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ABSTRAKT

V préci byl studovan vliv fitomnosti dalSich latek na biodegradaci polyvirktalolu nea-
daptovanym aktivovanym kalem. Ubytek koncentracé\ Byl méten jodometricky a po-
moci méreni koncentrace rozpuéstych organickych latek. Nejrychleji probihala bigde
dace polyvinylalkoholu vifipadt, Ze byl polyvinylalkohol pro PVA degradiai bakterie
jedinym dostupnym substratem. ¥ftomnosti dalSich organickych latek byla degradace
polyvinylalkoholu zpomalena, praypodobré proto, Ze PVA degradujici kultury byly

ovliviovany jinymi heterotrofnimi bakteriemi.

Kli¢ova slova: Biodegradace, polyvinylalkohol, neadeghy aktivovany kal, trypton, sa-

charosa, sekundarni alkoholy, PQQ.

ABSTRACT

Effect of additional materials on biodegradatiorpofyvinyl alcohol by unaclimated acti-
vated sludge has been studied. Decrease of PVAentnation has been measured by io-
dometric method and by measuring of dissolved acgzarbon concentration. Biodegrada-
tion of polyvinyl alcohol proceeded the most quyckli case where PVA was the only sub-
strate. Biodegradation has been slowed down whethanorganic compounds was pre-
sent in blend. It was probably caused by the graeftheterotrophic bacteria influencing

PVA degrading cultures.

Keywords: Biodegradation, polyvinyl alcohol, unaadited activated sludge, tryptone,

sucrose, secondary alcohols, PQQ.
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UvoD

Dnesni spolénost je zavisla na neustalém technologickém pokrakery @inasi vyssi

Zivotni uroves obyvatel Zem a rozStuje poznani naseho okolniho piesti a vesmiru.

Rozvoj technologii jde vSak ruku v ruceistem mnozstvi vyprodukovanych odpa#iteré
jsou fiznymi cestami znovu vyuZzivany nebo zpracovavargstp vSak mnozstvi a rozma-
nitost produkovanych odpadneustale roste, a tak sézné odpadni latky hromadi

v prostedi.

Jednou z cest zneSkagm téchto hromadicich se odpadnich latek, je pouZitirooiiga-
nismi, které jsou schopnyékteré odpadni latky vyuzivat ke svému Zivotu jakoztiroj
uhliku a/nebo energie a jsou tedy nejvyzngsim prostedkem rozkladu materiél Tato
skute&nost se dnes odrazi na velkém zajmu o studiamta mikrobialnich kultur a me-

chanisnii biodegradace obeé&n

Problematika biodegradability latek fznych prosiedich je na Ustavu inZzenyrstvi ochrany
zivotniho prostedi jiz dlouhou dobu studovanatiq@mz velkd pozornost jeémovana
zvlase studiu moznosti degradace polymernich latek,hjgjiprodukce a vyuzivani celo-

swtoveé neustale stoupa.

Cilem této diplomové prace je pokowat ve zkoumani biodegradability polyvinylalkoholu
(PVA), coz je jeden z ve veédozpustnych syntetickych polymiea soudiedit se pitom
na vliv pridavku dalSich latek a zvi&gpak Zivin k degradani snesi na biodegradaci poly-

vinylalkoholu.
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|. LITERARNI RESERSE

1 POLYVINYLALKOHOL

1.1 Charakteristika

Polyvinylalkohol (PVA, PVAL, PVOH) je polarni, syeticky polymer, rozpustny ve véd
a v kyselinach, nerozpustny v tuciéhorganickych rozpoustlech. Rozpustnost PVA ve
vok je zavisla na jeho stupni polymerace a stupnidiydy a obvykle se I1épe rozpousti za
vySSich teplot. Vyskytuje se ve foénprasku bilé barvy a jeho vlastnosti do &m@amiry
ovliviiuje jehocistota. Nefasgji ma strukturu 1,3-glykolu viz obrazek (Obr. 1dlsvykle
minimalné cca 12 % acetatovych skupin jakozZt@is®t podle podminekipjeho vyrols.

Pii obsahu 20 % acetatovych skupin je to termopldshdenci ke krystalizaci pouZzitelny

na vyrobu vlaken. [1-3]

~[CH,— CH |~
|

OH
Obr. 1.Vzorec PVA

1.2 Vyroba

Narozdil od ¥tSiny vinyl polymeti neni PVA gipravovan polymeraci jemu odpovidajici-
ho monomeru [1, 2], protoze vinylalkohol isomeroge stabilni acetaldehyd. Misto toho se
vyrabi alkoholyzou polyvinylacetatu (PVAc) viz okek (Obr. 2). V kyselém prasdi
reakce probiha pomaleji nez v zasaditéem a navikagmezadouci éterové vazbyi pe-
akci dvou sousednich —OH skupirii Reakci se také da ovlivnit stup@iemény acetato-

vych skupin na -OH skupiny a tim ouiovat vlastnosti produktu.
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CHOH
~CH-CH~ —— ~GHCH~ + CHCOOCH
| NaOH |
OCOCH OH

Obr. 2. Mechanismus vyroby PVA z PVAc [1]

1.3 Pouziti

Rozpustnosti PVA ve vadse ¢asto vyuziva ke kort@é Upra¢ vzhledu papiru a textilu
(pricemz z &chto technologii odchazeji odpadni vody arazneistené PVA), @i jeho
pouziti jako zahu®vadlo, pro impregnaci, Skrobicfipravky ¢i stabilizatory suspenzni

polymerace.

Vyznamné je také pouziti PVA na vlaknéigravend zvladkovanim z vodniho roztoku do
roztoku (NH;).SO, a orientaci. Vlakna PVA maji vysokou rozmavou stalost, snadno se
perou i susi, tepelnou stalost maji do cca £80 Je také mozno dosahnout jejich neroz-

pustnosti ve voglupravou teplendi formaldehydem.

Kromé dalSich mozZnosti pouziti nama viakna chirurgickych niti apod. je PVA takécsu
vinou pro vyrobu polyvinylaceta) z nichz polyvinylbutyral se pouziva jako mezivest
bezpeénostnich skel a polyvinylformal pro svou odolnostivodéru a starnuti pro n&toveé

hmoty a elektrolaky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

2 BIODEGRADACE POLYVINYLALKOHOLU

Z polymef s¢isté uhlikatymietzcem podléha biodegradaci pouze PVA [4], ostathi-po
mery s uhlikatymietzcem jako polyethylen, polypropylén aj. jsou t&mikrobialré ne-
rozloZzitelné. Pro rozklad PVA je klbva gitomnost —OH skupiny na kazdém druhém uhli-
ku, ale i tak probiha za specifickych podminek @&ryhradré ve vodach, neprobiha v
padach, velmi pomaly je rozklad v anaerobnim pexita jencast&ny pii kompostovani)

a za @asti specifickych mikroorganisim

Lenz [5] udav4, Ze na biodegradaci PVA s&epodilet nejmé&ns5 drulii mikroorganis-
mu — bakterii, hub, kvasinek i plisni. Mikroorganissghopné degradovat PVA tedy exis-

tuji, ale nejsou pravbezné.

2.1 Mechanismus biodegradace

Obecrt se pgedpoklada [6], Zze mechanismem biodegradace PVAl@ané &peni uhli-
katé kostry, které probiha ve dvou krocich. Prnnoklkpredstavuje bdi oxidatni nebo de-
hydrogenani reakci dvou sousednich hydroxylovych skupin 3+dlykoloveé struktie
PVA na p-diketon. Tato reakce je podle svého typu katalgmavbd’to oxidasou nebo
PVA-dehydrogenasou. Druhym krokem je répgnifettzce PVA v mist mezi okma
ketonovymi skupinami za vzniku dvou kratSich polyindento druhy krok je katalyzovan

B-diketonhydrolasou - viz obrazek (Obr. 3).

1. krok oxidasa / dehydrogenasa
~ CH,CHCH,CHCH, ~ » ~ CHCCH,CCH, ~
| | (.
OH OH @) O
2. krok B-diketonhydrolasa
~ CH,CCH,CCH, ~ » ~CHCOOH + CHCCH,~
(. I
O O O

Obr. 3. Mechanismus enzymatického rozkladu PVA [6]
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Probiha-li prvni krok biodegradace PVA za katalymydasou, spdebovava se kyslik a
uvoliuje se HO,, ktery je toxicky. Kultura provagici rozklad tedy pdtbuje katalasu, aby
mohla toxicky HO, odstraovat. Pokud vSak degrattd kultura tento enzym nema, je pro
ni vyhodné mit symbiotického partnera, ktery jidbw katalasu poskytne nebo odstrani

samotny HO; [7].

Pri priabéhu prvniho degradaiho kroku pes dehydrogenaci vyuziva PVA-dehydrogenasa
vétSiny degradénich bakterii, které byly doposud popsany, jakonkgen pyrrolochinoli-
nochinonu (PQQ), ktery se viehu reakce redukuje na PQQJ8].

Lenz [5] udava, Ze oba kroky mohou také gtoiputcisté chemickou oxidaci bez enzy-
mové katalyzy, pokud jsou v prostlii dostupné hydroxylové radikaly, jak to ukazujese
zek (Obr. 4). Hydroxylové radikaly mohou byt prodwiny bul’ peroxidasami rozklada-

1. krok a)
~ CH,CHCH,CHCH,~ + -OH » ~ CHCCH,CHCH, ~
| | (.
OH OH O OH
1. krok b)
~CH,CCH,CHCH,~ + +OH » ~ CHCCH,CCH, ~
(. I
O OH (ONO)

2. krok

~CHCCHLCCH,~ + «OH —* ~CHCOOH + CHCCH;~

O O O
Obr. 4. Mechanismus rozkladu PVA pomoci hydroxglovgdikal: [6]

jicimi H,O, nebo za pouziti tzv. Fentono¥aidla, tedy smisi FeSQ a HO, reaguijici

podle rovnice na obrazku (Obr. 5) [9].
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H,O, + F&" ——> Fé* + OH + -OH

Obr. 5. Tvorba hydroxylovych radikapomoci Fentonovaini-
dla [9]

2.2 Biodegradace polyvinylalkoholu jedinou kulturou

v s

stoleti [10]. Suzuki a spolupracovnici [11-13] iaehli druh Pseudomonas boreal®-3

z pady. Tato bakterie vytw@la a vyl@ovala enzym, ktery degradoval PVA a kultura O-3
nasledg mohla vyuzivat produkty této degradace jako vyhradiroj uhliku. Tento enzym
byl déle izolovan a identifikovan jako PVA-oxidagyl také navrzen mechanismus enzy-

matického rozkladu PVA viz obrazek (Obr. 3) - prikrok katalyzovan PVA-oxidasou.

Watanabe a spolupracovnici také publikovakaiik praci [14-16] zaloZenych na studiu
enzymatickych reakci degradace vysokomolekular®ié. Nakonec izolovali extracelu-
larni PVA degradujici enzym ze supernatantu kulRsgudomonagiskané z fidy. Podle
spoteby kysliku, tvorby HO, a degradace éiterych nizkomolekularnich sekundéarnich
alkoholi byl tento enzym identifikovan jako oxidasa sekund# alkohol (SAO — se-
condary alcohol oxidase). Siroké ré#pnizkomolekularnich produktdegradace PVA
bylo vyswtlovano nahodnym Stipanim polymernitetzce. Takto ziskana SAO byla také
schopna katalyzovat oxidacekierych p-ketoni a oligomed vinylalkoholu. Na zaklagl
experimeni byl odvozen mechanismus enzymatického rozkladu R@é&E podobny to-
mu Suzukiho viz obrazek (Obr. 3) - prvni krok kgtalvan SAO. Jedinym rozdilem byla

vlastre identifikace enzymu katalyzujiciho prvni reakci.

DalSi zgisob degradace PVA popsali siaplatsumura s kolektivem [17]. Studie byla pro-
vedena na bakterialni kultelAlcaligenes faecali®&K314 ziskané #i¢ni vody. Autdi izo-
lovali enzym PVA-dehydrogenasu (PVADH), kteraiitgmnosti kofaktoi PQQ a CaGl
katalyzovala peménu PVA nap-hydroxyketon bez jeho dalSigmeny na p-diketon. p-
hydroxyketon byl nasleadrpomoci aldolasy &pen na dalSi produkty.
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2.3 Symbioticka biodegradace polyvinylalkoholu

Prvni symbiotickou biodegradaci PVA popsal Shimdmlsktivem [18]. Vyzkumy byly
provadny na dvojici PVA degradujicich kultur rodRseudomonas Pseudomonaputida
VM15A a Pseudomona¥M15C. Bylo zjiS&no, Ze jedna kultura produkuje degré&dia
enzym a druha dodava petbny kofaktor, icemz prvni kultura nebyla schopna rozkladat
PVA samostat¥ ale pouze v kontaktu s kulturou druhou. Dalsdi&(i8, 19] prokazaly, ze

principem symbidzy je cross-feeding PQQ z VM15AM15C.

Jiny typ symbi6zy zaznamenali Mori a spolupracowvffif], kteti izolovali smiSenou kul-
turu obsahujicBacillus megateriunBX1 z aktivovaného kalu. SmiSena kultura praiad
degradaci PVA ve dvou odiénych krocich. Bhem prvni éistové faze bylo PVAast&né
degradovano, po nasledujici lagové fazi nasledadaiba fistova faze, kdy kultura vyuzi-
la produkfi degradace z prvniistové faze. V pokusechistou kulturouBacillus megate-
rium BX1 dochazelo pouze k jejimu omezenémstu a minimalni degradaci PVA, vy-
znamna degradace nastala teprvéitopnosti Gram pozitivni tynkovité bakterie ziskané
z pavodni snésné kultury, tato bakterie samotna vSak nebyla mthalegradace PVA.
PVA tedy byl degradovan pouze v symbiéze dvou battdch drutii, symbioticky vztah
vSak nebyl spojen s cross-feedingem PQQ, jeliimiapek nerdl vliv na zvySeni biodegra-

dability PVA samotnou kulturoBacillus megateriunBX1.

