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ABSTRAKT

Prace se zabyvala ovéfenim vyskytu bakterii, které vyuzivaji fenoxyethanol ke
svému rustu, ve vnéjSim prostiedi. Pro ziskani bakterii bylo celkem odebrano 27 vzorka vod
a pud ve dvou sériich. V kazdé sérii byly vzorky vod a pad kultivovany pii teplotach 8°C a
23°C. Bylo prokazano, Ze z uvedenych 27 vzorkl se v 6 vzorcich nachéazi kultury bakterii
vyuzivajici fenoxyethanol ke svému rastu. Z 6 pozitivnich vzorka byly 4 vzorky vod a 2
vzorky pud. Z pozitivnich vzorktli byla provedena kultivace bakterii, jejichz vysledky uka-
zaly, ze z kazdého vzorku po pomnozZeni na fenoxyethanolu bylo pfitomno nékolik riznych
bakteridlnich kultur. Nésledné testy s jednotlivymi kulturami poté ukazaly, ze vétSina ze zis-
kanych kultur neni schopna sama na fenoxyethanolu rast. U vzorki kultivovanych pti 8 °C

nebyla prokazana pifitomnost bakterii rozkladajicich fenoxyethanol.

Kli¢ova slova: 2-fenoxyethanol, mikrobidlni rozklad, pidy, vody

ABSTRACT

The work was dealing with the verification of the occurrence of bacteria, which use phenox-
yethanol for their growth, in the external environment. A total of 27 water and soil samples
were collected in two series to obtain bacteria. In each batch, water and soil samples were
cultured at 8°C and 23°C. It was shown that out of these 27 samples, 6 samples contained
bacterial cultures using phenoxyethanol for their growth. Of the 6 positive samples, 4 were
water samples and 2 were soil samples. The positive samples were cultured for bacteria and
the results showed that several different types of bacteria were present from each sample
after multiplication on phenoxyethanol. Subsequent tests with individual cultures then
showed that most of the cultures obtained was able to grow on phenoxyethanol alone. Sam-

ples cultured at 8°C showed no evidence of phenoxyethanol-degrading bacteria.

Keywords: 2-phenoxyethanol, microbial decomposition, soil, water
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UvVOD

Lidstvo pouziva v dnesni dobé dennodenné velké mnozstvi primyslovych vyrobkl obsahu-
jicich celou fadu rozmanitych piirodnich i syntetickych organickych sloucenin. Pokud tyto
vyrobky pouzijeme nebo nam nechténé uniknou, mohou se latky obsazené ve vyrobcich do-

stavat do odpadnich vod nebo také do jinych sfér zivotniho prostiedi.

Osud primyslovych latek ve vnéjsim prostiedi je dan fadou faktor(, mezi néz patii i mikro-
bidlni rozklad, pomoci kter¢ho nékteré mikroorganismy dokazi urcité synteticky vyrabéné
organické latky vyuzivat ke svému ristu jako substraty. Diky rozkladu latek dochazi k je-
jich odbouravani v prostfedi a zamezuje se hromadéni nebo ptipadné i akumulaci téchto 14-
tek v potravnich fetézcich. Z téchto divodi je dualezité znat pfitomnost mikroorganismil
jako jsou ptdy a povrchové vody, a umét tak odhadnout moznosti biologického odstranovani

téchto latek.

Mezi velmi vyuZivané slouceniny v n¢kolika primyslovych odvétvich patii fenoxyethanol,
ktery se pouziva jako konzervacni latka v kosmetickych ptipravcich, ale také ve vakcinach,

biocidnich ptipravcich na dezinfekci rukou a pfi anestezii ryb.

V soucasné dob¢ neexistuji témet zddné dostupné védecké informace o vyskytu mikroorga-
nismi schopnych vyuZivat fenoxyethanol jako substrat. Z divodu velkého vyuziti fenoxye-
thanolu v primyslovych odvétvich a zaroven neznalosti mikroorganisma schopnych jeho
rozkladu se stalo studium ptitomnosti takovych mikroorganismil tématem této bakalarské

prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 2-FENOXYETHANOL

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

2-fenoxyethanol, ethylenglykolmonofenylether, fenoxytol, 1-hydroxy-2-fenoxyethan a (2-
hydroxyethoxy) benzen a fenylglykol jsou synonyma pro éter a aromaticky alkohol fenoxy-
ethanol, ktery je bezbarvou, slabé zapachajici tekutinou. (Carlroth 2022, Sigma-Aldrich,
2022)

Utinkuje na riizné gramnegativni, grampozitivni bakterie i kvasinky a mé slaby inhibi¢ni
ucinek na mistni kozni fléru.(Puschmann a kol., 2018; Anonym, 1990; Scientific Committee
on Consumer Safety, 2016; Wang a kol., 2019). Fenoxyethanol se diky antimikrobidlnim
ucinkiim pouziva jako konzervacni latka v kosmetickych ptipravcich.( Scientific Committee

on Consumer Safety, 2016)

o

Obrazek 1 Chemicka struktura 2-fenoxyethanolu (P-LAB, 2022)

Tabulka 1 Chemicko-fyzikalni vlastnosti fenoxyethanolu (Carlroth, 2022)

Hustota [g/cm3, 20°C] 1,11
Molarni hmotnost [g/mol] 138,2
Bod tani [°C, 101,3kPa] 9,1
Bod varu [°C] 2443
Bod vzplanuti [°C,101,2kPa] 126
Teplota samovzniceni [°C,100,1kPa] 475
Teplota rozkladu [°C] > 350
Hodnota pH (10 g/1, 23°C) 7
Rozpustnost ve vodé (g/1, 20°C) 24
Tlak pary [hPa,20°C] 0,01
Povrchové napéti[Nm_l, 19,9°C] 0,0707

1.2 Toxicita a pouziti

Dermalni absorpce fenoxyethanolu u lidi in vitro je vysoka a rychla bez ohledu na jeho kon-

centraci v testovaném piipravku.
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Po 24 hodinach expozice fenoxyethanolu zistava v riiznych vrstvach kiize velmi malé mnoz-
stvi a vétSina fenoxyethanolu je zachycena v receptorové tekuting, coz naznacuje, Ze se fe-
noxyethanol nevaze na kiZzi ani se v ni nehromadi. (Scientific Committee on Consumer

Safety, 2016)

Pouziva se také jako konzervacéni latka v riznych ptipravcich, napt. vakcinach a biocidnich
ptipravcich na dezinfekei rukou véetné vyrobku pro batolata.(ECHA, 2018) Pusobi antimi-
krobidln¢ tim, Ze odpojuje oxidativni fosforylaci od dychani a kompetitivn¢ inhibuje malat-

dehydrogenasu. (Anonym, 1990)

Vyzkum antimikrobidlnich sloucenin rostlinného ptivodu prokazal, ze antimikrobialni kom-
binaci pfedstavovanou eugenolem/p-pinenem/2-fenoxyethanolem/sorbatem draselnym ve-
dle kyseliny salicylové je vhodné zahrnout do slozeni krémového zdkladu anti-akné pii-

pravku. (Saviuc a kol., 2017)

Ve studii provedené na tiech kralicich bylo zjisténo, ze nefedény fenoxyethanol vyvolava
znamky podrazdéni o¢i in vivo s maximem podrazdéni 72 hodin po instilaci testované latky.

(Scientific Committee on Consumer Safety, 2016)

Ve studiich provedenych na kralicich a morcatech bylo zjisténo, Ze nefedény fenoxyethanol
vyvolava mirné az stiedni podrazdéni kiize. (Scientific Committee on Consumer Safety,

2016; ANSM, 2012)

Fenoxyethanol naneseny na poranénou kuzi lidi nezptisoboval zadné lokalni ani systémové

ucinky.(Gough a kol., 1994; Lawrence a kol., 1982)

Ve studii provedené u piedcasné narozenych novorozencu bylo zjisténo, ze dezinfekce slo-
zena z vodného roztoku 0,1 % oktenidinu a 2 % fenoxyethanolu nezplsobuje podrazdéni

kaze. (Biihrer a kol., 2002)

Studie provedend u pfedcasné narozenych déti s extrémné nizkou porodni hmotnosti v Né-
mecku vSak zjistila, Ze pti pouziti lokalniho antiseptického roztoku, obsahujiciho 0,1 % okte-
nidinu i fenoxyethanolu, se objevily nékteré zndmky podrazdéni kiize, jako je erytém nebo
kozni eroze. MoZnym problémem studie byl fakt, ze oktenidin mize zplisobovat také po-

drézdéni kize.(Biermann a kol., 2016)

Senzibiliza¢ni studie provedené na morcatech neprokazaly zadné senzibiliza¢ni reakce po

expozici kiize fenoxyethanolu. Celkova frekvence senzibiliza¢nich reakci provedenych u lidi
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je velmi nizka (0,1-0,24 %). (Scientific Committee on Consumer Safety, 2016; ANSM,
2012)

Alergickeé reakce — jako je napt. kontaktni kopiivka — jsou zpiisobeny fenoxyethanolem jen
vzacne, a tudiz jej Evropska agentura pro chemické latky (ECHA) neklasifikuje jako senzi-

bilizator. (Snuch a kol., 2011; Dréno a kol., 2019)

Pti vyzkumech na rybé Solea senegalensis bylo zjisténo, ze 2-fenoxyethanol plisobi aneste-
ticky s nejvyssim ucinkem ze studovanych latek: 2-fenoxyethanolu, metomidatu, hiebicko-
vého oleje a trikain mesylatu na tuto rybu. Nejniz$i t¢innd davka fenoxyethanolu v moiské

vodg ¢inila 600 mg: [~1. (Weber a kol., 2008)

Zeny pracujici v rybi lihni, ve které se pouziva fenoxyethanol k anestezii ryb, pocitovaly
bolesti hlavy a malatnost. Z této studie, ve které se vyskytly neurologické Ui€inky u Zen, se
nedaji vyvodit zavéry, nebot’ byl ve studii nizky pocet ti€astnikll, nebyla uvedena koncen-
trace fenoxyethanolu pouzitd k anestezii ryb, chybélo méfeni davky fenoxyethanolu nebo
jeho metabolitu v krvi nebo moci a chybél popis neuropsychologického testu pouzitého k

posouzeni kognitivnich poruch.(Morton W. a kol., 1990)

2-fenoxyethanol pisobi inhibicné na syntézu DNA a RNA. (Anonym, 1990) Pomoci kine-
tickych studii in vivo s vyuzitim lokalni a peroralni cesty bylo zjiSténo, Ze fenoxyethanol se
rychle vstiebava, distribuuje, metabolizuje a vylucuje.( Scientific Committee on Consumer
Safety, 2016; Roper a kol., 1997; Breslin a kol., 1991; Howes a kol., 1988; Kim a kol., 2015)
Je metabolizovan v kizi, rychleji vSak v jatrech. Kyselina 2-fenoxyoctova, kterd vznika
dvoustupniovym oxida¢nim procesem pomoci cytosolické alkoholdehydrogenézy a aldehyd-
dehydrogenazy, je hlavnim metabolitem fenoxyethanolu.(Roper a kol., 1997) Kyselinu 2-

fenoxyoctovou vylucuje ¢lovek z téla moci.(Howes a kol., 1988; Buhrer a kol., 2002)

Pfi inhala¢ni cesté u¢inku fenoxyethanolu na potkany vystavené koncentracim fenoxyetha-
nolu 0, 40, 200 a 1000 % inhala¢ni cestou po dobu 6 hodin denné a 5 dni v tydnu po dobu

14 dni nevykazoval fenoxyethanol Zadné systémové Uc¢inky. Jedinym hlaSenym ucinkem
bylo lokélni podrazdéni dychaciho systému. (Scientific Committee on Consumer Safety,

2016)

Studie provedend na skupiné kralika (Sest samic v kontrolni skupin¢ a tii samice v kazdé
exponované skupin¢), ukazala, Ze samice vystavené desetidennimu podavani fenoxyetha-
nolu peroralni cestou jevily zndmky hematotoxicity pii davkach 100 mg/kg télesné hmot-

nosti /den a vysSich. (Breslin a kol., 1991)
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Systémové ucinky, napiiklad hematologické a jaterni u¢inky pozorované na zvitratech, se

projevily po peroralni expozici vysokym davkam fenoxyethanolu. (Dréno a kol., 2019)

Ve studii dlouhodobé toxicity provedené na potkanech byly pii davece 510 mg/kg télesné
hmotnosti/den zaznamenany mirné az stfredn¢ zdvazné toxické ucinky na ledviny u samcu.

