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ABSTRAKT

Prace byla vénovana studiu  schopnosti rhodokokti rozkladat  slouCeniny
s 2-ethylhexylovym fetézcem. Schopnost biodegradace byla ovéfovana ristem dvou mik-
robidlnich kultur rodu Rhodococcus na jednotlivych substratech a naslednym méfenim
absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometru. U vybranych substrati se dale méfila kine-
tika rstu pomoci aparatury OXITOP. V praci bylo zjisténo, ze ob¢ kultury jsou schopny
rustu pii vyuziti Bis(2-Ethylhexyl) adipatu, Bis(2-Ethylhexyl) sebakétu, 2-Ethylhexyl ace-
tatu a také 2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-Ethylhexanoatu) jako jediného zdroje uhliku

energie.

Kli¢ova slova: biodegradace, degradace, 2-Ethylhexyl acetat, Bis(2-Ethylhexyl) adipat,
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat, 2-Ethylhexyl glycerol, 2-Ethylhexyl glycidyl ether,
2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-Ethylhexanoéat)

ABSTRACT

This thesis was focused on a capability of two Rhodococcus strains to decompose several
synthetic compounds containing 2-ethylhexyl chain. The biodegradation was tested by the
growth of both bacterial strains on the substrates individually; the growth was monitored
by measuring of optical density using UV-VIS spectrophotometer after incubation. Further,
the growth kinetics was measured for selected substrates by the OXITOP apparatus. The
obtained results showed that, both strains were able to grow using Bis(2-Ethylhexyl) adipa-
te, Bis(2-Ethylhexyl) sebacate, 2-Ethylhexyl acetate and 2,2-Ethylenedioxydiethyl bis

(2-Ethylhexanoate) as the only carbon and energy source.

Keywords: biodegradation, degradation, 2-Ethylhexyl acetate, Bis(2-Ethylhexyl) adipate,
Bis(2-Ethylhexyl) sebacate, 2-Ethylhexyl glycerol, 2-Ethylhexyl glycidyl ether,
2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-Ethylhexanoate)



Na tomto misté chci predevsim podékovat mému vedoucimu doc. RNDr. Janu Ruzicko-
vi, Ph.D. za jeho odborné vedeni, rady, pfipominky, trpelivost, ochotu a ¢as, ktery mi vé-
noval pii zpracovani mé diplomové prace. Zaroven chci podékovat své rodin€, prateltim,

vSem, kteti mi byli oporou v pritbéhu celého studia.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronickd nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



LA Y0 ) ) J .10
| TEORETICKA CAST .11
1 MIKROBIALNI KULTURY AP12 A EHS12 ..uoueeeeeeeecrseessessessessessessessessessesenss 12
2 BAKTERIE RODU RHODOCOCCUS .14
3 CHARAKTERISTIKA LATEK .....cuovvvereresressessessessessessessessessssssessessessessessessesesss 16
3.1  2-ETHYLHEXYL ACETAT . ..cotiiiiiiiienienieniteie ettt sttt 16
3.2 BIS(2-ETHYLHEXYL) ADIPAT ...cuviiieiieeitieeesiteeeiieeeesireeeeeeessseeessseeesssesenssesenssessnnns 17
3.3 BIS(2-ETHYLHEXYL) SEBAKAT ....ccuteiiieiieeiiieiieeieeieeeiseensneeseesseesnseessnesseesnseenne 18
34  2-ETHYLHEXYL GLYCEROL ....cooctiiiiiiiiiiiieniieeiee sttt 19
3.5  2-ETHYLHEXYL GLYCIDYL ETHER .....cccttmiiiiiiiniieiieieeiienie ettt 20
3.6  2,2-ETHYLENEDIOXYDIETHYL BIS(2-ETHYLHEXANOAT) ....c0eeevviierrieeiiee e 21
Il PRAKTICKA CAST ccuueeereenrenneeneenssensesssenssesssessssssssesssesssessssssssssssssssssssssssesssesssssassses 22
4  POUZITY MATERIAL A METODIKA POKUSU..c.cceueeumreenmrcensnecemsseessseeees 23
4.1 POUZITE ZIVNE PUDY ...ccutiuiiiieiiiintenteete sttt ettt sttt et na e s sne s 23
4.2 POUZITE ZARIZEN] A LABORATORNI POMUCKY .....eeeutinueeieniienieeienieenieenienieenieeneens 23
4.3 POUZITE CHEMIKALIE A ROZTOKY ...cutiiuieuiiniieniieieeieenieetenieenseeneeneesneeneseeenneennens 23
4.3.1  PouZité ChemiKAlIe .......cccueiiiiiiiiiiiiie e 23
4.3.2  MIneralni MEdIUM .......coiiiiiiiiiiieiieeie ettt 23
4.3.3  Roztok StOpOVYCh PIVKT ..eoeeiiiiiieciieeeee et 24
4.3.4 MEM VItAIMINY ..oortiiiiiiiiiieieeeneeeee ettt 25
4.4 ZIKOUSKY ..ueriieeitieeiiieeeitteeeiteeeiteeestaeeesseesssteessseeasssaeessseeassseeessseeessseeensseeenssesenssens 25
4.4.1  Zkousky ristu kultur na riznych substratech...........coccooeeiiniinininicnene. 25
4.4.2  Kinetika ristu kultury AP12 na vybranych substratech............c.cccceeenen. 26
4.4.3  ZkouSka ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu a Bis(2-
Ehtylhexyl) adipatul.......cccoooieiiieiiiieeee s 27
4.4.4  Zkouska ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za sniZzené
koncentrace, 2-Ethylhexyl acetatu a 2-Ethylhexyl glycidyl etheru.............. 28
4.4.5  Zkouska ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetatu za snizené
koncentrace a Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu a kultury EHS12 na 2-
Ethylhexyl acetatu, Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu, 2-Ethylhexyl glycidyl
etheru, 2-Ethylhexyl glycerolu a Bis(2-ethylhexyl) adipatu........................ 28
4.4.6  Zkouska ristu kultury AP12 na EDODEBEH a 2-Ethylhexyl
glycerolu za snizené koncentrace a kultury EHS12 na EDODEBEH a
2-EthylheXyl QCETATU. .....cccuviiiieiieeiieiie ettt 29
4.4.77  Zkouska rustu kultur AP12 a EHS12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za
SNIZENE KONCENITACE ....eouviiviiiiiieiieriiesiteie ettt 30
4.4.8  Zkouska kinetiky rastu kultury AP12 na raznych substratech
s vyuzitim méfticich lahvi OXITOP. .......cccooeviiiiiiiiieieeceee e, 31

5 VYSLEDKY aeeeeeeeeeveueseeesesessssssssssssnsasssssssessassssssssssnsassssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssns 33




5.1 RUST KULTURY AP12 NA 2-ETHYLHEXYL GLYCEROLU A BIS(2-
EHTYLHEXYL) ADIPATU ..ccovviiitiieeiieeeiteeeeieeeetaeeeeiaeeeetaeesveeesneeeevesesnsesennsesennnens 33

52 RUST KULTURY AP12 NA 2-ETHYLHEXYL GLYCEROLU ZA SNIZENE
KONCENTRACE, 2-ETHYLHEXYL ACETATU A 2-ETHYLHEXYL GLYCIDYL
ETHERU .ottt et e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeaans 34

53 RUST KULTURY AP12 NA 2-ETHYLHEXYL ACETATU ZA SNIZENE
KONCENTRACE, BIS(2-ETHYLHEXYL) SEBAKATU A KULTURY EHS12 NA 2-
ETHYLHEXYL ACETATU, BIS(2-ETHYLHEXYL) SEBAKATU, 2-ETHYLHEXYL
GLYCIDYL ETHERU, 2-ETHYLHEXYL GLYCEROLU A BIS(2-ETHYLHEXYL)
FN 0] 1. 1 OO PUSR T RUSSRPRR 35

54 RUST KULTURY AP12 NA EDODEBEH A 2-ETHYLHEXYL GLYCEROLU ZA
SNIZENE KONCENTRACE A KULTURY EHS12 NA EDODEBEH A 2-

ETHYLHEXYL ACETATU .. eeeeeeeee e eee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeessaseeeaaeaeeens 37

5.5 RUSTKULTUR AP12 A EHS12 NA 2-ETHYLHEXYL GLYCEROLU ZA SNIZENE
KONCENTRACE ..ottt ettt e et e ettt aeee e e e e e e te e et s e seeeeetaaaaeseeeeesssananseeas 39

5.5.1  Sumarizace vysledkl zkouSek ovétujicich rist kultur na jednotlivych
L0101y 21 o) o W 39

5.6 KINETIKA RUSTU KULTURY AP12 NA RUZNYCH SUBSTRATECH S VYUZITIM
MERICICH LAHVI OXITOP ... 41
5.6.1  Kinetika riistu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) adipatu..........c.............. 42
5.6.2  Kinetika ristu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu....................... 44
5.6.3  Kinetika ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetatu ..........cc..ccccoienennee. 45
5.6.4  Kinetika ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu...........cccceeeuvenneee. 47
5.6.5  Kinetika riistu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycidyl etheru..................... 49
5.6.6  Porovnani ristu kultury AP12 na riiznych substratech.............cccceevvenennnee. 50
2.\ D) S 52
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..uuueeeerrerreeeecscsessssssssesssssssssssssssssasssssesssssssssssssseas 54
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .....eueeereeeeseeeseesesesnesesessessassssnss 58
SEZNAM OBRAZKU c.ueeeieeeeneeeneeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssse 59
SEZNAM TABULEK ....uucitttuceeeereseesesecssssssessossssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 60

SEZNAM GRAFU c..eeeeeeveeeeeeeresesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasssasnsssssnsnsns 61




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

V soucasné dob¢ je lidmi vyrabéna celd fada syntetickych latek, které se dostavaji
do zivotniho prostfedi bud® samotnou vyrobou, pouzitim anebo v podobé odpadi.
V Zivotnim prostiedi se tyto latky mohou hromadit, coz mize mit pii dlouhodobé expozici
negativni vliv nejen na zivotni prostfedi, ale i dopad na lidské zdravi. V zivotnim prostiedi
je vsak zaroven Siroké spektrum bakterii, které jsou diky svym rozmanitym vlastnostem
schopny tyto latky rozkladat. Nicméné je velmi dilezité védét, zda jsou vyrabéné slouceni-
ny pro bézné bakterie substratem ¢i nikoliv, nebot’ v pozitivnim ptipadé jsou tyto latky

po pouziti vraceny zpét do kolob&hu zivin v ptirode.

Proto se studium vramci této diplomové prace zaméiilo na rozklad latek
s 2-ethylhexylovou ¢asti za pomoci bakterii rodu Rhodococcus. K ovéteni biodegradability
téchto latek byly pouzity dv€ mikrobidlni kultury AP12 a EHS12, které byly jiz dfive zis-
kany v ramci predchozich studii na Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zivotniho prostiedi Fa-

kulty technologické UTB.
Cilem diplomové prace bylo na zaklad€ sérii pokusil ovéfit a zjistit, zdali jsou ty-
to bakterialni kultury schopny tyto latky rozkladat, ¢ili zda jsou vybrané latky pro obé mik-

robialni kultury ristovym substratem ¢i nikoliv.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROBIALNI KULTURY AP12 A EHS12

V této diplomové praci je mimo jiné Cerpano z poznatkli, které byly ziskany

v predchozich pracich zabyvajicich se biodegradabilitou syntetickych latek.

