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ABSTRAKT

Byla sledovana degradace 1-methyl-2-pyrrolidonu (NMP) a 1-octyl-2-pyrrolidonu (2-OP)
bakterialnimi kmeny v tekutém mineralnim médiu, za Gc¢elem najit a pokusit se identifiko-
vat ty kmeny, které jsou schopny NMP a 2-OP rozkladat. Jako prvni byly testy provadény
s koncentraci 2 g/l NMP, ktera se ukazala byt nevhodnou. Proto byla pro druhou sérii po-
kusti zvolena niz$i koncentrace 300 mg/l NMP a 200 mg/l 2-OP. Schopnost biodegradace
jednotlivych kultur byla vyhodnocena métenim zakalu jednotlivych suspenzi v kultivac¢nich
lahvich a sledovanim tbytku substratu, pomoci stanoveni rozpusténého organického uhliku

automatickym analyzatorem.

Kli¢ova slova: biodegradace, strukturni analogy, vinylpyrrolidon, 1-methyl-2-pyrrolidon, 1-

octyl-2-pyrrolidon, akrylamid

ABSTRACT

Degradation of 1-methyl-2-pyrrolidone (NMP) and 1-octyl-2-pyrrolidone (2-OP) was mo-
nitored in liquid mineral medium (MM), in order to find and to attemp to identify bacterial
strains that are capable of NMP and 2-OP degradation. First tests were performed with a
concentration of 2 g/l NMP, which prove to be inappropriate. For a second series of expe-
riments lower concentration of 300 mg/l NMP and 200 mg/l 2-OP was selected. Biodegra-
dation ability of the cultures was evaluated by measuring turbidity of each suspension and

by monitoring substrate utilization by measuring dissolved organic carbon.

Keywords: biodegradation, structure analogues, vinylpyrrolidone, 1-methyl-2-pyrrolidone,

1-octyl-2-pyrrolidone, akrylamide
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UvVOD

Nékteré ¢lovékem vytvorené organické slouceniny, které se samy nevyskytuji
ve volné prirodé, se nazyvaji xenobiotika. Jejich nizka biodegradabilita maZe byt
zpisobena neschopnosti mikroorganizmii efektivné vyuzivat organické slouceniny
S neobvyklymi chemickymi strukturami nebo vlastnostmi. Nicméné schopnost mikro-
organismu biodegradovat xenobiotika, mezi které patti i N-methylpyrrolidon nebo N-
octylpyrrolidon, miize byt zvySena obohacenim mikrobidlnich kultur nebo jejich
adaptaci na specifické organické slouceniny. Cas, ktery mikroorganismy potiebuji
k mineralizaci xenobiotik, a jejich koncentrace je kritickym faktorem urcujicim efek-
tivni biodegradabilitu v ¢istirnach odpadnich vod. Cilem prace je pokusit se izolovat
a popsat bakterie, které pravé tyto xenobiotika dokaZzi rozloZit, protoZe bakterie
schopné rozkladu N-methylpyrrolidonu, N-oktylpyrrolidonu nebo akrylamidu by
teoreticky mohly zahajit rozklad vinylpyrrolidu nebo postrannich fFetézci polyvinyl-

pyrrolidonu a tim jej pomoci eliminovat z odpadnich vod.
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. TEORETICKA CAST
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1 POLYVINYLPYRROLIDON

Polyvinylpyrrolidon — (C¢HgNO), (obr. 1) nebo také 1-ethenyl-2-pyrrolidon, povidon, po-
lyvidon, PNVP, PVP, byl poprvé syntetizovan profesorem Walterem Reppem, ktery si ho
v roce 1939 nechal patentovat. Vyrabi se z N-vinylpyrrolidonu, za normalnich podminek

lehce naZzloutlé organické slouceniny s charakteristickym zapachem, ktera je vSak vysoce

0.,

toxicka pro vodni organismy.

Obr. 1 - Struktura PVP

1.1 Pouziti

Zacal se pouzivat uz v prvni poloving 20. stoleti jako nadhrada krevni plazmy a pozdéji na-
Sel fadu uplatnéni v medicing, farmacii, kosmetice a primyslové vyrobé. PVP se bézné
pouziva jako pojivo v lécich ve formé tablet. S jodem tvoii komplex s dezinfekénimi vlast-
nostmi, ktery se pouziva napiiklad v tekutych mydlech, mastech nebo chirurgickych 1az-
nich. Dale se PVP pouziva pfi vyrobé riiznych Sampontli, mydel, zubnich past, natérovych
hmot a lepidlech. Jako aditivum do potravin ma oznaceni E1201 a pouziva se jako stabili-
zator. PVP se také dobfe vaze na polarni molekuly, coZz vedlo k jeho vyuZiti ve vrstvach

pro fotografické papiry, folie k inkoustovému tisku a také v inkoustech pro tiskarny

1.2 VIastnosti

PVP je rozpustny ve vodé a jinych polarnich rozpoustédlech. Jedna se o bily prasek charak-
terického zépachu. Rozklada se pfi teplotach vyssich nez 130°C. Rozpustény ve vodé ma
newtonovskou viskozitu, zavislou na jeho molekularni hmotnosti, kdy vyssi koncentrace

roztoku znamena i1 vyssi hodnotu viskozity.
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1.2.1 Toxikologické vlastnosti

Testovanim akutni toxicity na potkanech byla zjisténa LDsp>2000mg/kg. Pti inhalaci par
pak LCs0>5,2mg/l /4h. Pii testech na kralicich bylo zjisténo, Ze polyvinylpyrrolidon ne-
drazdi o¢i, ani pokozku.® Dale nebyly zjistény 74dné karcinogenni, teratogenni nebo mu-

tagenni ucinky na testované zvifata.?

Nebezpecné vlastnosti nelze vyloucit, ale jsou nepravdépodobné tehdy, pokud je s vyrob-
kem nakladano patii¢nym zpisobem. S produktem je nutno zachazet s opatrnosti, obvyklou

pfi nakladani s chemikaliemi

1.2.2 Ekologické informace

Produkt by se nikdy nemé¢l vylévat do vody, odpadnich vod nebo do pidy, protoze je tézce

eliminovatelny. Biodegradace je mens$i nez 10%/15 d.

Pii testovani toxicity na rybach Leuciscus idus byla zjisténa LCso> 10000 mg/l /96 h. Pti

koncentraci v&t3i nez 1995 mg/1 /30 min je PVP toxicky pro bakterie v aktivovaném kalu.®
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2 1-METHYL-2-PYRROLIDON

N-methylpyrrolidon — CsHgNO (obr. 2) nebo také NMP, 1-methyl-2-pyrrolidon, N-methyl-
2-pyrrolidon. Jedna se o xenobiotikum, tedy cizorodou latku, ktera neni vytvarena piirod-

nimi procesy. Jeho strukturni vzorec piipomina N-vinylpyrrolidon, monomer pro vyrobu

PVP.
e o

|
CHs

Obr. 2 - Struktura NMP

2.1 Pouziti

NMP je pouzivan jako ptisada do riznych pesticidii pro zemédélské potteby. Diky jeho
dobrym rozpoustécim vlastnostem je dale vyuzivan v mnoha primyslovych odvétvich jako
rozpoustédlo pro Sirokou fadu chemikalii a polymert nebo jako rozpoustédlo pii zpracova-
ni a Cisténi ropy, pryskyfice, plynt, olefinli atd. Déale byva vyuzivan ve farmaceutickém

pramyslu, kde zajistuje rychlejii prechod 1é¢iv skrz pokozku.’

2.2 Vlastnosti

NMP je za normalnich podminek (20°C, 101,3 kPa) stabilni bezbarva kapalina slabého
charakteristického zapachu. Jedna se o nehoflavou a nevznétlivou kapalinu bez oxidacnich
vlastnosti, misitelnou s vodou nebo s organickymi rozpoustédly. Rozklada se pfi teploté
vys§i nez 300°C a pii koncentraci 100 g/ | H,O ma roztok pH v rozmezi 8-10. Pti sklado-
vani a manipulaci podle pokynti nedochazi k nebezpecnym reakcim. S kyselinami a zésa-
dami probihaji exotermni reakce a pii jeho tepelném rozkladu mize dochazet ke vzniku

toxickych zplodin — oxida dusiku (NOx) a oxidi uhliku (CO, CO,).*
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2.2.1 Toxikologické vlastnosti

Testovanim na hlodavcich byla zjisténa LDsp>3600 mg/kg u kralika pfi oralni aplikaci, pfi
aplikaci dermalné na potkanech pak LDs;>8000 mg/kg. Pii inhalaci, kdy byla ptsobeni
NMP vystavena pouze hlava potkana byla LCs0>5,1 mg/l /4h. Pti ptuisobeni na celé télo
byla tato koncentrace LCsp>1,7 mg/l /4h a to diky prostupu latky skrz pokozku. Dale bylo

zjisténo, ze N-methylpyrrolidon zptisobuje podrazdéni oci i kuize.

NMP neni potieba klasifikovat jako karcinogenni. B€hem riznych testi s bakteriemi a bu-
nécnou kulturou savcii nebyl zjistén zadny mutagenni Gc¢inek. Testy mutagennich vlivl
provadénych in vivo ptinesly negativni vysledky. NMP je podle EU zatazen do druhé kate-
gorie reprodukéni toxicity, takze by na né¢j mélo byt hledéno jako na latku poskozujici lid-
sky plod (vyvinu skodici). Opakované testovani na zvitatech pti vysokych expozicich, kte-

ré zpisobuiji i jiné toxické efekty, vedlo k poskozeni varlat.*

Pti zkoumani NMP bylo zjisténo, ze mé nizkou akutni toxicitu pfi vdechnuti, poziti nebo
pii styku s kazi, prakticky nedrazdi kuzi, ale zpiisobuje stfedné silné podrazdéni oc¢i. Ve
studiich u metabolismu zvifat byl NMP podéavan jak ordln¢ tak i vdechovanim a stykem
s kiizi. Chemikalie byla velmi rychle roznesena v celém téle, metabolismem pfeménéna na

5-hydroxy-N-methyl-2-pyrrolidon a vylougena moéi ven z téla (pfiblizné 80% do 24 h).”

2.2.2 Ekologické informace

Pfi testech toxicity u ryb, konkrétné u Leuciscus idus a Salmo gairdneri byla zjisténa LCsp>
500mg/1 /96 hod. Dale je NMP toxicky pro bezobratlé zivocichy, kdy u testi na Daphnia
magna byla zjisténa LCsp>1000 mg/l /24 hod, a pii koncentracich vyssich nez 600 mg/I

pusobi negativné na aktivovany kal.

