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ABSTRAKT

Pfedlozend disertaCni prace byla zaméfena na zhodnoceni biologické
rozlozitelnosti polyvinylalkoholu (PVA) za aerobnich, anaerobnich a zejména
denitrifika¢nich podminek, a to s vyuzitim Cistirenskych mikrobialnich kultur.
Denitrifikacni podminky byly zabezpeceny odstranénim kysliku z degradac¢nich
suspenzi a piidavkem dusi¢nanti, které slouzily pfitomnym mikroorganismim
jako akceptory elektronti pti anaerobni respiraci. Studium biodegradace PVA
za uvedenych podminek bylo zvoleno z dGvodu zcela nedostateéného
prozkoumani této oblasti.

Disertacni prace se zabyvala studiem kinetiky mikrobidlni degradace PVA
za denitrifikacnich podminek, kterd byla porovnana s rychlosti biologického
rozkladu za anaerobnich 1 aerobnich podminek. Biodegradace polyvinylalkoholu
byla hodnocena na zaklad¢ uibytku jeho koncentrace v prub&hu pokust, dale byly
sledovany zmény v koncentraci dusi¢nanli a také hodnoty redox potenciala
kalovych suspenzi.

Soucasti disertacni prace byl i podrobny vyzkum sméfujici k poznani klicovych
mikroorganismii v mikrobidlnim spolecenstvu rozkladajici polyvinylalkohol
za denitrifikacnich podminek a fada experimenti byla vénovdna moznostem
Isolace degradac¢nich bakterii.



ABSTRACT

This doctoral thesis was focused on the evaluation of the polyvinyl alcohol
(PVA) biodegradation under aerobic, anaerobic and especially denitrifying
conditions, with the use of sludge inoculums originated from the common
wastewater treatment plant. Denitrifying conditions were ensured by an oxygen
absence and by nitrates addition at the beginning of the tests; the nitrates served
as electron acceptors for anoxic respiration of present microorganisms. The main
reason for this doctoral study was very poor scientific knowledge concerning PVA
biodegradation under denitrifying conditions. Biodegradation Kkinetic under
denitrifying conditions was compared with the processes proceeding under
aerobic and anaerobic conditions.

The degree of PVA biodegradation in the tests was evaluated by the direct
spectrophotometric measurement of PVA concentration, determination
of dissolved organic carbon and changes in nitrate ions concentration. The values
of redox potentials were checked in all the tests.

The important part of the doctoral thesis was focused on the observation
of composition of the microbial community degrading polyvinyl alcohol under
denitrifying conditions and on the many attempts to isolation of key bacterial
degrader.
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4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Biodegradace plasti

Statistika udava, ze svétova produkce plastii se od roku 1950 do roku 2013
vySplhala ze 1,5 milionu tun na 299 milioni tun vyprodukovanych plastl ro¢né,
pfiCemz ro¢ni produkce plastd v Evropé se vroce 2013 pohybovala na 57
milionech tun. Nejvétsim svétovym producentem plasti je udavana Cina [1, 2].
Syntetické plasty se po svém pouziti stavaji odpady, jejichz vétSina je
akumulovana v ekosystémech a zplisobuji tak znecisténi Zivotniho prostiedi, a to
ve velkém rozsahu. Celosvétovy problém piimél védeckou i politickou komunitu
k hledani moznosti, které by vedly k snizovani mnozstvi plastovych odpadu.
Jednou zcest téchto hledani je i poznavani biodegradability stavajicich
syntetickych polymernich slou€enin za riiznych podminek vnéjSiho prostiedi.

Biodegradabilni polymery lze obecné dé¢lit na ptfirodni a syntetické [3].
Syntetické polymery maji diky svym vlastnostem velmi §iroké vyuziti v riznych
odvétvich (naptiklad ve stavebnictvi, v potravinaiském, farmaceutickém,
kosmetickém prumyslu a dalsi), véetné¢ domacnosti. Jejich rezistence vuci
mikrobialni degradaci, diky niZz se akumuluji v ekosystémech, vSak ptedstavuje
vaznou hrozbu pro Zivotni prostredi.

Na pocatku 20. stoleti bylo zahajeno zkoumani moznosti biodegradace nejen
syntetickych, ale také pfirodnich polymeri a jejich kombinaci, a to za pouziti
urcitych druhit mikroorganismu €1 isolovanych enzymii [3, 4]. Cilena mikrobialni
degradace syntetickych polymert tak predstavuje jednu z cest vyzkumu, vedouci
k redukci mnozstvi odpadi z t€chto materialt, a také dopadi na zivotni prostiedi
[4]. Proces biodegradace je obecné zavisly na vlastnostech polymeru, typech
mikroorganismil a také na podminkach okolniho prostredi [5].

Vzhledem k velikosti objemu vyroby plastli a se zvySujicimi se poZzadavky na
ochranu prostiedi bylo na pielomu tohoto tisicileti uvedeno na trh né¢kolik druht
biodegradabilnich plasti, vyrobenych ze surovin z obnovitelnych zdroji.
Ptikladem mohou byt kombinace syntetickych polymeri s materialy na bazi
Skrobu, derivatt celulozy nebo s polymery produkovanymi mikroorganismy, jako
je predevsim poly-B-hydroxymaselna kyselina (PHB) [6]. Tyto materialy se vSak
nesetkaly s velkym rozsifenim na trhu [4, 7]. Tento problém je spojen se
strukturou téchto biodegradabilnich polymerd, ktera ovliviuje jejich chemické,
fyzikalni a mechanické vlastnosti [8, 9], a tak tyto materidly obvykle nevykazuji
stejné zpracovatelské ani uzitné vlastnosti jako dnes nejpouzivangjsi syntetické
materialy. Rozsifeni a Sir$i aplikaci biologicky rozloZitelnych plasti nenapoméha
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ani jejich vyrazné vyssi cena. Dnes se proto jen v uré¢ité mife pouzivaji k vyrobé
bézného spotrebniho zbozi s kratkou zivotnosti nebo jsou soucasti vyrobkd na
jednorazové pouziti. Proto je zapotiebi se i nadale vénovat vyzkumu moznosti
mikrobidlnich degradaci téch syntetickych polymerQ, které urcitou tendenci
k biodegradaci vykazuji, abychom jejich chovani a osud ve vnéj$im prostiedi
znali velmi podrobné a zhodnotili tak co nejlépe jejich potencialni dopad na
zivotni prostiedi.

4.1.1 Procesy biologické degradace

Biologicka degradace je typ degradace, ktera vyzaduje biologickou aktivitu.
Biodegradace polymeri je proces, pii kterém dochazi k rozkladu
vysokomolekularnich latek obvykle pisobenim mikroorganismi. Pfirodni
polymery (napf. proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny) jsou po chemickeé
strance v biologickych systémech degradovany piedevsim procesy hydrolyzy a
oxidace [7]. Biodegradace miize probihat za acrobnich (za piistupu kysliku) nebo
anaerobnich podminek (bezkyslikaté prostfedi). Béhem aerobni biodegradace je
obvykle produkovan oxid uhli¢ity, voda a biomasa. Pokud dochazi k rozkladu
anaerobnimu, je uvoliovan oxid uhli¢ity, voda a predev§im metan a je
produkovano men$i mnoZstvi biomasy. Kinetika biologického rozkladu je
ovliviiovana celou tadou faktorti, které zahrnuji zejména charakteristické rysy
polymeru (naptiklad jeho molekulovou hmotnost, délku a rozvétveni fetézct,
obsah krystalické faze, pfitomnost heteroatomtl a vicendsobnych vazeb, stupeii
zesitovani polymeru, typ reaktivnich skupin a substituentil ve strukture polymeru,
typ zmékcovadla, piisad a jiné), dale druhové zastoupeni ptitomnych
mikroorganismi, charakter prostfedi (teplota, pH, oxida¢né redukcni potencial,
dostupnost zivin) a také druh piedbézného zpracovani [10, 11].

Proces biodegradace probiha u biodegradabilnich polymerii v nékolika krocich.
V prvnim stupni byva polymer zpravidla zkracovan na mensi fragmenty nebo
depolymerovan (ptipadné az na monomery), vzniklé produkty jsou poté bunkami
pfijimany a vétsinou v cytoplasmé mineralizovany. Cim je molekulova hmotnost
rychlosti a miry biodegradace [5]. Na uvodnich fazich rozkladu biodegradabilnich
polymerii se casto podili enzymy zvané depolymerasy, které rozkladaji
vysokomolekularni fetézce na kratké fragmenty, které mohou byt transportovany
pies semipermeabilni membranu bakterii a mohou pak byt ptipadné asimilovany
V cytoplasmé a vyuzity jako zdroj energie a uhliku [12]. Je popsana fada typud
depolymeras, napi. PHA-depolymerasa, = PHB-depolymerasa, poly(3-
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hydroxyvalerat) depolymerasa, a dalsi [13]. V nékterych ptipadech je rozklad
polymeru zahajovan jinymi enzymy, jako jsou napi. dehydrogenasy (PEG-
dehydrogenasa, PVA-dehydrogenasa aj.) nebo také lipasy (napt. PLA-lipasa,
PCL-lipasa), a jiné [14].

4.1.2 Aerobni rozklad

Aerobni rozklad je biologicky proces rozkladu organickych latek za
pritomnosti kysliku. Aerobni mikroorganismy vyuzivaji organické latky jako
zdroj energie a uhliku, ¢imZ je umoZznén jejich riist a tvorba novych bunck.
Substrat je proto z¢asti oxidovan na oxid uhli€ity a vodu a z¢asti je vyuzit k tvorbé
nové biomasy; pfipadné¢ miize byt castecné pieveden na zasobni latky.
Charakteristicka hodnota redox potencialu je pro aerobni procesy vyrazné nad

+50 mV (Obr. 4.1).
pritomnost
Polymer stk
l Depolymerasa/

- oxidovan na CO, a H,0

substrat:

Oligomery, dimery, monomery - tvorba nové biomasy
l - preveden na zasobni latky

CO:2, voda
redox potencial
vyrazné nad +50 mV

Obr. 4.1 Proces aerobni degradace [5].

Diky diversité¢ aerobnich mikroorganismi a jejich enzymovému vybaveni
probiha nejvice kompletnich biodegradaci vétSiny organickych latek pravé za
aerobnich podminek [10].

4.1.3 Anaerobni rozklad

Anaerobni rozklad je biologicky proces rozkladu organickych latek bez
piistupu kysliku, na kterém se podili fada skupin anaerobnich mikroorganismil.
Probihd pfirozené¢ v pfirodé, zejména Vv sedimentech na dné jezer, fek,
v mocalech, v hlubSich vrstvach pud a skladek komunalniho odpadu, ale také
Vv travicim traktu zivocichi, v Cistirnach odpadnich vod (zejména pti zpracovani
kali) a samoziejmé v cilené vytvofenych bioplynovych stanicich. Potfebna
hodnota redox potencidlu pro anaerobni rozklad lezi pod —200 mV. Kone¢nymi
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produkty anaerobniho rozkladu jsou metan, oxid uhli¢ity, mineralni latky a nova
biomasa (Obr. 4.2) [10].

V ptipadé, Ze rozklad probihd v rozmezi hodnot redox potencidlli ptiblizné
od =50 mV do +50 mV a urcité druhy mikroorganismu jsou schopny respirace
za pritomnosti jinych akceptorti elektroni a protonii, nez je kyslik (jako jsou
napiiklad dusi¢nany, dusitany, sifiitany, sirany a n¢které jiné), je nékdy tento dg&j
oznacovan za anoxicky. Metan v takovych ptipadech obvykle nevznika.

bez pfistupu kysllku

Polymer

redox potencial pod

De olymerasa
s ~200 mV

Oligomery dimery, monomery
— konecné produkty - metan, oxid

Anaerobni S S U e
l uhlicity, mineralni latky a nova

biomasa
metan, voda,
H:S, CO:

redox potencial pfiblizné od =50 mV do +50 mV za
pritomnosti jinych konecnych akceptoru elektron(l a proton(

anoxické podminky

Obr. 4.2 Proces anaerobni degradace.

4.2 Denitrifikace

Termin ,,denitrifikace™ byl poprvé pouzit v roce 1886 ve Francii a popisuje
vyuziti dusi¢nanti bakteriemi pfidegradaci organickych substrati. Proces
denitrifikace je dulezitou soucasti biologického cyklu dusiku. Ten patii mezi
makrobiogenni prvky, a je soucasti stavebnich kament obou biopolymert
klicovych pro pozemsky zivot - proteind a nukleovych kyselin [15].

Proces denitrifikace probiha jak v piidach a sedimentech, tak i v podzemnich
vodach a v hlubsich vrstvach povrchovych vod, v€éetné motskych. Béhem tohoto
procesu dochazi k odstranovani dusi¢nanit a dusitand redukci, pomoci
mikrobidlnich kultur v anoxickém prostfedi. Pfi ucasti smésnych kultur jsou
plynnymi produkty ptedevsim dusik (pfi pH > 7,3) nebo oxid dusny (pti pH < 7,3)
[16]. Denitrifikace je spolu s nitrifikaci a amonizaci kliCovou soucasti procesu
odstranovani dusikatého znecisténi z odpadnich vod. Nitrifikace a denitrifikace
mohou bud’ probihat v oddélenych nadrzich, nebo muize byt denitrifikace
s aerobni nitrifikaci provozovana spole¢né, v jedné kalové suspenzi; protoze vsak
denitrifikace vyzaduje anoxické podminky, musi byt Vtakovém piipadé
spotiebovavani kysliku jistym zptsobem zajisténo — naptiklad je kyslik davkovan
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V nizké koncentraci a je spotiebovavan na povrchu vlocek, pficemz denitrifikace
pak probiha ve vnitinich ¢astech vlocek.

Optimalni hodnota pH pro denitrifikaci je 7,0 — 7,5, avSak S prib¢hem
denitrifikace pH vyrazné vzrasta. Se zvySujici se teplotou se proces denitrifikace
obvykle zrychluje a se snizujici se teplotou dochazi ke zpomalovani. Pokud ma
odpadni voda teplotu nizsi nez 5°C, proces denitrifikace je zna¢né€ zpomalen [17].

Pii denitrifikaci Vv odpadnich vodach jsou za anoxickych podminek
dusi¢nanové 1 dusitanové ionty vyuzity denitrifikaénimi bakteriemi k dychani,
coz jim umoziuje ziskavat energii oxida¢nim rozkladem organickych latek [18].
Tyto bakterie jsou vsak zpravidla fakultativné anaerobni, a tedy kromé dusi¢nanti
a dusitani mohou pro dychani vyuzivat volny molekulovy kyslik. Pokud je tedy
v systému volny molekulovy kyslik dostupny, bakterie jej preferuji a vyuzivaji jej
Kk aerobni respiraci, ¢imzZ zrychluji sviij rist a mnozeni. Pokud je tak koncentrace
rozpusténého kysliku vy$si nez 1,0 mg.1*, denitrifikace je obvykle inhibovéana
[17].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, bakteridlni degradace organickych sloucenin
probihd v buinikach respirujicich bakterii anaerobné nebo aerobné. Aerobni
respiraci lze za ptitomnosti kysliku a glukosy vyjadfit sumarni rovnici /1.1/ [17]:

CeH1206 + O, — 6 CO»+H,0 /1.1/

Anaerobni respiraci, S vyuzitim dusiénanovych iontti, je mozné vyjadiit rovnici
1.2/ [17]:

CsH1gO5+4 NO3 +4H" —-5CO,+7H,O+ 2N, /1.2/

Vznikly dusik, ptipadné oxid dusny, uvoliuji denitrifikaéni mikroorganismy
do prostiedi. Vyuziti dusi¢nant (¢i dusitant) k ziskavani energie je pii rozkladu
organickych latek nékdy oznac¢ovano za disimilacni utilizaci. Jinym procesem je
asimila¢ni utilizace, pti které urCité mikroorganismy vyuzivaji dusi¢nany jako
zdroj dusiku pro svou vlastni biosyntézu, a pii niz jsou tyto ionty rovnéz
redukovany a dusik je ponejvice v podob& aminoskupin zabudovavan do biomasy
[18, 19].

Denitrifika¢ni bakterie se obvykle nachazeji v pidnim a ve vodném prostiedi,
vyznamné¢ se vyskytuji i v odpadnich vodach. Nejznamé;jsi denitrifikacni bakterie
jsou zastupci rodt Pseudomonas a Paracoccus, napf. Ps. stutzeri, Ps. aeruginosa,
Paracoccus denitrificans, a dale pak fada druhd jak gramnegativnich, tak i
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grampozitivnich bakterii [20]; tyto druhy obvykle vyuZzivaji dusi¢nany i dusitany
jako akceptory elektront pii anaerobni respiraci. Ponékud odlisny je v tomto
sméru napiiklad rod Alcaligenes, ktery vyuziva pouze dusi¢nanové ionty [21].
Pocet popsanych rodi a druhti denitrifika¢nich bakterii neustéle roste.

Studium a isolace denitrifikac¢nich bakterii nabyva stale na vyznamu, zejména
ve smyslu poznavani jejich degradacnich schopnosti, jak vic¢i polymeriim, tak
1 vi¢i dalsim syntetickym latkam a polutantim. Napiiklad Khan a Hiraishi zjistili,
ze kmen Acidovorax sp. je schopny degradace poly-3-hydroxybutyratu (PHB) a
kopolymeru  poly-3-hydroxybutyratu-ko-valeratu (PHBV) za aerobnich
i denitrifikacnich podminek [22].

Shinoda a kol. [23] isolovali z anaerobniho kalu z ¢istirny odpadnich vod
denitrifikaéni bakterii, pracovn¢ oznacenou jako DNT-1, ktera byla pozdé&ji
identifikovana jako zastupce rodu Thauera, ktera rozkladala za denitrifika¢nich
podminek toluen [23].

