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ABSTRAKT

Tato diplomova prace studovala schopnost kometabolického rozkladu trichloroethenu
(TCE) za snizenych teplot, a to kulturami ziskanymi na Ustavu inZenyrstvi ochrany

zivotniho prostfedi FT UTB ve Zlin¢, oznacenymi jako 1A, 5A, 6A, 6B a 12A.

Trichloroethen je latka, kterou nékteré bakterie dokdzi rozlozit jen po indukei uréitého
enzymu, a to fenol 2-monooxygenazy, diky pfitomnému fenolu, ktery slouzi také uvedenym
kulturam jako ristovy substrat. Pokusy byly zaméteny na zkoumani schopnosti jednotlivych
bakterii rozkladat TCE pii zvySenych koncentracich a postupné bylo zjisténo, ze mira
rozkladu TCE se u danych kultur mirné lisi. Kultury 1A, 5A a 6B byly schopny zcela rozlozit
cca 2,5 mg TCE /I béhem tfech tydnl inkubace pii teplotach okolo 8°C, po rlstu na fenolu
o koncentraci 200 mg/l. Kultury 6A a 12A za stejnych podminek rozlozily jen 83 — 87%
TCE. Bylo tak prokazano, ze kultury jsou pouzitelné pro bioremediaci chladnych

podzemnich vod kontaminovanych TCE.

Klic¢ova slova: biodegradace, fenol, indukce enzymu, kometabolismus, trichloroethen

ABSTRACT

This diploma thesis dealt with the ability of cometabolic degradation of trichloroethene
(TCE) at low temperatures by strains obtained at the Institute of Environmental Protection
Engineering FT UTB in Zlin, designated as 1A, 5A, 6A, 6B and 12A.

Trichloroethene is a toxic substance, which may be degraded by some bacteria, but only
under a production of certain enzyme, namely phenol 2-monooxygenase. The enzyme is
produced by phenol growing bacteria, thanks to the phenol present, which also serves the
mentioned cultures as a growth substrate. The experiments were aimed at researching the
ability of individual bacterial strains to degrade TCE during its increased concentrations
under low temperature and it was found that the rate of TCE decomposition varies slightly
between studied strains. The extent of TCE degradation was found to be slightly different
among the given cultures. Strains 1A, 5A and 6B were able to degrade approximately 2,5
mg TCE/l in three weeks of incubation at 8 °C, after their growth on 200 mg/1 phenol. Strains
6A and 12A degraded only 83—-87% of TCE under the same conditions. Thus, it has been



shown that these bacterial strains are capable of bioremediation of cold groundwater

contaminated by TCE.

Keywords: degradation, cometabolism, enzyme induction, phenol, trichloroethene
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UvVOD

Ptiblizné 88 % pouzivané sladké vody v Evropé pochézi ze zdroji fek a podzemnich vod.
Podzemni vody jsou nachylné ke kontaminaci ze zdrojt, které nemohou ovlivnit povrchové
vody, proto je diilezité predchazet jejich kontaminaci. Do biosystému se tyto latky dostavaji
jak z pfirodnich zdrojt, tak z antropogennich ¢innosti. Jelikoz jejich toxicky ucinek byl
objeven az pozd¢ji, spousta toxickych latek diky tomu dodnes ptetrvava v zivotnim
prostiedi, protoze diive byly tyto latky neomezené pouzivany. K odstranéni rtznych
Skodlivin se pouzivaji fyzikalni, chemické a biologické metody, ale nejlepsi moznosti stale
zustavaji biologické metody, které jsou zalozeny na biologickém rozkladu, protoze jsou
velmi ucinné a Setrné k zivotnimu prostiedi. Trichloroethen sice neni xenobiotikum, protoze
se ptirozené vyskytuje ve velmi malém mnozstvi v prostiedi, jeho vyznamné koncentrace ve
vnéjs$im prostiedi jsou vSak vysledkem znecisténi lidskou Cinnosti. Ze zkousek na zvitatech
byla prokazana jeho toxicita a je predpokladana i jeho karcinogenita i mutanogenita u
¢lovéka. Dale je nedilnou soucésti pti tvorbé ptizemniho ozonu. Kontaminaci vod dochézi
dopadem jeho vyskytu v podzemnich vodéach je vSak znehodnoceni zdroji pitnych vod,
nebot’ 1 v nizkych koncentracich predstavuje latku krajné neZadouci. Presto, Ze jeho
pouzivani bylo omezeno, neustidle se vyskytuje v malych koncentracich v podzemnich
vodach. V 80. letech minulého stoleti bylo pfedpokladéno, Ze se jedna o malo rozsifené
reakce typu kometabolické biotransformace trichloroethenu. Schopnost bakterii rozkladat
rozklad trichloroethenu pomoci nékterych bakterii je mozny i pfti teploté cca 8 °C, ktera se

vyskytuje v podzemnich vodéch.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 KOMETABOLICKE BIOTRANSFORMACE

Zpusobt Cisténi zivotniho prostiedi je mnoho za pouziti fyzikalnich, chemickych a
biologickych metod. OvSem pouziti biologickych metod na bazi biologického rozkladu, tedy
proces biodegradace, zistava zhlediska efektivnosti a Setrnosti nejlepsi moznosti.
Biodegradace zahrnuje pouziti mikroorganismii, které mohou asimilovat znecist'ujici latky
jako své rustové substraty, coz vede nasledné k jejich odstranéni. Bohuzel mnoho
znecist'ujicich latek, jako jsou vysokomolekularni plasty a polymery, nékteré alifatické 1
aromatické polychlorované polutanty, nékteré pesticidy ¢i syntetickd barviva nelze vyuzit
jako riistové substraty mikroorganismi, a z toho diivodu tyto latky nelze odstranit pomoci
biodegradace. Jejich biodegradaci mohou provadét pouze nékteré mikroorganizmy, které je
budou degradovat jako neriistové substraty. JelikoZz takové substraty neposkytuji zdroj
energiec a/nebo uhliku (nebo je poskytuji jen v nepatrnych koncentracich), nejsou pro
mikroorganismy vyhodné a jejich biodegradace je vysledkem nahodné premény. Tento
proces, znamy jako kometabolismus, byl definovany na pocatku 80. let Daltonem a
Stirlingem jako ,transformace neriistového substratu v povinné ptfitomnosti riastového
substratu nebo jiné transformovatelné slouceniny*. Ditkkazy dnes poukazuji na Sirokou skalu
mikroorganismul, schopnych degradace riiznych chemickych sloucenin nebo xenobiotik
pomoci kometabolismu (Nzila, 2013). Piikladem je benzo[a]pyren, ktery miiZze byt
biomineralizovan na CO» bakterii Pseudomonas saccharophilia v ptitomnosti substratu
fenantrenu nebo salicylatu (Chen and Aitken, 1999). DalSim ptikladem je Sphingomonas
paucimobilis v ptitomnost glukézy nebo kvasicného extraktu (Ye et al.,, 1996) a

Stenotrophomonas maltophilia v ptitomnosti pyrenu (Juhasz and Naidu, 2000).

O OH

OH

Obrazek 1 Strukturni vzorec benzo[a]pyrenu (vlevo), fenantrenu (uprostied) a kyseliny

salicylové (vpravo)

(upraveno dle Fabianova, 2010)
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Zpocatku, po objeveni kometabolickych reakci, se zdéalo, ze jde o nepocetné procesy.
V letech po roce 2000 vSak byl tento termin pouzivan stale Castéji k popsani celé fady
riznych degradacnich procest. Nejlepsi definici tohoto pojmu je ,,mikrobialni degradace
sloucCeniny v pfitomnosti jiné, dilezité¢ slouceniny*. Proces kometabolické degradace
spociva v tom, Ze je pfitomna pouze mikrobidlni kultura, ktera je schopna rozlozit danou
latku v pfitomnosti jinych sloucenin, a to substrati, které mohou byt v n¢kterych ptipadech
specifické, ale v jinych pfipadech mohou byt 1 nespecifické. Specifické substraty jsou
vyzadovany v procesu, ktery se nazyva analogové obohacovani — zde se ve stejnou dobu, na
stejném misté nachazi Spatné rozlozitelnd slouCenina a specificky substrat, které jsou
strukturné ptibuzné, a kde specificky substrat ma za kol indukovat produkci nékterych,
(nebo také vSech enzymu), které jsou potiebné k degradaci oné Spatné rozlozitelné
slouceniny, ktera sama o sobé neumi plsobit jako induktor; a to pouze tehdy, pokud tyto
enzymy jsou nespecifické vici jinym pfitomnym latkdm. Vysledkem je plna nebo ¢astecna
mikrobidlni degradace cilové latky. Prikladem je ptidavek bifenylu podporujiciho
biodegradaci polychlorovanych bifenyli. Nespecifickou kometabolickou degradaci miizeme
ve vétSin€ piipadi najit tehdy, pokud degradujici organismy nemaji zjevny prospéch
z biodegradace odolné slouceniny, jelikoZ nemohou vyuZivat energii ani vysledny uhlik, na
kterém by mohly rtst. Tyto procesy nékdy oznacujeme jako degradaci zdarma, nebo takeé
ndahodnou degradaci. ObcCas je uvadén nespravny piiklad biodegradaéniho procesu
v souvislosti s tim, Ze mikroorganismy schopné degradace poZaduji pouze malé mnoZstvi

rustovych faktorti (napt. vitamin nebo aminokyselinu) (Kennes-Veiga et al., 2022).

Mikroorganismy schopné kometabolické biostransformace umi obvykle degradovat
neriistové substraty, po svém rastu na primarnim substratu, jako jediném zdroji energie a
zivin. Tento primarni substrat je vétSinou pfitomen ve vySsich koncentracich a jeho tkolem
je poskytovat mikroorganismiim elektrony pro respiracni procesy i organicky uhlik pro rtst
bunék a udrzovat tak mikrobialni populaci v urcité hustoté. Primarni substrat v§ak kromé
toho navozuje (indukuje) produkci enzymu a ptipadné 1 kofaktortii, které pak katalyzuji
naslednou biotransformaci urcitého organického polutantu ¢i mikropolutantu (OMP), a to
diky své vicestranné katalytické aktivité. Protoze enzymové systémy bakterii maji vétSinou
vyrazn€ vy$si afinitu ke svym primarnim substratim (které jsou jejich pfirozenymi zdroji
uhliku a energie) nez k substratim nertstovym, za pfitomnosti primarnich substrati probiha

kometabolick4 degradace polutantt jen velmi malou rychlosti ¢i vitbec a vyraznéjsi rozklad


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X22001281#bb0305
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nertistovych polutantii tak nastava az po spotfebovani primarnich substrati a byva ¢asove

omezen (Kennes-Veiga et al., 2022).

