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ABSTRAKT

V préci byla studovéana biodegradace N-oktyl-2-pyrrolidonu pomoci dvou kultur, které byly
izolovany z povrchové vody. Cilem bylo pokusit se zjistit ulohu jednotlivych kultur pii roz-
kladu této latky. Byla provedena fada pokust rtistu kultur 1 na strukturnich ¢astech N-oktyl-
2-pyrrolidonu, tj. na oktanu, pyrrolidonu, ale také na N-methylpyrrolidonu a N-ethylpyrro-
lidonu. Vysledky ukazaly, ze kultura Dr2 zahajuje rozklad, nebot’ je schopna vyuzivat oktan
ke svému riistu a taky vykazuje slaby rtist na samotném N-oktyl-2-pyrrolidonu. Kultura Drl
nebyla schopna riistu na zadné latce, avsak jeji riist se projevil na metabolitech kultury Dr2
po castecné degradaci N-oktyl-2-pyrrolidonu.

Kli¢ova slova: Biodegradace, N-oktyl-2-pyrrolidon, oktan, pyrrolidon, N-methylpyrrolidon,
N-ethylpyrrolidon, mikrobialni kultury, spoluprace kultur.

ABSTRACT

In this bachelor thesis, the biodegradation of N-octyl-2-pyrrolidone was studied using 2
strains, which were isolated previously from the surface water. Main goal was to find out,
how the strains work separately in the decomposition of this substance. A lot of experiments
aimed to the strains growth on N-octyl-2-pyrrolidone and its structural parts such as octane
and pyrrolidone, were realized; also an utilization of N-methylpyrrolidone and N-ethylpyr-
rolidone by the strains was examined. Obtained results showed that strain Dr2 started the
decomposition, because it was able to use octane for its growth and was able to partial utili-
zation of N-octyl-2-pyrrolidone as well. Strain Drl was not able to grow on any of tested
substances, but its growth proceeded on metabolites originated from partial degradation of
N-octyl-2-pyrrolidone performed by strain Dr2.

Keywords: Biodegradation, N-octane-2-pyrrolidone, octane, pyrrolidone, N-methylpyrroli-
done, N-ethylpyrrolidone, microbial strains, cooperation of strains.
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UvVOoD

V dnesni dobé se vyrabi ¢im dal vice syntetickych latek. Nékteré podléhaji biodegradaci
a ty nepredstavuji pro zivotni prostiedi zddné nebezpeci. Horsi je to s t€émi, které mikroor

ganismy rozlozit nedokazou. Ty se pak akumuluji, zatézuji a Skodi zivotnimu prostiedi i
organismum, které v ném Ziji. A proto je pro nas a hlavn¢ pro dalsi generace diilezité vyvijet
latky biologicky rozlozitelné. K tomu nam pomtize znalost mechanismu rozkladu riznych
latek mikroorganismy. Mechanismy biodegradaci jsou riznorodé a mize dokonce dochéazet
ke spolupraci mikroorganismii pii degradaci. Tato kooperace mnohdy zajisti ucinnéjsi a
rychlejsi odstranéni latek.

Tato bakalarska prace se proto zabyva principy biodegradace N-oktyl-2-pyrrolidonu, ktery
je syntetickou latkou, ktera je schopna podléhat rozkladu pti ptisobeni dvou konkrétnich,
diive izolovanych mikrobidlnich kultur, pficemz jednotliveé tyto kultury nejsou schopny vy-
razngj$iho rozkladu.
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. TEORETICKA CAST
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1 N-OKTYL-2-PYRROLIDON

Jedna se o syntetickou latku, ktera obsahuje ve své struktute pyrrolidon, ktery je rovinny
petiClenny laktam a alkanovy fetézec navazany na dusik (N). (Kaytan a Bonnet, 2008) Struk-
turni vzorec se nachédzi niZe na obr. 1.

H3C/\/\/\/\N‘ \
H

@]

Obr. 1. Strukfurni vzorec N-oktyl-2-pyrrolidonu

1.1 Vlastnosti

N-oktyl-2-pyrrolidon je kapalina, kterd je bezbarva az zlutd. Ma podobnou vuni jako
aminy a rozpousti se v organickych rozpoustédlech.(BASF, 2009) Tato latka ma vysoky bod
varu 170 - 172 °C, nizky tlak par a je netékava. Je toxickd pro vodni organismy. Vykazuje
dlouhodobé nebezpeci pro vodni prostiedi. Pro lidi je Ziravy, zpiisobuje poleptani kize a
poskozeni oci.(Chemicalbook, 2017) Mé povrchové aktivni schopnosti. Pyrrolidon se
dokaze elektrostaticky asociovat k neiontovym latkam a tato interakce se miiZe transportovat
z jedné povrchové aktivni latky do druhé.(Login, 1995) ZvySuje prostupnost latek pres kiizi
a jeho schopnost transportovat steroidni permeaty byl zkouman na mysi ki vyuZitim mo-
delu kozni paralelni drahy.(Sigma-Aldrich) Obtizné€ se rozpousti ve vodé, jeho rozpustnost
je asi 1 g/l. Hustota latky se odhaduje na 0,92 g/ml a molekulova hmotnost je 197,3 g/mol.
Teplota tani N-oktyl-2-pyrrolidonu je -25 °C a bod vzplanuti 230 °C. (Royal Society of Che-
mistry, 2015)

1.2 Pouziti

N-oktyl-2-pyrrolidon se pouziva jako meziprodukt (pomocna latka, ne uc¢innd) pro vyrobu
agrochemikalii, elektroniky a primyslovych chemikalii. Dale mize byt pocate¢nim produk-
tem pro chemické syntézy a rozpoustédla. Pro polymery a hydrofobni latky je N-oktyl-2-
pyrrolidon rozpoustédlo. MlZeme se s nim setkat i1 v tiskovych procesech, kde se pouziva
jako smacedlo. Jeho dals$i vyuziti najdeme pfii Cisténi kovi, ve farmaceutickém primyslu
jako distici prostfedek, ve veterinarni mediciné jako zmékcovadlo. (BASF, 2009) Také se
s nim mZeme setkat v n¢kterych insekticidech nebo pfi zpracovani ropy. (Ansell a Fowler,
1988)
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2 PREDCHOZI PRACE

V bakaléiské praci Zlaty Novotné se zkoumala degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu v fi¢ni
vode. Domnivala se, ze latka ma negativni dopad na prosttedi, a proto je pro tuto latku bio-
degradace dtlezita. Prvnim krokem vyzkumu bylo zjisténi psychrofilnich bakterii ve vod¢ a
dale byly provedeny biodegradacni testy N-oktyl-2-pyrrolidonu. Pomnozeni bakterii probi-
halo Iépe na R2A agaru nez na TYA agaru, tudiz je R2A agar vhodnéj$i aija jsem ho vyuzila
pro narust kultur. Pfi isolaci bakterii byla prokazana toxicita N-oktyl-2-pyrrolidonu, kdy na
samotném mineralnim agaru rostla 1épe nez na agaru s pfidanym N-oktyl-2-pyrrolidonem.
Kolegyné jesté zjistila, ze bakterie jsou schopny rist pfi koncentraci 150 mg/l. (BP Zlata
Novotna, 2015)

Dale Zlata Novotna ve své diplomové praci zkoumala moznost spoluprace dvou isolova-
nych kultur, nazvané Drl a Dr2, pti degradaci N-oktyl-2-pyrrolidonu. Byly zjistény nasle-
dujici skute¢nosti: samotna kultura Dr1 na NOP neroste, zatimco u kultury Dr2 byl pozoro-
van mirny rast. Obé€ kultury najednou rostou na NOP jesté 1épe nez kultura Dr2 sama. Ma-
ximalni moZzna koncentrace NOP v médiu pro rlst obou kultur byla stanovena na 150-170
mg/l. BohuZzel se nedalo stanovit nejvyssi koncentraci, pii které by rostla samotna kultura
Dr2, ale povedlo se urcit, ze pro svij rist vyuziva oktanol, nikoli pyrrolidon. U kultury Dr1
nebyl pozorovan rist ani na oktanolu ani na pyrrolidonu. Ziejmé neroste ani na jedné ze
slozek. Kolegyné nedokazala z dostupnych informaci urcit podstatu spoluprace pii degra-
daci. (DP Bc. Zlata Novotna, 2017)
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3 SPOLUPRACE MIKROORGANISMU PRI BIODEGRADACI
LATEK

Dnes se ¢asto hovoii o hromadéni odpadnich latek v prostredi a objevuji se snahy to-
muto piedchazet. Zacaly se zkoumat G¢inky riznych mikroorganismii a vysledkem bylo, ze
mnoho odpadnich latek jsme schopni odstranit pomoci biodegradace, protoze mikroorga-
nismy jsou schopny nékteré latky vyuzit jako zdroj uhliku (energie) ke své existenci. Timto
se mikroorganismy staly nejucinnéjSim zptisobem jak odstranit nezadané materialy. Vzhle-
dem k tomu se objevil velky zajem o studium biodegradace slouc¢enin pomoci mikrobialnich
kultur.

