48 hodin, ve tmé na tfepacce, poté byly na mikroskopu pocitany
buiky a opét stanovena suSina biomasy obdobn¢ jako v piredchozim pokusu. Oproti pted-
chozimu pokusu byly u 3. série lahvi, tedy v 1dhvich s koncentraci DMDS 150 mg/l, méte-
ny koncentrace DMDS na plynovém chromatografu. Nutné bylo také ptipravit dalsi 3 ldhve
s 20 ml destilované vody a pfidavkem DMDS o koncentraci 150 mg/I pro zjiSténi vstupni

koncentrace DMDS. Tyto lahve byly nechany pies noc na tfepacce.

8.6 Vyuzivani methanolu jako zdroje uhliku a jako zdroje energie

Do sterilnich plynotésnych 12 lahvi bylo ddvkovano 20 ml mineralniho média, sus-
penze RF 2 podle 2. st. McFarlandovy stupnice, citronan sodny a methanol, dle nasleduji-

ciho rozpisu.

Tab. 7 Rozpis davkovani pro test vyuzivani methanolu

Lahev Mineralni Koncentrace | Koncentrace meta- | Suspenze
médium citronanu [mg/1] nolu [mg/1] RF 2 [pl]
1- KMM 300 - 20
5- KMM 300 150 20

Nasledovala 48 hodinova inkubace ve tmé na tfepacce. Po inkubaci bylo opét u vSech
lahvi provedeno mikroskopovani s po¢itdnim bunék v komirce Cyrrus II. VSechny vzorky
byly opét odstfedény a buiiky promyty, u sérii 1 a 2 byla stanovovéna susina obdobn¢ jako
u ptedchozich pokusi, u vzorkl ze série 3 byl odebran supernatant, u kterého byl na analy-

zatoru uhliku Shimadzu stanovovan DOC. Nutné bylo pro kontrolu pfipravit 3 slepé vzor-
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ky, kdy bylo smichano 20 ml destilované vody a davkovan methanol o koncentraci 200

mg/l. Po kratkém protiepani byla i u téchto vzorkt stanovovana koncentrace DOC.

8.7 Sestaveni kalibra¢ni krivky DMDS

Me¢teni probihalo na plynovém chromatografu Hewlett Packard s detektorem elektro-
nového zachytu (ECD), pro zkoncentrovani vzorku byl vyuzit koncentrator Tekmar vyuzi-
vajici metodu Purge and Trap. Do stripovaci nadobky koncentratoru bylo davkovéano 5 ml
destilované vody s odstupiiovanymi mnozstvimi DMDS. Koncentrace, které byly zvoleny,
se pohybovaly od 8 pg/l do 411 pg/l DMDS. Na zaklad¢ vysledka ploch ziskanych pikt
DMDS byla sestrojena kalibracni kiivka a koncentrace DMDS v méfenych pokusnych

vzorcich byly v priab&hu prace vypocitavany podle ni.

Rovnice kalibra¢ni kiivky: y = 101 414 150x> + 2 608 083x + 170 874
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9 VYSLEDKOVA A DISKUZNI CAST

9.1 Stanoveni toxicity DMDS na rostouci buiitky Comamonas testostero-

ni RF2

Prvnim testem, ktery byl proveden, bylo posouzeni toxicity DMDS na buiiky bakterie
RF 2. Test probihal v kompletnim minerdlnim médiu s piidavkem citronanu sodného o
koncentraci 300 mg/l a odstupnovanymi koncentracemi DMDS. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. 8

Tab. 8 Vysledky toxicity DMDS na kulturu RF 2

. Koncentrace Riist bunék po
Vialka 1 DMDS [mg/l] [~ 3 gnech 7 dnech 14 dnech
1,2 0 ++ ++ ++
3,4 300 + ++ ++
5,6 400 + n +
7,8 500 - + ++
9,10 600 - n +
11,12 700 - - -
13,14 800 - - -
15,16 900 - - -
17,18 1000 - - -

Vysvétlivky:
- zakal nevytvoren (bez rlstu)
+  slaby zakal (slaby riist)
++ vytvoren zakal (riist bun¢k)

Z vysledkli uvedenych v Tab. 8 bylo patrné, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace
DMDS lezi mezi 600 a 700 mg/l. Soucasné bylo v pribehu pokusu ziejmé, ze jiz pii kon-
centraci 500 mg/l dochdzi ke zpomaleni ristu bakterii, oproti riistu pii nulové koncentraci
DMDS. Pro ovéfeni vysledkl byly suspense z vialek o koncentracich 0, 500, 600, 700 a
800 mg/l DMDS pieockovany na TYA agar.
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Tab. 9 Vysledky pireockovani suspenzi na TY A agar

Miska Koncentrace DMDS [mg/]] Rist

0
500
600
700 -
800 -

|+ +

N AW DN -

Vysvétlivky:
- nedochazelo k rustu
+ rust kultury

Vysledky uvedeny v Tab. 9 ukazaly, ze k rustu bakterii dochazelo jesté pti koncent-
raci 600 mg/l, kdezto pii koncentraci 700 mg/I byly jiz veskeré bunky ve vialkdch mrtvé a

tedy koncentrace 700 mg/I ptedstavuje baktericidni koncentraci.

