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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyvala problematikou, zdali je rozkladan ve stojaté povrchové vodé
N-methyl-2-pyrrolidon, tedy zdali v ni Ziji mikroorganismy, které ho vyuzivaji jako svou
zivinu. Cilem této prace bylo také najit a pokusit se identifikovat ty bakterialni kultury,
které jsou pravé schopny rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu. Biodegradace N-methyl-2-
pyrrolidonu byla sledovdna pozorovanim zakalu jednotlivych suspenzi V kultivanich
lahvich a predevSim stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku za pomoci

automatického analyzatoru. Vysledky ukézaly, ze ptes velmi nizky obsah bakterii v dané

vode¢ je uvedena sloucenina po 80—-90 dnech kultivace rozlozitelna.

Kli¢ova slova: biodegradace, N-methyl-2-pyrrolidon, bakterie, stojata voda

ABSTRACT

This thesis dealt with the issue of whether N-methyl-2-pyrrolidone is degraded in stagnant
surface water, and whether there are water-live microorganisms that use it as their carbon
source. The goal of this work was also to find and to try to identify the bacterial cultures
capable of N-methyl-2-pyrrolidone decomposition. Biodegradation of N-methyl-2-
pyrrolidone was monitored by observing turbidity of suspensions in culture bottles and
primarily with the determination of dissolved organic carbon using an automatic
analyser. The results showed that despite the very low bacterial counts in the water the

compound is after 80-90 days of cultivation biodegradable.

Keywords: biodegradation, N-methyl-2-pyrrolidone, bacteria, stagnant water
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UvVOD

Ochrana Zzivotniho prostiedi je v soucasné dobé velmi dilezitym a zaroven casto
diskutovanym tématem. Staci se kolem sebe rozhlédnout. Lid¢ vypousti do ovzdusi, fek
¢i pudy mnoho $kodlivin, at’ uz pii prumyslové vyrob¢, z dopravy, lékatstvi nebo také
ze zemé&délstvi. Hromadéni téchto nckdy nebezpecnych latek V prostiedi muze
znamenat velké environmentalni, ale rovnéz i zdravotni riziko. Proto je potiecbné znat
chovani prumyslové pouzivanych latek v riznych sférach vnéjSiho prostiedi vcetné

povrchovych vod, které jsou obohaceny riznymi formami zivota.

Jednou z nejvyznamnéjSich moznosti, jak zabranit dalsimu hromadéni latek v prostiedi,
je mikrobialni degradace. Pfi ¢isténi odpadnich vod jde o pfirozeny proces odstranovani
primyslové pouzivanych sloucenin plsobenim mikroorganismi, které Skodlivé latky
vyuzivaji jako sviij substrat. Dosud neprozkoumanou oblasti je, zda k této biodegradaci
dochdzi i vlivem pftirozeného mikrobialniho osidleni povrchovych vod, které je obvykle
podstatné chudsi nez na ¢istirnach odpadnich vod a zda je mozné, Ze budou dané latky
v povrchovych vodach pfirozené¢ odbourdvany pii nezadoucich zneciSténich ¢i pii

havariich.

Bakalatska prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické ¢asti jsou
uvedeny vlastnosti a moznosti vyuziti zkoumané latky (N-methyl-2-pyrrolidonu).
Prakticka ¢ast zacina seznamenim s pouzitymi roztoky a zivnymi padami véetné jejich
slozeni a navodd, dale se vénuje popisu lokality, ze které byly vzorky vod odebrany a
stéZejni Cast sleduje rozklad N-methyl-2-pyrrolidonu ve stojaté povrchové vodé a je

zaméfena na ptipadnou isolaci bakterii, které tuto latku dokazou rozlozit.
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1 1-METHYL-2-PYRROLIDON

1-methyl-2-pyrrolidon — CsHgNO (viz Obrazek 1) nebo také N-methyl-2-pyrrolidon,
anglicky 1-methyl-2-pyrrolidone nebo N-methyl-2-pyrrolidone. Pouziva se také zkratka
NMP. Jedna se o stabilni, bezbarvou kapalinu s charakteristickym zapachem po ¢pavku.

Pfi vystaveni svétlu se rozklada a Zloutne [1].

N O

|
CHj

Obrazek 1 — Struktura NMP

1.1 Pouziti

NMP je znamy pro jeho nizkou toxicitu a diky jeho silnym rozpoustécim schopnostem
je v Evropé pouzivan v mnoha primyslovych a profesionalnich aplikacich, ve kterych
se pouziva jako rozpoustédlo pro Sirokou fadu chemikalii a polymeri nebo jako
rozpoustédlo pfi zpracovani a Cisténi ropy, pryskyfice, plynd, olefind atd. [2]. Mimo
Evropu mize byt NMP vyuZivan také v riznych produktech, které jsou poté k dispozici

na trhu spotiebitele — naptiklad v natérech a Cisticich prostredcich [3].

