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ABSTRAKT

V diplomové praci byl studovan pocet termofilnich bakterii rozkladajicich xanthan

a gellan. Jako zdroje bakterii slouzily vzorky kompostd.

Bylo zjisténo, ze vSechny pouzité vzorky obsahovaly degrada¢ni bakterie xanthanu
a gellanu, avSak v riznych poctech. Pokusy o izolaci degradac¢nich bakterii vSak nebyly
zcela uspésné a byly ziskany bakterie, které se podili na degradaci polysacharidd, ale je-

jichz ptesné vlastnosti a tloha jako degradért nebyly objasnény.

Dale byly provadény degradacni testy, pomoci nichz byly zjiStovany schopnosti
konsorcii rozkladat i jiné polysacharidy nez xanthan a gellan. A to dextran, alginat a

skrob.

Kli¢ova slova: bakterie, xanthan, gellan, kompost, degradace, izolace

ABSTRACT

This thesis presents an investigation of quantity of the thermophilic xanthan and
gellan degrading bacteria. Three compost samples were used as the sources of such bacte-

ria.

This investigation resulted in a discovery that the composts contained both the xan-
than and the gellan degrading bacteria, however their quantities were different. However,
the attempts to isolate degrading bacteria in the state of pure culture(s) were not fully suc-
cessful. There were obtained bacteria that participate in the polysaccharide degradation,

but their exact degrading features and function were not cleared up.

Further, some degradation tests were carried out in which the abilities of two bacte-
rial consortia to degrade the polysaccharides such as dextran, alginate and starch were

tested.

Keywords: bacteria, xanthan, gellan, compost, degradation, isolation
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UvVOoD

O kompostovani, jako jedné z nejstarSich recyklacnich technologii, se dochovaly
zdznamy jiz z doby pifed dvéma tisici lety. Colomella, fimsky ucenec popsal, jak maji byt
zemédélské odpady michany, vrstveny, piekopany a vyuzity jako hnojivo. Pojmenovani
,kompost*“ vzniklo z latinského ,,composta* (compostium - skladba). S intenzivnim vyuzi-

vam pudy a potiebou zdroju zivin dochazelo k vyraznéj§imu rozvoji kompostovani.

Protoze kompost obsahuje Sirokou Skalu nejraznéjSich druha bakterii, byly v této
diplomové praci uskute¢iiovany pokusy o izolaci termofilnich mikroorganismu rozkladaji-

cich polysacharidy xanthan a gellan z vybranych vzork kompost.

Mikrobialni polysacharidy jsou pomérné novou skupinou polysacharidii. Nabizeji
nov¢ vlastnosti, které se daji ucelné vyuzit jednak v primyslovych biotechnologickych
aplikacich, ale také v rychlé a fizené syntéze polysacharidi. Patii mezi n¢ napf. xanthan a

gellan, vyuzivajici se jako zahustovadla, stabilizatory a Zelatina¢ni Cinidla.

Bylo zjisténo, Ze tyto polysacharidy jsou biologicky rozlozitelné. Proto jim zacala
byt vénovana vétsi pozornost. Vyzkum se zamétuje piredevsim na odstranéni téchto latek
biologickymi procesy, které jsou vykondvany mikroorganismy a jejich enzymy. A to je

také naplni této diplomové prace.
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Polysacharidy a exopolysacharidy

Polysacharidy jsou linedrni nebo rozvétvené polymerni molekuly, tvofené monosa-
charidovymi jednotkami, které jsou spojeny glykosidickymi vazbami. Polysacharidy mo-
hou obsahovat jeden typ monosacharidii (homoglykany) nebo rizné typy monosacharid
(heteroglykany). Kromé¢ toho se zde mohou vyskytovat nesacharidové zbytky jako napf.
ketaly kyseliny pyrohroznové, acetylové nebo sulfatové skupiny. Polysacharidy rostlinné-
ho 1 mikrobialniho plivodu se intenzivné vyuzivaji v primyslu jako zahustovadla, Zelati-

nacni ¢inidla a stabilizatory v emulzich a disperzich.

Na rozdil od rostlinnych polysacharidii, jsou studie o strukturnich a reologickych
vlastnostech bakteridlnich exopolysacharidi jen omezené. Nékteré exopolysacharidy se
pouzivaji v potravinaiském  pramyslu jako  Zelatinaéni  ¢inidla.  Bakterialni
exopolysacharidy mohou byt bud’ homopolymery, které¢ se skladaji z jednoduchych sacha-
ridii nebo heteropolymery, ty jsou slozené ze dvou az Ctyf riznych druhit monosacharidi.
Molekuly exopolysacharidi jsou obvykle linearni, i kdyz se v nékterych strukturach vy-
skytuji rizn€ dlouhé postranni fetézce. Na rozdil od polysacharidi rostlinného piivodu jsou
struktury mikrobidlnich exopolysacharidii v podstaté pravidelné, coz zplisobuje biosyntéza

z opakujicich se jednotek oligosacharidi [1].

1.2 Xanthan

Xanthan je polysacharid, ktery je komercné vyrabén pomoci aerobniho hloubkové
kultivace z bakterie Xanthomonas campestris. Je nejvyznamnéj$im extracelularnim bakte-
ridlnim hydrokoloidem, ktery se pouziva v potravinafstvi napt. do zmrzlin, salatovych dre-
singll nebo napoji. Ma mnoho priimyslovych aplikaci, jako zahuStova¢ vodnych roztokd,
stabilizator emulzi a pénidlo. Pfevazna ¢ast xanthanu se vyuziva pii vyrobé vybusnin, ba-
rev, natérd, leskll a kosmetiky [5]. V kombinaci s dal§imi hydrokoloidy mize byt pouzit

jako gelotvorna latka. Xanthan je dobfe rozpustny ve vod¢, kde tvoii viskdzni disperze.[2].
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1.2.1 Strukturalni jednotka xanthanu

Obr. 1: Molekularni struktura xanthanu [3]

Xanthan ma komplikovanou molekuldrni strukturu, jejiz hlavni fetézec tvoii - (1 -
4) - D — glukosa. Kazdy glukosovy fetézec obsahuje tfi - sacharidové postranni fetézce,
které jsou tvorené dvéma manosovymi jednotkami s vlozenou kyselinou glukuronovou.
Tedy postranni fetézce se skladaji z (3 - 1) — o — D — manopyranosy — (2 - 1) - - D —
glukuronové kyseliny — (4 — 1) — B — D — manopyranosy. Manosova jednotka, ktera je
umisténa nejblize k hlavnimu fetézci, mize obsahovat acetylovou skupinu na uhliku C6 a

terminalni manosa mize mezi uhliky C4 a C6 obsahovat pyrohroznovou kyselinu [3].

1.2.2 Nadmolekularni struktura xanthanu

Pfirozenym stavem xanthanu je dvojitd pravotociva Sroubovice. Stabilita této Srou-
bovice je siln€ zavisld na iontovém prostiedi a postrannich fetézcich, ¢imz €ini tuto struk-
turu stabilni proti plisobeni kyselin, zdsad a enzymu. To je zvlasté dulezité v pripadech,
kdy preparaty obsahuji celulasu. Kazdd molekula sestava asi ze 7000 pentamerii a xanthan
je méné€ polydisperzni nez vétsina hydrokoloidii. Pfi zahtivani pfechézi xanthan do neuspo-
fadaného stavu a po ochlazeni se vraci zpét ke Sroubovicové struktute. VSeobecné se vSak

soudi, ze ptirozeny xanthan existuje ve form¢, kde tetézce jsou zparovany. Jakmile je vSak
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toto naruseno a molekuly xanthanu méni své uspotfadani, neni uzZ mozné zparovani piesné
zachovat a vytvoii se CasteCné zesiténa struktura tak, Ze se Sroubovice zanou vytvéaiet

kolem rtiznych sousednich objekti [3].

1.2.3 Funk¢nost xanthanu

Jeden zenzymu, ktery se pouziva pro modifikaci xanthanu je xanthan lyasa.
Xanthan je rozklddan Cistymi kulturami, stejn€ jako smiSenymi. Xanthan se povazuje za
negelujici latku a pouziva se kvili moznosti ovliviiovat viskozitu, coz je zpisobeno slab-
$imi molekularnimi vazbami. Ve vod¢ xanthan rychle hydratuje bez vytvateni shlukt. Ma
schopnost dlouhodobé zadrzovat vodu, a proto miuize slouzit kfizeni synergeze a
nosti xanthanu je velice vysoka viskozita pii nizkém stfizném napéti (shear increase).
Nizka viskozita pfi vysokém stfizném napéti znamena, Ze roztok Ize snadno michat a nalé-
vat. Zatimco vysoka viskozita pti nizkém stfizném napéti tvoti dobrou suspenzi a zvysuje

stabilitu koloidnich suspenzi. [3].

1.2.4 1Izolace bakterii degradujicich xanthan

Xanthan lyasa vytvofena bakterialnim konsorciem byla objevena Cadmusem a ko-
lektivem a ma pomérn€ vysokou tepelnou stabilitu.V Cisté formé muze tato lyasa i delsi
dobu odolavat teploté az 60 °C v prostiedi s 0,25 M NaCl, které¢ dosud neznamym zptso-
bem tento enzym stabilizuje. Schopnost Cisté lyasy plsobit na intaktni xanthan znamena,
Ze tento enzym muze byt pouzit k piipravé modifikovaného xanthanu, kdy se tvoii konec-
né zbytky nenasycené kyseliny glukuronové, a ke zkoumani vlastnosti tohoto xanthanu pro
jeho piipadné pouZiti v potravinafském primyslu. Cista lyasa mize byt rovnéz uZiteéna pii
zkoumani chemické struktury ostatnich polysacharidu, u kterych je dulezity vyskyt manosy

se zbytky kyseliny pyrohroznové [9].