DalSi PVA degradujici enzym byl produkovan do éokallturouPseudomonasesicularis
var. povalolyticusPH [21, 22] a to i bezipmého kontaktu s PVA. Tato bakterie byla izo-
lovana spolu se @wma dalSimi z aktivovaného kalu a vyzadovala piig st thiamin jako
rastovy faktor a aminokyseliny jako cystin, isoleuairtyrosin k vyvolani PVA degradiai
aktivity. Tyto latky ji byla schopna zajistit kultai roduFlavobacterium ktera podpila
rast kulturyPseudomonasavsak nebyla sama schopna degradovat PVA. Zvpgedukce

PVA degradujiciho enzymu bylo s éspem provedenorfilavkem PVA ke kultte.

2.4 Pyrrolochinolinochinon (PQQ)

PQQ (Obr. 6) je nekovalentivazana prosteticka skupina mnoha chinoprétehinopro-
teiny byly ve ¥tSi mie zaznamenany v periplasreram negativnich bakterii (prakticky

vsak jen w-, -, y-Proteobakterii) [23, 24], kdest§inou katalyzuji oxidéni reakce alko-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

holi a sachari@l, mimo jiné se také podili na katalyzgepeny PVA naf-hydroxyketon

pomoci PVA-dehydrogenasy v prvnim kroku biodegrad@ZA [17].

Obr. 6. Chemicka struktura PQQ

Pojem chinoproteiniiive souhrna ozna&oval paetnou skupinu jak bakterialnich, tak sav-
¢ich enzyni, které obsahovaly jako kofaktor PQQ [25]. 8agné vyzkumy [26] vSakip
chazeji na to, Zeg¢které chinoproteiny mohou nést i jiné kofaktory jePQQ. D¥ deseti-

leti zabralo, nez byla identifikovana chemicka lstinea PQQ [24], od té doby jiz bylo iden-
tifikovano vice nez dvacet enzynkteré nesou PQQ nebo podobny kofaktor jako svou
prostetickou skupinu. Konkrétnfiglady rekterych enzym nesoucich PQQ jako svou pro-

stetickou skupinu ukazuje tabulka (Tab. 1) [24].

Van Kleef a Duine [27] uili sloZeni chinoproteift a obsah PQQ prockolik bakterii a
objevili nékolik faktord vyznamnych pro tvorbu PQQ. Pro syntézu chinopnétai PQQ
neni pro bakterie podstatn&tpmnost chinoproteinovych substrasyntéza chinoprotein
nezavisi na tvofbPQQ, naopak tvorba PQQ neprobiha, pokud zéroemastane syntéza
chinoproteiri. Syntéza chinoproteinje zavisla na néstu bakterii, avSak nejvysSich pro-
dukci PQQ Ize dosahnout i za omezenyidtavych podminek. Gram negativni methylo-
trofové nesyntetizuji PQQ pouze k tomu, aby jimaxith své chinoproteinové apoenzymy,
ale také jej vylduji do prositedi viz tabulka (Tab. 2). Tento jev byl také poz@mo u bak-
terii rostoucich na ethanolu jako jsou hdgakterie rodiPseudomonasebo octové bakte-

rie, které jsou zodp@dné za znéné mnozstvi PQQ v octu.
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Tab. 1. Klasifikace a charakterizacekterych chinoproteii [24]

Enzym Prostetick& skuping Kultura
Glukoso dehydrogenada PQQ Acinetobacter calcoaceticus
(s-GDH)
Methanol dehydrogenaga PQQ Methylotrofové
(MDH)
Alkohol dehydrogenasg PQQ rédeudomonas
(Typ | ADH)
Alkohol dehydrogenasg PQQ/hem ¢ Pskudomonagag.
(Typ I ADH) Pseudomonas putiddK5
Comamonas testosteroni
Ralstonia eutropha
Rhodopseudomonas acidophila
Alkohol dehydrogenasg PQQ/hem c/3 henpy c rod Acetobacter
(Typ Il ADH) rod Gluconobacter

Podstatnym faktem je pak také to, Z&@mnost aminokyselin, pépdalSich zdraj uhliku
a energie obsahujicich aminokyseliny (jako pegidivasntny autolyzat) v prosedi kul-
tivace vede ke sniZzeni obsahu PQQ v systému vlitramsformace PQQ na biologicky
neaktivni latku. Nap byla-li kultura rodu Pseudomonaskultivovana na ethanolu

v pritomnosti 1 % peptonu, bylo detekovano méez 10 % tekdvaného mnozstvi PQQ

[28].

Tab. 2. Extracelularni produkce PQQkterymi bakteriemi [27]

Kultura Zdroj Typ Extracelularni
uhliku | chinoproteingi produkce PQQ
[umol*l ™
Pseudomonas stutzeri* Alkoholy ADH 2
Pseudomonas putidaiovar B* Alkoholy ADH 2-3
Hyphomicrobiumx* Methanol MDH 3-6
Methylobacterium organophilupdX* | Methanol MDH 2-8
Pseudomonas stutzeri** Alkoholy ADH 4-10
Pseudomonas putidaiovar B** Alkoholy ADH 3-6
Nocardiadruh 239** Methano MDH 6

* - Vsadkova kultivace; ** - Kontinualni kultivacéADH - Alkohol dehydrogenasa;
MDH - Methanol dehydrogenasa
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2.5 Kometabolismus

PVA je synteticky polymer pouzivany od 20. stoletesto existuje hodnmikroorganisni
schopnych PVA degradovat. To znamena, Ze se ubni€to vytvarily zcela nové enzymy
nebo tyto mikroorganismy vyuzivaji upravenych nebeupravenych alkohol oxidas pop
dehydrogenas, které jsou u bakterii Siroce tfem&i. Nabizi se tedy teoreticka mozZnost

urychleni degradace PVA pomoci jinych alkoholovgabstrad, které by iniciovaly tvorbu

potrebnych enzyri.

Tab. 3. Substratova specifita PVA-oxidasy izolo-
vané z kultury Pseudomonas vesicularis var. po-

valolyticus PH [29]

Substrat Relativni aktivita* [%4]
PVA 100
methanol 0
ethanol 0
1,4-butandiol 3,3
heptanol 0
dekanol 0
2-hexanol 65,4
2-heptanol 75,1
3-heptanol 68,8
4-heptanol 96,6
2-oktanol 82,9
4-dekanol 100
cyklohexanol 41,8

* relativni procentudalni aktivita vztazena k aktivi
t¢ vaci PVA

Kawagoshi a Fujita [21, 22] pozorovali, Ze kulttfseudomonas vesiculangr. povaloly-
ticus PH khem degradace PVA uvalje HO,. Tento fakt naznmval existenci PVA-
oxidasy, ktera byla autory nasledfR9] izolovana a dale studovana. Enzym obsahoval
Zelezo v poréru Fe:protein 1:1 (mol/mol) a byla pr&ena jeho aktivita &i ¢etnym sub-
stratim obsahujicim hydroxylové skupiny viz tabulka (T@h. Enzym se vyzriaval akti-
vitou k rekolika sekundarnim alkohdnin, zvlas¢ k sekundarnim alkohin s dlouhym
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fettzcem jako 4-heptanol, 2-oktantl4-dekanol, vykazoval také relati&silnou aktivitu k

cyklohexanolu.

Stejni autd pozcji [30] izolovali enzym 2,4-pentadion hydrolasu nég z kulturyPseu-
domonas vesicularisar. povalolyticusPH. Tento enzym, kdyz byl nasazen v kombinaci
s PVA-oxidasou, urychloval degradaci PVA hydrolyzmodukt vzniklych v prvnim kro-

ku biodegradace PVA oxidaci PVA pomoci PVA-oxidasy.

Shimao a spolupracovnici [31] izolovali enzym PVéhgdrogenasu z kultufyseudomo-
nasVM15C. Enzym vyZadoval pro dehydrogenaci PViftgmnost PQQ a vykazoval akti-
vitu zvlast k sekundarnim alkohém, nag. 101 % wici 2-hexanolu a 91 % i 4-
heptanolu (fi porovnani s aktivitoudi PVA).

Julinova s kolektivem [32] sledovala vlivigavku Hykolu a sekundarnich alkohdjme-
novité¢ 2,4-pentadiolu) na biodegradaci PVA aktivovanynteka adaptovanym na PVA.
centraci pidanych sekundarnich alkoliolv systému, kdy po#m jednotlivych sloZek
PVA:Hykol:SA ¢inil 1:1:1.

Diimal a spolupracovnici [33] studovali biologickarloZitelnost #izné hydrolyzovaného
PVA padnimi mikroorganismy. Samotnégini inokulum bylo schopno po Sestnacti dnech
degradovat PVA z desiti procent, avSak jeditiglgvek PQQ a vybranych sekundarnich
alkoholi (2-hexanol, 2-heptanol, 2,4-pentadiol) o koncetkazdého 20 mg* zpisobil

za osm dni testu n#st degradace aZ na 33 % vlivem indukce oxidasyrsimich alko-
holi. Autor predpoklada, Zze by jeSwvysSi biodegradace mohla byt dosazena opakovanym

piidavkem sekundarnich alkolidt degradani sn¥si.
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3 SYMBIOTICKA BIODEGRADACE CIZORODYCH LATEK

Vzhledem k tomu, Ze se nebiodegradovatelné lat&ynhdi v prosedi, projevuje se dnes
tendence tomuto hromé&u predchazet. Mikroorganismy jsou schoprgkteré odpadni
latky vyuZivat ke svému Zivotu jako zdroj uhlikmebo energie a jsou tedy nejvyznajnn
Sim prostedkem rozkladu materigl coZz se odrazi na velkém zajmu o studium mikrebial

nich kultur a mechanisirbiodegradace sl@enin.

Nekteré latky mohou byt (za ¢itych podminek) rozkladanycistymi mikrobialnimi kultu-

rami, mnohem &n¢jSi je vSak jev, kdy se na rozkladu podili kulticera mnohdy je to
dokonce nutné [34]. Napurité mikroorganismy mohou rozkladat razié druhy polya-
krylatu sodného (PSA) a mnohé z nich jsou symbkéticebo Ziji v konsorciich [35]. Kul-
tura s bakterialnim konsorciem s ozeaim L7-B sloZena zéitriznych druli bakterii je

tak nap. schopna za dva tydny degradovat 73 % PSAum@nou molarni hmotnosti ko-
lem 1000, 49 % PSA simérnou molarni hmotnosti 1500 a 20 % PSA@&mirnou mo-

larni hmotnosti 4000 [36].

Studujeme-li symbiotickou biodegradaci PVA, je m&wdobné, Ze dkteré principy sym-
biézy PVA degradujicich bakterii dosud nebyly oljey a tedy ani popsany. D4 se v3ak
piedpokladat, Ze pokud takovéto neobjevené vztalstigkinebude se jednat o zcela novy
princip symbiodzy, ale spiSe se bude vyuZivadtereho principu pozorovaného u symbio-
tické degradace jinych cizorodych latek nez je polylalkohol. Z tohoto dvodu mize byt
uzitecné zmapovat mozné principy symbiotickych vitabbecr a pedpokladat jejich

mozné uplaténi i v piipadt biodegradace PVA.

Duvodi pro spolupréaci mikroorganisivje vice — od sdileni piehbnych #istovych faktoi,
pies odstraovani toxickych meziprodukf az nap. po sekvedni biodegradace, kdy kazda
kultura uskuténuje jeden stupe celkového rozkladu. V symbiotickych vztazich tale®
musi dochazet pouze k uplati jen jednoho mechanismu spoluprace, organismyomoh

naraz vyuzit i kombinace dvaiivice z nich.

3.1 Piedavani nistovych faktora

Tato forma spoluprace seawe projevit bd’ formou komenzalismu — jeden organismus

produkuje d@stovy faktor (nap Ziviny, vitaminy, rekteré aminokyselinyi jiné rastové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

faktory), ktery vyzaduje degradujici organismusskému éstu nebo formou mutualismu,
kdy je predavani wistovych faktod vzajemné. Redavani listovych faktod (tzv. cross-
feeding) mezi bakterialnimi druhy gasto uplaiuje v @irozenych procesecti v aktivo-

vaném kalu [34].

3.2 Odstranovani hromadicich se toxickych meziproduki

V prab¢hu biodegradénich proces sec¢asto v prosedi hromadi meziprodukty rozkladu
[34]. Problém niZe nastat, pokud tyto vznikajici meziprodukty buttmxické — v takovém
piipadt zaina nabyvat na vyznamuipmnost dalSi kultury, ktera je schopna tuto texic
kou latku odbourat, fiiemz se zvySujici se koncentraci toxické latky \sfieali také
vzrasta poteba po symbiotickém organismu, ktery by tuto latkakladal, ale zarovetaké
muze klesat schopnost takovych mikroorganisse s ni vyptadat. Jako ifiklad I1ze uvést
rozklad polyethylen glykolu o vysoké molekulové hmasti (PEG 20 000) bakte@phin-
gomonas terraea jejimi symbionty. Uvedeny bakterialni druh jehgpen uvailovani
dvouuhlikatych fragmentod kond polymernichrettzci molekul PEG ve for kyseliny
glyoxylové. Ta je ovSem pro degradé kulturu nerozloZitelna a toxick& a proto rozklad
uvedeného PEG je mnohem efektijdn pii spolulEasti symbiotickych bakteriiRhizobium
sp., Agrobacteriumsp. nebdViethylobacteriunrsp.) které dokazi tuto organickou kyselinu

utilizovat [4].

3.3 Sekvertni biodegradace

Mnohdy neni jedna kultura samotnd schopna provestpletre cely rozklad dané latky
[34], nag. vzhledem k omezenému enzymovému vybaveni nelio,pfe je schopna vyu-
Zit jen utitou ¢ast rozkladané molekuly latky. V takovérfigac ¢asto nastupuji sekvén
ni biodegradace, kdy bitio stejnou molekulu napad&kolik raznych druli mikroorga-
nismi v riznych jejichéastech, pop jedna kultura provede prvni krok rozkladu, nanai
vaze jina kultura provagici druhy krok rozkladu a cely proces probiha tilmystémem
dale az do doby, kdy je celdywdni latka degradovana nebo do doby, nez vznileaed
end produkt, tedy latka dale biologicky nerozldhée Rikladem sekvetni biodegradace

je spoluprace plignbilé hniloby Phanerochaete chrysosporidira pidnimi mikroorga-
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nismy @i rozkladu sesbvaného polyakrylatu a kopolymeru polyakrylatu
s polyakrylamidem vd¢ [37]. Zatimco samotnédpini mikroorganismy nejsou schopny
tyto dva polymery degradovat, tak naopakiftgmnosti plis@, ktera tyto polymery roz-

pousti a vytvB potrebné enzymy, jsoutpini mikroorganismy schopny tyto dva polymery a

jejich degradéni produkty vyznam&mineralizovat.

