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ABSTRAKT

Prace je zameéfena predevSim na degradaci polyvinylalkoholu vybranymi druhy
degradacnich bakteridlnich kultur. Na zaklad¢ ptfedchozich praci bylo hlavnim ukolem
sledovani  degradace polyvinylalkoholu v prostfedich s riznymi koncentracemi
fosfore¢nanii. Byly provadény i testy v organickém prostiedi, kde byla snizena koncentrace
fosfore¢nanii natolik, aby byly davkovany pouze jako zdroj fosforu pro rust bakteridlni
kultury.

Vysledky ukazaly, ze vyssi koncentrace fosfore¢nanti zpomaluji rist kultur i rozklad PVA,
1 kdyz optimalni slozeni média bylo pro kazdou kulturu odlisné. Pokusy dale ukézaly, ze
kromé¢ fosforecnanti potlacuji rst kultur i urcité zvysSené koncentrace chloridi. Ze
zkoumanych kultur vykazala nejvyznamnéjsi degrada¢ni Géinky kultura Sphingomonas sp.
JK2.

Klic¢ova slova: polyvinylalkohol, degradace, bakterie, fosfore¢nany, chloridy

ABSTRACT

This Diploma thesis is aimed above all to polyvinylalcohol degradation by selected
bacterial cultures. On the base of previous works a study of degradation in environments
with various phosphates concentrations was the main object of the work. Furthermore,
another tests were performed in organic buffers, where phosphates concentrations was
lowered to a level required as the phosphorus source for bacterial growth.

Results showed, that the higher phosphates concentrations inhibited the growth of bacteria
and PVA biodegradation, even if optimal medium composition was for each culture
different. Further tests showed, that in addition to phosphates increased chlorides
concentrations limited bacterial growth as well. Strain Sphingomonas sp. JK2 proved to be

the most effective bacterium of surveyed cultures.

Keywords: polyvinylalcohol, degradation, bacteria, phosphates, chlorides
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UvVOD

Tak jak na Zemi vzrlstd pocCet obyvatelstva, tak narGstd i mnozstvi nebezpecnych i
mnozstvi nebezpecnych cizorodych latek, kterymi lidé zamoiuji prostiedi. At uz se jedna o
latky zndmé, Ci teprve nové objevené, nutnost jejich odstranéni z zZivotniho prostiedi je na
miste.

Polyvinylalkohol urcité patii k jiz znamym kontaminantim, které uz po néjakou dobu
zne€ist'uji zivotni prostiedi. Jako jeden z mala syntetickych materialt je sice biologicky
rozlozitelny, je vSak zadouci studovat vlivy a podminky na jeho biodegradaci, nebot’
rychlost jeho rozkladu v piirodé je ziejmé nizka a v nékterych prostiedich se
pravdépodobné nerozklada vibec.

Moje prace navazuje na piedchozi prace, zabyvajici se podobnou tématikou. Bylo zjisténo,
ze bakterialni kultury jsou do jisté miry citlivé na zvySené koncentrace nékterych soli.

Protoze tyto skute¢nosti mohou hrat vyznamnou roli pii ¢isténi odpadnich vod, stalo se

zkoumani té€chto vlivii naplni mé DP.
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1 POLYVINYLALKOHOL (PVA)

1.1 Zakladni vlastnosti PVA

Polyvinylalkohol (Obr. 1) je synteticky polymer, s uhlikatym hlavnim fetézcem,
rozpustny ve vodé a v Kkyselindich a zaroveil odolny vi¢i mnoha organickym
rozpoustédlim. Nevyrabi se polymeraci jemu odpovidajicimu monomeru (vinylalkoholu),
protoze ten isomeruje na stabilni acetaldehyd. Proto je PVA pfipravovan alkalickou
hydrolyzou polyvinylacetatu (PVAc) nahrazovanim acetatovych skupin hydroxylovymi
skupinami. Stupen této hydrolyzy a dale také polymerac¢ni stupen do jisté miry ovliviuji

vlastnosti takto vzniklého polymeru [1].

~ [cH,— |CH]m— [cH,— |CH]n -
OH o
c=o
cH,

Obr. 1. Chemicka struktura polyvinylalkoholu [19]

Produktem vSech reakci, které by mohly vinylalkohol zdanlivé poskytnout, je
acetaldehyd, nebot’” alkohol, jehoZ hydroxylova skupina by byla vazana na stejny uhlikovy
atom, ze kterého vychazi dvojna vazba, se presmykem jesté ve stavu svého zrodu méni na
ptislusny aldehyd (Obr. 2). Polyvinylalkohol je v podstaté bily praSek, jehoz odolnost viici
rozpou$tédlim zdvisi na obsahu nezhydrolyzovaného polyvinylacetatu, na stfedni

molekulové hmotnosti a v neposledni fadé€ na teploté [2].

o'
I
H. -C. 0
l? H Hg[: _':f
H 5 H
"vinylalkohol” acetaldehyd

Obr. 2. Vznik acetaldehydu z vinylakoholu /2]
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Polymer s vice nez pétiprocentnim obsahem acetatovych jednotek se rozpousti ve
vodé jen pfi teplotach nad 65°C. Cim vys3i je jeho molekulova hmotnost, tim mensi je jeho
rozpustnost. V olejich neni rozpustny ani pii vyssich teplotach. V jednosytnych alkoholech
botna, ve vicesytnych (napt. v glycerolu) se rozpousti, zvlasté za tepla. Z kyselin odolava
organickym, ve vodnych roztocich anorganickych kyselin a jejich soli pfechazi pfi
teplotach nad 160°C na viskdzni az nerozpustnou hmotu. Je malo termoplasticky, 1ze jej
pouzit za teplot od —50°C do 130°C. Nad teplotou 200°C se rozklada [2].

Diky mnohostrannym vlastnostem je PVA pouZzivan zejména v textilnim primyslu a
pii Gpravé papiru, v potravindistvi pro ptipravu ovocného zelé, v chemickém primyslu
jako ochranny koloid pro suspenzni polymerace, dale jako zahuStovadlo pro natérové
hmoty, k vyrobé lepidel (v kombinaci se Skrobem) a impregnacnich hmot odolnych
olejim, tukiim, benzinu a rozpoustédlim. Znamé je také jeho pouziti jako separacniho
¢inidla pfi zpracovani nenasycenych polyesterovych pryskyfic na laminaty. Vyrabéji se
Z n&j obalové folie, chirurgické nité, textilni vlakna, riznd tésnéni, hadice a dalsi vyrobky

[2].

1.2 Struktura PVA

Zakladni chemické struktura PVA se sklada prevazné z 1,3-diolovych jednotek,
spojenych hlava-pata. Nicméné ve struktuie PVA existuje také velmi maly pocet 1,2-
diolovych jednotek spojenych hlava-hlava (obvykle pod 1-2%). Obsah 1,2-diolovych
jednotek ovliviiuje nékteré vlastnosti PVA, dokonce vcetné jeho biodegradability [1].

Z obecného hlediska mlZeme fici, Ze struktura PVA je tvofena pfedevSim uhliky,

hydroxyovymi skupinami (-OH) a zbytkovymi acetylovymi skupinami.

1.3 Biodegradace PVA

Chiellini a kol. shrnuli G€inky polymerniho uspotfadani na biodegradabilitu PVA
nasledné: mezi faktory ovliviiujici biodegradabilitu PVA se zahrnuji:
- polymerizaéni stupeni
- stupen zmydelnéni (hydrolyza)
- prostorové uspotadani hlavniho fetézce
- obsah ethylenu

- 1,2-glykolovy obsah
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Obecné lze tici, ze polymerizacni stupen a stupeit zmydelnéni nemaji podstatny vliv
na biodegradaci PVA, pfinejmensim pro vzorky obsahujici méné nez 20% zbytkovych
acetylovych skupin a majicich polymerizaéni stupenl v rozsahu ptiblizn¢ 10-2,000 [1].
Niz$i stupent zmydelnéni znamena piitomnost vétsiho mnozstvi acetylovych skupin. Aby
mikroorganismy zuzitkovaly PVA s nizkym stupném zmydelnéni, musi mit enzym
hydrolasu pro acetylové skupiny. Kazdy mikroorganismus, degradujici PVA, nemusi mit
tuto aktivitu dostateCnou pro svijj vlastni rist, coz mize mit za nasledek jeho snizeny ¢i
zpozdény rust. Specificky enzym esterasa, jenz je schopny hydrolyzy acetylovych skupin
zPVA, byl vycistén z cytoplazmatické frakce z Pseudomonas vesicularis PD. Tento

enzym dosahuje nejvyS$iho stupné hydrolyzy v pfitomnosti vzorkli PVA, které maji

v

1.3.1 Biodegradace PVA jedinymi a symbiotickymi kulturami

Biodegradace PVA je moznd jak jednotlivymi kulturami, tak kulturami
v symbiotickém vztahu. Existuje fada mikroorganismi, které maji schopnost degradace
PVA. Nejcastéji popisovanymi degradéry PVA obecné jsou kmeny rod Pseudomonas a
Sphingomonas, jak je ukazano v Tab.l. N¢které kultury rodu Pseudomonas byly
Vv poslednich letech reklasifikovany jako Sphingomonas (Yabuuchi a kol. 1990), nékteré
kultury rodu Pseudomonas mohou byt zahrnuty mezi Sphingomonas jesté nyni. Skupina
sfingomonad se ptvodné sestavala jen z jednoho rodu - Sphingomonas, do té doby, nez jej
Takeuchi a kol. (2001) reklasifikoval na ¢tyfi rody (Sphingomonas, Sphingobium,
Novosphingobium a Sphingopyxis) [1].

Kromé jiz zminénych bakterii rodd Pseudomonas a Sphingomonas existuji také
nékteré dalsi Gram-negativni bakterie (Alcaligenes faecalis a y-proteobacteria [3]) i
nékteré Gram-pozitivni bakterie (Bacillus megaterium [4], Paenibacillus amylolyticus [5],
Microbacterium barkeri [5] a Streptomyces venezuelae [6]), které byly popsany jako
bakterie schopné rozkladu PVA.

Mimo bakterii byla schopnost degradace PVA popsana i u nékterych hub. Existuji
houby, které rozkladaji dievo, respektive celulozu (tzv. dievokazné houby) a zptsobuji tak
bilou hnilobu (ligninolytické houby) a hnédou hnilobu (celulolytické houby). Tyto houby,
zpusobujici bilou a hnédou hnilobu a také Penicillium sp., byly potvrzeny za houby

schopné degradace PVA, ackoliv ligninolytické houby PVA jako substrat nevyuZzivaji [1].
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Metabolické cesty rozkladu PVA, popsané do soucasné doby, jsou zalozené na
dvou krocich: prvnim krokem je bud’ oxidace dvou pfiléhajicich hydroxylovych skupin,
vedouci k B-diketonové strukture nebo taktéz oxidace, ale jen jedné hydroxylové skupiny,
poskytujici monoketonovou strukturu. Podle produktii produkovanych prvnim krokem
degradace PVA, jsou zde mozné dv¢ cesty pro druhy krok degradace PVA. Druhym
krokem degradace PVA tak miize byt bud’ hydrolyza B-diketonové struktury oxidovaného
PVA enzymem [-diketonhydrolasou nebo aldoldzova reakce probihajici v monoketonové
struktuie oxidovaného PVA. Zda se, ze Penicillum sp. provadi stejnou metabolickou cestu
jako bakterialni degradéti PVA (Qian a kol. 2004). Ligninolytické houby maji ale jiné
mechanismy degradace, které jsou zaloZzené na nemetabolickych procesech (Larkin a kol.

1999, Mejia a kol. 1999) [1].

Tab. 1. Piehled mikroorganismu vyuzivajicich PVA

Mikroorganismus Kultivace Reference
Pseudomonas O-3 Jedina kultura Suzuki a kol. 1973
Pseudomonas vesicularis PD |Jedina kultura Watanabe a kol. 1975

Pseudomonas sp. VM15C Kultura spolu s produkci Sakazawa a kol. 1981
PQQ Pseudomonas putida

VM15A
Pseudomonas vesicularis var. | Jedina kultura Hashimoto a Fujita 1985
povalolyticus PH
Pseudomonas sp. kmen A-41 | Jedina kultura Fukae a kol. 1994
Pseudomonas sp. 113P3
(reidentifikovana jako Jedina kultura Hatanaka a kol. 1995b
Sphingopyxis sp. 113P3)
Sphingomonas sp. TJ7 a Jedina kultura Tokiwa a kol. 2001

y-proteobakterie TK-2

Kultura spolu s ristovym
Sphingomonas sp. SA3 faktorem (produkujici asi Kim a kol. 2003
PQQ) SA2

Sphingopyxis sp. PVA3 Jedina kultura Yamatsu a kol. 2006
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Popisy degradérit PVA z rodu Pseudomonas se vztahuji k 70.-80. 1étim, kdezto rody
Sphingomonas a Sphingopyxis jsou popisovany az v pozdé&jSich letech, piesnéji kolem roku
2000 a po ném. Je tomu tak proto, ze doslo k reklasifikaci jednotlivych rodi a jejich kment

v ramci celého bakteridlniho taxonomického systému.
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2 BIODEGRADACE PVA JEDINYMI A SYMBIOTICKYMI
KULTURAMI

2.1 Biodegradace PVA jedinymi kulturami

Yamatsu a kol. studovali degradaci PVA kulturou Sphingopyxis sp. PVA3.
Nejdiive provedli izolaci kmene, ziskaného z aktivovaného kalu COV mistniho
barvirenského zavodu. Tento PVA degradujici bakteridlni kmen byl pozdéji pojmenovan
jako PVA3. Autoii mimo jiné zjistili, ze tento kmen mtize degradovat PVA bez symbidzy
S jinym bakteridlnim kmenem a Ze pro degradac¢ni aktivitu nebyl nutny piidavek PQQ.
Kmen tvofil na PVA agarovém médiu kolonie bez ptfidani katalasy, tyto kolonie byly
kulaté, bilé barvy, s hrubym povrchem a v priiméru nepfesahovaly 1 mm. Bylo téz zjisténo,
ze kmen PVA3 mohl rlst i za anaerobnich podminek, pokud byl k Zivnému médiu piidan
dusic¢nan [7].

K degradaci PVA doslo zhruba po 6 dnech, kdy bylo degradovano piiblizn¢ 90%
PVA. Kmen PVA3 dale neprokazal relevantni enzymovou aktivitu v prostiedi bez PVA.
Bylo také zjisténo, Ze tento kmen byl schopny vyuZzit mocovinu jako zdroj dusiku (namisto

dusi¢nanu amonného) a nekteré jiné dostupné uhlikaté zdroje, ne jenom PVA [7].

Hatanaka a kol. studovali degradaci PVA kulturou Pseudomonas sp. 113P3. Na
zéklad¢ mikrobiologické charakteristiky tohoto kmene zjistili, Ze se jednd o Gram-
negativni kmen, tvarem odpovidajici tyckam, které jsou schopné pohybu, ale netvoii spory.
Kolonie tohoto kmene narostené na Zivném agaru byly zlutohnédé barvy, kruhového tvaru,
vypuklé a hladké. Kmen 113P3 se vyznacoval produkci kyseliny z glukosy a maltosy
aerobné, pfi aerobnich podminkach ale netvofil plyn z laktosy, manitolu, sacharosy nebo
xylosy. Byly stanoveny pozitivni vysledky na tvorbu acetoinu a na redukci dusi¢nant a
nékolik negativnich vysledki, napt. test na methyl Cerven, kyselinu citronovou, hydrolyzu
Skrobu, apod. Z téchto vysledkli Hatanaka a kol. usuzovali, Ze se jednd o kmen nélezici
rodu Pseudomonas. Dalsi provedené cytologické a biochemické testy ukazaly podobnosti
ke kmentim Pseudomonas vesicularis a Pseudomonas solanacearum [8].