Jednou z téchto praci je bakaldiska prace Aleny Proislové ,,Studium mikrobidlniho
rozkladu 2-ethylhexylsalicylanu v povrchovych vodach®, ve které bylo ziskano sedm sa-
mostatné rostoucich kultur, které byly od sebe vzajemné odlisné. Izolovanou mikrobialni
kulturou, schopnou ristu na 2-ethylhexylsalicylanu (EHS), byla pravé kultura AP12 (mala,
bila kolonie), kterd byla pouzita v pokusu i v této diplomové praci. Jednotlivé kultury byly
v praci Aleny Proislové podrobeny pokusu, zdali jsou schopny rozkladu salicylanu sodné-
ho a 2-ethylhexanolu (EHOL), ¢ili jak salicylové, tak ethylhexylové casti molekuly EHS.
Salicylan sodny vyuzily pro svij rist ¢tyii ze sedmi kultur. K témto kulturam se fadi 1 kul-
tura AP12. EHOL rozkladala pouze jediné kultura, kultura AP12 nikoliv. Pouzitim pfistro-
je Micro-oxymax vsak bylo prokazano, ze EHS je biologicky rozlozitelny, nebot’ doslo

v prabehu 30 dni k produkei vice jak 60 % oxidu uhli¢itého. (Proislova, 2016)

S izolovanou kulturou AP12 pracovala Alena Proislova i ve své diplomové praci ,,Studi-
um vodnich bakterii schopnych degradace 2-ethylhexylsalicylanu®. Kultura AP12 byla
charakterizovana jako grampozitivni tyCka, odpovidajici zastupcim bakterialniho rodu
Rhodococcus. Na zéklad¢ tfady pokust bylo zjisténo, Ze tato kultura je schopna rlstu
pfi teplotach 10 °C az 30 °C na TYA agaru a je relativné odolna vici vys$sim koncentracim
soli v prosttedi, a to aZ do koncentrace NaCl 6,5 %. Aby vSak byla tato kultura schopna
vyuzit EHS jako rastovy substrat, je vyzadovan ptidavek MEM vitamina. Rist je mozny
pii pH v rozmezi 6-9. Na zdklad¢ zjiSténi, Ze je tato kultura schopna utilizovat EHS ja-
ko riistovy substrat o koncentraci maximalné 350 mg/l, byla v této praci provedena série
pokusti, zdali je kultura schopna rozkladu Bis(2-ethylhexyl) ftalatu (DEHP). Provedené
pokusy vsak ukazaly, Ze DEHP neni kulturou vyuZivén jako jediny zdroj uhliku a energie
pro jeji rast, nicméné nékolik sérii dalSich experimentli naznadilo, Ze pii ristu kultury

na EHS dochazi i k ¢asteénému rozkladu DEHP. (Proislova, 2018)

Dalsi mikrobialni kulturou, u které bylo prokézdno vyuziti EHS jako rtstového sub-
stratu, je kultura ziskana v ramci diplomové prace Markéty Jelénkové ,,Studium bakterial-
nich kultur schopnych rozkladu kosmetickych sloucenin®, a to z aktivovaného kalu adap-
tovan¢ho na 2-ethylhexyl salicylan. Kultura nesouci pracovni oznaceni EHS12, je oproti

kultufe AP12 schopna ristu jiz pfi 5 °C, maximalni teplotou a pfidavkem NaCl se nelisi.
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Kultura byla rovnéz ptedbézné identifikovana jako zastupce rodu Rhodococcus nebo No-
cardia a pro praci byl pouzit R2A agar. Studiem vlastnosti této kultury se dale zabyvala
1 Markéta Mérkova ve své doktorské praci ,,Biodegradabilita sloucenin vyuzivanych
k ochran¢ a Upravé materiali®, ktera zjistila, ze kultura EHS12 je schopna vyuzivat
jak salicylovou tak i tu 2-ethylhexylovou c¢ast molekuly EHS a zZe je schopna rist i na sa-
motném 2-ethylhexanolu, avS§ak jeho koncentrace nesmi byt rovnéz vyssi jak 350 mg/l.
Pomoci analyzy 16S rDNA ji autorka identifikovala jako zastupce rodu Rhodococcus,
$ 99% shodou s druhem R. erythropolis a n€kolika dal§imi kulturami tohoto rodu. Kultura
EHS12 jeulozena v Ceské sbirce mikroorganismii Brno, pod katalogovym &islem

CCM 8808 jako Rhodococcus sp. ES12. (Jelénkova, 2016; Mérkova, 2016)

Z téchto cennych poznatkli o jednotlivych mikrobidlnich kulturach se vychazelo
1 pfi ptipravé dil¢ich pokust v této diplomové praci. Cilem bylo provétit, zdali jsou ty-
to kultury schopny vyuzit jako rastovy substrat i jiné latky, obsahujici 2-ethylhexylovy
fetézec, jaké koncentrace takovych substrati jsou pro kultury pfijatelné ¢i naopak toxické,

anebo zda jej skute¢né vyuZzivat nedokazou.
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2 BAKTERIE RODU RHODOCOCCUS

Na zaklad¢ dosavadnich informaci se biodegradace nezadoucich organickych latek
s pouzitim raznych bakteridlnich kmenti rodu Rhodococcus jevi jako velmi slibna.
Rod Rhodococcus je velmi rozsitena skupina bakterii, ktera je diky svym rozmanitym de-
grada¢nim schopnostem vhodnymi primyslovymi mikroorganismy pro biodegradace
a biotransformace mnoha organickych a anorganickych sloucenin. Tyto bakterie jsou
schopny degradovat uhlovodiky s kratkym i1 dlouhym fetézcem, halogenované uhlovodiky
a Cetné aromatické slouCeniny nebo polycyklické aromatické uhlovodiky. (Martinko-

va a kol., 2009; Larkin et al., 2005)

Schopnosti rozkladu syntetickych latek za ptitomnosti rhodokoki se zabyvali napfi-
klad ve své préci ,,.Biodegradation of plasticizer by Rhodococcus rhodochrous* Nalli a
Cooper. Bakterie byla zkoumana za pritomnosti tii zmékcovadel: Bis 2-Ethylhexyl adipatu
(BEHA), di(octyl) ftalatu (DOP) a di(octyl) tereftalatu (DOTP). Zadné ze zmé&k&ovadel
vSak nebylo degradovano, pokud nebyl pfitomen dalsi specificky zdroj uhliku. Po ptidavku
hexadekanu byl vSak BEHA zcela degradovan a ¢astecné rozloZen byl i DOP a DOTP.
Ve vsech téchto rustovych studiich, kdy bylo zmék¢ovadlo degradovano, se vSak zvysila
toxicita média. Autofti zjistili, Ze dosSlo k akumulaci jednoho nebo dvou meziprodukti. Jed-
nim z téchto meziprodukt, ktery byl ptfitomen u vSech tfech zmékcéovadel, byl charakteri-
zovan jako kyselina 2-ethylhexanova. Koncentrace této kyseliny se postupnym rozkladem
zmekcovadel zvySovala, dokud nedoslo k jeho uplné degradaci. DalSim zaznamenanym
meziproduktem byl 2-ethylhexanol, ktery byl vSak zaznamenan pouze v pfitomnosti
BEHA. 2-ethylhexanol byl pozorovan zejména brzy po zahdjeni rozkladu zmékcovadla.
Oba meziprodukty vykazovaly znamky toxicity, jak prokézal i test Microtox. (Nal-
li et al., 2002)

Dalsi studii prokazujici rozklad latek za pfitomnosti rhodokokt je prace od H-M. Zhao
,Bilodegradation pathway of di(2-ethylhexyl) phthalate by a novel Rhodococcus pyridini-
vorans XB and its bioaugmentation for remediation of DEHP contaminated soil“. Bakteri-
alni kmen izolovany v tomto experimentu byl schopny degradovat n¢které estery kyseliny
ftalové v kontaminované pudé a za optimalnich kultiva¢nich podminek i DEHP. Pti kon-
centraci v rozmezi od 200 mg/l do 400 mg/I doslo k rozkladu latky béhem 48 hodin. (Zhao
etal., 2018).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Rozmanité vlastnosti a schopnosti této bakterie dokazuje i prace od Gonga ,,Biodegra-
dation and metabolit pathway of nicotine in Rhodococcus sp. Y22. Autor této prace
se zabyva rozkladem latek, které jsou produkovany tabakovymi vyrobky, a to predevsim
nikotinem. Ziskané bakterie byly schopny rozlozit nikotin béhem 2 tydnia. Dale napiiklad
vyzkum L. Chunyana ukazal, ze bakteridlni kmen Rhodococcus je schopen z 88,95 % roz-
lozit chlorimuron-ethyl, ktery se nejCastéji pouziva jako herbicidni pfipravek.

(Gong et al., 2019; Chunyan et al.; 2016)
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3 CHARAKTERISTIKA LATEK

V této diplomové bylo pouzito 6 latek, jejichz molekula obsahuje 2-ethylhexylovy fe-
tézec. VSechny tyto latky se dostavaji do zivotniho prostfedi vyrobou a pouzitim urcitych
vyrobkd nebo v podob¢ odpadi, kde se mizou hromadit. Nasledujici podkapitoly jsou vé-

novany charakteristice téchto latek.

3.1 2-Ethylhexyl acetat

2-Ethylhexyl acetat (EHA) je Cira, ve vodé obtizné rozpustna latka s charakteristickym
esterovym zapachem. Latka je snadno misitelnd se vSemi b&znymi rozpoustédly, ja-
ko jsou napt. alkoholy, aldehydy nebo aromatické uhlovodiky. Dal§imi nazvy této latky
jsou 2-ethylhexyl ester kyseliny octové, 2-ethyl-1-hexanol acetat. (Pubchem, 2019)

2-ethylhexyl acetat ma Siroké spektrum pouziti. Nejéastéji se vSak pouziva jako piisa-
da pfi vyrobé rozpoustédel, lakti, natérd nebo Cisticich prostfedkii. Hojné je pouzivan
1 v koZed€lném primyslu, protoZe zlepSuje fyzikalni odolnost kiize a koZenych materiald.
Dale se pouziva jako meziprodukt v petrochemickém primyslu. (Chemoxy, 2019)

Samotna latka nebo jeji vypary mohou pii expozici mirné drazdit o€i, pokozku 1 dy-
chaci ustroji. Evropskd agentura pro chemické latky (ECHA), ktera hraje stéZejni roli pfi
uplatiovani zasadnich pravnich pfedpisi EU tykajicich se chemickych latek ve prospéch
lidského zdravi a zivotniho prostfedi zpracovala dokument, ktery hodnoti tuto latku podle
nafizeni REACH. Z hodnoceni bylo zjisténo, Ze je tato latka ve vodnim prostiedi biologic-
ky odbouratelna (latka byla po 28 dnech ze 70 % rozloZena). Ackoliv je latka biodegrada-
bilni, hodnoceni odhalilo akutni toxicitu pro vodni organismy (LCsy 96h 8,27 mg/l). Nize
uvedena tabulku znazorfuje fyzikalni vlastnosti této latky. (ECHA, 2016)

