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ABSTRAKT

Tato prace navazuje na mou bakalafskou praci a rozviji poznatky o bakteridlnich kulturach
Zoogloea resiniphila P9 a Hydrogenophaga pseudoflava P4 a jejich schopnosti
biodegradace 2-fenoxyethanolu. U kultur byla zjisténa schopnost kometabolické degradace
trichlorethylenu. Test rstu na fenolu ukazal, ze kultury nejsou schopny degradovat fenol,
coz ukazalo, ze fenol neni metabolitem rozkladu 2-fenoxyethanolu. Kultivace pfi snizenych
teplotach ukazala schopnost rastu kultury P9 i pti 13 °C. Pomoci extrakce do acetonitrilu
byly izolovany metabolity rozkladu 2-fenoxyethanolu, které budou v dalSim vyzkumu
analyzovany plynovou chromatografii a hmotnostni spektroskopii. Za ucelem zjisténi genu
kodujici enzym S$tépici 2-fenoxyethanol byla provedena PCR a vysledky ukézaly u obou

kultur pfitomnost modifikovaného genu pro velkou podjednotku fenol hydroxylazy.

Kli¢ova slova: 2-fenoxyethanol, trichloroethylen, Hydrogenophaga, Zoogloea, fenol

hydroxyléza

ABSTRACT

This work builds on my bachelor thesis and furthers new knowledge about bacterial strains
Zoogloea resiniphila P9 and Hydrogenophaga pseudoflava P4 and their ability to
biodegrade 2-phenoxyethanol. The ability of cometabolic biodegradation of trichlorethylene
was determined in said cultures. The growth test on phenol showed that both cultures were
unable to degrade phenol, indicating that phenol is not a metabolite of 2-phenoxyethanol
degradation. Cultivation at reduced temperatures showed the ability of the Zoogloea
resiniphila P9 to grow even at 13 ° C. Intermediates of 2-phenoxyethanol decomposition
were isolated by extraction with acetonitrile; their identification is expected by gas
chromatography and mass spectroscopy in future research. PCR was performed to determine
the gene encoding 2-phenoxyethanol oxidizing enzyme, and the results showed the presence

of modified gene for the large subunit of phenol hydroxylase in both strains.

Keywords: 2-phenoxyethanol, trichloroethylene, Hydrogenophaga, Zoogloea, phenol
hydroxylase
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UvVOD

V ramci mé prechozi bakalatské prace byly ze vzorku aktivovaného cistirenského kalu

z COV Malenovice izolovany bakterialni druhy schopné rozkladu 2-fenoxyethanolu (2FE).

Pomoci kultivace v tekutém minerdlnim médiu s pfidavkem 2FE byl rozklad pomoci
aktivovaného kalu potvrzen ristem mikroorganismi v podobé¢ viditelného zékalu a nasledné

jednoznaénym poklesem rozpusténého organického uhliku.

Bylo provedeno mnoho testii k uréeni vlastnosti a identifikace t&chto kultur. Slo o teplotni
rozmezi ristu, pH rozmezi ristu a také byly vypracovany jejich mikroskopické preparaty,
kde byly rozliSeny pomoci Gramova barveni. Byly provedeny dva testy na rast pfi rliznych
koncentracich 2FE ke zjisténi prubéhu rozkladu a maximalni mozné koncentrace, pii které

rozklad probiha.

V zavéru prace byly izolované kultury podrobeny identifikaci dle 16 S RNA genu. Vysledky

ukézaly, Ze se jednd o zastupce druhu Zoogloea resiniphila a Hydrogenophaga pseudoflava.

Pro zminéné bakterialni druhy neni v odborné literatute Zadny zdznam o jejich schopnosti
rozkladat 2FE za aerobnich podminek, a proto se jejich studiu vénuje i ma diplomova prace.
Stale je mnohé, co o téchto dvou druzich neni zjisténo, jako naptiklad metabolickd draha

rozkladu 2FE a také moznosti kometabolického rozkladu ostatnich latek jako je naptiklad

.....

Dalsi experimenty s velkym potenciondlnim pfinosem jsou napiiklad pouZiti kultur spolecné
v jednom experimentu za dosaZeni mozného synergického efektu nebo provedeni rliznych
variaci kultivace liSici se pfidavky rtiznych nutrientd ¢i latek ke zjisténi optimalnich

podminek biodegradace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYSLEDKY ZISKANE BEHEM BC. PRACE

1.1 Vlastnosti ziskanych druhti a provedené experimenty

Nejdiive byl zahajen pokus, kdy byl fenoxethanol vystaven plsobeni aktivovaného kalu.
Vysledky tohoto experimentu byly ovéfeny pomoci méieni DOC v prabéhu inkubace.
Vysledky potvrdily, Ze 2FE je mozné rozlozit pomoci bakterii aktivované¢ho kalu.

Nasledujici graf ilustruje pokles koncentrace 2FE béhem 10 dni.

300 lahev 1
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200
=
oo
E150
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()]
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50
0
0 2 4 6 8 10
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Obrazek 1 Vyvoj poklesu DOC béhem 10 dni
Na zdklad€¢ tohoto pozitivniho zjisténi bylo pfistoupeno k identifikaci rozkladajicich

bakterii.

Pivodni suspenze, kde byl biodegradovan 2FE, byla rozofkovand na zivné pudy
s pfidavkem 2FE a inkubovéna po Sest dni. Riistu na téchto médiich byly schopny 4 druhy

bakterii s vice ¢i méné se liSicimi vlastnostmi.

Z téchto zastupct byly zpracovany mikroskopické preparaty a obarveny dle Grama. B€hem
jednotlivych testl se ukazalo, Ze jde pouze o dva ty samé druhy Oznaceny byli jako P4 a P9.

Oznaceni P9 a P4 bylo nadéle zachovano i po pribéh diplomové prace.

Po izolaci téchto kultur nasledovala série testl k ur€eni jejich povahy. Pocinaje teplotnim

testem ke zjisténi optimdalni teploty pro jejich rust. Ukazalo se, Ze jde o bakterie mezofilni.

Dale nasledoval test schopnosti rozkladu 2FE v riznych koncentracich. Koncentrace byly

300 —3000mg/l. Tento test ukazal, Ze maximalni rozkladné schopnosti naSich kultur lezi
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nékde mezi 1500 a 3000mg/l 2FE. Tak byl analogicky proveden dalsi test s danymi

koncentracemi. Vysledky testu shrnuje nasledujici dvojice graft pro kultury P9 a P4.
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Obrazek 2 Rust kultury P9
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Obrazek 3 Rust kultury P4

Metodika tohoto experimentu spocivala v tom, Ze testované kultury rostly v suspenzi s 2FE
a nasledny zakal byl méfen spektrofotometricky. Kultury se ukédzaly byt schopné rozkladu
koncentraci maximalné 1500mg/1 pro P9 a 1750 pro P4.
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Poslednim riistovym testem byl test ristu pii rizném pH. Nasledujici grafy ukazuji vysledky.
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Obrazek 4 Prabéh rustu kultury P4 pii riznych pH
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Obrazek 4 Pribéh ristu kultury P4 pii riznych pH

Ukézalo se, Ze izolované kultury jsou mirn¢ alkalifilni.

Vysledky popsanych testii budou dale zutilizovany a rozvijeny v dalSich experimentech

v ramci diplomové prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.2 Identifikace danych druhi

Dosavadni testy byly v mnohém vypovidajici, avSak stale nebylo jasné, o jaké kultury se

jedna, a tak bylo pfistoupeno k identifikace dle genu 16S rDNA.

Vysledky potvrdily, Ze se jedna o Hydrogenophaga pseudoflava v ptipadé P4 se shodou
99,90 % au P9 se jedna o druh Zoogloea resiniphila s 99,90 % jistotou.
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2 VLASTNOSTI DRUHU HYDROGENOPHAGA PSEUDOFLAVA A
ZOOGLOEA RESINIPHILA

2.1 Vlastnosti Zoogloea resiniphila

Jednou z velmi vyznac¢nych vlastnosti tohoto druhu je, Ze se s ni pracuje velmi Spatné, a to
protoze tvoii kolonie, které jsou zabalené v extraceluldrnim biopolymeru. Tato skute¢nost
zpisobuje, ze bakteridlni kolonie jsou pevné pfilepeny na zivnou pidu a tvori kompaktni
utvary, které je velmi obtizné odebrat ¢i z nich vytvofit suspenzi, jelikoz fe€eny biopolymer

se zda byt nerozpustny ve vode¢. [2]

Tento bakteridlni taxon je soucasti tzv. vlockotvornych bakterii, které jsou zodpovédné za
specifickou strukturu a funkénost Cistirenského kalu. Roku 1937 byla popsana prvni z této
skupiny, a to Zoogloea ramigera, ktera byla tehdej$im vyzkumem povazovana za jedinou

bakterii zodpovédnou za dany jev.

Dany jev je zplsoben mimobunécnou exkreci biopolymerd s vysokou adhezi, ¢imz se
nasledné tvoii agregaty bunck a biopolymerti, zname jako vlocky. Diky této vlastnosti je
mozné Cistirensky kal oddé€lit pomoci odstiedivky ¢i pomoci prosté sedimentace, jak je tomu
pfi zahust'ovani kalu nebo v dosazovacich nadrzich v €istirnach odpadnich vod za ucelem

zefektivnéni biologické ¢asti Cistirenského procesu. [2]

Na druhou stranu muZze dojit k pfemnozeni a tim se dojde k ptilisné produkci biopolymeru,
a zaCnou se tvofit nezadouci agregaty, a kal se tak stava viskoznim. Jde ve vétSin€ ptipadu

o polysacharid, ktery se tvoti zejména pii nedostatku dusi¢nanii ¢i jinych zdroji dusiku.

Bakterie rodu Zoogloea tvoti v Cistirenském kalu 1,368-11,1 % celkového mnozstvi bakterii.
Z cistirenského kalu byly doposud izolovany a popsany Zoogloea ramigera, Zoogloea
resiniphila a Zoogloea caeni. Vlo¢ky aktivovaného kalu jsou tak tvofeny smési

extracelularnich polymert. [2]

Genetickym rozborem byl identifikovan gen pro tvorbu polymert u rodu Zoogloea.
Tvorba takovychto latek je vSak silné energeticky a zdrojové naro¢na. Predpoklada se,
Ze tvorba vloCek dava bakteriim schopnost lépe se branit proti predaci prvoky a
vodnimi bezobratlymi. Také je zde mozZnost, Ze pri nékolikanasobném obohacovani

kalu a aeraci ptlisobi pak vlocky jako bio filtr a zadrzuji velké mnozstvi Zivin. [2]
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Bylo zjisténo, ze by Z. resiniphila mohla vyuzivat aceton jako zdroj uhliku v piitomnosti
acetoindehydrogendzy. Také bylo popsano, ze kmeny Zoogloea jsou schopny vyuzivat
nékteré¢ aromatické slouceniny jako zdroj uhliku a energie. [50] Genomy Z. resiniphila
obsahuji mnohocetné geny pro monooxygenazy, dioxygenazy a dehydrogenazy, které
vyuziva k aerobni degradaci aromatickych sloucenin, jako jsou toluen, benzoat, 2-
nitrobenzoat, alkylfenoly s dlouhym fetézcem, kyselina skoficova, kyselina indol-3-octova

cyklohexankarboxylat, extradiol a xanthin. [51,52]

Derivaty katecholu, dilezitého metabolitu pii rozkladu fenolu a nékterych fenolickych latek,
mohou byt oxidovany meta-St€penim na semialdehyd kyseliny 2-hydroxymukonové pomoci
katechol 2,3-dioxygendzy, kterd byla nalezena v kmenech Zoogloea. Degradace pies
katechol se také uskuteciiuje pii rozkladu aromatickych uhlovodikdi, aminoaromati a
monomert ligninu; vzniklé produkty jsou dale pfevadény na metabolity vstupujici do cyklu

trikarboxylovych kyselin [53].

