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ABSTRAKT

Cesky text

Polyvinyl akohol je jednim ze synteticky vyrobenych, ve vodé rozpustnych
polymeri, Siroce pouzivanych v pramyslu. V piirodé je rozloZitelny jen velmi mao a
pomalu. Proto jsou zkoumény biologické metody, biodegradace PV A mikroorganismy,
které mohou byt pouZity jako zdroj urychleni degradace PVA v biologickém systému
¢i&éni a Upravy odpadnich vod. Ovérovani degradace PVA kulturou OT3 za pridavku
nékterych faktora a symbioticky vztah této kultury skulturou Rhodococcus globerulus
bylo prvnim cilem mé préce. Mezi faktory, které byly pouzity patii predevsim inaktivni
katalasa, methionin, hemin. Druhym cilem mé prace byla izolace cistych kultur
z Cistirenskych kali. A nasledné testovani téchto ziskanych kultur, zda jsou schopny
degradace PVA.

Text ve svétovém jazyce, v anglictiné

Polyvinylalcohol is one of the man-made soluble polymers widely used in some
industrial fields. It is slowly degradable in the common environment so that the biological
methods of their microbial degradation are studied. These methods may be used as the
factor of the intensifying PV A degradation during the biological process of wastewater
treatment. Studying of the PVA degradation by OT3 culture with the addition of some
factors and finding of the principle of the its symbiosis with Rhodococcus globerulus were
the main aims of the work. Inactive catalase, methionin and hemin were the main factors
used in the tests. The isolation of pure bacterial cultures from activated sludges and their

consequent testing for PV A degradation was the second aim of the work.
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UvoD

Otézka Zivotniho progtiedi a jeho znecidténi je v dnedni dobé velmi diskutovanym
problémem. Kazdy rok je vyprodukovano veliké mnozstvi syntetickych polymert, tyto
polymery jsou stalé a nesnadno se rozkladaji. PredevSim polymery rozpustné ve vodé jsou
hlavnim zdrojem zneci&téni vodnich tokd, fek, moiskych ekosystémi. Tim, Ze jsou
rozpustné, mohou naruSovat prirozeny Zivotni cyklus vodnich organismi i celych
ekosystémi. Bylo zji&éno, Ze nekteré typy syntetickych polymert rozpustnych ve vodé
jsou biodegradovatelné atémto vyzkumiam zag¢ala byt vénovana velka pozornost.

Vyzkum o odstranéni, tedy rozloZeni téchto materidli z vodnich toku, se ponejvice
zameiuje na odstranéni biologickymi procesy, které jsou vykonavany mikroorganismy a
jejich enzymy.

Jednim ze synteticky vyrobenych, ve vodé rozpustnych polymerd, je
polyvinylalkohol (PVA). Je Siroce pouzivany v primyslovych aplikacich jako adhezivum,
v textilnim pramyslu, pii vyrobé hlazeného papiru, zlepsuje povrchy filma a pouziva se i k
vyrob¢ barev. PVA je v piirodé rozloZitelny, ale jen velmi mélo a pomalu. Proto jsou
zkoumany biologické metody, biodegradace PVA mikroorganismy, které mohou byt
pouZzity jako zdroj urychleni degradace PVA v biologickém systému ¢i&éni a Upravy
odpadnich vod. Rozsiteni a pocet mikroorganismi schopnych degradovat PVA je viak
omezen, tyto mikroorganismy nejsou v3udypiitomné, ale vyskytuji se jen v uréitych
oblastech Zivotniho prostredi.



1. LITERARNI RESERSE

1.1 Struktura, vlastnosti a pouZiti polyvinylalkoholu

Polyvinylalkohol — PVA:

—E H2C CH
|
L OH n

Obr. 1. Vzorec PVA

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vodé rozpustny synteticky polymer, ktery se
pripravuje hydrolyzou polyvinylacetéu (PVAC). Je bila préSkovita hmota krystalického
charakteru. PVA ma prevazné strukturu 1,3- glykolu, je odolny proti benzinu, nékterym
rozpoudédlum. PVA je jeden z méa polymeri skostrou uhlik-uhlik, ktery je
biodegradabilni.

Stupen hydrolyzy a polymera¢ni stupen ovliviuji fyzikani, chemické, mechanicke i
zpracovatelské vlastnosti PVA. Tyto vlastnosti jsou zévislé predevSiim na obsahu
hydroxylovych skupin —OH a zbytkovych acetdtovych skupin. Pri obsahu 70 aZz 80 %
zbytkovych acetatovych skupin je polymer nerozpustny ve vodé, ale rozpustny
v aromatickych uhlovodicich a cyklickych esterech. Je-li v polymeru 35 % zbytkovych
acetatovych skupin je polymer rozpustny ve studené vode, pusobenim tepla se srézi.
V piipadé Ze obsah zbytkovych acetdtovych skupin je mensi nez 35 % PV A se rozpoudti
v teplé i studené vode [1].

PVA ziskavame hydrolyzou polyvinylacetatu (PVAc). Polymerizace vinylacetétu
(VAC) nastane bud’ radikdlovym mechanismem v alkoholu (metanolu, etanolu) [2]
slouzicim jako rozpou&tédio, nebo suspenzni polymeraci. Druhy zpisob se vyuZiva jen ve

specifickych pripadech [3].

Pramyslova vyroba PVA je provadéna hydrolyzou PVAc v reaktoru. Ruzné druhy
PVA jsou ziskavany v zavislosti na stupni hydrolyzy. Polymeracni reakce mohou probihat
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vsadkoveé, coZz predstavuje jednordzovy proces, nebo v kontinudlnich procesech.
Kontinuélnich procesi se vyuziva hlavné pii velkovyrobach.

Pfi kontinualni pramyslové vyrobé je prvnim krokem radikalova polymerizace
vinilacetétu, po které nésleduje alkalicka alkoholyza PV Ac. Molarni hmotnost PVAcC je
ovliviiovana nastavenim vhodné doby zdrzeni PVAc v resktoru, mnozstvim vinylacetétu,
mnoZzstvim rozpoudeédla, teplotou pii polymerizaci a koncentraci radikalového inicidoru.
Stupen hydrolyzy u PVA je zavisly pouze na dobé zdrzeni PVAc v reaktoru, koncentraci
katalyzétoru ateploté. PVA se stupném hydrolyzy v rozmezi 70 az 99% je bézn¢ dostupny
[4]. V laboratoti na FT UTB se pracuje sPVA se stupném hydrolyzy 88%. V diplomoveé

préci budu pouzivat PVA 88-08.

PVA je vyrabén ve velkém mnozZstvi. Je Siroce pouzivany v pramyslovych
aplikacich jako adhezivum, v textilnim pramyslu, pri vyrob¢ hlazeného papiru, vyrobé
barev, zlep3uje povrchy filma. PVA je produkovén ve vétsim mnozZstvi nez jiné ve vodeé
rozpustné syntetické polymery. Svétova produkce PVA je 650000 tun za rok [5] a velké
mnozstvi pouzitého a vyrazeného PV A se stalo znatelnym odpadovym problémem. Muze
byt jednim z dulezitych polutanti v nékterych typech odpadnich vod. V Zivotnim prostiedi
se PVA nerozklada snadno. Proto jsou zkoumany biologické metody, biodegradace PVA.

RozSiteni a pocet mikroorganismi schopnych degradovat PVA je omezen ve
srovnani stémi, které mohou degradovat difatické polyestery. Mikroorganismy schopné
degradovat PVA nejsou vSudypritomné, ale vyskytuji se jen v uréitych oblastech Zivotniho
prostiedi.

|zolované druhy mohou byt pouzZity jako zdroj urychleni degradace PVA
v biologickém systému ¢i&téni a Upravy odpadnich vod. Na izolaci bakterii degradujicich
PV A bylo vynaloZeno mnoho Usili [5].

1.2 Bakteridlni rozklad PVA smésnymi (Cistirenskymi) kulturami-

aktivovanym kalem

Biodegradace PVA aktivovanym kalem byla sledovana radou autort. Jako piiklad
skutecnogti, Ze v aktivacnich suspensich mikroorganismu se vyskytuji bakterie schopné



rozkladu PVA, lze uvést vysledky diplomovych praci z minulych let, ve kterych byla

sledovana biologicka rozlozitelnost PV A ve vodném prostiedi nékolika metodami:
1.2.1 Stanoveni produkce CO, pii biodegradaci PVA ve vodnim prostiedi.

Test proveden s neadaptovanym kalem.

Z cistirny byl odebran neadaptovany kal, se kterym byl proveden tento test na
sledovani biodegradace PVA ve vodnim prostiedi. Z testu vyplyva, Ze zvySeni rychlosti
biodegradace PV A bylo znatelné po prekonani lagové faze, tedy po 220 hoding testu. PVA
se rozlozil po 475 hodinach, kdy byl test ukoncen. Biodegradace byla hodnocena na
z&kladé meteni produkce CO», ktery vznika mikrobiologickymi pochody v kultivacnim
prostiedi. Hodnota TOC v pribshu pokusu klesala, z hodnoty 118,6 mg.I"na pocétku
pokusu na hodnotu 7,3 mg.I™ na konci pokusu. Dodlo tedy k99,2 % odstranéni
organického uhliku.

Test proveden s neadaptovanym kalem i adaptovanym kalem.

V dal&§im testu byl pouZit adaptovany kal ( davkovano 0,4 gl?) a cerstvy
neadaptovany aktivovany kal (davkovéno 0,5 g.I™).

Pri testu mely bakterie lagovou fazi u adaptovaného kalu 20 hodin, u neadaptovaného
aktivovaného kalu 130 hodin. Adaptovany kal dosahl rozkladu PV A limitnich 81 % asi po
400 hodinéch testu. PVA podléhajici biorozkladu aktivovanym kalem byl odstranén z 69%.

Hodnota TOC na pocétku pokusu u adaptovaného kalu byla 111,6 mg.™ u
neadaptovaného aktivovaného kalu 115,2 mg.I™, a na konci pokusu u adaptovaného kalu
byla 5,9 mg.I™, u neadaptovaného aktivovaného kalu 8,3 mg.I™* [7].

1.2.2 Biologicka rozlozitelnost PVA stanovena pomoci Ubytku organického uhliku

Princip tohoto testu spociva ve sledovani Ubytku organického uhliku z kultivacniho
progtiedi zpasobeny aerobnimi mikroorganismy. Pfi pokusu byl sledovan tzv. Uplny
rozklad anylyzou TOC ve filtratu. V pribehu testu byly pouzity dva zptasoby inokulace.
Vzorek cistého PVA byl inokulovan adaptovanou i neadaptovanou kulturou. U suspenze
s adaptovanou kulturou, kde byl sledovan PVA, byla lagova faze asi 30 hodin, rozklad
probehl po cca 60 hodinach s99 %nim odstranénim TOC. U suspenze s neadaptovanou
kulturou byla lagova faze asi 120 hodin, arozklad byl ukonc¢en po cca 240 hodinach [8].
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Z téchto zkouSek vyplyva Ze degradace PVA probihala u adaptovaného i u
neadaptovaného kalu. U adaptovaného kalu probihala degradace rychleji a méla vyrazné
kratSi lagové faze. To bylo zpasobeno tim, Ze kal byl pred testy adaptovan v prostiedi
sPVA, tudiz bakterie byly jiz uzpusobeny danym podminkdm a byly schopny rozkléadat
PVA rychlgji.

1.3 Bakterialni rozklad PVA ¢istymi kulturami

Do soucasné doby bylo v odborné literature publikovano nékolik védeckych praci,
dokl&dajicich schopnost konkrétnich druhi bakterii rozkladat PVA. Tyto prace jednak
umoznily poznani principu a mechanismu této bakterialni degradace, jednak ukazaly na
dvé existujici varianty tohoto procesu. Bylo prokézano (viz nize), Ze nekteré bakterialni
kultury jsou schopny degradace PVA samy o sob¢ jako jediny ¢initel procesu, zatimco
vjinych pripadech je k rozkladu PVA potiebnd pritomnost dvou symbiotickych
bakteridlnich kultur.

1.3.1 Rozklad PV A jedinou bakteriélni kulturou

Bakterialni kulturu schopnou samostatné degradace PV A popsali Kawagoshi a kol.
v roce 1997, ktefi zjitili, Ze klicovy enzym degradujici PVA byl produkovan baktérii
Pseudomonas vesicularis var. povalolyticus PH a hromadén intracelularné, kdyz bakterie
rogly v Zivném mediu s tryptonem a kvasni¢cnym extraktem bez PVA. Aktivita tohoto
enzymu uvnitt bunék rostla umerné s bunécnym riastem a byla maximalni, kdyz byl rast
maximélni, zatimco mimobunééné aktivita se zvySovala i po ukonceni mnozeni bungk.
Autoti proto vyvodili predpoklad, Ze vylucovani enzymu zbunék bylo vyvolano
ptitomnosti PVA v kultivatnim mediu [9]. V nésledné studii se Kawagoshi a Fujita
vénovali purifikaci a popisu zminéného enzymu. Autoti uvadgji, Ze mezi zatim vycidtené
enzymy degradujici PVA patti PVA oxidasa, oxidasy sekundérnich alkoholi, PVA
dehydrogenasa a také hydrolasa oxidovaného PVA. Zatim vSak bylo publikovano jen
nékolik mélo studii o téchto enzymech. V diivejsi nepublikované studii bylo zji&eéno, Ze
bakterie degradujici PVA Pseudomonas vesicularis var. povalolyticus PH v priab¢hu

degradace uvolnuje peroxid vodiku, coZ svédéi o existenci enzymi oxidujicich PVA.
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V této studii byl enzym, oxidujici PVA, vyci&teén z ¢isté kultury kmene PH. Vycideény
enzym byl charakterizovan, a byla prozkoumana jeho molekulérni hmotnost, optimalni pH
a substrdtova specificitaVV enzymu bylo nalezeno Zelezo v poméru 1:1 (kovovy iont :
proteinu). Jeho aktivita byla vysoka vrozmezi pH 7 — 10 a kromé PVA enzym
transformoval i jiné alkoholy. Porovnani jeho aktivity vici PVA (100%) s aktivitou vici
jinym alkoholim ukézalo, Ze sekundarni alkoholy jsou vhodnym substrdem, protoze
relativni aktivita proti 4-heptanolu dosahovala 96,6 %,vici 4-decanolu 100 % a vaci 2-
oktanolu 82,9 %.Autofi doporucuji bakterie nebo enzymy degradujici PVA pro ci&eéni
odpadnich vod [10].

Rozklad PVA jedinou bakteridlni kulturou popsali i Lee a kol., ktefi isolovali kmen
SB98, ktery degradoval PVA za nepritomnosti jakéhokoliv ristového kofaktoru a byl
pozdgji identifikovan jako Achromobacter cholinophagum SB98. BIiZSi popis
degradacnich schopnosti této bakterie viak autofi v dané préci neuvadgji [6].

