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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyvala biodegradaci kosmetickych sloucenin phenoxyethanolu,
cocamidopropyl betainu, ethylhexyl salicylatu a cyclotetrasiloxanu v prostiedi aktivované-
ho kalu analyzovanou respirometrem Micro-Oxymax. Samotné latky, zakladni Cistirenské
technologie a biotechnologie jsou rozebrany v teoretické ¢asti této prace. Experimentalni
Cast byla také zaméfena na izolaci degradujicich bakterii, analyzu rychlosti jejich rastu a
miry degradace testovanych sloucenin. Ziskané Cisté 1 smisené kultury bakterii byly zakon-

zervovany pro navazujici mikrobiologicka studia.

Klic¢ova slova: biodegradace, respirometr, aktivovany kal, bakterie.

ABSTRACT

The diploma thesis deal with the biodegradability of cosmetic compounds of phenoxy-
ethanol, cocamidopropyl betaine, ethylhexyl salicylate and cyclotetrasiloxane in the acti-
vated sludge, analysed with the aid of Micro-Oxymax respirometer. The substances them-
selves, basic water treatment technologies and biotechnologies are described in the theoret-
ical part of this thesis. The experimental part of the thesis was focused on the isolation of
degrading bacteria, analysis of their growth rate and their abilities to tested compounds
degradation. Obtained pure as well as mixed bacterial cultures were preserved for future

microbiological studies.

Key words: biodegradability, respirometer, activated sludge, bacteria.



Rada bych pode€kovala svému vedoucimu diplomové prace doc. RNDr. Janu Ruzickovi,
Ph.D. a konzultantce Ing. Markété Julinové, Ph.D. za jejich neustaly vstiicny ptistup, trpé-
livost a cenné rady po celou dobu vypracovavani této prace. Dale své podékovani sméetuji
celému kolektivu laboratofi mikrobiologie za vytvofeni vybornych pracovnich podminek.
Mnohé diky patii i mé rodin€ a nejblizSim za pomoc a podporu poskytnutou po celou dobu

napomahaly k uspéSnému studiu.

Prohla3uji, Ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrand do IS/STAG

jsou totozné.

Ve Zliné

Podpis studenta



OBSAH

L 0% 2 ) J OSSPSR 11
I TEORETICKA CAST ..ottt 12
1 BIOTECHNOLOGIE .......ooi ittt ettt st ve e sbe s ane e 13
11 ZAKLADNI DISCIPLINY ....uviiiiiiiiiie e et e st e e e e ettee e e e etaee e e s etae e e e e snae e e e s snbeaeeessnnaeeeas 13
1.2 BIOTECHNOLOGIE V OCHRANE ZIVOTNIHO PROSTREDI .......cccvvviieiiiiiiec e, 14
1.2.1 Bioindikace zne€iStovani vod a OVZAUSI.........ccovviiiiiriiiiiie e 14

1.2.2  BIOrEMEAIACE. ......eiciveeiie ettt ettt st s ae e s be b e e s re e saeesnbeenbeas 15

1.2.3  Biotechnologie ve vodarenstvi a pfi CiSteni plynti..........oceevvviiiiiiiciinnnn, 15

2 CISTENI ODPADNICH VOD .........coooiiiiiiieieeieeeeeee s esessesses s 17
2.1 ROZDELENTI ODPADNICH VOD ....cccutiiieiiiieeeesiiieeeesetieeeeseiteeeesssasaeeessnreeeessssneeesnns 17
2.2 KCONTAMINANTY L.otttttietete e e s e iiittreeeee e e s s se it brareeeeesssssbarrreeeeeessssastbbaseeeeesssasnssrrnens 19
2.3 TECHNOLOGICKA CISTICT LINKA ....ccuttiieeiiiiie e et e e et e e st e e e e envee e e e svrae e e s snnnee s 19
2.4 MIKROBIALNI PROCESY PREMENY LATEK ......cccciiiiuireeiiitreeeesirreeesinrneeeeseseeeeessnnnns 21

3 BIODEGRADARCE ...ttt ettt st s s tte st te e sraesbeesbessnee e 23
3.1 FAKTORY OVLIVNUJICI MIKROBNI AKTIVITY ..vvveeeiiireeeeeiirreeeseinseeeesaisseeeesssseeessnns 24
3.1.1  Vliv prostfedi na aktivitu mikroorgamizmi..........coccoocviniiiinininiinninnns 24

3.1.2  Ucinek struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti kontaminantu ............ 25

4 TESTOVANE KOSMETICKE SLOUCENINY ........coccocovviivimirirsrssessesenieeienens 26
4.1 PHENOXYETHANOL ..voiiitiiitieitteeiteeieeeireestteesteesseesseesssessbesssesessessasesnbeessesssessseesnns 26
O R V4 F= T 310 ) (USSR PRSP 26

O T 11 V2 1o SR 27

4.1.3  Chovani v Zivotnim prostredi..........cceiieiiiiiieiieieesice e 28

4.2 COCAMIDOPROPYL BETAINE ...cociiiiiiee sttt 29
A N V4 F- T 310 ) (SRR 29

O 11 V2 1o SR 30

4.2.3  Chovani v Zivotnim prostredi..........ccoiieriiiiieiieieesee e 30

4.3 ETHYLHEXYL SALICYLATE .uttiiieiiiiie e e ettt e e e ettt e e e s sttee e e e sitee e e e snasaee e s ansanaessnnnnaeans 31
T R V4 F- T 310 ) (SRR 31

T o 11 V7 1o SO 31

4.3.3  Chovani v Zivotnim prostredi..........ccoiiieiiiniieiieieeseee e 31

4.4 CYCLOTETRASILOXANE .....ccitttiteeeitteeeeesitreeeesatteeeeasstaseessssseseesasaeeesansseseessnsnsneesans 32
RV F- T 310 ) (SRRSO 32

O 11 V2 1o SR 33

443  Chovani v Zivotnim prostiedi.........cccvviiiiiiiiiiiiiee e 33

5  CILE DIPLOMOVE PRACE ..........ccccocoooiiiiiiereeeeeeeeeeneeesesessesses s 34
HPRAKTICKA CAST ..ot 35

6  POUZITY MATERIAL, ZARIZENI A POMUCKY .....c.oooovveiereeeereeeeeeenen, 36



6.1 TESTOVANE LATKY evvtttuutiteeeteeessssnisieeesetessssssssessesessssssesesseessssm et 36

6.2 CHEMIKALIE A CINIDLA ...eeciitttiteesititeeeestteeeeasstseesasssasassssssesessasssesssanssssssssnssssesanns 36
6.3 ROZTOKY ittt ettt et s e e st e e s be e e snb e e e sab e e e sae e e s snreeenreeeans 38
6.4 MINERALNI MEDIA A ZIVNE AGARY ....uvviieiiitiiieeeiitieeeessireseessiaesessnssneessssssssessnnens 41
6.5 BIOLOGICKY MATERIAL ....uvvvieiiiiieeeiiiieeeesitiaeeesstaeeeeasssesaessssnessssnssneeesansssseessnsens 44
6.6 VAN VA DN N L 0) Y L6 USSR 44
B.6.1  ZATIZENT uvvrriiiiiii ittt e e e s a e e e e e e 44
6.6.2  POMUCKY ...ttt et 45
METODIKA .ottt e e st e e st e e e be e e s abe e s sabeeesabeessabeeesareeans 46
7.1 STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI LATEK AEROBNiMI MO
PROSTREDNICTVIM SYSTEMU MICRO-OXYMAX ....vviiiiiiiieeeiiiieeeeiieieeessinvneeessnes 46
% 5 = ] T o ISP 46
7.1.2  Samotné provedeni eXPerimentl........c.ceceereerrieerirsiieesieaieeseesseesseesieeseees 47
7.1.3  Zpracovani nameéfenych dat..........cccoooiiiiiiiiiiiiiee e 47
7.1.3.1 Zakladni vzorce vztahujici se k spotfebé Kysliku ........cccovvvriiniiiennnn. 48
7.1.3.2 Zakladni vzorce vztazené na produkci oxidu uhli¢itého ............c........ 49
7.2 STANOVENI SUSINY AK it e e 49
7.3 V] 23223 N 1 o PP 49
7.4 ZNSTENI ROZPUSTENEHO ORGANICKY VAZANEHO UHLIKU (DOC)......c.cccvcveeee. 50
7.5 ISOLACE BAKTERII, PODILEJICICH SE NA DEGRADACI TESTOVANYCH LATEK ........ 50
7.6 MODIFIKOVANY POSTUP NAMNOZENI A ISOLACE DEGRADACNICH BAKTERII
U PHE oottt e e e et e e e nare e erre e 51
1.7 OVERENI SCHOPNOSTI RUSTU JEDNOTLIVYCH KULTUR BAKTERI{
V PRITOMNOSTI CAPB AEHS ... 51
7.8 ZHODNOCENI RYCHLOSTI RUSTU A MiRY DEGRADACE IZOLOVANYCH
KULTUR Z KALOVE SUSPENZE CAPB......oooiiiiiii e 52
7.9 OVERENI RUSTU IZOLOVANYCH KULTUR EHSNAEH ASALNA ..........cooe, 52
7.10 KONZERVACE ZISKANYCH KULTUR BAKTERIL........ccoiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiee et e e 53
7.11  GRAMOVO BARVENI ...coitiiiic ittt e et e e e s ennre e 53
T.12 K OH-TEST oottt ettt et e s b e e s b e e e st e e e st e e e sabe e e enbee e earee e e 53
VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE ..o e 54
8.1 VYSLEDKY POCHAZEJICI Z ANALYZY PROVADENE SYSTEMEM MICRO-
OXYMAX ..ttt e ettt e et e e e ettt e e e e ebb e e e e s eabaeeeeeasbaeeeesbbaeeesassbeeeeasbeeeesansreeeeanns 54
8.1.1  SPOTEDA D2 ..ottt 55
8.1.2  ProdUKCE COa..uuiiiiiiiiiciee ettt ettt eaa e e eaee e 58
8.2 BAKTERIE DEGRADUJICI PHE ... 61
8.2.1  Izolace Cistych kultur bakterii z kalové suspenze s PHE .............ccccceiiine 61
8.3 BAKTERIE DEGRADUJICI CAPB ... 62
8.3.1  Izolace Cistych kultur bakterii z kalové suspenze s CAPB .............ccccevene 62
8.3.2  Ovéfteni schopnosti rastu jednotlivych kultur bakterii s CAPB................... 63
8.3.3  Rychlost rlstu a miry degradace izolovanych kultur z kalové suspenze
(7 AN o T 64

8.3.4  Zakladni identifikace kultur FIV a F1IM ..o, 66



8.4 BAKTERIE DEGRADUIJICT EHS ...ttt e e r e e 67

8.4.1 Izolace Cistych kultur bakterii z kalové suspenze s EHS ...........ccccoovveennnen. 67

8.4.2  Potvrzeni schopnosti ristu jednotlivych kultur bakterii s vyuzitim
EH S e 67
8.4.3  Rustizolovanych kultur EHS na EH a SALNa.......cccooviiiiiiiiiiicic 68
8.4.4  Zakladni identifikace kultur degradujici EHS...........cccccoiiniiiiiiniien, 70
ZAVER .....ooviitiiitiiit 71
SEZNAM POUZITE LITERATURY ....coovviiiriiiiiiisnisessssssesssesssesssses e 73
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ..........ccccoovmveririneesrsreresinnnes 79
SEZNAM OBRAZKU ......ccooooovririiimiiriinsiissssssssssssss s sss s 81

SEZNAM TABULEK ..o s 83



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

V dnesni uspéchané dob¢, zamétené Casto vice na kvantitu nezli na kvalitu latek a produk-
tll, se Casto pozapomina na jednu skutecnost. Jak se budou tyto latky chovat, jakmile se
dostanou do zivotniho prostiedi, v jaké formé nakonec budou setrvavat, a dojde ostatné
k jejich tiplnému rozkladu? Az v poslednich desetiletich se zacalo fesit, jak na v§echny tyto
latky reaguje prostiedi kolem nas. Vysledky mozného zneciSténi se sice nemusi objevit
hned, avSak ¢asem se muze neCekan¢ projevit nepiijemna pravda, které bychom mohli Celit

mnohem dfive, kdybychom se piece jen zastavili a zacali se zavcas ptat.

Velké mnozstvi odpadnich vod proudi z nasich domacnosti, riznych instituci a pramyslo-
vych oblasti do Cistiren odpadnich vod, kde mé& voda byt pfeciSténa a navricena zpét.
Uz jen Cistirny odpadnich vod jsou vysledkem lidské ¢innosti znecistovani, kdy uz latky
takového rozsahu neuméla voda sama zpracovat svym samocisticim procesem. Ani Cistirny
odpadnich vod vSak nevyfesi vSechno, a tak se skrze n€ do Zivotniho prostfedi dostavaji
latky, které nejsou biologicky odbouratelné a stivaji se tak pro nas problémem casto nepo-
jmenovaného vyznamu. Proto bychom méli do budoucna vénovat pozornost stanoveni bio-
degradace a toxicity vSech latek tak, aby nedochazelo ke kontaminaci zZivotniho prostredi,
nebo uz ptfimo syntetizovat produkty netoxického charakteru 1 po jejich rozkladu. VSichni

mame jeden stejny cil — zachovat nasi planetu Zemi pro dalsi generace.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOTECHNOLOGIE

Lidstvo je neoddélitelnou soucasti ptirody, kde jeho touha po zajistovani 1 uspokojovani
vlastnich potieb a nalezeni vychodisek z problémi vzniklych jeho ¢innosti vedly ke vzniku
a rozvoji novych technologii. Jednou z nich je multidisciplinarni biotechnologie, ktera je
nam v nékterych ohledech znama od nepaméti a jeji pocatky byvaji datovany jiz do let
7000 pi. n. 1., a to v oblasti zpracovani zeméd¢lskych produkta [1, s. 2-3]. V pribéhu dese-
tileti se pro tuto technologii sepsalo n¢kolik definic pokousejicich se jeji podstatu jasné
vyjadiit. Biotechnologie byla kupiikladu charakterizovana Josefem Rimanem v roce 1982
jako skupina vyrobnich a procesnich postupli zalozenych na latkové preméné, tvlrcich
mechanismech ¢i dalSich projevech mikrobidlnich systémi a mikroorganismti (MO), niz-
Sich i1 vyssich rostlin a Zivo€ichu [2, s. 10]. Za piesnéjsi vysvétleni této vedni discipliny se
vsak povazuje definice vyslovena na konferenci Umluvy OSN o biologické rozmanitosti
roku 1992, jez byla podepsana az 168 staty a je doposud uznavana. Biotechnologie je vy-
mezena jako jakdkoliv technologicka operace, vyuzivajici biologickych systémt, zivych
organismii nebo jim podobnych derivati, k vyrobé nebo Upravé produkti ¢i procesit

pro specifické uziti [3, s. 1].

1.1 Zakladni discipliny

Obory aplikované v biotechnologickych procesech je mozno rozdélit na biologické, che-
mické a inzenyrské, které jsou zpusobilé propojené fungovat diky procesim biosyntézy
a biotransformace (Obr. 1). Rozdil mezi témito dvéma dé&ji spociva v jejich slozitosti, kdy
je biosyntéza slozitéjsi z divodu rastu bunék v komplikovanych bioreaktorech a z hlediska
dodrzovani tady specifickych podminek, jako je sterilita prostfedi nebo pfesnost méteni.
Biotransformacni procesy jsou obvykle jednodussi, jelikoz se vyuzivaji imobilizované bio-

katalyzatory v menSich a méné slozitych zafizenich [4, s. 3].

Mezi zakladni obory biotechnologie patii molekularni biologie, ktera je zalozena
na schopnosti pfenosu genu ¢i gentll z jednoho organismu do druhého a je vyrazné propoje-
na s technikami genového inzenyrstvi. Znacné podstatnou védni disciplinou je také mikro-
biologie ¢i priimyslova biotechnologie vyuzivajici biochemické procesy MO k vyrobé roz-
licnych produkti, jako tfeba alkoholickych népojl. Biotechnologie také zahrnuje oblast
uplatniujici Zivoc€isné builky, tkan¢ a organy ke kultivaci produktl typu vakcin, monoklo-

nalnich protilatek a 1é¢iv. Nedilnou soucasti multidisciplinarni biotechnologie je také velmi
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nad¢jny obor nanobiotechnologie s moznosti aplikace v medicing, kuptikladu v podobé
respirocytd schopnych napodobit ¢innost redlnych cervenych krvinek. Biotechnologie

hraje rovnéZ podstatnou roli v oblasti zivotniho prostiedi [4, s. 4; 5, s. 1.4-1.5].

Taxonamie Biokatalyzatary SlechtEni a Rist a mnodeni Regulatni
Ekplogie (enayrmy & buiky) selekoe Tvorha produktl mechanizmy
¢ & | l ;
' i MOLEKULARNI
| .
rHKRL’]ElGLﬁh[i_ | BIODCHEMIE GL'NP'TIKI'. | FYZIOLOGIE L SIOLOGIE

ﬁ. o

BIOSYNTEZA A BIDTRANSFORMACE

N _

T _ /‘ ‘\ T
MIKROBIALNI STROINE CHEMICKE —| CENOVE
INZENYRSTVI [MZENYRSTVI - INZENYRSTVI J INZENYRSTVI

t TR o

Modelovani Kulthvaéni PFenns hmaty Bk ka
Matematicke zai“!ze-'lil 3 kysliku {SUTOwInY &
Fpracoving Izoladni zafizeni energie)

Obr. 1. Zdkladni obory v biotechnologii a jejich propojeni [4, s. 4]

1.2 Biotechnologie v ochrané Zivotniho prostiedi

Biologické c¢isténi odpadnich vod (OV) ¢i vzduchu, bioremediace, biometalurgie nebo pro-
dukce biopaliv jsou procesy, pii nichZ jsou zuzitkovany rizné metabolické déje na Grovni
populaci mikroorganismii, organismt a funkci genid s cilem pfemeénit substrat zadanym
zpusobem, a vyftesit tak problémy vychazejici z kontaminace prostiedi. Zahrnuje se zde
Sirok4 Skala aplikaci, naptiklad mikrobialni procesy degradaci a biotransformaci kontami-
nanti nebo procesy mikrobialnich vyrob environmentalné Setrnych slouc¢enin MO [6, s.

104-105; 7 s. 8].

1.2.1 Bioindikace znec¢istovani vod a ovzdusi

Pti zjistovani urovné Cistoty vody se v mnohych pripadech vyuzivaji zivé organismy jako
mladé ryby, larvy vodniho hmyzu, korysi nebo vodni fasy. Pozoruje se také ptitomnost
vodniho hmyzu, protoZze ten nejenom reaguje na piitomnost toxickych latek,

ale i na snizeni obsahu kysliku ve vodé zptuisobené vyskytem organickych latek, jako jsou
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odpady z cukrovari, papiren a fady dalsich odvétvi. Cistota ovzdusi miize byt sledovana
organismy pasivn¢, pomoci jejich citlivosti na vyskyt necistot v ovzdusi, nebo aktivné
za predpokladu zuzitkovani jejich schopnosti akumulovat kontaminanty ve svych pleti-
vech. Pro pasivni monitorovani kvality ovzdusi se nej¢astéji pouzivaji epifytické lisejniky
nebo napiiklad vceli med pii zjistovani obsahu tézkych kovi ze zdroji emisi. Mechy jsou
oproti tomu aplikovany pii aktivni bioindikaci, jelikoZ jsou schopné zadrzovat mnohé or-

ganické slouceniny a stopové prvky [8, s. 141-142; 9 s. 388-395].

