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ABSTRAKT
Abstraktéesky

Prace byla $novana rozkladu polyvinylalkoholu atkterym vlastnostem degrattdch
PVA aktivovanym kalem za podminek trval&tpmnosti tryptonu a sacharosy. Vysledky
ukazaly, Ze tento jev neni vyvolan substratovou fetici ani nedostatkem mineralnich
latek ani @inkem metabolii nedegradénich bakterii. DalSi pokusy ukazaly, Ze degtada

schopnost studovanych bakterii je snizemay$si mineralizaci progdi.

Kli¢ova slova: Biodegradace, polyvinylalkohol

ABSTRACT

This work was focused on biodegradation of polyvalgohol and some features of degra-
dation bacteria. Experiments were made for expianahe reasons of retardation of de-
gradation polyvinyl alcohol by activated sludge enthe conditions of permanent presence
of tryptone and sucrose. Results showed that tes@menon is not evoked by substrate
competition, absence mineral susbtances or aofiometabolites of undegradation germs.
Another tests displayed that degradation abilitystfdied germs is reduced in case of

higher mineralization of environment.

Keywords: Biodegradation, polyvinyl alcohol,
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UvoD

Vyznamnym dsledkem lidskych aktivit je bezesporu zanaSeniroych latek do Zivot-
niho prostedi. Tato problematika se zda byt stale vyznggnmebao se vzfistajici Zivotni

arovni nafista i mnoZstvi a rozmanitost latek, se kterymi fidéhazeji.

Polyvinylalkohol je cizorodou latkou atrhe patit k vyznamnym kontaminafin vodnich
toka i morskych ekosystém Proto je vyznamné studovat aspekty jeho biolagickzloZzi-

telnosti \etne podminek, za kterych biodegradace nastan&nastava.

Prace pimo navazuje naipdchozi diplomovou préaci, zatenou na vliv pidavnych latek.
Bylo zjiSténo, Ze za podminek trvaléifpmnosti lehce odbouratelnych organickych latek

dochazi ke zpomaleni rozkladu PVA aktivovanym kalem
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.  LITERARNI RESERSE
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1 POLYVINYLALKOHOL

1.1 Charakteristika a vyroba

Polyvinylalkohol (PVA) je synteticky polymer se @kturu 1,3-glykolu patrnou z ob-
razku (Obr.1). Bily praSek rozpustny ve ¥p#lyselinach a odolny organickym rozpaiiSt
dlam. Neni vyrabn polymeraci odpovidajiciho monomeru (vinylalkohadle hydrolyzou
polyvinylacetatu (PVAc). Stugetéto hydrolyzy a polymetai stupé znané ovliviuji
vlastnosti pipraveného polymeru.rP20% obsahu zbytkovych acetatovych skupin se jedna
o orietovatelny termoplast s tendenci ke krystalizRouZiti polyvinylalkoholu je mozné
v rozsahu teplot od 26 do 140C, nad 20€C se jiZ rozklada.[1, 2]

PVAc je vyrakén radikalovou polymeraci suspenzni i emulzni. Moapse ziskava
adici kyseliny octové na acetylen. Samotny PVAiggravi hydrolyzou PVAc rozpu&hé-
ho v methanolu za katalyzy hydroxidem sodnym vizdabk (Obr. 2). Vhodhzvolenym
mnoZzstvim NaOH, re&ki teplotou a&éasem lze dosahnout poZzadovany obsah zbytkovych

acetatovych skupin [2, 3].

H H H H H
e W o bowm bowm Lowm
/|\t|:/|\(|:/|\l|:/|\[|:/|\
H | H | H | H | H
OH OH OH OH

Obr. 1.ldealizovana struktura PVA

fer,—cil, —— {on—odl;
| I
OCOCH, OH

Obr. 2. Mechanismus vyroby PVA z PVAc
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1.2 Pouziti

PVA ma Siroké pouziti. Nd&fklad vyroba a Uprava vldken v textilnimapryslu,
Gprava papiru, vyroba barev, lepidel a kosmetilgjirdavé je také pouziti PVA jako chla-
dici laze pii zpracovani kotr, datasné pojivo fi vyrob¢ specialnich keramik, zahigva-
dlo nebo stabilizator suspenzi a na¥mivystelku benzinu-vzdornych hadic.

Jinou oblast vyuziti i@dstavuje vyroba polyvinylacetakaloZzena na polymeranalo-

gické kondenzaci PVA s aldehydy v pti@gti mineralni kyseliny. Takto seipravuji poly-

vinylformal a polyvinylbutyral, polymery vyznamngau adhezi [2].
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2 BIODEGRADACE POLYVINYLALKOHOLU

Polyvinylalkohol je jeden z mala syntetickych pobmins ¢isté uhlikatou kostrou, kte-
ry podléha biodegradaci. RPiak vyznamnym kontaminafm vodnich tok i moiskych

ekosystém, coz je dano jeho rozpustnosti ve ¥@adrelativié Sirokym pouzitim.

2.1 Mechanismus rozkladu

Pfi biodegradaci PVA se uplaije enzymova vybavachkterych mikroorganistin .
Rozklad niize probihat s vyuzitim symbiosyistou bakterialni kulturou.#®@dpoklada se
nahodné $peni uhlikaté kostry, které probiha ve dvou krocRitvni krok niize byt oxi-
datni nebo dehydrogetai. Kdy enzymy oxidasa nebo dehydrogenasa katalyznjik

beta-diketonovych struktur ze sousednich hydroxydbwskupin n&etézci polymeru.

Druhym krokem je hydrolytické roz§ieni fettzce katalyzované enzymem beta-
diketon-hydrolasou. K roz&beni dochazi v mistmezi okkma keto-skupinami a vznikaji
dva kratSi fragmenty, z nichz jeden je zalemskupinou methylketonu a druhy karboxy-
lovou skupinou. V fipac, kdy je p@&ateini krok rozkladu katalyzovan enzymem dehyd-
rogenasou je zap@bi kofaktor pyrrolochinolinchinon, kteryibe byt gredmétem symbio-

tického vztahu [4].

OH OH OH OH

0,
dehydrogenasa vi nebo oxidasa

(+ PQQY) Hy0s

OH OH OH OH

/’
OH O O OH

%\)\/“\/lk/l\nf

H>O
hydrolasa f

OH 0 OH

%‘)\/COOH + M

Obr. 3. Mechanismus rozkladu PVA [4]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

2.2 Biodegradace polyvinylalkoholu jednou bakterialni kulturou

Patateini studie o mechanismu rozkladu PVA jsou publikgvad 70. let dvacatého
stoleti [4]. Prace Watanabeho a Suzukiho [5, 6]iqagprozklad PVA bakteriemi rodu
Pseudomonaskteré byly izolovany ze vzorkuigdy a jsou schopnéistu za podminek, kdy
PVA je jedinym zdrojem uhliku. Degradace polymerokiha nahodnym &benim jeho
uhlikaté kostry v disledkucinnosti extracelulamvylu¢ovaného enzymu. V prvni fazi en-
zym oxidasa katalyzuje vznig-diketonovych struktur ze sousednich hydroxylovgkh-
pin natetszci PVA, ktery ma strukturu 1,3 glykol@innost enzyri ze skupiny oxidas je
spojena se spi@bou kysliku a uvalbvanim HO,. Naslednou hydrolyzou, kterou katalyzu-
je enzympB-diketonhydrolasa, dojde k roZpenitettzce polymeru za vzniku dvou kratSich

fragmeri, které jsou zakareny skupinou methylketonu a karboxylovou skupinou.

Jiny mechanismus rozkladu PVAgalstavil Matsumura [7]. KulturAlcaligenes fae-
calisizolovana zi¢ni vody je vybavena odliSnym enzymem, dehydrogemadgera v prv-
nim kroku degradace PVA katalyzuje vzrikhydroxyketonové struktury bez jeji dalSi
pieneny nap-diketon. Autor sotasre izoloval enzym aldolasu&tici p-hydroxyketonoveé
struktury. Porovnaningthto dvou enzyri bylo zjiS€no, Ze oba kroky rozkladu PVA kata-
lyzuje jediny enzym, ktery obsahuje dehydrogenas@ldolasoveé aktivni misto. Dehydro-
genasova aktivita tohoto enzymu byla podinaspecifickym kofaktorem pyrrolochinoli-

nochinonem (PQQ) a &aionty, které se podileji na vazkofaktoru k enzymu [7, 8.

DalSi PVA dehydrogenasa, jejiz katalytickou aktivijodmiiuje rovrez kofaktor
PQQ, byla ziskana z kulturf’seudomonas spl13P3. Kultura byla schopndistu
v prostedi, kde PVA byl jedinym zdrojem uhliku. Adtajistili, Ze tato kultura nevyko-
vala enzym do prostdi. Tedy pedpokladali, Zze vysokomolekularrgétzce PVA mohou
byt transportovany k membr&nPVA-dehydrogenasa byladena jako membranéwaza-

na se schopnosti tvoriBydiketonovych struktur [9].

2.3 Symbioticka degradace polyvinylalkoholu

Kli¢ové studie v oblasti symbiotické degradace PVA pdb\Ehimao se svymi spo-

lupracovniky [10, 11]. Izolovali par symbiotickyglartneti se schopnosti rozkladat PVA.
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Degradéni bakterie byla identifikovana jakeseudomonas spgM15C. Tato bakterie byla
schopna rozkladu PVA i v prasdi supernatantu jejiho symbiotického partneraptitie
kovaného jakd®seudomonas putiddM15A. Prednttem symbiosy byl fisun kofaktoru
PQQ [11]. Symbiézu dvou bakterii, ktera je zaloZzeagtisunu kofaktoru PQQ, popsal
také Kim se svymi spolupracovniky. Identifikaceotéakterie prokazalarislusnost k rodu
SphingomonasRozklad PVA touto bakterii probihal pouze iitgmnosti symbionta nebo
po pidavku PQQ 1Qug/dnt[12].

Symbiosa §i rozkladu PVA nemusi byt zaloZena pouze redpvani PQQ. Ndiklad
kultura Pseudomonas vesiculangr povalolyticus rozklada PVA jen wipmnosti thia-
minu a ti aminokyselin (cystin, isoleucin, tyrosin). Tytatky ji mize poskytnout symbio-

ticky partner.
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3 SYMBIOTICKE VZTAHY MEZI MIKROORGANISMY

Symbioza pi rozkladu cizorodych latek hraje praygbdobré vyznamejSi roli nez
rozklad cistymi kulturami mikroorganisiih Ve smyslu pozitivnich vzta@hexistuji d¥ za-
kladni moznosti. Prvni z nich je mutualisticka sydzla prospsSna pro vSechny 2astréné
organismy a byva obvykle zaloZzena na vzajemnéémgnmezbytnych istovych fakto
(vitaminy, aminokyseliny...). Druh4, komensalistickgmbioza, pedstavuje vztah, kdy
jeden organismus ma jistou vyhodu a druhy nenictiovivnén. Nagiklad odstraovani

H.O, z prostedi, spateba Q k umozrni ristu anaerolba mnohé dalsi.
K zakladnim principm symbiosy lze zadit spolupraci zaloZzenou na:

» Predavaniiistovych faktoi

Odstraovani hromadicich se toxickych meziproduk

Sekverini biodegradace

Spoluprace zaloZzena na shlukovani

ZvySovani pistupnosti mikroorganistnk degradované latce

Vice informaci k uvedenym moznym pringip symbiotickych vztah je uvedeno

v predchozi diplomové praci [13].
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4 ANTAGONISTICKE VZTAHY MEZI MIKROORGANISMY

Jiz v roce 1676 A. v Leeuwenhoek zdokumentovalgontestické iisobeni, ve kterém
produkt jednoho mikroorganismu inhibujist jinych. Koncem devatenactého stoleti Louis
Pasteur spot®¢ s J.F. Joubertem prokazali inkibi pisobeni bznych bakterii natist

kultury Bacillus anthracig14].

Tyto procesy a jejich kombinace jsou v mikrobiadlrémté rozStené a jejich fitom-
nost Ize pedpokladat v firozenych spol&enstvech. Najklad studie, ve které bylo prév
feno 51 fiznych bakterii izolovanych z organickych agrégdtorské vody prokazala vza-
jemné inhibéni inky po 11 dnech kultivace u vice nez 54 % z nNbjvysSi inhibéni

aktivita byla zjiS¢na u bakterii z kmene Actinobacteria (80 %) [15].

Poznatky ze studia antagonistickych vitahezi mikroorganismy mohou mit i{pr
myslovy vyznam, nap v potravinéstvi. Bakterie ml&ného kvaSeni (BMK) jsou vyuZivany
k potlaeni fistu patogennich mikroorganisnprenasenych potravou. BMK jsou mimo-
fadre vhodné, inhibuji st patogefi nékolika riznymi zpisoby bez nezadoucich senzoric-
kych zmeén [16]. Jinou vyznénou oblasti vyuziti antagonistickych vztapredstavuje pro-

blematika ochrany rostlinipd patogennimi mikroorganismy [17].

Vedle symbiotickych vztahuvedenych v fedchozicasti nalézame tedietné formy
antagonistiskéhotgobeni mezi mikroorganismy, které&ibe mit podobu kompetice (sou-

téZe o0 nezbytné Zivingi prostor), amenzalismu (antibidze), parazitismbapredace [18].

