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ABSTRAKT

V této diplomové praci byla zkoumana biodegradace N-oktyl-2-pyrrolidonu (NOP) pro-
sttednictvim bakteridlnich kultur ziskanych v ptedeslych pracich na Univerzité¢ Tomase Bati.
Jednalo se o zastupce rodi Achromobacter, Arthrobacter a dvé odlisné kultury rodu Pheny-
lobacterium. Cilem této prace bylo pfedevsim srovnéni jejich biodegradacnich vlastnosti a
jejich porovnani mezi sebou. Byly testovany tyto vlastnosti: 1) utilizace alifatickych uhlovo-
dikd, pyrrolidonu a jeho derivati; i1) sekvencni biodegradace NOP; iii) utilizace dusiku

z molekuly NOP.

Kli¢ové slova: Achromobacter, Arthrobacter, Phenylobacterium, biodegradace, uhlovodiky,

NOP

ABSTRACT

In this diploma thesis the biodegradation of N-octyl-2-pyrrolidone (NOP) through bacterial
strains obtained in previous works at Tomas Bata University has been tested. In fact, the
members of genera Achromobacter, Arthrobacter and two different strains of genus Pheny-
lobacterium have been used for testing. The primary aim of the thesis was general comparison
of all the strains as well as their biodegradation properties. The following behaviour have been
tested: 1) utilization of aliphatic hydrocarbons, pyrrolidone and its derivatives; ii) sequential bi-

odegradation of NOP; iii) utilization of nitrogen involved in NOP molecule.

Keywords: Achromobacter, Arthrobacter, Phenylobacterium, Biodegradation, Hydrocar-

bons, NOP
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UvVoD

Jednadvacaté stoleti se mimo technologicky pokrok ve vétsiné odvétvi vyznacuje i celosve-
tovym zvySenym z4jmem o zlepSeni stavu pfirody a krajiny. Nejen odbornd, ale i laicka
vetejnost se stale vice snazi o porozuméni nasledkl antropogennich aktivit na stav celé pla-

nety.

Znecisténi tézkymi kovy a organickymi kontaminanty jsou pravdépodobné nejveétSim pro-

blémem, a to kvuli ireverzibilité kontaminace.

Kontaminace mize mit vliv na lidské zdravi pfimym kontaktem, nebo potravnim fetézcem
(také kontaminovanou vodou). Projevy pfitomnosti polutantii v ekosystému pak byvaji
velmi rozmanité. U organismil miZze dochéazet ke stimulaci az po totalni inhibici v z&vislosti

na dob¢ expozice a afinit¢ metabolismu.

W

Diky aplikovanym poznatkiim biochemickych reakci jsme v dnesni dobé schopni uspésné
snizovat dopad vétSiny antropogennich latek na Zivotni prostfedi. Abychom se vyvarovali
naduzivani dalSich chemikalii, byly podpofeny piirodé€ blizké zplisoby odstrafiovani polu-
tantll. Zasadni praktickou soucésti je tak i dikladnd znalost mikroorganismt, jejich vlast-

nosti, a pfedev§im degradacnich schopnosti.

V ramci této diplomové prace, byly srovnavany vlastnosti vybranych degradac¢nich bakterii,
které byly ziskany v ramci ptredeslych bakalarskych a diplomovych praci na Univerzité To-
mase Bati, Fakulté Technologické, Ustavu Inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi. Tyto
bakterie byly vybrany z diivodu schopnosti degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu, jehoZ mikro-

bidlnim rozkladem se vyzkumna ¢innost se Ustavu zabyva.
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I. TEORETICKA CAST
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1 N-OKTYL-2-PYRROLIDON

Neboli 1-n-Octyl-2-pyrrolidone, dale jen NOP, je organickd molekula slozena z hydrofilniho
laktamového kruhu a hydrofobniho alifatického fetézce (PubChem, 2019).

@)
\\ N/\/\/\/\CH3

9

Obr. 1: molekularni struktura NOP, C12H23:NO

1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Pii 20 °C a tlaku 1013 hPa se jedn4 o bezbarvou kapalinu s lehce draZzdivym zapachem,

mrznouci pii -31,1 °C. Bod varu je 306,5 °C (ECHA, 2019). Dalsi vlastnosti jsou shrnuty

v tabulce 1.

Tab. 1: Dalsi vybrané viastnosti (prepracovano dle ECHA,2019).

Hustota 0,92 g/cm?

Rozpustnost ve vode 1250 mg/1

Povrchové napéti 30,8 mN/m (c=1000 mg/1)
Bod vzplanuti 113 °C

Charakterizace Nehotlava, nevybusna

1.2 Environmentalni, ekotoxikologické a toxikologické vlastnosti

N-oktyl-2-pyrrolidon byl vyhodnocen jako biodegradabilni ve vod¢, s nizkou trovni hydro-
lyzy (nezéavislé na pH) a sttedni irovné mobility ve vSech typech piid. Déle byl oznacen jako
nebezpecny pro Zivotni prostfedi s dlouhodobymi Uc€inky (viz tab. 2). Pfi sledovani toxic-
kych c¢inkil na suchozemské rostliny bylo zjisténo, ze LCso (pfi kratkodobé expozici) je

164mg/kg piidy, a LCio (pii dlouhodobé expozici) je 62,5 mg/kg pady (ECHA, 2019).

Ze zdravotniho hlediska byl NOP vyhodnocen jako Ziravy (kategorie 1B), zptsobujici po-
leptani kiize a poskozeni o¢i. Vyznacuje se slabym bioakumula¢nim potencialem. U krysy
je LDso ordlné 2020 mg/kg a dermalné 4000 mg/kg (ECHA, 2019). Jeho ekotoxikologické

vlastnosti vii¢i vodnim organismiim jsou shrnuty v tab. 2.
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Tab. 2: Ekotoxické vlastnosti pro vodni org. (prepracovano dle ECHA,2019).

Organismus Stanoveni  Rozsah [hod] Koncentrace [mg/1]
Sladkovodni ryby LCso 96 22,0
Bezobratli (Daphnia magna) LCso 48 12,2
Zelené tasy ECso 72 16,6
Mikroorganismy ICso 0,5 460

1.3 Vyroba a vyuziti

Pouziva se jako rozpoustédlo ptipravkil pro ochranu rostlin v oblastech zemé&d¢lstvi a les-
nictvi. Ro¢né se jej pro tyto ucely vyrobi vice jak 1000 tun (spolecnost OXEYNS) s ptispév-
kem 10-100 tun (spolecnost RotamFrance) (ECHA, 2019). Tyto ptipravky jsou poté z Ev-
ropy distribuovany po celém svéte, predevsim pak do Asie (OXEYNS, 2019). N-(n-do-
decyl)-2-pyrrolidon a N-(n-oktyl)-2-pyrrolidon se pouzivaji jako inertni slozky v defolian-
tech baviny obsahujici thidiazuron a diuron jako aktivni slozky (EPA, 2019).

1.3.1 Thidiazuron (TDZ)

TDZ je substituovand fenylmoc€ovinova sloucenina, kterd podporuje organogenezi rostlin
(regeneraci vyhonkl) a regeneraci rostlin (Murthy, 1998).

TDZ vykazuje jedine¢nou vlastnost napodobovani jak auxinovych, tak cytokininovych
ucinki na rast a diferenciaci kultivovanych explantatii (CliniScience, 2019). Prokazal se jako
vysoce ucinny bioregulant morfogeneze v tkanové kultufe mnoha druht rostlin. Aplikace
TDZ indukuje rozmanité spektrum odpovédi od vyvolani kalusu po tvorbu somatickych em-

bryi (Murthy, 1998).

1.3.2 Diuron (DCMU)

DCMU je derivatem dichlorbenzenu, zndmy jako bily krystalicky prasek. Pouziva se jako
herbicid k ni¢eni plevelll, trav a mechti. Hojné se také vyuziva pro kontrolu fas rybich nadrzi.

Je toxicky pro vodni organismy i1 bezobratlé. (PubChem, 2019).
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2 BIODEGRADACE

Biodegradace je jednim z nejefektivnéjSich pfirodnich procestt pro odstranéni polutanta
z prosttedi (Lou a kol., 2019). Tato metabolicka schopnost mikroorganisma umoziuje pie-
ménit nebo mineralizovat organické polutanty na latky méné skodlivé, které jsou pak inte-
grovany do pfirodnich biochemickych cykla. Intenzita samotné biodegradace je ovlivnéna
mnoha faktory, mezi které miize patfit koncentrace a dostupnost kysliku, kontaminujicich
latek, zivin, hodnota pH, fyzikalni a chemicky charakter vlastniho polutantu a mnoho dalsich

(Margesin a Schinner, 2001).

Biodegradace jednotlivych organickych latek je zkoumana jiz vice nez 90 let. Zpocatku byly
ve stfedu z4jmu predevs§im perzistentni pesticidy v ptid€, ale postupem Casu se oblast zajmu
rozsifila na dal$i neméné nebezpecné latky. Biodegrada¢ni mikroorganismy mizeme nalézt
ve znecisténé i Cisté ptide a vode, kde maji diky jejich schopnosti degradovat riizné xenobi-

otické slouceniny nesmirny vyznam (Singh a Ward, 2004).

Mikroorganismy degradujici uhlovodiky hraji diilleZitou roli v biologickém ¢isténi zneciste-
nych stanovist' — vod, plid, sedimenti i ovzdusi. Biodegradace Sirokého spektra uhlovodikd,
vcetné alifatickych, aromatickych, halogenovanych a nitrovanych sloucenin, byla prokazana

1 na rtiznych extrémnich stanovistich (Margesin a Schinner, 2001).
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3 SHRNUTI VYSLEDKU PREDCHOZIiCH PRACI

Problematika degradace NOP jiz byla na univerzité v minulosti nékolikrat studovéna, proto

vvvvvv

3.1 Diplomova prace Jana Salace

Tato prace byla prvni, ktera se zabyvala 1-oktyl-pyrrolidonem. Student zkoumal protimi-
krobni uc€inky, na misto moznych degradacnich pochodt. Byly prokazany toxické ucinky
této latky viuci konkrétnim mikrobidlnim organismiim. V zavéru prace bylo také zjisténo, ze

koncentrace 0,6 — 2,0 g.I'! mé&la na aktivovany kal témé&F iplny inhibi¢ni Gi¢inek.

3.2 Bakalarska prace Zlaty Novotné

V této préci byla zkoumana mikrobidlni degradace N-oktyl-2-pyrrolidonu v fi¢ni vodé a bylo
zjisténo, ze vétSina NOP byla rozloZzena béhem 7-8 dni. Pozdé&ji byly z pomnozené mikrobi-
alni smé&sné kultury izolovany dvé cisté, tehdy neidentifikované kultury, které byly zakon-

zervovany.

3.3 Diplomova prace Zlaty Novotné

V praci byly studovany dvé kultury spole¢né rozkladajici NOP (kultury oznaceny Drl a
Dr2), které byly ziskany pi1 bakalarské praci. Bylo zjiSténo, Ze kultura Dr2 je sama schopna
velmi mirného ristu na NOP, pti¢emz ale spole¢ny rist obou kultur na NOP je vyraznéjsi.
Dale bylo zjisténo, ze kultura Dr2 je schopna rlistu na oktanolu a Ze Zadna z kultur nedokéze
rust na pyrrolidonu. Podstata spole¢ného rtistu na NOP tedy nebyla zjiSténa. Kultury se v za-
veru prace podatilo rodové identifikovat, a to jako Achromobacter sp. Drl, Phenylobacte-

rium sp. DR2.

3.4 Bakalarska prace Sabiny Krajc¢irikové

V této praci byla provedena fada pokusii se snahou objasnit ilohu obou kultur pii spole¢né
degradaci. Bylo prokazano, ze kultura Dr1 neni sama schopna Zadného rtistu na NOP. Dale
byl nepochybné prokazan riist kultury Dr2 na oktanu a vysloven pfedpoklad, Ze kultura Dr2

zahajuje degradaci s vyuzitim oktylové ¢asti NOP. Opétovné byl zkouSen riist obou kultur
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na pyrrolidonu a jeho derivatech (N-metylpyrrolidonu — NMP, N-etylpyrrolidonu - NEP),

avsak s negativnimi vysledky. Zavérem této prace tak byla tato zjisténi:

1) podstata spolecné degradace NOP je jind nez jen degradace odliSnych ¢asti mo-
lekuly jednotlivymi kulturami,

11) degradace NOP pii ptisobeni obou kultur je velmi efektivni a je patrné, ze kultura
Dr2 zahajuje degradaci a po ni nastupuje kultura Drl, kter4 je kli¢ova pro rozklad

zbyvajici ¢asti molekuly.