(Scientific Committee on Consumer Safety, 2016)

Podle védeckych vybort EU pro bezpecnost spottebitele (VVBS) nema fenoxyethanol mu-

tagenni potencial in vivo a neni genotoxicky pro clovéka. (Dréno a kol., 2019)

Podle tfech vyzkumnych studii francouzské skupiny Garlantézec a kol. fenoxyethanol neni

endokrinni disruptor. (Garlantézec a kol., 2013; Warembourg a kol., 2018)

V prvni studii se neprokdzala souvislost mezi metabolitem fenoxyethanolu — kyselinou fe-
noxyoctovou — a sledovanymi patologickymi stavy oznacovanymi jako kryptorchismus nebo

hypospadie.(Garlantézec a kol., 2013)

Dalsi dvé studie neprokéazaly predpokladanou souvislost mezi kyselinou fenoxyoctovou a
zménami v tvorbé sexudlnich hormont vazajicich globulin (SHBG), ani zménami v andro-

genni a estrogenni aktivité¢ u novorozencii. (Warembourg a kol., 2018)

Zavérem lze fici, ze fenoxyethanol 1ze povaZovat za bezpecny, pokud se pouziva jako kon-

zervacni latka v kosmetickych piipravcich v koncentraci do 1 %. (ANSM, 2012)

1.3 Vyskyt v prirodé

K. Dettner a F. Reissenweber (1991) zkoumali chemické slozeni zadeckovych obrannych
sekret 24 druhti broukt z ¢eledi drabc¢ikoviti, pod¢eledi Omaliinne a Proteininae, pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Identifikovali 45 rGznych sloucenin
jako jsou organické kyseliny, aldehydy, ketoaldehydy, ketony, alkoholy, estery, terpeny,
aromatické slou€eniny a uhlovodiky. Z identifikovanych slozek Zlaz poprvé zaznamenali 13
esterl, benzonitril, kyanobenzol a také 2-fenoxyethanol. 2-fenoxyethanol byl zji$tén pouze
u jediného druhu brouka, a to u Megarthrus denticollis, a to dokonce ve znaéném mnozstvi

oproti jinym organickym sloucenindm. (Konrad D. a kol., 1991)

Diikazem vyskytu 2-fenoxyethanolu v ptirodé je také vyzkum, ktery provedli Husein a kol.
(2014). Syntetizovali nové estery reakci kyseliny benzoové nebo kyselin mono-hydroxyben-

zoovych s 2-fenoxyethanolem, pfi¢emz tyto latky separovali z koptivy Urtica pilulifera.
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Vznikl¢ estery charakterizovali a testovali je na mozné antioxida¢ni, antimykotické, antimi-
krobialni a protinadorové uc¢inky. (Husein a kol., 2014) Tato prace tak po zjisténi vyskytu 2-
fenoxyethanolu u broukt druhu Megarthrus denticollis jako druha ukéazala na ptirodni ptivod

2-fenoxyethanolu.
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2 DOSAVADNI POZNATKY O BAKTERIALNIM ROZKLADU FE-
NOXYETHANOLU

2.1 Pivodci bakterialniho rozkladu fenoxyethanolu v aktivovaném kalu

Ing. Strachota se pokousel prokéazat bakterie rozkladajici fenoxyethanol v aktivovaném kalu.
Zakladni pokus byl proveden tak, ze do tfi lahvi o objemu 500 ml bylo pfidano 200 ml mi-
neralniho media, 54,5 ul 2-fenoxyethanolu a 200 ul dekantovaného a desintegrovaného ak-
tivovaného kalu, odebraného v Cistirné odpadnich vod ve Zliné-Malenovicich. Do ¢tvrté
lahve byl ptfidan misto aktivovaného kalu pouze sterilni fyziologicky roztok, ktery slouzil
jako blank. Lahve byly inkubovany pfti 25°C a n¢kolik dalSich dni byly odebirany vzorky a

uchovany v mrazéku pro urceni koncentraci DOC v pribéhu inkubace.

V grafu na obrdzku 2 je zaznamenan zjistény pokles koncentraci rozpusténého organického
uhliku ve vSech zkuSebnich lahvich, ktery dokladé ptitomnost bakterii vyuzivajicich 2-fe-

noxyethanol jako sviij zdroj energie a uhliku.

300 .
lahev 1

lahev 2
lahev 3

250 lahev 4

200

150

DOC (mg/l1)

100

50

¢as (dny)

Obrazek 2 Pribéh koncentraci DOC béhem rozkladu fenoxyethanolu aktivovanym kalem

(Strachota, 2020)
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Mikrobialni rozklad byl také potvrzen diky nértstu vloc¢kovité biomasy ve zkusSebnich su-

spenzich i jejich mléénému zakaleni, oproti kontrolnimu vzorku, ktery ziistal beze zmény.

Po potvrzeni rozkladu 2-fenoxyethanolu byly izolovany a identifikovany kultury rozklada-
jici fenoxyethanol. Po dokonalém protiepani vSech tii lahvi bylo z kazdé odebrano 1ml ino-
kula, které byly poté smichany. Do dvou sterilizovanych lahvi se 100 ml MM bylo ptfidano
do kazdé 27,3 ul fenoxyethanolu a promichano. 100 ul inokula bylo ptidano do jedné z lahvi,
do druhé bylo ptfidano 10 ul inokula. Po 6 dnech bylo provedeno desintegrovani narostlé
suspense a po ziedéni bylo provedeno vyockovani na R2A agary a mineralni agary s fenoxy-
ethanolem. Z misek, které byly inkubovany 7 dni, bylo ziskdno 7 riiznych kultur z R2A

agart a 10 kultur z mineralnich agart s fenoxyethanolem.

Dalsi prace ukézaly, Ze pouze kultury P1, P4, P9 a R5 rostly po naockovéni v podobé ¢istych
kultur v tekutém médiu s 2-fenoxyethanolem. Kultura RS méla podobu malych kompaktnich
kolonii tvofenych velmi kratkymi ty¢inkovitymi buiikami. Rovnéz kultura P1 byla tvofena
kompaktnimi stfedné velkymi koloniemi tvofenymi kratkymi kulatymi ty€inkami. Velké
Zluto-bézové kolonie sloZené z tycinek tvofici fetizky tvofily kulturu P4. Kultura P9 byla
tvotena stfedné velkymi koloniemi sloZzenymi z kratkych kulatych ty¢inek. VSechny kultury

vyuzivajici fenoxyethanol byly gramnegativni.

Inkubaci kultur na Petriho miskach pii riznych teplotach bylo zjisténo, ze kultury P1, P4 a
P9 byly mesofilni a kultura R5 psychrofilni.

Poté byly provedeny dva pokusy s kulturami P1, P4, P9 a RS v tekutém mineralnim mediu
s riznymi koncentracemi fenoxyethanolu, a to od 300 do 1500 a od 1500 do 3000 mg/l.
Prvni série ukézala, Ze v§echny kultury rostly pti vSech koncentracich 300—1500 mg/l. Kul-
tura R5 byla schopna rist jen pfi téchto koncentracich fenoxyethanolu, i kdyz z grafu na
obrazku 3 je mozné vidét, Ze jeji rist pfi koncentraci fenoxyethanolu 1500 mg/1 byl uz jen

velmi slaby.
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Obrazek 3 Rust kultury RS pfi riznych koncentracich fenoxyethanolu (Strachota, 2020)

Velmi podobné rustové vlastnosti prokézala i kultura P9; z grafu na obrazku 4 je mozné

vidét, ze byla schopna rozkladat 2-fenoxyethanol také v koncentracich 300 i 1500 mg/I1.

o
i8)
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2 018
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Ee}
©
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- —8 e =y
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—e—300 —e—1500 1750 2000 —8—2250 —8—2500 —@—2750 —@—3000

Obrazek 4 Rust kultury P9 pfi riznych koncentracich fenoxyethanolu (Strachota, 2020)

Nejvyssi rastovou koncentraci 2-fenoxyethanolu prokazala kultura P4, jak je patrné z grafu

na obrazku 5 — tato kultura P4 byla schopna rozkladat 2-fenoxyethanol pfi koncentracich

300 mg/l az 1750 mg/1.
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Obrazek 5 Rust kultury P4 pfi riiznych koncentracich fenoxyethanolu (Strachota, 2020)

Kultura P1 se ukdzala velmi podobna kulturam R5 a P9 a byla schopna rozkladat 2-fenoxy-
ethanol pii koncentracich 300 az 1500 mg/1 (Obr. 6).
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Obrazek 6 Rust kultury P1 pfi riznych koncentracich fenoxyethanolu (Strachota, 2020)

Dalsi pokusy ukézaly, ze kultury P9 a RS rostly pti pH 6,5-9,5 a kultura P4 pti pH 7,0-9,5.
Tyto kultury byly neutrofilni az mirn¢ alkalifilni.

Kultury P1 a P9 byly povazovany na konci prace za totozné, nebot’ vysledky téchto kultur
byly velmi podobné.
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Byl proveden molekuldrné biologicky postup identifikace, na zéklad¢ izolace DNA a prove-
deni polymerazové tetézové reakce, elektroforézy, purifikace a sekvenace. Srovnanim sek-
venci ¢asti genu pro 16S rRNA s udaji v databazi GenBank bylo zjisténo, ze kultura P4 je s
99,90% shodou Hydrogenophaga pseudoflava. Kultury P9 a RS patfily s 99,90% a 99,70%

shodou do druhu Zoogloea resiniphila.

Hydrogenophaga pseudoflava je gramnegativni bakterie tvotici zluté zbarvené kolonie o ve-
likosti asi 2,5 um. Jedna se o chemotrofni bakterii, jejiz optimalni ristova teplota je okolo

35-38 °C a maximalni je 40-41 °C.

Zoogloea resiniphila je gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie, tvotici mlé¢né za-
kalené kolonie s vysokou adhezi k zivné padé¢. Jeji buniky jsou 1,5- 2,8 um velké. (Strachota,
2020)

2.2 Kometabolicky rozklad trichlorethylenu pomoci kultur Hydroge-
nophaga pseudoflava P4 a Zoogloea resiniphila P9 a metabolicka

draha rozkladu fenoxyethanolu

Studiem kultur Hydrogenophaga pseudoflava P4 a Zoogloea resiniphila P9 se Strachota vé-
noval 1 ve své diplomové praci. Zaméfil se na nékolik vlastnosti téchto kultur, z nichZ z prak-
tického hlediska nejvyznamnéj$i byla schopnost obou kultur rozkladat kometabolicky trich-
lorethylen (TCE). Tyto pokusy byly provadény v plynotésnych vialkach, do kterych bylo
davkovano sterilni mineralni medium, fenoxyethanol v koncentraci 200 mg/1, jednotlivé kul-
tury a poté TCE v koncentraci okolo 1,4 mg/l. Inkubace ockovanych vialek i vialek neocko-
vanych (slouzicich jako blanky), probihala po dobu 14 dni a po této dob¢ byly zbytkové
koncentrace TCE meéfeny pomoci plynové chromatografie na piistroji Hewlett Packard
5890, po zakoncentrovani vzorki metodou Purge & Trap na koncentratoru Tekmar LSC
2000. Bylo zjisténo, ze kultura Hydrogenophaga pseudoflava P4 dokazala danou koncen-
traci TCE rozlozit 100%-tn¢, zatimco ubytek TCE po plsobeni kulturou Zoogloea re-
siniphila P9 byl vice nez 90%-tni.