Pro upfesnéni ziskanych vysledki byl pokus opakovéan, a to s mensimi rozestupy

koncentraci DMDS. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10:

Tab. 10 Vysledky pokusu toxicity DMDS na C. festosteroni

] Koncentrace Riist bunék po

Vialka  pmDs [mg/1] 2 dnech 7 dnech 14 dnech
1,2 0 ++ ++ ++
3,4 500 - + ++
56 550 - + +
7,8 600 - - +
9,10 650 - - -

11,12 700 - - -

13, 14 750 - - -

Vysvétlivky:
- zakal nevytvoten (bez ristu)
+ slaby zékal (slaby rust)
++ vytvoren zédkal (rst bunék)

Z tabulky je patrné, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace, zcela v souladu s pfedcho-
zim testem, je skutecn€ 650 mg/l, nebot’ pii této koncentraci nedochazelo k zddnému ristu

kultury RF 2. Podobn¢ test ukazal, Ze pti koncentracich 500, 550 a 600 mg/1 jiz dochazelo
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ke zpomaleni ristu. Pro ovéfeni vysledki byly suspenze z koncentraci 0, 550, 600 a 650
pfeockovany na TYA agar pro ovéfeni preziti bunék. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici

tabulce:

Tab. 11 Pfeockované suspenze na TYA agar

Miska Koncentrace DMDS Rist
[mg/1]

0
550
600
650 -

+|+]+

B W N -

Vysvétlivky:
- nedochazelo k rustu
+  rust kultury

Tyto vysledky ukazaly, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace DMDS pro Comamonas

testosteroni RF 2 je soucasné i minimalni baktericidni koncentraci.

9.2 Stanoveni toxicity DMDS na rostouci buiniky E. coli

Tento test probihal obdobné jako pfedchozi a byl proveden pro srovnani citlivosti
studované bakterie s béZznou a dokonale popsanou gramnegativni bakterii Test probihal
v kompletnim minerdlnim médiu s ptidavkem glukézy a tryptonu jako organickymi sub-
straty a pfidavkem DMDS s odstupiiovanymi koncentracemi. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. 12.
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Tab. 12 Vysledky pokus toxicity DMDS na E.coli

Vialka Koncentrace Riist bunék po
DMDS [mg/l] | 2 dnech 5 dnech 7 dnech
1,2 0 ++ ++ ++
3,4 200 ++ ++ ++
5,6 300 ++ ++ ++
7,8 400 + ++ ++
9,10 500 + ++ ++
11,12 600 + ++ ++
13,14 700 + + ++
15,16 800 + + ++
17,18 900 - + +
19, 20 1000 - + +
Vysvétlivky:

- zakal nevytvoten (bez ristu)

+ slaby zakal (slaby rtst)

++ vytvoren zdkal (rhst bunék)

Vysledky, které jsou popsany v Tab. 12, ukazuji, Ze se nepodafilo zjistit minimalni

inhibi¢ni koncentraci, nebot’ ta ¢ini vice nez 1000 mg/1. U koncentraci 900 a 1000 mg/1 jiz

vSak dochazelo k mirnému zpomaleni rastu. Pro kontrolu byly vzorky s koncentracemi 0,

800, 900 a 1000 vyockovany na TYA agar, pro potvrzeni rlistu inokulované kultury (a ne

pfipadné kontaminace).

Tab. 13 Vockovani suspenzi E. coli na TYA agar

Miska

Koncentrace DMDS

[mg/l]

Ruist

0

800

900

B W N -

1000

++[+]+

Vysvétlivky:

- nedochazelo k rustu

+  rust kultury
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Podle vysledkti z Tab. 13 lze konstatovat, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace

DMDS pro bakterie E. coli je vyssi nez 1000 mg/1.

