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ABSTRAKT

Prace se zabyva osudem 2-fenoxyethanolu v prostfedi aktivovaného kalu a jeho
odstranéni pomoci mikrobiologického rozkladu. K nalezeni kultur toho schopnych byl
odebran vzorek z aktivovaného Cistirenského kalu z COV Malenovice. Kultivaénimi
metodami byly izolovany ctyfi bakteridlni kultury, na zakladé ovéfeni jejich rastu na 2-
fenoxyethanolu. Jejich schopnosti rozkladu byly pak blize sledovany v nékolika rastovych
testech a bylo zjisténo, ze jsou schopny riist na 2-fenoxyethanolu az do koncentraci kolem
1500 az 1750 mg/1. Ziskané kultury byly identifikovany jako zastupci rodt Hydrogenophaga

a Zoogloea.

Klic¢ova slova: aktivovany kal, biodegradace, 2-fenoxyethanol, koncentrace

ABSTRACT

The work deals with the fate of 2-phenoxyethanol in the environment of activated
sludge and studied its removal by microbial decomposition. To find microbial cultures of
such activities, a sample was taken from the activated sewage sludge basin from the
Malenovice wastewater treatment plant. Four bacterial cultures were isolated by cultivation
methods based on the confirmation of their growth on 2-phenoxyethanol. Their degradation
properties were then monitored in several growth tests and they were found to be able to
grow on 2-phenoxyethanol up to concentrations from 1500 to 1750 mg/l. The obtained

cultures were identified as representatives of the genera Hydrogenophaga and Zoogloea.

Keywords: activated sludge, biodegradation, concentration, 2-phenoxyethanol
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Any sufficiently advanced technology is indistinguishable from magic.
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UvVOD

Clovék svou denni aktivitou produkuje do svého prostiedi mnozstvi latek. Vystavuje tak své
zivotni prostiedi velkému nebezpeci. Znecisténi je kazdym dnem vyznamnéjSim tématem,
nebot’ jeho troven kazdym dnem stoupa a velmi Casto jde o latky, o jejichz vlivu na nasi
biosféru je toho zndmo velmi madlo. ZasaZeny jsou velmi vyrazné¢ nase vodni toky
pramyslovymi, ale i domacimi vodami a dal$imi latkami jako napiiklad zeméd¢€lska hnojiva

a pesticidy.

Témto denné se zvysujicim hodnotam piispivame vSichni svou aktivitou a tou je tieba i tak
obycejna zalezitost jako je €iSténi zubi ¢i umyvani se. Denné vyuzivame produkty, o jejichz
slozeni Castokrat nemame ponéti.

Jednou z velmi Casto vyuzivanych latek v kosmetickych vyrobceich je 2- fenoxyethanol. Jde
o latku, kterd se jako i spousta dalSich fenolickych latek nachazi volné v ptirodé, ale jeji
pfednostni vyuziti je hlavné v primyslu. Pouzivany je jako konzervacni prostfedek
k zamezeni ristu bakterii a plisni. Pfedmétem této prace bude zjisSténi blizSich informaci o

této latce v ramci interakei s bakteriemi a jejiho potencionalniho mikrobidlniho rozkladu.

Tuto tématiku jsem si vybral, abych alespon ¢aste¢né vrhnul svétlo na svét kosmetickych a
hygienickych aditiv a jejich osud v naSich tocich.

Jednim z moZnosti, jak se stouto hrozbou vypotfadat je mikrobiologicky rozklad. Je to
v naSem zivotnim prostedi. Piijde o rozklad za ptistupu vzdusného kysliku tedy o aerobni
rozklad, o némz je v souvislosti 2-fenoxyethanolem velmi malo zndmo. Predpokladam jeho
usp&sny rozklad na zaklade faktu, Ze jde o pfirodni slou€eninu a ji ptibuzné latky jsou dobie

rozlozitelné.
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I. TEORETICKA CAST
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1 2-FENOXYETHANOL

1.1 Vlastnosti

1.1.1 Chemicko - fyzikalni vlastnosti 2- fenoxyethanolu

2- fenoxyethanol ( CsHi10O2 ) znamy také jako ethylen glykol monofenyl ether ¢i fenyl
glykol (dale pouze 2FE) je olejovitou bezbarvou latkou slabého zapachu ptirovnatelného
k rizim. Jde o glykol ether s bakteriocidnimi u€inky, €asto pouzivany v kosmetickych
vyrobcich jako konzervant. Ptirodné¢ se vyskytuje v avokadu, caji ¢i urCitych druzich

mangovniku. [2]

0
S " OH
-

Obrazek 1: Chemicka struktura 2-fenoxyethanolu

Tab.1 Chemicko — fyzikalni vlastnosti 2FE [1]

Molarni hmotnost (g/mol) | 138,16
pH (10g/1,23 (°C) 7

Bod tani (°C) 12
Bod varu (°C) 245
Bod vzplanuti (°C) 126
Hustota (g/ml) 1,107
Rozpustnost ve vodé (g/1) | 28,6
Samovzniceni (°C) 475

1.1.2 Toxicita

Je pouzivan v kosmetickych ptipravcich diky jeho schopnosti inhibice riistu bakterii.
Napadé oxidativni fosforylaci v dychacim fetézci bun€k a blokuje dehydrogenaci malatu.

Ptimo také ovliviiuje syntézu DNA a RNA. [2]

Je latkou pozivanou jiz po n€kolik desetileti a v historii byl pouzivan v koncentracich

az po 5%. Jeho toxicita spole¢né s ostatnimi konzervanty byla pfedmétem z4jmu
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v poslednich cca. 15 letech z diivoda jeho ptibuznosti s ostatnimi glykol ethery, které jsou

endokrinni disruptory a hepatotoxiny jiz v relativné malych koncentracich. [2]

Na zaklad¢ vyzkumu in vitro bylo zjisténo, ze 2FE se neakumuluje ani nenavazuje
v kiizi a velmi rychle se vstfebava (lidskou kizi asi ze 78% ). Probéhl rozsahly vyzkum in
vivo jak na zvifatech tak i na lidech, kde byla zjiSténa vysoka rychlost jeho kinetiky
v organismu. Velmi rychle se vstfebaval, adsorboval, distribuoval a exkretoval.
K metabolizaci dochazi hlave v jatrech a Castecné v kiizi. Metabolitem lidského organismu

je kyselina fenoxyoctova vylucovana z téla moci. [2]

O

O OH

Obrazek 2 Kyselina fenoxyoctova

Inhala¢ni cesta byla provéfena na krysach, oralni na mySich a krysich a
dermatologicka na kralicich. Inhala¢né nebyla prokdzana toxicita ani po Sesti hodinach
denné po pét dni v tydnu a ¢trnacti dnech. Oraln€ byla prokazana hepatotoxicita po deseti
dnech podavani (100 mg/kg ). Dale byla zaznamenana hemotoxicita, a to ve formé slabé
anémie a zmeéng velikosti ¢ervenych krvinek u krys, kterym byl 2FE podéavan po devadesat

cvwr

pro samice. [2]

U mysi pasobil obdobné jako u krys, ale zde byl navic zaznamenén pokles fosfolipidi
a cholesterolu. Mutagenita nebyla prokdzana. Stejné tak i karcinogenita a reprotoxicita ¢i
endokrinni disrupce. Pouze u z rozboru krve pupe€nich $nlir novorozencti byla zaznamendna

jemna odchylka v podobé mirné snizené hladiny urc¢itych hormont. [2]

Co se neurotoxicity tyCe, byl zaznamenan piipad tifi Zen pracujicich jako délnice ve
zpracovatelském pramyslu ryb, kde je 2FE pouZzivan jak anestezie ryb ke snizeni stresu pii
transportu a usmrceni. Zeny si stézovaly na bolesti hlavy a vratkost. Tento p¥ipad je viak
zpochybnitelny, jelikoz nebylo mozné dohledat koncentraci pouzitého 2FE a potvrdit tak

jeho piimé piisobeni na pracovnice. [2]
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Prokézané zdravotni problémy vsak nejsou divodem k obavam ¢i snad zanedbavani
2FE ovSem v davkéch diametralné odlisnych, nez by se s nimi bézny uzivatel setkal, fadove

Slo o 200krat vyssi koncentrace. Toxicita je tedy v tomto sméru zanedbatelna. [2]

V cisté forme (100%) pasobi 2FE podrazdéni oci a ktize. U ¢lovéka byl zaznamenan
ptipad, kdy pfedcasni novorozenci byli desinfikovani vodnym roztokem 0,1% oktenidinu a
2% 2FE pied uloZzenim do inkubatoru. Z diivodu velmi citlivé a ne plné vyvinuté kiize
ptedcasnych novorozenct doslo ke koznimu podrazdéni, tzv. koznimu vykvétu a zarudnuti
ktze. Tento ptipad vSak také nemusi byt nutné zptsoben 2FE, jelikoz oktenidin dokaze byt

také velmi drazdivy. [2]

2012 byl vznesen rizikovy odhad francouzskou agenturou ANSM (Agence
Nationale de Sécurit¢ du Médicament et des Produits de Santé¢). Pozadavek navrhoval
snizeni koncentrace 2FE na 0,4% v kosmetice urcené pro déti pod tfi roky a uplny zakaz pro
materidly uréené k uziti v plenkovych aplikacich. Roku 2015 bylo rozhodnuto Evropskou
komisi pro kosmetiku ponechat stavajici maximalni koncentraci, a to 1% pro vSechny

produkty. [3]

V zavéru je 2FE velmi dobie tolerovany konzervant, v porovnani s ostatnimi
alternativami (napft. parabeny, TCC, TCS) je jeden z nejlépe tolerovanych vibec. Pti pouZziti

do 1% je hodnocen jako neskodny pro lidské uzivani.

