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ABSTRAKT

Tato prace byla zaméfena na problematiku rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu
v povrchovych tekoucich vodach. Bylo potieba zjistit, zda se ve vytipovanych lokalitach
nachéazi mikroorganismy, které jsou schopny dany N-methyl-2-pyrrolidon rozlozit. Cilem
bylo rovnéz identifikovat konkrétni mikroorganismy. Biodegradace byla v prib&éhu
experimentu sledovana jak visualng, tak i analyticky, a to stanovenim obsahu rozpusténého
organického uhliku v pribéhu degradace. Byla tak stanovena rychlost rozkladu N-methyl-
2-pyrrolidonu za definovanych podminek. Ze vzorka S prob&hlou biodegradaci byly
izolovany mikrobialni kultury schopné rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu a byly zatazeny

do prislusné taxonomické skupiny.

Klicova slova: biodegradace, N-methyl-2-pyrrolidon, bakterie, tekouci vody

ABSTRACT

This work focuses on the issue of decomposition of N-methyl-2-pyrrolidone inrunning
surface water. It was necessary to find out whether microorganisms with the ability to
decompose N-methyl-2-pyrrolidone can be found in selected localities. The aim was to
determine whether N-methyl-2-pyrrolidone was really decomposed and to identify specific
microorganisms. Biodegradation was observed both visually and analytically by means of
content analysis of dissolved organic carbon. The decomposition rate of N-methyl-2-
pyrrolidone was assessed as well as its amount under normal conditions. The

microorganisms were isolated and classified into appropriate groups.

Keywords: biodegradation, N-methyl-2-pyrrolidone, bacteria, running water
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UvVOD

V dnesni dob¢ je zivotni prostfedi velkym tématem a problematikou lidstva. Je znamo,

Ze ¢im vice se lidstvo rozviji a rozristd, krajina kolem nas trpi a sniZuje se jeji kvalita.

Proto jsem si vybral tuto problematiku a mohl byt naipomocen zlepsit Zivotni prostiedi
v nasem okoli 1 ve svété. V pfirod¢ se objevuji a budou objevovat xenobiotika, coz jsou
latky ¢lovékem vytvofené a prirod¢ cizi. Spousta z nich se dostava do ovzdusi, pady a
také vod. Proto je potfebné znat jejich vlastnosti a omezit jejich plisobeni Skod na

minimum, aby nedochazelo k poskozeni Zivotniho prostiedi.

Jednim z pftirozenych zptsobt, jak zabranit jejich hromadéni a nasledné kontaminaci
ekosystému, je jejich biodegradace. Je to urcity zptsob rozkladu xenobiotik za pomoci
mikroorganismt. Pfi CiSténi odpadnich vod jde o pfirozeny proces odstranovani
prumyslové pouzivanych sloucenin plisobenim mikroorganismu, které skodlivé latky
vyuzivaji, jako zdroj zivin. Ale jak je tomu v ptirodnich povrchovych tekoucich vodach,
kdy mikroorganismy nejsou tak koncentrovany a nemaji idedlni podminky jako

v Cistirnach odpadnich vod?

Cilem prace je proto vnést do odebrané¢ho vzorku z tekoucich vod xenobiotikum (v
tomto piipadé¢ N-methyl-2-pyrrolidon) a zjistit, zda jsou mikroorganismy v daném
vzorku schopny jej rozlozit. Dale zjistit, do jaké miry N-methyl-2-pyrrolidon bude

rozlozen, za jakou dobu a isolovat mikroorganismy, které jsou tohoto procesu schopny.
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1 1-METHYL-2-PYRROLIDON

1-methyl-2-pyrrolidon — CsHgNO (Obrazek 1) nebo také N-methyl-2-pyrrolidon,
anglicky 1-methyl-2-pyrrolidone nebo N-methyl-2-pyrrolidone. Dale uz jen jako
zkratka NMP. Jedna se o cizorodou stabilni, bezbarvou kapalinu s charakteristickym

zapachem po ¢pavku. Je to monomer a na svétle dochazi k jeho rozkladu a zloutnuti[1].

N O

|
CHj

Obrazek 1 — Struktura NMP

1.1 Pouziti

Nejznaméjsi vyuziti NMP je v zemédélstvi, jako dulezita slozka v pesticidech, ale také

ma velmi dilezité uplatnéni v primyslu jako rozpoustédlo fady

chemikalii a polymerd. Je také pouzivan ve farmaceutickém primyslu, za tcelem
rychlejsiho vstfebavani latek skrze pokozku. Za zminku také stoji jeho vyuziti pfi

zpracovani a €isténi nerostnych surovin jako je ropa a plyn.[2]

1.2 Vlastnosti

NMP-za normalnich podminek, coz je 25°C a tlak 100kPa, je stabilni latka. Je to
bezbarva kapalina schopna vazat vzdusnou vlhkost, s charakteristickym zapachem po
¢pavku. Kapalina je nehotlava a je lehce misitelna s vodou a organickymi rozpoustédly
(aceton, ethylacetat, ether, benzen atd.). Velmi reaktivni je s kyselinami a zasadami —
vznik nebezpe¢nych latek: oxidi dusiku (NOx) a oxida uhliku (CO, CO;). Teplota
rozkladu NMP je 300°C a vys[3].
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Tabulka 1 — Vlastnosti NMP[4].