1.2.2 Bioremediace

Hovotime-li 0 bioremediaci, rozumime tim kontrolované pouziti biologickych postupt
degradace nebo transformace riznych nezaddoucich slouc¢enin metabolickou ¢innosti zivych
organismu. Jinymi slovy se jedna o biodegradaci toxickych latek prostiednictvim mikroor-
ganismu, rostlin nebo zivo¢ichi. MO tyto latky utilizuji jako zdroje uhliku a energie
pro zékladni zZivotni funkce nebo pfeménuji polutanty na jiné slouceniny v pfitomnosti
kosubstratu. Kontaminanty jsou tak transformovany na méné skodlivé nebo neskodné pro-
dukty, které se nasledn¢ pfirozen¢ zacleni do zakladnich biogechemickych cykll
[10, s. 125]. Bioremediace neboli bioasanace lze zuzitkovat pro ¢isténi podzemnich vod

apudy [7s. 8].

Pted zavedenim jakéhokoliv postupu dekontaminace prostiedi je vzdy dilezité se nejprve
zeptat, zda je cilem polutant rozloZzit, detoxifikovat nebo jej pouze fyzikalné odstranit
z daného mista. Nasledné je pak mozné urcit a pouZzit vhodny bioremediacni proces. Exis-
tuji rizné typy biochemickych mechanismi, které sméfuji k mineralizaci, castecné trans-
formaci nebo humifikaci polutantu, ¢i ke zméné redoxniho stavu v pfipadé tézkych kovu
[11, s. 51-52]. Metabolickou ¢innost MO pii téchto dé&jich 1ze vylepsit genetickymi modi-
fikacemi jejich kmentl, jako tomu bylo napiiklad u bakterie Pseudomonas putina, ktera
byla po =zasahu genetickych inZenyri schopna vycistit ropné skvrny na mofi.
V budoucnosti bude pravdépodobné také vétsi mérou slavit ispéchy fytoremediace zaloze-
na na schopnosti specifickych rostlin kumulovat béhem svého riistu té¢zké kovy z kontami-

novanych zemin nebo podzemnich vod [11, s. 181].

1.2.3 Biotechnologie ve vodarenstvi a p¥i ¢iSténi plyna

Klasicka biologickéd analyza pouZzivana pii monitorovani kvality vody zahrnuje sledovani

spotieby kysliku v odpadnich vodach nebo testovani toxicity vaci Zivym organismum.
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Biotechnologické postupy se piimo u ¢isténi odpadnich vod pouzivaji k metabolizaci uhli-
katych latek a k eliminaci dusikatych, sirnych sloucenin i sloucenin fosforu. V piipadé
Cisténi plyna z potravinaiského a chemického primyslu nebo ¢isticek odpadnich vod lze
odstranit jak plynné latky organické (ketony, aldehydy atp.), tak i anorganické (amoniak,
sirovodik) [7, s. 9].
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2 CISTENI ODPADNICH VOD

Zéakladnim dokumentem Evropské unie (EU) pojednavajicim o problematice ¢isténi od-
padnich vod je Smérnice Rady 91/271/EEC o ¢isténi méstskych OV, jejimz cilem je
ochrana zivotniho prostfedi pfed nepiiznivymi vlivy odvadeéni, ¢isténi a vypousténi mést-

skych OV a primyslovych OV z urcitych odvétvi primyslu.

V Ceské republice (CR) je hlavnim pravnim nastrojem pro ochranu vod Zakon o vodach
¢. 254/2001 Sb. Mimo hlavni zamér tohoto zdkona chranit povrchové a podzemni vody
nebo kuptikladu dale stanovit podminky pro hospodarné vyuzivani vodnich zdroji, jsou
zde také presn¢ definovany OV. Odpadni vody jsou vody pouzité v obytnych, primyslo-
vych, zeméd¢€lskych, zdravotnickych a jinych stavbach, zatizenich nebo dopravnich pro-
sttedcich, pokud maji po pouZziti zménénou jakost (sloZeni nebo teplotu), jakoz i jiné vody
zZ téchto staveb, zafizeni nebo dopravnich prostfedkti odtékajicich, pokud mohou ohrozit
jakost povrchovych nebo podzemnich vod. Radime zde i priisakové vody ze skladek odpa-
du a také z odkalist. Pojmy jako méstské a primyslové OV ¢i jiné majici vztah k ¢isténi
vod jsou definovany v Naiizeni vlady CR &. 61/2003 Sb., kde jsou k nalezeni i ukazatele
a hodnoty ptipustného znecisténi povrchovych a odpadnich vod ¢i nalezitosti povoleni
k vypousténi OV do vod povrchovych a do kanalizaci. Podstatnou listinou v oblasti ¢isténi
OV je také Zakon o odpadech ¢. 185/2001 Sb. ujasniujici zachazeni s Cistirenskymi kaly
[13,s. 6-13].

2.1 Rozdéleni odpadnich vod

Pramérna produkce OV v CR se v roce 2014 podle provedené statistiky pohybovala okolo
miliardy metri krychlovych za rok z hlediska zastoupeni jednotlivych druhtt OV, kdy
Znacna cast téchto vod byla podrobovana urcitym procesiim ¢isténi (Obr. 2). Obecné lze
OV popsat jako slozité smési anorganického a organického materidlu smichaného se synte-
tickymi latkami, pficemz je mozné OV rozdélit na splaskové, primyslové a srazkové pie-

devsim podle jejich pivodu a dale v nich obsazenych slozek [14, s. 4,3; 14, s. 105-106].

OV vypousténé do vetejné kanalizace z bytl, obytnych domii ¢i méstskych zatizeni jako
jsou Skoly, restaurace, hotely apod. pochazejici od béznych obyvatel nazyvame splaskové.
Primeérna specifickd spotieba splaskovych vod je odhadovéana pfiblizné€ na 150 1/na osobu
za den [15, s. 105-106]. V takovychto OV je obsazen velky podil organickych latek typu

polysacharidd, lipid, mastnych kyselin nebo slou¢enin dusiku, fosforu a uhliku ptevazné
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se vyskytujicich v podob¢ fekalii a moci. Ve splaskovych vodach jsou pfitomny ta-
ké anorganické latky zejména chloridy, fosfiaty a tenzidy plivodné obsazené hlavné
Vv pracich a disticich prostiedcich pouzivanych v domécnosti [16, s. 4,3]. Splaskové OV
maji zpravidla zbarveni Sedé az Sedohnédé, jsou znacné€ zakalené, jejich teplota v klimatic-
kych podminkach CR se pohybuje od 5 do 20 °C a hodnota pH je v rozmezi 6,8 do 7,5
[17,s. 25].

Nelistdiné odpadni vody
+ natistdné srizkové vody
24 + 26 = 50 mil. m®
28 mil.m*

, Cisténé sritkové vody
7 370 mil. m*

Splatkové vody
333 mil.m? ~o

Cistiné splatkové _ _ -
vody 312 mil.m*

Primyslové a ostatnf
vody 164 mil.m?

Odpadnivody vypousténé ,* O TSl &¥t8né primyslové
do kanalizace 496 mil. m* = = a ostatnl vody
161 mil. m?

Obr. 2. Pritmérnd rocni produkce OV [18].

Pfi téZeni, zpracovani a produkci surovin vznikaji OV primyslové majici své specifické
sloZeni dle typu zavodu, odkud pochazeji [19, s. 17]. Bud’ byvaji odpustény do vetejné
kanalizace pifimo z mista pracovisté za predpokladu, ze neohrozuji Zivotni prostedi, nebo
jsou predcistény ve vlastni Cisticce pfitomné v daném zavode€. Do vodnich recipientii jsou
vypustény samostatné ¢i spolu se splaSkovymi odpadnimi vodami skrze vetejnou kanaliza-
ci, jimz se pak dale fika OV méstské. Celkovée existuji vetejné kanalizace dvojiho typu.
Prevazujicim typem je jednotnd kanalizace odvadéjici z obydlené ¢ésti obce vyse uvedené
odpadni vody spole¢né s vodou srazkovou. Druhym, méné ¢astym typem je oddélena ve-
fejna kanalizace pro splaskové a primyslové vody a zvlast vody destové [18;

20 s. 105-106].

Poslednim typem jsou OV destové vznikajici z atmosférickych srazek pti dopadu na za-
stavéna tizemi, kde jsou dale odvadény ze zabydlené ¢asti obce jednotnou vetejnou kanali-
zaci. Obsah kontaminantli v deStovych OV zévisi na misté dopadu a na jejich nédsledném
transportu. Znecisténé destové OV vznikaji naptiklad pti dopadu na méstské komunikace

kontaminované ropnymi latkami uniklymi z automobilti. Koncentrace organického znecis-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

téni v téchto vodach je velice blizka hodnotam u vod splaskovych [20, s. 112, 105-106 ].
Specidlnim pifipadem je voda balastni nesouvisejici s atmosférickymi srazkami, ktera je

vodou prisakovou a fedi OV[18].

2.2 Kontaminanty

Cilem cisténi odpadnich vod je osvobodit odpadni vodu od vsech, nebo pfinejmensim
od prevazné vétsiny, znecist'ujicich latek rizného charakteru. Kontaminanty zatézujici Zi-
votni prostiedi Ize rozdélit hned do nékolika zékladnich skupin — latek rozpoustéjicich se
v odpadni vod¢, latek nerozpustnych, radioaktivnich a ostatnich. Rozpusténé latky jsou
diferenciovany na latky anorganické (amonné ionty, fosfore¢nany) a substance organické
biologicky rozlozitelné (cukry, mastné kyseliny) ¢i biologicky nerozlozitelné (azobarviva).
Do nerozpusténych latek byvaji zatfazovany anorganické latky usaditelné (pisek, hlina)
I neusaditelné (brusny prach) a dale latky organické biologicky rozlozitelné (Skrob) ¢i ne-
rozlozitelné (papir, plasty), usaditelné (celulosova vladkna) a neusaditelné typu plovouciho,
jako je papir, nebo koloidniho, jako je bakteridlni biomasa. Radioaktivnimi latkami byvaji
oznacovany piirodni uranové minerdly (oxidy, slidy) ¢i latky s pfirodnimi nebo umélymi
izotopy. Mikroorganismy, teplota, pH, elektrochemicky potenciél a tvrdost (mineralizace)
jsou povazovany za ostatni agens [10, s. 11; 21, s. 33]. Patti zde také specifickd skupina
mikropolutantli schopnych v nepatrnych koncentracich negativné ovlivnit kvalitu vody
nebo eventudlné i zdravi ¢loveka. Jedna se predevS§im o zbytky léciv, kosmetickych pii-
pravkll nebo latek se specifickymi fyziologickymi ucinky, napt. takovych, co narusuji

hormonalni systém c¢loveka [21, s. 33].

2.3 Technologicka distici linka

Voda mé sama o sob¢, bez lidského pfi¢inéni, schopnost odstranit latky v tzv. samocisticim
procesu, na némz se prevazné podili biocendzy vodnich organismii schopnych nejenom
rozkladat organické latky na latky jednodussi, ale i soucasné¢ kumulovat latky toxické
pro jiné¢ mikroorganismy. Proces samocisténi je vSak v dnesni dob¢€ nepostacujici z divodu
ustaviéného stupnujiciho se znecistovani vod, a proto byly zavedeny Cistici pochody
umoziujici zpracovat vodu na stanovenou uroven kvality. Zdkladni operace likvidujici
znedisténi odpadnich vod jsou provadény v &istirnach odpadnich vod (COV), pii¢emz pro-
bihaji ve dvou nebo v lepsim ptfipadé ve tfech stupnich, jejichZ podstatou jsou pfirozené

procesy samocistici. Existuji 1 jiné, dal$si moZnosti ¢iSténi odpadnich vod jako jsou cirku-
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la¢ni ptikopy, nadrze rybni¢niho typu ¢i kofenové Cistirny, které vSak nejsou predmétem

této diplomové prace [10, s. 11].

Vybér a sefazeni jednotlivych operaci do technologické Cistici linky zéalezi na riiznych fak-
torech. Celkovy proces Cisténi by vSak mél byt predev§im G¢inny s propracovanym systé-
mem zjisténych informaci tykajicich se slozeni odpadnich vod, charakteru znecisténi i pfi-
tomnosti nejrizikovéjsich latek. Dale by mél byt ekonomicky pfijatelny, chranit zdravi
obyvatel a také zabezpeCeny proti zavleceni dalSich znecist'ujicich latek v prib&hu procesu
napt. anorganickych soli nebo pomalu rozlozitelnych organickych latek [21, s. 32-33; 22,
s. 425].

V prvnim mechanickém stupni ¢isténi (neboli ¢iSténim primarnim) je brano za cil odstranit
z OV unéseny material a suspendované latky, jimiz by mohly byt poSkozeny dalsi stupné
Cistirny. Nejprve OV prochézi lapacem Stérku, déle Cesly (mfizemi) zachycujicimi plovou-
ci pfedméty, na néz navazuji lapace pisku, kde se hrubsi castice usazuji. V ptipadé vysoké
koncentrace tuktl v piitékajici OV, napf. z potravinaiského zavodu, jsou na COV instalo-
vany lapace tukt. V nasledné, posledni mechanické ¢asti ¢isténi dochazi k odstranéni or-

ganickych a anorganickych latek sedimentaci v usazovaci nadrzi (Obr. 3) [13, s. 31].

Takto predcisténad voda pokracuje do druhého biologického stupné cCisténi (CiSténi sekun-
darniho), kde jsou neodstranéné organické latky z prvniho stupné odbourdvany a minerali-
zovany za ¢innosti MO v podobé¢ tzv. Cistirenského kalu. Ve své podstaté se jedna o napo-
dobeni a zrychleni d&ji probihajicich v ptirodé. Proces je tedy levny, ale na druhou stranu
hafe ovladatelny vzhledem ke schopnosti MO vnimat kaZzdou zménu prostredi [10, s. 60;
23, s. 11-13]. Nejcastéji je k druhému stupni COV pouzivano intenzivné provzdusiova-
nych a promichavanych aktivacnich nadrzi za pouZiti aktivovaného kalu obsahujiciho fadu
mikroorganisml (bakterie, plisn€, prvoci) i nebunécnou organickou hmotu, kde nejprve
dochdzi k vyvlockovani koloidné rozpusténych latek adsorpci na kalovych vlockach
a nasledné k aerobnimu odbourani organickych sloucenin za pomoci mikroorganismii [13,

s. 31].

Biologicky vyc¢isténa voda je dale odvadéna do dosazovacich nadrzi z diivodu sedimentace
kalu a vlo¢ek. Zachyceny kal se od¢erpava a zpracovava v kalovém hospodafstvi Cistirny.
Nejdtive Cerstvy kal vyhniva v anaerobnim prostiedi vyhnivacich komor za vzniku vyhni-
1ého kalu a bioplynu jimaného do plynojemu. Takovy kal se dale ponechava zbavit preby-

tecné vody (kalolisy, centrifugami nebo vypousténim na kalové pole) a poté se nékdy zpra-
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covava na komposty pouzivané jako hnojivo pro zemédélské ucely — nesmi vSak obsahovat
Skodlivé latky, napiiklad t€zké kovy.
V tretim stupni docCistovani vody dochazi ke snizovani obsahu mineralnich zivin chemic-

kym (sraZenim, adsorpci, iontoménici) nebo i biologickym zptsobem [10, s. 65-70].

| mechanicky stupef | | I
azovaci koagulant
Zesle  lapst pisku  nagcs aktivatni nddrz  dosazovaci nadrE =) koagulatni nadr
Dy 2 = & I LRD“ OF|
e e E L
. 7 brs : i
ihyerrnaret : i
neéisting
odpadni vody

aktivovany (vratny) kal
.

—s  Piebyteiny kal

Obr. 3. Znazornéni trojstupnové cistirny odpadnich vod [24].

2.4 Mikrobialni procesy premény latek

Pti aerobnim c¢isténi odpadnich vod jsou organické latky rozkladany heterogenni mikrobi-
alni kulturou na oxid uhli¢ity, vodu a biomasu. Technologicky pribéh zasadné ovliviuji
vlockotvorné a vladknité mikroorganismy, podstatné pro tvorbu vlocek aktivovaného kalu,
tzv. bioflokulaci. Kostru vétSich a spravné sedimentujicich vlocek tvoii vlaknit¢é MO,
na které se zachytavaji MO vlockotvorné. VIdknit¢é MO jsou mimoto prospésné i1 pii od-
stranéni zakalu v supernatantu. Musi jich byt vSak pfiméfené mnozZstvi, protoze jinak do-
chazi k technologickym obtizim ¢iSténi vod. Na bioflokulaci se podileji extracelularni po-
lymery rGzného plivodu, jako jsou pouzderné bakteridlni polymery, protozoalni polymery

¢1 polymery z vlastni odpadni vody, dale kfemicitany, oxidy Zeleza a v neposledni fadé¢
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polyvalentni kationty. lonty vapniku a hot¢iku, tvofici mistky mezi buitkami MO a poly-
mery, nejvice ovliviiuji svou kvalitou vlastnosti vzniklych vlo¢ek. Mikroskopicky rozbor
aktivovaného kalu, naptiklad zhodnoceni velikosti, tvaru i struktury vlocek ¢i aktivace
a rozvoj obou jiz zminovanych MO, je pravidelnou soucasti analytického sledovani, které

ma prvotn¢ za cil posoudit flokula¢ni a separacni vlastnosti kalu [10, s. 124-130].

Pti anaerobnim ¢isténi odpadnich vod a anaerobni stabilizaci kalti dochézi k odbourdvani
organickych latek, nejprve kvasnymi procesy na organické kyseliny, methanol, methyla-
miny, oxid uhli¢ity a vodik, pii¢emz organické kyseliny s vyssim poc¢tem uhliki v moleku-
le pak podléhaji pfeménam na kyselinu octovou. Tato kyselina, vodik a oxid uhli¢ity, me-
thanol a methylaminy jsou poté methanogennimi archeoty prevadény anaerobni respiraci
na methan. Spolu s kvasnymi procesy mize také dochazet v pfitomnosti sirant a dusi¢nanti
K bakterialni anaerobni respiraci organickych latek na oxid uhli¢ity a vodu, pii¢emz je
mozny vznik sulfanu, pokud jsou sirany pfitomny ve vysSich mnozstvich. Vyhoda anae-
robniho procesu Cisténi vod tkvi v zisku energetického bioplynu, moznosti Cistit velmi

zne€isténé odpadni vody a rovnéz odbouravat vicechlorované slouceniny [10, s. 124-130].

