Biodegradace syntetickych polymeru bakteriemi
rodu Sphingomonas

Bc. Markéta Mérkova

Diplomova prace i Univerzita Tom4ase Bati ve Zliné
2014 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav inzenyrstvi ochrany zivotniho prostfedi
akademicky rok: 2013/2014

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Markéta Mérkova
Osobni ¢islo: T12370
Studijni program:  N2808 Chemie a technologie materiali

Studijni obor: InZenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi
Forma studia: prezenéni
Téma prace: Biodegradace syntetickych polymeri bakteriemi

rodu Sphingomonas

Zasady pro vypracovani:

1. Provedte literarni resersi zaméfenou na schopnost bakterii rodu Sphingomonas
rozkladat rizné kontaminujici latky a na popis polyvinylalkoholu a polyvinylpyrrolidonu.
2. Provedte zkousky rozkladu polyvinylalkoholu rznymi inokuly bakterii rodu
Sphingomonas.

3. Provedte testy rozkladu polyvinylpyrrolidonu bakteriemi rodu Sphingomonas,
pripadné jeho smésnymi inokuly s dalgimi druhy bakterii.

4. Vysledky pfehledné zpracujte pozadovanou formou a diplomovou praci odevzdejte
v pisemné i elektronické podobé v pfedepsaném terminu.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Odborné prace ziskané z védeckych databazi, predevsim z Web of Science, SCOPUS,
ScienceFinder a Medline.

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Jan Ruzi¢ka, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostredi

Datum zadani diplomové prace: 10. anora 2014

Termin odevzdani diplomové prace:  16. kvétna 2014

Ve Zliné dne 10. Gnora 2014

7

/ |

- ' LS

Wt | ) e o—
doc. Ing. Ro}an Cermak, Ph.D. doc. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.

dékan L reditel iistavu



Piijmeni a jméno: Bc. Markéta Mérkova Obor: Inzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

»  beru na védomi, Zze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zmén¢ a doplnéni dalsich
zékont (zakon o vysokych $kolach), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisi. bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

*  beru na védomi. ze diplomovéa/bakalarska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informa¢nim systému dostupna k nahlédnuti, Zze jeden wvytisk
diplomové/bakalaiské prace bude ulozen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zliné¢ a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace:

*  byl/a jsem seznamen/a s tim. Ze na moji diplomovou/bakalaiskou préaci se plné¢ vztahuje
zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském., o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nékterych zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdéjsich pravnich predpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zékona:

*  beru na védomi, ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakalaiskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé¢ ode mne
pozadovat pfiméfeny prispévek na thradu nakladu, které byly Univerzitou TomaSe Bati
ve Zliné na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skute¢né vyse);

« beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalarské prace vyuzit ke komer¢nim uceltim;

»  beru na védomi. Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za sou¢ast prace rovnéz i zdrojové kody. popi. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti muze byt divodem k neobhdjeni prace.

Ve Zling 5.5.2014 D ;YL/



Y z6kon €& 111/1998 Sh. o vysokych skolach a o zméné a doplnéni dalSich zékond (zékon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prévnich
predpisu, § 47 Zverejriovani zavéreénych praci:

(1) Vysoka skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorozni prace, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponentt a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpusob zverejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.

(2) Disertaéni, diplomové, bakaldFské a rigorézni prace odevzdané uchazeéem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si muZe ze zvefejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prace podle tohoto zékona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% zékon € 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonu (autorsky zakon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisu, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje $kola nebo skolské ¢i vzdélavaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospodadrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené zakem nebo studentem ke spinéni skolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke skole nebo skolskému éi vzdéldvaciho zafizeni (kolni dilo).

% zékon ¢ 121/2000 Sb. o pravu autorském, o prévech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonu (autorsky zékon) ve
znéni pozdéjsich prdvnich predpisd, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdélavaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vazného divodu, mohou se tyto osoby domahat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistava nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, muze autor skolniho dila své dilo uzit éi poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zajmy Skoly
nebo skolského ¢i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské ci vzdélavaci zafizeni jsou oprdvnény pozadovat, aby jim autor Skolniho dila z vydélku jim dosazeného v souvislosti s
uzitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se pfihlédne k vysi vydélku dosaZeného Skolou nebo skolskym i vzdélavacim zarfizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Tato priace se zabyvala biodegradaci syntetickych polymerti bakteriemi rodu
Sphingomonas. V teoretické Casti se nachdzi strucnd charakteristika polyvinylalkoholu,

polyvinylpyrrolidonu a charakteristika vlastnosti bakterii rodu Sphingomonas.

V praktické Casti byly provadény degradacni testy polyvinylalkoholu bakteriemi rodu
Sphingomonas v zévislosti na mife inokulace. Do degradacnich lahvi bylo ddvkovéno
rizné mnozstvi bakteridlni suspenze, tak aby bylo dosaZeno vychozi koncentrace bunék od
10° po 10" bundk/ml. Takto bylo zjisténo, 7e hustota bunék prodluZuje lagovou fazi

rozkladu polyvinylalkoholu, ale podstatné neovliviiuje rychlost ndsledné degradace.

Dale byly v praktické C4sti zkoumdny moZnosti  biologické  degradace
polyvinylpyrrolidonu, taktéZ pomoci bakterii rodu Sphingomonas a také pomoci smésnych
inokul s dalSimi druhy bakterii. Z fady pokusti provedenych v ramci diplomové prace
vyplyva, Ze pouzité bakterie rodu Sphingomonas nejsou schopny biologického rozkladu
polyvinylpyrrolidonu. Zisadni rozklad polyvinylpyrrolidonu nebyl zaznamendn ani
v ptipadé pokusti provddénych se smésnymi inokuly bakterii rodu Sphingomonas
s bakteriemi rozklddajicimi N-methyl-2-pyrrolidon. Na zdklad¢ vysledkt ziskanych
vramci diplomové priace lze potvrdit, Ze polyvinylpyrrolidon je s nejveétsi

pravdépodobnosti biologicky nerozloZitelny.

Klicovd slova: biodegradace, polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon, bakterie,

Sphingomonas



ABSTRACT

This work deals with synthetic polymer biodegradation by bacteria of the genus
Sphingomonas. The theoretical part is a brief characterization of polyvinyl alcohol,

polyvinylpyrrolidone and characteristics of the bacterial genus Sphingomonas.

In the practical part of the thesis tests of polyvinyl alcohol degradation by bacteria of the
genus Sphingomonas, depending on the degree of inoculation was carried out.
Into degradation bottles were inoculated different amounts of bacterial suspension in order
to achieve the initial concentration of cells from 10° to 10’cells/ml. It was found that the
cell density influenced lag phase of the process, but did not affect the rate of subsequent

decomposition of the polyvinyl alcohol.

Moreover, in the practical part the possibility of biological degradation
of polyvinylpyrrolidone, using bacteria of the genus Sphingomonas and using the mixed
inoculum with other bacterial species was explored. A number of experiments carried out
in the practical part of the thesis showed that used bacteria of the genus Sphingomonas are
not capable of  polyvinylpyrrolidone  biodegradation. = Decomposition  of
polyvinylpyrrolidone was not observed even in the case of experiments carried out with
mixed inoculum of bacteria of the genus Sphingomonas and bacteria decomposing N-
methyl-2-pyrrolidone. Based on the results obtained in the thesis, we can confirm that

polyvinylpyrrolidone is most likely non-biodegradable.

Keywords:  biodegradation, polyvinyl alcohol, polyvinylpyrrolidone, bacteria,

Sphingomonas
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UVOD

Otédzka ochrany Zivotniho prostfedi nabyva v poslednich n€kolika desetiletich velkého
vyznamu. S rostouci velikosti lidské populace roste i zatiZeni environmentu. Diusledkem
lidskych c¢innosti dochédzi k uvolnovani riznorodych latek do Zivotniho prostfedi, a to
vcetn¢ syntetickych polymert. Nékteré tyto latky se v prostiedi hromadi, a proto je nutné
zabyvat se otdzkou jejich odstranéni. Vyhodnou moZnosti odstranéni polymert je jejich

biologicka degradace.

Polyvinylalkohol (PVA) je Siroce vyuzivanym polymerem, je rozpustny ve vodé. Diky
svému stdle rostoucimu vyuziti se proto stivd vyznamnym kontaminantem vodnich
prostiedi. K jeho odstranéni z vodniho prostfedi dochédzi cestou biologické degradace,
v jinych prostiedich v§ak muZe byt rychlost jeho degradace nizka az nulova. Proto je nutno
zndt a zjiStovat vlivy a podminky, které mohou biologickou degradaci tohoto polymeru

v ptirodé ovliviiovat.

Dals$im hojné€ vyuZivanym polymerem je, diky svym vyhodnym vlastnostem, jako jsou
nizk4 toxicita, inertnost ¢i rozpustnost ve vod¢, polyvinylpyrrolidon (PVP). Tento polymer
je pouzivan v mnoha primyslovych odvétvich. Pravé diky Siroké Skéle jeho vyuziti je
potieba zabyvat se otdzkou jeho osudu ve slozkiach zZivotniho prostfedi. Vyhodnou cestou
jeho odstranéni by se jevila moZnost biologické degradace, avSak vzhledem k vlastnostem
tohoto polymeru je jeho biodegradabilita v environmentu velice nizkd. PVP je povaZzovéan
za biologicky tézce rozlozitelny polymer. I piesto je vSak nutno dile zkoumat moZnosti

jeho odstranéni z Zivotniho prostiedi.

Tato diplomova priace navazuje na sérii predchozich praci, zabyvajicich se podobou
problematikou. Price se zabyva biologickou rozloZitelnosti PVA v zdvislosti na mife
inokulace a ddle studovanim biologické rozlozitelnosti PVP pomoci bakterii rodu

Sphingomonas, popitipad¢ jejich smésnymi inokuly s dal§imi druhy bakterii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYVINYLALKOHOL (PVA)

1.1 Charakteristické vlastnosti PVA

Polyvinylalkohol je bily az krémov¢ svétly prasek krystalického charakteru. [1, 2]
Zakladni chemicka struktura PVA je tvofena 1,3 — diolovymi jednotkami spojenymi hlava-
pata. V polymeru se ale vyskytuje malé mnozstvi (obvykle 1 — 2 %) 1,2 — diolovych
jednotek spojenych hlava-hlava, jejichZ obsah ovliviiuje nckteré vlastnosti PVA,
pravdépodobné vcetné jeho biodegradability. [3] JelikoZ je PVA vyrdbén hydrolyzou
polyvinylacetatu, vZdy obsahuje také ur€ité mnoZzstvi zbytkovych acetidtovych skupin.
Jejich obvyklé mnoZstvi byvd 15 %. Rada vlastnosti PVA, mezi nimi i odolnost vi&i
rozpoustédltim, znacné zdvisi pravé na obsahu téchto skupin a déle také na molekulové
hmotnosti ¢i teploté. Pii obsahu acetdtovych skupin 5 % polymer ve vodé botnd, pfi
vySsSich teplotach se rozpousti. S rostouci molekulovou hmotnosti vSak jeho rozpustnost
klesa. Polyvinylalkohol odoldva organickym kyselindm a nerozpousti v olejich, a to ani pfi
vyssich teplotach. Lze jej vyuZivat v teplotach od -50°C do 130°C, pfi vysSich teplotach,
kolem 200°C, se rozklada. [1, 2] Jeho mechanické vlastnosti a zpracovatelnost mohou byt

ovlivnény piidavkem riiznych zmekcovadel, naptiklad glycerolu [2].

CHz—(|IH ZCHz—tI:H—'— CHz—lllH
OH 0 OH
n I
[|:=0
CHs Im
(A) (B)

Obr. 1 Strukturni vzorec PVA: (A) — cdstecné hydrolyzovany,
(B) — plné hydrolyzovany [4]
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1.2 Vyroba PVA

Polyvinylalkohol je polymer, ktery nelze pfipravit polymerizaci, protoZe jeho
monomer — vinylalkohol — neni schopny existence ve volném stavu. Proto je vysledkem

vSech reakci, které by zdanliveé vinylalkohol poskytovat mohly, acetaldehyd. [1]

Vyroba polyvinylacetitu probihd na principu radikdlové ftetézové polymerace
v organickém rozpoustédle, kterym obvykle byvd methanol. Ten zde plni hned nékolik
funkei — spolecné s inicidtorem umoZziluje upraveni moldrni hmotnosti na poZadovanou
hodnotu, poméha odstraiiovat teplo vznikajici pfi polymerizaci a pouzivd se také pfi

alkoholyze hotového polyvinylacetatu.[5]

CHy= (i\,H In1c1ator CH>—
N OCOCHs UCOCH3
Vinylacetat Polyvinylacetat

Obr. 2 Polymerace vinylacetdtu [5]

Katalyzdtorem alkoholyzy polyvinylacetidtu na polyvinylalkohol miZe byt napiiklad
hydroxid sodny. Zménou jeho koncentrace, ¢i zménou reakéni doby nebo tepla je mozné
upravit obsah zbytkovych acetatovych skupin. RozliSujeme potom typy polyvinylalkoholu
s riznym stupném zmydelnéni. Rozmisténi acetatovych skupin pak zavisi na tom, zda

hydrolyza probéhla v kyselém nebo zdsaditém prostiedi.[5]

— Katalyzator CH2—-CH
CH2~CH 0 CHOH ——— HTT 4n cHa0COCH:
0COCH: | OH |,
Polyvinylacetat Methanol Polyvinylalkohol Methylacetat

Obr. 3 Hydrolyza polyvinylacetdtu na polyvinylalkohol [5]

PVA je mozno ziskdvat v molekulovych hmotnostech v iddu né¢kolika tisich az
milionu, pfi¢emZ vSak horni hranice zna¢né zaleZi na ukonceni fetézce acetaldehydem pii
polymeraci vinylacetdtu a také na pfitomnosti dalSich necistot v pribéhu jinych typi

polymerace.[6]
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1.3 Pouziti PVA

V chemickém pramyslu se vyuziva jako ochranny koloid pro suspenzni polymerace,
jako zahustovadlo pro natérové hmoty ¢i k vyrobé lepidel. JelikoZ PVA svym chovanim
v mnohém pfipomind Zelatinu, pouZivd se v potravinafském primyslu pro vyrobu
ovocného zelé [1]. V legislativé 1ze poté PVA nalézt v Priloze €. 2 k vyhlasce 4/2008 Sb.,
kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a extrakcnich rozpoustédel pii
vyrob¢ potravin. Zde se nachdzi pod oznacenim E 1203 jako piidavna latka — doplnck
stravy, stanoveny vyhlaSkou 225/2008 Sb., ve form¢ tablet a tobolek. [7]

Vyhodou pifi jeho pouziti je odolnost proti olejim, tukim, chlorovanym
rozpoustédlim ¢i uhlovodiktim [2].

Z PVA je moZno vyrdbét celou Skdlu vyrobkl, jako jsou textilni vldkna, hadice,
tésnéni, obalové materidly ¢i chirurgické nit€. Mezi vyhody pouZiti f6lii a vlaken z PVA

patii to, Ze je lze vyrobit, jak ve formé ve vod¢€ rozpustné, tak nerozpustné. [1, 2]

1.4 Biodegradace PVA

Diky stéle rostoucimu vyuziti polyvinylalkoholu, roste environmentdlni hrozba pro
vodni ekosystémy, a to hlavné diky vyrob¢ papiru a textilu. Ackoliv PVA neni akutné
toxicky pro vodni organismy, vykazuje silné povrchové aktivni vlastnosti, ve vodach péni
a tak zabranuje pfestupu kysliku do vody, coZ zpisobuje vaznou hrozbu pro vodni

Zivocichy.[3]

1.4.1 Mechanismus biodegradace PVA

Mechanismus metabolického rozkladu PVA probihd ve dvou stupnich. V prvnim
stupni dochdzi bud koxidaci dvou sousednich hydroxylovych skupin, coZ vede
k vytvofeni B-diketonové struktury, nebo k oxidaci pouze jedné hydroxylové skupiny,
vedouci k vytvofeni monoketonové struktury. Reakce probihajici v druhém stupni rozkladu
jsou odvislé od produktl vzniklych v prvnim stupni rozkladu. Ve druhém stupni muze
dochézet k hydrolyze B-diketonové struktury oxidovaného PVA nebo k aldoldzové reakci
monoketonové struktury oxidovaného PVA.[3]

V prvnim stupni rozkladu se uplatiiuje enzym PV A-oxidaza, ktery byl poprvé objeven

u kultur Pseudomonas sp. O-3 a P. vesicularis PD [8, 9] a ktery ptenasi vodik ze substratu
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na kyslik. Tento enzym patii do skupiny oxiddz sekundarnich alkohol (SAO). [3] DalSimi
oxida¢nimi enzymy prvniho kroku jsou PVA-dehydrogenazy (PVA-DH), jejichZ t¢inkem
ke vzniku peroxidu nedochdzi a ziskany vodik tak muZe byt vyuZit napf. v respiratnim
fetézci.

