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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na studium mikrobidlniho rozkladu vybranych
syntetickych vysokomolekularnich i1 nizkomolekularnich latek, pouzivanych
pro Upravu materiall a ptipravki. Zabyvala se biodegradaci ve vod¢ rozpustnych
polymert, a to poly(vinylalkoholu) a poly(vinylpyrrolidonu), a dale studiem
rozkladu nékterych nizkomolekularnich sloucCenin, pouZzivanych casto
Vv kosmetickém primyslu, a to 2-ethylhexylsalicylatu, 2-ethylhexanolu
a kokamidopropylbetainu.

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

V ramci experimentalni ¢asti prace byla bakteridlni degradace uvedenych
slouc¢enin hodnocena v pribéhu pokusli predev§im na zaklad€¢ ubytku jejich
koncentrace ve vodném prostfedi a na zakladé ristu mikroorganismi. Byly
studovany néktere faktory, ovliviiujici priibéh mikrobidlni degradace, jako jsou
velikost inokula, hodnota pH ¢i pfitomnost jinych mikroorganismi. V ramci
experimenti 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 p¥itomnosti 10° bunék/ml. Naproti tomu
mikrobidlni degradaci poly(vinylpyrrolidonu) se prokdzat nepodatilo.

V relevantnich ptipadech byly nové izolovany bakteridlni kultury schopné
rozkladu studovanych latek a byly zkoumany jejich ristové a degradacni
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 Kkultury byly
rovnéz deponovany v Ceské sbirce mikroorganismil v Brng.

Klicova slova: poly(vinylalkohol), poly(vinylpyrrolidon), 2-ethylhexylsalicylt,
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 biodegradation 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 vysokomolekularniho
¢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 pfipravky pak miize
dochazet k tniku latek v nich obsazenych do zivotniho prosttedi. Z téchto divodi
je dulezité zabyvat se osudem takovych latek v prostiedi, zejména moznostmi
jejich mikrobialniho odstranéni, nebot’ biodegradace je obvykle nejrozsifené;si a
environmentalné nejvhodnéjsi formou zneskodnéni organickych latek.

1.1 Biodegradabilita vybranych syntetickych
vysokomolekularnich latek

1.1.1 Poly(vinylalkohol)

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.

BHz—l|3H
OH .
Obr. 1.1: Chemicka struktura PVA (DeMerlis a Schoneker,2003)

Poly(vinylalkohol) je wvyrabén hydrolyzou poly(vinylacetatu) (Duchacek,
2006). Je hojn¢ vyuzivan pii vyrobé papiru, dale v textilnim, chemickém
¢i kosmetickém pramyslu (DeMerlis a Schoneker, 2003).

Z informaci dostupnych v literatuie (Sanders a Matthews, 1990; DeMerlis
a Schoneker, 2003) pak vyplyva, Ze toxicita PVA je pomérné¢ nizka. Davka,
pii které jesté¢ nebyl pozorovan Skodlivy ucinek (NOAEL) je 5000 mg/kg/den
(Kelly et al., 2003).

Biodegradace PVA

V disledku jeho stale se zvySujici produkce je mikrobialni rozklad PVA
dlouhodobé ptedmétem vyzkumu. Byla popséna jiz fada mikroorganismi
schopnych jeho biodegradace, zahrnujici jak gramnegativni, tak grampozitivni
bakterie, a také nekteré druhy mikroskopickych vlaknitych hub. Bakterie schopné
rozkladu PVA jsou zastupci rodt 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, 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 PV A patii zastupci rodt Fusarium
(Nord, 1936) a Penicillium (Qian et al., 2004). Vétsina z téchto mikroorganismi
je pak schopna poly(vinylalkohol) vyuzivat jako jediny zdroj uhliku a energie.

Diky izolaci tak znacného mnozstvi kultur degradért PVA je pomérné dobie
zndm 1 mechanismus jeho aerobniho mikrobidlniho rozkladu. Ten probiha
ve dvou krocich, kdy v prvnim z nich dochézi k oxidaci jedné nebo dvou
sousednich hydroxylovych skupin. Oxidace jedné hydroxylové skupiny ma
za nasledek vytvoreni monoketonové struktury, kdezto oxidace dvou sousednich
skupin vede k tvorbé B-diketonove struktury. V této fazi rozkladu se uplatiiuji dva
typy enzymi, a to PVA-oxidaza nebo PVA-dehydrogenaza (Kawai a Hu, 2009).
Vsechny doposud popsané PV A-dehydrogenazy (Kawai a Hu, 2009) jsou zavislé
na pritomnosti pyrrolochinolin chinonu (PQQ). Ten je nekovalentné vazanou
prostetickou skupinou fady chinoproteinti a je tvofen kyselinou glutamovou a
tyrosinem. Schopnosti jeho tvorby disponuji nékteré kmeny gramnegativnich
bakterii, napt. Acinetobacter (Duine et al., 1979), Pseudomonas (Sakazawa et al.,
1981) ¢i Cardiobacterium (Lee a Kim, 2003).

Podle produktii vzniklych v prvnim kroku rozkladu PVA probihaji reakce
v kroku druhém. V této fazi podléha oxidovany PVA bud aldoldzové reakci
(u monoketonové struktury), nebo hydrolyze (u B-diketonové struktury).
Hydrolyza je katalyzovdna [B-diketonhydrolazou (BDH), a jelikoz je délka
uhlikového fetézce na kazdé strané diketonu rizné, dochézi pti ni na kratsi strané
k produkci methylketonu a na del$i k tvorbé karboxylové kyseliny. Vznikle
karboxylove kyseliny jsou poté v buiikkach obvykle dale metabolizovany pomoci
B-oxidace mastnych kyselin a v cyklu trikarboxylovych kyselin. Dalsi enzym,
ktery katalyzuje druhou fazi rozkladu, izoloval Klomklang et al. (2005) a jedna
se 0 hydrolazu oxidovaného poly(vinylalkoholu) (OPH); ptisobeni tohoto enzymu
je velmi podobné tc¢inkiim BDH.

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

Vlivu dalSich environmentalnich faktord, jako naptiklad pfitomnosti
¢i koncentraci riznych nutrienti, na mikrobialni degradaci poly(vinylalkoholu)
se vénuje relativné malé mnozstvi praci. Vlivu pfitomnosti rizného zdroje dusiku
na rozklad PVA symbiotickou dvojici kultur SA2



a Sphingomonas sp. SA3 se vénovali Kim et al. (2003); jako nejvhodnéjsi zdroj
dusiku byly zjistény amonné soli. Také Chen et al. (2007) sledovali vliv
pfitomnosti rizného zdroje dusiku na rozklad PVA smisenou kulturou
mikroorganismil S pfevazujicim zastoupenim rodd Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas a Paenibacillus. Vysledkem prace bylo zjisténi,
ze pro rist a biodegradaci PVA touto smiSenou kulturou mikroorganismi
je vhodnéjsi piitomnost anorganického zdroje dusiku nez organického.
Naopak Du et al. (2007), kteti zkoumali rozklad PV A kulturou Janthinobacterium
sp., pozorovali  pravy  opak, tedy  vy$§i  narist  biomasy
I enzymovou aktivitu v pfitomnosti organického zdroje dusiku.

Nékteré dalsi podminky, ovlivilujici 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,
a taktéz bylo zjisténo, Ze pozitivné lze ovlivnit pribéh biodegradace piidanim
malého mnozstvi vhodného organického substratu, a ze i pomér uhliku k dusiku
muze vyznamné ovlivnit vyslednou miru procesu.

1.1.2 Poly(vinylpyrrolidon)

Poly(vinylpyrrolidon) (PVP), oznaCovany také jako Kollidon, Povidon,
Polyvidon ¢i poly(N-vinyl-2-pyrrolidon), je ve vodé rozpustny synteticky
polymer. Chemicka struktura PVP je zndzornéna na Obr. 1.2. V pevném stavu
je to bily ¢1 nazloutly prasek, s ¢asticemi rizné velikosti (Robinson, 1990; Biihler
et al., 2005).

