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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvala mikrobialnim rozkladem 2-ethylhexylsalicylanu (EHS) bakte-
riemi vyskytujicimi se ptirozené v fi¢ni vodé. EHS je latka antropogenniho ptvodu, zivot-
nimu prostfedi nepfirozena, jejiz chovani v zivotnim prostfedi neni blize prozkoumané.
Prace navazovala na vysledky vyzkumu, kterych bylo nedavno dosazeno na UIOZP, ze
kterych vyplyva, Ze bakterie z aktivovaného kalu ¢isticky odpadnich vod tuto slouc¢eninu
rozkladaji, ale vyuzivaji pouze salicylovou ¢ast molekuly. Experimenty rozkladu EHS
Vv fiéni vodé v této praci ukazaly, Ze ptitomné mikroorganismy jsou schopny vyuzit EHS
pro svij rast a produkovat CO,. Bakterie podilejici se na rozkladu byly néasledné ziskany
vV podobe¢ cCistych kultur a bylo také zjisténo, ze n€které rozkladaji jen salicylovou ¢ast mo-

lekuly EHS, zatimco jen jedina byla schopna rist pfi vyuziti 2-ethylhexanolu.

Klicova slova: 2-Ethylhexylsalicylan, mikrobialni degradace, povrchové vody

ABSTRACT

Subject of this thesis was the microbial decomposition of 2-ethylhexylsalicylate
(EHS) by bacteria occurring naturally in river water. EHS is xenobiotic substance, whose
behavior in the environment is not further explored. This work continued recent research
performed by Department of Environmental Protection Engineering, where it appears that
bacteria from activated sludge of wastewater treatment plant decomposed the compound.
Nevertheless, these bacteria were able to use only the salicylate part of the molecule. Ex-
periments with degradation of EHS in this work have shown that microorganisms occur-
ring naturally in river water are able to use this substance for their growth and produce
CO,. The bacteria involved in the degradation process were subsequently obtained in a
form of pure cultures. It was also found that some of the cultures were able to decompose
only the salicylate part of molecule and the only one of them was able to grow using 2-

ethylhexanol as its substrate.

Keywords: 2-Ethylhexyl salicylate, microbial decomposition, river water
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UvVOD

Jiz v piedchozich letech probihal na Ustavu Zivotniho prostiedi Fakulty technologic-
ké UTB vyzkum biodegradace riznych polutantd. 2-Ethylhexylsalicylan, jakozto slozka
obsazena v mnoha vyrobcich s UV filtrem pfedevsim v kosmetickém pramyslu, se do pii-
rody lidskou ¢innosti dostavd. EHS se po chemické strance sklada z ¢asti obsahujici kyse-
linu salicylovou a ¢asti obsahujici 2-ethylhexanol. Doposud nebylo pftili§ zkoumano, jaky

ma 2-ethylhexylsalicylan na zivotni prostfedi dopad.

Tato prace se zabyva tim, je-li praveé tento polutant v pfirodé néjak rozkladan, a také
jestli jsou biodegradovany jeho casti, tedy kyselina salicylova a 2-ethylhexanol. Byly pii
tom vyuzivany bakterie vyskytujici se v fi¢ni vod€. Timto Se navazuje na diivejsi vyzkum
na UIOZP, ktery se zabyval rozkladem podobnych polutanti pomoci bakterii vyskytujicich

se v aktivovaném kalu z COV.
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1 2-ETHYLHEXYLSALICYLAN

Jedna se o nazloutlou kapalinu mirného zépachu. Poslednich nékolik desitek let je

hojné vyuzivan jako ptisada do opalovacich kréma, vlasové kosmetiky, skel, atd.
1.1 Vlastnosti

1.1.1 Fyzikalni vlastnosti

Nazloutla kapalina mirného zapachu. Schopné absorbovat zafeni o vlnove délce 100-

250 nm, tedy oblast ultrafialového zateni. [1]

1.1.2 Chemické vlastnosti

OH

Obrazek 1 — Struktura 2—-Ethylhexylsalicylanu

2-Ethylhexyl-2-hydroxybenzoat neboli 2-ethylhexylsalicylan (EHS) je kapalina ne-
rozpustna ve vodé¢, avSak dobie rozpustna Vv alkoholech a jinych organickych rozpousté-
dlech, pfedevsim pak v tucich. Relativni molekulova hmotnost je 250,33 g/mol. Sumarni
vzorec: C1sH2,03. Hustota 2-ethylhexylsalicylanu je 1,014 g/cm?, teplota varu: 189 °C. [2]
Logaritmus Kow je 6,02. Tento rozdélovaci koeficient fika, Ze EHS je vyznamné bioakumu-
lativni. [3]

1.1.3 Pouziti

EHS je pouzivan jako ptisada mnoha vonnych vyrobki, naptiklad dekorativni kos-
metiky, toaletnich mydel, Sampéni a jinych. Jeho dalsi uplatnéni miZze byt
v nekosmetickych produktech, naptiklad v domacich ¢isticich prostfedcich a detergentech.