Kmen 113P3 rostl dobfe v kapalném médiu, obsahujicim PVA jako jediny zdroj
uhliku. Pfi kultivaci kmene v PVA médiu zde nebyla pozorovana zadna aktivita PVA-
oxidasy, nebyla pozorovana tvorba H,O, v supernatantu z kultury ani v extraktu bun¢k. Na

druhou stranu byla objevena aktivita P\VA-dehydrogenazy (PVADH) v extraktu bunék, ale
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nebyla zjistitelna v supernatantu z kultury. Pfi inokulaci extraktu bunék s PVA bylo
pozorovano snizeni molekulové hmotnosti PVA. Polymer o vysoké molekulové hmotnosti
byl v€lenén do bunék a degradovan enzymy, které degraduji PVA v buikach. Toto

v¢lenéni zistalo bez vysvétleni [8].

2.2 Biodegradace PVA symbiotickymi kulturami

Choi a kol. sledovali biodegradaci PVA kulturami Microbacterium barkeri KCCM
10507 a Paenibacillus amylolyticus KCCM 10508. Testovali syntetické odpadni vody,
Z nichz izolovali tyto dva kmeny, jejichz smiSena kultura byla schopnad degradace PVA
velkou rychlosti, dokonce i kdyz byly kmeny pouzity jednotlivé. Procentualni uspésnost
degradace PVA byla prokazana u Microbacterium barkeri 98%, u Paenobacillus
amylolyticus 96% a jejich smisena kultura rozkladala PVA v 99%. Lze tedy fici, Ze tyto
kultury maji vynikajici schopnost degradace jak samotné, tak i ve smisené kultute. Choi a
kol. také testovali uc¢inek polymerac¢niho stupné PVA na jeho degradaci a dospéli k zavéru,
ze rychlost degradace PVA klesa s ristem polymeracniho stupné. Podle jejich studie ma

tedy na rychlost degradace PVA a mikrobialni rist polymerac¢ni stupeit vyznamny vliv [5].

Kim a kol. sledovali degradaci PVA kulturou Sphingomonas sp. SA3. Provedli
kultivaci né€kolika set vzorki v obohaceném PVA médiu. Pouze jeden vzorek, oznaceny
SA, byl schopny degradace PVA. Na PVA agaru tato kultura tvofila malé bilé kolonie,
stejného tvaru. Tyto kolonie vSak nebyly schopné degradace PVA v kapalném PVA médiu.
Proto byla ¢ast piivodni kultury, namnozené v PVA médiu, zfedéna ve sterilnim kapalném
médiu a pfislusné zfedéni bylo kultivovano na zivném LB agaru. Po 4-8 dnech inkubace
bylo izolovano 7 ruznych bakterii (SA1-SA7), zadny ztéchto kment vsSak neukézal
rozklad PVA. Pokud se ale pouZila smiSena kultura téchto kment s SA3, byl rozklad PVA
pozorovan. Nejlepsi symbidza pro rozklad PVA v PVA médiu byla pozorovdna u kmeni
SA2 a SA3 [9].

Kmen SA2 tvofil bilé kolonie o priméru mensim neZ 1 mm na PVA agaru a u
tohoto kmene se projevil velmi mirny rust, ktery mohl byt zptisoben vyuzitim zbytkovych
acetatovych skupin v PVA. Kmen SA3 tvofil Zluté kolonie na zivném LB agaru, nebyl
vSak pozorovan zadny rist tohoto kmene na PVA agaru ¢i v kapalnych PVA kulturach.
Kmen SA3 byl kultivovan bez kmene SA2 v PVA médiu obsahujicim PQQ (10 ng.ml™),

vV tomto médiu byl pozorovén rist tohoto kmene a degradace PVA [9].
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Zavérem lze tedy fici, ze Cistd kultura kmene SA2 nebo SA3 PVA nedegraduje, ale
jejich spolecnd kultura ukazala dobry rist a téméf kompletni degradaci PVA, bylo

degradovéno asi 95% PVA [9].

Matsumura a kol. pozorovali degradaci PVA kulturou Alcaligenes faecalis KK314
a Pseudomonas sp. 113P3. Bakterialni kmen asimilujici PVA, Alcaligenes faecalis
KK314, byl ziskany z fi¢ni vody a pouzity jako zdroj enzymu degradujiciho PVA [11],
zatimco porovnavaci kmen Pseudomonas sp. 113P3 byl izolovan jako mikroorganismus
asimilujici PVA skupinou Hatanaky [12], [13].

Rustové kiivky obou téchto kmenl ukézaly téméf stejnou tendenci s rapidnim
rustem béhem 3. dne kultivace. Rust byl sledovan na PVA-23000. V inkuba¢nich médiich
Alcaligenes faecalis zadna oxidazova aktivita pro PVA objevena nebyla, ale byla objevena

aktivita PVADH v inkubac¢nich médiich Alcaligenes faecalis [10].

Lee a kol. zkoumali degradaci PVA kulturami Cardiobacterium sp. a
Achromobacter cholinophagum. Izolovali 22 mikrobialnich kmenti z riznych zdroja.
Provedli tzv. Sturm test neboli test rozkladu organickych latek prostfednictvim sledovani
vzniku CO,. Autofi diky experimentu zjistili, Ze nejvyssi aktivitu pro degradaci PVA mezi
smiSenymi kulturami prokazala smiSena kultura bakterii oznacenych jako SB68 a SB69.
Bylo tak v ptipad¢ cca 45 denni kultivace se vstupni koncentraci PVA 0,01%, kdy bylo
rozlozenu 80% PVA. Lze fici, Ze témét vSechen substrat byl v tomto ptipadé rozloZen,
avSak se zvySujici se koncentraci PVA rozklad klesal. Tyto mikrobidlni kultury byly
identifikovany podle mikrobiologického syst¢ému Biolog (USA) a bylo zjiSténo, Ze se u
kultury s oznacenim SB68 jednalo o bakterialni kmen Cardiobacterium sp., zatimco u
kultury s oznacenim SB69 nebyla identifikace mozna. Mezi studovanymi bakterialnimi
kulturami byla i kultura s oznac¢enim SB98, ktera byla jako jedina schopna degradace PVA
V nepiitomnosti ur¢itych vnéjsSich ptidanych kofaktort. Bylo zjisténo, Ze se jedna o kmen
Achromobacter cholinophagum. U tohoto kmene byly zjistény téméi stejné vysledky

Vv pfipadé€ degradace PVA jako u pfedchozi smiSené kultury [14].

Tokiwa a kol. se ve své praci zabyvali degradaci PVA kulturou Sphingomonas sp.
V prvnich pokusech o izolaci degrada¢nich bakterii Zadna z kolonii na agrech neprokazala

schopnost rozkladu PVA v tekutém médiu, dokonce ani po pfidani PQQ do Zzivného
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prostfedi. Obecn¢ existuji dva enzymy spojené s oxidaci PVA. Jedna se o extracelularni
enzym PV A-oxidasa a intracelularni enzym, zavisly na PQQ, PVA-dehydrogenasa. Reakce
PVA-oxidasy je doprovdzena vznikem H,0O,, ktery je toxicky a muze byt piekazkou
formace kolonii PVA degradujicich bakterii. Proto autofi modifikovali postup izolace
degradacnich kultur a pfidali katalasu na misky s PVA agarem, kde jiz poté vyrostly dalsi
kolonie. Naproti tomu nebyly pozorovany zadné takové kolonie na misce s PVA agarem a
stejnym mnozstvim inaktivni (neaktivni) katalasy (vafena 10 minut). Minimalni mnoZstvi
katalasy, potfebné pro tvotfeni bakterialnich kolonii degradujicich PVA, bylo asi 0,016
jednotek cm™ agarové misky. Aby byla potvrzena inhibice utvafeni kolonii vlivem H,0O,,
provedli Tokiwa a kol. podobny experiment pouzivajici peroxidasu. Ptidani peroxidasy
zpusobilo degradaci HyO,, podobné jak je tomu u katalasy. Na PVA agaru s necinnou
peroxidasou nebyly pozorované zadné kolonie bakterii. Z téchto vysledki miiZzeme
piedpokladat, ze bakterie schopné rozkladu PVA degraduji PVA pomoci PVA-oxidasy a
pritom skute¢né vznika H,0O,, ktery brani jejich vlastnimu rdstu. V kapalné kultufe tyto
kmeny rostly dobte, dokonce i bez piidavku katalasy. Je to pravdépodobné proto, ze H,0,
vytvofeny v tomto médiu nebyl pfitomny v bezprostiednim okoli bakterii. Pfidavek
katalasy a peroxidasy, které opravdu rozlozi H,O,, je povazovan za vhodnou metodu pro
izolaci bakterii degradujicich PVA [15].

Autorim se diky tomu podafilo izolovat dva kmeny schopné degradace PVA,
oznacené TK-2 a TJ-7, oba tyto izolované kmeny byly Gram-negativni. Kmen TK-2 tvofil
bilé kruhové kolonie, zatimco kmen TJ-7 tvoril Zluté kruhové kolonie. Taxonomické studie
a vysledky analyzy zalozené na zji$téni sekvenci genu pro 16S rRNA odhalily, ze kmen
TK-2 ndlezi do podtiidy y-proteobakterii, ale neni blizce pfibuzny zadnym znadmym
druhtim, jen v 88% byla zjisténa podobnost k Nitrosococcus sp. Kmen TJ-7 byl

klasifikovan jako Sphingomonas sp., s 96% pravdépodobnosti [15].

Sakai a kol. zkoumali degradaci PVA kulturou Pseudomonas vesicularis PD.
Zjistili, ze nejvyssi aktivita P(VA-cOVAC) esterasy byla nalezena v bunééném extraktu po
osmotické Sokové desintegraci. P(VA-coVAc) esterasa byla lokalizovana v cytoplazmé a
cytoplazmatické membrané Pseudomonas vesicularis PD. Na druhou stranu oxidasa
sekundarnich alkoholii a B-diketon hydrolasa, které jsou zapojené do degradace hlavniho
fetézce PVA molekul, byly nalezeny v supernatantu kultury. Pfi studiu substratové

specifity byl enzym P(VA-coVAc) esterasa aktivni va¢i PVAS500 a aromatickym acyl
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esterim jako napf. p-nitrofenyl acetat, p-nitrofenyl propionat a dal$i. Nejvyssi stupen
hydrolyzy byl pak pozorovan s p-nitrofenyl acetitem. Enzymova aktivita esterasy s p-
nitrofenyl acetatem byla silné ovlivnéna délkou fetézce acylové skupiny. Aktivita enzymu
se snizuje, protoze se zvySuje délka fetézce, zvlasté u esterit s vice nez C4. Studovana
enzymova aktivita vici riznym typim PVA byla ovlivnéna polymeracnim stupném a
polymeracni stupeil a stupen zmydelnéni ze vSech testovanych PVA. Byla studovana
enzymova aktivita v0¢i enzymatické degradaci PVA, protoze enzym nalezeny
Vv cytoplazmatické frakei byl zna¢né€ aktivni k nizké molekularni hmotnosti PVA, ktery byl

v¢lenén do bunek po vnéjsi degradaci [16].
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3 VYSLEDKY PREDCHAZEJICICH DIPLOMOVYCH PRACI

V piedeslych letech se mimo jiné i problematikou rozkladu polyvinylalkoholu
Vv mikrobialnim prostiedi ve svych pracich zabyvali i ¢esti autofi. Konkrétné se jednalo o

diplomovou praci [17] Martina Nedbalka a disertaéni praci [18] Terezy Vaclavkové.

Martin Nedbalek posuzoval ve své diplomové praci, mimo jinych pokust, i vliv
koncentraci soli, konkrétn¢ fosfore¢nanti, na rozklad PVA degradacnimi mikrobialnimi
kulturami. Degrada¢nimi kulturami v jeho ptipadé byly kultury OT2 a JK2 a jako rustovy
rustova aktivita riiznych degradac¢nich kultur polyvinylalkoholu [17].

SloZeni mineralniho média, které pouzil pro degradaci PVA kulturami OT2 a JK2
bylo nésledujici (na 1 litr destilované vody):

0,5 g PVA (MOWIOL 5-88); 0,1 g MgSO, . 7H,0; 0,03 g Fe(NH4)2(SO4); . 6H,0; 0,01 g
CaCl, . 2H,0; 0,5 g NaCl; 0,3 g NH4Cl, 0,18 g K;HPO4; 1,9 g Na;HPOy, .

Toto zakladni mineralni médium poté pouzil v péti pokusech se stejnou koncentraci
tryptonu (3 g.I™), ale s riiznymi koncentracemi fosfore¢nani, jdoucimi od 6,67 mmol.I™* aZ
po 20,0 mmol.I". Rast jednotlivych kultur sledoval 9 dnii a dospél k zavéru, Ze nejlépe
rostla jak kultura OT2, tak i kultura JK2 v prostiedi s nejniz§i koncentraci
fosforecnanovych soli. Z téchto vysledkii usoudil, Ze zvySené koncentrace fosforecnanii v
prostfedi maji negativni vliv na rist obou pouzitych degrada¢nich kultur. Aby potvrdil
vysledky pfedchoziho pokusu, provedl jesté dal§i experiment, kde pouzil na rozdil od
prvniho pokusu tfi degradacni kultury. Zdvojnasobil mnoZstvi inokula z 5 pl, pouZzitych
V prvnim experimentu, na 10 pl inokula v kazdé jamce mikrotitra¢ni desticky s objemem
200 upl. Mimo jiz pouzitych kultur OT2 a JK2 pouzil jesté degradaéni kulturu Z1.
Koncentrace tryptonu i jednotlivé koncentrace fosfore¢nanovych soli ziistaly nezménény a
rust degradacnich kultur byl sledovan 17 dni. Vysledkem bylo, Ze vSechny tii kultury opé&t
potvrdil vysledky predchoziho pokusu [17].

Bylo nutné potvrdit negativni vliv zvySené koncentrace fosfore¢nanti i na PVA-
degradacni schopnosti pouzitych kultur. Pokus probihal 16 dni a bylo zjiSténo, Ze kultury
OT2 a JK2 vykazuji degradaci PVA obdobné, ob¢ tyto kultury rozkladaji PV A nejrychle;ji

Vv prostiedi s nejniz§i koncentraci fosforecnanfi. U kultury Z1 doSlo jen k ¢aste¢nému
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rozkladu PVA, ale i u této kultury je degradace v prostfedi zvysené koncentrace
fosforecnanii zpomalena ¢i uplné potlacena. Kultura OT2 byla, na zékladé¢ vysledka
analyzy zaloZené na zjisténi sekvenci 16S rRNA genu, pojmenovana jako Sphingomonas
sp. [17].

V poslednim experimentu bylo posuzovano, zda-li existuje citlivost PVA-
degradacnich kultur jen k vysSim koncentracim fosforecnani nebo zda jde o citlivost
k vys$sim koncentracim mineralnich soli obecné. K obecnému posouzeni vlivu mineralnich
soli byly vybrany hydrogenuhli¢itany, nebot’ ty mohou vznikat mikrobialni mineralizaci
organického substratu. Po dobu 14 dni byl sledovan riast tfi degradacnich kultur
Vv prostifedich o tfech rlznych koncentracich soli. Nejlepsi rast u vSech tii kultur byl
pozorovan v prosttedi bez pridavku hydrogenuhliCitanti, v jejich pfitomnosti byl rist
zpomalen. Nejvyssi inhibi¢ni u€¢inek mélo u vSech tii kultur navySeni ptidavku NaHCO3 na
rozdil od piidavku stejného mnoZstvi KHCOj3. Dalo by se fici, Ze degradacni kultury byly
tedy vice citlivé k sodnym solim, nez k solim draselnym, ale toto tvrzeni by muselo byt

jesté ovéteno rozsahlejSimi experimenty [17].