9.3 Sledovani rustu bakterie C. testosteroni na DMDS jako zdroji siry

Test byl provadén ve ttech sériich, ptficemz v prvni sérii bylo zdrojem siry kompletni
mineralni médium, ve druhé sérii bylo pouzito bezsirné mineralni médium, kdy byly soli
siry nahrazeny chloridy a jedinym zdrojem siry byl DMDS. Ve tfeti sérii nebyl vyuzit zad-
ny zdroj siry. Na rozdil od podobnych test Valové (2004) byl tento test proveden za pohy-
bu vialek na tfepacce, a tedy za podminek obvyklych u podobnych mikrobiologickych tes-
ti. Cilem bylo i ovéfeni schopnosti studované kultury vyuzivat DMDS po 10 letech ucho-
vavani pti -80 °C. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 14:

Tab. 14 Vysledky testu vyuzivani DMDS jako zdroje siry

Cas KMM BMM DMDS

M1 A1 | A2 | Apim | A1 | A2 | Apaw | Al A2 Aprim.
0 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
3 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00 | 0,000 | 0,000
5 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00 | 0,000 | 0,000
9 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0002 | 0,002

21 0,066 | 0,059 0,063 0,034 | 0,024 0,029 0,104 0,122 0,113

25 0,093 | 0,086 0,090 0,036 | 0,045 0,041 0,197 0,167 0,182

28 0,157 | 0,185 0,171 0,049 | 0,036 0,043 0,193 0,186 0,190

33 0,158 | 0,146 0,152 0,043 | 0,044 0,044 0,182 0,192 0,187

48 0,145 | 0,152 0,149 0,005 | 0,008 0,007 0,179 0,171 0,175

51 0,126 | 0,119 0,123 0,005 | 0,006 0,006 0,160 0,165 0,163
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Obr. 2 Vyuzivani DMDS kulturou RF 2 jako jediny zdroj siry

Z Obr. 2 je patrné, ze lagova faze trvala ptiblizné do 10. hodiny kultivace, poté doslo
k nartistu u vSech vzorkl. Nejvetsi narast nastal u bunék vyuzivajicich DMDS, maximalni
nartst byl zaznamenan mezi 27. a 28. hodinou. Vyrazny narist byl zaznamenan také u
vzorkl, kde bylo zdrojem siry vyuzito samotné mineralni médium (obsahujici sirany), tam
maximalni narist byl pfiblizn€ ve 28. hodiné. Nepatrny nartist nastal také vzorki bez jaké-
hokoliv zdroje siry, coz bylo nejspise zptisobeno tvorbou zasob, které si bakterie vytvoftila
jesté pred vlastnim testem, pii predkultivaci na Sabouradové agaru. Lze tedy na zaveér
usoudit, ze bakterie Comamonas testosteroni je schopna vyuzivat DMDS jako jediny zdroj

siry a Ze ji tento zdroj umoZiluje o néco rychlejsi rist nez sirany.

9.4 Vyuzivani DMDS jako dopliikového zdroje uhliku

Jak jiz popsala ve své diplomové praci Valova, kultura RF 2 neni schopna vyuZzivat
DMDS jako jediny zdroj uhliku, proto byly provedeny testy na zjiSténi, zda je kultura
schopna DMDS vyuzit alespoii jako doplitkovy zdroj uhliku, pfi ristu na jiném organickém
substratu. Testy byly provadény v kompletnim a bezsirném mineralnim médiu s piidavkem

DMDS o koncentraci 150 mg/l, koncentrace citronanu sodného ¢inila 300 mg/l. Inkubace
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trvala 48 hodin, poté bylo provedeno mikroskopovani s po¢itdnim bunék a nasledné stano-

vena suSina narostené biomasy. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 15:

Tab. 15 Sus$ina bun¢k po 48 hodinach v lahvickach

Mineralni KMM KMM + DMDS BMM + DMDS
médium g/l
0,2412 1,1396 0,3896
0,2427 1,0765 0,3727
0,2021 1,5707 0,4785
0,2467 1,4176 0,3359
%] 0,2332 1,3011 0,3942

1,4
1,2 -
1 -
® KMM + CiNa
0s B KMM + CiNa + DMDS
I = BMM + CiNa + DMDS
2
%)
>
[ 0,6 -
0,4 -
0,2 -

Obr. 3 Susina bunék po 48 hodinach v lahvi¢kach

Hodnoty zjisténé v tomto testu, které jsou uvedené v Tab. 15, a taktéZz zndzornény
na Obr. 3, byly velmi ptfekvapujici. Byly vSak spiSe nepravdépodobné, vzhledem ke kon-
centracim pouzitych substratii. Bylo malo pravdépodobné, ze by ptidavek DMDS vyvolal
tak vyrazné navySeni biomasy bunék, teoreticky bylo mozno uvazovat jen o zvySeném
pfijmu anorganickych slozek minerdlniho média. Bylo také provedeno pocitani bunék, je-

hoz vysledky jsou v Tab. 16:
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Tab. 16 Pocitani bunék pfi stanoveni susiny

Mineralni médium

KMM

KMM + DMDS

BMM + DMDS

Pocitani bunék v komiirce Cyrrus I1

6 16 8
7 20 11
9 19 10
7 18 12
o 7,2500 18,2500 10,2500
Pi‘epocet na ml 5,8.107 1,4.10° 8,2.107

Z vysledkl pocitani bunck také nebylo zjisténo, pro¢ nastal u KMM s DMDS tak

vyrazny narust.