Dalsi ¢ast prace byla vénovana zjisténi, zda uvedené kultury dokézi rist na fenoxyethanolu
pfi sniZzenych teplotach 13 °C a 8 °C, pro potencialni aplikaci v chladnych podzemnich vo-

dach, a to pfi srovnani s obvyklou teplotou 25 °C. Bylo zjisténo, ze Hydrogenophaga pseu-
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doflava P4 dokazala rlst na fenoxyethanolu pouze pfti teploté 25 °C, kultura Zooglea re-
siniphila P9 vSak dokazala rast i pfi teploté 13 °C a v jednom ze dvou pokusti dokonce i pti

8 °C.

Vyznamna ¢ast DP byla vénovéana objasnéni metabolické drahy rozkladu fenoxyethanolu.
Nejprve bylo testovano, zda jsou obé kultury schopny vyuzivat strukturni ¢ésti této latky, a
to fenol a ethanol, coby potencialni metabolity. Byly proto pfipraveny roztoky fenolu o kon-
centracich 250-1760 mg/l a ethanolu o koncentracich 250 a 500 mg/l a byly zaockovany
suspenzi kultur P4 a P9. Po inkubaci bylo zjisténo, kultury P4 ani P9 nedokaZzi vyuzivat tuto
slouceninu ke svému rtstu, coz znamena, ze fenol pravdépodobné neni soucasti metabolické
drahy rozkladu fenoxyethanolu a ze tedy degradace 2-fenoxyethanolu nezacina Stépenim
etherové vazby. Kultury ale dokazaly riist na ethanolu a je tedy zfejmé, Ze v piipad¢ Ste€peni
etherové vazby v nékterém z dalSich krokd metabolické prfemény 2-fenoxyethanolu mohou

uvolnény ethanol k rlstu vyuzit.

Bakteridlni metabolity rozkladu fenoxyethanolu se autor pokusil extrahovat z kultiva¢niho
media do acetonitrilu a v pribéhu prace proto byla vypracovana metodika extrakce. Ziskané
extrakty byly postoupeny na Ustav chemie FT UTB ve Zling, kde byly provedeny pokusy
identifikace obsazenych slou¢enin pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektros-

kopii (Strachota, 2022).

Touto metodou vSak metabolity rozkladu fenoxyethanolu zjistény nebyly (Rtzicka J., osobni

sdélent).

2.3 Izolace bakterialnich kmeni degradujicich 2-butoxyethanol

Woiski a kol. (2020) izolovali z lesni plidy, biofiltru na odstranovani tékavych latek, zkra-
péného biofiltru a aktivovaného kalu 11 bakterialnich kultur schopnych kompletné rozkladat
2-butoxyethanol (2-BE) a tyto kultury identifikovali pomoci sekvencni analyzy genu pro
16S rRNA. 2-BE je Siroce pouZivanou organickou slou¢eninou, ktera se v pfirod€ nevysky-
tuje. Pouziva se predevsim jako rozpoustédlo v povrchovych natérech, barvach a lacich, ale
také v mazivech, olejich a barvivech. Vyskytuje se v detergentech a Cisticich prostiedcich,
tiskatrskych barvach, hydrofobiza¢nich kapalinach, dispergatorech ropy, textiliich, barvach
na vlasy, kosmetice, farmaceutickych vyrobcich, zemédélskych chemikaliich, herbicidech

atd. (OECD, 2004; ECB, 2006). V disledku toho se 2-BE uvolnioval a stale uvoliiuje do
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zivotniho prostredi ve velkém mnozstvi riznymi mechanismy. Vzhledem k jeho vysoké roz-
pustnosti ve vodg¢, relativné nizkému tlaku par a nizkému adsorpénimu potencialu v pude se

vyskytuje ptevazné ve vodné fazi. (OECD, 2004; ECB, 2006; Gooch, 2007; U.S.EPA, 2010)

Kmeny byly kultivovany v médiu s mineralnimi solemi (MM), doplnéném o zdroj uhliku,

které se skladalo z chemickych slouc¢enin uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Slozeni média s mineralnimi solemi

Chemicka sloucenina | Koncentrace [g/1]
KH,PO, 1
Na,HPO, - 2H,0 3,5
(NH,),S0, 1
MgS0, - 7H,0 0,2
Ca (NO3), - 4H,0 0,05
FeNH,-citrat 0,00001
H;BO; 0,0003
CoCl, - 6H,0 0,0002
ZnS0, - 7H,0 0,0001
Mn(Cl, - 4H,0 0,00003
NaMoO, - 2H,0 0,00003
NiCl, - 6H,0 0,00002
Cu(l, - 2H,0 0,00001

M¢édium pro ziskani uvedenych bakterii obsahovalo 5 mM 2-butoxyethanolu.

Ptiblizné 2 g kazdého vzorku byly pfeneseny do 250 ml banék obsahujicich 50 ml média s
mineralnimi solemi a 5 mM 2-BE jako jedinym zdrojem uhliku. Baiiky byly inkubovany pfi
30 °C na rotacni tfepacce (150 ot. /min.) po dobu jednoho tydne. Asi 5 ml téchto kultur bylo
poté preneseno do ban€k s Cerstvym médiem a inkubovano za stejnych podminek. Po dalSim
preneseni byly nafedéné kultury naneseny na pevnou zivnou pudu a inkubovany pti 30 °C.
Jednotlivé kolonie byly pfeockovany na Cerstvé Petriho misky pro ziskani ¢istych kment.

Pivod kultur a vysledky jejich Gramova barveni jsou uvedeny v Tabulce 3:
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Tabulka 3: Ptvod a charakter izolovanych kultur

Kultura Gramovo Pivod
barveni
Pseudomonas knackmussii BOEI gramnega- lesni ptda, Stuttgart
tivni (Némecko)
Pseudomonas putida BOE2 gramnega- lesni ptda, Stuttgart
tivni (Némecko)
Hydrogenophaga pseudoflava gramnega- lesni ptida, Stuttgart
BOE3 tivni (Némecko)
Pseudomonas umsongensis BOE4 | gramnega- lesni ptda, Stuttgart
tivni (Némecko)
Gordonia terrae BOES grampozi- zkrapény biofiltr Stuttgart
tivni (Némecko)
Pseudomonas extremaustralis BOE6 | gramnega- zkrapény biofiltr Stuttgart
tivni (Némecko)
Pseudomonas plecoglossicida BOE7 | gramnega- aktivovany kal, Karlsruhe
tivni (Némecko)
Pseudomonas sp. BOE10 gramnega- aktivovany kal, Karlsruhe
tivni (Némecko)
Pseudomonas putida BOE100 gramnega- | biofiltr na odstranéni t€kavych
tivni latek, Rastatt (Némecko)
Pseudomonas vancouverensis gramnega- | biofiltr na odstranéni t€kavych
BOE200 tivni latek, Rastatt (Némecko)
Cupriavidus oxalaticus BOE300 gramnega- aktivovany kal, Stuttgart
tivni (Némecko)

Autofi dale zkoumali riistové vlastnosti kultur, aby ziskali informace o substratové univer-
zalnosti izolovanych kultur. MM média byla inokulovana buitkami pfislu§nych kultur a jako
jediny zdroj uhliku byly pfiddny 3 mM nasledujicich slou¢enin: 2-butoxyoctova kyselina
(BAA), kyselina glyoxylova, n-butanol, ethanol, n-hexanol, ethylacetat, isopropanol, aceton,
methyl ethyl keton (MEK), diethylether, di-n-butylether, n-butylvinylether, dibenzylether,
2-ethoxyethanol, polyethylen glykol (PEG 200), 2-propoxyethanol, 1-butoxy-2-propanol, 2-
fenoxyethanol, hexan, cyklohexan, kyselina benzoova, styren a toluen. Kultury byly inku-
bovany pii 30 °C na rota¢ni tiepacce a po jednom tydnu byla zméfena optickd hustota bunék

(OD). Vyuziti substrati kulturami BOE je shrnuto v tabulce 4.
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Tabulka 4: Vyuziti substratti kulturami BOE, rostoucimi na 2-BE
Substrat 12|34 |5]|6/| 7| 10[{100|200]|300

2-BE

2-BAA

Kyselina glyoxylova

n-Butanol

Ethanol

n-Hexanol

+ 4+ | ] | ]+
+| o+ | ] | ]+
+ 4+ | ] | ]+
+ 4+ | ] | ]+
+| 4+ | ] | ]+
+| 4+ | ] | ]+
+| 4+ | ] | ]+
+ 4+ | ] | ]+
+ 4+ | ] | ]+

Ethyl-acetat

Isopropanol - - - -

Aceton - - - _

o T o T S B S B S B B

MEK - - - -

di-Ethylether - - - -

di-n-Butyl-ether - - - -

n-Butyl vinyl ether - - - -

di-Benzylether - - - -

o e o o e O o I A I o B o B
1
1
1
1
1

2 — Ethoxy-ethanol | + | + | + | +

PEG 200 - - - -

+

+
N
N
N
N
N
N

2 — Propoxy-ethanol | + | + | + | +

1 — Butoxy-2-propanol| - - - - + - - - - - -

2 — Fenoxyethanol - |+ -+ ] - - - - - - -

Hexan - - - - - - - - - - -

Cyklohexan - - - - - - - - - - -

Kyselina benzoova - + - - + - + - + |+ | +

Styren - - - - - - - - - - -

Toluen - - - - - - - - - R -

- zvySeni ODgy46 < 0,2 nebo jeho snizeni
+  zvySeni ODg,q¢ =0,2

Bylo tedy zjisténo, ze kultury BOE2 a BOE4 (Pseudomonas putida a Pseudomonas umson-
gensis) vyuzivaly jako rlstovy substrat i 2-fenoxyethanol. Tyto kultury autofi ziskali ze

vzorkl lesni piidy odebranych v blizkosti Stuttgartu. (Woiski a kol., 2020).
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3 BAKTERIALNIi ROZKLAD FENOLU A STRUKTURNE BLIZ-
KYCH LATEK

Protoze metabolicka draha bakteridlniho rozkladu fenoxyethanolu neni doposud ani v nej-
mensim znama, je ucelné mit piehled o zptisobech bakterialniho rozkladu strukturné podob-

nych latek — ponejvice fenolu a jeho derivati.

3.1 Bakterialni rozklad fenolu

Fenol je plisobenim fenol 2-monooxygenasy pfeménén na katechol. (Enroth a kol., 1998)
Pokud na katechol piisobi katechol 2,3-dioxygenasa, vznika 2-hydroxy-cis,cis-mukonat se-
mialdehyd, z kterého vznika formiat, acetaldehyd a pyruvat. (Cerdan P. a kol., 1998; Nishino
S.F., 1995; LAU a kol., 1994) Pusobenim katechol 1,2-dioxygenasy na katechol vznika cis,
cis-mukonat, z kterého vznika sukcinyl-koenzym A a acetyl-koenzym A. (Ngai a kol., 1990).

Bakterialni rozklad fenolu je zobrazen na obrdzku 7.