1.1.3 Obecné vyuziti

Vysokéa mira vyuZiti je dobfe zndzornéna studii z roku 2014 v japonskych tekach
spolecné s dal§imi 4 konzervanty. Bylo zvoleno 13 odbérovych mist. 2FE byl nalezen na
vSech mistech, a to az v koncentraci 14 pg/l. Objemové tvotil az 90% nalezl. Byl nalezen 1
na mistech s minimalni kontaminaci primyslovou nebo domadaci odpadni vodou a

v koncentracich ne mensich nez 10 pg/l. [4]

Jeho rozsitené vyuziti dokazuje 1 italska studie z roku 2017, kde bylo zkoumano 283
kosmetickych a hygienickych ptipravkil riznych druhti. 60% vyrobku mélo néjakou formu
konzervantu, z toho 48% (tedy 93 vyrobki z 283) byl konzervantem pravé 2FE. Nalezen byl
ve sprchovych gelech, Samponech, télovych krémech, zubnich pastach, opalovacich
krémech, rténkach a lacich na nehty. V riiznych kategoriich produktii s konzervanty byl
obsazen hlavné ve vyrobcich k ponechani na pleti (70,1 %), k smyti (25,9%) a z (58,6%)
v make-upech. [8]
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Dalsi japonskéd studie zroku 2012 zaméfend na degradaci xenobiotik v tocich
riznymi zpusoby zaznamenala, zZe 2FE je odolny vici fotooxidaci. Jeho biodegradace v fi¢ni

vodé¢ vSak byla potvrzena. [5]

Krom¢ vyuziti jakozto konzervantu v kosmetickych vyrobcich je 2FE i alternativou
k formaldehydu pouzivaného ke konzervaci a balzamovani lidskych mrtvol k vyukovym
ucelim medicinskych Skol. Vyuzivan v koncentraci 7-1,5 % v konzerva¢nim roztoku.
Poskytuje dobte zachovalou pevnou tkan s mensi barevnou zménou, nez by bylo dosazeno
s formaldehydem nebo ethanolem. Procedura je nendro¢nd, efektivni a neni tfeba vysoce

Skoleného personalu k jejimu provedeni. [7]

DalSim vyuzitim 2FE je anestezie ryb, vyuzivana pro transport ryb ¢i pfi jejich
usmrcovani a nasledném zpracovani, ale také v akvaristice ke snizeni stresu. Na vyuziti 2FE
neexistuji regulace o jeho davkovani, jeho pfitomnost ¢i pfitomnost metabolitii v mase je

mozna. [6]

1.1.4 Protimikrobni G¢inky

U 2-FE byly urceny inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace vici

modelovym bakteridlnim kulturam. [9]

Tabulka ¢.2 Plisobeni 2FE na rGzné kultury (dle [9] modifikovano)

Fenoxyethanol
Kultura

MIC [g.I-1] MBC [g.]-1]
Grampozitivni
Staphylococcus aureus CCM 3953 6 7,5
Enterococcus faecalis CCM 4224 7,5 15
Rhodococcus erythropolis FR6 7 >13,0
Bacillus subtilis CCM 2216 7,5 7,5
Gramnegativni
Escherichia coli CCM 3954 4,5 6
Klebsiella pneumoniae CCM 4416 6
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 4,5 7,5
Pseudomonas fluorescens 6 >7,0

Dané vysledky ndm vypovidaji, Ze grampozitivni kultury byly proti 2FE odolnéjsi.
V ptipadé ptisobeni 2FE vici aktivovanému kalu bylo zjisténo, ze uz slabé koncentrace jako

0,2 g.I'! zpisobuje silny inhibiéni uéinek (sniZeni az o 44% v rychlosti respirace) a vyssi
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kalu. [9]
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2 MIKROBIALNI ROZKLAD

2.1 Podstata

Jde o wvyuziti ptirodnich Cciniteld, pfednostné pak mikroorganismi, k odstranéni
nezadoucich latek z uréitého prostfedi. Uspésnym vysledkem procesu je, kdyZz je
xenobiotikum plné rozlozeno na anorganické slouceniny ¢innosti bakterii, které danou latku
vyuzily jako zdroj uhliku a energie pro svij rast. Tato Gplna biodegradace je také znama pod
pojmem mineralizace. Usp&snost tohoto procesu zavisi na fyzikalng chemickych
podminkach biodegradace, na struktufe dané latky a na ptistupu kysliku. V pfitomnosti
kysliku dochéazi obvykle k rozkladu na oxid uhli¢ity a vodu, v jeho nepfitomnosti je pak ve
smiSenych spolecenstvech mikroorganismti dal$im produktem metan. V kazdém piipad¢ je
rozklad organickych latek podminén pfitomnosti vhodnych degradac¢nich enzymt, Casto

usporadanych do metabolickych drah. [10]

2.2 Funkce

Mikrobialni rozklad 2FE byl potvrzen uz v devadesatych letech. Bakterie izolovana
také z Cistirenského kalu byla striktn€ anaerobni Acidobacterium sp. LuPhetl. Kultura
uspésné rozlozila 2FE za produkce dvou metaboliti = fenolu a acetatu. Zkouman byl
mechanismus reakce a vyslo najevo, zZe jde o Stépeni etherové vazby posunem hydroxyloveé
skupiny na subtermindlni C za vzniku nestabilniho hemiacetalu, ktery nasledné degraduje
na fenol a acetaldehyd. Vznikly acetaldehyd je dale pfevadén na kyselinu octovou (octan).
ProtoZe etherové vazby jsou relativné pevné a stabilni a pro mikrobidlni rozklad predstavuji
naro¢nou ulohu, vénovali se autofi presnému pribéhu degradace etherové vazby i v dalsi
praci, ve které navic uvadéji, ze dana kultura je schopna 2FE vyuZit jako jediny zdroj uhliku

a energie v mineralnim médiu s vitaminy [11].

Prabéh klicového kroku degradacni drahy je uveden na obr. 3.

4 CgHsO-CHo-CH,OH 2 CO, CHCOOH

4CoASH 8[H]
4 CgHsOH 4 CHy-CHO 4 CH;COSCoA —= 4 CH,COOH

Obrazek 3 Proces Stépeni etherové vazby 2FE [11]
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Schéma znazornuje zésadni postup mikrobialni degradace 2FE. Acetaldehyd vznikajici ze

etherového Stépeni oxiduje na acetat pomoci oxidoreduktazy. [11]

2.3 Cistirensky aerobni kal

Smésna mikrobidlni kultura obsahujici bakterie, houby, prvoky i mnohobunécné
organismy, které se vyviji v provzdusnované (aktivované) nadrzi Cistiren odpadnich vod

komunalniho ¢i primyslového charakteru.
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3 TESTY BAKTERIALNICH KULTUR

Vliv prostiedi je pro zivot bakterii a rozmnozovani zasadni. Zavisi na mnoha faktorech.
Témi jsou hlavné ptistup k zivinam a vodé¢, ptistup ke kysliku, troven pH, osmoticky tlak,
zateni a v neposledni fad¢ vliv ostatnich organismu.

ey

Tyto faktory definuji organismy v nich zijici. Nékteré z téchto vlastnosti prostiedi
mohou byt i zdanlivé Zivot neumoznujici, avSak jsou jisté druhy bakterii, co se v nich
vyskytuji. Casto jsou bakterie schopné riistu okolo bodu mrazu, jisté vldknité plisné i
extrémné acidofilni Archea jsou schopny rastu pti pH mezi 2-1. Vysoce halofilni Archea ziji
zase v prostiedich s vysokymi koncentracemi soli. Osmofilni kvasinky se zase mnozi i
v koncentrovanych cukernatych roztocich. Hypertermofilni bakterie a Archea 7iji a mnozi

se v ptirodé kolem horkych pramentl, kde teploty dosahuji bodu varu.

Laboratorné jsou tyto vlastnosti Casto testovany spolecné s ostatnimi faktory za i¢elem
charakterizace a zatazeni kultur. Rlistové vlastnosti mohou byt testovany na Petriho miskach
¢1 v tekutych mediich, ale nejaspornéjSim feSenim jsou mikrotitrani desticky, které Setii

prostor, chemikélie, Cas a praci. VyZaduji vSak precizni manipulaci a davkovani. [14]

3.1 Teplota

Teplota okoli je klicovym faktorem v existenci buiiky, jejim metabolismu a jejim

rozmnozovanim. RozliSujeme 3 zékladni Grovné teploty:

cwvwvr

nejnizsi detekovatelnou rychlosti rastu.