Cadmus a kolektiv izolovali ¢istou kulturu Bacillus sp. K11 ze smési, ktera obsa-
hovala ptdu a rozkladajici se stromovou drt’. K produkci enzymu z kmene K11 byl izolo-
van jako pomocny kmen K17. Kmen K17 byl vyizolovéan ze stejného vzorku pldy jako

kmen K11 a byl identifikovan jako Flavobacterium sp. Tuto dvouc¢lennou smésnou kulturu
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nazvali K11 + K17. Kromé této kultury byl vyizolovan dalsi producent xanthanasy kmen

Bacillus sp. 13-4. Tento byl ziskan z aktivovaného kalu [10].

1.3 Gellan

Gellan je bakterialni exopolysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti, produko-
vany ¢istou kulturou Sphingomonas elodea ( dfive nazyvané Pseudomonas elodea) aerob-
nim hloubkovym procesem. Pouziva se predevSim v primyslu jako suspendacni prostie-

dek, zelatina¢ni ¢inidlo [1].

1.3.1  Strukturailni jednotka gellanu

Obr. 2: Molekularni struktura gellanu [4]

Gellan mé linearni strukturu. Je slozeny z tetrasacharidii 4 — L — rhamnosa — (o — 1
—3)-D —glukosa— (B—1—-4)—D — glukosa — (B — 1 — 4) — D — glukosa. Glukosa vazana
v pozici 3 je acetylovana a glycerylovana. Jelikoz ma gellan vysokou molekulovou hmot-
nost, sklada se z 50 000 sacharidovych zbytkli a bézné se pied pouzitim v potravinaistvi

desterifikuje alkalickym zpracovanim [4].
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1.3.2  Nadmolekularni struktura gellanu

rrrrrr

ji kolem sebe a tfeti se oviji kolem nich. Jednotlivé fetézce jsou propojeny vodikovymi

vazbami. Dvojice Sroubovic mohou vytvéfet antiparalelni spojovaci zony s ionty Ca*" [4].

1.3.3 Funké¢nost gellanu

Funkcnost gellanu je zavisla na stupni acetylace a vyskytujicich se iontech. Pokud
je gellan ponechan v acetylovaném stavu, vytvaii se meékky, elasticky, pruhledny a vlaény
gel. Jestlize vSak dojde k deacetylaci gellanu, zacne se tvofit tuhy, nepruzny a kiehky gel.
Roztoky gellanu nejsou vyrazné viskézni. Pfeména gelu na sol probiha pii 50 °C a je zéa-
visla na koncentraci slouceniny. K tvorbé¢ tepelné reverzibilnich gelti dochdzi pii chlazeni a

pii nizkych koncentracich (0,005 — 0,1 hm.%) pfitomnych kationt [4].

1.3.4 1Izolace mikrobialnich degradéra gellanu

V soucasné dobé neni moc informaci o enzymech depolymerujicich gellan, ani o
jejich producentech. Jsou znamy dvé€ zpravy o kmenech Gram negativnich bakterii, které
jsou schopné produkovat gellan lyasu. Byla popsana syntéza gellan lyasy kmenem mezo-
filnich bakterii rodu Bacillus (Hashimoto a kolektiv 1998; Mikolajczak a kolektiv 1994;
Miyake a kolektiv 2004) [11].

Z bulharského vtidla byl izolovan kmen termofilnich bakterii, ktery je schopen
rozkladat gellan. Na zaklad¢ jeho morfologickych a biochemickych vlastnosti byl tento
kmen identifikovan jako Geobacillus stearothermophilus. Vyrostl v syntetickém prostiedi
spolu s gellanem jako jedinym zdrojem uhliku. Bylo zjisténo, ze tento bakteridlni kmen
extracelularné¢ produkuje gellan lyasu. Jeho syntéza byla indukovatelnd, v roztoku

s mikrobidlni kulturou bez gellanu nebyl tento enzym zjistén [11].
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1.4 Kompostovani

V procesu aerobniho kompostovani je zdkladem biodegradace organické hmoty
ucinkem aerobnich mikroorganismui, kombinovana s dalSimi reakcemi, mezi které patii
zejména oxidace a hydrolyza. Pro rychlejsi a efektivnéjsi kompostovani je tedy dulezity
piivod kysliku. Na humifika¢nim procesu se podili ptevazné heterotrofni mikroorganismy,

které rozkladaji organické latky a ¢ast z nich oxiduji na CO; a H,O. V pribéhu jednotli-

vvvvvv

snadno méfitelnym ukazatelem stavu kompostu je teplota. Pokud teplota v erstvém kom-
postu nestoupd, nebo po predeslém zahiivani rychle klesa, je to dikaz neptiznivych pod-
minek pro zivot mikroorganismi. Nejcastéji se jedna o nedostatek kysliku. Teplotu kom-

postu lze ovlivilovat zavlazovanim, ptikryvanim a prekopavanim.

1.4.1  SloZeni kompostu

Kvalitni kompost by m¢l na zacatku procesu vykazovat tyto parametry:
e vlhkost 40 — 60 %, pH 6,0 — 6,5
e obsah organickych latek v suSiné 50 — 82 %
e dusik nad 2 %
o fosfor nad 0,65 %
e draslik nad 1,25 %

e vapnik + hot¢ik nad 4,5 % [12]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.4.2  Faze kompostovani

1. faze - mineralizace

Tato faze trva po dobu né€kolika dni. Vyznacuje se rychlym nariistem teploty, za
kterym nasleduje relativné rychly pokles. Po¢atecni rozkladani snadno odbouratelné hmoty
uskuteciiuji mezofilni mikroorganismy produkujici teplo, které zptisobuje rychle stoupajici
teplotu kompostu. Na zacatku jsou odbourdvany sacharidy, bilkoviny, z polysacharidii
Skroby, pozd¢ji také celulosa a dalsi ¢asti dievni hmoty. Jako konecné produkty téchto
rozkladd vznikaji voda, CO, a dalsi latky. Pokud je ve smési prebytek dusiku miize vznikat
amoniak. ProtoZe mikroorganismy nejsou schopny odbouravat nékteré vysSsi organické
kyseliny, roste jejich relativni zastoupeni a dochazi k poklesu pH. Mezofilni mikroorga-
nismy jsou nejaktivnéjsi pii teplotach 30 - 37 °C. Pokud vzroste teplota nad 40 °C, nastu-
puji termofilni mikroorganismy, které mohou zvysit teplotu kompostu az na 70 °C. Teplo-
tam nad 65 °C je nutno zamezit, nebot’ pii nich mnoho druhti mikroorganismi hyne a ome-
zuje se rychlost rozkladani, coz zptsobuje prodlouzeni doby zrani kompostu. Odbornici
vyuzivaji provzdusiovani a michédni k drzeni teploty pod touto hranici. Béhem mineraliza-
ce se prilis neméni vzhled kompostu, dochazi k hutnéni materialu, odpafovani vody a k
poklesu celkové hmotnosti diky produkci CO, a dalSich plyni. Celkova ztrata hmoty miize
dosdhnout az 30 %. Dulezité je, ze v této fazi dochézi k hygienizaci kompostu, coz zname-

n4, ze teplota likviduje ¢etné hnilobné a patogenni bakterie.

2. faze — preménna

Doba trvani této taze mize byt n¢kolik dni az mésict. Behem pieménné faze vyso-
ké teploty urychluji rozklad bilkovin, tukl a polysacharidii jako celulosy a hemicelulosy.
Protoze se vSak zasoby téchto vysoko-energetickych smési vyCerpavaji, pozvolna klesa
teplota kompostu az na 25 °C a termofilni bakterie nahrazuje skupina mezofilnich mikroor-
ganismu. Pfirozkladu hife dostupnych slozek se zde uplatiuji aktinomycéty. V této fazi
jsou organické latky postupné preménovany na humusové slozky, které se vazi na castice
jilu a pfechéazi na stabilni formy odolné vii¢i mikrobnimu rozkladu. Struktura a vzhled
kompostu se ztraci a odbourava se dalSich asi 10 hmotnostnich procent smési. Tento kom-

post Ize jiz pouzit jako hnojivo.
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3. faze — dozravani

N¢ékolika- mési¢ni proces chlazeni a zrani kompostu. Teplota zde klesa az na hod-
notu teploty okoli. V této kone¢né fazi opét pracuji mezofilni mikroorganismy. Dochézi
zde k tvorbé kvalitniho a stabilniho humusu. Neni zde pozorovan témét zadny ubytek

hmotnosti. Objevuji se kokovité bakterie jako predstavitelé autochtonni mikroflory, rozto-

vvvvv

1.4.3  Mikrobiologické sloZeni kompostu
Bakterie

Bakterie jsou nejmensi a nejvice pocetné organismy nachazejici se v kompostu.
Jsou zodpovédné za vétSinu rozkladl a vytvareni tepla v kompostu. VétSina z nich jsou
metabolicky rozmanité skupiny, které vyuzivaji Sirokou fadu enzymui pro biochemické
rozkladani riznorodych organickych materialti. Pokud se kompost ohieje nad 40°C, pte-
vladaji nad mezofilnimi bakteriemi termofilni, hlavn¢ z rodu Bacillus. Z kompostu byly za
nejvyssich teplot izolovany bakterie z rodu Thermus. Rozmanitost druhti bakterii je vysoka
pfi teplotach 50 - 55°C, ale rychle se snizuje pii 60°C a vyse. Rada termofilnich bakterii
(Bacillus sp. a pfibuzné rody) ma schopnost sporulace. Jakmile dojde k poklesu teploty a

ochlazeni kompostu, ptevladaji opét mezofilni bakterie.