Déle je vyuzivan ve farmaceutickém priimyslu, kde zajist'uje rychlejsi prenos latek pies
kazi a také je pouzivan jako prisada do riznych pesticidi pro zemédélské a domaci

zahradni pouziti [4].

1.2 Vlastnosti

NMP je hygroskopicky, ale za normalnich podminek stabilni. Je rozpustny v etheru a
acetonu, rozpustny ve vodé, misitelny s niz$imi alkoholy a ketony, ethylacetitem,
chloroformem a benzenem, je mirn€ rozpustny v alifatickych uhlovodicich a rozpousti
mnoho organickych a anorganickych sloucenin. Prudce reaguje se silnymi oxida¢nimi

¢inidly, jako jsou peroxid vodiku, kyselina dusiéna, kyselina sirova, atd. [5].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Pii tepelném rozkladu muize dochazet ke vzniku toxickych zplodin - oxida dusiku
(NOx) a oxida uhliku (CO, CO;) [6]. Zakladni vlastnosti NMP jsou uvedeny
v tabulce 1 [7].

Tabulka 1 — Zakladni vlastnosti NMP

Molekulovy vzorec CsHoNO

Molarni hmotnost 99,13 g/mol

Hustota (pri 20 °C) 1,028 g/cm®

Bod tani -24 °C

Bod varu 202 °C

Hodnota pH 8,5—10 (100 g/1, pti 20 °C)
Viskozita 1,80 mPa/s

1.2.1 Toxikologické vlastnosti

Pti zkouméni bylo zjisténo, ze NMP ma nizkou akutni toxicitu pii vdechnuti, poziti
nebo pii styku s kizi, ale pfi dlouhodobém nebo opakovaném piisobeni miize zptsobit
silné podrazdéni oc¢i, kiize a pfi vdechovani podrazdéni dychacich cest. Latku neni
potieba klasifikovat jako karcinogenni a také u ni nebyl zjistén Zadny mutagenni ucinek.
Pti opakovanych testech na zvifatech pifi vysokych expozicich, které zpusobuji i jiné
toxické efekty, vSak dochazelo k poskozeni varlat [6].

Podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1907/2006, ze dne
18. prosince 2006, podle ¢lanku 57 (c) je proto tato latka identifikovana jako toxicka pro
reprodukci a vyvoj [8].

1.2.2 Ekologické informace

Bioakumulace NMP v organismech je nepravdépodobna vzhledem k hodnoté
rozdé€lovaciho koeficientu n-oktanol/voda. Podle kritérii OECD je NMP biologicky
odbouratelny, k biodegradaci v odpadnich vodach dochazi, a to vice nez z 90% [6].
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2 MATERIAL A METODIKA
2.1 SloZeni pouzitych roztokii a Zivnych pid

2.1.1 TYA agar (Tryptone yeast extract agar)

Pii ptipravé zivné puady bylo navazeno 4,2 g TYA agaru (HIMEDIA, Indie) a smichan
s 200 ml destilované vody. Po dokonalém rozpusténi byl sterilizovan v autoklavu pii
125 °C pii zvyseném tlaku vodnich par po dobu 25 minut. Po autoklavovani se ochladil
na cca 50 °C a po dostate¢ném promichéani byl rozlit do ptipravenych sterilnich Petriho

misek, aby v nich vznikla vrstva asi 3-4 mm.

2.1.2 Mineralni agar

Navazku pripravené smési Vmnozstvi 1,9 ¢ uvedené v tabulce 2 bylo potieba
suspendovat ve 100 ml destilované vody, poté byl pfidan roztok stopovych prvku
v mnozstvi 0,2 ml a sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 25 minut. Hodnota pH

musela byt v rozmezi 7,2—7,4.

Tabulka 2 — Slozeni smési pro pfipravu mineralniho agaru

K,;HPO, 0,100 g
NH,CI 0,110g
MgSO,.7H,0 0,020 g
FeSO,.7H,0 0,005 g
CaCl, 0,002 g
Agar 1,600 g

2.1.3 Mineralni agar s NMP

Piiprava byla stejna jako v pfipadé mineralniho agaru, avsak po sterilizaci a zchladnuti
na cca 50 °C byl pfidan sterilni 10% roztok N-methyl-2-pyrrolidonu v mnozstvi 1 ml na

100 ml média, ktery byl dokonale promichan a rozlit do Petriho misek.