Vyrobce N-methylpyrrolidonu uvadi, ze bioakumulace v organismech je nepravdépodobna
vzhledem k hodnot¢ rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda. Podle kritérii OECD je N-

methylpyrrolidon biologicky odbouratelny, dochazi k biodegradaci vice nez 90%.*
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2.2.3 Puasobeni na lidské zdravi

Pro NMP byly toxické G¢inky pozorovany pouze pii vysokych koncentracich a pii opako-
vané a dlouhodobé expozici. Pii primyslovém pouzivani NMP neni ¢lovék vystaven tak

velkym koncentracim, takze se predpoklada, Ze riziko toxickych uginki je malé.”

2.3 Biodegradabilita

Autofi Sui Tse Chow a Tju Lik Ng se ve své pra’tci6 vénovali studiu biodegradace N-
methyl-2-pyrrolidonu pomoci bakterii, obsazenymi v aktivovaném kalu. Die-away test pro-
bihal pomoci metody doporu¢ené Britskou STSCD'. Mikroorganismy schopné biodegrada-
ce NMP byly obsazeny ve vzduchem vysuseném, aktivovaném kalu, ktery pochazel
z Cistirny odpadnich vod Kim Chuan. Na semi-kontinualni test aktivovaného kalu byla po-
uzita metoda pro biodegradaci syntetickych detergentti popsana Americkou ASTM.? Byl
pouzit stejny aktivovany kal jako v ptipadé die-away testu. Efektivita tohoto systému byla
ovétena pouzitim dobie biodegradabilniho linearniho alkyl benzen sulfonatu standardu a
S$patné biodegradabilniho standardu tetrapropylen benzen sulfonatu, dodanych z Chemische

Werke Huls, Némecko. Vstupni koncentrace NMP byla 100ppm.

Pro stanoveni sledovani rozkladu autofi pouzili dvé analytické metody. Prvni byla zaloZena
na méteni koncentrace NMP ve vodném roztoku pomoci plynové chromatografie, za pou-
ziti FID detektoru. Druha byla zaloZzena na méteni chemické spotieby kysliku podle meto-

dy APHA.®

Kalibra¢ni kiivka koncentrace NMP byla linearni v rozsahu 5-100ppm. Vysledky die-away
testu prokazaly, ze NMP je snadno rozlozitelny ve statickém systému, kdy po dvou tydnech
doslo k 95% biodegradaci. Pii semi-kontinualnim testu a po 5ti denni adaptaci kalu na
100ppm NMP doslo po dalSich 7mi dnech k primérné biodegradabilité 95% pivodniho
mnozstvi NMP. Bohuzel se autoii dale nevénovali studiu aktivovaného kalu a identifikaci

bakterii, diky kterym biodegradace probihala.

K uréeni, zda-li se N-methyl-2-pyrrolidon kompletné rozlozi na CO; a H,O byla pii degra-
daci monitorovana i chemické spotteba kysliku. Na konci testu se ukézalo, ze se NMP ne-
rozkladal Gplné, ale vznikal metabolit, jehozZ CHSK byla asi polovi¢ni nezli u NMP. Bohu-

zel vznikajici metabolit nebyl detekovan pti plynové chromatografii.
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Zaver autori byl takovy, ze NMP je za normélnich podminek v ¢istirnach odpadnich vod
biodegradabilni, nicméné metabolitem této biodegradace byla karbonylova sloucenina,

ktera méla vysokou hodnotu CHSK a za testovanych podminek nebyla dale rozlozitelna. ®

Autofi Jong Kwang Lee a kol. ¥ sledovali rozklad diethyleneglycol monomethyletheru
(DGMME), 1-amino-2-propanolu (APOL), 1-methyl-2-pyrrolidonu (NMP), diethyleneg-
lycol monoethyletheru (DGMEE), tetraethyleneglycolu (TEG) a tetrahydrothiophene-1,1-
dioxinu bakteridlnimi kulturami, které izolovali ve svych ptfedchozich pracich. Jednalo se o
bakterie Acinetobacter sp, Cupravidus sp., Pseudomonas sp., Paracoccus sp. a Pseudomo-

nas sp..

Kazda z kultur byla piedkultivovana zvlast’ v tekutém mineralnim médiu obohaceném o 2
g/l kazdého xenobiotika, které byly tyto bakterie schopné rozkladat. Kultivace probihala po
dobu 72 hodin pii 30°C a za stalého michani 120 ot/min. Poté byly jednotlivé kultury cen-
trifugovany 30 minut pii 4°C a 5000g, smichany a imobilizovany na polyethyleglykol
(PEG) nosi¢ a oznaceny jako SMIC-PEG. Autofi navic pfipravili i druhy smésny vzorek,

ktery byl obohacen o aktivovany kal a oznacen jako AS-SMIC-PEG.

Tyto smésné kultury byly poté vlity do reaktorti, obsahujicich odpadni vodu ze spole¢nosti
vyrabéjici elektroniku, ktera byla pfedtim analyzovana a byl u ni zji$tén pfesny obsah jed-
notlivych xenobiotik. V obou reaktorech byly nastaveny stejné podminky a to teplota 30°C,
3mg/l rozpustén¢ho kysliku a pH 7, které¢ byly automaticky monitorovany a regulovany.
Jednotlivé xenobiotika byly analyzovany pomoci plynové a kapalinové chromatografie po

dobu 9 dni ve tfidennich intervalech.

Na zac¢atku kultivace obsahovala odpadni voda 93,2 mg/l N-methyl-2-pyrrolidonu. V reak-
toru obsahujicim SMIC-PEG doséahla koncentrace NMP 1,26 mg/1 jiz po 6ti dnech a po 9ti
dnech jiz NMP nebyl detekovan. V reaktoru s AS-SMIC-PEG byla biodegradace pomalej-
§i, kdy po 6ti dnech koncentrace NMP dosahovala hodnoty 17,3 mg/l , ale stejné jako u

ptredchoziho reaktoru nebyl na konci 9. dne NMP detekovan.

V zavéru svoji prace autofi uvadéji, ze bylo dosazeno 85%-ni biodegradace veskerych xe-
nobiotik a 95%-ni biodegradace NMP. Bohuzel se Ve svoji praci nezabyvaji studiem, ktera
z uvedenych bakteridlnich kultur mé4 na svédomi rozklad NMP, protoZe je pouzili dohro-

mady ve formé¢ smeésného vzorku a nezkoumali je jednotlivé. Zaroven svymi vysledky vy-
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vraci zavéry praci autorti T. Barkay a kol.*, S.R. Hutchins a kol.*?, E.L. Madsen a kol.™ a
J.C. Spain a kol.** ve kterych se tvrdi, Ze NMP je typické xenobiotikum, t&Zce rozlozitelné
pomoci mikroorganisml bez ptredchozi adaptace nebo vyskytujicich se v pfirodnim pro-

stiedi.

Autori Alejandro Oceguera-Cervantes a kol. se zabyvali rozkladem polyuretanu a N-methyl
pyrrolidonu pomoci dvou kmend Alicycliphilus sp. . V prub&hu svoji prace zjistili, Ze tyto
bakterialni kmeny jsou schopny béhem prvni faze ristu na polyuretanovém plastu vyuzivat
NMP jako jediny zdroj uhliku a dusiku. V zavéru prace pak uvadgéji, ze jejich prace je prvni
zminkou 0 bakterii schopné vyuzivat NMP ke svému rustu. Jejich objev, Ze Alicycliphilus
sp. je schopna takto NMP vyuzivat a vzhledem ke znamym toxikologickym vlastnostem
NMP, muze mit velky vyznam pfi vyzkumu jak se vyhnout toxickym nasledkiim pti jeho

xy .- , Y 1 24
vypousténi do zivotniho prostiedi.
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3 AKRYLAMID

N-ONH,

Obr. 3 - Struktura akrylamidu

3.1 Pouziti

Akrylamid je pouzivan v mnoha priamyslovych odvétvich jako je papirensky, stavebni,
metalurgicky nebo textilni priimysl, avSak vice nez 90% celosvétové produkce je pouzito

na vyrobu polyakrylamidu.

3.2 Vlastnosti

Siroké uplatnéni a nekontrolované vypousténi akrylamidu a polyakrylamidu vedlo ke kon-
taminovani pud a vody. Diky jeho chronické toxicité je velmi nezadoucim kontaminantem
v pitnych vodach. Drazdi kuzi a dychaci cesty a je rychle vstfebavan vSemi cestami. Vyka-
zuje akutni, subchronickou a chronickou toxicitu. USEPA jej klasifikovala jako mozny

karcinogen pro ¢lovéka. '

3.2.1 Toxikologické vlastnosti

Pti laboratornich testech byla pfi oralnim podavani u krys zjisténa LDsy 203-300mg/kg za
24hodin nebo 159-191mg/kg za 168 hodin. 10%ni vodny roztok aplikovany na neporuse-
nou kizi kralika nevyvolal zadnou drazdivou reakci, avsak pii aplikaci na poskozenou kiizi
zpusoboval Cervenani a otoky. Pfi aplikaci do oCi zplisoboval bolest a mirné podrazdéni

spojivek, které bylo kompletné vyléceno po 24 hodinach.

U cloveéka zptisobuje podrazdéni pokozky a dychaciho 1'Jstroji.15
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3.3 Biodegradabilita

Je zndmo jiz nekolik mikrobidlnich kultur, které umi vyuZzivat akrylamid jako svij jediny
zdroj uhliku a dusiku. Napiiklad Arthrobacter sp., Rhodoroccus rhodochrous, Bacillus
sphaericus, Pseudomonas putrefaciens a Rhodococcus sp.. Aklimatizace téchto kultur na

akrylamid pak zvySuje miru jeho biodegradace.™

Akrylamid je za aerobnich podminek snadno biodegradabilni ve vodé i v puidéch, za pfi-
tomnosti mikroorganisma schopnych produkovat enzym amidazu, kterd deaminuje akryla-
mid na akrylovou kyselinu a amoniak. Ke kompletni degradaci 10-20 ppm akrylamidu

v fece dojde asi za 12 dni. Pfi aklimatizaci mikroorganisma asi za 2 dny.*

Ackoli je akrylamid v povrchovych vodach a pii nizkych (10 ppm) koncentracich velmi
rychle biodegradovan, pfi vysSich koncentracich se biodegradace zpomaluje.22 I ptes Siroky
vybér mikroorganismu se schopnosti akrylamid degradovat trva n¢kolik dni, nez jsou patr-
né n¢jaké znamky biodegradace. Doba setrvani pro akrylamid mtze byt v fddu dni, tydna

. W 14 o A 14 A v r 14 . M4 14 . M 1
nebo 1 mésicli v fekdch nebo na pobtezi s nizkou mikrobidlni aktivitou. 6

3.3.1 Bacillus cereus

Autofi M.Y. Shukor a kol. izolovali ze vzorku ptidy nékolik druht bakterii schopnych roz-
kladu akrylamidu. Jedna kultura, ktera méla nejvyssi rust na akrylamidu jako zdroji uhliku,
byla izolovéana pro pozd¢jsi charakterizaci a studium. Tato kultura byla identifikovana a
oznacena jako Bacillus cereus kmen DRY135. Vzorky pidy byly odebirany z n€kolika
zemé&délskych oblasti Malajsie, kde se pouzival polyakrylamid v herbicidu znamém pod
obchodni znackou ROUNDUP.’