Tereza Vaclavkova se ve své disertacni praci zabyvala stejnou problematikou, jako
je tomu v piipadé DP Martina Nedbalka. Taktéz provedla experimenty, ve kterych
zkoumala vlivy zvySené koncentrace fosforeCnanovych soli na degradaci
polyvinylalkoholu mikrobialnimi kulturami. PouZité minerdlni médium bylo také beze
zmeény. Dospéla ke stejnym zéveéram, jako jeji pfedchiidce a to konkrétng, Ze u
pozorovanych bakterii, ozna¢enych OT2, JK2 a Z1 byla zaznamenéna jista citlivost vii¢i
vy$§im koncentracim fosfore¢nanovych soli v prostfedi. Ve své praci navic uvadi
procentuelni biologickou rozlozitelnost PVA, kterd byla po 16-ti denni kultivaci 95% u
fosforecnani [18].

Déle provedla jesté jeden stejny experiment, sledujici vliv zvySené koncentrace
hydrogenuhli¢itani na rhst degradacnich bakterii. Vysledek byl opét totozny
s experimentem Martina Nedbalka, konkrétné se ukazalo, ze vSechny tfi studované kultury
jsou danym zpiisobem citlivé 1 na zvySenou koncentraci hydrogenuhli¢itanti. Kultury OT2
a Z1 rostly nejlépe v prostfedi bez piidavku hydrogenuhli¢itant, s jejich piidavkem byl

rust téchto kultur zpomalen ¢i Upln€ pozastaven. Kultura JK2 také rostla nejlépe v prostiedi
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bez hydrogenuhli¢itanti, avSak celkova rozdilnost jejiho rlstu ve vSech mineralnich
médiich nebyla tak znatelna jako tomu bylo u ostatnich dvou kultur [18].

Autorka provedla jesté jeden pokus, kde byla sledovana degradace PVA kulturami
OT2 a JK2, vprosttedi zvySené koncentrace hydrogenuhli¢itani. Rozlozitelnost
polyvinylalkoholu nastala jiz po 4 dnech kultivace v prostredi bez piidavku
hydrogenuhli¢itanti a to z 97% u kultury JK2 a z87% u kultury OT2. V prostiedi se
zvySenym obsahem hydrogenuhli¢itani byl pozorovan ubytek koncentrace PVA po 10
dnech kultivace a jeho koncentrace byla snizena o 47% u kultury JK2 a o 44% u kultury
OT2. V prostiedi s nejvyssi koncentraci hydrogenuhli¢itanli degradace PVA nenastala
vubec. Bylo tedy prokazano, ze zvysena koncentrace hydrogenuhli¢itant v prostiedi mé za
nasledek snizenou schopnost rozkladu PVA za pomoci pouzitych mikrobialnich

degradacnich kultur [18].
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4 PODMINKY LABORATORNICH TESTU BIODEGRADACE
PVA

4.1 SloZeni mineralnich médii pro biodegradaci PVA
Riizni autofi, zabyvajici se degradaci PVA, provadéli rozklad PVA v prostredi

mineralnich médiich o rizném sloZeni.

Slozeni zékladniho PVA média [7], které pouzil Yamatsu a kol. pro kulturu
Sphingopyxis sp. PVA3, bylo nasledujici (na 1 litr destilované vody):
1,0 g PVA (Aldrich, St. Louis, MO); 1,4 g K;HPOg; 0,27 g KH2POy4; 0,25 g MgSQOy; 0,05 g
CaCly; 0,02 g FeSQq; 0,02 g NaCl; 0,2 g NH;NO3 nebo mocoviny.
Nutnou podminkou bylo pfidani PQQ o koncentraci 40 pg.I™ k tomuto zakladnimu PVA

médiu.

Slozeni PVA média [8], které pouzil Hatanaka a kol. pro kulturu Pseudomonas sp.
113P3, bylo nasledujici (na 1 litr destilované vody):
10 g PVA117; 1 g NH4NOg3; 2 g KH,POy4; 10 g KoHPOy; 10 g NaCl; 0,2 g MgSQOqy; 0,1 g
CaCly; 0,01 g FeSQy; 0,05 g peptonu a 0,5 g kvasni¢ného extraktu.
Nutnou podminkou bylo ptfidani PQQ o koncentraci 1 g.l'1 k tomuto zakladnimu PVA

médiu. Pocatecni pH bylo nastaveno na 7,5.

SloZeni PVA média [9], které pouzil Kim a kol. pro kulturu Sphingomonas sp. SA3,
je stejné jako to, které pouzil Suzuki a kol. [19] pro kulturu Pseudomonas O-3, a je
nasledujici (na 1 litr destilované vody):

5,0 g PVA (Japan); 1,0 g (NH4)2SO4; 1,0 g KH;PO4; 8,0 g K;HPO4; 0,2 g MgSQOy, . 7H,0;
0,1 g NaCl; 0,02 g CaCl, . 2H,0; 0,01 g FeSQOy; stopové prvky + vitaminy.
Stopové prvky a vitaminy se na tvorbé mineralnich soli v médiu podileji jen v minimalni

mife, pH PVA média bylo nastaveno na 7,5.

Slozeni PVA média [10], které pouzil Matsumura a kol. pro kulturu Alcaligenes
faecalis KK314, bylo nasledujici:
1 g PVA (23000); 1,0 g NH4NO3; 0,2 g KH,POy4; 1,0 g K;HPO4; 0,2 g MgSO, . 7H,0; 0,1
g NaCl; 0,1 CaCly; 0,01 g FeSOy . 7H,0; 0,05 g peptonu; 0,05 g kvasniéného extraktu.
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Finalni koncentrace piidaného PQQ byla 1 ug.ml’l. Pocatecni pH bylo nastaveno na 7,5.

Slozeni PVA média [14], které pouzil Lee a kol. pro kultury Cardiobacterium sp. a
Achromobacter cholinophagum, bylo nasledujici:
1-10 g PVA; 2,5 g NH4NOg; 2,2 g KoHPOy; 0,8 g KH,POy; 0,7 g MgSO, . 7H,0; 0,1 g
NaCl; 0,01 g FeSO, . 7H,0; 0,02 g CaCL, . 2H,0; stopové prvKy.

Pocatecni pH bylo nastaveno na 7,2.

Slozeni PVA média [15], které pouzil Tokiwa a kol. pro kulturu Sphingomonas sp.,
bylo nasledujici (na 1 litr zdkladniho média z anorganickych soli):
5 g PVA; 100 mg kvasni¢ného extraktu; 10 mg NaCl; 1 g (NH4),HPOy; 1,6 g K;HPOy; 10
mg FeSO, . 7H,0; 0,2 g MgSO,4 . 7H,0; 0,2 g KH,PO4; 20 mg CaCl, . 2H,0; stopové
prvky.
Nutnou podminkou bylo pfidani PQQ o koncentraci 40 pg.l'1 k tomuto zakladnimu PVA

médiu. Pocate¢ni pH bylo nastaveno na 7,5.

Slozeni PVA média [5], které pouzil Choi a kol. pro kultury Micobacterium barkeri
KCCM 10507 a Paenibacillus amylolyticus KCCM 10508, bylo nasledujici (na 1 litr
destilované vody):
0,05-3,5 g PVA; 1 g (NH4)2SOy4; 0,4 g KH2,POy4; 3,2 g KoHPO,; 0,2 g MgSO, . 7H,0; 0,1 g
NaCl; 0,01 g FeSO, . 7TH20; 1 g kvasni¢ného extraktu.

Pocatecni pH bylo nastaveno na 7,0. U tohoto mineralniho média je zvlastni, ze zde chybi

zdroj vapniku, autor neuvadi z jakého diivodu ho nepouzil.

Slozeni PVA média [16], které pouzil Sakai a kol. pro kulturu Pseudomonas
vesicularis PD, bylo nasledujici:
0,1 g PVA500; 0,1 g KH,PO4; 0,4 g NH4sNO3; 0,05 g NaCl; 0,05 g MgSO, . 7H,0; 0,025 g
hovéziho extarktu; 0,05 g peptonu; vitaminy.

Pocatecni pH bylo nastaveno na 7,0.

4.2 Pyrrolochinolinchinon (PQQ)

Pti degradaci PVA ma u nékterych bakterii vyznamnou roli pfitomnost PQQ.

Pyrrolochinolinchinon je nekovalentné vazand prostetickd skupina mnoha chinoproteint.
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Jednou z jeho hlavnich uloh je jeho pfitomnost pii oxidaci PVA ¢i jinych organickych
substratl. Jedna se totiz o nezbytny faktor pro ¢innost dehydrogenas, které¢ oxiduji PVA.
Vyskyt chinoproteinti byl dosud zaznamendn v periplasmatickém prostoru nékterych
Gram-negativnich bakterii, kde slouzi jako Kkatalyzatory pii oxidaci alkoholti nebo
sacharidi. Dulezitd je také pfitomnost aminokyselin ¢i bilkovinnych sloucenin jako je
napt. pepton, kvasni¢ny autolyzat, apod. v kultivaénim médiu. Pfitomnost aminokyselin
nebo bilkovinnych sloucenin je totiz piic¢inou snizeni obsahu PQQ v systému vlivem
transformace PQQ na biologicky neaktivni slozku [18].

Chemicka struktura pyrrolochinolinchinonu ukazuje, ze jde o orthochinon a je

ukazana na Obr. 3.

COOH
Hoog  HN

HOOC™ N 0

Obr. 3. Chemicka struktura pyrrolochinolinchinonu [20]

4.3 Celkova mineralizace

Pod pojmem celkova mineralizace (nebo jen mineralizace) se rozumi koncentrace
veSkerych rozpusténych anorganickych latek. Poskytuje skute¢ny obraz o celkové
koncentraci anorganickych latek ve vodach a pouziva se predev§im pii rozborech vod.
Celkova mineralizace je dana souctem hmotnostnich koncentraci vSech zakladnich aniontt
a kationttl, véetné hmotnostnich koncentraci anorganickych neiontové rozpusténych latek
(pfedevsim kiemiku a u minerdlnich vod i boru). Je pocitana z vysledkli chemického
rozboru. Vysledky celkové mineralizace se vyjadiuji v mg.I™, nékdy téz v g.I'" a méng
&asto v mg.kg™ nebo v g.kg™. Symbolem pro celkovou mineralizaci je Zcm [21].

Musime brat v tivahu, Ze celkova mineralizace, respektive jeji hodnota, neodpovida
experimentalni hodnoté obsahu rozpusténych latek (stanovenych jako suSina). Toto tvrzeni
neplati ani ve vodich shmotnostné nepostizitelnym obsahem organickych latek.
Vypocitand hodnota celkové mineralizace byvéa v pfirodnich vodach a pfedevS§im
V podzemnich vodach vyssi nez stanovend suSina rozpuSténych latek. V takovych vodéch
patfi hydrogenuhli¢itany mezi dominujici anionty. HydrogenuhliCitany se pfi suSeni pii

teploté¢ 105°C, tedy pfi stanoveni rozpusténych latek jako suSiny, rozkladaji a timto
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rozkladem ztraceji asi polovinu své hmotnosti. Nedochdzi vSak ke ztrate veskeré
krystalové vody nékterych hydrata (napt. MgSO,4, CaSO,4 a CaCl, zcela dehydratuji az pii
teploté 200°C). Hydrogenuhli¢itany se na hodnoté¢ vysledku projevuji negativni chybou
stanoveni. Kvalitativni vztah mezi vypocitanou hodnotou celkové mineralizace a hodnotou
susiny anorganickych latek zavisi na kvalitativnim slozeni vody a na pomérném zastoupeni
jednotlivych slozek vody [21].

Stopové prvky a vitaminy se na tvorbé mineralnich soli v médiu podileji jen

V minimalni mife, proto nebudou do celkové mineralizace zapocitavany.

Tab. 2. Piehled mikroorganismi a celkovd mineralizace mineralnich médii

Autor

Pouzita kultura

Celkova mineralizace

pouZitého média [mg.I™]

Yamatsu a kol. Sphingopyxis sp. PVA3 2210
Hatanaka a kol. Pseudomonas sp. 113P3 23 310
Kim a kol. Sphingomonas sp. SA3 10 223
Matsumura a kol. Alcaligenes faecalis KK314 2 504
Cardiobacterium sp. a
Lee a kol. Achromobacter 5963
cholinophagum
Tokiwa a kol. Sphingomonas sp. 2929
Choi a kol. Microbacterium barkeri
KCCM 10507 a 3904
Paenibacillus amylolyticus
KCCM 10508
Sakai a kol. Pseudomonas vesicularis PD 574
Nedbalek OT2,JK2, 71 2 945
Vaclavkova 0T2,JK2, 71 2 945

Z uvedenych hodnot je patrné, ze rGzni autofi, uvedeni v Tab. 2, pouzivali pro

rozklad PV A nejen rizné kmeny degrada¢nich bakterii, ale téz velmi rozdilnd média co do
obsahu minerdlnich slozek a tim i1 osmotického tlaku. V ptipadé srovnavani celkové
mineralizace je proto nutné brat v tvahu, jaky bakteridlni kmen byl pfi degradaci PVA

pouzit a také jaka byla hodnota celkové mineralizace pouzitého média.
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5  CHEMIKALIE, ZIVNA MEDIA A ROZTOKY

5.1 Chemikalie
Vsechny pouzit¢ chemikalie byly cistoty p.a. Neni-li uvedeno jinak, pochazeji od
standardnich dodavateli chemikalii jako jsou napt. firmy Penta, Merci nebo Fisher

Scientific.

Polyvinylalkohol (PVA)
Ve vSech provedenych pokusech byl pouzit praSkovy PVA pod obchodnim ndzvem
MOWIOL 5-88. Prvni ¢islo v ndzvu znaci viskozitu 4% vodného roztoku a druhé oznacuje

procentudlni obsah odstranénych acetatovych skupin.

Fyziologicky roztok (FR)
Byl ptipraven navazenim 8,5 g NaCl a rozpusténim v 1000 ml destilované vody. Roztok

byl vysterilizovan pii 125°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok PQQ
Byl pfipraven navazenim 1 mg PQQ a rozpusténim v 10 ml destilované vody. Roztok byl
vysterilizovan filtraci ptes sterilni ultrafiltr MILLIPORE MCE s velikosti port 0,22 um a

uchovavan pfi -18°C.

Roztok pufru A

Byl piipraven navazenim 9,07 g KH,PO4 a rozpusténim v 1000 ml destilované vody.

Roztok pufru B
Byl pfipraven navazenim 23,90 g NayHPO4.12 H;0 a rozpusténim v 1000 ml destilované
vody.

Mineralni médium (MM1)

Na ptipravu 1000 ml mineralniho média bylo pouzito:

ROzZtok pufru A (KH2PO4) .. v e, 20 ml
Roztok pufru B (NagHPO4.12H20). ... 80 ml

DeStIlOVANA VOAA. .. .ot 850 ml
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ROZtOK StOPOVYCh PIVKUL. .. .vei i 2 ml
MGSO4.TH20 (10 Q.00 oo 10 ml
Fe(NHA)2(S04)2.6H20 (B G0 ™M) oo, 10 ml
CaClo.2H20 (L G0 e 10 ml
NHACT (B0 G0 e 10 ml
NACH (50 Gl ™). e, 10 ml

Priprava jednotlivych sloZek mineralniho média:

Roztok stopovych prvkii

Bylo navazeno:

IMNSO45H20 . e, 0,043 g
HaB O3 e 0,057 g
ZNSO4THIO . ..ol 0,043 g
(NH)6MO7024.8H20 . ... 0,037 g
COMNOL)2.BH20 ..o 0,025 g
CUSOLEH20 . ..o, 0,040 g
Navazena mnozstvi stopovych prvki byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody.

Roztoky soli

MGSO4.7H20 (10 G0 e lg
Fe(NH)2(S04)2.6H20 (B 010 oo, 03¢g
CaCla.2Ha0 (L 000 o) 0,1g
NHACT (B0 G000 e 3g
NACH (50 G.00). e, 5¢

Jednotlivé soli byly navazeny a rozpustény kazda zv1ast’ ve 100 ml destilované vody.

