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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyvala isolaci bakterii, sofiop rozkladu polymeru — polyvinylal-
koholu (PVA) za denitrifikénich podminek. Vychozim vzorkem pro tuto isoladi dgnit-
rifika¢ni kal adaptovany na PVA. Samotnou izolaci kulithiapnych rozkladu PVAied-
chazelo jejich namnozeni pomoci lahvovych pomnociabacykli s polyvinylalkoholem
jako hlavnim substratem. Poté bylo provedenockgeani ziskanych suspenzi na pevna
Zivna média, kultivace za denitrifikaich podminek, j@okovavani acisténi vyrostlych
kolonii. U jednotlivych izolovanych kultur bylo nésiné provedeno Gramovo barveni,
které prokazalo, Ze téhvSechny izolované kultury jsou gramnegativni. D&l u kultur
sledovany iistové podminky, kde bylo zji&to vhodné Zivné médium pro jejichist a pro-
stredi kultivace (aerobni, mikroaerofilni). Jednotlkdtury byly nasledé podrobeny deni-
trifikac¢nim testim, které ukazaly, Ze té&fhvSechny izolované kultury jsou schopné denitri-
fikace. V testu denitrifikace s vyuzitim PVA byl zsamenan mirny naznak degradace
PVA u dvou kultur. Jednotlivé kultury byly zakonzevany pro pipad jejich dalSiho stu-

dovani.
Kli¢ova slova: polyvinylalkohol, denitrifikani bakterie, izolace, kultury

ABSTRACT

This Diploma thesis dealt with isolation of backecapable of degradation of polyvinylal-
cohol (PVA) under denitrifying conditions. Denitriifig sludge acclimated to the PVA was
used as initial sample for the process. The ismatif cultures capable of PVA degradation
was started by repeated multiplication of bacteriaeveral cycles using PVA as the only
substrate. After that, obtained bacterial susp@ssigere inoculated onto solid agar media,
incubated and the growing colonies were re-inoedlatnto fresh media and purified.
Isolated strains were then Gram-stained, which sldothat almost all isolated bacteria
were gramnegative. In all obtained strains optigralwing conditions as well as suitable
agar type were also determined. Individual bactevere subsequently subjected to
denitrifying tests, which showed that almost albladed microbes were capable of
denitrification. The denitrification test using P\&s carbon source showed a slight level of
PVA degradation in two strains. All the bacteridasbed in the study were maintained for

further study.

Key words: polyvinyl alcohol, denitrifying microcagisms, isolation, strains
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UvoD

Rozvoj vyroby syntetickych polymern minulém stoleti zasadnim igobem ovlivnil
technicky vyvoj moderni spateosti a pinesl nezpochybnitelné vyhody vyuzitchto vy-
robka v Siroké Skale gimyslovych od¥tvi i v denni spdaehe kazdého z nés [1]. Na druhé
straré je potebarict, Zetada piimyslow vyrakénych polymel mize téZ negativhpiasobit

na lidské zdravi.

V posledni dob dochazi ke kazdoéoimu néafistu spateby polymed. Aby lidstvo ne-
bylo ttmito materialy zahlceno, je velmildzité tyto polymerni odpady recyklovat. Rozvi-
jeji se snahy o vyuZziti biologicky rozlozitelnéhatarialu, ktery se za &itych podminek
muze rozlozit vlivem fisobeni mikroorganistn V sowasné dob se vyrabi celdada syn-
tetickych polymeii, které ¢ast&€né sphuji vlastnosti biodegradovatelnosti. Mezi nejvy-

znamjSi pati poly-e-kaprolakton a polyvinylalkohol.

Polyvinylalkohol (PVA) pat mezi rozpustné syntetické polymery, které |zieada me-
zZi zdroje zneisténi vodnich ekosystéim Velka pozornost je &novana studiu biologické
rozlozitelnosti PVA. Je znama cékida mikrobialnich kultur, které se podileji na fadki
PVA za aerobnich podminek rfépjad Pseudomonas borelis O-3, Pseudomonas vesicula-
ris neboSphingopyxis spatada daldich mikrobialnich kultur. Na UIOZP (viz.kttarska
prace H. Marusincové [2]) bylo zjito, Ze PVA podléha biodegradaci za denitrifikiah

podminek.

Cilem préace je pokusit se o izolaci bakteriiclilejicich se na tomto procesu arippd

jejich nalezu popsat jejich zakladni vlastnosti.
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|. TEORETICKA CAST
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1 DENITRIFIKACE

Denitrifikace je proces, ktery probiha v oblastdegnich potenciél mezi -50mV a
+50mV, tedy v oblasti anoxické. Jedna se o podttgry se bzn¢ vyuziva v procesech
odstraiovani dusiku z odpadnich vod aipad dilezitym operacim ndistirnach odpad-
nich vod. Bhem @Znych isticich postup se totiz dusik odsthiaje jen z¢asti a proto je
nutno denitrifikaci ¥novat zasadni pozornost [3]. Denitrifikace jsou ogmty nejen
bakterie jakoPseudomonas stutzeRseudomonas aerugingsale i Paracoccus denitrifi-
cans Ralstonia eutropha Rhodobacter sphaeroidesale i mnoha halofiini a

hypertermofilni archea a dokonceékteré houby. [4]

nitrifikace {aerobni chemalithotrofy)
denitrifikace (anaerobnl respirace)
iy,
&
‘as'CE' ffusra.ny}
o
S i

Mg
Obr. 1. Kolokh dusiku

1.1 Biologicka denitrifikace

Tato denitrifikace je nejvice pouzivanym mikrobiainprocesem pro odstram dusiku

v odpadnich vodachdstiren. Proces navazuje na nitrifikaci, kteracpé v biochemické
oxidaci amoniakalniho dusiku na dusitany a ¢hemy. Po nitrifikaci nasleduje vlastni de-
nitrifikace, biochemickéa redukce na plynny dusii,kperé denitrifik&ni bakterie vyuzivaji
dusknany a dusitany jako akceptory elektiquti anaerobni respiraciiiéto denitrifikaci
je nutnd pitomnost vhodného organického substratu. ddmdné substraty pakqusta-
vuji vlastni znéisténi. Bakterie charakteristické pro tento proces wait substrat jako

zdroj uhliku a energie [3].
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Khan a Hiraishi ve své praciqustavili novou biotechnologii odstrar dusiku pouzitim
nerozpustnych biopolyméfjako PBH a PBHV coby alternativu substratu pro noitkolo-
gicky rast a denitrifikaci [5].

1.1.1 Nitrifikace

Jedna se o dvoustiipvy pochod, ktery musitpdchazet denitrifikaci. V prvnim stupni
(nitritace) se psobenim bakterii rodMitrosomonasNitrosococcusgii Nitrospira amonia-
kalni dusik oxiduje na dusitany a ve druhém stijpitiatace) se vlivem bakterii rodvit-

robacteraNitrocystisvzniklé dusitany oxiduji na dusiany [3].
* Nitritace:
NH;" +%,0, — NO + HO + 2 H
» Nitratace

NO, + ', 0, — NOs

1.1.2 Denitrifikace

Pasobenim denitrifikénich bakterii roduMicrococccus, Paracoccus, Denitrobacillus,
Pseudomonaa jinych dochazi k redukci NOa NG na plynné produkty Na N,O. Denit-
rifikac¢ni bakterie vyZaduji fitomnost organického substratu jako zdroj uhlikenargie.
Vyuzivan je zdroj endogenni (ndiklad zasoby v fitomné biomase) nebo exogenni zdroj
nagiklad methanol. S exogennim substratem je dehi@ck vzdy rychlejSi nez je tomu

s endogennim substratem [3].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

2 ISOLACE DENITRIFIKA CNiCH BAKTERIi S DEGRADA CNiMI
UCINKY

2.1 Isolace denitrifikaénich bakterii

V roce 2001 se Khan a Hiraishi [6] zabyvali isolaové denitrifik&ni chemoorganotrofni
bakterie, ktera je schopna aerobni i anaerobniadege poly-3-hydroxybutyratu (PHB) a
kopolymeru poly-3-hydroxybutyratu-valeratu (PHBWato bakterie byla isolovana z akti-
vovaného kalu Zistirny odpadnich vod v Japonsku. Na zakldogenetické analyzy byl
identifikovan novy mikroorganismus, ktery §eenem podskuping-proteobakterii a igd-
stavuje odliSnodadu uvnit ¢eledi Comamonadaceaélovy isolovany kmen NA1OB je

Acidovorax sp

Pro gedpstovani pouzili substrat ozéeny PBY (pepton + hazi extrakt + kvasgny
extrakt) a PBYN médium (PBY + 0,2% KN Pro isolaci a kultivaci PHB-degraduijici
denitrifikacni bakterie byl pouzit zakladni substrat d@pin 2g PHB prasku, 2g KNQOa
0,1g kvasninym extraktem na 1 litr (pH 7,0). Kultivace bylsopedena v testovacich zku-
mavkach o obsahu 20 ml a ve 100-500ml lahvich.aPaerobniist byly testované zku-
mavky nebo lahve Upémaplreny roztokem a inkubovanyi28°C. Po 3-7 dnech inkubace
byla kultura rozétna na petriho misky a anaer¢bnkubovana dalSi 2 tydny. Vysledkem
isolace byl dote rostouci anaerobni bakterialni kmen NA10B, kisiyidentifikovan jako

Acidovorax sp

O rok pozdji Khan a Hiraishi [5] pokréovali ve svych studiich a isolovali &pz aktivo-
vaného kaluit denitrifikacni bakterie schopné degradace PHB a PHBV. VSechmgnk
mely ténx¥t stejné phenotypické vlastnosti. Byly to pohybligéam-negativni §ky s po-
larnim bEikem, které doie rostly na jednoduchych organickych sleninach, pra¥ tak
jako na PHB a PHBYV za aerobnich i anaerobnich digatcnich podminek. Na zaklad
fylogenetické analyzy (sekvence 16S rDNA)iatvSechny izolaty da@elediComamona-
daceae vyznamné skuping-proteobakterii. Na zakladsSech vysledk autdi usoudili, Ze
PHBV-degradani denitrifikaini bakterie by rély byt klasifikovany jako novy rod i novy

druh, pro ktery navrhli jménDiaphorobacter nitroreducens.
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Pro udrzeni, fedstovani a hlavnigstovani byl pouzit komplexni substrat ozeay jako
PBY, ktery obsahoval 0,5% bacto-peptidu, 0,3%¢&advw extraktu a 0,1% kvasmého
extraktu. Pro studii PHBV degradaci byl pouzit nméiei roztok dopliny 0,2% PHBV a
0,01% kvasninym extraktem. Pro anaerobni denitritiké rast byla PBY a PHBV media
doplrtna 0,2% KNQ. Kapalna kultura bylaipvedena do uzaviratelnych zkumavek nebo

lahvi a inkubovanaip28-30°C anaerolintiepanim narepace.

Mergaert a kolektiv [7] se v rdmci svédeckécinnosti zandtili na heterotrofni bakterie,
které isolovali pimo z pevného loZe kontinualnihaifwkoveého reaktoru praéisteni pitné
vody. Celkem isolovali 186 kolonii. Pevné loze bttoreno z granuli PHBV. Pro isolaci
heterotrofnich bakterii byly odebrany dva vzorkgpe\e granule z pla funkéniho reakto-
ru. Jeden vzorek byl odebran z daiasti reaktoru, v blizkosti oxické z6ny, a druhy rado

z horni (anoxickéy¥asti. Vysledky potvrdily vysoky gt heterotrofnich bakteriitfpom-
nych v biomase na polymernich granulickt3iha izolovanych kultur byla schopna redu-
kovat dustnany na dusitany nebo denitrifikovat a vyuzivaty@foxybutyratu coby jediné-
ho zdroje uhliku. VSechny isolované bakterie bylgngnegativni. D¥ bakterie, nalezené
pouze ve vzorku z horgasti, byly schopny denitrifikace s vyuzitim PHB. kiklad sek-
vence 16S rDNA byly tyto kultury identifikovany jalcidovorax facilisa Brevundimonas
intermedia Ostatni isolované bakterie vyskytujici se v dolebo horntasti reaktoru byly
na zaklad fylogenetické analyzyiffazeny kBrevundimonas, Pseudomonas, Agrobacteri-
um, AchromobactePhyllobacterium nebo byly fylogenetickyifbuzné sAfipia neboSte-

notrophomonas.

Postup isolace: Asepticky bylygneseny 2 g mokrych granuli do zkumavek obsahuijici
9 ml sterilniho fyziologického roztoku (0,86% NaCHK uvolréni biomasy pitomné na
granulich byly zkumavky prégpany na mixeru. Desetiniédini bylo rozeteno na R2A
agar. Misky byly inkubovany aerobmii 20°C. Jednotlivé kolonie bylyirpatkovavany v
pribéhu 6-8 dri kultivace a identifikovany na zakladekvence 16S rDNA.

Shinoda a kolektiv [8] v roce 2004 isolovali z ardmiho kalu Zistirny odpadnich vod
toluen rozkladajici denitrifikani bakterii, kmen DNT-1. Tento kmen byl schopigtu na
toluenu, benzaldehydu a benzoatu za aerobnicheraimaich podminek. Bakterialniiky

byly kratké tgky, na délku 2 — 2,5m a 1,5um v piiméru, byly gram-negativni, katalasa-
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negativni a oxidaso-pozitivni. Provedena fylogasigtianalyza (sekvence 16S rDNA) uka-
zala, Ze kmen DNT-1 je zastupcem rotliauera spa Ze je blizce ffbuzna s druhem

Thauera aminoaronatica S2

Pro gstovani daného kmene bylo pouzité Zivné médiumhaljgd 1,6 g NaHPO,; 1,0 g
KH.PO,; 0,5 g NHCI; 0.06 g KSOy; 0,025 g CaGI2H,0O; 0,1 g MgCl.6H,O; 0,42 g
NaHCG;; 15 mg EDTA . 2Na; 1,5 mg FeS@H,O; 20 mg vitaminu B12; 10 mg D-
biotin, vSe v 1 litru destilované vody s hodnotddl p,0 - 7,1. Toluen (0,5 mM) byligan
jako jediny zdroj uhliku a KN@(5 mM) bylo gidano v gfipadt potreby.