OH
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Katechol 2,3- dloxygena/ wm' 1,2-dioxygenasa
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formiat O0CH:  acetaldehyd /l: pyruvat /E’LC\UA =g
= ] Acetyl-koenzym A -
07 CH, 0 yHloengymi' 4

‘ Sukcinyl-koenzym A
o

Obrazek 7 Bakteridlni rozklad fenolu ptes katechol (Gottschalk, 1986)

3.2 Bakterialni rozklad kyseliny benzoové

Aerobni metabolismus benzoatu ma dvé vétve, kterymi jsou dioxygenace za vzniku kate-

cholu, ktery se vyskytuje u nékterych bakterii (Harayama a kol., 1991) a monooxidace za
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vzniku protokatechatu, ktery je vyuzivan hlavné houbami (Sahasrabudhe a kol., 1985). Me-
ziproduktem pii vzniku protokatechatu je 4-hydroxybenzoat. N&které dalsi bakterie, napf.
Azoarcus evansii, pouzivaji treti vétev, ve které je benzoat pieveden za pomoci koenzymu
A na benzoyl koenzym A a nésledné dochazi k monooxygenaci. Po fad¢ dalSich reakci jsou
vystupem sukcinyl-koenzym A a acetyl-koenzym A. (Rather a kol., 2010). Bakterialni roz-

klad této slouceniny je zobrazen na obrazku 8.
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Obrazek 8 Bakterialni rozklad kyseliny benzoové pies katechol (Biocatalysis/Biodegra-
dation Database, 1999)

3.3 Bakterialni rozklad nitrobenzenu a anilinu

Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45 vyuZziva nitrobenzen jako jediny zdroj uhliku, dusiku
a energie. Tato bakterie nejprve redukuje nitroaromat az na 2-aminofenol, a ten je nachylny
k degradaci dioxygenazovou reakci, kterou dochazi k otevieni aromatického kruhu. (Nishino
a Spain, 1995). Vyslednym produktem piemény je 2-aminomukonovy semialdehyd. (Ma a
kol., 2007).

Comamonas sp. JS765 také vyuziva nitrobenzen jako jediny zdroj uhliku, dusiku a energie.
Redukci nitrobenzenu vSak vznika katechol. Delftia sp. AN3 podobnym zptsobem degra-
duje anilin pomoci anilin dioxygenazy. (Liu a kol., 2002). Této reakce se ucastni také Rho-
dococcus erythropolis AN-13, Pseudomonas putida mt-2, Moraxella sp. kmen G a Hydro-
genophaga palleronii S5 (Takenaka a kol., 2003).
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V obou ptipadech se vznikly katechol fadou reakei pfeménuje na pyruvat a acetaldehyd.

Bakterialni rozklad téchto sloucenin je zobrazen na obrazku 9.
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Obrazek 9 Bakterialni rozklad nitrobenzenu a anilinu (Biocatalysis/Biodegradation Data-
base, 1997)

3.4 Bakterialni rozklad toluenu

Rozklad toluenu miiZe byt iniciovan oxidaci methylové skupiny (Shaw a Harayama, 1992),
nebo monooxidaci kruhu v polohach 2,3,4 (Shields a kol., 1995, Olsen a kol., 1994; Yen a
kol., 1991) nebo 2,3-dioxidaci kruhu. (Wackett a kol., 1988). V ptipadé, Ze rozklad toluenu

probiha jednim z poslednich dvou jmenovanych zptsobt, tak probiha rozklad pies derivaty
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katecholu. Piisobenim toluen 2-monooxygenasy na toluen vznika 2-hydroxytoluen, ktery se
pfeménuje dal§im plisobenim tohoto enzymu na 3-methylkatechol. Stejné chemicka slouce-
nina vzniké piisobenim toluen 3-monooxygenasy na toluen. Meziproduktem této reakce je
3-hydroxytoluen. 3-methylkatechol vznika také pilisobenim toluen dioxygenasy na toluen.
Vznikly meziprodukt toluen-cis-dihydrodiol je pfeménovan toluen-cis-dihydrodiol dehyd-
rogenasou na 3-methylkatechol. Ten je fadou dalSich reakci pfeménén na pyruvat a acetal-

dehyd. Bakterialni rozklad této slouceniny je zobrazen na obrazku 10.
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Obrazek 10 Bakterialni rozklad toluenu (Biocatalysis/Biodegradation database, 1997)
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3.5 Bakterialni rozklad nitrofenolu

Ze 4-nitrofenolu je pomoci 4-nitrofenol 4-monooxygenasy Moraxella sp. eliminovana nit-
roskupina. (Spain, J.C., Gibson, D.T., 1991). Kmeny Arthrobacter sp. IS443 a Arthrobacter
protophormiae RKJ100 odstraiuji nitroskupinu ze 4-nitrofenolu nebo 4-nitrokatecholu.
(Jain a kol., 1994; Chauhan a kol., 2000). Spole¢nym produktem téchto dvou metabolickych
drah je maleylacetat, ktery se fadou reakci pfeménuje na sukcinyl-koenzym A a acetyl-ko-

enzym A.

Bakterialni rozklad 4-nitrofenolu je zobrazen na obrazku 11.
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Obrazek 11 Bakterialni rozklad 4-nitrofenolu (Biocatalysis/Biodegradation database, 2008)
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Nitroskupina mlze byt odstrafiovana z 2-nitrofenolu za vzniku katecholu pomoci kmeni

Pseudomonas putida B2 a Alcaligenes sp. NyZ215. (Zeyer a kol., 1986; Xiao a kol., 2007).

Ralstonia eutropha JMP 134 a Pseudomonas putida B2 zpocatku redukuji za anaerobnich
podminek nitroskupinu 3-nitrofenolu za vzniku 3-hydroxylaminofenolu. Pfi mutazové re-
akci dochazi k preméné 3-hydroxyaminofenolu na aminohydrochinon (Schenzle a kol.,
1999) nebo 4-aminokatechol (Zhao a kol., 2000). 1,2,4-benzenetriol vznika oxidaci monoo-
xygenazového typu a eliminaci amoniaku. (Meulenber a kol., 1996) Resorcinol se preménuje

na 1,2,4-benzentriol pomoci fenol 2-monooxygenasy.

Bakterialni rozklad 3-nitrofenolu a 2-nitrofenolu je zobrazen na obrazku 12.
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Obrazek 12 Bakterialni rozklad 3-nitrofenolu a 2-nitrofenolu (Biocatalysis/Biodegradation
database, 2008)

3.6 Bakterialni rozklad tyrosinu

Pisobenim L-tyrosin aminotransferasy na L-Tyrosin dochazi k deaminaci, ¢imz vznika 4-

hydroxyfenylpyruvat, na ktery ptisobi enzym 4-hydroxyfenylpyruvat oxidasa za vzniku 4-
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hydroxyfenylacetatu. 3,4-dihydroxyfenylacetat vznika ptisobenim 4-hydroxyfenylacetat 3-

hydroxylasy na 4-hydroxyfenylacetat. Radou dalgich reakci vznika pyruvat a sukcint.

V druhé vétvi bakteridlniho rozkladu tyrosinu piisobi na L-tyrosin aminotransferasa za
vzniku 4-hydroxyfenylpyruvatu. 4-hydroxyfenylpyruvatdioxygenasa piisobi na tuto chemic-
kou slouceninu za vzniku homogentisatu. Tato chemicka sloucenina muze také vznikat pi-
sobenim 4-hydroxyfenylacetat 1-hydroxylasy na 4-hydroxyfenylacetat. Plisobenim homo-
gentisat 1,2-dioxygenasy na homogentisat dochéazi k rozStépeni aromatického kruhu za
vzniku 4-maleylacetoacetatu. Kone¢nymi produkty jsou fumarat a acetoacetat. Bakteridlni

rozklad této slouCeniny je zobrazen na obrazku 13.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

Hal,
- ; o
0

HL—tyrnsme ammmransferase]

HO / \
— 0 4-Hydroxyphenylpyruv ate)

4-hydroxyphenylpyruv ate o
oxidase 4-hydroxyphenyl pyruv ate
dioxygenase
OH
4-hydroxyphenylacetatel
o 1-hydroxylase v
Sy

| 0
°
Ho = omogentisate
4-Hydroxyphenylacetate OH

[i-hydroxyphenylacetate l|h0m ogentisate 1,2-dio xygenase]
[3-hydroxylase o 0

HO o b
4-chlorophenylacetate
B 4-dioxygenase a o
HO = Ty
— 1 |
L [maleylacetoacetate isomerase]

el o) o l
|3A-Dlhydruxyphenylacelate\ 4-Chlorophenylacetate o o o
l E,ll-dlhydmxyphenylacet ateI

3-dioxygenase

O.

P NN
Fumarylacetoacetate|

Q
trans,cis-5- ]

o [Carboxymethyl- fumarylacetaoacetase
2-hydroxymuconate

o
semialdehyde i o o
- . < ot M
- o
trans,cis-5-carboxymethyl- Fumarate L HaC o

2-hydroxymuconic

semialdehyde dehydrogenase Acetoacetate

HO

trans cis-5-Carboxymethyl-
2-hydroxymuconate

o
5-carboxymethyl-2-
hydroxymuconate isomerase

o
cis-5-Carboxymethyl-2-
0xohex-3-ene-1 B-dioate

0

homoprotocatechuate
isomerase/decarboxylase
o]
o

o o
|cis-2-0xohept-3-ene-1 7-dioate|

o

cis-2-oxohept-3-
ene-17-dioate hydratase|
OH
o -
2 4-Dihydroxy-hept-
trans-2-ene-1,7-dioate

2 A-dihydroxy-hept-trans- I

o ¢}
HO

2-ene-17-dioate aldolase

o] v o]

o
OVJ\/\A/O + Hac)j\[(
Succinic semialdehyde 0

succinic semialdehyde
o dehydrogenase
. o’
o

]

Obrazek 13 Bakterialni rozklad tyrosinu (Biocatalysis/Biodegradation database, 1997)
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3.7 Bakterialni rozklad alkylfenolu

Tuan a kol. (2011) se pokouseli ziskat bakterie rozkladajici 4-z-oktylfenol. Celkem autofi
ziskali 18 kultur. 5 bakterii rozkladajici oktylfenol (SH352, TX1, SH141, SH142 a SH144)
bylo izolovéano ze vzorkil z ryzovych poli na Tchaj-wanu (z pidy a sedimentu z drenaze),
ktera byla znecisténa povrchové aktivnimi latkami (alkylfenolpolyethoxylaty). Dalsi dvé
kultury, SH771 a SH772, byly izolovany z lahvi s oktylfenolovym ¢inidlem od spolecnosti
Merck a Aldrich. Zbyvajici kmeny SH542, SH355, SH359, SH541, SH351, SH353, SH356,
SH358, TX2, SH354 a SH357 byly izolovany z laboratorniho piidniho mikrokosmu, ktery
byl inkubovan 93 dni. Mikrokosmos se skladal ze sklenéné banky obsahujici 600 g ptdy (s
50 %-tnim obsahem vody), odebrané z ryZového pole znecisténého alkylfenolpolyethoxy-

laty.