Heylen a kol. [24] realizovali rozsahlou praci, ktera se zabyvala rozmanitosti
denitrifikacnich bakterii v aktivovaném kalu z méstskych ¢istiren odpadnich vod,
a také zkoumali nejvhodnéjsi slozeni isolacnich zivnych médii. Vysledky
ukazaly, Ze nejlepSimi organickymi substraty pro ziskavani denitrifikac¢nich
bakterii byly etanol a jantaran. V praci pak isolovali celkem 199 kultur riznych
denitrifikacnich bakterii. Vétsina z nich pattila do kmene Proteobacteria [24].

Bonartseva a kol. [25] syntetizovali PHB pomoci bakterie Azotobacter
chroococcum, a poté sledovali mikrobialni degradaci tohoto polymeru za
aerobnich, mikroaerobnich a anaerobnich podminek, a to jak v pfitomnosti
dusi¢nant, tak také bez nich. Byla pouzita smésna mikrobidlni kalova kultura
Z denitrifikacni nadrze a také z plidy a zkalového sedimentu. Nejrychlejsi
mikrobidlni degradace PHB (3 — 7 dni) prob¢hla za bezkyslikatych podminek
s pridavkem dusi¢nanti v kalové a ptidni suspenzi [25].

Harder a Probian [26] ve své praci isolovali novou denitrifika¢ni bakterii
pracovné oznacenou 72 Chol, degradujici cholesterol za anoxickych podminek.
Cholesterol byl jediny donor elektront a zdrojem uhliku. Béhem anaerobniho
rozkladu byly dusi¢nany nejprve redukovany na dusitany a poté na plynny dusik,
cholesterol byl mineralizovan az na oxid uhli¢ity [26].

Dalsi vyznamna prace Kniemeyera a kol. [27] se zabyvala anaerobni degradaci
dimethylmalonatu. K degradaci byla pouZita smésna mikrobialni kultura ziskana
z kalu ¢istirny odpadnich vod a dale ze sedimentu sladkovodniho jezera.
Kultivace probihala v temnu za anoxickych podminek s pifidavkem dusi¢nant.
Degradace dimethylmalonatu mikrobidlni kalovou kulturou probéhla béhem 16
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dnii, kdy také doslo ke spotfebé dusicnanti, zatimco degradace mikroorganismy,
ziskanymi ze sedimentu sladkovodniho jezera, probihala pomaleji. Kniemeyer a
kol. ve své praci isolovali pét druhti denitrifika¢nich bakterii, mineralizujicich
dimethylmalonat — dva zéastupce rodu Paracoccus (blizké Paracoccus
denitrificans), ziskané z kalové odpadni vody, a zbylé druhy patfici k zastupciim
B-Proteobakterii (blizké Herbaspirillum seropedicae a Acidovorax facilis) [27].

Anaerobni degradace polyaromatickych uhlovodiki (PAHs) byla také
zkoumana za denitrifikaénich podminek. Ambrosoli a kol. [28] pro svou studii
pouzili smésnou mikrobialni kulturu ziskanou z ryZového pole, z které bylo
po upravach vytvoteno inokulum, slouzici pro sledovani degradace smési PAHS
(bifenyl, fenantren, fluoren a pyren), a to jak s piidavkem dusi¢nand, tak také bez
nich. K nékterym vzorkim byla také piidana glukosa nebo octan sodny. VSechny
experimenty probihaly za anaerobnich podminek Vv testovacim boxu,
ve kterém byla atmosféra tvorena ze 70 % dusikem, 10 % vodikem a 20 % oxidem
uhli¢itym. Vysledky ukazaly, ze pokud byly pii anaerobni degradaci PAHSs
pfitomny i jiné zdroje uhliku (tedy glukosa nebo octan sodny) a akceptory
elektronid (dusi¢nany), dochazelo k mikrobidlni degradaci PAHs podstatné
snadnéji [28].

Chang a kol. [29, 30] dosahli ve svych studiich podobnych vysledki.
S pridavkem nizkomolekularni latky jako dalsiho zdroje uhliku (kosubstratu),
probihala degradace PAH mnohem I1épe. Tyto kosubstraty pravdépodobné
podporovaly rust nékterych mikroorganismti, vyznamnych pro vlastni degradaci
[29, 30].

Rivas a kol. [31] sledovali degradaci povrchd tuhych polymert ve vodném
prosttedi za aerobnich a denitrifikaCnich podminek. Pro degradaci
polykaprolaktonu byla pouzita smésna mikrobialni kultura ziskana z kalu ¢istirny
odpadnich vod. Po 7 dnech byly vzorky odebrany a sledovan jejich povrch.
Naméfena data pomoci zobrazovaci techniky MALDI-TOF MS Imaging ukazala
zmény chemického slozeni povrchi materialli, a to vCetné¢ vyznamnych zmén
povrchu polyesteru po jeho degradaci za denitrifika¢nich podminek [31].

Paulo a kol. ve své studii isolovali dvé denitrifikacni bakterie, jejichz
substratem byl dodecylsiran sodny [32]. Dodecylsiran sodny je povrchove aktivni
latka, jenz je pouzivana v detergentech [33]. Jako inokulum byl pouzit aktivovany
kal z ¢istirny odpadnich vod, experimenty probihaly pii 30 °C pfiblizné 50 hodin.
Degradace probihala v anaerobnim prostiedi s pfidavkem dusi¢nant. Ziskané
denitrifika¢ni kultury SN1 a SN2 byly identifikovany na zakladé¢ sekvenci
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16S rDNA a ukazaly se byt blizce pfibuzné druhim rodu Pseudomonas,
konkrétné SN1 Pseudomonas stutzeri a SN2 Pseudomonas nitroreducens [32].

4.3 Polyvinylalkohol (PVA)

4.3.1 Popis a vyroba

Polyvinylalkohol (PVA) je transparentni, bily nebo krémov¢ zabarveny zrnity
prasek, ktery je bez chuti a zapachu, rozpustny v horké vod¢é a v polarnich
organickych rozpoustédlech. Jeho rozpustnost v rozpoustédlech zavisi na obsahu
nehydrolyzovanych vinyl acetatovych jednotek a na molekularni hmotnosti. Cim
vy$si je molekularni hmotnost polymeru, tim hiife se rozpousti [34, 35].

Polyvinylalkohol byl poprvé piipraven Vroce 1924 hydrolyzou
polyvinylacetaitu v etanolu s hydroxidem draselnym [34]. Monomer
vinylalkoholu neexistuje [35], proto se polyvinylalkohol vyrabi polymeraci
vinylacetitu a jeho naslednou hydrolyzou. Proces hydrolyzy je zaloZeny
na (Caste€ném) nahrazeni postranniho esteru vinylacetatu v pfitomnosti vodného
roztoku alkalicky reagujiciho hydroxidu. PVA je vyrdbén v n€kolika forméch,
které se lisi stupném hydrolyzy — jedna se o ¢astecné hydrolyzované (Obr. 4.3) a
upln¢ hydrolyzované formy (Obr. 4.4). Pridavkem vodného ¢inidla dochazi
k vysrazeni PVA, ktery je nasledné vypran a vysuSen. Tento termoplasticky
polymer se pouziva v teplotnim rozsahu od -50 °C do 130 °C, nad 200 °C se
rozklada. Bod tani polyvinylalkoholu se pohybuje v rozmezi teplot od 180 °C do
190 °C [34, 36].

CH2 - CH CHz-ﬁH
|
OH /O
m o=r n
CHs

Obr. 4.3 Castecné hydrolyzovany PVA [35].

CHz2 - CIH
OH

n

Obr. 4.4 Uplné hydrolyzovany PVA [35].
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4.3.2 Vyuziti

Vlastnosti PVA a jeho vyuziti jsou zavislé na jeho molekularni hmotnosti a také
na obsahu zbytkovych acetylovych skupin [36]. PVA se vyznacuje vybornymi
fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi, jako jsou naptiklad viskozita, flexibilita,
schopnost vytvareni emulzi a filma, a dale také pevnosti v tahu a ptilnavosti [37].
Diky témto vlastnostem ma velmi Siroké vyuziti v primyslu. Pouzivd se
V potravinaiském primyslu, naptiklad pfi vyrobé ovocného Zel¢, ponejvice vSak
vV chemickém primyslu jako ochranny koloid pro suspenzni polymerace, jako
zahuStovadlo do natérovych hmot, k vyrobé impregnacnich hmot a lepidel (pfi
vyrobé lepidel se pouziva bud samostatné anebo spolecné s plnidly nebo
modifikatory), dale se vyuziva ve stavebnim primyslu anebo ve formé hydrogelt
pro biomedicinské ucely [38, 39] a jiné. Dale také slouzi k vyrobé obalovych
materiald, chirurgickych niti, textilii, hadic, trubek, rukavic a tadé¢ dalSich
vyrobku [36, 40].

4.3.3 Mechanismus biodegradace PVA

Vzhledem k dobré rozpustnosti ve vodé se PVA miize dostavat ve velké mite
do riznych vodnich i ptidnich ekosystémi, véetné systémi ¢isténi odpadnich vod.
Je produkovan pievazné z papirenskeho a textilniho primyslu, ale mize byt
obsazen 1 v méstskych odpadnich vodach, diky jeho ptitomnosti ve vyrobcich
denni ¢i ob¢asné potieby (potraviny, l€ky, kosmetika, obaly pro ptipravky na WC
apod.). Ackoliv PVA neni akutné toxicky pro organismy, jeho pfitomnost
ve vodnim prosttedi miize zpisobit zavazné ohrozeni jak vodnich organismd, tak
také lidské populace [19]. Nektefi autofi povazuji PVA v pfirodnim prostiedi
za obtizn¢ degradovatelny a doporucuji jeho odstrafiovani z odpadnich vod jesté
pted jejich samotnym vypousténim do vodniho recipientu [35].

Mechanismus mikrobialni degradace PVA je znam jen u acrobniho rozkladu a
tam probiha ve dvou hlavnich krocich (Obr. 4.5) - oxidaci a naslednou hydrolyzou
[37].
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mikrobialni degradace PVA
=

hydrolyza B-diketonu
g PVA dehydrogenasa == Oxidovaného PVA pomoci
enzymu B-diketon hydrolasy

aldolasova reakce - vyuziva
== monoketonovou strukturu
oxidovaného PVA

e P VA oxidasa

Obr. 4.5 Schéma mikrobialni degradace PVA za aerobnich podminek.

Prvni krok (oxidace) mize probihat dvéma zplsoby — za katalyzy PVA
dehydrogenasou (PVA-DH) nebo PVA oxidasou. Prvni z nich spoc¢iva v pieméné
1,3 - glykolové struktury dvou sousednich hydroxylovych skupin, které jsou
enzymové oxidovany na [B-diketonovou strukturu pomoci nahodné
dehydrogenace (Obr. 4.5). Tato reakce je katalyzovana PVA-DH a dochazi ptitom
k odejmuti vodiku (bez ucasti kysliku), ktery je navdzan na koenzym
pyrrolochinolinochinon (PQQ). PQQ byl prokazan u fady PVA-dehydrogenas
riznych druht bakterii. PVA-DH je uc¢inna jako dehydrogenasa pouze
v piitomnosti PQQ jako nutného kofaktoru dané biochemické reakce [41].

Jak znazornuje také Obr. 4.6, druhy zptusob oxidace PVA v§ak miiZze probihat
za ucasti PVA oxidasy, ktera se fadi do skupiny oxidas sekundarnich alkoholt
[7, 42]. Tento enzym odnima ze substratu elektrony a ptenasi je na kyslik, ¢imz
vznikd peroxid vodiku. Mutze tak dochazet k oxidaci i jen jedné hydroxylové
skupiny, takze je vytvafena monoketonova strukturu.

V druhém kroku degradace dochézi k naruSeni vazby uhlik — uhlik a k pfeméné
jedné z ketonovych skupin na karboxylovou skupinu. Podle vyslednych produkt
prvniho kroku degradace PVA jsou v druhém kroku mozné dalsi dvé reakce.
Jedna z moznosti je hydrolyza B-diketonu oxidovaného PVA pomoci B-diketon
hydrolasy, pii druhé dochazi k aldolasové reakci, ktera vyuziva monoketonovou
strukturu oxidovaného PVA [7, 42].
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Obr. 4.6 Mechanismus mikrobialni degradace PVA [7, 42].

V tadé praci byla sledovana biodegradace jak cistého polymeru, tak také
kombinace smési PVA s riznymi ptirodnimi polymery [42].

PVA je vaerobnim prostifedi biodegradabilni jen v pfitomnosti urcitych
mikroorganismil; miZe to byt jak adaptovana smésna kultura, tak 1 ¢isté, zejména
bakterialni, kultury [43]. Biodegradace PVA byla poprvé objevena v roce 1936,
kdy byl popsan rozklad PV A fytopatogenni houbou Fusarium lini [7]. Dalsi prace
vSak také ukazaly, Ze pro ucinné odstranéni PVA z odpadnich vod potiebuji
aecrobni mikroorganismy delSi Cas inkubace, aby byly schopny dostate¢ného
rozkladu [44]. Pozdé&ji bylo objeveno cca 55 druhii riznych mikroorganismi
(zahrnujici bakterie, kvasinky a vlaknité houby) se schopnosti podilet se
na degradaci PVA [7].

Prvni isolované mikroorganismy z pudniho prostfedi, které byly schopny
asimilovat PVA, byly identifikovany jako druhy rodu Pseudomonas [44, 45].
Pozdéjsi studie dolozily, ze degradace PVA jsou schopny smiSené symbiotické
kultury i jednotlivé mikroorganismy dal$ich roda [42], napiiklad acrobni zastupci
roda Alcaligenes [21] a Bacillus [46]. VétSina doposud znamych mikroorganismu
degradujicich PVA patii mezi gramnegativni bakterie [47], byly vSak také
popsany 1 bakterie grampozitivni, jako naptiklad Paenibacillus amylolyticus,
Microbacterium barkeri [48] a Streptomyces venezuelae [49]. Tabulka 4.1 uvadi
ptehled ziskanych bakterialnich kultur se schopnosti degradace PVA, které byly
popsany od roku 1973 [47].

21



Tab. 4.1 Prehled mikroorganismt degradujicich PVA [47].

Nazev mikroorganismu Kultivace Reference
Pseudomonas O-3 Jedina kultura Suzuki a kol., 1973
Pseudomonas vesicularis PD Jedina kultura Watanabe a kol., 1975
Pseudomonas sp. VM15C Spolu Sakazawa a kol., 1981

s produkci PQQ
kulturou
Pseudomonas
putida VM15A
Pseudomonas vesicularis var. Jedina kultura Hashimoto a Fuijita,
povalolyticus PH 1985
Pseudomonas sp. kmen A-41 Jedina kultura Fukae a kol., 1994
Pseudomonas sp. 113P3 Jedina kultura Tokiwa a kol., 2001
(reidentifikovan jako
Sphingopyxis sp.113P3)
Sphingomonas sp. SA3 Kultura spolu Kim a kol., 2003
S rustovym
faktorem
kultury SA2
Sphingopyxis sp. PVA3 Jedina kultura Yamatsu a kol., 2006
Alcaligenes sp. Ve smésné Matsumura a kol., 2004
kultuie
Bacillus sp. Ve smésné Kawai a kol., 2009
kulture
Paenibacillus amylolyticus Jedina kultura Choi a kol., 2004
Microbacterium barkeri Jedina kultura Choi a kol., 2004
Streptomyces venezuelae Jedina kultura Zhang a kol., 2006

Mikrobidlni degradace PV A byla studovéna v riiznych podminkach prostiedi —
v pudéch a vodach, vétSinou za aerobnich podminek, kde bylo obvykle dosazeno
kompletni biodegradace [50].

Studie Julinové a kol. [51] se zamé¢ftila na biologicky rozklad PVA ve vodném
acrobnim prostfedi v aktivovaném kalu. Bylo zjisténo, Ze vlastnosti PVA,
charakterizované viskozitou jeho 4% vodného roztoku a stupném hydrolyzy, maji
vyznamny vliv na biologickou rozlozZitelnost PVA. S ristem téchto hodnot
dochazelo ke zhorSovani biologické rozlozitelnosti [51].

Zeman a Nedbalek [52, 53] zjistili, ze mikrobialni degradace PVA
Vv ptitomnosti jinych latek, napf. zvySenych koncentraci fosfore¢nanii, se
zpomaluje. Vaclavkova [54] ve svém pozorovani degradace PVA pouzila
mikrobidlné stejné kultury jako Nedbalek. Navic prezentuje, ze mikrobialni
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degradace PVA témito kulturami probihala vice jak 2 tydny [54]. Tyto studie
ukazuji, Ze mikrobialni degradace PVA muze byt vicedenni az nékolikatydenni
proces, z ¢ehoz vyplyva, ze by PVA mohl v jisté mite projit Cistirnou odpadnich
vod az do recipientu.

Diimal a kol. [41] se zaméfili na sledovani biodegradace PVA smésnym
mikrobialnim spolecenstvem z pidniho vyluhu. Byla potvrzena velmi omezena
schopnost rozkladu PVA ptadnimi mikroorganismy [41].

Biodegradace PVA za anaerobnich podminek byla doposud velmi malo
prozkoumana [55]; jedna z vyznamnych praci je studie Matsumury a kol. [56],
kterd jako prvni biodegradaci PVA za anaerobnich podminek testovala.
Degradace byla sledovana jak v upraveném aktivovaném kalu za anaerobnich
podminek, tak i v anaerobnim fi¢nim sedimentu, a byl zkouman rozklad dvou typi
PVA, lisici se molekulovou hmotnosti (2 000 Da a 14 000 Da). Sledovanim
koncentraci TOC autofi zjistili, Ze nizkomolekularni PVA byl za anaerobnich
podminek v fi¢nim sedimentu téméf uplné rozloZzen po 125 dnech, zatimco
biodegradace PVA s molekulovou hmotnosti 14 000 Da dosahla za stejné obdobi
jen 60 %. Podstatn¢ horsi rozklad byl zaznamenan v anaerobné kultivovaném
kalu, nebot’ tam biodegradace dosdhla po vice nez 150 dnech procesu cca 50 %
[56].