Tab. 1 Fyzikalni vlastnosti 2-Ethylhexyl acetatu (Pubchem, 2019)

Sumarni vzorec C1oH200,
Molekularni hmotnost 172,268 g/mol
Bod varu 199 °C
Rozpustnost ve vode 0,088 g/l
Hustota (pii 20 °C) 0,872 g.ml™
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CHy

Obr. 1 Strukturni vzorec 2-Ethylhexyl acetatu

3.2 Bis(2-Ethylhexyl) adipat

Bis(2-Ethylhexyl) adipat, diester 2-ethylhexanolu a kyseliny adipové, je bezbarva
az svétle nazloutld, ve vod¢ obtizné rozpustna az nerozpustnd kapalina s mirnym zéapa-
chem. Latka je rovnéz oznaCovéana jako Di(2-ethylhexyl) adipate, Diethylhexyl adipate,
dioctyl adipate nebo zkratkou DEHA. (Pubchem, 2019)

Nejcastéji se pouziva jako ptisada pii vyrobé lepidel, tmelii, hracek, kabelii a zmékco-
vadel nebo jako pfisada pii vyrobé autokosmetiky. RovnéZ se uplatiiuje jako zmekcéovadlo
pfi vyrobé ohebnych polyvinylchloridovych produktd, zejména potravinaiskych folii.
V souvislosti s obsahem DEHA v potravinaiskych foliich provedl Petersen a kol. studii,
zdali dochézi k pfenosu obsazenych latek na potraviny. Pokus byl aplikovan na 2 druhy
nejprodavanéjSich syri, které jsou bézné dostupné v Danskych prodejnach (Whole matu-
red Danbo 45+ a Whole matured Danbo 30+). Vzorky byly zabaleny do potravinaiské
folie a simuloval se proces pouziti jako v prodejnach. Prenos této latky byl potvrzen,
kdyz v prabéhu dvou hodin pii teploté 5 °C doslo k prenosu 45 mg/kg DEHA na syr. Tato
latka se ptidava i1 do kosmetickych ptipravkli nebo ptipravkl osobni péce. (Petersen et al.,
1995)

Bylo provedeno i nékolik studii, zdali ma tato latka negativni vliv na lidské zdravi. Ve
vyzkumu, ktery provedl Lambert, bylo prokdzano, ze tato latka zplsobuje intrauterinni
retardaci plodu u potkanii a snizuje plodnost u mysi. Déle bylo prokdzéano, Ze je mirné to-
xicka, pokud je latka podavana intravenozné. Pti pfimém styku s touto latkou dochazi pie-

devsim k podrazdéni oci a pokozky. (Lambert et al., 1987)

Tab. 2 Fyzikalni vlastnosti Bis(2-ethylhexyl) adipatu (Pubchem, 2019)

Sumarni vzorec CyoH4y04

Molekularni hmotnost 370,574 g/mol



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C22H42O4&sort=mw&sort_dir=asc
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Bod varu 175 °C

Rozpustnost ve vodé -

Hustota (pfi 25 °C) 0,925 g.ml-1

CHy

HiC

Obr. 2 Strukturni vzorec Bis(2-Ethylhexyl) adipatu

3.3 Bis(2-Ethylhexyl) sebakat

Bis(2-Ethylhexyl) sebakat (DEHSE) je nazloutla, ve vod¢ nerozpustna organicka slou-
¢enina s mirnym zapachem. Je znama 1 pod dalSimi nazvy, jako jsou dioctyl sebakat, Bi-

soflex, Bis(2-Ethylhexyl) decanedioate, Bis(2-Ethylhexyl) sebacete. (Pubchem, 2019)

Latka se pouziva zejména jako plastifikator pii vyrové PVC a jeho komponent, déle
pii vyrobé€ nitrocelulozy, styrenové pryskytice nebo 1 jinych syntetickych sloucenin. Rov-
n¢z je DEHSE pfitomen v celé fad¢ bézn¢ dostupnych vyrobkl: myci a Cistici prostiedky,
pfipravky na ochranu rostlin, mazadla a tuky, stavebni materidl, textilni a kozené vyrobky,

barvy a laky, autokosmetika nebo vonné latky a osvézovace vzduchu. (ECHA, 2019)

Na zakladé hodnoceni dle OECD je latka hodnocena jako biologicky rozloZitelna, ne-
bot’ dle oxidu uhli¢itého doslo po 28 dnech k rozkladu 84,6 % latky. Toxicita u této latky
nebyla prokdzana. Pfi pfimém styku zplsobuje latka podrazdéni oci, alergické projevy
u pokozky ¢i podrazdéni dychaciho traktu. Fyzikalni vlastnosti latky jsou uvedeny

v nésledujici tabulce €. 3. (ECHA, 2019)

Tab. 3 Fyzikalni vlastnosti Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu (Pubchem, 2019)

Sumarni vzorec C25H5()O4

Molekularni hmotnost 426,682 g/mol
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Bod varu 256 °C

Rozpustnost ve vodé -

Hustota (pii 20 °C) 0,912 gml”

HzC \/\/\VO D/\(\/\CHS
o

CH5

Obr. 3 Strukturni vzorec Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu

3.4 2-Ethylhexyl glycerol

Latka pod zkratkou EHGL je taktéz oznaCovana jako ethylhexylglycerin,
3-(2-Ethylhexyloxy)-1,2-propanediol ¢i Octoxyglycerin. Jde o bezbarvou latku, bez zapa-
chu a rozpustnou ve vodé. Spolehlivé inhibuje zdpach ve vyrobcich, protoZze pusobi inhi-

bi¢n¢ na bakterie, kvasinky a plisné. (Kratochvil, 2019)

V nizkych koncentracich tak piisobi jako bezpecny konzervant, ktery je vhodnou al-
ternativou za parabeny. Jedna se o jednu z nejb€znéjSich latek, ktera je obsazena ve vyrob-
cich ur€enych pro osobni péci, jako jsou predev§im deodoranty, kondicionéry, ochranné

slune¢ni piipravky nebo v krémech uréenych pro citlivou pokozku. (Kratochvil, 2019)

Ackoliv je ethylhexylglycerin povaZzovan za zdravotné nezavadny, bylo ve vyzkumu
Linsena a Goossense zjisténo, ze mize zpusobit alergickou dermatitidu. Tabulka ¢. 4 pted-

stavuje fyzikaln¢ chemické vlastnosti této latky. (Linsen et al., 2002)

Tab. 4 Fyzikalni vlastnosti 2-Ethylhexyl glycerolu (Pubchem, 2019)

Sumarni vzorec C11Hy405
Molekularni hmotnost 204,31 g/mol
Bod varu 325°C

Rozpustnost ve vode 1,8 g/l
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Hustota (pfi 20 °C) 0,962 g.ml™
HO /\‘/\D C H3
ioH
CH,

Obr. 4 Strukturni vzorec 2-Ethylhexyl glycerolu

3.5 2-Ethylhexyl glycidyl ether

2-Ethylhexyl glycidyl ether (EHGE) je bezbarva, ve vodé obtizné rozpustné kapalina.
Pod dal$im ndzvem je latka zndma jako 2-(2-ethylhexoxymethyl) oxirane. (Pub-

chem, 2019)

EHGE se uplatiiuje v fad¢ produktt, jako jsou naptiklad natérové hmoty, plniva nebo
tmely. Své vyuziti nasla tato latka 1 ve stavebnictvi (omitky) a chemickém pramyslu, kde

se pridava jako meziprodukt pti vyrob¢ barev. (ECHA, 2019)

Pii pfimém kontaktu s touto latkou dochazi k podrazdéni oci, koznim alergickym re-
akcim nebo podrazdéni dychaciho traktu. Hodnoceni podle OECD shledala tuto latku
ve vodnim prostiedi za biologicky neodbouratelnou, protoze po 28 dnech nedoslo

k Zadnému rozkladu. (ECHA, 2019)

Tab. 5 Fyzikalni vlastnosti 2-Ethylhexylglycidyl etheru (Pubchem, 2019)

Sumarni vzorec C11H2,0,
Molekularni hmotnost 186,295 g/mol
Bod varu 112 °C
Rozpustnost ve vode 0,143 g/l
Hustota (pii 25 °C) 0,893 g.ml’
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H4C 0

HiC O

Obr. 5 Strukturni vzorec 2-Ethylhexyl glycidyl etheru

3.6 2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-Ethylhexanoat)

Tato chemickd latka zndma pod dalS$im ndzvem Triethylene glykol
bis(2-ethylhexanoat) a pod zkratkou EDODEBEH je ¢ira tekutina bez zapachu, nerozpust-

na ve vodg¢, ale dobie v organickych rozpoustédlech. (Celanese, 2019)

Diky svym vlastnostem jako je vysoky bod varu, hydrofobita, prihlednost, aj. je tato
latka pouzivana pti vyrobé vrstvenych bezpecnostnich skel u automobilt. Déle se pouziva
jako pfisada do lepidel, barev nebo natérd, stavebnich materiald, textilnich a koZenych

vyrobki nebo plastovych a pryzovych vyrobku. (Celanese, 2019; Pubchem, 2019)

Tab. 6  Fyzikdlni  vlastnosti  2,2-Ethylenedioxydiethyl  bis(2-Ethylhexanoatu)
(Puchem, 2019)

Sumarni vzorec CrHuOg
Molekularni hmotnost 402,572 g/mol
Bod varu 381 °C

Rozpustnost ve vodé -

Hustota (pfi 25 °C) 0,893 g.ml

CHy

i
0 CH;
o Dwmwfﬂw
3
i
CH-

Obr. 6 Strukturni vzorec 2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-ethylhexanoatu)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITY MATERIAL A METODIKA POKUSU

V diplomové praci byly pouzity suspenze mikrobialnich kultur AP12 a EHS12 ve ste-
rilnim fyziologickém roztoku. Ob¢ kultury byly ziskany uz diive v pribéhu kvalifikacnich
praci provadénych na FT UTB ve Zlin¢ a byly uchovany k opétovnému pouziti v glycerolu

pfi teploté -80 °C.
4.1 Pouzité zivné pidy

Na zékladé zkuSenosti z ptedchozich praci byl pouzit Trypton yeast extract agar

(TYA agar, Himedia Indie).

4.2 Pouzité zarizeni a laboratorni pomucky

Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky TECAN Sunrise; Asepticky laminarni box
Telstar; Laboratorni sterilizatory; Laboratorni tfepacka vratnd; Chladnicka; aparatura

OXITOP.

Mikrotitracni desticky (96 jamek); davkovace; pipety; sterilni Spicky; sterilni klicky;

sterilni laboratorni sklo; béZné laboratorni sklo; odmérné valce, plastové Petriho misky.

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

V nasledujicich 4 podkapitolach jsou uvedeny veskeré pouzité chemikalie a roztoky.

4.3.1 Pouzité chemikalie

Pouzité pracovni latky 2-Ethylhexyl acetat, 2-Ethylhexyl glycidyl ether,
Bis(2-Ethylhexyl) adipat, Bis(2-Ethylhexyl) sebakat, 2-Ethylhexyl glycerol a
2,2-Ethylenedioxydiethyl bis(2-ethylhexanoat) byly nakoupeny od spole¢nosti TCI (Tokyo
Chemical Industry CO., LTD). Ostatni pouzité latky pochazi od dodavateli zakladnich

laboratornich potieb.