Schie a Young [9] se zatfili pii své studii na isolacii¢ch kultur, které rozkladaly fenol
za denitrifik&nich podminek. Kultury isolovali z anaerobnich seehti z iznych zens-
pisnych poloh. Kulturu PHOO2 isolovali z East RivelNew Yorku, kulturu FLO5 isolovali

z odvodiovaciho pikopu ve Floridském lesiku podél silnice a poslddriura CR23 byla
isolovana z maléicky v deStném lese v Carara National Park v KostaNSechnyii kul-
tury byly pohyblivé gram-negativnidly, které byly schopné vyuzit fenol jako jediny adr
uhliku a energie. Fylogeneticka analyza na zakémikvence 16S rDNA ukéazala, zZe kultury
PHO002, CR23 a FLO5 jsatlenem podskupiny-proteobakterii, aislusi k rodm Azoar-

cusa Thauera

Vzorky z prostedi byly kultivovany ve 160 ml lahvich bazpani pi teplo& 30°C. Lahve
obsahovaly 10 ml suspenzéigsavené z daného sedimentu a 90 ml mineralnihoianéd
(Taylor, Campbell, Chinoy, r.1970). Lahve byadre utésnény zatkou z neoprenové gumy.
Byl sledovan Ubytek fenolu v zavislosti na zakdtiery vznikal v disledku fistu bakterii.
Béhem 2 az 3 dindoslo ke ztrat fenolu. Koncentrace fenolu v lahvi bylaéfana pomoci

kapalinové chromatografie (HPLC).

Shinoda a kolektiv [10] se zabyvali isolaci novyadénitrifikacnich bakterii, které jsou
schopné anaerobmozkladat fenol. Isolovali dva druhgdhto degradénich bakterii, které
byly na zaklad fylogenetické analyzy identifikovany jakoAzoarcus sp. a

Magnetospirillum sp

V 2 litrové nadob bioreaktoru bylo bakterialni spékenstvo degradujici fenol za denitrifi-

kacnich podminek neustale obohacovano médiem obsalujk! fenol, 5mM NaHC@
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5mM KNO;. Pracovni objem 1,5 litru s hodnotou pH mezi 7,24 a teplotou 30°C byl
michan pi 500 ot&kach za minutu. Médium bylo n&mvano suspenzi 2idy ziskané p
péstovani neloupané ryZze a naslégmobublanaotistym dusikem. V intervalu 2-6 #siai
se na povrchu twda biomasa, ktera sergnesla daerstvého média a épnasleds obo-
hacovana. Po 1 roce obohacovani izolovali kmen C@éntifikovany jakoAzoarcus s@

po 3 letech kmen CC-26, identifikovany jakiagnetospirillum sp

Lu a kolektiv [11] zkoumali biodegradaci nonylfermdlyethoxylatu (NPEOS)

z denitrifikainiho aktivovaného kalu, ktery byl ziskan z anoxioléélrzeCOV v Shanghai,
(Cina). Vysledky ukéazaly, 7e NPEOs byly snadno demrady v procesu denitrifikace
aktivovanéeho kalu. Velky vliv na biologickou rozltginost NPEOs v procesu denitrifika-
ce nely organické latky, poateini koncentrace a teplota. Zjistili, Ze biodegradl&EOs
byla vyrazi potlatena v pitomnosti organickych latek. Pokles teplotyagpbil prudké
snizeni dinnosti odstraovani NPEOs. NPEOs byly biologicky rozloZzeny anbafaces-
tou, kterou doSlo k postupnému odsti@inethoxylovych slozek (jako acetaldehyd) na no-
nylfenol .Ve srovnéni s upravenym anaerobnim akangm kalem rél denitrifikacni AK

mnohem vysSSidinnost odstragni n&istot NPEO.

V ramci celého experimentu pouZivali striktanaerobni mikrobialni proces. K vyhodno-

ceni &innosti odstraovani celkového NPEOs byla vyuzita HPLC analyza.

Anaerobni medium obsahovalo MH (1,5 g.I'), MgChL.6H,0 (0,1 g.I"), CaC} (0,1 g.1"),
KH.PO, (0,6 g.I*) a dusknany (30 mM). Médium bylo sterilizovano po dobu hut a
po nasledném ochlazeni byliidano FeGl . 4H,0 (0,001 g1 a uhliitany (30mM). Déle

bylo upraveno pH média na hodnotu 7,0 pouzitim 1&1.H

Wang a Lee [12] se zabyvali isolaci denitritkéd bakterie se schopnosti rozkladu
e-kaprolaktamu z kalu, ktery pochazel z denitriikenadrze systéméisténi odpadnich
vod s vyrobny akrylonitri-butadien-styrenove (AB8Yyskyice. Nejprve provedli mikrobi-
alni pomnozeni v anorganickém mineralnim médiusabem iti roztoka (A, B, C) viz.
nize. Na z&tku mikrobialniho pomnozeni kazda ze 4 sktgreh lahvi obsahovala 3 ml
kalu, 30 ml mineralniho média &azné koncentrace-kaprolaktamu (125, 251, 502, 1003

mg.M). Kazda lahev byla napina a utsmsna sklesnou zétkou ped umistnim
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do kultivatni mistnosti. Kultivace probihala 7 @mpii teplo€ 30°C. Po vytvéeni zakalu a
tvorbé plynovych bublin, byly odebrany 3 ml suspenze ayddo nové sterilni skiéné
lahve a doSlo k opakovanému mikrobialnimu pomnoZeaitetim opakovani mikrobial-
niho pomnozeni bylo odebrano 5 ml suspenze z Kah#é a provedeno desetinieekni.
Nasled® byla suspenze rozena na petriho misky s agarem s kvasyin extraktem.
Misky se nechaly kultivovatipteplo& 30°C po dobu 24 hodin. Z kazdé misky byterne-
sena plna kéka jednotlivych kolonii na novou miskucgstym agarem s kvastrym ex-
traktem ke kontrolgistoty. Po tetim cyklu byly tedy isolovanyisté kultury ABS ze
smeésné kultury. VeSkeré kultury byly podrobeny testenitrifikace 2z vyuZzitim
e-kaprolaktamu jako substratu. Byly isolovany celké&nkmeny, gicemz jen jeden vyuZzi-
val 1014 mgt e-kaprolaktamu coby substrat proigviist. Tento kmen byl ozian jako
MCD-3. Jednalo se o gram-negativnikdy a oxidasovy test ukazal pozitivni vysledek. Na
zaklad fylogenetické analyzy (sekvence 16S rDNA) byl knM@D-3 identifikovan jako

Paracoccus versutus.

Roztoku Abyl sloZzen: 0,66 g ¥1POy; 0,54 g KNQ; 5 g (NH,)>SO, na 1 litr destilované
vody. Roztok B byl slozen: 20g MgS£7H,O na 1 litru destilované vody. Roztokhyl

slozen: 2g CaGl2H,0O; 1g FeSQ7H,O; 0,59 MnSQ.H,0; 0,1g NMoQ.2H,0O a 0,1g
CuSQ.5H,0 na 1litr 0,1N HCI. Tyto roztoky byly sterilizovaroddilen¢ za sterilnich
podminek a posléze byl vytken 1 litr anorganického mineralniho média. Toto iméd

bylo slozeno z 10 ml roztoku B, 10 ml roztoku C8®9 9nl roztoku A.

Slozeni agaru s kvasmym extraktem bylo na 1 litr destilované vody ndsjéci 3g kvas-

ného vytzku, 5 g peptonu, 10 g glycerolu, 9,8 g KNED16,5 g agaru.

Ehrenreich [13] a kolektivip svém studiu anaerobni oxidace alkasolovali #i nové al-
kan-degradujici denitrifikani bakterie, které anaerabivyuzivaly nasycené uhlovodiky
(alkany) o fizné délcaetézce. Zdrojem pro isolaci prvni kultury HAN1 byl aktvany kal
z ¢istirny odpadnich vod v Osterholz-Scharmbecku. jédnopro isolaci nasledujicich 2
kultur HXN1 a OcN1 byl vzorek sedimentu fikppu v Brémach. Vysledkem jejich zkou-
mani bylo, Ze isolovany kmen HdN1 je schopen vyaiZhexadekan. Biky tohoto kmene
byly ovalné acast&né pohyblivé a pochazely ze ggi obohacené alifatickym mineralnim
olejem. Isolovany kmen HxN1 byl schopen vyuZivatdrea jeho biiky byly ovalné a ne-

pohyblivé a pochazely ze $81 obohacené ropouidti isolovany kmen OcN1 byl schopen
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vyuZivat oktan a jeho lialty jsou Stihlé pohyblivé tynky, které pochéazely ze sisi oboha-

ceneé ropou.

Obohacené kultury byly nagtovany v 500 ml sklemych lahvichCisté kultury byly poté
péstovany v 125 ml 1&hvi nebo ve 20 ml zkumavce, &kieyly uzaveny pryZovou zatkou.
Anoxické podminky byly zajighy probublaniméistym dusikem. VSechny kultury byly
kultivovany ve tn¢ pii 28°C v gitomnosti hexanu, hexadekanu nebo oktanu. Rycplost
cesu denitrifikace, tedy tvorby plynu, byla nejpi¥dem 6-8 tydh v piitomnosti dusina-
na stejnd jako u kontrolnich lahvi (bez uhlovodikugitelny rozdil v rychlosti procesu
denitrifikace byl patrny az po dalSich 6-8 tydnéclitivace, kdy v lahvich obsahujici he-

xan, hexandekan nebo oktan byl proces podststinlejSi.

Franco a kolektiv [14] jeho spolupracovfiike pokusili isolovat bakterie degradujici po-
lymerni galloyl-ester z rizosféry rostlin, kteréstly v oblasti vytékani odpadni vody
z kozZeluzny. Bylo analyzovano zimeé mnoZstvi tyfp bakterii. Podélo se jim isolovat
celkem 54 aerobnich, 27 denitriftkdich a 17 sulfat-redukujicich bakterialnich kulthNea
z&klad sekvence 16S rDNA byly denitrifikai kultury identifikovany jako organismy
Gzce pibuzné s rodenSerratia a dale druhy Stenotrophomonas maltophii&bsiella

oxytoca, Herbaspirillum chlorophenolicumPseudomonas putida.

Postup ziskani kultur byl nasledujici: vzoreidy (5 g) byl viozen do 95 ml Ringerova
roztoku a tepan po dobu 20 minutigokojové teplat. Vhodnaredni této suspenze byla
rozetena nait misky s fiznym médiem (viz nize) pro pet aerobnich, denitrifikaich
nebo sulfat-redukujicich bakterii. Misky byly inka@ny ¥ teplo& 25°C po dobu 3 dn
pro celkové aerobni bakterie, 15 dni pro denitifik bakterie a 30 dni pro sulfat-

redukujici bakterie.

Médium ozn. NM(nitrate-medium) obsahovalo 5 Ypeptonu; 3 g howziho extraktu;

1 g.I* KNOs a 15 g.t' agaru. Médium ozn. LMlactate-medium) obsahovalo 12 grhlé:-
nanu sodného; 4,5 g.INaSQ; 0.06 g.* CaCh.2H,0; 0,3g.I* citronan sodny; 1 g!
NH.CI; 0,5 g.I' KH.PO;; 2 g.I' MgSQ.7H,0; 1 g.I* kvasnéného extraktu; 12 gH
agaru; 0,08 ml FeS® 0.015 g.mil hydrosticitan sodny; 0.010 g.illkyseliny askorbo-

Vé.
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Heylen a kolektiv [15] studovali v roce 2006 rozmntast denitrifikaénich bakterii v akti-
vovaném kalu z gstskychgistiren odpadnich vod, a také zkoumali nejvhg&inslozeni
isolatnich Zivnych médii. Vysledky ukazaly, Ze vhodnymgamickymi substraty pro zis-
kavani denitrifik&nich bakterii byly ethanol nebo jantaran. V pi#do izolovano celkem
199 denitrifik&nich bakterii. ¥tSina z nich pdila do kmeneProteobakteria piicemz
36,8% patilo do tfidy alphaproteobakteriab0,4% betaproteobakteria5,6% gammapro-
teobakteria,2% epsilonproteobaktriea maloucast zaujimaly bakterie kmer@rmicutes
(4%). Byla isolovana i jedna bakterie kmeB@cteroidetesJednotlivé bakterie byly isolo-
vany z misek siiznymi typy zivnych agarovych meédii, na kterych bydaetena sérige-
déni (1@ — 10°%). Misky byly kultivovany za anaerobnich podminek giobu dvou tydin
Isolované kultury z nejvysSih@dni byly poté isté podob podrobeny denitrifikénim
testim. Tato studie odhalila mnohem vice rozmanitychitdékacnich populaci nez bylo

jiz diive popsanoip vyzkumech aktivovaného kalu.
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3 DEGRADACE POLYMERU

Degradaci polymeru lze vystlit jako nezadouci zemu, ktera se projevi v jeho vlastnos-

tech. Obecé se tedy jednd o procesy, kteréugpbuji znénu vlastnosti polymernich

viN 7

vihkost, teplo, slungi nebo ionizujici zZ&@ni, mikroorganismy a jiné. Za vimi vliv ma-
Zeme povazovat naptermodynamickou nerovnovahu. Zny mohou byt biologického,

chemickéhogi fyzikalniho razu a nebo jejich kombinaci [16].
Podle ziasobu zah§jeni existuji degradace [17]:

» Degradace mechanicka a ultrazvukgnezpisobena mechanickym namahanim (p

mletim) nebo ultrazvukem, kdy jsou polymery vystaygysokym vibracim.

» Fotodegradacge skupinou fyzikalnich procés Fotochemické zimy probihaji

tehdy, pokud je absorbovanoiteiné z&eni o utité vinové délice.

» Termicka degradacge zpisobena vlivem tepelné energie a dalSich faktor

» Chemicka degradacgyuziva chemickyckinidel reagujicich s furdnimi skupina-

mi polymeii. Frikladem ntize byt degradace vyvolana ozonem.