Podle védeckych studii z roku 2007 byla jeho celosvétova spotieba 0,1 — 1 tuny. [3]
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1.1.4 Toxikologie

Studie na zviratech

Oralni studie: Pfi studiu akutni toxicity EHS piesahovala LDsg hodnotu 5 g/kg. Tes-
tovand zvifata dostala EHS jednorazové oralng v davce 5 g/kg. Umrtnost a/nebo klinické
ptiznaky byly pozorovany po 14 dnech, jeden testovany subjekt (z 10) uhynul 6. den stu-
dia, kromé toho nebyly pozorovany zadné klinické reakce. [4]

Kozni testy: Cisty EHS byl aplikovan na ¢istou ¢i odfenou kizi po dobu 24 hodin
pod okluzi. Zvitata byla pozorovana ohledné¢ umrtnosti a/nebo klinickych ptiznakt po do-
bu 14 dni. Dermalni LDsp u laboratornich kralik byla vyssi nez 5.0 g/kg, protoze u zadné-
ho z testovanych zvifat nedoslo k umrti. Také nebyly pozorovany vyznamné klinické pti-
znaky, jen mirné zarudnuti kiize po dobu 24 hodin. [4]

Intraperitonedlni injekéni podavani: Skupiné dospélych laboratornich mysi vazicich

mezi 20-25 g byl injekéné vpraven EHS v propylenglykolu pod kizi. Zvifata byla pozoro-
vana po dobu 7 dni. P¥iblizna hodnota LDsg byla zjisténa v rozmezi 0,2-0,3 g/kg. Zadné
dalsi detaily vSak v praci nebyly uvedeny. [5]

Humanni studie

Byly provedeny kozni testy na lidech. Test byl provadén se 4 % EHS v petroleji, na
zadech 23 muzskych dobrovolnikid. Nedoslo k zadnému podrazdéni. [4]

Pti jiné studii byl 5 % EHS ve vodném roztoku laurethsulfatu sodném nanaSen do
podpazi a na jina citliva mista také 23 muzskym dobrovolnikim po dobu 48 hodin. Rovnéz

nebylo zjisténo zadné podrazdéni kize ani jiné klinické pfiznaky. [4]

1.2 Vyskyt v prirodé

Diky obavam o zdravi zplisobené UV zafenim dochézi ve vyspélych zemich k vétsi
spotfebé ochrannych krémii. V Evropské Unii bylo povoleno 26 organickych sloucenin,
pouzivanych jako ochranné filtry v opalovacich ptipravcich, s omezenim jejich maximalni

individualni koncentrace do 10 %. [6, 7]
Mimo jiné mohou byt tyto nebo jim strukturou podobné slouceniny obsazeny také ve
slozeni mnoha jinych pfipravkt osobni potieby, jako jsou naptfiklad Sampony, rténky nebo

rizné obalové materialy, pro zlepSeni jejich stalosti na svétle. [6, 8]
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Piimé uvolilovani opalovacich krémi z kiize v oblastech koupani a nepiimé vstupy
pres domaci odpadni vody je pri¢inou lokdlniho a dalsiho Sifeni UV filtrd ve vodném pro-
stiedi. Pritomnost fenolické skupiny u EHS ¢ini tuto latku potencidlné mobilni ve vodném
prostiedi. EHS byl nedavno detekovan ve vzorcich povrchové vody. Experimentem
zkoumajicim vyskyt riznych UV filtrti ve vodach bylo zjisténo, ze EHS byl zaznamenan
ve vzorcich vSech zkoumanych fek i ¢isticek odpadnich vod. Autofi rovnéz uvadéji, ze
vzhledem k tomu, ze EHS je vyrazné lipofilni slouc¢eninou, je proto také schopen interakci
S nékterymi rozpuSténymi organickymi slouc¢eninami, pfitomnymi v nevyc¢isténé odpadni

vodé. V ticni vodé byl EHS detekovan, nikoli vSak kvantifikovan. [6, 9]

1.2.1 Vyskyt na rekreacnich plazich u moie

Pracovnici z Japonské univerzity Kumamoto provadéli méteni vyskytu latek uziva-
nych ve vyrobcich s UV filtrem na plazich a v mofské vodé v oblibenych japonskych leto-
viscich. Vyskyt 2-ethylhexyl-4-methoxycinnamatu (EHMC) znaéné kolisal v prub&hu mé-
nici se turistické sezony a také v priabéhu jednotlivych fazi dne. Diky snizené mobilité
EHMC ve vodé¢ byly koncentrace vyssi tésné na hranici plaze a mote. V ramci dal§iho
zkoumani se piislo na to, ze 1 koncentrace EHS vykazovala zna¢né kolisani. Bylo zjiSténo,
ze EHS je znacn¢ fotolabilni a tak nestaly v prostiedi moiské vody. Nejvyssi koncentrace
tohoto polutantu byla zaznamenana v odpolednich hodinach pii vrcholu turistické sezony.
Rovnéz bylo zjisténo, Ze koncentrace kolisa s mnozstvim koupajicich se lidi.
V laboratornich podminkach bylo nasledné¢ pozorovano, Ze rozpad EHS v moiské vode
(koncentrace 1 mg/l), nastava pii ozafeni UV svétlem s vinovou délkou 340 nm béhem 150
minut, kdy bylo pii téchto podminkach degradovano vice nez 90 % EHS. Tento poznatek
milZze dopliiovat vyzkum biodegradability EHS v moiské vod¢, nebot’ je to velice kratka

doba na bakterialni odbourani tohoto polutantu. [10]
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2 CILE PRACE

