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ABSTRAKT

V ramci této diplomové prace byl zkouméan rozklad 1-oktyl-2-pyrrolidonu za pomoci pud-
nich bakterii. Z odebrané¢ho vzorku ptidy bylo izolovdno smésné mikrobidlni konsorcium, u
n¢hoz byla prokazéana schopnost vyuzivat 1-oktyl-2-pyrrolidon jakozto hlavni zdroj uhliku.
Nasledné z néj byly izolovany nejhojnéji zastoupené bakteridlni kmeny, z nichz byla
popsana jako klicova kultura JU 4, kterd byla identitfikovana jako gram negativni ty¢inka. K
idealnimu rozkladu vSak dochazi v kombinaci s ostatnimi bakterialnimi kulturami, v tomto
pripad¢ pod oznacenim JU 3 a JU 6, kde se jednalo o gram pozitivni koky. Bylo tedy proka-
zano, ze k biologickému rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu dochazi ptisobenim vétsiho poctu

bakteridlnich kment najednou.

Kli¢ova slova: 1-oktyl-2-pyrrolidon, pyrrolidon, biodegradace, piidni bakterie

ABSTRACT

In this diploma thesis, the decomposition of 1-octyl-2-pyrrolidone was examined with the
aid of soil bacteria. A pooled microbial consortium was isolated from the soil sample and it
was demonstrated that the consortium has the ability to use 1-octyl-2-pyrrolidone as the
major carbon source. Subsequently, the most abundant bacterial strains were isolated from
a pooled consortium. Strain JU 4, which was revealed to be gram-negative rod-shaped
bacterium, was described as a key culture for the degradation. However, the nearly complete
decomposition occurs in combination with other bacterial strains, in this case under the
designation JU 3 and JU 6, which were found to be gram-positive cocci. Thus, it has been
shown that biodegradation of 1-octyl-2-pyrrolidone occurs as the effect of an activity of

larger number of bacterial strains at one time.

Keywords: 1-octyl-2-pyrrolidone, pyrrolidone, biodegradation, soil bacteria
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UvVOD

Mnohé primyslové vyrabéné chemické latky mohou byt biologicky odbouratelné, v opac-
ném piipad¢ pak pii jejich tnicich do Zivotniho prostfeni mize dochazet k jejich kumulaci
a negativnimu pusobeni. Pfi jejich vyssi intenzité vyuzivani je tcelné tuto informaci znat. 1-
oktyl-2-pyrrolidon je primyslovou, stale hojnéji vyuzivanou latkou. Nachéazi uplatnéni v ob-
lastech agrochemie, ¢isténi kovii, v polygratickém primyslu jako naplii do inkousti, pii bar-
vicich procesech a také jako priimyslové rozpoustédlo pii chemickych syntézach. Z hlediska

biodegradace je témét nepopsanou latkou.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda se v ptidé nachazi bakterie schopné 1-oktyl-2-
pyrrolidon rozkladat, tyto bakterie potom z plidy izolovat a jejich degrada¢ni schopnosti na-
sledng ovétit. V rdmci této prace byla také provedena literdrni reSerSe s cilem popsat me-

chanismy biologického rozkladu latek strukturné podobnych 1-oktyl-2-pyrrolidonu.

1-oktyl-2-pyrrolidon je na Univerzité Tomase Bati ve Zling, Fakulté technologické, Ustavu
inzenyrstvi ochrany zivotniho prostedi dlouhodobé& zkoumanou latkou a jiz v minulych le-
tech byl testovan z hlediska jeho biodegradability, avSak vyhradné bakteriemi pochazejicimi

z vodnich prostiedi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADACE

Obecn¢ se biodegradaci rozumi rozklad (mineralizace) organickych latek za pomoci mikro-
organismu ¢i jinych organismil. Vzhledem k rozsahl¢ industrializaci a zna¢né mite znecis-
téni prostiedi xenobiotiky i pfirodnimi organickymi latkami, pfedstavuji mikrobialni biode-
gradace ucinny ndastroj pro feSeni tohoto problému. Zasadné tak napomahaji snizit vzniklou

kontaminaci daného prostieni, predevs§im pak vod a piid. (Das et al. 2014; Jorgensen 2008)

Mikroorganismy jsou nejpocetn€jsSimi zivymi organismy na Zemi, pokud jde o pocet druhti
i celkovou hmotnost biomasy, jsou takika vSudypiitomné a z hlediska jejich metabolizmu
velice rozmanité. Mnoh¢ z nich se snadno adaptuji na rizné typy prostfedi i nové potravni
zdroje. Jsou schopny rozkladat n¢kterd xenobiotika v ramci nékolika hodin (napf. mono-
merni uhlovodiky, nizkomolekularni alkoholy), ale jiné az za mnoho let (retardéry hofend,
DDT). Vyhoda jejich vyuziti pfi biodegradacich spociva v jejich dostupnosti, a také diky
ekonomicnosti pii provadéné sanaci. Je mozné s nimi pracovat in-situ i ex-situ. Nevyhodou
biodegradaci muze byt del§i doba provadéné sanace (napft. pii rozkladu tézce rozlozitelného

xenobiotika). (Panigrahu et al. 2019; Das et al. 2014; Jorgensen 2008; Mara et al. 2003)

Pti posouzeni toxicke latky z hlediska biodegradability plati nékolik obecnych pravidel (Jor-
gensen 2008):

1. Cim vyssi molekulova hmotnost latky, tim horsi biologick4 odbouratelnost, horsi bi-
odostupnost.

Alifatické slou¢eniny jsou Iépe biologicky odbouratelné, nez aromatické.

Halogen- a nitro-substituenty snizuji biologickou rozlozitelnost.

Pfitomnost dvojnych a trojnych vazeb v molekule zvysi biologickou rozlozitelnost.

Piemosténi kysliku a dusiku v molekule snizi biologickou rozlozitelnost.

AR i

Rozvétvené molekuly jsou hlife biodegradabilni, neZ jejich primarni molekuly.
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2 1-OKTYL-2-PYRROLIDON

2.1 Obecné vlastnosti

1-oktyl-2-pyrrolidon (NOP) - jedna se o molekulu slozenou se ze dvou zakladnich ¢asti (viz

Obrazek 1):

1. Hydrofobni postranni fetézec oktylu

2. Hydrofilni laktamovy kruh 2-pyrrolidonu

Jeho zékladni vlastnosti shrnuje Tabulka 1.

CHj

O]

Obrazek 1: Struktura NOP

Tabulka 1: Vlastnosti NOP (PubChem Compound 2005)

Nazev

1-oktyl-2-pyrrolidone

Molekularni hmot-

197.322 g/mol
nost
Cislo CAS 2687-94-7
§é<upenstv1 Pfi 25 NazZloutla kapalina
Bod varu 170-172 °C
Bod tuhnuti -25°C
Hustota pii 25 °C 0,92 g/ml

GHS klasifikace

Zpusobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci.

Zpisobuje poskozeni organti pii prodlouzené nebo opakované ex-
pozici.

Toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi i€inky.

2.2 Primyslové vyuziti 1-oktyl-2-pyrrolidonu

Vzhledem k amfipatické struktuie molekuly NOP nachézi vyuziti v primyslovych odvétvich

jako je agrochemie, v chemickém priimyslu jako rozpoustédlo ¢i surfaktant. Dalsi uplatnéni
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NOP muizeme najit v polygrafickém primyslu jako soucast inkoustovych naplni, nebo jako

ptisadu v barvicich procesech. (Yim et al. 2019)

Dale je NOP zkouman i v oblasti farmaceutického primyslu, napiiklad z hlediska transportu
amfifilnich 1éCiv skrze pokozku, kde byl prokézany jeho pozitivni G¢inek pfi transportu.

(Warner et al. 2008, Yoneto et al. 1995)

2.3 Bakterialni rozklad 1-oktyl-2-pyrrolidonu

NOP je z hlediska vyzkumu jeho biodegradability v odborné literatuie témét nepopsanou
latkou. Na Univerzité Tomase Bati ve Zling, Fakulté technologické, Ustavu inZzenyrstvi
ochrany zivotniho prostiedi se jeho biodegradabilita v ramci diplomovych a bakalaiskych
praci zkouma jiz n€kolik let. Biodegradaci NOP ve vodnim prostfedi za pomoci bakterii
izolovanych z aktivovaného kalu zkoumal ve své diplomové praci Ktizek (2012). V ni byl
NOP tspésné nekterymi bakterialnimi kmeny degradovan. Koncentrace NOP se pohybovaly
okolo 200 mg-1"!. Dalsi price zabyvajici se biodegradaci NOP zpracovala Novotna 2015,
kde byly z hlediska biodegradability zkoumany ti¢ni bakterie. Izolované bakterialni kmeny
byly schopny rozkladu NOP do koncentraci 150-170 mg-1"!. (KiiZek, 2012; Novotna, 2015)
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3 BAKTERIALNI ROZKLAD STRUKTURNE PODOBNYCH
LATEK 1-OKTYL-2-PYRROLIDONU

Vzhledem k tomu, Ze na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi byly jiz v minulych
letech zpracovany diplomové a bakalarské prace shrnujicich literarni resersi dostupnych in-
formaci o NOP viz Kiizek, 2012; Vrlova, 2012, Novotna, 2015; Sala¢, 2015; Novotna 2017,
bude se tato reSerSni ¢ast diplomové prace zamétovat na shrnuti poznatkd o biologickém
rozkladu strukturné podobnych organickych slou¢enin. Existuje totiz korelace mezi struktu-
rou latky a jejim chovanim v bakteridlnim metabolismu (Jorgensen 2008). Je ucelné tuto

reSersi na danou problematiku provést.

