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ABSTRAKT

Trichlorethylen je mozné rozlozit bakterii Comamonas testosteroni a to kometabolicky, kdy
je v bunice indukovan enzym, v tomto piipade fenol 2-monooxygendza, ktera je indukovana
fenolem. Dosavadni vyzkumy ukazaly, Zze tato reakce probihd za laboratornich teplot.
V zivotnim prostfedi, zejména v podzemnich vodach, se vSak vyskytuji teploty vyrazné
nizsi.

Tato diplomova prace studovala schopnost bakterialni degradace trichlorethylenu kulturou
Comamonas testosteroni RF2 za snizenych teplot, tedy pii 13 a 8 °C. Pro indukci enzymu
a rast kmene na fenolu pfi nizsich teplotach bylo potieba pouzit podpiirny substrat, kterym
byl laktat sodny. Ve smési minerdlniho media, fenolu o koncentraci 100 mg/l a laktatu
sodného o koncentraci 100 mg/l probéhla degradace trichlorethylenu tspésné pii kazdé
z vySe zminénych teplot. Pii teplot¢ 13 °C doSlo k Gplnému odstranéni 1,6 mg/l
trichlorethylenu za 7 dni kultivace, 3,2 mg/l trichlorethylenu pii stejné teploté byly
degradovany za 11 dni a pii teploté 8 °C k uplnému rozkladu 1,8 mg/1 trichlorethylenu doslo
po 27 dnech kultivace.

Klicova slova: Degradace, trichlorethylen, kometabolismus, nizké teploty, fenol

ABSTRACT

Bacterium Comamonas testosteroni 1is capable to disintegrate trichloroethylene
cometabolically when key, in this case phenol 2-monooxygenase, enzyme is induced
in the cells by phenol. The latest research showed that this reaction is successful at laboratory
temperatures. However, in the environment, especially in many types of groundwater,

the temperatures are significantly lower.

This study examined the ability of bacterial degradation of trichloroethylene by strain
Comamonas testosteroni RF2 at temperature as low as 13 and 8°C. For the enzyme induction
and strain growth on phenol at low temperature it was necessary to use a supporting substrate
such as sodium lactate. In mineral medium amended with phenol at a concentration of 100
mg/l and sodium lactate at a concentration of 100 mg/l trichloroethylene was degraded
successfully at both temperatures mentioned above. At 13 °C 1.5 mg/1 of trichloroethylene

was completely removed within 7 days of cultivation and 3.2 mg/l was degraded within



11 days. At the 8 °C entire disintegration of 1.8 mg/l of trichloroethylene occurred after

27 days of cultivation.

Keywords: Degradation, trichloroethylene, cometabolism, low temperatures, phenol
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UvVOD

Drtiva vétsina chemickych latek, pouzivana clovékem, pretrvava dlouhou dobu v zivotnim
prostiedi beze zmény. Do zivotniho prostiedi se tyto latky dostavaly pii vyrobé, pouzivani
a neodborné likvidaci. V minulosti se ¢asto chemické latky zacinaly pouzivat, aniz by byly
znamy ucinky na lidsky organismus, ktery je vystaven jejimu ptisobeni v riznych podobach
a taktéz nebyly znamy osudy téchto latek ve slozkéach Zivotniho prostfedi. Kvili tomu byly
latky dlouhodobé pouZzivany a likvidovany bez jakychkoliv omezeni az do doby, kdy byly
zjistény negativni ucinky na lidsky organismus a akumulace v Zivotnim prosttedi. Poté bylo
jejich pouzivani omezeno i1 navzdory jejich vybornym vlastnostem, pro které se zacaly
vyuzivat. Zdrojem dneS$ni kontaminace zivotniho prostfedi témito latkami je tedy stara
ekologicka zatéz. Vyjimkou neni ani trichlorethylen, chlorovany uhlovodik, kterym se
zabyva tato diplomova prace. Po zjisténi Skodlivych tc¢inkt, bylo jeho pouzivani omezeno,
1 tak se vSak v Zivotnim prostiedi stale vyskytuje ve vyznamném mnozstvi, a to nejcastéji
v podzemnich vodach. Pii snaze odstranit trichlorethylen z prostfedi, respektive
z podzemnich vod, bylo zjisténo, Ze podléhd kometabolické degradaci pomoci kultury
Comamonas testosteroni. Ta je schopna trichlorethylen zcela rozlozit za laboratornich
podminek, tedy pfti teploté 25 °C. Tato teplota se vSak nevyskytuje v podzemnich vodach.
Proto v této diplomové praci probehly pokusy degradace trichlorethylenu za sniZzenych

teplot, jaké se vyskytuji v podzemnich vodach, a to pii 13 a 8 °C.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TRICHLORETHYLEN

Trichlorethylen je

také zndmy pod dal§imi

nazvy jako jsou:

trichloroethen,

1,1,2-trichlorethen, Triklone. Jeho chemicky vzorec je C2HCl3 (IRZ, 2021).

Cl

H

Obrazek 1 Strukturni vzorec trichlorethylenu

1.1 Charakteristika

Trichlorethylen je bezbarva visk6znéjsi t€kava kapalina se sladkou viini podobnou jako

u chloroformu. Jeho samozépalna teplota je 410 °C. TCE je malo rozpustny ve vodé¢, a proto

se bézn¢ kategorizuje jako hydrofobni sloucenina. Dobie se rozpousti v organickych

rozpoustédlech (ether, chloroform, aceton) (IRZ, 2021; Todd a kol, 2019). Tabulka 1

uvadi n€kolik jeho dilezitych fyzikalné-chemickych parametrii, vyznamnych i z pohledu

jeho biodegradace.

Tabulka 1 Chemické a fyzické vlastnosti TCE (Pant a Pant, 2010)

Veli¢ina Jednotka Symbol Hodnota
Molarni hmotnost g/mol M 131,39
Hustota pii 25 °C g/ml p 1,46

Rozpustnost ve
mg/l S 1000
vodé

Bod tani °C T —-86,5

Bod varu °C Ty 87,3
Tlak pary Pa p 9700
Rozdélovaci
koeficient oktanol- - Kow 320
voda
Sorp¢ni koeficient - Koc 2,42
Henryho konstanta Pa-m*/mol H 890
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1.2 Nebezpecnost TCE

U TCE byla prokazana karcinogenita ze zkouSek na zvitatech, tim se fadi do kategorie 1B
a je predpokladana karcinogenita i u ¢lovéka. Dale je také podeziely mutagen. K poskozeni
jater, ledvin, imunitniho sytému a nervového sytému muze dojit pti dlouhodobém vystaveni
vysokym davkam v pitné vod¢. Pro vodni organismy je skodlivy s dlouhodobymi uc¢inky

(ECHA, 2021; environmentalpollutioncenters, 2021).

1.3 Pouziti

Trichlorethylen (TCE) je latka, kterd se v malém mnoZstvi ptirozené vyskytuje v ptirode,
a to diky jeho produkci nékterymi druhy motskych tas. Z vétsi ¢asti je jeho vyskyt ovlivnén
vyuzitim v pramyslu. Spolu s tetrachlorethylenem (PCE) je TCE nejvice vyuZivanym
nenasycenym chlorovanym uhlovodikem. Za své hojné vyuziti TCE vdéc¢i svym vybornym
vlastnostem coby rozpoustédlo a Cistici prostfedek s odmastovacimi schopnostmi. Dalsi
vlastnosti, kterou se vyznacuje pied jinymi rozpoustédly, je nehoflavost. Vyuzival se snad
ve vSech odvétvich pramyslu (kovoprimysl, elektrotechnika, chemicky primysl,
automobilovy, textilni 1 obuvnicky primysl). TCE byl obsazen v tiskovych primyslovych
barvach a pesticidech. V potravinaistvi se TCE pouzival jako vykufovaci prostiedek
a extrakeni Cinidlo pro rostlinné oleje a odstranovani kofeinu z kdvy. Také se TCE vyuzival
pro odstranéni vody pifi vyrobé 100% ethanolu (Doherty, 2000; IRZ 2021;
Todd a kol., 2019).

1.4 Vliv na Zivotni prostiedi a zdravi ¢lovéka

Na TCE je vSak nutno pohlizet jako na xenobiotikum. I kdyZ se v prostfedi vyskytuje
v nepatrnych koncentracich pfirozené diky produkci motskymi fasami, tak ve vysSich
koncentracich, vyskytujicich se ve vodach, pidach, a dokonce i v pitnych vodach se stava
nebezpecim. Pfi kontaminaci vod dochdzi k ohroZeni vodnich organismii a naruSeni
rovnovahy celého ekosystému. Z povrchovych vod se TCE docela rychlé odpaii do ovzdusi,
tedy vyznamna ¢ast TCE se nachazi v ovzdusi, zde mlize reagovat s dalSimi slou¢eninami

za tvorby ptizemniho ozonu (Abrahamsson a kol., 1995; IRZ, 2021; Todd a kol., 2019).

K uvolnéni TCE do prostiedi dochazi pii jeho vyrobé a pouZzivani v riiznych technologiich,
kdy se odpatovanim dostane do ovzdusi. Do pliid a podzemnich vod TCE mitiZe pronikat

v disledku nespravného zachazeni. A pravé tyto antropogenni déje jsou nejvyznamnéjSimi
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zdroji uniku TCE do prostiedi, ale i na vySe zminénou skute¢nost tvorby moiskymi fasami
nelze zapomenout. Vysledkem je kontaminace tady oblasti ptid a podzemnich vod zejména
v prumyslovych a vojenskych zénach. Problematika kontaminace prostiedi TCE je aktualni
i v nékterych vyspélych zemich jako je Japonsko a USA. V USA je pritomnost TCE
detekovana i ve zdrojich pitné vody a vice nez 400 000 osob je jeho pisobeni vystaveno

v zaméstnani (Williams-Johnson a kol., 1997; Todd a kol., 2019).

K poskozeni organismu dochazi pii dychani vzduchu s obsahem TCE nebo pii poziti
znecisténé vody. TCE plisobi zejména na centralni nervovou soustavu. Mimo drazdéni
ocnich a nosnich sliznic miize TCE navodit ospalost ¢i zavraté nebo zplsobit nevolnost.
V krajnich ptipadech se mize jednat dokonce 1 o smrt. Nékolik studii potvrdilo souvislost
mezi pritomnosti TCE v pitnych vodach a vyskytem vyvojovych vad narozenych déti.
S nejvétsi pravdépodobnosti za takova poskozeni jsou zodpovédné metabolity TCE,
napiiklad kyselina trichloroctova, kterd vznika pfi pfeméné TCE v organismu. Na zakladé
toxikologickych testli na zviratech byla objevena schopnost TCE Skodlivé ptlisobit na jatra,

ledviny a krev, kdy mtize dojit k vytvotfeni tumort a vyvoji leukemie (Todd a kol., 2019).

I v prostiedi je TCE schopen vytvaret svym rozkladem nebezpecnéjsi latky. V anaerobnim
prostiedi, jako naptiklad v podzemnich vodach, pomoci mikrobialni degradace dochazi
k jeho dehalogenaci za vzniku dichlorethylenii a nasledné vinylchloridu, ktery je
karcinogenni, takze nejen samotna toxicita a perzistence ¢ini TCE nebezpe¢nym

pro organismy a motivuje snahy o jeho odstranéni z prostfedi (Todd a kol., 2019).

1.5 Biodegradace TCE

Prvni pokusy o biodegradaci TCE byly popséany v poloving 80. let 20. stoleti, do té¢ doby byl
povaZzovan za biologicky nerozloZitelnou latku. Jednalo se o rozklad na zakladé¢
kometabolismu. Posléze byla schopnost pro kometabolickou degradaci objevena u mnoha
bakterialnich druhi. Pro degradaci TCE se ukazaly byt vhodné methanotrofni bakterie a dale
bakterie vyuzivajici pro sviij rist aromatické uhlovodiky (fenol, toluen, kresol, o-xylen,
isopropylbenzen), ale také bakterie vyuZivajici propan, propylen nebo dimethylsulfid
a nékteré nitrifikacni baktérie, které oxiduji amoniak (Todd a kol.,, 2019). Vybrané
bakterialni kultury degradujici TCE jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2 Bakterialni kultury schopné kometabolicky degradovat TCE
Primarni
Bakterialni kultura Enzym Literatura
substrat
(Naizabekov a Lee,
Methylosinus methan
methan 2020; Hatzinger a kol.,
trichosporium OB3b monooxygenaza
2017)
Pseudomonas putida F1 toluen toluen dioxygenaza (Yang a kol., 2019)

toluen (Deng a kol., 2020;
Azoarcus sp. toluen, propan )
monooxygenaza Fries a kol.,, 1997)
fenol
Comamonas testosteroni fenol (Zélesék a kol., 2017)
2-monooxygenaza
Mpycobacterium vaccae propan,
vice oxygenaz (Hand a kol., 2015)
JOBS 1-butanol

Rhodococcus sp. L4 Kminovy olej - (Suttinun a kol., 2009)

DMS
Acinetobacter sp. 20B dimethylsulfid (Takami a kol., 1999)
monooxygenaza
DMS
Escherichia coli JM 109  dimethylsulfid (Takami a kol., 1999)
monooxygenaza

Pro samotnou biodegradaci TCE neni diileZit4 jen bakteridlni kultura, kterd disponuje touto
schopnosti, ale také substraty, uvedené v tabulce, které jsou klicové pro indukci
katabolickych enzymi (oxygenédz). Enzymy jsou bilkoviny s katalytickou aktivitou schopné
tidit vétsinu biochemickych procest v organismu. Trichlorethylen sdm neni schopen spustit
tvorbu daného enzymu v bakterialnich bunikach, takze jako induktor nepisobi. Transformace
substratu (jak primarnich substratd, tak i TCE) se zahdji katalyzou pomoci oxygenaz,
a to tak, Ze enzym do molekuly substratu vlozi jeden nebo dva atomy kysliku za ptitomnosti
NADH nebo NADPH (Todd a kol., 2019). Toto se podatilo dolozit v pozdéjsich letech po
objevu degradace TCE n¢kolika studiemi, kde se uvadi, Ze mutanti, kterym chybi toluen
dioxygenaza, ztraci schopnost pfeménit TCE (Wackett a Gibson, 1988; Nelson a kol., 1988;
Shields a kol., 1991). V roce 1996 Shih a kol. tuto skute¢nost potvrdili také pro smésné
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kultury. Zjistili, ze bakterie ztraci degradacni schopnost po vycerpani fenolu a také tehdy,

kdyz je fenol nahrazen katecholem coby jedinym zdrojem uhliku a energie.

Sirsi substratova specifita mono- i dioxygendz umoziuje kometabolicky rozklad TCE
a to tak, ze tyto enzymy zcela ndhodné¢ interaguji i s latkami, které nejsou jejich ptrirozenym
substratem, a maji schopnost je preménovat. Naptiklad fenol 2-monooxygenaza mtize misto
fenolu oxygenovat i jiné latky jako resorcinol, kresol, chlorfenoly a aminofenoly, orcinol,

pyrogallol (Ruzicka, 2004).

OvSem tim, Ze primarni substrat indukuje tvorbu enzymu, tak se v urcitych koncentracich
zéroven stava inhibitorem premény TCE. Oxygendzy totiz v prvni fad¢ atakuji pfirozeny
substrat. Dokonce sledovanim konstant polovi¢ni saturace (Ks) bylo zjiSténo, ze u 13 kment
vyuzivajici fenol, jsou tyto konstanty o 1-2 tfady vyss$i pro trichlorethylen nez pro fenol.
(Futamata a kol.,, 2001) To znamend, Ze v pfitomnosti dostatecné vysoké koncentrace
primarniho substratu je nemozné, aby souc¢asné dochazelo k degradaci TCE. Degradace TCE
nastupuje az pii postupném vycCerpavani primarniho substratu. JenZze po Uplném
spotfebovani induktoru v bunce nastupuji regulacni procesy a zacina se blokovat dalsi
induktoru a pozdgji klesa, protoze nedochazi k tvorbé potiebnych enzymi. Zivotnost
enzymu a doba utilizace cizorodych latek je kratkodoba, ale 1ze ji obnovit znovu piidanim

induktoru (Rizicka a kol., 2011).