Optimalni teplotu - nastava zde nejrychle;jsi rast

Maximalni teplota - organismus je stale schopen vykonavat zékladni zivotni funkce

Mikroorganismy samotné pak mizeme rozdé€lit do néasledujicich skupin:

Psychrofilni — optimélni teplota jejich rastu se pohybuje okolo 20°C, avs$ak riistu jsou
schopni i kolem 0°C. Neékteré bakterie a plisné 1 pod bodem mrazu a to az po -10°C.
Ochotné zvladaji 1 vyssi teploty nez jejich optimalni.

Mezofilni — Jejich optimalni teploty se pohybuji v rozmezi 20°C az 40°C, patii mezi
n¢ valna vétSina saprofytickych a parazitickych (véetné lidskych a zvifecich patogennich

druhil) mikroorganismil.
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Termofilni - organismy preferuji teploty nad 45°C, ale ¢asto az 50-60°C. Striktné
termofilni organismy v teplotach pod 30°C ani nerostou. Extrémni termofilové jsou nekteré

Archea zijici v teplotach 100+°C.

Teplota je vybornym nastrojem pro boj proti bakteriim, zvlasté pak v kombinaci
s ostatnimi Ciniteli. Teplo totiz zapficiniuje denaturaci bilkovin a tim blokuje enzymatickou

aktivitu. Takovato ireverzibilni zména zptisobi thyn organismu.

Nejznaméjsimi vyuzitim tepla ke sterilizaci potravin ¢i néstrojii je pasterace a
pouzivani vlhkého tepla, kde je navic pfitomna nasycend para. Tepelnd u€innost sterilizace

je navysSovana v kyselém prostfedi a naopak v zésaditém se snizuje. [14]

3.2 pH

Rist mikroorganismi je také podminén koncentraci vodikovych iontii. Hodnota pH
koresponduje pfimo se spravnou enzymatickou funkei. Obecné se optimalni hodnoty pH pro
vétsinu mikroorganismil pohybuji kolem 4-10. Zména v ramci 0,5 jednotky pH nebyva pro
organismus nijak kritickd, pfi dlouhodobé zméné zalezi na jeji schopnosti udrzovat vnitini
pH. Vramci vztahu mikroorganismi k pH prostfedi je mozné je rozdélit do nékolika
nésledujicich kategorii: Acidofilni: Jejich riistové optimalni hodnoty pH jsou kyselé. Casto

Archea, kde je tato vlastnost ¢asto kombinovana s jejich termofilitou.
Alkalifilni: Rostou pii hodnotach pH okolo 8 a nad ni.

Acidotolerantni: Dobfte rostou i pfi snizenych hodnotach, jde hlavné o kvasinky. [14]

3.3 Gramovo barveni

Gramovo barveni je jednim ze zasadnich rozdélovacich kritérii pro prokaryotické
buiiky. Rozdéluje je na dvé skupiny a to na tzv. Gram pozitivni a Gram negativni. Toto
dé€leni funguje na zéklad¢ struktury bunééné stény daného mikroorganismu, presnéji feCeno
na obsah peptidoglykanu v ni. Béhem barveni jsou bunky vystaveny piisobeni krystalové
violeti a Lugolova roztoku a tento vznikly komplex je nasledné vazan na peptidoglykan
v bunécné sténé. Pokud tento komplex jde z bun¢k vymyt pomoci ethanolu ¢i acetonu jedna
se pak o bakterie G-, tedy gramnegativni. Pokud si vSak buiiky ponechaji modravé zbarventi,
tak jsou pak oznacovany jako G+, tedy grampozitivni. Gramnegativni bakterie, co jsou pak
dobarvovany ¢ervenymi barvivy k lepS§imu rozliSeni. Jsou jimi napiiklad karbolfuchsin nebo

safranin. [14]
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4 IDENTIFIKACE BAKTERIi DLE 16S rDNA

DNA obecné, ale zvlasté gen pro 16S rRNA, je v mikrobiologii obecné pouzivan pro
identifikacni ucely u neznamych kultur. Jde o 1542 nukleotidi dlouhou RNA, ktera tvoti
slozku mensi 30S podjednotky ribosomu prokaryot. Obsahuje ¢asti, které jsou pro kazdy
druh velmi zachovalé a neménici se. Pro jeho stanoveni je nutné vyuzit ¢isté chromosomalni

DNA z Cisté izolované bakteridlni kultury.

Izolace DNA je provadéna piedevsim s ohledem na charakter bunécnych stén. Jde
hlavné o rozruseni stény a lyze bunc¢k. To se provadi mechanicky, enzymatickou ¢i
alkalickou hydrolyzou, pomoci detergenttl &i osmotickym Sokem. Casto jsou vyuzivany
v kombinaci. Tyto izolace se v dneSni dobé standartné provadéji za pomoci

ptedpfipravenych souprav (kitl).

Po procisténi vyextrahované DNA od kontaminantt jako jsou proteiny ¢i polysacharidy
a RNA, bud’ precipitaci, gradientovou centrifugaci nebo chromatografii nésleduje tzv.
amplifikace genu pro 16S rRNA pomoci polymerdzové fetézové reakce — PCR. Kdy je
zadany usek DNA ,;zmnoZen“ pomoci mnohonasobné opakované reakci katalyzované
termostabilni DNA polymerazou. Vybér tiseku DNA je proveden pomoci primert, coZ jsou

kratké nukleotidové sekvence komplementarni k dané oblasti DNA.

Spravny pribéh PCR je po ukonceni obvykle kontrolovan elektroforézou v agar6zovém
gelu, a posléze po dal§i purifikaci jsou vysledné amplikony sekvenovany vhodnou
technikou, obvykle na specifickém pracovisti. Vysledky sekvenace jsou poté srovnavany
pomoci urcenych softwarti s daty vybrané databaze — nejcasté&ji je pouzivan k témto ucelim

program BLAST a databidze NCBI GenBank. [16]
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5 IDENTIFIKACE POMOCi TECHNOLOGIE MALDI
MALDI-TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry.
Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gi€asti matrice s priletovym

analyzatorem.

MALDI-TOF je technika vyuzivanad hlavné pro stanoveni struktury bilkovin,
sacharidl a oligonukleotidli. Pouziva se i pro identifikaci riznych mikroorganismil jako

v pripad¢ této prace.

Jde o ioniza¢ni techniku, pfi které nedochazi k fragmentaci molekul. Ionizace je
zprostiedkovana pomoci matrice (a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina, 3,5-dimethoxy-4-
hydroxyskoficova kyselina ¢1 2,5-dihydroxybenzoova kyselina), kterd zajiStuje optimalni
kontakt laseru (dusikovy UV laser, 337 nm, 4 ns) s analytem. Nejdfive je excitovana matrice,
ktera nasledné ionizuje dany vzorek za vzniku pseudomolekulového iontu. Tyto ionty jsou
nasledné urychleny elektromagnetickym polem a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru
doby letu, kde jsou identifikovany na zéklad¢ doby, za kterou dosdhnou detektoru. Vysledky

jsou prevedeny na pomér molekulové hmotnosti a naboje.

Mira shody s databazi je charakterizovana pomoci tzv. Score v rozmezi 1-3, kdy 3 je
100% shoda. Vznikla hmotnosti spektra jsou specifickd pro kazdy mikroorganismus a
mohou byt tedy nasledné porovnany s udaji v databazich. Vyhodnoceni je provadéno pomoci

softwaru MALDI Biotyper [15]
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6 CILE PRACE

e Primarnim cilem je zjistit moznost a miru mikrobidlnitho rozkladu 2FE
v aktivovaném kalu.

e Za pozitivniho vysledku biodegradace ptikrocit k izolaci daného mikroorganismu a
zjisténi jeho vlastnosti rtistovymi testy jako je test kultivace pfi riznych teplotach,
test kultivace pii rizném pH, ale také maximalné otestovat jejich rozkladné

schopnosti zvySujicimi se koncentracemi 2FE.

e Nakonec pak provést identifikaci dle 16S rDNA a pomoci technologie MALDI.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Pokus 1 —rozklad 2-fenoxyethanolu aktivovanym kalem

Prace zapocala dne 10. zati 2019 ve 12,00 hodin, a to ptipravou 3 lahvi s mineralnim
mediem (dale pouze MM) po 200 ml v 500 ml nddobach, 54,5 ul 2-Fenoxyethanolu a 200
ul dekantovaného a desintegrovaného aktivované¢ho kalu. Kal byl pivodem z Cistirny
odpadnich vod v Malenovicich. Do jedné ldhve byl misto aktivovaného kalu ptidan pouze
sterilni fyziologicky roztok. Lahev slouzila jako kontrola k ostatnim, jinymi slovy jako tzv.