3.4 Spoluprace zaloZzena na shlukovani

Je to pipad, kdy jedna kultura slouzi jako nosi dalSi uskutgiuje biodegradaci. iftkla-
dem této spoluprace je biodegradace polyethoxylmlamonylfenal, kterou provadi
spolg&né tii druhy bakterii izolované z aktivovaného kalu dwstiren odpadnich vod.
Samotnou biodegradaci prowfidpouze d¥ ze ti kultur a toAcinetobactera Stenothro-
phomonastieti kultura Bacillug) vSak v gitomnosti dvou fedchozich navodi Utvar na-

hromaanych burk, ¢imz celou biodegradaci usnadni [38].

3.5 ZvySovani pristupnosti mikroorganismii k degradované latce

Piikladem tohoto symbiotického vztahu je biodegradageych slodenin mikrobialnim
konsorciem v fitomnosti rhamnolipid, které produkujéseudomonas aeruginosd 10.
Biodegradace ropnych prodike wtSinou limitovana jejich nizkou mirou rozpustnosdi
vodé. Rhamnolipidy vSak Zjsobuji emulgaci celé sfsi a tim také zvySujidinnost biode-
gradace celkovych ropnych uhlovotlik 32 % na 61 %dhem desiti di, pficemz &in-
nost degradacechkterych konkrétnich isoprenaid/zrista ze 16 % na 70 % a dkiterych

alkylovanych polyaromatickych uhlovodilk 9 % na 44 % [39].
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4  VYSLEDKY P REDCHAZEJICICH DIPLOMOVYCH PRACI

Autorka laiské diplomové prace, Martina Coufalikova [40], stvmla podrobnosti o bak-
terialnim rozkladu PVA pomoci symbiotického pariktesii OT3 aRhodococcus erythro-
polis, z nichZz kultura OT3 byla izolovana v ramci jedngredchozich diplomovych praci
Jitim Riedlem z aktivovaného katiistirny odpadnich vod v Otrokovicich a byla schopna
degradovat PVA poifdavku PQQ a dalSih@astového faktoru obsazeného v katalaze, kte-

ry ji dodavala kultur&hodococcus erythropolis

Autorka ve své praci provéld rastoveé testy kultury OT3 a také hledala konkréttkua
kterou ji kulturaRhodococcus erythropolgodava ve for katalazy. Postupnprovadila
testy s iznymi slozkami, z nichZ je kataldza sloZena, tedyngrokyselinami, NADPH a
cytochromem c jakoZzto zdrojem hemu c. Autorce s#aiilo vyloucit vliv aminokyselin i
NADPH a potvrdit hem c jakoZto hledanistovy faktor.

V néasledujici praci se autorka snazila nalézt keltDT3 symbiotického partnera, ktery by
ji byl schopen dodavat oba pebné tistove faktory — tedy jak PQQ, tak hem c. Autorka
provedla sérii pokuss mrtvou biomasou kulturpcetobacter aceta zjistila, ze i mrtva
biomasa této kultury je schopna ki#uOT3 dodat irodni zdroj PQQ a hemu c - kultura
OT3 byla ve smsi s mrtvou biomasoécetobacter acetsrovnateld G¢inna v degradaci
PVA (PVA byl degradovan z 64,5 % viihu 22 dni) jako kultura OT3 ve $B8i

s kulturouRhodococcus erythropolasgidavkem PQQ.
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Testy biodegradace cizorodych latek js@udrd provadny za podminek, kdy je zkoumana
cizoroda latka jedinym dostupnym substratem. Prvoilem této diplomové prace bylo
ovérit, jak bude degradace PVA probihat zétgmnosti jinych, mikroorganiséim dolie
dostupnych substn@ttedy za podminek blize odpovidajicim realiséirn¢ odpadnich vod
(Cov).

Druhym cilem bylo o#tit viiv n¢kterych dalSich latek, jako nampekundarnich alkohil
PQQ apod. na biodegradaci polyvinylalkoholu, viep&xipad nalézt zgsob jejiho

urychleni.

Tretim cilem bylo o¥tit kladny vliv piidavku PQQ a sekundérnich alkohola biodegra-
daci polyvinylalkoholu v pdnim vyluhu a pokusit se opakovanyniidavky dosahnout

vySSi degradace.
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Il. METODICKA CAST

6 ROZTOKY, ZIVNA MEDIA, CHEMIKALIE A BIOLOGICKY
MATERIAL

Chemikalie pouzité v praci bykistoty p.a. a neni-li uvedeno jinak, pochazely ¢#nych
dodavatei laboratornich paeb (LACHEMA, Penta).

6.1 Roztoky
Fyziologicky roztok (FR)

Bylo navazeno 8,5 g NaCl a rozptrsd v 1000 ml destilované vody. Roztok byl vysterili
zovan i 125°C po dobu 20 minut.

Roztok A

Bylo navazeno 9,0788 g KRO, a rozpustno v 1000 ml destilované vody.

Roztok B
Bylo navazeno 23,9032 g bHP0,.12 H,O a rozpu&ino v 1000 ml destilované vody.

Fyziologicky roztok pufrovany

Na 100 ml pufrovaného fyziologického roztoku bytmugito:

Y7410 [0 [ To3 14 Y 1074 (o |G 80 ml
ROZEOK Ao et e e e e e 2 ml
0 74 (0] = T 18 ml

Roztok stopovych prvk
Bylo navazeno:

MNS Ot . 5 HO e e e 0,043 g

ZNSQh. THoO . oo oo, 0,043 g
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(NH4)6M07024. 8 0,037 g
CONDS) 2. BHAO e, 0,025 g
CUS Q. BHoO i e e 0,040 g

Navazend mnozstvi latek byla rozpust v 1000 ml destilované vody.

Mineralni médium (MM)

Na pripravu 1000 ml mineralniho média bylo pouzito:

ROZEOK A . . e e e 20 ml
(R0 YA (0] Q= TR 80 ml
DESHIOVANA VOUA. . . et e e e e e e e e e e, 850 ml

ROZtoK StopovyCh pruK.........oovvnii e 2 M

MOS0 7HO (10 G* D). e 10 ml
Fe(NH)2(SO8)2.6 FoO (B G* ™). e e, 10 ml
CaCh.2 HoO (1 G*™M) .10 M
NACH (B0 GH)... oot e e e e e e e e e, 10 ml
NHACT (B0 Q¥ e e e, 10 ml

Piiprava jednotlivych sloZzek mineralniho média:

Roztoky soli

MGSO8.7HO (10 G* D)., 1g
Fe(NH)2(SO8)2.6 FoO (B3 G*T™D) e e e, 0,3g
CaCh.2 HoO (1 G ). oo, 0,1g
NACH (50 GH)... oot e e e e s 59
NHACT (B0 Q¥ 1) e e, 3g

Kazda sl byla navazena zvlé& rozpusdtna ve 100 ml destilované vody.

Mineralni médium se zdvojenymi a upravenymi objenoytoki fosfora’hani (MM2F)
Na pripravu 1000 ml MM2F bylo pouZito:

ROZEOK A . . e e e e 20 ml
ROZEOK B ..o e e e e e e e et e e 180 ml
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DESHIOVANA VOUA. . . et e e e e e e e e e e e, 750 ml

ROzZtok StopovyCh pruK.........coovniii e 2 M

MOS0 7HO (10 G* D). e 10 ml
Fe(NH)2(SO8)2.6 FoO (B G* D). e e e, 10 ml
CaCh.2 HoO (1 G ™M) ..o 10 M
NACH (B0 GH)... oot e e e e e e e e, 10 ml
NHACT (B0 G¥10) .o e e, 3ml
KINO3 (56,7 G0 e e e e e e e e e 7 ml

Priprava jednotlivych slozek MM2F:

Roztoky soli

Stejre jako u MM, navic:

Sul byla navazena a rozpgga ve 100 ml destilované vody.

Mineralni médium se ztrojenymi a upravenymi objemyztoki fosforefnani (MM3F),

dvakrat koncentrované

Na pipravu 100 ml MM3F bylo pouZzito:

RO ZEOK A ..o e e e e 6 ml
ROZEOK B oo 54 ml
DESHIOVANA VOUA. . . oo e e e e e e e e, 30 ml

Roztok Stopovych prdK.........ccvvnieii i e 0,4 M

MGSOu.7HO (10 G 1) e e e s 2ml
Fe(NH)2(S0)2.6 H2O (B GH™M) e e 2 ml
CaCh.2 HoO (1 G*™) ..o 2 M
NACH (B0 M) ..o oo, 2 ml
NHACT (B0 GH1™0) .. e e e e 0,6 ml

KINO3 (56,7 G0 oo e e 1,4 ml
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Zasobni roztok zivin tryptonu a sacharosy (TS)

Bylo navazeno:

Trypton (HIMEDIA, INAIE).....uuiiiiiiiiieee sttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeees 69
Y= Lo = 0 1 PSPPSR 49

Navazend mnozstvi latek byla rozpust ve 100 ml destilované vody a roztok byl vysteri-
lizovan @i 125°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok tryptonu (T)
Bylo navazeno:
Trypton (HIMEDIA, INGIC).....uuiiiiiiiiiiae ittt enee e e 10g

Navazené mnozstvi tryptonu bylo rozpmgt ve 100 ml destilované vody a roztok byl vy-

sterilizovan pi 125°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok sacharosy (S)
Bylo navazeno:
SACNAIOSA. ...t e —————— e e e e e aaees 10 g

Navazené mnozstvi sacharosy bylo rozgnstve 100 ml destilované vody a roztok byl

vysterilizovan pi 125°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok PQQ0,1 g*1™%)

PQQ (MethoXatin FLUKA )...u ittt e e e e e e e e e e e e ea e g
2 mg PQQ byly rozpu&hy ve 20 ml fyziologického roztoku a vysterilizoyasklerénou
injekéni stikackou pres filtr zna&ky MILLEX GP o praméru pori 0,22um.

Roztok kyseliny borit¢40 g**)

Bylo navazeno 40 g 4803 a rozpudtno v 1000 ml destilované vody.
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Roztok jodu s jodidem draselnym

V tieci misce bylo spolu s malymiidavky destilované vodya#tladre rozmichano 12,7 g
I, s 40 g KI. Tato sks byla poté kvantitativh prevedena do odénné baky o objemu
1000 ml a byla dopkma destilovanou vodou po rysku.

Roztok hydroxidu sodnéhcca 1 mol*1*)

Byly navdZzeny 4 g NaOH a rozp&sy ve 100 ml destilované vody. Roztok NaOH byl vy-
uzit pii upraw pH u degradénich lahvovych tesit

6.2 Zivna média
Agar pro kultivaci Acetobacter aceti

Bylo navazeno:

72 5] o1 )= |« 0,59
Trypton (HIMEDIA, INAIE) .. c.ue i e e e e e e e e e 0,39
Y= U o ) 25¢g
0 = PP 189

Navazena mnozstvi latek byla rozpunst ve 100 ml destilované vody,dieé rozmichana
a vysterilizovana f 125 °C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnémazemi na

cca 50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

PVA agar s PQQkoncentrace PVA 2 g*)
Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:

Zaklad pro mineralni agar ..........cocov i e e 1,9 O
D=2 1[0z T F= TR Lo F- P 100 mi

ROztok StopovyCh PruK.........ovvieiiii e e e e 0,2 M
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Dana mnozstvi latek byla rozp&sa ve 100 ml destilované vody, gie¢ rozmichana a
vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnénmazemi na cca

50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

PVA agar s PQQ a T®&oncentrace PVA 2 g*)
Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:

Zaklad pro mineralni agar ..........cocov i e 1,9 O
D=2 11 (oY= T F= TR Lo F- 100 ml

ROztok StopovyCh PruK.........ovvieiiii e e e a2 0,2 M

PV A e s 0,29
ZAsobni roztoK PQQ .. ... e e a———— 0,02 ml
Z&sobni roztok Zivin tryptonu @ SACharoSy.........couveveviivieiee e e e 0,5 ml

Dana mnozstvi latek byla rozp&sa ve 100 ml destilované vody, gie¢ rozmichana a
vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnénmazemi na cca

50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

PVA agar s PQQ a trojndsobnym obsahem {K8ncentrace PVA 2 g*)
Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:

Zaklad pro mineralni agar ..........cocoviii it e e 1,9 ()
D=2 11 (o) Z= T F= TR Lo F- 100 mi

ROztok StopovyCh PruK.........ovvieiiii e e e a2 0,2 M

PV A e s 0,29
ZAsobni roztoK PQQ .. ..o e e a———— 0,02 ml
Z&sobni roztok Zivin tryptonu @ SACharoSy.........ccuveveviiivieiee e e 1,5 mi

Dana mnozstvi latek byla rozp&sa ve 100 ml destilované vody, gie¢ rozmichana a
vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnénmazemi na cca

50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

Trypton agar(koncentrace tryptonu 2 g*)

Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:
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Zaklad pro mineralni agar ..........cccov i it e 1,9 O
DeSHIOVANA VOUA. .. ... et et e e e e e e e 100 mi
ROztok StopovyCh PruK.........cvvieiiii e e e a2 0,2 M
Trypton (HIMEDIA, INAI)....ceuin it e e e e e e e 0,29

Dana mnozstvi latek byla rozp&sa ve 100 ml destilované vody, ie¢ rozmichana a
vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnénmazemi na cca

50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

Agar se sacharoso(koncentrace sacharosy 2

Na pipravu 100 ml bylo pouzito:

Z&klad pro mineralni agar ..........ccooiiieii i i e i 1,9 0
DESHIOVANGA VOUA. .. ...ttt ettt et et e e 100 mi
Roztok stopovych priK.........c.cooeiiiiii e 20,2 M
SACNAIOSA. .. ettt e e e ——— 0,29

Dana mnozZstvi latek byla rozpésa ve 100 ml destilované vody, dlie¢ rozmichana a
vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci a samovolnénmazeni na cca

50°C byl agar asepticky rozlit do sterilnich Petrihsek v laminarnim boxu.