H.C — CH2
/ \

H2C \N/[::O

|

Obr. 1.2: Chemicka struktura
PVP (Robinson, 1990)

Vyroba PVP spociva v polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu (Robinson, 1990).
Poly(vinylpyrrolidon) pak nachazi uplatnéni pfedev§$im ve farmaceutickém
pramyslu, kde se pouziva jako pojivo do tablet a ptipravkll s fizenym
uvolilovanim. Je vyuZivan také v potravindiském ¢i kosmetickém primyslu, také
jako stabilizator pii polymeraci a ve fotografickém primyslu; piidava
se i do barviv ¢i inkoustii. Z dostupnych informaci pak vyplyva, ze PVP je latka
s velmi nepatrnou toxicitou (Robinson, 1990). Davka NOAEL byla stanovena
na 5 g/kg/den.

Biodegradace PVP



Biologicka rozlozitelnost PVVP byla zkoumana v ramci n€kolika studii (Trimpin
et al, 2001, Julinova et al, 2012, Julinova et al, 2013),
jejichz  vysledky naznacuji, Ze polymer je biologicky nerozlozitelny,
¢1 jen nepatrné rozloZitelny.

Trimpin et al. (2001) sledovali biologickou rozlozitelnost PVP v reaktoru
spevnym loZzem, promyvaném fi¢ni vodou s PVP. Po 30 dnech nebyla
pozorovana zadna oxidace koncovych skupin PVP, ani rozdil v po¢tu opakujicich
se jednotek. Ve studii Julinové et al. (2012), vénované moznosti odstranéni PVP
z odpadnich vod, byla potencialni biodegradace testovana v péti riznych druzich
aktivovaného kalu. Na rozdil od ostatnich druhii kalti, byl vtestu s kalem
vznikajicim pii vyrobé penicilinu v kombinaci s ptidavkem odpadniho mycelia
pozorovan narust produkce oxidu uhli¢itého cca o 10 %. V radmci prace byly
jednotlivé kaly dale aklimatizovany v pfitomnosti
N-methyl-2-pyrrolidonu, a pouzity do testi biodegradace PVP. | zde bylo
dosaZzeno mirn¢ pozitivnich vysledkll, 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 riznych induktori biodegradace:
akrylamidu, N-acetylfenylalaninu a N-methyl-2-pyrrolidonu. Ackoliv v ptipadé
samotného PVP biodegradace pozorovana nebyla, pii pridavku akrylamidu byl
pozorovan ubytek PVP piiblizné¢ 20 %. Z vysledkti prace tak vyplyva,
ze CasteCny mikrobialni rozklad PVP miiZze byt podpofen ptitomnosti n¢kterych
dalsich latek.

1.2 Biodegradace vybranych syntetickych nizkomolekularnich
slouc¢enin

1.2.1 2-ethylhexylsalicylat

2-ethylhexylsalicylat ~ (EHS), nebo  také  ethylhexyl salicylat
¢i  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/cm3. Chemicka struktura

je znazornéna na Obr. 1.3.
0
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Obr. 1.3: Chemicka struktura
2-ethylhexylsalicylaru (Lapczycnski et al., 2007)

Vyroba  2-ethylhexylsalicylatu =~ spoCivda v azeotropni  esterifikaci
2-ethylhexanolu a kyseliny salicylové. Hlavni vyuziti pak EHS nachazi
v ochrannych prostfedcich proti sluneCnimu zateni, tj. v opalovacich krémech
a dal$ich prosttedcich osobni péce, kde slouzi jako organicky UV filtr (Andersen,



2003; Lapczynski et al., 2007). Je pouzivan také jako vonna piisada v dekorativni
kosmetice, lze jej nalézt 1 vdomacich Cisticich prostfedcich.
Jeho mnozstvi v téchto piipravcich je pak obvykle od 0,001 do 5 % (Andersen,
2003). Ze studii Vyzkumného ustavu pro vonné materialy (Lapczynski
et al., 2007) vyplyva, Ze pusobenim EHS nedochazi k vyznamnému podrazdéni
kGze, pouze v nékterych piipadech mize EHS zplsobit mirné zarudnuti.
Davka NOAEL nebyla pro EHS stanovena, pravdépodobné vsak piesahuje
hodnotu 250 mg/kg/den (EU, 2000).

Biodegradace 2-ethylhexylsalicylatu

Produkce a spotieba prostiedkli osobni péce obsahujicich UV filtry
za posledni desetileti diky zvySujicimu se vefejnému povédomi o Skodlivych
ucincich UV zafeni znac¢né stoupa (Ramos et al., 2016). Vyskyt organickych
UV filtrt véetné EHS byl zjistén v riznych vzorcich vodniho prostfedi (Ramos
etal., 2016). Diky lipofilni povaze (log Kow = 5,97) miize u EHS dochazet v jisté
mife i k jeho adsorpci na sedimenty a ¢astice aktivovaného kalu (Rodil
et al., 2009; Negreira et al., 2011; Sanchéz-Brunete et al., 2011; Benedé
et al., 2014; Ramos et al., 2015).

Ve védecké literatute se pak vyskytuje pouze velmi omezené mnozstvi tdajt
spojenych s mikrobialnim rozkladem 2-ethylhexylsalicylatu. EXistuje nékolik
studii zabyvajicich se odstraiovanim organickych UV filtri na Cdistirnach
odpadnich vod, dodnes vSak nebyla popsdna biodegradace EHS,
at’ uz v aktivovaném kalu ¢i 1zolovanym mikroorganismem. Napftiklad, Negreira
et al. (2009) méfili koncentrace EHS na riznych mistech COV. Zjisténé
koncentrace na piitoku do COV byly 28 ng/l a na odtoku 7,5 ng/l. Uginnost
odstranovani organickych UV filtri na Cistirndch odpadnich vod studovali take
Tsui et al. (2014), pti¢emz uvadi G¢innost odstranéni EHS v aktivovaném kalu
obvykle wvyssi nez 90 %. Zuvedené studie vSak neni zcela ziejmé,
zda k odstranéni EHS doslo diky biodegradaci nebo v dusledku jeho adsorpce
na vlocky aktivovaného kalu. Naproti tomu Ekpeghere et al. (2016) uvadi,
ze prumérna ucinnost odstranéni EHS v prabéhu procesu ¢isténi odpadnich vod
byla od 32 do 91 %, dle typu d¢isticiho procesu. Autofi detekovali EHS jako
dominantni UV filtr pfedev§im na odtocich COV a také v fekéch,
a predpokladaji, ze jeho nizka mira odstranéni je dana jistou resistenci

k degradaci.
1.2.2 2-ethylhexanol

2-ethylhexanol (EHOL) je bezbarva, mirné olejovitd kapalina aromatického
zapachu. Jeho rozpustnost ve vod¢ je omezena a udaje o ni se lisi; Amidon
et al. (1974) uvadi rozpustnost ve vod¢ pii 25 °C 880 mg/l, McGinty
et al. (2010) pak 1379 mg/l. Molarni hmotnost je 130,23 g/mol, hustota
0,833 g/cm®. Chemicka struktura je zndzornéna na Obr. 1.4.
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Obr. 1.4: Chemicka struktura
2-ethylhexanolu (Wyatt et al., 1987)

Vyroba EHOLu je vicestupiiovy proces, jehoz prvni krok spociva
v hydroformylaci propenu (Kessen et al., 1987). Hlavni vyuziti 2-ethylhexanol
nachdzi pfedevSim pii  vyrobé zmékcéovadel di-2-cthylhexylftalatu
a di-2-ethylhexyladipatu a mnoha dal$ich chemikalii (Astill et al., 1996a; Chenier,
2012). Je také pouzivan jako vonna prisada viadé pripravkd,
od dekorativni kosmetiky, az po domaci Cistici prostfedky a detergenty (Nalli
et al., 2002, McGinty et al., 2010).