Prekonani vysSe zminénych problémii s kometabolickym odstraniovanim xenobiotik se
zabyvalo nékolik studii. Jednim z feSeni nevyhod kometabolismu se stala dlouhodoba
kultivace smésnych bakteridlnich kultur, ¢isté kultury bylo pro tento ucel vyuzivano méné
Zasto. Slo o spojeni kontinualni nebo semikontinualni kultivace a pribézné, sekvenéni nebo
oddélené degradace TCE (Coyle a kol., 1993; Segar a kol., 1995; Shurtliff a kol., 1996; Shih
a kol., 1996). V laboratornich podminkéch byly tyto experimenty uspésné, to vSak nutné
neznamend, ze se stejnou lehkosti pobézi 1 v pfirozenych podminkach. Pro vyfeSeni
problému s inhibici degradace TCE je moznost vyuzit i geneticky modifikovanych bakterii
tak, aby produkce enzymu nezavisela na pfitomnosti induktoru. Diky znalosti enzymi,
zodpovédnych za degradaci, se podafilo vytvofit nékolik upravenych kultur. Jde zejména
o tyto kultury B. cepacia G4 PR1 (Shields a Reagin, 1992), Pseudomonas fluorescens
2-79TOM (Yee a kol., 1998), Escherichia coli IM109 (Takami a kol., 2000), Ralstonia
eutropha AEK301 (Ayoubi a Harker, 1998) nebo Ralstonia sp. KN-10A (Ishida a Nakamura,
2000).
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2 MECHANISMUS KOMETABOLISMU TCE

Mechanismem kometabolického odstranéni xenobiotik se poprvé ve své praci zabyvali
Leadbetter a Foster (1958), kdy pro oxidaci ethanu vyuzili bakterie utilizujici methan
(Shukla a kol., 2012). V dnesni dobé se kometabolismus ve velké mife aplikuje
na enviromentalni systémy pro degradaci biologicky odolnych sloucenin, jako jsou
chlorované aromatické uhlovodiky, chlorované alifatické uhlovodiky, trihalomethany,

herbicidy, methyl terc-butylether.

Mezi latky bézné odstranované kometabolismem patii TCE. TCE je chemicka latka, ktera
dost zajima védce, protoze se Siroce vyuziva v mnoha primyslovych odvétvich a stala se tak
béznym kontaminantem pid a podzemnich vod. Koncentrace TCE v kontaminovanych
podzemnich vodach se obecné pohybuje od 0,01 do 2 mg/l. Obecné je nutno dodat,
ze trichlorethylen lze nyni z prostiedi odbouravat nejen za pfistupu kysliku prave
kometabolismem, ale také redukéni dechloraci za anaerobnich podminek

(Chen a kol., 2008).

Jiz v roce 1985 Wilson a Wilson zjistili, ze TCE je mozné degradovat v aecrobnim prostiedi
pomoci methanotrofnich bakterii za vzniku oxidu uhli¢itého (Shukla a kol., 2012). Misto
methanu lze vyuzit celou fadu jinych latek. Z alifatickych latek je to ethan a propan, propen,
butan, isopren, dale aromatické slouceniny jako toluen, kresol a fenol. Fenol se ukézal jako
nejlepsi substrat pro bioremediaci hned z nékolika diivodu; je dobie rozpustny ve vodé a ma

mensi toxicitu a vys$si acinnost (Chen a kol., 2008).

Kometabolickou reakci vyvolava enzym, ktery je v bunce tvofen na zaklad¢ indukce danou
latkou, kterou bakteridlni bunky poté spotiebovavaji (fenol, toluen, ...). Vyznamnou praci
v této oblasti se stala prace Ishidy a Nakamury, (2000), popisujici situaci u kmene Ralstonia
sp. KNI-10A. Fenol v blizkosti této bakterie indukuje tvorbu dané oxygenazy (fenol
2-monooxygendzy). Po spotfebé induktoru je oxygendza diky své Siroké substratové
specifité schopna piisobit i na sviij nepfirozeny substrat (TCE) a degraduje jej. Uginnost
degradace je nejvétsi tésné po spotiebé induktoru a v Case klesd. Preména TCE oxygenazou
spociva ve vloZeni jednoho atomu kysliku do molekuly TCE a tim vznikne TCE-epoxid,
ktery dale podléha spontanni hydrolyze. V tomto pfipad€ vznikne kyselina glyoxylova nebo
kyselina mravenci a oxid uhelnaty. Tabulka 3 znazorniuje tvorbu produktu béhem degradace

TCE bakterii Ralstonia sp. KN1-10A.
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Tabulka 3 Tvorba produktu béhem degradace TCE Ralstonia sp. KNI-10A
(Ishidy a Nakamury, 2000)

Produkt mol % degradovaného TCE
Oxid uhelnaty 7,0

Formiat <6,0
Glyoxalat <53
Kyselina dichloroctova <0,3
Kyselina trichloroctova <0,03
Chloral <0,03
2,2-Trichlorethanol <0,12

Velmi dilezité je to, Ze touto cestou degradace nedochazi ke tvorbé chlorovanych
organickych latek jako konecnych produkti degradace. Atomy chloru, ktery piedstavuje
nejproblémovéjsi ¢ast molekuly TCE, jsou v prubéhu degradace uvoliovany ve formé
chloridu (az 95 mol%) (Ishida a Nakamura, 2000). Schéma prib¢hu degradace je

na obrazku 1.
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Cl Cl Cl O Cl
\ / fenol 2-monooxygendza \ / \ /
c=2¢C > C—-2C
/ \ kyslik, NADPH / \

Cl H

Cl H
Trichlorethylen TCE-epoxid
Spontanni
hydrolyza
Kyselina glyoxylova
Kyselina mravenci
Oxid uhelnaty
Utilizace bunikami Chloridy

Obrazek 2 Schéma degradace TCE bakteriemi Ralstonia sp. KNI-10A
(upraveno z Ishida a Nakamura, 2000)
Jiz diive byly objeveny kometabolické drahy a jejich produkty premény TCE bakterii
Methylocystis sp. M. Degradace byla v tomto piipad¢ zajiSténa pomoci solubilni methan
monooxygenazy. Pii této degradaci se TCE v prvnim kroku pieménil z veétsi Casti
na TCE-epoxid a dale na chloral (2,2,2-trichloracetaldehyd). TCE-epoxid je nestabilni latka
a tak se ve vodném prostfedi spontann¢ rozkladal na oxid uhelnaty a mravencan, kyselinu
glyoxylovou a kyselinu dichloroctovou, zatim co zchloralu se redukéné oxidacnimi
reakcemi vytvofily tfi chlorované produkty. V prvni fad¢ kyselina trichloroctova, v mensim
mnozstvi kyselina dichloroctovd a ve velmi nizké koncentraci 2,2,2-trichloroethanol.
Produkce hlavniho produktu (kyselina trichloroctovd) byla zavisld na pH, pii jakém
degradace probihala. Pii pH 6—8 pfedstavovala kyselina trichloroctova pfiblizn€ 2—8 mol%
degradovaného TCE a kyselina dichloroctovd pouze 1-2,5 mol% (Saeki a kol., 1999).

Schéma teoretickych drah ptemény TCE zndzorfiuje obrazek 2.
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Cl Cl

NS

Trichlorethylen c=cC
a”’ NH
n

nethan-monooxygenasa
kyslik, NADPH

Cl / H Cl /O /Cl
Chloral Cl—C — C /C — C TCE-epoxid
Cl 0] Cl H
Kyselina glyoxylova
Kyselina mravenci
Kyselina trichloroctova CcO
Kyselina dichloroctova Kyselina dichloroctova
Trichlorethanol cr

Obrazek 3 Schéma degradace TCE bakterii Methylocystis sp. M
(upraveno ze Saeki a kol., 1999)
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3 DEGRADACNI KULTURY

Jak uz bylo uvedeno vyse v tabulce 2, existuje mnoho substrati a degrada¢nich kultur. Drtiva
vétSina studii se vSak zabyva bakteriemi rostoucimi na methanu, fenolu nebo toluenu, tedy
bakteriemi, které jako degradacni enzym vytvareji methan monooxygenazu, toluen
ortho-monooxygenazu, toluen dioxygenazu nebo fenol 2-monooxygenazu. Pouziti methanu
jako substratu ma vyhodu v tom, Ze methan je nejedovaty, ale mé i nevyhodu a ta spociva
v jeho plynném skupenstvi. Naproti tomu fenol je dobfe rozpustny a biologicky rozlozitelny

v nizkych koncentracich, ale pti zvyseni koncentrace ptisobi toxicky (Riizicka, 2004).

V roce 1995 Speitel a Segar ve své praci popsali pokus, ktery odhalil, Ze kultury rostouci
na fenolu rostou oproti methanotroftim rychleji, jsou odolngjsi proti vliviim prostiedi, jak

toxickych metaboliti, tak jinych chemikalii a snadnéji se také vazi na ptipadny nosic.

K zajimavym zavérim dosli vtomtéz roce Chang a Alvarez-Cohen, ktefi méfili
transformacni kapacitu u ¢tyf smésnych kultur rostoucich na methanu, propanu, toluenu
a fenolu. Transformac¢ni kapacita oznacuje celkové mnozstvi TCE, vztazené¢ na suSinu
bun¢k, jaké zvladly kultury odbourat po jedné indukci enzymu. Za nertistovych podminek
méla nejvyssi transformacni kapacitu methanotrofni kultura a to 50 mg TCE/g suSiny bunék,
druhou nejvyssi transformacni kapacitu vykazovala kultura rostouci na fenolu s hodnotou
31 mg TCE/g suSiny bunék. U kultur rostoucich na toluenu a propanu byly hodnoty
transformacni kapacity o fad niz$i, avSak transformacni kapacita se da zvysit piidanim
urcittho mnozstvi substratu pii vlastni degradaci. Autofi zjistili, Ze u methanotrofnich
bakterii je ptidavek 20 mM mravencanu schopen transformacni kapacitu dvojnasobné zvysit
a pro bakterie péstované na fenolu je ptidavek 0,1 mM fenolu schopen zvysit transformacéni

kapacitu jen o 10 %. Vys8i koncentrace fenolu uzZ zplisobuje inhibici.

Methanotrofni bakterie byly v podobé smésnych kultur (konsorcii) vyuzity pro bioremediaci
podzemnich vod na Tchaj-wanu. Methanotrofni konsorcia byla izolovana z podzemnich
vod, kontaminovanych chloretheny. V planu bylo ovétfeni UspéSnosti strategie aerobniho
kometabolismu pravé bakteriemi oxidujicimi methan, které byly namnoZeny na plynném
methanu v koncentraci 20 %. Testu bylo podrobeno 5 konsorcii (A, B, C, D a E). VyuZiti
methanu konsorcii A, B, C se pohybovala od cca 80—100 %. U konsorcii D a E bylo vyuZiti
methanu o néco nizsi. 60—80 % methanu bylo spotiebovano konsorciem D a konsorcium E
bylo schopno vyuzit od 40 % az do 90 % metanu. Methan byl opakované davkovan v péti
dennich rozestupech (Wang a kol., 2019).
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10 15
Cas[dny]

Obrazek 4 Vyuziti methanu riznymi methanotrofnimi konsorcii béhem aklimatizace

(upraveno z Wang a kol., 2019)
Sipka indikovala pifenos mikrobialni kultury a vyménu média.

Pro dalsi experimenty byla vybrana konsorcia A a C. Schopnost odstranovat TCE byla pro
konsorcia analogicka s vyuzitim methanu. Uspésnost degradace TCE konsorciem A byla
70-90 %, coz bylo lepsi nez u konsorcia C, kde se uspésnost pohybovala mezi 60 a 70 %.
U konsorcia C srostouci koncentraci TCE klesala ucinnost vyuziti methanu, coz
poukazovalo na skutecnost, ze konsorcium A bylo odoln¢jsi vii¢i koncentracim TCE nizsim
nez 3 mg/l. Pro bioremediaci kontaminovanych mist na Tchaj-wanu bylo mozné pouzit
metodu kometabolismu. Je vSak nutné podotknout, Ze teplota podzemni vody

v monitorovanych vrtech dosahovala az 30 °C (Wang a kol., 2019).

3.1 Degradacni kultury rostouci na fenolu

Shih a kol. (1996) izolovali ze 4 reaktoru 47 kmenii bakterii, které jsou schopny rist
na fenolu. Z téchto kultur vSak pouze 13 rostlo na fenolu jako Cista kultura a z toho pouze
10 bylo schopno rozkladat TCE. Vyraznou degrada¢ni schopnosti pro TCE disponovaly
pouze 3 kultury v daném experimentalnim prostiedi (vstupni koncentrace TCE 1 mg/1, doba
degradace 10 dnd, pfitomnost 100 mg/l fenolu). Zbylé kultury rozkladaly TCE jen mirné

nebo dokonce vibec.
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Friesovi, Forneyovi a Tiedjovi (1997) se podatilo z podzemni vody kontaminované TCE
izolovat dokonce 348 bakteridlnich kment.. Schopnost rstu na fenolu nebo na toluenu
vykazovalo 273 kment, které byly odlisSeny metodou polymerazové fetézové reakce (PCR)
a zjistilo se, ze jde o 63 rtiznych kmenii. Az 60 rostlo na fenolu a z toho 36 dokazalo
z 80-100 % rozlozit TCE. U ostatnich kmend byla u¢innost degradace TCE velmi

proménliva, pohybujici se od 0 az do 60 %.

Tento jev vysvétlil Futamata a kol. (1998), ktefi testovali vztah mezi aminokyselinovou
sekvenci fenol hydroxylas a schopnosti odbourdvat TCE u 12 kment bakterii. Vysledkem
bylo rozdé€leni kultur do tfi skupin. Prvni skupina obsahovala kmeny s vysokou mirou
odbouravani TCE, druha skupina kmeny se stfedni mirou a tfeti s nizkou. Kmeny pattici
do prvni skupiny se dale vyznaCovaly nizkymi hodnotami satura¢ni konstanty Ks
(11-35 uM) oproti tomu skupina s nizkou mirou odbouravani TCE dosahovala hodnoty
saturacni konstanty Ks pies 550 uM. I podle stanoveni sekvence aminokyselin

v a-podjednotce fenol monooxygenazy doslo k rozdéleni kmenit do tii skupin.

V nasledujici praci Futamaty, Harayamy a Watanabeho (2001) byla méfena rychlostni
konstanta degradace k1 pro koncentraci TCE nejcastéji se vyskytujici v podzemnich vodach
a to 0,5 mg/l. Testim bylo podrobeno 13 kmenti a znovu doSlo na zakladé naméfenych
hodnot rychlostni konstanty k rozdéleni do tfi skupin. Skupina s nizkymi, stfednimi
a vysokymi hodnotami rychlostnich konstant 4;. Ve skupin¢ s vysokymi hodnotami
rychlostni konstanty se nachazely Ctyii kultury. Ti1 byly identifikovany jako Comamonas
testosteroni a jedna Burkholderia sp. Zastupcem skupiny s nizkymi hodnotami konstanty
K byl kmen C. testosteroni RS, ktery pii vyse uvedené koncentraci byl schopen TCE tuplné
rozlozit. Naopak, kmen Pseudomonas putida P-8, ktery mél vysokou hodnotu Ks, TCE
nedegradoval vibec. Zavérem této prace bylo, Ze pro ucinnou bioremediaci je vhodné
pouzivat kmeny s nizkymi hodnotami saturacni konstanty tedy kmeny, jejichz fenol

monooxygendza ma vysokou afinitu k TCE.