4.1 Kompetice

4.1.1 Kompetice o ziviny

Kompetice o stejné Ziviny je ovli¢na kvalitou enzymové vybavy uvazovanych
bakterii. EfektivijSi vyuzivani Zivin a schopnost rychlejSihistu ugité kultury mohou
omezovat #ist sousednich bakterii. Ndidad rod Staphylococcuge znam citlivosti k vy-
cerpani zivin a hem Gstu miZze byt ovlivrén celouradou gitomnych bakterii. Koliform-
ni bakterie psobi nedostupnost nezbytnych aminokyselin,Mictococcusroste mnohem

rychleji a streptokokové inhibuji stafylokoky égrpanim skterych vitamiri [19]. Kompe-
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tice je tak zavisla naistové rychlosti, na pozadavcich pstovych faktorech a toleranci

k biotickym i abiotickym faktaim.

Predmétem kompetice mohou byt také anorganické latkyoTatuace je dale popsana
v oblasti rhizosféry, kde dochézi ke kompetici ¢eZze. Za podminek nedostatku Zeleza
n¢které bakterieFseudomonas spprodukujiradu komplexotvornyckliinidel, které maji
vysokou afinitu k ionim Zeleza. Takto nastava nedostupnost Zeleza patndogtitomné

mikroorganismy a jejichtist je negativé omezen [17].

4.1.2 Kompetice o prostor

DalSi mozny zpsob je soutZz o prostor. Vyhodu zde poskytujéitpmnost jistych struktur
na povrchu biiek. Jedna se zejména @iky a fimbrie, které usnaidji adhezi k povrchu a

tim zlepSuji schopnosti bek vyuzivat latky obsazené v podkladu [20, 21].

4.2 Amenzalismus (antibioza)

Jednd se o interakci dvou mikroorganism nich jeden (inhibitor) negati¢nptisobi na
druhy (amenzal) a omezuje jeho vitalitu produkovaniatkami. Je vysoce pragpodob-
né, Ze ¥tSina bakterii m& schopnost produkeéghké latky s protimikrobnimdinkem [15,
22]. Tyto latky ovliviuji interakce v ramci jednoho bakterialniho druhaédzidruhové in-
terakce a jsou Klovym faktorem @i zachovani rozmanitosti mikrobialnich spidastev

[23]. Je mozné rozliSitakteré zakladni skupiny protimikrobnich stemin::

e anorganické inhibitory (sulfan, peroxid vodiku, dasy...)
» organické latky s malou ekologickodidnosti (organické kyseliny a alkoholy...)

» organické latky s velkou ekologickodinnosti (antibiotika, bakteriociny)

| zde je mozné nalézt celdadu praktickych aplikacgéthto jevi, zejména v zetuélstvi a

v potravindském ptimyslu.
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Jako piklad Ize uvést aplikacPseudomonas fluorescenigera je schopna produkovat
2,4-diacetylphloroglucinol. Produkce této latky umo potl&it hnilobu brambor fisobe-
nou patogenerirvinia carotovora Komekng¢ je dale vyuzivana také aplikaégrobacte-
rium K84 produkujici specifické antibiotikum agrocin 84 klpdeni patogennich kmén

Agrobacterium tumefacie$7] .

DalSi dobry piklad poskytuji bakterie mé&@ého kvaSeni aplikované v potraviné
stvi, které jsou schopné inhibovést rekterych patogein kyselym prostedim v disledku
produkce organickych kyselin nebo produkicinych protimikrobnich latek (bakteriociny,

reuterin, peroxid vodiku).

Organické kyseliny produkované BMK zahrnuji kyselml&nou, octovou a propionovou.
Tyto latky ovliviiuji membranovy potencial a aktivni transport. Inéntd (icinek peroxidu
vodiku je dan jeho oxidai schopnosti ®&i membranovym lipidm a bugcnym protei-
nam. Reuterin (3-hydroxypropionaldehyd) produkovamyhdm Lactobacillus reuterije
Sirokospektralni protimikrobni latka. Biosyntézatexinu vychazi z glycerolu a je schopen

inhibovat bakterie, houby, viry i prvoky [16, 24].

Pozornost jefeba ¥novat még znameé produkci bakteriodin(viz. dale). Jejich vyznam
spaiva v Sirokém roz$éni (Bacteria i Archaea) a ve schopnosisgbit ve velmi nizkych

koncentracich proti konkrétnimu bakterialnimu dr{tdj.

4.2.1 Antibiotika

K antibiotikim fadime celodadu latek, které Ize ziskat z mikroorganismostlin,
Zivocichu i pomoci chemické syntézy. Tyto latky musi byt roieky stabilni a jiz
v nizkych koncentracich vykazovat smrtici nebobiimi (inky bez nezadoucich efekt
Antibiotika uplatuji svoji aktivitu fiznymi zpisoby, kdy fisobi na #izné cile zasazené
buiky - nagiklad poskozuji bu&tnou stnu, destabilizuji cytoplazmatickou membranu,
meéni strukturu nukleovych kyselin, inhibujinnost mikrobialnich enzytnnebo zasahuji

do syntézy protein¢i nukleovych kyselin [25].

Mezi klasickymi (klinickymi) antibiotiky a baktermny Ize nalézt &olik odliSnos-
ti. OdliSnosti spéivaji ve zfisobu syntézy, ve #igobu @&inku a v dalSich aspektech uve-

denych v tabulce (Tab. 1).
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Tab. 1. Vybrané charakteristické aspekty bakteniai tradichich antibiotik [25, 26]

Charakteristika Bakteriociny Antibiotika
Aplikace Potravingstvi, zenddélstvi Klinika
Syntéza Ribosoma&in Sekundarni metabolismus
Aktivita Limitované spektrum Obvykle Siroké spekn

Predevsim perforace

Zpasob @isobeni membrany

Specificky cil

Imunita producenta Ano tRna

4.2.2 Bakteriociny

Gratia v roce 1925 dokumentoval schopnBstcoli produkovat latku, ktera fze
inhibovat st jinych taxonomicky fibuznych bakterii [25]. Nasledujici pokusy, zdiemé

na druhE.coli znamenaly zavedeni terminu koliciny pro latky dgmnym @inkem.

DalSi provedeny vyzkum odhalil, Ze produke&ehto latek je BZna u mnohych G- i
G+ bakterii. V roce 1953 byl Jacobem a jeho spalogpvniky zaveden obeggi termin
bakteriociny [22].

Bakteriociny jsou antibakteridlni latky bilkovinpévahy. JsoudZrné produkované
mnohymi bakteriemi a maji schopnost usmrtit neliwbiavat Gst jinych bakterii [26]. Za-
kladem vSech bakteriodine mizn¢ dlouhy protein nebo vice protéinpogipad obsahuji
lipidické nebo sacharidické slozky vazané k praidibd]. K zakladnim charakteristikam
pati také kladny ndboj a hydrofobni povaha ji&héti struktury bakteriocinu. Jsou také az
na vyjimky termostabilni, odolnéii nizkému pH a slabym organickym rozpaiasim.
Vyznamné je, Ze bakteriociny ob&gpisobi v mnohem nizSich koncentracich ve srovnani

s jinou latkou produkovanou bakteriemi i ve srovinaneukaryotnimi antibakterialnimi
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proteiny [27]. Napiklad minimalni inhibéni koncentrace pediocinuid Listeria sp.je
uvadna 0,1ug-I* [14].

Znan¢ heterogenni skupina bakteriokimizZe byt rozdlena na produkty G- a G+
bakterii. \&tSina bakteriocith G+ bakterii jsou sloZzené jen Zkolika desitek aminokyse-
lin, jsou termostabilni a jejich antibakterialnegtrum je SirSi nez u bakterioilG- bakte-
rii [28]. Produkty G- rod jsou charakteristické Uzkym spektrerininosti, poZzadavkem

receptorové molekuly a vysSi molarni hmotnosti [22]

Bakteriociny produkované G+ bakteriemi

Napriklad rodyLactococcusa Lactobacillus(a ostatni bakterie migého kvaseni)
jsou vyznamnymi producenty Sirokého spektra badoami. Jejich potencial jgadu let
vyuzivan v potravingtvi, kde zajiguji lepsi trvanlivost produlita potl&uji rozvoj pato-

gennich drut.
V ramci této rozmanité skupiny bakteriotilze rozliSovat 2 zakladni skupiny.

Prvni skupinu fedstavuji tzv. lanthibiotika, charakteristické pastsl&ni modifi-
kaci, kdy vznika struktura lanthioninu z dehydrogan zbytki nékterych aminokyselin
[28]. Charakteristicka je také&ipomnost disulfidickych vazeb. N&glad nisin produkova-
ny ml&nou bakteriiLactococcus lactigstudie 40 divokych kmenL.lactis prokazala u 35
produkci nisinu [26] ), je &né nachazen v kyselém mléce i jinych potravinach znkm
jeho &inek na rkteré G- bakterie na celdadu G+ bakterii §etre spor, které napada ve

stadiu bobtnénited vyklicenim [14, 29].

Strukturu nisinu tvti 34 aminokyselin a je mozné rozlisit@nych forem, z nichz nejvys-

Si aktivitu m& nisin A uvedeny na obrazku (Obr. 4).
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Obr. 4. Struktura nisinu A [30]

Druha skupina zahrnuje mnohiznych bakteriocif, které vSak neobsahuji lanthi-
onin. MaZou byt dvoietzcové, zndmy jsou i bakteriociny s kruhovou strodau Sirsi
spektrum antibakterialni aktivity v ramci této skupbylo prokdzano u bakteriodirs vys-

Sim patem disulfidickych vazeb, avSak obe&amedosahuje schopnosti lanthibiotik [27].

Bakteriociny produkované G- bakteriemi

NejstudovagjSi jsou koliciny produkované&.coli. Je to skupina asi 25ianych
bakteriocirii, s relativie Uzkym spektrem gsobnosti, které f¥e byt dano pdéebou speci-
fického receptoru na cilové fice [31, 32]. V nasledujici tabulce (Tab. 2) jsowedeny
konkrétni piklady G- producerit

Tab. 2. Piklady G- producerit [33]
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Bakterialni druh Pocet zkour;nan)'mh Producenti obakterio-
druhi cind
Escherichia coli 27 12
Klebsiella pneumoniae 54 27
Klebsiella oxytoca 42 22
Klebsialla spp. 26 26
Enterobacter spp. 152 94
Citrobacter freundii 29 1
Serratia spp. 24 8
Hafnia alvei 42 10
Celkem 396 190

Syntéza bakteriociia

Syntéza bakteriocinse odehrava na ribozomedmz se zasadnodliSuji od kla-
sickych antibiotik, které jsou sekundarnimi metégolBuinka producenta bakteriocinu
vlastni geny kodujici strukturni protein, protepisobici @i piipraw aktivni formy, trans-
portni proteiny pro gichod membranou a proteiny zdjiici imunitu producenta [26].
Syntéza kolicid nastava u mal&asti bakterialni populace. Je obvykla za podmirnedss

(vycerpani nutrienit, nedostatek prostoru) aie byt indukovanadkterymicinidly [31].

Bakteriociny G+ bakterii mohou byt produkovanshem fiznych dstovych fazi.
Streptococcus bovis produkuje bovicin jefhém stacionarni fazeistu [34]. Jiné studie
uvadtji, Ze Lactobacillus brevis produkuje bakteriocmgzicasré exponencialni g&asré

stacionarni faziustu [35].

Zpiisob inku lanthibiotik

V¢étSina bakteriocith G+ bakterii jsou membranéwaktivni [22]. Konkrétg lanthi-
biotika inhibuji cilovou biiku vytvarenim poti v cytoplazmatické membrénV dasledku

prodéravéni memrany dojde k Uniku nitrob&mého materialu.
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Prvni faze dinku zahrnuje nespecifické interakce mezi lanttikéon a membra-
nou zasazené hky. Tyto pochody jsou charakterizovany jako vramé&avislé na pH
prostedi [25]. MiZe se uplatnit elektrostaticka interakce @pgah naba) mezi kladi
nabitym lanthibiotikem a zapofnnabitou ¢asti cytoplazmatické membrany. Proces je

usnadin pritomnosti tzv. fistavni molekuly (lipid 2-prekurzor peptidoglykaridp].

Béhem druhé faze nastava silnéfita¢eni hydrofobni ¢asti lanthibiotika
k membrag, do které jsou vytv@ny pory asi 0,1 az 0,am. Timto je membrana

depolarizovana a dochéazi k rychlé zindezbytnych iont a latek z nitra biky [25].

Zpiisob winku kolicinai

Koliciny vyzZzaduji pro swj ucinek specificky receptor lokalizovany na &&i
membrag G- buiky. Receptorem e byt bilkovina umaiijici vstup specifickych
nutrienti (nukleosid, vitaminu By) [32]. Rozpoznani konkrétniho kolicinu a jeho
transport do biiky jsou vysoce specifické procesy, zodgdve zZejm¢ za UOzké

antibakterialni spektrungthto latek.

