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Anotace

Prace byla zaméfena na sledovani vyskytu a schopnosti bakterii degradovat
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), které jsou vyznamnou skupinou latek
znecist'ujicich Zivotni prostiedi. Jako modelova latka byl zvolen pyren
(benzo[def]fenantren), ktery neni rozkladan béznymi mikroorganismy. Z mist, kde se
dala predpokladat kontaminace latkami PAU, byly odebrany vzorky. Ty pak byly
homogenizovany, extrahovany a vysety na misky se selektivni agarovou ptidou, ktera
obsahovala tenkou vrstvu pyrenu jako jediny zdroj organického uhliku pro vyzivu
mikroorganismi. Touto metodou bylo charakterizovano devét samostatnych bakterii,
nebo konsorcii, které byly v rizné mite schopny degradovat pyren. Degradac¢ni aktivita
byla ovéfena spektrofotometricky, podle ubytku typické fluorescence pyrenu. Pro
rychly screening Uibytku pyrenu na detekénich miskach byla vyvinuta metoda
fluorescencni fotografie. Vyrazna degradacni aktivita viici pyrenu byla nalezena u péti
bakteridlnich spolecenstev, ktera rozkladaji olejovou emailovou barvu, asfaltovy
dispersni natér, asfalt po naruSeni motorovym olejem, dehtovanou lepenku a opadlou
kiru biizy (Betula verrucosa). Rovnéz byla potvrzena vysoka stabilita a degradac¢ni
schopnost u archivniho vzorku bakteridlni populace z komplexné kontaminované
lokality po deseti letech skladovani. Bylo provedeno Caste¢né Cisténi a urceni aktivnich
slozek degradujicich spolecCenstev. Vysoké zastoupeni bakterii degradujicich pyren ve
zkoumanych suspektnich vzorcich prokazuje jejich vétsi rozsiteni v prostiedi, nez by
bylo mozné predpokladat na zakladé€ literarnich udajt. Jejich piekvapiveé hojny vyskyt
1ze ptipsat kontaminaci zivotniho prostiedi v dasledku ¢innosti ¢lovéka. Nalezena
bakterialni spoleCenstva s vysokou aktivitou jsou zdrojem kmeni pro potencidlni vyvoj

biotechnologickych preparatii uréenych k dekontaminaci oblasti znecisténych PAU.

Klic¢ova slova: biodegradace; polycyklické aromatické uhlovodiky; PAU; pyren



Annotation

The work was focused on monitoring and the ability of bacteria to degrade polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs). From places where we assumed the contamination by
this substances were taken samples. Then they were homogenized and applied to agar
plates with a thin layer of pyrene. By this method was discovered nine individual
bacteria or consortia that are in varying degrees, able to degrade pyrene. At the same
time a vertification of the degradation ability of a ten years stocked archival sample was
made. This sample has the highest degree of degradation. The degradation activity was

verified using spectrophotometry and fluorescence photos.

Key words: biodegradation; polycyclic aromatic hydrocarbons; PAH; pyrene
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Uvod

Préace byla zaméfena na sledovani vyskytu a schopnosti bakterii degradovat
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), které jsou vyznamnou skupinou latek
zneCiSt'ujicich zivotni prostiedi. Jako modelova latka byl zvolen pyren
(benzo[def]fenantren), ktery neni rozkladdn béznymi mikroorganismy. Z mist, kde se
dala ptedpokladat kontaminace latkami PAU, byly odebrany vzorky. Ty pak byly
homogenizovany, extrahovany a vysety na misky se selektivni agarovou ptidou, ktera
obsahovala tenkou vrstvu pyrenu jako jediny zdroj organického uhliku pro vyzivu
mikroorganismi. Touto metodou bylo charakterizovano devét samostatnych bakterii,
nebo konsorcii, které byly v rizné mite schopny degradovat pyren. Degradaéni aktivita
byla ovétena spektrofotometricky, podle ubytku typické fluorescence pyrenu. Pro
rychly screening ubytku pyrenu na detek¢énich miskach byla vyvinuta metoda
fluorescencni fotografie. Vyrazna degradacéni aktivita viici pyrenu byla nalezena u péti
bakteridlnich spolecenstev, ktera rozkladaji olejovou emailovou barvu, asfaltovy
dispersni natér, asfalt po naruseni motorovym olejem, dehtovanou lepenku a opadlou
karu biizy (Betula verrucosa). Rovnéz byla potvrzena vysoka stabilita a degradacni
schopnost u archivniho vzorku bakterialni populace z komplexné kontaminované
lokality po deseti letech skladovani. Bylo provedeno ¢astecné ¢isténi a uréeni aktivnich
slozek degradujicich spolecenstev. Vysoké zastoupeni bakterii degradujicich pyren ve
zkoumanych suspektnich vzorcich prokazuje jejich vétsi rozSiteni v prostiedi, nez by
bylo mozné predpokladat na zakladé literarnich udajt. Jejich prekvapiveé hojny vyskyt
lze ptipsat kontaminaci zivotniho prostiedi v disledku ¢innosti ¢lovéka. Nalezena
bakteridlni spolecenstva s vysokou aktivitou jsou zdrojem kmenti pro potencialni vyvoj

biotechnologickych preparat ur¢enych k dekontaminaci oblasti znecisténych PAU.

Typy rozkladu organickych latek

vvvvvv

Zemi. Podle obecného schématu se organické latky rozkladaji na mineralni latky, ty
jsou pak znovu vyuzity rostlinami. Ty je pfeméni na latky organické, které mohou byt
vyuzity jinymi zivocichy, anebo se mohou znovu rozlozit. Tento kolob&h narusuji
perzistentni latky, neboli latky, které¢ dokazou do urcité miry odolavat ptirozenym

rozkladnym procestim. Do ptirodniho prostiedi se dostavaji zejména Cinnosti ¢loveka.