Davka NOAEL byla stanovena na 125 mg/kg/den (Astill et al., 1996b)
a krom¢ toxicity ve studiich na zviratech byla potvrzena toxicita EHOLu také pro
fadu  vodnich zivoCichi a  mikroorganismii. Ve studii  Nalliho
et al. (2002) byla toxicita 2-ethylhexanolu a kyseliny 2-ethylhexanové, vznikajici
pfti rozkladu nékterych zmékcovadel, sledovana pomoci testu Microtox. | v ramci
dalsi studie (Horn et al., 2004) byla sledovana toxicita téchto dvou metabolitl pro
nékteré vodni organismy, a to pro stievle, pstruhy duhové a dafnie. Byly
stanovovany hodnoty inhibi¢ni koncentrace
ICy5 pro stievle a letdlni koncentrace LCs 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 (i;s}'ggilh Dafnie
Sledovan4 latka EeT IC2s y L Cso
(mg/l) | (mgll LCso | (mgl)
(mg/l)
2-ethylhexanol 7,8 >15 27 100
Kyselina 2-cthylhexanova | 43 23,0 150 120

Biodegradace 2-ethylhexanolu

Diky svému vyuZiti pro vyrobu fady priamyslové vyuzZivanych latek, vcetné
zmekcovadel, se EHOL dostava do Zivotniho prostfedi. Biologickému rozkladu
EHOLu se vénovali Wyatt et al. (1987). V ramci této studie se z jezerni vody
podarilo izolovat kulturu se schopnosti utilizace EHOLu jako jediného zdroje
uhliku a energie. Tuto kulturu se néasledné podaftilo identifikovat jako zéastupce
rodu Pseudomonas, blizkého druhu Pseudomonas putida, a byl studovan
mechanismus rozkladu EHOLu touto kulturou. Pocatek degradace EHOLu
je pravdépodobné katalyzovan pomoci alkohol- a aldehyddehydrogendz, jejichz
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pusobenim dochazi ke wvzniku kyseliny 2-ethylhexanové; ta je dale
metabolizovana (Wyatt et al., 1987).

Tvorba 2-ethylhexanolu, jako meziproduktu rozkladu, byla prokazana také
v fad¢ praci zabyvajicich se biologickym rozkladem zmékcovadel, jako jsou
di-2-ethylhexylftalat ¢i di-2-ethylhexyladipat. (Ejlertsson a Svenson, 1996; Nalli
et al., 2002; Horn et al., 2004) Biodegradace téchto zmékcovadel je pouze
CasteCna, usti v produkci toxickych metaboliti — 2-ethylhexanolu a kyseliny
2-ethylhexanové, které zieym¢ mohou byt v nékterych prostfedich odolné dalsi
biodegradaci.

1.2.3 Kokamidopropylbetain

Kokamidopropylbetain (CAPB) je cira az svétle zlutda kapalina, ktera
je rozpustna ve vod¢, pfi¢emz rozpustnost ve vodeé pii 25 °C se uvadi 2 g/10ml
(Burnett et al.,, 2012). Jeho chemicka struktura je obvykle odvozena
od kokosového oleje a dimethylaminopropylaminu. Pievladajici mastnou
kyselinou Vv kokosovém oleji je kyselina laurova (C12); struktura
lauramidopropylbetainu je uvedena na Obr. 1.5 (Worthen et al., 2014).

0

A Y

H.C H / \
H.C CH. O

Obr. 1.5: Chemicka struktura lauramidopropylbetainu (Worthen et al., 2014)

Kokamidopropylbetain je vyrabén ve dvoustupiiovém procesu; v prvnim stupni
dochazi k reakci kokosového oleje nebo mastnych kyselin, ziskanych hydrolyzou
tohoto oleje (C12 — C18), s dimethylaminopropylaminem.
Ve druhém stupni se za alkalickych podminek necha reagovat ziskany
dimethylaminopropylkokoamid s monochloroctanem sodnym a je ziskan CAPB
ve forme roztoku o koncentraci ptiblizné 30 %.

CAPB je diky svym vyhodnym vlastnostem hojné vyuzivan ponejvice
v kosmetickych prostfedcich a prostiedcich osobni péce (Burnett et al., 2012).
Z dostupnych informaci vyplyva, ze kokamidopropylbetain je latka s pomérné
nizkou toxicitou. Davka NOAEL pro systémovou toxicitu 30% roztoku CAPB
byla stanovena na 1000 mg/kg/den (HERA, 2005).

Biodegradace CAPB

Osudem kokamidopropylbetainu v Zivotnim prostfedi se zabyvalo jiz n¢kolik
védeckych studii, ptfiCemz vSichni autofi dokumentovali relativné rychlou
degradaci CAPB v riznych mikrobialnich spolecenstvech (Eichhorn
a Knepper, 2001; Sun et al, 2004, Vonlanthen et al., 2011,
Gheorghe et al.; 2012, Zhou et al., 2017).

VétSina studii se zabyvala pouze primarni biodegradaci CAPB; napiiklad
Eichhorn a Knepper (2001) ji sledovali v laboratornim bioreaktoru s pevnym
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loZzem 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 moftské vod¢; bylo
zjiSténo, ze po 120 hodindch inkubace pii 20 °C doslo k rozkladu vice
nez 80 % piitomného kokamidopropylbetainu, pficemz mira degradace rostla
s teplotou. Primarni biodegradaci CAPB Vv zahu$téném aktivovaném kalu
sledovali Zhou et al. (2017).

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 bakteridlniho rozkladu vybranych syntetickych
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich latek. Tyto latky jsou Siroce
vyuzivany v fadé primyslovych odvétvi, jejich biodegradability a hlavné znalosti
0 nich jsou vsak zna¢n¢ odlisné.

Poly(vinylalkohol) je polymer, jehoz biodegradabilita byla potvrzena
Jiz fadou studii; nékterym aspektlim, jako je vliv riznych environmentéalnich
faktori ovliviiyjicich jeho rozklad konkrétnimi kulturami, doposud nebyla
vénovana  dostateCna  pozornost.  Naproti ~ tomu  biodegradabilita
poly(vinylpyrrolidonu) je znaéné omezena a doposud nebyl izolovan
mikroorganismus schopny ani ¢aste¢ného rozkladu tohoto polymeru.

O biologicke rozlozitelnosti studovanych nizkomolekuldrnich slouc¢enin je
ve védecké literatuie dostupné pouze velmi omezené mnozstvi informaci.
V piipadé¢ 2-ethylhexylsalicylatu se soucasnd védecka literatura zamétuje
predevsim na vyvoj analytickych metod schopnych detekce jeho velmi nizkych
koncentraci, doposud vsak nebyly 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 ptipadé posledni sledované latky, kokamidopropylbetainu, nebyly
ve védecké literatufe nalezeny zddné zminky o konkrétnich mikrobialnich
zastupcich, odpovidajicich za degradaci této latky.

Je tedy ziejmé€, Ze problematika mikrobidlni degradace kazdé z uvedenych
latek je vzdy jedineCnym problémem a studium tak musi byt zaméfeno
na ponékud jiny aspekt téchto procest.
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium biodegradability vybranych
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich syntetickych latek. Tyto latky mohou
vstupovat do zivotniho prostiedi 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

Y VYVV
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Pouzity biologicky material

Konsorcium KOKK: ziskano v praci Kiizka, rozklad 1-oktyl-2-pyrrolidonu.
Kultura Sphingomonas sp. JK2: izolovana z COV Zlin (Vaclavkova, 2006).
Kultura Sphingomonas sp. OT2: izolovana z COV Otrokovice (Riedl, 2004).
Kultura Pseudomonas sp. P: izolovana COV Zlin v rAmci této prace.

Kultura Rhodococcus sp. ES 12: izolovana z COV Zlin (Jelénkova, 2016).
Kultura Pseudomonas sp. FV: izolovana z COV Zlin (Ringlova, 2015).

Kultura Rhizobium sp. FM: izolovana z COV Zlin (Ringlova, 2015).

3.2 Vyznamné chemikalie

Poly(vinylalkohol): obchodni ozna¢eni MOWIOL 5 — 88, vyrobce firma
Clariant, SRN. Prvni ¢islo znaci viskozitu 4% vodného roztoku PVA pii 20 °C,
ktera je 5 mPa.s. Druhé ¢islo znaci stupen hydrolyzy — 88 mol%.

Poly(vinylpyrrolidon): obchodni oznaceni Poly(vinylpyrrolidon) K15,
vyrobce firma Fluka.

Kokamidopropylbetain: dodan firmou Enaspol (Ceska republika) ve formd
30% roztoku, obsahujiciho piiblizné 5 % NaCl, pod ndzvem 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 (udaje fy. Enaspol).