Dalsi moznosti biologického cisténi je denitrifikace odpadnich i pitnych vod, zalozena
na anaerobni respiraci bakterii, pfi niZ nitraty a nitrity slouzi jako akceptory protont a elek-
trontl pii oxidaci substratti (organickych latek). Odstranéni nitratti a nitrit je provadéno
jejich redukei na smés dusiku a oxidu dusného, unikajiciho do ovzdusi. Souvisejicim vice-
stupilovym procesem je nitrifikaéné-denitrifikacni proces, slouzici k odstranéni celkového
dusiku (pfevazné organického) z urcitych typli odpadnich vod (méstskych, zemédélskych)
[25, s. 69-80].

Podstatnym déjem je také odstraniovani fosforu z odpadnich vod Ccistirenskych provozi.
Nekteré bakterie, tzv. polyfosfatové jsou schopny ve svych buikach akumulovat za aerob-
nich podminek polyfosfaty. Pfedtim ale musi byt vystaveny anaerobnim podminkdm

s lehce vyuzitelnymi uhlikatymi substraty [10, s. 124-130].
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3 BIODEGRADACE

Vyznam uvedené¢ho déje je jiz mozné pochopit ze samotné skladby slova biodegradace.
Kofen slova degradace vyjadiuje rozklad makromolekuldrnich latek na nizkomolekularni
a pfedpona bio oznacuje obecné rozkladné Cinitele, jimiz jsou bakterie, houby, hmyz a jiné
organismy. Biodegradaci jsou velmi Casto organické latky zcela rozloZeny na jednodussi
slouceniny ¢i prvky, tim padem vznikaji anorganické slouceniny uhliku, dusiku, siry, fos-
foru a jinych prvki tvoricich pivodni latku, jez jsou uvolnovany do okoli a zapojeny tak
do kolob&hu prvku Vv pfirodé[25, s. 5; 26 ]. V ptipadé biodegradace organickych sloucenin
se jedna o sérii biologickych degradacnich krokt s astou exergonickou reakci, kdy v jejim
pribéhu dochéazi k oxidaci ptivodni slouceniny. Tato tzv. degrada¢ni dréha je v podstaté
stale stejna bez ohledu na slozitost molekuly a nezélezi, zda probihd za aerobnich nebo
anaerobnich podminek. Vyjma vySe zminénych biologickych pfemén, plisobi také ke sni-
zeni komplexity latek abiotické procesy, které ale nejsou tak ucinné jako zivé organismy

[11, s. 39-40].

Mikroorganismy pokladaji organické kontaminanty za zdroj zivin (rdstovy substrat),
pfi jehoz degradaci ziskévaji energii pro rust a déleni bunék. Pii biologickém rozkladu
burika pokazdé syntetizuje specificky enzym katalyzujici jednotlivé degradacni kroky, kte-
ry mize byt lokalizovan uvnitf bunky nebo je zbuniky uvoliovan, aby pomadhal
Vv pocatecnich krocich biodegradace ve vnéj$im prostiedi. Tyto extraceluldrni enzymy jsou
dilezité pii rozkladu makromolekul organickych latek, u nichZ je podstatna degradace
na mensi jednotky uz vné bunky z divodu nasledné zdarného transportu pres bunécné oba-
ly (buné¢nou sténu a cytoplasmatickou membranu) a oxidace téchto jednotek uvnitt buiiky.
Nedostatek vhodnych enzymu (a tim i mikroorganismi) schopnych biodegradace je hlav-
nim divodem obtizného rozkladu kontaminanti s nevSedni chemickou strukturou, které
neumi existujici enzymy ucinné rozkladat. Pro biologicky rozklad je tedy vhodné;si, kdyz
maji kontaminujici latky strukturu podobnou pfirozenym rdstovym substratim snadno roz-

lozitelnym [11, s. 39-40].

Nicmén¢ biodegradaci nelze uskutecnit za vSech okolnosti, obzvlasté jedna-li se o obtizné
rozlozitelnou latku. V tomto pfipadé¢ dochéazi pouze k ¢astecné oxidaci latky a uvolnéna
energie neni mikroorganismem vyuzita pro podporu rastu. Kontaminanty jsou tedy rozlo-
zeny kometabolicky, kdyz mikroorganismus ndhodné vlastni nespecifické enzymy schopné

rozlozit pravé tuto latku. Ke zminénému déji miiZze dochazet b&hem aktivniho ristu
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I pfi styku polutantu s nerostoucimi bunkami. Kometabolismus je tedy transformace
kosubstratu nepodstatného pro rist mikroorganismu vedle substratu naopak pottebného.
Lec konverzi polutantu na odlisSnou slou¢eninu nemusi vzdy vzniknout méné toxicka latka,

ale muze byt dokonce toxi¢téjsi ¢i rekalcitrantni [10, s. 125; 11, s. 39-40].

Pokud by se méla hodnotit ptistupnost uhlovodikti pro biodegradaci, tak jsou na tom Iépe
uhlovodiky alifatické oproti aromatickym. Jejich vyuzitelnost zavisi na rozpustnosti
ve vode a délce a struktufe fetézce. Alkany jsou degradovany velice pomalu za pfedpokla-
du, Ze maji vice nez 20 uhlikii nebo maji k hlavnimu fetézci navazané methylové skupiny.

Obecné jsou cyklické slouc¢eniny odolngjsi proti oxidaci mikroorganismy [10, s. 14].

3.1 Faktory ovliviiujici mikrobni aktivity

Mikrobni aktivita je bezesporu ovlivnéna strukturou i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
kontaminantu, ale taktéz biologickymi a fyzikalné-chemickymi faktory okoli, v némz se
vyskytuje. Kazdé prostiedi je definovano svoji degrada¢ni kapacitou oznacujici maximalni
urovenl mikrobni aktivity, jiz 1ze ocekdvat za urcitych environmentdlnich podminek [11,

s. 40].

3.1.1 Vliv prostiedi na aktivitu mikroorganizmii

Pravdépodobné nejvétsi ucinek na mikrobni aktivitu méa obsah organické hmoty v daném
prostfedi, dostupnost kysliku a také ptitomnost dostate¢ného mnozstvi asimilovatelného
dusiku. Aerobni biochemické drahy degradace jsou celkové rychlej$i a UCinngjsi
nez anaerobni dréhy, které jsou vSak na druhou stranu schopny biotransformace nékterych
chlorovanych uhlovodikil nerozlozitelnych za pfitomnosti vzduchu. Pti rozkladu organic-
kych polutanti obsahujicich jen uhlik a vodik vyzaduji mikroorganismy pro zdarnou bio-
degradaci ptisun dalSich nezbytnych Zivin, jako jsou dusik a fosfor. Pfimou ukazkou toho
je provadény experiment na kontaminovaném jezete, kde byla v casném jarnim obdobi
pii dostatku téchto prvki rychlost biodegradace maximalni, zato v letnim obdobi byla je-
jich nedostupnosti limitovéna, a tak bylo mozné rozklad zlepsit pfidanim dusikatych hnojiv

[10, s. 14; 11, s. 43-44; 25, s. 52-60].

Za pon€kud méng dulezité, ale piesto podstatné faktory se povazuji teplota, pH, salinita
a obsah vody. Rozmezi hodnot u téchto Cinitelll je rozdilné u kazdé skupiny latek, a tak
napiiklad pro rychlejsi rozklad uhlovodikt je optimalni rozmezi teplot 0-30 °C, pH vyssi

nez 7, podminky spiSe s menSi koncentraci soli a v pidé¢ je idealni nasyceni vodou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

v rozmezi 38-81 % saturace (tzv. vodni kapacity), kdy je dostupnost vody a kysliku maxi-

malni [11, s. 40-42; 25, s. 52-62].

3.1.2 Utinek struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti kontaminantu

Degradace kontaminujici latky je ovlivnéna sterickymi vlivy ve struktuie dané latky, které

zabranuji rozpoznani molekuly aktivnim mistem degradujiciho enzymu [11, s. 40-42].

Podstatny vliv na biodegradaci latky ma rovnéz geneticky potenciadl dany pfitomnosti
a expresi vhodnych genil v pfirozeném mikrobnim uskupeni. Obvykle se tento potencial
uskuteciuje po urcitém obdobi adaptace, které je Casové zavislé na struktufe polutantu.
Nésledné budouci mozné setkani s danou latkou tak obvykle vyvola u adaptovaného spole-

¢enstvi mikroorganismu rychlejsi degradaci [11, s. 40-41].
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4 TESTOVANE KOSMETICKE SLOUCENINY

V této diplomové praci jsou uvadény nazvy kosmetickych sloucenin podle Mezinarodni
nomenklatury kosmetickych piisad (INCI), jiz jsou vyrobci povinni dodrZzovat na svych
kosmetickych piipravcich. Také jsou zde pouzivany bézné komercéni ¢i technické nazvy,

pokud se jedna o zndmé, ¢asto uzivané pojmy [27, s. 12].

4.1 Phenoxyethanol

Pro chemickou latku uvadénou jako Phenoxyethanol (PHE) existuje mnoho synonym. Jako
ptiklad 1ze uvést Ethylene Glycol Monophenyl Ether, Monophenyl Glycol, 1-hydroxy-2-
phenoxyethane, Dowanol nebo Rose ether [28]. Jeji pfesny chemicky nazev dle nazvoslovi
International Nonproprietary Name (INN) zni 2-fenoxyethan-1-ol [29]. Tuto slou¢eninu
obecné fadime do skupiny fenoletherti, coz jsou aromatické slouceniny obsahujici benze-

novy kruh substituovany etherovou skupinou (Obr. 4) [30].
‘ OH
O

Obr. 4. Chemicka struktura 2-phenoxyethanolu [31].

4.1.1 Vlastnosti

Jedna se o kapalinu olejovité konzistence typického aromatu s rozpustnosti 2,67 g latky
na 100 ml vody pfi dostate¢ném intenzivnim michani. O PHE se da celkové fici, Ze je roz-
pustny v etanolu, éteru a roztoku hydroxidu sodného, dale ve vod¢ a rtznych rostlinnych
olejich a také je schopen se misit s acetonem a glycerolem [28]. Je o ném znamo, Ze je
membranoveé aktivnim Cinidlem [28; 32, s. 2-6]. Molekulovd hmotnost PHE ¢ini 138,16
g/mol a bod tani se pohybuje okolo 14 °C. Zlstava stabilnim 1 v extrémnich podminkach
[33, s. 496-499; 34, s. 922-923]. Pii zachazeni s touto latkou je nutné dbat zvysené opatr-
nosti, protoze je toxicka, at’ uz pfi vdechnuti, poziti ¢i jen b&znym kontaktem s kazi. Ugin-
ky expozice mohou zahrnovat podrdzdéni o€i, bolesti hlavy, tfes ¢i depresi centralni ner-

vové soustavy (CNS)[35].
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4.1.2 Pouziti

Utinek PHE proti $irokému spektru MO, obzvl4sté Pseudomonas aeruginosa, byl znam jiz
v roce 1944, kdy byly kozni infekce pokryvany obklady namocenymi v roztoku této latky
[36]. Proto je vysoce u¢innym konzervantem v oblasti farmacie a kosmetiky [34, s. 922-
923]. Byva aplikovan do kosmetickych ptipravki typu pletovych krémii, masek, vod nebo
také ochrannych krémi na opalovani, Samponil na vlasy, deodorantli, make-upii apod. Vy-
znamnou roli také hraje v o¢nich, nosnich i usnich kapkach a krémech pro zevni antisep-
tickou 1écbu [28]. V ramci pouziti je aplikovan za ucelem konzervace at uz ve smési
s dal§imi konzerva¢nimi piisadami nebo samostatné. PHE se pouziva v kombinaci
S parabeny, kvartérnimi amoniovymi solemi ¢i dalSimi latkami [34, s. 922-923]. V kosme-
tickych ptipravcich se vzdy aplikuje max. do koncentrace 1 % dle Natizeni Evropského

parlamentu a Rady (ES) €. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich [29, s. 2; 32].

Mezi nejznaméjsi konzervacéni smési 1ze povazovat smés Euxyl® K 400, vyuzivanou pte-
devsim v piipravcich slouzicich k o€isté téla a vlast, nebo Euxyl® PE 9010, vyvinuty
pro aplikaci pfedev§im v neoplachovych produktech (pletovych vodach, krémech, trans-
parentnich gelech a dal$ich) [28; 32; 33].

Euxyl® K400 je komeréné dostupnou smési methydibromoglutaronitrilu (MDBGN)
a phenoxyethanolu v poméru 1:4. MDBGN je uzivan pro své konzervaéni a biocidni vlast-
nosti, kdy ucinkuje proti bakteriim, kvasinkdm a houbam i ve velice nizkych koncentra-
cich. BohuZel je ale aktudlnim kontaktnim alergenem ve skupiné konzervantl pfitomnych
Vv kosmetickych pfipravcich, pficemz v kombinaci s phenoxyethanolem vyvolava dermati-
tidy vznikajici obvykle na obliceji, krku nebo rukou. V roce 2006 byl Euxyl® K 400 umis-
tén do evropské standardni sady alergeni na doporuceni International Society Contact
Dermatitis Research Group (ISCDRG) [28; 38, s. 6-9 ]. V Evropské unii byla povolena
aplikace MDBGN od biezna 2005 pouze v ,,rinse-off* ptipravcich v koncentraci do 0,1 %.
AvsSak s ohledem na doposud provedené testy nebyla ani u téchto oplachovych ptipravkil
zjisténa takova koncentrace MDBGN, ktera by byla bezpecnd a nevyvoldvala kontaktni
dermatitidu. Studie ukazuji, Ze celkovy soucet nizkych ddvek MDBGN z vice expozic
aplikovanych po kratkou dobu mé obdobny t¢inek na vznik dermatitidy jako jedind expo-
zice této latky ve vyssi koncentraci [39, s. 2-11; 40]. Nakonec je tedy dle poslednich in-
formaci z roku 2006 jakékoli uzitit MDBGN v KP na tzemi EU zak4zéano. V ostatnich sta-

tech se koncentrace uziti 1isi podle ndrodni legislativy.
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Patentovany Euxyl® PE 9010 je tekuty mirn€ biocidni koncentrat tvofeny vyhradné aktivni
slozkou phenoxyethanolem (90%) rozpusténou v multifunkénim aditivu ethylhexylglyceri-
nu (10%), ktery je v Sirokém zabéru pouzivan v kosmetickych piipravcich. Radime jej
do skupiny 1-alkyl glycerol ethert, jejiz slouceniny s riznymi alkylovymi fetézci jsou pfi-
tomny Vv piirodnich produktech a organismech savct, ptaki, rostlin, bakterii a mnoha dal-
Sich. Pro svou vysokou distotu, bezbarvost, témét nulovy zapach a Setrnost k pokozce se
tato latka stala velice oblibenou pfisadou do kosmetickych pfipravki, a to predevsim
do deodoranti jako aktivni deodora¢ni sloucenina, ktera je velice dobrou alternativou
triclosanu, a dale ptipravkl slouzicich k oSetfeni pleti. Jako multifunkéni pfisada snizuje
povrchové napéti ve vodnych systémech, a tak 1épe smaci. Nizké povrchové napéti tak
umoznuje jednodussi disperzi v odlisnych systémech, a to i pii nizké teploté. Diky své vy-
soké solventnosti mize slouzit jako rozpoustédlo pro lipofilni ptisady typu parfému, vita-
mind a esencialnich oleji. Byl navrZen jako rovnocennd ndhrada konzervacnich sloucenin
parabent nebo isothiazolinond. Euxyl® PE 9010 je stejn¢ ucinny proti bakteriim, kvasin-
kam a houbam az do pH 12. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) u vétSiny MO jsou
Vv pfipad€ této smési nizs$i neZ u obsazenych jednotlivych latek. Je nutné fici, Ze samotny
ethylhexylglycerin nevykazuje Zadnou ucinnost proti MO, ale ovliviiuje povrchové napéti

na bunééné membrané MO, a tak zvysuje G¢inek phenoxyethanolu proti MO [32, s. 2-5].

Mimo kosmetiku a 1éciva naléza PHE uplatnéni jako repelent proti hmyzu, rozpoustédlo
pro acetat celulozy ¢i barviv nebo také jako chemicky meziprodukt pro estery karboxylo-

vych kyselin (napf. akrylat, maleat) [35].

4.1.3 Chovani v Zivotnim prostredi

Pti studiich biodegradace PHE byla sledovéana biologicka spotieba kysliku, kterd byla na-
sledné porovnavana s teoretickou spotiebou kysliku. Bylo zji$téno, Ze po 5 dnech doséhla
21 %, po 10 dnech 66 % a po 20 dnech 75 %, z ¢ehoz lze vyvozovat, Ze z vétsi miry je tato
latka pozvolna biologicky odbouratelna. V jiné studii formou Zahn-Wellness testu se rov-
néz potvrdilo, Ze je PHE biologicky rozlozZitelny z vice jak 70 % a také dal§im testem, Ze
nepodléhd bioakumulaci [33, s. 296-299; ]. Biodegradaci PHE v aktivnim kalu byla ziska-
na obdobna data, kdy v nich byl podle spotieby kysliku za 28 dni z 90 % a podle produkce
oxidu uhli¢itého z 75% rozloZen, coZ nam jen potvrzuje veSkerd vySe zminéna tvrzeni, Ze

je PHE biologicky odbouratelnym [41; 42, s. 2-4].
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4.2 Cocamidopropyl Betaine

Nazev této slouceniny vychazi z ¢asti molekuly nesouci kladny 1 zapor naboj aminokyseli-
ny glycinu, ktera je prezdivand betain po trimethylglycinu, jenz byl prvné extrahovan
Z cukrové fepy (sugar beet). Nazvy Cocamidopropyl Betainu (CAPB) se jinak rtzni, jako
ptiklad 1ze uvést Cocamidopropyl Dimethyl Glycine, Cocamidopropylaminobetaine, Co-
coyl Amide Propyldimethyl Glycine, Coconut Oil Amidopropyl Betaine, Ampholyt JB 130
¢1 Tego Betaine L7. CAPB se sklada ze dvou hlavnich ¢asti — hydrofobni (nepolarni) casti
tvotfenou uhlovodikovym fetézcem mastné kyseliny obsazené v kokosovém oleji a hydro-
filni (polarni) ¢asti kvartérni amoniové soli (Obr. 5). Vykazuje tim svou amfipatickou

strukturu, ktera je pro néj jako tenzid zdsadni [43; 44].

Obr. 5. Chemicka struktura Cocamidopropyl Betainu [44].

4.2.1 Vlastnosti

Mnoh¢ vlastnosti CAPB vychazeji ze skutecnosti, Ze je tenzidem, ktery ma ostatné jako
vSechny latky tohoto charakteru schopnost jiz pfi nizkych koncentracich ménit podminky
na fazovém rozhrani a tim padem byt povrchové aktivnim. Jedinecné vlastnosti této latce
propujcuje jeji nedisociovatelnd ¢ast molekuly tvofend jak anionem, tak i kationem umoz-
nujici CAPB byt kombinovan s kationickymi a anionickymi tenzidy v rtiznych recepturach
vyrobktl [44]. Radime jej obecné do amfoternich tenzidi s podskupinou betaind a sul-
fobetainti, jejichz vlastnosti jsou zna¢né¢ odlisné od ostatnich podskupin tenzida (derivati
imidazolu, derivati aminokyselin, lecitinu a souvisejicich fosfatidll) zejména pokud jde o
jejich rozpustnost a elektricky néaboj. Pfi vysokych hodnotich pH 1 hodnoté
pH isoelektrického bodu se totiz nechovaji jako aniontové tenzidy a zachovavaji si stale
svou dobrou rozpustnost [43, s. 43-44]. Piimo u CAPB je to dano ¢tyfvaznym dusikem,
ktery si ponechéva kladny néboj v celém rozmezi pH, kdy by v ptipadé jeho zaniku doslo
k destrukci molekuly. Pii nizkych hodnotach pH se z néj stava tenzid kationtovy. Oznacu-

jeme jej tedy jako zwitterion [45, s. 15-16; 47].
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CAPB je cira svétle zlutd kapalina s mirnym zépachem po tuku se schopnosti solubilizovat
ve vodé, ethanolu a isopropanolu, avSak ne v mineralnim oleji. K prodeji byva obvykle
dodavéna formou vodného roztoku v cca 30% koncentraci s chloridem sodnym. Vystupy
vicera védeckych experimentli rovnéz prokazujici nemutagenitu a nekarcinogenitu této

latky [47].

