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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na ovéfeni vyskytu bakterii schopnych vyuzivat resorcinol
pii nizkych teplotach ve vnéjSim prostiedi. Nejprve byl studovan bakterialni kmen 10AZS,
diive izolovany z poto¢ni vody, ktery byl schopen rozkladat resorcinol jako jediny zdroj
uhliku a energie. Kultura byla charakterizovana jako grampozitivni nefermentujici bakterie
ty¢inkovitého tvaru. Déle byly testovany razné koncentrace resorcinolu a fenolu, které byla
tato kultura schopna vyuzivat, pfi¢emz nejlepsi rast pfi 8§ °C byl zaznamenan
pii koncentracich resorcinolu 250 a 375 mg/l a pfi koncentracich fenolu 375, 500
a 750 mg/l. V dalsi ¢asti prace se ze 17 vzorkii povrchovych vod i aktivovaného kalu
podafilo ziskat celkem deset mikrobidlnich kmend se schopnosti riistu na resorcinolu
pfi 8 °C. Jednalo se o osm gramnegativnich bakteridlnich kmenti s butikami kokovitého
¢i ty¢inkovitého tvaru a dva kmeny kvasinek. Prace tak ukazala, ze vyskyt mikroorganismi

s uvedenou ristovou schopnosti neni ve vnéj$im prostiedi nijak ojedinély.

Kli¢ova slova: resorcinol, bakterie, rust

ABSTRACT

The study aimed to investigate the presence of bacteria capable of utilizing resorcinol
at low temperatures in the environment. Firstly, the bacterial strain 10AZS, previously
isolated from stream water, was examined. This strain demonstrated the ability to degrade
resorcinol as the sole source of carbon and energy. The strain was characterized
as gram-positive, non-fermenting, rod-shaped bacteria. The different concentrations
of resorcinol and phenol that the culture was able to use were also tested, revealing optimal
growth at 8 °C with resorcinol concentrations of 250 and 375 mg/l, and phenol
concentrations of 375, 500, and 750 mg/l. In the subsequent phase of the study,
ten microbial strains capable of growing on resorcinol at 8§ °C were obtained
from 17 samples of surface water and activated sludge. These included eight
gram-negative bacterial strains with cocci or rod-shaped cells, along with two yeast strains.
The study showed that microorganisms with the mentioned growth capability are not

uncommon in the external environment.

Keywords: resorcinol, bacteria, growth
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UvVOD

Neustale rostouci lidska aktivita je spojena se vzristem nejriznéjSich sloucenin,
které¢ se do Zzivotniho prostiedi dostavaji primyslovou ¢i jinou antropogenni ¢innosti.
Nekteré z téchto sloucenin jsou zcela cizorodé, jiné se blizi nebo jsou identické tém
ptfirodnim. Neékteré z nich pfedstavuji environmentdlni hrozby z hlediska jejich toxicity
¢1 Skodlivosti a mnohé mohou negativné ovlivnit ekosystémy a biodiverzitu. Je tedy

nezbytné hledat u¢inné mechanismy pro odstranéni takovych latek z prostiedi.

Vyznamnym cinitelem rozkladu vétSiny organickych latek ve vnéjSim prostiedi jsou
mikroorganismy. Poznavani mikroorganismi, které dokazi za néjakych podminek
rozkladat urcité lidmi produkované kontaminanty, je pro nas dalezité. Porozuméni t€émto
organismiim muze poskytnout cenné poznatky pro navrh strategii na ochranu ptirody
a da se diky tomu odhadnout, v jakych prostfedich bude rozklad — a tim i likvidace téchto

latek — probihat.

Mezi takové latky lze zaradit 1 fenolické slouceniny, konkrétné resorcinol. Spolu s fenolem
se resorcinol fadi mezi toxické slou€eniny. Protoze o vyskytu mikroorganismi, které
by byly schopny v prostfedi resorcinol rozklddat, neni mnoho znamo, rozhodli jsme
se tento problém mirné prozkoumat. Cilem prace je zjisténi, zda se v béznych povrchovych

vodach vyskytuji bakterie, které jsou schopny vyuzivat jej pro sviyj rist za nizkych teplot.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA LATEK
1.1 Fenol

OH

Obrazek 1: Molekula fenolu — strukturni vzorec

Fenol, dale také benzol, kyselina karbolova, monohydroxybenzen ¢i oxybenzen, je
sloucenina obsahujici hydroxylovou skupinu na benzenovém jadie. Je to bila ¢i bezbarva
pevna latka, k dostani je vSak vétSinou v kapalném stavu jako roztok. Ma charakteristicky

nasladly zapach, ktery mize vyvolat podrazdéni.

Je to slabé t€kava latka bézné se vyskytujici v piirodg, jelikoZ ptirozenymi producenty jsou
zivé organismy. Miize se také do prostredi dostavat z procest vlastni vyroby a z pouzivani
vyrobkd, které ho obsahuji (desinfekéni prostiedky, 1€civa aj.). Z pidy se fenol dostava
do povrchovych i podzemnich vod, pro vodni faunu mize byt toxicky a ma dlouhotrvajici
ucinky.

Fenol se uplatiiuje v chemickém primyslu (pii vyrobé plastl, kaprolaktamu a pesticidi),
ve farmacii a I€kaistvi. Jeho nadmémé plsobeni mize poSkozovat mozek,
gastrointestinalni trakt i kardiovaskularni systém. Muze zpisobovat genetické poruchy

a je toxicky pro vodni organismy, zejména pro ryby. [1, 2, 3]
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1.2 Resorcinol

1.2.1 Struktura

OH

HO

Obrazek 2: Molekula resorcinolu — strukturni vzorec

Resorcinol, téz resorcin, 1,3-dihydroxybenzen, 1,3-benzendiol, je organickd latka
obsahujici dvé hydroxylové skupiny na benzenovém jadfe. Jeho chemicky vzorec je

CeHeOn. [4]

1.2.2 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Jedna se o pevnou vlockovitou latku bélavé barvy s neptijemnym zidpachem podobnym
fenolu. Je hotlavy, ale neni snadno zapalny. Molarni hmotnost resorcinolu je 110,11 g/mol.
Teplota varu je 277-280 °C, teplota tani 108-110 °C, bod vzplanuti 127 °C a hustota
1,28 g/cm’. Rozpustnost ve vodé je 717 g/l pii 25 °C. Polodas rozpadu v atmosféie

je 38,16 minut. 5, 6]

1.2.3 Vyroba

Resorcinol se diive vyrabél sulfonaci benzenu. Vyslednéd kyselina m-benzendisulfonova
v tomto piipadé reaguje s hydroxidem sodnym za vzniku resorcinolu a siranu sodného.
Tento zpusob je vSak ekonomicky nevyhodny. Druhou metodou je alkylace benzenu
propylenem za vzniku 1,3-diisopropylbenzenu a nasledna oxidace a pfeskupeni
(Hockovym procesem) za vzniku resorcinolu a acetonu. Existuje je$té nékolik dalSich cest

pro vyrobu resorcinolu, naptiklad z pryskyfic. [7]

1.2.4 Vyuziti

Resorcinol se pouzivd v primyslu (vyroba polymert, chemikalii, pneumatik, dale
ve fotografii a kozedélném primyslu). MliZe byt obsazen v natérovych hmotéch, lepidlech,
tmelech, barvivech a pryskyficich. Pouziva se také v kosmetice a ve farmacii — je obsaZzen

v barvach na vlasy a v dermatologickych lécich k 1é€b¢ akné, seborei nebo ekzémii. [5, 8]
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1.2.5 Toxicita

Resorcinol je velmi nebezpecny pro zivotni prostfedi. Pfi dlouhodobém ucinku je Skodlivy
pro vodni organismy. U ¢lovéka ma vliv na hormonalni systém, zptisobuje poskozeni

organt, vazné poskozeni o¢i a miize zpusobit alergickou kozni reakci.

Biodegradace ve vodé je pii nizkych koncentracich snadna.

Predvidatelnd koncentrace, kterd nema zadny toxicky efekt vii¢i organismiim: ve sladké

vod¢ je tato hodnota 17,2 pg/l, ve slané 1,72 pg/l. V cistirnach odpadnich vod 790 pg/l,

v sedimentu 79,7 ug/kg. [5]

Dalsi udaje o toxicité resorcinolu jsou uvedeny v tab. 1.

Tabulka 1: Biologické u¢inky resorcinolu na rizné organismy [5, 6]

Kratkodoba letdlni koncentrace pro ryby LC50 (4 dny) 26,8-29,5 mg/1
Dlouhodobd letalni koncentrace pro ryby LC50 (60 dni) 320 mg/l
Toxicita pro mikroorganismy (bakterie) EC50 (3 hodiny) |79 mg/l
Toxicita pro dafnie a jiné vodni bezobratlé | LC50 (48 hodin) |1 mg/l
Kratkodobé plisobici netoxicka koncentrace

pro vodni organismy NOEC (48 hodin) [320 pg/l
Dlouhodobé ptisobici netoxicka koncentrace

pro vodni organismy NOEC (21 dni) 172 pg/l
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2 BIODEGRADACE RESORCINOLU A FENOLU

Schopnost jednobunéénych organisml vyuzivat piirozené se vyskytujici organické
slouceniny, kterd se vyvijela miliony let, je v dneSni dobé ovlivnéna chemikaliemi
antropogenniho pivodu vnesenymi do zivotniho prostfedi. Monoaromatické slouceniny

se staly béznymi kontaminanty Zivotniho prostredi. [8]

Odbouratelnost fenolickych sloucenin souvisi s jejich strukturou. P-substituované fenoly
byvaji 1épe degradovatelné nez m- nebo o-substituované. Resorcinol je pomaleji
rozlozitelny nez fenol. ,,I pres toxicitu téchto substratii mohou nékteré mikroorganismy
tyto latky vyuzivat jako jediny zdroj uhliku a energie za aerobnich podminek. [9]
Toto odbourdvani vyzaduje specifické vlastnosti mikroorganismii — bakterie ¢i jiné
organismy musi byt vybaveny pfislusnymi geny, aby dokazaly vytvaret enzymy potiebné

k rozkladu fenolickych latek. [10]

2.1 Bakterie schopné rozkladu resorcinolu

Bakterialni rozklad resorcinolu neni pfili§ ¢astym namétem védeckych praci, presto lze

v odborné literatuie najit nékolik zdroji vénujicich se této problematice.