Mineralni médium se zvySenou koncentraci fosfore¢nana (MM2)

Na ptipravu 1000 ml mineralniho média bylo pouZito:

ROZLOK pufru A (KH2PO0g) ... e e 40 ml
Roztok pufru B (NagHPO4.12H0). ... 160 ml
Destilovand VOda. ........voiiii i e 750 ml
Roztok Stopovych prvKill........o.oieii i 2 ml
MGSO4TH20 (10 G.00) e 10 ml

Fe(NH.)2(S04)2.6H20 (B G1™M) e, 10 ml



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

CaCla.2Ho0 (L G0 ), 10 ml
NHACT (B0 G000 e e 10 ml
NACT (50 G ™). e 10 ml

Mineralni médium se sniZenou koncentraci fosfore¢cnanu (MM3)

Na ptipravu 1000 ml mineralniho média bylo pouzito:

ROZtOK pufru A (KH2PO04).. .o 5ml
Roztok pufru B (NagHPO4.12H20). ..., 45 ml
Destilovana voda. ..........oiiii i 930 ml
RozZtok StOpoVYCh PrvKl. ... .o 2 ml
MGSO4.7H20 (10 G.00) e 5 ml
Fe(NH4)2(SO04)2.6H20 (3 0. 1™0) e, 5 ml
CaCla.2Ha0 (L 000 e, 5ml
NHACT (B0 G000 e 5 ml

Médium s organickym pufrem I (TRIS 0,05 M)
Na ptipravu 1000 ml média bylo pouzito:

ROzZtok pufru A (KH2PO4).. .o e 0,7 ml
Roztok pufru B (NagHPO4.12H20). .....vieeiiiii e 5,5ml
TRIS pufr 0,05 M. ... e e 961,8 ml
Roztok StOpovYCh PrvKi. ... cui e 2 ml
MGSO4.TH20 (10 Q.10 oo 5 ml
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (B 010 e, 5ml
CaCla.2H20 (1 000 e, 5ml
NHACT (B0 G0 e 5ml
NACT (3,9 0.0 e 5 ml
KO (4,97 G0y e 5ml

Médium s organickym pufrem II (TRIS 0,005 M)
Na ptipravu 1000 ml média bylo pouzito:

ROzZtok pufru A (KH2PO04).. .o 0,7 ml
Roztok pufru B (NagHPO4.12H20). .....vieiiii e 5,5ml
TRIS pufr 0,005 M...ooiiiii e e 961,8 ml

ROZtok StopovyCh PrvKi. .. ..ot e 2 ml
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MGSO4.7H20 (10 Q.10 oo 5 ml
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (B 0.1™0) . oo, 5 ml
CaCla.2H20 (L G0 e, 5 ml
NHACT (B0 G0 e e 5 ml
NACT (3,9 0.0 e 5 ml
KCL (4,97 G070 e e e 5ml

Roztok kyseliny borité (40 g.I')

Bylo navazeno 20 g H3BOj3 a rozpusténo v 500 ml destilované vody.

Roztok jodu s jodidem draselnym
V tieci misce bylo spolu s malym mnoZstvim destilované vody diikladné rozetteno 6,35 g
I, spolu s 20 g KI. Tato smés byla nasledné kvantitativné pfevedena do 500 ml odmérné

baiiky a doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Roztok TRIS (0,1 M)
Bylo navazeno 3,634 g TRIS [tris(hydroxymethyl aminomethanu)] a rozpusténo ve 300 ml

destilované vody.

Kyselina chlorovodikova (0,1 M)

Roztok byl pfipraven fedénim koncentrované HCl destilovanou vodou.

Roztok TRIS pufru (0,05 M)
50 ml roztoku TRIS se smicha s 40,3 ml 0,1 M HCI a doplni destilovanou vodou na 100

ml.

Roztok TRIS pufru (0,005 M)

Roztok byl ptipraven fedénim TRIS pufru 0,05M v poméru 1:9 s destilovanou vodou.
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5.2  Zivné agary

PVA agar s PQQ (koncentrace PVA 3 g.I"%)

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

MINETAINT QAT. ... .ttt e et e e 19¢g
PVA (POV AL 205). .ttt e e e e e e e e er e aeeas 03¢g
Z4sobni 10ztok PQQ (0,1 @.1™0) ..ot 0,02 ml
Roztok StOpovyCh PrvKl. ... ..ooviiei i 0,2 ml
Destilovand voda. ... .....o.oiuii 100 ml

Danéa mnozstvi latek byla dikladnym rozmichéanim rozpusténa ve 100 ml destilované vody
a vysterilizovana pii 125°C po dobu 25 minut. Po sterilizaci a zchladnuti agaru byl tento

agarovy roztok rozlit do sterilnich Petriho misek v laminarnim boxu.

PVA agar s PQQ a s tryptonem (koncentrace PVA 3 g.I'™)
Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

IMINETAINT QAT. ... .ttt ettt et et et e e ere e e e e e eneeaens 199
PVA (POVAL 205) . .ttt e e e 03¢g
Zasobni roztok PQQ (0,1 g.l'l) ................................................................ 0,02 ml
Roztok StopovyCh prvKil........oouiii e, 0,2 ml
5517 10 o U 0,02 ¢
Destilovand voda. ..o 100 ml

Dana mnozstvi latek byla diikladnym rozmichanim rozpusténa ve 100 ml destilované vody
a vysterilizovana pii 125°C po dobu 25 minut. Po sterilizaci a zchladnuti agaru byl tento

agarovy roztok rozlit do sterilnich Petriho misek v laminarnim boxu.

Trypton agar (koncentrace tryptonu 0,2 g.I™")
Na ptipravu 100 ml trypton agaru bylo pouZito:

MINETAINT QAT . ...\ttt e e et et e 19¢g
01551 01170 ) P 0,02 ¢g
Roztok stopovyCh prvKl........oviiii e 0,2 ml

DeEStIlOVANA VOUA. . ..ot e e 100 ml
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Dané mnozstvi latek byla dikladnym rozmichanim rozpusténa ve 100 ml destilované vody
a vysterilizovéana pti 125°C po dobu 25 minut. Po sterilizaci a zchladnuti trypton agaru byl

tento agarovy roztok rozlit do sterilnich Petriho misek v lamindrnim boxu.

Trypton agar (koncentrace PVA 2,5 g.I'™")

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

IMINETAINT QAT. ... ettt ettt et et e ee e e e e e ee e e e e 19¢g
5517 017 ) 0,25 ¢
ROZtOK StOpOVYCh PIvKU. ..ot 0,2 ml
Destilovand voda. ... .....o.oiuiii 100 ml

Danéa mnozstvi latek byla dikladnym rozmichénim rozpusténa ve 100 ml destilované vody
a vysterilizovéana pii 125°C po dobu 25 minut. Po sterilizaci a zchladnuti trypton agaru byl

tento agarovy roztok rozlit do sterilnich Petriho misek v laminarnim boxu.

5.3 Biologicky material

Kultura OT2 — byla izolovana z aktivovaného kalu COV Otrokovice v ramci DP Jifiho
Riedla (2004) [22].

Kultura JK2 — byla izolovana z aktivovaného kalu COV Malenovice v ramci disertaéni
prace (2009) Terezy Vaclavkové [18].

Kultura 71 — byla izolovana z aktivovaného kalu COV Malenovice v ramci DP (2007)
Petra Zemana [23].

Kultura OT3 — byla izolovana z aktivovaného kalu COV Otrokovice v ramci DP (2004)
Jitiho Riedla [22].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

6 PRISTROJOVE VYBAVENI A LABORATORNI POMUCKY

6.1 Pristrojové vybaveni

Piedvazky KERN 440-47. .. ... e e SRN
Vahy KERN WEW 1500-2M.....oiiiiiii e SRN
Vahy KERN 770, ... e e SRN
Tiepacka laboratorni VIatna............c.ooiuiiiiiiii i GUL
Box laminarni BIO ITA ... e TELSTAR
Kultivacnd mistnost 25%C . . ..o ottt UIOZP, FT
Spektrofotometr Spekol 11........cooiiiii CARL ZEISS JENA
Centrifuga MR 231.....ii i JOUAN
Spektrofotometr pro mikrotitrani destiCky................ooo TECAN SUNRISE
EleKtriCKY VATIC. ...ttt ittt et et e et e e e aeeas ETA
Laboratorni SteriliZator. ... ....o.viuiie i SANO CLAV
Analyzator uhliku S000A..... ..o e SHIMADZU
PH MeEtr CPH SLSET -1 . i Radelkis

6.2 Laboratorni pomicky
96-jamkova mikrotitrani desticka. ... GAMA
- bézné laboratorni potieby (klicky, davkovace, zkumavky, kddinky a dal$i laboratorni a

mikrobiologické pomiicky, viz. Mikrobiologické laboratoi UIOZP)
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7 PRACOVNI POSUPY

7.1  Molekularné-biologicka identifikace bakterii

Na zaklad¢ zjisténi sekvence genu pro 16S rRNA byla provedena molekularné-
biologické identifikace Ctyi pouzivanych kultur. Pro tuto identifikaci byly pouzity cisté
kultury, narostené na Petriho miskdch. Z misek byla odebrana biomasa, kterd byla
rozmichdana ve sterilni destilované¢ vod¢ ve sterilni mikrozkumavce. Poté byly
mikrozkumavky se suspenzi biomasy zahtaty na teplotu 95°C po dobu 10 minut. Po
zchladnuti byl uzdvér mikrozkumavky zajistén parafilmem a odeslan ke stanoveni
sekvence uvedeného genu, ktera byla provedena laboratofi molekularnich metod Statniho
veterindrniho Ustavu se sidlem v Praze. Vlastni identifikace byla provedena porovnanim
zjiSténych sekvenci se znadmymi sekvencemi bakterii pomoci programu BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast).

7.2 Degradacni lahvové testy

Nézev degradacni lahvové testy byl pouzit proto, Ze tyto testy probihaly ve
sklenénych lahvich s pfislusnymi mineralnimi médii. V téchto médiich byl rozpustén PVA
ve vysledné koncentraci cca 500 mg.1™" a byl pfidan enzymovy kofaktor PQQ ve vysledné
koncentraci 20 pg.™. Do jednotlivych lahvi byly naotkovany konkrétni degradacni
kultury. Kultivace médii probihala na reciproké tfepacce s konstantni frekvenci kmiti
(105/min), pti laboratorni teplot¢ 25°C, bez pfistupu svétla. Vzorky pro stanoveni
koncentrace PVA ¢i pro stanoveni rozpusténého organického uhliku byly odebirany ve
zvolenych intervalech. Po odbéru vzorkid byly ldhve v proudicim lamindrnim boxu

ponechany 20 minut oteviené, aby se v nich obménila atmosféra.

7.3  Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku TOC

Aby bylo mozné provést stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku,
bylo nutné odstranéni bunék degradacnich bakterii ze zkoumanych vzorki. Toto odstranéni
bylo provedeno centrifugaci jednotlivych vzorkli na chlazené centrifuze Jouan pii
nastaveni 10000 x g, po dobu 10 minut, pii 4°C. Supernatant, ziskany centrifugaci
jednotlivych vzorkt, byl podle potieby a predpokladané koncentrace PVA ziedén, tak aby
vysledna koncentrace uhliku byla pod 100 mg.l™ (z déivodu nakalibrovani analyzatoru

uhliku Shimadzu 5000A). Nésledné byla na pfistroji Shimadzu stanovena koncentrace
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celkového uhliku TC [mg.I"] a koncentrace anorganického uhliku IC [mg.I™]. Z jejich

rozdilu pak byla stanovena koncentrace celkového organického uhliku TOC.

7.4 Stanoveni koncentrace PVA na mikrotitra¢ni desti¢ce

Stanoveni PVA bylo provadéno spektrofotometrickou (jodometrickou) metodou
v mikrotitra¢ni desti¢ce. Pokazdé byly do Sesti jamek mikrotitracni desticky davkovany
centrifugované vzorky o objemu 20 pl, dale 42 pl roztoku kyseliny borité a 10 pl roztoku
jodu s jodidem draselnym. Vzniklo tmavé zelené zabarveni smési PVA s trijodidem, jehoz
absorbance byla méfend na pristroji TECAN pfi vlnové délce 660 nm, po 20 sekundach
michani a 5 sekundach klidu. Po odecteni absorbance prazdné mikrotitra¢ni desticky byly
hodnoty absorbance vzorkl zprimérovany a dosazeny do rovnice kalibra¢ni pfimky, viz.
Obr. 4. Takto byla stanovovéana koncentrace PVA v mg.I™.

Kalibra¢ni zavislost byla zjisténa zméfenim ptipravenych roztoki PVA v rozsahu
koncentraci uvedenych v Tab.3. Vysledna kalibracni zavislost byla prolozena pfimkou
v programu Excel a tim byla ziskana rovnice kalibra¢ni piimky (Obr. 4), slouzici pro

vypocet koncentrace PVA.

Tab. 3. Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni PVA

Cpva 0 25 50 125 250 375 500 750
[mg.I™"]

A[1] | 0,0096 | 0,0668 | 0,1211 | 0,284 | 0,603 0,951 1,169 1,712

Smér.

odch. |0,00206 {0,007851]0,010829]0,02525|0,044087]0,123808 [ 0,071523]0,03661
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Obr. 4. Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci PVA

7.5 Riistové testy

Byly provedeny ve sterilnich mikrotitraénich destickach pifi pouziti 190 pl
sterilnich médii. Jako ristovy substrat byl pouzit trypton (vysledna koncentrace 3 g.l™)
nebo PVA (vysledna koncentrace 1 g.1I™") pro porovnani jednotlivych vlivii. Pro rist kultury
OT3 byl nutny piidavek 5 mg katalasy (bovine liver catalase Sigma) do 100 ml média.
Jednotlivé jamky s médii byly inokulovany 10 pl suspenze s konkrétni PVA-degradac¢ni
kulturou. Kultivace kultur probihala ve sterilnim prosttedi, v klidu, pfi teploté¢ 25°C a bez
pfistupu svétla. Rlst bunck byl sledovan méfenim absorbance jamek mikrotitra¢ni desticky
s kultivaénim médiem na pfistroji Tecan pii vlnové délce 600 nm, po 20 sekundiach
michani a 5 sekundach klidu. V téchto testech byly sledovany vlivy zvySenych koncentraci

chloridl a konkrétni podminky jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti.

7.6 Stanoveni pH

Ptedevsim pii pribéhu lahvovych testi bylo méteno pH vzorki za pomoci piistroje
pH-metr OP — 208 se sklenénou elektrodou. Pted kazdym provadénym métenim byl pH-
metr kalibrovan za pomoci dvou pufri o vét§im a mensim pH, nez bylo ptedpokladané pH

meétfeného vzorku. Méfeni pH bylo provadéno za stalého michani métenych vzork.
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8 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA IDENTIFIKACE BAKTERI{

8.1 Uvod

Podle postupu uvedeného v Kap. 7.1 jsem provedla pfipravu bakteridlnich kultur
pro molekuldrné-biologickou identifikaci. VSechny ¢tyii sledované kultury byly podle
genové sekvence stanoveny s 98% pravdépodobnosti jako rod Sphingomonas sp. Jim
nejblize podobny zaznam byl v genové bance uloZzen pod oznacenim AY941088. S timto
zdznamem maji nase kultury OT2, JK2 a Z1 shodnych 1430 nukleotidt z 1451 nukleotidi
a kultura OT3 byla s AY941088 shodna ve 1431 nukleotidech z 1451 nukleotidu.

Jelikoz tato 98% shoda nukleotidii neopraviiuje ke druhovému zatazeni jakékoliv
nezndmé bakteridlni kultury, je v nasledujici tabulce (Tab. 4) uvedeno, ke kterym druhim
se nase kultury nejvice blizi a také je provedeno srovnani s blizkymi rody. Toto srovnani
bylo provedeno programem Blast v on-line databazi MedLine. Nase kultury jsou zastupci
rodu Sphingomonas sp., a¢ se blizi i k nékterym ostatnim rodim. Soucasné mizeme fict, ze
vSechny naSe kultury budou patfit k nezndmému, doposud nepopsanému druhu, nebot’
zadny zaznam v databazi nebyl bliz§i nez uvedenych 98%. K potvrzeni existence nového
mezinarodni komisi pro taxonomii bakterii, nez jen znalost sekvenci jednoho, byt

vyznamného genu.