Ale 1 pfes jejich perzistenci, se vétsina odolnych organickych latek ¢asem rozlozi a

Abiotické faktory

Pii rozkladu vlivem abiotickych faktora se jedna se o takové rozkladné procesy, kde
nedochazi k biochemickym reakcim. Za piiklad, ze i perzistentni a tedy i chemicky
stabilng;jsi latky mohou podléhat abiotickym rozkladtim, uvadim polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU). Tyto latky se podle molekulové hmotnosti déli na
nizkomolekularni a vysokomolekularni, pficemz vyssi molekulovd hmotnost (vyssi

pocet kondenzovanych jader) je spojena s vyssi stabilitou v prostiedi.

Vodni prostredi

rrrrr

PAU s vyssi molekulovou hmotnosti procesu t€kani nepodléhaji. Jejich odstranéni
z vodniho prostiedi muze probihat pfijmem vegetaci. V sedimentech se PAU, vzhledem
k nedostatku kysliku a slune¢niho zafeni, rozkladaji pomaleji. Dochazi zde tedy k jejich

cey

akumulaci. Odtud jsou pfijimany organismy zijicimi na dné.(1)

Ovzdusi

Do ovzdusi se PAU dostavaji procesem nedokonalého spalovani. Jsou primarn¢ tvofeny
Vv plynné fazi, odkud se v pribéhu kondenzace sorbuji na tuhé ¢astice. Timto zpisobem

jsou schopny ptenosu na velmi vzdalena mista. Pti svém transportu ¢asto podléhaji
fotooxidaci.(1)(2)

Puda
Odstranovani PAU z plidy do znacné miry zavisi na jejich vlastnostech, nebot’ se PAU

sorbuji na jeji ¢astice. Adsorpce dobie koreluje s obsahem organické hmoty, na kterou

se sorbuji hydrofobni latky. Odstranovani PAU z pudy probiha mnoha zplsoby:

e tékanim — u nizkomolekularnich PAU
e fotooxidaci — zavisi na mnozstvi slune¢niho zareni
e vymyvanim — zavisi na rozpustnosti PAU

e piijmem vegetaci (1)
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Biotické faktory

Jsou zodpovédné za takové rozkladné procesy, kde jsou organické latky rozkladany
organismy. Nejcastéji to byvaji bakterie, houby a fasy.(2) Pfedlozena prace byla
zameiena na degradacni schopnosti bakterii, nebot’ jsou celkoveé aktivnéjsi nez ostatni
mikroorganismy a mohou rozkladat $irsi spektrum latek. Schopnost degradovat
perzistentni latky je u bakterii ¢asto ulozena v plazmidech. Je to spojeno s tim, ze
schopnost rozkladat a tudiz i vyuzivat urcitou latku je jen adaptaci na okolni prostredi a
neni to proto nepostradatelna vlastnost pro preziti bakterie. Pfipadna ztrata plazmidi, ke
které dochazi pomérné ¢asto, potom nemusi pro bakterii znamenat smrt. Na druhou
stranu moznost $ifeni degradacni schopnosti v populaci bakterii spolu s piendSenym

plazmidem dovoluje rychle vyuzit novy zdroj organickych latek.

Bakterialni degradace podle skupin cilovych
latek

Skupina latek nazyvana téZkorozlozitelné organické latky obsahuje n€kolik podskupin,
z nichZ nejvyznamnéjsi a nejcastéji studované jsou polychlorované bifenyly

a polycyklické aromatické uhlovodiky.

Polychlorované bifenyly

Jednou z téchto podskupin jsou PCB neboli polychlorované bifenyly. Jsou to latky,
které maji na svém bifenylovém jadre jeden az deset atomt chloru. Podle stupné
chlorace jsou bezbarvé az zluté. Méné chlorované PCB jsou kapaliny. Vice chlorované
PCB jsou pevné latky. PCB jsou latky hydrofobni, jsou velmi odolné vii¢i t¢inklim
kyselin a zasad, nepodléhaji oxidaci béZnymi oxida¢nimi ¢inidly a jsou témef
rezistentni vic¢i hydrolyze a alkoholyze.(3) Mimo tyto vlastnosti k Sirokému pouziti
PCB pfispély jejich elektroizola¢ni vlastnosti, vyborna tepelna vodivost, chemicka
inertnost, nizka vznétlivost a hotlavost. PCB byly celosvétoveé vyrabény od 30. let do
poloviny 80. let 20. stoleti a pouzivaly se jako chladici kapaliny v transformatorech,
teplonosna media, ohnivzdorné a teplonosné antikorozni hydraulické kapaliny v dilnich

zatizenich a vakuovych pumpach.(4)
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Degradace PCB byla popsana u bakterialnich kment: Alcaligenes Y42; Acinetobacter
P6 a Pseudomonas sp. LB400. Obecné plati, ze:

e Dbiodegradabilita klesa se stoupajicim stupném chlorace
e kongenery s nesubstituovanym kruhem jsou obecné transformovany rychleji nez

kongenery se substituci na obou kruzich

.....

.....

piipadé¢ bakterialnich kment Alcaligenes eutrophus H850 a Pseudomonas sp.

