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ABSTRAKT

Prace se zabyvala rozkladem fenolu za pomoci 6 bakterialnich kultur, ziskanych z rtiznych
vodnich zdroja ve zlinském kraji. Pokusy byly provadény za snizené teploty (8 °C), jelikoz
zminény fenol misty kontaminuje podzemni vody, kde se Casto teplota pohybuje okolo nebo
pod 10 °C. U uvedenych bakteridlnich kultur byly provadény rastové testy pti koncentracich
fenolu 100 az 500 mg/1, a to s riznou piedinkubaci (na R2A agaru ¢i na fenolu). Dvé kultury
byly schopny rlstu pii vSech koncentracich fenolu, zbyvajici jen pti koncentracich 300 —
350 mg/l. Na zavér, po provedeni biochemickych testl, byly kultury piedbézné

identifikovany jako zastupci bakterialniho rodu Acinetobacter.

Klicova slova: Bakterie, fenol, psychrofilni, rust

ABSTRACT

The thesis dealt with the degradation of phenol by 6 bacterial strains obtained from various
water sources in the Zlin region. The experiments were carried out at a low temperature (8
°C), as the phenol may in some cases contaminate groundwater, where the temperature is
often around or below 10°C. The mentioned bacterial strains were subjected to growth tests
at phenol concentrations of 100 to 500 mg/l, with different type of pre-incubation (on R2A
agar or on phenol). Two strains were able to grow at all phenol concentrations, other strains
only at concentrations of 300-350 mg/l. Finally, after performing biochemical tests, the

strains were tentatively identified as members of bacterial genus Acinetobacter.

Keywords: Bacteria, growth, phenol, psychrophilic
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UvVOD

Téma této bakalaiské prace jsem si vybrala, jelikoz jsem se chtéla zaméfit na
biodegradabilitu chemické latky, ktera je rozlozitelna ¢innosti mikrobidlnich organismi. Po
konzultaci s vedoucim mé bakalaiské prace panem Ruzickou jsme dospéli k rozhodnuti, ze

se budeme soustfedit na rozklad chemické latky s aromatickym jadrem, na fenol.

V dnesni dobé¢ je to latka vyuzivana v mnoha odvétvich prumyslu a jsou tedy neustale
hledany cesty, jak zamezit pfipadné kontaminaci Zivotniho prostfedi nebo ji za rtiznych
podminek z prostedi odstranit. Kultury psychrofilnich bakterii jsme si vybrali z diivodu, ze
pokud dojde ke kontaminaci fenolem, ten se potencidlné mize dostat aZ do podzemnich vod,
kde je teplota zpravidla nizka (v Evropé okolo 9,5 °C v hloubce 10 m pod zemskym

povrchem). My jsme proto vétSinu pokusti provadéli za teploty 8 °C.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FENOLA FENOLICKE LATKY

1.1 Fenol

»hydroxybenzen, benzol, kyselina karbolova“

OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec molekuly fenolu
Charakteristické vlastnosti

Jedné se chemickou slou¢eninu tvofenou jednim benzenovym jadrem s charakteristickou
funkéni hydroxylovou skupinou -OH. BéZné se oznacuje chemickym vzorcem CsHsOH.
Vizudln€¢ jde nejcastéji o bilou az bezbarvou krystalickou formou, kterd je vSak
charakteristickd a snadno identifikovatelna diky svému vyraznému antiseptickému zapachu
(podobny zapachu z nemocnic). Pokud je vsak latka méné kvalitni, vyskytuje se i v podobé
nartzovélych krystalt ¢i ve formé viskozni kapaliny. Latka ma aromaticky charakter, ¢ili
obsahuje Sest cyklicky vazanych uhliki spojenych konjugovanymi vazbami. Fenol je
omezen¢ rozpustny ve vode (pfi teploté 25 °C dojde k rozpusténi 8,3 g fenolu/100ml vody)
a zaroven je 1 voda rozpustna ve fenolu. Pokud smés vody a fenolu dosdhne kritické
rozpoustéci teploty 68,8 °C, jsou kapaliny vzajemné misitelné bez ohledu na jejich pomér.
Omezen¢ rozpustny je i v nepolarnich organickych rozpoustédlech jako je benzen, aceton,

ethanol, chloroform. Pfi poziti vysokého mnozstvi mize pusobit jako jed. [1]

Tabulka 1: Pfehled obecnych vlastnosti fenolu [2]

molarni hmotnost 94,11 g/mol

teplota varu 182 °C

teplota tani 41 °C

bod vzplanuti 75 °C

tenze par 48 Pa pii 20 °C
hustota 1070 kg/m? pii 20 °C
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Vyuziti v primyslu

Skrze své antiseptické ucinky byl v minulosti hojné pouzivan ve zdravotnictvi pro snizeni
rizika nakazy infekci. Od této metody se vSak upustilo diky riziku poleptani pii styku s kuzi.
Dnes figuruje jen jako pfidavna slozka n€kolika ordlnich anestetik. M4 vSak zastani i v
oblasti molekularni biologie, kdy je ve smési s chloroformem uzivan k izolaci DNA a RNA

od bilkovin.

Fenol je vSak latka priméarn€ vyuzivana v chemickém pramyslu pro vyrobu pryskyfic, plasti,
jejich aditiv a pesticidi. Ze smési formaldehydu s fenolem byla vyrobena prvni synteticka
pryskyfice bakelit. Diky mikrobicidnim G¢inkiim ma uplatnéni pfi primyslovém zpracovani

kaze a dreva.

V odvétvi plastické chirurgie je vyuzivan k odstraiiovani mrtvych vrstev koznich bunék.

Také je diky nému mozna chirurgicka procedura k 1écbé zarostlych nehti tzv. fenolizace.

Vliv na zdravi

Jedna se o velmi agresivni nebezpecnou slouceninu, kterd zptisobuje mnoho zdravotnich
obtizi. Je to latka lipofilniho charakteru, tudiz je velice dobie absorbovatelnd riznymi
cestami do organismu, snadno pronika do bunék. Ma leptavé uinky na rtizné tkanég, velice
dobie se vstfebava. V organismu pusobi toxicky, dokonce miize zapiiCinit genetické
poruchy. Napada centralni nervovou soustavu, dychaci ustroji a ob¢hovy systém. Fenol se

metabolizuje v ledvinach a jatrech.

Nejcastéji se fenol dostane do organismu kontaktem s kizi, pozitim nebo inhalaci. Zavaznost
zdravotniho poskozeni zavisi na koncentraci polutantu, ktera do téla pronikne a zdali se
jedné o akutni ¢i chronickou expozici. V obou piipadech mohou nastat vdzné zdravotni

komplikace.

Mezi symptomy vyvolané intoxikaci organismu muizou byt bolesti hlavy, zvraceni, kiece,
teploty, dychaci potiZe, pobledlost a mnoho dalSich. Ve vaznych ptipadech miiZze nastat 1

smrt.

Pokud dojde ke styku fenolu s kiizi nebo okem je prvni pomoci rychlé vyplachnuti
postizeného mista vodou po interval alespon 10 minut nebo v lepSim piipadé

polyethylenglykolem po dobu alesponi ptl hodiny. [3]
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1.2 Prirodni fenolické latky

Slovem fenoly se nesprdvné oznacuji chemické latky s jednim aromatickym jadrem a
hydroxylovou funk¢ni skupinou, ¢asto je myslena celd tfida organickych sloucenin. Pii
biologickém rozkladu mrtvé organické hmoty v ptirodé dochazi ¢innosti mikroorganismu k
rozkladu nejen snadno rozlozitelnych organickych sloucenin (bilkoviny, sacharidy, lipidy,
heterocyklické latky aj.), ale i k degradaci téchto fenolickych latek. Neni tedy divu, ze vyskyt

mikroorganisml schopnych uskutecnovat rozklad fenolu neni nijak vzacny. [4]

V dalSim textu jsou uvedeny piiklady nékterych vyznacénych skupin fenolickych latek
vyskytujicich se v pfirodé.

1.2.1 Aromatické aminokyseliny

Aminokyseliny jsou latky, které se pfirozené vyskytuji v télech rostlin, Zivocichl 1
mikroorganismil. Jde o zdkladni stavebni jednotky bilkovin, ¢ili tvofi télesnou hmotu
organismu. VSeobecné je nam znamo pies 20 aminokyselin, avSak aromatické jadro obsahuji
pouze 3 z nich. Konkrétné se jedna o fenylalanin (Phe), tyrosin (Tyr) a tryptofan (Trp). Hraji
velmi dilezitou roli v biochemii organismii, jsou totiz prekurzory fady vyznamnych latek

(pigmentl, mediatord, hormont).

Rozd€luji se podle charakteru jejich postranniho fetézce, kde fenylalanin a tryptofan maji

fetézec nepolarniho charakteru a tyrosin polarniho.

Fenylalanin a tryptofan jsou esencialni aminokyseliny, které si lidsky organismus nedokaze

sam syntetizovat a musi byt tedy pfijaty v potrave. [5]

H,—CH—COOH

Qc H—CH—COOH N, R

NHz N
|
H
fenylalanin (Phe) tryptofan (Trp)
HOQC Hg—(lt H—COOH
NH,
tyrosin (Tyr)

Obrazek 2: Chemicke struktury aromatickych aminokyselin
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1.2.2 Lignin

Jedna se o hydrofobni amorfni makromolekuly nachézejici se v pletivech fady vyssich
rostlin. Tvofi diilezitou ¢ast dieva, kterd zprostiedkovava lignifikaci bunéénych stén (v tlaku
dodava pevnost) a zajistuje zpevnéni mezibunéénych vlaken. Ve dfevé je lignin
pravdépodobné uchycen na polysacharidy a za jeho zakladni stavebni jednotku byvaji
oznaCovany derivaty fenylpropanu (p-kumarylalkohol, koniferylalkohol asinapylalkohol),
které byvaji spojeny etherovymi mustky. Doposud neni znamé piesné chemické zobrazeni.
Lignin tvoii 26-35% hmotnosti dieva, u jehli¢natych stromt je nizsi podil ligninu nez u
listnatych. S 25 % tvoti druhou nejvétsi slozku svétoveé biomasy. Lignin je zaroven obsazen

z 8 % v obilovinach, naptiklad v jejich stoncich a listech.

V papirenském pramyslu je odpadni latkou pfi chemickém zpracovani buni¢iny. Diky své
mnohotvarnosti je chemicky slozité vyuzitelny, dfevo riizného pivodu ma rozdilné slozeni.
V energetickém odvétvi je vSak vyuzivan jako palivo. Pfi spalovani dieva je dilezité
mnozstvi ligninu — ¢im vice, tim vétsi vyhfevnost. Jeho dalsi vyuziti je chemickd vyroba

vanilinu, coZ je dochucovadlo sladkych potravin nebo chemicka vyroba lodniho paliva. [6]

{FII:OII C|TILOH (l",‘H:OH
(l'T H (ﬂ“ H (T'T'] i
CH CH CH
@OC& CHDQ’C}CH‘ :j
OH OH OH
koniferylalkohol asinapylalkohol p-kumarylalkohol

Obrazek 3: Derivaty fenylpropanu
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Obrazek 4: Pravdepodobna struktura ligninu

1.2.3 Flavonoidy (anthokyany)

Flavonoidy vznikaji jako sekundarni metabolity rostlin a jsou zodpovédné za jejich

zabarveni. Je to skupina polyfenoll, vyskytujicich se v zelenych potravinach, ovoci,

zelenin€, seminkéch, ofiScich, bylinkach, ve vin¢ a kave.

Také jsou znamé pro své

antioxida¢ni G€inky a oznacuji se jako vitamin P. V lidském organismu jsou velice prospésné

a jsou oznacovany jako ,,pfirodnim vyzivové biologické stimulatory®. Pozitivné ovliviiuji

zdravi svym u¢inkem na regulaci imunitniho systému, reakci organismu na vné&jsi stres,

snizuji vznik nddorovych buncék a jsou také prevenci pro vznik kardiovaskularnich

onemocnéni. Ke dneSnimu dni je zndmo vice nez 4000 zastupct této skupiny. [7]

Zakladni jednotkou je flavan, ktery je sloZzen ze dvou aromatickych jader, jez jsou spojena

pyranem. Obsahuji cukernou i necukernou ¢ast molekuly (aglykom) a nejcastéji se tedy

vyskytuji ve formé O-glykosidt. Flanovoidy se rozfazuji na zdkladé funkénich skupin, které

se na flavonovy skelet substituuji.
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Obrazek 5: Chemicka struktura Flavanu (A, B-aromaticka jadra, C-pyran)

Rozdé¢leni flavonoidd podle Winkel-Shirley [8]
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Obrdazek 6: Chemické zobrazeni nékterych skupin flavonoidii
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1.2.4 Taniny

Jedna se o organické slouceniny spadajici do tiidy polyfenolti a vznikajici rovnéz jako
sekundarni metabolity rostlin. Radi se mezi polymery, z &ehoZ vyplyva, Ze maji vysokou
relativni molekulovou hmotnost (500-3000 g.mol!). Soucasti jejich struktury je veliké
mnozstvi fenolovych hydroxylovych skupin, které spolu s proteiny tvofi nerozpustné
komplexy. V ustech se daji identifikovat dle své trpké az sviravé chuti. Na jejich reakci ma

znacny vliv mnozstvi fenolovych skupin a primarni, sekundarni, tercidlni struktura bilkovin.
[9]

Taniny jsou v €isté formé rozpustné ve vodé€ a vytvari v ni koloidni roztoky. Mezi jejich dalsi

znama rozpoustédla se fadi aceton a alkoholy.