Vliv pH:

Vliv pocateni hodnoty pH byl zkoumén za pokojové teploty, hodnota pH byla ménéna
mezi pH 6 — 8, pomoci 50 mM fosfatového pufru. Méfeni ristu bylo provadéno po 72 ho-
dinové inkubaci. Z vysledki méteni pak vyslo najevo, Ze bakterie nejlépe rostly v rozmezi

pH 6,8-7,0
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Vliv teploty:

Rist byl sledovan pfi riiznych teplotach a to v rozmezi 20-40°C. Z vysledki pak vyslo na-
jevo, ze rust nejlépe probihal za teplot 25 a 30°C bez vétSiho rozdilu mezi t€émito hodno-

tami. Vysoky pokles v poctu kolonii byl sledovan pfi teplotach vyssich nez 35°C.
Vliv zdroji uhliku:

Nejriznéjsi zdroje uhliku, jako napiiklad glukosa, fruktosa, laktosa, maltosa, mannitol a
kyselina citronova, byly pouzity pii koncentraci 1%, aby se zjistilo, jaky budou mit vliv na
bakterie degradujici akrylamid, ktery je zaroven jejich jediny zdroj dusiku. Vsechny tyto
zdroje uhliku zvySovaly rast mikroorganismu ale nejvice z nich glukosa. Optimalni kon-
centrace pro rast Bacillus cerreus kmen DRY135 byla 0,5-1%. Pii vyssich koncentracich
byla zpozorovana redukce ristu, pravdépodobné zvysSujicim se osmotickym tlakem nebo

snizenim aktivity vody.
Vliv koncentrace akrylamidu:

Tento experiment byl proveden za ucelem zjisténi optimalni koncentrace akrylamidu pro
rast kmene DRY135. Koncentrace byly zvoleny v rozmezi 100-4000 mg/l. Nejvyssi rist by
pozorovan pii koncentraci akrylamidu v rozmezi hodnot od 500 do 1500 mg/l. Koncentrace

vy$$i nez 3000 mg/1 byla pro tyto bakterie toxicka.

3.3.2 Antarctic bakterium

Autofi M.Y. Shukor a kol. izolovali bakterie schopné rozkladu akrylamidu ze vzorku pady.
Tyto vzorky pochazely zpobiezi Wilkes Land v oblasti jménem Windmill Islands
v Antarktidé a kde je odebral pan Omar Pozan. Z téchto vzorkd byla pozdéji izolovana

kultura bakterii, ktera byla oznacena jako Pseudomonas sp. kmen DRYJ7.1

Vliv pH:

Kultura DRYJ7 roste pfi Sirokém rozmezi pH hodnot a to od 6,0 az do 8,5. Nicmén¢ pro-
vadény pokus ukdazal, Ze optimalni hodnotou je pH mezi 7,5 aZz 8,5. Pokus probihal pfi
10°C za pouziti fosfatového pufru a hodnoty byly méteny po 40ti hodinové kultivaci.

Vliv teploty:

Bakterie byly kultivovany v rozmezi teplot od 5 do 50 °C. Nejlepsi rust probihal za teploty

15°C. Vzhledem k tomu, ze v Antarktidé mlZe bioremediace probihat pouze v lét¢, kdyz
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jsou teploty mezi 0 az 10°C, muze se tato kultura pouzit i za téchto teplot, ale rist a na-

sledné efektivita rozkladu akrylamidu nebude tak velka
Vliv zdroji uhliku:

Jako zdroje uhliku byly postupné pouzity sacharosa, glukosa, maltosa, fruktosa, laktosa a
kyselina citronova. Jednotlivé pokusy s témito latkami ukazaly, Ze nejlep$im zdrojem uhli-
ku je sacharosa a glukosa. Laktoza s kyselinou citronovou rist viibec nepodporovaly. Jako
optimalni mnozstvi byla zvolena koncentrace 1-2% glukosy. Se zvySujici se koncentraci

glukosy se snizoval rast DRYJ7.
Vliv koncentrace akrylamidu:

Tento experiment byl proveden za ucelem zjisténi optimalni koncentrace akrylamidu pro
rust kmene DRYJ7. V experimentu byly pouzity koncentrace v rozmezi 100 az 2000 mg/1,
pricemz se ukazalo, Ze optimalni koncentrace akrylamidu byla 500mg/I. Pii vyssich kon-

centracich bakteridlni riist dramaticky klesal.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

4 1-OCTYL-2-PYRROLIDON

O biodegradabilité, ptipadn¢ o mikroorganismech rozkladajicich 1-octyl-2-pyrrolidon, nej-

sou ve védecké literatufe dostupné zadné informace.

4.1 Pouziti

Rozpoustédlo pro polymery a hydrofobni latky, nosi¢ barviva u aramidovych tkanin, sSma-
¢edlo v primyslovych a institu¢nich ¢isti¢ich, Cistici prostiedek ve farmacii (naptiklad ve

veterinarni medicing), zmékcovagd v Cisti¢ich tvrdych povrchu a pii ¢isténi kova

4.2 Vlastnosti

Jedna se o mirn€ nazloutlou kapalinu slabého zépachu, s vysokym bodem varu i1 vzplanuti a
s velmi nizkym tlakem pary. Ma velmi nizkou rozpustnost ve vod¢, ale rozpousti se v nej-

ruznéjSich organickych rozpoustédlech.?

4.2.1 Toxikologické vlastnosti

Pti zkoumani akutni toxicity na zvitatech byly pouzity laboratorni krysy o vaze 200-300g,
kterym byla podavana davka N-oktyl-2-pyrrolidonu po dobu 18-24 hodin. Poté byly navra-
ceny do svych kleci a byly pozorovany znamky toxicity. Pfi testech byla zjiSténa LDs=2,05
g/kg.?

Pii testech na drazdici ucinky o¢i a kiize byli pouZiti kralici. Kazdy test probihal s ¢istou
latkou a nasledné s 2%ni suspenzi. Na zavér testl byl N-oktyl-2-pyrrolidon vyhodnocen
jako extrémné drazdivy pro o€i i kizi za pouZiti ¢istého vzorku, nedrazdivy pro o¢i a slabé
drazdivy pro kiizi za pouziti suspenze.”*

Zpisobuje poleptani, je toxicky pro vodni organismy a ve vodnim prostfedi mtize vyvolat

ot g e 12
dlouhodobé neptiznivé Gcinky. 0
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II. PRAKTICKA CAST
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5 NAVODY

5.1 Priprava mineralnich Zivnych pid

511 TYAagar
Tryptone Yeast extract Agar

4,2 g TYA agaru bylo smichano s 200 ml vody. Po diikkladném rozpusténi byl sterilizovan
Vv autoklavu 23 minut pfi 122°C. Po sterilizaci byl rozlit do pfipravenych Petriho misek

v mikrobiologickém boxu.

5.1.2 Mineralni agar s kvasniénym autolyzatem

3,9 g zakladu pro mineralni agar s kvasnicnym autolyzatem + 0,3 ml roztoku stopovych

prvki + 200 ml destilované vody. Sterilizace probihala 23 minut pfi 122°C

5.1.3 Agar s obsahem NMP

Ptiprava byla stejna jako v pripad¢ 5.1.2, avsak po sterilizaci bylo do lahvi s agarem piida-

no 6 ml sterilniho roztoku NMP, az poté byl agar rozlit do Petriho misek.

5.1.4 Agar s obsahem 2-OP

Piiprava byla stejnd jako v ptipadé 5.1.2, avSak po sterilizaci bylo do lahvi s agarem piida-

no 30 ul sterilniho roztoku 1-octyl-2-pyrrolidonu.

5.1.5 Ochuzeny agar

0,5 g TYA agaru + 1,5 g cistého agaru + 0,33 g 60% roztoku mlécnanu sodného + 0,2 g
octanu sodného + 0,2 g citratu sodného + 100 ml destilované vody. Po smichani a diklad-
ném rozpusténi byl agar sterilizovan 23 minut pii 122°C a nésledné rozlit do pfipravenych

Petriho misek v mikrobiologickém boxu.
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5.2 Izolace bakterialnich kultur

5.2.1 Kultury rozkladajici NMP

Aktivovany kal z COV Malenovice byl roziedén do dvou déliek o objemu 200ml na ob-
sah susiny 1g/l a 0,1 g/l. Do obou pak bylo nadavkovano po 1ml 10% roztoku NMP. Po
tydnu byl zkontrolovan rozklad NMP pomoci stanoveni DOC. Po tfech tydnech od nasaze-
ni bylo z délicky obsahujici kal o susiné 0,1 g/l odebrano 0,5 ml suspenze a provedeno de-
setinné fed&ni az na hodnotu 10°. Z jednotlivych zkumavek s desetinnym fedénim pak bylo
odebrano 50 pl, které byly nao¢kovany na mineralni agar s obsahem NMP. Po tydenni kul-
tivaci pfi teploté 23°C byl na miskach pozorovan nariist kolonii riznych bakterialnich dru-
hd. Pro pokus degradace NMP v tekutém médiu byly vybrany 4 kultury, oznaeny jako
MP10, MP11, MP12 a MP13 a tyto byly pfeockovany na TYA agar a na mineralni agar
S NMP pro ziskani ¢istych kultur. Kultury MP11 a MP12 se poté ukdzaly jako totozné,
proto s kulturou MP12 testy nakonec neprobihaly.

