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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na studium mikrobidlniho rozkladu vybranych
syntetickych vysokomolekularnich 1 nizkomolekularnich latek, pouzivanych
pro upravu materidll a pfipravki. Zabyvala se biodegradaci ve vod¢
rozpustnych polymert, a to poly(vinylalkoholu) a poly(vinylpyrrolidonu), a dale
studiem rozkladu nékterych nizkomolekularnich sloucenin, pouzivanych casto
v kosmetickém primyslu, a to 2-cthylhexylsalicylatu, 2-ethylhexanolu
a kokamidopropylbetainu.

V teoretické Casti prace je strucné popsdna obecna charakteristika, vyroba
1 vyuziti téchto latek a jsou uvedeny dualezité poznatky o jejich toxikologickych
vlastnostech. Dale jsou pak shrnuty dosavadni znalosti o jejich mikrobiadlnim
rozkladu.

V ramci experimentalni ¢asti prace byla bakteridlni degradace uvedenych
sloucenin hodnocena v pribéhu pokust predevSim na zékladé ubytku jejich
koncentrace ve vodném prosttedi a na zakladé rGstu mikroorganismi. Byly
studovany nékteré faktory, ovliviujici pritbéh mikrobialni degradace, jako jsou
velikost inokula, hodnota pH ¢i pfitomnost jinych mikroorganismi. V ramci
experimentlil zabyvajicich se studiem biodegradace vysokomolekularnich latek
byla potvrzena rozloZitelnost poly(vinylalkoholu); oba testované¢ kmeny
Sphingomonas sp. JK2 a OT2 byly schopny rozkladu polymeru i pii pouziti
minimalnich inokul, odpovidajicich pfitomnosti 10° bungk/ml. Naproti tomu
mikrobidlni degradaci poly(vinylpyrrolidonu) se prokdzat nepodatfilo.

V relevantnich ptipadech byly nové izolovany bakteridlni kultury schopné
rozkladu studovanych latek a byly zkoumany jejich ristové a degradaéni
vlastnosti. Byla tak ziskana a identifikovana kultura Rhodococcus sp. ES 12,
schopna utilizace 2-ethylhexylsalicylatu, dale kultura Pseudomonas sp. P,
schopna utilizace 2-ethylhexanolu a byla také objasnéna podstata symbiotického
vztahu mezi kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM, schopnymi
spoleéné biodegradace kokamidopropylbetainu. Tyto 4 kultury byly
rovnéz deponovany v Ceské sbirce mikroorganismii v Brng.

Klicova slova: poly(vinylalkohol), poly(vinylpyrrolidon), 2-ethylhexylsalicylit,
2-ethylhexanol, kokamidopropylbetain, biodegradace, bakterie



ABSTRACT

The work was focused on a study of microbial degradation of selected
synthetic both high and low molecular weight substances used for materials
and products modification. It mainly dealt with the study of biodegradation
of water-soluble polymers, poly(vinylalcohol) and poly(vinylpyrrolidone),
and the study of the decomposition of some low molecular weight compounds,
commonly used in the cosmetic industry, namely 2-ethylhexylsalicylate,
2-ethylhexanol, and cocamidopropylbetaine.

In theoretical part of the thesis the general characteristics, production way
and the most significant uses of the substances are briefly described, including
base knowledge on their toxicological properties. Furthermore, today’s
knowledge about biodegradability of these compounds is summarized.

The biodegradation of these substances was evaluated mainly
on the basis of reduction of their concentration during the experiments
and on the basis of microbial growth. In addition, some factors affecting
the course of biodegradation, such as the inoculum size, pH or the presence
of other microorganisms, were studied as well. In the experiments on the study
of Dbiodegradation of high molecular compounds, the biodegradability
of poly(vinylalcohol) was confirmed; both used strains, Sphingomonas sp. JK2
and OT2, were able to decompose the polymer even when their minimal
inoculums of 10° cells/ml were applied. In contrast, microbial degradation
of poly(vinylpyrrolidone) has not been confirmed.

In some cases bacterial strains capable of decomposition were newly isolated
and their growth and degradation properties were examined,;
Rhodococcus sp. ES 12 capable of 2-ethylhexylsalicylate utilization
and Pseudomonas sp. P capable of 2-ethylhexanol utilization were obtained
from activated sludge and finally deposited in Czech Collection
of Microorganisms. Furthermore, the nature of the symbiotic relationship
between Pseudomonas sp. FV and Rhizobium sp. FM, capable
of cocamidopropylbetaine biodegradation in mixed culture, was revealed.

Keywords: poly(vinylalcohol), poly(vinylpyrrolidone), 2-ethylhexylsalicylate,
2-ethylhexanol, cocamidopropylbetaine, biodegradation, bacteria
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V dnesni dobé se tada syntetickych latek, at’ uz vysokomolekuldrniho
¢i nizkomolekuldrniho charakteru, pouzivd v bezpoctu aplikaci pro upravu
a zlepSeni vlastnosti nejriznéjSich materidlti a ptipravkl. Pii vyrob¢, pouzivani,
dopravé ¢i jakékoli jiné manipulaci s témito materidly a ptipravky pak muize
dochazet k uniku latek v nich obsazenych do Zzivotniho prostiedi. Z téchto
davodl je dilezité zabyvat se osudem takovych latek v prostfedi, zejména
moznostmi jejich mikrobidlniho odstranéni, nebot’ biodegradace je obvykle
nejrozSifenéjSi a  environmentdlné¢ nejvhodnéjsi  formou  zneSkodnéni
organickych latek. Vyznamnymi soucastmi takovych studii jsou i1 vyzkumy
faktort, které biodegradaci ve vnéjSim prostiedi zasadné ovliviiuji.

1.1 Biodegradabilita vybranych syntetickych
vysokomolekularnich latek

1.1.1 Poly(vinylalkohol)

Obecna charakteristika

Poly(vinylalkohol) (PVA) je ve vodé rozpustny synteticky polymer,
V pevném stavu bily az krémovy prasek krystalického charakteru (Duchacek,
2006). Jeho chemicka struktura je znazornéna na Obr. 1.1. PVA je tvofen
1,3-diolovymi jednotkami spojenymi hlava-pata, ale obsahuje 1 malé mnoZzstvi
1,2-diolovych jednotek spojenych hlava-hlava. Diky zptsobu vyroby obsahuje
PVA také urcit¢é mnozstvi zbytkovych acetatovych skupin, obvykle do 15 %,
coz vede k ovlivnéni jeho vlastnosti (Kawai a Hu, 2009). Poly(vinylalkohol) je
rozpustny ve vicesytnych alkoholech, zatimco V jednosytnych alkoholech botna,
neni rozpustny v olejich a odolavd organickym kyselindm a nepolarnim
organickym rozpoustédlim. Lze jej pouzivat pii teplotach od -50 °C do 130 °C,
pii teplotach vyssich nez 200 °C se rozklada (Duchacek, 2006).

PVA mize byt vyrabén v riznych molekulovych hmotnostech, a to v fadu
nckolika tisici az milionlt Da. Horni hranice molekulové hmotnosti znacné
zéleZzi na ukoncCeni fetézce acetaldehydem pii polymeraci vinylacetatu a dale
na mozné pritomnosti necistot v pribéhu polymerace (Pritchard, 1970).
Srostouci molekulovou hmotnosti se rozpustnost poly(vinylkoholu) snizuje
(Duchacek, 2006).



TGHQGHT—GHQ—QH T:Hz—ﬁ:HT
0
OH i | OH 0

(A) (B)

Obr. 1.1: Chemicka struktura PVA: (A) — c¢astecné hydrolyzovany,
(B) plnée hydrolyzovany (Demerlis a Schoneker,2003)

Vyroba a pouziti PVA

Poly(vinylalkohol) neni vyrabén polymeraci monomeru, jelikoz jeho
monomer (vinylalkohol) neni ve volném stavu schopen existence. Vysledkem
vSech reakci, které by jej poskytovat mohly, je acetaldehyd. PVA je tedy
vyrabén hydrolyzou poly(vinylacetatu) (Duchacek, 2006). Ten je vyrabén
pomoci radikalové fetézové polymerace v organickém rozpoustédle, obvykle
v methanolu. Methanol spolu s inicidtorem umoznuje upravu molarni hmotnosti
a také pomdha odstranovat teplo vznikajici v pribéhu polymerace.
Poly(vinylalkohol) je pak za pfitomnosti katalyzatoru, napt. hydroxidu sodného,
vyrabén alkoholyzou polyvinylacetatu (Clariant, 1999). Zménou koncentrace
katalyzatoru ¢i Upravou dalSich parametrii reakce je mozZné upravit obsah
zbytkovych acetatovych skupin ve vysledném produktu. Jejich rozmisténi
je potom zavislé na pH prosttedi, v némz hydrolyza probé&hla. Podle obsahu
zbytkovych acetatovych skupin jsou rozliSovany typy PVA s riznym stupném
hydrolyzy.

Poly(vinylalkohol) je diky svym vlastnostem vyuzivan v fadé primyslovych
odvétvi; Kawai a Hu (2001) uvadi, ze v roce 2007 bylo vyprodukovano
ptiblizn¢ 1 250 000 tun tohoto polymeru a jeho produkce kazdoro¢né vzrista.
Je hojné vyuzivan pii vyrobé papiru a v textilnim primyslu (Demerlis
a Schoneker, 2003), kde se pouziva jako klizidlo a pro povrchové tUpravy.
V chemickém primyslu nachéazi uplatnéni jako ochranny koloid pti suspenznich
polymeracich, dale jako zahusStovadlo pifi vyrobé natérovych hmot
¢i v kombinaci se Skrobem pro vyrobu lepidel. V kosmetickém primyslu
se PVA pouziva jako pojivo, filmotvorna latka ¢i Cinidlo zvySujici viskozitu
vodnych roztokt (Nair, 1998). Dale je z né¢j mozno vyrabét celou fadu vyrobki,
jako jsou folie, obaly, textilni vlakna nebo chirurgické nité. Mezi vyhody téchto
vyrobkll pak patii pfedevSim to, Ze je mozno je vyrobit jak ve vodé rozpustné,
tak nerozpustné form¢ (Kovacic¢, 1974; Duchacek, 2006).



Toxicita PVA

Z informaci dostupnych v literatute (Sanders a Matthews, 1990; Demerlis
a Schoneker, 2003) vyplyva, Ze toxicita PVA je pomérné nizka. Akutni oralni
toxicita PVA pro krysy je velmi nizka, hodnota letalni davky LDsq Se pohybuje
vrozmezi 15 — 20 g/kg, nadto oraln¢ podavany PVA se v gastrointestinalnim
traktu velmi Spatné absorbuje a k jeho akumulaci v tkanich taktéz nedochazi.

Subakutni oralni toxicita PVA je taktéZ nizkda; byla sledovana v rdmci
90 denni vyzivové studie u samcl a samicek krys, v davkach
2000, 3500 a 5000 mg/kg/den, kdy nebyly pozorovany zadné nepiiznivé ucinky.
Dévka, pii které jest¢ nebyl pozorovan Skodlivy uclinek (NOAEL) byla
stanovena na 5000 mg/kg/den (Kelly et al., 2003).

Dale, Demerlis a Schoneker (2003) uvadi, Ze o chronické toxicité
ani  karcinogenit¢  oralné podavaného PVA  neexistuji  doklady.
Poly(vinylalkohol) nedrazdi normalni neporusenou kuzi, neptisobi tedy jako
kozni iritant a nedochazi k senzibilizaci (Finch, 1992). Na zaklad¢ dostupnych
dat (Nair, 1998) byly kriticky zhodnoceny dostupné informace o PVA, pro jeho
pouziti v kosmetickych pfipravcich, kde byl shledan jako bezpecny.
Dle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny |ARC (1987)
je polyvinylalkohol zafazen do kategorie 3, coz znamend, Ze jej z hlediska
karcinogennich uc¢inkd na ¢loveka nelze zhodnotit.

Ackoliv zminéné Udaje naznacuji, Ze toxicita PVA je velmi nizka, jeho
pfitomnost v odpadnich vodach, kde se vyskytuje ve velkém mnoZstvi
predevsim z textilntho primyslu a vyroby papiru, neni zanedbatelna. PVA
je sice povazovan za netoxicky pro vodni organismy, ale vykazuje silné
povrchové aktivni vlastnosti, coZ miize mit za nasledek jeho pénéni ve vodach.
Timto zplsobem pak mulze dochéazet k omezeni piestupu kysliku do vody,
znamenajicimu urc¢itou hrozbu pro vodni organismy (Kawai a Hu, 2009).

Biodegradace PVA

Diky Sirokému vyuziti v textilnim a chemickém pramyslu mize
poly(vinylalkohol) vstupovat do Zivotniho prostfedi, pfedev§im pak do vodnich
ckosystému. V disledku jeho stale se zvysujici produkce je mikrobialni rozklad
PVA dlouhodobé predmétem vyzkumu a bylo jiz izolovano zna¢né mnozstvi
kultur schopnych jeho degradace.

Prvni zminka o biologickém rozkladu PVA saha do roku 1936, kdy byla
uvefejnéna publikace o degradaci polymeru prostfednictvim houby Fusarium
lini B (Nord, 1936). Od té doby byla popsana fada dalSich mikroorganismi
schopnych biodegradace, zahrnujici jak gramnegativni, tak grampozitivni
bakterie, a také nékteré druhy mikroskopickych vlaknitych hub.

Bakterie schopné rozkladu PVA jsou zastupci rodi Achromobacter (Lee
a Kim, 2003), Alcaligenes (Matsumara et al., 1994), Bacillus (Mori et al., 1996),
Brevibacillus (Lim a Park, 2001; Kim a Yoon, 2010), Geobacillus (Kim a Yoon,
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2010), Janthinobacterium (Du et al., 2007), Microbacterium a Paenibacillus
(Choi et al., 2004), Novosphingobium (Rong et al., 2009), Povalibacter (Nogi
et al., 2014), Pseudomonas (Suzuki et al., 1973; Watanabe et al., 1975;
Sakazawa et al., 1981; Hashimoto a Fujita, 1985, Fukae et al., 1994; Huixing
et al., 2010; Bharathiraja et al., 2013), Sphingomonas (Tokiwa et al., 2001; Kim
et al., 2003; Vaclavkova et al., 2007), Sphingopyxis (Yamatsu et al., 2006;
Hu et al., 2008), Stenotrophomonas (Wei et al., 2018) a Streptomyces (Zhang
et al., 2006). Mezi mikroskopické houby schopné rozkladu PVA patii zastupci
rodia Fusarium (Nord, 1936) a Penicillium (Qian et al., 2004). Vétsina z téchto
mikroorganismu je pak schopna poly(vinylalkohol) vyuzivat jako jediny zdroj
uhliku a energie.

Diky izolaci tak znacného mnozstvi kultur degradéri PVA je pomérné dobie
znam 1 mechanismus jeho aerobniho mikrobidlniho rozkladu. Ten probiha
ve dvou krocich, kdy v prvnim z nich dochdzi k oxidaci jedné nebo dvou
sousednich hydroxylovych skupin. Oxidace jedné hydroxylové skupiny ma
za nasledek vytvoreni monoketonové struktury, kdeZzto oxidace dvou sousednich
skupin vede k tvorbé B-diketonové struktury, jak je znazornéno na Obr. 1.2.
V této fazi rozkladu se uplatiuji dva typy enzymii, a to PVA-oxiddza
nebo PVA-dehydrogenaza (Kawai a Hu, 2009). PVA-oxidaza, ktera pienasi
elektrony ze substratu na kyslik za vzniku peroxidu vodiku, byla poprvé popsana
u kultur Pseudomonas sp. O-3 a P. vesicularis PD (Suzuki et al., 1976;
Watanabe et al., 1976) a patii do skupiny oxidaz sekundarnich alkohold.
Druhym typem enzymu je PVA-dehydrogenaza (PVA-DH), jejimz plsobenim
nedochazi ke vzniku peroxidu jako v ptfipadé PVA-oxidazy, ale ziskané
elektrony jsou dale pfedavany a vyuZity energeticky v respiraénim fetézci.
Vsechny doposud popsané PVA-dehydrogenazy (Kawai a Hu, 2009) jsou
zavislé na pritomnosti pyrrolochinolin chinonu (PQQ). Ten je nekovalentné
vazanou prostetickou skupinou fady chinoproteinli a je tvofen kyselinou
glutamovou a tyrosinem. Schopnosti jeho tvorby disponuji nékteré kmeny
gramnegativnich  bakterii, napf. Acinetobacter (Duine et al., 1979),
Pseudomonas (Sakazawa et al., 1981) ¢i Cardiobacterium (Lee a Kim, 2003).
Cetné  dehydrogenaéni reakce, které probihaji za Glasti PQQ,
napt. oxidace alkoholdi, jsou uskuteCnovany v periplasmatickém prostoru
(Goodwin et al., 1998).

Podle produktii vzniklych v prvnim kroku rozkladu PVA probihaji reakce
v kroku druhém. V této fazi podléhda oxidovany PVA bud aldoldzové reakci
(u monoketonové struktury), nebo hydrolyze (u PB-diketonové struktury),
coz je znazornéno na Obr. 1.2. Hydrolyza je katalyzovana B-diketonhydrolazou
(BDH), a jelikozZ je délka uhlikového fetézce na kazde strané diketonu riizna,
dochézi pifi ni na kratSi strané k produkci methylketonu a na del$i k tvorbé
karboxylové kyseliny. V ptipadé rozkladu c¢astecné hydrolyzovaného PVA
(Sakai et al., 1998) dochazi u Pseudomonas vesicularis PD navic k deacetylaci
zbytkovych acetatovych skupin zprosttedkované cytoplazmatickou esterazou
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vedouci k uvolnéni kyseliny octové. Vzniklé karboxylové kyseliny jsou poté
v butikach obvykle dadle metabolizovany pomoci B-oxidace mastnych kyselin
a v cyklu trikarboxylovych kyselin. Dal$i enzym, ktery katalyzuje druhou fazi
rozkladu, izoloval Klomklang et al. (2005) a jedna se o hydrolazu oxidovaného
poly(vinylalkoholu) (OPH); ptisobeni tohoto enzymu je velmi podobné G¢inkiim
BDH.

OH OH OQOH OH

/%J\)\)\)\pr\

a) - b) PQQ ¢l 0.
PVA.DH PVA-DH | PVA oxidaza 0
POOH, y" POOH 00

OH 0 0 OH OH 0 OH OH OH OH OH OH

"L,.)\)J\)v\rf %/I\)J\/I\/Kff i
H:0 aldolaza
BDH f l (apoenzym PVA-DH) ﬂ
™o * I M *’Ln)\/“\/“\)\r»"
OH + 0 OH "L\)\)I\ HM o
‘%)\/CUUH )u\rf '( BOH vk 2
0 OH

A

HO OH 0 OH

WCOOH ¥ )I\/K.«r

Obr. 1.2: Mechanismus mikrobidlniho rozkladu PVA pomoci a) PVA-DH a BDH
(Shimao et al., 1986), b) PVA-DH a aldoldzové reakce (Matsumara et al., 1999),
¢) PVA oxidazy a BDH (Suzuki et al., 1979)

Nékteré z vySe zminénych mikroorganismu jsou vSak schopny utilizace PVA
pouze Vv pfitomnosti ur€itych latek, které jsou jim dodavany jinymi
mikroorganismy. Lze tedy mluvit o symbiotické degradaci; poprvé byla popsana
v 80-tych letech 20. stoleti, kdy byly ze smiSené kultury bakterii izolovany dva
kmeny schopné spole¢né vyuzit PVA. Sakazawa et al. (1981) zjistili, Ze ucinek
PVA-degradujiciho = enzymu  kmene Pseudomonas  sp. VM15C
je podminén pfitomnosti kmene Pseudomonas putida VM15A. Posléze Shimao
et al. (1986) prokazali, Ze kmen Pseudomonas sp. VM15C rozklada polymer
za Ucasti PVA-dehydrogenazy, jejiZ ¢innost je zavisla na pfitomnosti PQQ.

Obdobn¢ Kim et al. (2003) izolovali kulturu Sphingomonas sp. SA3
schopnou 85%-tniho rozkladu PVA v koncentraci 5 g/l béhem 5 dni,
za piitomnosti kmene SA2, dodavajiciho PQQ. Byl popsan také ptipad
symbiotick¢ degradace PVA, kdy byl potfebnym ristovym faktorem
pro zahajeni degradace jiny faktor nez PQQ. Rong et al. (2009) izolovali
Novosphingobium sp. P7, se schopnosti téméi kompletniho rozkladu 8 g/l PVA
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béhem 7 dni, kde potiebnym rastovym faktorem byl methionin, dodavany
symbiotickym kmenem Xanthobacter flavus B2,

Mezi nejvyznamnéj$i  degradéry PVA patii predevSim  zastupci
gramnegativnich bakterii rodu Sphingomonas. Tento rod patii do podskupiny
a-proteobakterii, v roce 2001 jej Takeuchi et al. (2001), rozd¢lil do ¢tyi novych
rodt Sphingomonas, Sphingobium, Novosphingobium a Sphingopyxis; Vv roce
2006 jeste Maruyama et al. (2006) priradili rod Sphingosinicella. Specifické
degrada¢ni schopnosti sfingomonad vii¢i polymerim byly nékterymi autory
(Klomklang et al., 2005, Mamoto et al., 2006, Kawai et al., 2013) podrobné¢;ji
studovany u kultury Sphingopyxis sp. 113P3. Klomklang et al. (2005) pfi studiu
lokalizace degrada¢nich enzymu prokazali, ze nejvyssi aktivita PVA-DH a OPH
je vazana piedevSim na periplasmatickou frakci bunék. Nasledn¢ Kawai
et al. (2013) potvrdili, Ze poly(vinylalkohol) je pfi rozkladu transportovan skrze
bunécnou sténu do periplasmatického prostoru, kde je preménovan za Ucasti
PVA-degradacnich enzymu.

Dulezitymi Ciniteli ovliviiujicimi rozklad PVA mohou byt rGzné
environmentalni faktory. Obecné miize krozkladu dochazet v aerobnim
¢i anaerobnim prostiedi, pficemz vSechny vyse uvedené studie se zabyvaly
aerobni degradaci PVA. Existuji ale také dvé studie potvrzujici anaerobni
rozklad tohoto polymeru; doposud se vSak nepodatilo izolovat zadnou Cistou
kulturu, zodpovédnou za anaerobni degradaci PVA nebo se na ni podilejici
(Kawai a Hu, 2009; Marusincova et al., 2013).

Matsumara et al. (1993) zkoumali anaerobni rozklad PVA
v anaerobnich fi¢nich sedimentech. Biodegradace polymeru o molekulovych
hmotnostech 2000 a 14000 byla sledovana prostiednictvim ubytku
rozpusténého organického uhliku (DOC), pticemz u PVA s vyssi molekulovou
hmotnosti dochazelo k rozkladu pomaleji. Po 125 dnech inkubace byl zjistén
ubytek PVA vice nez 60 %. Biologickd degradace PVA byla zkoumana take
za denitrifikacnich podminek, pifi pouziti mikrobialniho spolecenstvi
pochazejiciho z Cistirny méstskych odpadnich vod (Marusincova et al., 2013).
| v tomto piipad¢ byl rozklad PVA tspésné prokazan. Na zakladé¢ izolace DNA,
jeji amplifikace polymerazovou fetézovou reakci a separace amplikoni pomoci
gelové elektroforézy Vv teplotnim gradientu bylo zjisténo, ze mikroorganismem
hrajicim vyznamnou roli v biodegradaci PVA za denitrifikacnich podminek
je bakterie Steroidobacter sp. PD, kterou se vSak nepodatilo izolovat.

To, jak je osud PVA v zivotnim prostiedi zavisly na charakteru prostiedi,
vnémz se polymer vyskytuje, dokumentuje né€kolik studii, které sledovaly
rozklad této latky v kompostech a pudach (Chiellini et al., 2003; Kopcilova
et al, 2013). Tam totiz Kk biodegradaci PVA témét nedochazi
nebo je jen nepatrna. Zanedbatelny rozklad v téchto prostfedich muze byt
vysvétlen  jako disledek  absence €1 vzacnosti PV A-degradujicich
mikroorganismll nebo také jako dasledek interakce PVA s pidnimi ¢ésticemi,
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kdy mutze dochazet k adsorpci molekul polymeru na tyto castice, coz vede
k jeho znepftistupnéni pro mikroorganismy (Chiellini et al., 2003).