Aktivovany kal

Vjedné ze studii byla porovndvana biologickd degradace fenolu, resorcinolu
a S-methylresorcinolu s pouzitim vzorkd aktivovaného kalu — biodegradabilita téchto
slouCenin byla vySetfovana respirometricky. Analyzy byly provedeny s koncentracemi
resorcinolu 0,55 mg/l; 1,10 mg/l; 1,65 mg/l; 2,75 mg/l; 4,40 mg/l a 5,51 mg/1 (0.005 mM,
0.01 mM, 0.015 mM, 0.025 mM, 0.04 mM a 0.05 mM). Pokusy probihaly pii 20 °C.
Bylo prokéazano, ze fenol mél z uvedenych tii substratli nejvyssi hodnoty spotieby kysliku
a resorcinol spolu s 5-methylresorcinolem byly degradovany pomaleji. Vysledky ukazaly,
ze fenol byl degradovan asi dvakrat rychleji nezli resorcinol. VSechny tii substraty

nicmén¢ degradovatelné byly. [10]

V dalsi ze studii byla zkoumana soucasnd biodegradace resorcinolu a fenolu pomoci
smésné mikrobidlni kultury ve vsadkovém reaktoru. Smésny mikrobialni kal byl odebran
z odpadni vody v Cistirné odpadnich vod koksarenského primyslu v Indii. Pro obé latky
bylo zvoleno rozmezi koncentraci 100-400 mg/l, degradace probihala pfi teplote¢ 30 °C.
Fenol byl pro mikroorganismy mnohem jednodus$im zdrojem uhliku; kultura potfebovala

vice Casu k degradaci resorcinolu, nicméné¢ byla schopna oba substraty rozlozit. Ve studii
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bylo také zjisténo, ze specifickd rychlost rustu kultury i1 specifickd rychlost rozkladu
substratu byly nizsi pfi pouziti fenolu a resorcinolu jako dvojiho substratu ve srovnani
s jejich pritomnosti jako substratl samostatnych. Resorcinol a fenol na sebe jako substraty
velmi silné plisobily a vzdjemné inhibovaly rychlost degradace, a to jak v nizké,

tak ve vysoké koncentraci. [11]

Pseudomonas putida

Bylo zjisténo, ze builkky dvou kmeni Pseudomonas putida (Ol a ORC), péstované
na substratu s orcinolem, byly také schopny rozkladat resorcinol. Oba bakterialni kmeny

byly izolovany z obohacenych kultur s orcinolem.

Rist gramnegativnich bakterii P. putida probihal v tekutych zivnych médiich. Kultury byly
ziskany inokulaci mineralnich médii s hodnotami pH 6,8 az 7,1 a zdrojem uhliku a energie.
Pouzitymi zdroji byly orcinol, sukcinat (jantaran) a resorcinol o koncentraci 0,5-1 g/l

(0,05-0,1 %). Kultury byly inkubovany pfi 30-33 °C po dobu 16 az 20 h.

V praci byl rovnéz studovan pribéh rozkladu resorcinolu z pohledu vzniku meziproduktd,

ziskané Uidaje byly vyjadieny graficky a jsou uvedeny na obr. 3. [12]

COOH

OH
#” “COOH %
,@L - /@ - cooH ~ Hooc | ¥ _cOOH
HO OH HO OH 0 cH.
Resorcinol Hydroxyquinol Maleylacetate

Obrazek 3: Katabolismus resorcinolu (Pseudomonas sp.)

Rozklad resorcinolu byl pfedmétem studii 1 v dalSich pracich, jedna znich se vénovala
degradaci resorcinolu bakterii Azotobacter vinelandii, piepokladané vznikajici

meziprodukty jsou uvedeny na obr. 4. [13]

HO OH HO OH HO COOH COOH

isomers of oxalocrotonate
Resorcinol Pyrogallol (2-hydroxymuconate)

o0 v =~—f o &

Acetaldehyde Pyruvate 4-hydroxy-2-  Vinylpyruvate
oxovelarate

Obrazek 4: Katabolismus resorcinolu (4. vinelandii)
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Rhodococcus ervthropolis

V dalsi ze studii byl zkouman potencial kmene Rhodococcus erythropolis (CCM 2595),
grampozitivni bakterie, vyuzivat fadu monoaromatickych sloucenin jako jediny zdroj
uhliku a energie. Bylo potvrzeno, Ze tato schopnost zavisi na pocatecni koncentraci
a na konkrétnim substratu. V pokusech pii kultivacni teploté 20 °C byl pouzit fenol,
resorcinol, katechol a dalsi latky. V mensich koncentracich (0,1 — 0,5 g/l) byla kultura
schopna vyuzivat resorcinol jako zdroj pro svij rist, se zvysSujicimi koncentracemi
(0,5 — 1,5 g/l) tato schopnost klesala. Resorcinol byl pro tuto bakterialni kulturu lepsim
zivnym médiem nezli fenol (kultura dosahovala maxima rastu pfi vysSich koncentracich
substratu a v pfipadé resorcinolu byla schopna ristu az do koncentrace 2 g/l, u fenolu

jen do koncentrace 1 g/l). [8]

Corynebacterium glutamicum

Jednd se o grampozitivni bakterii, ktera je vyuzivana pro primyslovou vyrobu
aminokyselin a vitamind. Bylo prokazano, ze C. glutamicum muze vyuZzivat ruzné
aromatické slouceniny (v€etn¢ resorcinolu) jako jediny zdroj uhliku a energie.
Pro testovani schopnosti riistu na aromatickych slou¢enindch byla kultura inokulovéna
do média s mineralnimi solemi, které obsahovaly 4 mmol/l aromatickych sloucenin

(0,44 g/1 pro resocinol). Kultivace probihala pti 30 °C. [14]

Azotobacter vinelandii

V této studii byla zkoumana metabolickd drdha mikrobidlniho katabolismu resorcinolu,
protoze se mirné liila od dvou jiz znamych zpisobl rozkladu. Gramnegativni bakterie
A. vinelandii (ATCC 12837) byla ziskana z americké sbirky typovych kultur (American
Type Culture Collection). Zdrojem uhliku byla glukéza (1 %), aromatické slouceniny
v koncentraci 0,5 g/l (0,05 %) nebo jejich kombinace. Buiiky byly kultivovany pti 30 °C.
Kultura Azotobacter vinelandii degradovala resorcinol a nasledné byla schopna oxidovat

1 fadu dalSich aromatickych slou¢enin (fenol, p-kresol, pyrogallol). [13]

Rhodococcus opacus

Bakterie (konkrétné kmen RW) schopné degradace resorcinolu byly objeveny také
ve stfevnim traktu termita Macrotermes michaelseni. Tento druh bakterii byl také schopen
rozkladu fenolu a kyseliny benzoové. Rust bakterii byl sledovan pomoci optické denzity

a byly pouzity koncentrace resorcinolu v rozmezi 0,06-0,99 g/l. Inkubace probihala
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po dobu jednoho tydne pii teploté 27 °C. Bakterie byly vSak schopny rist v rozmezi teplot
od 4 do 30 °C. [15]

Degradace v anaerobnich podminkach

Vyse uvedené druhy bakterii byly schopny degradace pti aecrobnich podminkach. Doposud
bylo popséano i n¢kolik mikroorganismd, které by byly rozkladu fenolickych latek schopny

pti anaerobnich podminkach; jejich pocet postupné vzriista.

Némecka studie prokazala, ze byl resorcinol vyuzivan jako zdroj energie i organického
uhliku za pfisné anaerobnich podminek dvéma druhy bakterii redukujicich dusi¢nany.
Jednalo se o gramnegativni bakterie, jeden z kmend (LuBRes1) byl fakultativné anaerobni
a byl identifikovan jako Alcaligenes denitrificans, druhy z kmenti (LuFRes1) nebyl zatazen
do zadného existujiciho druhu. Koncentrace resorcinolu byla 2 mM (220 mg/1), experiment
byl provadén pii teplot¢ 28 °C, oba kmeny substrat kompletné¢ zoxidovaly na COo.

Prace byla zaméfena na enzymy, které tyto kmeny vyuzivaly k rozkladu. [16]

Dalsi ze studii se zaméfovala na anaerobni degradaci 1,3-dihydroxybenzenu v bunéénych
extraktech denitrifikacni bakterie Azoarcus anaerobius. Studie zkoumala zejména klicové
enzymy specifickych reakci pro tuto degradaci a jejich enzymatickou aktivitu. Vysledna
zjisténi naznacCovala novou strategii anaerobniho odbourdvani aromatickych sloucenin,
ktera byla odliSnd od doposud popsanych mechanismi dearomatizace. Bakterie byla

schopna anaerobniho rtistu na resorcinolu jako jediného zdroje uhliku a energie. [17]
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2.2 Mikroorganismy schopné rozkladu fenolu

ey e

které jsou schopny vyuzivat fenol jako substrat pro sviij rust, je znamo relativné hodné¢.
Jsou znamy bakterie, které dokazi fenol spottebovavat i pii neptiznivych podminkach
(vysoké ¢i nizké pH, nizka teplota, vysoké koncentrace fenolu) a byly popsany také

kvasinky schopné tohoto rozkladu.

Kvasinky

V této studii bylo charakterizovano 32 psychrofilnich kmenti kvasinek se schopnosti
rozkladat fenol a dalSich 18 monoaromatickych sloucenin jemu piibuznych. Kvasinky byly
izolovany z vysokohorskych biotopli a prokazaly schopnost degradace pii teploté 10 °C.
Jednalo se o kmeny druht Cryptococcus terreus, Cryptococcus terricola, Rhodosporidium
lusitaniae, Rhodotorula  creatinivora, —Rhodotorula ingeniosa, Mastigobasidium

a Sporobolomyces roseus. Dalsi z kvasinek byly zarazeny do Microbotryomycet.

Vzorky plidy a sedimentli byly odebrany v rakouskych Alpéach, z prismyku s primérnou
ro¢ni teplotou 2,8—4,3 °C. Vétsina vzorkl byla kultivovdna v minerdlnim médiu s fenolem
pti teploté¢ 10 °C. Po sedmi dnech byl 1 ml suspenze zaockovan do 20 ml nového média,

coz bylo pétkrat opakovano. Nésledné byla provedena identifikace jednotlivych vzork.

Netékavé ¢i malo te€kavé slouCeniny byly rozkladany v nasledujicim potadi:
fenol > hydrochinon > resorcinol > benzoat > katechol > salicylat > p-kresol > m-kresol.
Fenol byl vyuzivan az 94 % testovanych kmend, resorcinol potom vyuzivalo 88 % kment

kvasinek.

Ristoveé inhibi¢ni u¢inek se projevil u mnoha testovanych sloucenin pii koncentracich
nad 100 mg/l (u fenolu, kresolu a katecholu) nebo nad 200 mg/l (u resorcinolu
a hydrochinonu). Nejvyssi testovand koncentrace byla 400 mg/l (u benzoatu). Toxicky
ucinek rostl u fenolu, resorcinolu, hydrochinonu a nékolika dalSich aromatickych

sloucenin. [18]
Bakterie

Mezi druhy schopné vyuZzivat fenol jako zdroj uhliku patii jiz zminované Pseudomonas
putida [19] a Rhodococcus erythropolis [20]. Déle pak naptiklad Bacillus brevis [21],
Arthrobacter citreus [22], Alcaligenes faecalis [23], zastupci rodl Stenotrophomonas [24],

Sphingomonas [25] a Acinetobacter [26, 27].
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Bacillus brevis

Hlavnim cilem studie bylo prozkoumani kinetiky biodegradace fenolu pifi vysSich
koncentracich a riznych podminkach prostfedi. Maximalni koncentrace, pii které
izolovany kmen degradoval fenol, byla 1750 mg/l. Doba trvani degradace byla 6 dni,
ptiznivy pribéh rozkladu probihal pfi teploté 34 °C, pH 8,0 a pii objemu inokula 5 %. [21]

Arthrobacter citreus

Bakterie identifikovana jako Arthrobacter citreus byla izolovana zuhlovodiky
kontaminovaného uzemi. Pii pokusech dosSlo k uplné asimilaci fenolu za 24 hodin,
optimalni rist byl pozorovan pii 25 °C a pH 7,0. Nejvyssi koncentrace fenolu byla 22 mM
(asi 2000 mg/1), vyssi hladiny koncentraci ptisobily inhibi¢n€. Kromé fenolu byla kultura
schopna rozkladat katechol, naftol a kresoly. [22]

Alcaligenes faecalis

Z aktivovaného kalu bylo izolovano n€kolik kment bakterii, jeden z nich (identifikovan
jako Alcaligenes faecalis) mél vysoky potencial pro degradovani fenolu. Byla zkoumana
souvislost degradacniho potencidlu fenolu s riiznymi fyziologickymi fdzemi inokula
a kinetika tohoto rozkladu. K maximalni degradaci doslo v pozdni fazi exponencidlniho

rustu, kdy byla kultura schopna zcela degradovat 1600 mg/1 fenolu béhem 76 hodin. [23]
Stenotrophomonas sp.