Ve druhém stupni rozkladu je B-diketonova struktura rozklddéna diky ¢innosti enzymu
B-diketonhydrolazy (BDH). Délka uhlikového fetézce je na kazdé strané diketonu rtzna.
Pii hydrolyze je na kratSi strané produkovan methylketon a na strané delSi vznikaji
karboxylové kyseliny. Vzniklé karboxylové a mastné Kkyseliny jsou nasledné
metabolizovany v bufice -oxidaci mastnych kyseliny a cyklem trikarboxylovych kyselin.
Obdobny mechanismus existuje i u hydrolazy oxidovaného polyvinylalkoholu (OPH).
[3,10] Mechanismus metabolického rozkladu PVA pomoci SAO a BDH je zndzornén na

ndasledujicim Obr. 4.

_(|:H_ CH: —[EH—CHz— (llH—CHz—[%H —
OH OH OH OH
SAOJ/<U2
H20:

—[lIH— CH: ‘Fl —CH2— [[]H—CHz—(liH —
OH 0 OH OH
SAUJ/QOZ

H202
—(I)H— CH2 ‘FI —CH2- (|3| —CHz—(IJH —
OH 0 0 OH

BDHJ//HZO

—(IJH—CHz—ﬁ —CHs + HOOC —CHz—[|JH —
OH 0 OH

Obr. 4 Mechanismus degradace PVA u
bakterii Pseudomonas sp. [3, 10]
Lokalizace degradacnich enzymil v jednotlivych frakcich bun¢k muiZze byt odliSnd
v zavislosti na druhu bakterie; u rodu Sphingomonas jiz bylo prokazano, ze pievazujici

aktivita je vazana na periplasmatickou frakci, jak je patrné z tidaji v Tab. I. [11]
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Tab. 1 Lokalizace PVA-dehydrogendzy (PVA-DH) a hydroldzy
oxidovaného PVA (OPH) u bakterie Sphingomonas sp. 113P3 [11]

Enzymov4 aktivita [U]
PVA-DH OPH
Supernatant kultury 0,1 0,7
Periplasma bunék 6,3 2,2
Cytoplasma bunck 2,2 0,27
Membrana bun€k 0,071 0,19

1.4.2 Pyrrolochinolinchinon (PQQ)

Pyrrolochinolinchinon je nekovalentné vdzanou prostetickou skupinou ftady
chinoproteintl. Je vytvafen z kyseliny glutamové a tyrosinu nékterymi gramnegativnimi
bakteriemi, u nichz katalyzuje reakce probihajici v periplasmé.[12] PQQ neboli 2,7,9-
trikarboxy-1H-pyrrolo[2,3-f]chinoline-4,5-dion je tepeln¢ stabilni latka rozpustnd ve vode¢.

Za vhodnych podminek je PQQ schopen katalyzovat oxidaci alkoholt ¢i sacharida. [12,13]

1.4.3 Mikroorganismy degradujici PVA

Mezi organismy degradujici polyvinylalkohol patii nékteré gram-negativni i gram-
pozitivni bakterie a také nckteré druhy hub. VétSina degradéri patii pravé mezi gram-
negativni bakterie, a to bakterie rodii Sphingomonas a Pseudomonas. Celkova S$kdla
mikroorganismti degradujicich PVA je velmi Sirokd, coz naznacCuje silny potencidl
biologické rozlozZitelnosti tohoto polymeru v pfirodé. Nejcastéji k degradaci dochazi
v prostfedi aerobnim, a to pomoci metabolickych ¢i méné casto nemetabolickych procest.
Byly zaznamendny také pifipady anaerobni degradace. [3]

Predpoklddané metabolické cesty rozkladu PVA jsou zaloZeny na dvoustupnovém
mechanismu, ktery byl jiz popsan v kapitole 1.4.1. Na principu nemetabolickych cest jsou
schopny PVA degradovat nékteré ligninolytické houby, které jej odstranuji pomoci
nespecifické oxidace extraceluldrnimi oxida¢nimi systémy v prostiedi ptidy [3]. Déle jsou
nckteré bakterie schopny PVA rozkladat symbioticky [14, 15, 16].

Historie zkouméni biodegradace PVA sahd do 30. let 20. stoleti, kdy v roce 1936 byla
Nordem zvefejnéna prvni zprava o degradaci PVA pomoci houby Fusarium lini B [17].

V 70. letech Suzuki a kolektiv zahdjil rozsdhly vyzkum mikroorganismil rozkladajicich
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PVA. V disledku stile se zvysujici produkce PVA jeho mikrobidlni degradace pftitahuje

pozornost, a tak jsou izolovany stdle nové kultury jeho degradéri.[3]

Ptikladem degradace polyvinylalkoholu gram-pozitivnimi bakteriemi mtiZe byt studie
Zhanga a kolektivu. V této studii bylo pouZito Sest vzorkll pudy a tfi vzorky aktivovaného
kalu z Cistirny odpadnich vod z textilntho primyslu. Po kultivaci vzorkti v PVA médiu
bylo nalezeno 20 kmenii, které byly nasledn¢ zkoumany. Jako nejlepsi degradér byl zjiStén
kmen aktinomycet oznacen jako GY1. Identifikaci bylo zjiSténo, Ze onim degrada¢nim
mikroorganismem je Streptomyces venezuelae GY1. Aktivita extracelularniho enzymu,
degradujictho PVA, ziskaného z PVA média, byla aZ desetkrat vyS$s$i neZ jeho aktivita
v médiich s glukézou ¢i Skrobem jako jedinym zdrojem uhliku, coz naznacuje, zZe

zkoumany enzym je produkovan inducibilné.[18]

Symbioticka degradace PVA

Rada studii popisuje symbiotickou degradaci PVA [3, 14, 15, 16]. Prvni popsany
piipad symbiotické degradace PVA spada do 80. let 20. stoleti, kdy Sakazawa a kolektiv
izoloval ze smiSené kultury bakterii dva kmeny schopné spole¢né vyuZzit PVA. Pfevladajici
kmen Pseudomonas sp. VM15C produkoval enzym degradujici PVA pouze v pfitomnosti
kmene Pseudomonas putida VMI15A. Bylo ptredpokldddno, Ze kmen VMI15A dodava
kmenu VM15C potiebny rastovy faktor. [15] V ndsledné studii Shimaa a kolektivu bylo
zjisténo, Ze potfebnym ruastovym faktorem pro utilizaci PVA pomoci Pseudomonas sp.
VMIS5C je pyrrolochinolinchinon (PQQ) produkovany bakteriemi Pseudomonas putida
VMIS5A. Tento tehdy novy koenzym, na némz je zavisla Cinnost PV A-dehydrogenazy
kmene Pseudomonas sp. VMI5C, byl ziskdn z Castecné vycisténé membranové

frakce symbionta, tedy z Pseudomonas putida VM15A. [19]

Dalsi ptiklad symbiotické degradace PVA, tentokrdt nezdvislé na ptisunu PQQ,
popsali Rong a kolektiv, kteti izolovali nckteré bakterie schopné rozklddat PVA
z aktivovaného kalu. Aktivovany kal byl ofkovdn do média s 0,6 % PVA a nésledné
kultivovéan pfi teploté 30°C za stalého tiepani. Stanoveni rezidudlni koncentrace PVA bylo
provadéno jodometrickou metodou pii vinové délce 660 nm a rast bun€k byl méfen jako
optickd hustota ptfi 600 nm. Témét vSechen PVA byl degradovan do 10 dni. Néasledné byl

degradér, oznaceny jako kmen P7, identifikovan pomoci molekuldrné biologickych metod
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jako Novosphingobium sp. P7. Piestoze kmen P7 degradoval PVA, jeho cinnost byla
v porovnani s aktivovanym kalem znacn€ omezena, coZ ukazovalo na pfitomnost urcitych
rustovych faktori ¢i koenzymu nutnych k degradaci, pochazejicich z dalSich bakterii. Na
zéklad¢ dalSich vyzkumt bylo zjiSténo, Ze potiebnym riistovym faktorem je aminokyselina
methionin. Kmen B2 produkujici tento faktor byl identifikovan jako Xanthobacter flavus.
Je predpoklddano, Ze dochdzi k symbiotické degradaci PVA témito dvéma bakteridlnimi
kmeny, kdy kmen B2 produkuje rastovy faktor, ktery nasledné¢ Novosphingobium sp. P7
vyuziva pro svuj rust béhem degradace PVA.[14]

Choi a kolektiv zkoumali rozklad PVA pomoci smiSené kultury Microbacterium
barkeri KCCM 10507 a Paenibacillus amylolyticus KCCM 10508, izolované z odpadnich
vod. PVA zde byl pouzit jako jediny zdroj uhliku a energie. Po fad¢ test bylo zjiSténo, ze
kazda kultura zvlast je schopnd degradovat PVA, a to M. barkeri KCCM 10507 z 98 %
a P. amylolyticus z 96 %, vSe po péti dnech. Pti degradaci smiSenou kulturou zahrnujici
oba kmeny doSlo po péti dnech k rozlozeni PVA 799 %. Dal§im zdmérem studie bylo
zjisténi vlivu velikosti polymeracniho stupné na rychlost biodegradace, nebot’ degradace
PVA obecné klesd s rostoucim stupném polymerizace. Autofi pouzili tii typy PVA
sriznymi stupni polymerizace: 500, 1700 a 2000. V piipadé¢ degradace PVA
s polymerizacnimi stupni 500 a 1 700 dosSlo po ¢Etyfech dnech k 90% degradaci. U PVA
s polymerizacnim stupném 2 000 pak doSlo k 80% degradaci po péti dnech. Tyto vysledky
naznacuji, Ze stupeil polymerizace PVA pravdépodobné¢ nemd vyznamné velky vliv na
degradacni schopnost sledovanych kmenii bakterii Microbacterium barkeri KCCM 10507
a Paenibacillus amylolyticus KCCM 10508.[16]

Degradace PVA pomoci mikroskopickych hub

Jak jiz bylo zminéno, degradace PVA jsou schopny i nékteré druhy hub. Kmen
mikroskopickych hub Penicillium sp. WSHO02-21, vyuZivajici PVA jako jediny zdroj
uhliku, byl izolovdn vrdmci prace Qiana a kolektivu. Tento kmen byl izolovan
z aktivovaného kalu Ccistirny odpadnich vod z textilni vyroby. Izolovand kultura byla
ockovdna do média s 0,5 % PVA, kde se ndsledné¢ koncentrace PVA velmi rychle

snizovaly a PVA byl tplné spotfebovan po 12 dnech. [20]

Degradaci PVA pomoci dievokaznych hub hnédé hniloby Fomitopsis pinicola [21]

a také pomoci dievokaznych hub bilé hniloby Flammulina velutipes [22] studovali rovnéz
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Tsujiyama a kolektiv. Difevokazné houby degradujici PVA mohou byt potencidlné vyuZzity
pti degradaci dfevénych kompozitl, kjejichz vyrobé se pouziva lepidel ¢i laki
obsahujicich PVA. Degrada¢ni testy vtéto studii byly provadény s Kkulturou
suspendovanou v kapalin¢ a kulturou na kifemenném pisku. V prvnim ptipad¢ byla
suspendovand kultura pfevedena do baiky, obsahujici médium s 0,1 % PVA a 1,0 %
glukézy. Ve druhém piipad¢ byla suspendovand kultura prevedena do baiky obsahujici
urcity podil kiemenného pisku.

U obou hub - Fomitopsis pinicola 1 Flammulina velutipes, doSlo k degradaci PVA
pouze v piipadé kultivace kultur na kfemenném pisku, v kapalném médiu nebyla
degradace zaznamendna. Vysledkem studie je zdvér, Ze tyto dievokazné houby maji

potencidl k degradaci PVA v pevnych médiich s obsahem dievitych odpadt. [21]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2 POLYVINYLPYRROLIDON (PVP)

2.1 Charakteristické vlastnosti PVP

Polyvinylpyrrolidon je sypky bily az nazloutly prasek, jehoz c¢astice maji rtznou
velikost. Na trhu lze nalézt rozpustny PVP pod riiznymi nazvy, napiiklad jako Povidon,
Polyvidon, Kollidon, poly(N-vinyl-2-pyrrolidon) ¢i poly(N-vinylbutyrolaktam). [23, 24]

Diky zplsobu vyroby PVP je ve vysledném produktu moZno nalézt malé mnozstvi
nezménéného monomeru N-vinyl-2-pyrrolidonu, a to obvykle v mnozstvi do 0,2 %.
Ve vysledném produktu miZe byt dile obsazeno také malé mnoZstvi 2-pyrrolidonu
a hydrazinu, vznikajiciho ve vyrobnim procesu z amoniaku, ¢i acetaldehydu. [23]

PVP je rozpustny ve vodé¢ a fad¢ organickych rozpoustédel. Za normélnich podminek
je jako pevna latka i ve vodnych roztocich stabilni [23]. Vzhledem ke své struktufe muze
vytvéiet komplexy s fadou latek, véetné 1éCiv. Rozpustnost téchto komplext je ve vétSiné
piipadl lepsi neZ rozpustnost Cistého léCiva. Nerozpustnym se PVP muze stit zejména
v disledku zesitovani probihajicitho pii vysSich teplotich, a to v kombinaci se silné

zéasaditymi latkami. [24]

H2C — CH2
/ \

H2C \N/C=0

CH—CHy—

= |

Obr. 5 Struktura PVP [23]

Udaje ziskané z toxikologickych testii naznauji biologickou inertnost PVP; jeho
akutni, subchronickd a chronickd toxicita jsou velmi nizké. PVP neni drazdivy ani

senzibilizujici. [23]
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2.2 Vyroba PVP

Polyvinylpyrrolidon se vyrdbi polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu. Syntéza N-vinyl-2-

pyrrolidonu a jeho néslednd polymerace je popsdna na Obr. 6. [23]

HC=CH + 2HCHO ———— HO0L—C=CH:0H

Acetylén Formaldehyd 2-butyn-1,4-diol

+ 2H2 - M Ijzc o
—> H026—CH2—CH2—CH:0H —— H2C
~

\
=0
1.4-butandiol 0

v-butyrolakton

NH3 H2C — CH2 Acetylén H:C —— CH:
—— / \ — / \
HZC\N/C'O HZC\N/C-O
[
H CH=CH:
a-pyrrolidon N-vinyl-2-pyrrolidon
| HC—CH:
3 / \
H2C ~N - C=0
polyvinylpyrrolidon __—éH—CHZ—_B

Obr. 6 Syntéza polyvinypyrrolidonu [23]

V sou€asné dobé& jsou pii komercni vyrobé PVP vyuzivany dva postupy. NejCastéji
vyuzivanym je praveé postup polymerizace ve vode€, popsany na Obr. 6. V menS$i mife je
poté uplatiovdna polymerizace v izopropylalkoholu. Obéma postupy je produkovian
polymer ve formée roztoku. [23]

PVP lze vyrdbét v riznych pramérnych molekulovych hmotnostech, v rozsahu od 2,5
do 1200 kDa. Razné primérné molekulové hmotnosti vzniklého polymeru jsou poté
oznacovany svou K-hodnotou. Hodnotu K je mozné vypocitat z hodnoty relativni viskozity
PVP ve vod¢ a byva vzdy soucasti obchodniho ndzvu vyrobku - napiiklad K-15, K-17,
K-30. [23, 24]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.3 Pouziti PVP

Diky svym vlastnostem, jako je biologicka kompatibilita, adhesivita i nizka toxicita,
nachéazi PVP Siroké uplatnéni v riznych odvétvich primyslu [23].

Polyvinylpyrrolidon byva Casto vyuzivan hlavné ve farmaceutickém primyslu. Slouzi
jako pojivo do tablet, které tak vykazuji spolehlivou miru rozpousténi 1€kd, coZ je
vyuzivano u piipravkl s prodlouZzenym (fizenym) uvolfiovanim. PVP v komplexu s jédem
je vyuzivan jako germicid v antimikrobidlnich mydlech, Ccisticich a desinfekcnich
piipravcich. [23]

Casté uplatnéni nachdzi PVP také v potravindiském primyslu, kde je vyuZivan jako
pojivo pro vitaminové tablety, ale také jako stabilizator kapalnych vitamina ¢i minerdlnich
koncentratli, aby se zabranilo jejich krystalizaci. [23] V legislativé 1ze PVP nalézt v Priloze
¢. 2 k vyhlasce ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych latek
a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé potravin. Zde se nachdzi pod oznacenim E 1201
a E 1202 jako piidavna latka — doplnék stravy stanoveny vyhlaSkou ¢. 225/2008 Sb. ve
formé¢ tablet a potahovanych tablet. [7]

Své vyuZziti PVP nachdzi také v kosmetickém primyslu, kde je pouzivan jako
zahust'ovadlo, disperga¢ni ¢inidlo nebo také jako mazivo. Pii produkci plastl je vyuZivan
jako stabilizator polymerace ¢i ochranny koloid. Déle je pouzivian ve fotografickém

pramyslu, byva pridavan do barviv, inkoustl, natért ¢i detergentd. [23]

2.4 Biodegradace PVP

Vzhledem k Siroké Skdle vyuziti PVP v mnoha primyslovych odvétvich, je dilezité
zabyvat se otizkou osudu tohoto polymeru v Zivotnim prostiedi. Testovanim
biodegradability polyvinylpyrrolidonu se jiZ nékolik let zabyva 1 Fakulta technologickd
UTB ve Zling. Rada testd provedenych v ramci diplomovych praci v§ak poukazuje na

biologickou nerozloZitelnost PVP.