Muzeme se setkat s tim, Ze latku je schopna rozlozit (za danych podminek) i ¢ista mikro-
suspenze a kaly) setkdme s rozkladem pomoci dvou nebo vice kultur a nékdy je to i nutné.
Stava se, Ze jedna kultura zacne rozklad slouceniny, rozlozi néjakou ¢ast, ale dale neni
schopnd pokracovat (nedokaze vyuzit zbytek), a tak musi nastoupit kultura druha, ktera by
zase nezvladla biodegradaci zapocit, ale mize rozloZit nebo spotiebovat zbylou ¢ast slouce-
niny. (Mara a Horan, 2003) Napf. dané mikroorganismy mohou rozkladat rlizné druhy po-
lyakrylatusodného (PSA) a mnohé z nich jsou symbiotické nebo Ziji v konsorciich. (Iwaha-
shi,2003) Kultura s bakteridlnim konsorciem oznaCend jako L7-B, kterd je slozend ze tFi

druhl bakterii je schopna za dva tydny degradovat 73 % PSA s primé&rnou molarni hmonosti
kolem 1000, 49 % PSA, s primé&rnou molarni hmotnosti 1500 a 20 % PSA ,s primé&rnou
molarni hmotnosti 4000. (Hayashi, 1994)

Ackoli ja ve své praci studuji biodegradaci N-oktyl-2-pyrrolidonu pii ptisobeni dvou kul-
tur, jejiZz mechanismus nebyl dosud objeven, ale predpokladdame, Ze n&jakéd zavislost mezi
kulturami a latkou existuje, mizeme piedpokladat, ze principy budou podobné jako u jiz
studovanych latek a kultur schopnych je rozlozit.

Duvodi proc¢ spolu mikroorganismy spolupracuji mize byt spousta —jak jiz bylo uvedeno
vyse, ze jedna kultura musi biodegradaci zapocit, aby se druha kultura dostala k ¢asti, kterou
muze rozlozit — to je tzv. sekvenéni biodegradace, dale sdileni latek podporujicich rist (ris-
tové faktory) nebo odstranéni toxickych meziproduktl. Pfi spolupraci mikroorganismy ne-
musi pouzivat jen jeden mechanismus rozkladani, ale mohou pouZit i vice najednou nebo
dokonce jejich kombinaci.

3.1 Sdileni ristovych faktoru

Sdileni ristovych faktora se déli na dvé formy. Prvni z nich je komenzalismus. V piipadé
komenzalismu se jedna o produkci ristovych faktort (zivin, vitaminti, aminokyselin a jinych
latek podporujicich rist), které potiebuje degradujici organismus, jinym organismem. Dru-
hym zpiisobem je mutualismus, pti kterém si organismy vzajemn¢ predavaji riisstové faktory.
Ptedavani se uskutecnuje v pfirozenych podminkach, ale bylo popsano i v aktivovaném
kalu. (Mara a Horan, 2003)
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3.2 Odstranovani toxickych meziprodukti

Pti biodegradaci se nékdy uvolnuji do prostiedi meziprodukty rozkladu. (Mara a Horan,
2003) Nasledn¢ tam jsou hromadény, coz samo o sob¢ neni problém, az do té doby, kdy se
meziprodukty nahromadi v koncentraci toxické. Tehdy je dilezita ptitomnost dalsich kultur,
které si poradi s témito latkami a odbouraji je. Se zvySujici se koncentraci roste i potieba
pritomnosti spolupracujici kultury a také roste obtiznost se s ni vypoiadat. Mizeme si to
ptiblizit na rozkladu polyethylen glykolu s vysokou molekulovou hmotnosti pomoci bakterii
Sphingomonas terrae. Tento bakterialni druh uvolituje dvouuhlikaté fragmenty od konce
fetézce PEG, a to ve formé kyseliny glyoxylové. Kyselina glyoxylova je vSak pro degradujici
kulturu toxicka a nemuze ji rozlozit. Kdyz tato bakterie bude v prostiedi s nékterou z bakterii
Rhizobium sp., Agrobacterium sp. nebo Methylobacterium sp., degradace prob&hne a kyse-
lina je odbourana. (Kawai, 1999)

3.3 Sekvencni biodegradace

Dalsi dilezitou formou biodegradace je tzv. sekvenéni biodegradace, ktera je zaloZzena
na spolupraci dvou nebo vice kultur, kdy jedna bez druhé nejsou schopny danou latku cel-
kove rozlozit. (Mara a Horan, 2003) Divodem muze byt nedostatecné enzymové vybaveni
vzhledem k degradované latce, tudiz mikroorganismus vyuZzije pouze né¢jakou ¢ast mole-
kuly, a proto rozklad neni uplny. Tehdy je Zadouci provést sekvencni biodegradaci. V tako-
vém pripad¢é se da postupovat dvéma zptsoby. D4 se vicero mikroorganismy ,,bombardo-
vat“ stejnou molekulu na riznych mistech nebo jedna kultura zahdji degradaci, tudiz pro-
vede prvni krok a po ni nasleduji dalsi kultury a kazda rozlozi specifickou ¢ast latky a takto
se postupuje az k iplnému rozkladu nebo do doby vzniku biologicky nerozloZzitelné latky.
Sekven¢ni biodegradaci muizeme sledovat u plisn€ bilé hniloby (Phanerochaete chry-
sosporium) ve spolupraci s pUdnimi mikroorganismy, v prib&hu rozkladu polyakrylatu a
jeho kopolymeru s polyakrylamidem, které se nachazeji v pudé.(Stahl a kol., 2000) Bez
spoluprace plisn¢ by pidni mikroorganismy nebyly schopny tyto polymery rozlozit. Plisen
je schopna latku rozpoustét a produkuje potifebné enzymy, diky kterym padni organismy
jsou schopny polymery zna¢n¢ zmineralizovat. (Di Gioia a kol., 2004)

3.4 ZvySovani pristupnosti mikroorganismi Kk degradované latce

ohoto jevu se vyuziva pfti biodegradaci ropnych slouc¢enin mikrobidlnimi spolecenstvy.
Ty ale Casto potiebuji ke své ¢innosti piitomnost Pseudomonas aeruginosa, ktera produkuje
rhamnolipidy. Kviili nizké rozpustnosti ropnych latek ve vode¢ je jejich biodegradace znaéné
zpomalena. Pro Gispé$nou degradaci je potfebné smés emulgovat, coz zajisti pravé rhamno-
lipidy. Tim se cela biodegradace stane rychlejsi a pocet rozlozenych ropnych uhliki se zvysi
Z 32% na 61% za 10 dnti. (Abalos a kol., 2004)
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4 BIODEGRADACE POLYETHYLENU POMOCI PSEUDOMONAS
FLUORESCENS, BIOSURFAKTANTU A SDS

Autofi vyzkumu se snazili dosdhnout zvySeni miry oxidace polyethylenu (PE) a tim inici-
ovat rozpousténi aniontovym surfaktantem; takovy uc¢inek by mél umoznovat mikrobialni
degradaci opracovaného polymeru. V této studii byly komercné dostupné polyethyleny vy-
staveny ptsobeni 3 faktort: biosurfaktantu produkovaného pfti rstu bakterie Bacillus li-
cheniformis (pii 37°C), déale aniontovému surfaktantu dodecylsulfatu sodnému (SDS, pfi
60°C) a bakterii Pseudomonas fluorescens (pii 30°C), a to v riznych kombinacich, pro co
nejvyssi biologické odbourani PE. Uginek kazdého faktoru trval 1 mésic, pro riist obou bak-
terii byla davkovana glukoza.

Po tadé¢ pokusi autoii vyhodnotili, Ze nejvyraznéjsiho ptisobeni na PE bylo dosazeno pfi
této posloupnosti: 1. piisobeni bakterii Pseudomonas fluorescens, 2. plisobeni bakterii Ba-
cillus licheniformis a jejiho biosurfaktantu a 3. piisobeni dodecylsulfatem sodnym.

Za prvni mésic doslo k mirné oxidaci PE bakterii Pseudomonas fluorescens a béhem dru-
hého mésice byl zaznamenan pokles karbonylovych skupin diky ptisobeni Bacillus licheni-
formis a jeho biosurfaktantu. Pokles hmotnosti PE dosahoval 5 — 7 % a solubilizace plastu
po celych uvedenych 3 mésicich byla prokazana pritomnosti alifatickych kyselin, alkoholt
a kratkych uhlovodikii. (Mukherjee a kol., 2017)
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5 DEGRADACE KOKAMIDOPROPYL BETAINU BAKTERIEMI
Z AKTIVOVANEHO KALU

Meérkova a kol. (2018) zkoumali, které bakterie aktivovaného kalu jsou schopny vyuzit ¢i
rozlozit kokamidopropyl betain (CAPB). Kokamidopropyl betain je povrchové aktivni latka,
pouzivana v kosmetickych ptipravcich.