Vlivu dalSich environmentalnich faktori, jako napiiklad pfitomnosti
¢i koncentraci riznych nutrientd, na mikrobialni degradaci poly(vinylalkoholu)
se vénuje relativné malé mnoZstvi praci. Vlivu pfitomnosti riizného zdroje
dusiku na rozklad PVA  symbiotickou dvojici  kultur = SA2
a Sphingomonas sp. SA3 se vénovali Kim et al. (2003); jako nejvhodné;si zdroj
dusiku byly zjistény amonné soli, optimalni pH degradace pak bylo 8 a teplota
30 — 35 °C. Také Chen et al. (2007) sledovali vliv pfitomnosti rizného zdroje
dusiku na rozklad PVA smiSenou kulturou mikroorganismi. Vysledkem prace
bylo zjisténi, ze pro rist a biodegradaci PVA kulturou mikroorganismi
S pfevazujicim zastoupenim rodd Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus,
Pseudomonas a Paenibacillus je vhodné&jsi pfitomnost anorganického zdroje
dusiku nez organického. Naopak Du et al. (2007), ktefi zkoumali rozklad PVA
kulturou Janthinobacterium sp., pozorovali pravy opak, tedy vyssi narist
biomasy i enzymovou aktivitu v piitomnosti organického zdroje dusiku. V ramci
této studie byl testovan také vliv dalSich nutri¢nich a environmentélnich faktor;
optimdlni podminky pro biodegradaci 10 g/l PVA byly nasledujici:
3 g/l glukdézy, 6 g/l kvasni¢ného extraktu, 2 g/l K,HPO,, 0,25 g/l KH,PO,,
0,03 g/l MgSQ,, 0,05 g/l CaCl,.7H,0, 0,02 g/l FeSO,4 a 0,02 g/1 NaCl pti pH 7,2
a teploté 30 °C.

Neéktere dalSi podminky, ovliviiujici rozklad PVA smiSenou kulturou
tvofenou bakteriemi rodu Bacillus a Curtobacterium, byly sledovany ve studii
Zhanga et al. (2009). Bylo zjisténo, ze optimalni pH pro degradaci PVA je 8,
pravdépodobné v disledku vyssi aktivity degradacnich enzymt produkovanych
konsorciem v tomto prostiedi. Taktéz bylo zjisténo, ze pozitivné lze ovlivnit
prubéh biodegradace pridanim malého mnozZstvi vhodného organického
substratu, a ze i pomér uhliku k dusiku mize vyznamné ovlivnit vyslednou miru
procesu. Optimalni podminky pro biodegradaci 0,5 % PVA tak byly nalezeny
pti vychozim pH 8, s pfidavkem 0,15 % glukdzy, a pridavkem mocoviny tak,
aby pomér uhlik/dusik dosahl hodnoty 1,5/1.

1.1.2  Poly(vinylpyrrolidon)

Obecna charakteristika PVP

Poly(vinylpyrrolidon) (PVP), oznacovany také jako Kollidon, Povidon,
Polyvidon ¢i poly(N-vinyl-2-pyrrolidon), je ve vod¢ rozpustny synteticky
polymer. Chemicka struktura PVP je zndzornéna na Obr. 1.3. V pevném stavu
je to bily ¢i nazloutly prasek, s Casticemi rizné velikosti (Robinson, 1990;
Biihler et al.,, 2005). Jako pevna latka i ve form¢ vodnych roztoku
je za normalnich podminek stabilni. PVP je kromé vody rozpustny také v fadé
organickych rozpoustédel, nerozpustnym se stava predev§im v dasledku
zesitovani (Biihler et al., 2005).
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PVP je moZno vyrdbét v riznych molekulovych hmotnostech, obvykle
v rozsahu 2,5 — 1200 kDa. Razné primérné molekulové hmotnosti polymeru
jsou oznacovany hodnotou K, kterou lze vypocist z hodnoty relativni viskozity
PVP ve vodg, a je soucasti obchodniho oznaceni vyrobku (napt. K-15, K-30).

H2€C — CH2
/ N\
H2C ~N /C =0
|
—_7(:H—CH2—_TI
Obr. 1.3: Chemicka struktura
PVP (Robinson, 1990)

Vyroba a pouziti PVP

Vyroba PVP spociva v polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu (Robinson, 1990),
v disledku ¢ehoz je mozné ve vysledném produktu nalézt také velmi malé
mnozstvi nezménéné¢ho monomeru, obvykle do 0,2 %. Nejcastéji vyuzivanym
postupem vyroby je polymerace ve vodé, v menS$i mife je uplatiovana
polymerace Vv izopropylalkoholu, pfi¢emz obéma postupy je PVP produkovan
ve formé roztoku.

Poly(vinylpyrrolidon) nachazi uplatnéni piedev§im ve farmaceutickém
primyslu, kde se pouziva jako pojivo do tablet a pfiipravkll s fizenym
uvoliiovanim. Siroké vyuziti nachazi také diky své schopnosti tvofit komplexy
s fadou latek (Biihler et al., 2005). V komplexu s jédem je poly(vinylpyrrolidon)
vyuzivan v antimikrobidlnich mydlech ¢i  desinfekénich  pftipravceich.
Dalsi vyuziti (Robinson, 1990) nachazi v potravinaiském prumyslu jako pojivo
pro vitaminové tablety ¢i stabilizdtor vitaminli a minerdlnich koncentrati.
Dale je vyuzivan jako zahuStovadlo v kosmetickém priimyslu, jako stabilizator
pii polymeraci ve vyrobé plastl, ve fotografickém primyslu, ptidava
se také do barviv, inkousti, natéru aj.

Toxicita PVP

Z dostupnych informaci vyplyva, ze PVP je latka s velmi nepatrnou toxicitou
(Robinson, 1990). Akutni oralni toxicita pro krysy je nizka, LDsy u oralné
podavaného PVP pievySuji hodnoty 100 g/kg, u intravendzné a intraperitonealné
podan¢ho PVP jsou tyto hodnoty potom 10 g/kg a vice. Studie subchronicke
toxicity na hlodavcich a psech prokazaly, ze s vyjimkou prijmu pii vysokych
davkach oralné¢ podavaného PVP neexistuje Zadny dikaz o jakékoliv jeho
toxicité. Davka NOAEL byla stanovena na 5 g/kg/den. Chronicka toxicita PVP
byla studovana za pouziti PVP K-25 pti davkach v potravé 10 % a PVP K-90
pii davkach 5 %, po dobu dvou let. Za tuto dobu nebyl prokazan jakykoliv
naznak toxicity této latky, taktéz nebyla prokazana jeho karcinogenita
ani akumulace v organech. Rovnéz dle 1ARC (1987) je poly(vinylpyrrolidon)
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zatazen do kategorie 3, coz znamena, ze jej z hlediska karcinogennich ucinkt
na ¢lovéka nelze zhodnotit.

Biodegradace PVP

Poly(vinylpyrrolidon) je diky svym vlastnostem a velmi nizké toxicité
vyuzivan v mnoha priamyslovych odvétvich. Jeho biologicka rozlozZitelnost byla
zkoumana v ramci nékolika studii (Trimpin et al., 2001, Julinova et al., 2012,
Julinova et al., 2013), jejichz vysledky naznacuji, ze polymer
je biologicky nerozlozitelny, ¢i jen nepatrné rozloZitelny.

Trimpin et al. (2001) sledovali biologickou rozlozitelnost PVP v reaktoru
Spevnym loZzem, promyvaném fi¢ni vodou sPVP v koncentraci
10 mg/1. Po 30 dnech nebyla pozorovana zadna oxidace koncovych skupin PVP,
ani rozdil v poctu opakujicich se jednotek. Nepatrné snizeni V distribuci
molekulové hmotnosti autofi pficitali spiSe adsorpci velkych molekul PVP
na loZe reaktoru, neZ biologickému rozkladu. Je vysoce pravdépodobne,
Zze na Cistirndch odpadnich vod je PVP zvodné faze casteCné odstraiiovan
adsorpci na vlocky aktivovaného kalu.

Ve studii Julinové et al. (2012), vénované moznosti odstranéni PVP
Z odpadnich vod, byla potencidlni biodegradace testovana v péti riznych druzich
aktivovaného kalu. Tyto kaly pochazely z méstské cCistirny odpadnich vod
(COV), z COV vyroby 1ékti na bazi morfolinu, dale bylo pouZito také nékolik
druht kalti pochézejicich z vyroby penicilinu, a také odpadni mycelium z této
vyroby. Na rozdil od ostatnich druht kald, byl vtestu s kalem vznikajicim
pti vyrob¢ penicilinu v kombinaci s ptidavkem odpadniho mycelia pozorovan
narust produkce oxidu uhlicitého cca o 10 %. V ramci prace byly jednotlivé kaly
dale aklimatizovany v piitomnosti N-methyl-2-pyrrolidonu, a pouzity do testu
biodegradace PVP. 1 zde bylo dosazeno mirné pozitivnich vysledkd,
a to degradace 8 — 14 % PVP béhem 350 hodin.

V navazujici studii Julinové et al. (2013) byl poté sledovan rozklad PVP
aktivovanym  kalem v pfitomnosti rtuznych induktort  biodegradace
(kosubstratt): akrylamidu, N-acetylfenylalaninu a N-methyl-2-pyrrolidonu.
Ackoliv v pfipadé samotného PVP biodegradace pozorovana nebyla,
pii piidavku akrylamidu byl pozorovan ubytek PVP ptiblizné 20 %. Z vysledkt
prace tak vyplyva, ze ¢asteény mikrobialni rozklad PVP muze byt podpoien
ptitomnosti n¢kterych dalSich latek.

Vzhledem k nizké biodegradabilit¢ PVP byla v nékolika studiich jako
moznost pfedupravy odpadnich vod s obsahem PVP zkouména fotooxidace.
Hokiroshi et al. (2001) studovali fotooxidaci ve vodé rozpusténého PVP
za vyuziti UV/Ti0,, pro detailnéjsi vyzkum fotooxidace laktamového kruhu
PVP pak byl jako modelova latka pouzit 2-vinylpyrrolidon. Experimentalni
vysledky prokazaly, ze v prvnim kroku procesu dochazi k adsorpci PVP
na Castice TiO,, nasledn¢ dochazi kataku poly(vinylpyrrolidonu)
hydroxylovymi a/nebo hydroperoxylovymi radikaly a pak ke S$tépeni
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jak hlavniho fetézce tak i laktamového kruhu. Posledni krok zahrnuje tvorbu
methylaminu a kyseliny propionové z otevieného laktamového kruhu,
tedy mikrobialn¢ rozlozitelnych produktd.

K podobnym vysledkiim vedla i dalsi studie Loraina et al. (2008), kdy byl
PVP oxidovan za pomoci UV/H,0,. Bylo zjisténo, ze dillezitymi parametry
celého procesu jsou intenzita UV zafeni, mnoZstvi H,O, a délka trvani oxidace,
pfi¢emz nastavenim téchto parametri 1ze vyrazné ovlivnit GspéSnost procesu.
Vysledky studie ukazaly mirné zvySeni biodegradace vzniklych produktd proti
pivodnimu PVP. Naopak pii pouziti ozonizace (Suzuki et al., 1978) bylo
zjisténo, ze pii pred¢isténi odpadnich vod s obsahem PVP k vyraznému zlepSeni
mikrobialniho rozkladu nedochazi a biodegradace vzniklych produktd
je 1 nadale obtizna.

1.2 Biodegradace vybranych syntetickych nizkomolekularnich
slouc¢enin

1.2.1 2-ethylhexylsalicylat
Obecna charakteristika 2-ethylhexylsalicylatu

2-ethylhexylsalicylat (EHS), nebo také ethylhexyl salicylat
¢1  oktylsalicylat, je bezbarva kapalina charakteristického zapachu.
Dle Lapczynski et al. (2007) je prakticky nerozpustny ve vodé (0,7171 mg/l),
molarni hmotnost je 250,34 g/mol, hustota 1,014 g/cm®. Chemicka struktura
je znazornéna na Obr. 1.4.

0

L
OH CH

3

Obr. 1.4: Chemicka struktura
2-ethylhexylsalicylaru (Lapczycnski et al., 2007)

Vyroba a pouZziti 2-ethylhexylsalicylatu

Vyroba  2-ethylhexylsalicylatu =~ spociva v azeotropni  esterifikaci
2-ethylhexanolu a kyseliny salicylové.

Hlavni vyuziti 2-ethylhexylsalicylat nachazi v ochrannych prostfedcich proti
slune¢nimu zafenti, tj. v opalovacich krémech a dalSich prostiedcich osobni péce,
kde slouzi jako organicky UV filtr (Andersen, 2003; Lapczynski et al., 2007).
EHS je schopen absorpce UVB zafeni o vlnovych délkach 280 — 320 nm.
Je pouzivan také jako vonnad piisada v dekorativni kosmetice, vunich,
Samponech ¢i toaletnich mydlech, lze jej nalézt také v domécich Cisticich
prostiedcich. Jeho mnozstvi vtéchto piipravcich je pak obvykle
od 0,001 do 5 % (Andersen, 2003).
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Toxicita 2-ethylhexylsalicylatu

Akutni oradlni toxicita byla sledovana ve studii na kralicich, provedené
Vyzkumnym ustavem pro vonné materialy (RIFM) v roce 1974, kde po dobu
testovani 14 dni uhynulo jediné zvife z deseti. Zjisténa akutni oralni LDs byla
5 g/kg. Hodnota akutni dermalni LDsy nebyla ve studii zjiSténa, nebot’ ani pfi
nejvyssi davee 5 g/kg, kdy byl EHS u testovanych zvifat aplikovan po dobu
24 hodin na nepoSkozenou 1 odienou kizi, nedoSlo k zaddnému tmrti
a ani nebyly pozorovany zadné klinické piiznaky. Udaje o subchronické,
ptipadn¢ chronické toxicit¢ EHS nejsou dostupné (Lapczynski et al., 2007).
Déavka NOAEL nebyla pro EHS stanovena, pravdépodobné vSak piesahuje
hodnotu 250 mg/kg/den (EU, 2000).

Ze studii RIFM (Lapczynski et al., 2007) taktéz vyplyva, ze pisobenim EHS
nedochézi k vyznamnému podrazdéni kize, pouze v nékterych ptipadech miize
EHS zptisobit mirné zarudnuti. Udaje o karcinogenité samotného EHS nejsou
dostupné. Belsito et al. (2007) vSsak z dostupnych udaji o genotoxicité
salicylati a jejich metabolismu soudi, Ze karcinogenni ucinky salicylatti obecné
jsou velmi nepravdépodobné.

Biodegradace 2-ethylhexylsalicylatu

Produkce a spotteba prosttedkii osobni péce obsahujicich UV filtry
za posledni desetileti diky zvySujicimu se vefejnému povédomi o Skodlivych
ucincich UV zafeni zna¢né stoupa (Ramos et al., 2016). UV filtry se proto
mohou dostavat do vodniho prostiedi, a to bud’to pfimo uvoltiovanim z klize
pfi koupani v bazénech, nadrzich ¢i v mofi, nebo nepiimo, z primyslovych
odpadnich vod a zejména odpadnich vod z domacnosti, kam se smyvaji
pfi sprchovani, myti a prani. Za hlavni zdroj UV filtri Vv prostfedi jsou
pak povazovany predevSim Cistirny odpadnich vod, a to v disledku netplného
odstranéni téchto polutantii v pribéhu Cistirenského procesu (Rodil et al., 2009a;
Ekpeghere et al., 2016). Naméfené koncentrace UV filtrit v riiznych vzorcich
vod se pohybuji od ng/l v povrchovych vodach az po mg/l v bazénovych
¢i odpadnich vodach (Negreira et al., 2008).

Vyskyt organickych UV filtri véetné EHS byl zjistén v rtiznych vzorcich
vodniho prosttedi (Ramos et al., 2016). Samotny EHS byl jiz detekovan
v riznych vodnych vzorcich jako naptiklad v fiéni vodé (Liu et al., 2010;
Kameda et al., 2011; Roman et al., 2011; Wu et al.,, 2013; Ekpeghere
et al., 2016), jezerni vodé (Rodil a Moeder, 2008; Rodil et al., 2009a), motské
vod¢ (Roman et al., 2011; Tashiro a Kameda, 2013; Benedé et al., 2014; Tsui
et al.,, 2014a; Sankoda et al., 2015), kohoutkové vod¢ (Roman et al., 2011)
i odpadni vodé (Negreira et al., 2009; Rodil et al., 2009a; Tsui et al., 2014b).

Diky lipofilni povaze (log Kow = 5,97) mize u EHS dochézet v jisté mife
I k jeho adsorpci na sedimenty a ¢astice aktivovaného kalu (Rodil et al., 2009b;
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Negreira et al., 2011; Sanchéz-Brunete et al., 2011; Benedé et al., 2014; Ramos
et al., 2015).

Ve védecké literatufe se vyskytuje pouze velmi omezené mnozstvi udajil
spojenych s mikrobialnim rozkladem 2-ethylhexylsalicylatu. Existuje nékolik
studii zabyvajicich se odstrafnovanim organickych UV filtri na Cdistirnach
odpadnich vod, dodnes vSak nebyla popsdna biodegradace EHS,
at’ uz v aktivovaném kalu ¢i izolovanym mikroorganismem. Naptiklad, Negreira
et al. (2009) méfili koncentrace EHS na riznych mistech COV. Zjiiténé
koncentrace na piitoku do COV byly 28 ng/l a na odtoku 7,5 ng/l. Uginnost
odstraiiovani organickych UV filtrii na Cistirnach odpadnich vod studovali také
Tsui et al. (2014b). Zde je uvedena ucinnost odstranéni EHS v aktivovaném kalu
obvykle vyssi nez 90 %; maximalni koncentrace naméfené na piitoku COV byly
1188,3 ng/l a na odtoku 128,9 ng/l. Z uvedené studie vSak neni zcela ziejmé,
zda k odstranéni EHS doslo diky biodegradaci nebo v disledku jeho adsorpce
na vlo¢ky aktivovaného kalu. Naproti tomu Ekpeghere et al. (2016) uvadi,
ze primérna u¢innost odstranéni EHS v pribéhu procesu ¢isténi odpadnich vod
byla od 32 do 91 %, dle typu cisticiho procesu. Autofi detekovali EHS jako
dominantni UV filtr pfedeviim na odtocich COV a také v fekach,
a predpokladaji, ze jeho nizka mira odstranéni je dana jistou resistenci
k degradaci.

Studiem vyskytu a chovani nékterych organickych UV filtrd, véetné EHS,
se v moiskych vodach u japonského pobiezi zabyvali Sankoda et al. (2015).
Koncentrace téchto latek byla sledovdana na nékolika rekreacnich plazich,
jak v letnim, tak v zimnim obdobi. Pfitomnost EHS byla potvrzena ve vSech
odebranych vzorcich, jeho koncentrace vSak podléhala znaénym sezonnim
vykyvim. Naméfené koncentrace byly ve vSech ptipadech vys$§i v letnim
obdobi, coz naznauje ptimy vstup EHS do vod diky rekreaénimu koupani.
Kolisani koncentraci EHS ve vodach bylo zjisténo 1 v priibéhu dne. Na rozdil
od jinych zkoumanych UV filtrG, kde byl S rostoucim poctem koupajicich
se osob béhem dennich hodin pozorovan vyznamny narist jejich koncentrace,
u EHS tento trend pozorovan nebyl. V pritbé¢hu dne nedochazelo k vyznamnym
zménam v koncentraci EHS, maximélni koncentrace pak byla naméfena
az v podvecernich hodinéach (2,7 + 0,9 ng/l), kdy jiz vétSina navstévnika odesla.
Toto kolisdni koncentrace v pribéhu dne autofi pficitaji pomérné rychlé
fotodegradaci EHS, probihajici u hladiny motské vody.

1.2.2 2-ethylhexanol

Obecna charakteristika 2-ethylhexanolu

2-ethylhexanol (EHOL) je bezbarva, mirné€ olejovita kapalina aromatického
zapachu. Je dobte rozpustny v fad¢ organickych rozpoustédel, jeho rozpustnost
ve vodé je vSak omezend a udaje o ni se lisi. Amidon et al. (1974) uvadi
rozpustnost ve vodé pii 25 °C 880 mg/l, McGinty et al. (2010) pak 1379 mg/I.
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Molarni hmotnost je 130,23 g/mol, hustota 0,833 g/cm®. Chemické struktura
je znazornéna na Obr. 1.5.

HsC OH

CH:

Obr. 1.5: Chemicka struktura
2-ethylhexanolu (Wyatt et al., 1987)

Vyroba a pouZiti 2-ethylhexanolu

Vyroba EHOLu spociva v hydroformylaci propenu (Kessen et al., 1987),
¢imz je ziskana reak¢ni smés obsahujici n-butanal. Ten se déle z reakéni smési
odd¢luje destilaci a nasledné se podrobi aldolizaci za vzniku odpovidajiciho
butyraldolu. Po zahtati dojde k odsStépeni vody a vzniku 2-ethylhexenalu, ktery
je  nasledné¢  hydrogenovan v pfitomnosti  vhodnych  katalyzatort
na 2-ethylhexanol, ktery se nakonec Cisti ve vicestupniovém destilacnim procesu.

Weissermel a Arpe (1997) uvadi, ze produkce EHOLu v roce 1994 byla
pfiblizné 2 300 000 tun. Hlavni vyuziti 2-ethylhexanol nachazi ptredevSim
pii vyrobé¢ zmékcéovadel di-2-ethylhexylftalatu a di-2-ethylhexyladipatu.
Dale je EHOL pouzivan napiiklad pii vyrobé tris-(2-ethylhexyl)fosfatu,
2-cthylhexyl akrylatu, 2-ethylhexylnitratu a mnoha dalSich chemikalii (Astill
et al., 1996a; Chenier, 2012). EHOL je pouzivan také jako vonna piisada v fadé
pfipravki, od dekorativni kosmetiky, pfes ving€, Sampony ¢i toaletni mydla,
az po domaci Cistici prostiedky a detergenty (Nalli et al., 2002, McGinty et al.,
2010).

Toxicita 2-ethylhexanolu

Udaje o akutni oralni toxicité se v riznych studiich li§i. Napiiklad Dave
a Lindman (1978) udavaji hodnotu akutni oralni LDsy EHOLU zjisténou u krys
3,2 g/kg, naproti tomu Nishimura et al. (1994) ve své studii uvadi, ze hodnota
LDsy je 2,049 g/kg. Z dermalnich studii Vyzkumného ustavu pro vonné
materidly (RIFM) vyplyva, Ze ptisobenim EHOLu dochazi k podrazdéni kiize
S mirnym zarudnutim a otoky, cozZ bylo pozorovano u vSech testovanych zvifat;
dermalni hodnota LDs, nebyla pifesné stanovena, piesahuje vSak 5 g/kg
(McGinty et al., 2010).

Subchronicka oralni toxicita byla zkouména vramci 91-denni studie
u samicek a samct krys, kdy byl EHOL podavan oraln¢ v davkach
0, 25, 125, 250 a 500 mg/kg/den. Davka NOAEL byla stanovena
na 125 mg/kg/den (Astill et al., 1996b). EHOL byl dale na zaklad¢é vysledku
studie Astilla et al. (1996a) oznacen za slaby a nejednoznacny karcinogen
u mysi.
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Kromé toxicity ve studiich na zvifatech byla potvrzena toxicita EHOLu také
pro fadu vodnich zivo¢ichi a mikroorganismti. Napiiklad v ramci studie
biologického rozkladu syntetického motorového oleje (Wyatt et al., 1987),
kdy dochazi k wvzniku 2-ethylhexanolu, byl pifi ziskavani potencidlniho
degrada¢niho mikroorganismu po piidini EHOLu do vodného prostiedi
sledovan prudky pokles v poctu ptitomnych mikrobidlnich druhii. Dale, ve studii
Nalliho et al. (2002), byla toxicita 2-ethylhexanolu a kyseliny 2-cthylhexanové,
vznikajici pii rozkladu nékterych zmékcovadel, sledovdna pomoci testu
Microtox. | vramci dalsi studie (Horn et al., 2004) byla sledovana toxicita
téchto dvou metaboliti pro n&které vodni organismy, a to pro sttevle, pstruhy
duhové a dafnie. Byly stanovovany hodnoty inhibi¢ni koncentrace
ICy5 pro stevle a letalni koncentrace LCsy pro pstruhy a dafnie. Vysledky téchto
dvou studii jsou shrnuty v Tab. 1.1.

