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Zoznam skratiek

PCR polymerazova retazova reakcia

RAMP nahodne amplifikovany polymorfizmus

SDA Sabouraud Dextrose Agar

SDB Sabouraud Dextrose Broth Liquid

MEA Malt Extract Agar

SBA Spirit Blue Agar

CDA Czapek Dox Agar

YES Yeast Extract Sucrose

CYA Czapek Yeast Agar

RCM Reinforced Clostridial Agar

OMA Oat Meal Agar

PDA Potato Dextrose Agar

OMA Oat Meal Agar

DNA deoxyribonukleova kyselina

AMD kysla banska voda

An Aspergillus niger

An-S kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Sobov
An-N kmerti Aspergillus niger izolovany z lokality Novaky

An -POP 4 kmeri Aspergillus niger izolovany z lokality Popro¢

An-POP1 kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Popro¢

An-P kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Pezinok

An—-Sm kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Smolnik

An — Kmi kmeii Aspergillus niger izolovany z lokality Belianske Tatry
An—-POP5 kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Popro¢

An—-L 18 kmerti Aspergillus niger izolovany z laguny Ostrava

An—-POP 3 kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Popro¢

An - ZK kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Zemianske Kostol'any
An-G kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Gabé&ikovo

An - KD kmeti Aspergillus niger izolovany z puste (D ako ,,desert”) v §tate Kuvajt
An - KF kmeti Aspergillus niger izolovany z farmy (F ako ,,farm®) v §tate Kuvajt
An -SI kmen Aspergillus niger izolovany z lokality Slovinky

An-A kmen Aspergillus niger izolovany z povrchu adamitu (A)

SEM skenovaci elektrénovy mikroskop

KTJ kolénie tvoriaca jednotka

TLC tenkovrstvova chromatografia

OTA Ochratoxin

FB1 fumonizin B1

REe retencny faktor

HPLC vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

(PAHS) polycyklické aromatické uhl'ovodiky

SeeT $pecificky povrch

Vmicro Specificky objem mikroporov

St velkost’ externého povrchu

Va-m celkovy objem porov

Dp vel'kost’ mezopoérov

Vysvetlivky: podrobna charakteristika lokalit, z ktorych sme izolovali kmene druhu Aspergillus
niger je uvedena v texte; skratku An — pouzivame v tabulkach a obrazkoch



1. Uvob

Mikroskopické vldknité huby st heterotrofné eukaryotické mikroorganizmy, ktoré
predstavuju viac ako 100 000 doteraz znamych druhov. Po hmyze je to druha
najrozsirenej$ia skupina organizmov na Zemi. Su nielen vyznamnou zlozkou zivotného
prostredia, ale maju tiez medicinsky vyznam. V prirode sa nachadzaji takmer vSade:
predovsetkym v pode, ale aj vo vode, vzduchu, na potravinach, rastlinach, zivocichoch,
nevhodne uskladnenenom archivovanom materiali a pod.

Najvacsim zdrojom vyskytu mikroskopickych vldknitych hub je vo v§eobecnosti poda,
ktora tymto mikroorganizmov poskytuje vSetky atributy potrebné k Zivotu (organické latky,
vlhkost’, urcity rozsah teploty a dostatocné mnozstvo kyslika), aby v nej dokézali Zit' a
metabolizovat’, a zarovei ich chrani pre intenzivnym slne¢nym Ziarenim.

Poda sa mnohymi odbornikmi chape ako ,,0zivena hornina“. Je to “samostatny
prirodny utvar, ktory vznikd v najvrchnejsej Casti zemskej kory, v zone interakcie litosféry,
atmosféry, hydrosféry a biosféry, s ktorymi je v sustavnej latkovej a energetickej premene a
moze byt’ vyrazne ovplyvilovana prvkami antroposféry”. Nesmieme vSak zabudnut’ tieZ na
teplo a energiu pohlcovani povrchovymi vrstvami Zeme zo slneénych lacov.
Neodmyslitelnou sucastou pddy su aj rézne iné mikroorganizmy, a tieZ organizmy z
rastlinnej a zivocCiSnej riSe. Rastliny svojim korenovym systémom rozrusuju podu a jej
Ciastoc¢ky, a zaroven ju obohacuji o korenové vylucky, ktoré obsahuju Sirokt Skalu
organickych latok. Podne Zivoc¢ichy svojou ¢innost'ou mechanicky premieSavaju organické
latky s minerdlnymi, a v povrchovych vrstvach pddy jednotlivé druhy edafénu zaroven
neustale rozkladaju, pretvaraji a zlucuju jednoduché aj zlozité chemické latky. Pddne
bezstavovce tiez rozdrobuju organicky materidl, ¢im zvacsuja jeho povrch pre rozkladnti
¢innost’ podnych baktérii a mikroskopickych hub. Baktérie a mikroskopické huby su
zaspotravou pre mnohé pddne bezstavovce, ktoré sa takymto sposobom podielaji na ich
rozSirovani v pdde. Vd’aka tomu, Ze spory hub prechadzaju cez Crevny trakt tychto
organizmov, kon¢i sa ich endogénna dormancia a mozu nasledne vyklicit. Mikroorganizmy
st teda funk¢ne prepojené s rastlinami a podnymi zivo¢ichmi, pricom tvoria zlozitd Struktiru
potravovych, symbiotickych, konkuren¢nych a inych vztahov zivej zlozky pddy. Péda by

bez organizmov nebola podou, ale len mftvym substratom, zvetranou hornou vrstvou



litosféry. Tato by nemohla plnit’ dolezité a nevyhnutné funkcie v roznorodych ekosystémoch
na nasej planéte (BEDRNA et al. 2010).

Pdda je primarnym prostredim pre mikroorganizmy, ¢innost'ou ktorych dochadza v
nej kK neustalym premenam. Pddne organizmy, vratane mikroorganizmov, podmienuju
zvetravanie hornin a minerdlov, rozklad a syntézu organickych latok, premiesavanie
organickych a mineralnych latok, ako aj tvorbu pddnych agregatov. Podiel'ajui sa na fixacii
vzdusného dusika, asimilacii mineralnych latok, a st tiez dolezitym ¢lankom v potravnom
retazci inych organizmov. Ich schopnost’ akumulovat’ a sorbovat mnohé tazké kovy a
potencialne toxické prvky ma zna¢né vyuzitie v ochrane pdd a vod ako zloziek zivotného
prostredia (SiMONOVICOVA et al. 2013a, 2016b). Mikrooganizmy st tiez primérne
zodpovedné za rozklad pddnej organickej hmoty a stabilitu podnych agregatov, ktoré
opletaju svojim mycéliom (RAJU et al. 2017).

Vyskyt a rozsSirenie mikroskopickych vlaknitych hub ovplyviiuji primarne a
sekundarne ekologické faktory, ktorych uc¢inok je navzajom vel'mi prepojeny. Priamy vplyv
ma napr. pH pody, ktoré ovplyviiuje nielen dynamiku, ale aj biologicki aktivitu
mikroskopickych vldknitych hub. A svojou metabolickou ¢innostou spdtne aj samotné
mikroskopické vlaknité huby ovplyviiuji hodnoty pddnej reakcie. Rovnako, teplota pody,
jej vlhkost a prevzdu$nenie priamo ovplyviuji priestorova distribiciu a dynamiku
mikroskopickych vldknitych hub v priebehu roka. Obsah humusu a roéznych inych
organickych latok predstavuje kI'i¢ovy faktor pre ich abundanciu a diverzitu, pretoZe su to
heterotrofné mikroorganizmy, ktoré bez tychto latok nedokdzu existovat. Zaroven su
primarne zodpovedné za rozklad podnej organickej hmoty a stabilitu podnych agregatov,
ktoré opletaju svojim mycéliom (RAJU et al. 2017). Sekundarne ekologické faktory, ako
napr. podny typ, textira a $truktira pody, hibka podneho profilu, nadmorska vyska, sklon
reliéfu, rastlinné spolo¢enstvo a jeho diverzita, veterné kalamity, poZiar a pod. sice pdsobia
sprostredkovane, ale ich vplyv nie je 0 to mensi. Je dolezité si uvedomit’, ze vSetky tieto
faktory pdsobia komplexne a nie je mozné ich navzajom oddelit’. So stipajucou nadmorskou
vyskou sa meni rastlinné spolocenstvo a podny typ, €o st sekundarne ekologické faktory.
Meni sa tiez pH pddy, zniZzuje sa mnoZstvo humusu a klesa teplota, ¢o si primarne
ekologické faktory. Komplexné poOsobenie tak primarnych, ako aj sekundéarnych
ekologickych faktorov sa nasledne prejavi nielen na znizenom pocte rodov mikroskopickych
vlaknitych hub, ale meni sa aj ich druhové zastipenie vyjadrené ich diverzitou

(SIMONOVICOVA 2013, SIMONOVICOVA et al. 20164a).



Ked’ze sa viac ako desat’ rokov, venujeme Studiu viacerych lokalit z hl'adiska podne;j
mikrobiologie a mykoldgie, vratane oblasti S environmentdlnou zatazou, nasim tu
prezentovanym cielom bolo blizSie prestudovat najcastejSie sa vyskytujici druh
mikroskopickych vlaknitych hab — Aspergillus niger. Rézne kmene uvedeného druhu
charakterizujeme z hl'adiska molekuovejj bioldgie s vyjadrenim ich podobnosti, a tiez na
zaklade ich fyziologickych vlastnosti prostrednictvom metabolitov, ako st enzymy,
organické kyseliny a mykotoxiny. Ddlezitou sucast'ou celej prace je vzajomné posobenie
peliet druhu Aspergillus niger a ilovych mineralov, ktoré maju velké vyuzitie Vv

priemyselnych biotechnologiach.



2. PREHEAD LITERATURY

2.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus zahifia rozmanita skupinu druhov mikroskopickych vlaknitych hub,
ktora je zalozena na morfologickych, fyziologickych a fylogenetickych znakoch. Tie
vyznamne ovplyviiuju biotechnoldgiu, vyrobu potravin, vnutorné prostredie a tiez zdravie
l'udi. Z taxonomického hl'adiska sa rod Aspergillus doteraz spajal s teleomorfami deviatich
rodov. Fylogenetické tdaje vSak naznacuji, Ze spolu s rodmi, ako su Polypaecilum,
Phialosimplex, Dichotomomyces a Cristaspora, tvori rod Aspergillus monofyletickt skupinu
uzko suvisiacu s rodom Penicillium. Zmeny v Medzinarodnej nomenklattre (International
Code of Nomenclature) pre riasy, huby a rastliny viedli k prechodu na jedno meno podl'a
druhu, ¢o znamena, Ze bolo potrebné rozhodnut, ¢i sa Aspergillus ponecha ako jeden velky
rod, alebo sa rozdeli na niekol’ko mensich rodov. Medzinarodna komisia pre Penicillium a
Aspergillus sa rozhodla ponechat Aspergillus ako samostatny rod, namiesto pouzitia
mensich rodov (SAMSON et al. 2014, TANNEY et al. 2017).

Kolonie aspergilov zvyc€ajne rastt rychlo, su sfarbené v roznych odtienioch bielej, zltej,
hnedej, zelenej az po Ciernu so zamatovym povrchom. Konidioféry st neseptované a
nevetvené stonky s hruskovitou zdureninou na konci, tzv. vezikulou. Fialidy pucia priamo z
vezikuly (uniseriatne — v jednom rade) alebo z metul (biseriatne — vo dvoch radoch).
Vezikula, fialidy, metuly a konidie tvoria typicka hlavicku. Konidie byvaji v suchych
retiazkach, bud’ v kompaktnych stipcoch alebo lucovito sa rozbiehajiice (radidlne), su
jednobunkové s r6znou ornamentaciou, hyalinne alebo sfarbené (KLiCH 2002). Druhy rodu
Aspergillus patria medzi najcastejSie sa vyskytujiice mikroskopické vlaknité huby po celom
svete, a to vd’aka schopnosti prezivat’ v rozmanitych podmienkach, ako je napr. Siroky rozsah
teploty od 6 az do 55 °C a relativne nizka vlhkost'. Rozsirenie druhov rodu Aspergillus
spo¢iva aj v efektivnhom rozptyleni ich konidii vzduchom na vel'mi velké vzdialenosti
(BENNETT 2010).

Rod Aspergillus predstavuje pocetni a druhovo velmi rozmanitd skupinu
mikroskopickych vlaknitych hub. Vyskytuju sa v nej tak patogénne, ako aj Cloveku
prospesné druhy (SAMSON et al. 2014). Niektoré druhy st vyznamné ako humanne alebo

zivocisne, Ci rastlinné patogény (napr. A. fumigatus, A. terreus), mnohé produkuju toxické



metabolity, ako su aflatoxiny, ochratoxiny, patulin, citrinin, fumoniziny a iné mykotoxiny
(napr. A. flavus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger). Na druhej strane majt niektoré druhy
Siroké vyuzitie v roznych oblastiach priemyslu, napr. v potravinarstve (vyroba potravin,
napojov), chemickom priemysle (vyroba kyselin a mnohych enzymov), kozmetickom
priemysle, priemyselnych biotechnologiach (vyroba antibiotik, alkaloidov) a pod. (KLICH
2002, GuPTA 2016).

Zakladna systematika druhov rodu Aspergillus a taxonomicka klasifikacia je u
mnohych aspergilov stale nejasna. Za vel'mi dolezité, v ramci diagnostiky, je poznanie
molekulovejej, morfologickej aj fyziologickej charakteristiky, vratane sekundarnych
metabolitov, a chemotaxonomie zalozenej na chemickom zlozeni $pecifickych latok daného
druhu (CHI-CHING et al. 2018). Vel'mi ddlezita je diagnostika ekonomicky vyznamnych a
taxonomicky problematickych druhov, tzv. &iernych aspergilov zo sekcie Nigri. Ako
uvadzaji SAMSON et al. (2004), Aspergillus niger komplex zahffia osem druhov — A. niger,
A. foetidus, A. piperis, A. brasiliensis, A. vadensis, A. costaricensis a A. lacticoffeatus.

Skupina ciernych aspergilov je jednou z najtazsich na identifikaciu a klasifikaciu
preto, ze aj v molekulovnej identifikacii je zna¢na variabilita. Odportca sa preto, okrem
molekulovej identifikacie, sledovat’ aj tvar a velkost’ kolonii na viacerych zivnych podach
pri roznych teplotach, zdroven pozorovat tvar a pigmentéciu konidii. Vel’ky doraz sa kladie
na stanovenie extrolitov, ktoré s charakteristiké iba pre urcité druhy, a na zaklade ktorych
je mozné identifikovat’ vSetkych zastupcov sekcie Nigri. Je to napr. asperazin, ktory je
mozné pouzit' na rozliSenie druhov Aspergillus tubingensis, A. foetidus, A.vadensis a A.
brasiliensis, zatial ¢o pyranonigrin A sa nachadza vo vSetkych druhoch v komplexe
Aspergillus niger, okrem A. brasiliensis, A. costaricaensis a A. vadensis. Ako konstatuju
SAMSON et al. (2007), vsetky aspergily zo sekcie Nigri je mozné od seba odlisit’ pomocou
udajov o sekvencii kalmodulinu a vsetky, okrem jedného, je tiez mozné rozlisit’ pomocou
sekvencie beta-tubulinu.

Systematické zaradenie druhu Aspergillus niger Tiegh. dokumentuje tab. 1. Tento
kozmopolitny predstavitel mikroskopickych vlaknitych hub rastie na zivnych médiach v
podobe roztoku alebo na pevnom substrate (rozne Zivné pody s pridanim agaru) pomerne

rychlo.



TabuPka 1. Systematické zaradenie druhu Aspergillus niger v ramci ri$ hub (DE HOOG et al. 2020)

risa Fungi
kmen Ascomycota
trieda Eurotiomycetes
rad Eurotiales
Celad’ Aspergillaceae
sekcia Nigri
rod Aspergillus
druh Aspergillus niger

Za 7 az 10 dni (u niektorych kmenov aj skor) sa vytvori vzdusné mycélium, ktoré je
najskor bielej, potom Zltej farby. Vysporulovand kultira sa nasledne javi ako cierna (Obr.
1a-c). Na vzdusnom mycéliu sa formuju konidiofory konciace gulatou vezikulou, na ktorej
vyrastaji metuly a §tihle fialidy. Z fialid sa odskrcuju konidie s drsnym povrchom (Obr. 1d-
f). Substratové mycélium je svetlej farby (DomMscH et al. 2007).

Druh Aspergillus niger produkuje tiez Siroké spektrum hydrolytickych a oxida¢nych
enzymov, ktoré sa podielaju na rozklade rastlinnej lignocelulozy (BAKER 2006, KLICH
2002) a mnohé d’alsie enzymy, ktoré majt vyuzitie aj v priemysle. Z priemyselného hl'adiska
je Aspergillus niger dolezity v odpadovom hospodarstve, najma pre schopnost’ degradovat’
plastické latky (RAAMN et al. 2012) a celulozu (PATYSHAKULIYEVA et al. 2016). Oznaceny
je ako GRAS (generally recognized as safe), vSeobecne povazovany za bezpeény (GAUTAM
et al. 2011). Je preto povazovany za ,,tovarenn* na produkciu enzymov, ktoré sa vyuzivaji na
vyrobu kyseliny citrébnove] ako potravinarskeho aditiva a kyseliny glukénove;j
(DIKSTERHUIS et WOSTEN 2013). Vdaka produkcii organickych kyselin (napr. kyselina
citrébnova, glukonova, glykolova a mnoho d’alsich (DoMsCH et al. 2007), ktoré st vyznamné
pri lthovani tazkych kovov, sa druh Aspergillus niger vyznacuje aj mimoriadnou
schopnostou u¢inne odstranovat’ potencialne toxické prvky ako napr. arzén, olovo,
kadmium, med’, nikel a iné, procesom bioltthovania, bioakumulacie alebo biovolatilizacie
(Doku et BELFORD 2015, Kapoor et al. 1999, PETKOVA et al. 2014, SANTHI et

JAGADEESWARI, 2015).



Obr. 1. Vzdu$né mycélium druhu Aspergillus niger na SDA po troch diioch rastu (a), piatich diioch
rastu (b) a siedmich diioch rastu (c). Konidiofér ukon¢eny hlavickou s metulami, fialidami a
odskrcujicimi sa konidiami. Sklickova kultara druhu zv. 180x (d), dlhé retiazky konidii SEM zv.
940x (e), detail hlavicky (f). (A. Simonovi¢ova, archiv, S. Nosalj).

Aspergillus niger produkuje tiez Siroka $kalu sekundarnych metabolitov, z ktorych
napr. ochratoxin A, malformin C a niektoré nafto-y-chindny pdsobia toxicky. Kontaminuje
tiez niektoré potraviny, ako su napr. vajcia, mdso, cibula. U l'udi moéZze vyvolavat
otomykozy, t. j. ochorenie usi, ale aj pl'ac, a pridruzuje sa tiez k TBC, ¢i rakovine pluc

(DomscH et al. 2007).

2.2 Vyskyt druhov Aspergillus niger vo svete

Velkym zdrojom udajov o vyskyte prislusného druhu, nielen v podach, ale aj inych
substratoch, je najcastejSie diagnosticka literatura (DOMSCH et al. 2007), monografia
prislusného rodu (KLICH, 2002) alebo tzv. mykologické checklisty (LEE et al. 2003,

NOVAKOVA et al. 2012), ¢o st narodné zoznamy druhov mikroskopickych vlaknitych hib.



V celosvetovom meradle bol jeho vyskyt zaznamenany v pddach naprie¢ vSetkymi
vegeta¢nymi zonami, ako su napr. stepi, luky a pasienky, listnaté a ihlicnaté lesy, vresoviska,
pol'nohospodarske pody, vinohrady s vysokym obsahom medi (ABDEL-AZEEM 2003, DEVI
et JosHI 2012, HAFEZ 2012, IRAM et al. 2013, OzKAN et al. 2001), slaniska (BUTINAR et al.
2011, CANTRELL et al. 2006), pddy parkov a zahrad (OGUNMWONY!I et al. 2008), pdda z
pobrezia Cerveného mora (ALWAKEEL 2017), pustne oblasti v Egypte (MOUBASHER et
MOUSTAFA 1970), pastne oblasti v Libyi (EL-SAID a SALEEM 2008), ale tiez v Syrii (ABDEL-
KADER et al. 1983), Kuvaite (HALWAGY et al. 1982) a Cine (GRISHKAN et al. 2015).

V arktickej oblasti vyskyt druhu Aspergillus niger zaznamenal SINGH et al. (2012) na
Spicbergoch, na ruskom ostrove Kara Sea vo vyskumnom stredisku Izvestia TSIK pri
simulovanych podmienkach vplyvu l'udskej ¢innosti na arkticku mikrobiotu KIRTSIDELI et
al. (2014). Z pédnych typov bol jeho vyskyt preukazany napr. v ¢ernozemiach, rendzinach
a v podzoloch (DomscH et al. 2007, KLicH 2002).

Druh Aspergillus niger bol izolovany ako termofilny z pody dazd’ového pralesa pred
vstupom do jaskyne, a tiez v jaskyni na Taiwane (Hsu et AGORAMOOTHY 2001), ale aj zo
zasoleného substratu na pobrezi Mitveho mora (GRISHKAN et al. 2003) a zo zasoleného
substratu a vody jazera Mono v Kalifornii (STEIMAN et al. 2003), z pieskovych plazi v Egypte
(MIGAHED 2003), z lesnej pody s porastom borovice ¢iernej v Turecku (AsAaN 2004), z pody
pod laénym porastom v Spanielsku (MAGGI et al. 2005), z povrchu zin p3enice, ciroku a
jaémena (FAKHRUNNISA et al. 2006), z viacerych blizsie neSpecifikovanych pod v Pakistane
z hibky 10 az 50 cm (SUHAIL et al. 2007), z polnohospodarskej pody pred siatim hrachu a v
priebehu jeho kvitnutia (OKORsKI et MAJCHRZAK 2007), z povrchu guana netopierov v
jaskyni v Portoriku (NIEVER-RIVERA et al. 2009), z pddneho typu glej a pseudoglej za
redukénych podmienok, z pddneho typu ¢ernozem, rendzina a podzol (DomscH et al. 2007,
KLicH 2002), z pody tropického lesa, a tiez z pieskovych din v Indii (PANDA et al. 2010), z
podzolovej pody v Pol'sku (MAIJCHRZAK et al. 2010), z pddy palmovych plantazi v
Spanielsku (ABDULLAH et al. 2010), z morského sedimentu (SAMUEL et PRABAKAN 2011),
ale aj z cesnaku (DELGADO 2011), z vrchnej vrstvy pody a opadanky v Indii (SHARMA et al.
2011). Ako koprofilny druh ho z Brazilie (v State Pernambuco) uvadza CALACA et al. (2014).
JENA et al. (2015) uvadza Aspergillus niger ako dominantného zastupcu mykobiocendzy, a
to tak v letnom ako aj zimnom obdobi, z bliZSie neSpecifikovanej lesnej pody listnatého lesa.
Druh bol izolovany tiez z pody po zbere arasidov vo vychodnej Zambii (NJOROGE et al.
2016), z pol'nohospodarskej pody v Argentine (CARRANZA et al. 2017), ale aj z detského
ihliska v Nigérii (GULUMBE et al. 2017).



Aspergillus niger sa pomerne Casto vyskytuje aj v pddach s kontaminaciou réznych
potencidlne toxickych prvkov, pri¢om je schopny tolerovat’ zvySené hodnoty napr. hlinika a
fluoru (EvDOKIMOVA et KORNEYKOVA 2010), kadmia, chromu, medi, niklu, olova a zinku
(IRAM et al. 2013a, b). Druh bol tieZ izolovany z primestskej polnohospodarskej pody so
zvySenym obsahom zinku, olova, kadmia, niklu a kobaltu v Pakistane (IRAM et al. 2009), z
pod kontaminovanych ropnymi derivatmi (HUSSEIN et YOUSEF 2011), z pol'nohospodarske;j
p6dy kontaminovanej arzénom V Indii (SINGH et al. 2015), zo sedimentov a pobreznej laguny
so zvySenym obsahom kadmia, medi, zeleza, manganu, olova a zinku v Egypte (ABDEL-
AZEM et al. 2015), z pol'nohospodarskej pody so zvySenym obsahom ortuti po nezakonnej

tazbe zlata v Indonézii (HINDERSAH et al. 2018).

2.3 Vyskyt druhu Aspergillus niger v pédach na Slovensku

Vyskyt druhu Aspergillus niger v roznych podnych typoch, vratane blizsie
nespecifikovanych pod, od roku 1958 zdokumentovala SIMONOVICOVA (2013). Jeho vyskyt
zaznamenala v podnom type litozem, ranker, regozem, fluvizem, ¢ernozem, ¢iernica,
umbrizem, hnedozem, luvizem, kambizem, podzol, kultizem, antrozem a technozem. Je
zaujimave, ze v skupine technogénnych pod, ¢o st pody vyrazne ovplyvnené technogénnou
¢innost'ou ¢loveka, kam patri podny typ antrozem (pévodne prirodné materidly) a technozem
(Clovekom vyrobené latky), ma druh Aspergillus niger dominantné zastipenie
(SMONOVICOVA et al. 2019).