Po navazani na konkrétni receptor a po transpartbudky (nebo k membrai)
nastavaji i moznosti - tvorba pdr v membraa obdobna sisobenim lanthibiotik,
degradace nukleovych kyselin nebo inhibice protetésy. Napiklad kolicin s ozné&enim
E; inhibuje syntézu vSech makromolekul bez owivhrespirace, kolicin Edegraduje

DNA a kolicin Bz neumozni proteosyntézu [14, 32].

Antibakterialni spektrum

Muze byt definovano jako soubor bakterii, které jsitlivé vici uvazovanému bakterioci-
nu. Komplikace fi hodnoceni aktivity producenta bakteriocinu nagtam gripad syntézy
n¢kolika druhi bakteriocir jednou bakterii nebo vifpact sowasného vlivu jinych latek.
Citlivost maze byt ovliviena skladbou busgné sény, nabojem, fitomnosti, dostupnosti
nebo strukturou i@dpokladaného receptoru [27]. Vyznamnou roli m& tpkl prostedi.

Uvedené faktoryjsobi redevsim fi pocateinim kontaktu bakteriocinu s citlivou fkou.
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Napriklad bakteriociny G+ bakterii inhibuji mnohem viGe rodi, jejichZz burcna séna je

oslabena fisobenim chemickyctinidel [22].

Vyzkumy bakteriocid v prirodnich podminkach se zastupci kodactobacillus,
Escherichia a Streptococcuspiedpokladaji, Ze schopnost syntézy bakteribcie
vyznamnou kompathi vyhodou k eliminaci konkurence v ramci jedné legaké niky.
Naproti tomu ¥tSina G+ bakteriocii eliminuje také bakterialni druhy, jejichz vyskym

pravdpodobny v nice proroducenta [14, 31].

Imunita producenta a rezistencawdi bakteriocinim

Producenti bakteriocinz G+ i G- kultur syntetizuji imunitni proteiny,iminuji
vliv produktu na vlastni hiku [14, 25]. V gipact lanthibiotik je imunita zaji$ha
sowinnosti dvou proteiin Prvni z nich je kotven na ¥8i strag cytoplazmatickée
membrany a pravghodobré zabrani jejimu praftaveni. Druhy protein &jmé Cinkuje
v procesu navraceni molekuly lanthibiotikazdo okolniho prosedi. Timto je v prostoru

membrany udrZzovana pod-kritick& koncentrace basderu [14].

MnozZstvi publikovanych praci ukazalo, Ze dalSi tgzistence i pasobeni
bakteriociri G+ kultur je zaloZen na fyziologickych 2Zméch membrany cilové blay [26]
a ftetim zmisobem rezistence je produkce degtad@o enzymu - v fipact nisinu byla
prokdzana schopnostékierych bakterii I(actobacillus plantarum produkovat enzym

nisinasu, ktery katalyzuje jeho rozklad [29].

4.2.3 Parazitismus a predace

Parazitismus je vztah dvou organisnkde parazit ziskava Ziviny od hostitele,
obvykle jej poskozuje, ale obvykle bezptestt nepisobi smrt. Predace je usmrceni a

pozirdni jednoho organismu jinym [18].

Oba vztahy existuji viznych podobach mezi mikroorganismy a jinymi orgaryigparazi-
tace bakterii na rostlinach ZivociSich Wetrg ¢lovéka, predace bakterii prvoky nebo jiny-
mi mikroskopickymi Ziv@ichy) a da seiedpokladat, Ze existuji i na vyhradmikrobialni

arovni v bohatych spotenstvech kdi, pad, komposi ¢i sedimeni. Jako piklady Ize
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uveést jednak paraziticky druh bakteralellovibrio bacteriovorusktery je znam svou
schopnosti mnozit se uznych gramnegativnich i grampozitivnichikéch, ale také pre-
datni vlastnosti gkterych myxobakterii, které poziraji zivé i mrtvaékierialni buiky nebo

kvasinky [36]. Konkrétni znalosti o vlivé¢hto proces na degradai procesy vSak nejsou

znamy.
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5 VYSLEDKY P REDCHAZEJICi DIPLOMOVE PRACE

Autor lonské diplomové prace zatené na vliv pidavnych latek na biodegradaci
polyvinyalkoholu zjistil, Ze v neadaptovaném aktisoém kalu probiha nejrychleji
degradace PVA za podminek, kdy je PVA jedinym sdbstn — zde prainla Gplna
degradace polymeru jiz za cca 15 dni. Jakykoliidgvek dalSich latek do <si
biodegradaci PVA zpomaloval. Pokud byly v degeadasntsi pritomny PQQ a
sekundarni alkoholy, trvala Uplna degradace PVAIdi7 v gipact pritomnosti tryptonu a
sacharosy ve ssi prokthla degradace PVA nehkedha sodasnou pitomnost nebo
negitomnost PQQ a sekundarnich alkahp& cca 28 dni. Dale byl studovan mechanismus
ovlivnéni degradéniho procesu ifitomnosti Zivin. Nejprve bylo zji8ho, Ze pitomnost
tryptonu a sacharosyast €chto PVA degradaich kultur neinhibuje, ba naopak jim
prospiva. V dalSich doikovych testech bylo zji§ho, Ze tyto kultury prakticky nejsou
schopny ke svémuistu vyuZzivat sacharosu, jsou schopny vyuZivat P\WWelani dolie
trypton. V za&¢recnych degradéich testech s neadaptovanym kalem byl prokazan
inhibi¢ni Cinek organickych latek na degradaci PVA i tipadt samotného tryptonu a

samotné sacharosy.
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Il. MATERIAL A METODIKA
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6 CHEMIKALIE, ROZTOKY A ZIVNA MEDIA

6.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie bylycistoty p.a. Neni-li uvedeno, jinak pochazeji odzrych

dodavatal jako jsou Lachema nebo Penta.

Polyvinylalkohol (PVA)

Byl pouzit prdSkovy PVA s obchodnim ozeaim MOWIOL 5-88. Kde prvnéislo zn&i
viskozitu 4% vodného roztoku a druhé procentualb$ab odstraimych acetatovych

skupin.

Fyziologicky roztok (FR)

Bylo navazeno 8,5 g NaCl a rozptr&d v 1000 ml destilované vody. Roztok byl
vysterilizovan pi 125°C po dobu 20 minut.

Zasobni roztok PQQ0,1 g-1%

PQQ (FLUKA) .. et ettt e e e e e et e e e e e e e een e 2 mg
2 mg PQQ byly rozpu&hy ve 20 ml fyziologického roztoku a vysterilizoyasklerénou
injekéni stikackou pres filtr zna&ky MILLEX GP o praméru port 0,22um.

Roztok pufru A

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

Roztok pufru B

Bylo navazeno 23,9032 g bHP0,.12 H,O a rozpu&ino v 1000 ml destilované vody.
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Mineralni médium (MM)

Na pipravu 1000 ml mineralniho média bylo pouzito:

Roztok pufru A (KHPO, 0,0667 MOI™)....ooiiiiiii e e 20 ml
Roztok pufru B (NgHPO;0,0667 MOI™)... ... oo e, 80 ml
DeSHIOVANA VOUA. .. ...t e e et e e 850 ml
ROZtOK StOPOVYCH PIMK .. ...ee e e s e e e e 2 mi
MGSOu.7HO (10 Gl e s 10 ml
FE(NH)2(S08)2.6 H2O (B GI™) et e, 10 ml
CaCh.2 HoO (1 G1™0) i) 10 ml
NACH (50 GI0) ..o e e e e e, 10 ml
NHACT (B0 Q1) e e e e 10 ml

Priprava jednotlivych slozek mineralniho média:
Roztoky soli

MGSOu.7HO (10 g1 e e s 1g
Fe(NH)2(SO)2.6 H2O (B G1™) v e, 0,39
CaCh.2 HoO (1 G1™) e e s 0,1g
NACH (50 GI0) .. et e e e e e e, 59
NHACT (B0 Q1) e e e e e, 39

Jednotlivé soli byly navazeny a rozpinst ve 100 ml destilované vody.

Roztok stopovych prvk

Bylo navazeno:

MNSO8. 5 HoO vt ettt ettt 0,043 g
HaBOs. ... oottt e, 0,057 g
ZNSQy. THoO oottt 0,043 g
(NHAEMO7024 . AH5O ... .. e e, 0,037 g
COMNDS) 2. BHYO ..o et 0,025 g
CUSQL. BHEO .. oot e 0,040 g

Navazend mnozstvi latek byla rozpust v 1000 ml destilované vody.
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Mineralni média s upravenymi objemy rozt@Kosforananii

Na pipravu 100 ml mineralniho média bylo pouzito:

Roztok pufru A (KHPO, 0,0667 Mol™).......cooviiviiiiiii e uvedeno v Tab. 3
Roztok pufru B (NgHPO,0,0667 MOI™).......ooveeeeee s e, uvedeno v Tab. 3
Destilovan@ VOda. .. ......oo i e uvedeno v Tab. 3

ROztok Stopovych prdK.........ccinii e e e 0,2 M

MGSOu.7HO (10 g1 e 1ml
FE(NHY)2(S08)2.6 HzO (B G1™) e e oo e e e 1 ml
CaCh.2 HoO (1 gl™) .o Il
NACH (50 GI0) .. oot 1ml
NHACT (B0 Q1) e e e e 1 ml

Tab. 3. Fiprava mineralnich médii siznou koncentraci fosfafeanového pufru

Roztok A Roztok B Destilovana | Koncentrace
Mine(élnl' KH,PO, NaHPO, voda fosforesnani
médium L
[mi] [ml] [mi] [mmol-I"]
MM 1F 2 8 85 6.67
MM 1,5F 3 12 80 10.0
MM 2F 4 16 75 13.3
MM 2.,5F 5 20 70 16.7
MM 3F 6 24 65 20.0

Mineralni média se zvySenou solnosti pomoci rozitblydrogenuhliitans

Na pripravu 100 ml mineralniho média bylo pouZzito:

Roztok pufru A (KHPO,  0,0667 MOI™).. ..ot e, 20 ml
Roztok pufru B (NgHPQ, 0,0667 MOI™) ... .eeieiiiiieeee e, 80 ml
Roztok NaHCQ (0,0667 MOI™)......voieieee e uvedeno v Tab.4

Roztok KHCQ (0,0667 MOI™).....oiiiiic et uvetdev Tab. 4
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DeStiloOVaNa VOU@........c.vieii i e e e uvedenov Tab. 4
Roztok stopovych priK.........c.ccoieiii i e 0,2 M
MOS0 7HO (10 Gl el 1 ml
Fe(NH)2(SO8)2.6 FoO (B g1 ™) e e e, 1 ml
CaCh.2 HoO (1 gl™) e m
NACH (50 GI™0) ..ot e e e e e, 1 ml
NHACT (B0 Gl ), 1 ml

Tab. 4. Piprava mineralnich médii se zvySenou solnosti

o NaHCG KHCO; destilovana vodeL
Mineralni médium
[mi] [ml] [ml]

1 - - 85

2Na 10 - 75

2K - 10 75

3Na 20 - 65

3K - 20 65
Zasobni roztok zivin tryptonu a sacharosy (TS)
Bylo navazeno:
Trypton (HIMEDIA). ... mmmr e et r e e e e e e e e e naaaaeaaaeeaees 69
SACNAIOSA. ... ———————— e e e e eaaees 49

Navazena mnozstvi latek byla rozpust ve 100 ml destilované vody a roztok byl

vysterilizovan pi 125°C po dobu 20 minut.
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Zasobni roztok zZivin se zvySenym mnozstvim mindchidatek (MMTS)

Na pipravu 10 ml MMTS bylo pouZito:

B I/ (0] o PP 0,69
SACNAIOSA ..ottt it e ————————————— 0,49
MOS O THoO .t e e e e e e 0,49
FE(NHL)2(SO)2.6 HoO .ovvviee e e e e e e 0,12 g
CACL.2 HaO .o, 0,04 g
N = L PP 29
NHACH <o e 12 g
ROZtOK StOPOVYCH PIMK ...ceee e e e e e e e e e e e 0,1 ml
Z&sobni roztok PQQ (0,218) ...covvv et e e 1ml

Uvedené latky byly postugrrozpusény a nakonec dopémy na objem 10 ml destilovanou

vodou. Roztok byl sterilizovantipl25°C po dobu 20 minut.

Roztok kyseliny borit¢40 gl™)

Bylo navazeno 40 g 4803 a rozpu&tno v 1000 ml destilované vody.