Tab. 1.1: Porovnani toxicity 2-ethylhexanolu a kyseliny 2-ethylhexanové pomoci
riiznych testit akutni toxicity (Nalli et al., 2002, Horn et al., 2004)

Microtox | Stievle | Pstruh duhovy | Dafnie
Sledovana latka ECso 1Cys LCs LCso
(mg/l) | (mg/l) (mg/l) (mg/l)
2-ethylhexanol 7,8 >15 27 100
Kyselina 2-ethylhexanova 43 23,0 150 120

Biodegradace 2-ethylhexanolu

Diky svému vyuziti pro vyrobu fady priimyslové vyuzivanych latek, vcetné
zmékcovadel, se EHOL dostava do Zivotniho prostfedi. Biologickému rozkladu
EHOLu se vénovali Wyatt et al. (1987) vramci studia biodegradace
syntetického motorového oleje. Pouzity synteticky olej byl smési polyestert,
sestavajicich z dimernich a trimernich mastnych kyselin s dlouhym fetézcem,
esterifikovanych kratSimi rozvétvenymi alkoholy, pfedevsim 2-ethylhexanolem.

V ramci studie byly zjezerni vody izolovany dvé kultury schopné vyuZiti
tohoto oleje jako jediného zdroje uhliku a energie. U obou kultur dochazelo
pisobenim esteraz v pribéhu rozkladu ke vzniku mastnych kyselin,
vyuzivanych kulturami kristu, a zaroven kuvoliovani a akumulaci
2-ethylhexanolu v prostfedi. Dale se proto studie vénovala sledovani chovani
a osudu EHOLu v prostiedi. K rozkladu EHOLu ptvodné izolovanymi
kulturami nedochazelo, avSak z totozné jezerni vody se podafilo izolovat jesté
dalsi kulturu, tentokrat se schopnosti utilizace EHOLu jako jediného zdroje
uhliku a energie. Tuto kulturu se nasledné podaftilo identifikovat jako zastupce
rodu Pseudomonas, blizkého druhu Pseudomonas putida, a byl studovan
mechanismus rozkladu EHOLu touto kulturou.
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Pocatek degradace EHOLu je pravdépodobné katalyzovan pomoci alkohol-
a aldehyddehydrogendz, jejichz plsobenim dochdzi ke wvzniku kyseliny
2-ethylhexanové; ta je dale metabolizovana. Predpokladany mechanismus
biodegradace 2-ethylhexanolu kulturou Pseudomonas sp. je znazornén
na Obr. 1.6, pficemz produkty vznikajici mezi kyselinou 2-ethylhexanovou

a octovou jsou V bunce pravdépodobné piitomny ve formé acyl-CoA (Wyatt
et al., 1987).
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Obr. 1.6: Predpokladany mechanismus biologického rozkladu 2-ethylhexanolu
bakterii Pseudomonas sp. (Wyatt et al., 1987)

Tvorba 2-ethylhexanolu, jako meziproduktu rozkladu, byla prokazana také
v fad¢é praci zabyvajicich se biologickym rozkladem zmékcéovadel, jako jsou
di-2-ethylhexylftalat ¢i di-2-ethylhexyladipat. (Ejlertsson a Svenson, 1996; Nalli
et al., 2002; Horn et al., 2004) Biodegradace téchto zmé¢kcovadel je pouze
Caste¢na, Usti v produkci toxickych metaboliti — 2-ethylhexanolu a kyseliny
2-ethylhexanové, které zieymé mohou byt v nékterych prostfedich odolné dalsi
biodegradaci. Tvorba téchto metabolitii jako disledek mikrobidlniho rozkladu
uvedenych zmékcovadel jiz byla potvrzena u fady testovanych kultur. Patii mezi
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n¢ napiiklad nékteti zastupci rodt Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas,
Rhodococcus, Streptomyces a také nékteti zastupci kvasinek a mikroskopickych
hub, jako jsou Actinomucor, Aspergillus, Candida, Rhodotorula
a Phanerochaete (Nalli et al., 2006).

Koncentrace zmékcovadel a jejich metabolitl proto byla zjiStovana v fadé
vzorki z riznych prostiedi, jako byly kohoutkova voda, roztaty snih, #i¢ni voda,
fi¢ni sediment ¢i priisakova voda ze skladek. VétSina téchto environmentalnich
vzorkli jeden nebo oba metabolity vznikajici pii rozkladu zmékcovadel
obsahovala. Ve znatelnych mnozstvich byla ve vzorcich detekovana kyselina
2-ethylhexanova, vzorky vSak obsahovaly také urc¢itd mnoZstvi méné stabilniho
2-ethylhexanolu, ktery vykazuje vy$§i akutni toxicitu nez kyselina
2-ethylhexanova. Nejvyssi koncentrace EHOLu pak byla detekovéana v fi¢nim
sedimentu, kde se vyskytoval az v koncentracich 100 ug/kg. (Horn et al., 2004)

Naméfené koncentrace metaboliti nemusi byt pro organismy vyskytujici
se ve vodnim prostfedi akutné toxicke, avSak jejich velmi pomaly rozklad,
uskutecniovany dle nazoru autori pouze velmi limitovanym poctem
mikroorganismii, mize vést k tendenci pretrvavat v zivotnim prostredi (Wyatt
et al., 1987; Horn et al., 2004).

Vzhledem ke své tcékavosti neznamend ptitomnost EHOLu problém
jen pro vodni prostfedi. EHOL patii mezi tékavé organické slou¢eniny a jelikoz
zmekcovadla tvoifi béznou slozku stavebnich materiala, plasti 1 prachu, jejich
mikrobialnim rozkladem se toxické metabolity mohou uvoliiovat 1 do ovzdusi
(Nalli et al., 2006). Znamena to, ze biodegradace zminénych zmeékcovadel
je nejpravdépodobnéjSim zdrojem EHOLu ve vnittnim ovzdu$i, ktery
tak prispiva také ke zhorSeni kvality vnitiniho ovzdusi budov.

1.2.3 Kokamidopropylbetain
Obecna charakteristika CAPB

Kokamidopropylbetain (CAPB) patii do skupiny amidopropylbetainti a jeho
chemicka struktura je obvykle odvozena od kokosového oleje
a dimethylaminopropylaminu. Pfevladajici mastnou kyselinou v kokosovém
oleji je kyselina laurova (C12), i kdyz jiné mastné kyseliny (C8 — C18) jsou
v menSich  podilech  také  pfitomny.  Struktura  pievladajiciho
lauramidopropylbetainu je uvedena na Obr. 1.7 (Worthen et al., 2014).
CAPB je ¢ird az svétle zlutd kapalina s vini pfipominajici tuk, ktera je rozpustna
ve vodé, piicemz rozpustnost ve vodé pii 25 °C se uvadi 2 g/10ml (Burnett
et al., 2012); dale je rozpustna v ethanolu a izopropylalkoholu a nerozpustna
v mineralnich olejich. Molarni hmotnost je 342,52 g/mol a hustota 1,043 g/cm®
(Hunter et al., 1998). CAPB pro kosmetické ucely je obvykle uvadén na trh
jako 30% vodny roztok obsahujici NaCl (4,6 — 5,6 %) (Burnett et al., 2012).
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Obr. 1.7: Chemicka struktura lauramidopropylbetainu (Worthen et al., 2014)

Vyroba a pouziti CAPB

Kokamidopropylbetain je vyrabén ve dvoustupiiovém procesu (Burnett et al.,
2012); v prvnim stupni dochézi k reakci kokosového oleje nebo mastnych
kyselin,  ziskanych  hydrolyzou tohoto oleje (C12 -  C18),
s dimethylaminopropylaminem; reakce probihd ve vodném roztoku pfi teploté
piiblizné 160 °C. Ve druhém stupni se za alkalickych podminek necha reagovat
ziskany  dimethylaminopropylkokoamid s monochloroctanem sodnym
a je ziskan CAPB ve formé roztoku o koncentraci ptiblizné 30 %.

CAPB je amfoterni synteticky surfaktant, ktery je diky svym vyhodnym
vlastnostem hojné¢ vyuZivan ponejvice v kosmetickych  prostredcich
a prostifedcich osobni péce. Zde slouzi naptiklad jako antistaticky prostiedek,
vlasovy a pletovy kondicionér, stabilizator pén 1 jako ¢inidlo zvySujici viskozitu
(Burnett et al., 2012). Krom¢ toho naléza uplatnéni v domacich ¢isticich
a pracich prostfedcich, vcetné prostiedkii pro ru¢ni myti nadobi a Cdisticich
prostfedkll na tvrdé povrchy. CAPB lze vSak pouzit 1 v n€kterych specifickych
inZzenyrskych nebo biologickych aplikacich, napf. pro zkraceni procesu
stabilizace aktivovaného kalu (Zhou et al., 2017) nebo ke zmirnéni nadmérného
rastu motskych fas (Sun et al., 2004).

Toxicita CAPB

Z dostupnych informaci vyplyva, Ze kokamidopropylbetain je latka s pomérné
nizkou toxicitou. Akutni oralni LDsy, 30% roztoku CAPB pro krysy
je = 4900 mg/kg (HERA, 2005). Po perordlnim podani vysokych davek
dochazelo jen ke sniZeni motorické aktivity €1 k podrazdéni gastrointestinalniho
traktu.

Ze¢ subakutnich a subchronickych studii provadénych na potkanech byla
odvozena davka NOAEL, ktera byla pro systémovou toxicitu 30% roztoku
CAPB stanovena na 1000 mg/kg/den (HERA, 2005).

CAPB a ptibuzné¢ amidopropylbetainy byly v minulosti oznaceny také jako
latky drézdici k0zi, avSak soucasné udaje ukézaly, Ze za vyvolani kozniho
podrazdéni jsou odpovédné necistoty v konecném produktu, nikoliv samotné
betainy (Burnett et al., 2012). Kokamidopropylbetain neptisobi genotoxicky;
0 karcinogenité kokamidopropylbetainu neexistuji doklady (HERA, 2005).
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Biodegradace CAPB

Casté pouzivani nejriiznéjsich prostiedkii osobni péée je typickym aspektem
moderniho Zivotniho stylu; obrovské mmnozstvi znich pak denné vstupuje
do Zivotniho prostfedi. Osudem kokamidopropylbetainu v Zivotnim prostiedi
se tak zabyvalo jiz n€kolik védeckych studii, v nichz byla zkoumana jak jeho
primarni, tak 1 celkova aerobni biodegradace (Eichhorn a Knepper, 2001,
Sun et al., 2004; Vonlanthen et al., 2011; Gheorghe et al.; 2012, Zhou et al.,
2017). VsSichni autofi dokumentovali relativné rychlou degradaci CAPB
v riznych mikrobidlnich spole¢enstvich.

Vétsina studii se zabyvala pouze primarni biodegradaci CAPB; napiiklad
Eichhorn a Knepper (2001) ji sledovali v laboratornim bioreaktoru s pevnym
lozem a s fi¢ni vodou jako inokulem. Po 48 hodinach doslo k degradaci vice
nez 95 % CAPB, jeho vstupni koncentrace vSak ¢inila pouze 10 mg/l. Naopak
Sun et al. (2004) sledovali primarni degradaci 100 mg/l CAPB v motské vode;
bylo zjisténo, ze po 120 hodinach inkubace pii 20 °C doslo k rozkladu
vice nez 80 % ptitomného kokamidopropylbetainu, pfi¢emZz mira degradace
rostla steplotou. Podobné vysledky uvadi také Vonlanthen et al. (2011),
Z jejichZz prace vyplyva, ze pii 15 °C doSlo v moiské vod¢é po 120 hodinach
inkubace k témét kompletnimu odstranéni 20 mg/1 CAPB.

Primarni biodegradaci kokamidopropylbetainu v zahusténém aktivovaném
kalu sledovali Zhou et al. (2017), pficemz CAPB byl davkovan v mnozstvi
0,08 g/g suSiny kalu. Béhem 24 hodin doSlo k odstranéni az 91,2 % CAPB,
autofi vSak uvad¢ji, ze ¢astecné bylo toto odstranéni zapiicinéno adsorpci.

Kompletni aerobni biodegradaci CAPB v aktivovaném kalu pak studovali
Gheorghe et al. (2012). Biodegradace byla sledovana pomoci méfeni DOC
a vysledky experimentu ukézaly, Ze po 30 dnech doSlo k odstranéni
vice nez 80 % organického uhliku. Navic, Garcia et al. (2008) prokazali,
ze CAPB je velmi dobfe biologicky odbouratelny také v anaerobnim
Cistirenském kalu.

1.3 Souhrn chybéjicich poznatki k biodegradabilité
zkoumanych latek

Tato prace se vénuje studiu bakterialniho rozkladu vybranych syntetickych
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich latek. Z fad vysokomolekularnich
sloucenin jde 0 poly(vinylalkohol) a poly(vinylpyrrolidon),
z nizkomolekularnich ~ latek o  2-ethylhexylsalycilat,  2-ethylhexanol
a kokamidopropylbetain. Tyto latky jsou Siroce vyuzivany v fad¢é primyslovych
odvétvi, jejich biodegradability a hlavné znalosti 0 nich jsou vSak znaéné
odli$né.

Poly(vinylalkohol) je polymer, jehoz biodegradabilita byla potvrzena
jiz fadou studii. Ptestoze je zndmo velké mnozstvi mikroorganismli schopnych
jeho rozkladu a mechanismus biodegradace je také pomérné dobie prostudovan,
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nékterym aspektim, jako je vliv rlznych environmentdlnich faktora
ovliviwyjicich jeho rozklad konkrétnimi kulturami, doposud nebyla vénovana
dostate¢na pozornost.

Naproti tomu biodegradabilita poly(vinylpyrrolidonu) je zna¢né¢ omezena.
Byly zkouSeny rtizné metody mikrobialniho rozkladu, avSak doposud nebyl
izolovan mikroorganismus schopny ani ¢aste¢ného rozkladu tohoto polymeru.
Ten je tak povazovan za biologicky nerozlozitelny. Jako jedna z mala cest
dosazeni biodegradace PVP se jevi pfitomnost nékterych induktorti degradace,
piipadné rozklad polymeru velmi specifickymi konsorcii a kulturami bakterii.

O biologické rozlozitelnosti studovanych nizkomolekularnich sloucenin
je ve védecké literatufe dostupné pouze velmi omezené mnozstvi informaci.
V ptipad€é 2-ethylhexylsalicylatu se soucasnd védeckd literatura zamétuje
predevsim na vyvoj analytickych metod schopnych detekce jeho velmi nizkych
koncentraci Vv riznych matricich a detekci téchto latek v riznych vzorcich
prosttedi. Doposud vSak neexistuje studie zabyvajici se mikrobialni degradaci
2-cthylhexylsalicylatu a nebyly tak izolovany ani studovany zadné konkrétni
mikroorganismy schopné jeho utilizace.

U 2-ethylhexanolu je v literatufe popsan pouze jediny piipad mikrobialniho
rozkladu, kultura byla izolovana zf¥i¢ni vody. O mikroorganismech,
zodpovédnych za rozklad této latky v aktivovaném kalu ptipadné v jinych
sférach prostiedi, neni zndmo prakticky nic.

Také v pripadé posledni sledované latky, kokamidopropylbetainu, nebyly
ve védecké literatufe nalezeny Zadné zminky o konkrétnich mikrobialnich
zéastupcich, odpovidajicich za degradaci této latky, at’ uz v procesu ciSténi
odpadnich vod, ¢i v jinych environmentalnich sférach.

Je tedy zfejmé, Ze problematika mikrobidlni degradace kazdé z uvedenych
latek je vzdy jedineénym problémem a studium tak musi byt zaméfeno
na ponckud jiny aspekt téchto procest. Na druhou stranu, tento pfistup
umoziiuje Sir§i pozndni vyznamu biodegradability primyslovych sloucenin
a ptipadnych dopadt aplikace téchto latek v Zivotnim prostiedi.
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertatni prace bylo studium biodegradability vybranych
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich syntetickych latek. Tyto latky
mohou vstupovat do zivotniho prostfedi a predstavovat tak potencialni riziko
pro rizné ekosystémy.

Dil¢i cile dizertacni prace byly nasledovné:
» Sledovani  biodegradace  poly(vinylalkoholu)  bakteriemi  rodu
Sphingomonas
Vyzkum biodegradace poly(vinylpyrrolidonu)
Studium biodegradace 2-ethylhexylsalicylatu ve vodach
Sledovani biodegradace 2-ethylhexanolu, izolace a identifikace aktivni
degradac¢ni kultury a studium jejich vlastnosti
Studium symbiotické biodegradace kokamidopropylbetainu

YV VYVYVY
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material
3.1.1 Biologicky material

Aktivovany kal byl ziskavan z méstské ¢istirny odpadnich vod (COV) Zlin —
Malenovice.

Ri¢ni voda pochéazela zfeky Dievnice, misto odbéru Cepkov. Vzorky Fi¢ni
vody byly odebirany vden pokusu a byly charakterizovany poctem
heterotrofnich psychrofilnich bakterii, rostoucich na R2A agaru.

Smésné konsorcium KOKK bylo ziskdno v probihajici praci Ing. Karla Kiizka
a je schopné rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu (102P).

Kultura Sphingomonas sp. JK2 byla izolovana z aktivovaného kalu COV Zlin
— Malenovice v ramci piedchazejici dizertacni prace Terezy Vaclavkové (2006).

Kultura Sphingomonas sp. OT2 byla izolovana z aktivovaného kalu COV
Otrokovice v ramci diplomové prace Jitiho Riedla (2004).

Kultura Escherichia coli CCM 3954 pochazela z Ceské sbirky
mikroorganismii (CCM, Brno).

Kultura Pseudomonas sp. P byla izolovéna z aktivovaného kalu COV Zlin —
Malenovice vramci této prace, ve spolupraci s diplomovou praci Markéty

Jelénkové (2016). Kultura je uloZena v Ceské sbirce mikroorganismil jako
Pseudomonas sp. P CCM 8809.

Kultura Rhodococcus sp. ES 12 byla izolovéana z aktivovaného kalu COV Zlin
— Malenovice v ramci diplomové prace Markety Jelénkové (2016). Kultura je
ulozena v Ceské sbirce mikroorganismuti jako Rhodococcus sp. ES12 CCM 8808.

Kultura Pseudomonas sp. FV byla izolovana z aktivovaného kalu COV Zlin —
Malenovice v ramei diplomové prace Evy Ringlové (2015). Kultura je uloZena
v Ceské sbirce mikroorganismti jako Pseudomonas sp. FV CCM 8810.

Kultura Rhizobium sp. FM byla izolovana z aktivovaného kalu COV Zlin —

Malenovice v ramci diplomoveé prace Evy Ringlove (2015). Kultura je uloZena
Vv Ceské sbirce mikroorganismt jako Rhizobium sp. FM CCM 8811.
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3.1.2 Chemikalie a roztoky

Bézné chemikalie pouzité v ramci dizertacni prace byly Cistoty p. a. a neni-li
uvedeno jinak, pochazeji od standardnich dodavateld jako je Fluka, Sigma-
Aldrich, Lachema ¢i Penta.

Poly(vinylalkohol)

Byl pouzit PVA s obchodnim ozna¢enim MOWIOL 5 — 88 firmy Clariant,
SRN. Prvni ¢islo znaci viskozitu 4% vodného roztoku PVA pii 20 °C, kterd je
5 mPa.s. Druhé Cislo znaci stupent hydrolyzy — 88 mol% (zastoupeni zbytkovych
acetatovych skupin je 12 %).

Poly(vinylpyrrolidon)
Byl pouzit PVP s obchodnim oznac¢enim Poly(vinylpyrrolidon) K 15 (Fluka).

Dalsi vyznamné chemikalie

2-ethylhexyl salicylat (EHS), 2-ethylhexanol (EHOL), 2-ethylhexanal (EHAL)
a 2-ethylhexanova kyselina (EHA) byly dodéany firmou Sigma Aldrich, SRN.
Kokamidopropylbetain (CAPB) byl dodan firmou Enaspol (Ceska republika)
ve form& 30% roztoku, obsahujiciho piiblizn€ 5 % NaCl, pod nazvem Flavol
KDA. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin (v %): k. laurovd 44 — 51,
k. myristova 13 — 18, k. palmitova 7 — 10, k. kaprylova 5 — 9, k. olejova 5 — 8,
k. kaprinova 4 — 10, k. stearova 1 — 4 a k. linoleova 1 — 3 (daje fy. Enaspol).

Fyziologicky roztok
Bylo navézeno 8,5 g NaCl a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Vznikly
roztok byl nasledné sterilizovan pfi teploté 120 °C po dobu 30 minut.

Zasobni roztok PQQ (100 mg/l)

Byly navazeny 2 mg PQQ a rozpustény ve 20 ml fyziologického roztoku.
Vznikly roztok byl sterilizovan pomoci injekéni stiikacky ptes sterilni filtr
Millex GS Filter Unit s velikosti pért 0,22 um do sterilnich mikrozkumavek
a uchovavan pii -18 °C..

Roztok pufru A
Bylo navédzeno 9,07 g KH,PO, a rozpusténo v 1000 ml destilované vody.

Roztok pufru B
Bylo navazeno 23,90 g Na,HPO,.12 H,0 a rozpusténo v 1000 ml destilované
vody.

Roztok stopovych prvku

Byly navazeny jednotlivé soli  sobsahem  stopovych  prvki:
0,043 g MnSO,5 H,O0; 0,057 g H;BO; 0,043 g ZnS0O,.7H,0;
0,037 g (NH4)sM07024.4 H,0; 0,025 g Co(NO3),.6 H,0; 0,040 g CuSO,4.5H,0.
Po navéazeni byly latky rozpustény v 1000 ml destilované vody.
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Roztoky soli

Byly navazeny jednotlivé soli: 1 g MgSO,.7 H,O; 0,1 g CaCl,.2 H,0;
0,3 g Fe(NH,)2(S04),.6 H,0; 2,06 g FeCls; 3 g NH,CI; 5 g NaCl. Po navazeni
byla kazda zvlast’ rozpusténa ve 100 ml destilované vody.

Roztok vitamint
Byl pouzit roztok vitamint MEM Vitamins (100x), vyrabény spole¢nosti
PAA The Cell Culture Company o koncentraci slozek:

D-pantothenat vapenaty (vitamin B5) 100 mg/I

Cholinchlorid 100 mg/I
Kyselina listova 100 mg/I
Myo-Inositol 200 mg/I
Nikotinamid 100 mg/I
Pyridoxal hydrochlorid 100 mg/I
Riboflavin 10 mg/I
NaCl 8500 mg/I
Thiamin hydrochlorid 100 mg/I

Roztok Kkyseliny borité (40 g/l)
Bylo navéazeno 20 g H3BOj3 a rozpusténo v 500 ml destilované vody.

Roztok jodu s jodidem draselnym

V treci misce bylo spolu s malym mnoZstvim destilované vody rozetteno
6,35 g I, spolu s 20 g KI. Smés byla dale kvantitativné pfevedena do 500 ml
odmérné banky a doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Zasobni roztok tryptonu (25 g/l)
Bylo navaZeno 5 g tryptonu a rozpusSténo v 200 ml destilované vody.
Pted pouzitim byl roztok sterilizovan v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok salicylanu sodného (10 %-tni)

Byl navaZen 1 g salicylanu sodného, rozpuStén v 8 ml destilované vody
a doplnén do 10 ml. Vznikly roztok byl sterilizovan za pomoci injekéni
stiikacky pres sterilni filtr Millex GS Filter Unit 0,22 pum.