Tato cast teoretické prace zahrnuje popis bakterialniho rozkladu latek strukturné podobnych
NOP. Jedna se tedy predevsim o heterocyklické latky, jez maji ve své struktufe zakompono-

van atom dusiku, ptipadné obsahuji cely pyrrolidonovy kruh.

Mezi strukturné podobné latky v tomto ohledu byly vybrany tyto latky: nikotin, kofein, pi-

racetam, atrazin, pyrrolidin a methylpyrrolidon, viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Vybrané organické latky strukturné podobné NOP

Nazev Strukturni vzorec
H3C\
N
Nikotin
X
=
N
/O
. HzN/k/\
Piracetam N
)
O/
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Nazev Strukturni vzorec
e
Hsc\N N
Kofein >
PR
07 >N N
| H
CHj

Atrazin J|\ _—
H,e” SNH N

Pyrrolidin QN

Methylpyrrolidon Q o

3.1 Bakterialni degradace nikotinu

Nikotin je pfirodnim alkaloidem, jehoZ molekulu tvoti pyrrolidinovy 1 pyridinovy kruh, viz

Obrazek 2.

H3C\
N

X
Z
N

Obrazek 2: Molekula nikotinu

Dosud jsou popsany v zasad¢ dve hlavni metabolické drahy bakteridlniho rozkladu nikotinu,

.....
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dréha, charakteristicka pro bakterie Arthrobacter nicotinovorans, u které dochazi nejprve k
hydroxylaci pyrridinového kruhu. Druhou je pyrrolidinova draha, zadinajici oxidaci vazby
uhlik-dusik v pyrrolidinovém kruhu, tato draha je charakteristickd pro celou fadu bakterii
rodu Pseudomonas. V posledni dobé byla popsana také hybridni cesta, ktera je zapocata
hydroxylaci pyridinového kruhu (pyridinova draha), nasledujici kroky typickymi pro drahu
pyrrolidonovou. Schéma tohoto rozkladu shrnuje Obrazek 3. (Fitzpatrick et al. 2018)

=
| X Hh{+ . | N Hh{+ . | X N\+ .
> CH3 — CH3 — CH3
N HO N H

o N
nikotin 6-hydroxynikotin 6-hydroxy-N-methylmyosomin

CHs S

/% NH;
NH;
— 7 N\ —
H04</i\>_<_// HO Q
_/ N N= o
N o}
OH
6-hydroxypseudooxymikotin 2,6-dihydroxypseudooxymikotin

N 0 0
+
| + _k/\/NHZ - kﬂ .
& o] CHg o) NH3

HO N OH

2,6-dihydroxypyridin N-methylaminobutyrat 4-aminobutyrat

(0]
O o | . )
» O'MO — | + H,C——NH;
O

HO N OH

2,3,6-trihydroxypyridin sukcinat semialdehyd sukcinat

Obrazek 3: Schéma bakteridalniho rozkladu nikotinu (upraveno dle Fitzpatrick et
al. 2018)

-----

chemickych podminkéch, at’ uz jde o jeho koncentraci, pH a teplotu daného prostiedi. Jak
ve své studii uvadéji Wank et al. 2012, tyto bakterie izolované z tabdkovych poli byly
schopny uc¢inné nikotin rozkladat az do koncentrace 4000 mg-1"! pii pH v rozmezi 6-10. U

bakterie Arthrobacter nicotinovorans izolované z tabakového odpadu byla ovSem popséna



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

tolerance az do 8000 mg-1"!, degradace v tomto piipadé probihala pti 30 °C a pH 7,0. (Ruan
et al. 2018)

Vyznamnou latkou piimo souvisejicim s nikotinem je kotin, ktery vznika metabolickou pte-
ménou nikotinu v lidském téle a je vyluCovan moci. V jeho ptfipad¢ jsou nejvyznamnéjSimi
degradanty bakterie z rodu Nocardioides. Zjednoduseny mechanizmus jeho rozkladu je zna-
zornén na obrazku 4. Bakterie z rodu Nocardioides uspesné rozkladaly kotin ve vodnim pro-

stiedi v koncentracich okolo 500 mg-1"! p¥i pH 7 a teploté 30 °C. (Qiu et al. 2018)

(0]
o —0 | oH
| X '\{ — | X '\{ — | X —= CO, + Hy)O
N HO N HO N

Kotin 6-hydroxy-kotin 6-hydroxy-3-sukcinyl pyridin

Obrazek 4: Mechanizmus rozkladu kotinu prostiednictvim bakterii rodu Nocardi-
oides (upraveno podle Qiu et al. 2018)

3.2 Bakterialni degradace piracetamu

Piracetam (viz Obrazek 5) je 1é¢ivem, patfici do skupiny psychoanaleptik, a vyskytujicim se

¢asto 1 v odpadnich vodach (WHO 2018).

0]

N
A
Obrazek 5: Struktura pyracetamu
Pii vyzkumu jeho bakteridlni degradace byly popsdny dva klicové mikrobidlni kmeny
Ochrobactrum antropi MW 6 a Ochrobactrum intermedium MW7, které jsou schopny vyu-
zivat piracetam jako zdroj uhliku pro sviij rist (Wozniak-Karczewska et al. 2016). Bakterie
Ochrobactrum antropi jsou schopny také mimo jiné rozkladat molekulu glyfosfatu (rost-
linny herbicid) (Sviridov et al. 2012). U bakterii Ochrobactrum intermedium byly zase
popsany degradacni u¢inky pro mnohé ropné latky. Bakterie tohoto rodu jsou schopny pro-
dukovat glykolipopeptidalni biosurfaktant, jenz vyrazné zvysuje dostupnost hydrofobnich
skupin, podobny mechanizmus muize hrat vyznamnou roli i u rozkladu NOP. (Bezza et al.

2015)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wo%C5%BAniak-Karczewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720419
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K metabolickému rozkladu heterocyklické vazby uhlik-dusik piracetamu v ptipadé Ochro-
bactrum antropi MW 6 a Ochrobactrum intermedium MW7 dochazelo ptimo v heterocyklic-
kém kruhu, jak naznacuje Obrazek 6. Vstupni koncentrace latky ve vodném roztoku pfti de-
gradaci se pohybovala okolo 1500 mg-1"! a k iplnému rozkladu piracetamu pak doslo cca po

53 hodinach kultivace. (Wozniak-Karczewska et al. 2016)

)

@N/\é//NH2

Obrazek 6: Stépeni heterocyklického kruhu piracetamu (upraveno dle Wozniak-
Karczewska et al. 2016)

3.3 Bakterialni degradace kofeinu

Kofein je dal§im z fady molekul s heterocyklickym dusikatym kruhem (struktura viz Obra-
zek 7); patii opét mezi ptirodni alkaloidy, u néhoz bylo nalezeno velké mnozstvi bakterial-
nich kultur a metabolickych drah podilejicich se jeho na jeho biodegradaci. (Gummady et
al. 2012)

o
/k
Y N
| H
CHs

Obrazek 7: Struktura molekuly kofeinu
Prozatim byly zkoumany pfedev§im mechanizmy rozkladu v aerobnim prostfedi, jednotlivé

typy degradaci znazorituje Obrazek 8—10. (Gummady et al. 2012)

Schéma na obrazku 8 popisuje katabolismus kofeinu, kdy jako prvni vznika teofylin nésle-
dovany postupnou demethylaci, probiha pfedev§im v houbach; vyznamnymi zéastupci vyu-
zivajici tuto metabolickou drahu jsou naptiklad Aspergillus a Penicillium. (Gummady et al.