Roztok jodu s jodidem draselnym

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

Roztok hydroxidu sodnéhcca 1 mol™)

Byly navadzeny 4 g NaOH a rozp&dy ve 100 ml destilované vody. Roztok NaOH byl
vyuZzit pii ipraw pH u degradanich lahvovych tegt

Kyselina chlorovodikovécca 1%)

Roztok byl gipraveniednim koncentrované HCI destilovanou vodou.
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6.2 Zivna média

PVA agar s PQQkoncentrace PVA 2.i4")
Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:

Zaklad pro mineralni agar ..........ccoov i i e 1,9 ()

DeESHIOVANA VOUA. .. ... ettt et et e et e e e 100 mi

ROZtOK StOPOVYCH PIMK .. .eeie e e e e e e e e e e e 0,2 ml
PV A e e e e 029
ZAsobni roztoK PQQ ... .o e e 0,02 ml

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

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

PVA agar s PQQ a kvastitlym autolyzaten{koncentrace PVA 2-')
Na pipravu 100 ml bylo pouzito:

Z&Klad pro mineralni agar ..........ooooiiiiiiiiie i e 1,9 O

DeESHIOVANGA VOUA. .. ...t ettt e e e e e et et e e e e eeans 100 ml

ROZOK StOPOVYCH PIVK .. ... e e 0,2 ml
PV A e e e, 029
ZAsobNi roztoK PQQ .. .. i e e 0,02 ml

KvasniEny autolyzZat.............cooeiiiiiiiii e i i e i ee e 000,005 @
Dana mnozZstvi latek byla rozpésa ve 100 ml destilované vody, dlie¢ rozmichana a

vysterilizovana i 125°C po dobu 20 minut.
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Trypton agar(koncentrace tryptonu 2:1g)

Na pripravu 100 ml bylo pouZzito:

ZakKlad pro mineralni @gar ........cccoovie et e e 19¢
DESHIOVANA VOUA. .. ... ettt e e e e e et e e em e e ea 100 ml
ROZtOK StOPOVYCH PIMK .. ... et e e e e 0,2 ml
Trypton (HIMEDIA). .. ... e e e e e e e e e e e e eae e 0,29

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

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

6.3 Biologicky material

Aktivovany kalz mestskécistirny odpadnich vod v Malenovicich.

Kultura OT-2 izolovana z aktivovaného kaliOV Otrokovice v roce 2004 v ramci DP
Jititho Riedla.

Kultura JK-2 izolovana z aktivovaného kalGOV Malenovice v roce 2006 Terezou

Vaclavkovou.

Kultura Z-1 izolovana rovz z aktivovaného kalu v ramcitgdchozi DP Petra Zemana
[13].
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7 PRISTROJE A LABORATORNI POM UCKY

7.1 Pristrojové vybaveni

ANalytické VANY KERN 770.......cce i e e e oo e et SRN
Predvazky KERN 440-47 ... ... e e e e et e vttt e e a e SRN
PredvaZky KERN EW......ccoiiii i i e e . SRN
Chlazena centrifuga MR23i.......c.vieiieiie e e e e e e e e, Jouan, Francie
Elektromagneticka mickiga MM 2A.............cooviiiiiiiin e, Laboratorni fistroje,CR
EleKtriCkA SUSAMMA. ... .c.eiuit it e e e e e e MORAR
= S o3 4V ETA
ChIAANEKA ... ..t e e e e e e e, Ardo, CR
Hlubokomrazici box Chest Freezer........cocooii i Bio Tech, Dansko
TIEPAKA 0L GFL. ...ttt e e e e e SRN
Laboratorni autokIav..............cooii i Sanoclav, BS-203, SRN
Spektrofotometr TECAN, pro mikrotitéai desttky.............ccccvvvvvvnennnnnnn. Sunrise, USA
Analyzator uhliku 5000A.........coiie Shimadzu, Japonsko
pH metr OP — 208 + skléna elektroda...................cocevvveennnn. Radelkis, Mdarsko

Asepticky laminarni DOX.............ccccveivieiiieiiiie e ciiin w2 Telstar, Spatisko
TErmMOBOX NA 25 “Cuvie it et et e e e e e s UIOZP, FT

7.2 Laboratorni pomucky

96-jamkova mIiKrodestKa..........c.oovveiie i Gama;eska Republika
Membranovy filtr Pragopor 7950 mm,@ pom 0,3um..........coveveveennnnnn Pragochema
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8 PRACOVNI POSTUPY

8.1 Degrada‘ni lahvové testy

Degradéni testy byly provaghy ve sklegnych lahvich s tekutym mineralnim
médiem, ve kterém byl rozpést polyvinylalkohol (vysledna koncentrace okolo 506
Y. Lahve byly zatkovany buto konkrétni gistou kulturou PVA-degradéra nebo
aktivovanym kalem. Objem plynné faze v uEné lahvi zaujimal fiiblizn¢ ¢tyfnasobek
objemu faze kapalné. Kultivace probihala na re&@réepace s konstantni frekvenci
kmiti ve tme pri 25°C. Ve zvolenych intervalech byly odebirany vzorky stanoveni
koncentrace PVA nebo vzorky pro stanoveni rozmésto organického uhliku. Po dobu 20
minut po odBru vzorki byly lahve provzdutovany v laminarnim boxu. Dle geby bylo

kontrolovano a fipadré upraveno pH pomoci roztoku NaOH.

8.2 Stanoveni koncentrace PVA na mikrotitraéni destiéce

Bylo provadno spektrofotometricky na mikrotiai destéce. VZzdy do Sesti jamek
byly davkovany centrifugované vzorky 20, dale 42ul roztoku kyseliny borité a 1Ql
roztoku jodu s jodidem draselnym. Vznikd tmagelené zabarveni komplexu PVA
s trijodidem, jehoZ absorbance byl&smna pistrojem TECAN pi vinové délce 660nm po
20 sekundach michani a 5 sekundach klidu. Poétexdieabsorbance prazdné déstibyly
hodnoty absorbance vzdarkprimérovany (u kazdého vzorku vzdy provedeno minimi&n
paralelnich stanoveni) a dosazeny do rovnice k&libpiimky - viz obrazek 5 . Takto byla

stanovena koncentrace PVA v g,

Kalibraéni zavislost byla zji&ha prongtenim gipravenych roztok PVA v rozsahu
koncentraci uvedenych v tabulka (Tab. 5). Proloz#imkou pomoci programu Excel

poskytlo rovnici uvedenou na obrazku (Obr. 5).
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Tab. 5. Hodnoty absorbanci kalikf@ich roztok PVA

cova [mg-r| 0 50 125 250 500 750 1000

A [1] 0,0055| 0,095 0,274 0,530 1,118 1,693 2,175

Smeér.odch.| 0,0022| 0,0087 0,0082 0,0450 0,0373 0,0604 0,11000

25
— 20 A =0,0022 ¢ - 0,002 |
= R2 =0,9997
o 15 |
c
(0]
2
S 10 | .
o]
<
05 | i
0,0 d
0 200 400 600 800 1000

Koncentrace PVA [mg-Fl]

Obr. 5. Kalibra®ni zavislost absorbance na koncentraci PVA

8.3 Stanoveni koncentrace rozpuného organického uhliku (DOC)

K tomuto stanoveni bylo nutné ze vzorbdstranit biikky degradanich bakterii, coz
se provedlo centrifugaci vzorku v rezimu 50§0pii 20°C, po dobu 10 minut. Ziskany
supenatant byl iedén podle pedpokladané koncentrace PVA na @owkoncentrace
uhliku pod 100 mgd (kalibrace analyzatoru uhliku Shimadzu 500G&}Eni bylo pozdji

zohledrgno.

Na pistroji Shimadzu byla stanovena koncentrace celkowéhliku (TC v mgt) a

koncentrace anorganického uhliku (IC v niy-IRozdil &chto hodnot pedstavoval kon-
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centraci celkového organického uhliku (TOC), vzkledk centrifugaci vzork vSak Slo o

koncentraci rozpu&hého organického uhliku.

8.4 Ristové testy

Byly provedeny ve sterilnich mikroti¢aich destikach se 160ul tekutého
mineralniho média. Jako substrat byl pouZit trypfofsledna koncentrace 3 ¢yl Jamky
byly inokulovany suspenzi PVA-degramdch kultur. Kultivace probihala v klidu a &m
pri 25 °C. Rist burgk byl sledovan réfenim absorbance kultivaiho média fi vinové

délce 600 nm.

8.5 Priprava supernatantu kalu kultivovaného s Fidavky Zivin

Aktivovany kal byl kultivovan v mineralnim meédiupsavidelnymi gidavky roztok
Zivin tryptonu a sacharosy za stejnych podminebk jak degradénich testech. Po deviti
dnech kultivace byl obsah lahvi zbaven biomasyych ¢astic centrifugaci v rezimu 4000
ot/min, @ 15°C, po dobu 11 minut. Supernatant byl dale aseptijaiefiltrovan ges

pievaeny membranovy filtr Pragopdftslo 7,¢ 50 mm,@ pon 0,3 um.

Takto byl ziskdn kalovy supernatant s moznym ohsahgrotimikrobnich latek
(antibiotika, bakteriociny), ktery byl pouZzit Kipraw mineralniho média proist PVA-
degradéi.

8.6 Stanoveni pH

Béhem pokusé byl pouzivan pH-metr OP — 208 se skieou elektrodou. fed
kazdym métenim byl gistroj kalibrovdn pomoci dvou pufro pH mensim a&Sim nez

meieny vzorek Mteni bylo provedeno za stalého michani.
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9 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI Z-1 A OT-2

9.1 Uvod

Na zaklad vysledki predchozi diplomové prace [13], kterA zaznamenalamapeni
rozkladu PVA aktivovanym kalem \idledku trvalé ftomnosti lehce odbouratelnych
Zivin bylo treba posoudit vliv fitomnosti Zivin na degradai schopnosti vybranych
gistych kultur PVA - degradér OT-2 a Z-1. Tyto byly kultivovany za podminek
degradanich lahvovych tegt(viz kapitola 8.1) v trvaléfjiftomnosti a nefftomnosti Zivin -

tryptonu a sacharosy (TS).

9.2 Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto pokusu byly nasazediyii série sitemi paralelnimi lahvemi vedle sebe,

podle rozpisu:
1) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-t + FR 3x tyd
2) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg:f + FR 3x tyds
3) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-f + FR 3x tyd
4) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g:-* + PVA 500 mg:t + Ziviny TS 3x tyd#
5) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-t + Ziviny TS 3x tyds
6) Kultura Z1 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg:f + Ziviny TS 3x tyds
7) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-t + FR 3x tyds
8) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-t + FR 3x tyds
9) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-t + FR 3x tyds
10) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-f + Ziviny TS 3x tyds
11) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-t + Ziviny TS 3x tyds

12) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-f + Ziviny TS 3x tyds
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Vzdy v pondli, sttedu a patek bylo odebrano 2plOvzorki z kazdé lahve a dogino
250 ul sterilniho fyziologického roztoku (FR) nebo rogtozivin TS. Ve zvolenych in-

tervalech byla ena koncentrace PVA spektrofotometricky.

9.3 Vysledky pokusu

Pokus byl provéagh po dobu 18 din Prib¢h rozkladu PVA v jednotlivych sériich je patrny
z obrazku (Obr. 6). Hodnoty v grafu odpovidajirpéru ze ti stanoveni a chybove uky

smérodatnym odchylkdm, viz. tabulka (Tab. 6).

Tab. 6. Hodnoty koncentrace PVA (iifya snerodatnych odchylek v pbéhu pokusu

|D0ba Lé.heV ¢. Sm.odch Lé.heVé Sm.odcH
Prumeér Prumeér
[dnyl] 1 2 3 . 4 5 6

0 | 482,3 | 496,4494,2| 491,0 7,59 | 502,[/502,6|503,3| 502,9 0,35
4 | 502,3 | 510,9477,6| 497,0 | 17,29| 494,1511,8 502,9] 502,9 8,86
7 | 469,5 | 481,4487,3| 479,4 9,03 | 472,4450,9/423,5] 448,9 | 24,54
11 | 483,7 | 491,4498,7| 491,3 7,50 | 242,2167,8/161,2 190,4 | 44,98
14 | 459,3 | 475,0481,2| 471,8 | 11,28| 129,28,8 96,2 118,3| 19,17
18 | 469,2 | 494,5486,2| 483,3 | 12,89| 113,6111,6/ 82,2| 102,5( 17,59|

[Dobg Lahev ¢. .. |Sm.odcH Lahev¢. . . |Sm.odch
Prameér Prameér
[dny]l| 7 8 9 ' 10 | 11| 12

0 | 501,0 | 491,3495,7] 496,0 4,87 | 489,0498,6/479,4 489,0 9,62
4 | 3159 | 451,4416,5| 394,6 | 70,33| 340,6373,6/380,5 364,9 | 21,33
7 949 | 121,6113,1] 109,9 | 13,64| 1954165,1/160,6/ 173,7 | 18,92
11| 90,9 | 1064 94,2| 97,2 8,14 | 178,475,8/160,2] 171,5 9,82
14| 78,8 | 86,3 80,4 81,8 3,9 188169,8 151,2| 166,6 | 19,78
18| 82,4 | 86,8/ 87, 854 2,600 177160,4/152,4 163,5 | 12,95
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Koncentrace PVA [mg -11]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
t[d]

—e— kultura Z-1 bez Zivin —e— kultura Z-1 + trypton, sacharosa
—e— kultura OT-2 bez zivin —e— kultura OT-2 + trypton, sacharosa

Obr. 6. Zavislost koncentrace PVA d&se

Prabéh rozkladu PVA ve vSech lahvich je patrny z obra@Rbr. 6). V gipads kultury s ozné&enim
OT-2 prokzhla degradace polymeru bez ohledu H#gomnost Zivin jiz za 7 diha po této dobse
zbytkova koncentrace PVA v lahvich jednotlivychiisiz nemenila. Kultura Z-1 degradovala PVA
pouze v pitomnosti Zivin a koncentrace PVA jiz neklesala Jgti dnech pokusu. Neroznuti
degradace v lahvich prvni série mohlo byfisgbeno tim, Ze kultura Z-ligm¢ potebuje

k usgSnému rozkladu polymerwekterou aminokyselinu obsazenou v tryptonu.