2.1.4 Roztoky stopovych prvki

Vsechny stopové prvky byly navazeny v mnozstvi podle tabulky 3 a rozpustény

v 1000 ml destilované vody.
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Tabulka 3 — Slozeni roztoku stopovych prvku

MnSO,4.5H,0 0,043 ¢
H;BO; 0,057 g
ZnS0,.7H,0O 0,043 g
(NH4)sM0;04 0,037 g
Co(NOs),.6H,0 0,025¢
CuS0,.5H,0 0,040 ¢

2.1.5 Zasobni roztoky soli
Kazda sil byla navazena v mnozstvi podle tabulky 4 a rozpusténa ve 100 ml destilované

vody.

Tabulka 4 — Slozeni zasobnich roztoku soli

MgSO,.7H,0 10¢9
Fe(NH,4),(S0,),.6H,0 [0,3 g
CacCl,.2H,0 01lg
NaCl 05¢g
NH,CI 3049

2.1.6 Zasobni roztok mineralu

Do uzaviratelné lahve s cca 70 ml destilované vody byly nejprve nadavkovany roztoky
fosfore¢nanii v mnozstvich uvedenych v tabulce 5 a dale byly postupné piidavany
zasobni roztoky jednotlivych soli v mnozstvi po 1 ml; po dikladném promichani byl
roztok doplnén destilovanou vodou do 100 ml. Nakonec byla zmétena hodnota pH,
kterda se musela pohybovat vrozmezi 7,4—7,5. Vysledny roztok byl sterilizovan

V autoklavu.

Tabulka 5 — Slozeni zasobniho roztoku minerala

Roztok KH,PO, 50ml

o koncentraci 9,07 g/l ’

Roztok Na,HPO,.12H,0 8.0 ml

o koncentraci 23,90 g/l ’

Zasobni roztoky soli 1,0 ml kazdy
Stopové prvky 0,1 ml

15
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2.1.7 Fyziologicky roztok

Tento roztok byl ptipravovan rozpusténim 8,5 g chloridu sodného v 1 litru destilované

vody.

2.1.8 Popis lokality a odbéry vzorki vod

Vzorky vod byly odebrany z pfirozeného mokiadu z lokality pfirodni pamatky Réakosina
ve Stfitezi nad Becvou. Rékosina se nachédzi v chranéné krajinné oblasti Beskydy, ktera je
soucasti flySového pasma Zapadnich Karpat. Geograficky tzemi nalezi do Roznovské
brazdy a lezi v nadmoiské vysce 339-341 m pod severnim upatim zalesnéného vrchu
Hostyn (416 m n. m.). Podle zékona ¢. 114/1992 Sb., o ochrané ptirody a krajiny, patii
Rakosina do kategorie maloplosnych zvlasté chranénych tizemi a jedna se o piirodni
pamatku, jak jiz bylo uvedeno. Pfedstavuje vzacny ekosystém mokiadniho stanovisté
s rozsahlymi porosty rdkosu ptechazejicimi do volnych vodnich ploch; cela lokalita je
utocistém vzacnych a ohrozenych druhii rostlin a zivocicht. Péce o toto ptirodné cenné
izemi spada do pasobnosti Ceského svazu ochranci piirody (CSOP), regionalni
1994, celkova rozloha ¢ini 1,7582 ha, okolo Uzemi je vyhldSeno ochranné péasmo

o rozloze 15 ha [9].

Odbéry vzorkl vod z ptirozeného mokiadu Rakosiny (viz ptiloha P I) byly provedeny
dvakrat, na jafe 25. bfezna 2012 a na podzim 30. listopadu 2012. Bylo odebrano cca
300 ml vody do sterilizované lahve o objemu 500 ml. Lahev nebyla plnéna az po okraj,
aby nedoslo k vyCerpani kysliku a vzorek zlstal v aerobnim stavu. Materidl byl

ponechan pies noc v chladu a ve tmé. Vzorky bylo dulezité zpracovat do 24 hodin.

2.1.9 Stanoveni celkovych pocti heterotrofnich bakterii

Ke stanoveni celkovych poctl bakterii byly vzorky natedény fyziologickym roztokem
desetinnou fadou, a to v fadech 10x, 100x, 1000x a 10 000x. Do prazdnych sterilnich
Petriho misek bylo davkovani fedéného vzorku provedeno tak, aby v nich byla fedéni
10,10, 10°, a to vzdy 4 misky pro kazdé fedéni, pfi¢emZ 2 misky z kazdého fedéni
byly kultivovany psychrofilné (pfi 20 °C) a 2 misky mezofilné (pfi 37 °C). VSechny
misky byly zality sterilnim vlaznym TYA agarem, uzavieny, opatrn¢ promichany a

ponechany ve vodorovné poloze pro jeho ztuhnuti (cca 5—10 minut). Po ztuhnuti byly
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misky pro psychrofilni i mezofilni kultivaci ulozeny do termostatd, které splnovaly vyse

uvedené teplotni pozadavky.