2012)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wo%C5%BAniak-Karczewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wo%C5%BAniak-Karczewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wo%C5%BAniak-Karczewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720419
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(6] (e} (@]
CH
HyC [ HyC H | H |O H
3NN N 3NN N HN N HN N Purinova
/> — /> — /> — — katabolicka
N N = N )\ % cesta
(0] lil (0] N (6] III o N N
CHj

CHj CHj H
Kofein Theofilin 3-methylxanthin Xanthin

Obrazek 8: Katabolismus kofeinu v mikroorganismech theofilinova ceta (upra-
veno podle Gummady et al. 2012)

Hlavnimi bakterialnimi rody schopné biodegradace kofeinu jsou Pseudomonas a Serratia.
Degradace probihd dvéma zékladnimi mechanismy. Pfedevs$im u rodu Pseudomonas deme-
thylaci (Obrazek 9), kdy se kofein nejprve pievede na teobromin a paraxantin a nasledné
vzniké4 xantin a 7-methylxantin (Gummady et al. 2012; Swati et al. 2016). Druhym zptso-
bem katabolismu kofeinu je jeho oxidace, tento mechanizmus byl pozorovan bakterii rodu
Klebsiella a Rhodococcus. Touto cestou se kofein oxiduje na osmém uhliku a vzniké kyse-
lina 1,3,7-trimethyluronova, ktera degraduje na 3,6,8-trimethylallantoin a ten nasledné tvofi

dimethylmocovinu (Obrazek 10). (Gummady et al. 2012; Mohapatra et al. 2006)

? /CH3 (T /CH3 0
)t[ > HN > > | H Purinova
— = — —— katabolicka
yk % / o%k / )\ N/> cesta
3 CHS
Kofeln Theobromin 7-methylxanthin Xanthin

Obrazek 9: Katabolismus kofeinu v mikroorganismech theobrominova ceta (upra-
veno podle Gummady et al. 2012)

0 0 CH
HyC | /C " N | /CH3 d CH3O\ N 3
SN N> N N> HN I> 0 HoN \\ N
— — 0 —= — — —0 —=
/k % /k 2\ >\ L >

CH, CHj CH,
Kofein 1,3,7-trimethyluronova 1,6,8-trimethyl-allantoin Allantoin
kyselina

Obrazek 10: Katabolismus kofeinu v mikroorganismech allatoninova cesta (upra-
veno podle Gummady et al. 2012)

Byly vSak také prezentovany prace popisujici moznosti rozkladu kofeinu v anaerobnim pro-
sttedi (s vyslednou methanogenezi), proces pii kterém vznika jako hlavni produkt metan,

amoniak a oxid uhli¢ity. (Chen et al. 2018; Ulloa Rojas et al. 2018; Hakil et al. 1998)
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3.4 Bakterialni degradace atrazinu

Atrazin (jeho molekula viz Obrazek 11) je dlouhé 1éta vyuzivan jako herbicidni ptipravek
(na izemi Evropské unie je od roku 2004 zakazany na zaklad¢ nafizeni evropské komise
2004/248/EC z 10. biezna 2004, ve Spojenych statech je vSak dosud hojné vyuzivany). V mi-
nulosti byl obtizné biologicky rozlozitelny, av§ak v tomto ptipad¢ byl za poslednich tficet
let popsan postupny evolucni vyvoj (adaptace mikroorganismii) na jeho ptitomnost a schop-
nost jeho mineralizace v disledku jeho opakované expozice. Mechanizmus rozkladu atra-

zinu je znazornén na nize uvedeném schématu, viz Obrazek 12. (Udikovi¢-Koli¢ et al. 2012)

Cl

N)\N

J|\
/
H3C/\NH N

HN CH,

T

CHj

Obrazek 11: Molekula atrazinu
Mezi popsané bakteridlni kmeny schopné rozkladu atrazinu v pude, které byly izolovany pfi
koncentraci atrazinu 1000 mg-1"!, patii napiiklad Pseudomonas sp. a Achromobacter sp. (To-

nelli Fernandes et al. 2018)
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NS

A @
)\ Z
NN HO N)ﬁ

H,c” SNH N7 OoH o / HN\(CHS
| \ N)%N . CH,
N-ethylamelid | N-isopropylamelud
)\ /)\
HO N OH
l Kyselina kyanurova
HoN

O />—O-

O Alofanat

!

NH,+2CO,

Obrazek 12: Mechanizmus rozkladu atrazinu (upraveno podle Tonelli Fernandes
etal 2018)
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3.5 Bakterialni degradace pyrrolidinu a piperidinu

Bakterialni odbouravani pyrrolidinu a piperidinu bylo zdokumentovano naptiklad u bakterii
druhu Pseudomonas putida. Ziskany kmen muze tyto sloueniny pouzivat jako jediny zdroj

uhliku, dusiku a energie. Mechanizmus rozkladu popisuje obrazek 13. (Trigui et al. 2003)

H H
OH
N N 0 HNT > N
Q - Q/OH = pNT N e = 2 I =
o)

Obrazek 13: Mechanizmus rozkladu pyrrolidinového kruhu (upraveno podle Trigui
etal. 2003)

3.6 Bakterialni degradace methylpyrrolidonu

Methylpyrrolidon je prakticky totozné struktura jako NOP, vyjma postranniho oktylového
tetézce. V jeho ptipadé byl rozklad ispésné provadén bakteriemi izolovanymi z vodniho pro-
stfeni, v nichZ byly jako klicové popsany rody Pseudomonas, Rhodococcus a Patulibacter
(Razicka et al. 2016), nebo bakterie rodu Paracoccus sp. NMD-4, které methylpyrrolidon
rozkladaly aZ do koncentraci 500 mg-1"! (Cai et al. 2014). Mechanizmus rozkladu popisuje

rovnice na obrazku 14.

H
—O0
H

Obrazek 14: Mechanizmus rozkladu methylpyrrolidonu (upraveno podle Cai et al.
2014)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie

Destilovana voda

Roztok dihydrogenfosforeénanu draselného (KH,PO4; 9,07 g-1'")

Roztok dodekahydratu dihydrogenfosfore¢nanu
23,90 g1
Roztok stopovych prvki

Roztok heptahydratu siranu hofe¢natého (MgSO4.7H>0; 10 g-1')
Roztok hexahydratu siranu Zeleznatého (FeSO4.6H>0; 2,2 g-I'!)
Roztok dihydratu chloridu vdpenatého (CaCl,.2H>0; 1 g-1)

Roztok chloridu amonného (NH4Cl; 30 g-I'")
N-oktyl-2-pyrrolidon (Sigma-Aldrich)

3% peroxid vodiku

Safranin, krystalicka violet, aceton

Lugoliv roztok

Roztok MEM vitaminti (Biosera)

4.2 Pouzité pristroje

Spalovaci analyzator uhliku Shimadzu 5000A
Spalovaci analyzator uhliku Shimadzu TOC-L
Spektrofotometr TECAN Sunrise

Ttepacka orbitalni GLF

Centrifuga ROTANTA

Mikrovinny autoklav MICROJET

Vahy KERN

Automatické davkovace Eppendorf, BioHit
Laminarni box TELLSTAR

Termostat biologicky

Mikroskop s imerznim objektivem Olympus CX 41

(Na2HPO4.12H:0;
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4.3 Pouzita média a Zivné pudy
4.3.1 Roztok stopovych prvki

SloZeni roztoku stopovych prvki je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni roztoku stopovych prvki na 1000 ml destilované vody

Nazev latky MnoZstvi [g]
MnSO4-5 H20 0,043
H3;BOs 0,057
ZnS04-7 H,0 0,043
(NH4)6M07024-4 HzO 0,037
Co(NOs3)2:6 H,0 0,025
CuSO04-5 H,0 0,040

4.3.2 Mineralni médium

Slozeni mineralniho média (MM) na 100 ml roztoku je uvedeno v tabulce 4. MM bylo na-

sledné sterilizovano v mikrovinném autoklavu pii teploté 135 °C po dobu 3 minut.

Tabulka 4: Slozeni R2A agaru

Nazev latky Objem [ml]
Destilovana voda 86,0
KH,POs; 9,07 g1'! 2,0
Na;HPO4.12H,0; 23,90 g-1'! 8,0
MgS04.7H,0; 10 g1 1,0
FeS04.6H,0; 2,2 g-1'! 1,0
CaCl2.2H20; 1 g-l'1 1,0
NH4Cl; 30 g1 1,0
Roztok stopovych prvkil 0,1

4.3.3 R2A agar

Je universalni, zivny agar vyvinuty Agenturou pro Zivotni prostiedi v USA, pro rlst aerob-
nich a fakultativné anaerobnich heterotrofnich bakterii, zejména vhodny pro bakterie vysky-
tujici se ve vnéjSim prostiedi. Agar mé neutralni pH 7,2 a jeho sloZeni je uvedeno v tabulce 5.

(Thermo Fisher)
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Tabulka 5: Slozeni R2A agaru

Nazev latky MnoZstvi [g]
Kaseinovy hydrolyzat 0,500
Dextroza 0,500
Skrob 0,500
Kvasni¢ny extrakt 0,500
Dihydrogenfosforecnan sodny 0,300
Pyruvat sodny 0,300
Pepton z kaseinu 0,250
Pepton z masa 0,250
Siran hotecnaty 0,024
Agar 15,00
Destilovana voda 1000,00

4.3.4 Mineralni agar a MAN agar
Slozeni mineralniho agaru (MA) agaru je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6: Slozeni mineralniho agaru

Nazev latky Mnozstvi [g]
KoHPO4 0,1
NH4Cl 0,11
MgSQO4.7H>O 0,02
FeSO4.7H20 0,001
CaCl, 0,001
Roztok stopovych prvki 0,2 ml
Agar 1,7
Destilovana voda 100

Slozeni MAN agaru: jde o MA agar, obohaceny NOP do koncentrace 140 mg-1°".