,,blank*.

Po nasledujicich nékolik dni byly odebirdny vzorky a uchovévany v mrazdku k

naslednému urceni rozpusténého organického uhliku.
Ptiprava 100 ml MM probéhla dle nésledujicich poméri, které byly stejné i pro dalsi
piipravy.

Slozeni MM na 100 ml:

Destilovand voda. .........ooei i 85 ml
Roztok A (9,07 g KH2POA /1)...unieieii e 2 ml
Roztok B (23,90 g Na2ZHPO4.12H2O0/1). ..o e, 8 ml
Roztok StopovyCh PrvKil........ooiiii 0,2 ml
MESOA.TH20 (10 @.1-1) e e 1 ml
FeSO4.6H20 (2,2 g1-1) e e e 1 ml
CaClI2.2H20 (1 @1 e e I ml
NHACT (B0 @ 1-1) e e e 1 ml
NACT (10 @m0 e e e 1 ml

Roztok stopovych prvki:
0,043 ¢ MnS0O4.5 H0;
0,057 g H3BOs;

0,043 g ZnS0O4.7H:0;

0,037 g (NH4)6M07024.4 H>0;



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

0,025 g Co(NO3),.6 H,0;
0,040 g CuSO4.5H,0.

Po ptipravé bylo kontrolovano pH, které nemélo byt mensi nez 7,4 a ne vyssi nez
7,6. Méteni ukazalo upokojivych 7,47. Po navazeni byly latky rozpusStény v 1000 ml

destilované vody. Po ptipravé roztoka bylo zkontrolovano pH
Dekantace a desintegrace aktivovaného kalu:

Aktivovany kal by nemohl byt ve svém surovém stavu pouZit pro laboratorni ucely
a musel byt desintegrovan, tj. ¢astice biomasy byly mechanicky naruSeny tfepanim po 10
minut. Nasledné¢ byla smés ponechana k dekantaci (tedy usazovani). Ttepani prob&hlo

nékolikrat a po kazdém protiepani byl ptivodni supernatant odlit a nahrazen sterilnim MM.

7.2 Pokus 2 — ziskani degradacnich bakterii
(pondéli 23.9.2019)

Rozklad 2FE byl potvrzen, a tedy mohlo byt pfistoupeno k dalsimu kroku prace, a to
k izolaci a identifikaci kultur za tento d&j zodpovédnych. Bylo pfipraveno 200 ml sterilniho

mineralniho média.

Vsechny tfi ldhve z pfedchoziho pokusu byly dokonale protiepany a z kazdé bylo

odebrano Iml inokula, které byly ndsledné smichany.

Po sterilizaci dvou lahvi se 100 ml MM bylo pfiddno do kazdé¢ 27,3 ul
phenoxyethanolu (300 mg/l) a promichano. Do jedné z lahvi bylo pfidano 100 pl inokula,
do druh¢ jen 10 pl. Lahve byly inkubovany pii 25°C a jejich aktivita byla béhem dalSich

Sesti dnu kontrolovana.

Provedeno vyockovani na R2A agar a minerdlni, agar pouZivany v kombinaci
s organickou latkou (v mém ptipadé 2FE) pfimo na izolaci rozkladact dané latky. Dale byly

pfidany MEM vitaminy a 2FE (300 mg/1).

Suspense zaockovana inokulem 10 pl / 100 ml byla rozttepana a zifedéna 1000x
(10) a z této ziedéné suspenze vyockovano 100 a 10 pl na oba agary (= fedéni 10 a 107).

Inkubace 5-10 dnt pti 25°C.
Ptiprava agara

200 ml MA s 2FE a MEM:
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Navaz2FEka byla dle navodu zalita destilovanou vodou a sterilizovana v autoklavu,
po vychladnuti bylo pfidano 200 pl sterilniho roztoku MEM vitamini a 60 pul 2-FE.

Nasledné¢ byl agar rozddvkovan do jednotlivych Petriho misek.

SloZeni R2A agaru: g/l
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 0,250
Pepticky hydrolyzat zivocisnych tkani 0,250
Hydrolyzat kaseinu 0,500
Vytazek z kvasnic 0,500
Glukéza 0,500
Rozpustny Skrob 0,500
Fosforecnan draselny 0,030
Siran hotec¢naty heptahydrat 0,500
Pyruvét sodny 0,030
Agar 15,000
Vyrobce agaru R2A: HiMedia

SloZeni mineralniho agaru:

K>HPOy4 0,1 g
NH4C1 0,11g
MgS04.7H,0O 0,02 ¢g
FeSO4.7H20 0,001 g
CaCl, 0,001 g
Roztok stopovych prvki 0,1 ml
Agar 20 g
Voda destilovana 100,0 ml
+ zvoleny substrat

SloZeni MEM vitaminii: mg/1
Cholin chlorid 100.000
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Hemikalcum -D-Ca-pantothenat 100.000
Kyselina listova 100.000
Niacinamid 100.000
Pyridoxin hydrochlorid 100.000
Riboflavin 10.000

Thiamin hydrochlorid 100.000
i-Inositol 200.000

Vyrobce vitamint: HiMedia
Naésledovala ptiprava 2 x 100 ml MM, které bylo sterilizovano. Pak pfidavek MEM
vitamint (100 pl do kazdé lahve), dale do kazdé¢ lahve 27,3 pl phenoxyethanolu (= 300 mg/1)

a promichano.

Roztok byl rozplnén po 5 ml do 20 sterilnich vialek. Kazda vialka byla zaockovana

jednou kulturou (nepatrné mnozstvi biomasy nanesené klickou).

Nasledovala kultivace pti 25°C po 10 dni. Jiz po 3 dnech hned n¢kolik bakteridlnich

kultur rostlo.
V pondéli 21.10.2019 byly vSechny kultury, co projevovaly zndmky GspéSného riistu
arozmnoZzovani, vyoCkovany kiizovym roztérem na R2A agary a byly kultivovany pii 25°C.

Po 3 dnech byly vSechny kultury vyrostlé a byla provedena kontrola a srovnani kolonii.
Na zakladé spole¢nych ryst a odliSnosti jednotlivych kultur byly uréeny 4 kultury, které
vykazovaly odli$né rysy.

7.3 Pokus 3 — riistové vlastnosti degradacnich bakterii; teplotni testy

Pro zjisténi teplotniho rozpéti ristu jednotlivych kultur bylo pfipraveno 12 R2A agart.
Ockovani probéhlo klickou, na plilce misky. A néasledné byly po dvojicich kultivovany pfi

raznych teplotach po dobu 2 tydnii. Rist kultur byl hodnocen visudlné.
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7.4 Pokus 4 — degradacni vlastnosti ziskanych bakterii — koncentrace

fenoxyethanolu

Pro dalsi experiment byla zvolena mikrotitracni desti¢ka k urceni schopnosti kultur
rozkladat razné koncentrace 2-FE. Tato metoda je velmi vyhodna z divodu nizkych

nakladi, ptehlednosti a jednoduchého a rychlého méfeni.
Bylo ptipraveno 100 ml MM a po sterilizaci byly ptidiny MEM vitaminy (100 pl).
Pro tento test byly pfipraveny roztoky s riiznou koncentraci fenoxyethanolu.
Postupnym fedénim byly vytvofeny nasledujici koncentrace 2-FE (300 — 1500 mg/1).

2,5 ml MM3000 + 2,5 ml MM = 5 ml MM1500

5 ml MM3000 + 10 ml MM = 15 ml MM1000

2,5 ml MM3000 + 10 ml MM = 12,5 ml MM600

2,5 ml MM3000 + 12,5 ml MM = 15 ml MMS500

0,5 ml MM3000 + 4,5 ml MM = 5 ml MM300
8 ml MM 1000 + 2 ml MM = 10 ml MM800
4 ml MM800 +4 ml MM = 8 ml MM400

Byly namichany od kazdé kultury bakterialni suspenze. Na kli¢ku bylo nabrano jen
velmi malé mnoZstvi biomasy a spolecné s 3ml fysiologického roztoku rozmichéno, az do
zakaleni podle prvniho stupné McFarlandovy stupnice a spole¢né s roztokem 2FE a sterilnim

fyziologickym roztokem byly napipetovany do jamek destic¢ek.

Prab¢eh experimentu byl prubézné méfen spektrofotometricky pii 600 nm na TECANu.

Inkubace probihala pii 25 °C.

7.5 pokus 5 - Degradacni vlastnosti ziskanych bakterii — koncentrace
fenoxyethanolu 2
Nasledujici test byl proveden za ucelem zjisténi piesnéjSich udajii o rozkladnych
vlastnostech danych kultur. Bylo postupovdno obdobnych zplsobem jako v predeslém

experimentu.
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Bylo pfipraveno 100 ml MM a néasledn¢ bylo sterilizovano. Po jeho uplném

vychladnuti byly pfidiny MEM vitaminy.