5.2.2 Kultury rozkladajici 2-OP

Ze soucasné probihajici diplomové prace Martiny Vyoralové byly ziskany lahve s obsahem
pudniho inokula a aktivovaného kalu, ve kterych probéhl rozklad 1-octyl-2-pyrrolidonu.
Do téchto lahvi byl v prabéhu tii mésicti postupné piidavan dalsi 2-OP v koncentracich 100
mg/l (4x), aby doslo k pomnozeni degradac¢nich mikroorganismi. Lahve byly inkubovany
pii 25°C za stalého michani na tfepacce. Po tiech mésicich byl z lahve s aktivovanym ka-
lem odebran vzorek, ktery byl zfedén pomoci desetinného fed&ni az na hodnotu 10 a poté
naoc¢kovan na mineralni agar s obsahem 2-OP. Po tydenni kultivaci pfi teploté 23°C byla
pro nasledujici testy preockovana nejvyrazng€ji rostouci kultura OP1 a dale 1 kultury DX a

DY.
5.3 Tekuté mineralni médium

5.3.1 SloZeni
20 ml roztoku KH,PO, 0 koncentraci 9,07 g/l

80 ml roztoku Na,HPO,4.12H,0 o koncentraci 23,90 g/l
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2 ml roztoku stopovych prvki, ktery obsahoval:

43 mg/l MnSO4.5H,0, 57 mg/l H3BOs;, 43 mg/l ZnSO,7H,0, 25 mg/l
CO(N03)26H20, 40 mg/l CuS0,4.5H,0 a 37 mg/l (NH4)6M070244H20

10 ml roztoku MgS0O,.7H,0 o koncentraci 10 g/l

10ml roztoku Fe(NH4)2(SO4)2.6H,0 o koncentraci 3 g/l
10 ml roztoku CaCl,.2H,0 o koncentraci 1 g/l

10ml roztoku NaCl o koncentraci 50 g/l

10ml roztoku NH4ClI o koncentraci 30 g/l

848 ml destilované vody

5.3.2 Priprava

Do odmérné banky o objemu 1 1 bylo nalito asi 500ml destilované vody, postupné pak byly
piidavany zasobni roztoky jednotlivych soli a nakonec byla odmérna banka doplnéna desti-
lovanou vodou po rysku a mineralni médium bylo promichano. Nakonec jesté byla zméte-

na hodnota pH, ktera se musela pohybovat v rozmezi 7,4 — 7,5

5.4 Degradace N-methyl pyrrolidonu v tekutém médiu
Lahve A, B, C: kultiva¢ni
Lahev D: kontrola vstupniho mnozstvi DOC a kontrola vstupni hodnoty ODegoo

Lahev E: kontrola vstupni hodnoty ODgg a kontrola hodnoty DOC pozadi

5.4.1 Postup pri vstupni koncentraci 2 g/l NMP

Pro pokus s jednou kulturou bylo nutno pfipravit 5 lahvi s 49 ml roztoku mineralniho mé-
dia. Tyto lahve byly oznaceny pismeny A-E. Po jejich sterilizaci, ktera probihala v autokla-
vu pii 122°C 23 minut, a po nasledném vychladnuti byl do lahvi A-D pfidan 1 ml sterilniho
10%-niho roztoku N-methyl pyrrolidonu a do lahve E 1ml sterilni destilované vody. Poté
bylo do lahvi A, B, C a E ptidano 50 pl suspenze zkoumané kultury (2. stupen McFarlan-
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dovy stupnice) pfipravené z Cerstvé kultury rostouci na TYA agaru. Do lahve D bylo piida-

no 50 pl sterilniho fyziologického roztoku.

Po piipraveni byly lahve A, B a C dokonale promichany, kultivovany pti 25°C na tiepacce
a denn¢ z nich byly odebirany vzorky. V den nasazeni pokusu byl z lahve D odebran vzo-
rek o objemu 3 ml, z n¢hoz byl 1 ml ziedén destilovanou vodou v poméru 1:14 a zmrazen
pro pozdéjsi stanoveni DOC automatickym analyzatorem. Zbyvajici 2 ml byly pouzity na
zmeéfeni optické hustoty pii 600 nm (ODggo). Z lahve E byl v den nasazeni pokusu odebran
vzorek o objemu 10 ml, ze kterého byly pouzity 2 ml pro stanoveni ODggo a zbytek byl
centrifugovan v reZimu 10000 g, 12 minut a 4°C. Ziskany supernatant byl bez fedéni za-

mrazen pro pozd¢jsi stanoveni DOC automatickym analyzatorem.

Z kultivacnich lahvich A, B, C byl denné¢ odebran vzorek o objemu 5 ml, z n¢hoZ byly 2 ml
pouzity pro stanoveni ODggg @ zbytek byl centrifugovan v rezimu 10000 g, 12 minut a 4°C.
Ziskany supernatant byl poté podle potieby ziedén destilovanou vodou a zamrazen pro

pozdé¢jsi stanoveni DOC automatickym analyzatorem.

Pokus byl ukonéen v okamziku, kdy se jiz neménila hodnota DOC v kultivaénich lahvich.

5.4.2 Postup pri vstupni koncentraci 300 mg/l NMP

Do 1dhvi A-D bylo pfidano namisto 1 ml pouze 150 pl 10%-niho roztoku NMP a do lahve
E 150 pl sterilni destilované vody.

5.5 Degradace 1-octyl-2-pyrrolidonu v tekutém médiu

5.5.1 Postup pri vstupni koncentraci 200 mg/l 2-OP

Postup prace byl totozny jako pii degradaci N-methyl pyrrolidonu, avsak s tim rozdilem, Ze
kultivacni lahve obsahovaly 50ml MM a misto davkovani NMP se do lahvi A, B, C, D
davkovalo 10 pl roztoku 1-octyl-2-pyrrolidonu, do lahve E 10 ul destilované vody a pro

stanoveni DOC byl vzorek po centrifugaci fedén destilovanou vodou pouze v poméru 1:1
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5.6 Priprava tekutého mineralniho média se sniZzenym obsahem dusiku

Pro pokus, zda-li jsou nami izolované kultury bakterii schopny vyuzivat N-methyl pyrroli-
don jako jediny zdroj dusiku, jsem musel pfipravit mineralni médium, ve kterém jsem na-

hradil soli obsahujici dusik jinymi, bezdusikatymi.

5.6.1 SloZeni

20 ml roztoku KH,PO, 0 koncentraci 9,07 g/l

80 ml roztoku Na,HPO,4.12H,0 o koncentraci 23,90 g/l
1 ml roztoku stopovych prvk, ktery obsahoval:

30 mg/l MnSO,4.H,0, 57 mg/l H3BO3, 43 mg/l ZnS0O,4.7H,0, 20,4 mg/l CoCl,.6H,0,
40 mg/l CuS04.5H,0 a 18 mg/l (NH4)6M07024.4H20

10 ml roztoku MgS0O4.7H20 o koncentraci 10 g/l
10ml roztoku FeCl; o koncentraci 2,06 g/l

10 ml roztoku CaCl,.2H,0 o koncentraci 1 g/l
10ml roztoku NaCl o koncentraci 50 g/l

858 ml destilované vody

Jediny dusik, ve stopovém mnozZstvi, byl obsazen Vv tetrahydratu molybdenanu amonného,

protoze jina sul molybdenu nebyla k dispozici.

5.6.2 Priprava

Stejny postup jako v bod¢ 5.3.2

5.7 Vyuziti N-methyl pyrrolidonu jako jediného zdroje dusiku

Pro kazdou z bakterialnich kultur bylo zapotiebi 6 lahvi se 49,5 ml vysterilizovaného mine-
ralniho média. To bylo provedeno v autoklavu pii 122°C 23 minut. 3 lahve obsahovaly
pouze minerdlni médium se snizenym obsahem dusiku a 3 lahve obsahovaly navic 270 pl
roztoku NH4Cl o koncentraci 30 g/l. Do kazdé lahve bylo poté piidano 150 ul sterilniho
10%-niho roztoku NMP a 50 pl suspenze zkoumané kultury, ktera byla pfedem vypéstova-

na na ochuzeném agaru. Z téchto lahvi byly v den nasazeni pokusu odebrany 2 ml pro sta-
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noveni ODggp a 4 ml které byly centrifugovany v rezimu 10000g, 12 minut a 4°C. Ziskany
supernatant byl dale zfedén v poméru 1:3 destilovanou vodou a bylo v ném provedeno sta-
noveni celkového mnozstvi dusiku analyzatorem SKALAR. Dale bylo do tfech lahvi pro
kontrolu mnozstvi dusiku nadavkovano 49 ml mineralniho média, piidano 270 ul NH,Cl a
bylo z nich odebrano 12 ml, po centrifugaci byl stanoven obsah dusiku. Daéle byly
z kultivacnich lahvi denné odebirany 2 ml vzorku pro stanoveni ODggo. Pokus byl ukonéen
v okamziku, kdy se jiz hodnota ODgyp neménila. Posledni den pokusu bylo odebrano 8 ml,
které byly opét centrifugovany v rezimu 10000g, 12 minut, 4°C. Ziskany supernatant byl
fedén pomérem 1:1 a bylo v ném provedeno stanoveni celkového mnozstvi dusiku automa-

tickym analyzatorem.

5.8 Oxidaéné fermentaéni test

5.8.1 SloZeni média pro OF-test
0,2 g Peptonu

0,5 g NaCl

0,03 g KoHPO4

1,0 g Glukosy

0,006 g Bromthymolové modfi

0,3 g Cistého agaru

100 ml destilované vody

5.8.2 Priprava

Jednotlivé slozky byly postupné rozpustény Vv destilované vod¢ a po ptidani agaru byly roz-
vafeny ve vodni ldzni. Po rozpusténi agaru byla upravena hodnota pH na 7,2-7,4. Barva
média byla tmave zelend. Médium bylo poté rozlito do jednotlivych zkumavek, které byly

umistény do autoklavu a poté byly sterilizovany pii 115°C po dobu 35 minut.
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5.8.3 Postup

Na kli¢ku byla nanesena Cerstva kultura vypéstovana na TY A agaru a poté byl touto kli¢-

kou proveden vpich do celého objemu zkumavky s médiem.

5.9 NEFERMtest 24

5.9.1 Potieby pro praci

Desticka NEFERMtest 24

Suspenzni médium pro NEFERMtest 24
Cinidlo pro test INDOL

Cinidlo pro test FOSFATAZA

Cinidlo pro test NITRATY

Sterilizovany parafinovy olej

Petriho misky s kultivaénim médiem
Zkumavky se sterilnim fyziologickym roztokem
Zkumavka s 2.stupném McFarlandovy zakalové stupnice
Mikropipeta a sterilni Spicky

Bézné laboratorni mikrobiologické vybaveni (klicky, popisovace, kahan)

5.9.2 Priprava inokula

Byla pfipravena zkumavka s 2.stupném McFarlandovy zakalové stupnice, smichanim 0,2
ml 1% roztoku BaCl,.2H,0 a 9,8 ml 1% roztoku HySO4. Z Cisté kultury vypéstované na

TYA agaru (viz 5.1.1) byla ve fyziologickém roztoku pfipravena suspenze.