3.5 Diplomova prace Jaroslava Urbana

V této diplomové praci byl zkouman rozklad N-oktyl-2-pyrrolidonu piidnimi mikroorga-
nismy, ziskanymi v podobé smésné suspenze z nivni zeminy. Ve vodném prostiedi byly
schopny téméf tplného rozkladu NOP pfiblizn€ po 14 dnech. Z pomnoZené smési byly izo-
lovany nejhojnéji zastoupené bakterialni kultury a tyto kultury byly oznac¢eny JU3, JU6 a
JU4. Pouze jedina kultura JU4 byla sama schopna mirného riistu na NOP, avsak v kombinaci
s kulturou JU3 nebo JU6 byl rust bakterii i rozklad NOP efektivngjsi. I zde tedy bylo proka-
zano, ze pro rozklad NOP pldnimi bakteriemi je nutna pfitomnost minimalné¢ dvou odlis-
nych kultur. Kultury identifikovany nebyly, ale byly popsany alespoil zékladni vlastnosti.
JU4 byla popséana jako gramnegativni oxidazo-pozitivni tycka, zatimco JU3 a JU6 jako

grampozitivni, oxidazo-negativni koky.

Pro diikladnéjsi pochopeni rozkladu NOP vybranymi rody bakterii, bylo potfeba srovnani

jejich degradacnich vlastnosti riznych latek (viz kapitola 4).
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4 CHARAKTERIZACE VYBRANYCH RODU A PREHLED
DEGRADACNICH VLASTNOSTI

Jak jiz bylo uvedeno dfive, byly izolovany dva rody vodnich a dva rody piidnich bakterii,
které jsou schopny rozklddat N-oktyl-2-pyrrolidon. Ve vodnim prostedi se jednd o rody

Achromobacter a Phenylobacterium.

Oba tyto rody jsou fazeny do kmene Proteobacteria, ktery zahrnuje mj. mnohé bakterie
schopné rozkladu riznych organickych polutantii, napt. dominantni bakterie v degradaci po-

lyaromatickych uhlovodikt (déle jen PAU) v Zivotnim prostiedi (Singleton a kol., 2011).

4.1 Achromobacter sp. Drl

Rod Achromobacter fadime do kmene Proteobacteria, tfidy Betaproteobacteria, fadu Bur-

kholderiales a ¢eledi Alcaligenaceae (NCBI, 2017).

Jsou to aerobni, pohyblivé gram-negativni tycky se zaoblenymi konci, rostouci pfevazné ve
dvojicich (Novotna, 2017). Tyto nepigmentujici bakterie jsou schopny oxidace maltozy,
mannitolu a sachardzy (Chester, 1978). Rostou na béznych kultiva¢nich médiich, napt. Brain
heart infusion (BHI) pfi teplotach do 37°C, MacConkey agaru i na mediich s obsahem NaCl
v rozmezi 0-5%. Teplota rlstu je 5° az 37°C (Yabuuchi a kol., 1998).

4.1.1 Degradacni vlastnosti

Bakterie rodu Achromobacter vyuzivaji jako zdroj uhliku fadu organickych kyselin a amino-
kyselin (Sedlacek, 2007) a nejspiSe se do neékterych degradacnich procest zapojuji az sekun-
darné (Yambuuchi a kol., 1998), ne tedy pfi primarnim zahajeni rozkladu. Této situaci od-
povidaji vysledky jiz provedenych praci na Univerzit¢ TomaSe Bati (bakalafska prace S.
Krajcirikové), stejné jako vysledky vyzkumu Lu a kol., (2019), kteti se zabyvali biodegra-
daci polyaromatickych uhlovodikii (PAU), nebo vyzkumu Chen a kol. (2019) - biodegradace

fenolu.

Degradace PAU rodem Achromobacter byla studovana vicero odborniky. Naptiklad Deng a
kol. (2014) dolozili rozklad anthracenu, fenanthrenu i pyrenu jak v pidnim, tak i vodnim

prostiedi.
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Obr. 2: Anthracen, C14H19  Obr. 3: Fenanthren, C14Hio Obr. 4: Pyren, CisHio

Achromobacter denitrificans dokaze dle vysledkl prace Pradeepa a kol. (2014) degradovat
1 slozitejsi latky, jako di-(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) a to do 96 hodin.

CHy

CHj3

Obr. 5: molekularni struktura DEHP, C24H3504

4.2 Phenylobacterium sp. Dr2

Rod Phenylobacterium tfadime do kmene Proteobacteria, tfidy Alphaproteobacteria, fadu

Caulobacterales, celedi Caulobacteraceae (NCBI, 2017).

Jsou to aerobni nebo fakultativné anaerobni, gram-negativni tycky az koky se zaoblenymi
konci. Rist mohou jednotlivé i ve shlucich pouze v prosttedi s nizsi koncentraci NaCl (1-
2%), pticemz teplotou riistu je rozmezi od 5° do 30°C (Novotna, 2017). Tento rod byl izo-

lovén z ptdniho i vodniho prostfedi (Kanso, 2004).

4.2.1 Degradac¢ni vlastnosti

Bakterie rodu Phenylobacterium jsou schopny degradace nekterych syntetickych latek, jak
dokazuje Liao a kol. (2016), ktefi se zabyvali degradaci ciprofloxacinu (Siroce rozsifené an-

tibiotikum, zanechavajici problémova rezidua ve vodach). Rogers a kol., (2015) ve svém
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vyzkumu také potvrdili degradaci anthraquinonu, patficiho mezi oxygenované polyaroma-

tické uhlovodiky.

I ﬁ
K\N N O‘O
O
Obr. 6: Ciprofloxacin, C17H1sFN303 Obr. 7: Anthraquinon, C14HsO>

Chen a kol. (2017), ktefi se zabyvali degradaci di-n-oktylftalatu (DOP), ¢lena estert kyseliny
ftalatové, identifikovali Phenylobacterium sp. jako nejslibné€jsi rod pro bioremediaci pro-
stiedi znecisténych touto latkou. Xiong a kol. (2017) zjistili zvySenou piitomnost rodu Phe-
nylobacterium, pti degradaci bisfenolu A (BPA) mikrobidlnim konsorciem. Zvysena pocet-

nost rodu v konsorciu se v§ak projevila v 7. tydnu inkubace a nemohl tudiz tuto biodegradaci

zapocit.
CH, o
H;C CH,
0 0
o N
/\/\/\/\O
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O

Obr. 8: Di-n-oktylftalat, C>4H3504 Obr. 9: Bisfenol A, C15H;60>

Z praci provadénych na Univerzité Tomase Bati bylo zjisténo, ze Phenylobacterium sp. Dr2
se do rozkladu NOP zapojuje jako primarni degradér. Z dosavadnich poznatkii vSak neni ale

zfejmé, jak tento proces probiha dale a zda pfispiva k rozkladu pyrrolidonové ¢asti molekuly.
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Jak jiz bylo uvedeno, z ptidniho prostiedi byly izolovany rovnéz 2 kultury schopné spolec-
ného rozkladu NOP, které byly oznaceny jako JU3 a JU4. Po sekvenaci ¢asti genu 16S rRNA
byla v pribehu zaii 2019 kultura JU3 identifikovana jako Arthrobacter humicola (s pravdé-
podobnosti 99,69 %) nebo jako Arthrobacter oryzae (99,61 %) a kultura JU4 jako Phenylo-

bacterium sp. (J. Ruzicka, osobni sdélent).

4.3 Arthrobacter sp. JU3

Rod Arthrobacter fadime do kmene Terrabacteria, tfidy Actinobacteria, fddu Micrococcales,

¢eledi Micrococcaceae (NCBI, 2017).

Rod Arthrobacter jsou typickymi predstaviteli ptidni mikrofléry, tvoti 50-60 % z celkového
poctu bakterii, aktivné se podili na zvySovani trodnosti pudy a jejich Cetnost v ptidé klesa se
vzristajici aciditou (Jones a Keddie, 1992, Puntus a kol., 2017).

Rod Arthrobacter jsou grampozitivni, obligatné aerobni mikroorganismy.

Vytvati bilé, krémoveé nebo zluté pigmentované kolonie, které maji v priméru 3 — 5 mm,
pfi¢emZ vyznamnym morfologickym znakem je stfidani forem (kok a tycka) béhem risto-
vého cyklu. Stacionarni faze trva 2 az 7 dnti a v jejim pribchu se vytvari koky. V exponen-
cidlni fazi se po pteneseni do Cerstvého komplexniho média tvoti nepravidelné tycky, které
mohou byt uspofadany do tvaru V naznacujici primarni vétveni, pficemz ale pravé mycelium
nevytvareji. Behem ristového cyklu se ty¢ky postupné méni na formu koki.

Optimalni teplotou pro rist je 25-30 °C u bézné se vyskytujicich druhti. Obligatné psychro-
filni druhy toleruji 1 teplotu od —5 do 20 °C (Jones a Keddie,1992).

Pro zéstupce tohoto rodu je také charakteristickd schopnost vyuzivat fadu latek jako zdroj
vyzivy. Jedna se o extrémné konkurencni organizmus s rezistenci k vysychani a hladovéni

(Turnbull a kol., 2001).

4.3.1 Degradacni vlastnosti

Zastupci rodu Arthrobacter jsou schopni degradace herbicidl a pesticidt, produkce fytohor-
moni a fixace dusiku (Jones a Keddie, 1992).

Casellas a kol. (1997) prokézali degradaci fluorenii (barvivo, prekurzor 1é¢iv) a jejich deri-
vatul.

Tixier a kol. (2002) ve své praci popsali schopnost rodu Arthrobacter degradovat fenylmo-
covinové herbicidy (diuron, chlorotoluron), které se vyznacuji perzistenci v pude, kde se

mohou kumulovat i po nékolik let.
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T

Obr. 10: Fluoren, Ci3H o Obr. 11: Diuron, CoH19CILN>O

Westerberg a kol. (2000) izolovali z pudy zastupce rodu Arthrobacter, ktery byl schopen
rust 1 v pritomnosti vysokych koncentraci 4-chlorofenolu a stejné tak byl schopen degradovat

1jiné fenoly jako napft. 4-bromfenol a 4-fluorofenol.

Cl Br

Obr. 12: 4-chlorofenol, CsH,CIO  Obr. 13: 4-bromofenol, CsH,BrO

4.3.2 Arthrobacter humicola a Arthrobacter oryzae

Oba druhy maji velmi podobné vlastnosti, at’ jiz optimalni pH, teplotu ristu, ¢i vzhled.
Jsou to grampozitivni, aerobni bakterie, pohyblivé diky bi¢ikiim. Na YD agaru jsou kolonie
krémové zbarveny. Rlist na YD agaru pfi pocatecnich hodnotach pH mezi 6 - 11 (4. oryzae)

a 6 -10 (4. humicola) a pfi teplotach mezi 4 az 34 ° C (Kageyama a kol., 2008).

4.4 Phenylobacterium sp. JU4

Rod Phenylobacterium jiz byl charakterizovan vyse (viz kap. 4.2), nicmén¢ dle sekvence
¢asti genu pro 16S rRNA je kultura JU4 nejblizsi druhu Phenylobacterium haematophilum
(s pravdépodobnosti 97,82 %) nebo Phenylobacterium koreense (97,2 %) ¢i Phenylobacte-
rium mobile (97,2 %).
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5 CHARAKTERIZACE TESTOVANYCH LATEK

V ramci experimentl byl testovan rtist zkoumanych kultur na riiznych uhlovodicich a dalsich

latkach.

5.1 Nasycené alifatické uhlovodiky

Jako prvni se rust vybranych kultur testoval na skupin€ nasycenych alifatickych uhlovodikt
(alkantl). Alkany maji otevieny fetézec s jednoduchymi vazbami mezi atomy uhliku. Stejné
jako dalsi organické latky tvoti fadu slou¢enin podobnych vlastnosti, lisicich se homologic-

kym rozdilem sousednich ¢lent (Pecova, 2002).