Nasledn¢ bylo pfikro¢eno k piipravé mineralniho média sriznou koncentraci

fenoxyethanolu a to 300, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500, 2750 a 3000 mg/1.

Nejdiive byl ptipraven roztok o nejvyssi koncentraci a to navazenim 120 mg 2FE a
pfidanim 36ml mineralniho média, ¢imz bylo dosazeno koncentrace 3000 mg/l. Vznikly

roztok byl dale fedén pro ziskani dalSich koncentraci.
Dle nésledujicich poméra byly ptfipraveny jednotlivé koncentrace.
0,5 ml MM3000 + 4,5 ml MM = 5 ml MM300
5,0 ml MM3000 + 5,0 ml MM = 10 ml MM1500
10 ml MM3000 + 5,0 ml MM = 15 ml MM2000
2,5 ml MM3000 + 2,5 ml MM1500 = 5 ml MM2250
5,0 ml MM3000 + 5,0 ml MM2000 = 10 ml MM2500
2,5 ml MM3000 + 2,5 ml MM2500 = 5 ml MM2750
2,5 ml MM1500 + 2,5 ml MM2000 = 5 ml MM1750

Po uspésném vytvoreni série roztokli se stoupajici koncentraci byly namichany od
kazdé kultury bakteridlni suspenze. Na klicku bylo nabrano jen velmi malé mnoZstvi
biomasy a spolecné s 3 ml fysiologického roztoku rozmichano az do zakaleni podle prvniho

stupné¢ McFarlandovy stupnice.

Do ¢tyt mikrotitracnich desticek (1 pro kazdou kulturu) bylo pipetovano po 180 ul
ptipravenych roztoka o riiznych koncentracich dle schématu nize. K nim bylo ptidano po
20 pl suspenze jedné kultury. Po zkuSenosti s pfedchozim pokusem byla do krajnich jamek
desti¢ek napipetovana destilovana voda (200 pl), k predchézeni vysychani. Zkompletované
desticky byly periodicky méfeny na absorbanci pii ODeoo na piistroji TECAN. Inkubovéany
byly pti 25°C po 15 dni.

Roztoky byly rozmistény nasledovnég, vzdy paralelné po ¢tyfech jamkéch.
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Tabulka ¢. 3 Rozmisténi na mikrotitra¢ni desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

H.0 H.0 H.0 H:0

300 | 1500 | 1750 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 3000

H.O 300 | 1500 | 1750 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 3000 H:0

300 | 1500 | 1750 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 3000

300 | 1500 | 1750 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 3000

T|Q T T o Q W >

H:0 H:0 H:0 H:0

7.6 pokus 6 - Riistové vlastnosti ziskanych bakterii - pH test

Cilem tohoto experimentu bylo zjisténi, jak reaguji dané kultury na rizné tirovné pH.

A nasledné se rozhodnout, zda jsou acidofilni ¢i jiné.

Test byl proveden stejné tak jako pedchozi pomoci kultivace na mikrotitracni desticce

s riznymi urovnémi pH a rtst kultur byl hodnocen dle absorbance pii 600 nm.

Jako medium bylo pouZito poupravené MM stejné jako v predchozich experimentech.
Zde vsak byl zvysen ¢i sniZzen obsah KH2PO4 nebo NaaHPO4.12H>0, aby bylo dosazeno
doplnény o NaOH nebo HCI. Timto byly ziskany pufracni roztoky, ke kterym pak byly

pfidavany dal$i komponenty.
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Jednotlivé pufracni roztoky byly ptripraveny dle nésledujici tabulky:

Tabulka €. 4 poméry roztoktt KHoPO4 a NaHPO4.12H,0

A B
pH KH2POq4 Na;HPO4.12H,0
[ml/50ml] [ml/50ml]
SH* 5 0
5,5 4,75 0,25
6 4,25 0,75
6,5 3,45 1,55
7 1,7 3.3
7,5 0,8 4,2
8 0,2 4,8
85* 10 5
9* 0 5
9,5* |0 5

* pH upraveno pomoci HCI
** pH upraveno pomoci NaOH

Nasledné bylo jeste pfipraveno 250 ml nize uvedeného MM.

Destilovand voda. ... ..o 225 ml
Roztok stopovych prvKl. ... ..o 1 ml
MgSO04.7TH20 (10 @1 71). oo 5ml
FeS04.6H20 (2,2 g.17). oo 5ml
CaClo.2H20 (1 @)oo 5ml
NH4CL (30 @) 5ml
NACI (10 @0 5ml

Vse bylo sterilizovano v autoklavu a po dostate¢ném zchlazeni byly k MM pfidany

MEM vitaminy (500 pul) a 287 pl fenoxyethanolu jakoZto zdroj uhliku, ¢imz bylo dosazeno

koncentrace o 1260 mg/l. Takto pfipraveny roztok byl nadavkovan po 25 ml do kazdé

lahvi€ky s ptislusSnym pH, kde doslo ke sniZeni koncentrace na 630 mg/1 a tim bylo ziskano

zivné medium o ruznych pH. To bylo dale pipetovano do Sesti mikrotitracnich destic¢ek po

190 pl.
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Byla pfipravena suspenze danych kultur, avSak s tim rozdilem, ze na zakladé
ptedchozich testl a vizualni podobnosti byly kultury P1 a P9 brany jako jedna pod ndzvem
P9. Do kazd¢ jamky bylo napipetovano této suspenze 10 pl.

Mikrotitracnich desti¢ek bylo zpracovano 3x2. Pro kazdou kulturu 2 s deseti

hodnotami pH.

Tabulka ¢.5 Rozmisténi pH testll na mikrotitracnich destickach pro 1 kulturu

1 2 3 |4 516 7 |8 9 (10 1 12
A
B
C pHS pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7
D pHS pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7
E pHS pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7
F pHS pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7
G
H
1 2 3 |4 5|6 7 |8 9 |10 11 |12
A
B
C pH 7,5 pH 8 pH 8,5 pH O pH 9,5
D pH 7,5 pH 8 pH 8,5 pH O pH 9,5
E pH 7,5 pH S8 pH 8,5 pH9 pH 9,5
F pH 7,5 pH S8 pH 8,5 pH9 pH 9,5
G
H

Okrajové jamky vsSech tadkl a sloupcii byly vyplnény destilovanou vodou (200 pl).
Kultivace probihala pii 25 °C po 18 dni.

7.7 pokus 7 - Identifikace bakterii

JakoZzto findlni experiment byla provedena identifikace kultur. A to pomoci dvou
technologii. Nejdiive pomoci metody MALDI a nasledné¢ pomoci identifikace dle sekvence

genu pro 16S rRNA.
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Pro identifikaci dle 16S rDNA bylo nejdfive nutné extrahovat DNA z kultur. Stejné
jako v pfedchozim experimentu byly kultury P9 a P1 oznacovany jako P9 za ptedpokladu,

ze se jedna o stejnou kulturu.

Prace tedy zapocala 5. 3. 2020. K extrakci byla pouzita zakoupena souprava: DNA
Power Soil KIT (vyrobce QIAGEN) a bylo postupovano podle navodu vyrobce.

Jakmile byl proces dokoncen, byly roztoky s DNA zméfeny na spektrofotometru ke

zjisténi uspésnosti a Cistoty DNA.
Provedeni PCR:
Kazda PCR reakce obsahovala:

12.5 pL master mixu (Roche) (obsahuje potiebnou smés jednotlivych nukleotidt, pufr,

termostabilni DNA polymerazu a hotfe¢naté ionty.)

1 uL kazdého roztoku primert FD1 a RD1 (12.5 pmol)

9.5 uL vody pro molekularni biologii

1 uL vzorku DNA

Amplifikace byla provedena na pfistroji Piko Thermal Cycler (Finnzymes).

(Nasledujici ¢asti pak byly provedeny pracovniky UIOZP FT, zdtvodu vypuknuti

krizového stavu.)
Purifikace produkti PCR

Kontrola PCR byla provedena elektroforézou v 2% agarosovém gelu (Mgr. V.

Kucabovou)

Purifikace provedena rovnéz Mgr. V. Ku€abovou, pomoci soupravy NucleoSpin®

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).
Produkty PCR zaslany k sekvenaci: do firmy SEQme s.r.o., Dobfis, CR

Vyhodnoceni ziskanych sekvenci bylo uskutecnéno pomoci programu BLAST,

z databaze Genbank.

Identifikace pomoci technologie MALDI byla provedena na externim pracovisti na

Slovenské Polnohospodarske univerzité v Nitre (SR).
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8 VYSLEDKY

8.1 Pokus 1 - rozklad fenoxyethanolu aktivovanym kalem

Prvni test byl zaméfen na zjisténi rozkladu 2FE aktivovanym kalem a byl sledovan

pomoci koncentraci DOC v mineralnim médiu s 2FE v pribéhu inkubace.
Odbér 1 — zahajeni pokusu

10. zati 2019 ve 12,00 hodin. Z kazdé lahve bylo odebrano 11 ml a tento objem byl

ptefiltrovan ptes filtr s velikosti porti 0,45 um. Filtraty uchovany v mrazaku

Odbér 2

Ctvrtek 12. zati v 10,00 hodin. Vzhled suspenzi viceméné stejny jako na zacatku

pokusu. Odebrany vzorky jen ze zaockovanych lahvi.
Odbeér 3

Pondéli 16. zati v 14,00 hodin. Odebrany vzorky ze vSech lahvi. Vzhled suspenzi byl

zasadné odlisSny. Zaockované suspenze silné¢ zakalené, s vlockovitou biomasou.