5.9.3 Inokulace

Bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku byla dikladné homogenizovana. Do vSech
jamek desticky ve sloupcich E-H bylo inokulovano 0,1 ml suspenze. Poté byl ze suspenze
ve fyziologickém roztoku odpipetovan 1 ml do roztoku z ampulky suspenzniho média pro

NEFERMtest 24. Tato zfedéna suspenze byla diikladné homogenizovana a inokulovana po
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0,1 ml do vSech jamek ve sloupcich A-D. K jamkédm H, G, F a E prvého fadku byly po ino-
kulaci pfidany 2 kapky parafinového oleje

5.9.4 Inkubace

Naockovana desticka pro NEFERMtest 24 byla vlozena do PE sacku a pfi teploté 30°C

inkubovana 48 hodin

5.9.5 Hodnoceni

Po 48 hodinach inkubace byly nékterd jamky zakapany rtiznymi €inidly, a to :

1. fada, jamka H — 2 kapky ¢inidla pro IND

- 2.ftada, jamka H — 1 kapka ¢inidla pro PHS

3. fada, jamka H — 1 kapka c¢inidla pro NIT
- 3. ftada, jamka G — 1 kapka ¢inidla pro NIT

Desticka byla poté inkubovana dalSich 15 minut pfi laboratorni teploté pro vyvoj barev-
nych reakci. Po uplynuti této doby byly odecteny a zaznamenény vysledky vSech testii. Po-
kud byl vysledek testu Nitraty negativni, byl do jamky opatrné ptisypan zinkovy praSek a
desticka byla opét inkubovana 15 minut pii laboratorni teploté. AZ poté byla odectena re-

akce a vysledek byl zapsan do formulafe pro zdznam vysledki.

5.9.6 Ildentifikace

Identifikace probihala pomoci softwaru TNW

5.10 Gramovo barveni

Byla pfipravena suspenze jednotlivych kultur. Po naneseni na podlozni skli¢ko a nasled-
ném vysuSeni byl tento roztér pifevrstven roztokem krystalové violeti, kde pisobil 60
sekund. Poté byl tento roztok bez oplachovani slit a preparat byl prevrstven Lugolovym
roztokem, ktery plisobil opét 60 sekund. Nésledné byl roztok splachnut destilovanou vodou
a pomoci etanolu byl preparat odbarvovan asi 20 sekund, nez do$lo k odteceni barviva.

Preparat byl poté znovu oplachnut destilovanou vodou a dobarven zfedénym karbolfuchsi-
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nem po dobu 60ti sekund. Nakonec byl preparat opatrné oplachnut destilovanou vodou a

byl ponechan nad zdrojem tepla k oschnuti.
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6 PRISTROJE

Formacs""™ TOC/TN Analyzer — Skalar, Holandsko
Centrifuga Rotanta 460R — Hettich, Velka Britanie
Analyzator TOC 5000A — Shimadzu, Japonsko
Autoklav LaM-MCS — SANOclav, Némecko

Spekol 11 — Carl Zeiss Jena, Némecko
Mikrobiologicky box Bio Il A — Telstar, Spanélsko

Centrifuga MR23i — Jouan, Francie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

7 VYSLEDKY

7.1 Puvod mikrobialnich kultur

MP1, MP2, MP3, MP4, MP5, MP6, MP7 — z aktivovaného kalu COV Slovenska Lupéa

FEN2B - z laboratorniho bioreaktoru, ve kterém byl provadén rozklad fenolu o koncentraci

29/l

klad 1-methyl-2-pyrrolidonu nebo 1-octyl-2-pyrrolidonu

MP10, MP11, MP12, MP13 — z aktivovaného kalu COV Malenovice s ptidavkem 500
mg/l NMP pro adaptaci bakterii obsazenych v kalu

OP1, OP2 — kultury z aktivovaného kalu, adaptovaném postupnymi piidavky 1-octyl-2-

pyrrolidonu, a poté nao¢kovany a namnozeny na mineralnim agaru s 2-OP

7.2 Zakladni identifikace bakterialnich kultur

7.2.1 Kaultivace bakteridlnich kultur na rozdilnych agarech

Kultivace probihala 72 hodin na TYA agaru a na mineralnim agaru s pfidavkem N-methyl
pyrrolidonu. Po ukonceni byly vyhodnoceny vysledky. VSechny kultury rostly na TY A aga-
ru, na agaru s NMP nerostla jako jedina kultura s oznac¢enim MPS a proto byla vyloucena
z dalsich testi. Mezi kulturami MP2 - MP6 a MP3 - MP4 byla pozorovana jejich vzajemna

podobnost. Zda-1i se jednalo o stejné kultury bylo zjisténo v nasledujicich testech.
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7.2.2 Gramovo barveni

Postup viz kapitola 5.10

Tabulka 1 - Gramovo barveni bakteridlnich kultur

FEN2B | G- koky . MP1 | G- koky
MP2 G+ MP3 G-
ty¢inky ty¢inky
MP4 G- MP6 G+
tycinky tyginky
MP7 G- MP10 G-
tycinky ty&inky
MP11 G- MP13 G-
tyCinky tyCinky
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7.3 DalSi identifikacni testy

7.3.1 Kaultivace p¥i riznych teplotach

Bakteridlni kultury MP1, MP2 a FEN2B byly pomoci kiizového roztéru naockovany na

ptedem piipravené Petriho misky s TYA agarem a kultivovany pii teplotach 8°C, 23°C,

37°C a 45°C. Vysledky téchto testti pomohly urcit rozsah teplot, pti kterych jsou tyto kultu-

ry schopné rustu. Kultivace probihala 72 hodin.

Tabulka 2 — Kultivace bakterialnich kultur pii rozdilnych teplotach

MP1 MP2 FEN2B
8°C Zadny Velmi slaby Slaby
23°C Velmi dobry Velmi dobry Velmi dobry
37°C Velmi dobry Zadny Slaby
45°C Zadny Zadny Velmi slaby
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7.3.2 Oxidaéné fermentaéni test, oxidasa, katalasa
Postup viz kapitola 5.8
Tabulka 3 - OF test, oxidasa, katalasa
Kultura | Vyuziti glukosy | Vyuziti glukosy | Alkalizace | Oxidasa Katalasa
aerobn¢ anaerobné OF média
FEN2B - - + - +
MP1 - - - + +
MP2 - - + - ++
MP10 + - - + +
MP11 + - - + ++
MP13 - - - + ++

- negativni reakce

+ pozitivni reakce

++ siln€ pozitivni (bouflivd) reakce

7.3.3 NEFERMtest 24

Pomoci 24 biochemickych testi obsazenych v NEFERMtest 24, byla snaha identifikovat

alespont né€které bakteridlni kultury schopné pii degradace NMP. Jednotlivé testy byly

umistény v jamkach mikrotitra¢ni desticky vzdy ve tfech fadach po osmi jamkach pro iden-

tifikaci kazdého kmene.
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Tabulka 4 - NEFERMtest 24 pro kulturu FEN2B

Tabulka 5 - NEFERMtest 24 pro kulturu MP1
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Tabulka 6 - NEFERMtest 24 pro kulturu MP2

H G F E D C B A

1 I A U L G F | S
N|-|R|]-]R|+|Y|-|L|+]|R|+|N|+ | U]+
D G E S U U @) C

2 | P b b N M X C G
H| -|GG|+ |G| -|A|-|1A|+]Y |+ |E|-|A]|+
S A L G N L L L

3 | N N E G L M T S
o+ 0|+ S|+ G|+ |A|+|L|-|R|-]C]| -
3 4 L T C T E |

Pomoci softwaru TNW nebyl ani jeden z bakterialnich kment identifikovan.

Kultury FEN2B, MP1 a MP2 pak byly spole¢n¢ s MP10, MP11, MP13 a OP1 pftipraveny
ve formé Cistych kultur a byly pfedany v ramci probihajici doktorské prace Ing. Lucii Husa-

rové a zaslany k molekularné biologické identifikaci.

7.4 Biodegradace v tekutém médiu pri koncentraci NMP 2 g/l

V prvni sérii pokusu byla sledovana schopnost bakterialnich kultur MP1, MP2, MP3, MP4,
MP6, MP7 a FEN2B rozkladat N-methyl pyrrolidon. Rist jednotlivych kultur byl monito-
rovan pomoci méfeni zékalu (optické hustoty) suspenzi pfi 600 nm a ubytek substratu byl
vyhodnocovan stanovenim DOC. Ziskané hodnoty jsou uvedeny Vv nasledujicich tabulkach

a grafech.

7.4.1 Bakterialni kultura MP1

Tabulka 7 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP1

¢as (h) MP1 A MP1 B MP1 C MP1 D MP1 E
0 - - - 0,027 0,029
18,5 0,063 0,045 0,059 - -
43 1,635 1,589 1,705
71 1,86 1,742 1,804 -
91 1,811 1,730 1,705 0,033
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Obr. 4 - graf zavislosti optické hustoty bakteridlni suspenze MP1 na case
Tabulka 8 - hodnoty DOC v prubéhu pokusu s kulturou MP1
MP1 DOC (mg/l)
as (h) | lahevA | lahevB | lahevC
0 1279,836 | 1279,836 | 1279,836
18,5 1242,636 | 1215,336 | 1240,236
43 685,086 688,086 655,086
71 297,186 307,566 230,586
91 206,686 241,686 234,286
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Obr. 5 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou MP1
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Kultura MP1 je schopna rozkladat N-methyl pyrrolidon velmi dobfe a v pomérné kratkém
Case. Po ivodni, asi 20ti hodinové lagové fazi, zaCalo dochazet k nartstu biomasy v kulti-
vacnich lahvich, cozZ se projevilo nartistem hustoty suspenze a tbytkem DOC. Ptiblizné€ po
dvou dnech byl NMP degradovan z 50% a po 72 hodinach se jiz dale nerozkladal. Z grafu
1ze také vy¢ist, Ze kultura MP1 neni schopna za danych podminek degradovat NMP kom-
pletné nebo po ni zlstava urcity metabolit, koncentrace uhliku v minerdlnim médiu se po

ukonc¢eni pokusu pohybovala kolem hodnoty 230 mg/I.