Na studium mozZnosti biologického odstranovdni PVP se ve své diplomové praci
zam¢fila MaruSincova [25]. Pfi experimentech byla sledovédna biologicka rozloZitelnost
PVP, jak v aerobnim, tak v anaerobnim vodném prostiedi. Z vysledka prace vSak vyplyva,
Ze u predem neupraveného PVP v téchto prostiedich k rozkladu nedochdzi. Biologicky

rozklad PVP a jeho strukturnich analogli v anaerobnim prostfedi byl zkoumdn taktéz



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

v praci Vrlové [26]. Stupenn rozkladu testovanych litek byl vyhodnocovédn z produkce
methanu a oxidu uhli¢itého v bioplynu. Z vysledki této prace vyplyvd, Ze v anaerobnim

prostiedi mtze byt PVP do jisté miry biologicky rozlozitelny.

V dal$i navazujici praci byla zkoumadna biologickd rozlozitelnost PVP v prostiedi
aktivovaného kalu, v aerobnim ptdnim prostiedi, ¢i v prostiedi mycelia odpadajiciho pfi
vyrobé penicilinu. Kromé sledovdni rozloZitelnosti samotného PVP, byl sledovan také jeho
rozklad za pfitomnosti riznych kosubstratii. Vysledky prace ukazuji, Ze k ¢astecnému
biologickému rozkladu PVP dochdzi pouze v prostiedi smésné ptudy, kde bylo za dobu 780
hodin rozloZeno pfiblizn€¢ 16 % PVP. Pozitivnich vysledki bylo dosaZeno také v padnim
inokulu zemédélské pudy, kde bylo za dobu 860 hodin rozloZeno pfiblizné¢ 30 % PVP. Pti

zkoumani rozkladu v jinych prostiedich k biologickému rozkladu PVP nedochazelo. [27]

2.4.1 Moznosti piredapravy PVP pi‘ed jeho biologickym rozkladem

Biologickd degradace ve vod¢ rozpustnych polymeriti v primyslovych odpadnich
vodach zdavisi na obsahu mikroorganismi schopnych degradovat tyto polymery.
Biodegradace muze byt pouZzita az jako posledni krok v ramci ¢isténi odpadnich vod,
obsahujicich hiife degradovatelné polymery jako je PVP. V tomto piipad¢ se voli vhodné

techniky, které mohou slouZzit pro predcisténi téchto vod. [28]

Fotooxidaci ve vodé rozpustného PVP a dalSich polymernich materidlti studovali
pomoci UV/TiO; (s vyuzitim atanasové formy TiO,, nikoliv rutilové) Horikoshi a kolektiv.
Jako modelova latka slouzici ke studiu fotodegradace PVP byl pouZit 2-vinylpyrrolidon.
V prvnim kroku degradace dochdzi k adsorpci PVP na povrch ¢&éastic TiO,. Druhym
krokem je napadeni PVP radikdly *OH a *OOH, kdy dochézi k otevieni laktamového
kruhu ve struktuife PVP. Po otevieni laktamového kruhu v poslednim kroku dochézi
k vzniku primarniho aminu (methylaminu) a kyseliny propionové, které jsou nasledné
rychle degradovany, coZz je zobrazeno na Obr. 7. [29] Pii postupu oxidace se délka
polymeru sniZuje, coZ muze zlepsit jeho transport do bun¢k, ¢imZ dochdzi ke zvySeni jeho

biologické rozloZitelnosti [29, 30].
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Obr. 7 Princip fotodoxidace PVP pomoci UV/TiO, [29]

To, Ze oxidace PVP pied samotnym biologickym rozkladem vede zvySeni
biodegradability u mnoha primyslovych vod, bylo potvrzeno také ve studii Loraina. PVP
byl oxidovan pomoci UV/H,0,. Oxidace PVP v odpadnich vodéich byla provddéna za
riznych podminek. V deionizované vodé dosSlo k odstranéni veSkerého PVP za dobu
pouhych 30 minut a k ur¢itému narGstu biodegradability produktti aktivovanym kalem.
V odpadni vodé vSak bylo, za stejnych podminek, odstranéno pouze 35 % PVP piicemz
biodegradabilita produkti nebyla zjisténa. Po zdvojndsobeni intenzity UV zéafeni i
mnozstvi peroxidu vodiku a délky trvani oxidace bylo odstranéno 45 % PVP a doslo i
k mirnému zlepSeni biodegradability vzniklych produktii. Oxidace pomoci UV/H,0, jevi

jako ekonomicky dostupnd moznost pro naklddani s vodami zneciSténymi PVP. [30]

Na fotodegrada¢ni experimenty, tentokrdt pomoci foto-Fentonovy reakce, se ve své
studii zaméfili Giroto a kolektiv. Pfi této reakci je Fe'> oxidovdn na Fe™ a H,0, je
redukovdn na hydroxylové ionty OH a radikdly *OH. Tato reakce muze byt znatné
urychlena pomoci UV zédfeni. Prib¢h reakce byl vyhodnocovdn na zdklad€é analyzy
celkového organického uhliku (TOC). Byly pouzity vodné roztoky polymeru s koncentraci
1500 mgC.l'l. V zévislosti na mnoZstvi Fe™ a H,0; dochazelo ke kompletni mineralizaci
organickych latek béhem dvou aZz tii hodin. Experimentdlni vysledky dokazuji, Ze

degradace ve vodé¢ rozpusténého PVP pomoci foto-Fentonovy reakce je proveditelna. [28]
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Jednou z dalSich moznosti ptedipravy vod pied biologickym cCisténim je jeji
ozonizace, kterou se ve své praci zabyval Suzuki a kolektiv [31]. Bylo vSak zjiSténo, Ze
biodegradace produktli ozonizace je i za téchto podminek obtiznd. Vysledky této préce i

prace Girota a kolektivu [28] jsou shrnuty na Obr. 8.

H2C — CH2
/

A\

Biodegrada¢ni experimenty s fi¢nivodou

Foto-Fentoniv experiment ve

fotochemickém reaktoru (a) Reka Yamato, Japonsko

®)

bez ozonizace ozonizace 4h
Mw = 122,700 Mw = 27.000 Mw = 560
p Zadna Castecna (< 35%)
Kpmpl_etm biodegradace biodegradace
mineralizace &

Obr. 8 Mozné biodegradacni drahy PVP [32]; (a) Giroto a kol.[28], (b) Suzuki a kol.[31]
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3 BAKTERIE RODU SPHINGOMONAS

3.1 Vlastnosti bakterii rodu Sphingomonas

Rod Sphingonomas patii do a-4 podskupiny proteobakterii. Takeuchi a kolektiv v roce
2001 rozdé¢lil rod do ¢tyi novych rodt — Sphingomonas, Sphingobium, Novosphingobium
a Sphingopyxis [33]. Nasledn¢ autor Mayumara a kolektiv vroce 2006 piidal k této
skupin€ paty rod — Sphingosinicella [34].

Bakterie rodu Sphingomonas jsou gram-negativni, chemoheterotrofni, obligdtné
aerobni, zluté pigmentované bakterie. Maji tvar rovné aZ mirn¢ zaktivené tycky. Nekteré
mohou byt pohyblivé — maji polarni bicik. V Zivotnim prostiedi jsou Siroce rozsitené.
Vyskytuji se v pudéach, fekdch ¢i hlubokych podpovrchovych sedimentech. Je mozno je
nalézt také v korodujicich m&dénych trubkach, pitnych vodach, v rhizosfére, ¢i na povrchu
rostlin. Né&které druhy bakterii rodu Sphingomonas mohou byt pro ¢lovéka podminéné
patogenni, takovéto byly izolovany v raznych zdravotnickych zafizenich, zejména

S. paucimobilis. (35, 36, 37]

3.2 Biodegradacni schopnosti bakterii rodu Sphingomonas

Vev s

Jednou z nejzajimavéjSich schopnosti bakterii rodu Sphingomonas, kterou disponuje
mnoho zastupci tohoto rodu, je schopnost degradace latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi.
[35] Bylo nalezeno velké mnoZstvi bakterii rodu Sphingomonas schopnych degradovat
velké mnoZstvi pfirodnich i antropogennich uhlovodik, jako jsou bifenyl, (substituovany)
naftalen, fenantren, (chlorované) furany a dibenzo-p-dioxiny, chlorované fenoly ¢i rizné
herbicidy a jiné pesticidy. Metabolickd univerzdlnost bakterii rodu Sphingomonas
napovidd, Ze vyvinuly mechanismy, kterymi se k rozkladu novych sloucenin ptizptisobi
rychleji nez zastupci jinych bakteridlnich rodl. Ve srovnani s jinymi bakteridlnimi rody to

néktef autofi vysvétluji existenci plazmidu Sifenych pouze mezi sfingomonadami. [36]

Pro lepSi predstavu, jak Sirokd je Skdla degradacnich schopnosti bakterii rodu
Sphingomonas, uvadim piehled jimi degradovanych latek, vypracovany Stolzem a kol.,

v Tab. 1. [36]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Tab. Il Priklady aromatickych a xenobiotickych ldtek degradovanych bakteriemi rodu

Sphingomonas [36]

Skupina sloucenin

Latky degradované bakteriemi Sphingomonas

Monocyklické a
polycyklické
aromatické uhlovodiky

toluen, xyleny, bifenyl, naftalen,

antracen, fenantren, acenaften,

acenaftylen, 2-methylnaftalen, dimethylnaftaleny,
dimethylfenantreny, fluoren, fluoranten, tetralin
pyren, benz[a]anthracen, benzo[a]pyren, chrysen

Aromatické slouceniny
odvozené od ligninu

2,2'-dihydroxy-3,3'-dimethoxy-5,5'-dikarboxybifenyl,
trans-4-hydroxystilben

Heterocyklické
slouceniny

(chlorované) dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany
difenylétery

karbazol

4-methylchinolin

Chlorované aromatické
slouceniny

chlorované fenoly - 2,4,6-trichlorofenol; 2,3,4,6-tetrachlorofenol
chlorované fenoxykyseliny

2,4-dichlorofenoxyoctové kyselina (2,4D),
2-methyl-4-chlorofenoxyoctova kyselina,
(R,S)-2-(2,4-dichlorofenoxy)propionova kyselina,
(R,S)-2-(2-methyl-4-chlorofenoxy)propionova kyselina
2-, 3-, 4-fluorobenzoat

1,4-dichlorobenzen

Sulfonované aromaty a
azoslouceniny

saccharin (2-sulfobenzoic acid imide),
bromamin (1-amino-4-bromoanthraquinone-2-sulfonic acid)
sulfonované azobarviva

Insekticidy a herbicidy

v-hexachlorocyclohexan (lindane)

karbofuran

isoproturon [3-(4-isopropylfenyl)-1,1,-dimethylmocovina]
chlorpyrifos [O,0O-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2-
pyridyl)phosphorothioate]

Endokrinni{ disruptory

Nonylfenoly
Bisphenol A [2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan]
17B-estradiol

Polyethylenglykoly

PEG-4000
PEG-6000

Polycyklické aromatické uhlovodiky

Schopnost metabolizovat toluen 1 naftalen je mezi heterotrofnimi aerobnimi gram-

negativnimi bakteriemi vzacnd a velmi dtileZita pro bioremediaci podpovrchového ropného

znecisténi. [35]

Fredrickson a kolektiv v rdmci svych vyzkumi izolovali a identifikovali nékolik druht

bakterii rodu Sphingomonas, véetné S. aromaticivorans, S. stygia, and S. subterranea,

které jsou schopny rozkladu aromatickych uhlovodiki, jako jsou toluen, naftalen, o-xylen,
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m-xylen, p-xylen, p-kresol, bifenyl a dalsi. Tyto bakterie byly izolovany z podpovrchovych

sedimentl v hloubkéch vétsich nez 200 metrti pod povrchem zemé. [38]

Heterocyklické slouceniny

Harms a kolektiv ve svém vyzkumu prokdzali mineralizaci 2-, 3-, 4-
acetoxydibenzofuranu, 2-, 3-, 4-hydroxydibenzofuranu a dalSich substituovanych

dibenzofurani bakteridlnim kmenem Sphingomonas sp. HH69 izolovanym z pldy. [35, 39]

O bakterii schopné pIn¢ mineralizovat nékteré halogenované difenylétery poprvé
podali zprdvu Schmidt a kolektiv. Tato bakterie izolovand z kontaminovanych pud
v Némecku, schopnd vyuzivat difenyléter a jeho 4-fluoro, 4-chloro a 4-bromo derivéty jako
jediny zdroj uhliku a energie, byla identifikovéna jako Sphingomonas sp. SS3. [35, 40]
Dalsi kultura bakterii rodu Sphingomonas, schopna rozkladat difenyléter, byla izolovana
v ramci prace Kima a kolektivu. Kultury zde byly ziskdny z aktivovaného kalu komunalni
Cistirny odpadnich vod a kultivovany v minerdlnim médiu. Pro dalsi studium byl vybran
kmen PH-07, ktery byl nasledn¢ identifikovan jako Sphingomonas sp. PH-07. Za aerobnich
podminek tento kmen zcela vyuZil po&dteéni mnoZstvi difenyléteru 1 g.I' béhem 6 dni.

[41]

Chlorované aromatické slouceniny

Z tady chlorovanych aromatickych sloucenin maji jako polutanty velky vyznam
chlorované fenoly, které maji tendenci pfetrvavat v zZivotnim prostiedi. Proto je snaha
zkoumat jejich biodegradaci. Prioritni znecist'ujici latkou skupiny chlorovanych fenoli je
pentachlorfenol (PCP), ktery byl v minulosti béZn¢ vyuZivdn jako biocid v primyslu
a zemédelstvi. Biologickd rozlozitelnost PCP byla zkoumdna ve studii autora Yanga
a kolektivu. Byly analyzoviany vzorky pad kontaminované PCP odebrané
z kontaminovanych lokalit z jizni ¢asti Tchaj-wanu. Neprosetd pida (6 g) byla smichana
s anorganickym kultivaénim médiem (70 ml). Cést této smési (8 ml) byla opét smichdna
s anorganickym kultivaénim médiem (80 ml) a bylo ptiddno 25 mg.I" PCP jako jediného
zdroje uhliku a energie. Vzorky byly kultivovany na tfepacce ve tmé, pii 30°C

a biodegradace PCP byla pravidelné¢ sledovdna pomoci HPLC. PCP byl pravidelné

dopliiovan pro adaptaci kultury na urcitou stabilni droveit PCP. Timto zpiisobem doslo
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k namnoZeni kultury a jeji adaptaci. Pro pochopeni schopnosti adaptace smésné kultury
k rozkladu PCP byl proveden dalsi experiment. Do 250 ml ban€k bylo davkovéano 40 ml
anorganického kultivaéniho média, smésnd kultura bakterii a rizné koncentrace PCP (10 —
180 mgl™"). Vysledky ukézaly, Ze koncentrace PCP men§i nez 180 mgl' byly
adaptovanou smi$enou kulturou zcela degradovany a to v potadi 10 mg.I" za 27 hodin, 25
mgl”" za 35 hodin, 50 mg.l"' za 35 hodin, 100 mg.l"' za 45 hodin a 180 mg.l’ za
53 hodin. V ramci experimentu byla izolovdna kultura schopna rozklddat PCP ve vysSich
koncentracich nez kultury zbylé, a tato byla identifikovdna jako Sphingomonas
chlorophenolica. V dalSich experimentech poté byla zkoumdna Site jejich degradacnich
schopnosti a bylo zji$téno, Ze je schopna zcela odstranit PCP v koncentracich 100 a 250
mg.I"' za dobu 25 a 90 hodin, m4 proto vysoky potencidl pro vyuZiti pfi bioremediacich.