Tab. 4. Procentualni shoda nami pouzivanych kultur s kulturami zapsanymi v celosvétové

databazi
OT2 OT3 JK2 71
Sphingomonas sp. CC-LTTG 98% 98% 98% 98%
Sphingopyxis sp. LH21 92% 92% 92% 92%
Sphingobium estrogenivorans 94% 94% 94% 94%
Novosphingobium aromaticivorans 93% 93% 93% 93%
DSM12444

V nasledujicich odstavcich jsou uvedeny ziskané genové sekvence ndmi sledovanych
kultur a kultury AY941088, ktera je ze vSech svétoveé popsanych kultur nasim sledovanym

kulturdm nejvice podobna.
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Stanovena sekvence genu pro 16S rRNA kultury ozna¢ené AY941088:
AGTTTGATCCATGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGCATGCCTAACACATGCAAGTCGAA
CGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTTGGG
TTCGGAATAACAGTGAGAAATTACTGCTAATACCGGATGATGTCGTAAGACCAAAGAT
TTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACC
AAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCC
TGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCC
GGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGAGGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTA
GGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCCAGAGCTCAACTCTGGAATTGCCTTTAAG
ACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTC
GTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCT
GAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGATAACTAGCTGTCCGGGCACTTGGTGCTTGGGTGGCGCAGCTAACGCATTA
AGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
CGTTTGACATGTCCGGGCGATTTCCAGAGATGGATTTCTTCCCTTCGGGGACTGGAAC
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTCAGTTGGGTACTCTAAAGGAACCG
CCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGCG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAACTACAGTGGGCAGCAATCCCGCGAGGGTG
AGCTAATCTCCAAAAGTTGTCTCAGTTCGGATTGTTCTCTGCAACTCGAGAGCATGAA
GGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTCACCCGAAGGCGTTGCGCTAACT
CGCAAGAGAGGCAGGCGACCACGGTGGGCTTAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG
GTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGTG

Stanovena sekvence genu pro 16S rRNA kultury OT3:
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGCATGCCTAACACATGCAAGT
CGAACGAAGCCTTCGGGCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCT
TGGGTTCGGAATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGATGTCGTAAGACCAA
AGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAAGCT
CACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTT
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ACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAGGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCCAGAGCTCAACTCTGGAATTGCCTT
TAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGA
AATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTATTG
ACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCTGGGTGCTTGGCACTTAGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCGTTTGACATGTCCGGACGATTTCCAGAGATGGATATCTTCCCTTCGGGGACT
GGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTCAGTTGGGTACTCTAAAGG
AACCGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGTGGGCAGCAATCCCGCGA
GGGTGAGCTAATCTCCAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGC
ATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTCACCCGAAGGCGTTGCGC
TAACTCGCAAGAGAGGCAGGCGACCACGGTGGGCTTAGCGACTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAG

Stanovena sekvence genu pro 16S rRNA kultur OT2, JK2 a Z1:

TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGCATGCCTAACACATGCAAGT
CGAACGAAGCCTTTGGGCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCT
TGGGTTCGGAATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGATGTCGTAAGACCAA
AGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAAGCT
CACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTT
ACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAGGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCCAGAGCTCAACTCTGGAATTGCCTT
TAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGA
AATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTATTG
ACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCTGGGTGCTTGGCACTTAGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

ACCAGCGTTTGACATGTCCGGACGATTTCCAGAGATGGATATCTTCCCTTCGGGGACT

GGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTCAGTTGGGTACTCTAAAGG

AACCGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT

ACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGTGGGCAGCAATCCCGCGA

GGGTGAGCTAATCTCCAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGC

ATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTCACCCGAAGGCGTTGCGC
TAACTCGCAAGAGAGGCAGGCGACCACGGTGGGCTTAGCGACTGGGGTGAAGTCGTA

ACAAGGTAGCCGTAG

Samoziejmé rozdily nejsou na prvni pohled viditelné, ale pfi podrobnéjSim
prizkumu zjistime rozdilnost v n€kolika desitkach nukleotidii. Diky tomuto srovnéni jsme
dospély k 98% shodé€ nasich ¢tyf kultur s kulturou AY941088. Je zajimavé, Ze kultury JK2,
OT2 a Z1 jsou podle této diléi genové sekvence naprosto identické, ackoliv kultury JK2 a
71 byly izolovany z COV v Malenovicich, zatimco kultura OT2 byla izolovana z COV
v Otrokovicich. Kultura OT3 byla izolovana z COV v Otrokovicich, stejné jako kultura

OT2, ale pfesto jsou obé¢ tyto kultury odlisné, i kdyz pouze v jednom nukleotidu.
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9 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI 0T2 A
JK2 ZA POUZITIi FOSFATOVEHO PUFRU

9.1 Uvod

Tyto testy byly provadény na zaklad¢ vysledkii predchazejicich praci [17], [18] a
jejich hlavnim tukolem bylo posouzeni vlivu niz$i koncentrace fosfore¢nanti na degradaci
polyvinylalkoholu, nez jaké byly pouzity v jiz zminénych pracich. Byly pouzity dvé
degradacni kultury, konkrétné se jednalo o kulturu OT2 a JK2, které se pro rozklad PVA

vvvvvv

Vv podminkach degradaénich lahvovych testa (viz. Kap. 7.2).

9.2 RozvrZeni pokusii 1 a 2

V ramci téchto pokust byly nasazeny vzdy tfi série mineralnich médii se Ctyfmi
paralelnimi lahvemi vedle sebe (u MM3 se tfemi paralelnimi lahvemi), do kterych byla
zaoCkovana nejdiive degradacni kultura OT2 (pokus 1) a po probchnuti testu bylo totéz
provedeno s kulturou JK2 (pokus 2), aby byl zjistén vliv rliznych degrada¢nich kultur na
degradaci PVA pii stejnych kultivacnich podminkach. Rozpis kazdého pokusu byl

nasledujici:

Pokus 1:
1) Kultura OT2 v MM1 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™*
2) Kultura OT2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
3) Kultura OT2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
4) Kultura OT2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
5) Kultura OT2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
6) Kultura OT2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
7) Kultura OT2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
8) Kultura OT2 v MM2 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™*
9) Kultura OT2 v MM3s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™*
10) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™*
11) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™
12) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™
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Pokus 2:
1) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I-1 + PVA 500 mg.l-1
2) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
3) KulturaJK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
4) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
5) Kultura JK2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™" + PVA 500 mg.I™*
6) Kultura JK2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™" + PVA 500 mg.I™*
7) Kultura JK2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
8) Kultura JK2 v MM2 s PQQ 20 pg.I™" + PVA 500 mg.I*
9) Kultura JK2 v MM3 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™*
10) Kultura JK2 v MM3 s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
11) Kultura JK2 v MM3 s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
12) Kultura JK2 v MM3 s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™

Mineralni médium MM1 (s koncentraci fosforenanii 6,68 mmol.I"") bylo svym
sloZzenim identické nejlepSimu minerdlnimu médiu, zjisténému v pracich [17] a [18], MM2
(s koncentraci fosfore¢nant 13,37 mmol.I"") piedstavovalo mineralni médium se zvysenou
koncentraci fosforeénanti a MM3 (s koncentraci fosfore¢nant 3,39 mmoll™?) médium
se snizenou, dosud netestovanou koncentraci fosfore¢nanii. V pravidelnych intervalech
bylo dvakrat tydné odebirano 6 ml vzorku z kazdé lahve. V téchto vzorcich byla méfena
nejprve optickd hustota ODggg, poté byla po odstranéni bunék centrifugaci a pfipadném
zfedéni stanovena koncentrace rozpusSténého organického uhliku (DOC) a nakonec byla

stanovena koncentrace PVA spektrofotometrickou metodou.

9.3 Vysledky pokusu 1, s kulturou OT2

Pokus byl provadén po dobu 46 dni. Pribéh ristu degradacnich kultur, méfeny
prostiednictvim optické hustoty, v jednotlivych médiich je viditelny z obrazku (Obr. 5),
hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni v jednotlivych lahvich, viz
tabulka (Tab. 5). Stanoveni koncentraci PVA v pribéhu rozkladu PVA je patrné
na obrazku (Obr. 7), hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.
tabulka (Tab. 6). Pribéh koncentrace rozpusténého organického uhliku je vidét z obrazku
(Obr. 6), hodnoty zobrazené v grafu odpovidaji primeéru z paralelnich stanoveni, viz.

tabulka (Tab. 5). Chybové tsecky v grafech vyjadiuji smérodatné odchylky méteni.
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Tab. 5. Hodnoty optické hustoty a koncentrace rozpusténého organického uhliku

kulturou OT2 za pouziti fosfatového pufru

Lahev ¢.
Doba ODgoo DOC
[dny] 1-4 5-8 9-12 1-4 5-8 9-12
MM1 MM?2 MM3 MM1 MM2 MM3
0 0,0105 0,019 0,0075 208,44 329,46 303
4 0,0078 0,0075 0,102 265,77 284,75 232
6 0,013 0,026 0,2553 273,55 278,72 154,77
8 0,0065 0,0181 0,2913 248,5 251,13 105,71
11 0,0034 0,0137 0,347 250,82 251,49 93,79
14 -0,0003 0,0093 0,3102 253,14 251,85 86,01
19 0,1149 0,0189 0,2683 206,69 255,31 85,61
22 0,2601 0,036 0,2992 155,73 255,81 85,61
25 0,3402 0,0422 0,2963 113,39 253,94 97,17
28 0,3612 0,0484 0,2935 99,61 246,26 92,56
32 0,356 0,0502 0,2808 89,35 252,91 86,55
35 0,3616 0,0629 0,2907 85,76 254,13 92,91
46 0,3484 0,0694 0,2773 97,59 263,62 83,91
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Obr. 5. Rustové krivky pro kulturu OT2 za pouZziti fosfatového pufru
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Obr. 6. Stanoveni koncentrace rozpustéeného organického uhliku (DOC) ve fosfatovem

pufru pro kulturu OT2

Tab. 6. Hodnoty koncentrace PVA [mg.I*] pro kulturu OT2 za pouziti fosfatového

pufru

Doba Lahev ¢. MMI1 Pramér Smér.

[dny] 1 2 3 4 odch.
0 487,8 487,8 487,8 487,8 487,8 0
4 482,91 521,12 533,95 548,62 521,65 28,16
6 523,84 526,17 515,63 521,23 521,72 4,53
8 480,69 518,84 486,83 496,77 495,78 16,74
11 - - - - - -
14 483,56 496,07 532,31 517,1 507,26 21,69
19 298,08 359,38 363,78 441,06 365,58 58,58
22 179,27 205,25 263,51 294,65 235,67 52,79
25 167,8 187,37 130,58 254,43 185,05 51,91
28 122,97 147,32 56,77 176,93 125,99 51,15
32 107,59 147,04 43,02 169,65 116,83 55,49
35 104,33 141,28 46,93 152,15 111,17 47,47
46 89,92 150,9 48,24 88,51 94,39 42,34
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Tab. 6. Pokradovani

Doba Lahevé. MM2 Priamér Smér.
[dny] S 6 7 8 odch.
0 548,02 548,02 548,02 548,02 548,02 0
4 585,09 554,03 563,78 512,64 554,03 30,4
6 539 534,11 521,06 526,72 534,11 12,78
8 512,59 502,02 500,47 511,61 502,02 13,57

11 - - - - - -
14 528,4 532,6 546,01 531,88 532,6 9,49
19 499,16 496,89 515,03 498,95 496,89 16,76
22 502,69 482,50 482,15 476,77 482,50 14,59
25 588,78 549,22 542,37 530,68 549,22 26,81
28 525,3 513,20 529,92 499,33 513,20 16,75
32 529,05 535,55 547,42 536,5 535,55 8,64
35 535,52 560,84 566,5 577,32 560,84 17,84
46 570,14 566,70 577,7 565,68 566,70 10,23
Doba Lahev ¢. MM3 Primér Smér.
[dny] 9 10 11 odch.
0 531,61 531,61 531,61 531,61 0
4 386,17 414,09 334,87 378,38 40,18
6 201,77 270,95 184,05 218,92 45,92
8 142,7 180,41 127,37 150,16 27,3
11 135,14 149,65 110,03 131,61 20,04
14 146,83 157,26 134,11 132,78 11,59
19 129 134,43 134,92 132,78 3,29
22 116,5 14411 123,4 128 14,37
25 130,19 151,93 126,72 136,28 13,66
28 121,34 128,18 111,83 120,45 8,21
32 118,02 127,21 117,42 120,88 5,49
35 121,28 141,99 108,67 123,98 16,82
46 96,01 112,7 103,46 104,06 8,36
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Obr. 7. Pribeh degradace PVA kulturou OT2 za pouZiti fosfatového pufru

U minerdlniho média MM3 byly kultivovany pouze tii lahve (9,10,11), protoze
VvV posledni 1ahvi nezapocala degradace, jejimz nejpravdépodobnéjsim divodem bylo
nezaockovani této lahve suspenzi s danou kulturou.

Ze vSech tfi grafii je viditelné, ze se prub&hové kiivky jednotlivych metod
vzajemné dopliuji. U média MM2 (s koncentraci fosforecnant 13,37 mmol.1™") ve viech
ttech ptipadech méfeni nenastaly vyrazné zmény, miZeme tedy fict, Ze pouZita
koncentrace fosfore¢nanti byla pro kulturu inhibujicim faktorem a kultura v prosttedi s
takto vysokou koncentraci nebyla schopnéd riistu ani degradace PVA. Stejné mineralni
médium, se stejnou kulturou a koncentraci fosforecnanii pouzili ve svych pracich i
Nedbalek [17] a Vaclavkova [18] a jejich vysledky se od naSich téméf neliSily.
fosfore¢nanii 6,68 mmol.l'l), které se stejn¢ jako v naSem piipad¢ ukazalo jako vyborné
prostiedi jak pro degradaci PVA, tak pro rist kultury OT2. Chtéli jsme zjistit, zda budou
jesté niz8i koncentrace fosfore€nanl piiznivéjsi pro degradaci PVA, proto jsme pouzili
jesteé jedno mineralni médium MM3 (s koncentraci fosfore¢nanii 3,39 mmol.l‘l). Toto
médium se ukdzalo jako velmi vhodné pro rychlejsi ndbéh jak degradace PVA, tak 1 pro
rust dané kultury, ale v pribéhu ¢asu doslo k obdobné degradaci PVA i v médiu MM1 a je

mozné fict, Ze MM1 i MM3 mély v kone¢né fazi ptiblizné€ stejnou ucinnost.
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Po 46 denni kultivaci byla degradace PVA u MMI1 (s koncentraci fosfore¢nanti
6,68 mmol.I™") 80,3% a u MM3 (s koncentraci fosfore¢nani 3,39 mmol.I"") 80,4%.

9.4 Vysledky pokusu 2, s kulturou JK2

Pokus byl provadén po dobu 15 dni. Prubéh ristu degradacni kultury, méfeny
prostfednictvim optické hustoty, v jednotlivych médiich je viditelny z obrazku (Obr. 8),
hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni v jednotlivych lahvich, viz
tabulka (Tab. 7). Stanoveni koncentraci PVA jako prubéhu rozkladu PVA je patrné
z obrazku (Obr. 10), hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.
tabulka (Tab. 8). Priibéh koncentrace rozpusténého organického uhliku je vidét z obrazku
(Obr. 9), hodnoty zobrazené v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.

tabulka (Tab. 7). Chybové usecky v grafech vyjadiuji smérodatné odchylky méteni.

