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ABSTRAKT

V bakalarské praci byla zkoumana biodegradace N-methyl-2-pyrrolidonu (NMP) v prame-
nitych vodach. Cilem prace bylo najit a identifikovat pfipadné bakterialni kultury, které
vyuzivaji NMP jako zdroj zivin. Zkoumani biodegradace NMP ve vzorcich probihala v
kultiva¢nich lahvich. Degradace se projevila vznikem zékalu a také zjistovanim prabézné
hodnoty rozpusténého organického uhliku pomoci automatického analyzatoru. I ptes nizky
pocet bakterii v danych vzorcich vod doslo k degradaci N-methyl-2-pyrrolidonu v prabéhu
99 - 142 dni kultivace.

Kli¢ova slova: pramenita voda, N-methyl-2-pyrrolidon, biodegradace, bakterie.

ABSTRACT

In my thesis | investigated the biodegradation of N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) in spring
waters. The aim was to find and identify bacterial cultures that use NMP as a source of
nutrients. The examination of NMP biodegradation in the samples took place in culture-
flasks. The degradation was confirmed by the turbidity formation as well as by measuring
of running values of dissolved organic carbon using an automatic analyzer. Despite the low
number of bacteria in the given water samples the degradation of N-methyl-2-pyrrolidon in
the course of 99 - 142 days of cultivation occured.

Keywords: spring water, N-methyl-2-pyrrolidone, biodegradation, bacteria.



Rada bych podékovala predev§im panu doc. RNDr. Janu Razic¢kovi, Ph.D. za jeho ochotu,
odbornou pomoc, trpélivost a cenné rady. Mé pode€kovani patii i pani Lence Machalkové
za jeji pomoc pii experimentalni praci a v neposledni fad€ vSem, ktefi me v prubéhu studia

podporovali.

,, Utrhl jsem kvétinu a ona zvadla,
chytil jsem motyla a on zemrel,

pochopil jsem, Ze prirody se mohu dotknout pouze srdcem.”

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalarské/diplomové prace a verze elektronicka nahrana
do IS/STAG jsou totozné.



OBSAH

LU Y0 ) D J OO ROPRRR 10
| TEORETICKA CAST .......ooooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeves s sses st 11
1 N-METHYL PYRROLIDON.......coiit ittt ittt 12
11 ZKOUMANI BAKTERI{ ROZKLADAJICI NMP VE VEDECKE LITERATURE.................. 13
1.1.1  Biodegradace NMP v odpadnich vodach ............cccceririiiiiiiciiniiis 13
1.2 PRAMENNE VODY ..eiiiitiiieeiitieeeeiiieeeesastteeeesstseseesasssessassssssessassseessassssseessnsssseesans 13
1.2.1  Vlastnosti pramennych vod..........ccocoiiiiiiiiiiiiiice 13

1.2.2  Zkoumani poctu bakterii v pramennych vodach pomoci riznych typa
ZIVIYC MEAIT 1. 14
2  VYSLEDKY PREDCHOZICH PRACI NA FT UTB.......cccoeoovverererereerenans 15

2.1  Dp K. KRIZEK - ISOLACE BAKTERI{ ROZKLADAJICIi NMP Z AKTIVOVANEHO

KALU «.ottee ettt ettt e et e e et e e ette e e e tte e e ebee e s aeeeabeeesabeeeaabeeesnbeeesnbeeesnbeeesabeeesabeeesateeearreeans 15
2.2 BCP J. FUSKOVA - ROZKLAD NMP V POVRCHOVE STOJATE VODE .........cccvveeeennee. 15
Il PRAKTICKA CAST .....ooooiieeeeeeeeetee e 16
3 MATERIALY A METODIKA...........cooviiiiieiieeesessesseesesiesesesssesssss s 17
3.1 SLOZEN{ POUZITYCH ROZTOKU A ZIVNYCH PUD ...cuuviieeiiiiieeesiireeeesireeeesssnnene e 17
170 I A 170 o} 0V BB (0 V4 70 a1 ) § PRSP 17
3.1.2  ZA4sobni roztoK MINETAIT .......coovvevvveiiiiie e 17
.13 TY A QAN i 18
314 RZA AQAN ..ttt e 18
3.1.5 MT agar s tryptonem, kvasni¢nym autolyzatem a sojovym peptonem........ 18
3.1.6. MiIneralni agar (IMA) ....ccveoiiieiieiieee e 18
3.2 MISTA ODBERU .....uutiiiiiiieeeeeiiiitiiereeeeeeessssatbbeeeeesesssssbsbssaeeeeeessssanstbsseeeeasssssasssssens 20
3.3 KULTIVACNI STANOVENI CELKOVYCH POCTU HETEROTROFNICH BAKTERI.......... 21
3.3.1  JAINT POKUS .veiiiiiiciicee e 21
3.3.2  PodzZImni POKUS .....ooviiiiiiiiiiiiiciic i 21
3.4 SLEDOVANI MIKROBIALNIHO ROZKLADU NMP ..o, 21
4.1 JAINT POKUS ..eeiiiiiiie et 21
3.4.2  PodZIMNT POKUS ....coviiiiiiiiiiieie sttt 22
3.5 ISOLACE BAKTERII, KTERE JSOU SCHOPNE DEGRADOVAT NMP ......ovvvviiiiiiiiiiinnnnns 22
3.5.1  Orientac¢ni identifikace ziskanych kultur ............cccccoviiiiiiiiiiee 22
4 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY ........coovioieieieeeeeeeeeeeeeeeeseeseeee e 24
4.1 POMUCKY ..ttt e ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e s st e e e s e abbe e e e e sabbeeeesaabaeeesasbeeeessbreeeenans 24
4.2 POUZITE PRISTROJE ....uutttiiiiiieeeiiiiiiireeeeeee e e s s seisbareeesesesssssstabssessseessssnnssrssesesesssnsnns 24
5 VYSLEDKY A DISKUSE .....oooiuiioiiieeeeeteeeeeeee et ee et es s en s e esesen e, 25
5.1 JARNI POKUS ...coiiiiiittiiiie e s eitite ettt e e e e e sttt e e e e e e e e s s e sabb bbb e e e e e e e e s saabtbreeeesaeesssannnrrees 25
5.2 PODZIMNI POKUS .....ciiittttieieee et s iiittrreee e e e e s s s sitabbreeeeeeesssssababsaeesseeesssnnssbaseeesesssnsnns 28
5.3 ZiSKANI BAKTERII, KTERE JSOU SCHOPNE DEGRADOVATNMP .....coovvvviiiiiiiiinn, 32
Y 27N ) 2 ST 33
SEZNAM POUZITE LITERATURY ......coovviiiiieeeieeiiesee et 34