Polivtseva a kol. (2020) izolovali nové bakterialni kmeny, které jsou schopny vyuzivat fenol.
Kmeny byly izolovany z nekontaminovanych pid, ale 1 z pid kontaminovanych
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (Rusko, Kazachstan). Z téchto pad byly
izolovany 1 kmeny schopné rlistu na benzoétu, protoZe tato sloucenina je mén¢ toxicka nez
fenol, a destrukce benzoatu a fenolu zahrnuje tvorbu katecholu v prvni fézi, jejiz dalsi
transformace se provadi pomoci enzymil se stejnou funkci. Timto zplisobem bylo vybrano

cca 80 kmentll. Vybrané kmeny byly nésledné zkoumany na schopnost vyuzivat fenol jako
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jediny zdroj uhliku s jeho obsahem v médiu od 100 do 500 mg/l. Kmeny izolované z rtiznych

kontaminovanych a nekontaminovanych ptd byly rozdéleny opét do tii skupin.

Prvni skupinu tvofilo osm kmenti izolovanych z rhizosféry rostlin péstovanych
v nekontaminované puade¢; tyto kmeny byly oznaceny Fch 1-8. Ty rozlozily fenol
v koncentraci 100 mg/l. VSechny kmeny této skupiny byly nasledn¢ kultivovany
v mineralnim médiu se zvySenou koncentraci fenolu, az do 300 mg/l. Kmeny (¢. Fch 4-8)
schopné degradovat fenol v koncentraci 300 mg/1 byly dale kultivovany v mineradlnim médiu

vvvvvv

(Polivtseva a kol., 2020).

Z kment izolovanych z rhizosféry rostlin péstovanych v kontaminované pudé byl vybran

jeden kmen Fgl schopny rozkladu fenolu v koncentraci 500 mg/l (Polivtseva a kol., 2020).

Tteti skupina mikroorganismli zahrnovala 17 kment izolovanych z kontaminované pudy.
Z této skupiny byly pestovany tfi kmeny (8BN, 7B, 13BN) v kapalném médiu obsahujicim
500 mg/I fenolu (Polivtseva a kol., 2020).

Sedm z 81 izolovanych kmeni tedy dokazalo rozlozit fenol v koncentraci 500 mg/l

(Polivtseva a kol., 2020).

Kmeny byly identifikovany na zakladé¢ analyzy genu pro 16S rRNA. Ukazalo se, Ze vybrané
kultury lze ptipsat nasledujicim fylogenetickym skupindm: kmen 7B, rod Rhodococcus;
kmen 13BN, rod Pseudomonas; kmeny Fch 5, 7 a 8, rod Stenotrophomonas; kmen Fgl, rod

Lysinibacillus sp.; a kmen 8BN, rod Isoptericola (Polivtseva a kol., 2020).

Témétr vSechny studované kmeny vyuzivaly nékolik organickych sloucenin. Prace tak

ukézala na zna¢né zastoupeni bakterii vyuzivajici fenol ve vnéj$im prostiedi.

3.2 Degradacni kultury aktivni za sniZenych teplot

Mikroorganismy adaptované na chlad hraji vyznamnou roli v biodegradaci uhlovodikii
1 perzistentnich organickych polutant (POP) in situ (Bajaj a Singh, 2015; Margesin a kol.,
2003). Aerobni biodegradace mnoha uhlovodikii, jako jsou n-alkany, aromatické
a polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), byla zaznamenana v arktickém,
vysokohorském i antarktickém prosttedi (Margesin a kol., 2003). Siroka $kala bakterii, hub
a fas ma schopnost metabolizovat alifatické a aromatické uhlovodiky a POPs

(Bajaj a Singh, 2015; Margesin a kol., 2003). Bylo identifikovdno velké mnoZstvi
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degradabilnich bakterii odolnych vic¢i chladu. Mezi né patii zastupci heterotrofnich

aerobnich grampozitivnich a gramnegativnich rod (Margesin a kol., 2003)

Mikroorganismy adaptované na chlad se stdvaji potenciondlnim zdrojem enzymu

aktivnich i za nizkych teplot (Gerday a kol., 2000; Bajaj a Singh, 2015).

Pti testovani 61 bakteridlnich kmenti bylo osm kmenti schopnych degradovat 2,5 mM fenol
béhem 3-7 dnt pfi teploté 10 °C, 10 mM fenol byl zdegradovan za 7 dnti a pro degradaci
12,5 mM fenolu bylo potieba 14-18 dnl. Bakteridlni kmeny byly identifikované jako
Arthrobacter spp. (dva kmeny) a Pseudomonas spp. (Sest kmenti) (Margesin a kol., 2003).

Co se tyce perzistentnich organickych polutantt, ty jsou sice od 70. let 20. stoleti v mnoha
zemich zakazany, ale jejich rozsahlé pouZivani a nespravné nakladani v minulosti, vedlo
k zneciSténi znacné Casti zivotniho prostiedi. Jejich té¢kavost prispiva k Sifeni po celém svéte,
coz predstavuje globalni hrozbu. POPs byly detekovany ve vSech geografickych oblastech
Zem¢ 1 takovych lokalitach, kde se nevyskytuji zaddné vyznamné prumyslové zdroje
(Bajaj a Singh, 2015). Zejména POPs v chladném prostfedi mohou piedstavovat problém.
Vlivem nizké teploty dochazi obecné ke snizeni rychlosti biologického rozkladu
prostiednictvim zmén fyzikdlnich vlastnosti, jako je zvySena viskozita, snizena tékavost
a snizena biologicka dostupnost (Margesin a kol., 2007). Nizka teplota také ovliviiuje

mikrobidlni aktivitu a snizuje reak¢ni rychlost enzymu (Feller, 2010).

V resersni studii byly shrnuty poznatky o nékolika bakterialnich kmenech adaptovanych
na chlad, které byly schopny degradovat n€které POPs a jejich metabolity (Bajaj a Singh,
2015). U tii kment Sphingobium byla prokazana ucinnéa degradace pii teploté 4 °C (Zheng
a kol., 2011). Schopnost kometabolizmu polychlorovanych bifenyli (PCB) byla prokazana
u Hydrogenophaga taenospiralis 1A3 -A (Lambo a kol., 2006). Kmen, izolovany z pudy
v mirném klimatu, identifikovany jako Pseudomonas sp. C3211 vyuzival dibenzofuran
(DBF) jako jediny zdroj uhliku. DBF byl degradovan pii vSech studovanych teplotich
(4 °C, 10 °C, 22 °C a 25 °C) (Jensen a kol., 2003).

Ze sedimentu feky Wei-he byla izolovéana bakterie rezistentni vii¢i chladu (kmen QL), ktera
je schopna degradovat 2,2¢, 3,3, 4,4, 5,5, 6,6°-dekachlorbifenyl (PCB209). Kmen QL byl
identifikovan jako tyCinkovity gramnegativni bakteridlni kmen, ktery byl urcen jako
Comamonas testosteroni. C. testosteroni nikdy nebyla povazovana za kulturu schopnou
degradovat PCB209 pfi nizkych teplotach. V této studii se ukdzalo, ze kmen QL mize rhst
v ptitomnosti PCB209 jako jediného zdroje uhliku pfi nizkych teplotach (10 = 0,5 °C).
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v

Vyznamngjsi je, ze kmen QL byl ve vysokém inokulu (40 % objemu média) schopen tuplné
degradovat PCB209 za 140 hodin (poc¢atecni koncentrace PCB209 byla 100-500 ng/1 pti
10 £ 0,5 ° C a pH 7-8). Proces degradace probihal s kinetikou reakce nultého fadu. Kromé
toho jak laboratorni simulace, tak realné polni experimenty prokazaly, ze kmen QL byl
ucinny pti praktickych aplikacich biodegradace PCB209 v kontaminované pudé
(Qiu a kol., 2015).
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4 SOUHRN SOUCASNYCH SMERU (TRENDU) V BIODEGRADACI
TCE

Resersni ¢lanek Shukla a kol., (2014) shrnuje vysledky mnoha praci, ve kterych byly
pouzité rizné mikroorganismy. Autofi se vénovali dvéma hlavnim degrada¢nim
mechanismim — reduktivni dechloraci a acrobnimu kometabolismu. Reduktivni dechlorace
je anaerobni proces, pii kterém jsou jako akceptory elektronli vyuzivany chlorované etheny.
Za reduktivni dechloraci TCE jsou zodpovédné hlavné tyto kultury: Clostridium sp. DC-1,
KYT-1,  Dehalobacter,  Dehalococcoides,  Desulfuromonas,  Desulfitobacterium,
Propionibacterium sp. HK-1, a Sulfurospirillum. V aerobnich podminkach byla zkouména
u¢innost degradace TCE kultur nasledujicich rodia: Nitrosomonas, Pseudomonas,
Rhodococcus a Xanthobacter. Kromé¢ toho 1 nckteré houby (7Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium ME-446) a aktinomycety byly pouzity pro aerobni degradaci
TCE. Bioremediace TCE za anaerobnich podminek mé vysoky potencial pro aplikaci in situ.
K tomu vSak bude pottebné jesté sebirat data prostfednictvim studii in situ a na jejich zéklade
vyvinout ekonomicky ptiznivy proces bioremediace. Taktéz bude nezbytné¢ nutné poznat
stupent produkce toxickych vedlejSich produktli. Naproti tomu aerobni kometabolismus se
jevi jako levnéjsi a G¢innéjsi proces bez toxickych meziprodukti nebo kone¢nych produkt.
Autofti dospéli po rozsahlém zhodnoceni k zavéru, ze pro zlepSeni u¢innosti degradace TCE
mikroorganismy je tieba vyuzit metabolického inzenyrstvi a molekularné biologickych
nastroji, aby doslo ke zlepseni odolnosti degradacnich kultur a bylo mozné detailngji

posoudit jejich rozmanitost.

2H* HCI
TCE _ U 1,2-DCE
(CHCI = CCl,) — . (CHCI = CHCI)
2H*
HCI
Ethen NG
(CH,=CH,) —— 1 (CH,=CHCI)
HCI1 2H*

Obrézek 5 Mechanismus reduktivni dechlorace (upraveno z Pant a Pant, 2010)
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Ve svém piehledu Pant a Pant (2010) uvadi vedle redukéni dechlorace a kometabolické
degradace jesté tieti zptisob sanace TCE, a to piimou oxidaci. Pfima oxidace je proces, kdy
jsou chlorované etheny ptimo vyuzivany jako donory elektrontl, tedy jako primarni substrat
pro nékteré bakterie. Nékolik studii ukazalo, ze méné chlorované produkty reduktivni
dechlorace, napt. vinylchlorid (VC), mohou slouzit jako primarni substrat a jisté
mikroorganismy jsou schopny béhem procesu ptimé oxidace ziskdvat z chlorovanych ethenti
energii a organicky uhlik. Stejnym zpisobem je mozné degradovat cis-DCE i trans-DCE.
Mezi mikroorganismy, které jsou schopny chlorované etheny vyuzivat jako jediny zdroj
uhliku, patti Pseudomonas aeruginosa J1104, ktery je potencionalnim mikrobem pro vyuZiti

ptimo TCE jako jediné¢ho zdroje uhliku.
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5 DEGRADACNI KULTURA RF2

Kultura RF2 byla izolovana zaerobniho bioreaktoru v diplomové praci Vita (2001)
ktizovym roztérem smésného inokula. Identifikace kmene byla provedena pomoci nékolika
testli. Ovéfeni ristu na fenolu se potvrdilo uspésnou kultivaci na fenolovém agaru. Déle bylo
provedeno Gramovo barveni, zkousky na oxidazu a katalazu a také oxidacné-fermentacni
test. Testy odhalily, Ze se jednda o gramnegativni aerobni tyCinky obsahujici oxidazu
1 kataldzu. Ur€eni kmene prob&hlo na zikladé¢ vysledku mikrotestu NEFERMtest 24
a pozd¢ji pomoci spektra mastnych kyselin, stanoveném na pracovisti Krajské hygienické
stanice v Ostrave. Podle ziskanych vysledkti byl kmen RF2 vyhodnocen jako Comamonas

testosteroni, druh dfive zndmy jako Pseudomonas testosteroni.

Kultura byla uchovévana na Sikmém agaru pod sterilnim parafinovym olejem pfi teploté
4 °C. Déle byla pteockovana na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA). Pied
zahajenim nového testu byla pfeoCkovana na nové misky. Kultura je trvale uchovavana

v Ceské sbirce mikroorganismi v Brné, pod katalogovym ¢&islem CCM 7350.

5.1 Degradacni testy

Z diivéjsich studii vyplynulo, ze Comamonas testosteroni RF2 je schopna za laboratornich
podminek kometabolicky rozklddat TCE. Prace Zalesaka a kol. (2017) se zaméfila
na degradaci vSech izomert dichlorethylenu (DCE). Degradac¢ni testy byly provedeny jak
pro jednotlivé izomery DCE, tak i pro smés DCE a TCE, ktera se podobala kontaminované
podzemni vod¢. Vysledky ukazaly, ze kultura dokaze u¢inné odstranit vSechny izomery
DCE (nejlépe ¢DCE) 1 smés vSech DCE s TCE, tedy kultura vykazuje potencial v sanaci

podzemnich vod kontaminovanymi i mén¢ chlorovanymi ethyleny.

V roce 2011 se podatilo chemickou mutagenezi Comamonas testoteroni RF2 ziskat kmen
VM, ktery je schopen rist pii vysSich koncentracich fenolu. Oba kmeny ve stavu klidovych
bunék byly schopny degradovat TCE béhem 22-24 hodin. Degradace obou kment vedla
k 95 % mineralizaci chloru, ale pfi degradaci kulturou VM byla zaznamenana mnohem vyssi
produkce kyseliny trichloroctové (3,4 mol %) nez u kmene RF2 (0,15 mol %). Kvili
pomalému ristu kultury RF2 pfi koncentraci fenolu 200 mg/1 byl pro rychlejsi namnoZeni
pouzit citronan sodny. Poté byl stanoven Casovy prubéh degradace bunikami v klidovém
stavu (Riizicka a kol., 2011). Klidové buiiky jsou takové buiiky, u kterych neprobiha déleni

a endogenni dychéni je omezeno. Klidové buiiky jsou morfologicky odlisné od bunck
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rostoucich nebo vegetativnich a ve vétSiné ptipadd jsou buiky klidové odolnéjsi vici

nepfiznivym podminkdm nez buniky vegetativni (Sudo a Dworkin, 1973). Vysledky jsou

graficky znazornény na Obr. 5. Rozklad prob¢hl za 22—-24 hodin.

c TCE [mg/l]

0,9
0,8
0,7
0,6
0.5

0,4 -

0,3
0,2
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0

0

50

Cas[h]

100

160

Obrazek 6 Priibéh degradace trichlorethylenu klidovymi bunikami Comamonas testosteroni

RF2 (upraveno z Ruzicka a kol., 2011)

Casovy prubéh degradace kmenem VM vykazoval podobné schéma jako u kmene RF2.

Pro aplikaci bunék piimo do kontaminované podzemni vody je dilezitym predpokladem

schopnost mnozeni bun¢k za pritomnosti TCE, tedy degradace TCE za rstovych podminek.