4.3.5 Fysiologicky roztok

Fysiologicky roztok obsahoval 8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody.
4.4 Analytické postupy

4.4.1 Stanoveni rozpusténého organického uhliku

Obsahu rozpusténého organického uhliku DOC byl stanovovan za pomoci spalovaciho ana-
lyzatoru uhliku Shimadzu 5000A a Shimadzu TOC-L. Principem stanoveni DOC je nejprve
stanoveni celkového uhliku ve vzorku (TC), veskery uhlik je pii teploté 680 °C oxidovéan na
oxid uhli¢ity a ten je nasledné stanoven za pomoci infracerveného spektrometru. Dale je

stejnym zpusobem stanoven anorganicky uhlik (IC), u kterého je nejprve z roztoku vzorku
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odstranén organicky uhlik za pomoci proudu kysliku a pfitomnosti kyseliny fosforecné, or-
ganicky uhlik je takto vytésnén ve formé& oxidu uhli¢itého. Rozpustény organicky uhlik

(DOC) je pak urcen rozdilem hodnot TC a IC.

4.4.2 Stanoveni intenzity zakalu

Intenzita zékalu byla stanovovana jednak vizualné a to pfi intenzivnim osvétleni proti Cer-
nému podkladu, déle byl pouzit spektrofotometr TECAN Sunrise ve kterém probihalo sta-

noveni triplicitné v mikrotitra¢ni desti¢ce, meieno pii vinové délce 600 nm.
4.5 Postupy jednotlivych experimenti

4.5.1 Priprava suspense pudnich bakterii

Pro ziskani smésného mikrobidlniho konsorcia byla pro odbér vzorku vytipovédna piirodni
lokalita co nejméné poznamenana primyslovou ¢innosti. Jako vhodna lokalita v tomto oh-
ledu byla zvolena aluvialni louka v udoli feky Bystfice (GPS soufadnice: 49.6376706N,
17.4044978E). Z Cerstvé vyhrnuté krtiny bylo do sterilni lahvicky odebrano asi 50 g vzorku

pudy.
Z tohoto vzorku bylo déle v laboratofi navaZeno 5 g pidy do sterilni sklenéné lahve o objemu

250 ml, k tomuto vzorku bylo dale pfidano 100 ml sterilniho MM a ponechéno na tfepacce

po dobu 15 minut, pro pfevedeni bioty do kapalné suspenze.

Po usazeni hrubého podilu suspenze, obsahujiciho zbytky rostlin, pisek a jily, bylo k dal§im
pokustim odebrano 5 ml suspendované kapaliny z horni ¢asti roztoku obsahujici mikrobialni

biotu.

4.5.2 Pokus degradace 1-oktyl-2-pyrrolidonu piidnimi bakteriemi

Do ¢tyt 500ml lahvi bylo ptidano 100 ml MM, které bylo nasledné sterilizovano v mikro-

vinném autoklavu pfi teploté 135 °C po dobu 3 minut.
Do vSech péti lahvi bylo dale pfidano 10,9 ul NOP (odpovidajicich 10 mg NOP). Dvé z takto
ptipravenych lahvi byly naockovany 2 ml vySe ptipravené pudni suspenze a dvé lahve byly

ponechény jako slepy kontrolni vzorek.
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Lahve byly dokonale homogenizovany za tcelem tplného rozpusténi NOP v roztoku a
z takto pfipravenych vzorkl odebrano 6 ml roztoku jako pocate¢ni bod pro stanoveni roz-
pusténého organického uhliku (DOC), za ucelem sledovani postupného mikrobidlniho roz-

kladu.

Nasledné byly lahve se vzorky kultivovany pii teploté 25 °C na tfepacce ve tm¢. Nasledovaly

odbéry pro stanoveni DOC po 6 ml roztoku v intervalech 5, 12 a 19 dni.

Postup odbéru: Z lahve bylo sterilni Spickou odebrano asi 10 ml zhomogenizované suspenze,
ktera byla nasledné centrifugovana, pfi 10 000 g po dobu deseti minut pii 10 °C, k DOC

analyze odebrano 6 ml vzniklého supernatantu.

4.5.3 Utilizace vysSich koncentraci 1-oktyl-2-pyrrolidonu pidnim mikrobidlnim

konsorciem

Pokus za uc¢elem odstranéni balastnich mikroorganismu pfitomnych v celkovém konsorciu

zvySenim koncentrace NOP v médiu.

Jako inokulum pro nasledujici pokusy byly pouzity dvé finalni mikrobidlni suspenze, zis-

kané v pfedchozim pokusu o degradaci NOP piidnimi bakteriemi.
Ptiprava pokusu:

e 100 ml tekut¢tho MM sterilizovdno v mikrovinném autoklavu pfi teploté 135 °C po
dobu 3 minut.

e Nasledné asepticky odebrano 10 ml sterilizovaného MM do sterilni zkumavky —
oznaceni roztoku MM.

e Do dalsich 10 ml MM napipetovéano 0,5 ml inokula z kazdé ze dvou lahvi z pfedcho-
ziho pokusu degradace NOP — oznaceni MMI

e Do zbyvajicich 80 ml MM ptidano 43,6 ul NOP — vysledna koncentrace NOP v roz-
toku byla tedy 500 mg-1"!. Ldhev s NOP diikladné& protfepana pro dokonalé rozpus-
téni NOP. Oznaceni tohoto roztoku MMNOP.

e Dile ptipraveno 14 sterilnich zkumavek, do kterych bylo ddvkovéano pfislusné mnoz-
stvi jednotlivych roztokt v poradi MM-MMNOP-MMI. Po kazdém ptidavku doko-
nale homogenizovano. Davkované objemy jsou uvedeny v tabulce 7. Nasledné byly
zkumavky inkubovany ve tmé na tfepacce pii 25 °C, pro zajisténi dostatecného

mnozstvi kysliku byly zkumavky inkubovany v horizontalni poloze.
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Tabulka 7: Pfiprava jednotlivych roztokl pro naslednou degradaci

Cislo zku- Objem Objem Objem Vysledna koncentrace
mavky MM [ml] MMNOP [ml] MMI [ml] NOP [mg-1"']
1+2 1,250 0,000 0
3+4 0,750 0,500 100
5+6 0,625 0,625 125
7+8 0,500 0,750 1,250 150
9+10 0,375 0,875 175
11+12 0,250 1,000 200
13+14 0,000 1,250 250

4.5.4 PomnoZeni piidniho mikrobidlniho konsorcia degradujiciho NOP

Cilem tohoto pokusu bylo pomnozeni pidniho mikrobidlniho konsorcia degradujiciho NOP

pro naslednou izolaci jednotlivych pfitomnych bakteridlnich kmend.

Ze zkumavek ¢islo 7 a 8 z predchoziho pokusu (viz kapitola 4.5.3) se vstupni koncentraci
NOP 150 mg-I"! bylo odebrano 25 ul inokula ze zkumavky 7 (dale oznaceni jako zkumavka
A) a 25 pl inokula ze zkumavky 8 (dale oznaceni jako zkumavka B), inokula byla nated¢na
do 2,5 ml sterilntho MM s koncentraci NOP 150 mg-1"!. Inkubace probihala ve tmé na tie-
pacce pii 25 °C po dobu jednoho tydne, pro zajiSténi dostatecného mnoZstvi kysliku byly

zkumavky inkubovany v horizontalni poloze.

4.5.5 Isolace bakterii z piidniho mikrobidlniho konsorcia, degradujiciho 1-oktyl-2-

pyrrolidon

Cilem tohoto pokusu byla izolace jednotlivych bakterialnich kment, pfitomnych ve smés-
ném inokulu schopném degradace a ristu v médiu obsahujicim NOP jakoZto jediny zdroj
uhliku. Pro pokus bylo pouzito konsorcium pidnich bakterii ziskané po tydenni inkubaci

v ptedchozim pokusu (viz kapitola 4.5.4).

Postup izolace jednotlivych bakterii:

a) Kultivace smésné kultury

Zkumavky A a B z ptedchoziho pokusu (viz kapitola 4.5.4) s pomnoZenymi mikroorganismy
byly rozfedény desetinnym fedénim 10 000 x coz odpovida fadu 10*. Redéni bylo prove-
deno asepticky do sterilniho fysiologického roztoku. Bylo odebrano 0,5 ml smésného ino-
kula do 4,5 ml fysiologického roztoku a homogenizovano, z tohoto rozfedéného inokula bylo
dale odebrano dalsiho 0,5 ml do 4,5 ml fysiologického roztoku a homogenizovéno, tento

postup byl poté 2 x opakovan aZ na koneénych 1074, Postup fedéni shrnuje tabulka 8.
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Tabulka 8: Pfiprava inokula desetinnym fedénim pipetovano do 4,5 ml fysiologic-
kého roztoku

Oznaceni Plpettzvan’e Pipetované ze | Vysledné
zkumavky | . mnozstvi zkumavky | naredéni
inokula [ml]

1A A 107!
2A 1A 102
3A 2A 1073
4A 3A 10
1B 0.5 B 10!
2B 1B 10
3B 2B 107
4B 3B 10

Nasledné bylo asepticky o¢kovano 0,5 ml natedéného inokula ze zkumavek 2A, 2B, 4A a
4B do Petriho misek s R2ZA a MAN agarem. MAN agar s vyslednou koncentraci NOP
140 mg-1"!. Inokulum bylo na miskéach diikladné rozetieno po celé plose agaru a odsu$eno
v laminarnim boxu. Vysledné zfedéni na miskach bylo tedy 1073, respektive 10>, VSechny

naockované misky byly inkubovany ve tm¢ v termostatu pii teploté 25 °C (£ 1 °C).
b) Izolace jednotlivych bakteridlnich kultur