» Katalytickd degradacge v podstat jistou formou degradace chemické s pouzitim

katalyzy. Katalyzator riize byt nap oxid skicity nebo rekteré kovy (nikl, Zelezo,

chrom aj.)

3.1 Biodegradace

Biodegradace je specialnfipad rozpadu, kdy dochazi k rozkladu organickytbkldniso-
benim biologickycliniteli. MuZe probihat v aerobnich podminkach, tedyitstypu kys-
liku, tak i v anaerobnich podminkach s absenciilkysIBiodegradace je ovlivovana
zejména vlivy prosedi (. swtlo, teplo, Ziviny, pH, vihkost). ¥Sinou je zaficinéna
enzymy produkovanymi mikroorganismy. V anaerobrgodminkéach dochéziétsinou ke
snizeni pH vlivem organickych kyselin produkovanyoikroorganismy. Naproti tomu
v aerobnim progeédi mize pH i vziist (@i kompostovani dochazi obvykle ke zvyseni pH
na 8-9). Bhem aerobni biodegradace dochazi k produkci oxHigitého, vody a nove

biomasy. Stej& tak jako pi anaerobni biodegradaciiigkteré se jest uvoliuje i methan.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 22

Vlivem ohromnych rozdil v piirodnich podminkach biodegradabilita polyteilné ko-

A

Biodegradabilita prvnich biodegradovatelnych pldstla testovana metodami vyvinutymi
pro studium schopnosti plasbdolavat mikrobialnimu napadeni. Tyto testy bybzgji

nahrazeny metodami, které stanovuji kavéeprodukty mikrobialniho metabolismu [18].

Schopnost polymér podléhat biologickému rozkladu nesouvisi s jejmtvodem, tedy
s tim, zda byly vyprodukovany wipodé nebo v chemickém reaktoru, ale s jejich chemic-
kou strukturou. Na zakl&déto struktury Ize fedpokladat hydrolytické nebo oxittd S&-

peni makromolekul [16].

V sowasné dob se vyrabiada syntetickych polymer které spiuji kritéria biodegradova-
telnosti. K nejvyznamg)Sim pati kyselina polymléna (PLA), polye-kaprolakton (PCL),
PVA a dalSi. Spaeba biologicky rozloZitelnych polymierv poslednich letech stoupa o
zhruba 50% réng.

3.1.1 Anaerobni rozklad

Jedna se o biologicky rozklad betigiupu kysliku, na kterém se pod#ida anaerobnich
mikroorganisni. Charakteristické jsou pro tento rozklad hodnaglaxniho potenciélu,
ktery je pod -50 mV. Proces probih#irpzerg v piirod (pf. mataly, sedimenty, bahno,
hluboké vrstvy pd, travici trakt) neboipzpracovani anaerobniho kalu G@®V. Fi proce-
su dochazi k postupnému rozkladu organické hmotgitamnosti snisné kultury mikro-
organisnii. Konegtnym produktem rozkladu je methan, oxid dhi, mineralni latky a novéa
biomasa. Ribéh anaerobniho rozkladu je owuliovan tim, zda jsou v prasdi gitomny
latky umoziujici anaerobni respiraciriRladem &chto latek jsou nap dusénany (denitri-
fikace) nebo sirany (desulfurikace) a za takovyotmpinek dochazi k vyznamné produkci
CO,, neba anaeroba respirujici bakterie jsou obvykle schopny Uplnéenalizace orga-

nického substratu.
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3.1.2 Aerobni rozklad

Predpokladem pro tento rozklad jefitpmnost kysliku v dostataé koncentraci a
samozejm¢ piitomnost aerobnich mikroorganigmktei vyuZzivaji organické latky jako
zdroj energie a k vyt¥éni novych buék. Rozklad tedy probiha z&iptupu kysliku a jsou
pro rgj charakteristické hodnoty redox potencialu nadm%0 Substrat j&aste&né oxido-

van na oxid uhtiity, vodu a zbytek jei@veden na tvorbu nové biomasy.
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4 POLYVINYLALKOHOL

4.1 Charakteristika

Polyvinylalkohol (PVA) je polarni synteticky polymektery se vyskytuje ve forénbilého
prasku rozpustného ve wbdv kyselinach. PVA je odolnyi¢i organickym rozpoustiuom

a jeho vlastnosti do ztiaé miry ovliviiuje jehocistota [16, 19].

Struktura PVA je tvéena uhliky, hydroxylovymi skupinami (-OH) a zbytKoni acetéato-
vymi skupinami (Obr. 2). Na obsahéchto skupin potom zavisi chemické, fyzikalni, me-

chanické a zpracovatelské vlastnosti [20].

O[CH, O CH] O [CH,O CH], O

O O
OH O
U
C==0
U
GH

Obr. 2. Chemicka struktura polyvinylalkohg0]

4.2 Vyroba

Polyvinylalkohol neni vyratn polymeraci odpovidajiciho monomeru (vinylalkohplle
hydrolyzou polyvinylacetatu (PVAc). Stufpéeto hydrolyzy a polymetai stupé& vyznam-
né ovliviwlji vlastnosti takto fppraveného polymeru [16, 19]. Nejvice se pouzZivehPé

stuprém hydrolyzy v rozmezi 70 — 99% [20].

Produktem vSech reakci, které by mohly vinylalkobdénliw poskytnout, je acetaldehyd,
neba’ alkohol, jehoZz hydroxylova skupina by byla vazare stejny uhlikovy atom, ze
kterého vychazi dvojna vazba, segmykem jegtve stavu svého zroduémi na fFislusny
aldehyd (Obr. 3). [16]
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Obr. 3. Vznik acetaldehydu z vinylalkohfl6]

4.3 Pouziti

Na zaklad svych vlastnosti je PVA pouZzivan v potravstai pro gipravu ovocného zelé,
a v chemickém mimyslu jako ochranny koloid pro suspenzni polymersggaksji se z 1
obaloveé fdlie, chirurgické nit kontaktnicocky, textilni vidkna, §izna gsreni, hadice a jiné
vyrobky [16]. Dale se vyuzivd ke kofr& Upra¥ vzhledu papiru a textilu nebo

v kosmetice jako saast vlasovych fipravka, krémi a deodorariit

4.4 Biodegradace PVA

Problematikou rozkladu PVA v mikrobialnim priedi se zabyvalo ve svych pracich a
stale zabyva i svém studiu celfada nejergeskych, ale i zahraimich autoti. Na UIOZP

je této problematiceénovana znéna pozornost.

V roce 2004 se problematikou rozkladu PVA zabywalsvé diplomové praci iliRiedl
[21], ktery z aktivovaného kalgistirny odpadnich vod v Otrokovicich isolovayii kultu-
ry degradujici PVA. Autor se zatfil na dvojici kultur Z a B, které rozkladaly PVA ppe
za pidavku PQQ. Tyto kmeny nasledmayuzil pii degradanich testech PVA. Vysledkem
testi bylo, Ze kmeny Z a B jsou symbiotické a jsou setyozkladat PVA pouze ve sm
Si.

V navazné studii byla provedena identifikace kmBnéktery patil k druhu Rhodococcus
erythropolis Vlastnostmi kultury 7 se zabyvala o rok pdjdre své diplomové praci
A.Vi¢kova [1].

DalSim autorem zabyvajicim se biodegradaci PVARstr Zeman [22]. Ten v ramci své

DP studoval dany problém z&itemnosti dalSich fidavnych latek k degradai snesi.
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Pribéh biodegradace vyhodnocoval sledovanim ubytku koinaee PVA a rozpu&hého
organického uhliku po odcentrifugovani BknVysledkem bylo, Ze pokud je PVA jedinym
substratem, pak prébne Uplna degradace polymeru. S dalsfidgvkem latek do sési se
proces biodegradace zpomaloval. Studoval i mechargsovliviiujici degradéni proces
Vv pritomnosti Zivin. Bitomnost tryptonu a sacharosist PVA degradénich kultur neinhi-

boval, ale naopak jim prospival.

Rozkladem PVACistymi kulturami degradanich bakterii se zabyval v ramci své DP Mar-
tin Nedbalek [23]. Ke svému studiu vyuZzil neadapioy aktivovany kal zistirny odpad-
nich vod v Malenovicich. Provedadu fiznych tesi a posuzoval vliv koncentraci soli,
konkrétré fosfor&nani, na rozklad PVA degradaimi mikrobidlnimi kulturami (OT2,
JK2). Jako listovy substrat pouzil trypton. Vysledkem byla skotest, Ze st testovanych
degradanich kultur OT2 a JK2 je negatigmovliviovan zvySenou koncentraci fosféma-

nu v prostedi, zvySenou koncentraci hydrogentitdinu byla prokazana stejna citlivost.

O rok pozdiji se v rdmci své disertai prace zabyvala Tereza Vaclavkova [1] stejnym pro
blémem jako Martin Nedbalek &isvym experimentech dosla ke stejnym&éam. Vac-
lavkova navic uvadi v procentech biologickou roitklaost PVA. Uvadi, Ze po 16 denni
kultivaci bylo dosazeno 95% biologické rozlozitedtidPVA kulturou JK2 a 82% u kultury
oT2.
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5 VYSLEDKY PREDCHAZEJICI DIPLOMOVE PRACE

Autorka laiské diplomové prace, Katea O§adalova [24], pedevsim studovala degrada-
ci PVA ¢tyfmi vybranymi druhy degradaich bakterialnich kultur. Kulturami v jejimiip
pads byly kultury OT2 a OT3, které byly isolovany z akivaného kaluCOV Otrokovice

v ramci DP J. Riedla (2004), kultura JK2 isolovangktivovaného kal@OV Malenovice

v ramci disert&ni prace T. Vaclavkové (2009) a kultura Z1 bylddséna z aktivovaného
kalu COV Malenovice v ramci DP P. Zemana (2007).

Slozeni mineralnich médii, které v ramci svycheskpenti pouzila bylo nasledujici (na

piipravu 1 000 ml mineralniho média):

Minerélni médium (MM1) :

20 ml roztoku pufru A (KHPQy); 80 ml roztoku pufru B (N&1P0,.12H,0); 850 ml desti-
lované vody; 2 ml roztoku stopovych pizkl0 ml MgSQ.7H,O (10 g.1); 10 ml NHCI

(30 g.I); 10 ml Fe(NH)(SOy)2.6H,0 (3 g.I'); 10 ml CaCl.2H,0 (1 g.IY); 10 ml NaCl
(50 g.1).

Minerélni médium (MM2) se liSilo od MM1 v:

40 ml roztoku pufru A (KHPQ,); 160 ml roztoku pufru B (N&PO,.12H,0); 750 ml

destilované vody.

Minerélni médium (MM3) :

5 ml roztoku pufru A (KHPQy); 45 ml roztoku pufru B (N&dPO,.12H,0); 930 ml desti-
lované vody; 2 ml roztoku stopovych piyks ml MgSQ.7H,0 (10 g.1Y); 5 ml NH,CI (30
g.1"); 5 ml Fe(NH)»(SO),.6H,0 (3 g.I'); 5 ml CaC}.2H,0 (1 g.1h).

Mineralni médium | (TRIS 0,05M) se liSilo od MM3 v:

0,7 ml roztoku pufru A (KHPQy); 5,5 ml roztoku pufru B (N&IPO,.12H,0); 961,8 ml
TRIS pufr 0,05M; 5 ml NaCl (3,9 ¢%); 5 ml KCI (4,97 g.1.

Mineralni médium Il (TRIS 0,005M) se liSilo od Mirggni médium I. v:

961,8 ml TRIS pufr 0,005M.
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Vysledky jeji prace

Médium MM1, MM2, MM3 byly pouzity na rozklad PVAistymi kulturami OT2 a JK2 za
pouziti fosfatového pufru. Kulturu OT2 sledovala d6i a degradace PVA u MM1 byla
z 80,3% @inna a u MM3 z 80,4%, u MM2 nenastaly Zadné vyrazmény. Kulturu JK2
sledovala 15 dni a za tuto dobu pfola v MM1 100% degradace PVA a u MM3 z 93%,
v MM2 nenastala degradacébec.

Degradaci stejnych kultur provdld v médiu I. a Il. Degradace PVA kulturou OT2 vdne
Il. byla 74% &inna a v médiu |. byla degradace pomalejSi 67,8&gr&dace kulturou JK2
probihla ze 66,7% v mediu Il a 100% v mediu |.

Dale posuzovala vliv minerélnich soli a typu kationa ist degradénich kultur za pouZzi-
ti tryptonu a PVA. Pouzila vSechny 4 kultury. Miderim médiem byly 4 roztoky NaCl a 4
roztoky KCI s fiznou koncentraci chlonid Vysledky ukazaly, Ze kultury byly ve svém

rastu zpomalenyi Upln¢é zastaveny poifdani vyssi koncentrace chlotidio MM. Vhod-

viv s
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. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 30

6 CHEMIKALIE, ROZTOKY A ZIVNA MEDIA

6.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie bylyistoty p.a. Neni-li uvedeno jinak, pochazi od dednich doda-

vateli chemikalii jako nap firmy Penta nebo Lachema.

Polyvinylalkohol (PVA)

Vzdy byl pouzit praskovy PVA pod obchodnim nazve®MAL 205 (viskozita 4% rozto-
ku pii 20°C je 4,6 - 5,4 mPa's procentudlni obsah odstiych acetatovych skupin je
86 - 89%) od firmy Kuraray, Japonsko.

Fyziologicky roztok

Byl ptipraven navdZzenim 8,5g NaCl a rozganén v 1000 ml destilované vody. Roztok byl

vysterilizovan pi teplo€ 120°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok PQQ

Byl ptipraven navdzenim 1mg PQQ a rozposh v 10 ml destilované vody. Roztok byl
vysterilizovan filtraci pes sterilni ultrafiltr MILLIPORE MCE s velikosti p® 0,22um a

uchovavan  teplot -18°C.

Zasobni roztok PVA (10 g.1"

Byl pfipraven navazenim 1g PVA a rozpistm ve 100 ml destilované vody.

Zasobni roztok KNOs (100 g.1)

Byl ptipraven navazenim 10 g KN@ rozpudinim ve 100 ml destilované vody.