[42]

Sulfonované aromaty a azoslou¢eniny

V ramci studie Magony a kolektivu byl izolovan kmen bakterii SA1, schopny rist na
kyselin¢ sulfanilové, jako na jediném zdroji uhliku, dusiku a siry. Taxonomickou analyzou
bylo zjiSténo, Ze je jednd o kmen Sphingomonas subarctica SAl. Dale byly zkoumdany
biodegradacni cesty kyseliny sulfanilové a popsdna schopnost kmene degradovat také
nckteré analogické aromatické slouCeniny, vcetné kyseliny p-aminobenzoové. Kmen byl

nasledné uspésné vyuzit pro odstranovani ropnych necistot. [43]

Insekticidy a herbicidy

Mezi pesticidy degradovatelné pomoci bakterii rodu Sphingomonas patii naptiklad
chlorpyrifos, ktery byl Siroce vyuZivan od roku 1960 jako insekticid na bavinikovych
¢1 ryZzovych polich. Jeho biodegradace byla studovdna v rdmci price Li a kolektivu.
Analyzovéany byly vzorky zneciSténé vody vytékajici z tovarny, kde se chlorpyrifos
vyrabé&l vice neZ deset let. Vzorky byly naneseny na mineralni agar s obsahem 100 mg.I”
chlorpyrifosu jako jediného zdroje uhliku. Béhem kultivace doSlo na agaru k vyvoji
transparentnich z6n, indikujicich degradaci. Bakteridlni kolonie tvofici zony byly nasledné
izolovany a pro dal$i zkoumdni byl vybrdn kmen s nejvysSSi degradacni schopnosti
oznaceny jako Dsp-2. Tento kmen byl identifikovan jako Sphingomonas sp. Dsp-2.
Degradace 100 mg.I"' chlorpyrifosu v bun&&éné kultuie probéhla tdplng do 24 hodin. Byla
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ale také zkoumadna jeho rozlozitelnost v pidach a vliv pH na pribéh biodegradace. Pro
experimenty bylo pouzito mnozstvi 100 mg chlorpyrifosu na kg pudy. Pti degradaci
v neutrdlnich ptidach byl pesticid uz po 7 dnech degradovan z 90 %, po 30 dnech z 98 %.
V kyselé pade (pH 4,8) byl rozklad pesticidu zna¢n¢ zpomalen, degradace po 7 dnech
probéhla z 58,1 %. V ptudé alkalické naproti tomu probéhla degradace po 7 dnech jiz z 98,7
%. Rychlost degradace chlorpyrifosu je tedy vétsi v alkalickych piidach. [44]

Endokrinni disruptory

Dalsi latkou rozklddanou sfingomonddami je bisfenol A, ktery je Siroce vyuZivanou
primyslovou slouceninou. Jeho biologickou rozlozitelnost pomoci nové izolovaného
kmene AO1 zkoumal Sasaki a kolektiv. Tento kmen byl izolovdn ze zeleninovych poli
v Japonsku a ndsledn¢ byl identifikovan jako Sphingomonas bisphenolica AO1. Pro
testovani biodegradace byly pouzity dva typy médii - L médium (10 g trypton, S5g
kvasni¢ny extrakt a 5g NaCl na litr, pH 7,2) a zakladni minerdlni médium (BMSM).
K médifim byl ndsledn& pfidén bisfenol A (BPA) v mnozstvi 115 ug.ml”. Kultura byla
kultivovdna v médiich pii 30°C za stdlého tiepani. U L média doslo k tiplné degradaci BPA
za dobu 6 hodin, u média BMSM klesla koncentrace BPA pod meze detekce az po 117
hodindch. Dalsi snahou bylo zmenSit zpozdéni degradace u BMSM média. Po ptidavku
glukézy doslo ke stimulaci rastu bunék, rychlost degradace se zvysila a kompletni rozklad
BPA byl pozorovan jiz kolem 40. hodiny. Vysledky této studie naznacuji, Ze kmen

Sphingomonas bisphenolica AO1 mlze byt uzitecnym pro piipadné bioremediace. [45]

Polyethylenglykoly

Rozklad polyethylenglykolu (PEG) ve své prace studovali Kawai a kolektiv. Pro svou
praci vyuzili jiz izolované kultury PEG-utilizujicich bakterii — kmen K1 rostouci na PEG
4000 a kmen N6 rostouci na PEG 6000. Tyto kultury byly identifikovdny jako bakterie
rodu Sphingomonas. Kmen N6 se nédsledné podafilo adaptovat pro rust na PEG 10 000,
15 000 a 20 000. [46, 47]
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4 NAVAZNOST A CILE PRACE

JiZ v ramci mnoha piedchozich diplomovych praci byl zkouman biologicky rozklad
PVA. Napftiklad v praci Nedbélka [48] byl zkoumén vliv podminek prostfedi na degradaci
PVA. Mimo jiné zde bylo zjisténo, Ze rist pouZitych degrada¢nich kultur OT2, JK2 a Z1
negativné ovliviiuje zvySend koncentrace fosforecnanii ¢i hydrogenuhli¢itanti v prostfedi.
V navazujici praci Ostadalové [49] bylo potvrzeno, Ze zvySend koncentrace fosforecnantl,
ale také chloridii, negativné ovliviuje prubéh degradace. Nizsi koncentrace téchto soli

kultury v riistu neomezuji.

V ramci této diplomové priace bylo jednim zcili provedeni testd biologického

rozkladu PV A bakteriemi rodu Sphingomonas v zavislosti na mife inokulace.

MozZnostmi biologického rozkladu PVP se zabyvala v ramci Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ také velkd fada praci, jak jizZ bylo zminéno v kapitole 2.4. Z vysledki téchto
praci 1 dalSich studii je zfejmé, Ze biologicky rozklad PVP je velmi problematicky. I ptesto
bylo dal$im cilem diplomové prace provést degradacni testy zaméfené na rozklad PVP
pomoci bakterii rodu Sphingomonas, poptipad¢ jejich smésnymi inokuly s dal§imi druhy

bakterii.

Prace se sklada z n€kolika ¢asti:

1. Literarni reSerSe zamétend na popis PVA, PVP a schopnosti bakterii rodu
Sphingomonas rozkladat rizné kontaminanty

2. Zkousky rozkladu PV A inokuly bakterii rodu Sphingomonas s riznou vychozi
koncentraci bunék

3. Testy rozkladu PVP bakteriemi rodu Sphingomonas a jejich smésnymi inokuly
s dalSimi druhy bakterii, zejména bakteriemi rozklddajicimi N-methyl-2-pyrrolidon

4. Zpracovani a zhodnoceni naméfenych vysledki
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Chemikalie a roztoky pouZzité v této diplomové prici jsou vypsany v nasledujici
kapitole. Pouzité chemikalie byly Cistoty p. a. a neni-li uvedeno jinak, pochdzeji od

standardnich dodavateli jako je Fluka, Lachema ¢i Penta.

Polyvinylalkohol (PVA)

Pro pokusy byl vyuzivan PVA nesouci obchodni oznaceni MOWIOL 5 — 88 od vyrobce
Clariant, SRN. Prvni ¢islo oznacuje viskozitu 4% vodného roztoku PVA pii 20°C, ktera je
5 mPa.ss. Druhé Cislo oznacuje stupeit hydrolyzy, coZ je vtomto piipadu 88 mol%

(zastoupeni zbytkovych acetatovych skupin — 12 %).

Polyvinylpyrrolidon (PVP)

Pro pokusy byl vyuZivdan PVP nesouci obchodni oznaceni Polyvinylpyrrolidon K 15

vyrabény firmou Fluka.

N-methyl-2-pyrrolidon (NMP)

Pro pokusy byl pouzivian NMP vyrabény firmou Fluka.

Fyziologicky roztok (FR)

Bylo navéazeno 8,5 g NaCl a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Vznikly roztok byl

nasledné¢ sterilizovan v autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 30 minut.

Zasobni roztok PQQ (20 pg.1™)

Bylo navédzeno 2 mg PQQ, které byly nasledné rozpustény ve 20 ml fyziologického

roztoku a sterilizovany pomoci injek¢ni stiikacky ptes filtr Millex GS Filter Unit 0,22 um.
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Roztok pufru A

Bylo navédzeno 9,07 g KH,PO,4 a rozpusténo v 1000 ml destilované vody.

Roztok pufru B

Bylo navédzeno 23,90 g Na,HPO,.12 H,0 a rozpusténo v 1000 ml destilované vody.

Roztok stopovych prvki

Bylo navdzeno:
® MnSO4S HoO e 0,043 g
O HiB 5. 0,057 g
©  7ZnSO4T HoO. oo 0,043 g
L4 (NH4)6M07024.4 HoO . 0,037 g
® COoMNO3)2O6 HoO. oo 0,025 g
®  CUSOLS HpO. oo 0,040 g

NavaZzena mnozstvi stopovych prvklil byla nasledné rozpusténa v 1000 ml destilované

vody.

Roztoky soli

Bylo navdzeno:

MgSO04.7 HoO (10 1) lg
Fe(NH.)2(S04)2.6 HiO (B 2.1™). oo 03¢
CaCla.2 HaO (1 @17). e, 01g
NHACT (B0 @17 e 3g
NACL (50 @17, 5¢

Jednotlivé soli byly navdzZeny a kazda zvlast’ byla rozpusténa ve 100 ml destilované vody.
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Roztok vitaminu

Byl pouZit roztok vitamind MEM Vitamins (100x) komercné vyrdbény spolecnosti PAA

The Cell Culture Company o koncentraci slozek:

e D-pantothendt vapenaty (vitamin BS)...............ooiiiiii, 100 mg.I"!
®  ChOlNChIOMId. ... .vue e 100 mg.1"!
®  Kyselina lIStOVA. ....oiiniii i 100 mg.l'1

®  MyO-INOSItOL. ..t e 200 mg.I"
®  NIKOtNAMIA. .. ..ottt 100 mg.I"!
e Pyridoxal hydrochlorid.............coooiiiiiiiii e 100 mg.1I"
@ RIDOTIAVIIL. ... 10 mg.I"
@ NACL . e 8500 mg.1"

e Thiamin hydrochlorid ........... ..o 100 mg.1 !

Bujon

Byl navazen 1 g tryptonu, rozpustén ve 100 ml destilované vody a sterilizovan.

Kvasni¢ny extrakt

Bylo navazeno 0,5 g kvasni¢ného extraktu a rozpuSténo v 50 ml destilované vody.
Nasledné byl roztok sterilizovan pomoci injek¢ni stitkacky pfes filtr Millex GS Filter Unit

0,22 pm.

Roztok salicylanu sodného

Bylo navazeno 5 g salicylanu sodného a rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Nasledné

byl roztok sterilizovan pomoci injek¢ni stiikacky pies filtr Millex GS Filter Unit 0,22 um.

Roztok kyseliny borité (40 g.1I"")

Bylo navdzeno 20 g H;BO3 a rozpus$téno v 500 ml destilované vody.
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Roztok jodu s jodidem draselnym

V tieci misce bylo spolu s malym mnozstvim destilované vody rozetfeno 6,35 g I, spolu

s20 g KI. Smés byla nasledovné kvantitativné pievedena do 500 ml odmérné baiky

a doplnéna destilovanou vodou po rysku.

5.2 Mineralni média a Zivné agary
Mineralni médium

Na ptipravu 1000 ml minerdlniho média bylo pouzito:

o ROztok A (KHoPOL)....ooei e,
e Roztok B (NazHPO4 12HO). .. ..o
@ DestiloVana VOAa. .......vviiiiiiiii e e
® Ro0ztok stopovych prvKl.......co.oiiiiiii i
® MgSOLTHLO (10 @1 ™) ..o
e Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (B 1) i
o CaClL2HaO (1 1)L
O NHACL (30 @) e
@ NACT (50 G 1) oL

Mineralni médium s vitaminy

Na piipravu 1000 ml minerdlntho média byly pouzity slozky, viz minerdlni médium.

Médium bylo sterilizovano a po sterilizaci bylo asepticky pfidano 10 ml vitaminit MEM.

Mineralni médium pro kulturu Sphingomonas paucimobilis CCM 2129

Na ptipravu 1000 ml minerdlniho média bylo pouZzito:

®  KvasniCny eXtrakt ......ooeeriiiniiit i e
L4 (NH4)2HPO4 ...........................................................................
O K e e



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

0 FeSO4THO ..o 0,001 g
L OOl S 0,002 g
@ Destilovana VOda.......covviiiiiiii e s 1000 ml

Mineralni agar bez BTM

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

O KO HP O oo, 0,1g
O N HUCT oo 0,11 ¢
® Mg SOy4. THoO o e 0,02 g
O FeSO4 THoO . oo 0,005 g
L O 1 O U 0,002 g
LN | S 1,7¢
0 DestiloVana VOUa. ......uneeiee e e 100 ml

Vsechny navazené slozky byly rozpustény ve 100 ml destilované vody a nésledné
sterilizovdny v autokldvu pfi teploté¢ 120°C po dobu 30 minut. Po vytaZzeni z autoklavu

a Castecném ochlazeni byl agar asepticky rozlit do Petriho misek.

TYA agar

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

®  DestilovVana VOAa.......oiiiiiiiiii e 100 ml

Slozky byly rozmichany ve 100 ml destilované vody a ndsledné sterilizovany v autokldvu
pii teploté¢ 120°C po dobu 30 minut. Po vytazeni z autokldvu a ¢asteCném ochlazeni byl

agar asepticky rozlit do Petriho misek.
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PVA agar s pyrrolochinolinchinonem (PQQ)

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

PV A 0,1¢g
AAT. .o 19¢
Zasobni roztok PQQ (0,1 mg.ml'l) ................................................ 0,02 ml
ROZtok StopovyCh prvKil.......ooviiiiiii i 0,2 ml
Destilovand voda. .........ooueiiiiii i 100 ml

VsSechny slozky byly rozmichany ve 100 ml destilované vody a nésledné sterilizoviany

v autokldvu pfi teploté¢ 120°C po dobu 30 minut. Po vytaZeni z autokldvu a CasteCném

ochlazeni byl agar asepticky rozlit do Petriho misek.

Agar s N-methyl-2-pyrrolidonem (NMP agar)

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

NP . 05¢g
AAT. . 19¢g
Roztok Stopovych prvKill.........oouiiiiiii e 0,2 ml
Destilovand voda.........co.oiiiiii 100 ml

Vsechny slozky byly rozmichdny ve 100 ml destilované vody a ndsledné sterilizovany

v autoklavu pii teplot¢ 120°C po dobu 30 minut. Po vytaZeni z autoklavu a C4stecném

ochlazeni byl agar asepticky rozlit do Petriho misek.

CASO agar

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

0551 0103 T 15¢
N0 (00 2 0] 010+ 05¢g
N L. e 0,5¢g
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Vsechny slozky byly rozmichany ve 100 ml destilované vody a nésledné sterilizovany
v autoklavu pfi teploté 120°C po dobu 30 minut. Po vytaZeni z autokldvu a ¢4steCném

ochlazeni byl agar asepticky rozlit do Petriho misek.

Agar pro kulturu Sphingomonas paucimobilis CCM 2129

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouZito:

®  KvasniCny eXtrakt .......oo.eeiuiiiiiiii e 0,1g
©  (NHy)aHPOuy ..o 0,05¢g
L 0 0,02 g
©  MESOLTHLO . .. 0,02 g
®  FeSO4THO. ..o 0,0001 g
LT 1] 0,0002 g
O A AT e 2¢g
o  Destilovand voda..........o.oiuiiniiiii 100 ml

Vsechny slozky byly rozmichany ve 100 ml destilované vody a ndsledné sterilizovany
v autoklavu pii teplot¢ 120°C po dobu 30 minut. Po vytaZeni z autoklavu a C4ste¢ném

ochlazeni byl agar asepticky rozlit do Petriho misek.

5.3 Piistroje a laboratorni pomicky

Vramci této diplomové priace bylo vyuZivdno piistrojové vybaveni a laboratorni

pomiicky popsané v nésledujicich dvou podkapitoléach.

5.3.1 Pristrojové vybaveni

Asepticky laminarni box Telstar (Spanélsko)

Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky TECAN (Sunrise, USA)
Dvoupaprskovy UV — VIS spektrofotometr Unicam UV 500 (ThermoSpectronic)
Analyzator uhliku TOC-5000A — Shimadzu (Japonsko)

Centrifuga MR231 (Jouan, Francie)
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Centrifuga Rotanta 460 R (Hettich)

Laboratorni vahy Adventurer Pro 500

Analytické vahy SI — 64A (Denver Instrument)

Laboratorni sterilizator SANOclav (Wolf, SRN)

Trepacka laboratorni vratnd GFL (SRN)

Elektrickd su§drna MORA (CR)

Elektromagnetické michadlo s ohfevem MM2A (Laboratorni pfistroje Praha, CR)
Chladnicka ARDO

Mikroskop Olympus CX 41 (Japonsko)

Termostat BT 120 pro psychrofilni kultivaci (Laboratorn{ piistroje Praha, CR)

Kultivaéni mistnost, 25°C (UIOZP, FT UTB ve Zlin&)

5.3.2 Laboratorni pomucky
Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 pm
Mikrotitradni desti¢ka 96 jamek —- GAMA, CR

Déle byly pouZity laboratorni pomiicky, jako jsou davkovace, pipety, zkumavky, klicky,

bézné laboratorni sklo a dalsi laboratorni pomicky.

5.4 Biologicky material — pouzité bakterialni kultury

Kultury rozkladajici PVA:

Kultura JK2 izolovand z aktivovaného kalu COV Zlin — Malenovice v ramci dizertaéni

prace Terezy Vaclavkové v roce 2006 [50]
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Kultury rozkladajici NMP:

Kultury S (Sedd) a JF1 byly izolovany ze stojaté povrchové vody piirozeného mokiadu

Rékosina ve StiiteZi nad Becvou v rdmci DP Jany Fuskové v roce 2013 [51]

v

Kultury MS Y, MS Z, MSla MS2 byly izolovany zfi¢ni vody v rdmci probihajici
bakalafské prace Michala Smélika (FT UTB ve Zling)

Kultury MP1 a MP2 z aktivovaného kalu Slovenskd Lupca byly ziskdny z diivéjSich praci

probihajicich na UIOZP, rozklad NMP témito kulturami byl ovéfen v diplomové price
Karla Ktizka v roce 2012 [52]

Kultury MP10, MP11, MP13 byly izolovany z aktivovaného kalu COV Zlin — Malenovice

MV

v ramci diplomové prace Karla Kiizka v roce 2012 [52]

Kultura FEN2B byla ziskdna z laboratorniho bioreaktoru, kde byl provadén rozklad fenolu

o koncentraci 2 g.1”, rozklad NMP touto kulturou byl ovéfen v diplomové price Karla

Kfizka v roce 2012 [52]

Kultury RO a J20 byly izolovdny z pramenné vody z okoli obce Jasennd v rdmci probihajici

bakaldiské prace Aleny Cernotové (FT UTB ve Zling)

DalSi pouzité kultury:

Kultura Sphingomonas sp. DSM No.: 7135 zakoupend z Némecké sbirky mikroorganismu

a bunécnych kultur (DSMZ, Braunschweig).