Uhlovodiky jsou jednou z nej¢astéjSich znecistujicich latek, které se akumuluji v pidnim
prostiedi v disledku antropogennich ¢innosti a které mohou mit skodlivé ucinky. Negativni
vliv mohou mit na lidské zdravi, ale také mohou vyvolat zmény biologickych a fyzikalné-
chemickych vlastnosti plidy, jako je zména mikrobialni populace, aktivity pidnich enzymt,

¢i schopnost zadrZovat vodu (Govarthanan a kol., 2017).

Fyzikalni vlastnosti uhlovodiki jsou hlavni ptekazkou pti zpracovani jejich odpadu, protoze
tyto slouceniny jsou vysoce hydrofobni, chemicky inertni a n¢které jsou tékavé (Leahy a
Colwell, 1990). Ruzné fyzikalné-chemické metody, jako je pouZiti adsorbentll a nasledny
sbér, nebo dispergovani ropnych latek ve vodnich sloupcich pomoci povrchové aktivnich
latek, anebo piimé spalovani (EPA, 2001) jsou drahé a ptipadné Skodlivé pro zivotni pro-

stredi.

Mikroorganismy vyvinuly riizné strategie, naptiklad sekreci biologicky povrchové aktivnich

latek, které napomahaji snadné solubilizaci uhlovodikti (Kang a kol., 2010).

Na experimenty byly vybrany kapalné alkany blizké oktanu, jehoZz utilizace kulturou Pheny-
lobacterium sp. Dr2 byla jiz prokéazéana, a to: hexan, dekan, dodekan, tetradekan a hexadekan,

které jsou podstatnou soucasti ropy a nékterych ropnych produkti.

5.1.1 Hexan

Hexan je nerozvétveny alkan obsahujici Sest atomt uhliku. Je to bezbarva kapalina s nepfi-
jemnym zapachem, kterd je vysoce hotlava, a jejiz pary mohou byt vybusné. Hexan, repre-
zentativni organicka tékava kapalina (VOC), mé charakter nepolarniho rozpoustédla a neu-

rotoxinu (PubChem, 2019).
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Cisty n-hexan se pouziva v laboratofich. Vétsina primyslovych vyrobki obsahujici n-hexan,
je smési latek podobného charakteru a tvoti rozpoustédla pro extrakci. Hexan je také soucasti
mnoha spotfebnich vyrobkii jako je benzin, rychle schnouci lepidla a pryzovy cement (Pub-
Chem, 2019). Velké mnozstvi hexanu se do zivotniho prostiedi uvolnuje predevsim z che-

mickych tovaren (Spigno a De Faveri 2005).

Ptedchozi studie De Carvalho (2004) prokdzali, ze hexan je pro mnohé bakterialni druhy
toxictéjsi nez jind rozpoustédla.
Degradace hexanu bakteriemi je relativné pomald kviili jeho nizké rozpustnosti a je znamo

jen ne€kolik malo mikroorganismi, které jsou jeho degradace schopny (Lee, 2010).

5.1.2 Oktan

Oktan je alkan s pfimym fetézcem obsahujici osm atoml uhliku. M4 roli xenobiotika. N-
oktan je bezbarva kapalina se zdpachem benzinu, kterd je nerozpustné ve vod¢ a vytvatejici
drazdivé pary.

Oktan je velmi diilezitou souc¢asti benzinu. V priimyslovém odvétvi je oktan nejcastéji sou-

¢asti rafinovanych ropnych produktti, dale pak vyrobnich stroji, barviv i hrac¢ek (PubChem,

2019).

Jeho biodegradacni vlastnosti jsou popisovany a zkoumany piedevsim jako slozky benzinu,

a ne jako cisté latky (Lee, 2010).

5.1.3 Dekan
Dekan je alkan s pfimym fetézcem s deseti atomy uhliku.

N-dekan se jevi jako bezbarva kapalina, bez zapachu, kterd je mén¢ husté nez voda s nizkou
rozpustnosti ve vod¢€. Pary jsou t€z8i nez vzduch a ve vysokych koncentracich mohou byt

omamné.

Ptirozen€ se vyskytuje v sopecném koufi, ropé a zemnim plynu. Déle jej ve stopovém mnoz-
stvi miizeme nalézt v potravinach, kde se vyskytuje pfirozené. Ve zvySeném mnozstvi jej
ale obsahuji ryby a mékkysi, z divodu bioakumulace v potravnim fetézci. Dekan je prede-
v$im dilezita komer¢ni chemikalie, ktery se pouziva se k vyrob¢ chemikalii, napt. chemika-

lie pro rozpoustédla a pro vyzkum tryskového paliva. Je soucésti motorového paliva.
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Pokud se n-dekan uvolni do zivotniho prosttedi, zlstane ve vzduchu, dokud se mokrou de-
pozici nedostane na povrch zemé¢ a dal do ptidy ¢i vodnich tokd. Neni zndm rozklad svétlem

(PubChem, 2019).

Biodegradace dekanu je zndma u hub napt. Penicillium sp. (Govarthanan a kol., 2017) 1

bakterii napt. Rhodococcus sp., Gordonia sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. (Puntus

a kol., 2017).

5.1.4 Dodekan
Dodekan je alkan s pfimym fetézcem s dvandcti atomy uhliku.

N-dodekan je bezbarva kapalina a je témét nerozpustny ve vodé. Vyskytuje se v parafinové

frakci ropy.

Dodekan je dalezitd komeréni chemikalie. Dodekan je soucasti benzinu a pouziva se jako
rozpoustédlo, ve vyzkumu tryskového paliva a v gumérenském a papirenském pramyslu.
Obecné se vyskytuje v benzinovych vyparech a vyfukovych plynech, ale i v kouii nedoko-
nalého spalovani dieva (PubChem, 2019).

Biodegradace dodekanu byla prokazana napft. u Klebsiella pneumoniae, Yarrowia lipolytica

(Ozyurek, 2017).

5.1.5 Tetradekan
Tetradekan je alkan s pfimym fetézcem se ¢trnacti atomy uhliku.

N-tetradekan je bezbarva kapalina a je téméf ne rozpustny ve vode. Piirozené se vyskytuje
v ropé, ale také v cizrné, nektarinkach, ¢i koteni. M4 roli rostlinného metabolitu a tékavé
olejové slozky.

Tetradekan je diilezita komercni chemikélie pouzivana k vyrobé¢ jinych chemikalii. Pouziva
se jako rozpoustédlo, soucast tryskoveého paliva a je soucasti nékterych pesticidnich spreja

v domacnosti (PubChem, 2020).

Biodegradace tetradekanu (za méné€ nez 35 dnii) byla prokdzana napft. u Klebsiella pneumo-

niae (Ozyurek, 2017).
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5.1.6 Hexadekan

Hexadekan je alkan s pfimym fetézcem se Sestnacti atomy uhliku. Ma roli rostlinného me-

tabolitu, t€kavé olejové slozky a nepolarniho rozpoustédla.

Hexadekan je bezbarva kapalina bez zapachu a je prakticky nerozpustny ve vod¢. Ptirozen¢
se vyskytuje v mnoha jedlych rostlinach, v ropé, ve vodé a ve tkdnich riznych ryb a zvitat.

Hexadekan byl detekovan v koutfi marihuany a v koufi z nedokonalého spalovani dieva.

Hexadekan se pouziva jako rozpoustédlo a slozka benzinu a nafty. Pouziva se také k vyrob¢

jinych chemikalii a je soucésti pesticidnich prostiedkli (PubChem, 2019).

Biodegradace hexadekanu byla prokazana napt. u Rhodococcus sp., Acinetobacter sp., Gor-

donia sp. (Puntus a kol., 2017).

5.2 Pyrrolidon a jeho derivaty

Rustové vlastnosti zkoumanych kultur byly dale testovany na pyrrolidonu, pro jeho pfitom-

nost v NOP.

Pyrrolidon patii mezi péti¢lenné heterocyklické slouceniny a je odvozen od pyrrolu. Pyrrol
je toxicka bezbarva kapalina s narkotickymi ucinky na nervovou soustavu. Pyrrolové jadro
obsahuji mnoh¢é biologické latky, jako hemoglobin, chlorofyl ¢i vitamin B12. Pfi Gplné ka-
talytické hydrogenaci vznik4 pyrrolidin a jeho néaslednou oxidaci pyrrolidon (Pecova, 2002).
2-pyrrolidon (PYR), N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) a N-ethyl-2-pyrrolidon (NEP) jsou uni-
verzalni organicka rozpoustédla se Sirokym spektrem vyuziti pro rizné primyslové aplikace.
Vyuziti nachézeji pii vyrobé textilu, elektroniky a farmaceutickych vyrobku. Dale se pouzi-
vaji také jako rozpoustédla nebo pomocna rozpoustédla pii vyrobé pesticidd (Li a kol.,

2017).

5.2.1 Pyrrolidon

Pyrrolidin-2-on je nejjednodussi Clen y-laktamti, sestavajici z pyrrolidinu, ve kterém jsou
vodiky nahrazeny oxo-skupinou.

Pyrrolidon je bezbarva kapalina misitelna s vodou i vétSinou organickych rozpoustédel.

Ma roli polarniho rozpoustédla a metabolitu.
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Dutlezity je jako meziprodukt pii vyrobé N — vinyl-2-pyrrolidonu (primyslové pouzivané
fedidlo) a piracetamu (dopliiky pro zlepSeni funkci mozku). Pyrrolidon je soucésti naplni

v inkoustovych tiskarnach, elektroniky ¢i hygienickych ptipravki (PubChem, 2020).

5.2.2 N-methyl-pyrrolidon (NMP)

N-methylpyrrolidin-2-on je laktam a je ¢lenem skupiny pyrrolidonti. Je to pyrrolidon, ve

kterém je vodik vazany k dusiku nahrazen methylovou skupinou.

N-methyl-2-pyrrolidon se jevi jako ¢ird bezbarva kapalina s ,,rybim* zdpachem. NMP ma
harmonizovanou klasifikaci jako toxicky pro reprodukei (kategorie 1B) a také drézdi oci,

dychaci cesty a kiizi (PubChem, 2020).

Ve srovnani s jinymi toxickymi organickymi rozpoustédly, napi. chlorovanymi uhlovodiky,
ma NMP vysoké extrakéni a regeneracni vytézky, stejné jako relativné nizké dopady na Zi-

votni prostiedi (Loh a kol., 2018).

Ma roli polarniho rozpoustédla. NMP se Siroce pouZiva pii vyrobé elektroniky, ropnych pro-
duktd, 1éC¢iv, a jiné specialni chemikalie. Také je soucasti barev, fedidel ¢i lepidel (EPA,

2018).

Biodegradace NMP byla prokazéana u Alicycliphilus sp. (Oceguera-Cervantes a kol. 2007),
nebo u Pseudomonas sp., Paracoccus sp., Acinetobacter sp. nebo Rhodococcus sp. (Kiizek

akol., 2015).

5.2.3 N-ethyl-pyrrolidon (NEP)

N-ethyl-2-pyrrolidon je také ¢lenem skupiny pyrrolidond, a vodik vazany k dusiku je zde

nahrazen ethylovou skupinou.

NEP je bezbarva aZ nazloutld kapalina s charakteristickym zapachem.