SEZNAM OBRAZKU ... ee e e e e s e e e
SEZNAM TABULEK .....oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e et es st er s

SEZNAM PRILOH



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Voda, tipytiva, ¢ista priahledna kapalina, jedna z nejcennéjSich véci na planeté. K Zivotu ji
blahodarné ucinky. V dnesni dobé se do vod dostavaji chemické latky, které mizou zptiso-
bit zdravotni problémy a zneciSténi zivotniho prostfedi. Obranou vod proti cizim latkam je
schopnost pomoci bakterii, které se ukryvaji ve vode¢, tyto latky degradovat. Mikrobidlni

degradace je jednou z nejlepsich ptirodnich cest, jak zneSkodnit cizorod¢ latky.

V (istirnach odpadnich vod se mikrobidlni degradace pouziva pro ¢isténi odpadnich vod z
domacnosti ¢i prumyslu. Tyto vody maji jiné slozeni nez vody povrchové, pramenné c¢i
podzemni, predevS§im vSak obsahuji obrovské mnozstvi mikroorganismii. Do ptirodnich
vod, ve kterych se mikroorganismy vyskytuji v poétech mnohonasobné mensich, se che-
mické latky mohou dostat napt. ze zeméd€lstvi ¢i jinych aktivit lidského ptivodu. Proto
jsme se rozhodli prozkoumat biodegradaci N-methyl-2-pyrrolidonu v pramennych vodach.

Vzorky vod byly odebrany z oblasti pfirodniho parku Vizovické vrchy v obci Jasenna.
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1 N-METHYL PYRROLIDON

N-methyl pyrrolidon (CsHgNO, NMP) je nékdy znam pod dal$im nazvem jako 1-Methyl-2-
pyrrolidon, anglicky 1-Methyl-2-pyrrolidone. Jeho struktura je uvedena na obrazku 1. [1].

N O

|
CHs

Obr. 1. Struktura NMP
NMP je bezbarvé az slabé nazloutld kapalina zapachajici po ¢pavku. Pfi intenzivnim zahti-
vani vytvari se vzduchem vybusné smési. V ptipad¢ pozaru muze dojit k vytvareni nebez-
pecnych hotlavych plynti nebo vypart. Mohou se uvolnovat oxidy dusiku a oxidy uhliku
[1].
NMP je stabilni za béznych podminek. Prudce reaguje se silnymi oxida¢nimi ¢inidly, napf.
s peroxidem vodiku. Je potfebné jej skladovat v Cistych ocelovych nebo slitinovych bub-
nech pii teploté max. 25 °C [2].
Jeho zakladni fyzikalné - chemické vlastnosti jsou uvedeny Vv tabulce 1.

Tab. 1. Fyz.-chem. vlastnosti NMP [3].

Molarni hmotnost 99,13 g/mol
Hodnota pH 8,5-10 (100 g/1, pti 20°C)
Bod varu 202 °C

Bod tani -24 °C
Relativni hustota 20 °C 1,03 glcm3

Toxikologické vlastnosti

Pti styku s NMP miiZe dojit k podrazdéni kize, o¢i. NMP miZe zpusobit podrazdéni dy-
chacich cest a poskodit plod v téle matky. Pii vyzkumu toxikologickych vlastnosti NMP



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

byl proveden i Amesuv test, ktery dopadl negativné, coz znamend, ze NMP nema zadné
mutagenni u¢inky [1].

Pouziti

Diky nizké toxicit¢ a dobré rozpustnosti se NMP pouziva pro natéry v zeméd¢lstvi i1 jako
rozpoustédlo. Jako pomocné rozpoustédlo muize zlepsit lesk podlahovych lestidel. Pro svou

nizkou tékavost se pouziva v automobilovém primyslu [2]. NMP se pouziva ve farmacii

jako pomocna latka usnadnujici rychlejsi pfenos aktivnich latek ptes kizi (penetraci) [4].
1.1 Zkoumani bakterii rozkladajici NMP ve védecké literatuie

1.11 Biodegradace NMP v odpadnich vodach

Chow a Ng (Singapur) zkoumali biodegradaci NMP v odpadnich vodach. Provedli tzv.
Die-away test, kde byly jako inokulum pouzity mikroorganismy ze suseného kalu z mistni
komunalni ¢istirny odpadnich vod. Pocate¢ni koncentrace NMP v degradacni suspensi byla
100 ppm. Vysledky ukézaly, ze je NMP snadno biologicky odbouratelny, protoze béhem
dvou tydnii inkubace bylo dosazeno 95% biodegradace. Sou€asné vSak autofi zjistili, Ze

produktem degradace NMP je urcita karbonylova sloucenina [5].
1.2 Pramenné vody

1.2.1 Vlastnosti pramennych vod

Pramenisté vznikaji zpravidla na plochéch, kde vyvéra podzemni voda, uprostied luk, lest

1 v alpinském bezlesi.