Jsou zndmé také pod oznacenim ttisloviny. Toto pojmenovani je odvozeno od slova tfislo,
coz je latka, kterda ma nejCastéji praskovou ¢i vlockovou formu a uziva se k vydélavani
(Cinéni) kazi. Ttislo se nejcastéji vyrabi rozdrcenim kiiry nebo jinych slozek rostlin a ma

podle svého ptivodu nazloutlé nebo nahnédlé zbarveni. [10]

Vyskytuji se v riznych ¢astech (v jejich listech, kotenech i1 plodech) dvoudéloznych rostlin
celedi rtzovitych, bobovitych, rdesnovitych, vrbovitych, ale nejvyssi obsah se nachazi
v kiirach stromt. Svou trpkosti ptisobi jako prevence proti okusu bylozravei a hmyzem, dale

také jako ochrana proti mikroorganismiim.

Taniny délime do dvou hlavnich skupin. Hydrolyzované taniny jsou tvofeny sacharidy, na
kterych je navazano nckolik monomernich esteri kyseliny gallové, takzvané
polygalloyestery. Kondenzované se naopak skladdaji z polymert flavonoidnich latek, kde se
nejcastéji vyskytuje sloucenina 3-hydroxyflavan. Smés téchto dvou zakladnich skupin se

oznacuje jako komplexni taniny.
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Obrazek 7: Struktury monomernich jednotek taninu

Maji Siroké pole vyuziti v potravinaiském pramyslu. Casto jsou vyuzivany jako aditiva
v pivovarnictvi a vinafstvi, kde zabranuji vzniku bilkovinovych zakali. Dale se v tomto
odvétvi uZzivaji jako cifidla. V oblasti mediciny se s nimi miZeme potkat diky jejich
odvodnéni, k prevenci priiymu nebo pii 1é¢be traviciho traktu. Pfi otravach slouceninami
tézkych kovi jsou podavany jako antidota, jelikoz maji schopnost poutat je do

nerozpustnych komplext. V kozedéIném primyslu slouzi pti vydélavani kazi. [9]

1.2.5 Karotenoidy

Jedna se o prirodni organicka barviva, které se nachazeji v t€lech mnoha zivych organismii.
Miizeme se s nimi setkat se v hubach, zivociSich, rostlinach i1 mikroorganismech. Maji
lipofilni charakter a jsou dobfe rozpustné v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. Radi se do
skupiny tetraterpenoidll a sklédaji se z osmi zbytkll isoprenu (oligomer). Ke dneSnimu dni
je znamo vice nez 700 druhl karotenoidii. Jakozto pigmenty dosahuji rliznych odstint od

svétle zluté po krvavé Cervenou.

Nékteré organismy (napf. fotosyntetizujici rostliny) jsou schopné si je syntetizovat uvniti
svych tél, zato jiné je musi pfijimat v potravé. VéEtSinou je to zplsobeno absenci enzymu,
ktery k syntéze karotenoidii napomaéha. [11]

Bézné jsou karotenoidy do dvou skupin, a to na karoteny a xantofyly. Karoteny nejsou

substituovany. Jednd se o nepolarni uhlovodiky a nejznamé;jsi zastupci jsou lykopen a beta-

karoten. Beta-karoten ma oranzové zbarveni, je zndm jako prekurzor vitaminu A a vyskytuje
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se v kofenové zeleniné (napt. mrkvi) a v ovoci. Xantofyly maji ve své struktuie obsazen
kyslik a maji naopak polarni charakter. Dle typu kyslikové skupiny se dale déli na
hydroxykarotenoidy, které obsahuji hydroxylovou skupinu (alkohol) a oxokarotenoidy,
které obsahuji karbonylovou skupinu (keton). Kyslikové karotenoidy nemaji provitaminovy

charakter. [12]

Karoteny
w
Beta-karoten

S S \MY\/’&(\/Y\/Y

Lykopen
Xantofyvly
OH
= e N Ty
HO
Luteinl
OH

BV S . e N ~ =

HOM

Zaexantin

Obrazek 8: Zakladni chemické struktury nejznaméjsich karotenoidu

V téle maji antioxida¢ni ucinek, kdy chrani bunky pied pisobenim volnych radikala ve
zrakovém ustroji a snizuji riziko slepoty zptisobené vékem. Lutein a zeaxantin napomahaji
ostrému vidéni. Plisobi preventivné pied onkologickymi onemocnénimi, kdy zamezuji rastu
rakovinotvornych bunck. Nasledné zabrafuji vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, kdy
lykopen a beta-karoten snizuji vznik Skodlivého cholesterolu. Ve fotosyntetizujicich
rostlinach hraji také dualezitou roli jako aktivni barviva, kdy poméhaji zachytavat svételnou

energii pro vyuziti ve fotosyntéze. [13]
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Obrazek 9: Znazorneéni absorbance karotenoidu viici vinove délce

Z grafu lze urcit, Ze vySe zminéné karotenoidy absorbuji svételné zateni o vinové délce 400-

600 nm, ¢ili primarné modrou az zelenou cast spektra. [14]

1.2.6 Huminové kyseliny

Jedna se o nejvice rozsitfené prirodni vysokomolekularni organické latky. Vznikaji Cinnosti
mikroorganismit a rozkladem organické hmoty (z velké casti biologickym rozkladem
odumfelych rostlin a zivocCichil). Obtizn¢ podléhaji dalSimu Stépeni — jsou odolné vici
mikrobidlni a fotosyntetické degradaci. Jsou obsazeny v zeminach, uhli, sedimentech,
vodach a jsou v hojné mife obsazeny v raselin¢ (80 % a vice). V roztocich s vodou maji

svétle zluté, tmaveé hnédé az Cerné zbarveni, je tedy mozné je identifikovat pouhym okem.

Maji dilezitou roli v pidach a jejich obsah tzce zdvisi na klimatickych podminkéch,
zpusobu zuSlechtovani pid a pfitomnosti spolecenstev. MnoZstvi huminovych latek
v ptirodnich matricich se hojné vyuzivad jako ukazatel kvality pid hlavné v zeméedélské
oblasti, a to nejen vzhledem k trodnosti piid, ale také nabizi moZznost fady dekontaminacnich

procestl — s hydroxidy a kovovymi kationty tvofi stabilni komplexy.

Huminové kyseliny maji slozité chemické struktury, které nejsou do dneSniho dne zcela
popsané. Jsou fazeny mezi komplexni makromolekuly, které obsahuji i aromatické jadra.

[15]
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Obrazek 10: Potencionalni chemicka struktura huminovych kyselin [16]

Dle miry rozpustnosti ve vodnych roztocich se déli do 3 skupin, a to na fulvonové (fulvinove)

kyseliny, huminové kyseliny a huminy. Huminové kyseliny jsou rozpustné v zasaditém

v

prostiedi (pH vyssi nez 7), fulvonové kyseliny jsou rozpustné za vSech riznych hodnot pH

a huminy jsou zcela nerozpustné.
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Obrazek 11: Rozdeleni a vilastnosti huminovych latek [16]
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Fulvonové kyseliny maji molekulovou hmotnost 2000-8000 g-mol™'. Jsou dobfe rozpustné
za vSech hodnot pH, jelikoz ve své struktufe obsahuji spoustu karboxylovych,
karbonylovych, fenolickych skupin a maji niz§i mnozstvi aromatickych jader. V roztocich

s vodou se zbarvuji do svétle zluté az oranzové barvy.

Huminové kyseliny maji daleko vyssi molekulovou hmotnost nez fulvokyseliny. Jsou dobie
rozpustné pouze za vysokych hodnot pH v zasaditém prostiedi a v kyselém jsou Spatné

rozpustné. Zbarvuji se do tmavsich odstind, konkrétné do hnédé az tmave Sedé barvy.

Huminy dosahuji nejvyssich hodnot molekulové hmotnosti a jsou zcela nerozpustné, jelikoz
obsahuji pevné vazby s anorganickymi slou¢eninami plidy. V roztocich se zbarvuji do ¢erna.

[17]
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2 BAKTERIALNI DEGRADACE FENOLU ZA NiZKYCH TEPLOT

Pro srovnani vysledkii jsme se rozhodli zpracovat obdobné pokusy dostupné z Web of

Science.

2.1 Degradace uhlovodiki a enzymova aktivita bakterii a kvasinek

adaptovanych na chlad

V praci Margesinové (2003) byl zkouman degradacni potencial 89 izolati mikroorganismii,
a to 61 bakterii a 28 kmenl kvasinek, kultivovanych za chladu z nekontaminovanych
prostredi (ze vzorkl kryokonitu z alpského ledovce a z dalSich alpskych prostiedi), k vyuziti
reprezentativnich ~ frakci ropnych uhlovodikii  (n-alkani, monoaromatickych a
polycyklickych aromatickych uhlovodiki), tedy pro riist a pro produkei riznych enzym pii
10°C. Uginnost bakterii a kvasinkovych kment byla porovnana a bylo zji§téno, Ze rozsah
rustovych teplot kvasinek byl vyrazné mensi nez rozsah bakterialnich kmeni (byl zkouman
rozsah 2 — 35°C na R2A agaru). Sedesat procent kvasinek, ale pouze osm procent bakterii,
mohlo byt klasifikovano jako opravdu psychrofilni, které nevykazuji Zadny rast nad 20 °C.

Ostatni byly klasifikovany jako psychrotolerantni.

13 % bakterialnich kmenti vyuzivalo pfi 10 °C fenol, fenantren nebo antracen pro rist. Z
osmi bakterialnich kment, dva kmeny degradovaly az 10 mM fenolu (940 mg/l). VSechny
kmeny degradujici fenol produkovaly aktivitu katechol 1,2-dioxygenazy.

Rozklad fenolu byl sledovan ve 100 ml Erlenmeyerovych bankach obsahujicich 10 ml
mineralniho média s 2,5 mM (235 mg/l) fenolu. Po inkubac¢ni dobé 7 dni pti 10 °C byl
zaznamenan rust. Zbytkova koncentrace fenolu byla stanovovana spektrometricky v UV
oblasti pfi 270 nm a rast bun¢k byl sledovan métenim optické hustoty. Rovnéz byl zjistovan
vliv teploty na biodegradaci fenolu, a to kultivaci kment v minerdlnim médiu obsahujicim

fenol pti 1, 10 a 20 °C.

Vysledky ukazaly, Ze patnact z testovanych 89 kmentl vykazalo rist (zvySeni optické density
pii 600 nm > 0,2) pii kultivaci s 2,5 mM fenolu. Osm z téchto kment byly bakterie. VSechny
kmeny degradovaly 2,5 mM fenol béhem 3—7 dnl pii 10 °C. Bakteridlni kmeny byly
identifikovany jako Arthrobacter spp. (dva kmeny) nebo Pseudomonas spp. (Sest kmeni).

U vSech kment byla stanovena maximalni ristova koncentrace fenolu.
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Z osmi bakteridlnich kment Sest kmenl (Pseudomonas spp.) nedokdzalo degradovat
koncentrace fenolu vyssi nez 2,5 mM (235 mg/l), zatimco dva kmeny (4rthrobacter spp.)
degradovaly 10 mM fenolu béhem 7 dnti (tabulka v Ptiloze II).

Optimalni teplota pro degradaci fenolu byla 20 °C pro vSech osm bakteridlnich kmeni. Tti
bakterie (a také jeden kmen kvasinek) ukazaly jesté urcitou produkci biomasy pii 1 °C

(tabulka v Ptiloze II).

Celkové autofi zjistili, ze zadny z bakteridlnich kment nemohl rist jak s alifatickymi, tak s
aromatickymi uhlovodiky. Zvlastni pozornost byla v této studii vénovana degradaci fenolu.
Fenolické slouceniny jsou béznou slozkou odpadnich vod z ropného primyslu.

V dobé¢ publikace této prace bylo o degradatorech fenolu adaptovanych na chlad jen malo
dostupnych informaci, napt. jen Kotturi a kol. (1991) prokazali nizkoteplotni degradaci 10,6
mM fenolu (1 g/l) bakterii Pseudomonas putida tolerantni vic¢i chladu. V uvedené studii
Margesinové bakteridlni kmeny (Arthrobacter spp.) degradovaly az 10 mM. Jako dillezité
autofi zdlraznili, Ze kmeny zkoumané v této studii byly izolovany z chladného prostiedi,
které nebylo kontaminovano uhlovodiky, coz ukazuje na vSudypfitomnost bakterii a

kvasinek degradujicich uhlovodiky. [18]

2.2 Biodegradace fenolu bakteriemi odolnymi vii¢i chladu izolovanymi z

alpinskych pid poho¥i Binaloud v franu

V praci Sepeherové (2019) byla zkoumana molekuldrni charakterizace bakterii
degradujicich fenol za ucelem ziskani piedstav o jeho biodegradaci v chladnych oblastech.
Psychrotolerantni a psychrofilni bakterie byly izolovany z alpinskych (horskych) pid na
severovychodé ranu. Tyto kmeny patiily k Pseudomonas sp., Stenotrophomonas spp. a
Shinella spp. Ziskané kmeny byly schopny Uplné degradace fenolu v koncentraci 200 mg/1
pti 20 °C. Navic mohly degradovat fenol v koncentraci 400 mg/l a 600 mg/1 za delsi Cas.