N-ethyl-2-pyrrolidon je priimyslovy produkt, chemicka latka, ktera se pouzivéa jako rozpous-
tédlo, katalyzator a povrchové aktivni latka. Byl navrzen jako ndhrada za strukturalni analog
N-methyl2-pyrrolidon (NMP) v mnoha oblastech pouZiti, v€etné natérového primyslu a ¢is-

téni kov1, skla a plasta (Saillenfait a kol., 2016).
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6 CILE PRACE

Cilem diplomov¢ prace bylo srovnani vlastnosti bakterii, podilejicich se na rozkladu NOP,

ziskanych z raznych prostiedi. Dil¢i cile prace:

charakterizace zjisténych rodl bakterii a jejich biodegrada¢nich procest (reSer$ni
Cast)
rustové pokusy s kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4

na alifatickych uhlovodicich (zjistit ptipadnou podobnost jejich rozkladnych vlast-

nosti)

rustové pokusy s kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4
na aromatickych uhlovodicich (zjistit ptipadnou podobnost jejich rozkladnych vlast-

nosti)

rustové pokusy s kulturou Arthrobacter sp. JU3 a Phenylobacterium sp. JU4 na py-
rrolidonu a jeho derivatech (zjistit pfipadnou podobnost jejich rozkladnych vlastnosti

s vlastnostmi Achromobacter sp. Drl)

rustové pokusy s kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4

v bezdusikatém prostiredi

ptiprava vzorki pro piipadnou chemickou analyzu metabolitli, vznikajicich po roz-
kladu NOP kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4

porovnani sledovanych rodl v jejich ucincich
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Priprava médii a fyziologického roztoku

7.1.1 Priprava tekutého mineralniho média (MM) a fyziologického roztoku

Tab. 3: Slozeni MM pro 100 ml.

Latka Mnozstvi
Destilovana voda 85 ml
Roztok A (9,07 g KH2PO4/1) 2 ml

Roztok B (23,90 g Na;HPO4.12H>O/1) 8 ml

Roztok stopovych prvki! 0.2 ml
MgS04.7H,0 (10 g/l) 1ml
FeS04.6H20 (2,2 g/l) 1Lml
CaCL.2H>0 (1 g/l) 1 ml
NH4CI (30 g/l) 1 ml
NaCl (10 g/1) 1ml

'Roztok stopovych prvkii:

0,043 g MnS04.5 H20; 0,057 g H3BO3; 0,043 g ZnSO4.7H20; 0,037 g (NH4)sM07024.4H,0;
0,025 g Co(NOs3)2.6H20; 0,040 g CuS04.5H:0; latky rozpustény v 1000 ml destilované
vody.

Po ptipravé byla ovéfena hodnota pH (7,42) a nasledné bylo medium vysterilizovano v mi-

krovinném autoklavu pii teploté 135 °C a zchlazeno.

Ptiprava fyziologického roztoku pro 100ml:
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7.1.2 Priprava tekutého mineralniho média bez dusiku (MMNF)

Tab. 4: Slozeni MMNF pro 100 ml.

Latka

MnozZstvi

Destilovana voda

Roztok A (9,07 g KH2PO4/1)

Roztok B (23,90 g Na;HPO4.12H>0/1)
Roztok stopovych prvki!
MgS04.7H20 (10 g/1)

FeS04.6H20 (2,2 g/l)

CaCl2.2H20 (1 g/l)

NaCl (10 g/l)

7.1.3 Priprava bezdusikatého roztoku stopovych prvku

Tab. 5: Slozeni bezdusikatého roztoku stopovych prvkii.

Latka

MnozZstvi

Destilovana voda
MnSO4.1H,0
H3BO3
ZnS04.7H>0
Na:Mo0O4.2H>0
CoCl2.6H20

CuS04.5H20;

0,031 ¢g
0,057 g
0,043 g
0,051 g
0,021 g

0,040 g
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7.2 Experimentalni postupy

7.2.1 Utilizace oktanu, fenolu, toluenu a hexadekanu kulturami Arthrobacter sp.
JU3, Phenylobacterium sp. JU4, Achromobacter sp. Dr1 a Phenylobacterium sp.

Dr2 individualné

Kultury Arthrobacter sp. JU3 a Phenylobacterium sp. JU4, pochazejici z diplomové prace
Ing. Jaroslava Urbana a kultury Achromobacter Drl a Phenylobacterium DRr2, pochéazejici
z bakalarské prace Ing. Zlaty Novotné, byly vyockovany na petriho misky s R2A agarem.

Po nartstu na petriho miskéch byla z kultur pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku.

Tekuté mineralni medium bylo obohaceno o roztok MEM vitaminii (koncentrace 1 pl roz-

toku MEM/1 ml MM; pro zlepSeni podminek ristu kultur).

1) Z 18-ti sterilnich vialek s 5 ml MM bylo 9 vialek naockovano 10 pl suspenze
Arthrobacter sp. JU3 a 9 vialek 10 pl suspenze Phenylobacterium sp. JU4.
i1) Ze 14-ti dalSich sterilnich vialek bylo do 7 zaockovano 10 pl suspenze suspenze
Achromobacter sp. Drl a do zbylych 7 vialek 10 ul suspenze Phenylobacterium
sp. Dr2.
Nasledné bylo do dvou vialek od kazdé¢ kultury rozpipetovano 1,5 pl oktanu, 25 pl sterilniho
roztoku fenolu (koncentrace 5 g/1), 1,5 pul toluenu a 1,5 pl hexadekanu.
Vyuziti oktanu se pii méfeni s kulturami Achromobacter sp. Drl a Phenylobacterium sp.
Dr2 neprovadélo z diivodu potvrzeni signifikantniho ristu Phenylobacterium a neschopnosti
rustu Achromobacter v DP Ing. Zlaty Novotné.
Vialky, uzaviené sterilnim plynotésnym septem, byly staticky kultivovany ve tmé pfi labo-

ratorni teploté po dobu 14 dnt.

V ramci tohoto experimentu bylo rovnéZ provedeno ovéteni ristu kultury JU3 na jednodu-

chych zdrojich uhliku.

Do dvou sterilnich vialek bylo asepticky pfidano 5 ml tekutého mineralniho media. Tyto
vialky poté byly zaockovany 10 pl suspenze Arthrobacter sp. JU3 a nésledné bylo do obou
vialek pfidano 15 pl sterilniho roztoku glycerolu (koncentrace 50 g/1) a 15 pl sterilniho roz-
toku octanu (koncentrace 50 g/1).

Vialky byly néasledné uzavteny sterilnim plynotésnym septem a staticky kultivovany ve tm¢e

pfi laboratorni teploté po dobu 14 dnt.
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Ovéteni rastu (vSech kultur) poté bylo provadéno i pii vSech dalsich testech, z divodu vy-

louceni falesn¢ negativnich vysledkd.

7.2.2 Utilizace hexanu kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp.

JU4

Z kultur Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4 byly piipraveny suspenze
ve fyziologickém roztoku. MM s ptidavkem MEM vitaminl bylo asepticky rozplnéno do 4
sterilnich vialek po 5 ml. Do 2 vialek bylo nao¢kovano 10 pl suspenze Phenylobacterium
sp. Dr2 a do 2 zbylych 10 pl kultury Phenylobacterium sp. JU4. Nasledné byly do vSech

vialek ptidany 2 pl hexanu a poté uzavieny sterilnim plynotésnym septem.

Vialky byly staticky kultivovany ve tmé¢ pii laboratorni teploté po dobu 14 dnil.

7.2.3 Utilizace dekanu kulturami Achromobacter sp. Dr1, Phenylobacterium sp. Dr2,
Arthrobacter sp. JU3 a Phenylobacterium sp. JU4

Z kultur byly pfipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku. MM s ptidavkem MEM vita-
mint bylo asepticky rozplnéno do 6 sterilnich vialek po 5 ml a do dvou sterilnich lahvi po
10 ml. Do 3 vialek bylo naockovano 10 pl suspenze Phenylobacterium sp. Dr2 a do 3 zby-
Iych 10 pl suspenze Phenylobacterium sp. JU4. Do jedné sterilni lahve bylo nao¢kovano 20
ul suspenze Achromobacter sp. Drl a do druhé 20 pl Arthrobacter sp. JU3. Nasledné bylo
do 4 vialek pfidano 1,5 pl dekanu a poté uzavieny sterilnim plynotésnym septem. 2 vialky
byly ponechany jako kontrolni bez ptidavku dekanu. Do obou sterilnich lahvi bylo napipe-

tovano 3 pl dekanu.

Vialky a lahve byly staticky kultivovany ve tmé pii laboratorni teploté po dobu 14 dnd.

7.2.4 Utilizace dodekanu a tetradekanu kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phe-

nylobacterium sp. JU4 individualné

Z kultur byly ptipraveny velmi slabé suspenze ve fyziologickém roztoku. MM s piidavkem

MEM vitaminii bylo asepticky rozplnéno do 18ti sterilnich zkumavek po 5 ml.
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Ctyii zkumavky byly zaockovany 20 ul kultury Phenylobacterium sp. Dr2, nebo Phenylo-
bacterium sp. JU4 a ponechany jako kontrolni.
Do zbyvajicich 14ti zkumavek bylo nasledné napipetovano:

1) 1,5 ul oktanu (kontrola rastu kultur) do 4 zkumavek,

i) 1,5 pl dodekanu do 6ti zkumavek,

1ii) 1,5 pl tetradekanu do 4 zkumavek.
Dve¢ zkumavky s dodekanem byly ponechany bez inokula pro kontrolu.
Nésledné bylo do 2 zkumavek od kazdé latky naockovéano 20 pl kultury Phenylobacterium
sp. Dr2 a zbylé zkumavky 20 pl kultury Phenylobacterium sp. JU4.
Vsechny zkumavky byly proméfeny na Densilametru a nasledné staticky kultivovany ve tmé
po dobu 14 dnii pfi laboratorni teplot¢.
Po 3 dnech kultivace byly vzorky vizudlné zkontrolovany a vSechny se jevili bez narustu.
Pro lepsi rust bylo do kazdé zkumavky pridano 4,5 pl dané latky. Vysledny pomér byl tedy
6 pl uhlovodikt/5 ml MM/ 20 pl inokula.

Vzorky byly prométeny na Densilametru po 7 a 14ti dnech kultivace.

7.2.5 Utilizace pyrrolidonu (PYR), N-methyl pyrrolidonu (NMP) a N-ethyl pyrroli-
donu (NEP) kulturou Arthrobacter sp. JU3 a konsorciem JU3+JU4

Z kultur byly pfipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku. MM s piidavkem MEM vita-
mint bylo asepticky rozplnéno do 14 sterilnich vialek po 5 ml. Ze 14-ti sterilnich vialek
bylo do 7 zaockovano 10 pul suspenze Arthrobacter sp. JU3 a do zbylych 7 vialek 10 pl
konsorcialni suspenze JU3+JU4.

Dvé vialky byly ponechéany jako kontrolni bez ptidavku dalSich latek.

Nasledné bylo do dvou vialek od kazdé kultury rozpipetovano 50 pl sterilniho roztoku PYR
(koncentrace 15 g/1), nebo 50 pl sterilniho roztoku NMP (konc. 15 g/1), nebo 7,5 ul sterilniho
roztoku NEP (konc. 100 g/l).

Vyuziti téchto latek se s kulturami Achromobacter sp. Drl a Phenylobacterium sp. Dr2 ne-
provadélo z ditvodu negativnich vysledkl ristu téchto kultur v BP Sabiny Kraj¢irikové.
Vialky, uzavieny sterilnim plynotésnym septem, byly staticky kultivovany ve tmé pfi labo-

ratorni teploté po dobu 14 dnt.
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7.2.6 Sekven¢ni biodegradace NOP kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Arthro-
bacter sp. JU3

Z kultury Phenylobacterium sp. Dr2 byla ptfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku. Do
odmérné lahve se 100 ml MM s piidavkem MEM vitamin( bylo asepticky napipetovano
13,5 ul NOP a poté zaockovano 10 ul suspenze Phenylobacterium sp. Dr2. Odmérna lahev
byla kultivovana na tfepacce, ve tme, po dobu 14 dnti (t=25°C). V této dob¢ kultura Pheny-

lobacterium zapocala rozklad NOP (potvrzeno mirnym zakalem).

Po 14-ti denni kultivaci byl vzorek piefiltrovan ptes sterilni filtr Ahlstrom s velikosti porii
0,22 um do sterilni 1dhve. Filtraci bylo ziskano 90 ml ptivodniho vzorku. Supernatant byl
doplnén 3 ml sterilniho MM s ptidavkem MEM vitamina (100 pl) a poté rozplnén po 15 ml
do 6-ti sterilnich falkonek pro bioreaktory RTS-1. Tti falkonky byly zaockovany 15 pl su-
spenze Arthrobacter sp. JU3 a zbylé 15 pl suspenze Achromobacter sp. Drl. Falkonky byly
nasledné umistény do bioreaktord ,,Zaznamnik ristu mikrobialnich bun¢k* (RTS-1, La-
boServ) pfi teploté¢ 25°C s rezimem 500 RPM, zména spinu po 1 minuté. Métfeni optické

denzity (A=800nm) probihalo kazdych 30 minut po dobu 10 dnt.