Koncentrace rozpusténych minerald v pramennych vodach je zna¢né proménliva, v zavis-
losti na geologickém podloZi; mlze byt i extrémné nizka, ale na rozdil od ostatnich typt
vod neklesd pH k extrémné kyselym hodnotam diky neustdlému proudéni. Teplota vody na

vydatnych pramenistich jen malo kolisa béhem roku [6].

Podzemni voda ma vyznamnou roli pii vytvaieni charakteru ekosystémi a v jejich funk-
cich [7] a obecné predstavuje skryty a nedostate¢né prostudovany aspekt ekosystému jak
suchozemskych, tak vodnich. Podzemni vody se vyznacuji vysokou bakterialni rozmani-

tosti i diversitou bezobratlych zivocichd, ktera je zatim prozkoumana jen ¢asteéné [8].

Podzemni voda podporuje celou fadu funkci prilehlych nadzemnich ekosystémd, a to do té

miry, ze nékteré ekosystémy jsou na podzemni vod¢ zcela zavislé [9].
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Bakterie v pifirodnich mineralnich vodach, které jsou ziskané¢ z podzemnich zdrojt, maji
obecné velky vyznam, protoze tato voda je po celém svété ¢asto pouzivana jako voda pit-
na. Pfirodni pramenné vody nejsou nikdy bez bakterii a moznost jejich kultivacniho stano-

veni byla provétovana v nékolika pracich.

1.2.2 Zkoumani po¢tu bakterii v pramennych vodach pomoci riznych typi Zivnych

medii

Ve Francii byla Marym a kol. provedena studie o mikrobiologickych vlastnostech fran-
couzské mineralni vody. Obecné autofi uvadéji, Zze v komer¢nich piirodnich mineralnich
vodach se nachazeji dvé skupiny bakterii. Jednak tzv. autochtonni bakterie, coz jsou pu-
vodni bakterie pfirozen¢ pritomné v dané vodé, a jednak bakterie alochtonni, které jsou do
vyrobku zavedeny plnicim systémem. U autochtonnich bakterii bylo zjisté€no, Ze jsou dobie
ptizplisobeny oligotrofnim podminkdm podzemnich vod a Ze vétSina z téchto bakterii patii
mezi gram-negativni. VétSina ziskanych kultur byla pfifazena k rodu Pseudomonas, ostatni
byly identifikovany jako Comamonas, Brevundimonas, Sphingomonas, Flavobacterium,
Alcaligenes a Flexibacter. Pro ziskani bakterii ze vzorkti pramennych vod autofi pouzili
nékolik typl agarovych zivnych médii, a to R2A agar, Plate count agar (PCA), zfedény
PCA agar, Mueller Hinton agar a King B agar. Pfi téchto kultivacich zjistili, Ze na R2A
agaru vyrasta nejvetsi pocet bakterialnich kolonii, a to o pul az dva fady vice nez na ostat-

nich Zivnych agarech [10].

Ruckmani a Chakrabarti zkoumali podobné diversitu kultivovanych bakterii pomoci tii
riznych typt medii o rlizném zastoupeni Zivin. PouZili trypticky sojovy bujon (TSBA),
ktery je bohaty na ziviny, dale stfedné bohaty Plate count agar (PCA) a 100x ziedény
TSBA agar s nizkou koncentraci Zivin, tzv. TD agar. Misky byly kultivovany pti 37°C po
dobu 96 hodin. Pocty kolonii (CFU/ml) byly nasledujici:

TD agar 4,98 x 10°mlI™, PCA 1,82 x 10° mI™* a TSBA 7,8 x 10° ml™, takze vysledky uké-

zaly, ze nutriéné nejchudsi TD agar poskytl nejvyssi pocet bakterialnich kolonii [11].
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2 VYSLEDKY PREDCHAZEJICICH PRACI NA FT UTB

2.1 DP K. KFizek — isolace bakterii rozkladajici NMP z aktivovaného

kalu

V diplomové praci byla zkoumana schopnost ¢istych bakterialnich kultur, ziskanych ze
vzorki aktivovanych kall, rozkladat N-metyl pyrrolidon a 1-octyl 2-pyrrolidon v tekutych
médiich. Cilem bylo najit a ptipadné identifikovat bakteridlni kultury, které byly schopny
vyuzit NMP jako zdroj uhliku a dusiku a tim jej eliminovat z prostiedi. Celkové bylo izo-
lovano 6 kultur schopnych rozkladat NMP. Pracovalo se s kulturami MP1, MP2 a FEN2B,
které byly jiz diive ziskany na UIOZP, a se tiemi kulturami izolovanymi z aktivovaného
kalu COV Malenovice, ozna¢enymi MP10, MP11 a MP13. Zatimco kultura MP2 byla
grampozitivni a byla identifikovana jako zastupce rodu Rhodococcus, ostatni pattily ke

gramnegativnim rodim Paracoccus, Acinetobacter a Pseudomonas [12].