Na konci pokusu bylo z#éieno pH v kazdé lahvi. U kultury Z-1 se pH ve v3kstivich pohybovalo
okolo hodnoty 7,1. U kultury OT-2 kolem pH 6,7.

Zawrem pokusu je tedy, Zz&gipmnost Zivin neovlisiuje degradéni schopnosti pouZzitych kultur.
Timto je potvrzeno, Ze zpomaleni rozkladu PVA Kkalemptitomnosti Zzivin, zaznamenaneé
v predchozi diplomové préci [13], nenitgobeno ufednostinim rozkladu Zivin ped PVA, ale

jinym faktorem.
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10 ZKOUSKY ROZKLADU PVA NEADAPTOVANYM KALEM ZA
PRITOMNOSTI MINERALNICH LATEK

10.1Uvod

DalSim moznym dvodem zpomaleni rozkladu PVA kalem #itpmnosti Zivin by
teoreticky mohl byt nedostatek mineralnich latekyvolany mnozZzenim jinych
heterotrofnich bakterii. Pokus byl nasazen s cilgtoucit nebo prokazat nedostupnost
mineralnich latek PVA-degradén v disledku kompetice mezi pomalu rostoucimi

degradéry a ostatnimi mikroorganismy aktivovanétlo,ejichz fist je umozan péidavky

%ié(iBodminek degradaich test (viz. kap. 8.1) byly nasazenii série lahvi. V prvni sérii
byl PVA jedinym substratem, v druhé sérii byla &#pa trvald pitomnost lehce
odbouratelnych Zivin pravidelnymitijgdavky roztoku tryptonu se sacharosou. V posledni
sérii byly vedle tryptonu a sacharosy pravidelhodavany minerélni latky obsazené

v roztoku MMTS, jehoz sloZeni je uvedeno v kapit®lé .

10.2Rozvrzeni pokusu

V rdmci tohoto pokusufjpraveny ti série seiemi paralelnimi lahvemi vedle sebe, podle

rozpisu:

1) MM + KAL 0,5g-I' + PVA 500 mg-f + FR 3x tyds

2) MM + KAL 0,5 g-I* + PVA 500 mg-f + FR 3x tydw

3) MM + KAL 0,5 g-I'"* + PVA 500 mg-t + FR 3x tyds

4) MM + KAL 0,5 g-I'* + PVA 500 mg:t + Ziviny TS 3x tyds

5) MM + KAL 0,5 g-I'* + PVA 500 mg-t + Ziviny TS 3x tydg

6) MM + KAL 0,5 g-I* + PVA 500 mg:f + Ziviny TS 3x tyd#

7) MM + KAL 0,5 g-I'* + PVA 500 mg:t + MMTS + K;HPQ, 3x tydrs
8) MM + KAL 0,5 g-I* + PVA 500 mg:t + MMTS + K;HPQ, 3x tydrs

9) MM + KAL 0,5 g-I'* + PVA 500 mg:t + MMTS + K;HPQ, 3x tydns
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Vzdy v pondli, sttedu a patek bylo odebrano 2plOvzorki z kazdé lahve a dogino 250

ul sterilniho fyziologického roztoku, roztoku Zivinebo roztoku Zivin a minerélnich latek.
Do lahvi 7, 8 a 9 byl dale davkovan pevnyHRO, (100 mg/100 ml). Ve zvolenych

intervalech byla &ena koncentrace PVA spektrofotometricky.

10.3Vysledky pokusu

Pokus trval 14 din Za celou dobu se rozklad PVA nestaozbéhnout ani v jedné sérii

lahvi, jak je patrné z obrazku (Obr. 7). Hodnotyrafu odpovidaji prméru ze i stanove-

ni a chybove usky smerodatnym odchylkdm uvedenym v tabulce (Tab. 7).

Tab. 7. Hodnoty koncentrace PVA (rityd snerodatnych odchylek v pbehu pokusu

Doba Lé.heVé LéheVé
Pramér [Sm.odch} Pramér |Sm.odch
[dny] 1 2 3 4 5 6
0 1412,6(/420,2|422,4| 418,4 5,16 | 415,p411,3(390,6] 405,8 13,34
4 1350,8|344,6|347,1| 347,5 3,12 | 360,4349,1| 356,0] 355,2 5,69
7 |355,4|343,7(361,9] 353,7 9,20 | 361,2354,8(356,1| 357,4 3,39
11 |333,8/339,6(/354,2] 3425 10,54 | 351,8347,7|333,1| 344,0 9,66
14 |341,6|340,0( 344,91 342,2 2,48 | 353,8346,4| 353,6| 351,1 4,07
Doba Lahev ¢. D
Pramér |Sm.odch]
[dny]| 7 8 9
395,6|/ 394,8| 415,2] 401,9 11,54
4 1356,8|344,8| 354,0] 351,9 6,30
7 |354,3| 343,0/ 352,01 349,8 5,95
11 |335,4|345,3|340,4] 340,4 4,95
14 |341,8|342,8/ 349,11 344,6 3,98
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—e— KAL + PVA + trypton a sacharosa + mineralni latky

Obr. 7. Zavislost koncentrace PVA d&se

Duvodem nerozéhnuti degradace byla zanedbana kontrola pHilbgbiu pokusu. Rmeér-

stratem (pH = 4,40), v sérii gigavky Zivin bylo zjis¢éno pH = 5,38 a v sérii s mineraly pH
= 5,92 . Tento pokles pH lze vy&iit pfitomnosti fosfor akumulujicich bakterii v pouzitém
kalu, nebd@ v ptipact rozkladu PVACistymi kulturami nebyl tak vyrazny pokles pH za-

znamenan.
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11 ZKOUSKY ROZKLADU PVA NEADAPTOVANYM KALEM ZA
PRITOMNOSTI MINERALNICH LATEK I

11.1Uvod

Tento eperiment byl v podstatopakovanim fedchoziho, s cilem vyléit nebo prokazat
nedostupnost minerdlnich latek PVA-degréadér disledku kompetice mezi pomalu ros-
toucimi degradéry a ostatnimi mikroorganismy aktar@eho kalu, jejichzast je umozan

pridavky Zivin.

Byly nasazenyit série lahvi. V prvni sérii byl PVA jedinym dostugm substratem,
v druhé sérii byla zaji8ha trvala pitomnost lehce odbouratelnych Zivin pravidelnyrfii p
davky roztoku tryptonu a sacharosy. V poslednii £8ty vedle tryptonu a sacharosy pra-
videln¢ dodavany minerélni latky obsazené v roztoku MMJEBOZ sloZeni je uvedeno

v kapitole 6.1.

11.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto pokusu bylyfpraveny ti série seiemi paralelnimi lahvemi, podle rozpi-

Su:

1) MM + KAL 0,5g-I' + PVA 500 mg-f + FR 3x tyds

2) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mg-f + FR 3x tydg

3) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mgf + FR 3x tydw

4) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mg- + Ziviny TS 3x tydg

5) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mg:f + Ziviny TS 3x tyds

6) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mg-t + Ziviny TS 3x tyds

7) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mgt + MMTS + K;HPQ, 3x tydr
8) MM + KAL 0,5g:I"* + PVA 500 mgt + MMTS + K;HPQ, 3x tydns

9) MM + KAL 0,5g-I* + PVA 500 mgt + MMTS + K;HPQ, 3x tydn
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Vzdy v pondli, sttedu a patek bylo odebrano 2plOvzorki z kazdé lahve a dogino 250

ul sterilniho fyziologického roztoku, roztoku Zivingbo roztoku Zivin a mineralnich latek.

Do lahvi 7, 8 a 9 byl dale pioézre pridavan pevny KHPO, (100 mg/100 ml). Ve zvole-
nych intervalech byla #ftena koncentrace PVA spektrofotometricky a po zkoSeth

z predchoziho pokusu bylo pravidélrkontrolovano a upravovano pH pomoci roztoku
NaOH na hodnoty 7,5 - 7,7.

11.3Vysledky pokusu

Pokus trval 32 din Prib¢h rozkladu PVA v jednotlivych sériich je patrny larézku (Obr.
8). Hodnoty v grafu odpovidaji pméru ze ti paralelnich stanoveni a chybové dksesms-
rodatnym odchylkdm viz. tabulky (Tab. 8). Sedmy dsskusu doSlo k rozbiti lahve

scislem 1 a od tohoto dne vysledky prvni série latdgovidaji jen déma stanovenim.

Tab. 8. Hodnoty koncentrace PVA (rityd snerodatnych odchylek v pbehu pokusu

Doba Lahev ¢. .. |sm.odch Lahev¢. .. |sm.odch

dny] 1 > 3 Pramér ' 2 . 5 Pramér
0 1434,2/449,8/441,1] 4417 7,86 | 464,p451,11463,4] 459,8 7,56
2 1435,6/428,31447,3] 437,0 9,59 | 451,1454,8/439,6| 448,5 7,93
4 |435,5(453,7/449,1] 446,1 9,46 | 448,p472,41458,5| 459,7 12,09
7 |464,5454,11445,5 454,7 9,47 | 430,p451,6|448,2| 443,6 11,09
9 405,8/434,3] 420,1 20,13| 457,8457,0462,3] 459,0 2,89
11 349,7/356,7| 353,2 4,98 | 454,8436,1/465,2 452,0 14,74
14 260,7/257,4 259,1 2,34 | 416,p412,4)459,01 429,3 25,80
16 189,9 204,0 196,9 9,93 | 330,[/301,2,359,4 330,4 29,11
18 114,21111,0f 112,6 2,30 | 121,8157,4/140,9] 140,0 17,84
21 66,8| 36,1 51,4 21,75 57,3 109(974,7| 80,6 26,81

23 26,5| 14,71 20,6 831 | 17,4 53,1 33p 34,4 18,38
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Tab. 8. pokrvani

Doba Lahev ¢.
[dny] | 7 8 9

Pramér |Sm.odch.

451,1| 454,21 433,9] 446,4 10,90
440,41 441,1| 441,1] 440,8 0,39
470,1/473,9|433,2] 459,1 22,49
453,2|457,6| 446,1| 452,3 5,81
454,2| 453,6| 465,5| 457,7 6,68
11 |431,8]/455,2(451,7] 446,3 12,63
14 1412,7/421,9|421,4] 418,7 5,17
16 |387,0/397,0/405,4] 396,4 9,22
18 |363,1393,8/373,1| 376,6 15,66
21 |376,2|365,5/377,7 373,2 6,66
23 |366,6|375,2| 388,4| 376,7 10,96
29 |319,5/363,0{350,5| 344,3 22,38
32 |340,3|351,6| 336,5| 342,8 7,85

O N|ibh~|IDN|O

Koncentrace PVA [mg-l'l]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
t[d]

—— KAL + PVA
—— KAL + PVA + trypton a sacharosa _
—— KAL + PVA + trypton a sacharosa + mineralni latky

Obr. 8. Zavislost koncentrace PVA d&se
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Podle @ekavani nejrychleji byl PVA rozloZen v sérii, kdg edinym dostupnym substra-
tem. Rozklad v sérii s pravidelnymiigavky Zivin byl zpomalen, avSak toto zpomaleni
nebylo @iliS vyrazné. Pravidelnérfglavky mineralnich latek s zivinami (MMTS) do lahvi
posledni série nevedly ke zlepSeni rozkladu PVAitomnosti Zivin, ale naopakipobily
inhibi¢né. Z toho plyne, Ze nedostatek mineralnich lateki p&inou zpomaleni rozkladu

PVA v pritomnosti Zivin.

Béhem tohoto pokusu bylo také pravidemméieno a upravovano pH degradéach sngsi.
NejvyrazréjSi pokles hodnot pH byl zaznamenan m#zitym a sedmym dnem pokusu,
kdy pH pokleslo z hodnoty 7,5 na hodnotu okolo pi3,2 v sérii kde byl PVA jedinym

substratem i v sérii Sfalavky Zivin.
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12 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI JK2 A OT2
V PROSTREDI SUPERNATANTU KALU ZIVENEHO P RIiDAVKY
ZIVIN

12.1Uvod

Cilem tohoto pokusu bylo &kit, zda metabolity heterotrofnich bakterii, mno&iicse na
tryptonuci sacharose, mohou oviievat degradii schopnosti PVA-degradérProto byl
pripraven supernatant kalu podle postupu uvedenétapiole 8.5a tento byl pouzit jako

prostedi degradéich test v porovnani s rozkladem v présti mineralniho média.