Tab. 7. Hodnoty optické hustoty a koncentrace rozpusténého organického uhliku

Doba Lahev ¢.
[dny] ODgoo DOC
1-4 5-8 9-12 1-4 5-8 9-12
MM1 MM2 MM3 MM1 MM2 MM3
0 0,0115 0,011 0,004 249,2 252,4 239,24
4 0,3954 0,0096 0,2994 74,39 243,53 108,88
6 0,5008 0,0152 0,3905 48,91 242,74 76,2
8 0,5126 0,0034 0,395 34,07 225,88 54,62
12 0,4778 0,0139 0,3705 34,31 239,85 50,56
15 0,4367 0,0207 0,3627 29,75 221,61 46,46
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Obr. 9. Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku ve fosfatovém pufru pro

kulturu JK2
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Tab. 8. Hodnoty koncentrace PVA [mg.I] pro kulturu JK2 za pouziti fosfatového pufru

Doba Lahev ¢. Smér.
[dny] MM1 Primér odch.
1 2 3 4
0 496,28 496,28 496,28 496,28 496,28 0
4 83,51 93,9 94 87,3 89,68 5,17
6 33,02 44,71 47,32 38,13 40,79 6,47
8 1,88 14,65 10,03 6,83 8,35 5,38
12 -2,47 11,72 5,2 -1,27 3,29 6,55
15 -0,02 -2,09 -0,35 -0,57 -0,76 0,92
Doba Lahev ¢&. Smér.
[dny] MM2 Primér odch.
5 6 7 8
0 503,35 503,35 503,35 503,35 503,35 0
4 512,42 522,59 503,95 498,95 509,48 10,36
6 529,82 523,18 514,71 527,04 523,69 6,57
8 519,22 531,17 545,03 538,95 533,59 11,34
12 500,8 507,53 499,22 531,93 509,87 15,14
15 515,09 515,96 516,45 477,75 506,31 19,05
Doba Laheyv ¢&. Smér.
[dny] MM3 Pramér odch.
9 10 11 12
0 492,64 492,64 492,64 492,64 492,64 0
4 156,17 121,83 132,59 128,56 134,79 14,93
6 89,76 70,03 86,07 81,5 81,84 8,57
8 35,09 28,84 39,92 37,97 35,45 4,84
12 41,17 28,29 38,13 29,05 34,16 6,47
15 39,92 29,92 39,54 29,33 34,68 5,84
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Obr. 10. Pritbeh degradace PVA kulturou JK2 za pouZziti fosfatového pufru

Ve vSech tiech grafech je jako v pfedchazejicim pokusu s kulturou OT2 viditelné,
ze se pribéhové kiivky jednotlivych metod dopliiuji. Ani kultura JK2 nezaznamenala u
média MM2 (fosfore¢nany 13,37 mmol.I"") ve viech tiech piipadech méfeni zadné zmeény,
lze tedy fict, ze stejné jako u kultury OT2 i kultura JK2 v prostfedi s takto vysokou
koncentraci fosfore¢nanti nebyla schopna ristu ani degradace PVA.

Zajimavé jsou opét pribéhové kiivky kultury JK2 v médiich MM1 (fosfore¢nany
6,68 mmoll") a MM3 (fosfore¢nany 3,39 mmol.lI"), kdy médium MMI s vyssi
koncentraci fosforecnanti vytvarelo lepsi podminky pro rist kultury a také pro vyrazné;si
degradaci PVA nez médium MM3. Je tedy mozné, Ze urcitd koncentrace fosforeCnanti ma
ptiznivy vliv pro riist kultury a degradaci PVA (pufrace média, osmoticky tlak) a neni pro
ni inhibujici. V ptipadé kultury JK2 tedy neplati, Ze ¢im niZz8i koncentrace fosfore¢nant,
tim vys$i degradace PVA a lepsi rust kultury.

Degradace PVA kulturou JK2 nastala po 15 dennim prabéhu pokusu v médiu MM 1
ze 100 % a v médiu MM3 z 93 %. U mineralniho média MM2 nenastala degradace PVA
vilbec. Mineralni médium MMI1 (fosfore¢nany 6,68 mmol.l™") se tedy pro kulturu JK2
ukazalo jako optimalni pro degradaci PVA, nebot’ béhem 6 dna bylo odbourdno vice nez

95% vstupni koncentrace polyvinylalkoholu..
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10 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI 0T2 A
JK2 ZA POUZITIi ORGANICKEHO PUFRU

10.1 Uvod

Testy, kdy byl pouzit organicky pufr (TRIS) na misto fosfatového, byly provadény
vzhledem k piedchézejicim vysledkiim, ac¢ je fosfatovy pufr nejbéznéji pouzivanym typem
pufru v mikrobiologii, protoze obsahuje latky vyskytujici se bézné v prirodé. Na zakladé
vysledka predchazejicich pokust vSak bylo mozné konstatovat, ze od urcitych koncentraci
fosfatovy pufr kulturam skodi. Hlavnim ukolem téchto testi oproti fosfatovym tedy bylo
snizit koncentraci fosfore¢nant natolik, abychom je davkovali pouze jako zdroj fosforu,
nikoliv jako pufra¢ni slouceniny. Bez pufrace by totiz dochazelo k okyselovani médii.

Opét byly pouzity dvé degradacni kultury, jako v pfedchazejicim testu s fosfatovym
pufrem (viz. Kap. 9), jednalo se o kulturu OT2 a JK2. Byly pouzity dva organické TRIS
pufry s nizsi (TRIS 0,005M) a vyssi (0,05M) koncentraci organickych slozek a jeden pufr
fosfatovy (MM3 u kultury OT2 a MM1 u kultury JK2) jako porovnéavaci. Tyto testy byly
taktéz provadény v podminkach degradac¢nich lahvovych testi (viz. Kap. 7.2).

10.2 Rozvrzeni pokusia 3 a 4

V rdmci tohoto pokusu byly opét nasazeny vzdy tii série médii, kazda se Ctyfmi
paralelnimi lahvemi, do kterych byla zaoCkovana pfislusna degrada¢ni kultura. Pokus 3 byl
proveden s kulturou OT2 a po prob&hnuti testu bylo totéz provedeno s kulturou JK2 (pokus

4). Rozpis pokust je nasledovny:

Pokus 3:
1) Kultura OT2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
2) Kultura OT2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pug.I™ + PVA 500 mg.I™*
3) Kultura OT2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 ug.I™ + PVA 500 mg.I™*
4) Kultura OT2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
5) Kultura OT2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 ug.I™ + PVA 500 mg.I*
6) KulturaOT2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 ug.I™ + PVA 500 mg.I*
7) Kultura OT2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 ug.I™ + PVA 500 mg.I*
8) Kultura OT2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
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9) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
10) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I + PVA 500 mg.I™
11) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™*
12) Kultura OT2 v MM3 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™*

Pokus 4:

1) Kultura JK2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pg.I-1 + PVA 500 mg.I-1
2) Kultura JK2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™
3) Kultura JK2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™
4) Kultura JK2 v TRIS 0,05M s PQQ 20 ug.I™ + PVA 500 mg.I™*
5) Kultura JK2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™
6) Kultura JK2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™
7) Kultura JK2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
8) Kultura JK2 v TRIS 0,005M s PQQ 20 pg.I™ + PVA 500 mg.I™*
9) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I™* + PVA 500 mg.I™*

10) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I* + PVA 500 mg.I™

11) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™

12) Kultura JK2 v MM1 s PQQ 20 pg.I" + PVA 500 mg.I™

V piiblizné pravidelnych intervalech bylo cca dvakrat tydné odebirdano 6 ml vzorku
z kazdé lahve. V téchto vzorcich byla méfena nejprve opticka hustota ODggg jako vyjadieni
rustu kultury, poté byla po odstranéni bunék centrifugaci a pfipadném ziedéni stanovena
koncentrace rozpusténého organického uhliku DOC a nakonec byla stanovena koncentrace

PVA spektrofotometrickou metodou.

10.3 Vysledky pokusu 3, s kulturou OT2

Pokus byl provadén po dobu 29 dni. Pribéh ristu degrada¢nich kultur, méfeny
prostiednictvim optické hustoty, v jednotlivych médiich je viditelny na obrazku (Obr. 11),
hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni v jednotlivych lahvich, viz
tabulka (Tab. 9). Stanoveni koncentrace PVA jako priibéhu rozkladu PVA je patrné
obrazku (Obr. 13), hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.

tabulka (Tab. 10). Priibéh koncentrace rozpusténého organického uhliku je vidét z obrazku
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(Obr. 12), hodnoty zobrazené v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.

tabulka (Tab. 9). Chybové tsecky v grafech vyjadiuji smérodatné odchylky méfeni.

kulturou OT2 za pouziti organického pufru

Tab. 9. Hodnoty optické hustoty a koncentrace rozpusténého organického uhliku

Doba Lahev ¢.
[dny] ODs0o DOC
1-4 5-8 9-12 1-4 5-8 9-12
TRIS TRIS MM3 TRIS TRIS MM3
0,05M 0,005M 0,05M 0,005M
0 0,0095 0,009 0,0115 27249 508,08 264,9
2 0,0135 0,0614 0,0155 2673 485,96 253,95
4 0,0226 0,249 0,0269 2663,63 361,82 220,4
7 0,0445 0,2749 0,2095 2698,65 390,5 138,45
10 0,0398 0,2594 0,2505 2748,23 405,39 143,58
15 0,0741 0,2325 0,2496 2625 310,31 112,26
18 0,1224 0,2204 0,2613 2585,63 377,025 118,14
23 0,1586 0,2183 0,2721 2523,68 361,91 103,07
29 0,2024 0,2421 0,2843 2575,5 329,31 97,73
25
0,3
10,25
102 4 TRIS0,05M
- 0,15 TRIS 0,005M
iy MM3
- 0,05
0

10

15 20
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Obr. 11. Riistové krivky pro kulturu OT?2 za pouZiti organického pufru
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Obr. 12. Stanoveni koncentrace rozpusteného organického uhliku v organickém pufru pro

kulturu OT2

Tab. 10. Hodnoty koncentrace PVA [mg.I™] pro kulturu OT2 za pouziti organického pufru

Doba Lahev ¢&. Smér.
[dny] TRIS 0,05M Pramér odch.
1 2 3 4
0 473,89 473,89 473,89 473,89 473,89 0
4 506,23 489,38 530,58 512,64 508,26 16,94
6 493,02 490,79 491,99 484,54 490,09 3,81
8 475,52 423,57 456,55 446,39 450,51 21,64
11 496,39 493,57 513,56 512,87 504,1 10,59
14 384,82 432,48 412,15 429,65 414,78 21,9
19 314,38 393,95 359,71 376,28 361,08 34,13
22 304,16 303,43 312,59 320,25 310,11 7,94
25 165,21 186,61 121,92 137,53 152,82 28,77
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Tab. 10. Pokra¢ovani

Doba Lahev ¢. Smér.
[dny] TRIS 0,005M Pramér odch.
5 6 7 8
0 479,27 479,27 479,27 479,27 479,27 0
4 440,36 434,65 458,89 490,2 456,03 25,02
6 267,42 271,77 272,8 278,13 272,53 4,4
8 234,49 238,18 220,3 228,08 230,26 7,84
11 258,29 259,82 265,14 264,82 262,02 3,48
14 241,83 247,7 247,53 251,99 247,26 4,17
19 235,79 236,83 234,98 240,25 236,96 2,32
22 224,38 230,58 240,47 239,82 233,81 7,74
25 87,74 211,62 154,43 44,2 124,5 73,68
Doba Lahev ¢. Smér.
[dny] MM3 Primér odch.
9 10 11 12
0 496,12 496,12 496,12 496,12 496,12 0
4 501,99 508,35 511,88 484,11 501,58 12,35
6 489,33 506,99 509,87 475,25 495,36 16,19
8 296,61 272,04 270,3 260,9 274,96 15,24
11 254,16 239,98 294,16 254,27 260,64 23,33
14 233,78 228,08 234,87 244 235,18 6,59
19 206,66 210,09 179,33 206,07 200,54 14,25
22 168,46 188,08 139,49 198,29 173,58 25,88
25 173,09 121,19 163,32 178,02 158,91 25,88
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Obr. 13. Pritbeh degradace PVA kulturou OT2 za pouziti organického pufiu

Z vysledki 1 uvedenych grafi je vidét, ze pribéh degradace PVA za pouziti
organickych pufri byl odlisSny od pribéhu za pouziti fosfdtového pufru u MM3
(koncentrace fosfore¢nanii 3,39 mmol/l). Kfivky degradace PVA v organickém TRIS pufru
o niz$i koncentraci (0,005 M) se svym prubéhem blizi kiivkam degradace kulturou OT2 za
pouziti média MM3, avSak se zjevnym uspiSenim zacatku degradace cca o 2 dny. V
konecném vysledku byla degradace v prostfedi organického pufru s niz$i koncentraci
(TRIS 0,005M) 74%, zatimco vysledna degradace PVA v prostfedi fosfatového pufru
(MM3) byla 68%. Tato degradace ve vysledku odpovida degradaci v organickém pufru
s vyssi koncentraci (TRIS 0,05M), ktera byla 67,8%, kde vSak rychlost poklesu
koncentrace PVA byla ale mnohem pozvolngjsi neZ u piedchozich dvou médii. MiZeme
tedy fici, ze kultufe OT2 vyssi koncentrace organickych slozek do jisté miry brani rychlé
degradaci PVA, 1 kdyz je 1 za téchto podminek principielné schopna vyuZit
polyvinylalkohol jako rlstovy substrat - potiebuje ale vice ¢asu.

Pokles koncentrace PVA byl sledovan také stanovenim koncentrace DOC, tento
pokles vSak neni z grafu moc patrny, ale z tabulky miizeme vidét, ze v médiich s nizsi
koncentraci organického pufru (TRIS 0,005M) a s fosfatovym pufrem (MM3) nastal
pokles cca na polovinu oproti pocatecnimu stavu. Pokles rozpusténého organického uhliku
v meédiu s vysSi koncentraci organickych latek (TRIS 0,05M) nebyl tak velky jako u

ptedchozich dvou médii, protoze koncentrace organickych latek byla i na pocatku pokusu
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vysokd. Pomoci sledovani koncentraci DOC vSak bylo zjisténo, Ze degradacni kultura
slouceninu TRIS nerozklada.

Rust degrada¢ni kultury OT2 v jiz zminénych médiich je viditelny z obrazku Obr.
11, kultura roste razné, dle danych podminek. Nejrychlejsi nabéh ma v médiu s nizsi
koncentraci (TRIS 0,005M), ale v prubéhu je stejny rist zaznamenan i v médiu s fosfaty
MM3, které ma vSak pozvolnéj$i nab¢h. Ruast kultury OT2 v médiu s vyssi koncentraci
organickych latek (TRIS 0,05M) nebyl tak vyrazny jako u piedchozich dvou médii,
protoze koncentrace organickych latek byla na pocatku pokusu vysokd a zpomalovala rist

kultury.