Po 14 denni kultivaci byly dale izolovany nejhojnéji se vyskytujici bakterialni kmeny dle

nasledujiciho postupu:

Kazda z nejhojnéji zastoupenych bakteridlnich kultur byla asepticky odebrana za pomoci
sterilni klicky, pfeockovana na novou misku s R2A agarem s koncentraci NOP 140 mg-1"'a
opétovné inkubovana za stejnych podminek jako v bod¢ a). Celkem bylo takto ziskano 7

bakterialnich kultur, které byly pro dalsi pokusy pracovné oznaceny jako JU 1 —JU 7.
c) Ovéfeni degradacnich schopnosti smési ziskanych bakterialnich kultur

Kazda ze ziskanych kultur (JU 1 —JU 7) byla samostatné pfevedena do 1 ml fysiologického
roztoku tak, ze vysledny zakal suspenze odpovidal cca 1. stupni dle McFarlandovy stupnice.
Do nové sterilni zkumavky bylo pfipraveno smésné inokulum vzniklé¢ smichanim 0,1 ml
z kazdé izolované kultury, které bylo nasledné naockovéano do péti zkumavek obsahujicich
MM a tfi z nich s koncentraci NOP 150 mg-1"!. Dv& neo¢kované zkumavky byly ponechany

jako kontrolni vzorek. Postup ptipravy viz Tabulka 9.
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Tabulka 9: Pfiprava pokusu pro ovétfeni degradacnich schopnosti smésného ino-

kula
¥ Pipetované Pipetované
Cislo Pipetované mnoZstvi nll)nois i Koncentrace NOP | mnozstvi
I gsné
zkumavky MM [ml] MMNOP [ml] [mg-17] . smésného
inokula [pl]

1

2 25

3 1,75 0,75 150

4

5 0

Inkubace takto pripravenych vzorkl probihala ve tmé na tiepacce pti 25 °C po dobu dvou

tydnti.
4.5.6 Dlouhodoba konzervace izolovanych kultur

Kazda bakteridlni kultura (JU 1 — JU 7) byla nao¢kovdna na R2A agar a po kultivaci pfti
25 °C byla biomasa kazdé kultury odebrana z petriho misek sterilni kli¢kou do sterilni mi-
krozkumavky v mnozstvi 5-10 kli¢ek biomasy a smichana se dvéma kapkami sterilniho gly-
cerolu. Po promichéni byly mikrozkumavky ulozeny do hlubokomraziciho boxu pii teploté

—-80 °C.

4.5.7 Ovéreni degradace 1-oktyl-2-pyrrolidonu jednotlivymi kulturami a spole¢nym

inokulem

Cilem tohoto pokusu bylo ovéteni degradacnich vlastnosti smé€sného inokula po tfech mési-
cich zakonzervovani a zaroven pokus o degradaci NOP jednotlivymi izolovanymi kmeny.
Vzhledem k tomu, Ze se v nasledujicich pokuse jednalo o praci s izolovanymi kmeny, byla

zvolena niz§i koncentrace NOP na 120 mg-1"!,

Kazda ze zakonzervovanych bakteridlnich kultur JU 1 — JU 7 byla po rozmrazeni nejprve
kultivovdna na R2A agaru (3—5 dni pii teplote¢ 25 °C), poté odebrana za pomoci sterilni
klicky a pfevedena do 1 ml fysiologického roztoku, tak Ze vysledny zakal odpovidal cca 1

stupni dle McFarlanda.

Poté bylo do 200 ml MM asepticky ptidano 200 ul MEM vitamini a 26,2 ul NOP, takze

byla vysledna koncentrace NOP 120 mg-1"!.
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Nasledné bylo pfipraveno 18 sterilnich zkumavek, do kterych byly pfidany 3 ml vyse pfi-
praveného MM a 5 pl suspenze bakterialnich kultur. Soucasné byla pfipravena smésné kul-
tura smichanim 0,1 ml inokula z kazdé kultury JU 1 — JU 7 po homogenizace, byla stejnym

zpusobem ockovana do zkumavek 15 a 16. Dale ptipravu shrnuje Tabulka 10.

Tabulka 10: Ptiprava jednotlivych roztoki pro naslednou degradaci NOP

Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Smésna

Zkf;f:iky JU1 JU2 JU3 JU4 JU5 JU6 JU7 | kultura

[ud] [l] [pd] [pl] [ui] [ul] [ul] [ul]
1+2 5 0 0 0 0 0 0 0
3+4 0 5 0 0 0 0 0 0
5+6 0 0 5 0 0 0 0 0
7+8 0 0 0 5 0 0 0 0
11412 0 0 0 0 0 5 0 0
15416 0 0 0 0 0 0 5 5
1718 0 0 0 0 0 0 0 S

Inkubace probihala pfi teploté 25 °C na tiepacce ve tme po dobu dvou tydnti.

4.5.8 Degradace NOP kulturou JU 4 a konsorcii JU 4 + JU X

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, ktera kombinace ze ziskanych bakterialnich kultur (ve dvo-

jici s klicovou kulturou JU 4) je vhodné pro degradaci NOP.

Kazda z bakteridlnich kultur JU 1 —JU 7 byla odebréana za pomoci sterilni kli¢ky a pfevedena
do 1 ml fysiologického roztoku tak, ze vysledny zakal odpovidal cca 1 stupni dle McFar-

landa.

Poté bylo do 200 ml MM asepticky ptidano 200 ul MEM vitamina a 26,2 ul NOP, takze
byla vysledna koncentrace NOP 120 mg-1"!.

Nésledné bylo ptipraveno 23 sterilnich zkumavek, do kterych byly pfidany 4 ml vySe pfi-
praveného roztoku MM, MEM vitaminii a NOP a o¢kovano kombinaci suspenzi jednotli-
vych bakteridlnich kultur JU 1 —JU 7. Dvé neo¢kované zkumavky ponechany jako kontrolni

vzorky. Daéle ptipravu shrnuje Tabulka 11.
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Tabulka 11: Ptiprava jednotlivych smésnych roztokti pro degradaci NOP
Cislo Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura | Kultura

Zkumavky JU1 JU2 JU3 JU4 JUS JU6 JU7

[m1] [nl] [nl] [m1] [m1] [pl] [ml]
1+2+3 5 0 0 5 0 0 0
4+5+6 0 5 0 5 0 0 0
7+8+9 0 0 5 5 0 0 0
10+11+12 0 0 0 5 5 0 0
13+14+15 0 0 0 5 0 5 0
16+17+18 0 0 0 5 0 0 5
19+20+21 0 0 0 5 0 0 0
22+23 0 0 0 0 0 0 0

Inkubace probihala pfi teploté 25 °C na tiepacce ve tme po dobu dvou tydnt.

4.5.9 Cytochrom oxidazovy test

Za pomoci klicky bylo odebrano mensi mnozstvi bakteridlni biomasy, ktera byla nanesena
na diagnosticky prouzek typu Mikro-La-Test OXItest (Erba Lachema). Vyhodnoceni pro-

béhlo po jedné minuté. V pritomnosti oxidazy vznikd modré zbarveni indofenolenové modii.

4.5.10 Katalazovy test

Za pomoci klicky bylo odebrano mensi mnozstvi bakterialni biomasy spolu s fysiologickym
roztokem, které bylo néasledné rozetfeno na podloznim skli¢ku. Poté bylo ptfidano nékolik
kapek 3% peroxidu vodiku a rozmichano. Dlikazem piitomnosti katalazy byla tvorba bubli-

nek kysliku.

4.5.11 Gramovo barveni

Gramovo barveni slouzi k odliSeni gram-pozitivnich a gram-negativnich bakteridlnich kul-
tur. Postup obarveni bakterii je zalozen na rozdilném slozeni bakterialnich stén u téchto dvou

typa bakterii.

Postup pokusu:

e Zapomoci klicky bylo odebrano mensi mnozstvi bakteridlni biomasy spolu s fysio-
logickym roztokem nasledné rozetfeno na podloznim sklicku.

e Sklicko bylo odsuseno a biomasa zafixovana nad kahanem.

e Zafixovana biomasa byla nasledné zakapnuta krystalovou violeti po dobu 1 minuty.

e Dile byla krystalova violet’ smyta a ptekryta lugolovym roztokem s dobou plisobeni

1 minuta.
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e Nasledné byl preparat oplachnut destilovanou vodou a odbarven acetonem po dobu

cca20s.

e Nasledovalo obarveni safraninem po dobu 1 minuty a opét oplach destilovanou vo-

dou pro odstranéni ptebyte¢ného roztoku.

e Nakonec byl preparaty vysusen a mikroskopovan imerznim objektivem se zvétSenim

100 % (Olympus CX 41).

4.5.12 Kultivace ziskanych bakteridlnich kultur p¥i riiznych teplotiach

Za ucelem zjisténi teplotniho optima pro rist degradacnich bakteridlnich kultur JU 3,JU 4 a

JU 6 byl sledovan jejich riist za riznych teplotnich podminek, které jsou uvedeny v tabulce

12. Kazda z bakteridlnich kultur byla ockovana sterilni klickou na R2A agar. Kultivace pro-

bihala po dobu jednoho tydne.

