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ABSTRAKT

Tato prace se zamé¢tovala na studium Sesti kultur bakterii izolovanych ze vzorki stojatych
a tekoucich vod. Cilem bylo testovat schopnost téchto kultur rist a degradovat
uhlovodikové polutanty pii teploté 8 °C, coz je bézna teplota pro podzemni vody. Testy
ukazaly, Ze se jednd o psychrotrofni bakterie, pravdépodobné Acinetobacter Iwoffii/junii.
Testovan byl rlst na téchto latkach: toluen, oktan, hexadekan, resorcinol, N-methyl 2-
pyrrolidon, tetradekan, dodekan a dekan. Studované kultury na vétSin€ substrati pii 8 °C
nerostly, pouze hexadekan a tetradekan se ukézaly byt za téchto podminek pro nékteré

z nich vyuZitelnymi uhlikatymi zdroji.

Klicova slova: Acinetobacter, organické polutanty, psychrotrofni, rast

ABSTRACT

This work was focused on the study of six bacterial strains isolated from samples of
stagnant or flowing water. The goal was to test the ability of these strains to grow and
degrade hydrocarbon pollutants at a temperature of 8 °C, which is a common temperature
for many groundwater. The results showed that the strains are psychrotrophic bacteria,
probably Acinetobacter Iwoffii/junii. During the study, the growth of above mentioned
bacteria on toluene, octane, hexadecane, resorcinol, N-methyl 2-pyrrolidone, tetradecane,
dodecane and decane was tested. The strains were incapable to grow on most of the
substrates at 8 °C, but under such condition, hexadecane and tetradecane revealed to be

utilizable carbon sources for some of them.

Keywords: Acinetobacter, organic pollutants, psychrotroph, growth
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UVOD

Bakterie se vyskytuji vSude kolem nés a pro ¢lovéka mohou byt jak Skodlivé, tak pfinosné.
Rozlusténi jejich schopnosti nas vede k pochopeni pfirozenych procesti a tim k jejich

efektivnéj$imu vyuziti bez negativnich vlivii na ¢lovéka a prostiedi

V ramci nedokoncené diplomové prace Bc. Milana Pekarka byly provedeny testy na
kulturach oznacenych jako 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A, které byly izolovany ze vzorki
stojatych a tekoucich vod. Tyto bakterie maji schopnost rist na fenolu — a také jej
degradovat. Takova schopnost ma vyuziti pfi odstraiiovani fenolu z prostredi, presnéji
feceno z vodniho prostiedi. Tato prace ma za kol zjisténi dalSich moznosti vyuZiti téchto
bakterii, tedy zda jsou schopné degradovat i jiné uhlovodikové polutanty kromé fenolu.
Protoze vodni prostfedi, ve kterém by se tyto polutanty mohly vyskytovat, mé Casto teplotu
okolo 8 °C, jako naptiklad podzemni vody, byly této skutecnosti ptizpisobeny i provadéné

testy degradace.

Také kviili této teploté se teoreticka ¢ast zaméfuje na psychrofilni a psychrotrofni bakterie,
jejich vyskyt, vyznam a zvlastni uzpusobeni chladnym podminkdm. Prakticka cast pak
obsahuje metodiku testi a jejich vysledky. K testovani degradace vySe zminénymi
kulturami byly pouzity substraty: toluen, oktan, hexadekan, resorcinol, N-methyl 2-

pyrrolidon, tetradekan, dodekan a dekan.
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I TEORETICKA CAST
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1 RUST BAKTERII PRI NIZKYCH TEPLOTACH

1.1 Psychrofilni a psychrotrofni bakterie

Farooq a kol. (2021) rozd€luje chladnomilné bakterie do dvou prolinajicich se skupin na
zakladé¢ jejich optimalniho rlstu v riznych teplotnich podminkéach: Psychrofilni bakterie
maji optimalni teplotu pro rist vétsi nez 15°C a psychrotrofni bakterie maji optimalni
teplotu ristu vyssi nez 20°C. Jak psychrofilni, tak psychrotrofni bakterie dokazi rust pii
teploté 0°C, avsak psychrofilové oproti psychrotrofim nedovedou rist v teplotach vyssich
nez 20°C.

cey

Podobné Dhakar a Pandey (2020) rozdéluji mikroorganismy zijici v nizkych teplotach na
,cold-tolerant™ (psychrotolerants) a/nebo ,,cold-loving® (psychrophiles). Jsou to tedy dvé
prolinajici se skupiny, z nichz prvni dovede pfezit a rast v nizkych teplotach a druha ke

svému rustu nizké teploty vyzaduje.

Psychrofilni i psychrotrofni bakterie lze zatadit do velké skupiny extremofilii. Tak se
oznacuji mikroorganismy, obyvajici stanovisté s nepfiznivymi podminkami pro Zivot.
Extrémni fyzikalni i geochemické podminky zahrnuji nizké 1 vysoké teploty (pod nulou,
nebo vice nez 100°C), vysokou salinitu, vysoky tlak (Dhaulaniya a kol., 2018), ale

1 Skodlivé zatfeni, nedostatek Zivin, mrazivé podminky. (Dhakar a Pandey, 2020)

ey

Mikroorganismy zijici pfi nizkych teplotach jsou k nalezeni naptiklad v Antarktidé, kde,
jak zminuji Aislabie, Foght a Saul (2000), jsou podminky extrémni nejen kvili nizkym

teplotam, ale také kvili suchu a vétrnému podnebi.

Souhrnné lze tuto skupinu pojmenovat jako chladnomilné bakterie. Tuto skupinu tedy

délime na psychrofily a psychrotrofy.

1.1.1 Vyskyt chladnomilnych bakterii

Nase planeta je pfiblizné ze 75 % pokryta chladnymi prostfedimi. Ty se mohou navzajem
od sebe velmi liit. Jedna se totiz jak o vodni prostfedi, tak i suchozemské. Prostiedi
s nizkymi teplotami se nachéazi v polarnich oblastech, ale jsou umisténa také v nepolarnich
oblastech ve vysokych polohdch, nebo se jednd o prostiedi v hloubce oceanti. Teplota
téchto mist se pohybuje pod 5°C a svoji plochou tvoii vyznamny podil nasi biosféry.
Mimoto samotné ledovce a sne¢hové prikryvky pokryvaji plochu pfiblizné 10 % zemského

povrchu. (Farooq a kol., 2021)
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Hu a kol. (2015) odhaduje 25 % pevninského povrchu Zemé jako vécné zamrzlou pidu —
tedy permafrost. To znamenad, Ze teploty jsou dlouhodob¢ pod bodem mrazu, ale minimaln¢
2 roky nepfetrzité. Pida miize byt promrzla az 1500 metrii do hloubky a zmrzl¢é téleso mize
v sobé uchovavat latky a plyny po velmi dlouhou dobu. Ty se pii rozmrznuti mohou
uvoliiovat do ovzdusi. Permafrost se nachazi na uzemi Kanady, Ruska a Ciny vyjadfeno od

nejrozlehlejsiho podilu v tomto poradi.

Pted pocatkem prizkumi téchto zmrzlych oblasti existoval nédzor, ze zde nemohou
dlouhodobé ptezivat zadné formy zivota, avSak pozd¢jsi vyzkumy tyto domnénky
vyvratily. Mikroorganismy jsou schopné se adaptovat a dokonce i aktivné zit v téchto
extrémnich podminkach permafrostu. Navic, pii sou¢asném oteplovani je pozorovano tani
permafrostu a v budoucnu uvidime, jestli a jak si s touto zménou chladnomilné

mikroorganismy poradi.

V Cinském permafrostu bylo detekovdno az 10' mikrobidlnich bunék/g. V raznych

oblastech permafrostu se mize tento pocet velmi lisit.

Obecné bakterie izolované v ¢inském permafrostu spadaji do Sesti velkych bakteridlnich
skupin: Actinobacteria, Firmicutes, a-Proteobacteria, B-Proteobacteria, y-Proteobacteria

a skupina Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB)

Vzorky byly odebrany z nasledujicich lokaci: horsky prismyk Kunlun, oblast hrani¢ici
s ledovecem Zhadang, Tuotuohe, povodi feky Beilu, vyzkumnd stanice permafrostu u feky
Beilu, moktady Zoige, hora Everest, uhelnd panev Wuli, oblast Mo-He, pohoii Qilian,
pohofti Tianshan. Nadmoiska vyska téchto lokaci se pohybovala od 2905 m.n.m. do 6550

m.n.m.

Skoro vSechny izolované bakterie z ¢inského permafrostu jsou aerobni heterotrofové (Hu

a kol., 2015)

Shivaji, Chattopadhyay a Reddy (2019) shrnuji vyzkumy v oblastech Antarktidy, Arktidy
a Himaldji. Zatimco na Himal4jich a v Arktidé byly studovany vzorky ptdy, ledu, vody
a sedimentti, v Antarktidé byly navic studovany i vzorky motského ledu, ptibiezniho ledu
(fast-ice), sedimentil, vzorky z vrstvy sinic, jezerni vody zpod ledovcii, vzduchu a dalSich

prostiedi.

V téchto tiech oblastech byl nejvyssi pocet bun€k nalezen v ptidé€, dale v sedimentech, vodé
a ledu. Pocet bakteridlnich bunék, zjistény kultivacnimi metodami dle poctu kolonii, byl

nejvyssi v Himalajskych regionech: od 4,2-10 do 30,7-10° CFU/g ptudy. Naopak nejnizsi
pocty byly zaznamenany v Arktidé: od 5,2-10* do 2,5-10° CFU/g pudy.
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Autoti také zjistili, ze pocty bun¢k v rtiznych typech vzorkli v Antarktidé maji velké
rozpéti. Ve vzorcich ledu se pohybuji od 0,2-10% do 0,6-10'* bunék/g ledu. Podobné byl
nalezen zna¢ny rozsah od 0,2-10* do 107 bunék/ml vody a 10° az 10'° bunék/g pady. Oproti
tomu byl zjistén maly rozsah v sedimentech, kde bylo detekovano 8:-10° az 2,4-10 bunék/g

vvvvv

s ¢asticemi prachu a mofskym aerosolem na pevninu.

V Arktidé byly zaznamenany velmi podobné polty jako na Antarktidé: 1,2-107 az
2,3-10’bunék/g sedimentu, 5,2:10* az 1,7-10°bun&k/g permafrostu, 0,9-10° az
2,4-10°bunék/ml ledu a 5-10° bunék/ml vody.

V Himalgjskych ledovcich byly celkové pocty bakteridlnich bun€k v piipadé vzorkli vody
nizsi: 1,1-10* az 2,5-10° bunék/ml, v sedimentu od 0,9-107 do 30,7-10® bun&k/g sedimentu.

Nejcastéji  vyskytujici se bakterie patiily do skupin Proteobacteria, Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteriodetes, Actinobacteria, a Firmicutes. Méné obvykli byli zastupci
nalezejici do skupin Deinococcus-Thermus a Spirochaetes. Clenové podskupiny

Epsilonproteobacteria nebyli ptitomni.

Zaroven byly popsany nové druhy bakterii z oblasti Antarktidy, Arktidy, Himal4jského

ledovce i ze stratosféry, dohromady 253 novych druht.

1.1.2 Prakticky vyznam chladnomilnych bakterii
Chladnomilné mikroorganismy jako zdroje antibiotik

Podle Nufiez-Monterové a Barrientosové (2018) se lidstvo v soucasné dobé potyka
s problémem rezistence bakterii proti antibiotikim. Sance na nalezeni novych biologicky
aktivnich latek zrGznych zndmych zdroji se dramaticky zmenS$ila. Dosud neobjevena
a unikatni prostfedi se proto stala prostiedkem k nalezeni novych antimikrobnich
metabolith z bakterii. Kvili extrémnim podminkam prostfedi polarnich oblasti byly
antarktické bakterie zhodnoceny jako potencidlni zdroj pro nové antimikrobni slozky.
Review popisuje, jak rtizné bakteridlni adaptace na extrémni antarktické podminky vedou

ke schopnosti produkovat tyto slozky.

Prizkum novych, neprozkoumanych oblasti a neobvyklych prostiedi se proto stal
dilezitym pro objevovani novych bakteridlnich antimikrobnich metabolitt. Extrémni
prostiedi jesté stale slibuji zdroje antibakterialnich sloucenin. Bakterie zijici za téchto
podminek ukazuji neobvyklé strategie preziti, jako naptiklad antagonistické aktivity, které

omezuji pfitomnost konkuren¢nich mikroorganismu.
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Antarktické mikroorganismy a ostatni extremofilové mohli vyvinout fyziologicky unikétni
vlastnosti véetné chemicky komplexnich biosyntetizovanych metabolit zajistujicich jejich
pteziti ve slozitych prostiedich. Navic sekvenovani jejich genomu odhalilo, Ze
mikroorganismy s dlouhymi genomy obvykle osidluji slozitd nehostinnéd prostiedi, a maji

tak kapacitu k produkci asi desetindsobku metaboliti nez bylo dfive predpokladano.

Nuifiez-Monterova a Barrientosova (2018) shrnuji nalezy z vyzkumu antarktickych bakterii
produkujici antimikrobni slouceniny proto, aby =zdiraznily dtlezitost antarktického

ekosystému jako slibného zdroje pro nalezeni novych antibiotik.

Antarktida je znamé jako nejchladnéjs$i, nejsusSi, nejvétrnéj$i a nejvice nepiistupny
kontinent na Zemi. V zim¢ dosahuji teploty na jiznim pdlu minima od -80 do -90°C ve

vnitrozemi, zatimco maxima nastavaji od 5 do 15 °C v blizkosti oce4dnu v Iété.