Ze vzorkl z vngjSiho prostiedi ¢i z mikrokosmu bylo vzdy odebrano 0,5 g vzorku a ptidano
do 10 ml mineralniho média, které obsahovalo 0,005 % oktylfenolu. Smés byla inkubovéana
ve tmé na tfepacce. Jakmile doslo k pomnoZeni kultur, desetina objemu kultury byla piene-
sena do cerstvého mineralniho média, ve kterém byla koncentrace oktylfenolu zdvojnaso-
bena. Celkem bylo udélano 10 pasdzi a nasledné bylo provedeno naockovani na agarové
zivneé pudy. Vyrostlé kolonie byly separovany a vy¢€istény. Byla provedena identifikace kul-
tur dle sekvence genu pro 16S rRNA a také bylo zkoumano, zda jsou kultury schopny roz-
kladu fenolu a oktylkatecholu. Zékladni tidaje o kulturach jsou uvedeny v tabulce 5 a jejich

rozkladné schopnosti v tabulce 6.
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Tabulka 5 Charakteristika bakterii degradujicich oktylfenol

Zdroj Morfologie Identifikace

Pida z ryzového | gramnegativni, Alcaligenes sp. SH141

pole tyCinky Shinella sp. SH142
Pseudomonas sp. SH144

Sedimenty z dre- | gramnegativni, Pseudomonas sp. TX1

naze tyCinky A. radioresistens SH352

Mikrokosmos gramnegativni, Alcaligenes sp. SH542

tyCinky Inquilinus sp. SH355

Pseudomonas aeruginosa SH359
Pseudomonas citronellolis SH541
Pseudomonas nitroreducens SH351
Pseudomonas putida SH353
Pseudomonas putida SH356
Pseudomonas putida SH358
Pseudomonas putida TX2
Pseudomonas sp. SH354
Pseudomonas sp. SH357

Lahvicka gramnegativni, M. radiotolerans SH771

s 4-t-oktylfeno- | kratké ty¢inky Pseudomonas rhizosphaerae SHT72

lem
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Tabulka 6 Aerobni rast na tfech rtiznych zdrojich uhliku

Bakterie

Ristovy zdroj uhliku

Fenol (pary) | t-oktylfenol | t-oktylkatechol
(0,005 %) (0,005 %)
Acinetobacter radioresistens ++ ++ ++
Pseudomonas sp. SH144 ++ ++ ++
Pseudomonas sp. SH354 ++ ++ ++
Pseudomonas sp. SH357 ++ ++ ++
Pseudomonas rhizosphaerae SHT772 ++ ++ ++
Pseudomonas putida TX2 + ++ ++
Pseudomonas sp. TX1 + ++ ++
Alcaligenes sp. SH141 + ++ ++
Alcaligenes sp. SH542 + ++ ++
Shinella sp. SH142 + + ++
Pseudomonas putida SH353 - ++ ++
Pseudomonas putida SH356 ++ ++
Inquilinus sp.SH355 - ++ ++
Pseudomonas citronellolis SH541 - ++ ++
Methylobacterium radiotolerans SH771 - ++ ++
Pseudomonas nitroreducens SH351 - ++ ++
Pseudomonas putida SH358 - ++ ++
Pseudomonas aeruginosa SH359 - ++ ++

- bez rastu

+ rust béhem 4-5 dnu

++ rust béhem 2 dnu

Vysledky riistu vSech ziskanych kultur na oktylkatecholu tak naznacily, Ze rozklad oktylfe-

nolu se odehrava cestou jeho oxygenace na oktylkatechol, s naslednym rozkladem na vyu-

zitelné produkty.

Vysledky ukazaly, Ze vSechny bakterie rozkladajici oktylfenol jsou gramnegativni.

Pribehy rozkladii fenolickych latek a mikrobialni metabolické drdhy jsou velmi rozmanité

,casto je stejna latka rozkladana dvéma ¢i vice zptisoby.
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Prvnim krokem mikrobidlniho rozkladu nekterych fenolickych sloucenin (fenol) je rozste-
peni aromatického jadra a poté v nasledujicich krocich dochazi k reakcim na postrannim fe-
tézci. U druhé skupiny fenolickych sloucenin (nitrobenzen) dochéazi nejprve k reakcim na

postrannim fetézci a poté je rozstépeno aromatické jadro.
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4 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit vyskyt bakterii, které vyuzivaji fenoxyethanol ke

svému rustu, ve vnéjSim prostiedi, a to v ptidach a povrchovych vodach.

Dalsim cilem bylo ovéfit postup zachytu takovych bakterii ze vzorkl vod a pid.
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II. PRAKTICKA CAST
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S METODIKA

5.1 Odbér vzorki

Do sterilnich zkumavek byly sbirany vzorky vod a ptid z riznych mist jihovychodni Moravy.

Kazda ze zkumavek obsahovala cca 5 ml vody nebo 5-10 g ptdy. Odbér vzorkl probihal ve

dvou vétsich sériich. Konkrétni odbérova mista prvni série jsou uvedena v tabulce 7 a druhé

série v tabulce 8.

Tabulka 7 Pfehled vzorku - série 1

Cislo Popis vzorku GPS mista odbéru Dat?m Zatatek
VZ. odbéru testu
1 Voda Dtevnice, Zlin I]::I ?20312,252372,, 7.8.22 | 9.8.22
2 Pida Bil¢ Karpaty, lu¢ni II::I ??:23::22;;: 6.8.22 | 9.8.22
3 Pida Bil¢ Karpaty, lesni N;{%Zi.ggég;%" 6.8.22 | 9.8.22
4 Pada Zlin, zahradni I}\EI ?303141,;33;12,, 7.8.22 | 9.8.22
5 Voda stojatd, Zlin 5147221113';03'.345479"" 3.8.22 | 9.8.22
6 Pada luéni, Zlin 1\1241970222,55‘T'236115,, 3.8.22 | 9.8.22
7 Voda Dfevnice, Zlin 1}\31 ?3;;23;‘?2 4822 | 9.8.22
8 Pada nivni é\l 1‘;%317%279"25693 14822 | 9822
9 | PidaZlin-Kudlov, lesni | X ??Oiééfffzg" 5822 | 9.8.22
10 Voda Kudlovsky potok I\é;‘79004102,'3313"§65;,," 5.8.22 | 9.8.22
11 | Pada Bilé Karpaty, luéni 1\12415;005561',303. '169672,," 14.8.22 | 16.8.22
12 Voda Bil¢ Karpaty, potok Il::] ;‘3;216:553512: 14.8.22 | 16.8.22
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Tabulka 8 Piehled vzorku - série 2

ééil'o Popis vzorku GPS mista odbéru (I))daggﬁll Z?::‘tfk

O e o R Y B

22 Pﬁdaz}i‘éf“dlov’ g;;%;ll?z'ffdggﬁ', 7.10.22 | 31.10.22

73 Voda J;r(iill?;/ického 5147901112"298..000626"” 71022 |31.10.22

O T el IR A YRy RO

S e R B

I e R

27 Pﬁdalesnil,Kaﬁovice El\i;loi°26';5(;l..30587'"' 11022 131.10.22

28 Pﬁdalesniz’KaﬁOVice g{;?;gég'_zzﬂ 1.10.22 | 31.10.22
Puda lesni, ool "

29 i?ggr:;gégid ENI§23§'§;111:1" 2.10.22 | 31.10.22
Ptda nivni, oc "

30 Neda;}(l);eft;ivcaemli,pod 1\E1f790357‘,‘j"§2681,, 9.10.22 | 31.10.22
Puda nivni, oz "

31 Nedalikcl);efl;‘i/c;n%, pod 113114790357"1()7..913989" 9.10.22 | 31.10.22
Pida lu¢ni, oc "

32 Nedalc(}cl)i)efl;‘i/ca;?,pod N a3, | 91022 | 31.10.22

1o | P o P | NS g 022 10

1o | Vodnlemimolead, | N &Ny 020 2110

35 V"da’g?et;’é‘vlzrubar’ D 130.10.22 | 31.10.22

5.2 Oc¢kovani vzorku

Piiprava kultiva¢niho média

Bylo pfipraveno sterilni mineralni médium (MM) o objemu 500 ml, se sloZzenim uvedenym

v tabulce 9.
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Tabulka 9 Slozeni mineralniho média

Slozka Objem [ml]

Roztok NaHPO4.12H,0 (23,9 g/l) 40

Roztok KH2PO4 (9,078 g/l) 10

Voda destilovana 425

Roztok NH4Cl1 (30 g/1) 5

Roztok MgS04.7H,0 (10 g/l) 5

Roztok Fe(NH4)2.(S04)2.6H20 (3 g/l) 5

Roztok CaCl,.2H>O (1 g/1) 5

Roztok NaCl (50 g/l) 5

Roztok stopovych prvki 0,8
Roztok stopovych prvkii:
MNSO45HoO .o 0,043 g
HaB O3 e e 0,057 ¢
ZNSO4.THoO oo 0,043 g
(NH4)6M07024.6 HoO ..o e 0,037 g
COoNO3)2.0 HoO oo 0,025 ¢
CUSO4.5 HoO e 0,040 g

VSechny latky byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.

Po ptipravé bylo ovéfeno pH mineralniho média, které €inilo 7,45, poté byla provedena ste-

rilizace, ktera zpiisobila pokles pH na hodnotu 7,3.

Dale byl pfipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 10 g/1, ktery byl sterilizovan

filtraci ptes sterilni ultrafiltr ReliaPrep (Ahlstrom) s porositou 0,2 pm, do sterilni nddobky.

Do 180 ml sterilniho MM bylo asepticky ptidano 180 pl roztoku MEM vitamint a poté 2,9
ml sterilniho zasobniho roztoku fenoxyethanolu, ¢imZz vzniklo mineralni médium s fenoxy-
ethanolem (MMFE), s koncentraci fenoxyethanolu 159 mg/l. Vse bylo dobie promichano a

rozplnéno asepticky po 3 ml do sterilnich zkumavek, které byly skladovany ve tmé a chladu.

Vlastni o¢kovani a kultivace

Kazdy vzorek vody z vnéjSiho prostfedi byl asepticky napipetovan dle charakteru vzorku
v objemu 100 pl do 2 zkumavek s MMFE. Jedna ze zkumavek byla inkubovana pfi teploté
23°C, druha pti 8°C.
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Kazdy vzorek pudy byl nejprve protfepan 10 minut se sterilnim fysiologickym roztokem
(8,5 g NaCl/l) v poméru 1:5 a poté po kratké sedimentaci hrubych ¢astic bylo odebrano 25
— 50 pl do 2 zkumavek s MMFE. Jedna ze zkumavek byla inkubovana pii teploté 23 °C,
druha pii 8 °C.

Pokud byly zkumavky po ptidavku vody ¢i ptidni suspenze visudlné odlisné od nenaocko-

vanych zkumavek, byla zmétena optickd hustota (densita) za pouziti densilametru.
Pti kultivaci byly 1-2 zkumavky ponechany jako blank.

Béhem kultivace byly porovndvany naockované zkumavky s blanky visualné ¢i densilame-

tricky 1-2 krat za tyden (obvykle densilametricky).

5.3 Sledovani rustu bakterii

Rist mikroorganismil byl sledovan métenim optické hustoty (optické density — OD) piimo
ve zkumavkach v urcitych casovych intervalech v priabéhu kultivace, za pomoci densilame-
tru DENSI-LA-METER 1I (Erba Lachema, Brno). Pied méfenim OD bylo nutné zkumavky
promichat, odstranit bubliny vzduchu a u zkumavek kultivovanych pii 8°C bylo setfeno pii-

padné oroseni.

5.4 Ziskani bakterii rostoucich na fenoxyethanolu

U vzorkd, u kterych byl zaznamenan riist OD v pribéhu kultivace, bylo bud’ provedeno vy-
ockovani narostlé suspenze na R2A agar formou kiiZového roztéru nebo bylo provedeno
pasazovani vzorku, tj. 1 ¢1 10 pl narostlé suspenze bylo pfeneseno do nové zkumavky se
sterilnim MMFE a ta byla nésledné inkubovéana za stejnych podminek, vcetné sledovani
rustu bakterii jako u prvotnich vzorkl. PasdZzovani pozitivnich vzorkl bylo poté vicekrat
opakovano a po provedeni dvou az ¢tyt pasazi bylo provedeno vyockovani narostlé suspenze

na R2A agar formou kiiZového roztéru.

Naockované R2A agary byly kultivovany pti 23 °C po dobu min. 10 dnti a vyrostlé kolonie

byly pfeockovavany na nové misky s R2A agary pro ziskani ¢istych kultur.