Tabulka 12: Teplotni podminky kultivace

Cislo misky Teplotz:’ kultivace
[°C]
1 5
2 20
3 25
4 30
5 37
6 42
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5 VYSLEDKY POKUSU A JEJICH DISKUSE

5.1 Pokus o rozklad 1-oktyl-2-pyrrolidonu ziskanou mikrobialni smési

Nejprve byla provedena degradace NOP v mineralnim médiu, a to smé€snym mikrobidlnim
konsorciem ziskanym ze vzorku pudy, poc¢ate¢ni koncentrace NOP v roztoku byla 100 mg-1-
I, Kultivované ldhve byly priibézné vizualn& kontrolovéany a v ¢asovych intervalech 5, 12 a

19 dni byly odebirany vzorky pro stanoveni obsahu DOC.

V prvnich dnech kultivace nebyl v ldhvich pozorovan zddny vyraznéjsi zakal (neprobihal
rozklad). Vyssi intenzita zakalu zpuisobeného ristem mikrobidlni biomasy byla pozorovana
priblizné sedmy den kultivace a tento zakal (mikrobidlni rast) postupné v pribéhu ¢asu na-
rustal. Konecny devatenacty den kultivace byly v kultivacnich 1dhvich také pozorovany
shluky mikrobialni biomasy (takzvané vyvlo¢kovani). Vizualni pozorovani shrnuje tabulka

13.

Vysledky naméfeného DOC v jednotlivych odbérovych intervalech shrnuje tabulka 14. Ze
ziskanych dat byla nasledn¢ sestavena kinetické kiivka rozkladu, ktera je zndzornéné na ob-
razku 15. Je z ni patrné, Ze v prvnich dnech kultivace nedochazi k ubytku DOC, z ¢ehoz
vyplyva relativné dlouhd lagova (startovaci) faze, kdy se pfitomné bakterie adaptuji na dané
prostiedi. Vyrazny mikrobialni riist je pak pozorovan mezi patym az dvanactym dnem kul-
tivace a k téméf uplnému rozkladu dochazi cca konecny devatenacty den degradace. V obou
ockovanych lahvich probihal rozklad ptiblizn€ srovnatelné. V kontrolnich neockovanych
lahvich nebyl po celou dobu pokusu pozorovan zadny vznikly zékal a kone¢nd hodnota DOC

odpovidala vychozimu stavu, nedoslo tedy k Zadnému ubytku NOP z roztoku.

Bylo tedy potvrzeno, Ze v ziskaném plidnim mikrobidlnim konsorciu se nachazeji mikroor-

ganismy schopné vyuzivat a tim i rozkladat NOP.
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Tabulka 13: Vyhodnoceni intenzity zakalu v jednotlivych bodech experimentu

4

Cas Nazev roztoku Intenzita zakalu
to Oc¢kovana lahev 1 a 2 0

1. den | Oc¢kovana lahev 1 a 2
2.den | OCkovana lahev 1 a2
3.den | Oc¢kovana lahev 1 a2
5.den | Ockovana lahev 1 a2
7.den | Oc¢kovana lahev 1 a2
10. den | Oc¢kovana lahev 1 a 2
12. den | Ockovana ldhev 1 a 2
15. den | Oc¢kovana lahev 1 a 2
19. den | Ockovana ldhev 1 a 2
Hodnoceni: 1 — nejmensi zdkal, 5 — nejvyssi zékal

BR[NNI |OO|OO

Tabulka 14: Vysledky stanoveni DOC v kultiva¢nich nddobach v jednotlivych od-
bérovych bodech experimentu

Cas Nazev roztoku Crllll:go_r_)lllc A[nmogr:%_.I]C [2;_)1? 1
-—- Blank (H>O) 1,3 0,1 1,2
Neockovana kontrolni lahev 1 77,0 2,4 74,6
o Neockovana kontrolni lahev 2 77,8 2.9 75,0
Ockovana lahev 1 75,1 2,4 72,7
Ockovana lahev 2 83,0 2,4 80,6
5 den Ockovana lahev 1 78,0 3,0 75,0
' Ockovana lahev 2 84,1 2,6 81,5
12. den Ockovana lahev 1 61,1 6,0 55,2
' Ockovana lahev 2 59,0 6,7 52,4
Ockovana lahev 1 25,9 14,1 11,7
19. den Ockovana lahev 2 29,6 15,9 13,8
' Neockovana kontrolni lahev 1 77,3 2,7 74,6
Neockovana kontrolni lahev 2 78,0 3,2 74,8
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Obrazek 15: Kinetika rozkladu NOP smésnou piidni mikrobialni kulturou

5.2 Utilizace vysSich koncentraci 1-oktyl-2-pyrrolidonu pidnim mikro-

bialnim konsorciem a ziskani izolovanych bakterialnich kultur

Po provedeni degradace NOP bylo v ziskaném mikrobidlnim konsorciu provedeno testovani
ucelem zjisténi optimalni a také nejvyssi mozné koncentrace NOP, v némz je ziskané mi-
krobialni konsorcium schopné riistu a tak i rozkladu NOP. A dale také s cilem odstranit ze
smésného konsorcia balastni mikroorganismy a ziskat tak klicové bakterialni kmeny
schopné rastu v prostiedi NOP. Pro pokus byla ptipravena fada roztokti uvedenych v kapi-
tole 4.5.3. Nejvyssi testovana koncentrace NOP v pokusu byla 250 mg-1"!.

Po naockovani mikrobidlni smési z predchédzejiciho pokusu a po desetidenni kultivaci byl
vyhodnocen riist mikroorganismu pii jednotlivych koncentracich na zaklad¢ intenzity zédkalu
pfislusnych vzorki. Vysledky pokusu shrnuje Tabulka 15. Z vysledki experimentu je patrné,
ze optimalni koncentrace NOP pro rist ziskaného smésného mikrobialniho konsorcia se po-
hybuje okolo 125-150 mg-1"!. Pi koncentracich NOP nad 200 mg-1"! pak jiz nebyl pozoro-

van témet zadny mikrobialni rist.
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Tabulka 15: Vyhodnoceni ristu smésné¢ho mikrobialniho konsorcia pii jednotli-
vych koncentracich NOP v roztoku

Cislo zku- Koncentrace Intenzita

mavky NOP [mg-1"] zakalu
1+2 0 1
3+4 100 2
5+6 125 4
7+8 150 5
9+10 175 3
11+12 200 2
13+14 250 1

i zakal

714
71

Hodnoceni: 1 — nejmensi zékal, 5 — nejvy.

Nasledné byla ze zkumavek 7 a 8, ve kterych byl pozorovan nejintenzivnéj$i mikrobialni
rust, pfipravena Cerstva smesna kultura (opétovné ockovani do roztoku s NOP) pro nasled-

nou izolaci jednotlivych bakteridlnich kmend.

Po sedmidenni kultivaci v ¢erstvém MMNOP s koncentraci NOP 150 mg-1"! byla ziskéna
vitalni pomnozena mikrobidlni smés, pro naslednou isolaci Cistych bakteridlnich kultur. Mi-
krobidlni smés byla kultivovéana pii 25 °C na R2A a MAN agaru, ve ziedéni 102 a 10,
ptiprava viz kapitola 4.5.4. Po sedmidenni kultivaci bylo z inkubovanych petriho misek, viz
obrazky 1618, dale pfeockovano sedm nejhojnéji se vyskytujicich bakterialnich kultur. Ty
se vzajemné liSily charakterem kolonii a izolované bakteridlni kmeny byly dale pracovné

oznaceny jako JU 1 —JU 7.

Obrazek 16: Smésna bakterialni kultura po 7 denni kultivaci
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Obrazek 18: Smésnd bakterialni kultura po 7 denni kultivaci
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5.3 Ovéreni degradacnich schopnosti izolovanych bakterialnich kultur

Za ucelem potvrzeni, ze mezi ziskanymi bakteridlnimi kulturami JU 1 — JU 7 se nachazi
bakterie s hledanymi degrada¢nimi schopnostmi, bylo z téchto sedmi izolovanych bakterial-
nich kultur dale pfipraveno smésné inokulum, pfiprava viz kapitola 4.5.5. Timto smésnym
inokulem bylo naockovano smésné MM s NOP a kultivovano po dobu sedmi dnii. Vyraznym
zékalem ve vSech ockovanych zkumavkach 1, 2 a 3 byl potvrzen bakteridlni rist a tim 1
degradacni schopnost ziskaného smésného inokula, tvofeného isolovanymi bakterialnimi

kulturami JU 1 —JU 7. Kontrolni neo¢kované vzorky MM s NOP nevykazovaly zadny zakal.

Po ukonceni tohoto pokusu byly jednotlivé izolované kmeny JU 1 — JU 7 pro nasledujici

pokusy zakonzervovany v roztoku glycerolu pii —80 °C po dobu cca tif mésici.