Problematikou biodegradace PVA za anaerobnich podminek se zabyvali i PSeja
a kol. [55]. Zjistili, Ze rozklad PVA v mesofilnim anaerobnim kalu dosahl po 500
hodinach jen 6,5 %. Biologicky rozklad vsak byl pfiznivé ovlivnén piidavek
polysacharidi, nebot se zvysila mira biodegradace smésné folie PVA s
polysacharidy; byl vSak soucasné zaznamenan pokles mechanickych vlastnosti
takové folie [55].

Gartiser a kol. [57] rovnéz zjistili velmi nizkou uroven biodegradace PVA
Vv prostiedi anaerobniho ¢istirenského kalu, jimi nalezené hodnoty rozkladu PVA
byly 0% a 12% za 77 dni [57].

Julinova a kol. [58] se zabyvali sledovanim vlivu potencialnich modifikatord
na rozklad PVA smésnou mikrobidlni kulturou ziskanou z aktivovaného kalu.
Vysledky ukazaly, ze ptidavek samotného PQQ nevedl ke zkraceni lagové faze,
po zahajeni rozkladu PVA se vSak mirné¢ zvysila rychlost degradace i mira
respirace mikroorganismu [58]. Dalsi studie Julinové a kol. [59], stejné jako PSeji
a kol. [55], tykajici se biodegradace PV A a jeho smési s pripravky na bazi skrobu,
potvrdila degradaci téchto smési za acrobnich i anaerobnich podminek. U zkouSek
rozkladu PVA s ptidavky xanthanu nebo gellanu (bakterialni polysacharidy)
V anaerobnim i v aktivovaném kalu a také v pid¢ byla biodegradace prokazana
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Kopcilovou a kol., v anaerobnim prostiedi vSak dochéazelo jen k rozkladu jinych
komponent nez PVA [60].

Ze studii biodegradace PVA ve vodném prostiedi tak celkove vyplyva, Ze Cisty
polymer je za urCitych podminek mikrobidlné kompletné rozlozitelny za
aerobnich podminek, podstatn¢ htife je rozkladan za podminek anaerobnich [56,
61]. V ptipadé¢ rozkladu PVA smésnymi kulturami je vyznamnym faktorem
degradace adaptace téchto kultur, to znamena jejich pfedchazejici pomnoZeni na
PVA jako substratu. Biodegradace PVA za denitrifikaénich podminek nebyla
doposud cilen¢ studovana zaddnou védeckou praci a stala se tak hlavni naplni
doktorskeé prace.
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5. CILPRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo studium mikrobialni degradace polyvinylalkoholu
ve vodach za denitrifikaénich podminek, s vyuzitim smésnych cCistirenskych
kultur. Prace se zabyvala kinetikou mikrobidlniho rozkladu PVA
za denitrifika¢nich podminek, i ur¢itym porovnanim miry degradace polymeru
za denitrifikac¢nich, aerobnich a anaerobnich podminek.

Diserta¢ni prace se dale zamétila na sledovani vlivu koncentrace dusic¢nan,
pritomnych ve vodném prostiedi, i na posouzeni vlivu adaptace smeésné kultury
na rozklad tohoto polymeru.

Vyznamnym cilem prace se stalo poznani klicovych mikroorganismi,
podilejicich se na degradaci PVA, pomoci nekultiva¢nich metod, a zna¢né usili
bylo rovnéz vénovano pokustiim o jejich isolaci.
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6. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

V této kapitole je uvedeny souhrnny prehled metod véetné postupti, které byly
pouzity pro zpracovani ziskanych dat, uvedenych v Kapitole 7.

6.1 Stanoveni suSiny inokula

Pro stanoveni susiny kalu bylo po upravé kalu (Kapitola 7.4) odebrano 10 ml
suspenze tohoto kalu a vakuové zfiltrovano pies filtracni papir s cervenou paskou,
predem vysuSeny pii teplot¢ 105 °C do konstantni hmotnosti a zvazeny
na analytickych vahach. Filtra¢ni papiry se vzorky byly ponechany v suSarné pti
teploté¢ 105 °C do konstantni hmotnosti, poté vlozeny do exsikatoru a po jejich
ochlazeni vazeny. Stanoveni bylo vzdy provedeno triplicitné. Koncentrace susiny
kalu byla vyjadfovéana v g.I™.

6.2 Potenciometrické metody

6.2.1 Stanoveni obsahu dusi¢nanu

Vodné roztoky vzorkidl byly odebirany z pribéhu degradacnich testl a poté
upraveny centrifugaci (podminky centrifugace byly 4 °C, 10 000 g, 20 minut)
pro odstranéni pevné faze. Supernatant (kapalna faze vzorku) byl odebran a v ném
stanoven obsah dusi¢nanti pomoci iontove selektivni elektrody (ISE) - typ Crytur
07-35, v nékterych testech byla pouzita elektroda Perfection NO3 combination
(Mettler Toledo).

ISE byla nejprve kalibrovana na standardni roztoky a ze ziskané kalibracni
zavislosti byla poté vypocitana koncentrace dusi¢nanti v roztocich vzorki.

Zasobni roztoky standardi s koncentracemi 1000 mg.I* a 200 mg.I* byly
pfipraveny rozpusSténim dusi¢nanu draselného v destilované vod€. Ze zasobnich
roztokit byly piipraveny kalibra¢ni roztoky s koncentracemi 1000 mg.I*, 500
mg.I"%, 200 mg.I%, 100 mg.I*%, 50 mg.I*%, 20 mg.I?, 10 mg.I%, 5 mg.I%, 2 mg.I?
a 1 mg.I"t. Dale byl piipraven ptidavny roztok, ktery slouzi k omezeni rusicich
jontd. Ten byl pfipraven z 52,85 g siranu amonného a 30,00 g kyseliny
amidosulfonové, které byly rozpustény Vv nasyceném roztoku siranu stéibrného
(10 g.I'Y) a stejnym roztokem se doplnily na objem 1000 ml.

Do 50 ml odmérné banky se vzdy odpipetovalo 15 ml standardu a 1,5 ml
pfidavného roztoku. Do takto pfipraveného roztoku se vlozila dusi¢nanova a
referentni elektroda a za stalého michani byla po cca 3 minutach odectena hodnota
EMS (mV).
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Obr. 6.1 Priklad kalibracni zavislosti EMS = f(log coo. ).

Vzorky s neznamou koncentraci dusicnanovych iont (NOs’) se méfily stejnym
zpusobem jako roztoky standardi [62]. Ze ziskané kalibra¢ni zavislosti (ptiklad
na Obr. 6.1) byla vypoc¢itana koncentrace dusi¢nanid ve vzorcich. Tento postup
pro piipravu standardi véetné jejich méfeni byl opakovan pii kazdém méteni
vzorkl s dusi¢nany.

6.2.2 Stanoveni redox potencialu

Redoxni (oxida¢né redukéni) procesy jsou zaloZeny na principu pienosu
elektrond, probihajici v systémech, kde je pfitomno redukcni Cinidlo (donor
elektronl) a oxidac¢ni ¢inidlo (akceptor elektront). Latky, které piijimaji
elektrony, se redukuji, zatimco latky, které elektrony uvoliiuji, se oxiduji. Redox
potencial je hodnota intenzity v§ech redoxnich reakci méteného systému [63, 64].

M¢étenim hodnoty redox potencialu bylo kontrolovano anoxické, respektive
anaerobni prostfedi béhem pokusii za denitrifikacnich i1 anaerobnich podminek.
Jak jiz bylo uvedeno diive, anoxické podminky jsou zachovany, pokud jsou
dodrZeny hodnoty redox potencialu v rozmezi — 50 mV az + 50 mV,

K méfeni byla pouzita elektroda typu SHCOTT Blue Line 31 RX. Dvacet
mililitrii odebrané¢ho kalu, ptfipadné ptipraveného inokula, bylo nadavkovano
do kadinky, do niz byla ponotena elektroda a odectena hodnota redox potencialu.
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6.2.3 Stanoveni pH

Hodnota pH, ktera je vyjadiena jako zaporny logaritmus aktivity vodikovych
iont, byla méfena sklenénou elektrodou. Ta byla kalibrovana pomoci dvou
standardnich pufrovacich roztokt shodnotou pH 4,0 a 7,0 za konstantni
laboratorni teploty. Poté bylo méteno pH jednotlivych roztokii.

6.3 Spektrofotometricka metoda stanoveni koncentrace PVA

Jedna se o spektrofotometrickou metodu spocivajici v méfeni absorbance
svételného zareni v analyzovaném roztoku. Metoda je zaloZena na reakci roztoki
polyvinylalkoholu s jodidem draselnym v pfitomnosti kyseliny borité, pii které
dochazi k tvorbé zeleného zabarveni [65].

Koncentrace PVA vevodném roztoku byla méfena v mikrotitracnich
destickach jodometrickou metodou. Do jamek mikrotitracnich desticek bylo
napipetovano 20 ul roztoku standardu nebo vzorku (upraveny centrifugaci nebo
filtrovanim), poté 42 ul roztoku kyseliny borité (pfiprava Kapitola 6.3.2) a 10 ul
roztoku jodu s jodidem draselnym (ptiprava Kapitola 6.3.1). Po cca 5 minutach
byla proméfena absorbance pii vinové délce 660 nm na piistroji Tecan.

Kalibrace POVAL 205

2,5 A=0,0023.c-0,0114
R?2=0,9998

Absorbance [1]
=

0 T T T I !
0 200 400 600 800 1000

Koncentrace poya; 205 [Mg.11]

Obr. 6.2 Kalibracni kiiivka pro vypocet koncentrace PVA.
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Koncentrace PVA byla vypocitana z rovnice kalibra¢ni ptimky, dle Obr. 6.2,
Kalibra¢ni piimka byla ziskdna prométenim ptipravené série roztoktl standardl o
koncentracich 0 mg.1%, 25 mg.I, 50 mg.I, 125 mg.I%, 250 mg.I?, 375 mg.I2, 750
mg.I" a 1000 mg.I%, které byly piipraveny ze zéasobniho roztoku PVA o
koncentraci 1 g.I

6.3.1 Priprava roztoku jodu s jodidem draselnym

V tfeci misce bylo spolu s malym mnozstvim destilované vody dukladné
rozmichano 12,7 g I, a 40 g KI. Rozpusténé mnoZzstvi bylo kvantitativné
prevedeno do odmérné banky o objemu 1000 ml a doplnéno destilovanou vodou
po rysku.

6.3.2 Priprava zasobniho roztoku Kkyseliny borité
Bylo navazeno 40 g kyseliny borité. Toto mnozZstvi bylo nésledné rozpusténo
v 1000 ml destilované vody.

6.4 Stanoveni rozpusténého organického uhliku (DOC)

Stanoveni DOC bylo vyuzivano pro sledovani koncentrace substratu (PVA)
v degradacnich testech, a to pomoci analyzatoru uhliku Shimadzu, model 5000A.
Po odbéru degradacnich suspenzi byly vzorky centrifugovany pro odstranéni
pevné faze (podminky centrifugace byly 4 °C, 10 000 g, 20 minut) a stanoveni
koncentrace DOC bylo provedeno pomoci uvedeného automatického analyzatoru,
po okyseleni, metodou vysokoteplotniho spalovani pii teploté 670 °C v proudu
kysliku. Vznikly oxid uhli¢ity je v pfistroji analyzovan infracervenym detektorem
(IC). Piistroj stanovuje nejprve koncentraci celkového uhliku (TC) a poté méfi
koncentraci uhliku anorganického (IC). M¢éfeni je provadéno v nadobce
s kyselinou fosfore¢nou, kde je vytésnény oxid uhli¢ity opét méfen IC. Vysledna
koncentrace organického uhliku je ziskavana odectem.

6.5 PCR a TGGE metody

Polymerova fetézova reakce (PCR) je cyklickd reakce, pii které dochazi
k amplifikaci ur¢itého useku molekuly DNA pomoci DNA-polymerasy. PCR
se provadi zptsobem in vitro [66, 67]. Tato reakce probiha v n¢kolika teplotnich
fazich — po pocatec¢ni denaturaci dale nasleduji opakované cykly denaturace,
ptipojeni primerd a prodluzovani primert [67].
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Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu (TGGE) je molekularné biologicka
separa¢ni metoda, pouzivana Kurcovani genetické rozmanitosti bakterialnich
spolecenstev. Tato metoda je zalozena na separaci molekul DNA, se stejnou ¢i
podobnou délkou fragmentt, lisicich se vSak svou sekvenci nukleotidi. Béhem
separace dochdzi ke snizeni elektroforetické mobility, schopnosti rozvijeni
(denaturace) dvoutetézcovych molekul DNA na casteCné jednofetézcoveé
struktury pisobenim teploty tzv. pfechodu denaturace, pifiCemz castecna
denaturace fragment( ovlivni jejich elektroforetickou pohyblivost [68, 69].

Mikrobialni biomasa byla pro tyto prace ziskavana centrifugaci kalovych
suspenzi, odebranych z degrada¢nich testi za denitrifikaénich podminek.
Z jednotlivych vzorkti byla isolovana DNA a byla podrobena PCR pro
amplifikaci genu pro 16S rRNA. Ziskané produkty byly separovany pomoci
TGGE. Tato ¢ast vyzkumu byla provedena ve spolupraci s doktorskou praci
L. Husarové, Ph.D. [70].

6.6 Gramovo barveni

Z vybrané kolonie se klickou odebere pfiméfen¢ malé mnozstvi biomasy.
Plamenem se ozehne podlozni skli¢ko a doprostied sklicka se nanese fyziologicky
roztok a bakteriologickou klickou se prenese mikrobialni kultura do kapky na
podloznim sklicku a rozmicha. Klickou se rozetre suspenze buncék a necha
vyschnout na vzduchu, nebo se opatrné dosusi pomoci plamenu. Zaschly natér se
na sklicku fixuje tiikrat protazenim plamenem. Na vychladly preparat se navrstvi
krystalovd violet’ a necha se plisobit 60 vtefin. Poté se splachne Lugolovym
roztokem a Lugoltv roztok se jesté necha plisobit 60 vtefin. Poté se roztok opatrné
sleje a preparat se oplachne destilovanou vodou a odbarvuje se 96% etanolem tak
dlouho, dokud odtéka barvivo (maximalné 25 vtetin). Preparat se opét oplachne
destilovanou vodou a dobarvi se ziedénym karbofuchsinem po dobu 60 vtefin.
Preparat se opét oplachne destilovanou vodou a ususi. Takto pfipraveny preparat
se mikroskopuje pomoci imersniho objektivu [71].

6.6.1 Priprava Lugolova roztoku dle Uterméhla

Do 100 ml odmérné lahve se ve 20 ml destilované vody rozpusti 20 g KI,
po jeho rozpusténi se ptida 10 g krystalického jodu. Roztok se doplni destilovanou
vodou po rysku a piida se 5 g octanu sodného.
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6.6.2 Priprava roztoku krystalové violeti

Piipravi se roztok A rozpuSténim 25 g krystalové violeti v 1000 ml 96 %
chtanolu a dale roztok B, kdy se rozpusti 10 g stavelanu amonného v 1000 ml
destilované vody. Smicha se 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B, zfiltruje se.

6.6.3 Priprava roztoku karbofuchsinu

V treci misce se rozetie 1 g fuchsinu s 10 ml 96% ethanolu a ke smési se piida
100 ml vodného 5% roztoku fenolu. Necha se stat do druhého dne a pak se
piefiltruje. Uchovava se v tmavych lahvich se zabrousenou zétkou.

6.7 Mikrobialni degradace PVA v kalu za riznych podminek

Biodegradace PVA za aerobnich podminek byla uskute¢iiovana za piistupu
kysliku do testovacich lahvi, zatimco anaerobni degradace probihala
Vv uzavienych testovacich lahvich bez pfistupu kysliku i bez dodani dusi¢nant.
Denitrifikacni podminky byly zajistény ptidavkem dusi¢nanti (koncentrace 500
mg.It nebo 1000 mg.I) na zacatku testii. Kinetika biodegradace byla sledovéana
Z prubézné¢ odebiranych vzork.

Experimenty sledovani mikrobidlni degradace PVA za denitrifika¢nich a
anaerobnich podminek probihaly v reakénich lahvich o objemu 320 ml a testy
sledovani degradace za aerobnich podminek Vv reakénich lahvich 0 objemu 1000
ml, které byly pied pouZitim z divodu mikrobidlniho znecisténi vymyty 1%
roztokem kyseliny chlorovodikové, poté destilovanou vodou a vysterilizovany.
Do kazdé reak¢éni lahve bylo davkovano 150 ml pfipraveného inokula
S mineralnim médiem pracovné oznacené jako MM1, MM2 nebo MM3 (ptiprava
a slozeni v Kapitole 7.2.7) a piidano magnetické michadlo.

Pro vytésnéni prebytecného kysliku z reak¢nich lahvi byl u testl denitrifikacni
a anaerobni degradace pouzit plynny dusik (5 minut/lahev) a lahve byly nasledné
plynotésné uzavieny pryzovym septem. Takto pfipravené testovaci lahve byly
uchovany ve vytemperované mistnosti pii teploté 25 °C + 1 °C a smés byla
kontinualné michana pii otackach 100 ot.min?. Paralelng byly pfipraveny
testovaci lahve se slepym pokusem (inokulum pouze s MM1) a lahve s referenéni
latkou, kterou byla glukosa. Z kazdé testovaci lahve pied jejich uzavienim bylo
odebrano 20 ml vzorku na stanoveni pocate¢nich hodnot mnozstvi TOC a
koncentrace NOs'.
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Experimenty sledujici mikrobialni degradaci PVA za aerobnich podminek byly
provedeny Vv reak¢nich lahvich o objemu 1000 ml, aby bylo zabezpeceno
dostate¢né mnozstvi kysliku.