Cely postup praci je schematicky uveden na obrazku ¢. 14:
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Vzorek vody
./ i pidy \
! Inkubace v MMFE |
Rust BB ukonceni inkubace

i vzorku po 8-13 tydnech

| Oc¢kovani pasazi |

Kfizovy roztér na
R2A agar

Z R2A agaru naockovat jednotlivé kolonie opét do MMFE
(potvrzeni schopnosti ¢istych kultur rist na fenoxyethanolu)

V pozitivnim piipadé vyo¢kovani z MMFE kiiZovym roztérem na R2A
agar (potvrzeni Cistoty kultury a ziskani biomasy pro zakonzervovani)

Sledovani riistu, popis kolonii na R2A, zakonzervovani

Obrazek 14 Postup praci pro ziskani bakterii rostoucich na fenoxyethanolu

5.5 Studium bakterii rostoucich na fenoxyethanolu

Byly provedeny testy v MMFE s Cistymi a definované smiSenymi kulturami ziskanymi z po-
zitivnich vzorkl. Nejprve byly pfipraveny suspenze jednotlivych kultur ve sterilnim fysio-
logickém roztoku. Poté byly pfipraveny zkumavky s MMFE, do nichZ byly jednotlivé naoc-
kovany cisté kultury (10 ul suspenze), a také do dalSich zkumavek s MMFE byly naocko-
vany dvojclenné, tficlenné nebo Ctyfc¢lenné kombinace kultur, ziskanych z jednotlivych
vzorkl. Kultivace zkumavek probihala pii teploté 23 °C. Méfenim optickych densit jednot-
livych zkumavek s kulturami byl sledovan rist kultur na fenoxyethanolu, jak Cistych, tak

smiSenych.

5.6 Dlouhodobé¢ uchovani ziskanych kultur

wewv

Pro dlouhodobéjsi uchovani kultur a mozZnost jejich dalSiho zkoumani byla provedena jejich

konzervace v boxu pii -80 °C .
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Prace byla provadéna v aseptickém boxu. Nejprve byla oznacena sterilni mikrozkumavka
(ependorfka) popisem kultury, poté byla biomasa cerstvé narostené bakterialni kultury opa-
trn€ nabrana z povrchu agarové zivné pudy vyzihanou a zchladlou lancetou (kopisti) a umis-
téna do oznacené ependorfky na dno. Lanceta byla odloZena do boxu a do ependorfky byly
ptikapnuty 1-2 kapky sterilniho glycerolu (dle mnozstvi bakteridlni biomasy). Glycerol s bi-
omasou byl pomoci pouzité lancety promichdn a ependortka byla uloZzena do boxu s teplotou
-80 °C . Lanceta byla po tomto tikonu dokonale setfena papirovou gazou namocenou v 90%-
tnim ethanolu a vyzih4na v plameni do z¢ervenani. Lancetu bylo mozné pouzit na dalsi kul-
turu aZ po jejim dokonalém vychladnutim v aseptickém boxu. UloZeni kultur bylo zapsano

papirové i elektronicky do seznamu kultur.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kultivace vzorku prvni série

V ramci prvni série hledani bakterii rostoucich na fenoxyethanolu bylo z prostiedi odebrano

12 vzorkt vod a pid, z nichz 7 vzorkt tvoftily pidy a 5 vody. Tyto vzorky byly inkubovany

v mineralnim médiu s fenoxyethanolem pii teplotach 8 °C a 23 °C. Kultivace vzorki 1-10

probihala od 9. 8. 2022 a vzorka 11 a 12 od 16. 8. 2022. Rist mikroorganismu v prubéhu

pokusu je uveden v tabulkach 10 a 11.

Tabulka 10 Riist mikroorganismii v médiu s fenoxyethanolem pfi teploté 23 °C, prvni série

Opticka densita

Cislo

VZo |,k 3 110 [13]15|1720{23 |28 (31 |35(38|42[45/|49|56] 63
dny | dnt |dnl|dnt |dnt|dnt |dnt |dnG|dnt |[dnt|dnd |dnt |dnt|dnd [dnt | dnd
Blank| 0,0 0,0 (0,0 |0,1{0,1(0,1(0,1(0,0|0,1/0,1(0,1|0,1{0,1{0,1{0,1/0,1]0,1
1 0,0 0,10,25(0,3/0,4(0,5/0,7|0,7|0,4(0,4/0,3/0,3]0,3({0,3/0,3]0,4|0,4
2 1,1 1(0,9(1,0(1,0(1,0{1,0{0,9/0,9(1,0(1,0({1,0{1,0|1,0|1,0(1,0(1,1]1,1
3 3,1 12,912,91(2,9(2,8(2,8/(2,7|2,8(2,8(2,7|2,7(2,8/2,8(2,8/2,8(2,9]2,9
4 0,7 (0,70,7(0,7(0,7(0,70,7|0,7/0,7(0,70,7|0,7]0,7{0,70,7|0,7|0,7
5 0,1 (0,00,110,1(0,1(0,1(0,1|0,0/0,0(0,0(0,1{0,1]0,1{0,1/0,1{0,1]0,2
6 1,2 {0,9|1,11,1(1,0(1,0(1,0|1,0(1,0(1,0({1,0{1,0|{1,0|1,0(1,0(1,1]1,1
7 0,0 {0,0|0,00,5(0,4/0,3|0,2/0,2/0,1(0,2(0,1{0,1{0,1|0,1(0,1| - ]0,2
8 0,4 10,3/0,40,4(0,3/0,3/0,4/0,4/0,4(0,4/0,4/0,4{0,4/0,4(0,4(0,4|0,2
9 0,7 /0,6 10,6 {0,6/0,6(0,6/0,6|0,6/0,6(0,6(0,6{0,7|0,6(0,6/0,7|0,7|0,7
10 | 0,1 {0,0(0,1|0,1}]0,1}0,1}(0,10,1]0,1]0,1(0,1|0,1{0,1{0,1{0,1(0,1]0,1
ZaE. 3 6 | 8 |11 ]|14[19]22]26(29 |33 36|40 |47 |56 - -

dny | dnt |dnt|dnt|dnt |dnt [dni [dni [dni |[dnd [dnd [dnd |dnh |{dnG
I 0,4 (0,4/0,41(0,3/0,3/0,4/0,3/0,4{0,4(0,4/0,4(0,4/0,4(0,4|0,4]| - -
12 0,0 {0,00,01{0,0(0,0(0,0|0,0{0,0{0,0(0,1|0,1{0,1(0,1(0,1|0,2]{ - -
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Z tabulky 10 je ziejmé, ze pouze u vzorki 1 a 7 doslo k ristu mikroorganismi, coz doklada

vzrust optické density u téchto vzorka.

Tabulka 11 Rist mikroorganismi v médiu s fenoxyethanolem pii teploté 8 °C prvni série

Opticka densita

CVI;%OZaéétek 3 10|13 15| 17 [20 |23 [ 28 |31 |35 |42 |49 |63
dny | dnt | dnt | dnt | dnt | dnt | dnd | dnd | dnd | dnd | dna | dna | dn
Blank| 6 10,0(0.0[0,1]0.0/0,0[0.,0/0,1]0,0/0,0[0,0/0,1[0,1]0,1
1 0,0 10,0/0,0]0,0[0,0[0,0/0,0[0,0][0,0[0,0[0,0[0,0][0,0][0,1
2 1,0 |1,0[1,0]1,0[1,0]1,0[1,0]0,9(0,9(0,9[0,9]0,9]1,0]1,0
3 3,5 [3,303,303.303.3(3,303,3(3.3(3,3(3,3/3.3/3.3/3,3/3,6
4 0,7 ]0,7/0,710,7]0,6]0,60,7]0,6]0,6]0,710,7]0,7[0,7]0,7
5 0,0 10,0/0,0]0,0[0,0[0,0/0,0[0,0[0,0[0,0[0,0[0,0[0,0][0,1
6 1,2 |l olololnolololn0]1,0 1,111
7 0,0 10,0/0,0]0,0]0,0][0,0/0,1]0,1]0,0][0,0]0,0[0,0][0,1]0,2
8 0,5 10,5/0,5/0,5/0,5]/0,5/0,5[04]0,4]0,4]04]0,4]0,4]0,5
9 0,8 |0,7/0,710,7]0,7[0,7/0,7]0,7][0,7]0,710,6 [0.,6]0,70,7
10 | 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
acater 31 6| 8 [ 11141922 12633 |40 |56 |
dny |dni |dnt |dnl |dni |dnl [dnG | dnd |dnl | dnG | dnd
11 | 03 ]0,3/0,2/02]02]0,1/02/02]02]02(02/02] - | -
12 | 0,0 ]0,0/0,0/0,0]0,0]0,0/0,0[0,0|0,0]0,0/00]0,0] - | -

V Zadném ze vzorku kultivovaném pfi 8 °C nedoSlo k vyraznému vzristu optické density, a

tudiz bylo mozné uzavfit, Ze se v téchto vzorcich nevyskytovaly mikroorganismy rozklada-

jici fenoxyethanol pfi takto nizké teploté. Jedinou vyjimkou byl vzorek 3, u kterého doslo

ke konci inkubaéniho obdobi k velmi mirnému zvyseni density o 0,3 jednotky. Pro objasnéni

byly proto ze vzorku 3, kultivovaného pii 8 °C i 23 °C, naoCkovany prvni paséaze, které byly

dale 2 mésice inkubovany pii obou teplotach. Protoze vSak v téchto pasazich nedoslo k rastu

mikroorganismu (vzristu optické density), bylo mozné i zde uzavfit, Ze se ve vzorku 3 bak-

terialni kultury vyuZivajici fenoxyethanol nenachazely.
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6.2 Ziskani bakterii ze vzorkiu 1 a 7 prvni série a hledani klicovych kul-

tur

Nejprve byly vyockovany pomnozené vzorky €. 1 a 7 na R2A agary a z kazdého bylo ziskdno
nekolik bakterialnich kultur, které byly jednotlivé naoCkovany do zkumavek s MMFE a in-
kubovany. Navic byly vSechny kultury vzorku 7 naockovany do MMFE soucasné. Vysledky

téchto testd jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 Vyvoj optickych densit prvnich kultur ziskanych ze vzorkti 1 a 7 a smiSené
kultury vzorku 7

Opticka densita
Zacatek |5 dni| 8 dnu |12 dni| 15 dnu |19 dni|22 dnu |26 dni |37 dnu

Blank 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,2 -
1A 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 - - -
1B 0,0 0,0 | 0,0 0,1 0,0 0,1 - - -
7B 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
7D 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2

Kultura

Zacatek |3 dny| 7 dnti {10 dn(i| 14 dnti |17 dnii |21 dnti|31 dnt
1C1 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,1 - - -
7A1 0,1 0,1 | 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
TA2 0,1 0,1 | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
7C 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1