Proto byl test opakovan a byly u néj po kultivaci provedeny dalsi dopliujici testy,

jako jsou Neisserovo barveni buné€k, pro zjisténi pfitomnosti polyfosfatli, a mikroskopovani

bun¢k ve fazovém kontrastu, ke zjisténi zda nevznikaji sirné granule. Tyto oba testy vSak

byly u nasledného pokusu negativni, zato vSak vysledky stanoveni biomasy v pokusu jiz

odpovidaly mnozstvi pouzitych substrati a bylo mozné je povazovat za realné. Vysledky

opakovaného testu jsou uvedeny v Tab. 17:

Tab. 17 SuSina bunék po 48 hodinach v lahvickach — opakovany test

Mineralni KMM KMM + DMDS BMM + DMDS
médium g/l
0,1533 0,3133 0,2133
0,1733 0,2733 0,1133
0,2333 0,3333 0,1533
0,2133 0,3133 0,2733
(] 0,1933 0,3083 0,1883
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0,35
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B KMM + CiNa
0,25 A B KMM + CiNa + DMDS

@ BMM + CiNa + DMDS

Susina [g]

0,1 7

0,05 1

Obr. 4 Susina po 48 hodinach — opakovany pokus

Z Tab. 17 a Obr. 4 je patrné, ze v kompletnim mineradlnim médiu bylo pfiblizn€ stejné
mnozstvi susiny bun¢k jako v bezsirném minerdlnim médiu s DMDS. V kompletnim mine-
ralnim médiu s DMDS vsak byl zaznamenan nartst susiny, z ¢ehoz bylo usuzovano, ze

bud’ dochazelo ke spotiebé uhliku z DMDS nebo k vyuziti energie v ném vazané.
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Obr. 5 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa

Obr. 6 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa a DMDS
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Na Obr. 5 a Obr. 6 je vidét porovnani vyrostenych bun¢k v kompletnim mineralnim
médiu bez DMDS a s DMDS. Mnozstvi bunék v KMM s DMDS je vyrazné vyssi nez bez
DMDS. Vysledky pocitani bunék jsou popsany v Tab. 18.

Tab. 18 Pocitani bunék v opakovaném testu

Mineralni médi- KMM KMM + DMDS | BMM + DMDS
um Pocitani bunék
6 16 9
7 14 7
7 15 8
5 16 7
o 6,2500 15,2500 7,7500
Pi-epocet na ml 5.10 1,2.10° 6,2.10

Po spocitani bun¢k a prepocteni na ml bylo nejvétsi mnozstvi v kompletnim mineral-
nim médiu s DMDS. Zajimavosti je, Ze pocet bunék v BMM s DMDS byl vys§i nez

v samotném KMM, piestoze susina byla nepatrn¢ vyssi pravé v KMM.

9.5 Sestaveni kalibra¢ni krivky DMDS

Pro stanoveni mnozstvi DMDS v pokusu 9.6 Vyuzivani DMDS jako dopliikového
zdroje uhliku se stanovenim miry odstranéni DMDS, bylo nutné si stanovit kalibra¢ni kiiv-
ku DMDS na plynovém chromatografu Hewlett Packard. Kalibrace byla stanovovana dva-
krat, na podzim roku 2013, kdy po dobu tii tydnl probihalo méfeni, ze kterého vSak nebylo
mozné pouzit zadné vysledky, kviili poruse koncentratoru Tekmar. Dalsi stanoveni probi-
halo aZ na jate 2014, kdy se jiZz podafilo sestavit celou kalibracni kiivku. Prace spocivala
v piipravé standardu, jehoZz koncentrace ¢inila 2,057 g/l, a nasledném fedéni standardu, kdy
byla pouzita fedéni 2,5x, 5x, 10x, 20x a 50x. Z kazdého z ptipravenych standardl byl dav-
kovén plynotésnym dédvkovacem 1ul do 5 ml destilované vody v davkovaci, ktery byl poté
nadavkovan do stripovaci nadobky koncentratoru. Poté byly zaznamenéany plochy jednotli-

vych pikt, které jsou pro aktualni koncentrace DMDS popsany v Tab. 19:
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Tab. 19 Namétené hodnoty pro sestaveni kalibracni kiivky
Redéni S [1] ¢ |¢PMDS
pg/l
Netfedéné | 17783168 | 20150560 | 18212800 | 18702400 | 17246464 | 18419078 | 411,4
2,5% 2959506 | 3500398 - - - 3229952 164,6
5x 1524617 1235020 1061382 - - 1273673 82,3
10x 427055 421170 420242 - - 422822 41,1
20x 276013 237171 231035 - - 248073 20,6
50x 153843 145006 - - - 149425 8,2