Mikroorganismy byly detekovany ve vSech typech prostfedi véetné jezer, ek, potokt, skal
a pudy. Nejc¢astéji byla nalezena v antarktické ptidé skupina Proteobacteria. Studie, které se
zam¢fily na mikrobialni rGznorodost v antarktickych ptudéach, oznalily Proteobacteria
a Actinobacteria jako nejvice zastoupeny kmen, zatimco kmeny Cyanobacteia a Firmicutes
byly taktéz bézné, ale ne tak casté. Protoze Firmicutes zahrnuji nékolik sporotvornych rodd,
je mozné predpokladat, ze tato bakteridlni skupina je ptevladajici v tuhém antarktickém
prostiedi, protoze dokaze piezit t¢zké podminky v dlouhych Ccasovych obdobich.
Sekvenovani gent pro 16S rRNA a nésledné analyzy odhalily, Ze anaerobni sporoformni

zastupci skupiny Firmicutes se ukazaly byt nejhojnéjsi skupinou v rhizosféfe antarktickych

cévnatych rostlin.

ey

I kdyZ antarktické bakterie rostou pii nizkych teplotach a pteziji silny mraz, optimalni
ristova teplota pro vétSinu z nich mé rozsah mezi 4°C a 20°C. Z toho plyne, Ze antarktické

bakterie zahrnuji psychrotrofni a psychrofilni organismy.

Bakterie s antimikrobni aktivitou byly izolovany z rtznych antarktickych stanovist,

piedevsim z pudy a moiské vody.

Mikroorganismy potiebuji vyvinout rliznorodé strategie pro pireziti polarnich podminek,
jako je nedostatek substratu, vysoka intenzita UV zéfeni, trvale nizké teploty a kratkodobé
intenzivni horko béhem antarktického 1éta. Tyto slozité podminky ptedstavuji rozmanité
vyzvy pro zivot bakterii, zahrnujici snizenou enzymovou aktivitu, snizenou tekutost
membran, zméneny transport zivin a odpadnich produkti ptes cytoplasmatickou membranu

a bunéfnou sténu, dale snizenou rychlost transkripce, translace a bunécného déleni,
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chladovou denaturaci bilkovin, nevhodné sbaleni bilkovin a wvnitrobuné¢né formovani

ledovych krystalkd.

Dlkazy z pokusi wukazaly produkci Sirokého spektra antimikrobnich sloucenin
antarktickymi bakteriemi ze skupiny Actinobacteria hlavné pii nizSich teplotach. Toto
chovani a genetické dikazy podporuji predpoklady, Ze antarktické bakterie pouzivaji
antimikrobni slouceniny z divodu soupefeni o Ziviny a o misto k zZivotu v chladném

prostredi

Bakterie izolované z antarktického prostfedi jsou tedy neprozkoumanym zdrojem novych
antimikrobnich slou¢enin, které mohou byt v budoucnu vyhodné aplikované v potravinach,

pii ochran¢ zdravi a v primyslu.
Psychrotrofni mikroorganismy v potravinach skladovanych v chladu

Psychrotrofni organismy maji schopnost se mnozit i za podminek nizké teploty, coz je
velmi nevyhodné v pfipadé mrazenych a chlazenych potravin. Psychrotrofni organismy
mohou produkovat termostabilni lipazy a protedzy v chlazenych potravinach. Negativné tak

ovliviiyji kvalitu, chut’ a vlini potravin (Wei a kol., 2019).

Wei a kol.(2019) se soustiedi na metody rychlé detekce a kontrolu mnozeni psychrotrofnich

organismil.

Vysoka poptavka po potravinach je uspokojovana i diky rozvoji mrazicich a chladicich
technik. Potraviny musi byt uloZzeny a piepravovany v podminkach, které zabranuji
mnozeni mikroorganismu. Psychrotrofni a psychrofilni (chladnomilné mikroorganismy) se
mohou mnozit iv teplotdch nizsich nez 5°C. VétSinou tedy nizké teploty znehodnoceni

potravin nezabrani, ale pouze jej omezi.

Existuje né€kolik skupin mikroorganismii, které mohou byt pifitomné v chladicich
zafizenich, jako naptiklad bakterie, plisné a kvasinky. Nizké teploty jsou sice schopny
potlacit rist vétsSiny zastupcti, avSak az na psychrotrofni organismy, které ¢aste¢né rostou

v téchto podminkéch.

Nebezpeci riistu mikroorganismli v mrazenych potravinach spociva v jimi vylu¢ovanych
enzymech, jako jsou lipazy a proteazy. Ty maji za nasledek snizeni kvality masa, motskych
plodd, ovoce, mléka a mléénych vyrobkt. Termostabilni protedzy hydrolyzuji mlécné
bilkoviny a zplsobuji neobvyklou chut’ a zapach. Kromé snizeni kvality potravin mohou

mikroorganismy zapfiCinit nékteré neduhy, nemoci: Escherichia coli méa schopnost
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zpusobit stfevni onemocnéni, Listeria nese nebezpeci meningitidy a Salmonella zptisobuje

horeCku, zvraceni a prajem.

Tabulka 1 BéZné psychrotrofni bakterie a jejich pfidruZena onemocnéni (Wei a kol., 2019)

Skupina Rod bakterie Zdroj Onemocnéni
RyzZe, nudle,
zelenina, mléko a
Grampozitivni Bacillus mlécné  vyrobky,|Zvraceni a prijem
maso a masné
produkty
Streptococcus Ryby, mléko meningoencefalitida
- Péida, sladka i slana | oZ0komidlni prijem a
Clostridium pseudomembranozni
voda ...
kolitida
. Mléko a mlécné|HoreCka, sepse hlavy,
Listeria , N
vyrobky meningitida
Syrové mléko a
Paenibacillus pasterizované Prijem
mléko
Lactobacillus Syr Horecka, prijem
Pseudomonas Potraviny Sepse, SeRtlc,k y sok a
intravaskularni koagulace
Shewanella rCyl}l)l;zene maso-a Zvraceni, prijem
Gramnegativni

Alcaligenes

Ptda,
odpadni voda

voda,

Rezistentni vici béznym
antibiotikim a  blizce
pribuznym S

nozokomialnimi
infekcemi
Chromobacterium Ptida a voda Nekrotizujici pneumonie
- Drtibez divokd|,, .. .
Yersinia w2 Prijem, gastroenteritida
Zveér, Zaby
Maso, dribez, | Horecka, zvraceni,
Salmonella . o
vejce prijem
Gastroenteritida, infekce
ran a mékkych tkani,
Aeromonas Moftské plody svalové infekce,
septikémie a  koZni

onemocnéni




1. UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Rist mikroorganismti 1ze omezit n¢kolika zptsoby. Pfidavek CO, do ochranné atmosféry
baleni ptsobi jako antimikrobni ¢inidlo. Prodluzuje ¢as potiebny pro mnozeni a rist

mikroorganismu. Plynny dusik inhibuje rlist aerobnich mikroorganismil.

Principem sterilizace ionizujicim zafenim je zpisobeni poSkozeni DNA, pigmentd,
mastnych kyselin a membranovych lipidd. Zafeni je efektivni formou pro zneskodnovani
bakterii, jako je naptiklad E. coli, Listeria monocytogenes a Bacillus cereus ve vyrobcich
s driibeZim masem. JenomzZe pouZiti zafeni mizZe ovlivnit chemickou a sensorickou kvalitu

potravin, obzvlasté ve vyssich davkach.

Jako bezpecnd a efektivni alternativa k tepelné upravé se jevi Gprava potravin vysokym

tlakem. Ta zlepSuje skladovatelnost potravin a ma vliv na pfitomnost mikroorganismai.

Upravou potravin pod vysokym tlakem je mysleno jejich vystaveni tlaku mezi 300 a 600
MPa pii teplotach pod 60 °C. Pod vysokym tlakem muze byt strukturdlni integrita bunck
zni¢ena, coz je hlavni faktor vedouci k inaktivaci mikroorganismii. Navic ve srovnani
s tepelnou pasterizaci mléka je vysokotlaka sterilizace SetrnéjSi k zachovani chuti a zivin.
Tedy Uprava vysokym tlakem ma slibnou budoucnost pfi minimalizaci pfitomnosti

psychrotrofnich mikroorganismi.

K dezinfekci jsou Siroce pouzivany chemické latky, ale také latky ptirodniho ptivodu maji
své vyhody nizkych nakladii, dobré biokompability a zaddného rizika barveni potravin.
Naptiklad latky jako chitin a chitosan jsou ptedstaviteli pfirodnich antibakteridlnich ¢inidel.
Mohou zasahovat do bakteridlniho metabolismu elektrostatickymi reakcemi na povrchu
bunck a také mohou byt absorbovany molekulou DNA a blokovat tak proces transkripce.
Pomoci chitosanu je mozné redukovat rust bakterii v prubéhu 12 dni pfi teploté¢ 4°C.
Pouziti dalSich ptfirodnich pfidavkil pro kontrolu nad psychrotrofnimi bakteriemi mize mit

potencial a mliZze byt objeveno jesté mnoho takovych piirodnich aditiv.

Pro efektivnéjsi kontrolu nad riistem mikroorganismi je potfeba mit vhodné zptisoby jejich
detekce. Bylo popsano n€kolik metod pro detekci mikroorganismt vcetné psychrofilnich

bakterii.

V metodé€ ,,Direct epi-fluorescent filter technique (DEFT)* jsou cilové bakterie obarveny
akridinovou oranzi nebo 4’,6-diamidino-2-phenylindolem a spocitany na polykarbonovém
filtru za pouziti epi-fluorescencniho mikroskopu. Pomoci této metody byly napf.
pozorovany bakterie rodu Lactobacillus a Salmonella. Metoda DEFT ma mezi rychlymi

metodami lepsi vykon nez konvenc¢ni kultivacni metody.
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Metoda priitokové cytometrie je zalozena na obarveni bunék fluorescencnim barvivem,
které nasledné v tekutin€ protékaji jednotlivé skrze elektronické detek¢ni zafizeni. To je
zodpovédné za spocitani jednotlivych bunck. Pomoci metody pritokové cytometrie Ize
dobie detekovat psychrotrofni mikroorganismy. Jako piiklad mize slouzit detekce bunck
Bacillus cereus v uvarené ryzi, skladované pti 10°C po 6 dnii za pouziti metody prutokové

cytometrie. Vysledek byl 10° detekovanych CFU/g.

»Quantitive real-time polymerase chain reaction (qPCR)“: Metoda qPCR je casto
pouzivana pro detekci a kvantifikaci mikroorganismi. qPCR pouzivd molekularni
oligonukleotidové sondy spojené s fluorescen¢nim molekularnim nebo chemickym
barvivem pro barveni PCR produkti. Nékteii vyzkumnici také pouzili metodu qPCR pro
detekci psychrotrofnich bakterii, a zjistili, ze detek¢éni limit pro bakterie rodu Paenibacillus
v syrovém mléce je 3,25-10' CFU/ml a pro Listeria monocytogenes ve vzorcich

kontaminovaného mléka je limit 1,58-10° CFU/ml.

Metoda PCR muze byt spojena s metodou ELISA pro dosazeni detekce bakterii
v potravinach. Tento komplex je mnohem citlivéjsi neZ PCR testovani samotné, ¢ehoz
mize byt pouzito pro zjiSténi pfitomnosti Legionella pneumophila ve vodé a Listeria
monocytogenes v potravinach. PCR-ELISA se ukazuje byt cennym nastrojem pro citlivou

detekci bakterii v potravinaiském pramyslu.

Fluorescencni in situ hybridizace v sobé spojuje jednoduchost mikroskopického pozorovani
a specifi¢nost hybridizace DNA. Fluorescen¢né oznacené oligonukleotidy jsou pouzity jako
sondy, které jsou pak specificky poutdny na cilovou sekvenci chromozomu nebo na cCast
DNA. Kuvalitativni a kvantitativni analyza specifické sekvence nukleotidu muze byt
provedena detekci fluorescencniho signalu. K selektivni analyze Pseudomonas v mléce
byla provedena vicebarevna fluorescencni in situ hybridizace. Probéhla v ramci 7 hodin

s detekénim limitem 2-10° CFU/ml.

,lemporal temperature gradient gel electrophoresis (TTGE)“ Gelova elektroforéza
v teplotnim gradientu rozdéluje a rozeznavd jemnost riiznych fragmenti DNA. Tento
pfistup typicky zahrnuje extrakci nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) ze vzorku,
amplifikaci genu, kodujictho 16S rRNA a naslednou analyzu PCR produkti za pouziti
riznych genetickych metod. Metoda TTGE se da také pouzit pro psychrotrofni organismy.
Byla zalozena specificka databaze jednotlivych dat pro kazdy rod, kde jsou zahrnuty kmeny
rodu Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus

a Staphylococcus. Pouziti této metody tedy vyzaduje Sirokou databazi.
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Metoda elektrické impedance urcuje mikrobidlni obsah vzorku diky méfeni zmény
elektrické charakteristiky média (mléka), zptisobené mikrobidlnim metabolismem. Jelikoz
metabolismus bakterii v mléku zpisobuje zmeény impedance na rozhrani mezi mlékem
a elektrodou, je mozné pouzit senzor impedance pro méteni koncentrace E. coli v mléku,
dokonce i pfi pocatecni koncentraci tak nizké, jako je 7 bunék/ml. Tato metoda je

spolehliva pro detekci poctu mikrobli v potravinach skladovanych v chladu.

Také Yuan a kol. (2019) se zabyvaji vyskytem a detekci psychrofilnich bakterii v syrovém
mléku. Uskladnéni syrového mléka v lednici je sice rozSifenym zplsobem, jak zamezit
rastu mesofilnich a termofilnich bakterii, jenomze tento zplisob zaroven poskytuje idealni
podminky pro rast psychrotrofnich bakterii. Psychrotrofni bakterie vyskytujici se
v syrovém mléku zahrnuji gramnegativni bakterie rodu Pseudomonas, Aeromonas,
Serratia, Acinetobacter, Hafnia a grampozitivni bakterie rodu Bacillus, Microbacterium,

Staphylococcus a Carnobacterium a dalsi, které jest¢ nebyly prozkoumany.

Potravinatsky pramysl, piesnéji feCeno mlékarenstvi, v soucasné dobé¢ Celi technologickym
problémiim zplUsobenym hydrolytickymi enzymy, které produkuji psychrotrofni bakterie
béhem skladovani v chladu. Termotolerantni enzymy produkované témito bakteriemi
mohou preckat teplotni upravu aplikovanou na vétSinu mléénych produkti a vyskytuji se

tedy v mléce pfi jeho skladovani a transportu.