3.1.3 Mineralni média

Mineralni médium (MM)

SlozZeni:
Roztok A (KH,PQO,) 20 ml
Roztok B (Na,HPO,.12H,0) 80 mi
Destilovana voda 850 ml
Roztok stopovych prvki 2ml
MgSQO,.7H,0 (10 g/l) 10 ml
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Fe(NH,4)2(S0,)..6H,0 (3 g/l)
CaCl,.2H,0 (1 g/l)

NH,CI (30 g/l)

NaCl (50 g/l)

Mineralni médium s vitaminy

10 ml
10 ml
10 ml
10 ml

MM bylo sterilizovano a po sterilizaci bylo asepticky pfidano 10 ml vitamint

MEM.

Mineralni médium se sniZzenou koncent
Slozeni:
Roztok A (KH,PO,)
Roztok B (Na,HPO,4.12H,0)
Destilovana voda
Roztok stopovych prvkli
MgS0O,.7H,0 (10 g/l)
Fe(NH,)2(S0,)..6H,0 (3 g/1)
CaCl,.2H,0 (1 g/l)
NH,4CI (30 g/l)

Mineralni médium bez dusiku (MM3)
SloZeni:
Roztok A (KH,PO,)
Roztok B (Na,HPO,.12H,0)
Destilovana voda
Roztok stopovych prvkl
MgSQO,.7H,0 (10 g/l)
FeS0,4.7H,0 (2,2 g/l)
CaCl,.2H,0 (1 g/l)
NaCl (50 g/l)

3.1.4 Zivné pudy

Zivné agarové pudy byly pfipraveny
byly rozpustény v daném mnoZstvi

raci fosfore¢nani (MM2)

5ml
45 ml
930 ml
2 ml
5ml
5ml
5ml
5ml

20 ml
80 mi
859 ml
1ml
10 mi
10 mi
10 ml
10 ml

navazenim jednotlivych slozek, které
destilované¢ vody a vysterilizovany

v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a ¢astecném ochlazeni
byly agary asepticky rozlity do sterilnich Petriho misek.

TYA agar

21 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody.
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R2A agar

18,12 g zivné pudy (HiMedia Laboratories, Ltd.) + 1000 ml destilované vody.

R2A agar s piridavkem NaCl

1,8 g zivné pudy R2A + pridavek NaCl v mnozstvi 0 — 10 hm. % + 100 mi

destilované vody.

Mineralni agar (MA)

SloZeni:
K,HPO, 0,1g
NH,CI 0,119
MgS0O,.7H,0 0,02¢g
FeS0O,.7H,0 0,001 g
CaCl, 0,001 ¢
Roztok stopovych prvki 0,2 ml
Agar 1,79
Destilovana voda 100 ml

Mineralni agar s tryptonem
Do MA byl davkovan 1g/1 tryptonu, sterilizovan v autoklavu a rozlit do Petriho
misek.

PVA agar s pyrrolochinolinchinonem (PQQ)

Slozeni:
PVA 0,19
Mineralni agar 199
Zasobni roztok PQQ (100 mg/l) 0,02 mi
Destilovana voda 100 ml

3.1.1 Laboratorni pristroje a pomicky

Asepticky laminarni box Telstar (Spanélsko)

Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky TECAN (Sunrise, USA)
Destickovy spektrofotometr TECAN Infinite M200 PRO (Rakousko)
Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr Unicam UV 500 (ThermoSpectronic)
Analyzator uhliku TOC-5000A — Shimadzu (Japonsko)

Aparatura VacMaster™ 10 (Biotage)

Plynovy chromatograf 7890A, Agilent Technologies Inc. (USA)

pH metr inoLab pH/ION 735 se sklenénou elektrodou SenTix 81(SRN)
Oximetr Oxi 539 s kyslikovou elektrodou EO-12 (WTW)

Centrifuga MR23i (Jouan, Francie)

Centrifuga Rotanta 460 R (Hettich, SRN)

Termocykler PIKO, Finnzymes, Thermo Fisher Scientific (USA)
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Elektroforeticka aparatura HU10 Mini-Plus Horizontal, Scie-Plas (GB)
UV transiluminator In Genius, SynGene Imaging (GB)

Laboratorni vahy Adventurer Pro 500

Analytické vahy SI — 64A (Denver Instrument)

Laboratorni sterilizator SANOclav (Wolf, SRN)

Ttepacka laboratorni vratna (GFL, SRN)

Chladnicka ARDO

Mikroskop Olympus CX 41 (Japonsko)

Termostat BT 120 pro psychrofilni kultivaci (Laboratorni pfistroje Praha, CR)
Kultivaéni mistnost, 25 °C (UIOZP, FT UTB ve Zlin¢)

Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 um

Mikrotitrani desti¢ka 96 jamek — GAMA, CR

SPE kolonky Isolute C18 (100 mg/3 ml; Biotage)

Pocitaci komirky CYRUS II

Dale byly pouzivany bézné laboratorni pomicky, jako davkovace, pipety,
zkumavky, klicky, bézné laboratorni sklo a dal$i laboratorni pomucky.

3.2 Metodika
3.2.1 Sledovani biodegradace
Biodegradacni testy

Biodegrada¢ni testy byly provadény V kultivacnich lahvich, za aerobnich
podminek, v tekutém mineralnim médiu, za pfidavku testované latky. Objem
média byl volen podle charakteru testu, a to 10 — 100 ml; lahve byly plnény tak,
aby objem plynné faze v lahvi tvofil minimaln¢ ti1 ¢tvrtiny objemu. Dale byly
kultivaéni lahve zaoCkovany 10 — 100 ul Cisté kultury bakterii, pfipravené
ve sterilnim MM ve formé suspenze, se zdkalem odpovidajicim 2. stupni
McFarlandovy stupnice; v pfipadé potteby byl pifidan PQQ ¢i vitaminy.
V nékterych ptipadech nebyly kultiva¢ni lahve zaoCkovavany ¢istymi kulturami
bakterii, ale také konsorcii bakterii, kalovym inokulem, inokulem fi¢ni vody,
ptipadné kombinaci uvedenych inokul. Kultivace lahvi byla provadéna ve tme,
pii 25 °C, na tfepacce, po dobu min. 7 dnl, dle charakteru pokusu.
Pribéh biodegradace byl sledovan ve zvolenych casovych intervalech
a odebrané vzorky byly analyzovany vybranymi a niZze uvedenymi metodami,
Vv zavislosti na rozkladané latce.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace poly(vinylalkoholu)

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace PVA bylo provddéno metodou
v mikrotitracnich destickach, kdy byl do jednotlivych jamek sloupcii desticky
davkovan supernatant centrifugovanych vzorkd o objemu 20 pl, k némuz bylo
dale ptidano 42 pl roztoku kyseliny borité a 10 ul roztoku jodu s jodidem
draselnym. Nasledné byla na pfistroji TECAN meéiena absorbance vzniklého
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tmaveé zeleného zabarveni smési PVA s trijodidem. Méfeni bylo provadéno
pii vinové délce 660 nm, pii nastaveni piistroje na 20 sekund michéani
a 5 sekund klidu. Nejdiive byla zméiena absorbance prazdné desticky, poté
desticka se vzorky a od hodnot absorbance desticky se vzorky byly odecteny
hodnoty prazdné desticky. Tyto vysledné hodnoty pro jednotlivé vzorky byly
zprumérovany a dosazeny do rovnice kalibraéni pifimky, viz Obr. 3.1.
Timto zptisobem byla stanovena koncentrace PVA v mg/I.

Kalibra¢ni zéavislost byla zji§téna méfenim pfedem piipravenych roztoki
PVA o uréitych koncentracich. Po zpracovani kalibra¢ni zavislosti byla ziskana
rovnice kalibraéni pfimky, jeZ slouzila pro vypocet koncentrace PVA.

25
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S 15 |
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Obr. 3.1: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci PVA

Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC)

Pted timto stanovenim byla nejdfive z odebranych vzorki odstranéna biomasa
bunék, bud’to centrifugaci (10 000 g, 25 °C, 10 minut) nebo filtraci ptes filtry
Millex GS Filter Unit 0,22 um. Ziskany supernatant byl dale nafedén podle
predpokladané koncentrace substrdtu a analyzovan na analyzatoru uhliku
Shimadzu. Princip stanoveni celkového uhliku (TC) spociva v oxidaci veSkerého
uhliku obsazeného ve vzorku ve spalovaci trubici s platinovym katalyzatorem
pi1 teplot¢ 680 °C v proudu kysliku. Vznikly oxid uhli¢ity je veden
do nedisperzniho infracervené¢ho (NDIR) detektoru, kde je signal vznikajici
absorpci prislusné vinové délky zaznamenan jako plocha piku, kterd je ptimo
umérnd koncentraci celkového uhliku ve vzorku. Pfi stanoveni anorganického
uhliku (IC) dochazi k davkovéani vzorku v proudu kysliku na inertni nosic
s kyselinou fosforecnou, kde dochazi kvytésnéni CO,. Koncentrace
rozpuSténé¢ho organického uhliku (DOC) je nakonec ziskdna odectenim
koncentrace IC od koncentrace TC.
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Méreni zakalu degradac¢nich suspenzi ODgq

Jako ukazatel rGstu mikroorganismii byl v pribéhu degradace sledovan
vznikajici zdkal. Po promichani bylo z lahvi, ve kterych probihala degradace,
odebrano malé mnozstvi vzorku, u kterého byl pomoci dvou-paprskového
spektrofotometru Unicam pii vinové délce 600 nm méfen zakal.

Méreni pH média
Hodnoty pH byly méieny pH metrem inoLab se sklenénou elektrodou.

Stanoveni po¢tu bunék

V ramci nékterych pokusii probihalo stanovovani poctu bunck, a to bud’
pfimo, pocitanim jednotlivych bunék v pocitacich komirkach Cyrus II pomoci
mikroskopu Olympus CX 41, nebo nepfimo plotnovou metodou. Ve druhém
ptipadé¢ byl zdegradacnich lahvi asepticky odebran dobie promichany
a protiepany vzorek, ktery byl dale fedén desetinnou fadou ve fyziologickém
roztoku a jednotliva fedéni byla néasledné vyockovana na dvé paralelni misky
S R2A agarem. Misky byly kultivovany po dobu 48 hodin pii teploté 25 °C
ve tm&; po uplynuti této doby byly vybrany misky fedéni vhodné pro odecet
a byl odecten pocet kolonii. ZjiStény pocet kolonii byl u paralelnich misek
zprimérovan a prepocten na CFU/ml.

Stanoveni koncentrace 2-ethylhexanolu pomoci SPE-GC

Extrakce EHOLuU z vodnych vzorkti a jeho pfipadné zakoncentrovani bylo
docileno metodou extrakce na pevnou fazi (SPE — solid phase extraction),
pomoci aparatury VacMaster ™ 10 a SPE kolonek Isolute C18 (100 mg/3 ml,
Biotage); jako elu¢ni c¢inidlo byl pouZivan hexan. Koncentrace ziskaného
analytu byla nasledné¢ stanovena pomoci plynového chromatografu (GC),
vybaveného kapilarni kolonou HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum film)
a plamenové ionizacnim detektorem. Pii analyze byly injektovany 2 pl vzorku,
pi1 nastaveni split 1:1, teplota injektoru 240 °C, teplota detektoru 270 °C.
Pocatecni teplota kolony pti analyze byla nastavena na 80 °C po dobu 1 min,
s naslednym zvySovéanim teploty o 8 °C/min na teplotu 120 °C. Jako nosny plyn
bylo pouzito helium, rychlost pritoku byla 2,6 ml/min.

Navratnost EHOLu u pouzitych kolonek byla zjiSténa méfenim roztokt
o znamych koncentracich a je 97 %. Pro hodnoceni vyslednych koncentraci
EHOLu byla vytvorena kalibra¢ni kiivka (1 — 500 mg/l), ktera je znazornéna
na Obr. 3.2.
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Obr. 3.2: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci EHOLu

3.2.2 Ziskani Cistych degradacnich kultur

Izolace Cistych degradacnich kultur probihala ztekutého média
s aktivovanym kalem, adaptovanym na dany substrat. Do 50 ml MM s vitaminy
bylo pfidano 5 ml aktivovaného kalu a substrat o vstupni koncentraci 500 mg/I;
suspenze byla kultivovana po dobu 21 dni ve tmé& na tfepacce pfi teploté 25 °C.
Po adaptaci byla ¢ast suspenze Setrné protiepana za ptidani sterilniho motského
pisku z divodu lepSi desintegrace vlocek a sériové fedéna fyziologickym
roztokem az na fedéni 10”°. Vybrana fedéni pak byla o¢kovana do lahvi s 50 ml
Cerstvého sterilniho MM s vitaminy a substratem o stejné vstupni koncentraci.
Takto ptipravené lahve byly kultivovany po dobu 7 dni ve tmé na tfepacce
pti teplot¢ 25 °C. Po kultivaci byly suspenze vyockovany kiizovym roztérem
na TYA nebo R2A agar. Jednotlivé, morfologicky se liSici kolonie, byly
postupné preoCkovany a ziskané cisté kultury byly ovéfeny na schopnost
rozkladu; aktivni kmeny byly zakonzervovany v glycerolu pii -80 °C.

3.2.3 Studium vlastnosti ziskanych degradac¢nich kultur

U kazdé ze ziskanych Cistych bakteridlnich kultur bylo v prvé fadé provedeno
Gramovo barveni dle Harrigana (1998), jehoz vysledek byl potvrzen KOH
testem. Dale byly kultury podrobeny dal§im, nize uvedenym testim.

Zakladni biochemické testy

K identifikaci jednotlivych kultur izolovanych bakterii byly mj. pouzity
biochemické testy, které¢ jsou zaloZeny na detekci nékterych vyznamnych
enzymu ¢i metabolickych drah (Harrigan, 1998). Slo o tyto testy:

» Test na pritomnost katalazy
» Test na pritomnost cytochromoxidazy
» Oxidacné — fermentacni test
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Riistové testy

Byl sledovan rust kultur v zavislosti na:

» Koncentraci substratu (20 — 1000 mg/l 2-ethylhexanolu, 20 — 1000 mg/I
2-ethylhexanalu, 200 - 2000 mg/l kyseliny 2-ethylhexanové,
100 — 1000 mg/I poly(vinylalkoholu))

» Vyuzivani riznych substrati (methanolu, ethanolu, propanolu,
butanolu, pentanolu, hexanolu, oktanolu, glycerolu; také na salicylanu
sodném, octanu sodném ¢i butyratu sodném; 2-ethylhexanalu, kyseliné
2-ethylhexanové)

Testy utilizace riiznych substratii a testy zavislosti na koncentraci substratu
byly provadény v tekutém médiu. Do sterilnich kultivacni lahvi s obsahem
MM byly davkovany vitaminy a zkoumavy substrat; dale byly lahve zaockovany
bakterialni suspenzi zkoumané cCisté kultury a kultivovdny ve tmé na tfepacce
pii teploté 25 °C po dobu odpovidajici charakteru pokusu. V pokusech byly
nasazeny vzdy dvé paralelni lahve a kontrola. U lahvi byl sledovan vznikajici
zdkal a vysledky byly vyhodnocovany pievazné na zakladé vizudlniho
pozorovani.

> pH (5 - 10)

Zavislost rustu kultur na pH byla sledovana v mineralnim médiu, kde byly
zasobni roztoky fosforecnani (A a B) davkovany dle Rabinovi¢e a Chavina
(1985) tak, aby bylo dosazeno pozadované hodnoty pH; piipadné¢ byla tato
hodnota jest¢ upravena pomoci NaOH nebo HCI. Po sterilizaci takto
piipraveného média byly do jednotlivych lahvi davkovany vitaminy, rlstovy
substrat a lahve byly inokulovany. Kultivace probihala na tfepackach ve tmé
pii teplot¢ 25 °C a rist byl hodnocen vizudlné ve zvolenych casovych
intervalech.

> Teploté (5 — 45 °C)

Vybrané ¢isté kultury byly kultivovany na R2A agarech v prostiedich
s riznou teplotou, rist kultur byl hodnocen vizualné.

» Koncentraci NaCl (0 — 10 hm. %)

Vybrané c¢isté kultury byly kultivovany ve tmé v termostatu pi1 25 °C
na R2A agarech obohacenych o pfidavky rtuznych koncentraci NaCl; rust
kultur byl hodnocen vizualné.
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> Denitrifika¢ni test

Schopnost  denitrifikace vybranych cCistych  kultur byla sledovana
vV minerdlnim médiu s pfidavkem 500 mg/l KNOs;. Sterilni médium vcetné
vitaminli a substratu bylo naplnéno do sterilnich vysokych zkumavek,
do kterych byla dnem vzhiru umisténa Durhamova zkumavka, taktéz naplnéna
médiem; nakonec byly zkumavky inokulovény. Kultivace probihala v klidu
ve tm¢ pii teploté 25 °C a tvorba plynu byla hodnocena vizualné ve zvolenych
casovych intervalech.

Stanoveni potencialni toxicity produktii biodegradace PVA na respiracni
aktivitu vybranych ¢istych kultur

Byla méfena potencialni toxicita supernatantu, ziskaného po rozkladu PVA
kulturou Sphingomonas sp. OT2, jak na samotnou kulturu, tak na kulturu
Escherichia coli CCM 3954.

Supernatant z rozkladu polymeru byl ziskan z degradace 1000 mg/l PVA
v MM2 s ptidavkem PQQ. Po desetidennim rozkladu byl supernatant ziskan
centrifugaci (10 000 g, 4 °C, 10 minut) a pied dalSim pouzitim uchovavan
Vv chladu. Pro kontrolni pokus slouZil supernatant, v némz nebyla predpokladana
pritomnost potenciadlnich toxickych metaboliti. Jako takovy byl pouzit
supernatant ziskany z rustu kultury OT2 v MM2 s tryptonem (0,5 g/l tryptonu,
kultivace 7 dni). Zasobni suspenze bunék (se susinou nejméné 1 g/l), na nichz
byla potencidlni toxicita supernatantu testovdna, byly pfipraveny z Cistych
kultur, kultivovanych na MA s tryptonem, v ptipadé kultury OT2 po dobu 6 dni
a u kultury E. coli 3954 po dobu 24 hodin. Jako substrat pii respiraci byl pouzit
trypton o koncentraci 1 g/l.

Pfi samotném pokusu byl urCity objem supernatantu spolu se zasobni
suspenzi bunék testované kultury a substratem 30 minut (pfipadné 24 hodin)
provzdusiiovan a tato suspenze byla poté prevedena do uzaviené a magnetickym
michadlem michané respiracni cely. V ni byla méfena koncentrace kysliku
pomoci oximetru opatien¢ho kyslikovou elektrodou po zvolenou dobu, obvykle
5 — 7 minut. Z naméfenych dat byly vypocteny hodnoty specifické respira¢ni
rychlosti a po porovnani s hodnotami kontrolniho pokusu 1 procentualni hodnoty
inhibice, dle CSN EN ISO 8192 (2007). Pro vypo&et specifické respiradni
rychlosti Rs (mg.O,/h.g) byl pouzit nasledujici vztah:

s 1
Kde dS je zména v koncentraci O, za dany ¢asovy interval dt (pro vypocet
byla pouzita smérnice pfimky z rovnice linearni regrese), S je susina bunék v g/l.
Pro vypocet inhibice I (%) byl pouzit nasledujici vztah:

Rsg— Rst
I==—=.100 (3.2)

SK
Kde Ry je specificka rychlost spotieby kysliku u kontrolni suspenze a Rgt
specificka rychlost spotieby kysliku u zkusebni suspenze.
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3.2.4 Molekularné biologické metody
Izolace DNA

Izolace DNA 1z biomasy Ccistych kultur probihala za pouziti komeréné
dostupného kitu PowerSoil™ DNA Isolation Kit, MO BIO Laboratories, Inc.,
podle navodu poskytnutého vyrobcem.

Uspésnost izolace DNA byla kontrolovéana zjiténim Gistoty a koncentrace
DNA (v ng/ul) pomoci destickového spektrofotometru TECAN Infinite M200,
kde probihalo méfeni pii vinovych délkach 260 — 280 nm dle Barbase
et al. (2001). Hodnoty absorbance namétfené pii 260 nm prezentuji koncentraci
DNA, pii 280 nm jeji Cistotu, pfi¢emz za Cistou DNA je povaZovan vzorek
S hodnotami poméru absorbanci vV rozmezi 1,8 az 2.

Polymerazova retézova reakce

Ziskana DNA byla déale amplifikovana pomoci polymerdzoveé fetézové reakce
(PCR). Byly vybrany vhodné primery, teplota jednotlivych kroki PCR
a pocet cykli. Po pfipraveni reakénich smési probihala PCR v termocykleru.

Po provedeni PCR byla provedena kontrola PCR amplikonli pomoci gelové
elektroforézy, kterd probihala na 1% agarosovém gelu v prostiedi
trisacetatového pufru, pii napéti 90 V,po dobu piiblizné 30 minut
(v zavislosti na délce produktu). Poté byl gel ptenesen do UV-transiluminatoru,
kde bylo provedeno vyhodnoceni po osviceni gelu UV zafenim.

Ziskana amplifikovand DNA byla dale purifikovana pomoci High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche), dle navodu poskytnutého vyrobcem,
a UspeSnost procesu byla kontrolovana zjiSténim cCistoty a koncentrace DNA.
Vzorky byly déle odeslany na sekvenaci a na zdkladé ziskanych sekvenci
16S rDNA byly kultury identifikovany pomoci programu BLAST na webovych
strankach NCBI (BLAST, 2017).

39



4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Biodegradabilita poly(vinylalkoholu)

Prvni ¢ast dizertaéni prace byla ve€novana experimentim bakterialniho
rozkladu poly(vinylalkoholu) dvéma kulturami rodu Sphingomonas.
Tyto kultury byly ziskény jiz v ptfedchozich letech v pribéhu vyzkumnych praci
na UIOZP, a to ze vzorki z COV Otrokovice (kultura OT2) a COV Zlin —
Malenovice (kultura JK2). Jsou dlouhodobé uloZzeny v mikrobiologické
laboratoti FT UTB. Zaméfeni testl bylo zvoleno tak, aby zahrnovalo
problematiku dosud nefesenou v oblasti biodegradace PVA.

4.1.1 Sledovani biodegradace poly(vinylalkoholu) kulturami
Sphingomonas sp. JK2 a OT2 v zavislosti na mii‘e inokulace

V téchto experimentech byl sledovan pribéh mikrobidlniho rozkladu
poly(vinylalkoholu) kulturami Sphingomonas sp. JK2 a OT2 v zavislosti na mife
inokulace. Byly uskutecnény dva rozsahlejsi experimenty, pticemz v kazdém
z nich bylo nasazeno Sest sérii mineralnich médii s 500 mg/l PVA, vzdy se tfemi
paralelnimi lahvemi. Kazda série byla zaockovana jinym mnozstvim bunék
degradacnich kultur tak, aby jejich koncentrace na zacatku pokusu Ccinila
V jednotlivych sériich 107, 10°, 10°, 10% 10" a 10° bundk/ml.

V pokusu s kulturou JK2 bylo pouzito MM, naopak u pokusu s kulturou OT2
bylo pouzito MM2, které bylo v praci Ost’adaloveé (2010) zjiSténo jako optimalni
pro rast dané kultury. V prubéhu pokusu byly ve zvolenych c¢asovych
intervalech odebirany vzorky pro stanoveni koncentraci PVA, DOC a pro
meéfeni ODGOO-

Vysledky koncentraci PVA a hodnot ODgy V prubéhu obou pokust jsou
znazornény na Obr. 4.1 (rozklad kulturou JK2) a Obr. 4.2 (rozklad kulturou
OT2). Hodnoty uvedené v grafech odpovidaji primérim stanoveni ze tii
paralelnich lahvi; chybové iseCky jsou rovny smérodatnym odchylkam.
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Obr. 4.1: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zavislosti na mire
inokulace
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Obr. 4.2: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 v zadvislosti na mire
inokulace
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Na Obr. 4.1 a Obr. 4.2 lze pozorovat pokles koncentraci PVA a narust
ODgqo V pritbéhu pokusii, dokumentujici, Ze obé testované kultury jsou schopny
rozkladu a utilizace polymeru. Vysledky stanoveni koncentraci DOC dobie
korespondovaly s koncentracemi PVA (polymer obsahuje cca 54 % uhliku),
s vyjimkou finalnich fazi rozkladu, kde se jiz hromadily metabolity kultur (data
neuvedena).

