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ABSTRAKT

V této diplomoveé praci se zabyvam mikrobidlni degradaci 1-oktyl-2-pyrrolidonu bakterial-
nimi kulturami pochazejicimi z mé bakalaiské prace. Schopnost biodegradace byla ovéto-
vana méfenim zakalu a stanovenim rozpusténého organického uhliku v jednotlivych sus-
penzich, které byly kultivovany v lahvich s tekutym mineralnim médiem a uvedenym sub-
stratem. Dale jsem se zabyvala identifikaci téchto bakterii a zkoumanim jejich zékladnich

rustovych vlastnosti.

Kli¢ova slova: 1-oktyl-2-pyrrolidon, mikrobidlni degradace, kultivace, mikrobialni kultury

ABSTRACT

In this Master’s thesis I deal with the microbial degradation of 1-octyl-2-pyrrolidone by
bacterial cultures obtained during my bachelor work. The culture’s ability to biodegradati-
on was verified both by measuring turbidity and by determination of dissolved organic
carbon in individual suspensions, which were incubated in bottles containing liquid mine-
ral medium amended with noted substrate. I was also concerned with identifying these bac-

teria and examining their basal growth properties.

Key words: 1-octyl-2-pyrrolidone, microbial degradation, cultivation, microbial cultures
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UvVOD

S rozvojem pramyslu se do Zivotniho prostfedi dostalo a dostdva mnoho nové synte-
tizovanych chemickych latek. Nékteré zamérné, jako hnojiva, pesticidy, jedy a jiné jako
nechtény vedlejsi produkt vyroby. A tak stopy nejriznéjSich xenobiotik nalézdme nejen
v ovzdusi, pude a uzitkovych vodach, ale i ve vod¢ pitné a tudiz i v potravinach. Mezi xe-
nobiotika patii pravé také 1-oktyl-2-pyrrolidon, ktery se zac¢ina hojné¢ vyuzivat v riznych
pramyslovych odvétvich. Bylo by tedy piinosem védét, zda v nasem prostiedi existuji mik-
roorganismy, které jsou schopné jeho rozkladu. Poptipadé¢ pii jakych podminkéch je roz-
klad mozny a jak dlouho trva. Diky pfedchozimu studiu byly ziskany degradacni bakterie
pochazejici z feky Dtevnice, jez byly zakonzervovany a ulozeny po dobu dvou let. Byla
také uchovana smésna mikrobidlni kultura. Cilem této prace je ovéteni degradacni schop-

nosti téchto bakterialnich kultur a jejich identifikace.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 1-OKTYL-2-PYRROLIDON

1—oktyl-2—pyrrolidon (dale jen 102P) téz jako N—oktylpyrrolidon

Obr. 1 Struktura 1-oktyl-2-pyrrolidonu

1.1 Vlastnosti

Jedna se o viskdzni kapalinu slabého zapachu jako amin, mirné nazloutlého zbarveni,
s vysokym bodem varu v rozmezi 306 - 307°C a velmi nizkym tlakem par.' Pyrrolidon je
rovinny péticlenny laktam. 102P je dobfe rozpustny ve vSech organickych rozpoustédlech
a ve velmi nizkych koncentracich i1 ve vod¢ (rozpustnost je ptiblizn¢ do 1 g/l pti 20°C).

Jako rozpoustédla pro 102P sloui aceton, etanol, xylen, heptan, parafinovy olej a dalsi.”

Jeho molekulova hmotnost je 197,3 g.mol™. Hustota &ini 0,92 g.cm™ p¥i 25°C a jeho pH
nabyva hodnoty 9,1 ve 100 g/l. Bod vzplanuti nastava pti 142°C a bod mrazu je -26°C.
Dynamické viskozita 102P je 8 mPa-s pii 25°C a tlak pary 0,0008 mbar pii 20°C.

102P patii mezi latky s povrchové aktivnimi vlastnostmi a je netékavy. Pfi hofeni mlze
dochazet k tvorb& toxickych vypart s obsahem CO, CO,, NOx, HCl a HCN.* Je chemicky
stabilni za doporugenych skladovacich podminek.’

Vzhledem k uspotfadani rovinné ¢asti pyrrolidonu, mtzZe kyslik snadno zptisobit premisto-

vani elektronti s vysokou elektronegativitou. Zpusobuje to vysoky dipdlovy moment.
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Z tohoto diivodu jsou alkylpyrrolidony rozpustné v polarnich i nepolarnich rozpouste-

dlech.’
sk — L
Vo Vo
R

R

Obr. 2 Delokalizace elektronii v alkylpyrrolidonu

1.2 Pouziti 1-oktyl-2-pyrrolidonu a jeho sloucenin

102P se pouziva jako rozpoustédlo pro polymery a hydrofobni latky, jako smacedlo pro
vodni systémy nebo Cisti¢ kovl. Déle své vyuziti mize najit jako Cistici prosttedek ve vete-
rinarni mediciné a ve farmaceutickém primyslu, kde je vyuzivan pfi syntéze latek obsahu-
jici alkaloidy a jako stabilizator ve vodnich smésich. Casto se vyuziva také jako insekticid
nebo pii zpracovani ropy. Je obsazen ve specidlnich inkoustech a natérovych hmotach.
Diky svym vlastnostem je vyuZivan v zemédé€lském primyslu, naptiklad jako ptidavek do
smési na ochranu rostlin. Vzhledem ke svym povrchové aktivnim vlastnostem je zkouman
jako pridatna slozka Sampénd. V prumyslu nachdzi své uplatnéni jako ptisada do Cisticich
pripravki.” Je meziproduktem pouZivanym pii vyrobé agrochemikalii, elektroniky, prii-

myslovych chemikalii.* Miize byt té2 po&ateéni produkt pro chemické syntézy.

102P je slouc¢eninou ze skupiny alkylpyrrolidonil, které se vyznacuji vhodnou kombinaci
vlastnosti, jako je schopnost pfizplisobit se nizkym teplotdm. DalSimi jsou nizk4 tékavost,
niz§i teploty zpracovani, rychlé gelovaténi a vynikajici jasnost/transparentnost, kterd mtize
byt upravena pro specifické aplikace. Bylo prokdzano, Zze alkylpyrrolidony jsou velmi
ucinnd zmekcéovadla PVC, a jsou az o 40% 0€inngj$i nez standardni zme&kEovadla. Mohou
byt pouzity k vyrobé mékceného PVC, vyuzitelného pii nizkych teplotach, extrémné mek-
¢en¢ho PVC a polotuhého PVC. Délka alkylového fetézce se mize ménit v Sirokém rozsa-
hu (Cg-Cg). Oktylpyrrolidon a dodecylpyrrolidon jsou jiz komeréné dostupné a registrova-

s 2
ne.
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2-pyrrolidon je pouzivan jako soucast do natérii dieva a jinych podlahovych krytin. Je také

pfidavan do inkoustt a tiskai'skych barev.

N-methyl-2-pyrrolidon je extrémné odolny proti hydrolyze a vys$im teplotdm. Je soucasti
nekterych pramyslovych Cisticich prostiedktt i nékterych agrochemikalii. 1-methyl-2-
pyrrolidon je pouzivan jako pfisada do riznych pesticidii pro zemédélské potieby. Vyuziva
se v mnoha primyslovych odvétvich jako rozpoustédlo pro Sirokou fadu chemikalii a po-
lymerti nebo jako rozpoustédlo pii zpracovani a ¢isténi ropy, pryskyftice, plyni, olefini atd.
Déle muze byt vyuzit ve farmaceutickém prumyslu, kde zajistuje rychlejsi prachod Iéciv

skrz pokozku.'

N-ethyl-2-pyrrolidon spolu s jinymi rozpoustédly slouzi k odstranéni zbytki tavidel, oleji

a tukll. Pouziva se také jako alternativa za N-methyl-2-pyrrolidon.

N-hydroxyethyl-2-pyrrolidon a  N-cyklohexyl-2-pyrrolidon  jsou velice u¢inné
k odstranovani chemicky odolnych povlakt ¢i natérti za vysoké teploty. Slouzi jako roz-
poustédla v Cisticich prostiedcich. N-cyklohexyl-2-pyrrolidon mtize byt pouzit ke zjasnéni

barev.

N-vinyl-2-pyrrolidon spolu s multifunkénim akrylatem za pomoci UV zafeni vytvaii vy-
tvrditelny povlak, ktery je odolny proti otéru. Pouziva se k vyrobé ochrannych okennich
folii, kreditnich karet nebo plastovych kontaktnich ¢ogek.® Polyvinylpyrrolidon (PVP) se
zacal pouZzivat jiz v prvni poloviné 20. stoleti jako ndhrada krevni plazmy a pozdé&ji nasel
fadu uplatnéni v mediciné, farmacii, kosmetice a primyslové vyrob€. PVP se béZn¢ pouzi-
va jako pojivo v lécich ve formé tablet. K ptipravé 1€k se vyuziva také kvuli tomu, Ze
dokaze upravit jejich rozpustnost a usnadnit jejich pohyb v téle a u n¢kterych 1€kl snizuje
jejich neptiznivé vlastnosti. V medicing€ a biomedicin€ jej 1ze najit také ve forme& hydroge-
14, diky schopnosti zadrZovat tekutiny v 3D siti. S jodem tvoii komplex s dezinfekénimi
vlastnostmi, ktery se pouziva naptiklad v tekutych mydlech, mastech ¢i chirurgickych laz-
nich. PVP se vyuziva také pti vyrobé nékterych Sampdnti, zubnich past, natérovych hmot a
lepidel. Dobfte se vaze na polarni molekuly, proto nasel své vyuziti ve vrstvach pro fotogra-
fické papiry a také v inkoustech pro tiskarny.” Kromé t&chto pramyslovych odvétvi nagel
uplatnéni také v potravinaistvi, kde se pod oznacenim E 1201 pouziva jako stabilizator,
plnidlo, nosi¢ ¢i emulgator. Lze jej nalézt i v umélych sladidlech, potravinarskych barvi-

M 4 4 r *r b r 1
vech, vitaminech, slazenych napojich, cukrovinkéch atd."
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Podle patentu Gu z roku 1991 mohou byt N-alkyl-2-pyrrolidony vyuzity jako mikrobicidy
v pripravcich na Cisténi kontaktnich ¢ocek. Ptidanim pyrrolidond se zvySuje G¢innost dez-
infekce, vyhodou je alkylova skupina oktyl, decyl nebo dodecyl. Podle tohoto vynalezu
mohou byt N-alkyl-2-pyrrolidony v roztoku jako jediné antimikrobialni ¢inidlo nebo mo-
hou byt pouzity v kombinaci s jinymi povrchové aktivnimi €inidly, v€etné neiontovych,
kationtovych, aniontovych nebo amfoternich povrchové aktivnich latek. S cilem dosahnout
pozadované antimikrobialni i¢innosti mohou byt N-alkyl-2-pyrrolidony pouzity v koncent-
racich ve vodném roztoku od 0,0001% do 0,5% hmotnosti roztoku. Desinfek¢ni u¢innost
vuci mikroorganismiim byla testovana ve zkumavkach naplnénych sterilnim fyziologickym
roztokem, s obsahem 10° bundk (vyjadieno jako CFU) na mililitr. Koncentrace CFU byla
stanovena kratce piedtim, nez byla pfiddna dezinfekéni latka v riznych koncentracich. N-
alkyl-2-pyrrolidony byly ptfidavany v pufrovaném fyziologickém roztoku. Roztoky byly
testovany pomoci kvasinky Candida albicans. Ptezivajici bunky byly stanovovany
v ruznych Casovych intervalech. Vysledky zaznamenaly tthyn bun¢k za 0,2 hodiny pfi kon-
centraci N-oktyl-2-pyrrolidonu 0,1% a pfi koncentraci 0,05% za 2 hodiny. Podle uvedené-
ho patentu mohou byt pro potieby uchovani a desinfekce kontaktnich ¢ocek N-alkyl-2-

pyrrolidony pouzity v roztoku nebo jako ve vodé rozpustné tablety. "’