LB400 osahuji i enzym bifenyl-3,4-dioxygenasa

O moznosti biodegradace PCB rozhoduje hlavné uspofadani atoma chloru. Je napiiklad
znamo, ze tetra-a pentachlorbifenyly jsou transformovany mnohem snadnéji, kdyz je
jeden z kruhd substituovan v polohach 2 a 3, anebo Ze dva atomy chloru v polohach 2,6-

a 2,2'- zvysuji rezistenci k biotransformaci.(3)

Polycyklické aromatické uhlovodiky

Skupina PAU (mezinarodni zkratka PAH je odvozena od ,,Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons™) také patii do tézkorozlozitelnych organickych latek. Jedna se o latky,
které maji ve své struktuie dvé a vice kondenzovanych benzenovych jader. Za
normalnich podminek to jsou pevné latky a jejich vlastnosti pfimo zévisi na struktufe
molekuly. Se vzristajici molekulovou hmotnosti vzrista bod tani, bod varu, lipofilita a

klesa rozpustnost ve vode¢. (1)

Rozpustnost PAU

Rozpustnost ve vodé hraje dilezitou roli pro dostupnost PAU pro mikroorganismy.
Obecné plati, Ze rozpustnost PAU ovlivituje obsah soli a organickych latek ve vodé.
Naptiklad v odpadnich vodach se mize rozpustnost nékterych PAU zvysit az fadove.
Naopak v moiské vodé, je v disledku obsahu anorganickych soli jejich rozpustnost
niz§i. DalSim dilezitym faktorem ovlivitujicim rozpustnost ve vodé je teplota.
Rozpustnost anthracenu se pii zmén¢ teploty z 5°C na 30°C zvysi pétinasobné. Dale se
da fict, ze rozpustnost ve vod¢ a degradabilita je nepfimo imérna poctu aromatickych

kruhu v struktuie.(2)(1)

12



Adsorbce PAU

Adsorpce je dal$im dilezitym faktorem ovliviujicim jejich degradabilitu. Adsorpce
zpusobuje, ze se molekuly PAU fyzikaln¢ navazou na okolni prostiedi a znemozni tak
degradatorim se k nim dostat. PAU se mohou timto zptisobem sorbovat naptiklad na
zrnka pisku, ktery se pak stava jakymsi rezervoarem. Adsorpce na pevné latky je u
jednotlivych PAU nepfimo imérna jejich parcialnimu tlaku par. To znamena, ze ¢im je

latka t€kavéjsi, tim je nizsi adsorbee.(2)(1)

Struktura a perzistence PAU

Struktura ptimo souvisi s reaktivitou a tedy i s perzistenci PAU. Jak bylo vySe uvedeno,
tak se PAU skladaji ze dvou a vice kondenzovanych benzenovych jader. Tyto jadra
mohou byt v: linearnim (napiiklad tetracen obrazek 1a), angularnim (naptiklad chrysen
obrazek 1b)nebo klastrovaném (naptiklad pyren obrazek 1c) seskupeni. Reaktivita
zavisi na poctu a seskupeni téchto jader. V linearné anelovaném uspotadani jsou tyto
latky nejmén¢ stabilni. Jejich stabilita rose ke klastrovanému usporadani a nejvyssi je u

angularniho. Kromé uspofadani aromatickych jader, se daji PAU délit na:

e nizkomolekularni s molekulovou hmotnosti: 152-178 g/mol.
e Stfednémolekularni s molekulovou hmotnosti: 202 g/mol .

e Vysokomolekularni molekulovou hmotnosti: 228-276 g/mol .

Nizkomolekularni PAU jsou degradovany velkou skupinou organismti, naopak
vysokomolekularni PAU jsou diky své struktufe degradovany mens$im poctem
mikroorganismu.(1) dale se da fici, Ze rychlost degradace je nepfimo umeérna poctu

aromatickych kruht. (5)

Bakterialni degradace podle druhu bakterii

Kromé¢ hub, fas a dal$ich skupin organismi mohou perzistentni latky velmi G¢inné
degradovat bakterie. Vyhoda v bakterialni degradaci perzistentnich latek je predevsim
v spektru latek, které dokazou bakterie metabolizovat. Dalsi vyznamnou vyhodou je

rychlost degradace.

Bakteridlni schopnost degradace PAU a PCB byla dokdzana u mnoha druhti bakterii.

Mezi nejucinnéjsi degradatory PAU patii rody: Pseudomonas;
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Mycobacterium;Rhodococcus; Sphingomonas.(1);(6);(7); (5) Substratova specifita

publikovanych degradatorii je uvedena v tabulce 1:

Tabulka 1. Substratova specifita znamych bakterii rozkladajicich polycyklické

aromatické uhlovodiky

Bakterie Substratova specifita pramen
(rozkladané latky)

Pseudomonas putida, P. fenantren; anthracen; fluoranthen; | (8)(1)

aeruginosa, P. paucimobilis,P. fluoren; naftalen

fluorescens,P. stutzeri,

Pseudomonas sp.

Rhodococcus sp. pyren; fenanthren; anthracen; (1)(9)
fluoranthen; chrysen;

Flavobacterium sp. fluoranthen; anthracen 1)

Sphingomonas paucimobilis pyren; fluoranthen; chrysen; (1)(10)
benzo(a)pyren; benzo(a)antracen;
naftalen; fenantren; antracen

Mycobacterium sp. pyren; fenantren; fluoranten; (D(11)

naftalen; antracen

Bakterialni rody degradujici PCB jsou naptiklad: Alcaligenes; Pseudomonas;

Acinetobacter; Corynebacterium. (3)

Rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou Gram-negativni, chemoorganotrofni, ty¢inky.

