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ABSTRAKT

Prace byla vénovana studiu bakterii schopnych rozkladu 2-ethylhexylsalicylanu a jejich
moznym degradacnim schopnostem vuci latkdm strukturné podobnym, di(2-ethylhexyl)
ftalatu a 2-ethylhexanolu. Schopnost biodegradace byla testovana méfenim optické husto-
ty, pocitanim bunék pomoci mikroskopickych metod, ale také extrakci di(2-ethylhexyl)
ftalatu do n-hexanu a naslednym méfenim absorbance pomoci UV-VIS spektrometru. Byly
provedeny testy zkouSejici schopnost kultur riist v odliSnych podminkéch, pii riizném pH,
teploté ¢i osmotickém tlaku. Nakonec byly kultury identifikovany jako bakterie rodu Rho-

dococcus.

Kli¢ova slova: 2-Ethylhexylsalicylan, di(2-ethylhexyl) ftalat, biodegradace, identifikace

ABSTRACT

This work was focused on study of 2-ethylhexyl salicylate degrading bacteria and its pos-
sible capability for degrading structurally similar substances such as bis(2-ethylhexyl)
phthalate and 2-ethylhexanol. The culture’s ability to degrade was tested by optical density
measuring, determination of cell counts using microscopic methods and also by extraction
of bis(2-ethylhexyl) phthalate into n-hexane followed by subsequent measurement of ab-
sorbance using a UV-VIS spectrometer. The abilities of bacteria to grow under different
pH, temperature and osmotic pressure were tested as well. The cultures were eventually

identified as the members of genus Rhodococcus.

Keywords: 2-Ethylhexyl salicylate, bis(2-ethylhexyl)phtalate, biodegradation, identificati-

on
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UvVOD

Tato diplomova prace se zabyvd bakteriemi schopnymi rozkladu
2-ethylhexylsalicylanu, latky, jejiz biodegradabilita neni v odborné literatuie jesté ptilis
popsana. Bakterie byly ziskany v pribéhu mé bakalaiské prace, ve které byla potvrzena
jejich schopnost latku vyuzivat jako jediny zdroj uhliku pro sviij rist a v této praci se jimi

zabyvam podrobngéji.

Strukturné podobnou latkou, vykazujici vSak toxictéjsi u€inky na lidsky organis-
mus, je di(2-ethylhexyl) ftalat, zmékcovadlo, jeZ se do prostifedi dostdva béhem celého
»Zivotniho cyklu (pfi vyrobe, spotiebé, i likvidaci), a globalnim cilem je snaha o omezeni
jeho vyroby a pouzivani jinych nez ftalatovych zmékcovadel. Proto jakékoli poznatky o
jeho ptipadné degradaci bakteriemi vyskytujicimi se v povrchovych vodéach by byly ptino-
sem pro dals$i snahy o odstranéni nebo alespot omezeni vstupu tohoto perzistentniho polu-

tantu do Zivotniho prostiedi.

Tato prace se také zabyvala moznou souvislosti mezi degradaci EHS a utilizaci

DEHP pfi kultivaci.
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I. TEORETICKA CAST
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1 2-ETHYLHEXYLSALICYLAN

2-Ethylhexylsalicylan (EHS) neboli ethylhexyl ester kyseliny salicylové je bezbarva
kapalina hojné pouzivana v rtiznych kosmetickych piipravcich, at’ uz jako ucinné latka
krémil pohlcujici zatfeni v oblasti UV, nebo jako vonna piisada v dekorativni kosmetice,
Samponech, toaletnich mydlech a jinych toaletnich potfebach. Je také vyuzivan

v nekosmetickych produktech, naptiklad pracich a ¢isticich prostiedcich pro domacnost.[1]
OoH O

CHj;

Obrazek 1 — Struktura 2-ethylhexylsalicylanu

Dalsi nazvy této latky jsou: Dermoblock OS; Escalol 587; Heliosol 2; Octyl Salicyla-
te nebo 2-Hydroxy-2-Ethylester.

Tabulka 1 — Fyzikalni vlastnosti EHS

Sumarni vzorec Ci15H2,05
Molekulova hmotnost 250,34 g/mol
Bod varu 190 °C
Rozpustnost ve vodé (pii 25 °C) 0,7171 mg.I"
Hustota (pti 25 °C) 1,014 g.ml”
Log Kow 6,02

Jeho rozpustnost ve vod¢ je minimdlni, je vSak dobie rozpustny v tucich, alkoholech

a jinych organickych rozpoustédlech. [2]

Biodegradabilita EHS byla zkoumdana i v rdmci zavére¢nych studentskych praci FT
UTB, Evy Ringlové a Aleny Proislové. V obou ptipadech bylo zjisténo, Ze EHS je biolo-
gicky odbouratelny, at’ uz bakteriemi vyskytujicimi se v aktivovaném kalu cisticky odpad-

nich vod (COV) nebo bakteriemi p¥irozené se vyskytujicimi v #i¢ni vodé [3, 4].
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2 DIQ-ETHYLHEXYL) FTALAT

Di(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP) je slouceninou $iroce vyuzivanou jako zmékéovadlo
v plastovych materialech a jinych produktech, zvlasté v 1ékatskych pristrojich, materidlech
pro vyrobu nabytku a v kosmetice. Je nekovalentné vazan k plastim a z toho divodu do-
chazi pti opakovaném pouzivani, zahtivani a/nebo ¢isténi k postupnému uvoliiovani anebo
vyluhovani z produktti. Pro nadmérné vyuzivani DEHP v mnoha produktech se dostava do
zivotniho prostfedi, jednak diky vypousténi z primyslovych zafizeni a z mist pro zpraco-

vani plastového odpadu, jednak z vyrobka s jeho obsahem. [5]

Do téla miZe vstoupit inhalaci, pozitim nebo €astym dermalnim kontaktem, coz vy-

volava obavy ohledné jeho bezpecnosti a moznych uc¢inkl na lidské zdravi. [5]

DEHP se mlize vadzat na ¢astice prachu ve vzduchu a byt pfendsen na velké vzdale-
nosti a na zemi opé€t uvolnén. MiZe se také vazat na plidni Castice a velmi pomalu se roz-

poustét v podzemni vode. [6]

Dalsimi nazvy pro DEHP jsou bis (2-ethylhexyl) ftalat nebo dioktyl ftalat (DOP).

C)/\(\/\CH3

o CHj

Obrazek 2 — Struktura di(2-ethylhexyl) ftalatu

Jedné se o viskdzni, lipofilni tekutinu rozpustnou spiSe v latkach jako jsou fedidla,
organickd rozpoustédla, benzin ¢i olej nez ve vod€. Nema témet zadny zapach. Nevypaiuje
se snadno a mald mnozstvi se mohou vyskytovat v blizkosti zdroji vyroby. Ro¢né je celo-

svétove vyprodukovano vice nez 2 miliony tun DEHP. [7]

DEHP poskozuje endokrinni systém, zplisobuje mutace plodu a problémy s repro-
dukci. Vaze se na tukovou tkan, ma schopnost bioakumulace v potravnim fetézci. Miize
vyvolavat tvorbu moc¢ovych kament, podrazdéni klize, o¢i a dychaciho traktu, a také rozo-

sttené vidéni. [8]
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Dle platné evropské legislativy (Natizeni Evropské komise ¢. 1272/2008) je DEHP
klasifikovan jako latka toxicka pro reprodukci, kategorie 1B, coz vypovida, ze existuji do-

state¢né védecké dikazy o jeho toxicité u zvirat. [9]

Tabulka 2 — Fyzikalni vlastnosti DEHP [10]

Sumarni vzorec C24H3304
Molekulova hmotnost 390,6 g/mol
Bod varu <200 °C
Rozpustnost ve vode (pti 20 - 25 °C) 0.0006 — 1.3 mg/1
Hustota (pfi 20 °C) 0.98 g/ml
Log Kow 7,5

O této latce je znamo, Ze se hromadi v Cistirenském kalu, coz miize pfispét k omezeni
jejich vyuzivani. Diky nedavnym studiim s ¢istymi kulturami bylo prokazano, ze biologic-
ka degradace zméekcovadel véetné DEHP vytvaii toxické metabolity vcéetné kyseliny 2-
ethylhexanové, 2-ethylhexanolu a 2-ethylhexanalu. Dopady a osudy produktii degradace
téchto zmékcovadel jsou vSak neznamé, proto se Beauchesne a kol. zabyvali zjistovanim
koncentrace DEHP a Bis(2-ethylhexyl) adipatu (DEHA) a jejich metabolit v rtiznych cCis-
tirenskych kalech. Koncentrace DEHP v primarnich, sekundarnich, odvodnénych ¢i suse-
nych kalech se pohybovala v rozmezi od 15 do 346 mg.kg™ a metabolity obou latek byly
detekovany témeét ve vSech kalech, kromé téch, které prosly suSicim procesem za vysokych
teplot. Predpokladd se tedy, Ze Cistirenské kaly mohou piedstavovat vyznamny zdroj

zmékcovadel a jejich toxickych metaboliti v Zivotnim prosttedi. [11]

Biodegradace esteri kyseliny ftalové probiha u¢inkem esteraz, za vzniku isomerQ
kyseliny ftalové, které jsou poté prevedeny na dihydroxylované meziprodukty pomoci spe-
cifickych a indukovatelnych dioxygendz. Geny, kodujici enzymy podilejici se na degrada-
ci, jsou uspotfaddany v operonech ptitomnych bud’ na plazmidu nebo chromosomu nebo na
obou, a jsou indukované specifickym izomerem ftalatu. Pochopeni metabolickych cest,
rozmanitosti a jejich genetické regulace miiZze pomoci pii konstrukci bakteridlnich kmeni
pomoci genetického inzenyrstvi pro zlepsSeni efektivnosti bioremediace a CiSténi kontami-

novanych mist. [12]
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V jedné ze studii vénované biodegradaci DEHP a dalSich ftalat byl z pady izolovan
bakterialni kmen schopny degradace di-2-ethylhexylftalatu a jeho identifikaci bylo zjisté-
no, ze se jedna o Bacillus subtilis. Ten byl schopny vyuzit jako zdroj uhliku také dalsi lat-
ky: di-butylftalat, diethylftalat, di-pentylftalat, di-propylftalat a kyselinu ftalovou; ti¢innost
biodegradace byla ptes 99 %, kdyz byla inkubace provedena po dobu 5 dnii pti 30 °C. Ten-
to mikroorganismus degradoval di-2-ethylhexylftalat a di-butylftaldt za vzniku mono-2-
ethylhexylftalatu a monobutylftalatu, které¢ byly nasledné¢ metabolizovany na kyselinu fta-
lovou a ta dale rozkladana cestou pies kyselinu dihydroxybenzoovou, coZ bylo doloZeno
studiemi spotieby kysliku a GC-MS analyzou. Byla také zjiStovana mira dekontaminace
pudy znecisténé DEHP a vysledky ukazaly, Ze kmen by mohl degradovat kolem 80 % 5
mmol DEHP prostym ptidanim 8 % kultivacniho média do pudy; to naznacuje, Ze degra-

dace miZe nastat 1 v pfitomnosti jinych organism. [13]

o) CH,
O OH
O
o) CHs
—_—
o CHs O/\[\/\CH:,;
o\)i/\/cm CH,
DEHP mono-2-ethylhexyl ftalat
Y
O OH O\/OHO
X OH
|
OH -
OH kyselina ftalova
kyselina
dihydroxybenzoova

Obrazek 3 — Degradace DEHP pies kyselinu ftalovou

Ve studii zabyvajici se odstrafiovanim DEHP z odpadnich vod byly méfeny koncen-
trace DEHP ve vodnych fazich, v riiznych stupnich bézné &isticky odpadnich vod (COV).
Byla zpracovana hmotnostni bilance, kterd ukazala, ze celkova Uc¢innost odstranovani
DEHP z vodné faize COV byla v priméru 94 % z koncentrace obsazené v pfitékajici od-

padni vodé€. Hlavnim procesem odstraiiovani vSak byla sorpce na primarni a sekundérni
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kal. Biodegradace byla odhadnuta na cca 14 % DEHP. Primarni biotransformacni produkt
DEHP, monoethylhexylftalat, nebyl zjistén v zadném stupni. [14]

V dal8i studii, jez se vé€novala rozkladu riznych esteri kyseliny ftalové (PAE),
zejména di-n-butylftalatu (DBP) a DEHP, bakteriemi pfirozené se vyskytujicimi ve vodé
z feky Tempaku, bylo degradovano témer 100 % diethylftalatu (DEP) a ptiblizné 70 %
DEHP po 7 denni kultivaci. Bylo ziskano 8 bakterialnich kultur, které vSechny vykazovaly
schopnost biodegradace i1 nékterych dalSich PAE, kromé& dimethylftalatu (DMP). Jako
nejaktivnéjsi se ukdzaly kultury Acinobacter Iwofii, které vykazovaly nejvyssi degradacni
aktivitu. [15]

Nalli a kol. se zabyvali biodegradaci zmékcovadel pomoci Rhodococcus rhodo-
chrous, a v tomto pripad¢ byla bakterie péstovana v ptitomnosti jednoho ze tii zm&kcova-
del: bis 2-ethylhexyl adipatu (BEHA), dioktyl ftalatu (DOP, neboli DEHP) nebo dioktyl
tereftalatu (DOTP). Zadné ze zmé&k&ovadel nebylo bakterii degradovano bez dodéani dalgi-
ho zdroje uhliku, jako napt. hexadekanu. Kdyz vSak byl Rhodococcus rhodochrous pésto-
van v pritomnosti hexadekanu jako pfidaného substratu, doslo k naprosté degradaci BEHA
a mirné degradaci DEHP. DOTP byl v pfitomnosti hexadekanu degradovan ptiblizné
z poloviny. Ve vSech téchto rtstovych studiich béhem degradace zmékcovadel rostla toxi-
cita média, v némz byly bakterie kultivovany. Ve vSech ptipadech byla zjisténa akumulace
jednoho ¢i dvou meziproduktl s nartstajici toxicitou. Jeden z nich byl identifikovan jako
kyselina 2-ethylhexanova a byla pozorovana pii degradaci vSech tfi zkoumanych zmékco-
vadel. Jeji koncentrace se navySovala, dokud nebyla degradace zmé¢kcovadel ukoncena a
vzdy byla pfitomna na konci procesu. Dalsi meziprodukt byl identifikovan jako 2-
ethylhexanol a ten byl pozorovan pouze pii degradaci BEHA. Tento alkohol byl pozorovan
jiz diive ve studiich zabyvajicich se degradaci BEHA a na konci experimentu jiz pozoro-
van nebyl (byl oxidovan na kyselinu). Oba meziprodukty, 2-ethylhexanol 1 2-
ethylhexanova kyselina, se ukdzaly jako toxické a jejich pfitomnost vysvétlovala narlst
toxicity v prib¢hu degradace. Vyskyt téchto meziproduktti byl konzistentni s jiz popsany-
mi degrada¢nimi mechanizmy pro vSechny 3 zmékcovadla, zahrnujici hydrolyzu estero-
vych vazeb s naslednou oxidaci uvolnéného alkoholu. [16]