3.3 Metodika

Biodegradacni testy

Biodegrada¢ni testy byly provadény za aerobnich podminek v tekutém
prostifedi mineralniho média, za pfidavku testované latky. Odpovidajici mnozstvi
Cisté kultury bakterii nebo kalového inokula bylo o¢kovano ve form¢ suspense,
Vv ptipadé potteby byl pfidan PQQ ¢i vitaminy. Pritbéh biodegradace byl sledovan
ve zvolenych Casovych intervalech a odebrané vzorky byly dale analyzovany.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace poly(vinylalkoholu)

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace PVA bylo provadéno metodou
v mikrotitracnich destickach, kdy byl do jednotlivych jamek sloupct desticky
davkovan supernatant centrifugovanych vzorkii. Absorbance komplexu vzniklého
po reakci PVA ve vzorku s jodidem draselnym v pfitomnosti kyseliny borité byla
méifena pi1 vinové délce 660 nm. Vysledna koncentrace PVA byla vypoctena
Z rovnice kalibra¢ni pfimky, ziskané métenim predem piipravenych roztoki PVA
o urcitych koncentracich.
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Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC)

Pted timto stanovenim byla nejdiive z odebranych vzorki odstranéna biomasa
bun¢k, ziskany supernatant byl dale nafedén podle predpoklddané koncentrace
substratu a analyzovan na analyzatoru uhliku Shimadzu.

Méieni zakalu degradacnich suspenzi ODeoo

Jako ukazatel rastu mikroorganismii byl v pribéhu degradace sledovan
vznikajici zakal pomoci dvou-paprskového spektrofotometru Unicam pii vinové
délce 600 nm.

Stanoveni po¢tu bunék

V ramci nekterych pokust probihalo stanovovani poc¢tu bunék, a to bud’ ptimo,
pocitanim jednotlivych bunék v pocitacich komiirkach Cyrus II pomoci
mikroskopu Olympus CX 41, nebo neptimo plotnovou metodou.

Stanoveni koncentrace 2-ethylhexanolu pomoci SPE-GC

Extrakce EHOLuU z vodnych vzorkl a jeho piipadné 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 ¢inidlo byl pouzivan hexan. Koncentrace ziskaného analytu byla
nasledné stanovena  pomoci plynového chromatografu (GO),
vybaveného kapilarni kolonou HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum film)
a plamenove¢ ionizacnim detektorem.

Ziskani Cistych degradacnich kultur

Izolace Cistych degradacnich kultur probihala =z tekut¢ho média
s aktivovanym kalem, adaptovanym na dany substrat. Po adaptaci byla cast
suspenze Setrné protiepana a sérioveé fedéna fyziologickym roztokem. Vybrana
fedéni pak byla ockovana do Cerstvého sterilntho MM s vitaminy a substratem
o stejn¢ vstupni koncentraci. Takto pfipravené lahve byly kultivovany
a nasledné byly suspenze vyoCkovany ktizovym roztérem na TYA nebo R2A
agar. Jednotlivé, morfologicky se liSici kolonie, byly postupné pieockovany
a ziskané Cisté kultury byly ovéfeny na schopnost rozkladu; aktivni kmeny byly
zakonzervovany v glycerolu pii -80 °C.

Studium vlastnosti ziskanych degradacnich kultur

U vybranych ziskanych ¢istych bakterialnich kultur byl sledovan rust
v zavislosti na koncentraci vybraného substratu, vyuzivani riznych substratl, pH,
teploté, koncentraci NaCl, ¢i v denitrifikacnim testu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Biodegradabilita poly(vinylalkoholu)

Prvni cast dizertaéni prace byla vénovana experimentim bakterialniho
rozkladu poly(vinylalkoholu) dvéma kulturami rodu Sphingomonas. V téchto
experimentech byl sledovan pribéh mikrobialniho rozkladu poly(vinylalkoholu)
kulturami Sphingomonas sp. JK2 a OT2 v zavislosti na mife inokulace. Byly
uskutecnény dva rozsahlejsi experimenty, kde byla kazda série zaoCkovana jinym
mnozstvim bun¢k degradacnich kultur tak, aby jejich koncentrace
na zaGatku pokusu ¢&inila Vjednotlivych sériich 107, 10° 103, 107, 10!
a 10° bunék/ml. Koncentrace PVA a hodnoty ODggo V pritbéhu obou pokusi jsou
znazornény na Obr. 4.1 (rozklad kulturou JK2) a Obr. 4.2 (rozklad kulturou OT2).
Hodnoty uvedené v grafech odpovidaji primérim stanoveni ze tfi paralelnich
lahvi; chybové usecky jsou rovny smérodatnym odchylkam.

600 - 0,6
—— lﬁ{burfkml
—&— 10" bunék'ml

= 500 —a— 10° bunsk/ml - 05
(@)) -
e —&— 10 bunék/ml
I<_E‘ 400 - —ne lﬂébuné]s:nﬂ L 014
E —— 10" bunék'ml
© - - GD—ID_buﬂEknﬂ .
< 300 - --0-- OD-10° bunékm! [ 0,3 =%
e --a-- OD-10" bunék/m 3
<} 2 2t QO
o --&-- 0OD-10* bunék/ml
S 200 1 . OD-10! bungmi [ 0:2 ©
4 - = OD-10" bunék/mi

100 - - 0,1

0 —% | 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Doba [dny]
Obr. 4.1: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zavislosti na mire
inokulace

Na Obr. 4.1 a Obr. 4.2 lze pozorovat pokles koncentraci PVA a nardst
ODgoo V priibéhu pokusti, dokumentujici, ze ob& 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).
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Obr. 4.2: Biodegradace PVA kulturou Sphingomonas sp. OT2 v zavislosti na mire

inokulace

Celkové vysledky ukazaly, Ze pi1 pouziti nejvétSich inokul, obsahujicich
107 bunék/ml, dochazelo u obou kultur k pomé&mé rychlému rozkladu; velka ¢ast
polymeru byla odstranéna jiz béhem prvnich 4 dnd experimentu,
pficemz biodegradace zapocala jiz béhem 24 hodin. S klesajici velikosti inokul
vSak dochazelo k mirnému prodluzovani uvodnich fazi rozkladu (odpovidajicich
lagové fazi a fazi zrychleného rastu), a to na ptiblizn€¢ 5 — 6 dnl u kultury JK2
a na 4 dny u kultury OT2 u nejmensich inokul 10° bun&k/ml. Teprve poté,
po dosazeni urcité hustoty buné€k, nasledovaly exponencidlni faze utilizace PVA.
Pokusy tak prokdzaly, Ze uspéSna degradace polymeru mize nastivat
| v pfitomnosti minimalnich inokul, v fadu jednotlivych bun¢k degrada¢nich
kultur v 1 ml média.

Skute€né mnozstvi bakteridlnich degradérii v kontaminovanych matricich
muZe obecné hrat zdsadni roli pro zahdjeni biodegradaéniho procesu a naslednou
rychlost odstraniovani zne€istujicich latek. Toto téma jiz bylo zkouméno v ramci
n¢kolika studii, avSak z jejich vysledkil nelze vyvodit jednoznaény zavér. Nekteré
vyzkumy ukazaly vyznamny vliv velikosti inokul na proces biodegradace.
Naptiklad Ramadan et al. (1990) zjistili, ze Pseudomonas cepacia je schopna
mineralizovat p-nitrofenol \% jezerni vodé po inokulaci
3,3.10* a 3,6.10° buné&k/ml, pficemz rozdil rychlosti degradace mezi t&€mito
inokuly byl minimalni, zatimco po inokulaci 3,3.10? bun&k/ml prakticky zadna
mineralizace zjiS§t€éna nebyla. Podobné Miethling a Karlson (1996) popisuji
vyznamnou  mineralizaci  pentachlorfenolu  kulturou  Sphingomonas
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chlorophenolica RA2 v padé, po inokulaci 10® bunék/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) m¢ly velikosti
inokul na biodegradaci zkoumanych latek pouze zanedbatelny vliv.
Chen et al. (2008)  wuvadi, ze  vliv  velikosti  inokula
Sphingomonas sp. (10° — 10° MPN/g) na degradaci fenanthrenu byl
mén¢ vyznamny nez napiiklad vliv salinity. Obdobné¢ Ayed et al. (2009)
neprokazali zasadni vliv velikosti inokula Sphingomonas paucimobilis
(v rozmezi 0,001 az 1,0 OD) na rychlost biodegradace malachitové zelené.