1.3.2 Rozklad PV A symbiotickymi bakterialnimi kulturami

Proces symbiotické degradace PVA byl popsédn n¢kolika autory a je v prirodé
pravdépodobné ¢astéjsi variantou nez rozklad PV A jedinou bakteridni kulturou. Jako prvni
popsal symbiotickou degradaci Shimao, ktery v osmdesatych letech minulého stoleti
publikoval sérii praci, popisujici jak isolaci part degradac¢nich bakterii, tak i hledani
podstaty symbiotického vztahu. Podatilo se mu prokazat, Ze klicovou roli hraje kofaktor
zvany pyrrolochinolin chinon (PQQ), ktery jedna kultura z kazdého paru poskytuje kultuie
druhé, vybavené ur¢itym typem dehydrogenasy. Teprve sestavenim kompletniho
holoenzymu ziskava ona druhd kultura schopnost dehydrogenace PVA a tim i zahgjeni
jeho rozkladu, z n¢hoz jistym zpasobem profituje i kultura poskytujici PQQ [11,12,13].

Degradace PVA pomoci kmeni Pseudomonas, popsané Tokiwou a kol.

Autoti Tokiwa a kol. popsali degradaci PVA pomoci izolovanych kmend
Pseudomonas TK2, TJ7. Zabyvali se degradaci PVA pomoci téchto izolovanych kmend,
kter4 probihala aerobn¢ pii 30 °C s0,5 g PVA obsahujicich 100 ml bazélniho média
anorganickych soli s40 ug PQQ/I. Zbytkovy PVA v Zivné padé byl méten jodometrii
(zaloZené na zelené barvé vytvorené reakci PVA sjodem za piitomnosti kyseliny borité),
dale byl méten ve vodé rozpustny organicky uhlik (TOC) po filtraci kultury pies filtra¢ni
membranu 0,22 pm .
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Polymery ptitomné v Zivné kulture pred a po degradacnim testu byly ptimo
stanoveny pomoci gelové permeacni chromatografie. Na z&kladé vysledka stanoveni a na
z&ladé prabéhi krivek poklesu koncentrace PVA a TOC dospéli autori k nézoru, Ze
kultura TK-2 ndhodné¢ fragmentovala PVA, kdezto TJ-7 degradovala PVA od konce
molekul.

A ddle zkoumali degradaci PVA pomoci klidovych (nerostoucich) bunék a
kultivaénim filtr&tem. Bunééné suspenze byla odebrdna z Zivné kultury péstované na PV A
centrifugaci, 2x promyta fosfaovym pufrem. Bunéénd suspenze byla aplikovana na
klidovych buiikéch. Zivna kultura byla filtrovana pres filtraini membranu, klidové bunky
byly pouzity na PVA degradaci vreakéni smési. Vznik H,O, byl sledovan
spektrofotometrickou metodou pii 410 nm [5].

Degradace PVA pomoci symbiotické kultury Sphingomonas, popsand Kim akol.

Autori Kim a kol. popsali degradaci PVA symbiotickou kulturou Sphingomonas.
Degradace PVA byla prozkouméana u kmene SA2 a SA3 v ¢isté nebo smiSené kulture.
Cerstva kultura kmenti SA2 a SA3 z LB prostiedi byla o¢kovéana 1 % do PVA prostiedi.

Cista kultura SA2 nebo SA3 neprokézaly degradaci PVA, ale symbioticka kultura
SA2 a SA3 prokézala vydatny rust a plnou degradaci PVA. Po 4 dnech vyockovani
symbiotické kultury bunky rostly, dosdhly maxima a kolem 95 % PV A bylo degradovéno.

Ve vysledku byl kmen SA3 oznaten jako biodegradator PVA, a kmen SA2 jako
producent rastového faktoru. Jedna bakterie degradujici PVA potiebovala pyrrolochinolin
chinon (PQQ, kofaktor mnoha dehydrogenacnich reakci) jako kofaktor pro rast a degradaci
PVA v PVA prostiedi. Bylo tedy prozkoumano zda kmen SA3 potiebuje PQQ pro
degradaci PVA. Kmen SA3 byl kultivovan bez kmene SA2 v PVA prostiedi obsahujicim
PQQ (10 ng.ml™) a byl pozorovan rist a degradace PVA. Pro bakteridlni riist a degradaci
PV A jsou optimalni hodnoty pH 8, teplota30- 35 °C [14].

Degradace PVA pomoci symbiotickych kmeni SB68 a SB69, popsana Lee a kol.

Obdobn¢ autori Lee a kol. [6] popsali degradaci PVA kmeny SB68+ SB69, SB98.
Nejprve bylo izolovano devét kment z22 raznych zdroju. Osm kmena z deviti
izolovanych nevytvarelo kruhovy dvorec v jednotlivych ¢istych kulturach. Pri parovani,
kombinacich téchto osmi kment byl pozorovan kruhovy dvorec. Je zde néznak, Ze
sestavené pary v symbidze tvori PVA degradujici spolecenstvi. Jeden kmen z deviti byl
schopny vytvotit jasny kruhovy dvorec v ¢isté kulture.

13



SB68+SB69 smichan& kultura prokazala vysokou aktivitu pro degradaci PVA, mezi
ogtatnimi testovanymi smichanymi kulturami a byla vybrana k identifikaci Micro Station
Systémem. SB68 byla identifikovana jako Cardiobacterium sp., ale kmen SB69 nebyl
identifikovan. Samostatny kmen SB98, ktery degraduje PVA bez piitomnosti ristovénho
kofaktoru, byl ozna¢en jako Achromobacter cholinophagum SB98.

SmiSen& kultura SB68+SB69 byla aklimatizovana v z&kladnim agarovém prostiedi
obsahujicim 0,1 % PVA. Aklimatizace zna¢né zvySila aktivitu bakterii degradujicich PVA.

Kultury SB68 a SB69 byly oddéleny, a jako cisté kultury byly dany do prostiedi
obsahujiciho 0,1 % PVA, kvasni¢ny extrakt (10 mg.™") a 10 pg.* PQQ. SB68 bylo stdle
neschopno degradace PVA, dokonce i po piidavku PQQ. Naproti tomu biomasa SB69
znatné narustala v daném prostiedi spridavkem PQQ, pH v prostiedi pokleslo piimo
degradaci PV A, coZ naznacilo Ze PQQ bylo rastovym faktorem pro SB69.

DalSi pokusy ukazaly, Ze mira mineralizace PV A u symbiotického paru SB68 a SB69
byla témé nezévisla na stupni polymerizace PVA a dosahla téméi 75 % po 46 dnech
modifikovaného Sturm testu, kdyz vstupni koncentrace PVA byla 0,01 % [6].

1.4 1 zolace bakteridlnich kultur rozkladajicich PVA

Suzuki byl prvni, ktery izoloval bakterii degradujici PVA Pseudomonas O-3. Pozdgji
byl popsén pouze omezeny pocet mikroorganismu, které jsou schopny degradovat PVA,
napiiklad: Pseudomonas spp., Alcaligenes faecalis, Bacillus megaterium [6].

Ruazni autori izolovali razné kmeny bakterii degradujicich PVA pomoci relativné
podobnych postupt izolace:

1.4.1 Popisizolace kmeni Pseudomonas Tokiwou a kol.

Autori Tokiwa a kol. [5] popsali izolaci kmeni TK2, TJ7. lzolace byla provedena
modifikovanou metodou. Konsorcium mikroorganismt schopné degradace PVA bylo
ziskano opakovanym obohacenim kultivaéniho tekutého média polyvinylalkoholem
s naslednym vyockovanim na agarové medium s PVA. To se skl&dalo z5 g PVA, 100 mg
kvasnicového extraktu a 40 pg PQQ v 1 litru anorganického bazdlniho media. Pred
davkovanim obohacené kultury na agarové misky, byla kazda miska pokryta 5 jednotkami
katalasy a 0,3 jednotkami peroxidasy. Kultury na miskéch byly inkubovany pii 30 °C.
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Po opakovaném obohaceni kultury v tekutém médiu s PV A, mikroorganismy rostly
na agarovych miskach s PVA ve formé nekolika konsorcii, s rozdilnymi vzhledy kolonii.

Pridavek katalasy nebo peroxidasy autoti odivodnili viastnostmi enzymu podilejicich
se nadegradaci PVA. 2 enzymy G¢astnici se degradace PV A jsou:

a) PVA oxidasa, extracelularni enzym
b) PVA dehydrogenasa zavisla na PQQ, intracelulérni enzym

Reakce pomoci PVA oxidasy je doprovézena vznikem H,O,. Ten je v urgitych
koncentracich toxicky, takZze autoii piedpoklédali, Ze inhibuje rast kolonii bakterii
degradujicich PVA.

Zajimavé je Ze kolonie bakterii degradujicich PVA se tvorily, kdyz byla do misky
sPVA pridana katalasa. V pripade, Ze misky byly doplnény stejnym mnoZzstvim inaktivni
katalazy na agarové misce, nebyla pozorovana Zzadnéa kolonie.

Pro potvrzeni inhibice tvorby kolonii diky H,O,, byl proveden podobny experiment
pomoci peroxidasy se stejnym vysledkem.

Timto postupem izolace autofi ziskali dvé kultury bakterii degradujicich PVA, ato
TK-2aTJ7 pro dalsi studium. Oba isolované kmeny jsou gram negativni rody. Kmen TK-
2 tvoii kruhovou bilou kolonii, kmen TJ7 tvoii kruhovou Zlutou kolonii. Autoii dale
zjigtili, zZe kmen TJ7 ma schopnost samoinhibice tvoreni kolonii H.O,, kdyz byl
kultivovan na glukosovém agaru bez pridavku kataldzy. NejprijatelnéjSim vysvétlenim
bylo pravdépodobng, Ze bakterie TJ-7 vytvarela H,O, nejen pomoci reakce PVA oxidasy,
ale také vlastni metabolickou ¢innosti pii rastu na glukose. Citlivost na H,O, je tedy
pravdépodobné jeden z davodu, pro¢ mikroorganismy degradujici PVA jsou ziidka

izolovany [5].

1.4.2 Popisizolace kmeni Sphingomonas Kimem a kol.

DalSimi izolovanymi kmeny jsou SA2, SA3, popsany autory Kim a kol. Pti izolaci
bakterii degradujicich PV A vychazeli autoti ze dvou modelt, které byly iz diive navrzeny
k vysvétleni symbiotické bakterialni degradace PVA. Prvni model (vypracovany Morim)
[15] predpoklddal symbiotickou degradaci dvéma kmeny, z nichZz Zadny neprodukoval
rustovy faktor. Druhy model (Sakazawa) [16] byl popsan jako degradace dvéma kmeny, u
kterych jeden produkoval rastovy faktor a druhy vyuZival toho rastového faktoru pro
degradaci polymeru.
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Z zivotniho progttedi (pud, vod a kali) bylo odebrdno 800 vzorki, a ty byly
v tekutém prostiedi obohaceny PV A a ponechany 10 dni. Jeden ze vzorku s kalem (SA),
prokézal degradaci PVA a rast bakterii. NamnoZenou kulturou byl pokryt PVA agar, a
nechal se kultivovat 6 dni pii 30 °C. Na agarové misce s PVA se vytvorily malé bilé
kolonie, viechny stejného tvaru, ale tyto bakterie nebyly schopny po izolaci degradovat
PVA vtekutém prostiedi. Proto ¢ast ptivodni obohacené kultury SA byla nafedéna
ve sterilnim tekutém prostiedi a vhodné naredéné kultury byly naockovany na universalni
agarové misky (LB médium). Po 4-8 dnech inkubace bylo isolovano 7 odlisnych bakterii.
Za&dny z téchto kmentt SA1-SA7 neprokézal rozklad PVA samostatngé. Ve smidené kulture
vSak tyto kmeny PVA degradovaly. DalSi zkoudky ukéazaly, Ze pro degradaci PVA v PVA
prostiedi byly zapotiebi kmeny SA2 a SA3.

Kmen SA2 tvotil bilou kolonii v praméru mensi nez Imm. Na agarové misce s PVA
byl po kultivaci 6 dni pti 30 "C pozorovan jen velmi nepatrny rast, a po preockovani do
tekuté kultury nebyl kmen schopen degradace PVA. Nepatrny rist kmene SA2, byl asi
zpusoben neCistotami, napiiklad acetdtem sodnym v PVA. PVA je vyroben
z polyvinylacetdu nahradou acetdové skupiny hydroxylovou skupinou. A jak bylo
zjis&eéno, acetat sodny je dobrym zdrojem uhliku pro rast kmene SA2.

Kmen SA3 tvoril Zlutou kolonii na LB agarové misce, ale nebyl pozorovan rust na
PV A agarové misce nebo v PV A tekuté kultuie.

Ve vysledku byl kmen SA3 identifikovan jako Sphingomonas sp. Tento kmen nebyl
diive znam jako bakterie degradujici PVA. Tento rod (Sphingomonas) obsahuje mnoho
organismi odbourévajicich xenobiotické slou¢eniny, ale kmen SA3 byl prvni izolovany, u

kterého byla popsana schopnost degradace PV A [14].

1.4.3 Popisizolace kmenii SB68+ SB69 Lee a kol.

Déle byly izolovany kmeny SB68+ SB69, SB98. Jgjich izolace byla popséna Lee a
kol. Autoti zde uvadi, Ze pocatecni krok biodegradace vyZaduje enzymatickou oxidaci
sekundérnich hydroxylovych skupin v PVA na ketonové skupiny, které jsou nasledné
hydrolyzovany, v disledku ¢ehoz dochazi ke Stépeni retézce.

V této studii byly PVA degradujici organismy izolovany z riznych zdroji véetné
aktivovaného kalu, odpadnich vod pramyslu, ktery spotiebovava PV A , obdélavané pudy.

Vzorky aktivovaného kalu byly pouZity jako bakterialni zdroj. Byly adaptovany
v z&ladnim prostredi s PVA a byly pouZzity pro izolaci bakterii degradujicich PVA.
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Vzorky byly tiepany a inkubovany pii 28 °C po dobu 7-10 dni, opakovan¢ obohacovany
kulturou v PVA-MM prostiedi. Koncentrace PVA v PV A-MM médiu byla zvySovana krok
za krokem, kazdym opakovanim kultivace z 0,1 0,3 0,5 0,7 a nakonec 1 %.

|zolované mikroorganismy byly déle ¢i&ény. Cést obohacené kultury byla dostatecns
zredéna sterilnim fysiologickym roztokem a vyoc¢kovana na PV A-MM médium obsahujici
0,1 % PVA aznovu se inkubovala pii 28 °C po dobu 7-10 dni.

Jednotlivé kolonie byly odebrany z misky a byly uloZzeny do PVA-MM prostiedi.
Schopnost degradovat PVA pii kazdé izolaci byla testovéna svyuZitim agarového
difuzniho testu. Kruhovy sterilizovany filtracni papir namoceny v roztoku kultury byl
umistén ve stiedu agaroveho progtredi s PVA a kvasni¢nym extraktem a byl inkubovén pri
aerobnich podminkach, 28 °C po dobu 7 dni. Kolem kolonii se na misce vytvoril zietelny
dvorec (dikaz rozloZzeni PVA) po preliti misek jodovym roztokem. Tento roztok byl
pripraven smichanim (1:1) z roztoku Kl1-12 (Lugolovy roztok) a z 4 % vodného roztoku
kyseliny borité a byl pouzit jako indikétor pro PVA degraduijici aktivitu [6].