Provést odbér vzorkd povrchové vody a stanovit v ni pocet psychrofilnich bakterii
kultivani metodou. V  odebranych  vzorcich provést testy biodegradace
2-ethylhexylsalicylanu. Pokusit se ziskat bakterialni kultury, zodpovédné za ptipadny roz-
Klad. Provést experimenty na ziskanych bakterialnich kulturach a zjistit, zda dokazi vyuzit

jednotlivé strukturni ¢asti molekuly EHS.
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3 METODIKA POKUSU
3.1 Sledovani mikrobialniho rozkladu EHS Vv Fi¢ni vodé

3.1.1 PouZita Fi¢ni voda
Voda pochazela z feky Dievnice, odbér byl proveden v den pokusu cca 200 m pred
vypusti COV. Vzorek vody byl charakterizovan poétem heterotrofnich psychrofilnich bak-

terii a hodnotou rozpusténého organického uhliku (DOC), méfenou pomoci automatického

analyzatoru uhliku Shimadzu 5000A.

3.1.2 Voda odtoku COV Zlin — Malenovice

Voda pochazela ptimo z vypusté COV Zlin — Malenovice, odbér byl proveden v den

pokusu, pied vtokem vycisténé vody do feky Dievnice.

3.1.3 PouzZité chemikalie

2-Ethylhexylsalicylan (EHS) a 2-ethylhexanol (EHOL) byly ziskany od firmy Sig-

ma-Aldrich, ostatni chemikalie od béznych dodavatelti zakladnich laboratornich potteb.

3.1.4 Pouzité vyznamné laboratorni pristroje

- Respirometr Oxymax (Columbus Inc., USA)

- Laboratorni autoklav SanoClav

- Laminarni box Bio-11-A (TELSTAR, Spanélsko)
- Centrifuga Mr23i (JOUAN, Francie)

- Analyzator uhliku 5000A (Shimadzu, Japonsko)
- Termostaty, tfepacky UIOZP
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3.1.5 Priprava a sloZeni roztoku

Vsechny zivné roztoky pouzité v praci byly pfipraveny ptedem a sterilizovany v au-

toklavu nebo filtraci (viz nize).

Roztok mineralnich soli (pFiprava na 100 ml)
2ml Roztok A (9,07 g KH2PO,/1000 ml)
8 ml  Roztok B (23,90 g Na;HPO,- 12 H,0/1000 ml)
85 ml Destilovana voda
0,2 ml Roztok stopovych prvki
1ml  MgSO,7H,0 (10 g.I'
1ml  Fe(NH4)2(SO4)2- 6 H,0 (3 g.I™)
1ml CaCly- 2 H,0 (1g.1h
1ml  NH4CI (30 g.I')
1ml NaCl (50 g.I"
Jednotlivé slozky byly postupné rozpustény v cca 80 ml destilované vody a poté byl objem

roztoku doplnén po rysku 100 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu.

Roztok stopovych prvki (1000 ml):

H3BO; 0,057g
ZnS0O4- 7 H,0 0,043¢g
(NH2)6M0702 0,03 g
Co(NOs);- 6 H,0  0,025g
CuSO4- 5 H,O 0,0409g

MnSO,- 5 H,0 0,043g
Jednotlivé slozky byly postupné rozpustény v cca 800 ml destilované vody a poté byl ob-
jem roztoku doplnén po rysku 1000 ml.

Roztok salicylanu sodného

Zasobni 10% roztok salicylanu sodného (SALNa): 1 g SALNa byl navazen do od-
mérky 0 objemu 10 ml, rozpustén v cca 8 ml destilované vody, dopInén po rysku, dokonale
promichan a sterilizovan filtraci ptes sterilni ultrafiltr MILLEX GS s velikosti poru 0,22

um do sterilni zkumavky.
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Roztok vitamini
V praci byl pouzit sterilni zasobni roztok MEM vitamins 100x firmy Biosera (doda-
vatel Biotech a.s., CR).

3.1.6 Kultivac¢ni stanoveni celkovych pocti heterotrofnich psychrofilnich bakterii ve

sledovanych vzorcich Fi¢ni vody

Bylo navéazeno pozadované mnozstvi R2A agaru (ptipadné i TYA agaru) a suspen-
dovano v destilované vodé. Agary byly sterilizovany v autoklavu a po dostate¢ném ochla-
zeni byly rozlity do sterilnich polystyrenovych Petriho misek.

Vzorek odebrané ti¢ni vody (0,5 ml) byl nejprve asepticky nafedén sterilnim 4,5 ml
fysiologickym roztokem desetinnym fedénim a v fedénich 10?, 10 a 10 napipetovéan na
povrch zivnych agart, vzdy na dvé paralelni misky. Po naockovani byla inokula rozetiena
po celém povrchu sterilni tyCinkou. VSechny misky byly kultivovany psychrofilng, tj. pfi
23 °C, ve tm¢. Odecet poctu kolonii prob&hl po 7 a nasledné po 30 dnech.