Molekulovy vzorec: CsHgNO
Molarni hmotnost: 99,13 g/mol
Hustota (p¥i 20 °C): 1,028 g/cm®
Bod tani: -24 °C

Bod varu: 202 °C

Hodnota pH: 8,5—10 (100 g/1, pti 20°C)
Viskozita: 1,80 mPa/s

L Dso: 3914 mg/kg (potkan)

1.2.1 Toxikologické vlastnosti

U NMP bylo zjisténo, ze ma velmi nizkou toxicitu jak pii vdechnuti, tak i pfi styku
s pokoZkou. Zpusobuje stiedné silné podrazdéni oci. Pii vniknuti latky do téla oralni
cestou je preménén na 5-hydroxy-N-methyl-2-pyrrolidon a 80% této latky je do 24
hodin vylou¢eno moci ven z téla.

Pii testovani na hlodavcich byly zjistény tyto letalni davky: LDse>3600mg/kg
oralné,LDsp>8000 mg/kg dermaln¢, LDsp>1,7 mg/1/4h na celé télo[3].

NMP nebyl prokazan jako karcinogenni a dle Evropské unie byl od roku 2006 NMP

zatazen do 2. kategorie reproduk¢ni toxicity (nebezpecny pro plod a jeho vyvoj) [5].

1.2.2 Ekologické informace

Bioakumulace NMP v organismech je nepravdépodobna, vzhledem Kk hodnoté
rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda. Podle kritérii OECD je NMP biologicky
odbouratelny, k biodegradaci v odpadnich vodach dochazi, a to vice nez z 90% [3].

13
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2 NAVODY A POSTUPY
2.1 Zivné pidy a roztoky potiebné k praci

2.1.1 Tryptoneyeastextract agar

Tryptoneyeastextract agar, dale jen TYA agar, byl pfipraven smichanim 4,2g TYA
agaru od vyrobce (Himedia, India) a 200ml destilované vody. Po dukladném
promichani a rozpusténi byl TYA agar sterilovan v autoklavu pii 125°C po dobu
25minut. Po sterilizaci byl ochlazen na cca 50°C a nalit do sterilnich Petriho misek tak,
aby vznikla po celé plose misky souvisla vrstva zhruba 4mm. Aplikace TYA agaru do
misek byla provedena ve sterilnim mikrobiologickém boxu za ucelem minimalizace

kontaminace. (viz pfiloha PII).
2.1.2 Mineralni agar

Pro ptipravu mineralniho agaru bylo nejprve zapotiebi pfipravit smes biogennich prvkd.
Smés se skladala z K;HPO, 0,100g,NH,Cl 0,110g, FeSO,.7H,O 0,020g,CaCl,
0,0029,FeS0O,4.7H,0 0,005g a agaru 1,600g.Tato smés byla suspendovana ve 100ml
destilované vody a na zavér bylo ptidano 0,2ml roztoku stopovych prvki. Cely roztok
byl sterilizovéan pfi teplote¢ 125°C po dobu 25minut. Hodnota pH mineralniho agaru se
musi nachazet vrozmezi 7,2-7,4, coz jsou vhodné podminky pro vétSinu

mikroorganisma.

2.1.3 Mineralni agar s NMP

Piiprava je obdobna jako v kapitole 2.1.2. jen s rozdilem, Ze po sterilizaci byl ptfidan
sterilni 10% roztok N-methyl-2-pyrrolidonu v mnozstvi 1 ml na 100 ml (koncentrace
NMP 1 g/l). Cela smé&s byla diukladné¢ promichana a opét byla ve sterilnim

mikrobiologickém boxu rozlita do sterilnich Petriho misek.
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2.1.4 Roztok stopovych prvki

Vsechny stopové prvky byly navdzeny v mnoZstvi podle tabulky a rozpuStény

v 1000 ml destilované vody.

Tabulka 2 — Slozeni roztoku stopovych prvki

MnSQO,.5H,0
H3BO3
ZnS0,4.7TH,0

(NH4)sM07024
CO(NO3)2.6H20
CUSO4.5H20

2.1.5 Zasobni roztoky soli

Kazda sul byla navazena v mnozstvi podle tabulky a poté rozpusténa ve 100ml

destilované vody.

Tabulka 3 — Slozeni zasobnich roztoku soli

MgSO,.7H,0
Fe(NH,)2(SO,),.6H,0
CacCl,.2H,0

NaCl

NH,CI
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2.1.6 Zasobni roztok minerala

Do zé4sobni ldhve bylo davkovano 70ml destilované vody a piidany tyto roztoky
fosfore¢nani: KH,PO, 0 koncentraci 9,07 g/l (2ml)

Na;HPO,.12H,0 o koncentraci 23,90 g/l (8ml)

Zasobni roztoky soli (viz vyse, kazdy 1ml)

Roztok stopovych prvka (0,1ml)
Nakonec byl roztok doplnén do objemu 100 ml destilovanou vodou.

2.1.7 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim NaCl o hmotnosti 8,5g v 1 litru

destilované vody.

2.2 Vybér lokality odbéru

2.2.1 Popis lokality odbéru

Pro odbér vzorkl byla vybrana feka Dievnice z diivodu:
Splnéni podminky ptirodni tekouci povrchova voda.

Z duvodu, Ze se tok nachazi v blizkém okoli.

Misto odbéru bylo ve Zling, pod bat'ovskym primyslovym arealem, z pravého biehu ve
sméru toku, konkrétné¢ u benzinové pumpy OMV (naproti Havlickova nabieZi,

soufadnice mista: ).
Odbéry byly provedeny dvakrat:dne 26. 3. 2012 a dne 1. 10. 2012.