Kultura Sphingomonas sp. DSM No.: 7356 zakoupend z Némecké sbirky mikroorganismu

a bunécnych kultur (DSMZ, Braunschweig).

Kultura Sphingobium xenophagum 8566 zakoupend z Némecké sbirky mikroorganismil a

bunéénych kultur (DSMZ, Braunschweig).

Kultura Sphingobium ummariense CCM 7431 zakoupend z Ceské sbirky mikroorganismi

(CCM, Brno).

Kultura _ Sphingomonas _histidinilytica CCM 7545 zakoupenid z Ceské sbirky

mikroorganismt (CCM, Brno).

Kultura  Sphingomonas _paucimobilis  CCM 2129  zakoupend z Ceské sbirky

mikroorganismiti (CCM, Brno).
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6 PRACOVNI POSTUPY

6.1 Lahvové degrada¢ni testy

Pti lahvovych degradacnich testech bylo pouzivano mineralni médium. Médium bylo
rozlito do sklenénych lahvi, které byly nasledné sterilizovany. Poté byly pifidany sterilni
roztoky vychozich substrati — PVP ¢i NMP. V piipad¢ pouziti PVA, byla tato latka
davkovana pred sterilizaci. Lahve byly plnény tak, aby objem plynné faze tvofil minimdalné
tii Ctvrtiny objemu lahvi. Do takto pfipravenych lahvi bylo dédle ockovdno 20 pl Cisté
kultury bakterii ve form¢ suspense o zdkalu odpovidajicim 2. stupni McFarlandovy
stupnice. Lahve byly po dobu pokusu umistény na vratné laboratorni tfepaCce ve tmé pfi
teplot¢ 25°C. Ve vhodnych casovych intervalech byly zlahvi pro nasledné analyzy
asepticky odebrany vzorky. Po odbéru vzorkii byly lahve v lamindrnim boxu ponechany

oteviené po dobu cca 15 minut pro potiebné provzdusnéni.

6.2 Zkumavkové degrada¢ni testy

Pribéh zkumavkovych degradacnich testi byl ve srovndni s testy lahvovymi
obdobny. Bylo pfipraveno minerdlni médium, které bylo sterilizovano. Do tohoto média
byly poté pfidany sterilni roztoky vychozich substriati — PVP ¢i NMP. Opét v piipadé
pouzité PVA, byla latka davkovédna pfed sterilizaci. Takto pfipravené médium bylo
rozplnéno do zkumavek, do kterych bylo ndsledn¢ ockovano 20 pl Cisté kultury bakterii ve
form¢ suspenze. Zakal bakteridlni suspenze byl odpovidajici 2. stupni McFarlandovy
stupnice. Zkumavky byly opét plnény tak, aby objem plynné zaujimal minimdlné tfi
¢tvrtiny zkumavky. Nésledné byly zkumavky vodorovné umistény na vratné laboratorni
ttepacce ve tmé pii teplot¢ 25°C. Ve vhodnych Casovych intervalech byly zkumavky

vizudln¢ kontrolovéany a asepticky byly odebirany vzorky pro dalsi analyzy.
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6.3 Stanoveni koncentrace PVA v mikrotitra¢nich destickach

Stanoveni koncentrace PVA bylo provddéno v mikrotitracnich  destiCkach
spektrofotometrickou (jodometrickou) metodou. Do jednotlivych jamek sloupct desticky
byl ddvkovan supernatant centrifugovanych vzorkt o objemu 20 pl, k némuZz bylo ndsledné
pfidano 42 pl roztoku kyseliny borité a nésledn€ 10 ul roztoku jodu s jodidem draselnym.
Absorbance vzniklého tmavé zeleného zabarveni smési PVA s trijodidem byla métfena na
ptistroji TECAN. M¢teni probihalo pfi vinové délce 660 nm, pfi nastaveni piistroje na 20
sekund michéni a 5 sekund klidu. Nejprve byla méfena absorbance prazdné destiCky, kterd
byla nésledné odectena od hodnot absorbance destiCky se vzorky. Odectené hodnoty pro
jednotlivé vzorky byly zprimérovany a dosazeny do rovnice kalibra¢ni ptimky, viz. Obr.

9. Takto byla stanovena koncentrace polyvinylalkoholu v mg.1™.

Kalibra¢ni zdvislost byla zjiSténa méfenim pfipravenych roztoki PVA v urcitém
rozsahu koncentraci. Vyslednd kalibra¢ni z4vislost byla zpracovdna v programu Microsoft
Excel 2010, zn¢hoZz byla ziskdna rovnice kalibracni piimky, slouzici pro vypocet

koncentrace PVA.

2,5
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R2 = 10,9995 /
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Obr. 9 Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci PVA
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6.4 Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC)

Pted timto stanovenim bylo nutno odstranit z odebranych vzorkli biomasu bun¢k, coz
bylo provadéno bud’ centrifugaci vzorku v rezimu 10 000 g, ptfi 25°C po dobu 10 minut,
nebo filtraci ptes filtry Millex GS Filter Unit 0,22 um. Ziskany supernatant byl nasledné
fedén podle predpoklddané koncentrace substritu a analyzovdn na pfistroji Shimadzu.
Vystupnimi hodnotami pfistroje byly hodnoty ptedstavujici koncentraci celkového
organického uhliku (TOC), avSak diky ptedchozi centrifugaci vzorkl se prakticky jedna

o koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC).

6.5 Meéreni zakalu (ODgyy) degradacnich suspenzi

V prubéhu degradace byl sledovéan vznikajici zdkal, coZ slouZilo jako kontrola riistu
mikroorganismti. Z lahvi, ve kterych probihala degradace, bylo po peclivém promichani
odebrano vzdy malé mnoZstvi vzorku, u kterého byl méfen zdkal pomoci dvoupaprskového

spektrofotometru Unicam pii vinové délce 600 nm.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Degradace PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zavislosti na miie

inokulace

7.1.1 Cile a rozvrzeni pokusi

V téchto pokusech byl sledovan pritbéh degradace PVA v zavislosti na mife inokulace,
kdy bylo do degradacnich lahvi ddvkovéano rizné mnozZstvi bakteridlni suspenze tak, aby
vychozi koncentrace bakterii dosahovala od 10° po 10" bun&k/ml. Prvni pokus byl zamé&fen
i na potvrzeni degradace PV A bakteriemi Sphingomonas sp. JK2 a byl provadén s inokuly
107, 10° a 10’ bunk/ml. K nasazeni druhého pokusu vedly vysledky pokusu prvniho.

V tomto pokusu byla pouZita inokula o koncentraci bunék 10%,10% 10" 210 v 1 ml.

RozvrZeni pokusi:

Pfi tomto pokusu byly nasazeny tfi série, vZdy s tfemi paralelnimi lahvemi. VSechny
lahve obsahovaly 90 ml MM s 20 pg.l' PQQ a 500 mg.I"! PVA. Nasledng byly do lahvi
davkovéany razné objemy bakteridlni suspenze a doplnény MM na celkovy objem kapaliny

v lahvich 100 ml.

Rozpis lahvi — pokus ¢&. 1:

Lahve €. 1, 2 a 3: 10 ml bakteridlni suspenze kultury JK2, vychozi pocet bun¢k v suspenzi

10’ bunék/ml

Lahve €. 4, 5 a 6: 100 pl bakteridlni suspenze kultury JK2 + 9,9 ml MM, vychozi pocet

bunék v suspenzi 10° buné&k/ml

Lahve €. 7, 8 a 9: 1ul bakteridlni suspenze kultury JK2 + 10 ml MM, vychozi pocet bunék

V suspenzi 10* bunék/ml

V pribéhu pokusu byly odebirdany vzorky pro stanoveni koncentrace PVA a pro stanoveni

DOC. Pokus probihal po dobu 7 dni.
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Pti dalSim pokusu byly nasazeny Ctyfi série opét s tfemi paralelnimi lahvemi vedle sebe.
Vsechny lahve obsahovaly 100 ml MM s 20 pg.l'1 PQQ a 500 mg.1" PVA. Nisledné byly

do lahvi ddvkovany rizné objemy bakteridlni suspenze.

Rozpis lahvi — pokus ¢&. 2:

Lahve €. 1, 2 a 3: 10ul bakteridlni suspenze kultury JK2 zifedéné 1 : 9, vychozi pocet bunck

V suspenzi 10* bunék/ml

Lahve ¢. 4, 5 a 6: 10 pl bakteridlni suspenze kultury JK2 zitedéné 1 : 99, vychozi pocet

bunék v suspenzi 107 buné&k/ml

Lahve €. 7, 8 a 9: 10 pl bakteridlni suspenze kultury JK2 ztedéné 1 : 999, vychozi pocet

bundk v suspenzi 10" bunék/ml

Lahve ¢. 10, 11 a 12: 10 ul bakteridlni suspenze kultury JK2 ziedéné 1 : 9999, vychozi

pocet bunék v suspenzi 10" bunék/ml

V pritbéhu pokusu byly odebirdny vzorky pro stanoveni koncentrace PVA, stanoveni DOC

a méteni zdkalu (ODggp). Pokus probihal po dobu 12 dni.

7.1.2 Vysledky pokusu
Pokus €. 1

Hodnoty koncentrace PVA v pritb¢hu pokusu jsou uvedeny v Tab. IIl. Klesajici
koncentrace PVA jsou znazornény na Obr. 10. Hodnoty DOC stanovené v pritbéhu pokusu
jsou poté uvedeny v Tab. IV a jejich grafické znazornéni 1ze nalézt na Obr. 11. VSechny
hodnoty uvedené v grafech jsou hodnoty odpovidajici priméru stanoveni ze tii paralelnich

lahvi a chybové dsecky jsou rovny jejich smérodatnym odchylkam.
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Tab. III Hodnoty koncentrace PVA v pribehu pokusu rozkladu PVA kulturou

Sphingomonas sp. JK2 v zdavislosti na mire inokulace

Doba pokusu [dny] 0 1 2 | 3 | 4 7
Vychozi pocet | Lahev 1
bk 7 e & Koncentrace PVA cpya [mg.]1]
1 394,21 | 286,67 | 314,79 | 48,58 14,83 8,04
10" bungk/ml 2 394,21 | 387,63 | 345,46 | 103,04 | 12,54 8,83
3 394,21 | 388,42 | 193,00 | 40,79 8,96 7,83
Primér 394,21 | 354,24 | 284,42 | 64,14 | 12,11 8,24
Sm. odchylka - 58,52 | 80,64 | 33,92 2,96 0,53
4 394,21 | 287,79 | 379,33 | 269,79 | 31,75 5,58
10° bun&k/ml 5 394,21 | 401,54 | 372,63 | 303,54 | 106,96 | 11,17
6 394,21 | 387,13 | 274,92 | 170,67 | 34,33 8,79
Primér 394,21 | 358,82 | 342,29 | 248,00 | 57,68 8,51
Sm. odchylka - 61,93 | 58,44 | 69,06 | 42,70 2,81
7 394,21 | 285,63 | 400,17 | 361,67 | 314,92 | 6,04
10° bun&k/ml 8 394,21 | 400,38 | 365,63 | 370,83 | 298,21 | 6,75
9 394,21 | 388,83 | 293,04 | 275,71 | 208,96 | 7,67
Primér 394,21 | 358,28 | 352,95 | 336,07 | 274,03 | 6,82
Sm. odchylka - 63,18 | 54,68 | 5247 | 56,97 0,82
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Obr. 10 Graf zdvislosti koncentrace PVA na dobé trvdni pokusu rozkladu PVA

kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mire inokulace
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Na Obr. 10 lze pozorovat koncentraci PVA v priibéhu pokusu. Je patrné, Ze
u nejvétsiho inokula obsahujiciho 107 bun&k/ml doslo s rozkladu PVA velmi rychle, a to uz
béhem ¢ty dni. Lagovd faze v tomto piipadé¢ nebyla téméef zaznamendna. U inokula
s vychozi koncentraci bunék 10°/ml dochdzelo krozkladu PVA taktéZ rychle, lze
pfedpokladat, Ze zde doSlo krozloZzeni PVA piiblizné v patém dni degradace. Jako
posledni v tomto pokusu bylo testovdno inokulum s vychozi koncentraci bunck 10°/ml.
Zde byla lagova faze mirn¢ prodlouzend, jak je patrné i z grafu na Obr. 11. Po uplynuti

lagové faze, vSak k rozkladu PV A také doslo, a to po sedmi dnech.

Tab. IV Hodnoty DOC v priitbéhu pokusu rozkladu PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2

v zavislosti na mire inokulace

Doba pokusu* [dny] 0 1 2 4 7
T e poc e

1 260,45 206,35 236,35 39,43 34,33
10" bungk/ml 2 260,45 268,60 235,40 47,38 42,79
3 260,45 263,80 155,00 34,75 34,74
Primér 260,45 246,25 208,92 40,52 37,29
Sm. odchylka - 34,64 46,70 6,38 4,77
260,45 182,90 257,05 54,90 38,78
10° bun&k/ml 5 260,45 262,30 260,75 113,65 36,16
260,45 265,25 189,35 52,85 33,53
Primér 260,45 236,82 235,72 73,80 36,15
Sm. odchylka - 46,72 40,20 34,53 2,63
260,45 192,60 265,45 236,80 35,99
10° bun&k/ml 8 260,45 266,90 268,30 237,95 41,57
9 260,45 267,40 204,55 180,15 37,59
Primér 260,45 242,30 246,10 218,30 38,38
Sm. odchylka - 43,03 36,01 33,04 2,87
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Obr. 11 Graf zdvislosti koncentrace DOC na dobé trvdni pokusu rozkladu PVA kulturou

Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mire inokulace

V tomto pokusu bylo potvrzeno, Ze kultura Sphingomonas sp. JK2 je schopna rozkladu
PVA. Krozkladu PVA dochdzelo za pouZiti inokul o rtznych velikostech. Na zakladé¢
vysledkii ziskanych v tomto pokusu byl nasazen pokus druhy, kde byla testovana inokula
s mensi vychozi koncentraci bun¢k. Diivodem nasazeni druhého pokusu bylo vyvraceni
moznosti toho, Ze rozklad PVA je zavisly na hustoté¢ bunék pifitomnych v degradacni

suspenzi.