6.3 Chemikalie

Polyvinylalkohol (PVA)

Byl pouzit PVA s obchodnim oztanim Poval 205 (KURARAY, Japonsko) a PVA
s ozngenim MOWIOL 5-88.

Sekundarni alkoholy

2-hexanol(hustota 0,814 g*cif), 2-heptanolhustota 0,818 g*cit), 2,4-pentadio{husto-
ta 0,96 g*cnit) — vée FLUKA, SRN.

6.4 Biologicky material

Aktivovany kalz mestskécistirny odpadnich vod v Malenovicich
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Kultura OT3izolovana z aktivovaného kalliOV Otrokovice v roce 2004 v ramci DRiJi
ho Riedla

Kultura OT2izolovana z aktivovaného kalliOV Otrokovice v roce 2004 v ramci DRiJi
ho Riedla

Kultura JK2izolovana z aktivovaného kallOV Malenovice na PVA agaru v roce 2006

Terezou Véaclavkovou

Kultura Acetobacter acetCCM 3620 Ceska sbirka mikroorganisnBrno)

Kultura Z1 izolovana v ramci moji DP na PVA agaru z lahveathsici aktivovany kal a

PVA tésre pred zdegradovanim veskerého PVA.
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7  PRISTROJOVE VYBAVENI A LABORATORNI POM UCKY

7.1 Pr¥istrojoveé vybaveni

Analytické vahy KERN 770. .. ...ci i e e e e e e e SRN
PEredVAaZKy KERN 440-47 ... ...t e e e e e e e e e e SRN
Predvazky KERN EW.......coviiiii e v ORN
Chlazena centrifuga MR230.......cc.oii it e e, Joudfrancie
Stolni centrifuga EBA 20...........ccoooviiiiiei i eeeiieeee e e .. Hettio Svycarsko
Elektromagneticka mickiga MM 2A.............cciiiie e, Laboratorni fistroje,CR

Elektrickd SUSAMA.............coeeivviiieiiiiiieee i eee e e ee e e . MORAGR
= Qo3 4V Y = VY
ChladnBKa S MIazZAKEM ... .......viiiii et e e e, Ard€;R
Hlubokomrazici box Chest Freezer...........cocoo i Hiech, Dansko
TEEPAKA LT 2. .. it eie e e et et et e e e e e e eee e e ene e eee e CR
Trepaka 3018 GFL....ccooi it e e e e ORN

Laboratorni autokIav.............c.ocooii i, Sanoclav, St8-203, SRN
Spektrofotometr TECAN, pro mikrotitéai destéky...............cccoeeeiiiiiiinnns Sunrise, USA
Analyzator uhliku 5000A... ... ShimadzJaponsko

pH metr OP — 208 + sklénéa elektroda......................................Radelkis, Marsko
Asepticky [aminarni BOX.............ccoevieeiiiiiiii e ceiiieeee e e nn. TelStaBpartisko
TErmMODOX NA 25 “C.uvvecee e e e e e e e e e e e UIOZP, FT

7.2 Laboratorni pomicky

Standardni 96-jamkova mikrode$ta. ..................................GamaCeska Republika
Mikrodavkova ( 2-20ul, 20-200ul, 100-1000u, -5 ml)....ccoceevennnnenn. Biohit, Finsko
Mikrodavkova (10l , 20 pl) ... e Plastomed, Polsko
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8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 Méreni pH ve vodnych vzorcich

Méteni pH bylo provagho pH-metrem se sklénou elektrodou. #stroj byl nejprve naka-
librovan pomoci dvou tlumivych roztéko pH menSim a&Sim nez pedpokladané pH

vzorku a nasledhbylo za stalého michani préfeno pH daného vzorku.

8.2 Odstranéni bunék centrifugaci

Pred kaZzdym stanovenim koncentrace PVA na mikrgtifich desttkdch a/nebo stanove-
nim rozpu&ného organického uhliku (DOC) bylo nejprve nutnazerki odstranit biiky
mikroorganisnd, zbytky kalu apod. Odstrani bylo provadno centrifugovanim. Odebrané
vzorky byly centrifugovany v 1,5 ml mikrozkumavkadgkependorfkach) na centrifuze
MR23i na rotoru 24x1,5 mli{p5000g a 20°C po dobu 10 min. K samotnému stanoveni

byl vZdy pouzit pouze supernatant.

8.3 Jodometrické stanoveni koncentrace PVA na mikrotitaénich desti-
kach

Nejprve byla na fistroji Tecan proriena absorbance prazdné d#stipri vinové délce
660 nm. Poté byly do deskiy davkovany zcentrifugované vzorky — jeden vzatekamek
jednoho sloupce. Do kazdé jamky bylo nadavkovanal2@orku, 42ul roztoku kyseliny
borité a 10ul roztoku jodu s jodidem draselnym. Takto nadavkdvdestika byla zngie-
na na pistroji Tecan p vinové délce 660 nm po 20 sekundach michaniekGrelach sta-
ni. Od hodnoty absorbance kazdé plné jamky bylé&teda gisluSna hodnota absorbance
jamky prazdné. Hodnoty nalezejici k jednomu vzoply zprtimérovany a dosazeny do

rovnice kalibr&ni piimky, ¢imz byla zjiS&na koncentrace PVA.

Kalibracni piimka byla stanovena z nafenych hodnot absorbanci kalibnéch roztok
viz tabulka (Tab. 4) a obrazek (Obr. 7).
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Tab. 4. Nartv"ena absorbance v zavislosti na koncentraci PVA

Chva [Mmg*™] 0 50 125 250 500 750 100(
Al 0,018 | 0,124 | 0,281 0584 1,140 1,608 2,144

2,5

20 A =0,0021 C + 0,0295
R?= 0,999

15

All

1,0

0,5

0,0

0 200 400 600 800 1000 1200

Cpva [mg*l _1]

Obr. 7. Kalibra‘ni pFimka PVA

8.4 Méreni koncentrace rozpu&tného uhliku (DOC)

Ze vzorki pro stanoveni koncentrace rozgngho uhliku byly nejprve odstramy buiky
centrifugaci a vzorky byly ritadny podle pedpokladané koncentrace PVA (obvykle po
stanoveni koncentrace PVA jodometricky na mikratitich destikach). Poté byly vzorky
pievedeny do vialek a stanoveny na analyzatoru ul8fkmadzu. Po stanoveni koncentra-

ce rozpu&iného uhliku byly ziskané hodnoty vynasobeny pouzifednim.

8.5 Degradatni lahvove testy

Tyto testy byly provaghy v 500 ml lahvich, do nichz bylo davkovano sterinineralni
médium s rozpushym PVA (vysledna koncentrace PVA 500-600 nigy*ldale aktivovany
kal nebo konkrétni bakterialni suspenze nebdnp vyluh (dle provedeni experimentu) a

piipadreé dalSi latky tak, aby celkovy objem vSech slozekithi00 ml.
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Lahve byly uzaieny a ponechany népace s konstantni frekvenci kmitve tme pii 25
°C. V pravidelnych 2-3 dennich intervalech byly oidé&by vzorky pro stanoveni koncent-
race PVA, pipadré dophovany gitomné substraty. Obvykle jednou za tyden byly &hv

provzdusovany v laminarnim boxu po dobu 20 minut a praviélélylo kontrolovano pH.

8.6 Degradatni testy ve vialkach

Nejprve bylo pipraveno dvakrat koncentrované MM3F s PQQ o komeen#0pug*l™ a

s PVA o koncentraci 1 g Takto pripravené mineralni médium bylo sterilizovano
v autoklavu pi 125 °C, po dobu 20 minut a za stalého michani raamirdo Sestnacti ste-
rilnich vialek po 1 ml. Potom bylo do vialek 1-8d&no 1 ml kalu o susénl g*I* a do
vialek 9-18 bylo pidano 1 ml sterilni destilované vodimz bylo dvakrat koncentrované
MM3F zitedtno na MM3F, PQQ na 20g*I™* a PVA na koncentraci 500 mg*l V8echny
vialky byly zagkovany 10ul suspenze islusné kultury koncentrované nal gtupré Mc-
Farlandovy stupnice (et burgk cca 18 - 16 v 1 ml). Vialky byly uzaveny a ponechany
na tepace s konstantni frekvenci krive tm pri 25 °C. Trikrat tydrg bylo do vybranych
vialek pidavano 10ul roztoku TS, do zbylych vialek 10 sterilniho fyziologického roz-

toku.

8.7 Konzervace bakterialnich konsorcii

V ramci pokusu ,Zkousky moznosti urychleni rozklaBWYA neadaptovanym kalem za
piitomnosti zZivin“ (viz kap. 11) byla proijpadna dalSi studia po Uplné degradaci PVA
zakonzervovana PVA degradujici bakterialni konsorBiomoci moderni metody konzer-

vace byla konzervovana konsorcia z latwi a 3 obsahujicich jako jediny substrat PVA.

Nejprve byly vyplachnuty ethanolem &velké kyvety, které byly nasledmaplrény 30 ml
kalové suspenze z lahvi 1 a 3. Vzorky v kyvetadly bgntrifugovany fi 4 °C a 5000y po
dobu 10 minut. Supernatant byl slit a biomasa séglra do sterilnich 1,5 ml mikrozku-
mavek (ependorfek). K biomase byigan glycerol v mnozstvi odpovidajicim 15 — 20 %
Z jeji hmotnosti, s promichana a zamrazena v hlubokomrazicim baix8@ °C (takto

piipravena srés nezmrzne a je tedy rychlégravena k pouZziti).
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8.8 lzolace kultury 71

V jedenactém dni pokusu ,ZkouSky moznosti urychlesékladu PVA neadaptovanym
kalem za pitomnosti Zivin“ (viz kap. 11), tedys$re pied ukoenim biodegradace PVA

v lahvich 1 a 3, byla Z¢hto dvou lahvi vy&kovana kalova suspenze na PVA agar.

Po ¢trnactidenni kultivaci vyrostly na misce pochazefprvni lahve d¥ kultury - Zlug a
bile pigmentované (ozteni Z1 a B1) a na misce zeti lahve i kultury — bile, Zlut a
Zluto-bile pigmentované (oz&eni B3, Z3 a ZB3). V3ech 5 kultur byldgoikovano na

dalSi misky s PVA agarem.

Po jedenactidenni kultivaci bylo zj$to, Zze kultury B1 a B3 rostou na PVA agaru jen vel-
mi nepatrg, kultura Z3 byla kontaminovana a kultura ZB3 bstassi bile a Zlut pigmen-
tovanych kultur. Vyraz# a gisté rostla tedy pouze kultura Z1, ktera bylegskovana na

dalSi misky s PVA agarem a pouZita pro dalSi expenty.

8.9 Pr¥iprava padniho vyluhu

Byla pouzita srés dvou komemich pid a jedné firodni v ponéru zahradni substrat : sub-
strat na hroby :ifirodni pida = 2 : 1 : 1. 80 g suSiny gané fidy bylo dw hodiny vyfepa-
vano naitepace v 800 ml MM2F a zfiltrovano nargdem promytém filtrénim papie cer-
vend paska. Promichany filtrat (&dmi vyluh) byl pouZzit pro degradai lahvové testy,
kam se do 500 ml lahve davkovalo vzdy 50 ridipiho vyluhu na 50 ml MM2F s rozpus-
tenym PVA.
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ll. VYSLEDKY A DISKUSE

9 ZKOUSKY ROZKLADU PVA NEADAPTOVANYM KALEM ZA
TRVALE P RITOMNOSTI DOSTUPNYCH SUBSTRAT U

9.1 Divod nasazeni

Testy biodegradace cizorodych latek jsearks provadny zpisobem, kdy je dana cizoroda
latka (v naSemifppadt PVA Poval 205) jedinym dostupnym substratem [€ilem tohoto
pokusu bylo ¥rngji simulovat podminky naistirnach odpadnich vod€QV), kde je kroni
dané cizorodé latky v odpadni vopkitomno také velké mnozstvi jinych organickych sub-
strati. Nasim modelovym substratem byl zasobni roztokh&wbsahem tryptonu a sacha-
rosy (TS). Sou&?re byly nasazeny i ldhve bez degradace PVA, proémjisthovani kalu

(pripadné zrany flokulace, barvy apod.) a také mozné sorpce ReAal.

9.2 Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto pokusu byly provedeityii série vzdy dvakrat vedle sebe, podle rozpisu:
1) MM + PVA 500 mg*I* + kal 1 g**

2) MM + PVA 500 mg** + kal 1 g**

3) MM + PVA 500 mg*I* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg®

4) MM + PVA 500 mg*I* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg¥

5) MM + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg®

6) MM + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg®

7) MM + PVA 500 mg*I* + sterilni kal 1 g**

8) MM + PVA 500 mg*I* + sterilni kal 1 g**

Vzdy v pondli, sttedu a patek bylo odebrano 0,5 ml vZode vSech lahvi affgano 0,5
ml sterilniho fyziolog. roztoku do lahvi 1,2,7¢80,5 ml TS do lahvi 3-6. V pravidelnych

intervalech byla rffena koncentrace PVA jodometricky na mikrotitrech destikach.
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9.3 Vysledky pokusu

Cely experiment trval 64 dn KdyZz se degradace ner@hita ani po devatenacti dnech,

bylo do lahvi s Zivym kalemfifgano 10ul suspenze degradia kultury OT3, totéz bylo
provedeno ve 40. dni a v 51. dni, ve 26. dni byiddgno 10ul 10x Zedného kalu. Res

piidavky degradéni kultury se degradace ner@éhba ani po 64 dnech viz obrazek (Obr. 8)

a pokus byl ukoten bez jakéhokoliv ndznaku rozkladu PVA. Hodnotyrafu odpovidaji

praméram ze dvou paralelnich stanoveni a chybov&kyssmerodatnym odchylkam viz
tabulka (Tab. 5).

Tab. 5. Hodnoty koncentrace PVA a¢sndatnych odchylek v pbehu testu

[d]

1

2

pam.

SEr.
odch

3

4

piim.

snmer.| 7
odch

8

piim.