Reka v den prvniho odbéru (26.3.2012 v 11:00) byla klidna a jeji vyska hladiny byla
viceméné Vv normalu. Voda nebyla nijak vyrazné zakalena a v fece a jejim okoli bylo
mozno pozorovat rizné druhy ryb a ptactva (viz pfiloha 1). PocCasi v predeslém tydnu

bylo slune¢né, bez srazek a narazového vétru. Teplota vzduchu byla 17°C a vody 11°C.

Dne 1. 10. 2012 se feka jevila opét v normalnim stavu, nebylo pozorovano zadné
vyrazné zakaleni toku nebo zvyseni hladiny. Teplota vzduchu 15°C a vody 15°C.(viz
ptiloha 1).

2.2.1.1 Dr¥evnice

Dievnice je levostranny pfitok feky Moravy ve Zlinském kraji. Délka toku je 42,3 km.
Plocha povodi m&i 434,6 km?. Reka prameni na jihu Hostynskych vrchi, zhruba 3 km


http://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%99%C3%ADtok
http://cs.wikipedia.org/wiki/Morava_(%C5%99eka)
http://cs.wikipedia.org/wiki/Zl%C3%ADnsk%C3%BD_kraj
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kilometr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Povod%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kilometr_%C4%8Dtvere%C4%8Dn%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Host%C3%BDnsk%C3%A9_vrchy
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severn¢od obce Drzkova, v nadmotskévysce 551 m.
Protéka Slusovicemi, Zlinem a Otrokovicemi, u kterych se vléva zleva do feky Moravy

v nadmoftské vysce 182 m.

2.2.2 Zpisob odbéru

Odbér byl provadén do jiz oznaené sterilni lahve 0 objemu 500 ml, do které bylo
odebrano cca 300ml vzorku. Do nadoby byla nabrana pouze voda bez necistot a
usazenin ze dna koryta feky. V ldhvi bylo ponechidno dostatecné mnozstvi kysliku
z diivodu zachovani prirodnich aerobnich déju (viz ptiloha PI). V tentyZz den byl vzorek
transportovan v temnu do laboratofe a nasledné ihned zpracovan. Doba transportu trvala

5 minut.
2.3 Sledovani a stanoveni

2.3.1 Stanoveni celkového poctu heterotrofnich bakterii

Pro stanoveni celkového poctu heterotrofnich bakterii bylo zapotiebi vzorky natedit.
Redéni se provadélo za pomoci jiz pripraveného sterilniho fyziologického roztoku.
Stupen fedéni byl proveden 10x, 100x, 1000x, a 10 000x, aby byla moznost co
nejpiesnéjsiho pozdéjsiho odeétu kolonii. Do Petriho misek byly kapnuty fedéné
roztoky, o fedéni 10, 10® 10™, a to vzdy 4 misky pro kazdé fedéni, piicemz 2 misky
z kazdého tedéni byly kultivovany psychrofiln€ (pti 20°C) a 2 misky mezofilné (pii 37
°C). Vzorky byly prelity TYA agarem a ponechdny zhruba 10minut ztuhnout. Po

ztuhnuti byly ulozeny do termostati s jiz zminénymi teplotami.

2.3.2 Sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu - 1. orienta¢ni pokus

Bylo odméifeno po 50ml vzorku vody ze zasobni odbérové lahve a nadavkovano do tii
sterilnich lahvi. Po té do kazdé lahve bylo ptfidano 0,5ml sterilniho z4dsobniho roztoku
mineralnich soli. Nasledné, ale uz jen do dvou, byl ptidén sterilni 10% roztok NMP o
objemu 150ul. Diky tomu vznikla koncentrace NMP 300mg/l. Lahve byly oznaceny,
aby nedoslo k zamén¢ a kultivovany na tifepacce pii 25°C. V nasledujicich dnech byla
provadéna vizualni kontrola, kde byl pozorovan zakal ve vzorcich. Z lahvi byly
odebirany vzorky, ze kterych se pomoci centrifugy (pfetizeni 10 000 g, 12 minut, pfi
15°C) odloucily buiiky a z ¢irého vzorku bylo déale provedeno stanoveni celkové

koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC). Stanoveni DOC bylo provedeno


http://cs.wikipedia.org/wiki/Dr%C5%BEkov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nadmo%C5%99sk%C3%A1_v%C3%BD%C5%A1ka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Metr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Slu%C5%A1ovice
http://cs.wikipedia.org/wiki/Zl%C3%ADn
http://cs.wikipedia.org/wiki/Otrokovice
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na laboratornim pfistroji pro analyzu uhliku Shimadzu 5000A odbornym persondlem

UIOZP UTB.

2.3.3 Sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu - 2. podrobny pokus

Do 5 sterilnich lahvi (500ml) bylo sterilnim valcem nadavkovano po 60ml vzorku ze
zasobni odbérové lahve. Do kazdé 1dhve byl pfidan sterilni zdsobni roztok mineralnich
soli (po 0,6ml)a do 4 lahvi bylo ptidano 180ul sterilniho 10 % roztoku NMP. Tak aby
op¢t vznikla koncentrace 300mg/l. Po dikladném promichani vSech lahvi bylo z kazdé
lahve s NMP odebrano po 3ml pro stanoveni vychozi hodnoty DOC a zaroven byly
odebrany dva vzorky po 3ml z lahve bez NMP. Vzorky byly zfiltrovany ptes ultrafiltr
MILLIPORE MCE s velikosti port 0,22 pma ty, které obsahovaly NMP, byly ziedény
Vv poméru 2:1 destilovanou vodou (4ml destilované vody a 2ml filtratu). VSechny lahve
byly kultivovany pii 25°C na tiepacce a v ur€itych ¢asovych intervalech (2-3 dny) byly
zZ lahvi obsahujicich NMP odebirany vzorky o objemu 3ml. Kazdy odebrany vzorek byl
stejnym zptusobem prefiltrovan, dale roziedén v poméru 2:1 destilovanou vodou (4ml
destilované vody a 2ml filtratu). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci
automatického analyzatoru uhliku Shimadzu 5000A, kde bylo provedeno stanoveni

koncentrace rozpusténého organického uhliku.