Velké mnozstvi komer¢nich, primyslovych a zemédélskych vyrobki je predmétem mikro-
bidlniho napadeni a degradace, které snizuji jejich ekonomickou hodnotu. Jako ptiklady
materiall, které mohou byt vystaveny mikrobidlni degradaci, jsou povrchové natéry, vy-
robky ze dieva, zemédélska semena a dals$i zemédélské komodity, textil, kiize ¢i plastické
hmoty. Mikroorganismy mohou byt do vyrobku ¢i na n€ zaneseny jiz pii vyrobnim procesu
nebo posléze vzduchem, lidmi, vodou atp. Také dalsi vyrobky obsahujici velké mnozstvi
vody a zaroveil organické materidly jsou nachylné k mikrobidlnimu napadeni. Do takové
skupiny patii predevsim latexy, lepidla, Skroby, vosky, emulgatory a rizné suspenze. Pii-
tomnost mikroorganismtii se mize projevovat ztratou viskozity, tvorbou plynu, nezadouci-
mi pachy, zménou barvy ¢i gelovaténim. Dal§im nezddoucim jevem je vyskyt slizu, ktery
vznikd mnoZenim bakterii, jeZ vytvareji viskdzni, siln€¢ hydratované latky (extracelularni
polymery). Sliz miize byt lepkavé, pastovité, gumovité nebo tvrdé struktury a omezuje
pfedevs§im papirensky primysl, kde znacné€ snizuje vynosy z vyroby. Pfedmétem patentu
Hollise, Rayudu a Whittemorea je tedy poskytnout zptisob ke zpomaleni nebo zabranéni
ristu mikroorganismli ve vodnich systémech a tak potlacit tvorbu slizu v primyslovych

chladicich vodach nebo vodach pouZzivanych pii vyrobé papiru. Patentovanymi protimik-
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robnimi prostfedky jsou N-dodecyl-heterocyklické slouceniny (vcetné N-dodecyl-2-
pyrrolidonu), které mohou najit své vyuziti jako primyslové nekorozivni konzervacni lat-
ky. Mohou se ptidavat se piimo do systému, ¢imz dojde k usmrceni bakterii produkujicich
sliz. Mikrobicidy pouzité¢ v tomto vynalezu maji fadu dalSich vyhod. Jsou hydrolyticky
stabilni v Sirokém rozmezi pH (3-11), jsou rozpustné v mnoha rozpoustédlech a mohou byt
pouzity do natéri pro impregnaci nebo aplikaci na povrch dieva, umélé hmoty ¢i jinych

. 1o 12
materiala.

V patentu Kabry jsou derivaty 2-pyrrolidonu uvedeny jako konzervanty zejména pro ocni,
usni a nosni pfipravky. Antimikrobidlni a konzervacni u€innost byla stanovovana pomoci
zkusebniho testu, kdy byly vzorky naockovany gram-pozitivnimi vegetativnimi bakteriemi
(Staphylococcus aureus), gram-negativnimi vegetativnimi bakteriemi (Pseudomonas aeru-
ginosa) a kvasinkami (Candida albicans). Data byla odecitdna po 24 hodinach a po 7
dnech. Test prokazal, ze ve vzorcich s N-oktyl-2-pyrrolidonem o koncentraci 0,05% doslo
k thynu gram-negativnich 1 gram-pozitivnich bakterii po 6 hodinach a kvasinky Candida

albicans po 7 dnech.®

1.3 Vliv na ¢lovéka

102P patii mezi ziraviny. Po kontaktu s nim negativné reaguje nejen s lidska pokozka, ale
i jiné tkang, nebot’ zpiisobuje poleptani dychacich cest a poskozeni o&i.* P¥i kontaktu s
o¢ima muze dojit k neprihlednosti rohovky, po dobu az 7 dnd. Dale zpiisobuje dusnost,
bolesti hlavy a nevolnost. Po ordlnim podani miize dochazet k akumulaci v organismu.

Mutagenita ani karcinogenita viak nebyly prokazany.'?

1.4 Vliv na zvirata

Ansell a spol. testovali akutni toxicitu 102P na krysach o vaze 200-300 g. Latka byla po-
davana ve stupniovanych koncentracich po dobu 18-24 hodin. Toxikologické a farmaceu-
tické ucinky byly sledovany ve 14 denni period€. Po skonceni testu byla provedena pitva.
Pitevni nélezy ukézaly poskozeni ledvin, jater a plic.' Pro krysu &ini LDs pfi oralnim pozi-

ti 2,050 mg/kg a pro kralika kozni LDs je > 2,000 mg/kg.’
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U kralika byly testovany drazdivé ucinky 102P pro oci a kiizi. Testovani probihalo s ¢istou
latkou 1 s 2%ni suspenzi. U ¢istého vzorku bylo prokdzano extrémné vysoké podrazdéni

v o v s IS b vr - r rv i r1.0v 1
oci a ktize. U suspenze nebyla prokazana drazdivost o¢i, jen slabé podrazdéni kaze.

1.5 Vliv na vodni organismy

U 102P byla prokazana akutni toxicita pro ryby a vodni bezobratlé¢ s moznymi dlouhodo-
bymi nepiiznivymi uinky. V zévislosti na koncentraci a podminkach muze plsobit nepii-

v e . row . . . J4 . r 1
znivé na vodni rostliny, zelené fasy i na biologické procesy u aktivovaného kalu."

1.6 Osobni péce

Bylo prokéazano, ze v produktech osobni péce jsou CsP a Cj,P ucinné pomocné ptipravky
pro oSetfeni vlast, jako je naptiklad barveni, béleni a trvald ondulace. Rychlost procesu je
zvySena pomoci smécedel. Vlasy jsou po celou dobu chranény a nedochazi k jejich posko-

zeni.!

1.7 Biodegradabilita

V mé bakalarské praci jsem se zabyvala rozkladem 1-oktyl-2-pyrrolidonu v fi¢ni vodé.
Pokus spocival ve sledovani koncentraci rozpusténého organického uhliku (DOC) v priibe-
hu kultivace. Bylo provedeno 8 odbérti vzorkii. Vychozi koncentrace 102P byla 100 mg/1.
Z naméfenych hodnot byl zhotoven graf zavislosti rozpusSténého organického uhliku na

Case. Z grafu je patrné, Ze rozklad probihal pomérné rychle a to 7-8 dni.
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Obr. 3 Graf zavislosti rozpusténého organického uhliku na case

Byly také provadény pokusy o isolaci degradacnich bakterii, kdy byly pfipraveny petriho
misky se samotnym minerdlnim agarem a s mineradlnim agarem s 102P. Po uplynuti kulti-
vacni doby byl ztejmy vétsi vyskyt bakteridlnich kolonii na samotném agaru, coz svédci o

urcitych toxickych ucincich 102P.

Pti pokusu o pomnozZeni degradacnich bakterii byly inkubovany lahve s mineralnim médi-
em a s odstupfiovanou koncentraci 1-oktyl-2-pyrrolidonu. V urcitych Casovych intervalech
byl sledovan zakal, ktery signalizoval rtust bakterii. Po ukonceni inkubace byla zjisténa
pfitomnost bakterii jen v lahvi s koncentraci 100 mg/l 102P. Pfi vyssi koncentraci zékal
nevznikl, protoZe bakterie jiZ nebyly schopny se mnozit vzhledem k ptedpokladané toxicité

102P.

V dalsim pokusu byly zvoleny koncentrace 102P tésn¢ nad 100 mg/l, aby bylo ptfesnéji
zjisténo, pfi jaké koncentraci byly bakterie jesté schopné rozkladu. Nejvyssi koncentrace,
pfi které pak jesté doslo k mnoZeni bakterii, byla 150 mg/I1. Pti izolaci kli¢ovych bakterii je

tedy nutno volit jen relativné nizké koncentrace 102P.

Dve¢ Cisté mikrobidlni kolonie, pojmenované ZN1 a ZN2, byly zakonzervovany v glycerolu

a ulozeny pfi teploté -80°C po dobu dvou let pro pfipadné pozdéjsi studium. Byla také
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uchovéana smésna kultura pii 25°C, ke které byl obcasné pridan 102P o koncentraci 100

mg/1."*

1.8 Protimikrobni u¢inky

V diplomové praci Jana Salace byly zkoumany protibakterialni u¢inky 102P vuéi Cistym
bakterialnim kulturam a oproti smésné kultufe v aktivovaném kalu. VUc¢i Cistym bakteridl-
nim kulturdm byly stanoveny hodnoty minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) metodou sledovani ristu kultur v zivném médiu v 96 -
jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach, s odstupniovanymi koncentracemi sledovanych 1a-
tek, pfipadné jejich smési. Stanoveni MIC a MBC probihalo primarné s pouzitim Ctyf

gram-pozitivnich a ¢tyf gram-negativnich kultur.

mmpoziﬁi
Staphviococcus aurens CCM 3953 6.0 7.5 0.25 0.25-0.50 \
Enterococcuis faecalis CCM 4224 TS 15.0 0.25 0.25
Rhodococcus ervihropolis FR6 7.0 >13.0 0.10 0.10 J
Bacillus subtilis CCM 2216
- prekultivovany 72 hod. 6.0 =155 0.10 >1.0
- prekultivovany 20 hod. 75 7.5 0.10 0.1
Gl_'amnegativni :
Escherichia coli CCM 3954 4.5 6.0 0.50 0.50
Klebsiella pneumoniae CCM 4416 6.0 6.0 0.25 0.50
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 4.5 75 >2.00
Psendomonas sp. MP11 4.5 6.0 =1.00
Pseudomonas fluorescens MS1 6.0 >7.0 >1.00

Obr. 4 Souhrnna tabulka MIC a MBC vici testovacim bakterialnim kulturam
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Zkousky s 102P vici Cistym kulturdm bakterii ukdzaly mnohem vyssi toxicitu 102P nez
fenoxyethanolu. Hodnoty MIC a MBC se (az na vysledek u Klebsiella pneumoniae) sho-
dovaly, coz také ukazuje na vyssi u¢innost 102P inhibovat bakterie. Mezi testovacimi or-
ganismy vSak prokazaly vysokou schopnost odolavat 102P bakterie rodu Pseudomonas.
Kromé kultury Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byly na toxicitu 102P zkoumany také
kultury Pseudomonas aeruginosa kmeny FT1, FT2 a FT4, Pseudomonas fluorescens MS1
a Pseudomonas putida FR3, a 1 tyto kultury prokazaly schopnost odolavat i koncentraci
102P 1 g.I'" (hranice rozpustnosti 102P ve vodg). Urgita pozornost byla vénovana sporulu-
jici bakterii Bacillus subtilis CCM 2216, ktera byla pouzita po dvoji prekultivaci, a to 20 a
72 hodin. Kultura prekultivovanéa 72 hodin prokazala velkou schopnost odolavat i vysokym

koncentracim 102P oproti kultufe prekultivované jen 20 hodin.

Byla také zkoumana toxicita 102P vii¢i smésné kultute aktivovaného kalu (AK) z Cistirny
odpadnich vod. Principem bylo sledovani rychlosti respirace s odstupiiovanymi koncentra-
nost kalu u¢inek jen 13-18%. Diivodem muze byt, Ze niz8i koncentrace 102P nejsou pro
AK toxické nebo doslo k vychytani 102P na nebunécnou slozku vlo¢ek AK. Koncentrace
102P 0,6-2,0 g.I" viak jiz mély na AK téméf uplny inhibiéni G&inek. Dale byla pro 102P

vypoctena hodnota ECsy 0,185 g.l'l.15
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2 MATERIAL A METODY

Mikrobidlni kultury ZN1 a ZN2 pochazejici z bakalaiské prace byly vyockovany na petri-
ho misky s R2A agarem a podle jejich vzhledu byly pfejmenovany na Mlécna a Drobna.