Podobné vysledky lze vyvodit i z této prace, kterd je prvni praci zkoumajici
tak Sirokou Skalu velikosti inokul; z tohoto hlediska je dosazeni UspéSné
biodegradace PVA s minimalnimi velikostmi inokul slibnym zjisténim. Vysledky
naznaCuji, Ze proces biodegradace by mohl probihat v rlznych vodnich
prostiedich, v€etné téch s omezenymi bakteridlnimi komunitami, samoziejmé za
piedpokladu ptitomnosti bunék s odpovidajicim enzymovym vybavenim. Tento
vysledek je pravdépodobné dan také nizkou toxicitou PVA. Je tieba poznamenat,
ze ve védecké literatute neexistuji zadné znamky
o toxickém plisobeni, 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  minimdlnimi  inokuly,
v porovnani s vysledky nékterych biodegradaci, zminénych vyse, kde pouZziti
malych inokul vedlo k vyraznému snizeni miry degradace polutanti.

4.2 Biodegradabilita poly(vinylpyrrolidonu)

Minoritni soucasti prace bylo také studium moznosti bakteridlni degradace
poly(vinylpyrrolidonu); do jisté miry $lo o kontrast vii¢i ¢asti vénované rozkladu
poly(vinylalkoholu). Ackoliv se totiz vV obou pfipadech jedna o netoxické
vinylové polymery, rozpustné ve vodé, lisi se zcela zasadné svou
biodegradabilitou. V navaznosti na fadu praci prob&hlych na UIOZP se jako jedna
Z poslednich moznosti jevilo odzkousSeni biodegradace PVP smésnym
konsorciem bakterii KOKK, které bylo ziskano v ramci paraleln¢ probihajici
doktorské prace Kiizka. Toto konsorcium bylo schopno rozkladu
1-oktyl-2-pyrrolidonu (102P), latky strukturné blizké monomeru PVP, a bylo
ziskéano z aktivovaného kalu.

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 mél slouzit jako ptipadny induktor tvorby enzymi. Prvni série
obsahovala kompletni MM s PVP, druha a tieti série pak MM3 (bez dusiku)
s PVP; vSechny lahve byly inokulovany bakterialni suspenzi konsorcia KOKK.
Pokus trval po dobu pfiblizné 1 200 dni a béhem této doby byly vSechny série
nckolikrat opétovné inokulovany uvedenym konsorciem KOKK, ale také
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Cistirenskym aktivovanym kalem. Koncentrace DOC v prubéhu pokusu jsou
graficky znazornény na ODbr. 4.3.
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Obr. 4.3: Mikrobialni degradace PVP

Jak je z Obr. 4.3 ztejmé, ani k ¢asteéné mineralizaci PVP v zadném piipadé
nedoslo. Pouze v sérii S piidavkem 102P byl pozorovan jisty uvodni pokles
V hodnotach  koncentrace DOC, ktery vSak byl zpisoben degradaci
a utilizaci 102P konsorciem KOKK; dale se jiz koncentrace DOC vyrazné
neménila a ani zde tedy ani k dil¢i utilizaci PVP nedoslo. I pfes dodate¢nou
inokulaci vSech pokusii konsorciem KOKK a suspenzi Cistirenského
aktivovaného kalu, které probchly ve 140-tém, 365-t¢ém a 876-tém dni pokusu,
nebyl zadny vyznamny pokles koncentrace DOC zjistén. Po probéhnuti tohoto
dlouhodobého experimentu tak bylo mozno uzavftit, ze mikrobidlni utilizace
polymeru nebylo dosazeno.

4.3 Studium bakterialniho rozkladu 2-ethylhexylsalicylatu

Studiu bakterialniho rozkladu 2-ethylhexylsalicylatu se Vv poslednich letech
vénovaly nckteré zavérecné prace probihajici na FT UTB. V ramci prace
Ringloveé (2015) byla potvrzena biodegradabilita EHS v prostiedi aktivovaného
kalu a v praci Proislové (2016) také v fi¢ni vod¢. Cilem doktorské prace pak bylo
studium mikrobialnich zastupcil podilejicich se na rozkladu této latky.

Izolace a identifikace kultury schopné rozkladu EHS byly provedeny
ve spolupraci s diplomovou praci Jelénkové (2016). Degradacni kultura ES 12
byla izolovana zCOV Zlin a byla identifikovana jako zastupce rodu
Rhodococcus, s 99% shodou s druhem R. erythropolis. Rozklad EHS kulturou ES
12 pak byl potvrzen jiz v uvedené praci Jelénkové (2016).

4.3.1 Riist kultury Rhodococcus sp. ES 12 na jednotlivych strukturnich
¢astech molekuly 2-ethylhexylsalicylatu

V ramci prace bylo snahou zjistit, zda je rozklad EHS touto kulturou
kompletni. Vzhledem k tomu, ze se EHS sklada z dvou strukturné odlisSnych ¢asti
(2-ethylhexanolu a kyseliny salicylové) bylo testovano, zda je ziskana kultura
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schopna utilizace obou téchto  strukturnich  ¢asti. Ruast  kultury
na 2-ethylhexanolu (EHOL) a salicylanu sodném byl testovan S kazdym
substratem v koncentraci 500 mg/l. Bylo zjisténo, Ze kultura
Rhodococcus sp. ES 12 je schopna ristu na salicylanu sodném, nikoliv vSak
na EHOLu v pouzité koncentraci. Vzhledem Kk ziskanym vysledkim bylo
piedpokladéno, ze v prib&hu ristu kultury ES 12 na 2-ethylhexylsalicylatu
dochézi ke wvzniku a hromadéni 2-ethylhexanolu, ktery zistava v médiu
nerozlozen. Takovy jev neni ojedin€ly, vznik a hromadéni 2-ethylhexanolu
a nasledné 1 kyseliny 2-ethylhexanové popsal jiz Horn et al. (2004),
pfi 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 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, kterd je podrobnéji popsana v metodické ¢asti.
Vznik a akumulaci EHOLu se vSak v degradaénim médiu pii rozkladu EHS
prokdzat nepodatilo, coz naznacilo, Ze by kultura ES 12 mohla byt piece jen
kompletniho rozkladu EHS schopna. Cilem dalSiho pokusu tedy bylo opcétovné
testovani této domnénky 1 presto, Ze utilizace EHOLu touto kulturou jiz byla dfive
testovdna a potvrzena nebyla.

4.3.2 Rozklad ekvimolarnich koncentraci 2-ethylhexylsalicylatu 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 ¢asti, tedy salicylanu sodném
a 2-ethylhexanolu. V experimentu byly nasazeny ¢tyfi série MM s vitaminy; prvni
série obsahovala 250 mg/l EHS, druha 160 mg/I1 salicylanu sodného, tieti pak 130
mg/l EHOLu; posledni série obsahovala pouze samotné MM s vitaminy jako
kontrolu. Prubéh experimentu byl vyhodnocovan stanovovanim poctu bunck
plotnovou metodou; pocet bun€k a charakter suspenzi byl monitorovan také
mikroskopicky. Vysledné pocty CFU/ml jsou ve formé logaritmu graficky
znazornény na Obr. 4.4.
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Obr. 4.4: Pocty bakterii pri ristu kultury Rhodococcus sp. ES 12 na EHS,
salicylanu sodném a EHOLu

Z Obr. 4.4 vyplyva, Ze u kultury Rhodococcus sp. ES 12 doslo k ristu
na vSech sledovanych substratech. K navySeni poctu bunck pak dochdzelo
ve form¢ jemné suspenze (potvrzeno mikroskopicky), tudiz vysledky
kultiva¢niho stanoveni nebyly ovlivnény piipadnou tvorbou vlocek. V rdmci
tohoto pokusu byla tedy utilizace 2-ethylhexanolu v koncentraci 130 mg/I
potvrzena a bylo tak ziejmé, ze jeho koncentrace je zasadnim faktorem urcujicim
rust kultury.

Podobnou problematikou, s pouzitim taxonomicky blizkého kmene,
se zabyvali 1 Nalli et al. (2002), ktefi sledovali biodegradaci
di-2-ethylhexyladipatu kulturou Rhodococcus rhodochrous. Plisobenim tohoto
kmene dochazelo sice k hydrolyze esterovych vazeb a vzniku 2-ethylhexanolu,
ten vSak byl poté oxidovéan az na kyselinu 2-ethylhexanovou, kterou jiz kultura
nebyla schopna dale vyuzivat, a hromadila se v  prostiedi.
Za nejpravdépodobnéjsi vysvétleni autofi povazovali pfitomnost ethylové vétve
na druhém uhliku, ktera zfejm¢ Dblokuje dalsi metabolické piemény
karboxylovych kyselin u R. rhodochrous.