10.4 Vysledky pokusu 4, s kulturou JK2

Pokus byl provadén po dobu 27 dni. Pribéh ristu degradaéni kultury, méfeny
prostfednictvim optické hustoty, v jednotlivych médiich je viditelny z obrazku (Obr. 14),
hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni v jednotlivych lahvich, viz
tabulka (Tab. 11). Stanoveni koncentraci PVA pro vyjadfeni prabéhu rozkladu je patrné
obrazku (Obr. 16), hodnoty v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.
tabulka (Tab. 12). Pritbéh koncentrace rozpusténého organického uhliku je vidét z obrazku
(Obr. 15), hodnoty zobrazené v grafu odpovidaji priméru z paralelnich stanoveni, viz.

tabulka (Tab. 11). Chybové tsecky v grafech vyjadiuji smérodatné odchylky métent.
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Tab. 11. Hodnoty optické hustoty a koncentrace rozpusténého organického uhliku

kulturou JK2 za pouziti organického pufru

Doba Lahev &.
[dny] ODeno DOC
1-4 5-8 9-12 1-4 5-8 9-12
TRIS TRIS MM1 TRIS TRIS MM1
0,05M 0,005M 0,05M 0,005M
0 0,0275 0,0125 0,0215 2432,1 427,2 239,34
2 0,0274 0,0289 0,0259 2458,95 412,43 234,65
6 0,0263 0,2573 0,0299 2432,93 357,15 257.6
9 0,0236 0,2514 0,0301 2312,48 339,96 256,91
14 0,0336 0,2615 0,0396 2287,95 276,57 190,74
17 0,1939 0,2281 0,0171 2202,53 277,1 233,93
22 0,3291 0,2031 0,014 2165,18 271,73 196,16
27 0,3216 0,208 0,0425 2139,98 288,21 206,51
5 0 15 20 25 30
0,4 0,35
0,35 103
0.3 1025
g 20 102 —* TRIS0,05M
S 02 ’ TRIS 0,005M
© 015 1015 4 M1
01 101
0,05 10,05
0" 0
5 10 15 20 25 30
¢as [den]

Obr. 14. Riistové krivky pro kulturu JK2 za pouziti organického pufru
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Obr. 15. Stanoveni koncentrace rozpusteného organického uhliku v organickém pufru pro

kulturu JK2

Tab. 12. Hodnoty koncentrace PVA [mg.I™] pro kulturu JK2 za pouziti organického pufru

Doba Lahev ¢&. Smér.
[dny] TRIS 0,05M Priamér odch.
1 2 3 4
0 461,88 461,88 461,88 461,88 461,88 0
2 497,59 440,25 500,79 509 486,91 31,47
6 392,7 390,47 391,28 398,13 393,15 3,45
9 483,24 442,75 483,02 467,86 469,22 19,06
14 421,61 357,75 397,86 397,26 393,62 26,47
17 219 28,46 85,47 129,11 115,51 80,36
22 4,76 6,23 5,09 8,46 6,14 1,67
27 1,66 0,09 0,85 0,3 0,73 0,7
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Tab. 12. Pokrac¢ovani

Doba Lahev ¢. Smér.
[dny] TRIS 0,005M Pramér odch.
5 6 7 8
0 450,36 450,36 450,36 450,36 450,36 0
2 484,71 497,37 512,32 483,4 494,45 13,48
6 210,14 206,55 207,42 197,15 205,32 5,65
9 165,74 192,59 178,84 207,21 186,1 17,84
14 151,23 184,87 182,42 183,29 175,45 16,18
17 137,37 186,99 177,26 185,68 171,83 23,37
22 126,5 168,4 154,54 170,79 155,06 20,34
27 131,23 167,04 124,22 176,66 149,79 25,93
Doba Lahev ¢&. Smér.
[dny] MM3 Primér odch.
9 10 11 12
0 514,16 514,16 514,16 514,16 514,16 0
2 540,52 533,73 580,09 547,86 550,55 20,52
6 398,35 387,8 409,82 411,45 401,86 11,04
9 544,43 536,07 544,98 512,42 534,48 15,26
14 536,66 497,48 524,27 486,34 511,19 23,28
17 586,45 562,8 560,68 580,85 572,7 12,88
22 525,85 487,37 530,03 524,54 516,95 8,32
27 535,14 519,38 507,42 444,87 501,7 39,55
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Obr. 16. Prubéh degradace PVA kulturou JK2 za pouziti organického pufru

Z dosazenych vysledkd a jim odpovidajicich grafi mazeme vidét, ze pro ruast
kultury JK2 v prostiedi organického pufru je ze zacatku lepsi médium s nizsi koncentraci
(TRIS 0,005M), které ma rychlejsi nab&h, ale po Sesti dnech se zastavi a stagnuje, nebo
mirné klesa. Co se vSak tyce celé délky pokusu, ve vysledku se jevi lep$i médium s vyssi
koncentraci (TRIS 0,05M), v némz zacina kultura rist az po 10. dni kultivace. Z tohoto
vysledku usuzujeme, Ze kulture JK2 tolik nevadi prostfedi s vyssi koncentraci organickych
latek, nicméné neni pro ni tak vhodné, jako prostiedi MMI1. Z grafu (Obr. 15) pro
stanoveni rozpusténého organického uhliku neni vidét vyrazny pokles v jeho koncentraci.
Avs$ak podivame-li se na vysledky uvedené v tabulce (Tab. 11), zjistime Ze u vSech ti
médii byl pokles koncentrace DOC, s ohledem na vychozi koncentrace, odpovidajici
poklesu koncentrace PVA.

Zajimavy je opé&t pokles koncentrace PVA, ktery nejprve nastal u média s niZsi
koncentraci (TRIS 0,005M), kde bylo jiz po Sesti dnech rozloZzeno 54,4% PVA a od té
doby koncentrace PVA jen pozvolna klesala az na vyslednou hodnotu degradace 66,7% po
27 dnech. U média s vyssi koncentraci (TRIS 0,05M) byl pokles koncentrace PVA
zpocatku pozvolny a nepravidelny a k vyraznému poklesu doslo az mezi 10. a 15. dnem.
Ve vysledku bylo u tohoto média dosazeno rozkladu PVA témér se 100% ucinnosti.
Srovndvaci médium MMI1 se vtomto pokusu neukazalo jako vhodné, protoZze v ném
nedoslo ani k zahdjeni rozkladu, pravdépodobné doslo k chybé v piipraveé. Pro porovnani

byla do grafti dopInéna ktivka degradace PVA a ristu kultury v médiu MM1 z pokusu 2.
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Na zaklad¢ ziskanych vysledki mizeme fici, Ze vysS$i koncentrace organickych
latek kultufe JK2 jistym zptisobem nevadi, spiSe naopak vyhovuji jak pro dlouhodobé;jsi
rust kultury, tak i pro rozklad PVA.
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11 VLIV MINERALNICH SOLI A TYPU KATIONTU NA RUST

DEGRADACNICH KULTUR ZA POUZITi TRYPTONU

V dalSich ¢astech prace byly zkoumany degradacni kultury bakterii z pohledu jejich
citlivosti ke zvySenym koncentracim jinych mineralnich soli nez fosforecCnanti. Soucasné
byl pii tom posuzovan i vliv kationti, nebot’ jisté naznaky vlivu kationu naznacila DP M.
Nedbalka [17].

Pro zkoumani vlivu koncentrace chloridii a typu kationtl na pouzité degradacni
kultury byla pouzita dvé média, se zvySujicimi se koncentracemi chloridu sodného a
draselného, jelikoz tyto soli jsou bézné ptitomné v prirod€. Jako ristovy substrat byl pouzit
trypton v koncentraci 3 g.I"", jednotlivé soli byly ptidavany v koncentracich od nejnizsi po
nejvyssi, jak je uvedeno v tabulce Tab. 13. Opét zde bylo pouZito mineradlni médium

s fosfatovym pufrem MM3, tedy médium s nejnizsi pouzitou koncentraci fosfore¢nant,

aby bylo mozno porovnat rtizné vlivy na degradacni kultury.

Tab. 13. Koncentrace sodnych a draselnych kationtt

Mineralni médium

Koncentrace

chloridié [mmol.I"']

Mineralni médium

Koncentrace

chloridié [mmol.I"]

NaCl 1 3,328 KCI1 3,333
NaCl 2 6,657 KCI 2 6,667
NaCl 3 13,315 KCI 3 13,335
NaCl 4 26,631 KCl 4 26,671

11.1 Rozvrzeni pokust

VSsechny ctyfi pokusy byly provadény na mikrotitracnich destickach typu P ve
sterilnim prostfedi. V rdmci pokusu byly pouzity vzdy ¢tyfi média s rtiznou koncentraci
NacCl a ¢tyfi s raznou koncentraci KCI. Navic bylo pouzito médium MM3, které slouZzilo
jako porovnavaci. Rist byl sledovan denné¢ meétfenim absorbance jamek mikrotitracni

desticky pomoci pfistroje Tecan. Byl sledovan rtist vSech ¢tyt degradacnich kultur.
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11.2 RozvrzZeni pokusu s kulturou OT2

Pokus byl provadén dle vyse uvedenych podminek. Vysledky testu pro kulturu OT2
jsou uvedeny v Tab. 14., t¢tmto hodnotam odpovida Obr. 17.

Tab. 14. Vysledky absorbanci pfi riistu OT2 na tryptonu (primeéry z osmi métent)
Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny] 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 0,046 | 0,046 | 0,048 | 0,042 | 0,050 | 0,047 | 0,049 | 0,048 | 0,045

1 0,095 | 0,096 | 0,118 | 0,077 | 0,114 | 0,102 | 0,096 | 0,083 | 0,066
2 0,211 | 0,168 | 0,163 | 0,223 | 0,181 | 0,169 | 0,159 | 0,135 | 0,119
3 0,202 | 0,277 | 0,111 | 0,150 | 0,187 | 0,171 | 0,155 | 0,132 | 0,162
4 0,398 | 0,330 | 0,170 | 0,164 | 0,380 | 0,338 | 0,299 | 0,167 | 0,179
0 1 2 3 4 —+—NaCl 1
045 -—w—NaCl2
104 NaCl 3
—_ 10,35
= | 03 NaCl 4
§ 1025 —=—MM 3
g 102 _o Kol
[72]
2 10,15
< lo1 ——KCI2
1005 ——KCI3
0 KCl 4
0 1 2 3 4
cas [dny]

Obr. 17. Riistové kirivky pro kulturu OT2 na tryptonu

11.3 Vysledky testu pro kulturu OT2 na tryptonu
Test s kulturou OT2 probihal 4 dny, z obrazku Obr. 17 je patrné, Ze na tryptonu roste

samozieym¢ 1 v médiu MM3 s tryptonem. Muzeme tedy fict, Ze kultura OT2 je za
pritomnosti vySSich koncentracich chloridi v riistu ¢asteCné zpomalena, pri¢emz rozdil

Vv pusobeni chloridu sodného a draselného neni pfili§ vyznamny.
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11.4 Rozvrzeni pokusu s kulturou OT3

Pokus byl provadén dle podminek uvedenych v Kap. 11.1. Vysledky testu pro
kulturu OT3 jsou uvedeny v Tab. 15, t¢émto hodnotam odpovida Obr. 18.

Tab. 15. Vysledky absorbanci pii riistu OT3 na tryptonu (priiméry z osmi méteni)

Doba [ NaCI | NaCl | Nacl | NacI | Mm | KCI | KcI | KcI | Kcl

[dny]| 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 |[0,0421]0,042 0,042 0,039 | 0,047 | 0,043 | 0,043 | 0,047 | 0,046

1 10,048 | 0,048 | 0,048 | 0,042 | 0,056 | 0,049 | 0,046 | 0,048 | 0,049

2 10,073]0,075| 0,091 | 0,048 | 0,092 | 0,077 | 0,050 | 0,052 | 0,088

3 10,112 (0,109 | 0,128 | 0,050 | 0,115 | 0,104 | 0,059 | 0,062 | 0,127

4 10,1360,128 | 0,149 | 0,052 | 0,127 | 0,114 | 0,066 | 0,074 | 0,129

5 10,149 | 0,161 | 0,158 | 0,052 | 0,143 | 0,135 | 0,079 | 0,089 | 0,131
——NaCl 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0.2 02 —=—NaCl 2
NaCl 3
? NaCl 4
ki % MM 3
2 ——KCI 1
<
——KCI 2
0 ‘ ‘ ‘ 0 —KCI 3
0 2 4 6 8

Cas [dny] KCI 4

Obr. 18. Riistové krivky pro kulturu OT3 na tryptonu

11.5 Vysledky testu pro kulturu OT3 na tryptonu
Test probihal 7 dni, na obrazku Obr. 18 miZeme vidét, ze kultufe OT3 pro rist
vyhovuji skoro vSechna pouzitd média, kromé& nejvyssi koncentrace NaCl 4 a draselnych

kationtl se stfednimi koncentracemi KCl1 2 a KCl 3. Z obrazku je patrné, Ze u média KCl 4,
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doslo k vyraznému rtstu, coz je ale nelogické pti vysledcich s médii KCI 2 a KCI1 3, je tedy

mozné, ze doslo ke kontaminaci média, ktera mohla absorbanci ovlivnit.

11.6 RozvrZeni pokusu s kulturou JK2

Pokus byl provadén dle podminek uvedenych v Kap. 11.1. Vysledky testu pro
kulturu JK2 jsou uvedeny v Tab. 16, t¢émto hodnotam odpovida Obr. 19.

Tab. 16. Vysledky absorbanci pfi riistu JK2 na tryptonu (priméry z osmi méfent)

Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny]| 1 2 3 4 3 1 2 3 4
0 0,046 | 0,046 | 0,043 | 0,043 | 0,051 | 0,048 | 0,046 | 0,049 | 0,046
1 0,080 0,083 | 0,059 0,059 | 0,095 | 0,069 | 0,057 | 0,064 | 0,061
2 0,14 | 0,162 | 0,076 | 0,074 | 0,209 | 0,145 | 0,099 | 0,116 | 0,080
3 10,164 | 0,237 | 0,071 | 0,075 | 0,306 | 0,222 | 0,134 | 0,171 | 0,084
4 0,187 | 0,292 | 0,068 | 0,071 | 0,378 | 0,290 | 0,163 | 0,226 | 0,080
5 10,183 (0,353 | 0,064 | 0,067 | 0,459 | 0,397 | 0,184 | 0,282 | 0,072
0 1 2 3 4 5 6 7 8

05
U0

045 { —e—NaCl1
044 —®—NaCl2

= 0,35 -| NaCl 3
§ 0,3 - NaCl 4
8 025 | —%—MM3
S 02- —e—KClI1
< 0,15 - —+—KCI2
014 ——KCI3
0,05 - KCl 4
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢as [dny]

Obr. 19. Riistové krivky pro kulturu JK2 na tryptonu
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11.7 Vysledky testu pro kulturu JK2 na tryptonu

Test probihal 7 dni. Z Obr. 19 jsou patrné vysledky, které nam ftikaji, ze pro rast
kultury je nejlepsi médium MM3, dale jsou v potadi opét nejdiive nizké koncentrace obou
rist kultury a NaCl 2 nikoliv. DGvod tohoto jevu nebylo mozné vysvétlit a bylo tak
rozhodnuto o opakovani ristovych testli , ale s pouzitim PVA jako substratu.. V ptipadech
pridavkl vyssich koncentraci soli jak sodnych tak draselnych je inhibice rtstu kultury

nezpochybnitelna.

11.8 RozvrZeni pokusu s kulturou Z1

Pokus byl provadén dle podminek uvedenych v Kap. 11.1. Vysledky testu pro
kulturu Z1 jsou uvedeny v Tab. 17, témto hodnotam odpovida Obr. 20.

Tab. 17. Vysledky absorbanci pfi riistu Z1 na tryptonu (praméry z osmi méfeni)

Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaClI | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny] 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 0,047 |0,047 | 0,045 | 0,042 | 0,051 | 0,048 | 0,047 | 0,05 | 0,044
0,060 | 0,059 | 0,054 | 0,053 | 0,073 | 0,065 | 0,061 | 0,061 | 0,048
0,081 | 0,088 | 0,057 | 0,060 | 0,117 | 0,093 | 0,074 | 0,077 | 0,049
0,096 | 0,100 | 0,059 | 0,067 | 0,134 | 0,105 | 0,088 | 0,089 | 0,048
0,113 | 0,103 | 0,061 | 0,080 | 0,150 | 0,114 | 0,105 | 0,097 | 0,048
0,119 | 0,119 | 0,062 | 0,085 | 0,169 | 0,149 | 0,159 | 0,120 | 0,053

o] Bl W] N
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11.9 Vysledky testu pro kulturu Z1 na tryptonu

Obr. 20. Riistové kiivky pro kulturu Z1 na tryptonu

Test probihal opét 7 dni, z obrazku Obr. 20 je opét viditelné, ze nejlepsi médium

pro rust této kultury je MM3 s tryptonem. Rust kultury probiha v médiich S nizkymi

koncentracemi pouzitych soli (1,2). V prostiedich se zvySenymi koncentracemi - NaCl 3 a

NaCl 4 a KCl 4 - je viditelné zpomaleni ¢i téméf zastaveni rustu kultury.