4.3.2 Mineralni medium

Pro ptipravu 200 ml mineralniho media bylo odmérnym valcem odméteno 170 ml
destilované vody a postupné ptidany dalsi slozky dle poradi v tabulce. Vse bylo dikladné
promichano a uloZzeno ke sterilizaci do autoklavu. Hodnota pH se u MM pohybovala

v rozmezi 7,4 - 7,6.
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Tab. 7 Slozeni minerdlniho média

Slozka

Objem
(ml)

Destilovana voda

170

Roztok A (9,07 g KH,PO4 /1000 ml)

Roztok B (23,90 g Na,HPO,.12H,0/1000 ml)

16

Roztok stopovych prvki

0,3

MgS0,.7H,0 (10 g.1™)

FeS04.6H,0 (2,2 g1

CaCl,.2H,0 (1 g.I')

NH,CI (30 g.1™)

NaCl (50 g.I'™)

4.3.3 Roztok stopovych prvki

Roztok stopovych prvkil byl pfipraven navaZenim a naslednym rozpuSt€énim danych

latek v 1000 ml destilované vody dle nize uvedené tabulky.

Tab. 8 Slozeni roztoku stopovych prvki

Stopové prvky Hmotnost (g)
MnS0O4.5 HO 0,043
H;BO; 0,057
ZnS04.7H,0 0,043
(NH4)sM070,4.4 H,O 0,037
Co(NO3),.6 H,O 0,025
CuS04.5H,0 0,040




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

4.3.4 MEM vitaminy

Ptidavek vitaminového dopliiku stimuluje rast a prodluzuje zivotaschopnost bunck
v kultuie. Roztok MEM vitamina byl pfedem sterilizovan filtraci ptes filtry Ahlstrom Relia
Prep™ CA s velikosti pora 0,20 um a uchovan pii -18 °C. Ve vSech pokusech byl roztok
po rozmrazeni naddvkovéan v poméru 0,1 ml do 100 ml mineralniho media. MEM vitaminy

byly pofizeny u spolecnosti Biosera.

Tab. 9 Slozeni roztoku MEM vitamint (Biosera, 2019)

Vitaminy Koncentrace (mg/l)
Cholin chlorid 100
D-Ca-Pantotenan vapenaty 100
Kyselina listova 100
Niacinamid 100
Pyridoxal hydrochlorid 100
Ryboflavin 10
Thiaminhydrochlorid 100
i-inositol 200

4.4 7Zkousky

V této diplomové praci byla provedena série pokusti ovétujici rist mikrobialnich kul-
tur AP12 a EHS12 na jednotlivych substratech. Nize uvedeny postup byl aplikovan u vSech
pokusii. Piesné objemy a koncentrace pouzitych substratl a roztoki jsou uvedeny u jednot-

livych pokust.

4.4.1 ZKkousKky ristu kultur na riznych substratech

Nejprve bylo pfipraveno pozadované mnozstvi mineralniho média, které bylo nami-
chano dle tabulky €. 7 a nésledné sterilizovano v laboratornim autoklavu pfi teploté

121 °C. Po vychladnuti bylo MM dle potieby asepticky rozlito do sterilnich 100 ml kulti-
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vacnich lahvi. Ve zbytku MM byla vzdy zméfena absorbance ptfi vinové délce 600 nm
v mikrotitracni desti¢ce (200 pl) na spektrofotometru. Nasledné bylo potfeba pfipravit sus-
penzi mikrobialni kultury ve sterilnim fyziologickém roztoku, ktery byl pfipraven predem.
Z Petriho misky byla vyzihanou klickou odebrana pozadovana kultura, ktera byla rozmi-
chéna ve zkumavce s obsahem sterilniho fyziologického roztoku. Patfiéné mnozstvi této
suspenze (obvykle 100 pl na 100 ml média) bylo pak nadavkovano do kultivac¢nich lahvi
obsahujicich MM a MEM vitaminy. Po zaockovani lahvi, byl do téchto lahvi dale pfidan
substrat o vypocteném objemu tak, aby bylo dosazeno urcité koncentrace, a to vzdy
ve dvou paralelnich lahvich. Kazdy odbér substratu ze zasobni lahvicky bylo nutné provést
novou sterilni $§pi¢kou. Rovnéz byly vyclenény lahve, kam nebyl pfidan substrat nebo sus-
penze. Tyto lahve slouzily jako slepy pokus nebo negativni kontrola. V nékterych poku-
sech byly pouzity i1 pozitivni kontroly, tj. nao€kovani zkoumanych kultur do média obsahu-
jiciho jiz provéteny ristovy substrat; tyto kontroly byly provadény pro potvrzeni jak Zivo-

taschopnosti kultur, tak spravné pfipravy médii.

Jakmile byly lahve naplnény MM, MEM vitaminy, suspenzi a substratem (vzdy
v tomto pofadi) byla zahajena kultivace, ktera probihala po dobu az 14 dni. VSechny tyto
lahve byly umistény do mistnosti bez pfistupu svétla, se stalou teplotou 25 °C na vratnou
laboratorni tfepacku. Lahve byly béhem kultivace pravidelné vizualné kontrolovany, zdali
byl zahajen rozklad ¢i nikoliv. V pozitivnim piipad¢ doslo k rastu kultury, ktery se projevil
zjevnym zékalem. Po uplynuti 14 dni kultivace byly lahve ze tfepacky sejmuty a znovu
vizualn€ zkontrolovany. Nasledné bylo z kazdé lahve odebrano 200 pl jejiho obsahu, ktery
byl zméten na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm (vZdy provedeno nékolik paralel-
nich méfeni). Z naméfenych dat bylo mozné vyhodnotit, zdali je latka vyuzivana jako
rustovy substrat ¢i nikoliv. V pfipadé, ze k rozkladu nedoslo, nebo byly vysledky nejasné,

byl pokus zopakovan za sniZzené koncentrace substratu.

4.4.2 Kinetika ristu kultury AP12 na vybranych substratech

U vybranych substratii se dale zjist'ovala kinetika rtistu. Biochemicka spotieba kysliku
(BSK) se méfila pomoci aparatury OXITOP. Méfeni OXITOP je zalozeno na podtlaku
v uzavieném systému. Mikroorganismy, které se nachdzi ve vzorku, spotfebovavaji kyslik
a zaroven produkuji CO,. Oxid uhli¢ity se piitom adsorbuje na sorbent (upraveny NaOH).
Tim vznika podtlak, podle kterého se mize odecist pfimo naméiend hodnota BSK v mg/I.

Pro tento pokus byla zvolena pouze kultura AP12. Nejprve bylo potfeba namichat potiebny
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objem minerdlniho média a rovnéz jej vysterilizovat v laboratornim autoklavu. Jako
u predchozich pokusti byl nutny pfidavek MEM vitamind. MM bylo nasledné rozlito
do ptipravenych sterilizovanych lahvi s michadly. Poté byly lahve zaockovany suspenzi
mikrobidlni kultury AP12, ktera byla pfipravena doptedu. Na zavér se pridaly jednotlivé
substraty a lahve se uzavftely hlavici aparatury OXITOP. Kazda z hlavic obsahovala granu-
le hydroxidu sodného, slouzici jako sorbent. Méfeni probihalo za stalé teploty a michéani po
dobu 14 dni. Lahve byly béhem tohoto procesu vizualn€¢ pozorovany, zdali dochazi
k rozkladu a zaroven zdali je tento proces zachycen i na pfistroji. Po ukonceni méteni byla
data z pfistroje pfenesena do pocitace. Z dat bylo mozné vy¢ist, jestli dochazi ke spotiebe

kysliku a produkci oxidu uhlic¢itého.

4.4.3 Zkouska ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu a Bis(2-Ehtylhexyl)
adipatu
Pro ovéfeni ristu kultury AP12 na jednotlivych substritech bylo 150 ml MM
s pfidavkem 150 ul MEM vitaminl asepticky rozlito do 8 sterilnich lahvi po 15 ml. Dale
byla pfipravena suspenze kultury AP12 ve sterilnim fyziologickém roztoku. Dle nasleduji-

ci tabulky bylo poté do lahvi pfidano:

Tab. 10 Zkouska rtstu kultury AP12 na EHGL a DEHA

Oznaceni Substrat Koncentrace | Objem sub- | Suspenze
vzorku (mg/1) stratu (ul) AP12(ul)
1;2 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 400 6 15

) Bis(2-Ethylhexyl) adipat
3:4 (DEHA) 400 6,5 15
5;6 bez substratu - - 15
7;8 Bis(2-Ethylhexyl) adipat 400 6,5 -

Lahve 5,6,7,8 slouzily jako slepy pokus. Béhem kultivace byly lahve vizualn& pozoro-

vany. Po 7 dnech kultivace byl obsah lahve pfeméfen na spektrofotometru.
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4.4.4 ZKkouska ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za sniZené koncentra-
ce, 2-Ethylhexyl acetatu a 2-Ethylhexyl glycidyl etheru

200 ml MM s piidavkem 200 ul MEM vitamint bylo asepticky rozlito do 10 sterilnich
kultivacnich lahvi po 20 ml. Taktéz byla pfipravena suspenze mikrobialni kultury AP12
ve sterilnim fyziologickém roztoku. Po nadavkovéni suspenze bylo do lahvi nasledné pfi-

dano:

Tab. 11 Zkouska ristu kultury AP12 na EHGL za snizené koncentrace EHA a EHGE

Oznaceni Substrat Koncentrace | Objem sub- | Suspenze
vzorku (mg/1) stratu (ul) | AP12 (ul)
1;2 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 200 4 20
3:4 2-Ethylhexyl acetat (EHA) 250 5,7 20
) 2-Ethylhexyl glycidyl ether
5;6 (EHGE) 250 5,6 20
) 2-Ethylhexyl glycidyl ether
7;8 (EHGE) 250 5,6 -
9:10 bez substratu - - 20

Lahve s oznacenim 7 a 8 slouzily jako slepy pokus. Béhem 14 dni kultivace byly lahve

vizualn¢ sledovany.

4.4.5 Zkouska ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetitu za sniZené koncentrace a
Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu a kultury EHS12 na 2-Ethylhexyl acetatu, Bis(2-
Ethylhexyl) sebakatu, 2-Ethylhexyl glycidyl etheru, 2-Ethylhexyl glycerolu a
Bis(2-ethylhexyl) adipatu

Mineralni medium o objemu 400 ml s pfidavkem 400 pl MEM vitaminti bylo aseptic-
ky rozlito do 16 sterilnich kultivacnich lahvi po 20 ml do kazdé. Déle byly ptipraveny sus-
penze mikrobidlnich kultur, které byly dle laboratorniho planu naddvkovéany do piislus-

nych lahvi. Poté byly ptidany jednotlivé substraty.
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Tab. 12 Zkouska ristu kultury AP12 na EHA za snizené koncentrace, DEHSE a kultury
EHS12 na EHA, DEHSE, EHGL a DEHA

Oznaceni Substrat Koncentrace | Objem sub- | Suspenze
vzorku (mg/l) stratu (ul) | AP12 (ul)
1;2 2-Ethylhexyl acetat (EHA) 175 4 20
) Bis(2-Ethylhexyl) sebakat
3:4 (DEHSE) 400 8,7 20
Bis(2-Ethylhexyl) adipat
16 (DEHA) 400 8,7 20
Oznaceni . Koncentrace | Objem sub- Suspenze
Substrat . EHS12
vzorku (mg/l) stratu (ul)
((11))
5;6 2-Ethylhexyl acetat (EHA) 175 4 20
) Bis(2-Ethylhexyl) sebakat
7;8 (DEHSE) 400 8,7 20
) 2-Ethylhexyl glycidyl ether
9;10 (EHGE) 200 4,6 20
11;12 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 200 4 20
) Bis(2-Ethylhexyl) adipat
13;14 (DEHA) 400 8,7 20
15 bez substratu - - 20

Vzorek s oznacenim 16 slouZil jako pozitivni kontrola. Kultivace probihala po dobu

14 dni a béhem tohoto procesu byly vSechny lahve vizualné pozorovany.