Pokus €. 2

Hodnoty koncentrace PVA v prubéhu pokusu jsou uvedeny v Tab. V. Klesajici
koncentrace PVA jsou zndzornény na Obr. 12. Hodnoty DOC stanovené v prubéhu pokusu
jsou poté uvedeny v Tab. VI a jejich grafické zndzornéni lze nalézt na Obr. 13. Déle v
Tab. VII jsou uvedeny hodnoty zdkalu (ODgp) méfené v pribéhu pokusu a na Obr. 14
jejich grafické znazornéni. VSechny hodnoty uvedené v grafech jsou hodnoty odpovidajici
pruméru stanoveni ze tif paralelnich lahvi a chybové useCky jsou rovny jejich

smérodatnym odchylkam.
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Tab. V Hodnoty koncentrace PVA v prubéhu pokusu rozkladu PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mive inokulace

Doba pokusu [dny] 0 3 4 5 6 | 7 10 11 12
b?l?lléclil (\)IZ; LFS (;)((:;tzi Lahev ¢. Koncentrace PVA cpya [mg.l'l]
1 394,43 355,25 328,46 170,50 52,29 11,21 7,63 6,21 -
10° bundk/ml 2 394,43 380,76 299,83 128,38 33,88 6,67 9,50 4,92 -
3 394,43 405,04 333,08 156,00 56,42 8,00 5,75 6,71 -
Primér 394,43 380,35 320,46 151,63 47,53 8,63 7,63 5,94 -
Sm. odchylka - 24,90 18,01 21,40 12,00 2,33 1,88 0,92 -
4 394,43 406,75 399,54 254,08 75,29 24,83 5,96 5,38 -
10? bun&k/ml 5 394,43 397,75 344,88 220,04 68,08 21,33 7,67 6,50 -
6 394,43 397,75 371,17 204,67 55,50 9,00 9,42 8,13 -
Primér 394,43 400,75 371,86 226,26 66,29 18,39 7,68 6,67 -
Sm. odchylka - 5,20 27,34 25,29 10,02 8,32 1,73 1,38 -
7 394,43 380,33 - 362,04 292,42 105,38 7,50 7,33 5,04
10" bun&k/ml 8 394,43 402,07 - 366,92 180,88 53,17 6,25 6,54 3,33
9 394,43 408,13 - 399,17 336,63 193,00 5,79 6,42 4,50
Prumér 394,43 396,84 - 376,04 269,97 117,18 6,51 6,76 4,29
Sm. odchylka - 14,62 - 20,18 80,26 70,66 0,88 0,49 0,87
10 394,43 385,21 - 386,92 364,04 249,88 28,46 12,67 6,25
10° bun&k/ml 11 394,43 389,22 - 380,04 313,63 216,42 9,04 7,00 6,21
12 394,43 402,47 - 386,29 338,21 306,46 35,38 17,83 10,79
Prumér 394,43 392,30 - 384,42 338,63 257,58 24,29 12,50 7,75
Sm. odchylka - 9,03 - 3,80 25,21 45,51 13,66 5,42 2,63
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Obr. 12 Graf zdvislosti koncentrace PVA na dobé trvdani pokusu rozkladu PVA

kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mive inokulace
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Obr. 13 Graf zdvislosti koncentrace DOC na dobé trvdani pokusu rozkladu PVA

kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mive inokulace
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Tab. VI Hodnoty DOC v pritbehu pokusu rozkladu PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mive inokulace

Doba pokusu [dny] 0 3 4 5 6 7 10 11 12
bzgecll(“f; lfs‘;i‘;tzi Ll DOC [me.I']
1 262,08 | 252,35 | 236,75 | 126,60 | 60,10 31,76 35,18 - -
10* bungk/ml 2 262,08 | 248,50 | 206,50 | 10735 | 45,02 28,40 33,86 - -
262,08 | 24870 | 19545 | 12785 | 55,80 29,23 32,36 - -
Primér 262,08 | 249,85 | 212,90 | 120,60 | 53,64 29,79 33,80 - -
Sm. odchylka - 2,17 21,38 11,49 7,77 1,75 1,41 - -
4 262,08 | 249,00 | 24535 | 18645 | 79.40 39,81 35,48 - -
10? bun&k/ml 262,08 | 25845 | 24930 | 160,10 | 69,60 37,26 34,00 - -
262,08 | 257,75 | 246,50 | 15520 | 65,05 33,28 38,48 - -
Priimér 262,08 | 25507 | 247,05 | 167,25 | 71,35 36,78 35,99 - -
Sm. odchylka - 527 2,03 16,81 7,33 3,29 2,28 - -
7 262,08 | 247,80 - 244,80 | 190,15 | 8525 34,59 35,02 28,76
10" bungk/ml 262,08 | 256,05 - 238,00 | 137,70 | 57.10 30,17 32,20 28,02
262,08 | 320,60 - 267,25 | 229,70 | 128,50 | 36,77 31,32 29,91
Primér 262,08 | 274,82 - 250,02 | 18585 | 90,28 33,84 32,84 28,89
Sm. odchylka - 39,86 - 15,31 46,15 35,97 3,36 1,93 0,95
10 262,08 | 259,40 - 258,55 | 249,15 | 188,15 | 4733 44,53 28,31
10” bungk/ml 11 262,08 | 263,30 - 257,60 | 24720 | 167,80 | 35,63 29,24 30,00
12 262,08 | 269,45 - 279,70 | 266,55 | 236,60 | 59,50 37,83 28,56
Primér 262,08 | 264,05 - 26528 | 254,30 | 197,52 | 4749 37,20 28,95
Sm. odchylka - 5,07 - 12,49 10,65 35,34 11,94 7,66 0,91
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Tab. VII Hodnoty zdkalu (ODegy) v pritbéhu pokusu rozkladu PVA kulturou Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mive inokulace

Doba pokusu [dny] 0 3 4 5 6 7 10 11 12
bl\l;yé‘fszguzg‘;tzi e Zékal (ODego) [1]
1 0,012 0,029 0,108 0,327 0,430 0,508 0,466 - -
10° bun&k/ml 2 0,012 0,028 0,122 0,338 0,428 0,491 0,463 - -
3 0,012 0,025 0,104 0,331 0,419 0,475 0,463 - -
Pramér 0,012 0,027 0,111 0,332 0,426 0,491 0,464 - -
Sm. odchylka 0,000 0,002 0,009 0,005 0,006 0,017 0,01 - -
4 0,012 0,017 0,051 0,198 0,394 0,464 0,449 - -
10* bunék/ml 0,012 0,018 0,070 0,251 0,392 0,440 0,429 - -
0,012 0,019 0,078 0,231 0,415 0,476 0,415 - -
Pramér 0,012 0,018 0,066 0,226 0,401 0,460 0,431 - -
Sm. odchylka 0,000 0,001 0,014 0,026 0,013 0,018 0,017 - -
7 0,012 0,014 - 0,046 0,171 0,350 0,453 0,474 0,481
10" bunék/ml 8 0,012 0,015 - 0,078 0,279 0,419 0,473 0,452 0,470
9 0,012 0,011 - 0,030 0,101 0,286 0,513 0,488 0,499
Pramér 0,012 0,013 - 0,051 0,184 0,352 0,480 0,471 0,483
Sm. odchylka 0,000 0,002 - 0,024 0,089 0,067 0,031 0,018 0,015
10 0,012 0,010 - 0,020 0,046 0,195 0,468 0,480 0,482
10° bun&k/ml 11 0,012 0,013 - 0,016 0,061 0,200 0,433 0,459 0,459
12 0,012 0,011 - 0,018 0,033 0,127 0,476 0,503 0,507
Pramér 0,012 0,011 - 0,018 0,047 0,174 0,459 0,481 0,482
Sm. odchylka 0,000 0,001 - 0,002 0,014 0,041 0,023 0,022 0,024
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Obr. 14 Graf zavislosti zdkalu (ODgsgg) na dobe trvani pokusu rozkladu PVA kulturou

Sphingomonas sp. JK2 v zdvislosti na mire inokulace

Na Obr. 14 1ze pozorovat narast zdkalu po dobu trvani pokusu. U lahvi s koncentraci
bun&k 10°, 10 a 10"/ ml lze na grafu pozorovat lagovou fazi, trvajici p¥iblizn& 3 dny.
U lahvi s koncentraci bungk 10%/ml byla doba lagové faze prodlouzena az na 5 dnt.

Nasledn¢ dochdzelo k rastu zdkalu azZ na maximalni hodnoty.

Z provedenych pokusti vyplyvd, Ze hustota bun¢k prodluzuje lagovou fazi rozkladu
polyvinylalkoholu, ale podstatné neovliviiuje rychlost nasledné degradace. Hustota bunck
tedy nerozhoduje o tom, zda degradace nastane. Vysledky provedenych pokusli naznacuji,

Ze v tomto piipad€ nenachazi uplatnéni systém quorum sensing.
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7.2 Degradace PVP kulturou Sphingomonas sp. JK2

7.2.1 Cile a rozvrzeni pokusu

Z. predchozich diplomovych praci vyplyva, Zze PVP je s nejvétsi pravdépodobnosti
biologicky nerozloZitelny. Soucasti této priace byl ovSem vyzkum potencidlni
rozloZitelnosti PVP pomoci bakterii rodu Sphingomonas. Tyto bakterie byly vybrany pravé
proto, Ze jsou schopny rozkladu velkého mnozZstvi xenobiotickych latek, vcetné
polyvinylalkoholu. PVA a PVP jsou polymery s dlouhym uhlikatym fetézcem, rozpustné
ve vod€. Pravé diky urcité podobnosti téchto polymerti bylo ptedpoklddano, Ze by
k rozkladu PVP pomoci bakterii rodu Sphingomonas mohlo dochdzet. Pro prvni pokus byla

vybrana kultura Sphingomonas sp. JK2.

Rozvrzeni pokusu:

V tomto pokusu byly nasazeny tii série se dvémi paralelnimi lahvemi vedle sebe.
Viechny lahve obsahovaly 10 ml MM s 20 pgl' PQQ a dile byl do lahvi ddvkovan
vychozi substrdt (PVA, PVP) a urCeny objem bakteridlni suspenze. V prvni sérii lahvi byl
jako jediny zdroj uhliku a energie pouzit PVP. V sérii druhé byl krom¢ PVP ptidan také
PVA, a to jako induktor pro tvorbu degradac¢nich enzymu a soucasné jako substrat pro
podporu kultury JK2. Posledni série lahvi obsahovala pouze PVA a slouzila k vizudlnimu

srovnani s dal$imi sériemi lahvi.

Rozpis lahvi:

Lihve & 1,2: 500 mg.I" PVP + kultura JK2

Léhve & 3, 4: 500 mg.I"' PVP + 100 mg.I"' PVA + kultura JK2

Lahve &. 5. 6: 100 mg.1" PVA + kultura JK2

V ur¢enych Casovych intervalech byly v pribéhu pokusu odebirdny vzorky pro stanoveni

DOC. Pokus probihal po dobu 56 dni.
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7.2.2 Vysledky pokusu

Hodnoty DOC v pribéhu pokusu jsou uvedeny v Tab. VIII. V grafu na Obr. 15 jsou
uvedeny hodnoty odpovidajici priiméru stanoveni ze dvou paralelnich lahvi a chybové

usecCky, které jsou rovny jejich smérodatnym odchylkam.

Tab. VIII Hodnoty DOC v pritbéhu pokusu degradace PVP kulturou
Sphingomonas sp. JK2

Doba pokusu [dny]
Vychozi Lahev 0 11 25 32 56
substrat ¢. N
DOC [mg.]"]
PUP 1 281,33 - 287,84 | 286,79 304,85
2 296,59 - 290,01 | 286,16 | 330,12
Pramér 288,96 - 288,93 | 286,48 | 317,49
Sm. odchylka 10,79 - 1,53 0,45 17,87
3 344,47 - 303,52 | 293,79 335,93
PVP + PVA
337,05 - 257,11 | 353,92 -
Prameér 340,76 - 280,32 | 323,86 [ 335,93
Sm. odchylka 5,25 - 32,82 42,52 -
5 58,15 50,02 - - -
PVA
52,77 39,34 - - -
Pramér 55,46 44,68 - - -
Sm. odchylka 3,80 7,55 - - -
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Obr. 15 Graf zdvislosti koncentrace DOC na dobé trvani pokusu degradace PVP

kulturou Sphingomonas sp. JK2

Pribéh pokusu je patrny z Obr. 15. V lahvich €. 1 a 2, kde byl pfitomen pouze PVP,
znazornénych modrou kiivkou, k rozkladu nedochédzelo. Na konci pokusu bylo patrné, Ze
u hodnot DOC dochédzi k nepatrnému naristu, coz bylo pravdépodobné zplisobeno

vV 2

odumirdnim buné¢k a rozkladem bunécné biomasy. U lahvi ¢. 3 a 4, zndzornénych kiivkou
cervenou, dochazelo pouze k rozkladu PVA. Klesajici ¢ast kiivky ma velice podobny trend
jako ktivka odpovidajici lahvim €. 5 a 6, kde byl ptitomen pouze PVA. Od 25. dne pokusu,
dochdzi u lahvi obsahujicich PVP + PV A, podobn¢ jako u lahvi obsahujicich pouze PVP,
k nartistu hodnot DOC, coz je opét pravdépodobné zpisobeno odumiranim bunck

N 4

a rozkladem bunécné biomasy.

Pokus byl po uplynuti 56 dni pterusen, jelikoZ k rozkladu PVP nedochézelo. Zavérem
pokusu je tedy mozno fici, Ze k rozkladu PVP Cistou kulturou bakterii Sphingomonas sp.

JK2 nedochdzi, a to ani v piipad¢ piitomnosti PVA jako kosubstratu.
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7.3 Degradace PVP kulturami bakterii rodu Sphingomonas a
Sphingobium (DSMZ, Némecko)

7.3.1 Cile a rozvrzeni pokusu

Kultury pouzité v nésledujicim pokusu byly zakoupeny z Némecké sbirky
mikroorganismti a bunécnych kultur. Pouzité kultury byly vybrdny na zdkladé svych

degradacnich schopnosti.

Kultura Sphingomonas sp. DSM 7356 je schopna vyuZivat arylovou ¢ast propachloru,
N-methyl- nebo N-ethylacetanilid jako jediny zdroj uhliku [53]. Z tohoto diivodu bylo
predpokladano, ze by zminénd kultura mohla byt schopna odsStépeni pyrrolidonového
kruhu z uhlikatého fetézce PVP. Dalsi pouZzitou kulturou byla kultura Sphingobium
xenophagum DSM 8566 vyuZivajici anilin, N,N-dimethylanilin ¢i 4-hydroxybenzoat [53].
Tato kultura je schopna rozkladu anilinového kruhu, bylo tedy pfedpoklddano, Ze by mohla
byt schopna rozkladu pyrrolidonového kruhu ¢i jeho odStépeni z uhlikatého fetézce.
Posledni pouZitou kulturou byla kultura Sphingomonas sp. DSM 7135, kterd je schopna
vyuzivat acetoxydibenzofurany, dibenzofuran, hydroxydibenzofuran ¢i kyselinu
salicylovou [53]. Tato kultura byla opét vybrdana diky svym schopnostem, piicemzZ bylo

predpokladano, Ze by mohla byt schopna otevieni pyrrolidonového kruhu.

Rozvrzeni pokusu:

V tomto pokusu bylo nasazeno Sest sérii, kazd4d se dvémi paralelnimi lahvemi vedle
sebe. Pro pokus byly pfipraveny dvé divky MM s vitaminy — prvni ddvka byla slozena
z MM s vitaminy a se 600 mg.l" PVP, divka druhd se sklddala z MM s vitaminy, s 600
mg.1" PVP a 100 mg.I"' NMP. Viechny lahve obsahovaly 20 ml MM s vitaminy, dale bylo
do lahvi davkovédno 20 pl bakteridlni suspenze. V pribéhu pokusu, 2. den kultivace, bylo
pro podporu rustu kultury do lahvi s kulturou DMS 8566 ptidano 100 ul sterilniho roztoku
kvasni¢ného extraktu. Nésledné, 7. den kultivace, bylo do lahvi s kulturou DMS 7356

pfidano 20 ul bakteridlni suspenze MS1 a 20 ul bakteridlni suspenze S.
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Rozpis lahvi:

Lahve €. 1, 2: 600 rng.l'1 PVP + kultura DSM 7356 + kultura MS1 + kultura S

Léhve & 3, 4: 600 mg.I"! PVP + kultura DSM 8566 + 100 ul roztoku kvasniéného extraktu

Lihve &. 5, 6: 600 mg.I" PVP + kultura DSM 7135

Lihve & 7, 8: 600 mg.1" PVP + 100 mg.I"' NMP + kultura DSM 7356 + kultura MS1 +
kultura S

Léhve & 9. 10: 600 mg.1"' PVP + 100 mg.I"' NMP + kultura DSM 8566 + 100 ul roztoku

kvasni¢ného extraktu

Lahve &. 11, 12: 600 mg.I"' PVP + 100 mg.I"" NMP + kultura DSM 7135

V uréenych ¢asovych intervalech byly v priibéhu pokusu odebirany vzorky pro stanoveni

DOC. Pokus probihal po dobu 36 dni.

7.3.2 Vysledky pokusu

Hodnoty DOC v priibéhu pokusu degradace PVP jsou uvedeny v Tab. IX. V Tab. X
jsou uvedeny hodnoty DOC v pribéhu pokusu degradace PVP s piidavkem NMP.

Tab. IX Hodnoty DOC v priibéhu pokusu rozkladu PVP bakteriemi Sphingomonas a
Sphinogobium (DSMZ, Nemecko)

Doba pokusu [dny]
V)’/cho’zi Pouzita Lahev &, 0 12 26 36
substrdt | kultura
DOC [mg.l'l]
1 338,7 341,3 330,7 3274
DSM 2 338,7 330,0 3349 319,6
7356 Primér 338,7 335,7 332,8 3235
Sm. odchylka - 8,0 3,0 5,5
3 358.,8 342,5 360,1 350,8
DSM 4 358.,8 348.,9 356,8 351,7
PVP 8566 Primér 358,8 345,7 358,5 351,3
Sm. odchylka - 4.5 2,3 0,6
5 338,7 333,5 353,2 350,0
DSM 6 338,7 341,7 346,1 3454
7135 Primér 338,7 337,6 349,7 347,7
Sm. odchylka - 5,8 5,0 3,3
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Tab. X Hodnoty DOC v prubéhu pokusu rozkladu PVP bakteriemi Sphingomonas a
Sphinogobium (DSMZ, Nemecko), s pridavkem N-methyl-2-pyrrolidonu

Doba pokusu [dny]
V}’fcho/zf Pouzita Lahev & 0 12 26 36
substrat | kultura
DOC [mg.I"]
7 399,8 330,9 339,8 349,7
DSM 8 399.8 330,2 348.,4 339.,8
7356 Pramér 399,8 330,6 344,1 344,8
Sm. odchylka - 0,5 6,1 7,0
9 419,9 380,8 408,2 393,0
PVP 1 psm 10 419.9 3825 398 4 3954
vp | 8566 [ Primer | 4199 | 3817 4033 394,2
Sm. odchylka - 1,2 6,9 1,7
11 399,8 3944 406,0 410,2
DSM 12 399,8 393,8 4144 402,3
7135 Primér 399,8 394,1 410,2 406,3
Sm. odchylka - 0,4 5,9 5,6

Lahve byly po celou dobu pokusu vizudln¢ pozoroviany. U obou sérii lahvi
obsahujicich kulturu DSM 7356 nebyl ani po sedmi dnech pozorovan vznik viditelného
zdkalu, a proto byly do t&chto lahvi pfidany kultury MS1 a S, rozkladajici NMP. Tyto
kultury byly pfidany také proto, aby doSlo k ovéfeni, zda dochdzi k rozkladu PVP. Bylo
predpokladano, ze pokud by kultura DSM 7356 byla schopna odstépeni pyrrolidonového
kruhu, bakterie rozkladajici NMP by pak mohly odstépeny kruh rozkladat. Z vysledkt
uvedenych v Tab. IX je vSak patrné, Ze k odStépeni pyrrolidonového kruhu kulturou DMS
7356 nedochézi, nebot pokles hodnoty DOC pod droveit odpovidajici zastoupeni uhliku
v PVP (cca 330 mg.l'l) nenastal.