Ve vysledku by se tedy dalo fici, ze podle provedenych ristovych testli, vSem

kulturam vyhovuji spise média o nizsi koncentraci chloridi, jak sodnych tak draselnych a

pii vysSich koncentracich téchto soli je rist kultury, az na malé vyjimky (zpisobené

nejpravdépodobnéji kontaminaci média ¢i chybou v pfiprave), zpomalen ¢i uplné zastaven.
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12 VLIV MINERALNICH SOLI A TYPU KATIONTU NA RUST
DEGRADACNICH KULTUR ZA POUZITI PVA

Tento pokus byl proveden za stejnych podminek, jako je uvedeno v Kap. 11.
Jedingm rozdilem bylo pouziti polyvinylalkoholu v koncentraci 1 g.I?%, jako riistového
substratu, namisto tryptonu. Polyvinylalkohol je sice dobrym zdrojem uhliku pro rast
degradacnich kultur, ale zaroven se jedna o synteticky materidl s dlouhymi fetézci, které
neumoznuji kulturam tak rychly rist jako trypton, ktery je navic komplexnim zdrojem
zivin. Pouziti PVA jako substratu vsak mohlo omezit zkreslovani vysledkii, nebot’ PVA
predstavuje velmi specificky substrat vyuzitelny jen naockovanymi degradacnimi
kulturami a neumoznuje rist mikrobt jinych. Testy byly provadény opét se vSemi Ctyfmi
degrada¢nimi kulturami. Koncentrace mineralnich médii s chloridem sodnym a chloridem

draselnym zlstaly od ptfedchoziho pokusu nezménény (viz. Tab. 13).

12.1 Rozvrzeni pokusu s kulturou OT2

Pokus byl provadén za stejnych podminek jako v ptipadé pouziti tryptonu (viz.
Kap. 11.1). Vysledky testu pro kulturu OT2 jsou uvedeny v Tab. 18., témto hodnotdm
odpovida Obr. 21.

Tab. 18. Vysledky absorbanci pfi ristu OT2 na PVA (priméry z osmi méfeni)

Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny] 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 0,046 | 0,047 | 0,043 | 0,045 | 0,049 | 0,052 | 0,053 | 0,079 | 0,046
0,053 | 0,056 | 0,046 | 0,047 | 0,055 | 0,056 | 0,060 | 0,080 | 0,049
0,069 | 0,077 | 0,048 | 0,047 | 0,074 | 0,071 | 0,079 | 0,076 | 0,048
0,094 | 0,122 | 0,052 | 0,048 | 0,133 | 0,111 | 0,104 | 0,086 | 0,048
0,126 | 0,133 | 0,053 | 0,049 | 0,144 | 0,122 | 0,133 | 0,078 | 0,047
0,245 0,271 | 0,062 | 0,048 | 0,283 | 0,231 | 0,196 | 0,072 | 0,049
0,257 | 0,229 | 0,064 | 0,048 | 0,250 | 0,212 | 0,208 | 0,069 | 0,050
0,287 | 0,275 | 0,067 | 0,049 | 0,293 | 0,240 | 0,218 | 0,073 | 0,049
10 | 0,307 | 0,276 | 0,068 | 0,049 | 0,256 | 0,251 | 0,258 | 0,071 | 0,050

O] ] Nl ] W] N
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0,35 0,35
0,3 40,3 —&—NaCl 1
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Obr. 21. Riistové krivky pro kulturu OT2 na PVA

12.2 Vysledky testu pro kulturu OT2 na PVA

Test probihal 10 dni, zobrazku Obr. 21 je dobfe viditelné, jak jednotlivé
koncentrace chlorid ovliviiuji rist kultury. Je vidét, ze vyssi koncentrace chlorida (jak
NaCl tak KCI) inhibuji rtst kultury a ta roste 1épe v prostfedich s niz§imi koncentracemi
téchto chloridii. Jak je patrné z obrazku, délka téchto testl se pon€kud liSila od téch
S tryptonem, je tomu tak proto, Ze PVA neumoZiiuje kulturam tak rychly rist jako je tomu

Vv pfipad¢ tryptonu.

12.3 Rozvrzeni pokusu s kulturou OT3

Pokus byl provadén za stejnych podminek jako v pfipadé pouziti tryptonu (viz.
Kap. 11.1). Vysledky testu pro kulturu OT3 jsou uvedeny v Tab. 19, témto hodnotdm
odpovida Obr. 22.
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Tab. 19. Vysledky absorbanci pii riistu OT3 na PVA (priméry z osmi méieni)
Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny] 1 2 3 4 3 1 2 3 4
0 0,080 | 0,051 | 0,069 | 0,078 | 0,060 | 0,060 | 0,059 | 0,096 | 0,079
1 0,087 | 0,055 | 0,074 | 0,079 | 0,064 | 0,064 | 0,063 | 0,094 | 0,082
2 0,108 | 0,058 | 0,076 | 0,080 | 0,081 | 0,087 | 0,082 | 0,092 | 0,083
3 0,146 | 0,067 | 0,079 | 0,081 | 0,107 | 0,124 | 0,110 | 0,094 | 0,084
4 0,180 | 0,078 | 0,081 | 0,081 | 0,127 | 0,156 | 0,139 | 0,090 | 0,084
7 0,260 | 0,118 | 0,086 | 0,080 | 0,196 | 0,243 | 0,230 | 0,091 | 0,087
8 0,272 | 0,133 | 0,088 | 0,082 | 0,208 | 0,261 | 0,245 | 0,092 | 0,091
9 0,281 | 0,149 | 0,089 | 0,081 | 0,215 | 0,273 | 0,255 | 0,091 | 0,079
10 0,279 | 0,167 | 0,090 | 0,081 | 0,225 | 0,292 | 0,269 | 0,091 | 0,076
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
0,35 0,35
—o— NaCl 1
0,3 103 _= NacI2
= 0,25 10,25 NaCl 3
§ 0.2 102 NaCl 4
3 —%— MM 3
5 015 1015 o keI
< 01 101 ——KCl2
0,05 1005 —KCI3
KCl 4
0 0
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 M
cas [dny]

12.4 Vysledky testu pro kulturu OT3 na PVA
Test probihal také 10 dni, na obrazku Obr. 22 jsou vidét obdobné vysledky jako u

Obr. 22. Ristové krivky pro kulturu OT3 na PVA

kultury OT2. Opét vyssi koncentrace jak sodnych tak i draselnych chloridii inhibuji rast

kultury a prosttedi s niz§imi koncentracemi téchto chlorida ji naopak vyhovuje 1épe, co se

tyCe rustu. Bylo tedy dosaZzeno obdobnych vysledki jako v ptipadé kultury OT2.
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12.5 Rozvrzeni pokusu s kulturou JK2

Pokus byl provadén za stejnych podminek jako Vv pifipadé pouziti tryptonu (viz.
Kap. 11.1). Vysledky testu pro kulturu JK2 jsou uvedeny v Tab. 20, témto hodnotam
odpovida Obr. 23.

Tab. 20. Vysledky absorbanci pfi riistu JK2 na PVA (primeéry z osmi métent)

Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny] 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 0,046 | 0,047 | 0,045 | 0,048 | 0,052 | 0,053 | 0,052 | 0,083 | 0,047
0,054 | 0,054 | 0,049 | 0,050 | 0,060 | 0,064 | 0,058 | 0,075 | 0,048
0,079 | 0,075 | 0,049 | 0,051 | 0,090 | 0,098 | 0,081 | 0,077 | 0,048
0,123 | 0,125 | 0,051 | 0,051 | 0,148 | 0,148 | 0,124 | 0,073 | 0,047
0,196 | 0,186 | 0,054 | 0,051 | 0,204 | 0,192 | 0,173 | 0,067 | 0,047
0,337 | 0,320 | 0,059 | 0,051 | 0,302 | 0,279 | 0,253 | 0,072 | 0,048
0,372 | 0,356 | 0,059 | 0,052 | 0,330 | 0,306 | 0,276 | 0,067 | 0,048
0,404 | 0,387 | 0,060 | 0,052 | 0,352 | 0,323 | 0,299 | 0,066 | 0,048
10 0,414 0,408 | 0,061 | 0,052 | 0,357 | 0,325 | 0,312 | 0,075 | 0,051

©| o] Nl B W] D] -

0 2 4 6 8 10 12
0,45 0,45
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— 035 1035 —m—NaCl2
o 03 103 NaCl 3
§ 0,25 10,25 NaCl 4
g 0,2 10,2 —%— MM3
2 0,15 1015 —e—KcCl1
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Obr. 23. Riistové krivky pro kulturu JK2 na PVA
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12.6 Vysledky testu pro kulturu JK2 na PVA
Test probihal také 10 dni, na obrazku Obr. 23 je dobie viditelné, ze kulture JK2 pro

rust vyhovuji nizsi koncentrace chloridl, zatimco vyssi koncentrace téchto chloridii kulturu

inhibuji v ristu.

12.7 RozvrZeni pokusu s kulturou Z1

Pokus byl provadén za stejnych podminek jako v piipad€é pouziti tryptonu (viz.
Kap. 11.1). Vysledky testu pro kulturu Z1 jsou uvedeny Vv Tab. 21, témto hodnotam
odpovida Obr. 24.

Tab. 21. Vysledky absorbanci pfi riistu Z1 na PVA (praméry z osmi méfeni)
Doba | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | MM | KCI | KCI | KCI | KCI
[dny]| 1 2 3 4 3 1 2 3 4

0 0,045]|0,044 | 0,044 | 0,046 | 0,048 | 0,050 | 0,054 | 0,077 | 0,048
0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,048 | 0,052 | 0,053 | 0,057 | 0,065 | 0,050
0,047 | 0,047 | 0,046 | 0,048 | 0,053 | 0,052 | 0,057 | 0,072 | 0,050
0,049 | 0,049 | 0,048 | 0,049 | 0,056 | 0,055 | 0,058 | 0,066 | 0,050
0,053 | 0,051 | 0,050 | 0,050 | 0,057 | 0,057 | 0,059 | 0,066 | 0,051
0,057 | 0,054 | 0,055 | 0,050 | 0,058 | 0,058 | 0,060 | 0,064 | 0,052
0,057 | 0,055 | 0,057 | 0,051 | 0,059 | 0,059 | 0,061 | 0,064 | 0,054
0,062 | 0,055 | 0,059 | 0,051 | 0,060 | 0,060 | 0,061 | 0,062 | 0,050
10 | 0,059 | 0,056 | 0,060 | 0,052 | 0,061 | 0,060 | 0,062 | 0,060 | 0,049

O] o] Nl & W] D]
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Obr. 24. Riistové kiivky pro kulturu Z1 na PVA

12.8 Vysledky testu pro kulturu Z1 na PVA

Test probihal opét v 10. denni intervalu, na obrazku Obr. 24 jsou uvedeny vysledky
pokusu. Kultura Z1 se uz v piedchozich testech ukazala jako pomalu rostouci. Proto se
vysledky ve vSech médiich témét shoduji. Pti bliz§im pohledu miizeme opét fici, ze kulturu
Vv riistu inhibuji vyssi koncentrace chloridii a naopak nizsi koncentrace chloridi ji vyhovuji,
tak jako Vv predchozich testech. Kultura Z1 by potiebovala delsi dobu na to, aby nam
poskytla lepsi vysledky. U média KCI13 pravdépodobné doslo ke kontaminaci nebo n¢jaké

chybé v ptipravé, chova se totiz odlisné€ od ostatnich médii 1 u dalSich kultur.
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ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala zkoumanim 4 degrada¢nich kultur, které
byly izolované na pracovi§ti Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zivotniho prostiedi UTB ve
kultury byly molekularné-biologickou identifikaci urceny jako rod Sphingomonas. Toto
stanoveni bylo provedeno srovnanim sekvenci genu pro 16S rRNA, zaroven bylo zjisténo,
ze zkoumané kultury nendlezi zadnému znamému druhu a az na kulturu OT3 jsou si
V tomto genu identické.

V dalsi ¢asti prace jsem provedla jednak testy v mikrotitraénich destickach a jednak
lahvové degradacni testy. Destickové testy byly zaméfeny na sledovani rastu vSech Ctyt
kultur, jednak na tryptonu a poté také na polyvinylalkoholu (PVA) za ptitomnosti riiznych
koncentraci chloridi. Vysledky ukazaly, ze kultury byly ve svém riistu vyrazné zpomaleny
¢i zastaveny, zejména jestlize byly do mineralniho média piidany vyssi koncentrace (13,3—
26,6 mmol.I"") chloridd. Pii pfidani niz§ich koncentraci (3,3-6,6 mmol.I"") chloridi nebylo
pozorovano vyrazné ovlivnéni kultur v rstu. Zavérem lze tedy fici, Ze pouzitym kulturdm
brani v rastu vyssi koncentrace chloridd, jak sodnych tak draselnych a vhodnéjsi jsou pro
n¢ tedy média s niz§im obsahem téchto chlorida.

Dalsimi pokusy byly jiz zminéné lahvové degradacni testy, kde byly pouzity dvé
média, jednak fosfitové minerdlni médium ve tfech koncentracich a jednak médium
s organickym TRIS pufrem ve dvou koncentracich. Tyto testy ukazaly, ze se sledované
kultury ve svych degradacnich vlastnostech od sebe vyrazné 1isi, byt patii ke stejnému
rodu. Kultura OT2 rostla 1 degradovala PVA nejlépe v médiich MM1 (celkova
mineralizace 2945g.1) a MM3 (celkova mineralizace 913 g.l?), sdegradaci 80,3%,
respektive 80,4% po 46. denni kultivaci. Po provedeni testu v prostiedi organickych latek
bylo zjisténo, ze pro degradaci PV A 1 riist kultury je pro kulturu OT2 nejvhodnéjsi MM3.
Degradace v médiu (TRIS 0,005M), tedy s niz§i koncentraci, byla 74% a u média s vyssi
koncentraci (TRIS 0,05M) byla degradace sice pomalejsi, ale po 29. denni kultivaci
dospéla na 67,3%.

Kultura JK2 rostla opét nejlépe v prostiedich médii MM1 a MM3, s degradaci PVA 93%,
respektive 100% jiz po 15. denni kultivaci. Za zminku stoji fici, ze u média MM1 nastala
degradace 95% jiz za 6 dni. Na rozdil od kultury OT2 se jako nejlepsi médium, jak pro rist
tak pro degradaci, ukdzalo médium MMI. V prostiedi organického pufru kultura JK2
rostla 1épe v médiu (TRIS 0,005M), ale po 5. dni se projevila jeji stagnace, u média (TRIS
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0,05M) zacala rist az po 10. dni, ale za to byl jeji narast velky. Co se ty¢e degradace PVA
kulturou JK2, tak probéhla po 27. denni kultivaci z 66,7%, respektive se 100% Gc¢innosti.

Zaveérem prace je tedy mozné shrnout, Ze pouzitym degradacnim kulturam nevadi v rastu
niz$i koncentrace fosfore¢nanti ¢i chloridl, avsak jisté zvySené koncentrace téchto soli je
zpomaluji ¢i uplné zastavuji, jednak v jejich ristu a také v degradaci. Je tedy ziejmé, ze
koncentrace téchto soli vyznamnym zpusobem ovliviiuji rozklad polyvinylalkoholu

V Zivotnim prostredi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DP
PVA
MM
PVAC

W

CcOov
PQQ
PVADH
LB-agar

Diplomova prace
Polyvinylalkohol

Mineralni médium
Polyvinilacetat

Cistirna odpadnich vod
Pyrrolochinolinchinon
Polyvinylalkoholdehydrogenaza
Luria Bertone agar

P(VA-coVAc)Polymer s vinylalkoholovymi a vinylacetatovymi jednotkami

FR
TRIS

Fyziologicky roztok

Tris(hydroxymethyl aminomethan)
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