2.1 Schopnost rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu kulturami Mlé¢na

a Drobna

2.1.1 Potieby pro praci

300 ml mineralniho média (MM)

Sterilni odmérny vélec 100 ml

Sterilni ldhve objem 250 ml — 6 ks

1-oktyl-2-pyrrolidon

Obé kultury ne star$i nez 1 tyden

Sterilni fysiologicky roztok ve 2 zkumavkach (cca po 3 ml)
2.1.2 Piiprava tekutého mineralniho média (MM):

Slozeni MM (na 300 ml):

DeStiloVana VOAa. ......ooivii e 260 ml
Roztok A (9,07 g KHyPO4 /1000 ml)......oooeieiie e, 6 ml
Roztok B (23,90 g Na;HPO4.12H,0/1000 ml)......cooeeeieiiiiiiiiiicceeeeeeee 24 ml
Roztok StopovyCh prvKil........oouii i 0,2 ml
MgSO4.TH20 (10 8.170). oo, 3 ml
Fe(NH4)2(SO04)2.6H20 (3 .17) oo 3 ml
CaCla.2HoO (1 @), 3 ml
NHACT (B0 @0 ) e 3 ml

NACT(50 @70 e 1 ml
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2.1.3 Postup

Kultury Mlécnd a Drobna byly naockovany kiizovym roztérem na petriho misky s R2A

agarem a nasledn¢ inkubovany v do termostatu pro psychrofilni kultivaci.

Mineralni médium bylo po pfiprave sterilizovano a nasledné zchlazeno. Byl asepticky pfi-
dan 1-oktyl-2-pyrrolidon v mnozstvi 30 mg (= 32,6 pl) a vSe bylo dobie promichdno. MM
s 102P bylo asepticky rozd¢€leno sterilnim valcem do 6 sterilnich lahvi o objemu 250 ml.
Zbytek slouzil jako abioticka kontrola, ze které byl ihned odebran vzorek cca 6 ml na sta-

noveni koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC).
Z obou kultur Mlécna a Drobna byla ptipravena suspenze ve fysiologickém roztoku
(2. stupen McFarlandovy stupnice) a jimi byly lahve zaockovany:

. 1 +2: 10 pl suspenze kultury Mlécna

(@3

(@]

.3 +4: 10 pul suspenze kultury Drobna

(@]

.5+ 6: 5 pul suspenze kultury Mlécna a 5 pl suspenze kultury Drobna

Vsechny lahve byly kultivovany pfi 25°C na laboratorni vratné tfepacce, pii 100 cyklech
za minutu a byl sledovan vznik pfipadného zékalu coby indikatoru mnozeni bakterii. Po
10. a 16. dnu kultivace byly vzorky asepticky odebrany (po 10 ml), poté byly zcentrifugo-

vany (10 000 g, 4°C, 12 minut) a v supernatantu byla zméfena koncentrace DOC.

2.2 Pokus izolace degradacnich bakterii ze smésné kultury z bakalarské
prace

2.2.1 Piiprava tekutého mineralniho média (MM)

SloZzeni MM na 200 ml:

Destilovand voda..........o.uiiii i 170 ml
Roztok A (9,07 g KHaPO4 /1000 ml)....ooviniii e, 4 ml

Roztok B (23,90 g Na;HPO4. 12H20/1000 mI)...ovveineiiiiiieieeeeeae 16 ml

Roztok stopovych prvKil........ooviiiiii 0,2 ml
MgSO4TH2O0 (10 @17, 2 ml
Fe(NH4)2(SO04)2.6Ha0 (3 8.171) ..o 2 ml
CaCla.2HoO (1 @), 2 ml

NHACL (B0 8.1 e, 2 ml
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NACL (50 @171 oo 1 ml

2.2.2 Postup

Po piipravé bylo mineralni médium sterilizovano a nasledné zchlazeno. Poté byl ptidan 1-
oktyl-2-pyrrolidon v mnozstvi 24 mg (= 26,1 pl) a vSe bylo dobie promichano. Koncentra-
ce 102P byla 120 mg/l. Mineralni médium s 102P bylo asepticky rozdé€leno sterilnim val-

cem po 15 ml do 6 sterilnich lahvi o objemu 100 ml.

2 lahve zaockovany 150 pl suspense pochazejici z Be. prace
2 lahve zaockovany 15 pl suspense pochéazejici z Be. prace

2 lahvicky zaockovany 1,5 ul suspense pochazejici z Be. prace

V3se bylo inkubovéno pii 25°C na laboratorni vratné tfepacce a byl sledovan rist ve formé

zakalu ¢i vlocek.

Po 7. dni inkubace byly lahve prohlédnuty a byla vybrana dvojice téch lahvi, které byly

zaoCkovany nejmensim mnozstvim inokula.

Opétovné bylo ptipraveno mineralni médium s obsahem 200 ml a po sterilizaci a pfidavku
1O2P bylo rozdéleno po 10 ml do 16 lahvi. Lahve byly inkubovany jako v ptedeslém pfti-
padé.

Narostla suspenze byla Setrné protfepana se sterilnimi sklenénymi kulickami, které slouzi
k pfipadnému rozbiti vlocek ¢i mikrovlocek. Poté byla suspenze fedéna desetinnym fedé-
nim, ve zkumavkach, od 10" az 10°. Z jednotlivych (od 10" az 10™®) byly po 100 ul naog-
kovany vzdy 2 lahve + 2 lahve zlstaly neockované, slouzici jako kontrola. Nasledovala

inkubace pti 25°C po dobu 20 dn.

Ze suspenze s fedénim 10 byl proveden kiiZovy roztér na petriho misku s R2A agarem.

Na misce narostly 4 rizné kolonie, které¢ byly samostatné rozockovany na TYA a R2A

agary.
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2.3 Riist kultury Drobna v pritomnosti NaCl a pFi riznych teplotach

2.3.1 Postup

Kultura Drobna byla naockovana na pfislusné petriho misky s agary s riznym obsahem
chloridu sodného. Poté byla uloZena do termostatu, kde byla kultivovana pti 25°C. Ostatni
misky se ulozily do termostati podle pfedepsanych teplot. Miska s 5-6 °C byla ulozena do

lednice.

Tab. 1 Typy pouzitych agarti

Miska Typ agaru
1 R2A + 4% NaCl
2 R2A +4,5% NaCl
3 R2A + 5% NaCl
4 R2A +5,5% NaCl
5 R2A + 6% NaCl
6 R2A
7 TYA-10
8 TYA
9 TYA 5% NaCl
10 R2A 5-6°C
11 R2A 20°C
12 R2A 30°C
13 R2A 37°C
14 R2A 45°C

2.4 Ovéreni kultur NOP 1 — 4 ziskanych ze smésné kultury z bakalarské
prace

2.4.1 Priprava tekutého mineralniho média

SloZeni MM na 200 ml (viz 2.2.1)

2.4.2 Postup

Po piipravé bylo minerdlni médium sterilizovano a zchlazeno. Byl asepticky ptidan 1-
oktyl-2-pyrrolidon v mnozstvi 20 mg (= 22 pl) a vSe bylo dobfe promichano. Koncentrace
102P byla 100 mg/l. MM s 102P bylo asepticky rozdéleno sterilnim valcem po 15 ml do

sterilnich lahvi o objemu 100 ml.
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Nasledné byly ptipraveny suspenze Ctyt kultur ve fysiologickém roztoku (2. stupeit McFar-

landovy stupnice) a jimi byly lahve zaockovany:

(@]

. 1 +2: 15 pl suspenze kultury NOP 1

Cx

.3 +4: 15 pl suspenze kultury NOP 2

(@3

.5+ 6: 15 pl suspenze kultury NOP 3

Cx

. 7+ 8: 15 pl suspenze kultury NOP 4

(@3

.9+ 10: po 5 ul suspensi vSech kultur (NOP 1 —4)
¢. 11 + 12: kontrola bez zaockovani

Vsechny lahve byly inkubovany pii 25°C na laboratorni vratné ttepacce, pii 100 cyklech za
minutu a po 4, 6 a 11 dnech byl méfen zakal. Z kazdé lahve byl asepticky odebran 1 ml
promichané suspenze do Cisté kadinky a poté z kazdého vzorku bylo davkovano 200 ul
trojmo do jamek mikrotitra¢ni desticky a ta byla zmétena pti 600 nm. Na konci testu byla

zmétena i koncentrace rozpusténého organického uhliku.

2.5 Schopnost rozkladu 1-oktyl-2-pyrrolidonu kulturami Drobna 1

a Drobna 2
2.5.1 Piiprava tekutého mineralniho média
Slozeni MM na 200 ml (viz 2.2.1)
2.5.2 Postup

Po pfipravé bylo tekuté mineralni médium sterilizovano a zchlazeno. Byl asepticky pfidan
1-oktyl-2-pyrrolidon v mnozstvi 20 mg (= 22 pl) a vSe bylo dobfe promichano. Mineralni
médium s 102P bylo asepticky rozdéleno sterilnim valcem po 15 ml do 8 sterilnich lahvi o

objemu 100 ml.

Byly piipraveny suspenze kultur Drobna 1 a Drobna 2 ve fysiologickém roztoku (2. stupeni

McFarland) a jimi byly lahve zaoCkovany:

Cx

. 1 +2: 10 ul suspenze Drobna 1

Cx

.3 +4: 10 pl suspenze Drobna 2

[@X

.5+ 6: 5 pul suspenze Drobna 1 + 5 pl suspenze Drobna 2
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¢. 7 + 8: bez zao¢kovani

Vsechny lahve byly inkubovany pti 25°C na laboratorni vratné tfepacce, pti 100 cyklech za
minutu. Byl méfen zakal po 2, 6, 8, 10 a 13 dnech kultivace. Na konci testu byly asepticky
odebrany vzorky, které¢ byly zcentrifugovany 10 000 g, 4°C, 12 minut) a v supernatantu

byla zmétfena koncentrace rozpusténého organického uhliku.

2.6 Riist kultur Drobna 1 a Drobna 2 p¥i riiznych teplotiach a koncentra-

cich NaCl

2.6.1 Postup

Bylo ptipraveno 100 ml R2A agaru (18,12 g na 1000 ml). Agar byl sterilizovan a rozlit do
petriho misek. Petriho misky byly rozdéleny na poloviny a nao¢kovany hadkem obéma

kulturami. Kazd4 miska byla kultivovéna pii jiné teplot€ a to pfi 5, 20, 25, 30, 37, 43°C.

Dale bylo ptipraveno 7 davek R2A agaru po 50 ml s ptidavky NaCl: 0,5 g (1%), 1 g (2%),
Po 10 dnech kultivace byly misky prohlédnuty a riist byl zaznamenan.

2.7 Riist kultury Drobna 2 p¥i riiznych koncentracich 1-oktyl-2-

pyrrolidonu jako jediném zdroji uhliku

2.7.1 Priprava 2x koncentrovaného tekutého mineralniho média (MM2)

Slozeni MM?2 na 100 ml:

Destilovana VOda. .........oiiiiiiii 70 ml
Roztok A (9,07 g KHyPO4 /1000 ml)......cooeieiiiiiiiiiiiiieeee e 4 ml
Roztok B (23,90 g Na,HPO4.12H,0/1000 ml)......c.ooviiiiiiiiiiiiiea, 16 ml
Roztok Stopovych prvKill........coeiii 0,2 ml
MgSO4TH2O0 (10 @17, 2 ml
Fe(NH4)2(SO04)2.6HoO (3 €17 oo, 2 ml
CaCla.2ZHoO (1 L) e 2 ml
NHACT (B0 @1 2 ml

NACL (50 @11 oo 1 ml
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2.7.2 Postup

Cilem pokusu bylo zjistit rast kultury pfi koncentracich 1-oktyl-2-pyrrolidonu (0, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 mg/1). 1O2P byl pouzit jako jediny zdroj uhli-
ku.