4.4.6 Zkouska ristu kultury AP12 na EDODEBEH a 2-Ethylhexyl glycerolu za sni-
Zené koncentrace a kultury EHS12 na EDODEBEH a 2-Ethylhexyl acetatu

Pro tuto zkousku rtstu kultur AP12 a EHS12 bylo pfipraveno 200 ml MM s obsahem
200 ul MEM vitamin a nasledné asepticky rozlito do 10 sterilnich inkubacnich lahvi
po 20 ml. Pfislusné lahve s obsahem MM a MEM vitaminli byly vyockovany kulturami
AP12 a EHSI12. Poté byly do lahvi nadavkovany jednotlivé substraty dle nize uvedené ta-
bulky.
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Tab. 13 Zkouska ristu kultur AP12 na EDODEBEH a EHS12 na EHGL za snizené kon-
centrace a EDODEBEH
Oznaceni . Koncentrace | Objem sub- | Suspenze
Substrat ;
vzorku (mg/l) stratu (ul) | AP12(ul)
) Triethylene glykol bis(2-ethylhexanoét)
5;6 (EDODEBEH) 400 8,2 20
7;8 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 100 2 20
9 Bis(2-ethylhexyl) adipat (DEHA) 400 8,7 20
10 bez substratu - - 20
Oznaceni . Koncentrace | Objem sub- Suspenze
Substrat . EHS12
vzorku (mg/l) stratu (ul)
(uh
1;2 2-Ethylhexyl acetat (EHA) 100 2,3 20
3:4 Triethylene glykol bis(2-ethylhexanoat) 400 8.2 20

(EDODEBEH)

Léahev s oznacenim vzorku 9 slouzila jako pozitivni kontrola a 1dhev 10, ktera neobsa-

hovala Zadny substrat, slouZila jako negativni kontrola. VSechny lahve byly uloZeny

k 14 denni kultivaci a pribéZné vizualné kontrolovany.

4.4.7 Zkouska ristu kultur AP12 a EHS12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za sniZené

koncentrace

Po sterilizaci 200 ml MM bylo asepticky pfidano 200 ul MEM vitaminQ a nasledné

asepticky nadavkovano do 4 sterilnich lahvi o objemu 250 ml po 40 ml (vzorek 1, 2, 3 a 4)

a do 4 sterilnich lahvi o objemu 100 ml po 10 ml. Nasledné byly vSechny zaockovany da-

nou suspenzi. Po oc¢kovani byl do lahvi ptidan substrat dle nasledujici tabulky.

Tab. 14 Zkouska rustu kultur AP12 a EHS12 na EHGL za snizené koncentrace

Oznaceni Substrat Koncentrace | Objem sub- | Suspenze
vzorku (mg/l) stratu (ul) | AP12(ul)
3;4 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 100 4 20
Bis(2-Ethylhexyl) adipat
6 (DEHA) 400 4.4 20
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8 bez substratu - - 20
Oznaceni . Koncentrace | Objem sub- Suspenze
Substrat . EHS12
vzorku (mg/l) stratu (ul)

(ub)

1;2 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 100 4 20

Bis(2-Ethylhexyl) adipat
5 (DEHA) 400 4.4 20
7 bez substratu - - 20

Lahve se vzorkem €. 5 a 6 slouZily u obou kultur jako pozitivni kontrola. Vzorky
v lahvich s oznacenim 7 a 8 neobsahovaly substrat, €ili slouzily jako negativni kontrola.
Vsechny lahve byly kultivovany po dobu 14 dni na laboratorni tiepacce. Béhem kultivace

byly vSechny lahve vizualné pozorovany.

4.4.8 Zkouska kinetiky ristu kultury AP12 na riznych substratech s vyuzitim mé-
Ficich lahvi OXITOP.

Pro tuto zkousku bylo potieba nejprve nachystat 1000 ml mineralniho média. Po na-
michani a sterilizaci, bylo mineralni medium asepticky rozlito do 3 lahvi a poté byly ptida-
ny MEM vitaminy, a to nasledovné: 2 x 350 pl a 1 x 300 pl. Poté bylo provedeno zaoc¢ko-
vani lahvi suspenzi mikrobialni kultury AP12: 2 x 700 pl a 1 x 600 pl. Do predem sterili-
zovanych 12 lahvi s michadly o objemu 250 ml bylo do kazdé z téchto lahvi asepticky roz-
lito 82 ml zaockovaného a vitaminy obohaceného MM. Na zavér byl do kazdé lahve pfidan

substrat, jak lze vidét na nasledujici tabulce.

Tab. 15 Zkouska kinetiky ristu kultury AP12 na rlznych substratech s vyuzitim méficich
lahvi OXITOP

Oznaceni vzor- Substrat Koncentrace Objem sub-
ku (mg/l) stratu (ul)
1;2 bez substratu - -
3;4 Bis(2-Ethylhexyl) adipat (DEHA) 100 8,8
) Bis(2-Ethylhexyl) sebakat
5;6 (DEHSE) 100 9,1
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7:8 2-Ethylhexyl acetat (EHA) 100 9,4
9;10 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL) 100 8,5
11:12 2-Ethylhexyl glycidyl ether 100 9.2

(EHGE)

Vsechny lahve byly uzavieny hlavici aparatury OXITOP a umistény na laboratorni

magnetickou michacku. Data byla zaznamenavana kazdou hodinu po dobu 14 dni za stalé-

ho michani.
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5 VYSLEDKY

Nasledujici podkapitoly jsou vénovany vysledkim méteni z jednotlivych pokust oveé-

fujicich rist mikrobidlnich kultur AP12 a EHS12 na vybranych substratech.

5.1 Riist kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu a Bis(2-Ehtylhexyl)
adipatu

Cilem tohoto pokusu bylo ovétit, zdali je kultura AP12 schopna vyuzivat pro sviij rist
EHGL a DEHA. Jiz po 48 hodinéch kultivace bylo mozné pozorovat zietelny zakal u obou
paralelnich lahvi obsahujicich jako substrat Bis(2-Ethylhexyl) adipat. Pfitomné byly nej-
prve vlocky s bakteridlni biomasou, které vsak Sly po delsi dob¢ roztiepat. Po 72 hodinach

kultivace bylo uz vlocek pfitomno mén¢ a byla pfitomna spiSe suspenze.

Naopak tomu vSak bylo u lahvi s obsahem 2-Ethylhexyl glycerolu, kde ani po 7 dnech
kultivace nebylo mozné pozorovat zakal, coz se pozdéji potvrdilo i pfi méfeni na spektro-

fotometru. Absorbance byla métena po 7 dnech kultivace.

Tab. 16 Rust kultury AP12 na EHGL a DEHA

Kultura AP12 MM
. Oznaceni
Substrat vzorku OD600 OD600
1 0,048

2-Ethylhexyl glycerol
(EHGL, 400 mg/1)

2 0,048

0,033
Bis(2-Ethylhexyl) adipt 3 0,561
(DEHA; 400 mg/1) A 0.563

Jak ukdzaly vysledky métfeni, mikrobidlni kultura AP12 je schopna vyuzit
Bis(2-Ethylhexyl) adipat jako sviij rdstovy substrat v koncentraci 400 mg/l, zatimco
2-Ethylhexyl glycerol nikoliv. Neptedpokladalo se, Ze bude EHGL pro mikrobiélni kulturu

toxicky, proto byl pokus nasazen jest¢ jednou za snizené koncentrace.
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5.2 Riist kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za sniZené koncentra-
ce, 2-Ethylhexyl acetatu a 2-Ethylhexyl glycidyl etheru

Jak bylo zjisténo u predchoziho pokusu, koncentrace EHGL 400 mg/l se jevila jako
prilis vysoka na to, aby jej byla kultura AP12 schopna rozlozit. Cilem tohoto pokusu bylo
tedy ovéfit, zdali snizenim koncentrace dojde k rozkladu substratu. Koncentrace EHGL
byla proto snizena na polovinu tj. 200 mg/l. Ob¢ lahve s obsahem EHGL byly po 7 dnech
inkubace zkontrolovany, avsak ani u jedné nebyl pozorovan zadny zékal coby prikaz ristu
kultury. Po 14 dnech kultivace byl obsah obou lahvi opét vizualné zkontrolovan a nasledné

pifeméfen na spektrofotometru.

Dalsi latka, na které se ovefoval rlst mikrobidlni kultury AP12, byl EHA. Rozklad
EHA a rast kultury byl znatelny pouze u jedné z lahvi, kdy vzorek ¢. 4 mél na konci kulti-
vace podobu husté suspenze a vzorek ¢. 3 nikoliv. Coz bylo prokazano i na spektrofotome-
tru, kdy byla po 14 dnech kultivace pfeméiena absorbance. Pfitomnost bakterii vSak byla
potvrzena u obou lahvi, a to vyockovanim bakteriologickou kli¢kou na Petriho misky
s TYA agarem. Toto vyockovani jednak ukézalo, Ze lahev €. 4 nebyla kontaminovana ji-

nou kulturou a jednak to, Ze kultura AP12 skute¢né nebyla schopna v lahvi €. 3 rist.

Vysledek riistu kultury AP12 na EHGE byl podobny jako u EHGL. Ackoliv byla pfi-
tomnost inokula po kultivaci potvrzena naslednym vyockovanim z obou lahvi na Petriho

misky, kultura AP12 EHGE jako rtistovy substrat nevyuZila.

Tab. 17 Rist kultury AP12 na EHGL za sniZené koncentrace, EHA a EHGE

Kultura AP12 MM
. Oznacdeni
Substrat vzorku OD600 OD600
1 0,038

2-Ethylhexyl glycerol
(EHGL; 200 mg/1)

2 0,037

2-Ethylhexyl acetat ’ no38 0,0365
(EHA; 250 mg/1) 4 0,259
5 0,054

2-Ethylhexyl glycidyl ether
(EHGE; 250 mg/1)

6 0,038
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Vysledky méteni absorbance EHGL jasné ukazaly, ze tato latka neni mikrobidlni kul-
turou AP12 vyuzivana k ristu. Koncentrace EHGL proto byla v dal$im pokusu sniZena

na 175 a poté i na 100 mg/I1.