2.2 BcP J. Fuskova — rozklad NMP v povrchové stojaté vodé

Bakalafska prace se zabyvala zejména zkoumanim rozkladu NMP v povrchové stojaté vo-
dé. Celkem byla provedena dvé sledovani rozkladu NMP: na jate 2012 prvni "orientacni"

pokus a na podzim 2012 druhy.

U orienta¢niho pokusu nastal rozklad po 15 dnech, a to pouze v jedné ze dvou pokusnych
lahvi. Po dalsi kultivaci byl rozklad NMP potvrzen i ve druhé 1dhvi. V druhém pokusu bé-
hem 80 dni experimentu nenastal rozklad NMP v jedné l1dhvi ze Ctyf, zatimco v ostatnich

lahvich byl NMP prakticky kompletné rozloZen.

Po provedeni biodegradace NMP byly ze suspensi ziskany dvé Cisté bakterialni kultury se
schopnosti NMP rozkladat. Kultury byly oznaceny jako JF1 a S (3eda) a §lo o grampozi-
tivni (JF1) a gramnegativni bakterii (S) [13].

Na zakladé téchto vysledktli jsme se rozhodli prozkoumat rozklad NMP ve vodach pramen-

nych, kde se da oc¢ekavat velmi nizky obsah aerobnich heterotrofnich mikroorganismti.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A METODIKA
3.1 SloZeni pouzitych roztokii a Zivnych pid

3.1.1 Zasobni roztok soli

Kazda sloucenina byla navazena podle tabulky 2 a dale jednotlivé rozpusténa ve 100 ml

destilované vody.

Tab. 2. Z4sobni roztok soli - sloZeni

MgSO, . 7 H,0O 10¢9
Fe(NH4)2(SO4); . 6 H;0 034
CaCl,.2H,0 01g
NaCl 509
NH.CI 30(

3.1.2 Zasobni roztok minerala

Roztok se pfipravil do uzaviratelné lahve, kde se nejdiive davkovaly roztoky fosfore¢nant

podle tabulky 3 do cca 70 ml destilované vody.

Tab. 3. Z4sobni roztok minerala - sloZzeni

Roztok KH,PO,

’ 2,0 ml
koncentrace 9,07 g/l
Roztok Na;HPO, . 12 H,0, 80 ml
koncentrace 23,90 g/l '
Zasobni roztoky soli 1,0 ml kazdy
Roztok stopovych prvki 0,1 ml

Pak byly po jednom postupné pfidavany roztoky dalSich soli. Pti pfidani 1 ml soli se lahev
vZdy promichala. Po pfidani vSech soli se lahev doplnila do 100 ml destilovanou vodou.

Konec¢ny roztok byl sterilizovan v autoklavu pii 121°C 25 minut.
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3.1.3 TYAagar ( Trypton Yeast Extract Agar, HIMEDIA)

Zivna ptida byla pfipravena navazenim 4,2 g TYA agaru, ktery byl smichan s 200 ml desti-
lované vody. Po rozpusténi byla ldhev sterilizovana v autoklavu pii 125 °C. Po ukonceni
sterilizace jsme nechali agar ochladit na cca 50 °C, promichali a rozlili do pfipravenych
sterilnich Petriho misek. Tloustka agaru méla 3 - 4 mm.

3.1.4 R2Aagar (HIMEDIA)

Ve 200 ml destilované vody byla rozpusténa navazka 3,6 g R2A agaru. Prob¢hla sterilizace
v autoklavu, ochlazeni a rozliti do Petriho misek.

3.1.5 MT agar s tryptonem, kvasniénym autolyzatem a sojovym peptonem

U tohoto agaru byly navazeny slozky dle tabulky 4.

Tab. 4. MT agar - slozeni

Zaklad pro mineralni agar 109
Agar Cisty 2849
Roztok stopovych prvki 0,1 ml
Trypton 0,08 g
Kvasni¢ny extrakt 0,06 g
Sojovy pepton 0,06 g

Vsechny slozky byly rozpustény v 200 ml destilované vode. Uprava probehla stejné jako u
predchozich agart.

3.1.6 Mineralni agar (MA)

Slozeni agaru bylo podle tabulky 5.

Tab. 5. Slozeni MA

K,HPO, 0,1g
NH.CI 0,11g
MgSO,. 7 H,O 0,02 ¢
FeSO,. 7 H,O 0,001 g(stopy)
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CaCl, 0,001 g (stopy)
Roztok stopovych prvka 0,1 ml
Agar 1,79
Voda destilovana 100,0 ml

Navazka 1,9 g byla suspendovana ve 100 ml destilované vody a po nabobtnani sterilizova-

na v autoklavu pii 121°C po dobu 25 minut.
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3.2 Mista odbéru

Ptirodni park Vizovické vrchy je téméf souvisle zalesnéna hornatina, jejiz rozloha ¢ini
13 292 ha. Jsou charakteristické osidlenim a hospodafenim na svazich a v udolich. Oblast

je vyznamna krajinatsky, ekologicky a rekreacné [14].

Vzorky byly odebrany ze dvou mist pobliz obce Jasennd. Vzorek J byl pojmenovéan podle
mista odbéru "Junacky tabor". Pramenita voda v této oblasti vytéka ze smiSené¢ho lesa s
prevazné rostoucimi buky, duby a smrky. V obdobi letnich prazdnin se pramen vyuziva

jako pitna voda. Bud’ v syrovém stavu nebo se voda prevari.