Po piipravé bylo minerdlniho médium sterilizovano a zchlazeno. Ke 100 ml sterilni desti-
lované vody bylo pfidano 43,48 pl 102P. Do sterilni mikrotitracni desticky bylo do 3
sloupcii po 12 jamkéch napipetovano po 100 pl dobfe michaného sterilniho mineralniho
média. Zbytek MM byl nao¢kovan 100 pl suspenze kultury Drobna 2 (hustota cca dvojna-
sobna oproti McFarland 2) a toto zaockované médium bylo rovnéz napipetovano po 100 ul

do 3 sloupcti po 12 jamkach. (viz tab. 2) Poté se do jamek pfidala sterilni destilovand voda

a sterilni roztok 102P. (viz tab. 3 a tab. 4)

Tab. 2 Davkovani MM a MM se suspenzi kultury Drobna 2

A B C D E F G H

1 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
2 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
3 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
4 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
5 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
6 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
7 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
8 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
9 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
10 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
11 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
12 MM2+Dr2 | MM2+Dr2 | MM2+Dr2 MM2 | MM2 | MM2
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Tab. 3 Davkované objemy sterilni destilované vody v pl
Koncentrace
A B C 102P E F G H
[mg/l]
1 100 100 100 0 100 100 100
2 50 50 50 100 50 50 50
3 45 45 45 110 45 45 45
4 40 40 40 120 40 40 40
5 35 35 35 130 35 35 35
6 30 30 30 140 30 30 30
7 25 25 25 150 25 25 25
8 20 20 20 160 20 20 20
9 15 15 15 170 15 15 15
10 10 10 10 180 10 10 10
11 190 5
12 200 0
Tab. 4 Davkované objemy sterilniho roztoku 102P v pl
Koncentrace
A B C 102P E F G H
[mg/1]
1 0 0 0 0 0 0 0
2 50 50 50 100 50 50 50
3 55 55 55 110 55 55 55
4 60 60 60 120 60 60 60
5 65 65 65 130 65 65 65
6 70 70 70 140 70 70 70
7 75 75 75 150 75 75 75
8 80 80 80 160 80 80 80
9 85 85 85 170 85 85 85
10 90 90 90 180 90 90 90
11 95 95 95 190 95 95 95
12 100 100 100 200 100 100 100

Po nadavkovani roztokl byla mikrotitra¢ni desticka vlozena do polypropylenového sacku a

inkubovana v termostatu pti 25°C. Zakal byl méfen na TECANu pii 600 nm po 2,4, 6, 8 a

10 dnech.
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2.8 Riist kultur Drobna 1 a Drobna 2 pri riiznych koncentracich 1-oktyl-

2.8.1 Priprava mineralniho média

Slozeni MM2 na 100 ml (viz 2.6.1)

2.8.2 Postup

2-pyrrolidonu jako jediném zdroji uhliku

Do sterilni mikrotitracni desticky bylo do 3 sloupcii po 12 jamkach napipetovano 100 pl

dobfe michaného sterilniho média MM2. Zbytek MM2 byl naockovan 100 ul suspenzi

kultur Drobna 1 a Drobna 2 (hustota McFarland 2) a toto zaockované MM2 bylo nepipeto-

vano po 100 ul do 3 sloupcii po 12 jamkach.

Tab. 5 Davkovani MM2 a MM2 se suspenzi kultur Drobna 1 a Drobna 2

A B C D E F G H
1 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM?2 MM?2 MM?2
2 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
3 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
4 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
5 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM?2 MM?2 MM?2
6 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
7 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM?2 MM?2 MM?2
8 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
9 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM?2 MM?2 MM?2
10 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2
11 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM?2 MM?2 MM?2
12 MM2+Drla2 | MM2+Drla2 | MM2+Drla2 MM2 | MM2 | MM2

Davkovani sterilni destilované vody a sterilniho roztoku 102P bylo stejné jako u piedcho-

ziho pokusu (viz tab. 3 a 4)

2.9 Ruiist kultur Drobna 1 a Drobna 2 na 1-oktanolu a na 2-pyrrolidonu

jako jediném zdroji uhliku

2.9.1 Priprava mineralniho média

SloZeni MM na 200 ml (viz 2.2.1)
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2.9.2 Postup

Po pfipravé bylo minerdlni médium promichano a rozdéleno na dvé ¢asti po 100 ml. Obé
¢asti byly sterilizovany a nasledn¢ zchlazeny. Do jedné davky sterilniho MM bylo aseptic-
ky ptidano 12 pl 1-oktanolu pfimo ze zasobni lahve. Do druhé davky byl piidan 1 ml ste-
rilntho 1%-tniho roztoku 2-pyrrolidonu. Tento roztok byl ziskdn tak, ze se 95 ul 2-
pyrrolidonu (100 mg) rozpustilo v 10 ml destilované vody a ptefiltrovalo pfes sterilni filtr,

o velikosti porti 0,2 um, do sterilni zkumavky.

Po promichani byly substraty davkovany pomoci sterilnich valcii po 15 ml do sterilnich

lahvi. Nasledovalo zao¢kovani suspenzemi kultur Drobna 1 a Drobna 2.
¢. 1 + 2: Mineralni médium + 1-oktanol + 15 pl suspenze Drobna 1

¢. 3 +4: Mineralni médium + 1-oktanol + 15 pl suspenze Drobna 2

(@3

. 5 + 6: Mineralni médium + 2-pyrrolidon + 15 pl suspenze Drobna 1

. 7+ 8: Mineralni médium + 2-pyrrolidon + 15 pl suspenze Drobnd 2

(@

. 9: Mineralni médium + 1-oktanol bez zao¢kovani

(@]

¢. 10: Mineralni médium + 2-pyrrolidon bez zaockovani

Vsechny lahve byly inkubovany pti 25°C. Po 2, 4, 6, 8 a 10 dnech byl méfen zékal na TE-
CANu pfi 600 nm. Po 10. dni inkubace byla zméfena koncentrace rozpusténého organic-

kého uhliku.

2.10 Vyuziti 1-oktyl-2-pyrrolidonu jako zdroje dusiku
2.10.1 Priprava mineralniho média bez zdroje dusiku (MMB)

Slozeni MMB na 100 ml:

Destilovanad VOda. .......ooviniii 85 ml
Roztok A (9,07 g KHyPO4 /1000 ml)......cooeiiiiiiiiiiiiiicieeee el 2 ml
Roztok B (23,90 g Na;HPO4.12H,0/1000 ml).......oneeeeeeeeeeeiiiii, 8 ml
Roztok stopovych prvKl........ooviiiiii e 0,05 ml
MgSO4TH20 (10 @.17) oo 1 ml
Fe(NH4)2(SO04)2.6Ha0 (3 8.171) ..o 0,5 ml
CaCly.2Ho0 (1 L) 1 ml

NACL (50 @17 L 0,5 ml
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2.10.2 Postup

Po ptipravé bylo tekuté minerdlni médium sterilizovano a zchlazeno. Byl asepticky pfidan
1-oktyl-2-pyrrolidon v mnozstvi 12 pl a vSe bylo dobie promichano. MMB s 102P bylo

asepticky rozdéleno sterilnim valcem po 15 ml do 6 sterilnich lahvi o objemu 100 ml.

Byly pfipraveny suspenze kultur Drobna 1 a Drobna 2 ve fysiologickém roztoku (2. stupeii

McFarlandovy stupnice) a jimi byly lahve zaockovany:

(@3

. 1 +2: 15 pul suspenze Drobna 2

Cx

.3+ 4: 15 pl suspenze Drobna 1 + 15 pl suspenze Drobna 2
¢. 5 + 6: lahve bez zaockovani pro kontrolu

Vsechny lahve byly inkubovany pti 25°C. Po 2, 4, 7, 9 a 14 dnech byl méten zakal na TE-
CANu pii 600 nm.

2.11 Ruiist kultur Drobna 1 a Drobna 2 s vitaminy na 1-oktanolu a na 2-
pyrrolidonu jako jediném zdroji uhliku a spole¢ny rust

2.11.1 Priprava tekutého mineralniho média (MM)
Slozeni MM na 200 ml (viz 2.2.1)
2.11.2 Postup

Po ptipravé bylo MM dokonale promichano a rozdéleno na ¢tyti €asti po 50 ml. Ty byly
sterilizovany. Po sterilizaci a zchlazeni na cca 40°C bylo do dvou déavek asepticky ptidano

50 pl roztoku MEM vitamint.

Do jedné davky sterilniho MM s vitaminy bylo asepticky pfidano 12 pl 1-oktanolu (OKT)
ptimo ze zasobni lahve, do druhé davky sterilntho MM s vitaminy 1 ml sterilniho 1%-tniho

roztoku 2-pyrrolidonu (PYRR).

Po promichani substratli bylo provedeno davkovani pomoci sterilnich $pi¢ek po 5 ml do

sterilnich zkumavek, které byly zaockovany takto:
zk. 1+ 2: MM vit + OKT + 15 pl suspense kultury Drobna 1
zk. 3 +4: MM vit + OKT + 15 pl suspense kultury Drobna 2

zk. 5+ 6: MM vit + PYRR + 15 pl suspense kultury Drobna 1
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zk. 7+ 8: MM vit + PYRR + 15 pl suspense kultury Drobna 2
zk. 9+ 10: MM vit + OKT bez zaockovani

zk. 11 +12: MM vit + PYRR bez zao¢kovani

Do tteti davky bylo asepticky ptidano 50 pl roztoku MEM vitamind jako vyse. Po promi-
chani bylo rozplnéno do sterilnich zkumavek po 5 ml a ty byly poté zaockovany. Nebyl

pouzit zadny substrat.
zk. 13 + 14: MM vit + 15 pl suspense kultury Drobna 1

zk. 15+ 16: MM vit + 15 ul suspense kultury Drobna 2

Ctvrta davka zistala bez vitamint. Byla rozdélena po 25 ml a do jedné z nich bylo aseptic-

ky ptidéano 7 pl 1-oktanolu a do druhé 0,5 ml sterilniho 1%-tniho roztoku 2-pyrrolidonu.
zk. 17+ 18: MM + OKT + 15 pl suspense kultury Drobné 1 + 15 pl suspense Drobna 2

zk. 19+ 20: MM + PYR + 15 pl suspense kultury Drobna 1 + 15 pl suspense Drobna 2

Vsechny zkumavky byly inkubovéany pii 25°C horizontalné. Po 4, 6, 11 a 13 dnech byl
mefen zakal. Z kazdé lahve bylo po dokonalém promichdni asepticky odebrano 0,7 ml
promichané suspenze do Cisté kadinky a poté z kazdého vzorku bylo davkovano 200 pl

trojmo do jamek mikrotitra¢ni destiCky a ta byla zmétena pti 600 nm.
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3 IDENTIFIKACE BAKTERII SCHOPNYCH ROZKLADU

3.1 Gramovo barveni

Jedna se o jednoduchou metodu, ktera ve svém vysledku rozlisi bakterie na dvé velké sku-
piny, lisici se v usporddani bunééné stény, gram-pozitivni (G+) a gram-negativni (G-) bak-

terie.

Bakteriologickou klickou bylo odebrano pfiméfené mnozstvi biomasy, které bylo rozetieno
spolu s kapkou fysiologického roztoku na podloznim sklicku. Zaschly natér na sklicku byl
fixovan protazenim plamenem. Na preparat byla nanesena krystalova violet po dobu 1
minuty. Poté bez oplachovani byla krystalova violet’ slita a preparat byl prevrstven Lugo-
lovym roztokem opét po dobu 1 minuty. Po sliti byl preparat opatrné oplachnut destilova-
nou vodou a v Sikmé poloze byl odbarvovan acetonem tak dlouho, dokud odtékalo barvivo
(obvykle 20 az 25 vtefin). Po dal$im oplachnuti destilovanou vodou byl dobarven safrani-
nem po dobu 1 minuty. Nakonec byl preparat dikladné oplachnut destilovanou vodou,

opatrné ususen vysoko nad plamenem a mikroskopovéan pomoci imersniho objektivu.