Nepravidelny a pomaly rist kultury AP12 na EHA mohl naznacovat, Ze koncentrace
EHA 250 mg/1 je pro studovanou kulturu hrani¢ni a proto byla zkouska rastu kultury AP12

na EHA znovu zopakovana, za dale snizené koncentrace.

Diky ziskanym vysledkiim z méfeni absorbance, bylo mozno utvoftit zavér, ze kultura
neni schopna vyuzit 2-Ethylhexyl glycidyl ether jako rlistovy substrat, nebot’ pouzitd kon-
centrace této latky neni pro mikrobidlni kulturu AP12 toxickd, protoZze EHGE je v této

koncentraci ve vod¢ prakticky nerozpustny.

5.3 Riist kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetatu za sniZené koncentrace,
Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu a kultury EHS12 na 2-Ethylhexyl aceta-
tu, Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu, 2-Ethylhexyl glycidyl etheru,
2-Ethylhexyl glycerolu a Bis(2-Ethylhexyl) adipatu

Na zaklad¢ nejednoznaénych vysledkl ovétujicich rist kultury AP12 na EHA, byl po-
kus proveden jest¢ jednou. Koncentrace EHA byla snizena na 175 mg/l. Po 5 dnech
od nastaveni pokusu byl zjevny zakal pouze u jedné z lahvi. Po dalSich 2 dnech byly lahve
znovu vizualné zkontrolovany, ale k rastu kultury u druhé lahve nedoslo. Proto byly lahve
znovu vyockovany. Po uplynuti dalSich 7 dni byl zietelny zédkal jiZ u obou lahvi, jak doka-
zuji 1 vysledky ze spektrofotometru. Absorbance byla méfena po 14 dnech od nasazeni
pokusu. Pomalejsi a nepravidelny rist byl pravdépodobné zplisoben opét tim, ze je EHA
jesté potad v koncentraci 175 mg/l mirné toxicky, nebot’ ma strukturu podobou jako jina
rozpoustédla, napt. ethyl acetat nebo butyl acetat, které jsou v primyslu pro své rozpouste-

dlové vlastnosti bézné€ pouzivané.

Pozitivni vysledky pfinesla i zkouska ovéfujici rist mikrobidlni kultury API12
na DEHSE. Jelikoz se DEHSE svou strukturou podoba DEHA, byl podobny vysledek oce-
kavan. Zakaleni obou lahvi prob¢hlo pomérmné rychle, a to jiz po 5 dnech od nasazeni po-

kusu.

Déle bylo cilem ovéfit rist mikrobialni kultury EHS12 na jednotlivych substratech.
Na zakladé predchozich zkuSenosti pfi ovéfovani ristu kultury AP12 na EHA, byla
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pro zkousku rastu EHS12 na EHA pouzita piimo niz$i koncentrace tj. 175 mg/l. Pribéh
rozkladu EHA touto kulturou byl naprosto totozny s prubéhem rozkladu kulturou AP12.
Zpocatku byla zakalena pouze jedna z paralelnich lahvi a az po 14 dnech inkubace se zakal
projevil v obou lahvich. To dokazuje i nésledujici tabulka obsahujici naméfené hodnoty

absorbanci.

Jako rustovy substrat se pro kulturu EHS12 jednoznaéné jevil DEHSE o koncentraci
400 mg/l i DEHA s koncentraci 400 mg/l. U obou substratti byl zahajen rozklad béhem
prvnich 5 dni od nastaveni pokusu. Jednozna¢né vysledky ukazuji i data ziskand pfi méteni

na spektrofotometru.

Zkouska rustu kultury EHS12 na EHGL a EHGE ukazala, ze ani tato kultura neni
schopna vyuzit tyto substraty jako jediny zdroj uhliku. Lahve byly rovnéz pravidelné vizu-
aln¢ kontrolovany, avSak bez jakychkoliv zndmek ristu i po 14 dnech kultivace. To potvr-

dily 1 vysledky z méfeni na spektrofotometru na konci pokusu.

Tab. 18 Rust kultury AP12 na EHA za snizené koncentrace a DEHSE a rast kultury
EHS12 na EHA, DEHSE, EHGE, EHGL a DEHA

Kultura AP12 MM
. Oznaceni
Substrat VZZI:;E:“ ODg00 ODgoo
2-Ethylhexyl acetat 1 0,134
(EHA; 175 mg/l) 5 0.168
0,03775
Bis(2-Ethylhexyl) scbakat 3 0,580
(DEHSE; 400 mg/1) 4 0.574
Kultura EHS12 MM
. Oznaceni
Substrat VZZI:;E?I 0] ) P ODgoo
2-Ethylhexyl acetat > 0,277
(EHA; 175 mg/l) 6 0,145 0,03775
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat
(DEHSE; 400 mg/l) 7 0,745
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8 0,880

2-Ethylhexyl glycidyl ether 9 0,068
(EHGE; 200 mg/1) 10 0.057
2-Ethylhexyl glycerol 11 0,046
(EHGL; 200 mg/1) 1 0,045
Bis(2-Ethylhexyl) adipat 13 0,822
(DEHA, 400 mg/l) " o c0s

I pfes pomaly a nepravidelny rist kultur AP12 a EHS12 na EHA, Ize konstatovat, Ze
je tato latka vyuzivana jako rastovy substrat v koncentraci 175 mg/l. I kdyz je tato latka
vyuzivana jako ristovy substrat, byla zkouska ristu kultury EHS12 na EHA zopakovana
jesté jednou za sniZzené koncentrace. Jednoznacnym riistovym substratem pro ob¢ latky je
DEHSE o koncentraci 400 mg/l. Stejné jako kultura AP12 vyuzivd DEHA 400 mg/1 jako
rustovy substrat i kultura EHS12. EHGE 200 mg/l neni kulturou EHS12 vyuZivan jako
rustovy substrat. Zkouska ristu kultury EHS12 na EHGL byla nastavena jesté¢ jednou.

Koncentrace byla snizena na 100 mg/1.

5.4 Rust kultury AP12 na EDODEBEH a 2-Ethylhexyl glycerolu za sni-
Zené koncentrace a kultury EHS12 na EDODEBEH a 2-Ethylhexyl

acetatu

Jednim z cilii toho pokusu bylo ovéfeni ristu kultury AP12 a EHS12 na EDODEBEH
o koncentraci 400 mg/l. Po uplynuti 14 dni od nasazeni pokusu bylo jiz béhem optometric-
ké kontroly konstatovat, ze je tato latka vyuzivana jako rlstovy substrat, protoze doslo
k zakaleni u obou paralelnich lahvi. CoZ nasledné ukédzala i naméfend absorbance

po 14 dnech od nastaveni pokusu.

Pro kulturu AP12 byl opét zopakovan pokus rastu na EHGL, ale nyni pfi koncentraci
100 mg/l. Po 14 dnech kultivace vSak bylo dosazeno nejasnych vysledkii. U jedné
z paralelnich lahvi se projevil mirny zjevny zékal a u druhé nikoliv, coz se projevilo 1 na

vysledcich ze spektrofotometru.
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Ackoliv se EHA ukazal jako ristovy substrat pro ob¢ kultury, zkouska ristu byla pro
kulturu EHS12 nasazena jesté jednou. I pfesto, Ze byla koncentrace substratu EHA snizena
o 75 mg/l na 100 mg/1 rast kultury stale probihal pomaleji nez u ostatnich ristovych sub-
stratti. Zjevny zakal se projevil az ke konci samotné kultivace a vysledky se oproti pied-

chozim pokustim pfili§ nelisi.

Tab. 19 Rast kultury AP12 na EDODEBEH a na EHGL za sniZené koncentrace a kultury
EHS12 na EDODEBEH a na EHA za snizené koncentrace

Kultura AP12 MM
Substrit Oznaceni OD600 0OD600
vzorku
Triethylene glycol bis(2-Ethylhexanoat) ° 0229
(EDODEBEH; 400 mg/l) 6 0,272
0,0363
2-Ethylhexyl glycerol ’ —
(EHGL; 100 mg/1) 8 0.014
Kultura EHS12 MM
Substrat Oznaleni| 5600 | OD600
vzorku
2-Ethylhexyl acetat : o1
(EHA; 100 mg/l) 2 0,115
0,0363
Triethylene glycol bis(2-Ethylhexanoat) ; 023
(EDODEBEH; 400 mg/1) 4 0.290

Na zaklad¢ tohoto pokusu bylo také zjisténo, ze kultura AP12 i EHS12 vyuzivaji
EDODEBEH jako riistovy substrat o koncentraci 400 mg/1. Dale bylo zjisténo, Ze snizeni
koncentrace EHA nepfispiva k urychleni rastu kultury. Kvili nejasnym vysledkiim zkous-

ky rustu kultury AP12 na EHGL, byl pokus zopakovan jesté jednou.
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5.5 Riist kultur AP12 a EHS12 na 2-Ethylhexyl glycerolu za sniZené

koncentrace

Tento pokus pfinesl jasné vysledky o tom, ze EHGL neni vyuzivan ani jednou kultu-
rou jako rustovy substrat. Po 14 dnech kultivace nebylo mozné vizudlné pozorovat zadny

zjevny zakal. Vysledna data ziskana méfenim na spektrofotometru tento zaveér potvrdily.

Tab. 20 Rist kultury AP12 a EHS12 na EHGL za snizené koncentrace

Kultura AP12 MM
. Oznacdeni
Substrat vzorku OD600 OD600
3 0,041

2-Ethylhexyl glycerol

0,347
(EHGL; 100 mg/1) 4 0,040
Kultura EHS12 MM
r O ¢ i
Substrat szlr:.;e;l '| ODgy ODs0o
2-Ethylhexyl glycerol : 000 0,347
(EHGL; 100 mg/l) ) 0,047

Slaby zjevny zékal u piedchoziho pokusu byl pravdépodobné zpiisoben chybnym na-
davkovanim né&jaké slozky ¢€i jinou chybou. Diky tomuto zdvérecnému pokusu vsak lze
fici, ze kultura AP12 ani EHS12 nevyuzivaji EHGL ani v koncentraci 100 mg/1 jako jediny
zdroj uhliku.