Cilem dalSiho experimentu bylo tedy otestovat, na jakych koncentracich
uvedeného alkoholu je kultura Rhodococcus sp. ES 12 schopna rist a zda miize
ke svému rlstu vyuzit i kyselinu 2-ethylhexanovou.

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

V tomto experimentu byl sledovan rist kultury na riznych koncentracich
2-ethylhexanolu (EHOL), 2-ethylhexanalu (EHAL) a sodné soli kyseliny
2-ethylhexanové (EHA). Prubéh pokusu byl hodnocen vizualné a nejvyssi ristové
koncentrace téchto latek jsou uvedeny v Tab. 4.1.
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Tab. 4.1: Nejvyssi ristove koncentrace latek pro kulturu Rhodococcus sp. ES 12

Sledovana liatka Koncentrace [mg/l]
EHOL 350
EHAL 20
EHA 1000

Z vysledkd uvedenych v Tab. 4.1 vyplyva, Ze maximalni ristova koncentrace
2-ethylhexanolu je pro zkoumanou kulturu 350 mg/l. Bylo ziejmé,
ze neschopnost jejiho rlstu pifi vyssich koncentracich uzce souvisi s toxicitou
alkoholu, nebo, pravdépodobnéji, s toxicitou piislusného aldehydu. Kultura
je schopna riistu na obou predpokladanych meziproduktech degradace EHOLu;
v ptipad¢ EHALu byl vSak rast kultury pozorovan pouze na nejnizsi testované
koncentraci 20 mg/1, naopak u sodné soli EHA dochézelo k riistu 1 v koncentraci
1000 mg/l.

Toxicitou EHOLu, EHALu a EHA, které mohou vznikat také v pribéhu
biodegradace nékterych ftalatti, sledovali pomoci testt Microtox Nalli
et al. (2002); ti udavaji hodnotu ECsy pro EHOL 7,8 mg/l; pro EHAL
7,7 mg/l a pro EHA 43 mg/l. Zjistili tedy srovnatelnou toxicitu 2-ethylhexanolu
a 2-cthylhexanalu vac¢i Vibrio fischeri. Naproti tomu, informace uvedené
V bezpe¢nostnich listech danych latek, poskytnutych vyrobcem, udavaji,
ze naptiklad hodnota ECsy pro dafnie po 48 hodinové expozici je u EHOLu
39 mg/l (Sigma-Aldrich, ©2018a), zatimco u EHALu je hodnota
ECso za stejnych podminek 4,7 mg/1 (Sigma-Aldrich, ©2018b). Tyto hodnoty tak
ukazuji na rozdilné toxické chovani obou latek vii¢i riznym organismim.

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 skute¢nosti dana toxicitou vznikajiciho
EHALu. Rozklad samotného EHS vS§ak timto nemusi byt nijak zadsadné ovlivnén,
mimo jiné diky nizké rozpustnosti EHS ve vodé¢, kdy tak k jejimu rozpousténi i
rozkladu dochazi postupng.

V ramci celé série tak bylo potvrzeno, ze kultura Rhodococcus sp. ES 12
je schopna utilizace jak samotného EHS, tak obou strukturnich ¢asti molekuly —
salicylanu sodného a 2-ethylhexanolu; v pfipadé ptitomnosti koncentraci
2-ethylhexanolu vyssich nez 350 mg/I vSak prestava byt riistu schopna.

4.4 Studium bakterialniho rozkladu 2-ethylhexanolu

Ackoliv problematika utilizace EHOLu byla jiz ¢aste¢né zkoumana v rdmci
praci vénujicich se rozkladu EHS, experimenty zabyvajici se rozkladem téchto
dvou latek probihaly soubéZzné. V této Casti prace byla pozornost zamétrena
na izolaci bakteridlni kultury, schopné rozkladu 2-ethylhexanolu pii jeho vysSich
koncentracich. lzolace kultury spozadovanou vlastnosti byla provedena
z aktivovaného kalu z COV Zlin. Tato kultura, pracovné oznacena jako ,,P*, byla
identifikovana jako zastupce rodu Pseudomonas, s 99% shodou se zaznamy
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v databazi GenBank; nejblizs§imi piibuznymi druhy byly P. putida a P. japonica.
Kultura je uloZena v Ceské sbirce mikroorganismi jako Pseudomonas sp. P
pod ¢islem CCM 8809.

Bylo provedeno nékolik experimentd, nejdiive byl sledovan ¢asovy pribéh
rozkladu 2-ethylhexanolu. Ke kompletnimu rozkladu EHOLu kulturou
P dochazelo pomémé velmi rychle, koncentrace 500 mg/l byla kompletné
utilizovana jiz béhem 36 hodin.

Déle bylo testovéano, zda je kultura schopna riistu také na vyssich koncentracich
EHOLu. Vzhledem k tomu, 7e rozpustnost
2-ethylhexanolu ve vod¢é¢ je omezend (Amidon et al., 1974; McGinty
et al., 2010), byly testovany pouze koncentrace do 1000 mg/l; utilizace substratu
kulturou byla vyhodnocovana vizualné. Rist kultury byl jednoznaéné pozorovan
u vSech testovanych koncentraci.

4.4.1 Ruast kultury Pseudomonas sp. P na piredpokladanych
meziproduktech rozkladu 2-ethylhexanolu

Jak jiz bylo popsano diive, rozklad EHOLu je katalyzovan alkohol-
a aldehyddehydrogenazami, jejichz ucinkem dochazi k oxidaci 2-ethylhexanolu
2-ethylhexanal (EHAL) a dale na kyselinu 2-ethylhexanovou (EHA), ktera mtize
byt metabolizovana (Wyatt et al., 1987). V nasich pokusech s kulturou
Rhodococcus sp. ES 12 byla prokazana vyrazna zavislost utilizace téchto latek na
jejich koncentraci. Z tohoto divodu byl v dalsich pokusech sledovan rist kultury
Pseudomonas sp. P na odstupiiovanych koncentracich téchto latek. Nejvyssi
z testovanych koncentraci, pti kterych byla kultura jesté schopna rastu, jsou
uvedeny v Tab. 4.2.

Tab. 4.2 Nejvyssi ristové koncentrace latek pro kulturu Pseudomonas sp. P

Sledovana latka Koncentrace [mg/l]
EHAL 100
EHA 2000

Z Tab. 4.2 vyplyva, ze schopnost kultury Pseudomonas sp. P rust
na zvySenych koncentracich EHOLu v porovnani s kulturou Rhodococcus sp. ES
12 je doprovazena i jeji schopnosti ristu na vyssich koncentracich EHALu. Tento
fakt tak podporuje domnénku, Ze schopnost ristu jednotlivych bakteridlnich
kultur na urcitych koncentracich 2-ethylhexanolu je dana mirou toxicity
vznikajiciho 2-ethylhexanalu vii¢i nim, pfipadné rychlosti nasledné pfemény 2-
ethylhexanalu na 2-ethylhexanovou kyselinu.

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

Biodegradabilitou kokamidopropylbetainu (CAPB) se zabyvaly jiz dvé
zaveérecné prace vypracované na FT UTB. V ramci diplomové prace Ringlové
(2015) byla potvrzena biodegradabilita této latky v aktivovaném kalu a byli
izolovani pivodci rozkladu, dvé kultury oznacené jako FV a FM. Izolované
kultury a jejich vztah byly podrobnéji studovany v praci Jelénkové (2016)
a v této praci. Kultura FV byla se shodou 100 % se zaznamy v GenBank
identifikovana  jako  zéastupce rodu  Pseudomonas, kultura FM
pak s 97% shodou jako zastupce rodu Rhizobium.