Mikroskopické vlaknit¢ huby maji velkli schopnost’ prispdsobit’ sa negativne
zmenenym podmienkam prostredia, ¢o im umoznuje existovat’ Casto aj v extrémnom
prostredi, ako st napr. acidifikované alebo banskou ¢innostou ovplyvnené pody a riecne
sedimenty, vysypky, haldy a AMD. Vyskyt mikroorganizmov, vratané mikroskopickych
vldknitych hub v prostredi, kde sa vyskytuji i6ny kovov uvolnené z pdvodnych
anorganickych zlucenin, predstavuji vazne environmentalne riziko, nakolko u nich
dochddza k vyraznym morfologickym. Na nevyhovujice fyziologické podmienky
mikroskopické vlaknité huby reaguji vyluCovanim velkého mnozstva medziproduktov
citratového cyklu, napr. kyseliny citronovej, fumarovej a a-oxalglutarovej. DIhodoby Géinok
roznych tazkych kovov a toxickych prvkov, ako je napr. olovo, zinok, med’, kadmium, ortut’,
arzén, antimén a pod., sposobuje vyrazné deformacie na makromorfologickej a

mikromorfologickej urovni. Zmeny na makromorfologickej trovni sa prejavujii menSim



rastom kolonii, tvorbou riedkeho, resp. nevyvinutého mycélia s potlaéenou alebo vyrazne
oneskorenou sporulaciou (SIMONOVICOVA et al. 2002, 2013b).

Environmentdlna zataz jednotlivych zloziek zivotného prostredia ovplyviuje v
mikroorganizmoch aj hladinu metaloproteinov a ich aktivitu. Casto dochadza k poskodeniu
samotnej Struktary proteinu v dosledku chemickej vymeny i6nov kovov, ktoré tvoria aktivne
centrum molekuly enzymu. Odpovedou na dlhodobé poésobenie kontaminovaného
prostredia st modifikované (mutantné) kmene pddnych mikroorganizmov SO zmenenou
Struktarou bunkovych stien, obsahom a pomerom medzi monosacharidmi a oligosacharidmi,
ako aj zlozenim lipoproteinov a ich podielom na receptorovych kanaloch. Sucasne su tieto
mutanty zdrojom novych modifikovanych génov so zmenenou troviou expresie. Poskytuja
tak moznost’” ovplyvnit’ Groven expresie hydrolytickych enzymov zo skupiny glukanaz (p-
1,2 a B-1,4-Glu), chitinaz a celulaz, ktorych produkty sa nachadzaji vo vysokomolekulovej
Casti kyslého a bazického proteinového spektra. Celulazy su prave jednym z molekulovych
produktov, ktoré druh Aspergillus niger poskytuje vo velkoobjemovych priemyselnych

kultivaciach (SIMONOVICOVA et al. 2013b).

3. Metabolity mikroskopickych vlaknitych hub a ich stanovenie systétmom Biolog FF

Microplates™

Kazdy zivy organizmus v ramci svojich metabolickych drah produkuje Siroku Skéalu
roznych latok, t. j. produktov alebo medziproduktov metabolizmu, ktoré st nevyhnutné pre
udrZanie zivotnych procesov Zivej bunky, napr. sacharidy, vratane polysacharidov,
bielkoviny, aj enzymy, lipidy, nukleové kyseliny a pod. Mikroskopické vlaknité huby st
vSak uz vel'mi dlho zname svojou schopnost'ou produkovat’ obrovské mnoZzstva chemickych
zlicenin, zndmych ako sekundirne metabolity, z ktorych mnohé maju potencidlne
antibiotické, a tiez iné farmakologické vlastnosti. Sekundarny metabolizmus, ktory prebieha
nepravidelne az zriedkavo, predstavuje skupinu biologickych procesov, ktoré nie su pre
bunku esencialne, ale predstavuju zdroj biologicky aktivnych zlicenin (GOYAL et al. 2016,
LErTAo and ENGUITA 2016). Kazdy z produktov tohto metabolizmu zohrava v zivotnom
cykle daného mikroorganizmu vel'mi dolezita tlohu. Je vSak rozdiel, v akej Casti zivotného
cyklu, resp. rastovej krivky, a tiez v akych ekologickych podmienkach sa dany organizmus
nachadza. Na zaklade tychto Specifickych metabolitov mozno zaznamenat' a nasledne
vytvorit’ biologicky profil daného druhu a urcit’ jeho fenotyp. Metdda, resp. systém, Biolog

sa v mikrobioldgii pouziva viac ako patnast’ rokov a prvykrat ho pouzili KLINGLER et al.
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(1992). Na spol'ahlivost’ metody poukazuju prace viacerych autorov. Napr., RICE et CURRAH
(2005) ju pouzili na rozliSenie podobnych kmenov rodu Oidiodendron a Myxotrichum.
Metoda Biolog ma Siroké vyuzitie aj v ekologickych Stidiach na odhad metabolického
potencialu rizosférnych mikrobialnych spolocenstiev v pode (STEFANOwiICZ 2006), pri
zistovani vplyvu zmien prostredia na mikroorganizmy antropogénnou ¢innost'ou, ako je
napr. vyuzivanie krajiny a jej obhospodarovanie (WANG et al. 2018), ale tiez vyhodnotenie
mikrobialnej diverzity (GRYTA et al. 2014). Skiimané boli aj kmene druhu Aspergillus sp.,
kedy systém Biolog FF MicroPlates zaznamenal a vyhodnotil udaje o vyuziti substratu s
obsahom uhlika a o mitochondrialnej aktivite jednotlivych kmenov (ROLA et al. 2015). Aziz
et ZAINOL (2018) tento systém pouzili tiez na identifikaciu mikroskopickych vlaknitych hab
izolovanych z lesnej pddy, ktoré boli aplikované do pody po zaplave na znovuozivenie
mikrobialneho Zivota.

Fenotypovy profil mikroorganizmov ziskany pomocou systému Biolog FF
MicroPlates umoziuje okrem identifikdcie druhov =ziskat aj cenné informacie o
fyziologickych vlastnostiach druhov, a tak dopiia ich genotypovy identifikaény profil
ziskany molekulovymi technikami. Pouzitie GENIII, FF a YT-microassay Biolog umoziuje
rozsiahle metabolické profilovanie a autentifikdciu roéznych mikroorganizmov —
mikroskopickych vlaknitych hub, kvasiniek aj baktérii.

Systém Biolog sa v st¢asnosti osvedcuje ako vel'mi uZito€ny nastroj na Stidium
mikroorganizmov.  Okrem  zakladnej funkcie, ktora umoziuje identifikaciu
mikroorganizmov, je vhodné jeho vyuzitie aj na pochopenie rozmanitosti mikroorganizmov
nielen v ramci $truktiry spoloéenstva, ale aj ich funkcii pri interakcii s prostredim. Ako
uvadza STEFANOwICz (2006), technika systému Biolog je vhodnd na hodnotenie

environmentalnych rizik, kvality zivotného prostredia a zmien daného prostredia.

3.1 Podne enzymy

Z mnohych mikrobiologickych charakteristik sa, napr. enzymy pouzivaju ako
indikéatory kvality pody, pretoze velky povrch, aktivita, rozSirenie, generacna doba a
diverzita podnej mikrobiocen6zy umoziuje velmi rychlu reakciu na akykol'vek podnet
(KUBAT et al. 2002). Aktivita enzymov je v uzkom vztahu k doélezitym pOodnym
charakteristikdm, moze vykazovat’ zmeny skor nez iné podne vlastnosti, a preto moze byt
integrujicim pddno-biologickym indexom odrazajucim vyuZivanie pody (SARAPATKA

2002).
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Pddne enzymy zohravaji klucovl ulohu pri prenose energie v pdde rozkladom
organickych latok. Je to napr. esterdza, ktora Stiepi lignocelulézovy material, celulaza, ktora
rozkladd najrozSirenejsi stavebny polysacharid celulozu, tiez proteazy, ktoré Stiepia
peptidové vizby v proteinoch na mensie fragmenty peptidov a mnohé iné (ABIRAMI et al.
2011, ARINZE et YUBEDEE 2000, DIMAROGONA et TOPAKAS 2016, VISHWANATHA et al.
2010). Mnohé¢ dolezité reakcie potrebné pre zivotné procesy pddnych mikroorganizmov su
katalyzované enzymami. Tieto pomahaji tiez pri stabilizacii podnej Struktury.
Mikroorganizmy st primarnym zdrojom pédnych enzymov, ale k ich zasobe prispievaju tiez
rastliny a zivocichy. Enzymy reaguju pomerne rychlo na akékol'vek zmeny v postupoch
obhospodarovania pddy, a tiez na zmeny podmienok prostredia. Ich aktivita je uzko spojena
s fyzikalno-chemickymi a biologickymi vlastnostami pody. PouZzivaju sa preto ako senzory
na vyhodnotenie stavu pddnej mikrobioty, napr. vplyvu rdéznych polutantov, vtratane
tazkych kovov, fyzikalno-chemickych podmienok pody, podnych uprav, ako aj vplyvu
klimatickych faktorov na arodnost’ pody (RAO et al. 2017, SHEN et al. 2005). Enzymy sa tieZ
vyznamne podiel'aji na zdravotnom stave pody, kedy medzi najddlezitejSie patria amylaza,
arylsulfatdza, B-glukozidaza, chitindza, dehydrogenaza, fosfatdza, protedza a uredza. Podne
enzymy su priamymi medidtormi biologického katabolizmu organickych a mineralnych
zloziek v pdde a uzko stvisia s poddnymi organickymi latkami, aktivitou mikroorganizmov
a mikrobialnou biomasou (DAs et VARMA 2010, UTOBO et TEWARI 2015).

Lipaza (triacylglycerol acylhydrolaza) je jednym z vyznamnych enzymov zo skupiny
hydrolaz, ktory rozklada tuky na glycerol a mastné kyseliny. V prirode sa vyskytuje hojne,
najméd v baktériach, kvasinkach a mikroskopickych vlaknitych hubach (GUPTA 2016).
Lipazy maju vel'ké vyuZitie vo viacerych odvetviach priemyslu, napr. v potravinarstve,
koziarskom priemysle, pouzivaju sa tieZ pri vyrobe kozmetiky, pracich prostriedkov, lieciv
a pod. (ABD EL AAL et al. 2019, LIMA et al. 2019). Zdrojom priemyselne pripravovanych
lipaz st baktérie a mikroskopické vlaknité huby, a to najmd druhy rodu Aspergillus. V
poslednych rokoch vzrastd zdujem o produkciu mikrobidlnej lipazy kvoli velkému
potencidlu v priemysle, napr. na syntézu biopolymérov a bionafty, agrochemikalii a

aromatickych latok (Jia et al. 2015).

3.2 Organické kyseliny mikroskopickych vlaknitych hab a ich vyznam v pode

Pdda je komplexny systém zlozeny z mnohych, pre funkciu ekosystému dolezitych,

procesov. Podmienkou zivota vSetkych organizmov v ekosystéme je kolobeh hmoty a

12



energie. Zakladom kazdého kolobehu prvkov je rozklad organickej hmoty, na ktorom sa
vyrazne podielaji aj organické kyseliny vyskytujuce sa v pdde. Zdrojom organickych
kyselin v pdde su mikroorganizmy, korene rastlin a rozkladajiaca sa organicka hmota. Vo
vSeobecnosti organické kyseliny mozno rozdelit’ na vysokomolekulové a nizkomolekulové.
Nizkomolekulové organické kyseliny obsahuju jednu az tri karboxylové skupiny, ako napr.
kyselina Stavelova, citrénova, jabl¢na, jantarova a iné, ktoré pochadzaju z korenovych
vyluckov, metabolitov mikroorganizmov alebo produktov vznikajucich z rozkladu
organickej hmoty (JIANG et al. 2012). Vysokomolekulové organické kyseliny obsahuju viac
ako tri karboxylové skupiny a vznikaju primarne rozkladom organickej hmoty. Patria sem
huminové a fulvické kyseliny (POTYSZz et al. 2017).

Organické kyseliny maji v pdde viacero vyznamnych tloh. KI'i¢ovu tlohu zohravaji
vo fyzikalno-chemickych procesoch, ako je mineralizacia a solubilizacia, ¢o je rozptstanie
tazko dostupnych a komplexnych mineradlov. Zna¢ny vyznam maji aj v bioremediaciach
potencialne toxickych prvkov (ADELEKE et al. 2017). Organické kyseliny s beznou zlozkou
vacsiny pol'nohospodarskych pdd, kde sa podiel'aju na spristupfiovani Zivin (BALOGH-
BRUNSTAD et al. 2008). Schopnost’ pddnych organickych kyselin uvoliovat’ nerozpustné
minerdly je naviazand na tri zadkladné mechanizmy: acidifikéciu, chelatizaciu a vymennu
reakciu (ADELEKE et al. 2010). Acidifikaciou pddy dochadza k rozpustaniu a uvolfiovaniu
mineralov do podneho roztoku, ¢o v kone¢nom dosledku umoziiuje rastlinam ziskat’ dovtedy
nepristupné Zziviny. Chelatizaciou organické kyseliny formuju komplexné zluceniny S
mineralmi a nasledne ul'ah¢uja ich rozpustnot' v pode (MORGAN et al. 2005). Tretim
sposobom je vymenna reakcia, o je nahrddzanie minerdlov naviazanych na pddnych
koloidoch (BAo et al. 2013).

V sucasnosti sa pdda meni najmé pod vplyvom c¢loveka, ktory oraz viac zasahuje do
zivotného prostredia. Vyskyt potencidlne toxickych prvkov sa stdva stcastou vSetkych
zloziek zivotného prostredia a Siroka Skala potencialne toxickych prvkov, ako st napr. hlinik,
kadmium, olovo, zinok, med a chrom, sa dostava do pddy z prirodnych, ale najma
antropogénnych zdrojov (PRASAD et al. 2010). Vysledkom tejto Cinnosti je zmena
primarnych ekologickych faktorov posobiacich v podde, na ktorit mikroorganizmy
odpovedaju produkciou organickych kyselin. Mikroskopické vldknité huby tak reaguju na
nevyhovujuce fyziologické podmienky, vylu¢ovanim velkého mnoZstva medziproduktov
citratoveho cyklu, ako je napr. kyselina citronova, fumarova a a-oxalglutarova. Organické
kyseliny produkované mikroorganizmami maju tiez schopnost’ znizit’ pddne pH, a nasledne

formovat’ komplexy s potencidlne toxickymi prvkami, ktoré su v kyslom prostredi mobilné
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(RENELLA et al. 2004). Potencialne toxické prvky nie st biodegradovatel'né, ale mozu byt
transformované na menej toxické latky. Niektoré mikroorganizmy st schopné tieto toxické
latky viazat, stabilizovat' alebo mobilizovat’ prostrednictvom svojich metabolickych
procesov (JUHASOVA et al. 2016). Produkciou organickych kyselin sa vyznacuje Siroka skala
mikroskopickych vlaknitych hub, najmé druhy rodov Aspergillus, Penicillium, Fusarium,

Paecilomyces, Talaromyces a mnohé d’alsie.

3.3 Druh Aspergillus niger — producent organickych kyselin

Jednym z najzname;jsich producentov organickych kyselin je druh Aspergillus niger.
Produkuje ich Siroké spektrum, ako je napr. kyselina jabl¢na, octova, vinna, propionova,
glukanova, oxalatovd a mnoh¢ dal’Sie.

Z organickych kyselin ma, najméd v potravinarskom a farmaceutickom priemysle,
najvacsie vyuzitie kyselina citronova (BRANDL et al. 2018, LIAUD et al. 2014, MAHARANI et
al. 2014, TonG et al. 2019, WALAszczYK et al. 2018). Uvedeny druh je uz viac ako 50 rokov
hlavnym zdrojom priemyselne vyrabanej kyseliny citronovej. Kyselina citronova ma vd’aka
svojim mnohym aplikdciam vysoky ekonomicky potencidl. Vzhl'adom na prudky nérast
dopytu a rastice trhy je potrebné vyvinut' lepSie vyrobné techniky na zvySenie produkcie.
Vyrobny proces by mal byt ekologicky Setrny s vyuzitim l'ahko dostupnych a lacnych
agropriemyselnych odpadovych produktov pri zachovani vysokej produkcie (SHOW et al.
2015). Ako uvadzajo UPTON et al. (2017), vyvoj nahodnou mutagenézou umoznil
metabolické modelovanie, ¢im sa dosiahlo zlepSenie fermentaéného vykonu. Takyto kmen,
resp. kmene upravené tzv. metabolickym inZinierstvom st schopné zvysit produkciu
kyseliny citrénovej na lacnych surovinach. Pod metabolickym inZinierstvom RASOULNIA et
MousAvI (2016) uvadzaju vytvorenie optimalnych podmienok na produkciu kyseliny
citrébnovej v bioreaktore. Je to predovsetkym vhodnéd koncentrécia sacharézy (101,9 g/l),
prevzdus$nenie (762,5 ml/min) a velkost’ inokula (40 ml/1).

Vyznamnou tlohou organickych kyselin produkovanych druhom Aspergillus niger v
pdde je aj rozpusStanie mineralov, spristupiiovanie Zivin a viacerych prvkov, ako napriklad
fosfor. Fosfor je pre rastliny esencidlnym prvkom a jeho nizka mobilita je v
pol'nohospodarskych pddach limitujacim faktorom pre pestovanie obilnin, ¢o sa, okrem
iného, pripisuje aj jeho nizkej rozpustnosti. Pri porovnani druhov Penicillium oxalicum a
Aspergillus niger, izolovanych z pol'nohospodarskej pody, ZHEN et al. (2016) poukazali, na

vacsiu efektivnost’ druhu Aspergillus niger vd’aka vyssej produkcii organickych kyselin a
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schopnosti prisposobit’ sa prostrediu s nizSim pH. Organické kyseliny zohravaju tiez
vyznamnu tlohu pri biologickej dostupnosti selénu (DINH et al. 2017). Druh Aspergillus
niger vylucuje citrat, ktory umoznuje zvysenie biologickej dostupnosti Zeleza (ODONI et al.

2017). Na druhej strane, produkcia organickych kyselin ma vyuzitie nielen v biotechnologii.

3.4 Druh Aspergillus niger — producent mykotoxinov

Druhu velku skupinu metabolitov mikroskopickych vlaknitych hub predstavuju
mykotoxiny. St to neprchavé zluceniny s nizkou molekulovou hmotnost'ou. Ako sekundarne
metabolity nie si nevyhnutné pre zivot daného organizmu, ale pravdepodobne producentovi
poskytuju uréitd ekologick vyhodu, napr. pri pristupe k Zivindm v prostredi. Stadium
mykotoxinov sa spaja najcastejsie s ich vyskytom v potravinach, ¢i krmivach, pretoze vd’aka
svojim toxickym vlastnostiam predstavuju hrozbu pre vsetky teplokrvné zivocichy (KLICH
et al. 2009, NELSON et al. 1993). Medzi najproduktivnejsie patria druhy rodov Fusarium,
Penicillium a Aspergillus (DING et al. 2017). Druh Aspergillus niger méze syntetizovat
mykotoxiny ochratoxin A a fumoniziny (PITT et HOCKING 2009), pricom obe tieto skupiny
maji na zdravie l'udi a zvierat teratogénny, imunotoxicky, mutagénny a karcinogénny
ucinok (CREPPY 2002). Doteraz je znamych cca 500 mykotoxinov a problematika vacsiny z
nich stile nie je preStudovana (GACEM et al. 2020, MOSINA et al. 2020). Vyznam
sekundarnych metabolitov, ktoré produkujii mikroskopické vlaknité huby v pdde, sa spéja
predovsetkym s posilnenim ich obrannych reakcii vo vztahu k inym pédnym organizmom.
Mikroskopické vlaknité huby su totiz v pdde Casto vystavené konkurentom, ako st napr.
améby, nematody alebo aj iné mikroorganizmy, s ktorymi maju antagonistické vztahy
(KARKLOVSKY 2008, Fox et HOWLETT 2008, ROHLFS et CHURCHILL 2011, ROHLFs et al.
2007). Mykotoxiny v pdde mozu tiez sluzit ako chemické signaly medzi jednotlivymi
mikroorganizmami, napr. za G¢elom ochrany sklerdcia hub pred predatormi (RASMUSSEN et
al. 2005, ROHLFs et KURCHNER 2010). Funkcia mykotoxinov v pdde zatial’ nie je podrobne
preskimand, nakolko tento typ vyskumu narG$aju rézne prirodzené faktory.
Prostrednictvom produkcie sekundarnych metabolitov mikroskopickymi vldknitym hubami
vSak v pdde dochadza ¢asto k interakcii tychto metabolitov s rastlinami. U niektorych rastlin
bolo napr. pozorované tzv. maskovanie mykotoxinov v dosledku metabolickych zmien
daného rastlinného druhu ako vysledok obranného mechanizmu (PFLIEGER et al. 2020).

Ako ukazali LEE et al. (2013), medzi sekundarnymi metabolitmi st niektoré viazané

na konkrétny druh mikromycéty, napr. neosartorin identifikovali ako zluceninu Specifick
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iba pre druh Aspergillus lentulus. A tato chemotaxonomicka klasifikacia zaloZzena na
metabolitoch sa tak stdva Gc¢innym nastrojom klasifikacie Aspergillus spp. s druhovo

Specifickou uc¢innostou.

3.5 Druh Aspergillus niger a jeho vyuZitie v bioremedia¢nych procesoch

Adaptacia druhu Aspergillus niger na kyslé az extrémne kyslé prostredie a jeho
schopnost produkovat mnohé organické kyseliny sa vyuziva v mnohych
biotechnologickych procesoch. Su to napr. procesy biodegradacie, biosorpcie, biolihovania
a bioremediacie kontaminovaného podneho prostredia za ucelom zniZovania obsahov kovov
a potencialne toxickych prvkov v prostredi (JOsHI et al. 2011, GuULzZAR et al. 2017,
SRIVASTAVA et THAKUR 2006, URIK et al. 2015).

CHAUDHRY et al. (2012) a OLUKUNLE et OYEGOKE (2016) sledovali biodegradaciu
ropy; GuULzZAR et al. (2017) zase syntetickych aj priemyselnych odpadovych vod
vznikajucich v textilnom priemysle. Viaceré druhy mikroskopickych vldknitych hub
izolované z kontaminovanych substratov, a predovsetkym Aspergillus niger, st povazované
za vhodné biosorbenty napr. niklu, chromu a kadmia (AHMAD et al. 2006), ale aj ortuti z
viacerych substratov, ako je napr. poda, kaly, priemyselné a odpadové vody (BAHOBIL et al.
2017). Akumulaciu Sirokej $kaly potencialne toxickych prvkov, ako napr. kadmium, zinok,
med’, olovo a iné, potvrdili napr. ZENG et al. (2015). Biolthovanie je proces extrakcie
roznych kovov Zivymi organizmami, resp. ¢innostou organickych kyselin, ktoré tieto
organizmy produkuju. Aspergillus niger ma v tomto smere vel'mi vel'ké vyuzitie, napr. pri
biolthovani kadmia, medi, olova, zinku z kontaminovanych pod (REN et al. 2009, XINHUI
et al. 2018), pri znizovani obsahu zinku, olova, kobaltu, kadmia, medi, arzénu(lll), fluéru, a
tiez striebra (ACOSTA-RODRIQUEZ et al. 2018; ANJUM et al. 2010, GHoLAMI et al. 2011) a
uranu (WANG et al. 2013).

V bioremediacnych procesoch sa naj€astejSie pouzivaju druhy, resp. kmene urcitych
druhov mikroskopickych vlaknitych hub, ktoré boli izolované z kontaminovaného
prostredia. Predpoklada sa ich vysSia G¢innost v porovnani s druhmi, resp. kmenmi
pochéadzajucimi z nekontaminovaného prostredia. Takto sa ako vysoko ucinny ukazal druh
Aspergillus niger pri bioremediacii ortuti z pddy kontaminovanej tymto prvkom
(HINDERSAH et al. 2018).
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3.6 Pelety mikroskopickych vlaknitych hub a ich vyuZzitie

Pelety predstavuju stabilné gul'até, ovalne alebo elipsoidné aglomeraty pozostavajice
z rozvetvenych a prepletenych sieti hyf. Ako v8ak uvadza VEITER et al. (2018), pelety sa
mozu vytvarat’ koagulaénym alebo nekoagulacnym sposobom. V tzv. koagulaénom type
peliet sa spory rychlo zoskupuji a nasledne kli¢ia, ¢im vytvoria peletu. Pri tzv.
nekoagulacnom type peliet je to naopak. Tento typ peliet je spojeny s premieSavanim a
prevzdusiovanim. GARCIA-REYES et al. (2017) uvadza Styri hlavné Casti (regiony) pelety,
oznacené ako R1 — R4. V strede sa nachadza jadro pelety (R1), okolo ktorého mdze byt duta
Zast’ (R2). Cast’ ozna¢enu ako R3 tvoria vlakna, ktoré mozu vykazovat znaky autolyzy, a to
v takom pripade, ked sa tieto vldkna zaCinaji rozkladat’ vlastnymi enzymami. Oblast’
zivotaschopnych vlaken (hyf) je oznacena ako R4 a je to vonkajsia Cast’ pelety, ktort vidime
ako chlpatt alebo vlasatu (,,hairy* region).

V priemyselnych procesoch sa z ekonomického hladiska uprednostiiuju pelety.
Dévodom je menSia spotreba energie pri prenose teploty a hmoty, ako aj moznost
opdtovného vyuzitia biomasy, a tieZ nepretrzitd prevadzka. Mycéliové pelety st vel'mi
nejednotné bunkové celky, pri ktorych obmedzenie prenosu teploty a hmoty spdsobuje
biochemické a §truktirne zmeny veduce k vzniku réznych $pecifickych metabolickych
Struktar. Velkost a tvar vonkajSieho povrchu peliet sa odlisuje, pohybuje sa od chlpatych az
po hladké formy (ZNIDARSCIC et PAVKO 2001).

Na morfologiu peliet vplyvaju viaceré faktory dolezité pri ich kultivacii, ako napr.
rychlost’ otacok, teplota a pH prostredia, pritomnost kovov, ale tiez vlastnosti druhu
mikroskopickej vlaknitej huby a jeho metabolické aktivity (COURI et al. 2003, PAPAGIANNI
2014, SIMONOVICOVA et al. 2017, VEITER et al. 2018).