Experimenty byly provadény v prostiedi s vhodnym zdrojem dusiku i v prostiedi bezdu-
sikatém. Aplikovaly se dva izolované kmeny. V dusikatém prosttedi doslo k mineralizaci
znaéné€ rychleji nez bez zdroje dusiku. Autofi také prokazali, ze kmen FV (identifikovan jako
zastupce rodu Pseudomonas) je schopen rozlozit alkylové ¢asti molekul CAPB. Druhy
kmen, oznacovany jako FM (identifikovan jako Rhizobium sp.), byl schopen vyuzivat pro
svij rist (a tedy rozlozit) vysledny dusikaty meziprodukt degradace, vylou¢eny kmenem FV
a v bezdusikatém médiu také vytvofit zdroj dusiku pro kulturu FV. Spole¢nym ptisobenim
obou kultur tak bylo dosazeno vysoké miry mineralizace uvedené latky.
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6 METABOLICKE DRAHY FLUORANTHENU

Pro odstranéni polycyklickych aromatickych uhlovodikt (PAU) z prostiedi je nejvhod-
néjSim procesem mikrobialni degradace, nebot’ jde o pfirozeny proces zapojeni prvkii do
kolobéhu Zivin v piirodé. Zhao a kol. (2016) studovali metabolické drahy rozkladu PAU
Vv jednotlivych Cistych kulturach, podilejicich se na spole¢né degradaci fluoranthenu; jejich
snahou bylo zjistit ulohu jednotlivych ¢lenti mikrobialniho spoleCenstvi a spektrum mezi-
produktl pti degradaci. Autoii zjistili, ze existuje mnohocetné provazani jednotlivych krokt
rozkladu fluoranthenu mezi cleny spolecenstvi (komunity, konsorcia), které ptirovnali k siti
(network). Na zakladé studia genomi autofi prokazali, ze rod Mycobacterium zahajuje roz-
klad tohoto uhlovodiku, protoze jeho dioxygenazy hydroxyluji aromatické kruhy flu-
oranthenu a tim je $tépi, a dale ze bakterie rodu Diaphorobacter poskytuji vétsinu dehydro-
genaz, které navazuji v rozkladu na ucinek dioxygendz. Dal$i mikrobidlni ¢lenové konsorcia
- Hyphomicrobium, Agrobacterium a Sphingopyxis - maji geny kédujici enzymy, které se
podileji na tzv. spodnich ¢astech degradace fluoranthenu, tedy na reakcich, které probihaji
po rozstépeni a dehydrogenacich aromatickych kruht. Ptispévky téchto dalSich bakterii, ve
smyslu jejich enzymu podilejicich se na rozkladu, jiz byly velmi rozmanité: Hyphomicro-
bium mélo vysoké zastoupeni alkohol dehydrogenaz, zatimco ,,pfinos* rodu Pseudomonas
v dal$ich reakcich byl jen velmi maly. Tato prace jako prvni popisuje slozitou kooperativni
metabolickou sit, ktera popisuje piispévky riznych mikrobialnich skupin béhem degradace
PAU. Spoluprace mezi riznymi mikroby je prospé$na a usnadnuje tak degradaci PAU.
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7 DEGRADACE POLYETHYLENU BAKTERIEMI Z LAREV
ZAVIJECE VOSKOVEHO

Polyethylen (PE) byl po desetileti povazovan za biologicky neodbouratelny. Bylo vSak
zjisténo, ze larva zavijece voskového je schopnd zvykat a ¢astecné stravit PE. Na zakladé
tohoto pozorovani byly z traviciho traktu larev tohoto zavijeCe izolovany dva bakteridlni
kmeny, které byly schopny degradace PE. Byly to Enterobacter asburiae a Bacillus sp. S té-
mito kulturami byl uspofadan experiment a byl sledovan jejich ucinek na PE folie. Po 28
dnech inkubace bylo na PE foliich pozorovano snizeni hydrofobity. Dale byly pomoci elek-
tronového mikroskopu pozorovany v PE filmech viditelné prohloubeniny. Tvorba karbony-
lovych skupin (= zvySeni hydrofility) byla ovéfena pomoci rentgenové fotoelektronové
spektroskopie. Suspenzni kultury (108 bungk/ml) byly v prib&hu pokust schopny degrado-
vat zhruba 6,1% a 10,7% PE filmu za 60 dnt, pfi¢emz molekulova hmotnost zbytku PE folie
se snizila. Vysledky potvrdily pfitomnost PE-degradujicich bakterii ve sttevech larev zavi-
jece voskového, a tudiz je nadéje pro biodegradaci PE v Zivotnim prostedi. Autofi predpo-
kladaji, ze uvedené bakterie pii degradaci PE ur¢itym zplsobem kooperuji; charakter jejich
kooperace vsak doposud studovan nebyl. (Jun Yang a kol., 2014)
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8 BIODEGRADACE UHLOVODIKU ROPY

Chen a kol. (2014) isolovali dva bakterialni kmeny, Acinetobacter sp. a Pseudomonas
sp., ze vzorkl pudy znecisténé ropou. Oproti experimentu degradace uhlovodika s ¢istymi
kulturami byla pii pouziti obou kment viditelna zvySena efektivita degradace. Mira degra-
dace uhlovodiki byla zvySena z 89,35% a 74,32% az na 97,41%. Ve smiSené kultuie m¢l
Acinetobacter sp. dostate¢né mnozstvi uhliku (energie) pro sviij rist a mohl zacit produko-
vat meziprodukt, ktery nasledné vyuzila kultura Pseudomonas sp. Diky tomu mohla Pseu-
domonas sp. vytvaret rhamnolipid. Od chvile, kdy zacala Pseudomonas sp. rast, vSak byl
ucinek kmene Acinetobacter sp. inhibovan az do konce procesu.

Vysledkem studie bylo zjisténi, ze pti pouziti smiSené kultury Gspésnost biodegradace
vzrostla z 87,29% (Cista kultura) na 97,41%. Také se zménilo povrchové napéti média, a to
2 73,2.10° na 28,6.10° N/m. Diky nové zjisténé spolupraci dvou kmenti Acinetobacter sp.
a Pseudomonas sp., mohly byt zménény dosavadni postupy pii biodegradaci pidy znecis-
téné ropou a ropa se stala biologicky 1épe degradovatelnou latkou.
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II. PRAKTICKA CAST
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9 METODIKA

9.1 Roztoky, Zivna média, chemikalie, biologicky material

9.1.1 Roztoky
Fyziologicky roztok (FR) - sloZeni
8,5 g NaCl v 1000 ml destilované vody.

Roztok A - sloZeni
9,07 g KH2PO4v 1000 ml destilované vody.

Roztok B - sloZeni
23,90 g Na2HPO4.12 H20 v 1000 ml destilované vody.

Roztok stopovych prvkii - sloZeni

MNSO4.5 H20 . ... 0,043 g
HaB O3, e e 0,057 g
ZNSO4TH20. .. .o, 0,043 g
(NH2)6MO7024.4H20. ... e, 0,037 g
CO(NOBZ)2.6H20. .. ...ttt e e e 0,025 ¢
CUSOAEH20 . ..o e 0,040 g

Po navazeni byly navazky latek rozpustény v 1000 ml destilované vody.

Minerdlni médium (MM) - sloZeni
Piiprava 100 ml mineralniho média:

DeStiloVana VOAA. ........ieit it 86 ml
ROZIOK Ao e e 2 M
[ {0y4 (0] 1l = TP P PRSP 8 ml
ROZtok StOpOVYCh PIrvKU. .. ...t e 0,15 ml
MGSO4.7H20 (10 0.0 0) o, 1 ml
FES04.6 H20 (2,2 0.1 oo, 1 ml
CaCl2.2 HaO (L 0.0 e 1 ml
NHACT (30 G0 1 ml

Po smichani byla provedena kontrola pH. Spravna hodnota je 7,4 — 7,6.

Po sterilizaci a zchladnuti bylo asepticky ptidano 0,1 ml/100 ml MEM vitamina (Biosera).

9.1.2 Zivna média

Tryptone Yeast extract Agar (TYA), R2A agar (Himedia)
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9.1.3 Chemikalie
N-oktyl-2-pyrrolidon (NOP, Sigma-Aldrich)

Pyrrolidon (PYR, Sigma-Aldrich)

N-metylpyrrolidon (NMP, Sigma-Aldrich)

N-etylpyrrolidon (NEP, Sigma-Aldrich), roztok 100 g/I

Trypton (TRYP, Himedia)

1-Oktanol, 2- Oktanol (Sigma-Aldrich)

Octan sodny, Glycerol (GLYC), Oktan

Ostatni chemikalie byly ziskany od béznych dodavatelti laboratornich chemikalii.