Pohybuji se polarn€ orientovanymi bi¢iky. Rostou v rozmezi 0-42 °C. Teplotni

-----

specifity. M. Bouchez a kol. u tohoto rodu uvadi bakterie, které jsou schopny rist na

naftalenu, fluorenu a fenantrenu jako na jediném zdroji uhliku.(9)
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Rod Mycobacterium

Bakterie rodu Mycobacterium patii k nejic¢innéjsim degradatorim PAU. Jsou schopny
degradovat Siroké spektrum téchto latek. Mimo nizkomolekularnich PAU jako jsou
napiiklad fenantren, anthracen, jsou schopny degradovat nékteré vyssi PAU jako pyren,
fluoranten, benzo[a]pyren. C. E. Cergnilia a Ingrid Kelley uvadi bakterii
Mycobacterium sp. se schopnosti mineralizovat 95% fluorantenu za 24 hodin. (6) Do
tohoto rodu patii i bakterie Mycobacterium vanbaaleni PYR-1, objevena jiz zminénym
Cergniliou. Tato bakterie patii k prvnim objevenym a nejuc¢innéjsim rozkrada¢im PAU
(zejména pyrenu). Je schopna rozkladat bifenyl, naftalen, anthracen, fluoranten, 1-
nitropyren, pyren, fenanthren, benzo[a]pyren, benz[a]anthracen, 7,12-
dimethylbenz[a]anthracen. (13); (5); (13) Dalsi bakterii se schopnosti utilizovat §iroké
spektrum PAU popsali E. Karabika a kol. Jedna se o Mycobacterium sp. SPYR1. Tato
Gram-pozitivni bakterie je schopna vyuzit pyren, fluoranten, fluoren, anthracen a

acenaften jako jediny zdroj uhliku a energie.(14)
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Metodika

Pouzité pomucky, pfistroje a chemikalie
Pomducky a pfistroje

parni autoklav; chlazena fluorescen¢ni kamera- Diana 2 (vyrobce: Raytest,
Straubenhardt, SRN); RF-540 (vyrobce Shimadzu, Kjoto, Japonsko), horkovzdusny
sterilizator; termostat (na 25°C); laboratorni vahy; automatické pipety a plastové Spicky;
Petriho misky (sklenéné a polystyrenové); mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml;
Erlenmeyerovy banky 100 ml; autoklavovatelné 1ahve na zasobni roztoky- sérovky;
mikrobiologické klicky; sklenéné stérky na roztirani vysevl na agarovych ptidach

(,,hokejky*); alobal; porcelanova tieci miska
Chemikalie
Pyren; aceton; etanol; slozky mikrobiologickych ptd viz nize

Slozeni a pfiprava kultivacnich médii

Thorntonova pida:

KNOy oo 0,5 g/l
KoHPO, oo 1,0 g/l
MGSOy ..., 0,2 g/l
NaCl ..o, 0,149/l
FECI3 i 0,002 g/l
CaCly e, 0,2 g/l
Asparagin ........ceeeveeeiienieene 0,549/l
Manit .......ccoeveieee 1,00/1 (2)



poznamka: pH se nemusi upravovat

Po autoklavovani pti 120°C po dobu 20 minut byly piidy zchlazeny na vodni l4zni na
55°C a nalévény do Petriho misek po 20 ml. Po zatuhnuti agaru a oznaceni byly misky

dosusSeny pfi pokojové teploté tfi dny a do pouziti skladovéany pii 4°C v PE saccich.

V ptipad€ minerdlni piidy podle Kistnera byl vytvofen film pyrenu rozetfenim 1 ml
0,02% pyrenového roztoku v acetonu (4 mg/ml) pomoci zahnuté sklenéné ty¢inky po
celé plose agarové plotny. Pyren se vylouci ve formé drobnych krystalka v disledku

prudkého poklesu rozpustnosti po smiseni acetonu s vodou z povrchové vrstvy agarové

pudy.

Metody a postupy

Odbér a skladovani vzorku

Odbér piidnich a jinych vzorkil byl provadén asepticky sterilni 1Zi€kou a pinzetou.
Pomucky byly v terénu sterilizovany plamenem. Vzorky byly odebrany 30. ledna

Z mist, kde bylo mozné predpokladat vyskyt polycyklickych aromatickych uhlovodikd,
¢1 jinych vysokomolekularnich nepolarnich latek. VSechna odbérova mista se nachéazela
na otevienych plochach v arealu biologickych tstavit AV CR v Praze 4 - Kré (obr. 2).

Bylo nasbirano celkem 9 vzorkd:

1. Drt asfaltové smési z okraje vozovky

2. Opadana biezova kura (Betula verrucosa Ehr.)

3. Zvétraly natér na zelezném ploté, predpoklada se olejovy email pro venkovni
pouziti

Sediment destové vody stékajici z parkovaci plochy

Drevéné piliny s moznou kontaminaci uhlovodiky z parkovaci plochy

Zvétrala dievotiiskova deska

N o a &

Srazeny dispersni asfaltovy natér
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8. Asfalt z vozovky naruSeny motorovym olejem

9. Dehtovana lepenka

Vsechny materialy byly v mistech odbéru dlouhodob¢ vystaveny povétrnostnim vliviim,
tudiz bylo mozné piedpokladat probihajici biologickou degradaci. Odebrané vzorky
byly skladovany ve dvou vrstvach sterilnich polypropylenovych sack pii 4°C ve tm¢.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit, archivni vzorek z komplexné kontaminované
lokality, ktery byl 10 let uchovavany za uvedenych podminek. U bakterialni populace z

tohoto vzorku byla jiz diive prokazana mimotadné vysoka degradac¢ni aktivita.

Rozbor vzorkU

Extrakce vzorku

Ze vzorkl po dvoumeési¢nim skladovani byla steriln€ odebrana navazka 5 g (ptipadné
méné dle mnozstvi vzorku). Pevné vzorky byly homogenizovany ve sterilni misce.
Mikroorganismy byly uvolnény energickym promichanim do desetindsobného mnoZstvi
sterilni destilované vody. Z této suspenze byla v mikrozkumavkach pfipravena fada
dekadickych fedéni az do 10, Dekadicka fedéni byla provadéna na ledové lazni, aby se

zabranilo poklesu ¢etnosti Zivotaschopnych bakterii.