2.1.10 Sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu — prvni orienta¢ni pokus

Pokus byl zahdjen odmétenim 50 ml vzorku vody do kazdé ze tii sterilnich ldhvi
sterilnim valcem a do kazdé bylo pfidano 0,5 ml sterilniho zésobniho roztoku
mineralnich soli. Potom byl do dvou lahvi pfidan sterilni 10% zéasobni roztok N-methyl-
2-pyrrolidonu v mnozstvi 150 pl. Tak vznikla koncentrace 300 mg/l. Do tieti lahve
roztok NMP ptidan nebyl. VSechny lahve byly kultivovany pii 25 °C na tfepacce,
pribézné byl organolepticky sledovan vznik zakalu a pfi jeho zaznamenani byly z lahvi
odebrany vzorky. Centrifugaci (5000 g, 12 minut, 5 °C) byly odstranény bunky a ze
ziskaného supernatantu byly stanoveny koncentrace rozpusténého organického uhliku

(DOC) po piipadném fedéni destilovanou vodou pomoci automatického analyzatoru

uhliku Shimadzu 5000A.

2.1.11 Sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu — druhy pokus

Pokus byl zahijen odmétfenim 60 ml vzorku vody do kazdé z péti sterilnich lahvi
sterilnim valcem a do kazdé bylo ptidano 0,6 ml sterilniho zasobniho roztoku
mineralnich soli. Poté byl pouze do ¢tyf lahvi pfidan sterilni 10% zasobni roztok N-
methyl-2-pyrrolidonu v mnozstvi 180 upl. Vznikla tedy koncentrace 300 mg/l. Po
dokonalém promichani byl ze tfi lahvi s NMP odebran vzorek po 3 ml na stanoveni
rozpusténého organického uhliku (DOC) a taktéz byly odebrany dva vzorky po 6 ml
z lahve bez NMP. Vzorky byly filtrovany a ty, které obsahovaly NMP byly ziedény
v poméru 1 : 2 destilovanou vodou, tj. 2 ml filtratu : 4 ml destilované vody. VSechny
lahve byly kultivovany pfi 25 °C na tfepacce a Vv uritych ¢asovych intervalech byly ze
stejnych tfi lahvi s NMP odebirany vzorky o objemu 3 ml. Kazdy vzorek byl filtrovan
(pro odstranéni buné€k), poté ziedén destilovanou vodou vV poméru 1 : 2 nebo 1 : 1 pro

stanoveni koncentrace DOC.

2.1.12 Isolace bakterii schopnych rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu

Na pfipravenou sterilni zivnou pidu (mineralni agar + N-methyl-2-pyrrolidon) byl
sterilni pipetou kapnut vzorek o objemu 2 pl a toto mnozstvi bylo rozetieno po celé
Petriho misce pomoci sterilni sklenéné zahnuté ty¢inky, tzv. hokejky. Tato miska byla

7 dnt kultivovana pti 25 °C. Narostlé kolonie byly poté piecockovany jednak na stejny
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agar, jednak na universalni TYA agar a pro porovnani také na mineralni agar (bez N-
methyl-2-pyrrolidonu). Po ziskani ¢istych kultur pomoci kiizového roztéru (viz obrazek

2) byly tyto kultury zakonzervovany v glycerolu pti -80 °C.

<1 Otkovaci &ary
Zivnapida [ >

Obrazek 2 — Kiizovy roztér
2.1.13 Vlastnosti a orientacni identifikace ziskanych kultur

Oxidaéné-fermentacni test

Jednotlivé slozky, uvedené v tabulce 6, byly postupné rozpustény ve 100 ml destilované
vody a po pfidani agaru byly rozpustény ve vodni lazni. Po rozpusténi agaru byla
upravena hodnota pH na 7,2—-7.,4. Barva média byla tmavé zelena. Médium bylo nalito
do zkumavky, kterd poté byla sterilizovana v autoklavu pii 115 °C po dobu 35 minut.
Sterilni médium bylo zaoCkovano zkoumanou kulturou pomoci vpichem klicky.
U fermentujicich bakterii se zelend barva média zméni v celém sloupci do Zluta, pokud

k takovému zabarveni nedojde, jedna se o bakterie nefermentujici.