Standardni roztok PVA (POVAL 205)

Byl navazen 1,00 g PVA a za tepla rozgunst 1000 ml destilované vody.
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Roztok kyseliny borité (40 g.1")

Bylo navazeno 20 g 4803 a rozpudtno v 500 ml destilované vody.

Roztok jodu s jodidem draselnym

V tieci misce bylo spolu s malyniigavkem destilované vodyiklladne rozeteno 6,35 g4
s 20 g KI. Tato sis poté byla kvantitativhpirevedena do odénné baiky o objemu 500

ml a doplrgna destilovanou vodou po rysku.

Mineralni médium pro denitrifika ¢éni rozklad PVA (MM):

Na pripravu 1000 ml mineralniho média bylo pouZzito:

DESHIOVANGA VOUA ... ettt et e e e e e et et e e e oqal
ROZIOK KHP O .o e e e e e 20 M
ROZtOK NaHPOL.12 HO ..o e e e e e e e e 40 ml
ROZtOK StopovyCh pruK.........coovvnii e 2 M
Zasobni roztoky soli: MgSOTH0 (5 9.1 wovvvvieeeeeeeee e 10 m
Fe(NH(SO)2.6H0 (B G.1Y) v, 10 ml

CaCh.2HO (L G.Y) v 10 m

NH4Cl (10 ) o et 10 ml
KN O 3 e e 1,6306 g

Priprava jednotlivych slozek mineralniho média

Roztok dihydrogenfosfaheanu draselného

Byl pfipraven navazenim 9,07 g KPIO,a rozpu&tnim v 1000 ml destilované vody.

Roztok dodekahydratu hydrogenfostm@nu sodného

Byl ptipraven navdzenim 23,90 g {012 HO a rozpudtnim v 1000 ml destilované
vody.
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Roztok stopovych prvk

Bylo navazeno:

NS Q. THoO e 0,043¢g
(NHL)6MO7O24 et e e et e e e e e 2.0,037Q
CONDS)2.6H0 ... oottt ...0,0250

Navazena mnozstvi stopovych piivkyla dohromady rozpudta v 1000 ml destilované

vody.

Z&sobni roztoky soli

MGSO.7HO (5 Gub) oo e i1 g
FE(NH)2(SO8)2.8H20 (B Gu1Y) woeeee e e e 0,6g
CaCh.2HO (1 0.1 e ii0,2 g
NHACT (10 Q.10 oot ettt ettt en et n et ee e 29

Jednotlivé soli byly navazeny a rozpirst kazda zvlaSve 200 ml destilované vody.

6.2 Zivné agary

Dané slozky bylyfadreé rozpusény v tekutém mineralnim médiu pgpadct v destilované
vodk a sterilizovany p 125°C po dobu 30 minut. Po zchladnuti byl ag&pésky rozlit na

piedem popsané sterilni Petriho misky v laminarnixubo

PVA 3D
Na pipravu 300 ml agaru bylo pouzito:

MINEIAINT MEAIUM. ..o e 300 ml
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RASOVY CISLY) QAN ....vvveiieiit i cee et et e ee et e e ettt e et e e e e D4
Z&sobni roztok PQQ ....vvvieie i e e e e e e e @D

Kvasniny autolyZat ...........c.coiiiiiiiiii i e eee e 220,009 @

Univerzalni U

Na piipravu 300 ml agaru bylo pouzito:

MINEralNi METIUM ... e 300 ml
R A A 111 I 1o I PR - ¥ o
Kvasniny autolyzZat ...........c.cooiiiiiiiiii i i i eee e 220,009 @
Ethanol ... e 22 0,5 M
JANTArAN SOUNY ...t et et e e e e e e e e e e e 0,45¢g

Sterilni ethanol byl fidan do lahve simlou az po jeji sterilizaci v autoklavu a vychladnut

Slepy pokus SP

Na pipravu 300 ml agaru bylo pouzito:

MINEralni MEIUM ... e e 300 ml
RASOVY CISLY) QAN ....vvve et cee et et e e et e ettt e e e eee e ee e D4

Kvasniny autolyZat ............ccoeiiiiiiii i e e e e n002.0,009 @

Specialni agar US1

Na pipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

MINEralni METIUM ... e 100 ml
RASOVY CISLY) QAN ...vviveiieiiieeeee et et ee e e ee e e ee e e e e 1,8 O

Kvasniny autolyzZat ............c.oeviiiiiii i e e e e iee e e n22.0,050 @

Speciélni agar US2
Na pipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

MINEIAINT MEAAIUM <. e e 100 ml
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RASOVY CISEY) QOAN ...vvive et eee et eee et e et ee e eee e e e e 1,8 O
Kvasniny autolyZat ...........cooeviiiiiii i e e e e e n22.0,020 @
TIYPION o e e e e 202.0,040 0

IS0 [0 )Y AV ¢ 1T 0] (] o PP 0 N 0 70 o

TYA agar
Na pipravu 100 ml agaru bylo pouzito:
D=2 1[0V = T F= TR Lo F- SR 100 ml

TYA agar (HIMEDIA) ..o e et e e e e e e e e e eeas 2,19

6.3 Biologicky material

Denitrifikacni kal byl ziskan z wstské ¢istirny odpadnich vod ve ZKrAVialenovice a

adaptovany na PVA (viz.doktorska prace H.MaruSiad@\).
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7 PRISTROJOVE VYBAVENI A LABORATORNI POM UCKY

7.1 Pristrojové vybaveni

Predvazky KERN EW ... i SRN
Analytické VAhy KERN 770 ........cccoeieieeieeieeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeenee . .SRN
L= 0= 1= P €16 |
Box laminarni BIOIIA ...............oeeevvieevi e eeeieeee e e . TELSTAR, Sarglsko
Chlazena centrifuga MR 230 .......oviiriieie e e e e JOUAIRrancie
Laboratorni mikroSKop ..........ccvoviiiiiiii i i OLYMPUS CX 4Iaponsko
Spektrofotometr pro mikrotiteai destéky .........................l. TECAN SUNRISE, USA
EleKErCKY VEIC ... ve e e e et e e e e e e e e e e e neee ETA
Laboratorni sterilizator .......... ..o SANO QlV, SRN
Termostat TDB-120 ... e e BIOSAN
Minishaker MS1 ... e e e TKA
Kultivagni mistnost 25°C ..........cccceeeeeeiiiieeeieeeeeiiieee e eee e UIOZPTF
ANABTOSTAL ... e MERCK
1= 1 (o) O PUPTRRPR CR

ChIadnBKa ... .cvee e e e e e e ARDO

7.2 Laboratorni pomucky
96-jamkova MiKrotitr8NT deSEKA ..........cccveieeieriee e e GAMACR

Bézné laboratorni péeby jako kleky, davkov&e, zkumavky, kadinky a dalSi laboratorni a

mikrobiologické ponicky, viz. mikrobiologicka laboratdJIOZP.
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8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 PomnoZzovaci cykly

Tyto prace probihaly ve skl&mych lahvich, do kterych bylo davkovano mineralmidim
s rozpudtnym PVA (vysledna koncentrace v rozmezi 100-200Ifgdale denitrifik&ni
adaptovany kal nebo suspenzeedehoziho cyklu aifpadré dalSi latky tak, aby vysledny
objem v3ech slozek ve skiaré lahvice byl 120 ml. Lahve byly probublany plynnym du-
sikem, uzakeny a ponechany v kultigai mistnosti natrepace s konstantni frekvenci
kmita ve tnme pii teplo€ 25°C. V pravidelnych intervalech byly odebiranyrky pro sta-
noveni koncentrace PVA. Na zakéadysledki tohoto stanoveni byly provéady dalSi

cykly.

8.1.1 Popis jednotlivych pomnoZovacich cyk

Vychozim vzorkem pro l.cyklus byl adaptovany défikacni kal zCOV Zlin-Malenovice,
ktery byl ziskan v ramci doktorské prace H. Maraswe (adaptovany na PVA). Bylo pro-
vedeno jeho desetinitédsni (10" — 10%) mineralnim médiem a do jednotlivyeldsni byl
pridan polyvinylalkohol v koncentraci 100 mg,lkazdéredsni dvakréat vedle sebe. Po sta-
noveni gesnych koncentraci PVA byly lahve kultivovany v temgi 25°C po dobu 14
dna. Poté byly koncentrace PVA &znmeteny.

Pro Il.cyklus byla pouZita suspenze z l.cyklu, ki fedkni 10%. Opst bylo provedeno
nové desetinnéedsni (10* a 10%) s mineralnim médiem (koncentrace PVA 150 ig.|
Do jedné z paralelni lahve byldgigano 1,5ul ethanolu (pro rychlé spi@bovani pipadné-

ho zbytkového kysliku). Kultivace lahvi se uskuniéa stejnym zfgsobem jako v l.cyklu.

V réamci lll.cyklu byly pouZzity paralelni lahve zdyklu s gidavkem ethanolu. Jedna z pa-
ralelni lahve Zedsnim 10" byla pouZita na nové desetinfeetni (10" + 1,5ul ethanolu,
102 + ethanol), koncentrace PVA 150 mig.Druha paralelni lahev (ozéena A) byla bez
zredsni dale kultivovana, siflavkem PVA do koncentrace 150 nigd pidavkem zasob-
niho roztoku KNQ@ (koncentrace 1000 md). Stejny postup byl pouZity i pi@dsni 107,
piicemz paralelni lahev gipdavkem PVA a KN@byla ozngena jako B.
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IV.cyklus byl proveden ofi desetinnynfedsnim (10" a 10° ozn. Z) z pedchoziho cyklu s

piidavkem ethanolu. Pro totedsni byla vyuZita lahev 1 koncentrace PVA v pouZitém

mineralnim médiu byla zvySena na 200 mg.|

V rdmci V.cyklu (koncentrace PVA 150 mid)la VI.cyklu (koncentrace PVA 200 mg)l

bylo piidano do lahve 18s ethanolem (z IV.cyklu) z&sobni roztok PVA (kortcace
10 g.I") a KNO; (koncentrace 100 @). Z Tab.1 je #ejmé jaka byla stanovena kéné

koncentrace PVA v lahvi u V. a Vl.cyklu a jakéepné mnozstvi zasobnich rozidbylo

davkovano.

Tab. 1. Davkovani zasobnich roztdRVA a KNQ pro 7eceni 10*

. Koneéna koncentracqd Davkovani zasobniho| Davkovani zasobniho
Redéni | Cyklus _
PVA v lahvi roztoku PVA roztoku KNO 5
5. 25 mg.t 1,5 ml 1,2 ml
10"
6. 10,1 mg:t 2,3ml 1,2 ml

Do lahve A a B byl postupgnv ramci IV.cyklu (koncentrace PVA 200 mid)) V.cyklu
(koncentrace PVA 150 mg) a Vl.cyklu (koncentrace PVA 200 mg)l stale pidavan
zasobni roztok PVA a KNg)viz. Tab.2)

Tab. 2. Davkovani zasobnich rozidkVA a KNQredkni A a B

5 Kone¢na koncentrace| pavkovani zasobniho| Davkovani zasobniho
Redéni | Cyklus
PVA vV lahvi roztoku PVA roztoku KNO 3
4. 51 mg.t 1,8 ml 1,2 ml
A 5. 31,8 mgif 1,4 ml 1,2 ml
6. 25 mg.t 2,1 ml 1,2 ml
4. 25 mg.t 2,1 ml 1,2 ml
B
5. 21 mgt 1,6 ml 1,2 ml
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Kultivace lahvi ve vSech cyklech probihala za steiinpodminek jako v ramci I. a Il. cyk-

lu, s vyjimkou doby kultivace, ktera byla ve vy3styklech 3 — 4 tydny.
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Pro lepSi orientaci v jednotlivych cyklech byl vgten nasledujici obrazek (obr. 4)

Vichod viorek )_.. RBEDENF

Leyldus (23)

101 102 103 10 -+

1L cyldus (2x) |

101 10-1 10 -2 10?
+ ethanol + ethanol
IILcyklus | oz, OEL. + 111 cykdus
101 102 A B 10-! 107
+ ethanol + ethanol + ethanol + ethanol
! ! L IV cylkdus
Hlcykus | | pyg +pyy | Hlcyklus
IW.cykdus | 4 g0, + KMo, | 1V cykdus il Il -
V. cyklus W.oyklus TE TE :
V1 cykdus +ethannl | | +ethanol
W cyldus
VI cyklus
isolace +PvVa isolace
+ K:HD3

Obr. 4. Jednotlivé pomnoZovaci cykly
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8.2 Stanoveni koncentrace PVA na mikrotitraéni destiéce

Stanoveni koncentrace PVA bylo pro¥ad jodometrickou resp. spektrofotometrickou
metodou v mikrotitrani destéce. Do jednotlivych jamek mikrotitéai destéky byl davko-
van centrifugovany vzorek o objemu g0 K nému bylo gidano 42ul roztoku kyseliny
borité a 10ul roztoku jodu s jodidem draselnym. Vzniklo tnéazelené zabarveni komple-
xu PVA s trijodidem, jehoZz absorbance bylaiema na fistroji TECAN @i vinové délce
660 nm, po 20 sekundach michanitispoji a 5 sekundach klidu. Po ateni absorbance
prazdné destky byly hodnoty absorbance vzdrkzptimérovany a dosazeny do rovnice

kalibrasni piimky (viz. Obr.5). Timto zfisobem stanovime koncentraci PVA v rig.|

Kalibraéni zavislost byla zji&ha znéfenim gipravenych standardnich roztolPVA v
rozsahu koncentraci uvedenych v Tab. 3. Vysledrbrkani zavislost byla prolozena
piimkou v programu Excel a tim se ziskala rovnicébkaini piimky (Obr.5), ktera nam

slouzi k vyp@tu koncentrace PVA.