SEr.
odch

515,4

543.,4

529,4

13,99

523,9

533,0

528,5

4,52 |552,7

564,5

558,6

5,89

ol

476,0

467,4

471,7

4,29

460,7

473,0

466,9

6,13(502,3

489,8

496,1

6,25

481,4

446,7,

464,0

17,32

475,7

467,4

471,5

4,14[474,5

4747

474,6

0,13

12

465,2

484,8

475,0

9,76

507,7

497,0

502,4

5,35(495,4

490,6

493,0

2,38

16

465,8

487,7

476,8

10,95

501,9

503,0

502,4

0,54 (508,4

501,9

505,1

3,24

19

490,8

465,4

478,1

12,71

515,1

533,8

524,4

9,37(562,9

505,2

534,0

28,81

21

464,5

490,4

477,4

12,99

472,4

479,2

475,8

3,39(509,0

498,2

503,6

5,42

23

462,8

488,5

475,6

12,83

474,9

487,71

481,3

6,40 (490,0

478,5

484,3

5,74

26

467,3

485,7

476,5

9,20

476,0

479,8
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Obr. 8. Zavislost koncentrace PVA ¢&se ve vzorcich s neadaptovanym kalem

Pri likvidaci pokusu bylo zréieno pH, které se pohybovalo v rétp4,2 — 4,5, coZ jsou

hodnoty hodi odliSné od idealniho pH pro bakterialni degradamecr, véetné degradace

PVA (idealni jsou podminky kolem pH = 7). Neréhbuti degradace bylo tedy praypa-

dobrg zpisobeno pr&vsnizenim pH, kterému nezabranil ani v mineralniédion giitom-

ny fosfor&nanovy pufr. MozZnou ii¢inou prekonani fosforénanoveho pufru mohla byt

piitomnost fosfor vyuZivajicich bakterii v aktivovaméalu — tyto bakterie, pokud dhy

nahromadny zasobni latky Zistirny, mohly pufr vyuZzit jako zdroj energie. Jalenpak

bakterie spaebovavaly dusik z NkCI obsazeném v mineralnim médiu jako zdroj dusiku,

uvoliovaly se H ionty, které pi spotebovaném pufru snizovaly pH. Proto byla pro nasle-

dujici pokus fijata tato opaeni:

pro experiment byl pouzit tyden stary kal — pokydblyly v kalu gitomny fosfor
vyuzivajici bakterie, #ly by za tuto dobu jiz mit spibovany zasobni latky a ne-

mely by tedy byt schopné odbourat fosfemanovy pufr

misto klasického mineralniho média bylo pouzito MIRteré nglo jednak upra-

veny pongr fosfore&nani z 1:4 na 1:9 a abslozky byly pouzity ve dvojnasobné
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koncentraci, a také byl pouzit kombinovany zdrogitu — jen jednarétina amon-

ného dusiku a dvtietiny dusénanového dusiku
- misto fyziologického roztoku byl pouzit pufrovangziologicky roztok
- byla kontrolovana a vifpact nutnosti i upravovana hodnota pH pomoci roztoku

NaOH

Pozitivnimi zjiS&nimi byly v tomto pokusu pouze skdtmst, Ze PVA nebyl na aktivovany
kal sorbovan ani po dlouhé doprabéhu testu, a také skuteost, Ze odéry malych obje-
mu vzorki a @gidavky stejnych objefnroztoki nevedou k zdsadnimu poklesu koncentraci
PVA (lahvec. 7 a 8) a nejsou tak metodickotekazkou obdobnych pokius
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10 ZKOUSKY ROZKLADU PVA NEADAPTOVANYM KALEM ZA
RUZNYCH PODMINEK

10.1Ddvod nasazeni

Tento test byl proveden v navaznosti na téstdphozi. K cili pedchoziho experimentu,
tedy ow&fit vliv pritomnosti snadno dostupnych subsinda biodegradaci polyvinylalkoho-
lu, pribyla snaha ogfit funkci zmenénych podminek pomoci pravidelné kontroly pH, a

také zjistit vliv sekundarnich alkohioV aktivovaném kalu na degradaci PVA.

10.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto experimentu byly provedery $érie sitemi paralelnimi lahvemi vedle

sebe, pouze kontrolni lahve se sterilnim kalem bglsazeny jen duplicién podle rozpisu:
1) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I*

2) MM2F + PVA 500 mg* + kal 1 g*I*

3) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I*

4) MM2F + PVA 500 mg+* + kal 1 g*I* + PQQ 2Qug*l ™ + 3xSA po 2Qug*l ™

5) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + PQQ 20ug*l™ + 3xSA po 2Qug*l ™

6) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + PQQ 20ug*l™* + 3xSA po 2Qug*l ™

7) MM2F + PVA 500 mg*!" + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg*i
8) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg¥
9) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg¥
10) MM2F + PVA 500 mg*f + sterilni kal 1 g*

11) MM2F + PVA 500 mg*f + sterilni kal 1 g*

Od tohoto pokusudetné bylo pracovano s PVA MOWIOL 5-88. Sekundarni aligtbyly
davkovany na pttku - v nulty den, dale v Sesty a deséaty den podégiZz nebyly organo-
lepticky zaznamenany. Vzdy v paiiig sttedu a patek bylo provedeno stanoveni koncent-

race PVA jodometricky na mikrotittaich desttkdch a doplano 0,5 ml sterilniho TS do
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lahvi 7-9 a 0,5 ml sterilniho pufrovaného fyzioldgtho roztoku do lahvi 10 a 11. Jednou
tydné bylo provedeno stanoveni rozpiho organického uhliku (DOC).

10.3Vysledky pokusu

Experiment byl provash po dobu 43 din Vysledky koncentraci PVA pomoci jodometric-
kého stanoveni na mikrotithich destikach jsou vidt na obrazku (Obr. 9) a vysledky
rozpuséného uhliku na obrazku (Obr. 10). Hodnoty v grafedpovidaji piméru ze ti

paralelnich stanoveni (pouze u PVA se sterilninerkake dvou paralelnich stanoveni) a

chybové usé&ky smerodatnym odchylkam viz tabulky (Tab. 6 a Tab. 7).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Tab. 6. Hodnoty koncentrace PVA acsoaatnych odchylek v pbehu testu (jodomet-

rické stanoveni)

t 1 2 3 ptim. | sn¥r. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch.
0 | 485,3| 481,7| 479,17 482,2] 2,31 | 496,5| 523,9| 506,3| 11,33| 508,87
3 | 478,0| 473,9| 489,3 480,4| 6,52 | 492,7| 476,0| 501,0| 10,4 | 489,86
6 | 463,2| 460,2| 470,1 464,5| 4,16 | 490,2| 487,0| 481,1| 3,773 | 486,14
8 | 451,0| 323,4| 424,9 399,7| 55,02| 453,4| 458,7| 461,8| 3,497 | 457,96
10| 422,6| 266,8| 389,4 359,5| 66,95| 417,4| 453,2| 428,0| 15,01| 432,84
13| 281,5| 87,3 | 261,9 210,3| 87,30| 324,0| 351,9| 270,3] 33,86| 315,41
151 0,0 0,0 88| 2,917 4,12 | 26,6| 92,71 30, 30,3949,75

17 0,0 0,0 0,0 0 0
t 7 8 9 ptim. | sn¥r. 10 11 ptim.| sn¥r.
[d] odch. odch.
0 | 453,1| 483,5| 505,31 480,6] 21,41 491,0| 494,1 492,61 1,55
3 | 496,6| 479,5| 481,9 485,9| 7,62 | 504,3| 492,9 498,61 5,71
6 | 395,3| 411,4| 462,3 423,0| 28,54| 495,0| 480,7 487,8| 7,17
8 | 453,5| 449,3| 458,1 453,6]| 3,60 | 474,3| 472,4 473,3] 0,95
10| 461,5| 425,0| 426,71 437,8| 16,84| 420,1| 432,0 426,01 5,92
131 459,6| 447,1| 462,24 456,3| 6,58 | 499,5| 486,4 492,9| 6,56
15| 444,9| 448,3| 449,17 447,6| 2,00 | 428,91 438,5 433,7| 4,79

171 425,9| 400,3| 445,94 423,9| 18,49
22| 422,1| 421,3| 440,3 427,9| 8,78
29| 351,6| 324,9| 352,4 343,0| 12,79
36| 356,5| 364,5| 369,4 363,6| 5,37
431 338,6| 367,2| 343,7 349,8] 12,45
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Tab. 7.Hodnoty DOC a sarodatnych odchylek v pbehu testu

%

t 1 2 3 ptim. | sner. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch
0 | 218,2| 222, 219,1| 1,6 | 219,74 224,5| 219,8| 222,4| 1,9 | 222,24
8 | 204,1| 156,49 191,7| 20,1 | 184,14 202,7| 201,4| 202,4] 0,5 | 202,18
13| 126,6| 58,4 118,1 30,3 | 101,01 154,4| 159,9| 134,0| 11,1 | 149,44
15| 15,7 | 16,5| 21,7 26| 1796 271 540 344 11,3 3884

%

17 13,25| 14,78 | 13,79 0,634| 13,94
t 7 8 9 ptim. | sner. 10 11 pim. | snxr.
[d] odch. odch
0| 217,7| 216,8 216,5| 0,5 | 217,04 254,2| 273,6 9,7 | 263,88
8 | 233,6| 230,44 234,6| 1,8 | 232,84 244,9| 254,3 4,7 | 249,63
13| 249,0| 250,1 249,3| 0,5 | 249,49 251,1| 255,7 2,3 | 253,41
15| 254,9| 259,6 260,3| 2,4 | 258,29 233,1| 237,8 2,3 | 235,44

171 252,9| 252,7| 253,6] 0,4 | 253,06

600

500

0 5 10 15 20 25 30
t[d]

| ——KAL+PVA —— KAL+PVA+PQQ+SA —— sterilni kal+PVA —— KAL+PVA+TS |

Obr. 9. Zavislost koncentrace PVA tase ve vzorcich s neadaptovanym kalem (jo-

dometrické stanoveni)
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Obr. 10. Zavislost DOC nease ve vzorcich s neadaptovanym kalem

Vzhledem k tomu, Ze bylo provedeno stanoveni kamnaee PVA pomoci dvou metod, je
moZno provést srovnani. PVA obsahuje cca 50 % uhfikoto musely hodnoty koncentra-
ce rozpusdiného uhliku vychazet zhruba poléni, aby odpovidaly koncentraci PVA. Na-
rozdil od jodometrického stanoveni, stanoveni pdn@@®C nikdy neukazuje nulovou
koncentraci PVA, to vSak neodporuje realt PVA jizZ mohlo byt zdegradovano, vzorek

vSak stédle mohl obsahovat produkty degradace PVA.

Jiz na prvni pohled je vitl, Ze zavislosti na obou grafech maji obdobriyogh. Nejrychle-

ji byl PVA degradovéan v lahvich, ve kterych byl P\f@dinym dostupnym substratem, a to
jiz za 15 dni. V pitomnosti libovolnych dalSich latek byla degrad®¢A zpomalena —
v lahvich s obsahem PQQ a sekundarnich alkobyglb PVA komplet# zdegradovano po
18ti dnech, v fitomnosti Zivin tryptonu a sacharosy probihala ddgce znatethpomale-

ji, aZ se nakonec zastavila na koncentraci PVAkadd50 mg*l*, coZ odpovida cca 30 %

degradaci za 43 denni dobu pokusu.

Vysledky nefeni koncentrace PVA v posledni sérii, tj. v lahvéchlO a 11 se sterilnim
kalem, znovu potvrdily, Ze odby malych objeni vzorki a gidavky stejnych objeinroz-
toka nevedou k zasadnimu poklesu koncentraci PVA, ndjsdy metodickou figkazkou

téchto degradéich pokué a neni tedy fiSt¢ nutno tuto kontrolu nasazovat.
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Vliv opatreni navrzenych na konci minulého pokusu se ukakal pozitivni. Hodnotu pH
bylo poteba upravovat jen minimainprotoze se &sSinou pohybovala u vSech lahvi kolem
pH = 7. Jediny problém byl v z&w pokusu zaznamenan s udrzenim pH u lahvi s T&, kd

se hodnota pH pohybovala na konci pokusu v roz#@z5b,0.

Zawrem pokusu byl tedy fakt, Zgippmnost dalSich latek a hlaviivin pasobi na biode-
gradaci PVA negatiw) piicemZz moznym dvodem mohlo byt ovlivéni degradénich or-
ganisnii pasobenim jinych mikroorganisinv picitomnosti Zivin, inhibice degradai kultu-
ry Zivinami nebo naopakiednostni vyuzivanichto Zivin degradai kulturou, ale nako-
nec také zaporny vliv sniZzeni hodnoty pH. Ktergchto mechanisin byl nakonec uplat-

nén bylo jeS¢ nutno owit.
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11 ZKOUSKY MOZNOSTI URYCHLENI ROZKLADU PVA
NEADAPTOVANYM KALEM ZAP RITOMNOSTI ZIVIN

11.1Ddvod nasazeni

Tento experiment navazoval néegdchozi a jehodglem bylo zkusit za pomociriplavki
raznych latek nalézt moznosti k urychleni degrada¢@ knhikroorganismy v pitomnosti
Zivin. Byl testovan mozny kometabolicky rozklad pmeh PQQ a sekundarnich alkotol
ale také pidavek mrtvé biomasy kulturcetobacter acetiktera byla v léské diplomove
praci [40] vhodnym zdrojem PQQ a hemu c¢ pro degmideulturu OT3 a mohla by tedy

urychlit degradaci i v tomtoifpack.

11.2Rozvrzeni pokusu

V rdmci tohoto experimentu byly nasazettyii série sitemi paralelnimi lahvemi vedle

sebe, podle rozpisu:

1) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I*

2) MM2F + PVA 500 mg** + kal 1 g*I*

3) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I*

4) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + Ziviny TS

5) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + Ziviny TS

6) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + Ziviny TS

7) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + TS + PQQ 2@ig*I ™ + 3xSA po 2Qqug*l™
8) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + TS + PQQ 2@g*l ™ + 3xSA po 2Qug*l™
9) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + TS + PQQ 2@g*I ™ + 3xSA po 2Qug*l™
10) MM2F + PVA 500 mg*t + kal 1 g*I* + TS + biomas#cetobacter acef0 mg
11) MM2F + PVA 500 mg*! + kal 1 g*I* + TS + biomas#cetobacter aceff0 mg

12) MM2F + PVA 500 mg*t + kal 1 g*I* + TS + biomas#cetobacter acef0 mg
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Sekundarni alkoholy byly davkovany nac¢atku - v nulty den, dale v sedmy, jedenacty,
Sestnacty, jedenadvacaty &guvacaty den, po té, co jiz nebyly organoleptizkgname-
nany. Biomasa kultunAcetobacter acetbyla davkovana na patku — tedy v nulty den a
dale v jedenacty a osmnacty den. Vzdy v gtindtredu a patek bylo provedeno stanoveni
koncentrace PVA jodometricky na mikrotiérdch destikach a doplano 0,5 ml sterilniho
TS do lahvi 4-12. Pravideinbylo také provagho stanoveni rozpudtého organického
uhliku (DOC).