1.1 Mechanismus kometabolismu

Castymi katalyzatory kometabolickych reakci jsou mikrobialni enzymy oznaGované jako
oxygenazy, napi. methan-mono-oxygenaza, toluen-mono-oxygenaza a dioxygenaza,
amonium mono-oxygenaza, bifenyloxygendza a fada dalSich (Furukawa, 2000; Gibson and
Parales, 2000; Hazen, 2010). Bylo prokézano, Ze i n€které houby obsahuji dva typy enzymil
s Sirokym spektrem specifi¢nosti — lakkdzy a v mensi mife i mangan-peroxidazy, u nichz
vsak rozklad TCE nebyl doposud prokédzan. Za ptirozenych podminek bakteridlni oxygenazy
katalyzuji procesy pfemén aromatickych ¢i alifatickych uhlovodikid na hydroxylované,
dihydroxy-aromatické meziprodukty nebo — u alifatickych slou¢enin - na alkoholy. Prvnim
krokem biodegradace mono a diaromatickych sloucenin je tak vétSinou vznik katecholu,
protokatechuéatu nebo gentisatu, které jsou pak Stépeny a transformovany na jednoduché

organické produkty, které mohou vstupovat do Krebsova cyklu (Nzila, 2013).

1.2 Kometabolické biotransformace OMP

Organické mikropolutanty pokryvaji Sirokou §kélu latek celosvétove produkovanych, véetné
lé¢iv, hormontl, produktii osobni hygieny a primyslovych latek. PrestoZze jsou pfitomny
v nizkych koncentracich, fadové v ng aZ ug na litr ¢i kg, maji potencidl Skodit Zivotnimu
prostiedi, diky jejich perzistenci, bioakumulaci a dale mohou podporovat toxicitu a
mutagenitu a zpusobovat poruchy hormonélniho, nervového a reprodukéniho systému.
Biotransformace téchto stopovych organickych mikropolutantt (OMP) komplexnimi
mikrobialnimi komunitami v zatizenich na ¢isténi odpadnich vod je klicovym procesem pro
jejich detoxikaci a snizeni dopadu na zivotni prostfedi. Proto, pochopeni mikrobialnich
metabolickych aktivit a mechanismil, které ptispivaji k biotransformaci OMP, je zasadni pfi
vyvoji postupd, jejichZ cilem je minimalizovat jejich vypousténi do okoli. Bylo prokazano
pfedchozimi studiemi, Ze fada organickych mikropolutantli miZze byt biotransformovéana
metabolicky nebo pravé kometabolicky, v zavislosti na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech a podminkach prostiedi. Pii jejich rozliSovani je dulezité porozumét
mechanismim, které zahrnuji biotransformaci OMP, avsak je zcela taky mozné, Ze tyto
metabolické a kometabolické kroky mohou byt vzajemné propojeny. V piipadé€ organickych
mikropolutantii je kometabolismus v soucasné dobé povazovan za jeden z hlavnich

biotransformacnich mechanismti v redlnych podminkach prostiedi. Je skuteCnosti, Ze


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X22001281#bb0305
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kometabolicky rozklad mutze vést k neltplné mineralizaci OMP, kdy OMP jsou
biotransformovany jako vedlejsi proces, ¢imz mize dochédzet k pfeméné na transformacni
produkty (TP), které mohou mit jesté vétsi negativni ucinky na lidské zdravi a vodni

ekosystémy nez vychozi latky (Kennes-Veiga et al., 2022).

Obecné je ziejmé, ze k biotransformaci organickych latek dochéazi diky katabolickym
enzymim. Pomér koncentrace pocatecniho ristového a nertstového substratu je pii
kometabolickych rozkladech dilezity z hlediska vysokych hodnot, které mohou pomoci
mikroorganizmim odolavat toxicit¢ OMP a TP. Vys$si kometabolické biotransformacni
ucinnosti pak muze byt dosazeno se zvySenymi rychlostmi odbourdavani primarniho
substratu. Kinetickd uc¢innost nebo konstantni pomér specificnosti ristovych a nertstovych
substratii mikrobialni kultury je vSak také dulezita, jelikoz mize dojit ke kompetici o aktivni
misto enzymu(ll), coZ vede k zdbrané¢ biotransformaci OMP v disledku vysSich koncentraci

pritomnych rastovych substrati (Kennes-Veiga et al., 2022).

Ackoliv fada kometabolickych pfemén probiha diky oxygendzam jen za aerobnich
podminek, byly taktéz prokazany doklady o kometabolismu za heterotrofnich
bezkyslikatych podminek; napt. Polesel et al. (2017) je popsali pro nékolik 1éciv
v denitrifikacnich reaktorech a pro vice slouc¢enin dokonce 1 béhem anaerobni digesce;
Alvarino et al. (2014) rovnéZ pozorovali linearni vztah mezi rychlosti biotransformace
sulfamethoxazolu, trimethoprimu a naproxenu na methanogenni aktivité v anaerobnim
kalovém reaktoru. Proto je vZdy potieba diikladné analyzy osudu a transformacnich reakci
OMP v biologickych jednotkdch COV, a to zejména pro posouzeni dopadii na Zivotni

prostfedi (Men et al., 2017).
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Obrazek 2 Znazornéni metabolické a kometabolické biotransformace OMP

(upraveno ze Kennes-Veiga et al., 2022)
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Pravé metabolické schopnosti a enzymaticka sit’ mikroorganismil ptitomna v COV uréuji
jejich biotransformacéni potencidl. Kometabolickd biotransformace se skladd ze Siroké
sekvence dil¢ich reakei, pfiCemz to ma za nasledek spoustu rtiznych strategii odstranéni
OMP, coz muze vést k obrovskému mnozstvi enzymatickych aktivit, které se podili na

biotransformaci diky své vysoké metabolické vSestrannosti (Kennes-Veiga et al., 2022).

1.2.1 Aerobni podminky

Nejbéznéjsim biologickym ¢isténim v COV je systém aktivovaného kalu, ve kterém jsou
autotrofni nitrifikatofi a heterotrofové. Piesto, Ze predstavuji nejvyznamnéj$i mikrobidlni
populace v tomto systému, jejich ptispévek k biotransformaci OMP je zatim nejasny, i kdyz
v poslednich letech ¢etné studie prokézaly klicovou roli nitrifikacnich enzymt b&hem
biotransformace. Piikladem je amonium-monooxygenaza (EC 1.14.99.39), ktera je
povazovana za odpovédnou za biotransformaci n€kolika sloucenin, ¢asto prostfednictvim
inkorporace kysliku do molekuly polutantu, vedouci k hydroxyla¢nim reakcim. Dale jde o
oxidoreduktazy (EC 1.-), které jsou nejrozsifenéj$§imi enzymy v biotransformaci OMP.
Skutecnost je dale takova, Ze miZe dochdzet k biotransformaci urcitych slou€enin
v nitrifika¢nich reaktorech s aktivovanym kalem pomoci pomalu rostoucich heterotrofli. V
tomto smyslu se ma za to, Ze vysoké retencni Casy (vysokd doba zdrzeni kalu) zlepSuji
biotransformaci OMP diky Sir§i mikrobidlni a funkéni rozmanitosti a veétsi siti
enzymatickych aktivit produkovanych ptfitomnosti pomalu rostoucich mikroorganismi.
Schopnost heterotrofnich kultur transformovat OMP byla v minulosti prokézana jako
vyznamnd, protoze jejich biotransformacni potenciadl pochazi z jejich schopnosti vytvaret
obrovské mnozstvi riiznych enzymt, diky Siroké Skale zdroji uhliku, které mohou asimilovat

(Kennes-Veiga et al., 2022).

1.2.2 Anoxické podminky

V anoxickych prostfedich byva ucinnost odstraiovani OMP niz8i neZ v aerobnich
podminkach, mozna diky vy$$imu oxida¢nimu potencidlu vzhledem k ptitomnému kysliku
v jiZ zminénych aerobnich podminkach. Potencidl anoxickych enzymi odstranovat Spatné
rozlozitelné latky je doposud potrad studovan, pficemz je dulezité védét, jaké enzymy jsou
exprimovany a dale je dulezité znat schopnost téchto enzymil biotransformovat OMP. V
nedavnych studiich bylo pfedpokladano, ze nejen methan-monooxygenaza (EC 1.14.18.3),
ale 1 methanoldehydrogenaza (EC 1.1.2.7) by se mohla podilet na odstranovani OMP.

Dal8im nedavnym vyzkumem se také potvrdilo, Ze stiidani oxickych a anoxickych podminek


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X22001281#bb0305
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X22001281#bb0305

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

béhem urcitych obdobi €isténi odpadni vody miize stimulovat vhodné enzymy a zvysit tak

odstranéni OMP (Kennes-Veiga et al., 2022).