3.2 Detekce cytochromoxidazy

Sterilni bakteriologickou klickou byla odebrana cista kolonie z kultivacniho média, ktera
se rozetfela na reakéni plochu diagnostického prouzku testu Mikro-La-Test OXlItest. Po
ubéhnuti inkubac¢ni doby (0,5-1 minuta) bylo odecteno vzniklé modré zabarveni -

indofenolova modf

3.3 Katalazovy test

Biomasa zkoumané kultury byla pfenesena do kapky 3% roztoku peroxidu vodiku a rozmi-
chéana. Pokud bakterie tvofi kataldzu, dochazi k rozkladu s peroxidu a objevi se bublinky

kysliku.

3.4 KOH test

KOH test slouzi k rychlému odliSeni gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii.
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Na podlozni sklicko byla nanesena kapka 3% roztoku KOH. Sterilni bakteriologickou klic¢-
kou byla odebrana kolonie, ktera se ndsledné v kapce roztoku rozmichavala né€kolik minut.

U gram-negativni bakterie byla vytvofena viskdzni suspenze.

3.5 Oxidacné - fermentacni test

Urcuje, zda je izolovana kultura fermentujici ¢i nefermentujici. Jako fermentujici jsou
oznacovany bakterie vyuzivajici glukosu jak aerobné (aerobni respiraci), tak anaerobné
(kvasenim). Nefermentujici bakterie vyuzivaji glukosu jen aerobné, nebo ji nevyuzivaji
vibec. Po kultivaci je u fermentujicich bakterii ptivodné zelend barva média zménéna
v celém sloupci do Zluta. Nefermentujici bakterie méni barvu média jen pfi povrchu do

Zluta ¢i modra nebo ji neméni viibec.

Test byl proveden vpichem sterilni bakteriologické kli¢ky s kulturou do pfipraveného mé-

dia ve zkumavce. Nésledovala kultivace pii 25°C po dobu 5 dnd.

3.6 1zolace DNA

DNA byla izolovana pomoci UltraClean Microbial DNA Isolation Kit. Bunééné pelety
kultur Drobnd 1 a Drobna 2 byly rozsuspendovany ve 300 pl rozbijeciho pufru (MicroBead
Solution) a jemné vortexovany pii nizSich otackéach. Vznikla suspenze byla pievedena do
rozbijeci mikrozkumavky (MicroBead tube). Mikrozkumavky byly vortexovany pii maxi-
malni rychlosti 10 minut. Poté probéhla centrifugace pti 10 000 x g 30 sekund. Vznikly
supernatant byl pfeveden do €isté 2 ml mikrozkumavky. K supernatantu bylo ptidano 100
ul roztoku MD2. Po 5 sekundéach vortexovani byla mikrozkumavka inhibovéna pii 4°C po
dobu 5 minut. Nasledovala centrifugace pii pokojové teploté¢ po dobu 1 minuty. Kromé
pelety byl veSkery supernatant pienesen do €isté 2 ml zkumavky. K supernatantu bylo pfi-
dano 900 pl roztoku MD3. Asi 700 ul ziskaného roztoku bylo pteneseno do kolonky a cen-
trifugovano 30 sekund. Ptefiltrovany roztok byl odstranén. Do kolonky bylo pfidano 300
ul roztoku MD4 a nésledné centrifugace probihala 30 sekund. Kolonka byla pfenesena do
nové mikrozkumavky. Do stfedu membrany uvnitt kolonky bylo nadavkovano 30 pul roz-
toku MDS5. Po 10 minutach byla mikrozkumavka centrifugovéna po dobu 30 sekund a ko-

lonka byla odstranéna. Izolovana DNA ziistala v mikrozkumavce.
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3.7 Polymerazova retézova reakce (PCR)
PCR je metoda rychlého a snadného zmnozeni useku DNA zaloZena na principu replikace
nukleovych kyselin. Useky DNA, které se maji namnozZit, musi byt ohranieny na za¢atku

a na konci tzv. primery (kratkymi oligonukleotidy DNA).
PCR smés byla ptipravovana ve 200 ul mikrozkumavkach. Byly smichany komponenty:
28 ul H,O
40 pl Master Mix
Univerzalni primery pro gen 16S rDNA:
4 ul primeru 341 F
4 ul primeru 907 R

PCR smés byla rozdélena do 3 mikrozkumavek. Do prvni byl pfidan 1 pul DNA kultury
Drobna 1, do druhé 1 pl kultury Drobna 2. Tteti mikrozkumavka neobsahovala DNA mat-
rici a pfedstavovala tedy negativni kontrolu. Tim bylo ovéteno, ze zadna slozka PCR reak-
ce nebyla kontaminovéana. Vzorky byly promichany a umistény do termocykléru PTC 100
MJ Research (Bio-Rad), ve kterém nasledné probihala syntéza DNA. Amplifikace probiha-

la dle programu:

Denaturace (tzv. hot start) — 95°C/1 min
Nasledovalo 35 cykli:
1. krok denaturace — 95°C/30 s
2. pripojeni primert — 61°C/30 s
3. krok syntéza fetézce DNA — 72°C/1 min
Po probéhnuti 35 reakénich cykld probéhla zavéreéna extenze:

Extenze — 72°C/8 min

Z divodu neptesnych vysledkti musel byt tento proces opakovan s pouzitim jinych prime-

i, a to FD1 a RD1. Byla pfipravena nova PCR smés, ve které byly smichdny komponenty:
42 pl H,O

60 ul Master Mix

Univerzalni primery 1500 part bazi:

6 pul primeru FD1



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

6 pul primeru RD1

PCR smés byla rozdélena do 5 mikrozkumavek. Do prvni byl pfidan 1 ul DNA kultury
Drobna 1, do druhé 1 pl kultury Drobna 2. Do tfeti a ¢tvrté mikrozkumavky byl pfidan 1 pl
10x fedéné DNA kultur Drobna 1 a Drobna 2. Patd mikrozkumavka neobsahovala DNA
matrici a predstavovala negativni kontrolu. Tim bylo ovéteno, ze zddna slozka PCR reakce
nebyla kontaminovana. Vzorky byly promichany a umistény do termocykléru PTC 100 MJ
Research (Bio-Rad), ve kterém nésledné probihala synt¢za DNA. Amplifikace probihala

dle programu:

Denaturace (tzv. hot start) — 95°C/2 min
—95°C/30's

Nasledovalo 9 cykll (v kazdém cyklu klesla teplota o 0,5°C):
—72°C/1,30 min

Nasledovalo 24 cyklu:
—95°C/30 s
—52°C/30's
—72°C/1,30 min
Extenze:

—72°C/10 min

3.8 Agarozova gelova elektroforéza

0,5 g agardzy bylo rozvaifeno v 50 ml TAE pufru v mikrovinné troubg&. Byly pfidany 2
kapky etidiumbromidu a obsah byl nalit do pfipravené elektroforetické vanicky s hiebin-
kem. Gel se nechal tuhnout zhruba pil hodiny. Ze ztuhlého agaru byl opatrné vyjmut hie-
binek. Amplifikovand PCR smés byla nanesena do ¢tyf komurek. Dvé komurky obsahova-
ly nefedénou DNA kultur Drobna 1 a Drobna 2, dalsi dvé obsahovaly 10x fedénou DNA.
Do dalsi komtrky byl nanesen standard (tzv. DNA marker s fragmenty DNA znamé délky)
Posledni komiirka obsahovala PCR smés bez DNA matrice a slouZila jako kontrola. Poté
byly zapojeny elektrody (DNA je zaporné nabita a migruje ke kladnému polu). Elektrofo-
réza byla ukoncena, az barva standardu doputovala do 2/3 gelu. DNA fragmenty byly po-
zorovany na UV transiluminatoru. Pomoci DNA markeru o znamé velikosti byla stanovena

velikost PCR produktu.
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3.9 Precisténi PCR produktu

Precisténi PCR produktu probihalo pomoci NucleoSpin Gel and Clean-up. K 25 pul PCR
produktu bylo pfidano 30 pl pufru NTI. Nasledovala centrifugace pti 11 000 x g 30 s. Bylo
piidano 700 pl pufru NT3 a vse bylo centrifugovano. Tento krok byl proveden dvakrat za
sebou. Nasledovalo pfidani 15 pl pufru NE do kolonky. Po 10 minutach byla mikrozku-
mavka centrifugovana po dobu 30 sekund. Vznikl ¢isty purifikovany namnozeny PCR pro-

dukt, ktery byl odeslan na sekvenaci DNA.
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4 MATERIAL A PRISTROJE

1-oktyl-2-pyrrolidon (SIGMA — ALDRICH, Némecko)

1-oktanol (SIGMA — ALDRICH, Némecko)

2-pyrrolidon (SIGMA — ALDRICH, Némecko)

Tryptonovy agar s kvasni¢nym extraktem (TYA) (HIMEDIA, Indie)

R2A agar (HIMEDIA, Indie)

Laminarni box BIO-II-A (Telstar, Spanélsko)
Centrifuga Rotanta 460R — Hettich, Velka Britanie
Analyzator TOC 5000A — Shimadzu, Japonsko
Tecan SUNRISE (TECAN, USA)

Termocyklér PTC 100 MJ Research (Bio-Rad)
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5 VYSLEDKY

5.1 Ovéreni degradacni schopnosti kultur Mlé¢na a Drobna

Pokus ovéfeni degradacni schopnosti kultur Mlé¢nd a Drobna byl provadén sledovanim
koncentraci rozpusténého organického uhliku (DOC) v prabéhu kultivace v tekutém MM
s 102P jako jedinym zdrojem uhliku a energie. Po 10. a 16. dni kultivace byly asepticky
odebrany vzorky, které byly centrifugovany a v supernatantech byly koncentrace DOC
stanoveny na pfistroji Shimadzu 5000A. Z naméfenych hodnot byl zhotoven graf zavislosti
rozpusténého organického uhliku na Case. Graf zavislosti koncentraci DOC na case kulti-

vace je uveden nize, na obr. 5.

Tab. 6 Hodnoty koncentrace rozpusténého organického uhliku

DOC
[mg/1]
Cas Mlécéna Drobna MIlééna+Drobna
[dny]
0 70,89 70,89 70,89
10 74,38 56,01 66,50
16 75,53 9,31 8,63
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Obr. 5 Graf zavislosti rozpusténého organického uhliku na case

Z grafu zavislosti koncentrace rozpusténého organického uhliku na Case je patrné, ze roz-
klad probihal jen u kultury Drobna. Kultura Mlécna rozklad pon€kud zpomalovala, proto

byla z dalSich pokusii vyfazena.

5.2 1zolace degradac¢nich bakterii ze smésné kultury

Cilem pokusu bylo co nejvice pomnozit degradacni bakterie a fadové odhadnout mnozstvi
degradacnich bakterii v pomnozené suspenzi. Soucasné bylo cilem zjistit, zda se v této
suspenzi nevyskytuji i jiné degradacni bakterie nez kultura Drobnd. Inkubace probihala v 6
lahvich s tekutym minerdlnim médiem s pfidavkem 1-oktyl-2-pyrrolidonu o koncentraci
120 mg/l. Lahve byly zaoCkovany suspenzi, pochazejici z mé bakalaiské prace, vzdy po
dvou o objemech 150 pl, 15 pl a 1,5 pl. Po 7. dni inkubace byly lahve prohlédnuty a byla
vybrana dvojice lahvi, které byly zaockovany nejmensim mnoZstvim inokula a to 1,5 pl
Narostla suspenze byla fedéna desetinnym fedénim od 10" az 10™®, ze kterych byly nasled-
né naockovany lahve s minerdlnim médiem. Béhem 20 dnil inkubace byl sledovan rlst ve
form¢ zakalu a vloc¢ek. Rist byl zaznamenan ve vSech lahvich, tudiz ve vSech fedénich.
Bylo tedy ziejmé, Ze v 1 ml pomnoZené suspenze je minimalné 10°* degradacnich bakterii.