Kmen LA1 byl izolovan z aktivovaného kalu z &istirny odpadnich vod v Cing. Kultura byla
schopna rozkladu fenolu; byla identifikovana jako Stenotrophomonas sp.; optimalni

podminky rozkladu byly pti pH 7 a teploté 35 °C. [24]
Sphingomonas sp. a Acinetobacter sp.

Pfedmétem dalsi Cinské studie bylo zkoumani ucinnosti odstraiiovani fenolu
imobilizovanymi a neimobilizovanymi buiikami. Kmeny byly izolovany z aktivovaného
kalu a z pidy kontaminované fenolem. Kmeny pouzité ve studii (konkrétn€ XA05 a FG03)
byly identifikovany jako Acinetobacter sp. a Sphingomonas sp. a byly smichany v poméru
1:1. Jak volné suspendované, tak imobilizované bunky vykazovaly vysoky potencial
rozkladu fenolu. Pfi pocatecni koncentraci 800 mg/l fenolu byla G¢innost vyssi nez 95 %

beéhem 35 hodin rozkladu u obou skupin bunék. [25]
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Acinetobacter calcoaceticus

Tento kmen (oznaceny PA) bakterie byl izolovan v odpadni vod¢ z Cistirny odpadnich vod
v Cing. Byl schopen degradovat 91,6 % fenolu béhem prvnich 48 hodin kultivace (pfi
koncentraci 800 mg/l). Optimalni rtast byl pozorovan pii teploté 30 °C a pH 8,0. Zaroven
byla zkouména schopnost riistu inokula pfi riznych koncentracich fenolu (200-2500 mg/1).

Nejvyssi koncentrace, jiz se kultura dokdzala ptizpisobit, byla 1700 mg/1. [26]

Stejny druh bakterie se podafilo izolovat z primyslového aktivovaného kalu také o 10 let
diive. Kmen oznaceny EDP3 mohl rist na fadé¢ aromatickych slouc¢enin a byl schopen

mineralizace az 1000 mg/1 fenolu pii pokojové teploté (25 °C). [27]

Degradace za anaerobnich podminek

Prvni popsanou bakterii, ktera je schopna degradace fenolu za anaerobnich podminek, byla
Desulfobacterium phenolicum, jako dalsi potom Thauera aromatica. Studie z New Jersey
popsala tfi dalsi fenol-degradujici denitrifikacni kmeny, které byly ziskany z anaerobnich
sedimentli ze tfi riznych oblasti Ameriky. Jednalo se o kmeny PH002, FLO5 a CR23.
Vychozi pouzitd koncentrace fenolu byla 0,5 mM (47 mg/l) a po jejim vycerpani byla
pravidelné pfidavana stejna koncentrace. Pfi zastaveni ubytku fenolu byl pfidan dusi¢nan
(10 mM). Kultury byly inkubovany pii 30 °C. Nepodatilo se je identifikovat druhové,

nicméné vSechny tfi kmeny byly podobné rodu Azoarcus. [28]
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2.3 Vysledky diivéjSich bakalai'skych a diplomovych praci na UIOZP

2.3.1 Bakterialni kultury rostouci na fenolu za nizkych teplot a pii dalSich méné

priznivych podminkach

Diplomové prace Be. Zuzany Sandkové v akademickém roce 2022/2023 byla vénovana
ziskavani bakterialnich kultur rostoucich na fenolu za nizkych teplot (8 °C) a pti dalsich
méné piiznivych podminkach. V rdmci této prace byly ziskany kultury 1AZS, 5BZS,
8AZS a 10AZS. Kultury 1AZS a 5BZS prokézaly rast v chladném prostiedi na fenolu
pii pH 5,2 a kultury 8AZS a 10AZS byly schopny ristu na fenolu pti 8 °C a pii zvysSené
koncentraci NaCl (3,5 — 5 %). Kultury 8AZS, 10AZS a 1AZS byly urceny jako
grampozitivni, kultura SBZS jako gramnegativni bakterie. [29]

2.3.2 Bakterialni kultury rostouci na fenolu za nizkych teplot pfi riiznych

koncentracich

V bakalaiské praci Bc. Karoliny Linhartové byly studovany diive ziskané bakterialni
kultury rostouci na fenolu za nizkych teplot (8 ©°C) pii koncentracich fenolu
100 az 500 mg/l. Vysledky ukdzaly, Ze riist vSech kultur byl koncentraci fenolu vyznamné
ovlivnén; nékteré kultury (napt. 1A, 5B a 6B) pii koncentracich fenolu 400-500 mg/l
vubec nerostly, jiné jen velmi zvolna. Nejrychleji rostly vSechny kultury pii koncentraci
fenolu 100 mg/l. Prace byla kromé toho vénovana biochemickym a morfologickym
vlastnostem téchto kultur — vlastnosti vSech kultur se bliZily druhiim Acinetobacter Iwoffi
nebo Acinetobacter junii. V praci tak bylo prokazano, Ze z povrchovych vod je mozno
izolovat bakteridlni kultury schopné vyuzivat pti nizkych teplotich fenol v riznych

koncentracich jako sviij riistovy substrat. [30]

V paraleln¢ probihajici bakalatské praci Bc. Hany RySavé byly stejné bakterialni kultury
podrobeny testiim vyuZzivani resorcinolu pii teplot¢ 8 °C k jejich rtstu. I ptes dlouhou
kultivaci kmenit po dobu 38 dnli v minerdlnim médiu s resorcinolem v koncentraci 140

mg/l vSak nebyl riist u Zadné z nich zjistén. [31]
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3 CILE PRACE

Prvni ¢ast experimentalnich praci se zamétovala na bakteridlni kultury, které byly ziskany
v minulych letech a mély schopnost rozkladat fenol jako ristovy substrat a tim ho z vody
odstraniovat. U nékterych znich jsme ovéfovali, zda jsou schopné rozkladat také
resorcinol, jelikoz je to latka strukturné velmi podobna fenolu. U téchto kultur bylo také

zjistovano, jaké koncentrace resorcinolu a fenolu jsou schopny vyuzivat.

Druhé ¢ast experimentii byla zaméiena na ziskavani vlastnich bakterii, které jsou rastu
na resorcinolu schopny. Takové bakterie jsme se pokusili ziskat z aktivovaného kalu

a z raznych povrchovych vod.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Pouzité kultury

ziskané bakterialni kultury.

Puvod diive ziskanvch kultur:

Kultury byly ziskdny v ramci diplomové prace Bc. Zuzany Sandkové (2024) z téchto
zdroj:

1AZS: ti¢ni voda, Dievnice, Zlin

5BZS: drobny lesni moktad, Zlin — Lesni ¢tvrt’

8AZS: nivni puda, Zlin

10AZS: poto¢ni voda, Kudlovsky potok, Kudlov

Vsechny ¢tyfi kultury jsou dlouhodob& ulozeny ve sbirce UIOZP FT UTB ve Zling,

zakonzervovany pii -80 °C v glycerolu.

Dalsi kultury byly ziskany vlastnimi silami, ptivod kultur a postup jejich ziskani je uveden

nize, v dalSich ¢astech metodiky.
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4.2 Pouzité vzorky vod

Vzorky pro druhou ¢ast prace byly odebirany z povrchovych vod ve Zlinském kraji.
Pfi odebirani byla dodrzena aseptickd prace. Malé mnozstvi povrchové vody bylo nabrano
do sterilni plastové zkumavky tak, aby ve zkumavce zistalo dostate¢né mnozstvi vzduchu,
a nasledné byla zkumavka uzaviena. Pfi pfepravé byly vzorky chranény pred slune¢nim
zafenim a nasledné€ byly uchovany v chladnicce pii teploté okolo 5 °C az do jejich pouziti

v laboratofi. Pfehled vzorki je uveden v tab. 2.

Tabulka 2: Vzorky vod a data jejich odbérti

Oznaceni|Popis vzorku vody + |Datum |Oznaceni | Popis vzorku vody + |Datum
vzorku GPS odbéru |vzorku GPS odbéru
PR Kanada 1 Stérkovisté
< 1.10. . 21.10.
A Knézpole 2023 J Napajedla 2023
GPS 49.1049719N, 17.4939800E GPS 49.131948N, 17.520209E
Konventni rybnik Rybnik Smradavka,
1.10. . 22.10.
B Velehrad 2023 K Buchlovice 2023
GPS 49.1024669N, 17.4062261E GPS 49.078040N, 17.319006E
Rybnik Rakos, Vodni nadrz Sovin,
1.10. . 22.10.
C Velehrad 2023 L Buchlovice, 2023
GPS 49.1145981N, 17.3857350E GPS 49.078543N, 17.329383E
Stérkovisté Rybnik
. 3.10. . 22.10.
D Topolna 2023 M Vézany 2023
GPS 49.1238619N, 17.5247250E GPS 49.044937N, 17.305574E
Rybnik Halda, Popovicky rybnik 1,
" . 3.10. . 22.10.
E Borsice u Buchlovic 2023 N Popovice 2023
GPS 49.0570450N, 17.3618639E GPS 49.057772N, 17.517322E
Reka Dievnice, Popovicky rybnik 2,
, . 2. 10. . 22.10.
F Zlin — Malenovice 2023 (0] Popovice, 2023
GPS 49.2133542N, 17.5951208E GPS 49.057684N, 17.517333E
Aktivovany kal, Popovicky rybnik 3,
8 . 25.9. . 22.10.
G COV Zlin 2023 P Popovice, 2023
GPS 49.2107514N, 17.5795478E GPS 49.054904N, 17.518363E
PR Kanada 2 Rybnik Zabinec,
- 21.10. 22.10.
H Knézpole 2023 Q Velehrad 2023
GPS 49.105912N, 17.493166E GPS 49.102745N, 17.402793E
Rybnik Hlubocky,
y 21. 10.
I Btezolupy 2023
GPS 49.131691N, 17.590314E
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4.3 Roztoky a Zivna média

Mineralni médium bez substratu (MM) — 500 ml o pH 7,0 — 7,2:

Roztok Na;HPO4.12H20 (23,9 g/1) ccuevveeveeeee 36 ml
Roztok KH2PO4 (9,078 /1) ..o, 14 ml
Voda destilovana ............coceecevirieiiiniinininencncnns 425 ml
Roztok NH4CI (30 @/1) ceeeeiiiiiiiiieeeee 5 ml
Roztok MgSO4.7H20 (10 @/1) ceveeiiiiiiieieee 5 ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6H20 (3 g/1) c.vveeevveirnnee. 5ml
Roztok CaCl2.2H20 (1 /1) ceeeevieiiieiieiieeiieiee, 5ml
Roztok NaCl (10 @/1) c..eoeiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 5 ml
Roztok stopovych prvkill .......ccooeeeiiiinieniiiieee 1 ml

Mineralni médium s resorcinolem (MMR) — 350 ml, koncentrace resorcinolu 100 mg/I,

pH 7,2:

Sterilnd MM ....ccooiiiiiiiiieeeeeeeee e 350 ml
+ 10 % roztok resorcinolu ..........cceecieiieiiienienn. 350 pul
+ smeés MEM vitaminil ..........ccccveeeeieeenieeenieeeiens 350 pl

Roztok Na;HPO4.12H20 (23,9 g/)...coevvvviiniiiennee 16 ml
Roztok KH2PO4 (9,078 @/1)..cccuveiiiiiniiiiiiieeicen 4 ml
Voda destilovana..........coceevieriieiniiiieiniiinieeeeee, 170 ml
Roztok NH4CI (30 @/1).cuveveeiieieieeeeeeeeeee 2 ml
Roztok MgSO4.7H20 (10 g/1)...eveeiiriiiiiiieenee. 2 ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6H20 (3 g/)..cccvveevenennnene. 2 ml
Roztok CaCl2.2H20 (1 g/1).cceeeieieieieieieceeeeeeee, 2 ml
Roztok NaCl (10 /1).....eeecveeeiiieiieeee e 2 ml
Roztok stopovych prvkill .......ccoecvveviiiiieniiiiieeeee 0,4 ml

+ smés MEM vitamind (200 pl) — pfidano po sterilizaci
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Roztok stopovych prvkii — v 1000 ml destilované vody rozpusténo:

MnSO4.5H20. ..o 0,043 ¢
H3BOs. oo 0,057 g
ZnSO4.TH20. ..ot 0,043 ¢
(NH4)6M07024.4H2O. ..o, 0,037 g
CONO3)2.6H20. ... 0,025 g
CuSO4.5H. e 0,040 g

Roztok MEM vitaminta (Biosera)

Minimum essential medium; syntetické médium obsahujici:

Komponenty Koncentrace (mg/l)
Vitaminy

Cholinchlorid (vitamin B4) 100
D-pantothenat vapenaty (vitamin BS5) 100
Kyselina listova (vitamin B9) 100
Nikotinamid (vitamin B3) 100
Pyridoxin hydrochlorid (vitamin B6) 100
Riboflavin (vitamin B2) 10
Thiamin hydrochlorid (vitamin B1) 100
i-Inositol (vitamin Bg) 200
Anorganické soli

Chlorid sodny 8500

Zasobni roztok resorcinolu (100 g/1)

Navazka resorcinolu 2 g byla rozpusténa v cca 15 ml destilované vody a po rozpusténi byl
roztok doplnén do 20 ml vodou. Sterilizace byla provedena filtraci ptes sterilni
membranovy filtr Ahlstrom ReliaPrep s velikosti pord 0,2 um do sterilni zkumavky.

Zasobni roztok byl uschovéan v temnu pii 5 °C.

Zasobni roztok fenolu (50 g/l)

Navazka fenolu 0,5 g byla rozpusténa v cca 7 ml destilované vody a po rozpusténi byl
roztok doplnén do 10 ml vodou. Sterilizace byla provedena filtraci ptes sterilni
membranovy filtr Ahlstrom ReliaPrep s velikosti pord 0,2 um do sterilni zkumavky.

Zasobni roztok byl uschovéan v temnu pii 5 °C.
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Pouzité Zivné agary:

R2A agar (HIMEDIA)
Destilovand voda............cccooviiiiiiiiii, 100 ml
R2A zaklad praSkovy.........coovviiiiiiiiiinin, 1,812 g

Tryptone Yeast Extract Agar (TYA, HIMEDIA)

Destilovana voda.........ooveeneeeiiiiii . 100 ml

Destilovand voda.............cooeiiiiiiiiiiiiiini, 100 ml

CHYGA zéklad praSkovy........ccoooeiiiiiiiinin. 40¢g
MLG agar (100 ml):

Mineralni medium universalni (MM?7) ................... 100 ml

Mlé¢nan sodny, roztok 10% ............ccceevienennn.. 0,5 ml

Glycerol .....cooovviiiiiiiiie. S0 Mg

Agar praSKovy ..o 1,8 g

Pfipravena Zivna ptda byla sterilizovana v autoklavu a poté rozlita do petriho misek.

4.4 Pristroje

Densilametr (DENSI-LA-METER II, ERBA-LACHEMA)
Chladnicka (Guzzanti GZ 48)

Laboratorni tiepacka velkokapacitni (VWR)

Laminarni box (Telstar Bio-11-A)

Hlubokomrazici box (Schoeller)

Mikroskop (OLYMPUS CX41)

Spinaci hodiny

Laboratorni autoklavy

Laboratorni vahy

Bézné chladnicky
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4.5 Postupy testi s diive ziskanymi kulturami

4.5.1 Pokus 1 - ovéreni schopnosti rastu kultur 1AZS, 5BZS, 8AZS a 10AZS

pri 8 °C, pri vyuziti resorcinolu jako jediného zdroje uhliku a energie

Jako prvni byl proveden pokus s jiz diive ziskanymi bakteridlnimi kulturami, které¢ byly
schopné rozkladat pti nizkych teplotach fenol. Bylo zjistovéano, zda budou tyto bakterie

schopny vyuzivat resorcinol jako jediny zdroj uhliku a energie pii 8 °C.

Sterilni MMR bylo nejprve asepticky rozplnéno po 3,5 ml do jednotlivych zkumavek.
Ze Ctyt ozivenych bakterialnich kultur byly vytvotfeny suspenze a ty zaockovany jednotliveé
po 10 pul do dvojice zkumavek. Inkubace probihala pfi teplot¢ 8 °C po dobu 3 tydnd,
postupné byla méfena optickéd densita na densilametru a zaznamenavany hodnoty. JelikoZ
byl u téchto kultur prok4dzén rist na fenolu, paralelné probihalo také meéfeni ristu

na fenolu, které slouzilo jako pozitivni kontrola. Schéma postupu je vyobrazeno na obr. 5.

MMR
suspenze
bakterialnich

kultur
- ©
oZiveni

kultur inkubace

+ 3 tvdny
3
b 10y

méreni denzity

POZITIVNIi KONTROLA:

suspenze
bakterialnich
kultur

zasobni roztok
fenolu
1=
MM

inkubace 3 tydny

méreni denzity

Obrazek 5: Schéma prabehu pokusu €. 1
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U jedné zbakteridlnich kultur byly nasledné provedeny dalsi testy pro jeji blizsi

identifikaci.

OF-test

OF-test (oxidation-fermentation test) je jednoduchy test, ktery zjistuje, zda se jedna
o kulturu schopnou fermentace gluk6zy. Bakterie, které vyuzivaji glukozu aerobné
1 anaerobn¢, jsou oznacovany jako fermentujici. Nefermentujici bakterie
Ji vyuzivaji jen aerobn¢ nebo ji nevyuzivaji viibec.

Test se provadi tak, ze se klickou kultura naockuje do zivného média ve zkumavce
a necha se nékolik dni kultivovat. Zivné médium obsahuje glukézu, ktera slouzi
jako zdroj zivin. U dna zkumavky neni pfitomen kyslik — pokud by testovana
bakterie glukozu zkvasovala, projevovalo by se to produkci organickych kyselin,

které méni pH. Se zménou pH se zméni i barva Zivného média ze zelené ve Zlutou.

Oxidazovy test

Oxidazovy test (téz také test na pfitomnost cytochromoxidazy) je okamzity test,
ktery se pouziva k dourceni bakterii. Cytochromoxidaza je enzym, ktery ukoncuje
respiracni fetézec u nékterych bakterii. Nékteré skupiny bakterii produkuji tento

enzym a davaji tak pozitivni vysledek tohoto testu.

Pouzivaji se tovarné vyrabéné diagnostické prouzky, na které se nanese mala cast
biomasy Cist¢ kultury. Prouzky jsou napuStény redoxnim cCinidlem,
které je v oxidované formé (v pozitivnim piipadé€) do 60 sekund zbarveno do modra

a v redukované formeé zastava bezbarvé.

Test na pritomnost katalazy

Jedna se také o okamzity test, pfi kterém se mala Cast bakteridlni kultury nanese
do kapky cerstvého 3%-tniho peroxidu vodiku na podloznim sklicku. Test vyuziva
pfitomnosti enzymu kataldzy. U bakterii, které kataldzu obsahuji, se po reakci

s peroxidem okamzité zacnou tvofit bublinky kysliku.
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4.5.2 Pokus 2 — ovéreni ristu kultury 10AZS na riznych koncentracich resorcinolu

pii 8 °C a 23 °C

U kultury 10AZS, u niz byla v prvnim pokusu potvrzena schopnost riistu na resorcinolu,

bylo zjistovano, pti jakych koncentracich resorcinolu je rtistu schopna.

Do 32 zkumavek bylo rozplnéno MM7, do kazdé zkumavky zaoCkovana suspenze
bakteridlni kultury 10AZS. Vzdy do 4 zkumavek bylo napipetovano urcit€é mnozstvi
zasobniho roztoku resorcinolu tak, aby vznikly koncentrace 0—1500 mg/l (viz tab. 3).
Kultivace probihala pii teplot¢ 8 °C a 23 °C (dvojice zkumavek o stejné koncentraci).
Inkubace probihala po dobu 4 tydni a v prubéhu byly méfeny hodnoty OD zkumavek.

Schéma postupu je vyobrazeno na obr. 6.

suspenze zasobni
bakterialni roztok
kultury resorcinolu

MM7 koncentrace: 0 100 250 375 500 750 1000 1500
[mg/] K inkubace 4 tydny pii 8 °C a 23 °C (2 a 2 zkumavky) j

méreni
denzity

Obrazek 6: Schéma prabéhu pokusu €. 2
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Tabulka 3: Rozpis slozek v pokusu 2

Zkumavky s 3 ml MM7
1 2 3 4 5 6 7 8

Zasobni roztok

. 0 3,1 | 7,7 | 11,4 | 15,3 | 23 30,5 | 45.9
resorcinolu (ul)

Suspense kultury

10 10 10 10 10 10 10 10
(ul)

Koncentrace

. 0 100 | 250 | 375 | 500 | 750 | 1000 | 1500
resorcinolu (mg/l)

4.5.3 Pokus 3 — ovéreni ristu kultury 10AZS na riznych koncentracich fenolu

pri 8 °C a 23 °C

U kultury 10AZS, u niZ byla v pfedchozich pracich potvrzena schopnost riistu na fenolu,
bylo zjistovano, pii jakych koncentracich je tohoto riustu schopna. Postup pokusu

s fenolem byl tém¢éf totozny jako u resorcinolu.