Dal$im mistem odbéru vzorku vody byl pramen vyvérajici v udoli mezi pastvinami a le-
sem. Mistni obyvatelé doli nazyvaji "Ruzanovska". Dvakrat do roka byva pastvina spasa-

na chovnym skotem.
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3.3 Kultivacni stanoveni celkovych poctii heterotrofnich bakterii

3.3.1 Jarni pokus

Od kazdého vzorku jarniho pokusu bylo pfipraveno 6 Petriho misek. VSechny misky byly
zality sterilnim vlaznym TYA agarem a po promichani se nechaly ztuhnout. Na 4 misky
byl napipetovan 0,1 ml vzorku, na dalsi 2 misky 1 ml vzorku. Z kazdého fedéni byly 3
misky kultivovany psychrofilné (pti 23 °C) a 3 misky mezofiln¢ (pti 37 °C).

3.3.2 Podzimni pokus

U podzimniho pokusu jsme pouzili fedéni 102 a 103, Vzorky vody byly asepticky napipe-
tovany na povrch zivnych mediich TYA, R2A a MT agar. Od kazdé zivné pudy byly napi-
petovany 4 Petriho misky. Kultivace probihala jen psychrofilng (23 °C).

3.4 Sledovani mikrobialniho rozkladu NMP

Pti pfidani NMP do lahvi se NMP stal jedinym zdrojem organického uhliku ve sledované

vodé.

3.4.1 Jarni pokus

Pokus zacal odméfenim 50 ml vzorku vody do tii sterilnich lahvi. Do vSech lahvich bylo
ptidano 0,5 ml sterilniho zadsobniho roztoku minerélnich soli a do dvou lahvi bylo ptidano
150 pl 10 %-tniho sterilniho zasobniho roztoku NMP. Vznikla tedy koncentrace 300 mg/1.
Vsechny lahve byly dokonale promichany, nechaly se kultivovat pfi 25 °C na tfepacce a

byl sledovan vznik ptipadného zakalu.

Kromé& uvedenych tfi lahvi bylo do kadinky nadavkovano 50 ml vzorku vody, byl pfidan
sterilni zdsobni roztok mineréalnich soli o objemu 0,5 ml a 150 pl sterilniho 10 %-tniho
zasobni roztok NMP. Po promichéni byl trojmo odebran vzorek, ktery byl ziedény v pomé-
ru 1 : 2 destilovanou vodou, tj. 2 ml vzorku : 4 ml destilované vody, pro zjisténi vstupni

hodnoty organického rozpusténého uhliku (DOC) v pokusu.

V urcitych ¢asovych intervalech byly z lahvi s NMP odebrany asepticky sterilni $pi¢kou
2 ml vzorku do kadinky, které byly nafedény 6 ml destilovanou vodou. Po fddném promi-
chéni se nerozpusténé Castice prefiltrovaly pies membranovy filtr MILLIPORE MCE

s velikosti port 0,22 um, do vzorkovnice pro stanoveni DOC pfistrojem Shimadzu.
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3.4.2 Podzimni pokus

Pokus byl zahdjen odmétenim 60 ml vzorku vody do 4 sterilnich lahvi sterilnim véaleCkem.
Do vsech lahvi bylo ptfidano 0,6 ml sterilniho zdsobniho roztoku mineralnich soli a do tii
lahvi bylo pfidano po 180 pul 10 %-tniho sterilniho zasobniho roztoku NMP. Vznikla tedy
koncentrace 300 mg/l. Po dokonalém promichéani se nechaly ldhve kultivovat pii 25 °C na

ttepacce a byl sledovan ptipadny zékal nebo vznik vlocek.

Pro zjisténi pfirozeného mnoZzstvi rozpusténého organického uhliku byla hodnota DOC

stanovena také u obou vzorkii bez piidavku NMP.

Dalsi odbéry vzorkti byly provadény po 1 tydnu, kdy z kazdé lahve s NMP byly odebrany
2 ml vzorku do kadinky, zfedény 6 ml destilovanou vodou. Po fddném promichani se ne-
rozpusténé Castice prefiltrovaly pies membranovy filtr MILLIPORE MCE,do vzorkovnice

pro stanoveni DOC pfistrojem Shimadzu.

3.5 Isolace bakterii, které jsou schopné degradovat NMP

Byly ptipraveny zivné pudy z ¢istého mineralniho agaru (MA) a také mineralni agar +
NMP (500 mg NMP / I) v petriho miskach, automatickou pipetou se sterilni $pi¢kou byl
davkovan vzorek vody s probéhlou biodegradaci o objemu 5 ul. Pomoci sklenéné sterilni
zahnuté tyCinky byl vzorek rozetfen po ploSe agaru v Petriho misce. Misky jsme nechali
kultivovat 14 dni pfi 25 °C. Narostlé kolonie se dale ptfeockovaly pomoci kiizového rozté-
ru na misky jak s mineralnim agarem + NMP, tak na univerzalni TY A agar a pro srovnani i
na ¢isty mineralni agar. Po ziskani Cistych kultur byly tyto kultury zakonzervovany v gly-

cerolu pfi -80 °C.