11.3Vysledky pokusu

Experiment byl provésh po dobu 49 din Vysledky koncentraci PVA pomoci jodometric-
kého stanoveni na mikrotithaich destikach jsou vidt na obrazku (Obr. 11) a vysledky
rozpuséného uhliku na obrazku (Obr. 12). Hodnoty v grafedpovidaji piméru ze ti
paralelnich stanoveni a chybové tlgesmérodatnym odchylkam viz tabulky (Tab. 8 a
Tab. 9).
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Tab. 8. Hodnoty koncentrace PVA acspdatnych odchylek v pbéhu testu (jodomet-

rické stanoveni)

t 1 2 3 ptim. | sner. 4 5 6 pim. | smer.
[d] odch. odch
0 | 476,5| 495,90 497,1| 489,5| 9,26 | 513,6| 512,3| 510,4] 512,1| 1,32
2 | 519,4| 511,74 518,6| 516,4| 3,69 | 528,3| 538,3| 537,1| 534,6| 4,46
4 | 455,2| 456,17 480,8| 464,2| 11,74| 465,2 478,8| 515,5] 486,5] 21,26
7
9

292,0| 342,71 397,9| 344,2| 43,22 407,9 396,0| 391,2| 398,4| 7,04
123,01 201,8 251,9| 192,2| 53,04 | 471,0 421,5| 435,9| 442,8| 20,78
11| 85,2 | 171,6| 125,4] 127,4] 35,31| 500,1 503,2| 492,5| 498,6| 4,48
141 0,0 18,3 0,0 6,1 8,64 434|4411,7| 391,1| 412,4| 17,75

16 334,8| 346,6| 345,1| 342,2| 5,27
18 211,1| 278,4| 284,4| 258,0| 33,24
21 176,1| 228,2| 211,4| 205,2| 21,73
23 39,5| 196,5 182,6( 139,5( 70,97
25 0,0 | 182,9 118,0] 100,3] 75,71
28 0,0 | 166,4 0,0 | 555]| 78,46
35 0,0 | 120,7 0,0 | 40,2 56,91
43 0,0 | 831 0,0 27,1 3917
49 0,0 | 82,7 0,0 274 39,00
t 7 8 9 ptim. | sn¥r. 10 11 12 | pim. | snxr.
[d] odch. odch

0 | 510,4| 538,49 528,3| 525,8| 11,68 | 522,2 530,7| 546,6| 533,2| 10,12
2 | 539,4| 542,3 539,8| 540,5| 1,30 | 523,8| 526,5| 516,5]| 522,3| 4,19
4 | 542,8| 548,41 524,0| 538,3| 10,38 | 506,7 492,4| 517,0] 505,4| 10,08
7
9

415,6| 409,7 407,3| 410,9| 3,48 | 423,4| 429,4| 418,7| 423,8| 4,37
437,41 459,4 470,4| 455,7| 13,67 448,2 473,2| 465,5| 462,3| 10,45
11| 484,8| 510,72 495,1| 496,7| 10,44 | 496,1 500,8| 500,6| 499,2| 2,15
141 242,1| 457,24 428,9]| 376,1| 95,41 | 425,6| 486,0| 447,0] 452,8] 24,99
16| 185,2| 377,6 342,4| 301,7]| 83,67 | 391,8 451,3| 429,4| 424,2| 24,56
18] 163,2| 287,9 280,1| 243,7| 57,05| 361,1 394,1| 374,5| 376,6| 13,54
211 136,8| 220,3 229,3| 195,5| 41,68 | 320,7 308,2| 320,2| 316,3| 5,76
23| 125,8| 196,4 193,2| 171,8| 32,56| 336,59 285,7| 302,3]| 308,2| 21,17
25| 65,8 | 122,9] 89,2 | 92,6| 23,43 315,8260,0| 297,7| 291,2| 23,24
28| 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 31041251,7| 309,8] 290,5] 27,49
35 308,1| 198,8| 295,2| 267,3| 48,79
43 296,1| 26,9 | 275,71 199,5]|122,36
49 307,8 4,5 | 310,5] 207,6|143,60
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Tab. 9.Hodnoty DOC a seérodatnych odchylek v pbehu testu
t 1 2 3 ptim. | sner. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch
0 | 237,7| 239,3 239,8| 238,9]| 0,89 | 242,1| 243,1| 241,7| 242,3| 0,58
7 | 246,0| 249,1 251,0| 248,7| 2,07 | 277,0] 250,1| 266,2| 264,4| 11,05
9 | 149,6| 1454 162,7| 152,6| 7,31 | 275,2| 265,6| 269,8| 270,2| 3,93
11| 88,4 | 130,6| 103,7| 107,6] 17,45 291,0 263,5| 265,5| 273,3| 12,51
141 27,8 | 38,4 22,0 294 6,82 245279,4| 302,5| 275,8| 23,31
16 180,5| 187,6| 181,3| 183,1| 3,19
18 165,8| 170,3| 162,5] 166,2| 3,19
21 138,4| 159,6| 145,1| 147,7| 8,86
23 58,2 | 151,1 133,0] 114,1] 40,22
25 36,5| 140,14 96,7 | 91,1| 42,49
28 0,0 | 141,8 37,9 | 59,9| 59,95
35 0,0 | 124,717 0,0 | 41,6| 58,78
43 0,0 | 110,3 0,0 | 36,8| 52,00
49 0,0 | 111, 0,0 | 37,2 52,56
t 7 8 9 ptim. | sner. 10 11 12 | pim.| snxr.
[d] odch. odch
0 | 241,0| 238,74 238,2| 239,1| 1,30 | 283,0| 273,2| 274,5| 276,9| 4,33
7 | 276,9| 274,11 274,7| 275,3| 1,19 | 281,5 288,8| 282,3| 284,2| 3,30
9 | 268,4| 274,3 270,8| 271,2| 2,41 | 293,9 295,9| 293,3| 294,4| 1,08
111 258,0| 269,5 259,7| 262,4| 5,07 | 277,91 264,1| 276,4| 272,8]| 6,18
141 250,4| 344,21 240,9| 278,5] 46,60| 245,6 354,1| 261,7| 287,1| 47,79
16| 113,9| 205,6 186,7| 168,7]| 39,55| 208,6 241,4| 235,1| 228,4| 14,20
181 126,4| 174,7 169,0| 156,7| 21,55 202,2 216,9| 212,1| 210,4| 6,13
211 121,8| 150,2 152,7| 141,5| 14,00 198,6 191,0( 193,0| 194,2| 3,24
23| 106,1| 132,8 135,0| 124,6| 13,14 | 163,6 171,2| 191,7] 175,5] 11,89
25| 75,0 | 103,1 84,2 | 87,4| 11,7} 196,r165,7| 190,3| 184,2| 13,38
28| 38,7 | 385| 41,4 3949 1,34 1954965,4|194,5|185,1] 13,96
35 200,1| 158,7| 204,0] 187,6| 20,48
43 216,3| 78,4 | 210,8 168,5| 63,78
49 210,1| 0,0 | 213,7] 141,3] 99,90
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Obr. 11. Zavislost koncentrace PVA d¢ase ve vzorcich s neadaptovanym kalem (jodo-

metrické stanoveni)
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Obr. 12. Zavislost DOC nease ve vzorcich s neadaptovanym kalem

Ani v tomto testu neni vid vyrazné odliSnost mezi stanovenim koncentrace Rdame-
tricky a pomoci DOC. Stefnjako u minulého pokusu, i zde se ukazalo, Ze okjeyi pro-

biha degradace tam, kde je PVA jedinym dostupnybstsatem — v této sérii byl PVA
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degradovan za 14 dni, coZ odpovida pokusdghozimu. Oproti tomu v sérii, kde byl
PVA s kalem a Zivinami TS, prébla nyni, kdyZ se podido pH udrzet ve spravnych me-
zich, degradacec¢hem 25ti a 28 din ve teti lahvi vSak i po 49 dnech byla koncentrace
PVA kolem 80 mg*!'. Zde se nabizi zajimavé srovnani se sérif, kiesalmvala Zivy kal

s PVA, TS, PQQ a sekundarnimi alkoholy, kde doSiplké degradaci také po 28 dnech.
Zda se, ze PVA je v aktivovaném kalu zé&@mnosti TS zdegradovan po 28 dnech neza-
visle na tom, zda jsouripomny PQQ a sekundarni alkoholy. To by mohlo ptispbeno
bud’ tim, Ze pitomnost sekundéarnich alkoliohevedla k pomnoZeni bakterii schopnych
degradace PVA, nebo tim, Ze zde prvni krok degex®atA neprobiha za katalyzy PVA-
dehydrogenasou, ktera zpravidla vyzadujéomnost PQQ, na cozihe mit viiv i mozna
pienmena PQQ na biologicky neaktivni latku vliivem amins&lmn z tryptonu, jak to popsal
nag. van Kleef s kolektivem [28]. V sérii s mrtvou hiasou kulturyAcetobacter acethyl
PVA po 49 dnech ve dvou lahvich zé 2degradovan zhruba ze 45 % (koncentrace PVA
byla kolem 310 mg*}), avsak v posledni lahvi byl PVA zdegradovan siopntr&. Tento
velky rozdil v pozorovanych vysledcich mohl bytigpben (stejg jako v gipact jedné
odlisné lahve ze série, ktera obsahovala pouzePkéh a TS) jistou heterogenitou pouzi-
tého kalu, kdy ani neustalé promichavani kaluinpsazeni testu nemohlo zé&twdokonale

stejné podminky ve vSech vzorcich.

Po Uplné degradaci PVA v lahvich 1 a 3 (série, ligde PVA jedinym substratem), bylo
bakterialni konsorcium z¢hto dvou lahvi zakonzervovano préigadna dalSi studia.
V jedenactém dni byly také z lahvi 1 a 3 $kovany kalové suspenze na Petriho misky
s PVA agarem pro dalSi testy. Postupgamu byla pomociipatkovavani na dalSi misky
s PVA agarem z prvni misky izolovana Zlgigmentovana kultura rostouci na PVA agaru.

Podle své Zluté pigmentace @&pdu z prvni lahve byla oztena jako kultura Z1.
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12 ZKOUSKY VLIVU ZIVIN TRYPTONU A SACHAROSY NAR UST
PVA DEGRADA CNICH KULTUR

12.1Davod nasazeni

Tento experiment navazoval na dvggchozi testy, kde bylo zjito, Ze v pitomnosti
Zivin tryptonu a sacharosy byla biodegradace PVAdwjnasob&izpomalena. Pokusdin
piinést odpo¥d’ na otazku, zda samotnéitpmnost Zivin neinhibujeist PVA degradé&

nich bakterii.

12.2Rozvrzeni pokusu

Na Petriho misky s PVA agarem a PQQ, PVA agarenQRQ'S a PVA agarem, PQQ a
trojndsobnou koncentraci TS (=3TS) byly kalibrovarkickou (objem 10ul) kiizovym
roztérem vyakovany suspenze PVA degradéch kultur JK2, Z1 a OT2. Misky byly kul-

tivovany v klidu ve tnd pri 25 °C. Po sedmi dnech kultivace bylo provedeno pozarova

12.3Vysledky pokusu

Vysledky pozorovani:

JK2

PVA agar s PQQ: velntidké drobné bilé kolonie

PVA agar s PQQ a TS&t8i paetradow vétSich Zluté zabarvenych kolonii

PVA agar s PQQ a 3TS: velky i jasi Zlutych kolonii, gkteré az o prméru 4 mm

Z1

PVA agar s PQQ: velky get velmi drobnych bilych kolonii s mirnym nadecheéonzluta
PVA agar s PQQ a TS: o trochu vice nazloutlych enneho ¥tSich kolonii

PVA agar s PQQ a 3TS: néjgi a jasn Zluté kolonie, pimér kolonii cca 5 mm
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OoT2
PVA agar s PQQ: jasrzluté drob#jsi kolonie o piméru cca 0,5 mm

PVA agar s PQQ a TS i PVA agar s PQQ a 3TS: shudlSi paet jasi Zlutych kolonii o
praméru az 1,5 mm. Nebyl pozorovan rozdildstu kultury OT2 mezi jedno- a trojnasob-

nou koncentraci TS.

Zawrem tohoto experimentu tedy bylo, Zétpmnost smisi tryptonu a sacharosy koloniim
vSech drub prospivala a vedla ke zvyrazm jejich zluté pigmentace. Pouze u kultury OT2
nebyl pozorovatelny rozdil v n#&tu kultury mezi jedno- a trojnasobnou koncentiie®; u
ostatnich dvou kultur byl zaznamenam trendiige vétSi byla koncentrace TS, tim boéat

ji byly kolonie narostené.

Pritomnost TS tedy samotné degréaaiakultury neinhibuje, ba naopak jim prospiva. Ado
vyplyva, Ze zpomaleni degradace PVAfit@mnosti Zivin bylo bd’ zpisobeno fisobenim
jinych mikroorganism v piitomnosti TS nebo fepdnostnim vyuzivanim TS PVA degra-

dani kulturou.
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13 ZKOUSKY VLIVU P RITOMNOSTI DALSICH
MIKRORGANISM U NA RUST PVA DEGRADACNICH KULTUR

13.1Ddvod nasazeni

Tento test navazoval nagaichozi experiment na Petriho miskach & jednozn&né po-
tvrdit nebo vyvratit moznost inhibicéstu PVA degradaich kultur pomoci dalSich mik-

roorganisni pritomnych v aktivovaném kalu.