3.7 Interakcia mikroskopickych vlaknitych hub s ilovymi mineralmi

Vztahy medzi mikroorganizmami a mineralnymi Casticami pody, najmi ilovymi
mineralmi, maju vel’ky vyznam tak pre samotné mikroorganizmy, ako aj pre pddu. Na
rozdiel od ilového zloZenia pody, ktoré je v podstate stale, Struktira biocendzy podlicha
znaénym zmenam v priestore a ¢ase pod vplyvom mnohych ekologickych, trofickych a
technologickych faktorov (NOVAKOVA 1989). Spolo¢ny vyskyt mikroskopickych vlaknitych
hab a mikrokrystalickych anorganickych silikatov je v prirodnych sedimentoch vel'mi Casty.

Oba komponenty su vel'mi frekventovanou zlozkou vacsiny pod a sedimentov, pricom oba
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su schopné znizovat' v ich bezprostrednom prostredi koncentraciu réznych vo vode
rozpustnych latok. Predpokladom pre transport tychto latok z okolitého prostredia je
pritomnost’ vody v jej kvapalnej faze, ktord vyrazne zvysuje interakénti plochu sorbentu aj
v doésledku ich rozpadu na menSie Castice a zaroven umoznuje uplatnenie sorpcnych
mechanizmov (JESENAK et al. 2015, NosALJ et al. 2020).

Interakcie mikroskopickych vlaknitych hub s anorganickymi a organickymi tuhymi
latkami sa uskutocnuju na povrchu tuhych latok, ¢i uz priamo bezprostrednym kontaktom
hyt mikroskopickych vlédknitych hub (mechanické rozruSovanie tuhych latok) alebo
nepriamo chemickym pdsobenim metabolitov hub (KOLENCIK et al. 2007). Adsorpcia medzi
mikroorganizmami a mineralnymi ¢asticami pody je vel'mi dolezity ekologicky fenomén
mikrobialnej existencie, ktory pomaha poédnym mikroorganizmom pri zadrziavani vo
vyS8ich podnych vrstvach a zabranuje stresu a letalnym environmentalnym efektom
(FOMINA et al. 1999). Vzhl'adom na bioakumulaéné vlastnosti mikroskopickych vlaknitych
hub, ako aj sorpéné vlastnosti mikrokrystalickych silikatov, sa uvazuje o ich potencidlnom

vyuziti pri dekontaminacii zivotného prostredia (FOMINA et GADD 2002).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Druh Aspergillus niger ako modelovy organizmus

Ako modelovy organizmus sme si zvolili druh Aspergillus niger a jeho, z viacerych
substratov, izolované environmentalne kmene. Celkovo sme pracovali so 16-timi kmenmi
uvedeného druhu, ktoré sme ziskali v priebehu rokov 2013 — 2018 z viacerych miest zo

Slovenska, z Ceskej republiky (Obr. 2), tiez z Kuvajtu a z povrchu pevného substratu.
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Obr. 2. Lokality odberu pddnych vzoriek a pevnych substratov ako zdroja ziskanych
environmentalych kmenov druhu Aspergillus niger.

Kmene sme izolovali kultivacnymi metédami z uréitého podneho typu pri navazke 10
g jemnozeme a riedeni 107, Kultivaciou 5 — 7 dni pri laboratérne;j teplote 25 °C na viacerych
zivnych pddach (CD, SDA, MEA) sme ziskali zmesné kultary. Z tychto zmesnych kultur
sme opakovanim preockovanim na nové zivné pody (CDA, MEA a SDA) postupne kmene
aspergilov precistili a v ¢istom stave ich uchovavame na Sikmom agare (CDA a SDA).
Vsetky kmene su tieZ deponované v zbierke mikroskopickych vlaknitych hub na Katedre
pedologie Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave a evidované pod

rovnakym oznacenim, ako je uvedené d’ale;.
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4.2 Molekulova analyza izolatov druhu Aspergillus niger

Vsetky izolaty Aspergillus niger sme identifikovali tak na zaklade ich fenotypovych
znakov, t. j. makromorfologicky a mikromorfologicky, ako aj na zaklade genotypovych
znakov, t. j. vyuzitim molekulovych metod.

Kazdy druhu Aspergillus niger sme kultivovali v ¢istej kultire v skimavkach na zivnej
pdde SDA (HiMedia, Mumbai, India) pri laboratornej teplote 25 °C. Nasledne sme pridali
10 ml konidii Cistej kultury rovnakého kmenia do 50 ml zivného roztoku SDB (HiMedia,
Mumbai, India) v 250 ml Erlenmayerovych bankach, ktoré sme ulozili na trepacku Unimax
2010 (Heidolph, Schwabach, Nemecko). Tvorba peliet prebiehala pri otackach 150 za
minutu. pocas nasledovnych 5 — 7 dni pri laboratérnej teplote 25 °C. Vytvorené pelety sme
d’alej prefiltrovali a dokladne premyli destilovanou vodou. Takto sme ich pripravili na d’alsie
spracovanie. Nasledne sme z peliet izolovali DNA podla priloZeného protokolu v DNeasy
Plant Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Genomicku analyzu sme urobili v spolupraci s
Ustavom molekularnej biolégie SAV v Bratislave. Sekvencie ITS kmetiov su deponované v
GenBank pod pristupovymi &islami MV739953 — MV739968 (SIMONOVICOVA et al. 2021).

Izolaciu DNA z jednotlivych kmenov duhu Aspergillus niger sme urobili pomocou
DNeasy Plant mini purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) podl'a ndvodu od vyrobcu.
Na RAMP-PCR sme podla protokolu (PANGALLO et al. 2012) pripravili zmes obsahujicu 2
U SuperHotTag DNA polymerazu (Bioron), 2.4 mmol-1 MgClz, 200 pmol-1 dNTP, 60 pmol
mikrosatelitného primeru T14 (AAT GCC GCA G) a 60 pmol bezného primeru K7 (CAA
CTC TCT CTC TCT), do ktorého sme nakoniec pridali DNA v mnoZstve 50 — 100 ng.
Program PCR pozostaval z pociato¢nej denaturéacie pri 95 °C po dobu 5 minut, 30 cyklov
(95 °C po dobu 45 s; 30 °C po dobu 60 s pri nabehu 0,1 °C s-1 az 50 °C; 50 °C po dobu 60
s so stipanim 0,1 °C s-1 az 68 °C; 68 °C pocas 90 s) a konec¢nej polymerizacie pri 68 °C
pocas 10 minuat. Pat pL. produktov RAMP-PCR bolo separovanych na 1,8 % agar6zovom
géli pocas 4,5 hodiny pri 2,3 V cm™ v timivom roztoku TAE (Tris-acetat-EDTA). Gély sme
zafarbili etidiumbromidom, vizualizovali sme ich pod UV svetlom a na zaver sme urobili
fotodokumentaciu.

Nasledne sme vsetky kmene Aspergillus niger porovnali pomocou RAMP analyzy,
kedy sa produkty PCR analyzuju elektroforézou v 1,5 % agarézovom géli (Seakem LE, FMC
Bioproducts, Rockland, Maine, USA) 3 — 4 h, v roztoku TAE. Do gélu sme pridali
etidiumbromid, ktory umoznil PCR produkty nasledne zobrazit' pod UV svetlom.

Vysledkom bol fotograficky zaber. Profily RAMP sme analyzovali pomocou softvéru
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BioNumeric ver. 6 (Applied Maths, Kortrijk, Belgicko) pomocou Pearsonovej korelacie a
UPGMA klastrovania (SIMONOVICOVA et al. 2021).

4.3 Stanovenie biologického profilu kmenov druhu Aspergillus niger systémom Biolog
FF Microplate™

Stanovenie biologického profilu 16-tich kmenov Aspergillus niger sme urobili na
zaklade produkovanych metabolitov pomocou systému Biolog FF Microplate™ v Ostrave.

Rozdiely v produkcii metabolitov sme zistovali pomocou testovacieho systému
Biolog MicroStation (MicroLog3, ver. 4.20.05). Identifika¢ny systém MicroStation GEN II1
firmy Biolog (Biolog Inc., Hayward, USA) sluzi na fenotypovu identifikaciu
mikroorganizmov na zéaklade ich biochemickych profilov ziskanych zo suboru utilizacnych
testov (BOCHNER 2009).

Izolované kmene Aspergillus niger sme kultivovali v skimavkach na Sikmom 2 %
MEA agare (HiMedia Laboratories, Mumbai, India) pri teplote 26 °C pocas 5 — 7 dni.
Konidie sme nasledne naockovali do inokula¢ného roztoku (IF), ktory je stcast'ou setu
Biolog FF Microplate a kmene sme upravili na odporti¢anu hustotu 65 %, ktoru sme zmerali
turbidimetrom. Suspenziu konidii s objemom 100 pl sme nasledne naockovali na agarové
platnicky, ktoré obsahovali prednastaveny subor testovanych substratov. Mikroplatnicky

sme inkubovali po dobu 72 — 168 h, a nasledne sme ich vyhodnotili systémom Biolog.

4.4 Stanovenie enzymu lipaza

Lipazy (triacylglycerolové hydroldzy) patria medzi biokatalyzatory, ktoré uskutociiuju
reakcie vo vodnom aj v nevodnom prostredi. Katalyzuji hydrolyzu a tiez syntézu
acylglycerolov s dlhym retazcom. Stanovenie lipazovej aktivity sme robili kultivacne na
diagnostickej Zivnej pode SBA (Himedia, Mumbai, India). Zivna pdda je modrej farby a
produkcia enzymu lipaza vytvara tzv. halo efekt. Ide o odfarbenu zénu v podobe jedného
alebo viacerych kruhov (KRAKOVA et al. 2012). Sucasne sme sledovali rast jednotlivych
kmenov Aspergillus niger a ich makromorfologické znaky na kontrolnej SDA Zivnej pode.
V obidvoch pripadoch sme kmene naocCkovali do stredu Petriho misiek vzdy v troch
opakovaniach. Kultivacia prebiehala v termostate pri teplote 25 °C po dobu 5 dni. Produkciu
enzymu lipaza sme kontrolovali vizualne kazdy druhy den, kedy sme zaznamenavali rast

kolonie a vel'kost” odfarbenej zony.
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4.5 Kultivacia kmenov druhu Aspergillus niger na stanovenie mykotoxinov

Environmentalne Aspergillus niger sme kultivovali na zivnej pode MEA (Himedia,
Mumbai, India) v Petriho miskach (d = 9 cm, s hrubkou média 0,5 cm) pri laboratorne;j

teplote 14 dni.

4.6 Tenkovrstvova chromatografia (SAMSON et al. 1989)

Z vyrastenych kmenov Aspergillus niger na Petriho miske sme korkovrtom vyrezali
tri kruhové Casti z koldnie (d = 1 cm) a tie sme postupne naniesli na TLC silikagélovu platiu
(Merck TLC aluminium silica gel, 20 x 20 cm, Merck KGaA, Darmstadt, Nemecko). Vyrezy
hubovych kultar sme nanasali z oboch stran platne oproti sebe, a to tak agarovou stranou
(testovanie exotoxinov), ako aj mycéliovou stranou (biomasa, testovanie endotoxinov po
aplikécii dvoch kvapiek extrakénej zmesi (metanol/voda v pomere 80 : 20). Vyrezy biomasy
sme aplikovali po dvoch po sebe na to isté miesto. Na TLC platnickéach ostali po vyrezoch
odtlacky potrebné na analyzu. Ako Standard (kontrolu) sme pouzili 10 upl roztoku
grizeofulvinu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA; 100 pg/ml chloroformu). Takto pripravené
platne TLC sme nechali voI'ne vyschnut’ a d’alej vyvijat' v TEF (toluén / etylacetat / kyselina
mrav¢ia (90 %) na strane exotoxinovej v pomere 5: 4 : 1) a v CAP (chloroform / aceton /
izopropanol, v pomere 85 : 15 : 20; vSetky pouzité chemikalie v Cistote p. a., Merck KGaA,
Darmstadt, Nemecko) na strane endotoxinovej vo vyvijacich kyvetach (Camag, Muttenz,
Switzerland). Po vyvinuti oboch polovic platni sa tieto necChali spontanne vysusit' a
vizualizovali sa mykotoxiny, ktoré si zname v spektre extrolitov druhu Aspergillus niger
(NIELSEN et al. 2020).

4.7 Dokaz ochratoxinu A

OTA sme stanovili podla postupu FILTENBORG et al. (1989). VysuSent TLC platiiu
sme na tri minaty vloZili do nadoby s vyparmi NHsz (Lachema, Brno, Ceska Republika).
Nasledne sme pozorovali jednotlivé Skvrny pod UV svetlom (254 nm) v TLC kabinete
Camag TLC Visualizer (Camag, Muttenz, Switzerland). Skviny OTA majia modrozelent

fluorescenciu, Skvrna grizeofulvinu modrt.
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4.8 Dokaz fuminizinu B1

Fumonizin B1 sme stanovili podl'a NELSON et al. (1993). Na povrch vyrezov kmenov
Aspergillus niger sme pred aplikaciou na TLC platne kvapli roztok methanol / voda v
pomere 80 : 20. Na eluciu TLC platni sme pouzili zmes chloroform / methanol / kyselina
octova v pomere 6 : 3 : 1. VysuSené platne sme postriekali roztokom 0,5 % p-anizaldehydu
v zmesi etanol / kyselina octova / kyselina sirova (17 : 2 : 1) (v8etky pouzité chemikalie v
Cistote p. a., Merck KGaA Darmstadt, Nemecko) a zahriali ich na 140 °C po dobu 2 — 3 min.
Fumonizin Bl sa zobrazi v tvare fialovych az tmavofialovych Skvin, Standard v tvare

modrych skvin.
4.9 Retencny faktor RF

U pozorovanych skvin sme vypocitali retencny faktor, ktory potvrdzuje produkciu
daného mykotoxinu porovnanim so Standardom grizeofulvinu v databaze tychto faktorov
podrla autorov metody (FILTENBORG et al. 1989, Nelson et al. 1993).

Rr = vzdialenost’ skvrny od Startu vyvijania (cm)/Celo rozpuastadla od Startu (cm).

Schéma stanovenia mykotoxinov je graficky znazornena na Obr. 3.
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Obr. 3. Schéma pracovného postupu skriningu Aspergillus niger na produkciu mykotoxinov
metodou TLC.
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4.10 Stanovenie organickych kyselin u vybranych kmenov druhu Aspergillus niger

Vyssie uvedené analyzy, resp. stanovenia sme robili so vSetkymi 16 kmenmi
Aspergillus niger. Nasledne sme na zaklade vysledkov tychto analyz vybrali $tyri kmene, s
ktorymi sme pokracovali v d’al§ich experimentoch. Kmene sme vybrali naprie¢ skalou pH
nasledovne: An-S z ultra kyslého prostredia, An-P z0 silne kyslého prostredia, An-Sl zo silne
alkalického prostredia, kontrolny kmen An-G z0 slabo alkalického prostredia.

Kmene druhu Aspergillus niger sme na stanovenie organickych kyselin kultivovali v
zivnom médiu SDB (Himedia, Mumbai, India). Suspenziu konidii Aspergillus niger sme v
objeme 5 ml pridali do 95 ml SDB (kone¢né mnozstvo 100 ml). Ako kontrolna vzorku sme
pouzili 100 ml ¢istého SDB. Kultivacia kmeniov prebiehala v troch opakovaniach pocas 10
dni pri laboratornej teplote 25 °C. Pocas kultivacnej doby sme stanovili pH Zivného média
SDBv 2., 4.,6.,8.a10. dei. Na stanovenie pH sme pouzili pH meter 3210 SET-2 (BRAND
CITY, Weilheim, Nemecko). Po 10-diovej kultivacii sme vytvorené mycélium dvakrat
prefiltrovali cez modry papierovy filter KA 4 (BRAND CITY, Pernstejn, Ceské republika).
Na stanovenie organickych kyselin sme oddelili 20 ml roztoku SDB.

Stanovenie organickych kyselin sme robili v spolupraci s Ustavom geotechniky SAV
v Kosiciach. Organické kyseliny a bezné anorganicke aniony vyskytujice sa v zivnom médiu
sme zaznamenali ioniovym chromatografom Dionex ICS-5000 (Sunnyvale, Kalifornia,
USA). Separacia analytov sa uskutoctiovala v kolone IonPac AS11-HC s pouzitim
elektrolyticky generovanej gradientovej elticie 1-30 mM KOH. Chromatograficka metoda
umoznuje dobré rozliSenie jednotlivych anionovych druhov. Vel'mi dobre rozliSené su aj

piky na zaciatku eluovania (glukonat, laktat a acetat).

4.11 Praskové formy a ich vplyv na tvorbu peliet

Oxid Zelezity a oxid kremicity

V experimentoch sme pouzili jemné prasky oxidu zelezitého a oxidu kremicitého s
vel’kostou astic mensou ako jeden mikrometer (Sigma—Aldrich). Cistota Fe2O3 bola vyssia
ako 97,0 % a cistota SiO2 bola na trovni 99,0 %. Oba udaje s vyjadrené v hmotnostnych
percentach.

flovy mineral

Montmorillonit pouzity v tejto Studii bol ziskany sedimenta¢nou metédou zo 4 %

vodnej suspenzie bentonitu z najznamejsej slovenskej lokality Stara Kremnicka — JelSovy
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Potok. Bentonit z tejto lokality obsahuje vapenato-hore¢naty montmorillonit. Hlavna cast’
montmorillonitu bola obsiahnuta v Casticiach mensich ako 2 um (JESENAK 1994, 2005,
JESENAK et HLAVATY 2000).

Zeolity

V experimentoch sme pouzili Styri druhy syntetickych zeolitov: Na-mordenit
(SiO2/Al,03=17,5), NaY (SiO2/Al,03=4,5) a Na-ZSM-5 (SiO2/Al03= 28,5) a jednu
vulkanickt zeolitovli horninu (zeolitovy tuf) z najznamejSiecho a priemyselne aj najviac
vyuzivaného slovenského loziska v Niznom Hrabovci na vychodnom Slovensku.
Mineralogické zloZenie tufu bolo nasledovné: 84 % Klinoptilolitu, 8 % krystobalitu, 4 %
illitu a 3 az 4 % plagioklasu. Chemické zloZenie klinoptilolitu v zeolitovom tufe vyjadruje
vzorec (Ca, Kz, Naz, Mg)4 (AlgSis09).24 H20 (HoLuB et al. 2016).

Vsetky zeolity boli pouzité vo forme jemného prasku s velkostou Castic mensou ako
5 um. Textarne charakteristiky vnutornej porovitej struktiry zeolitov boli uréené metdédou
adsorpcie dusika pri teplote -196 °C pristrojom ASAP 2400 (Micromeritics, Bedfordshire,
Velké Britania). Pred meranim boli vzorky zeolitov pocas noci zahrievané na 350 °C a
evakuované na rovnovazny tlak 2 Pa. Adsorp¢né izotermy vSetkych syntetickych zeolitov
(Obr. 4) sa vyznaCuji Sirokym horizontalnym platd reprezentujiicim adsorpciu na

vonkajSom povrchu zeolitovych krystalov.

N
53
S}

Va (cm®/g STP)
%
g

NazZSM5

Clinoptilolit

Obr. 4. Adsorpéné izotermy zeolitov. Na obrazku je terminom ,,clinoptilolit* oznaceny zeolitovy tuf
z Nizného Hrabovca s obsahom klinoptilolitu.
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Tato adsorpcia spolu s desorpciou nevykazuje na izotermach takmer ziadnu hysterézu.
[zotermy potvrdzuju, ze ide o typické mikroporovité latky. Vynimkou v subore izoteriem
zeolitov je izoterma zeolitového tufu, ktord vykazuje pomerne vyraznu hysterézu v oblasti
vysSich relativnych tlakov. Ta poukazuje na vysoké zastipenie mezoporov a v menSom
rozsahu aj makropoérov.

V tabul’ke 2 st uvedené textirne chrakteristiky vSetkych zeolitov. Z nej vyplyva, ze
Specifické povrchy vsetkych syntetickych zeolitov st vysoké a pohybuju sa v rozsahu 285
m?/g (u NaZSM-5 zeolitu) az 668 m?%g (u NaY zeolitu). Specificky povrch prirodného
zeolitového tufu je priblizne desat’- az dvadsatkrat nizsi ako u syntetickych zeolitov. Kym u
syntetickych zeolitov je interakény povrch tvoreny povrchom mikropérov a externym
povrchom kryStalov zeolitu, u zeolitového tufu je tento povrch zanedbatelny. Hlavnu ast’

jeho povrchu reprezentuju mezopory v rozsahu 5 nm az 50 nm.

Tabulka 2. Textarne charakteristiky zeolitov.

SeeT Vmicro St Va Dp

m?/g cm3/g m?/g cmi/g nm
NaM 360 0,147 42,9 0,182 -
NaY 668 0,332 38,1 0,384 -
NaZSM-5 285 0,128 40,7 0,217 -
Zeolitovy tuf 30.6 0,003 24,0 0,153 15, 38

Legenda: Sger — $pecificky povrch; Vimicro — Specificky objem mikroporov; S; — velkost” externého
povrchu; Va— celkovy objem poérov; Dy —velkost’ mezoporov.

4.12 Priprava peliet a stanovenie ich vel’kosti v prostredi s ilovymi mineralmi

Pelety sme pripravovali nasledovne: 5 ml vodnej suspenzie konidii sme pridali zo
zasobneho roztoku, pre kazdy kmen Aspergillus niger samostatne, do 45 ml kultivaéného
SDB média (Himedia, Mumbai, India). Nasledne sme do kultivaéného média pridali 1 g
testovanej praSkovej latky (ilového minerdlu). Kultivacia prebiehala 5 dni pri laboratorne;j
teplote 25 °C v 250 ml v Erlenmayerovych bankach na trepacke Unimax 2010 (Heidolph,
Schwabach, Nemecko) pri frekvencii 150 ota¢ok za minttu. Po ukonceni experimentu sme
vytvorené pelety prefiltrovali, premyli destilovanou vodou a vlozili do Petriho misiek, v
ktorych sme ich spocitali a stanovili ich vel'’kost' pomocou mriezky z milimetrového papiera.

Makromorfologicku Strukturu peliet sme zachytili pomocou digitalneho fotoaparatu

Canon IXUS 16.1 megapixelov. Mikromorfologicku Struktiru sme sledovali v kvapke
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kyseliny mlie¢nej s bavlnikovou modrou (0,01 %) optickym mikroskopom AxioScope Al
Carl Zeiss Jena. Dalsie mikroskopické snimky zaznamenané na stereomikroskope Leica
M165 FC, digitalna kamera Olympus DP 72, (softvér Quick Photo Micro v. 3.0, Olympus)
sme urobili na katedre Fyziologie rastlin PriF UK, ktoré ndm pomohol spracovat’ Mgr.
Michal Martinka, PhD.

Velkost peliet sme stanovovali v destilovanej vode v Petriho miske. Pocet peliet na
miske sa v zavislosti na ich velkosti pohyboval v rozsahu niekol’kych jednotiek az po
priblizna hranicu 1000 v pripade najmensich peliet. Vo vSetkych pripadoch bol v peletach
kumulovany cely hmotnostny podiel biomasy reprezentovanej mikroskopickymi vlaknitymi
hubami. Velkost' peliet bola zistena z fotografického zaznamu doplneného pravouhlym
¢iarovym rastrom so znamou vzdialenost'ou rozostupu ¢iar bez pouzitia softvéru obrazovej
analyzy.

Pocet konidii sme tiez stanovovali v Biirkerovej komorke, a to nasledovne: zo
zriedeného kultivaéného média (1 : 100), ktoré sme si pripravili na kultivaciu peliet, sme
Pasteurovou pipetou odobrali suspenziu konidii a naniesli na podlozné sklicko do pocitacej
Biirkerovej komorky. Po prekryti krycim sklickom sme konidie spocitali pod mikroskopom
(AxioScope A1 Carl Zeiss Jena). Kone¢ny pocet konidii sme vypocitali na zaklade vzorca
(KoZUrRkOVA 2011):

pocet konidii = X * 250 000 * R

X = aritmeticky priemer poctu konidii na ploche §tvorcov komorky

R = riedenie
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Pody a substraty — zdroj kmenov Aspergillus niger

Vsetky environmentalne kmene Aspergillus niger, s ktorymi sme pracovali, sSme
postupne izolovali z r6znych pédnych typov, z rie¢nych sedimentov na nizSie uvedenych
lokalitach alebo z pevnych substratov. Klasifikaciu podnych typov sme upravili podla
SOCIETAS PEDOLOGICA SLOVACA (2014). Niektoré kmene sme tiez ziskali v ramci
spoluprace. Charakteristiku lokalit, resp. miesta odberov podnych vzoriek a substratov
uvadzame podla pddnej reakcie, hodnoty ktorej sme zoradili od ultra kyslej az po vel'mi

silne alkalicku, a tak vytvorili poradie vzoriek od 1 do 16 (Tab. 3).