3.5.1 Orientacni identifikace ziskanych kultur
Gramovo barveni

Na podlozni sklicko byla asepticky pienesena suspenze bakterialni kultury. Suspenzi jsme
rozetieli klickou a nechali uschnout na vzduchu nebo vysoko na plamenem. Dale bylo
sklicko trikrat protazeno nesvitivym plamenem kahanu a nechalo vychladnout. Fixovany a
zchladly roztér na podloznim sklicku byl prevrstven roztokem krystalové violeti a nechal
se pusobit 60 vtetfin. Poté byla barva bez oplachnuti slita a pfevrstvena preparatem Lugolo-
vym roztokem, ktery plsobil 60 vtefin. Poté byl roztok opatrné¢ oplachnut destilovanou

vodou a pomoci ethanolu byl odbarvovan v Sikmé poloze tak dlouho, dokud odtékalo bar-
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vivo (20 - 25 vtetin). Nadale byl preparat dokonale oplachnut destilovanou vodou a dobar-
ven ziedénym karbolfuchsinem po dobu 60 vtefin. Nakonec byl preparat dikladné oplach-
nut destilovanou vodou a nechal se vyschnout. Pozorovani bylo provadéno pomoci imers-
niho objektivu pii 1000x zvétSeni. Pomoci Gramova barveni mizeme bakterie rozd¢€lit na
dvé skupiny: grampozitivni (G+), barvici se modie, a gramnegativni (G-), barvici se erve-

W

nc.
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4 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Pomicky

K praktické ¢asti byly pouzity bézné laboratorni pomicky mikrobiologické laboratofe.

4.2 Pouzité pristroje

Analyzator TOC 5000A - Shimadzu, Japonsko
Autoklav LaM-MCS - SANOclav, Némecko
Laboratorni rotacni tiepacka

Pocitacka kolonii

Laminarni box TELSTAR BIO-1I-A (Spanélsko)
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Jarni pokus

Jarni pokus nadm slouzil jako orientacni pokus ke zjisténi, zda ve vzorcich zkoumané vody
se NMP rozklada, a tedy, zda v ni existuji bakterie, které tuto latku jsou schopny vyuzivat
jako substrat. Pomoci obsahu rozpusténého organického uhliku se dalo poznat, zda se

NMP v pribehu kultivace vody spotifebovava.

Na zacatku pokusu byly nejdiive stanoveny celkové pocty heterotrofnich psychrofilnich a
mesofilnich bakterii, jako ukazatel mikrobialniho oZiveni zkoumané vody. Vysledky kulti-

vacnich stanoveni jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6. Pocet heterotrofnich bakterii ve vzorcich - jarni pokus

Vzorek pramenné vody
J R
Skupina bakterii
tpina baitertl CFU/mi CFU/ml
Mesofilni bakterie 5 260
Psychrofilni bakterie 78 870

Lze si v§imnout, Ze pocet psychrofilnich nebo-li chladnomilnych bakterii je podstatné vys-

81 jak pocet mesofilnich. U vzorku R je pocet bakterii 10ti nasobné vétsi nez u vzorku J.

Sledovani rozkladu NMP bylo provedeno v 6 kultivac¢nich lahvich. Tti lahve vzorku R a tii
lahve vzorku J. V kazdé skupiné vzorkd byla jedna lahev bez ptidani NMP (vzorky J1 a
R1, kontroly ptirozeného mnozstvi DOC), do zbylych lahvi (J2, J3, R2, R3) byl pfidan
NMP v koncentraci 300 mg/l. VSechny ldhve byly kultivovany pii 25 °C na tfepacce a bé-
hem kultivace byl sledovan vznik zdkalu. V urcitych €asovych intervalech byly z lahvi,
které obsahovaly NMP, odebirany vzorky pro zjisténi hodnoty DOC. Vysledky jsou uve-

deny v tabulce 7.
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Tab. 7. Koncentrace DOC ve vzorcich vody béhem kultivace - jarni pokus

DOC ve vzorcich [mg/1]
Pocet dni
J2 J3 R2 R3
0 178,07 178,07 181,20 181,20
7 201,78 203,49 207,93 194,16
14 207,72 201,36 213,48 190,65
28 220,23 204,69 187,35 207,36
39 - - 63,48 223,20
46 232,29 233,94 45,33 210,54
140 23,42 44,31 45,14 20,835

Z uvedenych hodnot v tabulce 7 je ziejmé, Ze béhem 140 dni dochazi k biodegradaci NMP

u vSech lahvi. Pro leps$i pfedstavu byla data zpracovana do grafii na obrazku 2 a obrazku 3.

250

200 -

150 -

DOC (mg/l)

50 -

90 100 110 120 130 140

Pocet dni

Obr. 2. Graf biodegradace NMP jarni pokus- vzorky J v lahvi ¢. 2 a €. 3.

Degradace NMP v lahvich €. 2 a €. 3 probihala podobné. Po 46. dni kultivace doslo k
viditelnému poklesu DOC a tedy k degradaci NMP v obou lahvich.
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Obr. 3. Graf biodegradace NMP jarni pokus - vzorky R v lahvi ¢. 2 a €. 3.

V lahvi R2 zacala probihat degradace jiz po 20ti dnech kultivace, pravdépodobné diky vét-
Simu poctu bakterii, nez bylo u vzorkli J. V lahvi R3 vSak zacala degradace ponckud poz-

d&ji, az po 40. dni kultivace.

Vysledky uvodniho pokusu celkové ukazaly, ze 1 v pramennych vodach se vyskytuji bakte-

rie schopné rozkladu N-methyl pyrrolidonu.
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5.2 Podzimni pokus

V podzimnim pokusu byly ptipraveny od kazdého vzorku 4 pokusné lahve. Stejné jako u
jarniho pokusu byly nejdiive stanoveny celkové pocty heterotrofnich psychrofilnich bakte-
kultivovéany na tech odlisSnych zivnych agarech, pro posouzeni vhodnosti téchto agarti pro

rust bakterii pramennych vod. Vysledky kultiva¢niho stanoveni jsou uvedeny v tabulce 8.