Genom Z. resiniphila koduje také biosyntézu poly-3-hydroxybutyratu (PHB), biopolymeru,
ktery souvisi s bakteridlnim metabolismem [54]. Je pozoruhodné, ze genom Z. resiniphila
kodujei cyanophycin syntetdzu a cyanophycindsu. To by mohlo znamenat, Ze cyanophycin,
biopolymer sestavajici z argininu a kyseliny asparagové, by mohl byt pouZit jako rezerva
dusiku a zdroj uhliku. Naopak, kmeny rodu Zoogloea nemaji metabolickou draha pro
syntézu glykogenu, se kterym se miZeme setkat u glykogen-akumulujicich organismi, a

také postradaji geny pro fixaci COz. [49]

Molekularné genetické analyzy odhalily také genovy shluk kodujici osm glykosyltransferaz

a dalsi proteiny, zapojené do biosyntézy extracelularnich polysacharidi.[49]

2.2 Vlastnosti Hydrogenophaga pseudoflava

Jde o Gramnegativni bakterii, popsdna byla poprvé roku 1978 z pidnich vzorkl. Jako
zasobni latky si intracelularné uklada PHB, glykogen a polyfosfaty. Produkce polymernich
povlakli nebyla zaznamendna. Jde o chemoorganotrofni organismus, energii vSak ziskava
také z oxidace molekuldrniho vodiku za pfitomnosti hydrogenazy. Pfi rGstu na organickych
substratech jsou dusi¢nany velmi rychle pfeménovany na atmosféricky dusik. Je znamo
nejméne 42 riznych organickych slouc¢enin, které mohou témto bakteriim slouzit jako zdroj

uhliku. Jsou jimi mono— a disacharidy, polyalkoholy, aminokyseliny a aromatické
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slouceniny, mezi které patii i 2FE. Optimalni riistova teplota se pohybuje okolo 35-38 °C a

maximalni je 40-41°C. [1]

Vyznacuje se rovnymi az mirné zakiivenymi ty¢inkami o velikosti cca 0,3-0,6 x 0,6-5,5
um. Setkat se miizeme s jednotlivymi bunkami, ale i dvojicemi. Pohybuje se pomoci jednoho

nebo ve vzacnych piipadech dvou polarné az subpolarné ulozenych bicikt. [40]

Kolonie jsou velmi vyrazné Zzluté diky pfitomnosti karotenoidnich pigmentt. Jejich

absorp¢ni maximum v acetonu bylo stanoveno na 405, 425 a 446 nm [41]

Jedna se o fakultativné aerobni bakterii. Je pozitivni na oxidazu a pfitomnost katalazy je u
H. pseudoflava proménliva. VSechny zastupci rodu Hydrogenophaga jsou fakultativné
chemolitoautotrofni, vyuzivaji oxidaci vodiku jako zdroje energie. Hydrogenaza je vazéna
na membranu a neredukuje NAD [42] H. pseudoflava, ktera byla dfive nazyvéana
»~Pseudomonas carboxydoflava® je schopna 1 autotrofniho ristu, kdy vyuZiva oxidaci CO
nebo vodiku jako zdroje energie. Alternativou u H. pseudoflava a H. taeniospiralis je
schopnost heterotrofni denitrifikace dusi¢nant. Plasmidy nebyly zaznamendny u H.

pseudoflava [43, 44].

Velmi dobrého rhstu je dosahovano na médiich obsahujicich organické kyseliny,
aminokyseliny nebo pepton. Bunécné lipidy obsahuji kyselinu 3-hydroxyoktanovou a to bud’
samostatné¢ nebo spolecné s kyselinou 3-hydroxydekanovou. 2-hydroxy-substituované
mastné kyseliny chybi. Ubichinon Q-8 je hlavnim chinonem se kterym se zde setkdvame.
Putrescin a 2-hydroxyputrescin jsou pfitomny pfiblizné v ekvimolarnich koncentracich
jakoZto dominantni polyaminy.[48]

Glukoza a fruktéza se odbouravaji pomoci Entner-Doudoroffovy drahy. 6-fosfoglukonat

dehydrogenaza vsak nebyla u této bakterie zaznamenéna. [45]

Vétsina druhti rodu Hydrogenophaga mize byt neutralizovéana Sirokym spektrem antibiotik

a bakteriocidnich ¢inidel [41]

H. pseudoflava byla pouzita jako modelova kultura spolecné s Brevibacterium [46] pro
studie rozkladu bifenylu a polychlorovaného bifenylu (PCB). H. pseudoflava podporuje také

rust kotfentl, vyskytuje se 1 v rhizosféie hybridii sazenic smrku [47]
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3 STUDIUM BIODEGRADACE ZKOUMANYCH LATEK A JEJICH
METABOLITU

Anaerobni biodegradace trichlorethylenu (TCE) se obecné sklada ztady krokt, kde se
v kazdém z nich postupné setkdvame s méné a méné chlorovanymi ethyleny, jako napft. s
1,2 dichlorethylenem a jeho izomery, az se dostaneme k ethenu. Tento proces se nazyva
mikrobidlni reduktivni dechlorace ¢i alternativné biologickd reduktivni dehalogenace a

chlorované ethyleny vystupuji jako akceptory elektronti [3].

V ptipad¢ aerobni degradace mohou nékteré chloroethyleny vystupovat jako donory
elektronti (tedy jako rustové substraty poskytujici degradacnim bakteriim energii). Tato
moznost, kdy je latka vyuzivdna jako zdroj energie a uhliku pro builku, je mnohem
efektivngj§i pfi anaerobni dehalogenaci chlorovanych ethyleni ve smyslu rychlosti
degradace. Informace o bakteriich schopnych takovéto aerobni degradace, zejména TCE,

jsou vsak velmi limitované.

U nami zkoumanych baterii zatim nebyla zdokumentovana schopnost rozkladu TCE. Jsou
vSak zdokumentovany specifické enzymy, které jsou vlastnimi katalyzatory téchto rozkladt
a jsou casto znamy 1 primery, kterymi je moZzné geny pro tyto enzymy v genomech
degradac¢nich bakterii detekovat. V ptipadé kometabolickych rozkladl (viz nize) se jedna
hlavné o specifické monooxygendsy. Bakterie vyuzivaji epoxidaci katalyzovanou
zminénymi monooxygenasami za tvorby chlorovanych epoxidi. Ty jsou vSak nestabilni a
mohou v butice tvofit agregatys diileZitymi slouceninami vedouci pak k zdhubé buiky.
V odpovédi na tuto skute€nost bunika vytvaii detoxikacni enzymy (epoxyalkan koenzym M

tranferaza) k potlaceni téchto procest. Pfesna metabolicka draha je vSak nejasnd. [3]

Predpoklada se, ze pii tomto procesu jsou primarné€ epoxidovana dvojnd vazby mezi uhliky
za tvorby chlorethenovych epoxidl, které jsou déale spontanné ve vodném prostiedi

hydrolyzovany na COa, kyselinu mravenci a dalsi produkty. [3]

Termin kometabolismus nebo kometabolickd degradace byl poprvé popsan roku 1950.
Popisuje schopnost mikroorganismtli transformovat nerozlozitelny substrat (sekundérni),

obecné v pritomnosti rozlozitelného (primarniho substratu) [56].

Primarni substrdt podporuje rist mikroorganismii, zatimco kometabolizovany substrat
obvykle nevstupuje do katabolickych a anabolickych drah mikrobialnich bun¢k. Proto

kometabolicky substrdt nepodporuje mikrobidlni rast. Kometabolismus chlorovanych
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rozpoustédel produkuje mnozstvi sloucenin, z ¢ehoz nékteré z téchto sloucenin jsou pro
bunky toxické. Pfi srovnavani rychlosti kometabolickych rozkladiit TCE za ucasti riznych
primarnich substratl bylo zjiSténo, ze rychlost kometabolické degradace TCE [57] pro
bakterie degradujici methan je srovnatelna s rychlosti vyuziti methanu, zatimco transformace

TCE s fenolem a toluenem je pomalejsi, nez je vyuziti toluenu a fenolu. [61]

CH,
O C'j
Toluene (growth substrate) _

| Cl

ﬁ- NAD & \ TCE (Co-metabolized substrate)
. | Toluene

mono- >AC

oxygenase
TCE epoxide

Intermediary |E- cr

metabolism.
Generation of
reducing power

- —

$ Dichloroacetate,

glyoxylate, formate
K Growth / and CO,

Microbial cell

Obrazek 6 Priiklad kometabolické drahy TCE s toluenem [58]

Na obrazku bakterie vyuziva k rastu toluen, zatimco oxiduje TCE na epoxid a pozd¢ji na

COa», dichloracetat, glyoxylat a formiat. [58]
Nejslibnéjsi technologie pro ¢isténi plidy a remediace podzemnich vod od TCE je
kometabolick4d degradace vzhledem k jejim nizkym néakladiim a jejimu potencialu uplné

degradace zneciStujicich latek in situ. [56]

Bez introdukce methanu nedoslo k zadné vyznamné degradaci TCE. Proto Ize tvrdit, Ze TCE

neslouzi jako primarni (riistovy) substrat pro bakterie pii aerobni degradaci. NejcastéjSimi
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enzymy schopnymi kometabolického rozkladu TCE, jsou methan monooxygenaza, fenol-2-

monooxygenaza, toluen mono- i dioxygenaza.[56]

Byla studovana aerobni transformace nékolika halogenovanych alifatickych sloucenin
véetné TCE s pouzitim bunénych suspenzi Nitrosomonas europaea, bakterie oxidujici
amoniak (produkuje amonium-monooxygenazu). Autofi zjistili, Ze vétSina testovanych
sloucenin zmizela do 24 h. Reakce byla navrzena tak, aby byla dosazena nejvyssi rychlost
katalyzy amonium-monooxygenazou. Mira produkce dusitanii z amoniaku vSak znacné
poklesla, kdyZ bylo do reakce introdukovan TCE, coZ ukazalo na toxicky efekt produktl
rozkladu TCE na kli¢ovy enzym. [61]

Toluen a fenol jsou navic regulované slouceniny a vzbuzuji obavy pfii aplikaci v prostredi.
[60] proto byla testovana schopnost rostlinnych silic a jejich slozek pro jejich schopnosti pfi
indukci TCE degradujicich enzymi. Bylo zjisténo, Ze citronova trdva, kminovy olej a jejich
slozky jako je kumen, limonen, kminové aldehydy rovnéz indukovaly rozklad TCE jako pfi
degradaci toluenu. Bakterie Rhodococcus sp. a Rhodococus gordoniae degradovaly TCE
v rozsahu mezi 20-53 % a 85 % vstupniho mnozstvi TCE. Vzhledem k tomu, Ze tyto
slouceniny jsou hojné a jsou povazovany za netoxické pro ¢lovéka a ekosystémy, mohou byt

pouzity ke kometabolické degradaci TCE v Zivotnim prostiedi. [61]

V zé&véru je nutno podotknout, Ze tato technika ma néjaké mezery, naptiklad mechanismus
negativnich efekti béhem transformace TCE neni dobie pochopen, tj. substratova

kompetitivni inhibice, inaktivace enzymt a cytotoxicita. [61]
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4 LATKY TESTOVANE NA BIODEGRADACI

4.1 Trichloroethylen (TCE) H Cl

Cl Cl
Obrazek 7 trichloroethylen

Tabulka 1 Fyzikaln¢ chemické vlastnosti TCE

Vzorec C2-H-CI3

Molekulova hmotnost: 131,39

Vzhled: Cira, bezbarva nebo namodrala tekutina
Zapach: Etericky, pfipominajici chloroform
Chut’: Sladka