Rast kmentt RF2 a VM byl testovdn na smési fenolu a laktatu za pritomnosti rtiznych

koncentraci TCE (0,8 — 50 mg/l) (Ruzicka a kol., 2011). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4 Degradace TCE pomoci RF2 a VM po rastu na laktatu a fenolu za ptitomnosti
TCE (Ruzicka a kol., 2011)

¢ TCE Riist kultur Mnozstvi odstranéného TCE [%)]
[mg/1] RF2 VM RF2 VM
0,76 + 0,02 ++ ++ 100 100
1,5+0,03 ++ ++ 100 100
5,05 + 0,14 ++ ++ 54,6 £2,2 73,8+ 1,6
10,0 + 0,26 ++ ++ 28,7+1,4 39,7+2,1
252+1,1 ++ ++ N 10,0 £0,8
49,8 +1,7 + ++ N 0

+: st po 72 h, ++: rust po 24 h, N: netestovano
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U obou kultur se prokdzala schopnost ristu za ptitomnosti TCE. Rust kultury RF2 pfi
koncentraci 50 mg/l TCE byl pomalejsi a nedoslo k uplné degradaci, riist kmene VM
na stejné koncentraci byl rychlejsi, ale i tak bakterie nebyly schopny TCE zcela rozlozit.

Z divodu velkého vyznamu konecnych produktu biodegradace TCE bylo stanoveno
mnozstvi vznikajicich chloridu a kyseliny trichloroctové u obou kmenti. Hladiny chloridu

a kyseliny trichloroctové jsou uvedeny v tabulce 5 (Razicka a kol., 2011)

Tabulka 5 Tvorba kyseliny trichloroctové a chloridi po degradaci TCE u obou kment
(Razicka a kol., 2011)

Produkce chlorida Produkce kyseliny trichloroctové
[mol %] [mol % degradovaného TCE]
RF2 VM RF2 VM
97,8 95,3 0,15 3.4

Comamonas testosteroni RF2, pokud je péstovana na fenolu a laktatu, je tedy schopna
s vysokou ucinnosti kometabolizovat TCE 1 vSechny izomery DCE. C. testosteroni RF2
muze také tvofit konsorcia s kmeny degradujicimi vinylchlorid (VC) jako je Mycobacterium
aurum L1. Konkrétné toto konsorcium se ukazalo jako vhodné pro odstranéni ¢cDCE a VC
z binarni smési a stejné tak pro degradaci smési TCE, viech izomertt DCE a VC. Uginnost

degradace pro vSechny slouceniny byla témét 100 % (Zalesak a kol., 2021).
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA

6.1 Materialy

Pro tuto diplomovou praci byla pouzitd fada roztoki, zivnych médii, chemikalii

a biologického materialu.

6.1.1 Roztoky

Fyziologicky roztok (FR)

8,5 g NaCl v 1000 ml destilované vody.

Roztok A

9,07 g KH2PO4 v 1000 ml destilované vody.

Roztok B

23,90 g Na,HPO4.12 H>O v 1000 ml destilované vody.

Roztok stopovych prvki

MISO4S IO ..o, 0,043 g
H3B O3 oo, 0,057 g
Z0S08.TH2O ..o 0,043 g
(NH2)6MO7024.6 HaO oo, 0,037 g
COMNOZ)2LEHIO .o 0,025 g
CUSOS HaO oo, 0,040 g

Vsechny latky byly rozpusStény v 1000 ml destilované vody.

Mineralni médium (MM) — 100 ml

ROZEOK B e e & ml
ROZEOK A oo 2 ml
DestilovVanad VOda ..ot 86 ml

ROZIOK NH4CT (30 @/1) e e I ml
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Roztok MSO4.7 HoO (10 /1) . enneieieeie e e e 1 ml
Roztok Fe(NH4)2.(S04)2.6 H2O (3. 2/1) cenviniiiiee e 1 ml
Roztok CaCla.2 HaO (1 /1) cnviniiiii i e e 1 ml
ROZIOK NACT (50 @/1) o .vieniitii e e e 1 ml
Roztok StOpovVYCh PrvKl ...o.viei i 0,15 ml

pH média v rozmezi 7,4-7,5

6.1.2 Zivna média
Tryptone Yeast extract Agar (TYA) (Himedia)
Mineralni agar s fenolem (250 mg/l) a tryptonem (50 mg/l) — MAFt agar

SloZzeni MAFt (na 100 ml):

KoHP Oy ., 0,1g
NH UG L e 0,11¢g
MESO4.7 HoO ..o 0,02¢g
FeSO4.7 HoO ..o 0,001 g
[0 0 Pt 0,001 g
RoZtok StopovyCh PrvKU. ... 0,1 ml
N . Pt 20¢g
Y PEOTL. . e e 0,005 g
Voda destiloVana. ........oooinuuiiiii i s 100,0 ml

Po sterilizaci a zchladnuti pod 60 °C bylo ptfidano 0,5 ml zasobni roztok fenolu (50 g/1), do

koncentrace 250 mg/l, smés byla promichana a rozlévana do misek.

6.1.3 Chemikalie
Fenol (Sigma-Aldrich)
Laktat sodny (LN, Sigma-Aldrich)

Trypton (T, Himedia)
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Kvasni¢ni extrakt (KE, Himedia)

MEM vitaminy (Biosera)

Methanol (Penta)

Trichlorethylen (Sigma-Aldrich)

Ptiprava vodného roztoku trichlorethylenu:

Do plynotésné lahvicky s ventilkem mininert ON/OFF s plynotésnym septem bylo
nadavkovano 1,5 ml destilované vody a nasledné ptidano cca 50 pl trichlorethylenu.
Poté byla smés dokonale michana po dobu minimalné¢ 15 minut, pak ponechan

trichlorethylen sedimentovat minimalné 24 hodin.

6.1.4 Biologicky material

Kultura RF2 byla izolovana z aerobniho bioreaktoru v diplomové praci Daniela Vita (2001).
Testy odhalily, ze se jednd o gramnegativni aerobni tyCinku. Bakterie byla urcena jako
Comamonas testosteroni. Kultura je uloZena v Ceské sbirce mikroorganismi v Brng, pod

¢islem CCM 7350.

6.2 Pristroje a laboratorni pomicky

6.2.1 Pristroje

Plynovy chromatogram HEWLETT PACKARD 5890 (USA)

Integrator HEWLETT PACKARD 3396 (USA)

Koncentrator TEKMAR LSC 2000 (USA)

UV-VIS spektrofotometr UNICAM UV 500 (Thermo Spectronic, USA)
Ttepacka VWR (USA)

Chladnicka s mrazakem (Ardo, CR)

Lednicka GZ 48 (GUZZANTI, Itélie)

Inkubator MY TEMP Mini (Benchmark, Némecko)

Laboratorni autoklav (Sanoclav, St-MCS-203, Némecko)

Chlazena centrifuga Mr 23i (Jouan, Francie)
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Mgé#i¢ zékalu Densilameter-I1, typ Densi-2 (EMO, CR)
pH metr inoLab 720 + sklen¢éna elektroda (WTW, SRN)

Asepticky laminarni box BIO-II-A (Telstar, Spanélsko)

6.2.2 Laboratorni pomtcky

Mikrodavkovac - 2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml, 5-10 ml (Biohit, Finsko)
Mikrodavkovac (Hamilton, USA)

Zkumavky (Gama, CR)

Vzorkovnice Sample Vials — 40 ml uzaviené silikonovymi septy s teflonovou folii

a Sroubovymi polypropylenovymi uzavéry (Supelco, USA)
Mikrozkumavky (eppendorfky)

Filtr Ahlstrom ReliaPrep - 0,2 um (Ahlstrom, Némecko)

6.3 Metody méreni

6.3.1 Méreni optické hustoty na densilametru

Densilametr je pfistroj, ktery je uren pro stanoveni hustoty bakterialni suspenze (zakal).
Ptistroj méii optickou absorbanci a namétfené hodnoty jsou pfimo piistrojem prevedeny
do jednotek dle McFarlanda. Rozsah méfeni ptistroje se pohybuje od 0—15 McF. M¢teni trva
cca 1 vtefinu. Méfeni probiha ve zkumavkach o priméru 15—18 mm, standardné o pruméru

16 mm a objemu 15 ml z polystyrenu.

6.3.2 Méreni obsahu fenolu na UV-VIS spektrofotometru UNICAM UV 500

UV-VIS spektrofotometr UNICAMUYV 500 je dvoupaprskovy spektrofotometr s pevnou
Sitkou $té€rbiny 1,5 nm a rozsahu vlnovych délek (A) 190-900 nm. Pfistroj se sklada ze Ctyt
Casti. Zdroj zafeni (emisni systém) je pro UV (ultrafialové) zafeni deuteriova vybojka
(A=180-360 nm) a pro VIS (viditelnd) oblast je to wolframova zarovka (A=360-3000 nm).
Monochromator, tedy disperzni systém je tvofen vstupni a vystupni $térbinou, zrcadlovou
soustavou a rozkladnym prvkem (reflexni miizka). Absorpénim prostfedim jsou kyvety

s méfenym a srovnavacim roztokem. Pro UV oblast se pouzivaji kyvety kiemenné a pro VIS
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oblast sklenéné nebo plastové. Detektorem v tomto zafizeni je fotonasobi¢. Pro zpracovani

odezvy je pouzivano elektronické zatizeni.

6.3.2.1 Kalibracni kiivka pro stanoveni fenolu

Byly ptipraveny roztoky fenolu v destilované vodé o koncentracich 100; 50; 25; 12,5

a 0 mg/l. U roztoku byla méfena absorbance pti vinové délce 270 nm (A270).

Tabulka 6 Namétené hodnoty pro kalibra¢ni kiivku pro stanoveni fenolu

Koncentrace [mg/l] Aa70 [-] Pramér
0 0 0 0,000
12,5 0,205 0,206 0,206
25 0,400 0,400 0,400
50 0,799 0,800 0,800
100 1,58 1,58 1,58
1,8
1,6 y =0,0159x o
1,4 R?=0,9999
1,2
— 1,0
<§ 0,8 ®
0,6
0,4 4
0,2 o
0.0 '
0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace fenolu [mg/I]

Obrazek 7 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni fenolu

6.3.3 Méreni obsahu TCE pomoci plynové chromatografie (GC)

Analyza vzorku probihala na tfech propojenych zatizenich. Prvnim pfistrojem, do kterého

vstupuje analyzovany vzorek, je koncentrator TEKMAR LSC 2000. Dale vzorek postupuje
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do plynového chromatografu HEWLETT PACKARD 5890. Vyhodnoceni a vytisténi
chromatogramu probihd v integratoru HEWLETT PACKARD 3396.

6.3.3.1 Koncentrator TEKMAR LSC 2000

Koncentrator prochdzi automaticky jednotlivé kroky popsané nize a je fizen
mikroprocesorem. Inertni plyn (dusik) je soucasné plynem stripovacim i nosnym. S kolonou

plynového chromatografu je propojen vyhiivanou trubici.

Do koncentratoru byl vzorek davkovan davkovacem Hamilton o objemu 5 nebo 1 ml.
K zakoncentrovéani sledované latky, tedy TCE, byla pouZzitd metoda Purge and Trap.
K extrakcei latky doslo stripovanim inertnim plynem (dusik). Inertni plyn reagoval s matrici
nesouci tékavou latku (VOC). Uvolnénd t€kava latka se sorbovala na trap (trubice se
sorbentem). Po zahtati trapu se latka uvolnila ze sorbentu a pokracovala do plynového

chromatografu k detekci.

Ptedvolené kroky operacniho systému koncentratoru:

STANDBY (35 °C) — klidovéa poloha, ustalovani pocate¢nich podminek
PURGE READY - podminky ustaleny, davkovani vzorku

PURGE (11 minut) — dochazi k uvolnéni tékavych latek z matrice vzorku pomoci inertniho
plynu (dusik). Do stripovaci nadobky se vzorkem je ptiveden inertni plyn. Dochazi
k uvolnéni tékavé latky ze vzorku. VOC je nasledné zachycena na sorbent v trapu, tim se
koncentruje a inertni plyn prochédzi zafizenim bez zadrzeni. Nosny plyn prochazi

Sesticestnym ventilem koncentratoru do GC.

DRY PURGE (3-4 minuty) — suSeni, odstranéni zkondenzované vody pomoci inertniho

plynu, ktery prochézi trapem.
DESORB READY - vzorek je ptipraven k poslani do GC

DESORB PREHEAT (245 °C) — predehtati trapu, pied desorpci, na teplotu o nékolik stupnii

nizsi, néZ je teplota desorpce, dochazi k uvolnéni VOC z absorbentu.

DESORB (4 minuty; 250 °C) — vyhftati trapu na teplotu 250 °C, vzorek je vypuzen do GC.
Vzorek je vypuzen z trapu opaénym smerem, nez na néj byl zachycen, a to pomoci otocenti

sméru proudéni inertniho plynu Sesticestnym ventilem.

INJECT
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BAKE (5 minuty; 260 °C) — vypékani trapu zajisti odstranéni piipadnych zbytka
ptedchoziho vzorku a vody. Opétovnym proudénim inertniho plynu jako v kroku RURGE,
jsou odvadény zbytky organickych latek.

6.3.3.2 Plynovy chromatograf HEWLETT PACKARD 5890 SERIES 11

Soucasti plynového chromatografu je kapilarni kolona QUADREX se staciondrni
fazi - Methy Phenyl Cyanopropyl Silicone, o délce 30 m, s vnitinim primérem 530 um
a tloustkou filmu 3 pm. GC obsahuje dva detektory. Detektor elektronového zachytu (ECD)

a plamenoionizac¢ni detektor (FID).

Nastavené parametry: OVEN TEMP 35 °C; INIT VALUE 35 °C; INIT TIME 10 min; RATE
4 DEG/min; FINAL TEMP 150 °C, FINAL VALUE 150; FINAL TIME 5,00; INJ A TEMP
OFF; INJ B TEMP OFF; DET A TEMP ON 230 °C; DET B TEMP OFF; DET A (FID) ON;
DET B (ECD) OFF.

Nastaveni plynového chromatografu prob&hlo v souladu s normami CSN EN ISO 15680
a CSN EN ISO 10301.

6.3.3.3 Integrator HEWLETT PACKARD 3396 SERIES 11

Integrator vyhodnocuje signal z detektoru FID (ECD). Vystupem je chromatograficky
z4znam na papirovém nosi¢i. Na chromatogramu jsou zaznamenané piky patfici sledovanym
VOC podle jejich reten¢nich Casti. Soucasti chromatogramu je zapis o mnozstvi sledované

latky (plocha piku).

Nastavené parametry:

[ZERO] 5 —nastaveni pozice chromatografické zakladni linie na papiru
[ATT 2] 2 — nastaveni citlivosti

[CHT SP] 0,3 — definuje rychlost papiru pro zapisovac

[AR REJ] 0 — definuje minimalni plochy pro zdznam pikt

[THRSH] 2 — definuje minimalni $itky pro detekci pika

[PK WD] 0,04 —nastaveni o¢ekéavané §itky pikli na hodnotu optimalni pro kvantifikaci
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6.3.3.4 Chromatogram

Na chromatogramu z detektoru FID jsou informace o Case, kdy byla latka detekovéna a pik
métené latky s danou plochou. Kvantitativni informace jsou uvedeny pod chromatogramem

ve formé reportu viz obrazek 6.