Tab. 8. Pocet heterotrofnich psychrofilnich bakterii ve

vzorcich - podzimni pokus

Vzorek pramenné vody
Psychrofilni bakterie ) R

CFU/ml CFU/mlI
TYA 1,6.10° 1,0.10°
R2A 8,3.10° 3,5.10°
MT 2,8.10° 1,6.10°

Pro kultivaci byly pouzity TYA, R2A a MT zivné agary. Z poctu bakterii se ukazalo, ze
R2A je nejvhodnéjsi zivna pida pro psychrofilni bakterie pramennych vod. VéEtsi pocet
bakterii v podzimnim pokusu byl u vzorku J. Celkovée byly poéty bakterii vétsi nez u jarni-

ho pokusu.

Sledovani rozkladu NMP bylo provedeno ve tfech z pfipravenych lahvich. V kazdé skupi-
né vzorkil byla navic jedna lahev bez ptidani NMP, do zbylych tfi lahvi byl pfidan NMP v
koncentraci 300 mg/l. VSechny lahve byly kultivovany pfti 25 °C na tfepacce a béhem kul-
tivace byl sledovan vznik zakalu. V urcitych ¢asovych intervalech byly z lahvi, které obsa-
hovaly NMP, odebirany vzorky pro zjisténi hodnoty DOC. Vysledky jsou uvedeny v tabul-
ce 9al10.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

29

Tab. 9. Koncentrace DOC ve vzorcich vody J

béhem kultivace - podzimni pokus

DOC ve vzorcich [mg/l]

Pocet dni
J2 J3 J4

0 181,98 181,98 181,98

7 254,00 246,96 246,00
14 274,00 252,00 268,00
24 241,08 226,16 217,44
29 232,24 226,32 220,28
42 234,56 221,28 216,24
49 221,76 224,64 209,68
63 234,52 220,76 183,04
70 226,36 219,24 162,96
84 152,40 226,52 67,68
99 24,11 192,84 22,82
107 33,41 189,08 31,65
115 31,91 127,92 32,78
135 - 33,22 -
142 - 26,61 -
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Tab. 10. Koncentrace DOC ve vzorcich vody R

béhem kultivace - podzimni pokus

DOC ve vzorcich [mg/l]
Pocet dni
R2 R3 R4
0 181,85 181,85 181,85
7 250,80 230,80 241,48
14 264,76 285,12 267,20
24 226,08 169,16 211,68
29 204,84 127,2 177,20
35 216,88 144.6 140,28
42 66,40 42,92 26,92
49 36,52 29,83 20,48
56 33,18 32,06 16,46
63 36,03 29,14 22,57

Z hodnot v tabulkach 9. a 10. Ize fici, ze degradace NMP probéhla ve vSech zkoumanych

lahvich s ptidavkem NMP. Data z podzimniho pokusu byly taky zpracovany do grafi, jsou

uvedeny na obrazcich 4 a 5.

DOC (mg/l)
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Obr. 4. Graf biodegradace NMP podzimni pokus - vzorky J v lahvich ¢. 2,3,4.
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Z pocatku probihaly mikrobialni procesy v lahvich se vzorkem J stejné¢ a dochézelo
kK mirnému rastu DOC. Kolem 21. dne doslo k mirnému poklesu na hodnoty vychozi. Pak
hodnoty zustavaly pomérné konstantni az do 49. dne. V lahvi J4 doslo poté k rychlejsi de-
gradaci nez u ostatnich zkoumanych lahvi. K Gplné degradaci doslo po 99 dnech kultivace,
kdy i u lahve J2 doslo k uplné degradaci NMP, i piesto, Ze rychlejsi degradace v 1ahvi J2
nastala béhem 70 dne kultivace. Pon¢kud pomaleji degradace probihala v 1ahvi J3, kde
trvala 142 dni.

300
|
£\
250 N
200 - L
C h A

DOC (mg/I)

150 o—R2
1 =
0-R3
100 N
i \\ /A—R4

Pocet dni

Obr. 5. Graf biodegradace NMP podzimni pokus - vzorky R v lahvich €. 2, 3, 4.

Degradace NMP v lahvich R u podzimniho pokusu trvala krat§i dobu, s porovnadnim ostat-
nich pokust, i pfes niz§i hodnoty poctu bakterii nez mély lahve J. Rozklad byl prakticky
ukoncen ve 49. dni pokusu, hodnoty DOC jiz poté neklesaly.

U vSech grafii si miizeme vSimnout, zZe kiivky na pocatku rostou. Stalo se tak pravdépo-
dobné¢ diky rozpadu nékterych bakterii. Doslo tim k uvolnéni organického uhliku, a proto

hodnoty narostly.
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5.3 Ziskani bakterii, které jsou schopné degradovat NMP

Béhem pokusu jsme se snazili ziskat ¢isté kultury, které maji schopnost degradovat NMP a
vyuzivat NMP jako zdroj uhliku a energie. Jako vzorky pro ziskani takovych bakterii byly

pouzity suspenze z pokusii biodegradace NMP z obou pokust.

Vzorky byly naockovany na mineralni agar (MA, pro srovnani), TYA agar a mineralni
agar s NMP. Po kultivaci byly hledany kolonie bakterii, vyrostené na mineralnim agaru
S NMP, které vSak nebyly pfitomné na mineralnim agaru (nebo tam byly vyrostlé jen velmi
slab€). Naslednym ptfeockovanim takovych kolonii na stejné zivné agary byly postupné
vypéstovany 3 kultury, které rostly 1épe na mineralnim agaru s NMP neZ na ostatnich aga-

rech.