Celkové vysledky ukazaly, Ze pi1 pouziti nejvétSich inokul, obsahujicich
10" bun&k/ml, dochazelo u obou kultur k pomérné rychlému rozkladu; velka ¢ast
polymeru byla odstranéna jiz b&hem prvnich 4 dnl experimentu,
pficemz biodegradace zapocala jiz béhem 24 hodin. S klesajici velikosti inokul
vSak dochazelo k mirnému prodluZzovani uvodnich fazi rozkladu (odpovidajicich
lagové fazi a fazi zrychleného riistu), a to na piiblizné¢ 5 — 6 dnti u kultury JK2
a na 4 dny u kultury OT2 u nejmensich inokul 10° bunék/ml. Teprve poté,
po dosaZeni urcité hustoty bun€k, nasledovaly exponencialni faze utilizace PVA.
Pokusy tak prokazaly, Ze uspéSna degradace polymeru miZe nastivat
I Vv pfitomnosti minimalnich inokul, v fadu jednotlivych bunék degradacnich
kultur v 1 ml média.

Skute¢né mnozstvi bakteridlnich degradérii v kontaminovanych matricich
muze obecné hrat zasadni roli pro zahéjeni biodegrada¢niho procesu a naslednou
rychlost odstranovani zne€istujicich latek. Toto téma jiz bylo zkouméno v rdmci
nckolika studii, avSak zjejich vysledki nelze vyvodit jednoznaény zavér.
Neéktere  vyzkumy ukédzaly vyznamny vliv velikosti inokul na proces
biodegradace. Naptiklad Ramadan et al. (1990) zjistili, ze Pseudomonas cepacia
je schopna mineralizovat p-nitrofenol v jezerni vodé po inokulaci
3,3.10* a 3,6.10° bunék/ml, pfi¢emz rozdil rychlosti degradace mezi t&mito
inokuly byl minimalni, zatimco po inokulaci 3,3.10% bunék/ml prakticky Zadna
mineralizace zjiS§téna nebyla. Podobné Miethling a Karlson (1996) popisuji
vyznamnou  mineralizaci  pentachlorfenolu  kulturou  Sphingomonas
chlorophenolica RA2 v padé, po inokulaci 10° bundk/g; pouziti inokula
10° bunék/g vedlo k vyznamnému snizeni rychlosti mineralizace a u inokula
10 bunék/g se jiz vysledky vyznamné nelisily od negativni kontroly.

Naopak, ve studiich Chena et al. (2008) a Ayeda et al. (2009) mély velikosti
inokul na biodegradaci zkoumanych latek pouze zanedbatelny vliv. Chen et al.
(2008) uvadi, ze vliv velikosti inokula Sphingomonas sp. (10° — 10° MPN/g)
na degradaci fenanthrenu byl méné vyznamny neZ napiiklad vliv salinity.
Obdobn¢ Ayed et al. (2009) neprokazali zasadni vliv velikosti inokula
Sphingomonas paucimobilis (v rozmezi 0,001 az 1,0 OD) na rychlost
biodegradace malachitové zelen¢.

Podobné vysledky lze vyvodit 1 z této prace, ktera je prvni praci zkoumajici
tak Sirokou Skalu velikosti inokul; z tohoto hlediska je dosazeni Uspé$né
biodegradace PVA s minimalnimi velikostmi inokul slibnym zjiSténim.
Vysledky naznacuji, ze proces biodegradace by mohl probihat v riznych
vodnich prostfedich, vcetné téch s omezenymi bakteridlnimi komunitami,
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samoziejm¢ za piedpokladu pfitomnosti bunc¢k s odpovidajicim enzymovym
vybavenim. Tento vysledek je pravdépodobné dan také nizkou toxicitou PVA.
Je tfeba poznamenat, Ze ve védecké literatufe neexistuji Zadné znamky
o toxickém ptlisobeni, které by tento polymer pii pouzitych koncentracich proti
bakteriim vykazoval. Je tak mozno se domnivat, Ze tato nizka toxicita
predstavuje rozhodujici faktor pifi biodegradaci PVA minimalnimi inokuly,
v porovnani s vysledky nékterych biodegradaci, zminénych vyse, kde pouziti
malych inokul vedlo k vyraznému snizeni miry degradace polutanti.

Ob¢ série pokuslt s inokuly ukéazaly urCity rozdil v ucincich obou
zkoumanych kultur. Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2
probéhla béhem 7 az 14 dni pokusu, pficemz rozklad byl vzdy prakticky
kompletni. U kultury Sphingomonas sp. OT2 vsak ke kompletnimu rozkladu
nedochazelo; 1 pfi pouZiti nejvétsich inokul doSlo k degradaci priblizn€ 80 %
polymeru. Obdobny vysledek byl pfi rozkladu poly(vinylalkoholu) bakteriemi
ze skupiny sfingomonad pozorovan i jinymi autory (Tokiwa et al., 2001,
Huixing et al., 2010), bez objasnéni tohoto jevu, a bylo proto rozhodnuto
pokusit se tento aspekt vysvétlit.

V dal$im pokusu byl proto sledovan vliv koncentrace PV A na rozklad tohoto
polymeru kulturou OT2, v rozmezi 100 az 1000 mg/l. V prubéhu pokusu byla
méfena koncentrace PVA, jejiz hodnoty jsou znazornény na Obr. 4.3, a dale
koncentrace DOC. Hodnoty koncentrace PVA v grafu opét odpovidaji priméru
stanoveni ze tifi paralelnich lahvi; chybové usecky jsou rovny smérodatnym
odchylkam.
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Obr. 4.3: Biodegradace riiznych koncentraci PVA kulturou Sphingomonas sp. OT?2

Z Obr. 4.3 vyplyva, Ze ¢im vyssi byla vstupni koncentrace PVA v médiu, tim
vys$i byl také procentualni podil jeho nerozloZzeného zbytku; hodnoty
DOC zjisténé v prabéhu pokusu odpovidaly procentudlnimu zastoupeni uhliku
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VvV PVA. Zatimco u niz§ich vstupnich koncentraci PVA byl podil nerozlozeného
polymeru velmi podobny, piiblizn¢ 12 % u 100 mg/l a 10 % u 200 mg/l;
u vysSich koncentraci byl tento podil vyznamnéjsi, a to pfiblizné
19 % u koncentrace 500 mg/l a dokonce 37 % nerozloZzeného PVA
u koncentrace 1000 mg/I.

Podobny trend byl zaznamenan i v jiz zminéné praci Huixinga et al. (2010),
pii hledani optimalnich podminek pro degradaci PVA kulturou Pseudomonas sp.
yc02. Nejvetsi mira biodegradace byla zaznamenana pii rozkladu 250 mg/I1, kde
podil nerozloZené¢ho polymeru tvofil pouze 5,5 %; s rostouci koncentraci PVA
pak dochédzelo ke zvySovéani nerozloZzené¢ho podilu, a to az na pfiblizné
55 % u koncentrace 3000 mg/I.

Nasledujici pokusy byly vénovany snahdm o objasnéni tohoto jevu.
rozkladu polymeru, ale zabsolutniho pohledu bylo rozlozené mnozstvi
polymeru nejvyssi, proto byl vylou€en ptipadny vliv nedostatku nutrient
u niz8ich koncentraci. Mikrobialni rozklad polymert vS§ak obecné ovliviiuje cela
fada dalSich faktora prostiedi, mimo jiné také pH nebo toxicita metabolitli; dalsi
pokusy tak byly nejprve smefovany k ovlivnéni pH v pribéhu degradace.

4.1.2 Vliv apravy pH v pribéhu degradace poly(vinylalkoholu)

Cilem prvniho pokusu této Casti bylo zjistit, zda a jak se méni pH v priabchu
rozkladu PVA obéma kulturami.

V experimentu byly nasazeny dvé série MM s 500 mg/l PVA, vzdy se tremi
paralelnimi lahvemi, které byly inokulovany bud’ kulturou JK2, nebo OT2.
V priabéhu pokusu byly ve zvolenych ¢asovych intervalech odebirany vzorky,
u nichZ byla métfena koncentrace PVA a pH. Vlastni rozklad polymeru probéhl
velmi podobné jako ve vySe uvedenych pokusech — koncentrace PVA u kultury
JK2 klesla z vychozi hodnoty 539 + 18 mg/l na 6 + 2 mg/l na konci pokusu,
u kultury OT2 doslo k poklesu koncentrace z pocatecni hodnoty 489 + 11 mg/1
na kone¢nou hodnotu 99 + 7 mg/l. Hodnoty pH v pribéhu pokusu jsou uvedeny
v Tab. 4.1. a odpovidaji primé&ru stanoveni ze tii paralelnich lahvi.

Tab. 4.1: Zmena pH v priubehu utilizace PVA kulturami OT2 a JK2

Doba pokusu [dny] MM1 + JK2 MM2 + OT?2
0 7,22 £ 0,00 7,35+ 0,00
3 6,40 + 0,05 6,34 + 0,01
7 6,42 + 0,05 6,38 + 0,03
11 6,42 + 0,02 6,46 + 0,02

Z Tab. 4.1 vyplyva, ze u obou kultur dochazi v prubéhu ristu na PVA velmi
obdobné¢ ke sniZzeni pH piiblizné o jeden stupen. Z vysledkli provedenych
degradacnich testi je pak ziejmé, Ze kultura JK2 neni timto poklesem nijak
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ovlivnéna, jelikoz je 1 ptesto schopna kompletniho rozkladu polymeru.
V ptipad€ kultury OT2 tomu vSak tak neni; je vSak otdzkou, zda pftic¢inou
neuplné degradace je prave tento pokles pH.

Dosavadni védecké studie zabyvajici se rozkladem PVA bakteriemi rodu
Sphingomonas se vénovaly spiSe vlivu pocateéni hodnoty pH neZ sledovanim
zmén pH vpribéhu. Napiiklad pii symbiotickém rozkladu kulturou
Sphingomonas sp. SA3 a kulturou SA2 (Kim et al., 2003) bylo jako optimalni
pocatecni pH zjiSténo pH 8, kdy doSlo ke kompletnimu rozkladu PVA;
u pocateCnich pH 7 a nize 1 pH 8,5 a vySe vSak jiz dochazelo
ke zna¢nému snizeni miry rozkladu.

Z tohoto ditvodu byl v dalSim pokusu sledovan rozklad PVA kulturou OT2
Vv pfitomnosti malého mnozstvi uhli¢itanu vépenatého, ktery by slouzil
pro zmirnéni poklesu pH v pribchu procesu. Pii experimentu byly nasazeny dvé
série MM2 s 1000 mg/l PVA, vzdy se tfemi paralelnimi lahvemi; ob¢ série lahvi
byly zaoCkovany bakteridlni suspenzi kultury OT2 a do jedné série byl
davkovan uhli¢itan vapenaty v koncentraci 100 mg/l. Bylo ptedpokladano,
ze s vyssi vstupni koncentraci PVA bude dochazet k vyraznéjSimu poklesu
pH v pribéhu. Ve zvolenych Casovych intervalech odebirany vzorky, u nichz
byla méfena koncentrace PVA a také pH; vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.2,
a odpovidaji priiméru stanoveni ze tii paralelnich lahvi.

Tab. 4.2: Zmena pH a koncentrace PVA v pribehu utilizace PVA kulturou OT2
S a bez pridavku CaCO;

Doba MM2 + OT2 MM2 + OT2 + CaCOs;
pokusu Koncentrace Koncentrace
Bl PHIT 1 pyarmgny | PRI pya mgn
0 7,44 + 0,00 926 + 23 7,24 + 0,00 926 + 23
3 6,83 + 0,03 842 + 10 7,05+ 0,00 872 +27
7 6,02 + 0,03 419 + 30 6,35+ 0,04 450 + 14
11 6,12 + 0,06 397+ 11 6,42 = 0,02 372+ 17
14 6,19 + 0,04 339 + 22 6,52 = 0,02 327+ 15
24 6,26 = 0,03 313 + 29 6,79 +0,13 339+ 8

U lahvi s pfidavkem uhli¢itanu vapenatého doSlo v pribéhu pokusu
k mensimu poklesu pH nez v piipadé lahvi bez né& (o 0,3 — 0,5 jednotky),
nicmén¢ na mife rozkladu polymeru se toto prakticky neprojevilo, nebot’ opét
doslo k ubytku pfiblizné 66 % polymeru, jak je patrné z Tab. 4.2. Pro urcité
dalsi posouzeni rozdilu mezi kulturami JK2 a OT2 byl po ukonceni tohoto
pokusu zbyly obsah vSech degradac¢nich lahvi smichén, centrifugovan
a filtrovan pfes membranovy filtr; vznikly supernatant byl vyuzit pro nasazeni
dalSiho pokusu. Koncentrace PVA v tomto supernatantu Cinila 295 + 12 mg/I.
Supernatant byl rozdélen do Ctyt lahvi; dvé byly opétovné zaockovany Cerstvou
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kulturou OT2 a dalsi dvé cerstvou kulturou JK2. V prabéhu pokusu byly
ve zvolenych casovych intervalech odebirany vzorky, u nichz byla méfena
koncentrace PVA; jeji hodnoty jsou uvedeny na Obr. 4.4 a odpovidaji priméru

stanoveni ze dvou paralelnich lahvi; chybové usecky jsou rovny smérodatnym
odchylkam.
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Obr. 4.4: Biodegradace zbytkového PVA v supernatantu Kulturami OT2 a JK2

Z Obr. 4.4 je patrné, ze ani Cerstvé bunky kultury OT2 nebyly dale schopny
zbytek PVA ptitomny v supernatantu rozkladat; byl zaznamenan pouze nepatrny
pokles v koncentraci, odpovidajici priblizn¢ 20 mg/l. Naopak v piipadé kultury
JK2 krozkladu PVA, nerozlozeného kulturou OT2, doSlo, nicméné ani zde
nebyla degradace kompletni a zastavila se na hodnoté piiblizné¢ 100 mg/l.
Vysledky tohoto pokusu tak naznalily potencidlni moznost ptitomnosti
toxickych metabolitli, coz bylo testovano v nasledujicich pokusech.

4.1.3 Posouzeni potencialni toxicity metabolitii vznikajicich v priibéhu
rozkladu poly(vinylalkoholu) kulturou Sphingomonas sp. OT2

Vzhledem ke zjisténim z pfedchozich pokust bylo cilem nasledujicich
experimentli potvrzeni ¢i vyvraceni potencidlni pfitomnosti toxickych
produktii/metabolitli, vznikajicich pii rozkladu PVA kulturou OT2, tedy latek
pfitomnych Vv supernatantu po odstranéni bunck.

Pokusy stanoveni potencialni toxicity metaboliti na respiracni aktivitu
¢istych kultur

Nejprve byla méfena potencidlni toxicita supernatantu, ziskaného po rozkladu
PVA kulturou OT2, jak na Cerstvé buniky OT2, tak na buiiky kultury Escherichia
coli CCM 3954. Buinky zkoumanych kultur, napéstované na pevnych zivnych
pudéch, byly v pokusu vystaveny kratkodobému plisobeni dvou supernatanti,
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jednak supernatantu po degradaci PVA (Supernatant PVA), jednak kontrolnimu
supernatantu po utilizaci tryptonu ve stejném MM (dale jen Supernatant T).
Ptipravené suspenze byly provzdusnovany po dobu 30 minut, poté vzdy
prevedeny do uzaviené, michané respiracni cely, kde byla méfena koncentrace
kysliku pomoci oximetru s kyslikovou elektrodou. Ubytek koncentrace kysliku
Vv pribéhu jednotlivych méfeni u kultury OT2 je zndzornén na Obr. 4.5
a u kultury CCM 3954 na Obr. 4.6.
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Obr. 4.5: Spotieba kysliku kulturou OT2 po 30-ti minutdch expozice se supernatanty
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Obr. 4.6: Spotreba kysliku kulturou CCM 3954 po 30-#i minutdch expozice se
supernatanty

Ze ziskanych dat byly ze smérnic pfimek linearni regrese u obou kultur
a obou supernatanti vypocteny hodnoty specifickych respiracnich rychlosti (Rg).
Pro vypocet Rg byly pouzity pfedem stanovené suSiny bunck, které cinily
2,83 g/l u kultury OT2 a 1,31 g/l u kultury CCM 3954. Vypoctené hodnoty
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Rs pro supernatanty PVA byly porovnany s hodnotami Rg pro supernatanty T

a vypoCtena mira inhibice (I) respirace bunék; tyto hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 4.3.

Tab. 4.3: Hodnoty specifickych respiracnich rychlosti bunek a inhibice
respirace po 30-#i minutdch expozice bunék

Kultura Méreni Smérnice [mg.GOl:/Sh.g] [?/0;
Sphingomonas gﬂggmizm 18; 888$Z 45,95 0,00
PO emantpVA@) | ooors | 49| 140
 coicoM | SupemaantT(@) | o031 | M6T | 0%
S SibemaentpvA@ | o0 | W3V | 224

Vysledky uvedené v Tab. 4.3 ukazuji, Ze supernatant vznikly po rozkladu
PVA kulturou OT2 nepisobil na respiracni aktivitu kultury Cerstvych bunck
Sphingomonas sp. OT2 inhibi¢n¢; avSak, mirn¢ inhibi¢né pusobil na respiracni
aktivitu bun¢k E. coli CCM 3954. Protoze v piipadé piitomnosti toxickych latek
hraje diilezitou roli doba expozice buné€k, byl proveden druhy pokus, tentokrat
jiz pouze s kulturou OT2, kde byla sledovdna respirani rychlost bunck
po prodlouzené dobé kontaktu bunck s obéma supernatanty. V tomto ptipadé
byla expozice bunék pied méfenim respiraCni rychlosti prodlouZena
na 24 hodin; vysledky pokusu jsou znazornény na Obr. 4.7 a v Tab. 4.4. SuSina
bunék kultury OT2 byla 1,08 g/l.

R
N

CT(l) = ‘0,0035t + 10,4

2 8
_-% 6 Supernatant T(1)
é 4 Supernatant T(2) Cpyay = -0,0057t+9,8
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E 2 e Supernatant PVA(2)
’ 0 1(I)0 2(I)0 3(I)0 4(I)0 5(I)O 600
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Obr. 4.7: Spotieba kysliku kulturou OT?2 po 24 hodindch expozice se supernatanty
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Tab. 4.4: Hodnoty specifickych respiracnich rychlosti bunék a inhibice
respirace po 24 hodindch expozice

éreni rni O R, 01
Kultura Méreni Smérnice [mg.0Jhg] | [%]
Supernatant T(1) -0,0035
Sphingomonas Supernatant T(2) -0,0035 57,26 0,00
sp. OT2 Supernatant PVA(1) -0,0057 ]
Supernatant PVA(2) | -0,0060 99,59 7143

Proti oCekavani nebylo zjisténo, ze by dlouhodoba expozice supernatantu
Z degradace PVA vic¢i buitkdm kultury OT2 vedla ke sniZeni jejich respiracni
rychlosti; naopak, byla zaznamenana vyrazné vyS$si hodnota této veli¢iny.

Celkov¢ tak z pokust respirace vyplynulo, Ze supernatant z rozkladu PVA
kulturou OT2 neobsahuje latky inhibujici respiraci dané kultury. I kdyz toto
zjJiSténi nutné neznamenalo, Ze by nemohly byt urcité toxicke latky ptritomny,
pfesto vyvolalo potiebu ovéfit degradac¢ni vlastnosti bunék OT2 z konce
degradace PVA. Jinymi slovy, bylo potfebné rozhodnout, zda problém zastaveni
rozkladu polymeru kulturou OT2 je dén vlastnostmi bunék v zavéru procesu
nebo charakterem prostfedi, v némzZ se tyto bunky nachdzi. Tomuto zjiSténi
tak byl vénovan nasledujici pokus.

Opakovana degradace poly(vinylalkoholu)

Cilem pokusu bylo pouzit pro rozklad PVA bunky, které by jiz jednou
degradaci tohoto polymeru prosly. V prvni ¢asti pokusu byla proto provedena
biodegradace 500 mg/l PVA v MM2 a po zastaveni rozkladu, tj. po pfiblizné
14 dnech, byly bunky z média zachyceny centrifugaci, promyty cerstvym
médiem a pouzity jako inokulum v druhé ¢asti pokusu. V této ¢asti pokusu byly
pfipraveny dvé série MM2 s 500 mg/l PVA, vzdy se tfemi paralelnimi lahvemi.
Prvni série lahvi byla inokulovéana bunkami z pfedchozi degradace a série druha
buitkami, kultivovanymi na mineralnim agaru s tryptonem. Nejdualezité;si
vysledky jsou uvedeny na Obr. 4.8.
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Obr. 4.8: Biodegradace PVA riiznymi inokuly kultury OT2

Z Obr. 4.8 je patrné, ze se prub&h ani mira rozkladu PVA na konci pokusu
u obou sérii od sebe zasadnim zptsobem neli§i. Minimdlni rozdil mezi inokuly
byl pozorovan i v ptipadé méfeni ODggg, nepatrné vyssi hodnoty byly naméfeny
u bun¢k OT2, které jiz uskuteCnily degradaci. Koncentrace DOC vV pribé¢hu
pokusu s buitikami kultury OT2, vystavenymi piedchozi degradaci, poklesla
Z hodnoty 264 + 3 mg/l na hodnotu 67 = 2 mg/l; u Cerstvych bunék kultury OT2
z tryptonového agaru doslo Kpoklesu ze stejné vstupni koncentrace
DOC na velmi blizkou hodnotu 74 + 14 mg/I.

Tento pokus jednozna¢né ukazal, Ze bunky kultury Sphingomonas sp. OT2,
které¢ uskuteCnily ptfedchozi degradaci PVA, nejsou timto nijak negativné
ovlivnény a jsou po piemisténi do cCerstvého prostiedi schopny uskutecnit
rozklad polymeru zcela srovnatelné s Cerstvymi buitkami. Zda je tak pozorované
zastaveni degradace PVA zplisobeno hromadénim urcitych metabolith
(z degradace PVA ¢i jinych) nebo uvedenym mirnym poklesem pH,
¢1 kombinaci téchto faktorti, nelze jednoznacné posoudit. Bezpochyby zde
sehravd vyznamnou roli fakt, Ze experimenty probihaly v uzavieném prostiedi,
coby statické testy s €istou kulturou, coZz jsou podminky, které v pfirozeném
prostiedi prakticky neexistuji (ficni vody, €isténi odpadnich vod, apod.). Takové
pokusy jsou vSak V laboratornich podminkach pouzivany zcela b&Znég, vcetné
autortt zkoumajicich rozklad PVA bakteriemi rodu Sphingomonas (Tokiwa
et al., 2001; Kim et al., 2003; Vaclavkova et al., 2007).

Z téchto divoda bylo rozhodnuto pokusit se o dosazeni uplného rozkladu
PVA kulturou OT2, v kombinaci s bakteriemi aktivované¢ho kalu nebo fi¢ni
vody, a tim do jist¢é miry simulovat podminky vnéjSiho prostiedi, kde jsou
cizorodé latky vystaveny plisobeni vétSiho spektra mikroorganismd.
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4.1.4 Sledovani biodegradace poly(vinylalkoholu) kulturou
Sphingomonas sp. OT2 v pritomnosti aktivovaného kalu

V experimentu bylo testovano, jak bude rozklad PVA probihat za ucasti
mikroorganismtli aktivovaného kalu. Pfi experimentu byly nasazeny tfi série
MM2 s 500 mg/l PVA, vzdy se tfemi paralelnimi lahvemi, které byly
zaockovany riznymi inokuly. Prvni série byla zaockovana jen kulturou OT2
(100 pl inokula do 100 ml), série druhd stejnym inokulem OT2 s pfidavkem
10 ul suspenze aktivovaného kalu (AK) a série tieti pouze 10 pl suspenze AK.
Inokulum aktivovaného kalu bylo pfipraveno protfepanim cerstvého
AK se sterilnim motskym piskem.