V piipad¢ obou sérii lahvi s kulturou DSM 8566 doslo pouze k rozkladu piitomného

kvasni¢ného extraktu.

Predpoklddané degradacni vlastnosti zakoupenych kultur nebyly v tomto pokusu

potvrzeny. Pouzité kultury DSM tedy nejsou schopny rozkladu PVP.

Z Tab. X vyplyva, Ze ani za piitomnosti NMP jako kosubstritu k rozkladu PVP

nedoSlo. NMP obsazeny v degradacnich lahvich pravdépodobné neindukuje tvorbu
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degrada¢nich enzymt u pouZitych kultur. Hodnoty DOC v pribéhu pokusu se v obou

sériich spiSe zvySovaly v dusledku odumirdni bunék a rozkladu buné¢né biomasy.

Zavérem lze tedy fici, Ze u kultur DSM k rozkladu PVP ani NMP nedochazi.
U kultury DSM 7135 byl pokus jesté dale modifikovan, viz. nasledujici podkapitola.

7.3.3 Modifikovany pokus s kulturou DSM 7135

Cile a rozvrzeni pokusu

Z ptedchoziho pokusu je ziejmé, Ze k rozkladu PVP ani NMP kulturou DSM 7135
nedochazi. Bylo tak zjisténo, Ze ptidavek NMP neni schopen indukovat tvorbu enzymd,
pomoci nichz kultura DSM 7135 rozklad4 aromaticky kruh degradovanych latek. V tomto
pokusu byl tedy testovan rozklad PVP pomoci této kultury, ovSem za piidavku roztoku
salicylanu sodného jako kosubstratu, nebot’ salicylan je DSMZ [53] uvadén jako rlstovy

substrat této kultury.

Rozvrzeni pokusu:

V pokusu byly nasazeny dv¢ série, kazd4 se dvéma paralelnimi lahvemi. Bylo pouzito
MM s vitaminy, s 600 mg.l'1 PVP a se 100 mg.l"' salicylanu sodného. Viechny lahve
obsahovaly 20 ml MM s vitaminy, dile bylo do lahvi ddvkovdno 20 pl bakteridlni

suspenze. Do lahvi jedné série byl davkovan kvasnicny extrakt (50 mg.l'l).

Rozpis lahvi:

Lahve &. 1, 2: 600 mg.1" PVP + 100 mg.1" salicylan sodny + kultura DSM 7135

Lahve &. 3. 4: 600 mg.1" PVP + 100 mg.1" salicylan sodny + kultura DSM 7135

+ 100 pl roztoku kvasni¢ného extraktu

V uréenych ¢asovych intervalech byly v priitbéhu pokusu odebirany vzorky pro stanoveni

DOC. Pokus probihal po dobu 32 dni.
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Vysledky pokusu
Hodnoty DOC v pribéhu pokusu jsou uvedeny v Tab. XI.

Tab. XI Hodnoty DOC v prubéhu pokusu rozkladu PVP kulturou DSM 7351

Doba pokusu [dny]
Lahev ¢. 0 10 27 32
DOC [mg.1"]

1 395,8 314,3 329,1 314,5
2 395,8 336,7 356,9 335,3
Primér 395,8 325,5 343,0 324,9
Sm. odchylka - 15,8 19,7 14,7
3 4159 346,5 3674 349,0
4 4159 343,5 3349 3314
Pramér 415,9 345,0 351,2 340,2
Sm. odchylka - 2,1 23,0 12,4

U lahvi ¢. 1 a 2 doSlo ke sniZzeni hodnot DOC, tyto hodnoty vSak odpovidaji pouze
rozkladu ptfitomného salicylanu sodného. Taktéz u lahvi ¢. 3 a 4 doslo ke snizeni hodnot
DOC, opét vsak tyto hodnoty odpovidaji pouze rozlozeni salicylanu sodného. K rozkladu
pfidaného kvasni¢ného extraktu v lahvich ¢. 3 a 4 pravdépodobné nedoSlo. V zavéru
pokusu dochézelo k nartstiim hodnot DOC, zplisobenym odumirdnim bunék a rozkladem

bunécné biomasy.

Z provedeného pokusu vyplyva, Ze kultura DSM 7135 neni schopna rozkladu PVP,
a to ani po pfidani salicylanu sodného jako kosubstritu. Pfitomnost salicylanu sodného
v degradacnich lahvich sice umoZznuje, na rozdil od pfitomnosti NMP, zahdjit tvorbu
degradacnich enzymt dané metabolické dréhy, avSak ani v pfitomnosti téchto enzymu

k rozkladu PVP nedochazi.
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7.4 Degradace PVP kulturami bakterii rodu Sphingomonas a
Sphingobium (CCM, CR)

7.4.1 Cile a rozvrzeni pokusu

Kultury pouZité v nasledujicim pokusu byly zakoupeny z Ceské sbirky

mikroorganismti. Pouzité kultury byly vybrany na zdklad¢ svych degradacnich schopnosti.

Kultura Sphingomonas histidinilytica CCM 7545 je schopna degradace histidinu a je
schopna vyuZzivat hexachlorcyklohexan. Kultura Sphingomonas ummariense CCM 7431 je
rovnéZ schopna degradace [-hexachlorcyklohexanu. Posledni kulturou je kultura
Sphingomonas  paucimobilis  CCM 2129, kterd& je  schopna  vyuZivat
2,4-dichlorofenoxyalkylkarboxylové kyseliny. [54] Cilem pokusu bylo zjistit, zda jsou tyto
kultury schopny rozkladu pyrrolidonového kruhu.

Rozvrzeni pokusu:

V tomto pokusu bylo nasazeno Sest sérii, kazd4d se dvémi paralelnimi lahvemi vedle
sebe. Pro pokus byly pfipraveny dvé ddvky MM s vitaminy — prvni ddvka byla sloZena z
MM s vitaminy a se 600 mg.I" PVP, ddvka druhd se sklddala z MM s vitaminy, s 600
mg.I"' PVP a 100 mg.I"' NMP. V3echny lahve obsahovaly 20 ml MM s vitaminy, déle bylo

do lahvi ddvkovano 20ul bakteridlni suspenze.

Rozpis lahvi:
Lahve €. 1, 2: 600 mg.l'1 PVP + kultura CCM 7545

Lihve & 3, 4: 600 mg.I"' PVP + kultura CCM 7431

Lihve &. 5, 6: 600 mg.I" PVP + kultura CCM 2129

Lihve & 7, 8: 600 mg.I" PVP + 100 mg.1"" NMP + kultura CCM 7545

Lahve &. 9, 10: 600 mg.I"' PVP + 100 mg.I"' NMP + kultura CCM 7431

Lihve & 11, 12: 600 mg.1" PVP + 100 mg.I"' NMP + kultura CCM 2129

V uréenych ¢asovych intervalech byly v priitbéhu pokusu odebirdny vzorky pro stanoveni

DOC. Pokus probihal po dobu 20 dni.
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7.4.2 Vysledky pokusu

Hodnoty DOC v pribéhu pokusu degradace PVP jsou uvedeny v Tab. XII. V Tab. XIII jsou
uvedeny hodnoty DOC v prubéhu pokusu degradace PVP s ptidavkem NMP.

Tab. XII Hodnoty DOC v priubéhu pokusu degradace PVP kulturami bakterii
Sphingomonas a Sphingobium (CCM, CR)

) ) " Doba pokusu [dny]
Vichot | P | e [0 T3 [ 15 ]
DOC [mg.]"]
1 338,5 367,9 3445 320,3
CCM 2 338,5 359,2 331,2 3134
7545 Primér 338,5 363,6 337,9 316,9
Sm. odchylka - 6,2 9,4 4.9
3 338,5 3584 336,5 316,2
CCM 4 338,5 366,1 351,3 3149
PVP 7431 Primér 338,5 362,3 343,9 315,6
Sm. odchylka - 54 10,5 0,9
5 338,5 371,2 329.8 316,9
CCM 6 338,5 366,1 337,7 318,6
2129 Pramér 338,5 368,7 333,8 317,8
Sm. odchylka - 3,6 5,6 1,2

Z Tab. XII je patrné, Ze 7. den pokusu doslo ke zvyseni hodnot DOC. Pfi¢inu tohoto
zvySeni nedokdZeme vysvétlit, protoze vSak bylo zaznamendno ve vSech piipadech,
pfedpokladame systémovy vliv. V nasledujicich dnech pokusu naopak dochazelo

k mirnému poklesu hodnot DOC.
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Tab. XIII Hodnoty DOC v prubéhu pokusu degradace PVP kulturami bakterii
Sphingomonas a Sphingobium (CCM, CR), s piidavkem N-methyl-2-pyrrolidonu

’ ; " Doba pokusu [dny]
sobstt | holura | LeheVE 0 7 15 20
DOC [mg.I""]
7 411,6 445.4 418,20 396,0
CCM 8 411,6 447,8 413,70 397,6
7545 Pramér 411,6 446,6 415,95 396,8
Sm. odchylka - 1,2 3,18 1,1
9 411,6 441,0 397,80 383,3
PVP 1 cem 10 411,6 425,0 391,40 375,2
v | 7431 Priimér 411,6 433,0 394,60 379,3
Sm. odchylka - 11,3 4,53 5,7
11 411,6 425.4 415,10 382,3
CCM 12 411,6 4543 416,60 398,9
2129 Primér 411,6 439,9 415,85 390,6
Sm. odchylka - 20,4 1,06 11,7

V Tab. XIII 1ze pozorovat, podobné jako v Tab. XII, zvySeni hodnot DOC 7. den
pokusu. V nasledujicich dnech pokusu vsSak dochédzelo k mirnému poklesu hodnot DOC
a protoze tato tendence byla ponékud odlisnd od prubehil predchédzejicich pokust, nebyl

pokus prozatim ukonéen a nadale bude sledovén pracovniky UIOZP.
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7.5 Pokus rozkladu postrannich skupin PVP bakteriemi degradujicimi

NMP

7.5.1 Cile a rozvrzeni pokusu

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda je né€ktera z kultur rozkladajicich N-methyl-2-
pyrrolidon (NMP) schopna rozlozit postranni skupiny PVP. Kultury rozkladajici NMP
byly vybrany z toho diivodu, Ze NMP je tvoien obdobnym dusikatym heterocyklem, ktery
se nachdzi taktéZ v PVP. Vyhodnoceni pokusu vychézelo ze skute¢nosti, Ze uhlik obsaZeny
v postrannich skupindch PVP piedstavuje vétSinu uhliku PVP, a tedy piipadny rozklad
pyrrolidonovych kruhti PVP a jejich utilizace by méla byt zachytitelnd stanovenim DOC.

V pokusu byly pouZity kultury ziskané a ulozené v ramci vyzkumnych praci UIOZP FT.

RozvrZeni pokusu:

Pro pokus byly piipraveny dvé davky MM, a to davka A a davka B. Davka A byla
slozena z MM se 100 mg.I"' NMP, divka B se skladala z MM se 100 mg.I"" NMP a 600
mg.1" PVP. Byly tedy piipraveny dvé série zkumavek, jedna s divkou A, druh4 s divkou
B. Zbytek diavek A a B byl po vhodném ztfedéni pouzit pro stanoveni vstupni hodnoty
DOC. Zkumavky davky A v prabehu pokusu slouzily pouze pro vizudlni porovnéni rastu

bakteridlni biomasy.

Rozpis zkumavek:

Zkumavky €. 1 a 2: kultura MS1 Zkumavky €. 13 a 14: kultura MP13
Zkumavky €. 3 a 4: kultura MSZ Zkumavky €. 15 a 16: kultura FEN2B
Zkumavky €. 5 a 6: kultura JF1 Zkumavky €. 17 a 18: kultura MP1
Zkumavky €. 7 a 8: kultura MS2 Zkumavky €. 19 a 20: kultura MP2
Zkumavky €. 9 a 10: kultura MSY Zkumavky €. 21 a 22: kultura MP11

Zkumavky €. 11 a 12: kultura MP11

V pribéhu pokusu byly odebirdany vzorky pro stanoveni DOC. Pokus probihal po dobu 28

dni.
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7.5.2 Vysledky pokusu
Hodnoty koncentrace DOC v priibéhu pokusu jsou u série B uvedeny v Tab. XIV.

Tab. XIV Hodnoty DOC v prubéhu pokusu rozkladu postrannich skupin PVP bakteriemi
degradujicimi NMP

Doba

pokusu 0 14 28

dny]
C. |Pouziti| DOC Primeér Sm. DOC Primeér Sm. DOC Primeér Sm.
zk. | kultura [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch.
1 381,9 325,4 335,3

MS1 3819 - 328,6 | 4,5 3393 | 5,7
2 381,9 331,8 3433
3 381,9 339 340,8

MSZ 381,9 - 3379 | 1.6 3448 | 5,7
4 381,9 336,8 348.8
5 381,9 334,1 342,2

JF1 381,9 - 3325 | 2,3 3449 | 3.7
6 381,9 330,8 347.5
7 381,9 354 3493

MS2 381,9 - 348,5 | 7.8 349,1 | 03
8 381,9 343 3489
9 381,9 342,5 348,9

MSY 3819 - 340,1 | 34 351,2 | 3.3
10 381,9 337,7 353,5
11 381,9 344,5 3422

MP11 3819 - 346,2 | 2.3 3488 | 9,3
12 381,9 347,8 3554
13 381,9 337,7 346,9

MP13 3819 - 336,3 | 2.1 3475 | 0,8
14 381,9 334,8 348,1
15 381,9 3519 358.8

FEN2B 381,9 - 341,7 | 14,5 355,5 | 4,7
16 381,9 3314 352,1
17 381,9 339 348.4

MP1 381,9 - 3388 [ 0,3 346,7 | 2.5
18 381,9 338.,6 3449
19 381,9 333,2 341,6

MP2 381,9 - 339,1 | 8,3 3448 | 4.5
20 381,9 345 348
21 381,9 343,6 356,5

MP11 381,9 - 344,0 [ 0,6 346,1 | 14,8
22 381,9 344 .4 335,6

Jak je z ddaji v Tab. XIV patrné, v prabéhu pokusu doslo u vSech kultur diisledkem
rozkladu NMP ke snizeni hodnot DOC. SniZeni hodnot DOC vSak bylo opétovné
ndsledovano jejich nartistem, a to zfejm¢ diky odumirani a rozkladu bunécné biomasy, aniz
by doslo k poklesu hodnoty DOC pod hladinu danou obsahem uhliku v PVP (pfiblizn¢ 330
mg.l'l).
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Vysledky vizudlniho pozorovdni zkumavek jsou uvedeny v Tab. XV. Zde je ve
sloupcich A zaznamendna mira zékalu u kontrolnich zkumavek (s davkou A, jen s NMP),
ve sloupcich B je zdkal zkumavek s ddvkou B (NMP + PVP). Ve vedlejsich sloupcich jsou
poznamky o dalSich pozorovanych jevech. Zkumavky byly pozoroviany ve zvolenych
intervalech, v Tab. XV jsou vSak uvedeny pouze pozorovani zaznamenané 6. a 14. den.
V nasledujicich dnech nedochdzelo jiz k Zddnym vyznamnym zméndm, proto zde nejsou

uvedeny.

Tab. XV Vizudlni hodnoceni v pribéhu pokusu rozkladu postrannich skupin PVP
bakteriemi degradujicimi NMP

Doba pokusu [dny] 6 14
~ Pouzitd
C. zk. \ultura A | pozn. B pozn. A | pozn. B pozn.
1 ++ ++ ++ ++
MS1 - - - -
2 ++ ++ ++ ++
3 ++ ++ ++ ++
MSZ - - - vlocky
4 ++ ++ ++ ++
5 + - ++ y ++ y
JF1 - vlocky vlocky vlocky
6 + - ++ ++
7 ++ ++ . ++ ++ .
MS2 - biofilm - biofilm
8 ++ ++ ++ ++
& ++ ++ ++ ++
MSY - - - -
10 ++ ++ ++ ++
11 + . + . ++ y ++ y
MP11 vlocky vlocky vlocky vlocky
12 + + ++ ++
13 ++ ++ ++ ++ y
MP13 - - vlocky vlocky
14 ++ ++ ++ ++
15 ++ ++ ++ ++
FEN2B - - - -
16 ++ ++ ++ ++
17 ++ ++ ++ +++
MP1 - - - -
18 ++ ++ ++ +++
19 ++ ++ ++ y ++ y
MP2 - - vlocky vlocky
20 ++ ++ ++ ++
21 ++ ++ ++ y ++ y
MP11 - - vlocky vlocky
22 ++ ++ ++ ++

Vysvétlivka: +++ — silny zdkal, ++ — stfedni zdkal, + — slaby zdkal
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ZTab. XV je patrné, Ze mezi zkumavkami stejnych sérii nebyly pozorovéany velké
rozdily. Pouze u n€kolika kultur byly pozorovany zmény ve zkumavkéch série B proti sérii
A. U kultury MSZ doslo v sérii B na rozdil od série A k tvorbé vlocek, coz mohlo byt
zpusobeno praveé piitomnosti PVP ve zkumavkach série B. Zajimavé vysledky byly
ziskany u kultury MS2, kde byla v pfitomnosti PVP pozorovdna tvorba vlockovitého
biofilmu na sténé zkumavek, ktery zcela chybél ve zkumavkach jen s NMP. Tyto vysledky
mohou byt podnétem ke sledovani vlivu rozpusténého PVP na uvedené bakteridlni kultury

a mohou naznacovat, ze PVP m4 urcity biologicky vliv na nékteré (mikro)organismy.