Bod varu: 87,2 °C

Bod tani: -84,7 °C

Korosivita: Neni korosivni

Kriticka teplota: 300,2 °C

Kriticky tlak: 4,986 MPa

Hustota: 1,4642 pii 20 °C / 4 °C

Rozpustnost: ethanol, diethylether, aceton a chloroform
Rozpustnost ve vode¢: 1280 mg/1 pti 25 °C

Index lomu: 1,4773 20 °C /D

Hustota par: 4,53 (vzduch=1)

Tlak par: 69 mm Hg pfti 25 °C

Viskozita: 0,00550 poise pti 25 °C

% v nasyceném vzduchu: |10.2 (25 °C)

Prah zjistitelnosti ¢ichem: |28 ppm

Jedna se o latku dlouhodobé vyuzivanou jiz od roku 1911 kdy byl vyuZivan pfednostné jako
odmastiovac pii obrabéni kovu nebo pii zpracovani textilu. Byl také pifidavan také jako
aditivum adheziv, mazadel a barev a lakli. BohuZel latka byla vyuZivana i jako analgetikum

v zubnim I€katstvi to vSak vedlo ke zji§téni jeji neurotoxicity [8]

Dnes je mozné najit tuto latku prakticky vSude po svété ve vodé, ovzdusi 1 pad€. Primarné
se nachazi v ovzdusi, a to diky emisim z odmastovacich operaci, ty jsou zodpoveédné za 90
% veskerého znecisténi [9]. je mozné ho nalézt i pfirodné vSak v neporovnatelné mensich

mnozstvich je nachdzen v motskych fasach. Jeho mnozstvi v prostiedi je zéavisle na
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prostiedi. Jeho koncentrace kolisa v ovzdusi mezi 0,03 ppb az po 1,2 ppb v oblastech zdroji

emisi. [9]

Velké mnozstvi lidi je tomuto polutantu exponovano profesné. Nejcastéji se lidé dostanou
do kontaktu s touto slou¢eninou inhala¢né&, 50 % az 70 % je adsorbovano cévnim systémem,
z ¢ehoz 40 % az 75 % je metabolizovano. Zbylé mnozstvi je vydychéno. Diky lipofilnimu
charakteru latky se uklada pfedevsim v jatrech a v mozku.[10, 11]; Dale také ptechazi do

vajecniki a také miize ohrozit plod. [12]

V zékladu je latka v lidském organismu metabolizovana na kyselinu trichloroctovou nebo
trichloroetanol, kdy primarnim metabolitem je 2,2,2-trichloroethanol (45 %) a trichloroctova
kyselina.[13; 14; 15] Z celkové expozice TCE je z90 % exkretovano z téla moci. [16]

Metabolismus TCE muZe byt ovlivnén poZitim ethanolu.

Co se zpusobenych zdravotnich potiZi tyce, tak u 6929 zaméstnancti co pracovali s TCE byla
zaznamenana zvysend mortalita na nemaligni respiracni onemocnéni. Pfi vystaveni vodé
kontaminované TCE bylo zaznamenédno zvysSené riziko astmatu. Byly zaznamenany i

ptipady plicniho edému [17, 18] ale to z dGivodu, ze TCE oxiduje na fosfen. [19]

Pii kozni expozici byla vSeobecné zaznamenana hlavné vyrazka, a to pifi kontaktu

s koncentrovanou latkou.[20, 21]

V akutni 1 chronické formé se muzeme setkat 1 s kardiotoxicitidami, avSak mechanismus
téch to otrav neni zndm. [22] Je zde vyznamné zvySené riziko arteriosklerdzy a infarktu

myokardu.[23]

Ptipady naznacujici ptisobeni na ledviny jsou nejasné. Jednak se u pracovnikil vystavenych

TCE ukazala zména v obsahu bilkovin a enzyml v mo¢i, [24]; [25]

ale také byl zaznamenan piipad, kdy po poziti nékolik 1zic TCE nebylo zaznamenéano zddné
poskozeni jater ani ledvin.[26] tomto pifipadé pacha vétsi skody dlouhodoba expozice.

Hepatotoxicita je reversibilni a ustava s ukoncenim expozice. [27]

V minulosti byl TCE uzivan jako anestetikum v zubnim lékafstvi, ale tato praxe byla
zakazana kvili prokézané neurotoxixité a plisobeni na kranialni nerv. [28; 29; 30] muZe

vést az k mentalnim komplikacim. [31]

Jedna se také o karcinogenni latku, dale je zde podezieni na mutagenitu. Jedna se o

regulovanou latku, jejiz pouziti vyzaduje povoleni dle autorizacniho seznamu REACH, ktery



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

je soucasti ,,REACH annex XVI“. Latka je na seznamu latek cekajicich na potvrzeni o
zahrnuti do seznamu latek vzbuzujicich mimotadné obavy. Tato latka je v EU vyrabéna a

importovana jedna se o cca. 10 000 tun ro¢né. [32]

Co se ty¢e osudu tohoto polutantu v prostredi, tak polocas rozkladu ve vodé je 6,7 mésice a
ve vzduchu jde o 13,3 dni. Polocas hydrolyzy je 1300 000 let, tedy lze fict, Ze neni
hydrolyticky rozlozitelny. [32]

V databazi ECHA je uvedeno, Ze latka neni ve vodnim prostiedi biodegradabilni, coz vSak

je mou praci vyvraceno. Latka se vyznacuje bioakumula¢nim faktorem (BCF) 17.
Toxikologické udaje TCE jsou uvedeny v nasledujici tabulce. [32]

Tabulka 2 Toxikologické parametry TCE [32]

délka
sledovany parametr expozice | koncentrace
ryby

LC50 (mg/l) 4 dny 16-28,3

NOEC (mg/l) 10 dni 5,76

bezobratli
IC50 (mg/1) 48 hodin 20,8
LC50 (mg/l) 7 dni 17
LC50 (mg/l) 4 dny 14
LC50 (mg/l) 48 hodin 17
fasy a cynobakterie
EC50 (mg/l) 72 hodin 36.5
ECI10 (mg/l) 72 hodin 12,3
mikroorganismy

EC50 (mg/l) 3 hodiny 260
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4.2 2-fenoxyethanol (2FE)

Tabulka 3 Fyzikaln¢ chemické vlastnosti 2FE

Molarni hmotnost (g/mol) | 138,16 i O w OH

pH ( 10g/1,23 (°C) 7

Bod tani (°C) 12

Bod varu (°C) 245 -__ﬂ./-".
Bod vzplanuti (°C) 126

Hustota (g/ml) 1,107

Obrazek 8 2-fi thanol
Rozpustnost ve vode (g/l) | 28,6 raze enoxyethano

Samovzniceni (°C) 475

S touto latko bylo intenzivné pracovano v bakalatské praci. Jde o latku, ktera je oznaovana
také jako ethylen glykol monofenyl ether ¢i fenyl glykol. Mé bakteriocidni u¢inky a je Siroce

pouzivana jako kosmeticky konzervant. Pfirodné je k nalezeni v avokadu.

Mechanismus bakteriocidnich U¢inki je zaloZen na naruSeni oxidativni fosforylace
v dychacim fetézci bun¢k a blokuje dehydrogenaci malatu. Pfimo také ovliviiuje syntézu

DNA a RNA. [5]

Na zéklad¢é vyzkumu in vitro bylo zjisténo, Zze 2FE se neakumuluje ani nenavazuje v kiizi a
velmi rychle se vstiebava (lidskou kiizi asi ze 78%). K metabolizaci dochézi hlavné v jatrech
a Castecné v kiizi. Metabolitem lidského organismu je kyselina fenoxyoctova vylu¢ovana

z téla modi. [5]
Inhala¢né€ nebyla prokazana toxicita ani po Sesti hodinach denné po pét dni v tydnu a Ctrnécti
dnech. Oralné byla prokézana hepatotoxicita po deseti dnech podavani (100 mg/kg).

Dale byla zaznamendna hemotoxicita, a to ve form¢ slabé anémie a zméné velikosti

cvwr

davka s prokazatelnym efektem) je 987mg/kg pro samce a 1000 mg/ pro samice. [5]

Co se neurotoxicity tyce, byl zaznamenan pfipad tfi Zen pracujicich jako délnice ve
zpracovatelském primyslu ryb, kde je 2FE pouzivan jak anestezie ryb ke sniZeni stresu pfi
transportu a usmrceni. Zeny si stéZovaly na bolesti hlavy a vratkost. Tento piipad je viak
zpochybnitelny, jelikoZ nebylo moZzné dohledat koncentraci pouZit¢ho 2FE a potvrdit tak

jeho pfimé plisobeni na pracovnice [5]
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V cisté forme (100 %) ptisobi 2FE podrazdéni oc¢i a ktize. U ¢lovéka byl zaznamenan piipad,
kdy pred¢asné€ narozeni novorozenci byli desinfikovani vodnym roztokem 0,1 % oktenidinu
a 2% 2FE pted ulozenim do inkubatoru. Z divodu velmi citlivé, a ne plné vyvinuté kize
novorozenct doslo ke koznimu podrazdéni, tzv. koznimu vykvétu a zarudnuti kiize [5]

Prokézané zdravotni problémy vSak nejsou divodem k obavam ¢i snad k zanedbavani
2FE ovSem v davkéch diametralné odlisnych, nez by se s nimi bézny uzivatel setkal, fadové
Slo o 200krat vyssi koncentrace. Toxicita je v porovnani s druhou testovanou latkou

zanedbatelna.

Jeho rozsitené vyuziti dokazuje i italska studie zroku 2017, kde bylo zkoumano 283
kosmetickych a hygienickych piipravkil riiznych druhd. Sedesat procent vyrobkil mélo
néjakou formu konzervantu, z toho 48% (tedy 93 vyrobkl z 283) byl konzervantem pravé

2FE. [6]

Dalsi japonskd studie zroku 2012 zaméfend na degradaci xenobiotik v tocich riznymi
zpisoby zaznamenala, Ze 2FE je odolny vici fotooxidaci. Jeho biodegradace v ficni vode

vSak byla potvrzena. [7]

Kromé vyuziti jakozto konzervantu v kosmetickych vyrobcich je 2FE 1 alternativou
k formaldehydu pouZivaného ke konzervaci a balzamovani lidskych mrtvol k vyukovym

ucelim medicinskych skol. [8]

Dle dostupnych informaci po portalu ECHA nebyla u této latky zaznamendna fotodegradace
ve vzduchu nebo ve vodé ¢i samostatnd hydrolyza. Biodegradabilita ve vodnim prostfedi
byla potvrzena nékolika studiemi, které byly provadény za aerobnich podminek. Testy
probéhly dle smémic OECD 301 A a EPA OPPTS 835.3110 (BASF AG, 2002).
Biodegradace byla sledovana pomoci DOC, kdy pocate¢ni koncentrace ¢inila 20 mg/L DOC,
monitoring probihal po 15 dni a na konci byl potvrzen 90-100% rozklad. Déle byla
provedena studie dle OECD 301F (manometricky a respiracni test), kde doba inkubace byla
28 dni a dle spotiebovaného kysliku bylo rozloZeno 90% fenoxyethanolu. Byly provedeny 1
dopliiyjici studie se srovnatelnymi vysledky. Dle zminénych testu a také mé bakalarské prace
je mozno prohlasit 2 fenoxyethanol za velmi dobfe rozlozitelny, vice nez 60 % se rozklada

iz pted desatym dnem inkubace.
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Zminéné studie jsou soucasti smérnic vyvinutych titadem pro prevenci pesticidl a toxickych
latek Spojenych statt americkych (OOPPTS) ve spolupraci s Utadem pro piedchazeni
znecisténi a toxinti (OPPT). Smérnice slouzi k minimalizaci rozdilt v testovacich procedur.

(P100IDOB) [33]
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5 FENOL HYDROXYLAZA

Byla stanovena molekulova hmotnost enzymu na 148 000 g/mol. Pfecistény enzym je jasné

zluty. Jeho absorp¢ni spektrum ma peaky pti 276, 375 a 445 nm.