Pro uspokojeni zvySujici se poptdvky po mlécnych vyrobcich vysoké kvality musi byt
vénovana velkd pozornost rtznorodym procesim znehodnocujicim mléko kvili

psychrotrofnim bakteriim a jejich negativnimu vlivu na kvalitu mléénych vyrobki.
Faktory ovliviiujici mnoZstvi a riiznorodost psychrotrofnich bakterii v syrovém mléku

Mnozstvi psychrotrofnich bakterii je uzivano jako biologicky indikator pro posouzeni
kvality syrového mléka. Mnozstvi ptesahujici 1,3-10° CFU/ml je dostatené, aby zpisobilo
zhor$eni kvality syrového mléka v prabéhu jeho uskladnéni nebo transportu. Urovei
mikrobiadlni kontaminace v syrovém mléku jsou siln€ provazané s prostfedim, mnozstvim
mikrobli ve vodé pouzivané pro napajeni a pro ¢isténi, dale potravou zvifat a celkovou

hygienou vybaveni a hygienou procesu dojeni mléka.
Dobréa hygiena je rozhodujici, ale zalezi i na zplisobu dojeni. Bylo zjisténo, ze v mléku
ziskaném mechanickym dojenim bylo nalezeno vice bakterii nez v mléku dojeném rucné. Je

to zplsobeno vznikem biofilmi na povrchu mechanickych zafizeni a naslednou

kontaminaci Cerstvé nadojeného mléka.

Metody pro identifikaci psychrotrofnich bakterii v syrovém mléku
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Tradi¢ni fenotypové metody pro bakteridlni identifikaci jsou zaloZeny na izolaci a rlstu
mikroorganismti na pevném substrdtu a nasledném pozorovani morfologickych
a biochemickych charakteristik. JenomzZe tyto pfistupy vyZaduji laboratorni kultivaéni
proceduru a ¢asto jsou nedostatecné pro identifikaci bakterii. Komer¢ni fenotypové metody
byly tradi¢né pouzivany pro urceni bakterii. Nevyhody tohoto postupu zahrnuji $patnou
reprodukovatelnost, omezené zaznamy v odpovidajicich databdzich a slozit¢ urceni
fenotypickych variaci mezi kmeny bakterii. Metoda oznatovana MALDI (the matrix-
assisted laser desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry) umoznuje spolehlivé
rozliSeni psychrotrofnich bakterii do rodu, druhu i kmene skrze porovnavani informaci
o proteinovych profilech referennich kmena ve spektralni knihovné jednotlivych farem.
Tato technika je drahd ale hodi se 1épe k identifikaci gram-pozitivnich bakterii a pfesnost

identifikace je ovlivnéna podminkami, ve kterych se kultura nachézi.

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci je rychla, nedestruktivni a vysoce
citlivd technika pro identifikaci psychrotrofnich bakterii na riznych taxonomickych
urovnich. Absorbce a emise infracerveného svétla bunéénymi slozkami jsou jedine¢né pro
kazdy kmen a mize byt tedy pouzit pro identifikaci. Jenomze tato technika je slaba pro
identifikaci bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a rodu Pseudomonas. Tyto rizné metody
spoléhaji na izolaci a rist Cistych bakteridlnich kment, coz je problematické, nebot’ jsou
nckteré bakterie nekultivovatelné. Tyto problémy lze vyieSit pouzitim molekuldrnich

identifika¢nich metod.

Molekularni metody byly pouzity pro identifikaci rozmanitych psychrotrofnich bakterii
v syrovém mléku. Vyhody RAPD (random amplified polymorphic DNA — néhodné
amplifikované polymorfni DNA) metod jsou ty, Ze jsou potieba pouze mald mnozstvi DNA
a neni tfeba Zadnéd ptredchozi informace o DNA sekvencich. Na druhou stranu ma tato
metoda tu nevyhodu, Ze je malo reprodukovatelna a také jsou potfeba ptisné
standardizované podminky. RAPD metody byly uspéSn¢ pouzity pro zafazeni bakterialni
kment mlééného plivodu. Terminal restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) je
rychld a presnéd technika pro porovnani docasnych a prostorovych zmén v bakteridlnich
komunitach. Poskytuje relativni kvantifikaci bakterii v riznorodém vzorku a je vhodny pro
profilovani vzorki obsahujicich smeés bakterialni komunity bez nutnosti ptedchozi

kultivace.
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1.2 Adaptace bakterii na nizké teploty

Naprostd vétSina druhl bakterii izolovanych z Antarktidy, Arktidy a stratosféry jsou
psychrofilni. Psychrofilni bakterie jsou pfizptisobené Zivotu v nizkych teplotach pomoci
n¢kolika strategii, mezi které patii schopnost miniaturizace, schopnost fragmentace bunék,
schopnost tvofit enzymy, které jsou aktivni i v chladu, a schopnost reagovat na zmény
v teploté skrze zménu tekutosti membrany. Neékteré izolované bakterie maji schopnost
anabolizovat i1 katabolizovat i pfi minusovych teplotach. K adaptacim na chladné prostiedi
patii i tvorba pigmentll. 68 % novych druhli z Antarktidy jsou pigmentované, coz znaci, ze
je to na Antarktid¢ Casta vlastnost bakterii. Pigmentace je zndma jako jeden ze zplsobt
piizpisobeni pro stresové situace, mezi které fadime i vystaveni bakterii chladu. Dalsi
uzpusobeni bakterii se tyka jejich membran. Naptiklad psychrofilni bakterie z Himalaji,
Bacillus cecembensis, obsahuje alkohol Cis107¢c v membrané, zatimco u jeho mesofilniho
protéjSku tento alkohol chybi. VSechny psychrofilni bakterie maji v cytoplazmatické
membrané¢ pifevahu nenasycenych mastnych kyselin na rozdil od jejich mesofilnich
prot&jskt. Také maji enzymy, které jsou aktivni v chladu a labilni v teple, a navic dalsi

geny pro preziti v nizkych teplotach (Shivaji, Chattopadhyay a Reddy, 2019)

1.2.1 Enzymaticka kinetika

Dhaulaniya a kol. (2018) shrnuji také ptizptisobeni psychrofilnich bakterii chladu a v malé
mife je iporovnavaji s mesofilnimi a termofilnimi bakteriemi. Pfi blizSim pohledu se
bakteridlni pfizpisobeni chladu skladd ze zmén v jednotlivych bunéénych strukturadch
a bunécnych procesech. Procesy spojené s enzymy jsou popsany Arrheniovou rovnici, ktera
se pouzivana k definici rychlosti chemické reakce a ukazuje nepfimou umeéru mezi rychlosti
reakce (K) a aktivacni energii (E,) a piimou uméru mezi rychlosti reakce
a termodynamickou teplotou (7)

—E-a

K=A-e T (1)

Rychlost reakce obycejného enzymu klesa k nule, kdyz je reakce pozorovana za teploty
blizké 0°C. Mozné diivody pfispivajici k tomuto poklesu reakéni rychlosti mohou byt
zmény v pH nebo pokles rychlosti difuze substratu a produktu. Viskozita systému se také
mnohonasobné zvysuje pii nizSich teplotach. Zaroven se snizuje rychlosti difuze jak
rozpusténych latek stejné tak jejich rozpoustédel. Obecné enzymy ovliviiuji rychlost reakce

snizenim aktivacni energie, coZ dovoluje substratim utvofit komplexy s enzymy. Z rovnice
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(1) je jasné, ze aktivacni energie je zavisla na teploté. V dusledku toho nasleduje vyznamné
zvysSeni potiebné kinetické energie pro piekonani aktivacni energetické bariéry. Tento
narGist potfebné aktivacni energie nakonec zpomaluje reakéni rychlost. Organismy
prezivajici v nizkych teplotdch vyvinuly néhradni strategie pro piekondni vlivu nizké
teploty na jejich metabolismus. Tyto pfizpisobené strategie zahrnuji zvyseni koncentrace
enzymu a evoluci enzymul. Reak¢ni rychlost enzymt je pak fizena pouze rychlosti difuze

a na teploté je tedy nezavisla.

Studie pomoci bodovych mutaci lipaz bakterie rodu Bacillus vysvétluje posun v optimalni
teploté (25 °C) smérem k niz§im hodnotam teplot (10 °C) a evoluci enzymi, které mayji
desetinasobné vyssi specifickou aktivitu, coz znamena jejich maximalni aktivitu 1 stabilitu
v takto extrémné chladném prostiedi. Psychrofilni enzymy optimalizuji jejich katalytickou
efektivitu (K../Km) jak zvySovanim K tak 1 snizovanim K, a n€kdy i vylepSovanim K., na

ukor K.

1.2.2 Strukturalni stabilita enzymi

Pfi porovnani s jejich mezofilnimi protéjsky, psychrofilové maji ve své enzymatické
struktufe n&kolik modifikaci pfispivajicich k niz&i strukturdlni stabilité. Utlum riznych
interakci véetné vodikovych vazeb, iontovych vazeb, dipdlovych interakei, aromatickych
interakci a hydrofobnich interakei nese hlavni zodpoveédnost za nizkou strukturalni stabilitu.
Pfitomnost zbytkd argininu v mesofilech a termofilech ptispivd k formovani velkého
mnozstvi elektrostatickych interakci. Srovndvaci ptistup ukazuje nedostatek takovych
interakci v psychrofilech, coz miize byt jednim z faktort vysvétlujicich, ze trend je
nedostatek zbytki argininu. I kdyz jsou vodikové vazby relativné slabé interakce, velké
mnoZstvi téchto vazeb ma za nasledek stabilitu trojrozmérné struktury proteini. Ugast
aromatickych interakci v mesofilnich enzymech ptispiva k jejich vyssi stabilité¢ ve srovnani
s jejich psychrofilnimi protéjsky, které takové interakce nemaji. Dalsi dulezity faktor
zodpovédny za vysokou stabilitu mesofilnich enzymii je shlukovani postrannich fetézct

v jadru proteinu.

1.2.3 Teplotni stabilita enzymii

Snizena teplotni stabilita byla pozorovana skoro ve vSech enzymech adaptovanych na
chlad. Hlavni prvky, které jsou nachylné na teplotu, jsou aktivni centra pfitomna v téchto
enzymech. Mnoho enzymi vazanych i nevdzanych na membranu, ukazuje velkou teplotni

citlivost nejspiSe kviili poSkozeni lipidové dvojvrstvy a s ni spojenych bilkovin. Ty
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bilkoviny, které jsou dobie pfizpisobeny nizkym teplotdim, mohou byt také
restrukturalizovany pii vysSich teplotach, a to i1 ty s nizkou molekulovou hmotnosti. Ve
velkych enzymech, jako je naptiklad a-amyldza z Pseudoalteromonas haloplanktis se
ukazuje, ze tato restrukturalizace se objevuje diky malym poctim interakci zodpoveédnych

za strukturdlni integritu.

Jiny dualezity fenomén, ktery je pozorovan nejcastéji pii teplot€¢ pod Tma, narusuje
enzymovou strukturu a zasahuje do rychlosti reakce v nizsi teploté, je nizkoteplotni
denaturace enzymu. Tyto zmény ve struktufe bilkovin jsou docasné nebo reverzibilni a jsou
zodpovédné za ztratu aktivity enzymi v nizsich teplotach. Studena denaturace je vysledek
rozruseni slabych hydrofobnich interakci, které zodpovidaji za sbaleni bilkovin v nizkych
teplotach. Dal§im jevem, pozorovanym pii nizkoteplotni denaturaci, je hydratace
nepoléarnich a polarnich skupin, coZ jasn€ naznacuje, ze psychrofilni enzymy nebo enzymy
prizptisobené chladu musi byt odolné nizkoteplotni denaturaci. Také to naznacuje, Ze

hydrofobni interakce jsou méné€ vyznamné v enzymech aktivnich v chladu.

1.2.4 Flexibilita enzymi

Strukturdlni a konformacni vlastnosti, které¢ poskytuji pruznost enzymtiim psychrotrofnich
bakterii, jsou obecné protichidné oproti jejich vice stabilnim a tuz$im termofilnim
a mesofilnim protéjSkiim. Ruznad pfizplisobeni ziskania evoluci psychrofilnich enzymt
zahrnuji pokles hydrofobicity v aktivnim centru enzym a zaroven zvyseni hydrofobicity na
povrchu, ve srovndni s termostabilnimi enzymy. Pfitomnost slabSich interakci mezi
podjednotkami a mezi doménami snizuje silu sekundérni struktury, vyvolava delsi smycky
mezi slabSimi elektrostatickymi interakcemi a mens$i pocet disulfidickych mistkt, to
vSechno dohromady pfispiva k vyssi flexibilité psychrofilnich enzymi. Flexibilitu v téchto
bilkovinach mlizeme vnimat jako globalni a lokalni. Globalni flexibilita je celkové
konformacni flexibilita, zatimco lokalni flexibilita je omezena na rtizné ¢asti konkrétniho
proteinu. Také se predpoklada, ze globalni flexibilita miize byt zodpovédnd za zvySeni
aktivity a za nizkou stabilitu s rizikem zvySeni nespravného sbaleni bilkoviny. Na druhou
stranu, lokalni flexibilita byla vysvétlena studiemi ukazujicimi, Ze tepelné rozbalovani
bilkovin za¢inad z téch nejvice flexibilnich ¢asti, které jsou na koncich, na povrchu nebo

v aktivnim misté konkrétni bilkoviny.



1. UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

1.2.5 Aktivita enzymi

Studie enzymd, které se vyskytuji v extrémné chladnych stanovistich, ukazaly molekularni
modifikace, které tlumi nebo i rusi Skodlivé nasledky nizkych teplot na specifické aktivity
téchto enzymu. Uvazime-li energetiku aktivity v chladu, nizké teploty mohou velmi zbrzdit

rychlost reakce skrze nutné zvyseni volné aktivacni energie.