Vzorky plidy byly odebrany z nadmotskych vysek 1000 a 2000 m v pohoii Binaloud
nachazejicim se na severovychodé franu. 10 g vzorku piidy bylo smichano s 90 ml média
mineralnich soli a 200 mg/] fenolu jako jediného zdroje uhliku. Médium bylo inkubovano
pii teploté 15 °C a pii 150 otackach za minutu ve tmé po dobu 7 dnii. Rist byl po celou dobu

monitorovan vizualné i sledovan optickou hustotou pii 600 nm (ODeoo).
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Psychrotolerantni bakterie byly rozpoznany pii prokdzaném rastu pii 4 °C a 20 °C, ale ne
pti 37 °C. Zatimco psychrofilni bakterie byly identifikovany ristem izolatt pti 4 °C, ale ne
pti 20 °C a 37 °C.

Ze 116 psychrotolerantnich a psychrofilnich izolatd bylo 19 izolatd schopno vyrtst v
koncentracich fenolu 200, 400 a 600 mg/l. Nakonec bylo pro experimenty vybrano Sest
kment v¢etné jednoho psychrofilniho (kmen BTR816) a péti psychrotolerantnich kment,

které dosahly riistu na maximalni koncentraci fenolu v nejkratsich Casech.

Vsech Sest kmenl bylo schopno plné degradovat fenol po 168 hodindch, coz bylo
doprovazeno zvysenou ODsoo (Graf 1 v Ptiloze III). Rist bakterii pokracoval pii koncentraci
400 mg/l (Graf 2 v Ptiloze III). Degradace fenolu v koncentraci 600 mg/I byla pro vSechny
(Graf 3 v Piiloze I11). Pseudomonas sp. ATR208, ktery byl schopen snizit koncentraci fenolu
z 600 na 117 mg/1 pti 20 °C po 168 h inkubace, byl nejlepsSim kmenem pro degradaci fenolu

v této koncentraci (Graf 4 v Ptiloze III).

Vzorky piid byly odebrany v obdobi na konci podzimu a zacatku zimni sezony. Béhem
tohoto obdobi byla oblast bohaté na fenolické slouceniny a polyfenoly v disledku degradace

lignocelul6zové biomasy.

V zavéru studie autofi konstatovali, Ze ze Sesti vybranych kmeni, které byly schopny
degradovat rtizné koncentrace fenolu pii 20 °C, byla nejlepsi kulturou Pseudomonas
sp.ATR208, ktera byla schopna degradovat fenol pfi vSech testovanych teplotach; 1 pro ni
vSak byla nejlepsi teplotou pro degradaci fenolu teplota mezi 20 °C a 25 °C. Protoze i u
ostatnich péti kment byl optimalni rist mezi 15 a 20 °C, byly zkoumané bakterie oznaené

jako psychrotolerantni a ne psychrofilni. [19]

2.3 Kinetika riistu a biodegradace fenolu psychrotrofnim kmenem

Pseudomonas putida 1LY 1

Tato studie od Yi Li (2010) zkoumala kinetiku riistu psychrotrofni bakterie Pseudomonas
putida LY1 na fenolu jako jediném zdroji uhliku a energie. Tato bakterie
dokédzala kompletné¢ biodegradovat 200 mg/l fenolu v teplotnim rozsahu
od 2,5 do 35 °C, s optimdlni teplotou 25 °C. Vysoké pocatetni koncentrace
fenolu (800 mg/I a vice) vSak byly pro rust bakterie inhibi¢ni.
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P. putida LY 1 byla izolovana z fi¢niho sedimentu, nao¢kovanim vzorku do plastové nadoby
obsahujici fi¢ni vodu s piidavkem mineralnich soli a fenolem jako jedinym zdrojem uhliku
(20 mg/).

Biodegradace fenolu izolovanym kmenem byla zpocatku studovana pii riznych teplotach
(2.5, 5, 15, 25, 35, 45 °C) s 200 mg/l pridaného fenolu, aby se urcila optimalni teplota
degradace fenolu. Kazda 250 ml banka obsahovala 200 ml mineralniho média o pH 7,1-7,3,
obsahujiciho 107 bun&k/ml. Podobné experimenty byly poté provedeny pfi 25 °C, s pouZitim
riznych pocate¢nich koncentraci fenolu (20, 30, 40, 50, 60, 70, 90, 110, 200, 310, 380, 800
mg/1). Bylo zjisténo, ze optimalni teplota rastu P. putida LY 1 byla kolem 25 °C pfi pouziti
fenolu jako jediného substratu. K tplné inhibici rastu P. putida vSak doslo pti 45 °C (Graf 1
v Ptiloze 1V).

Nejvyssi specificka rychlost riistu a rychlost biodegradace fenolu byla pozorovana pii 25 °C,
kdy byly inokulované bakterie schopny degradace fenolu v rozmezi koncentraci 20-380
mg/l. Vysledky (koncentrace fenolu a bunéénd biomasa) testl degradace fenolu pro
pocatecni koncentrace fenolu 200 a 310 mg/1 jsou uvedeny na grafu 2 (Graf 2 v Ptiloze IV).
Bakterialni riist byl zcela inhibovan pfi koncentraci fenolu nad 800 mg/l, kdy tak nebyla
pozorovana zadna biodegradace. Bylo také vypozorovéno, ze se lagova faze prodluzovala a
nejvyssi koncentrace bunék zvySovala se zvySenim pocatecni koncentrace fenolu (Tabulka
1 v Priloze IV).

Celkove vysledky ukazaly, ze psychrotrofni bakteridlni kmen P. putida LY1 roste a dobfe
pieziva v sirokém rozmezi teplot. Pfi rastu na 200 mg/1 fenolu jako jediném zdroji uhliku a
energie se jeho optimalni ristova teplota pohybovala kolem 25 °C, byl vSak schopen

pomalého ristu a degradace fenolu i pii teplotach 2,5 a 5 °C. [20]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL A METODIKA

Pivod pouzitych kultur

V obdobi let 2020 — 2021 bylo na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi (UIOZP)
FT UTB ve Zlin¢ ziskano nékolik bakteridlnich kultur rostoucich na fenolu pfi teplotach
kolem 8°C. Tyto kmeny byly pfedbézné¢ pojmenovany 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A a
pochazely z vodnych vzorkli bézného vnéjsiho prostiedi (z tekoucich i stojatych vod).
Kultury byly a jsou na UIOZP dlouhodobé zakonzervovany v glycerolu pii -80 °C a pied
zahajenim praci v rdmci této bakalarské prace byly oziveny na vhodnych agarovych Zivnych
pudach (R2A agar, viz nize). Krom& uvedené schopnosti vyuzivat pii nizké teploté fenol
jako jediny zdroj uhliku a energie (tedy jako rdstovy substrat) a také rozkladat
trichloroethylen nebyly pfed zah4jenim této kvalifikacni prace Zadné dalsi vlastnosti téchto

kultur znamy.

Tabulka 2: Tabulka ptivodu bakterialnich kultur

Vzhled na mineralnim agarus | Degradace TCE 1,4
Kmen Pivod fenolem mg/1 (%)
1A feka Dievnice, Zlin Mala bélava 99-100
5A feka Stavnice, Luhadovice Drobna bélava 100
5B feka Stavnice, Luhadovice VeEétsi bélava 100
6A kaluz bahnita Biezivky Mala bélava 100
6B kaluz bahnita Brezivky V¢Etsi plossi 100
12A lesni potok Provodov Drobnéa bezbarva 100

3.1 Pokus I. - Kontrola ¢istoty bakterialnich kultur a porovnani jejich
rustu na TYA a R2A agaru
Jako prvni pokus jsme pro jistotu zvolili kontrolu Cistoty bakteridlnich kultur na dvou

rozdilnych agarech. Také jsme chtéli mit jasno, Ze bakteridlni kultury nebyly konzervaci

v glycerolu nikterak znehodnocené.

3.1.1 Postup

Byly pfipraveny dva agary, trypticky agar s kvasniénym extraktem (TYA) a R2A agar, dle
postupu vyrobce (HIMEDIA). Kazdy agar byl rozplnén do 6 petriho misek, aby byla pro

jednotlivé bakteridlni kmeny jedna miska s R2A agarem a druhd s TYA agarem. Takto
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ptipravené misky se nechaly vychladnout. Poté bylo provedeno oziveni bakteridlnich kment
1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A. Po vytaZzeni z mraziciho boxu byla kazd4 bakteridlni kultura
jednotlivé nanesena kiizovym roztérem na 2 petriho misky (kazda rizného agaru). Nasledné
se vSech 12 misek umistilo do lednicky za konstantni teploty 8°C. Pokus jsme kontrolovali
celkem 4x. Prvni odecet vysledkti probéhl po 1.dni, dalsi po 2. dni, nasledné po 5. dni a

posledni po 7.dni. Vysledky pozorovani jsme zaznamenali do tabulek.

Pecka

(zacatek nanaseni roztéru - nejvyssi koncentrace bakterif)

Prvni éary

(mens3i koncentrace balkterii)

Obrazek 12: Schéema kriZovéeho roztéru

3.2 Pokus II. - Sledovani rustu kultur pri 8 °C, pri koncentracich fenolu

0 — 250 mg/1

3.2.1 Postup

Nejprve bylo ptipraveno mineralni médium (MM) v objemu 300 ml, a to dle sloZeni:

Destilovand voda.........oo.oii e 255 ml
Roztok A (9,07 g KHoPO4/1)...onnee e 6 ml

Roztok B (23,90 g Na;HPO4. 12HoO/1) .o 24 ml
MESO4.TH20 (10 @/1). . e e 3ml
Fe(NH4)2(SO4)2.6 H2O (3 @/1).cnvneiiiiiie e 3 ml
CaCla.2HoO (1 /D) e 3ml
NHACT (B0 /1) e, 3 ml

DA [ @ L0 ) T 3ml
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Roztok stopovyCh prvkll.......cooiiii i 0,6 ml

Roztok stopovych prvkli na 1000 ml destilované vody:

0,043 ¢ MnSO4.5H,0
0,057 g H:BO;

0,043 g ZnSO4.7H20

0,037 g (NHa)sM07024.4H,0
0,025 g Co(NO3).6H,0
0,040 g CuSO4.5H,0

Po ptipravé bylo zméfeno pH mineralniho média a MM bylo rozdéleno po 50 ml do 6 lahvi.
Lahve byly posléze sterilizovany. Po sterilizaci a zchladnuti se ptidal asepticky zasobni

roztok fenolu (50 g/1) tak, aby vznikly tyto koncentrace fenolu: 0, 100, 150, 200 a 250 mg/1:

e O: bez ptidavku

e konc. 100: + 101 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 150: + 152 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 200: + 203 pl zasobniho roztoku fenolu

e konc. 250: + 254 ul zasobniho roztoku fenolu

Kazdé MM se s fenolem asepticky rozplnilo do 12 zkumavek, po 3 ml. Nasledné se dalo
zchladit na 8°C. Dale se jednotlive piipravily suspense zkoumanych bakterii v cca 2 ml
sterilniho fysiologického roztoku a také se ulozily zchladit na 8 °C (byly pouzity
bakterialni kultury z R2A agaru). Kazda kultura byla nao¢kovéana v objemu 10 pul do 2
zkumavek kazdé koncentrace. Zméfila se absorbance zkumavek densilametrem (DENSI-
LA-METER II, ERBA-LACHEMA). Hodnoty, které pfistroj udava, jsou ekvivalentni
zakalu bakteridlnich suspenzi dle McFarlandovy stupnice. Pfed méfenim byla kazda
zkumavka promichana a byly odstranény ptipadné bubliny. Nakonec se daly vSechny

zkumavky inkubovat pti 8 °C a byly pravidelné méfeny stejnym zpisobem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

3.3 Pokus IIIL. - Sledovani rastu kultur pti 8 °C, pri koncentracich

fenolu 300 — 500 mg/1

3.3.1 Postup

Bylo ptipraveno 300 ml MM (dle slozeni jako u pokusu 3.2), které se po kontrole pH
rozdélilo po 50 ml do 5 lahvi. Nésledovala sterilizace. Po sterilizaci a zchladnuti byl
asepticky pfidan zasobni roztok fenolu (50 g/1) tak, aby vznikly tyto koncentrace fenolu: 0,
300, 350, 450 a 500 mg/1:

e O: bez ptidavku

e konc. 300: + 303 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 350: + 354 ul zasobniho roztoku fenolu
e konc. 400: + 404 pul zasobniho roztoku fenolu
e konc. 450: + 455 pl zasobniho roztoku fenolu

e konc. 500: + 505 pul zasobniho roztoku fenolu

Kazdé MM s fenolem bylo asepticky rozplnéno do 12 zkumavek (po 3 ml) a nasledné se
dalo chladit za konstantni teploty 8°C. Z kultur z R2A agart byly pfipraveny jednotlivé
suspense zkoumanych bakterii v cca 2 ml sterilniho fysiologického roztoku a po zchlazeni
na teplotu 8 °C byly kazdou kulturou naockovany 2 zkumavky kazdé koncentrace
mnozstvim 15 pl. U vSech zkumavek byla zméiena opticka densita densilametrem.
Zkumavky se daly inkubovat za konstantni teploty 8 °C a densita byla pravidelné¢ métena

stejnym zplsobem, 2 - 3 x tydné.