Isolace bakterii schopnych rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu

Na jiz pripravenou sterilni zivnou pudu obsahujici mineralni agar s NMP byly sterilni
mikropipetou ptidany 2ul vzorku a ty rozetfeny po celé plose sterilni sklenénou
zahnutou ty¢inkou (dale jen tzv. hokejkou), tedy metodou roztéru. Stejnym zplisobem
byla naofkovana i miska jen s mineralnim agarem (bez NMP). Petriho misky s takto
piipravenou kulturou se nechaly kultivovat po dobu 7 dni V kultivatoru za konstantni
teploty 25°C. Kolonie, které narostly na misce s NMP a nebyly patrné na misce bez
NMP, byly déle pfeockovany do dalSich 3 Petriho misek. Jedna miska obsahovala
stejny mineralni agar s NMP, druha universalni TYA agar a do tfeti pro porovnani byl
opét pouzit Cisty mineralni agar bez NMP. Ockovani tentokrat bylo provedeno tzv.

kiizovym roztérem,Viz. obrazek ¢.2.
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<] Ockovaci &iry
Zivnipida [ >

Obrazek 2 — Ktizovy roztér na PM
2.3.4 Zpisobidentifikace ziskanych kultur

2.3.4.1 Oxidacné-fermentacni test

Latky uvedené v tabulce 4 byly rozpustény ve 100ml destilované vody. Dale byl ptidan
v malém mnozstvi agar (0,3 g) a cela smés se rozpustila na vodni lazni. Dale byla
upravena hodnota pH na 7,2-7,4. Agarova smés byla rozlita do zkumavek a ty byly
sterilovany v autoklavu pfi 115°C 35minut. Sterilni médium zelené barvy bylo
zaockovano vpichem mikrobiologické klicky s izolovanou kulturou do média. Takto
zaoCkovana zivna pida se nechala kultivovat. V pfipad¢ fermentujicich bakterii se barva
zivné pudy méni beéhem inkubace ze zelené do zluta a to v celé cCasti vpichu. Pokud
barva ztistane nezménéna nebo dojde ke zméné jen v povrchové vrstvé média, jedna se

o bakterie nefermentujici.
Tabulka 4 — SloZeni média pro oxidaéné-fermenta¢ni test
Pepton

NaCl
K,HPO,

Bromthymolova modf

Glukosa

2.3.4.2 Gramovo barveni

Na sterilni podlozni sklicko byla nanesena suspenze bakteridlni kultury. Sklicko
S kulturou se nechalo vysusit a nasledné zafixovat pomoci plamene. Na fixované misto

se naneslo nékolik kapek roztoku krystalové violeti a nechalo se pisobit po dobu 60

20
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sekund. Nasledn¢ byl piebytek slit a bylo pfidano nékolik kapek Lugolova roztoku a
nechalo plisobit opét 60 sekund. Po uplynuti doby byl ptebytek splachnut destilovanou
vodou a vymyvan etanolem dokud se nezbavilo pfebyte¢ného barviva (cca 20 sekund).
Zbytek etanolu byl jesté jednou oplachnut destilovanou vodou a nechan okapat. Dale na
sklicko bylo nakapano nékolik kapek karbolfuchsinu a ponechano 60 sekund putsobit.
Ke konci byl cely preparat opét dikladné oplachnut destilovanou vodou a nechén
oschnut pro nasledné mikroskopovani. Na sklicko byla nanesena kapka imerzniho oleje
a provedeno pozorovani pii zvétSeni 1000 X. Podle uspofadani bunécné stény se
bakterie obarvi modfe (gram pozitivni) nebo Cervené (gram negativni). Jednd se o

zakladni déleni bakterii.

Velikost bunék byla méfena pomoci softwaru QuUickPHOTO PRO 2.1 firmy Olympus.

2.3.4.3 Test na katalasu a cytochromoxidasu

Pritomnost enzymu Katalasy, ktery dokaze rozkladat peroxid vodiku, byl proveden
naslednym zpisobem: ¢ast odebrané kultury z Petriho misky byla ptenesena do 3%
kapky peroxidu vodiku na podloznim skli¢ku. V ptipadé€, ze kultura vytvaiela katalasu,

dochazelo k tvorfeni bublinek v kapce (tvorbé kysliku).

2.3.4.4 Test na pigmentaci a ristu za riznych teplot

Vzorky izolovanych kultur byly pfeockovany na TY A agar roztérem do Petriho misek a
kultivovany pii 43°C a 37°C. V nésledujicich dnech byl pecliveé sledovan rast kolonii a

zabarveni jak kultur, tak i zabarveni zivné pudy.