Volna aktivacni energie je piekazkou mezi zdkladnim a prechodnym stavem, a ¢im je nizsi
energetickd bariéra, tim je vySSi vysledna rychlost reakce vyvolavajici enzymatickou
aktivitu. Podle teorie prechodného stavu se enzym setkava se substratem, zformuje se tak
ES komplex a padne do energetické jamy. Dale je nutno dosahnout aktivovaného komplexu

ES*, ktery se nasledné rozpadne na enzym a produkt.
E+S= ES=2 ES">E+P (2)

Pro snizeni této energetické bariéry a kompenzaci urCujicitho efektu si enzymy
prizptisobené chladu vybudovaly nékolik strategii. Jde naptiklad o tendenci ke zvyseni

jejich afinity k substratu (vyjadieno Michaelisovou konstantou K.,) pro zrychleni reakce.

1.2.6 Souvislost mezi aktivitou, stabilitou a flexibilitou

Oproti termofiliim, ktefi jsou charakterizovani vysokou termostabilitou diky jejich napadné
molekularni tuhosti vedouci k slabé specifické aktivité, vykazuji chladnomilné enzymy
vysokou komplementaritu pii nizky energetickych vydajich diky vysoce flexibilni struktuie
a tedy vysledné ve vysokou specifickou aktivitu. Propojeni aktivity, stability a flexibility
znamena, ze kazdé navySeni enzymové aktivity je doprovdzeno poklesem enzymové
stability. Tento ptredpoklad je zalozen na termofilnich homolognich enzymech, které maji
malou aktivitu pfi venkovni teploté, zatimco chladnomilné enzymy vykazuji vysokou
vnitini aktivitu spojenou s navySenim termické nestability. Vyzkumy ukazuji, Ze nékteré
prvky enzymu strukturné ovliviiuji stabilitu proteinu, zatimco jiné oblasti zlepSuji
flexibilitu a tim optimalizuji katalytickou efektivitu. Dohady maji zdklad v pozorovani
zvysené tuhosti shluk molekul. Ta je zplisobena zvySenym poc¢tem aromatickych interakci,
disulfidickych a solnych mastkli, a zvySenim afinity enzymu k véapenatym iontim.
Vapenaty ligand je zodpovédny za ochranu proti tepelné denaturaci. Kooperativni podpora
specifické aktivity a celkové aktivity byla také pozorovana pii srovnani s mesofilnim
subtilisinem, ukazujicim fakt, Ze termostabilita neni nepfimo umerna specifické aktivité.
V jiné studii enzym z Pseudomonas mandelii, nazvany esteraza EstK, dokazuje vyménu

stability a flexibility.
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Mutace v bilkovinach, které vytvaii rovnovahu mezi flexibilitou lokalniho aktivniho mista
a celkovou tuhosti, jsou povazovany za adaptivni, kdyz zvysi jak enzymovou aktivitu, tak

1 termalni stabilitu.

1.2.7 Tekutost membrany

Strukturalni integrita membran je zavisla na jejich tekutosti. Fyzikalni vlastnosti membran
jsou zalozené na slozeni lipidi a nizkéd teplota tak ma na membrany nepiiznivy vliv.
Vyvolavé totiz tuhnuti membran, coZ méa za nasledek ztratu funkcnosti. Niz8i rlstové
teploty usnadnuji bakteriim tvorbu acylovych fetézct s kratsi délkou, s methylovanymi
rozvétvenymi mastnymi kyselinami a zajist'uji vyssi obsah nenasycenych mastnych kyselin.
SloZzeni takto pfizptisobenych membran zvySuje jejich tekutost zavedenim sterického
omezeni, které zmenSuje mnozstvi interakci. Jina uzplsobeni, kterd potencionalné zvySuji

tekutost membrany, zahrnuji zvySeni obsahu koncovych skupin lipida a bilkovin.

Porovnavaci analyza membranovych bilkovin z psychrofili a mesofili odhalila rozdily
v zastoupeni aminokyselin v bilkovinach psychrofili. Jeden vyznamny nalez studie ukazal
zvySeni mnozstvi isoleucinu v ¢astech sekvence bilkovin, které jsou umistény na vnéjsi
stran¢ membranové dvojvrstvy. Vlivem hydrofobnich a helix destabilizujicich vlastnosti
isoleucinu tak mize dojit ke snizeni stability a zvyseni flexibility. Studie také ukazaly trend
ve snizovani mnozstvi alaninu v membranovych bilkovinach. Nésledkem je méné formaci

helixli a tim 1 sniZeni stability.

1.2.8 Bilkoviny vazajici led

Bilkoviny vézajici led, stejné jako nukleacni bilkoviny a protimrazové bilkoviny, existuji
v nékolika organismech vcetné bakterii, hmyzu, hub, rostlin a kvasinek. Protimrazové
bilkoviny se vazi k malym krystalkiim ledu a pfedchazi tak dal$i krystalizaci a ristu
ledového krystalu, ktery by jinak mohl ohrozit zivot buiiky. Tyto polypeptidové fetézce se
absorbuji do rozpinajiciho se ledu a tim omezuji jejich rst na oblast mezi dvéma
absorbovanymi fetézci. Protimrazové bilkoviny, které se vazou na ledové krystalky, vlastné
nezpomaluji rist ledu, ale misto toho limituji rst na zvladnutelnou velikost, na del$i dobu
mezi bodem tani a bodem mrznuti. Rozdil mezi témito dvéma teplotami se nazyva termalni
hystereze, ktera inhibuje rust ledovych krystalkli. Oproti protimrazovym bilkovindm,
ledové nukleacni bilkoviny funguji tak, Zze vyvolavaji nukleaci malych krystalkl ledu jako

prevenci proti tvorbé vétsich krystalil ledu. Je to fizena tvorba ledovych krystalkil tam, kde
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neohrozuji zivot buiiky. Tyto bilkoviny poméahaji pti nukleaci ledovych krystali ve teploté

pod nulou (-2 az -10 °C).

Prvni protimrazovy protein byl objeven v buikdch Micrococcus cryophilus
a Rhodococcus erythropolis. Od té doby bylo provedeno mnoho prizkumil a izolaci,
charakterizaci a identifikaci riznych bilkovin vézajicich led. Obvykle je bilkovina vazajici
led mala a rozpustna, ale v novych studiich bilkovin z antarktické bakterie Marinomonas
primorynesis byla nalezena extrémné dlouhd bilkovina zahrnujici 5 riiznych domén, ze
kterych pouze 4 domény byly zodpoveédné za protimrazovou aktivitu. To mlize naznacovat,
ze tato bilkovina by mohla mit také podil jesté na jiné funkci pro tuto bakterii. Jiné
protimrazové bilkoviny z Marinomonas primoryensis ukézaly, ze dovedou spole¢nymi

silami zplisobit posun bodu mrazu, ktery ¢ini pokles i ptes 2 °C.

1.2.9 Alfa-amylazy

a-Amylazy jsou dlouhodobé znamé jako nejlepsi model pro studovani chladnomilnych
piizptasobeni enzymu. Tyto enzymy maji vyznamnou roli v pramyslovych vyuzitich a tvoii
pfiblizné 25 % celkového obchodu s primyslovymi enzymy. Diikladnd porovnavaci
strukturni studie o-amylazy z Alteromonas haloplanktis s lidskou a-amylazou poskytla
porozuméni chladnomilnym piizptisobenim na molekuldrni Grovni. Variace smycek tohoto
konkrétniho enzymu vysvétluji chladové ptizptisobeni podporujici ur¢itou rovnovahu mezi
aktivitou, stabilitou a flexibilitou a také predstavuji faktory zodpovédné za enzymovou
specificitu. Biochemickéd charakterizace a molekularni klonovani o-amylazy, izolované
z chladnomilné bakterie Exiguobacterium sp. SH3, ukazalo i dalsi halotolerantni schopnost
pii nizké teploté. Aktivita enzymu byla stimulovana na 103 % pfi koncentraci soli az 5SM
NaCl a pfi teploté 0 °C bylo zachovano 41 % aktivity. Navic enzym byl shledan stabilnim
proti denaturaci jak dodecylsulfaitem sodnym (SDS), tak acetonem, EDTA nebo alkoholem.
V jiné studii byla nova a-amylaza s optimalni aktivitou pti 20 °C a pH 5. Byla izolovana
a charakterizovana z psychrofilni bakterie Bifidobacterium longum. Prilom v jejich studii
odhalil, Ze byl enzym schopen produkce tzv. pomalu stravitelného Skrobu, kdyZz vyuzival

bézny Skrob jako substrat, coz ukazuje potencidlni aplikaci v potravinafském pramyslu.

Studie mutaci a-amyldzy z psychrofilni antarktické bakterie Pseudoalteromonas
haloplanktis uspesné odhalila faktory zodpoveédné za kineticky a termalné fizenou stabilitu,
kinetiku, bilkovinné sbaleni a termalni denaturaci enzymu. Na druhou stranu, chladové
pfizpisobena a-amyldza izolovand z antarktické bakterie Arthrobacter agilis byla

klonovéana a exprimovéana v riznych organismech a ukazala optimalni aktivitu pii 30 °C,
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dokonce pii souasném zachovani vysoké aktivity v Sirokém rozmezi teplot 30-60 °C, na

rozdil od jinych, chladu ptizpisobenych enzymi.

1.2.10 Esteraza

Od potravinafského primyslu aZz po environmentalni biotechnologii a zdravotni pramysl
jsou esterazy povazovany za dulezité enzymy pro jejich roli v riznych odvétvich. Byly
provedeny rtizné pokusy a uspeésSné prokazaly esterazy jako dokonaly model pro studium
enzymil chladovych pfizplisobeni na molekuldrni trovni. Dale byla zkoumdna role
aromatickych zbytkG pfitomnych v aktivnim centru esterdzy EstSP1 z bakterie
Sphingomonas glacialis. Bodova mutace Tyr191 na Trp, His, Ala a Phe ukazala
redukovanou konformacni flexibilitu a katalytickou aktivitu enzymu pfii niz§ich teplotach
na ukor zvySené stability, coz poukazuje na roli této aromatické aminokyseliny

v chladovém ptizplisobeni enzymu EstSP1.

Porovnavaci studie molekuldrni dynamiky Ctyi esterdz, izolovanych z bakterii ptezivajicich
v teplotach od 10 do 70 °C, ukazaly vliv riznych teplot na aktivitu a substratovou specifitu
téchto enzymu. Teplotni optimum enzymu EstS z psychrofilni bakterie S. halifaxensis bylo
zjisténo okolo teploty 25 °C a jeji aktivita se snizuje tim vic, ¢im je teplota vyssi, coz
ukazuje na psychrofilni povahu enzymu. Podobné charakterizace a klonovani chladu
prizptsobené esterdzy AstPc z psychrotrofni bakterie Psychrobacter cryohalolentis K5"
odhalilo jeji maximalni aktivitu na teplot€¢ 35 °C a pii pH 8,5, nicméné testy v jinych
teplotach také odhalily zachovani 90 % jeji maximalni aktivity pfi teploté¢ mezi 0 az 5 °C.
Dalsi nové popsand a chladu adaptovand esterdza z motské psychrofilni bakterie druhu
Thalassospira byla také charakterizovana. Jde o dipeptid a jeji strukturalni analyza
v porovnani s termofilnimi protéjsky, jako naptiklad z druhit Pyrobaculum calidifontis
a Sulfolobus tokodaii, vysvétlilo chladové adaptace v chovani nového enzymu odhalenim
pritomnosti vy$siho obsahu methioninu a niz§iho poc¢tu vodikovych vazeb a iontovych

part, coz zodpovida za vyssi flexibilitu v nizsi teploté.

1.2.11 Lipazy

Mikrobialni lipazy aktivni v chladu jsou dalsi tfida enzyma s uréitym vyvazenim aktivity,
flexibility a stability. Proto tato skupina pfitahovala pozornost vyzkumniki v minulych
desetiletich, pro lepsi porozuméni molekuldrnich piizptsobeni mikroorganismu pro chladné
teploty. Nékolik lipadz schopnych aktivity v chladnych podminkach jiz bylo identifikovéno

a charakterizovano pro jejich potencidlni vyuziti v riznych primyslovych odvétvich.
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Interakce lipopolysacharidi s hydrolazami lipidii zde predstavuji hlavni vyzvu pro
purifikaci bakterialnich lipaz aktivnich za chladu. Nékolik optimalizac¢nich postupii vSak jiz
bylo vyvinuto pro ziskani takovych lipaz v purifikované formé. Dalsi vysledky ptinesly
i molekularné biologické studie, které napi. ukazaly, Ze genem identifikovanym
v Psychrobacter sp. jsou kddovany dvé rozdilné lipazy, ty byly klonovany a exprimovany

pro podrobné studium jejich struktury.

Podrobna studie extracelularni lipazy bakterie Pseudoalteromonas sp. NJ70 izolované
z antarktického motského ledu ukazala specifickou vlastnost: 31 % uchovani aktivity pfi
teplot¢ pod 0 °C a nulovy efekt oxidantu H,O, na jeji enzymovou aktivitu. Také pfi
strukturalni studii lipazy, aktivni v chladu, z psychrofilni bakterie Pseudomonas sp., byly
odhaleny zajimavé vysledky. Ty ukdzaly, Ze N konec katalytické oblasti byl vice
zodpovédny za jeho stabilitu pfi teploté 0-5 °C nez nekatalyticky C konec.
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2 BIODEGRADACE UHLOVODIKU

Antarktické bakterie dovedou rist na organickych polutantech i pfi nizké teploté, coz
dokazuje jejich schopnost vyrovnat se a adaptovat na piitomnost polutantd 1 v prostiedi
mirné¢ zasazeném antropogennimi vlivy. Porozuméni biodegrada¢nim procesim bakterii
obyvajicich prostfedi s nizkymi teplotami muze byt prospésné k porozumeéni roli, kterou
bakterie hraji v ekosystémech a také napiiklad k vylepSeni moznosti bioremediace

chranénych tizemi, kam se nesmi zavléct cizi organismus. (Lo Giudice a Fani, 2015)

Také Aislabie, Foght a Saul (2000) uvadi, Ze jiz dfive bylo z antarktickych pid izolovano
mnozstvi bakterii degradujicich alkany. Diky tomu byla charakterizovana jejich schopnost
degradovat aromatické a alifatické uhlovodiky z kontaminované pidy v Antarktidé. Také

byla popséna jejich schopnost riistu v daném rozsahu teplot.