Pted vlastni analyzou vzorkl bylo nutné odebranou suspenzi z reak¢nich lahvi
centrifugovat. Podminky pro odstiedéni byly 10 000 g, 20 minut, 4° C. Cetnost
odbérh vzorkl byla volena 1x — 2x tydné, a to dle zjiStén¢ho ubytku koncentrace
PVA. Odbéry (po cca 20 ml) byly provedeny pomoci injekéni stiikacky s jehlou
pies pryzove septum, které bylo nasledné velmi rychle utésnéno lepidlem na pryz.

Mikrobialni degradace PV A byla sledovana vyhodnocenim hodnot koncentraci
PVA, DOC, redox-potencialu, pH a koncentraci NOs  (postupy popsany v
Kapitole 6.).

6.8 Isolace mikroorganismi utilizujici PVA

Jista Cast disertacni prace se zabyvala pokusy o isolaci mikroorganismi
degradujicich PVA za denitrifika¢nich podminek. Po prob&hlé mikrobidlni
degradaci PVA bylo odebirano smésné mikrobidlni spoleCenstvo z reakénich
lahvi a bylo nékolikrate provedeno jeho pomnozZeni. Toto mikrobialni
spoleCenstvo bylo pieneseno do testovacich lahvi s mineralnim médiem
obsahujicim PVA o koncentraci 100 - 200 mg.I"! a dusi¢nany s max. koncentraci
1000 mg.I"%. Lahve byly kultivovany pii teploté 25 °C + 1 °C. Ubytek koncentrace
PVA byl stanoven jodometricky.

Po probé&hlé mikrobialni degradaci PVA byly suspenze vyockovany kiizovym
roztérem na pevné agary nebo byly zifedény desetinnou ftadou sterilnim
fysiologickym roztokem a plosné€ naoCkovany na cely povrch ztuZzenych Zivnych
pud. Bylo pouzito jak mineralnich médii (MM2) s PVA jako jedinym organickym
substratem, tak 1 komplexnich Zivnych médii s béZnymi organickymi latkami.
SloZeni Zivnych médii bylo vicekrat upravovano, aby média svymi fyzikalné
chemickymi podminkami co nejlépe odpovidala pozadavkim hledanych
mikroorganismti [72]. Anaerobni kultivace mikroorganismti byla provadéna
V anaerostatu za pouZziti soupravy Anaerocult A (Merck), zatimco mikroaerofilni
kultivace probihala v exsikatoru, s ¢asteCnym odstranénim kysliku plamenem.
Ztuzena zZivna média byla inkubovana pfi teploté 25 °C £ 1 °C, po dobu n€kolika
tydni €1 mésich, v nékterych piipadech az 1 rok.

Vedle testli probihajicich na pevnych Zivnych agarech byly také provedeny
testy mikrobialni degradace PV A ziskanymi ¢istymi kulturami. Tyto kultury byly
asepticky odebrany a pieneseny do sterilnich mikrozkumavek nebo vialek, do
nichz byla plné nadavkovana sterilni tekuta mineralni média MM4 (Kapitola
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7.2.5) nebo MM5 (Kapitola 7.2.6), obsahujici mimo jiné také rozpustény PVA
(100 — 250 mg.I"), dusiénany, vitaminy, piipadné& pyrrolochinolinochinon (PQQ).
Pted zah4jenim testii byly ¢isté mikrozkumavky (vialky) sterilizovany pfti teploté
122 °C po dobu 25 minut, septa a vicka byla sterilizovana v laminarnim boxu
pomoci UV zafeni po dobu 1,5 hodiny. Kultivace pfipravenych vzorkl probihala
v temnu pii teploté 25 °C = 1 °C s kontinualnim michanim po dobu cca 4 - 5
tydni. Ubytek spotfebovaného PVA byl poté sledovan spektrofotometrickou
metodou (dle Kapitoly 6.3).

Analogickym zptisobem byly také provadény testy degradace PVA v tekutych
médiich definovanymi smésnymi kulturami nebo pomnozenymi konsorcii.
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/. Experimentalni ¢ast

Disertaéni prace se sklada ze dvou zdkladnich studii, které probihaly v nékolika
krocich a vzdjemné se prolinaly.

Prvni ¢ast disertacni prace byla zaméfena na sledovani mikrobidlni degradace
PVA probihajici v odpadnich vodéach, a to jak za denitrifikacnich, tak takeé
za aerobnich a anaerobnich podminek, S vyuzitim vzorka kali z denitrifikacni
nadrze COV. Biodegradace PVA za aerobnich podminek byla uskuteétiovana za
pfistupu kysliku do testovacich lahvi, anaerobni degradace probihala
V uzavienych testovacich lahvich bez pfistupu kysliku i bez dodani dusi¢nanti.
Denitrifika¢ni podminky byly zajistény pfidavkem dusi¢nanti na zacatku testt.
Experimenty probihaly pii teploté 25 °C = 1 °C. Kinetika biodegradace byla
sledovéna z priibézn€ odebiranych vzorkll. Na poc¢atku a v pribéhu experimenti
byly odebirany vzorky pro stanoveni koncentrace DOC, hodnot redox potencialu,
pH a predevsim koncentraci PVA a NOs'.

Druha cast disertatni prace byla zaméfena na isolaci mikroorganismi
degradujicich PVA za denitrifikaCnich podminek. Smésna mikrobidlni
spoleCenstva byla po denitrifika¢ni biodegradaci PVA odebirdna z testovacich
lahvi, pomnozovana a nasledné ockovana na sterilni zivné piidy nebo do tekutého
média.

7.1 Pouzité chemikalie

Pro experimenty byly pouzity uvedené chemikalie analytické Cistoty p. a.
ziskané od firem - Lachema, CR; Penta, CR a Fluka, SRN. Pro studium byl pouZit
polyvinylalkohol (PVA) s obchodnim znac¢enim POVAL 205, Mw = 37 000
g.mol* a se stupném hydrolyzy 88 mol %, od firmy Kuraray, Japonsko.

7.2 Priprava mineralnich médii a roztoki

7.2.1 Zakladni mineralni médium (MM1)

Pro ptipravu 1000 ml zdkladniho mineralniho média bylo pouzito:

Roztok K,HPO, (koncentrace 9,07 . 1) ..., 10 mi
Roztok Na;HPO,4.12 H,O (koncentrace 23,90 . 1), 40 ml
Roztok stopovych prvkill (VIZ N1Z€).......vvviiieiiiiiiiiiiieeeeieeee 2ml
Zasobni roztoky soli (VIZNiZe)........ccooeeeviiiiiiiiiiiiiiiaiann, kazdy po 10 ml
Destilovand voda...........c.ooiiiiiii i 918 ml
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a) Roztok stopovych prvki

Byly navaZeny jednotlivé slozky: 0,043 g MnSO4.5H,0; 0,057 g H3BOs; 0,043
g ZnSO4.7H20; 0,037 g (NH4)5M07024.4H20; 0,025 g CO(NOg)z.GHzO; 0,040 g
CuS04.5H,0 a postupné rozpustény v 1000 ml destilované vody.

b) Zasobni roztoky soli

Jednotlivé soli - 0,5 g MgS0..7H,0; 0,3 g Fe(NH4)2(SO4)..6H,0; 0,1 g
CaCl,.2H,O a 1 g NH.CI byly navazeny a rozpustény kazda zvlast
v 100 ml destilované vody.

Takto ptipravené MM1 bylo odkysli¢eno kontinudlnim probublanim N, po
dobu cca 20 min. V pfipadé potieby bylo pH piipraveného MMI1 upraveno
roztokem zredéné H,SO,4 na hodnotu 7,4 + 0,2.

7.2.2 Mineralni médium s piidavkem NOz (MM2)

Pro ptipravu 1000 ml MM2 bylo pouzito 1000 ml MM1 (Kapitola 7.2.1)
s ptidavkem 500 nebo 1000 mg NOj3 iontil ve formé KNO:s.

Takto pfipravené MM?2 bylo odkysliceno kontinudlnim probublanim N, po
dobu cca 20 min. V pfipadé potieby bylo pH piipraveného MM?2 upraveno
roztokem ziredéné H,SO,4 na hodnotu 7,4 + 0,2.

7.2.3 Mineralni médium s piidavkem PVA a NOs" (MM3)

Pro ptipravu 1000 ml MM3 bylo pouzito 1000 ml MM1 (Kapitola 7.2.1)
s ptidavkem 500 mg nebo 1000 mg NOj ionti ve formé KNO3 a 100 mg nebo
250 mg PVA (POVAL 205).

Takto pfipravené MM3 bylo odkysliceno kontinudlnim probublanim N, po
dobu cca 20 min. V ptipadé potieby bylo pH piipraveného MM3 upraveno
roztokem ziredéné H,SO,4 na hodnotu 7,4 + 0,2.

7.2.4 Zasobni roztok pyrrolochinolinochinonu (PQQ)

Zasobni roztok PQQ (koncentrace 0,1 g.1"!) byl piipraven navazenim 1 mg
PQQ, ktery byl rozpustén v 10 ml destilované vody. Piipraveny roztok byl
prefiltrovan pies sterilni membranovy filtr MILLEX GP (MILLIPORE)
s velikosti porti 0,22 um a poté uchovavan v mraznicce pfi teploté -18 °C.
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7.2.5 Mineralni médium s piridavkem PVA, KNOsz a PQQ (MM4)

Pro ptipravu 1000 ml MM4 bylo pouzito 1000 ml MM 1 (Kapitola 7.2.3),
s prfidavkem roztoku PQQ (0,1 g.I'Y) v mnozstvi 200 pl. Pfipravené MM4 bylo
sterilizovano v autoklavu pfi teploté¢ 122 °C a dob€ 25 minut. Poté bylo MM4
pomoci sterilni jehly odkysliceno kontinualnim probublanim N, po dobu cca
20 minut.

7.2.6 Mineralni médium s piidavkem PVA, KNOs a vitaminy (MMD5)

Pro ptipravu 1000 ml MM5 bylo pouzito 1000 ml MM3 (Kapitola 7.2.3), které
bylo sterilizovano v autoklavu pii 121°C po dobu 25 minut. Po ochlazeni
(pti teploté cca 50 °C) byl do roztoku asepticky ptidan roztok MEMS vitamint
(Biotech, a.s.) v mnozstvi 4 ml. Poté bylo MM5 pomoci sterilni jehly odkysli¢eno
kontinualnim probublanim dusikem po dobu cca 20 minut.

7.2.7 Inokulum s pridavkem MM1/ MM2/ MM3

Pro ptipravu kalového inokula bylo potieba odebrat takovy objem upraveného
kalu (Kapitola 7.4), aby vysledny obsah susiny inokula v testovacich lahvich byl
cca 1 g.I". Potiebny objem ¢istirenského kalu byl odstfedén pii 4600 ot.min™t pii
20 °C po dobu 10 minut. Po odstiedéni byl supernatant slit a ziskany sediment byl
resuspendovan v MM1 (Kapitola 7.2.1) nebo v MM2 (Kapitola 7.2.2), ptipadné v
MM3 (Kapitola 7.2.3). Takto ptipravena inokula byla odkysli¢ena probublanim
dusikem po dobu cca 20 minut.

7.2.8 Fysiologicky roztok (FR)

Fysiologicky roztok byl pfipraven rozpusténim 8,5 g chloridu sodného v 1 |
destilované vody. Roztok byl dikladn¢ promichan a sterilizovan v autoklavu pfi
125 °C po dobu 20 minut.

7.2.9 Zivné médium s kvasniénym autolyzitem, jantaranem sodnym a
etanolem (ZM)

Na piipravu 1000 ml ZM bylo pouZito 3 ml ethanolu, 0,03 g kvasniéného
autolyzatu, 3 g jantaranu sodného a 997 ml MM1 (Kapitola 7.2.1).

7.3 Priprava ztuZenych zivnych pud

NizZe popsané ztuzené zivné pidy byly pfipraveny navazenim jednotlivych
slozek, které byly dikladné rozpustény v uréitém mnozstvi zakladniho
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mineralniho média MM, piipraveného dle Kapitoly 7.2.1. Potfebna mnozstvi
slozek jsou uvedena na 100 ml finalniho objemu. Takto pfipravené pudy byly
sterilizovany v autoklavu pii 125 °C po dobu 25 minut. Jakmile byly zivné pudy
vysterilizovany a ochlazeny, v laminarnim boxu byly tésné pfed rozlitim médii
pridany termolabilni slozky (vitaminy, PQQ), pidy byly asepticky rozlity do
sterilnich Petriho misek a ponechany ztuhnout.

Nize uvedené tabulky (Tabulka 7.1 az Tabulka 7.3) popisuji slozeni a mnozstvi
slozek, potiebnych K piipravé 15 typd ztuzenych zivnych pid, oznacenych jako
»ZP 1 az ZP 15%.

Tab. 7.1 Ptehled sloZeni ztuzenych Zivnych piid ZP 1 — ZP 5.

Slozka ZP1 | 7P2 | 7P3 | 7P4 | 7P5
fasovy agar 1,84 184 184 1,89 1,89
MM1 100 ml | 200 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml
NOs 0,069 | 0,069 | 0,05g | 0,059 | 0,05¢
PVA - 0,069 | 0,059 | 0,05¢ -
zéasobni roztok PQQ (0,1 g.I't) - - 20ul | 20 ul -
kvasni¢ny autolyzat - - - 0,06g | 0,05¢
Tab. 7.2 Piehled sloZeni ztuZenych Zivnych piid ZP 6 — ZP 11,

Slozka ZP6 | ZP7 | 7ZP8 | ZP9 | ZP 10
rasovy agar 184 1,8 184 1849 189
MM1 100 ml | 200 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml
NO3 0,19 0,1¢g 0,1¢ - 0,1g
PVA - - 0,0759|0,07/59 | 0,075 ¢
zésobni roztok PQQ (0,1 g.IY)| - 20ul | 20ul | 20l | 20pl
kvasni¢ny autolyzat 0,059 | 3mg 3 mg 3 mg -
jantaran sodny 0,159 - - - -
etanol 0,159 - - - -
MEMs vitaminy, roztok - - - - 0,5 ml
denitrif. kalova suspenze - 5 ml 5 mi 5ml -
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Tab. 7.3 Piehled sloZeni ztuZenych Zivnych pud ZP 12 — ZP 14,

Slozka Zp11 |ZP12 |7ZP13 |ZP14 |ZP 15
rasovy agar 1,89 - - - 11g
MM1 100 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml
NOj3 0,19 0,19 0,19 01g 01g
PVA - - - 0,075¢ -
zasobni roztok PQQ (0,1 g.I?) - - - 20 ul -
kvasni¢ny autolyzat 0,025 ¢ - - - -
roztok vitaminti (MEMS) - - - 05ml | 0,3ml
trypton 0,025 ¢ - - - -
soja pepton 0,025 ¢ - - - -
R2A agar (HIMEDIA) - 1,8 0,18 ¢ - 0,6
gellan - - 15¢g 169 -
octan sodny - - - - 30 mg
glutamat sodny - - 40 mg - -

7.4 Biologicky material

Pro testovani biologické degradace za denitrifikacnich, aerobnich a
anaerobnich podminek byl pouzit kal odebrany z denitrifikaCni nadrze
z &istirny odpadnich vod (COV) Zlin — Malenovice. Odebrany kal byl upraven
odstranénim hrubych necistot pomoci sita. K odstranéni piebytecného
mnozstvi kysliku byl kal probublan dusikem po dobu cca 20 minut.
U upraveného kalu byly stanoveny hodnoty pH a redox-potencialu a susina
kalu (pfipadné ztrata zihanim). Béhem manipulace s denitrifikacnim kalem
bylo dbano na co nejkratsi kontakt se vzduchem.
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7.5 Pouzité pristrojové vybaveni

Laboratorni susarna UM200 - Memmert, Némecko
Laboratorni pec LHOOMT LAC - LAC, Némecko

Analyzator celkového organického uhliku TOC-5000 A - Shimadzu Corp.,
Rakousko

Chlazena centrifuga Rotanta 460R, Hettich, Némecko

Analytické vahy SARTORIUS, Satorius AG, Némecko

Laboratorni pH metr InoLab pH 735, WTW, Némecko

Michacka  elektromagneticka ~ STIRRER  OP-913/3, HANNA
INSTRUMENTS Canada, Kanada

Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desticky TECAN Sunrise, USA
Laboratorni autoklav Sanoclav St-MCS-2, Wolf, Némecko

Laminarni box BIO-IIA, Telstar, Spanélsko

Ttepacka 3018 GFL, Némecko

Mikrodavkovace (2—20 ul, 20-200 ul, 100—1000ul) Biohit, Finsko
Temperacni mistnost o teploté 25°C + 1°C

Laboratorni mikroskop OLYMPUS CX 41, Japonsko
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8. Vysledky a diskuse

8.1 Hodnoceni mikrobialni degradace PVA v kalu
za denitrifika¢nich podminek

Pro hodnoceni mikrobidlni degradace PVA za denitrifika¢nich podminek byla
provedena fada experimentd, pii kterych byl pouzit Cistirensky kal, odebrany
z denitrifikaéni nadrze v COV Zlin — Malenovice (Kapitola 7.4).

Vstupni hodnota koncentrace PVA V testovacich lahvich byla ve vétSing
experimentech cca 100 mg.lI?. Pouzitd koncentrace dusi¢nanti byla 0 mg.l?,
500 mg.I"* nebo 1000 mg.I. Susina pfipraveného kalového inokula bylacca 1 g.I
1. Piiprava inokula a podminky pro pribéh experimentl jsou jiZ popsany
v ptedchozich kapitolach.

Pro srovnani byl pouzit slepy pokus, bez ptidavku PVA. V pribéhu pokusu
byly v urcitych ¢asovych intervalech odebirany vzorky ke stanoveni koncentraci
PV A jodometrickou metodou, rozpusténého organického a anorganického uhliku,
dusi¢nant a také vzorky ke stanoveni pH odebranych suspenzi a hodnoty redox
potencidlu.