Kvantitativni stanoveni bakterii

Z fedéni extraktii 107, 10 a 10°® bylo nanaseno 100 pl na misky s Thorntonovou
pudou. Po rozetfeni byly misky inkubovany v obracené poloze pti 25 °C po dobu 5 dn,

kdy byl vizualn¢ zjistén pocet bakterialnich kolonii.
Kvantitativhi stanoveni schopnosti degradovat pyren

Z extrakti fedénych 10°, 10™ a 107 bylo nanaseno 100 pl na misky s filmem pyrenu.
Kultivace probihala pti pokojové teploté. Vysledky byly stanoveny po 14 a 28 dnech.
Kolonie s degradac¢ni aktivitou byly hodnoceny bud’ podle vyrazného naristu biomasy,
nebo podle tvorby vyjasnénych zon, tzv. lytickych zon. Lytické zony jsou projevem
vymizeni mlééného zakalu PAU v okoli bakterialni kolonie. Druhou moznosti je
sledovat pokles fluorescence pyrenu pod UV osvétlenim (1). Degradaéni aktivita byla

hodnocena arbitrarné podle rozsahu 1yze pyrenu na miskach znamkou od 0 do 3.
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e O..... bez aktivity degradace pyrenu

o 1. naznak aktivity degradace pyrenu

[ ]
N

......... stiedni aktivita degradace pyrenu

o ... silna aktivita degradace pyrenu

Varianty, jejichz opakovani vykazovala degrada¢ni aktivitu ptes 2,5, byly zvoleny pro
ptipravu ¢istych kultur s vysokou degradacni aktivitou ve druhé fazi ¢isténi
degradatorii. Za timto ucelem byl z dobie definovanych lytickych zon proveden stér
sterilni pipetovaci Spickou. Ze stéri byla pfipravena suspenze a jeji dekadicka fedéni
podle postupu uvedeného vyse. Z fedénych suspenzi byly opét provedeny vysevy na
pevné selektivni médium s vrstvou pyrenu tak, aby doslo k tvorbé jednotlivych
bakteridlnich kolonii, resp. lytickych zon. Vychozim ptedpokladem byl odhad 10°
bakterii, které ptiblizné ulpi na plastové Spicce. Pocet a typ lytickych zén a kolonii byly

stanoveny po 14 a opakované po 28 dnech inkubace.

Ve treti tazi izolace degradatort bylo provadéno rozockovani mikrobiologickou

kli¢kou, ptipadné sterilnimi pipetovacimi Spickami, z dobie definovanych lytickych zon
pfimo na selektivni piidu s pyrenem a soub&zné na Gplnou bakteriologickou ptdu podle
Thorntona. Pfipadné dalsi ¢iSténi a kontrola na pfitomnost kontaminaci byly provadény

pomoci roztérii na miskach.

Fluorescencni metody pro sledovani degradace

pyrenu

Na prokazani ubytku pyrenu byly pouZzity dvé metody, které byly zaloZeny na typické

fluorescenci pyrenu pii ozafeni ultrafialovym svétlem.

Spektrofotometricky prukaz degradace pyrenu

Mizeni pyrenu z detek¢énich misek v disledku jeho rozkladu bylo prokazovano pomoci
fluorescenéni spektroskopie. Vyfiznuté blocky agaru véetné povrchové vrstvy byly
ptreneseny do UV-transparentnich kfemikovych kyvet o objemu 1 ml a dikladné
homogenizovany pomoci plastové pipetovaci Spicky. Fluorescen¢ni spektra
homogenizovaného média byla zapisovana pomoci fluorescenéniho spektrofotometru

RF-540.
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Fluorescencni fotografie detekCnich misek

Mizeni vrstvy pyrenu na miskach s minimalni piidou bylo sledovano nejenom podle
snizeni rozptylu svétla pii rozpousténi krystalkl (jako projasnéni zon), ale byla i
vyuzivana silna fluorescence pyrenu po ozareni ultrafialovym svétlem. Pro tento ucel

byla navrZena a ovétena detekce pomoci vysoce citlivé fluorescencni kamery.

Odkryté misky byly umistény na pevnou tmavou podlozku a nejdiive fotografovany
kamerou Diana II v rovhomérném svétle dvou 15 W zarovek dopadajicim pod thlem asi
45°. Nasledn¢ byla kamera ptepnuta do fluorescenc¢niho rezimu a miska byla osvétlena
parem rtutovych vybojek s pfiblizné€ stejnym umisténim jako zdroj viditelného svétla.
Viditelna ¢ast (zhruba nad vinovou délku 400 nm) a dlouhovinnd UV ¢&ast svétla
vybojek byly odstranény pomoci UV-transparentniho filtru s Sirokym pasmem kolem
256 nm. Fluorescence byla snimdna ptes pevné zabudovany cerveny opticky filtr
pouzivany pro filtrovani fluorescence laboratorniho fluorescen¢niho barviva ethidium

bromidu (propustnost ptiblizné 540—-630 nm).

Ziskané digitalni soubory byly nasledné zpracovany pomoci programu ImageJ (15).
Zabéry odpovidajici odrazivosti a fluorescenci povrchu agarovych ptid byly obarveny
faleSnymi barvami ¢ervenou a modrou a spojeny do kompozitnich barevnych snimki.
Intenzita a kontrast barevnych kanalli byly upraveny pro odliSeni ploch s riznou mirou

degradace pyrenu.
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Vysledky a diskuse

Zastoupeni bakterii ve vzorcich

Z kvantitativniho stanoveni kolonii vSech bakterii (tabulka 2.) celkové vyplyva, ze i v

zdanliveé neptiznivém prostiedi se nachéazi velké mnozstvi bakterii. Tento poznatek

nasvédcuje tomu, ze se bakterie dokdzou s kontaminaci polycyklickymi aromatickymi

uhlovodiky a jinymi organickymi latkami vyrovnat. Je u nich tedy obsazena schopnost

v

tyto latky bud’ metabolizovat, nebo detoxifikovat. Nejnapadné;jsi je tento jev u vzorku €.