4.2.2 Pouziti

Obecné Ize o amfoternich tenzidech fici, Ze maji jak na kazi, tak i na o¢i oproti jinym ten-
zidim mirngjsi drazdivé Gc¢inky, a proto jsou naptiklad soucasti détskych Sampont, nebot’
pak tolik pfi styku s o¢ima nedrazdi k slzam [48]. V kombinaci s anionaktivnimi tenzidy
rovnéz vyvolavaji pouze mirné podrazdéni ktize plus jesté vytvari spolecné jemnéjsi struk-
turu vyrobku. Primarni pouziti CAPB je v Sampdnech, kondicionérech a sprejich na vlasy
[49], kdy je jeho nesmirné velkou ptednosti dodani vlasim schopnosti nechat se 1épe roz-
Cesat. Dale se stale vice pouziva v kosmetickych piipravcich a vyrobceich pro osobni hygi-
enu, napiiklad jako soucast tekutych mydel, antiseptik, zubnich past ¢i produktd péce o
plet. Byva rovnéz jako jeden z mala tenzidii obsahem piirodni kosmetiky [49]. Je vSak
uznavan pouze renomovanou mezinarodni certifikaci Ecocert, protoze ostatni certifikacni
organizace nangj skepticky pohlizi z divodu jeho petrochemické slozky. Jinak se mimo
kosmeticky primysl uplatiuje v Cisticich a pracich vyrobcich jako jsou pfipravky na myti

nadobi nebo na Cisténi pevnych povrchi [49].

CAPB se nejcastéji distribuuje ve formé 30% roztoku nazyvaného Flavol KDA, k jehoZz
typickym vlastnostem patii vybornad pénivost, stabilita pény a také velmi dobra snasenli-

vost s pokozkou a sliznicemi [52].

4.2.3 Chovani v Zivotnim prostredi

Odpovédi na otazky tykajici se tispésné biodegradace sloucenin betaint, jakozto i CAPB
jsou ponekud protichiidné. Nekteré vyzkumy poukazuji na postupnou uplnou biodegrada-
bilitu (45 — 58 %) téchto latek, zatimco jiné mimodék pfimo u CAPB prokazuji téméf
kompletni biologicky rozklad betain. Z hlediska méfeného rozpusténého organického
uhliku (DOC) dle dalsiho vyzkumu se védci ptiklani K teorii, Ze je CAPB zcela jist¢ uplné
biodegradovatelnou latkou, protoze hodnota DOC se pohybovala mezi 67-100 % [52].
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4.3 Ethylhexyl Salicylate

Ethylhexyl Salicylate (EHS) je ester tvofeny slouc¢eninami 2-ethylhexanolem a kyselinou
salicylovou, ktery je znamy rovnéz pod nazvy 2-Hydroxy-2-Ehylhexylester, 2-Ethylhexyl-
2-Hydroxybenzoate, Eusolex OS, Ethylhexyl Salicylate ¢i Octyl Salicylate (Obr. 6).
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Obr. 6. Chemicka struktura Ethylhexyl Salicylate [55].

4.3.1 Vlastnosti

Jedna se o slabé nazloutlou kapalinu s charakteristickym zapachem, nerozpustnou ve vode,
polyolech a glycerolu. Rozpustna je ve vétsing alkoholt, ketoni, esterti glykolu a ve vétsi-
né hydrofobnich rozpoustédlech. Molarni hmotnost EHS je 250,33 g/mol. Pokud je EHS
Vv podobé roztoku, tak nijak nedrazdi kizi ani o€i, a ani nevykazuje znamky sensibilizace

[53, 54].

4.3.2 Pouziti

Pouziva se piedev§im jako vonna piisada, absorbér ultrafialového zafeni (UV) a jako
sunscreen agent. Také jej nalezneme ve vlasové kosmetice, rténkach a lacich na nehty. Do
kosmetickych piipravki byva vpravovan v koncentraci od 0,001 % do 8 %. V ptipadé EHS
se jedna o organicky filtr pro UVB zéfeni typu salicylata [29, 55].

4.3.3 Chovani v Zivotnim prostiedi

Dle provadénych vyzkumt je EHS biologicky rozlozitelny, ale az po dlouhodobéjsim c¢a-
sovém useku tedy vice jak 28 dnech. EHS a ani jeho degradac¢ni slozky nejsou povazovany

za toxické [55, s. 6].
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4.4 Cyclotetrasiloxane

Chemicka sloucenina cyclotetrasiloxane (D4; Obr. 7) je stale znama pod svym starym
dokonce jiny vyznam. Dnes oznacuje totiz obecny nazev pro smés cyklickych siloxani, jez
je obvykle tvofena D4, dekamethylcyclopentasiloxanem a dodekamethylcyklohexasiloxa-
nem. Dal$i pojmenovéani, zkratky, obchodni nazvy a registrované ochranné znamky pouzi-
vané v bézném zivoté jsou cyclic dimethylsiloxane tetramer, Cyclen D4/OMCTS, Dow
Corning 244, KF 994, Oel Z020 apod. Radime jej do skupiny cyklickych tékavych me-
thylsiloxanu s velkou tenzi par a malym teplem odpafovani. D4 se sklada ze 4 methylsi-

loxanovych jednotek uzavienych do kruhu [56].
HiG_ CH,

Si
o Uy,
He X A
Si Si
H,C™ \ /
O‘Si’o

AN
H,C CH,

Obr. 7. Chemicka struktura Cyclotetrasiloxanu [56].

~CH;
“CH,

4.4.1 Vlastnosti

D4 je bezbarvou olejovitou kapalinou za bézné pokojové teploty s molekuldrni hmotnosti
296,61 g/mol. Dale je mirn¢ t€kavy, hotlavy, vysokovrouci a Spatné rozpustny ve vode¢.
Pro uziti v kosmetickych piipravcich je idealni, nebot’ je bez zapachu i chuti, snadno se
roztira, nestipe a ani neni mastny. Z fyzikalniho hlediska je malo t€kavou slou¢eninou lipo-
filni povahy. Obecné ma D4 nizkou hodnotu akutni ordlni, inhalacni i dermalni toxicity.
Neni drazdivy pro o€i ani kiizi a nevykazuje zndmky mutagenity. Pfi testech na krysach se
prokdzal ptimy hormondlni (estrogenni) u¢inek D4 na délohu, coz miiZze byt relevantni 1

pro cloveka [56, 57].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

4.4.2 Pouziti

Organicka slouc¢enina D4 ma hned n€kolik vyuziti. Pouziva se jako tzv. stavebni blok (mo-
nomer) pii vyrob¢ silikonovych polymert, jimiz mohou byt oleje, tuky, gumy ne-
bo i pryskyfice. Plni rovnéz funkci meziproduktu pii vyrobé jinych organokiemicitych
latek. D4 se aplikuje na nekovové povrchy z ditvodu jejich tpravy plus se s ni setkame
i v elektronice a textiliich. Sirokou oblasti jeho vyuzZiti jsou ptipravky osobni péée (kosme-
tické vyrobky, pfipravky na vlasy, ptipravky pecujici o plet, antiperspiranty) a domaci
ptipravky (napf. Cistici pripravky). Pokud je piitomen v kosmetice, tak se chova jako an-
tistatikum, emolient, humektant, rozpoustédlo, regulator viskozity nebo jako vlasovy kon-
dicionér [57]. Pouziva se jako zakladni kapalina nebo jako rozpoustédlo pro velké moleku-
ly. Koncentrace D4 se v kosmetickych piipravcich pohybuje od 0,1 — 54 %. Velmi bézné je
pouzivat v kosmetickych piipravcich smési D4, decamethylcyclopentasiloxanu (D5) a do-
decamethylcyclohexasiloxane (D6). Slou¢eniny D4 a D5 jsou spoleéné soucasti prsnich
implantatt [59]. Jeho typicky vyskyt je v receptuie uklidovych a Cisticich ptipravki napt. v

lestidle ve spreji ¢i voskovych smésich [56, 58].

443 Chovani v Zivotnim prostredi

D4 neni biologicky rozlozitelnou v prokysli¢ené vod¢ a ani v ptidnim systému. Dle prova-
déného experimentu v Springborn Laboratories roku 1991 doslo po 28 dnech k nulové bio-
degradaci této latky [60]. V jednom ztesti biodegradace za aerobnich podminek
v aktivnim kalu byly dokonce ziskané hodnoty rozkladu této latky v minusovych hodno-
tach. RovnéZ je akutné a chronicky toxickym pro ryby a koryse v koncentracich 4,4 ul pro
ryby a 15 pl pro koryse [58]. Momentalné je kuptikladu v Kanadé konzultovano a prova-
déno vicero védeckych expertiz ohledné D4, zda bude mozné tuto latku zatadit mezi toxic-

ké a zavést pak ptipadna preventivni opatieni [60].
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cile této diplomové prace lze zformulovat nasledujicim zptisobem:

e v literarni reSersi osvétlit zaklady biotechnologii, Cistirenskych technologii a biode-
gradace; detailnéji rozebrat testované latky phenoxyethanol, cocamidopropyl betai-
ne, ethylhexyl salicylate a octamethyltetrasiloxane,

e zhodnotit aerobni biologickou rozlozitelnost kosmetickych slouc¢enin ve vodném
prostfedi systémem Micro-Oxymax,

e izolovat, pomnozit a analyzovat rozklad testovanych latek jednotlivymi kulturami
degradacnich bakterii,

e pisemné, tabelarné a graficky zpracovat naméfend data a vyslovit zaver.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITY MATERIAL, ZARIiZENI A POMUCKY

V nasledujici kapitole jsou popsany veskeré testované latky, pouzité chemikalie, Cinidla, roz-
toky, mineralni média, Zivné roztoky a biologicky material. Nasledné jsou zaznamenany in-

formace o vSech zafizenich a pomuckach, které¢ byly ve vyzkumu pro tuto praci pouzity.

6.1 Testované latky

Veskeré testované kosmetické slouceniny jsou pojmenovany dle INCI, pficemz jejich ob-

chodni nazvy byly v tomto ptipadé vedeny vyrobci odlisné.
Phenoxyethanol (PHE)

Pro testy byl pouzit PHE s obchodnim oznaéenim 2 — Phenoxyethanol (> 99%) od vyrobce
Sigma Aldrich a.s.

Cocamidopropyl Betaine (CAPB)

Pro testy byl upotfeben CAPB nesouci obchodni oznaeni Flavol KDA od dodavatele Ena-
spol a.s., kde bylo pfitomno 40 hm. % CAPB a 5 — 7 hm. % chloridu sodného.

Ethylhexyl Salicylate (EHS)

Pro testy byl uzit EHS s oznacenim 2 — Ethylhexylsalicate (> 99%) od vyrobce Sigma Al-

drich a.s.
Cyclotetrasiloxane (D4)
Pro testy byl pouzit OMCTS s ozna¢enim Octamethylcyclotetrasiloxane (98%) od vyrobce

Aldrich Chemistry.

6.2 Chemikalie a ¢inidla

Laboratorni testy byly provadény chemikaliemi Cistoty p. a. (pro analyzu) vyrobené spolec-

nostmi Sigma Aldrich s. r. 0. a byv. Lachema a. s. Ceska republika.

Sumarni vzorec Nazev chemikalie

MgSOs4 - 7 H20 heptahydrat siranu hote¢natého
CaCl; chlorid vapenaty

FeClz - 6 H20 hexahydrat chloridu zelezitého

(NH4)2SO4 siran amonny
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KH2PO4

K2HPO4

Na2HPO4 - 12 H20
HsBO3

FeSO4 - 7 H20
ZnSO4 - 7 H20
MnSO4 - 4 H20
CuSOq4 - 5 H20
CoSOq4 - 7H20
(NH2)2M07024 - 4 H20
C7Hs02Na

NH4CI
C18H32CaN2010
CsH14CINO
C19H19N706
CeH1206

CsHsN20

CsHyNOs - HCI
C17H20N406

NaCl

C12H17CIN4OS - HCI
Fe(NH4)2(S04)2 - 6H20
CaClz - 2H20
C7Hs03Na

CsH180

CsH1206

dihydrogenfosforecnan draselny
hydrogenfosfore¢nan draselny
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
kyselina borita

heptahydrat siranu zeleznatého
heptahydrat siranu zine¢natého
tetrahydrat siranu manganatého
pentahydrat siranu méd’natého
heptahydrat siranu kobaltnatého
tetrahydrat molybdenanu amonného
benzoan sodny (BS)

chlorid amonny

D-pantothenat vépenaty (vitamin B5)
cholin chlorid

kyselina listova

myo-inositol

nikotinamid

pyridoxal hydrochlorid

riboflavin

chlorid sodny

thiamin hydrochlorid

hexahydrat siranu amonno-Zeleznatého
dihydrat chloridu vapenatého
salicylan sodny (SALNa)
2-ethyl-1-hexanol (EH)

glukoza
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(CeH100s)n
CsH3NaO3
C25H30CIN3
C2HsO
KOH

H.O

6.3 Roztoky

Zasobni roztoky soli (ZRS)

— MgSOs - TH20 ..o,

— FeClz - 6HoO ..o,

—  (NH4)2S04

— KH2PO4 (ROZtOK A) ...

— NaHPOs - 12H20 (Roztok B) ...

rozpustny Skrob
pyruvat sodny
krystalovéa violet’
etanol

hydroxid draselny

destilovana voda

................ 23,90 g

Ptiprava: Jednotlivé soli byly navazeny a nasledné individualné rozpustény v 1000 ml des-

tilované vody.

Fosfatovy pufr o pH 7,2 (FP)

— KH2POsq ...

— KoHPOg4 ...

— NaHPOs- 12 H.0O

e 8,200

e 21,80

Piiprava: Ve stanovenych mnozZstvich byly soli navazeny a spole¢né rozpustény v 1000 ml

destilované vody.

Roztok stopovych prvkii (RSP)

— H3BOs oo,
— FeSO4-7THO .o

— ZnSO4 - TH20 ..o,

e 0,750 @

e 3,000 g

v 0,100 g
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— MNSO4 - 4H20 ..o 0,500 g
— CUSO4 5H20 .veoeveeeeeieieeeee. 0,050 g
— C0SO04 THz0 .veeoveeeeeeeeeeeeevcc. 0,1813 @
— (NH)2M07024- 4 H20 ... 0,050 g

Ptiprava: Navazené latky byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.

Biomédium (BM)
— ZRSMQSOs - 7TH20 ..o 2,00 ml
— ZRSCaCly ...oiviiiiiiiieeie. 2,00 m
— ZRSFeClz - 6H20 ..o, 2,00 ml
— ZRS (NH4)2SO4 ..o 10,0 ml
— FP o 40,0 ml
— RSP 2,00 ml
— H2O 800,0 ml

Ptiprava: Do odmérné banky o objemu 2 1 byla nadavkovana 24 hodin prokyslicovana des-
tilovand voda, k niz byla poté pridana a dikladné¢ promichana urfend mnozstvi ZRS,
FP a RSP. Nakonec byla odmérna banka doplnéna prokysli¢enou destilovanou vodou

po rysku.

Zasobni roztok benzoanu sodného v biomédiu (ZRBS)

Ptiprava: Mnozstvi 0,01 g benzoanu sodn¢ho bylo rozpusténo v 50 ml biomédia tak,

aby pii pfislusném testu byla vlastni koncentrace latky 0,2 g/1.

Zasobni roztok phenoxyethanolu v biomédiu (ZRPHE + BM)

Ptiprava: Mnozstvi 0,01 g phenoxyethanolu bylo rozpusténo v 50 ml biomédia tak, aby

pii ptislusném testu byla vlastni koncentrace latky 0,2 g/l.

Zasobni roztok cocamidopropyl betainu v biomédiu (ZRCAPB + BM)

Ptiprava: Mnozstvi 0,025 g Flavol KDA bylo rozpuSténo v 50 ml biomédia tak, aby
pfi piislusném testu byla vlastni koncentrace CAPB 0,2 g/I.
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Roztok vitaminii (MEMs vitamins)

Tento komeréné vyrobeny roztok vitamint (dodavatel PAA The Cell Culture Company)

obsahoval tyto latky.
— C18H32CaN2010 «.envneeiiiiiiiee 0,10 g/l
— CsHuCINO ..., 0,10 0
— C19H1aN706....cv i, 0,10 g/
— CeH1206...c.vvvviiiiiiiiiiiviee. 0,20 0/
— CeHsN2O ..., 0,10 g/
— CgHoNO3 - HCI .o, 0,10 g/l
= C17H20N4O6 .o 0,01 g/l
= NaCl ..o, 8,50 g/l
— C12H17CIN4OS - HCl oo, 0,10 g/l

Zasobni roztok phenoxyethanolu pridavany k mineralnimu agaru (ZRPHE + MA)

Ptiprava: Mnozstvi 0,5 g phenoxyethanolu bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody
do koncentrace 10 g/l. Nasledné v podobé dokonale promichaného roztoku bylo vse sterili-

zovano filtraci ptes sterilni filtr MILLIPORE MCE 0,22 pm do sterilnich zkumavek.

Zasobni roztok cocamidopropyl betainu I pridavany k mineralnimu agaru (ZRCAPB

+ MA)

Piiprava: Mnozstvi 1,25 g Flavolu KDA bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody, tedy
do koncentrace CAPB 10 g/1. Nasledné v podobé dokonale promichaného roztoku bylo vse
sterilizovéno filtraci ptes filtr MILLIPORE MCE 0,22 pm do sterilnich zkumavek.

Zasobni roztok cocamidopropyl betainu II (ZRCAPB)

Ptiprava: Mnozstvi 1 ml CAPB bylo rozpusténo v 9 ml destilované vody a nasledné
v podobé dokonale promichaného roztoku sterilizovano ptes filtr MILLIPORE MCE

0,22 pm do sterilnich zkumavek.
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10% zasobni roztok salicylanu sodného (ZRSALNa)

Ptiprava: Mnozstvi 1 g SALNa bylo rozpusténo v 8 ml destilované vody a nasledné
Vv podobé dokonale promichaného roztoku sterilizovano pies filtr MILLIPORE MCE
0,22 um do sterilnich zkumavek.

Fyziologicky roztok (FR)

Ptiprava: Mnozstvi 4,3 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 500 ml destilované¢ vody
a sterilizovano pfi teploté 121 °C po dobu 25 minut v autoklavu.