Obdobné bylo provedeno stanoveni bakterii i1 v dalSich vzorcich v prabehu prace, pti
piredpokladaném vysSim obsahu bakterii vSak bylo pouzito vyssi fedéni vzorka (az do

stupné 10” nebo 10°®).

3.1.7 Sledovani mikrobialniho rozkladu EHS ve vzorku vody mikroskopicky a kul-
tivacné

Do 3 sterilnich lahvi bylo sterilnim valeckem nadavkovano po 50 ml vzorku fi¢ni
vody, do vSech lahvi byl piidan sterilni zdsobni roztok mineralnich soli (0,5 ml do kazdé
lahve) a do vSech ldhvi byl automatickou pipetou ptidin EHS v mnozstvi 25 mg (vznikla
tedy koncentrace 500 mg/l) a vSe bylo dokonale promichano.

Vsechny lahve byly kultivovany ve tmé pii 25 °C na laboratorni vratné tfepacce, pii
100 cyklech za minutu, a byl sledovan vznik zakalu ¢i tvorba vloc¢ek, indikujici mnoZeni
bakterii. V prib&hu kultivace byly provadény aseptické odbéry vzorkil a jejich mikrosko-
picka kontrola, za pouziti pozorovaci komirky CYRUS II a Mikroskopu OLYMPUS
CX41 s fazovym kontrastem, pti zvétSenich 200x a 400x. Fotografie vzorkl byly potizeny
fotoaparatem CANON EOS 1100D, s vyuzitim softwaru Quick PHOTO MICRO 3.1.

U odebranych vzorkl byly kromé mikroskopické kontroly i kultiva¢né stanovovany
pocty psychrofilnich heterotrofnich bakterii, a to stejnou metodou jako pii vstupnim rozbo-
ru ficni vody pii zahdjeni pokusu; suspenze vzorkli vSak byly pred fedénim diikladné tie-

pany po dobu 10 minut.
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Kromé uvedenych tfi pokusnych lahvi byly v pokusu jesté pripraveny 3 inkubacni
lahve, do kterych vSak nebyl davkovan zadny EHS; ty slouzily jako porovnavaci a
Vv pribéhu kultivace byly i z téchto lahvi odebirany vzorky, mikroskopovany a stanovova-

ny Vv nich pocty psychrofilnich bakterii.

3.1.8 Izolace mikroorganismu podilejicich se na rozkladu EHS

Mikrobialni suspenze fi¢ni vody po prob¢hlé degradaci EHS (vzorky z pokusu Sle-
dovani mikrobialniho rozkladu EHS ve vzorku vody mikroskopicky a kultivacn¢) byla
jemné protiepana se sterilnimi sklenénymi kulickami a pak byla inokulovana do tii steril-
nich sklenénych vialek (objem 40 ml) s 5 ml roztoku minerdlnich soli, v mnoZstvich
0,5 ml, 0,1 ml a 10 pl inokula a do kazdé vialky bylo ptidano 2,5 ul EHS. Kultivace vialek
probihala pii 25 °C 1 tyden ve tmé, na rota¢ni laboratorni tfepacce. Poté bylo z vialky, za-
ockované 10 pl inokula, provedeno rozoc¢kovani na pevné Zivné agary (R2A, TYA) formou
ktizového roztéru, a po jejich dalsi kultivaci 1 tyden pii 25 °C bylo provedeno nasledné
pieockovani riznych typt kolonii na Cerstva zivna média. Po ziskani Cistych kultur byly

tyto zakonzervovany pii -80 °C v glycerolu.

3.1.9 Rust kultur s vyuzZitim salicylanu sodného (SALNa) a 2-ethylhexanolu (EHOL)

jako substrati

Nejprve bylo pfipraveno 500 ml roztoku minerdlnich soli a za ¢astého michani roz-
déleno po 15 ml do 32 ks kultiva¢nich lahvi o objemu 100 ml a ty byly poté sterilizovany

Vv autoklavu pfi 121 °C po dobu 25 minut.

Béhem sterilizace byly pfipraveny suspense zkoumanych kultur ve sterilnim fyziolo-
gickém roztoku, hustota suspense: 2. stupeit McFarlandovy stupnice. Kultury byly ptedin-

kubovany 3 dny na R2A agarech.
SALNa

Do 16 sterilnich lahvi¢ek bylo pfidano 15 pl sterilnitho roztoku MEM vitamini
a 45 ul 10 % sterilniho roztoku SALNa, do koncentrace 300 mg/l. Kazda ze 7 bakterialnich
kultur byla oc¢kovana (20 pl suspenze) do 2 lahvicek se SALNa a 2 lahvicky se SALNa
byly ponechany bez oc¢kovani jako slepy vzorek. Kultivace lahvi¢ek probihala ve tmé pti
25 °C. Byl sledovan rust kultur sledovanim zéakalu, ptipadné tvorby vlocek v roztoku. U

kultur, kde bylo zpozorovano zvyseni zakalu, byl proveden po 1 a 2 tydnech odbér vzorki
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po 5 ml. Tyto vzorky byly centrifugovany (10 000 g, 4 °C, 12 minut), supernatant byl na-
fedén destilovanou vodou pomérem 1:1 pro stanoveni DOC. Vysledky byly porovnany se
slepymi vzorky. Na konci pokusu bylo provedeno spektrofotometrické zméteni zékalu pti