Kmeii 1 (An-S)

Lokalita Sobov pri Banskej Stiavnici (Obr. 5a — ¢). Na tejto lokalite sa nachadza lom,
kde sa stenovym spdsobom od r. 1953 tazil sekundarny kremenec (HRUSKOVIC 1971) a
postupne spolu s tazbou vznikala aj halda odpadového materialu z lomu. Haldu tvori
nevytriedeny nespevneny material, ktory je dobre priepustny pre vodu a vzdu$ny kyslik, ¢im
nasledne dochéadza k oxidacii horninového materialu. Vyznamnu tllohu pri oxidacii sulfidov
zohréavaju acidofilné baktérie. NajdoleZitejSim procesom je oxidacia pyritu, pri ktorej vznika
kyselina sirova. T4 nasledne podmienuje migraciu toxickych prvkov, povodne viazanych v
krystalickej Strukture pyritu, a rozklada struktaru ilovych mineralov. Od vzniku haldy sa
znecistenie do okolia $irilo aj kyslou banskou vodou, ktora z lomu a haldy vytekala ako
oplachova dazdova voda obohatend o SOs* a dalsie prvky z rozpustenych siranov
(FRANKOVSKA et al. 2010). Jej vplyvom sa na svahu Sobova nésledne vytvorila ryyha (Obr.
5a), ktora rozdelila pdvodny laény porast na uzemie acidifikované a erodované (Obr. 5b).
Acidifikacia izemia sa vSak Sirila d’alej a postupne dochadzalo k ero6zii viacsej Casti izemia
(Obr. 5¢). V tomto obdobi (r. 2008) sme na Sobove odoberali podne vzorky. Kmen
Aspergillus niger sme izolovali z izemia, ktoré bolo negativne ovplyvnené kyslou a
mineralizovanou vodou vytekajicou spod haldy pyritizovaného hlusinového materialu.
Podnym typom je kambizem kultizemna var. kontaminovand forma erodovand bez
vegetacie. Poda je ultra kysla (pH 3,0) so zvySenym obsahom hlinika 506 mg/kg a s
minimom organickych latok (Tab. 3).
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Obr. 5. Ryha vytvorena vytekajicou AMD (a). Podny typ pod 1ténym porastom vpravo na obr. b je
kambizem kultizemna var. nasytena, v strede je kambizem kultizemna var. kontaminovana a vlavo
je kambizem kultizemna var. kontaminované forma erodovana. Erodované tizemie svahu Sobova (c).
(A. Simonovi¢ova, archiv).

Kmei 2 (An-N)

Uhol'né lozisko na lokalite Novaky (Obr. 6a, b) vyplia ast’ hornonitrianskej kotliny

juzne od mesta Prievidza na ploche 37 km? (HRONCEK et HERCKO 2014).

—

Obr. 6. Areal bane Novaky s haldou vytazencho uhlia v r. 2008 (6a), areal zavodu 2012 (6b). (A.
Simonovicova, archiv).

Kmen Aspergillus niger sme izolovali z uhol'ného prachu z arealu zavodu (Obr. 6a).
Substrat je ultra kysly (pH 3,32) s vysokym obsahom organického materialu (% Cox 39), ale
aj s nadlimitnym mnozstvom arzénu a zinku (Tab. 3), ktory stanovuje zakon (ZBIERKA

ZAKONOV 2014).

Kmeii 3 (An-Pop 4)
Lokalita Popro¢ sa nachadza v Petrovej doline, vo vychodnej ¢asti Slovenska medzi

mestami Smolnik a KoSice, a spada do katastra obce Popro¢ (Obr. 7). Na uzemi negativne
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ovplyvnenom byvalou banskou ¢innostou sa dnes nachadzaju skladky vytazeného
materialu, haldy a odkaliskd, ktoré vznikli po tazbe a Uprave antiménu. Na lozisku
antimonovych rud v Poproci prebiehala tazba od roku 1938 do roku 1965 (BLAHOVCOVA
2016).
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Obr. 7. Lokalita obce Popro¢ (https://www.google.sk/maps), BLAHOVCOVA (2016).

Kmene pochadzajuce z tejto lokality sme izolovali zo styroch roznych vzoriek. Kmen
oznaceny ako An-Pop 4 sme izolovali z technozeme inicialnej, ktora je extrémne kysla (pH
3,85) a obsahuje minimum organického materialu (% Cox 0,1). Na druhej strane, obsah

arzénu, antimonu, zinku, medi a inych prvkov prekracuje limitné hodnoty.

Kmei 4 (An-Pop 1)
Kmen An-Pop 1 sme izolovali z rankra, ktory ma vemi silne kysla podnu reakciu (pH
4,52). Aj v tejto podnej vzorke boli stanovené nadlimitné hodnoty potencialne toxickych

prvkov a tazkych kovov (Tab. 3).

Kmeii 5 (An-P)

Lokalita Pezinok — Kolarsky vrch (Obr. 8a, b). Na tejto lokalite sa tazil antimoén s
najvacsim rozsahom tazby v rokoch 1855 — 1896. V r. 1991 bola t'azba ukoncena. Negativny
dopad banskej ¢innosti sa prejavil na kontamindcii pod, vod a riecnych sedimentov. Kmei
Aspergillus niger sme izolovali z rie¢neho sedimentu potoka Blatina, ktory ma silne kyslu
podnu reakciu (pH 5,25), dostatocné mnoZstvo organickej hmoty a nadlimitné hodnoty

najma arzénu a zvySené hodnoty viacerych tazkych kovov (Tab. 3).
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Obr. 8. Vytok AMD z odkaliska () a rie¢ny sediment potoka Blatina (b). (A. Simonovitova, archiv).

Kmei 6 (An-Sm)

Tento kmen sme izolovali z lokality Smolnik. Lozisko Smolnik sa nachadza v Spissko-
gemerskom rudohori, medzi Smolnickou Hutou a Smolnikom. Nachadza sa tu stara banska
lokalita, kde sa v 13. A 14. storoci t'azila stricborna a medena ruda. Poslednt tonu rudy
vytazili v roku 1989. V roku 1991 sa bane uzatvorili a v roku 1994 zatopili. Ruda, ktora sa
nachddzala v okoli Smolnika, obsahovala vysoky podiel pyritu a odhaduje sa, Ze v
zatopenych baniach a haldach je este asi 6 milidnov ton pyritu (JESENAK 2010). V dosledku
toho vytekaji z bani AMD so zvySenym obsahom hlinika, vapnika, medi, hor¢ika, zinku a
siranovych anionov. Vel’ky vplyv na zloZenie banskych vod ma aj oxidacia pyritu, ktorou
dochadza k vzniku kyseliny sirovej, ¢o napomaha vylihovaniu medi a inych prvkov. Acidita
vod je zvySovana aj biologicko-chemickou oxidaciou pyritu a sulfidickej siry ¢innostou
bakteridlnych druhov z rodu Acidithiobacillus a Leptospirilum (SIMONOVICOVA et al.
2013c).

Kmen Aspergillus niger sme izolovali z riecneho sedimentu potoka Smolnik, do
ktorého vytekaji AMD zo zatopenej Sachty Pech. Tieto vody sa zachytdvaji najprv v bazéne
(Obr. 9a) a z neho nasledne vytekaju priamo do potoka a vodnym tokom sa dostavaju az do
priehrady Ruzin (Obr. 9b).
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Obr. 9. Zachytny bazén s AMD vytekajlicej zo Sachty Pech (a), rieény sediment potoka Smolnik (b).
(A. Simonovicova, archiv).

Rieény sediment ma silne kyslt podnu reakciu (pH 5,4) a obsahuje vel'mi malé
mnozstvo organickej hmoty. Na druhej strane vSak obsahuje nadlimitné hodnoty hor¢ika,

Zeleza, manganu, hlinika, medi, zinku aj kadmia (Tab. 3).

Kmei 7 (An-Kmi)

Lokalitou povodu tohto kmena je upatie vrchu Kycera v Belianskych Tatrach. Pod
porastom budiny s javorom S primesou jedle a podrastom trav sa nachadza podny typ
kambizem pararendzinova, hlinita, stredne skeletnatd, vyvinuta zo zvetralin silikatovo-
karbonatovych zlepencov a brekcii (BEDRNA et al. 2010). Z tohto pddneho typu, ktory ma
stredne kyslu pddnu reakciu (pH 5,4) a vel'mi nizky obsah organickej hmoty, sme izolovali
kmen Aspergillus niger (Tab. 3). Vyskyt tazkych kovov, resp. toxickych prvkov, sme

neStudovali.

Kmei 8 (An-Pop 5).
Kmen ozna¢eny ako Pop 5 sme izolovali z technozeme inicialnej so stredne kyslou
podnou reakciou (pH 6,05), vel'mi nizkym obsahom organického materialu a nadlimitnymi

hodnotami potencialne toxickych prvkov a tazkych kovov na lokalite Popro¢ (Tab. 3).

Kmeii 9 (An-L18)
Lokalita, z ktorej pochadza uvedeny kmen, st Laginy Ostrava v mestskej Casti
Moravska Ostrava, v Ceskej republike (Obr. 10).
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Obr. 10. Laguny Ostrava, miesto odberu kmenia An-L18. (H. Vojtkova, archiv).

Laguny zaberali plochu takmer 7 ha. Tieto nebezpecné skladky odpadu vznikali z
rafinérskej vyroby koncom 19. storo¢ia. Od roku 1965 sa tu ukladal odpad vznikajtci pri
procesoch regeneracie mazacich olejov z podniku OSTRAMO Ostrava. Po zmenepodniku
na sukromnu firmu OSTRAMO-VI¢ek a spol., s. r. 0. v roku 1992 sa tu ukladali odpady z
dalSich priemyselnych procesov v Ostrave, predovsetkym z chemickej vyroby. Prevadzka

skladky bola oficialne zastavena az v roku 1996 (FEKETEOVA et al. 2017; VOITKOVA 2014).

Kmei 10 (An-Pop 3)
Kmei oznaceny ako Pop 3 bol izolovany z pddneho typu ranker so slabo alkalickou
podnou reakciou (pH 7,45), nizkym obsahom organickych latok a nadlimitnym mnozstvom

antimonu, zinku a arzénu (Tab. 3) na lokalite Poproc.

Kmeii 11 (An-ZK)

Na lokalite Zemianske Kostolany sa nachadza odkalisko, kde je deponovany
elektrarensky popolcek. Odkalisko sa zacalo formovat’ v roku 1953, ked’ doslo k vyraznej
kontamindcii pdd polietavymi popolmi v oblasti elektrarne v Zemianskych Kostol'anoch. V
roku 1965 sa nasledkom intenzivnych dazd’ov pretrhla zékladna hradze odkaliska, kde sa
skladoval popolcek z tepelnej elektrarne Novaky a priblizne 3 miliony ton sa ho vylialo do
okolia. Neskor sa celé izemie prekrylo navozenou zeminou. Dnes sa tu pasie dobytok a poda

je tieZ obrabana (FEKETEOVA et al. 2017).
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(?br. 11. Technozem inicialna (a) pod lG¢nym porastom a vrstva popola (b) prekryta zeminou. (A.
Simonovic¢ova, archiv).

Na tejto lokalite sme kmen Aspergillus niger izolovali z vrstvy popola, ktora je
prekryta navozenou zeminou (Obr. 11a, b). Vrstva popola ma slabo alkalicki podnu reakciu

(pH 7,51), je chudobna na organicki hmotu, ale obsahuje nadlimitné mnozstvo arzénu a

inych tazkych kovov a potencialne toxickych prvkov (Tab. 3).

Kmei 12 (An-G)
Lokalita Gabc¢ikovo, v ¢ase odberu pddnej vzorky, predstavovala hospodarsky luzny

les v inunda¢nom uzemi medzi hlavnym tokom Dunaja a derivaénym kanalom.

Obr. 12. Rastlinné spolocenstvo Salici-Populetum, jarny aspekt (a) a letny aspekt (b). Miesto odberu
vzorky kmenia An-G. (A. Simonovi¢ova, archiv).
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Rastlinné spolo¢enstvo Salici-Populetum tvorili vysadené a ¢lovekom udrziavané
monokultary topolovych a vibovych porastov (Obr. 12a, b). Tazba drevnej hmoty sa zac¢ala
po roku 2000 (SIMONOVICOVA et DUGOVA 2008). Kmen Aspergillus niger sme izolovali z
fluvizeme var. nasytena, ktorej podna reakcia je slabo alkalicka (pH 7,7). Podobne ako pri
vzorke 7 (kmen An-Kmi) ani v tomto pripade sme nepredpokladali vyskyt tazkych kovov,
resp. toxickych prvkov v pode, a preto sme analyzu tohto typu nerobili.

Kmei 13 (An-KD) a kmei 14 (An-KF)

Oba kmene sme izolovali zo vzoriek, ktoré pochadzaju z Kuvajtu z r. 2009. V tom Case
na naSom pracovisku dvaja pracovnici z Kuwajt Oil Company (zavod na t'azbu a spracovanie
ropy) absolvovali bakalarske §tidium a kazdy z nich si doniesol svoju vlastni pddnu vzorku
na mykologické vysetrenie. Kmen Aspergillus niger, oznaceny ako An-KD (Obr. 13a) sme
izolovali zo vzorky pochadzajicej z puste (D ako ,.desert”). Je to vzorka so stredne
alkalickou podnou reakciou (pH 8,25). Lokalitou je pravdepodobne odza nového typu, ktora
mala byt refugiom pre zivocichy a rastliny v pusti. Kmen An-KF (obr. 13b) bol izolovany
zo vzorky pochadzajucej z farmy (F ako ,,farm®). Je to vzorka so silne alkalickou pddnou

reakciou (pH 8,49).

Obr. 13. Kmeni An-KD (a), a kmenn An-KF (b), ktoré sme ziskali preockovanim a vy¢istenim zo
zmesnych vzoriek. (A. Simonovicova, archiv).

Na mikrobiologické spracovanie mali k dispozicii veI'mi malé mnozstvo materialu,
nebolo preto mozné dat” urobit’ aj chemicku analyzu na stanovenie tazkych kovov, resp.
potencialne toxickych prvkov. Kontaminaciu v tychto vzorkach je vSak mozné s velkou
pravdepodobnost’ou predpokladat’, pretoze v r. 1930 bola v Kuvajte objavena ropa, a tak sa
zakladom ekonomiky Statu a hospodarstva stala prave tazba ropy, jej spracovanie a vyvoz.
Ako uvadza CHO et al. (1997), v kuvajtskej pusti zostava obrovské mnozstvo pody

kontaminovanej ropou, ktora znecistuje podzemné vody.
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Kmein 15 (An-Sl)

Oblast’ Sloviniek je znama vyskytom viacerych rudnych zil, kde niekolko storoci
prebiehala intenzivna banské ¢innost. Nad obcou sa nachadza odkalisko, ktoré je vyskou
hradze 113 m najvicsie na Slovensku (Obr. 14a, b). Na tomto odkalisku sa ukladal flotacny
kal zo spracovania siderit-sulfidickych rad a neskor struska z Kovohut Krompachy.
Deponovany mineralny odpad pochadza najmai z flotacie sideritovej rudy a je tu uloZzeny vo

forme flota¢nych pieskov (Obr. 14c¢) (TOTH et al. 2014).

Obr. 14. Odkalisko Slovinky s deponovanym flotatnym kalom (a) je vegetaciou osidlené iba
sporadicky (b), flota¢né piesky tvoria vel'mi tvrdy a pevny substrat (¢). (A. Simonovi¢ova, archiv).

Kmen sme izolovali z technozeme inicialnej, ktora ma silne alkalickt pddnu reakciu
(pH 8,6), obsahuje minimalne mnozstvo organickych latok, ale nadlimitné mnozstva arzénu,

medi, zinku, olova, manganu a kadmia (Tab. 3).

Kmei 16 (An-A)

Kmen Aspergillus niger oznaceny ako An-A bol izolovany z povrchu syntetického
adamitu [Zn2(AsO4)(OH)] a ziskali sme ho, podobne ako kmen An-L18, v ramci spoluprace
s VSB-Technickou Univerzitou Ostrava.

Ako uvadzame v Tab. 3, pracovali sme s viacerymi kmenmi Aspergillus niger, ktoré
sme postupne izolovali z rozneho prostredia naprie¢ takmer celou Skdlou pH, okrem
prostredia so slabo kyslou a vel'mi silne alkalickou reakciou, a tiez s roznou kontaminaciou,

ktora predstavuje vyraznti environmentalnu zat'az.
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TabuPka 3. Kmene Aspergillus niger zoradené podl'a rozsahu hodnét pddnej reakcie (pH) izolované

z pod a substratov a ich chemicka charakteristika.

Poradie Rozsah pH hodnét Pody a substraty uvedenych lokalit a , . .
vzoriek (Curlik Ie)t al. 2003) Kmene An iych chemicl?;l charakferistika PCR analjza Literatira
Banské Stiavnica — Sobov; kambizem Simonovidova
1. & kultizemna var. kontaminovana forma | AM270051
An-S . . .0 N et al. 2013,
<35 erodovand; bez vegetacie; pH 3,0; %Cox | 99,6% 2019
ultra k’yslé 0,49; *Al 727-506 mg/kg
Novaky; uholny prach; pH 3,32; %Cox & e
2. An-N 39; *As 400 mg/kg: Mn 302,4 mg/kg; 99%5/700051 S‘gg‘;‘l“’;’(‘)cl‘éva
*Zn 21,4 mg/kg ' )
Popro¢; technozem inicialna; pH 3,85; %
3 35-44 An-Pop 4 Cox 0.1; *As 25 mg/kg; *Sh 5825 mg/kg; | KX901281 Simonovi¢ova
’ extrémne kyslé *Zn 150 mg/kg; *Cu 60 mg/kg; Pb 70 | 100% etal. 2019
mg/kg; Hg 0.5 mg/kg
Popro¢; ranker; pH 4,52; % Cox 2,62; *As
4 45-50 An-Pop 1 25 mg/kg; *Sb 1022 mg/kg; *Zn 150 | KX253667 Simonovitova
' vel'mi silne kyslé mg/kg; Cu 60 mg/kg; Pb 70 mg/kg; Hg | 100% etal. 2019
0,5 mg/kg
5. Pezinok; rie¢ny sediment potoka Blatina; & .
AnP | pH 5.25: %Coy 7,2; *As 363 mg/kg; Sb 99'\’{'320/700051 S‘;‘:‘;Tozvécl‘gva
93 mg/kg; Fe 82.8 mg/kg; ' )
6. Smolnik; rie¢ny sediment; pH 5,4; % Cox Simonovicova
An-Sm 0,7; *Mg 344 mg/l; *Fe 463 mg/l; *Mn | AM270051 etal. 2013b
36,5 mg/l; *Al 107 mg/l; *Cu 3263 pg/l; | 100% 2'019 '
51-55 *Zn 12600 pg/l; *Cd 15 pg/l
7. silne kyslé . lfa{nlr)lzem parar'ezldzmoval hlinitd na KY657577 Bedrma et al.
An-Kmi upiti kopca Kycera v Belianskych 100% 2010
Tatrach; pH 5,4; % Cox 0,4
Popro¢; technosol inicidlna; pH 6,05;
8 5,6-6,0 An-Pop 5 %Cox 0,14; *As 200 mg/kg; *Sb 2099 | KY657577 Simonovitova
' stredne kyslé mg/kg; *Zn 200 mg/kg; Cu 70 mg/kg; | 100% etal. 2019
*Ph 115 mg/kg; Hg 0,75 mg/kg
6,1 — 6,5 slabo kyslé bez vzorky
Lagany Ostrava, CR; kaly z rafinacie
ropy ainého chemického spracovania; Simonovidova
9 6,6-7,3 An-L18 pH 6.85; NEL 201 000 mg/kg; PAH Cio- | KU702453 etal. 2021
' neutralne Cy0 121 000 mg/kg; *Cr 182 mg/kg; *Cu | 100% (in bress)
2 102 mg/kg; *Zn 6 946 mg/kg; *Ba 3
652 mg/kg; *Pb 4 066 mg/kg
Poprog; ranker; pH 7,45; %Cox 0,91; *As
10. An-Pop 3 25 mg/kg; *Sb 12200 mg/kg; *Zn 150 | KX426976 Simonovitova
mg/kg; Cu 60 mg/kg; Pb 70 mg/kg; Hg | 100% etal. 2019
0,5 mg/kg
Zemianske Kostol'any; vrstva popola; pH & o
11. AN-ZK | 751; %Co 1,38; *As 634 pglg; Zn 47 ;(02221033 S‘;‘t“:l‘o;(‘fl‘;“
74-178 ug/g; Hg 0,47 pg/g )
slabo alkalické AN-G fluvizem var. nasytena z luzného lesa v | AM270051 Simonovitova
12. n- Gabcikove; pH 7,7; %Cox 2,7 100% etal. 2013
Simonovicova
13. 79-84 An-KD Kuvajt; pddna vzorka z puste; pH 8,25 ?(56323667 etal. 2021
stredne alkalické (in press)
Simonovicova
14. An-KF Kuvajt; pédna vzorka z farmy; pH 8,49 1Kgé§/53667 etal. 2021
(] .
(in press)
Slovinky; technozem inicialna; pH 8,6;
15. 85-9,0 %Cox 0,8; *As 511 mg/kg; *Cu 8186 & e
silne alkalické Ansl | mglkg; *zn 25108 mglkg; *Pb 2064 | 1o 031033 Smononcovd
mg/kg; *Mn 2647 mg/kg; *Cd 8,76 '
mg/kg
6,1 — 6,5 slabo kyslé bez vzorky
16. An-A | synteticky adamit [Zn,(AsOs)(OH)] Knaz20976 | Kolenciketal

Legenda: *prekrocenie limitnych hodnét prvkov; NEL = nepolarne extrahovatelné latky; PAH =
polyaromatické uhl'ovodiky, uhl'ovodiky Cio— Cao st indikatorom znecistenia ropou a predstavuju
mnozstvo extrahovatelnych nepolarnych uhl'ovodikov ropy a ropného povodu s 10 az 40 uhlikmi na
molekulu obsiahnutych v matrici.
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Vyskyt mikroorganizmov v prostredi environmentalnych zatazi a extrémne
stresovych podmienok vedie autochtonnu mikrobiotu k vyraznej adaptabilite, ¢o dava
predpoklad k jej naslednému vyuzitiu v priemysele, a tieZ réznych bioremedia¢nych
procesoch (JosHI et al. 2011).

Stadium environmentélnych kmefov, v zahraniénej literatare asto oznacovanych ako
tzv. wild type strains (divé kmene), sa Casto uprednostiiuje pred ich modifikaciou v
laboratoriu, kedy sa pouziva napr. pdsobenie UV svetla, prudké zmrazenie a opédtovné
rozmrazenie, aplikacia vysokych koncentracii tazkych kovov a potencidlne toxickych
prvkov a pod. Mikroskopické vlaknité huby a ich kmene izolované z extrémneho pddneho
prostredia, ako je napr. ultra kysla pddna reakcia, alebo naopak, vel'mi silne alkalickd podna
reakcia, vysoka koncentracia tazkych kovov a pod., moézu byt potencialni producenti
novych biologicky aktivnych latok, ako st napr. antibiotika (CHAVEZ et al. 2015), enzymy
(GUIMARAES et al. 2007), alebo iné latky, ktoré moézu mat vyuzitie ako molekulové

biomarkery na budicu detekciu Aspergillus niger (CosTA et al. 2016).

5.2 Molekulova analyza kmeriov Aspergillus niger

Identifikacia a klasifikacia druhu Aspergillus niger je zalozena najmid na
fenotypickych a mikroskopickych znakoch. V poslednych desatrociach sa okrem toho
pouzivaji aj molekulové metody, ako napr. chemotoxicka charakterizacia (GUPTA 2016).
Molekulové techniky, najmi metéda polymerazovej retazovej reakcie, sposobili doslova
revoluciu v molekulovej biologii a v molekulovej diagnostike organizmov (GHERBAWY et
VoIGT 2010). Polymerazova retazova reakcia (PCR) je zakladna metéda molekulovej
biologie, ktord sluzi na amplifikiciu (zmnozenie) molekil DNA v laboratornych
podmienkach vyuzivajic enzym DNA-polymerazu a synteticky pripravené oligonukleotidy.
PCR je exponencialna reakcia a teoreticky je mozné aj z jedinej molekuly DNA vytvorit
I'ubovolné mnozstvo jej kopii. Vzniknuty PCR-produkt je zakladom pre nasledujuce
molekulovo-genetické analyzy (MuLLIS 1990).

Vsetky kmene Ciernych aspergilov, S ktorymi sme pracovali, sme potvrdili PCR
analyzou ako Aspergillus niger. U kmefia An-S sa potvrdila podobnost’ 99,6 % (vzorka 1),
u kmenov An-N a An-P 99,8 % (vzorka 2 a 5). U vSetkych ostatnych kmenov sa potvrdila
zhoda 100 %. Ukazku vyhodnotenia PCR analyzy dokumentuje Tab. 4.
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Tabul’ka 4. PCR analyza testovanych kmefiov ¢iernych aspergilov (ukazka vyhodnotenia).

kmen

podobnost’

Sekvencia nukleotidov

An-Kmi

KY657577.1
Aspergillus niger
524/524 (100%)

CCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGC
CCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGLLCCCCC
GGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTC
TGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTA
AAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGC
TGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCC
TCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCG
CGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCT
GTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTC
TTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAA

An-Pop 1

KX253667.1
Aspergillus niger
518/518 (100%)

ATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCC
GCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGLL
CGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAA
GCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACT
TTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGG
TATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC
TCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLGTCC
GATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGG
ATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCC
AGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAA

An- Pop 3

KX426976.1
Aspergillus  niger
527/527 (100%)

CCACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCG
GGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGLCC
CCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACT
GTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAG
TTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCC
CCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCA
CCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGC
TCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCA
TTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAA

Legenda: C — cytozin, T — tymin, A — adenin, G - guanin

5.3 PCR — RAMP analyza

Napriek tomu, ze PCR analyza potvrdila prislusnost’ v§etkych posudzovanych kmenov
k druhu Aspergillus niger, zaujimala nas ich podobnost’, a to najméa vo vzt'ahu k prostrediu,

ktoré sa odliSuje hodnotou pddnej reakcie, a tiez kontaminaciou. Na toto porovnanie sme
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pouzili PCR — RAMP analyzu. Je to postup zalozeny na PCR, ktory vyuziva kombinaciu
dvoch tried markerov, jednoduchych sekvenénych opakovani a ndhodnych amplifikovanych

markerov DNA polymorfizmu (SALAZAR et al. 2014).