Tab. 3. Hodnoty absorbanci kalikfsich roztok PVA

Cova 1][m9'r 0 25 50 125 250 375 500
A ] 0 00563| 01154 03208 06035 09109 1.1784
1,4
1,2

A = 0,0024 c + 0,0068
R? = 0,9992

0,8
0,6
0,4 +
0,2

0C
(0] 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Al[1]

cpva [Mg.17]

Obr. 5. Kalibra®ni zavislost absorbance na koncentraci PVA
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8.3 Priprava Zivnych pid

Zakladem vSech pouzitych zivnyckiig (3D, U, SP, US1 a US2) je tekuté mineralni médi-
um, které bylo pouzitoip biologické degradaci PVA za denitrifikaich podminek. Jedi-
nym typem zivného agaru, kde toto médium bylo nadma destilovanou vodou, byl TYA
agar. VSechna uvedena zivna média bylpravena navazenim daného mnozstvi jednotli-
vych slozZek, které byly dokonale rozpimst v mineralnim médiu pdfpact v destilované
vodé. Nasledovala sterilizace v autoklavi fgplo€ 125°C po dobu 30 minut. Po steriliza-
ci byly skleréné lahve s fidami polozeny do vlazné |lazm ponechany k ochlazeni na ta-
kovou teplotu, abychom lahve mohli uchopit holokaw. V boxu s laminarnim pro&dim
vzduchu byly jednotlivé oy asepticky rozlity do igdem popsanych Petriho misek a po-

nechany ztuhnout.

8.4 Zaockovani zivnych pad

Mnohé vzorky neni mozné&imo atkovat na Zivné fdy, proto je nutné dany vzorek mik-
robiélre redit. Poté Ize vysledky snagJnvyhodnocovat, protoZze na Petriho miskach naros-
te paitatelné mnozstvi koloniRedsni se provadi u vzoiks vysokym obsahem mikroor-
ganisnii. Vlastnitedni se provadi desetinndadou, tzn. Ze gvodni vzorek seéedi po-

stupré ofady 1, 100k, 100 atd. Tatoredéni se oznéuji zapornymi exponenty.

Vzorky B a Z, ziskané vipdchazejicich pomnozZovacich cyklech, bylyedégny desetin-
nym fedsnim do hodnot 18az 10*. Tatofedtni byla nadkovana na pevna agarova média
s pridavkem polyvinylalkoholu (3D agar), na universélyp agaru s ethanolem a jantara-
nem sodnym (U agar) a na agar pro slepé stano8éhagar), rozétna po celé ploSe mi-
sek a kultivovana jednak za anaerobnich podmine#ireak za mikroaerofilnich podminek
pii 25°C, po dobu celkem 2 dwici. Postupi byly tyto misky kontrolovany a narostené

kolonie greatkovavany &istény (viz nize).

8.4.1 Postup desetinnéhdredéni

Urcity objem vzorku se aseptickygnese do zkumavky s 9-ti nAsobnym objemem sterilni-
ho fyziologického roztoku a pouzita pipeta se otlbd desinfekniho roztoku. Obsah ve
zkumavce se opat¥nale dikladrg promicha poklepanim zkumavky o ruku. Vezme se no-

va sterilni pipeta, kterou se odebetegmy objem aignese do nasledujici zkumavkybp
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s 9-ti ndsobnym objemem sterilniho fyziologickébmtoku. Tento postup se opakuje dle
piedpokladaného obsahu mikroorganisme vzorku tolikrat, aby se dosahlo fEiiného
ziedéni. Z vhodnych zkumavek se poté wlgovava uéity objem (0,1 ml nebo 1 ml) na

piedem pipravena Zivna média.

8.5 Isolace kultur

Pomoci sterilni laboratorni kky byly z prislusného Zivného média odebrany jednotlivé
kolonie na zaklagl jejich velikosti, tvaru a zabarveni. Tyto byly gkovany nacerstvé

agary, jednak stejné, jednak i na TYA agar nebo 8&IS2 agar pro zjighi rastu.

8.6 Gramovo barveni

8.6.1 Priprava fixovaného nativniho preparéatu

Ozehneme podlozni skkio a polozime ho néisty filtracni papir. Doproged skitka na-
neseme kapku fyziologického roztoku a bakteriolkgicklickou nabereme malé mnozstvi
mikrobialni kultury. Kulturu peneseme do kapky na podloznim &kli a dolse rozmi-
chame. Klékou rozeteme suspenzi bgk a nechame vyschnout na vzduchu, nebo opatrn
odsusSime nad plamenem. Poté&dinatrem vzhiru trikrat protdhneme nesvitivym pla-

menem kahanu a nechame vychladnout.

8.6.2 Vlastni Gramovo barveni

Barveni podle Grama je jednou z négFit¢jSich a nejpouzivassich diagnostickych me-
tod @i urcovani bakterii. Biky, které se fisobenim rozpou&tel odbarvi oznaujeme
jako gramnegativni bakteri€s(). Pokud si biiky ponechavaji modré zbarveni i pasp-
beni rozpougtel jsou ozn&vany jako grampozitivni bakteri€&¢). Gramnegativni bak-
terie dobarvujeme v z&u Gramova barveni pro lepSi viditeInéstvenymi barvivygimz
vznika barevny rozdil mezi ¢éma skupinami. Podstatou rozdilného vysledkua@3- bak-
terii jsou @i tomto barveni rozdily ve sloZzeni a molekularmistuie burgéné stny obou

skupin bakterii.
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Postup Gramova barveni

Pripraveny fixovany preparat na podloznim &kii prevrstvime roztokem krystalové viole-
ti a nechame {sobit 60 vtéin. Poté bez oplachovani barvu slijemeravpstvime preparat
Lugolovym roztokem a ponechame¢bpO vidin pasobit. Roztok slijeme a opatrisklic-

ko oplachneme destilovanou vodou a odbarvime vé&ignioze ethanolem. Odbarvujeme
tak dlouho, dokud odtéka barvivo (obvykle 20-25fwviene déle). Preparat dokonale
oplachneme destilovanou vodou a dobarvitteeknym karbolfuchsinem po dobu 60 vte-
fin. Nakonec preparatitladné oplachneme destilovanou vodou a ponechame jeposith

nebo jej velmi opatususSime vysoko nad plamenem.

Nabarveny preparat se mikroskopuje za pomoci initeosabjektivu. Propojenim mikro-
skopu s digitdlnim fotoaparatem je mozné z kaZzq@mmrovaného preparatu vytitofo-

tografie.

8.7 Denitrifika éni testy

Jednotlivé isolované kultury byly podrobeny unidnému testu denitrifikace a testu de-

gradace PVA za denitrifikaich podminek.

8.7.1 Universalni test na denitrifikaci

Na pripravu 1 000 ml média bylo pouZzito:

Mineralni médium bez PVA ... o0 ml

BNl .. 3 mi
Kvasniny autolyZat ...........c.ccoiiiiiiiiiiii e e eee e 2022.0,03
B P T a1 = 1= T o Lo | )Y/ 39

Po navazeni a rozpési vSech slozek bylo médium rozlito po 15 ml dokyeh zkuma-
vek. Do kazdé zkumavky byla vloZengegem napléna plynovka dnem vinu. Zkumav-
ky byly sterilizovany v autoklavuipteplog 125°C po dobu 30 minut. Po sterilizaci byly
jednotlivé zkumavky asepticky zéavany 200ul suspenzeisté kultury. Inkubace probi-
hala i 25°C ve tn¢ (normalni podminky), 1 — 4 tydny. Za pozitivni keabyl povazovan

vznik vyrazné plynové bubliny v plynovce.
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8.7.2 Test degradace PVA za denitrifik@&nich podminek

Na pripravu 1 000 ml média bylo pouZzito:

Mineralni meédium bez PVA ... o0 ml
KVasnNBNY @UEOIYZAL .......c.vie it it e e e e e e e 0,03 g
PV A e e, 0,159
Z&sobni roztok PQQ ....oviieie e e e e e 200

Po navazeni a rozpdsi vSech slozek bylo do kazdé zkumavky se zavitéwkavano
6 ml média. Zkumavky byly sterilizovany v autoklépti teplog 125°C po dobu 30 minut
spolu se zbytkem média v lahvitdd samotnym ¢kovanim 200ul suspenzeisté kultury
bylo do kazdé zkumavkyiplano 6 ml sterilniho média apl 10% ethanolu (vSe aseptic-
ky). Inkubace probihalaip25°C ve tn¢ na tepace, 1 — 7 tyda. Posuzovani degradace

PVA bylo na z&klad stanoveni koncentrace PVA v danych intervalech.

8.8 Stanoveni mistovych podminek

Jednotlivé isolované kultury ze vzorku B a vzorkbyly postupg preatkovany naiizné
typy Zivnych agar a kultivovany zaidznych podminek s cilem zjistit nejvhagii pod-
minky pro jejich fist. Kultury byly nejprve natkovany na Petriho misky s univerzalni Ziv-
nou pidou a na misky s TYA agarem. Pokud higtrkultur na &chto typech filis pomaly
a nebo kultury na zvoleném agaru nerostipec, byly pouzity dalsi typy (US1, US2, 3D).
Nasled® byly nagkované misky kultivovany za aerobnich (kultimé mistnost s ifstu-
pem Q) a mikroaerofilnich (exsikator bezimmnosti Q) podminek. Podle schopnosti
jejich ristu na witém typu zivného agaru a z&itych kultivatnich podminek byly stano-

veny vhodnétrstové podminky vSech isolovanych kultur.

8.9 Zakonzervovaniéistych kultur

Pro pipad budouciho studovani isolovanych kultur z d#ikiacniho kalu zZCOV Zlin-
Malenovice adaptovaného na PVA byly jednotlivé knjtzakonzervovany a dany do hlu-

bokomraziciho boxu (-80°C).
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8.9.1 Postup konzervace

Bylo provedeno mnohonésobniepikovani jednotlivych kultur na Zivna média, kterdaby
nejvhodrjSi pro jejich mikrobiélnidst. Po dkladném vyisténi byla kazda z isolovanych

kultur konzervovana.

Konzervace spfiva v nagstovani dostateého mnozstvi biomasy dané kultury, ktera je
poté laboratorni lancetou opatreeSkrabnuta z Zivnéigy a v 1,5 ml sterilni mikrozku-
mavce (ependorfcagadre rozmichana v par kapkach sterilniho glycerolu.tdapracova-

né jednotliv&isté kultury jsou uchovany v hlubokomrazicim boxiu-80°C.

8.10 P¥iprava isolovanych kultur na TGGE

VSechny isolovaného kultury byly postupptipraveny a pedany ve forms lysati ing. L.
Husarove, ktera v ramci své probihajici doktorsiée® [25] jednotlivé kultury zpracovala
pomoci Gelové elektroforézy s teplotnim gradien(@@GE). Diky této metoglbylo pred-
pokladano, Zze bude mozné zjistit, zda ¢ktara ze ziskanyctistych kultur ze vzork B a

Z totozna s fedpokladanym bakterialnim degradérem, nalezenywzercich z degrada
nich tesk rozkladu PVA za denitrifikénich podminek v ramci doktorské prace ing. H.

MarusSincove [2].

Princip metody TGGE sgova v separaci ditého useku DNA ze vzorku. Aby bylo mozné
metodu provést, je nutné mit tento Usek DNA v mnidygiich. Tyto kopie Ize ziskat po-

moci polymerazovéetzové reakce (PCR).

Priprava kultur spéivala v nagstovani biomasy dané kultury, kterd byla nastesterilni
laboratorni kitkou opatri pirenesena z zivnéugdy do 1,5 ml sterilni mikrozkumavky
(ependorfky) aadre rozmichana v 50 — 20@ sterilni destilované vody. Ependorfka byla
poté vioZzena na 10 minut do termostatutpplot 93°C. Bylo nutné $ praci pouzivat
rukavice, aby nedoSlo Kenosu DNA do vzorku. Takto zpracované jednotéiséé kultury

byly uchovany f teplot -80°C v hlubokomrazicim boxu.
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9 ZPRACOVANI VYSLEDK U

9.1 PomnoZzovaci cykly

Cilem této prace bylo namnozit bakterie schopnéatiege PVA za denitrifikanich pod-
minek z adaptovaného kalu. Podle postupu uveden&ap. 8.1 jsem provéth jednotli-
vé pomnozovaci cykly. Pouze pro zahajeni . cykluMyuzity kal adaptovany na PVA, u
ostatnich cyKl byla pouzita suspenze z cykltedchoziho. U kazdého cyklu byla jodomet-
ricky stanovena vstupni a kam& koncentrace PVA v dané lateg. Tyto hodnoty jsou
uvedeny v nasledujici tabulkach, ve kterych je w&tanodrou barvou zvyrazno iedni,

které bylo pouzito pro nasledujici cyklus. Délkacyklu byla ovlivrena opakovanim II.

cyklu.

l.cyklus

100 10 ml kalu + 90 ml MM + PVA 100 mg'l
102 e, 1 ml kalu + 99 ml MM + PVA 100 mg!
10% .l 0,1 ml kalu + 99,9 ml MM + PVA 100 md.|
107 o, 1 ml z 16° + 99 ml MM + PVA 100 mgt

Tab. 4. Stanoveni koncentraci PVA pro l.cyklus

Délka cyklu Redeni Stanovena koncentrace PVA
vstupni hodnota kon€&na hodnota
10" 79,73 mgt 8,08 mg:t
10* 80,98 mgt 10,01 mg:f
107 81,61 mgt 13,24 mgt
102 80,54 mgt 11,98 mgt
35 dm 10° 81,93 mgt 23,97 mgt
10° 80,26 mgt 21,55 mg:t
10* 77,12 mgt 9,75 mgt
10* 78,65 mg 10,83 mg.t
MM + PVA 81,89 mgt -
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|l.cyklus (z lahve 10z I. cyklu)
101< 12 ml suspenze + 108 ml MNMVA 150 mg.t

12 ml suspenze + G0SMM + PVA 150 mg.F + 1,5l ethanolu
102 i 1,2 ml suspenze + 118,8l + PVA 150 mg."