Zavérem tohoto pokusu je, Ze bakterie rozkladdajici NMP nejsou schopny rozkladu

postrannich skupin PVP.
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7.6 Pokus rozkladu PVP bakteriemi degradujicimi NMP v kooperaci
s kulturou Sphingomonas sp. JK2

7.6.1 Cile a rozvrzeni pokusu

Na zéklad¢ predchozich pokusti bylo zjiSténo, Ze Cistd kultura Sphingomonas sp. JK2
neni schopna samostatného rozkladu PVP. Taktéz bylo potvrzeno, Ze pouzité bakteridlni
kultury, rozklddajici NMP, nejsou schopny rozkladu postrannich skupin PVP.
V nasledujicim pokusu bylo pfesto zkoumdno, zda muiZe k biologickému rozkladu PVP

dochazet ve smiSenych spolecenstvech téchto bakterii, za pfitomnosti jak NMP, tak PVA.

Rozvrzeni pokusu:

V tomto pokusu bylo nasazeno 12 sérii, kazdd se dvéma paralelnimi vialkami.
Viechny vialky obsahovaly 10 ml MM s 20 pg.l" PQQ a dile 100 mg.l" PVA, 100 mg.I"
NMP a 600 mg.I"' PVP. Nésledng byly viechny vialky zao&kovany kulturou JK2 a druhou
kulturou, jinou pro kazdou sérii — viz rozpis nize.

Rozpis vialek:

Vialka €. 1 a 2: kultura JK2 + kultura MP1

Vialka ¢. 3 a 4: kultura JK2 + kultura MP2

Vialka €. 5 a 6: kultura JK2 + kultura MP10

Vialka ¢. 7 a 8: kultura JK2 + kultura MP11

Vialka ¢. 9 a 10: kultura JK2 + kultura MP13

Vialka €. 11 a 12: kultura JK2 + kultura FEN2B

Vialka ¢. 13 a 14: kultura JK2 + kultura MS1

Vialka ¢. 15 a 16: kultura JK2 + kultura MS2

Vialka ¢. 17 a 18: kultura JK2 + kultura JF2

Vialka €. 19 a 20: kultura JK2 + kultura MSY

Vialka ¢. 21 a 22: kultura JK2 + kultura RO

Vialka ¢. 23 a 24: kultura JK2 + kultura J20
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Ptidavky PVA a NMP, piitomné v degradacnich zkumavkach, slouZily jako ptipadné
induktory pro tvorbu degradac¢nich enzyml a soucasné jako substrat pro podporu rdstu
kultur. V prabehu pokusu byly odebirdny vzorky pro stanoveni DOC. Pokus probihal po
dobu 45 dni.

7.6.2 Vysledky pokusu
Hodnoty DOC namétené v prubéhu pokusu jsou uvedeny v piiloze P 1.

Vysledky vizudlniho pozorovani vialek jsou uvedeny v Tab. XVI. Zde je zaznamenana
mira zdkalu a také poznamky o dalSich zpozorovanych jevech. Zkumavky byly pozorovany
ve zvolenych intervalech, v Tab. XVI jsou vSak uvedeny pouze pozorovani zaznamenané

oy .o

vyznamnym zmeéndm, proto zde nejsou uvedeny.
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Tab. XVI Vizudlni hodnoceni v prubéhu pokusu rozkladu PVP bakteriemi degradujicimi

NMP v kooperaci s kulturou Sphingomonas sp. JK2

Doba pokusu 10 17 31
__[dny]
C. | Pouzita |, . .
. | kultura Zakal pozn. Zakal pozn. Zakal pozn.
1 +++ +++ ++
MP1 drobné vlocky drobné vlocky drobné vlocky
2 +++ +++ ++
3 - +4++ vlocky, - vlocky,
MP2 drobné vlocky smyvatelny smyvatelny
4 +++ +++ povlak +++ povlak
5 ++ vice vétSich ++ vice vétSich ++ vice vétSich
MP10 N y y
6 +—+ vloCek ++ vlocek ++ vlocek
7 + L + L + L
MP11 drobné vlocky drobné vlocky drobné vlocky
8 + + +
9 +++ [ vice drobnych | +++ [ vice drobnych | ++ | vice drobnych
MP13 ) . <
10 +++ vlocek +4+ vlocek ++ vlocek
11 +++ +++ ice v&ts{ ++ ice v&tsi
FEN2B drobné viocky vice Yetswh vice Yetswh
12 T+ +++ vlocek ++ vlocek
13 ++ ice v&tsi ++ ++
MS1 vice veGich velké viocky velké viotky
14 ++ vlocek ++ ++
15 +++ +++ +++
MS2 drobné vlocky velké vlocky velké vlocky
16 +++ +++ +++
17 | vice drobnych e v!ocky, . R v%ocky, .
JF2 vlocek smyvatelny smyvatelny
18 +++ +++ povlak +++ povlak
19 ++ { a3 ++ ++ o v W v
MSY vice \ietswh velké viocky méné Yetswh
20 ++ vlocek ++ ++ vlocek
21 Ro || vicedrobnych | +++ | vice drobnych | +++ | vice drobnych
22 +++ vlocek +++ vloc¢ek +++ vlocek
23 +++ | vice drobnych | +++ | vice drobnych | +++ [ vice drobnych
J20 N » <
24 +++ vloCek +4+ vlocek +++ vlocek

Vysvétlivka:

+++ — silny zdkal, ++ — stfedni zdkal, + — slaby zdkal
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Z tabulky uvedené v piiloze P I vyplyva, Ze ve vialkdch s kulturami JK2 + MP1, JK2
+ MP13 a JK2 + FEN2B doslo v priitbé¢hu pokusu k poklesu hodnot DOC na hodnoty pod
troveti odpovidajici zastoupeni uhliku v PVP (cca 330 mg.l™). Tento pokles miize byt
vysvétlen bud’ sorpci ¢asti PVP na pomnoZené bunky degradérii nebo jako cca 10%
degradace PVP nejasného charakteru. Pokles hodnot DOC vSak byl nésledovén jejich

ndrtstem, zfejme opét v diisledku odumirdni a rozkladu bunécné biomasy.

Z Tab. XVI je patrné, Ze u vétsSiny vialek doslo k vytvofeni dobfe pozorovatelného
zékalu v disledku rozkladu NMP i PVA obéma typy kultur. Dédle byl pozorovin vznik
vlocek, cozZ byvd u smiSenych mikrobidlnich kultur pomérn€ obvyklé. U vialek s kulturami
JK2 + MP2 a JK2 + JF2 doSlo po dobu trvani pokusu k vytvofeni smyvatelného povlaku
na sténéach vialek. Toto bylo pravdépodobné ddno charakterem metabolitti vznikajicich pfi

rustu uvedenych mikroorganisma.

Celkové¢ vysledky pokusu nedokazuji, Ze by doslo k vyznamnému rozkladu PVP.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala biodegradaci syntetickych polymerii bakteriemi rodu
Sphingomonas. Biodegradace byla sledovdna u polyvinylalkoholu (PVA) nesouciho
obchodni oznaceni MOWIOL 5-88 a u polyvinylpyrrolidonu, znac¢eného PVP KI15.
V ramci préice byla provedena fada lahvovych a zkumavkovych degradacnich testl. Z lahvi
¢i zkumavek byly ve zvolenych casovych intervalech odebirany vzorky, které byly
podrobeny analyze. Testy byly vyhodnocovany sledovanim poklesu koncentrace PVA
spektrofotometrickou metodou v mikrotitraCnich destickdch a déle sledovanim sniZeni
koncentrace rozpuSténého organického uhliku v centrifugovanych vzorcich pomoci
analyzéatoru uhliku. V pfipad¢ potieby byl spektrofotometricky sledovan zdkal (ODggp)

degradacnich suspenzi, jako ukazatel mnoZeni bun¢k.

Prvni pokusy v rdmci této prace se zabyvaly rozkladem PVA ve vodném aerobnim
prostiedi kulturou Sphingomonas sp. JK2, v zavislosti na mife inokulace. Do degrada¢nich
lahvi s obsahem minerdlniho média s PQQ a 500 mg.l"' PVA bylo ddvkovdno riizné
mnoZstvi bakteridlni suspenze tak, aby vychozi koncentrace bakterii dosahovala od 10° po
10 bundk/ml. Po vyhodnoceni pokusu bylo zjiiténo, Ze k biologickému rozkladu PVA
muze dochdzet i v prostiedi s nejnizsi pouZitou vychozi koncentraci bakterii. Takto bylo
zjisténo, Ze nizka hustota bun¢k prodluzuje lagovou fazi rozkladu polyvinylalkoholu, ale

podstatné neovliviiuje rychlost nasledné degradace polymeru.

Vs v

V dalsi casti diplomové prace byly provddény pokusy biologické degradace PVP ve
vodném aerobnim prosttedi. Testy prob&hly jak za pouZiti Cistych kultur bakterii rodu
Sphingomonas, poptipadé rodu Sphingobium, tak za pouziti smésnych inokul bakterii rodu

Sphingomonas s bakteriemi rozkladajicimi N-methyl-2-pyrrolidon (NMP).

Degradacni testy s ¢istymi kulturami bakterii probihaly pii vychozi koncentraci 500 ¢i
600 mg.1"PVP. V nékterych piipadech byl pfidavan relevantni kosubstrét, a to PVA, NMP
& salicylan sodny, vZdy o koncentraci 100 mg.I". Z provedenych pokust viak vyplyvd, ze
pii pouziti zvolenych Cistych kultur k vyznamnému rozkladu PVP nedochdzi, a to ani

v ptipad¢ pfidani danych kosubstrati.

Déle byla testovana biologickd rozlozitelnost postrannich skupin PVP bakteriemi
rozkladajicimi NMP. Koncentrace vychoziho substratu v degrada¢nich zkumavkach byla
600 mg.I"PVP a 100 mg.I'NMP. V pribéhu pokusu doslo ke sniZeni hodnot rozpusténého
organického uhliku, které vSak odpovidaly pouze rozkladu pfitomného NMP. Lze tedy
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konstatovat, ze pouzité bakterie rozkladajici NMP nejsou schopny rozkladu postrannich

skupin PVP.

V neposledni fad¢ probehl také pokus rozkladu PVP pomoci bakterii Sphingomonas
sp. JK2 v kooperaci s bakteriemi rozkladajicimi NMP. Vychozi koncentrace PVP v pokusu
byla 600 mg.1". Déle bylo krom& PVP piiddno 100 mg.l" PVA a 100 mg.I" NMP, které
zde slouZily jako induktory pro tvorbu degradacnich enzymi a soucasné¢ jako substrat pro
podporu rtstu kultur. Z hodnot rozpusténého organického uhliku v pribéhu pokusu

vyplyva, Ze k podstatnému rozkladu PVP ani v této kombinaci nedoslo.

Zavérem lze k biologickému rozkladu PVP fici, Ze ackoliv je tento polymer vSeobecné
povazovan za velmi té€Zce biologicky rozloZzitelny, je tfeba i nadéle sledovat moZnosti jeho

rozkladu a tim i odstranéni z Zivotniho prostredi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BDH
BMSM
BPA
BTM
CCM
CASO
CpvA
CR
cov
DOC
DSMZ
FR

FT
HPLC
MM
NMP
ODesoo
OPH
PCP
PEG
PQQ
PVA
PVA-DH

PVP

B-diketonhydroldza

Zakladni minerdlni médium

Bisfenol A

Bromthymolova modft

Ceskd sbirka mikroorganismu
Casein-Soya agar

Koncentrace PVA

Ceska republika

Cistirna odpadnich vod

Rozpustény organicky uhlik

Némeckd sbirka mikroorganismti a bunéénych kultur
Fyziologicky roztok

Fakulta technologicka

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie
Mineralni médium
N-methyl-2-pyrrolidon

Opticka hustota — zdkal méfeny pfi vinové délce 600 nm
Hydroldza oxidovaného polyvinyalkoholu
Pentachlorfenol

Polyethylenglykol

Pyrrolochinolinchinon

Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol dehydrogenaza

Polyvinylpyrrolidon
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PI Hodnoty DOC naméfené v pribéhu pokusu rozkladu PVP bakteriemi

rozkladajicimi NMP v kooperaci s kulturou Sphingomonas sp. JK2



PRILOHA P I: HODNOTY DOC V PRUBEHU POKUSU ROZKLADU PVP BAKTERIEMI ROZKLADA JICIMI
NMP V KOOPERACI S KULTUROU SPHINGOMONAS SP. JK2

Doba pokusu 0 10 17 31 45
[dny]
C. | Pouzitda | DOC primer| S™ | POC |pame| Sm- | DOC [o . | Sm. | DOC |, . | Sm. | DOC |g. . | Sm.
zk. | kultura [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] TUME 5 qch. [mg.l'l] TUMEL o qch.
1 454.8 270,4 300,2 3154 325.1
MP1 454 - 2 29,0 2 0,5 319,5 | 5.8 3238 | 1.8
2 454.8 54,8 311.4 90,9 299.5 99,9 323.6 ’ 3225 ’
3 454.8 320,9 300.,9 308,3 333,3
MP2 4548 | - 317,7 | 4.5 300,7 | 04 308,3 | 0,1 327,1 | 88
4 454.8 3145 300,4 308,2 320.9
5 454.8 320,3 310,2 3233 327,1
MP10 4548 | - 3199 | 0.6 1 0,5 3238 | 0,6 327,1 | 0,1
6 4548 ’ 3194 ’ 310,9 3106 3242 327.0
7 454.8 313,0 310,1 3282 333,1
MP11 4548 | - 3219 | 12,6 3074 | 3.8 322,5 | 8,1 3323 | 12
8 454.8 330,8 304,7 316,8 3314
2 MP13 4548 454.8 307.0 302,9 | 5.8 2977 304,5 | 9.5 308,9 3145 | 7.9 3182 3277 | 134
10 454.8 ’ 2088 ’ ’ 311,2 ’ ’ 320,1 ’ ’ 3372 ’ ’
11 454.8 2997 299.3 313,9 3187
FEN2B 4548 | - g | 11,2 2| 11,1 3179 | 5.7 3304 | 16,5
12 454.8 315,6 3077 315,0 307,2 321,9 ’ 3421 ’
13 454.8 323,6 3142 343,2 338.5
MS1 4548 | - 3244 | 1,1 3149 | 1,0 336,3 | 9,8 351,0 | 17,7
14 454.8 3252 315,6 3294 363,5
15 454.8 321,3 3172 336,3 3459
MS2 454,8 324,1 | 3,9 3174 | 02 340,1 | 5.3 346,6 | 1,0
16 454.8 326.8 317.,5 343,8 3473




PRILOHA PI-POKRACOVANI: HODNOTY DOC V PRUBEHU POKUSU ROZKLADU PVP BAKTERIEMI
ROZKLADA JICIMI NMP V KOOPERACI S KULTUROU SPHINGOMONAS SP. JK2

Doba pokusu 0 10 17 31 45
[dny]

C. | Pouzita | DOC pramee| S™ | POC | pramer| S™ | POC |pramer| S™ | POC | primee| S™ | POC | pramer| S™
zk. | kultura [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch. [mg.l'l] odch.
17 454.8 311,0 312,7 3324 330,6

JF2 4548 | - 21| 73 5| 265 3294 | 43 330,7 | 0,1
18 454.8 321,3 316,2 350,2 31,5 326,3 ’ 330,8 ’
19 454.8 375,7 318,6 335,2 337.8

MSY 4548 | - 376,5 | 1,1 \ 2.9 3320 | 4.6 340,8 | 4.2

20 454.8 3773 314,5 316,6 328,7 ’ 343,8 ’
21 454.8 308,4 311,5 327.8 3354

RO 4548 | - 102 | 2,5 3,7 320,6 | 10,2 3338 | 2.3
22 454.8 ’ 311,9 310, 306,2 308,9 3134 ’ 3322 ’
23 454.8 309,1 305,0 3187 322.8

120 4548 | - 315,7 | 9.3 3079 | 4.0 3232 | 63 344,7 | 30,9
24 454.8 ’ 322.3 ’ 310,7 ’ 327.6 366,35