1.5 Vyznam bakterii rodu Sphingomonas pro degradaci PVA i jinych

polymer nich latek

V Gvodu autor [17] popisuje postupy bakteridni degradace polymerd. Syntetické
polymery, které jsou biodegradabilni, jsou strukturou podobné piirozenym. Z toho
vyplyva, Ze mikrobidni populace produkuji enzymy, které nakladaji obdobné s polymery
podobnych struktur. Mezi polymerni slouceniny, které jsou biologicky rozlozitelné, patti
PVA, polyethery, polylaktidy, alifatické polyestery, polykaprolakton a polyamidy.
Biodegradaci podléhaji i oligomerni ethylen, styren, isopren, butadien, akrylonitril a
akryléty. Prvoradymi procesy probihagjicimi pti degradaci polymert jsou hydrolyza a
oxidace. Depolymeracni procesy Ize rozdélit do dvou skupin: na endogenni a exogenni.
Polymery obsahujici hydrolyzovatelné skupiny v polymernim tetézci jsou hydrolyzovany
endogenné, ¢ehoz vysledkem je mnohem rychlejSi depolymerace neZz u polymeri bez
hydrolyzovatelnych skupin. Prikladem mohou byt polyestery, polykaprolaktan, polyamidy
apolylaktidy — jsou hydrolyzovany esterasami a hydrolasami. Hydrolasy jsou produkovany

extracelularné a rozpoudéji pevné bloky syntetickych polymert svysokou molekulérni
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hmotnosti na slouceniny o nizké molekulérni hmotnosti, které miZou byt inkorporovany
do bunky jako uhlikovy a energeticky zdroj.

Polyethery jsou depolymerizovany oxidativné a exogenné uvoliovanim
dvouuhlikatych jednotek.

PVA je specificky polymer, jehoZ degradace se uskutecniuje pomoci primérni

oxidace a sekundarni hydrolyzy.

Hydrolytické procesy jsou katalyzovany hydrolasami, které jsou ¢asto pritomny
extracelularné, nasleduje snadné uvolnéni (napadeni) polymert, bez ohledu na jejich
molekularni rozmér. Na druhé strang, oxidacni procesy jsou ¢asto spojeny srespiracnimi a
energii produkujicimi systémy degradujicich bakterii. Respiracni systémy jsou vSeobecné u
bakterii vazany na cytoplazmatickou membranu, z ¢ehoz vyplyvd, Ze oxidoreduktasy, které
jsou snimi spojeny, jsou rovnéz vazany na membranu. Polymery tak musi mit kontakt
s membranové vazanymi enzymy v periplasmatickém prostoru Gram-negativnich bakterii.
Skute¢nogt, Ze nejsou zndmy zadné Gram-positivni bakterie, které by byly schopny tohoto
typu degradace, je pravdépodobné dana rozdily struktur bunééného povrchu mezi Gram-
negativnimi a positivnimi bakteriemi, stejn¢ jako nepritomnost nekterych katabolickych
enzymu u Gram-positivnich druha. Skute¢nost, Ze sphingomonady jsou odpovédné za
metabolismus xenobiotickych hydrofobnich slou¢enin a nékterych polymeri, tedy vyrazné
naznatuje vztah mezi strukturou bunééné stény bakterii a penetraci slouceniny.
Shingomonady obsahuji jedinecny sphingoglycolipid sdlouhym z&kladnim fetézcem
(dihydrosphingosin) v buné¢né sténg, misto lipopolysacharidii nalezenych ve vétsing Gram
negativnich  bakterii. Jelikoz sphingomonady metabolizuji  polymery v jgjich
periplazmatickém prostoru, jejich specifické membranové struktury jsou pravdépodobné
zainteresovany do prenosu xenobiotickych polymert skrz vnéjSi membrany bakterie.

Autor se v této studii zabyval rozkladem PEG a PVA:

Mikrobialni degradace polyetylen glykolu (PEG).

Polyethylen glykoly jsou daleZitou soucésti praimyslovych produktti a nachazeji se i
v odpadnich vodéch. Vlastnosti PEGU vytvari znaéné piekdzky enzymoveému rozkladu,
protoze jsou to velké hydrofilni molekuly, alifatické etherové vazby velmi stabilni
(z chemického pohledu) a membréany organismia vytvari bariéru pro prijem takovych
substrat. Velikost aktivniho centra enzymu napadajiciho PEG musi byt proto znacné
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velkd. Sphingomonas terrae mé vechny enzymy potiebné pro metabolismus PEG, ale rust
bunék je potlacen glyoxalatem, protoZe glyoxalét je kone¢nym produktem - rozklad 1 molu
PEG zptisobi vyprodukovani priblizné 200 mola glyoxylétu, ktery je akumulovan v mediu
a mize byt bunkadm toxicky. Proto pro U¢innou degradaci PEG je potiebna pritomnost
doprovodnych druhi (Methyl obacterium sp., Rhizobium sp., Agrobacterium sp.) pridanych
k bakterii S terrae.

DalSim dialeZzitym faktorem je skutecnost, Ze sfingomonédy nevytvérii Zadné
extracelularni enzymy. PEG je tak vndSen do bunék a jeho degradace probihd
v periplazmatickém prostoru. Vlastnosti prenosu PEG pies vnéjSi membranu (soucést
bunééné stény) tedy snejveétsi pravdépodobnosti stanovuji maximéni velikost PEG
vstupujiciho do metabolismu.

Bylo prokézano, Zze PEG dehydrogenasa, PEG aldehyd dehydrogenasa i PEG
karboxyl dehydrogenasa jsou enzymy membranové vazane, substréty skutecné musi projit
pres vn¢jSi membranu aby s nimi navazaly kontakt. Déle bylo zji&éno, Ze Zadny z téchto
enzymi nepotiebuje ke svému Ucinku kofaktor PQQ, nebot’ nebyla pozorovana Zadna
stimulace pti pidavku PQQ bakteriim v degradacnich smésich.

Mikrobialni degradace polyvinylalkoholu (PVA).
Pro rozklad PV A autor uvadi dvé rozdilné oxida¢né degradacni cesty.

a) Jedna zcest je kombinace oxidasy sekundarnich alkoholtu (PVA
oxidasa) a - diketon hydrolasy, oba enzymy byly vycidtény a charakterizovany Sakaiem a
oganimi. PVA oxidasa je extracelularni enzym a je schopny depolymerizovat PVA
spolecné s B- diketon hydrolasou.

b) Druhou cestou degradace PVA u Pseudomonas sp. VMI15C, je
kombinace PVA dehydrogenasy zavislé na PQQ a hydrolasy. PVA dehydrogenasa je
membranové vazana, ale je&té nebyla vycisténa[17].

V nésledujici ¢asti ¢lanku se Kawai odvolévé na dalsi autory.

Nedavno Hatanaka a kol. [18] izolovali Pseudomonas sp. 113P3 jako bakterii
vyuzivagjici PVA, kterd vyzaduje PQQ jako nezbytny rustovy faktor a vytvéri znacné
mnozstvi PVA dehydrogenasy. Ta byla vy¢isténa z bezbunécnych extraktt a bylo zjisténo,
Ze enzym je rozpustny a periplazmicky. Jelikoz mikrob nevytvérel Zadnou PVA oxidasu

(extracelularni), kterd by prispéla k depolymerizaci PVA mimo bunky, vyplyva z toho, Ze
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molekuly PVA musi vstoupit do periplazmatického prostoru, aby navazaly kontakt
S enzymem.

Autor tuto skutecnost déle doklada vliastnostmi synteticky pripraveného PV A, ktery
ma ve svych strukturéch zavedeny ethylenové bloky. Vici takovému polymeru (se
zvySenou hydrofobicitou) matotiz PV A-DH vySSi afinitu.

Bakterie Pseudomonas sp. 113P3 byla znovu identifikovana za pomoci stanoveni
homologie sekvenci 16SrRNA, a bylo zjisténo, Ze jde ve skutecnosti o druh Sohingomonas
chlorophenolica. Zda se pravdépodobné, ze PVA dehydrogenasa u této sphingomonady
prokazala vétsi afinitu k hydrofobnim modifikacim PVA, nez k PVA samotnému. Narust
hydrofobicity PVA mutze tedy zvysit pranik do periplazmatického prostoru skrz vngjsi
membranu sphingomonady.

Matsumura a ostatni [19] izolovali Alcaligenes faecalis vyuZivajici PVA, ktery
nevytvarel PVA oxidasu, ale vytvarel PVA dehydrogenasu v kultivacnich filtrétech a
membranovych frakcich. Membranoveé vézané enzymy byly vycidtény a bylo zji&eéno, ze
jsou zavislé na PQQ. Avsak, necekane, bez PQQ apoproteiny katalyzovaly aldosovy typ
Sepeni PVA. Jevi se tedy, Ze je nékolik typa PVA oxidaénich enzymu, které mohou byt

indukovany pomoci PV A pouZitého pro kultivaci.

Sohingomonady jako bakterie degradujici PV A uvadi i jini autori. Se Sphingomonas
ozna¢enou SA3 pracoval také Kim akol [14].
Tyto skutecnosti vedou k zavéru, Ze bakterie rodu Sohingomonas mohou mit kli¢ovy

vyznam pro biodegradaci PVA.

1.6 Navaznost na piedchazejici diplomové a jiné prace

| diive se studenti ve svych diplomovych pracich zabyvali PVA a jeho degradaci
bakteriemi. Jiti Riedl [20] izoloval kultury OT I, OT Il akulturu OT Il1I, kterd vykazovala
odlisné vlastnosti. Ve své diplomove préci popsal jejich vlastnosti a schopnosti degradovat
PVA. Z testi, které proved! u kultury OT 111, |ze uvést vysledky téchto zkouSek:
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Nejprve provedl izolaci konsorcia OT Il timto postupem. Buiky z tekutého
minerdniho media podle Lee a kol. pienesl na misky PVA agaru obohaceného o KA a
PQQ a provedl kiizovy roztér. Po sedmidenni kultivaci pti 25°C vytvotil z narostlych
bunék suspenzi, kterou rozetiel na misku s PV A agarem obohacenym o PQQ. Po pétidenni
kultivaci byly izolovany 2 kmeny. Tyto kmeny nazval kmen Z a kmen B. Jgjich nézev
odvodil od charakteristického zbarveni kmenii ( Z-Zluté zbarveni, B-bilé).

Déle sledoval vliv molekulové hmotnosti PVA na jeho rozklad v tekutém MM
kombinaci kmeni z konsorcia OT 1 a zjigtil, Ze molekulova hmotnost PVA v rozsahu

pouzitych molekulovych hmotnosti nemavliv na proces biodegradace PVA.

V dalsi zkousce se zabyval stanovenim mnozstvi a z toho vyplyvajiciho poméru, ve
kterém narastaji kmeny OT I11/Z a OT I11/B zkonsorcia v tekutém minerdinim mediu
sPVA a PQQ. V tomto testu také pozoroval pokles PVA a TOC v mediu, zpisobeny
pouzitymi kmeny. Z méteni vyplynulo, Ze smés kmeni Z+B je schopna za (gasti PQQ
rozkladat PV A, jeho mnoZstvi se za 6 dni snizilo o vice nez polovinu.

Pocty kolonii pocital na miskach sPVA agarem obohacenym KA a PQQ. Misky
navic potrel 100 ul roztoku katalasy (1 g/l). Po sedmi dnech kultivace pri 25°C byly
kolonie pocitany. Z vysledki vyplynulo, Ze narist kment byl rozdilny. Kmen OT [11/B
rostl z pocétku daleko rychleji. Rast pokracoval aZ do tietiho dne a pak se rast bungk
zastavil adéle se nezvyZoval. U kmene OT I11/Z byl nértst pozvolny atrval dale. Na konci
pokusu bylo mnoZstvi bunék kmene Z cca 28 x vy&i neZ u kmene B.

V této préci se také autor zamgtil na zjistovani vlastnosti smési a samostatnych
kmenti OT 111/Z aOT 111/B podilgjicich se narozkladu PVA. V tomto pokusu prokézal, ze
samostatné kmeny Z a B nejsou schopny rozkladu PVA. Rozklad byl zaznamenan jen u
smési pouzitych kmeni. | mnozstvi TOC se snizovalo jen u smési kmeni Z+B. Pocty
kolonii byly poc¢itany na miskach sPVA agarem obohacenym KA a PQQ a katalasou a
nejvétsi narast byl zaznamenan u smési kmeni Z+B. U ¢istého kmene B byl nérist
v f&dech stovek tisic, autor vyslovil piedpoklad, Ze by kmen B mohl jako zdroj substréu
pouzit acetalové skupiny, které se u PVA vyskytuji.

Tento test potvrdil, Ze kmeny jsou symbiotické a Zze PVA jsou schopny rozkléadat

pouze ve SITesi.
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Dalsi zjigeni ukézala, ze kmen OT I11/Z nevytvéii katalasu, kdezto kmen OT 111/B
ano, bylo proto navrzeno vysvétleni, Ze kmen B odstraiuje toxicky peroxid vodiku
produkovany pii rozkladu PV A kmenem Z [20].

V dal§i navazujici préaci bylo zji&eéno, Ze kultura OT 111/B patii k druhu Rhodococcus
globerulus [21] a bylo také prokéazano, Ze vlastnim degraddtorem PVA je kmen OT 111/Z,
ktery je schopen rozkladu za ptitomnosti aktivni i inaktivni katalasy (10 mg/l), aviak
nikoliv za pritomnosti albuminu ¢i kvasni¢ného hydrolysédtu [22]. Byla proto vyslovena
domnénka, Ze kmen OT 111/B dodavéa kultuie OT 111/Z rastovy faktor obsaZeny v katalase,
napt. methionin nebo hem [22].
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2. NAVAZNOST A CiLE DIPLOMOVE PRACE

Z testt, které byly provedeny v piedchazejicim obdobi, vyplynulo, Ze kmeny OT
l1I/Z a OT 11I/B symbioticky rozklédaji polyvinylalkohol za Géasti PQQ. Predbézné
pokusy naznacily, Ze faktorem symbiotického vztahu je katalasa (ato i ve své inaktivni
podobeg), a Ze tedy odstrainovani peroxidu vodiku pii degradaci PV A neni podstatou Ucadti
obou kmena pri rozkladu tohoto polymeru.

Prvnim cilem této diplomové préce se tedy stalo provedeni fady experimentt
sméiujici ke zjidteéni podstaty symbiotického vztahu v konsorciu OT I11.