13.2Rozvrzeni pokusu

Na jednu polovinu Petriho misek s PVA agarem a PRQA agarem, PQQ a TS a PVA
agarem, PQQ a 3TS byla nanesena suspenze aktiymviak a na druhou polovinu Pet-
riho misek byly wadku gi¢né na kal @ékovany suspenze PVA degra&déch kultur JK2,

Z1 a OT2 tak, aby bylo mozno porovnast &chto kultur v gimém sousedstvi kalu ve
srovnani sitstem &chto kultur ve ¥tSi vzdalenosti od kalu. Misky byly kultivovany

v klidu ve tne pri 25°C. Po Sesti dnech kultivace bylo provedeno pozarbova

13.3Vysledky pokusu

Vysledek kultivaceii PVA degradanich kultur vedle aktivovaného kalu byl bez ovlvn
ni. VSechny kultury rostly obdobnako v minulém pokusu, nebyla vSak pozorovan&-zm
na tistu mezi kulturou rostouci ¥4né gitomnosti kalu atrstem kultury ve #tSi vzdale-
nosti od kalu. Tyto vysledky naztgi, Ze ovlivréni ristu PVA degradaich kultur by
piipadré mohlo byt zfisobeno pouzetrpmym kontaktem s jinymi heterotrofnimi kultura-

mi.
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14 ZKOUSKY R USTU PVA DEGRADACNICH KULTUR NA
SUBSTRATECH PVA, SACHAROSE A TRYPTONU

14.1 Davod nasazeni

Tento pokus ndimo navazoval na zkouSky vlivu Zivin tryptonu atsaosy natst PVA
degradanich kultur a nil 1épe oZejmit vyuzivani samotnych subsiid®VA, sacharosy a

tryptonu €mito kulturami.

14.2Rozvrzeni pokusu

Na Petriho misky s PVA agarem, trypton agarem aesgase sacharosou bylgkmvany
kultury Z1, OT2 a JK2. Misky byly kultivovany v klu ve tng pti 25 °C. Po deviti dnech

kultivace bylo provedeno pozorovani.

14.3Vysledky pokusu

Kultura Z1 byla schopna jako substrat vyuzivat PV, imz rostla bez pigmentace, a
také trypton, nadmz rostla o &co Iépe nez na PVA a barvila se vyrazio Zluta. Sacha-

rosu nebyla schopna kultura Z1 vyuZivabec.

Kultura OT2 rostla dale jak na PVA, tak na tryptonu (na tryptonu &m lépe) v obou

piipadech za vyrazné Zluté pigmentace a &ii@ko kultura Z1 nerostla na sacharose.

Kultura JK2 rostla jak na PVA, tak na sacharosegiat® a bez pigmentace, na tryptonu

huse s vyraznou Zlutou pigmentaci.

Souhrni |ze tedytici, Ze skoro vSechny kultury nejsou schopny kerayéistu vyuzivat
sacharosu, jsou schopné vyuzivat PVA a velmieatypton. Pro naSe degr&dalahvové
testy (z nichZ byla izolovana kultura Z1) se talbiaé vyswtleni zpomaleni degradace
PVA v pritomnosti TS. Vzhledem k tomu, Ze je tato kultwwhapna vyuzivat jako substrat
PVA, ale je& lépe trypton, mohl iddavek tryptonu vyvolat zpomaleni degradace PVA

pravdpodobr proto, Ze byl degradai kulturouc¢ast&né uprednostiovan.
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15 ZKOUSKY ROZKLADU PVA NEADAPTOVANYM KALEM ZA
RUZNYCH PODMINEK I

15.1Ddvod nasazeni

Tento test navazoval naguichozi degradai lahvové testy a byl nasazen skoro sdné
se zkouSkamiustu PVA degradmich kultur na substratech PVA, sacharosy a trypton

M¢l presreji ukazat vliv jednotlivych Zivin na biodegradacvR.

15.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto experimentu byly nasazeftyii série sitemi paralelnimi lahvemi vedle

sebe, podle rozpisu:

1) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I*

2) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I*

3) MM2F + PVA 500 mg* + kal 1 g*I*

4) MM2F + PVA 500 mg*t + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg®
5) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg¥
6) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + TS (trypton 300 mg*, sacharosa 200 mg¥
7) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + trypton 500 mg*}

8) MM2F + PVA 500 mg*f* + kal 1 g*I* + trypton 500 mg*f

9) MM2F + PVA 500 mg*t* + kal 1 g*I* + trypton 500 mg*}

10) MM2F + PVA 500 mg* + kal 1 g*I* + sacharosa 500 mg*|

11) MM2F + PVA 500 mg*t + kal 1 g*I* + sacharosa 500 mg™|

12) MM2F + PVA 500 mg*f + kal 1 g*I* + sacharosa 500 mg*|

Vzdy v pondili, sttedu a patek bylo odebrano 0,5 ml vZode vSech lahvi pro jodometric-
ké stanoveni PVA na mikrotittaich destikach a pidano 0,5 ml roztoku substtét TS do
lahvi 4-6, tryptonu do lahvi 7-9 a sacharosy dorild0-12. V pravidelnych intervalech

byla také n§fena koncentrace rozpagého uhliku.
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15.3Vysledky pokusu

Experiment byl provésh po dobu 17 din Vysledky koncentraci PVA pomoci jodometric-
kého stanoveni na mikrotithaich destikach jsou vidt na obrazku (Obr. 13) a vysledky
rozpuséného uhliku na obrazku (Obr. 14). Hodnoty v grafedpovidaji piméru ze ti
paralelnich stanoveni a chybové dlgesnmerodatnym odchylkam viz tabulky (Tab. 10 a
Tab. 11).

Tab. 10.Hodnoty koncentrace PVA a &mwodatnych odchylek v pbehu testu (jodomet-

rické stanoveni)

t 1 2 3 ptim. | sn¥r. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch
0 | 474,3| 500,8 504,51 493,2| 13,44 497,4 503,2| 482,0| 494,2] 8,972
3| 460,2| 467,Q 467,0| 464,7| 3,213 | 455,2 455,1| 459,8| 456,7| 2,176
6 | 405,1| 413,5 445,5]| 421,4| 17,42 473,59 479,3| 462,0] 471,6] 7,201
8 | 296,6| 280, 309,6] 295,6| 11,88 418,7 426,6| 424,0| 423,1] 3,299
10| 158,7| 157,4f 162,8| 159,6] 2,288 | 325,1 414,6| 370,8| 370,2| 36,55
13] 13,9 0,0 52,1 22, 22,02 304,262,7| 333,3| 366,7| 68,89
151 0,0 0,0 0,0 0,0 0 307,0462,4| 323,6| 364,6| 69,44

17 283,5| 428,7| 286,0] 332,7| 67,88
t 7 8 9 ptim. | sner. 10 11 12 | pim.| snxr.
[d] odch. odch
0 | 554,6| 526,1 chyba| 540,4| 14,29| 512,9 499,8| 494,1]| 502,3| 7,847
3 | 512,6| 466,4 489,5| 23,13 | 463,0 440,5| 424,9| 442,8| 15,61
6 | 528,8| 484,9 506,8| 21,9 | 473,8| 480,2| 491,8| 481,9| 7,49
8 | 485,3| 420,3 452,8| 32,52 | 444,0 442,6| 424,4| 437 | 8,936
10| 453,8| 367,4 410,61 43,18 434,6 412,3| 404,4| 417,1| 12,82
13| 502,4| 417,4 459,9| 42,5 | 441,4{ 404,9| 453,6| 433,3| 20,69
151 487,01 4199 453,5| 33,55 439,1 384,3| 438,5| 420,6| 25,69

171490,2| 374,4 432,3| 57,92 | 402,4 333,5| 389,3| 375,1| 29,88
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Tab. 11.Hodnoty koncentrace DOC a gradatnych odchylek v pibéhu testu

%

t 1 2 3 ptim. | sner. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch
0 | 228,0| 241,74 226,7| 232,0| 6,556| 303,8 325,4| 271,1] 300,1| 22,35
6 | 198,8| 198,49 196,6| 198,0| 0,979| 209,3 215,7| 211,0] 212 | 2,699
13| 31,4 | 24,4 59,3] 384 151 189&35,2|192,0| 205,7| 20,89

17 166,2| 216,8| 188,9| 190,6]| 20,7
t 7 8 9 ptim. | sner. 10 11 12 | pim.| snxr.
[d] odch. odch
0 | 337,4| 277,3 chyba| 307,4| 30,06 | 254,2 269,2| 228,2| 250,5| 16,96
6 | 234,1| 2159 225,01 9,09 | 209,5| 206,6| 206,1| 207,4| 1,512
13| 252,0| 227,8 239,9| 12,09 222,8 202,9| 231,5| 219,1| 11,95
171201,9| 222,7 212,3] 10,38| 210,4 192,0| 205,5| 202,6| 7,753
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Obr. 13. Zavislost koncentrace PVA w@ase ve vzorcich s neadaptovanym kalem

(jodometrickeé stanoveni)
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Obr. 14. Zavislost DOC néase ve vzorcich s neadaptovanym kalem

Ani v tomto testu neni vid vyrazné odliSnost mezi stanovenim koncentrace Rdame-
tricky a pomoci DOC. Stefnako u gredchozich experimeinti zde se ukazalo, Ze nejrych-
leji probiha degradace tam, kde je PVA jedinym dpsym substratem — v této sérii byl
PVA degradovan za 15 dni, co¥epré odpovida pokusn predchozim. Oproti tomu se
degradace vitomnosti danych Zivin po dobu testu ani n&&arozbéhnout, dokonce ani
tam, kde byla v degradiai sntsi krom® PVA pfitomna jen sacharosa. Ve¢tle vysledki
scistymi kulturami degradaich bakterii nelze zpomaleni degradace PVAitomnosti
sacharosy vysilit uprednostignim tohoto substratu bakteriemied polyvinylalkoholem,
ale Zejme¢ se zde uplatnil i jiny faktor — napmnozeni jinych heterotrofnich bakterii, nega-
tivné ovliviwujicich ¢innost bakterii degradaich. Pokus byl sice &asovych dvoda ukon-
¢en po 17 dnech, alefgsto ogtovré potvrdil vyrazné zpomaleni rozkladu polymeru za

piitomnosti jinych organickych latek.
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16 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI Z1 AOT2

16.1Divod nasazeni

V tomto experimentu bylo cilem &kt miru rozkladu PVA za podminek se zvySenym po-
¢tem degradénich bakterii na pgitku pokusu. Byly pouzity kultury OT2 a Z1, které
v predchozich testech na miskach ukazovaly nejleis$ima agarech s PVA. @lultury
byly pouZzity samostatni za Fitomnosti aktivovaného kalu, Wipomnosti i v nefitomnos-

ti Zivin. Pro zabezp®ni dokonalé pufrace degr&déch snési bylo zvoleno mineralni me-

dium se zvySenym obsahem fosforeni (MM3F).

16.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto experimentu bylo nasazeno osm sé&li€ma paralelnimi vialkami vedle

sebe, podle rozpisu:

1) MM3F + PVA 500 mg*t + kal 0,5 g*I* + Z1 + FR
2) MM3F + PVA 500 mg*f* + kal 0,5 g*I* + Z1 + FR
3) MM3F + PVA 500 mg*t* + kal 0,5 g*I* + Z1 + TS
4) MM3F + PVA 500 mg** + kal 0,5 g*I* + Z1 + TS
5) MM3F + PVA 500 mg*t* + kal 0,5 g*I* + 0T2 + FR
6) MM3F + PVA 500 mg*!" + kal 0,5 g*I* + 0T2 + FR
7) MM3F + PVA 500 mg*f* + kal 0,5 g*I* + 0T2 + TS
8) MM3F + PVA 500 mg*!" + kal 0,5 g*I* + 0T2 + TS
9) MM3F + PVA 500 mg*!* + Z1 + FR

10) MM3F + PVA 500 mg*! + 71 + FR

11) MM3F + PVA 500 mg*t + Z1 + TS

12) MM3F + PVA 500 mg*f + Z1 + TS

13) MM3F + PVA 500 mg*f + 0T2 + FR

14) MM3F + PVA 500 mg* + 0T2 + FR
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15) MM3F + PVA 500 mg* + 0T2 + TS
16) MM3F + PVA 500 mg*f + 0T2 + TS

Vzdy v pondli, sttedu a patek bylofflano 10ul sterilniho roztoku TS do vialek 3, 4, 7, 8,
11, 12, 15 a 16 a 14 sterilniho fyziologického roztoku do ostatniclaiek. V nulty, paty
a devaty den pokusu byla stanovena koncentrace [d@metricky v mikrotitrénich
desttkach. Vzhledem k nizkému celkovému objemusinve vialkdch (tj. 2 ml) nebylo

mozno vzorky ped stanovenim koncentrace PVA centrifugovat.