1.2.3 Anaerobni podminky

Anaerobni digesce je provadéna Sirokou Skalou symbiotickych mikroorganismu, jejichz
pusobeni lze rozdélit do ¢ty krokl, a to na hydrolyzu, acidogenezi, acetogenezi a
methanogenezi. Dle ptedchozi studie fermentacni bakterie, které provadéji acidogenezi, a
zejména mikrobidlni acetogeni a methanogeni jsou hlavnimi pfispévateli k anaerobni
biotransformaci OMP, nezavisle na hlavni metabolické aktivit¢ a dominantnich
mikrobidlnich populacich. Zd4 se, ze bakterialni hydrolytické populace zde hraji vedlejsi
roli, proto biotransformace vétSiny OMP neni spojena s hlavni metabolickou aktivitou
(hydrolyzou), ale s malymi mikrobidlnimi skupinami pfitomnymi ve vSech anaerobnich
prostfedich. Bylo napft. zjisténo, Ze enzym acetatkindza, ktery kometabolicky transformuje
slouceniny s karboxylovou nebo hydroxylovou skupinou a mirnou sterickou zébranou (tj.
naproxen, nonylfenol, oktylfenol, ibuprofen, diklofenak a triclosan) je pfitomen ve
fermentacnich bakteriich. = Déle bylo prokazano, Ze nékteré OMP mohou byt
biotransformované nékolika anaerobnimi mikroorganismy rlznymi cestami, napf.
sulfamethoxazol, ktery miize byt biotransformovan methanogeny, bakteriemi redukujici
sirany, mikroorganismy redukujici Zelezo nebo fermentujicimi bakteriemi. Bylo tak
prokézéno, ze do anaerobni biotransformace OMP je zapojena vétSina tfid enzymd, tj.
oxidoreduktazy (napt. karbonylreduktdzy), transferazy (napft. kindzy, methyltransferazy a
acetyltransferdzy), hydrolazy (napf. protedzy a amiddzy), lyazy (napi. dekarboxyldzy) a
ligazy (napt. LCFA-CoA ligaza) (Kennes-Veiga et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X22001281#bb0305
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Tabulka 1 Ptiklady enzymd, které se podili na aerobni, anoxické a anaerobni kometabolické

biotransformaci nékolika OMP (Kennes-Veiga et al., 2022)

Prostiedi OoOMP Mechanismus Enzym/Enzymaticka trida
aerobni acetaminofen hydrolyza aryl-acylamidaza (EC 3.5.1.13)
aerobni atenolol hydrolyza endopeptidazy (EC 3.4.-)
aerobni isoproturon hydrolyza protozoalni hydrolazy (EC 3.-)
aerobni propachlor konjugace gluta-S-transferaza (EC 2.5.1.18)
aerobni trimethoprim demethylace monooxygenazy

(EC 1.13.- /EC 1.14.-)
anoxické atrazin oxidace oxidoreduktaza (ligninperoxidéaza)
(EC 1.11.1.14)
anoxické erythromycin, redukce nitratreduktaza, nitritreduktaza,
trimethoprim oxid dusny reduktdza (EC 1.7.-)
anoxické ibuprofen, oxidace oxidoreduktaza
naproxen (EC1.11.1.7.)
anaerobni acetaminofen deacetylace arylamino N-acetyltransferaza (EC
2.3.1.5)

anaerobni atenolol amidhydrolyza serinova proteaza (EC 3.4.21)

anaerobni ibuprofen, fosforylace acetakinaza (EC 2.7.2.1)

naproxen

anaerobni trimethoprim O- O-methyltransferaza (EC 2.1.1.-)

demethylace
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1.3 BIOTRANSFORMACE CHLOROVANYCH SLOUCENIN

Proces zapojeni mono- a dioxygendzovych enzymu je stejny i u chlorovanych sloucenin,
avsak obecné maji tyto enzymy nizkou specifitu vii¢i chlorovanym derivatim, proto musi
byt nizka specifita kompenzovana zvysenim hladin enzymi (= hustotou mikroorganismii
produkujicich dany enzym). Plati, ze molekuly s nizkym poctem atomti chloru (mén¢ nez
pet) jsou piistupnéjsi plisobeni téchto enzymul a molekuly s vice nez péti atomy chloru jsou
odolné vué¢i tomuto typu oxidace. Mikrobialni degradace chlorovanych alifatickych i
aromatickych latek, jako je mnapt. trichloroethen (TCE), dichlorethyleny (DCEs),
vinylchlorid (VC) vede k vyznamné mineralizaci téchto zneciStujicich latek, ke kompletni
biodegradaci vSak obvykle nedochazi (Nzila, 2013). U jinych sloucenin je vSak prokazéno,
ze nékteré mikroorganizmy mohou kometabolismem znecistujici latku uplné rozlozit.
Siroké pouziti t&chto chlorovanych molekul vedlo a vede k tomu, Z¢ samy o sob& nebo
produkty jejich caste¢ného rozkladu znecist'uji rizné sféry zivotniho prostiedi (pady, vody),

¢imz predstavuji zdravotni riziko pro lidi i zvitata (Nzila, 2013).

1.3.1 Kometabolicka bakterialni degradace TCE

Prvni zminky pouZiti této chemické latky zacaly ve 20. letech minulého stoleti. Od té doby
se TCE vyuzivd v mnoha odvétvich, jehoz disledkem je pfedevS§im kontaminace pid a
podzemnich vod. Tuto kontaminaci lze z prostfedi odbourat mikrobidlnim kometabolismem
za pristupu kysliku nebo anaerobné redukéni dechloraci (Chen et al. 2008).

Bylo zjisténo poprvé Wilsonem a Wilsonem (1985), ze nékteré mikroorganismy jsou
schopné aerobni degradace halogenovanych uhlovodikl, jako je TCE. Tato studie se
potvrdila pfi experimentalnich podminkdch TCE o koncentraci 150 pg/l, kdy doslo
k odstranéni 99 % TCE pomoci methanotrofnich bakterii za vzniku oxidu uhli¢itého. Studii
Arcangeliho a Arvina (1997) se potvrdilo, ze Pseudomonas cepacia G4 je mnohem G¢inné;js$i
nez ostatni ptibuzné druhy pfii rozkladu TCE, jelikoZ tento druh vykazoval silnou afinitu
k TCE o koncentraci 0-2,5 mg/l, s primérnou schopnosti rozkladu 0,038 g TCE/g
biomasy/den. Dal§im ditkazem rozkladu TCE pomoci bakterii byl vyzkum Shimomury et al.
(1997), kdy methanotrofni bakterialni kultura Methylocystis sp. M prokazala vysokou
ucinnost rozkladu TCE o koncentraci 0,9-1,6 mg/l a dosahla jeho 90% odstranéni (Shukla et
al. 2012). Vyznamnou studii se stala prace Ishidy a Nakamury (2000), zabyvajici se kmenem
Ralstonia sp. KN1-10A. Pii tomto pokusu kmen bakterii byl kultivovan pii 30 °C
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s modelovou podzemni vodou s TCE. Z piedeslych studii bylo jiz znamo, ze TCE je
rozkladan za ptitomnosti fenol 2-monooxygenazy na TCE-epoxid nebo chloral, jejichz dalsi
rychlost pfemén je zavisla na experimentalnich podminkach. Zjistili, ze chloral a jeho
produkty oxidace nebyly produkty degradace TCE kmenem Ralstonia sp. KN1-10A. Tyto
produkty vSak byly prokdzany pti rozkladu TCE kulturou Methylocystis sp. M. Jelikoz
kyselina trichloroctova i chloral zptsobuji potencidlni zdravotni rizika, jejich absence béhem
degradace TCE bakteriemi Ralstonia sp. KN1-10A je vice nez vhodna. Osud TCE epoxidu
spo¢iva ve spontdnni hydrolyze ve vodném prostiedi, jejimiz produkty jsou chloridy,
kyselina glyoxylova, kyselina mravenc¢i a oxid uhelnaty, Produkce oxidu uhelnatého se
predpokladd na cca 7,0 mol % z TCE a zbytek — vice jak 90 % uhliku z rozpadu TCE -
pfechazi do kyseliny glyoxylové. Proto je vyhodné pouziti tohoto bakteridlniho kmenu s
fenol 2-monooxygenazou z toho divodu, Ze pfeména TCE jde hlavné na glyoxylat, z néhoz
kmen dostava ziviny v podob¢ uhliku a energie, tudiz se mikroorganizmus muze béhem

degradace TCE ¢astecné regenerovat (Ishida a Nakamura, 2000).

\ / fenol 2-monooxygendza \ / \ /
/ \ kyslik, NADPH / \

Trichlorethylen TCE-epoxid
Spontanni
hydrolyza

Kyselina glyoxylova
Kyselina mravenci
Oxid uhelnaty
Utilizace bunikami Chloridy

Obrazek 3 Degradace TCE bakteriemi Ralstonia sp. KN2-10A
(upraveno z Ishida a Nakamura, 2000)
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Dalsi prace, kterd se zabyvala schopnosti bakterii degradovat TCE, byla diplomova prace
Krajc¢irikové (2022), jez se zabyvala kometabolismem pomoci bakterie Comamonas
testosteroni RF2 za chladnych teplot. Prvnim vyzkumem bylo nutné zjistit minimalni
teplotu, za které bude tato kultura schopna rust na fenolu a tvofit tak kliCovy enzym pro
degradaci TCE. Nejvyssi rust na fenolu vykazovala kultura pfi teploté 25 °C, pfi teploté
13°C v tekutém minerdlnim médiu s koncentraci fenolu 250 mg/l vSak rostla az po delsi
lagové fazi a pii 8°C na samotném fenolu v koncentraci 250 mg/I nerostla viibec. DalSimi
zkouskami vSak bylo jisténo, Ze za ptfitomnosti dalSich podplrnych substratii, jako napf.
tryptonu, kvasni¢éného extraktu nebo mlécnanu sodného, dochazi pii teploté 13 °C ke
zkraceni lagové faze a kultura RF2 je tak schopna na fenolu vyrtst rychleji. Navic bylo
prokazéno, ze pii snizeni koncentrace fenolu na 100 mg/l je kultura RF2 schopna — v
ptitomnosti podpirného mléénanu sodného — ptece jenom fenol spotiebovavat i pti 8 °C.
Tyto vysledky pak umoznily provedeni testli degradace TCE uvedenou kulturou pfi
teplotach jak 13°C, tak i 8 °C. Pfi experimentech, provadénych za teploty 13 °C, prob¢hla
pti vstupnich koncentracich TCE ve vodné fazi 1,6 a 3,2 mg/l Gplné degradace za 7 a 11 dni;
lagova faze trvala v obou pokusech pfiblizn€ 4 dny. V pokusech pii 8 °C, se vstupni
koncentraci TCE ve vodné fazi 1,8 mg/l, jiz byla zaznamendna podstatné delsi doba lagové
faze — cca 17 dnil. Po ni vSak jiZ nasledovala faze né¢kolikadenni degradace TCE, takze po

26 dnech pokusu doslo k jeho tplné degradaci (Kraj€irikova, 2022).
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2 PUVOD KULTUR POUZITYCH V DIPLOMOVE PRACI