Druhym cilem byla soubéZnd izolace dalSich bakteridlnich kultur, schopnych
rozkladu PVA, z raznych vzorkt kali. Tato ¢&st byla provadéna v rdmci dlouhodobého
vyzkumu Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostredi, zaméteného na studium téchto
doposud malo popsanych bakterii.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Zivna média, roztoky a chemikélie pro kultivaci bakterii

Mineralni agar

Zaklad pro minerdlni agar:

N | = O YT UUPUPRUUROTRRPRRPRR o B I o
NHACL .. oo e e et 0,10 g
= X PPN 0 X 00 2o
0 PPN I < X ¢ |

To je sloZeni ,bilého" agaru, v pripadé Ze bylo zapotiebi obohatit agar o indikator
pH, byl pouzit z&klad pro minerdni agar, obohaceny Bromthymolovou modii v mnoZstvi
0,005 g/l.

Priprava mineralniho agaru:

Bylo navéZzeno 2,05 g zékladu pro minerdni agar na 100 ml destilované vody,
priddno 0,2 ml roztoku stopovych prvki (na 100 ml) a v dobie promichéno. Takto
pripraveny minerdlni agar byl dan sterilizovat v uzaviené lahvi do autoklavu pri 120 °C na
15 minut. Po zchladnuti asi na 60 °C, byl agar v boxu rozlit do misek a ponechan ztuhnout.

PVA agar

Polyvinyl alkohol (vyslednakoncentrace 0,5 g/l)........ooeeeuiiiiiiiin i, 0,059
Zaklad prominerdini agar...........ooeoii i 02,05 0
Destilovanavoda ... .......ocveiie i seenen e eees LO0 M
S (0] 0103 o Y/ PP PPN 0 2 ¢ ¢ |

Dané slozky byly navéZeny a doplnény na 100 ml destilované vody a byly piidany
stopové prvky. V3e se promichalo a dalo v uzaviené lahvi do autoklavu sterilizovat pi
120 °C na 15 minut. Po zchladnuti asi na60 °C, byl agar v boxu rozlit do misek a ponechan

ztuhnouit.
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TYA agar

LI N = PP N ¢ |
DestiloVanAVOa. .. ... ..o 2100 M

Dana sloZka byla navéZzena, do lahve bylo piidano 100 ml destilované vody. Ve se
promichalo a dalo v uzaviené lahvi do autoklavu sterilizovat pii 120 °C na 15 minut. Po

zchladnuti asi na 60 °C, byl agar v boxu rozlit do misek a ponechan ztuhnout.

Tento Zivny agar obsahuje trypton a kvasni¢ny hydrolysat a pouziva se jako
universalni Zivné médium pro kultivaci heterotrofnich bakterii.

Kultura OT3 na tomto agaru témétr neroste, takZze po vyockovani zjistime pripadné
kontaminace, které natomto agaru vyrostou.

Fyziologicky roztok

Pouzivéa se pro pripravu inokula.

Bylo navézeno 8,5 g NaCl arozpudéno v 1 | destilované vody. Roztok byl dukladné
promichan a dan sterilizovat do autoklavu pri teploté 120 °C po dobu 15 minut.

Mineralni medium (MM) pro kultivace, tekuté

K pripravé minerdiniho média bylo pouZito téchto zadsobnich roztoka:

ZESODNI TOZLOK A e e e e e e e 2. ML 100 M
Z&SObNi rOZOK B......v v e S ME/ 100 M
SLOPOVE PIVKY ...ttt eee220,2 M/ 200 M
Destilovanavoda ..........ovvve v i e 228D M 100 M
Soli

MgSO,,. 7 H,O (vyslednd koncentrace 10 g/l)........ccoeveevevivvveeveeeeeveen. 1 ml /. 200 ml
FE(NH4)2(SO4)2.6 H2O (B /M) e e e eeee. 2 ml /100 M
CaClo. 2HO (L) e e e M/ 200 M
NBCIH (B0 G/1) ..t e e e e 1M/ 100 M
AN T 0 o T N I 1 | IO (00 B ¢
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Po napipetovéni téchto roztoka a doplnéni na 100 ml destilovanou vodou, se vse
dukladné promichalo a bylo sterilizovano v autoklavu pii teploté 120 °C po dobu 15 minut.
Po zchladnuti déle pouzito.

Priprava jednotlivych slozek MM:
Roztok A
Bylo navazeno 9,0788 g KH,PO, (dihydrogenfosfore¢nan draselny) a toto mnozstvi

bylo rozpusténo v 1 | destilované vody.

Roztok B
Bylo navazeno 23,9032 g Na&HPO4.12 H,O (hydrogenfosforecnan sodny
dodekahydrét) atoto mnozstvi bylo rozpusténo v 1 | destilované vody.

Stopoveé prvky:
MNSO4.5H20 (CISEY) e et it e e e e e e e e e eeeen 020,043 @
o =@ (1= ) TP SPRPRRRPRN 0 X 0 > Y Ao
ZNSO4.TH20 (P-8) cnueene et et e e e e e e e e een 020,043
(NH4)6M07024.4H20 (P.8) - v evnieniniie i e e e eenn22.0,037 @
CO(NO3)2.6H20 (Pe8) v vueee e et e e e e e e e 220,025 0
CUSO4.5H20 (GISY) - eeeeneeee e ieeeee e eee e e e e ee e e seeisesee e seeeenenene e 0,040 @
Byla navaZzena mnoZstvi téchto latek, rozpudténa v 1 | destilované vody a vse
dukladné promichéano.

Priprava roztoka soli

M SO 7H20 (L0 G/) et e e e 1O
FE(NH4)2(SO04)2.6 H2O (B /) e e -22.0,3 0
CaClo. 2HoO (1 g/) e e a0, 1 O
NBCI (50 G/1) e e e e e e e D O

Kazda sil byla pripravena zvlad'. Vzdy bylo navdzeno dané mnozstvi soli doplnéno

100 ml destilované vody a promichano. Pak byly vSechny soli dany sterilizovat do
autoklavu pii teploté 120 °C po dobu 15 minut.
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Polyvinyl alkohol (PVA)
Obchodni oznageni SLOVIOL P88-08, praskova forma, stupen hydrolyzy 88%.

Priprava zasobnich roztokia

Zasobni roztok katalasy (vysledna koncentrace 1 mg/ml)................ccceeeeeeet ... 100 Mg
Zasobni roztok PQQ (0,2 g/1) ... eeeee e e a2 10 MG
Zasobni roztok methioninu (0,59/1)......ccoviiiiii . D0 MG
Zasobni roztok tryptofanu (0,5 9/1)......cevei i e e .. D0 MG
Zasobni roztok heminu v acetonu (cca. 0,5 g/).....cvveeiiiiiii .50 Mg

Tyto roztoky byly pripraveny tak, Ze bylo navdzeno dané mnozstvi roztoku, doplnéno
100 ml destilované vody, byly dobie promichany. Hemin byl navéZen a rozpustén
v acetonu. Déle byly tyto roztoky prefiltrovany pies sterilni filtr a uloZeny v chladnicce.
Roztoky byly piidavany do tekutého media ke kultuie OT 3.

3.2 Biologicky material

Kultura OT3, pochéazi z COV Otrokovice, isolovéana v ramci DP J. Riedla [20] jako OT
1/z

Kultura Rhodococcus globerulus, isolovana v ramci DP J. Riedla[20]

Aktivovany kal z méstské cistirny odpadnich vod v Malenovicich

Ka COV Bohumil, pochézi zprovozu, kde se zpracovavaji splaskové vody a vody
z farmaceutického pramyslu.

Kal COV Frydlant nad Ostravici z textilniho provozu
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3.3 Pristroje a zarizeni

Analytické VA KERN 770..........oeuieie e eee e e
Analytické VANY KERN 440-47.........ove e
Analytick€ VA KERN EW...... ..o e e e
MIKrosKOp CXAL. ... e e
Chladnickas. . ... oo
TEEPACKA L T 2. .o e
TEEPACKA 0L GFL ... ..ttt e e e e e e
Mikrodavkova¢ ( 2-20 pl, 1-5 ml, 20-200 ul, 100-1000 ul).............
Mikrodavkova¢ (10 ul , 20 pl , 50 pul, 200 pl)...eveieneennnn
EleKtriCKASUSAINGL .. ..o e e e
BIEKEICKY VBFIC. .o ee e et e e et et e e e e e e e e e ae
Laboratorni autokI&v............ccoveiie i
Spektrofotometr TECAN, pro mikrotitraéni desti¢ky....................
Asepticky lamindrni BOX..........oooveiii i e
Akvarijni motorek provzduSiovaCi............ccooeeeiieiiiieieninenns
TermobOX NA25 “C..rie e e e

3.4 Metodika a pracovni postupy

3.4.1 Provedeni adaptace kalu

.SRN
.SRN
.SRN
ceeeenn...Olympus, Japonsko
veveern....Ardo, CR
ceveriCR
.SRN
..........BIONIt, Finsko
cvvennen...Plastomed, Polsko
veen....MORA, CR
ETA

.Sanoclav, St-MCS-203, SRN

e SUNriSe, USA
ceeeen.....Telstar, Spangisko
cveeerr....Chemopolis, CR
eveee UTZPCH, FT

Dané mnoZstvi odebraného kalu se nechalo stét. Poté se vrchni vodna ¢ast odlila a
husty kal se doplnil mineralnim mediem opét na dané mnozstvi. Byl pridan PV A (vysledna
koncentrace 0,5 g/l). Ve se promichalo a dalo do délicky, ktera se pripojila na cerpadlo.
Kal tak byl provzduSiovan. Takto byl kal ponechén po urcitou dobu (obvykle 14 dni) a
nasledné byl vyockovan.
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3.4.2 Postup pri izolaci kultur

Nejprve byly ptipraveny agary mineralni, agar s PVA, agar s PVA aptidavkem PQQ,
agar sPVA a pridavkem PQQ a katalasou. 100 ul PQQ se pridavalo do agaru jeté pred
rozlitim do Petriho misek, 100 ul katalasa bylo pridédvano na ztuhly agar mikrodavkovacem
a po misce se rozetielo sterilni sklenénou hokejkou.

|zolace byla provedena tak, Ze bylo odebrano 100 ul adaptovaného kalu, ten byl
davkovan na misky se viemi typy agari a rozetren hokejkou. Misky byly dany kultivovat
do mistnosti s25 °C. Po n¢jaké dobé az byl na miskéach viditelny rast kultur, byly
piipraveny nové Petriho misky s agary a vytipované kolonie byly preoc¢kovany.

Tyto vybrané kolonie byly nabrany na vyZihanou klicku a rozetreny kiizovym
roztérem na misku. A dany opét kultivovat. Preo¢kovani bylo opakovano do doby, nez
nam na miskéach vyrostly jen ¢isté kultury. Cisté kultury byly déle testovany v tekutém

mediu.

4

Adaptace

4

Vyockovani

Mineralni Agar+ ) Agar+ Agar+PVA+ TYA
Agar PVA || PVA+ PQQ+ agar
PQQ katalasa

4

DalsSi kultivace

Obr. 2. Schéma postupu adaptace aizolace kultur
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3.4.3 Stanoveni PVA

Stanoveni PV A bylo provadéno vice zpasoby:

Stanoveni PVA na mikrotitraénich desti¢kéch

Nejprve byla zmétena prédzdnd desticka na readeru mikrodesticek Tecan. Po
stanovenych ¢asovych intervalech byly odebirény vzorky ze zao¢kovanych lahvi. VZdy do
péti jamek na mikrotitracni desticce bylo napipetovéno 20 ul kazdého vzorku a také
destilovana voda, do vech téchto jamek bylo piidéno 42 ul roztoku kyseliny borité, 10 pl
roztoku jodidu sjodistanem draselnym. Desticka byla ponechdna asi 15 minut v klidu
(Priloha 1) a zmetrena na readeru mikrodesticek Tecan pri vinové délce 660 nm.

Tento zpasob byl pouzivan tehdy, kdyZz nedochazelo k vysrézeni tekutého média
v prub¢hu degradace.

Vysledné koncentrace vzorku byly vypocitany dosazenim namérenych absorbanci na
readeru mikrodesti¢cek Tetan do rovnice kalibracni primky.

Kalibracni ptimka byla zpracovana z hodnot koncentraci a namérenych absorbanci
kalibra¢nich roztoka.

Tabulka 1. Koncentrace PV A a naméiend absorbance

c (mg/l) 0 50 125 250 500 750 1000
A(-) 0,01 0,10 0,24 0,51 0,88 1,46 2,32

A ()

0,5 200 400 600 800 1000 1200

c (mgl/l)

Obr. 3. Kalibraéni ptimka PVA

30



Rovnice kalibragni piimky: y = 0,0022x - 0,0476 (1)
R*=0,98

Osay- absorbance ( -)

Osa x- koncentrace PVA (mg/l)

Stanoveni PVA ve zkumavkéch

Do 5 ml zkumavek bylo napipetovano 100 pl suspenze vzorku, 750 ul kyseliny borité
a 150 pl roztoku jodidu s jodistanem draselnym a ponechano 30 minut sté&. Po té byly
zkumavky doplnény na objem 5 ml destilovanou vodou. Vzorek byl timto postupem 50x
ziredén a zméten na UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 660 nm pomoci programu

Vision.

Stanoveni PVA skyselou hydrolyzou

Toto stanoveni bylo provedeno tehdy, kdyZz se vlahvich se vzorky vytvorily
srazeniny. Ty se mohly vytvorit sréZzenim PVA. Aby bylo mozno zmgétit zbytkovy PVA,
tedy i ten srazeny, byl provede tento ted.

Do 20 ml vialek bylo napipetovano 5 ml vzorku a5 ml 8 % HCI aty byly uzavieny
septem.
Viaky byly dany do kédinky sdestilovanou vodou a 15-20 minut povareny. Po
zchladnuti byly vzorky takto upraveny:
Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml povairené suspenze
0,75 ml 4% HsBOs (40 g/l)
0,15 ml KI + 1,
Po protiepani se zkumavky ponechaly 15 minut v klidu.
Po té do nich bylo ptiddno 3,6 ml destilované vody na celkovy objem 5 ml. Obsah
zkumavek byl promichan a ihned méten na Spekolu pii 660 nm. (méteno proti destilované

vode).
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3.4.4 Piiprava roztoki pro rastove testy

Tyto testy byly provedeny, abychom zjistily druhy substréta na kterych kultury OT1,
OT2, OT3 rostou.

Nejprve bylo ptipraveno 20 lahvi s roztoky substrati.