Aktinomycéty

Jsou to organismy vzhledové vzdalen¢ podobné houbdm, ale patfici mezi bakterie.
Stejné¢ jako bakterie i ony postradaji prava jadra, ale rostou v podobé mycélii jako houby.
Maji dtlezitou roli v degradaci slozitych organickych latek, jako napiiklad celulosy, lig-
ninu, chitinu i proteind. Diky fadé enzymii mohou biochemicky rozkladat cetné obtizné
rozlozitelné slouCeniny, jak ptirodni, tak syntetické. Nekteré druhy aktinomycét, zvlaste

termofilni aktinomycéty se objevuji v pfeménné fazi a ostatni béhem chladngjsi faze zrani.
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Houby

Mezi houby se zahrnuji plisn¢ a kvasinky, a spole¢né¢ jsou odpovédné za rozklada-
ni mnoha slozitych rostlinnych polymeri v pidach a kompostech. Houby jsou pro kom-
post dulezité, protoze rozkladaji Spatné rozlozitelné latky a umoziuji bakteriim pokraco-
vat v rozkladném procesu, pokud byla vétsina celuldzy jiz vy&erpana. Sifi se a rozriista-
nim mycélii a mohou rozkladat organické zbytky i1 za podminek, které jsou jiz pro bakterie
neptiznivé (napt. snizend dostupnost vlhkosti, pokles pH, nedostatek dusiku apod.). VEtsi-

na hub roste saprofyticky, tj. na odumielém organickém materidlu.

Houby jsou ¢etné béhem prvni a druhé faze kompostovani. Nejvice hub se vyskytu-

je ve vnéjsi vrstvé kompostu, kde je nejveétsi prisun kysliku.

Prvoci

Prvoci jsou jedno- bunééné mikroskopické organismy, které najdeme v kapickach
vody v kompostu. Hraji relativné mensi roli v procesu rozkladani. Prvoci ziskévaji svou
potravu ve formé& pevnych ¢astecek hlavné z organického materidlu a drobné drté¢ vyskytu-
jici se v kompostu. Také plsobi jako sekundarni konzumenti, ktefi ptijimaji bakterie a

houby.

V kompostu se vyskytuji také vitnici, coz jsou mikroskopické mnohobunécéné orga-
nismy, které se nalézaji v tenkych vrstvach vody v kompostu. Zivi se organickou hmotou

a také pfijima;ji bakterie a houby.

1.5 Termofilni bakterie

.....

se obvykle d¢li do nékolika skupin, zalozenych na zéklad¢ rozdilnych teplot, ve kterych
rostou nejvice. Bakterie rostouci pii nizkych teplotach jsou psychrofilni, jejichz optimalni
rustova teplota je 15°C, ale mohou rist i pod bodem mrazu az do -10°C. Mezofilni bakte-
rie ziji v primérnych teplotach 20 - 40°C, zahrnuji témét vSechny bakterie patogenni pro
Clovéka i1 zvirata. Bakterie rostouci ve vyssich teplotach se nazyvaji termofilni a dafi se jim

pti teplotach 40 - 85 °C. Nékteré druhy termofilnich bakterii, které prezivaji extrémné vy-
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soké teploty a dokonce teplotu bodu varu vody se nazyvaji hypertermofilni organismy.

Tyto maji teplotni optimum 80°C a vyse.

Termofilni bakterie se ptirozené¢ vyskytuji v horkych pramenech, kompostech, ex-

krementech, tropickych pidach nebo v odpadcich.

Prvni termofilni bakterie byly isolovany v roce 1879 Miquelem, ktery objevil bak-
terie schopné se rozvijet pfi teploté¢ 72°C. Tyto bakterie naSel v pid¢, prachu, exkremen-
tech a kalech z odpadnich vod. Nedlouho poté bylo zjisténo, ze nejvice riiznorodych ter-
mofilnich bakterii se vyskytuje v ptidach. Protoze plidni bakterie dobfe prospivaji ve vyso-

kych teplotach, ale ne pti pokojovych.

Zakompostované nebo pohnojené zahradnické pidy mohou obsahovat 1-10 % ter-
mofilnich druhii bakterii. Zatimco v polnich ptidach se jich vyskytuje jen 0,25 % a méné.

Neobdélavané piidy mohou byt zcela bez termofilnich bakterii [6].

Japonsky profesor Oshima se zajimal o to, ze organismy casto ziji v mistech, ktera
se zdaji zniend. (Napftiklad, termofilni bakterie Ziji v okoli horkych prameni a podmot-
skych vulkant, kde teploty mohou pievySovat az 100°C.) Odpovédi hledal ve strukturach z
proteinii. V roce 1968 isoloval novy druh termofilni bakterie z horkého pramenu v Izu, a
pojmenoval ho Thermus thermophilus. Tato bakterie ma teplotu rastu vétsi nez 80°C, coz
byla nejvyssi ristova teplota v té dobé. Zjistil, ze délka téla bakterie jsou 2 um a struktura
bunééného obalu je velmi podobna jako u Escherichia coli, ktera se Siroce vyuziva v bio-

chemickém vyzkumu [7].

Obr. 3: Bakterie Thermus thermophilus [7]
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2 MATERIALY A METODIKA

2.1 Zivna média a roztoky potiebné k jejich piipravé
Fyziologicky roztok

Byl ptipraven rozpusténim 8,5 g NaCl v 1 I destilované vody. Roztok byl promichdn a dén

v uzaviené lahvi sterilizovat do autoklavu na 30 minut pii 125 °C.

Suspendacni médium

Na 50 ml suspendacniho média bylo pouzito:

Fyziologicky T0ZtOK ....ooiiii e 25
ml

TWEEIN O .ot e 0,05ml
Difosforetnan sSOANY .........couiiiiiiiii e 02¢g
Destilovand voda .........oiuiiii 25 ml

Vsechny latky byly dany do ldhve a diikladné promichany. Poté byla provedena
sterilizace v autoklavu pii 125 °C na 30 minut. Suspendacni médium slouzi k vytfepavani

vzorku kompostu, k uvolnéni bakterii do suspense.

Roztok A

Byl pfipraven rozpusténim 9 g KH,PO, (dihydrogenfosforecnan draselny) v 1 1 destilova-

né vody.

Roztok B

Byl pfipraven rozpusténim 24 g Na,HPO4 - 12 H,O (hydrogenfosfore¢nan sodny dodeka-
hydrat) v 1 1 destilované vody.
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Roztok stopovych prvki

MnSOy4 = 5 HaO (CISEY) - ennineineitiit e 0,043
g

HaB O3 (Pa.) oo 0,057 g
ZNSO4 * T HoO (e8]t 0,043 g
(NH4)6M07024 = 4 HoO (Pe2.) cnvenniiiie e 0,037
g

CONO3)2 = 6 HoO (Pe.) ettt e 0,025 g
CuSO4 = 5 HoO (CISEY) enenititiee e 0,040 g

Navazené mnozstvi téchto latek bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody a diikladné

promichano.

Mineralni médium (MM)

Na 100 ml mineralniho média bylo pouzito:

ROZtOK A (KHPO4) .o e e e e 2 ml
Roztok B (NazHPO4 - 12 HoO) eoniiiiiiiii e 8 ml
Roztok Mg(SOy4) - 7 H,O (zasobni roztok 10 g/1) .....ooveiiiiiiiiiiicee, I ml
Roztok NH4CI (zasobni roztok 30 @/1) ....ooviiniiiii e I ml
Roztok CaCl, -2 H,O (zasobniroztok 1 @/1) ....ooooiiiiiiii e 1 ml
Roztok NaCl (zadsobni roztok 50 @/1) .....ooviiniiii e, 1 ml
Roztok Fe(NH4)2(SO4)6 (zasobni 1oztok 3 /1) .oovviieiii i, 1 ml
Roztok stopovych prvkill ......ooooii i 0,2 ml
Kvasni€ny autolyzZat ........oooiiiiiiiii i e 4
mg

DestiloOvana VOAa . ......eeie e e, &5 ml
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Mineralni médium s xanthanem / gellanem (MMX / MMG)

Na 100 ml MMX / MMG bylo pouzito:

Mineralni médium (MM) ... e 100
ml
Xanthan (p.a., FLUKA, SRN) ... e, 50 mg
Gellan (deacylovany p.a., FLUKA, SRN) ..o e 50
mg

Bylo provedeno rozpusSténi xanthanu a gellanu v lahvich s minerdlnim médiem.
Rozpousténi se provadi za tepla ve vodni 1azni, lahve byly po chvilkach intenzivné protie-
pavany. Poté bylo po 15 ml minerdlni média s xanthanem / gellanem rozpipetovano do
lahvicek o objemu 100 ml. Tyto lahvicky byly dany sterilizovat do autokldvu na 30 minut
pii 125 °C.