Z ploch pikt a koncentraci DMDS u jednotlivych roztokl byla sestrojena kalibra¢ni

ktivka a vytvofena rovnice regrese, oznacena na Obr. 7.
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Obr. 7 Kalibra¢ni kiivka a rovnice regrese

Kalibra¢ni kiivka na obrazku vykazuje polynomicky charakter se stoupavou ten-

denci, coZ je zpiisobeno detektorem ECD. Hodnota R* = 0,9998 ukazuje, Ze kalibrace byla

provedena spravne.

Rovnice kalibraéni kiivky: y = 101 414 150x” + 2 608 083x + 170 874
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9.6 Vyuzivani DMDS jako dopliikového zdroje uhliku se stanovenim
miry odstranéni DMDS
Tento test byl provadén ve Ctyfech sériich lahvi¢ek v kompletnim mineralnim médiu
s koncentraci citronanu sodného 300 mg/l, pfiCemz jednotlivé série se liSily pouze

v koncentraci DMDS. Rizné koncentrace DMDS byly pouzity pro prokdzani vlivu DMDS
na kulturu RF 2. Vysledky jsou popsany v nésledujici tabulce:

Tab. 20 Susina bunék v testu s riiznymi koncentracemi DMDS

Koncentrace 0 50 150 300

DMDS o/l
SuSina bunék [g/]]

0,0667 0,0066 -0,1734 0,0866

0,0266 0,0466 -0,0534 0,1266

0,0466 0,0266 -0,0934 -0,0134

-0,0334 0,1666 -0,0134 0,0466

9] 0,0266 0,0616 -0,0834 0,0616

Vysledky uvedené v Tab. 20 nebyly reprodukovatelné a v pritbéhu pokusu doslo
k chybé, bakterie narostly velmi slabé. Pokus byl proto opakovan, avSak vysledky opako-
vaného pokusu byly obdobné. Proto bylo usouzeno, ze bakterie Comamonas testosteroni
J1Z po nékolikanasobném pieockovani na TYA agaru urCitym zpiisobem zménila své vlast-
nosti, bylo tedy nutné vyockovat Cerstvou kulturu z mraziciho boxu. Vysledky pokusu

s Cerstvou kulturou jsou uvedeny v Tab. 21:

Tab. 21 SuSina bunék v testu s riznymi koncentracemi DMDS — opakovany pokus

Koncentrace 0 50 150 300
DMDS g/l
Sus$ina bunék [g/1]
0,06 0,10 - 0,14
0,10 0,12 - 0,16
0,02 0,10 0,12 0,16
0,02 0,10 0,12 0,14
14 0,0500 0,1050 0,1200 0,1500

Dle vysledkti z Tab. 21, 1ze konstatovat, Ze Cerstva bakterie rostla, ale vysledky byly

opét nereprodukovatelné, vzhledem k vyraznym vykyvim suSiny bunc€k v lahvickach



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

v ramci stejné série. Tyto vykyvy byly zplsobeny odlévanim supernatantu po centrifugaci,
kdy dochézelo k odliti i ¢asti bun¢k. Test musel byt tedy opakovan poctvrté s obdobnym
postupem, jen s rozdilem ve zplsobu odebirdni supernatantu pomoci pipety, aby nedocha-

zelo k odtoku bunék. Vysledky testu jsou uvedeny v Tab. 22:

Tab. 22 Susina bungk z testu s riznymi koncentracemi DMDS — ¢tvrty pokus

Koncentrace 0 50 150 300
DMDS g/l
Susina bunék [g/1]

0,1550 0,1950 0,2950 0,595

0,1350 0,2350 0,3550 0,715

0,1150 0,2150 0,3150 0,635

0,1350 0,1950 0,3150 0,615

0 0,1350 0,2100 0,3200 0,6400
SMODCH 0,0141 0,0166 0,0218 0,0456
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Obr. 8 Susina bunék v testu s riznymi koncentracemi DMDS

Z Tab. 22 a Obr. 8 je patrné, Ze zvySujici se koncentrace DMDS vedla k nérGstu su-

Siny bunék. Modfe oznaceny sloupecek v grafu oznacuje pouzité KMM s citronanem sod-
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nym bez ptidavku DMDS, v ¢erveném sloupecku byl pfiddn DMDS o koncentraci 50 mg/1,
ziskana susina Cinila 0,21 g/l. V zelen¢ oznaceném sloupecku byla pouzita koncentrace
DMDS 150 mg/1, vysledn4 suSina buné€k zde byla 0,32 g/1. U posledniho fialového slou-
pecku byla pouzita koncentrace 300 mg/l1, susina zde ziskana byla stanovena na 0,64 g/I,

coz je dvojnasobek nez u koncentrace 150 mg/1.