6.4 Mineralni média a Zivné agary

Pouzivané predpiipravené smesi agari pochdzi od spole¢nosti HiMedia Laboratories Pct.

Ltd. Mineralni agar byl pipraven v laboratofi UIOZP.

Mineralni agar (MA)

SloZeni:
— KoHPO4 ..o 0,200 g
— NH4CI ..0,220 g
— MgSOs - TH20 ..o 0,040 ¢
— FeSOs - TH2O ..o 0,002 g
= CaCla e 0,002 ¢
— RSP 0,100 ml
— Purifiedagar ................. 3,400 g
— MEMsvitamins .............c..co 0,100 ml
= H2O .. 200,0 M

Ptiprava: Navazka 3,8 g smési ptipraveného zakladu pro MA byla suspendovana ve 200 ml
destilované vody a bylo pfidano 0,1 ml RSP. Nésledné¢ byla ponechana sterilizovat
Vv autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti této smési na cca 50 °C
bylo pfidano 0,1 ml roztoku MEMs vitamint, vSe ditkladné promichano a na zavér rozlito

do Petriho misek.
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Mineralni agar s phenoxyethanolem (MA + PHE)

Priprava: Navazka 3,8 g predpfipravené smési MA byla suspendovana ve 190 ml destilo-
vané vody, do niz bylo ptidano 0,1 ml RSP, kdy byla néasledné po nabobtnani ponechana
sterilizovat v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti smési piiblizné
na 50 °C bylo pfidano 0,1 ml roztoku MEMs vitaminii a 10 ml ZRPHE + MA, vSe diklad-

né promichano a na zavér rozlito do Petriho misek.

Mineralni agar s cocamidopropyl betainem (MA + CAPB)

Ptiprava: Navazka 3,8 g predpfipravené smesi MA byla suspendovdna 190 ml destilované
vody s ptidavkem 0,1 ml RSP a pak byla po nabobtnani ponechana sterilizovat v autoklavu
pfti teploté 121 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti smési ptiblizn€ na 50 °C bylo ptidano
0,1 ml roztoku vitamini a 10 ml ZRCAPB + MA, vse dikladn¢ promichdno a na zavér

rozlito do Petriho misek.

Mineralni agar s ethylhexyl salicylatem (MA + EHS)

Ptiprava: Navazka 3,8 g predpfipravené¢ smési MA byla suspendovana ve 190 ml destilo-
vané vody s pfidavkem 0,1 ml RSP, kdy byla nasledné po nabobtnani ponechana sterilizo-
vat v autoklavu pii teplot¢ 121 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti smési piiblizné
na 50 °C bylo pfidano 0,1 ml roztoku vitamin a 200 ul EHS, vSe dikladné promichéno

a na zavér rozlito do Petriho misek.

Mineralni médium (MM)

SloZeni:
— ROZEOK A . 2,00 ml
— Roztok B ... 8,00 ml
— MgSOs - TH20 ..o 1,00 ml
— Fe(NH4)2(SO4)2 -6 H2O ... 1,00 ml
— CaClz-2H20 ..., 1,00 ml
— NHiClL .o 1,00 ml
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— RSP .. 0,20 M
= H2O .. 85,0 M

Ptiprava: Vsechny vySe vypsané slozky byly ve stanovenych mnozstvich navziajem du-
kladné promichany a poté sterilizovany v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 25 minut.
Po zchladnuti smési ptiblizné na 50 °C bylo vse dikladné promichano a asepticky rozplné-

no podle urcitého testu stanovenych mnozstvi do sterilnich plastovych zkumavek.

Mineralni médium s phenoxyethanolem (MM + PHE)

Piiprava: VSechny vySe vypsané slozky byly ve stanovenych mnoZstvich dikladné rozpus-
tény v 85 ml destilované vody, promichany a poté sterilizovany v autoklavu pfi teploté
121 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti smési ptiblizn¢ na 50 °C bylo pfidano 50 mg
phenoxyethanolu, vSe dukladn¢ promichano a asepticky rozplnéno po 3 ml do sterilnich

plastovych zkumavek.

Tryptone yeast extract agar (TYA)
Slozeni:

— Enzymaticky hydrolyzat kaseinu (trypton).. 3,0 g

— Kvasni¢ny extrakt ... 159
= Al 6,09
— H2O e, B00,0 M

Ptiprava: Navazka 10,5 g zdkladu pro TY A byla suspendovana v 500 ml destilované vody.
Nasledné byla smés ponechana sterilizovat v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 25 mi-

nut a po zchladnuti na cca 50 °C byla rozlita do Petriho misek.

R2A agar (R2A)

SloZeni:
— Enzymaticky hydrolyzat kaseinu ........... 0,125¢g
— Peptidické natraveniny zivocisné tkané ..... 0,125 g

— Hydrolyzat kaseinové kyseliny ............... 0,250 g
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— Kvasni¢ny extrakt ...............oooiviiniinn.

— CoH1206 e,

— MQSOs - TH20 .ooeooiieoiiieiieeee]

— C3H3NaO3 ...

— H2O e, D00,0 M

Ptiprava: Navazka 9 g zékladu pro R2A byla suspendovana v 500 ml destilované vody.

Nasledné byla smés ponechéna sterilizovat v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 25 mi-

nut a po zchladnuti na cca 50 °C byla rozlita do Petriho misek.

6.5 Biologicky material

Inokulum

Bylo vyuZito zasobni suspenze aktivovaného kalu (AK) v koncentraci 5 g/l biomédia, pfi-

¢emz AK byl odebran z aera¢ni nadrze komunalni COV Malenovice.

Ptiprava: Nejprve byl AK zbaven hrubych necistot prostiednictvim filtrace ptes sito, dale

ttikrat dekantovan pitnou vodou a pak umistén do dvojit¢ho fermentoru. Po 24 hodinach

provzdusiovani byl centrifugovan pii 3000 ot/min po dobu 10 minut, kdy byl AK po odliti

supernatantu zfedén biomédiem na takovou koncentraci, aby pfi samotném testu byla kon-

centrace susiny kalu 500 mg/l. Kontrola byla uskute¢néna stanovenim susiny.

6.6 Zarizeni a pomicky

6.6.1 Zarizeni

— Laboratorni analytické vahy R 180D, Santorius (Némecko)

Elektromagneticka michacka STIRRER OP-913/3
Laboratorni centrifuga Jouan MR23i (Francie)

Susarna Memmert 200UM (SRN)
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— pH metr WTW pH /ION metr 735, lonLab (Némecko)

— Respirometr Micro-Oxymax, Columbus Ins. (Ohio, USA)

— Analyzator celkového organického uhliku TOC-5000 A Schimadzu (Japonsko)
— Autoklav LaM-MCS SANOclav (Némecko)

— Laminarni box TELSTAR BIO-II-A (Spanélsko)

— Laboratorni rotacni tfepacka

— Mrazici box Biotech, a.s.

— Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky TECAN (Sunrise, USA)

— Analytické vahy SI— 64A (Denver Instrument)

— Mikroskop Olympus CX 41 Quickphotopro 2.0. (Japonsko)

— Chladnic¢ka Electrolux

6.6.2 Pomiucky
— Mikrodavkovace Biohit (Finsko)

—  Filtry MILLIPORE MCE 0,22 pm

Mikrotitraéni desticky GAMA (CR)

Po celou dobu provadéni testi bylo dale uzivano bézného laboratorniho skla a také labora-

tornich pomiicek obvyklych v mikrobiologickych laboratofich.
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7 METODIKA

7.1 Stanoveni biologické rozlozZitelnosti latek aerobnimi MO prostied-

nictvim systému Micro-Oxymax

7.1.1 Princip

Analyzator Micro-Oxymax spolec¢nosti Columbus Instruments (Obr. 8) je variabilnim ty-
pem respirometru, jenz je vzdy sestaven tak, aby se ptizpisobil pozadovanému typu pro-
sttedi (voda, piida, kompost) a koncentraci stanovovanych plynti v plynné fazi. V piipadé
pochodi aerobnich je plynnou fazi vzduch a u anaerobnich je tomu dusikaté prostredi. Jed-
na se tedy o systém s cirkulujici plynnou fazi schopny sledovat rozklad latek za pomoci
piislusnych detektorti. Pii méfeni biologické spotieby kysliku (O2) je vyuZzito detektoru
fungujiciho na principu paramagnetické rezonance, a u detektorti oxidu uhli¢itého (CO2)
¢i methanu je uplatnéna spektroskopie v infracervené oblasti. Celkové je systém sam scho-
pen automaticky vyrovnavat zmény tlaku a teplot. Respirometr funguje v uzaviené smyc-
ce, kdy Cerpa plyny z testovacich lahvi do detektort a odtud je do nich vraci zpét. Naméte-
na data jsou Vv uréitych intervalech zaznamenana a nasledné porovnavana a pak piepocitana
na standardni podminky (teplota 0 °C, tlak 101 325 Pa). Vyjadfovéna jsou pak jako rych-
lost produkce/spotieby sledovaného plynu, kumulativni produkce/spotfeba a objemova
koncentrace (%) pozorovanych plynti v plynné fazi kazdé reakéni lahvicky. Vysledky mo-

hou byt také znédzornény v mg ¢i ug za zvolenou casovou jednotku [61].

Obr. 8. llustracni fotografie usporadani respirometru Micro-Oxymax sestdvajici
z detektoru O, detektoru COy, cerpaci ridici jednotky (vlevo shora) a dvouventilovych

Fidicich jednotek S moznosti pripojeni 20 méricich pozic (vpravo) [61].
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7.1.2 Samotné provedeni experimentu

Prostfednictvim analyzatoru Micro-Oxymax bylo provadéno kontinualni méfeni spotieby
O. a produkce CO2 zpusobené biologickym aerobnim rozkladem vybranych slouéenin
ve vodném prostiedi. Testy probehly ve dvou sériich, kdy v prvni sérii byly analyzovany
kosmetické slou¢eniny PHE, CAPB s EHS a v druh¢ sérii latka D4. Oba pokusy byly pro-
vedeny podle modifikované metody popsané v norm& CSN EN ISO 9408. Pied zapo&etim
testll a po jejich ukonceni bylo zjisténo pH suspenze a mnozstvi DOC v suspenzi vzdy u jed-

noho zastupce testované latky.

Pracovni objem roztoku v reakénich lahvickéach byl stanoven na 50 ml, pti¢emz kazda tes-
tovand latka byla méfena 4krat vedle sebe. Finalni procento biologického rozkladu je tedy
prumérem z téchto tii stanoveni. Reakéni suspenze ve vSech piipadech obsahovala biomédi-
um, inokulum a substrat, tvofici jediny zdroj uhliku a energie pro MO (standardni nebo
zkouSena latka). Slepy pokus vyjadiujici endogenni respiraci MO byl pfipraven odméfe-
nim 45 ml biomédia a 5 ml inokula do jednotlivych lahvicek. Testované latky dobfe roz-
pustné ve vod¢ (PHE, CAPB) a latka pro srovnani (BS) byly smichany v mnozstvi 5 ml
zasobniho roztoku (ZRPHE + BM, ZRCAPB + BM, ZRBS) s 40 ml biomédia a 5 ml ino-
kula takovym zplsobem, aby aktualni koncentrace modelové latky v kazdé reakéni lahvic-
ce byla cca 200 mg/l. U testovanych latek ve vodé€ nerozpustnych byla dana latka navazo-
vana pfimo na kruhové michadlo vpravené do reak¢nich banék, k nimz bylo poté ptidano
45 ml biomédia a 5 ml inokula. EHS byl na analytickych vahach navazen v mnozstvi
cca 10 mg, kdy u tfech z Sesti reakénich lahvicek byla tato navazka s 45 ml biomédia po-
drobena ultrazvuku pro lepsi disperzi ¢astic a na zavér smichéna s 5 ml inokula. Testovana
latka D4 byla navdzena v mnozstvi cca 15 mg, tedy analogicky jako u vSech ostatnich
s podminkou koncentrace pfiblizné¢ 200 mg/l. Pfesna koncentrace jednotlivych komponent
v reakénich nadobach je zaznamenana ve vysledkové ¢asti. Ve vSech reakénich lahvickach
bylo zajiSténo promichdvani magnetickymi michadly rychlosti nastavenou na 300 rpm
a byla dodrzovana teplota 25 + 1°C. Rozklad byl sledovan po dobu 28 dnii nebo i déle jestlize

tomu bylo zapotiebi.

7.1.3 Zpracovani naméienych dat

Pro finalni spravné vyhodnoceni provedenych testi bylo nutné ziskana data dosadit

do vzorctl a vypoctem tak ziskat potfebné hodnoty.
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7.1.3.1 Zdkladni vzorce vitahujici se k spotiebé kysliku

_(4a+b—2c—3d)-8

TSK 7
TSK teoreticka spotieba kysliku [mg/g]
a pocet atomti uhliku v substratu
b pocet atomu vodiku v substratu
c pocet atomt kysliku v substratu
d pocet atomii dusiku v substratu
My relativni molekulova hmotnost substratu [g/mol]
BSK, = BSK. — BSK,,
Czk.L.
BSKs substratova biochemicka spotieba kysliku [mg/g]
BSKc biochemicka spotieba kysliku u zkouSené latky [mg/1]
BSKGip. biochemicka spotieba kysliku u slepého pokusu [mg/1]
Czk.l. hmotnostni koncentrace zkousené latky [g/1]
Drgi = B2Ks 100
TSK
Drsk procento biologického rozkladu [%]
BSKs substratova biochemicka spotieba kysliku [mg/g]
TSK teoreticka spotieba kysliku [mg/g]
by |1 - ©OCkonsun = DOCkonsip] o
DOCpoé sub.
Dpoc procento odstranéni substratu podle Ubytku rozpusténého organického uh-
liku (DOC) [%]
DOCkon. sub. rozpustény organicky uhlik v substratu na konci méfeni [mg/1]
DOCkon.stp. rozpustény organicky uhlik ve slepém pokusu na konci méfeni [mg/1]

DOCo¢.sub. rozpustény organicky uhlik v substratu na zac¢atku méteni [mg/1]
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7.1.3.2 Zakladni vzorce vitaZené na produkci oxidu uhlicitého

The, = 12
c

Thco2 teoretické mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého[mol]
Mmc obsah uhliku v navazce vzorku [g]
Mc molarni hmotnost uhliku [g/mol]

SPO. — SPOg;p,
SPOs = Moo,
SPOs substratova produkce oxidu uhli¢itého [mol]
SPO¢ produkce oxidu uhli¢itého u zkousSené latky [g]
SPOsip. produkce oxidu uhli¢itého u slepého pokusu [g]
Mco2 molarni hmotnost oxidu uhli¢itého [g/mol]

SPOg

sCO; — Thc02 -100

Dscoz procento biologického rozkladu substratu [%]
SPOs substratova produkce oxidu uhli¢itého [mol]
Thcoe teoretické mnozstvi vyprodukovaného CO2 [mol]

7.2 Stanoveni suSiny AK

Suspenze AK byla v mnozstvi 10 ml podrobena vakuové filtraci skrze dopiedu vysuseny
a zvazeny filtraéni papir o plosné hmotnosti 85 g/m?, ktery byl nasledné susen pfi teploté
105 °C az do konstantni hmotnosti. Poté, co filtra¢ni papir vychladl v exsikatoru, byl zva-
Zen na analytickych vahach, a tak mohla byt suSina AK vypoctena rozdilem jejich hmot-

nosti v g/l. Toto stanoveni bylo vzdy provadéno trikrat vedle sebe.

7.3 Méreni pH

Pfed samotnym méfenim byla provedena kalibrace pH metru komerénimi pufry o pH 9
a pH 4 s naslednym stanovenim hodnot pH u roztokli promichavanych magnetickymi mi-

chadly.
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7.4 Zjisténi rozpusSténého organicky vazaného uhliku (DOC)

Koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC) v mg/l byla v testovanych vzorcich
stanovena pomoci analyzatoru celkového organického uhliku TOC-5000 A Schimadzu,
schopného zméfit souc¢asné celkovy uhlik (TC) i anorganicky uhlik (IC) pfitomny v rozto-
ku. Pfistroj méti hodnotu celkového organicky vazaného uhliku (TOC), ktera je ale vzhle-
dem k predem provedené filtraci vzorku skrze membranovy filtr s velikosti pori 0,45 pum

hodnotou DOC.

Hodnota TC je ziskéna prostiednictvim oxidace veskerého uhliku ve vzorku ptitomného
v proudu kysliku uvniti spalovaci trubice s platinovym katalyzatorem za teploty 650 °C,
jejimz nasledkem vznika CO2 dale vedeny na detektor NDIR (Non-dispersive infrared de-
tector). Jeho pfitomnost se projevuje signalem, vzniklym absorpci zéfeni pfislusné vinové
délky, zaznamenanym jako plocha piku pifimo umérna koncentraci TC ve vzorku. Pfi ana-
lyze IC je vzorek vnasen na inertni nosi¢ s kyselinou fosforecnou do toku nosného plynu
s naslednym vytésnénim COz2, kdy je pak zméfeni signalu obdobné jako u stanoveni TC.

V ptipad€ TOC se jednd o rozdil hodnot TC a IC.

7.5 Isolace bakterii, podilejicich se na degradaci testovanych latek

Kalova suspenze testované latky (PHE, CAPB, EHS), pochazejici z analyzy biologické
rozlozitelnosti na respirometru Micro-Oxymax, byla ponechéna protfepavat cca 10 minut
se sterilnimi sklenénymi kuli¢kami z diivodu rozbiti vzniklych bakteridlnich vlocek. Poté
byla ve sterilnich zkumavkach vyfedéna desetinnou fadou az do fedéni 10°. V navaznosti
na toto fedéni bylo z fedéni 10 vyockovano 0,1 ml inokula na jednu Petriho misku s MA
a 0,1 ml na jednu Petriho misku s MA + PHE, MA + CAPB nebo MA + EHS v zavislosti
na latce pouzité v suspenzi. Oproti tomu zfedéni 10* a 10° bylo vzdy vyockovano
po 0,1 ml na dvé misky MA a pak 0,1 ml na dvé Petriho misky s pfedpfipravenymi vyse
zminénymi agary. Inokulum na miskéach bylo dikladné rozetfeno sterilnimi sklenénymi
hokejkami po celé plose misek. Timto ukonem tak bylo na Petriho miskach dosaZeno fed¢-
ni kalové suspenze 104, 10° a 10 na 1 ml kalové suspenze. Viechny inokulované misky
byly inkubovany pii 25°C po dobu 5 dnti a vice, kdy byly pribézné¢ hodnoceny. Bakterialni
kolonie, rostouci vyraznéji na MA s testovanou latkou nez na samotném MA, byly pfeockova-
ny kiizovym roztérem za i¢elem izolace, nebot’ byla ptedpokladdana jejich schopnost vyuzivat

testovanou latku jako substrat.
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7.6 Modifikovany postup namnoZeni a isolace degradacnich bakterii

u PHE

Kalova suspenze z rozkladu PHE na Micro-Oxymaxu, po nékolikerych pifidavcich PHE
v koncentraci 200 mg/l, byla nejprve protfepavana se sterilnimi sklenénymi kulickami.
Po této dikladné desintegraci vlocek kalu bylo provedeno se suspenzi desetinné fedéni
od 107 do 10 takovym zpiisobem, Ze bylo pfipraveno 5 sterilnich zkumavek s 4,5 ml ste-
rilniho FR, kdy bylo do jedné ze zkumavek ptidano 0,5 ml suspenze. Ve dvou paralelnich
stanovenich bylo pfipraveno 5 zkumavek s 3 ml MM + PHE s napipetovanym 0,1 ml zfe-
déné suspenze od 10! do 107 tak, aby vzniklo fedéni 10 do 10°°. Zkumavky byly nésled-
né fadné protrepany a pak nalezato inkubovany za mirného pohybu pii 25°C po dobu 5 dni
a vice. V piipadé vzniku zakalu bylo provedeno vyockovani na univerzalni agary (TYA, R2A)

a na pripravené MA s PHE.