Ze suspenze s fedénim 107 byl navic proveden k¥izovy roztér na petriho misce s R2A aga-
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rem. Na misce narostly 4 rizné typy kolonii, které byly samostatné rozo¢kovany na TYA a

R2A agary. Tyto kultury byly pojmenovany NOP 1, NOP 2, NOP 3, NOP 4.

5.3 Riist kultury Drobna v pritomnosti NaCl a pri riiznych teplotach
Kultura Drobné byla naockovana na petriho misky s agary s obsahem chloridu sodné¢ho
(0-6%) a byla kultivovana pti 25°C. Dalsi misky s R2A agary byly naockovany a uloZzeny
do termostatli o teplotach 20, 30, 37 a 45°C. Dalsi petriho miska byla ulozena do lednice
s teplotou 5-6°C.

Po Sesti dnech kultivace byly misky prohlédnuty. Kultura rostla na agarech s niz§im obsa-
hem NaCl (0-4%). Na agarech s vy$§im obsahem NaCl (4,5-6%) byl riist zanedbatelny.
Kultura je spiSe mezofilni. Nejlépe rostla pfi teplotach 20 a 37°C. Pti 45°C a 5-6 °C kultu-

ra nerostla vubec.

5.4 Ovéreni kultur NOP 1 —4

Pokus o ovéfeni kultur NOP 1 — 4, které byly ziskdny v pfedchozim pokusu, probihal ve
12 lahvich s MM, kam byl asepticky ptidan 1-oktyl-2-pyrrolidon o koncentraci 100 mg/I.
Lahve byly zaockovany kulturami samostatné i spole¢né. Po 4, 6 a 11 dnech byl méten

zakal, coby indikator ristu. Méfeni probihalo na mikrotitracni desticce pti 600 nm.

Tab. 7 Mé&feni optické hustoty pfi 600 nm pro kultury NOP

Absorbance
] B
Cas .
NOP 1 NOP 2 NOP 3 NOP 4 Vsechny
[dny]
0 0,003 0,003 0,010 0,004 0,017
4 0,004 0,004 0,019 0,004 0,026
6 0,008 0,006 0,034 0,010 0,100
11 0,008 0,006 0,090 0,012 0,113
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Obr. 6 Graf zavislosti optické hustoty bakterialnich suspenzi NOP1 - 4 na case

Z grafu zavislosti optické hustoty kultur NOP 1 — 4 na ¢ase je zfejmé, ze samostatny rust
nastal u kultury NOP 3. Ostatni kultury rozklad samostatné¢ neuskute¢niovaly, ve smiSené
kultute vSak proces probihal rychleji neZ u degradace samotnou kulturou NOP 3. Na konci
testu byla také zmétena koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC) pro kulturu
NOP 3 a pro vSechny kultury dohromady. Hodnota DOC pro NOP 3 byla 38,69 mg/l a pro
vSechny kultury 12,38 mg/1.

5.5 Degradacni schopnost kultur Drobna 1 a Drobna 2

V priibéhu zkouméni ristovych vlastnosti kultury Drobnd bylo zjisténo, ze ve skutenosti
jde o smiSenou kulturu, sestavajici ze dvou, z pohledu tvorby kolonii velmi podobnych
kultur. Tyto byly z kultury Drobnd samostatné rozo€kovany na €isté petriho misky, vycis-
tény, a posléze oznaceny ndzvy Drobna 1 a Drobna 2. Ty pak byly nasledné pouzity ve

vSech dalSich pokusech.

Ptipravené MM s 1-oktyl-2-pyrrolidonem o koncentraci 100 mg/1 bylo rozdé€leno do 8 lah-
vi, z nichz 2 ziistaly nezaoCkované a slouzily jako lahve kontrolni. Dalsi lahve byly vzdy
po dvou zaockovany 10 pl kultury Drobné 1 a Drobna 2. Posledni 2 lahve byly zaockovany
obéma kulturami dohromady. Z inkubovanych lahvi byly po 2, 6, 8, 10 a 13 dnech odebi-
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rany vzorky, zkterych byla nésledné méfena optickd hustota. Na konci testu byla

v supernatantu zmeétena i koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC).

Tab. 8 M¢éteni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu Drobna 1

Absorbance
] [
[gr‘i‘;] Drobna 1
0 0,002
5 0,003
8 0,003
12 0,004

Tab. 9 M¢éfteni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu Drobnd 2 a obé kultury dohromady

Absorbance
] (-]
€8s | Drobna 2 | Drobné 142
[dny]
0 0,002 0,003
2 0,008 0,010
6 0,046 0,108
8 0,048 0,105
10 0,049 0,111
13 0,050 0,113
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Obr. 7 Graf zavislosti optické hustoty bakterialnich suspenzi Drobnd I a Drobna 2 na case

Tab. 10 Hodnoty rozpusténého organického uhliku na konci pokusu

DOC [mg/1]

Lahev ¢. | Drobna 1 | Drobna 2 | Drobna 1+2 | Kontrola
1 90,10 69,89 10,02 108,70
2 88,71 70,76 10,80 111,90

Z grafu zavislosti optické hustoty na ¢ase a z namétenych hodnot rozpusténého organické-
ho uhliku vyplyva, Ze kultura Drobna 2 roste 1épe nez kultura Drobna 1. Nejlépe vSak ros-

tou kultury spolecné€, cemuz odpovidaly 1 vysledky stanoveni DOC.

5.6 Rust kultury Drobna 2 p¥i ruznych koncentracich 1-oktyl-2-
pyrrolidonu jako jediném zdroji uhliku
V tomto testu byla sledovana schopnost kultury Drobna 2 vyuzivat 1-oktyl-2-pyrrolidon

jako jediny zdroj uhliku. Cilem pokusu bylo také zjistit, jaky je rast kultury pii koncentra-
cich 102P 0, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 mg/1. Test probihal ve
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sterilni mikrotitracni desti¢ce, kam bylo ptfidano kulturou zaockované mineralni médium,

destilovana voda a razné koncentrace 102P.

Tab. 11 Méteni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu Drobnd 2 pii raznych

koncentracich 102P

Koncentrace 102P
[mg/1]
[(éﬁ;] 0 100 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | 200
Absorbance
(-]
0 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,005 {0,003 |0,005 10,003 {0,003 |0,005|0,005|0,002 0,002
2 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,006 | 0,007 | 0,006 | 0,008 | 0,007 | 0,007 |0,007 | 0,003 | 0,004
6 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,006 | 0,008 | 0,006|0,012 (0,010 0,008 | 0,007 0,004 | 0,004
8 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,009 | 0,007|0,011 |0,010| 0,008 {0,007 |0,004 |0,005
10 0,003 | 0,002 {0,004 | 0,006 | 0,009|0,007|0,012{0,011 |0,009 0,006 0,004 |0,005
12 0,003 | 0,004 | 0,005 {0,007 {0,010|0,007|0,012 0,010 |0,008 0,004 {0,003 |0,004
15 0,003 | 0,004 | 0,005 | 0,007 0,009 |0,007|0,012(0,010|0,008 {0,003 |0,004 {0,005
0,014
0,012 0 me/l
== 100 mg/|
0,01 =gr=—110 mg/|
- =>=120 mg/I
g 0,008 =ié=130 mg/|
©
8 140 mg/|
g 0,006 me/
< === 150 mg/|
0,004 160 mg/|
=170 mg/I
0,002 —¢—180 mg/I
190 mg/I
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 ==e=200 mg/|
Cas [dny]

Obr. 8 Graf zavislosti optické hustoty na case pro kulturu Drobna 2 pri riiznych koncent-

racich 102P
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Z grafu lze vycist, ze kultura rostla jen velmi nepatrné, a to jen pii nekterych koncentracich
102P. Vysledky nebyly pfili§ prikazné, bylo proto rozhodnuto ovéfit nejvyssi moznou

koncentraci pfi spole¢ném rtistu obou kultur.

5.7 Rist obou kultur pfi riznych koncentracich 1-oktyl-2-pyrrolidonu
jako jediném zdroji uhliku

V tomto testu byla sledovéana schopnost obou kultur (Drobna 1 a Drobna 2) spole¢né vyu-

zivat 1-oktyl-2-pyrrolidon jako jediny zdroj uhliku. Cilem pokusu bylo také zjistit, jaky je

rust smisené kultury pti koncentracich 102P 0, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,

180, 190, 200 mg/1. Pokus probihal podobné¢ jako piedchozi test.

Tab. 12 Méteni optické hustoty pii 600 nm pro obé kultury pii riznych
koncentracich 102P

Koncentrace 102P
[mg/1]

[dC;l}s/] 0 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | 200
0 0,019 10,019 0,014 {0,014 {0,012 0,008 | 0,008 | 0,001 | 0,003 {0,007 {0,018 0,023
2 0,018 10,044 | 0,035 {0,0280,018(0,014 {0,014 | 0,006 | 0,005 0,009 | 0,018 0,029
5 0,025 10,082 | 0,095 {0,0980,113/0,110{0,101 | 0,039 {0,015|0,011|0,016|0,028
7 0,031 0,098 0,103 {0,104|0,118{0,115{0,121 0,110 {0,036|0,009 (0,014 {0,023
9 0,044 {0,099 | 0,105 |0,102|0,114|0,1110,119|0,135|0,077|0,009 | 0,010 | 0,025
12 0,050 {0,096 | 0,094 {0,099 0,104 | 0,095 0,108 0,115 |0,124|0,017{0,012|0,025
14 0,050 | 0,085 | 0,090 {0,088|0,102|0,089 (0,106 0,116 |0,120|0,011{0,007| 0,026
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Obr. 9 Graf zavislosti optické hustoty na case pro obé kultury pri riiznych koncentracich

102P

Z grafu zavislosti optické hustoty na ¢ase pro ob¢ kultury je patrné, Ze kultury mohou vyu-
zivat 102P jako jediny zdroj uhliku. Kultury rostly v koncentracich od 100 mg/l do 170
mg/l. Nejvyrazngjsi, avSak nejpomalejsi rist byl zaznamenan u koncentrace 170 mg/1, pti

které byl zaroven zaznamenan vyraznéjsi rst kultur oproti kontrole az po 9 dnech kultiva-

ce.

5.8 Riist kultur na 1-oktanolu a 2-pyrrolidonu jako jediném zdroji uhliku

Do jedné davky sterilniho minerdlniho média byl asepticky pfidan 1-oktanol piimo ze za-
sobni lahve. Do druhé davky byl pfidan 1 ml sterilniho 1%-tniho roztoku 2-pyrrolidonu. Po
promichani byly substraty davkovany pomoci sterilnich valca do sterilnich lahvi. Nasledo-

valo zaockovani suspenzemi kultur Drobné 1 a Drobna 2.
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Tab. 13 Méteni optické hustoty pti 600 nm pro ob¢ kultury
Absorbance
(-]
¢as %1;211(;1 %1;:)11;(2 Oktanol | Oktanol |Pyrrolidon | Pyrrolidon | Pyrrolidon | Pyrrolidon
[dny] 1 1 Drobna 2 | Drobna 2 | Drobna 1 | Drobna 1 | Drobna 2 | Drobna 2

0 0,010 0,009 0,006 0,004 0,005 0,002 0,005 0,004
2 0,012 0,011 0,014 0,011 0,005 0,005 0,005 0,004
4 0,013 0,012 0,016 0,012 0,004 0,005 0,005 0,004
7 0,018 0,013 0,018 0,013
9 0,020 0,014 0,019 0,012 Pokus ukoncen
14 0,027 0,020 0,020 0,008

0,025 -

0,020
30 0,015

e === _ktanol + Drl
'g == Oktanol + Dr2
2 0,010 _
< === Pyrrolidon + Drl
Pyrrolidon + Dr 2
0,005
0,000 T T )
0 5 10 15
€as [dny]

Obr. 10 Graf zavislosti optické hustoty na case pro obé kultury

Pokus s ristem kultur na 2-pyrrolidonu musel byt ukoncen ptedcasné, z divodu kontami-
nace v kultivacnich lahvich, kterd ziejmé pochdzela ze zasobniho roztoku 2-pyrrolidonu.
Rist na 1-oktanolu byl v pfipad€ obou kultur jen nepatrny, narist optické hustoty médii
byl takika zanedbatelny, a bylo proto rozhodnuto pokus zopakovat, s pifidavkem vitamint

obéma kulturam.
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5.9 Vyuziti 1-oktyl-2-pyrrolidonu jako zdroje dusiku

Po ptipravé tekutého mineralniho média, s vylou¢enim chloridu amonného, byl asepticky
pridan 1-oktyl-2-pyrrolidon a vse bylo rozd€leno do sterilnich lahvi. Byly pfipraveny sus-
penze kultur Drobna 2 a obou kultur dohromady, jimiz byly lahve zao¢kovany. Po dobu 16
dnti probihala inkubace a po 2, 4, 7, 9, 14 a 16 dnech byly odebrany vzorky a nasledné byl

zméfen zakal.