2.3.45 NEFERMtest 24

Pro dalsi podrobné;jsi identifikaci bakterii byla pouzita komercni test NEFERMTEST 24
(PLIVA-LACHEMA, Brno), coz je sterilni desticka s 24 jamkami, obsahujici specifické
typy zivnych pud o rizném slozeni. Test je urCen pro identifikaci gramnegativnich
nefermentujicich bakterii. Jedna c¢ast desticky (3 fadky, tj. 24 testi) je urena pro
identifikaci jedné kultury; to znamena, ze do kazdé jamky je nutno naockovat po 0,1ml
suspendované kultury. Takto naoCkovana desticka se uzavie do sterilniho sacku a necha
se kultivovat pii 30°C 48 hodin (viz. ptiloha P V). Po ziskani vysledkid se data zadaji
do softwaru TNW, ktery byl vyvinut pravé pro NEFERMtest24.
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3 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Pomiicky

Bylo pouzito bézné vybaveni mikrobiologickych laboratofi. Nejcastéji byly pouzity
Petriho misky, mikrobialni klicky, filtry, lahve riznych objemu a fada dalSich. A vsak

vvvvvv

kontaminaci z okoli a znehodnoceni vzorka (vysledku).

3.2 Pouzité pristroje

Analyzator TOC 5000A — Shimadzu, Japonsko
Autoklav LaM-MCS — SANOclav, Némecko
Centrifuga MR23i — Jouan, Francie

Fotoaparat OLYMPUS

Laboratorni rotacni ttepacka

Laboratorni termostaty

Mikrobiologicky box Il A — Telstar, Spanélsko
MikroskopOlympus CX 41 (Japonsko)
Mrazici box (Biotech, a.s.)

Pocitac se softwarem TNW - (PLIVA — Lachema, Brno)

Pocitacka kolonii
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1.1 Vysledky a zjisténi z prvniho pokusu rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu

Prvni pokus by se dal nazvat jako orientacni a byl pouzit pouze k zakladnimu zjisténi,
kolik se ve vzorku nachazi heterotrofnich bakterii a zaroven zda vibec dokazou

rozkladat N-methyl-2-pyrrolidon za béznych podminek tekoucich povrchovych vod.

Nejprve byl stanoven ve vzorku celkovy pocet heterotrofnich psychrofilnich a
mezofilnich bakterii, na jeden ml. Red&ni bylo pfi nasazeni kultivace odhadnuto na 107,
ale z divodu malého poctu vyrostlych kolonii bylo provedeno opakované ockovani, se

ziedénim jen 10™. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 — Pocty bakterii v odebrané vod¢ na 1ml

Skupina bakterii KTJ/ml

Psychrofilni bakterie 8,6.10°
Mezofilni bakterie 6,4.10°

U pokusu zjisténi rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu ve vzorku vody byly ptipraveny 3
kultivacni sterilni lahve a do lahvi 1 a 2 bylo pifidano 150ul 10% roztoku NMP pro
koncentraci 300mg/l. Lahve byly kultivovany na tfepackach a z pocatku kazdy den
pozorovany. V prvnich dvou dnech od kultivace se lahve jevily beze zmény. V tietim
dni od kultivace byl v lahvich s NMP pozorovatelny ,,mlécny* zakal a ¢tvrty den se
Vv lahvich vytvarely také shluky vlocek, které vytvaiely drobné hrudky v tekuting. Zakal
byl povazovan za ukazatel ristu mikroorganismui a tedy za ukazatel procesu rozkladu
NMP ve vzorcich,proto bylo provedeno stanoveni rozpusténého organického uhliku
v lahvich 1 a 2, a to vzdy ve dvou paralelnich stanovenich, oznacenych a) a b).Celkové
mnozstvi rozpusténého organického uhliku Vv 1dhvich ve tfetim a patém dni pokusu je

uvedeno v tabulkach ¢islo 6 a 7.
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Tabulka 6 — Koncentrace DOCpo 3 dnech kultivace.

Vzorek DOC [mg/l] Pramér DOC[mg/1]
1a) 175,92
1b) 175,41
2a) 142,12

175,67

142,1

2b) 142,08
3a (bez NMP) 7,64
3b (bez NMP) 10,11

8,88

V tabulce €. 6 lze vycist, ze v 1ahvi 2 doslo k urcité spotiebé NMP nez v lahvi ¢islol. |
pfes patrny ubytek NMP v lahvi 2 vsak byla koncentrace DOC jesté porad pomérné
vysoka (v porovnani s hodnotami v lahvi ¢islo 3, proto se lahve ponechaly kultivovat

dalgi 2 dny.

Tabulka 7 — Koncentrace DOC po 5 dnech kultivace

Vzorek DOC [mg/l] Primér DOC[mg/1]
la 53,41

1b 52,98

2a 42,78

2b 42,05

3a (bez NMP) 4,21
3b (bez NMP) 4,58

53,2

42,42

4.4

Z tabulky 7 lze vypozorovat, ze paty den pokusu jiz vlahvich la 2 probihal zfejmy
mikrobialni proces, kdy bakterie vyuzivaly NMP jako substrat a tim dochazelo k jeho
spotfebovavani a snizovani DOC. Bylo proti tfetimu dni pokusu zfetelné, Ze DOC ubyva
a neni potieba provadét dalsi méfeni, az do uplného spoticbovani DOC. Tomu byla

vénovana pozornost v druhém pokusu.