3.4 Pokus IV. - Sledovani ristu kultur pri 8 °C, pri koncentracich

fenolu 100 — 500 mg/1, po ristu inokula na fenolu

V tomto pokusu byly do ristovych testil pouzity kultury piedinkubované na fenolu, a to v
MM s fenolem o koncentraci 100 mg/l. Opét jsme sledovali riist kultur stejnym zpiisobem
jako v pfedchozich pokusech, a zaznamenavali jsme délku lagovych fazi a dosazeni
maximalnich hodnot ristu. V tomto pokusu jsme sledovali rist pouze 5 kultur a to 1A, 5A,
6A, 6B a 12A.V pribéchu praci se totiz ukazalo, Ze je velmi pravdépodobné, Ze kultury 5A a
5B jsou identické a bylo by tedy zbyte¢né pracovat déle s obéma.
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3.4.1 Postup
Nejprve bylo pripraveno 400ml mineralniho média.

Nasledné po kontrole pH (7,4 — 7,6) jsme rozd¢lili MM po 50 ml do 8 lahvi. Lahve se daly
sterilizovat a po zchladnuti byl pfidan asepticky zasobni roztok fenolu (50 g/l) tak, aby
vznikly tyto koncentrace fenolu: 0, 100, 200, 300, 350, 400 a 500 mg/I:

o O bez pridavku

e konc. 100: + 101 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 200: + 203 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 300: + 303 pl zasobniho roztoku fenolu
e konc. 350: + 354 ul zasobniho roztoku fenolu
e konc. 400: + 404 pul zasobniho roztoku fenolu

e konc. 500: + 505 pul zasobniho roztoku fenolu

Kazdé MM s fenolem bylo rozplnéno do potiebného poctu zkumavek. Nasledné jsme
vSechny zkumavky dali zchladit na 8 °C. Pouzili jsme kultury z R2A agart (ne starSi nez 1
tyden), a postupné jsme piipravovali suspense zkoumanych bakterii v cca 2 ml sterilniho
fysiologického roztoku. Kazdé kultura byla nejprve naockovana v objemu 15 ul do 1
chladné zkumavky s MM a koncentraci fenolu 100 mg/1 a inkubovana pii 8 °C takto:
kultura SA po dobu 5 dni, 12A 3 dny a ostatni kultury 4 dny. Po této pfedinkubaci na
fenolu jsme zaockovali kazdou kulturou MM bez fenolu a média s koncentracemi fenolu
100400 mg/l; MM s 500 mg/l bylo zao¢kovano jen kulturami 6A a 12A. Ockovani bylo
provedeno objemem 15 pl, ze zkumavek s fenolem. Nasledné byla zméfena absorbance
vSech zkumavek densilametrem a zkumavky byly inkubovany pfi 8 °C; pravidelné méteni
bylo provéadéno stejnym zplisobem, prvni tyden denné, dalsi tydny dle pribéhu, min. 3 x

tydné.

3.5 Biochemické a rustové vlastnosti kultur

3.5.1 OXlItest ((MIKROLATEST)
Princip:

Tento test funguje na principu detekce pfitomnosti respira¢niho enzymu cytochromoxidéazy.

Pokud je tento enzym v kultuie detekovan pomoci reakce N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu
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s a-naftolem, vysledek je pozitivni a do 0,5 - 1 minuty test zmodra. Pokud bychom odecetli

vysledek pozd¢ji, tak mize dojit ke vzniku falesné pozitivni reakce.
Postup:

Pted zahajenim testu jsme na zonu testovaciho prouzku nanesli 10 pl ¢inidla pro zvySeni
citlivosti reakce. Z TY A agaru jsme oc¢kovaci plastovou klickou odebrali z kazdé bakterialni
kultury bakteridlni masu, kterou jsme nasledné nanesli na impregnovanou zoénu prouzku.
Vysledek barevné reakce jsme odecetli po 0,5 — 1 minuté.

3.5.2 NEFERMtest 24 (MIKROLATEST)

Princip:

Tato souprava umoZziuje identifikovat gramnegativni nefermentujici bakterie diky
dvacetictyt biochemickych testii, je mozné urcit 40 bakterialnich kment. V mikrotitracni
desticce se v jamkach nachézi dil¢i testy. Pro urceni jednoho kmene jsou vZdy brany v potaz

tf1 fady po 8 jamkach.

Postup: bylo postupovano podle piibalového letaku vyrobce MIKROLATEST

3.5.3 Rust kultur p¥i riznych teplotach na TYA a R2A agaru

U vsech 6 kultur jsme se rozhodli také vyzkousSet jejich riist v riznych teplotach, konkrétné

7,13,23,30a37 °C.
Postup:

Pokus jsme provadéli na 10 petriho miskach s TYA agarem a dalSich 10 na miskéch s R2A
agarem. Kazdou jsme rozdélili na tfetiny a na kazdou jsme nanesly 3 bakterialni kultury.
Vzdy dv€ misky s TYA a dvé€ s R2A se vSemi kulturami jsme dali inkubovat za uvedenych

konstantnich teplot.

12A

Obrazek 13: Roztéry 6 bakteridalnich kultur na 2 petriho miskach
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3.6 Gramovo barveni

Bylo ptipraveno MM s koncentraci fenolu 100 mg/1, kde byly kultury kultivovany pii 8 °C
po dobu 7 dni. Poté se na podlozni sklicko nanesla suspense bakteridlni kultury. Byla

provedena fixace plamenem a barveni preparatu podle Grama:

Nejprve byl roztér prevrstven roztokem krystalové violeti, ktery jsme nechali ptisobit po
dobu 60 vtefin. Nésledn¢ jsme barvu slili pomoci né¢kolika mililitry Lugolova roztoku a
prevrstvili roztér opét Lugolovym roztokem a ptevrstvili roztér Lugolovym roztokem, jez
jsme nechali piisobit po stejnou dobu. Dale jsme opét barvu slili, oplachli destilovanou
vodou a odbarvovali acetonem, dokud barvivo odtékalo, a to vSe v Sikmé poloze po dobu ne
déle nez 25 vtetin. Nasledné jsme roztér opét oplachli destilovanou vodou. Takto upraveny
roztér jsme ke konci dobarvovali safraninem po dobu 60 vtefin. Nasledoval opét oplach
destilovanou vodou a preparat jsme ususili opatrné nad plamenem. Mikroskopovali jsme

pomoci imerzniho objektivu 100x zvétSujiciho za pouziti 10x zvétSujicich okulart.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Pokus L. - Kontrola Cistoty bakterialnich kultur a porovnani jejich

ristu na TYA a R2A agaru

Bylo provedeno vyockovani kultur 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A z hlubokomraziciho boxu na
R2A agar a TYA agar a kultivace za konstantni teploty 8°C. Slovni popis jejich rdstu je
uveden v tabulkéach 3 - 6.

Tabulka 3: Vysledky rtstu bakteridlnich kultur po 1. dni pfi 8 °C

Kultura TYA agar R2A agar

1A Roste v pecce Roste v pecce

SA Roste v pecce Roste v pecce, vicnezu TYA

5B Roste v pecce Roste v pecce

6A Roste siln€ v pecce 1 v 1. Cardch Roste v pecce

6B Roste slabé v pecce Roste slabé v pecce, mén¢ nez na
TYA

12A Roste v pecce, silné Roste v pecce, silné

Jiz po prvnim dni doslo k nértistu vSech mikrobiadlnich kultur v peckach (misto, kde se
nachazelo nejvetsi mnozstvi bakterii) na obou agarech. Pouze v pfipadé 5A se jednalo o
vysSi nartst na R2A agaru nez u TYA agaru, u kultury 6B tomu bylo naopak. U kultury 6A

doslo k nariistu bakterii na TY A agaru i v misté prvnich car.

Tabulka 4: Vysledky rastu bakterialnich kultur po 2. dni pti 8 °C

Kultura TYA agar R2A agar

1A Roste vice nez 1. den Roste vice nez 1. den

S5A Roste vice nez 1. den, slaba razova | Roste vice nez 1. den, 1épe nez na
pigmentace TYA, slaba riiz. pigmentace

5B Roste vice nez 1. den a Iépe nez na R2A, | Roste vice nez 1. den, slaba
slaba riizova pigmentace rizova pigmentace

6A Roste vice nez 1. den Roste vice nez 1. den

6B Roste méné nez ostatni kultury, na TYA | Roste mén¢ neZ ostatni kultury
1épe nez na R2A

12A Roste vice nez 1. den Roste vice nez 1. den

Dalsi den se bakterialni kultury zacaly vice rozristat v ptipad¢ obou agart. U kultur 5A a
5B se na obou agarech objevilo i slabé rizové zabarveni. Jedind kultura 6B na R2A agaru

rostla méné nez ostatni.
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Tabulka 5: Vysledky rtstu bakteridlnich kultur po 5. dni pti 8 °C
Kultura TYA agar R2A agar
1A Roste cely roztér, kultura je Cista Roste  cely  roztér,  Cista,
mukosnéj$i nez na TYA
5A Roste cely roztér, kultura je Cistd, | Roste cely roztér, Cistd, rtizovy
rizovy pigment pigment, roste 1épe nez na TYA
5B Roste cely roztér, kultura je Cistd, | Roste cely roztér, Cistd, rizovy
rizovy pigment pigment, 1épe nezna TYA
6A Roste cely roztér, kultura je Cistd + | Roste cely roztér, + ojedinélé
ojedinélé mikrokolonie mikrokolonie
6B Roste cely roztér, kultura je Cistd Roste cely roztér, Cista
12A Roste cely roztér, kultura je Cista Roste cely roztér, Cista

Po 5. dni byly kultury narostlé natolik, ze bylo mozné hodnotit jejich cistotu; bylo

konstatovano, ze vSechny kultury jsou Cisté.

Tabulka 6: Vysledky rastu bakterialnich kultur po 7. dni pti 8 °C

Kultura TYA agar R2A agar

1A Roste cely roztér, Cista Roste cely roztér, Cistd

SA Roste cely roztér, cCistd, razovy | Roste cely roztér, Cistd, rizovy
pigment pigment

5B Roste cely roztér, C(Cistd, ruzovy | Roste cely roztér, Cistd, rizovy
pigment pigment

6A Roste cely roztér, Cista Roste cely roztér, Cistd

6B Roste cely roztér, Cista Roste cely roztér, Cistd

12A Roste cely roztér, Cista Roste cely roztér, Cista

Z tabulek 3—6 je ziejmé, Ze bakterialni kultury nebyly konzervaci v glycerolu pfi teploté -80

°C nikterak ovlivnény. Dle rastu a vzhledu kultur bylo mozno usoudit, Ze jsou vSechny Cisté

a konzervaci snasi bez vétSich problémul. Pfi porovnani jednotlivych agarti nebyly

pozorovany vyznamnéjsi rozdily a vysledky byly az na péar drobnych odchylek velice

podobné. Na zakladé porovnani kultur 5A a 5B bylo mozné usoudit, Ze se jedna o podobné,

ne-li identické kultury, jelikoz rlst na obou agarech probihal prakticky stejné. V obou

pfipadech byly kolonie a jejich okoli také lehce nartizovélé. Obé kultury byly ziskany ze

stejné feky Stavnice v Luhacovicich.
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4.2 Pokus II. - Sledovani ristu kultur pfi 8 °C, pri koncentracich fenolu

0 — 250 mg/1

Cilem tohoto pokusu bylo porovnat rist zkoumanych kultur pti koncentracich fenolu 0-250
mg/l. Rust bakterii byl sledovan métenim optické hustoty — optickym densilametrem (pted
kazdym méfenim musel byt piipadny biofilm na dné¢ zkumavky roztiepan). Pokus byl
provadén po dobu 21 dni a vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 7 — 11 a dale v grafech
(obrazcich) ¢. 11 — 14.