Kromé fenolu reaguje také s tfemi izomernimi difenoly, s halogenem nebo amino

substituovanymi fenoly a v mensi mite s kresoly.

Vsechny tyto enzymy sdileji vlastnost zakomponovat jeden atomu molekularniho kysliku do

substratu, zatimco druhy atom kysliku je redukovan na H>O.
Produktem hydroxylace fenolu je katechol, ktery miize byt dale hydroxylovan na pyrogallol.

Enzym v nedotéenych zmrazenych bunkach, skladovanych pii -20 °C, byl stabilni po dobu
alespoii jednoho roku. Bezbunééné preparaty o rizném stupni Cistoty byly také prekvapive
stabilni, kdyz byly skladovany zmrazené v pufru fosforeCnanu draselného obsahujicim
ochranné latky merkaptoetanol, EDTA a FAD. Takto konzervované enzymy zachovaly svou

puvodni aktivitu po nékolik mésict. Vysoce purifikované pripravky byly méné stabilni. [37]

Jedna jednotka enzymové aktivity je zde definovana jako konverze 1 umol fenolu za minutu
pti 55 °C. Aktivita hydroxyldzy byla zavisla na fenolu, s namétenou hodnotou Michaelisovy

konstanty K 66 pM

Nebyla rozpoznana za4dna inhibice fenolem, a to 1 do koncentrace 0,5 mM, coz je nejvyssi

hladina, pro kterou by bylo moZné spolehlivé pouzit test vymizeni fenolu. [38]

U dvou kment P. putida a Pseudomonas sp., vysledky ukazuji, Ze alkylfenoly s dlouhym
fetézcem jsou zpocatku oxidovany na alkylkatecholy s dlouhym fetézcem, po kterych

nasleduje meta nebo ortho-§tépeni aromatickych kruht.

Vysledky také implikuji, Ze je rozdil mezi metabolickymi drahami alkylfenolti s dlouhymi a
kratkymi fetézci, jednd se o tzv. metadrahu pro kratsi fetézce a pro dlouhé se metabolizace

ubird po orto-draze.

Sest z 18 kment z dané studie, jmenovité Shinella sp., Alcaligenes sp. P. aeruginosa, P.
nitroreducens, M. radiotolerans a P. rhizosphaerae, u kterych se zda, ze se cesta ubira

prostfednictvim alkylkatecholt pticemz nésledujici krok tato studie neodhalila.
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Pro jeden kmen, P. putida, 1ze ptedvidat, Ze nasledovat by mohla degradace alkylkatecholu
s dlouhym fetézcem ortho-Stépenim aromatického kruhu, ale tento mechanismus je stale

nejasny. [39]

R mPH + C120 + C230 | £ putida TX2
Pseudomonas sp. TX1

Long-chain alkylphenol

Alcaligenes sp. SH141

Inquilinus sp. SH355

A. radioresistens SH352

P. citronellolis SH541
mPH + C120 P putida SH353

mPH P. putida SH356

Pseudomonas sp. SH144

Pseudomonas sp. SH354

Pseudomonas sp. SH357

R Alcaligenes sp. SH542
mPH Methylobacterium radiotolerans SH771
Long-chain alkylcatechol P. aerugin SH359
OH P. nitroreducens SH351
P. rhizosphaerae SH772
OH Shinella sp. SH142
C230 C120
C120 | p putida SH358
. R R
Long-chain alkyl .
2-hydroxymuconic [~ CHO SN Long-chain alkyl
semialdehyde . COO | Coo cis,cis-muconate
COO
OH

Obrazek 9 Metabolickéa draha rozkladu alkylfenolt
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Hlavnim cilem prace bylo déle rozsifit poznatky o bakterialnich kulturach Hydrogenophaga
pseudoflava (P4) a Zoogloea resiniphila (P9), jejichz izolace byla vysledkem mé ptedchozi
prace. Soucasn¢ tak i prozkoumat jejich potencionalni schopnost rozkladat trichlorethylen
na béazi kometabolického rozkladu. Dale také bylo cilem pfipravit vzorky pro objasnéni
metabolické drahy rozkladu fenoxyethanolu a také pokusit se zjistit, jaky enzym
pravdépodobné stoji za ivodni oxygenaci fenoxyethanolu — a tim 1 za rozkladem TCE — a

jak se lisi od enzymii jemu podobnych.
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7 METODIKA

7.1 Oziveni kultur P4 a P9

Kultury byly po ukonceni bakalarské prace zakonzervovany a ulozeny v glycerolu
v mrazéaku pii -80°C. Dne 6. 4. 2021 byly kultury znovu oziveny a nao¢kovany na zivnou

pudu R2A, kde po dvou dnech inkubace GispéSné€ narostly.

7.2 Test utilizace fenolu a ethanolu

Byly pfipraveny roztoky o riizné koncentraci fenolu v rozsahu 250 — 1760 mg/1 a stejné tak

byly pfipraveny roztoky ethanolu v rozmezi 250 a 500 mg/1.
Takto pfipravené roztoky byly rozdavkovany do jednotlivych zkumavek a zaoCkovany

suspenzi kultur P4 a P9. Inkubace probihala pti 25°C.

7.3 Test kometabolické degradace TCE

Priprava zivnych piad
Bylo pfipraveno 100 ml minerdlniho média (MM), které bylo nasledné vysterilizovano

v autoklavu.

Tabulka 4 Slozky zakladniho mineralniho média

Roztok Na,HPO4.12H,O (23,9 g/) | 8 ml
Roztok KH>PO4 Sl’;) 78 2 ml
Voda destilovana - 85 ml
Roztok NH4Cl (B0g/) |1ml
Roztok MgS0O4.7H>0O (10g/) |1ml
Roztok Fe(NH4)>.(SO4)2.6HO | (3 g/l) 1 ml
Roztok CaCl;.2H,O (1g/Mh I ml
Roztok NaCl (10g/) |1ml
Roztok stopovych prvkl - 0,1 ml

Do hotového roztoku byly pfidany jest¢ MEM vitaminy.

Byly pfipraveny suspense kultur P4 a P9 ve sterilnich zkumavkach s 3 ml fysiologického

roztoku.

Nasledné¢ byl ptipraven sterilni zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 10 g/l

(sterilizace ptes sterilni membranovy filtr Ahlstrom s velikosti pori 0,2 pm).
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7.3.1 Bakterialni kometabolicka degradace TCE

Byla pfipravena suspense kultur P4 a P9 ve fysiologickém roztoku. Pro tento experiment
bylo ptipraveno 11 sklenénych vialek o objemu 42 ml se silikonovymi septy a teflonovym

potahem a do kazdé se davkovalo po nésledujicich objemech:

Tabulka 5 Davkovani slozek pro kometabolickou degradaci

Vialky €. 1 az 5:

10 ml destilované vody (blanky)

Vialky €. 6 az 8:

9,79 ml sterilniho MM.

200 pl zésobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/l)

10 pl bakterialni suspense P4
Vialky €. 9 az 11:
9,79 ml sterilniho MM

200 pl zésobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/l)
10 pl bakterialni suspense P9

Do kazdé vialky bylo ptidano_30 pl zdsobniho vodného roztoku TCE pomoci plynotésného

davkovace a vialka byla okamzité uzaviena, aby bylo zamezeno tniku TCE.

Vialky 1 az 5 slouZily pro stanoveni vstupni koncentrace TCE v kapalné fazi. Ockované

vialky byly inkubovany po dobu 14 dnd.

Riist byl kontrolovan stejné€ jakou pfedchoziho pokusu pomoci densilametru.

7.3.2 Stanoveni koncentrace TCE v kapalné fazi

Koncentrace TCE byla stanovovana plynovou chromatografii na pfistroji Hewlett Packard
5890 po zakoncentrovani vzorku metodou Purge & Trap, na koncentratoru Tekmar LSC
2000 (sorbent Vocarb 4000 firmy Supelco, teplota desorpce 250°C). T¢kavé latky byly
rozdéleny separaci na kapilarni kolon¢ Quadrex (Methyl-Phenyl Cyanopropyl Silicone 30 m
x 0,53 mm ID, 3 pm film, firmy Quadrex Corporation, USA) a nasledn¢ detekovany na
plamenoionizacnim detektoru (FID). Pocatecni teplota 35°C, rychlost 4°C/min, findlni

teplota 150°C, teplota detektoru 250°C. Nosny plyn — dusik, pritok 7 ml/min.

Do koncentratoru bylo davkovano bud’ 5 ml vzorku ptimo (pti koncentraci TCE do 1 mg/l)
nebo 0,5 — 1 ml vzorku spole¢né s 4,0 — 4,5 ml chladné prevatrené destilované vody (tj.

definované natedéni vzorki s vyssi koncentraci TCE). Koncentrace TCE byla vypocitdvana
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z velikosti piku na zékladé kalibracni pfimky. Stejnd metoda byla pouzita i pro dalsi méteni

TCE v ostatnich pokusech.

7.4 Ruiist kultur P4 a P9 na fenoxyethanolu p¥i riiznych teplotach
Priprava zivnych pad

Pro tento experiment bylo pfipraveno 2 x 100 ml mineralniho média (MM), které bylo

nasledné sterilizovano.

Mineralni médium bylo pripraveno identicky jako v ptipadé 6.3. (viz vyse)

Do hotového roztoku byly pfidany jest¢ MEM vitaminy.

Analogicky jako v pfedchozim experimentu byly pfipraveny suspenze kultur P4 a P9. Ve

sterilnich zkumavkach s 3 ml fysiologického roztoku.

Byl pouzit zasobni roztok fenoxyethanolu (10 g/1).

Do MM s 80 ml vody byl ptidan asepticky 5 ml zasobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/1).

Pro kaZdou testovanou kulturu bylo pfipraveno 8 sterilnich zkumavek, kdy do dvou z nich
bylo asepticky napipetovano 3 ml sterilniho MM. Poté do zbylych Sesti sterilnich zkumavek

3 ml MMs fenoxyethanolem a nasledné do vSech zkumavek suspensi zkoumané kultury (10
ul).

Dvé zkumavky bez 2FE budou slouzit jako blank. Blanky a dvé zkumavky s 2FE byly
inkubovany pti 25°C a po dvou dalSich zkumavkach s 2FE probihala inkubace pii 13°C a

pfi 8°C. Rist byl hodnocen turbidimetricky pomoci densilametru.

7.5 Ruist kultur P4 a P9 na fenoxyethanolu a smési fenoxyethanol +

laktat, v riznych mineralnich médiich (feSeni poklesu pH)

Pfiprava mineralnich médii

Ptipraveny byly 3 druhy mineralniho media s rozlisSnym pH a sloZenim.
SloZeni 200 ml mineralniho média (MM):

SloZeni mineralniho média bylo identické jako v 6.3 (viz. viSe) poze byly zdvojnasobeny

objemy jednotlivych slozek.
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Tabulka 6 Slozeni 200 ml mineralniho média o pH 8 (MMS):

Roztok Na,HPO4.12H>O (23,9 g/1) | 20 ml
Voda destilovana - 166 ml
Roztok NH4Cl 30g1l) | 2ml
Roztok MgS0O4.7H20 (10g/) | 2ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6H,0 3B gh 2 ml
Roztok CaCl,.2H,O (1gMh) 2 ml
Roztok NaCl (10 g/ 2 ml
Roztok stopovych prvkl - 0,3 ml

Tabulka 7 Slozeni 200 ml mineralniho média s dusi¢nanem draselnym (MMD):

Roztok Na;HPO4.12H,0 (239¢g/) | 16 ml
Roztok KH>PO4 (9,078 g/l) | 4ml
Voda destilovana - 166 ml
Roztok KNO; (50 g/ 2 ml
Roztok MgS0O4.7H,0 (10 g/1) 2 ml
Roztok Fe(NH4)2.(SO4)2.6H,0 3 gh 2 ml
Roztok CaCl,.2H>O (1 g/M. 2 ml
Roztok NaCl (10 g/). 2 ml
Roztok stopovych prvkl 0,3 ml

Po pfipravé médii bylo zméfeno jejich pH
Ptipraveno bylo 50 ml roztoku laktatu sodného 10 g/l (LAN).

