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Uvod

Mikrobialni kolonizace stavebniho kamene zacina
obvykle fototrofnimi organismy, které vytvareji viditelny
biofilm na povrchu zdiva'. Dlouho se piedpokladalo, Ze
fototrofi pisobi pouze estetické Skody a nemaji pfimy vliv
na poSkozeni stavebniho kamene (tzv. funk¢ni degradace
neboli soiling)>. Nyni je ziejmé, Ze fototrofi piisobi fyzi-
kalni a chemickou deterioraci kamene, ato zvlasté tam,
kde dochazi ke znecisténi staveb polutanty antropogenniho
pivodu®. Biodeterioraéni procesy jsou provazeny exkreci
organickych kyselin, ato predev§im na vapencich
a mramorech, ale také na piskovci, zule a Cedici®.

Agresivni piisobeni sinic a fas popsali autofi’, ktefi se
snazili objasnit droleni mramoru za pfitomnosti sinic pro-
dukci dihydratu §tavelanu vapenatého. Dali autofi® analy-
zovali biomasu endolithickych sinic, kde jako typicky
biomarker nalezli 7-methyl-heptadekan. V soucasnosti je
ziejmé, Ze fasy jsou schopny syntetizovat relativné velké
mnozstvi  organickych  latek. Bakterie  zuCastnéné
v konsorciu s fototrofy pretvafeji tyto latky na mineralni
Ziviny a riistové faktory, které zp&tné stimuluji rozvoj fas’®.

U vybranych fototrofii jsme se proto pokusili izolovat
jejich privodni mikrofloru, identifikovat latky vytvorené
v pribéhu kultivace na opuce, a analyzovat zakladni meta-
bolity bakterii pfi asimilaci produkti fas.
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Experimentalni ¢ast
Material a metody

Vzorky sinic a zelenych fas byly sejmuty ze staveb-
nich materiald ryhovanim povrchu stavebniho kamene

718

Laboratorni pfistroje a postupy

sterilnim skalpelem. Vzorky z cihel bastiond na Vysehradé
a z kamenného obloZeni obloukti Karlova mostu (obr. 1
a2) byly kultivovany v mineralni ptdé podle Kno-
pa a v Bold-Basal/Bristol mediu. Kultivace probihala po
dobu 20 dnti pii teploté 18-20 °C. Vzorky byly ozafovany
20 hodin denn¢ vybojkou o celkové intenzité 2,5 kLux.

Izolace fototrofi byla provedena ockovanim
na mineralni pidu podle Knopa ztuzenou agarem. Pro
ziskani dostate¢ného kvanta extracelularnich polymernich
substanci (EPS) zjednotlivych druhl tas byly pouzity
sterilni vzorky opuky o rozmérech 70 x 70 x 5 mm. Vzor-
ky stavebniho kamene byly ulozeny v lizku z vlhkého
sterilniho vermikulitu. Na vzorky byly naneseny jednotlivé
kmeny ftas. Doba kultivace byla 30 dnu, teplota 20 °C,
zpusob ozafovani jako v minulém pfipadé. Identifikace
fototrofi  byla provedena mikroskopicky  (mikroskop
BX41), podle klice’.

Obr. 2. Spolecenstvo Fas na obloucich Karlova mostu
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Obr. 3. Priklad identifikace EPS na plynovém chromatografu GC-MS Perkin Elmer AutoSystemXL-Turbomass. Osa x — reten¢ni
Cas, osa y — odezva detektoru. RT (min) pro jednotlivé aminokyseliny: 10,3 TMS alanin, 12,6 TMS valin, 13,7 TMS Leucin, 14,3 TMS
prolin, 15,3 TMS serin, 15,8 TMS threonin, 17,8 TMS C6 dikarboxylova kyselina

Identifikace produktt fas byla uskute¢néna ve vodné
suspenzi, ktera vznikla po smyti opuky destilovanou vo-
dou. Suspenze Dbyla odstiedéna (6000 ot/min; 6 min)
a supernatant preveden do sklenénych vialek. Pod
IR lampou a v proudu dusiku byly roztoky odpatfeny do
sucha. EPS produkované fasami byly nejdiive podrobeny
kyselé hydrolyze anasledn¢ derivatizaci BSTFA (bis
(trimethylsilyl)trifluoracetamid).