600 nm, po napipetovani 200 pl vzorkli do jamek mikrotitra¢ni desticky (véetné kontrol).
EHOL

Do 16 sterilnich lahvic¢ek bylo opét pfidano 15 pl sterilniho roztoku MEM vitaminti a
10 ul sterilniho EHOL, do koncentrace 550 mg/l. Kazda ze 7 bakterialnich kultur byla opét
ockovana (20 pl suspenze) do 2 lahvicek. Dalsi 2 lahvicky byly ponechany bez o€kovani
jako slepé vzorky. Lahvicky byly dobfe uzavieny a kultivovany ve tmé pii 25 °C.

U rostoucich kultur byl po tydnu a dvou proveden odbér vzorki a zméten spektrofo-

tometricky zakal pfi 600 nm, po napipetovani 200 ul vzorkd do jamek mikrotitra¢ni des-

ticky. Vysledky pak byly porovnany se slepymi vzorky (kontrolami).

3.1.10 Postup sledovani rozkladu EHS v Fi¢ni vodé respirometricky

Vsechny pracovni kultiva¢ni lahve pro pouziti v respirometru Oxymax (objem 100
ml) a uzavéry lahvi byly sterilizovany; lahve v autoklavu a uzavéry dvojim osvicenim UV
zativkou po dobu 45 minut ve dvou dnech. Do jednotlivych lahvi pak byly nadavkovany

nasledujici komponenty, uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1 — SloZeni vzorku pro pokus v respirometru Oxymax

. Roztok . .
Cislo Ri¢ni voda | Sterilizovana
mineralnich soli EHS [mg]
lahve [mI] fi¢ni voda [ml]
[mli]

1 0,5 50 — —
2 0,5 50 — —
3 0,5 50 — —
4 0,5 50 — 10,7
5 0,5 50 — 9
6 0,5 50 — 10,4
7 0,5 — 50 15,9
8 0,5 — 50 13,4
9 0,5 — 50 12,7
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Do lahvi 1 — 3 nebyl piidan EHS a byla v nich tak sledovana tzv. endogenni respira-
ce, do lahvi 7 — 9 byla ptidana sterilni fi¢ni voda; jednalo se tedy o kontrolni, slepé pokusy.
Vsechny lahve byly nasledné umistény do pfistroje Oxymax a pfi teploté 25 °C byla sledo-
vana produkce CO; a spotieba O, po dobu 30 dnid. Po ukonéeni méfeni byly provedeny
vypocty za cilem zjisténi stupné mikrobidlniho rozkladu EHS mikroorganismy fi¢ni vody.

Podle nasledujicich rovnic bylo vypocteno procento biologického rozkladu testova-

nych vzorkd, z hlediska bilance CO; v Case:

_ (ncozvz - nCOZSZ) )

D = 1
co, Theo, 00

Nco,vz — Naméfené mnozstvi CO,, pochazejici z rozkladajiciho se vzorku [mol]
Nco, st — Nameieni mnozstvi CO; piipadajici na endogenni respiraci [mol]

Th¢o, — teoreticky vyprodukovatelné mnozstvi CO, [mol]

- .ToC
vz 100

m,,, — hmotnost vzorku [g]
TOC — organicky vazany uhlik ve vzorku [%]

Mh — molarni hmotnost uhliku [g - mol™]

3.1.11 Respirometr Oxymax

Respirometr Micro-Oxymax je analyzator sestaveny tak, aby se pfizptsobil riznym
pozadovanym typum prostiedi (kompost, piida, voda) a také koncentraci vznikajicich ply-
nil v plynné fazi. Je schopen sledovat rozklad latek za pomoci dvou typt detektorii. Systém
dokéaze automaticky kompenzovat zmény teplot a tlaku. Elektrodou na principu méfeni
paramagnetické rezonance je stanovovana spotieba kysliku, kdezto pro méteni koncentrace
oxidu uhli¢itého se pouziva IR spektrometrie. Stanovované plyny odebira ptistroj z lahvi
se vzorky a po detekci je vraci zpét; tim je zajisténo minimalni ovlivnéni vzorkl. Data
z detektori jsou porovnavana a piepocitavana na standardizované podminky (101 325 kPa,
0 °C). Data jsou nasledn¢ udavana jako spotieba nebo produkce monitorovaného plynu,

jako kumulativni spotieba nebo produkce nebo jako objemova koncentrace monitorova-
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nych plynt v plynné fazi kazd¢ lahvicky se vzorkem. Vysledky lze rovnéz pfevést na mg

nebo pug za zvolenou ¢asovou jednotku. [11]

. Micro-ox riilxsmm 5 |

Obrazek 2 — Ilustra¢ni fotografie usporadani respirometru Micro-oxymax

(bez vodnich 14zni, ve kterych probiha inkubace vzorki)
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vybér zivného agaru pro kultivaci psychrofilnich vodnich bakterii

Cilem tohoto uvodniho pokusu bylo zvolit vhodny agar pro uvedené testovani, a to
bud’ R2A agar nebo TYA agar. Pro toto posouzeni byly odebrany vzorky jak ti¢ni vody,
tak i vody odtoku COV. Oba vzorky byly po nafedéni nao¢kovany na oba typy Zivnych
agarti a po 10-denni kultivaci byly spocitany pocty kolonii a ptepocteny na pocet CFU /
ml. Vétsinou bylo pro pocitani kolonii pouzito fedéni 107, Vysledky jsou uvedeny

v Tabulce ¢&islo 2.