Odbér 4
Patek 20. zafi v 10,00 hodin. Odebrany vzorky ze vSech lahvi.
Bohuzel pti poslednich odbérech doslo ke kontaminaci kontrolni lahve ¢.4.

Nasledné bylo pfistoupeno k méfeni DOC, tedy urceni rozpuSténého organického

uhliku v roztoku.

Pro popis vzorkt plati nasledovné:
Rimské &islo: ¢islo lahve

Arabské¢ Cislo: ¢islo odbéru.

Ziskané vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce a zpracovany v grafu na obr. 4.
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Tabulka ¢.6 Stanoveni rozpusténého organického C

1 = lahev 1, 2 = lahev 2, 3 = lahev 3, 4 - lahev 4 ,,blank* ( kontrolni )

Vialka Vzorek Redéni Stanoveni | Vysledek Ptepocet DOC (mg/l)
TOC (v ml) (mg/l) dle fedsni % e
1 I/1 2,5:5 (3x) TC 55,43 166,29 165,12
2 Im/1 2,5:5 (3x) TC 85,1 255,3 2542
3 /1 2,5:5 (3x) TC 68,74 206,22 205,07
4 IV/1 vk |2,5:5 (3x) TC 61,25 183,75 182,6
5 /2 2,5:5 (3x) TC 56,1 168,3 166,06
6 /2 2,5:5 (3x) TC 87,19 261,57 260,03
7 11/2 2,5:5 (3x) TC 68,53 205,59 204,4
8 /3 2,5:5 (3x) TC 12,02 36,06 14,49
9 Ir/3 2,5:5 (3x) TC 45,5 136,5 122,4
10 11/3 2,5:5 (3x) TC 18,27 54,81 20,46
11 IV/3 bk  |2,5:5 (3x) TC 58,9 176,7 173,28
12 1/4 2,5:5 (3x) TC 12,97 38,91 10,87
13 /4 2,5:5 (3x) TC 17,49 52,47 16,02
14 11/ 4 2,5:5 (3x) TC 15,49 46,47 13,04
15 IV/4 vank  |2,5:5 (3x) TC 57,8 173,4 170,02
16 Destilka zadné TC 0,812

17 I/1 zadné IC 1,167 1,17 -—-

18 /1 zadné IC 1,1 1,1 -—-

19 /1 zadné IC 1,148 1,15 -—-

20 IV/1 vank |Zadné IC 1,15 1,15 -—-

21 1/2 zadné IC 2,24 2,24 -—-

22 /2 zadné IC 1,544 1,54 -—-

23 /2 zadné IC 1,194 1,19 -

24 1/3 zadné IC 21,57 21,57 -—-

25 Ir/3 zadné IC 14,1 14,1 -

26 /3 7adné IC 34,35 34,35 -—-

27 IV /3 blank |Zadné IC 3,418 3,42 -

28 1/4 zadné IC 28,04 28,04 -—-

29 11/4 7adné IC 36,45 36,45 -—-

30 11/ 4 zadné IC 33,43 33,43 -—-

31 IV /4 vank | Zadné IC 3,379 3,38 -—-

32 Destilka zadné IC 0,321 - -
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Obrazek 4 Vyvoj poklesu DOC béhem 10 dni

Uvedena data dokazuji jasny pokles koncentrace rozpusSténého organického C, a tedy
aktivitu bakterii, které 2-FE vyuzivaji jako sviij zdroj energie a uhliku. Béhem 10 dni doslo
tedy k mikrobidlnimu rozkladu, ktery byl ur¢en vizualn€ (mlécné zakaleni, vlockovita

biomasa v suspenzi) a také instrumentalné (méteni DOC).

(u tfeti lahve je pocatec¢ni koncentrace 2FE vyssi, tuto skutecnost si vysvétluji nepiesnosti
pii davkovani 2FE)

Na zaklad¢ uspésného rozkladu 2FE bylo ptistoupeno k pokustim o isolaci degrada¢nich

bakterii.

8.2 Pokus 2 — ziskani degradacnich bakterii

Suspenze z prvniho pokusu byla opétovné pomnozena v MM s 2FE, aby byl zvySen
pocet bakterii vyuzivajici 2FE jako rastovy substrat. Po Sesti dnech inkubace byla ziskana
nova suspenze Setrn¢ desintegrovana a po zfedéni vyockovana jednak na R2A agary a jednak

na MA s 2FE. Po dalsi inkubaci vSech misek po dobu sedmi dnli bylo ziskano 7 rznych
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kultur z R2A agarti a 10 kultur z MA s 2FE. Tyto kultury byly pfeockovany na Cisté misky.
Po 3 dnech kultivace vSechny kultury vyrostly.

Vsechny Cerstvé kultury byly jednotlivé naoCkovany do tekut¢tho MM s 2FE a po
inkubaci se ukézalo, ze v podob¢ ¢istych kultur rostou kultury RS (ziskana z R2A agaru) a

kultury P1, P4 a P9 ziskané z mineralniho agaru s 2FE.

Prace s danymi kulturami byla pomérné naro¢na, protoze P1, P9 a RS tvoftily velice
kompaktni kolonie s velmi vysokou adhezi k podkladu (agaru). Mikroskopické snimky

ukézaly, ze vSechny kultury jsou gramnegativni. ZvétSeni danych fotografii je 1000x.
Zakladni popis kultur:

R5 — malé kolonie (cca 0,5-1 mm), transparentni az slaby mléény zdkal, kompaktni

P1 — Stedn¢ velké kolonie (cca. 1-2 mm), transparentni, kompaktni; kratké kulaté tyCinky

P4 — Zluto-bézové zbarveni, velké kolonie (cca. 2-3 mm), krémové; ty€inky tvotici fetizky

P9 — Stredné velké kolonie, transparentni, kompaktni; kratké kulaté tyCinky

Kultury byly nabarveny Gramovym barvenim

Nasledné byly také vypracovany mikroskopické preparaty.
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Obrazek 5 Kultura RS, barveni dle Grama
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Obrazek 6 R5 shluk, barveni dle Grama
Snimky kultury R5 ukazuji, Ze se jedna o velmi kratké tyCinkovité buiiky. Bunky
maji tendenci tvofit velmi tésnd uporadani, jak je k vidéni na obrazku €. 6, coZ muze byt

diivodem konzistence kolonii a jejich ztiZené manipulace.

Obrazek 7 Kultura P9, barveni dle Grama

Obrazek 8 Kultura P9, barveni dle Grama
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U kultury P9 se opét ukézalo, ze jde o kratké tyCinkovité bunky. Stejné tak jako u

pfechozi kultury RS byly nalezeny ttvary tvofené bunikami v t€sném uporadani.

W A

o S

T 2 l_:"" M

Obrazek 9 Kultura P, barveni dle Grama

Kultura P1 se ukazala byt kratkou kulatou ty¢inkou jako ptedchozi, zde vSak nebyly
nalezeny zadné shluky ¢i tvary, ackoliv jejich kolonie vykazovaly stejné vlastnost jako P9

a RS.

Obrazek 10 Kultura P4, barveni dle Grama
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Obrazek 11 Kultura P4, barveni dle Grama

Kultura P4 se od ostatnich 3 lisila jiz Zluto-béZovym zabarvenim kolonii. Potvrzeni
jeji odlisnosti piinesly i dané snimky. P4 tvofila dlouhé ty€inkovité buiiky, co spole¢né
tvorily kratké fetizky o 2-5 bakteriich. Obrazek €. 11 ukazuje jisté shlukovani, ale ani zdaleka
ne takového upotadani jako u RS ¢i P9. Tomu odpovida i dobra manipulovatelnost s jejimi

koloniemi, které byly mnohem mek¢i a mély krémovitou konzistenci.

8.3 Pokus 3 — ristové vlastnosti degradac¢nich bakterii; teplotni testy

Test byl velmi jednoduchy a spocival v inkubaci vSech kultur na petriho miskach pfti
ruznych teplotach. Rist bakterii byl hodnocen visudlné a vysledky jsou uvedeny v tabulce

7.