U nékterych chemikalii byly pfipraveny sterilni zasobni roztoky pro lepsi davkovani do po-
kusti. Tyto roztoky byly pfipraveny navazenim vypoétenych navazek, rozpusténim v defi-
novaném objemu destilované vody a ptefiltrovanim ptes sterilni filtr Ahlstrom ReliaPrep s

velikosti périi 0,2 um, do sterilnich zkumavek. Slo o tyto zasobni roztoky: Pyrrolidon, N-
metylpyrrolidon (kazdy 15 g/1), Trypton (1 g/l), Octan sodny, glycerol (kazdy 50 g/l).

9.14 Biologicky material

Kultura Drl1 isolovana z fi¢ni vody (feka Dievnice) v ramci B¢P Zlaty Novotné a dale zkou-
mana v DP Zlaty Novotné. Bylo zji§téno, ze se jedna o psychrofilni gramnegativni ty¢inku
a byla identifikovana jako Achromobacter sp.

Kultura Dr2 isolovana z fi¢ni vody (feka Dievnice) v rdmci BeP Zlaty Novotné a dale zkou-

mana v DP Zlaty Novotné. Bylo zjiSténo, ze se jednad o psychrofilni gramnegativni kratsi
ty¢inku a byla identifikovana jako Phenylobacterium sp.

9.2 Pristroje a laboratorni pomucky

9.2.1 Pristroje

Chlazend centrifuga MR231.......oiiiiiiii e Jouan, Francie
ChladniCka s Mrazakem.........c.c.oiiiniiiii e Ardo, CR
THEPACKA LT 2. ..ot CR

Laboratorni autoKIAV. .........uee e, Sanoclav, St-MCS-203, SRN



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Spektrofotometr TECAN Sunrise, pro mikrotitracni desticky.................... TECAN, USA
Automaticky analyzator uhliku S000A...............coiiiiiiii, Shimadzu, Japonsko
pH metr inoLab 720 + sklenéna elektroda.................c.oooiiiiiiiiiiit, WTW, SRN

Asepticky laminarni box BIO-I-A...........oooii Telstar, Spanélsko
TErmMOBOX NA 25 OC. ...t UIOZP, FT

9.2.2 Laboratorni pomucky

Standardni 96-jamkova mikrodesticka...................ooiiiiinn. Gama, Ceska Republika
Mikrodavkova¢ (2-20 u 1, 20-200 1, 100-1000 p 1, 1-5ml).................. Biohit, Finsko
Mikrodavkova¢ (10 1,20 (1)...ccoeeiievieiieeeeeeeeeeeeeeeeeve v onns . Plastomed, Polsko
Filtr Ahlstrom ReliaPrep (0,2 m).........oovvviiiiiiiiiiiiieeeea Ahlstrom, Némecko

9.3 Obecné postupy

9.3.1 Ovéreni degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu jednotlivymi kulturami a spole¢nym
inokulem

Prvnim krokem bylo oziveni kultur Dr1 a D12, pochazejicich z DP Zlaty Novotné. Ty byly
vyoCkovany z mrazaku (-80°C) na R2A a TY A agary a kultivovany pti 25°C po dobu 7 dntl.
Déle jsem ptipravila 200 ml MM, které nasledné proslo sterilizaci v autoklavu. Z kazdé ozi-
vené kultury byla pfipravena suspenze ve sterilnim fysiologickém roztoku (hustota ptiblizné
1. stupent dle McFarlanda). Do jiZ sterilniho mineralniho média bylo asepticky ptfidano 200
ul MEM vitamint a NOP do koncentrace 120 mg/1, coZ znamena, Ze pii mnozstvi MM 200
ml byl ptidavek 26,2 ul. Do 16 zkumavek bylo asepticky davkovéano po 4 ml promichaného
MM. Vzdy bylo ockovéano po 4 zkumavkach po 10 ul suspenze jednotlivych kultur, dalsi 4
zkumavky suspenzi obou kultur (10 ul suspenze Drl + 10 pl suspenze Dr2) a posledni 4
ockovany nebyly. Zkumavky byly inkubovany ve tmé na ttepacce pii 25°C po dobu jednoho
tydne. Po tydnu byl visualné€ zkontrolovan zakal a pro piesnéjsi stanoveni bylo odpipetovano
200 pl vzorku ze dvou zkumavek z kazdé ¢tvetice do mikrotitra¢ni desticky a ve fotospek-
trometru byla zméfena absorbace pii vinové délce 600 nm. Zkumavky byly vraceny na tre-
packu a inkubovany dalsi tyden. Po dvoutydenni inkubaci probéhla centrifugace za podmi-
nek: 10 000 g, 15°C po dobu 12 minut. Vznikly supernatant byl zfedén 1:2 a byl stanoven
organicky rozpustény uhlik (DOC).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

9.3.2 Ovéreni degradace vysSich koncentraci N-oktyl-2-pyrrolidonu kulturou Dr2

Bylo odebrano 50 ml MM z 1. pokusu a piidala jsem 6,6 ul NOP, ¢imz ziskdme MM 0
koncentraci 240 mg/l NOP (MM240). Znovu jsem odebrala 40 ml MM z 1. pokusu a bylo
zaoCkovano kulturou Dr2, tim jsem ziskala ockované mineralni médium (MMO).

Pak byly pfipraveny zkumavky s objemy uvedenych tfi mineralnich médii:

Tab. 1.: Objemy jednotlivych MM a koncentrace NOP

Cisla Objem MM Objem MMO | Objem MM240 | Koncentrace NOP
zkumavek (ml) (ml) (ml) (mg/l)
142 2 2 0 120
3+4 1,65 2 0,35 130
5+6 13 2 0,7 140
748 1 2 1 150
9+10 0,65 2 1,35 160
11+12 0,3 2 1,7 170
13+14 0 2 2 180
15+16 0 0 4 240

Kultivace probihala pii 25°C, kontroly prob&hly po 2, 3 a 7 dnech visualné, zhodnotil se
zakal v porovnani ke zkumavkam 15 + 16.

9.3.3 Postupna degradace vyssich koncentraci N-oktyl-2-pyrrolidonu kulturou Dr2
a supernatantu kulturou Drl

Bylo piipraveno 200 ml sterilniho MM. Do néj bylo asepticky ptidano 200 ul MEM vi-
tamini a NOP do koncentrace 150 mg/l, coZ znamena, Ze pii mnozstvi MM 200 ml byl pii-
davek 33 pl. MM bylo zaockovano 200 pl suspenze kultury Dr2. Dale bylo rozdéleno po
40 ml do 3 sterilnich 1ahvi a zbylych 80 ml bylo ponechano v plivodni 1dhvi a asepticky
odpipetovano 10 ml, prefiltrovano ptes 0,2 pm filtr (Ahlstrom), filtrat byl zfedén 1:1 desti-
lovanou vodou a rozdélen na 2 vzorky pro stanoveni DOC. VSechny 4 1ahve byly kultivo-
vany ve tmé, pii 25°C na tfepacce.

Po 2, 5 a 9 dnech kultivace (po visualni kontrole), byly asepticky odebrany vzorky ze 2
lahvi, po 4 ml, dale byly pfefiltrovany ptes 0,2 um filtr (Ahlstrom), filtrat byl zfedén 1:1
destilovanou vodou a pak byl stanoven DOC.

Po 12 dnech kultivace (po visualni kontrole), byly vybrané suspenze zcentrifugovany za
podminek 10 000 g, 15°C po dobu 12 minut a poté byl supernatant ptefiltrovan pies 0,2
um filtr (Ahlstrom) do 3 sterilnich 1ahvi po cca 20 — 40 ml. Tyto vzorky byly zaockovany
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suspenzi Drl (kolik ml filtratu, tolik ul suspenze). Lahve byly opét kultivovany a odebiraly
se 4 ml vzorkd dle piedchoziho postupu, aspoii ze 2 lahvi. Cast filtratu byla rovnéz ziedéna
1:1 destilovanou vodou a ponechana pro stanoveni DOC.

9.3.4 Vyuliiti pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-ethyl pyrrolidonu kulturami
Dr1 a Dr2 individualné

Bylo ptfipraveno 400 ml MM, byla provedena kontrola pH. MM bylo rozdé¢leno do 16
lahvi o objemu 250 ml, po 25 ml. Po sterilizaci a zchladnuti bylo asepticky piidano 25 ul
MEM vitamind do kazdé 1ahve. Poté byly do lahvi ptidany asepticky nize uvedené pii-
davky:

Lahve

L= 4 ul pyrrolidonu (PYR)

D 8, 4 ul N-methyl pyrrolidonu (NMP)

O — 12 40 pl N-ethyl pyrrolidonu (NEP) (10 % roztok)
I3+ 14 bez substratu, ale byly zaockovany (slepy pokus)
IS+ 160, bez substratu a bez kultur

Ptiprava suspenzi:

Nejprve byla pfipravena suspenze kultury Dr2 a zaoCkovany sudé lahve (2 az 14) 25 pl su-
spenze, teprve pak byla pfipravena suspenze kultury Drl a zaockovany liché lahve (1 az
13) 25 pl suspenze.