Vsechny tfi izomery kyseliny ftalové (ortho, meta a para benzen dikarboxylova ky-
selina) jsou produkovéany ve velkém mnoZstvi a pouZzivany v chemickém pramyslu jako
suroviny pro vyrobu zmékcovadel nebo polyestert. Béhem vyroby izomert kyseliny ftalo-

vé se obecné vyskytuji vysoké koncentrace aromatickych kyselin. Pro studium potencialni
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biodegradability téchto hlavnich antropogennich sloucenin v anaerobnich reaktorech byly
provedeny testy biodegradability. Testované slouceniny byly benzoat, ortho-ftalat, isofta-
lat, tereftalat, a také dimethyl ftalat, dimethyl tereftalat, para-toluat a para-xylen. Zdroji
mikroorganismi byly 2 typy granulovaného kalu a bézny Cistirensky kal z méstské Cistir-
ny. Bylo zjisténo, ze vSechny isomery kyseliny ftalové a jim odpovidajici dimethyl-estery
mohou byt kompletné¢ mineralizovany veskerymi studovanymi mikrobidlnimi spolecen-
stvy. Lagové faze, které vSak byly v testech zjiStény, se pohybovaly v rozmezi 17 — 156
dnli. Pozorované degradacni kiivky tak autofi vysvétlovali ristem piivodné malého mnoz-
stvi mikroorganismt pfitomnych v inokulu, se specifickou schopnosti degradovat konkrét-
ni isomer ftalatu. Pozorované potadi v délce lagové faze pro testované latky je: ftalat <
tereftalat < isoftalat. Toto potadi se zda byt spojeno s hojnosti riznych isomerii kyseliny
ftalové v prirod¢. Pocatecni krok v degradacni cesté obou dimethyl esteri byla hydrolyza
postranniho fetézce esteru, koncici tvorbou odpovidajiciho mono-methyl-isomeru a poté
isomeru kyseliny ftalové. Krokem limitujicim rychlost mineralizace obou esterli, dime-
thyl-ftalatu a dimethyl-tereftalatu, byla degradace ptislusného isomeru kyseliny ftalové.
Tyto vysledky znaci, ze Cas potiebny pro nastartovani anaerobnich bioreaktorti pro ¢isténi
odpadnich vod obsahujici izomery a estery kyseliny ftalové zalezi jen malo na mikrobial-
nim sloZeni pouzitého inokula, ale mtize trvat nékolik mésicii. [17]

Achromobacter denitrificans kmen SP1, izolovany ze splaskového kalu zatizeného
plastem, dokazal efektivné vyuzit DEHP jako zdroj uhliku, kdyz byl pfidan do jednodu-
chého zakladniho minerdlniho média (BSM). Pro optimalizovani parametrii procesu byla
pouzita metoda odezvy plochy (RSM). Za optimalnich podminek — michani: 200 otacek za
minutu, teplota: 32 °C, koncentrace DEHP: 10 mmol.l'l, ¢as 72 h a pH 8,00 — byl experi-
mentéalné pozorovany ubytek DEHP 63 %, pficemz ptedpovidand hodnota byla 59 %. Ko-
relacni koeficient mezi témito hodnotami byl 0,998, coz je velmi blizko pfedpokladanému
modelu. Byla pouZivana analytickd metoda GC-MS a zpiisob degradace byl ¢aste¢né od-
vozen pomoci produkce meziproduktli: 2-ethylhexyl-ftalatu a 2-ethylhexanolu. Stru¢né
feceno, tato studie popisuje A. denitrificans kmen SP1 jako vysoce U€innou bakterii pro
kompletni remediaci prostiedi s obsahem DEHP v koncentraci 10 mmolLl" za 96 hodin

v BSM (50 % spotiebovano za 60 hodin). [18]

Acinetobacter sp. SN13 identifikovany pomoci sekven¢ni analyzy genu pro 16S rR-
NA byl schopny rozkladu DEHP v uméle kontaminované vod¢ (doslo k odstranéni 90 %

DEHP béhem 5 dnti inkubace). Kmen byl izolovan z aktivovaného kalu ziskaného z mistni
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gistirny odpadnich vod (Macau, Cina). Optimalni teplota procesu byla 30 °C, pH prostiedi
nemélo velky vliv a proces probihal pti pH 3-9. Nejvyssi rychlost degradace byla dosaze-
na, kdyz po&ate¢ni koncentrace DEHP &inila 400 mg.1". Obsah Zeleznych iontd (Fe’" pti
100-1000 pg.I") vykazoval stimulagni u¢inek pro biodegradaci DEHP, zatimco Mn*" sti-
muloval biodegradaci p¥i nizsich koncentracich (100 pg.1™"), ale inhiboval pii vyssich kon-
centracich (500 — 1000 pg.1"). P¥ipadna degradacni cesta DEHP byla navrzena identifikaci
nasledujicich meziproduktl: 2-ethylhexyl-ftalatu (EHP), kyseliny ftalové (PA), protokate-

choétu, -karboxy-cis-cis-mukonové kyselina a 3-katoadipatu. [19]
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Obrazek 4 — Navrzena degradacni cesta DEHP bakterii Acinetobacter sp.

Nov¢ izolovany kmen Agromyces sp. MT-O dokazal utilizovat rizné ftalaty a efek-
tivné degradovat DEHP. Pro optimalizaci metody byla pouZita metoda plochy odezvy
(RSM) a byly zjistény optimalni podminky: pH 7,2; teplota 29,6 °C a ODg inokula 0,2;
coz mélo za nasledek témét Gipnou degradaci DEHP v koncentraci 200 mg.1" do 7 dnti. P¥i
riiznych poéate¢nich koncentracich (20 — 1000 mg.1") DEHP odpovidaly degrada¢ni kiv-
ky kinetickému modelu prvniho fadu, a polocas rozpadu DEHP se pohyboval od 0,83 do
2,92 dni. GC-MC analyza ukézala, Ze DEHP byl degradovan na monoethylhexylftalat a
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kyselinu ftalovou pied jeho Uplnou mineralizaci. Bioaugmentace plidy, kontaminované

DEHP, kmenem MT-O vyrazn¢ zvysila stupen ubytku DEHP v dané ptude¢. [20]

Cilem dalsi studie bylo izolovat kmen schopny utilizace DEHP, ktery by dokazal vy-
uzivat DEHP jako zdroj uhliku v tekutém médiu i v pidé€. Z pady, jez byla kontaminovéana
ftalaty (PAE), byl izolovan kmen bakterii WJ4, jez byl ptirazen k rodu Rhodococcus a byl
schopen u¢inné odstranit DEHP z pudy. K degradaci 96,4 % DEHP (200 mg.1™") v tekutém
médiu bylo tieba 7 dni, a k degradaci 55 % DEHP (1,0 gkg") z uméle kontaminované
pudy 21 dni. Tento kmen mél silnou schopnost degradovat DEHP v tekutém médiu a umé-
le kontaminované ptidé bez ptidanych zivin. Proto tento kmen predstavuje novy nastroj pro
odstrannovani PAE z kontaminovanych ptid a miize mit velky potenciél pti remediaci ftalaty

znecisténého prostiedi.[21]

Zajimavosti je, ze byly rovnéz provedeny pokusy s rastem hlivy ustficné na médiu
obsahujici glukézu a DEHP. Nejvyssi produkce biomasy byla pozorovana v médiu
s obsahem DEHP 1000 mg.1". Hliva Gstfi¢na degradovala 100 % DEHP po 504 hodinach.
Meziprodukty biodegradace DEHP byly identifikovany pomoci GC-MS a byla navrZzena
biodegrada¢ni cesta DEHP. DEHP je pravdépodobné metabolizovan ve tfech fazich,
znichz prvni je deesterifikacni, produkujici 2-ethyl-1-hexanol a kyselinu ftalovou. Ob¢
tyto latky jsou dale rozkladany na jednodussi latky (zejména na kyselinu octovou, vstupu-
jici do Krebsova cyklu) a také butandiol. Bylo také zjisténo , ze hliva ustficna degraduje a
vyuziva jako zdroj uhliku a energie vysoké koncentrace DEHP, aZ do hodnoty 1000 mg.1"".
[22]
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Obrazek 5 — Struktura 2-ethylhexanolu

Tabulka 3 — Fyzikalni vlastnosti 2-ethylhexanolu [23]

Sumarni vzorec CsH 50
Molekulova hmotnost 130,23 g/mol
Bod varu 184 °C
Hustota (pfi 25 °C) 0,83 g.ml”
Log Kow 2,73

Dalsi nazvy: Isooktylalkohol, 2-ethylhexan-1-ol.

2-Ethylhexanol (EHOL) je derivat uhlovodiku, mastna bezbarva kapalina s jemnou,
nasladlou vini, slabé rozpustna ve vodé. Pouziva se na vyrobu esterti, mimo jiné DEHP.
Pouziva se také jako ptidavnd slozka v dekorativni kosmetice, Samponech, toaletnich my-
dlech a jinych toaletnich potiebach. Dale je pouzivan jako ptisada domacich mycich pro-

sttedki a detergentti. Jeho celosvétova rocni spotieba se udava 0,1 — 1 tisic tun rocné. [24]

EHOL byl také identifikovan jako tékava organicka latka vyrazné ptispivajici ke

zhorSen¢é kvalité¢ vzduchu v budovach a vnitinich prostorech.

Zmékcovadla jsou bézné slozky prachu a stavebniho materidlu a jsou degradovana
smési bakterii a hub za vzniku 2-ethylhexanolu a jinych metabolitd. 2-Ethylhexanol se
vyznacuje znacnou té€kavosti a v ptirodé¢ byl zaznamenan ve vyznamném mnozstvi. Kon-
centrace, ve kterych byl 2-ethylhexanol pozorovan jako organicka tékava latka ve vzorcich
vzduchu, mohly byt ovlivnény faktem, ze mnoho mikroorganismti, které jej produkuji, jsou
zaroven schopné jej oxidovat na 2-ethylhexanovou kyselinu, ktera je t¢kavda mnohem mé-
né. Vedou se diskuze o tom, Ze abioticky degrada¢ni mechanismus zmékcovadel, jez by
vedl ke vzniku 2-ethylhexanolu, je méalo pravdépodobny, a pokud by se tak délo, mél by
byt pozorovan i vznik dal§ich metaboliti. Nejpravdépodobngjsim zdrojem 2-ethylhexanolu

ve vnitinim vzduchu je tedy mikrobidlni degradace zmé&kcovadel. Byl zjiStén vztah mezi
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castecnou biodegradaci zmekcovadel mikroorganismy a vyskytem tékavych organickych

latek (VOC), spojenymi se Spatnou kvalitou vnittnich prostor. [25]

Také v dalsi studii, zabyvajici se zmékcovadly v zivotnim prosttedi, bylo zjisténo, ze
interakce mikrobli se zmékcovadly vede ke tvorbé metabolitl, vcetné kyseliny
2-ethylhexanové a 2-ethylhexanolu, jez odolavaji dalsi degradaci. Pfitomnost téchto meta-
bolitl byla zjisténa v riznych vzorcich Zivotniho prostfedi. I v komplexnim mikrobialnim
ekosystému nebyla degradace zmekcovadel tplna a byl pfi ni pozorovan vznik vyznamné-
ho mnoZstvi kyseliny 2-ethylhexanové a 2-ethylhexanolu. U téchto dvou latek bylo pomoci
testu Microtox prokazano, ze vykazuji akutni toxicitu u hrotnatky obecné, pstruha duhové-
ho a jeleCka velkohlavého. Pfedpoklada se, Ze jelikoZ jsou zmékcovadla v Zivotnim pro-

sttedi vSudypfitomnd, bude tomu tak také u jejich problematickych metabolitt. [26]
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Obrazek 6 — Vznik 2-ethylhexanolu z DEHP
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITY MATERIAL A METODIKA POKUSU

Mikrobialni kultury, s nimiz bylo pracovano, pochdzeji z mé bakalarské prace, ve
které byly izolovany a uchovany pii -80 °C pro dalsi pouziti.
Vétsinou bylo pracovano s jejich suspenzi ve fyziologickém roztoku podle 2. stupné

McFarlandovy zakalové stupnice.

4.1 Pouzité pristroje a laboratorni pomiicky

Asepticky laminarni box Telstar (Spanélsko); Spektrofotometr pro mikrotitradni des-
ticky TECAN (Sunrise, USA); Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr Unicam UV 500
(Thermo Spectronic); Spektofotometr Halo DB-20 (Dynamic Scientific); Laboratorni vahy
Adventurer Pro 500; Analytické vahy SI 64 A (Denver instrument); Laboratorni sterilizator
SANOclav (Wolf, SRN); Ttepacka laboratorni vratnd GFL (SRN); Elektromagnetické mi-
chadlo s ohfevem MMZA (Laboratorni pfistroje Praha, CR); Chladni¢ka ARDO; Mikro-
skop Olympus CX41 (Japonsko); Termostaty BT 120 pro psychrofilni i mezofilni kultivaci
(Laboratorni pfistroje Praha, CR); Termocyklér PTC 100 MJ Research (Bio-Rad)

Filtry Millex GS Filter Unit 0,22 pm; Mikrotitrani desticky - 96 jamek (GAMA,
CR); pipety; davkovace; sterilni kli¢ky; sterilni zkumavky; bézné laboratorni sklo; plastové

Petriho misky.

4.2 Pouzité zivné pudy a roztoky

4.2.1 TYA agar (HIMEDIA, Indie)

Bylo navaZzeno 2,1 g pudy, pfidano 100 ml destilované vody a po 5 minutich su-

spendace byla zivna pida sterilizovana v autoklavu pii 121°C po dobu 26 minut.

4.2.2 R2A agar (HIMEDIA, Indie)

Bylo navaZzeno 1,8 g pidy, pfidano 100 ml destilované vody a po 5 minutach su-

spendace byla Zivna puda sterilizovana v autoklavu pii 121°C po dobu 26 minut.
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4.2.3 Chemikalie

2-Ethylhexylsalicylan (EHS), bis(2-ethylhexyl)-ftalat (DEHP), 2-ethylhexanol (EHOL)
a 2-ethylhexanal (EHAL) byly ziskdny od firmy Sigma-Aldrich, ostatni chemikalie od béZnych

dodavateld zakladnich laboratornich potieb.