7.7 QOvéreni schopnosti ristu jednotlivych kultur bakterii v pritomnosti
CAPB a EHS

Tyto zkousky byly uskute¢nény ve sterilnich sklenénych lahvickach, do nichz bylo davko-
vano 15 ml MM. Lahvicky s MM byly sterilovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 25 mi-
nut, ponechany vychladnout a poté byly obohaceny pifidanim 15 pl MEMs vitamint
a 115 pl sterilniho ZRCAPB nebo 15 pl EHS. U dvou takto ptfipravenych lahvicek byla
zméfena puvodni hodnota DOC. Dale bylo ve dvou vyhotovenich zaockovéano bud’ 30 pl
jednotlivych kultur ve formé jejich suspenzi ve FR, anebo kombinace kultur v mnozstvi
40 ul ¢i 60 pl. Hustota suspenzi byla ptiblizné 2. stupenn McFarlandovy stupnice a jejich
predinkubace trvala cca 3 dny. Veskeré lahvicky byly poté umistény na tiepacky a kultivo-
vany pii 25 °C. Pii vyskytu zakalu u kterékoli z lahvi¢ek bylo provedeno vyockovani
na univerzalni zivné agary. V okamziku vzniku zakalu u suspenzi PACB v jakékoliv
z lahvi byl odebran vzorek v mnozstvi 5 ml, buiikky byly odstranény filtraci pfes sterilni
filtr MILLIPORE s pory 0,2 pm a nakonec byl odebrany objem 3 ml smichan s 3 ml desti-

lované vody, dokonale promichan a analyzovan na DOC.
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7.8 Zhodnoceni rychlosti ristu a miry degradace izolovanych Kkultur

Z kalové suspenze CAPB

Do sterilnich sklenénych lahvicek bylo nadavkovano 50 ml MM. Poté byly vSechny lah-
vicky sterilovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 25 minut, ponechany vychladnout a na-
konec obohaceny 50 ul MEMs vitamins a 375 pl sterilniho ZRCAPB o pfiblizné koncen-
traci 300 mg/l. Po dikladném zamichani bylo vzdy do 3 hlavicek piidano 50 ul jedné su-
spenze izolované kultury o hustoté suspenze 2. stupenn McFarlandovy stupnice. Asepticky
pak byly z kazdé lahve odebrany 2 ml vzorku, u néhoz byly buiky odstranény filtraci
pftes sterilni filtr MILLIPORE s pory 0,2 pm a nésledné byl ziedén 4 ml destilované vody,
dokonale promichan a analyzovan na DOC. RovnéZ byla u vSech vzorkli zmé&fena opticka
denzita (OD) na pfistroji Tecan pii vlnové délce 600 nm napipetovanim 200 pl kazdého
vzorku do jamek na mikrotitraéni desticce nasledné vlozené do piistroje. DOC a OD byly
méfeny v pravidelnych intervalech, zatimco lahvi¢ky byly stale kultivovany pii 25 °C

na tfepacce.

7.9 Ovéreni ristu izolovanych kultur EHS na EH a SALNa

Cerstvé ptipraveny MM byl rozdélen po 10 ml do sklenénych lahviéek, které byly sterilo-
vany v autoklavu pti 121 °C po dobu 25 minut, k nimz bylo po vychladnuti pfidano 10 pl
MEMs vitamins. Ve dvou paralelnich stanovenich bylo pfipraveno 5 lahvicek s ptidavkem
40 ul ZRSALNa o koncentraci 400 mg/1 a také 5 lahvicek s 3,6 ul EH, do nichz bylo na-
sledné napipetovano 20 pl vzdy jen jedné suspenze izolované kultury o hustoté suspenze
2. stupent McFarlandovy stupnice inkubované 3 dny pfedem. Potom byly asepticky z kazdé
lahve odebrany 2 ml vzorku, u kterého byly poté buiiky odstranény filtraci pies sterilni filtr
MILLIPORE s péry 0,2 um. Nasledné byl vzorek ziedén 4 ml destilované vody, dokonale
promichéan a analyzovan na DOC. U vsech vzorki byla také zméfena optickd denzita (OD)
na pfistroji Tecan pii vinové délce 600 nm napipetovanim 200 pl kazdého vzorku do ja-
mek na mikrotitrani desticce néasledné vlozené do pfistroje. Kultivace lahvicek probihala
pii 25 °C na tiepacce, pricemz hodnoty DOC a OD byly méfeny v pravidelnych interva-

lech.
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7.10 Konzervace ziskanych kultur bakterii

Pro ptipad mozného budouciho studia degradaci byly veskeré kultury jednotlivych bakterii
ziskané z kalovych suspenzi s CAPB a EHS zakonzervovany. Dostate¢né mnozstvi bioma-
sy dané kultury bylo seskrabnuto laboratorni lancetou z zivné pudy a rozmichano v par
kapkach sterilniho glycerolu ve velké mikrozkumavce typu Eppendorf, ktera byla nasledné

umisténa do hlubokomraziciho boxu na teplotu -80 °C.

7.11 Gramovo barveni

Princip identifikace bakterii Gramovym barvenim spociva v navazani vzniklého komplexu
jodu s krystalovou violeti na peptidoglykan v bakterialnich sténach, ktery je mozné pouze

u gramnegativnich bakterii snadno odbarvit rozpoustédly etanolem ¢i acetonem.

Na podlozni sklicko byla asepticky pfipravena suspenze bakteridlni kultury a provedena
fixace plamenem. Radné zchladly roztér na podloznim skli¢ku byl naslednd prevrstven
roztokem krystalové violeti po dobu 60 vtefin, kdy byla poté barva slita a preparat byl zno-
vu pievrstven Lugolovym roztokem ponechanym plisobit 60 vtefin. Pak byl opatrné
oplachnut destilovanou vodou a v Sikmé poloze odbarvovan etanolem 20 — 25 vtefin. Na-
sledovalo opétovné oplachnuti destilovanou vodou, dale po dobu 60 vtefin pfevrstveni kar-
bolfuchsinem a nakonec oplachnuti destilovanou vodou s opatrnym usuSenim vysoko
nad plamenem kahanu. Mikroskopie takto pfipraveného preparatu byla realizovana pro-
sttednictvim imerzniho objektivu pii zvétSeni 1000x a jeji vysledek byl zdokumentovan

fotografii kazdé z kultur.

7.12 KOH-test

Gramovo barveni nemusi vzdy poskytnout spolehlivé vysledky. Proto byl proveden tento
kratky a spolehlivy test pro ovéfeni zjisténych informaci, a to pomoci 3% roztoku KOH,

hydrolyzujiciho buné€nou sténu pouze gramnegativnich bakterii.

Na podlozni sklicko byla nakdpnuta malé kapka 3% roztoku KOH a v ni bylo vyzihanou
a zchladlou bakteriologickou kli€¢kou rozmichdno dostate¢né mnozstvi kultury testované
bakterie. Kli¢ka byla posléze n€kolikrat od podlozniho sklicka zvednuta, aby se zjistilo,
jestli kapka KOH zustava tekuta (grampozitivni bakterie) nebo se stava viskozni, kdy se
bunky rozpousti a za klickou se protahuje vldkno uvolnéného bunééného obsahu (gramne-

gativni bakterie).
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8 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

Ve vysledkové ¢asti jsou chronologicky fazena data, ziskana provadénim jednotlivych tes-
tll, po¢inajicich u méteni vzorkl na respirometru Micro-Oxymax se zakonc¢enim u konzer-

vace jednotlivych kultur bakterii schopnych degradace testovanych latek.

8.1 Vysledky pochazejici z analyzy provadéné systémem Micro-Oxymax

Vsechny kosmetické slouceniny vybrané za ti¢elem této diplomové prace s BS jako srov-
navaci latkou byly podrobeny respirometrickym testiim, ve kterych byly pro aerobni MO
zdrojem uhliku a energie. V pravidelnych ¢asovych tsecich (po 8 hodinach) byla zapiso-
vana spotieba Oz a produkce CO; ¢tytikrat (u D4 tiikrat) vedle sebe pro kazdou zkousenou
latku tak, aby mohl byt priamér jejich hodnot dosazen do vzorce, jimz bylo mozné piesné
urcit procento biologického rozpadu latky, a tak zhodnotit miru jeji rozlozitelnosti. Rovnéz
byly z naméfenych hodnot Oz a CO2 odecteny limitni hodnoty biologického rozkladu jako
lagové faze, maximalni stupen rozkladu nebo doba biologického rozpadu, ktera je meziob-
dobim dvou zminénych fazi. Pro ptehlednost a jasnost vysledki jsou ob€ série méteni uva-

dény spolecné.

U obou provadénych sérii testii bylo na po¢atku a na konci méteno pH, obsah suSiny kalu
a DOC. Veskera naméfena data jsou vypsana v Tab. 1. Poc¢ate¢ni zaznamy pH byly vyssi
neZ u suspenzi po probéhlych testech, avSak jeji hodnoty se stidle pohybovaly v neutralni
oblasti pH, tedy optimalni pro rust Sirokého spektra MO. Mnozstvi rozpusténého organic-
kého uhliku ve vodé (DOC), méfeného na pftistroji Shimadzu, bylo podle zaznamenanych
du sloucenin ve vodé rozpustnych. Ze ziskanych hodnot bylo vypocteno i procento odstra-
nitelnosti téchto latek, zaznamenané také v Tab. 1. Pti porovnani obsahu susiny na po¢atku
a na konci pokusu lze vidét, mimo hodnoty D4, jeji navySeni, tedy narist biomasy vyuzi-
vajici testované latky k rastu. UZ diky obsahu suSiny tak lze doloZit rozklad vSech latek

s vyjimkou D4, ktery nebyl nikterak rozloZen.

Uzanéné vymezena doba testu je 28 dni, pficemz test mlize byt ukoncen piedcasné, jestlize
biodegradac¢ni kiivka dosdhla konstantni hodnoty pii po sobé nejméné trech jdoucich me-
fenich. Prvni série, kdy byla testovana vétSina vybranych sloucenin (PHE, CAPB, EHS)
byla ponechéana probihat 5 tydnt (34 dnt1) a druha série 6 tydnti (43 dnti). Data o probihaji-

cim déji byla sbirana po del$i dobu, aby se zajistila pfesnost provadéné analyzy. V pribéhu
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prvni série doSlo k rozkladu vSech latek, zato v druhé sérii i pies jeji dlouhé trvéani
k rozkladu D4 nedoslo. Z 1. série bylo po 20 dnech odebrano po dvou vzorcich suspenzi
PHE a CAPB (lahvi¢ky 3. a 4.) z divodu provadéni dalSich mikrobiologickych pokust. Ve
vSech tabulkach a grafech se tedy vzdy pracovalo s daty i pruméry dvou stanoveni (lahvi¢-
kyl.a2).

Tab. 1. Veskeré namérené hodnoty pH, obsahu susiny Kalu, rozpusténého organického uh-

liku (DOC) a odstranitelnosti (Dpoc) u vsech testovanych latek.

Vzorek pPHpot PHkon | suSinapo¢ | suSinakon | DOCpot | DOCkon Dpoc

- - [mo/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] [%6]

Sl.p.(1s) | 7,323 6,815 476,3 490,1 81,52 6,533 -

Sl.p.(2s) 7,683 7,154 403,1 433,5 83,21 7,999 -

BS 7,388 7,164 476,3 525,5 80,56 7,847 98,36
PHE 7,404 6,839 476,3 600,1 79,45 7,052 99,35
CAPB 7,401 6,615 476,3 626,3 70,61 8,618 97,05
EHS - 7,112 476,3 728,0 - - -
EHS UZ - 7,070 476,3 7442 - - -
D4 - 6,873 403,1 400,5 - - -

8.1.1 Spotieba O2

Veskera potiebna data vztahujici se k O2 a jeho spotiebé pii degradaci vybranych slouce-
nin jsou uvedena v Tab. 2. Hmotnostni koncentrace spotiebovaného O2 pro oxidaci latky
(BSK) se u vsech sloucenin kromé BS a D4 blizila teoretické neboli maximalni spotiebé
O2. U BS bylo potieba vice kysliku, nez se pfedpokladalo, coz je viditelné z vyssich hod-
not BSK. V ptipadé¢ zapornych hodnot u slouceniny D4 k degradaci nedoslo.
K vyhodnoceni BSK bylo potiebné urcit respiracni spotiebu samotného inokula, tedy sle-
pého vzorku, ktery mél v obou ptipadech hodnoty vyrazné niz8i oproti ostatnim vzorkim,
protoze obsahoval pouze zdroje uhliku a energie pochazejici z inokula, oproti suspenzim

s pfidanymi latkami, na jejichZ vyuZiti bylo potfeba vice kysliku.

Jasngj$i vysledek degradace latek lze vidét skrze hodnoty procentualniho biologického
rozkladu substratu (Dtsk). Hodnota u BS ¢inila 69,77 %, coz znaci, ze doslo k uplnému
rozkladu této latky. Potvrdilo se tim také spravné provedeni zkousky, které mélo limit de-
gradace srovnavaci latky min. 50 %. Ostatni latky vykazovaly hodnoty blizké 50 % ukazu-

jici procento biologického rozkladu latky z priméru vSech méteni. I pfes viditelné nizsi
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hodnoty Drsk vSak u nich dochazelo k ¢astecné degradaci na rozdil od D4, kde byly hod-

noty v minusu a tim se ndm dokazala nedegrabilita této latky. Z 1. série bylo po 20 dnech

odebrano po dvou vzorcich suspenzi PHE a CAPB (lahvicky 3. a 4.) z diivodu provadéni

dalSich mikrobiologickych pokusti. Ve vSech tabulkach a grafech se tedy vzdy pracovalo

s daty 1 pruméry dvou stanoveni (lahvicky 1. a 2.).

Tab. 2. Data ziskand z obou sérii méreni vztazena na spotiebu kysliku ziskanou analyzou

biodegrability latek systemem Micro-Oxymax.

Te;;(t)l\(f:na Slepy vzorek z 1. série méreni (BS1) | Slepy vzorek z 2. série méreni (BS2)
Lahvitka | 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0

TSK i i

[mg/g]

[I?nSgI/T] 368,2 | 455,0 | 383,6 | 317,0 | 381,0 | 533,8 | 533,8 | 488,0 | 455,4 | 502,8
Drsk [%0] - - - - - - - - - -
Tels;(t)lz;me Benzoan sodny (BS) Phenoxyethanol (PHE)
Lahvicka | 4 2 3 4 0 1 2 3 4 0

TSK

1665,40 2200,40

[mg/g]

[?nSgP/i;S] 1165,0|1226,0|1150,0|1108,0|1162,0 | 1490,0 | 1080,0 | 1011,0 | 981,3 {1285,0
Drsk [%] | 69,94 | 73,60 | 69,04 | 66,51 | 69,77 | 67,70 | 58,30 | 56,96 | 55,85 | 63,00
Test g . . .

elsé;)lZ;ne Cocamidopropyl Betaine (CAPB) Ethylhexyl Salicylate (EHS)
Lahvi¢ka | 7 2 3 4 0 1 2 3 4 0

TSK

2428,8 2382,3

[mg/q]

[?nSgP/i;S] 1077,0|1248,0|1049,0|1418,0|1162,5|1303,0 | 1169,0 | 1316,0 | 1273,0 | 1265,0
Drsk [%] | 45,22 | 52,40 | 44,04 | 59,51 | 48,81 | 53,65 | 48,13 | 54,19 | 52,41 | 52,10
Test g . .

efé(t)lz;me Ethylhexyl Salicylate UZ (EHS UZ) Cyclotetrasiloxane (D4)
Lahvicka 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0

TSK

2382,3 1758,8

[mg/g]

[IanSng] 1303,0|1169,0|1316,0|1273,0|1265,0|-70,87 | -34,62 | 64,51 - -27,32
Drsk [%] | 56,24 | 42,23 | 73,31 | 44,00 | 53,95 | -4,030 |-1,970| 3670 | - |0:780
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Pribéh biologické spotieby kysliku v jednotlivych degradacnich pokusech i pribéh celko-
vé degradace sledovanych latek je uveden v grafech, na Obr. 9 a 10.

@ Benzoan sodny @ Phenoxyethanol ® Cocamidopropyl Betaine

Ethylhexyl Salicylate @ Ethylhexyl Salicylate UZ @ Cyclotetrasiloxane

@ Slepy vzorek z 1. série @ Slepy vzorek z 2. série
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0,00 200,00 400,00 600,00 800,0Q 1000,00
Cas [hod]

Obr. 9. Prubeh biologického rozkladu substrati za pritomnosti aktivovaného kalu

Z pohledu zavislosti substratové biochemické spotreby kysliku na dobé mérent.

@ Benzoan sodny ® Phenoxyethanol ® Cocamidopropyl Betaine

Ethylhexyl Salicylate @ Ethylhexyl Salicylate UZ @ Octamethyltetrasiloxane

80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
-5,000,

-10,00

-15,00

DTSKe [%]

0 500,00 600,00 700,00 800,00 900,00 1000,001100,00

Cas [hod]

Obr. 10. Prubeh biologického rozkladu substratii za pritomnosti aktivovaného kalu
Z pohledu zavislosti procenta biologického rozkladu substratu na dobé meéreni

Z nameérenych hodnot spotreby kysliku.
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Celkovy prabéh provadéné analyzy na Obr. 9 1 10 naznacuje, ze PHE a CAPB se rozklada-
ji za absence lagové faze a s obdobnou rychlosti jako se rozklada srovnavaci latka (BS).
Maximalni stupenn biologického rozkladu byl vypocten u BS na 69,77 %, u PHE
na 63,00 % a u CAPB na 48,81 %. Z grafu na Obr. 10 je ziejmé, ze piiblizn¢ po 300 hodi-
nach nastava prodleva (platd) v rozkladu PHE a CAPB a hodnota DTSK se jiz nezvySuje.
V piipadé EHS probihal rozklad pozvolné&ji a z vysledki je patrné, Ze proces probihal prak-
ticky stejn¢ u EHS sonifikovaného 1 EHS bez pouziti ultrazvuku. Na téchto grafech je rov-
néz znatelné znazornéna neschopnost bakterii rozlozit D4, protoze se hodnoty rozkladu
v prubéhu nikterak vyrazné neméni nebo respektive spise klesaji, coz mlize znamenat mir-

nou toxicitu této latky.