8.1.1 Prvni experiment

Cilem prvniho orienta¢niho experimentu bylo ovéfit, zda je PVA mikrobidlné
degradovatelny Vv kalu odebraném z denitrifikacni nadrze za denitrifikacnich
podminek.

Pro experimenty bylo pfipraveno inokulum s mineralnim médiem MM3
obsahujici PVA (Kapitola 7.2.3). Podminky pro pribéh pokusu byly popsany jiz
vyse. Paralelné byly pfipraveny testovaci lahve se slepymi pokusy bez PVA, tedy
inokulum pouze s MM2 (Kapitola 7.2.2), a lahve s referen¢ni latkou, kterou byla
glukosa v koncentraci 200 mg.I™.

Vstupni hodnota koncentrace PVA v testovacich lahvich byla cca 100 mg.I,
Pouzita koncentrace dusi¢nanti v prvnim testu byla 500 mg.I"t. Po¢ate¢ni hodnota
redox potencialu denitrifikaéniho kalu byla -55,4 mV a hodnota pH byla 7,38.
Uvedena hodnota redox potencialu dokazovala nastaveni denitrifika¢nich
podminek pti zahdjeni pokusu.

Kinetika mikrobidlni degradace PVA za denitrifikacnich podminek byla
sledovana jodometricky, vzorky byly odebirany v uréitych ¢asovych intervalech.
Z naméfenych hodnot byly vyhodnoceny koncentrace PVA, mnozstvi
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rozpusténého organického a anorganického uhliku, dusi¢nant a také stanoveni pH
odebranych vzorki a hodnota redox potencialu.

Ziskané vysledky jsou uvedeny na Obr. 8.1, 8.2, 8.3 a 8.4, kde vysledky jsou
uvedeny vzdy jako prumér ze tfi paralelnich kultivacnich lahvi, s uvedenim
smérodatnych odchylek coby chybovych usecek.

Vzorky s PVA a vzorky ze slepych pokust pro stanoveni hodnot DOC a pH
byly odebirany do cca 180. dne (u vzorku s glukosou do 18. dne vzhledem
k celkové degradaci glukosy). Odbér vzorki pro stanoveni koncentrace
dusi¢nanovych iontd probihal az do 159. dne experimentu. Na Obr. 8.1 az 8.4 jsou
graficky uvedeny ziskané vysledky.
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Obr. 8.1 Pritheh koncentrace PVA za denitrifikacnich podminek — 1. experiment.
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Obr. 8.3 Pritheh koncentraci DOC v 1. experimentu.
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Obr. 8.4 Pribeh pH v 1. experimentu.

Jak zndzornuje Obr. 8.1, jiztento prvni orientacni pokus ukazal, ze
denitrifika¢ni Cistirensky kal je schopen rozkladu PVA bez piitomnosti kysliku a
polymer byl tak smésnou mikrobialni kulturou spotiebovan béhem cca 180 dni za
denitrifika¢nich podminek.

Pocate¢ni koncentrace dusi¢nanovych ionti byla 500 mg.I" ve viech vzorcich.
Na Obr. 8.2 Ize pozorovat, ze koncentrace dusi¢nanti u slepych pokust pravidelné
mirn¢ klesala, zatimco u vzorkli s PVA byla téméf konstantni. Cca od 54. dne byl
zaznamenan rychly pokles koncentrace dusi¢nanovych iontii u vzorkii s PVA.
Tento rozdil 1ze pfisuzovat tomu, Ze mikroorganismy zacaly rychle spotfebovavat
polymerni substrat az po uvedené prodleveé, zatimco u slepych pokust jiz od
pocatku pozvolna vyuZzivaly jako substrat ziejmé biomasu kalovych vlo¢ek; proto
se lisil 1 prubéh spotieby dusi¢nanii.

Pribéh kiivek rozpusténého organického uhliku (DOC) u vzorku s PVA a
referencénich vzorkt s glukosou je znazornény na Obr. 8.3, sodeétenymi
hodnotami DOC slepych pokusu. Z Obr. 8.3 je patrné, ze glukosa byla velmi
rychle spottebovana, a to cca do 10 dni. Koncentrace DOC u vzorki s PVA zacala
strmé klesat od 18. dne po 39. den, kdy opé€t doslo k mirnému nartstu DOC. Tento
mirny narist lze také zaznamenat u slepych pokust, a lze jej pfisuzovat
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skute¢nosti, ze se urCité mnozstvi organickych latek zacalo uvolnovat
z rozpadajicich se vlocek, Vv nichz jiz mikroorganismy nemély dostatek rychle
dostupného substratu; tim doslo k mirnému navyseni koncentraci DOC.

U vzorkli obsahujicich PVA a u slepych pokust byla na zacatku experimentu
hodnota pH cca 7,6, zatimco u glukosy ¢inila 7,4. V priabéhu experimentu, jak
zobrazuje Obr. 8.4, dochazelo u vzorkd s PVA, stejné jako u slepych pokusi, k
nepatrnému snizovani hodnoty pH, zatimco u vzorkt s glukosou se tato hodnota
zvySovala. Zmény pH vSak nebyly nijak vyznamné a hodnoty nadale zlstavaly
V oblasti optima pro vétSinu bakteridlnich procest.

Jak jiz bylo uvedeno, v prvnim experimentu bylo ze ziskanych vysledka
zjisténo, ze PVA je smésnou kalovou mikrobialni kulturou za denitrifikacnich
podminek degradabilni, avs§ak Ze tento proces je znacn¢ pomaly.

Zbyvajici suspenze kalu byla na konci pokusu po tspésné probéhlé degradaci
PVA uchovana v temnu pii teploté 25 °C £ 1 °C a pouzita pro dalsi experiment.
Tato suspenze byla oznacena jako ,,adaptovany kal 1. Tento kal byl pro dalsi
experimenty upravovan stejnymi zptsoby jako kal neadaptovany (Kapitola 7.2.7).

8.1.2 Druhy experiment

Kalova suspenze zprvniho experimentu (adaptovany kal 1) byla pouzita
pro dil¢i provedeni druhého experimentu, ve kterém byla porovnavana kinetika
mikrobialni degradace PVA v neadaptovaném kalu a kalu smésném
(neadaptovany a adaptovany kal I v poméru 1 : 1). Pro dalsi srovnani byla dale
sledovana degradace PVA v neadaptovaném kalu za aerobnich podminek. Jako
neadaptovany kal byl pouzit nové odebrany c¢istirensky kal z denitrifika¢niho
stupng disténi odpadni vody, tedy ze stejného odbérového mista jako
neadaptovany kal pro prvni experiment. PouZiti adaptované kalové suspenze bylo
motivovano snahou o zji§téni, zda predpokladané vyssi zastoupeni degradacnich
mikroorganismi ve smésném inokulu vyvola urychleni rozkladu PVA za
denitrifikacnich podminek.

Vstupni hodnota koncentrace PVA v testovacich lahvich byla cca 100 mg.|™.
Pouzita koncentrace dusi¢nanovych ionti byla 1000 mg.It. Koncentrace susiny
piipraveného inokula byla 0,9 gl?!. Pocateéni hodnota redox potencidlu
u neadaptovaného denitrifika¢niho kalu byla -28,9 mV, u adaptovaného kalu |
pouzitého z prvniho experimentu byla -98.4 mV. Hodnota redox potencialu
smésné¢ho inokula (adaptovany | a neadaptovany kal) pak byla -48,2 mV.
Pocate¢ni hodnota pH piipravenych inokul v mineralnim médiu byla 7,2.
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Byly ptipraveny tfi série pokust rozkladli PVA, nazvané jako série A, série B
a série C a také byly nasazeny slepé pokusy bez PVA. Série A obsahovala nové
odebrany neadaptovany Cistirensky kal z denitrifika¢ni nadrze (Kapitola 7.4),
upraveny mineralnim médiem MM3 obsahujici PVA a dusi¢nany (Kapitola
7.2.3).

V sérii B byl k neadaptovanému kalu ptidan adaptovany kal | z prvniho pokusu
v poméru 1:1. Tento pokus probihal také za denitrifikacnich podminek. U obou
sérii byly testovaci lahve (o objemu 320 ml) probubldny dusikem a ihned
uzavieny pryZovym septem. Vzorky byly odebirany asepticky injek¢ni sttikackou
pies pryZzové septum.

Série C se liSila od sérii A a B tim, ze probihala za aerobnich podminek. Tyto
pokusy probihaly Vv reakcnich lahvich o objemu 1000 ml bez pryZového septa, a
velky objem plynné faze zajist'oval dostate¢né mnozstvi kysliku.

Jelikoz pro stanoveni koncentraci dusi¢nanovych iontd, DOC a pH bylo
zapotiebi odebirat velky objem vzork, tato méfeni byla provadéna do cca 30. dne
mikrobialni degradace.

Vysledky celého pokusu jsou uvedeny na nasledujicich grafech. Vysledky jsou
uvedeny vzdy jako primér ze tii paralelnich kultivaénich lahvi, s uvedenim
smérodatnych odchylek coby chybovych usecek.

—e— Neadaptovany denitrifikacni kal - série A

—— Smésny denitrifikacni kal - série B

—A— Neadaptovany denitrifikaCni kal za aerobnich podminek - série C
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Obr. 8.5 Prubeh koncentraci PVA v 2. experimentu.
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Na Obr. 8.5 a 8.6 je patrné, Ze nejrychlejsi prubéh mikrobialni degradace PVA
(rozklad béhem 24 dni) byl podle ocekavani zaznamenan u neadaptovaného kalu
za aerobnich podminek, tedy Vv sérii C. O deset dni pozdéji byl PVA rozlozen také
v inokulu série B, ve kterém byla pouzita smés adaptovaného denitrifika¢niho kal
z prvniho pokusu a noveé odebraného denitrifikacniho kalu. Proces rozkladu PVA
neadaptovanym kalovym inokulem trval cca 100 dnii a byl tak zjevné kratsi nez
pribéh stejného pokusu v prvnim experimentu. Casteéné bylo moZné toto
vysvétlit novym odbdrem kalu z COV (istirenské kultury nemohou byt
v riznych casech totozné), mohl se vSak také projevit vliv vysSi vstupni
koncentrace dusi¢nanovych iontd (1000 mg.l? oproti 500 mg.I"! v prvnim
pokusu).

U vSech sériich Ize na Obr. 8.6 sledovat postupné snizovani koncentraci
rozpusténého organického uhliku. Nejrychlejsi a zaroven nejstrméjsi pokles DOC
byl zaznamenan u pokusu vzorkt série B, kdy smésné inokulum mikroorganismu
jiz bylo na PVA adaptovano, a proto rozklad polymeru probihal vyrazné rychleji
nez v prvnim experimentu, a rychlosti se podobal degradaci v sérii C, u které byla
sledovéna mikrobialni degradace PVA za aerobnich podminek.

U mikrobialni degradace vzorkt série A a série B za denitrifikacnich podminek
dochazelo k postupnému zvySovani hodnot pH (Obr. 8.7), zatimco u vzorku série
C se hodnoty pH mirné snizovaly. Tyto trendy v prubézich pH jsou v souladu
S obecnymi procesy zmén pH pii mikrobialnich degradacich, kdy pii aerobnich
rozkladech (napf. uhlovodikl)) pH obvykle mimé klesa, zatimco
pfti denitrifika¢nich pochodech pH vzrusta diky spotfebovavani H* iontu.

Suspenze kalu po uspeésné probéhlé degradaci série B byla opétovné uchovana
Vv temnu pii teploté 25 °C £+ 1 °C a pouzita pro dalsi experimenty. Adaptovany kal
byl pro dalsi experimenty upravovan stejnymi zpusoby jako kal neadaptovany
(Kapitola 7.2.7).

8.1.3 Treti experiment

Cilem tfetiho experimentu bylo zjistit nékolik skutecnosti, predevsim do jaké
miry ovliviiuje vstupni koncentrace dusi¢nanti kinetiku mikrobialni degradace
PVA, a také jakou rychlosti bude polymer rozklddan za pouziti jiz dvakrat
adaptovaného kalu.

Bylo proto provedeno srovnani prubéhit mikrobialni degradace PVA
neadaptovanym, cerstvé odebranym Cistirenskym denitrifikacnim kalem,
pii rozdilné vstupni koncentraci dusi¢nanovych ionti - 0 mg.I"t, 500 mg.I* a
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1000 mg.It. Koncentrace 500 mg.I"! dusi¢nanovych iontl byla rovnéz pouzita
v pokusu s dvakrat adaptovanym kalem (pomnozeny kal z druhého experimentu
sériec vzorklt B doplnény cerstvym kalem v poméru 1 : 1). Dopliikové byla
ovéiena aerobni degradace PVA za ptitomnosti dusi¢nanovych iontd.

Vstupni hodnota koncentrace PVA v testovacich lahvich byla cca 100 mg.I,
Koncentrace pfipraveného inokula byla 1,01 gl?. Pocate¢ni hodnota redox
potencidlu u neadaptovaného denitrifikatniho kalu byla -42,1 mV,
u adaptovaného kalu z druhého experimentu byla -98,6 mV. Pocate¢ni hodnota
pH inokula v MM3 byla 7,17. Byly pripraveny i slepé pokusy bez PVA. Vzorky
byly v testovacich lahvich o objemu 320 ml s pryZovym uzavérem (denitrifikacni
pokusy) nebo v lahvich o objemu 1000 ml s plastovym uzavérem (aerobni
pokusy). Vzorky byly odebirany sterilni jehlou pfes pryZzové septum, nebo,
v ptipadé 1000 ml lahvi, byly tyto pii odbérech oteviené a vzorky byly odebrany
asepticky.

Série D obsahovala adaptovany kal z druhého experimentu ze série B (dvakrat
adaptovany kal) a Cerstvé odebrany denitrifika¢ni kal v poméru 1:1, a dale
dusi¢nany s koncentraci 500 mg.I"t. Série E obsahovala Cerstvé odebrany
denitrifika¢ni kal bez pridavku dusi¢nanti. Série F obsahovala Cerstvé odebrany
neadaptovany kal a dusi¢nany s koncentraci 500 mg.lI"" zatimco série G byla
obohacena 1000 mg.I"! dusi¢nanovych iontll. Posledni série H byla slozena
z Cerstvého denitrifikaéniho kalu s koncentraci 500 mg.1"! dusi¢nanovych ionti,
pii Cemz suspenze byla ponechéna v 1000 ml lahvich. Vysledky ziskané v tomto
experimentu jsou graficky dokumentovany na Obr. 8.8 az 8.10.
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—&— Série D - neadaptovany a adaptovany kal s 500 mg/I NO3-
—— Série E - neadaptovany kal bez NO3-
—a— Série F - neadaptovany kal s 500 mg/l NO3-
—<— Série G - neadaptovany kal s 1000 mg/l NO3-
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Obr. 8.8 Prubeh koncentraci PVA v 3. experimentu.
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Obr. 8.9 Pribeh koncentraci DOC u vzorki v 3. experimentu.
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Obr. 8.10 Prubeh koncentraci NOs™ v 3. experimentu.

Z Obr. 8.8 je evidentni, ze nejrychleji probéhla mikrobialni degradace PVA
ve smésném kalu tj. ve smési neadaptovaného a dvakrat adaptovaného kalu
s prfidavkem 500 mg.I"! dusi¢nanovych iontii (modry pritbéh kiivky). Jako druh4
nejrychlejsi degradace byla zaznamenana u vzorkli PVA v neadaptovaném kalu
s koncentraci 500 mg.1! dusi¢nanovych iontd probihajici za pistupu kysliku, tedy
za aerobnich podminek. Naopak nejpomaleji probihala mikrobialni degradace
PVA v neadaptovaném kalu bez jakéhokoliv ptidavku dusi¢nanl.

Srovna-li se pouze kinetika mikrobialni degradace PVA (Obr. 8.8) v Cerstvé
odebraném neadaptovaném kalu s koncentraci dusi¢nanti 0 mg.I*! (série E), 500
mg.I"? (série F) a 1000 mg.lI"(série G), lze vidét nejkratsi pribéh degradace
u neadaptovaného denitrifikaéniho kalu s koncentraci dusi¢nanovych ionth
1000 mg.I?. Velmi pozvolny pribéh degradace PVA byl zaznamenan
1 u mikrobidlni degradace PVA v denitrifikacnim kalu bez ptidavku dusi¢nant,
prubéh biodegradace byl ale velmi zdlouhavy a po vice jak 90 dnech bylo jeho
sledovani ukonceno. Studium mikrobidlni degradace PVA V neadaptovaném
denitrifikacnim kalu ukazuje, Ze kinetika této degradace je do znaéné miry
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ovlivnéna koncentraci dusi¢nanti. S vyS$i vstupni koncentraci dusi¢nant
Vv denitrifikacnim kalu je pribéh degradace PV A rychle;jsi.

Nejrychlejsi pokles mnozstvi rozpusténého organického uhliku (DOC) byl
zaznamenan (Obr. 8.9) u vzorkh se smési dvakrat adaptovaného
a neadaptovaného kalu, s koncentraci 500 mg.l" dusi¢nanovych iontd. Tato
smésna kultura mikroorganismii byla jiz ve dvou pifedchozich pokusech
adaptovana na PVA, bylo mozné piedpoklddat vyznamné navySeni poctu
degradujicich mikroorganismi v ni, a proto byl ubytek DOC tak razantni. PVA
byl za uvedenych podminek zcela mineralizovan. O pét dni pozdé&ji byl
spottebovan DOC takeé u série H probihajici za aerobnich podminek.

Rychly ubytek dusi¢nanii u vzorka S neadaptovanym kalem S koncentraci
1000 mg.I"* dusi¢nanovych iontd lze také sledovat na Obr. 8.10. Dusi¢nanové
ionty byly béhem degradace PVA mikroorganismy rychle spotiebovany, zatimco
u vzorkli s koncentraci 500 mg.I"? dusi¢nanovych ionti dochazelo k pozvolné
spotieb¢ dusi¢nanti.