4.5.1 Raustové vlastnosti kultur Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM
spojené s rozkladem kokamidopropylbetainu

Pro objasnéni ulohy jednotlivych bakterii v rozkladném procesu bylo v ramci
této prace uskutecnéno nékolik sérii experimenti. Nejprve byla sledovana
biodegradace CAPB jak jednotlivymi kulturami FV a FM, tak i jejich konsorciem.
V priabéhu pokusu byly odebirany vzorky, u nichz byla stanovovana koncentrace
DOC a hodnota ODeqo; vysledky jsou graficky znazornény na Obr. 4.5.
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Obr. 4.5: 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. 4.5. Zatimco kultura FV byla
schopna ke svému ristu CAPB c¢aste¢né vyuzivat (pokles DOC pftiblizné
o 36 %), sama kultura FM rlstu schopna nebyla vibec. Hodnoty
DOC po 14 dnech degradace dosdhly 141,2 mg/l u kultury FV a u kmene FM
219,3 mg/l, takze zistaly na vychozi hodnoté (220 mg/l). Naproti tomu, spole¢né
plsobeni obou kultur =zajistilo prakticky uplnou biodegradaci CAPB,
a to za pouhé 4 dny, béhem nichzZ bylo spotfebovano vice nez 90 % organického
uhliku; hodnota DOC na konci pokusu Cinila jen 19,2 mg/I.

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
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a ziskané supernatanty byly jesté zfiltrovany ptes sterilni filtry s velikosti port
0,22 um. Sterilni supernatant pochazejici z degradace CAPB kulturou FV byl poté
zaoCkovan kulturou FM a naopak. Po 7 a 14 dnech dal$i inkubace byly dvakrate
odebrany vzorky, u kterych byly opét stanoveny koncentrace
DOC; zjisténé hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4.3 (pocateéni koncentrace
DOC, pii uplném zahajeni degradace CAPB, byla 220 mg/1, viz Obr. 4.5).

Tab. 4.3: 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 1412 30,3 18,6
FM FV 219,3 194,1 140,6

Vysledky uvedené v Tab. 4.3 ukazaly, ze kmen FM dokazal vyuzit podstatny
podil organickych sloucenin, které zistaly v médiu po degradaci CAPB kulturou
Pseudomonas sp. FV. Na konci testu tak dosahla koncentrace rozpusténého
organického uhliku prakticky stejné tirovné&, jaka byla pozorovana v pfedchozim
testu degradace CAPB konsorciem obou kmenti (18,6 mg/l vs. 19,2 mg/l,
viz Obr. 4.5). V opacném pftipad€, po pisobeni kultury Rhizobium sp. FM
na CAPB, vykazala kultura Pseudomonas sp. FV pokles koncentrace
DOC v supernatantu z 219,3 jen na 140,6 mg/l. Tento vysledek byl rovnéz plné
v souladu se zjisténim, ziskanym v prvnim testu degradace CAPB kmenem FV,
ve kterém byla na konci testu zaznamenédna prakticky stejna hodnota
DOC 141,2 mg/l. Ziskané udaje tak naznacily, ze za danych podminek,
tj. v kompletnim mineralnim médiu, zajistila kultura Pseudomonas sp. FV
primarni biodegradaci CAPB, a Ze produkované metabolity byly nasledné vyuZzity
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 zpftistupnila kultute Pseudomonas sp. FV. Dalsi ¢asti prace tak byly
sméfovany k potvrzeni tohoto pfedpokladu a k objasnéni, kterd ¢ast CAPB by
mohla byt vyuzivana jednotlivymi kulturami.

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

Cilem experimentu bylo objasnéni, ktera ¢ast CAPB je potencialné vyuzitelna
jednotlivymi kulturami. Byl zkouman rist jednotlivych kultur na lauramidu
a betainu, véetn¢ ristu v bezdusikatém mineralnim médiu (MM3) a také byla
testovana utilizace kaprylatu, lauratu, palmitatu a stearatu. Vysledky experimentu
byly vyhodnoceny vizualné a jsou popsany v Tab. 4.4.
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Tab. 4.4: Utilizace substratit 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. 4.4 ukazuje na rozdilné metabolické vlastnosti obou kultur. Utilizace
betainu a kaprylatu predstavovaly jediné spole¢né vlastnosti studovanych
bakterii. Kmen FV vykazal §irS§i degradacni schopnosti, projevujici se utilizaci
mastnych kyselin se sttednim 1 dlouhym fetézcem a také lauramidu pro sviij rast.
Bylo tedy zjevné, Ze kultura FV je schopna asimilovat dusik lauramidu
1 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.

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

Na zaklad¢ ziskanych skuteCnosti bylo rozhodnuto uskute¢nit experiment,
ve kterém by byl otestovan rist kultury FV i konsorcia obou kultur na CAPB
Vv prostiedi bez externiho zdroje dusiku. Prabéh degradace CAPB byl sledovan
pomoci stanoveni koncentrace DOC a hodnot ODsgq a je znazornén na Obr. 4.6.
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Obr. 4.6: Degradace CAPB kulturou Pseudomonas sp. FV a konsorciem obou kultur
V nepritomnosti zdroje dusiku

Vysledky uvedené na Obr. 4.6 jednozna¢né ukazaly, ze navzdory schopnosti
kmene Pseudomonas sp. FV vyuzivat betain i lauramid v médiu, neobsahujicim
jiny zdroj dusiku, nebyla tato kultura schopna za stejnych podminek vyuzivat
CAPB. Tento jev spolu spiedchozimi vysledky a se skute¢nosti,
ze k mineralizaci CAPB Vv bezdusikatém médiu doslo pouze v piitomnosti obou
kultur, poskytl zadsadni pohled na zpiisob spole¢né degradace CAPB a umoznil
formulovat moznou roli obou kultur.
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Pii zohlednéni vsech ziskanych vysledkd lze kmen Pseudomonas sp. FV
povazovat za puvodce primarni degradace, vyuzivajiciho jen alkylové fetézce
molekul CAPB, zatimco kultura  Rhizobium sp. FM  vyuziva
alkylamidopropylbetainové metabolity, obsahujici podstatné zkracené alkylové
Casti. Navic je z Obr. 4.6 patrné, Ze pritomnost kultury FM je v podminkach bez
externiho zdroje dusiku pro UspéSnou biodegradaci CAPB stejné duilezita jako
ptitomnost kultury FV. Jinymi slovy, Pseudomonas sp. FV ma schopnost riistu na
kokamidopropylbetainu pouze v pfitomnosti jiného, pro ni dostupného zdroje
dusiku. Za takovych podminek je schopna ¢aste¢né vyuzit CAPB jako zdroj
uhliku a energie oxidaci jeho alkylovych skupin, pravdépodobné bez ohledu
na délku alkylovych fetézca. Tato hypotéza je podpoiena schopnosti této bakterie
rust na mastnych kyselinach s kratkym, stfednim i dlouhym fetézcem (kaprylat
C8, laurat C12, palmitat C16, stearat C18) a take skutecnosti, Ze byla pozorovana
rychla a prakticky uplna degradace CAPB konsorciem obou kment (viz Obr. 4.5).

Obecné plati, Ze Stépeni vazby C-N predstavuje rozhodujici krok
pro biodegradaci surfaktantli 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 dalezitost
kultury Rhizobium sp. FM neptehlédnutelnd, ptestoze neni schopna takové
Stépeni realizovat v intaktnim CAPB. Jeji neschopnost S$tépit vazbu
C-N v molekule kokamidopropylbetainu je zfejmé vzhledem k tomu, Ze kultura
FM nebyla schopna ristu na CAPB ani v kompletnim médiu (Obr. 4.5)
a je neschopna utilizovat lauramid. Nicmén¢, po primarni biodegradaci CAPB
kmenem Pseudomonas sp. FV, je kultura Rhizobium sp. FM je schopna ziskavat
dusik, uhlik 1 energii ze vznikajicich metabolitu, které jiz kultura FV neni schopna
dale rozkladat, ¢imzZ zajiStuje pokraCovani degradacniho procesu. Navic, v
prosttedi neobsahujici dostupny dusik kultura FM zasobuje dusikem
1 svého degradacniho partnera, coZ je doloZeno nejen spoleCnou degradaci
vV bezdusikatém médiu, ale také rGstem 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 dnti, zatimco
v podminkach bez dusiku doSlo z pocate¢ni koncentrace 227,2 ke sniZeni
na hodnotu 43 mg/l az po 29 dnech procesu. Je ziejmé, Ze dosaZeni stejné tirovné
mineralizace v netiplném médiu by tak vyZadovalo vice neZ 1 mésic inkubace.
Lze ptredpokladat, Ze divody takového zpomaleni rozkladného procesu
V bezdusikatém prosttedi jsou jednak omezeny rozsah primarni biodegradace
kmenem Pseudomonas sp. FV a nezbytnost jejiho zasobeni dusikem, velmi
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pravdépodobné produkty vylucovanymi kulturou
Rhizobium sp. FM.

nékterymi autory popsana. Naptiklad Schleheck et al. (2004) dokumentovali
primarni biodegradaci linearniho alkylbenzensulfonatu bakterii Parvibaculum
lavamentivorans, s naslednym vyuzitim nékterych metaboliti druhy Comamonas
testosteroni a Delftia acidovorans. V ptipadé 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 pochazejici z
primarni degradace.

