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{54) Selektivni kultivaéni piida pro mikroorganismy schopné riistu na
plastech na bazi polyolefinii
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Dosud pouZivané metody kultivace ne-
umoZiiuji péstovat mikroorganismy na resis-
tentnich plastech ani vyhleddvat kmeny
schopné adaptace na t&chto obtiZné likvido-
vatelnych polymerech. Proto byla navrZena
podle vyndlezu selektivni kultivalni piida o
sloZeni (v hmotnostnich procentech): 0,2 %
KHzPO4, 0,2 % KzHPO4, 0,03 % MgS04, 0,02 %
peptonu, 0,025 % trifenyltetrazoliumchlori-
du, 2,5 % agaru a 1 objemového procenta
smé&si polyethylen — minerdlni, nejlépe ne-
inhibovany transformétorovy olej, ktery ob-
sahuje 5 aZ 10 hmotnaostnich procent poly-
ethylenu.

Zplhsob pripravy selektivni kultivatni pii-
dy je vyznaleny tim, Ze k 0,5 aZ 1 g poly-
ethylenové iolie libovolné tlouStky se pfida
10 ml transforméatorového oleje, smés se za-
h¥iva, nejlépe v autoklavu po dobu 15 aZ
30 minut na teplotu 120°C a po rozpusténi
plastli v oleji se roztok za horka p¥idd do
zédkladnfho média 80 aZ 100 °C teplého, ob-
sahujictTho KH2P0O4, KzHPO4, MgSO4 a pepton,
mixuje v mixéru 2 aZ 5 minut rychlosti 6 a%
12 000 ot. min~1, po p#idadni agaru sterilizu-
je v autokldvu 20 minut p¥i teplotd 120 °C
a tésng pred litim do Petriho misek se v
5 ml destilované wody pfida trifenyltetrazo-
liumchlorid, sterilizovany paraleln® s kulti-
vadni pldou,
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Vyndlez se tykd selektivni kultiva&ni pii-
dy pro izolaci mikroorganismit schopnych
adaptace a rlstu na plastech na béazi poly-
ciefind.

Dosud pouZivand izolace mikroorganismil
aktivnich v&fi réiznym chemickym latkam,
Casto znelidiuiicim Zivo!ni prostfedi, je pro-
vddéna piedev8im v tekutych médiich (na-
hremadovaci kultivace), pfipadn& na plot-
nach ztuZenych agarem v pripade, Ze sledo-
vanéa latka ‘e ve vod® rozpustnd nebo v mé-
diu emulgovatelna.

U polyoclefing, které jsou inherentn& odol-
né vici ptdni mikrofléfe, viak shora uve-
dené metody selhdvaji, protoZe na povrchu
plastd bud neni znatelny Zddny riast, nebo
je pozorovan pouze nepatrny rozvoj mikro-
organismii na sigcpdch oligomernich latek
p¥istupnych pro mikreorganismy. Vlastni po-
lymer v8ak neni asimilovdn, vybér aktivnich
kmenfl viiéi takovymto plastGm je nemoZny.
Viyse uvedené nedostatky jsou odstranény
szlektivni kultivadni plidou pro mikroorga-
nismy schopné ristu na plastech na bézi
palyolefin(i, kterd je vyznacCena tim, Ze se
sklddd (v hmotnosinich procentech) z 0,2 %
KHzPO4, 0,2 % KzHPOg 0,03 % MgSOs, 0,02
proc. peptonu, 0,025 % trifenyltetrazolium-
chloridu, 2,5 % agaru a 1 objemového pro-
centa sm&si polyethylen — minerdlni, nejlé-
pe neinhibovany transformétorovy olej, kte-
r¢ obsahuje 5 a¥ 10 hmotnostnich procent
polyethylenu.

Zplisob pripravy selektivni kultivadni pi-
dy je vyznaCen tim, Ze k 0,5 aZ 1 g polyethy-
lenové fdlie libovolné tloustky se pfida 10
mililitrd transformatorového oleje, smés se
zahPiva, nejlépe v autcklivu po dobu 15 aZ
30 minut na teploiu 120°C a po rozpudténi
piastd v e'eli 32 roztok za horka prida do
zdkladniho média 80 a% 1009 teplého, ob-
sahujiciho KHzPOy, K:HPO4, MgS04, pepton a
mixuje v mixéru 2 aZ 5 minut rychlosti 8 aZ
12000 ot.m'n"!, po pfiddni agaru sterili-
zWie v autokladvu 20 minut pfi teplotd 120 °C
a t¥sné pfed litim do Peiriho misek se v 5 ml
destilované vody plida trifenylietrazodium-
chloridu, sterilizovany paraleind s kultivad-
ni plidou.