Zbyly ptefiltrovany supernatant byl uschovan ve sterilni zkumavce mrazaku pro pozdéjsi

stanoveni DOC.

Po 10 dnech kultivace, kdy rtust nebyl prokazan, byly suspenze prefiltrovany do sterilni zku-
mavky ptes filtr 0,45 um pro pozd¢jsi stanoveni hodnoty DOC (automaticky analyzator Shi-

madzu). Redéni 1:1.

7.2.7 Raust kultur Arthrobacter sp. JU3 a Achromobacter sp. Dr1 na metabolitech po
primarni biodegradaci NOP kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 nebo Pheny-
lobacterium sp. JU4

Z kultury Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4 byla pfipravena suspenze
ve fyziologickém roztoku. Bylo pfipraveno 6 ldhvi s 50 ml sterilntho MM a sterilni MM
s NOP (koncentrace 680 mg/l). Do kazdé¢ odmérné lahve se 50 ml MM s ptidavkem MEM
vitaminl bylo asepticky napipetovano 10 ml MM s NOP (vysledna koncentrace NOP cca
115 mg/1). Poté byly dv¢ lahve zaockovany 60 ul suspenze Phenylobacterium sp. Dr2, dalsi

dv¢ suspenzi Phenylobacterium sp. JU4 a dvé lahve zlstaly nezaoCkovany pro kontrolu.
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Pravé z téchto nezaockovanych lahvi bylo odebrano po 11 ml, provedena filtrace ptes filtr
znaCky Ahlstrom a tischova v mrazdku pro pozdéjsi stanoveni DOC (=vstupni hodnota

DOC, pred primarni biodegradaci).
Lahve byly kultivovany na tfepacce pti 25°C ve tmé po dobu 6ti dnti.

Po 6ti dnech byly ptipraveny 4 nové lahve s 3 ml sterilntho MM s piidavkem MEM vita-
mind. Do kazdé¢ 1ahve byl prefiltrovan skoro cely objem jedné z ptedchozich lahvi. Z kazdé
lahve bylo asepticky odebrano 10 ml pro pozdéjsi stanoveni DOC. Poté byla jedna lahev
s prefiltrovanym vzorkem kultury Dr2 a jedna lahev s prefiltrovanym vzorkem kultury JU4
zaoCkovana 30 pl suspenze Achromobacter sp. Drl. Zbylé dvé lahve 30 pl suspenze kultury
Arthrobacter sp. JU3.

Lahve byly inkubovany na tfepacce pfi teploté 25°C. Po 4, 7 a 11 dnech bylo ze zaoc¢kova-
nych vzorkill asepticky odebrano 10 ml, které byly piefiltrovany do sterilni zkumavky pies

filtr 0,45 um a ulozeny do mrazaku pro pozd¢jsi stanoveni hodnoty DOC.

Pfti ukonceni pokusu (11. den) byly odebrany i slepé vzorky, které byly inkubovany pti 25°C

ve tmé bez inokula.

7.2.8 Utilizace NOP kulturami Phenylobacterium sp. JU4 a Phenylobacterium sp.
Dr2 individualné bez externiho zdroje dusiku
I. Cast
Bylo pfipraveno 200 ml MMNF. Nésledné bylo 100 ml oddéleno a byl pfidan 1 ml NH4Cl
(30 g/1), ¢imz vzniklo 100 ml MM a nésledné byla obé média sterilizovana.

Z kultur byly ptipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku.

Do 2 sterilnich zkumavek bylo odpipetovano po 5 ml MMNF a do dalSich 2 zkumavek po 5
ml MM. Do zbyvajicich 90 ml kazdého média bylo ptidano 12 pl NOP (vyslednd koncen-
trace NOP 122 mg/l). Z téchto médii s ptidavkem NOP bylo odpipetovano 5 ml do 4 steril-

nich zkumavek.

Kazda z 8 zkumavek byla zaockovana 5 ul kultury Phenylobacterium sp. JU4 nebo Pheny-

lobacterium sp. Dr2.
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Pro kazdou kulturu byly pfipraveny 2 mikrotitra¢ni desticky (MTD), do kterych bylo pipe-
tovano 200 pl MM (bez substratu NOP), 200 ul MM (se substratem), 200 pl MMNF (bez
substratu) a 200 ul MMNF (se substratem) do sloupce 1, 4, 9 a 12, aby byl vyloucen pienos

latek mezi jamkami.

Desticky byly staticky kultivovany po dobu 14 dnt pfi laboratorni teploté a prubézné pro-
méfovany pti A=600 nm na destickovém spektrofotometru TECAN (Sunrise Microplate Re-

ader).
. Cast

Po ukonceni prvni ¢asti pokusu bylo pokracovano s druhou ¢asti, ve které byl pii piiprave
MMNF (1000 ml) pouzit bezdusikaty roztok stopovych prvka (2 ml, tab. 5) a byla sniZzena

koncentrace pouzité mikrobialni suspenze.

Ptipravené MMNF bylo rozdéleno do sterilnich 1ldhvi na 170 ml a dvakrat 400 ml. Do jedné
400 ml davky bylo ptidano 4 ml sterilniho roztoku NH4Cl (koncentrace 30 g/1), ¢imz vzniklo
MM. Do druh¢é 400 ml davky byly ptfidany 4 ml destilované vody. Do 14ti sterilnich 1dhvi
(o objemu 250 ml) bylo do 7 rozdéleno MM po 55 ml, do dalSich 7 po 55 ml MMNF. Na-

sledné bylo vSech 15 14hvi s médii sterilizovano.

Do ldhve se 170 ml média bylo po sterilizaci a vychladnuti pfidano 130 pl NOP (vznik kon-
centrace 650-700 mg/l). Po dokonalém rozpusténi NOP, bylo do vSech 14ti sterilnich lahvi
ptidano 10 ml tohoto roztoku (vznik koncentrace 100-108 mg/1).

Z kultur Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4 byly pfipraveny velmi slabé
suspenze ve fyziologickém roztoku. Suspenze byla proméfena na Densilametru a hodnota

absorbance obou suspenzi byla 0,2.

Nésledné bylo témito suspenzemi zaockovano 12 1dhvi. Lahve s MM byly zaockovany 20
pl suspenze kultury Dr2 (3 ldhve) nebo 20 pl suspenze kultury JU4 (3 1dhve). Lahve s
MMNF byly zaockovany stejné jako MM. Zbylé 1ahve byly ponechany bez zaockovani jako
kontroly.

Z obou nezaockovanych lahvi bylo asepticky odebrano 10 ml, ptfi¢emz 9,2 ml bylo piefil-
trovano pres filtr 0,45 pm a uschovano v mrazaku pro pozdéjsi stanoveni DOC. Ze zbylych
0,8 ml bylo napipetovano 200 pl do 4 jamek mikrotitra¢ni desticky a prométeno na TECANu
pii A=600 nm.

Vsechny lahve byly nasledné kultivovany na tfepacce po dobu 21 dnii pii 25°C.
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V priibéhu pokusu bylo asepticky odebirano 10 ml z kazdé série (pouze ze 2 paralelnich
lahvi) pro stejné meéteni, které byly provedeny na zacatku pokusu s nezaockovanymi

lahvemi.

Odbéry probihaly 3., 5., 7., 14. a 21. den a pfi ukonceni pokusu byly opét odebrany i vzorky
z nezaockovanych lahvi. Taktéz byla na Petriho misky (s R2A agarem) sterilni hokejkou
rozetiena suspenze z piipraveného fedéni vzork® 102 a 10* z lahvi s MMNF a 10% a 10
vzorkl z lahvi s MM pro stanoveni CFU a kontrolu ¢istoty kultivace. Misky byly kultivo-
vany 6 dnt pii teploté 25°C.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Utilizace vybranych uhlovodiki

Prvni experimenty byly vénovany ovéfeni ristu kultur na vybranych uhlovodicich. Experi-
menty byly provadény ve sterilnich vialkach v 5 ml MM s MEM vitaminy. Vzorky byly
zaoCkovany 10 ul suspenzemi kultur a 1,5 pl daného uhlovodiku. Vzorky byly staticky kul-

tivovany pfi laboratorni teploté a hodnoceni probihalo vizualni kontrolou po 14 dnech.

S aromatickymi uhlovodiky (toluen, fenol) nebyl pozorovan rist u zadné z kultur po ¢trnac-
tidenni kultivaci. Stejné tak Zadna z kultur nebyla schopna utilizovat hexadekan. Souhrnné

vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6: Prehled utilizace vybranych alifatickych uhlovodikii jednotlivymi kulturami.

Ruiist
Kultura
pozitivni negativni neméieno
Achromobacter sp. Drl - C8, C10, C16 C6,C12,C14
Phenylobacterium sp. Dr2 C8, C10, C12 Co,Cl14, Cl16 -
Arthrobacter sp. JU3 - C8, C10, C16 Co,C12,C14
Phenylobacterium sp. JU4 C8, C10,C12 C6,C14, C16 -

Jak je z tabulky patrné, kultury Achromobacter a Arthrobacter nebyly schopny utilizace Zad-
ného z vybranych uhlovodiki. Rist na hexanu, dodekanu a tetradekanu u téchto kultur nebyl
ani testovan z predpokladu neschopnosti utilizace. Lu a kol. (2019) vSak ve své praci proka-
zali u kultury Achromobacter rist na aromatickych uhlovodicich, coz je zdanlivé v rozporu
s touto praci. Ve svém pokusu ale pouzili mikrobialni konsorcium, odliSnou dobou kultivace
(35 dnti x 14 dnt1), a pravdépodobné 1 jiny druh (plidni bakterie ze znecisténé oblasti v pro-
vincii Jiangsu v Cing), a tak mohly nastat tyto rozdilné vysledky. Prokazali rovnéz, ze do
degradace se Achromobacter zapojuje az po delsi dobé kultivace. Puntus a kol. (2019) ve
své praci pracovali s rodem Artrobacter a jejich vysledky se shoduji s touto praci. Rust na
dekanu a hexadekanu rovnéz nebyl prokazan, ale dolozili schopnost rodu dlouho ptezivat
pii kultivaci v tekutém médiu. Rist na toluenu také prokazan nebyl. Ederer a kol. (1997)
prokazali i degradaci fenolu rodem Artrobacter. Tyto rozdilné vysledky vypovidaji o velké

variabilité schopnosti rozkladu latek v i v rdmeci jednoho rodu.
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Kultury Phenylobacterium sp. D12 a Phenylobacterium sp. JU4 byly dle ocekéavani schopny
pro svuj riist vyuzivat oktan, hexan se vSak i pro n¢ ukdzal jako nevyuzitelny. Ve zvySujicim
poctu uhlikt byly oba druhy rodu Phenylobacterium schopny utilizovat dekan, ale hexade-
kan uz ani jedna; bylo tedy zfejmé, Ze bylo nutno jesté ovérit rist téchto kultur na dodekanu
a tetradekanu.

Pokusy s dodekanem a tetradekanem byly provadény pozd¢€ji a byla zvolena i1 densilame-
tricka kontrola. V ramci pokusu byla testovana také absorbance dodekanu v MM (s MEM)
bez inokula. Na zacatku pokusu byla namétena hodnota absorbance 0,1, po 7 dnech 0,2 a na

konci pokusu 0,0. Tyto hodnoty byly ve vysledcich métfeni (Tab.7) odecteny.

Ob¢ kultury byly staticky kultivovany za laboratorni teploty i bez uhlovodikového zdroje a
dale také na oktanu. Po 14ti denni kultivaci byla u kultury Phenylobacterium sp. JU4 namé-
fena absorbance na oktanu 1,6 a u kultury Phenylobacterium sp. Dr2 absorbance 2,4. U obou

kultur bez uhlovodikového zdroje byla absorbance 0,0.

Tab. 7: Méreni utilizace dodekanu a tetradekanu na Densilametru.