Tabulka ¢.7 test teplotniho rozmezi ristu

test teplotniho rozpéti

teplota P1 P9 P4 RS
5-6 °C - -
10-11 °C
25°C
30 °C
37°C
43 °C - -

+ [+

+ [+ |+ [+ [+ [+

Vysledky ukazuji, Ze v piipadé P1, P9 a P4 se jednd o kultury mesofilni a RS je psychrofilni

bakterie
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Pokus 4 — degradacni vlastnosti ziskanych bakterii — koncentrace 2-fenoxyethanolu

V ramci tohoto pokusu byl sledovan rist uvedenych kultur v tekutém médiu (MM +
2FE), v rozsahu koncentraci 300 — 1500 m/1, a s ptedpokladanou toxickou koncentraci 3000
mg/l.

Nasledujici grafy zndzoriiuji vyvoj rustu kultur v zavislosti na koncentraci 2FE

v ¢asovém rozmezi 10 dni, béhem kterého bylo provedeno 6 méfeni.
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Obrazek 12 Rast kultury P1
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Obrazek 13 Rast kultury P9
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Obrazek 14 Rast kultury P4
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Obrazek 15 Rist kultury RS

Vysledné grafy ukazuji, Ze rast probihd pii nizSich koncentracich rychle, ¢i s 1 az
4denni prodlevou u vysSich koncentraci jako 1000—-1500 mg/l. Ani jedna z kultur nerostla

na 2FE v koncentraci 3000 mg/1.

U P1 byl zaznamenan rychly vzestup v absorbanci jiz béhem prvniho dne, znacici
rust a degradaci 2FE, ale béhem dal$ich dnii maly pokles a stagnaci po dal$i dny, coZ znaéi,
ze doslo k rychlému zpracovani 2FE a po jeho vyCerpani byl rist zastaven. Takto to bylo
zaznamenano u koncentraci 300-600 mg/l. U koncentraci vysSich, tedy 800 az 1500, je
k vidéni pomalejsi nartist, z divodu mirné toxicity.

Podobna situace se odehrava u kultury P9 s o néco vyssimi hodnotami absorbance.

vvvvvv

nebo zadného rustu.

Kultura R5 dosahovala mensich absorbanci a jeji prubéh se blizil P9 a P1, je tedy
mozno usuzovat, ze dané bakterie budou ptibuzné ¢i stejné (i vzhledem k ne¢kterym dal$im

velmi podobnym vlastnostem).
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8.4 pokus 5 - Degradacni vlastnosti ziskanych bakterii — koncentrace

fenoxyethanolu 2

Na zéklad¢ predchazejiciho pokusu byl nasazen pokus dalsi, se zvysenymi

koncentracemi 2FE, mezi 1500 — 3000 mg/I1. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich grafech.
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Obrazek 16 Rist kultury RS

Jak je vidét kultura RS v ramci 15 dni byla schopna rist na 2FE pouze v koncentraci

300 a slab¢ pti 1500 mg/1.
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Obrazek 17 Rast kultury P9

P9 vykézala schopnost rozkladat 2FE i pii koncentraci 1500 mg/l. Pfi vysSich

koncentracich vSak neroste.
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Obrazek 18 Rust kultury P1
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P1 vykazuje velmi podobné chovani jako P9, je tedy mozné Ze jde o kulturu stejnou

nebo piibuznou.
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Obrazek 19 Rast kultury P4

P4 se ukazala jako nejschopnéjsi rozkladac, kdy byla schopnéd vyuzivat 2FE i pfi
koncentraci 1750 mg/1.

Niz8i absorbance u druhého testu koncentraci fenoxyethanolu je mozno vysvétlit tim,
ze ackoliv k rozkladu dochazi, dané koncentrace se blizi hrani¢nim 2000 mg/l, ktera uz je
zcela inhibicni, ¢ili st je pomalejsi a nedosahuje takovych hodnot absorbance jako pfti

niz8ich koncentracich.

Nutno také podotknout, ze po dosazeni vrcholu ristu, tedy absorbance, dochézelo u
P1, P9 a RS k vytvoreni nepravidelného sedimentu, jenZ mohl ¢aste¢né ovlivnit méteni. U

P4 k této sedimentaci nedochazelo a tvofil se pouze zakal.
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8.5 pokus 6 - Riistové vlastnosti ziskanych bakterii - pH testy

V ramci tohoto pokusu byl sledovan rtst uvedenych kultur v tekutych médiich (MM + 2FE),

v rozsahu pH 5,0 — 9,5. Vysledky jsou opét zpracovany formou jednotlivych grafi.
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Obrazek 22 Prubeh ristu kultury P9 pfi riznych pH

Dané grafy ukazuji, ze kultury P9 a R5 rostly v rozmezi 6,5 - 9,5 a kultura P4 v rozsahu

pH 7,0 —9,5; tim mohou byt oznaceny za neutrofilni az mirn¢ alkalifilni.

8.6 pokus 7 - Identifikace bakterii

8.6.1 dle 16S rDNA

Bylo postupovéno dle postupu uvedeného v metodické €asti prace. Koncentrace DNA

po provedeni jeji izolace z biomasy jednotlivych kultur:
P9: 78,9 ng/ul
R5: 41,4 ng/pl
P4: 57,7 ng/ul

Cistota vsech ziskanych DNA ¢&inila 1,96, jde o pomér absorbance pfi vlnovych
délkach 260 a 280 nm. Tato hodnota byla pro dal$i pouziti vyhovujici, idealn& by se méla
pohybovat v rozmezi od 1,7 do 2,1.

Po provedeni vSech c¢asti celého postupu (PCR, elektroforéza, purifikace, sekvenace)
byly vysledné sekvence prekontrolovany a nejasné baze upresnény. Useky s chybami byly

vyfazeny (bylo jich vSak malo).
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Vysledné sekvence jsou uvedeny v piiloze PRILOHA P I: sekvence &asti genu pro
16S rRNA. Srovnani sekvenci s tidaji v databazi GenBank ukazalo, ze kultura P4 je se 99,90
% shodou Hydrogenophaga pseudoflava. Ptekvapujici vSak byla skute¢nost, ze kultury P9
a RS byly ve vysledku druhové stejné. Jedna se o druh Zoogloea resiniphila (P9 — 99,90%,
R5—-99,70%) .

8.6.2 Pomoci technologie MALDI

Jelikoz databaze MALDI nebyla pro nase ucely pln¢ vhodna, byla uspokojivé
identifikovana pouze jedna kultura a to P4. Potvrdilo se, Ze se jednd o zastupce druhu

Hydrogenophaga pseudoflava. Score bylo 2,335 coz je spolehlivy vysledek.

S vysledky identifikace je také mozné se domnivat, ¢im byla zplisobena neobycejna
konzistence kultur P9 a R5. Zéstupci rodu Zooglea jsou zndmi vytvafenim tzv. kapsularnich
polysacharidd, tedy si tvofi na povrchu bunééné stény siln€ hydratovany slizovity obal. U
nékterych druht je slozen z polysacharidi znamych jako alginaty, které maji siln¢ gelovitou

konsistenci. Takto tvofi tyto bakterie kompaktni kolonie. [13]

Hydrogenophaga pseudoflava

Jde o G- bakterii, popsana poprvé roku 1978 z pudy a bahna. Je ovalného tvaru
dortstajici asi 2,5 pm. Ve fazi ristu se vyskytuji po dvojicich. V tekutém médiu tvoti
vlockovity zakal. Jako zasobni latky si intracelularné uklada PHB, glykogen a polyfosfaty.
Kolonie jsou Zlutého zabarveni. Pigment zptsobujici toto zabarveni mé absorp¢ni maximum
pfi 423-446 nm pii rozpu$téni v acetonu, jeho presné sloZeni neni zndmo. Produkce
slizovitych povlakli nebyla zaznamendna. Jde o chemoorganotrofni organismus, energii
ziskéava také z oxidace molekularniho vodiku za ptfitomnosti hydrogenazy. Na organickych
substratech jsou dusi¢nany velmi rychle pfeménovany na atmosfericky dusik. Je zndmo
nejméné 42 riznych organickych sloucenin, které mohou této kultute slouzit jako zdroj
uhliku. Jsou jimi mono- a disacharidy, polyalkoholy, aminokyseliny a aromatické
slouceniny, mezi které patii i 2FE jehoz rozklad byl této praci potvrzen. Optimalni ristova

teplota se pohybuje okolo 35-38°C a maximalni je 40-41°C. [12]
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Zoogloea resiniphila

Jde o G- bakterii. Netvofi spory. Test na kataldzu je negativni, avSak na oxidazu
pozitivni. Je fakultativné anaerobni. Je schopna vyuzivat nitraty, neni vSak fermentativni.
Patfi mezi mezofilni kultury. Buiiky dortstaji 1,5-2,8 pm. Tvofii shluky poutané k sob¢
biopolymerem. Kultury jsou mlééné zakalené a s vysokou adhezi k zivné ptd¢. Jako zdroj
uhliku je schopna vyuzivat palmitovou, benzoovou, octovou, a pyrohroznovou kyselinu, ale

stejné tak 1 D-xylozu, fenol, ethanol, a jak zjisténo v této praci, tak i 2FE. [13]
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9 ZAVER
Ma bakalaiska prace byla zaméfena na studium rozkladu 2-fenoxyethanolu (2FE)

pomoci bakterii z aktivovaného kalu. Laboratorni prace probihaly po cca. 7 mésict.