4.2.4 Tekuté mineralni médium (MM)

Do 1 1 odmérné baiiky bylo odméteno potiebné mnozstvi destilované vody vypocte-
né dle Tabulky 4 a ve stejném potadi jako v tabulce byly pfidavany dalsi slozky. VSe bylo
poté dobfe promichdno a bylo zméteno pH, které se mélo pohybovat v rozmezi 7,4 — 7,5.
Mineralni médium bylo poté rozlito dle potfeby do kultivacnich lahvi a poté sterilizovano

v autoklavu pti 121 °C po dobu 26 minut.

Tabulka 4 — SloZeni tekutého mineralniho média na 100 ml

Slozka Objem [ml]

Destilovana voda 85

Roztok A (9,07 g KH,PO,/1000 ml) 2
Roztok B (23,90 g Na,HPO,.12H,0/1000 ml) 8
Roztok stopovych prvki 0,1
MgS0,4.7H,0 (10 g.I') 1
FeS04.6H,0 (2,2 g.I') 1
CaCl.2H,0 (1 g.I') 1
NH,C1 (30 g.1™) 1

NaCl (50 g.I'") 0,5

4.2.5 Roztok stopovych prvki

Do odmérné baiiky byly navazeny jednotlivé soli s obsahem stopovych prvkii a poté

rozpustény v 1 I destilované vody.

Tabulka 5 — SlozZeni roztoku stopovych prvki

Sil Hmotnost [g]
MnS0,4.5H,0 0,043
H;BO; 0,057
ZnS04.7H,0 0,043
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(NH4)6M07024.4H20 0,037
Co(NO3),.6H,0 0,025
CuS04.5H;0 0,040

4.2.6 Fyziologicky roztok

8,5 g NaCl bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody. Roztok byl sterilizovan
pifi 121 °C po dobu 26 minut.

4.2.7 MEM vitaminy

MEM vitaminy byly pfedem ptipraveny a ve vSech pokusech byly davkovany
v poméru 1 ul MEM vitaminti na 1 ml MM.

Tabulka 6 — Informace o slozeni MEM vitamina od vyrobce (Biosera, Francie)

Slozka Koncentrace
[mg.l"]
Vitaminy
Cholin chlorid 100,0
D-Pantotenan vapenaty 100,0
Kyselina listova 100,0
Nikotinamid 100,0
Pyridoxal hydrochlorid 100,0
Riboflavin 10,0
Thiamin hydrochlorid 100,0
i-Inositol 200,0
Anorganické soli
Chlorid sodny (NaCl) 8500,0
4.3 Pokusy

4.3.1 Ovéreni rustu kultur na EHS

Kultivace bakterii probihala v tekutém minerdlnim médiu, do potfebného poctu ste-
rilnich 100 ml lahvi¢ek bylo naddvkovano po 15 ml MM, 15 ul MEM vitamint, 15 ul dané
kultury (2x vedle sebe) a 15 ul EHS. Do 2 lahvi¢ek nebyla naddvkovana Zadna kultura a ty
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slouzily jako srovnavaci (blank). Bylo pracovano se sedmi kulturami oznacenymi jako
API11, AP12, AP13, AP14a, AP14b, AP15 a AP16. Pokus byl kultivovan na vratné tfepac-

ce ve tmé pti 25 °C.

4.3.2 Sledovani ristu kultur p¥i riiznych koncentracich NaCl na TYA agaru

Byl ptipraven obohaceny TYA agar, s koncentracemi NaCl vrozsahu 1 - 10 %
(hm./ob;.), dle tabulky 7, a na n¢ byly o¢kovany kultury AP12 a AP14b. Misky byly inku-
bovany v psychrofilnich podminkéch v termostatu pti 25 °C po dobu 10 dni.

Tabulka 7 — Koncentrace NaCl v obohaceném TY A agaru

Koncentrace NaCl [%] Celkovy objem TYA agaru [ml]
1 100
2 100
3 100
4 100
5 100
6,5 100
10 100

4.3.3 Sledovani ristu kultur p¥i riznych teplotach na TYA agaru

Kultury AP12 a AP14b byly naockovany na misky s TYA agarem a inkubovany
v riznych tepelnych podminkéach (5 °C, 10 °C, 20 °C, 26 °C, 30 °C, 37 °C a 43 °C) po
dobu 10 dni.

4.3.4 Rust kultur AP12 a AP14b na 2-Ethylhexylsalicylanu s pridavkem vitamini

pri razném pH

Bylo pfipraveno tekuté mineralni médium o rizném pH, coz bylo dosazeno zmé&nou
pomeru roztoku A (9,07 g KH,PO4/1000 ml) a roztoku B (23,90 g Na,HPO,.12H,0/1000
ml), dle tabulky 8.

Vsechny slozky pro piipravu tekutych minerdlnich médii byly smichany dle navodu
v daném potadi, kromé roztoku A a roztoku B, a byly rozdéleny po 45 ml do 9 lahvicek.
Poté byly pfidany fosforecnany dle tabulky 4 a pomoci pH metru bylo zkontrolovano pH.
Lahvicky s pfedpokladanym pH 8,5 a 9 byly dale upraveny roztokem 1M KOH.
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Tabulka 8 — Objemové mnozstvi roztokt A a B pro ptipravu MM o rGzném pH

Roztok B
Roztok A
pH NazHPO4.12H20
KH,;PO,4 [ml/50ml]

[ml/50ml]
5,0 5 0
5,5 4,8 0,2
6.0 4.4 0,6
6,5 3,4 1,6
7,0 2 3
7,5 0,8 4,2
8,0 0,2 4,8
8,5 0,0 5,0
9,0 0,0 5,0

Do sterilnich zkumavek byly pipetovany 3 ml ptislusného MM, asepticky bylo pfi-
dano 3 pl sterilnich MEM vitamini, 3 pul EHS a nakonec bylo ockovano 5 pl suspenze
zkoumané kultury. Pro kazdou kulturu byly jesté piipraveny 2 zkumavky s pH 7,5 bez
EHS, které poté slouzily jako kontroly (o¢kované). Po 8 dnech inkubace na tfepackach ve
tme a pii 25 °C byla méfena opticka denzita pii 600 nm (ODggo) na ptistroji TECAN.

4.3.5 Rust kultur AP12 a AP14b na 2-Ethylhexanolu

Tekuté mineralni médium bylo rozlito po 15 ml do 6 lahvicek o objemu 100 ml a do
kazdé lahve bylo pfidano 15 pl MEM vitaminG a 9 pl 2-ethylhexanolu (v koncentraci
500 mg.I"). 2 Lahvigky byly naotkovany 15 ul kultury AP12 a 2 lahvicky 15 pl kultury
AP14b. Lahvicky byly umistény na ttepacku do mistnosti bez ptistupu svétla pii 25 °C po
dobu 14 dni.

4.3.6 Rist kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu v riznych koncentracich

Dle tabulky 9 byly ptipraveny lahvi¢ky s koncentracemi 2-ethylhexanolu v rozmezi
50 — 300 mg.I". Bylo davkovano 15 nebo 30 ml MM; 15 nebo 30 pl MEM vitamind; 15
nebo 30 ul kultury AP12 ¢i AP14b.
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Tabulka 9 — Davkované objemy slozek

Koncentrace Objem
Objem | Objem MEM | Objem kul-
2-ethylhexanolu 2-ethylhexanolu
1 MM [ml] | vitamina [pl] tury [pl]
[mg.I'] [ml]
50 1,81 30 30 30
100 1,81 15 15 15
200 3,62 15 15 15
300 5,42 15 15 15

Pokus byl optometricky zhodnocen po 7 dnech kultivace na ttepackach a kvili pozi-

tivnimu vysledku pokusu byl nasazen dalsi pokus stejného typu s vétSim rozsahem koncen-

traci.

Byly nachystany lahvicky o riiznych koncentracich 2-ethylhexanolu pro kazdou kul-

turu:

AP12: 300 mg/l; 350 mg/l; 400 mg/l a 450 mg/1

AP14b: 200 mg/1; 250 mg/1; 300 mg/l a 350 mg/1

Bylo déavkovano 15 ml MM; 15 pul MEM vitamint; 15 pl kultury AP12 ¢i AP14b a
2-ethylhexanol dle tabulky 10.

Tabulka 10 — Davkované objemy slozek

Koncentrace 2-ethylhexanolu [mg.l'I]

Davkovany objem 2-ethylhexanolu [ul]

200 3,62
250 4,52
300 5,42
350 6,34
400 7,24
450 8,15

Tento pokus byl po 7 dnech kultivace vyhodnocen stejnym zplisobem jako pfedchozi.
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4.3.7 Raist kultur AP12 a AP14b na DEHP

Do lahvicek bylo davkovéano 15 ml MM, 15 pul MEM vitamini, 9,5 ul DEHP (kon-
centrace cca 560 mg.l"), nakonec piidano 15 ul suspenze dané kultury a pokus byl kulti-

vovan stejné jako v ptedchozich ptipadech na tiepacce, ve tmé a pti 25 °C 14 dnti.

4.3.8 Rust kultur AP11, AP12, AP14b a AP16 na EHS s vitaminy a bez vitamini

Byly ptipraveny 2 sady pokust, se stejnym postupem i chemikaliemi, jedna se od
druhé lisila pouze ptidavkem MEM vitamind, jez ve 2. sad¢ pokusti ddvkovany nebyly. Do
kazdé lahve o objemu 100 ml bylo davkovano 15 ml MM, 15 pul MEM vitamind, 15 pl
EHS (500 mg.I'") a nakonec 15 pl suspenze kultur. Lahve byly po piipravé pokusu kulti-
vovany pii1 25 °C na laboratorni vratné tiepacce, pii 100 cyklech za minutu v mistnosti bez
piistupu svétla. V pribéhu 13 dnli byly v danych ¢asovych intervalech asepticky odebirany
vzorky (2x200 pl z kazdé lahve) pro méfeni optické hustoty pfi 600 nm (ODggg) na pfistroji
TECAN.

4.3.9 Rust kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu o riznych koncentracich
Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu, pokus prvni

Byly ptipraveny suspense s 50 ml MM, 50 ul MEM vitamina a 50 pl kultury AP12
¢i AP14b a riznym objemem 2-ethylhexanalu pro dosazeni chténych koncentraci dle ta-

bulky 11.

Tabulka 11 — Koncentrace a ddvkované objemy 2-ethylhexanalu v lahvich

Koncentrace 2-ethylhexanalu [mg.l'l] Objem 2-ethylhexanalu [pl]
20 1,22
30 1,80
40 2,24
50 3,0

Pro nejasné vysledky byl pokus opakovan s drobnymi upravami.
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Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu s upravenym postupem, pokus druhy

Nejdiive byl ptipraven zasobni roztok 2-ethylhexanalu o koncentraci 200 mg.I”', na-
vazenim 20 mg 2-ethylhexanalu do 100 ml odmérné batiky a doplnénim po rysku destilo-
vanou vodou. Roztok byl prefiltrovan ptes sterilni stiikackovy filtr do sterilnich zkumavek.
MM bylo rozplnéno do 18 lahvi¢ek po 19 ml, sterilizovano a po zchladnuti bylo ptidano

ptislusné mnozstvi MEM vitamint (na 1 ml MM 1 ul MEM vitamint).

1+2: Zaockovano 7 pl suspense kultury AP 12 a byl pfidan 1 ml sterilni destilované vody.
3+4: Zaockovano 7 ul suspense kultury AP 14b a byl ptidan 1 ml sterilni destilované vody.
5+6: Pridan 1 ml sterilniho zasobniho roztoku 2-ehylhexanalu (200 mg/l), neockovéno.
7+8: Zaockovano 7 ul suspense kultury AP 12 a byl ptidan 1 ml sterilniho zasobniho roz-
toku 2-ethylhexanalu

9+10: Zaockovano7 pl suspense kultury AP 14b a byl ptidan 1 ml sterilniho zasobniho
roztoku 2-ethylhexanalu

11+12 Zaockovano 7 pl suspense kultury AP 12 a bylo pfidano 1,55 ml sterilniho zasobni-
ho roztoku 2-ethylhexanalu.

13+14 ZaocCkovano 7 ul suspense kultury AP 14b a bylo ptidano 1,55 ml sterilniho zasob-
niho roztoku 2-ethylhexanalu.

15+16 Zaockovano 7 ul suspense kultury AP 12 a bylo ptidano 2,12 ml sterilniho zasobni-
ho roztoku 2-ethylhexanalu

17+18 Zaockovano 7 ul suspense kultury AP 14b a bylo ptiddno 2,12 ml sterilniho zasob-
niho roztoku 2-ethylhexanalu

Byla zméfena vychozi hodnota ODgg z lahvic¢ek 1 — 6, 200 pl, odebrano asepticky.

4.3.10 Rust kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP

Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP, pokus prvni

Bylo pfipraveno 15 lahvicek o objemu 100 ml s 15 ml MM, byly sterilizovany a dle

rozpisu plnény:

1 —6 AP12. do kazdé lahvicky 15 ul MEM vitamint

1;2 — 15 pl suspense AP12, 9 pl EHOL (500 mg.1™)
3;4 - 15 ul suspense AP12, 9 ul EHOL + 10 ul DEHP (656 mg.1")

5:6 — 15 pul suspense AP12, 10 ul DEHP (656 mg.1")
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1 —6 AP14b, do kazdé lahvicky 15 ul MEM vitaminu

1;2 — 15 ul suspense AP14b, 9 ul EHOL (500 mg.1")

3:4 — 15 ul suspense AP14b, 9 ul EHOL + 10 ul DEHP (656 mg.1™)

5;6 — 15 ul suspense AP14b, 10 pl DEHP (656 mg.1™)

13;14;15 — kontroly — 9 ul EHOL (500 mg.1") + 10 pl DEHP (656 mg.I") bez o&kovéni

Po 240 hod (10. den) bylo do vzorki AP12 3; AP12 4; AP14b 3; AP14b 4 (vzorky,
jez obsahoval jak 2-ethylhexanol, tak DEHP) ptiddno 9 pl 2-ethylhexanolu. Po 336 hod
(14. den) z lahvicek AP12 4 a AP14b 3 z ptedchoziho pokusu s 2-ethylhexanolem ptidano
15 pl kultur. Po 408 hod bylo asepticky odebrano malé mnozstvi vzorkl a byla provedena
mikroskopickd kontrola za pouZiti pozorovaci komirky CYRUS II a mikroskopu
OLYMPUS CX41 sfazovym kontrastem, pii zveétSeni 100x10. Pomoci fotoaparatu
CANON 1100D a softwaru Quick PHOTO MICRO 3.1 byly pofizeny fotografie vzorki.
Pocet bun¢k na 1 ml byl ptepocitavan dle velikosti komirky CYRUS II, pfi rozméru 50x50
um byl vysledny primér bunék nasoben 8 000 000. [27]

Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP, pokus druhy

Pokus byl opakovan s naoCkovanim bakterii ptimo z lahvi, ve kterych se bakterie
pomnozily (Z lahvi zprvnich pokust s 2-ethylhexanolem — AP12 narostly na 2-
ethylhexanolu a DEHP a AP14b narostly na 2-ethylhexanolu), jinak se postup nelisil. Po-
kus byl zhodnocen analyticky a optometricky.