Pfipravend média byla po 14,7 ml rozdélena do lahvi o objemu 100 ml dle nasledujiciho

zpisobu:

Tabulka 8 Rozd¢€leni experimentalnich médii

MM: 13 lahvi

MMS8: |9 lahvi
MMD: |9 lahvi

Po sterilizaci bylo ptidano 15 pl MEM vitamint.

Jednotliva upravena mineralni media byla rozdélena do:
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Tabulka 9 Davkovani slozek pro rizné druhy mineralnich médii

MM (4 lahve)

300 pl sterilni roztok FE (10 g/1)
300 pl sterilni roztok LAN (10 g/
150 pl sterilni roztok FE

150 pl sterilni roztok LAN

MMS (4 1ahve)

300 pl sterilni roztok FE (10 g/1)
150 pl sterilni roztok FE a 150
sterilni roztok LAN

MMD (4 lahve)
300 ul sterilni roztoku FE (10 g/1)
150 pl sterilniroztoku FE

150 l sterilni roztok LAN

Po sterilizaci bylo zméteno pH. Byly pfipraveny suspenze kultur P4 a P9 v cca3 ml
fysiologického roztoku, nacez byly vzdy dvé lahve z dané ctvefice zaockovany suspenzi

kultury P9 nebo P4. Inkubace probihala pti 25 °C po dobu 6 dni.

7.6 Extrakce metabolita

Analogicky jako v pfedchozich pokusech bylo pfipraveno mineralni médium.
Ptiprava 500 ml mineralniho média (MM)

Slozeni MM na 100 ml:

SloZeni identické jako u 6.3 (viz. vyse)

Do piipraveného MM byl pfidan zasobni roztok fenoxyethanolu (50 g/l), kdy finélni
koncentrace v MM byla 800 mg/l. MM bylo rozdé€leno do zkumavek a zao€kovano kulturou

P4 (50 pl suspense ve fyz. roztoku)

7.7 metoda extrakce metabolita

Bylo nutné ovéfit metodu extrakce bakterialnich metabolit z kultivaéniho média do
rozpoustédla, které bude néasledné mozZzné pouzit jako mobilni fazi v plynovém
chromatografu. Nejprve bylo uvazovano, Ze bude pouzit dichlormethan, avSak prace s touto
latkou se ukazala byt pfili§ neprakticka a po konzultaci s odborniky na danou problematiku
byl zvolen acetonitril. Extrakce byla provadéna ve sklenénych vialkach s plynotésnym

uzavérem, oproti tradicnéj$i metodé pomoci délicky z divodu mensich objemt.
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Prabéh extrakce:

7 ml bunécné suspenze P4 (72 hodin ristu v MM s FE) bylo prefiltrovano pomoci Ahlstrom
mikrofiltru o velikosti port 0,2 mikrometru. Filtrat suspenze byl nasledné smichan se 7 ml

acetonitrilu a vytfepavan 15 minut v ruce.

Pak nésledoval ptidavek NaCl v mnozstvi 1,8 g za ucelem oddé€leni vodné a organické faze
pomoci rozpusténim soli ve vodé a zvySeni hustoty vody. Po nékolikaminutovém tfepani
(cca. 5-8 minut) byl jasn¢ ztetelny fazovy piechod s organickou fazi nad vodnou. Vialka
byla ponechéna stat, aby se faze dokonale oddélily. Mezivrstva byla tenké a organicka faze

se jevila velmi mirn¢ zakalena.

Z organické faze se postupné s maximalni opatrnosti odebrala organickd faze za pouziti
mikropipety. Odbér byl proveden 5x po 1 ml a kazdy odbér byl pfeveden do samostatné
eppendorfky. Nasledné bylo pfistoupeno k centrifugaci v pfedchlazené odstiedivce pii 800
g, 4°C, po dobu 5 minut. Z kazdé ependorfky poté odebran objem 0,6 ml organické faze a
opét byly prevedeny do jedné nové vialky.

Poslednim krokem byl ptidavek bezvodého siranu sodného (1 x na Spicku 1Zicky) aby bylo
mozné s jistotou konstatovat, Ze v roztoku se nenachazi jakékoliv mnoZstvi vody, které by
ovlivitovalo vysledky na plynovém chromatografu. V takovém piipadé by siran sodny
prestal byt sypky a,,spekl“ by se do jednotné homogenni hmoty pfi styku s vodou a za vzniku

hydratu. K tomuto jevu vSak nedoslo a roztok organické faze byl pfipraven k analyze.

Kvalita organické faze byla kontrolovana mikroskopicky (faz. kontrast, 400 x), kdy byla
zjiSténa piitomnost jakychsi jasn€é ohrani¢enych kapek tmavé barvy neznamého plivodu.
Tyto kapky byly pozorovany v piipad€, Ze suspenze bakterialni kultury nebyla filtrovana a
rovnou smichdana a protfepana s acetonitrilem. Identicka extrakce byla provedena znovu, ale
s filtraci, jak je popsano vyse. V tomto piipadé byly popsané kapky nalezeny znova, avSak

v neporovnatelné mensim mnozstvim a velikosti. Proto byla ve finale pouZita filtrace.
7.8 Kometabolicka degradace TCE kulturou P4

Bylo ptipraveno mineralni medium s pH 8 analogicky jako v ptipad¢ pokusu 7.5

Po sterilizaci jako vzdy byly pfidany MEM vitaminy.

Ptipraveny byly suspenze kultury P4 ve 3 ml fysiologického roztoku a zasobni roztok

fenoxyethanolu (10 g/1) a laktatu sodného (10 g/1).
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Do ¢trnacti zkumavek byly davkovéany nasledujici objemy:

Tabulka 10 Davkovani slozek pro kometabolickou degradaci kulturou P4

Zkumavky 1 az 6 (blanky)

9,8 ml MM

100 ul zasobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/l)
100 pl zasobniho roztoku a laktatu sodného.

Zkumavky 7 az 10

9,79 ml sterilniho MM

100 pl zasobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/1)
100 pl zésobniho roztoku laktatu sodného (10 g/l)
10 pl bakterialni suspense P4.

Zkumavky 11 az 14

9,79 ml sterilniho MM

100 pl zasobniho roztoku fenoxyethanolu (10 g/1)
100 pl zésobniho roztoku laktatu sodného (10 g/l)
10 pl bakterialni suspense P4

Nésledné byl nadavkovan zasobni roztok trichlorethylenu (TCE) pomoci plynotésného
davkovace. Davkovani bylo provedeno vstiikovaci jehlou, po kazdém naddvkovani byla

zkumavka neprodlené uzaviena. TCE byl nadavkovan nasledovné:

Tabulka 11 Davkovani TCE pro kometabolikou degradaci kulturou P4

Zkumavky 1 —-3a7-10

30 pl zasobniho vodného roztoku TCE
Zkumavky4—-6all—14
40 pl zasobniho vodného roztoku TCE

(Zkumavky 4 az 6 a 1 aZ 3 slouZi pro stanoveni vstupni koncentrace TCE v kapaln¢ fazi.)

Ockované zkumavky byly inkubovany po dobu 14 dnl. Zakal byl kontrolovan pouze
vizualn¢ a koncentrace TCE na konci inkubaéni doby byly stanoveny pomoci plynového

chromatografu.
7.9 Stanoveni klicového enzymu

7.9.1 1Izolace DNA

Nejprve byla pfipravena suspenze obou kultur podobnym zptisobem, jako tomu bylo u

v pfechozich pokusech. K izolaci DNA byl pouzit pfedpfipraveny kit ureny k izolaci
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bakterialni DNA. Slo o High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE). Izolovana byla

DNA obou kultur zaroven a postup izolace byl identicky. Postup izolace byl nasledujici:

1,5 ml mikrobialni suspenze bylo pfiddno do mikrozkumavky a centrifugovano po 5 minut
pfi 13 000 g. Supernatant byl z mikrozkumavky vylit a misto n¢j bylo pfidano 200 pl PBS,

v némz byl biologicky material opét dispergovan.

Déle bylo pfiddno pl lysozymu (10 mg/ml v 10mM Tris-HCI, Sigma-Aldrich) a

mikrozkumavka byla ponechana inkubovat po 15 minut pti 37°C.

Po inkubaci bylo ptidano 200 pl Binding Buffer a 40 ul proteinazy, obsah mikrozkumavky
byl nasledné peclivé promichan a inkubovan pii 70 °C po dalSich 10 minut. Poté bylo

ptidano 100 pl isopropanolu a obsah byl opét dobfe promichan.

Mikrozkumavka byla nasledné centrifugovana po 1minutu pii 8000 g. Timto bylo dosazeno
vazby mezi DNA a membranou kolonky, kterda byla nasledné umisténa do nové

mikrozkumavky, kde bylo ptidano 500 pl Inhi-bitor Removal Buffer.

Vzorky byly pak zase centrifugovany pii 8000g po 1 minutu. Pfedchozi kroky byly jesté jednou

opakovany. Kolonka byla opét piemisténa do nové mikrozkumavky a bylo ptfidano
30 pl roztoku Elution Buffer.

Nésledovala dalsi inkubace, a to pfi 70 °C po dobu 15 minut potom byla mikrozkumavka
naposledy centrifugovéana pii 8000g po 1 minutu za G¢elem uvolnéni DNA z kolonky do

supernatantu.

Dal$im krokem byla kontrola DNA na Cdistotu a koncentraci. Kontrola probéhla
spektrofotometricky pomoci ptistroje TECAN INFINITE 200 PRO. Zvolena vlnova délka
byla 260 — 280 nm.

Do desticky spektrofotometru bylo napipetovano 2 pl blanku a prob&hlo méfeni, které
nasledné bylo nastaveno jako baseline. Po dasledném vy¢isténi desticky byly aplikovany

vzorky izolované DNA a bylo spusténo méteni. [55]

Tabulka 12 Cistota koncentrace izolovaného DNA

koncentrace
kultura DNA cCistota
P4 20,8 1,94
P9 18,5 1,93
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7.9.2 PCR

Ke zjisténi pfitomnosti genu, u které¢ho predpokladame jeho pfitomnost je potieba provést
PCR. Pro tento ucel byly objednény primery, které¢ byly na zakdzku slozeny dle naSich
pozadavki. Primery byly objednany od firmy East Port Praha s.r.0. Jednalo se nasledujici
primery.