Vsechny takto izolované vzorky byly gramnegativni, oxiddza pozitivni, tyCinkovité
bakterie. Reprezentativni kmeny byly identifikovany jako bakterie rodu Sphingomonas
nebo Pseudomonas. Bakterie degradujici aromatické uhlovodiky z antarktické ptdy byly

psychrotolerantni.

Existuje nekolik studii zabyvajicich se mikrobidlni degradaci paliva v pidach Antarktidy,
ve kterych byly detekovany mikroby degradujici uhlovodiky. Pfedpoklada se, ze prave

bakterie, nikoliv plisné, jsou hlavnimi kolonizatory téchto ptid kontaminovanych palivem.

Podle Margesinové, Moertelmaiera a Maira (2012) se zékladem pro degradaci
uhlovodikovych polutanti staly pidni mikroorganismy, u nichz je tato schopnost Casta.
Diky tomuto jevu bylo mozné rozsifit technologie pro bioremediaci a degradaci
uhlovodikovych polutantii, kterych se v pfirodé nachéazi celd tada, od linearnich alkanii,
cyklickych alkanli aZz po monoaromatické a polyaromatické slouceniny. Jejich dostupnost
pro mikroorganismy zavisi na rozpustnosti, na kterou ma vliv délka jejich fetézce. Kratké
fetézce mohou byt pro mikroorganismy toxické, ale dlouhé fetézce jsou zase malo
rozpustné ve vodé a tim 1 mén€ dostupné mikroorganismiim. Degradace alkand je
i ovlivnéna dal$imi faktory, jako je teplota, pH, vlastnosti prostfedi a pfitomnost dalSich

polutant.

Bakterie ke svému riistu vyzaduji zdroj energie, a jestlize dovedou jako sviij jediny zdroj
energie pouzit uhlovodik, jsou velmi vhodnymi pfirodnimi degradéry uhlovodikovych
polutantl. Intenzitu degradace ovliviiuje mnozZstvi dalSich vlivli, mezi které patii mnoZzstvi

dostupnych zivin, kysliku, hodnota pH, slozeni prostfedi, koncentrace a biodostupnost.
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Teplota ovlivituje bakteridlni metabolismus stejné jako rozpustnost a tékavost nékterych

uhlovodiku.

2.1 Bakterialni degradace monoaromatickych uhlovodiki

Aislabie, Foght a Saul (2000) se vénovali izolaci a popisu bakterii schopnych degradace
aromatickych uhlovodikii z kontaminované piidy na Antarktidé. U izolovanych kultur byl
sledovan rist pii teploté 4, 10, 15, 24, 28, 30, 35 a 37 °C. Ptehled zékladnich vysledku je

uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2 Rust kmenti na monoaromatickych, polyaromatickych a linearnich uhlovodicich
(Aislabie, Foght a Saul, 1999)

Kmen
Uhlovodiky Ant5 |Ant9 |Ant 10|Ant 11|Ant 17 Ant 20 Ant 30|7/22 |8/48
Monoaromatické

benzen - - - - - - - - -
toluen - - + + - - +
o-xylen - - - - - -

_.|_

m-xylen - - + + + -

+ [+
[+

p-Xylen - + - - - -

ethylbenzen - - + + - -
1,2,4-trimethyl|- + - - - - +

_|_

benzen

Polyaromatické

naftalen +

1-methyl naftalen

1
+F [+

1

1

2-methyl naftalen +

fenantren - - - -

T+ [+ +
+
1

fluoren -

Linearni alkany

heptan - - - -

undekan - - - -
dodekan - - - -
tridekan - - - - - - - -

I+ [+
1
+

1
F [+ |+

Prizkum se také tykal riznych substratl, jak 1ze vidét v tabulce 2. VSechny kultury vyuzily
vice nez jeden uhlovodik jako zdroj riistu, ale ani jeden nevyuzil benzen ani o-xylen. Pouze
kultury oznacené jako Antl7, Ant 30 a 8/48 vyuzily jako substrat linearni alkany: heptan
aundekan, v menSi mife pak dodekan a tridekan. Kultury Ant 30 a Ant 17 sice

mineralizovaly '*C-toluen, ale kultura Ant 17 ho nevyuzila k rastu.
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Vsechny kultury rostly pii teploté 4 °C, i kdyz pomalu, ale pouze kultury Ant 9 a Ant 17
rostly ve 35 °C. Optimalni rst vSech kmenti byl mezi teplotami 24-28 °C, az na Ant 17,

ktery mél optimum ristu pii 30 °C.

Charakteristika bakterii: vS§echny byly aerobni, oxid4za a katalaza pozitivni, gramnegativni,
nesporulujici pohyblivé tyCinky. VSechny vyuzivaly glukozu pro rist. Identifikace bakterii

ukazala na bakterie rodi Pseudomonas a Sphingomonas.

Dalsi prace (Li Yin Lee a kol., 2017) se zaméftila na bakterie rozkladajici fenol, protoze ten
je jednim z castych a rozSifenych aromatickych uhlovodikovych polutantii. Pouziva se pii
vyrob¢ plastl a pfi rafinaci ropy. Dostava se tak ¢asto do odpadnich vod, kde si s nim musi
poradit ptfirodni procesy degradace. Ty jsou zalozeny na Cinnosti bakterii, které casto
vyzaduji urcité rozpéeti podminek, jako je spravnd teplota, pH, salinita. Zv1aStni pozornost je
proto tfeba vénovat nizkoteplotnim podminkédm a procestim, které jsou schopné i za téchto

podminek stale probihat.

Pro blizsi zkoumani byly vybrany tfi kmeny bakterii, odebrané v Antarktidé. Jejich vybér
probéhl na zéklad¢ jejich schopnosti rozlozit 0,5 g/l fenolu v ¢ase 120 h a to pii 10 °C.

0.5

© e e
o t N

Koncentrace fenolu (g/l)

©
—_

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Doba inkubace (hodina)

Obrazek 1 Degradace 0,5 g/l fenolu kmeny AQ5-05 (plny diamant), AQ5-06 (plny
trojihelnik) a AQ5-07 (plny kruh) pii teploté 10 °C (Li Yin Lee a kol., 2017)

Pii jejich identifikaci se ukdzalo, Ze jde o dva kmeny bakterie rodu Arthrobacter a jeden
kmen bakterie rodu Rhodococcus. Pro charakterizaci téchto bakterii, které jsou schopné
degradovat fenol, bylo pouzito Gramovo barveni, testy na oxiddzu a kataldzu a také

skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), diky které bylo mozné zobrazit morfologické
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charakteristiky bunék téchto bakterii. Pro SEM mikroskopovani musi byt vzorky fixovany,
dehydrovany a nakonec pokryty vrstvickou vodivého materidlu — zlatem. Nésledné zkousky
degradaci probihaly pfi ménici se Skale teplot, salinity a pH. Teploty byly 0, 5, 10, 20
a 30 °C (Li Yin Lee a kol., 2017)

100 2
~ 80 _
° 1.5 8
= &
2 2
S 60 s
£ E5 1 £
S 40 E
T
] 2
) 2
) 0.5 B
a 20 o

0 0

0 5 10 15 20 25 30
Teplota (°C)

Obrazek 2 Vliv teploty na rast kmeni AQ5-05 (Cerny sloupec), AQ5-06 (svétle Sedy
sloupec) a AQ5-07 (tmave Sedy sloupec), a na degradaci fenolu kmeny AQS5-
05 (plny diamant), AQ5-06 (plny trojuhelnik) a AQ5-07 (plny kruh) pfi teploté
10 °C (Li Yin Lee a kol., 2017)

Margesinova, Moertelmaier a Mair (2012) dale uvadi, ze kvili toxicit¢ fenolickych latek
jsou tyto nékdy pfi¢inou zhrouceni biologickych Cisticich systému tim, Ze inhibuji rist

mikroorganismt.

Prizkum biologického rozkladu fenolu v tomto ptipadé probihal skrze postupné zvySovani
jeho koncentrace, takze nakonec bylo zjisténo, jakd je maximalni koncentrace fenolu,
kterou lze jesté biologicky degradovat. Riist mikroorganismii pii tomto badani standardné
probihal pti 15 °C. Zaroven pro zjisténi optimalni teploty pro degradaci byly jednotlivé
kmeny inkubovény pfi teploté 1, 5, 10, 15, 20, 25 a 30 °C za pfitomnosti 946 mg/l (10 mM)

fenolu.
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Obrazek 3 Vliv teploty na relativni degradaci n-alkani kmenem Rhodococcus
cercidiphyllus BZ22. Pocatecni koncentrace kazdého alkanu byla 700 mg/l
(Margesinova, Moertelmaier a Mair, 2012)
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Obrazek 4 Degradace fenolu pii teplotd 15 °C. Sipky oznaluji piidavky fenolu.
(Margesinova, Moertelmaier a Mair, 2012)

Vysledky ukézaly, ze pti zvysujici se koncentraci fenolu se prodluzuje lag faze, protoze
fenol svou toxicitou zplisobuje inhibici rlstu bakterii. Béhem pokusu probihala kontrola
pfitomného mnozstvi fenolu. Bylo zjisténo, ze béhem tohoto pokusu fenol neni rozkladan
z4ddnymi abiotickymi procesy, a tedy ze Rhodococcus erythropolis a Pimelobacter simplex
rozkladaji fenol az do koncentrace 709,5 mg/l (7,5 mM) béhem 42, 62 dni a Arthrobacter
sulfureus plné rozloZi fenol i pfi jeho koncentraci 1182,5 mg/1 (12,5 mM) v rozmezi 19 dni

a to vSe pfi teploté 15 °C.
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Obrazek 5 Vliv teploty na rozklad fenolu kmenem Arthrobacter sulfureus BZ73
(Margesinova, Moertelmaier a Mair, 2012)

Co se tyka vlivu teploty na rozklad fenolu, na obrazku 5 lze vidét 4. sulfureus rozkladajici
fenol v rozmezi 1-25 °C, kdy se mu ve vysSich teplotach dafi 1épe a v nizSich rozklada spise

pomaleji.

2.2 Bakterialni degradace alifatickych uhlovodiki za nizkych teplot

Alkany mohou byt linedrni, cyklické nebo rozvétvené. Az 50 % ropy muze byt tvofeno
alkany. ProtoZe jsou alkany nepolarni molekuly, které jsou v ur€ité mife chemicky inertni,
jsou charakterizovany nizkou rozpustnosti ve vodé¢ a maji tendenci k akumulaci

v bunécnych membranéch.

Schopnost bakteridlnich kmenii aerobn¢ degradovat n-alkany byla testovana v rozsahlé
studii Margesinové a kol. (2012), aby bylo zjisténo, jestli vyuZzivaji uhlovodiky jako svij
jediny zdroj uhliku a energie.

Biodegradace n-alkanii byla testovdna na linearnich uhlovodicich Ci,, Cie, Cis, Cy a Co.

Z toho Cis, Cy a Cy, jsou pii 20 °C v pevném stavu, takze byly pfevedeny do roztoku pfii
55 °C.

Inkubace probihala pii 15 °C po dobu 7 a 15 dni. Kmen, ktery si pfi degradaci vedl nejlépe,
byl vybran pro urCeni optimdlni teploty pro degradaci. Byly pouzity teploty 1, 10, 20
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a 30 °C a smés n-alkanti Ci», Ci6 a Cy. Jejich zbytkova koncentrace byla odectena po 4, 7,

11, 14 a 28 dnech.

Béhem biologické degradace byla zaznamendna i1 abiotickd degradace alkan v tadu

jednotkach procent a to po 14 dnech.

Tti kmeny (R. erythropolis, R. cercidiphyllus, P. simplex) byly schopné vyuzit n-alkany
jako jediného zdroje uhliku a energie. Délka fetézce ovlivnila rozlozitelnost n-alkanu ve
viditelném rozsahu. Po c¢trnactidenni inkubaci pifi 15 °C byl Ci» kompletné nebo témér
kompletné degradovan, C,¢ byl degradovan ze 75 nebo 59 %, ale Cis maximalné do 29%

a Cy byl degradovan jen z 18 %.

Nejefektivnéjsi degradér, R. cercidiphyllus byl blize testovan pro urceni vlivu teploty na
rozklad n-alkant. Diky tomu bylo zjisténo, Ze se obecné lag faze prodluzuje se zvySujici se

délkou fetézce a se snizujici se teplotou.

V této praci je hodnotny predevsim prubéh rozkladu pti nizkych teplotach. Z vysledkt
pokusii Ize vidét, Ze vybrana teplota 1 °C pro degradaci se ukézala byt minimalni teplotou,
pii které je kmen schopen ristu. Tato teplota byla pfiznivé pro rozklad C,,, rozklad alkanu

Ci6 byl vSak pomalejsi a Cy zUstal netknuty.

Pti identifikaci kmeni bylo zjisténo, ze vSechny 4 studované kmeny byly reprezentanty
kmene Actinobacteria. Byli to zastupci druhli Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus
cercidiphyllus, Arthrobacter sulfureus a Pimelobacter simplex. VSechny tyto druhy jsou

adaptované na chlad.

Bakterie kmene Actinobacteria jsou grampozitivni bakterie a jsou typickymi zastupci
mikrobidlniho Zivota v pidach, véetné pid v nehostinnych podminkach s nizkymi
teplotami. Hraji zde dileZitou roli pfi rozkladu materidlu organického plvodu. Oproti
ostatnim mikroorganismim maji vyhodnou schopnost piezit i s malym mnozstvim zdrojt.