Do lahvi byly navézeny tyto latky:

Kvasni¢ny autolyzét (vyslednd koncentrace 300 mg/l).........coovvvvvvneennnnnns 15mg
Octan sodny(300 MG/) ... ieeie e e eeeees LD TG
MIéEnan sodny (300 MG/ ) ... ieine i e e e el 2D MG
Citrat sodny (300 Mg/1)......oviieii i e e e eeeen 220,15 M
Glyoxylat sodny (300 Mg/l).......ovienieiiiei e e e 2 1D MG
Pyruvét o0dny (300 MG/l)....c.ve i e 2. 15 MG
Glycerol (300 MA/1)....vee e e 1D MG
Ethylenglycol (300 Mg/l).......cooiiiii e 1BMG

© 0o N o g b~ w DN PP

1,2-propandiol (300 Mg/l).......cceeviieiiiiii a2 15 MY
10. Trypton (300 MQ/1). ... e e e 1D MY
11. Sojovy pepton (300 MQ/) ... o oeeee et et 1D MG
12. Kontrola (MM + kvasni¢ny autolyzédt 20 mg/l)..........cccocoeieieiine 12 mg
13 PVA (B00 MO/ .. e e e 20 Y
14. Kvasni¢ny autolyzat (500 mg/l).......c.eveviriie i e e .. 25MQ
15. Kvasni¢ny autolyzat (1000 mg/l).......coveviieiiiii i e een 250 MQ
16. Trypton (500 MQ/1) . ... e e 22D NG
17. Trypton (1000 MG/) ... .vee e e e e e e e e e e 2. D0 MG
18. Sojovy pepton (500 MG/1) ... .o ovneie e e 2D MG
19. Sojovy pepton (1000 MO/1)....ceeee i e e eeee2. D0 MY
20. GIuk0Sa (300 MO/ .. ceeee e e e e e a2 15 NG

Kazda ztéchto lahvi byla dopinéna 50 ml minerdniho media (ptipraveného ze
z&ladnich sloZek s pridavkem 12 mg kvasni¢ného autolyzétu (20 mg/l)). A do lahvi ¢islo
9, 8, 13 bylo pridano PQQ (vysledné koncentrace 20 ug/l).

V&e se dalo sterilizovat do autoklavu pii rezimu 115 °C na 20 minut. Po té se roztoky
daly zchl&dnout.
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Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo davkovano po 180 ul roztoku substratu a 20 ul
inokula zkoumané kultury. Kazdy z roztoku substrétu byl davkovan do 4 jamek (paralelni
stanoveni).

3.4.5 Piiprava fixovaného nativniho preparéatu

Podlozni sklicko bylo poloZzeno na ¢isty filtratni papir. Doprostied sklicka byla
umisténa kapka fyziologického roztoku a bakteriologickou klickou do ni bylo naneseno
malé mnoZstvi mikrobidlni kultury. Tato suspenze bunék byla dobie promichédna a
rozetiena. Sklicko bylo nechdno vyschnout a pak bylo natérem vzharu trikrét protazeno
plamenem kahanu. Po vychladnuti bylo s prepardtem dale pracovano.

3.4.6 Gramovo barveni preparatu

Pripraveny fixovany prepard na podloZznim sklicku byl prevrstven roztokem
krystalové violeti a ta pusobila 60 sekund. Po té byl prepara prevrstven Lugolovym
roztokem, ktery pusobil také 60 sekund. Prepard byl opléchnut destilovanou vodou a
odbarven v Sikmé poloze etanolem 20-25 sekund a opét oplachnut destilovanou vodou.
Déle byl prevrstven karbolfuchsinem na 60 sekund, opléchnut destilovanou vodou a

ponechan uschnout. Mikroskopovan byl pomoci inverzniho objektivu, zvétSeni 100x.

3.4.7 M éreni pH

Meteni pH bylo provadéno pH-metrem, se sklenénou elektrodou. pH-metr byl pred
meienim kalibrovan pomoci prislusnych pufr.

3.4.8 Sterilizaéni techniky
Suché sterilizace- vyzihani v plameni, takto byly sterilizovany mikrobiologické
klicky, hokejky.

Vihka sterilizace — v autoklavu, v némz byly sterilizovany Zivné pady, mineralni
média, kultiva¢ni lahve pti 120 °C na 15 minut.
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4. VYSLEDKOVA A DISKUSNIi CAST

4.1 Rustové testy

Tyto testy byly provedeny, abychom zjistily druhy substréta na kterych kultury OT1,
OT2, OT3 rostou a mohly dané substrédty pouzit k dalSim testim. Toto zji&éni bylo
dulezité zejména u kultury OT3, se kterou byly provedeny dalSi pokusy.

Rustové testy také slouzily k zapracovani v laboratori, k poznani ptipravy roztokd,
préce s pristroji.

Nejprve bylo piipraveno 20 lahvi s roztoky substrdtd dle postupu uvedeného
v metodicke ¢asti.

1. Kvasni¢ny autolyzét (300 mg/l)
Octan sodny (300 mg/l)
MIétnan sodny (300 mg/l)
Citréa sodny (300 mg/l)
Glyoxylat sodny(300 mg/l)
Pyrohroznan sodny (300 mg/I)
Glycerol (300 mg/l)
Ethylenglycol (300 mg/l)
1,2-propandiol (300 mg/l)

10. Trypton (300 mg/l)

11. Sojovy pepton (300 mg/l)

12. Kontrola

13. PVA (500 mg/l)

14. Kvasni¢ny autolyzat (500 mg/l)

© o N o g b~ W DN

15. Kvasni¢ny autolyzét (1000 mg/l)
16. Trypton (500 mg/l)

17. Trypton (1000 mg/l)

18. Sojovy pepton (500 mg/l)

19. Sojovy pepton (1000 mg/l)

20. Glukosa (300 mg/l)



Kultury OT1, OT2, OT3 byly oc¢kovany na mikrotitracni desticky na substréty
uvedené vy3e o koncentraci 300 mg/l, nékteréi o vysSich koncentracich.

KulturaOT1

Prabeh rastu kultury OT1 na danych substrétech byl zaznamenan v nésledujicich
tabulkéch.

Tabulka 2. Stav v jamkéch po 4 dnech kultivace

+ |+ [+ |+
+ |+ [+ |+
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +

Tabulka 3. Stav v jamkéch po 7 dnech kultivace

.

.

.

.

.

.

.

.

.
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+

.
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+

Tabulka 4. Stav v jamkéch po 16 dnech kultivace

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

+ rag kultury (z&kal nebo sediment)
- bez rastu kultury

Z vysledka vyplynulo, Ze kultura OT1 vyuZivala ke svému rastu tyto substréty:
Sojovy pepton o koncentracich 300 mg/l, 500 mg/l i 1000 mg/l, na kterém projevila svij
rast hned po nékolika dnech. Rostla na PV A (500 mg/l) i na kvasni¢ném autolyzatu, ale jen
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ve vySSich koncentracich (500 mg/l i 1000 mg/l) a také na tryptonu o koncentracich 300
mg/I, 500 mg/l i 1000 mg/I.

KulturaOT2
Bylo sledovéno které substraty kultura OT2 vyuziva a jeji rast byl zaznamenan

v téchto tabulkach.

Tabulka 5. Stav v jamkéch po 4 dnech kultivace

+ |+ |+ + ]|

.

.

.

.

.

.

.

.
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+

.
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+

.

Tabulka 6. Stav v jamkéch po 7 dnech kultivace

1/2]3|4]5|/6]7|18[9/10/11/12]13]14|15|16|17|18/19|20
+ |+ |+ - -] - I R I S I S A I R O A A A A O
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
Tabulka 7. Stav v jamkéch po 16 dnech kultivace

1,234 |5/6|7|8]9|10(/11|12]13|14|15|16|17|18|19|20
+ |+ |+ | - - + |+ -+ |+ ]+ |+ A+ |+
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
+ |+ |+ - - - - - -+ -]+ +| -
+ rag kultury (z&kal nebo sediment)

- bez rastu kultury

Z pokusu vyplynulo, Ze kultura OT2 rosta na téchto substratech: Kvasni¢ny
autolyzat, na tomto substréu, (ve vSech jeho koncentracich 300, 500 i 1000 mg/l),
projevila svuj rust jiz po nékolika mélo dnech. Rovnéz tak na tryptonu a sojovém peptonu
o0 koncentracich 300, 500 i 1000 mg/I, narostla kultura OT2 jiZ po nékolika malo dnech. A
dale tato kultura vyuzZivala také substraty PVA (500 mg/l), octan sodny (300 mg/l),
mlé¢nan sodny (300 mg/l).
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KulturaOT3

Bylo sledovéno které substraty kultura OT3 vyuziva a jeji rast byl zaznamenan
v nésledujicich tabulkach.

Tabulka 8. Stav v jamkéch po 4 dnech kultivace

+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+
+ |+ |+ ]|+

Tabulka 9. Stav v jamkéch po 7 dnech kultivace

+ |+ [+ + ]|~
+ ]+ [+ + [N
1
1
1
1
1
1
1
1

+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +
+ |+ [+ +

Tabulka 10. Stav v jamkéch po 11 dnech kultivace

+ |+ [+ + |~
++ [+ + [N
1
1
1
1
1
1
1
1

.

.

.

.

.

.

.

.
+ |+ [+ ]|+

.
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+
+ |+ [+ ]|+

Tabulka 11. Stav v jamkéch po 18 dnech kultivace

+ |+ |+ + |~
+ |+ ]+ (N

+ ]+ |+ |+ |w

1

1

1

1

1

1

1
+ |+ |+ |+

1
+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

+ rag kultury (z&kal nebo sediment)
- bez rastu kultury

V tomto pokusu se ukézalo, Ze kultura OT3 vyuZila ke svému ristu sojovy pepton o
téchto koncentracich 300, 500 i 1000 mg/l hned po nékolika malo dnech kultivace, rovnéz
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tak vyuZila i kvasni¢ny autolyzat. Rogtla také na PVA (500 mg/l), na tryptonu jen ve
vySSich koncentracich (500 i 1000 mg/l). Jgji rist se takeé projevil na octanu sodném (300
mg/l), glukose (300 mg/l) a mlénanu sodném (300 mg/l)

4.2 Studium vlastnosti kultury OT3

4.2.1Test 1 —Z&kladni pokusdegradace PVA kulturou OT3

Tento test byl proveden, abychom zjistili, zda ma vliv na degradaci PV A to, zda je
kultura OT3 ockovana z pevného ¢i kapalného zivného prostiedi - z Petriho misky nebo
z tekutého média. Byla zde navaznost na rastove testy, kdy byl vzorek kultury OT3 bréan
z jamky mikrotitra¢ni destick, kde byl jako rustovy substrat pouZzit PVA.

Byly pripraveny 2 lahve po 50 ml MM sPVA (500 mg/l), 10 ul zésobniho roztoku
PQQ (20 pg/l) a s250 ul zésobniho roztoku katalasy (10 mg/l). Prvni lahev byla
zaockovana kulturou OT3 z Petriho misky a druhd kulturou OT3 z jamky mikrodesticky.
Lahve byly dany do mistnosti s 25 °C a na trepacku sreZzimem 15 minut / 15 minut (pohyb
/ klid).

Tabulka 12. Koncentrace PV A v tekutém mediu

Koncentrace PVA (mg/l) | %Odstranéni
L&hev ¢. 0. den 5. den
1 430,6 205,9 52,2
2 440,2 100,6 77,1

Z pokusu vyplynulo, Ze v lahvich k degradace PV A prob¢hla

Pro kontrolu kultury v lahvich bylo provedeno Gramovo barveni, a preparaty byly
prozkoumany pod mikroskopem. Zjistili jsme, Ze kultura ockovand z Petriho misky
obsahuje skute¢né jen kulturu OT3 (malé tenké gramnegativné barvené tycinky). Ale
kultura ockovana z desticky obsahovala jak OT3, tak i bunky n¢jaké dalSi kultury (silngjsi
ty¢inky). Aby bylatato druh& kultura identifikovana, bylo provedeno vyockovani kultur na
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Petrino misky. Byl pfipraven minerdlni agar i agar obohaceny Bromthymolovou modti
sPVA, PQQ, katalasou. Z kazdé lahve byly ptipraveny zkumavky s desetinnym fedénim.
20 pl OT3 ockované z desticky (OT3- D) z fedéni 10* a 10° bylo vyotkovano na misku s
agare bez i sBromthymolovou modii. A také 20 ul OT3 ockované z misky (OT3- M)
ziedéni 10° bylo takto vyockovéno. Byly také vyockovany na TYA agar, kifZovym
roztérem. Misky byly dany kultivovat do mistnosti s 25 °C.

Treti den po kultivaci vyrostly na miskéch s TY A agarem rizné konsorcia. Na misce
ockované kulturou OT3- D vyrostly Zluté a bilé kolonie a na misce o¢kované kulturou
OT3- M vyrostly bilé kolonie. Byl pipraven prepardt a zkoumén pod mikroskopem. Bylo
Zjisténo Ze v3e co narostlo na TY A agaru je kontaminace. U kultury OT3- D to byly Zluté
kolonie, Gram positivni koky a bilé Gram negativni koky. A u kultury OT3- M byly bilé

kolonie ziejme¢ kvasinky.

Sedmy den po kultivaci byl na miskéch stedénim vidét rast, na nékterych miskach
opét narostla i kontaminace. Jen miska skulturou OT3- M a fedénim 10° (OT3- M,
10°) byla &ista, snarostlymi koloniemi kultury OT3. Drobné, naZloutlé, samostatné
rogtouci kolonie. Tato miska byla dana opét kultivovat a po ¢trnacti dnech kultivace byly
na misce OT3- M-10® pozorovany vétsi a mensi, naZloutlé samostatng rostouci kolonie
(Priloha 2).

Pro kontrolu bylo provedeno Gramovo barveni a preparaty téchto dvou kolonii byly
prohlédnuty pod mikroskopem, a bylo zji&téno, Ze se jedna o tu samou bakterii OT3. Byly
vidét typické malé drobné tycinky.

Préce s bakteridlnimi kulturami byla velmi néro¢na, coz lze usoudit z tohoto pokusu.
Bylo nutno dbét na sterilitu prostiedi, pracovat v boxu. Ale i pfesto snadno dodo ke
kontaminaci. Je mozno zmenit nékteré postupy, ale ani to nemusi byt zérukou, Ze nedojde
ke kontaminaci. V naslednych pokusech byly proto pro kontrolu kontaminace
vyockovavany vybrané banky na TYA — agary (kultura OT3 na tomto universalnim agaru
neroste).
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4.2.2 Test 2 - Ovéreni degradace PVA kulturou OT3

Vzhledem ke kontaminaci v testu 1 jsme se pokusili ovérit schopnost kultury OT3
degradovat PVA timto pokusem. Jako pridavky ke kulture OT3 jsme pouZzili PQQ, které se
piidava, protoze kultuie OT3 slouzi jako nutny kofaktor. Pridavek katalasy se pouziva jako
zdroj ngjakeé latky, kterd podporuje kulturu OT3 pii degradaci. Methionin i hemin jsou
l4tky obsazené v této katalase, proto jsme se je pokusili dodat kulture OT3 zvlast. A déle
jsme také pridali kulturu Rhodococcus, protoZze kultura OT3 v symbiose skulturou
Rhodococcus velmi dobie rozkladd PVA. Jako zdroj vitamini a kofaktora byl pouzit
kvasni¢ny autolyzat.

Bylo pripraveno 10 lahvi sMM po 50 ml a PVA (500 mg/l), déle byly pridany latky

podle rozpisu. S vyjimkou lahve ¢. 5 tam bylo ve piidano po serilizaci.