Absorbance
Kultura Den
Dodekan Tetradekan Oktan  Bez zdroje
1. 0,1 0,1 - 0,0
Phenylobacterium sp.
7. 0,4 0,1 - 0,0
JU4
14. 0,6 0,1 1,6 0,0
1. 0,0 0,1 - 0,0
Phenylobacterium sp.
7. 0,8 0,3 - 0,0
Dr2
14. 1,1 0,6 24 0,0

- Neméreno
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Obr. 14: rust rodu Phenylobacterium zaznamenavan na densilametru.

Jak je z tabulky i grafu patrné, byl pozorovan znatelny riist obou kultur na dodekanu, u kul-
tury Dr2 téméf o polovinu vyraznéjsi nez u JU4. U kultury Phenylobacterium sp. Dr2 doSlo
jiz béhem prvniho tydne k prudkému naristu zékalu, v pribéhu druhého tydne se jiZ rlst
zpomalil. U kultury Phenylobacterium sp. JU4 se rist zékalu po prvnim tydne kultivace také
zpomalil, celkové ale nedosahl takovych hodnot (a nértstu) jako kultura Dr2. I z hodnot
absorbance riistu na oktanu (1,6 JU4 a 2,4 Dr2) bylo mozno pozorovat, ze kultura JU4 je ve
svém rustu vzdy vyraznéji pomalejs$i nez kultura Dr2. Tyto vysledky svéd¢i o rozdilnych

rustovych schopnostech obou kultur.

Utilizace tetradekanu byla pozorovana pouze u kultury Dr2, pfi¢emz nartst zakalu byl po-
lovi¢ni oproti hodnotam s dodekanem. Pro ovéfeni riistu byl experiment pro jistotu zaveden

znova, tentokrat ve sklenénych zkumavkach pro vylouceni vlivu plastovych zkumavek.

Do MM s MEM vitaminy (5 ml) ve sklenénych vialkéch bylo ptidano 1,5 pl tetradekanu.
Tyto vialky byly zaockovéany 10 pl kultury Phenylobacterium sp. Dr2 nebo Phenylobacte-

rium sp. JU4. Byly zaloZeny 1 kontrolni vialky nezaockované a kontrolni s oktanem.

Vzorky byly staticky kultivovany 21 dnti pfi laboratorni teploté. Po celou dobu pokusu byly
vzorky pribézné sledovany a na konci experimentu byly vzorky prométeny na densilametru

po preliti do sterilnich zkumavek.
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Tab. 8: Utilizace tetradekanu a oktanu — kontrolni pokus

Absorbance
Kultura
Tetradekan  Oktan Bez zdroje
Phenylobacterium sp. JU4 | 0,0 1,3 0,0
Phenylobacterium sp. Dr2
0,0 1,1 0,0

U kontrolni vialky s oktanem a kulturou Phenylobacterium sp. Dr2 byla namétena absor-
bance 1,1 a u kultury Phenylobacterium sp. JU4 absorbance 1,3 po 20 dnech kultivace.
Vialky s tetradakanem byly vSechny negativni, zadny zékal nebyl pozorovan. Bylo tedy pro-
kazano, ze ob¢ kultury byly v poradku a byly ovéteny jejich ristové schopnosti. Utilizace

tetradekanu kulturami ale nebyla potvrzena.

8.2 Utilizace pyrrolidonu a jeho derivati

Do 7 sterilnich vialek s MM s MEM vitaminy (5 ml) bylo zao€kovano 10 pl suspenze Ar-
throbacter sp. JU3 a do dalSich 7 vialek 10 pl konsorcialni suspenze JU3+JU4. Dv¢€ vialky
byly ponechany jako kontrolni bez ptidavku dalSich latek.

Nasledné bylo do dvou vialek od kazdé kultury rozpipetovano 50 pl sterilniho roztoku PYR
(koncentrace 15 g/1), nebo 50 pl sterilniho roztoku NMP (konc. 15 g/1), nebo 7,5 pl sterilniho
roztoku NEP (konc. 100 g/1). Vzorky byly staticky kultivovany pfi laboratorni teploté a hod-

noceni probihalo vizudlni kontrolou po 14 dnech.
Kultury Achromobacter sp. Drl a Phenylobacterium sp. Dr2 byly testovany jiz v BP Sabiny
Krajcirikové, pticemz vSechny vysledky byly negativni. Kultury byly testovany individualné

1 v konsorciu.
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Tab. 9: Utilizace pyrrolidonu a jeho derivatu.

Kultura/Konsorcium

Substrat

Achromobacter sp. Dr1

Phenylobacterium sp. Dr2

Konsorcium Dr1 + Dr2

Arthrobacter sp. JU3

Konsorcium JU3 + JU4

+ Pozitivni nartst, tj. vyuziti substratu jako jediného zdroje uhliku a energie

- Negativni

- * Negativni rust prokazan v BP Kraj¢irikové

Dle ziskanych vysledkl je zfejmé, Ze ani kultury Arthrobacter sp. JU3 a Phenylobacterium

sp. JU4 neprokazaly rist na téchto latkach a zlstava tedy nezodpovézenou otazkou, jak do-

chézi k rozkladu pyrrolidonového jadra v NOP.

Sumarizace vsech utilizacnich pokust je pro ptehlednost shrnuta v tabulce 10.

Tab. 10: Shrnuti utilizace vybranych latek jednotlivymi kulturami.

Substrat
Kultura
Toluen Fenol PYR NMP NEP C6 C8 C10 C12 Cl14 C1é6
Dr1 - - - - -* - N N _
Dr2 - - - - +* 4 + - -
JU3 - - - - - - N N _
JU4 - - - - + + + - -

+ Pozitivni narast, tj. vyuziti substratu jako jediného zdroje uhliku a energie

- Negativni

+* Pozitivni nérast prokazan v DP Novotné

-* Negativni nartst prokazan v DP Novotné

N pokus neprovadén
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Ze zavéru utilizace jednotlivych latek ocividné vyplyva, ze kultura Achromobacter sp. Drl,
stejn€ jako Arthrobacter sp. JU3 se do rozkladu NOP zapojuji az po vzniku nezndmého me-
tabolitu, jelikoz zadnou z testovanych latek nebyly schopny pro svij rist vyuzit. I ve vysled-
cich prace Yambuuchi a kol. (1998), Chen a kol. (2019) nebo Lu a kol. (2019) bylo proka-
zano, ze se rod Achromobacter zapojuje do degradacnich procest az sekundarn€. Rod Ar-
throbacter poté 1épe degraduje v mikrobidlnim konsorciu nez individudlné, jak bylo proka-
zano praci Tixier a kol. (2002) a Deng a kol. (2014).

U kultury Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp. JU4 byla prokazana utilizace
oktanu, dekanu a dodekanu. I piesto, Ze se dle sekvenace Casti genu 16S rRNA, jednd o
stejny rod, byly znatelné pozorovany rozdily v rychlosti jejich ristu. Celkovée se kultura Dr2
oc¢ividné rychleji adaptuje na nové prostfedi 1 uhlikaty zdroj, a tim je jeji rust rychlejsi a

vyrazné€jsi nez rust kultury JU4.

8.3 Sekvencni biodegradace

I. kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Arthrobacter sp. JU3

Cilem testu bylo zjistit, zda po primarni biodegradaci NOP kulturou Dr2 bude biodegradace
pokracovat kulturou Arthrobacter sp. JU3. Po 14ti denni kultivaci Phenylobacterium sp. Dr2
v MM (s MEM vitaminy) s NOP (koncentrace 123 mg/l) byl vytvofen mirny zékal, tudiZ byl

potvrzen narust kultury.

Veskery objem média byl centrifugovan pii 5 000 g po dobu 10 minut pii 10°C a po doplnéni
novym médiem a vitaminy rozdélen do 6ti sterilnich falkonek po 15 ml. Falkonky byly za-
ockovany 15 pl kultury Achromobacter sp. Drl nebo Arthrobacter sp. JU3 a nasledné byly
umistény do bioreaktorit RTS-1. Zbyly pfefiltrovany supernatant byl uschovan v mrazéku

pro pozdgjsi stanoveni DOC.

Meéfieni optické denzity (dale jen OD) probihalo po dobu 10 dnti a poté byl experiment z dii-
vodu negativnich vysledkii ukoncen. Suspenze byly poté prefiltrovany ptes filtr 0,45 pm a
byly stanoveny hodnoty DOC (Shimadzu).

Disledkem vypadku elektrické energie byl pokus do 24 hodin od spusténi pierusen a na-

sledné obnoven o dva dny pozdé¢ji.
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Data méfeni OD vykazovaly minimalni narist od pocatku experimentu az do jeho konce a
nebyla tak potvrzena utilizace metabolitt, vzniklych pisobenim kultury Dr2. Minimalni na-
rust kultur Drl a JU3 ale mohl byt zpiisoben i rychlym rezimem, zvolenou vinovou délkou
(A=800nm), ¢i necitlivosti bioreaktorti k mirnému nartstu z divodu slabého matného zbar-
veni samotnych falkonek.

Stanoveni DOC bylo proto provedeno na vSech vzorcich z bioreaktori, a téz u vzorku po
primarnim rozkladu NOP kulturou Phenylobacterium sp. Dr2. Pravé u tohoto vzorku byla

stanovena vstupni hodnota DOC 49,26 mg/1.

Tab. 11: Stanoveni DOC — paralelni vzorky po 10 dnech kultivace

Arthrobacter sp. JU3 | Achromobacter sp. Drl

DOC 50,82 23,00
[mg/1] 51,51 22,12
51,06 21,51

Z naméfenych hodnot (tabulka 11) je ziejmé, Ze kultura Arthrobacter sp. JU3 nebyla
schopna utilizovat metabolity rozkladu NOP kulturou Phenylobacterium sp. Dr2 a byly tak
potvrzeny negativni vysledky z méfeni OD. Primérna hodnota DOC z téchto paralelnich
vzorkl (51,1 mg/l), vykazuje sice mirny nartist od vstupni hodnoty, ale spiSe poukazuje na

hladovéni a thyn samotné kultury (spojeny s uvolilovanim organickych latek).

Na druhou stranu ale u kultury Achromobacter sp. Drl je vidét signifikantni pokles hodnot
DOC viiéi hodnoté vstupni hodnoté 49,26 mg/1. Primérnéa hodnota (22,2 mg/1) je o vice nez
polovinu niz$i nez hodnota vstupni. Tyto hodnoty dokazuji utilizaci vzniklého metabolitu a
rust dané kultury. Zde vysledky méfeni OD neodpovidaji poklesu rozpusténého uhliku, a

tato skutecnost mohla byt zptisobena prave necitlivosti bioreaktorii k slabému rastu kultury.

Pro doplnéni vysledkt rastu kultur Drl a JU3 na metabolitech po primarni degradaci byl

zalozen dal$i experiment sekven¢ni biodegradace.
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I1. kulturami Phenylobacterium sp. Dr2/ Phenylobacterium sp. JU4 a Arthrobac-
ter sp. JU3/ Achromobacter sp. Dr1

Pokus byl z ditvodu vyhlaSeni nouzového stavu proveden v minimalizovaném rozsahu.

Cilem testu bylo zjistit, zda po primarni biodegradaci NOP kulturami Dr2 a JU4 bude bio-
degradace pokracovat kulturami JU3 a Dr1. Po 6ti denni kultivaci Phenylobacterium sp. Dr2
a Phenylobacterium sp. JU4 v MM (s MEM vitaminy) s NOP (koncentrace 115 mg/l) byly
vzorky ptefiltrovany a bylo odebrano 10 ml pro stanoveni DOC (hodnoty po primarni bio-
degradaci). Vzorky byly doplnény 3 ml nového MM (s MEM vitaminy) a zaockovany 30 ul
kultury Achromobacter sp. Drl nebo Arthrobacter sp. JU3.

Vzorky byly zaoCkovany nésledovné:

Piefiltrovany vzorek s utilizovanym NOP kulturou Dr2 + kultura Drl
Prefiltrovany vzorek s utilizovanym NOP kulturou Dr2 + kultura JU3
Prefiltrovany vzorek s utilizovanym NOP kulturou JU4 + kultura Drl
Piefiltrovany vzorek s utilizovanym NOP kulturou JU4 + kultura JU3.