Kultivace probihala rovnéz ve tmée, pi1 25°C na tfepacce po dobu 6 dnii.

9.3.5 Vyuziti pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-ethyl pyrrolidonu kulturou
Dr1 individudlné, kontroly

Bylo pfipraveno 100 ml MM a vysterilizovano. Po sterilizaci a zchladnuti bylo pfidano
100 ul MEM vitamint. Dale bylo odebrano 25 ml média a ptidéno 13,1 pul NOP, ¢imzZ vznikla
koncentrace NOP 480 mg/l (MM480).

Do 4 zkumavek bylo odpipetovano po 2,25 ml MM a 0,75 ml MM480, a tim vznikla kon-
centrace 120 mg/l NOP. Tyto zkumavky pak byly zaoCkovany takto:

1+2: zaockovany Dr2
3+4: zaockovany Dr1+Dr2

Do 16 dalSich zkumavek bylo pfidano 3 ml ¢isttho MM, ockovéno jen kulturou Drl a pfi-
dany asepticky tyto ptidavky zasobnich roztokl (ZR), pro dosaZeni niZze uvedenych koncen-
traci:
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54+6: 30 ul ZR TRYP + 30 pul ZR PYR: trypton 10 mg/l + PYR (150 mg/l)
7+8: 30 ul ZR TRYP + 30 pl ZR NMP: trypton 10 mg/l + NMP (150 mg/l):
9+10: 30 ul ZR TRYP + 4,5 ul NEP: trypton 10 mg/l + NEP (150 mg/l)

11+12: 30 ul ZR TRYP +po 6 ul ZR OCTAN a GLYC: octan + glycerol po 100 mg/l) +
trypton 10 mg/I

13+14: 30 ul ZR TRYP: trypton 10 mg/I

15+16: 450 pl ZR TRYP: trypton 150 mg/I

17+18: po 6 ul ZR OCTAN a GLYC: octan + glycerol (po 100 mg/l)
19+20: bez substratu

9.3.6 Vyuziti oktanu, oktanolu, pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-ethyl pyrro-
lidonu kulturou Dr2 individualné, PYR a NEP v konsorciu s Drl, kontroly

70 ml MM bylo sterilizovano a po zchladnuti bylo pfidano 70 pl MEM vitamind.

Do 4 zkumavek bylo pfidano po 2,25 ml MM a 0,75 ml MM480 a tim vznikla koncentrace
120 mg/1 NOP.

1+2: zaockany Dr2
3+4: zaockany Dr1+Dr2

Do dalsich 12 zkumavek bylo pfidano 3 ml ¢istétho MM, piidavky ZR nize a o¢kovano jen
kulturou Dr2:

5+6: PYR (150 mg/1): + 30 ul ZR PYR (15 g/l)

7+8: NMP (150 mg/I): + 30 ul ZR NMP (15 g/l)

9+10: NEP (150 mg/l): + 4,5 ul NEP (100 g/l)

11+12: OKTAN: + 1 pl oktanu pfimo

13+14: OKTANOL: + 1 ul oktanolu pfimo

15+16: bez substratu

Do 4 zkumavek bylo ptidano 3 ml MM, ptidavky ZR nize a ockovano kulturami Drl i Dr2:
17+18: PYR (150 mg/1): + 30 ul ZR PYR (15 g/l)

19+20: NEP (150 mg/l): +4,5 ul NEP (100 g/l)
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9.3.7 Rist kultur Dr2 i Dr1 na riznych kombinacich, kontroly

Kontroly pieZiti inokul 7 pokusii 5 a 6

Vyockovala jsem ze zkumavek 5,6 (TRYP + PYR) a 9,10 (TRYP + NEP) z pokusu €. 5,
které obsahovaly pouze kulturu Drl a ze zkumavek 5,6 (PYR) a 9,10 (NEP) z pokusu €. 6,
které obsahovaly pouze kulturu Dr2 na R2A agary a ponechala kultivovat.

Riust Drl, Dr2 a kombinace Dr1+Dr2 na nizké koncentraci PYR a NEP (75 mg/l)
Postup:

Do zkumavek €. 5,6 a 9,10 z pokusu €. 5 (s kulturou Dr1) a zkumavek ¢. 5,6 a 9,10 z po-
kusu €. 6 (s kulturou Dr2) a zkumavek ¢. 17,18,19,20 z pokusu €. 6 (s kulturou Drl i Dr2)
bylo pfidano po 3 ml sterilntho MM s MEM vitaminy a 30 suspenze stejnych kultur (spolu
15 pl). Vznikla koncentrace PYR a NEP 75 mg/l. Zkumavky byly dale kultivovany pti 25°C
v horizontalni poloze.

Vyznam oktanu pro piipadnou degradaci pyrrolidonu
Postup:

Do 4 sterilnich 100 ml lahvicek bylo nadavkovéano 25 ml MM s MEM vitaminy a pfidano
167 ul ZR PYR (15 g/l), tj. do koncentrace 100 mg/l. Lahvi¢ky byly o¢kovany po 125 ul
suspenze obou kultur a do 2 lahvic¢ek bylo jesté asepticky ptidano 2,1 pl oktanu, tj. do kon-
centrace 60 mg/I.

Do 2 sterilnich 100 ml lahvi¢ek bylo nadavkovano 25 ml MM s MEM vitaminy a ptidano
167 ul ZR PYR (15 g/1), tj. do koncentrace 100 mg/l. Lahvic¢ky byly o€kovany po 250 ul
suspenze kultury Drl a do 2 lahvicek bylo jesté asepticky ptidano 2,1 pl oktanu, tj. do kon-
centrace 60 mg/l.

Vyznam produktii jedné bakterie pro druhou pi¥i rozkladu pyrrolidonu
Postup:

Zkumavky €. 15,16 z pokusu €. 5 (s kulturou Drl) byly pfefiltrovany ptes filtr (Ahlstrom)
apo 1 ml byl vzorek davkovan do 4 sterilnich zkumavek a ptidalo se po 1 ml sterilniho MM
s vitaminy. Oc¢kovalo se 20 pl kultury Dr2. Do dvou zkumavek se ptidalo 13,4 ul ZR PYR
(15 g/, tj. do koncentrace 100 mg/1.

Zkumavky €. 11,12 z pokusu €. 6 (s kulturou Dr2), byly ptefiltrovany ptes filtr (Ahlstrom)
apo 1 ml byl vzorek davkovan do 4 sterilnich zkumavek a ptidalo se po 1 ml sterilniho MM
s vitaminy. O¢kovalo se 20 ul kultury Drl. Do dvou zkumavek se ptidalo 13,4 ul ZR PYR
(15 g/, tj. do koncentrace 100 mg/1.
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Ruist kultury Dr2 na oktanolu
Postup:

Do 2 sterilnich 100 ml lahvi¢ek bylo nadavkovano 20 ml MM s MEM vitaminy. O¢kovalo
se 20 pl kultury Dr2 a pridalo se 2,4 pul 1-oktanolu do jedné lahvicky a 2,4 ul 2-oktanolu do
druhé¢ lahvicky (koncentrace oktanolu 100 mg/l). Kultivace byla provedena pii 25°C.

9.3.8 Degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu sekven¢né, kulturami Dr2 — Drl

Bylo piipraveno 600 ml MM a rozdéleno po 300 ml do dvou lahvi, pak byla provedena
sterilizace. Do sterilniho mineralniho média byly asepticky pfidany MEM vitaminy (2 x 300
ul) a NOP, do koncentrace 120 mg/l, coz znamena 40 ul NOP na 300 ml média. Cca 50 ml
z kazdé l1ahve bylo pfelito do jedné sterilni lahve a neockovano, bylo pouze promichéno a
pouzito jako kontrolni, sterilni vzorek. Zbylych 250 ml v obou lahvich bylo smichano a na-
o¢kovano 500 ul suspenze kultury Dr2. Do 5 sterilnich 1ahvi o objemu 500 ml bylo asepticky
davkovano po 100 ml promichaného mineralniho média s MEM vitaminy a NOP. Z kontrol-
niho vzorku bylo odebrano 2 x 20 ml a prefiltrovano pies filtr s velikosti p6ra 0,2 um a
filtraty se zamrazily. Lahve se inkubovaly ve tmé¢, pii 25°C na tiepacce po dobu min. 8 dnd.
Pti kultivaci byly odebirany vzorky ze 2 lahvi (po 3, 6, 8 dnech), po 20 ml. Po odbéru byla
provedena filtrace ptes sterilni filtr (Ahlstrom) s velikosti port 0,2 pm. Vzorky byly ucho-
vany v mraznicce, az do doby méfeni DOC. Z kontrolniho vzorku bylo odebrano jen na
zacatku pokusu a pak na konci. Po 8 dnech kultivace jsem zbyly objem z 5 naockovanych
lahvi zcentrifugovala za podminek: 5000 g, pti 10°C po dobu 10 minut, poté byl prefiltrovan
veskery objem pfes filtr (Ahlstrom) do 4 sterilnich lahvi, po cca 75 ml. Do kazdé lahve bylo
pfidano 35 pl MEM vitamint. Dvé ldhve byly zaokovéany 100 pl suspenze kulturou Drl,
dalsi dvé lahve byly zaoCkovany suspenzi kultur Drl 1 Dr2. Lahve byly opét kultivovany pii
25°C a vzorky na stanoveni DOC se odebiraly po cca 2, 5, 8 a 13 dnech dle pfedchoziho
postupu, ze vSech lahvi.
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10 VYSLEDKY

10.1 Ovéreni degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu jednotlivymi kulturami a
spole¢nym inokulem

Duvod nasazeni:

Test byl nasazen z diivodu kontroly degrada¢nich schopnosti ozivenych kultur Drl a Dr2
jednotlivé i1 spoleénym inokulem. A taky ovéfeni spravnosti vysledku z ptedchozich praci,
které uz zminéné kultury zkoumaly.