5.4 Ovéreni degradace 1-oktyl-2-pyrrolidonu jednotlivymi kulturami a

spolenym inokulem

V tomto pokusu byly ovétovany degradacni schopnosti jednotlivych izolovanych kultur JU
1 — JU 7 za Gcelem nalezeni kli¢ové bakterialni kultury potiebné pro degradace NOP. Pro
tyto ucely prace se samostatnymi kulturami byla zvolena nizs§i koncentrace NOP a to
120 mg-1"!. Kultury byly do MM s NOP naockovany jednak samostatng, jednak pro porov-

nani pribéhu degradace mezi jednotlivymi suspensemi, i vSech sedm jako smésné inokulum.

Po dvoutydenni kultivaci byla hodnocena intenzita zakalu v jednotlivych suspensich za po-
moci spektrometru. Vysledky méteni shrnuje tabulka 16. Z vysledkd pokusu je patrné, Ze
k nejefektivnéjSimu rozkladu doSlo v pfitomnosti smésného konsorcia bakterii. Dale pak byl
mavkach byl rlst v porovnani s neockovanym roztokem velice nepatrny nebo zadny. Na
zéklad¢ tohoto experimentu je pravdépodobné, Ze klicovou kulturou pro bakterialni rozklad
NOP je v tomto ptipadé¢ kultura JU 4, kooperujici s n€kterou z ostatnich kultur JU 1 —JU 7.
V nésledujicim pokusu tak byly zkoumany jednotlivé dvoukombinace s touto kulturou JU 4

(postup viz kapitola 5.5)
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Tabulka 16: Intenzita zakalu v jednotlivych suspensich, méteno pii vinové délce

600 nm
Oznaceni kultury / o vj&bsrorbance L o
& islo méreni oy rumér
¢islo zkumavky ; > 3 Primér collom
JU1/1 0,047 | 0,045 | 0,051 | 0,048 0.046
JU1/2 0,050 | 0,042 | 0,039 | 0,044 ’
JU2/1 0,043 | 0,046 | 0,053 | 0,047 0.046
JU2/2 0,046 | 0,042 | 0,043 | 0,044 ’
JU3/1 0,041 | 0,044 | 0,072 | 0,052 0.047
JU3/2 0,044 | 0,040 | 0,041 | 0,042 ’
JU4/1 0,070 | 0,071 | 0,073 | 0,071 0.071
JU4/2 0,073 |1 0,069 | 0,070 | 0,071 ’
JUS/1 0,042 | 0,042 | 0,046 | 0,043 0.046
JUS/2 0,046 | 0,046 | 0,049 | 0,047 ’
JU6/1 0,047 | 0,042 | 0,045 | 0,045 0.046
JU6/2 0,048 | 0,045 | 0,049 | 0,047 ’
JU7/1 0,041 | 0,038 | 0,039 | 0,039 0.040
JU7/2 0,042 | 0,039 | 0,039 | 0,040 ’
Smés JU1-JU7/1 | 0,129 | 0,130 | 0,129 | 0,129 0.131
Smés JU1-JU7/2 | 0,133 | 0,129 | 0,134 | 0,132 i
Blank/1 0,040 | 0,039 | 0,039 | 0,039 0.040
Blank/2 0,040 | 0,040 | 0,042 | 0,041 ’

5.5 Degradace 1-oktyl-2-pyrrolidonu kulturou JU 4 a konsorcii JU 4 +
JUX

Na zéklad¢ predchoziho pokusu byl testovan rozklad NOP v§emi kombinacemi kultury JU 4
s ostatnimi ziskanymi kulturami (vZdy triplicitn€). Vysledky po dvoutydenni kultivaci v MM
s NOP v koncentraci 120 mg:1"! shrnuje Tabulka 17 a 18. Po dvoutydennim rozkladu byla
vizualné hodnocena intenzita zékalu a vysledny obsah DOC. Trojice jednotlivych smési
m¢ély na konci pokusu srovnatelny zékal, nejintenzivné;si zakaleni bylo pozorovéano u kom-
binaci JU4 +JU 3 aJU 4 + JU 6. Jelikoz byla intenzita zékalu pro jednotlivé trojice zkuma-
vek srovnatelnd, byla pro DOC analyzu vybrana pouze jedna série suspensi. Na zdklad€ na-
méfeného DOC byla potvrzena nejvyssi mira rozkladu pro kombinace JU 4 + JU 3 a
JU 4 + JU 6; vysledky jsou uvedeny v tabulce 18. Srovnavaci neockovany vzorek zlstal po

kultivaci zcela bez zakalu.

V tomto experimentu byla potvrzena domnénka, Ze k uplnému rozkladu NOP dochazi ptso-
benim nejméné dvou na sobé& zavislych bakteridlnich kmenti. Zde se jedna o kombinace kul-

turJU4+JU3aJU4+]JU 6.
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Tabulka 17: Subjektivni vyhodnoceni intenzity zakalu po dvoutydennim rozkladu

Intenzita zakalu
JU1+ JU2+ JU3+ JU4 JUS+ JU6+ JU9+
JU4 JU4 JU4 JU4 JU4 JU41

3|3[3[2]2]2]4]4]4]3[3[3]|3]|3]3]4]4]4][2]2]2

Hodnoceni: 1 — nejmensi zakal, 4 — nejvyssi zékal

Tabulka 18: Vyhodnoceni DOC po dvoutydennim rozkladu

Smés Celkovy C | Anorg. C | DOC
[mgl'] | [mgl"] | [mg1"]
Blank 48,45 0,07 48,38
JU 4 74,75 3,24 71,50
JU4+JU 1 59,84 9,54 50,30
JU4+]JU2 80,94 4,48 76,45
JU4+JU3 47,52 8,90 38,62
JU4+JU S 78,74 3,51 75,22
JU4+JUG6 43,99 8,54 35,45
JU4+JU9 81,85 4,07 77,78

5.6 Zakladni identifikace bakterii klicovych pro rozklad 1-oktyl-2-py-

rrolidonu

U ziskanych bakterii klicovych pro rozklad NOP (JU 4, JU 3 a JU 6) byly provedeny za-
kladni identifika¢ni testy pro jejich skupinové zatazeni. Vysledky identifika¢nich testl shr-
nuje tabulka 19 a 20. V ramci identifikace bylo provedeno gramovo barveni, katalazovy test,

test na pfitomnost enzymu oxiddzy a stanoveni teplotniho optima jejich ristu.

Klicova kultura JU 4 byla identifikovana jako gram-negativni ty€inka. Z hlediska morfologie
velice drobnd, s koloniemi mlééné zabarvenymi a tvofici spiSe menSi mnoZstvi biomasy.
Cytochrom oxidéza byla u této kultury prokézana. Naopak kultury JU 3 a JU 6 jsou identi-
fikovany jako gram-pozitivni koky, cytochrom oxiddza negativni, oproti kultute JU 4 tvotily
pfi kultivaci vét§i mnozstvi biomasy. Pfitomnost kataldzy prostfednictvim kataldzového

testu byla prokézana u vsech tii kultur.

Dale byl pro trojici vybranych kultur proveden test jejich riistu pii riiznych teplotach pro
zjisténi jejich teplotniho optima. Z vysledk ristu je ziejmé, Ze se ve vSech ptipadech jedna
o psychrofilni bakterie. Riist probihal pfi teplotach od 5-30 °C, pii vysSich teplotach jiz
nebyl pozorovan rist zadny. Vysledky shrnuji tabulky 19 a 20.

Fotografie bakterii po gramové barveni, pod imerznim objektivem se zvétSenim 100 X, jsou

znazornény na obrazcich 19-21. Fotografie bakterii JU 4, JU 3 a JU 6 po desetidenni kulti-

vaci pii 25 °C je uvedena na obrazku 22.
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Tabulka 19: Vysledky jednotlivych testil

Pritomnost
Miska ¢islo | Gramovo barveni | cytochrom | Katalazovy test
oxidazy
JU3 G+ Negativni Pozitivni
JU 4 G- Pozitivni Pozitivni
JU6 G+ Negativni Pozitivni

Tabulka 20: Kultivacni podminky a intenzita riistu

Teplota Nazev kultury a intenzita ristu
Miska ¢islo P C] [1-5]
JU3 JU 4 JUG6
1 5 5 3 5
2 20 5 4 5
3 25 5 4 5
4 30 4 3 4
5 37 0 0 0
6 42 0 0 0

Obrazek 19: Fotografie bakterialni kultury JU 4 po gramove barveni
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Obrazek 21: Fotografie bakterialni kultury JU 6 po gramove barveni
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Obrazek 22: Fotografie bakterialnich kultur JU 4, JU 3 a JU 6 kultivované pri
25 °Cna R24 agaru

Vzhledem k tomu, Ze kultury JU 3 a JU 6 byly morfologicky, svymi vlastnostmi, i intenzitou
rozkladu NOP ve spojeni s kulturou JU 4 velice podobné, a jsou velmi pravdépodobné i
identické, byla pro dalsi pokus vybrana pouze dvojce bakterialnich kultur JU 3 + JU 4, pro

kterou byla nasledné sestavena kineticka degradacni kiivka.