Aspergilus
@

=
i

Obr. 15. RAMP analyza kmefiov Aspergillus niger vyhodnotena pomocou Pearsonovej korelacie a
UPGMA Klastrovania (Simonovicova et al. 2021).

Klastrova RAMP analyza ziskanych profilov rozdelila kmene Aspergillus niger do
troch hlavnych skupin a niekol’kych jedineénych vetiev (Obr. 15). Prva skupinu (tzv. klaster)
tvoria kmene An-Sl, An-Kmi, An-ZK a An-Pop 4 s podobnostou viac ako 90 %. Do
najvacsieho klastra bolo zahrnutych az Sest’ kmeiniov, a to An-Pop 5, An-A, An-Pop 3, An-
KD, An-Pop 1 a An-N) s podobnost'ou 0d 80 do 95 %. Treti klaster tvoria kmene An-S, An-
Sm a An-P s podobnost'ou od 75 do 85 %. Dva kmene, An-G a An-KF mali jedine¢né profily
RAMP, ale oba boli zoskupené medzi ostatnymi izolatmi Aspergillus niger. Velmi
zaujimavy je kmen An-L18 izolovany z Ostravskej laginy, ktorému sa podrobnejSie
venujeme v podkapitole 5.10. Tento sa od ostatnych odliSoval najviac, s podobnostou mene;j
ako 40 % a bol umiestneny mimo ostatnych kmenov. Zhlukovanie kmenov do tzv. klastrov
vSak nezodpovedalo hodnotdm pH ani kontaminacii prostredia. V d’alSich experimentoch
sme preto pouzili biochemické profilovanie na vyraznejSie porovnanie analyzovanych

kmenov. Spoloénym menovatel'om klastrov méZu byt teda iné, tu nesledované, vlastnosti.

5.4 Makromorfologické a mikromorfologické znaky ov Aspergillus niger

V doterajsej experimentalnej praci so 16 environmentalnymi kmenmi Aspergillus
niger sme zaznamenali viaceré rozdiely tak v makromorfologickych, ako aj

mikromorfologickych znakoch. Rozdiely v rychlosti rastu, t. j. vo velkosti kolonii a
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naslednej sporulacii za rovnaké ¢asové obdobie U jednotlivych kmenov dokumentuje Obr.
16. Najvicsie kolonie s priemerom 4, 8 —5+ 0,1 cm sme zaznamenali u kmefiov An-S, An-
N a An-Pop 4, ktoré pochadzaja z ultra kyslého podneho prostredia, An-Pop 1, An-Sm, An-
Kmi a An-P (vSetky pochadzajiuce zo silne kyslého prostredia), An-L18 (z neutralneho
prostredia), An-ZK a An-G (zo slabo alkalického prostredia), An-KF a An-SI (zo silne
alkalického prostredia). Kolonie s priemerom 4,6 = 0, 2 cm tvoril kmen An-KD (zo stredne
alkalického prostredia). Priemernti hodnotu velkosti kolonii 4,4 + 0,3 cm sme zaznamenali
u kmena An-Pop 3 zo slabo alkalického podneho prostredia, potom nasledoval kmen An-A,
ktorého kolonie mali priemer 4,3 + 0,2 cm. Najmensie kolonie s priemerom 3,8 + 0,3 cm
tvoril kment An-Pop 5, ktory pochadza zo stredne kyslého prostredia. Ked’ze rozdiely vo
vel’kosti kolonii stt minimalne, je mozné predpokladat’, Ze vplyv ekologickych faktorov sa v

tomto pripade neprejavil, resp. je vel'mi maly az zanedbatelny.

An—-N An —Pop 4 An —Pop 1

An—P An-Sm An —Kmi An —Pop 5

An—-118 An - Pop 3 An - ZK An-G

An - KD An - KF An - SI An-A

Obr. 16. Kolonie kmenov Aspergillus niger zaznamenané po péatdniovej kultivacii na SDA, ktoré
sluzili ako kontrola k produkcii enzymu lipaza (priemer Petriho misky je 6 cm) (Nosalj et
Simonovi¢ova 2019; Simonovi¢ova et al. 2021).
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Zaznamenali sme tiez velké rozdiely v mikromorfologickych znakoch (Obr. 17).
Najcastejsie je poskodeny konidiofor, ktory je bud’ zaskrteny (An-S, An-N, An-ZK, An-SI),
vel'mi zazeny az nitkovity (An-Pop 4, An-P) alebo, naopak, zhrubnuty az nafiknuty (An-
Pop 1, An-L18, An-KD). Zaznamenali sme tiez deformacie vezikuly, z ktorej vyrastaju
fialidy (An-Pop 4, An-Pop 1, An-P, An-KD). Tieto poskodenia, resp. deformacie, st vo
vsetkych vzorkéach, ktoré pochadzali z kontaminovaného prostredia. Kontrolny kmeit An-G
v8ak Ziadne zndmky poskodenia nevykazoval. Na zdklade uvedenych rozdielov, ktoré sme
zaznamenali tieZ v produkcii enzymu lipaza, nés zaujimalo, ¢i sa uvedené rozdiely prejavia

aj v produkcii inych metabolitov.

Obr. 17. Mikromorfologické znaky environmentéalnych kmetiov Aspergillus niger z réznych lokalit.
(Simonovicova et al. 2021).
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5.5 Stanovenie biologického profilu systémom Biolog FF Microplate™

Druh Aspergillus niger je schopny produkovat’ latky rézneho typu, nielen organické
kyseliny, enzymy, ale aj in¢ produkty a medziprodukty metabolizmu. Mnohé z tychto latok
maju vel'ké vyuzitie v potravinarskom, farmaceutickom a chemickom priemysle, pri vyrobe
lieciv, ale aj v mineralnych biotechnoldgiach a pri tprave priemyselnych aj odpadovych vod
v ramci bioremediacie (ADELEKE et al. 2017, AKHTAR et al. 2014, GULZAR et al. 2017,
UToBO et TEWARI 2015).

Z porovnania ziskanych biochemickych profilov environmentdlnych kmenov
Aspergillus niger prostrednictvom systému Biolog (Tab. 5) vyplyva, Ze v oxidacii viacerych
substratov dochadza k pozitivnej reakcii, ktori sme zaznamenali pri utilizacii tychto
substratov: Tween 80, N-acetyl-D-glukozamin, amygdalin, L-arabinéza, arbutin, dextrin, a-
D-glukoza, glycerol, glykogén, D-mandza, D-rafindza, D-rib6za, salicin, D-sorbitol, D-
xyloza, kyselina chinova, kyselina D-glukarova, L-alanin, L-alanyl-glycin, L-asparagin,
kyselina L-glutamova, L-prolin. Zhodnu negativnu reakciu sme zaznamenali pri utilizacii
tychto substratov: N-acetyl-D-galaktozamin, N-acetyl-B-D-manozamin, adonitol, D-
arabinoza, D-arabitol, B-cyklodextrin, L-fruktza, D-galaktoza, kyselina D-galakturonova,
D-glukozamin, glukuronamid, a-D-laktéza, laktuloza, maltitol, palatinoza, sedoheptulé6za,
D-tagatoza, kyselina bromsukcinova, kyselina PB-hydroxymaslova, kyselina a-keto-
glutarova, metylester kyseliny D-mlie¢nej, kyselina L-mlie¢na, kyselina sebakova, kyselina
jantarova, kyselina N-acetyl-L-glutamova, L-alaninamid a adenozin-5-monofosfat.
Uvedené biochemické testy, v ktorych sme zaznamenali zhodné pozitivne alebo negativne
vysledky, a to u vSetkych kmenov Aspergillus niger, neboli do fenotypového porovnania
kmetniov zaradené.

Vlastni fenotypovu analyzu kmenov Aspergillus niger sme ziskali na zaklade
biochemickych testov, v ktorych sme zistili rozdielne reakcie medzi kmenmi. Do tohoto
porovnania sme zahrnuli vSetky vysledky biochemickych testov, v ktorych sa kmene
Aspergillus niger odlisovali vo vysledku (pozitivna reakcia, negativna reakcia,

nejednoznacna, t. j. variabilna reakcia (Tab. 5).
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Tabul’ka 5. Porovnanie vysledkov fenotypovych/biochemickych identifikaénych profilov kmenov

Aspergillus niger ziskanych systémom Biolog.

Pozitivne reakcie

(A2) Tween 80

(C4) glycerol

(E12) D-xyléza

(A4) N-acetyl-D-glukozamin

(C5) glykogén

(F12) kyselina chinova

(A7) amygdalin

(D2) D-manoza

(G1) kyselina D-glukarova

(A9) L-arabinoza

(D11) D-rafinéza

(G8) L-alanin

(Al11) arbutin

(E1) D-ribza

(G9) L-alanyl-glycin

(B3) dextrin

(E2) salicin

(G10) L-asparagin

(B12) o-D-glukéza

(E4) D-sorhitol

(G12) kyselina L-glutamova

(H4) L-prolin

Negativne reakcie

(A3) N-acetyl-D-galaktozamin

(B11) D-glukozamin

(F4) kyselina B-hydroxymaslova

(A5) N-acetyl-B-D-manozamin

(C2) glukuronamid

(F7) kyselina a-ketoglutarova

(AB) adonitol

(C8) a-D-laktoza

(F8) metylester kyseliny D-
mliecnej

(A8) D-arabindza

(C9) laktuloza

(F9) kyselina L-mlie¢na

(A10) D-arabitol

(C10) maltitol

(G2) kyselina sebakova

(B2) B-cyklodextrin

(D9) palatindza

(G4) kyselina jantarova

(B6) L-fruktoza

(E3) sedoheptuloza

(G6) kyselina N-acetyl-L-
glutdmova

(B7) D-galaktoza

(E8) D-tagatdza

(G7) L-alaninamid

(B8) kyselina D-galakturéonova

(F2) kyselina bromsukcinova

(H12) adenozin-5'-monofosfat

Variabilne reakcie

(A12) D-cellobioza

(D5) a-methyl-D-galaktozid

(F6) kyselina p-
hydroxyfenyloctova

(B1) a-cyklodextrin

(D6) B-methyl-D-galactozid

(F10) kyselina D-jabléna

(B4) i-erytritol

(D7) a-methyl-D-glukozid

(F11) kyselina L-jabléna

(B5) D-fruktoza

(D8) B-Methyl-D-glukozid

(G3) kyselina jantarova

(B9) gentiobioza

(D10) D-psikoza

(G5) mono-metylester kyseliny
jantarovej

(B10) kyselina D-glukénova

(D12) L-ramnéza

(G11) kyselina L-asparagova

(C1) a-D-glukéza-1-fosfat

(E5) L-sorbéza

(H1) kyselina glycyl-L-
glutdmova

(C3) kyselina D-glukurénova

(E6) stachyoza

(H2) L-ornitin

(C6) m-inositol

(E7) sachar6za

(H3) L-fenylalanin

(C7) kyselina 2-keto-D-
glukénova

(E9) D-trehaloza

(H5) kyselina L-pyroglutamova

(C11) maltoza

(E10) turandza

(H6) L-serin

(C12) maltotrioza

(E11) xylitol

(H7) L-treonin

(D1) D-manitol

(F1) kyselina y-amino-maslova

(H8) 2-aminoetanol

(D3) D-melezitoza

(F3) kyselina fumarova

(H9) putrescin

(D4) D-melibioza

(F5) kyselina y-hydroxy-maslova

(H10) adenosin

(H11) uridin

Legenda: Cisla v zatvorkach vyjadruju umiestnenie testov na testovacej platnicke FF-Microplate
firmy Biolog. Testy st rozdelené do 3 skupin: testy s pozitivnym vysledkom zhodné pre vsetky
testované kmene, testy s negativnym vysledkom zhodné pre vSetky kmene a biochemické testy, v
ktorych boli zistené variabilné reakcie testovanych kmenov. Variabilné reakcie jednotlivych kmenov
Aspergillus niger st prejavom genotypovych a fenotypovych rozdielov medzi testovanymi kmenmi.
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Na analyzu fenotypovej rozdielnosti kmenov na zaklade biochemickych parametrov
zo systému Biolog sme pouzili multikritérialnuovu analyzu programu Canoco 5 (BRAAK et
SMILAUER 2012).

V ordina¢nom diagrame (Obr. 18) s zrejmé zhlukyklastre kmenov Aspergillus niger,
ktoré vykazuju najvyssiu vzijomnt fenotypovi podobnost. Najvyssia podobnost’ (vlavo
hore) je medzi kmeiimi An-KF, An-Sl (oba kmene pochadzaju zo silne alkalického
prostredia) a kmeniom An-A, ktory pochadza z povrchu syntetického adamitu. Pravy horny
roh zachytava podobnost’ medzi kmenimi An-ZK, An-G, An-KD (kmene izolované zo slabo
alkalického prostredia) a kmeniom An-Sl, ktory pochadza zo silne alkalického prostredia).
Spodna Cast’ diagramu (vlavo dole) poukazuje na podobnost’ medzi kmefimi An-Kmi (kmen
pochadzajuci zo silne kyslého prostredia), An-Pop 5 (kmen pochadzajtci zo stredne kyslého
prostredia), An-L18 (kmen izolovany z neutralneho prostredia) a An-Pop 3 (kmefi izolovany
zo slabo alkalického prostredia). V pravom dolnom rohu diagram zachytava podobnost’
medzi kmenmi An-ZK, An-G (obidva kmene boli izolované zo slabo alkalického prostredia)

a kmeniom An-KD pochadzajucim zo stredne alkalického prostredia).
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Obr. 18. Ordina¢ny diagram fenotypovej podobnosti fitovanych kmenov An. Oznacenie kmenov An
ako 6 (An-Sm), 7 (An-Kmi), 8 (An-Pop 5), 9 (An-L18), 10 (An-Pop 3), 11 (An-ZK), 12 (An-G), 13
(An-KD), 14 (An-KF), 15 (An-Sl) a 16 (An-A) je podl'a Tab. 1. Kmene 1 — 5 lezia mimo ordina¢nej
osy, a preto nie st zobrazené (Simonovicova et al. 2021).
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Vysledky ordina¢cného diagramu (Obr. 18) teda zodpovedaji rozdeleniu
environmentalnych kmenov Aspergillus niger podl'a podnej reakcie prostredia, z ktorého
boli izolované (Tab. 3). Najvacsiu fenotypovi podobost’ sme potvrdili medzi kmefimi, ktoré
boli izolované zo silne alkalického prostredia (8,5 — 9,0), potom z prostredia slabo
alkalického, stredne alkalického a znova silne alkalického (7,4 — 7,8, 7,9 — 8,8, 8,5 — 9,0).
Nasleduji kmene zo silne kyslého (5,1 — 5,5) a slabo alkalického prostredia (7.4 — 7.8).
Ordina¢ny diagram nepotvrdil fenotypovi podobnost’ medzi kmeiimi, ktoré pochadzaju z
ultra kyslého prostredia (< 3,5), extrémne kyslého prostredia (3,5 — 4,4) a z prostredia vel'mi
silne kyslého (4,5 — 5,0).

Ak porovname Obr. 18 a Obr. 19 zistime, Zze vytvorené zhluky kmenov Aspergillus
niger, ktoré vykazuju najvyssiu vzajomnu fenotypovi podobnost’ v ordina¢nom diagrame
(Obr. 18) viac — menej korespoduju s klastrami RAMP analyzy (Obr. 15). Je zaujimavé, ze
Obr. 18 vobec nezobrazuje kmene Aspergillus niger oznacené ako 1 — 5, pretoze lezia mimo
ordinacnej osy. Osy diagramu totiz tvoria najvyznamnejSie podmienky, ktoré maji najvacsi
vyznam vo fenotypovej podobnosti kmenov Aspergillus niger. Kmene, ktoré lezia d’aleko
od krivky, alebo maji minimalnu fenotypova podobnost’ (t. j. kmene 1 —5), sa vo vyslednom
diagrame nezobrazia. Naopak, RAMP analyza (Obr. 15) zobrazuje urcity vztah medzi
kmenimi An-S, An-Sm a An-P, ktorych pH povodného prostredia je ultra kyslé a vel'mi kyslé
(Tab. 2), a to aj napriek ich pomerne nizkej vzajomnej podobnosti, ktora je od 75 az 85 %.
Z uvedené¢ho je zrejmé, Ze stanovit’ podobnost’ kmenov toho istého druhu iba jednou
metodou nie je jednoznaéné a dostacujuce. Odporacame preto pouzit’ viacero metod.

Ordina¢ny diagram (Obr. 20) vyhodnocuje analyzu biochemickych testov zo systému
Biolog a ich vhodnost’ na stanovenie podobnosti testovanych kmeniov Aspergillus niger. Z
vyslednych dat je zrejmé, Ze ako najvhodnejsie sa ukazali testy utilizacie cukrov (Al2 — B5
- B9 — C11 - C12 — D3 — D8 — E7), derivatov cukrov (C6 — D7 — D10 — E11), testy
stanovenia organickych kyselin (F3 — F11 — H1 — H5) a testy stanovenia aminokyselin (H8
—H9 — H10).
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Obr. 19. Vizualizacia analyzy vhodnosti FF-biochemickych testov systémom Biolog v zavislosti na
fenotypovych vlastnostiach testovanych kmetiov Aspergillus niger. Oznacenie biochemickych testov
je podla Tab. 5 (Simonovicova et al. 2021).

Ordina¢ny diagram (Obr. 19) zachytava vhodnost FF-biochemickych testov zo
systému Biolog na testovanie fenotypovych vlastnosti kmenov Aspergillus niger vo vztahu
k pH prostredia. Vysledné udaje ukazuju, Ze najuzito¢nejsie boli testy vyuzitia cukrov (Al12-
B5-C12-D8-E7), ktoré su obzvlast vhodné pre siln¢ alkalické prostredie. Testy derivatov
cukru (C6-D7-E11) a testy organickych kyselin (F3-F11-H1-H5) sa prejavili ako
najvhodnejsie v neutralnych az slabo alkalickych podmienkach. Vyznamna vézba na stredné
a silné kyslé pH sa ukdzala v teste na derivaty cukru D10 a v teste na aminokyseliny HS.
Podra tychto vysledkov sa ako fenotypovo najblizsie prejavili kmene An-Pop 3 a An-Pop 1,
kedy pri RAMP analyze je podobnost’ tychto kmenov 80 az 95 % (Obr. 15). Potom nasleduju
kmene An-Pop 5 a An-Pop 4 (rozdielne pH substratu, ale zhodna oblast’ izolacie u vsetkych
Styroch kmenov a to lokalita Poproc). Fenotypova podobost’ sa prejavila tiez medzi kmenmi
An-G and An-ZK (obidva kmene pochadzaju zo slabo alkalického prostredia). Zaujimavou
je tiez vel'mi vysoka podobnost’ medzi kmenmi An-A and An-N. Spolocnym rysom
prostredia povodu u oboch kmenov je pritomnost arzénu. Kmenn An-A bol izolovany z
povrchu syntetického adamitu [Zn2(AsOs)(OH)] a kmen An-N z uhol'ného prachu s
obsahom As 400 mg/kg of As z bane Novaky. Naopak, ako fenotypovo nejvzdialenejSie sa
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prejavili kmene An-Sl a An-L18, s miernou podobnost'ou ku kmefiu An-S. Ziskané vysledky
zodpovedaju extrémnym podmienkam a chemickej charakteristike jednotlivych lokalit, z

ktorych boli kmene Aspergillus niger izolované.
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Obr. 20. Analyza biochemickej podobnosti kmetiov Aspergillus niger v zavislosti na hodnotach pH
prostredia. Fenotypovii podobnost’ vyjadruje uhol medzi jednotlivymi kmenmi. Smer Sipky
odpoveda najstrm$iemu narastu kovariancie, resp. rozptylu kmeniov Aspergillus niger vo vztahu k
prostrediu (SIMONOVICOVA et al. 2021).

Ziskané vysledky poukazuji na korelaciu pH hodnot pdd a substratov, ktoré koreluja
predovsetkym s biologickym profilom testovanych kmetiov An. Z hl'adiska genotypu st
najmenej podobné kmene An-Sl a An-L18, ¢o sa tiez potvrdilo ich najnizSou fenotypovou
podobnost’ou.

SELVIG et ALSPAUGH (2011) sa zaoberali $tadiom signalnych drah mikroskopickych
vlaknitych hub reagujucich na pH prostredia a zistili urcita mieru signalnej specificity v
ramci skumanych druhov. Vo vSeobecnosti vSak plati, ze ak organizmy rasta v Sirokom
rozmedzi pH, potom svojmu prostrediu prisposobia aj génovu expresiu. Mikroskopické
vlaknité huby patria medzi mnohostranne adaptabilné organizmy, ktorych podmienkou pre
rast v Sirokom rozmedzi pH je geneticky regulacny systém, ktory prispdsobuje génovu
expresiu pH prostredia (SIMONOVICOVA et al. 2013b). Zakladom tejto adaptacie je

predovsetkym metabolicka stvislost medzi pH a celularnymi nutriénymi enzymami, ktoré
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st prioritne vylucované pri tych hodnotach pH, pri ktorych mézu ucinne fungovat. Medzi
klucové gény, expresiu ktorych ovplyvituje pH prostredia, patria gény kodujice
intracelularne enzymy, gény kodujice permeazy a gény, ktoré koduju enzymy riadiace
syntézu vyluCovanych metabolitov (PENALVA et ARST, 2002). Z publikovanych
charakteristik genetického regula¢ného systému druhu Aspergillus nidulans vyplyva cely
rad mechanizmov regulujucich pH prostredia, vratane preukazanej genetickej suvislosti
medzi pH a patogenitou (BIGNELL et al. 2005, PENALVA et al. 2008).

Nizke pH vplyva tieZ na expresiu tzv. ,.heat shock® proteinov, ktoré sa uplatituju pri
adaptacii na kyslé prostredie, a zG¢astiiuju sa tiez na intracelularnych drahach metabolizmu
kovov (EISENDLE et al. 2004, FREITAS et al. 2011). pH-regula¢ny systém zaist'uje, ze
vyluované enzymy, napr. alkalické a kyslé fosfatazy, xylanazy a d’alSie metabolity, ako
napr. antibiotika, toxiny, membranové proteiny, su produkované za tych podmienok pH, za
ktorych st fyziologicky plne funkéné. Ako poukazuju KATz et al. (1994) a van Kuyk et al.
(2000) zatial’, ¢o sa Vv rastovych podmienkach v kyslom prostredi prednostne vyluéuju
enzymy metabolickych drah, ktoré Stiepia cukry, ako napr. xylanaza, ¢i arabinofuranozidaza,
protedzy su exprimované prednostne v alkalickych podmienkach. Mikroskopické vlaknité
huby st teda schopné diferencovane produkovat’ zmes extracelularnych enzymov ako
reakciu na pH prostredia a jeho zmeny. To vysvetl'uje tiez rozdiely v genotypovej a
fenotypovej podobnosti testovanych kmeniov Aspergillus niger vo vztahu k pH povodného

prostredia.
5.6 Produkcia enzymu lipaza kmenmi druhu Aspergillus niger
Produkciu enzymu lipaza sme sledovali u vsetkych environmentalnych kmenov

Aspergillus niger. Pocas patdnovej kultivacie na SDA sa rychlost’ rastu (Obr. 16) a

priemerna velkost’ kolonii jednotlivych kmenov vel'mi nelisili (Obr. 21).
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Obr. 21. Priemerna velkost’ kolonii (cm) kmenov Aspergillus niger kultivovanych na SDA, ktoré
sluzili ako kontrola k produkcii enzymu lipaza. Smerodajné odchylky boli vyhodnotené v exceli za
pomoci funkcie STDEV.S.

Pri kultivacii kmetiov na SBA Zivnej pdde sme najvidcsie kolonie 3,1 + 0,1 cm
zaznamenali u kmeniov An-Pop 1 a An-Pop 3 a An-KD. Nasledovali kmene An-L18, An-SI
a An-N s priemernou vel'kost'ou kolonii 2,9 + 0,1 cm, d’alej kmene An-Sm (2,8 £ 0,1 cm) a
An-Kmi (2,8 + 0,4 cm). Kolonie mensicho priemeru tvorili kmene An-ZK (2,7 + 0,1 cm),
An-KF (2,7+ 0,3 cm), An-N (2,6 + 0,4 cm), An-Pop 4 (2,6 £ 0,1 cm), An-P (2,5 £ 0,2 cm),
An-S (2,4 £ 0,3 cm) a An-Pop 5 (2,4 £ 0,1 cm). Jednoznaéne najmensie kolonie viak tvoril

kontrolny kmen An-G ato iba 2 £ 0,1 cm. Ich priemerné hodnoty st znazornené na Obr. 22.

@@@,c,\v

B N A h
9 v«\ s‘“ \d“ QOQ R QN &
v“ v‘\ R

w

N

[EEN

o

W

Obr. 22. Priemerna vel'kost’ kolonii (cm) kmenov Aspergillus niger kultivovanych na sledovanie
aktivity lipazy. Smerodajné odchylky boli vyhodnotené v exceli za pomoci funkcie STDEV.S.
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Aj napriek tomu, ze u kmena An-G sme zaznamenali najmensiu priemerna velkost’
kolonii, enzymaticka aktivita bola vel'mi silna. K odfarbeniu média a vytvoreniu tzv. halo
efektu doslo vel'mi rychlo (Obr. 23) a tato vel'mi silna produkcia enzymu lipaza predurcuje
tento kmen na komeréné vyuzitie. Kmene An-Pop 4, An-P, An-L18, An-ZK a An-SI
vykazovali len vel'mi slabu produkciu lipazy, Co znamena, Ze tieto kmene sice enzym tvorili,

ale v ovel'a mensom mnozstve v porovnani k menom An-G.

An — KF An - Sl

Obr. 23. Odfarbenie zivného média po produkcii enzymu lipaza jednotlivymi kmefimi Aspergillus
niger. Vznik tzv. ,halo efektu®. (Nosalj et Simonovicova 2019).