7.4.2 Bakterialni kultura MP2

Tabulka 9 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP2

¢as (h) MP2 A MP2 B MP2 C MP2 D MP2 E
0 - - - 0,027 0,030
18,5 0,053 0,044 0,042 - -
43 1,338 1,215 1,325 - -
71 1,921 2,074 2,095 - -
91 1,908 1,986 2,019 - 0,026
MP2
2,500
2,000 _LL —s
— 1,500
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O 1,000
0,500 /
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Obr. 6 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MP2 na case
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Tabulka 10 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP2

MP2 DOC (mgl/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 1385,848 | 1385,848 | 1385,848
18,5 1218,298 | 1358,698 | 1320,748
43 904,498 1055,098 | 1042,498
71 392,398 340,858 293,578
91 281,498 296,498 251,898
MP2
1400 -
1200 I~

1000 \I

g 800
S 600
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200

O T T T T T T
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100

Obr. 7 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou MP2

Kultura MP2 je podobné jako MP1 schopna rozkladat NMP. Z grafti 1ze pozorovat, Ze asi

po 20ti hodinach zacalo dochazet k ubytku DOC v kultiva¢nich lahvich, a to i pies to ze ze

zacatku nedochazelo k nardstu biomasy. Po 72 hodinach se rozklad NMP zastavil. U kultu-

ry MP2 také nedochazi za danych podminek k Gplné degradaci NMP, ale v mineralnim

médiu zustava urcity zbytek nebo metabolit. Koncentrace uhliku po ukonceni pokusu se

pohybovala okolo 270 mg/I.
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7.4.3 Bakterialni kultura MP3

Tabulka 11 - méfeni optické hustoty pii 600nm pro kulturu MP3

ODyo [1]

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000

¢as (h) MP3 A MP3 B MP3 C MP3 D MP3 E

0 - - - 0,032 0,026
21,5 0,027 0,032 0,031 - -
45 0,034 0,028 0,033 - -
69 0,032 0,041 0,030 - -
93 0,034 0,035 0,035 - -
170 0,056 0,040 0,108 - -

333 0,064 0,278 0,081 - 0,032

MP3

T
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200

¢as [h]
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300
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Obr. 8 - graf zavislosti optické hustoty bakteridlni suspenze MP3 na case

Tabulka 12 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP3

MP3 DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 1311,898 | 1311,898 | 1311,898
21,5 1376,548 | 1346,398 | 1403,248
45 1310,398 | 1316,998 | 1323,148
69 1286,848 | 1315,648 | 1224,448
93 1190,698 | 1240,348 | 1186,348
170 1177,348 | 1161,898 | 1109,548
333 1278,148 | 977,248 | 1203,748
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Obr. 9 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou MP3

Kultura MP3 za danych podminek rozklada NMP jenom minimalné, kdyz po tydnu klesla

koncentrace DOC asi 0 100 mg/1 a na stejné hodnoté zistala dalsi tyden, kdy se viibec ne-

meénila. V kultivacnich lahvich nebyl zpozorovan ani nardst biomasy, kromé posledniho

odbéru u lahve B. Nasledné vyockovani na TYA agar ukazalo, ze tato 1ahev obsahovala

smésnou kulturu. Pro dal$i pokusy byla kultura MP3 vyloucena

7.4.4 Bakterialni kultura MP4

Tabulka 13 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP4

Cas(h) | MP4AA | MP4B | MP4C | MP4D | MP4E
0 - - - 0,023 0,026
22 0,026 0,020 0,024 - -
45 0,029 0,024 0,027 - -
93 0,031 0,035 0,035 - 0,022
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Obr. 10 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MP4 na case

Tabulka 14 - hodnoty DOC v prubéhu pokusu s kulturou MP4

MP4 DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 1291,678 | 1291,678 | 1291,678
22 1298,278 | 1320,928 | 1306,678
45 1272,928 | 1305,478 | 1330,078
93 1333,078 | 1299,778 | 1335,328
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Obr. 11 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou MP4
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Kultura MP4 neni schopna rozkladu NMP v tekutém mineralnim médiu za danych podmi-
nek. V pribéhu pokusu nebyl pozorovan zadny narGst biomasy V kultivacni lahvi nebo

ubytek uhliku pii méfeni DOC. Kultura MP4 byla z dal$ich pokust vylouéena

7.4.5 Bakterialni kultura MP7

Tabulka 15 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP7

¢as (h) MP7 A MP7 B MP7 C MP7 D MP7 E
0 - - - 0,026 0,030
21,5 0,029 0,026 0,027 - -
45 0,029 0,026 0,028 - -
69 0,026 0,023 0,020 - -
93 0,025 0,024 0,024 - -
170 0,030 0,037 0,032 - -
333 0,030 0,020 0,028 - 0,028
MP7
1,000
0,800
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0,200
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Obr. 12 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MP7 na case

Tabulka 16 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP7

MP7 DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 1310,768 | 1310,768 | 1310,768
215 1349,018 | 1276,268 | 1298,318
45 1352,918 | 1311,218 | 1300,268
69 1318,568 | 1312,118 | 1287,968
93 1300,868 | 1299,218 | 1303,418
170 1296,668 | 1266,368 | 1292,918
333 1371,968 | 1307,018 | 1303,868
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Obr. 13 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou MP7

Kultura MP7 neni za danych podminek schopna rozkladu NMP v mineralnim médiu. Ani

po dvou tydnech nebyl zpozorovan zadny narast biomasy v lahvich nebo ubytek uhliku pii

méteni DOC. Kultura MP7 byla pro dalsi pokusy vyloucena.

7.4.6 Bakterialni kultura FEN2B

Tabulka 17 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu FEN2B

¢as (h) FEN2B A | FEN2B B | FEN2B C | FEN2B D | FEN2B E

0 - - - 0,030 0,038
19,25 0,573 0,728 0,441 - -
43 1,445 1,478 1,445 - -
67,25 1,663 1,646 1,654 - -
92 1,572 1,573 1,592 - -
166 1,539 1,537 1,542 - -
211 1,532 1,524 1,540 - -

260 1,496 1,485 1,496 - 0,022
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Obr. 14 - graf zavislosti optické hustoty bakteridalni suspenze FEN2B na case

Tabulka 18 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou FEN2B

FEN2B DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 1243,148 | 1243,148 | 1243,148
19,25 | 1058,648 | 1025,648 | 1138,748
43 624,548 640,148 | 659,798
67,25 431,798 441,698 | 437,198
92 435,848 409,448 | 430,598
166 447,998 444,398 | 418,898
211 400,148 425,798 421,148
260 421,748 414,548 488,198
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Obr. 15 - graf biodegradace 2 g/l NMP kulturou FEN2B

Kultura FEN2B rozkladda NMP velmi dobie a rychle. Pii méfeni nebyla zpozorovana zadna
lagova faze a piiblizné¢ po 48 hodinach doslo k 50% degradaci NMP. Kultura FEN2B
ovsem za danych podminek nerozklada NMP kompletné. Pti méteni DOC bylo zjisténo, ze
Vv kultivacnich lahvich zistava pfes 400mg/l rozpusténého uhliku a to i pfes prodlouzeni

doby trvani pokusu na 11 dni.

7.5 Biodegradace v tekutém médiu pri koncentraci NMP 300 mg/1

Piedchozi pokusy ukazaly, Ze NMP je rozkladan kulturami MP1, MP2 a FEN2B, avSak
nikoliv kompletné. Proto byly provedeny pokusy se sniZzenou vstupni koncentraci NMP a to
na hodnotu 300 mg/l. Predpoklad byl, Ze pii této koncentraci nebude v mineralnim médiu
nedostatek mineralnich latek a zaroven bude vznikat méné odpadnich produktli, nez tomu
bylo v ptedchozi sérii pokusi. K jiz zminénym kulturam MP1, MP2 a FEN2B navic pfiby-
ly kultury ziskané z aktivovaného kalu COV Malenovice, oznatené jako MP10, MP11 a
MP13, u kterych byl prokazan rozklad NMP na mineralnim agaru.
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7.5.1 Bakterialni kultura MP1
Tabulka 19 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP1
¢as (h) MP1 A MP1 B MP1 C MP1 D MP1 E
0 - - - 0,026 0,013
19 0.114 0,115 0,120 - -
44 0,552 0,565 0,565 - -
67 0,493 0,523 0,533 - -
94,5 0,491 0,505 0,501 - -
165 0,478 0,493 0,488 - 0,015
MP1
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0,500 //‘\§\ 3 —F
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Obr. 16 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MPI1 na case

Tabulka 20 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP1

MP1 DOC (mg/l)
€as (h) lahev A lahev B lahev C
0 169,865 169,865 169,865
19 166,235 172,415 163,415
44 5,879 9,855 10,783
67 16,807 10,339 11,327
94,5 8,187 10,111 7,631
165 8,055 10,703 10,335
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Obr. 17 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou MP1

Pfi snizené vstupni koncentraci rozkladd kultura MP1 za danych podminek NMP velmi

dobfte. Jiz po dvou dnech dochazi k zastaveni ristu optické hustoty a ke snizovani DOC

Vv kultiva¢nich lahvich. Pfi analyze bylo zjisténo kone¢né mnozstvi DOC kolem 10 mg/l.

Mizeme tedy fict, Ze kultura MP1 byla pfi této koncentraci a za danych podminek schopna

rozlozit NMP prakticky kompletné.

7.5.2 Bakterialni kultura MP2

Tabulka 21 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP2

gas(h) | MP2A | MP2B | MP2C | MP2D | MP2E

0 - - - 0,024 | 0,015
19 0,050 | 0,049 | 0,050 - -
44 0483 | 0422 | 0,530 - -
67 0438 | 0439 | 0,462 - -
945 | 0461 | 0479 | 0472 ] ]

165 0453 | 0424 | 0440 - 0,014
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Obr. 18 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MP2 na case
Tabulka 22 - hodnoty DOC v prubéhu pokusu s kulturou MP2
MP2 DOC (mgl/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 164,724 164,724 164,724
19 177,984 175,404 179,844
44 46,524 64,804 37,884
67 36,52 35,408 33,552
94,5 34,908 35,416 34,912
165 27,296 27,196 25,564
MP2
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Obr. 19 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou MP2
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Kultura MP2 méla pfi nizsi vstupni koncentraci a za danych podminek asi 20ti hodinovou
lagovou fazi, pii které nedochézelo k nartstu biomasy v kultiva¢nich lahvich ani ke snizo-
vani DOC. Po skonceni lagové faze zaCalo dochédzet k rychlému tbytku DOC, ktery se vy-
razné zpomalil pfiblizn€ po 70 hodinach od zahéjeni pokusu. Kultivace probihala 7 dni, na
jejimz konci byla hodnota DOC v kultiva¢nich lahvich okolo 26 mg/l. Kultura MP2 tedy

nerozklada NMP tpln¢€ nebo po ni zlstal néjaky metabolit.

7.5.3 Bakterialni kultura FEN2B

Tabulka 23 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu FEN2B

0,600

0,400

0,300

ODyo [1]

Cas (h) | FEN2B A | FEN2B B | FEN2B C | FEN2B D | FEN2B E
0 - - - 0,040 0,044
25 0,508 0,509 0,536 - -

47 0,505 0,505 0,525 - -

70 0,483 0,487 0,502 - -

95 0,479 0,478 0,497 - -

190 0,451 0,461 0,490 - -

361 0,390 0,423 0,432 - 0,049
FEN2B

0,500 +

0,200
0,100
0,000 T T T T r r r
50 100 150 200 250 300 350 400
cas [h]

Obr. 20 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze FEN2B na case
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Tabulka 24 - hodnoty DOC v priibéhu pokusu s kulturou FEN2B

FEN2B TOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 189,53 189,53 189,53
25 40,53 35,898 41,13
47 44,89 43,49 43,37
70 47 47,3 51,38
95 46,37 44,45 57,29
190 52,43 45,38 51,32
361 44,23 45,11 47,47
FEN2B
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Obr. 21 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou FEN2B

Pii rozkladu niZsi vstupni koncentrace NMP kulturou FEN2B nedoS$lo k Zadné lagové fazi.