(Margesinova, Moertelmaier a Mair, 2012)

2.3 Zavér

V chladnych oblastech mohou nékdy teploty priimyslové odpadni vody, podzemni vody
a pudy klesnout az na teplotu 15 °C a n¢kdy i na nizsi. Je to zpiisobeno sezénni nebo denni
fluktuaci. Aktivita mesofilnich degradéri je v této teplot¢ omezend, kdezto adaptované
druhy bakterii si vyvinuly strategie, které jim umoznuji kompenzovat vlivy nizkych teplot

na jejich biochemické reakce. (Margesinova, Moertelmaier a Mair, 2012)
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Pouzité kultury

V letech 2020 — 2021 byly v mikrobiologické laboratofi Ustavu inZenyrstvi ochrany
zivotniho prostiedi (UIOZP) FT UTB ve Zling izolovany z riiznych vzorkli povrchovych
vod bakteridlni kultury rostouci na fenolu pfi teploté¢ 8°C. Tyto prace byly provedeny
v priabéhu nedokoncené diplomové prace Be. Milana Pekarka. Ziskané bakterialni kmeny
byly ptedbézné oznaCeny jako kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A a pochazely jak
z tekoucich, tak i stojatych vod.

Kultura 1A pochazela z feky Dievnice ve Zling. Kultury SA a 5B z feky Stavnice
v Luhacovicich. Kultury 6A a 6B mély pivod v bahnité kaluzi v Bieziivkach a kultura 12A

byla izolovana ze vzorku vody lesniho potoka v Provodove.

Kultury byly zakonzervovany a jsou dlouhodobé uchovavany v glycerolu pfi -80°C a pied
zahdjenim praci v ramci této bakaldiské prace byly oziveny na agarovych zivnych ptdach

(R2A agar, TYA agar).

Kromé schopnosti vyuZzivat pfi nizké teploté fenol jako rastovy substrat (tedy jako jediny
zdroj uhliku a energie) nebyly pfed zahdjenim této bakaldiské prace znamy zadné dalsi
schopnosti téchto kultur rozkladat jiné alifatické ¢i aromatické uhlovodiky, a tak se ovéfeni

téchto vlastnosti stalo namétem této kvalifikaéni prace.

3.2 Roztoky a Zivna média

Pro oziveni kultur a jejich namnoZeni byly pouzity dva typy agaru: R2A agar a Tryptone
yeast extract (TYA) agar. Postup pfipravy téchto dvou agarti byl totozny s postupem od
jejich vyrobce — HIMEDIA.

Pro vlastni pokusy bylo pouzivano mineralni médium:

Slozeni pouzitého minerdlniho média (zkracen¢ MM) pro 100 ml byl nasledujici:

Destilovand VOda. ........ouiiin i 85 ml
Roztok A (9,07 g KHoPO4 /1)..nnei e 2 ml
Roztok B (23,90 g Na2HPO4.12H20/1)...eneiniii e 8 ml
MESO4THL0 (10 I-1) e e e I ml
Fe(NH4)2(S04)2.6 HaO (3 /1) e 1 ml

CaCL.2ZHo0 (1 /1) e 1 ml
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NHUCT (B0 @/1) e e e 1 ml
NACT (10 @/1) e e e 1 ml
RozZtok StOpOVYCh PIrvKU. .. ... 0,2 ml

Slozeni roztoku stopovych prvki:

V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo:
0,043 g MnSO..5 H,O

0,057 g H;BOs

0,043 g ZnSO,.7H,O

0,037 g (NH4)sM07,0,4.4H,0

0,025 g Co(NOs),.6H,O

0,040 g CuS04.5H,0O

pH bylo zkontrolovano, muselo se pohybovat v rozmezi 7,4 — 7,6.

3.3 Postupy testu

3.3.1 Degradacni testy ve zkumavkach

Testy degradace hexadekanu, resorcinolu, N-methyl 2-pyrrolidonu, tetradekanu, dodekanu

a dekanu probihaly mimo jiné ve zkumavkach. Postup prace byl nésledujici:

Pfipravené minerdlni medium bylo sterilizovano. Nésledovalo rozplnéni do sterilnich
zkumavek. V pokusech bylo napipetovano po 3,5 ml do kazdé zkumavky, kromé dvou
pokusii: v pokusu 3 byly napipetovany 3 ml MM a v pokusu 6 byly napipetovany 4 ml
MM.

Suspenze kultur byly ptipraveny ve sterilnim fyziologickém roztoku.

Do zkumavek byly pfidany vybrané substraty. Pfi testu rstu kultur na hexanu, tetradekanu,
dodekanu a dekanu bylo asepticky ptidano 10 pl téchto substrati piimo z lahvi¢ek od
vyrobct (Sigma-Aldrich, Merck). Pro test ristu kultur na resorcinolu bylo pouzito 50 pl 1%
roztoku resorcinolu a v ptipadé¢ N-methyl 2-pyrrolidonu byl tento ptfidan jiz do MM

v mnozstvi 1 g/l.

Poté byly jednotlivé zkumavky zaockovany suspenzi kultur v objemu 15 pl tak, aby pro
kazdou jednotlivou kulturu a substrat byly pfipraveny alespont 2 zkumavky. Pfi testu rlstu
kultur na hexadekanu a resorcinolu byly pro kontrolu riistu kultur pfipraveny zkumavky
s 7,5 ul 5% roztoku fenolu, vzdy jedna pro kazdou kulturu, jako kontrola jejich rtstu

v pouzitém mineralnim médiu s jedinym organickym substratem.
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Pti poslednim testu tetradekanu bylo ptidano pouze 5 pl tohoto substratu. Zkumavky byly

zaockovany 10 pl zkoumaného inokula.

Takto pfipravené kultury ve zkumavkach byly inkubovany pii 8°C ve vertikalni poloze
v chladni¢ce umisténé na velké laboratorni tiepacce s naprogramovanym rezimem pohybu
15 minut pohyb a 45 minut klid, pfi rychlosti 35 ota¢ek za minutu. V chladnic¢ce byl trvale

umistén teplomér ke kontrole teploty.

Pti opakovanych zkouSkach ristu na hexadekanu a pfi testu ristu na tetradekanu, dodekanu
a dekanu probihala inkubace jak pfi 8 °C tak soucasné i pii 23 °C pro kontrolu rlistu na

daném substratu.

3.3.2 Degradacni testy ve vialkach

Pouze jeden pokus byl provadén ve vialkach. Bylo to z diivodu te€kavosti dvou substrati:
toluenu a oktanu. Po sterilizaci pfipraveného MM nasledovala sterilizace 30 vialek
v horkovzdusné susarn¢é pti 180°C po dobu 4 hodin. Sterilizace 35 vicek se septy byla
uskutecnéna expozici UV-zafeni v aseptickém boxu po dobu 3 hodin. Po zchlazeni bylo
MM asepticky rozplnéno do 30 vialek po 10 ml. Zkoumané kultury bakterii byly
pfipraveny jako suspenze ve 2 ml fyziologického roztoku. Kultury byly zaockovany po
10 ul do vialek. Substraty byly poté ptidany plynotésnym davkovacem, a to v objemu
1,2 ul toluenu do 2 vialek pro kazdou kulturu a 1,4 ul oktanu do 2 vialek pro kazdou

kulturu. Nasledovala inkubace pii 8 °C.

3.3.3 Degradacni testy v lahvich

Test rustu kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu probihal ve 13 kultivacnich lahvich.
Ptipravené MM bylo rozplnéno do lahvi po 20 ml a poté sterilizovano. Do 9 lahvi bylo
ptidéano 10 pl tetradekanu a byly zaockovany 20 pl kulturami 1A, 6A a 12A vzdy po tiech
lahvich. 2 dalsi kultiva¢ni lahve bez tetradekanu byly zaockovany pouze kulturou 12A jako
negativni kontrola a 2 lahve byly ponechany pouze s tetradekanem kontrolu sterility tohoto

substratu.

Nasledovala inkubace pti 8 °C ve vySe popsané chladnicce.

3.3.4 Rustové, biochemické testy a mikroskopie kultur

Jako prvni se odehralo oziveni kultur. Ty byly zamrazeny pii -80 °C v glycerolu. Kultury
1A, 5A, 5B, 6A, 6B, 12A byly naneseny kiiZzovym roztérem na R2A agar a Tryptone yeast
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extract agar. To znamena, ze na agar byla nejprve mikrobiologickou klickou s kulturou
nanesena oblast ve tvaru ovalu u okraje petriho misky a z ni vychéazejici prvni cary, druhé
cary, tfeti ¢ary a koncova ¢ast, ve které byla hustota bunék tak tidka, Ze bylo mozné po
kultivaci pozorovat kolonie vyrustajici z jednotlivych bunék. Kultivace probihala pii 8 °C
a byl pozorovan riist po 1 dni, 2 dnech, 5 dnech a 7 dnech. Pro pfipravu kultur pred
jednotlivymi biochemickymi a ristovymi testy byly kultury obvykle pfedpéstovany na
TYA agaru.

NEFERMtest 24

Pro ptedbéznou identifikaci kultur byl pouzit NEFERMtest 24. Jednad se o mikrotitracni
desticku od firmy Erba Lachema. V kazdé jamce se nachazi vysusené testovaci médium. Na
desticce je umisténo 3x8 jamek. Postup identifikace odpovidal postupu od vyrobce. Do
kazdé jamky bylo napipetovano 0,1 ml inokula, ¢imz byla suspenze zkoumané kultury ve

fyziologickém roztoku. Desticka byla uzaviena do PE sacku a nasledovala inkubace.
Riist kultur pfi riznych teplotach

Na TYA agar v Petriho miskdch byly klickami naneseny zkoumané kultury. Inkubace

probihala pfi teplotach 7, 13, 23, 30, 37 a 43 °C.
Gramovo barveni

Na kazdé z 6 podloznich sklicek byla nanesena jednotlivda kultura v suspenzi (ve
fyziologickém roztoku). Preparat s bunikami byl odsusen pfi laboratorni teploté a pak jemné
fixovan plamenem. Na zchladlém podloznim skli¢ku s roztérem byla poté provedena série
barveni podle Grama: nabarveni krystalovou violeti, sklicko vystaveno jejimu ptisobeni po
60 sekund. Oplachnuti violeti Lugolovym roztokem a pak namoceni do Lugolova roztoku,
opet po dobu 60 sekund. Nasledovalo oplachnuti destilovanou vodou a odbarveni
acetonem, dokud byla patrnd odchézejici barva ze sklicka, ne déle nez 20 sekund. Opét
oplachnuti destilovanou vodou a konetné barveni safraninem po dobu 60 sekund.

Nasledovalo oplachnuti destilovanou vodou a oschnuti podlozniho sklicka.

Takto pfipravené builkky jednotlivych kultur byly mikroskopovany pod imerznim
objektivem mikroskopu (objektiv 100x) a byly potizeny jejich snimky.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Diky jednotlivym uskute¢nénym pokustim se podatilo vypozorovat rist vybranych kultur,

pfesnéji feCeno rozdilny rist kultur v riznych podminkéch: kultury byly vystaveny Skale

teplot a byl pozorovan jejich rist na riiznych uhlovodikovych substratech pfi teploté 8 °C

a n€kdy pro ovéfeni 1 pfi teploté 23 °C.

4.1 Rist kultur 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A p¥i 8 °C

Byl pozorovan rist téchto kultur poté, co byly vytazeny ze stavu zamrazeni pii -80 °C.

Tabulka 3 Rust kultur pti 8 °C po 1 dni

Kultura TYA agar R2A agar
1A Roste v ovalu Roste v ovalu
S5A Roste v ovalu Roste v ovalu, vicnezna TYA
5B Roste v ovalu Roste v ovalu
6A Roste v ovalu, silné Roste v ovalu
Roste i v 1. ¢arach
6B Roste slabé v ovalu Roste slabé v ovalu, mén€ nez na
TYA
12A Roste v ovalu, silné Roste v ovalu, silné

Po 24 hodinach inkubace kultur pfi 8 °C vSechny kultury rostou na misté ovalu. Kultury 6A

a 12A rostou vice nez ostatni, zato kultura 6B roste méng¢.

Tabulka 4 Rust kultur pti 8 °C po 2 dnech

Kultura TYA agar R2A agar

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

S5A Roste vice nez 1. den, slaba | Roste vice nez 1. den, 1épe nez na
rizova pigmentace TYA, slabd riz. pigmentace

5B Roste vice nez 1. den a Iépe | Roste vice nez 1. den, slaba rtizova
nez na R, slabd rGzova | pigmentace
pigmentace

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

6B Roste méné nez ostatni | Roste méné nez ostatni kultury
kultury, na TYA Iépe nez na R

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

Po 48 hodinach rostou kultury vice a u kultur 5A, 5B se objevila slabé rizové pigmentace.
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Tabulka 5 Rust kultur pti 8 °C po 5 dnech

Kultura TYA agar R2A agar
1A Roste cely ktizovy roztér, Cista Roste cely kiizovy roztér, Cista,
muko6znéjsi nez na TYA

5A Roste cely kiizovy roztér, Cista, | Roste cely kfizovy roztér, Cista, rizovy
rizovy pigment pigment, roste 1épe neZzna TYA

5B Roste cely kiizovy roztér, Cista, | Roste cely kiizovy roztér, Cista, rizovy
rlizovy pigment pigment, roste lépe nezna TYA

6A Roste cely kiizovy roztér + | Roste cely kiizovy roztér + ojedin€le
ojedinéle mikrokolonie mikrokolonie

6B Roste cely ktizovy roztér, Cista Roste cely kiizovy roztér, Cista

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

Paty den kultivace pti 8 °C kultury rostou po celé naockované plose. Kultury 5A a 5B maji

jasny rizovy pigment a rostou Iépe na R2A agaru nez na TYA. Lze jiz fici, ze kultury jsou

Cisté — tedy pracujeme s kulturami, ve kterych se nenachazi zadna cizi buiika.