8.1.2 Produkce CO2

Vsechna vypocitana data vztahujici se k tvorbé CO2 a souvisejici s rozkladem vybranych
latek jsou vypséana v Tab. 3. Diky témto vysledkiim Ize slouceniny oznacit jako biodegra-
bilni. Vyjimkou je opét D4, u kterého byly hodnoty nulové, zcehoz lze usuzovat,
Ze jej neni mozné biologickou cestou rozloZit. Pfi porovnani hodnot odstranitelnosti latek
se ziskanymi hodnotami spotieby O2 jde vidét procentudlni navySeni hodnot biologického
rozkladu substratu ziskanych z tvorby COz. Bakterie totiz nejenom rozkladaji dany sub-

strat, ale 1 rostou a celkové produkuji CO2 jako projev své Zivotaschopnosti.

Pribéh biologického rozkladu v zavislosti na ¢ase je graficky vyjadfen na Obr. 11 a 12..
Veskrze jsou shodné s pritbéhem rozkladu dle spotieby Oz jen s vyss§imi hodnotami a tak je

neni nutné znova rozebirat.
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Tab. 3. Data ziskand z obou sérii méreni vztazend na produkci oxidu uhlicitého ziskanou

analyzou biodegrability latek systéemem Micro-Oxymax.

Tef;’lf;'“é Slepy vzorek z 1. série (BS1) Slepy vzorek z 2. série (BS2)
Lahvicka | 4 2 3 4 o 1 2 3 4 P
Th [mol] - -
SPO [mg] | 7,700 | 10,22 | 9,890 | 9,650 | 9,370 | 14,466 | 13,765 | 12,784 13,67
Dscoz [%]| - - - - - - - - - -
Testované Benzoan sodny (BS) Phenoxyethanol (PHE)

latky
Lahvicka | 4 2 3 4 o 1 2 3 4 0
Th [mol] 0,5076 0,5979
SPO [mg] | 19,86 | 20,52 | 20,28 | 20,97 | 20,41 | 31,63 | 30,41 | 20,60 | 20,53 | 31,02
Dsco2 [%] | 88,82 | 91,77 | 90,70 | 93,80 | 91,27 | 84,59 | 79,94 | 78,25 | 77,99 | 82,27
Testované . . .

Litky Cocamldopropylv Betaine (CAPB) Ethylhexyl Salicylate (EHS)
Lahvicka | 4 2 3 4 o 1 2 3 4 0
Th [mol] 0,5830 0,6789|0,6801|0,6927|0,6861 | 0,6845
SPO [mg] | 26,42 | 26,71 | 24,79 | 21,11 | 39,78 | 30,71 | 28,94 | 31,68 | 32,13 | 30,87
Dsco2 [%] | 66,39 | 67,52 | 56,93 | 71,29 | 66,96 | 71,35 | 65,34 | 73,13 | 75,31 | 71,28
Tels;(t)lz;mé Ethylhexyl Salicylate UZ (EHS UZ) Octamethyltetrasiloxane (D4)
Lahvicka | 4 2 3 4 o 1 2 3 4 0
Th [mol] ]0,6903|0,6795]0,6831|0,6909|0,6860|0,5125|0,5270|0,5270 - 0,5222
SPO [mg] | 33,09 | 28,85 | 40,45 | 31,44 | 33,45 | 13,98 | 13,17 | 14,43 - 13,86
Dscoz [%] | 79,99 | 65,07 |103,28| 72,52 | 80,22 | 0,00 | 0,00 | 0,00 - 0,00
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® Benzoan sodny ® Phenoxyethanol ® Cocamidopropyl betaine
Ethylhexyl salicylate @ Ethylhexyl salicylate UZ ® Cycylotetrasiloxane

@® Slepy vzorek z 1. série @ Slepy vzorek z 2. série
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Obr. 11. Prubeh biologického rozkladu substratii za pritomnosti aktivovaného kalu

Z pohledu zavislosti substrdtové biochemické produkce oxidu uhlicitého na dobé méreni.

® Benzoan sodny ® Phenoxyethanol ® Cocamidopropyl betaine
Ethylhexyl salicylate @® Ethylhexyl salicylate UZ ® Cyclotetrasiloxane
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Obr. 12. Prubeh biologického rozkladu substratii za pritomnosti aktivovaného kalu
Z pohledu zavislosti procenta biologického rozkladu substratu na dobé mereni ziskaného

Z namerenych hodnot produkce oxidu uhlicitého.
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8.2 Bakterie degradujici PHE

Cilem této casti experimentdlni prace bylo pokusit se izolovat zkalové suspenze
s testovanou latkou bakterie se schopnosti rozkladu PHE a piipadné poté je identifikovat

pomoci zékladnich mikrobiologickych operaci.

8.2.1 Izolace Cistych kultur bakterii z kalové suspenze s PHE

Pro vlastni zaoCkovani zivnych agari (MA+PHE a MA) byla pouzita kalova suspenze,
ve které probéhl rozklad phenoxyethanolu (reak¢ni lahev oznacena jako PHE19) a do které
byl jesté uskuteénén dvoji piidavek PHE v koncentraci 200 mg/l s naslednou kultivaci
(3 tydny), z divodu vyssiho namnozZeni bakterii degradujicich PHE. Rust bakterii na sta-
novenych zivnych médiich byl pribézné hodnocen, a bylo ptedpokladano, ze v piipadé
vyrazného a viditelného riistu na MA+PHE budou jednotlivé kolonie bakterii pfeockovany
na Cerstvé agary na zaklade jejich velikosti, tvaru a barvy. Doba riistu bakterii byla ptibliz-
né 3 tydny. Avsak, at’ uz se jednalo o fedéni kalové suspenze 10, 10° nebo 105, tak neby-
lo ani vjednom z piipadi zaznamenano zjevného rozdilu v ristu bakterii na MA
a MA+PHE. Test byl proto provadén opakované, s pozménénim piipravy zivnych agari —
presnéji vynechanim piidavku roztoku vitaminli — aby bylo zabranéno ristu nedegraduji-
cich bakterii. Pfesto vSak, ani po této zméné&, nebylo mozné ptimo odlisit degradéry PHE

aizolovat je.

V piipadé fedéni suspenze na 10 byla na agarovych plotndch navic piili§ vysokéa hustota
kolonii, tim ani nebylo mozné preockovat jednotlivé kolonie bakterii. Misky s vyockova-
nymi suspenzemi, ziedénymi na 10 a 10, byly ptehlednéjsi a tak z nich byly dvé kultury
bakterii izolovany, 1 pfes vySe uvedené skutecnosti, na Cerstva Zivnd média. Jednalo se
0 velké bilo-Zluté kolonie pojmenované P1V a drobné zluto-hnédé kolonie oznacené P1M,
schopné rovnocenného ristu na MA 1 MA+PHE. Dale byla zaznamenéna i vSudypfitom-
nost ploché prithledné kultury bakterii P1P, kterou se vSak v pritbéhu prace nepodatilo sa-
mostatné separovat. Nakonec se vSak pfistoupilo k jinému zpisobu izolace bakterii, a to
prostfednictvim dalSiho pomnoZeni v tekutych médiich. Pomnozeni kultur bakterii a jejich

opétovna separace

Po provedeni pomnozeni kalové suspense v mineralnim médiu s PHE, dle postupu popsa-
ného v Kap. 7.6, byl ve vSech zkumavkach s MM+PHE, naockovanych zfedénou kalovou

suspenzi zaznamenan zakal, objevujici se po 5 — 7 dnech inkubace. Z tedéni
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s nejviditelngj$imi zakaly (1073, 10) tedy bylo provedeno vyockovani kiizovym roztérem
na stanovena zivnd média vzdy ve dvou provedenich. Opét byl rtst bakterii na MA s PHE
a na universalnim agaru pfiblizné stejny a tak nebylo mozné vytipovat kolonie degraduji-
cich bakterii. Piesto byly opétovné izolovany kolonie identické s kulturami P1V a PIM,
z dvodu nasledného ovéteni jejich ristu v3 ml ptipraveného MM+PHE. Ani jedna
z téchto kultur bakterii ani po 4 tydnech v tekutém médiu s PHE nevyrostla a tak se Ize
domnivat, ze tyto kultury se na degradaci PHE nepodilely nebo Ze k degradaci PHE je po-
tteba pfitomnosti dalSich kultur bakterii (symbioza). Naskytuje se tu ale i moznost, ze se
degradace PHE uskute¢ni pouze za vyskytu kultury P1P, coz by i1 vysvétlovalo jeji ne-
schopnost rlstu bez jednotlivych kultur P1V nebo PIM. Bylo totiz vypozorovano,
ze jakmile doslo k izolaci kultury P1P od zminénych kultur, nedoslo na jakékoli agarové
plotné k jejimu ristu. Konkrétni degradéry PHE se tedy nepodafilo izolovat v ¢isté kultufte.
Na druhou stranu je nutno uvést, Ze pomnozena smiSend mikrobialni suspenze v tekutém
mineralnim médiu s PHE (500 mg/l) byla nékolikrate pteockovana v mnozstvi 10 pl
do 3 ml Cerstvého identického média s PHE a vzdy doslo po inkubaci k ristu smisené kul-
tury, projevujici se zdkalem média a zménou zabarveni z viceméné bezbarvé podoby
do nahnédlého odstinu. To dokazovalo pfitomnost degradujicich mikroorganisma a byla
proto zkousSena 1 jejich izolace na universalnich Zivnych médiich (R2A, TYA). Ptes ziskani
fady kultur nebyla v néaslednych testech ani jedna z nich schopna samostatného ristu
V mineralnim médiu s PHE, i pfes opakované pokusy, s dlouhou inkuba¢ni dobou. Bylo
tedy ziejmé, Ze otazka mikrobidlnich kultur podilejicich se na rozkladu této latky je slozi-
t&j$i a ze degradace PHE neni zavisla jen na jedné klicové degradacni kultute. Proto byla
smésna suspense, ziskand z MM+PHE se vSemi pfitomnymi kulturami mikroorganismi

zakonzervovana v glycerolu pii -80°C, pro podrobné studium v rdmeci pfisti DP.

8.3 Bakterie degradujici CAPB

U testované latky CAPB byl cil vymezen obdobné¢ jako u PHE, tedy izolovat a identifiko-

vat degradéry uvedené latky.

8.3.1 1Izolace ¢istych kultur bakterii z kalové suspenze s CAPB

Zaockovani Zivnych agarl bylo provedeno uZitim kalové suspenze s CAPB, oznacené jako
CAPB22, obsahujici dvojity pfidavek CAPB v koncentraci 200 mg/l. Provedeni a priib&h

celého testu byl obdobny jako u PHE, jen s kratsi dobou rustu bakterii v kazdém pomnozo-
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vacim cyklu (cca 10 dni). Rozdil mezi koloniemi narostenymi na MA a na MA+CAPB
nebyl zpozorovan, ale ptresto byly jednotlivé viditelné kultury izolovany, aby mohly byt
vystaveny dal$im testiim, tykajicich se degradace CAPB. Jako ptipadny degradér byla jed-
nak izolovana kultura tvoftici velké bilé kolonie, oznacena jako kultura F1V, a také zcela

odli$na mala nazloutlé kultura F1M.

8.3.2 Ovéreni schopnosti ristu jednotlivych kultur bakterii s CAPB

V tomto pokusu byl sledovan rist ziskanych kultur v tekutém médiu s CAPB jako jedinym
zdrojem uhliku a energie. Po provedeni veskerych ukonti popsanych v Kap. 7.7 byly zjis-
tény vstupni hodnoty DOC v piipraveném MM s roztokem vitaminii a ZRCAPB, do nichz
nebyla pfidana zadné z izolovanych kultur F1V a FIM pochazejicich z kalové suspenze
s CAPB. Tyto data pak byla porovnana s namétenymi daty DOC v inkubacnich lahvich,
naockovanych jednotlivymi kulturami i jejich kombinaci, ziskanymi v okamzik vzniku
zékalu v lahvickach, ke kterému dosSlo po 7 dnech (Tab. 4). Porovnanim priméra téchto
hodnot lze jasné vidét pokles koncentrace rozpusténého organické uhliku, coz dokazuje
degradac¢ni schopnosti obou izolovanych kultur F1V a F1M, které dokazaly CAPB vyuzi-
vat jako riistovy substrat, pficemz kultura F1IM snizila hodnotu DOC o néco vyrazngji nez

kultura F1V.

Tab. 3. Hodnoty DOC namérené pied a po provedeni pokusu degradace PACB izolovany-

mi kulturami.
Cas hod]
Kultura Méieni 0 168
DOC [mg/l]
M 1 67,12 -
Zadna 5 68,68 .
Prumér 67,90 -
Smérodatni odchylka 1,10 -
3 - 38,76
FLV 4 - 39,17
Prumér - 38,97
Smérodatni odchylka - 0,290
5 - 34,21
FIM 6 - 33,58
Prumeér - 33,90
Smérodatni odchylka - 0,450
F1V + 7 - 34,63
F1M 8 - 33,71
Prumeér - 34,17
Smérodatna odchylka - 0,650
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8.3.3 Rychlost riustu a miry degradace izolovanych kultur z kalové suspenze CAPB

V dalsim testu bylo proto podrobné&ji sledovano, jak jsou obé ziskané kultury schopny roz-
kladat CAPB. Pti zkousce rychlosti a miry degradace jednotlivych kultur bakterii bylo na-
sazeno Sest lahvicek s minerdlnim médiem a CAPB, pfipravenych podle Kap. 7.8, kdy tii
Z nich byly naockované kulturou F1V a zbylé tii kulturou F1M. Celkové¢ pokus probihal
18 dni, béhem nichz byly v intervalu nejprve 2, pak 4 a nakonec 6 dnt odebirany z kazdé

z lahvicek vzorky pro stanoveni DOC a také optické density (OD).

Hodnoty DOC naméiené v prubéhu pokusu jsou zaznamenany v Tab. 5 a jejich grafické
znazornéni na Obr. 13. Stanovené hodnoty OD jsou uvedeny v Tab. 6 s nasledujicim vy-
jadfenim na Obr. 14. Veskeré hodnoty vyjadiené v grafech odpovidaji priiméru stanoveni
ze tfech paralelnich lahvicek (DOC,) a chybové Gsecky jsou shodné s jejich smérodatnymi

odchylkami (o).

Tab. 4. Hodnoty rozpusténého organického uhliku v pribéhu pokusu degradace testované
latky CAPB kulturami F1V a FIM.

Cas [hod] o | 48 | 96 | 144 | 1020 | 288 | a3
Kultura | Méfeni DOC [mg/I]

F1V 1 82,02 74,63 69,89 65,68 43,11 40,85 38,19
F1V 2 98,28 84,18 86,99 72,27 34,00 32,5 29,89
F1Vv 3 85,99 69,66 69,9 64,67 35,02 32,59 33,10
DOCgo [mg/l] 266,3 228,5 226,8 202,6 112,1 105,9 101,2
c 8,477 7,379 9,870 4,127 4,991 4,795 4,185

FIM 4 82,56 67,73 50,76 36,57 36,71 34,11 32,58
FIM 5 79,07 69,45 46,42 39,6 29,12 29,1 28,73
F1M 6 91,94 81,03 42,97 35,02 32,46 29,69 26,25
DOCg [mg/l] 253,6 218,2 140,2 111,2 98,29 92,90 87,56
c 6,656 7,234 3,903 2,330 3,804 2,738 3,190

Z Obr. 11 1ze u obou kiivek vycist jasné snizeni koncentrace DOC z divodu degradace
pfitomného CAPB a jeho vyuZiti jako substratu pro rist bun¢k. U kultury F1V dochazi
Kk nejvyraznéjsi ztrat¢ rozpustného organického uhliku po 144 hodinach s nasledujicim
postupnym mirnym klesanim koncentrace DOC aZ na hodnoty okolo 100 mg/l, kde uz do-
chazi k minimdlnim zméndm a koncentrace DOC se stdva pomalu konstantni. V tomto
moment¢ tak mohl byt pokus ukoncen. Lze tedy pfedpokladat, ze k rozloZzeni CAPB doslo
Vv ¢asovém useku 96 az 192 hodin testované degradace. V piipadé kultury F1M dochézelo

k nejvétsimu rozkladu CAPB po 48 hodinach, kdy se pak v nastavajicich dalsich hodinach



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

65

projevovala obdobn¢ jako prvni kultura bez jakychkoliv znaénych zmén v koncentraci

DOC. Degradace CAPB je tedy postupna.
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Obr. 13. Zavislost koncentrace DOC na dobé trvani pokusu degradace CAPB kulturami

F1V a F1M.

Tab. 5. Hodnoty optické density v prithéhu pokusu degradace testované latky CAPB kultu-

rami F1V a F1M.

Cas [hod] 0 \ 48 \ 96 \ 144 \ 192 \ 288 | 432
Kultura | Méfeni oD
F1v 1 0,0062 | 0,075 | 0,076 | 0,101 | 0,1192 0,1242 0,1298
F1v 2 0,0121 |0,1025 | 0,1165 | 0,1233 | 0,1834 0,1952 0,2011
F1V 3 0,0096 | 0,0716 | 0,0786 | 0,0925 | 0,1385 0,1439 0,1457
ODgo 0,01 | 0,08 | 0,09 | 0,11 0,15 0,15 0,16
c 0,003 | 0,017 | 0,023 | 0,016 | 0,033 0,037 0,037
F1M 4 |0,0036|0,0628 | 0,1094 | 0,1511 | 0,1516 0,1601 0,1617
F1M 5 0,0017 | 0,0438 | 0,132 | 0,1595 | 0,1603 0,1674 0,1693
F1M 6 0,0038 | 0,0677 | 0,1307 | 0,142 | 0,1431 0,1599 0,1625
ODg 0,003 | 0,058 | 0,124 | 0,151 | 0,152 0,16 0,165
c 0,001 | 0,013 | 0,013 | 0,009 | 0,009 0,004 0,004
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Obr. 14. Zavislost OD na dobé trvani pokusu degradace CAPB kulturami F1V a FIM.

Zjisténymi hodnotami optické density doslo k potvrzeni vyuzivani CAPB obéma kultura-
mi, nebot’ byl zaznamenan nartist OD, dany mnoZenim bunck. NavySeni biomasy ma totiZ
pfimou spojitost s ristem bakterii a degradaci substratu. Nejznatelnéj$i navySeni hustoty
bun¢k bakterii u kultury F1V nastdva po 144 hodinach a u FIM je tomu tak v ¢ase 48 ho-
din. Rychlost rozkladu CAPB vztazena na Cas je tedy nakonec u obou kultur bakterii stej-
nd, protoze dochazi k rozkladu po 196 hodinach. Rozdilné jsou ale svym pocatkem a pru-

béhem celé degradace.

8.3.4 Zakladni identifikace kultur F1V a F1M

Nejprve bylo provedeno Gramovo barveni, kdy byla poté kultura F1V identifikovana skrze
mikroskop Olympus CX41 jako gramnegativni s tvarem zaoblenych tycinek (Obr. 15).
Obdobné tomu bylo u kultury F1M, u niZ byly pouze ty¢inky krat$i (Obr. 16). KOH testem
se gramnegativita obou kultur jen potvrdila.
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3 1 A 50 L Xen S SR AN
.