Podl'a RAMP analyzy kmene An-Pop 4, An-ZK a An-SI patria do skupiny s najvyssou
podobnostou od 90 do 100 %. Fenotypovi podobnost’ medzi kmeiimi An-ZK a An-G
potvrdzuje aj ordina¢ny diagram (Obr. 18) a biochemicku podobnost’ medzi kmenimi An-P,
An-G a An-ZK ordina¢ny diagram na Obr. 20. U ostatnych kmeniov Aspergillus niger sa
produkcia lipazy nepotvrdila, ¢o znamena, Ze tieto kmene bud’ enzym netvoria alebo ho je

tak malo, Ze k odfarbeniu diagnostickej pody SPA vdobec nedochadza (Tab. 6).
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Tab. 6. Rast kmetiov druhu Aspergillus niger a produkcia enzymu lipaza (Nosalj et Simonovi¢ova
2019).

pH Kmen SDA LA pH Kmen LA LA
3,12 An-S +++ + 6,85 | An-L18 +++ ++
3,32 An-N +++ + 7,45 An-Pop 3 ++ +
3,85 An-Pop 4 +++ ++ 7,51 An-ZK +++ ++
4,52 An-Popl +++ + 1,7 An-G +++ +++
5,25 An-P +++ ++ 8,25 An-KD ++ +
5,4 An-Sm +++ + 8,49 An-KF +++ +
5,4 An-Kmi +++ + 8,6 An-SI +++ ++
6,05 | An-Pop5 ++ + - An-A ++ +

Legenda: SDA (kontrola rastu), LA (produkcia enzymu lipaza), +++ vel'mi dobry rast/velka
produkcia enzymu lipaza, ++ dobry rast/slaba produkcia enzymu lipaza, + slaby az velmi slaby
rast/lipaza sa netvori.

Porovnatel'né vysledky enzymovej aktivity mikroskopickych vlaknitych hib ako st
Aspergillus  fumigatus, A. fischeri, Byssochlamys spectabilis, Cladosporium
pseudocladosporioides, Epicoccum nigrum, Hamigera avellanea, H. insecticola,
Chaetomium globosum, Metharizium carneum, Paecilomyces variotii, Penicillium
chrysogenum var. chrysogenum, P. citreonigrum, P. daleae, P. sacculum, P. restrictum, a
tiez dva druhy bazidiovych hub Bjerkandera adusta a Irpex lacteus izolovanych z pddy a
kalu v banskej oblasti Popro¢ zaznamenali aj SIMONOVICOVA et CERNANSKY (2016).

Sledovanie enzymovej aktivity mikroorganizmov potvrdilo inhibi¢ny vplyv
potencialne toxickych prvkov, ako je napr. kadmium, olovo, arzén a ortut, na produkciu
roznych enzymov, pri¢om ich vplyv bol takisto rézny. Produkcia ureazy, dehydrogenazy,
katalazy, kyslej a alkalickej fosfatazy bola znizena vplyvom olova (BALYAEVA et al. 2005,
DIKE et al. 2014). Arzén negativne ovplyvnil produkciu arylsulfatazy, ale na druhej strane,
na produkciu xylanazy, proteazy a alkalickej fosfatazy velky vplyv nemal (LORENZ et al.
2006). Kadmium inhibovalo najmé produkciu fosfatazy, ureazy, arylsulfatazy a proteazy
(DIKE et al. 2014, RENELLA et al. 2004).

Produkcia lipazy zéavisi od viacerych faktorov, napr. pH, teplota a zloZenie Zivného
média (ABD EL AAL et al. 2019, NEmMA et al. 2019), vyznamnu tlohu vSak zohravaju najma
faktory prostredia, z ktorého dany druh mikroskopickej vlaknitej huby pochadza (NOSALJ et
SIMONOVICOVA, 2016). V zavislosti od tychto faktorov prostredia sa nasledne menia aj
fyziologické vlastnosti mikroskopickych vlaknitych hub, ¢o sa prejavi zmenou enzymovej
¢innosti (AKHTAR et al. 2014, CIHANGIR et al. 2007). Produkcia enzymov je pomerne rychlou

reakciou na zmeny podmienok, ¢o umoznuje ich vyuzitiec na vyhodnotenie stavu pddne;j
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mikrobioty, napr. aj vplyvu rdéznych potencidlne toxickych prvkov (SHEN et al. 2005).
Rozdiely v raste a velkosti kolonii, produkcii lipazy v ramci jedného druhu su s velkou
pravdepodobnostou zapri¢inené negativhym vplyvom nadlimitnych hodnét potencialne
toxickych prvkov, ktoré sa vyskytovali na vicSine lokalit, odkial sme environmentalne
kmene druhu Aspergillus niger izolovali.

Sledovanie produkcie enzymov, ktora vedie k tvorbe farebnych zon okolo kolonii hub,
je opisané aj u mikromycét z réznych umeleckych diel, historickych objektov,
archivovanych materialov a pod. (PANGALLO et al. 2015, PUSKAROVA et al. 2016).

Na zaklade vysledkov fenotypovej podobnosti (Obr. 18), analyzy biochemickych
testov (Obr. 19) a biochemickej podobnosti vsetkych envitonmentalnych kmenov druhu
Aspergillus niger vo vzt'ahu k hodnotam pH prostredia (Obr. 20), sme vybrali $tyri kmene
na dalsie analyzy. St to kmene An-S z ultra kyslého prostredia, An-P zo silne kyslého

prostredia, An-Sl zo silne alkalického prostredia a An-G, ktory sluzil ako kontrolny kmen.

5.7. Produkcia mykotoxinov 16 kmeiimi druhu Aspergillus niger

Produkciu OTA sme potvrdili porovnanim reten¢nych faktorov skvin mykotoxinov a
Standardu grizeofulvinu ako uvadza FILTENBORG et al. (1989). Pri kmeni An-Sm bol pomer
RF $kvrny a RF grizeofulvinu (vzdy povazovany za rovny 1) 0,31, t. j. dokazana pritomnost’
OTA v biomase (B), pri kmeni An-L18 bol tento pomer = 1,25, ¢o znamena, ze, tento kmen
produkoval OTA do zZivného média (M) (Tab. 7, Obr. 24).

Ochratoxin A (C20H18CiNOg) je jeden z najnebezpecnejsich mykotoxinov pre zdravie
¢loveka a zvierat, beZne sa vyskytujlci v potravinach. Jeho vyskyt sa pravidelne sleduje v
roznych komoditach, nakol’ko predstavuje vysokeé riziko vzhl'adom na jeho nefrotoxické a
potencialne karcinogénne vlastnosti (FAO 2006, PERRONE et al. 2017). Druhy rodu
Aspergillus sp. v produkcii OTA dominuju, no ako uvadza ESTEBAN et al. (2006) produkuje
ho iba 6 % kmenov tohto druhu. Jeho produkcia zavisi od viacerych faktorov, ako je napr.
typ substratu, zivné médium, dizka kultivacie, pH a pod. Vplyv pH na produkciu
mykotoxinov sledoval ESTEBAN et al. (2004, 2006), ktory zaznamenali produkciu OTA v
rozmedzi pH 2 — 10. NaSe environemntdlne kmene sa odliSovali na zéklade priméarneho
zdroja povodu, ale taktieZ na genetickej tirovni (Tab. 3 a Obr. 15). Rozdiely sme zaznamenali
aj v produkcii OTA: niektoré z kmenov produkovali OTA v rozmedzi pH 2 — 10,3 -10 a
iné zasa od pH 5 — 8.
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Tab. 7. Produkcia OTA a FB1 kmenmi druhu Aspergillus niger detegované skriningovou metédou

TLC.
Poradie Kmen OTA Rr M/ Rr Rr B/ Rr GB Fumonizin | Neurdené
vzoriek GM Bl metabolity
1. An-S - 0,70 0,95 - -
2 An-N - - 0,95 - -
3 An-Pop 4 - - 0,95 - -
4, An-Pop 1 - - 0,95 - -
5. An-P - - 0,57 - -
6 An-Sm + 0,31 0,31 - -
7 An-Kmi - 0,51 0,96 - -
8. An-Pop 5 - - 0,95 - -
9. An-L18 + 1,25 - - +
10. An-Pop 3 - - - - -
11. An-ZK - - - - -
12. An-G - - - - -
13. An-KD - - 0,95 - -
14, An-KF - - - - -
15. An-SI - - 0,85 - +
16. An-A - - 0,85 - +

Legenda: Rr G — reten¢ny faktor grizeofulvinu; Rr M — reten¢ny faktor média kmenov pri produkcii
OTA; Rr B —retencny faktor mycélia kmenov pri produkcii OTA. Hodnoty uvedené tu¢nym pismom
indikuju OTA pri porovnani s databazou (FILTENBORG et al. 1989), ostatné mozu predstavovat’
chemicky iné metabolity.
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Obr. 24. Doékaz ochratoxinu. A na TLC platni (modré skvrny Standard — grizeofulvin, tyrkysové
Skvrny OTA).

BRAGULAT et al. (2001) sledovali produkciu OTA po 7-, 14- a 21-dnove;j kultivacii
dvoch kmenov Aspergillus niger na zivnom médiu YES a CYA pomocou HPLC. Kmene
produkovali odlisné koncentracie OTA tak vo vzajomnom porovnani, ako aj v porovnani

podla ich pévodu. Na zivhom médiu YES, produkoval kmei izolovany z krmiva OTA
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intenzivnej$ie, v porovnani s kmenom, ktory bol izolovany zo s6je. Najvyssie koncentracie
zaznamenali v 21. den kultivacie, tak pri pouziti metanolu ako extrakéného ¢inidla, ako aj
pri pouziti roztoku metanolu a kyseliny mravcej v pomere 25 : 1. Pri kultivacii na Zivnom
médiu CYA pouzili rovnaké extrakéné roztoky, no intenzita produkcie OTA bola u oboch
porovnavanych kmenov pocas celej doby kultivacie vel'mi nizka.

Produkciu fumonizinu B1 (FB1) sme nezaznamenali u Ziadneho z naSich testovanych

environmentalnych kmenov Aspergillus niger (Tab. 7, Obr. 25).
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Obr. 25. Dokaz fumonizinu B1 metddou TLC.

Za najcastejSich producentov fumonizinov sa pokladajii druhy rodu Fusarium (FOTSO
et al. 2002, BEccARI et al. 2020, STEPIEN 2020). Vo vicsine §tadii sa vSak potvrdila
produkcia fumonizinov aj druhmi rodu Aspergillus (MOGENSEN et al. 2009, MIKUSOVA et
al. 2020). Fumoniziny, predovSetkym fumonizin B2 (FB2), produkované druhom
Aspergillus niger st najcastejsie zaznamenané v pozivatinach, ako je hrozno, kukurica, kava
a iné (NOONIM et al. 2009, MIKUSOVA et al. 2020). V pripade kultivacie kmenov na analyzu
fumonizinov je dolezitym faktorom zivné médium. MOGENSEN et al. (2009) sledovali
produkciu FB1 druhom Aspergillus niger na zivnom médiu RCM a CYA, na ktorych
produkciu mykotoxinu nezaznamenali. FRISVAD et al. (2007) sledovali produkciu FB1 na
viacerych zivnych médiach, napr. RC, CYA, MEA, OMA a PDA, ale na ziadnom médiu
produkciu toto mykotoxinu nezaznamenali. S touto $tidiou koreSponduju aj nase zistenia.

Ako uvadza SuscA et al. (2016), pritomnost’ génov potrebnych na syntézu tychto

mykotoxinov zohrava vyznamnu ulohu pri produkcii ochratoxinov a fumonizinov. Ich
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vysledky ukazali, ze kmene Aspergillus niger, ktoré neprodukovali fumoniziny mali
poruseny klaster fumonizinovych biosyntetickych génov. Rovnako, kmenom, ktoré
neprodukovali OTA, chybal klaster biosyntetickych génov OTA. U tychto kmenov sa
objavilo analyzou sekvencie genomu vyradenie génu OTA. Kmene Aspergillus niger, ktoré
autori pouzili v tejto Studii, pochadzali z réznych druhov pozivatin, napr. hrozno, kesu
orechy, mandle, pistacie, kukurica, a tiez z roznych Statov (Taliansko, Portugalsko, Turecko,
Cina). Oba mykotoxiny (OTA a FB2) produkovalo pritom iba 15 kmenov druhu Aspergillus
niger, z celkového poctu testovanych 88 kmenov. VSetky kmene druhu Aspergillus niger z
kesu orieskov a hrozienok produkovali FB2, kym va¢sina kmenov z kukurice a hrozna tento
mykotoxin neprodukovala. Kmene izolované z kesu orieskov, naopak, neprodukovali OTA,
no tie izolované z hrozna a hrozienok OTA produkovali. Je tu zrejmy selekény vplyv
dostupnych sacharidov na mikroskopické vlaknité huby schopné syntetizovat’ mykotoxiny
pri osidlovani konkrétnych substratov. Na zdklade porovnania viacerych $tadii bola
produkcia OTA zaznamenana u 4 az 31% kmenov a fumoniziny produkovalo 63 az 76 %
druhov Aspergillus niger (MAssI et al. 2016, SuscA et al. 2014, 2016, STORARI et al. 2012).
Rozdiely v produkecii tychto mykotoxinov mézu sposobovat’ ekologické faktory, ako je napr.
druh rastliny, na ktorej sa kmene vyskytovali, ale aj lokalita, pripadne podnebie a
pol'nohospodarska prax v danej oblasti (SuscCA et al. 2016).

Mikroskopické vlaknit¢é huby, ktoré pochadzaji z prostredia ovplyvneného
kontaminaciou potencialne toxickymi prvkami, mézu byt pozmenené tymto negativnym
vplyvom az na genetickej Urovni. Takéto zmeny sa nasledne prejavia aj na fyziologickych
vlastnostiach, ako je produkcia rdznych, ato aj sekundarnych metabolitov (SOSAK-
SWIDERSKA 2010, SIMONOVICOVA et al. 2020). Testované environmentalne kmene druhu
Aspergillus niger sme identifikovali pomocou PCR metédy s maximalnou moznou mierou
istoty, ale aj napriek tomu sa medzi sebou jednotlivé kmene odlisuju produkciou réznych
metabolitov, ako st organické kyseliny, aminokyseliny, enzymy a pod. U kmenov, ktoré
sme testovali pomocou TLC, sa okrem stanovenych mykotoxinov, objavili aj d’alSie
metabolity, ktoré danou metédou nebolo mozné presnejsie urcit’ (Tab. 7). S ohl'adom na
vplyv potencialne toxickych prvkov v prostredi a rozdielnu podnu reakciu (Tab. 3), je mozné
predpokladat, ze sa pdjde o metabolity, ktorych produkcia je vysledkom selekéného tlaku
extrémnych environmentalnych podmienok na osidlovanie mikroskopickymi vldknitymi

hubami so Specifickym genomom, resp. aspoii expresiou jeho Specifickych génov.
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5.8 Produkcia organickych kyselin vybranymi kmenmi druhu Aspergillus niger

Napriek pomerne Sirokej $kale metabolitov, ktoré sme stanovili systémom Biolog
(SIMONOVICOVA et al. 2021), sme na stanovenie organickych kyselin vybrali vys§ie uvedené
$tyri kmene izolované zo substratov naprie¢ §kalou pH. Dal§im rozhodujicim kritériom, na
zaklade ktorého sme si tieto kmene zvolili, bola RAMP analyza. Vybrané kmene vytvorili 2
dvojice podobnosti, tie ktoré boli izolované z kyslého prostredia a tie, ktoré boli izolované z
alkalického prostredia (Obr. 26). Kmefi An-S (ultra kyslé pH 3) a An — P (silne kyslé pH
5,25) mali podobnost’ 82 %. Kmene An-G (kontrolny kmen, slabo alkalické pH 7,7) a An-
Sl (silne alkalické pH 8,6) sa navzajom podobali na 64 %.

8 .8 &
‘ . An-G
C . ~ An-Sl
An-P
— An-g

Obr. 26. Podobnost’ kmefiov Aspergillus niger znazorneni RAMP PCR analyzou (Simonovi¢ova et
al. 2020).

Druh Aspergillus niger produkuje slabé organické kyseliny, ako je kyselina
glukonova, kyselina $tavelova a kyselina citronova. Ich akumulacia zavisi od pH

kultivacného média (YANG et al. 2017).
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Obr. 27. Kumulativna produkcia organickych kyselin (glukonoyej, Stavelovej a citronovej) a vyvoj
pH pocas kultivacie kmetiov druhu Aspergillus niger z lokality Sobov (a), Pezinok (b), Slovinky (c),
Gabcikovo (d), (Simonovicova et al. 2020).

Sledovali sme prave tieto kyseliny, pretoze majii pomerne $iroké priemyselné vyuzitie.
Kumulativnu produkciu organickych kyselin a vyvoj pH pocas inkubacie kmeniov druhu
Aspergillus niger v SDB kvapalnom médiu s pociato¢nou koncentraciou glukozy 20 g/l
dokumentuje Obr. 27 a-d. Zachytava postupny pokles pH, ktory sme zaznamenali v dosledku
akumulacie vodikovych kationov H* vo fermentaénej pode. Zivné média sa odlisovali v
hodnotach pH od slabo kyslého (kontrolné médium s pH 6,21) po extrémne kyslé (2. deii
kultivacie) a ultra kyslé (4. az 10. den kultivacie).

Kyselinu glukonovi produkovali kmene druhu Aspergillus niger po cely ¢as v
priebehu desatdnovej kultivacie. S klesajucim pH sa produkcia kyseliny glukonovej
zvySovala. Najvicsie mnozstvo sme v§ak zaznamenali na Siesty defi u kmena An-P, na 6smy
deft u kmefia An-S a na desiaty dei kultivicie u kmefiov An-Sl a An-G. Najvyssiu
koncentraciu kyseliny glukonovej (17,25 g/1) sme zaznamenali u kontrolného kmena An-G
(Obr. 27 d). Glukdzooxidaza je enzym, ktory sa produkuje na zaliatku fermentacie a
premiena vyznamné mnozstvo glukézy na kyselinu glukonovii (KHURSHID et al. 2013,

KURNIATIN et al. 2020). Tvorba enzymu glukézooxidaza sa indukuje za pritomnosti
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vysokych hladin glukézy v médiu, pH okolo 5,5 a zvySenej hladiny kyslika
(RAMACHANDRAN et al. 2006).

Na rozdiel od tvorby kyseliny glukonovej, syntéza oxalatu a citratu kmenmi druhu
Aspergillus niger vyzaduje na katabolizmus glukézy niekol’kostupiiovii enzymova reakciu
(MANDAL et BANERJEE 2005). Druh Aspergillus niger ma v cytosole, ¢o je vnitrobunkova
tekutina, enzym pyruvatkarboxylazu, ktory katalyzuje vznik oxalacetatu z pyruvatu a oxidu
uhli¢itého. Glykolyticky pyruvat sa metabolizuje na oxalacetat bez toho, aby sa transportoval
do mitochondrii (KUBICEK et al. 1988, 1994). Nase pozorovania naznacuju, Ze tvorba oxalatu
zacala, ked’ pH média kleslo pod 3,5 (Obr. 27 a-c). Pri tomto pH kmene druhu Aspergillus
niger vylucovali sucasne viac organickych kyselin, najmé kyselinu glukonovu, stavelova a
citronovu. Kontrolny kmen (An-G) vsak oxalat nebol schopny produkovat’ (Obr. 27 d). Kym
oxalat (kyselina §t'avel'ova) je najsilnejSia organicka kyselina produkujtica vodikové kationy
H*, ktord efektivne okysluje okolité prostredie pri danom pH, syntéza glukondtu na
okysl'ovanie prostredia nema taky velky vplyv. Je to zrejmé z vyvoja pH Zivného média pri
kontrolnom kmeni An-G, u ktorého sme produkciu oxalatu nezaznamenali (Obr. 27 d). Aj
napriek pokracujucej produkcii glukonatu s najvySSou koncentraciou dosiahnutou pri tomto
kmeni, pH média nekleslo pod 3. U zvySnych kmenov sme zaznamenali produkciu kyseliny

$tavel'ovej s intenzitou v nasledovnom poradi: An-S > An-P > An-S| (Obr. 28 a, b).
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Obr. 28. Produkcia kyseliny citronovej a kyseliny stavel'ovej kmenmi druhu Aspergillus niger pocas
10-dnovej kultivacie (Simonovicova et al. 2020).

Ako uvadza GADD et al. (2014), oxalat zohrava vyznamnu tlohu pri mnohych
transforméciach mineralov mikroskopickymi vladknitymi hubami, kde je vnimany ako
klaicovy metabolit. Transformacie kovov a minerdlov su dolezitymi stcastami

geomykologickych procesov vratane kolobehu zivin a prvkov, biologického zvetravania a
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biomineralnych formacii. Kmeti An-S, ktorého pévodnym prostredim bola pdda s ultra
kyslou reakciou (Tab. 2), produkoval kyselinu §tavel'ovu (5,1 g/1) a kyselinu citrénova (0,52
g/l) v najva¢som mnozstve. V kyslej pdde st potencialne toxické prvky mobilnejsie, Comu
napomaha aj produkcia organickych kyselin. Tolerancia voci potencidlne toxickym prvkom
sa vSak u mikroskopickych vlaknitych hib odliSuje. Vyznamni ulohu zohravaji napr.
vakuoly, ktoré reguluju koncentraciu kovovych idonov v cytosole. V podach s nadmernym
obsahom potencialne toxickych prvkov sa vSak fyziologicka aktivita mikroorganizmov
moze vyrazne zmenit’ (SOSAK - SWIDERSKA, 2010).

Produkcia organickych kyselin mikroorganizmami v extrémnych podmienkach, je
Casto odozvou metabolizmu na SvOju obranu a adaptaciu na nepriaznivé, a ¢asto az vel'mi
nepriaznivé podmienky v prostredi, kde sa vyskytujli potencialne toxické kovy. Produkciou
organickych kyselin mikroskopické vldknité huby umoziiuji uvoltiovanie kovov, v
dosledku ¢oho ich mézu lahSie naviazat’ v procese chelatizacie do komplexnych zlticenin
(YE et al. 2020, YIN et al. 2017). Chelatizacia kovov sa uskutocniuje naviazanim tychto
prvkov na aniénové funkéné skupiny (karboxylové, hydroxylové), ktoré sa vyskytuji na
povrchu bunky (ADELEKE et al. 2017). Prave mikroorganizmy adaptované takymto
sposobom na nevhodné podmienky, maju vel'ka schopnost’ odstraniovat’ kontaminaciu z
prostredia roznymi dekontaminacnymi procesmi (COLPAERT 2008). Kyselina $tavelova a
kyselina citronova napr. ucinne odstranuji kovy, ako med, zinok, hlinik, olovo a iné, z
kontaminovanych pod (ADELEKE et al. 2017, Kim et al. 2016).

Zaujimavost'ou zo ziskanych vysledkov je, Ze kontrolny kmen An-G, ktory pochédzal
z nekontaminovaného prostredia, kyselinu $tavelovil vobec neprodukoval (Obr. 28 A).
Enzym zodpovedny za tvorbu oxalatu u druhu Aspergillus niger, oxalacetat-acetylhydrolaza
(OAH), stiepi oxalacetat na oxalat a acetat. Pocas desat’diiovej kultivacie kmeniov sme acetat
v kultiva¢nom roztoku vOobec nezaznamenali. Ked’Ze acetat sa v roztoku nenachadzal, v
zivnom médiu rychlo kleslo pH roztoku, ¢o ul'ah¢ilo syntézu kyseliny citronovej. Z faktorov
prostredia, ktoré spustaju akumulaciu kyseliny citronovej, sa za najddlezitejSie povazuju:
nadmerna koncentracia zdroja uhlika, vysoka hladina rozpusteného kyslika, nizke pH a
optimalna koncentracia amoniaku, fosfatu a urcitych stopovych kovov (SHANKAR et
SIVAKUMAR 2016). V pripade nasho experimentu zacala produkcia kyseliny citronovej pri
pH < 3,5 (Obr. 23 a-d). Za dolezité faktory ovplyviujuce produkciu organickych kyselin
mikroskopickymi hubami v prirodnom prostredi st povazované fyzikalno-chemické
vlastnosti pody, vratane pH, a obsah kovovych prvkov (DINH et al. 2017). V laboratornych

podmienkach je, s najva¢sou pravdepodobnost'ou, hlavnym, resp. urc¢ujucim faktorom, pH
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kultivacného roztoku, ktoré ovplyvinuje produkciu kyseliny stavelovej (WALASZCZYK et al.
2018).

V doésledku velkého zaujmu o organické kyseliny a ich vyuzitie v priemysle, kde
vyznamnu ulohu zohrava prave Aspergillus niger, sa sledovala produkcia kyseliny
Stavel'ovej pod vplyvom roznych faktorov. S ciel'om zabezpecit’ o najefektivnejsiu metodu
produkcie z hladiska ekonomického a praktického, st kmene Aspergillus niger casto v
laboratoriu geneticky aj fyziologicky modifikované. Na produkciu kyseliny Stavelove;j
pouzili laboratorne zmutovany kmen Aspergillus niger, ktorému chybala glukézooxidaza,
¢o malo zabranit,, aby doslo k ovplyvneniu s produkciou kyseliny glukonovej, napr. RUNTER
et al. (1999). Optimalnu produkciu kyseliny $t'avel'ovej dosiahli pri pH v rozmedzi od 4 do
6. Hodnota pH nizsia ako 1,5 mala za nasledok vyrazny pokles mnozstva vyprodukovanej
kyseliny §t'avel'ovej. EMILIANI et BEKES (1964) nedostatok oxalatu pri nizSich hodnotach pH
vysvetl'uju zistenim, Ze ked’ ma kultivacné médium pH pod hodnotu 2,5, syntetizuje sa
oxalat dekarboxylaza, ¢o je enzym degradujtci oxalat na CO2 a kyselinu mrav¢iu. MANDAL
et BANERJEE (2005) maximalnu produkciu kyseliny $tavelovej v gluk6zovom médiu

druhom Aspergillus niger zaznamenali pri pH hodnote 6.