V pribéhu pokusu byly odebirany vzorky pro stanoveni koncentrace PVA
a DOC. Ziskané hodnoty koncentraci PVA jsou uvedeny na Obr. 4.9
a odpovidaji priméru stanoveni ze tfi paralelnich lahvi; chybové usecky jsou
rovny smérodatnym odchylkam.
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Obr. 4.9: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 za ucasti
mikroorganismii aktivovaného kalu

Z Obr. 4.9 je patrné, ze utilizace poly(vinylalkoholu) samotnou kulturou OT2
op¢t nebyla kompletni; pfi kombinaci s AK vsak jiz ke kompletnimu rozkladu
doslo, a to béhem cca 70 dni. U této série byl rozklad béhem prvnich ptiblizné
14 dni z vétsi Casti pasoben velmi pravdépodobné kulturou OT2, po uplynuti
této doby vSak 1 nadéale dochéazelo k poklesu koncentrace PVA, témér jisté
v disledku plsobeni mikroorganismi obsaZenych v aktivovaném kalu.
Takeé u série se samotnym inokulem AK doslo pfiblizn€ po 14 dnech k zahajeni
degradace, kdy nasledoval prudky pokles koncentrace PVA. Po 42. dni procesu
se rozklad zacal rovnéZ zpomalovat, avSak neustaval, takZze po 126 dnech
pokusu dosahl rozklad polymeru obdobné miry jako u kombinovaného inokula
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(nad 98 9%). Hodnoty koncentrace DOC v pribéhu pokusu odpovidaly
procentudlnimu zastoupeni uhliku v PVA, a proto zde nejsou uvedeny.

Vysledky tohoto pokusu nejsou piili§ prekvapive, vzhledem k tomu, Ze velka
fada doposud zndmych degradéri PVA byla izolovana pravé z aktivovanych
kali; dilezitym aspektem je vSak to, Ze dochédzi k prakticky kompletnimu
rozkladu polymeru, a také Ze obohaceni kalu kulturou OT2 muize vést
k ur¢itému zkraceni celkové doby degradace.

415 Sledovani biodegradace poly(vinylalkoholu) kulturou
Sphingomonas sp. OT2 v pritomnosti Fi¢ni vody

Vzhledem k vysledkim pfedchoziho pokusu se naplni posledniho
experimentu stalo ovéfeni degradace PVA kombinovanym inokulem kultury
OT2 s mikroorganismy fic¢ni vody. Motivaci byla snaha zjistit, jak bude rozklad
probihat pifi doplnéni kultury OT2 jinou a méné pocetnou mikrobidlni
komunitou. AK je totiZ pro rozklad (nejen) tohoto polymeru velmi vhodny,
jelikoZ ¢istirny odpadnich vod jsou specifickym prostfedim, denné vystavenym
fad¢ latek jak ptirodniho, tak syntetického plvodu. AK je rovnéz
charakteristicky vysokym celkovym poctem bakterii — napi. Lee et al. (2003)
uvadi, Ze jejich celkovy polet je v rozmezi 2,36 — 2,83.10° bunék/ml, Foladori
et al. (2010) udava srovnatelny vysledek, a to 2,3.10° Zivych bunék/ml kalu.

Pouziti fiéni vody k pokusu se tedy jevilo jako vhodné, i1 ztoho diivodu,
ze rozklad PVA v fi¢ni vodé nebyl doposud v literatufe popsan. Konkrétni
pouzitd voda byla charakterizovana poctem heterotrofnich psychrofilnich
bakterii rostoucich na R2A agaru, ktery &inil 9.10° CFU/ml, pH fi¢ni vody
vstupujici do pokusu bylo 8. V pokusu bylo pouZito 2x koncentrované MM2,
které bylo s ficni vodou smichano v poméru 1 : 1.

Byly nasazeny tii série s 1000 mg/l PVA; prvni série byla zaockovana
jen kulturou OT2, série druhd kombinaci OT2 + fi¢ni voda a série tteti pouze
fi¢ni vodou. U prvni série byla pouzita fi¢ni voda sterilizovana.

V prabéhu pokusu byla u odebranych vzorkti stanovovana koncentrace
DOC a PVA; méieni hodnot ODgy nebylo vzhledem k silné flokulaci bun¢k
v pribéhu pokusu provadéno. Koncentrace poly(vinylalkoholu) v pribéhu
pokusu jsou graficky znazornény na Obr. 4.10; hodnoty odpovidajici priméru
stanoveni ze tfi paralelnich lahvi, chybové tsecky jsou rovny smérodatnym
odchylkam.
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Obr. 4.10: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 za ucasti
mikroorganismii ricnich vod

Z Obr. 4.10 je patrny pokles koncentrace PVA v prib¢hu experimentu;
koncentrace DOC odpovidaly procentualnimu zastoupeni uhliku v PVA a nejsou
zde uvedeny. Vysledky se dosti liSily od pfedchazejiciho pokusu, a to zejména
V tom, Ze kombinované inokulum prokéazalo nejhorsi schopnosti, kde degradacni
ptsobeni kultury OT2 bylo po dobu pfiblizné¢ 30 dni urCitym zplsobem
potlaceno; teprve poté nastaval vyraznéjsi rozklad polymeru. Podstatu takového
vysledku nelze z pokusu jednoznaéné vyvodit. Pozitivnim zjisténim naopak byla
uplné degradace PVA samotnym konsorciem ficni vody, ukazujici, ze 1 vodni
prostiedi toku, spodstatné nizSim bakteridlnim zastoupenim oproti
aktivovanému  kalu, obsahuje mikroorganismy vybavené potiebnym
enzymovym systémem pro biodegradaci PVA. Toto zjiS§téni mé urcitou hodnotu,
nebot’ — jak jiz bylo uvedeno — v dosavadnich védeckych studiich obdobné tidaje
chybély. Jedina studie, ve které¢ doSlo alesponi k 1zolaci degrada¢ni bakterialni

kultury z fi¢ni vody, je studie Matsumary et al. (1994); zde byl izolovan kmen
Alcaligenes faecalis KK314.
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4.2 Biodegradabilita poly(vinylpyrrolidonu)

Minoritni soucasti prace bylo také studium moznosti bakterialni degradace
poly(vinylpyrrolidonu); do jisté miry $lo o kontrast viici ¢asti vénované rozkladu
poly(vinylalkoholu). Ackoliv se totiz vV obou pfipadech jedna o netoxické
vinylové polymery, rozpustné ve vod¢é, liSi se zcela zasadné svou
biodegradabilitou. Mikrobialni degradaci PVP se zabyvala jiz fada praci
probihajicich na FT UTB, v nichZ byla moZnost mikrobiadlniho rozkladu tohoto
polymeru testovana v riznych prostiedich a pii riznych podminkach. Vysledky
téchto praci jsou shrnuty ponejvice v publikacich Julinové et al. (2012, 2013);
vramci téchto praci vSak mikrobialni degradace PVP prakticky nebyla
zaznamenana, s vyjimkou velmi malé biodegradace za ucCasti nékterych
kosubstrati. Také v mé diplomové praci (Mérkova, 2014) byla sledovana
bakterialni rozlozitelnost PVP, a to v pfitomnosti riznych kmend rodu
Sphingomonas, piipadné Sphingobium, a pii pisobeni smésnych inokul bakterii
rodu Sphingomonas s bakteriemi rozkladajicimi N-methyl-2-pyrrolidon;
avSak ani zde nebyl rozklad PVP zaznamendn. V névaznosti na tyto prace se pak
jako jedna z poslednich moznosti jevilo odzkouseni biodegradace PVP smésnym
konsorciem bakterii KOKK, které¢ bylo ziskdno v rdmci paralelné probihajici
doktorské prace Kiizka. Toto konsorcium bylo schopno rozkladu
1-oktyl-2-pyrrolidonu (102P), latky strukturné blizké monomeru PVP, a bylo
ziskano z aktivovaného kalu.

4.2.1 Sledovani biodegradace poly(vinylpyrrolidonu) smésnym
konsorciem bakterii

V experimentu byly nasazeny tfi série se dvéma typy minerdlnich médii
a vzdy se 600 mg/l PVP; do treti série bylo krom& PVP davkovano také 50 mg/l
102P, ktery zde mé¢l slouzit jako ptipadny induktor tvorby enzymi. Prvni série
obsahovala kompletni MM s PVP, druha a treti séric pak MM3 (bez dusiku)
s PVP; vSechny lahve byly inokulovany bakteridlni suspenzi konsorcia KOKK.
Pokus trval po dobu pfiblizn€ 1 200 dni a béhem této doby byly vSechny série
nckolikrat opétovné inokulovdny uvedenym konsorciem KOKK, ale také
Cistirenskym aktivovanym kalem. Ve zvolenych intervalech byly odebirany
vzorky pro stanoveni koncentrace DOC, jejichz hodnoty jsou graficky
znazornény na Obr. 4.11.
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Obr. 4.11: Mikrobidlni degradace PVP

Jak je z Obr. 4.11 ztejmé, ani k ¢aste¢né mineralizaci PVP v zadném
ptipad¢ nedoslo. Pouze v sérii s pfidavkem 102P byl pozorovan jisty uvodni
pokles v hodnotach koncentrace DOC, ktery vSak byl zpusoben degradaci
a utilizaci 102P konsorciem KOKK; dale se jiz koncentrace DOC vyrazné
nemeénila, a ani zde tedy ani k dil¢i utilizaci PVP nedoslo. 1 pfes dodate¢nou
inokulaci vSech pokusii konsorciem KOKK a suspenzi Cistirenského
aktivovaného kalu, které probchly ve 140-tém, 365-tém a 876-tém dni pokusu,
nebyl zadny vyznamny pokles koncentrace DOC zjistén.

Po probéhnuti tohoto dlouhodobého experimentu tak bylo mozno uzaviit,
ze ani pouzitim bakteridlniho konsorcia KOKK, ani pii jeho kombinaci
s inokulem C¢istirenského kalu, nebylo mikrobialni utilizace polymeru dosazeno.

4.3 Studium bakterialniho rozkladu 2-ethylhexylsalicylatu

Vzhledem k omezenému mnozstvi informaci o mikrobialni rozlozitelnosti
2-ethylhexylsalicylatu (EHS) se 1 tomuto tématu v poslednich letech vénovaly
neékteré zavérecné prace probihajici na FT UTB. V rdmci prace Ringlové (2015)
byla potvrzena biodegradabilita EHS v prostiedi aktivovaného kalu a v praci
Proislové (2016) také v ficni vodé.

Cilem této prace pak bylo studium mikrobidlnich zastupcl podilejicich
se na rozkladu této latky. Izolace a identifikace kultury schopné rozkladu EHS
z aktivovaného kalu a sledovani jejich obecnych ristovych vlastnosti bylo
provedeno ve spolupraci s diplomovou praci Jelénkové (2016).
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4.3.1 Izolace a identifikace kultury schopné rozkladu
2-ethylhexylsalicylatu

Degrada¢ni kultura byla izolovana z aktivovaného kalu COV Zlin —
Malenovice, adaptovaného na EHS v koncentraci 1000 mg/l po dobu 21 dni.
Po druhém cyklu pomnozeni a vyoCkovani na R2A agary bylo izolovano
nckolik Cistych kultur mikroorganismil, oznacenych jako EHS 11 — 16, které
byly déle testovany. Schopnost utilizace EHS jako jediného zdroje uhliku
a energie byla potvrzena jen u kultury EHS 12, kterda byla dale podrobné&;ji
charakterizovana; jednd se o nefermentujici grampozitivni ty€inku, pozitivni
na katalazu a negativni na oxidazu.

Izolovana kultura byla pomoci analyzy 16S rDNA identifikovana jako
zastupce rodu Rhodococcus, s 99% shodou s drunem R. erythropolis a nékolika
dalSimi, blize neuréenymi kulturami tohoto rodu. Kultura EHS 12 je uloZena
vCeské sbirce mikroorganismi pod &islem CCM 8808 jako
Rhodococcus sp. ES 12 a je takto dale v textu oznacovana.

4.3.2 Obecné ristové vlastnosti kultury ES 12

Kultura Rhodococcus sp. ES 12 byla schopna rlstu v teplotnim rozmezi
5—30°C avrozmezi pH 6 — 9,5. K jejimu riistu dochazelo rovnéz v pfitomnosti
0 — 6,5 hm. % NaCl; pfi vysSich koncentracich soli dochézi k inhibici ristu.

Byla sledovana také utilizace fady substrati, jednalo se pfevazné o alkoholy,
kter¢ byly testovany v koncentraci 300 mg/l. Bylo zjisténo, Ze kultura
ES 12 je ke svému rustu schopna vyuzivat ethanol, propan-1-ol, propan-2-ol,
butan-1-ol, pentan-1-ol, hexan-1-ol, hexan-2-ol a také propan-1,2,3-triol
(glycerol), a naopak neni schopna ristu na methanolu, butan-2-olu
a oktan-1-olu.

4.3.3 Riistové vlastnosti kultury Rhodococcus sp. ES 12 spojené
s rozkladem 2-ethylhexylsalicylatu

Rozklad EHS kulturou ES 12 byl potvrzen jiz v uvedené préaci Jelénkové
(2016). Vzhledem k velmi nizké rozpustnosti EHS ve vodé nebylo mozné
pro sledovani rozkladu volit konven¢ni metody, jako stanoveni DOC, ptipadné
méfeni ODggo. Rist kultury na 500 mg/l EHS byl proto sledovan za pomoci
stanoveni bunécnych bilkovin v suspenzi béhem inkubace a bylo prokdzéano,
ze vprubéhu 18-ti denni kultivace doSlo k pozvolnému naristu bilkovin
z pocate¢ni hodnoty pfiblizné 2 mg/l az na 44,8 mg/l. Vzhledem k tomu,
ze v kontrolnich vzorcich nebyl narust bilkovin v priab&hu kultivace zjistén, bylo
timto zplisobem potvrzeno, ze kultura ES 12 je schopna pro sviij rist vyuzit
EHS jako jediny zdroj uhliku a energie.
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Riist kultury Rhodococcus sp. ES 12 na jednotlivych strukturnich ¢astech
molekuly 2-ethylhexylsalicylatu

Dalsi snahou bylo zjistit, zda je rozklad EHS touto kulturou kompletni.
Vzhledem ktomu, ze se EHS sklada zdvou strukturné odliSnych ¢asti
(2-ethylhexanolu a kyseliny salicylové) bylo testovano, zda je ziskana kultura
schopna utilizace obou téchto strukturnich  c¢asti. Rust kultury
na 2-ethylhexanolu (EHOL) a salicylanu sodném byl testovan v MM s vitaminy
a S kazdym substratem v koncentraci 500 mg/l. Rist byl hodnocen vizudlng;
pouze na zacatku a konci inkubace byla méfena ODggo. U série se salicylanem
sodnym byl nartst bunék patrny jiz béhem prvnich dni pokusu, pokus byl
proto po 5-ti dnech ukoncen; hodnoty ODggy pii nasazeni a ukonceni pokusu
byly 0,026 + 0,001 a 0,231 £ 0,007. Naopak v médiu obsahujicim EHOL nebyl
rist kultury pozorovan ani po 21 dnech pokusu; hodnoty ODgy zistaly
Vv pribéhu inkubace totozné, a to 0,019 + 0,001. Bylo tedy zjisténo, Ze kultura
Rhodococcus sp. ES 12 je schopna rustu na salicylanu sodném, nikoliv vSak
na EHOLu v koncentraci 500 mg/I.

Vzhledem k ziskanym vysledkiim bylo pfedpokladano, ze v prubéhu ristu
kultury ES 12 na 2-ethylhexylsalicylatu dochazi ke vzniku a hromadéni
2-ethylhexanolu, ktery zlistdva v médiu nerozloZen. Takovy jev neni ojedinély,
vznik a hromadéni 2-ethylhexanolu a nasledné¢ i kyseliny 2-ethylhexanové
popsal jiz Horn et al. (2004), pii biodegradaci di-2-ethylhexylftalatu
a di-2-ethylhexyladipatu.

Na zéklad¢ ziskanych vysledki i prace Horna bylo tak ptedpokladano,
ze kultura ES 12 vyuziva jen salicylovou ¢ast molekuly EHS, a byly proto
zapoCaty prace k ziskani bakteridlni kultury z aktivovaného kalu, schopné
rozkladu 2-ethylhexanolu, které probihaly soub&zné se studiem rozkladu EHS
kulturou ES 12. Vysledky téchto praci jsou podrobné uvedeny v kapitole 4.4.

Dalsi pokus s kulturou Rhodococcus sp. ES 12 pak tedy sméfoval k potvrzeni
produkce 2-ethylhexanolu v pribéhu utilizace EHS. Pro méfeni koncentraci
EHOLu v tekutém médiu byla na zdklad¢ literarnich zdroji vytipovana, ovétena
a optimalizovana metoda SPE-GC, ktera je podrobnéji popsana v metodické
casti.

Sledovani vzniku 2-ethylhexanolu Vv pribéhu rozkladu
2-ethylhexylsalicylatu kulturou Rhodococcus sp. ES 12

S ohledem na ptedpokladané¢ mnozstvi EHOLu, jeZ by mohlo byt v procesu
rozkladu EHS produkovano, a kapacitu SPE kolonek Isolute C18, byla zvolena
koncentrace substratu. V experimentu byly nasazeny dvé série MM s vitaminy
a 200 mg/l EHS, prvni série lahvi byla zaoCkovéna kulturou ES 12 a druh4 byla
ponechana bez zaoCkovani jako kontrolni pokus. Ve zvolenych c¢asovych
intervalech byly odebirany vzorky, ve kterych byla sledovana koncentrace
EHOLu. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.5; jedna se o priméry ze tii stanoveni
tti paralelnich lahvi.
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Tab. 4.5: Koncentrace 2-ethylhexanolu v pritbéhu rozkladu EHS kulturou
Rhodococcus sp. ES 12

Koncentrace EHOLu [mg/l]

Doba pokusu [dny]
Rhodococcus sp. ES 12 Kontrolni pokus
0 0,91 +£ 0,00 0,91 +£0,00
4 1,50 + 0,38 1,48 + 0,00
7 0,96 + 0,04 1,48 + 0,00
14 0,91 £0,00 1,46 + 0,00
21 0,92 +£0,00 1,48 £ 0,00

Z Tab. 4.5 vyplyva, Ze v prubéhu rastu kultury Rhodococcus sp. ES 12
na EHS byly zaznamenany jen minimalni koncentrace 2-ethylhexanolu,
na urovni detekéniho limitu pouzité metody SPE-GC, a na urovni kontrolniho
pokusu. Vznik 2-ethylhexanolu tedy potvrzen nebyl.

Na konci experimentu, po piedpokladaném rozlozeni substratu, byla
v médiich s kulturou ES 12 kontrolné¢ zméfena koncentrace DOC. Zjisténa
hodnota 8,6 + 0,6 mg/l vSak spiSe odpovidala ,pfirozenym* hodnotam
po spotfebovani substratu, nikoliv vSak ptitomnosti odpovidajiciho mnozstvi
2-ethylhexanolu.

Vznik a akumulaci EHOLu se tak v degrada¢nim médiu pii rozkladu EHS
prokéazat nepodatilo, coz naznacilo, Ze by kultura ES 12 mohla byt piece jen
kompletniho rozkladu EHS schopna. Cilem dalSiho pokusu tedy bylo opctovné
testovani této domnénky 1 pfesto, Ze utilizace EHOLu touto kulturou jiz byla
diive testovana a potvrzena nebyla.

Rozklad ekvimolarnich koncentraci 2-ethylhexylsalicylaitu a jeho
strukturnich ¢asti kulturou Rhodococcus sp. ES 12

V tomto experimentu byl sledovan rist kultury ES 12 na EHS a molarné
odpovidajicich koncentracich jeho strukturnich casti, tedy salicylanu sodném
a 2-ethylhexanolu. V experimentu byly nasazeny Cétyfi série MM s vitaminy,
zaoCkované kulturou Rhodococcus sp. ES 12. Prvni série obsahovala 250 mg/1
EHS, druha 160 mg/l salicylanu sodného, tieti pak 130 mg/l EHOLu; posledni
séric obsahovala pouze samotné MM s vitaminy jako kontrolu. Pribéh
experimentu byl vyhodnocovan stanovovanim poctu bun€k plotnovou metodou;
pocet bunék a charakter suspenzi byl monitorovan také mikroskopicky a byly
méieny hodnoty ODgo. Vysledné pocty CFU/ml jsou ve formé logaritmu
graficky znazornény na Obr. 4.12, hodnoty ODgy V pribéhu pokusu jsou
zobrazeny na Obr. 4.13.
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Obr. 4.12: Pocty bakterii pri rustu kultury Rhodococcus sp. ES 12 na EHS, salicylanu
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Obr. 4.13: Hodnoty ODgq V pritbéhu riistu kultury Rhodococcus sp. ES 12 na EHS,
salicylanu sodném a EHOLuU

Z Obr. 4.12 a Obr. 4.13 vyplyva, Ze u kultury Rhodococcus sp. ES 12 doslo
Kk ristu na vSech sledovanych substratech. K navySeni poctu bunék pak
dochazelo ve form¢ jemné suspenze (potvrzeno mikroskopicky), tudiz vysledky
kultivaéniho stanoveni nebyly ovlivnény ptipadnou tvorbou vlocek.

Pfi utilizaci EHS doslo k narGistu z vychoziho po¢tu3,1.10° CFU/mI
a7 na maximum 4.10°° CFU/ml, pii ristu na salicylanu sodném
na 1,5.10" a u EHOLu aZ na 2.10"° CFU/ml. Také v kontrolnim pokusu byl
zaznamenan narast, avSak vyznamné niz$i; maximalni hodnota 9,4.10° CFU/mI
byla pravdépodobné zapfiinéna pomnozenim kultury na vitaminech,
ptitomnych v médiu. Na hodnotach ODgq se vSak tento nartst neprojevil.

Ackoliv byl rast kultury Rhodococcus sp. ES 12 na EHOLu v praci sledovan
jiz dtive, byla testovana pouze koncentrace 500 mg/I (na niz byl rlst negativni,
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piestoZe na stejné koncentraci EHS k rstu dochazelo). Naopak v rdmci tohoto
pokusu byla utilizace 2-ethylhexanolu v koncentraci 130 mg/l potvrzena. Bylo
tedy ziejmé, Ze koncentrace této latky je zasadnim faktorem urcujicim rlst
kultury.

Podobnou problematikou, s pouzitim taxonomicky blizkého kmene,
se zabyvali 1 Nalli et al. (2002), ktefi sledovali biodegradaci
di-2-ethylhexyladipatu kulturou Rhodococcus rhodochrous. Pisobenim tohoto
kmene dochazelo sice k hydrolyze esterovych vazeb a vzniku 2-ethylhexanolu,
ten vSak byl poté oxidovan aZ na kyselinu 2-ethylhexanovou, kterou jiz kultura
nebyla schopna déale wvyuzivat, a hromadila se v  prostiedi.
Za nejpravdépodobnéjsi vysvétleni autofi povazovali nedostupnost ethylové
vétve na druhém uhliku, kterd miize blokovat metabolismus karboxylovych
kyselin u R. rhodochrous.

Nase vysledky ukazaly, ze kultura Rhodococcus sp. ES 12 se v tomto ohledu
chovd jinak — koncentrace DOC na konci ptfedchozejiciho experimentu
naznacila, ze utilizace EHS byla kompletni a byl také prokdzan jeji rist
na snizené koncentraci EHOLu. Cilem dalSiho experimentu bylo tedy otestovat,
na jakych koncentracich uvedeného alkoholu je kultura Rhodococcus sp. ES 12
schopna rist a zda muze ke svému rustu vyuzit i kyselinu 2-ethylhexanovou.

Rist kultury Rhodococcus sp. ES 12 na 2-ethylhexanolu
a predpokladanych meziproduktech jeho rozkladu

Cilem experimentu  bylo  zjisténi maximalni ristové koncentrace
na 2-ecthylhexanolu. Byl proto sledovan rust kultury v. MM s vitaminy
na EHOLu v koncentracich 20, 50, 100, 250, 300, 350, 400 a 500 mg/1. Prib¢h
pokusu byl hodnocen vizualn¢ a vysledky jsou popsany v Tab. 4.6.