Pokud jde o CAPB, analyticka studie Eichhorna a Kneppera (2001) ukézala, ze
intaktni molekuly surfaktantu byly pii1 biodegradaci inkorporovany do bunék a
intracelularné  degradovany bez  uvolnéni  jakéhokoliv ~ metabolitu.
Jako inokulum pro jejich degrada¢ni experimenty vSak byla pouZita voda z feky
Ryn a Ize tak ptedpokladat, Ze slozeni mikrobidlniho konsorcia bylo
Vjejich studii zcela odlisSné 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 formé extracelularnich sloucenin.
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5. ZAVER

Tato prace se soustfedila na studium mikrobidlniho rozkladu nékolika latek
reprezentujicich jak vysokomolekularni, tak nizkomolekuldrni slouceniny.

Prvni ze sledovanych vysokomolekularnich latek byl poly(vinylalkohol);
experimenty byly zaméfeny na sledovani prub&éhu jeho mikrobialniho rozkladu
kulturami Sphingomonas sp. JK2 a OT2 v zavislosti na mife inokulace. Vysledky
ukazaly, ze s klesajici velikosti inokul dochazelo sice k mirnému prodluzovani
uvodnich fazi rozkladu, nicméné bylo prokézano, Ze Gsp&$na degradace polymeru
muze nastavat i v pfitomnosti minimalnich inokul.

Dale byla sledovana mikrobidlni rozlozitelnost poly(vinylpyrrolidonu),
a to za ucasti smésného bakterialniho konsorcia, schopného rozkladu sktrukturné
podobného, avSak nizkomolekularniho  1-oktyl-2-pyrrolidonu. V ramci
dlouhodobého experimentu timto konsorciem, ani jeho kombinaci s inokulem
Cistirenského kalu, nebyl mikrobialni rozklad polymeru prokéazan.

Dal§i cast prace byla zaméfena na studium degradace vybranych
nizkomolekuldrnich latek. Kultura schopna utilizace 2-ethylhexylsalicylatu
(EHS) byla identifikovana jako zastupce rodu Rhodococcus a byla sledovana
pfedevSim jeji schopnost utilizace jednotlivych strukturknich casti molekuly
EHS. Kultura byla schopna rGstu na salicylanu sodném, ale nikoliv
na 2-ethylhexanolu v koncentraci 500 mg/l. Dalsi zkousky vsak ukéazaly,
ze kultura je utilizace 2-ethylhexanolu schopna, ale pouze v nizsich koncentracich
— maximalni rustova koncentrace byla 350 mg/l.
Bylo tak potvrzeno, ze kultura Rhodococcus sp. ES 12 je schopna utilizace obou
strukturnich ¢asti molekuly EHS.

V pribchu praci byla z aktivovaného kalu izolovéana take kultura schopna ristu
na 2-ethylhexanolu a byla identifikovana jako Pseudomonas sp. P.
Kmen dokazal rast na 2-ethylhexanolu i v koncentraci 1000 mg/l, maximalni
ristova koncentrace 2-ethylhexanalu byla vyrazné nizsi, a to 100 mg/l. Schopnost
ristu jednotlivych kultur na 2-ethylhexanolu je tak pravdépodobné dana spise
toxicitou vznikajiciho 2-ethylhexanalu, ptipadné rychlosti jeho nasledné premény
na kyselinu.

Posledni c¢ast studia se vénovala studiu rozkladu kokamidopropylbetainu
kulturami Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM. Bylo zjisténo,
ze Pseudomonas sp. FV, ktera je ptivodcem primarni biodegradace, vyuziva
alkylové  fetézce  molekul CAPB a mé&  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 i uhlik a energii ze vznikajicich metabolit, které jiz
kultura FV neni schopna dale rozkladat, ¢imz zajistuje dokonceni degradac¢niho
procesu.
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6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Tato prace se vénovala studiu bakteridlniho rozkladu vybranych syntetickych
vysokomolekuldrnich a nizkomolekularnich latek, které jsou Siroce vyuzivany
Vv fad¢ primyslovych odvétvi.

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

Jde o prvni studii, testujici tak Siroky rozsah velikosti inokul; se zjiSténim,
ze bakterialni rozklad PVA mize byt zahajen 1 v piitomnosti minimalniho
mnozstvi bunék s potfebnou schopnosti.

Potvrzeni, ze krozkladu poly(vinylalkoholu) mize dochazet také
v prostiedi s niz§im mikrobidlnim osidlenim, naptiklad v fi¢nich vodéch.

K mikrobialnimu rozkladu PVP za pomoci konsorcia schopného rozkladu
1-oktyl-2-pyrrolidonu nedochazi, a to ani v kombinaci s mikroorganismy
aktivovaného kalu a po jejich dlouhodobém plisobeni.

Zvazeni dalSiho pouzivani PVP v nékterych aplikacich; nahrazeni lépe
rozlozitelnymi latkami.

Ptinos pro védu a praxi vyplyvajici z vysledkdi mikrobialniho rozkladu
studovanych syntetickych nizkomolekularnich latek 1ze pak vidét v nasledujicich
bodech:

Izolace a popis konkrétnich rodt bakterii, podilejicich se na rozkladu
danych latek.

Potvrzeni ptitomnosti mikroorganismt schopnych kompletni utilizace EHS
v Cistirenskych suspenzich; identifikace aktivniho degrada¢niho kmene jako
zastupce rodu Rhodococcus.

Koncentrace 2-ethylhexanolu miize hrat v procesu mikrobidlni degradace
latek, obsahujicich 2-ethylhexylovy fetézec, vyznamnou roli, coz je ziejmé
dano také toxicitou meziproduktu jeho rozkladu, tj. 2-ethylhexanalu.
Izolace kmene schopného rozkladat vyssi koncentrace 2-ethylhexanolu
a jako identifikace jako zastupce rodu Pseudomomas.

Zavedeni a optimalizace metody stanoveni koncentrace 2-ethylhexanolu ve
vodném prostiedi pomoci SPE-GC.

Potvrzeni pomérné velmi dobré biodegradability kokamidopropylbetainu za
optimalnich podminek a objasnéni vztahu mezi kulturami Pseudomonas sp.
FV a Rhizobium sp. FM.

Zjisténi, Ze pritomnost dostupného zdroje dusiku mize mit na rychlost
rozkladu CAPB vyrazny vliv.

Kultury ziskané v pribéhu prace, tj. Rhodococcus sp. ES 12, Pseudomomas
sp. P, Pseudomonas sp. FV a Rhizobium sp. FM, byly ulozeny v Ceské
sbirce mikroorganismi v Brné.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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|C25
LCso
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MA
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MPN
NOAEL
oD
OPH
PQQ
PVA
PVA-DH
PVP
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SPE
TYA
UIOZP
uTB
uv

1-oktyl-2-pyrrolidon
B-diketonhydrolaza
Kokamidopropylbetain

Ceska sbirka mikroorganismii
Colony forming units

Cistirna odpadnich vod
Rozpustény organicky uhlik
Efektivni koncentrace

Kyselina 2-ethylhexanova
2-ethylhexanal

2-ethylhexanol
2-ethylhexylsalicylat

Fakulta technologicka

Plynova chromatografie
Inhibi¢ni koncentrace

Letalni koncentrace

Letalni davka

Mineralni agar

Mineralni médium

Mineralni médium bez dusiku
Most probable number

No observed adverse effect level
Opticka denzita

Hydroldza oxidovaného polyvinylalkoholu
Pyrrolochinolin chinon
Polyvinylalkohol
Polyvinylalkohol dehydrogenaza
Polyvinylpyrrolidon

Reasoner's 2A agar

Extrakce na pevnou fazi
Tryptone yeast extract agar
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Univerzita TomasSe Bati
Ultrafialové zatfeni
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