12.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto pokusu byly nasazettyii série sitemi paralelnimi lahvemi, podle rozpi-

Su:

1) Kultura JK2 v MM s PQQ 20g-I* + supernatant kalu + PVA 500 nmig-|
2) Kultura JK2 v MM s PQQ 20g-I* + supernatant kalu + PVA 500 nig:|
3) Kultura JK2 v MM s PQQ 20g-I* + supernatant kalu + PVA 500 mig-|
4) Kultura JK2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg:f

5) Kultura JK2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg-f

6) Kultura JK2 v MM s PQQ 2@g-I* + PVA 500 mg:f

7) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + supernatant kalu + PVA 500 my:|
8) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + supernatant kalu + PVA 500 mig:|
9) Kultura OT2 v MM s PQQ 2@g-I* + supernatant kalu + PVA 500 my:|
10) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:f

11) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-f

12) Kultura OT2 v MM s PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:f
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V prab¢hu pokusu byly odebirany vzorky ke stanoveni kotreee PVA a také koncentra-

ce rozpudiného organického uhliku.

12.3Vysledky pokusu

Pokus probihal 19 dn Prabéh rozkladu PVA pro jednotlivé degragia kultury je patrny
z obrazki (Obr. 9 a Obr. 10). Hodnoty v grafech odpovidajingiram ze ti paralelnich
stanoveni a chybové gy smerodatnym odchylkdm - viz. tabulka 9 . Pokles koniaese
PVA byl sledovan také stanovenim koncentrace DQColrazky (Obr. 11 a Obr. 12),

stanovené hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 10).

Tab. 9. Hodnoty koncentrace PVA (iifya snerodatnych odchylek v pbéhu pokusu

Doba Lahev ¢. Sm.odcH Lahevé. Sm.odcH
Pramér Primér
[dny][ 1 2 3 : 4 5 6

0 |490,1|498,3/496,2| 494,9 4,24 | 484,p487,01493,3] 488,1 4,75
2 |340,0|358,8/367,9] 3556 | 14,23| 512,/10,6|501,3] 508,1 5,99
6
9

140,7(142,40142,0] 141,7 0,92 | 454,5463,2|462,9] 460,2 4,90
144,3(141,4{151,4 145,7 5,14 | 346,p208,8|341,7] 299,0 | 78,16
12 1133,1|126,8/139,8] 133,2 6,50 | 135,p106,5(183,1f 141,7 | 38,66
16 | 111,7|109,6(132,5 117,9 | 12,61| 131,998,6 | 141, 123,8 | 22,30
19 |102,4|105,2(131,9] 113,2 | 16,27| 122,487,9| 109,3 106,5 | 17,44

Doba Lahev é. .. |Sm.odch Lahevé. . . |Sm.odch
Prumeér Pramér
[dny]| 7 8 9 : 10 | 12| 12
0 |496,2|506,6/495,1] 499,3 6,35 | 497,p493,7/481,6| 491,0 8,36
2 |376,2|362,5/357,3] 365,3 9,76 | 490,1486,5|489,4] 488,7 1,89
6 183,6(150,4/164,6] 166,2 16,65| 416,5379,2(450,8] 415,5 35,84
9 181,6(171,6/160,8] 171,3 10,41| 366,0116,4/351,1] 278,1 | 140,32

12 1175,0|1144,1{141,9] 153,7 | 18,51| 231,61,6 | 168,93 154,0 | 85,98
16 | 155,4|157,7|1149,5 154,2 4,21 | 187,p58,4| 149,49 131,8 | 66,37
19 | 141,6|136,5(140,8] 139,6 2,74 | 189,857,4| 139,3 128,7 | 66,59
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Koncentrace PVA [mg-1]
N w
o o
o o

Koncentrace PVA [mg-]l]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t[d]

20

—e— kultura JK-2 —e— kultura JK-2 + supernatant kalu

Obr. 9. Zavislost koncentrace PVA ¢se pro rozklad kulturou JK-2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t[d]

20

—e— kultura OT-2 —e— kultura OT-2 + supernatant kalu

Obr. 10. Zavislost koncentrace PVA ¢ase pro rozklad kulturou OT-2
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Tab. 10. Hodnoty DOC (md)la snerodatnych odchylek na patku a ke konci testu

Doba Lahev¢. . . |Sm.odc Lahevé. . . |Sm.odc
Pramér h Pramér h
[dny] 1 2 3 4 5 6
0 251,8 | 296,6334,4] 294,2 | 41,36] 296,1284,5/261,1] 280,6 | 17,82
12 88,0 | 87,9/ 85,8 87,2 1,27 84|11 64,3 10d1,83,2 18,52
Doba Lahev é. Pramer Smr.]odc Lahevé. Pramer Smr.]odc
[dny] 7 8 9 10 11 12
0 330,5| 305,9313,0]1 316,5| 12,65| 230,0251,3/272,4] 251,3 | 21,18
12 99,0 | 95,8/ 95,3 96,7 2,04 113,84,5| 109, 85,8 44 49
350
300
L 250
£ 200
§150
D100
50
0
0 2 4 6 8 10 12 14
t[d]

—— PVA+ OT-2

—e— PVA + OT-2 + supernatant kalu

Obr. 11. Hodnoty DOC v gbéehu pokusu (kultura OT-2)

t[d]

10

12

14

——PVA+ JK-2

—— PVA + JK-2 + supernatant kalu

Obr. 12. Zavislost DOC v pbehu pokusu (kultura JK-2)
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Uvedené grafy (Obr. 9 a Obr. 10) jasmkazuji, Ze u obou kultur prébl rozklad PVA

v prostedi kalového supernatantu jizHem 6 dii, zatimco v progedi mineralniho média
bylo zapotebi k rozlozeni polymeru delSikiasu. Zde se rozklad zastamvillpizné po 12-ti
dnech na patkud rozdilnych koncentracich zbytkového PVA (nadibnd lahvi se super-
natantem, kde se zbytkové koncentrace PVA v raauné série lahvi skoraibec nelisi-
ly). NejvétsSi rozdily byly zaznamenany v lahvich 10 a 11, j@kidt v tabulce (Tab. 9).
Napifklad v 9. dni pokusu byl rozdil koncentracigetito lahvich roven 250 mg:l Na
konci pokusu byla v lahvi 10 zbytkova koncentradéARrovna 189 mg:t (coZ odpovida
degradaci z 62 %) a v lahvi 1istalo jen 57 mgi PVA (coZ odpovida degradaci z 88 %).
Tento rozdil mohl byt zjsoben kontaminaci jedné &hto lahvi, za fedpokladu, Ze i

tomnost kontaminujici bakterie podpla nebo naopak negativmovlivnila degradaci PVA.

V nulty a dvanacty den pokusu bylo provedeno stanbvozpu&ného uhliku, k ogfeni
vysledki spektrofotometrického stanoveni koncentrace PVAra piikaz mineralizace
degradovaného polymeru. Vysledky jsou uvedeny ultab(Tab. 10) a vyneseny v grafech
(Obr. 11 a Obr. 12). Zaredpokladu asi 50% obsahu uhliku v PVA potvrzujilegky

spektrofotometrické metody.

Zawrem tohoto pokusu je, Zgifpmnost rozpughych metabolii heterotrofnich bakterii
nevyvolala Zadnou inhibici pouZzitych degradach kultur, ale vedla zejména natatku
testu k urychleni rozkladu PVA. Timto byla prokéaanala nebo Zadna role metahplit

jako jsou antibiotika nebo bakteriociny.
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13 POSOUZENI CITLIVOSTI PVA-DEGRADA CNIiCH KULTUR NA
VYSSi KONCENTRACE FOSFORECNANU

13.1Uvod

Na zaklad vysledki predchazejicich experimenize predpokladat, Ze zpomaleni rozkladu
PVA kalem v trvalé fitomnosti Zivin neni zjsobeno substratovou kompetici ¥eg@nost-
néni zivin pred PVA), ani nedostatkem mineralnich latek, amkem rozpu&nych meta-
bolita heterotrofnich bakterii. Proto se naplni zbyvafighokug stalo posouzeni citlivosti
PVA-degradanich bakterii u¢i zvySenym koncentracim soli. Vedly k tomw&ité zkuSe-
nosti z minulych praci s tématikou biodegradace H@A a sodasré tomu napovidaly

vysledky tetiho experimentu.

Za podminekistovych test (viz.kap.8.4 )byl sledovan ist degradénich kultur (OT 2,
JK 2) na tryptonu, v proidich o gti raiznych koncentracich fosfanean (viz 6.1, tab. 3).
Schopnostirstu PVA-degradénich kultur na tryptonu byla jiz évena v pedchozi diplo-

moveé praci [13].

13.2Rozvrzeni pokusu

Jednotlivé typy mineralnich médii, vi@ali s rostouci koncentraci fosfomani, byly dav-

kovany vzdy jeden typ do Sesti jamek jednoho sleupikrotitrani destéky:
1) PVA-degradani kultura + MM 1F + trypton 3 gl

2) PVA-degradani kultura + MM 1,5F + trypton 3 ¢l

3) PVA-degradeni kultura + MM 2F + trypton 3 g*l

4) PVA-degradeni kultura + MM 2,5F + trypton 3 ¢l

5) PVA-degradani kultura + MM 3F + trypton 3 g*l
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13.3Vysledky pokusu

Rist jednotlivych kultur byl sledovan po dobu Qidmje zaznamenan v grafech (Obr. 13 a
Obr. 14). Hodnoty v grafech odpovidajup@ram z meéteni minimali péti jamek mikro-
titracni destéky. V tabulkach (Tab. 11 a Tab. 12) jsou uvedepkislusné srérodatné od-
chylky.

Tab. 11. Hodnoty absorbanci kultdrdho média v pibehu testu s kulturou OT 2

dobg MM 1F MM 1,5F MM 2F MM 2,5F MM 3F

[dny
] sm.odd sm.odg sm.odd sm.odg sm.odg
prameér h |pramér| h |pramér| h |pramér| h |pramér| h

0,0530| 0,004310,0472 0,0013|0,0477|0,0033]0,0472| 0,0016] 0,0492| 0,0023
0,1942| 0,0173%0,1338| 0,07/38] 0,0823| 0,0661] 0,0505| 0,0081} 0,0513| 0,0085
0,2152| 0,01170,1607|0,07890,1027| 0,0989| 0,0532| 0,0140] 0,0552| 0,0206
0,2247| 0,01940,1823| 0,0747]0,0648| 0,0285| 0,0558| 0,0189] 0,0597| 0,0306
0,2108| 0,024%0,1960| 0,0584] 0,0610| 0,0246| 0,0553| 0,0190] 0,0597| 0,0311
0,2250| 0,01640,2278| 0,0431} 0,1520| 0,1801} 0,0570| 0,0194] 0,0476| 0,0025

oo~ |iwWw| O

0,25

0,20 |

0,15 |

0,10

Absorbance [1]

0,05 ——° ¢ —

0,00

t[d]

——OT-2+ MM 1F ——OT-2+ MM 1,5F —— OT-2+ MM 2F
—— OT-2+ MM 2,5F ——0OT-2+ MM 3F

Obr. 13. Zavislost absorbance kultivaho média na dabtestu (kultura OT-2)
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Tab.12. Hodnoty absorbanci kultiérdho média v ptbéhu testu s kulturou JK-2

Doba MM 1F MM 1,5F MM 2F MM 2,5F MM 3F

[dny]

sm.odg sm.odg sm.odg sm.odc sm.odc
pramér| h [pramér| h |pramér| h |pramér| h |pramér| h

0,0488| 0,0030] 0,0463| 0,0026} 0,0438| 0,0012] 0,0454| 0,0005] 0,0462| 0,0008

0,1375| 0,0572] 0,0663| 0,0372] 0,0453| 0,0054] 0,0452| 0,0008] 0,0467| 0,0020

0,1642| 0,0413| 0,0752| 0,0494] 0,0500| 0,0167] 0,0448| 0,0008] 0,0467| 0,0012

0,1792| 0,0217] 0,0770{ 0,0507] 0,0555| 0,0297] 0,0458| 0,0010] 0,0473| 0,0016

0,1768| 0,0307] 0,0718| 0,0460] 0,0588| 0,0378] 0,0458| 0,0012]| 0,0468| 0,0017

oo~ |iw| O

0,1800j 0,0591] 0,0707| 0,0446] 0,0614| 0,0395] 0,0454| 0,0009] 0,0468| 0,0015

Absorbance [1]

0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t[d]
——JK-2+ MM 1F ——JK-2+ MM 1,5F —— JK-2 + MM 2F
——JK-2+ MM 2,5F —— JK-2 + MM 3F

Obr. 14. Zavislost absorbance kultiévdho média na dabtestu (kultura JK-2)

Z grafi je patrné, Ze zvySené koncentrace fosimael v prostedi negativ ovliviuji rast
obou degradmich kultur. Kultury OT-2 a JK-2 byly schopnést jen v prvnich dvou ty-
pech mineralniho média (o koncentracich fosfioaei 6,67 mmol-fa 10 mmol). Rast

v prostedich s koncentraci fosfaran 13,3 mmolfa vyssi byl vyrazé zpomalen nebo

aplné znemozan.
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14 POSOUZENI CITLIVOSTI PVA-DEGRADA CNIiCH KULTUR NA
VYSSi KONCENTRACE FOSFORECNANU I

14.1Uvod

Tento pokus byl proveden podabjako pokus pedchozi s tim rozdilem, Ze bylo pracova-
no seitemi kulturami degradér pii dvojndsobné intenzitinokulaci (10 pul inokula misto 5
ul, pouzitych v pokusuipdchozim). Byl tedy sledovanfst degradénich kultur na trypto-
nu, v prostedich o pti raiznych koncentracich fosfanean (viz kap 6.1, Tab. 3). Opako-

vani bylo provedeno zigodu potvrzeni vysledkpokusu pedchoziho.