Test:

Sterilni mineralni médium o koncentraci 120 mg/l NOP s pfidavkem MEM vitamint bylo
po 4 ml davkovano do 16 zkumavek. Nasledné 3 ctvetice zkumavek byly zaokovany su-
spenzemi kultur Drl, Dr2 a spolecnym inokulem. Posledni ¢tvetice ockovéna nebyla. Inku-
bovaly se pii 25°C. Po dvou tydnech jsem provedla centrifugaci a v zfedéném supernatantu
byl stanoven DOC.

Vysledky:

Test trval 2 tydny a vysledky stanoveni DOC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2.). Tam mtizeme
vidét, ze hodnota DOC je nejmensi u spole¢ného inokula kultur, coz svéd¢i o nejvyrazngjsi
degradaci NOP. Kultura Dr2 vykazuje nepatrny rist na NOP a to se projevilo mirnym po-
klesem DOC oproti slepému pokusu. Kultura Drl mé téméf identickou hodnotu DOC jako
slepy pokus a to potvrzuje jeji neschopnost sama vyuzivat NOP. Tyto vysledky byly ovéfeny
i zmé&fenim zakalu na spektrofotometru. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3.) a potvr-
zuji vysledky ze stanoveni DOC.

Tab. 2.: Hodnoty organického rozpusténého uhliku po rozkladu danymi kulturami

Kultura DOC (mg/l)
Drl 76
Dr2 63
Drl + Dr2 18
Bez inokula 75
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Tab. 3.: Hodnoty absorbance pfi vinové délce 600nm, po rozkladu NOP danymi kul

turami
Kultura Absorbance
Drl 0,042
Dr2 0,082
Drl + Dr2 0,099
Slepy pokus 0,043

A A4

10.2 Ovéreni degradace vysSich koncentraci N-oktyl-2-pyrrolidonu kul-
turou Dr2
Dutivod nasazeni:

Dtivodem nasazeni tohoto testu bylo zjisténi toxické koncentrace NOP pro kulturu Dr2, tj.
zjistit nejvyssi moznou koncentraci NOP, pii které je kultura Dr2 schopna rastu a degradace.

Test:

Bylo ptipraveno 8 koncentraci NOP od 130-180 mg/1, po 10 mg/1, posledni koncentrace byla
240 mg/1

Vysledky:

Z tabulky (Tab. 4.) je patrné, Ze koncentrace 240 mg/l NOP je pro kulturu Dr2 toxicka. Pti
koncentraci 120 a 130 mg/l s ristem nebyl problém, doslo k nému jiZ v prvnich dvou dnech
kultivace, ale pfi koncentracich 140 — 150 mg/1 byl riist zpo¢atku zpomalen. A pfi koncen-
tracich 170 a 180 mg/1 se rust projevil az po 168 hodinach.
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Tab. 4.: Hodnoceni riistu kultury Dr2 na riznych koncentracich NOP

Cisla | 48 | 75 | 168 | Koncentrace NOP
zkumavek | hod | Hod | hod (mg/l)

1+2 + ++ ++ 120

3+4 + ++ ++ 130

5+6 +- | 4+ | ++ 140

7+8 +- + ++ 150

9+10 - + | ++ 160
11+12 - - |+t 170
13+14 - - ++ 180
15+ 16 - - - 240

+- nepatrny rast kultury, + mirny rast kultury, ++ velmi dobry rust kultury

Kontrola 75 hodin - vzhled:

Zkumavky 1 — 4 jemny zakal bez vlo¢ek
Zkumavky 5 — 6 zakal s trochou vloéek
Zkumavky 7 — 8 vyvlockovani, drobné vlocky ve velkém poctu

Zkumavky 9 — 10 vyvloc¢kovani, vétsi vlocky (v mensim poctu)

Kontrola 168 hodin - vzhled:

Zkumavky 7 — 14 vyvloc¢kovani, drobné vlocky ve velkém poctu

10.3 Postupna degradace vysSich koncentraci N-oktyl-2-pyrrolidonu kul-
turou Dr2 a supernatantu kulturou Drl

Duvod nasazeni:

Tento test m¢l ukazat, zda kultura Drl nastupuje po ¢astecném rozkladu kulturou D12 a je
schopna v rozkladu pokracovat. Déle pokud je schopna rozkladu, jestli pottebuje ke svému
ristu metabolity kultury Dr2.

Test: Bylo pfipraveno MM o koncentraci 150 mg/l NOP a zaockovano kulturou Dr2.
Odebiraly se vzorky pro stanoveni DOC. Po 12 dnech kultivace byl filtrat pfedchozich
vzorkl zaockovan kulturou Drl a ponechan kultivovat. Byly odebirany vzorky pro stanoveni
DOC.
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Vysledky:

Doslo ke kolapsu pftistroje Shimadzu 5000A pro stanoveni DOC a tak jsem vysledky neob-
drzela a tento pokus byl v zdvéru prace opakovan.

10.4 Vyuziti pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-ethyl pyrrolidonu
kulturami Dr1 a Dr2 individualné

Duvod nasazeni:

Dtivodem nasazeni testu bylo zjisténi schopnosti degradace této strukturni ¢asti NOP obéma
kulturami.

Test:

Do zkumavek bylo nadavkovano MM a piidan PYR, NMP, NEP. Déle byly zkumavky za-
oc¢kovany kulturami Drl a Dr2 individualné. Kultivace probihala 6 dnd.

Vysledky:

V tabulce (Tab.: 5.) jsou uvedeny vysledky a vSechny byly negativni, tj. zddnd kultura ne-
prokazala samostatné schopnost riistu na pyrrolidonu ani jeho pouZzitych derivatech.

Tab. 5.: Hodnoty zakalu na strukturnich ¢astech NOP

Substrat Kultura Zakal (rast)

PYR Dr1 -

PYR Dr2 -
NMP Dr1 -
NMP Dr2 -

NEP Dr1 -

NEP Dr2 -

- Drl -

- Dr2 -
SLEPY POKUS - -
SLEPY POKUS - -

- bez zakalu (na Grovni kontroly), * slaby, nejednoznacny zakal, + mirny zékal, ++ vyrazny
zakal
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10.5 Vyuziti pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-ethyl pyrrolidonu
kulturou Dr1

Duvod nasazeni:

Tento test byl nasazen z diivodu zjisténi schopnosti ristu samotné kultury Drl na uvedenych
latkach a také na glycerolu, octanu (= ovéfeni schopnosti riistu v pouzitém MM) a téz na
tryptonu. Jako kontrolni pokus byl nasazen i rast obou kultur spole¢né na NOP.

Test:

Do zkumavek bylo nadavkovdno MM o koncentraci 120 mg/l NOP, ty byly zaockovany
kulturou D12 a spole¢nym inokulem kultury Drl a Dr2. Do dalsich zkumavek byly pfidany
PYR, NMP, NEP a také GLYC, TRYP (zdroj esencidlnich aminokyselin) a octan a ty byly
zaoCkovany kulturou Drl. Rast kultury Drl na PYR, NMP, NEP byl rovnéz sledovéan za
pritomnosti malého mnozstvi tryptonu. Kultivace probihala 12 dnt.

Vysledky:

Kultura Dr2 i spole¢né inokulum kultur Dr1 a Dr2 rostlo na NOP o koncentraci 120 mg/l,
jak jiz vyplynulo z ptedchozich testi. Kultura Drl vykazala na PYR, NMP, NEP s pfidav-
kem TRYP jen slaby riist, odpovidajici jen ristu na tryptonu. Vyraznéjsi riist byl pozorovan
ve smési GLYC a octanu (s pfidavkem TRYP i bez), a na samotném TRYP kultura rostla

velmi vyrazné.