8 (Olej+rozleptany asfalt). U tohoto vzorku bylo prokdzano nejvétsi mnozstvi bakterii

zZ celého méfeni. Nejmensi mnozstvi bakterii se nachézelo u vzorku €. 10 (Archivni

vzorek). Toto relativné nizké Cislo lze vysvétlit desetiletym skladovanim tohoto vzorku.

Tabulka 2. Celkové pocty bakterii ve vzorcich pii stanoveni na komplexni

bakteriologické pudy podle Thorntona.

Cislo pocet kolonii pocet kolonii hmotnost | Plati
vzorku |Typ vzorku (fedéni 107 (fedéni 107 vzorku (9) |(KTJ/g)*
1| asfaltova drt’ 400 0 5| 4,E+06
bfezova kira (bfiza
2 [ belokora) nepocitatelné 640 5] 6,E+08
olejovy natér na
3 | zelezném ploté 100 9 0,18 5,E+06
4 [blato z parkovisté  |nepocitatelné 11 5| 1,E+07
5| piliny u parkovisté 300 3 5| 3,E+06
6 | dfevottiska nepocitatelné 11 51 1,BE+07
7 | asfaltova suspenze |nepocitatelné 400 5| 4,E+08
olej+rozleptany
8 | asfalt nepocitatelné 800 5| 8,E+08
9 |dehtovana lepenka |nepocitatelné 400 5| 4,E+08
10 | archivni vzorek 17 1 3] 2,E+05

* KTIJ je zkratka pro ,,kolonie tvofici jednotky*
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|zolace a CiSteni bakterii schopnych degradovat
pyren

1. etapa

Témeéf u vSech piirodnich vzorka byla v hrubych extraktech prokazana aktivita uz 2.
tyden po zahdajeni kultivace (obr. 3). Jedinou vyjimkou byl vzorek €. 2, kiira z btizy
bélokoré. Nejvyssi aktivita byla pozorovana u vzorku €. 10 (archivni vzorek). Déle byla
prokazéana vyraznd aktivita u vzorku €. 7 (asfaltovy dispersni natér) a 8 (olej +

rozleptany asfalt).

Po 4 tydnech probéhlo dalsi hodnoceni, které je rovnéz zaneseno v grafu (obr. 4).
Opakovany odecet potvrdil vysokou aktivitu vzorkli 7, 8 a 10 a rovnéZz ukézal, Ze
prakticky vSechny vzorky obsahovaly degradatory pyrenu, i kdyz existovaly velké
rozdily v rychlosti rozkladu. Nejmén¢ aktivni byla populace z asfaltové drti, dfevotiisky
a smyv z parkovi$té. Na druhou stranu prekvapiva aktivita byla nalezena i ve vzorku €.
2 ¢&isté prirodniho plivodu (biezova kiira), 1 kdyZ zde nelze pritomnost aromatickych

uhlovodikt predpokladat.

Déle je patrné, Ze nejvetsi aktivita se vyskytovala u nejvysSich fedéni. Tento jev je
ziejme zpusoben pfilisSnym rozriustani hub, které inhibuji riist bakteridlnich kolonii.
VEtsi fedéni tedy neobsahuje tak velké mnoZstvi houbovych spor, aby houbové kolonie
vyraznéji inhibovaly rist bakterialnich kolonii. Tento jev také zpusobil chybé&jici ¢i
vybocujici idaje ve variantach nejspise miize za drobné odchylky ve vzorcich €. 1/ 10°
(asfaltova drt), 6/10° (dievotiiska v rozkladu),7/10° (asfaltova suspenze), 7/10™
(asfaltova suspenze), 9/100 (dehtova lepenka) a 10/ 10°. V t&chto ptipadech se na
Petriho misce vytvoftil souvisly povlak hub, ktery ztizil hledani lytickych z6n. Ptirozena

fluorescence hub také znemoznila hledani lytickych z6n pomoci UV svétla

2. etapa

JiZ druhd etapa Cisténi vedla k dileZitym zaveérim ohledné povahy degradujicich
mikroorganismil. Redéni stérti z lytickych zén prvniho vysevu dovolilo zbavit se ve
vétsSing piipadi houbovych kontaminaci, nicméné degradacni aktivita se pienesla do

novych kultur a jeji hodnota podle arbitrarni stupnice korelovala s aktivitou
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Vv primarnich vysevech (vysledky nejsou prezentovany). Tudiz Ize ptedpokladat, ze
pozorovand degradacni aktivita je mikrobiologického ptivodu a je spojena

s bakterialnimi kmeny ¢i spoleCenstvy.

3. etapa

Tieti etapa CiSténi, tj. odockovani jednokoloniovych izolatt, byla prekvapivé netspésna.
Tento jev lze prozatimné vysvétlit piedpokladem, Zze i€inny kmen je omezen na
mikrokolonii ve stfedu kazdé lytické zony a pti pouziti plastové Spicky pro pieneseni
neni vétSinou zachycen. Pfedpokladané centralni mikrokolonie se ale nepodatilo

vvvvvv

zaméienou na izolaci aktivnich degradatorti pyrenu (Tuhackova, 2000;(1)).

I pres vySe uvedeny problém se podatilo izolovat predpokladany u¢inny kmen ze
vzorku €. 7 (olej + asfalt) a rovnéz je k dispozici izolat aktivniho kmene z archivniho
vzorku €. 10, pfedbézné uréeny jako Mycobacterium sp. (Tuhackova, 2000; (1)). Jejich
dalsi charakterizace by méla pfispét ke znalostem bakteridlni degradace PAU

a vzhledem ke zji§ténym vysokym aktivitdm je mozné i jejich biotechnologické vyuziti.