5.5.1 Sumarizace vysledki zkousek ovéiujicich rist kultur na jednotlivych substra-

tech

Nize uvedend tabulka ptedstavuje ptehled latek a koncentraci, které jsou pro kultury
AP12 a EHS12 ristovymi substraty. Zaroven je zde vyobrazen piehled latek a jejich kon-

centrace, které kultury jako jediny zdroj uhliku nevyuzivaji.
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Tab. 21 Piehled latek, které kultura AP12 vyuziva jako riistovy substrat, a které nikoliv

Kultura AP12
Potvrzen rist Nepotvrzen rust
. Koncentrace . Koncentrace
Substrat (mg/l) Substrat (mg/l)
Bis(2-Ethylhexyl) adipat 400 2-Ethylhexyl glycerol 400
(DEHA) (EHGL)
, 2-Ethylhexyl glycerol
2-Ethylhexyl acetat (EHA) 175 (EHGL) 200
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat 400 2-Ethylhexyl glycerol 100
(DEHSE) (EHGL)
Triethylene glycol .
bis(2-Ethylhexanoat) 400 2'Et;ig;e("§é¥‘)’ldyl 250
(EDODEBEH)
2-Ethylhexyl acetat
(EHA) 250

Tab. 22 Ptehled latek, které kultura EHS12 vyuziva jako rlstovy substrat, a které nikoliv

Kultura EHS12
Potvrzen rist Nepotvrzen riist
. Koncentrace . Koncentrace
Substrat (mg/l) Substrat (mg/l)
Bis(2-ethylhexyl) adipat 400 2-Ethylhexyl glycerol 200
(DEHA) (EHGL)
. 2-Ethylhexyl glycerol
2-Ethylhexyl acetat (EHA) 175 (EHGL) 100
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat 400 2-Ethylhexyl glycidyl 200
(DEHSE) ether (EHGE)
2,2-Triethylene glycol
bis(2-Ethylhexanoat) 400
(EDODEBEH)

Jak uz naznacuje vySe uvedend tabulka, mikrobialni kultura AP12 1 mikrobiélni kultu-

ra EHS12 vyuzivaji ke svému rlstu pouze ty substraty, které obsahuji esterovou vazbu.
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Cili organické slouéeniny, ve kterych je -OH skupina karboxylové kyseliny nahrazena or-
ganickym zbytkem vzniklym z alkoholu po odstépeni vodiku z OH skupiny. Naopak latky
s etherovou vazbou studované kultury jako rstové substraty vyuzit nedokazou. Ethery
jsou latky, které obsahuji ve svych molekulach dvojvaznou skupinu -O-, na kterou se va-

zou dva uhlovodikové zbytky.

5.6 Kinetika ristu kultury AP12 na riznych substratech s vyuzitim mé-

Ficich lahvi OXITOP

Kultura AP12 byla podrobena zkousce, ovéefujici kinetiku rdstu na jednotlivych sub-
stratech. Rust byl sledovan, jak na ristovych substratech, provétenych v ptedchozich sub-
stratech, tak 1 na latkéach, které jako rastovy substrat kultury vyuzit nedokdzou. Riist byl
stanoven méfenim biochemické spotreby kysliku pomoci méfticiho ptistroje OXITOP. Cely
pokus byl také koncipovan jako potvrzovaci experiment vysledkid, =ziskanych
v predchazejicich ¢astech prace. Postup pokusu je popsan v metodické ¢asti a vSechny stu-

dované slouceniny byly pouzity ve stejné koncentraci 100 mg/1.

Aerobni mikroorganismy vyuzivaji ptitomné organické latky jako zdroj energie a uh-
liku pro rast vlastnich bunék a syntézu zasobnich latek. Tyto latky rozkladaji a spotiebova-
vaji ptitom kyslik piitomny ve vodé. Uplna biochemicka spotieba kysliku v butikdch mik-
roorganismu probiha za normalni teploty béhem 10 aZ 20 dni. To odpovida hodnoté BSK,.
V ptipadé této prace jde o BSK;4, nebot” méfeni probihalo po dobu 14 dni. Teoretickou
spotiebou kysliku (TSK) se rozumi takové mnozstvi kysliku v g.g”' latky, kdy dojde podle
dané stechiometrické rovnice k uplné oxidaci pfitomné organické latky az na oxid uhlicity
a vodu. Pro kazdou organickou slouceninu, neobsahujici jiné prvky nez C, H a O lze
na zaklad¢ jejich sumarniho vzorce napsat stechiometrickou oxidacni rovnici. (Richter,

2005)
y y
C,H, 0, + (2x - z) = x €0y + 5 H,0
Specifickd hodnota TSK je poté pro organickou latku s relativni molekulovou hmot-

nosti M; vypocitan nasledovné:

8 (4* x+y—2% 2z)

TSK =
Mr
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x = pocet atomu uhliku
y = pocet atomll vodiku
z = pocet atomu kysliku
Biologickou spottebu kysliku 1ze spocitat, dle nize uvedeného vzorce:

BSK — nejvyssi namérena hodnota — @ slepy pokus

koncentrace

Richter ve svém dile uvadi, Ze pokud je pomér BSKs/TSK 0,4 — 0,2 je pfislusna orga-
nicka latka snadno a rychle rozlozitelnd. Pii niz§ich hodnotach biochemicka rozlozitelnost
ptislusnych organickych latek klesa, resp. smésné mikrobialni kultura neni na biochemicky
rozklad dostatecné adaptovana. Velikost tohoto poméru ale nevypovidd o rychlosti bio-
chemického rozkladu. Jind literatura vSak uvadi, ze pomér BSK/TSK vétsi nebo roven
0,5 ukazuje na latku velmi dobie biologicky rozlozitelnou. Pfi poméru mensim nez 0,2 jde
o latku biologicky tézko rozlozitelnou. Nachdzi-li se vSak hodnoty mezi t€mito limity,

mluvime pak o latkach biologicky stfedné rozloZitelnymi. (Richter, 2005; Hoffmann a kol.

2000)

5.6.1 Kinetika ristu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) adipatu

Nasledujici graf zachycuje rustu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) adipatu. Rozklad
organické latky byl zahdjen jiZ béhem prvnich 24 h od nastaveni pokusu. Spotieba kysliku
se béhem 48 h prudce zvysila na 75,15 mg/l a nasledné se zvySovala jiz jen pomalu.
V zavéru pokusu dosahovala hodnotaBSK 4 1,0475 g.g”. Pi porovnani ristové kiivky
s kiivkou slepého pokusu, je jiz na prvni pohled patrné, Ze DEHA je pro kulturu AP12

rustovym substratem.
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Kinetika rtstu kultury AP12
na Bis(2-Ethylhexyl) adipatu (DEHA)
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Graf 1 Kinetika rastu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) adipatu

Teoreticka spotieba kysliku DEHA dle vySe uvedeného vzorce:

8x(4*x+y—2%2)
Mr

TSK =

8% (422 +44—-2%4)
370,574 g/mol

TSK =

TSK =2,68g.97!
Teoreticka spotieba kysliku Bis(2-Ethylhexyl) adipatu je 2,68 g.g™
Biochemicka spotieba kysliku DEHA:

nejvyssi namérena hodnota (mg/l) — @ slepy pokus (mg/1)

BSKy4 =
14 koncentrace (mg/l)
111,5mg/l — 6,75mg/l

BSKy, =
14 100 mg/1

BSKy, = 1,0475 g.g~!

BSK;4 = 39,10 % z TSK
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Jelikoz hodnota BSK;4 dosahuje 39,10 % z TSK, lze tak dle Richtera (2005)
Bis(2-Ethylhexyl) adipat zaradit mezi biologicky snadno a rychle rozlozitelné latky. Avsak
podle Hoffmanna (2000), by se tato organicka latka zaradila spiSe mezi stfedné rozlozitel-

né.

5.6.2 Kinetika ristu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu

Z nize uvedeného grafu lze vycist, ze rist mikrobidlni kultury byl rovnéz zahdjen
témeét okamzité. Pristroj OXITOP zacal zaznamendvat rist uz v prubéhu 24 hodin,
kdy byla spotieba kysliku 8,05 mg/l. BEéhem dalSich 24 hodin byla spotieba kysliku témét
osminasobnd a stale se pozvolna zvySovala az do ukonceni méteni. V zavéru byla bioche-
micka spotieba kysliku BSK 4 1,5325 g.g”. Zarovei se jedna o nejvyssi biochemickou
spotiebu kysliku ze vSech zkoumanych substratl, coz naznacuje i tomu, ze je tato latka

dobfe biologicky rozlozitelna.

Kinetika rtistu kultury AP12
na Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu (DEHSE)
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Graf 2 Kinetika rastu kultury AP12 na Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu
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Teoreticka spotieba kysliku DEHSE:

8 (4* x+y—2% 2z)

TSK =
Mr

8*x(4%26 +50—2%4)
TSK =
426,682 g/mol

TSK = 2,74 g.g7!
Teoreticka spotfeba kysliku Bis(2-Ethylhexyl) sebakatu je 2,74 g.g™.
Biochemicka spotieba kysliku DEHSE:

nejvyssi namérena hodnota (img/l) — @ slepy pokus (mg/1)

BSKy4 =
14 koncentrace (mg/l)

160 mg/l — 6,75mg/!

BSKue = 100 mg/!

BSK;, = 1,5325g.g7¢
BSK14, = 55,93 % z TSK

Biochemicka spotteba kysliku DEHSE byla vypocitana na 1,5325 g.g-1.
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat tak 1ze jednoznacné zatradit mezi rychle a snadno biologicky
rozlozitelné organické latky. A to jak dle Richtera (2005), tak i Hoffmanna (2000), nebot’
hodnota BSK4 ¢ini skoro 56 % z TSK.

5.6.3 Kinetika ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetatu

Stejné jako u pfedchozich rstovych substratl, byl rist kultury AP12 na 2-Ethylhexyl
acetatu taktéz zaznamenan jiz béhem prvnich 24 hodin. V porovnani s pfedchozimi sub-
straty byl vSak rust nejpomale;jsi, jak dokazuje 1 nize uvedeny graf. V priib&éhu 24 hodin se
spotieba kysliku zvySovala zhruba o 2 mg/l. V zdvéru meéfeni dosahovala hodnota

BSK 40,6840 g.g™'.
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Kinetika rastu kultury AP12
na 2-Ethylhexyl acetatu (EHA)
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Graf 3 Kinetika rustu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl acetatu

Teoreticka spotieba kysliku EHA:

8*x (4* x+y—2% 2z)
Mr

TSK =

8+x(4+10 +20—-2%2)
TSK =
172,268 g/mol

TSK =2,60g.9g7!
Teoreticka spotieba kysliku 2-Ethylhexyl acetatu je 2,60 g. g'l.

Biochemicka spotieba kysliku EHA:

BSK14 =

nejvyssi namérena hodnota (mg/l) — @ slepy pokus (mg/1)

koncentrace (mg/l)

BSK.. — 75,15 mg/l — 6,75mg/l
1= 100 mg/1

BSK,, = 0,6840 g.g~!

BSK;4 = 26,31 % z TSK
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Hodnota BSK;4 pro 2-Ethylhexyl acetat dosahovala pouze 0,6840 g.g”' coz ¢&ini
26,31 % z teoretické spotieby kysliku. Richter i Hoffman ve své literatuie uvadi, ze aby
bylo mozné latku hodnotit, jako snadno biologicky rozlozitelnou nesmi byt pomeér
BSK/TSK nizs§i jak 0,2 tj. 20 % (Richter, 2005; Hoffmann a kol. 2000). I ptesto, Ze toto
kritérium EHA spliuje, hodnota BSK se blizi k hranici té¢zce biologicky rozlozitelnych
latek. Coz vSak muze byt zplisobeno jiz zminovanymi rozpoustédlovymi vlastnostmi (a tim
1 potencialni slabou toxicitu), ale i mirnou tékavosti, ktera se mohla projevit na piesnosti
testu. O skute¢né mife vyuziti této latky zkoumanou kulturou by tak musely rozhodnout
dalsi, velmi podrobné testy v plynotésnych vzorkovnicich a detailnim analytickym vyhod-

nocenim.