Tabulka 6 Rust kultur pfi 8 °C po 7 dnech

Kultura TYA agar R2A agar

1A Roste cely ktizovy roztér, ¢istd | Roste cely kiizovy roztér, Cista

5A Roste cely kiizovy roztér, Cista, | Roste cely kiizovy roztér, Cista, rizovy
rizovy pigment pigment

5B Roste cely ktizovy roztér, Cista, | Roste cely kiizovy roztér, Cista, rizovy
rlizovy pigment pigment

6A Roste cely kiizovy roztér, Cista | Roste cely kiizovy roztér, Cista

6B Roste cely ktizovy roztér, ¢istd | Roste cely kiizovy roztér, Cista

12A Roste cely kiizovy roztér, ¢ista | Roste cely kiizovy roztér, Cista

Ze sedmidenniho pozorovani vyslo najevo nékolik zjisténi. Kultury jsou schopné ristu pii

8 °C na R2A agaru a na Tryptone yeast extract agaru. Kultury jsou cisté. Kultury lze

uchovavat zamrazené pii -80 °C v glycerolu. Kultury 5A a 5B se jevi jako identické, coz

bylo pozdé€ji potvrzeno pii soucasné probihajicich pokusech Karoliny Linhartové

(Linhartova, 2023).

4.2 Riist kultur na toluenu a oktanu pri 8 °C (pokus 1)

Pro prvni pokus degradace byly zvoleny dva uhlovodiky. Aromaticky uhlovodik toluen

a linearni uhlovodik oktan. Bylo tak zvoleno s ohledem na skute¢nost, Ze zkoumané kultury

maji schopnost degradovat aromaticky uhlovodik fenol, ktery mé& podobnou stavbu

molekuly jako dva vybrané uhlovodiky.

Tabulka 7 Rust kultur na toluenu

Doba
(dny)

Kultura

1A

5A

0

3

6

10
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14 - ] ; ; ; -
21 _ - _ _ _ -

Tabulka 8 Rist kultur na oktanu

Doba Kultura

(dny) 1A SA 5B 6A 6B 12A
0 R - R R R -
3 R - R R R -
6 R - R R R -
10 - - - - - -
14 - - - - - -
21 - - - - - -

- Bez riistu + Slabsi rtst ++ Vyrazny rist
Vysledky tohoto pokusu ukazaly, ze kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B ani 12A nejsou schopné

rustu za 21 dni na toluenu ani na oktanu.

4.3 Riist kultur na hexadekanu a resorcinolu pri 8 °C (pokus 2)

Ptedchozi pokus vedl k dalSimu vybéru uhlovodikii, tentokrat pfirodni sloucenina
resorcinol a linearni hexadekan. Navic byl pfidan pro pozitivni kontrolu pro vSechny

kultury pokus rtistu na fenolu.

Tabulka 9 Rust kultur na hexadekanu
Doba Kultura
(dny) 1A S5A 5B 6A 6B 12A
0 - R R - R R
3 - R R - R R
5 - R R - R R
10 - - - - - -
14 - - - - - -
21 - - - _ - _
38 | +jedna zkumavka - - - - ++
45 | +jedna zkumavka - - - - 4+
90 | + jedna zkumavka - - ++ - ++

Az 38. den byl pozorovéan rist na hexadekanu. Kazda kultura byla nasazena ve dvou
zkumavkach pro kazdy substrat. Kultura 1A vyrostla pouze v jedné zkumavce a kultura
12A vyrostla v obou zkumavkach. Po 45. dnu pokus pokracoval bez kontroly, 90. den byl
zjiStén rast kultury 6A.

Rostouci kultury byly vyockovany na TYA agar pro potvrzeni, Ze zakal skute¢né zpiisobuji
rostouci bunky, popiipadé v jaké mife je nasledkem nerozpusténého emulgovaného

substratu hexadekanu. Kultury ukazaly silny rGst na TYA agaru a pii mikroskopickém
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pozorovani byly k vidéni kokovité¢ bunky. Bylo tak potvrzeno, ze zékal byl skute¢né

zpusoben mnoZenim kultur.

Tabulka 10 Rust kultur na resorcinolu

Doba Kultura

(dny) 1A 5A 5B 6A 6B 12A

0 - - - - - -

3 - - - - - -

5 - - - - - -

10 - - - - - -

14 - ] _ ) ) _

21 ] ; ] ) ) _

38 - - - - - -

Oproti o¢ekavani rlst na resorcinolu, pfirod€¢ vlastnim uhlovodiku s obdobnou strukturou,

jakou ma fenol, neprobéhl ani po 38. dnu.

4.4 Raust kultur na N-methyl 2-pyrrolidonu pf¥i 8 °C (pokus 3)

Kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A byly zkoumany, zda dovedou degradovat a rlst na
substratu N-methyl 2-pyrrolidonu.

Tabulka 11 Riist kultur na N-methyl 2-pyrrolidonu

Doba Kultura

(dny) 1A 5A 5B 6A 6B 12A

0 - - - - - -

3 - - - - - -

5 - - - - - -

10 - - - - - -

14 . - ] ] ] -

21 - _ - _ _ _

38 - - - - - -

Pokus probihal po 38 dni, ale ani po této dobé nebyl riist u zddné kultury na tomto substratu

pozorovan.

4.5 Ruiist vSech kultur p¥i raznych teplotach

V pribéhu pokust degradace substratii probéhla kontrola ristu vSech kultur pfi teplotach 7,
13, 23, 30, 37 a 43 °C. Vsechny kultury rostly pii teplotach 7, 13, 23 a 30 °C. Pti teplotach
37 a43 °C zadna z kultur nerostla.

Naésledujici testy rastu na riznych substratech kombinovaly jak rist pii 8 °C, tak pfi
laboratorni teploté, tedy pti 23 °C. To bylo vhodné ptredevsim ke kontrolnimu zjisténi ristu

na vybraném substratu, které mohlo nastat mnohem diive nez pii nizsi teploté. Tim bylo
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ovéteno, zda nektera kultura dovede rust na urcitém substratu. Zaroveil probihal tentyz

pokus pfi teploté 8 °C a oCekavany rust se v nékterych ptipadech pozdéji projevil.

4.6 Rist kultur 1A, 6A a 12A na hexadekanu

Jelikoz pti pokusu 2 kultury 1A, 12A a nakonec i 6A projevily rast na hexadekanu, byly
tyto kombinace zopakovany jak pii 8 °C, tak 1 pii teplot¢ 23 °C. Zaroven byl pozorovan
stav hexadekanu pro ur€eni miry jeho biodostupnosti pro buiiky jednotlivych kultur, a to
z dlivodu vysraZeni hexadekanu pti 8 °C v piedchozim pokusu. Takto vysraZzeny hexadekan

byl ve formé makroskopicky viditelnych nerozpusténych ¢astic.

Tabulka 12 Rist kultur 1A a 12A na hexadekanu pii1 23 °C a 8 °C

Inkubace Rust pii 23°C Rust pti 8°C Hexadekan pfi
(dny) 1A 12A 1A 12A 8°C
3 - + - - vysrazeny
5 + ++ - - vysrazeny
7 ++ ++ - - vysradzeny
10 ++ ++ - - vysrazeny
14 ++ ++ - - vysrazeny
17 ukonceno ukoncéeno - - vysrazeny
19 ukonceno ukonceno - slabé + vysrazeny
21 ukonceno ukonceno - + vysrazeny
24 ukonceno ukonceno - ++ vysrazeny u 1A
28 ukonceno ukoncéeno - ++ vysrazeny u 1A
31 ukonceno ukonceno - ++ vysrazeny u 1A
35 ukonceno ukonceno - ++ vysrazeny u 1A
42 ukonceno ukonceno - ++ vysrazeny u 1A
45 ukonceno ukonceno - ++ vysrazeny u 1A
Tabulka 13 Rist kultury 6A na hexadekanu pii 23 °C

Iné‘(;‘fy"‘)ce Riist 6A pii 23°C
2 Slab¢ +
5 ++
7 ++
9 ukonceno

Ukazalo se, ze pfi 23 °C jsou kultury 1A, 6A a 12A schopné ristu na hexadekanu a to
velmi rychle a dobte. Kultura 6A jiz slab€ 2. den, 5. den rostla siln¢. Kultura 12A 3. den

slabé¢ rostla, 5. den vice a kultura 1A zacala rtst 5. den a 7. den rostla siln¢.

Pii 8 °C byl rtst kultur 1A a 12A vice rozdilny: kultura 12A zacala rist slabé az 19. den,

24. den jiz rostla siln€, zatimco u kultury 1A nenastal rist ani po 45 dnech.

Opakované zkoumani ristu kultury 6A na hexadekanu pfti 8 °C nebylo provedeno.
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Na rozdilny rist pii riznych teplotaich mize mit vliv pomalejsi metabolismus bunék pfi

niz$i teploté, ale také nizsi schopnost emulgace substratu. Pti nizké teploté substrat tvori

velké vysrazené shluky a tim je sniZzena jeho dostupnost pro buriky.

4.7 Ruist kultur 1A, 6A a 12A pri 23°C a 8°C na alifatickych

uhlovodicich dekanu, dodekanu a tetradekanu (pokus 4)

Na zakladé zkuSenosti s ristem kultur na hexadekanu byly vybrany tii kultury, 1A, 6A

al2A a byly provedeny testy jejich rastu na uhlovodikovych substratech blizkych

hexadekanu: na tetradekanu, dodekanu a dekanu. Tento pokus skryval urcitou Sanci

k odhaleni, jaky pocet uhlikii v uhlovodikovém fetézci je jeSt¢ degradovatelny témito

kulturami a jaky uz ne. Pii tomto pokusu byl pro objektivizaci vysledki méten rust kultur

v médiich pomoci densilametru.

Tabulka 14 Rust kultur 1A, 6A a 12A na dekanu

Inkubace Riist na dekanu pti 23°C Riist na dekanu pti 8°C Dekan pfi
(dny) 1A 6A 12A 1A 6A 12A 8°C

1 - - - - - - Jemna emulse
2 - - - - - - Jemna emulse
3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 - - - Jemna emulse
4 - - - - - - Jemna emulse
7 - - - - - - Jemna emulse
9 - - - - - - Jemna emulse
11 - - - - - - Jemna emulse
14 - - - - - - Jemna emulse
17 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,1+0,0
24 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,1 | 0,1+0,0 | 0,2+0,0
31 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,2+0,0
45 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,2+0,0
45 Pokus ukoncen

Rist kultur na dekanu pfi 23 °C se neprojevil viibec. Pfi 8 °C byl naméfen zédkal u kultury

12A v jedné zkumavce, ovSem tak slaby, Ze jej nelze za rlist povazovat.
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Tabulka 15 Rust kultur 1A, 6A a 12A na dodekanu

Inkubace Riist na dodekanu pii 23°C Rist na dodekanu pii 8°C Dodekan pfi
(dny) 1A 6A 12A 1A 6A 12A 8°C
1 - - - - - - Jemna emulse
2 - - - - - - Jemna emulse
3 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 - - - Jemna emulse
4 - - - - - - Jemna emulse
7 - - - - - - Jemna emulse
9 - - - - - - Jemna emulse
11 - - - - - - Jemna emulse
14 - - - - - - Jemna emulse
17 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,1 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,1+0,0
24 0,0+0,0 0,1+0,0 0,3+0,3 0,0+0,1 | 0,1+0,1 0,1+0,0
31 0,0+0,0 0,1+0,0 0,3+0,4 0,0+0,1 | 0,1+0,1 0,1+0,0
45 0,0+0,0 0,1+0,0 0,3+0,4 0,0+0,1 | 0,1+0,1 0,1+0,0
45 Pokus ukoncen

Rist kultur 1A, 6A a 12A na dodekanu pii 8 °C byl minimdlni aZ Zadny. Pii 23 °C se

projevil slaby zdkal pouze u kultury 12A a to 24. den ruastu, avSak zdkal zplsobeny

abiotickymi ¢asticemi.

Tabulka 16 Rust kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu

Inkubace | Riist na tetradekanu pti 23°C Riist na tetradekanu pti 8§°C Tetradekan
(dny) 1A 6A 12A 1A 6A 12A pii 8°C

1 - - - - - - Jemna emulse
2 - - - - - - Jemna emulse
3 0,0+0,0 0,0+0,1 0,0+0,0 - - - Jemna emulse
4 - - - - - - Jemna emulse
7 - - - - - - Jemna emulse
9 - - - - - - Jemna emulse
11 0,3+0,5 | 0,0+0,0 0,3+0,4 - - - Jemna emulse
14 0,4+0,9 | 0,1+0,1 | 0,8+1,6 | 0,3+0,4 | 0,4+0,6 | 0,3+0,2

17 0,3+1,2 0,0+0,0 0,9+2.8 0,2+0,0 | 0,1+0,6 0,3+0,4
24 0,4+2,0 | 0,0+0,1 1,7+4,3 0,2+0,0 | 0,1+0,6 | 0,3+0,4
31 0,6+2,7 0,1+0,1 3,0+4,8 0,2+0,0 | 0,1+0,5 0,3+0,3
45 2,8+3,5 1,2+0,1 4,1+5,1 0,2+0,1 0,1+0,2 0,3+0,3

Kultury 1A a 12A rostly na tetradekanu jiz 11. den velmi slibné pii 23 °C a 14.

8 °C, v této nizsi teploté¢ ovSem v men$i mife. Bylo patrné, Ze v piipadé

den také pfi

rastu kultur

dosahuji métené hodnoty zakalu vysokych hodnot, zna¢né¢ prevysujici trovné nékolika

desetin. Kultura 6A rostla nejprve dobie pii 8 °C a to 14. den, ale pouze v jedné zkumavce.

Ve druhé byl zaznamenén slabsi rist. Dalsi dny byl v§ak méteny zékal kultury 6A pii 8 °C

slabsi a vysledky byly tak nejednoznacné. Oproti tomu rist kultury 6A pii 23 °C se silngji

projevil az 45. den a to jen v jedné zkumavce.
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Obrazek 6 Vybrané hodnoty zdkalu zkumavek s kulturami 1A, 6A a 12A pii ristu na
tetradekanu. Svétlé barvy pro teplotu 23 °C, tmavé barvy pro teplotu 8 °C

U kultury 6A se projevil nejprve narust pii 8 °C a az pozdéji pii teplote 23 °C.

Tetradekan se tedy stal pfedmétem bliz§itho zkoumani pro dalsi testy degradace kulturami

1A, 6A a 12A.