Pomoci kultivace v tekutém mineralnim médiu s pfidavkem 2FE byl rozklad pomoci
aktivovaného kalu potvrzen ristem mikroorganismi v podobé¢ viditelného zakalu a nésledné

jednoznacnym poklesem rozpusténého organického uhliku.

Dalsim krokem byla izolace a identifikace bakteridlnich kultur, zodpovédnych za tento
rozklad. Pomoci kultiva¢nich metod na dvou druzich zivnych pid byly na zdkladé vizualnich
odlisnosti kolonii ovéfeny a vybrany 4 kultury, a pojmenovany P1, P9, P4 a RS5. Tyto
bakterie byly podrobeny testim na teplotni rozmezi rGstu, pH rozmezi rastu a také byly
vypracovany jejich mikroskopické preparaty, kde byly také rozliSeny pomoci Gramova
barveni. Také byly provedeny dva testy na rist pfi riznych koncentracich 2FE, ke zjisténi

pribéhu rozkladu a maximalni mozné koncentrace pii které rozklad probiha.

Z divodu Castych shod a celkové podobnosti vysledkt testl kultur P9 a P1 byly na zavér

praci tyto povazovany za totoZné.

Test teplotniho rozmezi ristu projevil, ze v ptipadé P1, P9, P4 se jednalo o mesofilni

bakterie, kdeZto RS se ukazala byt psychrofilni.

Gramovo barveni a pofizeni mikroskopickych snimkt ukézalo, ze se ve vSech ptipadech
jedna o gramnegativni bakterie. P1, P9 a RS si byly velmi vzhledové podobné, §lo o kratké
obl¢ tyCinkovité buiiky a v pfipadé P9 a RS tvofily shluky bunék v tésném uspotadani.

Kultura P4 méla tyc¢inkovité bunky tvoftici fetizky.

Testy rlstu pii riznych koncentracich potvrdily pfedchozi vyzkum Bce. Salace [9], kde
byl zjistén inhibicni G¢inek koncentrace 2FE 2000 mg/l. Nejvyssi mozna koncentrace, u
které byl zaznamenan aktivni rst ziskanych kultur, byla 1750 mg/l pro kulturu P4 a 1500
mg/l pro P1, P9 a RS.

Test na rast pfi rizném pH prostfedi ukdzal, Ze vSechny kultury rostou dobie pii
neutrdlnim a mirn¢€ alkalickém pH, jelikoz rtst probihal v rozmezi 6,5-9,5, resp. 7,0-9,5.

V zavéru prace byly kultury RS, P9, P4 identifikovany a bylo zjisSténo, Ze kultury P9 a
R5 patfi do druhu Zoogloea resiniphila, zatimco kultura P4 je pfisluSnikem druhu

Hydrogenophaga pseudoflava.
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Celkové tedy bakalatrska prace ukazala, ze rozklad 2FE v aktivovaném kalu probiha
relativné rychle a ucastni se na ném vice druht bakterii, pii cemz kazda takova bakterie je

schopna sama rast na 2FE jako jediném zdroji uhliku a energie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2FE 2-Fenoxyethanol
MM Mineralni médium

P1, P4, P9, R5 Oznaceni zkoumanych kultur
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PRILOHY

PRILOHA P I: sekvence &asti genu pro 16S rRNA

Kultura P9 Forward primer 984 bazi

TGCAAGTTCGAACGGCAGCACGGGCTTCCGGCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATG
CATCGGAACGTACCGTGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGCC
CCGAGGGGGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCTCACGCTATATGAGCGGCCGATGTCGGATTAGC
TAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAA
TGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTT
TCAGACGGAAAGAAATCTCTTGGGTTAATACCCTGGGAGGATGACGGTACCGTAAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGATGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCGTTTGTGACTGCATCACTCGAGTACGGCAGAGGGAGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGT
GAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGCCAGTACTGACG
CTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACG
ATGTCAACTAGTTGTTCGGTGAGGAGACTCATTGAGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAGAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCTATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCAGGAACTT
ACCAGAGATGGTTTGGTGCTCTAAAAAGAGCCTG

Kultura P9 Reverse primer 1033 bazi

CCCAGTCATGAAGCTCACCGTGGTAAGCGCCCTCCTTGCGGTTAAGCTACCTACTTCTGGTAAA
CCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATGC
TGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTAC
GATCGGCTTTCTGGGATTGGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTATGA
CGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTG
TCACCGGCAGTCTCGCTAAAGTGCCCAACTTAATGATGGCAATTAACGACAAGGGTTGCGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCCA
GGCTCTCTTTCGAGCACCAAACCATCTCTGGTAAGTTCCTGGCATGTCAAGGGTAGGTAAGGTT
TTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGCGTTACTCAATG
AGTCTCCTCACCGAACAACTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACTGGCCCAGGAGGCTGCCTTCGCCATCG
GTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCACCTCCCTCTGCCGTACT
CGAGTGATGCAGTCACAAACGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGTCTTACAT
CACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTTACGGTACCGTCATCCTCCCAGGGTATTAAC
CCAA

Zoogloea caeni strain EMB43 16S ribosomal RNA, partial sequence 1847 1847
99% 0.0 99.03% NR _043795.1



Kultura RS Forward primer 1018 bazi

ATTGCAAGTYCGAACGGCAGCACGGGCTTTCGGCCTGGTGGCGAAGTGGCGAACGGGTGAGTA
ATGCATCGGAACGTACCGTGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATAC
GCCCTGAGGGGGAAAGTGGGGGACCGTAAGGCCTCACGCTATATGAGCGGCCGATGTCGGATT
AGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATC
CGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGA
CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGC
TCTTTCAGACGGAAAGAAATCTCTCAGGATAATACCTTGGGAGGATGACGGTACCGTAAGAAG
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGATGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CTGGGAACTGCGTTTGTGACTGCATCACTCGAGTACGGCAGAGGGAGGTGGAATTCCGCGTGTA
GCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGCCAGTAC
TGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTAGTTGTTCGGTGAGGAGACTCATTGAGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTT
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCAGG
AACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCTCGAAAGAGAGCCTGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTC

Kultura RS Reverse primer 1031 bazi

ACTTCACCCCAGTCATGAAGCTCACCGTGGTAAGCGCCCTCCTTGCGGTTAAGCTACCTACTTCT
GGTAAACCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGC
AGCATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCC
GGACTACGATCGGCTTTCTGGGATTGGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCA
TTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAAAGTGCCCAACTTAATGATGGCAATTAACGACAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACC
TGTGTCCAGGCTCTCTTTCGAGCACCAAACCATCTCTGGTAAGTTCCTGGCATGTCAAGGGTAG
GTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGCGTT
ACTCAATGAGTCTCCTCACCGAACAACTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACTGGCCCAGGAGGCTGCCTTC
GCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCACCTCCCTCTG
CCGTACTCGAGTGATGCAGTCACAAACGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGT
CTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTATTTAGCCGGTGCTTCTTCTTACGGTACCGTCATCCTCCCAAGGA

T
Zoogloea caeni strain EMB43 16S ribosomal RNA, partial sequence 1840 1840
98% 0.0 99.31% NR _043795.1



Kultura P4 Reverse primer 1047 bazi

CCCCAGTCACGAACCCCGCCGTGGTAATCGCCCTCCTTGCGGTTAGGCTAACTACTTCTGGCGA
GACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTGACATG
CTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTA
CGACCGGCTTTATGGGATTGGCTCCCCCTTGCGGGTTGGCTGCCCTTTGTACCGGCCATTGTATG
ACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCCCATTAGAGTGCCCTTTCGTAGCAACTAATGGCAAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTGCAGGTT
CTCTTTCGAGCACGAATCCATCTCTGGAAACTTCCTGCCATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCG
CGTTGCATCGAATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGAAAGTA
AATTCCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGC
TCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTGCAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTC
CTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCGCCTCTGCCGCACTCCAGCC
TTGCAGTCACAAGCGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACGCCTGTCTTACAAAACCGC
CTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCATTAGTCCAGGGTATTAACCCAGAC
CGTTTCGTTCCGTACAAA

Hydrogenophaga bisanensis strain K102 16S ribosomal RNA, partial sequence

1912 1912 100% 0.0 99.62% NR 044268.1
Hydrogenophaga pseudoflava strain GA3 16S ribosomal RNA, partial sequence

1912 1912 100% 0.0 99.62% NR 028717.1
Hydrogenophaga flava strain NBRC 102514 16S ribosomal RNA, partial sequence

1906 1906 100% 0.0 99.52% NR 114133.1
Hydrogenophaga flava strain 2 16S ribosomal RNA, partial sequence

1895 1895 100% 0.0 99.33% NR 028718.1

Hydrogenophaga flava strain DSM 619 16S ribosomal RNA, partial sequence
1884 1884 100% 0.0 99.14% NR_114858.1