8.1.4 Vliv dusi¢nani na mikrobialni degradaci PVA za aerobnich
podminek

V piedchozich experimentech bylo zjisténo, ze mikrobidlni degradace PVA
také probihda v neadaptovaném kalu s koncentraci dusi¢nani 500 mg.l™
za aerobnich podminek. Cilem této Casti prace bylo viceméné potvrdit, Ze
piidavek  dusi¢nanti rychlost degradace PVA v Cerstv€ odebraném
neadaptovaném kalu za aerobnich podminek neovlivni.

Pro tento experiment bylo pouzito stejné neadaptované inokulum jako
Vv piedchozim experimentu. Pocatecni hodnota redox potencidlu byla -42,1 mV,
pH pfiipraveného inokula bylo 7,17. Vstupni hodnota koncentrace PVA byla cca
100 mg.I"! a koncentrace dusi¢nanii byla 500 mg.I"t a 1000 mg.I"%. Vysledky jsou
znazornény na Obr. 8.11.
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Obr. 8.11 Zavislost mikrobialni degradace PVA na koncentraci dusicnanovych ionti.

Obr. 8.11 znazoriiuje, Ze dusi¢nanové ionty s koncentraci 500 mg.It a také
1000 mg.lI"* nemély zéasadni vliv na rychlost mikrobidlni degradaci PVA
vV neadaptovaném kalu za aerobnich podminek. Polyvinylalkohol byl mikrobidlné
degradovan do cca 25 dni v obou ptipadech.

8.1.5 Kinetika mikrobialni degradace PVA sriznou koncentraci
adaptovaného kalu

Cilem dalsiho experimentu bylo sledovani mikrobidlni degradace PVA
v adaptovaném kalu S riiznou koncentraci vicekrat pomnozené adaptované kalové
biomasy. Dale byl tento experiment vyuzit pro odbéry kalové biomasy, za tcelem
extrakce DNA, snaslednym provedenim PCR a TGGE, k nekultivacnimu
zkoumani bakterialnich zastupcti, podilejicich se na degradaci PVA za
denitrifika¢nich podminek.

K praci byl pouzit adaptovany kal z tfetiho experimentu, po uspésné prob¢hlé
degradaci PVA (Kapitola 8.1.3). Adaptovany kal byl upraven na hodnotu susiny
1 g.I't a poté nafedén v rozsahu 10! az 102 pomoci sterilniho odkysli¢eného
mineralniho média MM3, obsahujiciho PVA a dusi¢nany (pfiprava Kapitola
7.5.4). Koncentrace dusi¢nanovych iontt byla vzdy 1000 mg.I*t, pH 7,24 a vstupni
hodnota redox potencialu byla -48,1 mV. Prub¢h testu je uveden na Obr. 8.12.
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Obr. 8.12 Kinetika degradace PVA v redéném adaptovaném kalu.

V nékolikrat adaptovaném kalu, s koncentraci susiny 1 g.1? (v nefedéném
kalu), jak znazornuje Obr. 8.12, byl PVA degradovan velmi rychle, béhem 10 dni.
O cca 5 dni pozdé&ji byl PVA mikrobidlné degradovan také v adaptovaném kalu
s koncentraci susiny 0,1 g.1"? (fedéni 10!) a rovnéz kal fedény 100x byl schopen
- po zdlouhav¢jsi uvodni fazi - rozlozit polymer do 2 tydnt. Naopak, s dal$im
vysSim fedénim kalu jiz mikrobidlni degradace PVA prakticky neprobihala a
pokus byl po 3 tydnech ukoncen.

Adaptovany kal po ukonceni experimentu byl vZzdy uchovavan v testovacich
lahvich, v temnu, pii teploté 25 °C £ 1 °C a také byl kontinualné michan.

Ziskana kalova biomasa z pritbé¢hu pokust byla pouzita pro ziskani bakterialni
DNA, pro molekularn¢ biologickou identifikaci bakterii, podilejicich se na
rozkladu PVA (spoluprace se soubézné probihajici doktorskou praci L. Husarové,
[70, 73, 74]), viz dale.
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8.1.6 Vliv koncentrace PVA na jeho mikrobialni rozklad

Vliv koncentrace PVA na jeho mikrobialni degradaci byl studovan
v adaptovaném  kalu, S koncentraci dusi¢nanovych iontd 1000 mg.l2
K experimentu byl pouzit jiz pétkrat pomnozeny adaptovany kal, pouzity
v piedchozich experimentech. Tento adaptovany kal byl upraven a smichan
s mineralnim médiem MM3, obsahujicim PVA a dusi¢nany (pfiprava Kapitola
7.5.4). Hodnota pH pfipraveného inokula byla 7,35. Vstupni hodnota redox
potencidlu adaptovaného kalu byla -67,9 mV.

Byla sledovana kinetika mikrobialni degradace PVA, s koncentracemi
polymeru 100 mg.I"%, 500 mg.I"t a 1000 mg.I"t. Koncentrace susiny pfipraveného

inokula v testovacich lahvich byla 1 g.I". Ziskané hodnoty jsou prezentovany na
Obr. 8.13.

—e—Koncentrace PVA 100 mg/I —— Koncentrace PVA 500 mg/I

—a— Koncentrace PVA 1000 mg/l
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Obr. 8.13 Mikrobidlni degradace PVA V koncentracich 100, 500 a 1000 mgl.

Z Obr. 8.13 je patrné, Ze vicekrat adaptované kalové inokulum bylo pfi vstupni
koncentraci dusi¢nanovych iontli 1000 mg.I"t schopno rozkladu n&kolikandsobné
vy$$i koncentrace PVA nez obvyklych 100 mg.1t. | v pfipadé 500 mg.I"t doslo
béhem 5 tydnl témér k uplné degradaci polymeru a u vstupni koncentrace PVA
1000 mg.I™ probéhl rozklad znamenajici snizeni koncentrace PVA pfiblizné na
polovinu. Je do ur¢ité miry pravdépodobné, ze dale zvySena vstupni koncentrace
dusi¢nantl, €1 ptipadny ptidavek dusi¢nanii v pribéhu degradace polymeru by
mohly zabezpegit vyznamny rozklad PVA i v uvedené koncentraci 1000 mg.1*,
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jelikoz vSak takové koncentrace jsou v odpadnich vodach zcela nerealné, bylo od
dalSich pokust tohoto typu upusténo.

Z tady studii o biodegradaci PVA, napt. z prace Julinové a kol. [51], Gartisera
a kol. [57], Matsumury a kol. [56] nebo také Jinlana a kol. [61], vyplyva, ze Cisty
PVA je mikrobialn¢ rozlozitelny za aerobnich a také, i kdyz podstatné hiie a jen
castecné, za anaerobnich podminek. Zavérem této kapitoly Ize konstatovat, Ze tato
disertaéni prace jako prvni prokazala uplny mikrobidlni rozklad PVA za
denitrifikacnich podminek v odpadnich vodach.

Kinetika mikrobialni degradace byla v pfevazné vétSing také ovlivnéna mirou
adaptace kalové biomasy na tento organicky substrat. Vicekrat adaptované kalové
inokulum bylo schopno rozlozit PVA v koncentraci vy$si nez 100 mg.l™.
Adaptované inokulum bylo déle vyuzito k nekultivacnim metodam popsanych v
nasledujicich kapitolach.

8.2 Studium bakterii degradujicich PVA za denitrifika¢nich

podminek a pokusy o jejich isolaci

SoucCasné se studiem mikrobidlni degradace PVA ve vodném prostiedi
denitrifikacniho kalu byly realizovany experimenty, zaméfené na studium bakterii
odpovédnych za rozklad PVA za denitrifika¢nich podminek. Experimenty byly
rozdéleny na kultivacni a nekultivacni pokusy, které na sebe v nékterych
ptipadech navazovaly, nékdy bézely soubézné.

Pro kultiva¢ni experimenty, respektive pro pokusy isolaci denitrifikac¢nich
kultur, rozkladajicich PVA, byla pouZita suspenze vicekrat adaptovaného kalu,
u které byla prokdzana degradace PVA; v takovém vzorku byl predpokladan
zvysSeny obsah klicovych bakterii. Postupné byla pfipravena celd fada Zivnych
médii, na kterych byly provadény vlastni kultivace.

Pro nekultivacni experimenty, tedy pro extrakci DNA mikroorganismil,
degradujicich PVA za denitrifikacnich podminek, byla ve vybranych pokusech
degradace PVA adaptovanymi kalovymi suspenzemi odebirdna v urcitych
casovych intervalech biomasa mikroorganismi, z niz byla DNA extrahovéana
piislusnymi €inidly. Po provedeni amplifikace genu pro 16S rRNA pomoci PCR
byla néasledné provedena TGGE, pro rozdé€leni fragmenti DNA zastoupenych
bakterii. V nekterych ptipadech byl tento postup pouzit za pouziti specifickych
primert i kK pfedbézné identifikaci iSolovanych ¢istych kultur. Tato ¢ast prace,
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vénovand nekultivaénim metodam studiu pfislusnych bakterii, byla provadéna ve
spolupraci se soubézné probihajici doktorskou praci ing. Husarové [70, 73, 74].

8.2.1 Prvotni pokus isolace degradac¢nich bakterii

Cilem této casti bylo pokusit se ziskat Cistou mikrobidlni kulturu degradujici
PVA za denitrifika¢nich podminek. Byl pouZit postup, diive jiz nékolikrat
na UIOZP uspé&sné aplikovany pii isolaci aerobnich bakterii, degradujicich PVA,
spo€ivajici v naockovani povrchu Zivnych agari s PVA, kde byl polymer jedinou
organickou latkou, zfedénou kalovou suspenzi obsahujici pomnoZené degradacni
organismy [52, 53, 54].

Postupnym zifed’ovanim suspenze adaptovaného kalu (pochézejiciho z tietiho
experimentu a navic jeSté dvakrat pomnoZené¢ho pitidavkem PVA) sterilnim
fyziologickym roztokem byla ziskéana jeho fedéni 102, 10°a 10, VVzorky byly po
20 pl asepticky pieneseny na zivna média typu ZP 1 az ZP 5 a rozetieny sterilni
zahnutou ty¢inkou. Zivna média ZP1 a ZP 5 byla kontrolni, bez PVA, média ZP
2, ZP 3 a ZP 4 obsahovala PVA a bud’ jesté PQQ nebo kvasni¢ny autolyzat nebo
oboji (viz Tabulka 7.1).

Misky obsahujici vzorky s fedénim 1072 a 103 byly kultivovany za anaerobnich
podminek v anaerostatu. Misky se vzorky s fedénim 102 a 10 byly kultivovany
mikroaerofiln¢ Vv exsikatoru, S ¢asteénym odstranénim Kkysliku plamenem.
Teplota pfti kultivacich byla 25 °C £ 1 °C.

Po 1,5 mésici inkubace byly misky prohlédnuty; po€et a charakter kolonii,
narostlych na riiznych agarech se stejnym fedénim, se vSak téméf nelisil. Presto
bylo vytipovano nékolik kultur, které narostly na Zivnych agarech ZP 4,
obsahujicich PVA, dusi¢nany, PQQ a kvasni¢ny autolyzat, kultivovanych
mikroaerofilng v exsikatoru. Ziskané kultury byly pracovné oznacené jako KI,
K2, JR a HM. Kultury K1 a K2 byly bile pigmentujici, zatimco kultury JR a HM
byly spise transparentni. Tyto kultury byly pieoc¢kovany na Zivné agary typu ZP
2, ZP 3 a ZP 4 a kultivované opdt mikroaerofilné v exsikatoru. Dale byla
pfeoCkovéana kultura 2D, z anaerobné kultivovanych misek, kterd jako jedina

Po opétovném nartstu kultur byly vSechny odzkouSeny na degradaci PVA
v tekutém médiu MM4 s dusi¢nany, véetn€ zkousky rozkladu PVA konsorciem
slozenym ze vSech téchto kultur. Koncentrace PVA byla v priabéhu testa
sledovéana jodometricky, vzorky odebrané po cca 3 tydnech a dale po 2 mésicich
kultivace za denitrifikacnich podminek vSak ukdzaly, Ze hodnoty koncentraci
PVA se neustéle pohybovaly v blizkosti vstupni koncentrace 100 mg.1"%. Bylo tak
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zjisténo, Ze kultury K1, K2, JR, HM a 2D polymer za denitrifikacnich podminek
nerozkladaji, a to ani pii spole¢né kultivaci.

Tento prvotni poznatek ukazal, Zze bakterie rozkladajici PVA
za denitrifika¢nich podminek nebude mozné kultivovat za diive pouZzivanych
podminek na uvedenych agarech, ale bude nutné se pokusit modifikovat
kultivaéni média, zejména ovéfit pouziti universalnéjSich Zivnych puad, a také
pouzit nekultivacni metody popisu kli¢ovych mikroorganismii.

8.2.2 Isolace Kultur na Zivnych padach ZP 4, ZP 5 a ZP 6

Cilem nasledujiciho pokusu bylo pokusit se o dal$i namnoZeni degrada¢nich
bakterii v kalové suspenzi a soucCasné se pokusit omezit balastni druhy
mikroorganismi. Navic bylo v tomto pokusu odzkouseno pouziti universalniho
isola¢niho agaru (bez PVA). Tato Cast prace byla provadéna ve spolupraci s D.
Svobodovou v ramci jeji diplomové prace [18].

Kalova suspenze z predchazejiciho pokusu byla ziedéna na hodnoty 102, 102,
102 a 10 tekutym mineralnim mediem a po ptidavku 100 mg.I"t PVA a 500 mg.I°
! jontt NOs byla vSechna fedéni inkubovédna za podminek identickych
degradac¢nim testim (= I. cyklus pomnoZeni). Po 2 tydnech byl jodometricky
potvrzen vyznamny ubytek PVA v fedéni 107 (90%) a tato suspenze byla pouzita
pro Il. cyklus. Jeji ¢ast byla opétovné ziedéna mineralnim médiem 10x a 100x
(tedy fedéni 101 a 102), obohacena o PVA (jiz 150 mg.1!) i KNOs, a inkubovéna.
Kazd¢ fedéni bylo ptipraveno ve 4 paralelnich lahvich a vzdy do dvou bylo pied
zahajenim kultivace ptidano 5 pl ethanolu (na 120 ml vodné faze), jako rychle
dostupného substratu, pro spotiebovani ptipadného zbytkového kysliku. Po 2
tydnech inkubace byla koncentrace polymeru ve vSech lahvich znovu stanovena,
s vysledky, jeZ jsou uvedeny v Tabulce 8.1.
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Tab. 8.1 Kone¢né koncentrace PVA po provedeni II. pomnozovaciho cyklu
(vychozi koncentrace 150 mg.1%)

Redéni Koncentrf';lce PVA
(mg.I™)

101 5,27

101 7,07

10 + ethanol 1,01

10 + ethanol 2,22

102 26,15

102 20,76

102 + ethanol 2,93

102 + ethanol 5,80

Vysledky tedy ukazaly ponékud necekany ptiznivy vliv piidavku ethanolu
na miru rozkladu polymeru, zejména v fedéni 10, Pro dal$i pomnoZeni proto
byly pouzity tyto suspenze. Suspenze 102 byla rozdélena do dvou &asti, z nichz
jedna byla dale pomnozovana nékolikerymi piidavky PVA a KNOsg,
bez zied'ovani mezi cykly — vysledna suspenze byla oznacena jako ,,B“. Druha
cast (,,£*) byla pomnoZovana zfedénim predchazejici suspenze v mineralnim
médiu, s pfidavkem PVA (150 — 200 mg.I") a KNO;. Suspenze 10 z cyklu Il
byla rovnéz pouzita pro nékolik dalSich pomnoZzovacich cykli (oznaceni ,,A%),
nicméné ziskana kone¢na obohacena suspenze k zadnym dal§im pracim pouzita
nebyla.

Piehledné schéma pomnozovani je uvedeno nize, na Obr. 8.14.
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+ KNO;

Obr. 8.14 Pomnozovaci cykly [18].

Vysledky koncentraci PVA na konci posledniho cyklu jsou uvedeny v Tabulce
8.2.

Tab. 8.2 Kone¢né koncentrace PVA po provedeni poslednich pomnozovacich
cyklii (vychozi koncentrace 200 mg.1™?)

Série Koncentrace PVA
pomnozZovani (mg.I"?)
A 25,0
B 21,0
Z 10,1
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Po ukonéeni pomnozovacich cykli byla kone¢na ziskana konsorcia ,,B*“ a ,,Z*
Setrné desintegrovdna sterilnimi sklenénymi kulickami a zfedéna desetinnym
fedénim 102, 102 a 10* pomoci mineralniho média MM2. T¥i fedéni z kazdého
vzorku byla nao¢kovana na Zivna média ZP 4 (s PVA) a také ZP 5 (kontrolni, bez
PVA), pouzita jiz v diive, a dale na universalni zivny agar s obsahem jantaranu a
etanolu ZP 6. Tato Zivna ptda byla pouzZita na zakladé prace Heylena a kol. [24],
ktery vyhodnotil tyto substraty jako nejvhodnéj$i pro isolaci denitrifikacnich
bakterii z Cistirenskych kald. Kultivace probihala 2 mésice v anaerostatu, pii
teploté 25 °C.

Po kultivaci bylo pro isolaci bakterii vyuZito médium ZP 6, nebot
pfi srovnavani riistu kolonii na agarech ZP 4 a ZP 5 nebyl mezi témito dvéma
agary pozorovan zadny rozdil, ktery by sv&dcil o vyuZivani PVA na agaru
7P 4 — opakoval se tak vysledek z prvniho isolaéniho pokusu. Isolaci riznych
bakterialnich kultur na médiu ZP 6 se pak vénovala Svobodova [18], ktera ziskala
z konsorcia ,,B*“ 11 kultur a z konsorcia ,,Z* 12 kultur. Ackoliv vétSina ziskanych
kmenti byla schopna denitrifikace pfi vyuziti universalnich substrat (jantaran,
ethanol, kvasni¢ny autolyzat), zadnd neprokazala schopnost degradace PVA
v provedenych testech, a to ani v ptipadé spolecné¢ degradace polymeru vSemi
kulturami [18].