Vysledky tak ukazaly, ze kultura Drl je schopna ristu v ptipravovaném MM (je-1i substra-
tem smeés glycerolu a octanu ¢i trypton) a Ze neni schopna rlstu na pyrrolidu ani jeho N-
methyl ¢i N-ethyl derivatech.
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Tab. 6.: Hodnoty zakalu pro dané kultury ve sledovanych substratech

Zkumavka |  Substrat
Kultura | 3dny | 5dnt | 7 dnd | 10 dnu | 12 dna
Cislo (mg/l)
1 NOP 120 Dr2 +Vv +Vv + + +
2 NOP 120 Dr2 +V +V + + +
3 NOP 120 | Dri+Dr2 | +v | +v ++ ++ ++
4 NOP 120 Dri+Dr2 | +v + v ++ ++ ++
o* PYR 150* Dr1
6* PYR 150* Dr1
I NMP 150* Drl
8* NMP 150* Dr1
9* NEP 150* Drl
10* NEP 150* Dr1
OCT+GLY
11* Dr1 + + + + +
100+100*
OCT+GLY
12* Dr1 + + + + +
100+100*
13* * Drl
14* * Drl
15 TRYPT 150 Dr1 +++ | +++ | 4+ +++ +++
16 TRYPT 150 Dr1 +++ | 4+ | +++ +++
OCT+GLY
17 Dr1 + + + +Vv +V
100+100
OCT+GLY
18 Drl + + ++ +V +V
100+100
19 | - Dr1 - - - - -
20 | memeeemeeee- Drl - - - - -

* pridavek tryptonu v koncentraci 10 mg/l (= zdroj esencidlnich aminokyselin), v vlocky, -

nepatrny naznak rustu (trypton 10 mg/l), + viditelny rast, ++ vyrazny rist, - bez ristu
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10.6 Vyuziti oktanu, oktanolu, pyrrolidonu, N-methyl pyrrolidonu a N-
ethyl pyrrolidonu kulturou Dr2 individualné, PYR a NEP v konsor-
ciu s Drl, kontroly

Dutivody nasazeni:

Provedenim tohoto testu byly zkoumany degradacni schopnosti kultury Dr2 ve stejnych lat-
kach jako v ptfedchozim pokusu s kulturou Drl, a také na oktanu a oktanolu.

Test:

Ctyii zkumavky byly opét naplnéné MM o koncentraci 120 mg/l NOP (pozitivni kontrola) a
dvé zaockovany kulturou Dr2 a dvé spole¢nym konsorciem Dr1 a Dr2. Do dalSich zkumavek
byl pfidan PYR, NMP, NEP a také oktan a oktanol a ty byly zao¢kovany kulturou Dr2. Kul-
tivace probihala 7 dnti.

Vysledky:

Ve zkumavkéch s NOP byl opét vyrazny zakal v ptipad¢ spole¢ného inokula, jako v pred-
chozim testu. Samotna kultura Dr2 byla schopna riistu pouze na oktanu a nebyla schopna
(krom& mirného rlistu na NOP) vyuzit k ristu Zadny jiny substrat, dokonce ani spolecné
inokulum obou kultur nerostlo na pyrrolidonu ani N-ethylpyrrolidonu. Vysledky jsou zob-
razeny v tabulce (Tab. 7.).
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Tab. 7.: Hodnoty zakalu pro dané kultury ve sledovanych substratech

Zkumavka | Substrat
il ma/h) Kultura | 3dny | 5dni | 7 dnt
1 NOP 120 Dr2 +V + +
2 NOP 120 Dr2 +V + +
3 NOP 120 | Drl+Dr2 | +v +v | ++
4 NOP 120 | Dr1+Dr2 | +v +vV ++
5 PYR 150 Dr2 - - -
6 PYR 150 Dr2 - - -
7 NMP 150 Dr2 - - -
8 NMP 150 Dr2 - - -
9 NEP 150 Dr2 - - -
10 NEP 150 Dr2 - - -
11 OKTAN Dr2 ++ ++ ++
12 OKTAN Dr2 ++ ++ ++
13 OKTANOL Dr2 - - -
14 OKTANOL Dr2 - - -
15 --- Dr2 - - -
16 Dr2 - - -
17 PYR 150 | Dr1+Dr2 - - -
18 PYR 150 | Dr1+Dr2 - - -
19 NEP 150 | Dr1+Dr2 - - -
20 NEP 150 | Dr1+Dr2 - - -

v vlocky, + viditelny rist, ++ vyrazny rist, - bez ristu
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10.7 Rist kultur Dr2 i Dr1 na riznych kombinacich

Duivody nasazeni:

Test byl proveden jednak pro kontrolu pieziti kultur v pokusech 5 a 6, déle pro zjisténi schop-
nosti rastu kultur na nizSich koncentracich PYR a NEP a jest¢ byl zkouman vyznam oktanu
pii degradaci pyrrolidonu a vyznam metaboliti jedné bakterie pro druhou pti rozkladu py-
rrolidonu. Nasledné byla studovana i schopnost rastu kultury Dr2 na oktanolu.

Test:

Kontroly preZiti inokul 7 pokusit 5 a 6

Byly vyockovany zkumavky z pokusti 5 a 6 na R2A a TYA agar.

Riust Drl, Dr2 a kombinace Dr1+Dr2 na nizké koncentraci PYR a NEP (75 mg/l)

Do zkumavek z pokusti 5 a 6 bylo pfiddno MM a vitaminy MEM a suspenze kultur a vznikly
tak koncentrace 75 mg/l PYR i NEP.

Vyznam oktanu pro degradaci pyrrolidonu

Do lahvi¢ek bylo nadavkovano MM s MEM vitaminy, PYR do koncentrace 100 mg/1 a za-
ockovano suspenzemi obou kultur a samotné kultury Drl, nasledné byl piidan oktan.

Vyznam produktii jedné bakterie pro druhou pii rozkladu laktamu

Obsahy zkumavek z pokusu 5 byly prefiltrovany, pak bylo pfiddno MM s MEM vitaminy a
PYR, a zaoCkovano kulturou Dr2. Taktéz obsahy zkumavek z pokusu 6 byly piefiltrovany,
pak bylo ptfiddno MM s MEM vitaminy a PYR, a zaoCkovéno kulturou Drl.

Rust kultury Dr2 na oktanolu

Do lahvicek bylo nadavkovano MM s MEM vitaminy a zaockovano kulturou Dr2. Dale byl
pfidan 1-oktanol a 2-oktanol.

Vysledky:

Kontroly preZiti inokul 7 pokusii 5 a 6

Kultury v ptedeslych pokusech ptezily a mohly byt vyuzity k pokusu 7. Vysledek také uka-
zal, ze substraty, pouZzité v piedeslych pokusech nebyly v baktericidnich koncentracich.
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Rist Drl, Dr2 a kombinace Dr1+Dr2 na nizké koncentraci PYR a NEP (75 mg/l)

Po 3 dnech kultivace nerostlo nic. Po 5, 7 a 10 dnech byly vysledky stale stejné. Bylo tak
potvrzeno, ze za danych podminek nejsou kultury schopné pyrrolidon ani N-ethylpyrrolidon

rozkladat a vyuzivat.

Vyznam oktanu pro degradaci laktamu

Mirny rust byl pozorovan ve dvou lahvi¢kach s PYR, oktanem a kombinaci Dr1+Dr2 po 3
dnech kultivace. V dalsich lahvic¢kach se rist neprojevil. Po 5 dnech byl opét pozorovan
mirny rust ve dvou lahvickach s PYR, oktanem a kombinaci Dr1+Dr2, jako po 3 dnech, a
objevil se nepatrny zakal v lahvi¢kach s kulturou Drl a pfidavkem oktanu. Po 7, 10 a 12
dnech kultivace byly vysledky stale stejné. Obsah lahvicek se spole¢nym inokulem byl fil-
trovan a filtrat uchovan pro stanoveni DOC. Hodnoty DOC uvedené v tabulce (Tab. 8.) uka-
zaly, ze PYR nebyl vyuzivan spole¢nym inokulem a ani inokulem s pfidavkem oktanu, ne-

bot’ kone¢né hodnoty DOC byly zna¢né vysoké.

Tab. 8.: Hodnoty DOC pro spole¢né inokulum i s pfidavkem oktanu

DOC (mg/l)
Kultura TC (mg/l) | IC (mg/l) | DOC (mg/l) primeér
Dr1+Dr2 60,79 2,583 58,207
Dr1+Dr2 47,71 3,136 44,574 21,3905
Dr1+Dr2+oktan | 62,77 5,094 57,676 56 5025
Dr1+Dr2+oktan | 60,87 5,501 55,369 '

Vyznam produkti jedné bakterie pro druhou p¥i rozkladu laktamu

Po 3 dnech kultivace kultura Dr2 rostla ve vSech zkumavkach stejné, tj. velmi dobte. Kultura

Drl nerostla. Po 5, 7 a 10 dnech se vysledky nelisily.