1) OT3+ PQQ 20 ug/l

2) OT3+ PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 10 mg/I

3) OT3+ PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 50 mg/I

4) OT3+ PQQ 20 ug/l + methionin 4 mg/I

5) OT3+ PQQ 20 pg/l + methionin 4 mg/l (ptidavek az po sterilizaci)

6) OT3+ PQQ 20 pg/l + hemin 2 mg/l (z&sobni roztok v acetonu)

7) OT3+ PQQ 20 ug/l + methionin 4 mg/l + hemin 2 mg/l (zésobni roztok v acetonu)
8) OT3+ PQQ 20 ug/l + kvasni¢ny autolyzét 100 mg/l + sojovy pepton 100 mg/l

9) OT3+ PQQ 20 ug/l + Rhodococcus globerulus

10) Bez zaockovani — kontrola

Lahve se daly sterilizovat srezimem 115 °C a 20 minut. Po zchladnuti byly lahve
¢islo 1-9 zaockovany 20 ul suspenze s kulturou OT3, ldhev ¢.9 i kulturou Rhodococcus.
Lahev 10 byla nezaockovana, ta byla kontrolni.

Lahve byly upevnény na tiepacku srezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / klid)
v mistnosti s25 °C. Z lahvi byly odebirény v danych intervalech vzorky a v nich byla
stanovovana koncentrace PVA pomoci spektrofotometrické mikrometody. Hodnoty
koncentrace PVA byly uvedeny v Tabulce 13.
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Tabulka 13. Koncentrace PVA v prabéhu testu (pramér a smérodatna odchylka)

Koncentrace PVA (mg/l)

L ahev ¢.

0. den

3. den

7. den

10. den

14. den

552,3 + 28

499,1 + 33,7

488,4 +44,1

4434+ 17,4

442,6 + 37,5

617,9+ 25,3

506,8 + 18,5

319,9+24,6

260,6 +24,1

260,8 £ 15

586,7 + 38,3

537,3+22,8

291,3+19,6

225,2+24,9

214,6 £ 18,6

686,3 + 35,7

608,9 + 25,5

530,3 + 20,9

528,3 + 16,9

526,4 + 28,6

594,9+424

545,5+ 34,2

450,9 + 35,3

400,4 + 29,9

398,3 +40,5

539,4+21,1

482,3+ 34,1

481,9 + 23,5

479,6 + 11,7

480,5 + 23,8

698,4 + 26,7

488,6 + 20,4

468,3+12,4

444,7 + 29,7

442,8 + 31,2

686,6 + 34,2

577,3+18,8

561,7+ 37,8

535,5+ 33,4

534,6 + 29,4

OO N[OOI |W|IN|F

552,7 + 38,2

376,7 £ 33,7

238,741

124,1 + 23,6

123,8 +16,9

[N
o

562,9 + 20,2

556,9+42/4

572,8 £+ 19,8

561,9+22,1

573,9+ 26,1

Tabulka 13. Koncentrace PVA v prab&hu testu, pokracovéani

a procenta degradace
Koncentrace PVA (mg/l) | Odstranéni PVA (%)
L&hev ¢. 17. den

1 449,7 + 34,7 18,6
2 251,2 +18,2 59,3
3 190,9+121 67,5
4 514,3 + 38,6 25,1
5 393,4+31,2 33,9
6 475,9 + 26,8 11,8
7 443,9 + 29,8 36,4
8 519,1 + 35,7 24,4
9 120,9 + 27,7 78,1
10 577,4+ 14,3 -
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Obr.4. Z&avislost koncentrace PV A nac¢ase

Po 17. dnech kultivace a zhodnoceni vysledkd, jsme usoudili, Ze degradace je jiZz u
konce, test jsme tedy zastavili. Pro kontrolu byly vyockovany vzorky z lahvi ¢islo 2, 3, 9
kiizovym roztérem na misky s TYA agarem. Po n¢kolika dnech kultivace byly misky
STYA agarem a vzorkem z lahve ¢islo 2 a 3 ¢isté a se vzorkem z lahve ¢islo 9 porostlé
pouze kulturou Rhodococccus. Tim bylo ovéreno, Ze obsahy lahvi nebyly kontaminované
arozklad PVA v ladhvich opravdu probihal diky kultuie OT3.

Po zhodnoceni vysledkt |ze fici, Ze degradace probehla nejvice pii pridavku kultury
Rhodococcus. PVA zde byl odstranén ze 78,1 %. Také pridavek katalasy zvysil degradaci
na 67,5 % (oproti samotné kultuire OT3 jejiz degradace byla 18,6 %), ale nedosahovala
hodnoty pii ptidavku kultury Rhodococcus. Déle je také zigimé, Ze jen mirny vliv na
degradaci m¢lo mnozstvi pouzité katalasy, coz vyplyva ze srovnani, pri piidavku katalasy
10 mgl/l, kde probéhla degradace z 59,3 % a pii pridavku katalasy 50 mg/l, kde prob¢hla
degradace 67,5 %. Pridanim heminu se degradace nijak vyrazné nezvysila. U vzorka
s piidavkem methioninu byla rozdilna degradace u pridavku pied sterilizaci 25,1 % a u
piidavku po sterilizaci 33,9 %. V obou piipadech byla degradace mirné zvySena oproti
samotné kulture OT3, ade serilizace sama degradaci vyrazné neovlivnila. Stegné tak
pridanim kvasni¢ného autolyzétu byla degradace ovlivnéna velmi mélo.
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4.2.3 Test 3—Ovéieni vyznamu piitomnosti kultury Rhodococcus globerulus

V tomto testu byly ovétreny vlastnosti kultury OT3 degradovat PVA piedevSim za
ptitomnosti kultury Rhodococcus ve vice formach a katalasy. Také jsme otestovali vliv
kontaminaci narostenych na TY A agaru v testu 1 (Zluté kolonie, bilé kolonie).

Bylo ptipraveno 9 lahvi sMM po 50 ml a PVA (500 mg/l), dale byly ptidany latky
podle rozpisu. Do lahve ¢islo 4 a5 byl pridan pied sterilizaci Rhodococcus globerulus, aby

byl po sterilizaci v mrtvém stavu.

1) OT3+ PQQ 20 ug/l

2) OT3+ PQQ 20 ug/l + inaktivovana katalasa 10 mg/|

3) OT3+ PQQ 20 pg/l + Rhodococcus, Zivé inokulum

4) OT3+ PQQ 20 ug/l + Rhodococcus, mrtvé inokulum

5) OT3+ PQQ 20 pg/l + Rhodococcus, mrtva biomasa 0,2 g

6) OT3+ PQQ 20 pg/l + Zluta kolonie, Zivé inokulum

7) OT3+ PQQ 20 pg/l + bilakolonie, Zivé inokulum

8) OT3+ PQQ 20 ug/l + inaktivovana katalasa 10 mg/l + kvasni¢ny autolyzat 50 mg/I
9) Bez zaockovani  —kontrola

Po sterilizaci byl do lahve ¢. 3 priddn Rhodococcus globerulus, do lahve ¢islo 6
inokulum kontaminantu (Zluta kolonie), do lahve ¢islo 7 inokulum kontaminantu (bila
kolonie) a lahve ¢islo 1-8 byly zaockovany 20 ul suspenze s kulturou OT3. Lahev 9 byla
nezaockovana

Lahve byly upevnény na tiepacku s trvalym reZzimem trepani (125 kmita za minutu)
v mistnosti s25 °C. Z lahvi byly odebrény a zméteny vzorky. Hodnoty koncentraci PV A
jsou uvedeny v Tabulce 14.
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Tabulka 14. Koncentrace PVA v prabéhu testu (pramér a smérodatna odchylka)

Koncentrace PVA (mg/l)

L ahev ¢&. 0. den 3. den 7. den 10. den 14. den
*1 782,7+11,4 | 722,4+21,1 | 624,6 +30,7 | 536,1 £33,3 | 450,5+19,1
2 872,3+41,3 | 753473 | 672,9+44,1 | 521,8+19,9 | 469,1+ 29
3 944,6 + 20,7 | 804,3+157 | 491,5+353 | 4051+28,6 | 3425+ 18,9
4 879,3+36,3 | 853,2+26,3 | 660,7+33,6 | 5065+12,4 | 511,1+16
5 885,5+455 | 851,7+17,5 | 527,6 +36,4 | 471,9+27,9 | 389,8+ 26,4
6 980,1+41,4 | 9296 +28,4 | 859,1+259 | 7994292 | 711,7+29,2
7 1044,2 + 43,6 | 1046,1+32,1 | 1042,3+ 31,2 | 1037,2+219| 876,1+37
8 920,1+34,9 | 871,7+252 | 688,9+30,4 | 6488+34,3 | 624,5+35,6
9 939,2+21,7 | 899,5+18,9 | 9295+356 | 900,6 +41,6 | 8923+ 26

Tabulka 14. Koncentrace PVA v prab&hu testu, pokracovéani
Koncentrace PVA (mg/l)

L ahev ¢&. 17. den 21. den 24. den 29. den 31. den
*1 4521 +297 | 424,8 +29,8
2 478 +23,1 | 486,8+32,3 | 4886+26 | 438,7+20,6 438 + 29
3 348,1+155 | 3451+19,2 | 348+132 | 2751272 | 251,2+15/1
4 506,5+35,8 | 506+18,1 | 508,5+18,5 | 500,6 +258 | 472,1+357
5 376,1 + 29,8 351+31 351,5+32 | 303,4+26,7 | 2695+12,4
6 727,5+32,8 | 719,5+ 257
7 971,4+30,4 | 924,5+ 28,6
8 628,5+31,9 | 6353+247
9 918,2+39,3 | 922,6+13,5 | 948,8+435 | 926,9+275 | 924,7+16

Tabulka 14. Koncentrace PVA v pribéhu testu, pokratovani a procenta

degradace
Koncentrace PVA (mg/l) Odstranéni PVA (%)
Lahev ¢.| 35.den 38. den 42. den

*1 45,7
2 222,9+ 28,1 | 400,7 +37,3 | 419,3+ 32,1 51,9
3 196,1+38,3 | 206,5+9,3 1749+6,9 81,5
4 450,5+28,7 | 425,7+17,5 | 439,9+ 26,6 50
5 222+20,7 | 219,1+184 193,6 £ 7,3 78,1
6 26,6
7 11,5
8 31
9 9486 £35 | 9246 £+30,5 | 888,1+42 -

* Vzorky takto oznacené byly kontaminované.
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Obr.5. Zavislost koncentrace PV A nacase
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Obr.6. Zavislost koncentrace PVA na ¢ase- kontaminované vzorky

Z duvodu kontaminace byly pro kontrolu vyockovany na TYA agary vzorky z lahvi
¢islo 1, 2, 4, 5, ktizovym roztérem. U vzorku ¢islo 1 byl pozorovan vyrazny rast n¢jaké
bakterie, coz znamen& Ze obsah v lahvi byl kontaminovany, jelikoz OT3 na TYA agaru
rose jen nepatrné. Vzorky 2,4,5 kontaminované nebyly. U vzorku ¢islo 5 bylo tedy
oveieno, Ze lahev neni kontaminovana a také Ze Rhodococcus je ve stavu mrtvé biomasy,
jelikoz onna TY A agaru rogte.

Dvacaty prvni den byl test u vzorka cislo 1, 6, 7, 8 ukoncen. Vzorek 1 byl
kontaminovany. U vzorka 6, 7 a 8 jsme se domnivali, Ze degradace jiz skoncila. Ostatni
byly ukonceny 42. den.
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Z vysledki vyplyva, Ze degradace prob¢hla opét nejvice u vzorku skulturou
Rhodococcus ato jak ve formeé Zivého inokula (degradace 81,5 %) tak i u mrtvé biomasy
(degradace 78,1 %). Z vysledku, Ze kultura OT3 degraduje PVA za pritomnosti Zivé i
mrtvé formy kultury Rhodococcus, se miZzeme domnivat, Ze Rhodococcus dodaval kulture
OT3 pii degradaci n&jakou latku nebo faktor, nikoliv enzym. Z tvaru kiivky u pridavku
kultury Rhodococcus |ze fici, Ze degradace probihala do devétého dne rychle, kiivka zde
strmé klesala, v rozmezi devétého a dvacatého dne byla degradace pomalejsi, jako by se
zastavovala. A po dvacdtém dnu opét probihala rychleji. Pri pokusu s pridavkem katalasy,
byla dosaZena degradace zhruba poloviny substratu coz je 51,9 %.

Zluta kolonie a bila kolonie neprokézaly piiznivy vliv na degradaci PVA kulturou
OT3. Z ¢ehoz vyplyvd, Ze ne kazda bakterie dodédva kulture OT3 to, co ji dodava
Rhodococcus.

4.2.4 Test 4 —Ovéieni vlivu predkultivace kultury OT 3 na degradaci PVA

V tomto testu jsme se zamétili na ovéfeni vlivu predkultivace kultury OT3 na
degradaci PVA v tekutém mediu. Jednotlivé lahve byly o¢kovény kulturou OT3 bud’
pochézejici z misky s PVA agarem, nebo z tekutého média s PVA, nebo z agarové misky
skvasnicnym autolyzétem (tedy bez rustu na PVA). Kvasni¢ny autolyzé jsme zvolili
v ndvaznosti na rustové testy, pri kterych kultura OT3 projevila rist natomto substratu.

Bylo ptipraveno 10 lahvi sMM po 50 ml a PVA (500 mg/l), ddle byla pridana
katalasa podle rozpisu.