5.6.4 Kinetika ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu

Ackoliv se v prubchu testovani ukdzalo, ze 2-Ethylhexyl glycerol neni pro kulturu
AP12 ristovym substratem, byla zde stejné jako u latek, které jsou rdstovymi substraty,
sledovéna kinetika ,,rastu®. Po uplynuti 9 dni od nasazeni pokusu, byla nejvyssi namétena
hodnota spotieby kysliku pouze 6,75 mg/l. Za dalSich 24 hodin se vSak spotieba kysliku
skokové zvysila o 5,28 mg/l. Biochemicka spotieba kysliku byla pro tuto latku namére-

na 0,067 g.g'l.
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Kinetika rlstu kultury AP12
na 2-Ethylhexyl glycerolu (EHGL)
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Graf 4 Kinetika rastu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycerolu

Teoreticka spotieba kysliku EHGL:

8*x (4* x+y—2% 2z)

TSK =
Mr

84 (4%11 +24—2+%3)

TSK
204,31 g/mol

TSK =2,43g.g7!
Teoreticka spotieba kysliku 2-Ethylhexyl glycerolu je 2,43 g. g'l.
Biochemicka spotieba kysliku EHGL:

BSK nejvyssi namérena hodnota (mg/l) — @ slepy pokus (mg/1)
14 =

koncentrace (mg/l)

13,4mg/l— 6,75mg/l

BSKy, =
14 100 mg/1

BSKy, = 0,067 g.g~ !

BSKy4 = 2,76 % z TSK
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Jiz béhem zkousky ristu kultury AP12 na EHGL bylo dospéno k nadzoru, ze tato latka
neni pro kulturu vhodnym riistovym substratem. Kinetika ristu toto tvrzeni jen prokézala.
Dokazuje to predevsim naméiena biochemicka spotieba kysliku, ktera po uplynuti 14 dni
kultivace dosahovala 0,067 g.g"'coz je pouze 2,76 % z TSK. Tim se EHGL jednozna&ng
fadi mezi latky, které jsou obtizné€ biologicky rozlozitelné. (Richter, 2005; Hoffmann a kol.
2000). Nepatrné vyssi spotieba kysliku v pokusu oproti slepému pokusu pravdépodobné
souvisela s vyuzitim organickych necistot v pouzité chemikalii (napf. zbytkového glycero-
lu).

5.6.5 Kinetika ristu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycidyl etheru

Podobné tomu bylo i pfi ristu kultury AP12 na EHGL, ktery rovnéz neni ristovym
substratem. Namétena spotieba kysliku byla hodné rozkolisana, pfi¢emz maximalni dosa-
Zend hodnota spotieby kysliku byla 8,1 mg/l. Pro EHGE byla biochemicka spotfeba kysli-
ku 0,014 g.g.

Kinetika rlstu kultury AP12
na 2-Ethylhexyl glycidyl etheru (EHGE)
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Graf 5 Kinetika rastu kultury AP12 na 2-Ethylhexyl glycidyl etheru
Teoreticka spotieba kysliku EHGE:

8.4.x+y—2.2)

TSK =
Mr
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TSK_8*(4*11 +22—-2%2
B 186,295 g/mol

TSK = 2,66g.g7!
Teoreticka spotieba kysliku 2-Ethylhexyl glycidyl etheru je 2,66 g.g™".
Biochemicka spotteba kysliku EHGE:

BSK nejvyssi namérena hodnota (mg/l) — @ slepy pokus (mg/1)
14 =

koncentrace (mg/l)

8,1mg/l— 6,75mg/l
100 mg/1

BSK14 -

BSK;, = 0,014 g.g7!
BSKy4 = 0,53 % z TSK

Podobného vysledku jako u EHGL bylo dosazeno u méteni kinetiky rastu kultury
AP12 na EHGE. Biochemicka spotieba kysliku byla po 14 dnech inkubace témét nulova.
Hodnota BSK 4 dosahovala 0,014 g.g™' coZ je pouze 0,53 % z TSK. Tato latka se tak jed-
noznaén¢ tadi mezi latky, které jsou studovanymi kulturami biologicky nerozlozZitelné.

(Richter, 2005; Hoffmann a kol. 2000)

5.6.6 Porovnani ristu kultury AP12 na ruznych substratech

Nasledujici graf znazornuje kinetiku ristu kultury AP12 na rGznych substratech.
Z grafu je jiz na prvni pohled patrné, které latky jsou pro kulturu riistovymi substraty a
které nikoliv. Nejvyssi biochemickd spotieba kysliku byla zaznamenana u DEHSE, na-
sledné¢ u DEHA a poté u EHA, u posledni latky je vSak oproti pfedchozim biochemickym
spotfebam kysliku polovicni. Lze také pozorovat, jak rlistové kiivky kultury v pfitomnosti
EHGL a EHGE témét kopiruji s kiivky slepého pokusu. Coz je pro latky, které nejsou

rustovymi substraty, charakteristické.
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Kinetika rlstu kultury AP12 na riznych

substratech
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Graf 6 Kinetika rastu kultury AP12 na rliznych substratech

I kdyz nebyl proveden pokus kinetiky rastu s kulturou EHS12, 1ze predpokladat, ze by
byl pribéh ristu této mikrobidlni kultury na jednotlivych substratech podobny. Tomu jiz

naznacovaly i jednotlivé pokusy ovétujici rust kultury EHS12 na testovanych substratech.
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ZAVER

V uvodu praktické casti bylo dilezité nejprve ozivit mikrobialni kultury AP12 a EHS
12, které byly ziskény jiz diive v pribéhu kvalifikacnich praci provedenych na Fakulté
technologické Univerzity Tomése Bati ve Zling. Nasledn¢ byla zahéjena série pokusi oveé-

fujici  schopnost  téchto  zastupci rodu Rhodococcus rozkladat slouceniny

s 2-ethylhexylovym fetézcem (Ci fetézci).

Pro tuto praci bylo vybrdno 6 latek, které¢ jsou pfitomny v fadé¢ bézné pouzivanych
produktii:  2-Ethylhexyl acetdt (EHA), Bis(2-Ethylhexyl) adipat (DEHA),
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat (DEHSE), 2-Ethylhexyl glycerol (EHGL), 2-Ethylhexyl glyci-
dyl ether (EHGE) a Triethylene glycol bis(2-ethylhexanoat) (EDODEBEH). Na vSech
téchto substratech byla provedena zkouska ristu obou mikrobialnich kultur a nésledné oveé-

fena kinetika riistu kultury AP12 na vybranych substratech za pomoci aparatury OXITOP.

Zkouskou rustu kultury AP12 na EHA bylo zjisténo, Ze je tato latka pro mikrobialni
kulturu rGstovym substratem. Prvné zvolend koncentrace 250 mg/l se pro kulturu jevila
jako toxicka, proto byla sniZena na 175 mg/l. Ze vSech riistovych substratl byla u této 1at-
0,6840 g.g”' (pti TSK 2,6 g.g™"). Presto se viak EHA dle pouzité literatury fadi mezi biolo-
gicky rozloZitelné, i kdyz je tato hodnota uz hrani¢ni. Podobnych vysledkli bylo dosaZeno i
béhem ovétovani ristu mikrobidlni kultury EHS12 na 2-Ethylhexyl acetatu o koncentraci
175 mg/l. Zde byl taktéz zaznamenan pomaly a nepravidelny rist, ktery by mohl byt ¢as-

te€né vysvétlen mirnou toxicitou latky.

Dalsi latka, na niz byl prokazan mikrobialni rist jak kultury AP12 tak EHS12, byl
Bis(2-Ethylhexyl) adipat v koncentraci 400 mg/l. Rist obou kultur byl na substratu zahdjen
témet okamzité, pri¢emz prvni zndmky rozkladu bylo mozné pozorovat jiz béhem prvnich
48 hodin od nasazeni pokusu. Biochemické spotteba kysliku mikrobidlni kultury AP12 na
ptislugném substratu dosahovala 1,047 g.g™', coZ piedstavovalo 39,10 % TSK. Na zaklad&
ziskanych vysledkl lze fici, Ze 1 DEHA je bakteridlnim rodem Rhodococcus rozkladan.
I pfesto, Ze nebyla provedena zkouska kinetiky rtstu pro kulturu EHS12, 1ze pfedpokladat,
ze by bylo dosazeno podobného vysledku.

Mezi rlstové substraty obou mikrobidlnich kultur se jednoznacné zaradil
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat. Stejné jako u predchoziho substratu byl mikrobialni rozklad
zahdjen velmi rychle u obou paralelnich lahvi. Mikrobidlni kultury AP12 a EHSI2 jsou
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schopny rozkladu DEHSE o koncentraci 400 mg/l. Kinetikou ristu kultury AP12
na DEHSE bylo zji§téno, e hodnota BSK;4 byla 1,5325 g.g”' coz odpovidd 55,96 %
z TSK. Tim se tak DEHSE zatadi mezi latky snadno a rychle biologicky rozlozitelné.

EDODEBEH se taktéz zatadil mezi ristové substraty kultur AP12 a EHS12. Obé¢ kul-
tury byly schopny ristu na EDODEBEHU v koncentraci 400 mg/l. Kinetika ristu
vSak nebyla z diivodu kapacity aparatur OXITOP pro tuto latku sledovana, ale

Mezi substraty, které kultury AP12 a EHS12 rozlozit nedovedou, patii 2-Ethylhexyl
glycerol a 2-Ethylhexyl glycidyl ether. Jelikoz se nepiedpokladalo, ze bude EHGL
pro kulturu AP12 toxicky, byla v prvnim pokusu zvolena koncentrace 400 mg/l, ktera
vSak byla postupné snizena az na koncentraci 100 mg/l, avSak ani sniZzeni koncentrace ne-
ptispélo k rustu kultury na tomto substratu. Kinetika rastu kultury AP12 na EHGL ukazala,
ze tuto latku skutecné jako rlstovy substrat nevyuziva. Prakticky totozného vysledku bylo
dosazeno jak pfi zkouSce ristu, tak i kinetiky ristu kultury AP12 na EHGE - tuto latku
rovnéz kultura nevyuziva jako sviij ristovy substrat a ani kultura EHS12 nevyuziva EHGL

a EHGE jako sviij ristovy substrat.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl bylo tak dospéno k zavéru, Ze mikrobialni kultury
Rhodococcus sp. AP12 a Rhodococcus sp. EHS12, jsou ze studovanych latek schopny roz-

kladat pouze latky s esterovou vazbou, nikoliv s vazbou etherovou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BSK
DEHA
DEHP
DEHSE
DOP
DOPT
EDODEBEH
EHA
EHGE
EHGL
EHOL
EHS
ECHA
EU

FT
LDsq
MM
MT
OECD
R2A
REACH
TSK
TYA

UTB

Biochemicka spotieba kysliku
Bis(2-Ethylhexyl) adipat
Bis(2-Ethylhexyl) ftalat
Bis(2-Ethylhexyl) sebakat

Bis(octyl) ftalat

Bis(octyl) tereftalat

Triethylene glycol bis(2-ethylhexanoat)
2-Ethylhexyl acetat

2-Ethylhexyl glycidyl ether
2-Ethylhexyl glycerol

2-Ethylhexanol

2-Ethylhexyl salicylan

Evropské agentura pro chemickeé latky
Evropska unie

Fakulta technologicka

Davka ptisobici 50% umrtnost
Minerélni médium

Mikrotitracni desticka

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
Reasoner’s 2A Agar

Natizeni Evropské unie

Teoreticka spotieba kysliku

Trypton yeast extract agar

Univerzita Tomase Bati
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