4.3.11 Extrakce hexanem

Pro extrakci hexanem byly vybrany vzorky z pfedchoziho pokusu Rist AP12 a
AP14b na 2-ethylhexanolu, které se zdaly byt pozitivni, tudiZ u nich byl pozorovéan zékal a
také DEHP nebyl viditelny na hlading, jako tomu bylo na zacatku pokusu.

Extrakce do hexanu byla provadéna v poméru hexan : vzorek 1:3. Davkovano 5 ml
n-hexanu do kazdé¢ lahve (s cca 15 ml MM), minutu ruéné tfepano, poté hodinu michano
na magnetickych michackach. Pro nasledné fedéni vzorku byla pipetou opatrné odebrana

prizrand horni hexanova vrstva, v objemu vhodném pro dané fedéni.

Obvyklé fedéni vzorki:

AP12 5; AP14b 5 a 15 —fedéni 20x (0,5 ml vzorku + 9,5 ml hexanu)
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AP12 4; AP14b 4 — fedéni 25x (1 ml vzorku + 4 ml hexanu, z toho odebran 1 ml vzorku a

pridany 4 ml hexanu)

Z divodu casové nendroc¢nosti a dostupnosti byla pro stanoveni koncentrace DEHP
ve vzorcich vybrana UV spektrometrie, s jejiz pomoci byla méfena absorbance a z rovnice
kalibra¢ni kfivky byla poc¢itdna zbyla koncentrace ftalatu. Na zaklad¢ vysledki plynoucich
z diplomové prace Jindiisky Vyskocilové, ve které urcovala nejvhodnéjsi vinovou délku
pro méfeni koncentrace DEHP, byla zvolena vlnova délka 224 nm, pfi niz nedochéazelo
k nevhodnému posouvani maxima piku v zavislosti na koncentraci, ale prub¢h byl linearni.

[28]

4.3.12 Kalibrac¢ni rada pro méreni DEHP v hexanu pomoci UV-vis spektrometrie

Byl ptipraven zasobni roztok DEHP v hexanu v koncentraci 1 g DEHP/1000 ml. Ka-
libragni fada byla v koncentracich 5; 10; 25; 50 a 100 mg.1"". Bylo navazeno 250 mg DEHP
a doplnéno na 250 ml hexanem pro vznik zasobniho roztoku, z néhoz byla dle vypocta

vytvofena kalibra¢ni fada.

1000 mg/l — 100 mg/1 (Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 25 ml a doplnéno po rysku
250 ml odmérné banky)

Vypocteno dle rovnice:
c.Vi=¢,.V,
1000.V; =100.250
V, =25ml
100 mg/1 — 50 mg/1
100.V; =50.250

V, = 125 ml

50 mg/l — 25 mg/1
50.V; =25.250
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25 mg/l — 10 mg/1

25.V, = 10.250

V; =100 ml
10 mg/l1 — 5 mg/1
10.V; =5.250
V; =125ml

Tabulka 12 — Namétené absorbance DEHP v n-hexanu pii vinové délce A=224 nm

¢ [mg/1] A -]
5 0,122

10 0,224
25 0,578
50 1,135
100 2,175

2,5
y =0,0218x + 0,0164
R?=09994  .-®
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Obrazek 7 — Kalibra¢ni kiivka pro DEHP v n-hexanu pti A = 224 nm ()

Absorbance vzorkl byly vétSinou méteny na spektrofotometru Unicam UV 500, jen u po-

kusu popsaného v kap. 5.10.7 byl pouzit spektrofotometr Halo DB-20.
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4.3.13 Degradace DEHP kulturami AP12 a AP14b spole¢né, za piidavku EHS

Bylo ptipraveno 12 kusti 100 ml lahvicek, do kterych bylo plnéno MM po 15 ml, ste-

rilizovano a po zchladnuti byly ptidany MEM vitaminy.

Lahvicky 1-6 byly ockovany 7 ul suspenze AP12 a 7 pl suspenze AP14b a dale byl

pridavan DEHP a EHS dle tabulky 13. Lahvic¢ky 7 — 12 byly ponechany neockované.

Tabulka 13 — Davkované objemy DEHP a EHS

Omatenilah- | ObjemDEHP | - | ObjemEHS | e
DEHP EHS
vi¢ky [ul] (me'] [p1] me]
12 8 525 0 -
34 8 525 3 203
%0 0 ) 3 203
78 8 525 0 -
9,10 8 525 3 503
1112 8 525 0 -

Inkubace vSech lahvicek probihala pii 25°C, na tiepacce a ve tmé.

4.3.14 Utilizace DEHP kulturami AP12 a AP14b jednotlivé, za pridavku EHS

MM bylo rozplnéno po 15 ml do 10 lahvicek, sterilizovano a po zchladnuti byly pii-

dany MEM vitaminy. Lahvicky 1 — 4 byly o¢kovany 14 ul supenze AP12, lahvicky 5 — 8
14 pl suspenze AP14b. Lahvicky 9 a 10 byly o¢kovany suspenzemi obéma kultur pro kon-
trolu predeslého pokusu (7 ul AP12 a 7 ul AP14b). Chemikalie byly nadavkovany dle roz-

pisu v tabulce 14.

Tabulka 14 — Davkované objemy DEHP a EHS

Koncentrace Koncentrace
Objem DEHP Objem EHS
Oznaceni vzorku (] DEHP (] EHS
" (mg.I"] 3 [mg.I"]
1;2 0 - 3 203
3;:4 8 525 3 203
5,6 0 - 3 203
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7; 8 8 525 3 203

9; 10 8 525 3 203

Vsechny lahvicky byly inkubovany pfi 25 °C ve tmé na tfepacce apo 2, 5a7a9
dnech bylo zméfeno ODgyp a provedeno mikroskopické pocitani bunck, v komirce

CYRUS II, 50x50 um pti zvétSeni 10x100.

4.3.15 VylepSeni metodiky pro extrakci DEHP do n-hexanu
Pokusy s extrakei 1

70 ml MM bylo smichano s buiitkami AP14b z misky, hustota buné¢k ptiblizné odpo-

vidala zakalu na konci pokusti utilizace DEHP v pozitivnich lahvickach.

Do vytarovanych lahvicek byly davkovany chemikalie dle tabulky a zapsany jejich

hmotnosti po pfidani latek.

Tabulka 15 — Objemy a hmotnosti DEHP ve vzorcich

Teoreticka kon- Hmotnost DEHP
Oznaceni lahve Objem DEHP [pl] centrace DEHP

o [mg]
1 8,9 586,6 8,8
2 8,9 540 8,1
3 8,9 560 8,4
4 8,9 606,7 9,1
5 4,5 263 -
6 4,5 263 -

Hmotnosti DEHP kolem 4,5 mg jiz nebylo mozné zvazit, dochazelo k velkému ko-
lisani hodnot. Do lahvicek 1 + 2 bylo pfidano 15 ml ¢istého MM, do ostatnich 15 ml MM
s buiikami. Takto byly lahve ponechany 30 minut na tfepacce. Do vSech lahvi bylo pfidano
michadlo, 7,5 ml hexanu (pomér hexan: vzorek 1:2) a extrakce byla provedena jako u
pfedchoziho pokusu. Po hodiné extrakce a dokonalém oddé¢leni hexanové vrstvy byla vel-
mi pozvolna pfidavana destilovana voda, az se hexanova vrstva dostala do hrdla. Poté, dle

charakteru hexanové vrstvy, byly odebirdny min. 2 vzorky z kazdé lahve a nésledovalo
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natfedéni vzorku hexanem ve vialkach, dle rozpisu zaznamenaného v tabulce 16. Vzorky
s predpokladanou vyssi koncentraci DEHP byly tfedény 15x, vzorky s predpoklada-
nou niz$i koncentraci DEHP byly fedény 10x.

Tabulka 16 — Redéni jednotlivych vzorkd hexanem

Oznaceni vzorku Redéni Objem vzorku Objem hexanu
[ml] [ml]
1;2;3;4 15x 0,5 7
5;6 10x 0,5 4,5

Nasledovalo vysuSeni bezvodym siranem sodnym piidanim jeho malého mnozstvi a

rucnim vyttepanim. Vzorky byly poté méteny pii A=224 nm.
Pokusy s extrakci 2

Dalsi pokus s extrakci se od pfedchoziho 1i8il drobnymi Upravami samotné extrakce.

Tabulka 17 — Objemy a hmotnosti DEHP ve vzorcich

Ormatent lahve Objem DEHP [u] Koncentracel: DEHP
[mg.I"]
1 8,9 525
2 8,9 525
3 8,9 525
4 8,9 525
5 4,5 263
6 4,5 263

Do vSech lahvicek bylo ptfidano 7,5 ml hexanu. Lahvicky byly peclivé uzavieny a 1
minutu ruéné tiepany. Poté byly umistény na michacky po dobu 30 minut a nasledné pone-
chany 15 minut v klidu pro dobré odsazeni vrstev. Déle byla pozvolna pfidavana destilo-
vand voda az se hexanova vrstva dostala do hrdla lahve. Byly odebirdny minimalné 2
vzorky z kazdé lahve. Nafedéni hexanem probéhlo ve stejném pomeéru jako v predchozim
pokusu. S lahvemi se kviili Skodlivym G¢inkiim rozpoustédla pracovalo v digestofi, a kvili

moznému vytékani a koncentrovani ftaldtu do hexanu muselo byt pracovano rychle a vzor-
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ky musely byt ihned po odbéru peclivé uzavirany. Po nafedéni bylo do kazdé vialky ptida-

no pul malé 1zicky bezvodého siranu sodného. Méteni probihalo pii A=224 nm.

4.3.16 Utilizace DEHP kulturou AP14b za pridavku EHS — podrobnéjsi pokus
Utilizace DEHP kulturou AP14b za piidavku EHS, pokus prvni

Bylo nachystano 20 lahvicek, do kazdé bylo ptidano 15 ml MM, byly sterilizovany a
po zchladnuti pfiddny MEM vitaminy. Dalsi slozky byly ptfidany v potadi: 14 pl suspenze
kultury AP14b, DEHP a/nebo EHS dle tabulky 17. Lahvi¢ky 1 az 16 byly o¢kovany, lah-
vicky 17 — 20 nikoli.

Tabulka 18 — Davkovani chemikalii a jejich koncentrace ve vzorcich

Koncentrace Koncentrace
Oznaceni vzorku Objem DEHE DEHP Objem EHS EHS [mg.l'l]
[ud] (mg.I"] [ud] (]
1;2 0 - 3 203
3;4 8,9 525 3 203
5;6 4,5 263 3 203
7; 8 8,9 525 0 -
9; 10 4,5 263 0 -
11; 12 0 - 3 203
13; 14 0 - 3 203
15; 16 0 - 3 203
17; 18 8,9 525 0 -
19; 20 4,5 263 0 -

Lahvicky byly inkubovany pfi stejnych podminkach jako pfedchozi pokus, jen kazdy
4. den bylo provedeno provzdu$néni v laminarnim boxu po dobu 15 minut. 9. den inkubace
bylo provedeno mikroskopické pocitani bun€k v lahvich 1 az 6. V 10. dni inkubace byla
provedena extrakce hexanem a stanovena koncentrace DEHP u lahvi 1 az 10. V 11. dni
inkubace bylo do lahvi 11 a 12 pfidano 8 pl DEHP, promichano a extrahovano hexanem.
Byla stanovena koncentrace DEHP. Do lahvi 13 — 14 byly ptidany 4 ul DEHP, vSe bylo

promichano, extrahovdno, a byla stanovena koncentrace DEHP. Po ziskani vyslednych
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koncentraci DEHP bylo rozhodnuto, ze bude pokus proveden jesté jednou, s delSim ¢asem

inkubace.
Utilizace DEHP kulturou AP14b, za piidavku EHS — pokus druhy

Bylo nachystano 20 lahvicek, do kazdé bylo ptidano 15 ml MM, byly sterilizovany a
po zchladnuti ptidany MEM vitaminy. Dalsi slozky byly ptfidany v potadi: 14 pul suspenze
kultury AP14b, DEHP a/nebo EHS dle nize uvedené tabulky. Lahvicky 1 az 16 byly ocko-
vany, lahvi¢ky 17 — 20 nikoli.

Tabulka 19 — Davkovani chemikalii a jejich koncentrace ve vzorcich

Koncentrace Koncentrace
Oznaceni vzorku Objem DEHE DEHP Objem EHS EHS [mg.l'l]
[ud] (mg.I"] [ud] (]
1;2 0 - 3 203
3;4 8,9 525 3 203
5;6 4,5 263 3 203
7; 8 8,9 525 0 -
9; 10 4,5 263 0 -
11; 12 0 - 3 203
13; 14 0 - 3 203
15; 16 0 - 3 203
17; 18 8,9 525 0 -
19; 20 4,5 263 0 -

Lahvicky byly inkubovany pfi stejnych podminkach jako ptedchozi pokus a 9. den
inkubace bylo do lahvicek 15 a 16 ptidano 8,9 ul DEHP.

14. den inkubace bylo provedeno mikroskopické pocitani bun€k v lahvich 1 - 6.

15. den inkubace byla provedena extrakce hexanem a stanovena koncentrace DEHP v lah-

vich 1;2;7;8;9;a10.

16. den inkubace bylo do lahvi 11 a 12 pfidano 8 pl DEHP, promichdno a extrahovano
hexanem. Byla stanovena koncentrace DEHP. Do lahvi 13 — 14 byly pfidany 4 ul DEHP,

vse bylo promichano, extrahovano, a byla stanovena koncentrace DEHP.
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17. den inkubace byla provedena extrakce hexanem a stanovena koncentrace DEHP

v lahvich 3; 4; 5; 6; 15 a 16.
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S IDENTIFIKACE KULTUR AP12 A AP14B

5.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni patii mezi jednoduché metody, jez déli bézné bakterie na dvé sku-

piny, grampozitivni (G+) a gramnegativni G (-), liSici se uspotadanim bunécné stény.
Pro tento pokus byly pouzity Cerstveé, po 2 dnech na TY A agaru narostlé kultury.