Tabulka 6 — Slozeni média pro OF test

Pepton 0,29
NaCl 0,59
K,;HPO, 0,039
Bromthymolova modit | 0,006 ¢
Glukosa 109
Cisty agar 0,39
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Gramovo barveni

Na podlozni sklicko byla asepticky pfipravena suspenze bakterialni kultury. Po vysuseni
a nasledné fixaci plamenem byl tento roztér pievrstven roztokem krystalové violeti,
ktery pusobil 60 sekund. Poté byla tato barva bez oplachovani slita a preparat byl
prevrstven Lugolovym roztokem, ktery pusobil opét 60 sekund. Poté byl roztok
splachnut destilovanou vodou a pomoci ethanolu byl preparat odbarvovan tak dlouho,
dokud neodteklo veskeré barvivo (20 az 25 vtefin). Preparat byl nasledn¢ dokonale
oplachnut destilovanou vodou a dobarven ziedénym karbolfuchsinem po dobu
60 sekund. Nakonec byl preparat dukladné oplachnut destilovanou vodou a byl
ponechan Kk uschnuti. Pozorovani bylo provadéno pomoci imersniho objektivu pfi
zvétSeni 1000x. Gramovo barveni umoznuje délit bézné bakterie na dvé skupiny:

grampozitivni barvici se modie a gramnegativni barvici se cervené.

Test na katalasu a cytochromoxidasu

Pritomnost katalasy (enzymu rozkladajiciho H,O;) byla zjisStovana ponofenim biomasy
dané¢ kultury do kapky 3% peroxidu vodiku na podloznim sklicku. V ptipadé
pozitivniho vysledku dochazelo k tvorbé bublinek kysliku.

Pfitomnost cytochromoxidasy byla zjistovana pomoci komeréniho testu OXI-test
(PLIVA — Lachema, Brno) dle navodu vyrobce. V piipadé pozitivniho vysledku

dochézelo ke zmodrani indika¢niho papirku.

NEFERMtest 24

Dalsi biochemické vlastnosti ziskanych kultur byly zjistovany pomoci komercniho testu

NEFERMtest 24 (PLIVA — Lachema, Brno) dle navodu vyrobce.

Souprava NEFERMtest 24 je urcena pro identifikaci gramnegativnich nefermentujicich
bakterii. Testy jsou umistény v jamkéach délené mikrotitra¢ni desticky, vzdy tii fady po
osmi jamkach obsahuji testy pro identifikaci jednoho kmene. Inkubace probiha 48 hodin
pii 30 °C.
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3 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Pomiicky

K praktické ¢asti byly pouzity bézné laboratorni pomucky mikrobiologické laboratofie.

3.2 Pouzité pristroje

Analyzator TOC 5000A — Shimadzu, Japonsko
Autoklav LaM-MCS — SANOclav, Némecko

Centrifuga MR23i — Jouan, Francie

Mikrobiologicky laminarni box Il A — Telstar, Spanélsko
Laboratorni rota¢ni tiepacka

Pocitacka kolonii

Laboratorni termostaty
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1.1 Provedeni prvniho orienta¢niho pokusu rozkladu NMP

Prvni, orienta¢ni pokus, slouzil k zakladnimu zji$téni, zda se ve vzorcich zkoumané
vody N-methyl-2-pyrrolidon rozklada, a zda vni tedy existuji bakterie, které jsou
schopny tuto latku vyuzivat jako substrat. Spotiebovani N-methyl-2-pyrrolidonu bylo
Vv prub¢hu testu detekovéno stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku. Na
zaCatku pokusu byly ve vzorku vody stanoveny celkové pocty heterotrofnich
psychrofilnich a mezofilnich bakterii, coby ukazatelti mikrobidlniho oziveni zkoumané

vody. Vysledky téchto kultivac¢nich stanoveni jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 — Poéty psychrofilnich a mezofilnich bakterii

V odebrané vodé

CFU/mlI
Psychrofilni bakterie 3,15.107
Mezofilni bakterie 1,3.102

Vlastni pokus sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu byl proveden ve
3 kultiva¢nich 1ahvich, znichz do dvou (¢. 2 a 3) byl NMP piidan v koncentraci
300 mg/l. Po zahajeni pokusu byl v prubéhu kultivace zakal ve vSech lahvich trvale
sledovan. Po urcitou dobu nedochazelo v Zadnych lahvich k pozorovatelnému ristu
mikroorganismu, avSak po dobé trvajici 15 dni pfece jen k vytvoteni urcitého zékalu
V jedné lahvi s NMP doslo a pak byl obsah rozpusténého organického uhliku (DOC)
stanoven. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 — Koncentrace rozpusténého organického

uhliku ve vzorcich vody po 15 dnech kultivace

Vzorek DOC [mg/l]
1a (bez NMP) 3,17
1b (bez NMP) 2,01
2a 4,68
2b 4,26
3a 153,1
3b 152,7
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Vysledky ukazaly, ze v 1ahvi €. 2 jiz doslo po 15 dnech ke spotiebovani NMP, zatimco
v 1ahvi €. 3, rozklad v této dobé neprobihal. Proto byly vzorky kultivovany déle a celkové

po 90 dnech byly hodnoty DOC opétovné stanoveny. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 — Koncentrace rozpusténého organického

uhliku ve vzorcich vody po 90 dnech kultivace

Vzorek DOC [mg/l]
1 (bez NMP) 1,36
2 1,11
3 1,31

Tyto vysledky jiz definitivné ukéazaly, Zze NMP byl spotiebovan pfitomnymi
mikroorganismy na hodnoty DOC odpovidajici vodé¢ bez ptidavku NMP. Tento
vysledek tedy ukdzal, ze ve vzorku zkoumané stojaté vody ziji mikroorganismy, které

vyuzivaji N-methyl-2-pyrrolidon jako svou vyzivu.