8.2.3 Nekultiva¢ni metody

Pro nekultiva¢ni studium bakterii, kli¢ovych pro denitrifika¢ni rozklad PVA,
bylo vyuzito né€kolika degrada¢nich pokusi s neadaptovanym i rizné zfedénym
adaptovanym kalem, Vv jejichz prib¢hu byla kalova biomasa odebirana za Gcelem
nasledné extrakce bakterialni DNA. Soucasné byla kalova biomasa odebirana i
Z kontrolnich pokusii, bez PVA.

Po extrakci DNA z jednotlivych vzorki, pochazejicich z riiznych ¢asovych
bodli degradac¢niho 1 kontrolniho procesu, byla u vSech provedena amplifikace
genu pro 16S rRNA pomoci PCR a poté byla uskutecnéna separace ziskanych
amplikont pomoci metody TGGE (Kapitola 6.5). Ta umoziuje sledovat
zastoupeni rtiznych mikroorganismi ve smésnych kulturach a neptimo tak maze
— v podobé konkrétnich bandii — ukdzat na potencialni degradéry pouzitého
substratu (jejichz zastoupeni by se mélo v pribéhu degradace zvySovat).

Na Obr. 8.15 je znazornén TGGE zaznam série 6 vzorkl z degrada¢niho
pokusu a 3 vzorkii kontrolnich (vZzdy uvedeny dny odbéru), vcetn¢ TGGE
zdznamu konsorcia ,,B*, popsaného v ptedchozi kapitole. Vzorek ,,D* predstavuje
vychozi kalovou suspenzi, z niz bylo konsorcium ,,B* ziskano.
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PVA biodegradation Control

M 1 14 18 222838 M 7 2238 M B D M

Obr. 8.15 Zdznam z elektroforetické separace amplikonii pomoci TGGE (dny odberu,
B, D — konsorcia dle textu vyse, M = marker).

Na Obr. 8.15 je dobie patrné, ze v prubéhu degradace PVA se zvyrazinoval
prouzek (band) oznaceny ¢islem 2, a tento band byl rovnéz velmi dobie patrny i
ve vzorcich adaptované suspenze ,,D, i pomnoZeného konsorcia ,,B*, kde byl
nejvyraznéjsi. V ramci soubézné prace Husarové [73] byly vyznamné bandy 1 a
2 zgelu vyfiznuty a sekvenovany. Band 1 byl shledan blizkym rodu
Brevundimonas; jeho zvyraznéni ve 22. dni degradace PVA a nésledné vymizeni
ke konci pokusu by mohlo ukazovat na jeho schopnost vyuZzit napt. zbytkove
acetatové skupiny PVA pro svij rast. V silné pomnozeném konsorciu ,,B jeho
band nijak vyrazny nebyl. Signalem stéZejniho bakteridlniho zéstupce se tak
ukazal band 2, jehoz sekvence vykazovala 97%--ni shodu se sekvenci
Steroidobacter sp. ZUMI 37 (GenBank AB548216.1) a také se Steroidobacter
denitrificans (GenBank EF605262.1), popsanym Fahrbachem v roce 2008 [75].

61



Ten se se svym kolektivem zabyval degradaci estradiolu a testosteronu
za denitrifika¢nich podminek a podafilo se jim isolovat tento novy druh bakterie.
Ve své praci pouzili mikrobidlni spolecenstvo z Cistirenského kalu a sledovali
degradaci uvedenych hormonalnich latek za anoxickych podminek s pfidavkem
dusi¢nantl. Cistd kultura byla poté ziskana po nékolika opakovanych sériich
kultivaci na agarech, obsahujicich sledované latky a dusi¢nany, kdy po 6 tydnech
inkubace byly odebrany kolonie se zZlutohnédym zabarvenim, diskovitého tvaru.
Cista kultura byla ovéfena z pohledu degradace steroidt pfenesenim do tekutych
mineralnich médii s obsahem estradiolu nebo testosteronu. Koncentrace
dusi¢nanil, dusitanli 1 Ubytek sledovanych latek v pribéhu degradaci pak byly
sledovany chromatograficky. Na zaklad¢ uspésné probéhlych degradaci byl
Isolovany kmen podroben detailnimu zkoumani a popsan jako novy druh bakterie
pod nazvem Steroidobacter denitrificans. Z pohledu kultivacnich vlastnosti bylo
zjisténo, ze kromé steroidll vyuziva tento druh ke svému riistu jen omezené
mnoZzstvi substratli: propionat, glutamat a acetat. Autoti v praci rovnéz uvadi, Ze
Steroidobacter denitrificans neroste na béznych agarovych médiich [75].
Nekultivacnimu vySetteni byl podroben 1 vzorek konsorcia ,,Z* a porovnan se
vzorkem konsorcia ,,B*“ — toto je uvedeno na Obr. 8.16, spolu se vzorky kalovych
suspenzi z pokusu degradace PVA, odebranymi v 15. a 23. den rozkladu.
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Obr. 8.16 TGGE zdznam konsorcii ,,B“ a ,,Z".

I tento obrazek dokumentuje, Ze ob€ pomnozovaci varianty (zfed'ovaci 1 bez
zied’'ovani) vedly k ziskani konsorcii s vyznamnym zastoupenim bakterialniho
kmene, representovaného bandem 2, utilizujiciho pouzity polymer ke svému
rustu.

Vyznam rodu Steroidobacter pii denitrifikacni degradaci PVA byl potvrzen
i kvantitativnim zastoupenim tohoto rodu v biomase kalu, v pribéhu rozkladu
polymeru. Tyto prace byly provedeny na Piirodovédecké fakult¢ Univerzity
Karlové v Praze Dr. V. Navratilem a pomoci kvantitativni PCR byl podil rodu
Steroidobacter v celkovém zastoupeni bakterii vyjadien v %, jez se v prubéhu

rozkladného procesu vyznamné zvySovaly — viz nasledujici Tabulka 8.3.
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Tab. 8.3 Podil rodu Steroidobacter v celkovém zastoupeni bakterii kalu
Vv prib&hu denitrifika¢ni degradace PVA

Doba degradace Podil rodu Steroidobacter (%0)
1 0,02
14 0,13
22 7,7
38 16

8.2.4 Pokusy isolaci na Zivnych agarech s pridavkem kalové suspenze

V tomto pokusu bylo snahou ovéfit moznost, Ze degradacni kultura vyZaduje
pro sviyj rust ¢i degradaci PV A ur€itou latku od nékterych dalSich mikroorganismi
pfitomnych v kalovych suspenzich. Byly proto pfipraveny jak PVA agary, jiz
pouzité diive (ZP 4), tak PVA agary s ptidavkem autoklavované kalové suspenze
(ZP 7 — 9), kde agar ZP 8 byl kompletni, ostatni kontrolni bez PVA, resp. bez
dusicnani. Na vSechny uvedené agary byla naockovana fedéni
10° az 10° wvzorku zkonsorcia ,B“ a inkubovany jak anaerobné,
tak mikroaerofilné.

Po né&kolikatydenni kultivaci byly misky prohlédnuty, nicméné na agaru ZP 8
nebyly nalezeny Zadné odliSné kolonie ¢i kolonie vyrazné odliSnych velikosti
neZ na agaru ZP 4. Jedinou nepatrné odlisnou kulturou byla kultura s koloniemi
hnédé pigmentace, ktera teoreticky mohla odpovidat Fahrbachovu popisu
r. Steroidobacter. Proto byla tato kultura, pracovné oznacena jako DH1, asepticky
odebrana a naockovana kiizovym roztérem na riznd Zivnd média a pozdéji
identifikovana pomoci zjiSténi sekvence podstatné €asti genu pro 16S rRNA.
Srovnani ziskané sekvence s databazi GenBank vSak ukdzalo, ze jde o bakterii
Alicycliphilus denitrificans, protoze ziskana sekvence vykazovala 99%-ni shodu
se zdznamy NR _(074585.1 a NR _025510.1, patficimi tomuto druhu.

8.2.5 Ziskani nevyvlockovanych konsorcii

Protoze priivodnim jevem dosavadnich pokust o isolaci degrada¢ni kultury
bylo silné vlo¢kovani vSech pouzitych kalovych vzorkl a konsorcii, komplikujici
fedéni vzorkt, byl ucinén pokus ziskat jemnou buné¢nou suspenzi bez tvorby
vlocek a také pokusit se stanovit alespon fadové mnozstvi degradujicich bakterii
v adaptovaném kalu.
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Bylo pouzito konsorcium ,,B“ se schopnosti rozkladu PVA, které bylo
vyraznéji desintegrovano bud’ sterilnimi sklenénymi kulickami, nebo sterilnim
moiskym piskem. Po provedené desintegraci byly vzniklé suspenze
mikroskopicky zkontrolovany a byla vybrana suspenze desintegrovana
sklenénymi kulic¢kami (vyraznéjsi desintegrace vlocek).

Nasledn¢ byla tato suspenze fedéna sterilnim mineralnim médiem s obsahem
PVA a dusi¢nani, a to ve sterilnich sklenénych vialkach s plynotésnymi
silikonovymi septy a uzavéry. Desetinné fedéni ve vialkach bylo v rozsahu
od 107 po 107, provedeno duplicitné. Koncentrace PVA byla 280,9 mg.I™.
Inkubace vialek probihala v temnu pfi 25 °C + 1 °C po dobu 2 mésici. Béhem
inkubace byly asepticky odebrany vzorky a koncentrace PVA byla kontrolovana
jodometricky. Vysledky jsou vedeny v Tabulce 8.4.

Tab. 8.4 Koncentrace PVA v pribé¢hu degradace ziedénymi desintegrovanymi
suspenzemi (vychozi koncentrace 280,9 mg.1*?)

Redéni Koncentrace PVA [mg.l"]
1. mésic degradace | 2. mésic degradace

101 14,1 3,05
101 27,6 0,80
1072 74,5 0,44
1072 90,6 1,89
1073 87,8 2,54
103 115,9 0
10+ 82,0 0
10+ 107,5 5,30
10° 197,2 29,21
10° 248,4 0
10°® 267,7 0,87
10® 81,3 74,60
107 274,2 264,6
107 265,6 259,9

Po 2 mésicich degradace nebyl polymer rozlozen jen v nejvy$Sim fedéni,
fadovy pocet degradacnich bakterii v pivodni dezintegrované suspenzi tak byl
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min. 10° bungk v 1 ml. Navic, suspenze fedéné 10° a 10 jiz byly po 2 mési¢ni
degradaci jen slabé vyvlockované.

Pro dalsi pokus isolace byla vybrana suspenze fedéna 107, s nulovou koneénou
koncentraci PVA. Ta byla také desintegrovana sterilnimi sklenénymi kulickami a
fedéna desetinnym fedénim v rozsahu od 10 po 10°°. Pro isolaci kultur byl pouzit
PVA agar s vitaminy (ZP 10) a universalni Zzivny agar s kvasniénym autolyzatem,
tryptonem a sojovym peptonem (ZP 11).

Po cca 4 tydnech bylo z PVA agara s vitaminy, kultivovanych v anaerostatu
i mikroaerofilng, s fedénim 10, vybrano 5 rtiznych kolonii a ty preockovany
na stejné agary a také na kontrolni pidy pouze s vitaminy, bez PVA. Ze stejného
typu zivné pudy, ale sfedénim 107°, byly pieockovany dalsi 3 typy kolonii.
Z agart ZP 11 bylo pteockovano 5 kultur.

Navic, z misek s PVA agary s nizkym fedénim (102), tedy s hustym narostem
srostlych kolonii, byly klickou odebrany 2 smésné vzorky biomasy, zahrnujici
nckolik rznych kultur. Tyto dva smésné vzorky, oznaené KO1 a KO2, byly
thned naockovany do tekutého minerdlniho média MM4 s PVA a dusi¢nany
a inkubovany. V stejnych tekutych médiich (ale s pridavkem MEMs vitamint)
byly take ovéfovany vSechny ziskane¢ Cisté kultury, v€etné kultury spolecné.

Po 4 tydenni kultivaci tekutych médii byly odebrany vzorky, u kterych byla
stanovena koncentrace PVA jodometrickou metodou, vysledky uvadi Tabulka
8.5.
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Tab. 8.5 Koncentrace PVA po degradaci v tekutém médiu ziskanymi kulturami
a konsorcii (vychozi koncentrace 280 mg.17?)

Koncentrace PVA

Kultura 1

[mg.I"]

1 259,59

2 277,46

3a 256,47

3b 267,52

4 269,91

5 280,89

6 286,11

7 294,01

8 289,89

9 267,11

10 277,09

12 235,62

13 252,80
Spolecna

(1-13) 272,80

Konsorcium
KO1 2,03
Konsorcium
KO2 2,83

Z Tabulky 8.5 je patrné, Ze ani po 4 tydenni kultivaci nebyla u ¢istych kultur,
pracovné oznacenych jako 1 az 13, zaznamenana zadna degradace PVA. Naopak,
konsorcia s pracovnim ozna¢enim KO1 a KO2 spotiebovala prakticky veskery
polymer ke svému rastu, a navic ani jedno konsorcium nevytvaielo
makroskopicky viditelné vlocky, obé vytvaiely jemnou bunéénou suspenzi se
stejnorodym zakalem.

Pro ovéfeni degradacnich schopnosti konsorcii KO1 a KO2 byla provedena
opakovana degradace PVA v tekutém médiu MM4, s poc¢atecni koncentraci PVA
269,9 mg.I"t. Objemy 40 ml tohoto média ve sterilnich vialkach byly asepticky
nao¢kovany 0,1 ul, 1 ul a 10 pl obou konsorcii a kultivovany. Ubytek PVA
Vv pribéhu rozkladu je graficky znazornén na Obr. 8.17.
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Obr. 8.17 Prubeh rozkladu PVA konsorcii KO1 a KO2 za denitrifikacnich podminek.

Z vysledk je patrné, ze smésna mikrobidlni kultura KO2 rozklddala PVA o néco
rychleji nez KO1, a Ze neexistoval zésadni rozdil v rychlosti degradace pti pouZiti
riznych objemid inokul. Konsorcium KO2 bylo proto pouzito do dalsiho
isola¢niho experimentu.

8.2.6 Isolace kultur na zivnych ptadach s gellanem a pii prodlouZené
kultivaci

Na zédkladé¢ vysledki ziskanych v experimentu popsaném vySe bylo
konsorcium KO2 naockovano Vv nékolika fedénich na soubor Zzivnych pud.
Ten zahrnoval R2A agar s dusi¢nany (ZP 12), fedény R2A agar s glutaméatem
a dusi¢nany (a ztuZeny ptidavkem gellanu - ZP 13) a PVA gel bez agaru, kde byl
jako ztuzovaci prostfedek pouzit jen gellan (ZP 14). Pouziti glutamatu bylo
vedeno snahou podpotit rist r. Steroidobacter, zatimco pouzitim gellanu bylo
sledovano omezeni mnozstvi agaru. Inkubace misek probihala paralelné
v anaerostatu za anaerobnich podminek a také v exsikatoru za mikroaerofilnich
podminek, v temnu pfi teploté 25 °C + 1 °C.

Po 6 tydnech kultivace byly misky prohlédnuty a isolovany kultury z R2A
agaru (ZP 12), ktery vykazoval vétsi rozmanitost kolonii nez zfedény R2A agar;
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tyto kmeny byly ozna¢eny R1 az R6. Z misek z nizkého fedéni bylo dale ziskano
smésné konsorcium z bohatého nardstu biomasy (oznaceno RS), obdobné jako
konsorcia KO1 a KO2 drive. PVA gel byl rovnéz vyuzit pro isolaci narostenych
kultur, byly oznaceny jako H1 a P1 az P7.

U vsech kultur byla provedena zkouska degradace PVA za denitrifikacnich
podminek v tekutém médiu; vysledky degradaci PVA jsou uvedeny v Tabulce
8.6.

Tab. 8.6 Kone¢né koncentrace PVA pii degradacnim testu (6. tyden degradace;
vychozi koncentrace PVA 284.7 mg.17)

Koncentrace
Kultura PVA [mg.I"]
H1 254,5
P1 269,2
P2 251,6
P3 266,3
P4 296,4
P5 267,9
P6 245,8
P7 277,2
H1+ P1-P7 276,6
Konsorcium RS 2,9

Vysledky tedy opétovné ukazaly, ze Zadna z jednotlivych kultur, ani jejich smésna
spole¢na kultura, nebyly rozkladu polymeru schopny. Prakticky obdobné
probéhly testy s kulturami R1 az R6, avSak rozklad PVA byl zji§tén u konsorcia
RS (koncentrace PVA po 6 tydnech 2.9 mg.I"), ziskaného z misek s nizkym
fedénim vzorku.

Spolecné s vyse uvedenymi zkouskami byla jeSt€ dodate¢né provedena
kontrola misek s PVA agarem a vitaminy, z pokusu popsaného v Kapitole 8.2.5,
které byly ponechany v anaerobni kultivaci po dobu celkové 10 mésict. Z misek
stedénim 10° byly isolovany 4 piitomné kultury, s nepatrné odlisnymi
koloniemi, a snimi byly poté provedeny obvyklé denitrifikacni degradace.
Protoze §lo o relativné nadéjné ziskané kultury, byla provedena i jejich rodova
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identifikace pomoci zjiSténi ¢astecné sekvence genu pro 16S rRNA. Vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 8.7, véetné kontrolniho testu degradace PVA s inokulem
konsorcia KO2.

Tab. 8.7 Rodova identifikace ziskanych kultur a koncentrace PVA
v degradacnich zkouskach, kultury Z1 — Z4 (vychozi koncentrace PVA 276.7
mg.I?)