Vyzkum bakteridlnich degradaci TCE za nizkych teplot probihal v poslednich letech v urcité
mife i na Ustavu inZenyrstvi ochrany ZP FT UTB ve Zliné& a vedl k ziskani nékolika &istych
kultur. Kultury, pracovné oznacené jako 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A, byly ziskany v pribehu
nedokonéené diplomové prace M. Pekarka v letech 2020 — 2021. Spolu s dalSimi
bakterialnimi kulturami byly ziskédny z riznych vzorkl tekoucich i stojatych vod, a to
kultivaci v mineralnim médiu s fenolem o koncentraci 250 mg/l, pti teploté cca 8 °C, s
naslednou izolaci na pevnych zivnych agarech. Celkem bylo tehdy izolovano 14
bakteridlnich kmendi, z nichz 12 bylo postupné testovano na schopnost rozkladat
trichloroethen (TCE) kometabolickou degradaci pti 8 °C, po riistu na smési fenol + mlécnan
sodny (100 + 100 mg/1). Pti téchto pokusech byla pouzita vstupni koncentrace TCE ve vodné
fazi 1,2 — 1,4 mg/l a vyse uvedené kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A prokazaly schopnost
TCE v této koncentraci zcela odstranit. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2 (Ruzicka, J.,

2022, osobni sd¢leni)
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Tabulka 2 Piehled kultur ziskanych v nedokoncené diplomové praci M. Pekarka a ucinnost

jejich kometabolického rozkladu TCE pii vstupni koncentraci 1,2 — 1,4 mg/1

Doba rastu kultury | Mira degradace
Kultura Pivod na fenolu 250 mg/1 TCE (%)
(dny)

1A Reka Df¥evnice, Zlin 5az 6 100

1C Reka Dievnice, Zlin 6 98

5A Ri¢ka St’avnice, Luhatovice 6 100

5B Ri¢ka St’avnice, Luhatovice 9 100

6A Potok bezejmenny, Biteziivky 5az6 100

6B Potok bezejmenny, Breziivky 6 100

TA Lucni mokiad, Veseli n. Mor. 5 447

7B Lu¢ni moktad, Veseli n. Mor. 9az 10 46,1

8A Mokiad, Veseli n. Mor. 12 az 14 Netestovano
8C Mokrad, Veseli n Mor. 7 az 8 64,5

9A Pramen, Brumov 12 az 14 Netestovano
11A Sirny pramen, Provodov 8az9 80,2
12A Lesni potok, Provodov 6 az7 100
14A Nadrz, Provodov 7az9 51,4

Kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A byly po pokusech degradace TCE zakonzervovany pfi
teplotd -80°C v glycerolu a uschovany pro dalsi studia v mikrobiologické laboratofi Ustavu

inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi FT UTB.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

Pro praktickou ¢ast diplomové prace bylo pouzito mineralni médium, zasobni roztok TCE,
zasobni roztok fenolu, fysiologicky roztok a kultury 1A, 5A, 6A, 6B a 12A. Kultura 5B se
v pribéhu dvou soub&znych bakalaiskych praci, probihajicich na UIOZP, ukazala jako

totozna s kulturou 5A.
3.1 Pouzité roztoky

3.1.1 Mineralni médium (dale jen MM)

Celkovy objem 500 ml a pH média 7,4 —7,5.

Voda destiloVana. ..........oiiiiii i e 425 ml
23,90 g/L NazHPO4. 12H2O ..o eiiie e 40 ml
9,078 /L KHoPO4. ..o 10 ml
30,00 @/L NHACL. ...t e 5ml
10,00 g/L MESO4.TH20.. ..o e e e, 5ml
3,00 g/L Fe(NH4)2.(SO4)2.6H2O . ..o.oiviii e 5ml
1,00 g/L CaCl2.2HoO ... e 5ml
10,00 @/L NACL. .. ..o 5ml
Roztok StopovyCh PrvKi. .. .co.eii e 1 ml

3.1.2 Roztok stopovych prvki

MNSO4.5 HoO ..o e, 0,043 ¢
H3BOS oo 0,057 g
ZNSO8THIO .o 0,043
(NH4)6M07024.6 HoO ..oonviiiiitii e e e e 0,037 g
COMNOS)LE HIO oo 0,025 g
CUSO4. S HoO o 0,040 g

Vsechny latky byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.

3.1.3 Fysiologicky roztok

8,50 g NaCl v 1000 ml destilované vody
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3.1.4 Chemikalie a Zivné médium
e Trichloroethen (Sigma-Aldrich), zdsobni roztok o koncentraci cca 1 g/l

Do plynotésné lahvicky s plynotésnym septem bylo nadavkovano 1,5 ml destilované vody a
poté pfidano cirka 50 pl trichloroethenu. Cela smés byla dokonale promichana, a to po dobu
15 minut a nasledné byl TCE ponechan béhem 24 hod sedimentaci, kdy se na dné nadobky

vytvorila mala kapicka trichloroethynu. Nad ni byl pfitomen nasyceny roztok TCE.

e Fenol (Sigma-Aldrich), zasobni vodny roztok o koncentraci 50 g/l, sterilizovany

filtraci ptes sterilni ultrafiltr Ahlstrom ReliaPrep s velikosti pori 0,2 pm.

e Zivny agar pro kultivaci kultur: byl pouzivan Tryptone yeast extract agar (TY A agar)
firmy HIMEDIA a byl pfipravovan dle pfedpisu vyrobce; po sterilizaci byl rozlévan

do sterilnich petriho misek

3.2 Pouzity biologicky material

K pokusu byly pouzity kultury oznacené 1A, 5A, 6A, 6B a 12A. VSechny kultury byly
oziveny z mrazaku -80 °C vyockovanim na TYA agary a kultivaci pfi 8 °C. Predkultivace
kultur pfed pokusy byla provadéna bud’ na TYA agarech (5 — 7 dni pii 8°C) nebo v MM s
fenolem (200 mg/1), rovnéZ po dobu 5 — 7 dni pfi 8°C nebo v MM s fenolem (200 mg/l) a
tryptonem (100 mg/1).

3.3 Pouzité mérici pristroje
3.3.1 Densilametr

Densilametr je pfistroj, ktery méfi optickou hustotu bakteridlni suspenze (OD), tedy jeji
zakal. Zmétené hodnoty jsou pfistrojem pievedeny do jednotek dle McFarlanda, jehoz
rozsah méteni se pohybuje od 0 — 15 jednotek McF a doba méfeni trva cca 2 vtefiny ve
zkumavkach o objemu 15 ml. Pfistroj byl pouZivan k nastaveni hustoty suspenzi kultur pted

pokusy a také k méteni hustoty bun€k v pribéhu nekterych pokust.
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Obrazek 4 Densilametr

(vlastni zdroj)

3.3.2 Koncentrator TEKMAR LSC 2000

Koncentrator prochazi automaticky jednotlivé kroky popsané nize a je fizen
mikroprocesorem. Inertni plyn, coz je dusik, je soucasné plynem stripovacim i nosnym.
S kolonou plynového chromatografu je propojen vyhfivanou trubici. Objem vzorkd,
davkovanych do koncentratoru, byl vzdy 5 ml; v ptipad¢ vzorkli s TCE bylo vétSinou
provedeno fedéni vzorku tak, ze do nadobky koncentratoru byl nejprve nadavkovan objem
prevarené chladné destilované vody (4 nebo 4,5 ml) a poté byl pfidan vlastni vzorek o
objemu I nebo 1,5 ml. K zakoncentrovani nami sledované latky (TCE) byla pouzita metoda
Purge and Trap, kdy extrakce latky byla provedena stripovanim inertnim dusikem, ktery
reagoval s matrici nesouci t¢kavou latku. Uvolnéna tékava latka byla sorbovana na trubici
se sorbentem (trap). Po zahtati trubice (proces desorpce) se latka uvolnila ze sorbentu,
nasledné latka proudila do plynového chromatografu k detekei.

Predvolené kroky operacniho systému koncentratoru:

STANDBY (35 °C) — klidova poloha, ustalovani po¢ate¢nich podminek

PURGE READY - podminky ustaleny, davkovani vzorku
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PURGE (11 minut) — dochézi k uvolnéni t€kavych latek z matrice vzorku pomoci inertniho
plynu (dusik). Do stripovaci nadobky se vzorkem je pfiveden inertni plyn. Dochazi
k uvolnéni tékavé latky ze vzorku. VOC je nésledné zachycena na sorbent v trapu, tim se
koncentruje a inertni plyn prochdzi zafizenim bez zadrzeni. Nosny plyn prochézi
Sesticestnym ventilem koncentratoru do GC.

DRY PURGE (3-4 minuty) — suSeni, odstranéni zkondenzované vody pomoci inertniho
plynu, ktery prochazi trapem.

DESORB READY - vzorek je ptipraven k poslani do GC

DESORB PREHEAT (245 °C) — predehtati trapu, pted desorpci, na teplotu o nékolik stupnii
nizsi, néz je teplota desorpce, dochéazi k uvolnéni VOC z absorbentu.

DESORB (4 minuty; 250 °C) — vyhtéati trapu na teplotu 250 °C, vzorek je vypuzen do GC.
Vzorek je vypuzen z trapu opa¢nym smérem, nez na néj byl zachycen, a to pomoci otoc¢eni
sméru proudéni inertniho plynu Sesticestnym ventilem.

INJECT

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

3.3.3 Plynovy chromatograf HEWLETT PACKARD 5890 SERIES II

Plynovy chromatograf Hewlett Packard HP 5890 Series Il je pfistroj ur€eny k analyze
plynnych a t€kavych chemickych slozek komplexnich vzorkd v primyslu, toxikologii,
screeningu 1€k, bezpecnosti potravin a forenzni 1 obecné chemické analyze. Tento piistroj
vyuziva pruto¢nou trubici znamou jako kolona, kterou prochazeji chemické slozky vzorku v
proudu plynu. Tyto slozky se pohybuji riznou rychlosti v zavislosti na jejich chemickych a
fyzikalnich vlastnostech a také interakci se specifickou nédplni kolony, kterou nazyvame
stacionarni faze. Vysledkem analyzy je chromatogram, ktery ptedstavuje piky, jejichz vysky

by mély byt idealn€ zavislé na koncentraci konkrétni slozky ve vzorku.

Soucésti plynového chromatografu je kapildrni kolona QUADREX se stacionarni fazi —
Methy Phenyl Cyanopropyl Silicone, o délce 30 m, s vnitinim primérem 530 um a tloustkou
filmu 3 pm. GC obsahuje dva detektory. Detektor elektronového zachytu (ECD) a
plamenoionizacni detektor (FID).