Tab. 4.6: Rust kultury Rhodococcus sp. ES 12 na riiznych koncentracich
2-ethylhexanolu po 10-ti dnech kultivace

Koncentrace
EHOLu [mof] | 20 | 50 | 100 | 250 | 300 | 350 | 400 | 500

Rust + + + + + + - -

Z vysledki uvedenych v Tab. 4.6 vyplyva, ze maximalni ristova koncentrace
2-ethylhexanolu byla pro zkoumanou kulturu 350 mg/l. Bylo zifejmé,
ze neschopnost jejiho ristu pii 400 mg/l a vice Gizce souvisi s toxicitou alkoholu,
nebo, pravdépodobné;ji, s toxicitou ptisluSného aldehydu ¢i kyseliny. Tyto dvé
slouCeniny coby meziprodukty bakteridlniho rozkladu EHOLu byly potvrzeny
ve studii Wyatta et al. (1987), a proto byl v nasledném pokusu sledovan rast
kultury na sodné soli kyseliny 2-ethylhexanové (EHA) a na 2-ethylhexanalu
(EHAL), v ruznych koncentracich. Rist kultury ES 12 byl sledovan vizualné
v MM s vitaminy v pfitomnosti 20, 50, 100, 250 a 500 mg/l EHALu a dale
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na sodné soli EHA v koncentracich odpovidajicich 500 a 1000 mg/l EHA.
Vysledky pokust jsou uvedeny v Tab. 4.7 a Tab. 4.8.

Tab. 4.7: Rust kultury Rhodococcus sp. ES 12 na riznych koncentracich
2-ethylhexanalu po 10-ti dnech kultivace

Koncentrace EHALuU 20 50 100 250 500
[mg/1]
Riist + - - - -

Tab. 4.8: Rust kultury Rhodococcus sp. ES 12 na riznych koncentracich sodné
soli kyseliny 2-ethylhexanové po 2 dnech kultivace

Koncentrace EHA 500 1000
[mg/l]
Rust + +

Z vysledki uvedenych v Tab. 4.7 a Tab. 4.8 vyplyva, ze kultura je schopna
ristu na obou predpokladanych meziproduktech degradace EHOLu; v piipadé
EHALu byl vSak rist kultury pozorovan pouze na nejnizsi testované koncentraci
20 mg/l, naopak u sodné soli EHA dochéazelo k ristu 1 v koncentraci 1000 mg/I1.
Nejvyssi koncentrace, na kterych dochéazelo k rastu kultury, ztestovanych
koncentraci jednotlivych latek se tedy vyrazné liSily, coZ bylo bezpochyby déano
jejich rozdilnou toxicitou. Tou se zabyvali i néktefi dal§i autofi — toXicitu
EHOLu, EHALu a EHA, které mohou vznikat také v pribéhu biodegradace
n¢kterych ftalatl, sledovali pomoci testt Microtox Nalli et al. (2002); ti udavaji
hodnotu ECs, pro EHOL 7,8 mg/l; pro EHAL 7,7 mg/l a pro EHA 43 mg/I.
Zjistili tedy srovnatelnou toxicitu 2-ethylhexanolu a 2-ethylhexanalu viéi Vibrio
fischeri. Naproti tomu, informace uvedené v bezpecnostnich listech danych
latek, poskytnutych vyrobcem, udavaji, Ze napiiklad hodnota ECsy pro dafnie
po 48 hodinové expozici je u EHOLu 39 mg/l (Sigma-Aldrich, ©2018a),
zatimco u EHALu je hodnota ECsy za stejnych podminek 4,7 mg/l
(Sigma-Aldrich, ©2018b). Vsechny tyto hodnoty tak ukazuji na rozdilné toxické
chovani obou latek vii¢i riznym organismiim.

Utilizace EHOLu 1 EHALu nasi kulturou Rhodococcus sp. ES 12 je tedy
vyrazné limitovana jejich koncentracemi; neni mozné vyloucit, Ze omezena
rustova koncentrace EHOLu je ve skutecnosti dana toxicitou vznikajiciho
EHALu. Rozklad samotného EHS vSak timto nemusi byt nijak zasadné
ovlivnén, mimo jiné pravdépodobné také diky nizké rozpustnosti EHS ve vodé,
kdy tak k jejimu rozpousténi i rozkladu dochazi postupné.

V ramci celé série experimentl tak bylo potvrzeno, ze kultura Rhodococcus
sp. ES 12 je schopna utilizace jak samotného EHS, tak obou strukturnich Casti
molekuly — salicylanu sodného a 2-ethylhexanolu — v pfipadé pritomnosti
koncentraci 2-ethylhexanolu vys$Sich nez 350 mg/l vSak pfestavd byt ristu
schopna.
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4.4 Studium bakterialniho rozkladu 2-ethylhexanolu

Ackoliv problematika utilizace EHOLu byla jiz ¢aste¢né¢ zkoumana v ramci
praci vénujicich se rozkladu EHS, experimenty zabyvajici se rozkladem téchto
dvou nizkomolekuldrnich latek probihaly soubézné. V této Casti prace byla
pozornost zaméfena na izolaci bakteridlni kultury schopné rozkladu
2-ethylhexanolu pfi jeho vySsich koncentracich.

4.4.1 Izolace a identifikace kultury schopné rozkladu 2-ethylhexanolu

Izolace kultury s pozadovanou vlastnosti byla provedena z aktivovaného kalu
pochazejiciho z COV Zlin — Malenovice, adaptovaného na EHOL v koncentraci
500 mg/l, po dobu 21 dni. Po druhém cyklu pomnoZeni mikroorganismil
a po vyoCkovani na R2A agar se podafilo izolovat ¢tyfi Cisté kultury bakterii,
oznatené jako VB, MB, Z a P, které byly dale testovany. Schopnost
individuélniho rstu na EHOLu v koncentraci 500 mg/1 byla nasledné potvrzena
jen u kultury P a tato kultura byla dale podrobnéji charakterizovana; byla
provedena tada experimentil s cilem zjistit podminky jejiho ristu a rozsah
degradac¢nich schopnosti kultury. Prvotni zakladni testy ukazaly, Ze kultura P je
nefermentujici gramnegativni tyCinka, oxidaza a kataldza pozitivni.

[zolovand kultura byla pomoci analyzy 16S rDNA identifikovana jako
zastupce rodu Pseudomonas, s 99% shodou se zaznamy v databazi GenBank;
nejbliz§imi piibuznymi druhy byly P. putida a P. japonica. Kultura je ulozena
v Ceské sbirce mikroorganismil jako Pseudomonas sp. P pod &islem CCM 8809.

4.4.2 Obecné rustové vlastnosti kultury Pseudomonas sp. P

Kultura Pseudomonas sp. P rostla velmi dobie Vv teplotnim rozmezi 5 — 37 °C,
velmi nepatrny rist byl pozorovan 1 pii teploté 45 °C. Rostla v rozmezi pH 6 — 9
a také v pritomnosti NaCl v koncentracich 0 — 5,5 hm. %.

Déle byl proveden denitrifikacni test, kde byly jako substrat pouZzity
2-ethylhexanol a glycerol; oba v koncentraci 700 mg/l. Z tohoto testu vyplynulo,
ze kultura P neni schopna denitrifikace.

Byla testovana také schopnost rlistu na rliznych substratech; bylo zjisténo,
ze kultura P vyuziva kromé EHOLu fadu primarnich alkoholi jako jsou ethanol,
propan-1-ol, butan-1-ol, pentan-1-ol, hexan-1-ol, oktan-1-ol, ale také
propan-1,2,3-triol (glycerol); naopak nebyla schopna ristu na methanolu,
propan-2-olu, butan-2-olu ¢i hexan-2-olu. Pouzité alkoholy byly testovany
v koncentraci 300 mg/l. Dale byla kultura P schopna ristu také na octanu
a butyratu sodném, které byly testovany rovnéz v koncentraci 300 mg/I.

Vzhledem ke schopnosti kultury Pseudomonas sp. P rozkladat
2-ethylhexanol, byla ovéfovana také schopnost rustu na EHS a salicylanu
sodném. Substraty byly testovany v koncentraci 500 mg/l. Rist byl hodnocen
vizualné¢ a na zaCatku a konci kultivace byla méfena hodnota ODgg.
Po 14-ti dnech byla kultivace ukoncena, vzhledem k tomu, ze zadny rist kultury
nebyl pozorovan; to bylo potvrzeno také méfenim ODgy. U EHS byly hodnoty
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ODggo na zacatku a konci kultivace 0,039 + 0,001 a 0,042 £+ 0,004, u salicylanu
sodného pak 0,034 + 0,001 a 0,040 £ 0,007. Bylo tak potvrzeno, ze kultura
Pseudomonas sp. P neni schopna ristu na EHS ani na salicylanu sodném
v koncentraci 500 mg/I.

443 Optimalizace a ovéfeni metody stanoveni 2-ethylhexanolu
ve vodném prostiedi

Pro stanoveni koncentrace 2-ethylhexanolu ve vodnych vzorcich byla v ramci
této prace zavedena metoda SPE-GC, kterd je zminéna jiz v metodicke c¢asti,
v kapitole 3.2.1. Zakladem pro =zavedeni metody byla studie Lukice
et al. (2005), ktefi za pomoci extrakce na pevnou fazi s naslednym stanovenim
plynovou chromatografii provad¢li stanoveni tékavych latek ve vinnych
destilatech. Byly rovnéz vyuzity zkusSenosti z prace Kitizka et al. (2015), ktery
SPE-GC pouzival pro stanoveni koncentraci N-methylpyrrolidonu.

Pro extrakci EHOLu zvodnych vzorki byly zvoleny kolonky
C18 snepolarnim sorbentem (octadecylovy funkcionalizovany silika gel).
Extrakce probihala s vyuZitim aparatury VacMaster ™ 10 a SPE kolonek Isolute
C18 (100 mg/3 ml, Biotage). Jako eluéni ¢inidlo byl nejprve dle Lukice et al.
(2005) zvolen dichlormethan, ktery byl vSak posléze zdavodu Spatné
opakovatelnosti méfeni nahrazen hexanem.

V prub¢hu ptipravy vzorku bylo dbano na minimalizaci doby manipulace
se vzorkem, vzhledem k mirné tékavosti EHOLu. Pribéh extrakce byl
nasledujici: nejprve byla kolonka iniciovana 6 ml hexanu a poté po dobu
10 minut susena vzduchem, dale bylo davkovano 6 ml pfedem centrifugovaného
vzorku (10 000 g, 25 °C, 10 minut). Rychlost prutoku kapaliny kolonkou byla
nastavena priblizné na 3 ml/min. Po priichodu vzorku kolonkou nésledovalo
opétovné vysuseni kolonky; ackoliv vyrobce uvadi suseni po dobu 10 minut,
v praci se osvédCilo pomérné razantné zkratit dobu suSeni (1 minuta)
za zdvojnasobeni pratoku; bylo tak dosazeno vySSi ndvratnosti testovaného
analytu. Po suSeni byl analyt zachyceny na sorbentu eluovan za pomoci 6 ml
rozpou$tédla (hexanu) a jeho koncentrace byla dale stanovena pomoci
plynového chromatografu (GC), vybaveného kapilarni kolonou HP-5 (30 m x
0,32 mm x 0,25 um film) a plamenové ionizaénim detektorem. Navratnost
EHOLu pfii pouziti popsaného postupu a kolonek byla zjisténa méfenim roztok
o znamych koncentracich a je 97 %.

Pro dosaZeni optimalni velikosti signdlu a zkraceni doby analyzy byly
testovany riizné parametry nastaveni GC, jako je velikost nastfikovaného
vzorku, pocate¢ni teplota na kolon¢, rychlost zvySovani teploty, apod. Jako
nejvhodnéj§i parametry byly nakonec zvoleny tyto: injektdz 2 pl vzorku,
pii nastaveni split 1:1, teplota injektoru 240 °C, teplota detektoru 270 °C;
pocatecni teplota kolony pii analyze byla nastavena na 80 °C po dobu 1 min,
s naslednym zvySovanim teploty o 8 °C/min na teplotu 120 °C; jako nosny plyn
bylo pouzito helium, rychlost pratoku byla 2,6 ml/min. Po této optimalizaci byla
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doba analyzy zkricena na 8 min (reten¢ni ¢as EHOLu byl 3,8 min).
Pro hodnoceni vyslednych koncentraci EHOLu byla vytvotfena kalibracni kiivka
(1 — 500 mg/1), ktera je znazornéna na Obr. 3.2,

4.4.4 Rustové vlastnosti kultury Pseudomonas sp. P spojené s utilizaci
2-ethylhexanolu

Bylo provedeno nékolik experimentli, nejdiive byl sledovan ¢asovy prubéh
rozkladu 2-ethylhexanolu. V pokusu byly nasazeny dvé série o tifech lahvich
obsahujicich MM s vitaminy a 350 mg/l EHOLu; prvni série byla inokulovana
kulturou P a druha série slouzila jako slepy pokus. V pribéhu pokusu byla
stanovovana koncentrace EHOLu, DOC a byla méfena ODgqp; ziskané vysledky
jsou uvedeny v Tab. 4.9.

Tab. 4.9: Rust kultury Pseudomonas sp. P na 2-ethylhexanolu

- Doba pokusu Koncentrace
S [hodiny] | EHOLu[mgn | Pl

0 349 £ 7 0,047 + 0,000

Pseudomonas sp. P 24 105 + 88 0,388 £ 0,091
48 1,3+04 0,942 £ 0,151

0 349 £ 7 0,038 + 0,000

Slepy pokus 24 334+ 18 0,038 £ 0,001

48 345 £ 8 0,034 + 0,002

Z Tab. 4.9 je patrné, ze utilizace EHOLu kulturou P je prakticky kompletni jiz
béhem 48 hodin. Hodnoty DOC v prubéhu pokusu odpovidaly procentualnimu
zastoupeni uhliku v EHOLuU a nejsou zde tedy uvedeny; hodnoty
ODgqo Vykazovaly strmy nartst.

Pro upfesnéni doby trvani rozkladu byl pokus opakovan, tentokrat vsak byla
zvolena mirné vyssi koncentrace EHOLu (500 mg/l) tak, aby byla doba rozkladu
mirné prodlouzena; vzorky byly odebirany v né€kolikahodinovych intervalech.
Hodnoty DOC a ODgq V pribéhu druhého pokusu jsou pro lepsi piehlednost
znazornény na Obr. 4.14.
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Obr. 4.14: Biodegradace EHOLu kulturou Pseudomonas sp. P

Z Obr. 4.14 je patrné, ze rozklad EHOLu kulturou P probéhl opét pomérné
velmi rychle, mnozstvi 500 mg/l bylo kompletné rozlozeno jiz béhem 36 hodin.
Dale bylo testovano, zda je kultura schopna ristu také na vyssich koncentracich
EHOLu. Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost 2-ethylhexanolu ve vod¢é je omezena
(Amidon et al., 1974; McGinty et al., 2010), byly testovany pouze koncentrace
600, 700, 800, 900 a 1000 mg/l a utilizace substratu kulturou byla
vyhodnocovana vizualng. Rist kultury byl jednoznacné pozorovan u vSech
testovanych koncentraci.

Riist kultury Pseudomonas sp. P na piedpokladanych meziproduktech
rozkladu 2-ethylhexanolu

Jak jiz bylo uvedeno dfive, rozklad EHOLu je katalyzovan alkohol-
a aldehyddehydrogenazami, jejichz ucinkem dochazi k oxidaci 2-ethylhexanolu
na ptislusny aldehyd — 2-ethylhexanal (EHAL) a na kyselinu 2-ethylhexanovou
(EHA), ktera muze byt dale metabolizovana (Wyatt et al., 1987). Navic
v pokusech s kulturou Rhodococcus sp. ES 12 byla prokazana vyrazna zavislost
utilizace téchto latek na jejich koncentraci. Z tohoto diivodu byl v dalSich
pokusech sledovan rust kultury Pseudomonas sp. P na odstupniovanych
koncentracich téchto latek. Rast byl sledovdan v MM s vitaminy s vychozi
koncentraci EHALu 100, 150, 200, 500 a 1000 mg/l a sodné soli EHA
V koncentraci odpovidajici 200, 500, 1000 a 2000 mg/l EHA. Pokus byl
hodnocen vizualn¢ a vysledky jsou popsany v Tab. 4.10 a Tab. 4.11.

Tab. 4.10: Rust kultury Pseudomonas sp. P na riznych koncentracich
2-ethylhexanalu po 10-ti dnech kultivace

Koncentrace EHALuU 100 150 200 500 1000
[mg/l]

Riist + : - : :
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Tab. 4.11: Rust kultury Pseudomonas sp. P na riznych koncentracich sodné soli
kyseliny 2-ethylhexanove po 24 hodinach kultivace

Koncentrace EHA 200 500 1000 2000
[mg/l]
Riist + + * s

Z Tab. 4.10 a Tab. 4.11 vyplyva, ze kultura P byla schopna utilizace jak
2-ethylhexanalu, tak kyseliny 2-ethylhexanové. Maximalni koncentrace EHALu,
na které byl jeSté pozorovan rast kultury, byla 100 mg/l; u kyseliny
2-ethylhexanové kristu dochazelo na vSech testovanych koncentracich,
az do 2000 mg/l. Vysledky tohoto experimentu lze porovnat s vysledky
zjisténymi u kultury Rhodococcus sp. ES 12; data pro oba kmeny jsou
zptehlednéna v Tab. 4.12.

Tab. 4.12: Porovnani ristovych koncentraci latek u kultur Rhodococcus sp. ES
12 a Pseudomonas sp. P

s Koncentrace [mg/l]
Sledovana litka Rhodococcus sp. ES 12 Pseudomonas sp. P
EHOL 350 1000
EHAL 20 100
EHA 1000 2000

Z Tab. 412 je ziejmé, ze schopnost kultury Pseudomonas sp. P rst
na zvySenych koncentracich EHOLu v porovnani s kulturou Rhodococcus sp.
ES 12 je doprovazena i schopnosti rGstu na vysSich koncentracich EHALu.
Tento fakt tak podporuje domnénku, ze schopnost ristu jednotlivych
bakterialnich kultur na 2-ethylhexanolu je dana mirou toxicity vznikajiciho
2-ethylhexanalu vaci nim, ptipadné rychlosti nasledné premény 2-ethylhexanalu
na 2-ethylhexanovou kyselinu.

Za pozitivni zjiSténi lze tak z pohledu biologického cisténi odpadnich vod
a mikrobialniho rozkladu latek, obsahujicich estericky vdzany 2-ethylhexylovy
postranni fetézec, povazovat skuteCnost, Ze 1 v pfipadé uvoliovani
2-ethylhexanolu existuji v aktivovaném kalu bakterie schopné jeho vyuzivani,
a to i1 v koncentracich na hranici jeho rozpustnosti ve vodném prostiedi.
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4.5 Biodegradabilita kokamidopropylbetainu

Biodegradabilitou kokamidopropylbetainu (CAPB) se zabyvaly jiz dvé
zavérecné prace vypracované na FT UTB. V ramci diplomové prace Ringlové
(2015) byla potvrzena biodegradabilita této latky v aktivovaném kalu a byli
izolovani ptivodci rozkladu. Izolované kultury a jejich vztah byly podrobnéji
studovany v praci Jelénkové (2016) a v této praci.

45.1 lzolace a identifikace  Kkultur  schopnych rozkladu
kokamidopropylbetainu

Izolace kultur schopnych ristu na kokamidopropylbetainu byla provedena
z aktivovaného kalu COV Zlin — Malenovice v ramci prace Ringlové (2015).
Byly izolovany dvé nefermentujici gramnegativni kultury, pracovné oznacené
jako FV a FM; identifikace téchto kultur pomoci analyzy sekvence 16S rDNA
a studium nékterych rastovych vlastnosti kultur probéhly ve spolupraci
s Jelénkovou (2016).

Kultura FV byla se shodou 100 % se zdznamy v GenBank identifikovdna jako
zastupce rodu Pseudomonas sp., pricemz jako nebliz§i ptibuzné druhy byly
nalezeny P. nitroreducens, P. citronellolis a P. denitrificans. Kultura je uloZena
v Ceské sbirce mikroorganismil jako Pseudomonas sp. FV CCM 8810 a jeji
Castecna sekvence 16S rDNA je uloZena v GenBank pod piistupovym ¢islem
MG242132.

Kultura FM byla s 97% shodou se zaznamy v GenBank identifikovana jako
zastupce rodu Rhizobium sp., pficemz nebliz§im piibuznym druhem byl
R. daejeonense. Kultura je ulozena v Ceské sbirce mikroorganismil jako
Rhizobium sp. FM CCM 8811 a jeji caste¢na sekvence 16S rDNA je uloZena
Vv GenBank pod ptistupovym cislem MG251449.

45.2 Obecné ruastové vlastnosti kmend Pseudomonas sp. FV
a Rhizobium sp. FM

Kultura Pseudomonas sp. FV rostla v teplotnim rozmezi 10 — 37 °C, potiecbna
doba inkubace pii 30 °C byla 24 hodin. K ristu kultury FV dochazelo také
v ptitomnosti NaCl o koncentraci 0 — 3,0 hm. %; pfi vySSich koncentracich této
soli byla kultura v rtistu inhibovéna.

Kultura Rhizobium sp. FM byla schopna ristu v teplotnim rozmezi
10 — 41 °C, potiebna doba inkubace pii 30 °C vSak byla 72 hodin. Tato kultura
byla citlivéjsi na ptfitomnost soli, k jejimu rastu dochazelo pouze v ptitomnosti
0 — 0,5 hm. %; NaCl, pti vyssSich koncentraci kultura nerostla.
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4.5.3 Rustové vlastnosti kultur Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp.
FM spojené s rozkladem kokamidopropylbetainu

V praci Jelénkové (2016) bylo potvrzeno, ze kultury Pseudomonas sp. FV
a Rhizobium sp. FM jsou spole¢né schopny rist na zvySenych koncentracich
CAPB, a to az do koncentrace 10 g/l; to naznacuje jejich potencidlni vyznam pro
pouziti v ndhodn¢ kontaminovanych lokalitach.

Pro objasnéni tlohy jednotlivych bakterii v rozkladném procesu bylo v ramci
této prace uskutecnéno nckolik sérii experimenti. Nejprve byla sledovana
biodegradace CAPB jak jednotlivymi kulturami FV a FM, tak i jejich
konsorciem. V tomto experimentu byly nasazeny tii série MM s 300 mg/l
CAPB, vzdy se tiemi paralelnimi lahvemi. Série byly inokulovany bud’ kulturou
FV nebo kulturou FM nebo jejich kombinaci. V pribéhu pokusu byly odebirany
vzorky, u nichz byla stanovovana koncentrace DOC a ODyggo; vysledky jsou
graficky znazornény na Obr. 4.15.
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Obr. 4.15: Degradace CAPB kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM

Pti degradaci CAPB jednotlivymi kulturami a jejich kombinaci byly ziskany
vyrazné rozdilné vysledky, jak je patrné z Obr. 4.15. Zatimco kultura FV byla
schopna ke svému ristu CAPB c¢astecné vyuzivat (pokles DOC pfiblizné
o 36 %), sama kultura FM rlstu schopna nebyla vibec. Hodnoty DOC
po 14 dnech degradace dosahly 141,2 mg/l u kultury FV a u kmene FM
219,3 mg/l, takze prakticky zistaly na vychozi hodnoté 220 mg/1. Naproti tomu,
spole¢né plisobeni obou kultur zajistilo prakticky uplnou biodegradaci CAPB,
a to za pouhé 4 dny, béhem nichZ bylo spotfebovano vice nez 90 % organického
uhliku; hodnota DOC na konci pokusu cinila jen 19,2 mg/1.

Za ucelem dalsiho ozfejméni role kultury Rhizobium sp. FM v degrada¢nim
procesu byly proto z finalnich degrada¢nich suspenzi, po 14 dnech degradace
CAPB jednotlivymi kulturami, odstranény pfitomné bunky centrifugaci
a ziskané supernatanty byly jesté zfiltrovany pies sterilni filtry s velikosti port
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0,22 um. Sterilni supernatant pochazejici z degradace CAPB kulturou FV byl
poté zaoCkovan kulturou FM a naopak. Po 7 a 14 dnech dalsi inkubace byly
dvakrate odebrany vzorky, u kterych byly stanoveny koncentrace DOC; zji§téné
hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4.13 (poc¢atecni koncentrace DOC, pii Gplném
zahajeni degradace CAPB, byla 220 mg/l1, viz Obr. 4.15).