ST RRT

TCE

Obrazek 8 Chromatogram vzorku obsahujici TCE z detektoru FID

6.3.3.5 Kalibracni kiivka

Byly pfipraveny tii standardy TCE o koncentraci 223,9; 2239 a 5945 mg/l. Kazda
koncentrace byla ddvkovana do Tekmaru v mnozstvi 1 a 0,5 pl stfikackou Hamilton
oobjemu 1 pl do objemu 5 ml demineralizované vody. Koncentrace odpovidajici
davkovanym objemim roztoki Cinila (22,39; 44,78; 223,9; 447,8; 594,5; 1189 ng/l) TCE.
KaZzda koncentrace byla prométend dva krat vedle sebe. Na zakladé sestavené kalibra¢ni

ktivky byly odecitany skutecné koncentrace TCE ve vzorcich.
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Obrazek 9 Kalibracni kifivka pro stanoveni TCE z detektoru FID

6.4 Postupy

6.4.1 Ovéreni ristu Comamonas testosteroni RF2 na fenolu za riznych teplot

Pro pokus bylo ptipraveno 300 ml MM s pH 7,4. MM bylo rozdéleno po 100 ml do 3 1ahvi
a vSe nasledné¢ sterilizovano v autoklavu. Dal§im krokem bylo pfipravit zasobni roztok (ZR)
fenolu (50 g/1). Bylo navéazeno 2,5 g fenolu a rozpusténo ve 45 ml destilované vody, poté
doplnéno do 50 ml. Sterilizace byla zajisténa filtraci pies sterilni ultra filtr s porozitou
0,2 um. ZR byl uchovavén ve tmé. Pfiprava minerdlniho média s fenolem (MMF) byla
nasledujici: do 100 ml sterilniho MM bylo asepticky pfidano 0,4 ml sterilniho ZR fenolu.
MMF bylo dikladné promichdno a rozplnéno po 4 ml do 15 sterilnich zkumavek.

Koncentrace fenolu byla 200 mg/1.

Z 15 zkumavek s MMF bylo 8 zaockovano 10 pl suspenze kultury RF2 (1. stupeni
McFarlandovy stupnice). Nasledné byla zmétena opticka hustota (OD) na densilametru.
4 zkumavky byly inkubovany pii 25 °C a dalsi 4 pfi 15 °C. Ctyii zkumavky s MMF nebyly
ockovany. Také u nich byla zmétena OD na densilametru. Dvé zkumavky byly inkubovany
pii 25 °C a dvé pti 15 °C spolu s naoCkovanymi (kontrola A). Do ¢tyfech zkumavek bylo
davkovano 4 ml MM a byly zaockovany 10 pl suspenze kultury RF2, opét byla zmétena OD
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a po dvou byly inkubovany pti kazdé vySe zminéné teploté spolu se zbylymi zkumavkami

(kontrola B). Hodnoty zakalu u vSech kontrol by mély byt v rozmezi 0,0-0,1.

Inkubace probihala za stejnych podminek s vyjimkou teplot. Pfed hodnocenim byly
zkumavky dikladnég, ale opatrné promichany, aby nevznikly bublinky, jelikoz pro méfeni
na densilametru je tento jev nezadouci. Méfeni probihalo po celou dobu inkubace, tedy

14 dni a kazdy den kromé vikendovych dnt.

6.4.2 Ovéreni ristu RF2 na pevnych Zivnych ptadach
Kultivace na pevnych Zivnych ptdach:

Vyockovana byla kultura RF2 ze zkumavek A a C, inkubovanych pii 15 °C, z pfedchoziho
pokusu, na TYA agary. Déle byly ptfipraveny 3 typy zivnych pid: TYA agar, TYA agar
s fenolem 200 mg/l, po sterilizaci byl pfidan sterilni ZR fenolu a mineralni agar s fenolem
(250 mg/l) a tryptonem (50 mg/l) (MAFt). Kultura RF2 z dfive pouZitych TYA agarii
inkubovnanych pfi 15 °C, byla preockovana na TY A agary a na MAFt agary a inkubovana
pii 15 °Cipii9 °C. Pro dalsi pokus byla pouzita kultura RF2, ktera byla vyockovanana TYA
agar z -80 °C. Tato kultura byla nasledn¢ naoCkovana na TYA agar a na MAFt agar
a kultivovana pti 9 °C. Dale byl ptipraven TYA agar s koncentraci fenolu (200 mg/l)
(TYA+F).

6.4.3 Ovéreni ristu RF2 v tekutych médiich

Pro pokus bylo ptipraveno MM o objemu 600 ml a sterilizovano po 300 ml v autoklavu.
Do sterilni davky 300 ml MM bylo asepticky pfidano 1,5 ml sterilniho ZR fenolu a dobte
promichano. Vzniklo MMF o koncentraci 250 mg/l fenolu. MMF bylo rozplnéné po 3 ml
do sterilnich zkumavek, ty byly uchovavany ve tmé a chladu. Dvé zkumavky s MMF byly
naockovany kulturou z TY A agaru a dalsi dvé zkumavky byly nao¢kovany kulturou rostouci
na MAFt agaru kultivovana pii 9 °C (kultura vyockovana z — 80 °C). Z kazdé dvojice jedna

zkumavka byla inkubovana v klidu pfi 9 °C a na tfepacce pii 13 °C.

Ze zkumavky s MMF naockovana kulturou RF2 z MAFt agaru a kultivovana pii 13 °C
(pouzita vyse), byly zaockovany dalsi 4 zkumavky 10 pl a dvé byly kultivovany pii 13 °C
a dve pii 8 °C
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Dale byla ptipravena suspenze kultury RF2 rostouci na TYA+F o hustot¢ 1,2 McF. Suspenzi
o objemu 30, 300 a 600 ul bylo zaockovano 5 zkumavek s 3 ml MMF a inkubovany pti 9 °C
al3°C

6.4.4 Urychleni adaptace na fenol pri nizkych teplotach

Bylo ptipraveno 100 ml sterilniho MM, které bylo smichano s 0,5 ml ZR fenolu (50 g/1).
vzniklo MMF s koncentraci fenolu 250 mg/l. Smés byla asepticky rozplnéna po 3,2 ml do 30
zkumavek. DalSich 100 ml sterilniho MM bylo smichéno s 0,5 ml sterilni destilované vody
a rovnéz asepticky rozplnéno po 3,2 ml do 26 zkumavek. Déle byly ptipraveny ZR tryptonu
(T), kvasni¢ného extraktu (KE) a laktatu sodného (LN) o koncentraci 250 mg/l. Navéazka pro
T a KE byla 25 mg. Toto mnoZzstvi bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody a nasledné
sterilizovano v autoklavu. Pro LN (60% roztok) navazka Cinila 42 mg. Navazené mnozstvi
bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody a také sterilizovano v autokldvu. Suspenze
kultury RF2 byla pfipravend z kultury kultivované na TYA agar s fenolem (1. stupen

McFarlandovy stupnice).
Déavkovani:

4 zkumavky s MMF byly asepticky doplnéné jen 0,8 ml sterilni destilované vody.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 0,8 ml sterilniho ZR tryptonu.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 0,8 ml sterilniho ZR KE.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 0,4 ml roztoku KE a 0,4 ml roztoku tryptonu.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 20 ul sterilniho roztoku MEM vitamint a 720 pl
sterilni destilované vody.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 0,8 ml sterilnitho ZR LN.

4 zkumavky s MM byly asepticky doplnéné jen 0,8 ml sterilni destilované vody.

4 zkumavky s MM byly doplnény 0,8 ml sterilniho ZR tryptonu.

4 zkumavky s MM byly doplnény 0,8 ml sterilniho ZR KE.

4 zkumavky s MM byly doplnény 0,4 ml roztoku KE a 0,4 ml roztoku tryptonu.

4 zkumavky s MM byly doplnény 20 pl sterilniho roztoku MEM vitaminti a 720 pl sterilni
destilované vody.

4 zkumavky s MMF byly doplnény 0,8 ml sterilniho ZR LN.

Kazda zkumavka byla naockovana 15 pl suspenze RF2 (bez vyfukovani) a nasledné byly

zkumavky dobfe promichané a zméfené na densilametru.
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Z kazdé ctverice byly dvé zkumavky inkubovany pii 13 °C v inkubatoru na tiepacce a dalsi

dvé v chladnicce na tfepacce pii 9 °C. OD byla métena kazdy den po dobu 15 dnt.

6.4.5 Raust kultury Comamonas testosteroni RF2 v pritomnosti TCE za teploty 13 °C
(podil fenolu s laktatem 150 + 50 mg/l)

Bylo ptipraveno 300 ml MM, ke kterému bylo ptidano 60 ml ZR LN za vzniku mineralniho
média s laktatem sodnym (MML). Dale byl pfipraveny vodny ZR TCE (1,1 g/l)
a methanolicky ZR TCE (50 g/1). Pro suspenzi byla pouzita kultura RF2 kultivovana pii
25°Ca 13 °C a sterilni FR.

Do 300 ml MML bylo ptidano 0,9 ml ZR fenolu (50 g/l) a rozplnéno po 10 ml do 20
sterilnich plynotésnych vialek o objemu 40 ml. 10 znich bylo na 45 minut vloZeno
do chladnic¢ky a zchlazeno, nasledné byly tyto vialky zaockovany 15 ul suspenze kultury
rostouci ptfi 13 °C. Do zbylych 10 vialek bylo ptidano 15 pl suspenze kultury rostouci pii
25 °C. Pak do kazdé vialky bylo pfidano mnozstvi TCE uvedené v tabulce 7 a okamzité

uzavieno septem a uzavérem.

Tabulka 7 Pridavek TCE do vialek

Koncentrace TCE
Vialky Pridavek TCE [pl] Typ roztoku
ve vodné fazi [mg/1]

1+2 - - 0,0
3+4 30 vodny 1,5
5+6 100 vodny 5,0
7+8 4 methanolicky 10
9+10 10 methanolicky 25

Vialky byly kultivovany pti 25 a 13 °C po dobu 7 dnti. Rist kultur byl visudlné porovnavan
se standardy dle McFarlanda. P&t standardi bylo pfipraveno podle rozpisu v tabulce 8

v nesterilnich vialkach.
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Tabulka 8 Ptiprava standarda dle McFarlanda

Standard Roztok 1% H>SO4 [ml] Roztok 1% BaCl; [pl]
0,3 9,97 30
0,6 9,94 60
0,9 9,91 90
1,2 9,88 120
1,5 9,85 150

6.4.6 Rist kultury Comamonas testosteroni RF2 p¥i snizenych koncentracich fenolu,

pri teploté 8-9 °C

Bylo ptipraveno 300 ml MM a nasledné rozdéleno po 100 ml na 3 ¢asti. Jedna sterilni davka
zlstala bez substratu. Do druhé sterilni davky MM bylo asepticky ptidano 0,4 ml ZR fenolu
(50 g/1) a vzniklo MMF s koncentraci fenolu 200 mg/1. Do nesterilni davky MM bylo ptidano
34 mg sirupu LN a nasledné bylo sterilizovano. Vzniklo MML s koncentraci LN 200 mg/I.
Vsechny média byla pfed dalSim pouzitim zchlazena v chladnicce. Suspenze RF2 byla

piipravena z kultury kultivované pii 13 °C.

Bylo sterilizovano 22 plynotésnych vialek o objemu 40 ml. Do nich byly asepticky
pipetovany objemy sterilnich médii dle tabulky 9. Pak byly vSechny vialky zaockovany 15 ul
suspenze RF2. Kultivace probihala pii 8-9 °C na tfepacce. Zéakal byl odecitan obden po dobu
22 dnli podle standardl ptipravenych v pfedchozim pokusu a posledni den byly vialky

intenzivné protiepany, prelity do zkumavek a OD zméteno na densilametru.
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Tabulka 9 Mnozstvi pouzitého média

Vialky Substrat [mg/1] MMF [ml] MML [ml] MM [ml]
1+2 zadny - - 10
3+4 fenol 75 3,75 - 6,25
5+6 fenol 100 5,0 - 5,0
7+8 fenol 150 7.5 - 2,5
9+10 fenol 200 10 - -

11+12 laktat 150 - 7,5 2,5

13+14 laktat 100 - 5,0 5,0

15+16 laktat 75 - 3,75 6,25

17+18 fenol 75 + laktat 75 3,75 3,75 2,5

19+20 fenol 100 + laktat 100 5,0 5,0 -

21+22 fenol 150 + laktat 50 7,5 2,5 -

6.4.7 Rist kultury Comamonas testosteroni RF2 pri 100 mg/1 fenolu a 100 mg/1

laktatu, pri teploté 8 °C a raznych inokulech

Pro tento pokus bylo ptipraveno 900 ml MM a nésledné piidano 150 mg LN. Vzniklo MML

o koncentraci LN 100 mg/l. Tento objem byl rozdélen na 12 davek po 60 ml do ladhvi

o objemu 250 ml. Vsechny lahve i zbylych 180 ml bylo sterilizovano. Sest lahvi
(7-12, série B) bylo uchovano na pozdg&ji. Sest ldhvi (1-6, série A) i zbytek MML bylo

schlazeno v chladni¢ce na 8 °C. Dale bylo pfipraveno 12 ml suspenze RF2 v chladném MML

do hodnoty 2. stupné¢ McFarlandovy stupnice. Do chladnych lahvi série A bylo asepticky

pfidano 140 pl ZR fenolu a nasledné definovany objem chladného sterilniho MML dle

tabulky 10 a nakonec objemy inokul. Vysledny objem v kazdé lahvi byl 70 ml.
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Tabulka 10 Objemy mineralniho média s laktatem, fenolu a inokula

MML  Fenol50g/1 MML Inokulum Koncentrace

Lahve [ml] [ml] [ml] v MML [ml] inokula
1+2 (7+8) 60 0,14 9,8 0,07 (70 pl) 1 %o
3+4 (9+10) 60 0,14 9,15 0,7 (700 pl) 1%
5+6 (11+12) 60 0,14 6,35 3,5 5%

Obsah lahvi série A byl velmi dobfe promichan a po cca 10 minutach bylo asepticky
odebrano z kazdé¢ ldhve 4 ml vzorku do plastovych zkumavek. Nasledné byla zméfena OD
na densilametru a poté byl obsah zkumavek pielit do dvou paralelnich mikrozkumavek
(eppendorfek). Mikrozkumavky byly centrifugovany 10 minut pii 10000 g, pii 4 °C.
Po centrifugaci byl supernatant opatrné slit do Cistych zkumavek. V supernatantu byla
zmétena absorbance pfi 270 nm na UV-VIS spektrofotometru UNICAM. Koncentrace
fenolu byla odectena z kalibra¢ni kfivky. Lahve byly inkubovany v chladnicce pti 7-9 °C,
na tiepacce. Toto vzorkovani, méfeni DO a koncentrace bylo provadéno denné. Pro

vzorkovani vikendovych dni byla o néco pozdéji nasazeny lahve série B.

6.4.8 Riist kultury Comamonas testosteroni RF2 pri 100 mg/1 fenolu a 100 mg/1
laktatu, pri teploté 13 °C a 8 °C

Bylo ptipraveno 300 ml MM a ptidano 50 mg LN za vzniku MML. MML bylo rozdéleno
na dvé davky po 200 a 100 ml a obé davky sterilizovat. Do davky 200 ml bylo asepticky
pridano 0,4 ml ZR fenolu (50 g/) a vzniklé MMLF rozplnit po 10 ml do 19 sterilnich
plynotésnych vialek o objemu 40 ml. Davku 100 ml MML asepticky rozplnit po 10 ml do
sterilnich plynotésnych vialek o objemu 40 ml. Poté byly vialky zchlazeny na 8 °C. V den
ockovani bylo ve zbytku MMLF stanoveno mnozstvi fenolu. VSechny pfipravené vialky
byly naockovany 10 pl chladné suspenze RF2. Vialky byly inkubovany nasledovné:
10 vialek s MMLF a 3 vialky s MML pfi teploté 13 °C a 9 vialek s MMLF a 3 vialky s MML
pii 8 °C.