4.1.2 Provedeni druhého, podrobného pokusu rozkladu NMP

Druhy pokus probihal z po¢atku obdobné jako prvni. Byly odebrany nové vzorky
povrchové tekouci vody, dne 1. 10. 2012. Cilem bylo opét zjistit celkové pocty
heterotrofnich psychrofilnich a mezofilnich bakterii a zjistit pribéh rozkladu N-methyl-

24
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2-pyrrolidonu ve vzorcich vody. Jelikoz z prvniho pokusu bylo zjisténo malé mnozstvi
heterotrofnich bakterii, bylo provedeno fedéni 10%, 10%a 10°. Vysledky jsou uvedeny

V tabulce ¢islo 8

Tabulka 8 — Pocty bakterii v odebrané vodé na 1ml

Skupina bakterii KTJ/ml
Psychrofilni bakterie 1,2.10°
Mezofilni bakterie 1,2.10°

Z tabulky ¢. 8 je patrny zna¢né vyssi pocet bakterii nez ve vzorku z jarniho pokusu. Je
to zfeym¢ zpusobeno tim, ze pies 1éto a teplejSi mésice nariistd ve vodnich tocich
biomasa a tim i samoziejm¢ bakterie. Proto bylo dodate¢né provedeno zfedéni vzorku
10 (tabulka &. 8).

Sledovani rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu bylo provedeno v 5 sterilnich 1ahvich o
obsahu 500ml. Do vSech péti 1ahvi byl dan vzorek vody a do lahvi ¢. 2-5 jesté pridan
10% zasobni roztok N-methyl-2-pyrrolidonu, pro ziskani koncentrace 300mg/1. Lahve
byly dikladné promichany a kultivovany na tfepackach pii 25°C. V den kultivace a v
nasledujicich dnech byly provadény odbéry pro stanoveni DOC a také bylo provadéno
pozorovani zékalu. Jiz druhy den od zahajeni pokusu byl v 1dhvi €.2 pozorovatelny bily
zakal s prstencem necistot na hlading. Tteti den se zékal s prstencem necistot vytvofil i
u lahvi 3,4 a 5. V ldhvi bez NMP byl stav totozny jako na pocatku, jen se také vytvofil
prstenec necistot na hladiné. V sedmém dni pokusu zékal zacal ustupovat a béhem dvou
dnii se kapalina vycefila a na hladiné zistaly jen shluky vétSich vlocek (viz ptiloha
PII). U Ccistého vzorku bez NMP k zakalu nedoslo, vloCky se také vytvorily, ale
V podstatné menSim mnozstvi a o mensi velikosti. Dale do ukonceni pokusu v 1dhvich

neprobéhla Zadna zména. Vysledky stanoveni DOC jsou uvedeny Vv tabulce ¢.9.
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Tabulka 9 — Koncentrace DOC ve vzorcich vody vsech ¢tyt lahvi

Datum
stanoveni

2. lahev

3. lahev

4. lahev

5. lahev

DOC [mg/l]

DOC [mg/l]

DOC [mg/l]

DOC [mg/l]

1.10.2012

208,60

215,00

204,80

3.10.2012

62,86

80,42

49,74

4.10.2012

33,28

41,14

40,54

5.10.2012

20,64

18,04

19,14

8.10.2012

27,60

42,72

18,46

10.10.2012

67,34

63,64

66,46

12.10.2012

71,78

71,36

59,58

15.10.2012

72,24

70,90

61,34

17.10.2012

68,60

66,04

51,88

24.10.2012

71,44

79,60

65,98

~NI SN I SN NI YN IS I YN YN I YN

31.10.2012

72,58

83,90

72,12

~

5.11.2012

18,24

15,48

15,22

26

Z vysledku uvedenych v tabulce ¢islo 9 je patrné, Zze pribéh degradace NMP byl velice
podobny ve vsech 4 ldhvich. V paté 1ahvi nebyl provadén pravidelny odbér, protoze
lahev slouzila jako zalozni a ke zjisténi konecného DOC bez pravidelného zasahu a
odbéru vzorkd.

Data byla zpracovana a zanesena do grafi. V grafech je znizornéna koncentrace

rozpusténého organického uhliku v mg/l v casovém obdobi pokusu.
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Obrazek 3 — Graf biodegradace NMP ve 2. lahvi
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Obrazek 4 — Graf biodegradace NMP ve 3. 1ahvi
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Obrazek 5 - Graf biodegradace NMP ve 4. 1ahvi

Pro porovnani priabéhu biodegradace v téchto lahvich jsou vSechny grafy zaneseny do

jednoho, kde je patrné, Ze biodegradace probihala ve vsech lahvich prakticky totozné.
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Obrazek 6 — Graf biodegradace NMP ve2., 3. a 4. 1ahvi — primér a chybové
usecky
Z grafii je zfetelné, Ze biodegradace probihala nejrychleji v prvni 4 dny od zahdjeni
pokusu. Poté zacala DOC znovu nartstat k hodnotam v rozmezi 50 — 80mg/l. To bylo
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pravdépodobné zplsobeno odumiranim a rozkladem mikroorganismu, které
spotiebovaly dostupny substrat, coz bylo spojeno s uvolnénim DOC do prostredi.
Ovsem i tento DOC byl nasledné¢ spotfebovan a hodnoty se vratily na ptivodni minimum

po 35 dnech pokusu.