1) OT3+ PQQ 20 pg/l + inokulum pochézejici z petriho misky s PVA

2) OT3+ PQQ 20 pg/l + inokulum pochazejici z tekutého medias PVA

3) OT3+ PQQ 20 pg/l + inokulum pochazejici z petriho misky bez PVA

4) OT3+ PQQ 20 ug/l + Rhodococcus + inokulum pochazejici z petriho misky s PVA

5) OT3 + PQQ 20 ug/l + Rhodococcus + inokulum pochézejici z tekutého media s
PVA

6) OT3 + PQQ 20 ug/l + Rhodococcus + inokulum pochézejici z petriho misky bez
PVA

7) PQQ 20 pg/l + Rhodococcus globerulus
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8) OT3+ PQQ 20 ug/l + inaktivni katalasa 10 mg/l + inokulum pochézejici z petriho
misky sPVA

9) OT3+ PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 10 mg/l + inokulum pochézejici z tekutého
medias PVA

10) Bez zaoc¢kovani — kontrola (slepy pokus)

Lahve byly dany sterilizovat srezimem 115°C a 20 minut. Po zchladnuti byly lahve
dle rozpisu zaockovany 20 pl suspenzi s kulturou OT 3, pochézejici z petriho misky sPVA,
pochézejici z tekutého media sPVA, pochazejici z petriho misky bez PVA a suspenzi
s kulturou Rhodococcus globerulus. Lahev 10 byla nezao¢kovana

Lahve byly upevnény na tiepacku srezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / klid)
v mistnosti s25 °C. Z lahvi byly odebrény v danych intervalech vzorky, byla stanovena

koncentrace PVA pomoci spektrofotometrické mikrometody. Hodnoty koncentrace PVA

jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15. Koncentrace PVA v prabéhu testu (pramér a smérodatna odchylka)

Koncentrace PVA (mg/l)

L ahev ¢. 0. den 3.den 7. den 10. den 15. den
*1 465,7 £ 30,9 | 466,4 + 28,7 | 414,7 +22,7 | 408,7 £ 32,7 | 242,2 + 28,2
2 486,8 + 29,1 | 489,2+ 34,6 | 506,9+41,6 | 503,5+43 | 410,7 £31,6
3 552,1+£20,5 | 555,9+24,6 | 554, 7+ 259 | 541 +235 | 430,9 + 29,2

4 475+ 37,4 432,5+33,3 | 274,1+16 200,6 £ 6,5 114 £ 9,2
5 514,9+5,2 | 453,1+25,1 | 296,3 + 14,9 2575+ 22 211,2 £ 33,9
6 518,8+27,4 | 402,8+21,6 | 252,5+ 18,1 | 209,3+ 23,7 | 138,5+8,8
7 493,9+34,3 | 493,7+17,9 | 528,9+14,9 | 519,5+ 21,3 | 522,3 +40,3
8 615,4 £ 9,6 465,3+23 | 279,5+£188 | 238,611 215,3 = 36,3
*9 571,5+10,8 | 4429+ 23,3 | 296,7+ 16,6 | 129,8+4,3 | 121,7 + 20,3
10 435,4 £ 21 4585+9,4 | 498,8 + 25,6 | 506,8 + 19,6 | 484,5+ 45,9
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Tabulka 15. Koncentrace PVA v pribéhu testu, pokratovani a procenta degradace

Koncentrace PVA (mg/l)

Odstranéni PVA (%)

t (den)

Lahev ¢. 17. den 21. den 24. den 28. den

*1 207,7+9,3 | 131,3+235 | 1253+153 | 122,1+5,6 73,8

2 4428 +251 | 416,5+27 | 404,3+33,7 | 399,2+ 34,6 18

3 428,8 + 32,3 | 4454+ 26,9 | 371,5+ 36,1 | 370,5+ 34,8 32,9

4 103,3+6,6 | 72,4+27 40,2+15 338+4 92,9

5 201,8+35,2 | 172,7+20,3 | 146,3+6,4 141,3+7 72,6

6 137,1+8 115,1+6,6 | 107,7+10,4 | 90,5+5,6 82,6

7 484,9+30,4 | 438,4+11 | 451,7+121 | 454,6 +26,5 8

8 192,3+5,7 | 158,4+10,3 | 161,3+ 10,5 | 159,2+ 22,3 74,1

*9 138,5+2,6 | 139,8+28,3 | 1472+31,3 | 1459+7,9 74,5

10 470,4+9,7 | 440,7+20,7 | 450+19,6 | 446,4+131 -

* Vzorky takto oznacené byly kontaminované.

—O— lahev 2
—&— lahev 3
—>%— lahev 4
—©—lahev 5
—&— lahev 6
—— lahev 7
—&— |ahev 8

—e— lahev 10

Obr.7. Z&vislost koncentrace PV A nac¢ase
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Obr.8. Zavislost koncentrace PVA na ¢ase- kontaminované vzorky

NaTYA agar byly vyoc¢kovany vzorky c¢islo 1,2,3,8,9 a dany kultivovat. Po 7 dnech
kultivace na misce ¢. 1 narostl Rhodococcus, z ¢ehoz Ize usoudit pro¢ probihala tak
vyrazna degradace. Samotna OT3 PVA nerozklada v takovém mnoZstvi. Vzorek ¢islo 9
byl kontaminovan. Misky ¢islo 2,3,8 byly ¢isté.

Z laboratorniho pokusu vyplyva Ze neni nutny piedchozi kontakt kultury OT3 sPVA
v prub¢hu predkultivace, degradace u obou kultur vykézala jen mirny rozdil. Dokonce bylo
zji&eéno, Ze kultura OT3 narostena v tekutém mediu sPVA degradovala PVA z 18 %,
kdezto kultura OT3 pochézejici z petriho misky bez PVA degradovala PVA ze 32,9 %.
Zjitili jsme, Ze pri pridavku kultury Rhodococcus probihala degradace nejlépe, stim, Ze
byly zji&ény mirné rozdily dle pivodu inokula kultury OT3 (degradace probihala
v rozmezi 72,6- 92,9 %). Nejlépe tedy degradace probéhla z 92,9 % v pripadé kultury OT3
pochazejici z Petriho misky s PVA. Zanedbatelny rozklad PV A prokazal pokus pii kterém
byla pouzita samotn& kultura Rhodococcus, degradace ¢inila v tomto piipadé pouze 8 %.
Pri pridani katalasy k inokulu pochézejicimu z Petriho misky sPVA byla degradace 74,1
%, coz ndm ukazuje, Ze katalasa mé& positivni vyznam pro kulturu OT3, ade jen ¢éstecné
nahrazuje kulturu Rhodococcus, kde degradace byla 92,9 %.
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4.25Test 5 - DalSi ovéreni degradace PV A pii pridavku katalasy a latek v ni

obsaZenych

Tento test byl proveden, abychom znovu ovérili schopnost kultury OT3 degradovat
PVA s pridavkem katalasy, methioninu i heminu, ataké s jejich opakovanymi pridavky
devaty den degradace. Byl zde opét provéren i pridavek kultury Rhodococcus v mrtve i

Zivé forme.

Bylo ptipraveno 10 lahvi sMM po 50 ml a PV A (500 mg/l), déle byly pridany latky
podle rozpisu. Katalasa a Rhodococcus (do lahve ¢islo7) byly pridany pied sterilizaci.

1) OT3+ PQQ 20 ug/l

2) OT3+ PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 10 mg/I

3) OT3 + PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 10 mg/l + pridavek inaktivni katalasy 10
mg/l 9. den

4) OT3+ PQQ 20 ug/l + methionin 4 mg/I

5) OT3+ PQQ 20 pg/l + methionin 4 mg/l + pridavek methioninu 4 mg/l 9. den

6) OT3+ PQQ 20 ug/l + Rhodococcus globerulus

7) OT3+ PQQ 20 pg/l + Rhodococcus globerulus mrtva biomasa 0,25 g

8) OT3+ PQQ 20 pg/l + methionin 4 mg/l + hemin 10 mg/l préskovy

9) OT3+ PQQ 20 pg/l + inaktivni katalasa 10 mg/l + methionin 4 mg/I

10) Bez zaockovani  —kontrola

Po serilizaci byl do lahve ¢. 4,5,8,9 pridan methionin, do lahve ¢. 8 hemin a lahve
¢islo 1-9 byly zaockovany 20 ul suspenze kultury OT3, lahev ¢.6 i kulturou Rhodococcus.

Lahve byly upevnény na tiepacku srezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / klid)

v mistnosti s25 °C. Experiment byl vyhodnocovan stejné jako pokusy piedchozi a
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16.
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Tabulka 16. Koncentrace PVA v prabéhu testu (pramér a smérodatna odchylka)

Koncentrace PVA (mg/l)
L&hev ¢. 0. den 2. den 6. den 9. den 13. den
1 507,5+34,8 | 395+27,7 | 4145+33,1 | 3924+17,8 | 401,6 + 27,7
2 570,9+ 10,7 | 319,7+27,8 | 229,3+26,5 | 166+19,8 | 153,8+17,9
3 579,3+37,3 | 3746+6,1 | 197+129 | 1595+ 24 130+ 9,2
4 571+13,1 | 408,9+279 | 324+37,3 | 266,7+24,2 | 2695+13
5 577+30 | 423,8+31,6 | 311,6 24,4 | 266,7 +32,8 | 2447225
6 612,5+12,9 | 437,3+32,6 | 1992+142 | 149,4+9 134,3 £33
7 642,9+29,4 | 559,5+21,8 | 1825+16,2 | 111,5+10 | 104,6 +32,3
8 628,1+31,2 | 560,4+32,8 | 2954+28 | 255+19,6 | 259,9+ 23,4
9 627,5+28,8 | 506,9+11,7 | 192,9+159 | 1495+10,3 | 112,411
10 510,3+30,3 | 568,1+30 | 502,4+24,6 | 5085+27 | 501,9+34
Tabulka 16. Koncentrace PVA v prab&hu testu, pokracovéani
Koncentrace PVA (mg/l)
L ahev ¢&. 16. den 20. den 23. den 27. den 30. den
1 358,8+19,4 | 330,5+32,7 | 341,1+12,2 | 359,1+20,6 | 357,6 + 17,5
2 133,7+6 | 1188+75 | 1089+54 108 + 5,7 107 £ 6,2
3 1099+94 | 928+48 74412 62,2+ 3,8 53,9+ 4,2
4 271,7+245 | 2709+19,4 | 2425+8,1 | 2395+156 | 249,1+7,9
5 2175+14,3 | 204,8+29 | 203,1+15 | 199,1+8,6 | 209,9+ 14,6
6 109,4 £ 5,2 89+4,1 722+3 65 + 3,4 58,5+ 4,1
7 103+8,7 | 978+158 | 842+24 77443 82,177
8 237,7+11,1 | 2325+19 | 2345+147 | 2437+19 | 201,9+19,8
9 1135+6,2 | 1004+4,6 | 883+4.2 78,8+54 79+19,1
10 539 +454 | 506,6 +37,4 | 491,6 +41,8 | 482,7+33,8 | 516,9+ 11,2

Tabulka 16. Koncentrace PVA v pribéhu testu, pokratovani a procenta

degradace
Koncentrace PVA (mg/l) Odstranéni PVA (%)
Lahev¢. | 34.den 37. den 41. den

1 353,2+24,1 | 308,2+27 | 349,1+16,3 31,2
2 105,1+5,6 81,8+7,8 746+7,4 86,9
3 46,8 + 4,2 27,9+0,9 322+1 94,4
4 2495+145 | 219,3+9,2 | 249,7 £ 16,5 56,3
5 194,8 £ 8,5 192,1+£10 191 +3,2 66,9
6 51,56+1,9 31,1+1,7 373+13 93,9
7 81,9+5,6 79,8 +4,3 854+1,6 86,7
8 207,5+125 | 2243+ 11,3 | 216,21+ 10 65,6
9 69,5+ 3,2 67,8+4,7 63,2 + 3,6 89,9
10 4875+33,8 | 452,1+37 | 5145+10/4 -
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Obr.9. Zavislost koncentrace PV A nacase

Pro kontrolu byly vyockovany na TY A agar lahve ¢islo 2,3,4,5,7,9. Ukézalo se, Ze

vzorky nejsou kontaminované, TY A agary byly ¢isté.

Kultura OT3 v symbiose s kulturou Rhodococcus skutecné rozkladala PVA velmi
dobie, degradace zde probéhla z 93,9 %, coz bylo opét potvrzeno i v tomto pokusu. Také
mrtva biomasa kultury Rhodococcus napomahala kulture OT3 k velmi dobré degradaci
(86,7 %). V tomto pokusu se také ukazalo, Ze pridavek katalasy ke kultuie OT3 mél velky
vyznam, kdy pii opakovaném pridavku probéhla degradace z 94,4 %, a pti pridavku
katalasy jen na zacéku byla degradace 86,9 %, ve srovnani se samotnou kulturou OT3, u
které probéhla degradace z 31,2 %. Ztvaru kiivek grafu, Ize také vidét, Ze u pridavku
kultury Rhodococcus a katalasy, probihala degradace do devétého dne rychle, kiivky
nejprve strmé klesaly a pak se postup degradace zpomalil, pokles kiivek byl mensi.
Pridavek methioninu ke kulture OT3 zvysil degradaci PV A vice jak o polovinu, ale ne tak
mnoho jako piidavek kultury Rhodococcus a pridavek katalasy. Lze tici, Ze opakovany
ptidavek methioninu oproti ptidavku methioninu jen na zacatku, nemé vyrazny vliv na
degradaci. U¢inek heminu, ktery byl pridan ke kulture OT3 spole¢né s methioninem vliv
na degradaci PV A neprokézal.
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4.3 Adaptace kal a izolace ¢istych kultur, jegjich testovani

Soubézné se studiem vlastnosti kultury OT3 byly provadény pokusy izolaci novych
bakteridlnich kultur degradujicich PVA ze vzorka nékolika cistirenskych kala. Byly
pouzity 3 druhy kalu. Prvni pochézel z COV Malenovice, druhy z COV Bohumil a treti
zCOV Frydlant nad Ostravici. Vzorky kalu byly adaptovény v délickéch s piidavkem
PVA (500mg/l) a provzduSiovany. Asi po 10 aZ 11 dnech byly vyockovany na Zivné
agarové pudy, ato naagary s PVA, PQQ akatalasou. Z kalu COV Bohumil byly izolovény
tfi kultury B41, B42, B5 az kalu z COV Frydlant nad Ostravici se nam podatilo izolovat 4
kultury P1, P21, P22, P31.

4.3.11zolace kalu z COV Malenovice

Kal byl adaptovan. Desdty den adaptace byl kal vyockovan na Petriho misky
sminerdnim agarema s pridavkem PVA a PQQ. Na dvé misky bylo dano i 100 pl
katalasy. Kal byl vzdy napipetovan na misku skatalasou a bez ni. Misky byly dany
kultivovat do mistnosti s 25 °C. Z tohoto kalu se nam nepodatilo izolovat Zadné kultury.

O izolaci téchto bakterii jsme se pokusili v Unoru 2x a nelispésné. Mysleli jsme, Ze na
jare budou piiznivejSi podminky a o izolaci jsme se pokusili znovu v pribéhu biezna. Opét
nelspedné. Lze tedy vyslovit domnénku, Ze prislusné bakterie z malenovického kalu
vymizely, snad jako nésledek urcitého toxického stavu, jehoz priznaky byly pracovniky
UTZPCH pozorovény na podzim 2004 (RiiZi¢ka, Julinova, osobni sdélent).

4.3.2 | zolace kultur z kalu COV Bohumil

Uvedeny vzorek kalu pochézel z provozu, kde se zpracovavaji splaskove vody a vody

z farmaceutického pramyslu.

Postupem izolace, ktery je popsan v metodice, a tedy preo¢kovavanim bylo ziskano
nékolik kultur pro dal&i testovani, ato B41, B42, B5.
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Kultura B41 vytvotila drobné kolonie 1-2 mm velké, svétlé, lehce nazloutlé, na viech
miskach sPVA agarem, PVA+PQQ, PVA+PQQ+Katalasa stejné. Ctrnécty den kultivace
byl rast jest¢ vyrazngjSi na vech tiech miskach. Usoudili jsme, Ze B41 tedy nepotiebuje
pro svij rast PQQ ani katalasu, jelikoz rostla na misce sPVA stejné jako na miskach
sPQQ a katalasou. Na cistém minerdinim agaru byl pozorovan jen nepatrny rast téo
kultury, proto byla kultura uschovana pro nasledné ovérovaci testy.

Kultura B42 vytvorila kolonie 1 mm velké, drobné bezbarvé, prusvitné, na vsech
miskach sPVA, PVA+PQQ, PVA+PQQ+katalasou priblizné stejné. A také tedy
nevyZadovala pro svij rast PQQ ani katalasu. Na cistém agaru projevila jen nepatrny rust.