NMP byl rozklddan velmi rychle a uz po 24 hodinach od naockovani kultivaénich lahvich

doslo k zastaveni riistu biomasy a snizovani DOC. Pokus byl prodlouzen na dobu 15 dni,

ale 1 tak byly hodnoty pfiblizn¢ stejné jako po prvnim dni. Analyza nam vSak ukazala, ze

Vv lahvich ziistalo pomérné hodné rozpusténého uhliku, kdy se hodnoty DOC pohybovaly

kolem 45 mg/l. Kultura FEN2B tak nebyla za danych podminek schopna rozloZit NMP

uplné.
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7.5.4 Bakterialni kultura MP10

Tabulka 25 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP10

¢as (h) MP10A | MP10B | MP10C | MP10D | MP10 E
0 - - - 0,027 0,027
19 0,225 0,249 0,298 - -
44 0,243 0,219 0,251 - -
67 0,230 0,235 0,236 - -
94,5 0,224 0,201 0,216 - -
165 0,222 0,208 0,228 - 0,022
MP10
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0,250 T T
i -'t\‘\I jl
0,200 / T
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0,000 . . . . . . . .
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Obr. 22 - graf zavislosti optické hustoty bakterialni suspenze MP10 na case

Tabulka 26 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP10

MP10 DOC (mg/l)
€as (h) lahev A lahev B lahev C
0 184,03 184,03 184,03
19 31,9 26,725 38,68
44 40,96 28,798 35,11
67 39,79 36,94 38,05
94,5 4141 40 37,6
165 44,68 39,97 48,88
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Obr. 23 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou MP10

Degradace NMP kulturou MP10 probihala velmi rychle. Béhem prvniho dne pokusu klesla

DOC v kultiva¢nich lahvich na hodnotu kolem 40 mg/1 a po zbytek pokusu se jiz neménila.

Zaroven byl s ubytkem DOC pozorovan i okamzity nartst suspenze v jednotlivych lahvich.

Kultura MP10 ale neni schopna za danych podminek NMP tplné& rozlozit.

7.5.5 Bakterialni kultura MP11

Tabulka 27 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP11

Cas(h) | MP11 A | MP11B | MP11C | MP11D | MP11E
0 - - - 0,027 0,027
19 0,187 0,152 0,170 - -

44 0,200 0,183 0,185 - -
67 0,145 0,209 0,170 - -
94,5 0,170 0,134 0,195 - -
165 0,175 0,145 0,157 - 0,022
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Obr. 24 - graf zavislosti optické hustoty bakteridalni suspenze MPI11 na case
Tabulka 28 - hodnoty DOC v prubéhu pokusu s kulturou MP11
MP11 DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 160,737 160,737 160,737
19 31,407 36,597 33,477
44 32,817 34,587 32,247
67 38,097 32,667 33,897
94,5 34,227 38,967 35,157
165 41,457 39,897 41,847
MP11
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Obr. 25 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou MP11
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U kultury MP11 bylo mozno, stejné jako v ptipad¢ kultury MP10, sledovat okamzity po-
kles DOC a narist biomasy v kultivacnich lahvich. Ov§em u kultury MP11 jsme mohli
navic pozorovat velmi vysokou tvorbu vlocek, které ani silnym tiepanim nesli rozbit, proto
bylo v tomto ptipadé méteni optické hustoty nepiesné a spiSe jenom orientacni. Vysledky
analyzy vSak ukazaly, ze kultura MP11 je za danych podminek schopna rozkladat NMP, i
kdyz ne tplné€. Kone¢na hodnota DOC se po skonceni pokusu pohybovala okolo hodnoty
40 mgl/l.

7.5.6 Bakterialni kultura MP13

Tabulka 29 - méteni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu MP13

¢as(h) | MP13A | MP13B | MP13C | MP13D | MP13 E
0 - - - 0,027 0,025
19 0,092 0,112 0,094 - -
44 0,149 0,159 0,150 - -
67 0,199 0,204 0,195 - -
94,5 0,198 0,189 0,198 - -
165 0,200 0,201 0,210 - 0,023
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Obr. 26 - graf zavislosti optické hustoty bakteridalni suspenze MP13 na case
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Tabulka 30 - hodnoty DOC v pribéhu pokusu s kulturou MP13

MP13 DOC (mg/l)
¢as (h) lahev A lahev B lahev C
0 150,42 150,42 150,42
19 140,133 135,063 148,533
44 96,573 99,423 85,863
67 84,843 79,473 79,323
94,5 58,983 67,803 70,983
165 79,143 85,773 76,713
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Obr. 27 - graf biodegradace 300 mg/l NMP kulturou MP13

U kultury MP13 neprobihala degradace NMP tak rychle jako u jinych bakteridlnich kultur.
K zastaveni degradace doslo asi az po 67 hodinéach. Z grafu lze vycist, Ze tato kultura byla
schopna za danych podminek rozlozit NMP asi jen z 50%. Cely pokus byl prodlouzen na 7
dni, avsak ani poté nedoslo k zadné zmén¢ at’ uz v hodnoté¢ DOC nebo v nartistu biomasy

v kultiva¢nich lahvich.
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7.6 NMP jako jediny zdroj dusiku

V této sérii testd byla sledovana schopnost kultur MP1, MP2 a FEN2B vyuzivat N-methyl

pyrrolidon jako jediny zdroj dusiku. Pro potieby téchto pokusi byly vSechny kultury na-

mnozeny na ochuzeném agaru (viz 5.1.5) aby si bakterie nemohly udé€lat zasoby dusiku.

Dale bylo pfipraveno i specialni bezdusikaté mineralni médium (viz 5.6), aby se zajistilo,

ze jedinym zdrojem dusiku bude pravé NMP. Pro porovnani byla jedna série testi prove-

dena ve stejném mineralnim médiu, ale navic s obsahem NH,4Cl ekvivalentnim obsahu du-

siku v NMP v kazdé zkultivacnich lahvich. Tyto byly oznateny MPI+N, MP2+N a

FEN2B+N.

7.6.1 Bakterialni kultura MP1

Tabulka 31 - méteni optické hustoty pii 600 nm pro kultury MP1 a MP1+N

¢as (h) MP1 A MP1 B MP1 C MP1 A+N MP1 B+N MP1 C+N
0 0,016 0,015 0,014 0,017 0,012 0,012
21 0,039 0,036 0,039 0,066 0,064 0,066
45 0,412 0,408 0,422 0,455 0,465 0,431
68 0,443 0,442 0,464 0,431 0,464 0,429
91 0,426 0,436 0,448 0,486 0,491 0,421
213 0,381 0,394 0,404 0,441 0,437 0,441
06
05 T
0,4 —3
= . ——MP1
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o
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0¥ ‘ ‘ ‘ ‘
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Obr. 28 - graf zavislosti optické hustoty suspenzi MP1 a MP1+N na case




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tabulka 32 - spotieba dusiku pi#i pokusu s kulturou MP1

obsah rozpusténého dusiku v mg/|
¢as (h) MP1A | MP1B | MP1C | MP1A+N MP1 B+N MP1 C+N
0 43,68 43,84 42,96 88,00 85,12 87,16
213 26,41 24,60 24,92 62,90 61,62 67,26
Ubytek N 17,27 19,24 18,04 25,10 23,50 19,90
% ubytek N | 39,54 43,89 41,99 28,52 27,61 22,83

Kultura MP1 byla za danych podminek schopna vyuzit NMP jako jediny zdroj dusiku. Ten
byl pro kulturu MP1 stejné dobrym zdrojem dusiku jako amonna sul. Z grafu lze vycist ze
jiz po 48 hodinach doséhl rist bakterii v minerdlnim médiu svého maxima jak v lahvich

s NMP, tak v lahvich obsahujicich amonnou sul.

7.6.2 Bakterialni kultura MP2

Tabulka 33 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kultury MP2 a MP2+N

¢as (h)

MP2 A

MP2B | MP2C | MP2 A+N | MP2B+N | MP2 C+N
0 0,020 0,017 0,016 0,012 0,014 0,015
21 0,024 0,024 0,022 0,024 0,025 0,026
45 0,523 0,484 0,503 0,469 0,485 0,479
68 0,553 0,503 0,561 0,475 0,489 0,477
91 0,552 0,503 0,515 0,461 0,456 0,441
213 0,554 0,523 0,532 0,437 0,431 0,435
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Obr. 29 - graf zadvislosti optické hustoty suspenzi MP2 a MP2+N na case
Tabulka 34 - spotieba dusiku pfi pokusu s kulturou MP2
obsah rozpusténého dusiku v mg/I
Cas (h) MP2A | MP2B | MP2C MP2 A+N MP2 B+N MP2 C+N
0 46,44 45,36 43,76 82,52 84,44 84,48
213 30,37 28,89 28,96 66,96 68,86 69,34
Ubytek N 16,07 16,47 14,80 15,56 15,58 15,14
% ubytek N | 34,60 36,31 33,82 18,86 18,45 17,92

Kultura MP2 m¢la velmi podobny pribéh kultivace jako MP1. Byla tedy za danych pod-
minek schopna vyuzivat NMP jako jediny zdroj dusiku stejné dobie, jako amonnou sil.
Narast biomasy v lahvich obsahujicich pouze NMP byl dokonce vétsi nez v lahvich
s chloridem amonnym. Na zacatku kultivace byla asi 20ti hodinova lagova faze, po jejimz
skonceni doslo k obrovskému naristu biomasy v kultiva¢nich lahvich. Po 48 hodinéach do-

sahl rhst svého maxima a jiz nepokracoval.
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7.6.3 Bakterialni kultura FEN2B

Tabulka 35 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro kultury MP1 a MP1+N

Cas (h) | FEN2B A | FEN2B B | FEN2B C | FEN2B A+N | FEN2B B+N | FEN2B C+N
0 0,016 0,016 0,017 0,016 0,015 0,013
21 0,323 0,316 0,313 0,378 0,378 0,365
45 0,383 0,384 0,366 0,468 0,481 0,461
68 0,352 0,343 0,338 0,474 0,469 0,447
91 0,382 0,375 0,373 0,464 0,457 0,444
213 0,367 0,368 0,354 0,431 0,427 0,413
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Obr. 30 - graf zavislosti optické hustoty suspenzi FEN2B, FEN2B+N na case
Tabulka 36 - spotfeba dusiku pi#i pokusu s kulturou FEN2B
obsah rozpusténého dusiku v mg/l
¢as (h) FEN2B A | FEN2B B | FEN2B C | FEN2B A+N | FEN2B B+N | FEN2B C+N
0 43,00 44,72 42,88 79,56 82,68 78,84
213 27,66 28,02 27,35 65,24 57,41 63,09
Ubytek N 15,34 16,70 15,53 14,32 25,27 15,75
% ubytek N 35,67 37,34 36,22 18,00 30,56 19,98

Kultura FEN2B je za danych podminek schopna vyuzivat NMP jako jediny zdroj dusiku.
Avsak z grafu lze vycist, Ze v lahvich obsahujicich chlorid amonny byl nartst biomasy vét-

§$i. Chlorid amonny je tedy pro kulturu FEN2B vyhodnéjsim zdrojem dusiku nez NMP.
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7.7 Degradace 200 mg/l 1-octyl-2-pyrrolidonu v tekutém médiu

Degradace 2-OP byla provadéna Cistou kulturou OP1 a poté i smésnou kulturou s oznace-

nim OP2, ktera se skladala z bakterialnich kultur OP1, DX a DY.