Tab. 23 Pocitani bun€k pro test s riznymi koncentracemi DMDS

0 50 150 300
¢ omos [me/1] Potitani bunék

6 10 13 14

5 8 11 16

8 9 14 15

5 11 12 16
(%} 6,0000 9,5000 12,5000 15,2500
PFepotet na ml 4,8.10° 7,6.10° 1.10° 1,2.10°

P o .=

Obr. 9 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa bez DMDS
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Obr. 10 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa s DMDS 50 mg/1

Obr. 11 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa s DMDS 150 mg/I
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Obr. 12 Bakterie vyrostené v KMM s CiNa s DMDS 300 mg/1

Z Tab. 23 a Obr. 9 — 12 je patrny pocet bun¢k, vyrostenych v mineralnich médiich s
odstupiiovanymi koncentracemi DMDS. Jak bylo zjisténo ze suSiny bunék, se zvySujici se
koncentraci dochazi ke zvySeni poctu bunék, ptestoZze pocet bunék zcela neodpovida
mnozstvi zjisténé susiny, coz muize byt zptsobeno velikosti bun¢k, které jsou pfi vyssich

koncentracich vétsi, jak je vidét na jednotlivych obrazcich.

U série vzorku s koncentraci 150 mg/1 bylo provedeno métfeni na plynovém chro-
matografu pro zjiSténi zbytkového DMDS po nartistu buné€k pfi kultivaci. Také byla zmé-
fena pocatecni koncentrace DMDS. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 24:

Tab. 24 Zmétené mnozstvi DMDS na plynovém chromatografu

Nefedéné
s[1 G |lcowns[mgll
[] DMDS[ g ] CDMDS[mgII]
Vstupni koncentrace | 5,0.01 | 591350 | 250428 |285019,7| 0,0231 115,5
DMDS
VVSt“p“I'):\‘/‘I’;;e“"ace 737043 | 638833 | 698628 |691501,3| 0,0599 149,75
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Vysvétlivky:
S — plocha piku

¢ pmps — koncentrace DMDS [mg/1]

Rovnice 1 Rovnice kalibra¢ni kiivky

y =101414150x> +2608083x + 170874

Rovnice 2 Dosazena rovnice kalibra¢ni kiivky

S =101414150c” +2608083c +170874

Rovnice 3 Vypocet vstupni koncentrace DMDS

ax* +bx+c=0

101414150x” +2608083x + (170874 —285019) = 0

VD = b ~[4ac]

JD =./2608083° —[4*(101414150)* (170874 — 285019)] = 7287370,55

_=bxJD _ _-2608083+7287370.,55
2a : 2*101414150

X =0,0231mg/1

Rovnice 4 Vypocet vystupni koncentrace DMDS

ax’ +bx+c=0

101414150x +2608083x + (170874 — 691501) = 0

VD = - [4ac]

VD = /26080837 —[4*(101414150)* (170874 — 691501)] = 14764751,12

~b+D _ _ ~2608083+14764751,12
2a ! 2%101414150

=0,0599mg/1

X =

V Tab. 24 jsou uvedeny zmétené plochy pikl na plynovém chromatografu, u vstup-
nich koncentraci bylo ddvkovano do 5 ml destilované vody 1 pl vzorku DMDS o koncent-
raci 150 mg/l v destilované vodé&. U vystupni koncentrace byly davkovany do 5 ml destilo-
vané vody 2ul vzorku. Z vysledki je patrné, Ze ziskana koncentrace po dvoudenni inkubaci

byla dokonce o néco vyssi nez na poc¢atku testu, coz ukazuje, ze studovana bakterie DMDS
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ve skutec¢nosti za téchto podminek nespotfebovava. Neni jednoduché najit vysvétleni pro
tyto vysledky, né€kolik pfedchazejicich pokust ukéazalo, Ze za piidavku DMDS dochézi ke
zvyseni susiny bun¢k, avsak analytické vysledky stanoveni DMDS neprokézaly jeho roz-
klad. Teoreticky Ize uvazovat o sorpci DMDS na rostouci bunky Comamonas testosteroni
RF 2 nebo vlivu DMDS na jejich vlastnosti, napt. v piijmu ¢i vylu€ovani anorganickych
latek (ptipadn€ kombinaci téchto jevil), které by mohly vést ke zvySovani susiny bunék,

prokazani takovych procest se vSak jiz vymykalo predpokladané naplni této DP.