4.1.3 Isolace kultur bakterii schopnych rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu

Tato cast byla zaméfena na isolaci kultur bakterii, které jsou schopny rozkladat N-
methyl-2-pyrrolidon. Vzorky byly odebrany zlahvi, které byly pouzity
v ptedchozimpokusu, po ukonc¢eni kultivace, a to z davodu, Ze se zde nachazely nejvétsi
koncentrace bakterii, jez jsou schopny biodegradace N-methyl-2-pyrrolidonu. Tyto
vzorky byly naockovany na minerdlni agar s NMP a na ¢isty minerdlni agar a
kultivovany. Nasledné z takto pfipravenych kultur byly rozockovany na dalSi agary
S NMP a byly vypéstovany dvé rozdilné kultury. Témto se vyrazné dafilo riist na agaru
S NMP, zatimco na samotném mineralnim agaru bez NMP témét netvofily kolonie a
jejich rust trval mnohem déle. Tyto kultury byly dale naockovany na TYA agar pro
zji$téni, zda jsou schopny vyuzivat i béZné organické latky. Takto izolované kultury
byly nasledné¢ podrobeny nize uvedenym testim za ucelem jejich identifikace.
Z prvniho odbéru a pokusu byly izolovany 2 kultury pod oznacenim MS 1 a MS 2.
Z druhého odbéru a pokusu byly izolovany 2 kultury pod oznacenim MS'Y a MS Z (viz
ptiloha P IV).

4.1.3.1 Gramovo barveni
Gramovo barveni bylo provedeno u vSech 4 isolovanych kultur s témito vysledky:

Kultura MS 1

Popis: Gramnegativni tyCinky se zaoblenymi konci, rizné délky. Vcetné¢ kratkych

vlaken. Uspotadané jednotlivé nebo ve dvojicich.

Délka: u vlaken 8,4 — 1,5um a u malych bunék 1 — 1,5um.
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Obrazek 7 - G kultura MS 1
Kultura MS 2
Popis: Gramnegativni kratké ty¢inky, zaoblené konce, rtizné délky. Jednotlivé nebo
Vv parech.

Délka: 0,5 - 0,7um.

Obrazek 8 - G™ kultura MS 2

Kultura MS Y
Popis: Gramnegativni ty€inky se zaoblenymi konci, rizné délky. Vcetné kratkych

vlaken. Uspotadané jednotlivé nebo ve dvojicich.
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Délka: 1,1 — 1,4pm.

Obrazek 9 - G kultura MS 'Y
Kultura MS Z
Popis: Gramnegativni tyCinky se zaoblenymi konci, rizné délky. Vcetné kratkych
vlaken. Uspotadané jednotlivé nebo ve dvojicich.

Délka: 1,2 — 1,3pm.

Obrazek 10 - G kultura MS Z
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4.1.3.2 Oxidacéné-fermentacni test
Test byl proveden u vsech ¢tyt kultur a vysledky jsou uvedeny nize vtabulce¢.10.

Tabulka 10 — oxida¢né-fermentacni test kultur

Vyuziti glukosy
Kultura Typ metabolismu
Aerobni | Anaerobni

MS 1 + Nefermentujici

MS 2 Nefermentujici

MSY Nefermentujici

MS Z Nefermentujici

U vzorkti MS 1 a MS 2 byl pozorovan intenzivnéjsi rozklad glukosy, nez u vzorkt MS
Y a MS Z, kde k rozkladu dochazelo jen na tizkém povrchu.
4.1.3.3 Test na katalasu

Test byl pomérné¢ jednoduchy a jednoznacny: vSechny kultury dokéazaly rozkladat
peroxid vodiku. Na podloznim sklicku bylo zietelné vidét tvorici se bublinky kysliku,

které vznikaji pii rozkladu peroxidu vodiku. Vysledky jsou zahrnuty do tabulky ¢.11.

Tabulka 11 — Test na katalasu

Kultura Katalasa

MS 1 Pozitivni

MS 2 Pozitivni

MSY Pozitivni

MS Z Pozitivni
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4.1.3.4 Test na cytochrom-oxidazu

Komeréné zakoupené testy pro zjisténi cytochrom-oxidazy (OXI-test LACHEMA) se
pii styku s kulturou zabarvily do modra. Dle pfibaleného navodu takto zabarvené
papirky potvrzuji pritomnost cytochrom-oxidazy a vysledky jsou uvedeny v tabulce
¢.12.

Tabulka 12 — test na cytochrom-oxidazu

cytochrom-oxidaza

Pozitivni

Pozitivni

Pozitivni

Pozitivni

4.1.3.5 Sledovani pigmentace a rustu pii teplotach 43°C a 37°C

Dalsi casti bylo zjistit, zda dané kultury tvofi fluorescentni pigment a zda jsou schopny

rust ve vysSich teplotach, a to pti 37 a 43°C.

Bylo zjisténo, ze vSechny kultury jsou schopny ristu pii 37°C,nikoliv vSak pii 43°C,

viz. ptiloha IV.

Tabulka 13 — test na pigmentaci

Vzorek Pigmentace

MS 1 Negativni

MS 2 Pozitivni

MS'Y Negativni

MS Z Pozitivni
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4.1.3.6 NEFERMtest 24

NEFERMtest 24 lze pouzit pouze pro gramnegativni nefermentujici bakterie. Tuto
podminku spliovaly vSechny 4 kultury. Kazda kultura byla nao¢kovana do vlastni ¢asti

desticky NEFERMtestu a kultivovana. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 14 —-17.

Tabulka 14 — NEFERMtest 24 pro kulturu MS 1

m
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Tabulka 16 — NEFERMtest 24 pro kulturu MS 'Y

I
®
>
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Ziskané hodnoty z tabulek byly zadany do pocitacového programu TNW, ktery na

zaklad¢ téchto udaju urcil, o jaky druh bakterii se jedna.
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Vyhodnocené vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 18.