Nastavené parametry: OVEN TEMP 35 °C; INIT VALUE 35 °C; INIT TIME 10 min; RATE
4 DEG/min; FINAL TEMP 150 °C, FINAL VALUE 150; FINAL TIME 5,00; INJ A TEMP
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OFF; INJ B TEMP OFF; DET A TEMP ON 230 °C; DET B TEMP OFF; DET A (FID) ON;
DET B (ECD) OFF.
Nastaveni plynového chromatografu prob&hlo v souladu s normami CSN EN ISO 15680 a
CSN EN ISO 10301.

3.3.4 Integrator HEWLETT PACKARD 3396 SERIES II

Integrator vyhodnocuje signal z detektoru FID (ECD). Vystupem je chromatograficky
zaznam na papirovém nosici. Na chromatogramu jsou zaznamenané piky patfici sledovanym
VOC podle jejich reten¢nich ¢asii. Soucasti chromatogramu je zapis o mnoZzstvi sledované
latky (plocha piku).

Nastavené parametry:

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

[ATT 2] 2 —nastaveni citlivosti

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

[AR REJ] 0 — definuje minimalni plochy pro zaznam pika

[THRSH] 2 — definuje minimalni Sitky pro detekci piki

[PK WD] 0,04 — nastaveni oCekavané §itky pikli na hodnotu optimalni pro kvantifikaci

Obrazek 5 Koncentrator (vlevo), plynovy chromatograf (uprostted) a integrator se

zapisovacem (vpravo)

(vlastni zdroj)
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3.4 Priprava pokusu

Vsechny pokusy degradace TCE byly provadény ve sterilnich sklenénych vzorkovnicich
(vialkédch) pro préaci s tékavymi latkami; vialky byly opatfeny silikonovymi septy
s teflonovym potahem a Sroubovymi uzavéry. Pied jednotlivymi pokusy byly vialky
sterilizovany v horkovzdus$né susarné pti 180 °C po dobu 4 hodin a uzavéry se septy byly
sterilizovany UV zafenim pro dobu min. 3 hodin. Byly pouzity vialky o celkovém objemu

40 ml, v nichz pfi pokusech tvofila vodna faze objem 10 ml.

3.4.1 Degradace TCE pii vstupni koncentraci 2,5 mg/l v§emi kulturami — priprava

vialek

Predinkubace vSech kultur byla provedena na TYA agarech. Pro pokusy byly postupné
pfipraveny suspenze kultur ve sterilnim fysiologickém roztoku (OD = 1,0). Kazda kultura
byla davkovana do 5 ks vialek, do kterych bylo pfedtim nutné jesté nadavkovat sterilni MM,
a zasobni roztok fenolu; roztok TCE byl ptidavan posledni a kazda vialka byla poté okamzit¢
uzaviena.

Davkovani bylo nasledujici:

Pro kazdou kulturu bylo ptipraveno 5 ks vialek s 10 ml MM, bez fenolu, a s roztokem TCE
(45 pl do 1 vialky) — tyto vialky ptfedstavovaly blanky. Déle bylo pro kazdou kulturu
pfipraveno 5 ks vialek s 9,95 ml MM, 40 pl zasobniho roztoku fenolu (tj. s vyslednou
koncentraci 200 mg/1) a 10 pl pfislusné bakterialni suspenze.

Poté bylo do vialek s kulturami ptidano 45 pl zasobniho vodného roztoku TCE pomoci
plynotésného davkovace (vysledna koncentrace TCE 2,5 mg/l). Vialky byly inkubovany po
dobu 18 dni pii 8 °C u kultur 6A a 12A, u kultur 1A a 6B 21 dni a u kultury 5A 31 dni;

kone¢né koncentrace TCE byly zméteny plynovou chromatografii vZdy aZ na konci pokusi.

3.4.2 Degradace TCE pri zvySené vstupni koncentraci kulturami 1A a 6B

Ptedinkubace kultur na TY A agarech. Pro druhou ptipravu pokusu bylo nutné opét ptipravit
suspenze kultur 1A a 6B ve sterilnim fysiologickém roztoku. Tyto kultury byly davkovéany
do 16 ks vialek z celkového poctu 24 ks, do kterych bylo nutné jesté nadavkovat sterilni
MM, zasobni roztok fenolu a TCE.

Dévkovani bylo nasledujici:

Pro kazdou kulturu byly pfipraveny 4 ks vialek s 10 ml MM, bez fenolu, a s roztokem TCE
(60 pl do 1 vialky) — tyto vialky pfedstavovaly blanky. Dale bylo pro kazdou kulturu
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ptipraveno 8 ks vialek s 9,95 ml MM, 40 pl zasobniho roztoku fenolu (tj. s koncentraci 200
mg/l) a 10 pl ptisluSné bakteridlni suspenze.

Poté bylo do 4 vialek s kulturou 1A a do 4 vialek s kulturou 6B piidano 60 pl zasobniho
vodného roztoku TCE pomoci plynotésného davkovace (s predpoklddanou vyslednou
koncentraci 3,5 mg/l TCE). Vialky byly inkubovany po dobu 22 a 26 dni pfi 8 °C a kone¢né
koncentrace TCE byly zméteny plynovou chromatografii. Do dal$ich 4 vialek s kulturou 1A
bylo nadavkovéano 100 pl zasobniho vodného roztoku TCE (s piedpokladanou vyslednou
koncentraci nad 5 mg/l TCE) také pomoci plynotésného davkovace. Vialky byly inkubovany

po dobu 61 dni pfi 8 °C a konecné koncentrace TCE byly zméfeny plynovou chromatografii.

3.4.3 Degradace TCE kulturami 1A a 6B vyrostlymi na fenolu

Pro ptipravu tetiho pokusu byly pouzity kultury 1A a 6B, predinkubované v MM s fenolem
(200 mg/1) 6 dni pied pokusem, pfi teploté 8 °C. Opticka hustota téchto kultur byla po této
predinkubaci 0,9 a 1,0. Tyto kultury byly davkovany do 24 ks vialek z celkového poctu 30
ks. Bylo pfipraveno 320 ml sterilntho MM, ze které¢ho bylo ptipraveno 6 vialek blankti s 10
ml MM (oznacené Blank 1 — Blank 6). Do zbyvajicich 260 ml MM byl pfidan fenol o
koncentraci 200 mg/l (tj. 1,05 ml zasobniho roztoku o koncentraci 50 g/l). MM bylo
rozdéleno pil na pual (tj. 2x 130 ml) a kazd4d davka MM s fenolem byla zaockovana jednou
kulturou (130 pl). Poté bylo kazdé naockované médium rozpipetovano po 10 ml do 12 ks
vialek.

Davkovani bylo nasledujici:

Pro kazdou kulturu bylo ptipraveno 6 ks vialek s 10 ml MM, bez fenolu, a s roztokem TCE
(60 pul do 1 vialky) — tyto vialky ptfedstavovaly blanky. Dale bylo pro kazdou kulturu
pfipraveno 12 ks vialek s 9,95 ml MM, 60 pl zasobniho vodného roztoku TCE (4.
s predpokladanou vyslednou koncentraci 3,5 mg/l) a 10 pl ptisluSné bakteridlni suspenze
vyrostené na fenolu. Vialky byly inkubovany po dobu 21 dni pii 8 °C a kone¢né koncentrace
TCE byly stanovovany postupné plynovou chromatografii, kdy se zacalo 48 hodin od

zahajeni pokusu (2 dny inkubace).

3.4.4 Degradace TCE kulturou 1A vyrostenou na fenolu s tryptonem (2 pokusy)

Pro ¢tvrtou piipravu byla pouzita pfedinkubovand kultura 1A v MM s fenolem (200 mg/1) a
tryptonem (100 mg/l), 7 dni pfed pokusem, pfi teplot€¢ 8 °C. Optickd hustota (OD) této
kultury byla po ptedinkubaci 2,0. Kultura 1A byla ddvkovana do 21 ks vialek, kdy bylo
pfipraveno 225 ml sterilntho MM. Déle bylo pfipraveno 6 vialek blankd s 10 ml MM
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(oznacené Blank 1 — Blank 6). Do 225 ml sterilniho MM byl ptidan fenol o koncentraci 200
mg/l (. 1,09 ml zasobniho roztoku o koncentraci 50 g/l). MM bylo promichano a
naockovano 230 pul indukované kultury 1A, bylo pipetovano po 10 ml do 21 vialek.
Déavkovani bylo nasledujici:

Bylo pfipraveno 6 ks vialek s 10 ml MM, bez fenolu a bez tryptonu, s roztokem TCE (60 pl
do 1 vialky) do vodné faze — tyto vialky pfedstavovaly blanky. Déle bylo pfipraveno 21 ks
vialek s MM s obsahem kultury 1A, fenolu, kdy do vodné faze bylo davkovano davkovano
60 pl zasobniho vodného roztoku TCE (tj. s vyslednou koncentraci cca 3,5 mg/l). Vialky
byly inkubovany po dobu 24 dni pii 8 °C a kone¢né koncentrace byly stanoveny postupné

plynovou chromatografii, kdy se zacalo 72 hodin od zahajeni pokusu (3 dny inkubace).

Pata a posledni piiprava zahrnovala piedinkubovanou kulturu 1A v MM s fenolem (200
mg/l) a tryptonem (100 mg/l) 7 dni pfed pokusem, pti teploté 8 °C. Optickd hustota této
kultury byla tésn¢ po inkubaci 2,0. Kultura 1A byla davkovana do 20 ks vialek, kdy bylo
ptipraveno 275 ml sterilniho MM. Déle bylo ptipraveno 7 vialek blanki s 10 ml MM (z jiné
lahve) (oznacené Blank 31 — Blank 37). Do 275 ml sterilntho MM byl pfidan fenol o
koncentraci 200 mg/l (t). 1,1 ml zasobniho roztoku o koncentraci 50 g/l). MM bylo
promichéno a naockovano 275 ul indukované kultury 1A a nasledné bylo pipetovano po 10
ml do 20 vialek.