Mineralni agar s glukosou (MA — GLU)

MINETAINT QAT ..ottt e e 1,9
g

GIUKOSA ..o e 0,5¢g
Kvasniény autolyzat ..........oooiiiiiiiiii e 0,004
g

Roztok stopovych prvKill ... ..oooiii e 0,2 ml
Destilovand voda ... 100 ml

Vsechny slozky byly rozpustény a promichany v lahvi. Poté byla provedena sterili-
zace v autoklavu na 30 minut pii 125 °C. Po zchladnuti byl agar v boxu rozlit do Petriho

misek a nechan ztuhnout.

Mineralni agar s glukosou s vy$§im podilem agaru (MA — GLU + A)
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MINETAINT QAT . .etti i e ettt e e e e e 1,9
g

GIUKOSA ..o e 0,5¢g
KvasniCny autolyZat .........o.ooiiiiiiiiii i 0,004
g

Roztok Stopovych prvkll ..o 0,2 ml
CISEY AZAL ..ot 24¢
Destilovand voda ..o 100 ml

Vsechny slozky byly rozpustény a dikladné promichany v lahvi. Poté byla prove-
dena sterilizace v autoklavu na 30 minut pii 125 °C. Po zchladnuti byl agar v boxu rozlit

do Petriho misek a nechan ztuhnout.

TYA agar
TYA agar (HIMEDIA, INdi€) ....ooviintiiiiii e e 2,1g
DestiloOVana VO . ...t e 100 ml

TYA agar byl navazen a rozpustén v destilované vodé. Po dikladném promichéani
v 1ahvi byl dan sterilizovat do autokldvu na 30 minut pii 125 °C. Po zchladnuti byl agar

v boxu rozlit do Petriho misek a nechan zatuhnout.

TYA agar s vy$§im podilem agaru (TYA + A)

TYA agar (HIMEDIA) ..o e 2,1g
CISEY BZAL ..o 25¢g
Destilovand VOda .......o.oieiii e 100 ml

Obe¢ latky byly navéazeny a rozpustény v lahvi s destilovanou vodou. Po promichéani
se dala lahev sterilizovat do autoklavu na 30 minut pfi 125 °C. Po zchladnuti byl agar

v boxu rozlit do Petriho misek a nechan ztuhnout.
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Xanthanovy agar 15 g/l

Xanthan (p.a., FLUKA) ..o e e 1,5¢
CISEY QAT ..o 0,5¢g
KvasniCnyg autolyZAt .........ooiviiiiiitii e 0,01
g

Mineralni MmEdIUM .......oooiii e 100 ml

Vsechny slozky byly rozpustény a dikladné promichany v lahvi. Poté byla prove-
dena sterilizace v autoklavu na 30 minut pfi 125 °C. Agar byl v boxu jesté za horka rozlit

do Petriho misek a nechan ztuhnout.

Xanthanovy agar 25 g/l

Xanthan (p.a., FLUKA) ..o e e 25¢g
CISEY QAL ..o, 0,8 ¢g
Kvasni€ny autolyZat .........oooiiiiiii e 0,01
g

Minerdlni mEdium ... e 100 ml

Vsechny slozky byly rozpustény a dikladné promichany v lahvi. Poté byla prove-
dena sterilizace v autoklavu na 30 minut pti 125 °C. Agar byl v boxu jesté za horka rozlit

do Petriho misek a nechan ztuhnout.

Gellanovy gel 15 g/l

Gellan (deacylovany p.a., FLUKA) ... 1,5
g

Kvasnicny autolyZat .........o.oiiiiiii 0,01
g

MINEralngd MEAIUN . ...ttt e e e, 100 ml
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Vsechny slozky byly rozpustény a dikladné promichany v lahvi. Poté byla prove-
dena sterilizace v autoklavu na 30 minut pfi 125 °C. Agar byl v boxu jesté za horka rozlit

do Petriho misek a nechan ztuhnout.

Gellanovy gel 30 g/l

Gellan (deacylovany p.a., FLUKA) ..ot 3
g

KvasniCnyg autolyZAt .........ooiviiiiiitiiit i 0,01
g

Mineralni MEdIUM ... ..o 100 ml

Vsechny slozky byly rozpustény a dikladné promichany v lahvi. Poté byla prove-
dena sterilizace v autoklavu na 30 minut pii 125 °C. Agar byl v boxu jesté za horka rozlit

do Petriho misek a nechan ztuhnout.

2.2 Pouzité vzorky
Vzorky kompostt:

= Vzorek ¢ 1 — Zahradnicky kompost , Agro cs akciova spol. a Ceska Skalice,

deklarované pH = 6,0 — 8,5 susina 49 %

*  Vzorek ¢. 2 — Kompost z ov¢i farmy Prlov , suSina 50,6 %

»  Vzorek ¢. 3 — Zahradnicky kompost, Agro cs,

deklarované pH = 6,0 — 8,5 susina 39,5 %

spalitelné latky min 45 % suSiny
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Pristrojové vybaveni
Analyzétor uhliku 5000 A
Centrifuga Rotanta 460
Centrifuga MR 231
Elektrickd suSarna
Termostat
Chladnicka
Chladnicka
Mrazici box
Ptedvazky KERN 440-47
Predvazky KERN EW
Analytické vahy KERN 700
Elektricky vafti¢
pH metr OP — 208 + sklenéna elektroda

Spekol 11

(Shimadzu, Japonsko)
(SRN)

(Jouan, Francie)

( Memmert )
(Medingen)

(Ardo, CR)

(Zanussi, CR)
( Mybio )

(SRN)

(SRN)

(SRN)

(ETA, CR)
(Radelkis, Mad’arsko)

( byvald NDR)
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. Mikroskop CX 41 (Olympus)
. Tlakovy hrnec (Tescoma, CR)
. Laboratorni autoklav St-MCS-203 (Sanoclav, SRN)
. Asepticky laminarni box (Telstar, Spanélsko)
. Mikrodavkovace (1-5 ml, 100-1000 pl, 20-200 pl, 2-20 pl) (Biohit, Finsko)

24 Metodika a pracovni postupy

2.4.1 Sterilizace

Pti praci bylo nutno dodrzovat zésady tzv. aseptické prace, aby bylo zamezeno po-
tencialni kontaminaci mikroorganismy. Coz vyzadovalo sterilizaci v§ech pouzivanych roz-
tokli a pomiicek. Sterilizace mineralnich médii a Zivnych pid probihala v autoklavu po
dobu 30 minut pfi teploté 125 °C. Aby se zabranilo ptipadné kontaminaci z ovzdusi vétsi-

na praci byla provadéna v boxu.

2.4.2 Vytiep vzorku

Bylo navazeno 5 g vzorku kompostu do sterilni lahvicky s 50 ml suspenda¢niho

média. A 10 minut bylo intenzivné tiepano v ruce.

2.4.3 Metoda MPN

Jedna se o stanoveni nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganismu ve vzorku. Me-
toda MPN je zpisob kvantifikace mikroorganismi ve vzorcich bez pouziti pevnych Ziv-
nych pid. Princip metody spociva v desetinném natfedéni vzorku a poté ve vyockovani

vybranych fedéni do tekutych mineralnich médii. Po uplynuti inkubac¢ni doby se uréenym
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zpusobem zjisti rist mikroorganismii. A poté se zaznamenavaji pocty pozitivnich paralel-
nich testli pro jednotliva fedéni. Jako zdklad pro vypocet se obvykle pouziva to fedéni,
které¢ mé vSechny tfi paralelni vysledky pozitivni a pak dvé nasledujici fedéni. Ke zjisténi
poctu mikroorganismti ve vzorku se pouziva tabulka 1., kde je vysledek vynasoben hodno-

tou zakladniho fedéni. A poté dosazen do nasledujici rovnice [8].

Tab. 1: Nejpravdépodobnéjsi pocet mikroorganismu pti pouziti tii paralelnich

vzorkl v kazdém fedéni [8]

1. Fedéni | 2. Fedni [3. Fedeni| PO
mikroorganismu

0 0 0 0

0 0 ! 0,3
0 ! 0 0,3
0 ! ! 0,6
0 2 0 0,6
: 0 0 0.4
: 0 ! 0,7
: 0 2 1.1
: ! 0 0,7
: ! 1 1.1
: 2 0 11
: 2 I 1,5
: 3 0 1,6
2 0 0 0.9
2 0 I 1,4
2 0 2 2,0
2 ! 0 1,5
2 ! I 2,0
2 ! 2 3,0
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2 2 0 2,0
2 2 1 3,0
2 2 2 3,5
2 2 3 4,0
2 3 0 3,0
2 3 1 3,5
2 3 2 4,0
3 0 0 2,5
3 0 1 4,0
3 0 2 6,5
3 1 0 4,5
3 1 1 7,5
3 1 2 11,5
3 1 3 16,0
3 2 0 9,5
3 2 1 15,0
3 2 2 20,0
3 2 3 30,0
3 3 0 25,0
3 3 1 45,0
3 3 2 110,0
3 3 3 140,0

Piepocdet poctu bakterii z metody MPN na suSinu:

POCEE DAKLETIT . ..ventiet ettt e e

StANOVENA SUSING (0). . v enntettet et

1 g vlhkého vzorku

x g suchého vzorku

x = (pocet bakterii / stanovend susina) * 100

Postup metody MPN:
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Bylo navéazeno 5 g vzorku kompostu do lahvi¢ky s 50 ml suspendacniho média a
10 minut bylo intenzivné tfepano v ruce. Poté byla lahvicka nechdna 1 minutu stat dokud

hrubé castice vzorku nesedimentovaly a supernatant byl nafedén desetinnym fedénim.