Tab. 4.13: Koncentrace DOC v supernatantech, zaockovanych druhou kulturou

Degradace Degradace Koncentrace DOC [mg/l]
CAPB supernatantu | Po degradaci Degradace
kulturou kulturou CAPB 7 dni 14 dni
FV FM 141,2 30,3 18,6
FM FV 219,3 194,1 140,6

Vysledky uvedené v Tab. 4.13 ukézaly, ze kmen FM dokézal vyuzit
podstatny podil organickych slou€enin, které zlstaly v médiu po degradaci
CAPB kulturou Pseudomonas sp. FV. Na konci testu tak dosahla koncentrace
rozpusténého organického uhliku prakticky stejné trovné, jaka byla pozorovana
v predchozim testu degradace CAPB konsorciem obou kmenid (18,6 mg/l
vs. 19,2 mg/l, viz Obr. 4.15).

V opacném piipad¢é, po puasobeni kultury Rhizobium sp. FM na CAPB,
vykazala kultura Pseudomonas sp. FV pokles koncentrace DOC
z 219,3 jen na 140,6 mg/l. Tento vysledek byl plné v souladu se zjiSténim,
ziskanym v prvnim testu degradace CAPB kmenem FV, ve kterém byla na konci
testu zaznamenana prakticky stejnd hodnota DOC 141,2 mg/I.

Ziskané udaje tak siln€ naznacily, Ze za danych podminek, tj. v kompletnim
mineralnim médiu, zajistila kultura Pseudomonas sp. FV primarni biodegradaci
CAPB, a ze produkované metabolity byly nasledné vyuzity kulturou Rhizobium
sp. FM. Naproti tomu bylo ziejmé, Ze pusobenim kultury Rhizobium sp. FM
na CAPB nedoSlo k zadné strukturni zméné€, ktera by tento surfaktant
zptistupnila kultute Pseudomonas sp. FV. Dalsi ¢asti prace tak byly sméfovany
Kk potvrzeni tohoto pfedpokladu a k objasnéni, ktera ¢ast CAPB by mohla byt
vyuzivana jednotlivymi kulturami. K tomu byly pfipraveny dvé sady pokust,
jednak riistové testy obou kultur na strukturnich ¢astech CAPB, jednak pokus
degradace CAPB v bezdusikatém mineralnim médiu.

Rist kultur Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM na riznych
substratech

V této cCasti prace bylo cilem experimentu objasnéni, ktera cast CAPB
je potencialné vyuzitelna jednotlivymi kulturami. Vzhledem k tomu, ze nejvétsi
podil kokamidopropylbetainu pfedstavuje lauramidopropylbetain, byl zkouman
rist jednotlivych kultur na lauramidu, lauratu sodném a betainu, vcetné riistu
na lauramidu a betainu v bezdusikatém minerdlnim médiu (MM3). Kromé¢ toho
byla také testovdna utilizace kaprylatu, palmitatu a stearatu. Vybrané substraty
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byly pouzity v koncentraci 125 mg/l lauramidu, 300 mg/l betainu, 200 mg/I
lauratu sodného a dale piiblizn¢ 120 mg/l kaprylatu, palmitatu a stearatu.
Vysledky experimentu byly vyhodnoceny vizualné a jsou popsany v Tab. 4.14.

Tab. 4.14: Utilizace substratii kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp.
FM v kompletnim MM a v bezdusikatém MM3

Kultura Lauramid Betain Kaprylat | Laurat | Palmitat | Stearat
MM | MM3 | MM | MM3 MM MM MM MM
FV + + + + + + + "
FM - - + + + _ ) -

Tab. 4.14 ukazuje na rozdilné metabolické vlastnosti obou kultur.
Utilizace betainu (i bez jakéhokoli jiného zdroje dusiku) a kaprylatu
predstavovaly jediné spolecné vlastnosti studovanych bakterii. Jak bylo
oc¢ekavano, kmen FV vykazal $ir§i degradacni schopnosti, projevujici se utilizaci
mastnych kyselin se sttednim i1 dlouhym fetézcem a také lauramidu pro sviyj
rust. Bylo tedy zjevné, Ze kultura FV je schopna asimilovat dusik lauramidu
i betainu; tento nalez vSak neprokazoval jeji stejnou schopnost pro CAPB.
Vyznamnym zjisténim byla také utilizace betainu kmenem FM, ukazujici
na potencialni schopnost této kultury vyuzivat alespon ¢ast molekuly CAPB.
Na zéklad¢ téchto skuteCnosti tak bylo rozhodnuto uskutecnit experiment,
ve kterém by byl otestovan rist jak kultury FV, tak konsorcia obou kultur,
na CAPB v prosttedi bez externiho zdroje dusiku.

Rozklad kokamidopropylbetainu kulturou Pseudomonas sp. FV
a konsorciem obou kultur v médiu bez jiného zdroje dusiku

Dalsi soubor testli tak zahrnoval zkoumani degradace CAPB v prostiedi bez
dusiku jak primarnim degradérem, tj. kulturou FV, tak kombinaci obou kultur
FV a FM. K ovéfeni schopnosti ristu kultur v prostiedi bez dusiku, byl testovan
jejich rlst na substratu, ktery jsou v prostredi klasického MM kultury schopny
vyuzivat. Jako testovany subtrat byl vyuzit glycerol v koncentraci 300 mg/I
a vramci experimentu bylo zjiSténo, Ze kultury nejsou schopny glycerol
Vv prosttedi bez dusiku vyuZzivat.

V experimentu byly proto nasazeny dvé série MM3 (bez dusiku) s 300 mg/l
CAPB, vzdy ve tfech paralelnich lahvich. Pribéh degradace CAPB byl sledovan
pomoci stanoveni koncentrace DOC a hodnot ODgypy a je znazornén
na Obr. 4.16.
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Obr. 4.16: Degradace CAPB kulturou Pseudomonas sp. FV a konsorciem obou kultur
V nepritomnosti zdroje dusiku

Vysledky uvedené na Obr. 4.16 jednozna¢né ukazaly, ze navzdory schopnosti
kmene Pseudomonas sp. FV vyuzivat betain i lauramid v mineralnim médiu,
neobsahujicim zdroj dusiku, nebyla tato kultura schopna za stejnych podminek
vyuzivat CAPB — nebyly zjiStény zadné¢ znamky jejiho rlstu ani utilizace
kokamidopropylbetainu (kfivky se c¢tvercovymi znackami na Obr. 4.16).
Tento jev spolu s piredchozimi vysledky a se skuteCnosti, ze k mineralizaci
CAPB v bezdusikatém médiu doSlo pouze v pfitomnosti obou kultur, poskytl
zasadni pohled na zpuisob spoleéné degradace CAPB a umoznil formulovat
moznou roli obou kultur.

Pii zohlednéni vSech ziskanych vysledkil 1ze kmen Pseudomonas sp. FV
povazovat za puvodce primdrni degradace, vyuzivajiciho jen alkylové fetézce
molekul CAPB, zatimco kultura  Rhizobium sp. FM  vyuziva
alkylamidopropylbetainové metabolity, obsahujici podstatné zkracené alkylové
¢asti. Navic je z Obr. 4.16 patrné, Ze ptitomnost kultury FM je v podminkach
bez externiho zdroje dusiku pro uspéSnou biodegradaci CAPB stejné dllezita
jako pritomnost kultury FV. Jinymi slovy, Pseudomonas sp. FV ma schopnost
ristu na kokamidopropylbetainu pouze v ptfitomnosti jiného, pro ni dostupného
zdroje dusiku. Za takovych podminek je schopna ¢astecné vyuzit CAPB jako
zdroj uhliku a energie oxidaci jeho alkylovych skupin, pravdépodobné bez
ohledu na délku alkylovych fetézcli. Tato hypotéza je podpoiena schopnosti této
bakterie rlst na mastnych kyselindch s kratkym, sttednim 1 dlouhym fetézcem
(kaprylat C8, laurat C12, palmitat C16, stearat C18) a také skutecnosti, ze byla
pozorovana rychld a prakticky Uplna degradace CAPB konsorciem obou kmenti
(viz Obr. 4.15).

Obecné plati, ze Stépeni vazby C-N piedstavuje rozhodujici krok
pro biodegradaci surfaktantl obsahujicich dusik, jak dokladaji Garcia et al.
(2007) a Rios et al. (2017) ve svych studiich mikrobialniho rozkladu strukturné
podobného kokamidopropylaminoxidu. Z tohoto pohledu je dilezitost kultury
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Rhizobium sp. FM nepiehlédnutelna, prestoze neni schopna takové Stépeni
realizovat v intaktnim CAPB. Jeji neschopnost Stépit vazbu C-N v molekule
kokamidopropylbetainu je ziejmd vzhledem k tomu, Ze kultura FM nebyla
schopna ristu na CAPB ani v kompletnim médiu (Obr. 4.15) a je neschopna
utilizovat lauramid. Nicméné, po primarni biodegradaci CAPB kmenem
Pseudomonas sp. FV, je kultura Rhizobium sp. FM je schopna ziskavat dusik,
uhlik 1 energii ze vznikajicich metabolitl, které jiz kultura FV neni schopna dale
rozkladat, ¢imz zajistuje pokracovani degradacniho procesu. Navic, v prostiedi
neobsahujici dostupny dusik kultura FM zasobuje dusikem i1 svého degrada¢niho
partnera, coz je doloZeno nejen spolecnou degradaci v bezdusikatém médiu,
ale také ristem kultury FM na betainu za stejnych podminek. Naproti tomu jeji
neschopnost vyuzivat lauramid naznacuje, ze alkylovy fetézec o urCité délce,
sousedici s amidovou skupinou, je piekazkou pro jeji asimilaci amidického
dusiku.

Dostupnost dusiku se tak jevi jako kliCovy aspekt degradace CAPB,
coz lze dolozit srovnanim rychlosti rozkladu v kompletnim a bezdusikatém
médiu. Pii utilizaci CAPB konsorciem FV + FM v kompletnim MM doslo
ke sniZeni hodnoty DOC z 220,3 na 21,7 mg/l béhem pouhych 4 dni, zatimco
v podminkach bez dusiku doSlo z pocatecni koncentrace 227,2 ke snizeni na
hodnotu 43 mg/l az po 29 dnech procesu. Je ziejmé, ze dosazeni stejné irovné
mineralizace v neuplném médiu by tak vyzadovalo vice nez 1 mésic inkubace.
Lze predpokladat, Ze divody takového zpomaleni rozkladného procesu
Vv bezdusikatém prostiedi jsou jednak omezeny rozsah primarni biodegradace
kmenem Pseudomonas sp. FV a nezbytnost jejiho zasobeni dusikem, velmi
pravdépodobné produkty vylu¢ovanymi kulturou Rhizobium sp. FM.
nékterymi autory popsana. Naptiklad Schleheck et al. (2004) dokumentovali
primarni biodegradaci linearniho alkylbenzensulfonatu bakterii Parvibaculum
lavamentivorans, s naslednym vyuzitim nékterych metabolitd  druhy
Comamonas  testosteroni a  Delftia  acidovorans. 'V  pfipadé¢
benzalkoniumchloridu Oh et al. (2014) zjistili, Ze za dealkylaci tohoto
surfaktantu byl zodpovédny kmen Pseudomonas nitroreducens, zatimco jiné
druhy rodu Pseudomonas, jako P. putida a P. entomophila, metabolizovaly
benzylové meziprodukty pochdzejici z primédrni degradace.

Pokud jde o CAPB, analytické studie Eichhorna a Kneppera (2001) ukazala,
ze intaktni molekuly surfaktantu byly pii biodegradaci inkorporovany do buné¢k
a intracelularn¢ degradovany bez uvolnéni jakéhokoliv metabolitu.
Jako inokulum pro jejich degradacni experimenty vSak byla pouZzita voda z feky
Ryn a lze tak predpokladat, Zze slozeni mikrobialniho konsorcia bylo v jejich
studii zcela odlisné od dvojice naSich kment, izolovanych z aktivovaného kalu.
NaSe vysledky bezpochyby ukazuji, ze meziprodukty vznikajici primarni
biodegradaci CAPB kulturou Pseudomonas sp. FV jsou dostupné pro kulturu
Rhizobium sp. FM ve form¢ extracelularnich sloucenin.
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5. ZAVER

Na zéklad¢ tady védeckych studii Ize pomérné dobie rozliSit mikrobialné
rozlozitelné slouceniny od sloucenin malo rozloZitelnych ¢i nerozlozitelnych.
V tomto sméru existuje Sirokd Skala metod pro zkoumani biodegradabilty latek
1 materiall a je znamo jiZ obrovské mnozZstvi informaci. Tato préce
se soustiedila na studium mikrobidlniho rozkladu nékolika latek reprezentujicich
jak  vysokomolekularni, tak nizkomolekuldrni slouceniny, pouzivané
pro pomérn¢ rozmanité ucely; od povrchovych uprav fady materiald,
az po jejich aplikaci do smési, pro dosazeni urcitych uzitnych vlastnosti
materidlt a piipravkda.

Prvni ze sledovanych latek byl poly(vinylalkohol); experimenty byly nejdiive
zaméfeny na sledovani pribéhu jeho mikrobialniho rozkladu kulturami
Sphingomonas sp. JK2 a OT2 v zavislosti na mife inokulace. Celkové vysledky
ukazaly, Ze s klesajici velikosti inokul dochéazelo sice k mirnému prodluzovani
uvodnich fazi rozkladu, nicméné bylo prokazano, ze uspé$nd degradace
polymeru miiZe nastdvat 1 v pfitomnosti minimalnich inokul, v fadu jednotlivych
bun¢k degradac¢nich kultur v 1 ml média. V ramci téchto experimentt pak bylo
mimo jiné zjisténo, ze kultura Sphingomonas sp. OT2 neni v podminkach
statické kultivace schopna kompletniho rozkladu polymeru, a proto se dalsi
experimenty vénovaly objasnéni tohoto jevu. Bylo zkouméno, zda dochazi
k zastaveni rozkladu vlivem poklesu pH v prubéhu utilizace polymeru; to vSak
nebylo jednozna¢né potvrzeno. Vysledky naslednych experimentli nicméné
ukazaly, ze buiikky po probéhlé degradaci jsou dalSiho rozkladu schopny
po pieneseni do Cerstvého média. Lze tak usoudit, Ze pozorované zastaveni
rozkladu polymeru je tak spiSe zapfi¢inéno hromadénim urcitych metabolit
vV médiu, ¢i mirnym poklesem pH, pifipadné kombinaci téchto dvou faktoru.
V zavéreénych pokusech této série byla pozitivnim zjisténim uplna degradace
PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 v kombinaci s kalovym inokulem a dale
I uplna degradace polymeru konsorciem mikroorganismi fi¢ni vody, ukazujici,
7ze 1 vtéchto prostiedich existuji mikroorganismy schopné kompletniho
rozkladu.

Z ftad vysokomolekuldrnich latek byla dale sledovana mikrobialni
rozlozitelnost  poly(vinylpyrrolidonu), polymeru rozpustného ve vode¢.
Biodegradace této latky byla zkoumana za tcasti smésného bakteridlniho
konsorcia,  schopného  rozkladu  sktrukturné  podobného,  avSak
nizkomolekularniho 1-oktyl-2-pyrrolidonu. V ramci tohoto dlouhodobého
experimentu vSak timto konsorciem, ani jeho kombinaci s inokulem
Cistirenského kalu, nebyl mikrobialni rozklad polymeru prokazan.

Dalsi ¢ast prace byla zaméfena na studium degradace vybranych
nizkomolekularnich latek, kde soub&zné probihaly experimenty vénujici
se bakterialnimu rozkladu 2-ethylhexylsalycilatu (EHS) a 2-ethylhexanolu
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(EHOL). Z aktivovaného kalu byly izolovany kultury schopné utilizace téchto
latek a ty byly dale zkoumany.

Kultura schopna utilizace EHS byla identifikovana jako zastupce rodu
Rhodococcus a v praci byla predevSim sledovana jeji schopnost utilizace
jednotlivych strukturknich ¢asti molekuly EHS. Kultura byla schopna ristu na
salicylanu sodném, ale nikoliv na 2-ethylhexanolu v koncentraci 500 mg/l; vznik
a hromadéni 2-ethylhexanolu v pribéhu ristu na EHS se vSak prokazat
nepodafilo. Dalsi zkousky ovSem wukézaly, Ze kultura je utilizace
2-ethylhexanolu schopna, ale pouze pii jeho nizSich koncentracich — maximalni
ristovd koncentrace byla 350 mg/l. Podobné tomu bylo 1 pi1 rlstu
na 2-cthylhexanalu (pfedpokladaném metabolitu 2-ethylhexanolu); zde byla
kultura schopna riistu pouze pfi koncentraci 20 mg/l. V rdmci série experimentl
tak bylo potvrzeno, Ze kultura Rhodococcus sp. ES 12 je schopna utilizace obou
strukturnich ¢asti molekuly EHS. Kultura roste vrozmezi pH 6,0 — 9,5,
pii teplotach 5 — 30 °C.

V pribchu praci byla dale z aktivovan¢ho kalu izolovana kultura schopna
rastu na zvysSenych koncentracich 2-ethylhexanolu a byla identifikovana jako
Pseudomonas sp. P. Kmen dokazal kompletné utilizovat 500 mg/l
2-ethylhexanolu béhem 36 hodin a rostl i pii jeho koncentraci 1000 mg/l.
Maximalni rtstova koncentrace 2-ethylhexanalu vsak byla opét vyrazné nizsi,
a to 100 mg/l. Schopnost rlstu jednotlivych bakterialnich kultur
na 2-ethylhexanolu je tak pravdépodobné dana spiSe toxicitou vznikajiciho
2-cthylhexanalu, ptipadné jesté rychlosti nasledné premény 2-ethylhexanalu
na 2-ethylhexanovou kyselinu.

Posledni ¢ast experimentalnich praci se vénovala studiu rozkladu
kokamidopropylbetainu kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM.
Vzhledem k tomu, Ze kultury byly schopné komletni utilizace substratu pouze
ve spoleéném konsorciu, byla v ramci této prace zkoumana a objasnéna jejich
pravdépodobna uloha pii spolecném rozkladu této latky. Bylo zjisténo,
ze Pseudomonas sp. FV, ktera je pivodcem primarni biodegradace, vyuziva
alkylové  tetézce  molekul =~ CAPB a mad  schopnost  ristu
na kokamidopropylbetainu pouze v pfitomnosti jiného, pro ni dostupného zdroje
dusiku; neni totiZ schopna asimilovat dusik z molekul CAPB. Naopak, kultura
Rhizobium sp. FM je po primarni biodegradaci CAPB kmenem Pseudomonas
sp. FV schopna ziskavat dusik i1 uhlik a energii ze vznikajicich metabolitd, které
Jiz kultura FV neni schopna dale rozkladat, ¢imz =zajistuje dokonceni
degradacniho procesu. Navic, v nepifitomnosti externiho zdroje dusiku umoznuje
konsorciu obou kultur sice zpomalenou, ale ptece jen probihajici utilizaci tohoto
surfaktantu.
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6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Tato prace se vénovala studiu bakteridlniho rozkladu vybranych syntetickych
vysokomolekuldrnich a nizkomolekuldrnich latek, které jsou Siroce vyuzivany
v fad¢ prumyslovych odvétvi. Dostupné znalosti o jejich biodegradabilité jsou
znaéné odlisné; je tedy ziejmé, Ze studium mikrobidlni degradace kazdé z latek
bylo vzdy jedine¢nym problémem a prace tak byla zaméfena na riizné aspekty
téchto procesti. Tento piistup umoznil S$irSi pozndni biodegradability
pramyslovych sloucenin a piipadnych dopadt aplikace téchto latek v zivotnim
prostiedi.

Ptinos vyzkumu mikrobialniho rozkladu poly(vinylalkoholu)
a poly(vinylpyrrolidonu) pro védu a praxi tak mize byt shrnut v téchto bodech:

- Jedna se o prvni studii, sledujici tak Siroky rozsah velikosti testovanych
inokul. Hlavnim védeckym piinosem se jevi zjisténi, ze bakteridlni
rozklad netoxického xenobiotika (PVA) mize byt =zahajen
I V pfitomnosti minimalniho mnozstvi bunék s potiebnou schopnosti,
coZ naznacuje, ze k rozkladu miize dochéazet i1 v prostfedich s pomérné
nizkym mikrobialnim osidlenim.

- Utilizace PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 neni kompletni,
zastaveni rozkladu polymeru nastavd pravdépodobné vlivem nékolika
faktorti prostiedi.

- Bylo potvrzeno, ze k rozkladu poly(vinylalkoholu) mtize dochéazet také
v prosttedi S niz§im mikrobidlnim osidlenim, jako jsou napftiklad fi¢ni
vody; vzhledem k obecné dobré rozlozitelnosti tohoto polymeru
vV aerobnim prostiedi tak neexistuji zdsadni piekazky jeho pouzivani
v fad€ primyslovych aplikaci.

- Bylo zjisténo, ze k mikrobidlnimu rozkladu PVP za pomoci konsorcia
schopného rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu nedochéazi, a to ani
v kombinaci s mikroorganismy aktivovaného kalu a po jejich
dlouhodobém piisobeni.

- Otazkou do budoucna je osud PVP v Zivotnim prostiedi a zvaZeni jeho
dalsiho pouzivani v nekterych aplikacich; jako feSeni se jevi
jeho nahrazeni 1épe rozlozitelnymi latkami.

Ptinos pro védu a praxi vyplyvajici z vysledkd mikrobialniho rozkladu
studovanych  syntetickych  nizkomolekularnich latek Ize pak vidét
V nasledujicich bodech:

- Byly popsany konkrétni rody bakterii, podilejici se na rozkladu danych
latek.

- Vzhledem k tomu, Ze se jedna o bakterialni rody bézné se vyskytujici
V riznych environmentalnich sférach, 1ze do jisté miry ptfedpokladat,
ze tyto latky budou v prostifedi rozkladany a pravdépodobné nebude
dochazet k jejich zdsadni kumulaci.
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V Cistirenskych suspenzich byla potvrzena pfitomnost mikroorganismi
schopnych kompletni utilizace EHS a byla provedena identifikace
aktivniho degrada¢niho kmene, ktera prokazala jeho prislusnost k rodu
Rhodococcus.

Koncentrace 2-ethylhexanolu muize hrat v procesu mikrobialni
degradace latek, obsahujicich 2-ethylhexylovy fetézec, vyznamnou roli,
coz je ziejm¢ dano také toxicitou meziproduktu jeho rozkladu,
tj. 2-ethylhexanalu.

Byla provedena izolace kmene schopného rozkladat vyssi koncentrace
2-ethylhexanolu a degrada¢ni kmen byl identifikovan jako zastupce
rodu Pseudomomas.

Byla zavedena a optimalizovana metoda stanoveni koncentrace
2-ethylhexanolu ve vodném prostiedi pomoci SPE-GC.

Byla  potvrzena  pomémé  velmi  dobra  biodegradabilita
kokamidopropylbetainu za optimalnich podminek.

Pokusy zabyvajici se biodegradabilitou CAPB vedly k objasnéni vztahu
mezi kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM,
coz potvrdilo, jaky vyznam ma kooperace mezi riznymi bakterialnimi
kmeny pii rozkladu urcitych latek.

Préace také ukdzala, Ze pfitomnost dostupného zdroje dusiku miize mit
na rychlost rozkladu CAPB vyrazny vliv.

Bakterialni  kultury, které byly v pribéhu prace ziskany,
tj. Rhodococcus sp. ES 12, Pseudomomas sp. P, Pseudomonas sp. FV
a Rhizobium sp. FM, byly uloZeny v Ceské sbirce mikroorganismi
v B¢ a jsou tak védecké komunité dostupneé pro ptipadne dalsi
zkoumani.
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