Kontrolni vzorky:

Tabulka 7: Hodnoty zékalu dle densilametru kontrolnich zkumavek (bez fenolu)

Doba kult. Kultura
dny (hod.) 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 (20) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 (44) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 (68) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
3 (76) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
4 (94) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
5(117) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
6 (141) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
7 (165) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
8 (198) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
10 (237) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
12 (285) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
14 (336) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
17 (408) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
21 (504) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

Slepy pokus probéhl dle oc¢ekdvani. V zadné z pozorovanych zkumavek nedoslo k rastu
bakterialnich kultur — timto jsme si zkontrolovali, Ze pfiprava MM probéhla v poradku a ze

74dna kultura neni schopna v ném riist bez organického substratu.
Koncentrace 100 mg/l

Tabulka 8: Rist kultur na fenolu pii koncentraci 100 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny (hod.) 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 (20) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 (44) 0,05 0,05 0,05 0,10 0,10 0,10
3 (68) 0,25 0,10 0,10 0,65 0,50 0,60
3(76) 0,50 0,10 0,10 0,85 0,70 0,80
4 (94) 0,70 0,25 0,40 1,00 0,95 1,05
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5(117) 0,95 0,60 0,65 1,00 1,10 1,20
6 (141) 1,10 0,90 0,90 1,00 1,10 1,20
7 (165) 1,10 1,10 1,10 1,00 1,10 1,20
8 (198) 1,10 1,10 1,10 1,00 1,10 1,10
10 (237) 1,10 1,10 1,10 1,00 1,10 1,10
12 (285) 1,10 1,10 1,10 1,00 1,10 1,10
14 (336) 1,10 1,05 1,10 1,00 1,10 1,10
17 (408) 1,00 1,05 1,10 1,00 1,10 1,10
21 (504) 1,00 1,05 1,10 1,00 1,10 1,10

Zeleng jsou zaznaena maxima rastu

Nejrychleji jsme mohli pozorovat riist kultury 12A a 6A, densilametr jejich maxima ristu
zaznamenal jiz 4. den od zacatku experimentu. Nasledné 5. den kultura 6B, 6. den kultura
1A ajako posledni 7. den soucasné kultury 5A a 5B. Hodnoty vzrostly na 1,00 - 1,10 ve dny
jejich maxim ristu a vysSich hodnot nedosahovaly. Po dosaZzeni maxima zacaly jejich

optické hustoty spise klesat. Nejvyssi optické hustoty 1,20 dosahla kultura 12A ato 5. den.
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Obrdazek 14: Riist kultur na fenolu pri koncentraci 100 mg/l

Z grafu je jasné patrné, Ze k nejvyraznéjSimu ristu doslo u kultury 12A (zelena kiivka). Po
dosazeni maxima doSlo k nékolikadennimu setrvani hodnot a nasledné hodnoty optické

hustoty klesly na 1,10 a takto zistaly az do ukoneni experimentu.
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Koncentrace 150 mg/l

Tabulka 9: Rust kultur na fenolu pfi koncentraci 150 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny (hod.) 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 (20) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 (44) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 (68) 0,15 0,05 0,05 0,50 0,35 0,30
3 (76) 0,25 0,05 0,05 0,70 0,50 0,50
4(94) 0,40 0,10 0,15 0,90 0,70 0,80
5(117) 0,70 0,25 0,40 1,20 1,10 1,15
6 (141) 1,00 0,50 0,60 1,30 1,30 1,40
7 (165) 1,20 0,70 0,80 1,40 1,50 1,60
8 (198) 1,30 1,00 1,15 1,40 1,50 1,60
10 (237) 1,40 1,30 1,35 1,40 1,50 1,60
12 (285) 1,40 1,40 1,50 1,40 1,50 1,60
14 (336) 1,40 1,50 1,60 1,40 1,50 1,60
17 (408) 1,40 1,50 1,60 1,30 1,40 1,60
21 (504 1,40 1,50 1,60 1,30 1,40 1,60

Pti vyssi koncentraci fenolu doséhly vSechny kultury maxima za del$i dobu nez v ptipadé
koncentrace 100 mg/l. Prvni maxima jsme mohli zaznamenat az 7. den, a to u kultur 6A, 6B
a 12A. Sice nejvyssSich hodnot 1,40-1,60 dosahly za delsi dobu, avSak jedna se o skoro
polovinu vys$$i hodnoty nez v pfipadé¢ koncentrace 100 mg/l. Dalsi jsme zaznamenali

maximum 10. den u kultury 1A a nakonec 14. den u kultur 5A a 5B.
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Obrazek 15: Riist kultur na fenolu pri koncentraci 150 mg/l
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Kultury 12A a 5B dosahly nejvyssich optickych densit 1,60 a na této hodnoté zlstaly az do
konce experimentu. Jejich kiivky se v grafu protinaji. Nejprudsi narist mizeme pozorovat

u hodnoty 12A.

Koncentrace 200 mg/l

Tabulka 10: Rast kultur na fenolu pti koncentraci 200 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny (hod.) 1A 5A 5B 60A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1(20) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 (44) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 (68) 0,05 0,05 0,05 0,20 0,10 0,15
3(76) 0,05 0,05 0,05 0,35 0,20 0,35
4 (94) 0,45 0,10 0,15 0,60 0,50 0,70
5(117) 0,70 0,20 0,25 0,90 0,80 1,00
6 (141) 0,75 0,40 0,45 1,20 1,00 1,30
7 (165) 1,05 0,50 0,65 1,50 1,35 1,65
8 (198) 1,35 0,65 0,75 1,70 1,55 1,85
10 (237) 1,60 0,80 0,80 1,75 1,75 2,00
12 (285) 1,65 1,20 1,20 1,75 1,80 2,00
14 (336) 1,60 1,50 1,55 1,75 1,80 2,00
17 (408) 1,60 1,85 1,95 1,75 1,80 2,00
21 (504) 1,60 1,85 1,95 1,75 1,80 2,00

Zelen¢ jsou zaznacena maxima rustu

Kromé kultury 1A (opét dosdhla maxima 10. den jako v piipad¢ koncentrace 150 mg/1) doslo
k prodlouzeni lagové faze u zbylych kultur. VSechny kultury dosahly vyssich maximalnich

hodnot optickych densit. Prvni maximum jsme mohli pozorovat 8. den u kultury 6A, dale



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

10. den u tech kultur 1A, 6B a 12A. Posledni maxima jsme zaznamenali az 17. den u dvou

kultur 5A a 5B.
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Obrazek 16: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 200 mg/l
V grafu opét dominuje kultura 12A, ktera ma nejprudsi nartist a opét dosahuje nejvyssich

hodnot (2,00), které se si drzi az do konce experimentu.
Koncentrace 250 mg/l

Tabulka 11: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 250 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny (hod.) 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1(20) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 (44) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,10
3 (68) 0,10 0,05 0,05 0,15 0,05 0,20
3 (76) 0,10 0,05 0,05 0,20 0,10 0,35
4 (94) 0,20 0,05 0,10 0,55 0,35 0,70
5(117) 0,55 0,20 0,25 0,90 0,65 1,05
6 (141) 0,90 0,30 0,40 1,35 0,90 1,40
7 (165) 1,20 0,55 0,65 1,75 1,30 1,80
8 (198) 1,50 0,70 0,85 1,95 1,75 2,10
10 (237) 1,80 0,85 1,10 2,10 2,05 2,30
12 (285) 1,90 1,35 1,50 2,10 2,20 235
14 (336) 1,90 1,70 1,95 2,10 2,20 2,35
17 (408) 1,90 2,10 2,25 2,10 2,20 2,35
21 (504) 1,90 2,10 2,25 2,10 2,10 2,35

Jako u predchozich koncentraci miZzeme pozorovat prodlouZeni lagové faze a také vyssi

hodnoty maximalnich optickych densit. Prvni maximum jsme mohli pozorovat u kultury
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6A ato 10. den, dale 12. den kultury 1A, 6B a 12A. Posledni maxima jsme zaznamenali u

dvou kultur az 17. den.

Opticka densita [-]
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Obrazek 17: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 250 mg/l

Opét nejvyraznéjsi kiivkou v grafu je kiivka kultury 12A a nejvyssi pozorovanou hodnotou
je 2,35.

4.3 Pokaus III. - Sledovani ristu kultur pri 8 °C, pri koncentracich

fenolu 300 — 500 mg/l

Kultury byly v pfedchozim pokusu tspésné pii riistu v médiich s vyssi koncentraci fenolu,
proto jsme se rozhodli provést navazujici pokus. Opét jsme pracovali se vSemi 6 kulturami
a sledovali jsme jejich rust v jesté vysSich koncentracich fenolu. Déle jsme se zabyvali
otazkou, zdali jsou kultury 5A a 5B totozné. Pokus byl u kazdé koncentrace zastaven
v moment¢, kdy nebyl pozorovan dalsi rist kultur. Vysledky jsou uvedeny v tabulkédch 12 -

16 a na obrazcich 17 - 21.
Koncentrace 300 mg/l

Tabulka 12: Rast kultur na fenolu pfi koncentraci 300 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,15
5 0,30 0,05 0,10 0,25 0,45 0,85
6 0,55 0,05 0,30 0,50 0,80 1,20
8 0,70 0,25 0,45 0,90 1,15 1,85
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9 0,90 0,55 0,70 1,20 1,55 2,25
12 1,40 1,05 1,25 2,20 2,40 2,70
15 1,75 1,55 1,90 2,20 2,40 2,70
19 1,75 2,20 2,20 2,20 2,40 2,70
22 1,75 2,20 2,20 2,15 2,35 2,65
26 1,75 2,15 2,15 2,10 2,30 2,60
31 1,70 2,15 2,10 2,05 2,25 2,60
Ukonc¢eno — kultury jiz dale nerostou

Zelen¢ jsou zaznacena maxima rustu

Prvni maxima jsme mohli pozorovat 12. den od nasazeni pokusu, nejvyssi hodnoty 2,70
dosahla kultura 12A, nasledné¢ hodnoty 2,40 kultura 6B a hodnoty 2,20 kultura 6A. Jako
dalsi zacala 15. den rist kultura 1A (doséhla nejniZsi hodnoty 1,75). Dale 19. den jsme mohli
zaznamenat totozné nejvysSi hodnoty 2,20 u dvou kultur a to 5A a 5B. Tato cast byla

ukoncena po 31 dnech a byla zaroven nejkrat§Sim métenim v této sérii pokusi.
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Obrazek 18: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 300 mg/l

Z grafu je jasné patrné, ze kultura 12A je jako u predeslého pokusu nejvyraznéjsi kiivkou a
zaroven u ni miZzeme pozorovat dosazeni nejvyssich hodnot, které si drzi az do ukonceni
pokusu. Druhd nejvyraznéjsi je kultura 6B, ktera vSak po hodnoté maxima zacne vyrazné&ji
klesat. U pravdépodobné stejnych kultur 5SA a 5B mlzeme pozorovat nepatrné rozdily.
Ackoliv kultura 5B roste rychleji, dosdhne spolu s SA stejné hodnoty 2,20 a nasledné po
jejich dosazeni jsou kiivky takika identické.

Koncentrace 350 mg/l

Tabulka 13: Rast kultur na fenolu pfi koncentraci 350 mg/1 (densita dle densilametru)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Doba kult. Kultura
dny 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,10
5 0,15 0,05 0,10 0,45 0,15 0,75
6 0,30 0,05 0,10 0,65 0,15 1,00
8 0,60 0,20 0,30 1,10 0,20 1,60
9 0,85 0,20 0,40 1,45 0,25 2,10
12 1,25 0,30 0,50 2,15 0,25 2,65
15 1,95 0,40 0,75 2,70 0,25 3,05
19 2,20 0,55 0,90 2,80 0,45 3,20
22 2,20 0,65 0,90 2,80 0,80 3,20
26 2,15 0,80 1,00 2,80 1,55 3,15
31 2,10 1,10 1,15 2,75 2,05 3,10
35 2,10 1,55 1,35 2,70 2,05 3,10
38 2,10 2,00 1,50 2,70 2,00 3,10
42 2,10 2,00 1,90 2,70 1,95 3,05
Ukonc¢eno — kultury jiz dale nerostou
Zelené jsou zaznatena maxima riistu

Pti rstu kultur pi1 koncentraci fenolu 350 mg/1 doslo k markantnimu prodlouzeni lagovych
fazi u vSech kultur. Také vSak mizeme pozorovat dosazeni vysSich hodnot ristu u vSech
kultur. Jako prvni maxima jsme mohli zaznamenat az 19. den, a to konkrétné u tfech kultur
1A, 6A a 12A. Nésledn€ jsme mohli zaznamenat 31. den hodnotu maxima kultury 6B. Opét
jako posledni vyrostly kultury 5B a 5A a to 38. a 42. den. Nejvyssi hodnoty 3,2 dosahla
kultura 12A a nejnizsi hodnoty 1,9 kultura 5B. Tuto ¢ast pokusu jsme méftili 42 dni.
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Obrdazek 19: Riist kultur na fenolu pri koncentraci 350 mg/l
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Opét je dominantou grafu kiivka kultury 12A. Dosahuje nejvyssich hodnot, od 5. dne u ni
muzeme pozorovat téméf konstantni riist, ale po dosazeni maxima zac¢ne trosku klesat. Dale
je opét vyrazna kultura 6B, ktera dosahuje nizs§ich hodnot. Pti porovnani kultur 5SA a 5B
muizeme pozorovat mirné rozdily. Kultura 5A tentokrat dosdhne své nejvyssi hodnoty diive

nez 5B, avsak kultura 5B zacina rust rychleji.