5.7 Kinetika rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu konsorciem bakterii JU 4
aJU3

V tomto pokusu byla sledovana kinetika biologického rozkladu NOP smésnou kulturou JU 4
a JU 3. Kultura JU 4 je pro rozklad klicovéa a degradaci iniciuje. V kombinaci s kulturou

JU 3 vsak rozklad probih4 intenzivnéji.

Rozklad pro kombinaci kultur JU 4 a JU 3 byl proveden v koncentraci NOP 120 mg-1™!.
Odbérové body byly zvoleny v ¢asovych intervalech 0, 2, 4, 6, 8, 11 a 13 dni. V kazdém
odbérovém bod¢ byl odebran vzorek ze dvou lahvi. Odebrany vzorek byl zfiltrovan a zamra-

zen pro naslednou analyzu na obsah DOC.
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Vysledky naméieného DOC v jednotlivych odbérovych intervalech shrnuje tabulka 21. Ze
ziskanych vysledkii byla nasledné sestavena kinetickd kiivka, kterd je zndzornéna na ob-
razku 21.

Tabulka 21: Vysledky stanoveni DOC v kultiva¢nich nddobéch v jednotlivych od-
bérovych bodech experimentu

, Primérna
Cas Nazev roztoku Celkov_)lf ¢ Anorg_.IC DOE hodnota DOC
(mg-7] | [mg 7] me T

o Ockovana lahev 1 74,14 1,548 72,59 7.6
Ockovana lahev 2 ---* ---* ---* ’

5 den Ockovana lahev 1 74,51 2,224 72,79 793
Ockovana lahev 2 | 83,80%* 2,103 81,70** ’

4 den Ockovana lahev 1 74,57 3,212 71,36 731
Ockovana lahev 2 76,98 2,236 74,74 ’

6. den Ockovana lahev 1 66,53 2,080 64,45 633
) Ockovana lahev 2 67,75 5,597 62,15 ’

2 den Ockovana lahev 1 62,77 6,476 56,29 56.9
) Ockovana lahev 2 61,89 4,422 57,47 ’

11. den Ockovana lahev 1 22,18 6,035 16,15 21
' Ockovana lahev 2 34,73 6,761 27,97 ’

Ockovana lahev 1 21,18 5,860 15,48 15.5
13. den Oékovetné léhe,v 2 21,15 5,669 15,48 ’

Neockovand 78,18 1,635 | 76,55 76,6

kontrolni lahev

* Analyza vzorku se nezdafila; ** Hodnota paralelniho stanoveni nestandardné odlehla
(vyssi obsah uhliku, nez v piivodnim vzorku), vzhledem k pfedchozimu a nasledujicimu
pribéhu v daném roztoku. Zpusobena pravdépodobné chybou méfeni a neni do priméru

v tomto bodé¢ zapocitana.
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Obrazek 23: Kinetika rozkladu NOP smésnou mikrobialni kulturou JU 4 + JU 3
Z prubéhu kinetické kiivky na obrazku 15 je patrna lagova (startovaci) faze trvajici okolo
¢tyfech az péti dnl, nésledovana bakteridlnim rdstem, pfi¢emZ muizeme pozorovat dvé
hlavni rastové faze. V prvni ristové fazi, mezi ¢tvrtym az osmym dnem, dochazi s nejvetsi
pravdépodobnosti k rozkladu NOP zapti¢inénému bakterialni kulturou JU 4, které cely roz-
klad zahajuje, a nasledné v druhé ristové fazi, mezi cca osmym az jedenactym dnem kulti-
vace, dochdzi k zapojeni bakteridlni kultury JU 3, pfipadné obou pfitomnych bakterialnich
kultur, a tak 1 k nejintenzivnéjsi spotfebé pfitomného NOP a jeho metabolitl. Po tfinacti
dnech pak byl pfitomny NOP téméf zcela rozlozen. V kontrolnich neockovanych ldhvich
nebyl pozorovéan Zadny vznikly zakal a hodnota DOC odpovidala vychozimu stavu, nepatrné

vy$si hodnota na konci pokusu je patrné zpisobena chybou samotného méfent.
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ZAVER
V ramci diplomové prace byl zkoumén rozklad 1-oktyl-2-pyrrolidonu za pomoci pidnich

mikroorganismil. Byla popsana kinetika tohoto rozkladu, izolovany klicové bakterialni

kmeny schopné rozkladu a ty byly zakladnim zptisobem identifikovany.

Nejprve bylo z pidy do tekutého mineralniho média pirevedeno smésné mikrobidlni konsor-
cium, pro které byla prokazana schopnost vyuzivat 1-oktyl-2-pyrrolidon jakoZzto jediny zdroj
uhliku. Pfi prvotnim rozkladu smésnym mikrobialnim konsorciem byla pozorovana relativné
dlouhé lagova faze trvajici okolo péti dnti, k téméf uplnému rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu
v roztoku pak doslo pfiblizn€ po 14 dnech, méteno prostfednictvim DOC. Optimélniho ristu
v nasledném pokusu pak pomnozZené konsorcium dosahovalo pii koncentracich 1-oktyl-2-

pyrrolidonu 150 mg-1"!, pfi¢emz byl testovan rozsah koncentraci 0-250 mg-1°".

Nasledné byly izolovany nejhojnéji zastoupené bakteridlni kultury pfitomné v degrada¢nim
konsorciu, ty byly pracovné oznaceny jako JU 1 — JU 7. V nasledujicich experimentech bylo
zjisténo, ze k CasteCné biodegradaci 1-oktyl-2-pyrrolidonu samostatné dochazelo pouze
v pritomnosti kultury JU 4, ktera tak byla popséana jako klicova a cely rozklad NOP inicio-
vala. Bakteridlni kultura JU 4 byla identifikovana jako gram-negativni, oxid4dzo-pozitivni
ty¢inka. K efektivnéjSimu rozkladu studované latky vSak dochdzelo v celé smési izolova-
nych kultur JU 1 —JU 7. Za G€elem zjisténi vhodné kombinace pro mikrobialni rozklad byly
testovany jednotlivé kombinace kultury JU 4 s dalS§imi jednotlivymi izolovanymi kmeny.
Bylo zjisténo, Ze vhodnymi bakteriemi v tomto ohledu jsou kombinace kultury JU 4 s kul-
turou JU 3, pfipadné s JU 6. V téchto pfipadech probihal rozklad podobné jako u celé¢ smési
kultur JU 1 —JU 7. Bakteridlni kultury JU 3 a JU 6 byly identifikovany jako gram-pozitivni,
oxidazo-negativni koky. A je pravdépodobné, Ze se jednd o totozné kmeny. Na celém roz-

kladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu se tedy podilely minimalné dvé rizné bakterialni kultury.

Pro kombinaci kultur JU 4 a JU 3 byla nasledn¢ stanovena kinetickd kiivka rozkladu pii
vychozi koncentraci 1-oktyl-2-pyrrolidonu 120 mg-1"!. Z priibéhu kinetické kiivky je patrna
lagova faze trvajici okolo Ctyfech az péti dnii, nasledovana rastem bakterii. Mizeme zde
pozorovat dvé hlavni ristové faze; v prvni rastové fazi, tj. mezi Ctvrtym a osmym dnem,
dochdzi k zahajeni rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu bakteridlni kulturou JU 4, nasledova-
nému druhou ristovou fazi, tj. mezi osmym a jedenactym dnem, kdy se do rozkladu zapojuje

1 bakterialni kultura JU 3 piipadné obé& ptitomné bakterialni kultury JU 4 a JU 3 a tak je
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spotieba 1-oktyl-2-pyrrolidonu a jeho metabolitl v této fazi nejintenzivnéjsi. Celkove doslo

k rozkladu témét veskerého 1-oktyl-2-pyrrolidonu pfitomného ve vzorku po tiinédcti dnech.

V diplomové praci bylo tedy zjisténo, ze v ptidnim prostiedi existuji mikroorganismy, které
jsou schopny pfirozené 1-oktyl-2-pyrrolidon biologicky rozlozit a vyuzit jej jako zdroj uh-
liku pro svij rist, pficemz v prvnich dnech kontaktu dochéazi nejprve k adaptaci mikroorga-
nismi na tento zdroj uhliku. K témét uplnému rozkladu ptitomného 1-oktyl-2-pyrrolidonu
pak dochazi ptiblizné po tiinacti dnech pii kooperaci minimaln€ dvou riiznych bakteridlnich
kmeni, ptfi¢emz jedna z kultur je pro zahdjeni rozkladu klicova a dalsi je na této iniciaci
rozkladu zavisla, nasledn¢ jej vSak uréitym zptisobem zefektivni. Faktu, ze k rozkladu jsou
zapotiebi dva bakterialni kmeny, nasvédcuje i charakter samotné molekuly NOP, skladajici
se ze dvou hlavnich ¢asti, a to postranniho hydrofobniho fetézce oktylu a hydrofilniho lak-
tamového kruhu 2-pyrrolidonu. AvSak pro detailni popis mechanizmu rozkladu by byl za-

potiebi dalsi vyzkum.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
DOC Rozpustény organicky uhlik

IC Celkovy obsah anorganického uhliku

MA  Mineralni agar

MM  Mineralni médium

NOP  1-oktyl-2-pyrrolidon

TC Celkovy obsah uhliku
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