Nejprve byla na podlozni sklicko nanesena kapka sterilniho fyziologického roztoku. Po-
moci vyZzihané bakteriologické klicky bylo odebrano adekvatni mnoZstvi biomasy, jez bylo
rozetteno s kapkou fyziologického roztoku na podloZznim skli¢ku. Po vyschnuti biomasy na
sklicku byl preparat kratce zafixovan nad plamenem kahanu. Poté na n¢j bylo kapatkem
naneseno dostatecné mnozstvi krystalové violeti, jeZ se nechala pisobit 1 minutu. Bez
oplachu byla vrstva slita a na ni bylo kapatkem naneseno dostate¢né mnozstvi Lugolova
roztoku, jez se opét nechal piisobit 1 minutu. Po uplynuti této doby byla vrstva slita, prepa-
rat jemné oplachnut destilovanou vodou a pomoci acetonu byla vrstva splachovéana, dokud
piestalo odtékat barvivo. Poté byl preparat opét oplachnut destilovanou vodou a dobarven
safraninem, ktery se nechal piisobit 1 minutu. Nakonec byl preparat opét jemné oplachnut
destilovanou vodou a opatrné¢ ususen nad plamenem kahanu a mikroskopicky pozorovan

pomoci imersniho objektivu pfi zvétSeni 1000x.

5.2 1Izolace DNA

Bylo pracovano dle nadvodu MO Laboratories Inc. Pomoci PowerSoil DNA Isolation
Kit. Kultury AP12 a AP14b byly suspendovany v pfipravenych zkumavkach a opatrné
promichdny pomoci vortexu. Bylo ptiddno 60 pl zdsobniho roztoku C1 a vSe promichano.
Pomoci Mo Bio vortex adaptéru (Mo Bio k.¢. 13000-V1) byly vzorky michany 10 minut.
Vzorky byly dale centrifugovany 30 sekund pii 10 000 x g. Supernatant byl pienesen do
¢isté 1,5 ml zkumavky. K tomu bylo pfidano 250 pl roztoku C2. Inkubovano 5 minut pii
4 °C a dale centrifugovano 1 minutu pii 10 000 x g. Do mikrozkumavky bylo pfeneseno
ptiblizn€ 500 pl supernatantu, pfidano 200 pl roztoku C3, promichdno a inkubovano 5 mi-
nut pii 4 °C. Centrifugovano 1 minutu a do mikrozkumavky pfeneseno maximalné 750 pl
supernatantu. Pfidano 1200 pl roztoku C4 a promichéno. 675 pl tohoto roztoku bylo piene-
seno do kolonky a centrifugovano 1 minutu. Filtrat byl vylit a bylo ptidano dalsich 675 pl
smési a opéet centrifugovano. Pfidano 500 pl roztoku C5, centrifugovano 30 s. Filtrat byl
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vylit, a v§e bylo znovu centrifugovano 1 minutu. Kolonka pfenesena do mikrozkumavky,
ptidano 30 pl roztoku C6 a ponechano 5 minut v klidu. Centrifugovano 30 sekund. Takto
pripravena DNA byla pouzita pro dalsi aplikace.

5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci PCR byl pomnozen tsek genu pro 16S rRNA, potiebny pro identifikaci kul-
tur. Usek DNA, ktery bylo tieba replikovat, bylo nutno ohrani¢it na za¢atku a na konci tzv.
primery, kratkymi oligonukleotidy DNA. Byly pouzity primery FD1 a RD1. Vzorky upra-
vené dle ndvodu byly umistény do termocykléru PTC 100 MJ Research (Bio-Rad), v némz
probéhla amplifikace DNA. Byl nastaven program PCR TOUCH DOWN: 95 °C/2 min. —
(95°C305s;56—61°C30s;72°C 1,3 min.) 9 cykld — (95 °C 30s; 56 °C 30 s; 72 °C 1,3
min.) 24 cykli — 72 °C 10 min.

5.4 Agarozova gelova elektroforéza

Bylo navéazeno 0,5 g agar6zy, jez byla nasledné rozvatena v 50 ml TAE pufru pomo-
ci mikrovinné trouby. K tomu bylo pfiddno malé mnozstvi etidiumbromidu (1 — 2 kapky) a
to bylo nalito do elektroforetické vanicky s hifebinkem. Gel byl ponechdn tuhnuti po dobu
cca 30 minut. Po zatuhnuti gelu z néj byl hiebinek vynat a amplifikovana PCR smés byla

nanesena do vytvarovanych komurek, v potadi:

1. 5l Quick Load ® Purple bp DNA Ladder HNO551G — standard s fragmenty

DNA zndmé délky
2. 3l API2
3. 3 pl AP14b

4. 3 pl kontroly — PCR smés bez DNA matrice

Byla provedena elektroforéza, pti které zadporn€ nabitda DNA migruje ke kladné elek-
trod¢. Fragmenty DNA byly pozorovany na UV transiluminatoru a pomoci DNA markeru

byla urc¢ena velikost produktu.

5.5 PreciSténi PCR produktu

Purifikace byla provedena dle PCR clean-up protokolu, pomoci Small DNA frag-
ment extraction kitu. Na TECANu byla posléze zjisténa Cistota produktu a vzorky byly

odeslany na sekvenaci DNA.
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6 VYSLEDKY

6.1 Ovéreni rastu kultur na EHS

Prvnim pokusem celé prace bylo ovéieni schopnosti dfive izolovanych kultur rist na
2-ethylhexylsalicylanu jako jediném zdroji uhliku. Po naockovani vSech kultur, ziskanych
v priabéhu bakalatrské prace, do MM s EHS a vitaminy, byl rust v pribéhu kultivace hod-

nocen vizualng a vysledky jsou uvedeny v tabulce 20.

Tabulka 20 — Rust kultur na EHS

Nazev kultury 24 h 48 h 120 h 168 h
Ptitomnost vlo- | Pfitomnost vlo- | Pfitomnost vlo- | Pfitomnost vlo-
AP cek cek cek cek
AP 12 Pritomnost vio- + zékal + zékal + zékal
cek

AP 13 +/- - - -

AP 14 a - - - -

AP 14D - + zékal + zékal + zakal
AP 15 - - - -
AP 16 - - - -

Pozorovani rastu kultur ukazalo, ze kultury AP12 a AP14b byly jednoznac¢né schop-
ny utilizovat EHS jako jediny zdroj uhliku, nebot’ zékal média se u nich v priabéhu kultiva-
ce zvySoval a emulze EHS mizela. Kultura AP11 sice zpoc¢atku vykazovala rovnéz slabé
zakaleni média, to se vSak v prib¢hu kultivace nezvySovalo, navic §lo spiSe o drobné vlo¢-
ky vzniklé pravdépodobné flokulaci bun€k. Protoze emulze EHS u této kultury ptetrvavala
po celou dobu inkubace, bylo ziejmé, ze kultura AP11 EHS nevyuZiva a proto s ni nadale

nebylo pracovano.
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6.2 Sledovani ristu kultur AP12 a AP14b p¥i riiznych koncentracich
NaCl na TYA agaru

Cilem pokusu bylo zjistit, na kolik jsou studované kultury schopné rtst v prostiedi se
zvySenou salinitou, pfi¢emz bylo zjisténo, ze ob¢ kultury zvladaji bez problému koncentra-
ci do 4 % NaCl, pficemz jim k nartstu stacilo 24 hodin, pfi vyssich koncentraci do 6,5 %

byl rist pomalejsi, pii koncentraci 10 % NaCl jiz nebyly schopny ristu. Bylo zjisténo, ze

kultury AP12 a AP14b jsou pomérné odolné vici zvySené koncentraci soli v prostiedi.

Tabulka 21 — Rust pii konc. NaCI 1 %

24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 22 — Rust pti konc. NaCl 2 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 23 — Rust pti konc. NaCl 3 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 24 — Rust pti konc. NaCl 4 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
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Tabulka 25 — Rust pii konc. NaCl 5 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 - + + + + +
AP14b - + + + - -
Tabulka 26 — Rust pii konc. NaCl 6,5 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 - -/+ -/+ + + +
AP14b - -/+ -/+ + + +
Tabulka 27 — Rist pti konc. NaCl 10 %
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 - - - - - -
AP14b - - - - - -

6.3 Sledovani riastu kultur AP12 a AP14b pri riznych teplotach na TYA

agaru

Cilem pokusu bylo zjistit, na kolik jsou studované kultury schopné ruast v prostredi

s riznou teplotou, pfi¢emz bylo zjisténo, ze ob¢ kultury zvladaji bez problému teploty od

10 °C do 30 °C, ¢imz se fadi mezi psychrofilni bakterie.

Tabulka 28 — Rust pfi teploté 5 °C

24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 - - - - - -
AP14b - - - - - -
Tabulka 29 — Rust pfi teploté 10 °C
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
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Tabulka 30 — Rust pii teploté 20 °C

24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 31 — Rust pii teploté 26 °C
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 32 — Rist pfi teploté 30 °C
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 + + + + + +
AP14b + + + + + +
Tabulka 33 — Rist pii teploté 37 °C
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni
AP12 - - - - - -
AP14b - - - - - -
Tabulka 34 — Rust pii teploté 43 °C
24 h 2 dny 3 dny 4 dny 7 dni 10 dni

AP12

AP14b
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6.4 Riist kultur AP12 a AP14b na 2-Ethylhexylsalicylanu s pridavkem
vitamind pfi rizném pH
Cilem pokusu bylo vyzkouset odolnost kultur vii¢i vykyviim pH v prostiedi a bylo

zjisténo, Ze kultury jsou pomérné odolné, schopné riistu pii pH 6 az 9, pticemz u krajnich

hodnot pH 6; 8,5 a 9 rostly pomaleji. Kultury nebyly schopny riistu pti pH 5,5 a nize.

Tabulka 35 — Rist AP12 na EHS pfi rizném pH

DH [ Vyskyt zakalu po 8 ODgoo po 8 dnech
dnech kultivace kultivace
5 - 0,037
5,5 - 0,039
6 + 0,237
6,5 + 0,422
7 + 0,440
7,5 + 0,408
8 + 0,474
8,5 + 0,128
9 + 0,293

Tabulka 36 — Rist AP14b na EHS pfi rtizném pH

Vyskyt zakalu po 8 OD 600 po 8
pH dnech kultivace dnech kultivace
5 - 0,040
5,5 - 0,040
6 + 0,225
6,5 + 0,373
7 + 0,352
7,5 + 0,345
8 + 0,446
8,5 + 0,114
9 + 0,290
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6.5 Ruiist kultur AP12 a AP14b na 2-Ethylhexanolu

Cilem pokusu bylo zjistit, zda jsou kultury AP12 a AP14b schopny vyuzivat pro svij

rust i tu ¢ast EHS, jez se v predchozi bakalafské praci jevila jako obtiznéji vyuzitelna.

Tabulka 37 — Rust kultur na 2-ethylhexanolu

Kultura 168 hod 336 hod

1. lahev 2. lahev 1. lahev 2. lahev
AP12 + - + -
AP14b + vlocky + -

Vysledky pokusu nebyly jednoznacéné, jelikoz i po 14 dnech inkubace lahvicek byla
zakalena pouze 1 paralelni lahev od kazdé kultury. Proto byl pokus nasazen znovu, ale

s riiznymi koncentracemi 2-ethylhexanolu, v koncentraci od 50 do 300 mg.I".

6.6 Riist kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu v riznych koncen-

tracich

6.6.1 Rist kultur AP12 a AP14 na 2-ethylhexanolu v rozmezi koncentraci 50 — 300

mg.l'1

Pokus byl proveden dvakrat vedle sebe sriznymi rozsahy koncentraci

2-ethylhexanolu, pro ovéteni riistu pii vyssich koncentracich 2-ethylhexanolu.

Tabulka 38 — Schopnost ristu kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu o rtizné koncen-

traci po 7 denni kultivaci.

Koncentrace Schopnost ristu
2-ethylhexanolu [mg.I"] AP 12 AP14b
50 + +
100 + +
200 + +
300 + -
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6.6.2 Rust kultur AP12 a AP14 na 2-ethylhexanolu v rozmezi koncentraci 200 — 450

mg.l'1

Tabulka 39 — Schopnost rtstu kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu o rtizné koncen-

traci po 7 denni kultivaci

Koncentrace Schopnost ristu
[mg.I'"] AP 12 AP14b
200 + +
250 + +
300 + -
350 + -
400 - *
450 - *

* Pokus nebyl proveden, rust pti téchto koncentracich nebyl ptedpokladan.

Vysledkem pokust bylo zjisténi, ze kultura AP12 je schopna vyuzit 2-ethylhexanol
pro sviij rist a? do koncentrace 350 mg.l’', zatimco AP14b je schopnd vyuZit 2-

ethylhexanol pfi jeho koncentraci nejvyse 250 mg.I™.

6.7 Ruiist kultur AP12 a AP14 b na DEHP

Timto pokusem bylo zjisténo, ze kultury AP12 ani AP14b nejsou schopny vyuzit
DEHP jako jediny zdroj uhliku pro svij rist, jelikoz k zakaleni vzorka a tedy nartstu bio-

masy nedoslo ani po 2 tydnech inkubace.

Tabulka 40 — Rust AP12 na DEHP - 14 dnu kultivace

DEHP [mg.I"] 24 h 48 h 120 h 168 h 336 h

560 - - - - -

Tabulka 41 — Rust AP14b na DEHP - 14 dnu kultivace

DEHP [mg.I'| 24 h 48 h 120 h 168 h 336 h

560 - - - - -
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6.8 Rust kultur AP11, AP12, AP14b a AP16 na EHS s vitaminy a bez

vitamina

Tento pokus pfinesl dilezité poznatky pro postupy dalSich pokusi. Po pravidelném

méfeni ODgoo byly vytvofeny grafy, ve kterych lze vidét jasny rozdil mezi pokusem

s vitaminy a bez vitamind. Ob¢ kultury na tom byly dost podobné, jen u AP12 doslo

k pomnoZzeni biomasy rychleji a jiz po 168 hodinach inkubace nabyla ODgyp sv€ého maxi-

ma; u AP14b dochézelo k postupnému naristu, dokud nedosahla ODgoy svého maxima pti

poslednim méfeni. Z vysledkd vyplyva, ze ob¢ kultury pottebuji pro rist na EHS MEM

vitaminy jako podporu pii jeho degradaci.