Tab. 14 Méteni optické hustoty pii 600 nm

Absorbance

[-]

Cas Drobna | Drobna Drobna | Drobna

[dny] 2 2 1+2 1+2
0 0,000 0,001 0,000 0,000
2 0,001 0,004 0,002 0,002
4 0,008 0,011 0,004 0,005
7 0,026 0,02 0,044 0,056
9 0,029 0,029 0,092 0,082
14 0,038 0,053 0,096 0,096
16 0,051 0,066 0,113 0,103
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Obr. 11 Graf zavislosti optické hustoty na case

Z grafu zévislosti optické hustoty na Case je jasn¢ vidét, ze 1épe probihal rast u lahvi se
suspenzi obou kultur, nez u lahvi se samotnou kulturou Drobna 2. Avsak i u téchto lahvi
byl riist méfitelny, proto je mozné fici, Ze kultury jsou ve spole¢né kultuie schopné vyuzi-

vat 102P jako zdroj dusiku, stejné jako kultura Drobna 2.

5.10 Rust kultur na 1-oktanolu a 2-pyrrolidonu jako jediném zdroji uhli-

ku s vitaminy

Mineralni médium bylo rozdéleno na ctyfi ¢asti. Po sterilizaci a zchlazeni byl do dvou da-
vek asepticky pfidan roztok MEM vitamind. Do jedné ddvky MM s vitaminy byl pfidan 1-
oktanol, do druhé davky MM s vitaminy 1%-tni roztok 2-pyrrolidonu. Po promichani sub-
stratd bylo provedeno davkovani do sterilnich zkumavek, které byly zaockovany kulturami
podle rozpisu. U treti davky MM s roztokem MEM vitamini nebyl pouzit Zadny substrat.
Ctvrta davka ziistala bez vitamintl. Do jedné lahve byl pfidan 1-oktanol a do druhé 1%-tni

roztok 2-pyrrolidonu.

Zkumavky byly inkubovany v horizontéalni poloze. Po 4, 6, 11 a 13 dnech byl méten zékal,

coby indikator rustu.
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Tab. 15 M¢éteni optické hustoty suspenze s vitaminy pfi 600 nm
Absorbance [—]
\Si)tl;ifilzl ggﬁ?ﬁl Oktanol | Pyrrolidon| Oktanol |Pyrrolidon | Vitaminy | Vitaminy | Oktanol | Pyrrolidon
Drl y D2 Y1 Drl Dr2 vitaminy | vitaminy Drl Dr2 Dr1+2 | Drl+2
0,001 0,003 0,002 0,003 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002
0,006 0,01 0,004 0,008 0,009 0,009 0,007 0,008 0,008 0,004
0,009 0,013 0,008 0,007 0,010 0,011 0,012 0,008 0,008 0,004
0,017 0,126 0,028 0,006 0,013 0,011 0,009 0,009 0,118 0,008
0,025 0,151 0,011 0,006 0,020 0,010 0,009 0,008 0,175 0,012
0,2 -
0,18 -
0,16 1 =& Oktanol+vitaminy+Dr1l
0,14 == Oktanol+vitaminy+Dr2
T o012 == Pyrrolidon+vitaminy+Dr1
§ Pyrrolidon+vitaminy+Dr2
c 0,1
'g == Oktanol+vitaminy
é 0,08 Pyrrolidon+vitaminy
0,06 Vitaminy+Drl
0,04 e \/itaminy+Dr2
Oktanol+Dr1+2
0,02
Pyrrolidon+Dr1+2
0 E .
15
€as [dny]

Obr. 12 Graf zavislosti optické hustoty na case pro suspenzi s vitaminy

Graf zavislosti optické hustoty na ¢ase ukazuje na prikazny rust kultury Drobna 2 na 1-

oktanolu s ptidavkem vitaminti. Riist na 1-oktanolu byl také logicky zaznamenan u médii

zaoCkovanych obéma kulturami dohromady. Naproti tomu riist na 2-pyrrolidonu nebyl

patrny u Zadné z obou kultur ani v pfitomnosti vitamind.

5.11 Identifikace bakterii Drobna 1 a Drobna 2

Gramovo barveni a nasledné mikroskopovani bakteridlnich kultur ukazalo, ze v ptipadé

kultury Drobna 1 se jedna o gram-negativni ty€inku se zaoblenymi konci. Nékteré bunky

byly rovné, nékteré ojedinéle mirn¢ prohnuté, a byly uspotfadané jednotlive ¢i po dvojicich.
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Obr. 13 Bakterialni kultura Drobna 1

U mikrobialni kultury Drobna 2 je zfejmé, ze je velice podobna kultuie Drobna 1. Rozdi-
lem je vSak lepsi barvitelnost. Rovné gram-negativni ty¢inky jsou krat$i a maji zaoblené

konce. Uspotadani je ve vétSich shlucich, n€kdy vsak i jednotlivé.

J"

\J

Obr. 14 Bakterialni kultura Drobna 2
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Tab. 16 Vysledky zakladnich testii bakterialnich isolati Drobné 1 a Drobna 2

Cytochromoxidaza Katalaza KOH test
, negativni n Imi slabé ., .,
Drobna 1 cgatly ebq Ve, slabe pozitivni gram-negativni
pozitivni
, ., Imi slabé .,
Drobna 2 negativni ve . s a‘t,)e gram-negativni
pozitivni

Tab. 17 Rust bakteridlnich kolonii pfi riiznych koncentracich NaCl

Obsah NaCl| 1y 1041 | Drobna 2
[%]
1 + +
2 + +
3 + -
4 + -
5 + -
6 - -
10 - -

Kultura Drobnd 2 rostla jen na zivnych agarech s nizkymi koncentracemi chloridu sodné¢ho
(1-2%), je tedy velice citlivd na osmoticky tlak. Kultura Drobna 1 je odolnéjsi, rostla ve

veétsim rozsahu koncentrace soli (1-5%).

Tab. 18 Rist bakteridlnich kolonii pfi riznych teplotach

Teplota
[°C]

5 + +

20 +

25 +

30 +

37 +

45 - -

Drobna 1 | Drobna 2

_l_
+
_l_

Bakterialni kultura Drobna 1 rostla ve vétSim rozsahu teplot (5-37°C) nez kultura Drobna 2

(5-30°C). Pii 5°C rostly obé¢ kultury velice pomalu.
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5.12 Izolace a sekvenace DNA

Po izolaci DNA mikrobidlnich kultur Drobnd 1 a Drobna 2 nasledovala polymerazova te-
tézova reakce (PCR), kde byly amplifikovany useky DNA. K ohraniceni tsekiit DNA byly
nejdiive pouzity primery 341 F a 907 R, které jsou cileny na gen pro 16S rRNA, ktery ob-
sahuji vSechny bakterie. Gen je kddujici molekulou DNA pro molekulu RNA, ktera tvoii
zasadni ¢ast bakteridlniho ribozomu. Gen obsahuje seky, které jsou siln¢ konzervativni a
useky variabilni. Variabilni useky se lisi jak mezi skupinami bakterii, tak mezi jednotlivy-
mi bakteriemi. Z divodu ziskani dvou riiznych vysledkt pti sekvenaci kultury Drobna 1,
byl tento proces zopakovan s pouzitim jinych primera, a to FD1 a RD1. Tyto primery se
pouzivaji pii sekvenaci variabilni oblasti V1-V9 genu pro 16S rRNA a mély upiesnit vy-

sledek prvni sekvenace DNA.

Nasledovala agardzova gelova elektroforéza, kdy byla amplifikovana PCR smés byla na-
nesena do jednotlivych komitrek v gelu. Do prvni komtirky byl nanesen standard, coz je
DNA marker, jehoz rozmezi fragmenti bylo 100-1500 parti bazi. Druh4 komirka obsaho-
vala PCR smés bez DNA matrice a slouzila jako kontrola. Dalsi dvé komiirky obsahovaly
nefedénou DNA kultur Drobna 1 a Drobna 2. Posledni dvé obsahovaly 10x fedénou DNA.
Elektroforéza byla ukoncena, az barva standardu doputovala do 2/3 gelu. DNA fragmenty
byly pozorovany na UV transiluminatoru. Pomoci DNA markeru byla stanovena velikost

PCR produktu a to 1250 part bazi.

Obr. 15 Snimek PCR produktu z UV transiluminatoru s pouZitim primerit FDI1 a RD1
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Pro sekvenaci byly vybrany nefedéné PCR produkty, které musely byt precistény. Poté
vznikly cCisté purifikované namnozené PCR produkty, jez byly odeslany na sekvenaci

DNA.

User name: Jana Sera
Order no.: 172111103

SEQIT]E Sample name: 1 Order date: 20.04.2017

SEQ & QRCR
COMBANY

T'TGCGGI TAGACTAACTACT TCT GGTAMAMCCACT CCCATGGT GT GACGGGCGGT GTGTACAAGACCCGGGAMC GTATTCACCGCGA
50 60 0 80 90 100 110 120 130

IR TTACGACT T ACCCCAGT CAT GAAT CCTACCGT GGTAAT C GECOCQC
10 30 0

(CATGCTGATCCGCGAT TACTAGCGAT TOCGACT TCACGCAGTCGAGT TGCAGAC TGCGATCCGGACTACGATCGGGT TTCTGGGAT TGGCTCOCCCTCGCGAG T TGGCAGC CCTCTGICOCS ACCATTGTATGACR TGTGA
140 0 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

Obr. 16 Vysledny sekvenogram DNA bakterialni kultury Drobna 1

User name: Jana Sera
Order no.. 172111103

SEQme Sample name: 2 Order date: 20.04.2017

SEQ 8 QPCR
COMPANY

TACAAGGOOCGGG AMCGT AT TCACCGCGGCAT!
110 120 130 14(

IR CTTAC GACTT (ACCCCA GT C AT GACOUT ACCGT GGI CGACT GCCT CCT TGCGGT TAGC ACAT CSCCT TCGGGT AAMACCAACT CCCATGGT GI GACGGGCGGT G G
10 40 50 60 70 80 90 100

GCTGATCCACGAT TACTAGCGATTOCGACT TCATGCAC TCGAGT TOCAGAGTOC AATCCGAACTGAGACGACT TTTTGGGAT TGGCTCACCATCGCTGGCT TGCAACCCTC TGIAGT CGCCAT TGTAGCACGTG TG TAGCCC
150 160 170 180 0 200 210 220 230 240 250 260 270 280

o

CCCTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGT CATCCACACCT TCCTCOGGCTTACCACOGGOGGTOCCAT TARAKT GYCCAACT TRAT GAT GGCAACTA ATGGCS TGAGT TGAGC T CCT TGCKRGACT TAWGOCAACATCT
2 3 330 340 350 3 370 380 390 400 410 420

300

Obr. 17 Vysledny sekvenogram DNA bakterialni kultury Drobna 2

Vysledné sekvence byly vloZeny do programu BLAST (Ba-

sic Local Alignment Search Tool), ktery umoziiuje srovnani neznamé sekvence se sekven-
cemi v databazi.