14.2Rozvrzeni pokusu

Jednotlivé typy mineralnich médii, vi@ali s rostouci koncentraci fosfemani, byly dav-

kovany vzdy jeden typ do Sesti jamek jednoho sleupikrotitrani destéky:
1) PVA-degradani kultura + MM 1F + trypton 3g*

2) PVA-degradani kultura + MM 1,5F + trypton 3¢l

3) PVA-degradani kultura + MM 2F + trypton 3g™

4) PVA-degradeni kultura + MM 2,5F + trypton 3¢}l

5) PVA-degradani kultura + MM 3F + trypton 3g*

14.3Vysledky pokusu

Rast jednotlivych kultur byl sledovan po dobu 17adm byl zaznamenan v grafech (Obr.
15, Obr. 16 a Obr. 17). Hodnoty v grafech odpovigajmérim z neéfeni minimal péti
jamek mikrotitr&ni desttky. V tabulkach (Tab. 13, Tab. 14 a Tab. 15) jswadeny pi-

slusné srrodatné odchylky.
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Tab. 13. Hodnoty absorbanci kultirdho média v pibehu testu s kulturou OT-2

MM 1F MM 1,5F MM 2F MM 2,5F MM 3F
Dob3
vl rameér sm.odg ramer sm.odg rameér sm.odg rameér sm.odq prii- sm.odch
P h [P h [P h [P h | mer P™

0,1078| 0,016¢40,1183|0,0228] 0,1140| 0,0243] 0,1115| 0,0318|0,1045 0,0283

0,1905| 0,019%0,1955| 0,0296] 0,1865| 0,0316| 0,1873| 0,0318|0,1888 0,0332

0,2820| 0,029%0,2330| 0,0450] 0,2133| 0,0341} 0,2150| 0,0390{0,226Q 0,0407

0,2553| 0,03040,2038| 0,0140] 0,2025| 0,0178] 0,1850| 0,0226|0,197Q 0,0224

0
1
2
3 10,3405, 0,05540,2205(0,0110] 0,2353| 0,0381] 0,2260| 0,0321]0,217Q 0,0428
6
8

0,3783| 0,03140,2800| 0,0171}0,2888| 0,0208] 0,2735| 0,0162|0,2748 0,0270

13 | 0,3908| 0,033(00,2815| 0,0106| 0,2720} 0,0221} 0,2563| 0,0158]0,2573 0,0318

151 0,4038| 0,03000,2703| 0,0167| 0,2485| 0,0271} 0,2553| 0,0218]0,240Q0 0,0296

17 | 0,4050| 0,04470,2810| 0,0119( 0,2653| 00,0179 0,2788| 0,0382(0,2603 0,0373

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbance [1]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
t[d]

—— OT-2 + MM1F ——OT-2+ MM 1,5F ——OT-2 + MM 2F
—— OT-2+ MM 2,5F ——OT-2+ MM 3F

Obr. 15. Zavislost absorbancdikatniho média na dabtestu
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Tab. 14. Hodnoty absorbanci kultirdho média v ptbehu testu s kulturou JK-2

doba
[dny

MM 1F

MM 1,5F MM 2F

MM 2,5F

MM 3F

pramér |sm.odcHpramér

sm.odga sm.odga

sm.odga

h |pramér| h [|pramér| h

sm.odg
h

0,0858| 0,0036] 0,0893

0,0081] 0,0993| 0,0245{ 0,1078| 0,0232

0,0061

0,1273| 0,0033]0,1250

0,0180] 0,1383| 0,0293] 0,1508| 0,0311

0,0050

0,1560( 0,0026]0,1388

0,0147] 0,1493| 0,0281] 0,1603| 0,0282

0,0048

0,2035| 0,0042]0,1640

0,0176] 0,1720| 0,0228| 0,1823| 0,0207

0,0038

0,2758| 0,0072]0,1915

0,0117]0,1888| 0,0010f 0,1835| 0,0031

0,0026

0,2945| 0,0064]0,1980

0,0167]0,1970) 0,0116{ 0,1993| 0,0222

0,0022

0,2958| 0,0100]0,1953

0,0263] 0,1890| 0,0227| 0,1955| 0,0264

0,0019

0,2783| 0,0188]0,1788

0,0198] 0,1800| 0,0141{ 0,1843| 0,0178

0,0024

0,2870| 0,0131]0,1830

0,0236] 0,1748| 0,0118] 0,1808| 0,0187

0,0022

Absorbance [1]

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

0O 1 2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

t[d]

——JK-2+ MM 1F
——JK-2 + MM 2,5F

—— JK-2 + MM 1,5F
—— JK-2 + MM 3F

—— JK-2 + MM 2F

Obr. 16. Zavislost absorbance kultivaho média na dabtestu
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Tab. 15. Hodnoty absorbanci kultirdho média v ptbehu testu s kulturou Z-1

dobq v 1F MM 1.5F MM 2F MM 2.5F MM 3F
[dny
] FamMEr sm.odg FaMer sm.odc FRMEr sm.odg FaMer sm.odd pra- |sm.odd
pru T h o [P h [P h | mer | h

0,0838| 0,0049| 0,0880| 0,0210] 0,0758| 0,0046| 0,0758| 0,0115/0,0778 0,0050

0,0903| 0,0041} 0,0925| 0,0217] 0,0820| 0,0052] 0,0808| 0,0136/0,0813 0,0043

0,1050| 0,0027] 0,0995| 0,0173] 0,0883| 0,0056f 0,0860| 0,0130]0,085Q 0,0042

0,1393| 0,0033] 0,1103| 0,0127] 0,0913| 0,0059| 0,0880| 0,0118]0,0893 0,0039

0
1
2
3 10,1220/ 0,0018] 0,1050| 0,0154] 0,0903| 0,0053] 0,0885| 0,0133]0,0893 0,0043
6
8

0,1558| 0,0053] 0,1143| 0,0127| 0,0930| 0,0061 0,0905| 0,0126/0,089Q 0,0036

13 10,1720 0,0231} 0,1170| 0,0176| 0,1193| 0,0226{ 0,0970| 0,0076]0,088Q 0,0032

15 | 0,1698| 0,0193] 0,1143 0,0139| 0,1205| 0,0210] 0,1033| 0,0085{0,0908 0,0070

17 10,1980/ 0,0483] 0,1215| 0,0125| 0,1283| 0,0222] 0,1085| 0,0077]0,096Q 0,0145

0,25

0,20

0,15

0,10

Absorbance [1]

0,05

0,00
0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
t[d]

——Z71+MM 1F ——71+MM 1,5F ——Z71+MM 2F
—— 71+ MM 2,5F ——71+MM3F

Obr. 17. Zavislost absorbance kultivaho média na dabtestu

prabéhu tohoto pokusu byl zaznamenan nejlejgst vSechifi kultur v prostedi prvniho

e

typu mineralniho média s nejniz$i koncentraci fasfoani, tj. 6,67 mmol. Timto byly
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potvrzeny vysledky f@dchoziho pokusu, Zze vysSi koncentrace fosfané v prostedi

negativré ovliviuji rist PVA-degradénich kultur.
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15 ZKOUSKY ROZKLADU PVA CISTYMI KULTURAMI OT2, JK2 A
71V PROSTREDI SE ZVYSENOU KONCENTRACI
FOSFORECNANU

15.1 Uvod

Vzhledem k vysledkm predchozich dvou pokis ve kterych byl sledovanist PVA-
degradanich kultur na tryptonu, bylo nutné potvrdit negatfivliv zvySené koncentrace

fosforenani i na PVA-degradéni schopnostiéchto kultur.

Za podminek degradaich tesk (viz. Kap. 8.1) byl sledovan rozklad PVA v prigstich o
péti raiznych koncentracich fosfaieani. K tomuto @elu bylo gipraveno gt druhi mine-

ralnich médii podle tabulky (viz. kap. 6.1, Tah. 3)

15.2Rozvrzeni pokusu

V ramci tohoto pokusu byly nasazetiysérie po pti lahvich podle rozpisu:
1) Kultura OT2 v MM 1F + PQQ 20g-I* + PVA 500 mg:f
2) Kultura OT2 v MM 1,5F + PQQ 2@y-I* + PVA 500 mg-t
3) Kultura OT2 v MM 2F + PQQ 20g-I* + PVA 500 mg-t
4) Kultura OT2 v MM 2,5F + PQQ 20g-I* + PVA 500 mg:t
5) Kultura OT2 v MM 3F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-f
6) Kultura JK2 v MM 1F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:t
7) Kultura JK2 v MM 1,5F + PQQ 2g-I* + PVA 500 mg-t
8) Kultura JK2 v MM 2F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:t
9) Kultura JK2 v MM 2,5F + PQQ 2(g-I* + PVA 500 mg-t
10)Kultura JK2 v MM 3F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg-f
11)Kultura Z1 v MM 1F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:t

12)Kultura Z1 v MM 1,5F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mgf
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13)Kultura Z1 v MM 2F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:t
14) Kultura Z1 v MM 2,5F + PQQ 20g-I* + PVA 500 mg:t

15) Kultura Z1 v MM 3F + PQQ 2Qg-I* + PVA 500 mg:t

V prabéhu pokusu byly ve zvolenych intervalech odebirangrky (250ul) pro stanoveni
koncentrace PVA. Na zakladbozorovani z prvniho pokusu (viz. kap. 9) byl @i
s kulturou Z1 pidan trypton (vysledna koncentrace 300 Mygro zabezp&eni jejich po-

tieb. Toto bylo provedeno nad#iku pokusu, vétvrty a sedmy den.

15.3Vysledky pokusu

Pokus probihal 16 dn Pribéh rozkladu PVA pro jednotlivé série lahvi je patmgbrazk
(Obr. 18, Obr. 19 a Obr. 20). Hodnoty v grafechadg@aji paméru z piti paralelnich sta-
noveni koncentrace PVA. Jednotlivé hodnoty jsoudewg v tabulkach (Tab. 16, Tab. 17 a
Tab. 18).
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Koncentrace PVA [mg-]l]

Tab. 16. Hodnoty koncentrace PVA (it pribehu testu

Doba Kultura OT 2

[dny] [ MM 1F MM 1,5F MM 2F [MM 2,5F MM 3F
0 509,4 | 513,9| 5346 5249 507,
2 358,3 | 456,8| 5454 5244 5359
4 111,1 | 326,7| 537,1| 552, 532,
7 737 | 1550| 5384| 532, 5155
9 758 | 127,1| 5129 512, 513,
11 81,1 | 117,7| 2341 5209 546,
14 77,3 | 112,3| 104,2| 5120 501,
16 721 | 1135| 981| 5152 5449

!

:

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

t[d]

——OT-2+ MM 1F
—— OT-2+ MM 2,5F

——OT-2+ MM 1,5F

——0OT-2+ MM 3F

—— OT-2 + MM 2F

Obr. 18. Zavislost koncentrace PVA d¢ese (kultura OT-2)
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Koncentrace PVA [mg-]l]

600

ul
o
o

400

300

200

-
o
o

Tab. 17. Hodnoty koncentrace PVA (rityu pribehu testu

Doba Kultura JK-2

[dny] | Mm1F | MM 1,5F| MM 2F | MM 2,5F| MM 3F
0 537,0 | 5464 | 5454| 5274 5323
2 360,1 | 412,2| 5260 4970 5065
4 68,9 159,7 535,1 518,6 500,
7 39,5 515 | 524,8| 5144 5123
9 39,9 49,6 534,0 525,3 530,
11 44,4 46,7 | 489,9| 5279 525
14 29,8 25,7 58,2 526,1 528,93
16 27,5 18,7 16,6 | 501,8| 534,6

(o]
[(e]

t[d]

10 11 12 13 14 15 16 17

——JK-2+ MM 1F

—— JK-2 + MM 2,5F

—— JK-2 + MM 1,5F

—— JK-2 + MM 3F

——JK-2 + MM 2F

Obr. 19. Zavislost koncentrace PVA dase (kultura JK-2)
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Tab. 18. Hodnoty koncentrace PVA (rityu pribehu testu

Doba Kultura Z-1
[dnyl | MM 1F | MM 1,5F| MM 2F | MM 2,5F| MM 3F
0 5215 | 5035| 5099| 513, 5247
2 4764 | 4649 | 5186| 5030 5333
4 4344 | 467,8| 511,3| 511,49 5008
7 3027 | 4635| 512,7| 5294  531%
9 3722 | 4574| 5334| 5275 5386
11 381,1 | 4168 ; ] ]
14 3253 | 4208| 5338 5393 5434
16 3288 | 389,2| 5158| 4918 4983
600
o b"k _ ——— 9
o500 i ) =
é o . ¢ \ o
e ———
o
2300 f
®©
£ 200 |
S
S 100
4
0
0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
t[d]
—— 71+ MM 1F —— 71+ MM 1,5F —— 71+ MM 2F

——Z71 + MM 2,5F —— 71+ MM 3F

Obr. 20. Zavislost koncentrace PVA dase (kultura Z-1)

Prvni dva uvedené grafy (Obr. 18 a Obr. 19), keehgovidaji kulturam OT-2 a JK-2, ne-
vykazuji velké rozdily. V obou ffpadech byl PVA nejrychleji rozlozen v prieti
s nejniz&i koncentraci fosfaman (6,67 mmol-) a s malym zpozghim také v druhém

typu prostedi o koncentraci fosfoteani 10 mmol-I. Po ¢ase nastal také rozklad
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v prostedi mineralniho média s ozfemim MM2F (o koncentraci fosfafeam 13,3
mmol-). V pifpadt kultury OT-2 se rozklad rozbl v 9. den pokusu a u kultury JK-2

kolem 11. dne.