Desetinné fedéni bylo provedeno tak, ze do sterilnich zkumavek bylo asepticky
nadavkovano 4,5 ml fyziologického roztoku. A poté bylo asepticky nadavkovéano 0,5 ml
vyttepavaného vzorku z lahvicky se suspendacnim médiem. Takto bylo ziskéno fedéni 10
2. Z n&hoz bylo asepticky odebrano 0,5 ml, p¥idano do zkumavky ke 4,5 ml fyziologické-
ho roztoku a tim ziskano fed&ni 107, Stejnym zptisobem bylo pokratovano az do fedéni

107°. (U vzorku &. 1)

Takto pfipravena fedéni byla po 0,1 ml naockovéna do ptipravenych sterilnich lah-
vicek s tekutym mineralnim médiem s xanthanem a gellanem. Kazdé fedéni bylo nadév-
kovano paraleln¢ do tfi lahvicek. Takto pfipravené lahvicky byly dany inkubovat do susar-
ny pii 58 °C po dobu 7 dni. K t€émto lahvickdm byly pfidany jesté dvé nenaoCkované, jed-

na s mineralnim médiem s xanthanem a druha s gellanem, které slouzily jako kontroly.

Béhem doby inkubace byly kontrolovany vznikajici zakaly v lahvic¢kach, které do-
kazovaly mnozeni bakterii. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla provedena centrifugace pfi
rezimu 4550 ot/min (Rotanta 460, rotor 4 x 800 ml), 15 °C po dobu 20 minut. Supernatanty
byly nafedény destilovanou vodou v poméru 1:2 a byly stanoveny hodnoty rozpusténého

organického uhliku na Analyzatoru uhliku 5000 A Shimadzu.

2.4.4 Pasaziovani

Je to postup pfi ziskédvani degradacnich bakterii. Jeho smyslem je pomnozeni de-
gradacnich bakterii v definovanych médiich a ptiprava bakterii pro dalSi experimenty.

Napt. pro zakonzervovani.

Postup pfi pasazovani:

Do sterilni lahvicky s €istym minerdlnim médiem xanthanovym nebo gellanovym
bylo asepticky nadavkovano 10 pl suspenze z vybranych lahvic¢ek. Pak probihala inkubace
pti 58 °C. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo z n€kterych lahvi€ek opét asepticky odebrano

10 pl suspenze a naoCkovano do lahvicek s Cerstvym stejnym médiem. Pak znovu probiha-
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la inkubace za stejnych podminek. V nékterych ptipadech byla po pasazi zmétena koncent-
race rozpusSténého organického uhliku, aby bylo ovéfeno zda bakterie spotiebovavaji sub-

strat.

2.4.5 Izolace kultur z pasazi

Z konsorcia ziskaného z metody MPN bylo provedeno desetinné fedéni a vybrana
fedéni byla asepticky vyockovana na misky s pevnymi zivnymi pidami. A to na Xantha-
novy agar 15 g/l, Xanthanovy agar 25 g/1, Gellanovy gel 15 g/l, Gellanovy gel 30 g/l a Mi-
neralni agar s glukosou. Takto pfipravené misky byly nechany podle potieby a rlstu bakte-
rii inkubovat v susarné pti 58 °C. Po inkubaci byly provedeny bud’ kiizové roztéry pro

ziskani Cistych kultur nebo se ziskané kultury uschovaly do chladnicky pro dalsi pouziti.

2.4.6 Naockovani ziskanych c¢istych kultur

Z Petriho misky byla asepticky kli¢kou odebrana ptredpokladana cista kultura, kterad
byla rozmichéna ve sterilni lahvicce s minerdlnim médiem s xanthanem nebo gellanem.
Stejnym zpiisobem byla také naockovana smés takto vyizolovanych kultur. Poté byla pro-
vedena inkubace potfebnou dobu (obvykle 7 dni) v susarné pii 58 °C. Po uplynuti inku-
bacni doby byla zméfena koncentrace rozpusSténé¢ho organického uhliku na Analyzéatoru

uhliku 5000 A Shimadzu.

2.4.7 Zakonzervovani konsorcii

Vybrana konsorcia byla zcentrifugovana ve zkumavkéch o objemu 15 ml pii rezi-
mu 4550 ot/min (Rotanta 460, rotor 4 x 800 ml), 4° C po dobu 20 minut. Poté byly super-
natanty slity a ve zkumavkach nechdny jen sedimenty bunck. Tyto sedimenty byly spolu
s nékolika kapkami médii asepticky klickou promichany a pielity do mikrozkumavek o

objemu 1,5 ml a dany centrifugovat pii 14 500 ot/min (Rotanta 460, rotor 30 x 1,5 ml), 4
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°C po dobu 20 minut. Poté byl znovu slit odstfedény roztok a usazenina byla asepticky
zakéapnuta kapkou glycerolu. Mikrozkumavky byly zmrazeny pfi -80 °C a uschovany pro

pozdéjsi pouziti.

2.4.8 Oziveni zakonzervovanych konsorcii

Vybrana zmrazend konsorcia byla vytazena z mraziciho boxu a asepticky klickou
naockovana do sterilnich lahvicek s mineralnim médiem s xanthanem nebo gellanem. Pak
probihala inkubace pfti 58 °C. Po uplynuti inkubacni doby byla zmétena koncentrace roz-
pusténého organického uhliku na Analyzatoru uhliku 5000 A Shimadzu, aby bylo zkontro-

lovano, zda je mozno s konsorcii dale pracovat.

2.4.9 Degradacni testy

Pomoci nichZ byly zjiStovany schopnosti konsorcii rozkladat i jiné polysacharidy

nez xanthan a gellan. A to dextran, alginat a Skrob.

Postup testi:

Do sterilnich lahvi s mineralnimi médii, ke kterym byl pfidan konkrétni polysacha-
rid o koncentraci 500 mg/1 bylo asepticky naockovano xanthanové nebo gellanové konsor-
cium. Takto pfipravené lahve byly dany inkubovat do susarny pti 58 °C. Na zéklad¢ pri-
behu testl byla méfena absorbance pii 600 nm jako indikace mnoZeni bakterii a byla sle-

dovéna koncentrace rozpusSténého organického uhliku v Case.

2.4.10 Fixace preparatu

Na cisty filtraéni papir bylo polozeno podlozni sklicko. Doprostied sklicka byla
davkovacem nanesena kapka fyziologického roztoku. Asepticky byla klickou odebrana
mikrobialni kultura a dobfe rozmichana v kapce fyziologického roztoku na podloznim
sklicku. Poté bylo sklicko opatrné odsuSovano vysoko nad plamenem. Pak bylo natérem

vzhtru ttikrat protazeno plamenem kahanu a ponechano vychladnout.
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2.4.11 Gramovo barveni

Ptipraveny fixovany roztér na podloznim sklicku byl pfevrstven roztokem krysta-
lové violeti a nechan ptisobit asi 60 vtefin. Poté byla barva slita a preparat prevrstven Lu-
golovym roztokem, ktery piisobil také 60 vtefin. Pak byl preparat oplachnut destilovanou
vodou a odbarvovan v Sikmé poloze ethanolem po dobu 20 - 25 vtefin a znovu byl diklad-
né oplachnut destilovanou vodou. Dale byl pfevrstven karbolfuchsinem, ktery byl nechan
ptsobit 60 vtetfin. Nakonec byl preparat dikladné oplachnut destilovanou vodou a velmi
opatrn¢ usuSen vysoko nad plamenem kahanu. Mikroskopie byla provadéna pomoci

imerzniho objektivu pii zvétSeni 1000 x.
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3 VYSLEDKOVA A DISKUZNI CAST

3.1 Stanoveni poctu degradac¢nich bakterii metodou MPN

Cilem této Casti experimentalni prace bylo zjistit pocet xanthanovych a gellanovych

degradacnich bakterii ve zkoumanych vzorcich kompostli. Metoda byla provedena podle
postupu jiz popsaného v kapitole 2.4.3. Principem metody bylo pievedeni mikroorganismi
z kompostu do suspense, jeji desetinné fedéni a naoCkovani tekutych médii s xanthanem ¢i
gellanem. Degradace substratii byla po kultivaci vyhodnocovéna tbytkem rozpusténého

organického uhliku (DOC).

V tabulkach uvedenych nize jsou barevné oznacena ta fedéni vzorki, kterd byla
pouzita pro vypocet poctu degradacnich bakterii xanthanu a gellanu v jednotlivych vzor-
cich kompostii. Za pozitivni vysledky byly povazovany ty, jejichz hodnoty DOC dosaho-
valy pod 40 mg/l, u fedéni 10" byl zohlediiovan vliv vnesenych organickych latek ze vzor-

ku.