Kultura B5 vytvotila nazloutlé kolonie s vroubkovanym okrajem, na misce s ¢istym
agarem opét rostla jen nepatrné. Na miskéch sPVA, s PVA+PQQ, s PVA+PQQ+katalasou
kulturarostla pekn¢ (Priloha 3).

4.3.3 1 zolace ¢istych kultur z kalu COV Frydlant nad Ostravici

Tento kal pochézel z COV Frydlant nad Ostravici z textilniho provozu.

Nejprve byla provedena adaptace kalu na PVA. Jedenacty den adaptace byl kal
vyockovan podle postupu uvedeného v metodice. Pro dalSi pokusy byly ziskany 4 kultury a
to: P1, P21, P22, P31.

Kultura P1 rostla i na samotném agaru, projevila jen nepatrné vyraznéjsi rast na
misce s PVA.

Kultura P31 rogtla na miskéch sminerdnim agarem, sPVA, sPVA+PQQ, s
PVA+PQQ+katalasou i naTY A agaru.

Kultura P21 projevila svij rast na miskach sminerdnim agarem, sPVA,
s PVA+PQQ piiblizné stejny a na misce s katalasou tvorila trochu vétsi kolonie.

Kultura P22 rostla na vdech miskach priblizné stejné, tak jako kultura P31.

Tyto kultury, projevily svij rast i na samotném minerdnim agaru. Jejich schopnost
degradovat PV A bylatedy ovérena v nasledujicim testu.



4.3.4Test degradace PVA ziskanymi kulturami v tekutém prostiedi

Tento test byl proveden pro ovéieni schopnosti degradace PV A izolovanymi, ¢istymi
kulturami B41, B42, B5, P1, P21, P22, P31. Provedeni testu v tekutém prostiedi umoznilo

kvantitativni vyhodnoceni degradacnich schopnosti téchto kultur.

Bylo pripraveno 10 lahvi sMM po 50 ml a PV A (500 mg/l), a podle rozpisu pridano PQQ.

1) B41

2) B42

3) B5

4) B5+ PQQ 20 pgll

5) P1

6) P21 + PQQ 20 pg/l + aktivni katalasa 10 mg/|
7) P22 + PQQ 20 pg/l + aktivni katalasa 10 mg/|
8) P31+ PQQ 20 pg/l + aktivni katalasa 10 mg/|
9) B41+B42+B5

10) Bez zaoc¢kovani — kontrola

Lahve byly sterilizovany sreZzimem 115°C a 20 minut. Po zchladnuti byla do lahve
¢islo. 6,7,8 pridana aktivni katalasa, pro zgjidteéni co nejlepSich podminek pro kultivaci.
Lahve byly zaockovany 20 pl suspenzi s pripravenymi kulturami dle rozpisu. Lahev 10
byla kontrolni.

Lahve byly upevnény na tiepacku srezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / klid)
v mistnosti s25 °C. Z lahvi byly odebrany v danych intervalech vzorky, u nich byla
stanovena koncentrace PV A atyto hodnoty byly uvedeny v Tabulce 17.
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Tabulka 17. Koncentrace PVA v prabéhu testu (pramér a smérodatna odchylka)

Koncentrace PVA (mg/l)
L&hev ¢. 0. den 3. den 7. den 10. den 14. den

1 464,3+32,6 | 458,5+20,4 | 473,3+24 | 4786+20,2 | 477,1+11,3
2 376,9+ 23,9 | 362,5+20,2 | 3653+159 | 372,5+32,7 | 340,4+ 30,7
3 488,6 + 24,5 | 490,6 + 29,1 | 4754 +27 | 487,7+30,1 | 453,8 + 25,2
4 493,9+19,3 | 478,8+36,8 | 493,7+24,5 | 501,2+32,8 | 4954 + 18,7
5 4946 +284 | 470+31 | 4355+235 | 4853+23 | 498,1+29
6 503,5+ 20,9 | 478,3+40,5 | 473,7+39,9 | 488+23,7 | 4856+ 26,5
7 483,7+28,4 | 492,2+17,7 | 466,1 + 34,8 | 473,4 + 24,8 | 496,5 + 26,2
8 510,9+22,3 | 518+43,4 | 527,8+259 | 502,5+ 28,5 | 503,5+ 37,8
9 501,8+21,1 | 395,3+23,6 | 428,2+30,9 | 481,5+198 | 481+8,5
10 4747+26 | 488+16,1 | 491,6+434 | 487+189 | 488+398

Tabulka 17. Koncentrace PVA v pribéhu testu, pokratovani a procenta degradace

Koncentrace PVA (mg/l) Odstranéni PVA (%)
L&hev ¢. 17. den 21. den 24. den 28. den

1 4748+ 155 | 476,7+ 235 | 475+21,9 475+ 24,1 -2,3

2 371,5+29,2 | 3565+ 10,3 | 369+22,1 | 3745+16,6 0,6

3 462,5+11,9 | 486,8+22,1 | 4555+31,1 | 486,1+30,6 0,5

4 4852 +286 | 469,3+19 | 453,7+254 | 484,3+252 1,9

5 449,5+21 | 496,8+29,7 | 484,5+30,9 | 4953+21,2 -0,1

6 488,4 +38,6 | 446,1+29,1 | 498,5+39,8 | 442,9+284 12

7 479,3+11,9 | 482,2+22,9 | 480,7 +26,6 | 461,9+126 4,5

8 507,4 + 18,9 | 502,3+31,9 | 479,4+20,6 | 5054 +31,8 1,1

9 455+19,2 | 4639+7,9 |490,9+21,7 | 4854+125 33

10 500,5 + 37,3 | 494,7 + 26,6 | 469,6 + 14,7 | 500,8 + 27,3 -
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Obr.10. Zavislost koncentrace PV A nacase

Z vysledku tohoto testu jsme usoudili, Ze tyto kultury PVA nedegraduji. Na Zadné
z krivek grafu neni viditelny vyrazny pokles koncentrace PVA. Ktivky se spiSe s mirnymi
vykyvy drZi hodnoty pocatecni koncentrace.

Vzhledem k vysledkim rastovych testi na agarovych Zivnych padéch a k zavéram
tohoto experimentu je mozné se domnivat, Ze kultury bud’ vyuzivaji zbytkové acetéové
skupiny, ptitomné v PVA, nebo utilizuji maly podil nizkomolekuldarniho PVA,
nezachytitelny  pouzitou spektrofotometrickou metodou. Je v3k zigmé, Ze
vysokomolekularni polymerni fetézec neatakuji.
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ZAVER

Ma diplomova prace méla za cil ovétit a zhodnotit biodegradaci polyvinyl alkoholu
kulturou OT3 v tekutém mediu. Pribe¢h biodegradace PV A byl vyhodnocovén sledovanim
ubytku PVA. Koncentrace PVA byla stanovena pomoci spektrofotometrické metody.
Zamgtila jsem se na studovani podstaty rozkladu PV A kulturou OT3 v symbiose s kulturou
Rhodococcus. Byly provedeny testy, které zjistily vliv riznych faktort na proces degradace
PVA v tekutém minerdnim mediu.

A cilem bylo také pokusit se izolovat dal&i Gisté kultury ze vzorka kalt z COV
Malenovice, Bohumil a Frydlant nad Ostravici, déle tyto izolované kultury testovat
v tekutém minerdinim mediu sPVA. Je tieba zdaraznit, Ze izolace PVA degradujicich
kment neni jednoduchd, vzhledem k podminkam, kdy je nutno dbét na sterilitu pii praci,
pripravit ty nejlepsi podminky ke kultivaci, ale také zdivodu, Ze vyskyt kultur
degradujicich PVA je velmi omezen.

V prvni ¢asti jsme se zamétila na ovérovani vlastnogti jiz diive ziskané kultury OT3.
Studovala jsem tedy vliv pridavka kultury Rhodococcus, katalasy, heminu, methioninu,
kvasni¢ného autolyzatu, ke kulture OT3, na degradaci PVA. Kultura OT3 sama rozklada
PVA jen velmi méalo (18 - 30 %), v prabéhu tii az Sesti tydnid. Kultura Rhodococcus
nerozklddad PV A samatémér vibec. Z vysledki vyplyvd, Ze nejlépe PVA degraduje kultura
OT3 v symbiotickém vztahu skulturou Rhodococcus, kdy jejich degradace dosahovala
vzdy 80- 90 %. Provedla jsem také pokus, kdy jsem ke kulture OT3 piidala kulturu
Rhodococcus v podob¢ mrtvé biomasy, zde degradace také dosahovala kolem 80 %. Coz
naznacuje, Ze kultura Rhodococcus dodavala kultuie OT3 pii degradaci néjakou latku nebo
faktor, nikoliv enzym. Domnivame se, Ze kultura Rhodococcus dodavéa faktor obsazeny
v katalase, protoze pridavek inaktivni katalasy vedl k obdobnym vysledkim jako
degradace s kulturou Rhodococcus. Pri testovani vlivu piidavku inaktivni katalasy, bylo
Zji&teéno, Ze kultura OT 3 také velmi dobie degradovala PV A kolem 70 %, v porovnani s 18
% degradace samotnou kulturou OT3, ae nedosahovala vysledki s kulturou Rhodococcus.
AZ pii testu, kdy jsme provedly opakovany pridavek katalasy tak degradace probéhla z 90
%. Bylo studovano zda faktorem je methionin ¢i hemin, l&ky které jsou obsazené
v katalase. Kultura OT3 s pridavkem methioninu degradovala kolem 50 %, takZe pridavek
methioninu pIné nenahradil pridavek katalasy. Pridavek heminu neprokézal na degradaci
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PVA kulturou OT3 vliv. Experimentni préce ukézala na vysokou néro¢nost ve smyslu
biologické ¢istoty, kontaminace muze velmi vyrazné ovlivnit vysledky.

Paralelné byla vénovana pozornost izolaci ¢istych kultur, pokusili jsme se izolovat
kultury zkalu zCOV Malenovice, tento pokus byl nelspdny. Déle jsme vénovali
pozornost kalu z COV Bohumil, podatilo se nam izolovat tii kultury B41, B42, B5. Tyto
kultury rostly na miskach s PVA, na miskach s mineralnim agarem projevily jen nepatrny
rist. Déle jsme izolovali &tyri kultury z kalu z COV Frydiant nad Ostravici. Tyto kultury
P1, P21, P22, P31 projevily rast na vSch agarech. V3echny izolované kultury byly
testovany v tekutém minerdlnim mediu sPVA. Z vysledka lze fici, Ze tyto kultury PVA
nedegradovaly, nebot’ koncentrace PVA v tomto testu zastavala konstantni.

Tato druhd ¢ést préce ukazuje, Ze pritomnost bakterii skute¢né degradujicich PVA
neni vSeobecna v Zivotnim prostiedi. O to vice musi byt vénovéana pozornost bakteriim,
které degradovat PV A doké&zi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK :

PVA — polyvinyl alkohol

PVA-DH - polyvinyl alkohol dehydrogenasa
H.0; — peroxid vodiku

KA — kvasni¢ny autolyzét

MM — minerdni medium

PEG — polyethylenglykol

PQQ — pyrrolochinolin chinon

PVAC — polyvinyl acetat

VAc - vinyl acetéat

TOC — celkovy organicky uhlik

UV-VIS —ultrafialové&viditelna oblast

LB - univerzalni agar

SA - oznaceni bakterie rodu Sphingomonas
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SOUHRN:

Ovetovani degradace PVA kulturou OT3 za pridavku nekterych faktoru a zjigteéni
podstaty symbiotického vztahu této kultury skulturou Rhodococcus globerulus bylo
prvnim cilem mé préce. Biodegradace PV A probihala v tekutém mediu. Koncentrace PVA
byla stanovena pomoci spektrofotometrické metody. Mezi faktory, které byly pouZity, patii
piedevSim inaktivni katalasa, methionin, hemin. Z vysledkt vyplyva, Ze nejlépe PVA
degraduje kultura OT3 v symbiotickém vztahu s kulturou Rhodococcus. Byl proveden také
pokus, kdy byla ke kultuire OT3 piidana kultura Rhodococcus v podobé mrtvé biomasy,
zde degradace také dosahovala vysoké hodnoty, coZz naznatuje, Ze kultura Rhodococcus
dodava kulture OT3 pii degradaci n¢jakou latku nebo faktor, nikoliv enzym. ZvI&sté
opakované pridavky inaktivni katalasy ke kultuire OT3 vedly k obdobnym vysledkam jako
degradace s kulturou Rhodococcus. Kultura OT3 s piidavkem methioninu degradovala
zhruba na polovinu, takZe pIné nenahradila pridavek katalasy. Pridavek heminu degradaci
PV A neovlivnil.

Druhym cilem mé préce byla izolace ¢istych kultur z ¢istirenskych kala. Podatilo se
nam izolovat tyto kultury B41, B42, B5, P1, P21, P22, P31, které byly nésledn¢ testovany
v tekutém minerdnim mediu sPVA. Z vysledka |ze ftici, Ze tyto kultury PV A nedegraduji,
v prubéhu testu nedodo k Zadnému vyraznéjSimu poklesu koncentrace PVA.
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SUMMARY:

Studying of the PV A degradation by culture OT3 with the addition of some factors
and finding of the principle of the its symbiosis with Rhodococcus globerulus were the
main aims of the work. Biodegradation tests were performed in the liquid media and PV A
concentrations were measured by spectrophotometric method. Inactive catalase, methionin
and hemin were the main factors used in the work. Results showed that the OT3 culture
degraded PVA a the highest level during symbiosis with Rhodococcus globerulus.
Another tests showed that Rhodococcus globerulus functioned in the form of dead biomass
too, suggesting that Rhodococcus globerulus supplied some agent or factor, not enzyme,
for OT3 culture. Repeating additions of the inactive catalase to the OT3 culture resulted in
the similar level of PVA degradation as in the symbiosis with Rhodococcus globerulus.
Addition of methionin to OT3 led to the higher level of PV A degradation than in test with
OT3 aone, but to the lower PVA degradation than in OT3 symbiosis with Rhodococcus
globerulus. Addition of hemin had no effect on PV A degradation by OT 3.

The isolation of pure bacterial cultures from activated sludges was the second aim of
the work. The cultures B41, B42, B5, P1, P21, P22 and P31 were isolated and they were
consequently tested in the liquid media. Results showed that no culture was able of PVA
degradation because of PV A concentrations remained constant during all the tests.
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PRILOHY

Priloha |. Stanoveni koncentrace PV A na mikrotitra¢ni desti¢ce.
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Prilohall. Rast kmene OT3 namisce s PVA agarem, PQQ akatalasou.

Prilohalll. Rast kmene B5 na misce s PVA agarem, PQQ a katalasou.
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methionin and hemin were the main factors used in the work. Results showed that the OT3
culture degraded PV A at the highest level during symbiosis with Rhodococcus globerulus.
The isolation of pure bacterial cultures from activated sludges was the second aim of the
work. The cultures were consequently tested in the liquid media. Results showed that no
culture was able of PVA degradation because of PVA concentrations remained constant
during all the tests.