9.7 VyuzZivani methanolu jako zdroje uhliku a jako zdroje energie

S ohledem na vysledky ptfedchozich pokusti a paralelné s predchazejicim testem, a
snaze pochopit, jakym zptisobem, je DMDS vyuzivan bakteriemi C. testosteroni, bylo uva-
Zovéno, Ze pti vyuziti siry v ném obsaZené a nasledné oxidaci, mize z koncovych methylo-
vych skupin vznikat methanol, byl proveden test na vyuzivani methanolu. Test probihal
obdobné jako ptedchozi testy, kdy bylo pracovano se tfemi sériemi lahvicek, ve vSech lah-
vickach bylo pouzito minerdlni médium. V prvni sérii byl jako rlstovy substrat vyuzit cit-
ronan sodny o koncentraci 300 mg/l, ve druhé sérii byl stejné jako v prvni vyuzit citronan
sodny o stejné koncentraci s pfidavkem methanolu o koncentraci 150 mg/l. Ve tieti sérii
byl jako ristovy substrat vyuZzit pouze methanol o koncentraci 200 mg/l. U prvni a druhé
série byla stanovovana suSina bunék, u série 3 byla métena koncentrace DOC. Test musel
byt proveden dvakrat, jelikoZ prvni pokus, vzhledem ke zméné vlastnosti bakterii po né€ko-
likanasobném pieockovani, nebyl reprodukovatelny. Test byl tedy opakovan a jeho vysled-

ky jsou uvedeny a popsany v Tab. 25:

Tab. 25 SuSina bungk pfi vyuzivani methanolu

Koncentrace 0 150
methanolu g/l

Susina bunék [g/1]

0,1500 0,1600

0,1300 0,2000

0,1300 0,1600

0,1400 0,1400

9] 0,1375 0,1650
SMODCH 0,0087 0,0218
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0,2000

0,1800 - B KMM + CiNa
W KMM + CiNa + MOH

0,1600 -

0,1400 ~

0,1200 -

0,1000 -

0,0800 -

Susina bunék [g/I]

0,0600 T

0,0400 T

0,0200 A

0,0000

Obr. 13 Susina bunék pfi vyuzivani methanolu

Z vysledk, jez jsou uvedeny v Tab. 25 a znazornény na Obr. 13, bylo zjisténo, Ze
bakteridlni suspense méla vyssi obsah suSiny ve vzorku, kde byl jako doplitkovy substrat
vyuzit methanol, coZ naznacuje, Ze bakterie je patrn€ schopna vyuZivat methanol jako zdroj
energie. Pro zjisténi, zda bakterie vyuziva methanol i jako jediny zdroj uhliku byl proveden
ristovy test a vyhodnocen stanovenim DOC, pomoci analyzatoru uhliku Shimadzu. Tento
test byl proveden u tfeti série vzorki, ke kterym byly jesté pfipraveny vzorky s pocatecni

koncentraci methanolu. Vysledky méfeni jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tab. 26 Vysledky métfeni koncentrace uhliku

DOC [mg/l]
)
Vstupni koncent- 75.71 76,92 73.31 - 75,313
race
VYS‘“P;‘;:?“C"““ 74,24 73,72 75,25 75,45 74,665

Vysledky uvedené v Tab. 26 ukazuji, ze koncentrace uhliku se ve vzorcich v prubé-
hu kultivace prakticky nezménila, ¢imz lze fici, Ze bakterie neni schopna vyuZivat metha-

nol jako zdroj uhliku.
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Obr. 14 Fotografie bunék v KMM bez methanolu
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s T

Obr. 15 Fotografie bunék v KMM s metanolem

Na Obr. 14 a 15 jsou zaznamenany fotografie bun¢k v kompletnim médiu bez
methanolu, resp. s methanolem. Na Obr. 15 je vidét pon¢kud vyssi nartist bun¢k v suspensi
s citronanem a metanolem proti suspensi jen s citronanem, coz je v souladu se stanovenim

susin.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit moznosti odbouravani a vyuzivani dime-
thyldisulfidu (DMDS) bakterialni kulturou Comamonas testosteroni RF 2. Nejprve byla
zkoumana toxicita DMDS na bunky této bakterie, kdy bylo pouzito rozmezi koncentraci
DMDS od 0 do 1000 mg/l v mineralnim médiu. Pro kulturu RF 2 byla zjisténa minimalni
inhibi¢ni koncentrace DMDS 650 mg/l, coz byla zaroveil i minimalni baktericidni koncent-
race. Obdobnym zplisobem, pro srovnani, byla stanovovéna toxicita na bakterii E. coli, kdy
byly taktéz zvoleny koncentrace DMDS od 0 do 1000 mg/l. Timto testem se vSak minimal-
ni inhibi¢ni koncentraci nepodafilo zjistit, avSak pii vysSich koncentracich jiz dochéazelo ke
zpomaleni ristu bun¢k, bylo tedy uzavieno, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace DMDS pro