5.9 Vplyv anorganickych praskovych latok na vel’kost’ a morfologiu peliet kmenov

druhu Aspergillus niger

Kmene mikroskopickych vlaknitych hub moézu mat’ rozdielne makromorfologicke a
mikromorfologické vlastnosti aj v ramci jedného druhu. Na experiment s peletami sme
pouzili Styri vybrané kmene druhu Aspergillus niger, ktoré sa odliSovali nielen na

molekulovej Grovni, ale aj na urovni makromorfologickej (Obr. 29 a, b).
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Obr. 29. Sporulacia kmenov druhu Aspergillus niger na treti (a) a piaty bB) den kultivacie. (S.
Nosalj).

Vyrazné rozdiely v sporuldcii sme potvrdili aj spocitanim konidii v Biirkerovej
komorke (Tab. 8). Kmefi An-S mal v porovnani s ostatnymi kmefimi najvacsi, a to viac ako
dvojnasobny, pocet konidii a kontrolny kmen An-G najmensi pocet konidii. Tieto rozdiely
sa premietli aj do po¢tu vytvorenych peliet, kedy sme ich maximum v SBD roztoku bez

pridania anorganickych praskov zistili u kmefia An-S (Tab. 8).

Tab. 8. Priemerny pocet konidii kmeniov druhu Aspergillus niger stanoveny v Biirkerovej komorke

~

Kmen An-S An-P An-SI An-G
Pocet konidii v 1x10? 8,07 3,12 3,64 3,02
Pocet peliet 235 52 26 51

Pelety testovanych kmetiov druhu Aspergillus niger ilustruja jednak znaény rozptyl vo
velkosti navzajom, ale zaroven relativne maly rozdiel vo velkosti peliet na jednej Petriho

miske, t. j. v ramci jedného kmena (Obr. 30).
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Obr. 30. Kultivacia peliet kmefiov druhu Aspergillus niger bez pridavku anorganickych praskov.
(Nosalj et al. 2020).

Koneéné velkosti peliet kmenov druhu Aspergillus niger po kultivacii s pridavkom
anorganickych praskov dokumentuje Tab 9. Z nej je zrejmy znaény rozptyl priemernych
hodnét. Pomer priemernych velkosti najvacsich a najmensich je na urovni 3,34. U peliet
ziskanych kultivaciou s praSkovymi latkami sa tento pomer pohybuje v rozsahu 1,30 az 4,00.
Najmensi (prva hodnota) je u peliet ziskanych v pritomnosti montmorillonitu, najvacsi
(druhé hodnota) v pritomnosti oxidu Zelezitého. S vynimkou peliet ziskanych v pritomnosti
prirodného zeolitu a syntetického oxidu Zzelezitého, sa vSak tieto pomery pohybuju v
pomerne Uzkom intervale 1,30 az 1,76. Na zdklade toho je mozné predpokladat’, Ze tento typ

latok tlmi povodné rozdiely pozorované v ramci kontrolnej skupiny peliet.

62



Tab. 9. Priemerné velkosti peliet v mm kmenov druhu Aspergillus niger kultivovanych v pritomnosti
mikrocastic anorganickych latok (Nosalj et al. 2020).

Anorganické latky Kmene druhu Aspergillus niger
An-S An-P An-S| An-G
TiO; 5,12 6,11 5,16 3,81
Fe.0s 4,11 1,21 1,93 2,87
SiO; 7,80 13,75 11,21 8,88
Prirodny zeolit 1,68 2,36 1,27 4,96
Na-mordenit 8,27 7,33 12,50 12,00
NaY zeolit 9,62 6,85 6,86 7,10
Na-ZSM-5 zeolit 8,06 6,12 8,20 5,40
Montmorillonit 1,01 1,04 1,04 1,02

Legenda: Na-ZSM-5 (Zeolite Socony Mobil-5) - synteticky zeolitovy katalyzator s vysokym
obsahom oxidu kremicitého.

Porovnanim kontrolnych vzoriek (bez anorganickych ¢astic) so vzorkami, ktoré sme
ziskali po kultivacii v pritomnosti anorganickych latok, sme ziskali r6zne hodnoty. Znamena
to, Ze na jednej strane vplyvom anorganickych Castic dochadzalo k zvacseniu peliet a na
strane druhej tiez k zmenseniu. Pre porovnanie velkosti peliet musime brat’ do Gvahy aj
rozptyl ich velkosti v ramci jednej vzorky. VSeobecne vSak tento rozptyl nepresahuje jeden
rad. Velkost' najvacsich a najmensich Castic vSak vacsinou nepresahuje pomer 4 : 1. U
kontrolnych vzoriek sa tento rozptyl pohybuje v ramci intervalu 2,5 az 4,5 k 1. V pripade
vzoriek kmetia An-S v pritomnosti anorganickych &astic je rozptyl pomeru 1,3 az 3,0k 1, u
vzoriek kmena An-P 0,86 az 10,0 k 1, u vzoriek kmena An-G 2,0 az 6,0 k 1 a u vzoriek
kmena An-Sl1 1,75 az 4,0 k 1. Vynimku z relativne tizkeho intervalu pomerov predstavuje
jedina vzorka, a to kmefi An-S v pritomnosti Fe,Os, u ktorej je tento pomer 10 : 1 (Obr. 31
a-d a 32 a-d).
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Obr. 31. Variabilita velkosti peliet kmetiov druhu Aspergillus niger An-S (a), An-P (b), An-G (c) a
An-SI (d) v pritomnosti Fe203 (zv. 0,73x). (Mgr. M. Martinka, PhD.).

Obr. 32. Prefiltrované pellety kmenov druhu Aspergillus niger po kultivacii s anorganickymi
Casticami, kmenl An-S po kultivacii so zeolitom (2) a Fe,Oz (b), kmen An-G po kultivacii so zeolitom
(c) a montmorillonitom (d). (S. Nosalj).

Z hladiska priemyselného vyuzitia peliet je ich morfologia vel'mi dolezita (DRIOUCH

et al. 2011, NAIR et al. 2016, GARCIA-REYES et al. 2017). Velkost a tvar peliet zavisi od
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viacerych faktorov. Je to napr. druh mikroskopickej vlaknitej huby, rychlost’ otacok, pri
ktorych sa pelety formuji pocas kultivacie, premieSavanie a prevzdusnenie celého systému,
zloZenie zivného média a jeho pH, ale aj pridavok réznych mikrocastic, co dokumentuje aj

Obr. 33.

Obr. 33. Kultivacia peliet kmenia An-Sl s pridavkom Fe;03 a SiO, v porovnani s kontrolnou vzorkou.
(S. Nosalj).

Ak zohladnime hodnoty modusu, medianu a rozpédtia velkosti peliet (Tab. 10), je
zrejmé, Ze ilovy mineral montmorillonit vyrazne redukuje velkost peliet, a to bez ohl'adu na
pouzity kmen druhu Aspergillus niger. K rovnakym zaverom dospeli aj FOMINA et GADD
(2002). Podobny, avSsak menej vyrazny vplyv, ma aj prirodny zeolit. Vplyv ostatnych
anorganickych latok je bud’ nevyrazny, alebo vel'mi diferencovany v zavislosti na type
anorganickej latky a zdrojovej lokalite uvedeného kmena mikroskopickej vldknitej huby.
Velmi diferencovany vplyv mozno ilustrovat’ na vzorkach kmeiia An-S, u ktorych végsina
praskov velkost’ peliet vyrazne zvacSuje. Tento narast prestavuje priblizne dvoj- az
pitnasobok hodndét modusu a medianu. Vynimkou je, okrem uz spomenutého
montmorillonitu, prirodny zeolit, ktory tito hodnotu nevyrazne zniZzuje. Vzorky kmena An-
P vicsinou vel'mi nevyrazne zvySuju tieto hodnoty, u vzoriek An-Sl zviésa dochadza k
poklesu velkosti peliet. Na druhej strane, u vzoriek kmefia An-G st tieto zmeny nevyrazné
(Tab. 10).
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Tab. 10. Charakteristiky velkosti peliet v mm kmenov druhu Aspergillus niger po kultivacii S
anorganickymi latkami.

An-S
Priemer | Modus | Median | Rozpitie velkosti peliet | Pocet peliet
Kontrolna vzorka 2,44 2 2 2-6 235
TiO; 512 5 5 4-8 147
Fe 03 4,11 2 2 2-6 78
SiO; 7,80 4 10 4-14 26
Prirodny zeolit 1,68 1 2 1-3 742
Na-mordenit 8,27 10 9 6-10 11
NaY zeolit 9,62 8 8 8-14 16
Na-ZSM-5 zeolit 8,06 8 8 4-11 15
Montmorillonit 1,02 1 1 1-2 1000
An-P
Kontrolna vzorka 5,82 6 6 2-9 52
TiO; 6,11 7 6 3-8 42
Fe,0s 1,21 1 1 1-10 244
SiO, 13,75 6 6 6-7 4
Prirodny zeolit 2,36 2 2 1-4 404
Na-mordenit 7,33 8 8 4-10 34
NaY zeolit 6,85 5 5 5-13 40
Na-ZSM-5 zeolit 6,12 6 6 4-8 49
Montmorillonit 1,04 1 1 1-2 1000
An-S|
Kontrolna vzorka 8,15 9 85 4-10 26
TiO; 5,16 5 5 4-7 24
Fe,0s 1,93 2 2 2-8 178
SiO, 11,21 8 10 8-14 12
Prirodny zeolit 1,27 1 1 1-3 574
Na-mordenit 12,50 10 10 6-18 12
NaY zeolit 6,86 4 6 4-14 42
Na-ZSM-5 zeolit 8,20 8 8 6-12 20
Montmorillonit 1,04 1 1 1-2 1000
An-G
Kontrolna vzorka 511 5 5 3-8 51
TiO; 3,81 3 4 2-12 134
Fe,0s 2,87 2 2 2-10 101
SiO, 8,88 2 7 2-10 9
Prirodny zeolit 4,96 5 5 2-12 90
Na-mordenit 12,00 - - 8-28 3
NaY zeolit 7,10 6 6 5-11 31
Na-ZSM-5 zeolit 5,40 5 6 1-7 5
Montmorillonit 1,02 1 1 1-2 1000

Legenda: Na-ZSM-5 (Zeolite Socony Mobil-5) — synteticky zeolitovy katalyzator s vysokym
obsahom oxidu kremi¢itého.
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Anorganické latky pouzité v experimentoch sa vyrazne liSia mnohymi vlastnostami.
Pravdepodobne vsak Ziadna z nich nezohrava pri tvorbe peliet natol’ko vyznamnu tlohu, aby
jednosmerne ovplyvnila ich velkost bud’” smerom k zmenSeniu, alebo k zvicéseniu. Pri
hl'adani vysvetlenia vynimo¢ného postavenia ilového minerdlu montmorillonitu, ktory
vel'kost’ peliet mikroskopickych vldknitych hub vo vsetkych pripadoch vo vac¢Som alebo
mensom rozsahu vzdy znizuje, sa pontka jediné, a to stuvisiace s velkost'ou Castic tohto
mineralu. Na rozdiel od ostatnych anorganickych praskovych latok, sa castice
montmorillonitu vo vodnych roztokoch rozpadaji na vyrazne mensie Castice (v porovnani s
primarnou vel'kost'ou Castic inych skimanych latok). Zmensenie velkosti peliet moze byt
preto dosledkom sférickych obmedzeni pri raste peliet. Zaroven nie je vylucené, ze urcitu
ulohu tu zohravaju aj medzifazové interakcie medzi povrchmi vldken hub a povrchom castic
ilového mineralu. Tie mdzu stvisiet' s ionovymennymi vlastnostami montmorillonitu.
Vzhl'adom na vyrazne mens$iu velkost' jeho Castic v porovnani so zeolitmi, by mohol byt’
tento efekt omnoho vyraznejsi.

Morfoldgia peliet zahfiia tvar a hustotu vlakien v jadre a tiez tvar a hustotu difizneho
rozhrania, pricom vonkajsia Cast’ pelety predstavuje oblast’ Zivotaschopnych vlaken (Obr. 34

a-d).

Obr. 34. Anorganické Castice v¢lenené do Casti peliet. Kmen An-G (a) s montmorillonitom, kmen
An-G (b) s TiOz, kmeni An-P (c¢) so zeolitom a kmeni An-S (d) s montmorillonitom. (mierka 100 pm).
(A. Simonovicova).
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V rédmci vykonanych experimentov je variabilita tvarov a velkosti peliet pomerne
Sirokd, a to aj u peliet kultivovanych bez anorganickych praskov. Preto je tu pomerne tazké
spozorovat’ nejaky vSeobecny trend. Anorganické Castice si vClenené do vSetkych casti
peliet, co znamena, ze medzifazové interakcie na rozhrani styku vlaken a Castic su vel'mi
pravdepodobné. Tieto interakcie moézu tiez suvisiet' s ionovymennymi vlastnostami
montmorillonitu (SIMONOVICOVA et al. 2020).

Za pozornost’ stoji tiez pomerne vyrazny rozdiel medzi velkostami peliet
kultivovanych v pritomnosti prirodného a syntetickych zeolitov, ktory sme pozorovali u
vSetkych Styroch kmenov druhu Aspergillus niger. V pripade syntetickych zeolitov je tato
vel'kost’ vzdy vicsia. Oba typy zeolitov sa vo vel'kostiach Castic neliSia, a navyse si ju na
rozdiel od montmorillonitu aj zachovavaji. S najva¢Sou pravdepodobnost’ou bude tento
rozdiel stvisiet' so zlozenim kultivaéného roztoku v bezprostrednej blizkosti vldken
mikroskopickych vlaknitych hib, ¢o je mozné vysvetlit' vyraznym rozdielom Specifického

povrchu a pérovitej Struktiry oboch typov zeolitov.

5.10 Kmen Aspergillus niger An-L18 a jeho ptved

Kmen An-L18 byl izolovan v roce 2018 z kalu laguny R3 v Ostravé (Obr. 35).

Obr. 35. Odbér vzorkt z lagun, ze kterych byly izolovany indigenni mikroorganismy vcetné kmene
Aspergillus niger An-L18 (H. Vojtkova).

Ostravské laguny byly desitky let rozhodn€ jednou z nejvétsich ekologickych zatézi v

Ceské republice, podle dostupnych udaji v nich bylo uloZeno vice nez 200 000 tun
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kontaminovanych kalti, které obsahovaly kromé extrémné vysokého podilu organickych
polutantt také dalsi toxické kovové prvky, napft. arsen, kadmium, méd’, rtut’, nikl a olovo.
Laguny v Ostraveé, také znamé pod ndzvem ,Laguny Ostramo®, se rozkladaly v
méstské ¢asti Moravska Ostrava na plose témét 7 ha (Obr. 36 a 37) a tvofily je nebezpeéné
skladky odpadi, které vznikaly z rafinérské vyroby koncem 19. stoleti. Zékladem pro
ukladané odpady byly odpadni latky vznikajici z procesu rafinace a separace ropy na petrolej
a topny olej, z vyroby parafinu a mazacich olejii. Odpadni hmoty byly postupné navazeny
do otevienych nadrzi se sypanymi obvodovymi hrazemi. Od roku 1965 zde byl ukladan
predevsim odpad vznikajici pfi procesu regenerace upotiebenych mazacich oleji v podniku
OSTRAMO Ostrava. Od konce 70. let bylo zvazovano ukonéeni provozu piedevsim z
duvodu opakujicich se havarijnich uniku latek z lagun a v souvislosti s tim zvySujiciho se
negativniho vlivu na Zivotni prostfedi, avSak v roce 1992 v diisledku zmény majitele podniku
na soukromou firmu OSTRAMO-VI¢ek a spol., s. r. 0., zde zacaly byt navic ukladany
odpady pochazejici také z dalSich primyslovych procesi v Ostravé, a to predevsim z

chemické vyroby této firmy.

w
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Obr. 36. Laguny Ostrava (H. Vojtkova).
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Obr. 37. Laguny Ostrava, stav v roce 2018; zachovana je jiz pouze laguna R3. Laguny R1 a R2 byly
postupné odtéZovany, V pfedni ¢asti je umisténa skladka zemin (H. Vojtkova).

Skladku Laguny Ostrava tvofil puvodné komplex ctyf lagun, R1, R2, R3 byly
odd¢leny hrazemi se zemnimi valy o vySce cca 5 m nad okolnim terénem a laguna RO se

rozkladala v jamé zemniku byvalé cihelny (Obr. 38 — 40).

Obr. 38. Laguny Ostrava — pohled na obsah lagun (H. Vojtkova).
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Obr. 39. Laguny Ostrava — laguna R2 (a) a R3 (b). (H. Vojtkova).

Provoz skladky byl oficidln€¢ zastaven v roce 1996. Vzhledem k tomu, Ze rozsah
sanacnich opatteni prerostl technické a finanéni moZnosti privatni spolecnosti, vladnim
usnesenim €. 626 z roku 1996 bylo rozhodnuto o pievzeti ekologické zatéze statem. Spravou,

piipravou a zajisténim sanace skladky byl povéten statni podnik DIAMO (VOITKOVA 2014).

Obr. 40. Odpad ukladany v lagunach ¢asto nebylo mozné ptesné identifikovat (H. Vojtkova).

Existence této laguny byla potvrzena analyzou rizik az v roce 1999. Laguny byly
zalozeny na povodnovych naplavovych materidlech tidolni nivy, resp. na navazkach bez

izolace dna a drenazniho systému. Dodate¢né odizolovéani lagun bylo provedeno az v letech
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1972 — 1992 podzemni tésnici sténou. V roce 1994 byla uvedena do provozu cistirna
odpadnich haldovych vod cerpanych z prostoru mezi tésnicimi sténami a v nezbytném
rozsahu bylo také zahajeno Cerpani volné kapalné faze ropnych latek na hladiné podzemni
vody vné tésnici stény.

V roce 2003 byl vyhlaSen projekt k zamezeni Sifeni kontaminace ropnych latek vné
tésnicich stén, zahrnujici drendzni systém s dekontaminaci Cerpanych a zapousSténych
podzemnich vod a monitorovaci systém hydrogeologickych vrti na vystupu podzemni vody
z této lokality. Drendzni systém byl od roku 2004 uveden do trvalého provozu a jeho
provozovatelem se stala firma AQUATEST a.s., ¢len ,,Sdruzeni Cista Ostrava", ktera byla
vybranym dodavatelem sanace lagun podle schvaleného Realiza¢niho projektu ,,Napravna
opatieni — laguny Ostramo".

Realiza¢ni projekt ,,Napravna opateni — laguny Ostramo* feSil napravu ekologické
zatéze v nasledujicim rozsahu:

e vyuziti ropnych kall pfepracovanim na palivové smési,

e odstranéni nebezpecnych vlastnosti kontaminovanych zemin nepfimou
termickou desorpci,

e sanace kontaminovaného okoli lagun ve vymezenych prostorech v navazkach
technologii promyvani horninového prostfedi roztokem biotenzidu a ve
Stérkopiskovém kolektoru hydraulickou sanaci a technologii biodegradace in
situ,

e rekultivace v souladu s izemnim planem na les zvlaStniho urc¢eni (VOITKOVA
2014, 2015).

Odtézovani lagun zacalo v roce 2004. V roce 2011, kdy bylo vytéZeno na 200.000 tun
kald, se odtézovani zastavilo. Ukézalo se, Ze v lagunach byly uloZeny jesté dalsi desitky tisic
tun odpadu v odhadovaném objemu pftiblizn¢ 91 562 tun. Tyto, tzv. ,nadbilancni kaly*,
odstraniovala spolecnost AVE CZ odpadové hospodafstvi s.r.o. a jejich vytéZovani z lagun
bylo dokonc¢eno az v roce 2020 (https://www.ostrava.cz).

Sanaci lagun v Ostrave byla povétena firma DIAMO, statni podnik, ktera dohlizela na
odtézbu a vyvoz kali k jejich dalsi likvidaci. Soucasné tento statni podnik provadél
pravidelny monitoring podzemnich vod v prostoru lagun a blizkém okoli. Pilotnim pokusem
kolmatace saturované zony vcetné€ zpracovani provadéciho projektu provizorniho zatésnéni

stavajici podzemni stény byl povéiena firma MEGA, a.s., odstraniovanim nadbilan¢nich kala
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byla povétena firma AVE CZ odpadové hospodaistvi, s.r.o., kterd v této véci uzaviela
smlouvu na energetické vyuziti — odstranéni kali s némeckou firmou MUEG Mitteldeutsche
Umwelt — und Entsorgung GmbH. Nadbilanéni kaly byly po Gpravé prubézné piedavany ke
kone¢nému vyuziti do elektrarny Schwarze Pumpe, kterou provozuje firma LEAG (Lausitz
Energie Kraftwerke AG) v Némécku.

Aktudlni stav plnéni zakazky na odstranéni nadbilanénich kalt dle provadéci smlouvy
bylo pravidelné projedndvano na Zastupitelstvu mésta Ostravy. Dle informaci na portalu
www.ostrava.cz bylo k 31. prosinci 2019 spolecnosti AVE CZ, odpadové hospodarstvi s.r.o.
odvezeno z aredlu lagun 30 755 tun upravenych kalt k ekologické likvidaci, zbyvajici
mnozstvi kalti do celkového objemu 91 562 tun pak bylo postupné odtézovano, upravovano
a prepravovano ve specialnich kontejnerech v pribéhu celé¢ho roku 2020.

Co se tyée nasledné sanace zemin, Krajsky ufad mésta Ostravy pozadal vladu CR, aby
zadala Ministerstvu Zivotniho prostfedi CR zménu stanoviska ke zptisobu sanace, aby dalsi
zpisob sanace probihal jinak nez plivodné navrhovanym zapouzdienim podlimitné
kontaminované¢ho materidlu do sanan¢niho zafizeni, tzv. ekokontejmentu. O uvedeném
postupu vSak dosud nebylo rozhodnuto.

Sanace saturované zony probihala na lagunach metodou hydraulické sanace, t. j.
odcerpavanim volné faze ropnych uhlovodiki a biodegradaci s promyvanim horninového
prostiedi. Cerpané srazkové vody a podzemni vody z prostoru uvnitt podzemni tésnici stény
byly postupné dekontaminovany na ¢istirné lagunovych vod a cerpané podzemni vody z
prostoru vné podzemni tésnici stény na dekontaminacni stanici. Priibéh sanace saturované
z6ny byl monitorovan, v rdmci monitorovacich praci byl provadén monitoring podzemnich
vod mimo piimy dosah sana¢niho zésahu, monitoring pribchu procesu a efektivity sanace
podzemnich vod v mistech pfimého zneciSténi, monitoring dekontaminacni stanice,
technologicky monitoring provozu €istirny lagunovych vod a hygienicky monitoring.

Sanace kontaminovanych zemin probihala pod dohledem statniho podniku DIAMO,
ktery vyhlasil vefejnou soutéz na zakazku ,,Projekt kone¢ného stavu sanace lagun Ostramo*.
Vitézem vetejné zakazky se stala spolecnost AWT Rekultivace, a.s. Studie proveditelnosti
pod nazvem ,,Zpiisoby sanace nesaturované zony lokality laguny Ostramo Ostrava“ byla
nasledné projednana v Komisi zivotniho prostfedi Rady mésta Ostravy a ta se rozhodla
uptfednostnit takove varianty sanace lagun, které zaruci celkovou dekontaminaci predmétné
lokality s vylouc¢enim rizika kontaminace okolniho prostfedi véetné podzemnich vod tak,
aby v dobé¢ realizace praci byli co nejméné obtézovani obyvatelé mésta Ostravy, a aby

sanac¢ni prace byly ukonceny nejpozdéji do konce roku 2019. V prubéhu realizace této
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rozsahlé sanac¢ni akce dochazelo k celé tade dil¢ich rozhodnuti a posuzovani postupti praci
vcetné odbornych stanovisek a s nimi souvisejicich Gprav rezimti v rozsahu provadénych
sanaci 1 souvisejicich monitoringt.

Tézba odpadt po rafinérii v Marianskych Horach nakonec skoncila v roce 2020 po
vice nez 16 letech. I kdyz jesté pokracuji dalsi sanacni prace, pro obyvatele mésta Ostravy
je dokonceni tézby kali z ostravskych lagun zdsadnim milnikem v napravé této desitky let

staré ekologické zatéze.

5.11 Aktivita kmene An-L18 v biodegradaci PAHs

Tato studie zahrnovala testovani biodegradacnich schopnosti kmene An-L18 vici
vybranym polycyklickym organickym uhlovodikim, které byly detekovanou soucasti
organického znec€isténi kali z lagun Ostrava — acenafthenu, anthracenu, benz[a]anthracenu,
benzo[b]fluoranthenu,  benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu, benzo[ghi]perylenu,
dibenz[a,h]anthracenu, fluoranthenu, fluorenu, chrysene, indeno[1,2,3-cd]pyrenu, naftalenu,
fenanthrenu, pyrenu.

PAHs vykazuji v pfirod¢ nejvyssi strukturdlni rozmanitost ve srovnani s jakoukoli
jinou tfidou nehalogenovanych molekul v biosféfe. Navic se ptfedpoklada, ze s pokracujici
tézbou a vyuzivanim ropy bude mnozstvi téchto uhlovodikl v Zivotnim prostfedi stale
stoupat (ARUN et al. 2008).