3.1.1 Jednotlivé vzorky
Vzorek ¢. 1
Zahradnicky kompost , Agro cs akciové spol. a Ceska Skalice,

pH=6-8,5 susSina49 %
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Tab. 2: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s XANTHANEM

Redéni Koncentrace | Pfitomnost degra-

DOC (mg/l) dacénich bakterii

18,111 n
10” 124,95 -
18,657 n
} 140,76 -
10 139,62 -
142,68 -
174,75 -
10* 174,12 -
171,33 -
) 175,44 -
10 177,15 -
183,57 -
196,08 -
10° 188,49 -
186,39 -
Kontrola 209,19 -

+ degradace prob¢hla

- degradace neprobéhla

Po uplynuti doby inkubace, kdy byly pribézné kontrolovany zakaly v lahvickach,
jako ditkaz mnoZeni bakterii, bylo zaznamenano, 7¢ dvé lahvicky z fedéni 107 byly zaka-
lené a u zbyvajici k zakalu nedoglo. Lahvitky s fedénim 10 byly viechny jen slab& zaka-
lené a v dal$ich fedénich uz k zédkalim nedoslo. Z tabulky 2 je zfejmé, Ze sledované zakaly
pfiblizn€ odpovidaji vysledkim DOC. Pro vypocet metody MPN byly vzaty do tvahy vy-
sledky v fedéni 107, 107 a 10™ (pozitivni vysledky: 2; 0; 0, viz. Tab. 1). Dale bylo vyhod-
noceno, ze po&et termofilnich mikroorganismi rozkladajicich xanthan je 1,8 - 10? bakterii

/g suchého vzorku.
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Tab. 3: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s GELLANEM

Redéni Koncentrace | Pfitomnost degra-

DOC (mg/l) dacénich bakterii

17,385
107 16,164
19,146
17,355
25,182
17,235
) 26,841
10 174,39 -
179,58 -
) 178,32 -
10 176,25 -
177,66 -
P 192,03 -
10 200,46 -
186,66 -
Kontrola 196,92 -

107

+l+H[ |+ +] ]+

+ degradace prob¢hla

- degradace neprob¢hla

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze lahvicky s fedénim 10 a 10~ byly viechny za-
kalené. U fedéni 10™ doslo k zakalu jen v jedné lahviGee a ve dvou zbyvajicich ne. V lah-
vickach s fedénim 10 a 10 zdkaly pozorovany nebyly. Z tabulky 3 je zfejmé, Ze sledo-
vané zékaly odpovidaji vysledkiim DOC. Pro vypocet metody MPN byly pouzity vysledky
v fedéni 107, 10™ a 10 (pozitivni vysledky: 3; 1; 0, viz. Tab. 1). Bylo vyhodnoceno, Ze
pocet termofilnich mikroorganismii rozkladajicich gellan je 9,2 - 10° bakterii /g suchého

vzorku.
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Vzorek ¢. 2

Kompost z ov¢i farmy Prlov , suSina 50,6 %

Tab. 4: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s XANTHANEM

Redéni Koncentrace | Piitomnost degra-
DOC (mg/l) dacnich bakterii

159,81 ]
10" 156,66 -
145,71 ;
146,19 -
10” 148,23 -
118,71 -
142,89 -
107 153,15 :
147,42 -
) 146,28 -
10 148,98 -
) 164,37 -
10 147,96 -
158,31 -
Kontrola 161,64 -

- degradace neprob¢hla

Jiz béhem inkubace bylo sledovano, Ze se v lahvi¢kach vytvari jen velmi slabé za-
kaly nebo se netvoii viibec. Po uplynuti doby inkubace bylo zaznamenéno, ze ve dvou lah-
vickach s fedénim 107 je slaby zéakal. U fedéni 10 a 10~ doslo k slabému zékalu ve vech
lahvigkach. V lahvigkach s fedénim 107 se slabé zakalily dvé lahvicky. A lahvicky
s fedénim 107 byly slabé& zakaleny viechny. ProtoZe se u vzorku &. 2 nevytvofil ani v jedné
lahvicce tak silny zdkal jako u jinych vzorkli, mizeme konstatovat, Ze vysledky DOC v
tabulce 4 odpovidaji sledovanym zakaliim. Nakonec bylo vyhodnoceno, ze pocet termofil-

nich mikroorganismi rozkladajicich xanthan je < 10" bakterii /g suché¢ho vzorku.
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Tab. 5: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

Redéni

MM s GELLANEM

Koncentrace

DOC (mg/l)

Ptitomnost degra-

dacnich bakterii

107!

179,79

49,89

+

166,02

10

152,79

157,65

153,69

107

162,09

151,86

158,25

10

153,93

167,82

148,23

107

161,28

172,44

157,29

Kontrola

177,60

- degradace neprobéhla

+ degradace prob¢hla

Po uplynuti inkubaéni doby bylo zaznamenano, Ze u fedéni 10" byla zakalena jen

jedna lahvi¢ka. U fedéni 1072, 10 a 10 doslo k slabému zékalu ve viech lahvigkach. V

lahvickach s fedénim 107 byl slaby zékal pouze v jedné lahvitce. Mizeme fict, ze vysled-

ky DOC v tabulce 5 odpovidaji sledovanym zékalim. . Nakonec bylo vyhodnoceno, Ze

pocet termofilnich mikroorganismii rozkladajicich gellan je < 10' bakterii /g suchého

vzorku.
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Vzorek ¢. 3

Zahradnicky kompost, Agro cs, susina 39,5 %

Tab. 6: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s XANTHANEM

Redéni Koncentrace | Pritomnost degra-

DOC (mg/l) dacnich bakterii

_1 74,28
10 58,20
42,87
} 39,54
10 9,237
39,90
} 39,87
10 12,159
129,75
) 166,83
10 139,56
182,70 -
) 190,41 -
10 189,12 -
175,98 -

Kontrola - -

+l+]+|+ |+ +|+]+

+ degradace probéhla

- degradace neprobéhla

Po uplynuti doby inkubace bylo zaznamenano, Ze u fedéni 10™ a 107 doglo ve
viech lahvickach k zakalu. U fedéni 10 byla jedna lahvitka zakalena a ve zbyvajicich
dvou byly bakterialni vlo&ky bez zékalu. Lahvicky s fedénim 10 a 10” byly bez zékalu,
ale byly v nich pfitomny bakterialni vlocky. Z vysledkti DOC v tabulce 6 1ze usoudit, Ze
nékteré zakaly odpovidaji hodnotdm a u nékterych fedéni doslo k ¢aste¢né degradaci. Pro
vypocet metody MPN byly vzaty do tivahy vysledky v fedéni 107, 10~ a 10™ (pozitivni
vysledky: 3; 2; 0, viz. Tab. 1). Dale bylo vyhodnoceno, Ze pocet termofilnich mikroorga-

nismi rozkladajicich xanthan je 2,4 - 10° bakterii /g suchého vzorku.
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Tab. 7: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

Redéni

MM s GELLANEM

Koncentrace

DOC (mg/l)

Ptitomnost degra-

dacnich bakterii

107

12,930

12,642

10,941

107

20,712

17,475

14,724

+|+ |+ +|+ ]+

10

135,99

16,041

50,16

107

178,65

166,35

180,93

10°

163,81

170,04

163,17

Kontrola

+ degradace prob¢hla

- degradace neprobéhla

Po uplynuti inkuba&ni doby bylo zaznamenano, Ze u fedéni 102, 10~ a 10 doslo k

zékalu ve viech lahvickach. U fedéni 107 byly dvé& lahvicky zakalené a ve zbyvajici byl

slaby zakal. V lahvi¢kach s fedénim 10 doglo k slabému zakalu ve viech paralelkach.

Z vysledktt DOC v tabulce 7 lze usoudit, ze n¢které zédkaly odpovidaji hodnotam jiné niko-

liv. Pro vypocet metody MPN byly pouzity vysledky v fedéni 107, 10 a 10~ (pozitivni

vysledky: 3; 1; 0, viz. Tab. 1). Bylo vyhodnoceno, ze pocet termofilnich mikroorganismi

rozkladajicich gellan je 1,1 - 10* bakterii /g suchého vzorku.
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U vzorku ¢.3 byl zjistovan také pocet mezofilnich degradacnich bakterii rozkladaji-
cich xanthan a gellan. Metoda byla provedena podle stejného postupu jako pii stanoveni
termofilnich bakterii, ktery je popsan v kapitole 2.4.3 pouze se lisila teplota inkubace, kte-
ra v tomto piipad¢ byla 37 °C. Princip spocival v pfevedeni mikroorganismi z kompostu
do suspense, jejiho desetinného vyfedéni a naoCkovani do tekutych Zzivnych médii
s obsahem xanthanu nebo gellanu, v nichZ byla po inkubaci hodnocena ptitomnost degra-

dacnich bakterii pomoci zbytkovych koncentraci rozpusténého organického uhliku (DOC).

V tabulkach uvedenych nize jsou barevné oznacena ta fedéni vzorkd, ktera byla
pouzita pro vypocet po¢tu degradacnich bakterii xanthanu a gellanu v jednotlivych vzor-
cich kompostl. Za pozitivni vysledky byly povazovany ty, jejichz hodnoty DOC dosaho-
valy pod 40 mg/1.
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Tab. 8: Namétfené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s XANTHANEM

Redéni Koncentrace | Pfitomnost degra-

DOC (mg/l) dacénich bakterii

} 49,35
10 30,84
27,57
J 6,645
10 6,402
4,221
j 7,380
10 2,628
3,300
11,793
14,865
12,63
) 179,67
10 176,58
211,50
Kontrola - -

10

Sl o IS S S B N I S I IS

+ degradace prob¢hla

- degradace neprobéhla

Po inkubaci bylo zaznamenano, Ze u fedéni 10" doslo v lahvickach jen ke
slabému zakalu. U fedéni 102 10> a 10" doslo k zdkalu ve vSech paralelkach.
V lahvi¢kach s fedénim 10 byl slaby zakal. Miizeme fict, e vysledky DOC v tabulce 8
odpovidaji sledovanym zakalim. Pro vypocet metody MPN byly pouzity vysledky
v fedéni 107, 10 a 107 (pozitivni vysledky: 3; 3; 0, viz. Tab. 1). Bylo vyhodnoceno, Ze
pocet mezofilnich mikroorganismi rozkladajicich xanthan je 6,3 -10* bakterii /g suchého

vzorku.
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Tab. 9: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) po 7 dnech inkubace