Davkovani bylo nasledujici:

Bylo pfipraveno 7 ks vialek s 10 ml MM, bez fenolu a bez tryptonu, s roztokem TCE (100
ul do 1 vialky) do vodné faze — tyto vialky pfedstavovaly blanky. Dale bylo ptipraveno 20
ks vialek s MM s obsahem kultury 1A, fenolu, kdy do vodné faze bylo davkovano 100 ul
zasobniho vodného roztoku TCE (tj. s vyslednou koncentraci nad 5 mg/l).

Vialky byly inkubovany po dobu 49 dni pti 8 °C a kone¢né koncentrace byly stanoveny
postupné plynovou chromatografii, kdy se zacalo 96 hodin od zahéjeni pokusu (4 dny

inkubace).
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3.5 Kalibraéni krivka pro stanoveni TCE

Byly piipraveny tii standardy TCE o koncentraci 223,9; 2239 a 5945 mg/l. Kazda
koncentrace byla davkovana do Tekmaru v mnozstvi 1 a 0,5 ul stiikackou Hamilton do
objemu 5 ml demineralizované vody. Koncentrace davkovanych objemil roztokd c¢inila
22,39; 44,78; 223,9; 447,8; 594,5; 1189 ng/l TCE. Kazda koncentrace byla méfena dvakrat
vedle sebe. Na zakladé sestavené kalibracni kiivky byly odecitany skutecné koncentrace

TCE ve vzorcich.
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Obrazek 6 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni TCE
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Schopnost kultur 1A, SA, 6B, 6A a 12A rozkladat TCE pfi vstupni
koncentraci cca 2,5 mg/l
Pro odhad délky pokust byly pouzity vysledky dle B¢P Karoliny Linhartové (2023).

Pti planovani pokusi bylo predpokladano, ze doba kultivace pii 8 °C bude alesponi 1 tyden

po ukonceni riistu na fenolu.

1A: zacatek rtstu cca 4. den, maximalni rast 10. az 12. den (Linhartova, 2023); doba pokusu

by tedy méla byt minimalné 19 — 20 dni.

5A: zacatek rustu cca 5. — 6. den, maximalni rast 17. — 18. den (Linhartova, 2023); doba

pokusu by méla byt min. 25 dni.

6B: zacCatek ristu cca 3. az 4. den, maximalni rust 10. az 12. den (Linhartova, 2023); doba

pokusu by méla byt minimalné 19 — 20 dni.

Tabulka 3 Koncentrace TCE blankti a TCE po kultivaci kultur 1A, 5A a 6B

Koncentrace | pramér
Plocha | Koncentrace | TCg (ng/) Smérodatna
Doba ’ ug TCE
piku TCE | TCE (ng/l) L. odchylka
pokusu (p¥epotet) (ng/h
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku S ml
Blank 1 600 723 458 2289,5
Blank 2 603 754 460 2301,1
Blank 3 670 066 511 2553,8 2421,3 122,2
Blank 4 661 506 504 2521,2
Blank 5 640 427 488 2440,8
Kultura 1A

21 dni 0 0 0,0

21 dni 0 0 0,0

21 dni 0 0 0,0 0,0 0,0

21 dni 0 0 0,0

Na chromatogramu z plamenoioniza¢niho detektoru (FID) jsou zaznamenané informace o
case, kdy byla dana latka detekovana a jeji pik o dané plose. Piky TCE byly zaznamenéany

cca v 10. minuté chromatografického zaznamu.
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Obrazek 7 Chromatogram kultury 1A po inkubaci, pfi vstupni koncentraci TCE 2,5 mg/I

Pokracovani tabulky 3 Koncentrace TCE blankti a TCE po kultivaci kultur 1A, 5A a 6B

Plocha | Koncentrace Ifl:)éllcgeatlg‘z/llc)e Primér | Smérodatna
Doba | piku TCE | TCE (ug/) TCE (ng/l) | odchylka
pokusu (pirepocet)
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
Kultura S5A
31 dni 0 0 0,0
31 dni 0 0 0,0
31 dni 0 0 0,0 0,0 0,0
31 dni 0 0 0,0
Kultura 6B
21 dni 0 0 0,0
21 dni 0 0 0,0
21 dni 0 0 0,0 0,0 0,0
21 dni 0 0 0,0
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RUN # 2 NOU 14,

RUNHT 2 HUd 14

Zu2Z

Obrazek 8 Chromatogram kultury 5A po inkubaci, pti vstupni koncentraci TCE 2,5 mg/1
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Tabulka 4 Koncentrace TCE blankt a TCE po kultivaci kultur 6A a 12A

Koncentrace
Plocha Koncentrace | TCE (ng/l) Prumér Smérodatna
Doba piku TCE | TCE (ug/) s TCE (ng/l) | odchylka
pokusu (prepocet)
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
Blank 1 732 642 558 27923
Blank 2 738 165 563 28133
Blank 3 724 930 553 2762.,9 27589 64,6
Blank 4 699 819 533 2667,2
Kultura 6A
18 dni 99 416 76 378.9
18 dni 109 623 84 417,8
18 dni 88 803 68 338,5 380,7 32,7
18 dni 101 741 78 387.,8
Kultura 12A
18 dni 224 747 171 856,6
18 dni 195 143 149 743.,7
766,5 81,2
18 dni 183 417 140 699,1

Vysledky uvedené v tabulkach 3 a 4 ukazuji, Ze kultury 1A, 5A a 6B dokazaly rozlozit 100%
TCE z jeho vychozi koncentrace okolo 2,5 mg/l, zatimco kultury 6A a 12A rozlozily jen 86
a 72%. Do dalSich pokusti byly tedy vzaty jen kultury 1A a 6B, a to diky ponékud
rychlej$imu ristu na fenolu oproti kultufe SA. Uvedené kultury tedy byly dale testovany na

rozklad TCE pfi zvySené koncentraci, a to kolem 3,5 mg/1.

4.2 Schopnost kultur 1A a 6B rozkladat TCE p¥ri vstupni koncentraci
cca 3,5 mg/l

vvvvvv

koncentrace TCE. Pti davkovani zasobniho roztoku TCE do pfipravenych vialek s MM,
fenolem a jednotlivymi kulturami (1A a 6B) byl pouzit objem 60 pl. Bylo vypozorovano, ze
u davky 60 ul TCE roste po zahajeni pokusu pomérné dobte kultura 1A, kdy po 12 dnech
byla vizualn¢ ve vialkdch narostend, naopak kultura 6B rostla trochu pomaleji, ta byla
narostena az po 18 dnech inkubace. U tohoto pokusu byla zbytkovd koncentrace TCE

méiena jednak po 22. dni a také po 26. dni inkubace pii 8 °C.
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Tabulka 5 Koncentrace TCE blankti a TCE po kultivaci kultury 1A
Koncentrace 0 . .
T Plocha Koncentrace TCE (ug/)) Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 Y TCE /1 odchylka
pokusu . (ug/h (prepocet (ng/h y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
Blank 1 966 484 737 3683,5
Blank 2 923 491 704 3519,7
3729,3 178,4
Blank 3 987 910 753 3765,2
Blank 4 1036 101 790 3948.9
Kultura 1A
22 dni 107 872 82 411,1
629,3 308,5
22 dni 222 353 169 847.4
26 dni 11 600 9 442
22,1 31,3
26 dni 0 0 0,0
Tabulka 6 Koncentrace TCE blankti a TCE po kultivaci kultury 6B
Dob Plocha Koncentrace Ifl?él]czea:g;se Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 IS TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/) Enn ) (ng/) y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
Blank 1 966 484 737 3683,5
Blank 2 923 491 704 3519,7
3729,3 178,4
Blank 3 987 910 753 3765,2
Blank 4 1036 101 790 3948,9
Kultura 6B
22 dni 404 811 309 15428
14174 177,4
22 dni 338973 258 1291,9
26 dni 225 615 172 859,9
658,8 284,3
26 dni 120 108 92 457.8
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Obrazek 9 Chromatogram kultury 6B po inkubaci, pfi vstupni koncentraci TCE 3,5 mg/1
(doba degradace 22 dni)
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Obrazek 10 Chromatogram kultury 6B po inkubaci, pti vstupni koncentraci TCE 3,5 mg/1
(doba degradace 26 dni)

Vysledky uvedené v tabulkach 5 a 6 ukazuji, Ze kultura 1A rozloZila po 22 dnech 83,1 %
TCE a po 26 dnech to bylo 99,4 % odstranéni TCE. Kultura 6B dokdazala rozlozit po 22
dnech 62 % a po 26 dnech 82,3 %. Je sice tedy mozné, ze pokud by kultura 6B dostala
k dispozici jesté né€kolik dalSich dni v tomto pokusu, mohla by rozlozit vice TCE neZ
puvodné rozlozila, ale protoze kultura 1A prokdzala rychlejsi rist v pfitomnosti TCE a

vyznamné lepsi degradacni schopnosti, bylo v dalSich pokusech pracovéano pievazné s ni.
4.3 Schopnost kultury 1A rozkladat TCE p¥i vstupni koncentraci nad 5
mg/1

Po nasazeni pokusu a sledovani ristu kultury v pfipravenych vialkach bylo z vizudlniho

pozorovani zifejmé, ze takto vysoka koncentrace TCE je jiz pro kulturu 1A vice ¢i méné
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toxickd, nebo zasahuje do procesu indukce enzymu(i), nebot’ po 25 dnech inkubace kultura

vyrostla jen v jediné vialce. Ve vSech vialkach byl riist zaznamenan az 32. den inkubace.

Tabulka 7 Koncentrace TCE blankt a TCE po kultivaci kultury 1A

Dob Plocha Koncentrace I?gg?;;?l;e Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 . TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/) o) (ng/) y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml

Blank 1 1351 642 1030 5151,5

5250,4 8,9
Blank 2 1 403 548 1070 5349,3

Kultura 1A
61 dni 449 935 343 1714,8
61 dni 181 610 138 692,2 1152,0 519,0
61 dni 275278 210 1049,2
() sns + e s oo by, At
e

Obrazek 11 Chromatogram kultury 1A po inkubaci, pfi vstupni koncentraci TCE nad 5

mg/1 (doba degradace 61 dni)
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Vysledky uvedené v tabulce 7 poukazuji na to, ze kultura 1A rozlozila po 61 dnech 78,1 %
TCE z jeho vychozi koncentrace nad 5 mg/l. Kultura 1A vSak m¢la dlouhou lagovou fazi,

proto bylo v dalSich pokusech pracovano s touto kulturou piedinkubovanou na fenolu.