Riist kultury Dr2 na oktanolu

Kultura po 3 dnech nerostla v Zadné 1ahvi. Po 5 dnech se objevil nepatrny zakal na 2-okta-
nolu, coz ptetrvalo i po 7 a 10 dnech; tento vysledek vSak byl dan spiSe rozmichavanim
oktanolu, nikoliv ristem kultury.
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Celkové lze shrnout, ze zddna z kombinaci pouzitych v pokusu nevedla k ristu nékteré kul-
tury na pyrrolidonu. Otdzka rozkladu této strukturni ¢asti NOP tak zGstala nejasna.

10.8 Degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu sekven¢né Dr2 — Drl

Duvod nasazeni:

Dtivodem nasazeni tohoto testu bylo studovani rozkladu NOP sekvencné, kulturami Dr2 a
poté Drl, tedy potvrzeni ptedpokladu, ze degradaci NOP zahajuje kultura Dr2 a nasledn¢

v rozkladu pokracuje kultura Drl ¢i obé kultury spole¢né.
Test:

Piipravené MM s MEM vitaminy a NOP o koncentraci 120 mg/l bylo zao¢kovano kulturou
Dr2 a ponechéno kultivovat. Béhem kultivace byly odebirany vzorky pro stanoveni DOC.
Po 8 dnech byl veskery obsah 1ahvi zcentrifugovan a prefiltrovan. Supernatant byl rozdélen
do 4 1ahvi a 2 byly zaockovany kulturou Drl a 2 spole€nym inokulem. Opét byly béhem

kultivace odebirany vzorky pro stanoveni DOC.
Vysledky:

Z tabulky vyplyva, ze kultura Dr2 skute¢né€ zahajuje rozklad a kultura Dr1 v ném pokracuje.
Dale hodnoty DOC spoleéného inokula a samotné kultury Drl se lisi jen mirng, z toho vy-
plyva, ze v degradaci pokracuje kultura Drl sama, ale vyrazngjsi pokles DOC se projevil po
delsi dob¢ kultivace oproti kultufe Dr2, kde jsem nejvétsi pokles DOC zaznamenala jiz po 3
dnech kultivace. Pro kazdy vzorek byly stanoveny dvé paralelni méfeni a ty se mezi sebou
vétsinou téméf nelisily. Hodnota DOC na konci pokusu byla kolem 7 mg/1, coz vypovida o

velmi dobrém prubéhu degradace a pravdépodobné o kompletnim rozkladu NOP.
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Tab. 9.: Hodnoty DOC pro jednotlivé kultury i spole¢né inokulum
. TC (mg/l) IC (mg/l) poc mgny | POC¢
Cas Kultura (mg/h)
(dny) Lichy Sudy Lichy Sudy Lichy Sudy mEr
vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | wvzorek | vzorek p
0 Dr2 63,1 69,7 3,4 2,6 59,7 67,1 63,4
3 Dr2 492 487 3,9 3,9 453 44 8 45,0
5 Dr2 49,7 50,9 4,2 6,3 455 446 45,0
7 Dr2 49,0 50,5 4.8 55 442 45,0 446
9 Dr1 441 443 47 51 39,4 39,2 39,3
9 |Drl+Dr2 43,9 45,8 5,0 5,0 38,9 40,8 39,8
12 Dr1 28,5 28,6 7,0 7,5 215 211 21,3
12 |Drl1+Dr2 23,3 241 3,9 3,9 19,3 20,2 19,8
15 Dr1 11,2 12,9 572 53 59 7,6 6,8
15 |Drl1+Dr2 11,8 16,3 3,9 8,5 79 7.8 7.8
21 Drl 17,7 - 8,3 - 9,4 -
21 |Drl+Dr2 - 15,1 - 8,2 - 6,9
21 z4dna 65,5 - 3,6 - 61,9 -
70
60
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E" 40 \‘\ Dr2
g 30 \ —e—Dr1
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Obr. 2.: Graf zavislosti rozpusténého organického uhliku na case
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ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo prozkoumani principu spoluprace dvou kultur izolovanych
z fiéni vody, pti degradaci NOP, ktery je syntetickou latkou pouzivanou v riznych prumys-
lovych odvétvich, a ktera je jistym nebezpecim pro Zivotni prostiedi a predevsim pro vodni
organismy.

Jiz z ptedchozich praci jsem védéla, Zze kultury jsou spolecné¢ schopny NOP pomérné
dobie rozlozit, ale nebylo znamo, jak ptesné spolu funguji. Pro ovéfeni téchto informaci
jsem nejprve podrobila NOP degradaci jednotlivymi kulturami i spole¢nym inokulem. Z vy-
sledkt bylo ziejmé, Zze kultura Drl neni schopné ristu na NOP, ve vzorku se spolecnym
inokulem vsak byl detekovan vyrazny rozklad latky. U kultury Dr2 byl riist jen slaby, do-
provazeny mirnym poklesem DOC.

NOP vykazuje toxicitu vici vodnim organismim, proto byl dalsi test zaméfen na uréeni
toxické koncentrace pro kulturu Dr2. Kultura Dr2 byla jesté schopna — po urcité prodleve —
rustu pii koncentraci 180 mg/l NOP, ale koncentrace 240 mg/1 jiz byla toxicka.

Dale byla nasazena tada testil, které mély objasnit princip spoluprace kultur. Z pfedcho-
zich vysledkt 1 vysledka ptedchozich praci bylo zifejmé, Ze kultura Dr2 zahajuje degradaci,
protoze je schopna mirné rist na NOP i sama. Soucasné existoval piedpoklad, ze kultura
degraduje oktylovou ¢ast NOP, nebot’ v ptedchozi praci Novotné bylo zjisténo, Ze roste na
oktanolu. Toto sice v této praci potvrzeno nebylo, ale byl nepochybné prokdzan rist kultury
Dr2 na oktanu.

Piedpokladem pro dalsi testy tedy bylo, ze kultura Dr2 vyuZiva pro svij riist oktylovy
fetézec a kultura Drl pyrrolidonovy kruh. Proto byl zkouSen rlst obou kultur, 1 jednotlive,
na pyrrolidonu a jeho derivatech (NMP, NEP). VSechny vysledky vSak byly negativni, ani
spole¢na kultura Dr1 + Dr2 nedokdézala pro sviij riist pyrrolidonovy kruh vyuZit a ani ptida-
vek tryptonu coby zdroje esencidlnich aminokyselin neumoznil rist na pyrrolidonu. Je tedy
pravdépodobné, ze podstata spole¢né degradace NOP je jind neZ degradace odliSnych Casti
molekuly jednotlivymi kulturami. Je moZné, ze kultura Drl potiebuje néjaky velmi speci-
ficky metabolit(y), ktery vytvoii kultura Dr2 pti rozkladu NOP, nebo kultura Dr2 pfeménuje
pyrrolidonovou ¢ast molekuly NOP na ponékud odlisnou strukturu.

Piedpoklad, Ze kultura Dr2 vyuziva pro svijj rist pouze oktylovy fetézec, byl spravny a
potvrdil to test, kde se prokazal jeji rust pouze na oktanu, zatimco na pyrrolidonu, NMP a
NEP byl negativni.

Ani dalsi testy nam moc neobjasnily spolupraci. Kultury nebyly schopny ristu ani na niz-
sich koncentracich pyrrolidonu a NEP a k degradaci pyrrolidonu nedoslo ani za pfidavku
oktanu.

Vysledky posledniho testu vSak prokdzaly velmi efektivni degradaci NOP pii piisobeni
obou kultur a bylo z nich patrné, Ze kultura Dr2 zahajuje degradaci a po ni nastupuje kultura
Dr1, a ta je klicova pro rozklad zbyvajici ¢asti molekuly.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BP
CAPB
DOC
DP
Dr1
Dr 2
FM

FR

FT

FV
GLYC
MM
MMO
MM240
MM480
NEP
NMP
NOP
PAU
PE
PEG
PSA
PYR
R2A
SDS
TYA
TRYP
UIOZP
ZR

Bakalarska prace

Kokamidopropyl betain

Rozpustény organicky uhlik

Diplomova prace

Bakterialni kultura Drl

Bakterialni kultura Dr2

Bakterialni kultura FM

Fyziologicky roztok

Fakulta technologicka

Bakterialni kultura FV

Glycerol

Minerélni médium

Ockované mineralni médium

Mineralni médium s koncentraci 240 mg/l NOP
Mineralni médium s koncentraci 480 mg/l NOP
N-ethylpyrrolidon

N-methylpyrrolidon

N-oktyl-2-pyrrolidon

Polyaromatické uhlovodiky

Polyethylen

Polyethylen glykol

Polyakrylatsodny

Pyrrolidon

Oficidlni nazev konkrétniho Zivného agaru
Surfaktant dodecylsulfat sodny

Trypton Yeast Extract Agar

Trypton

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Zasobni roztok
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