Vzorky byly kultivovany po dobu dal$ich 11 dn@ p#i 25°C na tfepaéce. Ctvrty, sedmy a
jedenacty den od zacatku kultivace bylo odebrano a ptefiltrovano do sterilnich zkumavek 10
ml vzorkl pro pozdégjsi stanoveni DOC. Kultivovany byly také slepé vzorky bez inokulace
pro kontrolu, ze kterych bylo na za¢atku pokusu a pfi jeho ukonceni odebrano 11 ml pro
stanoveni DOC. Vychozi hodnoty slepého pokusu byly SP1 69,84 mg/l a SP2 70,77 mg/l,
pramérné tedy 70, 31 mg/1.

Tab. 12: Hodnoty DOC [mg/l] v prubéhu druhé faze pokusu

éas Vzorek
[den]

Dr2 JU4 Dr2+Drl Dr2+JU3 JU4+Drl  JU4+JU3 SP1  SP2
0 61,03 60,45 - - - - - -

4 - - 54,24 29,72 56,15 47,06 - -

7 - - 42,10 30,60 49,90 46,72 - -

11 - - 32,14 29,96 44,51 45,33 70,26 69,22
SP slepy pokus

U obou kultur (Dr2 1 JU4) byla po primarni degradaci NOP sniZena hodnota DOC z vychozi
hodnoty 70,31 mg/l o cca 10 mg/I.
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Obr. 15: Pokles DOC u jednotlivych vzorkii v case

Jak je z tabulky 1 grafu patrné, nejvétsi pokles byl zaznamenan u spojeni kultury Dr2 a JU3.
Kultura Arthrobacter sp. JU3 dokazala jiz po 4 dnech kultivace na nezndmém metabolitu
primarni biodegradace NOP kulturou Dr2 sniZit hodnotu DOC o vice neZ polovinu z vychozi
hodnoty 61,03 na 29,72 mg/l. Poté jiz rist kultury zfejmé stagnoval. Tyto vysledky jsou
v rozporu s predeslym pokusem a moznym vysvétlenim je ovlivnéni vysledkt kultivaci

v umélohmotnych falconkach v podminkéch bioreaktorii v prvnim pokusu.

U spojeni kultur Phenylobacterium sp. JU4 a Arthrobacter sp. JU3 doslo k poklesu DOC
z vychozi hodnoty 60,45 na 47,06 mg/l. I u tohoto vzorku jiz do konce experimentu byly
hodnoty téméf totoZzné pouze s malym poklesem na hodnotu 45,33 mg/l. Tento vysledek
prekvapivé ukazuje vyssi utilizaci metabolitu po biodegradaci kulturou Dr2 neZ metabolitu

vzniklém kulturou JU4.

Kulturou Achromobacter sp. Drl dochazelo v obou ptipadech k pozvolnému poklesu DOC
v pribehu celého experimentu. Ve spojeni s metabolitem kultury Dr2 doslo k vyraznému
poklesu z 61,03 na 32,14 mg/l béhem 11 dnt kultivace, coz byl t¢éméf totozny vysledek jako
u kultury JU3. Tento vysledek je velmi podobny vysledku z ptedchoziho experimentu.

Po kultivaci Dr1 na metabolitu kultury JU4 doSlo k poklesu z 60,45 na 44,51 mg/1, coz byl
op¢t podobny vysledek jako u kultury Arthrobacter sp. JU3. Dle namétenych vysledki Ize

uvazovat, Zze bud’ byl neznamy metabolit primérni biodegradace NOP kulturou Phenylobac-
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terium sp. Dr2 pro ob¢ kultury pfi sekundarni degradaci jednoduseji rozlozitelny nez meta-
bolit Phenylobacterium sp. JU4, nebo kultura vytvofila v pribéhu primarni biodegradace

v

piiznivéjsi prostiedi pro druhou fazi rozkladu (napft. tvorbou néjakého ristového faktoru).

Je tedy patrné, ze a¢ se u primarnich degradérii jedna o stejny rod (Phenylobacterium), do-
chézi u jednotlivych kultur v pribéhu primarni biodegradace NOP bud’ ke vzniku mirné od-
lisSnych neznamych metabolitl, nebo k vytvofeni vhodnéjsich podminek kulturou Dr2 pro

naslednou degradaci metabolitu navazujicimi kulturami.

Kultura Arthrobacter sp. JU3 celkové vykazala rychlejsi rist (snizeni DOC) v obou pfipa-
dech. Po 4 dnech kultivace zfejm¢ dosahla maximalniho nartstu a poté jiz stagnovala. Kul-
tura Achromobacter sp. Drl rostla pomaleji, ale pfi ukonceni experimentu dosahla témet

totoznych hodnot jako JU3.

8.4 Riist bez externiho zdroje dusiku

Pii zkoumani procesu rozkladu NOP, byly provedeny experimenty s cilem zjistit utilizaci
dusiku, obsazené¢ho v NOP, kulturami Phenylobacterium sp. Dr2 a Phenylobacterium sp.

JU4 v pribéhu primarni degradace.

I. Cast
Tato schopnost byla nejprve testovana zkoumanim riistu téchto bakterii na NOP v bezdusi-
katém mineralnim médiu (MMNF, viz tabulka 4), pti¢emz pro porovnani byl sledovan rtst
na NOP v kompletnim MM.
Ob¢ média byla zao¢kovana kulturou Phenylobacterium sp. JU4 nebo Phenylobacterium sp.
Dr2. Polovina vzorki byla obohacena o NOP (koncentrace NOP 122 mg/1) jako jediny zdrij
uhliku.

Pro kazdou kulturu byly pfipraveny 2 mikrotitracni desticky (MTD), do kterych bylo pipe-

tovano:

200 ul MM (bez substratu NOP)
200 ul MM (se substratem)

200 ul MMNF (bez substratu)

200 ul MMNF (se substratem).
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MTD byly staticky kultivovany po dobu 14 dnti pfi laboratorni teploté a pritbézné proméro-
vany pii A=600 nm na destickovém spektrofotometru TECAN (Sunrise Microplate Reader).

Vysledky jsou uvedeny jednak v tabulkach 13 a 14, a také jsou vyjadieny graficky na obraz-
cich 16 a 17 nize.

Vzorky byly oznaceny nasledovné¢:

MM dusikaté mineralni médium se substratem (NOP)
MMNF ] bezdusikaté minerdlni médium se substratem (NOP)
MM* dusikaté mineralni médium, bez substratu

MMNEF* bezdusikaté mineralni médium, bez substratu.

Tab. 13: Hodnoty absorbance kultury Phenylobacterium sp. Dr2 v ruznych mediich.

Médium
Den
MM MMNF MM* MMNF*
0 0,0425 0,0415 0,0350 0,0396
2 0,0456 0,0438 0,0361 0,0401
4 0,0621 0,0593 0,0384 0,0419
5 0,0645 0,0658 0,0381 0,0384
7 0,0830 0,0680 0,0385 0,0391
8 0,0893 0,0756 0,0417 0,0402
11 0,0990 0,0838 0,0445 0,0421
13 0,0858 0,07225 0,0472 0,0395
15 0,0930 0,07825 0,0415 0,0402
0,120
0,100
~ 0,080
S
=
< 0,060
3
§ 0,040
0,020
0,000
0 2 4 5 7 8 11 13 15
DEN

MM MMNF MM* MMNF*
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Obr. 16: Narust kultury Phenylobacterium sp. Dr2.

Tab. 14: Hodnoty absorbance kultury Phenylobacterium sp. JU4 v riznych médiich.

Médium
Den
MM MMNF MM* MMNF*
0 0,0394 0,0389 0,0339 0,0361
2 0,0420 0,0418 0,0366 0,0391
4 0,0431 0,0441 0,0396 0,0411
5 0,0436 0,0425 0,0348 0,0399
7 0,0450 0,0438 0,0363 0,0406
8 0,0459 0,0454 0,0384 0,0400
11 0,0458 0,0491 0,0404 0,0414
13 0,0465 0,0485 0,0385 0,0395
15 0,0495 0,0523 0,0395 0,0393
0,0550
0,0500 |
|.|_|: _//
G 0,0450 /
2 T
é 0,0400 /
2
0,0350
0,0300
0 2 4 5 7 8 11 13 15
DEN
—_—MM MMNF MM* MMNF*

Obr. 17: Narust kultury Phenylobacterium sp. JU4.

Nartst kultury Phenylobacterium sp. Dr2 probihal nejlépe v MM s piidavkem substratu.
Prokazateln¢ byl ale zaznamenan urcity nartst i v bezdusikatém médiu s pfidavkem sub-

stratu.
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Narust kultury Phenylobacterium sp. JU4 probihal celkové pomaleji nez rast kultury Phe-

[ 24

diu s ptidavkem substratu nez na dusikatém mineralnim médiu, a to v pozd¢&jsich fazich po-

kusu.

Celkov¢, vzhledem k nejasnému vyznéni vysledkl tohoto pokusu, bylo rozhodnuto o opa-
kovani testu riistu obou kultur na NOP v bezdusikatém médiu, v podminkach lahvového
testu, se sledovanim rastu bunék a vyhodnocenim utilizace NOP prosttednictvim sledovani

rozpusténého organického uhliku (DOC).
I.  Cast

V druhé ¢asti experimentu byl pro bezdusikaté mineralni médium pouzit bezdusikaty roztok

stopovych prvki (tab. 5) a byla snizena koncentrace mikrobidlni suspenze coby inokula.
Vzorky byly rozdéleny nasledovne:

Kultura Phenylobacterium sp. Dr2 v bezdusikatém mineralnim médiu (MMNF)

Kultura Phenylobacterium sp. Dr2 v mineralnim médiu (MM)

Kultura Phenylobacterium sp. JU4 v bezdusikatém minerdlnim médiu (MMNF)
Kultura Phenylobacterium sp. JU4 v mineralnim médiu (MM)

Média (55 ml) s 10 ml roztoku NOP (vychozi koncentrace 100-108 mg/1) byla zaokovana
20 pl suspenze kultury Dr2, nebo 20 pl suspenze kultury JU4.

Vzorky byly kultivovany 21 dni na tfepacce pti 25°C. Méfeni absorbance v MTD (po pre-
pipetovani vzorki z lahvi) pfi vinové délce 600 nm na desti¢kovém spektrofotometru Tecan
probihalo 3., 5., 7., 14. a 21. den od zalozeni pokusu viz grafické vyjadfeni v obrazcich 18 a

19 nize.
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Obr. 18 Priimérné hodnoty absorbance jednotlivych vzorkii

V grafu byly pouZity hodnoty méteni paralelnich vzorkt kazdého méteni. Vzhledem k od-
povidajicim hodnotdm (pouze s minimalnimi odchylkami) absorbanci paralelnich vzorkt
nebylo dale potieba zavadét zdvojena data. Vysledky méteni byly dale uvadény jako aritme-

ticky pramér téchto paralel.

Tab. 15: Priumerné hodnoty absorbance vzorkii v case

Cas [den]

Vzorek 3. 5. 7. 14, 21,
Dr2 (MMNF)| 0,042 0,041 0,041 0,039 0,039
Dr2 (MM) 0,044 0,076 0,074 0,075 0,072
JU3 (MMNF)| 0,042 0,043 0,041 0,039 0,037
JU3 (MM) 0,044 0,084 0,075 0,073 0,071
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Obr. 19: Zavislost absorbance jednotlivych vzorkii v case

Z grafu i tabulky lze pozorovat, ze v bezdusikatych médiich nebyl riist obou kultur viibec

zaznamenan. Naméfené hodnoty absorbanci vzorkl s bezdusikatym médiem byly téméf to-

tozné jako namétené hodnoty absorbance samotného bezdusikatého média 0,042 na zacatku

pokusu a 0,041 pti ukonceni. Nebyl tedy zaznamenan zakal zpiisoben naristem biomasy.

Ztetelny rust nastal pouze v médiich se zdrojem dusiku. Hodnoty absorbance samotného du-

sikatého média byly 0,043 na zacatku pokusu a 0,042 pti ukonceni, coz piedstavuje jen po-

lovinu absorbance zaznamenané na vzorcich kultur v tomto médiu.

Stanoveni DOC bylo provadéno z prefiltrovanych vzorkid (ptes filtr Ahlstrom s velikosti

port 0,42 um), které byly do stanoveni ulozeny v mrazaku.