1,2 ml suspenze 8,8Iml MM + PVA 150 mg:t + 1,5ul ethanolu

Tab. 5. Stanoveni koncentraci PVA pro Il.cyklus

5 Stanovena koncentrace PVA
Délka cyklu Redéni
vstupni hodnota kon€&na hodnota

10t 110,67 mg:t 5,27 mg.t
10t 118,96 mg:f 7,07 mgt
10" + ethanol 112,69 mg'l 1,01 mg.t
10" + ethanol 117,22 mg'l 2,22 mgtt
13 driy 10° 127,79 mgt 26,15 mgt
10?2 126,57 mgif 20,76 mg:t
10 + ethanol 123,49 mg| 2,93 mg.t
10? + ethanol 125,56 mg| 5,80 mg.t

MM + PVA 134,99 mg:f -

Z vysledki uvedenych v Tab.5. jegmé, Ze fidavek ethanolu #h piiznivy vliv na ko-
necné koncentrace PVA. Lahiky obsahujici ethanol &y konetnou koncentraci PVA
nizsi nez lahwiky bez gidavku. Ridavek ethanolu byl davan pro sfaitovani zbytkového

kysliku.
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ll.cyklus (z lahve 10" Z 11, cyklu)

Byly pouzity paralelni lahve sfiglavkem ethanolu. Jedna z paralelni lahve, kteita mzsi
koncentraci PVA (viz Tab. 5) byla pouZita na noesetinn&edsni (10" a 10%) s gidav-
kem ethanolu, ktery bylfgan pro spaebovani zbytkového kysliku v lalége. Druha pa-

ralelni lAhev (ozngena A) byla beziedkni dale kultivovana sifdavkem PVA a KNQ

100 ... 11 ml suspenze + 110 ml MM + PVA 150 mig# 1,5ul ethanolu
10%........... 1 ml suspenze + 120 ml MM + PVA 150 ritgt 1,5ul ethanolu
A 2 ml zasobni roztok PVA (10 Q)I+ 1,2 ml z&sobni roztok KNg{100 g.1%)

Tab. 6a. Stanoveni koncentraci PVA pro lll.cyklus

5 Stanovena koncentrace PVA
Délka cyklu Redéni
vstupni hodnota kon&na hodnota
10" + ethanol 119,99 mg:t 74,78 mgt
107 + ethanol 127,02 mg'l 101,49 mgif
14 dra

A 254,96 mg.t 51,07 mgt

MM + PVA 134,57 mgf -

ll.cyklus (z lahve 107 Z 11. cyklu)

Byly pouzity paralelni lahve sfiglavkem ethanolu. Jedna z paralelni lahve, kteita mzsi

koncentraci PVA (viz Tab. 5) byla pouZita na noesetinn&edsni (10" a 10%) s gidav-

kem ethanolu. Druh& paralelni lahev (cva B) byla bez iedkni dale kultivovana
s pridavkem PVA a KNQ.

100 ... 11 ml suspenze + 110 ml MM + PVA 150 nig# 1,5ul ethanolu
10% ............ 1 ml suspenze + 120 ml MM + PVA 150 migd 1,5ul ethanolu

B ............ 2ml zasobni roztok PVA (10 g)I+ 1,2 ml z&sobni roztok KNg{100 g.1%)
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Tab. 6b. Stanoveni koncentraci PVA pro lll.cyklus

5 Stanovena koncentrace PVA
Délka cyklu Redéni
vstupni hodnota kon&na hodnota
10" + ethanol 121,01 mgit 73,21 mgt
107 + ethanol 129,23 mg| 68,00 mg.t
14 dra

B 165,75 mg:f 24,93 mgt

MM + PVA 134,57 mgf -

IV.cyklus (z lahve 13 )

Bylo provedeno oft nové desetinnéedsni (10" a 10° ozn. Z) z cyklu pedchoziho sif-
davkem ethanolu. Koncentrace PVA v pouzitém minéma médiu byla zvySena na
200 mg.I". Lahve A a B byly beziedéni dale kultivovany sidavkem PVA a KN@

10 ... 12 ml suspenze + 108 ml MM + PVA 200 rifgt 1,5l ethanolu

10%(2) ........... 1,2 ml suspenze + 118,8 ml MM + PVA 20@.I" + 1,5l ethandu

A 1,8 ml zasobni roztok PVA (108)I+ 1,2 ml zasobni roztok KNg{100g.1%)
=3 2,1 ml z&sobni roztok PVA (108.+ 1,2 ml zasobni roztok KNg{100g.1%)

Tab. 7. Stanoveni koncentraci PVA pro IV.cyklus

] " ] Stanovena koncentrace PVA
Délka cyklu Redéni
vstupni hodnota kon&na hodnota
10" + ethanol 157, 85 mg:f 25,01 mg.f
107 + ethanol 153,44 mg'| 13,95 mg:t
27 drii A 175,17 mgt 31,80 mg.f
B 152,14 mgf 21,01 mgf
MM + PVA 157,27 mgt -
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V.cyklus

Lahve A, B a lahev I8(ze IV.cyklu) byly bez Eedsni dale kultivovany sifdavkem PVA
a KNG:.

A 1,4 ml zasobni roztok PVA (10§.1+ 1,2 ml zasobni roztok KNE100g.1)
B ... 1,6 ml zasobni roztok PVA (109.k 1,2 ml zAsobni roztok KNg{100g.I")
10 ... 1,5 ml zasobni roztok PVA (109.k 1,2 ml zAsobni roztok KNg§100g.1")

Tab. 8. Stanoveni koncentraci PVA pro V.cyklus

5 Stanovena koncentrace PVA
Délka cyklu Redéni
vstupni hodnota kon€&na hodnota
A 178,09 mgt 24,85 mg.f
26 dri B 152,67 mgt 16,54 mg:f
10" + ethanol 160,54 mg'| 10,10 mgt
VI.cyklus

Lahev A a lahev 16 (ze IV.cyklu) byly ogt bez zedsni dale kultivovany sifidavkem
PVA a KNG:s.

A 2,1 ml z&sobni roztok PVA (10 g+ 1,2 ml zasobni roztok KN100 g.1)

10t ... 2,3 ml zasobni roztok PVA (10 §)I+ 1,2 ml zasobni roztok KN§100 g.1!)
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Tab. 9. Stanoveni koncentraci PVA pro VI.cyklus

Redéni

Stanovena koncentrace PVA

vstupni hodnota

kon€na hodnota

A 215,15 mg

10! + ethanol

206,30 md'|

Pro zadgkovani Zivnych pd a néslednou isolaci bakterialnich kultur byl \Aiovzorek B,

do kterého byl v ramci lll. — V. cykluiglavan zasobni roztok PVA a KNQa vzorek Z

(zited’ovaci), proto u provedeného VI. cyklu nebyla stama konénd koncentrace PVA.

Lavicky byly pro gipadné opakované testy uschovany do kdgni

9.2 Oc¢kovani zivnych pid

Pro vlastni zagkovani Zivnych pd byl vyuZit vzorek ozngeny jako B (s fidavkem KNQ

a PVA) a vzorek ozrigny jako Z (¢ed’ovaci), viz. Obr. 4. Tyto vzorky byly desetinasébn

fedny a pomoci sterilnich 3@k automatickych davkova bylo nadavkovano 10Ql

z kazdé desetinné@ady na pislusné zivné jdy (viz. Tab. 10 a Tab. 11.). Dany objem byl

rozeten pomoci sterilni skléné zahnuté tinky. Poté byla z misek opatrmasepticky

odsusSenaiebyte&na vihkost a misky byly kultivovany.

Tab. 10. Systém wgkovani vzorku B

Desetinasobnéedéni Redéni na misce Zivna mida Kultivace
10™ 10 3D, SP Exsikétor
107 10 3D, SP, U (MAF)
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Tab. 11. Systém wkovani vzorku Z

Desetinasobné&edéni Red¥ni na misce Zivna gida Kultivace
1071 1072 3D, SP, U
Anaerostat
1072 107 3D, SP, U
(ANAE)
1073 10 3D, SP, U

9.3 Isolacecistych kultur

Cilem tétocéasti prace bylo pokusit se isolovat bakteridlnitlayl se schopnosti rozkladu

PVA za denitrifik&nich podminek z kalu, ktery pochazetigtirny odpadnich vod Zlin-

Malenovice a byl adaptovany na PVA. Tento kal prakaegradéni aktivitu (viz. [2]) a

obsahoval tak bakterialni kmeny se schopnosti alzklPVA. V rdmci pomnoZovacich

cykla bylo provedeno namnoZenichto bakterialnich kmen Nasled® byla kalova sus-

penze ze vzorku B a vzorku Z Wkmvana na fislusna zivna média. V fiochu 48 dri

dochazelo k postupnému isolovani mikrobialnichwul€Celkem bylo isolovano 23stych
kultur, pricemz 11 kultur ze vzorku B (viz. Tab. 12) a 12 kulte vzorku Z (viz. Tab. 13).

Samotnd isolace probihala na zakladlikosti a tvaru jednotlivych narostenych kolon#

Zzivném médiu. Téri vétSina kultur byla isolovana z universalniho Zivnéhédia (ozn.U).

Tab. 12. Isolované kultury ze vzorku B

Vzorek B
Kultura Isolace Kultura Isolace

U1 U, B 10* Uil U, B 10*
u2 U, B10* U1z U, B10%
u3 U, B 10* uUi3 3D, B 10°
U6 U, B 10 U17 U, B10%
U7 U, B 10* D1 3D, B 10%
uU10 3D, B 10?
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Tab. 13. Isolované kultury ze vzorku Z

Vzorek Z
Kultura Isolace Kultura Isolace
U4 u, z10* ui6 U, z10*
us u, z10* uUi1s U, z10*
us u, z10* U19* 3D, z 10*
U9 u, z10* U19A 3D, Z10™*
Ul4 u, z10* u20 U, Z10°
uU15 U, Z10* D2 3D, Z10*

9.4 Gramovo barveni

Na zaklad postupu uvedeného v Kap. 8.6 jsem préleagpostups barveni vSech isolova-
nych kultur. Nabarvené preparaty byly nastednkroskopovany pomoci imersniho objek-
tivu. Propojeni mikroskopu s digitalnim fotoaparmtemoznilo zhotovit fotografii kazdé
nabarvené kultury. Isolované kultury ze vzorku BlybwSechny gramnegativni
(viz.Tab.14.) az na jednu kulturu (U10), kterd bytampozitivni. Barveni kultur ze vzorku
Z ukazalo, Ze z celkem 12 isolovanych kultur jawi kultury grampozitivni, zbytek
gramnegativni (viz. Tab. 15.). Mikroskopicky obnalzazal, Ze tég vSechny z 23 kultur
jsou kratSi pravidelné kokovitédinky nebo koky az naitkultury (U10, U19 a D2), které
jsou jiz na prvni pohled vyraZrdelSi tginky. Zajimava byla kultura U6, ktera sé par-
veni kolonie narostené na U agaru ukazala jakordrdloky a pi barveni kolonie naroste-
né na US2 agaru se ukazala coby jggintycinky. Podobné to bylo i s kulturou D2. Jeji
nabarveny preparat z 3D agaru ukazal drobné ka@timzco preparat z US2 agaru vyrazn
dlouhé tyinky.
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Tab. 14. Gramovo barveni kultur ze vzorku B

Vzorek B

Kultura Gram Kultura Gram
Ul G- Ull G-
u2 G- U1z G-
U3 G- uil3 G-
U6 G- ulv G-
u7 G- D1 G-
u1o G+

Tab. 15. Gramovo barveni kultur ze vzorku Z

Vzorek Z

Kultura Gram Kultura Gram
U4 G- ule G-
us G- (KRS G+
U8 G- u19* G-
U9 G+ Ul G-
ul4 G- u20 G+
uls G- D2 G+

9.5 Denitrifika éni testy

Tyto testy byly provedeny podle postupu uvedenélap. 8.7 a mly zjistit, zda nami
izolované kultury ze vzorku B a vzorku Z jsou schémlenitrifikace a degradace PVA za

denitrifikacnich podminek.
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9.5.1 Universalni test na denitrifikaci

Vysledky testu ukazaly, Ze z 23 isolovanygstych kultur pouze 8 kultur neni schopnych
denitrifikace (viz.Tab.16. a Tab.17). Kréndvou kultur (U11, U17) se jednalo o isolované
kultury ze vzorku Z. Vysledky testu byly patrné palnech kultivace. Vyjimkou byly kul-
tury U7 a U10, kdy po 7 dnech kultivace byl vysledestu negativni. Zgma nastala az po
11 dnech kultivace. Test obecné denitrifikace hylveden i pro si&s vSech kultur ze

vzorku B a snis kultur ze vzorku Z. Pro éliyto snesi byl test pozitivni.

Tab. 16. Universalni denitrifikai test kultur ze vzorku B

Vzorek B
Kultura Test Kultura Test
Ul + Ull -
0y + Ul2 +
U3 + U13 +
U6 + ulv -
u7 + D1 +
U10 + Sngs +
Tab. 17. Universalni denitrifikani test kultur ze vzorku Z
Vzorek Z
Kultura Test Kultura Test
U4 + uls -
us + UlA +
U8 + u19* -
U9 - u20 -
ul4 + D2 -
Ul5 - sngs +
ule +
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9.5.2 Test na degradaci PVA za denitrifikanich podminek

Vysledky testu ukézaly, Ze ani jedna z celkem BBisnychgistych kultur neni schopna
celého degradaiho procesu. Koncentrace PVA byla stanovovana5p8®dnech kultiva-

ce od nasazeni kultury do testu. Jak je patrnéz I a Tab. 19., mirny ndznak degradace
se projevil u srési kultur ze vzorku B a pak také u dvéigtych kultur a to u D2 (vzorek
Z) a kultury U17 (vzorek B). Tyto kultury (sfe B, D2 a U17) byly ponechany k dalSi kul-
tivaci. V Tab. 18 a 19 jsou uvedeny hodnoty kon@ad PVA na z&tku testu, resp. po
20 — 30 dnech kultivace od nasazeni kultur do tadtodnoty na konci testu, resp. po cel-

kové dolg kultivace 35 — 50 dni od doby, kdy byla kulturaazena do testu.