4.1.2 Provedeni druhého pokusu rozkladu NMP

Stejné jako u prvniho pokusu, tento pokus také slouzil ke zjisténi rozkladu N-methyl-2-
pyrrolidonu ve vzorcich vody. Nejdiive byly v nové odebraném vzorku vody stanoveny
celkové pocty heterotrofnich psychrofilnich a mezofilnich bakterii, jejichz vysledky

jsou zaznamenany v tabulce 10.

Tabulka 10 — Pocty psychrofilnich a mezofilnich

bakterii v odebrané vodé

CFU/ml
Psychrofilni bakterie 5,6.102
Mezofilni bakterie 5.10*

Vlastni pokus sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu byl tentokrat proveden v péti
kultivac¢nich 1dhvich, z nichz do ¢tyt (€. 2, 3, 4 a 5) byl pfidan 10% zasobni roztok N-
methyl-2-pyrrolidonu v koncentraci 300 mg/l. Po zahdjeni pokusu byl v pribéhu
kultivace ve vSech lahvich trvale sledovan zakal. V urcitych casovych intervalech byly
zlahvi s NMP odebirany vzorky o objemu 3 ml, takZze pocet odebiranych vzorku

v pribéhu celé kultivace byl podstatné vyssi nez u orientaéniho pokusu na jafe. Jak je
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patrné z udaji v tabulce 10, pfi zahdjeni experimentu byl pocet bakterii ve vodé

opétovné velmi nizky, zato byla zjisténa piitomnost korysi rodu Daphnia.

Obsah rozpusténého organického uhliku (DOC) byl pribézné stanovovan od nasazeni

pokusu, v jedné z lahvi (€. 2) se zakal objevil po péti dnech v podobé malych hnédych

vloc¢ek. Postupem cCasu se tento jev zacal vyskytovat i v ostatnich lahvich. Vysledky

veskerych stanoveni DOC vSech lahvi jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 — Koncentrace rozpu$téného organického uhliku ve vzorcich vody vsech

Ctyt lahvi — druhy pokus

2. lahev 3. lahev 4. lahev 5. lahev
t[den] | DOC [mg/l] | DOC [mg/l] | DOC [mg/l] | DOC [mg/l]

1 2240 212,4 209,0

3 208,4 203,6 199,2

5 209,8 208,2 206,2
10 257,4 254,8 255,2
17 265,6 261,8 259,0
23 330,6 315,3 312,3
31 333,9 320,1 290,3 205,1
36 232,6 185,3 182,2 86,9
40 227,7 81,9 160,7 82,9
45 246,8 85,7 166,1 77,9
52 217,2 24,9 42,4 8,9
59 206,7 32,1 28,1 12,3
80 172,7 6,3 14,5 0

*

Pozn.: pocet dnti od zacatku pokusu

Z vysledkt uvedenych vyse je ziejmé, ze proces biodegradace NMP probihal ve vSech

Ctyfech lahvich rizné, a to pravdépodobné vzhledem Kk velmi malému vychozimu

mnozstvi bakterii. Grafickd podoba vysledki je proto dile vétSinou uvedena pro

jednotlivé lahve.
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Z tabulky 11 a z grafu biodegradace NMP ve 2. lahvi (viz obrazek 3) lze vidét, ze ve
2. 1ahvi uplny rozklad NMP nenastal po celou dobu experimentu (80 dni), i kdyz ke

konci sledovaného obdobi jiz byla patrna mirna tendence k poklesu DOC.

400 A

—&— Biodegradace NMP

350 2. ldhve |

300 -

250 A

200 -

c[mg/l]

150 A

100 H

1 3 5 10 17 23 31 36 40 45 52 59 80
t [den]

Obrazek 3 — Graf biodegradace NMP ve 2. lahvi

Proces biodegradace NMP ve 3. a 4. 1ahvi (viz obrazek 4) probihal témé&f stejné a lze

vidét, Ze NMP se rozlozil prakticky uplné.