Tabulka 42 — Porovnani riistu kultury AP12 na EHS s vitaminy a bez vitaminti

EHS bez vitaminu

EHS s vitaminy

Cas [h]
ODgoo [-] ODgoo [-]

0 0,048 0,048
24 0,050 0,046
48 0,065 0,114
72 0,060 0,147
168 0,068 0,500
216 0,061 0,499
312 0,064 0,496
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Rast kultury AP12 na EHS

0,6

0,5 —— —0
0,4
§03

8 —@— EHS bez vitamind
—@— EHS s vitaminy

0,2
0,1

—————e— —o
0
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Cas [h]

Obrazek 8 — Grafické porovnani rastu AP12 na EHS s vitaminy a bez vitamint.

Tabulka 43 — Porovnani riistu kultury AP14b na EHS s vitaminy a bez vitamint.

. EHS bez vitamint EHS s vitaminy
Cas [h]
ODgoo [-] ODgo0 [-]
0 0,048 0,048
24 0,055 0,048
48 0,075 0,120
72 0,080 0,257
168 0,067 0,379
216 0,081 0,466
312 0,083 0,531
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Rast kultury AP14b na EHS

0,6
0,5

0,4

ODeoo [-]

—@— EHS bez vitamind

—@— EHS s vitaminy
0,2

0,1

0 24 48 72 168 216 312
Cas [h]

Obrazek 9 — Grafické porovnani rastu kultury AP14b na EHS s vitaminy a bez vitamind.

6.9 Riist kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu o riznych koncen-

tracich

6.9.1 Pokus prvni, riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu

Pro zjisténi do jaké miry ma na utilizaci 2-ethylhexanolu kulturami AP12 a AP14b
vliv mozny vznik (pro mikroorganismy toxického) metabolitu 2-ethylhexanalu (EHAL),
byl nasazen pokus, ve kterém byly zji§tovany riistové vlastnosti kultur na 2-ethylhexanalu
pfi riznych koncentracich. Prvni pokus s riistem kultur na 2-ethylhexanalu pfinesl pomérné
koncentracemi 2-ethylhexanalu, bylo tomu tak ve vSech ptipadech pouze v jedné ze dvou

paralelnich lahvi.
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Tabulka 44 — Rist AP12 na 2-ethylahexanalu.

Koncentrace
2-ethylhaxanalu 24 h 48 h 72 h 168 h
ve vzorku [mg.l'l]
20 - - +/- +/-
30 - - +/- -
40 - - - -
50 - - - -
Tabulka 45 — Riist AP14b na 2-ethylhexanalu.
Koncentrace
2-ethylhaxanalu 24 h 48 h 72 h 168 h
ve vzorku [mg.l'l]
20 - - +/- +/-
30 - - +/- +/-
40 - - - -
50 - - - -

Pro nejasné vysledky byl upraven postup a pokus byl proveden jesté jednou.

6.9.2 Pokus druhy, rist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu s upravenym postupem

Ptes upraveny postup nebo pravé diky nému byly vysledky jasné, tentokrat vsak jed-

nozna¢né negativni. V Zadné z lahvi naockovanych kulturou a s 2-ethylhexanalem nebyl

naméfen zvySeny zéakal oproti zdkalu minerdlniho média. Tento vysledek mohl byt zptso-

ben sorpci 2-ethylhexanalu na sterilni sttikackovy filtr.

Tabulka 46 — Méfeni ODggo vzorku 1 — 6 a ¢istého MM den 0.

Vzorek OD600 [-] OD600 [-] Pramér OD600 [-]
1 — MM, AP12, destilovana
0,055 0,052 0,054
voda
2 — MM, AP12, destilovana
0,055 0,054 0,055

voda
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3 — MM, AP14b, destilovana
0,063 0,061 0,062
voda
4 — MM, AP14b, destilovana
0,069 0,092 0,081
voda
5 — MM, EHAL (200 mg.I™") 0,053 0,066 0,059
6 — MM, EHAL (200 mg.1") 0,072 0,072 0,072
Cisté MM 0,056 0,054 0,055
Tabulka 47 — Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanalu
ODso [-]
Vzorek
72 h 144 h 192 h 240 h
1 — MM, AP12, destilovana voda 0,054 0,049 0,046 0,049
2 — MM, AP12, destilovana voda 0,0689 0,068 0,066 0,067
3 — MM, AP14b, destilovana voda 0,058 0,068 0,053 0,054
4 — MM, AP14b, destilovana voda 0,050 0,052 0,047 0,045
5— MM, EHAL (10 mg.1") 0,055 0,05 0,054 0,045
6 — MM, EHAL (10 mg.1") 0,07 0,064 0,06 0,06
7—-MM, AP12, EHAL (10 mg.l'l) 0,055 0,053 0,052 0,048
8 — MM, AP12, EHAL (10 mg.l'l) 0,054 0,052 0,054 0,051
9 — MM, AP14b, EHAL (10 mg.l) 0,06 0,057 0,057 0,056
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10 — MM, AP14b, EHAL (10 mg.1") 0,052 0,06 0,053 0,053
11 - MM, AP12, EHAL
. 0,055 0,054 0,053 0,054
(15 mg.l™)
12— MM, AP12, EHAL (15 mg.1") 0,061 0,053 0,056 0,057
13 — MM, AP14b, EHAL (15 mg.I') 0,056 0,051 0,056 0,053
14 — MM, AP14b, EHAL (15 mg.I'") 0,053 0,051 0,051 0,048
15 - MM, AP12, EHAL
1 0,067 0,061 0,061 0,062
(20 mg.1")
16 — MM, AP12, EHAL
0 0,052 0,051 0,052 0,05
(20 mg.1")
0 0,054 0,054 0,054
17 — MM, AP14b, EHAL (20 mg.I") 0,055
| 0,053 0,053
18 — MM, AP14b, EHAL (20 mg.I") 0,053 0,053

6.10 Riist kultur AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP

6.10.1 Riist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP pokus prvni

Vzhledem k negativnimu vysledku snahy o degradaci samotného DEHP kulturami
AP12 a AP14b, bylo ptistoupeno k experimentu s ptidavnou latkou, jakozto moznym in-
duktorem enzymu (v tomto piipadé 2-ethylhexanolem v koncentraci 500 mg.I"). DEHP

byl ve vzorcich ptiblizné ve stejné koncentraci.

Tabulka 48 — Rist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP

Oznacéeni vzorku 48 hod 216 hod 312 hod 408 hod

AP12 1 — 2-ethylhexanol - - - -

AP12 2 — 2-ethylhexanol - - - -

AP12 3 — DEHP + 2-ethylhexanol - - - -

AP12 4 — DEHP 10 + 2-ethylhexanol - + + +
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AP12 5 - DEHP - - - -

AP12 6 — DEHP - - - -

AP14b 1 - 2-ethylhexanol - - - -

AP14b 2 - 2-ethylhexanol - - - -

AP14b 3 - DEHP + 2-ethylhexanol + + + +

AP14b 4 - DEHP + 2-ethylhexanol + + + +

AP14b 5 — DEHP - - - -

AP14b 6 — DEHP - - - -

13 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez o¢-

kovani

14 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez o¢-

kovani

15 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez o¢-

kovani

6.10.2 Rist AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP pokus druhy

Pokus byl opakovan s naockovanim bakterii ptimo z lahvi, ve kterych doslo k jejich
pomnoZzeni (z lahvi z prvnich pokusti s 2-ethylhexanolem), jinak se postup nelisil. Pokus
byl zhodnocen pouze optometricky, jelikoz zakaleni nebylo u lahvicek s kulturou, DEHP a
2-ethylhexanolem tak vyrazné jako v pifedchozim ptipad¢€, nicméné ve vzorcich, ve kterych
byl DEHP spolu s 2-ethylhexanolem a kulturou AP12 po delsi dob¢ k zakaleni vzorkt do-
Slo. Vzorky s DEHP, 2-ethylhexanolem a kulturou AP14b zistaly nezakalené, na trovni

ODgo tekutého mineralniho média.

Tabulka 49 — Rast AP12 a AP14b na 2-ethylhexanolu s DEHP

Oznaceni vzorku 48 hod 168 hod 240 hod 408 hod

AP12 1 — 2-ethylhexanol - - - -

AP12 2 — 2-ethylhexanol - - - -

AP12 3 — DEHP + 2-ethylhexanol - - - +
AP12 4 — DEHP + 2-ethylhexanol - - - +
AP12 5 — DEHP - - - -
AP12 6 — DEHP - - - -

AP14b 1 - 2-ethylhexanol - - - -
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AP14b 2 - 2-ethylhexanol - + + +

AP14b 3 - DEHP + 2-ethylhexanol - - - -

AP14b 4 — DEHP + 2-ethylhexanol - - - -

AP14b 5 — DEHP - -/+ -/+ -/+

AP14b 6 — DEHP - - - -

13 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez

ockovani

14 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez

ockovani

15 - DEHP + 2-ethylhexanol, bez

ockovani

6.10.3 Extrakce DEHP n-hexanem

Pro extrakci hexanem byly vybrany vzorky, které se zdaly byt pozitivni, tudiz u nich
byl pozorovan zékal a na druhou stranu DEHP na hladin¢ viditelny nebyl, jako tomu bylo
na zacatku pokusu, a vzorky kontrolni, ve kterych byl samotny DEHP bez 2-ethylhexanolu
a jeden vzorek, ve kterém byl DEHP bez jakékoli kultury.

Vzorky byly fedény podle teoretické koncentrace DEHP v jednotlivych lahvich, aby
absorbance vzorkil odpovidala koncentraci DEHP v rozmezi kalibra¢ni fady od 5 do 100

mg.I".

AP12 5 (DEHP 10ul); AP14b 5 (DEHP 10 pl) a lahev ¢. 15 (DEHP 10 pl + 2-
ethylhexanol 9 pl, bez o¢kovani) — tfedéni 20x (0,5 ml vzorku + 9,5 ml hexanu)

AP12 4 (DEHP 10 pl + 2-ethylhexanol 9 ul); AP14b 4 (DEHP 10 pl + 2-ethylhexanol 9
pl) — fedéni 25x.

Veétsi fedéni oproti jinym vzorklim vyplynulo z potieby docistit odebranou hexano-

veowr
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Tabulka 50 — Vysledky extrakce do hexanu

Pavodni Naméiena i
Ubytek DEHP
Oznaceni vzorku A [-] koncentrace Kkoncentrace (%]
DEHP [mg.I''] | DEHP [mg.I"] ’
AP12 4 —DEHP +
1,679 656 530,04 13
2-ethylhexanol (9 pl)
AP12 5 —-DEHP (10 ul) | 2,744 656 689,95 -
AP14b 4 — DEHP + 2-
1,266 656 400,66 47
ethylhexanol (9 pl)
AP14b 5 - DEHP (10 ul) | 3,00 656 755,11 -
15— DEHP (10 pl) + 2-
2,936 656 739,07 -
ethylhexanol (9 ul)

Pocitano podle rovnice vyplyvajici z kalibra¢ni kiivky DP Jindfisky Vyskocilové [28]
y =0,0266x — 0,0129

_ y+0,0129
= 70,0266

Vzorovy vypocet pro koncentraci DEHP ve vzorku AP12 4

1,679 +0,0129
N 0,0266

c = 63,605mg.17!

Vzorovy vypocet piepoctu skutecné koncentrace s ohledem na fedéni:

63,605 .25
c=——F = 530,04 mg.l™?!
Ubytek DEHP byl po¢itan v porovnani s lahvemi, ve kterych byl po celou dobu kultivace
pouze DEHP.

6.10.4 Degradace DEHP kulturami AP12 a AP14b spole¢né, za pridavku EHS

Po 24 hodinach kultivace nebyl jesté¢ vidén Zadny rozdil mezi zédkalem tekutého mi-
neralniho média, ale jiz 2. den inkubace byly pozorovany zmény v lahvickach, ve kterych
byl pravé davkovan EHS (v mensi koncentraci, 203 mg.I") a DEHP v koncentraci 525

mg.I". Mirny zékal byl pozorovan také v lahvich se samotnym EHS. Tieti a sedmy den
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byla zmétena ODggp na piistroji TECAN. Vysledky méfeni jednotlivych vzorkt byly po-
rovnavany s ODgo tekutého minerdlniho média. Z vysledkl je zfejmé, ze zakal nartstal,
otazkou vsak je, do jaké miry byl zpiisoben pomnozenim mikroorganismi v médiu, a na
kolik byl zptisoben jinymi moznymi jevy. Poc¢itdnim bunék ve vzorcich na konci inkubace
vsak byl pozorovan mirné€ zvyseny pocet bun¢k ve vzorcich s DEHP + EHS oproti vzor-

kiim s pouhym EHS. V tabulce 51 jsou zvyraznény zvysené hodnoty ODeqy .

Tabulka 51 — ODggo po 3 a 7 dnech ve vzorcich

Vzorek 72 h 168 h

1 — DEHP, AP12, AP14b 0,053 0,05

2 — DEHP, AP12, AP14b 0,05 0,059

3 — DEHP + EHS, AP12, AP14b 0,341 0,44
4 — DEHP + EHS, AP12, AP14b 0,345 0,488
5 —EHS, AP12, AP14b 0,093 0,153

6 — EHS, AP12, AP14b 0,114 0,17

7 — DEHP, neockované 0,057 0,058
8 — DEHP, neockované 0,054 0,054

9 — DEHP + EHS, neo¢kované 0,050 0,051
10 — DEHP + EHS, neockované 0,055 0,128
11 — DEHP, neo¢kované 0,053 0,051

12 — DEHP, neo¢kované 0,055 0,053

Na fotografiich (Obrazek 10 — 12) byl zachycen rozdil mezi vzorky se samotnym
DEHP; samotnym EHS a DEHP + EHS. Rozdil je patrny i z vysledki pocitani buné¢k, kde
byly hodnoty mirné vyssi ve vzorcich s DEHP + EHS neZ ve vzorcich se samotnym EHS.