V pfirodnich matricich jsou tyto latky jen obtizné degradovatelné a jejich vytrvalost
se zvySuje s jejich molekulovou hmotnosti. Tyto slou€eniny tedy predstavuji vazny problém
vzhledem k jejich rozsifené ptitomnosti v prostiedi, k jejich perzistenci v prostredi, jejich
odolnosti vuc¢i biodegradaci, jejich potencialu k bioakumulaci i vzhledem k jejich
mutagennim a karcinogennim ucinkiim na zivé organismy (BELL 2014, HARITASH et
KAUSHIK 2009).

K experimentim biodegradace PAHs byly pouzity experimentdlni chemikalie (s
Cistotou > 98 %): acenafthen, anthracen, benzo[a]anthracen, benzo[b]fluoranthen,
benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren, benzo[ghi]perylen, dibenz[a,h]anthracen, fluoranthen,
fluoren, chrysen, indeno[1,2,3-cd]pyren, naftalen, fenanthren, pyren, vse od spole¢nosti
Sigma-Aldrich®, USA, analyticky standard. Ostatni bézné chemikalie véetné rozpoustédel
analytické kvality byly zakoupeny u spole¢nosti Merck KGaA Co., Némecko. Zasobni
roztoky PAHs (100 mg/l) byly vyrobeny rozpusténim v dimetylformamidu a roztoky byly

sterilizovany membranovou filtraci pomoci mikrofiltrt Millipore o velikosti port 0,22 pum a
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dale byly pouzity pro ptipravu findlniho média k testovani schopnosti biodegradace PAHs
pomoci An-L18.

Na zacatku kazdého biodegradacniho experimentu bylo do kazdé banky obsahujici 90
ml sterilniho média s organickou znec¢ist'ujici latkou naockovano 10 ml spor hub v tekutém
médiu Czapek Dox Broth (HiMedia Laboratories Ltd., Mumbai, India). Biodegradac¢ni
experimenty probihaly formou statické kultivace pfi teplot¢ 20 °C po dobu 35 dnt.
Koncentrace zbytkového PAHS v kulturach byly analyzovany po 0, 1, 2, 3, 4, 5 tydnech rastu
pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluorescen¢ni detekci. Procento
biodegradace bylo vypocteno jako rozdil mezi zbytkovou koncentraci PAHs v kontrolnim
vzorku (bez pritomnosti An-L18) a zbytkovou koncentraci PAHs v experimentalnim vzorku.
Biodegrada¢ni proces odbourdvani PAHs byl sledovan pfi laboratorni teploté 20 °C, coz
odpovida optimalni rtstové teploté, jak bylo ovéteno u standardniho kmene Aspergillus
niger (ATCC 10864), ktera je uvadéna v rozmezi 18 — 21 °C (CHANG et WANG 2018).

Jiz po prvnim tydnu psobeni mikroskopickych hub bylo zaznamenan vyrazny ubytek
vSech organickych kontaminantd v thrnu na 69,2 + 2,6 %, v druhém tydnu pak mnoZstvi
organickych kontaminantl pokleslo na 49,3 + 2.8 %, jiz ve tetim tydnu biodegradacnich
experimentll bylo zaznamenano sniZeni celkového mnoZzstvi sledovanych organickych latek
pod poloviéni hranici na 35,7+ 2,5 % rezidui, ve ¢tvrtém tydnu byl ztstatek 25,4 + 2,2 % a
po péti tydnech pisobeni kmene An-L18 obsahovaly testované vzorky jen 17,8 £ 2,8 %
organickych polutantt (Obr. 41 — 44).
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Obr. 41. Biodegradace nizkomolekularnich PAHs s vyuzitim kmene An-L18.
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Obr. 42. Biodegradace PAHSs — fluoranthen, pyren, chrysen s vyuzitim kmene An-L18.
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Obr. 43. Biodegradace vysokomolekularnich PAHs s vyuzitim kmene An-L18: benzo[a]anthracen,
benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren.

Kmen An-L18 byl pozitivni v odbourdvani vSech sledovanych organickych
kontaminantti, pficemz nejlepSich vysledki bylo dosazeno u fluorenu (Obr. 41), kde jiz v
tretim tydnu ptisobeni mikroskopickych hub byla zaznamendna 100 % ucinnost odstranéni.

Naopak, nejpomaleji byl odbouravan fluoranthen a benzo(a)anthracen (Obr. 42 a 43).
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Obr. 44. Biodegradace vysokomolekularnich PAHs s vyuzitim kmene An-L18

Ze srovnani vysledkl degradace s negativnimi kontrolami, které byly zaloZeny bez
obsahu a ptisobeni An-L18, vyplyvaji zanedbatelné abiotické ztraty u vétSiny testovanych
kontaminantt, jen u fluorenu se projevila abioticka ztrata ptiblizn€ 22 %.

I kdyz enzymatickd biodegradace polycyklickych aromatickych uhlovodiki kmeny
hub dosud nebyla spolehlivé popsdna, bylo ovéteno, ze rychlost a biodegradacni drahy PAHs
pfimo souvisi s podminkami prostfedi pro enzymatickou aktivitu a rast degradujicich hub.
Rychlost degradace zavisi pfedevsim na systému, kde k degradaci dochazi bud’ ex-situ nebo
in-situ, i na povaze a chemické struktufe zneCist'ujici latky. RovnéZ je tieba zduraznit
aktivitu a mechanismy plsobeni enzymi degradujicich PAHs. Pro pochopeni optimalnich
podminek ptisobeni intra- i extracelularnich enzymd v metabolismu hub je nutné zvazit
interakci celé tady faktorti: dostupnosti Zivin, pH prostiedi, teploty, chemické struktury
slouceniny, vlastnosti bunééného transportu i zastoupeni ristovych faktorti v prostiedi
(SINGH et WARD 2004).

Cetné vyzkumy ukazaly, Ze kli¢ovou tlohu v poéateéni oxidaci PAHs u hub maji
predevsim extracelularni peroxidazy (ACEVEDO et al. 2011, BETTS 2012, KADRI et al. 2017).
Velmi vyznamnymi enzymy jsou také lakazy, které houby vylucuji do okolni pidy. Z dalSich
biodegradacnich enzymii byly u hub potvrzeny hydrolazy, lipazy, protedzy, dio- a
monoxygenazy, napi. cytochrom P450 (BALAJI et al. 2014). Vysoka produkce lakaz se
ukazuje jako charakteristicka pravé pro rod Aspergillus (IQBAL et al. 2018) a ziejmé je
klicova pti odbourdvani PAHs, zejména fenanthrenu, anthracenu, fluoranthenu a pyrenu

(OMAKA et KALU 2009).
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Mikrobialni degradace se povazuje za jeden z hlavnich procesii pfirozené sanace
sedimentti kontaminovanych PAHs (HUGHES et al. 1997). Cela fada studii uvadi, ze
indigenni mikrobiota mlize mit znacny potencial v procesech biodegradace organicky
kontaminovanych sedimenti (RAMSAY et al. 2000) a odstraiiovani n¢kterych PAHs, napf.
fenanthrenu z tekutych fazi (TAM et al. 2003). I kdyz lze piedpokladat, ze ucinnost
biodegradace testovanych PAHs je odlisnd od redlné ucinnosti v kalu z lagun, zkouméani
chovani kmene pfi pisobeni na smés PAHs mé vyznam pro ovéifeni jeho fenotypovych
vlastnosti ve vztahu k jeho genotypu vcetné rezistentnich oblasti, které odpovidaji
adaptacnim procestim vlivem pivodniho, organicky kontaminovaného prostiedi. Nékteré
studie ukazaly, ze biodegradace PAHs muze byt vyznamné sniZzena sorpci na sedimenty
(RAMIREZ et al. 2001), protoze vysoce lipofilni PAHs maji tendenci tésné sorbovat na pevné
Castice kalu a tim mohou omezovat jejich dostupnost pro mikroorganismy a branit tak

uvolnéni extracelularnich enzymd.

5.12 Aktivita kmene An-L18 v biodegradaci textilnich azobarviv

Znecisténi vod je jeden z nejvétSich problémil soucasného svéta. Textilni odpadni vody
obsahuji obvykle znacné mnozstvi barviv, z nichZ mnoha jsou azobarviva. Ro¢né je
vyrobeno vice neZ 7 105 tun barviv pouzivanych v textilnim primyslu a odhaduje se, ze 15
% z této celkové sveétové produkce je béhem procesu barveni vypusténo zpét do odpadnich
barviv, ktera jsou téZko biologicky rozloZitelna a jejich stabilita je imérna sloZitosti jejich
molekularni struktury. VéEtsina t€chto barviv je toxickych pro mikroorganismy (FORGACS et
al. 2004). Tradi¢ni metody €isténi odpadnich vod s obsahem téchto barviv (jako je sraZeni,
adsorpce a biologicky rozklad) jsou v tomto ptipadé casto neucinné.

Testovani aktivity kmene An-L18 v biodegradaci textilnich azobarviv bylo zaméteno
na vyuziti kmene k biologické degradaci Cerveného barviva (saturnova Cerven F3B 200,
Direct Red 80), Zlut¢ho barviva (saturnova zlut LFF 200, Direct Yellow 28), modrého
barviva (saturnova modi LBRR 200, Direct blue 71) a zeleného barviva (saturnova zelen
L5G 150, Direct green 28), vie z firmy Synthesia a.s., Ceska republika. Ve viech piipadech
se jedna o zndma azobarviva, kterd se béZzné pouzivaji pro barveni textilii, a ktera vykazuji
velmi dobrou stalost na svétle.

Pro experimentalni praci byla uvedena azobarviva (Obr. 45 a-C) rozpusSténa v horkém

padesatiprocentnim pyridinu a zfiltrovana. Po ochlazeni se produkty vysrazely ptfidanim
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methanolu a pevné latky se promyly methanolem. Vytézek rekrystalizace byl asi 25 % a
obsah barviv ve vzorcich dosahl asi 90 % (stanoveno elementarni analyzou). Identita vzorka
byla testovana pomoci tenkovrstvé chromatografie na Silufolu s 254 nm UV filtrem. Po
rekrystalizaci nebyly ve vzorcich detekovany zadné necistoty.

K biodegrada¢nim experimentim byly vyuzity spory kmene An — L18, které byly
odebrany z 10-dennich kultur kultivovanych v Petriho miskach na SDA (HiMedia
Laboratories, Mumbai, India). Spory byly z vyrazné sporulujicich kolonii hub inokulovany
do Erlenmayerovych ban¢k s modelovymi roztoky azobarviv. Biodegradacni experimenty
probihaly formou statické kultivace vzorkd po dobu 10 — 20 dni za ob¢asného protiepani

vzorkl pfi teploté 25 °C.
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Obr. 45. Strukturni vzorce testovanych azobarviv: (a) Direct Yellow 28 M = 637 g.mol, (b) Direct
Red 80, M = 1241 g.mol, (c) Direct Blue 71, M = 942 g.mol .
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Po 10 a 20 dnech biodegradacnich experimenti byly vzorky zfiltrovany (KA-3M,
Filpap, Ceska republika), odstfedény po dobu 15 min pii 4400 ot/min a poté byla zméiena
jejich absorpcni spektra. Pro porovnani byl také zméten referencni vzorek roztoku barviva
bez piitomnosti hub.

Absorpéni spektra byla mefena na UV/vis spektrofotometru Hewlett Packard 8453
(Agilent Technologies) v kfemenné kyvet€ o tloustce 1 cm. Moléarni absorpéni koeficienty
sledovanych barviv byly stanoveny méfenim péti koncentracnich standarda v destilované
vodé. ESI-MS spektrum bylo méfeno na hmotnostnim spektrometru s hybridnim QqTOF
analyzatorem (micrOTOF-Q, Bruker Daltonics) v rozsahu 50-1500 m/z pii zaznamu
zapornych iontd. Pied méfenim byl pfistroj externé kalibrovan na klastry mravencanu
sodného. Barvivo bylo rozpusténo ve smési acetonitril/voda (1/1). Napéti na kapilare bylo

4,5 kV, teplota susiciho plynu 200 °C, priitok a tlak dusiku byly 4 I/min a 0,4 bar.
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Obr. 46. Vysledky biodegradace azobarviv po 10 dnech (a) a 20 dnech (b) ptisobenim kmene An-
L18: (1) biodegradace barviva Direct Red 80, (2) biodegradace barviva Direct Yellow 28, (3)
biodegradace barviva Direct Blue 71 (4) biodegradace barviva Direct Green 28, (5) kontrola.

Na Obr. 46 jsou znazornéna UV/vis absorp¢ni spektra vzorkl azobarviv na zacatku
pokusu a po 10 a 20 dnech ptisobenim kmene An-L18. Bylo zjisténo, Zze pouzitd houba
aktivné odbourdvé azobarviva v prvnich 10 dnech, avSak soucasné produkuje metabolity,
jez absorbuji i ve viditelné oblasti spektra (Obr. 46 b). Nejvyraznéjsi bylo odbouravani

zlutého barviva po 10 dnech, a to 0 93,2 %, Cervené barvivo Direct Red 80 bylo odbourano

80



0 77,6 % a modré barvivo Direct Blue 71 bylo degradovano o 70,1 %, jedna se o primérné

hodnoty z laboratornich experimenti v fadé z 5 opakovani (Tab. 11).

Tabulka 11. Biodegradace modelovych azobarviv [%] kmenem An-L18.

Direct Yellow 28 Direct Red 80 Direct Blue 71
Absorbance — Biodegradace
Referencni vzorek | 1,49986 0 1,09536 0 1,45620 0
An-L18 0,10507 93,2 0,24588 77,6 0,43538 70,1

Jiz dtive bylo prokazano, Ze houby produkuji fadu aktivnich enzymut degradujicich
rizna textilni barviva diky nespecifickym metabolickym systémim. Od roku 1999 bylo
prokdzano, Ze enzymy vyznamné degradujici azobarviva piedstavuji pfedevsim lakéazy a
azo-reduktazy. Mezi dalsi dilezité enzymy patii fenolové oxidazy, peroxidazy, hydroxylazy
a dalsi ze skupiny reduktaz (SUDHA et al. 2014).

Obr. 47. Vysledky biodegradace azobarviv pisobenim kmene An-L18: (a) Direct Red 80, (b) Direct
Yellow 28, (c) Direct Blue 71. Zkumavka vpravo obsahuje vstupni vzorek, zkumava vlevo obsahuje
vysledek biodegradace (H. Vojtkova).

I kdyz bylo publikovano nékolik praci k ovéfeni aktivity biodegradace rtiznych
zastupct mikroskopickych vlaknitych hub véetné napt. Aspergillus foetidus, A. oryzae a A.
ochraceus (ALI et al. 2009, BENGHAZI et al. 2014, BIDISHA et al. 2006, CORSO et ALMEIDA
2009, Fu et VIRARAGHAVAN 2001, TELKE et al. 2010), aktivita mikroskopickych vlaknitych
hub druhu Aspergillus niger pii degradaci textilnich azobarviv nebyla vzhledem k poctu
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zastupcl tohoto rodu dostatecné prozkoumana. ALMEIDA et CORsSO (2014) zkoumali
schopnost biosorpce A. niger a A. terreus vazat barevné slozky a kovy z textilnich pigmentt
a také jejich odbarvovaci schopnosti. Pfi testovani odbarvovani barevnych roztokii pomoci
Aspergillus niger bylo zjisténo procento dekolorizace vzorku piiblizné 30 %, zatimco v
procesu biodegradace s houbami Aspergillus terreus doslo po 336 hodinach k zabarveni
roztoku az o 98 %. I v dalSich studiich se vSak potvrdilo, Ze rychlost degradace je
nejintenzivngjsi do 10 dnti (ALl et EL-MOHAMEDY 2012), po 240 hodinach (10 dnech) se
vyznamné snizuje. Po 336 hodinach byly v molekuldch barviva nalezeny vyznamné
spektralni zmény vedouci k toxickym pfeméndm, coz potvrdily testy akutni toxicity a
mutagenity, a to az desetinasobné zvyseni stupné toxicity zbytki barviv (GOTTILIEB et al.
2003; SCHNEIDER et al. 2004).

10-denni biodegradace se také osvédcila v naSich experimentech. Ve vysledcich
kontroly pokracujici biodegradace po 20-ti dnech v modelovych vzorcich azobarviv byly
zjistény vyznamné zmény barvy sledovanych roztokt (Obr. 47 a-c), které byly zptisobeny
produkci metabolitli, pfedevsim pigmentl jako meziprodukti béhem jejich ristu (ATALLA
et al. 2011). Je znamo, ze zastupci rodu Aspergillus produkuji rizné barevné pigmenty
véetné melanintt (GONCALVES et LISBOA 2012) a jiz dfive bylo prokazano, ze zvySena
produkce pigmentu Uizce souvisi s adaptaci hub na stresové podminky v prostfedi (DURAN
etal. 2002). Tmave hnédy pigment aspergillin kmene An-L18 byl zaznamenan ve filtratu jiz
po 10 dnech. Vyznamna produkce pak byla zjisténa po 20-ti dnech biodegradace, kdy tvorba
tmavych metaboliti vyrazné ovlivnila zdvére¢nou analyzu vzorkd.

Kmen An-L18, ktery byl izolovan z kalu ostravskych lagun, 1ze povazovat, vzhledem
k zneCiSténi pivodniho prostiedi, za extremofilni mikroorganismus. PfedloZenymi
biodegrada¢nimi experimenty bylo prokdzano, Ze tento kmen ma jedinecné fyziologické
vlastnosti a je vhodnym modelem pro vyzkum adaptace na extrémni podminky organického
znecisténi. Bylo potvrzeno, Ze kmen An-L18 toleruje vysoké koncentrace toxickych
aromatickych slou€enin ve srovnani s pfedpoklady ostatnich zkoumanych kmena druhu
Aspergillus niger. Uvedenym vysledkim odpovida také RAMP analyza (Obr. 15), ktera
potvrdila podobnost kmene An-L18 na mén¢ nez 40 %. Soucasné se kmen nachazi mimo
seskupeni ostatnich kmenti. Genetické rozdily v genu u vSech 16-ti sledovanych kment
druhu Aspergillus niger vedou k pfedpokladu odlisné reakce téchto kment v zavislosti na
podminkach plvodniho prostiedi. Rozdilné reakce na chemické substance odpovidaji
fyziologickym zménam, které se projevuji napiiklad pii rozdilné schopnosti utilizovat

toxické organické polutanty (PAHs, PCBs) a schopnosti vyuzivat tyto latky jako jediny zdroj
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uhliku a energie pro svij rast. Odlisné sekvence ve zkoumané oblasti genomu maji za
nasledek odliSnou exprimaci geni vedouci k rozdilné produkci enzymt, nutnych pro
degradaci PAHs a dalSich chemikalii, napft. testovanych textilnich azobarviv.

Ptedlozend podrobna genotypova a fenotypova analyza kmene An-L18 v této studii
shrnuje zakladni charakteristiky kmene vedouci k upiesnéni jeho fylogenetické pozice v
ramci ptibuznych kment. Fyziologické a biologické vlastnosti kmene ziskané pfi sledovani
jeho schopnosti experimentalni biodegradace vybranych PAHs a vybranych azobarviv jsou
vhodnym doplnénim biotechnologickych vlastnosti kmene a nabizeji jeho vyuziti jako
soucasti inokula vhodného k bioaugmentaci znecisténych pid a vod. V piipadé
biotechnologického vyuziti se otevira dalsi prostor pro testovani fyziologickych schopnosti
tohoto kmene, zejména sledovani jeho schopnosti adaptace a uplatnéni v konsorciich
aktivnich mikroorganismil, nutnosti vSak ziistdva podrobné otestovat jeho biologicka a

environmentalni rizika.
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6. ZAVER

Pretrvéavajici zvyseny obsah tazkych kovov a potencialne toxickych prvkov v réznych
zlozkach Zzivotného prostredia méa negativny dopad na vsetky zivé organizmy, vratane
mikroorganizmov. Kontaminaciou pody sa menia jej povodné fyzikalno-chemické vlastnosti
Casto az na extrémne, a pre vacsinu mikroorganizmov tak vytvaraju nevhodné existencné
podmienky. Napriek tomu vsak, niektoré z nich, dokazu tento stres prostredia, v ktorom sa
vyskytuj, prekonat’ a adaptovat’ sa. Adaptacia na nepriaznivé podmienky prostredia zaroven
vedie k vyraznej zmene ich fyziologickych vlastnosti. Druh mikroskopickej vlaknitej huby
Aspergillus niger je vhodnym modelovym prikladom adaptacie mikroorganizmu na stresové
podmienky prostredia.

V praci so 16-timi kmenmi druhu Aspergillus niger, ktoré pochadzali z r6zneho
prostredia pdd a pevnych substratov s hodnotou pddnej reakcie od pH < 3,5 do pH 8,5-9,0
a vyznamnou kontanminaciou po banskej ¢innosti, sme zaznamenali vyrazne rozdiely v
makromorfologickych aj mikromorfologickych znakoch. PCR metdédou sme u vsetkych
kmeniov na 99,6 az 100 % potvrdili prislusnost’ k druhu Aspergillus niger. Vzajomna
podobnost RAMP analyzou vSak vytvorila zoskupenia, tzv. klastre jednotlivych kmenov.
Prva skupinu s podobostou viac ako 90 % tvoria kmene An-Sl, An-Kmi, An-ZK a An-Pop
4. Druhu skupinu s podobnost'ou od 80 do 95 % tvoria kmene An-Pop 5, An-A, An-Pop 3,
An-KD, An-Pop 1 a An-N. V tretej skupine st kmene An-S, An-Sm a An-P s podobnostou
od 75 do 85 %. Kmene An-G a An-KF mali jedine¢né profily RAMP a boli umiestnené
medzi ostatnymi kmenimi. Kmen An-L18 vykazoval najmensiu podobnost’, a to menej ako
40 %, a sucasne sa nachadzal mimo zoskupenia ostatnych kmenov.

Fenotypovy profil kmefiov Aspergillus niger systémom Biolog FF Microplate™
dopiita genotypovy profil na zéklade fyziologickych vlastnosti mikroorganizmu. Tymto
spdsobom sme potvrdili najvac¢siu fenotypovi podobnost’ medzi kmeiimi, ktoré pochadzali
zo silne alkalického prostredia (pH 8,5 — 9,0), z prostredia slabo alkalického (pH 7,4 — 7,8)
a stredne alkalického (pH 7,9 — 8,4). Nasleduju kmene zo silne kyslého prostredia (pH 5,1 —
5,5) a slabo alkalického prostredia (pH 7,4 — 7,8). Zhluky kmenov vytvorené ordinacnym
diagramom vsak nepotvrdili fenotypovi podobnost’ medzi kmenmi, ktoré pochadzaji z ultra

kyslého prostredia (pH < 3,5), extrémne kyslého prostredia (pH 3,5 — 4,4) a z prostredia
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vel'mi silne kyslého (pH 4,5 —5,0). Vysoka podobnost’ sme zaznamenali medzi kmeiimi An-
A a An-N, ktorych substrat obsahuje arzén.

V produkcii enzymu lipaza sme zaznamenali vel'mi silnu aktivitu u kmena An-G, kedy
doslo k vel'mi rychlemu odfarbeniu Zivnej pody, a to aj napriek najpomalSiemu rastu
(priemer kolonie bol najmensi, 2 = 0,1 cm) zo vSetkych sledovanych kmenov. Na zaklade
tychto vlastnosti je mozné odporucit’ kment An-G na priemyselné vyuzitie. Ostatné kmene
mali slabu alebo takmer ziadnu lipolytickt aktivitu.

V skriningu produkcie mykotoxinov sme zo 16-tich testovanych zaznamenali iba dva
kmene produkujice ochratoxin A, a to An-Sm a An-Kmi a iné tri kmene (An-L18, An-Sl a
An-A), ktoré produkovali iné, metédou blizSie neSpecifikovatel'né metabolity.

Pri testovani produkcie organickych kyselin sme u $tyroch kmefiov (An-S, An-P, An-
Sla An-G) zistili syntézu kyseliny glukonovej, citronovej a §tavelovej. Kmen An-S, ktorého
povodnym prostredim bola pdda s ultra kyslou reakciou (pH 3), produkoval kyselinu
stavelovu (5,1 g/l) a kyselinu citronovu (0,52 g/1) v najvicsom mnozstve. Kmen An-G, ktory
pochadzal z nekontaminovaného prostredia a slizil ako kontrolny v ramci vSetkych
experimentov, kyselinu Stavelovli neprodukoval vobec. Enzym zodpovedny za tvorbu
oxalatu, t. J. oxalacetat acetylhydrolaza, sme v kultivatnom roztoku nezaznamenali.

Kmeii An-S sporuloval najintenzivnejsie, ¢o sme potvrdili aj spoéitanim konidii v
Biirkerovej komoérke v dalSom experimente — Stadiu tvorby peliet v pritomnosti
anorganickych latok. Z pouzitych latok iba ilovy mineral montmorillonit vo vicsej alebo
mensej miere vel'kost’ peliet zniZoval. Stvisi to s velkostou Castic tohto mineralu, ktoré sa
vo vodnych roztokoch rozpadaju na vyrazne mensie Castice, a priestorovo tak obmedzuju
rast vacsich peliet. Pelety druhu Aspergillus niger vSsak maji vyznamné miesto a vyuzitie v
biotechnologiach, a to ¢i uz samostatne alebo spolu a inymi anorganickymi praskovymi
latkami.

Genotypova a fenotypova analyza kmena An-L18 potvrdila jeho vynimoc¢nost’ medzi
16-timi testovanymi kmenimi Aspergillus niger. Fyziologické a biologické vlastnosti tohto
kmena potvrdené pri sledovani experimentalnej biodegradacie vybranych PAH a azofarbiv
doplinaju jeho biotechnologické vlastnosti. Je tu zarovei moznost’ vyuzitia tohto kmena ako
stcast’ inokula vhodného k bioaugmentacii znecistenych pod a vod, tiez pri jeho uplatneni v

konzorciu aktivnych mikroorganizmov v rdmci adaptacie na kontaminované prostredie.
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