Zacatek |3 dny |17 dnti|21 dn1|28 dni1 |35 dni
Smés 7| 0,1 0,1 | 0,1 0,2 0,2 0,1

Z vysledki uvedenych v tabulce 12 je patrné, Ze Zadna z Cistych kultur nebyla schopna rist
v mineralnim médiu s fenoxyethanolem, to ani po cca mési¢ni kultivaci. Dokonce ani smés
vSech kultur vzorku 7 dohromady nevykézala ani ndznak rtstu po 35 dnech. Tyto vysledky
tak ukézaly, Ze pravdépodobné se nepodafilo z pomnozenych prvotnich vzorki 1 a 7 ziskat
urcité klicové kultury, potiebné pro rozklad fenoxyethanolu. Proto byla inokula z pomnoZze-
nych vzorkl 1 a 7 naockovana do novych zkumavek s MMFE a inkubovéna, a tento postup
byl n€kolikrat opakovan (tj. vzorky byly pasdzovany). Snahou pasazovani bylo vice pomno-
zit predpokladané klicové kultury a snizit vyskyt balastnich mikroorganismii. Celkem byly
naockovany Ctyfi pasdze vzorku 1 a pét pasazi vzorku 7, kultivace vSech pasazi probihala
pti 23 °C. Vyvoj optickych densit u jednotlivych pasazi vzorkti 1 a 7 je v tabulce 13. Jednot-

livé pasaze jsou oznaceny fimskymi ¢islicemi.
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Tabulka 13 Vyvoj optickych densit u pasazi vzorku 1 a 7
Pa. Opticka densita
<43 |78, 3157191014 ]17 |21 23|24 |28 |31|35|44 48|69
dny |dnti| dnti |dnti| dnti | dnil | dnt | dnti | dnti | dnd |dnt | dnt | dnd | dnd | dnt | dnt
1/ryo0,0(00/| - (02 -102(03(0405| - 106(0,7| - (0,7 - | - | -
o001} - 103} -103,06(0,7{09| - [08] - 0,7 - | -] -] -
1/IV{0,0| - [04| - |06 - | - | - S R e e e N N YA
vioo| - |-1|-1]-1-105]| - S e e I W B
71m0,1(02( - 102} -103/106(06[06| - [05]05]| - (05| -] -] -
70,101} -104(-106(08/08(08(07(0 7| -1 -1-1|-1-1-
71v|0,0(0,0| - (03] -| - |1,0] - |08 - | - | -|-|-1]-1~=-109
7V 1{0,0] - 103 - [0,6| - | - | - S e e e e N N L
IVHO00| - | - |- |- -|-|-|-|-|-1-1|-1|-1]05]-1-

Po provedeni vSech pasazich vzorkii 1 a 7 bylo mozné konstatovat, Ze se v nich bakterie

schopné vyuzivat fenoxyethanol ke svému riistu vyskytuji, nebot’ vZdy doslo béhem kulti-

vace k rustu optické density u téchto pasazi. Z pasaze 1/IV byly rozockovanim na R2A agary

ziskany nové bakteridlni kultury, které byly oznaceny 1AA, 1BB, 1CC a z pasaZe 7/V bak-

teridlni kultury S, T, U, V. Jednotlivé bakterialni kultury byly poté opétovné naockovany do

MMEFE jednotlivé, a také kultury ze stejného vzorku po dvojicich a trojicich, v pfipadé kultur

ze vzorku 7 1 ve ¢tvetici. Vyvoj optickych densit v prubéhu kultivace jednotlivych kultur je

uveden v tabulkach 14 a 15.

Tabulka 14 Vyvoj optickych densit kultur ziskanych ze 4. pasaze vzorku 7

Opticka densita

Kultura [ citek | 4 dny | 11dni | 18 dnéi | 25 dnt | 32 dnd | 53 dné
S 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
T 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
U 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2
\% 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2
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Tabulka 15 Vyvoj optickych densit kultur ziskanych z 3. pasaze vzorku 1

Opticka densita

Kultura 4 11 18 | 26 | 33 | 37 44 51 | 58 | 65

Zacatek|dny | dnt | dnt | dnt | dnQ | dnQ | dnd | dnt@ | dn@ | dnt

Blank 0,1 0,1{0,11}0,1}0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 - 0,0
1AA 0,0 0,1,0,21(0,21]0,21|0,1|0,1 | 0,1 |0,21]0,2 -
1BB 0,0 0,0 | 0,1 | 0,0 0,0 |00]|0,0] 0,1 0,1 0,1 -
1CC 0,0 0,20,20,11]0,21/0,1]0,1 | 0,21]0,1 10,2 -

Je patrné, Ze zadna z bakterialnich kultur, ziskanych z uvedenych pasazi vzork 1 a 7, nebyla

schopna rast v mineralnim médiu s fenoxyethanolem v podob¢ ¢isté kultury.

Déle jsou uvedeny vysledky ristu kombinaci kultur, a to v tabulkach 16 a 17.

Tabulka 16 Vyvoj optickych densit u kombinaci kultur ziskanych z 3. pasaZe vzorku 1

Kombinace Opticka densita
kultur Zacatek | 7dnt |14 dnt (2] dna |28 dnt |49 dnti |58 dnti |67 dnt |80 dni
blank - 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,2 0,1
AA+BB 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 - -
AA+CC 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - -
BB+CC 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 - -
AA+BB+CC | 00 | 01 | 02 | 06 | 05 | 05 | 06 | 06 | 0.6
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Tabulka 17 Vyvoj optickych densit u kombinaci kultur ziskanych ze 4. pasaze vzorku 7

Kombinace Opticka densita
kultur Zacatek 8 I3 21 30 dnu 39 52
dnt dnu dnt dnt dnt
blank 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
S+T+U+V 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 0,9 0,9
T+U+V 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
U+V+S 0,1 0,1 0,4 0,5 0,5 0,9 0,9
S+T+V 0,1 0,1 0,5 0,6 0,8 0,9 0,9
S+T+U 0,1 0,1 0,5 0,6 0,8 1,0 1,0
Uu+Vv 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2
T+V 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
S+V 0,2 0,3 0,4 0,4 0,5 0,8 0,9
S+T 0,2 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 0,8
T+U 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
S+U 0,1 0,1 0,4 0,6 0,8 0,9 0,9

Vysledky uvedené v tabulkach 16 a 17 jednoznacné dokladaji, Ze v ptipadé kultur ziskanych

ze vzorku 1 je k ristu na fenoxyethanolu potfebna ucast vSech tii bakteridlnich kultur (AA i

BB 1 CC), a Ze absence byt jediné z nich neumoziuje zbyvajicim dvéma na uvedeném sub-

stratu rust.

Co se tyka kultur ziskanych ze vzorku 7, z vysledki je zfejmé, Ze riist na fenoxyethanolu

vykazuji jen ty dvojice a trojice kultur, které obsahuji kulturu S. Pokud byla tato kultura

doplnéna v pouzitém konsorciu kulturou U, piipadné kulturou V, dosahla intenzita ristu

konsorcia nejvyssi hodnoty, zatimco kombinace kultur S + T poné€kud slabsi. V ptipad¢ kul-

tur ze vzorku 7 je tak mozné za kli€ovou oznacit kulturu S, ktera vSak k rozkladu fenoxye-

thanolu vyzaduje pfitomnost jiné bakterialni kultury.

Na obrazcich 15, 16, 17 a 18 jsou zobrazeny bakterialni kultury S, T, U a V, ziskané ze 4.

pasaze vzorku 7.
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Obrazek 16 Bakteridlni kultura T
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Obrazek 17 Bakterialni kultura U

Obrazek 18 Bakterialni kultura V



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

6.3 Kaultivace vzorkua druhé série

V ramci druhé série hledani bakterii rostoucich na fenoxyethanolu bylo z prostiedi odebrano
15 vzorkl vod a pad, z nichz 10 vzorkl tvofily ptidy a 5 vody. V tabulce 18 je zobrazen
vyvoj optickych densit vzorkl inkubovanych v minerdlnim médiu s fenoxyethanolem pfi

teploté 8 °C a v tabulce 19 vzorkl inkubovanych pii 23 °C.

Tabulka 18 Riist mikroorganismt v mediu s fenoxyethanolem pfi teploté 8 °C, druhé série

Opticka densita

Cislo

VZo | 72 |7 dnti [14 dnaR1 dnaR8 dnd| -, 42 dntl63 dnt94 dnd| 125
dnu dnt

blank | - 02 | 0,1 | 0,1 | 0,1 ] 02101 0,0 0,1 -

21 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2 -
22 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -
23 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 -
24 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,3 -
25 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,1 -
26 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 -
27 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,2 -
28 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 -
29 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 -
30 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2 0,3 -
31 0,5 0,5 0,5 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 -
32 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2 -
33 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4 -
34 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -
35 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
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Tabulka 19 Rist mikroorganismll v mediu s fenoxyethanolem pfi teploté¢ 23 °C, druha série

Sislo Opticka densita
VZ. 748 7 14 21 28 35 42 63 72 81
dnt | dnd | dn@ | dnG | dnd | dn@ | dnG | dnd | dnt
21 0,4 0,4 04 | 0,4 | 0,4 0,8 0,9 | 0,8 | 0,7 -
22 0,5 0,6 | 0,6 | 0,6 | 0,6 0,6 0,6 | 0,6 | 0,6 -
23 0,1 0,21 0,2 | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 | 0,1 -
24 0,3 0,4 0,4 | 0,4 | 0,4 0,4 0,4 | 0,4 | 0,3 -
25 0,1 0,2 0,3 | 0,3 | 0,3 0,3 0,4 | 0,6 | 0,4 -
26 0,1 0,2 | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 -
27 0,6 0,6 | 0,6 | 0,6 | 0,6 0,6 0,5 | 0,5 | 0,4 -
28 0,4 0,4 0,4 | 0,5 | 0,5 0,5 0,5 | 0,5 | 0,4 -
29 0,5 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 0,9 1,1 1,0 1,0 -
30 0,4 0,4 0,4 | 0,5 | 0,5 0,4 0,5 | 0,5 | 0,4 -
31 0,5 0,510,5 | 0,5 | 0,5 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 -
32 0,4 0,41 04 | 0,4 | 0,4 0,3 0,4 | 0,4 | 0,4 -
33 0,4 0,51 0,5 | 0,5 | 0,5 0,4 0,3 0,4 | 0,3 -
34 0,0 0,2 0,2 | 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 | 0,1 -
35 0,1 0,3 0,4 | 0,4 | 0,4 0,5 0,5 | 0,4 | 0,4 | 0,4

Tabulka 18 ukazuje, ze ani ve vzorcich druhé série nedoslo v zadném piipadé¢ k ristu mikro-

organismu pii teploté 8 °C, jen u vzorku 35 bylo pfechodné zaznamenano velmi mirné zvy-

Seni density; proto byla z tohoto vzorku naockovéna pasaz do Cerstvého MMFE a inkubo-

vana. Tato naslednd kultivace vSak neukédzala zddny mikrobidlni rist a pokusy pfi teploté 8

°C byly tak ukonceny.

Naopak u vzorkl 21, 25, 29 a 35, kultivovanych pti 23 °C, doslo k vyznamnému vzrastu

optické density, a tudiZ u téchto vzorkl byly naockovany prvni pasaze. Vyvoj optickych

densit jednotlivych pasazi zobrazuje tabulka 20.
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Tabulka 20 Vyvoj optickych densit u pasazi vzorka 21, 25, 29 a 35

Opticka densita
Cislo pa-
saze Zacatek | 7dnt | 28 dnti | 37 dnd | 46 dnti | 59 dni | 71 dnQ
blank 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
21/1 0,2 0,2 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6
29/11 0,2 0,2 0,6 0,9 0,8 0,8 0,8
35/11 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4
25/10 - 0,2 0,6 0,5 0,4 0,4 0,4

Protoze u vzorku 35 byl v prvni pasdzi zaznamenén jen maly narst mikroorganism, byla
naockovana opakovand prvni pasaz vzorku 35, u které doslo po cca 3 tydnech k tvorbé
vlockovité bakterialni suspenze. Vyvoj optickych densit této pasaze a 2. pasazi vzorka 21,
25 a 29 kultivovanych pti 23 °C zobrazuje tabulka 21.