Koncentrace 400 mg/l

Tabulka 14: Rast kultur na fenolu pii koncentraci 400 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
5 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,10
6 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,65
8 0,05 0,00 0,00 0,15 0,00 1,00
9 0,05 0,00 0,00 0,35 0,00 1,40
12 0,05 0,00 0,05 0,95 0,00 1,90
15 0,05 0,15 0,10 1,65 0,00 2,75
19 0,05 0,25 0,20 2,50 0,00 3,05
22 0,05 0,20 0,15 2,80 0,00 3,05
26 0,05 0,25 0,10 2,80 0,00 3,05
31 0,05 0,20 0,10 2,80 0,00 3,00
35 0,05 0,20 0,10 2,75 0,00 3,00
Ukonc¢eno — kultury jiz dale nerostou

Zeleng jsou zaznacena maxima rastu

U dalsi casti pokusu zacaly riist a dosahly urcitych maxim pouze 2 kultury, a to 12A a 6A.
Kultura 12A dosahla svého maxima stejny den (19.) jako u pfedchozi koncentrace ale s tim
rozdilem, Ze maximalni hodnota byla nizsi nez u koncentrace 350 mg/I1. U kultury 6A naopak

doslo k prodlouzeni lagové faze o 3 dny (az 22. den), ale maximum bylo stejné (2,80).

Ostatni 4 kultury v prabéhu celé Casti nezacaly rust, jen nepatrné zacaly zvySovat optickou
hustotu. Kultura 5A s hodnotou 0,25 kolem dvacatého dne inkubace, ov§em v dalSich fazich
pokusu rist nijak nepokracoval a nedosdhl tedy vyznamnéj$i hodnoty. Timto miiZeme
konstatovat, Ze kultury 1A, 5A, 5B a 6B nejsou pfi vysSich koncentracich fenolu ristu
schopny. Tuto ¢ast pokusu jsme pozorovali 35 dni a néasledné byl pokus ukoncen, nebot’ i

zbylé 2 kultury prestaly rist.
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Obrazek 20: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 400 mg/l

V grafu miizeme pozorovat pouze 2 kiivky kultur 12A a 6A, které byly schopné se v roztoku
o vy$§i koncentraci fenolu rist. VysSich hodnot opét dosahuje kultura 12A. Zbylé 4 kultury
se drzi u nulovych hodnot, ptekryvaji se.

Koncentrace 450 mg/l

Tabulka 15: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 450 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
5 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,10
6 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,30
8 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,95
9 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 1,35
12 0,00 0,00 0,00 0,90 0,00 1,80
15 0,00 0,00 0,00 1,55 0,00 2,60
19 0,00 0,00 0,00 2,35 0,00 3,30
22 0,00 0,00 0,00 2,95 0,00 3,30
26 0,00 0,00 0,00 3,10 0,00 3,25
31 0,00 0,00 0,00 3,10 0,00 3,20
35 0,00 0,00 0,00 2,95 0,00 3,15
Ukonceno — kultury jiz ddle nerostou

V tabulce jsou rostouci pouze 2 kultury, a to 12A a 6A. Kultura 12A dosahla svého maxima
19. den od zahgjeni pokusu, nedoslo k prodlouzeni lagové faze a v této koncentraci dosahla
vibec své nejvyssi hodnoty 3,30. Kultura 6A opét 22. den a také dosdhla o néco vyssi

hodnoty nez u ptedchozi koncentrace. Zbyl¢ 4 kultury 1A, 5A, 5B a 6B dosahovaly nejvyse
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hodnoty densit 0,05 do 6. dne a ani posléze nezacaly rist. Tento pokus jsme ukon¢ili 35.

den.
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Obrazek 21: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 450 mg/l

V grafu mizeme pozorovat opét pouze 2 kiivky. Po dosazeni nejvyssiho hodnoty zacaly obé
kiivky mirné klesat. Rust kiivek jiz neni tak ptikie stoupajici. Zbylé 4 kultury se prekryvaji

a drzi se u nuly.
Koncentrace 500 mg/l

Tabulka 16: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 500 mg/1 (densita dle densilametru)

Doba kult. Kultura
dny 1A 5A 5B 6A 6B 12A
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
5 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
6 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
8 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,15
9 0,00 0,00 0,05 0,10 0,05 0,35
12 0,00 0,00 0,05 0,20 0,05 0,55
15 0,00 0,00 0,05 0,40 0,05 0,90
19 0,00 0,00 0,05 1,00 0,05 1,40
22 0,00 0,00 0,05 1,45 0,05 1,80
26 0,00 0,00 0,05 1,95 0,05 4,70
31 0,00 0,00 0,05 2,55 0,05 2,95
35 0,00 0,00 0,05 2,95 0,05 -
38 0,00 0,00 0,05 - 0,05 3,25
42 0,00 0,00 0,05 3,30 0,05 3,25
Ukonceno — kultury jiz ddle nerostou
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Posledni ¢ast pokusu byla ukoncena po 42 dnech, ackoliv zde rostly opé€t jen 2 kultury 12A
a 6A. Doslo k vyraznému prodlouzeni lagovych fazi v obou piipadech, prvni dosdhla
maxima 35. den pokusu kultura 12A a 38. den kultura 6A. Poprvé zde kultura 6A dosdhla
vy$$i hodnoty maxima nez kultura 12A, i kdyZ jen nepatrné o 0,05. Také doséhla své nejvyssi
hodnoty ze vSech dostupnych koncentraci. Ostatni 4 kultury dosahovaly opét pouze hodnoty

0,05 a nevykéazaly tedy v prib&hu pokusu zadny rist az do ukonceni.
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Obrazek 22: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 500 mg/l
V grafu mizeme opét pozorovat zmény, ob¢ rostouci kultury 12A a 6A dosahly svého
maxima az velice pozd¢ a nartst kiivek je tim padem velice mirny. Znacné rychleji roste
kultura 12A, ale nejvyssi hodnoty zde dosahla kultura 6A. Zbylé kiivky kultur se piekryvaji

a drzi se u nuly. Pfi této vysoké koncentraci fenolu nerostou.

Srovnani rustu kultur na fenolu pii 8 °C, pri inokulaci testi z R2A agaru

Ke srovnani vSech kultur je nize uvedena tabulka 17, ktera uvadi jednak doby lagovych fazi
jednotlivych kultur pfi riznych koncentracich fenolu, a jednak doby kultivaci, kdy byla

dosaZena jejich maxima ristu.
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Tabulka 17: Srovnani délky lagovych fazi (LAG) a maxim ristu (MAX) u vSech kultur (dny)

pti 8 °C, po inokulaci MM s fenolem kulturami z R2A agart

Koncentrace Délka lagové faze (dny) a doba dosaZeni MAXima ristu (dny) u kultur
fenolu 1A 5A 5B 6A 6B 12A
(mg/l) LAG | MAX | LAG | MAX | LAG | MAX | LAG | MAX | LAG | MAX | LAG | MAX
100 2 6 3 7 3 7 2 4 2 5 2 5
150 2-3 10 4 14 4 14 2 7 2 7 2 7
200 3 10 4 17 4 17 2% 8 3 10 3 10
250 3 12 4 17 4 17 2-3 10 3 12 2-3 12
300 4-5 15 4 19 4 19 3-4 12 3-4 12 3-4 12
350 5 19 6 38 6 42 3-4 19 6 31 3-4 19
400 - - - - - - 6-7 22 - - 5 19
450 - - - - - - 7-8 | 26 - - 5 19
500 - - - - - - 9 38 - - 7-8 | 35

Pti koncentracich 100-250 mg/l roste nejrychleji kultura 6A, pak

12A a 6B, a o néco

pomaleji 1A. Pfi koncentracich 300-350 mg/1 rostou nejrychleji 6A a 12A, pak 1A. Pii 350

mg/l se znacn¢ zpomaluje rlst 6B. Pti koncentracich 400 — 500 mg/I rostou jen kultury 12A

(ta nejlépe) a 6A (o néco pomaleji). Ostatni kultury jiz nerostou. Kultury SA a 5B rostou pfi

vSech koncentracich fenolu nejpomaleji ze vSech. Rozdil mezi SA a 5B byl zjistén jen u

koncentrace 350 mg/I a je zcela nepodstatny.

4.4 Pokus IV. - Sledovani riistu kultur pri 8 °C, pri koncentracich

fenolu 100 — 500 mg/1, po ristu inokula na fenolu

Tento pokus byl motivovan snahou zjistit, zda predinkubace jednotlivych kultur na fenolu

pfinese jejich zrychleny rast pfi riznych koncentracich fenolu. Kultury byly proto nejprve

pomnozeny na 100 mg fenolu a takto ziskana inokula byla naockovana do test. Vysledky

jsou uvedeny nize v tabulkéach 18 az 24.

Kontrolni vzorky:

Tabulka 18: Rist kultur na fenolu pfi koncentraci 0 mg/1

Doba inkubace Kultura
Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,10 0,00 0,10 0,20 0,10
21 0,9 0,00 0,10 0,10 0,10 0,10
27 1,1 0,00 0,00 0,00 0,20 0,10
45 1,9 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00
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51 2,1 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00
69 2,9 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
77 3,2 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
93 3,9 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
101 4,2 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
142 5,9 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
166 6,9 0,00 0,10 0,10 0,10 0,10
173 7,2 0,00 0,10 0,10 0,10 0,10
195 8,1 0,10 0,00 0,10 0,10 0,00
219 9,1 0,00 0,10 0,10 0,10 0,10
243 10,1 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00
262 10,9 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
334 13,9 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
413 17,2 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
436 18,2 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
503 21,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
580 24,2 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
672 28,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
744 31,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
840 35,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
912 38,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
1008 42,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
1080 45,0 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00

Pti pozorovani slepého pokusu pfi koncentraci 0 mg/l fenolu nam zadna z kultur nezacala

rust. Jedna se o dikaz, Ze jsme v piipravé neudélali chybu.

Koncentrace 100 mg/l

Tabulka 19: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 100 mg/1

Doba inkubace Kultura
Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,05 0,05 0,05 0,15 0,10
21 0,9 0,00 0,05 0,15 0,15 0,10
27 1,1 0,10 0,10 0,25 0,15 0,10
45 1,9 0,45 0,35 0,50 0,40 0,35
51 2,1 0,55 0,45 0,60 0,55 0,50
69 2,9 0,90 0,65 0,85 0,80 0,85
77 3,2 1,00 0,85 1,00 0,95 1,00
93 3,9 1,05 1,05 1,00 1,10 1,10
101 472 1,10 1,15 1,00 1,10 1,10
142 5,9 1,10 1,15 1,00 1,10 1,10
166 6,9 1,10 1,12 1,00 1,10 1,10
173 7,2 1,10 1,10 1,00 1,10 1,10
195 8,1 1,10 1,10 0,95 1,10 1,10

Zeleng jsou zazna¢ena maxima rustu
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Jako prvni mizeme pozorovat dosazeni maxima u kultury 6A a to jiz tieti den od zacatku
pokusu. Densilametr naméfil hodnotu 1. Dalsiho dne dosahly svych maxim kultury 6B a
12A, a to stejné hodnoty 1,1. Jako posledni, ale nejvyssiho maxima, dosahla kultura 5A, a

to hodnoty 1,15. Toto méfeni bylo ukonceno 8. den, protoze kultury piestaly rist.
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Obrazek 23: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 100 mg/l po rustu inokula na fenolu

Koncentrace 200 mg/l

Tabulka 20: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 200 mg/1

Doba inkubace Kultura

Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,10 0,05 0,10 0,10 0,20
21 0,9 0,10 0,00 0,05 0,00 0,10
27 1,1 0,10 0,05 0,05 0,05 0,10
45 1,9 0,20 0,10 0,30 0,20 0,30
51 2,1 0,30 0,10 0,30 0,25 0,40
69 2,9 0,60 0,20 0,55 0,40 0,55
77 32 0,70 0,20 0,65 0,50 0,75
93 3,9 0,90 0,40 0,85 0,65 0,85
101 4,2 1,10 0,40 1,00 0,70 1,05
142 5,9 1,50 1,00 1,40 1,15 1,60
166 6,9 1,75 1,30 1,65 1,40 1,90
173 7,2 1,80 1,35 1,70 1,50 2,00
195 8,1 1,80 1,55 1,75 1,80 2,05
219 9,1 1,80 1,85 1,80 1,95 2,00
243 10,1 1,80 1,90 1,80 1,90 2,00
262 10,9 1,80 1,95 1,75 1,95 2,00
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| 334 | 139 | 180 | 19 | 18 | 19 | 200 |
Zelen¢ jsou zaznacena maxima rustu

V tomto ptipad¢ dosahla prvni svého maxima opét kultura 1A, a to 7. den, s hodnotou 1,8.
Dalsi den dosahla svého maxima kultura 12A s nejvyssi hodnotou 2,05. Po 9 dnech dosahly
svych maxim kultury 6A a 6B. Vyssiho maxima vSak dosdhla hodnota 6B 1,95 a 6A pouze
1,8. Posledni maximum bylo dosazeno 11.den pokusu kulturou 5A 1,95. Tento dil¢i test byl

ukoncen po 14 dnech, po dosazeni maxim.
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Obrazek 24: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 200 mg/l po rustu inokula na fenolu