4.8 Rust kultur 1A, 6A a 12A pri 8 °C na tetradekanu (pokus 5)

Pfi tomto pokusu byly pouzity kultivac¢ni lahve o objemu 10 ml. Kultury 1A, 6A a 12A
byly naockovany kazda do tfech lahvi s MM a tetradekanem jako substratem. Inkubace
probihala pouze pifi 8 °C. Kontrola probihala skrze stanoveni poctu jednotek tvoficich
kolonie - ,,Colony Forming Units* (CFU) — tedy inokulace vzorkt z kultiva¢nich lahvi na

Petriho misky a nésledny odecet poctu narostlych kolonii.
Dvé lahve s kulturou 12A byly ponechdny bez substratu jako negativni kontrola (NEG).

Tabulka 17 Rust kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu pfi 8 °C, odecet pfi nasazeni

Vzorek Redéni Miska 1 Miska 2 Vysledek / ml
(po pifepoctu)
12A NEG 10* 3 4 3,5-10° CFU
1A 10" 0 0 Méné nez 10* CFU
6A 10* 6 3 4,5-10* CFU
12A 10" 3 3 3-10* CFU
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Tabulka 18 Riist kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu pii 8 °C, 22. den inkubace

Vzorek Redéni Miska 1 Miska 2 Vysledek / ml
(po pifepoctu)
12A NEG 10* 141 113 1,3-10° CFU
1A 10" 7 8 7,5:10° CFU
1A 10* 4 2 3-10* CFU
6A 10" 146 142 1,4-10° CFU
6A 10 109 87 9,8:10° CFU
12A 10" 152 76 1,1-10° CFU
12A 10 47 53 5-10° CFU
Tabulka 19 Riist kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu pti 8 °C, 37. den inkubace
Vzorek Redéni Miska 1 Miska 2 Vysledek / ml
(po prepoctu)
12A NEG 10" 110 134 1,2:10° CFU
1A 10* 1 1 1-10* CFU
1A 10" 4 8 6-10* CFU
6A 10° 14 22 1,8-10° CFU
6A 10° 145 127 1,4-10" CFU
12A 10° 12 11 1,2-10° CFU
12A 10° 17 18 1,8-10° CFU
Tabulka 20 Riist kultur 1A, 6A a 12A na tetradekanu pti 8 °C, 50. den inkubace
Vzorek Redéni Miska 1 Miska 2 Vysledek / ml
(po prepoctu)
12A NEG 10” 17 11 1,4-10° CFU
1A 10* 5 9 7-10* CFU
1A 10" 16 21 1,9-10° CFU
6A 10° 12 8 1-10° CFU
6A 10° 232 240 2,4-10® CFU
12A 10° 12 12 1,2-10° CFU
12A 10° 7 14 1-10° CFU

Z tabulek je vidét masivni nartist kultury 6A pii 8 °C v jedné ze dvou kultivacnich lahvi,

projevujici se od 37. dne kultivace; na konci inkuba¢niho obdobi v ni pfevySoval pocet

bun¢k o dva tady hodnoty jinych lahvi véetné kontroly. Proto byla kultura, vyrostla v této

kultivacni lahvi, ozna¢ena jako subkultura 6Atet.



1. UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

3
2,5
2
o
) Lo B 12A NEG
% ' m1A
35 6A
L
o 1 B GAtet
m 12A
0,5
0 _ o ;|
1 22 37 50
Cas [dny]

Obrazek 7 Pocet CFU/ml ve vybranych kultivac¢nich lahvich. Rychle rostouci kultura 6A je
oznacena jako 6Atet.

Na obrazku 7 je vidét naprosto jiné tempo rastu kultury 6Atet, a to i proti paralelni
kultivaéni lahvi obsahujici kulturu 6A. OvSem i1 u ostatnich kultur, v€etné negativni
kontroly, byl zaznamendn narast poctu bunck oproti stavu pii zahéjeni pokusu. Pravé
vzhledem k vysledku negativni kontroly vSak nelze u ostatnich kultiva¢nich lahvi (kromé

6Atet) uvazovat o skutecném rtstu bunék na tetradekanu.
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Obrazek 8 Logaritmus po¢tu CFU/ml ve vybranych kultiva¢nich lahvich. Rychle rostouci
kultura 6A je oznacena jako 6Atet.
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Rozdilné chovani kultury 6A v obou paralelnich lahvich za podminek nizké teploty vedlo

k poslednimu testu degradace tetradekanu touto kulturou.

4.9 Raust kultury 6A pri 8°C na tetradekanu: rist inokul s riiznou

predkultivaci (pokus 6)

Pokus 6 byl proveden tak, aby objasnil nejasnosti riistu kultury 6A. Byly tedy pfipraveny tfi

varianty suspenze této kultury:

a 6A80: kultura vyoCkovdna na R2A agar ze zamrazené konzervy uchovavané pfti
teploté -80°C. Pfedpokladem bylo, Ze tyto buiiky nikdy nepfisly s tetradekanem do
kontaktu.

b O6ATETI: nékolik kolonii z R2A agaru, na némz vyrostly kolonie po vyockovani
z MM s tetradekanem. Tyto bunky byly bezprostiednimi potomky bunék, které

vyrostly na tetradekanu v pokusu 5.

¢ OATET2: inokulum piimo zMM s tetradekanem. Tyto bunky vyrostly na

tetradekanu jako jediném zdroji uhliku a energie v pokusu 5.

Pro kazdou ze tfi variant bylo piipraveno 10 zkumavek s MM a tetradekanem jako jedinym
organickym substratem. Rast bunc¢k byl sledovan vizudlné a métenim optické hustoty

pomoci densilametru a v nasledujicich tabulkdch a v grafu na obrazku 9 jsou uvedeny

vysledky.
Tabulka 21 Opticka densita varianty 6A80:
Opticka densita
ﬁ";‘tek 20.12.  [27.12.  |3.1. 13.1. 30.1. 22.2.
1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2
2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
4 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3 0,2 0,2
5 0,1 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
6 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2
7 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3
8 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
9 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
10 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
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Tabulka 22 Optické densita varianty 6ATET1:
Opticka densita
ﬁ"zatek 20.12. | 27.12.  |3.L. 13.1. 30.1. 22.2.
1 0,1 0,5 2,9 4,0 5,1 5,9 5,9
2 0,2 0,6 3,6 6,0 6,0 6,0 6,0
3 0,1 0,5 3,1 4.4 53 5,9 5,9
4 0,2 0,7 4.8 5,9 5,9 5,9 5,9
5 0,1 0,5 3,1 5,5 5,9 5,9 5,9
6 0,1 0,6 3,4 5,8 6,0 6,0 6,0
7 0,2 0,7 4.6 6,1 6,1 6,1 6,1
8 0,1 0,5 3,1 5,8 6,0 6,0 6,0
9 0,2 0,6 3,1 5,8 5,9 5,9 5,9
10 0,1 0,6 3,5 5.8 5,9 5,9 5,9
Tabulka 23 Optické densita varianty 6ATET2:
Opticka densita
ﬁ‘;‘tek 20.12. | 27.12.  |3.L. 13.1. 30.1. 22.2.
1 0,1 5,2 5,9 5,9 5,9 5,9 5,9
2 0,2 5,5 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
3 0,1 53 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0
4 0,2 5,6 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
5 0,1 5,3 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0
6 0,1 5,4 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0
7 0,2 5,6 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
8 0,1 52 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0
9 0,2 5,5 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1
10 0,1 5,3 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0
6
5
_ 4
)
2
g 3 M 6A80
e W 6ATET1
g 2 6ATET2
1
O m— J
1 13 20 27 37 54 77
¢as [dny]

Obrazek 9 Opticka densita zkumavek variant kultury 6A v rozmezi 77 dnli inkubace
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Hodnoty jednotlivych paralelnich zkumavek si byly velmi blizké, takze jejich
zprauméerovanim vznikl vySe uvedeny graf na obrazku 9. Na ném si lze povSimnout, Ze
zatimco varianty 6ATET1 a 6ATET2 nakonec ukézaly vyrazny rist (s rychlym zahdjenim
rastu u varianty 6ATET2), varianta 6A80 prakticky nerostla.

Tyto vysledky naznacuji, ze ¢ast ptivodni kultury 6A, se kterou jsme zacinali pfi prvnich
testech, nakonec ukazala dobrou schopnost rozkladat tetradekan, a v této vlastnosti se
odlisila od zbytku zamraZené kultury 6A uchované pii teploté -80 °C. Tento proces musel
probéhnout za dobu, kdy testy probihaly. Na zacatku to byla jedna zkumavka kultury 6A
rozkladajici tetradekan malo a jedna velmi rychle, a na konci mély vSechny zkumavky se
stejnou variantou kultury 6A téméf stejny prubch ristu. Vysvétleni tohoto jevu neni
jednoznacné, lze se vSak domnivat, Ze na pocatku mohla mit ptivodni kultura 6A nestejné
genetické vybaveni v riznych buiikach, (naptiklad mohl byt v n¢kterych buiikach pifitomen
plazmid umoziujici vyuziti tetradekanu jako substratu), coz vedlo k nestejnym vysledkiim
v degradacnich testech s kulturou 6A. V kazdém ptipad¢€ bude nutné uchovéavat oddélené

subkulturu 6Atet od piivodni kultury 6A.

4.10 NEFERMtest 24

Kultury 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A byly testovany pro jejich identifikaci za pomoci
NEFERMtestu 24. Test na fosfataizu vysel pozitivné u vSech kultur. Test argininu byl
pozitivni u kultur 6A, 6B a 12A, zatimco u kultur 1A, 5A, 5B byly vysledky tohoto testu
slab€ pozitivni. VSechny ostatni testy obsazené v NEFERMtestu 24 byly negativni. Diky
témto vysledkiim lze usuzovat, ze zkoumané kultury patii k druhu Acinetobacter Iwoffii

nebo Acinetobacter junii.

4.11 Gramovo barveni

Buniky jednotlivych kultur, napéstované na TYA agarech, byly barveny Gramovym
barvenim a mikroskopovany imerznim mikroskopem. Z této prace byly potizeny fotografie
jednotlivych kultur, uvedené v prilohach. Toto mikroskopické pozorovani odhalilo, Ze se
jedna o gramnegativni bakterie ve tvaru kokua a také kokotyCinek (mlze se ovSem jednat
o zrovna délici se bunky). Tento tvar buné€k odpovidd zcela piesné rodu Acinetobacter

(Sedlagek, 2007).
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ZAVER

V této praci byly provedeny testy kultur oznacenych jako 1A, 5A, 5B, 6A, 6B a 12A. Tyto
kultury byly diive izolovany ze vzorkd stojatych a tekoucich vod. Kultury snaseji
zamrazeni pii -80 °C v glycerolu a mohou byt takto uchovavany. Také bylo zjisténo, ze tyto
kultury dovedou riist pii teplotach 7, 13, 23 a 30 °C. Pii teplotach 37 a 43 °C nerostou. Tyto

psychrotrofni bakterie dovedou jako zdroj energie pro rist vyuzit fenol.

Cilem této prace bylo nalezeni dal§ich substratl - polutantl, které by tyto bakterie také
dovedly degradovat pfti teploté 8 °C. Tato teplota je totiz bézna pro nékteré podzemni vody.
Testy pfi této teploté tak mohou slouzit pro ptipad, kdy by bylo naptiklad potieba odstranit

studované polutanty pfi této teplot¢.

Na toluenu a resorcinolu, N-methyl 2-pyrrolidonu a oktanu vSak rlst za 21 ani 38 dni
nenastal. Teprve hexadekan pfinesl pozitivni vysledek: rist kultury 1A a 12A 38. den
kultivace a kultury 6A, ktery byl pozorovan az v 90. den kultivace pi1 8 °C. Schopnost
téchto tii kultur rozkladat hexadekan byla ovétena i pii teplot€¢ 23 °C a ukazalo se, ze je

velmi dobrd, protoze rostly na hexadekanu pfi této teploté jiz po 3-5 dnech.

Dale probéhlo testovani rustu na tetradekanu, dodekanu a dekanu. Vyznamny riist na
dekanu a dodekanu nebyl pozorovan, zato tetradekan se ukdzal jako substrat vyuzitelny
testovanymi kulturami a to jak pfi teploté 23 °C tak i pti 8 °C. Kultuie 1A a 12A se dafilo
1épe pii vyssi teploté, zatimco kultura 6A rostla 1épe prave pii teploté 8 °C. Posledni test
odhalil, ze zatimco plvodni kultura 6A, po celou dobu uchovana pii teploté -80 °C, svou
schopnost rozkladat tetradekan ztratila, jeji urcita subkultura, s niz bylo pracovano v testech
s tetradekanem, si tuto schopnost uchovala. Tato subkultura od pivodni kultury 6A rastem

na tetradekanu odliSovala, proto byla samostatné¢ oznacena (6ATET) a zakonzervovana.

Predbézna identifikace kultur, provedend biochemickymi testy a Gramovym barvenim,
naznacila, ze vSechny studované kultury patii k druhu Acinetobacter Iwoffii/junii. Jedné se

o gramnegativni kokovité az kokoty¢inkovité bakterie.

Provedené testy v ramci této prace ukdzaly, Ze diive ziskané bakteridlni kultury rostouci na
fenolu pii 8 °C sice nedisponuji schopnosti vyuzivat SirSi Skalu dalSich organickych
polutantii, nékteré z nich vSak pfece jenom mohou na urcitych linedrnich uhlovodicich rast.
Jejich utilizace tetradekanu a hexadekanu naznacuji moZnost rozkladu jest¢ delSich
uhlovodiki, kterd by méla byt otestovana, a zaroveil nabizi prace na zmapovani jejich
schopnosti ristu na uhlovodicich mezi teplotami 23 °C a 8 °C, napfi. pfi mirn¢ chladnych

teplotach mezi 10 az 15 °C.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
1A, 5A, 5B, 6A, 6B, 12A, 6Atet pracovni oznaceni kultur
CFU colony forming units — jednotky tvofici kolonie

MM  mineralni médium

R2A  néazev agaru pro kultivaci bun¢k

TYA Tryptone yeast extract agar
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