2.
<P

et 5 . ALY I

Obr. 15. Kultura F1V Obr. 16. Kultura F1M
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8.4 Bakterie degradujici EHS

Zadanymi vysledky prace s degradéry EHS bylo provést jejich tisp&snou izolaci z kalové
suspenze, Vv niz probchla degradace s EHS, dale zdkladni rozfazeni na grampozitivni
¢i gramnegativni bakterie a také zjistit jestli kultury téchto bakterii rozkladaji a vyuzivaji

pro svij rust ob¢ ¢asti struktury EHS (tedy salicylan i 2-ethylhexanol).

8.4.1 Izolace Cistych kultur bakterii z kalové suspenze s EHS

Zivné agary byly zaockovany kalovou suspenzi s EHS, nepodrobenou pred zahajenim de-
gradace pusobeni ultrazvuku, obsahujici jeden nasledny piidavek EHS v koncentraci
200 mg/l1. Celkova izolace bakterii byla uskute¢néna jako u ostatnich suspenzi se sledova-
nymi latkami, pficemz kolonie bakterii degradujicich EHS rostly pomémé pomalu,
cca 3 tydny. Jako jediny ze vSech testl izolace bakterii na pevné Zivna média bez pomno-
zeni v MM probéehl uspésné. Byl totiz zpozorovan viditelny rozdil mezi nartistem kultur na
MA a MA+EHS, kdy z agaru, obohaceného EHS, byly nasledné izolovany 4 kultury bak-
terii (Obr. 17).

Obr. 87. Fotografie prokazujici viditelny rozdil mezi nariistem kolonii na MA a PHE. Zatim
bez pritomnosti 4 kolonie EHS, ktera vyrostla o 4 dny pozdeéji.

8.4.2 Potvrzeni schopnosti rustu jednotlivych kultur bakterii s vyuzitim EHS

Ptipravené inkubacni lahvi¢ky s minerdlnim médiem a EHS byly naockovany individual-
nimi kulturami, pfi€emz rast kultur byl porovnavéan s lahvickami ni¢im neoc¢kovanymi.
Pouze u jedné z lahvicek kultury EHS1 nedoslo ke vzniku zddného zédkalu a tak nebyl roz-

klad EHS touto bakterii timto testem dokdzan. Ostatni kultury s riistem potvrzenym zaka-
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lem byly tspésné z lahvic¢ek preockovany na universalni agary, které byly porovnany
S zivnymi agary nao¢kovanymi izolovanymi bakteriemi pfimo z kalové suspenze. Provéte-
ni rtstu kultur na EHS jako jediném zdroji uhliku a energie nebylo sledovéano prostfednic-
tvim koncentraci DOC z divodu nerozpustnosti EHS ve vodé¢. Toto potvrzeni v§ak mohlo

byt provedeno sledovanim ristu bunék projevujici se zvysujici hodnotou OD.

8.4.3 Rist izolovanych kultur EHS na EH a SALNa

Cilem této zkousky bylo zjistit pomoci OD, zdali izolované kultury EHS rozkladaji uplné
(¢ili vyuzivaji pro svij rast ob¢ ¢asti EHS), nebo zda vyuzivaji jen jednu z dvou odlisnych
strukturnich &asti — SALNa a EH. Uplna ziskana data tykajici se riistu na SALNa jsou vy-
psana v Tabulce 7 a v pripadé EH v Tabulce 8, ktera byla vSechna spojena v zavislosti
na ¢ase na Obrazku 18, vnémz jde jasn¢ vidét mikrobialni rist v pfitomnosti SALNa
a neptitomnost ristu v pfitomnosti EH. Z diivodu ptehlednosti grafu nebyly v tomto ptipa-

dé uvedeny chybové usecky.

Tab. 6. Hodnoty optické density v pritbéhu pokusu degradace SALNa kulturami degraduji-
cimi EHS.

Cas [hod] 0 48 96 ‘ 144 ‘ 192 ‘ 288 | 432
Kultura Méreni oD

EHS1 1 0,0002 | 0,0012 | 0,1116 | 0,1133 | 0,1165 | 0,1176 | 0,1176
EHS1 2 0,001 0,0073 | 0,0053 | 0,0357 | 0,0739 | 0,0805 | 0,0855
ODe 0,001 0,004 0,058 0,075 0,095 0,099 0,102

c 0,001 0,004 0,075 0,055 0,030 0,026 0,023

EHS2 0,0015 | 0,0045 0,178 0,18 0,1801 | 0,1824 0,183
EHS2 2 0,0084 | 0,0074 | 0,0936 | 0,1212 | 0,1455 | 0,1499 | 0,1522
ODg 0,005 0,006 0,136 0,151 0,163 0,166 0,168

c 0,005 0,002 0,060 0,042 0,024 0,023 0,022

EHS3 1 0,0124 | 0,0993 | 0,1183 | 0,1202 | 0,1329 | 0,1355 0,136
EHS3 2 0,0098 | 0,1202 | 0,1402 | 0,1405 0,141 0,1419 0,142
ODg 0,011 0,110 0,129 0,130 0,137 0,139 0,139

c 0,002 0,015 0,015 0,014 0,006 0,005 0,004

EHS4 1 0,0055 | 0,0899 | 0,1226 | 0,1248 | 0,1266 | 0,1282 | 0,1282
EHS4 2 0,0028 | 0,1072 | 0,1126 | 0,1133 | 0,1173 | 0,1207 | 0,1208
ODg 0,004 0,099 0,118 0,119 0,122 0,124 0,125

c 0,002 0,012 0,007 0,008 0,007 0,005 0,005
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Tab. 7. Hodnoty optické density v priitbéhu pokusu degradace EH kulturami degradujicimi

EHS.
Eas [hod] 0 48 96 | 144 | 192 | 288 | 432
Kultura | Méfeni oD
EHS1 1 0,0001 0,0019 0,0054 0,0092 0,0101 0,0102 0,0105
EHS1 2 0,0001 0,0018 0,0026 0,0071 0,0086 0,0099 0,0101
ODg 0,000 0,002 0,004 0,008 0,009 0,010 0,010
o 0,000 0,000 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000
EHS2 1 0,00025 0,007 0,0076 0,0099 0,0105 0,0125 0,0133
EHS2 2 0,0021 0,0115 0,0132 0,0146 0,0152 0,0158 0,0168
ODg 0,001 0,009 0,010 0,012 0,013 0,014 0,015
c 0,001 0,003 0,004 0,003 0,003 0,002 0,002
EHS3 0,0012 0,0082 0,0108 0,0135 0,0147 0,0155 0,0175
EHS3 2 0,0002 0,0169 0,0151 0,0188 0,0201 0,0201 0,0207
ODg 0,001 0,013 0,013 0,016 0,017 0,018 0,019
G 0,001 0,006 0,003 0,004 0,004 0,003 0,002
EHS4 0,0001 0,0032 0,0042 0,0079 0,0094 0,01 0,0111
EHS4 2 0,0002 0,0083 0,0096 0,0104 0,0123 0,0134 0,0142
ODg¢ 0,000 0,006 0,007 0,009 0,011 0,012 0,013
c 0,000 0,004 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002
—@®—SALNa - kultura 1 SALNa - kultura 2 SALNa - kultura 3 SALNa - kultura 4
—@—EH - kultura 1 —@®—EH - kultura 2 —@—EH - kultura 3 —@—EH - kultura 4
A 0180
@)
0,160
0,140
0,120
0,100 —0—
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450
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Obr. 18. Zavislost OD na dobé trvani pokusu degradace SALNa a EH kulturami EHS.
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8.4.4 Zakladni identifikace kultur degradujici EHS

Gramovym barvenim byla kultura EHS1 (Obr. 19) vyhodnocena jako gramvariabilni,
S mirn¢ ohnutymi zaoblenymi ty¢inkami. Kultury EHS2 (Obr. 20) a EHS3 (Obr. 21) byly
gramnegativni, stiedné velké tyCinky a v pfipadé EHS3 kyjovitého tvaru, Casto vidéné
po dvou. Posledni kultura EHS4 (Obr. 22) byla definovana jako grampozitivni, rovnéz
ve tvaru ty¢inek. KOH testem byla nakonec potvrzena veskera provedend zatrazeni, kdy

I bakterie EHS1 byla potvrzena jako gramnegativni.
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Obr. 21. Kultura EHS3 Obr. 22. Kultura EHS4

Vsechny kultury vySe uvedené byly rovnéz zakonzervovany v glycerolu pii -80°C,

pro pozdé&jsi podrobna mikrobiologicka studia v ramci navazujicich DP.
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ZAVER

Po provedeni veskerych testli a vyhodnoceni dat je mozné vyslovit urc¢ité zavery. Respiro-
metr Micro-Oxymax, analyzujici biologickou rozloZitelnost latek prostiednictvim bioche-
mické spotteby kysliku a produkce oxidu uhli¢itého, poskytl zdkladni data a vystupy
k vyhodnoceni rozlozitelnosti nami vybranych latek. Phenoxyethanol (PHE), cocoamido-
propyl betaine (CAPB) i ethylhexyl salicylat (EHS) se jevi jako biologicky rozlozitelné,
S hodnotami rozlozitelnosti Dtsk pro PHE 63,00 %, CAPB 48,81 %, EHS 52,10 % a EHS
UZ 53,95 %. Jinak tomu ale bylo u cyclotetrasiloxanu (D4), u kterého ani po 6 tydnech
nedoslo k zddné zméné, coz je dokumentovano zapornymi hodnotami z respirometru. Neni
tedy biologicky odbouratelny. Z produkce oxidu uhli¢itého vzesly stejné vysledky jen s 0
néco vyssimi hodnotami (PHE 82,27 %, CAPB 66,96 %, EHS 71,28 %, EHS UZ 80,22
%). VySe zminéné vysledky byly stvrzeny dal§imi testy, zejména stanoveni obsahu susiny
suspenze aktivovaného kalu ptfed a po provedeni testu nebo také uréenim procenta odstra-

néni substratu podle tbytku rozpusténého organického uhliku u latek rozpustnych ve vodée

(PHE 99,35 %, CAPB 97,05 %).

V mikrobiologické ¢asti této prace byla provadéna izolace degradéri testovanych latek
S jejich naslednym ovétfenim rlstu v tekutém zivném médiu s pfisluSnou latkou. Separace
bakterii z kalové suspenze byla provedena u vSech suspenzi s vyjimkou D4, nebot’ u této
latky nedoslo k zadané biodegradaci. Z kalové suspenze s PHE se podafilo izolovat dvé
kultury bakterii (P1V, P1M) avS$ak jejich rust v tekutém médiu s PHE byl netispésny, prav-
dépodobné kvuli nutné ptitomnosti dalsi bakterie (P1P), ktera jim umoznuje rozklad PHE.
Cisté kultury degradéra PHE se tedy nepodafilo ziskat a tak byla zakonzervovana smésna
suspenze se vSemi pfitomnymi kulturami MO. V piipadé CAPB se podafilo ziskat dvé ¢is-
té kultury bakterii (F1V, F1M), identifikované jako gramnegativni, u nichz byla prokazana
degradacni schopnost CAPB poklesem koncentrace rozpusSténého organického uhliku
vV mineralnim médiu s CAPB, kdy kultura F1V snizila tuto hodnotu z 266,3 mg/l na 101,2
mg/l, tedy o néco vyraznéji nez kultura F1M, ktera dokazala snizit 253,6 mg/l na 87,56
mg/l. Pravidelngjsim méfenim hodnot DOC a OD byla ziskana piesnéjsi piedstava o po-
zvolném prubéhu degradace CAPB. Jediny uspésny test na pevnych zivnych médiich, bez
nutného pomnozeni kultur bakterii v mineralnim médiu, byl uskute¢nén u kalové suspenze
s EHS, kde byl vidén zietelny rozdil mezi nartstem kultur na mineradlnim agaru a agaru s

EHS. Z obohacen¢ho agaru byly poté izolovany ctyfi kultury, pfiCemz tfi z nich byly
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gramnegativni (EHS2, EHS3 a EHS4) a ¢tvrta grampozitivni (EHS1). Rust kultur za vyuzi-
ti EHS byl potvrzen vznikem zédkalu u tfech z nich, zatimco kulturou EHS1 nebyl rozklad
této latky prokazan. Z dalSich pokusu vyplynulo, Ze tyto tii kultury vyuzivaly z EHS jen
strukturni ¢ast odpovidajici salicylanu, zatimco 2-ethylhexanol nebyly schopné vyuzit. 2-

ethylhexanol tak pravdépodobné mize ziistdvat ve vodném prostiedi.

Na zavér celé prace byly vSechny kultury bakterii zamrazenim konzervovany za tcelem

budouciho studia.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MO
oV
EU
CR
INCI
INN
CNS
MDBGN
MIC
CAPB
DOC
EHS
uv
D4
D5
D6
BS
ZRS
FP
RSP
BM
ZRBS

ZRPHE + BM

ZRCAPB + BM Zasobni roztok cocamidopropyl betainu v biomédiu

Mikroorganismus

Odpadni voda

Evropska Unie

Ceska republika

Mezinarodni nomenklatura kosmetickych piisad
International Nonproprietary Name
Centralni nervova soustava
Methydibromoglutaronitril
Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Cocamidopropy! betaine
Rozpustény organicky uhlik
Ethylhexyl salicylate

Ultrafialové zateni
Cyclotetrasiloxane
Decamethylcyclopentasiloxane
Decamethylcyclohexasiloxane
Benzoan sodny

Zasobni roztok soli

Fosfatovy pufr o pH 7,2

Roztok stopovych prvku
Biomédium

Zasobni roztok benzoanu sodného

Zasobni roztok phenoxyethanolu v biomédiu
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MA Mineralni agar
ZRPHE + MA  Zésobni roztok phenoxyethanolu pfiddvany k mineralnimu agaru

ZRCAPB + MA Zasobni roztok cocamidopropyl betainu 1. pfidivany k miner. agaru

ZRCAPB Zasobni roztok cocamidopropyl betainu II.
ZRSALNa 10% zésobni roztok salicylanu sodného
FR Fyziologicky roztok

MA + PHE Mineralni agar s henoxyethanolem

MA + CAPB Mineralni agar s cocamidopropyl betainem

MA + EHS Mineralni agar s ethylhexyl salicylate
MM Mineralni médium

MM + PHE Mineralni médium s phenoxyethanolem
TYA Tryptone yeast agar

R2A R2A agar



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 81

SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1.  Zdkladni obory v biotechnologii a jejich propojeni [4,5. 4] ......cccuvveennn. . 14
Obr. 2. Prumérna rocni produkce OV [18] ..o 18
Obr. 3. Zndzorneni trojstupniové cistirny odpadnich vod [24] ... e 21
Obr. 4.  Chemicka struktura 2-phenoxyethanolu [31]...............ccoiiviiiiiii i 26
Obr.5.  Chemicka struktura Cocamidopropyl Betainu [44]. ..........cc.eoveeevee e, ..2.29
Obr. 6.  Chemicka struktura Ethylhexyl Salicylate [55]. .......ccoooiiiiiiiii 31
Obr. 7. Chemicka struktura Cyclotetrasiloxanu [56].......c.ccccoovviiiiiiniiieic e 32

Obr. 8.  Ilustracni fotografie usporddani respirometru Micro-Oxymax sestavajici
z detektoru Oz, detektoru CO.,  Cerpaci Fidici  jednotky  (vievo  shora)
a dvouventilovych ridicich jednotek s moznosti pripojeni 20 méricich pozic (vpravo)...... 46
Obr.9.  Pribéh biologického rozkladu substrati za pritomnosti  aktivovaného
kalu z pohledu zavislosti substratové biochemické spotreby kysliku na dobé méreni. ....... 57
Obr. 10. Prubeh biologického rozkladu substrati za pritomnosti aktivovaného kalu
Z pohledu zavislosti procenta biologického rozkladu substratu na dobé méreni
Z namérenych hodnot Spotreby kySITKuL. .............ccoovviiiiiiiiiiii e 57
Obr. 11. Prubeh biologického rozkladu substratii za pritomnosti aktivovaného kalu
Z pohledu  zavislosti  substratové  biochemické  produkce  oxidu  uhlicitého
A AODE METONI ... ... oot ittt it it et et e e 60
Obr. 12. Prubeh biologického rozkladu substratii za pritomnosti aktivovaného kalu
Z pohledu zavislosti procenta biologického rozkladu substratu na dobé mereni ziskaného
Z nameérenych hodnot produkce oxidu uhliCiteno. ...............cccccoooiiiiiiiiiiiiiiice 60

Obr. 13. Zavislost koncentrace DOC na dobé trvani pokusu degradace CAPB kulturami

FLV @ FLM .ottt e e et e e et et et e et et e et e e et e eae een e eae een e sas aen ae o2 a2 0D
Obr. 14. Zavislost OD na dobé trvani pokusu degradace CAPB kulturami
FLV @ FLM ..ttt et e et e s et et et e et et e et e e et e e et e sae een e sae een e 2ee. 0D
Obr. 15, KURUIA FLV ..o oot et ne s 66
Obr. 16. KUIUIa FIM ... ... ..ot et ettt nns 66

Obr. 17. Fotografie prokazujici viditelny rozdil mezi naristem kolonii na MA a PHE.
Zatim bez pritomnosti 4 kolonie EHS, kterd vyrostla o 4 dny pozdéji. ............cccccocevnnnnn. 67
Obr. 18. Zavislost OD na dobé trvani pokusu degradace SALNa a EH
Kulturami - EHS...... oo et e et et e e e e 0. 09



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

OB, 19, KURUFA EHSL ... 70
OB, 20, KURUFA EHSZ ... 70
0D, 21, KUKUIA EHSS ...ttt e et e e e e e e aeaaa 70

ODBr. 22, KUIUIA EHSA ... ettt e e e e e e 70



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Veskeré namérené hodnoty pH, obsahu suSiny kalu, rozpusténého

organického uhliku (DOC) a odstranitelnosti (Dpoc) u vSech testovanych latek. .............. 55
Tab. 2. Data ziskand z obou sérii méreni vztazend na spotiebu kysliku ziskanou

analyzou biodegrability latek systémem Micro-OXYMAX. ......cccocieieriiienieeiiie e eiee e 56
Tab. 3. Data ziskand z obou sérii meérent vztaZend na produkci oxidu uhlicitého

ziskanou analyzou biodegrability latek systéemem Micro-OXYMAX. ......ccccevvveriiveiiiensiiinenns 59
Tab. 4. Hodnoty DOC nameérené pred a po provedeni pokusu degradace PACB
iZOLOVANYMT KUITUVAINI. ..o 63

Tab. 5. Hodnoty rozpusténého organického uhliku v prithéhu pokusu degradace

testované latky CAPB kulturami FI1V a FIM. .........ccccccooooiiiiiiiiiiiiies s 64
Tab. 6. Hodnoty optické density v prithéhu pokusu degradace testované latky CAPB
KUIRUFAMI FLV @ FLM. ..o 65
Tab. 7. Hodnoty optické density v pritbehu pokusu degradace SALNa kulturami
degraduficimi EHS. ............ccccoiiiiiiiiiiiii 68

Tab. 8. Hodnoty optické density v prizbehu pokusu degradace EH kulturami
AegradufiCIMI EHS. .........ccoooiiiiiiii ettt 69