Do 32 zkumavek bylo rozplnéno MM7, do kazdé zkumavky zaockovéna suspenze
bakterialni kultury 10AZS. Vzdy do 4 zkumavek bylo napipetovano urcité mnozZstvi
zasobniho roztoku fenolu tak, aby vznikly koncentrace 0—1500 mg/1 (viz tab. 4). Kultivace
probihala pii teplot¢ 8 °C a 23 °C (dvojice zkumavek o stejné koncentraci). Inkubace
probihala po dobu 4 tydnd a v pribéhu byly méfeny hodnoty OD zkumavek.

Schéma postupu je vyobrazeno na obr. 7.
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suspenze zasobni
bakterialni roztok fenolu
kultury
L/ 4 L/ =
L/ L/ L/ L/
- OF @ @
MMT7  koncentrace: 0 200 350 500 600 750 1000 1500
[me] \ inkubace 4 tydny pri 8 °Ca 23 °C (2 a 2 zkumavky) J

méreni
denzity

Obrazek 7: Schéma prubéhu pokusu €. 3

Tabulka 4: Rozpis slozek v pokusu 3

Zkumavky s 3 ml MMU

1 2 3 4 5 6 7 8

Zasobni roztok 0 12,0 | 21,2 | 30,4 | 36,5 | 45,7 | 61,3 | 92.8
fenolu (pl)
Suspense

kultury (pnl) 10 10 10 10 10 1 10 1

Koncentrace 0 200 | 350 | 500 | 600 | 750 | 1000 | 1500
fenolu (mg/l)
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4.6 Postupy testii s nové ziskanymi kulturami z povrchovych vod

4.6.1 Pokus 4 — ziskavani bakterii rostoucich na resorcinolu pii 8 °C

Hlavni ¢asti prace bylo ziskavani bakterii, které by byly schopny vyuzivat resorcinol jako
rustovy substrat pii nizkych teplotach. Pro tento pokus byly odebirany vzorky stojatych

vod.

Kazdy vzorek povrchové vody byl zaockovan do mineralniho média s resorcinolem
ve zkumavce. Objemy inokul byly voleny dle charakteru vzorka (podle predpokladaného
obsahu mikroorganismil). Zaockované zkumavky byly inkubovany pifi 8 °C po dobu
4-5 tydnti, béhem nichz bylo postupné provadéno méteni optické density na densilametru.
U zkumavek, ve kterych doSlo k vyraznému ndrastu density (rozdil vice nez 0,3),
byl proveden kiiZzovy roztér na R2A (ptipadné¢ TYA agar) a tyto misky byly kultivovany
pii 8 °C. Po kultivaci trvajici 1-3 tydny byly vSechny jednotlivé zjisténé typy kolonii
preoCkovany na Cist¢ misky s R2ZA (TYA) agary a ptipadné byly dale ptfeockovany,
aby byly ziskané kultury cisté. Jakmile byly vyc€istény, Cisté byly naockovany opét
do MMR a kultivovény pii 8 °C po dobu 1-2 tydnl pro potvrzeni ¢i vyvraceni schopnosti
kultur vyuzivat resorcinol. Po ukonceni této kultivace byly pfipadné narostené kultury
vyoCkovany pro potvrzeni jejich Cistoty. V piipadé€, ze byly kultury Cisté, byly naoCkovéany

na nékolik misek a po dalsi kultivaci zakonzervovany v glycerolu (viz niZe).
Schéma postupu je vyobrazeno na obr. 8.

Oznaceni vzorkl spolu s misty a daty jejich odbért, véetné ockovanych objemi

jednotlivych inokul, jsou uvedeny v tab. 5.
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MMR

vzorek
povrchové
vody

L
-\

rizné typy
bakterialnich kolonii

potvrzeni /
vyvrdceni
schopnosti ristu
na resorcinolu

—

méreni density
s

potvrzeni cistoty
—>

naockovanit
na dalsi misky

meéreni density

inkubace

4-5 tydnii
pii 8 °C
—>

zkumavka
se zvysenou
densitou

vyockovani

krizovym rozitérem
na R24 (TYA) agar

kultivace
1-3 tydny
pii 8 °C
—>

) —

preockovani
krizovym roztérem
na R24 (TYA) agar ¢isté bakterialni kultury kultivace
1-2 tydny
- N pri 8 °C
—> —> —>
ziskani
cistych aoEkovéni
kultur do MMR
_/
vyockovani
kiiiZovym roztérem
na R24 (TYA) agar kultivace  Cisté bakterialni kultury
1-3 tvdny
pri8 °C - N
> >

zkumavka
potvrzenym ristem
na resorcinolu

kultivace
1-2 vdny

O~
o
-

Obrazek 8: Schéma prubéhu pokusu ¢. 4

konzervace v
glycerolu pri -80 °C
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Tabulka 5: Piehled vzorku

Oznaéeni . Datum Zacatek .Objem
Popis vzorku vody « inokula
vzorku odbéru testu (ul)
A PR Kanada 1 1.10. 2023 |4.10.2023 50
Knézpole
Konventni rybnik
B Velehrad 1. 10. 2023 4.10. 2023 50
Rybnik Rakos
C Velehrad 1.10. 2023 4.10. 2023 50

Dso Stérkovisté Topolna 3.10. 2023 |4.10.2023 50

D1oo Stérkovisté Topolna 3.10. 2023 |4.10.2023 100

Rybnik Halda

Bortice u Buchlovic 3.10. 2023 |4.10.2023 50

Fso Reka Dfevnice 2.10. 2023 |4.10.2023 50
Zlin — Malenovice

F100 Reka Dfevnice 2.10. 2023 |4.10.2023 100
Zlin — Malenovice

Aktivovany kal

Gi COV 2lin 25.9. 2023 |4.10.2023 1
Aktivovany kal

G1o cOV Zlin 25.9. 2023 |4.10.2023 10

H PR Kanada 2 21.10. 2023 |1.11.2023 50
Knézpole

I Rybnik Hlubocky 21.10. 2023 |1.11.2023 50
Biezolupy

J Stérkovisté 21.10. 2023 [1.11.2023 50
Napajedla

K Rybnik Smradavka 1,5 10 5003 [1.11.2023 | 50
Buchlovice

L Vodni nadrz Sovin |5 10 5053 [ 1. 11.2023 | 50
Buchlovice

M Rybnik 22.10.2023 |1.11.2023 50
Viazany

N Popovicky rybnik 11,5 15 9023 |1.11.2023 | 50
Popovice

o Popovicky rybnik 2 22.10.2023 [1.11.2023 50
Popovice

P Popovicky rybnik 31,5 14 5003 [1.11. 2023 50
Popovice

Rybnik Zabinec

Q Velehrad 22.10.2023 |1.11.2023 50
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Provedeni k#izového roztéru:

Do ocka sterilni klicky byla nabrdna suspenze vzorku ¢i piimo kultura (v ptipadé
oveéfovani jeji Cistoty) a byla rozetfena u okraje pevné zivné pudy ve tvaru ovalné
pecky. Novou sterilni klickou bylo vytvoieno nékolik car, které rozetiely pecku
po obvodu misky. Pfisti sterilni klickou byly vytvofeny dalsi cary protinajici ty prvni
do kiize. Naslednou klickou byla provedena tfeti série Car protinajici do kiize ty
piedchozi, timto zpisobem se postupovalo az do doby, kdy byl povrch zivné pudy
témef zaplnén. Z posledni série ¢ar byla vytvorena klikatd ¢ara ve form& hadku pro

zaplnéni zbyvajiciho mista na misce. Provedeni roztéru je vyobrazeno na obr. 9.

Obrazek 9: Schéma provedeni kiizového roztéru

4.6.2 Gramovo barveni ziskanych kultur

Barveni podle Grama je prvnim krokem pfi identifikaci bakterii. UmoZiiuje jejich
rozdéleni na grampozitivni a gramnegativni. Toto déleni je mozné diky odliSné stavbé
bunééné stény.  Grampozitivni  bakterie maji v bunééné sténé tlustou vrstvu
peptidoglykanu, ktery zachyti barvivo a tyto bakterie se barvi modfe. U gramnegativnich
bakterii je vrstva peptidoglykanu tenkd, a navic prekryta vnéjSi membranou, takze dojde

k jejimu odbarveni a ve vysledku je zbarvena cervené.

Postup: V prvnim kroku se zafixovana suspenze biomasy nanesend na podloZznim sklicku
zakapla krystalovou violeti a nasledné¢ Lugolovym roztokem. Kazdy z jednotlivych
roztokli se nechal plsobit 1 minutu a oplachl se destilovanou vodou. Potom se roztér
odbarvoval acetonem po dobu 20 sekund. U grampozitivnich bakterii nedochazelo
k vymyti krystalové violeti a jodu zbunky, gramnegativni bakterie se acetonem
odbarvily. Preparat se opct diukladné oplachl vodou. V poslednim kroku se bakterie
dobarvily 1 minutu safraninem, ktery obarvil gramnegativni bunky do ¢ervenych odstint.

Schéma postupu je vyobrazeno na obr. 10.
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A

- S .

Krystalova violet’ Lugoliv roztok Alkohol Safranin

Obrazek 10: Schéma postupu Gramova barveni

KOH test

Tento test se provadi pro potvrzeni grampozitivity u kultur, které se nebarvi jednoznaéné
Gramovym barvenim. Do kapky 3% KOH na podloznim sklicku byla nanesena
plnéd klicka biomasy zkoumané kultury. Pfi rozmichavani biomasy klickou v KOH dochazi
u gramnegativnich bakterii k rozpousténi bunééné stény a uvolfiovani obsahu bunéck
do kapaliny, projevujici se tvorbou viskosniho vladkna mezi klickou a sklickem, kdyz je
klicka zveddna cca 1 cm nad sklicko. U grampozitivnich kultur k rozpousténi bunéénych

stén nedochézi a bunéény obsah se do KOH nevyléva.

4.6.3 Konzervace ziskanych kultur

Postup:

U kultur byla potvrzena jejich Cistota provedenim kiizovych roztéri (na TYA agar a R2A
agar). Byly pfipraveny sterilni mikrozkumavky, které byly oznaCeny nazvem kultury
a vaseptickém boxu byla vyZzihana kovova kopist. Co nejvétsi mnoZstvi narostené
biomasy bylo opatrné seskrabnuto z povrchu zivné pudy tak, aby pida nebyla narusena.
Potom byla biomasa opatrné umisténa na dno mikrozkumavky, bylo pfikdpnuto nékolik
kapek sterilniho glycerolu (mnozstvi glycerolu zélezelo na mnoZstvi biomasy
v mikrozkumavce) a pomoci kopisti byl glycerol s biomasou dokonale promichén.
Mikrozkumavka byla uzaviena a odloZena stranou, kopist' setfena gazou a nékolikrat
po sobé vydesinfikovana ethanolem, vyzihdna v plameni a ponechana vychladnout
pfed dalsi praci. Mikrozkumavka s kulturou byla ulozena do boxu, ve kterém je -80 °C,
ulozeni bylo zaznamenino do seznamu kultur. Bakterialni kultury, které byly timto
postupem zakonzervované, mohou byt v boxu uchovavany po dlouhou dobu a nasledné

oziveny pro dalsi praci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Rist drive ziskanych kultur 1AZS, SBZS, 8AZS a 10AZS pri 8 °C

na resorcinolu jako jediném zdroji uhliku a energie (Pokus 1)

Cilem prvniho pokusu bylo zjistit, zda kultury 1AZS, 5BZS, 8AZS a 10AZS (u kterych
byla dfive prokazana schopnost rist na fenolu — Sanakova, 2024) budou moci vyuzivat
jako ristovy substrat i resorcinol (a tim ho spotfebovavat). Uvedené kultury byly
naockovany do mineralniho meédia s resorcinolem a inkubovany; rust byl sledovan
prostfednictvim meéteni optické density (OD). Paralelné byly kultury naockovany
do mineralniho média s fenolem, pro potvrzeni Zivotaschopnosti. Jako slepy pokus bylo
proméfovano i sterilni MMR, jehoz OD se vSak v pribéhu 23 dnt trvajiciho pokusu
nezménilo (OD = 0,1). Vysledky zkoumanych kultur jsou uvedeny v tab. 6 a v grafu

na obr. 11.