MM s GELLANEM

Redéni Koncentrace | Pfitomnost degra-

DOC (mg/l) dacénich bakterii

j 15,657
10 14,478
28,05

} 15,15

10 21,93

18,81

) 29,445
10 17,064
13,398
) 177,09 -
10 179,73 -
24,654 n
] 181,14 ]
10 32,10 n
121,47 -
Kontrola - -

|+ H |+ H [+ ] ]+

+ degradace prob¢hla

- degradace neprobéhla

Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo zaznamenano, ze u fedéni 10%a 10° doslo k za-
kaltim ve viech lahvickach. U feddni 10 byla zakalena jen jedna lahvicka, ve zbyvajicich
dvou byly ptitomny vlocky. V lahvi¢kach s fedénim 10 byl jen slaby zakal. A u fedéni
10 byly piitomny jen bakterialni vlocky bez zakalu. Z vysledki DOC je vidét, ze nékteré
zakaly neodpovidaji hodnotam v tabulce 9, a Ze tedy v nékterych fedénich doSlo jen
k ¢astecnému rozkladu substratu. Pro vypocet metody MPN byly pouzity vysledky
v fedéni 107, 10° a 10 (pozitivni vysledky: 3; 1; 1, viz. Tab. 1). Bylo vyhodnoceno, Ze
pocet mezofilnich mikroorganismii rozkladajicich gellan je 1,9 -10° bakterii /g suchého

vzorku.
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3.2 Degradacni testy

Cilem téchto experimentli bylo zjistit, zda vybrand konsorcia z metody MPN ze

vzorku €.1 jsou schopna rozkladat kromé xanthanu a gellanu také dalsi polysacharidy. A to

dextran, alginat a Skrob. Metoda byla provedena podle postupu jiz popsan¢ho v kapitole

2.4.9. Principem metody bylo naoCkovani xanthanového a gellanového konsorcia do lahvi

s mineralnimi médii, ke kterym byl pfidan konkrétni polysacharid. V prubéhu testi byla

meétena absorbance pii 600 nm jako diikaz mnozeni bakterii a byla sledovana koncentrace

rozpusténého organického uhliku v Case.

Pouzitd Zivna média:

MMX — mineralni médium s xanthanem

MMD — mineralni médium s dextranem

MMG — minerdlni médium s gellanem

MMA — mineralni médium s alginatem

MMS — mineralni médium se $krobem

Tab. 10: Naméfené hodnoty rozpusténé¢ho organického uhliku (DOC) pro xanthanové

kon-
sorcium

. XANTHA | DEXTRA

Cas [hod] N N GELLAN | ALGINAT | SKROB
0 247,35 25434 | 230,25 191,25 262,14
24 225,69 234,42 194,37 183,09 187,17
48 213,48 160,77 122,79 177,12 74,04
72 177,12 53,35 68,13 168,78 57,06
96 144,36 4326 60,63 176,25 44 82
168 17,445 22,236 31,35 171,45 25,32
192 19,047 21,816 32,37 171 25914
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Obr. 4: Degradace substrati konsorciem X na zédkladé DOC v ¢ase

Po uplynuti doby inkubace bylo z vysledkii DOC a grafu vyhodnoceno, ze nejrych-
leji  doslo krozloZeni mineralniho média se Skrobem (MMS), minerdlniho média
s gellanem (MMG) a s dextranem (MMD). U minerdlniho média s xanthanem (MMX)
nastdvala degradace v prvnich dnech inkubace pozvolna a zlom pfiisel 7 den (po 168 hodi-
nach) inkubace, kdy koncentrace rozpusténé¢ho uhliku prudce klesla. U mineralniho média
s alginatem (MMA) je z vysokych hodnot DOC a grafu patrné, Ze xanthanové konsorcium

alginat nerozklada, nebo jen castecné.

Tab. 11: Naméfené hodnoty absorbance pro xanthanové konsorcium

XANTHA | DEXTRA
¢as [hod] N N GELLAN | ALGINAT | SKROB
0 0,088 0,042 0,041 0,03 0,035
24 0,156 0,084 0,069 0,053 0,211
48 0,172 0,281 0,252 0,113 0,382
72 0,176 0,446 0,226 0,152 0,225
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aabsorbance

168 0,232 0,198 0,121 0,025 0,139
192 0,265 0,326 0,162 0,065 0,181
216 0,233 0,225 0,152 0,054 0,285
—— XANTHAN
-+ DEXTRAN
GELLAN
ALGINAT
- SKROB
0 50 100 150 200 250
¢as [hod]

Obr. 5: Degradace substrat konsorciem X na zéklad¢ absorbance v ¢ase

Béhem inkubace byla méfena absorbance jako dikaz mnozeni bakterii. Ve vSech

lahvich doslo k zakalu. Nejsilngjsi byl v 1dhvi s MMS a nejslabsi zakal byl v MMA, coz

odpovida vysledkiim degradace uvedenym na Obr. 4. Poklesy absorbanci v ¢ase u nékte-

rych kiivek lze vysvétlit vyvlockovanim suspense a tedy snizenim hodnoty zakali tako-

vych médii.

Tab. 12: Namétené hodnoty rozpusténého organického uhliku (DOC) pro gellanové kon-

sorcium
XANTHA | DEXTRA

¢as [hod] N N GELLAN | ALGINAT | SKROB
0 277,08 252,81 22191 198,33 | 261,48
24 252,48 235,71 201,93 182,67 | 180,87
48 233,04 212,13 165,36 | 173,13 95,13
72 235,92 199,56 113,34 | 171,96 | 62,85
96 241,62 45,84 67,08 174,54 54,2
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168 235,41 27,735 15,681 170,7 31,59
192 238.8 26,361 16,191 174,57 | 33,75
216 2481 23,832 15,339 | 183,84 | 30,69
300
250 %\/* _ —
5 200 \;\-—\ ——XANTHAN
E 150 - -=- DEXTRAN
g GELLAN
9 100 - " ALGINAT
« \ * SKROB
50 -
\%\ % X. %
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
¢as [hod]

Obr. 6: Degradace substrati konsorciem G na zédkladé DOC v ¢ase

Po inkubaci bylo z vysledkti DOC a grafu vyhodnoceno, ze gellanové konsorcium
nejrychleji rozlozilo minerdlni médium se krobem (MMS), pak mineralni médium
s gellanem (MMG) a s dextranem (MMD). U mineralnich médii s alginaitem (MMA) a
s xanthanem (MMX) je z vysokych hodnot DOC patrné, Ze gellanové konsorcium neroz-

kladaji.

Tab. 13: Namétené hodnoty absorbance pro gellanové konsorcium

XANTHA | DEXTRA

¢as [hod] N N GELLAN | ALGINAT | SKROB
0 0,056 0,037 0,036 0,062 0,044
24 0,118 0,075 0,078 0,052 0,254
48 0,162 0,155 0,243 0,114 0,308
72 0,196 0,121 0,254 0,154 0,247
168 0,15 0,334 0,384 0,101 0,217
192 0,114 0,341 0,351 0,06 0,239
216 0,092 0,297 0,297 0,06 0,245
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Obr. 7: Degradace substratii konsorciem G na zékladé absorbance v Case

Po uplynuti doby inkubace doslo ve vSech lahvich k zakalu. Nejsilngjsi byl
v lahvich s MMS a MMG a nejslabsi zakal byl v ldhvi s MMA, coz pfiblizné odpovida

vysledkim degradace uvedenym na Obr. 7.

3.3 Izolace degradacnich kultur

Ziskavani degradac¢nich bakterii bylo provadéno ve dvou etapach. Postup izolace u

obou etap je zndzornén na schématech na Obr. 8 a 11.
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Obr. 8: Schéma postupu pii izolaci kultur
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3.3.1 Etapal

Ze vzorku &. 1 byla z metody MPN ziskéna tfi konzorcia ( dvé gellanova- fedéni 107 a
10* a jedno xanthanové-fedéni 10%). Tato konsorcia byla kiizovymi roztéry naockovana
na misky s pevnymi zivnymi pidami. A to na Xanthanovy agar 15 g/l, Xanthanovy agar 25
g/1, Gellanovy gel 15 g/l, Gellanovy gel 30 g/l a na Mineralni agar s glukosou. Takto pfi-
pravené misky byly nechany podle potieby a rlstu bakterii inkubovat pti 58 °C. Kultury,
které na miskach vyrostly byly smiSené a proto byly nékolikrat opakovany kiizové roztéry
na misky se stejnymi zivaymi ptidami pro vycisténi kultur. Poté byly vybrané kolonie
asepticky naockovany do lahvicek s mineralnimi médii xanthanovym ¢i gellanovym a dany
inkubovat pii 58 °C. Po 7 dnech inkubace byla zméfena koncentrace rozpusténého orga-
nického uhliku na Analyzatoru uhliku Shimadzu 5000 A. Daéle bylo pracovéno jen
s lahvickami, ve kterych se koncentrace DOC vyrazné snizila. Byly to kultury G1, G2, G3,
G4, G5 a X1. V8echny byly paralelné kiizovym roztérem vyockovany na Mineralni agar s
glukosou a nechany inkubovat pti 58 °C. Tyto kiizové roztéry byly provadény dle potieby
nckolikrat. Poté byly opét jednotlivé kultury nao¢kovany do lahvicek a dany inkubovat pti
58 °C. Po 7 denni inkubaci byla zméfena koncentrace DOC a bylo zjisténo, ze degradace
castecné probehla jen v lahvickach G2, G5 a X1, tak bylo dale pracovano jen s témito kul-
turami. Ze vSech tfi lahvicek byl asepticky naoCkovan na misky 1 ml suspense a hokejkou
byl lehce rozetfen. Kultury G2 a G5 byly nao¢kovany na misky s pevnymi Zivnymi ptidami
s Mineralnim agarem s glukosou, Gellanovym gelem 15 g/l a 30 g/I. Kultura X1 byla na-
oc¢kovédna na Mineralni agar s glukosou, Xanthanovy agar 15 g/l a 25 g/l. Pak probihala
inkubace pii 58 °C. Po urcité dob¢ se na n¢kterych miskach zacaly tvotit jamky.(viz. Obr.
9 a 10) Proto byly provedeny pokusy izolovat pfedpokladané degrada¢ni kolonie z jamek.
Ukazalo se, ze tyto kultury nejsou Cisté, ale smisené. Byly opét naockovany do lahvic¢ek
s mineralnimi médii (MMX a MMGQ), dany inkubovat a po urcité dob¢€ byla zméfena kon-

centrace DOC pro ovéfeni degradacnich vlastnosti.
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Obr. 10: Gellanovy gel 30 g/l
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3.3.2 Etapa2