Tabulka 21 Vyvoj optickych densit u opakované prvni pasaze vzorku 35 a druhych pasazi
vzorkl 21, 25 a 29 kultivovanych pii 23 °C

Opticka densita

(ilsilﬁe Zacatek | 9 | 22 | 34 | 78 | 84 | 91 | 106
p dnu | dnd | dn | dnu | dnu | dnu dnu
35/11 0.0 | 0.0 |04+ |04+ |04+ ]0.4+]|0.4+] 0,4+

21/111 0,2 0,21 0,6 | 0,6 | 0,7 | 0,7 | 0,7 | 0,7
25/111 0,3 0,304 |05 ] 0,4 |0,4+]0,4+]| 0,3+
29/111 0,2 0,21 0,6 | 0,8 080,81 0,8 | 0,8
+ vlockovitd bakteridlni suspenze

Vyvoj optickych densit 2. pasaze vzorku 35 a 3. pasazi vzorki 21, 25 a 29 zobrazuje tabulka
22.
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Tabulka 22 Vyvoj optickych densit druhé pasaze vzorku 35 a 3. pasazi vzorku 21, 25 a 29

Cislo | Zaga- | 12 dnd | 14 dnd | 27 dnd | 34 dndi | 56 dnti | 62 dnti | 69 dn@i | 84 dnd
pasaze | tek

35110 0,2 02+ | 02+ | 0,6++ | 0,5++ | 0,5++ | 0,4++ | 0,4++ | 0,4++
21/1IV 0,1 0,4 0,5 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
25/1V 0,1 0,4 0,4 0,7 0,8 0,5 0,5 0,4 0,4
29/1V 0,2 0,5 0,5 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

+ vyskyt bakterialniho biofilmu

++ vlockovita bakterialni suspenze

Protoze pasédzovéani ukazalo na pravidelné mnoZeni mikroorganismi na fenoxyethanolu,

bylo pfistoupeno k rozockovani suspenzi na R2A agary pro ziskani odpovédnych kultur. Po

kultivaci agarii a vyc¢isténi kultur bylo zjisténo, ze zatimco ze vzorkid 35 a 29 byly ziskany

3, resp. 4 rizné bakterialni kultury, pocet bakterialnich kultur ze vzorki 21 a 25 byl netinosné

vysoky (9 — 10 kultur). VSechny vzorky byly nasazeny do dalsi pasaZe a jednotlivé kultury

ze vzorkl 35 a 29 byly naockovany jednotlivé i ve skupinach do riistovych testa.

Vyvoj optickych densit jednotlivych kultur ziskanych z 2. pasdze vzorku 35 a 3. pasaze

vzorku 29 je zobrazen v tabulce 23.

Tabulka 23 Vyvoj optickych densit jednotlivych kultur ziskanych z 2. pasaZe vzorku 35 a

3. paséaze vzorku 29

Opticka densita

Ifuurg Za& 6 13 20 28 34 41 48 56 62

dnd | dnd | dnd | dnG | dnt | dn | dnG | dni | dnu
blank | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
29/A | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
29/C | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
29/D | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
29/E | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
35/A | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
35/B | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
35/C | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Vyvoj optickych densit smisenych kultur ziskanych z 2. pasaze vzorku 35 a 3. pasaze vzorku

29 je zobrazen v tabulce 24.

Tabulka 24 Vyvoj optickych densit smisenych kultur ziskanych z 2. pasaze vzorku 35 a 3.

pasaze vzorku 29

Kombinace Opticka densita
kultur | Zagitek dﬁﬁ ;rfﬁ <12noﬁ (121181"1 cfljﬁ (fnlﬁ (ffﬁ c15n6ﬁ d61121°1
29/A/C/D/E | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 |00 |00 000,100 0,1
29/A/C/E | 0.0 0.0 ]00]00 010001010101
20/A/C/D | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 |00 00 ]00]00]00]0,0
20/C/D/E | 0,0 | 0,000 000,000,000 |00 |00
29/A/D/E | 0.2 |02 10303030303 0,4]0,4]04
29/C/D 02 103 03|03 |04 04|04 ]0,4]0,4]0,4
29/A/E 0,0 10,0 000000000000 0101
20/A/C 0,0 10,0 000000000000 0,101
29/A/D 0,0 10,0 1000001 ]01]01]01]0,2]0.2
29/C/E 0,0 10,0 0000000000 010101
29/D/E 0,0 10,0 000000000000 0,101
35/A/B/C | 0,0 0.0 0,000 ]00]01]01]02]0,3]0,4
35/A/B 0,0 10,0 0000 ]00]00]00]02]0,3]0,3
35/A/C 0,0 10,0 00 ]00]01]02]01]02]0,3]0,4
35/B/C 0,0 10,0 0000000000 010,101

Vysledky pokusii naznacuji, ze kultura 29/D ziskand z 3. pasaze vzorku 29 by mohla byt

dulezita pro rozklad fenoxyethanolu, nebot’ u nékterych konsorcii obsahujici tuto kulturu

doslo k pomalému ristu po dlouhé dobé od pocatku inkubace. Vysledky nicméné nejsou

jednoznacné a bylo by potieba pro objasnéni tyto pokusy zopakovat, ptipadné jesté rozsifit.

U 2. pasaze vzorku 35 by mohla byt dilezita pro rozklad fenoxyethanolu kultura 35/A, ktera

avsak k rozkladu fenoxyethanolu vyzaduje pfitomnost jiné bakterialni kultury.

Vyvoj optickych densit poslednich pasazi vzorki 21, 25, 29 a 35 je zobrazen v tabulce 25.
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Tabulka 25 Vyvoj optickych densit 4. pasazi vzorkt 21, 25 a 29 a 3. pasaze vzorku 35

Sislo Opticka densita

0 [Tzaca- | 7 | 14 | 21 [ 29 | 35 42 57
Pasaze | ek | dnéi | dnd | dnét | dnd | dné | dnd | dn@
35/IV | 0.0 | 0.2 | 0.4 | 0,4 | 0.5 | 0,54+ | 0,5+ | 0,5++
29/V | 0,0 |01 0610707 07 | 0,7 | 0,7
25/V | 0,0 | 0,1 10607061 06 | 05 | 0,5
20V | 0,0 |00 030607 06 | 0,6 | 0,6

++ vloCkovita bakteridlni suspenze

Ze 4. pasazi vzorkl 21 a 25 bylo ziskano 6 resp. 5 bakterilnich kultur. Jednotlivé kultury

z poslednich pasazi vzorkii 21, 25 a 35 byly naockovany jednotlivé i ve skupinach do risto-

vych testu.

Vyvoj optickych densit bakteridlnich kultur, ziskanych ze 4. pasazi vzorkt 21 a 25 je zobra-

zen v tabulce 26.

Tabulka 26 Vyvoj optickych densit bakterialnich kultur a jejich smési ziskanych ze 4. pa-

sazi vzorku 21 a 25

Opticka densita
Sendkul-
dnt dnti dnt dnti dnt
blank - - 0,1 0,2 0,1 0,1
21/1 0,0 0,2 0,3 0,4 0,4 0,4
21/2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0
21/3 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
21/4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
21/5 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
21/7 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
21/1/2/3/4/5/7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
25/1 0,2 0,2 0,3 0,4 0,5 0,5
25/2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
25/3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25/4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
25/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25/1/2/3/4/5 0,0 0,0 0,5 0,7 0,7 0,7

Z bakterialnich kultur, ziskanych ze 4. pasaze vzorku 21, doSlo k ristu na fenoxyethanolu

v ptipadé kultury 21/1, u smési kultur 21/1/2/3/4/5/7 v§ak k riistu na fenoxyethanolu ne-

doslo. Tento jev mohl byt zplisoben inhibi¢nim plisobenim nékteré jiné kultury na kulturu
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21/1. V kazdém ptipad¢ byla kultura 21/1 v této préaci prvnim isolatem s prokdzanym rtistem

na fenoxyethanolu v ¢isté kultufe.

U kultur ziskanych ze 4. pasaze vzorku 25 rostla mirné na fenoxyethanolu kultura 25/1 a
velmi dobie smés kultur 25/1/2/3/4/5. Da se tedy piedpokladat, ze dilezitym rozkladacem
fenoxyethanolu je tedy uvedend kultura 25/1 a n€kterd z dal$ich ziskanych bakterii ji uréitym

zpusobem podporuje nebo k rozkladu ptispiva.

6.4 Konzervace kultur

Konzervaci v glycerolu byly pii -80°C zakonzervovany kultury 21/1, 25/1, 35/A, 35/B, 35/C
a ze vzorku 29 celé konsorcium z posledni pasaze. VSechny tyto kultury jsou ulozeny v mi-

krobiologické laboratoii UIOZP FT UTB ve Zling.
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7 ZAVER

V bakalatské praci byl ovéren vyskyt bakterii, vyuzivajicich fenoxyethanol ke svému rtistu,
ve vnéj$im prostiedi. Vzorky vod a ptad byly odebrany ve dvou vétSich sériich, piicemz je-
jich kultivace v mineralnim médiu s fenoxyethanolem probihala pii teplotach 8°C a 23°C.
Ptipadny rist bakterii byl sledovan méfenim optické density médii a v pozitivnich piipadech
prace pokracovaly pasdzovanim a vyockovanim pomnozenych médii na R2A agary, s cilem

ziskani klicovych bakterialnich kultur.

Z 27 odebranych vzorkl se vyskyt hledanych bakterii podaftilo prokazat v 6 vzorcich kulti-
vovanych pti 23°C, pti¢emz Ctyii vzorky byly povrchové tekouci vody: dva odebrané v rtiz-
nych usecich feky Dievnice, jeden z feky Moravy a jeden vzorek byla poto¢ni voda z potoku
Hrubéar v Bilych Karpatech. Ostatni dva vzorky byly lesni plidy odebrané ve Zlin€ na Lesni
Ctvrti a v blizkosti obce Doubravy.

U zadného ze vzorku, kultivovanych pti 8°C, se nepodatilo vyskyt bakterii rostoucich na

fenoxyethanolu prokézat.

Zkoumani jednotlivych bakteridlnich kment, izolovanych z pozitivnich vzorkt, ukéazalo, ze
ve vzorku 1 z feky Dfevnice byl fenoxyethanol vyuZivan jako substrat pouze pii synergic-
kém plsobeni kultur AA, BB a CC, nikoliv ¢istymi kulturami ¢i jejich dvojicemi. Ze vzorku
7, rovnéz z feky Dievnice, byla klicova pro rist na fenoxyethanolu kultura S, kterd vSak
rostla jen v pfitomnosti n¢které z dalSich kultur T, U nebo V. Z kultur ziskanych ze vzorku
21 (lesni ptida) se podafilo prokazat rist na fenoxyethanolu u ¢isté kultury 21/1 a pomaly
rust byl zaznamenan u kultury 25/1 (pochézejici z feky Moravy), 1 kdyZ v jejim ptipadé¢ byl
vyrazngj$i rast podminén ptitomnosti jiného ziskané¢ho kmene. Kultury 21/1 a 25/1 vSak
potvrdily, ze 1 ve vnéjSim prostiedi se vyskytuji bakteridlni kmeny, schopné vyuzivat fe-
noxyethanol jako jediny zdroj uhliku a energie. U kultur izolovanych ze vzorki 29 a 35
nebyla schopnost samostatného riistu prokdzana, avSak kultura 29/D byla pravdépodobné
spole¢né s né¢kterou dalsi kulturou zodpovédna za rist sestavenych konsorcii na fenoxyetha-
nolu, a rovnéz kultura 35/A rostla na fenoxyethanolu jen v ptfitomnosti dalSiho ziskaného

kmene.

Ze ziskanych poznatki je tak mozné konstatovat, bakterie rostouci na fenoxyethanolu se ve
vn&jS$im prostiedi vyskytuji, avSak jen nepravidelné, a nejsou aktivni pii 8°C. Ve formé Cis-
tych kultur roste na fenoxyethanolu pii 23°C jen mensi ¢ast z nich a Castéji je rast na tomto

substratu vazan na synergické pisobeni nékolika bakteridlnich zastupcu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ECHA Evropska agentura pro chemické latky

VVBS védecké vybory EU pro bezpecnost spotiebitele
SHBG sexudlni hormony vazajici globulin

DOC rozpustény organicky uhlik

MM mineralni medium

TCE trichlorethylen

2-BE 2-butoxyethanol

OECD Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
U.S.EPA Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi ve Spojenych statech americkych
BAA butoxyoctova kyselina

MEK methylethylketon

PEG polyethylenglykol

OD  opticka densita

MMFE mineralni medium s fenoxyethanolem
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