4.4 Schopnost kultur 1A a 6B, indukovanych na fenolu, rozkladat TCE

pri vstupni koncentraci cca 3,5 mg/l

Jelikoz méla kultura 1A pti vysoké davce TCE (nad 5 mg/l) dlouhou lagovou fazi, byl
navrhnut dal§i pokus s kulturami, které byly predinkubované na fenolu. Diky této
ptedinkubaci mohou mit kultury jiz vytvofeny enzymy, které bez kontaktu s fenolem nemaji,
tudiz bylo ptedpoklddano, ze predinkubace na fenolu muze zrychlit rist kultur po
naoCkovani do testi s TCE (a fenolem), a tim i degradaci TCE. U téchto pokusii byla
ptipravena rozsahlejsi fada pokusnych vialek tak, aby degradace TCE mohla byt sledovana
v riznych €asovych intervalech a byla tak sestavena degradacni kiivka. Vysledky jsou
uvedeny v nasledujicich tabulkach a také v grafu na obr. 12. Soucasné byl pomoci optické
density sledovan rist obou kultur po naockovani do vialek s fenolem a TCE, a to tak, ze
zbytek degradacnich suspenzi po stanoveni TCE byl pfelit do plastovych zkumavek a byla

zmé&fena hodnota OD densilametrem. Tyto vysledky jsou pak uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 8 Koncentrace TCE blanku s fenolem

. Plocha Koncentrace Ifl?éllcgeatlg‘z/llc)e Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 - % TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/l) (DrCpntct) (ng/l) y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
2 dny 872 136 665 3323,9
3449,7 177,9
2 dny 938 132 715 3575,5
26 dni 808 165 616 3080,1
2949,7 184,5
26 dni 739 695 564 2819,2
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Tabulka 9 Koncentrace TCE po kultivaci kultury 1A indukované na fenolu

Plocha Koncentrace I?I(‘)g;:e?trz/llc)e Priamér Smérodatna
Doba piku TCE | TCE (ug/l) E WS TCE (ug/l) | odchylka
pokusu (prepocet)
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
2 dny 922 559 703 3516,1 3516,1 -
5 dni 823 330 628 3137,9
3241,7 146,8
5 dni 877 804 669 3345,5
9 dni 792 491 604 3020,4
2539,2 680,4
9 dni 540 003 412 2058,1
13 dni 511393 390 1949,1
1526,7 597,3
13 dni 289 744 221 1104,3
16 dni 140 329 107 534,8
684,7 211,9
16 dni 218 956 167 834,5
20 dni 85922 65 327,5 327,5 -
23 dni 32372 25 123,4
96,0 38,7
23 dni 18 003 14 68,6

Tabulka 10 Koncentrace TCE po kultivaci kultury 6B indukované na fenolu

e Plocha Koncentrace Iif’g;:e?;lé?l;e Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 v - TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/ (pEepodet) (ng/h y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
2 dny 874 826 667 3334,2 3334,2 -
5 dni 973 779 742 3711,3 3711,3 -
9 dni 907 045 691 3457,0
3374,5 116,7
9 dni 863 755 658 3292,0
13 dni 459 414 350 1750,9
1652,5 139,2
13 dni 407 769 311 1554,1
16 dni 397 759 303 1516,0
1464,6 72,7
16 dni 370 795 283 1413,2
20 dni 280 363 214 1068,5
1134,8 93,7
20 dni 315115 240 1201,0
23 dni 282 152 215 1075.4
1104,9 41,8
23 dni 297 670 227 1134,5
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Obrazek 12 Prubeh koncentraci TCE v pokusu s indukovanymi kulturami 1A a 6B
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Obrazek 13 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu (doba degradace 2 dny)
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Obrazek 14 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu (doba degradace 23 dni)

@ ;TH:‘{‘N’ # 7} JAN 28, 2823 11:55:40 /‘5/ /mé / @m é‘/g/

g« <ty

Obrazek 15 Chromatogram kultury 6B indukované na fenolu (doba degradace 2 dny)
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R

Obrazek 16 Chromatogram kultury 6B indukované na fenolu (doba degradace 23 dni)

Tabulka 11 Pribéh optickych densit suspenzi (OD) v den méfeni TCE (vzdy ve 2 vialkach)

Datum méfeni Dob(adfl(;l)(usu Blanky Kultura 1A Kultura 6B

20.1.2023 2 0,1 +0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
23.1.2023 5 - 0,25 +0,5% 0,1*

27.1.2023 9 - 1,7+1,7 1,1 +0,1
31.1.2023 13 - 1,6 +1,7 1,4+1,4
3.2.2023 16 - 1,6 +1,7 1,4+1,5
7.2.2023 20 - 1,6 +1,7 1,4+1,4
10.2.2023 23 0,1 +0,1 1,6 +1,6 14+1,4

U kultury 1A byla malé mira degradace TCE zaznamenana jiz 5. den a pokracovala urcitou
rychlosti do 16. dne, kdy degradace mirn¢ zpomalila. Ptesto rozklad TCE probihal i déle a
23. den pokusu byl takika veskery TCE rozloZen (odstranéni 97,3%). Mé&feni optickych

densit ukézala, Ze maxima ristu dosahla kultura 1A jiz 9. den pokusu (density 1,7) a ze tedy
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ke spottebovani fenolu ve vialkach doslo u ni mezi 5. a 9. dnem inkubace. Tyto udaje tedy
naznacuji, ze enzym potiebny k rozkladu TCE (fenol 2-monooxygendza) zlstava aktivni i
po spotfebovani primarniho substratu v bunkach kultury jest¢ fadu dni. Kultura 6B m¢la
zpocatku dlouhou lagovou fazi, t¢éméf 10 dni, poté byla zaznamendna vyrazné€jsi degradace
do 13. dne, nasledné vSak tato degradace do konce pokusu probihala jiz jen zvolna.

Vizualné i méfenim densit bylo také patrné, zZe v pocatecnich fazich pokusu (zejména 5. den
od nasazeni pokusu) byl rist kultur v jednotlivych vialkach pon€kud razny, u kultury 6B
vétSinou slabsi, kdy nékteré vialky (*) byly na irovni zakaleni blankii. Celkové je z tabulky

11 také patrné, ze kultura 6B dosahla nizsich hodnot densit nez kultura 1A.

4.5 Schopnost kultury 1A, indukované na fenolu s tryptonem, rozkladat

TCE p¥ri vstupni koncentraci cca 3,5 mg/1

Dalsim navrhem byl pokus jiz pouze s kulturou 1A, které se jevila v pfedeslych pokusech
jako nejucinnéjsi. Tato kultura byla nejprve predinkubované na smési fenolu (200 mg/l) a
tryptonu (100 mg/1), ktery ji mél slouzit jako zdroj aminokyselin pro zlepseni odolnosti viici
toxickému TCE, a poté byla nasazena do pokusu degradace TCE ve vialkdch s MM a
fenolem. Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach 12 a 13 a grafu na
obr. 17. Zde byl také pomoci optické density sledovan rist kultury po naockovani do vialek
s fenolem a TCE. Tyto vysledky jsou pak uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 12 Koncentrace TCE blanki

e Plocha Koncentrace Iif’g;:e?;lé?l;e Prumér Smérodatna
oba iku TCE TCE (ng/l . TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/) (pEepodet) (ng/) y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
3 dny 843 882 643 3216,3
3304,0 124,0
3 dny 889 902 678 3391,7
13 dni 918 697 700 3501,4
3459,8 58,8
13 dni 896 862 684 3418,2
24 dni poskozené vicko
3367,6 -
24 dni 883 593 674 3367,6
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Tabulka 13 Koncentrace TCE po kultivaci kultury 1A, indukované na fenolu s tryptonem

Plocha Koncentrace | Koncentrace Priamér Smérodatna
plzl(:ll;:u piku TCE | TCE (pg/l) | TCE (ug/l) | TCE (ng/l) odchylka
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
3 dny 906 961 691 3456,7
3 dny 918 542 700 3500,8 3496,2 37,4
3 dny 926 494 706 3531,1
6 dni 880 000 671 3353,9
6 dni 884 812 674 3372,3 3358,3 12,4
6 dni 878 643 670 3348,7
10 dni 538 589 411 2052,7
10 dni 447 185 341 1704,3 1642,3 4447
10 dni 306 947 234 1169,9
13 dni 281 515 215 1072,9
13 dni 320070 244 1219,9 991,0 279,0
13 dni 178 491 136 680,3
17 dni 220435 168 840,1
17 dni 71 550 55 272,77 542,0 284,8
17 dni 134 614 103 513,0
20 dni 7724 6 29.4
20 dni 144 610 110 551,1 193,5 310,1
20 dni 0 0 0,0
24 dni 0 0 0,0
24 dni 21 046 16 80,2 26,7 46,3
24 dni 0 0 0,0
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Obrazek 17 Prubéh koncentraci TCE v pokusu s indukovanou kulturou 1A
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Obrazek 18 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu s tryptonem (doba degradace
3 dny)
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|
Obrézek 19 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu s tryptonem (doba degradace
24 dni)
Tabulka 14 Pribéeh optickych densit suspenzi (OD) v den méieni TCE (vzdy ve 3 vialkach)

Datum méfeni Dob(adg()),;(usu Blanky Kultura 1A
27.2.2023 3 0,0 +0,0 0,2+0,3+0,2
2.3.2023 6 - 0,6 +0,5+0,6
6.3.2023 10 - 2,0+2,0+2,0
9.3.2023 13 0,0 + 0,0 1,9+2,0+1,9
13.3.2023 17 - 1,9+19+1,9
16.3.2023 20 - 1,9+1,9+1,8
20.3.2023 24 0,0 + 0,0 19+18+1,9

Vysledky uvedené v tabulce 13 poukazuji na to, ze kultura 1A rozlozila po 24 dnech 99,2 %
TCE zjeho vychozi koncentrace kolem 3,5 mg/l, tudiz odstranéni TCE s kulturou 1A
pfedinkubovanou na fenolu s tryptonem se prokézalo jako Uc¢inné. Velmi slaba degradace
byla zaznamenana jiz 6. den a pokracovala zvolna az do 24. dne. Jak je vidét v tabulce 14,
hodnoty optickych densit se zvySuji do 10. dne pokusu, nasledné ziistavaji do konce pokusu

témer stejné.
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4.6 Schopnost kultury 1A, pfedinkubované na fenolu s tryptonem,

rozlozit TCE pri vstupni koncentraci TCE nad S mg/l

V tomto zavérecném pokusu byla pouzita kultura 1A opét predinkubovana na fenolu (200

mg/l) s tryptonem (100 mg/l). U tohoto pokusu byla také pfipravena rozsahlejsi fada

pokusnych vialek tak, aby degradace TCE mohla byt sledovana v raznych casovych

intervalech a na zaklad¢ toho byla sestavena degradacni kfivka. Vysledky jsou uvedeny

v nésledujicich tabulkach a také v grafu na obr. 20. Opticka hustota inokula ¢inila hodnoty

2,0.