Koncentrace 300 mg/l

Tabulka 21: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 300 mg/1

Doba inkubace Kultura

Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,15 0,05 0,10 0,10 0,10
21 0,9 0,10 0,05 0,00 0,05 0,00
27 1,1 0,20 0,05 0,05 0,00 0,05
45 1,9 0,30 0,05 0,05 0,05 0,10
51 2,1 0,35 0,05 0,10 0,05 0,10
69 2.9 0,50 0,15 0,15 0,05 0,30
77 3,2 0,65 0,10 0,25 0,10 0,35
93 3,9 0,85 0,15 0,35 0,20 0,50
101 4,2 1,00 0,20 0,45 0,20 0,60
142 5,9 1,45 0,25 0,75 0,20 1,00
166 6,9 1,75 0,25 1,00 0,20 1,20
173 7,2 1,80 0,25 1,10 0,20 1,40
195 8,1 1,90 0,30 1,30 0,20 1,70
219 9,1 2,20 0,40 1,70 0,20 2,15
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243 10,1 2,25 0,50 2,05 0,20 2,40
262 10,9 2,30 0,65 2,35 0,30 2,65
334 13,9 2,60 1,10 2,55 0,35 2,85
413 17,2 2,70 1,50 2,55 0,45 2,80
436 18,2 2,70 1,70 2,55 0,45 2,80
503 21,0 2,70 2,15 2,45 0,55 2,80
580 24,2 | KONEC 2,55 KONEC 0,95 KONEC
672 28,0 2,55 1,90

744 31,0 KONEC 2,15

840 35,0 2,15

912 38,0 2,15

1008 42,0 KONEC

Vzhledem k tomu, Ze se jedna uz o pomérn¢ vysokou koncentraci, tak kazda kultura situaci
zvladala jinak. Jako v pfedchozich pokusech miizeme pozorovat prodlouzeni lagovych fazi,
zato vSak kultury dosahuji vy$Sich maxim. Po 14 dnech od zacatku pokusu dosahly svych
maxim kultury 6A a 12A, s hodnotami 2,55 a 2,85. Nasledn¢ svého maxima dosahla opét
kultura 1A - 17. den s hodnotou 2,7. VSechny tyto kultury byly sledovany 21 dni. Po 24
dnech dosédhla svého maxima kultura 5A s hodnotou 2,55 a jeji méfeni bylo ukonceno po 28
dnech. Posledni doséhla svého maxima kultura 6B s nejnizsi hodnotou 2,15 a jeji sledovani

bylo pieruseno az 38. den. Nejvyssiho maxima v tomto ptipad¢ dosdhla kultura 12A.
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Obrazek 25: Riist kultur na fenolu pri koncentraci 300 mg/l po riistu inokula na fenolu
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Koncentrace 350 mg/l

Tabulka 22: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 350 mg/1

Doba inkubace Kultura
Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,10 0,15 0,10 0,10 0,10
21 0,9 0,10 0,10 0,10 0,05 0,10
27 1,1 0,10 0,10 0,05 0,00 0,10
45 1,9 0,10 0,10 0,10 0,00 0,10
51 2,1 0,10 0,10 0,10 0,00 0,10
69 2.9 0,10 0,10 0,10 0,05 0,20
77 3,2 0,10 0,10 0,10 0,05 0,20
93 3.9 0,15 0,10 0,25 0,05 0,30
101 4.2 0,15 0,10 0,25 0,05 0,30
142 5,9 0,25 0,10 0,40 0,10 0,60
166 6,9 0,35 0,10 0,55 0,10 0,90
173 7,2 0,45 0,10 0,65 0,10 1,05
195 8,1 0,45 0,10 0,75 0,00 1,35
219 9,1 0,55 0,10 1,10 0,10 1,70
243 10,1 0,65 0,15 1,40 0,00 1,95
262 10,9 0,70 0,20 1,65 0,00 2,15
334 13,9 1,10 0,30 2,35 0,10 3,05
413 17,2 1,60 0,35 2,75 0,10 3,05
436 18,2 1,75 0,35 2,80 0,10 3,10
503 21,0 2,05 0,30 2,80 0,10 3,10
580 242 2,10 0,35 2,80 0,10 3,10
672 28,0 2,05 0,40 2,80 0,10 3,00
744 31,0 KONEC 0,45 KONEC 0,35 KONEC
840 35,0 0,55 0,80
912 38,0 0,70 1,30
1008 42,0 1,15 1,60
1080 45,0 1,60 1,85
1176 49,0 2,55 2,20
1248 52,0 2,60 2,15
1344 56,0 2,60 2,15
KONEC KONEC

Zeleng jsou zaznaena maxima rustu

Pti koncentraci 350 mg/l prvni dosédhly svého maxima kultury 6A a 12A 18. den od zac¢atku
pokusu a doséhly hodnot 2,8 a 3,1. Nasledn¢ dosdhla maxima 24. den kultura 1A hodnoty
2,1.V téchto ptipadech bylo méteni ukonceno po 28 dnech. U zbylych kultur bylo dosaZeno
maxima po razantné€ delsi dobé¢, a to az 49. den v pripadé 6B (2,2), a 52. den (2,6) u kultury
5A. Pii této koncentraci si miizeme opé€t v§imnout, Ze vSechny kultury opét doséhly vyssich
hodnot nez v piipad€ nizSich koncentraci a ve vSech ptipadech také doSlo k prodlouZeni

lagovych fazi. V této ¢asti pokusu nejvyssi hodnoty dosahla kultura 12A a nejnizsi 1A.
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Obrazek 26: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 350 mg/l po rustu inokula na fenolu

Koncentrace 400 mg/l

Tabulka 23: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 400 mg/1

Doba inkubace Kultura
Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 0,15 0,10 0,10 0,20 0,10
21 0,9 0,10 0,10 0,10 0,10 0,05
27 1,1 0,10 0,05 0,10 0,10 0,05
45 1,9 0,10 0,10 0,10 0,00 0,10
51 2,1 0,10 0,10 0,10 0,00 0,10
69 2.9 0,10 0,10 0,15 0,05 0,15
77 3,2 0,10 0,10 0,15 0,05 0,20
93 3,9 0,10 0,10 0,20 0,10 0,20
101 4,2 0,10 0,10 0,20 0,10 0,20
142 5,9 0,15 0,10 0,30 0,10 0,40
166 6,9 0,15 0,10 0,35 0,10 0,55
173 7,2 0,15 0,10 0,35 0,10 0,60
195 8,1 0,15 0,15 0,45 0,05 0,85
219 9,1 0,15 0,10 0,65 0,05 1,20
243 10,1 0,20 0,10 0,90 0,05 1,55
262 10,9 0,20 0,15 1,15 0,10 1,85
334 13,9 0,35 - 1,75 0,10 2,75
413 17,2 0,50 0,25 2,45 0,10 3,25
436 18,2 0,60 0,25 2,65 0,10 -
503 21,0 0,70 0,20 2,90 0,10 3,30
580 24,2 0,80 0,20 - 0,10 3,20
672 28,0 1,00 0,25 2,90 0,10 3,20
744 31,0 1,25 0,25 2,90 0,10 KONEC
840 35,0 1,65 0,25 KONEC 0,10
912 38,0 2,10 0,25 0,10




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

1008 42,0 2,35 0,25 0,40
1080 45,0 2,35 0,25 1,25
1176 49,0 2,30 0,25 2,20
1248 52,0 KONEC KONEC 2,60
1344 56,0 2,60
KONEC

Zelen¢ jsou zaznacena maxima ristu

Pti této koncentraci rostly pouze 4 kultury z 5. Kultura 5A zde dosdhla maximalni hodnoty
14. den pouze 0,25, coZ je velice malo vzhledem k faktu, Ze pti koncentraci 350 mg/1 dosdhla
hodnoty 2,6. Nejrychlejsi kultura 12A nabyla maximalni hodnoty 3,3 jiz 18. den, nasledné
kultura 6A 24. den dosp€la k hodnoté 2,95. Kultura 1A doséahla 42. den hodnoty 2,35 a jako
posledni po 52 dnech kultura 6B hodnoty 2,6. NejvysSich hodnot jako v predeslé sérii
dosahla kultura 12A a nejnizSich 5A. VSechny kultury kromé 5A dosdhly vysSich

maximalnich hodnot nez v predchozich ptipadech.

Je ale velice zajimavé, ze 4 kultury rostly 1 pii tak vysoké koncentraci. To miizeme pfipsat
adaptaci kultur na fenol pied zahdjenim testu; v pfedchozim pokusu III, kdy inokula nebyla
na fenol adaptovana, 4 kultury z 6 nebyly pii koncentraci 350 mg/1 fenolu rtstu schopny.
V pokusu IV nenastal vyrazny rtst pouze u 1 kultury z 5. Muzeme tak konstatovat, ze kultura

5A neni schopna rozkladu fenolu pfi této koncentraci.
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Obrdazek 27: Riist kultur na fenolu pri koncentraci 400 mg/l po riistu inokula na fenolu
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Koncentrace 500 mg/l

Tabulka 24: Rust kultur na fenolu pti koncentraci 500 mg/1

Doba inkubace Kultura
Hodiny Dny 1A 5A 6A 6B 12A
0 0,0 - - 0,10 - 0,15
21 0,9 - - 0,10 - 0,00
27 1,1 - - 0,10 - 0,10
45 1,9 - - 0,10 - 0,10
51 2,1 - - 0,10 - 0,10
69 2,9 - - 0,10 - 0,10
77 3,2 - - 0,10 - 0,10
93 3.9 - - 0,20 - 0,10
101 4.2 - - 0,20 - 0,10
142 5,9 - - 0,20 - 0,20
166 6,9 - - 0,25 - 0,20
173 7,2 - - 0,25 - 0,20
195 8,1 - - 0,30 - 0,20
219 9,1 - - 0,40 - 0,25
243 10,1 - - 0,45 - 0,20
262 10,9 - - 0,50 - 0,20
334 13,9 - - 1,00 - 0,40
413 17,2 - - 1,45 - 0,40
436 18,2 - - 1,60 - 0,50
503 21,0 - - 1,95 - 0,75
580 242 - - 2,40 - 1,20
672 28,0 - - 2,85 - 1,80
744 31,0 - - 3,20 - 2,80
840 35,0 - - 3,25 - 3,55
912 38,0 - - 3,20 - 3,55
1008 42,0 - - 3,15 - 3,55
1080 45,0 - - KONEC - KONEC

Zelené jsou zazna¢ena maxima rastu

Pfi nejvyssi koncentraci jsme sledovali pouze rust 2 kultur, a to u 6A a 12A. Dle vysledkt
pokusu III jsme vybrali tyto dvé kultury, které jako jediné rostly i pii vstupni koncentraci

500 mg/1 pti naockovéni z R2A agaru.

V pokusu IV dosahly ob¢ kultury svych maxim 35. den, a to kultura 6A hodnoty 3,25 a
kultura 12A hodnoty 3,55. V obou pfipadech bylo méfeni ukonceno po 45 dnech. Opét obé
kultury dosahly vys$Sich maximdlnich hodnot nez u nizSich koncentraci a také doslo

k prodlouZeni lagovych fazi.
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Obrazek 28: Rust kultur na fenolu pri koncentraci 500 mg/l po rustu inokula na fenolu

Srovnani rustu jednotlivvch kultur na ruznvch koncentracich fenolu po predinkubaci

na R2A agaru a po predinkubaci na fenolu

Vysledky posledniho pokusu umoznily srovnat riistové schopnosti péti bakterialnich kultur

na fenolu, pfi dvou odlisnych zplisobech piedinkubace. Srovnani lagovych fazi, doby maxim

ristu 1 hodnot maximalniho rastu kultur pii raznych vstupnich koncentracich fenolu je

provedeno v nasledujicich tabulkach 25 — 29.