Tabulka 6: Hodnoty OD drive ziskanych bakterialnich kultur pfi rastu
na fenolu a resorcinolu

Cas 1AZS SBZS 8AZS 10AZS
(dny) | Fen | Res | Res | Fen | Res | Res | Fen | Res | Res | Fen | Res | Res

0 o1r;o01J70210117011]02;001]601]017]01]03]02

7 o1r,;,014}702,01,;017{01)0071]017]017]01]03] 02

9 o1r;o01Jj02j;011;0114;02j;0114,02,027)]02]) 04 0,3

12 04,0101 /)01]007]01)031]03]02]04]04]) 03

13 08101101101 1]017]01]07 /040307 0504

14 0810000020001 08| 04037 0706 |05

16 iLro1701 071701701 ]09]04 )04 077107 0,7

19 1,0 017101 121601101 10 0404 07 [0,8 |08

23 10j01j)01 1,1 ]017)01 | 10]05]05]07]08] 0,8

Zelen€ jsou zaznaCena maxima rustu. Kultura 8AZS: zkumavky s resorcinolem slabé
zabarveny do rizova, ale nebyly zakaleny — zaznaceno Sedé.
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Opticka densita [-]

Obrazek 11: Méteni OD v prubéhu kultivace diive ziskanych kultur pii vyuziti resorcinolu

Rist byl jednozna¢né zaznamenan u kultury 10AZS, u kultur 5BZS a 1AZS nebyl
prokazan. U kultury 8AZS bylo sice viditelné zna¢né rlizové zabarveni, avSak o zakaleni,
zpusobené mnozenim bunc€k, se nejednalo. Filtraci zabarvenych suspenzi
pres membranovy filtr s velikosti pord 0,2 um a opetovnym zmétenim (OD se prakticky
nezménila) bylo pak dokazano, Ze tato kultura na resorcinolu skute¢né nerostla. Zabarveni
dale vyuZzivan.

U kultury 10AZS, kterd méla schopnost degradovat jak fenol, tak resorcinol, je prib¢h

rustu u téchto dvou substrati porovnan v grafu na obr. 12.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

—#— Fenol

—@— Resorcinol

Opticka densita [-]
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Cas [dny]

Obrazek 12: Porovnani rastu kultury 10AZS pii vyuziti fenolu a resorcinolu
(koncentrace 100 mg/1)

Narlst na fenolu nastal u kultury dfive nez pfi vyuZiti resorcinolu; na resorcinolu

byl néartst pon¢kud pozvolnéjsi.
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U kultury 10AZS byly provadény dalsi pokusy (OF-test, test na pfitomnost

cytochromoxidasy a test na pfitomnost katalasy).

OF-test: kultura 10AZS barvu zivného média nezmeénila, kultura tedy glukézu
nevyuziva (jedna se o nefermentujici bakterii).

OXITEST vysel negativné — cytochromoxidazu kultura 10AZS neobsahuje.

Test na pfitomnost katalasy vySel pozitivné — u kultury 10AZS probéhla rychla

reakce.

5.2 Rist kultury 10AZS na ruznych koncentracich resorcinolu
pri 8 °C a 23 °C (Pokus 2)

Cilem druhého pokusu bylo ovéfeni rustu kultury 10AZS na riznych koncentracich
resorcinolu pti 8 °C a 23 °C. Uvedena kultura byla naockovana do mineralniho média
s riznymi koncentracemi resorcinolu (0, 100, 250, 375, 500, 750, 1000 a 1500 mg/l)
a inkubovéna; rast byl sledovan prostiednictvim méteni optické density (OD). Hodnoty

naméfenych denzit jsou uvedeny vtab. 7, vysledky jsou vyobrazeny v grafech
na obr. 13 a 14.

Tabulka 7: Hodnoty priméru OD vzorki v pribéhu kultivace kultury 10AZS
pii 8 °C a 23 °C na riznych koncentracich resorcinolu

Doba | Teplota Koncentrace resorcinolu (mg/l)

(dny) [ (°C) 0 100 250 375 500 750 1000 1500

8 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0 0 0,0

0 23 0 0 0,1 0,1 0,1 0 0 0,0

8 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0 0,0

3 23 0 0 0,1 0,1 0,1 0 0 0,0

8 0,1 0,05 0 0,05 0,0 0,05 0,1 0,0

? 23 0,0 1,65* 0,45%* 0,1 0,05 0,05 0,05 0,1

1 8 0,05 0,4 0,6 0,45 0,1 0,1 0,1 0,1
23 0 1,95* 2,6% 1,3% 0,15 0,15 0,15 0,15

8 0,1 0,75 1,2* 1,2* 0,35 0,1 0,1 0,1

19 23 0,05 1,75* 4,05* 3,1% 0,2 0,15 0,15 0,2

8 0,1 0,9 2,4% 2,35% 1,7% 0,1 0,15 0,1

26 23 0,05 1,9* 4,65% 4,3% 1,9* 0,2 0,15 0,25

28 8 0,2 0,9 2,5% 2,6 2,1% 0,2 0,15 0,1

23 0,05 1,85% 4,6* 5,1% 2,3% 0,25 0,25 0,3

Zelen€ zaznaCena maxima rastu, * zaznamenano hnédé zabarveni vzorku.
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Obrazek 13: Rist kultury 10AZS na riznych koncentracich resorcinolu pti 8 °C
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Obrazek 14: Rast kultury 10AZS na rtiznych koncentracich resorcinolu pfi 23 °C

Rust kultury byl zaznamenan pii koncentracich resorcinolu 100-500 mg/l. Pti vysSich
koncentracich resorcinolu kultura nerostla nebo dosahla jen velmi nizkych hodnot navySeni
OD. Nejvyssich hodnot ristu dosahovala kultura pii koncentracich resorcinolu
250 a 375 mg/l, a to pii obou teplotach. Pii vyssi teploté dosahovaly hodnoty OD piiblizné
dvakrat vyssich hodnot.

Porovnani koncentraci 250 mg/l a 375 mg/l pii 8 °C a 23 °C je vyobrazeno v grafu

na obr. 15.
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Obrazek 15: Porovnani ristu kultury 10AZS na koncentracich resorcinolu 250 a 375 mg/1
pfi teplotach 8 °C a 23 °C
Nartst pfi teploté 8 °C byl mnohem pozvolnéjsi nez pfi teploté 23 °C — vhodné;jsi teplotou

je pro kulturu 23 °C, nicméné dokaze substrat slibné degradovat i pti teploté 8 °C.

5.3 Ruiist kultury 10AZS na riznych koncentracich fenolu
pri 8 °C a 23 °C (Pokus 3)

Cilem ttetiho pokusu bylo ovéfeni ristu kultury 10AZS na rtiznych koncentracich fenolu
pfi 8 °C a 23 °C. Uvedena kultura byla naokovana do minerdlniho média s riznymi
koncentracemi  fenolu (0, 200, 350, 500, 600, 750, 1000 a 1500 mg/l)
a inkubovana; rast byl sledovan prostiednictvim meéteni optické density (OD). Hodnoty
naméfenych denzit jsou uvedeny vtab. 8, vysledky jsou vyobrazeny v grafech

naobr. 14 a 15.
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Tabulka 8: Hodnoty priméru OD vzorki v prubéhu kultivace kultury 10AZS
pifi 8 °C a 23 °C

Doba |Teplota Koncentrace fenolu (mg/l)
(dny) | (°O) 0 200 350 500 600 750 1000 | 1500
8 0,2 0,2 0,2 0,15 0,15 0,25 0,2 0,15
0 23 0,2 0,25 0,3 0,25 0,25 0,2 0,2 0,15
8 0,2 0,25 0,2 0,15 0,1 0,15 0,2 0,15
3 23 0,2 0,65 0,75 0,6 0,55 0,5 0,25 0,15
8 0,2 0,55 0,55 0,25 0,2 0,2 0,25 0,25
> 23 0,2 0,95 0,95 0,9 0,8 0,7 0,5 0,2
8 0,2 0,6 0,6 0,45 0,3 0,3 0,3 0,2
7 23 0,2 1,15 1,1 1,05 1 0,85 0,6 0,25
8 0,25 0,7 0,7 0,7 0,45 0,25 0,25 0,25
? 23 0,3 1,35 1,25 1,3 1,2 1,15 0,7 0,25
8 0,25 0,75 0,75 0,9 0,7 0,35 0,2 0,2
12 23 0,2 1,4 1,45 1,45 1,35 1,15 0,7 0,2
14 8 0,25 0,75 0,75 1 1 0,4 0,3 0,2
23 0,25 1,4 1,7 1,7 1,4 1,35 0,75 0,2
8 0,25 0,85 0,85 1,15 1,1 0,5 0,25 0,2
16 23 0,25 1,45 1,8 1,85 1,8 1,6 0,9 0,25
8 0,25 0,85 0,85 1,15 1,2 0,7 0,3 0,25
v 23 0,3 1,45 1,9 1,95 1,95 1,7 0,95 0,3
)1 8 0,3 0,85 0,9 1,15 1,35 0,85 0,3 0,25
23 0,3 1,45 1,95 2,1 2,1 1,8 1 0,3
8 0,3 0,9 0,95 1,15 1,4 1 0,35 0,25
3 23 0,3 1,45 2,05 2,15 2,2 1,9 1 0,3
26 8 0,3 0,95 1,1 1,2 1,45 1,25 0,4 0,25
23 0,3 1,5 2,1 2,2 2,3 2,05 1,1 0,3
8 0,3 1,05 1,15 1,25 1,5 1,35 0,5 0,2
28 23 0,35 1,5 2,1 23 2,35 2,1 1,2 0,35

Zelené zaznacena maxima rustu.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

1,6

1,4 - @ -0mg/l
12 —eo— 100 mg/l
§ 1 —&— 250 mg/l
§ 0,8 —— 375 mg/l
£ 06 —a— 500 mg/l
S 04 750 mg/1
© 0.2 —3— 1000 mg/1

0 --@--1500 mg/l
0 5 10 15 20 25 30

Obrazek 14: Rast kultury 10AZS na rliznych koncentracich fenolu pii 8 °C
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Opticka densita [-]

Obrazek 15: Rist kultury 10AZS na riznych koncentracich fenolu pii 23 °C

Rist kultury byl zaznamendn pii koncentracich fenolu 100-750 mg/l pii 8§ °C
a 100-1000 mg/1 pti 23 °C. Pti koncentraci fenolu 1500 mg/I kultura nerostla.