Tabulka 13 Primery

Primery pro fenol monooxygenazu [34]

PHE — F 5-GTGCTGACSAAYCTGYTGTTC-3'
PHE-R 5’-CGCCAGAACCAYTTRTC-3'

Primery pro Solubilni di-iron monooxygenazu (SDIMO) [35]
NVC65: 5'-CARATGYTNGAYGARGTNCGNCA-3'
NVCSS: 5'-CGDATRTCRTCDATNGTCCA-3’

Primery pro Multikomponentni fenol hydroxylazu (a-subunit) [36]

mPH F 5'-GCGCGGAATTCGARTAYGTGYTGACCAA-3'
mPH R 5'-GATCTCGAGCCGCGCCAGAACCAYTTRTC-3'

PCR bylo provedeno ve standartnim objemu 20 pl, pouzit byl GoTaq® Hot Start Green
MasterMix (Promega) skladajici se z DNA polymerazy, deoxynukleotidi (ANTP), MgCI2 a

reakéniho pufru. Davkované objemy rekénich smési jsou uvedeny nize. [55]

Tabulka 14 Slozeni PCR sm¢ési [55]

slozka objem | koncentrace
GoTaq® Hot Start Green Master 2x

Mix 10 koncentrovany
Sterilni PCR voda 7

FDI primer 1 20 uM

FD2 primer 1 21 yM

DNA 1 10x fedéno

Pro kazdou dvojici primert byl nutny jiny cyklus PCR. Tato data byla ziskéna ze studii,
které s danymi primery pracovaly. Nasledujici tabulky popisuji nastaveni termocykleru pro

jednotlivé dvojice primerd.
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Tabulka 15 Nastaveni termocykleru pro PHE [34]

teplota (°C) | Cas (min) |pocet cykli
Pocatecni
denaturace 95 10 1
Denaturace 95 1
Annealing 49 1
Elongace 72 1 30
Zéaverecna elongace | 72 10 1

Tabulka 16 Nastaveni termocykleru pro NCV [35]

teplota pocet
(°C) ¢as (min) | cykla
Pocatecni
denaturace 94 5 1
Denaturace 94 0,5
Annealing 55 0,5
Elongace 72 1 35
Zéaverecna
elongace 72 5 1

Pro primery pro Multikomponentni fenol hydroxyladzu byla nastavena metoda ,,touchdown®,
jedna se specifickou metodu, kdy se denaturace, annealing a elongace opakuji v nékolika

setech cykli, pficemz teplota annealingu se s kaZzdym setem sniZuje.

Tabulka 17 Nastaveni termocykleru pro mPH [36]

teplota pocet
(°O) ¢as (min) | cykla
Pocatecni
denaturace 94 5 1
Denaturace 95 1
Annealing 60 1
Elongace 72 1 10
Denaturace 95
Annealing 55 1
Elongace 72 1 15
Denaturace 95 1
Annealing 50 1
Elongace 72 1 15
Zavérecna elongace | 72 5 1
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7.9.3 Elektroforéza

Cistota, usp&s$nost a mnozstvi PCR produktu bylo méfeno elektroforeticky. Proces probihal
v 1%tnim agarosovém gelu. Nejdtive byl pfipraven gel. Vypoctené mnozstvi agarosy bylo
navazeno a rozpusténo za pomoci mikrovinné trouby v 1x koncentrovaném TAE pufru (50

x TAE: 2 M Tris, 0,05 M EDTA Naz, 1 M kyselina octova).

Po dokonalém rozpusténi agarosy byla banka s roztokem ponechana po 15 minut zchladnout a
byl ptidan ethidium-bromid ktery je podstatny pro vizualizaci DNA pod UV svétlem, Jedna
se o interkala¢ni Cinidlo. Nasledné byla s opatrnosti vylita do formy s hiebinkem tak, aby bylo

zamezeno vzniku bublin.

Po ztuhnuti gelu byl hiebinek odstranén a forma byla rozebrana. Gel byl s uloZen do
elektroforézni 1azné s TAE pufrem a do jednotlivych prohlubni po odstranéni hiebinku bylo

napipetovano 5 pl PCR produktu a 5 ul DNA markeru (100 bp DNA Ladder, Biolabs).
Elektroforézni lazen byla uzaviena a byly pfipojeny elektrody a zdroj byl nastaven na 90 V.

Po ukonceni separace byl gel pfemistén do transiluminatoru, kde byl prosvicen Uv zafenim

a zaznamenané fotografie byly zpracovany programem GeneSnap.

Cisténi produktu PCR prob&hlo pomoci komeréné dostupného kitu NGS Clean-up and Size
Select, MACHEREY-NAGEL. Cisténi prob&hlo dle navodu v kitu. [55]

7.9.4 Sekvenace

Ptecistény produkt byl odeslan firm& SEQme s.r.o Dobfis k sekvenaci.
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8 VYSLEKY A DISKUSE

8.1 Test utilizace fenolu a ethanolu

Jelikoz jednim z cili prace bylo odhalit metabolickou drdhu rozkladu 2FE, byl tento
experiment zaméten predevsim na urcité potvrzeni hypotézy, jak by mohl probéhnout prvni
krok v rozkladu, zda $tépenim etherové vazby nebo oxygenaci aromatického kruhu. Zvolené
latky jsou potenciondlni metabolity, které by v podstat¢ mohly vzniknout pfi rozstépeni

molekuly 2FE v misté etherové vazby.

Nasledujici tabulky ukazuji proces ristu v tekutych médiich, obohacenych o uvedeny

substrat, béhem dvoutydenni inkubacni doby.

Tabulka 18 Rust na fenolu

Rist béhem inkubace (dny)
Kultura 1 2 3 6 10 14
P4 - - - - - -
P9 - - - - - -

Tabulka 19 Rust na ethanolu
Riist béhem inkubace (dny)

Kultura 1 2 3 6 10 14
P4 - - + ++ H H
P9 -+ == == ++ i i

Tabulka 20 Legenda tabulky 19

Legenda:

- bez rastu

-+ naznak rustu

+ zfetelny rist

++ vyrazny ruast

Dle vysledki testu je mozné usoudit, Ze primarni pfeména molekuly fenoxyethanolu
pravdépodobné neprobihd v misté etherové vazby, jak jsme se plivodné¢ domnivali. Fakt, ze
na fenolu nebyl zaznamenan jakykoliv rast, byl velmi piekvapujici a naznacoval, Ze fenol
neni souc¢asti metabolické drahy rozkladu fenoxyethanolu. Rist na ethanolu déle ukazal, ze
zkoumané kultury jsou pravdépodobné schopné §tépeni etherové vazby a vyuziti uvolnéného

ethanolu.
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8.2 Test riistu na fenoxyethanolu a kometabolické degradace TCE

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit potencialni schopnost zkoumanych kultur rozkladat
TCE po kultivaci na fenoxyethanolu. Nasledujici tabulka 22 ukazuje koncentrace TCE po
uplynuti inkubacni doby v jednotlivych vialkach. Soucasné je v tabulce také i pfepocet na
procentudlni ubytek TCE. Koncentrace byly z ploch pikii vypocteny pomoci kalibracni
kiivky zhotovené v diplomové praci Be. Sabiny Krajcirikové ,,Degradace trichlorethylenu

bakterii Comamonas testosteroni za snizenych teplot
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(&)
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250000
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0 100 200 300 400 500 600 700

Koncentrace TCE (pg/l)

Obrazek 10 Kalibra¢ni kiivka pro vyhodnoceni méteni TCE
Tabulka 21 Data pro kalibra¢ni kiivku (obrazek 8)

Koncentrace TCE /1 ,

v 5 ml standardu (e Agdin pla
22,39 30948,5
44,78 61981,5
447.8 591890
594,5 776277
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Tabulka 22 Koncentrace TCE

piipravenych vzorcich blankt i kultur rostoucich na fenoxyethanolu

Kultura Objem | Koncentrace |pH Ubytek TCE
vzorku | TCE (png/l) konecné | (% u kultur)

Blank26.5. | 1 290,5 - Primér blanku
Blank26.5. | 1 291,6 - 1455,4

P9 265.]1 13,6 6,75 95,3

P9 265.]1 8,3 6,77 97,1

P9X 26.5.1 28,8 6,85 90,1
Blank28.5. | 1 281,6 - Primér blankt
Blank28.5. | 1 273.,8 - 1388,7

P4 285.|1 0 6,78 100

P4 285.|1 0 6,77 100

P4 285.|1 0 6,77 100

Jak vidno v tabulce 9, experiment byl velmi uspé$ny. TCE byl v ptipad¢ kultury P9 rozlozen
vzdy z vice nez 90 % a pomoci kultury P4 bylo dosazeno vzdy 100% rozkladu. Takovéto
vysledky by mohly byt vyuzity i1 prakticky, zvlasté pro pouziti pii biologickych sanacich
podzemnich vod kontaminovanych TCE, kde by mohl byt 2FE pouZit jako primarni substrat
pro injektované bakterie. Vyhoda oproti jinym primarnim substratiim spoc¢iva v tom, ze 2FE
je velmi dobfe rozpustny ve vodé (mnohonasobné vice nez methan ¢i propan) a ma
neporovnatelné mensi toxicitu oproti jinym v dneSni dobé pouzivanym latkdm jako jsou

fenol ¢i toluen.

8.3 Ruist kultur P4 a P9 na fenoxyethanolu pfi sniZenych teplotach

Tento experiment navazoval na testovani rustu kultur pfi riiznych teplotach z bakalaiské
prace. Tentokrat ale byly teploty nastaveny tak, aby byla otestovana spodni hranice teploty,
kdy jsou bakterie schopny ristu na fenoxyethanolu (nikoliv na universalnich Zivnych
pudach). Jako kontrola byl sledovan i rast pti 25°C. Motivaci testu bylo zjistit, zda jsou

kultury schopné riistu na fenoxyethanolu za teplot panujicich ¢asto v podzemnich vodach.
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Tabulka 23 Rist kultur na fenoxyethanolu pfi snizenych teplotach (1)

* - vlocky
* * - znaény pocet vlocek

+ + - - - - + + - - - -
++ ++ - - - - + + - - - -
0,7+1,01{0,1+00 | 00+00 |16+1,0] 0,1+0,0 | 0,0+0,0
0,6 +0,8* 0,0+0,0 | 00+0,0 |1,6+1,2]0,0+0,0| 0,0+0,0
0,6 +0,8*1 0,0+0,0 | 00+00 |1,5+1,1]0,0+0,0 *
- 0,0+0,0 | 0,0+0,0 - 0,0+0,0 ok
- 0,0+0,0 | 0,0+0,0 - L1+13 | 13+1,0

Obrazek 12 Vlocka kultury P9 detail
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Vysledky jsou v porovnani s vysledky z bakalatské prace prekvapujici. Kultura P9 narostla
1 pti 8 °C, ale az po velmi dlouhé dobg, a to ve formé vlocek, jak je pro Zooglea resiniphila
typické, a proto i vysledky densilametrického méfeni jsou nepfesné. A stejné tak bylo
dosazeno rastu i pti 13 °C, coz byla pfi testech z bakalaiské prace hrani¢ni hodnota. Kultura
P4 oproti tomu nerostla uz ani pti 13 °C. Coz je piekvapujici, jelikoz pfi testech z BP rostla
1 pi1 5 °C. Je pravdépodobné, Ze pticinou tohoto rozdilu muze byt fakt ze pii testech v BP
byly kultury kultivovany na Zzivné piid€ oproti tomuto testu, ktery se odehraval v tekutém

médiu s fenoxyethanolem. Test byl pro ujasnéni proveden identicky jesté jednou.

Tabulka 24 Riist pfi snizenych teplotach (2)

Doba Kultura P4 Kultura P9
RUlGaoal(@)] e
25°C 13°C 8°C 25°C 13°C 8°C

0 0,0+0,0 {0,0+0,0({0,0+0,0({0,0+0,0(0,0+0,0|0,0+0,0{0,0+0,0
1 ; ; , ; ; ;

2 ; ; , ; ; ;

3 0,0+0,0 (0,1 +0,2 {0,0+ 0,0 {0,0+0,0 [0,8+1,3* |0,1 +0,0|0,0+0,0
4 0,0+0,1 {0,4+0,4 {0,0+0,1 {0,0+0,0[1,9+1,7* |0,1+0,0 0,0+ 0,0
6 0,0+0,1 {0,5+0,5(0,0+0,1 {0,0+0,0 [1,7+1,7* |0,1+0,0 |0,0+0,0
9 0,1+0,1 0,6 +0,6 |0,0+0,1 [0,0+0,0 | 1,6+1,7* |0,1+0,2* | 0,0 + 0,0
11 0,0+0,1 |0,5+0,6 |0,0+0,10,0+0,1]|1,6+1,7* |0,4+0,8* [ 0,0+ 0,1
13 0,1+0,1 |0,5+0,6 |0,0+0,1|0,0+0,1]|1,6+1,7* |0,6+0,8% 0,0+ 0,1
16 0,0+0,1 |0,5+0,6 |0,0+0,10,0+0,0|1,6+1,7* |1,4+1,5*% [0,0+0,1
35 0,1+0,1 0,0+0,1 0,0+0,0 0,0+0,1

V tabulce 10 je opakovany pokus se sniZenymi teplotami, ktery byl opakovan z diivodu
nejasnosti zptsobenych kvuli tvorbé vlocek u kultury P9. V tomto ptipad¢ vsak k rastu P9
nedoSlo pfi 8 °C ani po vice neZ mési¢ni inkubaéni dobé&. V praxi ziskana data znamenaji, ze
kultura P9 by byla pouzitelna pfi remediaci podzemnich vod kontaminovanych TCE, jelikoz

teploty podzemnich vod se ¢asto pohybuji kolem nebo i pod 15 °C.