Tabulka 18 — Vyhodnoceni NEFERMtestu 24 pomoci programu TNW LITE

Kultura Druh Pravdépodobnost

MS 1 P. fluorescens 100%

P. putida 74.44%
MS 2

P. fluorescens 22,47%

P. fluorescens 25,56%

P. putida 74.44%

P. fluorescens 28,72%

‘ P. putida 71,28% \

Vysledky ukazuji, Ze vSechny bakterie spadaji pod rod Pseudomonas, pouze u kultury

MS 1 byl 100% urcen i druh — Ps.fluorescens. U ostatnich kultur bylo tedy zapotiebi

provést dodate¢né testy pro rozliseni druhti Ps. fluorescens a Ps. putida.

4.1.3.7 Stanoveni rustu bakterii pii 4°C

Tento test byl proveden z diivodu, ze pfi teploté 4°C roste pouze druh Ps. fluorescens.
Na rozdil od druhu Ps. putida, ktery roste jen pii vysSich teplotach. Proto byly kultury
jesté jednou kultivovany a to pfi teploté¢ 4°C. Zde bylo potvrzeno, Ze vyrostla pouze

kultura MS 1. Tim se potvrdilo, ze kultury MS 2,MS Y a MS Z jsou druhu Ps. putida.
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ZAVER

Bakalatska prace se zabyvala vytipovanim béZzné lokality tekouci povrchové vody, kde
byly provedeny odbéry. V odebranych vzorcich byly hlavnimi cily jednak stanoveni
celkovych pocti psychrofilnich a mezofilnich heterotrofnich bakterii, jednak najit a

identifikovat bakterie, které jsou schopny v daném prostiedi rozkladat N-methyl-2-
pyrrolidon (NMP).

Prace sestavala ze dvou pokust.

V prvnim pokusu, kdy byly vzorky odebrany 26.3.2012, byl stanoven celkovy pocet
psychrofilnich a mezofilnich heterotrofnich bakterii takto: psychrofilni 8,6.10°KTJ/ml a
mezofilni 6,4.10°KTJ/ml. Dalsim ukolem bylo sledovani rozkladu NMP ve vzorcich.
Vzorek byl nadavkovéan do kultivacnich lahvi, do nichz byl ptfidan NMP o koncentraci
300mg/l a mineralni soli. Lahve se nechaly kultivovat pii 25°C na tiepackach.
V prubéhu Kkultivace byl ve tifetim dni pozorovan zakal a to ve vSech lahvich. To byla
prvni znamka rozkladu NMP. Bylo proto provedeno stanoveni DOC, kde bylo
potvrzeno vyznamné spotiebovani NMP poklesem koncentrace DOC na 4242 —
53,2mg/l (z puvodni hodnoty kolem 170 mg/1).

V druhém pokusu probihala prace podrobnéji. Opét byl stanoven celkovy pocet
psychrofilnich a mezofilnich heterotrofnich bakterii, které byly nalezeny ve vysS$im
poétu, a to: psychrofilni 1,2.10°KTJ/ml a mezofilni 1,2.10° KTJ/ml. To bylo zfejmé
zpusobeno narastem biomasy Vv obdobi teplych letnich mésict. Sledovani rozkladu
NMP ve vzorcich probihalo sledovanim koncentraci rozpusténého organického uhliku
(DOC). V pribéhu kultivace byly pravidelné odebirany vzorky, u kterych byly
stanoveny DOC. Diky vysledkiim se podaftilo zjistit, ze nejvétsi mnozstvi NMP bylo
rozloZeno jiz v prvnich Etyfech dnech od zahdjeni kultivace. Po dalSich tficeti dnech byl

spotfebovan i zbytek DOC na koneéné minimum 15,22 — 18,24mg/l.

Bez prodleni byly po ukonceni obou pokusti odebrany z pouzitych vzorku inokula,
ktera byla kultivovana na mineralnim agaru s NMP. Zde se povedlo isolovat z prvniho
pokusu 2 kultury schopné rozkladat NMP, pod pracovnim ozna¢enim MS 1 a MS 2.
Z druhého pokusu se taktéz podafilo isolovat 2 kultury, pod oznacenim MS'Y a MS Z.

Kultury byly podrobeny jednotlivym testim, kde se podafilo zjistit, Ze se jedna ve vSech

pfipadech 0 gramnegativni nefermentujicibakterie, tyCinkovitého tvaru, pozitivni na
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cytochrom-oxidazu, katalasu. Pfi testu pigmentace se projevila schopnost produkce
fluorescentniho pigmentu jen u vzorkd MS 2 a MS Z. Z téchto udaji nebylo stdle mozné

identifikovat druh bakterii.

Proto byl proveden stéZejni NEFERMtest 24, ktery identifikoval kulturu MS 1 jako
Pseudomonasfluorescens. U ostatnich kultur bylo potieba provést posledni kultivaci a to

pti 4°C, kde se podafilo potvrdit, Ze se jedna o Pseudomonasputida.

Tato prace tedy potvrdila existenci bakterii, konkrétnéPs.fluorescens a Ps. putida, jez
jsou schopny biodegradace 1-methyl-2-pyrrolidonu ve zvolené lokalit¢ povrchové
tekouci vody. Diky jim je mozno predpokladat, ze v béznych fi¢nich vodach je 1-

methyl-2-pyrrolidon biologicky odbouratelny béhem nekolika dnt.
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LDso
MA
MO
NMP
PM
TOC
TYA

uTB

Koncentrace rozpusténého organického uhliku
Smrtelnd davka pro 50% pokusnych jedincti
Mineralni agar

Mikroorganismy

N-methyl-2-pyrrolidon

Petriho miska

Koncentrace celkového organického uhliku
Tryptoneyeastextract agar

Univerzita Tomase Bati

UIOZP Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostedi
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