Vynélez je zzloZen na poznatku, podle kte-
rého e moZné plipravit emulse PE, je-1i p¥i-
dén a za horka rozpudidn v mineralnich ole-
jiich a na poznatcich, Ze kmeny bakteril ak-
tivn vacéi plastGm na bazi polyolefini maji
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vyraznou proteolytickou a lipolytickou akti-
vitu a jscu schopny asimilovat i plasty roz-
pusténé a Cdstefnd degradované v mineral-
nich olejich.

Selektivita plidy ie ddna zdrojem uhliku,
kterym je polyethylen rozpuftény v mineral-
nim oleji. Takovyic subsirdt asimiluje jen
velm! malad skupina mikreorganismd, vetsi-
nou aZ po del¥’m pasdZovéani na kapalnych
plddch s piFidavkem plastu (napf. kapalna
pida obsahu’ici pepton a masovy axtrakt s
piidavkem praskcvého polyethylenu. Nave-
nek se selektivita pidy projevuie v rozdil-
ném zbarveni kolon'i bakterii. Kmeny, které
jsou schopny asimilovat polyethylen rozpus-
i&n7 v minerdlnim oleji, jsou zbarveny bud
celé, neto je)ich stfedy ¢ervené. Kmeny, kte-
ré tuto viasitnost posiradaji, jsou v&tSinou
bezbarvé nebo mail jiny barevny odstin.

Zphscb pouZiti selektivni kultivaéni phidy
je patrny z néasledujiciho pfikladuw:

Pfiklad 1

Selektivni kultivatni plida je pripravena
podle receptury uvedené vplfedu a je zaoc-
kovdna vyluhem z kompostové zemé. Po 3
a? 7 dnech jscu vyhodnoceny kolonie vy-
rostlé na povrchu selektivni pady. Kolonie
zharivené Cervend (kolonie s fervenymi st¥e-
dy) mochou byt izolovdny a pouZity k dalsi
adaptaci.

Priklad 2

Pripravi se selektivni kultivatni ptda po-
dle receptury uvedené vpPedu, pfifemZ do
poloviny selektivni plidy je p¥iddn roztok
minerdiniho ole'e s plastem, do druhé polo-
viny pouze minerdini olej. Ob& varianty se
nalifi do Peztriho misek a zaoCku i sledova-
nym kmenem bakterii, nap¥, zistupci rodil
Pszudomonas, Achromabacter, Flavobacte-
rium.

7 rozdilu r@stu (intenzity barvy kolonie)
v obou variantdch pldy se soudi na miru
adaptace studovaného kmene k mineréalni-
mu cleji nebo k plastu rozpudténém v mi-
nerdlnim oleji.

Pidu je moZné vyuZit pfi vyhleddvani po-
tenciondlnich biodeteriogendi k jejich dalsimu
Slechténi a adaptaci i k sledovani, zda dany
mikroorganismus se prizpisobuje zménénym
nuirnim podminkam.
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PREDMET VYNALEZU

1. Selektivni kultivatni plida pro mikro-
organismy schopné riistu na plastech na ba-
zi polyolefint, vyznaCend tim, Ze se sklada
v hmotnostnich procentech z 0,2 % KH2POq,
0,2 % K:HPO1, 0,03 % MgS04, 0,02 % pepto-
nu, 0,025 % trifenyltetrazcliumchloridu, 2,5
proc. agaru a 1 objemového procenta smési
polyethylen — minerdini, nejlépe neinhibo-
vany transformaéatorovy olej, kterd absahuje
5 aZz 10 hmotnostnich procent polyethylenu.

2. Zplsob p¥ipravy selektivni kultivadni
plady pro mikroorganismy schopné riistu na
plastech na bdzi polyoclefinii, vyznateny tim,
7e k 0,5 a7 1 g polyethylenové {flie libovol-

né tloustky se pfidd 10 ml tramsformaéatoro-
vého ole’e, smés se zahriva, nejlépe v auto-
klavu po dobu 15 — 30 minut na teplotu
120 °C a po rozpudtdni plasti v oleji se roz-
tck za horka pPidd do zakladniho média 80
a7z 100°C teplého, obsahujiciho KH2PO4,
KzHPO4, MgS0O4 a pepton, mixuje v mixéru 2
a7 5 minut, rychlesti 6 aZ 12000 ot.min™1,
po piidani agaru sterilizuje v autdklavu 20
minut pfi teploté 120°C a t&sné& pFed litim
do Petriho misek se v 5 ml destilované vody
pfida trifenyltetrazclivmchlorid, sterilizova-
ny paraleln& s kultivaéni plidou.
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