400 A~
—o— Biodegradace NMP
350 1 3. ldhve -
300 A —&— Biodegradace NMP
4. lahve
250 A
S 200 A
E
© 150 -
100 -
50 -
0
1 3 5 10 17 23 31 36 40 45 52 59 80
t [den]

Obrazek 4 — Graf biodegradace NMP ve 3. a 4. lahvi
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Pro porovnani prubéhu biodegradace v téchto dvou lahvich jsou v grafu na obrazku 5
znazornény chybové usecky, které ukazuji, Ze se Svyjimkou dvou bodd proces

biodegradace NMP 3. a 4. 1ahve od sebe skute¢né nelisil.

400 ~

350 Biodegradace NMP i
3.a 4. lahve

300 -

250 -

200 -

c [mg/l]

150 A

100 H

1 3 5 10 17 23 31 36 40 45 52 59 80
t [den]

Obrazek 5 — Graf biodegradace NMP ve 3. a 4. [ahvi — primér a chybové Gsecky

Pata lahev nam pivodné slouZila jako tzv. zaloZni, proto na zacatku pokusu nebyl z této
lahve odebiran zadny vzorek. V pribéhu kultivace se vsak zacal i v této lahvi tvorit
zakal a proto bylo rozhodnuto odebirat vzorky pro stanoveni DOC také z této lahve.

Z grafu (viz obrazek 6) lze vidét, Ze se nakonec NMP i v této 1ahvi zcela rozlozil.

240 ~
220 - —o— Biodegradace NMP
200 A 5. 1dhve -
180 A
160 -
140 -
120 A
100 A

¢ [mg/1]

60 -
40 -
20 -

31 36 40 45 52 59 80
t [den]

Obrazek 6 — Graf biodegradace NMP v 5. lahvi
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Z grafu biodegradace NMP ve 2., 3. a 4. 1ahvi Ize vidét, ze zpocatku pokusu dochazelo
k vyraznému rustu koncentrace DOC. Tento narist byl pravdépodobné zpiisoben
ptitomnosti korysu rodu Daphnia, pfesnéji jejich postupnym odumiranim, rozkladem a
tim uvoliiovanim DOC do vody. Po 30denni kultivaci vsak jiz rozklad NMP probihal a

koncentrace DOC se zacaly vyznamné snizovat.

4.1.3 Ziskani Kultur se schopnosti rozkladu NMP

Dalsi pokus slouzil k tomu, abychom ziskali kultury se schopnosti rozkladu NMP. Jako
vzorky pro isolaci takovych bakterii byly pouzity suspenze z pokust biodegradace NMP
obou pokust, a to vzdy vzorky z konct kultivace, kdy jiz biodegradace NMP probéhla a
bylo mozné predpokladat pfitomnost namnozenych degradacnich bakterii.
Naockovanim takovych vzorkli na mineralni agary s NMP a néaslednym pteockovanim
na stejné zivné agary byly postupné vypéstovany dvé kultury se schopnosti rozkladat
NMP, nebot’ byly schopny riist znatelné vice na zivné ptidé s NMP nez na mineralnim
agaru samotném. Prvni z téchto kultur, z prvniho pokusu, byla oznacena jako JF1 a
druha kultura, ziskand po ukonéeni druhého pokusu, oznadena jako S (3edd). Obé
kultury byly schopné kromé& rstu na minerdlnim agaru s NMP riist i na universalnim
TYA agaru, coz ukazalo, Ze jsou kromé NMP schopny vyuZivat 1 béZné organicke latky.
Fotografie téchto kultur jsou zobrazeny v ptiloze P II.

Ob¢ kultury byly dale zkoumany pomoci niZze uvedenych testl, které mély slouzit k

pokusu o jejich identifikaci.

Oxidaéné-fermentacéni test

Na klicku byla nanesena cerstva kultura vypestovana na TYA agaru, oznacend jako JF1
a poté byl touto klickou proveden vpich do celého objemu zkumavky s médiem. Po par
dnech konzervovani bylo zji§téno, Ze nedoSlo k zabarveni média do Zzluta v celém
sloupci a tedy zjisténo, ze bakterie z kultury JF1 nerozklada glukézu. Postup byl
proveden i u $edé kultury a také bylo zjisténo, Ze ani bakterie kultury S nerozklada

glukosu, tedy Ze jde v obou piipadech o bakterie nefermentujici.

Gramovo barveni

Kultura JF1 — grampozitivni ty€inky — nckteré se stihlymi konci, lehce kyjovité,
jednotlivé uspotradani, ve dvojicich 1 v malych skupinach, ¢asto ve tvaru V, primérna

délka ty¢inek od 2,1 do 2,7 pum.
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Kultura S — gramnegativni koky, ¢asto se vyskytujicich ve dvojicich, primérna

velikost kolem 4 um, u dvojic kolem 8,0-8,4 pum.