Ve vzorcich se samotnym DEHP, nedoslo k nariistu Zddné biomasy.
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Obrazek 10 — Lahev €. 1 pouze s DEHP, po 7 dnech kultivace, zvétSeni 20x100

Obrazek 11 — Lahev ¢. 3 s DEHP + EHS po 7 dnech kultivace, zvétseni 20x100
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Obrazek 12 — Lahev €. 5 pouze s EHS po 7 dnech kultivace, zvétseni 20x100

Tabulka 52 — Pocet bunék v pozitivnich vzorcich po 7 dnech inkubace

Oznaceni vzorku

Pocet bunék v 1

Priumér bunék v 1

Prepocet bunék na

komiirce komiirce 1 ml
3 — DEHP + EHS, 6
10/14/8/16/18/6 12 24 * 10
AP12, AP14b
4 — DEHP + EHS, 6
&/8/10/11/9/5 8,5 17 * 10
AP12, AP14b
5 - EHS, AP12, 6
10/1/5/3/5/1 4,16 8,32 * 10
AP14b
6 — EHS, AP12, .
3/5/2/4/2/4 3,33 6,67 * 10

AP14b
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Pocitano v komtrce CYRUS II, 100x100 um, pfepocet:

Vzorek 3 — EHS. AP12 a AP14b

(10+14+8+16+18+6)/6=12

12 * 2 000 000 = 24 * 10° bungk/ml

6.10.5 Utilizace DEHP kulturami AP12 a AP14b jednotlivé, za pfidavku EHS

JiZ 24 hodin po kultivaci byly lahve, do kterych byl davkovan DEHP spolu s EHS a
kulturou AP12 zakalen¢j$i vice nez lahve se samotnym EHS a samotnym DEHP. Lahvic-
ky, do kterych byl davkovan DEHP s EHS a AP14b a DEHP s EHS s obéma kulturami

byly zakalené jesté o trochu vice. V dalSich dnech byl vSak rozdil dorovnan.

Tabulka 53 — Namétené hodnoty ODggo v riznych casovych intervalech

ODsoo ODsoo ODsoo ODsoo
Oznaceni vzorku 48 h 120 h 168 h 216 h
1 - API12 + EHS 0,115 0,14 0,202 0,206
2 — AP12 + EHS 0,106 0,142 0,18 0,217
3 - AP12 + DEHP (525
X 0,286 0,304 0,404 0,392
mg.l") + EHS
4 — AP12 + DEHP (525
X 0,441 0,49 0,551 0,533
mg.l") + EHS
5 — AP14b — EHS 0,075 0,146 0,202 0,206
6AP14b — EHS 0,085 0,105 0,168 0,18
7 — AP14b + DEHP (525
X 0,6 0,598 0,71 0,693
mg.l") + EHS
8 - AP14b + DEHP (525
X 0,398 0,392 0,49 0,468
mg.l") + EHS
9-AP12 + AP14b + DEHP
X 0,423 0,412 0,516 0,517
(525 mg.I") + EHS
10 - AP12 + AP14b +
| 0,466 0,519 0,626 0,611
DEHP (525 mg.1"') + EHS
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Tabulka 54 — Pocitani bakterii po 2 dnech pfi zvétSeni 20x100

Oznaceni vzorku

Pocet bunék v 1

Pramér bunék v 1

Pocet bunék na 1

komurce komurce ml
1 — AP12 + EHS 4/3/5/2/7/9 5 4*10’
2 — AP12 + EHS 4/2/7/1/6/4 4 3,2%107
3 — AP12 + DEHP (525 ;
1 6/4/5/6/4/5 5 4*10
mg.l") + EHS
4 — AP12 + DEHP (525 ,
1 6/3/6/7/5/5 5,33 4.26%10
mg.l") + EHS
5 AP14b — EHS 1/1/0/2/0/0 0,67 5,36%10°
6 - AP14b — EHS 2/1/0/0/1/2 1 8*10°
7 — AP14b + DEHP (525 ,
1 9/6/7/6/11/10 8,17 6,54%10
mg.I") + EHS
8 - AP14b + DEHP (525 ,
| 5/10/4/6/9/4 6,33 5,06%10
mg.I") + EHS
9- AP12 + AP14b + DEHP ;
1 6/4/9/7/9/8 7,17 5,74%10
(525 mg.1") + EHS
10 - AP12 + AP14b + ,
3/2/4/2/6/9 433 3,46*%10

DEHP (525 mg.I'") + EHS

Tabulka 55 — Pocitani bakterii po 5 dnech pti zvétSeni 20x100

Oznaceni vzorku

Pocet bunék v 1

Priumér bunék v 1

Prepocet bunék

komirce komirce na 1 ml
1 — AP12 + EHS 3/3/0/2/4/20 5,33 4,26”‘107
2 —AP12 + EHS 4/3/3/3/0/2 2,5 2%10’
3 — AP12 + DEHP (525 ;
X 3/5/7/8/6/3 5,33 4,26*10
mg.l") + EHS
4 — AP12 + DEHP (525 ;
| 9/6/10/2/1/5 5,56 4,45*10
mg.l") + EHS
5 - AP14b — EHS 3/2/0/4/3/2 2,33 1,86* 10’
6AP14b — EHS 2/3/0/0/1/4 1,67 1,34* 107
7 — AP14b + DEHP (525 ;
7/10/4/9/12/12 9 7,2*10

mg.I") + EHS
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8 - AP14b + DEHP (525

1 10/8/6/5/9/8 7,67 6,14*10’
mg.l") + EHS
9- AP12 + AP14b + ;
1 12/11/6/7/6/7 8,17 6,54*10
DEHP (525 mg.I") + EHS
10 - AP12 + AP14b + ;
5/5/6/4/3/2 4,17 3,34*10

DEHP (525 mg.1") + EHS

Tabulka 56 — Pocitani bakterii po 7 dnech pii zvétSeni 20x100

Oznaceni vzorku

Pocet bunék v 1

Pramér bunék

Piepocet bunék

komirce v 1 komiurce na 1l ml
1 — AP12 + EHS 2/0/1/3/3/2 1,83 1,46%107
2 — AP12 + EHS 2/4/0/2/2/1 1,83 1,46%107
3 — AP12 + DEHP (525 ,
1 5/1/2/1/0/3 2 1,6%¥10
mg.I") + EHS
4 — AP12 + DEHP (525 ;
| 4/7/5/4/4/4 4,67 3,74%10
mg.I") + EHS
5 AP14b — EHS 4/7/6/2/3/5 45 3,6%107
6AP14b — EHS 1/3/5/2/0/1 2 1,6%107
7 — AP14b + DEHP (525 ,
| 15/19/11/12/12/9 12,78 10,22%10
mg.I") + EHS
8 - AP14b + DEHP (525 ,
1 11/10/8/8/9/7 8.8 7*%10
mg.l") + EHS
9-AP12 + AP14b + ,
| 8/10/6/12/11/4 8,5 6,8*%10
DEHP (525 mg.I") + EHS
10 - AP12 + AP14b + ;
8/9/5/4/7/3 6 4,8%10

DEHP (525 mg.I") + EHS




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

65

Tabulka 57 — Pocitani bakterii po 9 dnech pfi zvétseni 20x100

Oznaceni vzorku Pocet bunék v 1 | Primér bunék v 1 | Pfepocet  bunék
komiirce komiirce nalml
1 — AP12 + EHS 6/1/4/3/5/0 3,17 2,54%107
2 — AP12 + EHS 4/10/4/2/1/3 4 3,2%10’
3—AP12 + DEHP (525 | 4/2/2/3/5/3 3,17 2,54%10’
mg.I") + EHS
4 — AP12 + DEHP (525 | 7/10/8/3/6/3 6,17 4,94*107
mg.I") + EHS
5— AP14b— EHS 5/3/4/2/3/4 3,5 2,8%10’
6AP14b — EHS 2/5/6/0/2/4 3,17 2,54%107
7 — AP14b + DEHP (525 | 14/8/10/15/10/13 | 11,67 9,34%10’
mg.I") + EHS
8 - AP14b + DEHP (525 | 9/13/10/11/12/6 | 10,17 8,14*10’
mg.I") + EHS
9 - AP12 + AP14b + 7/10/10/8/5/8 8 6,4*10’
DEHP (525 mg.I'") + EHS
10 - AP12 + AP14b+ | 6/4/6/2/4/5 4,5 3,6%10

DEHP (525 mg.I'") + EHS

Lahvicky 3 a 4 byly s EHS (203 mg.1") a 8 pl DEHP (525 mg.I"") o&kované kul-

turou AP12.

Lahvicky 5 a 6 byly negativni kontroly (bez DEHP) ockované kulturou AP14b.

Lahvi¢ky 7 a 8 byly s EHS (203 mg.1") a 8 ul DEHP (525 mg.I"") o&kované kul-

turou AP14b.

Lahvicky 9 a 10 byly s EHS (203 mg.1") a 8 ul DEHP (525 mg.I"") o¢kované
obéma kulturami, AP12 i AP14b.
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Tabulka 58 — Ubytek DEHP v pozitivnich vzorcich

Teoreticka | Naméiena
Oznaceni . koncentrace | koncentrace Ubytek
Priameér A [-] Redéni
vzorku DEHP DEHP DEHP [%)]
[mg.l"] [mg.l"]
3-AP12+
0,706 20x 525 316,45 51,99
EHS + DEHP
4 - AP12 +
0,492 20x 525 218 66,92
EHS + DEHP
5—-AP14b +
0,034 5x 0 1,963 -
EHS
6 — AP14b +
0,034 5x 0 1,96 -
EHS
7 — AP14b +
0,564 20x 525 169,45 74,29
EHS + DEHP
8 - AP14b +
1,348 20x 525 211,07 67,97
EHS + DEHP
9-API12+
AP14b + EHS 0,700 20x 525 313,7 52,40
+ DEHP
10— AP12 +
AP14b + EHS 0,490 20x 525 217,4 67,01
+ DEHP
1 - Pozitivni
kontrola EHS 1,348 20x 525 618,25 -
+ DEHP
2 - Pozitivni
kontrola EHS 1,477 20x 525 699,9 -
+ DEHP

Procentualni ubytek DEHP v o¢kovanych vzorcich byl hodnocen k priméru vysled-

ki pozitivni kontroly vzorkd 1 a 2, do kterych bylo ptiddno 8 ul DEHP v den extrakce,

zatimco oCkované vzorky byly 13 dni inkubovany, navic s pfidavkem 3 ul EHS. V dalSich
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pokusech byl vSak ptipadny ubytek DEHP v ockovanych vzorcich porovnavan s neocko-

vanymi kontrolami, kultivovanymi s DEHP, ptfidanym na za¢atku pokusu.

6.10.6 Ucinnost extrakce

V piedchozim pokuse vznikal pii extrakci DEHP do hexanu urcity problém pti odbé-

ru horni hexanové vrstvy, jelikoz tato vrstva byla tenka a ptfechod mezi vodnou a hexano-

vou fazi nebyl dostatecné ostry. Byl proto zvolen postup, ve kterém byla po provedené

extrakci DEHP do hexanu pozvolna pfidavana destilovand voda, aZz se hexanova vrstva

dostala do hrdla kultiva¢ni lahve. Tento pokus byl prvni snahou o zdokonaleni postupu pti

extrakci DEHP do n-hexanu. Pro ockovani vzorki byla pouzita kultura AP14b.

Prvni pokus

Tabulka 59 — Namétené a vypoctené hodnoty pro u¢innost extrakce — prvni pokus

Prumérna
Teoreticka | Namérena , hodnota
Ucinnost
Pramér | koncentrace | koncentrace pro 2 pa-
Vzorek extrakce
A [-] DEHP DEHP (%] ralelni
o
[mg.l'I] [mg.l'l] meéreni
[Yo]
1 a— DEHP (525 mg.1")
1,873 525 638.8 121,7
+ ¢isté MM
. 124,65
1 b-DEHP (525 mg.1")
1,963 525 669,8 127,6
+ ¢isté MM
2 a-DEHP (525 mg.1")
1,644 525 559.8 106,6
+ Cist¢ MM
. 114,45
2 b-DEHP (525 mg.l")
1,883 525 642,1 122,3
+ Cist¢ MM
3 a- DEHP (525 mg.I")
1,587 525 540,5 102,9
+ MM ockované
. 118,35
3b-DEHP (525 mg.l")
2,058 525 702,4 133,8

+ MM oc¢kované




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68
4 a - DEHP (525 mg.1")
1,878 525 674,2 128,4
+ MM ockované
: 135,3
4b - DEHP (525 mg.1™)
1,998 525 746,6 142,2
+ MM ockované
5a-DEHP (263 mg.1")
1,485 525 640,4 122
+ MM ockované
: 125,95
5b-DEHP (263 mg.I")
1,403 525 681,8 129.9
+ MM ockované
6 a - DEHP (263 mg.I")
1,288 263 336,8 128
+ MM ockované
1 124,45
6b- DEHP (263 mg.1")
1,461 263 317,9 120,9

+ MM ockované

Upravenim postupu se odbér hexanové vrstvy velmi zjednodusil a u€innost extrakce

ptesahla vyrazn€ 100%. Druhy pokus byl snahou u¢innost extrakce ptiblizit 100 % a meto-

diku tim jesté zdokonalit, a to vysuSenim hexanové vrstvy pomoci bezvodého siranu sod-

ného.

Druhy pokus

Tabulka 60 — Namétené a vypoctené hodnoty pro tc¢innost extrakce — druhy pokus

Prumérna
Teoreticka | Naméiena | , hodnota
Ucinnost
Priamér | koncentrace | koncentrace pro 2 pa-
Vzorek extrakce
A [-] DEHP DEHP ralelni
. . [Yo]
[mg.I"'] [mg.I"'] méieni
[Yo]
1 a— DEHP (525 mg.I")
1,607 525 547,225 104,23
+ Cist¢ MM
. 110,26
1 b- DEHP (525 mg.l")
1,791 525 610,562 116,298
+ Cisté MM
2 a-DEHP (525 mg.1")
1,631 525 555,608 105,83 107,37

+ ¢isté MM
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2b- DEHP (525 mg.I")
1,678 525 571,72 108,9
+ ¢isté MM
3 a- DEHP (525 mg.I")
1,781 525 607,018 115,62
+ MM ockované
3 b- DEHP (525 mg.1") 119,86
+ MM oc&kované 1,91 525 651,4 124,1
4 a - DEHP (525 mg.I'")
1,713 525 583,83 111,21
+ MM ockované
112,48
4b - DEHP (525 mg.1")
1,752 525 597,168 113,75
+ MM ockované
5a-DEHP (263 mg.1")
1,291 263 2924 111,18
+ MM ockované
: 115,15
5b- DEHP (263 mg.1")
1,391 263 315,21 119,85
+ MM ockované
6 a - DEHP (263 mg.1")
1,32 263 298,96 113,67
+ MM ockované
1 115,71
6 b - DEHP (263 mg.1")
1,367 263 309,67 117,75
+ MM ockované

Dalsi pokusy byly provadény dle 2., metodiky, ucCinnost extrakce byla stale nad
100 %, ale méné nez v ptredchozim pokusu, a proto bylo pocitano s koeficientem tc¢innosti

extrakce ziskanym timto postupem. Koeficient ucinnosti extrakce = 1,135

6.10.7 Utilizace DEHP kulturou AP14b za pridavku EHS — podrobnéjsi pokus

Kalibrace byla znovu zméfena, kviili zméné spektrometru.
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Obrazek 13 — Kalibra¢ni kiivka pro DEHP v n-hexanu, A = 224 nm, méfeno na UV-VIS
spektrofotometru Halo DB-20

Tabulka 61 — Namétené a vypoctené hodnoty DEHP ve vzorcich.