V piipads kultury Z1 bylo zjiséno, Ze jeji degradai schopnosti v této fazi prace jiz neby-
ly ptilis vyrazné a Ze doSlo jencist&énému rozkladu polymeru. | v této situaci vSak bylo
ziejmé, Ze degradace v priegti zvySenych koncentraci fosfonani je zpomalend&i po-

tlagena.
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16 POSOUZENI CITLIVOSTI PVA-DEGRADA CNIiCH KULTUR NA
VYSSI KONCENTRACE SOLI

16.1Uvod

Naplni posledniho pokusu bylo posoudit, jestli zamenana citlivost PVA-degrattach

kultur predstavuje konkrétni citlivost k vy§Sim koncentraédsforenani, nebo se jedné o
obecnou citlivost &¢i vySSim koncentracim mineralnich soli. K uskat@i pokusu byly
vybrany hydrogenuhtitany, neb@ tyto soli mohou v progedi vznikat mikrobiélni minera-

lizaci organickych substi@atjsou malo alkalické a patk dostupnym chemikaliim.

Byl sledovan iist degradénich kultur v prosedich o tech fiznych koncentracich soli.
K tomuto &elu bylo gipraveno gt druhi mineralnich meédii podle tabulky (viz. kap. 6.1,
Tab. 4). Diky vyhodam mikrotiteai desttky (velky paet test)) bylo mozné sledovatip
padné odliSnostitistu v prostedi NaHCQ nebo KHCQ, tedy posoudit i vliv typu kation-

tu.

16.2Rozvrzeni pokusu

Jednotlivé typy mineralnich médii, vipai s rostoucim obsahem soli, byly davkovany

vzdy jeden typ do Sesti jamek jednoho sloupce nitkadni destéky:
1) PVA-degradéni kultura + MM 1 + trypton 3gH

2) PVA-degradéni kultura + MM 2Na + trypton 3l

3) PVA-degradeni kultura + MM 2K + trypton 3g

4) PVA-degradani kultura + MM 3Na + trypton 3g*

5) PVA-degradeni kultura + MM 3K + trypton 3g
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16.3 Vysledky pokusu

Rist jednotlivych kultur byl sledovan po dobu 14adm byl zaznamenan v grafech (Obr.
21, Obr. 22 a Obr. 23). Hodnoty v grafech odpovigajméram z meéfeni minimalr péti
jamek mikrotitr&ni destéky.
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Tab. 19. Hodnoty absorbanci kultirdho média v pibehu testu s kulturou OT-2

Do-

ba MM 1 MM 2Na MM 2K MM 3Na MM 3K

[dny
]

sm.odd sm.odd sm.odd sm.odd sm.odd
prameér h |pramér| h |pramér| h |pramér| h |pramér| h

0,0808] 0,0063} 0,0805| 0,0022] 0,0783| 0,0052] 0,0815( 0,0048| 0,0833| 0,0041]

0,1645]| 0,0029] 0,1442| 0,0066] 0,1383| 0,0027| 0,1253| 0,0110f 0,1155| 0,0128

0,2502| 0,0063] 0,1642| 0,0177] 0,1836| 0,0100| 0,1344| 0,0130] 0,1486| 0,0077

0,2913] 0,0148] 0,1795| 0,0258] 0,2058| 0,0116| 0,1482| 0,0048] 0,1726| 0,0082

0,3918] 0,0107} 0,2003| 0,0137] 0,2313| 0,0176{ 0,1350( 0,0033| 0,2190| 0,0080,

0,3928| 0,0207] 0,1943| 0,0184] 0,2193| 0,0142] 0,1300| 0,0035| 0,2278| 0,0132

0,3738| 0,0262] 0,1883| 0,0216] 0,2175| 0,0241{ 0,1148| 0,0091} 0,2180| 0,0098

O OW|IN| OO |W | N |+ |O

0,3926/| 0,0253] 0,1880| 0,0182] 0,2146| 0,0189( 0,1185| 0,0088| 0,2346| 0,0128

[
o

0,3590( 0,00714 0,1830| 0,0312 0,1810) 0,0198{ 0,1012| 0,0093] 0,2082| 0,0208

[EY
NN

0,3552| 0,0239( 0,1800| 0,0208] 0,1835| 0,0396{ 0,1075| 0,0087] 0,2262| 0,0166

0,45

0,40
— 0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05 |
0,00

Absorbance [1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
t[d]

——0OT-2+ MM 1 —— OT-2 + MM 2Na ——0OT-2+ MM 2K
——0OT-2 + MM 3Na ——0OT-2 + MM 3K

Obr. 21 Zavislost absorbance kultérdho média na dabtestu (kultura OT-2)
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Tab. 20. Hodnoty absorbanci kultérdho média v pibehu testu s kulturou JK-2

dobad MM 1 MM 2Na MM 2K MM 3Na MM 3K

[dny
] pra- |sm.odg sm.odd sSm.odg sm.odd sm.odd

mér h |pramér| h |pramér| h |pramér| h |pramér| h

0 |0,1028 0,0068] 0,1048| 0,0102] 0,1025| 0,0081{ 0,1057| 0,0074] 0,1018| 0,0026
1 |0,1357 0,0060f 0,1387| 0,0092] 0,1345| 0,0057| 0,1320| 0,0076{ 0,1266| 0,0027
2 10,1588 0,0082( 0,1532| 0,0061] 0,1537| 0,0065| 0,1500| 0,0024] 0,1426| 0,0060
3 10,1783 0,0077] 0,1670| 0,0072] 0,1658| 0,0085| 0,1570| 0,0048] 0,1455| 0,0031
6 |0,2106 0,0039| 0,1746(0,0084] 0,1782| 0,0083| 0,1392| 0,0048] 0,1796| 0,0081
7 10,2044 0,0043]0,1678| 0,0111] 0,1707| 0,0065| 0,1340| 0,0047] 0,1708| 0,0054
8 |0,1947 0,0098] 0,1666( 0,0045| 0,1677| 0,0072] 0,1307| 0,0047] 0,1693| 0,0097
9 |0,1913 0,0080| 0,1668| 0,0075| 0,1668| 0,0041} 0,1316/ 0,0030| 0,1695| 0,0087
10 |0,1904 0,0089] 0,1670| 0,0063| 0,1700| 0,0082| 0,1228| 0,0042] 0,1558| 0,0053
14 |0,1860 0,0107] 0,1706| 0,0097| 0,1713| 0,0096| 0,1267| 0,0039| 0,1677| 0,0107

0,25

0,20

0,15

0,10

Absorbance [1]

0,05

0,00
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
t[d]

——JK-2+ MM 1 —— JK-2 + MM 2Na —— JK-2 + MM 2K
——JK-2 + MM 3Na —— JK-2 + MM 3K

Obr. 22 Zavislost absorbance kultirdho média na dabtestu (kultura JK-2)
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Tab. 21. Hodnoty absorbanci kultérdho média v pibéhu testu s kulturou Z-1

MM 1 MM 2Ma MM 2K MM 3Na MM 3K
doba

[dny] pra- |sm.odg sm.odg sm.odg sm.odg sm.odg

mér h |pramér| h |pramér| h |pramér| h [pramér| h

0,0566 0,0044] 0,0548| 0,0015f 0,0564| 0,0048| 0,0578| 0,0053| 0,0560| 0,0056

0,0686 0,0046| 0,0604| 0,0019 0,0622| 0,0045| 0,0608| 0,0047| 0,0582| 0,0050

0,0906 0,0048| 0,0730} 0,0025{ 0,0782| 0,0044] 0,0668| 0,0047| 0,0636| 0,0053

0,1110 0,0048| 0,0816| 0,0040f 0,0914| 0,0043| 0,0680| 0,0045{ 0,0706| 0,0054

0, 1354 0,0039| 0,0877| 0,0088] 0,1192| 0,0313| 0,0677| 0,0063| 0,0884| 0,0054

0,1418 0,0112] 0,0864| 0,0044{ 0,1114| 0,0089] 0,0674| 0,0083] 0,0922| 0,0057

0,1506 0,0192] 0,0858| 0,0057| 0,1180| 0,0210} 0,0680| 0,0118] 0,0934| 0,0061

© | 0N OO|W | DN |+ |O

0,1570 0,0261} 0,0850| 0,0053| 0,1252| 0,0367| 0,0680| 0,0129| 0,0946| 0,0070

[EEN
o

0,1648 0,0302] 0,0840| 0,0035{ 0,1133| 0,0156f 0,0682| 0,0124{ 0,0952| 0,0078

[EEY
~

0,1832 0,0391} 0,0908| 0,0080f 0,1497| 0,0585{ 0,0682| 0,0078| 0,1105| 0,0289

0,25

0,20

0,15

0,10

Absorbance [1]

0,05 F

0,00

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
t[d]

——71+MM 1 —— 71+ MM 2Na —— 71+ MM 2K
—— 71 + MM 3Na —— 71+ MM 3K

Obr. 23 Zavislost absorbance kultirdho média na dabtestu (kultura Z-1)
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Z uvedenych grdfje Zejmé, Ze nejlepsiist vSechiti kultur nastal v prosedi bez pidav-
ku uvedenych hydrogenubiliani. V pfitomnosti &€chto soli byl ist do jisté miry zpoma-

len.

NejvetSi inhibini (inek byl zaznamenén u vsedt kultur, kde byl navySen obsah soli
vySSim gidavkem NaHC@ Rist v takto upraveném prdsti nebyl térsi zaznamenan u
kultury Z-1 a jen v malé n# byl zjisén u zbyvajicich bakterii, na rozdil od pi@sti

s pridavkem stejného mnozstvi KHGQADdtud plyne z&sr, Ze kultury degradérjsou vice
citlivé vaci sodnym solim nez k draselnym. Vzhledem k tomuy p&pact kultur OT-2 a
Z-1 byl zaznamenan lepist s gidavky 20 ml roztoku KHC@nez s pidavky polovini-
ho mnozZstvi NaHCg) je mozné, Ze citlivostidi sodnym iontm miZe byt vyznamgsi
nez obecna citlivost degradék vyssi solnosti. Tyto z&w by vSak musely byt aveny

rozsahlejSimi sériemi experimént
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ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyval rozkladehgvooylalkoholu (PVA) cistymi kul-
turami degradénich bakterii a také jeho rozkladem v predt neadaptovaného aktivova-
ného kalu, ktery pochéazel zésiskéc istirny odpadnich vod. Byly provedeny dva druhy
experimeni. Vedle degradaich lahvovych te§t ve kterych byl PVA bdi jako jediny
substrat nebo jako jeden Zkolika substrat, jsme provedli takéistové testy v prostdi
tryptonu. Degradani testy byly vyhodnocovany na zaksasledovani ubytku koncentrace
PVA nebo ubytku koncentrace rozpi#ho organického uhliku. Koncentrace PVA byla
stanovovana spektrofotometrickou mikrometodou, w8gpy uhlik byl stanoven

v centrifugovanych vzorcich na analyzatoru uhlikeiist bakterii v#istovych testech byl

hodnocen na zakladnéreni absorbance kultigaiho média.

Patateini pokusy byly srérovany tak, aby vysitlily pficiny zpomaleni degradace PVA
aktivovanym kalem, za podminek trval&tpmnosti lehce odbouratelnych substrétyp-
tonu a sacharosy). Ziskané vysledky ukazaly, Z® ten neni vyvolan substratovou kom-
petici (ugednostdnim vyuzivani tryptongi sacharosy fed vyuzivanim PVA), ani nedo-
statkem mineralnich latek, antintkem rozpu&nych metabolii rychle rostoucich heterot-
rofnich bakterii. Naopak tité indicie ukazaly na citlivost degrasdch bakterii vici zvy-
Senym koncentracim fosfaman a proto byly dalSi pokusy sffovany k prokazani nebo
vyvraceni &chto jejich vlastnosti. Vysledky ukazaly, Ze skuterist vSechif testovanych
degradanich kultur (OT-2, JK-2 a Z-1) je negatiovliviiovan zvySenou koncentraci fos-
forecnam v prostedi. Stejna citlivost byla prokazana tak&ivzvySenym koncentracim
hydrogenuhbiitani, coZz naznélo obecrgjSi naroky &chto bakterii na niz8i iontovou silu

prostedi.

V navaznosti na dosazené vysledky by bylo do budawapatebi detaildji prostudovat
vlastnosti PVA-degradaich bakterii (i jinych kultur nez zde pouzitychg smyslu jejich
obecné citlivosti k mineralnim latkdm v priesdi, a také a#it mozné urychleni procesu

degradace PVA v pragdi se sniZzenou koncentraci mineralnich soli.
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