Nejvyssich hodnot ristu dosahovala kultura pfi koncentracich fenolu 250-750 mg/l
pii obou teplotach. Porovnani koncentraci 375, 500 a 750 mg/l pii 8 °C a 23 °C

je vyobrazeno v grafu na obr. 16.
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Obrazek 16: Porovnani riistu kultury 10AZS na koncentracich fenolu 375, 500 a 750 mg/1
pfi teplotach 8 °C a 23 °C
Nartst pti teploté 8 °C byl pozvolnéjsi nez pfi teploté 23 °C — znovu bylo potvrzeno,
ze vhodnéjsi teplotou je pro kulturu 23 °C, nicméné dokaze substrat slibné degradovat
1 pii teplot¢ nizSi. Rozdil optické denzity pfi rtiznych teplotich byl méné vyrazny

nez v ptedchozim pokusu.

5.4 Ziskavani bakterii rostoucich na resorcinolu pri 8 °C (Pokus 4)

Cilem dlouhodobého ¢tvrtého pokusu bylo ziskat bakterie, které jsou schopny vyuzivat
resorcinol jako ristovy substrat pti nizkych teplotach, a ovéfit tak jejich vyskyt v béznych
povrchovych vodach. Ve dvou sériich byly odebrany vzorky povrchovych vod
(A-G; H-Q), zaockovany do minerdlniho média s resorcinolem a inkubovany;
rust byl sledovan prostiednictvim méfeni optické density (OD), zméfené hodnoty jsou

zaznamenany v tabulkéach 8 a 11. Vysledky jsou vyobrazeny v grafech na obr. 17 a 18.
Série prvni:

Tabulka 8: Rlst mikroorganismil, vyjadieny hodnotami OD, ve vzorcich vod A-G
v prubéhu kultivace v minerdlnim médiu s resorcinolem pii 8§ °C

?donbya) (1;/{1:][11;) A B C | Dso |Dwo| E | Fso | Fioo | G1 | G1o
0 0,1 0,1 0,0 ]0,1]0,1 0,0 |0,01]0,01]0,1 |0,1]0,0
5 0,0 0,0 /0,0 0,0 0,0 0,0 0,0]00]0,01]0,0]0,0
9 0,1 0,510,101 1]0,0 0,0 (0,01]001]0,1 |0,5]0,6
12 0,0 0,7/0,0] 0,210,000 [0,0]0,0] 0,0 [0,8]0,8
19 0,0 0,6 | 0,0 }O,9*% 0,0 | 0,0 | 0,0 /0,404 0,8 0,8
23 0,0 0,6 /0,0 109*]0,0 | 0,0 [0,5]04]0,4]0,8]0,8
28 0,0 0,6 10,0 109*]10,0 | 0,0 [0,710,41]0,31]0,8 0,9

* zaznamenano ruzoveé az ¢ervené zbarveni; zelen€ zazna¢ena maxima rustu.
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Opticka densita [-]
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Obrazek 17: Rist mikroorganism vzorkt A—G pfti vyuziti resorcinolu pii 8 °C

Vzorky prvni série se vzdjemné velmi lisily. Rust byl zaznamenan u vzorkt A, C, E, F a G.
U vzorki B a D se optickd denzita v prubéhu pokusu nezménila. U vzorki D, F, G,
které¢ byly ockovany ve dvou inokulech, byly vysledky obou inokul prakticky stejné

(dale se pokracovalo vzdy jen s jednim z nich).

Nartst denzity u vzorkd A a G nastal jiz po nékolika malo dnech, optickd denzita byla
u téchto dvou vzorkd nejvyssi. U vzorku C byl nartist pozvolnéjsi, nicméné se pozdéji
hodnoty dostaly stejné vysoko. U vzorku F byla denzita v porovnani s ostatnimi vzorky
s pozitivnim riistem nejnizsi, navic byl vzrist hodnot viditelny pozdéji nez u ostatnich.

Stejné tomu bylo 1 u vzorku E, ktery vykazoval strmy nartist aZ ke konci pokusu.

Z pomnozenych vzorki A, C, E, Fso a Gi bylo provedeno vyockovani kiizovymi roztéry

na R2A a po jejich inkubaci a vycisténi kultur byly ziskany tyto kmeny:

Vzorek A: ziskéna jedina Cista kultura, oznacena A
Vzorek Gi: ziskdny dvé Cisté kultury, oznaceny Gi a Gir.
Vzorek C: ziskany dvé Cisté kultury, oznaceny Ci a Cyi.
Vzorek E: ziskany dvé Cisté kultury, oznaceny Ep a Ep.

Vzorek Fso: ziskany tii ¢isté kultury, oznaceny Fi, Fii a Fn.

U vsech téchto kultur bylo provedeno potvrzeni jejich schopnosti rlistu na resorcinolu
jejich opétovnym naockovanim jednotlivé do MMR. U kultur ziskanych ze stejného
vzorku byly také naoCkovany zkumavky s MMR kombinacemi kultur. Jako slepy pokus
bylo prométovano i sterilni MMR. Vysledky zkoumanych kultur jsou uvedeny

v tab. 9 a 10.
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Kultury ze vzorku A a G:

Ziskavani Cistych kultur:
Kultury A1, Gra Gu: Cisté.
Potvrzeni rustu na resorcinolu:

Tabulka 9: Hodnoty OD u kultur Ay, Gi, G v pritbéhu kultivace v MMR pfi 8 °C

OD MMR
do.ba kultura
ku{Lt::;:ce Ay Gi Gn | Gurn
0 0,0 0,0 0,1 0,1
5 0,7 0,0 0,7 0,7
7 0,7 0,0 0,7 0,6

Zeleng zaznaCena maxima rastu.
Po ukonceni téchto testli byly kultury Ar a Gn vyockovany na R2A agary pro potvrzeni
Cistoty, s témito vysledky:
Kultura Ar: €ist4, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Kultura Gr: ¢ista, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Kultury ze vzorka C. E a F:

Ziskavani Cistych kultur:
Kultury Cy, Cu, Ei, En, Fi, Fira Fr: Cisté.

Potvrzeni rastu na resorcinolu:

Tabulka 10: Hodnoty OD u kultur Cy, Cn, E1, En, F1, Fui, Fir a jejich kombinaci v pritbéhu
kultivace v MMR pfi 8 °C

OD MMR
doba Kkultura
kultivace
[dny] Ci |Cu|Cru| Ei | En |Ewn| Fr | Fu | Fin | Fren | Fem | Fren | Frasm
0 0,1 (0,1 O 021011000, 0 0,1 ] 0,01 0,1 0 0,0
7 1,0#10,2]1,0%| 0,7 | 0,1 | 0,1 | 0,6 | 0,1 | 0,1 [ 0,6 | 0,6 0 0,5
14 1,1 02| 1,1*10,9% 0,1 109*| 0,6 | 0,1 | 0,6 | 0,6 | 0,5 0,6 0,5

* zaznaCeno ruzové az cervené zabarveni; zelen€ zaznaCena maxima rastu.

Po ukonceni téchto testi byly kultury Ci, Ei, Fr a Fir vyockovdny na R2A agary

pro potvrzeni Cistoty, s témito vysledky:

Kultura Cr: ¢ista, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Kultura Er: Cistd, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Kultura Fy: ¢istd, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Kultura Fui: €istd, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.
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Z kazdého pozitivniho vzorku z prvni série (tj. A, G, C, E, F) se podafilo ziskat minimaln¢
jednu Cistou kulturu se schopnosti rstu na resorcinolu. Testovanim kombinaci kultur
ze stejného vzorku bylo zjisténo, ze kombinace nevedou ke zlepSeni ristu a ze tak
degradacni kultury nepotiebuji ucast mikrobiadlniho partnera. Kultury s negativnimi
vysledky v tab. 9 a 10 tak 1ze povazovat za zcela balastni.

Ziskané cisté kultury s potvrzenou schopnosti vyuzivani resorcinolu byly zakonzervovany

v glycerolu pii -80 °C.
Série druha:

Tabulka 11: Rist mikroorganismi, vyjadifeny hodnotami OD, ve vzorcich vod H-Q
v pribehu kultivace v minerdlnim médiu s resorcinolem pfi 8 °C

Doba | MMR

(dny) | (blank) H | J K L M N (0) P Q
0 0,1 0,1 (0,1 0,1 0,10, 10,010,171 0,1|0,1]1]0,1
5 0,1 0,0 /0,1 0,0 ] 0,01 0,0 |001]0,0/ 0,070,110,
12 0,1 0,0 | 0,0 | 0,0 ] 0,0} 0,6 | 001]0,0/| 0,010,010,
14 0,1 0,1 /0,1 1001001 0,51|001]0,0/|0,01]0,010,0
19 0,1 0,0 | 0,0 |00 ] 0,01 0,21]001]0,1 0,010,010,
28 0,1 0,0 /0,1 10,0 ] 0,01 0,21]001]0,0/ 0,0 }06 @ 0,0
35 0,1 0,0 /0,1 0,0 0,01 0,21]001]0,1|0,11]061 0,0
42 0,1 0,0 0,1 0,1 1]001]0,21]001]0,1 0,110,671 0,0

Zelen¢€ zazna¢ena maxima rustu, podtrzené tvorba vliocek.
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Obrazek 18: Rist mikroorganismil vzorkti H-Q pfi vyuziti resorcinolu pti 8 °C

Vzorky se opét vzajemné liSily. Rlst byl zaznamenan jen u vzorkli L a P, u ostatnich
vzorkli se opticka denzita v pribéhu pokusu nezmeénila nebo vzrostla o nevyznamnou

hodnotu 0,1.
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Narutst denzity u vzorku L nastal jiz po né¢kolika malo dnech, optickéd denzita strmé stoupla
a nasledn¢ zase klesala. U vzorku P nastal rst az v druhé ¢asti méteni, nicméné se hodnoty

dostaly stejné vysoko.

Z pomnozenych vzorkii L a P bylo provedeno vyockovani kiizovymi roztéry na R2A

a po jejich inkubaci a vyciSténi narostenych bakterii byly ziskany tyto kultury:

Vzorek L: ziskany tii Cisté kultury, oznaceny Li, Ly a L.

Vzorek P: ziskano osm cistych kultur, oznaceny P, Pu, Puicv), Puis), Prv, Pvs), Pvz) a Pvi.

U téchto Cistych kultur bylo provedeno testovani jejich schopnosti rlstu na resorcinolu
jejich opétovnym naockovanim do MMR. Testovani kombinaci kultur ze stejného vzorku
nebylo provedeno. Jako slepy pokus bylo prométovano i sterilni MMR a po ukonceni testti
byla Ccistota jednotlivych kultur opét ptekontrolovdna vyockovanim. Vysledky

zkoumanych kultur jsou uvedeny v tab. 12 a 13.

Kultury ze vzorku L:

Ziskavani Cistych kultur:
Kultury Ly, Ly a Lu: Cisté.