Teoreticka
koncentrace
Namérena ,
Priumér DEHP Ubytek DEHP
Vzorek koncentrace
A [-] s ohledem na [%]

DEHP [mg.I'']
ucinnost ex-

trakce [mg.l'l]

1 a—EHS -0,003 0 - -
1 b—EHS -0,02 0 - -
2 a—EHS -0,014 0 - -
2b-EHS -0,008 0 - -
3 a— EHS + DEHP
X 1,392 595,88 535,292 25,359
(525 mg.l")
3 b- EHS + DEHP
X 1,603 595,88 606,256 15,464
(525 mg.l")
4 a - EHS + DEHP
X 1,2835 595,88 498.8 30,448
(525 mg.l")

4 b - EHS + DEHP

X 1,276 595,88 496,11 30,823
(525 mg.l")
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5 a- EHS + DEHP
. 1,186 298,51 310,561 2,293
(263 mg.1")
5b- EHS + DEHP
. 1,396 298,51 357,646 +8,172
(263 mg.I")
6 a - EHS + DEHP
. 1,076 298,51 285,897 10,62
(263 mg.I")
6 b - EHS + DEHP
1 1,24 298,51 322,668 5,423
(263 mg.1")
7 a— DEHP (525 mg.1") 1,828 595,88 681,928 -
7b - DEHP (525 mg.1") 2,037 595,88 752,22 -
8 a- DEHP (525 mg.1") 1,871 595,88 696,39 -
8 b - DEHP (525 mg.I") 1,995 595,88 738,094 -
9 a - DEHP (263 mg.I") 1,218 298,51 317,848 -
9 b - DEHP (263 mg.1") 1,275 298,51 330,628 -
10 a - DEHP (263 mg.1") 1,227 298,51 319,866 -
10 b - DEHP (263 mg.I™") 1,322 298,51 341,166 -

Bylo pocitano s uinnosti extrakce, a vzorky s DEHP a EHS byly srovnavany se
vzorky s DEHP bez EHS, proto se miize zdanlivé zdat, ze k ubytku DEHP ve srovnani
s teoretickou vstupni koncentraci nedoslo. Nejvétsi ubytek DEHP byl pozorovan u vzorki
s vy3§i koncentraci DEHP (525 mg.I") + EHS, a to aZ 31 %. Ve vzorcich s niz§i koncen-

traci DEHP (263 mg.I™") byl ubytek také pozorovan, ale maximaln& 10,6 %.

Mikroskopickym pozorovanim a pocitdnim bunék bylo zjiSténo, Ze mezi vzorky
s DEHP a DEHP+EHS nebyly velké rozdily. V lahvickach se samotnym EHS bylo dokon-

ce bunék vice.

Tabulka 62 — Pocitani bun¢k po 9 dnech kultivace

Vzorek s kulturou Pocet bunék v 1 Pramérny pocet Pocet bunék na 1
AP14b komiirce 50x50 pm | bunék v 1 komiirce ml

1 - EHS (203 mg.I™) 11/5/5/9/8/5 7,2 5,76%107

2 - EHS (203 mg.I™) 4/8/8/8/4/5 6,7 5,36%107




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

72

3 - EHS (203 mg.I'") ,
1 4/8/6/2/4/6 5 4*10
+DEHP (525 mg.1™)
4 - EHS (203 mg.I™) ;
1 6/6/4/7/6/3 53 4,24*10
+ DEHP (525 mg.1")
5 — EHS (203 mg.1") ;
1 3/3/4/2/5/3 3,3 2,64*10
+ DEHP (263 mg.I")
6 - EHS (203 mg.I") ;
1 2/0/3/3/2/0 1,7 1,36*10
+ DEHP (263 mg.I™)

6.10.8 Utilizace DEHP kulturou AP14b, za pridavku EHS — podrobné;jsi pokus po-

druhé

Do vzorkd 15 a 16 byl vdruhém tydnu inkubace pfidan DEHP v koncentraci

525 mg.I"", pted tim v nich byl pouze EHS.

Tabulka 63 — Namétené a vypoctené hodnoty DEHP ve vzorcich

Teoreticka
koncentra-
ce DEHP | Namérena
Vaorek Prumér A | sohledem | koncentra- Ubytek
[-] na ucin- ce DEHP | DEHP [%]
nost ex- [mg.l'l]
trakce
[mg.I"]
1 a— EHS -0,021 0 0 -
1 b—EHS 0,013 0 0 -
2 a—EHS 0,0105 0 0 -
2b-EHS 0,0256 0 2,386 -
3 a—EHS + DEHP (525 mg.1") 1,584 595,88 611,924 12,085
3 b- EHS + DEHP (525 mg.I") 1,599 595,88 617,911 11,224
4 a - EHS + DEHP (525 mg.1") 1,447 595,88 558,662 19,737
4 b - EHS + DEHP (525 mg.1") 1,629 595,88 629,704 9,53
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5a- EHS + DEHP (263 mg.1") 0,909 298,51 232,406 37,367
5b - EHS + DEHP (263 mg.l") 0,973 298,51 249,145 32,856
6 a - EHS + DEHP (263 mg.I") 1,221 298,51 313,557 15,497
6 b - EHS + DEHP (263 mg.1") 1,31 298,51 336,639 9,277

7 a— DEHP (525 mg.1") 1,734 595,88 670,835 -

7b - DEHP (525 mg.1") 1,829 595,88 707,696 -

8 a - DEHP (525 mg.I") 1,784 595,88 690,267 -

8 b - DEHP (525 mg.1") 1,848 595,88 715,35 -

9 a - DEHP (263 mg.I") 1,271 298,51 326,599 -

9 b - DEHP (263 mg.1") 1,271 298,51 326,625 -

10 a - DEHP (263 mg.I") 1,625 298,51 418,814 -

10 b - DEHP (263 mg.1™) 1,6 298,51 412,209 -
15 a— EHS + DEHP (525 mg.1") 2,06 595,88 797,985 +14,647
15 b - EHS + DEHP (525 mg.1™) 2,19 595,88 848,753 +21,941
16 a - EHS + DEHP (525 mg.I") 1,99 595,88 770,665 +10,722
16 b - EHS + DEHP (525 mg.1") 2,13 595,88 825,327 +18,575

U vSech ockovanych vzorki s EHS a s DEHP, pfidanym na zacatku pokusu, byl po
inkubaci zjistén ubytek ftalatu. Na rozdil od pifedchoziho pokusu byl tentokrat vétsi ibytek
v lahvich s niz§imi koncentracemi DEHP (263 mg.I"), a to az 37 %. U lahvi s po&ate&ni
teoretickou koncentraci DEHP 525 mg.I" byl nejvétsi procentudlni pokles o necelych 20
%. Tento pokus byl kultivovan po delsi dobu nez pokus piedchazejici; je vSak diskutabilni,

zda mélo toto prodlouZeni néjaky vliv.

Naopak u ockovanych vzorkli s DEHP, pfidanym az v 9. den inkubace, nebyl pozo-

rovan ubytek koncentrace ftalatu, ani pomnozeni mikroorganismil.
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Tabulka 64 — Pocitani bunék po 14 dnech inkubace.

Pocet bunék v 1
Vzorek s kulturou Primérny pocet Pocet bunék na 1
komurce 50x50
AP14b bunék v 1 komiirce ml
pm

1 - EHS (203 mg.I) 3/3/1/2/3/1 2,2 1,74%10’

2 - EHS (203 mg.I™) 4/3/2/3/2/1 2,5 2%10’

3 - EHS (203 mg.I'") ;
1 7/10/6/5/6/8 7 5,6%10

+DEHP (525 mg.I")

4 - EHS (203 mg.I) ;
1 8/3/5/6/2/6 5 4*10

+ DEHP (525 mg.I")

5 —EHS (203 mg.I™) ,
1 6/5/11/5/2/6 58 4,7%10

+ DEHP (263 mg.1™)

6 - EHS (203 mg.1™) ,
1 5/3/4/2/6/2 3,5 2,8%10

+ DEHP (263 mg.1™)

15— EHS (203 mg.1") ,
| 3/4/0/1/0/2 1,7 1,3*10

+ DEHP (525 mg.I™)

16 - EHS (203 mg.I™") ,
| 2/3/2/3/1/2 2,2 1,7%10

+ DEHP (525 mg.I™)

Z tabulky 62 lze vycist, ze vzorky s vyssi koncentraci DEHP kultivované s EHS a
vzorky pouze s EHS si byly v poctu bunék na 1 ml velmi podobné, ve vzorcich s nizsi
koncentraci DEHP kultivovanych spolu s EHS byly poc¢ty bunék na 1 ml o néco malo niz-

4

S1.

6.11 Identifikace kultur AP12 a AP14b

Ob¢ kultury byly identifikovany jako grampozitivni tycky, schopné riist pfi teploté
10 — 30 °C, pH 6 — 9 a osmotickém tlaku, odpovidajicimu koncentraci NaCl az do 6,5 %.

U obou kultur byla provedena izolace DNA, amplifikace ¢asti genu pro 16s rRNA a

amplikony byly zaslany k sekvenaci. Upravené sekvence jsou udany v ptiloze.

Sekvence byly vlozeny do programu BLAST, a bylo zjisténo, ze sekvence odpovida

3 druhtim rodu Rhodococcus, jak u AP12, tak i u AP14b. Jednalo se o Rhodococcus jia-
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lingiae; Rhodococcus qgingshenqii a Rhodococcus degradans. Jelikoz nebylo mozné bakte-

rie druhové odlisit, byla provedena jen rodova identifikace kultur jako Rhodococcus sp.

Rod Rhodococcus jsou bakterie grampozitivni, aerobni, chemoorganotrofni, katala-
za pozitivni a jsou citlivé k lysozymu. Jsou schopny vyuzivat Siroké rozmezi organickych

r

latek jako zdroje uhliku a energie. Pro rodovou i druhovou klasifikaci rodokokt je klicova
chemotaxonomie, slozeni bunééné stény. Jsou Siroce rozsitené a Casto se vyskytujici
v pude a v hnoji a né€ktefi zastupci jsou patogenni pro lidi a zvifata. Jsou pritomny jak ve

sladké, tak slané vodg, ve sttevech ¢lenovcl. Rod ma vice nez 20 druhd. [29]

Obrazek 14 — Gramovo barveni kultury AP12, hustsi suspenze, zvétSeni 1000x
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Obrazek 15 — Gramovo barveni kultury AP12, zvétseni 1000x
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Obrazek 16 — Gramovo barveni kultury AP14b, hustsi suspenze, zvétseni 1000x
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Obrazek 17 — Gramovo barveni kultury AP14b, zvétseni 1000x
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ZAVER

Na zacatku praktické ¢asti diplomové prace bylo oziveno 7 kultur z predchozi baka-
latské préce, jez byly ziskany z konsorcia degradujiciho EHS. Ovéfenim jejich rlstu na
EHS byly pro dalsi praci vybrany 2 kultury, jez si se navzajem vzhledové podobaly, a ob¢
byly schopné EHS utilizovat. Byly to kultury AP12 a AP14b. Ob¢ kultury byly schopné
rust na TYA agaru pfi teploté od 10 °C do 30 °C, a pti koncentraci 1 — 6,5 % NaCl, a byly
schopné rist na EHS pii pH v rozsahu 6 — 9. Obé¢ kultury byly schopny utilizovat EHS jen

za pritomnosti MEM vitamin.

V dalsi c¢asti prace bylo zkoumano, zda jsou tyto kultury alesponi z Casti schopny
vyuzivat pro svij rust 2-ethylhexanol, potencidlni metabolit vznikajici pti degradaci EHS
¢i strukturné podobnych latek. Bylo zjisténo, Ze ob¢ kultury jsou schopny tento alkohol
utilizovat, ale jen do koncentrace 350 mg.I" (AP12) a 250 mg.I" (AP14b). Byly rovn&z
provedeny rustové pokusy kultur na 2-ethylhexanalu, které nepiinesly jednoznacné vysled-

ky, naznacily vSak toxicitu této latky.

Dalsi prace ukazala, ze samotny DEHP neni kulturami AP12 a AP14b vyuzivan
k rastu jako jediny zdroj uhliku, ale byla provedena série pokusti s DEHP a ptridavkem 2-
ethylhexanolu, pozdéji s ptidavky EHS, jez byly brany jako potencialni induktory enzymu
pro piipadny rozklad DEHP.

VétSina téchto pokust ukazala, ze k castecné degradaci DEHP, za ptitomnosti EHS
nebo 2-ethylhexanolu, skutecné doslo, ovSem ve velmi rizném rozsahu, od 2 % do 60 %.
Soucasné pokusy ukazaly, Ze pro dokonal¢ vyhodnocovani takovych testii bude nutné vy-
razn¢ zdokonalit zptisob davkovani DEHP do pokusti a také postup stanoveni vysokych
koncentraci DEHP ve vodnych vzorcich, na coz by mélo byt zaméteno pii dalSich vyzku-

mu tohoto sméru.

Zavérem byly ob¢ kultury identifikovany a vysledky ukézaly, Ze se jedna o zastup-

ce bakterialniho rodu Rhodococcus.
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SEZNAM PRILOH

PRILOHA I: VYSLEDNE SEKVENCE CASTI GENU PRO 16S rRNA KULTUR AP12
A AP14B



PRILOHA P1I: VYSLEDNE SEKVENCE CASTI GENU PRO 16S RNA
KULTUR AP12 A AP14B

Sekvence kultury AP12 s pouzitim primeru FD1

ACAGGTAACGCCTTTCGGGGTACACGAGCAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTG
ATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCT
CCTATCGCATGGTGGGTGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAC
GGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCA
GAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCG
TTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTACGCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAA
ACCAGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCATGCGATACAGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGG
AGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAGATGCGCAGATATCAAGACGAACACCGGTG
GCGAATGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGACGAACGAAAGCGTGCGTAGCGT
ACAGGATGAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTACACTGTGGGCGCTA

Sekvence kultury AP14b s pouzitim primeru FD1

GCCTTTCGGGGTACACGAGCAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTG
CACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTCCTATCGCAT
GGTGGGTGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTG
GTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG
TTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTACGCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAACCAGCGGC
TCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACAGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAGATGCGCAGATATCAAGAGGAACACCGGTGGCGAATGC
GGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGACGAACGAAAGCGTGCGTAGCGAACAGGATG
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTACACTGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTCCTTCCACT
GAATCCGTGACGTAGCTCATGCATTAAGCG