E. coli je vy$$i nez 1000 mg/1.

DalSim provadénym testem bylo vyuzivani DMDS kulturou RF 2 jako zdroje siry.
Tento test byl jiz popsan v DP B. Valové, avSak s tim rozdilem, Ze byly zménény podmin-
ky kultivace a to kultivaci na tfepacce. Cilem tohoto testu bylo také ovéfit, zda kultura RF
2 je schopna vyuzivat DMDS jako zdroj siry po 10 letech ulozeni pfi -80 °C. Z vysledk je
patrné, Ze bakterie RF 2 je schopna vyuzivat DMDS jako zdroj siry a je dokonce schopna o
néco rychleji rlst, neZ pfi vyuZivani sirani obsaZenych v kompletnim mineralnim médiu.
Nepatrny narast kultury byl zaznamenan i1 v mineralnim médiu bez jakéhokoliv zdroje siry,

coz ukazuje na tvorbu zasob touto bakterii.

Déle bylo zkouméno vyuzivani DMDS jako doplitkového zdroje uhliku. Tento po-
kus musel byt zkouman dvakrat, jelikoz vysledky prvniho pokusu byly nejen velmi prekva-
pujici, ale vzhledem k mnozZstvi pouzitych substratl i nepravdépodobné. Test byl tedy opa-
kovéan sjiz realnymi vysledky, které naznacovaly, ze dochdzi ke spotfebé uhliku nebo

energie v DMDS obsaZené.

Vzhledem k vysledkiim pfedchoziho testu byl proveden test na vyuziti DMDS jako
doplitkkového zdroje uhliku s uré¢enim miry spotiebovani DMDS. Tento pokus musel byt
op¢t nekolikrat opakovan diky zméné vlastnosti bakterie po nékolikandsobném pieockova-
ni na TYA agaru. Test byl reprodukovatelny az na ctvrty pokus, ve kterém vysledky ukéaza-
ly, Ze se zvySujici se koncentraci DMDS dochézi k vét§imu nartistu suSiny bunék. Pro po-
tvrzeni predpokladi, byla zméfena i1 spotteba DMDS bakteriemi C. testosteroni na plyno-

vém chromatografu. Vysledkem tohoto méfeni vSak bylo, Ze kultura RF 2 DMDS nespo-
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ttebovava a mnozstvi DMDS bylo ve vzorcich dokonce vyssi na konci testu, nez na jeho
pocatku. Tyto vysledky se obtizné vysvétluji, je vSak mozné, ze DMDS néjakym zplisobem
ovliviiuje vlastnosti bakterie C. testosteroni, napt. v piijmu ¢i vylu¢ovani anorganickych
latek, jez by mohly vést ke zvySovani susiny bunék. Jinym teoretickym vysvétlenim jevu je

adsorpce DMDS na rostouci buiiky studované kultury.

Doplitkovym testem, ktery byl v rdmci DP proveden, bylo vyuzivani methanolu ja-
ko zdroje uhliku a jako zdroje energie pro bakterii RF 2. Tento test ukazal, Ze kultura RF 2
neni schopna vyuzit methanol jako zdroj uhliku, avSak pfi ristu na citronanu dochazi pti
soucasné pritomnosti methanolu k mirnému narastu suSiny bunék, tedy k obdobnému jevu,

jako pfi jejim ristu na citronanu s ptitomnosti DMDS.

Vysledky této diplomové prace potvrdily vyuzivani DMDS bakterii Comamonas
testosteroni RF 2 jako zdroje siry, avSak testy na ovéfeni vyuzivani této latky jako dopln-
kového zdroje uhliku vyvolaly spiSe dalsi otazky a ve snaze pochopit jakym zplisobem

DMDS tuto bakterii ovliviiuje, bude zapotiebi provést fadu dalSich zkoumani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DMDS

DMS

GC - MS

GC-FID

VOC

KMM

BMM

ZVR DMDS

MM

UV/VIS

TOC

ECD

CiNa

SMODCH

Dimethyldisulfid.

Dimethylsulfid.

Plynovy chromatogram s hmotnostnim detektorem.
Plynovy chromatogram s plamenoioniza¢nim detektorem
Tékavé organické latky

Kompletni mineralni médium

Bezsirné mineralni médium

Zakladni vodni roztok dimethyldisulfidu

Mineralni médium

Ultrafialova/viditelna oblast

Celkovy organicky uhlik

Elektroionizacni detektor

Citronan sodny

Smérodatna odchylka
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