Tabulka 2 — Pocty kultivovanych bakterii na R2A a TY A agaru

Pocet bakterialnich jednotek
Zdroj kultur Agar [CFU/ml]
7 dna 10 dnu
} TYA 1,0*10* 1,0%10"
DREVNICE . .
R2A 4,6%10 4,7%10
B TYA 2,2*10" 3,3*10*
cov , ,
R2A 8,4*10 8,610

Jak je patrné z tidaji, R2A agar prokazal vyssi zachyt bakterii U obou vzorkl vod,
pocet nalezenych bakterii na R2A agaru nékolikanasobné pievySoval pocty zjisténé na

TYA agaru. Proto byl v dalsich pokusech pouzivan R2A agar.

wrw

4.2 Prvni pokus sledovani rozkladu EHS v Fi¢ni vodé

Dle postupu uvedené¢ho v metodické ¢asti byla odebrana fi¢ni voda a v ni byl stano-
ven pocet heterotrofnich psychrofilnich bakterii. Tato voda pak byla nadavkovana do kul-
tivacnich lahvi a po ptidavku mineralid a EHS byla kultivovana, spolu s kontrolnimi vzorky
bez EHS. Rust bakterii byl v pribéhu pokusu vyhodnocovan nékolikerym stanovenim he-
terotrofnich psychrofilnich bakterii, v kultiva¢nich lahvich s EHS i bez néj, a vysledky
téchto stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 3 a graficky vyjadieny v Grafu ¢islo 1. Na nize

uvedenych fotografiich zkumavek s vodou s EHS a bez EHS lze pozorovat rozdily, jez



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

jsou hlavné v nardstu zakalu a tvorbé vlockovitych utvarti ve zkumavce s vodou z feky

I

Dievnice a s EHS.

Obrazek 3 — Vzorek ti¢ni vody Obrazek 4 — Vzorek fi¢ni vody
bez EHS po 20 denni kultivaci s EHS po 20 denni kultivaci

Na fotografiich z mikroskopu lIze ve vzorku #i¢ni vody s EHS vidét bohaté spektrum
mikroorganismi, vcetné riiznych vldknitych bakterii, vyristajicich z povrchu vytvofenych

vloc¢ek (viz. Obr. 5, 6).

Obrazek 5 — Mikroskopické sledovani nartstu MO po 10 dnech, zvétSeni 200x.
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Obrazek 6 — Mikroskopické sledovani naristu MO po 20 dnech, zvétseni 200X

Tabulka 3 — Pocty CFU ve vzorcich fi¢ni vody
v prub¢hu kultivace (prumér ze dvou paralel-

nich stanoveni)

Cas  |Vzorek sEHS | Vzorek bez
[tydny] [CFU/mI]  |EHS [CFU/mI]
0 2,8%10° 2,8%10°
2 1,8*10’ 2,4%10°
6 2,2*10" 1,9%10°
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Naruast poctu CFU ve vzorcich

1,00E+08

— —*
1,00E+07

€
S 1,00E+06
5 / ==\ oda s EHS
==\ oda bez EHS
1,00E+05
1,00E+04 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Cas [tydny]

Graf 1 — Narust CFU ve vzorcich fi¢ni vody béhem kultivace

Na zacatku tohoto pokusu byla také zmétena koncentrace DOC pouzité ficni vody,

jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 — DOC ve vodé z Dievnice

Oznaceni lahve DOC [mg/]
1 7,51
2 5,43
3 5,94

V prvnim pokusu tak bylo zjisténo, ze mikroorganismy EHS jako substrat vyuzivaji.
V grafu 1 1ze pozorovat zna¢ny nardst po¢tu mikroorganismil ve vzorcich, které obsahova-
ly EHS. Narust bakterii v prib&hu kultivace byl az o dva fady vys$si v porovnani se slepymi
vzorky vody bez EHS. Na zacatku pokusu bylo rovnéz zméfeno mnozstvi DOC v Fi¢ni
vodé, a jak lze v tabulce Cislo 4 pozorovat, mnoZstvi tohoto uhliku bylo nepatrné, cozZ uka-
zovalo na to, ze mikroorganismy nemély k dispozici potfebny substrat. Ve 4. tydnu bylo
kultivacni stanoveni poctu psychrofilnich bakterii vzorkd s EHS i bez EHS rovnéz prove-

deno, ale vzhledem ke kontaminaci fyziologického roztoku (pouzitého k fedéni vzorki)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

nebyly ziskané vysledky pouzitelné a nejsou tak zaznamenany ani v tabulce, ani grafickou

formou.