Tab. 18. Test s vyuzitim PVA pro kultury ze vz&rku

Vzorek B
Koncentrace PVA (mg.I") Koncentrace PVA (mg.")
Kultura Kultura
zacatek konec zacatek konec

Ul 137,10 126,27 Ull 125,86 128,61
U2 127,54 124,60 ulz 135,19 128,27
U3 130,17 126,58 ul3 124,26 125,10
U6 136,67 131,14 ul7v 128,05 104,55
u7 135,19 132,73 D1 127,54 125,53
ulo0 136,38 135,33 SNEs 134,68 119,01
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Tab. 19. Test s vyuzitim PVA pro kultury ze vzdrku

Vzorek Z
Koncentrace PVA (mg.I") Koncentrace PVA (mg.1")
Kultura Kultura
zacatek konec zacatek konec

u4 127,7 124,64 uls 120,69 121,47
us 130,80 130,59 (ONAY) 130,11 131,06
U8 136,67 134,8 u19* 129,21 130,08
U9 123,01 125,12 u20 125,51 126,84
ul4 131,03 125,31 D2 133,39 118,00
uil5 124,06 117,68 sin 125,73 123,62
ul6 119,69 121,81

9.6 Stanoveni mistovych podminek

Jak je uvedeno v Kap. 8.8, byly jednotlivé kultumgjprve nadkovany na U agar a TYA
agar. Pokud se tyto typy Zivnycligpneos¥dcily v dusledku pomaléhaistu nebo Zzadného
rastu, nasledovaloipatkovani kultury na jiny typ Zivného agaru. Jedndtlimisky byly
kultivovany v kultiva&ni mistnosti fi 25°C a istupu kysliku nebo v exsikatoru bet#i-p
stupu kysliku. Na zakladschopnosti a rychlostiistu jednotlivych kultur na ditém typu

Zivné pidy a za danych podminek byly stanoveny optimdisiavé podminky.

Jak uvadi Tab.20 a Tab.21 z celkem 23 isolovanydtuik rostlo nejlépe 15 kultur za
mikroaerofilnich podminek (exsikator), 7 kultur aarobnich podminek (kultigai mist-
nost) a jedna kultura (U8) rostla st&jdokre za aerobnich i mikroaerofilnich podminek.
Dale je z tabulky patrné, Ze pro 9 kultur byl ngehsjSim Zzivnym médiem TYA agar, pro
6 kultur U agar, pro 3 kultury US1 a pro 3 kultw2. Jedna kultura (U8) rostla st&jn
dole na TYA agaru jako na U agaru. Dale pak jednaukall{U18) rostla jak na US1 Zivné
pudg, tak i na US2 agaru.
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Tab. 20. Rstové podminky pro kultury ze vzorku B

Vzorek B
Rust Rist
Kultura Kultura
pada podminky pada podminky
Ul TYA MAF ull AE U
U2 TYA MAF Uiz TYA MAF
u3 TYA MAF ul13 TYA MAF
U6 AE U ulv US1 MAF
u7 AE U D1 U MAF
uio TYA MAF

Tab. 21. Rstové podminky pro kultury ze vzorku Z

Vzorek Z
Rust Riast
Kultura Kultura
pada podminky pada podminky
U4 U AE ul6 TYA MAF
us U AE ui1s US1/US2 AE
us TYA/U MAF / AE u19* Us1 MAF
U9 TYA MAF U19A UsSi1 MAF
ul4 TYA MAF u20 us2 MAF
(NS} us2 AE D2 us2 MAF




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 60

10 VLASTNOSTI ISOLOVANYCH KULTUR

Tato kapitola zahrnuje souhrnny popis jednotlivgsbhlovanych kultur z aktivovaného

denitrifikaniho kaluCOV Zlin-Malenovice adaptovaného na PVA.

10.1 Kultura U1

Kultura U1l byla isolovana po 6 dnech kultivace gik&toru z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zagkovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deta rych-

le roste na TYA agaru za mikroaerofilnich (MAF) poidek. Na U agaru roste celkem
dohe, ale uz po¥kud pomaleji. Na zakladGramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o
gramnegativni kulturu, jejiz bakterialnity jsou velmi kratké a pravidelnécipky (viz.
Obr. 6.). V ramci obecného denitrifis@ho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kultura Ul
je schopna denitrifikace. Test na denitrifikaciysiXitim PVA byl negativni, kultura tedy

nebyla schopna celého degr&aiio procesu.
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Obr. 6. Mikroskopicky pohled na kulturu Ul

10.2 Kultura U2

Kultura U2 byla isolovana po 6 dnech kultivace gik&toru z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zaskovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deta rych-
le roste na TYA agaru za mikroaerofilnich (MAF) puiciek. Na U agaru roste celkem
dohe, ale poskud pomaleji. Na zakladGramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o
gramnegativni kulturu, jejiz bakteriélniidy jsou kratSi kokovité tynky (viz. Obr. 7.).

V ramci obecného denitrifikamiho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kulturaj&&chop-
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na denitrifikace. Test na denitrifikaci s vyuZitifV/A byl negativni, kultura tedy nebyla

schopné celého degramdho procesu.

Obr. 7. Mikroskopicky pohled na kulturu U2

10.3 Kultura U3

Kultura U3 byla isolovana po 6 dnech kultivace gikatoru z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zatkovan vzorek Biedsni 10%. Jedna se o kulturu, ktera debroste na
TYA agaru za mikroaerofilnich (MAF) podminek a &ca hife na U agaru. Na zaklad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &adini buiky
jsou kratSi kokovité @inky (viz. Obr. 8.). V ramci obecného denitrifidho testu bylo
potvrzeno, Ze isolovana kultura U3 je schopna dékiéce. Test na denitrifikaci

s vyuzitim PVA byl negativni, kultura tedy nebytzhepna celého degrattdho procesu.

Obr. 8. Mikroskopicky pohled na kulturu U3
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10.4 Kultura U4

Kultura U4 byla isolovana po 6 dnech kultivace aemostatu z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zatkovan vzorek Ziedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera celkem Hiphoste
na TYA agaru za aerobnich (AE) podminek. Na U agaste také celkem déd Na z&-
kladé Gramova barveni bylo zji§to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &adini
potvrzeno, Ze isolovana kultura U4 je schopna dékéce. Test na denitrifikaci

s vyuzitim PVA byl negativni, kultura tedy nebytzhepna celého degrattdho procesu.

..‘_,-;‘

Obr. 9. Mikroskopicky pohled na kulturu U4

10.5 Kultura U5

Kultura U5 byla isolovana po 6 dnech kultivace aemostatu z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zaskovan vzorek Ziedni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deboste
na U agaru za aerobnich (AE) podminek. Na TYA agaste také pogrn¢ dolre. Na z&-
klad¢ Gramova barveni bylo zji§to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &adini
buiky jsou kratSi kokovité tynky (viz. Obr. 10.). V ramci obecného denitrifétdho testu
bylo potvrzeno, Ze isolovana kultura U5 je schopeditrifikace. Test na denitrifikaci

s vyuzitim PVA byl negativni, kultura tedy nebytzhepna celého degrattdho procesu.
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Obr. 10. Mikroskopicky pohled na kulturu U5

10.6 Kultura U6

Kultura U6 byla isolovana po 8 dnech kultivace gik&toru z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zatkovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi pomalu roste
na U agaru za aerobnich (AE) podminek. Na TYA agaste pordrné hire. Kultura byla
pieatkovana i na US1 a US2 agaryjgemz st byl srovnatelny s U agarem. Problémem
pii isolaci a naslednémi@atkovavani bylo, Ze kultura U6 je velmi pomalu rostiokultu-
rou, ktera viistd do pevneho Zzivného média. Piipad dalSi studie této kultury by bylo
vhodrejSi zvazit jeji kultivaci v jiném typu Zivného médiNa zaklad Gramova barveni
preparatu s U agaru bylo zpgb, Ze se jednd o gramnegativni kulturu, jejiz &adini
buiky maji charakter koku (viz. Obr. 11a.) a barvengparat s US2 agaru ma charakter
delSich tginek (viz. Obr. 11b.). V rdmci obecného denitrittkého testu bylo potvrzeno,
Ze isolovana kultura U6 je schopné denitrifikacestTna denitrifikaci s vyuzitim PVA byl

negativni, kultura tedy nebyla schopna celého algrého procesu.

Obr. 11a. Mikroskopicky pohled na kulturu U6
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Obr. 11b. Mikroskopicky pohled na kulturu U6

10.7 Kultura U7

Kultura U7 byla isolovana po 8 dnech kultivace gikatoru z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zaskovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, kter4 p&mms dohie
roste na U agaru za aerobnich (AE) podminek. Na Bgaru nerostetec. Na zaklas
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &adini buiky
jsou kratSi kokovité &inky (viz. Obr. 12.). V ramci obecného denitriftkdho testu bylo
potvrzeno, Ze isolovana kultura U7 je schopna dékéce az po 11 dnech kultivace. Test
na denitrifikaci s vyuZzitim PVA byl negativni, kula tedy nebyla schopn& celého degra-

daniho procesu.

Obr. 12. Mikroskopicky pohled na kulturu U7
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10.8 Kultura U8

Kultura U8 byla isolovana po 8 dnech kultivace aemostatu z Petriho misky s U agarem,
na ktery byl zaskovan vzorek Ziedni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deboste
na U agaru i na TYA agaru a to za AE i MAF podming& zaklad Gramova barveni bylo
Zjisténo, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &a&ini buiky jsou kokovité tginky
(viz. Obr. 13.). V ramci obecného denitriftdcdho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kul-
tura U8 je schopna denitrifikace. Test na denit@ifi s vyuzitim PVA byl negativni, kultu-

ra tedy nebyla schopna celého degéaftao procesu.
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Obr. 13. Mikroskopicky pohled na kulturu U8

10.9 Kultura U9

Kultura U9 byla isolovana po 13 dnech kultivacenaerostatu z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zatovan vzorek Ziedni 10%). Jednéa se o kulturu, ktera velmi deb
roste na TYA agaru za MAF podminek. Uspokejieste i na U agaru AE podminek. Tato
kultura je zprvu pithledn& (podoba se &move viace) a pozdji se na TYA agaru (MAF)
zmeéni na mlénou. Na U agaruistava stale fihledna. Na zakladGramova barveni bylo
Zjisténo, Ze se jedna o grampozitivni kulturu, jejiz leaiéni buiky jsou koky (viz. Obr.
14.). V rdmci obecného denitrifikaiho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kulturangfi
schopna denitrifikace. Test na denitrifikaci s Wyt PVA byl negativni, kultura tedy ne-

byla schopné celého degré&déo procesu.
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Obr. 14. Mikroskopicky pohled na kulturu U9

10.10Kultura U10

Kultura U10 byla isolovana po 13 dnech kultivacexgikatoru z Petriho misky s 3D aga-
rem, na ktery byl zadovan vzorek Biedini 10%). Jedna se o kulturu, kterou jsme isolo-
vali vdomreni, Ze isolujeme jen jednu kulturu. Po 3 dnechikatte reatkované, udaj&
Cisté U10 bylo okem patrné, ze se jedna & bzdilné kultury. Coz potvrdilo i Gramovo
barveni, kde se objevily grampozitivni velkgky a gramnegativni jemnécky (viz.
Obr. 15).Cista kultura U10 byla isolovana z TYA agaru po %am kultivace misky se
smidenou kulturouCista U10 velmi dote roste na TYA agaru za MAF podminek. Uspo-
kojivé roste i na U agaru. Tatista kultura je syt oranZzové barvy. Na zakladsramova
barveni bylo zji&tno, Ze se jedna o grampozitivni kulturu, jejiz leaiéni buiky jsou po-
meérné dlouhé velké winky (viz. Obr. 15.). V ramci obecného denitrifthkdho testu bylo
potvrzeno, Ze isolovanésta kultura U10 je schopn& denitrifikace. Testdesitrifikaci

s vyuzitim PVA byl negativni, kultura tedy nebytzhepna celého degrattdho procesu.

Obr. 15. Mikroskopicky pohled na smiSenou kultufl® U
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10.11Kultura U11

Kultura U11 byla isolovana po 13 dnech kultivacexgikatoru z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zatkovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera deboste

na U agaru za AE podminek. Uspokeéjioste i na agaru US1 i US2. Na TYA agaru neros-
te vibec. Na zaklatlGramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu,
jejiz bakterialni biikky jsou pravidelné @inky (viz. Obr. 16.). V ramci obecného denitrifi-
kacniho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kultura W&mhi schopna denitrifikace. Test na
denitrifikaci s vyuzitim PVA byl negativni, kulturdy nebyla schopna celého degtada

niho procesu.
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Obr. 16. Mikroskopicky pohled na kulturu U11

10.12Kultura U12

Kultura U12 byla isolovana po 13 dnech kultivacexsgikatoru z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zatkovan vzorek Biedni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deb
roste na TYA agaru za MAF podminek. Ron¢ dolkie roste i na U agaru. Na zakéad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jednd o gramnegativni kulturu, jejiz &adini buiky
jsou pravidelné ®inky (viz. Obr. 17.). V ramci obecného denitriftkeaho testu bylo po-
tvrzeno, Ze isolovana kultura U12 je schopné diékéce. Test na denitrifikaci s vyuzitim

PVA byl negativni, kultura tedy nebyla schopna keldegradéniho procesu.
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Obr. 17. Mikroskopicky pohled na kulturu U12

10.13Kultura U13

Cista kultura U13 byla isolovana po 3 dnech kultezacTYA agaru z fectkované Gdaj#
gisté kultury U10Cista U13 velmi dote roste na TYA agaru za MAF podminek. Rom
dokie roste i na U agaru. Talsta kultura je bilé resp.migé barvy. Na zakladGramova
barveni bylo zji&no, Ze se jednd o gramnegativni kulturu, jejiz &d&ini buiky jsou ko-
kovité tyinky (viz. Obr. 18.). V ramci obecného denitrifédtdho testu bylo potvrzeno, ze
isolovan&cista kultura U13 je schopné denitrifikace. Testeaitrifikaci s vyuzitim PVA

byl negativni, kultura tedy nebyla schopna celébgradé&niho procesu.