Centralni lokalizace pfedpokladanych mikrokolonii v lytickych zoénach vede k zavéru,
ze k rozpousténi pyrenovych krystalli neni potteba pfimy kontakt s bakterialnimi
bunkami. K ubytku krystalti miize dochazet distan¢né piisobenim ucinnych latek
bakterialniho pivodu a pfipadné i enzymi, které difunduji do okoli kolonii. Tento
ptedpoklad je v souladu s publikovanymi tidaji o tvorb¢ tzv. biosurfaktantl (povrchové

aktivnich latek) u fady zndmych kmeni degradatori.

Pouziti fluorescencni fotografie pro nalezeni
degradatort PAU

Vizuélni hodnoceni tbytku pyrenu v naockovanych miskach na zdklad€ mizeni zakalu
(projasniovani plakti) bylo podpoteno pomoci fluorescenéni fotografie (obr. 5). Pyren,
zobrazeny jako modry signal, v negativnich kontrolach, ¢i pfi naockovani neaktivni
populaci mikroorganismt pretrvaval ve form¢ souvislého filmu obsahujiciho vétsi
krystalky (obr. 5A). Na druhé stran¢ aktivni populace vytvarely nepravidelné lytické
z6ny, kde modry signal pyrenu chybél (obr. 5 B-D).
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U struktur, které odrazely svétlo, ale nemély vlastni fluorescenci, pievlada cervena
barva. Jedna se zejména o bakterialni kolonie. Na obr. 5 B-D jsou oznaceny Sipkami. V
kazdém piipadé dovoluje fluorescencni metoda odlisit necistoty ¢i rust kolonii
mikroorganismil od rozptylu zpiisobeného filmem pyrenu. Tyto piipady byva tézké
odlisit i pfi pouziti binokuldrni lupy s vysokym zvétSenim. Je tieba zdiiraznit, Ze mista
vyskytu viditelnych bakterialnich kolonii v zadsadé nijak neodpovidala rozsahu lytickych
zon. Toto pozorovani lze vysvétlit jako rist vlastnich degradatorti ve formé biofilmu ¢i
mikrokolonii. V obou ptipadech by tyto struktury nebyly makroskopicky pozorovatelné
ve viditelném svétle. RozliSeni mezi témito moznostmi poskytuje tieti faze ¢isténi
degradatori. Protoze pokusy odockovat degradatory z oblasti lytickych zon byly ve
vetSing piipadl netspesné, je tieba predpokladat vyskyt omezenych drobnych kolonii

ve stiedu lytickych zon.

Lze ptedpokladat, Ze metoda mize byt zlepSena pii pouziti vhodnéjsich optickych filtri.
Ethidium bromidovy filtr, ktery byl k dispozici jako pevnd soucést kamery Diana I,
propousti svétlo s vinovou délkou v rozsahu piiblizné 540-630 nm, a proto je z
fluorescence pyrenu vyuzivan pouhy zlomek intenzity. Pfechod na vhodné;si filtr
propoustéjici v oblasti pfiblizn¢ 420-550 nm by mél prudce zvysit t€innost metody.
RovnéZ je znacna rezerva v lepS§im osvétleni pomoci difuzért ¢i odrazovych ploch. Je
tteba, aby byla plocha misky osvétlena rovnomérné véetné okraji u stén misky, které

stini.

Hledéni v dostupné literatuie zatim nepotvrdilo, Ze by byla podobna metoda pouZivana
pro hledani mikroorganismti degradujicich PAU dtive. Proto jeji dalsi zdokonaleni a
ovéteni mize znamenat dulezity piinos pro hleddni novych kment degradatorti v

ptirod¢ ¢i sledovani jejich vyskytu

Spektralni zmény pfi ubytku pyrenu

Pro potvrzeni skute¢ného ubytku pyrenu v oblastech lytickych zon byla pouzita
fluorescenéni spektroskopie. I kdyz existuje fada publikovanych udaji pro spektralni
charakteristiky pyrenu, byla spektra ziskana nezavisle za pouzitych pokusnych
podminek. Je znamo, Ze zejména emisni charakteristiky pyrenu silné zavisi na prostiedi,

Vv némz se molekuly nachézeji.
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Pfiblizna poloha emisnich maxim nedegradovaného pyrenu na kontrolnich miskéach byla
urcena pii Sirokospektré excitaci pyrenu v UV oblasti. Poté bylo zjisténo piesné
excita¢ni spektrum pii snimani emisniho signalu na pevné vinové délce 380 nm. Znalost
excita¢niho spektra s hlavnim maximem na 342 nm (obr. 6) potom poslouzila pro
nastaveni pevného excita¢niho vinového pasma 330 = 5 nm pro zajisténi maximalni
intenzity a specifity emise pyrenu. V nésledujicim kroku byla zapsana pfesna emisni
spektra pro pidu z misek s nedegradovanym substratem a pro misky, kde doslo ke

zmizeni vrstvy pyrenovych krystalka (obr. 6).

U kontrolnich (nedegradovanych) misek byla nalezena tfi vyrazna maxima na 383, 403
a 423 nm (obr. 6), ktera 1ze ptiradit pikiim ve spektru pyrenu v databazich. Tti
charakteristickd maxima byla za pouzitych pokusnych podminek posunuta asi 10 nm do
dlouhovinné oblasti v porovnani s roztoky pyrenu v nepolarnich rozpoustédlech. Je ale
znamo, ze fluorescence pyrenu siln€ zavisi na prosttedi. Jsou zndmy posuny
charakteristického spektra az o dalSich 10 nm k dlouhovInné oblasti, napf. pii

kovalentni vazb¢ pyrenu na bilkoviny (Feng et al. 1997).