Kultury si byly dosti podobné, neméli jsme vsak jistotu, zda jsou ¢i nejsou totozné.

Potvrzeni rastu na resorcinolu:

Tabulka 12: Hodnoty OD u kultur Ly, Ly, Lin v pribéhu kultivace v MMR pii 8 °C

OD MMR
do.ba kultura
‘“}{;;Vyj“ Li | Lu | Lm
0 0,0 0,2 0
7 0,6 0,6 0,1
16 0,6 0,5 0,6

Zelen€ zaznaCena maxima rustu.

Po ukonceni téchto testli byly kultury Ly, Li a Lin vyo€kovany na R2A agary pro potvrzeni
Cistoty, s témito vysledky:
Kultura Li: Cista, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.
Kultura Li: ¢istd, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.
Kultura Lm: smiSend, kultura Lm byla dominantni a zjevné se pomnoZila,
ale ojedinéle se vyskytovala i dals§i kultura, vyrazné¢ se podobajici kultuie Li.
S touto kulturou tak nebylo dale pracovéano, protoze byla pokladana za identickou

s kulturou L.
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Kulturv ze vzorku P:

Ziskavani Cistych kultur:

Kultury Py, Py, Pvi, Puiv), Prv, Pvs), Puics) a Py): Cisté.
Potvrzeni rlistu na resorcinolu:

Tabulka 13: Hodnoty OD u kultur Pi, P, Pvi, Puiv), Prv, Pv®), Puies) a Pvz)
v prubé¢hu kultivace v MMR pfi 8 °C

OD MMR OD MMR OD MMR

doba kultura doba kultura doba kultura
Kkultivace kultivace Kkultivace
[dny] Pir | Pu | Pwi [dny] Pwv | Puiv) | Py [dny] Puis) | Pvy

0 0,1 | 0,1 | 0,0 0 0,1 0,2 0,0 0 0,3 | 0,2
4 00|01 |0, 7 0,0 0,2 0,0 5 0,2 | 0,1
11 0,1 1031 0,1 14 0,0 0,1 0,0 7 0,2 | 0,1
18 0,1 1031 0,1 16 0,0 0,1 0,0 12 0,2 | 0,2
20 0,1 104 | 0,1 21 0,0 0,1 0,0 14 0,2 | 0,2
25 0,0 | 03| 0,1 23 0,0 0,1 0,1 17 0,2 | 0,1
27 0,0 | 0,3 | 0,1 28 0,1 0,1 0,1 20 04 | 0,2
32 0,104 0,1 30 0,0 0,1 0,1 24 0,3 | 0,2
34 0,1 | 04 0,1 40 0,1 0,2 0,1 27 0,3 | 0,2
44 0,1 | 04 0,1 30 04 | 0,2
Zelené zaznaCeno maximum rustu.

Po ukonceni téchto testli byla kultura P;; vyockovana na R2A agar pro potvrzeni Cistoty,
s témito vysledky:

Kultura Py: Cista, charakter kolonii odpovidajici prvni kultivaci.

Z tabulky 13 je patrné, ze kultura Py narostla v Cisté kultufe méné nez smésna kultura
puvodniho vzorku P, coz mlze naznaCovat, ze v puvodnim vzorku P ji pomahala jina
z kultur v ristu. Z ¢asovych divodl a vzhledem k vysokému poctu kultur vSak uz testy
potiebné k potvrzeni této domnénky nebyly provedeny.

Z kazdého pozitivniho vzorku ze druhé série (tj. L a P) se podafilo ziskat minimalné jednu
¢istou kulturu se schopnosti riistu na resorcinolu. Testovani kombinaci kultur ze stejné¢ho
vzorku nebylo provedeno.

Ziskané ¢isté kultury s potvrzenou schopnosti vyuzivani resorcinolu byly zakonzervovany

v glycerolu pii -80 °C.

Schopnost riustu na resorcinolu byla potvrzena u kultur Ay, Gu, Ci, Ei, F1, Fin, L1, L,

L a Pi. Ziskané &isté kultury byly uloZeny do sbirky UIOZP FT UTB ve Zling.
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5.5 Gramovo barveni

Barvenim podle Grama bylo zjisténo, Ze z deseti pozitivnich mikrobidlnich kultur
schopnych rtistu na resorcinolu pii 8 °C, je osm gramnegativnich bakterii a dvé kultury
kvasinek. Pfislusnost téchto dvou kultur ke kvasinkdm byla nasledné potvrzena i jejich
vybornym rastem na zivné pidé CHYGA s chloramfenikolem. Vysledkem barveni jsou
fotografie, které¢ jsou soucésti Piilohy I. Buiikky nékterych kment mély kulovity tvar —
jednalo se o koky (kultury A1, Gu, Ln); u jinych se jednalo o diplokoky (Li, L)
¢i tyCinky (Fi, Fmn, Pn). Kultury si byly navzéjem velmi podobné. Na fotografiich kvasinek
(Cy, E) je na nékolika mistech vidét puceni; buiiky kmene Ci mély elipsoidni tvar a primér
asi 5 um, buniky kmene E; byly tvaru kulovitého s primérem okolo 2 pm. U kmene E; jsme
pomoci imerzniho objektivu vyfotografovali také celou kolonii. Bakteridlni kultura
10AZS, se kterou jsme pracovali v prvnich ¢astech prace, se barvila variabilné¢ — nekteré
bunky byly grampozitivni, jiné gramnegativni, avSak byly stejného tyCkovitého tvaru
1 velikosti. O smiSenou kulturu tedy neSlo, snadna odbarvitelnost je u nékterych roda

grampozitivnich bakterii znama. [32]

Po provedeni Gramova barveni byl u kultury 10AZS proveden i KOH test, ktery prokazal

grampozitivitu — buiiky se nerozpoustély.
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ZAVER
Cilem prace bylo zjistit, zda se v béznych povrchovych vodach vyskytuji bakterie, které

jsou schopny pii nizkych teplotach vyuzivat resorcinol jako jediny zdroj uhliku a energie.

V prvni ¢asti prace byly oveéfovany Ctyti diive ziskané bakteridlni kultury, které byly
schopné pii teplot¢ 8 °C rozkladat fenol, a to kultury 1AZS, 5BZS, 8AZS a 10AZS.
Rast byl sledovan pomoci optické density; kultura 10AZS byla jako jedind schopna
resorcinol vyuzivat. Tato kultura byla dale vice zkoumadana, jedna se o nefermentujici

grampozitivni bakterii ty¢inkovitého tvaru.

Dale byly zjistovany koncentrace resorcinolu, na kterych byla kultura 10AZS schopna
rustu — pfedmétem zkoumdni byly koncentrace 0-1500 mg/l. Rlst byl zaznamenan
pfi koncentracich resorcinolu 100500 mg/1, pfi koncentracich vyssich kultura bud’ viibec
nerostla, nebo dosahla pouze nizkych hodnot navyseni optické density. Nejvyssich hodnot
dosahovala pti koncentracich 250 a 375 mg/l, pii obou testovanych teplotach 8 °C i 23 °C,

pficemz vhodné;jsi teplotou pro ni byla jednoznacné ta vyssi.

Obdobnym postupem byly zjiStovany koncentrace fenolu, které by byla kultura schopna
vyuzivat jako ristovy substrat. Rist kultury byl zaznamenén pii koncentracich fenolu
od 100 do 750 mg/1 pfti teploté 8 °C a od 100 do 1000 mg/l pii teploté 23°C. NejvysSich
hodnot dosahovala pti koncentracich 250 az 750 mg/l, vhodné&;jsi teplotou bylo opét 23 °C.

Kultura 10AZS tedy dokazala slibné rist jak na fenolu, tak na resorcinolu, a to i pfi nizké

teploté.

V druhé, dlouhodobé cCasti prace, bylo pracovano s nové odebranymi vzorky vod. Cilem
pokusu bylo ziskani bakterii, které by byly schopny vyuZivat resorcinol jako jediny zdroj
uhliku a energie pfi teplot¢ 8 °C, a tak ovéfeni jejich vyskytu v béZnych povrchovych
vodach. Z plivodnich sedmnacti odebranych vzork jich bylo osm pozitivnich, z nichZ byly
dale klicové mikroorganismy izolovany a testovany. Vzorky se vzdjemné velmi liSily

a kazdy z pozitivnich zacal resorcinol vyuzivat po jinak dlouhé dobé.

Celkem bylo ziskdno 22 cistych mikrobidlnich kultur; rlst na resorcinolu byl nasledné
potvrzen u deseti z nich, konkrétné u kultur pracovné oznacenych Ai, Gu, Ci, Ei, Fi, Fu, Ly,
Ly, L a Pn. Barvenim podle Grama bylo zjist€no, ze vSech 8 nami ziskanych

bakteridlnich kmend jsou gramnegativni. Kromé& toho jsme zjistili, Ze u dalSich
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dvou kultur se nejednalo o bakterie, ale o kvasinky. Tvary bakteridlnich bunék

byly kokovité nebo tycinkovité.

Kultury byly uloZeny ve sbirce UIOZP FT UTB ve Zliné a mohou byt vyuzity k dal$im
vyzkumnym pracim (napf. ke zjisténi maximalnich rastovych koncentraci resorcinolu,
k jejich identifikaci, ke zji§téni povahy nezndmého cervenavého metabolitu, ke zkoumani
metabolickych cest, kterymi byl resorcinol degradovan) a po téchto ovétrenich potencialné
také pro pouziti k dekontaminaci resorcinolem znecisténych chladnych vod ¢i jinych

vnéjsich prostiedi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1AZS, 5BZS, 8AZS, 10AZS
oznaceni bakterialnich kultur
A) B’ C’ D) E’ F’ G) H’ I’ J’ K’ L’ M’ N) O’ P’ Q

oznaceni jednotlivych vzorkt vod

OD opticka denzita

MM minerdlni médium

MMR mineralni médium s resorcinolem

MEM (Minimum Essential Medium), syntetické medium s vitaminy
MM?7 univerzalni minerdlni médium

R2A (Reasoner's 2A agar) typ agarového média

TYA (Tryptone Yeast Extract Agar) trypticky agar

CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) agar s chloramfenikolem

MLG agar s laktatem (=mléénanem sodnym) a glycerolem

OF-test oxidation-fermentation test

OXITEST  oxidazovy test

A, Gi1, G, Cr a Cy, Er a Eq, Fr, Fi, F, Li, L, L, Pr, Pu, Py, Purcs), Piv, Pvs), Pvz), Pvi
oznaceni bakterialnich kultur ziskanych ze vzorkt

UIOZP Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
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Piiloha I: Gramovo barveni



PRILOHA I: GRAMOVO BARVENI

sl Rt

utua 10

ZS (zvétSeni 1000x)

Kultura Ar (zvétSeni 1000x)

Kultr (z§eni 1000x)



Kmen Ci (zvétSeni 1000x)

Kmen Ei (zvétSeni 1000x)

Kmen EI, kolonie



Kultura Fi (zvétSeni 1000x)

Kultura Fi (zvétSeni 1000x)

Kultura Li (zvétSeni 1000x)



Kultura L (zvétSeni 1000x)

Kultura Lin (zvétSeni 1000x)

Kultura Pu (zvétSeni 1000x)
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