Obr. 18. Mikroskopicky pohled rstou kulturu U13
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10.14Kultura U14

Kultura U14 byla isolovana po 20 dnech kultivacanaerostatu z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zakovan vzorek Ziedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deb
roste na TYA agaru za MAF podminek. Ron¢ dolre roste i na U agaru. Na zékéad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &a@&ini buky
jsou &tSi pravidelné ®inky (viz. Obr. 19.). V ramci obecného denitriftcdho testu bylo
potvrzeno, Ze isolovana kultura Ul4 je schopna tdBkace. Test na denitrifikaci

s vyuzitim PVA byl negativni, kultura tedy nebytzhepna celého degrattdho procesu.
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Obr. 19. Mikroskopicky pohled na kulturu U14

10.15Kultura U15

Kultura U15 byla isolovana po 20 dnech kultivacanaerostatu z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zadovan vzorek Ziedni 10%). Jedna se o kulturu, kterou jsme isolo-
vali v domreni, Ze isolujeme jen jednu kulturu. Po 27 dnechikate Feotkované Udajé
cisté U15 byly z misky s U agarentgackovany dv kultury U15 a U18 (viz. Obr. 20.).
Cista U15 velmi dote roste na agaru US1 za MAF podminek. 2aloste i na US2 agaru.
Naopak wibec neroste na TYA agaru. Na zakladramova barveni bylo zji&to, Ze se
jedna o gramnegativni kulturu, jejiz bakterialniiky jsou kratké kokovité tinky (viz.
Obr. 21.). V ramci obecného denitrifikeéiho testu bylo potvrzeno, Ze isolovafigia kul-
tura U15 neni schopna denitrifikace. Test na dékéci s vyuzitim PVA byl negativni,

kultura tedy nebyla schopnéa celého degéaite procesu.
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Obr. 20. Mikroskopicky pohled na smiSenou kultufib U

Obr. 21. Mikroskopicky pohled rigstou kulturu U15

10.16Kultura U16

Kultura U16 byla isolovana po 20 dnech kultivacanaerostatu z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zakovan vzorek Ziedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deb
roste na TYA agaru za MAF podminek. Ron¢ dolre roste i na U agaru. Na zékéad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kulturu, jejiz &adini buiky
jsou kokovité tginky (viz. Obr. 22.). V ramci obecného denitriftkdho testu bylo potvr-
zeno, Ze isolovana kultura U16 je schopna deri&rife. Test na denitrifikaci s vyuzitim

PVA byl negativni, kultura tedy nebyla schopna keldegradéniho procesu.
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Obr. 22. Mikroskopicky pohled na kulturu U16

10.17Kultura U17

Kultura U17 byla isolovana po 27 dnech kultivacexgikatoru z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zatovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deb
roste na US1 agaru za MAF podminek. Row dokre roste i na US2 a TYA agaru. Na
zaklad& Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o smiSenou kulturu obsahujici ggamn
gativni koky a grampozitivni §inky. Pouhym okem od sebe neSly tyta dwltury rozpo-
znat. Zkusila jsem tedyfpatkovat d& rizné kolonie na zivnégaly. Opét bylo provedeno
Gramovo barveni, které potvrdilo, Ze jsem isolojatinucéistou kulturu (G-). Grampozi-
tivni se ale nepodio isolovat. Cista kultura U17 je tedy na zakkadramova barveni
gramnegativni bakterie. Bakterialni ity jsou koky (viz. Obr. 23.). V rdmci obecného
denitrifika¢niho testu bylo potvrzeno, Zesta isolovana kultura U17 neni schopna denitri-
fikace. Test na denitrifikaci s vyuzitim PVA byl getivni s mirnym naznakem degradace.
Kultura tedy nebyla schopna celého degéattao procesu. Lahev byla ponechana dalSi

kultivaci.

Obr. 23. Mikroskopicky pohled na kulturu U17
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10.18Kultura U18

Cista kultura U18 byla isolovana po 27 dnech kulteva TYA agaru z ieatkované Gdaji

gisté kultury U15Cista U18 velmi dote roste na agarech US1 i US2 AE podminek.iBob
roste i na U agaru. Na zakkaGramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o grampozitivni
kulturu, jejiz bakterialni hiky jsou kokovité tyinky (viz. Obr. 24.). V ramci obecného
denitrifikatniho testu bylo potvrzeno, Ze isolovatista kultura U18 neni schopna denitri-
fikace. Test na denitrifikaci s vyuzitim PVA byl geivni, kultura tedy nebyla schopna

celého degradaiho procesu.

Obr. 24. Mikroskopicky pohled n#stou kulturu U18

10.19Kultura U19

Kultura U19 byla isolovana po 48 dnech kultivacanaerostatu z Petriho misky s 3D aga-
rem, na ktery byl zatkovan vzorek Ziedsni 10%). Jedna se o pomalu rostouci kulturu,
ktera dolbe roste na agaru US1 za MAF podminek. i2alpste i na US2, U a TYA agaru,
ale mnohem pomaleji. Po 15 dnech kultiva¢eogkované kultury U19 na agar US1 bylo
pouhym okem viditelné, Ze na misce jsou narosteyadlliSné kultury (U1@ a U19%).

Na zaklad Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativni kultury, jejiz bak-
terialni buiky jsou tyinky (viz. Obr. 25a., 25b). Kultura UN9byla hife rozmichatelna a
ty¢inky tvorily shluky. Naopak u kultury U19* byly vii jednotlivé tginky piipominajici
vlakna. V ramci obecného denitrifis@iho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kultura
U19A je schopna denitrifikace a kultura U19* neni. Teatdenitrifikaci s vyuzitim PVA

byl negativni, kultura tedy nebyla schopna celébgrddéniho procesu.
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Obr. 25a. Mikroskopicky pohled na kulturu U9

Obr. 25b. Mikroskopicky pohled na kulturu U19

10.20Kultura U20

Kultura U20 byla isolovana po 48 dnech kultivacanaerostatu z Petriho misky s U aga-
rem, na ktery byl zatovan vzorek Ziedni 10°%). Jedna se o kulturu, ktera delroste
na agaru US2 za MAF podminek. Rong¢ dokie roste i na US1 a U agaru. Na zaklad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o grampozitivni kulturu, jejiz leai@ni buiky
jsou delSi tyinky (viz. Obr. 26.). V ramci obecného denitriftkdho testu bylo potvrzeno,
Ze isolovana kultura U20 neni schopna denitrifikdast na denitrifikaci s vyuzitim PVA

byl negativni, kultura tedy nebyla schopna celébgradé&niho procesu.

Obr. 26. Mikroskopicky pohled na kulturu U20
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10.21Kultura D1

Kultura D1 byla isolovana po 27 dnech kultivacexsikatoru z Petriho misky s 3D aga-
rem, na ktery byl zatovan vzorek Biedsni 10%). Jedna se o kulturu, ktera velmi deb
roste na U agaru za MAF podminek. Srovnatelolkie roste i na agaru US1 a US2, én
pak na TYA agaru. Na zakladsramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o gramnegativ-
ni kulturu, jejiz bakterialni hiky jsou velmi drobné kokovité &nky (viz. Obr. 27.).
V ramci obecného denitrifikamiho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kulturaj@®&chop-
na denitrifikace. Test na denitrifikaci s vyuzitifV/A byl negativni, kultura tedy nebyla

schopna celého degraadho procesu.
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Obr. 27. Mikroskopicky pohled na kulturu D1

10.22Kultura D2

Kultura D2 byla isolovana po 29 dnech kultivacena@rostatu z Petriho misky s 3D aga-
rem, na ktery byl zatkovan vzorek Ziedsni 10%). Jednéa se o kulturu, ktera velmi deb
roste na US2 agaru za MAF podminek. Boloste i na US1 a U agaru. Na TYA agaru
neroste térr vilbec. RPekvapiv celkem doke roste i na 3D za AE podminek. Na zaklad
Gramova barveni bylo zji&to, Ze se jedna o ssnou kulturu grampozitivnich kédka
gramnegativnich tymek (viz. Obr. 28). Pouhym okem od sebe tyt¢ Kultury Slo velmi
tézko rozpoznat. Zkusila jsem tediepckovat dw¥ raizné kolonie na Zivnégaly. Ot bylo
provedeno Gramovo barveni, které potvrdilo, Ze jsatovalacistou kulturu (G+). Gram-
negativni se ale nepadla isolovat.Cista kultura D2 je tedy na zakk@ramova barveni
grampozitivni bakterie. Bakterialni tky nabarveného preparatu s agaru US2 maji charak-
ter delSich t§inek (viz. Obr. 29a) a hiky z preparatu s 3D agaru byly koky (viz. Obr.

29b). V ramci obecného denitrifikaiho testu bylo potvrzeno, Ze isolovana kultura D2
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neni schopna denitrifikace. Test na denitrifikagyszitim PVA byl negativni s mirnym
nadznakem degradace. Kultura tedy nebyla schopréh@elegradmiho procesu. Lahev

byla ponechana dalSi kultivaci.

Obr. 28. Mikroskopicky pohled na gsmou kulturu D2

Obr. 29a. Mikroskopicky pohled r@#stou kulturu D2

Obr. 29b. Mikroskopicky pohled r#stou kulturu D2
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10.23TGGE

Na zéklad ziskanych vysledkprace H. MaruSincové [2], podle postupu v Kap0&lve
spolupraci s L. Husarovou [25] bylo na zakigekeloveé elektroforézyipteplotnim gradien-
tu zjistno, Ze kultury U1, U8, U13, U14, U16 a U17 jsou mphai kandidaty na hledany
bakterialni kmen se schopnosti rozkladu PVA zatdékacnich podminek. Poloha prouz-
ku vybraného Uuseku DNA¢hto rekolika kultur po separaci pomoci TGGE byla iderdick
poloze prouzku fedpokladaného bakterialniho degradao kmene, nalezeného v testech

degradace PVA denitrifikamim kalem =zistirny odpadnich vod.

Fotografie geal ze separaci DNA jednotlivych kultur pomoci TGGE][3sou uvedeny
v Priloze 1, 2, 3 a s@asre jsou i na danych gelechizaeny i vzorky separaci USeRNA,
izolovanych ze vzork B a Z (které dokumentuji namnozeiegpokladaného degratta-
ho kmene v prbéhu pomnoZovacich cyk) a také vzorky 15 a 23 ze zakladnich deds-
gradace PVA denitrifikénim kalem. VSechny separace TGGE byly provedenirazéy
geli TGGE ziskény probihajici doktorskou praci ingHuséarové [25].
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ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyvaledevsim isolaci bakterialnich kultur schopnych
rozkladat polyvinylalkohol za denitrifikaich podminek a jejich naslednym popisem. Vy-
chozim vzorkem pro tuto isolaci byl denitrifikd kal zcistirny odpadnich vod Zlin-

Malenovice, ktery byl jiz adaptovany na polyvinyahol.

V Gvodu jsem se zaftila na pomnozeni degrattdch bakterii, pro zvySeni prayusbdob-
nosti usgsné isolace. Pomoaidahto tesh doslo k namnozeni bakterii, které jsou schopné
rozkladat polyvinylalkohol za denitrifikaich podminek. Celkem bylo provedeno 6 po-
mnoZzovacich cykKi, pficemzZ se postugnzvysovala koncentrace polyvinylalkoholu z vy-
chozi koncentrace 100 mg.hZ na kongnou koncentraci 200 md.l Po skogeni posled-
niho cyklu byla kalova suspenze v desetifa vyockovana na fedem pipravena pevna
Zivnd média. Jednalo se o universalni typ aganarsolem a jantaranem sodnym, agar
s pridavkem polyvinylalkoholu a agar pro slepé standvidaaikované Petriho misky byly
kultivovany v anaerostatu za anaerobnich podminekegsikatoru za mikroaerofilnich

podminek.

DalSi¢ast mé prace bylatmovana samotné izolaci jednotlivych kultur schogmgazkladu
polyvinylalkoholu za denitrifikénich podminek. Je nutné tmdznit, Ze isolace PVA de-
gradujicich bakterialnich kultur neni snadna. Fitmlae izolovat celkem 28istych bakte-

ridlnich kultur z kalu adaptovaného na PVA, konké&te vzorku B a vzorku Z.

Podstatnouwast této prace two popis zakladnich vlastnosti vSech izolovanychikulU
jednotlivych izolovanych kultur bylo provedeno Grawo barveni, které prokazal@tsi
podil gramnegativni kultur. Dale byly u kultur stareny fistové podminky. V ramci sta-
noveni byly kultury peatkovavany naizné typy pevnych Zivnychip a nasled&kultivo-
vany za pistupu resp.ndfstupu kysliku. Na zakladziskanych poznatkbylo zvoleno
vhodné Zivné médium pro jejich optimalrist a progdiedi kultivace (aerobni, mikroaero-
filni). Kultury byly posléze podrobeny denitrifikaim tesim, které ukazaly, ZeétSina
izolovanych kultur je schopna denitrifikace, vyjimk Sesti kultur. V testu denitrifikace s
vyuzitim PVA byl zaznamenan mirny naznak degrad®¢a u dvoucistych a jedné ss-

né kultury. VSechny kultury byly zakonzervovany jpigad jejich dalSiho studovani.

Mrivriw s

jsou geneticky velmi blizkéi totozné pedpokladané degragta kultuie, podilejici se na
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rozkladu PVA. Identifikaceéchto kmeri neni prozatim dokaena, ale v rdamci pokéa-

jici doktorské prace ing.L.Husarové lzegpokladat, Ze se padadentifikaci uskuténit.

V navaznosti na ziskané vysledky by bylo do budauegnodné detailjSi prostudovani
vlastnosti isolovanych bakterialnich knieve smyslu jejich schopnosti degradace PVA v
kooperaci s jinymi bakterialnimi kulturami, napemi, které jsou schopny Uvodnich kiok

rozkladu polyvinylalkoholu, konkrétndehydrogenace PVA.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ABS
AE
ANAE

AK

DP
HPLC
MAF
MM
NPEOs
NP
PBH
PBHV
PCL
PCR
PLA
PQQ
PVA
PVAC
TGGE

UloZP

Akrylonitri-butadien-styren

Aerobni

Anaerobni
Aktivovany kal

Cistirna odpadni vody

Diplomova prace

Vysokotlaka kapalinova chromatografie
Mikroaerofilni

Mineralni médium

Nonylfenol polyethoxylat

Nonylfenol

Poly-3-hydroxybutyrat
Ko-poly-3-hydroxybutyrat-valerat
Polye-kaprolakton
Polymeréazoviettzova reakce

Kyselina polymléna
Pyrrolochinolinchinon

Polyvinylalkohol

Polyvinylacetéat

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu

Ustav inzenyrstvi ochrany zivotniho pri@sti
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