7.7.1 Bakterialni kultura OP1

Tabulka 37 - méteni optické hustoty pii 600 nm pro kulturu OP1

¢as (h) OP1 A OP1B OP1C OP1D OPl1E
0 - - - 0,031 0,031
69 0,030 0,031 0,031 - -
92 0,032 0,037 0,032 - -
163 0,030 0,034 0,033 - -
261 0,028 0,027 0,028 - -
403 0,025 0,030 0,031 - -
OP1
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0,035 T
0,030 0§,/I\0\
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Obr. 31 - graf zavislosti optické hustoty bakteridalni suspenze OPI na case

Hodnota DOC na zacatku pokusu — 139,84 mg/I

Hodnota DOC po 403 hodinach — 127,36 mg/I
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Ani po 17ti dnech od zahdjeni pokusu nedoslo k zadnému nariistu biomasy v kultivac¢nich
lahvich, avSak méfenim rozpusténého organického uhliku bylo zjisténo, ze doslo
k minimalnimu rozkladu 2-OP a to asi 0 8%. Kultura OP1 je tedy schopna za danych pod-
minek jenom velmi $patné rozkladat 1-octyl-2-pyrrolidon a zaroven ma velmi dlouhou la-
govou fazi a nartist biomasy se tak zatim nemohl projevit. Je tedy ziejmé, Ze pro rozklad 2-
OP cistou kulturou OP1 je zapotiebi bud’ delsi doba nebo dal$i neznama kultura ¢i urcity

klicovy faktor (vitamin, koenzym apod.).

7.7.2 Smésna bakterialni kultura QP2

Tabulka 38 - méfeni optické hustoty pii 600 nm pro smésnou kulturu OP2

gas(h) |oP2A |oP2B |oP2c |oP2D |oP2E

0 - - - 0,031 0,031
69 0,031 0,034 0,032 - -
92 0,031 0,030 0,031 - -

163 0,026 0,024 0,030 - -
261 0,026 0,024 0,024 - -
403 0,025 0,032 0,026 - -
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Obr. 32 - graf zavislosti optické hustoty bakteridalni suspenze OP2 na case
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Hodnota DOC na zacatku pokusu — 142,60 mg/I

Hodnota DOC po 403 hodinach — 121,81 mg/I

| smésna bakterialni kultura OP2 je za danych podminek schopna jenom velmi $patné roz-
kladat 1-octyl-2-pyrrolidon, kdy byl pfi analyze zjistén tibytek DOC asi o 15 % za 17 dni,
tedy jen nepatrné vyssi nez v ptipadé pouziti ¢isté kultury OP1. V kultivacnich lahvich ani
po 17ti dnech nedoslo k vyraznému nartistu biomasy. Stejné jako v piipadé Cisté kultury
OP1 je ziejmé, ze pro rozklad 2-OP smésnou kulturou OP2 je zapotiebi bud’ delsi ¢as nebo

dal$i neznama kultura ¢i urcity kli¢ovy faktor (vitamin, koenzym apod.).
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ZAVER
V diplomové praci byla zkouména schopnost Cistych bakterialnich kultur rozkladat

N-methyl pyrrolidon (NMP) a 1-octyl-2-pyrrolidon (2-OP) v tekutych médiich. Tyto latky

se pouzivaji v mnoha primyslovych odvétvich a maji negativni vliv na zivotni prostiedi.

Cilem bylo najit a ptipadné identifikovat bakterialni kultury, které byly schopny vy-

uzit NMP jako zdroj uhliku a dusiku a tim jej eliminovat z prostiedi.

Bylo pracovano jednak s kulturami ulozenymi na UIOZP, avsak doposud neovéie-
nymi z pohledu degradace NMP, a jednak byly izolovany nové kmeny bakterii z aktivova-
ného kalu. Jednotlivé kultury byly naddvkovany do kultivaénich lahvi obsahuji-
cich mineralni médium s obsahem NMP o koncentraci 2 g/l. Ty byly umistény na tfepacku
a kultivovany pii laboratorni teploté 25°C. Doba kultivace se v jednotlivych piipadech lisi-
la podle toho, jak rychle dana kultura byla schopna ristu a degradace NMP. Z puvodnich
Sesti kultur ulozenych na UIOZP bylo zjisténo, Ze pouze 3 z nich byly za danych podminek
schopny NMP degradovat, avSak zvolena koncentrace 2 g/l byla piili§ velka a v lahvich
zlstavalo vysoké mnozstvi rozpusténého uhliku. Proto byla pro nasledujici sérii pokust
zvolena koncentrace NMP v lahvich 300 mg/l. Testoval se rozklad NMP kulturami MP1,
MP2 a FEN2B, které byly schopny jeho rozkladu v prvni sérii testli. K témto kulturdm na-
vic pribyly dalii 3, které se podaiilo izolovat z aktivovaného kalu COV Malenovice. Tyto
kultury byly ozna¢eny MP10, MP11 a MP13.

Kultura MP1 méla pii rozkladu NMP lagovou fazi, ktera trvala ptiblizn€ 20 hodin.
Béhem 44 hodin od poc¢atku pokusu vsak doslo k degradaci vice nez 90% NMP. Kultura
MP2 méla podobné jako MP1 asi 20ti hodinovou lagovou fazi, po jejimz skonceni doslo
béhem dalsich 24 hodin k biodegradaci asi 70% NMP. Po tydnu od zahéjeni pokusu byl
NMP degradovan z vice jak 80%. U kultury FEN2B nebyla zaznamenana zadné lagova
faze, k rozkladu tedy dochézelo jiz od nasazeni pokusu. Po 24 hodindch doslo pfiblizné
k 75% degradaci NMP. I pies prodlouzeni pokusu na 15 dni se jiz hodnota rozpusténého
organického uhliku (DOC) neménila. U bakteridlni kultury MP10 se taktéZ neprojevila
zadna lagova faze, a jiz po 20 hodinach doslo k degradaci pfiblizné 75% NMP. Pokus trval
7 dni ale hodnoty ztstavaly stejné jako po 20 hodinach od nasazeni. Bakteridlni kultura
MP11 méla prakticky stejny priibéh jako kultura MP10. Zadna lagova faze, nejnizsi hodno-

ta DOC dosazena po 20ti hodinach od nasazeni a dale se jiz neménila. NMP byl rozlozen
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piiblizn¢ ze 75%. Degradace NMP kulturou MP13 méla nejpomalejsi pribéh a také bylo
uhliku v kultiva¢nich lahvich bylo dosazeno az po 67 hodinach od zacatku pokusu. NMP

byl degradovan asi z 50%. I ptes prodlouzeni pokusu se konecné hodnoty nemenily.

U kultur MP1, MP2 a FEN2B bylo navic zkoumano, zda-li dokazi vyuzit NMP jako
jediny zdroj dusiku. Bylo pfipraveno specialni bezdusikaté mineradlni médium a kultury
byly namnozeny na ochuzeném agaru, aby si piipadné¢ nemohly vytvofit zasobu dusiku.
Timto bylo zajisténo, ze NMP byl v lahvich opravdu jedinym zdrojem uhliku. Pro porov-
nani byly pfi pokusu pouzity i lahve s obsahem NH4Cl. Pokus probihal 9 dni a na jeho
konci bylo zjisténo, ze vSechny zkoumané kultury jsou schopny vyuzivat NMP jako jediny
zdroj dusiku. Vysledky také naznacily, Zze u kultury FEN2B byl chlorid amonny vyhodnéj-

§im zdrojem, kdy v tomto mineralnim médiu byl nartst kultury vétsi.

Celkov¢ vysledky jednotlivych kultur ukdzaly, Ze v aktivovanych kalech se vysky-
tuji bakterie schopné vyrazné a rychlé degradace N-methyl pyrrolidonu, pro které tato latka
slouzi jako jediny zdroj uhliku a energie a ze pro minimalné né€které z nich i jako zdroj
dusiku. Soucasné vysledky naznacily, ze rozklad NMP nemusi byt uplny a Ze bude potieb-

né tuto problematiku bliZe prostudovat.

Pii testovani biodegradace 2-OP byla pouzita ¢ista kultura s oznacenim OP1 a
smésna kultura OP2, sloZzena ze tii kultur, které byly pfedtim izolovany z aktivovaného
kalu a namnozeny na mineralnim agaru s obsahem 2-OP. Testy v mineralnim médiu pfi
koncentraci 200 mg/l 2-OP neukéazaly ani V jednom piipadé ani po 17 dnech vyrazny nartst
biomasy v kultiva¢nich lahvich. Hodnota DOC v pribéhu pokust klesla asi o 8% u Cisté
kultury OP1 a asi 0 15% pfi rozkladu smésnou kulturou OP2. I zde tedy bude dalsi studium

nezbytné.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2-0OP
APHA
ASTM
CHSK
cov
DOC
FID
GC

LC
LCxo
LDso
NMP
OECD
PEG
ppm
PVP
STSCD
TYA
USEPA

UI0ZP

1-octyl-2-pyrrolidon

American Public Health Association
American Society for Testing and Materials
Chemicka spotieba kysliku

Cistirna odpadnich vod

Rozpustény organicky uhlik

Plamenny ioniza¢ni detektor

Plynové chromatografie

Kapalinova chromatografie

Smrtelna koncentrace

Smrtelna davka

1-methyl-2-pyrrolidon

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
Polyethylenglykol

Pars per milion — jedna miliontina z celku

Polyvinylpyrrolidon

Standing Technical Committee on Synthetic Detergents

Tryptone Yeast extract Agar
United States Enviromental Protection Agency

Ustav Inzenyrstvi Ochrany Zivotniho Prostedi
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