V této etapé se dale pracovalo s kulturami ziskanymi z etapy 1. Postup izolace je
schematicky popsan na Obr. 9. Na rozdil od etapy 1 se v této kultury G2, G5 a X1 nafedily
desetinnym fedénim a byly vybrany fedéni 10~ a 10, které byly asepticky vyotkovany po
0,1 ml na misky s pevnymi Zivnymi pidami, rozetieny hokejkou a nechany lehce odsusit
v boxu. Zivné pudy, na které se vyockovani provedlo byly Xanthanovy agar 25 g/l, Gella-
novy gel 30 g/l, Minerélni agar s glukosou, TYA a Minerdlni agar s glukosou s vy$§im
podilem agaru. Protoze v etapé 1 byly pokusy o rozizolovani smiSenych kultur netspésné
diky plazivému ristu nékterych bakterii, byly pfipravovany zivné pudy s vysSim podilem
agaru, které mély zabranit prertistani kolonii pfes sebe a plazeni. Naockované misky byly
dany inkubovat pti 58 °C. Kultury, které na miskach vyrostly, byly opét Cistény, tak Ze
byly asepticky pieoCkovavany na misky s TYA, TYA s vys$im podilem agaru a na Mine-
ralni agar s glukosou. Poté byly vybrané kolonie asepticky naockovany do lahvicek
s mineralnimi médii xanthanovym ¢i gellanovym a dany inkubovat pti 58 °C. Po 7 dnech
inkubace byla zméfena koncentrace rozpusténého organického uhliku na Analyzétoru uh-
liku Shimadzu 5000 A. Po zméteni bylo dale pracovano jen s lahvickami, ve kterych se
koncentrace DOC vyrazné snizila. VSechny tyto byly kiiZovym roztérem vyockovany na
misky. Gellanové¢ kultury byly vyockovany na Mineralni agar s glukosou s vys$sim podilem
agaru, na TYA agar s vy$§im podilem agaru a na Gellanovy gel 30 g/l, kultura X1 byla
vyockovana na TYA agar, na Mineralni agar s glukosou a na TYA agar s vy$§im podilem
agaru a vSechny byly nechany inkubovat pii 58 °C. Tyto kiizové roztéry byly provadény
dle potieby n¢kolikrat. Na miskach s gellanovymi kulturami narostly zluté a bilé¢ kolonie, u
kterych vzniklo podezieni, Ze jde o degradéry gellanu. Byly pracovnimi ndzvy oznaceny
jako B — bila, Z - Zluta, B+Z — bila + Zluta, protoZe nebylo jisté zda jedna kultura nepotie-
buje k degradaci tu druhou. Poté byly opét jednotlivé kultury naockovany do lahvicek a
dany inkubovat pti 58 °C. Po 7 denni inkubaci byla zmétena koncentrace DOC a bylo zjis-
téno, ze v lahvicce s bakteridlni kulturou X1 degradace probéhla. A jelikoz narostené kul-
tury X1 na miskach vypadaly jako Cisté, byla izolace degradacnich bakterii xanthanu
ukoncena.TakZze mlzeme fici, Ze kultura X1 je predpokladany degradér xanthanu. Gella-
nové kultury B, Z a B+Z byly asepticky kiizovymi roztéry naotkovany na misky s Mine-
ralnim agarem s glukosou, s TYA agarem a s Mineralnim agarem s glukosou s vys$§im po-
dilem agaru. Tyto ktizové roztéry byly podle potfeby provadény nékolikrat. Poté byly opét
vybrané kultury z misek naoCkovany do lahvicek s minerdlnimi médii (MMX a MMG),
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dany inkubovat a po urc¢ité dobé byla zméfena koncentrace DOC pro ovéteni degradacnich
vlastnosti. Z vysledkii bylo zji§téno, Ze kultury B a Z samostatné gellan nerozkladaji. Ale
kultury B+Z mohou byt predpokladani degradéti gellanu v symbiotickém stavu.

Z bakterialnich kultur B, Z a X1 byly udélany Gramovy preparaty podle postupt po-
psanych v kapitolach 2.4.10 a 2.4.11 a byly mikroskopovany na mikroskopu CX 41 Olym-

pus pfi zvétseni 1000x.

Obr. 12: Bakterialni kultura B

Kultura B — Gram negativni, ty¢inky, dlouhé a tenké
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Obr. 13: Bakterialni kultura Z

Kultura Z - Gram pozitivni, ty¢inky, dlouhé a tenké, ojedinéle se vyskytovala i

krat$i mala vlakna

Obr. 14: Bakterialni kultura X1

Kultura X1 — Gram negativni, ty¢inky, velmi dlouh¢ a tenké, nékteré sporulujici

s terminalné umisténou sporou
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ZAVER

V této diplomové préci byl studovan vyskyt termofilnich mikroorganismt rozklada-
jicich xanthan a gellan. Jako zdroje bakterii slouzily vzorky zahradnich kompostii a jeden
vzorek kompostu z ov¢i farmy. Vyskyt bakterii byl stanovovan metodou nejpravdépodob-
n¢j$iho poctu mikroorganismt (MPN). Bylo zjisténo, ze 2 ze tii pouzitych vzorkli obsaho-
valy vyznamné mnozstvi degradacnich bakterii xanthanu a gellanu. Z vysledkl bylo za-
znamenano, e podet termofilnich bakterii rozkladajicich xanthan se pohyboval od <10' —
2,4 - 10° bakterii / g suchého vzorku. A podet termofilnich bakterii rozkladajicich gellan
byl v rozmezi od <10' — 1,1 - 10* bakterii / g suchého vzorku. Déle bylo zjisténo, Ze pocet
mezofilnich bakterii rozkladajicich xanthan ve vzorku &. 3 byl 6,3 -10° bakterii / g suchého
vzorku a polet mezofilnich bakterii rozkladajicich gellan v tomtéZ vzorku byl 1,9 - 10°
bakterii / g suchého vzorku. Znamena to, Ze v tomto vzorku byl pocet mezofilnich degra-
dacnich bakterii ptiblizné o jeden fad vyssi nez pocet termofilnich degradérti. Bylo zjisté-
no, ze nejveétsi pocet termofilnich bakterii rozkladajicich xanthan obsahoval vzorek ¢.3. A

tentyz vzorek obsahoval i nejvice termofilnich bakterii rozkladajicich gellan.

Mezi cile prace patiilo ziskdni smésnych konsorcii schopnych rozkladu xanthanu a
gellanu. Tato konsorcia byla ziskana ze vzorku ¢.1 a déle s nimi byly provadény degradac-
ni testy, ve kterych se zjistilo, ze xanthanové a gellanové konsorcium dokéazi kromé
xanthanu a gellanu rozkladat také Skrob a dextran. Dalsim cilem byly pokusy o izolaci kli-
Govych degradaénich kultur. Ze vzorku &.1 byly vyizolovany dvé kultury X1 a B+Z.
V obou piipadech jde o predpokladané degradacni kultury. Se vzorkem ¢.2 se vzhledem
k nizkym vysledkliim metody MPN dale nepracovalo. Protoze izolace ze vzorku ¢.1 byla

¢asove narocna, na izolaci ze vzorku ¢.3 nebyla z ¢asovych divodi mozna.

Na zaklad¢ téchto vysledkt lze fici, Ze izolace degradacnich bakterii neni jednodu-
cha. Znalosti o bakteriich schopnych rozkladu xanthanu a gellanu jsou velmi omezené a

proto jim bude muset byt vénovana dalsi vyzkumna ¢innost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

UIOZP - Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
MMX - Mineralni médium s xanthanem

MMG - Mineralni médium s gellanem

MMD - Mineralni médium s dextranem

MMA - Mineralni médium s alginatem

MMS - Mineralni médium se Skrobem

TYA+A - TYA agar s vyssim podilem agaru

MA-GLU - Mineralni agar s glukosou

MA-GLU+A - Mineralni agar s glukosou s vys§im podilem agaru
X-A 15 - Xanthanovy agar 15 g/l

X-A 25 - Xanthanovy agar 25 g/l

G-GEL 15 - Gellanovy gel 15 g/l

G-GEL 30 - Gellanovy gel 30 g/l

MPN - Metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganismt

DOC - Rozpustény organicky uhlik (mg/1)
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