Pokus také ukazal, ze rozklad EHS v fi¢ni vod¢ bude nutné dokumentovat i jinou
formou, nez kultivaénim vyhodnocenim poctu bakterii. Nerozpustnost EHS ve vodé a
tvorba vlo¢ek znemoznily pouzit ke sledovani rozkladu hodnot DOC a zékald; bylo proto

rozhodnuto provést pozdéeji podrobnéjsi pokus, umoziujici sledovani produkce COx.

4.3 Ziskani bakterialnich kultur ze vzorki Fi¢ni vody

Z mikrobialni suspenze, ziskané postupem uvedenym v metodické Césti této prace,
bylo ziskdno 7 samostatné rostoucich kultur, které se od sebe navzajem lisily riznou cha-

rakteristikou. V nasledujici tabulce 4 jsou blize popsany jednotlivé bakterialni kultury:

Tabulka 5 — Popis ziskanych kultur

Oznaceni kultury Popis vzorku izolovanych bakterii

Mala, svétla, témét prahledna kolonie, svét-

AP11 .
lejsi nez ostatni
AP12 Mala, bila kolonie
AP13 Mala bila kolonie, priisvitna
APl4a V¢Etsi, mlécna, slizovita expandujici kolonie
AP14b Nejmensi, nariizovéla kolonie
AP15 Mala zluta kolonie
Svétla, v poméru k ostatnim velka, plocha
AP16 ]
kolonie

Kultura AP 14 byla po prvotni izolaci dale ¢iSténa dal§im kiizovym roztérem, a tudiz
nao¢kovana na samostatné misky, kde po dalsi kultivaci byly ziskany ob¢ kolonie schopné
samostatného ristu. Tyto kultury byly proto oznaceny jako AP14a a AP14b. Ostatni bakte-
rialni kultury se od sebe lisily pomérné viditelng, proto s jejich izolovanim nebyl vétsi pro-

blém.
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4.4 ZkouSKky ristu ziskanych kultur na SALNa a EHOL

Byly pripraveny 2 série lahvic¢ek pol6-ti, v kazdé sérii byly zkouseny schopnosti iz0-
lovanych bakterii rozkladat bud’ salicylan sodny ¢i 2-ethylhexanol, tedy salicylovou ¢i
ethylhexanolovou ¢ast molekuly EHS, jak je popsano vyse v metodice.

Pokusy se SALNa

Pied zapocCetim samotného pokusu degradace SALNa byla zmétena vstupni hodnota

DOC. Tyto hodnoty DOC u kontrolnich vzorkti K1 a K2 jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 — Vstupni hodnoty DOC v kontrolnich vzorcich

Oznaceni vzorku DOC [mg/l]
K1 170,64
K2 169,24

Déle byly zméfeny hodnoty DOC u vSech vzorka, véetné téch kontrolnich, na konci

pokusu po 14 dnech kultivace. Tyto naméfené hodnoty jsou uvedené v tabulce 7.

Tabulka 7 — Namétfené hodnoty DOC ve vzorcich po ukonéeni pokusu

Oznaceni vzorku DOC [mg/l]
K1 169,9
K2 168,6

167,9
AP 11

162,5

21,5
AP 12

13,8

164,1
AP 13

159,6

19,2
AP 14a

13,6

19,2
AP 14b

13,9

26,5
AP 15

23

170,2
AP 16

155
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Na zakladé spotieby rozpusténého organického uhliku a porovnani hodnot jednotli-
vych kultur s hodnotami DOC kontrolnich vzorkli bylo posouzeno, Ze bakterialni kultury

AP12, AP14a, AP14b a AP15 jsou schopny vyuzit SALNa jako substrat pro svij rust.
Pokusy s EHOL

U rostoucich kultur byl na za¢atku a po tydnu a dvou Kultivace proveden odbér vzor-
ki, u nichz byla spektrofotometricky zméfena absorbance pii 600 nm. Vysledky jsou uve-

deny v tabulce 8.

Tabulka 8 — Naméfené hodnoty absorbanci ve vzorcich v pribéhu pokusu degradace EHOL

Absorbance pri 600 nm
Oznaceni vzorku
Na zacatku Po 1 tydnu Po 2 tydnech

K 0,04 0,05 0,04
0,05 0,05 0,05
0,05 0,04 0,04

AP 11
0,04 0,04 0,05
0,05 0,08 0,05

AP 12
0,04 0,05 0,05
0,05 0,05 0,04

AP 13
0,05 0,04 0,04
0,04 0,05 0,04

AP 14a
0,05 0,05 0,05
0,05 0,40 0,31

AP 14b
0,05 0,04 0,04
0,04 0,05 0,05

AP 15
0,04 0,07 0,05
0,04 0,07 0,05

AP 16
0,05 0,05 0,05

Jiz po tydenni kultivaci, a tedy po druhém spektrofotometrickém proméieni vzorkd,
bylo ziejmé, Ze kultura 14b je schopna rist a tedy substrat do jisté miry vyuzit. Zakaleni

bylo patrné jiz na prvni pohled, pouze vsak u jedné ze dvou paralelnich lahvi. Z tohoto
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divody byl pokus s kulturou 14b zopakovan jesté dvakrat, i v téchto piipadech vsak do-
chazelo ke zvysSeni zakalu pouze v jedné ze dvou paralelnich lahvi. Pfi¢iny tohoto jevu
jsou dosud nezjisténé, a pravdépodobné budou pomérné¢ komplikované. Ostatni kultury
nevykazaly zadny naznak rustu. Je tedy ziejmé, Ze 2-ethylhexanol neni vétSinou ziskanych

kultur vyuzitelny.