Tabulka 25: Rust kultury 1A na fenolu po piedinkubaci na R2A agaru a po predinkubaci

na fenolu
K“‘;ecl‘l’:)‘ltsace Lagova faze (dny) Doba MAXIMA (dny) H"d‘;g:;‘ul\gggm’*
(mg/l) R2A Fenol R2A Fenol R2A Fenol
100 2 2 6 4 1,10 1,10
200 3 2 10 7 1,60 1,80
300 4-5 2 15 17 1,75 2,70
350 5 6 19 24 2,20 2,10
400 - 11-12 - 42 - 2,35
500 - - - - - -

Tabulka 26: Rist kultury SA na fenolu po predinkubaci na R2A agaru a po pfedinkubaci

na fenolu
Koncentrace o Hodnota MAXIMA rustu
fenolu Lagova faze (dny) Doba MAXIMA (dny) (OD)
(mg/l) R2A Fenol R2A Fenol R2A Fenol
100 3 1 7 6 1,1 1,15
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200 4 2 17 11 1,85 1,95
300 6 3 19 24 2,2 2,55
350 8 38 52 2 2,6
400 - - 14 - 0,25
500 - - - - - -

Tabulka 27: Rist kultury 6A na fenolu po predinkubaci na R2A agaru a po pfedinkubaci

na fenolu
Koncentrace o Hodnota MAXIMA

fenolu Lagova faze (dny) Doba MAXIMA (dny) riistu (OD)

(mg/1) R2A Fenol R2A Fenol R2A Fenol
100 2 1 4 3 1 1
200 3 2 8 9 1,7 1,8
300 5 2 12 14 2,2 2,55
350 5 4 19 18 2,8 2,8
400 8 4 22 24 2,8 2,95
500 9 4 38 35 3,3 3,25

Tabulka 28: Rust kultury 6B na fenolu po pfedinkubaci na R2A agaru a po predinkubaci na

fenolu
K"‘f‘eclff)‘lt;ace Lagova fize (dny) | Doba MAXIMA (dny) HOdIrlgz‘;‘ul\fgglMA
(mg/1) R2A Fenol R2A Fenol R2A Fenol

100 2 1 5 4 1,1 1,1
200 3 2 10 9 1,75 1,95
300 5 3 12 31 2,4 2,15
350 5 31 31 49 2,05 2,2
400 - 42 - 52 - 2,6
500 - - - - - -

Tabulka 29: Rust kultury 12A na fenolu po predinkubaci na R2A agaru a po predinkubaci

na fenolu
K"‘f‘;‘l’z‘gace Lagové faze (dny) | Doba MAXIMA (dny) HOdrlfg:;‘ul\(dgglMA
(mg/l) R2A Fenol R2A Fenol R2A Fenol
100 2 1 4 4 1,05 1,1
200 3 1 10 8 2 2,05
300 03 2 12 14 2,7 2,85
350 3 3 19 18 3,2 3,1
400 5 4 19 18 3,05 3,3
500 8 6 35 35 3,25 3,55

Srovnéni pokust II, III a IV u 5 kultur 1A, 5A, 6A, 6B a 12A pfi vstupnich koncentracich
fenolu 100, 200, 300, 350, 400 a 500 mg/l ukazalo, ze riistové vlastnosti kultur se pti dvou

zpusobech predinkubace lisily. Jasné¢ mizeme Ize vidét, Ze po ristu predinkubaci inokula na
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fenolu se 4 z 5 kultur dokéazaly adaptovat na rozklad fenolu. Miizeme to pozorovat tim, ze
kultury vétSinou zacaly rust diive nez pii predinkubaci na R2A agaru, dosahovaly daleko
vyssich maximalnich hodnot a Ze byly schopné rtstu i za koncentrace 400 mg/l. Pouze
kultura 5A tohoto nebyla schopna, jelikoz ucinek toxicity fenolu snasi kazda kultura jinak.
V nékterych piipadech vSak bylo zaznamenano, Ze pii zvySenych koncentracich fenolu
rostly kultury pfedinkubované na fenolu pomaleji (dosdhly maxima po delsi dob¢ inkubace)

— napt. kultura 1A pti 350 mg/1 a kultury 5A 1 6B pii 300 - 350 mg/I.

4.5 Biochemické a rustové vlastnosti kultur

4.5.1 OXItest MIKROLATEST)

Tabulka 30: Vysledky OXItestu

Kultura | Vysledek
1A -
S5A -
6A -
6B -
12A -

U vSech naSich testovanych kultur vySel tento test negativné, €ili zddné kultura nevytvari

enzym cytochromoxidazu.

4.5.2 NEFERMtest 24 (MIKROLATEST)

Z formulafe pro zaznam vysledkl jsme dle pribalového letaku (podle tabulky Interpretace
reakci) hodnotili barevné zmény. Pouze u testu arginin a fosfatdza byly zaznamenany
pozitivni reakce. VSechny zbylé testy vysly negativné. Test argininu u kultur 1A, 5A a 5B
vySel slab& pozitivné, ale u kultur 6A, 6B a 12A vySel jasné pozitivni (fialové/modré
zbarveni). Test fosfatdzy vySel jasn¢ pozitivné (Zluté zbarveni) u vSech kultur. Dle
identifikacni tabulky z pfibalového letdku, i na zdkladé negativni cytochromoxidazy, se
muizeme domnivat, Ze se jednd ve vSech ptipadech o kultury Acinetobacter Iwoffi nebo A.

junii.
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4.5.3 Ruiist kultur p¥i ruznych teplotich na TYA a R2A agaru

Pti teplotach 7, 13, 23 a 30 °C vSechny kultury rostly velice dobfe na obou agarech, vétSinou
jsme mohli pozorovat rast uz za jediny den. Pii teploté 7 °C byl riist nepatrné pomale;jsi,
kultury narostly az 2. den. Pti teplotach 37 a 43 °C nerostla Zadna z kultur ani na jednom

agaru.

4.6 Gramovo barveni

Vysledkem tohoto barveni jsou fotografie potizené pomoci imerzniho objektivu, které jsou
uvedené na zaveér moji prace v Priloze I. Na fotografiich je mozné vidét gramnegativni
bakterie, které maji nejcastéji kulaty tvar, tzv. koky, nebo vyjimecné kratky ovalny tvar, tzv.
kokotycky. Kultury jsou si v tomto zvétSeni velice podobné. Buiiky tohoto tvaru jsou
obvyklé pro zastupce rodu Acinetobacter a dobie tedy koresponduji s vysledky
biochemickych testh. [21]
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ZAVER

V praci byly studovany bakteridlni kultury 1A, 5A, 6A, 6B a 12A rostouci na fenolu pfi 8
°C, a to jednak v riustovych testech pfi koncentracich fenolu 100 az 500 mg/l a s riznou
predinkubaci (na R2A agaru ¢i na fenolu), a jednak z pohledu jejich biochemickych a
morfologickych vlastnosti. Prvni pokusy Ize shrnout s tim, ze z hlediska rychlosti ristu na

fenolu je nejrychlejsi kulturou kultura 12A. To lze podlozit vS§emi 4 provedenymi dil¢imi

testy pii1 koncentracich 100, 150, 200 1 250 mg/I1.

Po druhém pokusu lze konstatovat, Ze kultury rostouci na fenolu ve vyssich koncentracich
(450 — 500 mg/l) jsou pouze dve, a to kultury 12A a 6A. Od koncentrace 350 mg/l vSak
muzeme pozorovat zna¢né zpomaleni 1 jejich riistu v obou piipadech. Zbyl¢ 4 kultury nebyly

schopné ristu pii koncentracich fenolu vysSich nez 400 mg/1.

Pro rist kultur na fenolu se jako vyhodnéjsi predinkubace ukazala ta, ktera byla provedena
na 100 mg fenolu/l nez na R2A agaru, nebot’ ve vétsSiné€ piipadl dochazelo k rychlejsSimu
rustu kultur a v nékterych ptipadech bylo dosazeno 1 vyssi hustoty bun¢k. Vyjimku z tohoto
pravidla vSak ukazaly kultury 1A, 5A a 6B pii koncentracich fenolu 300 — 350 mg/1, kdy k
dosazeni maxima rustu bylo zapotiebi o néco delsi kultivace nez pii piedinkubaci na R2A

agaru.

Po provedeni ristovych testil na fenolu byly vSechny kultury predbézné identifikovany - u
vSech zminénych kultur byl vysledek OXItestu negativni, ¢ili Zadna z nich neni schopna
vytvaret enzym cytochromoxidazu. Po provedeni mikrotestit NEFERMtest 24 bylo zjisténo,
ze biochemické 1 morfologické vlastnosti vSech kultur odpovidaji zastupcim druht
Acinetobacter Iwoffi nebo A. junii. Pfesnéjsi urCeni nebylo na zaklad¢ provedenych praci
mozné.

Préce tak celkové ukézala, ze z béZznych zdroji povrchovych vod je mozné ziskat bakterialni
kultury, schopné pomérné rychle vyuzivat fenol pii teploté 8 °C pro sviyj riist, a tim 1 tuto

latku v urcitych koncentracich eliminovat za chladnych podminek z vodného prostiedi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

TYA Trypton yeast extract agar - trypticky agar s kvasni¢nym extraktem
R2A  nutricné redukované médium pro riist mikroorganismu

1A, 5A, 5B, 6A, 6B,12A oznaceni bakterialnich kultur

MM  mineralni médium

OD  opticka densita
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PRILOHA I: GRAMOVO BARVENI

Kultura 1A (1000x zvétSena)

Kultura 5A (1000x zvétSena)
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Kultura 6A (1000x zvétSena)

Kultura 6B (1000x zvétSena)
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Kultura 12A (1000x zvétSena)
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Table 3 Characterization of phenol-degrading cold-adapted yeasts and bacteria (7}, maximum temperature at which growth in R2A medium occurred; C/,2D presence of catechol 1,2
dioxygenase; C2,3D presence of catechol 2.3 dioxygenase; + positive reaction; ( + ) weak reaction, — negative reaction;/ Phenol,.,../ highest phenol concentration degraded at 10°C)

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

TABULKA KVASINEK A BAKTERII ROZKLADAJICI

r

W

PRILOHA II
FENOL ZA NIZKYCH TEPLOT (18]

4

4

Strain Isolated from Identification Tnax for Effect of Effect of temperature Cl1,2D C2,3D  [Phenol,,,,] (mm)
growth (°C)  temperature (°C) on biomass formation (0OD)
on phenol degradation
Yeasts
AG 15 Alpine ice cave (A) Cryptococcus sp. 20 20=10>1 10>1>20 + - 12.5
AG 21 Alpine glacier foot Cryptococcus sp. 20 10=1>20 10=20=1 + - 12.5
(mud in the thawing
zone; F)
AG 17 Alpine ice cave (A) Heterobasidiomycete 15 10>1>>15 10>1>15 + - 10
A 10 Alpine glacier cryoconite (A)  Rhodotorula sp. 20 10=1>20 10>20=1 + - 5
All Alpine glacier cryoconite (A)  Rhodotorula sp. 20 10>1>>20 10>1>>20 + - 5
Al9 Alpine glacier cryoconite (A)  Candida sp. 20 1=10> =20 1>10>20 + - 5
A 43 Alpine glacier cryoconite (A)  Rhodotorula sp. 20 20>10>1 10>20>1 + + 5
Bacteria
AG 30 Alpine ice cave (A) Arthrobacter sp. 25 20=10>1 1>10>20 + + 10
AG 31 Alpine ice cave (A) Arthrebacter sp. 25 20>10>1 1>10>20 + + 10
B41 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 25 20=10>1 10>1=20 + (+) 2.5
B 48 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 30 20>10>1 10>1=20 +) - 25
C 16 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 25 20=10>1 1>10>20 + (+) 2.5
C 31 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 25 20=10> >1 10>20>1 + (+) 2.5
C32 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 25 20=>10>1 10>1=>20 + (+) 2.5
C 34 Alpine glacier cryoconite (A)  Pseudomonas sp. 25 20=10>1 10>1>20 + (+) 2.5




PRILOHA III: RUSTOVE KRIVKY PRO BAKTERIALNI KMENY V
MEDIU MSM [19]
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Graf 1. Ristové kiivky pro bakterialni kmeny v médiu MSM doplnéném 200 mg/1 fenolu (a)
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Graf 2. Ristové kiivky pro bakterialni kmeny v médiu MSM doplnéném 400 mg/1 fenolu (a)
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Graf 3. Ristové krivky pro bakterialni kmeny v médiu MSM doplnéném 600 mg/1 fenolu (a)
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Graf 4. K¥ivky zbytkové koncentrace fenolu (b) pii 600 mg/1 fenolu



PRILOHA 1IV: KINETIKA RUSTU A BIODEGRADACE FENOLU
PSYCHROFILNI PSEUDOMONAS PUTIDA L.Y1 [20]
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Graf 1 Vliv teploty na rist bunék Pseudomonas putida LY1 a degradaci fenolu

A 250 50 B 350 50
~ a0 4
= 2004 {40 5 = Lo 140 _
=i S £ 250 -
B = - E
= 150 130 £ S A, 4130 £
o = £ 200 | - VE
g Pheno g S | —a&— Phenol g
2100t * 120 3 5 13 —e—Cell {20 3
b 3 = )
£ 50 110 ~ = 10 o
- 50
0 el ' 0 0 - - 0
0 10 20 30 40 50 60 70 0 20 40 60 80
Time(hours) Time(hours)

Graf 2 Vliv pocatecni koncentrace fenolu na rychlost degradace substratu u Pseudomonas putida 1.Y1
(pocatecni koncentrace fenolu: (A) 200 mg/l a (B) 310 mg/l)

Tabl. Vypocty degradace fenolu a bunééného ristu u Pseudomonas putida LY1

Initial phenol Lag The Phenol Hmax  Growth yield,
concentration phase highest degradation  (1/h) Y (mg cell /
(mg/L) (h) cell conc. rate (mg/ mg phenol)
(mg/L) (Lh))
20 0 132 1.26 0.090 0474
30 0 195 1.70 0.112 0556
40 0 239 1.51 0.117 0695
50 0 258 1.87 0.122 0.765
60 0 289 215 0.117 0462
70 ] 330 243 0.103 0437
920 0 346 2.08 0.101 0348
110 10 38.1 252 0.098 0226
200 10 412 419 0.089 0.190
310 16 440 5.55 0067 0139
380 25 528 427 0.040 0.136
800

The mean growth yield value (mg cell /mg phenol) 0.4025