Koncentrace PVA
Kultura Identifikace S(hozga [mg.I7]
3.tyden | 6. tyden
Z1 Afipia 96 280,2 268,3
Z2 Mesorhizobium 95 214,0 187,0
73 Afipia %6 2004 | 2840
/Pseudomonas
Z4 Pseudomonas 08 290,2 281,7
Z1+Z2+73+Z4 - 278,1 269,8
KO2 - 66,13 0

Jak ukazuji vysledky identifikaci i degradaci, zasadni kulturu r. Steroidobacter se
ani po deseti mésicni kultivaci ziskat nepodatilo; nepiimo tak byl opét prokazan
klicovy vyznam tohoto mikroorganismu, nebot’ jakykoliv pokus degradace PVA
bez jeho ptitomnosti skon¢il netispésne.

8.2.7 Kultivace na Zivnych pidach pii extrémné prodlouZené kultivaci

Jako posledni moZnost byla ovétena kultivace n€kolika fedéni smésné kultury
KO2 na zfedéném a modifikovaném R2A agaru, doplnéném o vitaminy a octan
sodny (ZP 15). Tato spiSe universalni zivna pada byla pouzita vzhledem
k netispéchu piedchazejicich ztuzenych Zivnych pad, zejména pud s PVA.
Konsorcium KO2 bylo nafedéno sterilnim fysiologickym roztokem a fedéni 107
10, 10 a 10® byla naockovana na plochu celych petriho misek. Po mirném
odsusSeni byly misky inkubovany v anaerostatu i v exsikatoru pii 25 °C.

Po 1 roce inkubace byly misky prohlédnuty a fedéni 10 a 10* vyfazeny
vzhledem k nartstu velkého mnozstvi kolonii, vzajemné slitych do neptehledné
biomasy. Na miskach inkubovanych v exsikatoru bylo v fedéni 10° patrné zna¢né
mnozstvi (150 — 200) velmi drobnych kolonii, pfipominajici jiz diive ziskané a
identifikované bakterie r. Afipia, dale cca 20 kolonii bakterie Alicycliphilus

70



denitrificans a nékolik Zlutozelenych kolonii, které byly po pfeockovani a po
provedeni zakladnich testi a NEFERMtestu identifikovany jako Pseudomonas sp.
Na miskéch s fedénim 10 byl vSak po&et kolonii domnélych bakterii r. Afipia
vyrazn¢ nizsi nez by odpovidalo desetinnému fedéni, a tak bylo usouzeno, ze by
se na miskach s fedénim 10~ mohly mezi jejimi koloniemi nachazet i podobné,
zatim morfologicky neodliSitelné kolonie dalsi bakterie. Kultivace byla proto dale
prodlouzena a zavére¢nd kontrola byla ucinéna po 25 mésicich. Pfi ni bylo
skute¢né zjisténo, Ze na miskach siedénim 10 se mezi koloniemi r. Afipia
nachdzeji velmi drobné, jen cca 0,5 mm velké, okrouhlé, prithledné a pravidelné
kolonie, které doposud na zadném ztuzeném zivném médiu nebyly nepozorovany.
Od kolonii r. Afipia byly pfes malou velikost jiz dobfe odliSitelné. Zajimavosti
bylo to, ze ackoliv podet té&chto kolonii na miskach 10~ dosahoval 80 — 90, na
miskéach 10 nebyly nalezeny zadné kolonie stejného typu.

Z misek 107 bylo proto provedeno pieockovani neznamych kolonii (isolat byl
pracovné oznacen jako N1), stejné jako pifeockovani kolonii r. Afipia a r.
Alicycliphilus. Paralelné¢ byly izolaty naockovany v Cistych kulturach a i ve
dvojicich do MM s PVA a dusi¢nany, pro zjisténi degradacnich vlastnosti.

Pro zjisténi, zda je kultura N1 skute¢né zastupcem rodu Steroidobacter, byla
provedena isolace jeji DNA z cca 10 kolonii, amplifikovana primery specifickymi
pro r. Steroidobacter, navrzenymi jiz difive prof. Koutnym, a produkt byl
znazornén gelovou elektroforézou. Vysledek tohoto postupu vSak opét byl
negativni, tj. k vytvofeni produktu nedoslo. Tento vysledek tak vylou¢il moznost,
ze by kultura N1 byla hledanym mikroorganismem. Pokus vSak ukézal, ze
Vv konsorciu KO2 se skryvaji kultury, vyZadujici pro dobré odliSeni od jinych
pomérné znacné kultivacni doby; lze tak ¢astecné soudit, Ze podobny, extrémné
pomaly rast, mize byt diivodem dosavadni nemoZnosti kultivaéniho ziskani
bakterie r. Steroidobacter.

Po tomto zjisténi, Ze prakticky Zadna iSolovana kultura neni schopna
samostatné degradace polymeru, ani v definované smésné kultufe s ostatnimi
kulturami, ziskanymi v témZe pokusu, byly pokusy o isolaci degrada¢niho kmene
ukonceny.

Konsorcia KO1, KO2 a RS byla po centrifugaci zamrazena pii -80 °C
v glycerolu a jsou nadile uchovavana v mikrobiologické laboratofi Ustavu
inZenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi FT UTB ve Zliné.
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8.2.8 Diskuse k rodu Steroidobacter

Béhem prvni faze doktorské prace, vénované degradacim PVA kalovymi
suspenzemi, byla zndma pouze jedind prace Fahrbacha, pojednéavajici o tomto
rodu. Teprve poté, po nékolika letech pokusii o isolaci kultury Steroidobacter sp.
PD, byly o bakteriich rodu Steroidobacter publikovany dalsi prace.

Tyto studie dokladaji, ze bakterie rodu Steroidobacter se vyskytuji jak
ve vodnim, tak také v pidnim prostiedi. Pro sledovani jejich zastoupeni byly
ve vetsiné studii vyuZzity nekultivatni metody, zalozené na molekularné
biologickych postupech.

Jedna z vyznamnych pracich, vyuzivajici nekultivaéni metody k popisu
isolovanych mikroorganismd, patfi studie Yuichiho a kol. [76]. Ten se také
zabyval studiem a popisem novych mikroorganismii degradujicich PVA,
vyskytujicich se na rostlinach, v odpadnich vodach a v pudach. K identifikaci
mikroorganismi vyuzil nekultivaéni metody, zaloZzené mj. na sekvenaci genu pro
16S rRNA. Ze ziskanych kultur studoval zejména isolat Zumi 37 (AB548216),
patiici do tfidy Gammaproteobacteria, ktery zprvu vykazoval zna¢nou podobnost
s rodem Steroidobacter (98% podobnost 16S rDNA). Na zaklad¢ detailnich
fylogenetickych, fyziologickych, biochemickych a taxonomickych analyz vsak
nakonec autofi navrhli, aby byl Zumi 37 klasifikovan jako novy rod i druh v ramci
Gammaproteobakterii, pro ktery navrhli nazev Povalibacter uvarum. Na rozdil od
r. Steroidobacter rostla tato kultura na komplexnich médiich dobie a tvotila po
3 dnech kultivace svétle hnédé, okrouhlé, hladké kolonie. Byl potvrzen rozklad
PVA, antracenu a fenantrenu [76].

Studie Chen Honga a kol. [77], dokladajici pfitomnost r. Steroidobacter
v pudach, zkoumala ptirodni bioremedia¢ni konsorcia, vyskytujici se v pidach
kontaminovanych téZzkymi kovy. Autofi zjistili, Ze zatimco Cetnost pivodné
dominantnich roda se vyrazné snizZila s rostoucim znecisténim, zastoupeni rodi
Massilia, Arthrobacter, Flavisolibacter, Roseiflexus a také Steroidobacter
vzrostlo [77].

Cébron a kol. [78] pouzili pro detekci bakterii, vyskytujicich se v zeminé
kontaminované PAH, metody PCR a TGGE. V takto kontaminovanych padach je
sice mikrobialni komunita hojn€ zastoupena, ale jeji aktivita je ovlivnéna
mnozstvim zivin, proto autofi studovali vliv pfidavku mineralti, dfevénych pilin
a organického materialu na aktivitu mikroorganismu. Zjistili, Ze pfidavkem téchto
substratd doslo ke zvySeni miry degradace PAH a mezi zastoupenymi bakteriemi
byl rovnéz nalezen rod Steroidobacter [78].
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Wouttichai a kol. [79] studovali mikrobialni rozmanitost vodnich sedimentt v
Thajsku, v obdobi po velkych povodnich roku 2011. K popisu mikrobialnich
spoleCenstev také vyuzili PCR + DGGE a zjistili, ze jako dominantni rody se v
sedimentech vyskytovaly rody Anaeromyxobacter, Steroidobacter a Geobacter,
zatimco ve vodach prevazovali zastupci rodt Sulfuricurvum, Thiovirga
a Hydrogenophaga [79].

Gong a kol. [80] jako jeden z mala vykultivoval z pidy bakterialni kmen
degradujici mikrocystin, pracovné oznateny CPCC 100154. Nejprve bylo
zjisténo, ze je ptibuzny s druhy Steroidobacter agariperforans, S. denitrificans
a Povalibacter uvarum, ale podrobna fylogeneticka analyza ukazala, ze je
zastupcem odlisného druhu, pro n€jz bylo navrzeno jméno Steroidobacter flavus
[80].

Kromé vyskytu v pudach, Correa-Galeote a kol. [81] potvrdili pfitomnost
bakterii r. Steroidobacter také v rhizosféfe, a to u kukufice rostouci v Peruanskych
Andach. K popisu rhizosférnich bakterialnich spolecenstev vyuzili PCR
a pyrosekvenaci a zjistili, ze mezi 16 nejvice zastoupenymi rody (z 309) se také
nachazel rod Steroidobacter [81].

Z uvedenych studii tedy vyplyva, Ze rod Steroidobacter je ziejmé obecné
zastoupen ve vn¢j$im prostiedi, a to jak ve vodnim, tak také v ptidnim, a Ze je take
v nékterych ptipadech vyznamnym Cinitelem degradaci polutanti.
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9. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Cilené studie mikrobialni degradace syntetickych polymera ptredstavuji jednu
Z cest vyzkumu, vedouci k ziskani znalosti o osudu syntetickych latek v prostiedi
a o jejich chovani v priibéhu Cistirenskych procesii.

Disertaéni prace se zabyvala sledovanim mikrobidlni degradace PVA
za denitrifikaénich podminek, a také nékterymi moZnostmi isolace
mikroorganismi rozkladajici PVA za danych podminek.

Polyvinylalkohol patii mezi polymery s velmi dobrou rozpustnosti ve vodé
a s Sirokou skélou vyuziti v primyslovém odvétvi. Diky své rozpustnosti se PVA
stava hlavnim zneciSt'ovatelem Zivotniho prostfedi. Velkym piinosem pro védu
spo¢ivd v tom, Ze disertacni prace jako prvni zkoumala proces biodegradace
polymeru za denitrifikacnich podminek. Jelikoz se fada studii zabyvala degradaci
PVA za aerobnich podminek a mensi ¢ast za anaerobnich podminek ve vodném
prosttedi, bylo tak rozSifeno spektrum znalosti o biodegradabilit¢ PVA
za denitrifikacnich podminek.

Dalsim ptinosem pro védu bylo objasnéni, jaky rod bakterii hraje kli¢ovou roli
pfi bakteridlnim rozkladu PVA za danych podminek. Radou experiments
zabyvajicich se pokusy o isolaci mikrobialni kultury degradujici PVA bylo
potvrzeno, Ze béZznymi kultivatnimi metodami nelze hledany druh bakterie
vypéstovat. Nicméné bylo prokazano, Ze smésnou velmi aktivni degradacni
kulturu Ize v laboratornich podminkach ziskat v podob¢ nevloc¢kujici suspenze.

Hlavnim pfinosem disertacni prace pro praxi bylo prokazani, Ze mikrobialni
rozklad PVA, jako Siroce pouzivaného polymeru, neni omezen jen na aerobni
prostiedi. PVA je mikrobidln¢ degradovatelny také za denitrifika¢nich podminek,
pti¢emz rychlost mikrobialni degradace je do zna¢né miry ovlivnéna charakterem
spolecenstva mikroorganismil, pfedevSim zastoupenim druhd s potiebnym
enzymovym vybavenim. Bylo prokazano, Ze mikrobidlni rozklad PVA miize
probihat v Cistirenskych kalech, 1 kdyZ tam neni jeho rychlost zfejmé vysoka.
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10. ZAVER

Studium mikrobidlni degradace PVA bylo zaméteno na dvé hlavni ¢asti. Prvni
Cast se zabyvala studiem mikrobidlni degradace PVA za denitrifikacnich,
aerobnich a anaerobnich podminek v denitrifikatnim kalu. Druhd cast byla
zaméfena na isolaci mikroorganismt degradujicich PVA za denitrifikac¢nich
podminek.

V disertacni praci bylo prokazano, ze PVA je mikrobidln¢ degradovatelny za
denitrifika¢nich podminek, ato jak Vneadaptovaném, tak zejména
v adaptovaném kalu. Rychlost degradace PVA za denitrifikacnich podminek je
tak zavisla na adaptaci mikroorganismt na tento organicky substrat. Rovnéz
koncentrace dusi¢nantt (0 mg.I?, 500 mg.I?* a 1000 mg.lIY) méla vliv
na mikrobidlni degradaci; nejrychlejsi priubéh mikrobialni degradace PVA byl
zaznamenan v adaptovaném kalu s p¥idavkem s 1000 mg.I"t dusi¢nanovych iontu.
Rozklad PVA bez dusi¢nanil byl velmi zdlouhavy a ne zcela Gplny.

Pro sledovani mikrobialnich degradért a jejich vyskyt v pribéhu degradace
polymeru byly vyuzity nekultivatni metody, a to ve vyznamné spolupraci
s doktorskou praci Husarové [70, 73, 74]. Tyto metody byly zalozené na extrakci
DNA z biomasy mikroorganismti, amplifikaci ¢asti genti pro 16S rRNA pomoci
PCR a separaci amplikonti pomoci TGGE. Timto zptisobem bylo prokazéano, ze
klicovou roli pfi rozkladu polymeru ma bakteridlni rod Steroidobacter, jehoz
podil se v biomase degrada¢niho kalu vyznamné zvySoval.

Pro isolaci mikroorganismu rozkladajiciho PVA bylo pfipraveno 6 druht
mineralnich médii a fada zivnych agarti. Pro pokusy isolace byla vyuzita
mikrobidlni kultura z adaptovaného kalu, dale jest¢ obohaceného nékolika
pomnozovacimi cykly. Postupnym ziedovanim ziskanych suspenzi a jejich
kultivaci na Zivnych agarech byly ziskdny Cisté kultury. Degradacni schopnosti
téchto kultur byly zaroven kontrolovany zaoCkovanim minerdlnich médii,
obsahujicich PVA, témito kulturami. VétSina Cistych mikrobialnich kultur byla
sice schopna denitrifikace, ale u zadné z nich nebyla prokazana degradace PVA
za uvedenych podminek. Byla v8ak ziskana konsorcia, pracovné oznacena jako
KO1, KO2 a RS, ktera prokazala degradaci PVA za denitrifikacnich podminek.
Tato mikrobialni konsorcia jsou ulozena v mikrobiologické laboratoti FT a lze je
vyuzit k dal§im studiim moznosti isolaci ¢isté kultury degradujici PVA.
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pokrocilé

Osvédéeni o absolvovani 13. roéniku Skoly hmotnostni spektrometrie
pofadan¢ho Spektroskopickou spole€nosti Jana Marka Merci a Katedrou
analytické chemie Univerzity Pardubice, 2012

OsvédcCeni o absolvovani kurzu "Kurz plynové chromatografie" pod vedenim
Doc. Ing. J. Caslavsky, CSc., prof. Ing. V. Janda, CSc. a pan K. Petrus
Certifikat o absolvovani kurzu Zaklady FTIR spektroskopie a ovladani programu
Omnic, Nicolet CZ, 2014

Osvédéeni kurz hmotnostni spektrometrie pod vedenim Doc. Ing. J. Caslavsky,
CSc., Doc. Ing. Ivan Viden, CSc. a pan K. Petrus a RNDr. P. Kotinek
Certifikdt komunikacni a prezentacni dovednosti, Tempo training and
consulting, a.s., 2013

Osvédceni Kurz Ovladani programu XCalibur pod vedenim Ing. J. Malbeck,
CSc., Ing. L. Placek, Ph.D., Mgr. M. Tylecek

Osvédéeni Seminaf Reologie v praxi pod vedenim doc.RNDr. P. Stern, CSc.,
Ing. M. Klimovi¢

OsvédCeni €.63/2015 Interni auditor integrovaného systému QMS a EMS, 2015
Certifikat Kurz Program TQ Analyst, Nicolet CZ, 2015

OsvédCeni o absolvovani kurzu Méteni vibracnich spekter, Nicolet CZ, 2015
Osvédéeni o absolvovani 16. roéniku Skoly hmotnostni spektrometrie
poradaného Spektroskopickou spole¢nosti Jana Marka Merci a Katedrou
analytické chemie Univerzity Pardubice, 2015
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Utast na grantovych projektech:

V ramci studia na Univerzite Tomas Bati ve Zliné:
e IGA 5/FT/10/D Biodegradabilita polyvinylalkoholu za denitrifika¢nich
podminek.

V ramci zaméstnani ve spolecnosti Fatra, a.s.:

e THO01030054 - MozZnosti zpracovani odpadni PES cupaniny a dalSiho
technologického odpadu (TACR).

e TE02000006 - Centrum alternativnich ekologicky Setrnych vysoce
uéinnych antimikrobialnich prostiedkt pro pramyslové aplikace (TACR).

Prace byla podporena témito projekty:
2009 — 2011: Vyzkumny zamér MSMT CR & MSM 7088352101
2013: projekt Interni grantové agentury UTB ve Zliné ¢. IGA/FT/2013/013.
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