4.5 Podrobnéjsi pokus rozkladu EHS v Fi¢ni vodé

V poslednim pokusu bylo cilem podrobnéji analyzovat degradaci EHS méfenim pro-
dukce CO; a zjistit tak procento biologické degradace EHS v ti¢ni vodé. K dispozici byly 3
série lahvi po 3, z toho 1 série s vodou a EHS, 2. série s vodou bez EHS a 3. série se steril-
ni vodou a EHS. V grafu 2 je znazornén stupen biologického rozkladu EHS v fi¢ni vodé
Vv pribéhu kultivace, vyhodnoceni formou produkce CO,, po odeétu slepych vzorka fiéni
vody bez EHS.

50 Pribéh biologického rozkladu vzorki

70
60

50

40
30

e VVoda s EHS

Produkce CO,[%0]

20

10
Ef

0 200 400 600

-10

Cas [hod]

Graf 2 — Prubéh biologického rozkladu EHS v fi¢ni vodé
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Vysledky tohoto pokusu jednoznaéné ukazaly, ze Vv ficni vodé doslo prakticky ke
kompletni degradaci EHS, protoze produkce oxidu uhli¢itého dosahla vice nez 60 % teore-
tického mnozstvi, jak je patrné z grafu Cislo 2. Série lahvi se sterilni vodou neprokazala
zadnou degradaci substratu, hodnoty produkce CO; se pohybovaly v priabéhu celé kultiva-
ce kolem nuly, s odchylkou + 0,1 %; bylo tak ziejmé, Ze nedochazi k abiotické mineraliza-
ci EHS.
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ZAVER
Prace byla vénovana sledovani mikrobialniho rozkladu 2-ethylhexylsalicylanu mi-
kroorganismy pfirozené¢ se vyskytujicimi v ficni vodé, jejich izolaci a prokdzanim jeho

uplné biodegradability.

Nejprve byl proveden vybér vhodné zivné pudy pro sledovani poc¢tu psychrofilnich
heterotrofnich bakterii ve vzorcich vod. Bylo zjisténo, ze R2A agar vykazuje vyssi zachyt
bakterii u vzorki vody z feky Dievnice i z odtoku COV. Poéet nalezenych bakterii na R2A
agaru prevysSoval pocty zjisténé na TYA agaru nékolikanasobné, a proto bylo déle praco-

vano s nim.

Prvnim pokusem rozkladu EHS bylo dokazano, ze mikroorganismy fi¢ni vody jsou
schopné vyuzivat tuto latku pro svij rast, jelikoz ve vzorcich fi¢ni vody s EHS byl narust
bakterii az o dva fady vyS$$i v porovnani se slepym vzorkem vody bez EHS; konkrétné
v fiéni vodé bez EHS bylo v ramci 6-tydenniho pokusu zjisténo 1,9%10° CFU/m, zatimco
v fiéni vod& s EHS bylo zjisténo 2,2*10" CFU/m.

Na konci prvniho pokusu byla déle provedena izolace bakterii ze vzorkl fi¢ni vody
s EHS, ¢imz bylo ziskano 7 bakterialnich kultur, které byly dale podrobeny experimentim
se salicylanem sodnym (SALNa) a 2-ethylhexanolem (EHOL), ze kterych vyplynulo, Ze 4
kultury jsou schopné vyuzivat pro sviij rist SALNa a jen jedina kultura je schopna pro sviij

rust vyuzit EHOL.

Vysledky podrobného pokusu rozkladu EHS v ti¢ni vod¢, s vyuzitim piistroje Micro-
oxymax, ukézaly, ze v sériich lahvi s ficni vodou a EHS doslo béhem 30 dni k produkci

oxidu uhli¢itého z vice nez 60 %, coZ prokazalo prakticky uplnou biodegradaci substratu.

Cela prace ukazala, ze EHS je biologicky rozloZitelny mikroorganismy, ptirozené se

vyskytujicimi v ¥i¢ni vod¢, v pritbéhu nékolika tydnd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AP
CFU

%

Cov
Dcoz
DOC
EHMC
EHOL
EHS

K

LDso
Log Kow
PDMS-DVB
SALNa

UIOZP

Laboratorni oznaceni kultur

Jednotky tvoftici kolonie (Colony forming units)
Cisti¢ka odpadnich vod

Procenta produkce CO;

Rozpustény organicky uhlik
2-Ethylhexyl-4-methoxycinnamat
2-Ethylhexanol

2-Ethylhexylsalicylan

Kontrolni vzorky

Davka puasobici thyn 50 % pokusnych subjekti
Rozdélovaci koeficient v referenénim systému oktanol-voda.
Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen

Salicylan sodny

Ustav inZzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi
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