Rist kultury RF2 byla sledovdna obden visualnim srovnanim zakalu vialek s MMLF
a MML. A7 po zjiSténi vyraznéjsiho ristu ve vialkdch s MMLF byl po centrifugaci stanoven

fenol.
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6.4.9 Degradace TCE kulturou Comamonas testosteroni RF2 p¥i 100 mg/l fenolu a
100 mg/1 laktatu, p¥i teploté 13 °C

Bylo pfipraveno 200 ml MM a nésledné pfidano 34 mg sirupu LN za vzniku MML.
Po sterilizaci bylo k MML piidano 0,4 ml ZR fenolu (50 g/lI) a zchlazeno. Déle bylo
sterilizovano 30 kust plynotésnych vialek o objemu 40 ml. Sterilni zchlazené MMLF bylo
rozplnéno do 18 chladnych vialek po 10 ml. Do 8 vialek bylo napipetovano 10 ml sterilni
destilované vody (blank) a vychlazeno. Patnact chladnych vialek bylo zaockovano dne
8. 4.2021 10 pl chladné suspenze RF2 a nasledné bylo pfidano 40 pl roztoku TCE (1,1 g/1)
hamiltonkou. Predpokladand koncentrace TCE v kapalné fazi byla cca 2 mg TCE/l. Dne
9. 4. 2021 byly zaockovany 3 chladné vialky stejné jako 8. 4. 2021.

Vsechny vialky byly inkubovany pii 13 °C nalezato za mirného pohybu v termostatu.

Vzorky byly méfeny plynovou chromatografii 12. 4. 2021 (3. a 4. den kultivace) a dale kazdy

den az do 7. dne a pak 10. den kultivace. Do Tekmaru bylo ddvkovano 0,5 ml vzorku.

6.4.10 Degradace zvySené koncentrace TCE kulturou Comamonas testosteroni RF2

pri 100 mg/l fenolu a 100 mg/1 laktatu, pri teploté 13 °C

Bylo piipraveno 400 ml MM a nésledné piidano 68 mg sirupu LN za vzniku MML.
Po sterilizaci bylo k MML pfiddno 0,8 ml ZR fenolu (50 g/l) a zchlazeno. Dale bylo
sterilizovano 50 kusu plynotésnych vialek o objemu 40 ml. Sterilni zchlazené MMLF bylo
rozplnéno do 18 chladnych vialek po 10 ml. Do 6 vialek bylo napipetovano 10 ml sterilni
destilované vody (blank) a vychlazeno. Osmnact chladnych vialek bylo zaockovéano 10 pl
chladné suspenze RF2 a nasledné bylo piidano 80 pl roztoku TCE (1,1 g/lI) hamiltonkou.
Koncentrace TCE v kapalné fazi byla cca 4 mg TCE/I. Do Sesti vialek (blank) bylo pfidano

misto inokula 10 pl destilované vody a ptidano 80 pl roztoku TCE hamiltonkou.
Vsechny vialky byly inkubovany pfi 13 °C naleZato za mirného pohybu v termostatu.

Vzorky byly méfeny plynovou chromatografii (4. den kultivace) a dale kazdy den aZ do

8. dne a pak 11. den kultivace. Do Tekmaru bylo ddvkovano 0,5 ml vzorku.

6.4.11 Degradace TCE kulturou Comamonas testosteroni RF2 pti 100 mg/1 fenolu a
100 mg/1 laktatu, p¥i teploté 8 °C (2 pokusy)

Pro tento pokus bylo pouzito MMLF z pfedchoziho pokusu. Sterilni chladné MMLF bylo

rozplnéno po 10 ml do osmnécti chladnych sterilnich plynotésnych vialek a do Sesti vialek
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bylo napipetovano 10 ml sterilni destilované vody (blank) a vSechny vialky byly zchlazeny.
Osmnéct chladnych vialek bylo zaockovano 10 pl chladné suspenze RF2 a nasledné bylo
pfidano 40 pl roztoku TCE (1,1 g/l) hamiltonkou. Ptedpokladand koncentrace TCE
v kapalné fazi byla cca 2 mg TCE/L. Do Sesti vialek (blank) bylo pfidano misto inokula 10 pl
destilované vody a ptidano 40 ul roztoku TCE hamiltonkou.

Vsechny vialky byly inkubovany pfti 8 °C nalezato za mirného pohybu v chladnicce.

Vzorky byly méfeny plynovou chromatografii (14. den kultivace) a také byl stanoven obsah
fenolu, dale vzorky byly méteny kazdy druhy den az do 21.-24. dne kultivace. Do Tekmaru

bylo davkovano 0,5-1,0 ml vzorku.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Ovéreni rustu Comamonas testosteroni RF2 na fenolu za ruznych

teplot

Byl ovéfen rist kultury RF2 na fenolu (200 mg/l) pti teploté 25 °C a 15 °C. Fenol byl
jedinym zdrojem uhliku pro RF2. Pokus probihal v MM s fenolem. Vzorky byly zaockovany
10 pl suspenze RF2. Kontrola A pfedstavovala neockované MMF a kontrola B bylo
naockované MM stejnym objemem inokula jako vzorky. Vzorky (V) a kontroly byly
kultivovany pii 25 °C a 15 °C po dobu 14 dnti a denné byl a méfena opticka hustota.

Tabulka 11 Namétené hodnoty optické hustoty vzork a kontrol pii teploté 25 °C a 15 °C

Doba OD []
kultivace 25°C 15 °C

[dny] \% A B \% A B
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,025 0,05 005 00 0,05 0,05
2 0,075 0,05 0,05 0,025 0,05 0,05
3 03 0,05 005 005 0,1 0,05
4 0,8 0,1 0,05 005 0,1 0,1
5 0,9 0,1 0,05 005 0,1 0,1
7 L1Is o1 005 005 0,1 0,1
9 1,2 0,1 0,1 0,125 0,1 0,1
11 1,3 0,1 0,1 0,75 0,1 0,1
12 1,3 0,1 0,1 0,6 0,1 0,1

14 1325 01 01 075 01 0,1
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Obrazek 10 Rust kultury RF2 na fenolu pfi riznych teplotach
Z obrazku 10 je patrné, ze kultura RF2 roste 1épe pfi teploté 25 °C. Pii teploté 15 °C je delsi

lagova faze, a i po nastartovani rdstu byla optickd hustota niz$i nez u vzorku, ktery byl
inkubovan pii 25 °C. Po ukonceni inkubace byly ze vzorki pfipraveny mikroskopické
preparaty a pozorovany pii zvétSeni 1000x ve fazovém kontrastu. Ve vzorku kultivovaném
pti 15 °C byly nalezeny mikrovlocky (viz obrazek 11), coz zpusobilo, Ze pii méteni byla
hustota bun¢k zdanlivé nizsi. Na obrazku 12 je vzorek kultivovany pii 25 °C, kde bunky
netvotily mikrovloc¢ky a hodnota hustoty bunck tak byla vyssi.

Obrazek 11 Mikrovlocky pti 15 °C

Obrazek 12 Vlocky pfi 25 °C
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7.2 Ovéreni rustu RF2 na pevnych Zivnych piidach za sniZenych teplot

Pro ovéfeni rustu na pevnych zivnych pudach byl pouzit TYA agar a mineralni agar
s fenolem a tryptonem (MAFt). Agary byly zackovany kulturou rostouci na TY A agaru pii
15 °C a misky byly kultivovany pii 15 °C (od 13. dne kultivace pti 13 °C) a pti 8 °C.

Tabulka 12 Schopnost rustu kultury RF2 na agarech pii 15, 13 a 8 °C

Doba kultivace 15/13°C 8°C
(dny) TYA agar MAFt agar TYA agar MAFt agar

2 ++ - + -

4 +++ +- ++ -
6 +++ + ++ +-
7 +++ + ++ +-
9 +++ + ++ +-
11 +++ ++ +++ +

13 UKONCENO ¥ UKONCENO -
15 +4 * +
18 +4 * +
20 +4 * +
22 +4 * +
24 ++ * +
27 ++ ¥ +

* teplota klesla na 13 °C

- nepatrny naznak ristu, nepouzitelnd pro pokusy, +-nepatrny rust, +slaby rist, ++mirny

rust, pouzitelna pro pokusy, +++dobry rist, pouzitelna pro pokusy

Kultura RF2 velmi dobfe rostla na TYA agaru pfi vSech uvedenych teplotach. Pti teploté
8 °C riist zacal kolem 4. dne kultivace. Na MAFt agaru kultura pii 15 °C (13 °C) rostla
az po 11 dnech kultivace a pfi teplot€¢ 8 °C byl rlst velmi slaby, nejspiSe se jednalo rist

na velmi malém mnozstvi tryptonu. Byla sledovana zména pH indikatorem (bromthymolova
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modf). Zadna zména nebyla zaznamenana, velmi pravdépodobné tedy nedoslo k rozkladu

fenolu.

V nasledujici tabulce 13 jsou vysledky rastu kultury RF2, ktera byla ulozena v —80 °C. Tato
kultura byla nejprve vyockovéana na TYA agar a uchovana v chladni¢ce po dobu 25 dni.

Poté byla naockovana na TY A agar a MAFt agar a kultivovana pii teploté 8 °C.

Tabulka 13 Ruast kultury RF2 na agarech pti 8 °C

Doba
Kultivace TYA MAFt
[dny]
2 +- -
4 + +-
6 ++ +-
8 ++ +-
11 +++ +-
13 +++ +-
15 +++ +-
17 +++ +-
20 +++ +

- bez rlstu, +-nepatrny rust, +rist zietelny, ++dobry rust, pouzitelnd pro pokusy,

+++vyborny rist, pouzitelna pro pokusy

Kultura RF2 byla také naockovana na TY A agar s obsahem fenolu (200 mg/1) a kultivovéna
pii 8 °C. Kultura RF2 na TYA+F po tydnu kultivace vykazovala dobry riist a mohla byt

pouzita pro dalsi pokusy.

7.3 Ovéreni ristu RF2 v tekutych médiich

Pro ovéteni rastu v tekutych médiich a fenolem (250 mg/l) byly pouzity kultury rostouci
na pevnych ptdéach popsanych vyse. Pro pokus uvedeny v tabulce 14 byla pouzita kultura

vyockovana z —80°C a dale kultivovana na TYA a MAFt agaru pii 8 °C.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Tabulka 14 Rist kultury RF2 v MMF za rtiznych teplot, piedkultivované na TYA a MAFt

agaru rostouci pti 8 °C

Doba OD [-]
kultivace 13°C 8°C 13°C 8°C
[dny] z TYA agaru z MAFt agaru
0 0,1 0,1 0,1 0,1
1 0,1 0,1 0,1 0,1
2 0,1 0,1 0,1 0,1
4 0,1 0,1 0,1 0,1
6 0,1 0,1 0,1 0,1
8 0,1 0,1 0,1 0,1
10 0,1 0,1 0,1 0,1
13 0,2 Viecky 0,1 0,1 0,1
15 0,5 * 0,1 0,1 0,2
16 1,2 0,1 0,1 0,2
17 0,6 0,1 0,2 Viotky 0,2
20 0,4 0,1 0,2 Viotky 0,2
22 0,4 0,1 0,7 prstence - mnoho 0,2
24 0,4 0,2 0,6 prstence - mnoho 0,2
27 0,4 0,2 0,6 prstence - mnoho 0,2

* vloCky a vytvoren slaby prstenec na zkumavce (biofilm)
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Obrazek 13 Rast kultury v MMF za riznych teplot, predkultivované na TYA a MAFt
agaru

V tekutém mediu s fenolem prokézala vyrazny rtst kultura ptfedkultivovana na TY A agaru
a v MMF kultivovana pii 13 °C. Lagova faze cCinila 13 dni. Kultura ptedkultivovana
na MAFt a kultivovana v médiu s fenolem také rostla pti 13 °C, méla delsi lagovou fazi,
a to o 7 dni. Samotny rust této kultury nebyl ptili§ vyrazny, ale byl zjevné pozitivni oproti
kultivaci pti 8 °C.

Ze zkumavky s MMF (naoCkované kulturou RF2 z MAFt agaru a kultivované pii 13 °C,
viz vyse), byly objemem 10 pl zaoCkovany dalsi 4 zkumavky a dvé byly kultivovany pii
13 °C a dvé pii 8 °C, aby bylo zjisténo, zda kultura RF2, narostla na fenolu pii 13 °C si svou

schopnost rastu ponécha. Vysledky jsou znazornény v tabulce 15.
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Tabulka 15 Rist RF2, vyoc¢kované z MMF, za rtiznych teplot

Doba OD []
inkubace
8 °C 13 °C
[dny]
0 0,1 0,1
1 0,1 0,1
2 0,1 0,15
3 0,1 0,15
4 0,15 0,15
7 0,15 0,15
8 0,15 0,15
9 0,2 0,2
11 0,25 0,25
14 0,25 0,25
18 0,2 0,25
23 0,2 0,2

U vsech zkoumanych piipadu byl riist nepatrny, coz ukazalo, ze problém rustu kultury RF2
pti nizkych teplotach se tyka ristu na fenolu, nikoliv obecného ristu. Proto bylo v dal$im

pokusu odzkouseno pouziti velkého inokula RF2.

Kultura rostouci na TYA+F byla suspendovéana ve fyziologickém roztoku a byla v rizném
mnozstvi (30, 300 a 600 pl) nadavkovana do 3 ml MMF o koncentraci 250 mg/l. Vzorky
byly kultivovany pii 8 °C a 13 °C po dobu 21 dni.
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Tabulka 16 Rist RF2 v MMF ptedkultivované na TY A+F pfi riznych teplotach

a mnozstvi inokula

Doba OD []
kultivace 9 °C 13 °C
[dny]
30 ul 300 pl 600 pl 30 nl 300 pl

0 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3
3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
6 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
7 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
12 0,2 0,2 * 0,8 ** 0,2 0,8 *
21 0,2 0,2 * 0,8 ** - -

* koncentrace fenolu 227 mg/1 , ** koncentrace fenolu 208 mg/1

Vysledky testu naznacily, Ze velky objem inokula (spolu se snizenim vstupni koncentrace
fenolu, viz nize) miize mit urCity potencial rastu RF2 na fenolu pfi nizsich teplotach, avSak
pii delsi dobé¢ kultivace. Davkovani 300 ul znamenalo pokles koncentrace fenolu z 250 mg/1

na 227 mg/l a pti ddvkovani 600 ul byla koncentrace snizena z 250 mg/l na 208 mg/I.