Tabulka 12 — Gramovo barveni ziskanych bakterialnich kultur

Kultura JF1 | G+ tyéinky

Kultura S G- koky

Test na katalasu a oxidasu

Test na katalasu kultury JF1 i kultury S byl pozitivni, tzn., Ze obé kultury rozkladaji
peroxid vodiku. Pfi testu na cytochromoxidasu u kultury JF1 nedoslo ke zmodrani
indikaéniho papirku, vysledek byl tedy negativni, u kultury S byl test pozitivni, protoze

indikacni papirek zmodral.

NEFERMtest 24

Jelikoz bylo zjisténo, Ze kultura S jsou gramnegativni bakterie, bylo s ni mozno provést
NEFERMtest 24. Vysledky testu pro tuto kulturu jsou uvedeny v tabulce 13. Bohuzel
ani za pomoci programu TNW se nepodatilo uréit konkrétni druh ¢i rod bakterii,

kultura S tedy nebyla témito b&znymi testy identifikovana a pro jeji identifikaci tak
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bude nutno pouzit molekuldrné biologickych metod, stejn¢ jako v ptipad¢ kultury JF1.
Ob¢ isolované bakterie jsou dlouhodobé uloZeny v mikrobiologické laboratoii UIOZP

pro dalsi vyzkum.
Tabulka 13 — NEFERMtest 24 pro kulturu S
H G F E D C B A
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ZAVER

Bakalaiska prace se zabyvala zejména zkoumanim rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu
(NMP) v povrchové stojaté¢ vodé. Dil¢im cilem bylo najit a pfipadné identifikovat
bakterialni kultury, které jsou schopny v daném prostiedi vyuzivat NMP jako substrat a

tim jej z tohoto prostiedi odstraiiovat.

Celkem byla provedena dvé sledovani rozkladu NMP: na jaie 2012 prvni ,,orientacni*
pokus a na podzim 2012 druhy, podrobné&jsi pokus. Vzorky vod byly v obou pfipadech
nadavkovany do kultivacnich 1dhvi, které obsahovaly mineralni soli a zasobni roztok
NMP o koncentraci 300 mg/l. Lahve byly umistény na tfepacku a kultivovany pii 25 °C.
Rozklad NMP byl sledovdn stanovovanim koncentrace rozpusStén¢ho organického

uhliku (DOC).

V podzimnim i jarnim pokusu bylo ve vodé zjisténo velice malé mnozstvi bakterii,

v rozsahu od 10! do 102 CFU/m.

U prvniho ,,orientacniho* pokusu nastal rozklad az po 15 dnech, a to pouze v jedné ze
dvou pokusnych ldhvi. Po dalsi kultivaci byl rozklad NMP potvrzen i ve druhé 1dhvi,
nebot’” hodnoty koncentrace DOC poklesly na hodnoty 1,1-1,3 mg/I.

Druhy pokus probihal odlisné. Pocet odebiranych vzorkli v pribéhu kultivace byl
daleko vyss$i a odbéry probihaly pfiblizn€ ve stejnych Casovych intervalech. Proces
biodegradace NMP probihal témét ve vSech lahvich rlizné, zfejmé diky velmi nizkému
poctu bakterii v dané vodé. Po 80 dnech experimentu rozklad NMP nenastal v jedné
lahvi ze Ctyt, zatimco v ostatnich lahvich byl NMP prakticky kompletné rozlozen, nebot’
hodnoty koncentrace DOC poklesly na hodnoty pod 15 mg/l, z vychozich hodnot DOC
209-224 mg/l. Zvlastnosti v druhém pokusu bylo nalezeni piitomnosti kory$t rodu
Daphnia v pouzité vode¢, jejichZ pozvolné odumirani v prib&hu pokusu zpisobilo urcity

narast koncentrace DOC mezi 5. a 30. dnem pokusu.

Po provedené biodegradaci NMP byly ziskdny z pouzitych vzorka vody dvé kultury se
schopnosti NMP rozkladat. Tyto kultury byly oznadeny jako JF1 a S (3edd).
Provedenim identifikacnich laboratornich testi byly zjistény jejich zakladni vlastnosti a
pomoci Gramova barveni bylo zji§téno, Ze jsou zcela odlisné. Diky tomu, Ze kultura S
byla zjisténa jako gramnegativni bakterie, bylo mozné dale provést NEFERMtest 24,
jehoz vysledky vSak identifikaci této kultury neumoZznily. Kultura JF1 byla
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grampozitivni nepravidelnou tyc¢inkou. Identifikace obou kultur bude muset byt

vV budoucnu provedena pomoci molekularné biologickych metod.
Celkové prace ukazala, Ze v pouzité piirodni stojaté vodé je N-methyl-2-pyrrolidon
mikrobidln€¢ odbouratelny, avSak doba tohoto procesu je relativné dlouha a vyzaduje

trvani kolem 80 dnu.
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OECD Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
TOC Celkovy organicky uhlik

TYA  Tryptone yeast extract agar

UIOZP Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
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