Tabulka 15 Koncentrace TCE blanku

Dob Plocha Koncentrace Ifl?glc;?;lg‘?lc)e Pramér Smérodatna
oba iku TCE TCE /1 Y TCE /1 odchylka
pokusu p (ng/h (pEepotet) (ng/l y
Objem vzorku 1 ml Objem vzorku S ml
4 dny 1 537 986 1172 5861,7
5938,8 109,1
4 dny 1 578 465 1203 6016,0
28 dni 1311710 1 000 49993
5035,3 50,9
28 dni 1330 607 1014 5071,3
49 dni 1 144 061 872 4360,3
49 dni 1492 041 1137 5686,6 4854,5 724.8
49 dni 1 185 056 903 4516,6
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Tabulka 16 Koncentrace TCE po kultivaci kultury 1A, indukované na fenolu s tryptonem

Plocha Koncentrace | Koncentrace Prumér Smérodatna
Dl(:ba piku TCE TCE (ng/l) TCE (ug/l) | TCE (ug/l) odchylka
okusu
P Objem vzorku 1 ml Objem vzorku 5 ml
4 dny 1 606 930 1225 6124,4 61244 -
7 dni 1 440 362 1 098 5489,6
5508,4 26,5
7 dni 1 450 204 1105 5527,1
14 dni 1 264 660 964 4820,0
14 dni 960 503 732 3660,7 4661,5 931,8
14 dni 1444 119 1101 5503,9
21 dni 534 751 408 2038,1
21 dni 1301 265 992 4959,5 3877,9 1601,5
21 dni 1216418 927 4636,1
28 dni 242 006 184 922,3
28 dni 1227236 935 4677,3 3642,1 2377,7
28 dni 1397 631 1 065 5326,7
41 dni 448 178 342 1708,1
2527,1 1158,1
41 dni 877 920 669 3346,0
49 dni 616 612 470 2350,1
49 dni 468 767 357 1786,6 1752,2 615,8
49 dni 293 821 224 1119,8
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Obrazek 20 Pribeh koncentraci TCE v pokusu s piedindukovanou kulturoul A
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249

Obrazek 21 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu s tryptonem (doba degradace
4 dny)
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Obrazek 22 Chromatogram kultury 1A indukované na fenolu s tryptonem (doba degradace
49 dni)
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Tabulka 17 Prubéeh optickych densit suspenzi (OD) v den méieni TCE

Datum méfeni Doba pokusu Blanky Kultura 1A
(dny)

6.3.2023 4 0,0 +0,0 0,0
9.3.2023 7 - 0,5+0,4
16.3.2023 14 - 04+0,7+1,7
23.3.2023 21 - 1,7+0,4+0,3
30.3.2023 28 0,0 +0,0 1,6 +0,9+0,3
12.4.2023 41 - 1,3+1,1
20.4.2023 49 0,0+0,0+0,0 12+13+14

Z tabulky 15 je ziejmé, ze v pribéhu pokusu dochézelo k ¢aste¢nému abiotickému tuniku
tékavého TCE zvialek a ze tedy bude potfebné vénovat tomuto jevu pii pifipadnych
pokusech v budoucnu urcitou pozornost.

Pozorovani rstu kultur ve vialkéch v pribehu pokusu, a také vysledky uvedené v tabulkach
161 17, vSak ukazaly, ze se kultura 1 A inkubovana na fenolu s tryptonem chovala pfi vysoké
koncentraci TCE (nad 5 mg/l) velmi zvlastné — rast kultury probihal v jednotlivych vialkach
velmi odli$n€, v nékterych byl riist patrny jiz 7. nebo 14. den pokusu, v jinych vsak k ristu
doslo az po 28 dnech. Tuto skute€nost lze také vy¢ist z tabulky 17, kdy je patrné, Ze hustota
bun¢k kultury dosahla ve stejnych ¢asech v riznych vialkach rizné hodnoty. Dtivod odlisné
rychlosti ristu kultury v jednotlivych vialkdch nebylo mozné ztohoto pokusu a z
provedenych méfeni vyvodit, 1ze vSak vyslovit domnénku, Ze souvisi s toxicitou TCE ve
vysoké koncentraci a v drobnych rozdilech pii pfipravé vialek. Pokus vSak dokazal, Ze

kultura 1A je principialné schopna i vysoké koncentrace TCE vyznamné snizit.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo ovéfit schopnost gramnegativnich bakterii degradovat
trichloroethen pfi nizké teploté 8°C, kterd se vyskytuje v podzemnich vodach, jelikoz se

trichloroethen neustale vyskytuje v malych koncentracich v podzemnich vodéach a jeho

pusobeni ma toxické az mutagenni ucinky na organismus.

Byla provedena série Sesti pokust, kdy prvni tfi pokusy se zabyvaly schopnosti diive
vybranych kultur degradovat trichloroethen pfi jeho postupné se zvysujicich koncentraci.
Prvni pokus studoval schopnost kultur 1A, 5A, 6B, 6A a 12A degradovat trichloroethen pii
vstupni koncentraci 2,5 mg/l. Kultury 1A, 5A a 6B dokéazaly rozlozit 100% TCE z jeho
vychozi koncentrace, zatimco kultury 6A a 12A rozlozily jen 86 % a 72 %. Do dalSich
pokust byly pouzity jen kultury 1A a 6B, jelikoz mély oproti kultufe 5A rychlejsi rlist na
fenolu. Uvedené kultury byly dale testovany v druhém pokusu na rozklad TCE pfti zvysené
koncentraci, a to kolem 3,5 mg/l. Zde doslo kulturou 1A po 26 dnech k 99,4% odstranéni
TCE. Kultura 1A prokazala tak vyznamné lepsi degradacni schopnosti oproti kultuie 6B.
Tteti pokus ze série zahrnoval kulturu 1A, testovanou pii déle zvySené koncentraci TCE nad
5 mg/l. Bylo prokéazano, Ze kultura rozlozila po 61 dnech 78,1 % TCE zjeho vychozi
koncentrace. Tato kultura vSak méla dlouhou lagovou fazi, proto bylo navrhnuto pracovat
v dalSich pokusech s kulturami 1A a 6B, pfedinkubovanymi bud’ na fenolu, nebo nasledné
na fenolu s tryptonem; také byla pfipravena rozsahlejsi fada pokusnych vialek tak, aby
degradace TCE mohla byt sledovana v riznych ¢asovych intervalech a byly tak sestaveny
degradacni kiivky. Soucasné byl v téchto pokusech pomoci optické density sledovan riist
obou kultur po nao¢kovani do vialek s fenolem (200 mg/1) a TCE. Ctvrty pokus se zabyval
schopnosti kultur 1A a 6B indukovanych na fenolu degradovat TCE pfi vstupni koncentraci
TCE okolo 3,5 mg/l. U kultury 1A byla slaba degradace zaznamenana jiz 5. den a pak
rychleji pokracovala az do 16. dne, nésledné degradace zpomalila; vedla ke sniZeni
koncentrace TCE 0 97,3 % béhem 23 dnti. Kultura 6B méla zpocatku dlouhou lagovou fazi,
témeét 10 dni, poté vSak byla zaznamendna rychla degradace do 13. dne, nasledné tato
degradace do konce pokusu probihala jiz zvolna.

Ve zbyvajicich pokusech jiz bylo pracovano jen s kulturou 1A, kterd se jevila jako
na smesi fenolu (200 mg/1) a tryptonu (100 mg/l). Vysledkem bylo, Ze kultura 1A poté ve
vlastnim pokusu, pfi rGstu na fenolu, rozlozila po 24 dnech 99,2 % TCE z jeho vychozi

koncentrace kolem 3,5 mg/l. Degradace byla zaznamenana jiz 6. den inkubace a pokracovala
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zvolna az do 24. dne. Hodnoty ukazujici rist kultury (optické density) se zvySovaly do 10.
dne pokusu, néasledné zlstavaly do konce pokusu téméf stejné. Tento pokus se prokazal jako
ucinny, proto bylo v zavére¢ném pokusu pracovano se zvysenou koncentraci TCE nad 5
mg/l - v ném byla pouzita kultura 1A opét predinkubovana na fenolu s tryptonem. Zde vSak
bylo zjisténo, Ze rast kultury probihal pfi této vysoké koncentraci TCE v rtiznych vialkach
znacén¢ ruznou rychlosti. Diivod, pro¢ se tomu tak d€lo, nebyl zjistén, a proto by bylo vhodné
tuto problematiku provétit hlubSim testovanim v budoucnu. Pies uvedenou skutecnost
prokazala kultura 1A schopnost za 49 dni snizit i tuto vysokou koncentraci TCE.

Celkové tato diplomova prace prokazala vysokou ucinnost bakteridlni kultury 1A
odstranovat kometabolicky trichloroethen pti 8°C, po ristu na fenolu, a to pfi koncentracich

TCE az 3,5 mg/l.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BcP  Bakalafska prace

CO Oxid uhelnaty

CO;  Oxid uhli¢ity

CoV  Cistirny odpadnich vod
DCE Dichlorethylen

ECD Detektor elektronového zachytu
FID  Plamenoioniza¢ni detektor
MM  Mineralni médium

OD Opticka hustota

OMP Organické mikropolutanty
PAH Polyaromatické uhlovodiky
TCE  Trichloroethen

TP Transformacni produkty
TYA Trypton Yeast Extract Agar
UV Ultrafialové zatfeni

VC  Vinylchlorid

VOC T¢kavé organické latky
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