7.4 Urychleni adaptace na fenol pri nizkych teplotach

Pro urychleni adaptace kultury RF2 na 200 mg/l fenolu pfi nizkych teplotach byly jako
podpirné substraty pouzity trypton (T), kvasni¢ni extrakt (KE), MEM vitaminy, a laktat
sodny (LN). Podplrné substraty byly davkovéany podle rozpisu uvedeného v postupech.
Vyslednd koncentrace tryptonu, kvasni¢ného extraktu a laktatu sodného v MMF ¢inila
50 mg/l. Pro pokus byla pouzita kultura ptfedkultivovand na TYA+F. Zkumavky byly
zaoCkovany 15 pl suspenze této kultury. Sady byly kultivovany pii 13 °C a 8 °C. Pti 13 °C
byly zkumavky kultivovany 14 dnti a pti 8 °C 21 dnd.
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Tabulka 17 Rast RF2 v MMF za ptitomnosti podptrnych substrati pti teploté 13 °C

Doba OD []
kultivace
DV T KE T+KE MEM LN
[dny]
0 0,05 0 -0,1 -0,05 0 0

1 0,05 -0,05 -0,05 0,05 0,1 -0,05

2 0,1 0 0 0 0 0,1
3 0,1 0,1 0,2 0,1 0 0,2
4 0,1 0,2 0,2 0,25 0 0,3
5 0,1 025 04 0,4 0 0,7
7 0,1 095 0,7 0,6 0 0,7
8 0,1 09 075 0,7 0 0,75

9 0,05 0,65 0,55 0,7 0 0,55

10 0,05 0,6 0,6 0,7 0,1 0,6

11 0 0,65 0,65 0,75 0 0,7
14 0 0,55* 0,55* 0,6 0 0,6*
* vloCky

—e—DV
—o—T
—o—KE
T+KE
—e— MEM

—0— LN

2 4 6 8 10 12 14 16

Doba kultivace [dny]

Obrazek 14 Rist RF2 v MMF za pritomnosti podplrnych substrath pii teploté 13 °C
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Pti 13°C podporovaly rist kultury RF2 na fenolu jak laktat sodny, tak i trypton a kvasni¢ny

extrakt a jejich kombinace. Oproti tomu MEM vitaminy neucinkuji. VSechny podptrné

substraty vyrazné zkratily lagovou fazi.

Tabulka 18 Rast RF2 v MMF za ptitomnosti podpturnych substratt pii teploté 8 °C

Doba OD []
kultivac
¢ [dny] DV T KE T+KE MEM LN
0 0,05 0 0,05 0,05 0,05
1 0,05 0 0 0,1 0,05
2 0 -0,05 0,05 0,05 0
3 0,1 -0,05 0,1 0,05 0,05
4 0,05 0 0,1 0,1 0,1
5 0,1 0,05 0,15 0,1 -0,1
7 0,1 0,05 0,15 0,2 0,15
8 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1
9 0 0,15 0,2 0,2 0,2
10 0,05 0,15 0,2 025 0,15
11 0,1 0,15 025 0,25 0,15
14 0 0,15 0,15 0,25 0,05
16 -0,05 0,15 0,2 0,25 0,1
18 -0,05 0,15 0,2 0,15 0,05
21 0 0,15 0,15 0,2 0,05
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Obrazek 15 Rust RF2 v MMF za ptitomnosti podptrnych substrath pti teploté 8 °C

Pi1 8°C byla podpora ristu kultury RF2 na 200 mg/l fenolu dosti nepriikaznd. Relativné
nejvetsi rist byl zaznamenan pii pouziti kombinace tryptonu a kvasni¢ného extraktu,
ale pouze 0,25 MCcF, coZ bylo v porovnani s ristem pii 13 °C pomérné zanedbatelné.

Pro dalsi pokusy byl jako podplrny substrat vybran laktat sodny a také byly pouzity snizené
koncenntrace fenolu. Laktat sodny je méné finanén€ narocny nez trypton a jeho vysledky

byly srovnatelné z pisobenim tryptonu.

7.5 Rist kultury Comamonas testosteroni RF2 v pritomnosti TCE za

teploty 13 °C (podil fenolu s laktatem 150 + 50 mg/1)

Pro pokus byla snizena koncentrace fenolu na 150 mg/I a byl pfidan laktat sodny (50 mg/l).
K médiu s laktaitem a fenolem byl podle rozpisu v postupech piidan roztok TCE. Pokus
probihal v plynotésnych vialkach. Vialky s MMLF a TCE byly zao¢kovany 15 pl suspenze
kultury RF2, kterd byla poté kultivovana pii 25 °C a 13 °C po dobu 7 dni.
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Tabulka 19 Rast RF2 v pritomnosti riiznych ptidavki TCE pfi teploté 25 °C

Doba OD []
kultivace . TCE 0 ¢ TCE 1,5 ¢ TCE 5 ¢ TCE 10 ¢ TCE 25
[dny] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
0 o1 o1 01 01 01 01 01 0,1 0,1 0,1
1 05 05 05 04 04 05 04 05 08 0,8*
2 07 07 07 07 06 1,1 1,1 10 1,2 1,3
3 08 07 07 07 07 1,2 12 10 1,2 1,3
4 07 07 07* 07 08 1,1 1,3 12 13 1,3
7 0,7 0,7* 0,7* 08* 08* 12 13 1,22 1,4 1,3
* vlocky
1,6
1,4 —
1,2
— 1 \/ —e—TCEO
20,8 —e—TCE 1,5
(m ® —
© o6 —e—TCE5
0,4 TCE 10
0,2 —e—TCE 25
0
0 2 4 6 8

Doba kultivace [dny]

Obrézek 16 Rast RF2 v ptitomnosti riznych ptidavk TCE pfi teploté 25 °C
Pti teploté 25 °C kultura RF2 nemda problém riist na fenolu s laktatem i pii vysSich

koncentracich TCE (10 a vic mg/l).
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Tabulka 20 Rist RF2 v pfitomnosti riiznych ptidavka TCE pfi teploté 13 °C

Doba oD []
kultivace ¢ TCE=0 ¢TCE >1,5 ¢TCE >5 ¢TCE >10 ¢ TCE >25
[dny] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
0 o1 o1 o1 o1 01 01 01 01 0,1 0,1
1 05 05 05 05 05 04 04 04 04 0,4
2 05 05 05 05 05 04 04 05 04 0,4
3 13 1,3 1,3 1,2 1,3 06* 06* 0,7 07  06*
4 1 12 1,1 11 12 08 10 10 12 1,0
7 0,6* 0,7 0,9* 09* 12 1,3* 1,3* 12* 14 1,4
* vlocky

Uvedena koncentrace TCE v kapalné fazi pii 13°C byla vyssi a to diky mensimu tlaku par.

1,6
1,4
1,2 —o—TCE=0
— 1 \. —e—TCE >1,5
2 08
o —o—TCE >5
© 06
0,4 TCE >10
0,2 —e—TCE >25
0
0 2 4 6 8

Doba kultivace [dny]
Obrazek 17 Rast RF2 v pritomnosti riznych ptidavk TCE pfi teploté 13 °C
Vysoké koncentrace TCE (10 a vic mg/l) pti 13°C sice zpomalily rist RF2 o ¢tyfi dny
ve srovnani s riistem pii 25 °C, ale nezastavily jej. Bylo moZné konstatovat, Ze koncentrace

10 a vic mg/l nejsou pro kulturu RF2 pfi sniZenych teplotach toxickeé.
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7.6 Ruist kultury Comamonas testosteroni RF2 pri sniZenych

koncentracich fenolu, pri teploté 8 °C

Pro pokus byly pouzity rizné koncentrace fenolu, laktatu sodného a jejich kombinace,
aby mohla byt uréena nejvhodnéjsi kombinace téchto latek pro pokusy vlastni degradace

TCE. Ptipravené vzorky byly inkubovany pfi teploté 8 °C po dobu 21 dni.

Tabulka 21 Rist RF2 za pfitomnosti riiznych koncentraci fenolu a laktatu

Doba kultivace [dny]

Koncentrace
Substrat substratu 1. 4. 9. 21.
[mg/1 oD
Zadny - 0 0,1 0,1 0,1
Fenol 75 0 0,1 0,1 0
Fenol 100 0,1 0,2 0,2 0,1
Fenol 150 0,1 0,15 0,1 0,1
Fenol 200 0,2 0,3 0,2 0,1
Laktat 150 0,1 0,1 0,1 0,15
Laktat 100 0,1 0,15 0,4 0,45
Laktat 75 0,1 0,15 0,5 0,35
Fenol + laktat 75+ 175 0,1 0,2 0,55 0,45
Fenol + laktat 100 + 100 0,1 0,25 0,55 0,7

Fenol + laktat 150 + 50 0,1 0,15 0,15 0,35
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Obrazek 18 Rist RF2 za ptitomnosti riznych koncentraci fenolu a laktatu

Nejvetsi rist byl zaznamenan pii koncentraci 100 mg/l fenolu a 100 mg/1 laktatu sodného
a tato kombinace byla pouzita pro dals$i pokusy. Pii pouziti riznych koncentraci fenolu
a 150 mg/l laktatu sodného byl piekvapivé rlst zanedbatelny. Pii1 zbylych dvou
koncentracich laktatu sodného (100 a 75 mg/1) byl riist jednoznacné lepsi nez s pouzitim jen
fenolu, avSak substrat byl rychle spotiebovan. Stejny problém byl u koncentrace 75 mg/I
fenolu a 75 mg/I laktatu. A u koncentrace 150 mg/1 fenolu a 50 mg/1 laktatu byla pozorovana

dlouha lagova faze, a i poté riist nebyl moc vyrazny.

Z celé provedené série rustovych pokust vSak bylo celkové ziejmé, ze je nutné
spotfebovavani fenolu kulturou RF2 za nizkych teplot dolozit jeho analytickym sledovanim

v prub¢hu kultivace, nikoliv jen rastem kultury.

7.7 Riist kultury Comamonas testosteroni RF2 pii 100 mg/l fenolu a 100
mg/l laktatu, pri teploté 8 °C a riiznych inokulech

V tomto pokusu jiz bylo provadéno sledovani koncentrace fenolu v médiich s riznymi
koncentracemi inokula v pribéhu kultivace. Pokus byl plivodné pfipraven se dvéma sériemi
kultivacnich lahvi s posunutymi zacatky kultivace (A, B), aby mohly byt sledovany vSechny
dny kultivace (v€etné dnd, které by v sérii A pfipadaly na vikendy).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

Tabulka 22 Namérené hodnoty absorbance a stanovena koncentrace fenolu pii teploté 8 °C

a ruznych inokulech kultury RF2 (série A)

Doba 0,1 % 1% 5%
kultivace
Aoro[-] c[mg/l] Asn[-] c[mg/ll] Asn[-] c[mg/l]

[dny]
0 1,50 94,34 1,48 93,08 1,605 95,91
1 1,495 94,03 1,455 91,51 1,62 96,86
2 1,525 95,91 1,555 97,80 1,695 101,57
3 1,505 94,65 1,465 92,14 1,51 89,94
7 1,40 88,05 1,455 86,48 0,762 84,28
8 1,325 83,33 1,43 84,91 0,725 83,02
9 1,26 79,25 1,405 83,33 0,71 81,13
10 1,235 77,67 1,425 84,59 1,37 81,13
14 1,16 72,96 1,38 81,76 1,28 75,47
15 1,105 69,50 1,38 81,76 1,28 75,47
16 1,055 66,35 1,345 79,56 1,24 72,96

23 0,537 33,77 1,09 63,52 0,99 57,23
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Ukazka vypoctu koncentrace fenolu z rovnice kalibracni kiivky
e Rovnice kalibra¢ni kiivky
Ay70 = 0,0159 * ¢ fenol

e Vypocet koncentrace fenolu

A270

¢ fenol = 0.0159
[ 150

¢ fenol = 55159

¢ fenol = 94,34 mg/1

120
100
80

——0,1%
60

40 ——1%
20

Koncentrace fenolu [mg/I]

——5%

0 5 10 15 20 25
Doba kultivace [dny]

Obréazek 19 Ubytek fenolu pii teploté 8 °C a riiznych inokulech (série A)
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Tabulka 23 Namétené hodnoty absorbance a stanovena koncentrace fenolu pfi teploté 8 °C

a riznych inokulech kultury RF2 (série B)

Doba 0,1 % 1% 5%
kultivace
Aoz [-] ¢ [mg/l] Az [-] ¢ [mg/1] Azpo[-] ¢ [mg/1]
[dny]
4 1,5 94,34 1,51 94,97 1,53 96,23
5 1,5 94,34 1,49 93,71 1,515 95,28
6 1,5 94,34 1,495 94,03 1,525 95,91
11 1,53 96,23 1,515 95,28 1,54 96,86
12 1,56 98,11 1,525 95,91 1,55 97,48
13 1,54 96,86 1,54 96,86 1,65 103,77
20 1,44 90,57 1,39 87,42 1,46 91,82

Podle naméfenych hodnot je patrné, Ze kultura RF2 je principialné schopna fenol za nizkych
teplot odbouravat. Avsak, vysledky byly zna¢né nelogické a neprokazal se vliv velikosti
inokula. Pro jistotu byl z jedné 1ahve se snizenou koncentraci fenolu proveden kiizovy roztér
z odebraného biofilmu na TY A agar pro kontrolu ¢istoty kultury RF2. Kultivace probihala
pii 8 °C 1 25 °C. Po dvou dnech kultivace pii 25 °C byla na TYA agaru narostena Cista
kultura RF2, coz potvrdilo vySe uvedeny zaver.

8 °C na 5-6 °C, coz bylo zjisténo béhem pokusu. K poklesu mohlo pravdépodobné dojit
kvili umisténi nékterych lahvi pred vyduch chladného vzduchu v chladni¢ce nebo velkym

naplnénim objemu chladnicky.

7.8 Riist kultury Comamonas testosteroni RF2 pri 100 mg/l fenolu a 100
mg/l laktatu, pri teploté 13 °C a 8 °C

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit pfibliznou dobu, za jakou kultura RF2 je schopna

spotiebovat fenol ve smési s laktatem sodnym pii teploté 13 °C i 8 °C. Byly pfipraveny dvé
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sady vialek s MMLF a zaoCkovany 10 pl suspenze RF2 a dvé sady vialek s MML rovnéz
zoCkované 10 pl suspenze RF2. Jedna sada vialek s MMLF a MML byla inkubovéana pfi
13 °C a druhé pii 8 °C a béhem inkubace byla ve stanovenych intervalech métena absorbance
pro stanoveni fenolu a také byl sledovan vzhled vialek s MMLF v porovnani s vialkami

s obsahem MML.

Tabulka 24 Vzhled vialek se vzorkem a namétené hodnoty absorbance a stanovena

koncentrace fenolu pfi teploté 8 °C

Doba
kultivace Vzhled A270[-]  Cfenot [mg/1]

[dny]

2 Zcela nepatrny rast N N

Slabsi riist oproti vialkam ve 13°C. Rist je
5 N N
stejny v MMLF jako v MML.
Slabsi rtst oproti vialkam ve 13°C. Rist
7 v MMLF se zda vyraznéjsi nez v MML. Biofilm 1,52 95,60

vSude.

4 vialky lepsi rist v MMLF nez v MML
9 1,54 96,86
3 vialky stejny rist v MMLF jako v MML

14
Stejny v MMLF jak v MML 0,99 62,26

19 Stejny v MMLF jak v MML 0,32 20,13

N — nestanovovano
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Obrazek 20 Spotieba fenolu kulturou RF2 pfi teploté 8 °C

(priméry ze dvou az tfi hodnot)

Tabulka 25 Vzhled vialek se vzorkem a naméfené hodnoty absorbance a stanovena

koncentrace fenolu pii teploté 13 °C

Doba
kultivace Vzhled Az70 [-] Crenol [Mg/1]
[dny]
2 Zietelny rust, stejny v MMLF i MML N N

Rast ve vialkdich MMLF zjevné vyraznéjsi nez v
5 0,043 2,7
MML. Biofilm siln¢€ vSude.

Rast ve vialkaich MMLF zjevn¢ vyraznéjsi nez v
7 0,041 2,6
MML. Biofilm siln¢€ vSude.

9 UKONCENO - -

N — nestanovovano

Pti inkubaci vzorku pfi teploté¢ 13 °C bylo 100 mg/l fenolu spotfebovano béhem 5 dnd.
Pti teploté 8 °C byl mirny pokles koncentrace fenolu zaznamenén az 14. den kultivace a 19.
den kultivace fenol stdle nebyl zcela spotfebovan. Devaty den kultivace byl stejnou
spektrofotometrickou metodou stanoven obsah fenolu ve viakach s MML a hodnota fenolu

byla 2,9 mg/l; zde se vSak spiSe jednalo o metabolity kultury nez skute¢ny fenol. Tyto
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hodnoty ptedstavovaly pozadi. Pokus prokazal, ze kultura RF2 je schopna pii podpote
laktatu sodného fenol za nizkych teplot spotfebovat. Byly tak vytvotreny piedpoklady pro
pokusy rozkladu TCE.