16.3Vysledky pokusu

Experiment byl provash po dobu 9 din Vysledky koncentraci PVA pomoci jodometric-
kého stanoveni na mikrotitmich destikach jsou vidt na obrazcich (Obr. 15 a Obr. 16).
Hodnoty v grafu odpovidaji pméru ze dvou paralelnich stanoveni a chybovékisems-

rodatnym odchylkam viz tabulka (Tab. 12).
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Tab. 12. Hodnoty koncentrace PVA a émmdatnych odchylek

Vv pribehu testu

t 1 2 pém. | sner. 3 4 piim. | smer.
[d] odch. odch.
0 | 501,9| 501,9| 501,9| 0,00 | 501,9| 501,9 501,9| 0,00
5 | 185,7| 298,7| 242,2| 56,49| 376,7| 172,71 274,7| 101,9

6

9 | 125,1| 215,0| 170,1| 44,94| 275,0| 133,74 204,1| 70,89
t 5 6 pam. | snxr. 7 8 piim. | smer.
[d] odch. odch.
0 | 501,9| 501,9| 501,9| 0,00 | 501,9| 501,9 501,9| 0,00
5 | 473,9| 529,9| 501,9| 27,98| 605,4| 556,7 581,0| 24,35
9 | 214,8| 347,9| 281,3| 66,55| 421,2| 428,84 425,0| 3,81
t 9 10 | pdm.| sner 11 12 | ptm. | smer

[d] odch. odch.
0 | 501,9| 501,9| 501,9| 0,00 | 501,9| 501,9 501,9| 0,00
576,3| 570,4] 573,3| 2,98 | 595,1| 576,% 586,0| 9,17
581,3| 596,7| 589,0| 7,68 | 603,0] 644,4 623,7| 20,71
13 14 | ptm.| snxr. 15 16 | ptim. | snxr.
[d] odch. odch.
501,9| 501,9| 501,9| 0,00 | 501,9| 501,9 501,9| 0,00
567,0| 534,2| 550,6| 16,43| 588,9| 545,94 567,2| 21,73
554,8| 578,9| 566,8| 12,08| 583,6 | 535,54 559,5| 24,05

ol

(o]

—+

|0 o
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Obr. 15. ZAvislost koncentrace PVA ¢&se ve vzorcich s neadaptovanym kalem (pro

kulturu Z1)
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Obr. 16. Zavislost koncentrace PVA ¢@se ve vzorcich s neadaptovanym kalem (pro

kulturu OT2)
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Jak je vidt z obou grai, vysledky jsou celkem zajimaveé. Zvia§tak fakt, Ze se za dobu
pokusu degradace u obou kultur shodebihla pouze ve vialkach, kde byifpmen kal —
v negitomnosti kalu degradace neprobihala. To by mohk#acovat tomu, Ze abkultu-
ry pottebovaly k provedeni degradaceéjaky faktor poskytovany kalem, coz je ovSem
V rozporu s pozorovanim provedenym na Petriho rolsk@&iz kap. 12 - Zkousky vlivu
Zivin tryptonu a sacharosy nast PVA degradénich kultur), kde byly obkultury schopny
rast na PVA agaru viftomnosti i nefitomnosti Zivin tryptonu a sacharosy i baztgm-
nosti kalu. Vys¥tlenim tak niize byt zvySend koncentrace fostarani v MM3F, ktera
ziejm¢ mnozeni degradaich bakterii vyraz&rzpomalovala — ve s¥ésich s kalem mohly
snizeni koncentrace fosférean zabezpét bakterie schopné akumulace fosforu viibu
kach.

DalSim dilezitym zjiS€nim byl fakt, Ze degradace PVA kalem obohacenynradkanimi
bakteriemi byl v pitomnosti jinych organickych latek sice gémd zpomalen proti séa
sim, kde byl PVA jedinym substratem, toto zpomakZdk bylo mnohem ménvyrazné
(zejména u obohaceni kalu kulturou Z1) neZtedphazejicich pokiss neadaptovanym
kalem (s nizkym mnoZstvim degradéch bakterii). Tyto vysledky tak posiluji dogmku,
Ze vyrazné zpomaleni degradace PVA neadaptovanigmkaa pitomnosti jinych, snadno
dostupnych substritje zpisobeno distem jinych heterotrofnich bakterii a jejich negati

nim &inkem na mnoZeni bakterii degrédach.
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17 BIODEGRADACE PVA P UDNIM VYLUHEM

17.1Divod nasazeni

Tento pokus navazoval na praci Pavidniala a spolupracovnil33], ktei studovali bio-
logickou rozlozitelnost PVA jdnimi mikroorganismy. Tento pokuséhtedy oWfit jejich
zawry a pokusit se opakovanymtigavky sekundarnich alkohbbdosahnout vyssi degra-
dace PVA.

17.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto experimentu byly nasazeny dsérie siemi paralelnimi lahvemi vedle
sebe, podle rozpisu:

1) MM2F + PVA 500 mg*t + piadni vyluh

2) MM2F + PVA 500 mg*f* + padnfi vyluh

3) MM2F + PVA 500 mg** + padni vyluh

4) MM2F + PVA 500 mg* + padni vyluh + PQQ 2(g*l™ + 3xSA po 2Qug*l ™

5) MM2F + PVA 500 mg*f* + padnf vyluh + PQQ 2@g*l ™ + 3xSA po 2Qug*l™

6) MM2F + PVA 500 mg*f" + padni vyluh + PQQ 2@g*l ™ + 3xSA po 2qug*l™
Sekundarni alkoholy byly davkovany nacgtku - v nulty den, dale v paty &inacty den,
po té, co jiz nebyly organolepticky zaznamenanydyi pondli a patek bylo odebrano
0,5 ml vzorki ze vSech lahvi pro jodometrické stanoveni PVA rlaatitracnich dest-
kach. V pravidelnych intervalech byla takéiena koncentrace rozpegsého uhliku. Kvli
tomu, Ze byl ubytek sekundarnich alkahekdy sledovan pouze organolepticky, byla sou-
béZzné z pokusnymi lahvemi nasazena kontrolni lahev €enbsteriiniho MM2F a fidav-

kem PQQ a sekundarnich alkoloktera ngla slouzit k organoleptickému sledovani sa-

movolného Ubytku sekundéarnich alkoheltékanim.
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17.3Vysledky pokusu

Experiment byl provash po dobu 33 din Vysledky koncentraci PVA pomoci jodomet-
rického stanoveni na mikrotitiaich destikach jsou vidt na obrazku (Obr. 17) a vysledky
rozpuséného uhliku na obrazku (Obr. 18). Hodnoty v grafedpovidaji piméru ze ti
paralelnich stanoveni a chybové dlgesnmerodatnym odchylkam viz tabulky (Tab. 13 a
Tab. 14).

Tab. 13.Hodnoty koncentrace PVA a &mwodatnych odchylek v pbehu testu (jodomet-

rické stanoveni)

t 1 2 3 ptim. | sn¥r. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch

0 | 512,0| 556,4 557,5| 542,0( 21,22 571,7| 599,9| 607,1| 592,9| 15,28
2 | 489,5| 535,71 540,5| 521,9] 23,02| 535,1 559,3| 549,6| 548,0( 9,98
5 | 452,0| 523,74 533,4| 502,8| 36,21 | 554,7| 563,2| 564,3| 560,7| 4,29
9 | 482,4| 544,84 553,2| 526,8| 31,59| 575,2 596,1| 586,0| 585,7| 8,53
13| 409,1| 424,2 450,1| 427,8] 16,91 | 462,9 465,9| 490,4]| 473,1] 12,29
16| 479,0| 519,0 527,8| 508,6| 21,21 | 541,7 560,5| 564,4| 555,5| 9,93
191 455,8| 499,7 518,6] 491,4] 26,32| 523,8 518,3| 542,2] 528,1] 10,22
23| 487,8| 524,3 542,1] 518,1| 22,60 550,7 526,5| 550,5| 542,6] 11,36
26| 468,7| 516,1 532,5| 505,8| 27,06| 528,2] 538,0| 551,1]| 539,1| 9,36
30| 385,0| 382,9 411,8] 393,2| 13,19 439,1 387,0| 414,9| 413,7| 21,27
33| 438,3| 472,4 475,0|1 461,9| 16,74| 486,2 474,1| 365,5] 441,9] 54,29
37| 448,5| 416,0 391,4| 418,6| 23,41 | 446,8 379,0| 217,9| 347,9] 96,04

Tab. 14 Hodnoty koncentrace DOC a gradatnych odchylek v pbehu testu

v

t 1 2 3 ptim. | sn¥r. 4 5 6 ptim. | smer.
[d] odch. odch

0] 290,1| 3025 316,9| 303,2| 10,96 309,2 312,6| 308,6| 310,1| 1,75
5 | 268,6| 302, 291,4| 287,3| 13,92| 287,3 290,8| 293,8] 290,6| 2,62
13| 268,0| 285,24 290,7] 281,3| 9,67 | 289,6| 296,4| 288,4]| 291,5| 3,53
191 270,2| 438,6 289,0| 332,6| 75,33 284,9 297,4| 463,6| 348,6| 81,44
26| 241,9| 264,8 267,2| 258,01 11,41| 266,1] 269,4| 266,5| 267,3| 1,48
33| 236,8| 248,9 251,9| 245,9| 6,51 | 248,2| 255,8| 209,3| 237,8] 20,35
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Obr. 17. Zavislost koncentrace PVA d¢ase ve vzorcich s neadaptovanym kalem (jodo-

metrické stanoveni)
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Jak je vidt z obrazk, zavislosti koncentraci r@ase ndly u obou metod podobny trend — u
obou zavislosti je viit, Ze degradace PVA vagnim vyluhu probihala jen velice pomalu,
piicemz nebyl pozorovan zadny pozitivni vligigomnosti sekundarnich alkoliaha urych-
leni biodegradace polyvinylalkoholu. Nepdittase tak potvrdit vysledky Bimala a spolu-
pracovniki [33], u nichz pi pouziti vyluhu z podobné smei pid doSlo v pitomnosti
sekundéarnich alkohdlk 33 % degradaci PVA jiz v fibchu osmi did. Tato skuténost
mohla byt zfisobena jistou heterogenitou pouzitéhmmho substratu, kdy se nemuselo

v obou glipadech pod# odebrat vzajemnsi odpovidajici vzorky.

Pozitivnim zjiS&nim bylo, Ze sekundarni alkoholy obsazené v komitddhvi byly i po 33
dnech pokusu organolepticky j@&smznamenatelné. To znamena, Ze Ubytek sekundarnich
alkoholi v testovanych lahvich nebyl igoben jejich vytkanim, ale naopak jejich spet

bovanim, Ze tedyduini mikrofléra ma jistou schopnost tyto steainy utilizovat.
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IV. ZAV ER

Prvnim cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jakde probihat biodegradace PVA ki-p
tomnosti jinych, mikroorganisim dolie dostupnych substéatDruhym cilem bylo o&fit
vliv pfidavki nékterych dalSich latek k degrauhd snmési na biodegradaci polyvinylalkoho-
lu. V obou gipadech byl pibéh biodegradace vyhodnocovan sledovanim ubytku kdnce

race PVA a rozpushého organického uhliku po odcentrifugovanidkun

V prvni fazi jsem se za#nl na srovnani degradace PVA v systému, kde byl Rv@ de-
grad&ni bakterie jedinym dostupnym substratem, se systgnkam byl ddvkovan mode-
lovy smesny substrat - trypton a sacharosa. Hned v prvestutbyl zaznamenan velky
problém s neschopnosti degré&di@h snési udrZzet poZzadované pH. Dobré vysledky byly
zaznamenany po Upraypodminek ve druhém pokusu, a to pouzitim tyderéstakalu a
mineralniho média s odliSnym zdrojem dusiku a sénZnym pongérem a dvojnasobnou
koncentraci fosfokmani. Pak jiz bylo zji&¥no, Ze v neadaptovaném aktivovaném kalu
probih& nejrychleji degradace PVA za podminek, jadPVA jedinym substratem — zde
probéhla Uuplna degradace polymeru jiz za cca 15 dniykidiv pridavek dalSich latek do
smesi biodegradaci PVA zpomaloval. Pokud byly v degéadl snesi pritomny PQQ a
sekundarni alkoholy, trvala Uplna degradace PVAIdi7 v gipact pritomnosti tryptonu a
sacharosy ve stsi prolghla degradace PVA nehkeda sodasnou pitomnost nebo néfp
tomnost PQQ a sekundarnich alkahah cca 28 dni. Urychleni degradaceritgmnosti

Zivin nezpisobil ani gidavek mrtvé biomasy kultu#cetobacter aceti

V navaznosti na tyto vysledky byl dale studovan mamismus ovlivéini degradéniho
procesu fitomnosti Zivin. Ze sisi aktivovaného kalu s PVA jakoZto jedinym subsinét
kde byl PVA jiz z @tSi casti zdegradovan, byla izolovana PVA degtad&ultura s ozna-
genim Z1 a sni, stejnjako s daldimi dema kulturami (OT2 a JK2) izolovanymi na
UIOZP v predchozich letech, byla provedena sada dalSich. tdsjprve bylo zji&no, ze
piitomnost tryptonu a sacharogist £chto PVA degradanich kultur neinhibuje, ba prav
naopak jim prospiva. V dalSich dakbvych testech bylo zji8ho, Ze tyto kultury prakticky
nejsou schopny ke svémitstu vyuzivat sacharosu, jsou schopny vyuzZivat P\Aelani

dohie trypton.

V zawreenych degradanich testech s neadaptovanym kalem byl prokazahidmt (¢inek
organickych latek na degradaci PVA i kigact samotného tryptonu a samotné sacharosy,

a protoZze experimenty rozkladu PVA kalem obohacemwymegradéni kultury ukazaly
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mensSi miru zpomaleni degradace PVA neZ u kalu maekného, je mozné vyslovitgd-
poklad, Ze ftomnost jinych organickych latek v degrada snesi inhibuje rozklad
polyvinylalkoholu tim, Ze stimuluje rozvoj jinycheterotrofnich bakterii, které pak ovliv-
nuji mnozeni bakterii degratfd@ich. Tento pedpoklad vSak bude muset byt potvrzen
v dalSich experimentech, stéjjako vysledky zpomaleni degradace cizorodé lathyiv
tomnosti BZnych organickych latek. Bylo by tedy peibné tyto z&kry owerit také na jiném
kalu nez 220V Malenovice a také pro jinou cizorodou latku jE@PVA, nebd zobecni
téchto vysledk by znamenalo zasadni #nu pohledu na biodegradabilitu cizorodych latek

v ¢istirenskych systémech.

DalSim cilem mé diplomové prace byloétv kladny vliv pridavku PQQ a sekundarnich
alkoholi na biodegradaci polyvinylalkoholu vagnim vyluhu, jak ji popsal Bmal a kol.
[33] a pokusit se opakovanymiigavky PQQ a sekundarnich alkolhalosahnout vyssi
degradace. Pokus degradace P\t@irgm vyluhem byl provash po dobu 37 din Za tuto
dobu se PVA degradovalo pouze mininglpticemz v lahvich, do nichZ bylyfidavany
PQQ a sekundarni alkoholy nebylo pozorovano zadpeéhleni biodegradace. Vysledky

Diimala a spolupracovnikedy potvrzeny nebyly.
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feni koncentrace rozpéstych organickych latek. Nejrychleji probihala bigdedace polyvinylal-

koholu v gipadt, Ze byl polyvinylalkohol pro PVA degradiai bakterie jedinym dostupnym su
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has been slowed down when another organic compowadspresent in blend. It was probably

caused by the growth of heterotrophic bacteriaigricing PVA degrading cultures.