Ziskani n¢kterych Cistych kultur bylo komplikované. Nekteré kultury narostly az béhem 14
dni kultivace, a tak se prodlouzila celkova doba ziskani Cistych kultur. Z poc¢atku izolace
byly také nékteré pieockovavané kultury kontaminovany rychleji rostoucimi bakteriemi,
pravdépodobné rodu Pseudomonas (piedpokladano diky tvorbé zlutozeleného barviva).
PreoCkovavani degradacnich bakterii tak muselo byt vicekrat opatrné opakovano, aby ne-
byly kontaminujici mikroorganismy pfeneseny do dalSich misek. Ziskani ¢istych kultur se

tim zna¢n¢ prodlouzilo a probihalo po dobu 3 mésici.

Nakonec byly ziskany tii kultury se schopnosti degradovat NMP. Z jarniho pokusu byly
pouzity vzorky z lahvi J a R. Kultury byly oznaceny J20 a R0. Z podzimniho vzorku byla

kultura nazvana R4P. Fotografie kultur jsou zobrazeny v ptiloze P I.

K orienta¢ni identifikaci kultur bylo pouzito Gramovo barveni. V§echny zkoumané kultury
se projevily jako gramnegativni tyCinky. U kultury R4P se nékteré ty¢inky zbarvily do
tmavsi Cervené.

Vsechny ziskané kultury byly zakonzervovany smichdnim s glycerolem a ulozenim do

mrazaku s teplotou -80°C, pro pfipadna dalsi studia.
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ZAVER
Jak napovida nadpis bakalaiské prace, cilem bylo zjistit biodegradaci N-methyl pyrrolido-

nu (NMP) v pramennych vodach. Dil¢im cilem bylo ptipadné izolovat a orienta¢né identi-

fikovat bakteridlni kultury se schopnosti NMP degradovat.

Celkem probéhly dva pokusy. Pfi jarnim, orienta¢nim pokusu, byly prozkoumany 2 vzorky
JaR. Od kazdého vzorku byly odebrany 3 lahve. Do dvou lahvi byl pfidan roztok minera-
It a roztok s NMP, kdy vznikla koncentrace 300 mg NMP/ 1. Lahve byly kultivovany pfti
25 °C na tfepacce. V jarnim pokusu byl zjistén maly pocet heterotrofnich bakterii. V pri-
béhu kultivace byly odebirany dil¢i vzorky pro stanoveni DOC. Hodnoty DOC byly dile-
Zité pro urceni degradace a ukazaly, Ze béhem 140 dni prob&hla degradace NMP ve vSech
zkoumanych lahvich. Kone¢né hodnoty DOC se pohybovaly mezi 20 - 45 mg/l, oproti vy-
chozim hodnotam DOC kolem 180 mg/I.

V podzimnim pokusu probihal pokus ve 4 lahvich od kazdého vzorku. Byl pfidan roztok
minerall, roztok s NMP, kdy vznikla koncentrace 300 mg NMP/I. Lahve byly kultivovany
na tfepacce pii 25 °C. V pravidelnych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky pro
stanoveni DOC. Podle hodnot DOC se ukazalo, Ze u vzorku R probéhla degradace béhem
49 dni. Kone¢né hodnoty DOC byly 22 - 36 mg/l. U vzorki J se ¢as degradace v jednotli-
vych lahvich ponékud lisil. V lahvi J3 trvala degradace del$i dobu nez u ostatnich a to 142
dni; u ostatnich lahvich nastal rozklad NMP béhem 99 dnii.Celkové vSak bylo mozné kon-

statovat, Ze 1 tak doslo k degradaci u vSech zkoumanych lahvi.

V prubéhu pokust byla snaha ziskat Cisté kultury se schopnosti degradace NMP. Vzorky
vod byly asepticky napipetovany na Petriho misky s minerdlnim agarem+ NMP, TYA aga-
rem a pro srovnani na mineralni agar. I pfi komplikacich, danych pomalym rastem nckte-
rych kultur a kontaminujicimi rychle rostoucimi mikroorganismy, se podafilo ziskat tfi
Cisté kultury. Z jarniho pokusu to byly kultury J20 a RO. Z podzimniho pokusu R4P.
K hrubé identifikaci vSech tii kultur bylo pouzito Gramovo barveni, které prokazalo, Ze

kultury J20, RO 1 R4P jsou gramnegativni a jde o ty¢inky.

Vysledky prace ukézaly, ze v pouzitych vzorcich pramenné vody jsou urcité bakterie, které
vyuzivaji N-methyl pyrrolidon jako substrat a tak dochazi k jeho biodegradaci. Uplna de-
gradace nastala po relativné dlouhé dobé u vzorku J, jak u jarniho, tak i podzimniho poku-

su. U podzimniho pokusu u vzorku R probihala degradace nejkratsi dobu.
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BcP Bakalafska prace

UIOZP Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

TYA Trypton yeast extract agar

MT Mineralni agar S tryptonem, kvasnicnym autolyzatem a sojovym peptonem
MA Mineralni agar

MA+NMP  Mineralni agar s NMP

DOC Organicky rozpustény uhlik
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PRILOHA P I: GRAMOVO BARVENI

Kultura J20 - gramnegativni tyCinky
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Kultura R4P - gramnegativni ty¢inky
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Rozdil ristu kolonii na mineralnim agaru a MT + NMP u kultury R4P