Na druhou stranu, u degradovanych misek byl jeden hlavni Siroky pik s maximem
priblizné 469 nm. Jak se zd4, tento pik byl ve srovnatelné intenzité piitomen uz pred
zacatkem degradace, i kdyZ je na kontrolnich miskéach slit s charakteristickym spektrem
pyrenu. Mizeni typickych piki odpovidé zifejmé ubytku pyrenu pii degradaci aktivni
populaci. Na druhou stranu i v degradovanych miskach pietrvavaji drobné
charakteristické piky, které svédci o pritomnosti zbytkti pyrenu. Podle vysky Ize
odhadnout zbytek asi na 10% vychoziho mnoZstvi. Degradace ziejmé& neprobihé az do
uplného vymizeni substratu. Je ale i mozna pfitomnost ostriivkd bez filmu degradatord,

coZ je pravdépodobné pii vysevu z piirodnich nehomogennich vzorki.

Podstata Sirokého piku s maximem 569 nm neni zcela ziejma. Jak poloha maxima, tak i
rozsah piku odpovidaji agregované form¢ molekul pyrenu, tzv. excimeram, jejichz
fluorescenéni spektrum je zndmo z literatury. Excimery se tvofi napf. pfi ¢asteCném
rozpousténi pyrenu v polarnich solventech, jako je voda. Rovnéz by méla mit podobné
spektrum pevna faze pyrenu v krystalcich. Jako vysvétleni pozorovanych spekter se

proto nabizi piedpoklad, ze:

a) pozorované charakteristické piky pyrenu odpovidaji jednotlivym molekulam ve

vodné fazi, které se vyskytuji diky omezené rozpustnosti pyrenu ve vod¢. Jejich
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obsah je vysoky i diky pocate¢nimu naneseni v acetonu, v némz mohl
molekularni pyren difundovat do povrchovych vrstev agaru.

b) Dlouhovlnna forma (Siroky pik 569 nm) odpovida jak pevné fazi, tj. krystalkim
pyrenu, tak 1 excimeriim vznikajicim ve vodné fazi. Po degradaci ¢i rozpusténi
krystalkt jiz odpovida jen excimertim, pokud pfedpokladdme, ze ptfednostné

jsou odbouravany jednotlivé molekuly pyrenu.
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Zaver

Pomoci vysevi na selektivni piidy bylo nalezeno 6 bakterialnich populaci s vyraznou
schopnosti rozkladat pyren, ktery je vyznamnym a odolnym kontaminantem Zivotniho
prostiedi. Je zfejmé, ze vyskyt degradatori této latky je v bakteridlnich spolecenstvech z
vhodnych lokalit daleko vyssi, nez by bylo mozné predpokladat podle literarnich udaji.
Tim jsou ur¢eny moznosti pro budouci hledani kment degradatori pro
biotechnologické ti¢ely. Aktivita archivniho vzorku doklédda vysokou stalost
zucastnénych bakterialnich populaci. Pro detekci degradatort na selektivni ptidé byla
pouzita ptivodni metoda fluorescenc¢ni fotografie, ktera dopliuje tradi¢ni metodu
zalozenou na vzniku projasnénych zon. Vzhledem k obtiznému hodnoceni misek
ptitomnosti mikrobnich degradatorti. Pfedmétem dalSiho zkoumani téchto bakterii po
probihajicim vyc¢isténi ucinnych kment by méla byt jejich klasifikace a stanoveni

ucinnosti degradace za fizenych podminek.
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P¥ilohy

Obrazek 1

a

Obrazek 1. Ptiklady polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU) s vysokou

molekulovou hmotnosti. A - tetracen, B - chrysen, C - pyren.
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Obrazek 2

Obrazek 2. Areal biologickych ustavii AV CR v Praze - Kréi s vyznadenymi misty
odbéru vzorkti 1 - 9. Soutadnice pro vzorek €. 1 jsou 50° 1'2,96" s. §. a 14°27' 52,71" v.
d. Méftitko = 80 m.
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Obrazek 3
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Obrazek 3. Degradac¢ni aktivita viici pyrenu v pevné fazi u testovanych vzorki.

Primarni vysev po inkubaci 14 dni. Aktivita byla hodnocena zndmkou od 0 do 3.

e O.... bez aktivity degradace pyrenu

o 1. naznak aktivity degradace pyrenu

[ ]
N

......... sttedni aktivita degradace pyrenu

o 3. silna aktivita degradace pyrenu
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Obrazek 4
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Obrazek 4. Degradacni aktivita vici pyrenu v pevné fazi u testovanych vzorkd.
Primérni vysev po prodlouzené inkubaci 28 dni. Aktivita byla hodnocena znamkou od 0
do 3.

o 0. bez aktivity degradace pyrenu

o 1. naznak aktivity degradace pyrenu
o 2. sttedni aktivita degradace pyrenu
o 3. silnd aktivita degradace pyrenu
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Obrazek 5

Obrazek 5. Vizualizace fluorescence pyrenu (modra barva) a bakterialnich kolonii v
odrazeném viditelném svétle (Cervena barva) na detekénich miskéch s vrstvou pyrenu.
A - kontrolni miska, B - prvni vysev ze vzorku 8 (olej + asfalt), fedéni 107%; C - vzorek 9
(dehtovana lepenka), fedéni 107%; D - vzorek 1 (asfaltova drt), fedéni 1072 Oblasti
degradace pyrenu jsou tmavé oblasti bez odrazivosti pro viditelné svétlo a bez

fluorescence. Bakteridlni kolonie jsou ¢ervené (Sipky).
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Obrazek 6
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Obrazek 6. Excitacni a emisni fluorescen¢ni spektra minimalni agarové pady s
pyrenovym filmem a po jeho rozkladu. Fialova pferuSovana ¢ara - excitacni spektrum
nedegradované pudy pfi pevné emisni vinové délce 380 + 2 nm a Sifce registracniho
pasma 2 nm; modra ¢ara - emisni spektrum nedegradované pudy pii pevné excitaéni
vlnové délce 330 + 5 nm a Sifce registratniho pasma 2 nm; zelena teckovana Cara -
emisni spektrum plidy po degradaci populaci ze vzorku 10 (archivni vzorek, fedéni 10

%), podminky jako u negativni kontroly.
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