8.4 Ruiist kultur P4 a P9 na fenoxyethanolu a smési fenoxyethanol +
laktat a modifikovanych mineralnich médiich
Cilem experimentu bylo zjistit optimalni podminky a moZnosti kultivace danych kultur

v riznych mineralnich médiich. Bylo otestovano pouziti laktdtu sodného a také zména

vychoziho pH na 8. Motivaci téchto pokust byla snaha o dosazeni vyssiho pH na konci
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kultivace, nez jaké bylo dosazeno za podminek prvnich testti degradace TCE; pH okolo 6,8

by nemuselo byt zejména pro kulturu P4 uplné optimalni.

Tabulka 22 pH experimentalnich médii pted sterilizaci

MM: |7,47
MMS: |8,03
MMD: | 7,45

Tabulka 25 pH experimentalnich médii po sterilizaci a s pfidavkem MEM vitamina

MM: | 7,41
MMS: | 7,63
MMD: | 7,57

Tabulka 26 Rist kultur po 3 dnech

Médium + substrat mg/l | Kultura P4 Kultura P9
MM + FE 200 ++ ++ vlocky 1 zakal
MM + LAN 200 ++ ++ vlocky a ¢ird kapalina
MM + FE+LAN 2x 100 ++ ++ vlocky 1 slabsi zakal
MMS + FE 200 +a++ ++ vlocky a Cira kapalina
MMS + FE+LAN 2x 100 |+ a++ ++ vlocky a Cira kapalina
MMD + FE 200 ++ ++ vlocky 1 zakal
MMD + FE+LAN 2x 100 | ++ ++ vlocky a ¢ira kapalina

Tabulka 27 Rist kultur po 7 dnech

Médium + substrat mg/1 Kultura P4 Kultura P9
MM + FE 200 +++ +++ vlocky 1 zakal
MM + LAN 200 +++ trochu vlocek |+++ vlo€ky a Cira kapalina
MM + FE+LAN 2x 100 | +++ trochu vlo¢ek |+++ vlocky a ¢ira kapalina
MMS + FE 200 +++ méné vlocek |+++ vlocky a ¢ird kapalina
MMS + FE+LAN 2x 100 |+++ trochu vlo¢ek |+++ vlocky a ¢ira kapalina
MMD + FE 200 +++ +++ vlocky i slaby zakal
MMD + FE+LAN 2x 100 | +++ trochu vlo¢ek |+++ vlocky a ¢ira kapalina
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Tabulka 28 Kone¢né pH po 7 dnech ristu

Médium + substrat mg/l | Kultura P4 Kultura P9
MM + FE 200 7,04 + 7,05 7,04 + 7,18
MM + LAN 200 7,29 + 7,24 7,28 +17,52
MM + FE+LAN 2x 100 7,43 + 7,03 7,34 + 7,09
MMS + FE 200 7,17 +7,17 6,90 + 6,80
MMS8 + FE+LAN 2x 100 | 7,84 + 7,41 7,12 +7,16
MMD + FE 200 7,14 + 7,40 6,99 + 7,56
MMD + FE+LAN 2x 100 | 7,87 + 7,70 7,75+ 7,31

Tabulky 11, 12 a 13 ukazuji vysledky kultivace s riznymi MM a riznymi kombinacemi
fenoxyethanolu a laktatu. Ve vysledku je mozZno konstatovat, Ze obé kultury vyuzily laktat
sodny jako zdroj energie a uhliku a tato skutec¢nost vedla ke vy$§imu kone¢nému pH, nez

jak tomu bylo u rlstu na samotném fenoxyethanolu.

Pouziti média s vyssi vychozi hodnotou pH (MM8) a média s dusi¢nanem jako zdrojem
dusiku (MMD) mélo mirny pozitivni efekt, a vSak pouze na kulturu P4. PouZiti kombinace

FE + LAN vedlo k vys$Simu pH u v§ech MM.

8.5 Extrakce metabolitu

pH MM bylo 7,45

Roztoky s extrahovanymi metabolity byly pfedany k vyhodnoceni na Gistavu chemie pomoci
plynové chromatografie a hmotnostni spektroskopie. Prace vedla k ziskani zkuSenosti
v oblasti ziskavani a extrakce bakterialnich metaboliti. Metoda rozdéleni fazi pomoci

rozpusténi soli se ukazala byt velmi efektivni a rychla.

8.6 Kometabolicka degradace TCE kulturou P4

Pro dal$i pokusy degradaci TCE byla vybrana kultura, kterd v prvotnim testu prokazala
schopnost rozkladu veskerého pouzitého TCE (viz Tab. 22). Pro kometabolickou degradaci
bylo na zéklad€ pfedchoziho testu pouzito mineralni médium se vstupni hodnotou pH 8 a
kombinace substratl laktat + fenoxyethanolu (kazdy 100 mg/l). Vysledky stanoveni

koncentraci TCE po 2 tydnech kultivace jsou uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 29 Hodnoceni kontroly po 7 dnech

Koncentrace Pramér TCE

TCE (ug/) | (ug/)
blank 30 1218.,2

blank 30 1197,2 1207,7

blank 40 1522,2
blank 40 1561,9 1542,0

pokus 30 12,0
pokus 30 12,0
pokus 30 12,0 0

pokus 40 12,0
pokus 40 12,0/0

Experiment ukazal a potvrdil moznost kometabolické degradace TCE kulturou P4, a to 1 pfi

vyssich koncentracich TCE.

8.7 Stanoveni pravdépodobného genu kédujiciho enzym Stépici

fenoxyethanol

8.7.1 Vysledky elektroforézy

Z obou kultur, P4 1 P9, byla izolovana DNA a tato byla podrobena PCR reakcim se tfemi
sadami primertl. Po provedeni elektroforéza potvrdila uspésné ziskani PCR produktu u dvou

testovanych sad primert, a to primert PHE [34] a mPH [36].
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Obrazek 13 Vysledky elektroforézy

Na fotografii je vidét (zleva) nejdiive marker udéavajici velkost produktu. Nasledné pak
produkt PCR pro primery PHE jednak pro P4 a pro P9. Dale pak je volné misto, kde by byl
PCR produkt primeri NVC, ale zde zadny PCR produkt nevzniknul. Vpravo jsou PCR
produkty pro mPH pro P4 a P9. Produkty, které se ukazaly na fotografii, byly pfecistény a

poslany na sekvenaci.

Po obdrzZeni vysledki ze sekvenace byly v danych sekvencich (pfiloha P1) ru¢né upraveny
dle sekvenaéniho zaznamu nékteré pozice. Po opravé byly sekvence importovany do online
nastroje BLAST. Zde byly porovnany ziskané sekvence se sekvencemi v databazi. Vysledky

byly nasledujici.

8.8 Vzorek P4, primer PHE, forward primer

PO vloZeni sekvence do sytému se ukazalo nckolik moZnosti s podobnou procentualni
shodou. S 97,55% shodou se ukazal byt zdznam ,,Uncultured bacterium partial LmPH gene

for phenol hydroxylase large subunit, clone WGND7*.
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Uncultured bacterium partial LmPH gene for phenol hydroxylase large

subunit, clone WGND7
Sequence ID: LT604168.1 Length: 621 Number of Matches: 1

Range 1: 410 to 572 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
278 bits(150) 2e-70 159/163(98%) 1/163(0%) Plus/Minus

Query 9 CGTTGT-CGGGTCCTGCTCCAGCAGGAACTTGATGCACTCGATGCC!

Sbjct 572 CGTTGTCCGGGTCCTGCTCCAGCAGGAACTTGATGCACTCGATGCC!

Query 68 TCGCTCTGCGCCGAGAAGCCGAAGGTCACGGTGGACATI

Sbjct 512 CGTCGCTCTGCGCCGAGAAGCCGAAGGTCACGGTGGACATI

Query 128 CCGCGCCGCTCATGAAGGGCACGAACAACAGATTAGTCAGCAC 1.

Sbjct 452 CCGCGCCGCTCATGAAGGGCACGAACAGCAGGTTGGTCAGCAC 4!

Obrazek 14 Vystiizek vyhodnoceni ze systému BLAST (1)

Jedna se tedy o ¢ast genu kdédujiciho velkou podjednotku fenol hydroxylazy. V porovnani
sekvence kultury P4 (Query) se srovnavanou sekvenci (Sbjct) je vidét na jednom misté

absence baze (7. pozice od zacatku) a ke konci na tfech mistech zdména bazi.

Tento odkaz vSak nebyl jediny, se stejnou shodou byl nabidnut i nepojmenovany plazmid
kultury Achromobacter pestifer, ale 1 vétSina dalSich nalezenych shod odkazovala na
podjednotku fenol hydroxylazy u dalSich bakterii.

8.8.1 VZOREK P4, PRIMER PHE, reverse primer

Vzorek reverzniho primeru mél v podstaté identické vysledky jako u ptechoziho ptipadu.

8.8.2 VZOREK P9 PRIMER PHE, forward primer

Zde opét dostdvame podobné vysledky odkazujici se na velkou podjednotku fenol
hydroxyléazy.
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Marinobacter sp. LmPH gene for multicomponent phenol hydroxylase large

subunit, partial cds, strain: KU17F4
Sequence ID: AB985593.1 Length: 551 Number of Matches: 1

Range 1: 359 to 500 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps

207 bits(112) 2e-49 132/142(93%) 0/142(0%)

Strand
Plus/Minus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

27

500

87

449

147

380

AGGATGAACTTGATCACCTCCAGCCCCAGCGTCATGTGACGCGCCTH

AGGATGAACTTGATCACTTCCAGGCCCAGGGTCATGTGACGGGCCTH

GAGAAGCCGAAGGTCACGGTGGCCATGTCGCCGTTGTAGGCGGCACK

GAGAACCCGAAGGTCACGGTGGCCATGTCGCCGTTGTAGGCGGCGLH

ACGAACAACAGATTGGTCAGCA 168

ACGAACAACAGGTTGGTCAGCA 359

Obrazek 15 Vystiizek vyhodnoceni ze systému BLAST (2)

Tentokrat byla zjisténa mensi shoda genomu s pfislusSnymi tseky u druht jako je

Marinobacter sp. (obr. 9) nebo vyznaéného druhu Pseudomonas putida. Je tedy patrné, ze

zkoumana ¢ast genu kultury P9 se odliSuje od genii jinych kultur vyznamné vice nez je tomu

v pripad¢ kultury P4.

Pseudomonas putida strain TX2 multicomponent phenol hydroxylase largest
subunit (mph) gene, partial cds
Sequence ID: HM192774.1 Length: 231 Number of Matches: 1

Range 1: 18 to 166 GenBank Graphics

Score

215 bits(116)

Expect Identities Gaps
le-51 138/149(93%) 0/149(0%)

Strand
Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbhijct

20
166
86
106

148

CTGCTCGAGGATGAACTTGATCACCTCCAGCCCCAGCGTCATGTGAL

CTGCTCCAGCAGGAACTTGATCACTTCCAGCCCCAGGGTCATGTGC!