Derivatizované slozky odparkti byly analyzovany
na plynovém chromatografu GC-MS Perkin Elmer Auto-
SystemXL-Turbomass. Data z GC-MS byla shromazd’ova-
na azpracovana s pouZitim software TurboMass a NIST
knihovny MS spekter. Chromatografické podminky: kolo-
na PESMS, 20 m, i. d. 0,18 mm; tloustka filmu 0,18 pum;
teplotni program: 60 °C 5 min, vzestup 8 °C/min do 280 °C
za cca 30 min, prodleva 280 °C 20 min; nosny plyn helium
(obr. 3).

Izolace priivodnich bakterii byla provedena oc¢kovanim
suspenze jednotlivych fas na masopeptonovém agaru (MPA)
a ulozenim ve tmé v termostatu pfi teplot¢ 24 °C po dobu
10 dnti. Vlastni identifikace vybranych kmend bakterii
probéhla za pouziti diagnostickych desti¢ek Mikro-La-Test
a Nefermtest Oxi, vyrobce Pliva-Lachema a.s. Brno, sou-
hlas s tabelovanymi daty byl vétsi nez 95 %.

Rychlost ristu  bakterii v mineralnim  médiu
s jednotlivymi aminokyselinami identifikovanymi na ply-
novém chromatografu byla stanovena na spektrometru MR
OPSYS (Dynex). Pro tyto tcely bylo pouzito jednoduché
mineralni medium'®. Po&ate¢ni koncentrace inoku-
la bakterii byla cca 1-10%, teplota kultivace 24 + 2 °C.

Orientacni identifikace produktt asimilace jednotli-
vych aminokyselin bakteriemi byla provedena tenkovrst-
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vou chromatografii. Metabolity bakterii byly identifikova-
ny v soustavé pyridin-petroleter (1:2) a v soustavé ethanol-
voda-25% amoniak (25:3:4), vyvijeni vzestupné, detekce
bromkresolovou zeleni.

Vysledky a diskuse

Rasy izolované zpovrchu bastionii na Vysehradé
a z kamenného obloZeni Karlova mostu jsme identifikovali
jako  Aphanothece saxicola, Chroococcus turgidus
a Chlorobotrys sp.

Jejimi pravdépodobnymi symbionty byly bakterie
Burgholderia cepacia, Sphingomonas ~ paucimobilis
a Sphingobacterium multivorum.

TMS (trimethylsilyl) derivaty aminokyselin vznikaji-
cich hydrolyzou rozpusténych peptidd byly nasledujici:
alanin, glycin, valin, leucin, prolin, serin a threonin. Na-
vic unékterych vzorkti z odparktt derivatizovanych
BSTFA byly zjistény piky, které bylo mozné ptifadit
k TMS derivatu C6 dikarboxylové kyseliny, k derivatim
sacharidt a jim podobnym slou¢eninam. To dobie souhlasi
s nalezem Wanga a spol."’, ktery detegoval tytéZ sloudeni-
ny a navic také polyalkoholy a toxiny.

Piistupnost aminokyselin v médiu se pro bakterie
lisila podle  pocate¢ni ~ koncentrace  aminokyselin
a koncentrace inokula. Pokud pocate¢ni koncentrace ami-
nokyselin v roztoku cinilaméné nez 1mg/5ml mé-
dia a koncentrace inokula byla p¥iblizn& 1-10*, potom pou-
ze Burkholderia cepacia byla schopna vétsi ¢ast aminoky-
selin produkovanych fasami asimilovat a vyuzivat pro
stavbu bunky. Je tedy pravdépodobné, Ze prave tento kmen
je schopen rozvoje na fasadach stavebnich objektt.
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Obr. 4. Riist bakterii v mineralnim médiu podle Ilyaletdino-
va'’ s alaninem. Spektrometr OPSYS (Dynex). ¢ BC — Burgol-
deria cepacia, B SP — Sphingomonas paucimobilis a A SM —
Sphingobacterium multivorum
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Obr. 5. Riist bakterii v mineralnim médiu podle Ilyaletdino-
va'® s glycinem. Spektrometr OPSYS (Dynex). ¢ BC — Burgol-
deria cepacia, M SP — Sphingomonas paucimobilis a SM -
Sphingobacterium multivorum