Tab. 16: Zmeny hodnot DOC [mg/l] v case

Den
Vzorek
Vychozi 3. 5. 7. 14. 21.
Dr2 (MMNF) 73,28 70,79 72,07 62,26 59,15 68,16
Dr2 (MM) 69,99 71,34 53,51 54,59 53,19 58,87
JU3 (MMNF) 73,28 75,50 76,16 71,76 69,82 74,46
JU3 (MM) 69,99 74,59 56,64 58,49 54,98 61,92
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Obr. 20: Zmeny DOC [mg/l] u vzorkii v case

Na obr. 20 1ze pozorovat pribeh hodnot DOC, kde kiivky obou kultur mély v kompletnim
MM téméf totoZny pruabéh. MlizZeme vidét, ze lag faze trvala pouze tfi dny a poté doslo k lo-
garitmické fazi ristu a zfeymée intenzivni utilizaci NOP. Stacionarni faze poté trvala od pa-
tého do 14. dne a poté jiZ nastala faze odumirani. U kultury Dr2 mizeme také pozorovat
jakysi vyvoj kiivky, avSak jeji priibéh je celkové pomalejsi a riist nedosahuje takové inten-

zity.

Po 14ti dnech od zacatku experimentu, stejné tak i pfi ukonceni pokusu, bylo sterilné ode-
brano 10 ml 1 z MMNF a MM, které byly od zacatku bez zaoCkovani. Média byla taktéz

prefiltrovéana pfes filtr a uloZena do mrazaku.

Tab. 17: Hodnoty DOC nezaockovanych médii

14. den 21. den
MMNF 72,91 mg/l 70,44 mg/1
MM 71,12 mg/1 72,26 mg/1

Z namétenych hodnot Ize vidét, Ze u vzorki v mineralnim médiu se zdrojem dusiku, doslo
k vyraznému poklesu DOC jiz v 5 dnech od zacatku kultivace (tab. 16). Z 66,99 mg/l na
53,51 mg/l u kultury Dr2, a z 66,99 mg/l na 56,64 mg/1 u kultury JU3. To dokazuje ¢astecnou

utilizaci NOP kulturami. Kultura Phenylobacterium sp. Dr2 vykazuje mirné silnéjsi pokles
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DOC nez kultura Phenylobacterium sp. JU3. Tyto hodnoty odpovidaji vysledkiim méfeni

absorbance, kde je také v patém dnu pozorovatelny znatelny nértst. Kultura JU3 vSak pii

wewvr

Kultura Phenylobacterium sp. Dr2 byla schopna ¢aste¢né snizit hodnoty organického uhliku
1 v bezdusikatém mineralnim médium. Coz dokazoval i rozdil hodnot DOC u MMNF bez
zaoCkovani (72,91 mg/l) a MMNF s kulturou Dr2 (59,15 mg/1) po 14ti dnech. Tato skutec-
nost je moznym disledkem ¢astecného vyuziti uhliku z NOP (napft. k tvorbé bunécnych za-

sob, bez ristu kultury).

U kultury Phenylobacterium sp. JU4 byl pokles DOC v minerdlnim bezdusikatém médiu
pouze nepatrny (69,82 mg/l) oproti nezaockovanému MMNF (72,91 mg/l) po 14ti dnech.
Kultura tedy nejspi$ nebyla schopna ani ¢astecného vyuziti uhliku jako kultura Dr2. V mi-

neralni médiu JU4 prokézala kultura mirné slabsi snizeni DOC nez kultura Dr2.

Jak je z tabulky i grafu patrné, ob¢ kultury ve vSech vzorcich vykazaly mezi 14. a 21. dnem
pokusu mirny narast hodnot DOC, coz mohlo byt zpiisobeno jejich odumiranim a naslednym
rozkladem biomasy. Dale tedy byly zohlediiovany spiSe vysledné hodnoty po dvoutydenni

kultivaci.

Pro potvrzeni vysledkti byly rovnéz pti ukonceni pokusu naockovany Petriho misky fedé-
nymi suspenzemi z 14hvi s MM a MMNF. Vzorky s MMNF byly fedény 102 a 10 a vzorky
s MM 10 a 107 pro stanoveni CFU (Colony Forming Units).

Petriho misky byly kultivovany 6 dnti pti pokojové teploté. Dle kontroly nedoslo béhem této
doby k naristu jinych bakterii nez Dr2 a JU4. Byla tedy zadvérem prokazéana i Cistota vzorka

behem pokusu.

Vysledné poéty kolonii byly odeéteny z fedéni vzorkd Dr2 (MMNF): 10*; Dr2 (MM): 10°;
JU3 (MMNF): 104, JU (MM): 10°%. Pfepocet kolonii na pocet CFU na 1 ml je uveden v Tab.
18.

Tab. 18: Stanoveni CFU/ml finalnich suspenzi

Vzorek CFU/ml
Dr2 (MMNF) 1,2.10°
Dr2 (MM) 1,7.108
JU3 (MMNF) 0,9.10°
JU3 (MM) 0,5.10%
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Vysledné hodnoty CFU odpovidaly ostatnim vysledkiim provedenych testt. I zde kultura
Phenylobacterium sp. Dr2 vykazala vyssi nartst nez Phenylobacterium sp. JU3 v obou me-
diich. V mineralnim dusikatém médiu byl pocet narostenych kolonii o dva fady vyssi nez

v bezdusikatém mineralnim médiu.

Druhé ¢ast experimentu prokazala, ze 1 kdyz pti prvni ¢asti pokusu bylo v MMNF pouze
stopové mnozstvi dusiku (obsazeny v roztoku stopovych prvki), byl rist obou kultur vyraz-
néjsi nez pti uplné absenci dusiku v médiu.

Dle vysledki métfeni absorbanci, DOC a stanoveni CFU tedy nebyla potvrzena schopnost

kultur Dr2 a JU4 utilizovat dusik z molekuly NOP pro jejich rist a mnoZeni, a byla tak vy-
razné podpotena hypotéza, ze tyto kultury vyuzivaji jen oktylovou ¢ast molekuly NOP.

Navic i tento pokus potvrdil, Ze nejasné vysledky kultivace kultur v plastovych laboratornich
pomuckach (zkumavky, falconky), ziskané v n¢kterych predchazejicich testech, skutecné
nelze povazovat za spravné. Pokusy je tieba provadet vyhradné ve sklenénych lahvich, a za

pouziti vétsiho poctu metod vyhodnoceni procest, 1 kdyz jsou takové experimenty Casto

N4
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ZAVER

V ramci diplomové praci byly zkoumany vlastnosti vybranych kultur, schopnych biodegra-
dace N- oktyl-2-pyrrolidonu. Kultury byly izolovany v ptedeslych pracich na Univerzité To-
mase Bati, Ustavu ochrany Zivotniho prostiedi. Jedna se o kultury Achromobacter sp. Drl,

Phenylobacterium sp. Dr2 a v prubéhu této prace identifikované Arthrobacter sp. JU3 a Phe-
nylobacterium sp. JU4.

Nejprve byla testovdna utilizace vybranych uhlovodiki jednotlivymi kulturami i jejich kon-
sorcii. Vzhledem ke struktufe NOP a v navaznosti na nekteré vysledky z predeslych praci,
byly zvoleny toluen a fenol jako zastupci aromatickych uhlovodikt, alifatické uhlovodiky

C6 az C16, pyrrolidon a jeho derivaty.

U kultury Achromobacter sp. Drl, stejné jako u Arthrobacter sp. JU3, nebyla prokazana
utilizace zadného z testovanych uhlovodikt ani pyrrolidonu ¢i jeho derivatt. Tyto druhy jsou
dle vysledkt zavislé na neznamych metabolitech, vznikajicich z NOP primarni biodegra-

daci, které jsou pro sviij rlst schopny vyuzit jako zdroj uhliku.

U kultury Phenylobacterium sp. D12 a Phenylobacterium sp. JU4 byla prokazéana utilizace
oktanu, dekanu a dodekanu. Bylo tedy potvrzeno, ze praveé kultury rodu Phenylobacterium
zapocinaji rozklad NOP vyuZivanim oktylové ¢asti molekuly. Ostatni testované latky vSak
ani tyto kultury utilizovat nedokézaly. RovnéZ se béhem pokust prokazaly mirné odlisné
rustové vlastnosti obou téchto kultur. Phenylobacterium sp. Dr2 je ziejmé schopna se 1épe a
rychleji adaptovat na nové prostiedi i zdroj uhliku a byla tedy ve svém rustu rychlejsi a

vyrazn€j$i nez Phenylobacterium sp. JU4.

Nasledné byla v experimentech vénovana pozornost degradaci samotného NOP. Byla testo-

vana sekvencni biodegradace dané latky pies nezndmy metabolit.

Bylo prokazano, ze kultury, které se do biodegradace zapojuji sekundarné (Achromobacter
sp. Drl a Arthrobacter sp. JU3) dokazi rast na nezndmych metabolitech vzniklych plisobe-
nim obou kultur primérnich degradért (Phenylobacterium sp. D12 a Phenylobacterium sp.
JU4) a jsou mezi sebou voln¢ kompatibilni. Po primarni biodegradaci doslo u obou kultur
k poklesu hodnot DOC a po sekundarni biodegradaci se tyto hodnoty opét snizily. Byla tak
prokazana dtilezitost ptisobeni mikrobidlniho konsorcia. Dle vysledkii vede primarni biode-
gradace NOP obéma kulturami rodu Phenylobacterium k metabolitu (¢i metabolitim) vyu-

zitelnym obéma navazujicimi kmeny, pfi¢emz po primarni biodegradaci kulturou Dr2 bylo
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v obou ptipadech dosazeno vyraznéjsiho poklesu hodnot DOC nez po primarni biodegradaci
kulturou JU4. Lze tedy uvazovat, ze bud’ vytvaii obé kultury primarnich degradérti mirné
odlisné metabolity z NOP, nebo vytvari pon¢kud odlisné prostiedi, umoziujici rozdilnou

degradaci metabolitu navazujicimi kulturami.

Zavérem prace byla testovana i moznost utilizace dusiku obsazeného v molekule NOP. Pro
testy byly vybrany obé kultury rodu Phenylobacterium, diky schopnostem primarniho roz-
kladu dané¢ latky. Rust kultur byl testovan v bezdusikatém médiu s NOP jako jedinym zdro-

jem uhliku a dusiku.

V téchto experimentech nebyla u kultur prokdzana schopnost utilizace dusiku z molekuly
NOP. Kultura Phenylobacterium sp. Dr2 ale ziejm¢é dokézala vyuzit alespon ¢ast uhliku
z NOP v bezdusikatém médiu k tvorbé bunécénych zasob, nebot’ bylo zaznamendno mirné
sniZzeni hodnot DOC, bez riistu kultury. V mineralnim dusikatém médiu byly hodnoty absor-

bance (tedy i rustu) témét dvojnasobné a pokles hodnot DOC byl také vyraznéjsi.

V ramci prace se projevily rozdilné schopnosti a vlastnosti studovanych kultur. Nebyla pro-
kazana utilizace dusiku z molekuly NOP primdrnimi degradéry, stejn¢ jako neni doposud
znamo, jak dochdzi k degradaci pyrrolidonového kruhu, jelikoZ zadna z kultur (ani konsor-
cium) neni schopna jeho utilizace. Pro pochopeni celé biodegradace N-oktyl-2-pyrrolidonu

je zapotiebi dalSiho vyzkumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
CFU Colony Forming Units.

DOC Dissolved Organic Carbon.

MM Mineralni médium.

MMNF  Bezdusikaté mineralni médium.

MTD Mikrotitracni desticka.

NOP N-octyl-2-pyrrolidon.

oD Opticka denzita.

PAU Polyaromatické uhlovodiky.
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Pribézné méteni OD v MTD na spektrofotometru Tecan, rast bez dusiku II.



PRILOHA PI: VIZUALNI HODNOCENI UTILIZACE DEKANU
KULTUROU PHENYLOBACTEIUM SP. DR2.

3 ,,: .

PRILOHA P II: PRUBEZNE MERENI OD V MTD NA
SPEKTROFOTOMETRU TECAN, RUST BEZ DUSIKU II. CAST.
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