U kultury Drobna 1 program vyhodnotil dva riizné vysledky, navzdory opakovani PCR s
pouzitim jinych primerl, a to Achromobacter sp. a Bordetella sp., v obou ptipadech

s pravdépodobnosti 97%.
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V tomto piipad¢ se pravdépodobné jedna o bakterii rodu Achromobacter, ttidy Betaprote-
obacteria. Je chemoorganotrofni, jako zdroj uhliku vyuzivé fadu organickych kyselin a
aminokyselin.'® Jeji schopnosti je oxidace maltézy a sachardzy.'” Buiky jsou gram-
negativni rovné tycky se zaoblenymi konci. Je nehalofilni, nehemolyticka, nepigmentujici.

roogos , o Lo ¥ r vy v qr 1
Byvé izolovéana z pidy, sladké i morské vody a nemocniéniho prostredi.'

Bakterie rodu Bordetella se také tadi do tfidy Betaproteobacteria a jedna se vSak o parazi-
ty a patogeny savcu, u kterych osidluji a mnozi se mezi brvy epitelu hornich cest dycha-
cich. Buiiky jsou gram-negativni kratké drobné tycky. Jsou striktné€ aerobni a ke kultivaci
vyzaduji obohacené piidy. Bordetella pertussis je pivodcem ¢erného kasle, ktery byl pova-
o¢kovani.'® Vzhledem k povaze bakterii rodu Bordetella je tedy zatazeni kultury Drobna 1

do tohoto rodu mén¢ pravdépodobné.

Mikrobialni kultura Drobna 2 byla vyhodnocena jako bakterie rodu Phenylobacterium,
ttidy Alphaproteobacteria. Jeji buiiky jsou gram-negativni rovné az mirn¢€ zahnuté tyc¢ky az
koky, vyskytujici se jednotlivé, po dvou nebo v kratkych fetézcich. Mohou byt pohyblivé 1
nepohyblivé. Jsou aerobni &i fakultativng anaerobni. Nachézeji se ve vod& i v pud&.'® Tyto
bakterie byly jiz n¢kolikrate popsany jako mikroorganismy s ur¢itymi schopnostmi degra-
dace syntetickych latek. Napft. studie, ktera se zabyvala mikrobidlni degradaci ciprofloxa-
cinu, coz je hojné¢ vyuzivané antibiotikum, prokéazala jeho moznou biodegradaci pomoci
smésné bakteridlni komunity, vyznamné obsahujici i mikroorganismy z rodu Phenylobac-
terium."® Tento rod bakterii je také schopen degradovat polycyklické aromatické uhlovodi-
ky, jako je antrachinon, v pad&."”” Phenylobacterium haematophilum rovnéz dokaze ve sta-

vu &isté kultury aktivng metabolizovat linearni alkylbenzensulfonaty.*’


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Pertuse
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ZAVER
V diplomové praci byla zkouména schopnost bakteridlnich kultur rozkladat 1-oktyl-2-

pyrrolidon (102P) v tekutych médiich.

K praci byly pouzity mikrobialni kultury pochdzejici z mé bakalarské prace, které byly
pojmenovany jako ZN1 a ZN2. Po dobu dvou let byly ulozeny na UIOZP pii -80°C a po
nasledném vyockovani pfejmenovany na Mléc¢nd a Drobnd. Kultury byly naockovany do
lahvi obsahujicich mineralni médium (MM) s obsahem 102P. Z hodnot rozpusténého or-
ganického uhliku (DOC) bylo po kultivaci zfejmé, ze kultura Mlé¢na neni schopna rozkla-

dat 102P ani k rozkladu pfispivat. Déle bylo pracovano jiz jen s kulturou Drobna.

Kromé¢ kultur ZN1 a ZN2 byla uschovana i smésnd suspenze degradacnich bakterii, z niz
byly ziskany 4 rGzné typy bakterii, které byly pojmenovany NOP 1, NOP 2, NOP 3, NOP
4. Pro jejich ovéreni byly inkubovany v MM s 102P o koncentraci 100 mg/1, a to jednotli-
v¢ 1 spole¢né. Samostatny rust nastal pouze u kultury NOP 3, ve smiSené kultute vSak pro-
ces probihal rychleji. Porovnanim morfologie kolonii kultury NOP 3 a kultury Drobna bylo

zjisténo, ze se velmi pravdépodobné jedna o totozné kultury.

V prubéhu zkoumani riistovych vlastnosti kultury Drobna bylo zjisténo, ze jde o smiSenou
kulturu. Jednalo se o dvé velmi podobné mikrobidlni kultury, které po nasledném samo-
statném rozockovani dostaly ndzvy Drobna 1 a Drobna 2. Tyto kultury byly dale pouzity

ve vSech nasledujicich pokusech.

Pi1 zkoumani jejich degradacni schopnosti bylo zjiSténo, ze kultury nao¢kované v lahvich
spolecné rozkladaly 102P Iépe nez kultury naockované jednotlivé. Z jednotlivych lépe

rozkladala 102P kultura Drobna 2.

Pii sledovani schopnosti kultury Drobna 2 vyuzivat 102P, rostla kultura velmi nepatrné, a
proto byla ovéfena nejvyssi moznd koncentrace pii spole€ném ristu obou kultur. Zde jiz
bylo patrné, Ze kultury mohou vyuZzivat 102P jako jediny zdroj uhliku. Rostly

v koncentracich do 170 mg/l.

Pti pokusu o riist kultur Drobna 1 a Drobné 2 na 1-oktanolu a 2-pyrrolidonu jako jediném
zdroji uhliku byl zaznamenén jen nepatrny riist na 1-oktanolu. Pokus byl proto opakovan s
pfidavkem MEM vitamint. Zde byl rast na 1-oktanolu priikkazny u kultury Drobna 2 a byl
také zaznamenan v médiu zaockovaném obéma kulturami. Naproti tomu rist na 2-

pyrrolidonu nebyl patrny u zadné z obou kultur ani v pfitomnosti vitamin.
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Pti zkoumdani vyuziti 102P jako zdroje dusiku bylo pouzito MM bez chloridu amonného.
Rast 1épe probihal u spole¢né suspenze obou kultur, nez u samotné kultury Drobna 2. Kul-
tury jsou tedy spole¢né schopné vyuzivat 102P jako zdroj dusiku, stejné jako Cista kultura

Drobna 2.

Kolonie kultur Drobna 1 a Drobna 2 jsou si velice podobné. V ptipadé kultury Drobna 1 se
jednd o gram-negativni ty¢inku se zaoblenymi konci, negativni na cytochromoxiddzu a
katalazu. Roste ve vétSim rozsahu koncentrace chloridu sodného (0-5%) a v rozsahu teplot
(5-37°C). Po sekvenaci 16S rDNA této kultury bylo vyhodnoceno, ze se jednd o bakterii
rodu Achromobacter nebo Bordetella. V ptipad¢ kultury Drobna 1 se pravdépodobné jedna
0 Achromobacter, coz je rod bakterii, nachazejici se v piidé nebo ve slan¢ a sladké vodeé.

V ptipad€ Bordetella jde o lidské patogeny, vyZadujici obohacené zivné pudy.

Bunky kultury Drobnda 2 jsou krat$i rovné gram-negativni ty¢inky se zaoblenymi konci.
Cytochromoxidaza byla negativni a katalaza velmi slabé pozitivni. Tato kultura je velice
citlivd na osmoticky tlak, nebot’ roste jen na zivnych agarech s nizkymi koncentracemi
chloridu sodného (do 2%) a také v niz§im rozmezi teplot (5-30°C) oproti kultuie Drobna 1.
Po vyhodnoceni sekvence 16S rDNA této kultury bylo zjisténo, Ze se jedna o bakterii rodu

Phenylobacterium, ktera dokdze degradovat nékteré cizorodé latky v pudé.
Diplomova prace tak ukéazala, ze pfi rozkladu 102P, prokdzaném v bakalarské praci v fi¢ni
vodé, hraji klicovou roli dvé gram-negativni bakterie, které pii vlastni degradaci urcitym

zpusobem kooperuyji.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

102P
DOC
MM
R2A
TYA
UIOZP
MIC
MBC
BLAST

PVP

1-oktyl-2-pyrrolidon téZ N-oktylpyrrolidon
Rozpustény organicky uhlik

Mineralni médium

Reasoner's 2A agar

Tryptone Yeast extract Agar

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni bakteriocidni koncentrace

Basic Local Alignment Search Tool

Polyvinylpyrrolidon
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PRILOHA I: VYSLEDNE SEKVENCE

Sekvence kultury Drobnd 1 s pouzitim primerti 341 F a 907 R

TCAKGAGTMTCCAGGCGGTCACTTCACGCGTTAGCTGCGCTACCAAGGCCCGAAGGCCCCAACAGCTAGT
TGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGC
GTCAGTGTTATCCCAGGAGGCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTAC
ACGCGGAATTCCACCTCCCTCTGACACACTCTAGCCCGGTAGTTAAAAATGCAGTTCCTAGGTTAAGCCC
TGGGATTTCACATCTTTCTTTCCGAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAAGCTTG
CACCCTACGTATTACCGCGGGGGATGGCACGGACGTAGCTGGTGAAAATCTCTGGGAGACAGCACGGATT
ACATACCGTGGTATGTCCAGCGCCCTAAACTATGTCCACTAACTGTGGGGGCCTCCGGGCCTTGGTAGCC
GCACTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAGAAWTTGAMGG

Sekvence kultury Drobna 2 s pouzitim primerti 341 F a 907 R

CCGKACGTMTCCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTAGCTGCGTCACCGACATGCATGCATGCCGACAACTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGC
GTCAGTAACGGGCCAGTGAGTCRCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTAC
ACTCGGAGTTCCACTCACCTCTCCCGTACTCTAGACAGCCAGTATCAAAGGCAATTCCAAGGTTGAGCCC
TGGGCTTTCACCTCTGACTAAACTGTCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGAAATTCAGAGCAAGGCTAG
CCCCCGTCGTATAACCGCGGCTGCTGGCGGAGAGTAAGCGATGAGATCCCCTGGTAGTCCACGCCTTAAC
GTATGAGTGCTAGTTGTCGGCATGCATGCAGATCGTTAACGCACCTAAGGCATAAGTCCCTCCGCCTGGG
AATTACGGCGCAAAAATAAAAAYTSAAGAAWTTTRASGA

Sekvence kultury Drobna 1 s pouzitim primeri FD1 a RD1

TRTTACGACTTCACCCCAGTCATGAATCCTACCGTGGTAATCGCCCCCCTTGCGGTTAGGCTAACTACTT
CTGGTAAAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGACAT
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATC
GGGTTTCTGGGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAGCCCTCTGTCCCSACCATTGTATGAGCATGTGAA
GCCCTACCCCTAAGGGCCAGGAGGACTTGAGATCTTCGCCACCTTGCTCCAGTTTGTATCCGGCAGTCTC
ACTTGAGTGAGCAATGTCCTTCGGG

Sekvence kultury Drobna 1 s pouzitim primeri FD1 a RD1

TGCTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTCGACTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCATCGCCT
TCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCA
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGAC
GACTTTTTGGGATTGGCTCACCATCGCTGGCTTGCAACCCTCTGTAGTCGCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCACCCTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCACACCTTCCTCCGGCTTACCACCGGCGGTCCCA
TTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAATGGCGTGAGTTGAGCTCCTTGCGAGACTTATGCCAACAT
CT