Kmen Sphingomonas paucimobilis byl schopen slabé
asimilovat pouze alanin a valin, dal§i aminokyseliny nevy-
uzival. Sphingobacterium multivorum asimiloval pouze
alanin. Oba kmeny zfejmé nejsou typicti symbionti, ale
spiSe Cleny specifického spoleCenstvi na povrchu Karlova
mostu a bastionu na Vysehradé (obr. 4 az 6).

Pii orientacnich analyzich metaboliti bakterie Bur-
kholderia cepacia, které rostla na jednotlivych aminokyse-
linach, jsme nalezli predevsim kyselinu octovou, dale ky-
selinu propionovou, ve stopach i kyselinu glutarovou. To
naznacuje, ze doslo k neuplnému zkvasovani jednotlivych
aminokyselin a k tvorb& typickych koncovych produkti'®.
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Obr. 6. Riist bakterii v mineralnim médiu podle Ilyaletdino-
va'’ s leucinem. Spektrometr OPSYS (Dynex). ¢ BC — Burgol-
deria cepacia, B SP — Sphingomonas paucimobilis a A SM —
Sphingobacterium multivorum

U dalsich dvou bakterii byla produkce kyselin nedetegova-
telna, a proto zde bylo od analyzy metabolitd upusténo.

Ziskané vysledky castecné souhlasily i s dfivéjSimi
analyzami povrchu kamenii Karlova mostu v Praze. Zde
jsme nalezli" velké mnozstvi derivati kyseliny octové,
pfedevSim octan véapenaty, Zeleznaty a octan amonny. Je
ziejmé, ze uvedené latky vznikaly interakci stavebniho
kamene, fas abakterii, které byly hojné pfitomny
na povrchu kamenné obsivky Karlova mostu. Protoze ky-
selina glutarova, glyoxalova, oxaloctova a dal§i jsou
schopny chelatizace kationt Ca, Al, Si, Fe a Mn, se ktery-
mi vytvaii komplexy, dochazi tak k mobilizaci minerald,
coz vede k zpraskovani a degradaci povrchu stavebniho
kamene'*. O rychlosti destrukce rozhoduje predeviim druh
kyseliny produkované mikroorganismy. Ta stoupa v fadé
kyselina citronova, salicylova, asparagova a octova. Pro-
duktem bakterialni destrukce minerald jsou koagulované
gely alofanové povahy, slozené z hydratovanych oxidd
kfemiku a hliniku se sorbovanymi ionty K", Mn*" a Ca®".
Mobilizace mineralti organickymi kyselinami je daleko
rychlejsi nez kyselinami anorganickymi'>.

Zavér

Byl prokazan vliv symbionta Burgolderia cepacia,
ktery tvofi spolu s fasou Aphanothece saxicola organické
kyseliny. Ty mohou zasadnim zptisobem urychlit zprasko-
vani a degradaci povrchu silikatovych materialii. Prace tak
podpotila nazor o transformaci aminokyselin bakteriemi
pfitomnych na povrchu fasadd a o dominantnim vlivu bak-
terii, nikoliv fas na degradaci stavebniho kamene.

Prispévek vznikl za podpory grantu NAKI DF
12P010VVO37.
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The present study confirmed the effect of the Bur-
golderia cepacia symbiont, which, together with the
Aphanothece saxicola algae, produces organic acids.
These may significantly speed up the powder formation
and surface degradation of silicate building materials. The
study has supported the expert opinion on the transfor-
mation of amino acids by the bacteria present on the sur-
face of facades.