CTGGGCCGAGAAGCCGAAGGTCACGGTGGCCATGTCGCCGTTGTAGL

CTGCGCCGAGAAGCCGAAGGTGACGGTGGCCATGTCGCCGTTGTAGL

GAAGGGCACGAACAACAGATTGGTCAGCA 168

GAAGGGTACGAACAACAGGTTGGTCAGCA 18

Obrazek 16 Vysttizek vyhodnoceni ze systému BLAST (3)
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8.8.3 VZOREK P9 PRIMER PHE, reverse primer

Zde byl vysledek v podstaté totozny s predchozim.

Nasledujici vysledky jsou pro primery mPH.

8.8.4 VZOREK P4 PRIMER mPH, forward primer

Vysledek stejny jako u Vzorek P4 primer PHE forward primer.

8.8.5 VZOREK P4 PRIMER mPH, reverse primer
Stejné vysledky jsou vySe zminéné u 7.7.6.
8.8.6 VZOREK P9 PRIMER mPH, forward primer

Pro kulturu P9 byla nalezena podobnost 91,94 % s ¢asti genu kultury Acinetobacter sp.
kédujiciho opét tvorbu velké podjednotky fenol hydroxyldzy. Takovato shoda vSak neni

ptiliS vysoka.

Acinetobacter sp. WX-19 phenol hydroxylase gene, partial cds
Sequence ID: JF730215.1 Length: 684 Number of Matches: 1

Range 1: 499 to 684 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
257 bits(139) 3e-64 171/186(92%) 4/186(2%) Plus/Plus

Query 4 GTTCGTG-C-TTCATGTCCGGTGCG-CCTAC-ACGGCGACATGGCC!

Sbjct 499 GTTCGTGCCGTTCATGTCCGGTGCGGCCTACAACGGCGACATGGCC
Query 60 CTTCTCGGCCCAGTCCGACGAGGCGCGTCACATGACCCTGGGGCTGL
Shict 559 CHTUTLG0CGUATLLALOAGGLGLUGLALATOALLLTEGbCLIT
Query 120 CATGCTCGAGCAGGACCCGGACAACCTGCCCATCGTGCAGAATTGGY
Shict 619 CATOCTCOAGCAGOALLLBOALARLLTOLLGATLGTGRAGGCCTOt
Query 180 CTGGCG 185

Sbjct 679 CTGGCG 684

Obrazek 17 Vystiizek vyhodnoceni ze systému BLAST (4)

8.8.7 VZOREK P9 PRIMER mPH, reverse primer

Vysledky v podstaté stejné jako u piechoziho.
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Vysledky sekvenace a srovnani sekvenci se zaznamy v databazi GenBank vSechny ukazuji
na urcitou podobnost ziskanych sekvenci s ¢asti genii pro velkou podjednotku fenol
hydroxylazy. Nejde vSak nikdy o 100 % shodu. Tyto vysledky tak 1ze interpretovat dvojim
moznym zpusobem. Bud’ maji kultury modifikovany gen pro fenol hydroxyldzu a diky tomu
nejsou schopny vyuzivat fenol, ale ziskaly schopnost vyuZzivat fenoxyethanol, nebo ziskané
sekvence jen ukazuji na nefunkéni gen ziskanych kultur pro fenol hydroxyldzu, ale pro
rozklad fenoxyethanolu maji obé kultury geny jiné. V piipad€¢, ze nalezené sekvence
skutecné ukazuji casti genti kodujicich prvotni oxygenaci fenoxyethanolu, je malo
pravdépodobné, ze by se kultury na 2FE cilen¢ adaptovaly, jde spiSe o ndhodné mutace mezi
miliony dalSich, kde pravé tyto mutace pozmenily piislusnou ¢ast jejich genti pro fenol
hydroxylazu tak, ze tyto enzymy ziskaly schopnost oxygenovat fenoxyethanol. Experiment
tak zahdjil osvétleni podstaty biodegradace fenoxyethanolu, na této tématice vSak bude

muset byt dale pracovano.
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ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo pfinést nové poznatky o kulturdch Zoogloea resiniphila P9 a
Hydrogenophaga pseudoflava P4. Kultury byly podrobeny dal$im riistovym testim nejen na
2-fenoxyetahnolu (2FE) a dalSich substratech, ale také testii degradace trichlorethylenu
(TCE). Byla zkoumana schopnost rozkladu této latky pomoci kometabolické degradace.
Provedené pokusy pfinesly velmi pozitivni vysledky. Zoogloea resiniphila P4 dokazala
rozlozit az 97,1 % TCE a Hydrogenophaga pseudoflava P9 byla schopna degradovat az 100
% TCE pii jeho vstupnich koncentracich 1,2 — 1,5 mg/l. Dal$im zasadnim testem byl rtst
kultur pfi snizenych teplotach (13 °C a 8 °C). Tento test ukazal, ze H. pseudoflava neni
schopna riistu pfi takto nizkych teplotach, za to Z. resiniphila rostla 1 pii 13 °C. Tyto dva
testy ukazaly, Ze by bylo mozné vyuziti kultur v praxi. Jednalo by se o remediace
podzemnich vod kontaminovanych TCE. Ob¢ kultury jsou schopné rozkladat TCE a P9
efektivné roste i pii teplotach, jaké panuji ve spodnich vodach. Vyhody takovéto metody
jsou hned dvé, a to rychlost rozkladu v ramci jednoho aZz dvou tydni, a také to, ze 2FE je
latka, ktera ma nizkou toxicitu a je Iépe rozpustnd ve vodé, nez jiné dnes pouzivané

alternativy jako jsou methan ¢i toluen.

Dalsim dilezitym cilem bylo prozkoumat metabolickou drahu. Byl proveden test riistu na
fenolu, aby se zjistilo, zdali je prvotnim krokem v biodegradaci 2FE §tépeni etherové vazby.
To bylo u obou kultur piekvapiveé vyvraceno, jelikoz k rozkladu fenolu kulturami nedoslo.
Za cilem objasnit metabolickou drahu byla provedena extrakce metabolitl pomoci
acetonitrilu a produkty této extrakce byly pfedany k analyze na plynové chromatografii a
hmotnostni spektroskopii. DalS§im cilem bylo také pokusit se zjistit, jaky enzym je
zodpovédny za primarni rozklad 2FE a degradaci TCE. Byly objednény tfi sady primert pro
riuzné typy fenol-hydroxyldz , nebot’ se predpokladalo, ze kultury maji ptislusnou oxygenazu
odvozenou od tohoto enzymu. Byly provedeny PCR a jednotlivé produkty byly
zkontrolovany pomoci elektroforézy. Pozitivni se ukdzaly byt dvé sady primerii ze tii, a to
u obou kultur. PCR produkty byly odeslany k sekvenaci. Vysledné sekvence byly
vyhodnoceny syst¢tmem BLAST a vysledky ukézaly na pfitomnost velké podjednotky fenol
hydroxyldzy. Shoda vSak nikdy nebyla stoprocentni, ptislusna ¢ast genu zkoumanych kultur
je tedy jistym zpisobem pozménénd. Tyto vysledky mohou vést k nékolik zaveérim. Dany
enzym je bud’ v jisté pozménéné formeé zodpoveédny za rozklad 2FE anebo také je mozné, ze
jde pouze o to, Ze gen je nefunk¢ni a primarni biodegradace 2FE probiha jinym zpiisobem.

Pokud by biodegradace probihala skrze pouziti modifikované fenol hydroxylazy, je mozno
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pfedpokladat, Ze jednim z prvnich metabolitd rozkladu bude urcity derivat katecholu.
Tématika vlastnosti zkoumanych kultur vyzaduje dalsi praci. Zejména pak otestovat, zda je
fenol hydroxylaza doopravdy zodpovédna za rozklad 2FE, a to pomoci genetické upravy za
ucelem zablokovani tohoto enzymu a kultivaci na 2FE. Je také potieba dalsi prace k odhaleni
metabolitt rozkladu 2FE pomoci extrakénich metod. Prace ptinesla vysledky, které¢ vnesly
do problematiky velké mnozstvi novych poznatki, ale také ptinesly nové otazky, na které se

mohou soustiedit nové studie.
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PRILOHA P I SEKVENCE

PHE
1) VZOREK P4 PRIMER PHE F
GGAAGGGGCGTTGTCGGGTCCTGCTCCAGCAGGAACTTGATGCACTCGATGCC
CAGCGTCATGTGGCGGCTCTCGTCGCTCTGCGCCGAGAAGCCGAAGGTCACGG
TGGACATGTCGCCGTTGTGCGCCGCGCCGCTCATGAAGGGCACGAACAACAGA
TTAGTCAGCAC
2) VZOREK P4 PRIMER PHE R
GCGACGCGCGGCGCCACGGCGACATGTCCACCGTGACCTTCGGCTTCTCGGCG
CAGAGCGACGAGAGCCGCCACATGACGCTGGGCATCGAGTGCATCAAGTTCCT
GCTGGAGCAGGACCCGGACAACGTGCCCATCGTGCAGCGCTGGATCGACAAG
TGGTTCTGGCG
3) VZOREK P9 PRIMER PHE F
GCAAGGGCAGTGTCGGGTCCTGCTCGAGGATGAACTTGATCACCTCCAGCCCC
AGCGTCATGTGACGCGCCTCGTCGGACTGGGCCGAGAAGCCGAAGGTCACGGT
GGCCATGTCGCCGTTGTAGGCGGCACCGGACATGAAGGGCACGAACAACAGA
TTGGTCAGCA
4) VZOREK P9 PRIMER PHE R
GCTGTCAAGCGCTACACGGCGACATGGCCACCGTGACCTTCGGCTTCTCGGCCC
CAGTCCGACGAGGCGCGTCACATGACGCTGGGGCTGGAGGTGATCAAGTTCAT
CCTCGAGCAGGACCCGGACAACCTGCCCATCGTCCAGAATTGGATCGACAAGT
GGTTCTGGCG

mPH
5) VZOREK P4 PRIMER mPH F
CTTCCTTCGTGCCTTCATGAGCGGCGCGGCGCACAACGGCGACATGTCCACCG
TGACCTTCGGCTTCTCGGCGCAGAGCGACGAGAGCCGCCACATGACGCTAGGGC
ATCGAGTGCATCAAGTTCCTGCTGGAGCAGGACCCGGACAACGTGCCCATCAGT
GCAGCGCTGGATCGACAAATGGTTCTGGCGCGGCTCGAGATCA
6) VZOREK P4 PRIMER mPH R
GGATAGCGGCTGCCGATGGGCACGTTGTCCGGGTCCTGCTCCAGCAGGAACTT
GATGCACTCGATGCCCAGCGTCATGTGGCGGCTCTCAGTCGCTCTGCGCCGAGA
AGCCGAAGGTCACGGTGGACATGTCGCCGTTGTGCGCCGCGCCGCTCATGAAG
GGCACGAACAGCAGGTTGGTCAACACATACTCGAATTCCGCGCA
7) VZOREK P9 PRIMER mPH F
AGCGTTCGTGCTTCATGTCCGGTGCGCCTACACGGCGACATGGCCGCCAETGAC
CTTCGGCTTCTCGGCCCAGTCCGACGAGGCGCGAGTCACATGACCCTGGAGAGCTAGG
AGGGGATCAAGTTCATGCTCGAGCAGGACCCGGACAACCTGCCCATCATGCAG
AATTGGATCGATAAATGGTTCTGGCGCGGCTCGAGATC
8) VZOREK P9 PRIMER mPH R
GGACTAGTGCTGCCGATGGGCAGGTTGTCCGGGTCCTGCTCGAGGATGAACTT
GATGACCTCCAGGCCCAGGGTCATGTGACGCGCCTCAGTCGGACTGGGCCGAGA
AGCCGAAGGTCACGGTGGCCATGTCGCCGTTGTAGGCGGCACCGGACATGAAG
GGCACGAACAGCAGGTTGGTCAGCACGTATTCGAATTCCGCGCA