7.9 Degradace TCE kulturou Comamonas testosteroni RF2 pri 100 mg/l
fenolu a 100 mg/l laktatu, pri teploté 13 °C

Pokud byl nasazen z diivodu ovéfeni schopnosti kultury RF2 degradovat TCE pfi teploté
13 °C. Pokus byl provadén v MM s fenolem o koncentraci 100 mg/l a laktdtem sodnym
o koncentraci 100 mg/l. MMLF bylo zaockovano 10 pul suspenze RF2 a doplnéno 40 pl
roztoku TCE, tedy koncentrace TCE v médiu byla okolo 1,6 mg/l. Méfeni na GC bylo

zah4jeno 3. den kultivace.

Tabulka 26 Namétené plochy pika pro vzorky a vypoctené koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba Plocha . Cskutetns
¢ TCE Redéni
kultivace Plocha piku [-] pikupramer TCE
[ng/] [
[dny] [ [ng/]
0 226923 229072 - 227997,5 164,02 10 1640,15
3 228296 217058 226002 2237853 160,99 10 1609,85
4 207731 224914 - 216322,5 155,62 10 1556,17
5 100163 94690 91119 95324 68,57 10 685,73
6 28714 83887 45138 52579,67 37,82 5 189,12
7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5 0,00

Tabulka 27 Namétené plochy pikli pro blanky a vypoctend koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba Plocha . Cskute¢na
¢ TCE Redéni
kultivace Plocha piku [-] Pikuprimer TCE
[ng/1] [-]
[dny] -] [ng/]
0 226923 229072  227997,5 164,02 10 1640,15
3 226923 229072  227997,5 164,02 10 1640,15

7 217474 183966 200720 144,39 10 1443,92
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Ukazka vypoctu koncentrace TCE z rovnice kalibraéni kiivky
e Rovnice kalibra¢ni kiivky
plocha piku = 1390,1 * c TCE

e Vypocet koncentrace TCE

plocha peaku
TCE =
cTc 13901
rop - 2279975
TR = 3901

cTCE = 164,02 pg/l

Cskutetns TCE = ¢ TCE redéni
Cskutetns T CE = 164,02 * 10

Cskutetns T CE = 1640,15 ug/l
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Obrazek 21 Degradace 1,6 mg/l TCE kulturou RF2 pfi teploté 13 °C

Degradace TCE byla zahajena 5. den kultivace a 7. kultivace byl TCE zcela rozloZen.
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7.10 Degradace zvySené koncentrace TCE kulturou Comamonas

testosteroni RF2 pri 100 mg/l fenolu a 100 mg/1 laktatu, pri teploté

13 °C

Degradace 1,6 mg/l TCE pfi teplot¢ 13 °C probéhla velmi rychle a dal$im pokusem byla

proto ovétena schopnost kultury RF2 degradovat i vyssi koncentrace TCE. Do 10 ml MMLF

ve vialkéch bylo pfidano misto 40 ul roztoku TCE, 80 ul roztoku a koncentrace TCE tak

byla okolo 3,2 mg/l. Méfeni na GC bylo zahdjeno 4. den kultivace.

Tabulka 28 Namétené plochy pikl pro vzorky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba Plocha piku [-] Plocha ¢TCE Redéni Cskutetns TCE
kultivac pikuprimer [-] [ng/] [-] [ng/)
e [dny]
0 446428 464237 455332,5 327,55 10 3275,54
4 465957 472667 469312 337,61 10 3376,10
5 440674 468069 454371,5 326,86 10 3268,62
6 374395 395847 385121 277,05 10 2770,46
7 445815 443783 444799 319,98 10 3199,76
11 0,0 0,0 0,0 0,00 10 0,00

Tabulka 29 Namétené plochy pika pro blanky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba Plocha o, Cskute¢na
¢ TCE Redéni
kultivace Plocha piku [-] pikuprimer TCE
[ng/] [-]
[dny] [-] [ng/1]
0 446428 464237 455332,5 327,55 10 3275,54
4 446428 464237 455332,5 327,55 10 3275,54
6 455698 456631 456164,5 328,15 10 3281,52
11 384310 450127 417218,5 300,14 10 3001,36
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Obrazek 22 Degradace 3,2 mg/l TCE kulturou RF2 pfi teploté 13 °C

Degradace TCE byla zah4jena 6. den kultivace a 11. kultivace byl TCE zcela rozlozen. Doba
degradace se u vyssi koncentrace TCE prodlouzila, ale 1 tak kultura RF2 byla schopna TCE

degradovat.

7.11 Degradace TCE kulturou Comamonas testosteroni RF2 pri 100 mg/l
fenolu a 100 mg/1 laktatu, pri teploté 8 °C (2 pokusy)

Pti pokusech byla pouzita koncentrace okolo 1,5 mg/l TCE, tedy do vialek bylo davkovano
40 pl roztoku TCE. Vialky byly kultivovany pii 8 °C. Pokus mél ovéfit schopnost kultury
RF2 degradovat TCE 1 pfi niZ§i teploté. Méteni na GC bylo zahéjeno po 14 dnech kultivace,
kdy RF2 méla spotiebovat fenol a zacit rozkladat TCE.
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Tabulka 30 Namétené plochy pikl pro vzorky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba

) , Ploch TCE Redéni  comateens
k‘;g:lvyjce Plochapiku -1 0 c[ugc/l] e[(3]e TCE (g
0 191224 - 191223 13756 10 137561
14 20234 247924 235079 16911 10 169109
16 239136 238742 238939 171,89 10 171886
18 208262 220508 214385 15422 10 154223
21 254421 225274 2398475 17254 10 172540
24 232412 221899 2271555 16341 10 1634,09
28 202677 215912 2092945 150,56 10 150561
35 197021 215179 206100 14826 10 148263
42 180799 210263 195531 140,66 10 1406,60
49 172768 159205 1659865 11941 10 119406

Tabulka 31 Namétené plochy pika pro blanky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

klRt(;B:ce Plocha piku [-] ¢ TCE [pg/l] Re[‘ff“i °S"“‘[e5““‘/lT CE
[dny] ng/lj
0 191224 137,56 10 1375,61
14 191224 137,56 10 1375,61
21 237253 170,67 10 1706,73
28 235627 169,50 10 1695,04
49 191540 137,79 10 1377,89




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

=

(NN]

@)

=

3

® —e—Vzorky
= 800

Y 600 —e—Blank
S

hv4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Doba kultivace [dny]

Obrazek 23 Degradace 1,5 mg/l TCE kulturou RF2 pii teploté 8 °C

Z vypoctenych hodnot koncentrace TCE vtomto piipadé TCE degradovan nebyl ani
po dlouh¢é dobé¢ kultivace. Paralelné s méfenim obsahu TCE ve vzorcich byl stanovovan i
fenol. Koncentrace fenolu ve vialkdch vsak byla cca 145 mg/l misto predpokladanych
100 mg/1. Kultura RF2 tak nebyla schopna tuto koncentraci fenolu vyuzit, a tudiz nemohla
zacit s degradaci TCE.

Tabulka 32 Naméfené hodnoty absorbance a stanovena koncentrace fenolu pii degradaci

TCE za teploty 8 °C

Doba Kkultivace

[dny] Aa70 ['] C fenol [mg/l]
14 2,29 144,03
16 2,22 139,62
18 2,35 147,80
21 2,24 140,88
24 2,28 143,40
28 2,34 147,17
35 2,34 147,17
42 2,29 144,03
49 2,07 130,19

Tento pokus byl proto nasazen jest¢ jednou, stejnym postupem jako u pokusu popsaného
vyse, avSak koncentrace fenolu v médiu jiz byla skute¢né¢ 100 mg/l. Méfeni na GC bylo

zahdjeno po 17 dnech kultivace.
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Tabulka 33 Namétené plochy pikl pro vzorky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba Plocha © v . Cskutetna
kultivace Plocha piku [-] pPikuprimer c[:gC/ll]E Re[(} ]e " TCE
[dny] [-] [ng/]
0 516633 527816 - 5222245 375,67 5 1878,37
17 465222 531830 - 498526 358,63 5 1793,13
21 253942 371496 578567 401335 288,71 5 1443,55
24 12373 173976 45264 77204,3 55,54 5 277,69
26 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5 0,00
27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5 0,00

Tabulka 34 Namétené plochy pika pro blanky a vypoctena koncentrace TCE ve vodné fazi

Doba
X ; Plocha ¢cTCE . ., Cskuteéna
kultivace Plocha piku [- , Redéni [-
Pk ik prmer -1 (gl - 1CE [ugn)
[dny]
0 516633 527816 522224.5 375,67 5 1878,37
17 516633 527816 522224.5 375,67 5 1878,37
21 576999 622863 599931 431,57 5 2157,87
24 592663 573958 583310,5 419,62 5 2098,09
26 489284 611018 550151 395,76 5 1978,82
2500
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Obrazek 24 Degradace 1,8 mg/l TCE kulturou RF2 pfi teploté 8 °C

Ubytek TCE byl patrny aZ po cca tiech tydnech kultivace, po 27 dnech kultivace byl TCE

ze vzorku zcela zdegradovan. Lagova faze je tedy pii teploté 8 °C cca o 14 dni delsi nez pii
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degradaci probihajici za teploty 13 °C. Samotna degradace probihala po dobu nékolika dni,
coz je také delsi ¢as nez u degradace pii 13 °C. Degradace TCE kulturou RF2 vsak byla
schopna probihat i pfi teplote 8 °C.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo ovéfit schopnost bakterie Comamonas testosteroni RF2

degradovat trichlorethylen pfi teplotdch nizSich nez 25 °C, které se castéji vyskytuji

v podzemnich vodéch.

V prvni ¢asti prace byla provedena série pokust rastu kultury RF2 na fenolu za teplot
13 a 8 °C, aby byly zjistény podminky, za kterych je kultura schopna tvofit klicovy enzym

pro degradaci trichlorethylenu. Kultura RF2 prokéazala rychly rdst v mineralnim médiu

vvvvvv

Mrwe

mikrovlocek ve zkumavkéch inkubovanych pii 15 °C. Pro ptedkultivaci RF2 byl
nejvhodnéjsi TYA agar, jak nasledné potvrdil test v tekutém minerdlnim médiu s fenolem
o koncentraci 250 mg/l; kultura pfedkultivovana na TYA agaru pak pti 13 °C v tekutém
mineralnim médiu s fenolem vykazovala nejvétsi rast. Pouziti vys$Siho mnozstvi inokula pii
teplot¢ 13 a 8 °C nem¢lo vliv na rist kultury v tekutém minerdlnim mediu s fenolem.
Ve snaze zkratit lagovou fazi ristu RF2 pti nizSich teplotach byla RF2 kultivovana ve smési
mineralniho média s fenolem a podplrnymi substraty. Jako podpirné substraty byly
testovany trypton, kvasnicny extrakt, jejich kombinace, MEM vitaminy a laktat sodny.
Nejvetsi rast na fenolu pii teplot€ 13 °C byl zaznamenan pii podpofe ristu tryptonem,
ale lagova faze byla delsi nez pfi pouziti laktatu sodného, kdy rast kultury na fenolu s timto
podplrnym substratem byl také vyrazny. V dalSich pokusech byl proto pouzivan prave tento
podplrny substrat. Dale byla kultura RF2 podrobena riistu na fenolu za pfitomnosti riiznych
koncentraci trichlorethylenu (1,5; 5; 10; 25 mg/1). Pti teploté 25 °C byla kultura RF2 schopna
bezproblémové rist pii kazdé koncentraci TCE. Kultivace pii teploté 13 °C ukézaly,
7e koncentrace trichlorethylenu 10 mg/l a vyssi rist RF2 jen zpomalily, takZze bylo mozné
konstatovat, Ze tyto koncentrace nejsou pro RF2 pfi snizenych teplotach vyrazné toxické.
Nasledné byl zjistén spravny pomér fenolu a laktatu sodného v minerdlnim médiu. Kultura
RF2 vykazovala nejvétsi rlst za pritomnosti 100 mg/l fenolu a 100 mg/1 laktatu sodného.
Vliv mnozstvi inokula na vyuZiti fenolu nebyl potvrzen. Pfiblizna doba, za jakou byl fenol
spotfebovan, byla pfi teploté¢ 13 °C 5 dnii a pfi teploté 8 °C 19 dnii pfi podpore laktdtem

sodnym.
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Ur¢itym necekanym zjisténym jevem béhem téchto praci byla schopnost kultury RF2 tvofit
vyrazny biofilm na sténach sklenénych vialek pfi ristu za nizkych teplot; tento jev nebyl

v praci dale studovan, mohlo by se vSak stat namétem dalSiho vyzkumu.

Vlastni degradace trichlorethylenu byly provedeny pii teplot¢ 13 °C, s koncentraci
trichlorethylenu 1,6 mg/l a 3,2 mg/l, a pii teplot¢ 8 °C s koncentraci trichlotethylenu
1,8 mg/l. Koncentrace trichlorethylenu 1,6 mg/l byla pfi teploté 13 °C odstranéna za sedm
dnti, s lagovou fazi 4 dny. Koncentrace 3,2 mg/I trichlorethylenu byla degradovéna pii 13 °C
za 11 dni. Prvni pokus degradace TCE pfi teploté 8 °C neprobéhl dle predpokladi, jelikoz
byla ve vzorcich pfitomna vyssi koncentrace fenolu, a to cca 150 mg/l. Kultivace trvala
49 dni a pokles fenolu ani trichlorethylenu nebyl zaznamenan. Poté byl tento pokus
zopakovan, tentokrat za pfitomnosti 100 mg/l fenolu. Po delsi lagové fazi (17 dni) byla

koncentrace 1,8 mg/1 trichlorethlenu zcela odstranéna za 27 dni kultivace.

Kultura RF2 je tedy schopna degradovat trichlorethylen 1 za teplot vyskytujicich se

v podzemnich vodach a mohla by byt pouZita pro jejich sanaci.
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Az70
cDCE
cis-DCE
DCE
DV
ECD
FID
FR
GC
KE
LN
MAFt
MM
MML
MMLF
MPA
OD
PAH
PCB
PCE
PCR

POP

T+KE

Absorbance pfi vinové délce 270 nm
cis-1,2-dichlorethylen
cis-1,2-dichlorethylen

Dichlorethylen

Destilovana voda

Detektor elektronového zachytu
Plamenoionizaéni detektor
Fyziologicky roztok

Plynova chromatografie

Kvasni¢ny extrakt

Laktat sodny

Mineralni agar s fenolem a tryptonem
Minerélni médium

Mineralni médium s laktatem sodnym
Mineralni médium s laktdtem sodnym a fenolem
Masopeptonovy agar

Opticka hustota

Polyaromatické uhlovodiky
Polychlorované bifenyly
Tetrachlorethylen

Polymerazova fetézova reakce
Perzistentni organické polutanty
Trypton

Trypton a kvasni¢ny extrakt
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TCE

trans-DCE

TYA

TYA+F

Uuv

\Y%

VvC

VIS

VOC

ZR

Trichlorethylen
trans-1,2-dichlorethylen

Trypton Yeast Extract Agar

Trypton Yeast Extract Agar s fenolem
Ultrafialové zateni

Vzorek

Vinylchlorid

Viditelné zateni

Tekavé organické latky

Z4sobni roztok
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